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Íåãèñòîíîâûé îñòîâ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì in situ

Íà ïðèìåðå ãèãàíòñêèõ ÿäåð Chironomus plumosus ìû ïîêàçàëè (Ìàêàðîâ, ×åíöîâ, 2010), ÷òî ìîæíî
âûÿâèòü òåëî ïîëèòåííîé õðîìîñîìû ïîñëå îáðàáîòêè åå in situ 2 Ì NaCl è ÄÍÊàçîé â ïðèñóòñòâèè
2 ìM CuCl2. Èîíû Cu2+ ñòàáèëèçèðóþò ñâÿçè ìåæäó íåãèñòîíîâûìè êîìïîíåíòàìè, êîòîðûå îáðàçóþò
íåãèñòîíîâûé îñòîâ, ïîâòîðÿþùèé îáùóþ ìîðôîëîãèþ è äèñêîâûé ðèñóíîê ïîëèòåííîé õðîìîñîìû.
Öåëüþ ýòîé ðàáîòû áûëî ïîâòîðèòü ïðîöåäóðó ïî âûÿâëåíèþ ñòàáèëèçèðîâàííîãî íåãèñòîíîâîãî îñòîâà
in situ â îáû÷íûõ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ êëåòîê êóëüòóðû ÑÏÝÂ. Ïîñëå ýêñòðàêöèè âñåõ ãèñòîíîâ è
ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè 2 ìM CuCl2 óäàåòñÿ îáíàðóæèòü îñòàòî÷íîå òåëî ìèòîòè÷åñêîé õðîìîñîìû (åå íåãè-
ñòîíîâûé îñòîâ) íà âñåõ ñòàäèÿõ ìèòîçà êàê â ïðîõîäÿùåì ñâåòå, òàê è ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê áåë-
êàì òîïîèçîìåðàçå IIa è SMC 1. Òîïîèçîìåðàçà IIa è SMC 1 ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó òåëó õðîìîñîìû
ðàâíîìåðíî è íå îáðàçóþò íèêàêèõ îñåâûõ ñòðóêòóð.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íåãèñòîíîâûå áåëêè, ÿäåðíûé áåëêîâûé ìàòðèêñ, ñòàáèëèçàöèÿ, òîïîèçîìåðà-
çà IIa, SMC 1.

Â 70-å ãîäû ÕÕ â. âïåðâûå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âûäå-
ëåííàÿ ìèòîòè÷åñêàÿ õðîìîñîìà ñîõðàíÿåò ñâîþ ìîðôî-
ëîãèþ ïîñëå îáðàáîòêè ðàñòâîðàìè âûñîêîé èîííîé ñèëû
è íóêëåàçàìè (Adolphs et al., 1977; Paulson, Laemmli,
1977). Óäàëåíèå èç ìèòîòè÷åñêîé õðîìîñîìû ãèñòîíîâ è
ÄÍÊ ïîçâîëèëî âûÿâèòü òàê íàçûâàåìûé õðîìîñîìíûé
îñòîâ (ñêýôôîëä), îáðàçîâàííûé áåëêàìè íåãèñòîíîâîé
ïðèðîäû, îò êîòîðûõ, êàê áûëî ïîêàçàíî â àíàëîãè÷íîì
îïûòå áåç îáðàáîòêè ÄÍÊàçîé, îòõîäÿò íèòè ÄÍÊ (Paul-
son, Laemmli, 1977). Ïî ñâîåé ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèîíà-
ëüíîé ïðèðîäå áåëêè ñêýôôîëäà àíàëîãè÷íû ÿäåðíîìó
áåëêîâîìó ìàòðèêñó (ßÁÌ) èíòåðôàçíûõ ÿäåð. Êàê èçâå-
ñòíî, ßÁÌ èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â îðãàíèçàöèè èí-
òåðôàçíîãî ÿäðà (Ãåîðãèåâ, ×åíöîâ, 1963; Ðàçèí è äð.,
1980; ßðîâàÿ, Ðàçèí, 1983; Hong et al., 1999) è, â ÷àñòíî-
ñòè, â îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíîé õðîìîñîìû îñîáîãî
òèïà — ïîëèòåííîé õðîìîñîìû (Ìàêàðîâ, ×åíöîâ, 2010).

Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàáîò ïî âûÿâëå-
íèþ ñêýôôîëäà â ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ, ó èññëåäîâà-
òåëåé íå ñëîæèëîñü åäèíîãî ìíåíèÿ î ñóùíîñòè ýòîé
ñòðóêòóðû. ×àñòü àâòîðîâ ñ÷èòàþò õðîìîñîìíûé ñêýô-
ôîëä ðåàëüíî ñóùåñòâóþùåé ñòðóêòóðîé, êîòîðàÿ ïðèíè-
ìàåò íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè âûñøèõ
óðîâíåé óêëàäêè õðîìàòèíà (Lebkowski, Laemmli, 1982;
Pienta, Coffey, 1984; Boy de la Tour, Laemmli, 1988; Saitoh
et al., 1994). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, åñòü îñíîâàíèÿ ñ÷èòàòü
ñêýôôîëä àðòåôàêòîì, òàê êàê åãî âèä ñóùåñòâåííî çàâè-
ñèò îò ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòà. Íàïðèìåð, â ïðèñóò-
ñòâèè äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ ìåäè, êàëüöèÿ èëè ìàãíèÿ
íåãèñòîíîâûé îñòîâ âûÿâëÿåòñÿ áîëåå îò÷åòëèâî (Leb-
kowski, Laemmli, 1982; Lewis, Laemmli, 1982; Strick et al.,
2001), ÷åì áåç ýòèõ êàòèîíîâ; à â óñëîâèÿõ ãèïîòîíèè ïî-
ëó÷àåìûé ïðåïàðàò ñêýôôîëäà è âîâñå èìååò äèôôóçíûé
âèä è íå ïîâòîðÿåò î÷åðòàíèé ìèòîòè÷åñêîé õðîìîñîìû

(Goyanes et al., 1980; Okada, Comings, 1980; Paulson, 1989;
Razin, 1996).

Ìàæîðíûìè êîìïîíåíòàìè õðîìîñîìíîãî ñêýôôîëäà
ÿâëÿþòñÿ áåëêè ñåìåéñòâà SMC (Saitoh et al., 1994; Strun-
nikov et al., 1995) è òîïîèçîìåðàçà IIa (Earnshaw, Heck,
1985; Gasser et al., 1986), îäíàêî èõ ðîëü â îðãàíèçàöèè
òåëà õðîìîñîìû äî êîíöà íåÿñíà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìè-
òîòè÷åñêàÿ õðîìîñîìà ìîæåò êîíäåíñèðîâàòüñÿ êàê â
ïðèñóòñòâèè, òàê è ïðè îòñóòñòâèè áåëêîâ SMC (Strunni-
kov et al., 1995; Hagstrom et al., 2002; Vagnarelli et al.,
2006). Êðîìå òîãî, ó àâòîðîâ íåò åäèíîãî ìíåíèÿ î ðàñ-
ïðåäåëåíèè òîïîèçîìåðàçû IIa âíóòðè õðîìîñîìû: ïî îä-
íèì äàííûì, òîïîèçîìåðàçà IIa ëîêàëèçîâàíà ïî âñåìó
îáúåìó õðîìîñîìû (Christensen et al., 2002; Ìóðàøîâà è
äð., 2008), ïî äðóãèì — òîëüêî â åå öåíòðàëüíîé (îñåâîé)
÷àñòè (Halligan et al., 1984; Earnshaw et al., 1985; Champo-
ux, 2001; Maeshima, Laemmli, 2003).

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî âñå ðàáîòû ïî âûÿâëåíèþ
õðîìîñîìíîãî ñêýôôîëäà ïðîâîäèëè íà èçîëèðîâàííûõ
õðîìîñîìàõ, ÷òî íå ìîæåò íå âûçûâàòü îïðåäåëåííûõ èç-
ìåíåíèé â ñòðóêòóðå òåëà õðîìîñîìû. Ðàáîòàÿ ñ ãèãàíò-
ñêèìè ÿäðàìè Chironomus plumosus in situ, ìû ïîêàçàëè,
÷òî ïîñëå óäàëåíèÿ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè 2 ìM
CuCl2 îò÷åòëèâî âûÿâëÿåòñÿ íåãèñòîíîâûé îñòîâ ïî-
ëèòåííûõ õðîìîñîì (Ìàêàðîâ, ×åíöîâ, 2010). Ïîýòîìó
öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿâèòü íåãèñòî-
íîâûé îñòîâ (ñêýôôîëä) ìèòîòè÷åñêîé õðîìîñîìû in situ,
ò. å. áåç âûäåëåíèÿ õðîìîñîì èç êëåòîê, èñïîëüçóÿ ìåòîä
ñòàáèëèçàöèè íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ñ ïîìîùüþ 2 ìM
ðàñòâîðà CuCl2, à òàêæå âûÿñíèòü ðàñïðåäåëåíèå ìàæîð-
íûõ íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ â îñòàòî÷íîì òåëå ìèòîòè÷å-
ñêîé õðîìîñîìû. Âûçûâàåò èíòåðåñ òàêæå âîïðîñ: ñîõðà-
íÿåòñÿ ëè â ñòàáèëèçèðîâàííîì íåãèñòîíîâîì îñòîâå õðî-
ìîñîìû òà íåîäíîðîäíîñòü ïî ñòåïåíè êîíäåíñàöèè
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õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà, êîòîðóþ ìîæíî íàáëþäàòü íà
âûäåëåííûõ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ, ïðåäâàðèòåëüíî
îáðàáîòàííûõ ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñòâîðîì 0.075 M KCl
(Çåëåíèí è äð., 1979; Çàöåïèíà è äð., 1985; Zatsepina et al.,
1989)? Ïðè ýòîì äèôôåðåíöèàëüíàÿ äåêîíäåíñàöèÿ õðî-
ìîñîì, âûçâàííàÿ ãèïîòîíèåé, äàåò òàêóþ æå êàðòèíó,
÷òî è ïðè ñòàíäàðòíîé îêðàñêå íà G-áýíäû, çàìåòíàÿ êàê â
ôàçîâîì êîíòðàñòå, òàê è ïðè îêðàøèâàíèè. Ïîýòîìó
áûëè îñíîâàíèÿ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî è â õðîìîñîìíîì îñòî-
âå óäàñòñÿ âûÿâèòü íåîäíîðîäíîñòü, âûçâàííóþ äèôôå-
ðåíöèàëüíîé äåêîíäåíñàöèåé õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà êëåòêàõ êóëüòóðû
ÑÏÝÂ, êóëüòèâèðóåìîé â ñðåäå DMEM (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ)
ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè ÊÎ52 (ýìáðèîíàëüíàÿ òå-
ëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) â ïðèñóòñòâèè
àíòèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà À5955 (Sigma, ÑØÀ) â êîí-
öåíòðàöèè 1 ìë íà 100 ìë ñðåäû. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
ïðè 37 °Ñ íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â ÷àøêàõ Ïåòðè è èñïî-
ëüçîâàëè íà 2-å ñóò ïîñëå ïîñàäêè. Õðîìîñîìû èçó÷àëè
íåïîñðåäñòâåííî â êëåòêàõ áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî èõ âû-
äåëåíèÿ.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í î å â î ç ä å é ñ ò â è å. Äëÿ óâå-
ëè÷åíèÿ ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí èñïîëüçîâà-
ëè 0.5%-íûé Òðèòîí Õ-100 (Sigma, ÑØÀ) íà ôîñôàòíîì
áóôåðå Çåðåíñåíà (pÍ 7.2), ñîäåðæàùèé 0.15 M NaCl.
Êëåòêè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí è çàòåì äî-
áàâëÿëè ñòàáèëèçèðóþùèé 2 ìM ðàñòâîð CuCl2 â áóôåðå
Çåðåíñåíà íà 20 ìèí. Ïîñëå ýòîãî óäàëÿëè ãèñòîíû ñ ïî-
ìîùüþ 2 M ðàñòâîðà NaCl â áóôåðå Çåðåíñåíà â ïðèñóò-
ñòâèè 2 ìM CuCl2 â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïîñëå 2 M NaCl êëåò-
êè îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé I (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíò-
ðàöèè 250 ìêã/ìë â áóôåðå Çåðåíñåíà ïðè 37 °C â òå÷åíèå
15 ìèí òàêæå â ïðèñóòñòâèè 2 ìM CuCl2. Äèôôåðåíöèàëü-
íóþ äåêîíäåíñàöèþ èñõîäíûõ õðîìîñîì âûçûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà 0.075M KCl â áóôåðå
Çåðåíñåíà â ïðèñóòñòâèè 2 ìM CuCl2.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè â ìèê-
ðîñêîïå ñèñòåìû AxioVert 100 (Êàðë Öåéñ, Ãåðìàíèÿ) êàê
â ôàçîâî-êîíòðàñòíîì ðåæèìå (îáúåêòèâ 100�1.4), òàê è
ïðè ïðîâåäåíèè èììóíîôëóîðåñöåíòíûõ èññëåäîâàíèé.
Íà îáùèé áåëîê êëåòêè îêðàøèâàëè ïî ìåòîäó Ïåíà
(Pena, 1980), èñïîëüçóÿ êðàñèòåëü áðèëëèàíòîâûé ñèíèé
ôèðìû Êóìàññè: ñíà÷àëà êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì
ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà â PBS â òå÷åíèå 20 ìèí, à ïî-
òîì îêðàøèâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ èç ðàñ÷å-
òà 2—3 êàïëè íà ïîêðîâíîå ñòåêëî â òå÷åíèå 20 ìèí.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ òîïîèçîìåðàçû IIa è SMC 1 â íîðìàëü-
íûõ è ñòàáèëèçèðîâàííûõ õðîìîñîìàõ èñïîëüçîâàëè ìû-
øèíûå àíòèòåëà ê ýòèì áåëêàì (Sigma, ÑØÀ). Ïåðåä îá-
ðàáîòêîé àíòèòåëàìè êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ðàñò-
âîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà â PBS â òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì
îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí â ðàñòâîðå PBS. Êëåòêè îáðàáà-
òûâàëè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ê äàííîìó áåëêó â òå÷å-
íèå 40 ìèí ïðè 37 °Ñ, ðàçâåäåííûìè â PBS (MP Biome-
dicals, 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 ÔÈÒÖ äëÿ òîïîèçîìåðàçû
IIa è ÒÐÈÒÑ äëÿ SMC I (Amersham Life science, ÑØÀ),
ðàçâåäåííûìè òåì æå ðàñòâîðîì â ñîîòíîøåíèè 1 : 75,
ïðè 37 °C â òå÷åíèå 30 ìèí.

Ðåçóëüòàòû

Â û ÿ â ë å í è å í å ã è ñ ò î í î â î ã î î ñ ò î â à ì è òî-
ò è ÷ å ñ ê è õ õ ð î ì î ñ î ì. Â íîðìàëüíûõ õðîìîñîìàõ áåë-
êîâûå êîìïîíåíòû ñîñòàâëÿþò ïîðÿäêà 60 % õðîìàòèíî-
âîãî ìàòåðèàëà, ïîýòîìó ìèòîòè÷åñêèå õðîìîñîìû êóëü-
òóðû ÑÏÝÂ âåñüìà èíòåíñèâíî îêðàøèâàþòñÿ ïî ìåòîäó
Ïåíà. Íà âñåõ ñòàäèÿõ ìèòîçà (ðèñ. 1) ìîæíî âèäåòü õà-
ðàêòåðíóþ ìîðôîëîãèþ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì, îêðà-
øåííûõ áðèëëèàíòîâûì ñèíèì in situ, â òàêèõ èñõîä-
íûõ õðîìîñîìàõ (íå îáðàáîòàííûõ 2 ìM CuCl2) äîëæíû
îêðàøèâàòüñÿ êàê ãèñòîíîâûå, òàê è íåãèñòîíîâûå êîìïî-
íåíòû.

Êàê áûëî ïîêàçàíî (Lebkowski, Laemmli, 1982; Lewis,
Laemmli, 1982), èîíû Cu2+ ïîâûøàþò âûõîä áèîõèìè÷å-
ñêîé ôðàêöèè íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ è äåëàþò ðèñóíîê
ÿäåðíîãî áåëêîâîãî ìàòðèêñà áîëåå âûðàæåííûì, ò. å.
ìîæíî ãîâîðèòü î ñòàáèëèçàöèè íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ñ
ïîìîùüþ Cu2+. Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî äîáàâëåíèå â êóëüòó-
ðó êëåòîê 2 ìM CuCl2 íå âûçûâàåò âèäèìûõ èçìåíåíèé â
ñòðóêòóðå õðîìîñîì; íà âñåõ ñòàäèÿõ ìèòîçà õðîìîñîìû,
îáðàáîòàííûå in situ 2 ìM CuCl2 è îêðàøåííûå ïî ìåòîäó
Ïåíà (ðèñ. 2), íå îòëè÷àþòñÿ îò èñõîäíûõ õðîìîñîì, íå
ñîäåðæàùèõ èîíîâ Cu2+ (ðèñ. 1). Åñëè æå ñòàáèëèçèðîâàí-
íûå òàêèì îáðàçîì õðîìîñîìû ïîäâåðãíóòü ïðîöåäóðå ïî
âûÿâëåíèþ ßÁÌ (îáðàáîòàòü 2 M NaCl è ÄÍÊàçîé â ïðè-
ñóòñòâèè 2 ìM CuCl2), òî óäàåòñÿ îáíàðóæèòü òåëà õðîìî-
ñîì äàæå ïðè óäàëåíèè âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ. Õðîìîñî-
ìû, îáðàçîâàííûå òîëüêî íåãèñòîíîâûìè áåëêàìè, ñîõ-
ðàíÿþò ñâîè ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè íà âñåõ
ñòàäèÿõ ìèòîçà (ðèñ. 3), ïðè ýòîì îíè íå íàáóõàþò è
èõ äèàìåòð ñîîòâåòñòâóåò äèàìåòðó èñõîäíûõ õðîìîñîì.
Òàêèå õðîìîñîìû îêðàøèâàþòñÿ ïî ìåòîäó Ïåíà ìå-
íåå èíòåíñèâíî, ÷åì â íîðìå è ïðè ñòàáèëèçàöèè áåç ýêñò-
ðàêöèé; ïî-âèäèìîìó, ýòî îáúÿñíÿåòñÿ ãîðàçäî ìåíü-
øèì êîëè÷åñòâîì ìàòåðèàëà âíóòðè îñòàòî÷íîãî òåëà
õðîìîñîìû.

Ïðè îêðàøèâàíèè îáû÷íûõ èíòåðôàçíûõ êëåòîê ïî
ìåòîäó Ïåíà â èñõîäíûõ è ñòàáèëèçèðîâàííûõ ÿäðàõ èí-
òåíñèâíî âûÿâëÿþòñÿ ÿäðûøêè, â òî âðåìÿ êàê îñòàëüíàÿ
÷àñòü ÿäðà îêðàøåíà äîñòàòî÷íî ñëàáî (ðèñ. 1, à; 2, à); ïî-
ñëå óäàëåíèÿ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè 2 ìM CuCl2 â
ÿäðàõ ÑÏÝÂ âèäíû îñòàòî÷íûå ÿäðûøêè, ïåðèôåðè÷å-
ñêèé ñëîé (ëàìèíà) è âíóòðåííÿÿ ôèáðèëëÿðíàÿ ñåòü
(ðèñ. 3, à), ò. å. âèä òàêèõ ÿäåð ñîîòâåòñòâóåò êëàññè÷åñêî-
ìó ðèñóíêó ßÁÌ (Berezney, 1974).

Â ë è ÿ í è å ï ð å ä â à ð è ò å ë ü í î é ä å ê î í ä å í ñ à-
ö è è õ ð î ì î ñ î ì í à ì î ð ô î ë î ã è þ í å ã è ñ ò î í î â î-
ã î î ñ ò î â à. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà èñõîäíûõ ìèòî-
òè÷åñêèõ õðîìîñîì ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñòâîðîì KCl
(0.075 M) âûçûâàåò äèôôåðåíöèàëüíóþ äåêîíäåíñàöèþ
òåëà õðîìîñîìû, õîðîøî ðàçëè÷èìóþ ïðè îêðàñêå ïî ìå-
òîäó Ïåíà (ðèñ. 4, à). Íà òåëå õðîìîñîìû ìîæíî âèäåòü
áîëåå ñâåòëûå è áîëåå òåìíûå ó÷àñòêè, ÷òî ãîâîðèò î íå-
îäíîðîäíîñòè êîìïàêòèçàöèè õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà.
Ïîäîáíàÿ íåîäíîðîäíîñòü óïàêîâêè õðîìîñîìíîãî ìàòå-
ðèàëà, âûçâàííàÿ äåéñòâèåì 0.075 M NaCl, âûÿâëÿåòñÿ è
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà õðîìîñîìû 2 ìM CuCl2 (ðèñ. 4, á).

Ïðè îáðàáîòêå ñòàáèëèçèðîâàííûõ ìèòîòè÷åñêèõ
õðîìîñîì 0.075 M KCl ñ ïîñëåäóþùèì óäàëåíèåì ãèñòî-
íîâ è ÄÍÊ îêðàñêà ïî ìåòîäó Ïåíà íåðàâíîìåðíî îêðà-
øèâàåò íåãèñòîíîâûé õðîìîñîìíûé îñòîâ (ðèñ. 4, â, ã).
Íà îñòàòî÷íîì òåëå õðîìîñîìû ìîæíî âèäåòü ó÷àñòêè,
îêðàøåííûå áîëåå èíòåíñèâíî, è ó÷àñòêè, îêðàøåííûå
ìåíåå èíòåíñèâíî. Òàêèì îáðàçîì, äèôôåðåíöèàëüíóþ
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Ðèñ. 1. Êëåòêè êóëüòóðû ÑÏÝÂ, ôèêñèðîâàííûå 2.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà â PBS è îêðàøåííûå áðèëëèàíòîâûì ñèíèì
ïî ìåòîäó Ïåíà.

à — èíòåðôàçà, á — ïðîôàçà, â, ã — ïðîìåòàôàçà, ä — àíàôàçà, å — òåëîôàçà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.

Ðèñ. 2. Ñòàáèëèçàöèÿ íåãèñòîíîâûõ êîìïîíåíòîâ èîíàìè Cu2+.

à — èíòåðôàçà, á — ïðîôàçà, â, ã — ïðîìåòàôàçà, ä — àíàôàçà, å — òåëîôàçà. Êëåòêè êóëüòóðû ÑÏÝÂ îáðàáàòûâàëè 2 ìÌ CuCl2 â ïðèñóòñòâèè äåòåð-
ãåíòà (1%-íûé Òðèòîí Õ-100), çàòåì ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì è îêðàøèâàëè ïî ìåòîäó Ïåíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.



äåêîíäåíñàöèþ õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà óäàåòñÿ âûÿ-
âèòü äàæå ïðè óäàëåíèè âñåõ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ.

Â û ÿ â ë å í è å á å ë ê î â ò î ï î è ç î ì å ð à ç û I I a è
S M C 1 â í å ã è ñ ò î í î â î ì î ñ ò î â å õ ð î ì î ñ î ì. Â èñ-
õîäíûõ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîìàõ àíòèòåëà ê áåëêàì òî-
ïîèçîìåðàçå IIa è SMC 1 ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó îáúåìó
òåëà õðîìîñîìû ïðàêòè÷åñêè ðàâíîìåðíî (ðèñ. 5, àR; 6, àR),
ïîâòîðÿÿ åå îáùóþ ìîðôîëîãèþ. Òàêîé õàðàêòåð ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ìàæîðíûõ áåëêîâ ßÁÌ ñîõðàíÿåòñÿ è ïîñëå
ñòàáèëèçàöèè õðîìîñîì 2 ìM CuCl2 (ðèñ. 5, áR; 6, áR). Åñëè
òàêèå ñòàáèëèçèðîâàííûå õðîìîñîìû îáðàáîòàòü 2 Ì
NaCl è ÄÍÊàçîé â ïðèñóòñòâèè è 2 ìM CuCl2, òî â ñîñòàâå
íåãèñòîíîâûõ îñòîâîâ õðîìîñîì ìîæíî âûÿâèòü è òîïîè-
çîìåðàçó IIa, è SMC 1 (ðèñ. 5, âR; 6, âR). Ýòè ìàæîðíûå áåë-
êè ßÁÌ ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó îñòàòî÷íîìó òåëó õðîìî-
ñîìû, îäíàêî â îäíèõ õðîìîñîìàõ íàáëþäàåòñÿ ãîìîãåí-
íîå ðàñïðåäåëåíèå àíòèòåë, à â äðóãèõ ìîæíî âèäåòü
áîëåå è ìåíåå èíòåíñèâíî ñâÿòÿùèåñÿ ó÷àñòêè â ñîñòàâå

íåãèñòîíîâîãî îñòîâà; ïî âñåé âèäèìîñòè, ýòî âûçâàíî íå-
îäíîðîäíîñòüþ ðàñïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íûõ íåãèñòîíîâûõ
êîìïîíåíòîâ â òåëå õðîìîñîìû.

Îáñóæäåíèå

Èñïîëüçóÿ ìåòîäèêó ñòàáèëèçàöèè íåãèñòîíîâûõ áåë-
êîâ ñ ïîìîùüþ 2 ìM CuCl2, íàì óäàëîñü âûÿâèòü òåëî ìè-
òîòè÷åñêèõ õðîìîñîì in situ äàæå ïîñëå óäàëåíèÿ âñåõ ãè-
ñòîíîâ è ÄÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííàÿ êàðòèíà íåãèñ-
òîíîâîãî îñòîâà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì àíàëîãè÷íà òîé,
÷òî ìû íàáëþäàëè íà ïðèìåðå ãèãàíòñêèõ ÿäåð Chirono-
mus plumosus, êîãäà òåëî ïîëèòåííîé õðîìîñîìû â ïðè-
ñóòñòâèè Cu2+ ñîõðàíÿëîñü ïîñëå âñåõ ýêñòðàêöèé (Ìàêà-
ðîâ, ×åíöîâ, 2010).

Òîãäà ìû èñïîëüçîâàëè òåðìèí «ÿäåðíûé áåëêîâûé
ìàòðèêñ ïîëèòåííîé õðîìîñîìû», ïîñêîëüêó ïîëèòåííàÿ
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Ðèñ. 3. Ïîëó÷åíèå ñòàáèëèçèðîâàííîãî íåãèñòîíîâîãî îñòîâà ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì.

à — èíòåðôàçà, á — ïðîôàçà, â, ã — ïðîìåòàôàçà, ä — àíàôàçà, å — òåëîôàçà. Êëåòêè êóëüòóðû ÑÏÝÂ îáðàáàòûâàëè 1%-íûì Òðèòîíîì Õ-100, 2 Ì
NaCl è ÄÍÊàçîé â ïðèñóòñòâèè 2 ìÌ CuCl2, ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì è îêðàøèâàëè ïî ìåòîäó Ïåíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.
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Ðèñ. 4. Äèôôåðåíöèàëüíàÿ äåêîíäåíñàöèÿ õðîìîñîì â êëåòêàõ êóëüòóðû ÑÏÝÂ, âûçâàííàÿ äåéñòâèåì 0.075 Ì KCl.

à — èñõîäíûå õðîìîñîìû (äî îáðàáîòêè 2 ìÌ CuCl2); á — õðîìîñîìû, ñòàáèëèçèðîâàííûå 2 ìÌ CuCl2; â, ã — ñòàáèëèçèðîâàííûé íåãèñòîíîâûé îñ-
òîâ õðîìîñîì, ïîëó÷åííûé ïîñëå óäàëåíèÿ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè 2 ìÌ CuCl2. Îêðàñêà ïî ìåòîäó Ïåíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.

Ðèñ. 5. Ëîêàëèçàöèÿ òîïîèçîìåðàçû IIá â êëåòêàõ êóëüòóðû ÑÏÝÂ.

à, à�— èñõîäíûå õðîìîñîìû; á, á�— õðîìîñîìû, ñòàáèëèçèðîâàííûå 3 ìÌ CuCl2; â, â�— ñòàáèëèçèðîâàííûé íåãèñòîíîâûé îñòîâ õðîìîñîì. Ïåðâûé
ðÿä — ôàçîâûé êîíòðàñò, âòîðîé ðÿä — ñâå÷åíèå àíòèòåë ê òîïîèçîìåðàçå IIá. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.



õðîìîñîìà ÿâëÿåòñÿ èíòåðôàçíîé ôîðìîé õðîìàòèíà.
Â ýòîé ðàáîòå îñòàòî÷íîå òåëî õðîìîñîìû ìû íàçûâàåì
íåãèñòîíîâûì îñòîâîì, îáðàçîâàííûì îäíèìè íåãèñòîíî-
âûìè áåëêàìè, êîòîðûå, ñâÿçûâàÿñü ñ èîíàìè Cu2+, ñïî-
ñîáíû ïîääåðæàòü îáùóþ ìîðôîëîãèþ ìèòîòè÷åñêîé
õðîìîñîìû. Ìû íå íàçûâàåì íåãèñòîíîâûé îñòîâ ìèòî-
òè÷åñêîé õðîìîñîìû ñêýôôîëäîì, ïîñêîëüêó ýòîò òåðìèí
áûë èñïîëüçîâàí äëÿ õàðàêòåðèñòèêè îñòàòî÷íîãî òåëà
âûäåëåííîé õðîìîñîìû, êîãäà íåýêñòðàãèðîâàííûå íåãè-
ñòîíîâûå êîìïîíåíòû îáðàçîâûâàëè íåêóþ îñåâóþ
ñòðóêòóðó, îò êîòîðîé îòõîäèëè ïåòëè ÄÍÊ (Paulson, La-
emmli, 1977; Earnshaw et al., 1985; Champoux, 2001; Mae-
shima, Laemmli, 2003). Íî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òà-
êîå îñåâîå ðàñïîëîæåíèå íåãèñòîíîâ ÿâëÿåòñÿ àðòåôàêò-
íûì, ïîñêîëüêó èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà âûäåëåííûõ
õðîìîñîìàõ, ê òîìó æå î÷åíü ÷àñòî ïðè èññëåäîâàíèè òà-
êèõ õðîìîñîì èñïîëüçîâàëàñü ñïèðò-óêñóñíàÿ ôèêñàöèÿ,
óäàëÿþùàÿ ÷àñòü õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà; â ðåçóëüòàòå
è â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå, è ïðè èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêèõ îêðàøèâàíèÿõ èññëåäîâàòåëè íàáëþäàëè ñèëüíî èç-
ìåíåííóþ êàðòèíó ðàñïðåäåëåíèÿ íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ.

Ñóùåñòâóþò ðàáîòû, â êîòîðûõ â ìèòîòè÷åñêèõ êëåò-
êàõ in situ âûÿâëÿëè ìàæîðíûå êîìïîíåíòû ßÁÌ (íàï-
ðèìåð, òîïîèçîìåðàçà IIa), íî îíè äàþò âåñüìà ïðîòèâî-
ðå÷èâûå ñâåäåíèÿ. Â îäíèõ ñëó÷àÿõ ëîêàëèçàöèÿ òîïî-
èçîìåðàçû IIa èìåëà ÿâíî îñåâîå ðàñïîëîæåíèå
(Maeshima, Laemmli, 2003), íî â äðóãèõ òàêîãî íå íàáëþ-
äàëîñü, è àíòèòåëà ðàñïðåäåëÿëèñü ïî òåëó õðîìîñîìû
ðàâíîìåðíî (Christensen et al., 2002; Ìóðàøîâà è äð.,
2008), ïðè÷åì âëèÿíèå íà õàðàêòåð ëîêàëèçàöèè îêàçûâà-
þò íå òîëüêî óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòà, íî è òèï êëå-
òî÷íîé êóëüòóðû. Âîçìîæíî, â ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê õà-
ðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ â òåëå õðîìî-

ñîìû ìîæåò âàðüèðîâàòü ïðè ñîõðàíåíèè åäèíîãî ïëàíà
îðãàíèçàöèè.

Ïî-âèäèìîìó, ìîðôîëîãè÷åñêàÿ öåëîñòíîñòü ìèòîòè-
÷åñêîé õðîìîñîìû çàâèñèò èìåííî îò íàëè÷èÿ íåãèñòîíî-
âûõ áåëêîâ; áîëåå òîãî, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ñóùåñòâóåò
ñóáñòðóêòóðèçàöèÿ â íåãèñòîíîâîé ñåòè: êàê îêàçàëîñü,
ïðè äèôôåðåíöèàëüíîé äåêîíäåíñàöèè õðîìîñîì 0.075 M
KCl íàáëþäàåòñÿ íåîäíîðîäíîñòü óïàêîâêè õðîìîñîìíî-
ãî ìàòåðèàëà êàê â èñõîäíûõ õðîìîñîìàõ (ñ ïîëíûì íàáî-
ðîì ãèñòîíîâ è ÄÍÊ, íå ñòàáèëèçèðîâàííûõ 2 ìM CuCl2),
òàê è â èõ ñòàáèëèçèðîâàííîì íåãèñòîíîâîì îñòîâå, êîãäà
èç ìèòîòè÷åñêîé õðîìîñîìû óäàëåíû âñå ãèñòîíû è ÄÍÊ.
Âûõîäèò, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ ïîâòî-
ðÿåò îáùåå ðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíà âíóòðè ìèòîòè÷å-
ñêèõ õðîìîñîì.

Èñõîäÿ èç âûøåïåðå÷èñëåííûõ íàáëþäåíèé ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî îñòàòî÷íûå íåãèñòîíîâûå êîìïîíåíòû
âûïîëíÿþò ñòðóêòóðíî âàæíóþ ðîëü, íåîáõîäèìóþ äëÿ
îðãàíèçàöèè òàêîé ñëîæíîé è ìíîãîêîìïîíåíòíîé îðãà-
íåëëû, êàê ìèòîòè÷åñêàÿ õðîìîñîìà.
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NON-HISTONE SKELETON OF MITOTIC CHROMOSOME IN SITU
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Studying giant nuclei of Chironomus plumosus in situ (Makarov, Chentsov, 2010), we concluded that po-
lythene chromosome structure appears after 2 M NaCl and DNase treatment in presence of 2 mM CuCl2.
Cu2+-ions may stabilize bonds between specific non-histone components, arranged into non-histone matrix of
polythene chromosome. Here, we investigated the non-histone matrix of pig embryo mitotic chromosomes in si-
tu, using 2 mM CuCl2-stabilization method. In 2 mM CuCl2 — stabilized cells the residual chromosome body
(non-histone matrix) could be visualized in every stage of mitosis. Mitotic chromosome non-histone matrix had
the same reaction on preliminary hypotonic treatment as normal chromosome: different decondensation of
non-histone material was observed. Topoisomerase IIalpha and SMC 1 had uniform localization inside chromo-
somal body and did not form any axial structures.

K e y w o r d s: non-histone proteins, nuclear protein matrix, stabilization, topoisomerase IIalpha, SMC 1.
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