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C. Þ. Äåìèí è äð.
Êàðèîòèïèðîâàíèå Amoeba proteus

Â ñòàòüå ïðèâåäåí ðàçðàáîòàííûé íàìè ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ ñïðýäîâ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì Amoeba
proteus è îïèñàí ïðîöåññ êàðèîòèïèðîâàíèÿ ýòîãî âèäà àìåá. Íàñòîÿùèé ïðîòîêîë ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü
ðàñïðàâëåííûå õðîìîñîìû ñ õàðàêòåðíûì ðèñóíêîì õðîìîìåðîâ ó èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì. Ïîêàçà-
íî, ÷òî â ìåòàôàçå ìèòîçà ó àìåá øòàììà Â (îäèí èç òèïîâûõ øòàììîâ A. proteus â Êîëëåêöèè øòàììîâ
ñâîáîäíîæèâóùèõ àìåá Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ) ñîäåðæèòñÿ 27 ïàð õðîìîñîì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ðè-
ñóíîê õðîìîìåðîâ ÿâëÿåòñÿ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûì ïðèçíàêîì. Ïðåäñòàâëåíà òèïîâàÿ êàðèîãðàììà è
áàíê èçîáðàæåíèé DAPI- è YoYo1-áýíäèðîâàííûõ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì àìåá øòàììà B, ñîñòàâ-
ëåííîé èç 5 ðàçíûõ ñïðýäîâ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Amoeba proteus, ìèòîç, õðîìîñîìû, êàðèîòèïèðîâàíèå.

Íåñìîòðÿ íà áîëåå ÷åì äâóõâåêîâóþ èñòîðèþ èçó÷å-
íèÿ àìåá, îòíîñÿùèõñÿ ê âèäó Amoeba proteus, öåëûé ðÿä
êëþ÷åâûõ ìîìåíòîâ â áèîëîãèè ýòèõ îäíîêëåòî÷íûõ îð-
ãàíèçìîâ îñòàåòñÿ íåðàñøèôðîâàííûì. Òàê, âñå ìíîãî-
÷èñëåííûå ïîïûòêè îïðåäåëèòü ÷èñëî õðîìîñîì ýòèõ îá-
ëèãàòíî àãàìíûõ ïðîñòåéøèõ, ïðåäïðèíèìàâøèåñÿ ðà-
íåå, íåëüçÿ ïðèçíàòü óäîâëåòâîðèòåëüíûìè. Äî ñèõ ïîð
ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ÷èñëî õðîìîñîì A. proteus äîñòèãà-
åò 500 èëè áîëåå (Ord, 1973; Yudin, 1990; Ìàðàõîâà è äð.,
1993; Ìàõëèí, 1993), íî ýòè äàííûå íîñÿò ëèøü ïðåäïî-
ëîæèòåëüíûé õàðàêòåð. Äåëî â òîì, ÷òî èçó÷åíèå êàðèî-
òèïà A. proteus âïëîòü äî ïîñëåäíåãî âðåìåíè íàòàëêèâà-
ëîñü íà òðè êàçàâøèõñÿ íåïðåîäîëèìûìè ïðåïÿòñòâèÿ.

Âî-ïåðâûõ, äëÿ îïèñàíèÿ êàðèîòèïà ïðèãîäíû òîëüêî
ìåòàôàçíûå êëåòêè, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ â àñèíõðîííîé
ëàáîðàòîðíîé êóëüòóðå A. proteus âåñüìà íåçíà÷èòåëüíî.
Èõ ÷èñëî ìîæíî ïðèáëèçèòåëüíî îöåíèòü ÷åðåç ñîîòíî-
øåíèå äëèòåëüíîñòè âñåãî êëåòî÷íîãî öèêëà è ìåòàôàçû
ìèòîçà. Êëåòî÷íûé öèêë ó àìåá ýòîãî âèäà, êóëüòèâèðóå-
ìûõ â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ, ñîñòàâëÿåò 40—70 ÷ ïðè
17—25 °Ñ (Ord, 1968; Sopina, 1976; Makhlin et al., 1979;
Rogerson, 1980; Àôîíüêèí, 1983). Ïðè ýòîì äëèòåëüíîñòü
ìåòàôàçû ìèòîçà, ñîãëàñíî äàííûì ïðèæèçíåííûõ íà-
áëþäåíèé, íå ïðåâûøàåò 5 ìèí (Chalkley, Daniel, 1933).
Îäíàêî â äåéñòâèòåëüíîñòè ýòà ñòàäèÿ, âèäèìî, åùå êîðî-
÷å, ïîñêîëüêó íà ïðîôàçó, ïî ðåçóëüòàòàì òîé æå ðàáîòû,
ïðèõîäèòñÿ îêîëî 10 ìèí. Ñîãëàñíî íàøèì ýêñïåðèìåí-
òàëüíûì äàííûì, ñîîòíîøåíèå ïðîôàçíûõ è ìåòàôàçíûõ
êëåòîê íà öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ A. proteus øòàììà
B ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 10 : 1. Ñîîòâåòñòâåííî è ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü ýòèõ ôàç ìèòîçà äîëæíà ðàçëè÷àòüñÿ ïðè-
ìåðíî íà ïîðÿäîê. Îòñþäà ñëåäóåò, ÷òî íà öèòîëîãè÷å-
ñêèõ ïðåïàðàòàõ àñèíõðîííîé êóëüòóðû àìåá ìåòàôàçíûå
êëåòêè íå ìîãóò âñòðå÷àòüñÿ ñ ÷àñòîòîé áîëåå 0.05 %. Ïî-
íÿòíî, ÷òî â òàêîé ñèòóàöèè ïîìîãëà áû ñèíõðîíèçàöèÿ
êóëüòóðû àìåá ïî êëåòî÷íîìó öèêëó, îäíàêî áóêâàëüíî

äî íåäàâíåãî âðåìåíè íàäåæíûõ ìåòîäîâ òàêîé ñèíõðî-
íèçàöèè íå ñóùåñòâîâàëî (Yudin, 1990; Ìàõëèí, 1993).

Âî-âòîðûõ, êàê óæå óïîìèíàëîñü ðàíåå â ëèòåðàòóðå
(Ord, 1973; Yudin, 1990; Ìàðàõîâà è äð., 1993; Ìàõëèí, 1993),
à íåäàâíî áûëî ïîäòâåðæäåíî äàííûìè îïòè÷åñêîé òî-
ìîãðàôèè (Äåìèí è äð., 2015), ëèíåéíûå ðàçìåðû ìèòî-
òè÷åñêèõ õðîìîñîì â èíòàêòíûõ êëåòêàõ A. proteus ñëèø-
êîì ìàëû äëÿ ïðîâåäåíèÿ íàäåæíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ.

Íàêîíåö, â-òðåòüèõ, íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ïðîâåäå-
íèÿ ïîëíîöåííîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿ-
åòñÿ íåîáõîäèìîñòü âûñîêîãî «âûõîäà» ñïðýäîâ ìèòîòè-
÷åñêèõ õðîìîñîì íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå, ÷òî íà ïðàêòèêå
îêàçûâàåòñÿ âåñüìà ïðîáëåìàòè÷íûì â ñèëó ñïåöèôè÷å-
ñêèõ îñîáåííîñòåé ìîðôîëîãèè ÿäåð è ïðîòåêàíèÿ ÿäåð-
íîãî öèêëà ó A. proteus. Â ìåòàôàçå ó ýòîãî âèäà àìåá ñî-
õðàíÿþòñÿ îáøèðíûå ôðàãìåíòû ÿäåðíîé îáîëî÷êè.
È õîòÿ òàêîé òèï ìèòîçà áûë îáîçíà÷åí êàê ïîëóîòêðû-
òûé (Gromov, 1985), â îòíîøåíèè êàðèîòèïèðîâàíèÿ îí
ìàëî ÷åì îòëè÷àåòñÿ îò çàêðûòîãî ìèòîçà, äëÿ êîòîðîãî
äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå áûëî ðàçðàáîòàíî íàäåæíûõ
òåõíèê ñïðýäèíãà õðîìîñîì íà ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî
ñòåêëà.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ðàçðåøåíèþ óïîìÿíó-
òûõ âûøå «íåïðåîäîëèìûõ» ïðåïÿòñòâèé äëÿ êàðèîòèïè-
ðîâàíèÿ A. proteus ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ è àäàïòèðîâàíèÿ
ê èçó÷àåìîìó îáúåêòó ðÿäà íîâåéøèõ ìåòîäè÷åñêèõ ðàç-
ðàáîòîê.

Â 2013 ã. íàìè áûë ïðåäëîæåí íîâûé ïîäõîä ê ðåøå-
íèþ âîïðîñà î ñèíõðîíèçàöèè êëåòî÷íûõ öèêëîâ àìåá â
êóëüòóðå, ïîçâîëÿþùèé óâåëè÷èòü ÷àñòîòó âñòðå÷àåìî-
ñòè ìåòàôàçíûõ ÿäåð íà öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ äî
0.5 % (Podlipaeva et al., 2013). Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè
ìû èñïîëüçîâàëè ýòîò ïðîòîêîë ñ íåçíà÷èòåëüíûìè ìî-
äèôèêàöèÿìè (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).

Ëèíåéíûå ðàçìåðû ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì â èíòàêò-
íûõ êëåòêàõ A. proteus, êàê áûëî ñêàçàíî âûøå, ñëèøêîì
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ìàëû äëÿ êàðèîòèïèðîâàíèÿ. Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî èíêó-
áàöèÿ êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ è áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ
â ãèïîòîíè÷åñêèõ ñîëåâûõ ðàñòâîðàõ è ñïðýäèíã ôèêñè-
ðîâàííûõ ïîñëå ãèïîòîíèè ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê íà ïî-
âåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà ïîçâîëÿþò çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èòü ðàçìåðû õðîìîñîì. Ñíà÷àëà õðîìîñîìû óäëè-
íÿþòñÿ âíóòðè æèâûõ êëåòîê â õîäå îáðàáîòêè ïîñëåäíèõ
ãèïîòîíè÷åñêèì ñîëåâûì ðàñòâîðîì (Barnitzke et al.,
1981), à çàòåì îíè åùå óäëèíÿþòñÿ ïðè ðàñïëàñòûâàíèè
ïî ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà, êîãäà ôèêñèðîâàí-
íûå êëåòêè ïîäâåðãàþòñÿ ãèäðîëèçó óêñóñíîé êèñëîòîé
(Ñlaussen et al., 1994; Hliscs et al., 1997). Íà ïðåïàðàòàõ
äèôôåðåíöèàëüíî îêðàøåííûõ õðîìîñîì òàêîãî ðàñòÿãè-
âàíèÿ îêàçûâàåòñÿ âïîëíå äîñòàòî÷íî äëÿ âûÿâëåíèÿ èõ
ïðîäîëüíîé íåîäíîðîäíîñòè äàæå áåç äîïîëíèòåëüíûõ
ñïåöèàëüíûõ îáðàáîòîê è îêðàñîê (Comings, 1978; Ronne
et al., 1979; Squarzoni et al., 1994).

Íàêîíåö, äëÿ óäàëåíèÿ íà öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðà-
òàõ àìåá ÿäåðíîé îáîëî÷êè, êîòîðàÿ ìåøàåò ïîëíîöåííî-
ìó ñïðýäèíãó õðîìîñîì, ìû ïðèìåíèëè ìåòîä ðàçäàâëè-
âàíèÿ ïðè âûñîêîì äàâëåíèè («high pressure squashing
technique»). Ýòîò ìåòîä áûë èñõîäíî ðàçðàáîòàí äëÿ ïî-
âûøåíèÿ ðàçðåøåíèÿ äèñêîâîé ñòðóêòóðû ïîëèòåííûõ
õðîìîñîì äâóêðûëûõ íàñåêîìûõ (Novikov et al., 2007;
George et al., 2010) è âïîñëåäñòâèè áûë óñïåøíî ïðèìå-
íåí äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñïðýäîâ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì èç
ôðàãìåíòîâ òêàíåé áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, ôèêñèðî-
âàííûõ ïîñëå ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêè (Solovyeva
et al., 2016). Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ïðè èñïîëüçîâàíèè ðå-
æèìà ïîñòåïåííîãî ïîâûøåíèÿ äàâëåíèÿ ïðîèñõîäèëè
ðàçðûâ è óäàëåíèå ÿäåðíûõ îáîëî÷åê è â êîíå÷íîì èòî-
ãå — ñïðýäèíã õðîìàòèíà è ñåãðåãàöèÿ èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîì, ñîïðîâîæäàåìàÿ ðàñïðàâëåíèåì (ëèíåàðèçà-
öèåé) ñåãðåãèðîâàííûõ õðîìîñîì ñ ïðîÿâëåíèåì õðîìî-
ìåðíîãî ðèñóíêà. Ðèñóíîê õðîìîìåðîâ áûë õîðîøî âîñ-
ïðîèçâîäèìûì, êàêèõ-ëèáî ïðèçíàêîâ äåñòðóêöèè õðîìî-
ñîì (ðàçëîìîâ èëè ñìàçûâàíèÿ õðîìîìåðíîãî ðèñóíêà)
íå íàáëþäàëè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà êëåòêàõ êóëüòóðû A. proteus
øòàììà B èç êîëëåêöèè øòàììîâ ñâîáîäíîæèâóùèõ
àìåá Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Goodkov et al., 2014).
Ýòîò øòàìì èñòîðè÷åñêè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç òèïî-
âûõ øòàììîâ âèäà A. proteus â êîëëåêöèè è âñåñòîðîí-
íå îõàðàêòåðèçîâàí â áîëüøîì êîëè÷åñòâå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ðàáîò (ñì.: Goodkov et al., 2015). Ëàáîðàòîðíóþ
êóëüòóðó àìåá ïîääåðæèâàëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäè-
êå íà ìèíåðàëüíîé ñðåäå Ïðåñêîòòà (Prescott, Carrier,
1964) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå; êàæäûå 48 ÷ àìåá êîð-
ìèëè èíôóçîðèÿìè Tetrahymena pyriformis GL (Þäèí,
1975).

Ñèíõðîíèçàöèþ êëåòîê â êóëüòóðå îñóùåñòâëÿëè ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëó, ðàçðàáîòàííîìó íàìè ðàíåå (Podlipay-
eva et al., 2013), c íåçíà÷èòåëüíûìè èçìåíåíèÿìè —
âìåñòî 30%-íîãî ðàñòâîðà áåëêà èç ïåðåïåëèíûõ ÿèö èñ-
ïîëüçîâàëè 25 %-íûé ðàñòâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà â ñðåäå Ïðåñêîòòà, êóäà ïîìåùàëè àìåá ïîñëå
2 ñóò ãîëîäàíèÿ. Â ýòèõ óñëîâèÿõ âñå àìåáû îäíîâðåìåí-
íî ïðåêðàùàþò ëîêîìîöèþ, îêðóãëÿþòñÿ è ïðèñòóïàþò ê
ïèòàíèþ ïèíîöèòîçîì. ×åðåç 1—2 ÷ àìåá îòìûâàëè è ïî-
ìåùàëè â îáû÷íóþ ìèíåðàëüíóþ ñðåäó Ïðåñêîòòà. Ñïóñ-
òÿ 39—41 ÷ ñîäåðæàíèÿ â ýòîé ñðåäå ïðè êîìíàòíîé òåì-

ïåðàòóðå êëåòêè îòìûâàëè 0.025%-íûì ðàñòâîðîì Tryp-
sin-EDTA (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) (äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ èõ
ïîñëåäóþùåé àãðåãàöèè) è êîíöåíòðèðîâàëè â ïðîáèðêàõ
Eppendorf (1.5 ìë) ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
1500 îá/ìèí 2 ìèí (ìèêðîöåíòðèôóãà Eppendorf MiniSpin,
Eppendorf International). Ïîñëå óäàëåíèÿ ñóïåðíàòàíòà
îñàäîê êëåòîê âñòðÿõèâàëè ñ ïîìîùüþ âîðòåêñà è ê ïîëó-
÷åííîé âçâåñè äîáàâëÿëè ïî êàïëÿì ãèïîòîíè÷åñêèé
ðàñòâîð 5 ìÌ KCl â áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäå (superQ)
ïðè ïîñòîÿííîì âñòðÿõèâàíèè. Ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîò-
êó êëåòîê îñóùåñòâëÿëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òå÷åíèå 20 ìèí ïðè ñîîòíîøåíèè îáúåìîâ êëåòîê è ãè-
ïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà 1 : (25—30). Ïîñëå ýòîãî êëåòêè
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (2 ìèí, 1500 îá/ìèí) è
îñòîðîæíî óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò. Îñàäîê êëåòîê ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè ñ ïîìîùüþ âîðòåêñà è ïîëó÷åííóþ âçâåñü
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñ-
ëîòû (3 : 1), àêêóðàòíî äîáàâëÿÿ ôèêñàòîð ïðè ïîñòîÿí-
íîì âñòðÿõèâàíèè âî èçáåæàíèå àãðåãàöèè êëåòîê. Îáúåì
ôèêñàòîðà äîâîäèëè äî 1 ìë, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ïåðåîñàæ-
äàëè è ïåðåâîäèëè â ñâåæóþ ïîðöèþ ôèêñàòîðà. Ïðîáèð-
êè ñ ôèêñèðîâàííûìè êëåòêàìè õðàíèëè â õîëîäèëüíèêå
ïðè –20 °Ñ.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ ñïðýäîâ ÿäåð ìû âîñ-
ïîëüçîâàëèñü ìåòîäèêîé, îïèñàííîé â ðàáîòå Ñîëîâüåâîé
è ñîàâòîðîâ (Solovyeva et al., 2016). Èñïîëüçîâàëè ïðåä-
ìåòíûå ñòåêëà, ïîêðûòûå ïîëèëèçèíîì (Thermo Scien-
tific). Íà ïîâåðõíîñòü ñòåêëà ñ ïîìîùüþ ìèêðîïèïåòêè
íàíîñèëè 40—50 ìêë êîíöåíòðèðîâàííîé âçâåñè êëåòîê.
Èçáûòîê ôèêñàòîðà áûñòðî óáèðàëè ñ ïîìîùüþ ïîëîñêè
ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè. Íà êëåòêè íàíîñèëè 10 ìêë
50%-íîé ïðîïèîíîâîé êèñëîòû è ñðàçó ïîñëå ýòîãî íà-
êðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì 18�18 ìì, îáðàáîòàííûì
ñèëèêîíîì SL-2 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

Êëåòêè ðàçäàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ âåðòèêàëüíûõ ãèä-
ðàâëè÷åñêèõ òèñêîâ ñ ìàíîìåòðîì äëÿ êîíòðîëÿ ðàçâèâà-
åìîãî äàâëåíèÿ. Äàâëåíèå ìåæäó ïëîñêîïàðàëëåëüíûìè
ãóáêàìè òèñêîâ â òå÷åíèå 90—120 ñ ïëàâíî ïîâûøàëè äî
230 êã/ñì2. Ïîñëå ýòîãî äàâëåíèå ñáðàñûâàëè, âûíèìàëè
ïðåïàðàò è ïîìåùàëè åãî â æèäêèé àçîò. Ñ çàìîðîæåííî-
ãî ïðåïàðàòà ñ ïîìîùüþ áðèòâåííîãî ëåçâèÿ óäàëÿëè ïî-
êðîâíîå ñòåêëî. Ïðåäìåòíîå ñòåêëî ñ êëåòêàìè ïðîâîäè-
ëè ÷åðåç ñåðèþ ñïèðòîâ ïîâûøàþùåéñÿ êîíöåíòðàöèè
(ýòàíîë 50, 70 è 96 %), à çàòåì âûñóøèâàëè. Ïîëó÷åííûå
ïðåïàðàòû ïîìåùàëè â ãåðìåòè÷íûé êîíòåéíåð è õðàíè-
ëè ïðè –20 °Ñ.

Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ÄÍÊ-òðîïíûìè ôëóîðåñöè-
ðóþùèìè êðàñèòåëÿìè. Èñïîëüçîâàëè ñâåæåïðèãîòîâ-
ëåííûå ðàñòâîðû ëèáî áèñèíòåðêàëÿòîðà èîäèä YoYo1
(1 ìêã/ìë, Invitrogen Corporation, ÑØÀ) â PBS â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ëèáî DAPI (3 ìêã/ìë,
Sigma-Aldrich, ÑØÀ) íà áóôåðå Ìàê-Èëâåéíà pH 7.0
ïðè òàêèõ æå ýêñïîçèöèè è òåìïåðàòóðå. Ïåðåä îêðàøè-
âàíèåì YoYo1 ïðåïàðàòû îáðàáàòûâàëè ÐÍÊàçîé A.
Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ïîñëå îáðàáîòêè ÐÍÊàçîé A ïðåïà-
ðàòû äîïîëíèòåëüíî îáðàáàòûâàëè êîëëàãåíàçîé. Ïðåä-
îáðàáîòêó ïðåïàðàòîâ êëåòîê ôåðìåíòàìè îñóùåñòâëÿëè
ñîãëàñíî îïèñàííûì ðàíåå ïðîòîêîëàì (Khodyuchen-
ko et al., 2012). Ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå
ÐÍÊàçû A â 2-êðàòíîì SSC (saline-sodium citrate buffer,
100 ìêã/ìë, Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °C,
à çàòåì îòìûâàëè ïî 5 ìèí â äâóõ ñìåíàõ 2-êðàòíîãî SSC.
Îáðàáîòêó ïðåïàðàòîâ ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû (1 ìã/ìë,
Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â PBS îñóùåñòâëÿëè â òå÷åíèå
7 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è îòìûâàëè ïî 5 ìèí
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â òðåõ ñìåíàõ PBS. Îêðàøåííûå ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè
â ProLongR Gold antifade (Invitrogen Corporation, ÑØÀ).
Èçîáðàæåíèÿ õðîìîñîìíûõ ñïðýäîâ èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà Axio Scope A1 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñî øòàò-
íîé öèôðîâîé êàìåðîé è ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì
äëÿ ôîòîñúåìêè. Êîíòðàñòèðîâàíèå è íåîáõîäèìóþ îáðà-
áîòêó ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé õðîìîñîì îñóùåñòâëÿëè
ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì ImageJ è AdobePhotoshop CS4, èñ-
ïîëüçóÿ ðàíåå îïóáëèêîâàííûå ïðèåìû (Demin et al.,
2011).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îáðàáîòêà A. proteus ãèïîòîíè÷åñêèìè ðàñòâîðàìè â
òðàäèöèîííûõ äëÿ öèòîãåíåòèêè êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ è
áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ êîíöåíòðàöèÿõ îêàçàëàñü ìà-
ëîýôôåêòèâíîé. Íåîáõîäèìîå âîçäåéñòâèå íà àìåá îêàçû-
âàþò òîëüêî ñèëüíî ðàçáàâëåííûå ãèïîòîíè÷åñêèå ðàñò-
âîðû, ïðèãîòîâëåííûå íà áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäå. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè ðàñòâîðîâ KCl îïòèìàëüíîé äëÿ êàðèîòè-
ïèðîâàíèÿ îêàçàëàñü êîíöåíòðàöèÿ 2.5 ìÌ. Êðîìå òîãî,

Êàðèîòèïèðîâàíèå Amoeba proteus 973

Ðèñ. 1. Íåãàòèâíûîå èçîáðàæåíèå òèïè÷íîãî ñïðýäà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì è êàðèîãðàììû Amoeba proteus øòàììà B.

Öèôðàìè îòìå÷åíû íîìåðà ãðóïï èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì. Îêðàøèâàíèå ðàñòâîðîì YoYo1 èîäèäà ïîñëå ïðåäîáðàáîòêè ÐÍÊàçîé A. Ìàñøòàá-
íûé îòðåçîê — 10 ìêì.



êðèòè÷íûì ôàêòîðîì îêàçàëîñü òàêæå ñîîòíîøåíèå îáú-
åìîâ êëåòîê è ãèïîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà. Îïòèìàëüíûå
ðåçóëüòàòû ïîëó÷àþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ñîîòíîøåíèÿ
1 : (25—30). Îòêëîíåíèå îò ýòîãî ñîîòíîøåíèÿ â òó èëè
èíóþ ñòîðîíó ïðèâîäèò ê óõóäøåíèþ êà÷åñòâà ñïðýäîâ
õðîìîñîì — ëèáî ê èçëèøíåé êîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà,
ëèáî ê èçáûòî÷íîìó åãî ðàçðûõëåíèþ («ðàñïóøåíèþ»).

Íàìè áûëî èçãîòîâëåíî è ïðîñìîòðåíî íåñêîëüêî òû-
ñÿ÷ ñïðýäîâ ÿäåð ïîäâåðãíóòûõ ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîò-
êå àìåá. Èç âñåãî êîëè÷åñòâà èìåâøèõñÿ íà ïðåïàðà-
òàõ ìèòîòè÷åñêèõ ÿäåð áûëî íàéäåíî 5 ìåòàôàçíûõ è
18 ïîçäíåïðîôàçíûõ—ïðîìåòàôàçíûõ ñïðýäîâ õðîìî-

ñîì, ïðèãîäíûõ äëÿ êàðèîòèïèðîâàíèÿ. Âñå ìåòàôàçíûå
è ÷àñòü ïîçäíåïðîôàçíûõ—ïðîìåòàôàçíûõ ÿäåð áûëè êà-
ðèîòèïèðîâàíû.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî áàçîâûé íàáîð õðîìîñîì A. proteus
øòàììà B ñîñòàâëÿåò 27 ïàð õðîìîñîì, êàæäàÿ ïàðà ãîìî-
ëîãè÷íà ïî ðèñóíêó õðîìîìåðîâ (áýíäîâ) (ðèñ. 1). Ïîëó-
÷åííûå ìåòàôàçíûå êàðèîãðàììû íå îòëè÷àëèñü äðóã îò
äðóãà ïî ÷èñëó è ìîðôîëîãèè èíäèâèäóàëüíûõ õðîìî-
ñîì, òàê ÷òî ïðåäñòàâëåííóþ â íàñòîÿùåé ðàáîòå êàðèî-
ãðàììó ìîæíî ñ÷èòàòü òèïîâîé (ðèñ. 2).

Äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì ìû
èñïîëüçîâàëè äâà ÄÍÊ-òðîïíûõ ôëóîðîõðîìà ñ ðàçíûìè
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Ðèñ. 2. Áàíê íåãàòèâíûõ èçîáðàæåíèé YoYo1- è DAPI-áýíäèðîâàííûõ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì Amoeba proteus øòàììà B,
ñîñòàâëåííûé èç 5 ðàçíûõ ñïðýäîâ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê.

Öèôðàìè îòìå÷åíû íîìåðà ãðóïï èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì, çâåçäî÷êîé — YoYo1-áýíäèðîâàííûå õðîìîñîìû, ïðåäîáðàáîòàííûå ÐÍÊàçîé À, ðå-
øåòêîé — YoYo1-áýíäèðîâàííûå õðîìîñîìû, ïðåäîáðàáîòàííûå ÐÍÊàçîé è êîëëàãåíàçîé.



ìèøåíÿìè. Êðàñèòåëü DAPI àññîöèèðóåò ñ ìàëîé áîðîçä-
êîé ÄÍÊ è èìååò ïîâûøåííîå ñðîäñòâî ê AT-ïàðàì íóê-
ëåîòèäîâ (Kapuscinski, 1995). Îí äàåò êàðòèíó äèôôåðåí-
öèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì ïðè ïðîäîëüíîé íåîä-
íîðîäíîñòè õðîìîñîì ïî ðàñïðåäåëåíèþ êàê AT-áîãàòûõ
ëîêóñîâ õðîìàòèíà, òàê è ó÷àñòêîâ ñ óìåðåííûì ñîäåðæà-
íèåì AT-ïàð, íî ðåçêî ðàçëè÷àþùèõñÿ óðîâíåì óïàêîâêè
õðîìàòèíà. Êðàñèòåëü YoYo1 èîäèä îòíîñèòñÿ ê ÄÍÊ áè-
ñèíòåðêàëÿòîðàì è íå ÿâëÿåòñÿ íóêëåîòèä-ñïåöèôè÷íûì
àãåíòîì (Rye et al., 1992). Êàðòèíó äèôôåðåíöèàëüíîãî
îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì îí ìîæåò äàòü òîëüêî ïðè íàëè-
÷èè ïðîäîëüíîé íåîäíîðîäíîñòè õðîìîñîì ïî óïàêîâêå
õðîìàòèíà. Òåîðåòè÷åñêè ýòè êðàñèòåëè ìîãóò äàâàòü ðàç-
íóþ êàðòèíó äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ õðîìî-
ñîì, îäíàêî ó A. proteus ýòîãî íå ïðîèñõîäèò (ðèñ. 2).
Õðîìîìåðíûé ðèñóíîê ïðè îêðàøèâàíèè ýòèìè êðàñèòå-
ëÿìè îêàçàëñÿ î÷åíü ïîõîæèì, õîòÿ è íå ñîâñåì èäåíòè÷-
íûì. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî õðîìîìåðû è èíòåðõðîìîìåðû
õðîìîñîì àìåáû íå ðàçëè÷àþòñÿ ñóùåñòâåííûì îáðàçîì
ìåæäó ñîáîé ïî ñîäåðæàíèþ AT-ïàð íóêëåîòèäîâ. Ðèñó-
íîê YoYo1-îêðàøèâàíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì àìå-
áû íå âûÿâèë äîïîëíèòåëüíûõ áýíäîâ ïî ñðàâíåíèþ ðè-
ñóíêîì ïðè DAPI-îêðàøèâàíèè, èç ÷åãî ñëåäóåò, ÷òî â
õðîìîñîìàõ A. proteus øòàììà B íåò GC-áîãàòûõ áýíäîâ,
íåãàòèâíûõ ïðè îêðàøèâàíèè DAPI.

Â öåëîì ðèñóíîê DAPI- è YoYo1-áýíäèðîâàíèÿ õðî-
ìîñîì A. proteus øòàììà B îêàçàëñÿ õîðîøî âîñïðîèçâî-
äèìûì. Ïðåäîáðàáîòêà ôåðìåíòàìè, íà íàø âçãëÿä, ïîëî-
æèòåëüíî ñêàçûâàåòñÿ íà ðàçðåøåíèè ðèñóíêà õðîìîñîì,
îñîáåííî â ñëó÷àå ïîñëåäîâàòåëüíîé ïðåäîáðàáîòêè
ÐÍÊàçîé è êîëëàãåíàçîé (ðèñ. 2).

Ïî äàííûì îïòè÷åñêîé òîìîãðàôèè, ðàçìåð ïðîôàç-
íûõ ìèòîòè÷åñêèõ ÿäåð A. proteus çíà÷èòåëüíî óìåíü-
øàåòñÿ ê ìîìåíòó íàñòóïëåíèÿ ìåòàôàçû (Äåìèí è äð.,
2015), ÷òî, ïî âñåé âèäèìîñòè, îáóñëîâëåíî ýëèìèíàöèåé
òàê íàçûâàåìîé èçáûòî÷íîé ÄÍÊ (ñì.: Àôîíüêèí,
1983; Ìàõëèí, 1987, 1993; Afon’kin, 1989) ê êîíöó ïðîôà-
çû ìèòîçà â ðåçóëüòàòå åå ýêñòðóçèè èç ÿäðà (Äåìèí è äð.,
2015). Èíûìè ñëîâàìè, êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû
íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ, ê íà÷àëó ìåòàôàçû âñå «ñâåðõ-
øòàòíûå» õðîìîñîìû óæå ýëèìèíèðîâàíû èç ÿäðà
àìåáû. Îäíàêî åùå â ïîçäíåé ïðîôàçå â ðÿäå ñëó÷àåâ ìî-
ãóò âñòðå÷àòüñÿ îòäåëüíûå «ñâåðõøòàòíûå» õðîìîñîìû,
èìåþùèå ðèñóíîê õðîìîìåðîâ áàçîâîãî íàáîðà. ×àùå
âñåãî, õîòÿ è íå âñåãäà, ýòî ñàìûå ìåëêèå õðîìîñîìû íà-
áîðà.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ïîëíî-
ñòüþ ïîäòâåðæäàþò âûñêàçàííóþ íàìè ðàíåå ãèïîòåçó
(Äåìèí è äð., 2015) î òîì, ÷òî áàçîâîå ÷èñëî õðîìîñîì
âèäà A. proteus çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå, ÷åì áûëî ïðèíÿòî
ñ÷èòàòü äî ñèõ ïîð (ñì.: Ord, 1973; Yudin, 1990; Ìàðàõîâà
è äð., 1993; Ìàõëèí, 1993). Íå âûçûâàåò ñîìíåíèÿ òîò
ôàêò, ÷òî â ÿäåðíîì öèêëå A. proteus, ïî êðàéíåé ìåðå ó
èññëåäîâàííîãî íàìè øòàììà àìåá, â îáÿçàòåëüíîì ïî-
ðÿäêå èìååò ìåñòî ýëèìèíàöèÿ õðîìàòèíà ìåòîäîì ýêñò-
ðóçèè «ñâåðõøòàòíûõ» õðîìîñîì, êîòîðàÿ ìîæåò «ðàñòÿ-
ãèâàòüñÿ» âïëîòü äî ïîçäíåé ïðîôàçû ìèòîçà. Ïîäðîáíîå
îïèñàíèå ýòîãî ÿâëåíèÿ íå âõîäèò â çàäà÷ó íàñòîÿùåé ðà-
áîòû è áóäåò ïðåäñòàâëåíî ïîçæå â ðàìêàõ îòäåëüíîãî
ñîîáùåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-03451).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Àôîíüêèí Ñ. Þ. 1983. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ ðàçíûõ
øòàììîâ Amoeba proteus ïî äàííûì öèòîôëóîðèìåòðèè. Öèòî-
ëîãèÿ. 25 (7) : 771—776. (Afon’kin S. Yu. 1983. The maintenance
of DNA in nuclei of different strains of Amoeba proteus according
to a cytofluorimetry. Tsitologiya. 25 (7) : 771—776.)

Äåìèí Ñ. Þ., Áåðäèåâà Ì. À., Ïîäëèïàåâà Þ. È., Þäèí À. Ë.,
Ãóäêîâ À. Â. 2015. Îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà â êëåòî÷íîì öèêëå
Amoeba proteus ïî äàííûì îïòè÷åñêîé òîìîãðàôèè. Öèòîëî-
ãèÿ. 57 (11) : 813—822. (Demin S. Yu., Berdieva M. A., Podlipae-
va Yu. I., Yudin A. L., Goodkov A. V. 2016. Optical tomography
analysis of Amoeba proteus chromatin organization at various cell
cycle stages. Cell Tissue Biol. 10 : 84—94.)

Ìàðàõîâà Í. Â., Ñîïèíà Â. À., Ñêàðëàòî Ñ. Î., Ãðî-
ìîâ Ä. Á. 1993. Âûÿâëåíèå ìîëåêóë ÄÍÊ õðîìîñîìíîãî ðàçìå-
ðà ó Amoeba proteus ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ïóëüñèðóþùåì
ïîëå. Äîêë. ÐÀÍ. 330 (6) : 794—796. (Marakhova N. V., Sopina
V. A., Skarlato S. O., Gromov D. B. 1993. Separation of chromoso-
me-sized DNA from Amoeba proteus by transverse alternating-fi-
eld electrophoresis. Dokl. RAS. 330 (6) : 794—796.)

Ìàõëèí Å. Å. 1987. Âàðèàáåëüíîñòü êîëè÷åñòâà ÄÍÊ, ñèí-
òåçèðóåìîé â ÿäðàõ àìåá Amoeba proteus, â êëåòî÷íîì öèêëå.
Öèòîëîãèÿ. 29 (12) : 1379—1384. (Makhlin E. E. 1987. Variabili-
ty of DNA quantity synthesized in Amoeba proteus nuclei during
the cell cycle. Tsitologiya. 29 (12) : 1379—1384.)

Ìàõëèí Å. Å. 1993. Ñèíòåç èçáûòî÷íîé ÄÍÊ â ÿäðàõ àìåá
Amoeba proteus â êëåòî÷íîì öèêëå. Öèòîëîãèÿ. 35 (3) :
109—121. (Makhlin E. E. 1993. The extra DNA synthesis in Amoe-
ba proteus nuclei during the cell cycle. Tsitologiya. 35 (3) :
109—121.)

Þäèí À. Ë. 1975. Àìåáà. Â êí.: Îáúåêòû áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ. Ì.: Íàóêà. 5—12. (Yudin A. L. 1975. Amoeba. In: Objects of
developmental biology. Moscow: Nauka. 5—12.)

Afon’kin S. Yu. 1989. Induced and spontaneous polyploidiza-
tion in large amebae. Int. Rev. Cytol. 115 : 231—266.

Barnitzke S., Bullerdiek J., Schloot W. 1981. Effects of hypo-
tonic treatment on human metaphase chromosome length. Cytobi-
os. 31 : 75—80.

Chalkley H. W., Daniel G. E. 1933. The relation between the
form of the living cell and the nuclear phases of division in Amoeba
proteus (Leidy). Physiol. Zool. 6 : 593—619.

Ñlaussen U., Mazur A., Rubtsov N. 1994. Chromosomes are
highly elastic and can be stretched. Cytogenet. Cell Genet. 66 :
120—125.

Comings D. E. 1978. Mechanisms of chromosome banding
and implication for chromosome structure. Ann. Rev. Genet. 12 :
25—46.

Demin S., Pleskach N., Svetlova M., Solovyeva L. 2011.
High-resolution mapping of interstitial telomeric repeats in Syrian
hamster metaphase chromosomes. Cytogenet. Genome Res. 132 :
151—155.

George P., Sharakhova M. V., Sharakhov I. V. 2010. High-re-
solution cytogenetic map for the African malaria vector Anopheles
gambiae. Insect Mol. Biol. 19 : 675—682.

Goodkov A. V., Yudin A. L., Podlipaeva Yu. I. 2014. Collection
of the proteus-type amoebae at the Institute of Cytology, Russian
Academy of Sciences. I. History, goals and research field. Protisto-
logy. 8 (2) : 71—75.

Goodkov A. V., Yudin A. L., Podlipaeva Yu. I. 2015. Collection
of the proteus-type amoebae at the Institute of Cytology, Russian
Academy of Sciences. II. Index of strains and list of publications.
Protistology. 9 (2) : 99—111.

Gromov D. B. 1985. Ultrastructure of mitosis in Amoeba pro-
teus. Protoplasma. 126 : 130—139.

Hliscs R., Muhlig P., Claussen U. 1997. The spreading of me-
taphase is a slow process which leads to a stretching of chromoso-
mes. Cytogenet. Cell Genet. 76 : 167—171.

Khodyuchenko T., Gaginskaya E., Krasikova A. 2012. Non-ca-
nonical Cajal bodies form in the nucleus of late stage avian oocytes
lacking functional nucleolus. Histochem. Cell Biol. 138 : 57—73.

Êàðèîòèïèðîâàíèå Amoeba proteus 975



Kapuscinski J. 1995. DAPI: a DNA-specific fluorescent probe.
Biotech. Histochem. 70 : 220—233.

Makhlin E. E., Kudryavtseva M. V., Kudryavtsev B. N. 1979.
Peculiarities of chandes in DNA content of Amoeba proteus nuclei
during interphase. Exp. Cell Res. 118 : 143—150.

Novikov D. V., Kireev I., Belmont A. S. 2007. High-pressure
treatment of polytene chromosomes improves structural resolution.
Nat. Methods. 4 (6) : 483—485.

Ord M. J. 1968. The synthesis of DNA through the cell cycle
of Amoeba proteus. J. Cell Sci. 3 : 483—491.

Ord M. J. 1973. Chemical mutagenes. In: The biology of amo-
eba. New York: Acad. Press. 349—370.

Podlipaeva Yu., Demin S., Goodkov A. 2013. New method for
cell cycle synchronization in Amoeba proteus culture. Protistology.
8 (1) : 3—7.

Prescott D. M., Carrier R. F. 1964. Experimental procedures
and cultural methods for Euplotes eurystomus and Amoeba proteus.
In: Methods in cell physiology. New York; London: Acad. Press.
1 : 85—95.

Rogerson A. 1980. Generation times and reproductive rates of
Amoeba proteus (Leidy) as influenced by temperature and food
concentration. Can. J. Zool. 58 : 543—548.

Ronne M., Andersen O., Erlandsen M. 1979. Effect of colce-
mid exposure and methanol acetic fixation on human metaphase
structure. Hereditas. 90 : 195—201.

Rye H. S., Yue S., Wemmer D. E., Quesada M. A. et al. 1992.
Stable fluorescent complexes of double-stranded DNA with bis-in-
tercalating asymmetric cyanine dyes: properties and applications.
Nucl. Acids Res. 20 : 2803—2812.

Solovyeva A. I., Stefanova V. N., Podgornaya O. I., De-
min S. Iu. 2016. Karyotype features of trematode Himasthla elon-
gata. Mol. Cytogenet. 9 : 34. Doi: 10.1186/s13039-016-0246-8.

Sopina V. A. 1976. The multiplication rate of amoebae related
to the cultivation temperature. J. Therm. Biol. 1 : 199—204.

Squarzoni S., Cinti C., Santi S., Valmori A., Maraldi N. 1994.
Preparation of chromosome spreads for electron (TEM, SEM,
STEM), light and confocal microscopy. Chromosoma. 103 :
381—392.

Yudin A. L. 1990. Amoeba and other protozoa. In: Animal spe-
cies for developmental studies. Invertebrates. New York; London:
Consultants Bureau. 1 : 1—11.

Ïîñòóïèëà 25 VII 2016

KARYOTYPING OF AMOEBA PROTEUS
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In this paper, the protocol which we have developed to get satisfactory spreads of Amoeba proteus mitotic
chromosomes is presented, and the process of karyotyping this amoeba species is described. This protocol al-
lows obtaining of extended chromosomic with repeatable chromomeres pattern in individual chromosomes. We
have shown that metaphase in «B»-strain amoebae (one of the type strains of A. proteus in the Amoebae Strains
Collection at the Institute of Cytology) contains 27 chromosome pairs with homologous chromomeric pattern.
It is ascertained that chromomeric pattern is chromosome-specific feature. The bank of images of DAPI- and
YoYo1-banded individual metaphase chromosomes of «B»-strain of A. proteus is presented.
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