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Îïèñàí íîâûé ìåòîä âûÿâëåíèÿ ðåïëèêàöèîííûõ ñàéòîâ â ÿäðàõ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê, â êîòîðîì
âêëþ÷èâøèéñÿ íóêëåîòèä (EdU) âûÿâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ «click»-ðåàêöèè íà ïîëóòîíêèõ ñðåçàõ ìàòåðèà-
ëà, çàêëþ÷åííîãî â àêðèëîâóþ ñìîëó. Èñïîëüçîâàíèå ïðåäëàãàåìîãî ïîäõîäà ïîçâîëÿåò: 1) äîáèòüñÿ õî-
ðîøåé ñîõðàííîñòè ñòðóêòóðû êëåòîê, 2) ðàáîòàòü ñ ëþáûìè òêàíÿìè è 3) ïîëó÷àòü âûñîêîå ðàçðåøåíèå
ïðè ìèêðîñêîïèè (îñîáåííî àêñèàëüíîå).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÿäðî, õðîìàòèí, ðåïëèêàöèÿ, ðåïëèêàöèîííûå ñàéòû, EdU, ïîëóòîíêèå ñðåçû.

Äèôôåðåíöèàëüíîå âûÿâëåíèå õðîìàòèíà, âêëþ÷èâ-
øåãî ìå÷åíûå íóêëåîòèäû âî âðåìÿ ðåïëèêàöèè, øèðîêî
ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ àíàëèçà ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè
ïðîöåññîâ ðåïëèêàöèè (Sparvoli et al., 1994; Samaniego
et al., 2002), òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè èíòåðôàçíûõ ÿäåð
(Jasencakova et al., 2001), èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû ìèòîòè÷å-
ñêèõ õðîìîñîì (Jackson, Pombo, 1998; Shimizu, Shingaki,
2004), âûÿâëåíèÿ ïðîëèôåðèðóþùåé ôðàêöèè â êëåòî÷-
íûõ ïîïóëÿöèÿõ (Coltrera, Gown, 1991) è ñòâîëîâûõ êëå-
òîê â òêàíÿõ (Poojan, Kumar, 2011). Äîñòîèíñòâîì ìåòîäà
ÿâëÿåòñÿ åãî óíèâåðñàëüíîñòü, îäíàêî ïðè ðàáîòå ñ êëåò-
êàìè ðàñòåíèé äàííûé ìåòîä íå òàê ïðîñò, êàê ïðè ðàáîòå
ñ êëåòêàìè æèâîòíûõ. Ñâÿçàíî ýòî ñ íàëè÷èåì êëåòî÷íîé
ñòåíêè, ÷òî âûíóæäàåò ïðîâîäèòü äîïîëíèòåëüíûå îáðà-
áîòêè ñ öåëüþ åå óäàëåíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ ýòîãî
èñïîëüçóåòñÿ íåñêîëüêî ïîäõîäîâ: îáðàáîòêà ïðåïàðàòîâ
ôåðìåíòàìè (öåëëþëàçàìè è ïåêòèíàçàìè) ïîñëå ôèêñà-
öèè (Amiard et al., 2010), ãîìîãåíèçàöèÿ òêàíè ñ öåëüþ
ðàçðóøåíèÿ êëåòî÷íîé ñòåíêè (Levi et al., 1987; Sparvoli
et al., 1994; Samaniego et al., 2002) è èñïîëüçîâàíèå èçîëè-
ðîâàííûõ ÿäåð (Ëàçàðåâà è äð., 2005). Â ðÿäå ñëó÷àåâ ðà-
áîòó ìîæíî ïðîâîäèòü íà ïðîòîïëàñòàõ (Kotogany et al.,
2010), îäíàêî ýòî ñóùåñòâåííî îãðàíè÷èâàåò ïåðå÷åíü
äîñòóïíûõ äëÿ ðàáîòû îáúåêòîâ.

Äî íåäàâíåãî âðåìåíè äëÿ âûÿâëåíèÿ ðåïëèöèðóþ-
ùåãîñÿ õðîìàòèíà èñïîëüçîâàëè ãàëîãåíèçèðîâàííûå
íóêëåîòèäû, íàïðèìåð áðîìäåçîêñèóðèäèí (BrdU), êîòî-
ðûå ìîæíî âûÿâëÿòü ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë.
Âûÿâëåíèå ðåïëèöèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà, âêëþ÷èâøåãî
BrdU, òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ êèñëîãî ãèäðîëèçà (èëè èíîé
àíàëîãè÷íîé îáðàáîòêè), ÷òî íåãàòèâíî âëèÿåò íà ñîõðàí-
íîñòü ñòðóêòóðû êëåòîê. Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîëó÷èë øè-
ðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ìåòîä ìå÷åíèÿ ðåïëèöèðóþùå-
ãîñÿ õðîìàòèíà ñ èñïîëüçîâàíèåì «click»-ðåàêöèè (Buck
et al., 2008; Cappella et al., 2008; Salic, Mitchison, 2008;
Chehrehasa et al., 2009; Diermeier-Daucher et al., 2009; Ha-

melik, Krishan, 2009). Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò äîáèâàòüñÿ
õîðîøåé ñîõðàííîñòè ñòðóêòóðû õðîìàòèíà, ÷òî äåëàåò
àêòóàëüíûì ðàçðàáîòêó íîâûõ ìåòîäîâ ðàáîòû ñ ðàñòè-
òåëüíûì ìàòåðèàëîì.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îïèñûâàåì ðàçðàáîòàííûé
íàìè ïîäõîä ê âûÿâëåíèþ ðåïëèöèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà
ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòèòåëüíîãî ìàòåðèàëà, çàêëþ÷åííî-
ãî â àêðèëîâóþ ñìîëó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñåìåíà òîìàòà Solanum lycopersicum L. ïðîðàùèâàëè
â ÷àøêàõ Ïåòðè íà âëàæíîé ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãå â
òåìíîòå ïðè 25 °Ñ. Èñïîëüçîâàëè êîðåøêè äëèíîé 1 ñì.
Ïðîðîùåííûå ñåìåíà èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â
äèñòèëëèðîâàííîé âîäå, ñîäåðæàùåé 50 ìêM EdU (Invit-
rogen, ÑØÀ). Êîí÷èêè êîðåøêîâ (1 ìì) îòðåçàëè áðèòâîé
è ôèêñèðîâàëè â 2%-íîì ïàðàôîðìàëüäåãèäå, ïðèãîòîâ-
ëåííîì íà 0.5-êðàòíîì ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñ-
òâîðå (PBS), â òå÷åíèå 1.5 ÷. Ïîñëå îòìûâêè â PBS êî-
ðåøêè çàêëþ÷àëè â LR White (Sigma, ÑØÀ); ïîëèìåðèçà-
öèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè 55 °Ñ. Ïîëóòîíêèå
ñðåçû ïîëó÷àëè íà óëüòðàòîìå LKB-III. Íàèëó÷øåå êà÷å-
ñòâî èçîáðàæåíèé áûëî äîñòèãíóòî ïðè òîëùèíå ñðåçîâ
îêîëî 0.25 ìêì (òàêàÿ òîëùèíà ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ïðè-
ìåðíî îäèíàêîâîå ðàçðåøåíèå êàê â ïëîñêîñòè X—Y, òàê
è ïî îñè Z). Îäíàêî óäîâëåòâîðèòåëüíîãî êà÷åñòâà èçîá-
ðàæåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû äàæå ïðè èñïîëüçîâàíèè óëüòðà-
òîíêèõ ñðåçîâ (~0.07 ìêì). Ñðåçû ìîíòèðîâàëè íà ïî-
êðîâíûå ñòåêëà, ïîêðûòûå ôîðìâàðîì (ñòåêëà îïóñêàëè â
0.03%-íûé ðàñòâîð ôîðìâàðà â äèõëîðýòàíå è âûñóøèâà-
ëè â òå÷åíèå íî÷è). Èç âàííî÷êè ñ âîäîé ñðåçû ïåðåíîñè-
ëè íà ïîâåðõíîñòü ñòåêëà ïðè ïîìîùè ïåòëè Perfect Loop
(Pelco, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû âûñóøèâàëè â òåð-
ìîñòàòå ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 2—3 ÷, ïîñëå ÷åãî ìå÷åíûé
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íóêëåîòèä âûÿâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Click-iT
ôèðìû Invitrogen (ÑØÀ). Áûëè èñïîëüçîâàíû äâà êðàñè-
òåëÿ — Alexa488 è Alexa555. Áîëåå êà÷åñòâåííûå èçîáðà-
æåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû â ïîñëåäíåì ñëó÷àå. Ïîñëå îòìûâ-
êè ñðåçû îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì DAPI (Sigma, ÑØÀ) è
çàêëþ÷àëè â Mowiol (Calbiochem, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì
DABCO (Sigma, ÑØÀ).

Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû èçó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìèêðîñêîïà Axiovert 200M ñ îáúåêòèâîì Plan-Apochro-
mat 100/1.4 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îáîðóäîâàííîãî öèô-
ðîâîé êàìåðîé ORCA II-ERG2 (Hamamatsu, ßïîíèÿ). Äå-
êîíâîëþöèþ ñåðèé îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ïî àëãîðèòìó Con-
strained Iterative ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû
AxioVision 3.1 (Carl Zeiss).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðåïëèêàöèîííûõ ñàéòîâ â ÿäðàõ êëå-
òîê êîðåøêà òîìàòà ïðîâîäèëè âûÿâëåíèå âêëþ÷èâøåãî-
ñÿ íóêëåîòèäà (EdU) ñ ïîìîùüþ «click»-ðåàêöèè íà ïîëó-
òîíêèõ ñðåçàõ. Ïðè èçó÷åíèè ïðåïàðàòîâ êîðåøêà òîìàòà
èìïóëüñíàÿ ìåòêà âêëþ÷àåòñÿ â ÷àñòü ÿäåð, â êîòîðûõ â
ìîìåíò âíåñåíèÿ íóêëåîòèäà ïðîèñõîäèò ðåïëèêàöèÿ
(ðèñ. 1). Èñïîëüçîâàíèå ïîëóòîíêèõ ñðåçîâ ïîçâîëÿåò äî-
áèòüñÿ õîðîøåé ñîõðàííîñòè ñòðóêòóðû èíòåðôàçíûõ
ÿäåð. Äëÿ òîìàòà õàðàêòåðíî ïðèñóòñòâèå â ÿäðå êðóïíûõ
áëîêîâ ãåòåðîõðîìàòèíà (õðîìîöåíòðîâ). Ïî ëîêàëè-
çàöèè ìåòêè âíå èëè â ñîñòàâå õðîìîöåíòðîâ ìîæíî îï-
ðåäåëèòü ôðàêöèþ õðîìàòèíà (ýóõðîìàòèí èëè ãåòå-
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå ðåïëèöèðóþùèõñÿ êëåòîê â êîðåøêå òîìàòà.

à — îáùèé âèä ïîëóòîíêîãî ñðåçà (òîëùèíà 0.25 ìêì) â ðåæèìå ôàçîâîãî êîíòðàñòà; á — ÿäðà, âûÿâëåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî
ôëóîðîõðîìà DAPI; à — ðåïëèöèðóþùèåñÿ ÿäðà, âêëþ÷èâøèå ìîäèôèöèðîâàííûé íóêëåîòèä (EdU). Îá. 10�.

Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãè÷åñêèå âàðèàíòû ëîêàëèçàöèè ðåïëèöèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà (ïîëóòîíêèå ñðåçû, òîëùèíà 0.25 ìêì).

à—â — èìïóëüñíîå âêëþ÷åíèå ìåòêè (âûÿâëåíèå ðåïëèêàöèîííûõ ñàéòîâ); ã—å — îòëîæåííàÿ ìåòêà (ëîêàëèçàöèÿ õðîìàòèíà, âêëþ÷èâøåãî ìåòêó â
õîäå ïðåäøåñòâóþùåé ðåïëèêàöèè). à—å — âûÿâëåíèå ìîäèôèöèðîâàííîãî íóêëåîòèäà (EdU); à�—å�— âûÿâëåíèå õðîìàòèíà ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ñâÿ-

çûâàþùåãî ôëóîðîõðîìà DAPI (ñòðåëêè óêàçûâàþò íà õðîìîöåíòðû). Îá. 100�.



ðîõðîìàòèí), êîòîðàÿ ðåïëèöèðîâàëàñü â ìîìåíò âíåñå-
íèÿ ìåòêè.

Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ìåòêè ïîçâîëÿåò âûÿâèòü òðè
âàðèàíòà ëîêàëèçàöèè ðåïëèêàöèîííûõ ñàéòîâ (ðèñ. 2).
Ïåðâûé âàðèàíò õàðàêòåðèçóåòñÿ íàõîæäåíèåì ìåòêè
òîëüêî â ýóõðîìàòè÷åñêèõ ðàéîíàõ (ðèñ. 2, à). Îáðàùàåò
íà ñåáÿ âíèìàíèå òî, ÷òî â ÿäðàõ íå âûÿâëÿþòñÿ îòäåëü-
íûå ðåïëèêàöèîííûå ñàéòû â âèäå äèñêðåòíûõ ãðàíóë,
êàê ýòî õàðàêòåðíî äëÿ æèâîòíûõ. Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëü-
ñòâîâàòü îá îñîáîé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà ó ðàñòåíèé,
íàïðèìåð îá îäíîâðåìåííîñòè ðåïëèêàöèè ïðîòÿæåííûõ
ó÷àñòêîâ õðîìîñîì èç-çà îòñóòñòâèÿ ãåòåðîõðîìàòèíà,
ðàçäåëÿþùåãî áëîêè ýóõðîìàòèíà, ëèáî î íåáîëüøîì
ðàçìåðå áëîêîâ ãåòåðîõðîìàòèíà. Òàêîé îñîáåííîñòè ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ðåïëèêàöèè ðàíåå â ëèòåðàòóðå îïèñàíî íå
áûëî. Èíòåðåñíî, ÷òî ðåïëèêàöèîííûå ñàéòû â âèäå îòäå-
ëüíûõ òî÷åê âûÿâëÿþòñÿ âíóòðè ÿäðûøêà, ÷òî ìîæåò ñî-
îòâåòñòâîâàòü ðåïëèêàöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ. Âòîðîé
âàðèàíò õàðàêòåðèçóåòñÿ íàõîæäåíèåì ìåòêè â õðîìî-
öåíòðàõ. Ïðè ýòîì ìåòêà ðàñïðåäåëåíà íå ãîìîãåííî,
à ïðåèìóùåñòâåííî ïî ïåðèôåðèè õðîìîöåíòðîâ (ðèñ. 2,
á). Äëÿ òðåòüåãî âàðèàíòà õàðàêòåðíî íàëè÷èå íåìíîãî-
÷èñëåííûõ ðåïëèöèðóþùèõñÿ ãðàíóë âíóòðè õðîìîöåíò-
ðîâ (ðèñ. 2, â).

Ïðè àíàëèçå ÿäåð êîðåøêîâ, êîòîðûå ïîñëå âêëþ÷å-
íèÿ ìåòêè 2 ÷ èíêóáèðîâàëèñü â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå
(îòëîæåííàÿ ìåòêà), âûÿâëÿþòñÿ òå æå òðè òèïà ÿäåð
(ðèñ. 2, ã—å). Îäíàêî ìåòêà âî âòîðîì òèïå ðàñïðåäåëåíà
â õðîìîöåíòàðàõ ãîìîãåííî, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ïå-
ðåóïàêîâêîé õðîìàòèíà ïîñëå ðåïëèêàöèè (ðèñ. 2, ä).

Ïî àíàëîãèè ñ ëîêàëèçàöèåé ìåòêè â ÿäðàõ æèâîòíûõ
ýòè òðè òèïà ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê ÿäðàì ñ ìåòêîé,
âêëþ÷åííîé â ðàííþþ (ðåïëèêàöèÿ ýóõðîìàòèíà), ñðåä-
íþþ (ðåïëèêàöèÿ ãåòåðîõðîìàòèíà) è ïîçäíþþ (ðåïëèêà-
öèÿ öåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà) S-ôàçû.

Ïðåäëîæåííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò ñ ìåíüøèìè óñèëèÿ-
ìè, ÷åì òðàäèöèîííûå ïîõîäû, âûÿâëÿòü ðåïëèêàöè-
îííûå ñàéòû â ÿäðàõ ðàñòåíèé. Ïðè ýòîì êà÷åñòâî èçîá-
ðàæåíèé ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì ïðè òðàäèöèîííîé
ìèêðîñêîïèè, èç-çà îòñóòñòâèÿ âíåôîêóñíîãî ñâå÷åíèÿ.
Îñîáåííî âàæíà âîçìîæíîñòü ïîëó÷àòü âûñîêîå àêñèàëü-
íîå ðàçðåøåíèå (ïî îñè Z). Ýòî ìîæåò áûòü öåííî äëÿ âè-
äîâ ñ êðóïíûìè ÿäðàìè, à òàêæå ïðè àíàëèçå êðóïíûõ
îáúåêòîâ (íàïðèìåð, ïîëèòåííûõ õðîìîñîì). Êðîìå òîãî,
íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïðåäëàãàåìûé ïîäõîä ïîçâîëÿ-
åò ðàáîòàòü ñ òêàíåâûìè îáðàçöàìè (êàê ðàñòåíèé, òàê
è æèâîòíûõ), êîòîðûå ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå òðàäè-
öèîííûõ ìåòîäîâ ìîãóò áûòü ìàëîäîñòóïíû äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà ïî íàóêå è îáðàçîâàíèþ ÐÔ (ïðî-
åêò 2012-1.2.2-12-000-1013-078).
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DETECTION OF REPLICATION SITES IN THE NUCLEI OF PLANT CELLS

USING SEMITHIN SECTIONS
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A novel approach for the detection of replication sites in plant cells nuclei is described. Included nucleoti-
de (EdU) was detected using «click»-chemistry in semithin sections of the material embedded in acrylic resin.
The usage of the protocol introduced allows: 1) to preserve the intact morphology of cells, 2) to work with any
tissue, and 3) to obtain high-resolution microscopy (especially, axial).

K e y w o r d s: nuclei, chromatin, replication, replication sites, EdU, semithin sections.
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