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Âëèÿíèå óñëîâèé ïðåäîáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ íà âûÿâëåíèå ìåòèëöèòîçèíà

Êà÷åñòâåííûé è êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ in situ íà óðîâíå êëåòêè, õðîìîñîìû è
õðîìîñîìíîãî äîìåíà êðàéíå âàæåí äëÿ äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, èçó÷åíèÿ ñòà-
ðåíèÿ è ïîñëåäñòâèé âîçäåéñòâèÿ îêðóæàþùåé ñðåäû. Ïðè ýòîì âîïðîñ î òîì, íàñêîëüêî âûÿâëÿåìûå in
situ çàêîíîìåðíîñòè ìåòèëèðîâàíèÿ îáóñëîâëåíû ñîáñòâåííî ìåòèëèðîâàíèåì ÄÍÊ per se èëè (è) äî-
ñòóïíîñòüþ ÄÍÊ äëÿ àíòèòåë, çàâèñÿùåé îò îñîáåííîñòåé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà è êîíäåíñàöèè õðîìî-
ñîì, îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Óêàçàííûå ÿâëåíèÿ ìîãóò âåñòè ê íåïðàâèëüíîé îöåíêå ñîáñòâåííî ïàòòåðíà
ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ. ×òîáû èçáàâèòüñÿ, íàñêîëüêî âîçìîæíî, îò ýòîãî íåäîñòàòêà, ìû ìîäèôèöèðîâàëè
íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóåìûé ìåòîä âûÿâëåíèÿ ìåòèëöèòîçèíà in situ ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìå÷åíèå 5-ìåòèëöèòîçèíà â öåíòðîìåðíîì ãåòåðîõðîìà-
òèíå, õðîìîñîìíûõ ïëå÷àõ è ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèäàõ ïðè èììóíîõèìè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíûõ àíòèòåë â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàâèñèò îò óñëîâèé ïðåäîáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ
õðîìîñîì. Íà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ýìáðèîíàëüíîé òåðàòîêàðöèíîìû ìûøè ëèíèè F9 îáíà-
ðóæåíî, ÷òî èçìåíåíèå óñëîâèé õðàíåíèÿ ïðåïàðàòîâ âåäåò ê ðåçêîìó óìåíüøåíèþ, âïëîòü äî èñ÷åçíî-
âåíèÿ, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñèãíàëà â öåíòðîìåðíîì ãåòåðîõðîìàòèíå. Ñ ïîìîùüþ îïèñàííî-
ãî â ðàáîòå ìåòîäà íà õðîìîñîìàõ êëåòîê F9 è ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà âïåðâûå áû-
ëî îáíàðóæåíî íàëè÷èå àñèììåòðèè ìåòèëèðîâàíèÿ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä. Ýòî ìîæåò ïðèâîäèòü ê
àñèììåòðè÷åñêèì êëåòî÷íûì äåëåíèÿì è àñèììåòðè÷íîìó òðàíñêðèïöèîííîìó ñòàòóñó äî÷åðíèõ êëå-
òîê. Ïðåäëàãàåìûå ìîäèôèêàöèè ìåòîäà âûÿâëåíèÿ 5-ìåòèëöèòîçèíà in situ ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü áîëåå
ïîëíóþ õàðàêòåðèñòèêó ìåòèëèðîâàíèÿ õðîìîñîì è õðîìîñîìíûõ ó÷àñòêîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè ëèíèè F9, ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, ãåòåðîõðîìàòèí, ìåòàôàçíûå õðîìîñîìû, ýïèãåíåòè÷åñêàÿ
ðåãóëÿöèÿ, in situ-àíàëèç, èììóíîöèòîõèìèÿ, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ìåòèëöèòîçèíó, àñèììåòðè÷-
íîå ìåòèëèðîâàíèå ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁðÄÓ — 5-áðîìäåçîêñèóðèäèí, ÄÍÌÒàçû — ÄÍÊ ìåòèëòðàíñôåðà-
çû, ÊÒ — êîìíàòíàÿ òåìïåðàòóðà, ÌåòÖèò — 5-ìåòèëöèòîçèí, ÑÕ — ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû, Òåë-
Ãåò — òåëîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, ÖåíÃåò — öåíòðîìåðíûé ãåòåðîõðîìàòèí.

Ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ — íàñëåäóåìûé ýïèãåíåòè÷å-
ñêèé ìàðêåð, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé îäíó èç íàèáîëåå
âàæíûõ ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé ãåíîìà â îðãàíèç-
ìå ìëåêîïèòàþùèõ (Ñàëîæèí, Ïðîõîð÷óê, 2005; Âàíþ-
øèí, 2006). Ýòà ìîäèôèêàöèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â êîâàëåíòíîì
ïåðåíîñå ìåòèëüíîé ãðóïïû â ïîçèöèþ C-5 öèòîçèíîâîãî
êîëüöà ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàç
(ÄÍÌÒàç). Ó ìëåêîïèòàþùèõ ìåòèëèðîâàíèå öèòîçèíî-
âûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ â ëþáîì ñìûñ-
ëîâîì ó÷àñòêå ãåíîìà (Lister et al., 2009).

Ìåòèëèðîâàíèå áîëüøåé ÷àñòè ÄÍÊ íåîáõîäèìî äëÿ
íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ (Patkin, 2002; Haaf, 2006) è èãðàåò
î÷åíü âàæíóþ ðîëü â ðÿäå êëþ÷åâûõ ïðîöåññîâ, â òîì
÷èñëå ãåíîìíîì èìïðèíòèíãå, èíàêòèâàöèè X-õðîìîñî-

ìû, ïîäàâëåíèè òðàíñêðèïöèè è òðàíñïîçèöèè ïîâòîðÿþ-
ùèõñÿ ýëåìåíòîâ, íàðóøåíèÿ ðåãóëÿöèè êîòîðûõ ñâÿçàíû
ñ âîçíèêíîâåíèåì ìíîãèõ çàáîëåâàíèé è ïðîöåññîì ñòà-
ðåíèÿ (Ïàòêèí, 2008; Kim et al., 2009). Â ýòèõ ñëó÷àÿõ âîç-
íèêàþò ñòîéêèå èçìåíåíèÿ îáùåãî è ãåí-ñïåöèôè÷åñêîãî
ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, ÷òî òðåáóåò êà÷åñòâåííîãî è êîëè-
÷åñòâåííîãî àíàëèçà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ in situ íà óðîâ-
íå êëåòêè, õðîìîñîìû è õðîìîñîìíîãî äîìåíà. Êðîìå
òîãî, âîçäåéñòâèå òàêèõ ôàêòîðîâ, êàê èîíèçèðóþùåå
èçëó÷åíèå (Pogribny et al., 2004), ãîðìîíû (Xu et al., 2010)
è ðàçëè÷íûå ýêîòîêñèêàíòû (Baccarelli, Bollati, 2009),
ìîæåò ïîâëèÿòü íà èçìåíåíèå óðîâíÿ îáùåãî ìåòèëèðî-
âàíèÿ ÄÍÊ, â îñîáåííîñòè ðàçëè÷íûõ òèïîâ ïîâòîðÿþ-
ùåéñÿ ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ìîëåêóëÿðíûõ
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ñâÿçåé êàê â ìîëåêóëå ÄÍÊ, òàê è ìåæäó ÄÍÊ è áåëêàìè
õðîìàòèíà è ïîâûøàåò ðèñê çàáîëåâàíèé.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü îïóáëèêîâàíî áîëüøîå ÷èñëî
ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ àíàëèçó ìåòèëèðîâàíèÿ in situ ÄÍÊ
îòäåëüíûõ ÿäåð è ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì. Â ðàííèõ ïóá-
ëèêàöèÿõ áûëî îïèñàíî äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ ìåòèë-÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè íà õðîìîñîìû
(Ïàòêèí, Ñîðîêèí, 1992; Fernandez-Peralta et al., 1994).
Â äàëüíåéøåì äëÿ èçó÷åíèÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ in situ
èñïîëüçîâàëè èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ïðè ïîìîùè
ïåðâè÷íûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê 5-ìåòèëöèòîçèíó
(ÌåòÖèò) è âòîðè÷íûõ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ àíòèòåë
ê àâèäèíó (Barbin et al., 1994; Miniou åt al., 1997; De Capoa
et al., 1999; Santos, Dean, 2006; Zaitseva et al., 2007; Pendi-
na et al., 2011). Ðåçóëüòàòû òàêîãî àíàëèçà ïîêàçûâàþò îá-
ùóþ êàðòèíó ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîìà, ïîçâîëÿÿ â îòëè÷èå
îò áèîõèìè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ
âûÿâèòü òîïîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãåòåðîõðîìàòè-
íîì è ýóõðîìàòèíîì.

Íàèáîëüøàÿ òðóäíîñòü â ïðîâåäåíèè àíàëèçà ìåòèëè-
ðîâàíèÿ ÄÍÊ íà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ in situ çàêëþ÷à-
åòñÿ â âûáîðå àäåêâàòíûõ óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà, êîòî-
ðûå, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñîõðàíÿëè áû öåëîñòíîñòü è ìîð-
ôîëîãèþ õðîìîñîì è îáåñïå÷èâàëè áû îïòèìàëüíóþ
äîñòóïíîñòü äëÿ àíòèòåë — ñ äðóãîé. Ðåçóëüòàòû âûÿâëå-
íèÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ õðîìîñîì in situ ìîãóò çàâèñåòü
êàê îò ñîáñòâåííî ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, òàê è îò îñîáåí-
íîñòåé îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà â ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ
è ÿäðàõ, îïðåäåëÿþùèõ äîñòóïíîñòü ÄÍÊ-ìèøåíè äëÿ
àíòèòåë. Èíûìè ñëîâàìè, íàáëþäàåìàÿ êàðòèíà ìå÷åíèÿ
ÌåòÖèò in situ áóäåò îïðåäåëÿòüñÿ êàê íóêëåîòèäíûì ñî-
ñòàâîì ÄÍÊ, òàê è áåëêîâûì ñîñòàâîì õðîìàòèíà è ñòå-
ïåíüþ äåíàòóðàöèè ÄÍÊ, íà êîòîðûå ìîãóò âëèÿòü óñëî-
âèÿ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ äëÿ èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ. Â ðåçóëüòàòå êàðòèíà
ìå÷åíèÿ ÌåòÖèò â ðàçíûõ õðîìîñîìàõ è õðîìîñîìíûõ
ó÷àñòêàõ ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ìåòèëèðî-
âàíèÿ ÄÍÊ in situ ìîãóò ñóùåñòâåííî çàâèñåòü îò îñîáåí-
íîñòåé ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ õðîìîñîì, ñïîñîáà
õðàíåíèÿ ïðåïàðàòîâ, óñëîâèé ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîò-
êè è îáðàáîòêè àíòèòåëàìè ê ìåòèëöèòîçèíó. Ïîäîáíûå
ïðîáëåìû òàêæå ïîäíèìàëèñü â ñâÿçè ñ êëàññè÷åñêèì
áýíäèðîâàíèåì õðîìîñîì è ñ îáðàáîòêîé õðîìîñîìíûõ
ïðåïàðàòîâ ôåðìåíòàìè, ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ìåòèëèðîâà-
íèþ öèòîçèíà (Bickmore, 2001).

Íàèáîëåå èñ÷åðïûâàþùåå îïèñàíèå ìåòîäèêè âûÿâ-
ëåíèÿ ÌåòÖèò ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë áûëî
äàíî Áàðáèí ñ ñîàâòîðàìè (Barbin et al., 1994). Â áîëåå
ïîçäíèõ ðàáîòàõ èñïîëüçîâàëè ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèè
ýòîãî ìåòîäà. Îäíàêî â ïîäîáíûõ ðàáîòàõ îòñóòñòâóåò
îïèñàíèå âîçìîæíîãî âëèÿíèÿ óñëîâèé ïðåäâàðèòåëüíîé
îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ íà âûÿâëåíèå ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ
ïðè èñïîëüçîâàíèè ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ àíòèòåë.
Òàêèì îáðàçîì, îäíîé èç çàäà÷ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñòà-
ëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ óñëîâèé õðàíåíèÿ (ñòàðåíèÿ) ïðåïà-
ðàòîâ è äåíàòóðèðîâàíèÿ ÄÍÊ íà èììóíîõèìè÷åñêîå âû-
ÿâëåíèå ÌåòÖèò â ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ è èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ. Îñîáîå âíèìàíèå áûëî óäåëåíî âûÿâëåíèþ
ÌåòÖèò â öåíòðîìåðíîì (ÖåíÃåò) è òåëîìåðíîì (ÒåëÃåò)
ãåòåðîõðîìàòèíå è îáíàðóæåíèþ âîçìîæíîé àñèììåòðèè
ïàòòåðíà ìåòèëèðîâàíèÿ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä (ÑÕ).

Ïðåäëîæåííàÿ â ðàáîòå íîâàÿ ìîäèôèêàöèÿ èììóíî-
õèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü áîëåå èí-
ôîðìàòèâíóþ êàðòèíó, ÷åì ïðèìåíåíèå ðàíåå îïèñàííûõ

ìåòîäîâ, èñïîëüçîâàíèå êîòîðûõ ôàêòè÷åñêè âûÿâëÿëî
äèôôåðåíöèàëüíóþ îêðàñêó R-òèïà, ò. å. îòðàæàëî ðàñ-
ïðåäåëåíèå GC-ñàéòîâ è íå ìîãëî ÿâëÿòüñÿ îñíîâàíèåì
äëÿ îöåíêè ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìûõ èçìåíåíèé â óðîâ-
íå ìåòèëèðîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è è è õ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. Êëåòêè ýìá-
ðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè ëèíèè F9 áûëè ïîëó÷åíû
èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè F9 äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °C â àòìîñôåðå
5 % ÑÎ2 â 6-ëóíî÷íûõ ïëîñêîäîííûõ ïëàíøåòàõ (Orange
Scientific, Áåëüãèÿ) ëèáî â âåíòèëèðóåìûõ êóëüòóðàëüíûõ
ôëàêîíàõ (25 ñì2, Jet Biofil, Êàíàäà) â ñðåäå DMEM ñ äî-
áàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò (Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ; Jet Biofil, Êàíàäà). Ïëàíøåòû è ôëàêîíû ïî-
êðûâàëè 0.2%-íûì æåëàòèíîì. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå 16 ÷, çàòåì ðàññåâàëè ñ ïëîòíîñòüþ 1.8�104 êë./ìë
âî ôëàêîíû ñî ñðåäîé DMEM ñ äîáàâëåíèåì 20 % ýìáðè-
îíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â
àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Â ðàáîòå òàêæå èñïîëüçîâàëè ëèìôî-
öèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Êóëüòèâèðîâàíèå
ëèìôîöèòîâ è ïðèãîòîâëåíèå õðîìîñîìíûõ ïðåïàðàòîâ
ïðîâîäèëè ïî îáùåïðèíÿòûì ìåòîäèêàì (Áàðàíîâ, Êóç-
íåöîâà, 2006).

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ï ð å ï à ð à ò î â ì å ò à ô à ç í û õ
õ ð î ì î ñ î ì. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì èç êëåòîê
F9 ãîòîâèëè ïî îáùåïðèíÿòûì ìåòîäèêàì ñ îïèñàííûìè
ðàíåå ìîäèôèêàöèÿìè (Ñó÷êîâà è äð., 2004). Êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 100 íã/ìë êîëöåìèäà (Gibco,
ÑØÀ) 45 ìèí, ñíèìàëè òðèïñèíîì, çàòåì ïîäâåðãàëè ãè-
ïîòîíè÷åñêîìó øîêó (0.075 Ì KCl ïðè 37 °C â òå÷åíèå
15 ìèí) è ôèêñèðîâàëè ìåòàíîë-óêñóñíûì ôèêñàòîðîì
(3 : 1, v/v). Êóëüòèâèðîâàíèå ëèìôîöèòîâ è ïðèãîòîâëå-
íèå õðîìîñîìíûõ ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ïî îáùåïðèíÿ-
òûì ìåòîäèêàì (Áàðàíîâ, Êóçíåöîâà, 2006) ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ìåòàíîë-óêñóñíîé ôèêñàöèè. Ïîñëå õðàíåíèÿ (ðàç-
ëè÷íûå óñëîâèÿ õðàíåíèÿ è ñòàðåíèÿ ïðåïàðàòîâ
äåòàëüíî îïèñàíû â ðàçäåëå «Ðåçóëüòàòû») ïðåïàðàòû äî-
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ýòàíîë—ëåäÿíàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà
(3 : 1) â òå÷åíèå 10 ìèí, äâàæäû ïðîìûâàëè 96%-íûì
ýòàíîëîì ïî 10 ìèí è ñóøèëè íà âîçäóõå â òå÷åíèå
15 ìèí.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å â û ÿ â ë å í è å ï à ò -
ò å ð í à ì å ò è ë è ð î â à í è ÿ Ä Í Ê. Â êà÷åñòâå áàçîâûõ
èñïîëüçîâàëè ìåòîäû, îïèñàííûå ðàíåå (Santos, Dean,
2006; Pendina et al., 2011) ñ íåêîòîðûìè âàæíûìè ìîäè-
ôèêàöèÿìè â ïðåäîáðàáîòêå ïðåïàðàòîâ. Â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ìû íå ïðèìåíÿëè
âêëþ÷åíèÿ 5-áðîìäåçîêñèóðèäèíà (ÁðÄÓ) â õðîìîñîìû,
êîòîðîå ÷àñòî èñïîëüçóþò äëÿ óëó÷øåíèÿ êà÷åñòâà ïîëó-
÷àåìîé êàðòèíû. Ìû òàêæå íå èñïîëüçîâàëè ÓÔ-îáëó÷å-
íèå ïðåïàðàòîâ è ïðîâîäèëè îêðàøèâàíèå DAPI ïîñëå
îáðàáîòêè àíòèòåëàìè ê ÌåòÖèò. Ìû èñïîëüçîâàëè ïåð-
âè÷íûå àíòèòåëà (ATI) ìûøè ê ÌåòÖèò (Abcam, ÑØÀ) è
âòîðè÷íûå àíòèòåëà (ATII) êîçû F(ab’) ê èììóíîãëîáóëè-
íàì IgM ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíîé
ìåòêîé +DyLight 550 (Abcam, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû õðîìî-
ñîì èíêóáèðîâàëè â 10 ìÌ HCl â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå (ÊÒ), îáðàáàòûâàëè ïåïñèíîì (êî-
íå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 5—10 ìêã/ìë â 10 ìÌ HCl) â òå÷å-
íèå 10 ìèí ïðè 37 °C âî âëàæíîé êàìåðå. Ïðîìûâàëè
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äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè ÊÒ. Îáåç-
âîæèâàëè ýòàíîëîì (70, 90 è 96 %, ïî 3 ìèí â êàæäîé
êîíöåíòðàöèè). Ñóøèëè íà âîçäóõå â òå÷åíèå 15 ìèí. Çà-
òåì ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè 20 ìèí â 2 M HÑl ïðè ÊÒ
èëè ïðè 26 °C è ïðîìûâàëè â ëåäÿíîì PBS â òå÷åíèå
1 ìèí, 2 ðàçà â PBS â òå÷åíèå 3 ìèí è 2 ðàçà â äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäå â òå÷åíèå 3 ìèí, ïîñëå ÷åãî ïðåïàðàòû ñó-
øèëè íà âîçäóõå â òå÷åíèå 15 ìèí. Ïðåïàðàòû èíêó-
áèðîâàëè 60 ìèí ïðè 37 °C âî âëàæíîé êàìåðå â áëîêèðó-
þùåì ðàñòâîðå — 1%-íûé áëîêèðóþùèé ðåàãåíò
(Boehringer Mannheim GmbH) è 0.1%-íûé Tween 20 â
PBS, çàòåì 60 ìèí ñ ATI â PBStb (1 : 100) ïðè 26 °C âî
âëàæíîé êàìåðå. Ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè 3 ðàçà â ðàñòâîðå
PBSt (0.03 % Tween 20 â PBS) â òå÷åíèå 5 ìèí. Çàòåì èí-
êóáèðîâàëè 60 ìèí ñ ATII â PBStb (1 : 250) ïðè 26 °C. Ïî-
ñëå ïðîìûâàíèÿ ïðåïàðàòîâ â ðàñòâîðå PBSt (3 ðàçà â òå-
÷åíèå 5 ìèí) ïðåïàðàòû îáåçâîæèâàëè ýòàíîëîì (70, 90 è
96 %, ïî 3 ìèí â êàæäîé êîíöåíòðàöèè) è ñóøèëè íà âîç-
äóõå â òå÷åíèå 15 ìèí â òåìíîòå. Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè
DAPI (1 : 500 â PBS) â òå÷åíèå 4 ìèí ïðè ÊÒ â òåìíîòå,
èíòåíñèâíî ïðîìûâàëè â PBS è çàêëþ÷àëè â ñðåäó
DAKO.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ è î á ð à á î ò ê à è ç î á ð à æ å í è é.
Èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíóþ ìåòîäèêó ìèêðîñêîïèè è îá-
ðàáîòêè èçîáðàæåíèé (Sasina et al., 2013). Êîíôîêàëüíûå
èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì èíâåðòèðîâàí-
íîãî êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêî-
ïà LSM 510 Meta (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ èììåðñèîííûì îáú-
åêòèâîì PlanApochromat 63�/1.4 Oil. Ôëóîðåñöåíöèþ
âîçáóæäàëè ëàçåðîì ñ äëèíîé âîëíû 561 íì. Ïðåïàðàòû
èçó÷àëè ïðè ÊÒ. Ðàçìåð îáúåìíîé òî÷êè ñîñòàâëÿë
0.10�0.10�0.5 ìêì. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè â ïðîõîäÿ-
ùåì ñâåòå ïðè ïîìîùè ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíî-èíòåð-
ôåðåíöèîííîãî êîíòðàñòà. Îáðàáîòêó è àíàëèç èçîáðàæå-
íèé îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè ïðèëàãàåìîãî ê ìèêðî-
ñêîïó ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ LSM 510 è ImageJ

1.44p (http://ImageJ. nih.gov/ij/). Äëÿ êàæäîãî ýêñïåðèìåí-
òà ïîëó÷àëè íå ìåíåå 10 èçîáðàæåíèé. Ïðîèçâîäèëè
ïñåâäîîêðàñêó ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ îò DAPI è àí-
òèòåë ê ÌåòÖèò (+DyLight 550).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ôîñôàòíî-ñîëå-
âîé áóôåðíûé ðàñòâîð (PBS), íàòðèé-ôîñôàòíûé áóôåð è
NaCl (Invitrogen, ÑØÀ); áëîêèðóþùèé ðåàãåíò (Boehrin-
ger Mannheim GmbH, Ãåðìàíèÿ); Tween20, ïåïñèí è
DAPI (Sigma, ÑØÀ); ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ê ÌåòÖèò
(ab73938) è àíòèàâèäèíîâûå âòîðè÷íûå àíòèòåëà êîçû ê
IgM ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ +DyLight 550 (ab98747)
(Àbcam, ÑØÀ); HCl (Sigma, ÑØÀ); ýòàíîë è ëåäÿíàÿ óê-
ñóñíàÿ êèñëîòà («Âåêòîí», Ðîññèÿ); çàêëþ÷àþùàÿ ñðåäà
DAKO (An Agilent Technologies Company, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå óñòàíîâèëè çàâèñèìîñòü âûÿâëÿ-
åìîãî ïðè ïîìîùè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé äåòåêöèè
ïàòòåðíà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ õðîìîñîì è ÿäåð îò óñ-
ëîâèé ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ. Â çàâè-
ñèìîñòè îò ïðîòîêîëà ïðåäîáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ íàáëþ-
äàëè äâà îñíîâíûõ òèïà ìåòèëèðîâàíèÿ ãëàâíûì îáðàçîì
öåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà. Îñíîâíûå ðåçóëüòàòû
èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ÌåòÖèò â çàâèñèìî-
ñòè îò óñëîâèé ïðåäîáðàáîòêè ñóììèðîâàíû íèæå è â òàá-
ëèöå.

Ï ð î ò î ê î ë 1. Ïðåïàðàòû õðàíèëè ïðè 4 °C â òå÷å-
íèå 5—15 ñóò (ðèñ. 1, à). Îáðàáîòêó 2 M HCl ïðîâîäèëè
ïðè ÊÒ. Ïîñëå ìå÷åíèÿ ÌåòÖèò íà ïðåïàðàòàõ, õðàíèâ-
øèõñÿ â òå÷åíèå 5 ñóò, íàáëþäàëè ñèëüíûé ñèãíàë â C-ãå-
òåðîõðîìàòèíå è áîëåå ñëàáûé ñèãíàë íà áîëüøåé ÷àñòè
ÒåëÃåò. Õðîìîñîìíûå ïëå÷è ìåòèëèñü ñëàáî, íî ïðè ýòîì
áûëî âûÿâëåíî íåñêîëüêî ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèõ îò-
äåëüíûõ òî÷åê, ðàñïîëîæåííûõ ñèììåòðè÷íî è àñèììåò-

594 Í. À. Ãðóäèíèíà è äð.

Âëèÿíèå óñëîâèé ïðåäîáðàáîòêè öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ õðîìîñîì è ÿäåð
íà ðåçóëüòàòû èììóíîìå÷åíèÿ ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ in situ
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òîêîëà

Óñëîâèÿ ïðåäîáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ
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Ðèñ. 1. Ïàòòåðíû ìå÷åíèÿ ÌåòÖèò â õðîìîñîìàõ è ÿäðàõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ëèíèè F9 â ñîîòâåòñòâèè ñ 1-ì è
2-ì ïðîòîêîëàìè ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ.

à — èñïîëüçîâàíèå ïðîòîêîëà 1. Èíòåíñèâíîå ìå÷åíèå ÌåòÖèò è ñëàáîå ÒåëÃåò. Íà ïëå÷àõ õðîìîñîì íàáëþäàþòñÿ àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå
òî÷êè, èíòåíñèâíî ìå÷åííûå àíòèòåëàìè ê ÌåòÖèò. Â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ âèäíî ìå÷åíèå ÌåòÖèò, à ïðè îêðàñêå DAPI âûÿâëÿåòñÿ ãåòåðîõðîìàòèí
(îòìå÷åíî äâîéíûìè ñòðåëêàìè). Ïðè ñîâìåùåíèè â îòëè÷èå îò ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì òîëüêî ÷àñòü áëîêîâ ãåòðîõðîìàòèíà êîëîêàëèçîâàíà ñ îáëàñ-
òÿìè ìåòèëèðîâàíèÿ. á — èñïîëüçîâàíèå ïðîòîêîëà 2. Â êîìïàêòèçèðîâàííûõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ âèäíî ÷åòêîå ðàçëè÷èå ÑÕ ïî óðîâíþ ìåòèëè-
ðîâàíèÿ. Íà ÑÕ íàáëþäàþòñÿ àñèììåòðè÷íûå ïðîòÿæåííûå ó÷àñòêè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî óðîâíþ ìåòèëèðîâàíèÿ (ïîêàçàíû ïóíêòèðíûìè ñòðåëêà-
ìè). Â ÖåíÃåò ñèãíàë îòñóòñòâóåò, ÒåëÃåò ïîçèòèâíî ìåòÿòñÿ. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ DAPI îòìå÷àëè ñëàáûå, íî âèäèìûå G-áýíäû è ïîëîæèòåëüíîå
îêðàøèâàíèå ÖåíÃåò. Íà îáîèõ ðèñóíêàõ ñòðåëêîé ïîêàçàíà Ðîáåðòñîíîâñêàÿ õðîìîñîìà (rob 2;8, öåíòðè÷åñêîå ñëèÿíèå), íà êîòîðîé îòñóòñòâóåò

ìå÷åíèå ÖåíÃåò àíòèòåëàìè ê ÌåòÖèò, ÖåíÃåò íå îêðàøèâàåòñÿ DAPI. Êðàñíûé ñèãíàë — àíòèòåëà ê ÌåòÖèò, çåëåíûé ñèãíàë — DAPI.



ðè÷íî íà ÑÕ. Öåíòðîìåðû ñóáìåòàöåíòðè÷åñêîé Ðîáåðò-
ñîíîâñêîé òðàíñëîöèðîâàííîé õðîìîñîìû ëèíèè F9 íå
ìåòèëèñü, à òåëîìåðû ìåòèëèñü ñëàáî. Ïîñëå îêðàøèâà-
íèÿ DAPI îòìå÷àëè èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå ÖåíÃåò è
ñëàáîå îêðàøèâàíèå õðîìîñîìíûõ ïëå÷ äëÿ âñåõ õðîìî-
ñîì, êðîìå Ðîáåðòñîíîâñêîé òðàíñëîêàöèè. Ïðè áîëåå
ïðîäîëæèòåëüíîì õðàíåíèè ïðåïàðàòîâ (äî 15 ñóò) Ìåò-

Öèò õðîìîñîìíûõ ïëå÷ ìåòèëñÿ ñëàáåå, ÷åì íà ïðåïàðà-
òàõ, õðàíèâøèõñÿ â òå÷åíèå 5 ñóò. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ
DAPI âûÿâëÿëè Ñ-áýíäèðîâàíèå, ñðàâíèìîå ñ òàêîâûì
ïðè õðàíåíèè ïðåïàðàòîâ â òå÷åíèå 5 ñóò. Â èíòåðôàçíûõ
ÿäðàõ (ðèñ. 1, à) â îñíîâíîì íàáëþäàëè êîëîêàëèçàöèþ
çîí èíòåíñèâíîãî îêðàøèâàíèÿ DAPI è ìå÷åíèÿ ÌåòÖèò,
îäíàêî ïðèñóòñòâîâàëî è íåñêîëüêî äîïîëíèòåëüíûõ îá-

596 Í. À. Ãðóäèíèíà è äð.

Ðèñ. 2. Èììóíîõèìè÷åñêîå ìå÷åíèå ÌåòÖèò â õðîìîñîìàõ è ÿäðàõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ëèíèè F9 (à) è â õðîìîñîìàõ
ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà (á) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì 4.

Ïóíêòèðíûìè ñòðåëêàìè îòìå÷åíû àñèììåòðè÷íî ìåòèëèðîâàííûå ñåñòðèíñêèå õðîìàòèäû (ÑÕ) íà ìíîãèõ õðîìîñîìàõ. Íà ÑÕ âèäíû ñèììåòðè÷-
íî è àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå ÿðêèå òî÷êè è äëèííûå àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå ìåòèëèðîâàííûå ñåãìåíòû. Ñòðåëêîé ïîêàçàíà Ðîáåðòñî-

íîâñêàÿ õðîìîñîìà (rob 2;8, öåíòðè÷åñêîå ñëèÿíèå).



ëàñòåé ìå÷åíèÿ ÌåòÖèò, íå êîëîêàëèçîâàííûõ ñ îáëàñòÿ-
ìè îêðàøèâàíèÿ DAPI.

Ï ð î ò î ê î ë 2. Ïðåïàðàòû õðàíèëè â òå÷åíèå 3 ìåñ
ïðè 4 °C. Îáðàáîòêó 2 M HCl ïðîâîäèëè ïðè ÊÒ. Ïîñëå
èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ ÌåòÖèò ìåíåå êîí-
äåíñèðîâàííûõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ïàòòåðí ìå÷åíèÿ
áûë ñõîäåí ñ êàðòèíîé R-áýíäèðîâàíèÿ áåç çàìåòíîãî ìå-
÷åíèÿ C-ãåòåðîõðîìàòèíà. Îêðàøèâàíèå DAPI âûÿâèëî
êàðòèíó G-áýíäèðîâàíèÿ. Ñîâìåùåíèå ýòèõ èçîáðàæåíèé
äàëî êàðòèíó R—G-áýíäèðîâàíèÿ. Ïîñëå èñïîëüçîâàíèÿ
àíòèòåë ê ÌåòÖèò ïðè ñðàâíåíèè áîëåå êîíäåíñèðîâàí-
íûõ êîðîòêèõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì íàáëþäàëè çàìåò-
íûå ðàçëè÷èÿ â ìåòèëèðîâàíèè ÑÕ (ðèñ. 1, á). Â îòëè÷èå
îò êàðòèíû, ïîëó÷àåìîé ïîñëå ìå÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ, ïîä-
ãîòîâëåííûõ ïî ïðîòîêîëó 1, ãäå íàáëþäàëè îòäåëüíûå
àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèå
òî÷êè íà ÑÕ, â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ïðîòîêîëà 2 ïàòòåð-
íû ìåòèëèðîâàíèÿ íà ÑÕ ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ïðîòÿæåí-
íûå äèôôåðåíöèàëüíî ìåòèëèðîâàííûå ó÷àñòêè. Â öåíò-
ðîìåðíûõ ðàéîíàõ ïîëîæèòåëüíûõ ñèãíàëîâ íå îáíà-
ðóæèâàëè, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â òåëîìåðíûõ ðàéîíàõ
ãåòåðîõðîìàòèí ìåòèëñÿ. Îêðàñêà DAPI áûëà ñëàáîé,
îêðàøèâàëèñü G-áýíäû è ÖåíÃåò.

Ï ð î ò î ê î ë 3. Ïðåïàðàòû õðàíèëè â òå÷åíèå 3 ìåñ
ïðè 4 °C, à çàòåì 3 ìåñ ïðè –20 °C. Îáðàáîòêó 2M HCl
ïðîâîäèëè ïðè 26 °C. Ïðè òàêîé ïîäãîòîâêå ïðåïàðàòîâ
ïîñëå èììóíîõèìè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ íå âûÿâèëè ÌåòÖèò
â ÖåíÃåò, â òî âðåìÿ êàê â òåëîìåðíûõ ó÷àñòêàõ ãåòåðî-
õðîìàòèíà íàáëþäàëè ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë. Õðîìî-
ñîìíûå ïëå÷è áûëè áîëåå èëè ìåíåå îäíîðîäíî ñëàáî
îêðàøåíû, îäíàêî íàðÿäó ñ ýòèì ïðèñóòñòâîâàëè áîëåå
ÿðêî îêðàøåííûå àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå òî÷êè.
Èíòåðôàçíûå ÿäðà áûëè îäíîðîäíî îêðàøåíû, îäíàêî
ïðèñóòñòâîâàëî íåñêîëüêèõ ÿðêèõ ñèãíàëîâ, êîòîðûå íå
áûëè êîëîêàëèçîâàíû ñ áëîêàìè ãåòåðîõðîìàòèíà. Ïðè
îêðàøèâàíèè DAPI â ÖåíÃåò íàáëþäàëè ÿðêîå îêðàøèâà-
íèå, íî áýíäèðîâàíèå áûëî âûðàæåíî ñëàáî. Â èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ ïðè îêðàøèâàíèè DAPI áûëè âèäíû ÿðêèå è
êðóïíûå áëîêè. Ïðè îêðàøèâàíèè DAPI íå íàáëþäàëè
ðàçëè÷èé ìåæäó ïðåïàðàòàìè îáðàáîòàííûìè êèñëîòîé
ïðè ðàçíîé òåìïåðàòóðå.

Ï ð î ò î ê î ë 4. Ïðåïàðàòû ïîñëå ïðèãîòîâëåíèÿ óïà-
êîâûâàëè â ïëåíêó ñ ïîãëîòèòåëåì è èíäèêàòîðîì âëàãè
è õðàíèëè â òå÷åíèå 2—3 ñóò ïðè ÊÒ. Çàòåì ïðåïàðàòû
ïðîãðåâàëè â òå÷åíèå 19—20 ÷ ïðè 55 °C è âûäåðæèâàëè
â òå÷åíèå 2—3 ÷ ïðè ÊÒ. Ïîñëå ýòîãî ïðåïàðàòû õðàíèëè
îò 1 íåä äî íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ ïðè –20 °C. Îáðàáîòêó
2 M HCl ïðîâîäèëè ïðè 26 °C. Ïðè ìå÷åíèè ÌåòÖèò êàð-
òèíà â öåëîì áûëà àíàëîãè÷íà êàðòèíå, îïèñàííîé ïðè
èñïîëüçîâàíèè ïðîòîêîëà 3. ÌåòÖèò â ÖåíÃåò íå âûÿâ-
ëÿëñÿ, â òî âðåìÿ êàê ÌåòÖèò â ÒåëÃåò ìåòèëñÿ àíòèòåëà-
ìè (ðèñ. 2, a). Íà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ îòìå÷àëè ñèì-
ìåòðè÷íî è àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå ÿðêèå òî÷êè è
áîëåå äëèííûå àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå ôëóîðåñ-
öåíòíî ìå÷åííûå ñåãìåíòû (ðèñ. 2, à). Äëèííûå ñëàáî
êîíäåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû ìåòèëèñü ãåòåðîãåííî
âäîëü ïëå÷ õðîìîñîì è àñèììåòðè÷íî íà ÑÕ, õîòÿ è íå
ñòîëü âûðàæåííî, êàê â ñëó÷àå áîëåå êîíäåíñèðîâàííûõ
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì. Â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ íàáëþäàëè
îäíîðîäíîå ìå÷åíèå. Ïðè îêðàøèâàíèè DAPI íà õðîìî-
ñîìàõ âûÿâëÿëè îòíîñèòåëüíî ñëàáûå áýíäû, à ÖåíÃåò
áûë ÿðêî îêðàøåí.

Ï ð î ò î ê î ë 4 èñïîëüçîâàëè äëÿ âûÿâëåíèÿ ÌåòÖèò
â õðîìîñîìàõ ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëî-
âåêà (ðèñ. 2, á). Â îòëè÷èå îò õðîìîñîì, ïîëó÷åííûõ èç

êëåòîê F9, íà õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà ÌåòÖèò äîñòàòî÷íî
ÿðêî âûÿâëÿëñÿ â ÖåíÃåò íåñêîëüêèõ õðîìîñîì. Íàèáî-
ëåå âåðîÿòíî, ÷òî ýòî áûëè õðîìîñîìû 1, 9 è 16, òàê êàê
ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îêðàøèâàíèè DAPI âûÿâëÿ-
åòñÿ ÖåíÃåò ýòèõ õðîìîñîì (Áàðàíîâ, Êóçíåöîâà, 2006).
Êðîìå ýòîãî, íà ðÿäå ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ëèìôî-
öèòîâ ÷åëîâåêà, ìû íàáëþäàëè àñèììåòðè÷íîå ìåòèëèðî-
âàíèå ÑÕ ìíîãèõ õðîìîñîì (ðèñ. 2, á).

Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëåå âàæíûìè ôàêòîðàìè, îïðå-
äåëÿþùèì ïàòòåðí ìå÷åíèÿ ÌåòÖèò in situ ïðè ïîìîùè
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ÿâëÿþòñÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü
è òåìïåðàòóðíûé ðåæèì õðàíåíèÿ ïðåïàðàòîâ.

Îáñóæäåíèå

Àäåêâàòíîñòü îöåíêè ôèçèîëîãè÷åñêè âàæíûõ èçìå-
íåíèé ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ íà óðîâíå õðîìîñîì, õðîìî-
ñîìíûõ ó÷àñòêîâ è èíòåðôàçíûõ ÿäåð êðàéíå âàæíà ïðè
èçó÷åíèè ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé ïàìÿòè. Ó÷èòûâàÿ ñî-
âðåìåííûå äàííûå, êàñàþùèåñÿ áûñòðîãî èçìåíåíèÿ ìå-
òèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïðè òðàíñêðèïöèè (Metivier et al.,
2008), ýòî âàæíî è ïðè èçó÷åíèè ðàçëè÷íûõ âíåøíèõ âîç-
äåéñòâèé, âêëþ÷àÿ äåéñòâèå ýêîòîêñèêàíòîâ (Patkin, Qu-
inn, 2011). Îñîáåííîñòè ïàòòåðíîâ ìå÷åíèÿ àíòèòåëàìè,
ñïåöèôè÷åñêèìè ê ÌåòÖèò, ìîãóò çàâèñåòü êàê îò ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ÄÍÊ per se, òàê è îò äîñòóïíîñòè ìåòèëèðî-
âàííîé ÄÍÊ äëÿ àíòèòåë, êîòîðàÿ îáóñëîâëåíà ñòðóêòó-
ðîé õðîìàòèíà. Ïîñëåäíÿÿ îïðåäåëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèÿìè
áåëêîâ õðîìàòèíà, õàðàêòåðîì âçàèìîäåéñòâèÿ ìåòèëèðî-
âàííîé ÄÍÊ è ìåòèë-ñïåöèôè÷åñêèìè áåëêàìè, â ïåðâóþ
î÷åðåäü MeCP2 (Lewis et al., 1992), ñòåïåíüþ äåíàòóðèðî-
âàííîñòè ÄÍÊ è åå íóêëåîòèäíûì ñîñòàâîì. Êàê áûëî
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî â ðàáîòàõ, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ
ìåõàíèçìîâ áýíäèðîâàíèÿ, óñëîâèÿ ïðåäîáðàáîòêè ôèê-
ñèðîâàííûõ öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ìîãóò îêàçûâàòü
çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà íàáëþäàåìóþ êàðòèíó äèôôå-
ðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ (Bickmore, 2001). Ò. å. ìîæíî
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ìîäèôèêàöèè â îáðàáîòêå ôèêñèðîâàí-
íûõ õðîìîñîì, èçìåíÿÿ óêàçàííûå âûøå ïàðàìåòðû õðî-
ìàòèíà, áóäóò âëèÿòü íà êàðòèíó ìåòèëèðîâàíèÿ, âûÿâëÿ-
åìóþ ñ ïîìîùüþ èììóíîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ, îòðàæàÿ
ïðè ýòîì êàê ñîáñòâåííî óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ,
òàê è äîñòóïíîñòü ìèøåíè — ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè.

Â ñâÿçè ñ ïåðå÷èñëåííûìè âûøå ñîîáðàæåíèÿìè
áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå â ïåðâóþ î÷åðåäü óñëîâèé õðàíå-
íèÿ ïðåïàðàòîâ, à òàêæå äåíàòóðàöèè ÄÍÊ íà ìîðôîëî-
ãèþ õðîìîñîì è âûÿâëÿåìîñòü ÌåòÖèò in situ. Â îòëè÷èå
îò áîëüøèíñòâà ðàáîò ìû èñêëþ÷èëè ïðèìåíåíèå ÁðÄÓ â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, ïîñêîëüêó áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî åãî ïðèñóòñòâèå èçìåíÿåò óðîâåíü ìåòèëèðîâà-
íèÿ ÄÍÊ (Schneider, d’Adda di Fagagna, 2012). Áîëåå òîãî,
èñêëþ÷åíèå ÁðÄÓ ïîçâîëÿåò èçáåæàòü êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê in vitro, êîòîðîå â ðÿäå ñëó÷àåâ, îñîáåííî â êëèíè-
÷åñêîé ïðàêòèêå, çàòðóäíåíî. Êðîìå òîãî, ìû èñêëþ÷èëè
ÓÔ-îáëó÷åíèå, êîòîðîå ÷àñòî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ óâåëè÷å-
íèÿ óðîâíÿ ñèãíàëà ïðè èììóíîõèìè÷åñêîì ìå÷åíèè àí-
òèòåëàìè ê ÌåòÖèò. Èçâåñòíî, ÷òî ÓÔ-îáëó÷åíèå âåäåò ê
âîçíèêíîâåíèþ êîâàëåíòíûõ ñâÿçåé ìåæäó áåëêàìè è
ìåæäó áåëêàìè è ÄÍÊ âíóòðè õðîìàòèíà (Bianchi, Mor-
gan, 1985), ò. å. è âêëþ÷åíèå â ñîñòàâ ÄÍÊ ÁðÄÓ è ÓÔ-îá-
ëó÷åíèå ìîãóò ïðèâîäèòü ê ëîæíîïîëîæèòåëüíûì èëè
ëîæíîîòðèöàòåëüíûì ðåçóëüòàòàì. Òàêæå âî âñåõ ñëó÷à-
ÿõ îêðàøèâàíèå DAPI ïðîâîäèëè óæå ïîñëå îêðàøèâàíèÿ

Âëèÿíèå óñëîâèé ïðåäîáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ íà âûÿâëåíèå ìåòèëöèòîçèíà 597



íà ÌåòÖèò, ÷òî ïîçâîëèëî ñîâìåñòèòü ïàòòåðí ìåòèëèðî-
âàíèÿ è äèôôåðåíöèàëüíóþ îêðàñêó õðîìîñîì. Ïðèìåíå-
íèå îïèñàííûõ ìåòîäè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé ïîçâîëèëî
âûÿâèòü íåñêîëüêî çàêîíîìåðíîñòåé â âûÿâëåíèè Ìåò-
Öèò in situ, ñâÿçàííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ïðî-
òîêîëîâ ïðåäîáðàáîòêè ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ ïå-
ðåä èììóíîõèìè÷åñêîé äåòåêöèåé ÌåòÖèò.

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ñàìîì íåïðîäîëæèòåëü-
íîì âðåìåíè õðàíåíèÿ (ïðîòîêîë 1) ÖåíÃåò ìåòèëñÿ ñïå-
öèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ê ÌåòÖèò è äîñòàòî÷íî ÿðêî
îêðàøèâàëñÿ DAPI (ðèñ. 1; ñì. òàáëèöó). Òàêèå ðåçóëüòà-
òû ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî ìàæîðíûå è ìèíîðíûå ñà-
òåëëèòû ÖåíÃåò êëåòîê ìûøè, âêëþ÷àÿ êëåòî÷íóþ ëè-
íèþ F9, ñèëüíî ìåòèëèðîâàíû (Joseph et al., 1989; Teub-
ner, Schulz, 1994). Â ñâîþ î÷åðåäü ïîâûøåííàÿ ïëîòíîñòü
ÌåòÖèò â ðàéîíå ÖåíÃåò îáóñëîâëåíà ëîêàëèçàöèåé
âûñîêîïîâòîðÿþùèõñÿ ñàòåëëèòîâ â ýòîì ðåãèîíå, ñîäåð-
æàùåì ìíîæåñòâî ïîòåíöèàëüíûõ ñàéòîâ CpG äëÿ ìåòè-
ëèðîâàíèÿ è ñàéòîâ AT, îêðàøèâàþùèõñÿ DAPI.

Â îòëè÷èå îò öåíòðîìåðíûõ ïîâòîðîâ òåëîìåðíûå
TTAGGG-ïîâòîðû ïîçâîíî÷íûõ íå ñîäåðæàò CpG-ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé, êîòîðûå ïîòåíöèàëüíî ìîãóò ìåòèëèðî-
âàòüñÿ ÄÍÌÒàçàìè, òîãäà êàê â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ÷å-
ëîâåêà è ãðûçóíîâ ïðèëåãàþùèå ñóáòåëîìåðíûå ðåãèîíû
ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ CpG-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìåòè-
ëèðîâàíû (Brock åt al., 1999; Gonzalo et al., 2006). Íà
ñâÿçü íàáëþäàåìîãî ïàòòåðíà ìå÷åíèÿ ìåòèëöèòîçèíà ñ
ëîêàëèçàöèåé ðàçëè÷íûõ òèïîâ ïîâòîðÿþùåéñÿ ÄÍÊ óêà-
çûâàåò õàðàêòåð ìå÷åíèÿ ÖåíÃåò ñóáìåòàöåíòðè÷åñêîé
õðîìîñîìû, îáðàçîâàâøåéñÿ â ðåçóëüòàòå Ðîáåðòñîíîâ-
ñêîé òðàíñëîêàöèè [rob 2;8] (Alonso et al., 1991), õàðàê-
òåðíîé äëÿ ëèíèè F9. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðîòîêîëà 1 â
öåíòðîìåðàõ ýòîé õðîìîñîìû íàáëþäàëè î÷åíü ñëàáûé
ñèãíàë ïðè èñïîëüçîâàíèè êàê àíòèòåë ê ÌåòÖèò, òàê è
DAPI. Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî öåíòðîìåðû Ðîáåðò-
ñîíîâñêîé ìåòàöåíòðè÷åñêîé õðîìîñîìû â îòëè÷èå îò
öåíòðîìåðíûõ ðàéîíîâ îñòàëüíûõ õðîìîñîì, ïðåäñòàâëÿ-
þùèõ ñîáîé êîíñåðâàòèâíûå, òàíäåìíî ïîâòîðÿþùèåñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìèíîðíûõ è ìàæîðíûõ ñàòåëëèòîâ
(Komissarov et al., 2011), ôîðìèðóþòñÿ ìèíîðíûìè ñàòåë-
ëèòíûìè ÄÍÊ ñëèòûõ òåëîöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì (Ga-
ragna et al., 2001). Ïðè êðàòêîâðåìåííîì õðàíåíèè ïðåïà-
ðàòîâ (ïðîòîêîë 1) ÌåòÖèò õðîìîñîìíûõ ïëå÷ âûÿâëÿëñÿ
ñëàáî, à íà ÑÕ íàáëþäàëè áîëåå ÿðêèå ñèãíàëû, ïðåäñòàâ-
ëåííûå â âèäå ñèììåòðè÷íî è àñèììåòðè÷íî ðàñïîëî-
æåííûõ òî÷åê. Â òî æå âðåìÿ îêðàøèâàíèå õðîìàòèä
DAPI áûëî ñëàáûì, íî âñåãäà ñèììåòðè÷íûì è íàïîìè-
íàþùèì êëàññè÷åñêîå C-áýíäèðîâàíèå. Õîòÿ ìåõàíèçì
íàáëþäàåìûõ îñîáåííîñòåé âûÿâëåíèÿ ÌåòÖèò ñîãëàñíî
ïðîòîêîëó 1 îñòàåòñÿ íå äî êîíöà ÿñíûì, íàäî îòìåòèòü,
÷òî àíàëèç ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â ÖåíÃåò è ÒåëÃåò âàæåí.
Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî èìåííî ýòè ðåãèîíû õðîìîñîì
÷ðåçâû÷àéíî çíà÷èìû äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè,
êðîìå òîãî, âåðîÿòíî èõ ó÷àñòèå â ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññàõ (Plohl et al., 2008; Kim åt al., 2009; Henikoff, Furuy-
ama, 2012).

Óâåëè÷åíèå âðåìåíè è èçìåíåíèå òåìïåðàòóðíîãî ðå-
æèìàõ õðàíåíèÿ âåëè ê ðåçêîìó óìåíüøåíèþ èíòåíñèâ-
íîñòè ñèãíàëà îò ÌåòÖèò â ÖåíÃåò ïðè îäíîâðåìåííîì
óâåëè÷åíèè èíòåíñèâíîñòè ìå÷åíèÿ ïëå÷ õðîìîñîì è áî-
ëåå âûðàæåííîé àñèììåòðè÷íîñòè ìåòèëèðîâàíèÿ ÑÕ
(ðèñ. 2; ñì. òàáëèöó). Ýòè èçìåíåíèÿ ìîæíî îáúÿñíèòü
òåì, ÷òî õðàíåíèå (ñòàðåíèå) ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ
õðîìîñîì ïðèâîäèò ê äåãðàäàöèè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ
(Mezzanotte et al., 1988), äåíàòóðàöèè ÄÍÊ (Darzynkie-

wicz et al., 1976) è âîçíèêíîâåíèþ êîâàëåíòíûõ ñøèâîê
áåëêîâ õðîìîñîì ìåæäó ñîáîé è ñ ÄÍÊ (Mezzanotte et al.,
1988). Òàêèì îáðàçîì, ïðîèñõîäèò äâà ðàçíîíàïðàâëåí-
íûõ ïðîöåññà. Òàêèå ñøèâêè ìîãóò ïðåäîòâðàùàòü ïîòå-
ðþ äàæå äåãðàäèðîâàííîé ÄÍÊ «ñîñòàðåííûõ» õðîìîñîì
ïðè ïîñëåäóþùèõ èíêóáàöèÿõ, ñîçäàâàÿ ýôôåêò ñòàáè-
ëèçàöèè õðîìàòèíà, è êîíå÷íûé âèäèìûé ïàòòåðí áóäåò
îïðåäåëÿòüñÿ, âèäèìî, ïëîòíîñòüþ ìåòèëèðîâàííûõ
GC-ñàéòîâ â ÄÍÊ. Ïðè êðàòêîâðåìåííîì õðàíåíèè (ïðî-
òîêîë 1) ïðåïàðàòû áîëåå ñèëüíî ïîäâåðæåíû âîçäåéñò-
âèþ HCl è ïåïñèíà, êîòîðûå âåäóò ê äåïðîòåèíèçàöèè
õðîìàòèíà è äåíàòóðàöèè ÄÍÊ, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ëó÷-
øóþ äîñòóïíîñòü ÌåòÖèò äëÿ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë è
ñîîòâåòñòâåííî îáóñëîâëèâàåò èíòåíñèâíîå ìå÷åíèå.
Ïðè ýòîì íà ïëå÷àõ õðîìîñîì, âèäèìî, ïðîèñõîäèò áîëåå
âûðàæåííàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ãåòåðîõðîìàòèíîì ïîòåðÿ
ÄÍÊ, â òîì ÷èñëå ìåòèëèðîâàííîé, ÷òî âåäåò ê óìåíüøå-
íèþ ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë è DAPI, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ôîðìè-
ðóåòñÿ êàðòèíà, íàïîìèíàþùàÿ C-áýíäèíã. Èíòåíñèâíî
ìå÷åííûå àñèììåòðè÷íûå òî÷êè ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé
ñàéòû ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè áîëåå äëèòåëüíîì
õðàíåíèè ïðîèñõîäÿò ñøèâêè áåëêîâ õðîìàòèíà ìåæäó
ñîáîé è áåëêîâ ñ ÄÍÊ, ÷òî óìåíüøàåò äîñòóïíîñòü äåíà-
òóðèðîâàííîé ÄÍÊ äëÿ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë, íî îäíî-
âðåìåííî èìååò ìåñòî ëó÷øàÿ ñîõðàííîñòü ÄÍÊ, ÷òî âå-
äåò ê áîëåå èíòåíñèâíîìó ìå÷åíèþ ïëå÷ õðîìîñîì. Ïðè
ýòîì ïðîöåññ ìàñêèðîâêè ÄÍÊ-ìèøåíè, çàòðóäíÿþùèé
ñâÿçûâàíèå àíòèòåë, áóäåò íàèáîëåå âûðàæåí èìåííî â
ÖåíÃåò, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî â ðàéîíå öåíòðîìåð íàõîäèòñÿ
áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ è ÐÍÊ (Êëåíîâ, Ãâîçäåâ,
2005). Ñèëüíîå îêðàøèâàíèå DAPI îáóñëîâëåíî, ñêîðåå
âñåãî, êîíäåíñàöèåé õðîìàòèíà (Mascetti et al., 2001).
Òàêæå âîçìîæíî, ÷òî íàáëþäàåìàÿ âûñîêàÿ èíòåíñèâ-
íîñòü ìå÷åíèÿ àíòèòåëàìè ê ÌåòÖèò ïëå÷ õðîìîñîì çà-
âèñèò îò òîãî, ÷òî ñâÿçûâàíèå àíòèòåë ïðîèñõîäèëî íå
òîëüêî â «CpG-îñòðîâêàõ», íî è â ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿõ (Jones, Baylin, 2002; Gupta et al., 2010),
âêëþ÷àÿ òðàíñïîçîíû è òàíäåìíûå ïîâòîðû (Kim et al.,
2009), êîòîðûå ñîñòàâëÿþò á *îëüøóþ ÷àñòü ãåíîìà. Â ÷à-
ñòíîñòè, â ãåíîìå ìûøè ìåòèëèðîâàíèå ïîâòîðÿþùèõñÿ
ýëåìåíòîâ B1, àíàëîãè÷íûõ Alu-ïîâòîðàì ó ÷åëîâåêà, íà-
ðÿäó ñ òðàíñïîçîíàìè è ìèíè-ñàòåëëèòàìè ìîæåò îïðå-
äåëÿòü íàáëþäàåìîå ãëîáàëüíîå ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ (Yates et al., 1999; Jeong, Lee, 2005). Âïîëíå
âåðîÿòíî, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå ïîâòîðîâ îïðåäåëÿåò ôîíî-
âóþ îêðàñêó õðîìîñîì è ÿäåð.

Òàêèì îáðàçîì, âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ñïîñîáîâ õðàíå-
íèÿ ïðåïàðàòîâ íà âûÿâëÿåìóþ ïðè ïîìîùè èììóíîìå-
÷åíèÿ in situ êàðòèíó ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî âîçäåéñòâèåì ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ôàêòî-
ðîâ íà ÄÍÊ è ìåòèë-ñïåöèôè÷åñêèå áåëêè õðîìàòèíà
(Sasai, Defossez, 2009), à òàêæå íà èõ âçàèìîäåéñòâèå. Ñî-
äåðæàíèå òàêèõ áåëêîâ â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ õðîìàòèíà
îáóñëîâëåíî óðîâíåì ìåòèëèðîâàíèÿ ïîâòîðîâ ÄÍÊ per se
è óïîìÿíóòûìè ñøèâêàìè ýòèõ, à âîçìîæíî, è äðóãèõ áåë-
êîâ ìåæäó ñîáîé è ñ ÄÍÊ, ëîêàëèçîâàííûìè â ÖåíÃåò è
ýóõðîìàòèíå ïëå÷ õðîìîñîì. Ïåðåêðåñòíûå ñøèâêè ñî-
õðàíÿþòñÿ íà ïðåïàðàòàõ õðîìîñîì è óìåíüøàþò äîñòóï-
íîñòü äàæå äåíàòóðèðîâàííîé ÄÍÊ äëÿ ñïåöèôè÷åñêèõ àí-
òèòåë. Ïðè ðàçíûõ ñïîñîáàõ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè
ïðåïàðàòîâ âçàèìîîòíîøåíèå ìåæäó íåðàâíîìåðíûì ðàñ-
ïðåäåëåíèåì ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ è õðîìîñîìíûõ áåë-
êîâ ìîæåò ñòàòü îïðåäåëÿþùèì â âûÿâëÿåìîé êàðòèíå
ìåòèëèðîâàíèÿ in situ, âêëþ÷àÿ ðàçëè÷èÿ â ìåòèëèðîâà-
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íèè ÑÕ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðîòîêîëîâ 2—4 ïàòòåðíû ìå-
òèëèðîâàíèÿ íà ÑÕ ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé êàê àñèììåòðè÷íûå
òî÷êè, òàê è ïðîòÿæåííûå àñèììåòðè÷íî ðàñïîëîæåííûå
ó÷àñòêè (ðèñ. 2; ñì. òàáëèöó), ïðè ýòîì ïîñëåäíèå, âåðîÿòíî,
âûÿâëÿþòñÿ âñëåäñòâèå ëó÷øåé ñîõðàííîñòè ÄÍÊ.

Ðàíåå ìû íàáëþäàëè ïîäîáíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÑÕ
ïðè îêðàøèâàíèè ôèêñèðîâàííûõ õðîìîñîìíûõ ïðåïàðà-
òîâ ïðåäèìïëàíòàöèîííûõ ýìáðèîíîâ êðàñèòåëåì Ãèìçà
áåç èñïîëüçîâàíèÿ ÁðÄÓ è ïîñëå êðàòêîãî ÓÔ-îáëó÷åíèÿ
(Patkin et al., 1994). Òàêîé ïàòòåðí õðîìîñîìíîãî îêðàøè-
âàíèÿ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ãåòåðîõðîìàòèíîïî-
äîáíîå ñîñòîÿíèå. Â äàëüíåéøåì ïðè èñïîëüçîâàíèè ìå-
òèë-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåñòðèêöèîííûõ ýíäîíóêëåàç (Pat-
kin, 1997) è ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë ê ÌåòÖèò (Rougier et al., 1998) áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ÑÕ äîèìïëàíòàöèîííûõ çàðîäûøåé ìûøåé ðàçëè÷à-
þòñÿ ïî óðîâíþ ìåòèëèðîâàíèÿ. Òàêàÿ àñèììåòðèÿ, âåðî-
ÿòíî, ñâÿçàíà ñ ïðîöåññîì ïåðâè÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè â
íà÷àëüíîì ýìáðèîãåíåçå, îïðåäåëÿþùèì ïîòåíöèàëüíóþ
àñèììåòðè÷íîñòü òðàíñêðèïòîìà äî÷åðíèõ êëåòîê (Pat-
kin, 2002). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè îáíàðóæåí ôåíîìåí
àñèììåòðèè ìåòèëèðîâàíèÿ ÑÕ áåç èñïîëüçîâàíèÿ âêëþ-
÷åíèÿ ÁðÄÓ äëÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ìûøè-
íîé ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ëèíèè F9 è äëÿ ëèìôîöè-
òîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî äàííûé ôåíîìåí, âèäèìî, õàðàêòåðåí íå
òîëüêî äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê, íî è äëÿ äðóãèõ ïîòåí-
öèàëüíî ñïîñîáíûõ ê äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê.

Êàê ðàçëè÷èÿ ÑÕ ïî óðîâíþ ìåòèëèðîâàíèÿ, òàê è
âîçìîæíûå áèîëîãè÷åñêèå ñëåäñòâèÿ ýòîãî ôåíîìåíà â
ïîñëåäíåå âðåìÿ àêòèâíî îáñóæäàþòñÿ â ñâÿçè ñ èçó÷åíè-
åì ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè â ýìáðèîãåíåçå (Patkin,
2002), äèôôåðåíöèðîâêè òêàíåñïåöèôè÷íûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (Tran åt al., 2013) è — áîëåå øèðîêî — â ñâÿçè ñ
àñèììåòðèåé êëåòî÷íûõ äåëåíèé (Bell, 2005; Tajbakhsh
et al., 2009; Lansdorp et al., 2012). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî, íåñìîòðÿ íà íåÿñíîñòü ìåõàíèçìà, ÷àñòîòà õðîìîñîì
ñ àñèììåòðèåé ÑÕ è óðîâåíü ìåæõðîìàòèäíûõ ðàçëè÷èé
ïî óðîâíþ ìåòèëèðîâàíèÿ ìîãóò ñëóæèòü â êà÷åñòâå äî-
ïîëíèòåëüíîãî êðèòåðèÿ â èññëåäîâàíèÿõ ïàòîãåíåçà îïó-
õîëåé è ïðè ñðàâíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ âëèÿíèÿ ðàç-
ëè÷íûõ âíåøíèõ âîçäåéñòâèé. Õðîìîñîìíûå è õðîìàòèä-
íûå ñòàòóñû ìåòèëèðîâàíèÿ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê
ñâîåãî ðîäà bookmarkers (Kadauke, Blobel, 2013), êîòîðûå
ìîãóò îïðåäåëÿòü àêòèâíîå èëè ïîòåíöèàëüíî àêòèâíîå
(ðåïðåññèðîâàííîå) ñîñòîÿíèå êëàñòåðîâ ãåíîâ, íàïðèìåð
èìïðèíòèðîâàííûõ â äî÷åðíèõ êëåòêàõ ïîñëå äåëåíèÿ.

Èçó÷åíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ èíòåðôàçíûõ ÿäåð
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äëÿ îöåíêè äèíàìè÷åñêèõ èç-
ìåíåíèé ïðè òðàíñêðèïöèè â íåïðîëèôåðèðóþùèõ èëè
ñëàáî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ, íàïðèìåð â íåéðîíàõ.
Âî âñåõ ýòèõ ñëó÷àÿõ êðàéíå âàæíî íàëè÷èå ñòàíäàðòèçè-
ðîâàííîé ìåòîäèêè, ïîäîáíîé èñïîëüçîâàííîé â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå. Êðîìå òîãî, îïèñàííîå âëèÿíèå óñëîâèé ïðå-
äîáðàáîòêè ìîæåò ïðîÿâëÿòüñÿ íå òîëüêî ïðè âûÿâëåíèè
ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ, íî è ïðè äðóãèõ èññëåäîâàíèÿõ
õðîìàòèíà ñ èñïîëüçîâàíèåì èììóíîõèìè÷åñêîãî îêðà-
øèâàíèÿ. Ïðè ýòîì, êàê ïîêàçûâàþò ïîëó÷åííûå äàííûå,
íàèáîëåå êðèòè÷íûìè ôàêòîðàìè ïðè ìå÷åíèè ìåòèëèðî-
âàííîé ÄÍÊ in situ ïðè ïîìîùè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë
ÿâëÿþòñÿ äëèòåëüíîñòü è òåìïåðàòóðíûé ðåæèì õðàíå-
íèÿ. Êðàòêîñðî÷íîå õðàíåíèå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â
òîì ñëó÷àå, åñëè íåîáõîäèìî èññëåäîâàíèå ìåòèëèðîâà-
íèÿ öåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà. Åñëè æå íåîáõîäè-
ìà îöåíêà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â ïëå÷àõ õðîìîñîì è â

îñîáåííîñòè îöåíêà ëàòåðàëüíîé àñèììåòðèè ñåñòðèí-
ñêèõ õðîìàòèä, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì ÿâëÿåòñÿ ïðîòî-
êîë 4, êîòîðûé ïîçâîëÿåò âûÿâèòü êàê òî÷å÷íûå, òàê è
ïðîòÿæåííûå îáëàñòè àñèììåòðè÷íîãî ìåòèëèðîâàíèÿ.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëåå äîñòîâåðíûõ ðåçóëüòàòîâ ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè in situ íåîáõîäèìî ïî âîçìîæíîñòè äîïîë-
íÿòü öèòîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûì àíàëè-
çîì âûäåëåííîé ÄÍÊ õðîìàòèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-04642-à).
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THE INFLUENCE OF THE PREPARATION PRETREATMENT ON IN SITU DETECTION

OF 5-METHYLCYTOSINE IN METAPHASE CHROMOSOMES AND IN INTERPHASE NUCLEI
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Qualitative and quantitate analysis of DNA methylation in situ at the level of cells, chromosomes and chro-
mosomal domains is extremely important for the diagnosis and treatment of various diseases, the study of age-
ing and the consequences of environmental impacts. An important question arises, whether the revealed in situ
methylation pattern reflects DNA methylation per se and (or) availability of the DNA for antibodies, which in
turn depends on the peculiarities of chromatin structure and chromosome condensation. These events can lead
to an incorrect evaluation of the actual pattern of DNA methylation. To avoid this shortcoming as far as possib-
le, we have modified the most widely used method of revealing 5-methylcytosine in situ with monoclonal anti-
bodies. Here we have shown that the detection of DNA methylation staining of chromosomes including C-hete-
rochromatin, chromosomal arms and sister chromatids is drastically dependent on pretreatment of chromosomal
preparations for immunocytochemical study using fluorescent antibodies. Using undifferentiated stem cells
of mouse embryonal carcinoma line F9, it has been found that change in preparations storage results in a sharp
fluorescence decrease up to complete disappearance of the signal in centromeric heterochromatin. With the
help of the method described in the work, we have first revealed the asymmetry of sister chromatids methyla-
tion in metaphase chromosomes of F9 cell and lymphocytes of human periphery blood. This may lead to asym-
metry of transcriptional signature of daughter cells after division. The proposed here modification of 5-methyl-
cytosine detection in situ provides a more complete characterization of methylation of chromosomes and chro-
mosomal domains, compared to previously published methods.

K e y w o r d s: overall DNA methylation, chromatin, heterochromatin, metaphase chromosomes, epigenetic
regulation, in situ analysis, immunocytochemistry, chromosomal domains, monoclonal antibodies against me-
thylcytosine, asymmetric sister chromatids methylation.
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