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Ïàðàëëåëüíîå âûÿâëåíèå íîâîñèíòåçèðîâàííîé ÐÍÊ è ÿäåðíûõ áåëêîâ...

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðåäñòàâëÿåì íîâóþ ìîäèôèêàöèþ ïðîòîêîëà, ïîçâîëÿþùåãî îäíîâðåìåí-
íî âûÿâëÿòü íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå íîâîñèíòåçèðîâàííóþ ÐÍÊ è ðåïðåçåíòàòèâíûå ÿäåðíûå
áåëêè ñ ïîìîùüþ èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Â êà÷åñòâå òåñò-ñèñòåìû èñïîëüçîâàíû ðàííèå ýì-
áðèîíû ìûøè, èíúåöèðîâàííûå Br-ÓÒÔ. Â äàííîì ñëó÷àå ñòàíäàðòíàÿ ìåòîäèêà îáðàáîòêè óëüòðàòîí-
êèõ ñðåçîâ ñìåñüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ïåðâè÷íûõ àíòèòåë äàåò íåóäîâëåòâîðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû, ïî-âè-
äèìîìó èç-çà íåñîîòâåòñòâèÿ áëîêèðóþùèõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ è ðàçáàâèòåëåé. Ìû èñïîëüçîâàëè íî-
âûé âàðèàíò ìåòîäèêè, ñîñòîÿùèé èç äâóõ ýòàïîâ — ïîëíîãî öèêëà îáðàáîòêè ñðåçîâ íà ñåòêàõ
àíòèòåëàìè ê îïðåäåëåííîìó ÿäåðíîìó áåëêó è ïîëíîãî öèêëà îáðàáîòêè ýòèõ æå ñðåçîâ àíòèòåëàìè,
ðàñïîçíàþùèìè Br-ÓÒÔ. Â ïðîìåæóòêå ìåæäó ýòàïàìè ñðåçû âûñóøèâàþòñÿ, òåì ñàìûì èñêëþ÷àåòñÿ
ñìåøèâàíèå áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, èñïîëüçóåìûõ â ïåðâîì è âòîðîì öèêëàõ èììóíîìå÷åíèÿ. Ìû äåìîí-
ñòðèðóåì ðåçóëüòàòèâíîñòü äàííîãî ïðîòîêîëà è ñïåöèôè÷íîñòü íàáëþäàåìîãî èììóíîìå÷åíèÿ íà ïðè-
ìåðàõ îäíîâðåìåííîãî âûÿâëåíèÿ íîâîñèíòåçèðîâàííûõ ÐÍÊ, à òàêæå áåëêà ATRX è îäíîé èç ôóíêöè-
îíàëüíûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ Í4Ê5àñ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èììóíîýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, äâîéíîå èììóíîìå÷åíèå, Br-ÓÒÔ, ýìáðèî-
íû ìûøè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ATRX — õðîìàòèíðåìîäåëèðóþùèé áåëîê, ìóòàöèè â ãåíå êîòîðîãî
ïðèâîäÿò ê a-òàëàññåìèè/óìñòâåííîé îòñòàëîñòè, ñâÿçàííîé ñ X-õðîìîñîìîé (a-thalassemia/mental retar-
dation syndrome X-linked); Br-äÓ — 5-áðîìîäåçîêñèóðèäèí; Br-ÓÒÔ — 5-áðîìîóðèäèí-5R-òðèôîñôàò;
Í4Ê5ac — ãèñòîí H4, àöåòèëèðîâàííûé ïî îñòàòêó ëèçèíà-5.

Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ ïðèìåðíî 25 ëåò â êëåòî÷íîé
áèîëîãèè äëÿ ëîêàëèçàöèè ó÷àñòêîâ òðàíñêðèïöèè è íî-
âîñèíòåçèðîâàííîé ÐÍÊ øèðîêî èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå
ïðåäøåñòâåííèêîâ ñèíòåçà ÐÍÊ ãàëîãåíñîäåðæàùèå àíà-
ëîãè íóêëåîòèäîâ, â ÷àñòíîñòè íàòðèåâóþ ñîëü 5-áðîìîó-
ðèäèíà-5R-òðèôîñôàòà (Br-ÓÒÔ) (Jackson et al., 1993;
Wansink et al., 1993, 1994). Ñîîòâåòñòâóþùàÿ ìåòîäèêà
(BrUTP assay) â ðàçíûõ ìîäèôèêàöèÿõ ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîñòüþ çàìåíèëà êëàññè÷åñêèé ìåòîä àâòîðàäèîãðàôèè,
òàê êàê â îòëè÷èå îò íåãî îíà íå òðåáóåò èñïîëüçîâàíèÿ
ðàäèîàêòèâíîãî ïðåäøåñòâåííèêà (3H-óðèäèíà) è äîðîãî-
ñòîÿùåé ôîòîýìóëüñèè, íàëè÷èÿ ñïåöèàëüíîãî ïîìåùå-
íèÿ äëÿ ôîòîðàáîò, à òàêæå äëèòåëüíîãî âðåìåíè ýêñïî-
çèöèè ìàòåðèàëà, îñîáåííî â ñëó÷àå ïðîâåäåíèÿ èññëåäî-
âàíèé íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå. Èñïîëüçîâàíèå
Br-ÓÒÔ ïîçâîëÿåò ëåãêî ëîêàëèçîâàòü âêëþ÷åíèå ïðåä-
øåñòâåííèêà ïóòåì íåñëîæíîé ïðîöåäóðû èììóíîäåòåê-
öèè íå òîëüêî íà ñâåòîîïòè÷åñêîì, íî è íà óëüòðàñòðóê-
òóðíîì óðîâíå ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ êîììåð÷å-
ñêèõ àíòèòåë. Õîòÿ â ðÿäå èññëåäîâàíèé ïîñëåäíèõ ëåò ïî
ðÿäó ïðè÷èí ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü äðóãèå ïðåäøåñò-
âåííèêè ñèíòåçà ÐÍÊ, íàïðèìåð ôëóîðîóðèäèí (Fl-U)
(Hendzel et al., 1998; Boisvert et al., 2000; Kießlich et al.,

2002), ïðèìåíåíèå Br-ÓÒÔ îñòàåòñÿ øèðîêî ðàñïðîñòðà-
íåííûì ñïîñîáîì âûÿâëåíèÿ ïåðâè÷íûõ òðàíñêðèïòîâ
äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ÐÍÊ-ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè êëåòêè. Îïðåäåëåííàÿ ïðîáëåìà çàêëþ÷àåòñÿ â íèç-
êîé ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí äëÿ Br-ÓÒÔ, îä-
íàêî â ñëó÷àå êóëüòèâèðóåìûõ in vitro ñîìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê îíà ðåøàåòñÿ äîáàâëåíèåì â ñðåäó äåòåðãåíòà
Òðèòîíà X-100 (Cmarko et al., 1999). Â ñëó÷àå çíà÷èòåëü-
íî áîëåå êðóïíûõ êëåòîê (îîöèòîâ áåñïîçâîíî÷íûõ è ïî-
çâîíî÷íûõ, çèãîò è 2—4-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïè-
òàþùèõ) ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì ðåøåíèÿ äàííîé ïðîá-
ëåìû ÿâëÿåòñÿ òåõíèêà ìèêðîèíúåêöèé (Bogolyubov,
2007; Ïî÷óêàëèíà, Ïàðôåíîâ, 2008; Bogolyubova, 2011).

Ìíîãîëåòíèé ëè÷íûé îïûò ðàáîòû â îáëàñòè èììó-
íîäåòåêöèè ðàçëè÷íûõ ÿäåðíûõ àíòèãåíîâ ïîêàçàë, ÷òî â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ äëÿ îäíîâðåìåííîãî âûÿâëåíèÿ íåêî-
òîðûõ ñïåöèôè÷åñêèõ ÿäåðíûõ áåëêîâ è ó÷àñòêîâ òðàíñ-
êðèïöèè (ñ ïîìîùüþ èíúåêöèé Br-ÓÒÔ) òðåáóåòñÿ îïðå-
äåëåííàÿ ìîäèôèêàöèÿ òðàäèöèîííî èñïîëüçóåìûõ ïðî-
òîêîëîâ. Ïðåæäå âñåãî ýòî êàñàåòñÿ èììóíîýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè, êîòîðàÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîçâîëÿåò èññëå-
äîâàòü âíóòðèÿäåðíîå ðàñïðåäåëåíèå ìåñò âêëþ÷åíèÿ
Br-ÓÒÔ ïðè âûñîêîì ðàçðåøåíèè, íî, ñ äðóãîé ñòîðîíû,
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ïðåäúÿâëÿåò ïîâûøåííûå òðåáîâàíèÿ ê àôôèííîñòè è
ñïåöèôè÷íîñòè èñïîëüçóåìûõ àíòèòåë, îñîáåííî â ñëó-
÷àå èõ èñïîëüçîâàíèÿ íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ (post-em-
bedding), à òàêæå ê ïîäáîðó áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â ïðàêòèêå óëüòðàñòðóêòóðíûõ
èññëåäîâàíèé îäíîâðåìåííîå âûÿâëåíèå âêëþ÷åíèÿ
Br-ÓÒÔ è íåêîòîðûõ ÿäåðíûõ àíòèãåíîâ â ðÿäå ñëó÷àåâ
áûëî óñïåøíûì íà ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ (Cmarko et al.,
1999, 2000), ìû îáíàðóæèëè, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ïðîòîêî-
ëîâ ïðîáîïîäãîòîâêè, îïèñàííûõ â ýòèõ ñòàòüÿõ è ñòàâ-
øèõ òðàäèöèîííûìè, â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ îêàçàëîñü íå-
ïðèìåíèìûì ê ýìáðèîíàëüíîìó ìàòåðèàëó, èíúåöèðî-
âàííîìó Br-ÓÒÔ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðòíîé ñõåìû
ïðîáîïîäãîòîâêè, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ôèêñàöèþ
ôîðìàëüäåãèäîì, çàêëþ÷åíèå ìàòåðèàëà â àêðèëîâóþ
ñìîëó LR white è èñïîëüçîâàíèå æåëàòèíñîäåðæàùèõ áó-
ôåðíûõ ðàñòâîðîâ è äåìîíñòðèðóåò âûñîêóþ ýôôåêòèâ-
íîñòü ïðè âûÿâëåíèè øèðîêîãî ñïåêòðà ÿäåðíûõ áåëêîâ
íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå (Bogolyubova, Bogolyubov,
2017), â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ àíòèòåë ê Br-ÓÒÔ ìû çà÷à-
ñòóþ íàáëþäàëè âûðàæåííóþ íåñïåöèôè÷åñêóþ ðåàê-
öèþ, â òîì ÷èñëå è â êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ íà íå-
èíúåöèðîâàííîì ìàòåðèàëå ñ èñïîëüçîâàíèåì øèðîêîé
ïàëèòðû ðàçâåäåíèé àíòèòåë (îò 1 : 50 äî 1 : 10 000).
Â ñâîþ î÷åðåäü èñïîëüçîâàíèå áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, ðå-
êîìåíäóåìûõ ïðîèçâîäèòåëåì äëÿ àíòèòåë, ðàñïîçíàþ-
ùèõ Br-ÓÒÔ, ñóùåñòâåííî ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü èì-
ìóíîýëåêòðîííîãî âûÿâëåíèÿ äðóãèõ ÿäåðíûõ àíòèãåíîâ.
Â ñâÿçè ñ ýòèìè ìåòîäè÷åñêèìè ïðîáëåìàìè ìû ïðåäïðè-
íÿëè ïîïûòêó ìîäèôèöèðîâàòü ïðîòîêîë èììóíîýëåêò-
ðîííîãî ìå÷åíèÿ äëÿ îäíîâðåìåííîãî âûÿâëåíèÿ ìåñò
âêëþ÷åíèÿ Br-ÓÒÔ è íåêîòîðûõ ýíäîãåííûõ ÿäåðíûõ
áåëêîâ è â êà÷åñòâå ðåïðåçåíòàòèâíûõ âûáðàëè îäíó èç
ìîäèôèöèðîâàííûõ ôîðì ãèñòîíîâ (H4K5ac) è õðîìà-
òèíðåìîäåëèðóþùèé áåëîê ATRX.

Ïðåäëàãàåìàÿ íàìè ìîäèôèêàöèÿ ïðîòîêîëà èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå
ïðåäïîëàãàåò ïîñëåäîâàòåëüíóþ îáðàáîòêó ìàòåðèàëà ñ
èñïîëüçîâàíèåì áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, íàèáîëåå ïîäõîäÿ-
ùèõ äëÿ êàæäîãî èç àíòèòåë: ê Br-ÓÒÔ (ðåêîìåíäàöèè
ïðîèçâîäèòåëÿ; Sigma-Aldrich) èëè ê îïðåäåëåííîìó
ÿäåðíîìó áåëêó («ñòàíäàðòíàÿ ïðîöåäóðà»; Bogolyubova,
Bogolyubov, 2017). Òàêîé ïîäõîä ïî ñðàâíåíèþ ñ îáû÷-
íûì èñïîëüçîâàíèåì ñìåñè ðàçíûõ àíòèòåë (Cmarko
et al., 1999) íåñêîëüêî óäëèíÿåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü ýêñ-
ïåðèìåíòà, íî äåìîíñòðèðóåò íàäåæíûå è ñïåöèôè÷åñêèå
ðåçóëüòàòû. Â íàñòîÿùåé ñòàòüå ìû ïðèâîäèì ïîäðîáíîå
îïèñàíèå ìîäèôèöèðîâàííîãî ïðîòîêîëà è èëëþñòðèðó-
åì åãî ýôôåêòèâíîñòü íà ïðèìåðå îäíîâðåìåííîãî âûÿâ-
ëåíèÿ Br-ÓÒÔ è íåêîòîðûõ ÿäåðíûõ áåëêîâ (ATRX è
H4K5ac) â áëàñòîìåðàõ äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè
íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ý ì á ð è î í î â. Òåñòîâûì îáúåêòîì èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñëóæèëè äâóõêëåòî÷íûå ýìáðèîíû ìûøè ëè-
íèè BALB/c, ïîëó÷åííîé èç ïèòîìíèêà «Ðàïïîëîâî» (Ëå-
íèíãðàäñêàÿ îáë., Ðîññèÿ). Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè ïîëîâûõ
öèêëîâ è ñòèìóëÿöèè îâóëÿöèè ñàìêàì ïîñëåäîâàòåëüíî
(ñ èíòåðâàëîì 44—48 ÷) ââîäèëè ñûâîðîòî÷íûé (Folli-
gon, Intervet, Ãîëëàíäèÿ) è õîðèîíè÷åñêèé (Chorulon, In-
tervet, Ãîëëàíäèÿ) ãîíàäîòðîïèíû ïî 10 ÌÅ íà îñîáü. Ýì-
áðèîíû èçâëåêàëè ÷åðåç 46 ÷ ïîñëå èíúåêöèè õîðèîíè÷å-

ñêîãî ãîíàäîòðîïèíà â ñðåäó F10 (Sigma-Aldrich), ñîäåð-
æàùóþ 25 ìÌ HEPES.

Ì è ê ð î è í ú å ê ö è è â öèòîïëàçìó ýìáðèîíîâ ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîèíúåêòîðà Eppendorf 5242 (Ãåðìà-
íèÿ) è ìèêðîìàíèïóëÿòîðà Narishige MMO-202ND (ßïî-
íèÿ), ñìîíòèðîâàííîãî íà áàçå èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðî-
ñêîïà Leica DM IRB (Ãåðìàíèÿ), ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìèêðîêàïèëëÿðîâ Femtotips® II (Eppendorf) è óäåðæèâà-
þùåé ìèêðîïèïåòêè Cook® K-HPIP-1035. Ïðè ïðîâåäå-
íèè ìèêðîèíúåêöèé ýìáðèîíû ïîìåùàëè â êàïëþ ñðåäû
îáúåìîì ïðèìåðíî 50 ìêë. Äëÿ ìèêðîèíúåêöèé èñïîëü-
çîâàëè ðàñòâîð 100 ìÌ íàòðèåâîé ñîëè Br-ÓÒÔ (Sig-
ma-Aldrich), ïðèãîòîâëåííûé íà èíúåêöèîííîì áóôåðå,
êîòîðûé ñîäåðæàë 140 ìÌ KCl è 2 ìÌ ïèïåðàçè-
íà-N,NR-áèñ(2-ýòàíñóëüôîêèñëîòû) (PIPES), pH 7.4 (Wan-
sink et al., 1994). Â êàæäóþ êëåòêó ââîäèëè îáúåì æèäêî-
ñòè, ðàâíûé ïðèìåðíî 5 % îáúåìà áëàñòîìåðà (Cmarko
et al., 1999). Ìàòåðèàë ôèêñèðîâàëè ñïóñòÿ 15 ìèí ïîñëå
èíúåêöèè.

Ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ìàòåðèàë ôèê-
ñèðîâàëè â òå÷åíèå 40—60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå â 4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà, ïðèãîòîâëåííîì
èç ïàðàôîðìàëüäåãèäà (Ted Pella, ÑØÀ) íà PBS, ïîñëå
÷åãî äîôèêñèðîâàëè â 2%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà
íå ìåíåå 12 ÷ ïðè 4 °C. Ïîñëå îòìûâêè â PBS ìàòåðèàë
îáðàáàòûâàëè 0.5%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 íà
PBS â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
10 ìèí â áëîêèðóþùåì áóôåðå, êîòîðûé ñîäåðæàë 5 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Gib-
co, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííîé íà ñïåöèàëüíîì ðàçáàâèòåëå
äëÿ àíòèòåë ê Br-ÓÒÔ. Ðàçáàâèòåëü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
PBS, ñîäåðæàùèé 1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà
(BSA), 0.5 % Tween-20 è 0.1 % àçèäà íàòðèÿ, pH 7.4. Èí-
êóáàöèþ â ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë (ñì. íèæå) ïðîâî-
äèëè âî âëàæíîé êàìåðå â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C. Çàòåì
ïðîâîäèëè îáðàáîòêó â ñìåñè ñîîòâåòñòâóþùèõ âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðîõðîìàìè FITC
èëè Alexa-568 (Molecular Probes, ÑØÀ), â ðàáî÷èõ êîí-
öåíòðàöèÿõ 1 : 128 è 1 : 200 ñîîòâåòñòâåííî â òå÷åíèå
1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî ìàòåðèàë çà-
êëþ÷àëè â ñðåäó Vectashield® (Vector Laboratories,
ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 0.25 ìêã/ìë 4R,6-äèàìèäèíî-2-ôåíè-
ëèíäîëà (DAPI), äëÿ îäíîâðåìåííîãî âûÿâëåíèÿ ÄÍÊ.
Àíàëèç ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêà-
íèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà TCS SP5 (Leica,
Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ íàáîð ñîîòâåòñòâóþùèõ ëàçåðîâ è
îáúåêòèâ 40�/1.25. Äëÿ ñîâìåùåíèÿ öèôðîâûõ èçîáðàæå-
íèé èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó ImageJ 1.37a.

Â êà÷åñòâå ï å ð â è ÷ í û õ à í ò è ò å ë, ðàñïîçíàþùèõ
âêëþ÷åíèå Br-ÓÒÔ, èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ê Br-äÓ (êëîí BU-33, Sigma-Aldrich),
êîòîðûå ðàñïîçíàþò Br-ÓÒÔ ñ âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ
è àôôèííîñòüþ (Vanderlaan, Thomas, 1985). Ðàñòâîð àíòè-
òåë ãîòîâèëè íà ðàçáàâèòåëå, ñîñòàâ êîòîðîãî îïèñàí
âûøå, ðàáî÷àÿ êîíöåíòðàöèÿ àíòèòåë ñîñòàâëÿëà 1 : 1000.
Àäåêâàòíàÿ ðàáî÷àÿ êîíöåíòðàöèÿ àíòèòåë áûëà îïðåäå-
ëåíà â êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ íåèíúåöèðîâàííûì
ìàòåðèàëîì.

Äëÿ ïàðàëëåëüíîãî âûÿâëåíèÿ ðåïðåçåíòàòèâíûõ
ÿäåðíûõ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê ãèñòîíó H4, àöåòèëèðîâàííîìó ïî îñòàòêó ëè-
çèíà-5 (H4K5ac) (Abcam), ïðè ðàçâåäåíèè 1 : 500 è êðî-
ëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà H-300 (Santa Cruz Bio-
technology) ê õðîìàòèíðåìîäåëèðóþùåìó áåëêó ATRX
ïðè ðàçâåäåíèè 1 : 100.
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È ì ì ó í î ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ìàòåðè-
àë ôèêñèðîâàëè â PBS, ñîäåðæàùåì 4 % ôîðìàëüäåãèäà,
ïðèãîòîâëåííîì èç ïàðàôîðìàëüäåãèäà, è 0.5 % ãëóòà-
ðàëüäåãèäà (Polyscience, ÑØÀ), â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì — â òå÷åíèå íî÷è â 2%-íîì
ôîðìàëüäåãèäå, ïðèãîòîâëåííîì íà PBS áåç äîáàâëåíèÿ
ãëóòàðàëüäåãèäà, ïðè 4 °C. Ïîñëå ôèêñàöèè ìàòåðèàë
ïðîìûâàëè â PBS, çàòåì — 10 ìèí â PBS, ñîäåðæàùåì
0.05 M õëîðèäà àììîíèÿ (Sigma-Aldrich), îáåçâîæèâàëè â
ñåðèè ýòàíîëà âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè (äî 85 %) è
çàêëþ÷àëè â àêðèëîâóþ ñìîëó LR white (Sigma-Aldrich).
Óëüòðàòîíêèå ñðåçû òîëùèíîé 70—80 íì ãîòîâèëè ñ ïî-
ìîùüþ óëüòðàìèêðîòîìà Reichert Ultracut E (Àâñòðèÿ) è
ñîáèðàëè íà íèêåëåâûå ñåòêè.

Îäíîâðåìåííîå âûÿâëåíèå âêëþ÷åíèÿ Br-ÓÒÔ è ðå-
ïðåçåíòàòèâíûõ ÿäåðíûõ áåëêîâ (H4K5ac è ATRX) ïðî-
âîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå.

1. Äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ýíäîãåí-
íûõ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè îïèñàííóþ ðàíåå ïðîöåäóðó
(Bogolyubova, Bogolyubov, 2017). Ñåòêè èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 10 ìèí â áëîêèðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì
0.5 % æåëàòèíà èç êîæè õîëîäíîâîäíûõ ðûá (Sigma-Ald-
rich) è 0.02 % Tween-20 íà PBS, pH 7.4, çàòåì — â ðàñòâî-
ðå ñîîòâåòñòâóþùèõ ïåðâè÷íûõ êðîëè÷üèõ àíòèòåë â òå-
÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C.

2. Ïîñëå îòìûâêè â PBS, ñîäåðæàùåì 0.1 % æåëàòèíà
è 0.02 % Tween-20 (5�2 ìèí), ñåòêè îáðàáàòûâàëè âòî-
ðè÷íûìè êîçüèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ÷àñòèöàìè êîëëîèäíîãî
çîëîòà ðàçìåðîì 15 íì, â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå âî âëàæíîé êàìåðå, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè â
òîì æå áóôåðíîì ðàñòâîðå (2�2 ìèí), ñïîëàñêèâàëè äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè.

3. Äàëåå òå æå ñåòêè ñî ñðåçàìè âî âëàæíîé êàìåðå
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí â áëîêèðóþùåì áóôåðå
(5%-íûé ðàñòâîð ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðî-
ãàòîãî ñêîòà íà ðàçáàâèòåëå äëÿ àíòèòåë ê Br-ÓÒÔ; ñì.
âûøå), çàòåì — â ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ê Br-ÓÒÔ
â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C.

4. Ïîñëå 5-êðàòíîé îòìûâêè ðàçáàâèòåëåì (ïî 2 ìèí â
êàæäîé ñìåíå) ñåòêè îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå âòîðè÷íûìè êîçüèìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ
÷àñòèöàìè êîëëîèäíîãî çîëîòà ðàçìåðîì 10 íì (Aurion,
Íèäåðëàíäû), ïðè ðàçâåäåíèè 1 : 10. Çàòåì ñåòêè îòìûâà-
ëè â ðàçáàâèòåëå (2�2 ìèí), ñïîëàñêèâàëè äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè íà ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãå
ïëîòíîñòüþ 4/N (80 ã/ì2) äî ïîëíîãî âûñûõàíèÿ (4—6 ÷)
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

5. Cåòêè êîíòðàñòèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí â íàñû-
ùåííîì ðàñòâîðå óðàíèë-àöåòàòà (Electron Microscopy
Sciences, ÑØÀ) â 70%-íîì ýòàíîëå è ïðîñìàòðèâàëè â
òðàíñìèññèîííîì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Libra 120
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïðè óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè
80 êÂ.

Â êà÷åñòâå ê î í ò ð î ë ü í î ã î ì à ò å ð è à ë à èñïîëü-
çîâàëè: 1) èíúåöèðîâàííûå Br-ÓÒÔ ýìáðèîíû, óëüòðà-
òîíêèå ñðåçû êîòîðûõ îáðàáàòûâàëè ïî îïèñàííîé ñõåìå
áåç èñïîëüçîâàíèÿ ïåðâè÷íûõ àíòèòåë, èíêóáèðóÿ ñåòêè
íà ýòàïàõ 1 è 3 â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðíîì ðàñòâîðå,
íå ñîäåðæàùåì àíòèòåë; 2) íåèíúåöèðîâàííûå ýìáðèîíû,
óëüòðàòîíêèå ñðåçû êîòîðûõ áûëè îáðàáîòàíû ïî îïè-
ñàííîé ïðîöåäóðå.

Äëÿ îöåíêè ðàçëè÷èé â èíòåíñèâíîñòè ìå÷åíèÿ ïðî-
âîäèëè ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà çåðåí êîëëîèäíîãî çîëîòà íà

ñëó÷àéíî âûáðàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ ïëîùàäüþ 9 ìêì2. Äî-
ñòîâåðíîñòü âûÿâëÿåìûõ ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ïîçäíåé äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè ýìáðèîíàëüíîãî
ðàçâèòèÿ ìûøè (âîçðàñò ýìáðèîíîâ 46 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ
ñàìêàì õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà) ÿäðà áëàñòîìå-
ðîâ ÿâëÿþòñÿ òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûìè, ïîñêîëüêó ê
ýòîìó âðåìåíè óæå çàâåðøàþòñÿ îñíîâíûå ñîáûòèÿ àêòè-
âàöèè ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà (Li et al., 2014). Óëüòðà-
ñòðóêòóðà ÿäåð áëàñòîìåðîâ ìûøè â ïåðèîä àêòèâàöèè
ýìáðèîíàëüíîãî ãåíîìà õàðàêòåðèçóåòñÿ ðÿäîì ñïåöèôè-
÷åñêèõ îñîáåííîñòåé (Fakan, Odartchenko, 1980), ñâÿçàí-
íûõ ñ îñîáûì ôóíêöèîíàëüíûì ñòàòóñîì ýìáðèîíîâ íà
íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ, è ïîòîìó äîèìïëàíòàöèîí-
íûå ýìáðèîíû ìûøè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èíòåðåñíóþ ýê-
ñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâà-
íèÿ ôóíêöèîíàëüíîé ìîðôîëîãèè êëåòî÷íîãî ÿäðà.

Äëÿ ëîêàëèçàöèè ó÷àñòêîâ òðàíñêðèïöèè è âûÿâëå-
íèÿ íîâîñèíòåçèðîâàííûõ ÐÍÊ â ÿäðàõ ýìáðèîíîâ ìëåêî-
ïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå,
óäîáíî èñïîëüçîâàòü ìåòîä ââåäåíèÿ Br-ÓÒÔ â êà÷åñòâå
àíàëîãà óðèäèíà. Âêëþ÷èâøèéñÿ ïðåäøåñòâåííèê òðàäè-
öèîííî âûÿâëÿþò ñ ïîìîùüþ äîñòóïíûõ êîììåð÷åñêèõ
àíòèòåë ê Br-äÓ. Òàêèå àíòèòåëà ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíî-
ñòüþ ðàñïîçíàþò áðîìîóðèäèí, ïîñêîëüêó íå ñïîñîáíû
ðàçëè÷àòü àíòèãåíû ïî îñòàòêàì ñàõàðîâ — ðèáîçû èëè
äåçîêñèðèáîçû (Vanderlaan, Thomas, 1985). Òåõíèêà ìèê-
ðîèíúåêöèé â äâóõêëåòî÷íûå ýìáðèîíû ìûøè ñàìà ïî
ñåáå ïðîáëåì íå ïðåäñòàâëÿåò ïðè íàëè÷èè ïîäõîäÿùåãî
ñåðòèôèöèðîâàííîãî îáîðóäîâàíèÿ (ìèêðîèíúåêòîðà è
ìèêðîìàíèïóëÿòîðà) è ðàñõîäíûõ ìàòåðèàëîâ (óäåðæè-
âàþùèõ ìèêðîêàïèëëÿðîâ è ìèêðîïèòåòîê), èñïîëüçóå-
ìûõ â ïðàêòèêå ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî îïëîäîòâîðåíèÿ ÷å-
ëîâåêà.

Â íàøåé èññëåäîâàòåëüñêîé ïðàêòèêå ïðîáëåìû âîç-
íèêëè ïðè ïîïûòêå îäíîâðåìåííîãî âûÿâëåíèÿ âêëþ÷èâ-
øåãîñÿ Br-ÓÒÔ è íåêîòîðûõ ýíäîãåííûõ ÿäåðíûõ áåëêîâ
â õîäå ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ.
Òðàäèöèîííî ìû èñïîëüçîâàëè â ýêñïåðèìåíòàõ ïî äâîé-
íîìó èììóíîìå÷åíèþ ñìåñü ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë
(Cmarko et al., 1999), ÷òî ñóùåñòâåííî óñêîðÿåò ïðîöåññ è
îáû÷íî äàåò íàäåæíûå âîñïðîèçâîäèìûå ðåçóëüòàòû.
Â òàêèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû èñïîëüçóåì õîðîøî çàðåêî-
ìåíäîâàâøèå ñåáÿ æåëàòèíñîäåðæàùèå áóôåðíûå ðàñ-
òâîðû íà PBS (Bogolyubova, Bogolyubov, 2017). Íåîæè-
äàííî, ïî íåïîíÿòíîé ïîêà ïðè÷èíå, â ñëó÷àå ñîâìåñòíîãî
èñïîëüçîâàíèÿ àíòèòåë ê Br-ÓÒÔ è ê ðåïðåçåíòàòèâíûì
ÿäåðíûì áåëêàì H4K5ac è ATRX ýòî îêàçàëîñü íåâîç-
ìîæíûì â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ íà óëüòðàñòðóêòóðíîì
óðîâíå (â ñèëó íåñïåöèôè÷íîé èëè ñëàáîé ðåàêöèè).
Â îòíîøåíèè ëîêàëèçàöèè ýíäîãåííûõ áåëêîâ ìû ðåøè-
ëè íå ïîäáèðàòü áóôåðíûå ðàñòâîðû âçàìåí òðàäèöèîííî
èñïîëüçóåìûõ â íàøåé ëàáîðàòîðèè, îäíàêî ðåøèëè ðàç-
äåëèòü âî âðåìåíè îáðàáîòêó àíòèòåëàìè ê ýòèì áåëêàì è
ê Br-ÓÒÔ. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ìû èñïîëüçîâàëè áóôåð-
íûå ðàñòâîðû, ðåêîìåíäîâàííûå ôèðìîé-ïðîèçâîäèòå-
ëåì (Sigma-Aldrich) äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè,
âïåðâûå ïðèìåíèâ èõ â ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì
èññëåäîâàíèè. Ïðåäëàãàåìàÿ íàìè ìîäèôèêàöèÿ ïðîòî-
êîëà äëÿ èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè õîòÿ è óäëè-
íÿåò âðåìÿ ïðîáîïîäãîòîâêè, äàåò âîçìîæíîñòü èñïîëü-
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çîâàòü äëÿ êàæäîãî âèäà àíòèòåë îïòèìàëüíî ïîäõîäÿùèå
áóôåðíûå ðàñòâîðû, ÷òî ïîâûøàåò êîëè÷åñòâî çåðåí êîë-
ëîèäíîãî çîëîòà, âûÿâëÿåìûõ íà ñðåçàõ, íå ñíèæàÿ ñïå-
öèôè÷íîñòè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè.

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îäíîâðåìåííîãî
âûÿâëåíèÿ íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ñàéòîâ âêëþ÷åíèÿ
Br-ÓÒÔ è ëîêàëèçàöèè ãèñòîíà Í4, àöåòèëèðîâàííîãî ïî
îñòàòêó ëèçèíà-5 (Í4Ê5àñ), â òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûõ
äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíàõ ìûøè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñìå-
ñè àíòèòåë è áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, ðåêîìåíäóåìûõ ïðîèç-
âîäèòåëåì àíòèòåë, ðàñïîçíàþùèõ Br-ÓÒÔ (ïîäðîáíåå
ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Â íóêëåîïëàçìå âû-
ÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ìåëêèå ôîêóñû ôëóîðåñöåí-
öèè, ðàñïðåäåëåííûå ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà, çà èñêëþ÷å-
íèåì ïðîÿäðûøåê (nucleolus precursor bodies) — ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ÿäåðíûõ îáðàçîâàíèé äîèìïëàíòàöèîííûõ
ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ (ïîäðîáíåå ñì.: Fl*echon, Ko-

pe&cn*y, 1998) (ðèñ. 1, çåëåíûé ñèãíàë). Ïîäîáíûé õàðàêòåð
ìå÷åíèÿ ñòàáèëüíî âîñïðîèçâîäèòñÿ, à ñïåöèôè÷íîñòü
ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ïîäòâåðæäàåòñÿ â äîïîëíèòåëüíûõ
ýêñïåðèìåíòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êàê íåèíúåöèðîâàííûõ,
òàê è èíúåöèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ, îáðàáîòàííûõ ÐÍÊà-
çîé (íå ïîêàçàíî). Íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå äàííûé
ïîäõîä íå ïðåïÿòñòâóåò óñïåøíîìó îäíîâðåìåííîìó âû-
ÿâëåíèþ ýíäîãåííûõ ÿäåðíûõ áåëêîâ, íàïðèìåð Í4Ê5àñ
(ðèñ. 1, êðàñíûé ñèãíàë).

Â òî æå âðåìÿ, êàê îòìå÷åíî âûøå, â ñëó÷àå èììóíî-
ýëåêòðîííîãî âûÿâëåíèÿ ó÷àñòêîâ âêëþ÷åíèÿ Br-ÓÒÔ îä-
íîâðåìåííî ñ äðóãèìè ÿäåðíûìè àíòèãåíàìè ïîäîá-
íàÿ ìåòîäèêà îêàçàëàñü íåýôôåêòèâíîé (âûÿâëÿþòñÿ
òîëüêî îòäåëüíûå ÷àñòèöû êîëëîèäíîãî çîëîòà). Íà
ðèñ. 2 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìîäèôèöèðîâàííîãî íàìè ïðîòîêîëà. Ïðåäñòàâëåííûå
èçîáðàæåíèÿ äåìîíñòðèðóþò è ÷àñòèöû êîëëîèäíîãî çî-
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Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðèîíà ìûøè, èíúåöèðîâàííîãî Br-ÓÒÔ, ïîñëå îáðàáîòêè àíòè-
òåëàìè ê Br-äÓ (çåëåíûé ñèãíàë) è ãèñòîíó H4, àöåòèëèðîâàííîìó ïî îñòàòêó ëèçèíà-5 (H4K5ac, êðàñíûé ñèãíàë), íà ñâåòîîïòè÷å-

ñêîì óðîâíå. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Merge — ñîâìåùåííîå èçîáðàæåíèå ïî äâóì êàíàëàì. ÄÍÊ îêðàøåíà DAPI (ñèíèé ñèãíàë). ïò — ïîëÿðíîå òåëüöå.

Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè, èíúåöèðîâàííûõ Br-ÓÒÔ, ïîñëå îáðàáîòêè àíòè-
òåëàìè ê Br-äÓ (÷àñòèöû çîëîòà 10 íì, ÷åðíûå ñòðåëêè) è äâóì ýíäîãåííûì ÿäåðíûì áåëêàì (÷àñòèöû çîëîòà 15 íì, áåëûå ñòðåë-

êè) — H4K5ac (à) è ATRX (á) — íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå.

Ïðåäñòàâëåíû ôðàãìåíòû ÿäåð äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ. Èììóíîýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ïðîöåäóðà ñîâìåñòíîãî âûÿâëåíèÿ âêëþ÷åíèÿ
Br-ÓÒÔ è ÿäåðíûõ áåëêîâ îïèñàíà â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». ïÿ — ïðîÿäðûøêè.



ëîòà (äèàìåòð 10 íì, ÷åðíûå ñòðåëêè), ñîîòâåòñòâóþùèå
ñàéòàì âêëþ÷åíèÿ Br-ÓÒÔ, è ÷àñòèöû (äèàìåòð 15 íì,
áåëûå ñòðåëêè), êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò ëîêàëèçàöèè
Í4Ê5àñ (ðèñ. 2, à) èëè ATRX (ðèñ. 2, á). Íå âäàâàÿñü â ïî-
äðîáíîñòè âíóòðèÿäåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ Í4Ê5àñ
è ATRX, êîòîðûå â äàííîì èññëåäîâàíèè áûëè âûá-
ðàíû ëèøü â êà÷åñòâå ìàæîðíûõ è ðåïðåçåíòàòèâíûõ àí-
òèãåíîâ, îòìåòèì, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå Br-ÓÒÔ, Í4Ê5àñ è
ATRX, íàáëþäàåìîå íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå, ñî-
îòâåòñòâóåò äàííûì, ïîëó÷åííûì ñ ïîìîùüþ èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîãî ìå÷åíèÿ (êàê äâîéíîãî, òàê è îäè-
íàðíîãî). Ê ïðèìåðó, íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ìû íè-
êîãäà íå íàáëþäàëè êîëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíòíûõ
ñèãíàëîâ â ïàðàõ Br-ÓÒÔ—ATRX è Br-ÓÒÔ—Í4Ê5àñ,
÷òî ïîäòâåðæäàåò è ðàñïðåäåëåíèå çåðåí êîëëîèäíîãî çî-
ëîòà, íàáëþäàåìîå ñ ïîìîùüþ èììóíîýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè (ðèñ. 2).

Äëÿ ïðîâåðêè ñïåöèôè÷íîñòè ìå÷åíèÿ, íàáëþäàåìî-
ãî â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâàíèÿ íàøåãî ìîäèôèöèðîâàí-
íîãî ïðîòîêîëà äâîéíîãî èììóíîýëåêòðîííîãî ìå÷åíèÿ,
íàìè áûë ïîñòàâëåí ðÿä êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ðå-
çóëüòàòû êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Â ñëó÷àå ñòàí-
äàðòíîãî âàðèàíòà ïðîâåðêè ñïåöèôè÷íîñòè èììóíîìå-
÷åíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè òîëüêî âòîðè÷íûå àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ÷àñòèöàìè êîëëîèäíîãî çîëîòà, çàìå-
íèâ èíêóáàöèþ ñðåçîâ â ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë íà
èíêóáàöèþ â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðíîì ðàñòâîðå. Êàê
è ñëåäîâàëî îæèäàòü, ïðåïàðàòû îñòàâàëèñü ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîñòüþ íåìå÷åíûìè, çà èñêëþ÷åíèåì åäèíè÷íûõ
(â ïðåäåëàõ ôîíîâûõ çíà÷åíèé) çåðåí çîëîòà â ïîëå çðå-
íèÿ (ðèñ. 3, à).

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ âèçóàëüíûõ äàííûõ íàìè áûë
ïðîâåäåí ïîäñ÷åò çåðåí çîëîòà íà íåñêîëüêèõ ñëó÷àéíî
âûáðàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ (ïëîùàäüþ 9 ìêì2). Èíòåíñèâ-
íîñòü ìå÷åíèÿ äîñòîâåðíî ðàçëè÷àëàñü (Ð � 0.01) ìåæäó
êîíòðîëüíûì è ýêñïåðèìåíòàëüíûì ìàòåðèàëîì êàê äëÿ
÷àñòèö êîëëîèäíîãî çîëîòà äèàìåòðîì 10 íì, ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ìåñòàì âêëþ÷åíèÿ Br-ÓÒÔ (1.0 � 0.8 è 11.5 �
� 5.2 ñîîòâåòñòâåííî), òàê è äëÿ ÷àñòèö äèàìåòðîì 15 íì,

ñîîòâåòñòâóþùèõ ëîêàëèçàöèè Í4Ê5àñ (1.25 � 0.5 è
11.1 � 3.9 ñîîòâåòñòâåííî).

Â äðóãîì âàðèàíòå êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ìû
ïîëíîñòüþ âîñïðîèçâîäèëè ïðåäëàãàåìóþ íàìè ìåòîäè-
êó èììóíîìå÷åíèÿ íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ íåèíúåöèðî-
âàííûõ ýìáðèîíîâ. Â ýòîì ñëó÷àå íà ñðåçàõ ñîõðàíÿëèñü
êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ ìåòêè, õàðàêòåðíûå äëÿ ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ýíäîãåííûõ áåëêîâ, â ÷àñòíîñòè Í4Ê5àñ
(ðèñ. 3, á). Ðàçíèöà â ÷èñëå çåðåí çîëîòà, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ïîòåíöèàëüíûì ìåñòàì âêëþ÷åíèÿ Br-ÓÒÔ íà êîíò-
ðîëüíûõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïðåïàðàòàõ (3.0 � 1.1 è
11.5 � 5.27 ñîîòâåòñòâåííî), òàêæå áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ
ïîìîùüþ êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè (Ð � 0.01).

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëîæåííàÿ íàìè ìîäèôèêàöèÿ
ïðîòîêîëà îáðàáîòêè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ äàåò âîç-
ìîæíîñòü óñïåøíî ñî÷åòàòü èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë
ê Br-äÓ (äëÿ ëîêàëèçàöèè ìåñò âêëþ÷åíèÿ Br-ÓÒÔ) è àí-
òèòåë ê ðåïðåçåíòàòèâíûì ýíäîãåííûì áåëêàì (H4K5ac
è ATRX), ïîçâîëÿÿ íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå âûÿâ-
ëÿòü ÿäåðíûå áåëêè îäíîâðåìåííî ñ íîâîñèíòåçèðîâàí-
íûìè òðàíñêðèïòàìè ÐÍÊ. Ïðè ýòîì íåñïåöèôè÷åñêîå
ñâÿçûâàíèå àíòèòåë ÿâëÿåòñÿ ìèíèìàëüíûì, à õàðàêòåð
ðàñïðåäåëåíèÿ èçó÷àåìûõ àíòèãåíîâ ñîîòâåòñòâóåò ðå-
çóëüòàòàì, ïîëó÷åííûì ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè.
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Ðèñ. 3. Óëüòðàñòðóêòóðíûå ìèêðîôîòîãðàôèè êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ ÿäåð äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè. Èììóíîýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ.

à — ôðàãìåíò ÿäðà áëàñòîìåðà, èíúåöèðîâàííîãî Br-ÓÒÔ, íî îáðàáîòàííîãî òîëüêî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ÷àñòèöàìè êîë-
ëîèäíîãî çîëîòà ðàçìåðàìè 10 è 15 íì. á — ôðàãìåíò ÿäðà íåèíúåöèðîâàííîãî áëàñòîìåðà ïîñëå îáðàáîòêè àíòèòåëàìè ê Br-äÓ è ãèñòîíó H4, àöåòè-
ëèðîâàííîìó ïî îñòàòêó ëèçèíà-5 (H4K5ac), âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî ýíäîãåííûé H4K5ac (÷àñòèöû çîëîòà 15 íì). Ïîäðîáíåå î êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåí-

òàõ ñì. â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». ïÿ — ïðîÿäðûøêè.
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A COMBINING DETECTION OF NEWLY SYNTHESIZED RNA AND NUCLEAR

PROTEINS AT THE ULTRASTRUCTURAL LEVEL: A MODIFICATION

OF THE PROTOCOL FOR IMMUNOELECTRON MICROSCOPY
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In the present work, we propose a novel variant of the protocol that allows a combining reveal of nascent
RNA transcripts and representative proteins at the ultrastructural level using immunoelectron microscopy. Ear-
ly mouse embryos injected with BrUTP were used as a test system. The standard procedure for processing of ul-
trathin sections with a mixture of the appropriate primary antibodies in this case gives unsatisfactory results,
perhaps, due to a mismatch of blocking buffers and diluents. We used a new variant of the technique, which inc-
ludes two steps: a complete cycle of processing the sections on grids with an antibody to specific nuclear prote-
in and a complete cycle of processing the same sections with an antibody that recognizes BrUTP. In the interval
between the steps, the sections are allowed drying, thereby, eliminating the mixing of the buffer solutions used
in the first and second cycles of immunolabeling. Here, we demonstrate the effectiveness of this protocol and
the specificity of the observed immunolabeling using the examples of simultaneous detection of newly synthe-
sized RNA, as well as ATRX protein and one of the functional histone modifications H4K5àñ.

K e y w o r d s: immunoelectron microscopy, double labeling, BrUTP, mouse embryos.
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