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È. Ì. Ïëåøàêîâà è äð.
Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ íóêëåîôîñìèíà (B23) è òðèìåòèëèðîâàííîãî ïî ëèçèíó 20 ãèñòîíà H4...

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëî èçó÷åíèå âçàèìíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêà íóêëåîôîñìèíà (Â23)
è ãèñòîíà Í4K20me3 â êëåòêàõ-çåðíàõ (granule cells) êîðû ìîçæå÷êà êðûñû. Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ ñëóæèëè îáðàçöû ìîçæå÷êà ïîëîâîçðåëûõ êðûñ-ñàìöîâ ëèíèè Âèñòàð (n = 8). Ñ ïðèìåíåíèåì ìåòî-
äîâ èììóíîöèòîõèìèè è êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ìèêðîñêîïèè âïåðâûå áûëè èçó÷åíû îñîáåííîñòè ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ áåëêà íóêëåîôîñìèíà â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà. Â ñîñòàâå ÿäðûøêà áûë îáíàðó-
æåí ó÷àñòîê, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ îòñóòñòâèåì â íåì áåëêà Â23 è ïðåäïîëîæèòåëüíî ÿâëÿþùèéñÿ
ôèáðèëëÿðíûì öåíòðîì. Ïîìèìî ÿäðûøêà íóêëåîôîñìèí áûë âûÿâëåí (â ìåíüøåì êîëè÷åñòâå) â íóê-
ëåîïëàçìå êëåòîê-çåðåí. Ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ìèêðîñêîïèè è òðåõìåðíîé ðå-
êîíñòðóêöèè ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ïðèñóòñòâèå çîí êîëîêàëèçàöèè áåëêà Â23 è ãèñòîíà H4K20me3 â
ïðåäåëàõ ÿäðûøåê è íóêëåîïëàçìû êëåòîê-çåðåí. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãèñòîí H4K20me3 âõîäèò â ñîñòàâ
îêîëîÿäðûøêîâîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, îò êîòîðîãî â ãëóáü ÿäðûøêà ÷àñòî îòõîäÿò âûïÿ÷èâàíèÿ ðàçíîé
ãëóáèíû. Ñêîïëåíèÿ âíåÿäðûøêîâîãî íóêëåîôîñìèíà òàêæå íåðåäêî áûëè êîëîêàëèçîâàíû ñ ãëûáêàìè
ãåòåðîõðîìàòèíà. Îäíàêî ïðèñóòñòâîâàëè òàêæå è íå ñâÿçàííûå ñ ãëûáêàìè ãåòåðîõðîìàòèíà âíåÿä-
ðûøêîâûå ñêîïëåíèÿ íóêëåîôîñìèíà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû âíîñÿò ñóùåñòâåííîå äîïîëíåíèå â èìå-
þùèåñÿ ïðåäñòàâëåíèÿ î ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêè-çåðíà, ìîçæå÷îê, íóêëåîôîñìèí (áåëîê Â23), ãèñòîí H4K20me3, ÿä-
ðûøêî, ãåòåðîõðîìàòèí, èììóíîãèñòîõèìèÿ, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÊ — ãðàíóëÿðíûé êîìïîíåíò ÿäðûøêà, ÈÃÕ-ðåàêöèÿ — èììóíîãè-
ñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ, ÏÔÊ — ïëîòíûé ôèáðèëëÿðíûé êîìïîíåíò ÿäðûøêà, ÔÖ — ôèáðèëëÿðíûé
öåíòð ÿäðûøêà, H4K20me3 — òðèìåòèëèðîâàííûé ïî 20-ìó îñòàòêó ëèçèíà ãèñòîí Í4.

Àðõèòåêòîíèêà êëåòî÷íîãî ÿäðà — îäíà èç íàèáîëåå
âîñòðåáîâàííûõ è èññëåäóåìûõ òåì öèòîëîãèè. Áàçà íà-
êîïëåííûõ çíàíèé â ýòîé îáëàñòè ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé äëÿ
ðàçâèòèÿ ãåíåòèêè è èìååò øèðîêîå ïðàêòè÷åñêîå ïðèìå-
íåíèå, íàïðèìåð â èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ ìåòîäàõ äèà-
ãíîñòèêè ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé (Borgen et al., 1999). Îä-
íàêî ìíîãèå ôóíäàìåíòàëüíûå âîïðîñû, êàñàþùèåñÿ
èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû ÿäðà, íà ñåãîäíÿøíèé äåíü îñòàþòñÿ
îòêðûòûìè.

Ïðè èçó÷åíèè ñòðóêòóð êëåòî÷íîãî ÿäðà îáúåêòàìè
èññëåäîâàíèé ñòàíîâèëèñü êëåòêè ìíîãèõ òêàíåé, íî îñî-
áåííûé èíòåðåñ âûçûâàåò èçó÷åíèå ÿäåð íåéðîíîâ, ïî-
ñêîëüêó îíè ÿâëÿþòñÿ íåäåëÿùèìèñÿ, êîíå÷íî-äèôôå-
ðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè è ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â èõ
ÿäðàõ ïðåäøåñòâóþò ìíîãèì íåéðîäåãåíåðàòèâíûì çàáî-
ëåâàíèÿì (Woulfe, 2007, 2008). Òàê, áûëî ïîêàçàíî óâåëè-
÷åíèå êîëè÷åñòâà ÿäåðíûõ ñôåð (áåëêîâûõ àãðåãàòîâ, ñî-
ñòàâ êîòîðûõ èçó÷àåòñÿ) â ÿäðàõ êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà
÷åëîâåêà ïðè áîëåçíè Àëüöãåéìåðà (Kolbe et al., 2016).

Ðÿä èññëåäîâàòåëåé âûñêàçûâàþò ìíåíèå î ïðè÷àñòíîñòè
òåëåö Ìàðèíåñêî (óáèêâèòèíñîäåðæàùèõ âíóòðèÿäåðíûõ
òåëåö) ê ïàòîãåíåçó õðîíè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé íåðâíîé
ñèñòåìû (Beach et al., 2004; Ãðèãîðüåâ è äð., 2015; Abbott
et al., 2017).

Ñðåäè ñòðóêòóð ãîëîâíîãî ìîçãà îñîáûé èíòåðåñ äëÿ
èññëåäîâàòåëåé ïðåäñòàâëÿåò êîðà ìîçæå÷êà, êîòîðàÿ
õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé óïîðÿäî÷åííîñòüþ íåéðîííîé
îðãàíèçàöèè è óíèêàëüíîé ëàìèíàðíîé ñòðóêòóðîé. Íà
ñåãîäíÿøíèé äåíü î÷åâèäíî, ÷òî ìîçæå÷îê ó÷àñòâóåò
â êîíòðîëå íå òîëüêî äâèãàòåëüíûõ, íî è êîãíèòèâíûõ
ôóíêöèé, àôôåêòèâíûõ è ïîâåäåí÷åñêèõ ðåàêöèé, äèíà-
ìèêå ýìîöèîíàëüíî-ëè÷íîñòíûõ è ïñèõè÷åñêèõ èçìåíå-
íèé (Strick et al., 2009; Klein et al., 2016). Ïîòåðÿ êëåòîê
êîðû ìîçæå÷êà îòìå÷àåòñÿ ïðè àóòèçìå, õîðåå Ãåíòèíãòî-
íà, áîëåçíè Àëüöãåéìåðà, ìíîæåñòâåííîé ñèñòåìíîé àò-
ðîôèè è àëêîãîëèçìå (Sarna, Hawkes, 2003). Â áîëüøèí-
ñòâå ñëó÷àåâ èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ñêîíöåíòðèðîâàí íà
èçó÷åíèè êëåòîê Ïóðêèíüå — íàèáîëåå êðóïíûõ, ðàñïî-
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ëîæåííûõ â îäèí ðÿä íåéðîíîâ, ôîðìèðóþùèõ ãàíãëèî-
íàðíûé ñëîé êîðû ìîçæå÷êà, â òî âðåìÿ êàê ðàáîò, ïîñâÿ-
ùåííûõ êëåòêàì-çåðíàì (granule cells) ãðàíóëÿðíîãî
ñëîÿ, íåìíîãî. Ïðè ýòîì êëåòêè-çåðíà ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå
ìíîãî÷èñëåííûìè íåéðîíàìè êîðû ìîçæå÷êà. Íà äåíä-
ðèòàõ ýòèõ êëåòîê îêàí÷èâàþòñÿ àôôåðåíòíûå ìîõîâèä-
íûå âîëîêíà, à àêñîíû êëåòîê-çåðåí ôîðìèðóþò âîçáóæ-
äàþùèå ñèíàïñû íà äåíäðèòàõ êëåòîê Ïóðêèíüå, êîðçèí-
÷àòûõ è çâåçä÷àòûõ êëåòîê, à òàêæå áîëüøèõ êëåòîê
Ãîëüäæè (Popa et al., 2014). Òåì íå ìåíåå íà ñåãîäíÿøíèé
äåíü ìíîãèå âîïðîñû öèòîõèìèè è ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà
îñòàþòñÿ îòêðûòûìè.

Ïðè èçó÷åíèè âíóòðåííåé àðõèòåêòóðû êëåòî÷íîãî
ÿäðà îáÿçàòåëüíûì àíàëèçèðóåìûì êîìïîíåíòîì ÿâëÿ-
åòñÿ ãåòåðîõðîìàòèí, êîòîðûé âõîäèò â ñîñòàâ ñðàçó íå-
ñêîëüêèõ ÿäåðíûõ ñóáêîìïàðòìåíòîâ, òàêèõ êàê ëàìèíàñ-
ñîöèèðîâàííûå äîìåíû, òåëîìåðíûå ó÷àñòêè, îêîëî-
ÿäðûøêîâûé ãåòåðîõðîìàòèí è äð. ×àñòî ïðè èçó÷åíèè
ðåïðåññèðîâàííîãî õðîìàòèíà â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ èñ-
ïîëüçóþòñÿ ìåòèëèðîâàííûå ôîðìû ðàçëè÷íûõ ãèñòîíîâ,
òàêèå êàê H3K27me2, H3K9me2, H3K9me3 è H4K20me3
(Schotta et al., 2004; Êóðàíîâà è äð., 2014; Fi&serov*a et al.,
2017). Ïðè ýòîì â ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò äàííûå îá îñî-
áåííîñòÿõ ðàñïðåäåëåíèÿ ãèñòîíà H4K20me3 â ÿäðàõ êëå-
òîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà êðûñû. Äðóãèì ÷àñòî àíàëèçè-
ðóåìûì ÿäåðíûì ñóáêîìïàðòìåíòîì ÿâëÿåòñÿ ÿäðûøêî.
Ñðåäè ðàçëè÷íûõ ìàðêåðîâ ÿäðûøêà îäíèì èç íàèáîëåå
øèðîêî èñïîëüçóåìûõ ÿâëÿåòñÿ áåëîê íóêëåîôîñìèí
(Â23). Äàííûé áåëîê âûñîêîýêñïðåññèðîâàí â íåðâíûõ
êëåòêàõ è èìååò ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñ H4-H3-òåòðàìåðîì ãè-
ñòîíîâ (Frehlick et al., 2006), ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà ñó-
ùåñòâîâàíèå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé âçàèìîñâÿçè
ìåæäó áåëêîì Â23 è ãèñòîíîì Í4K20me3. Ýòî îáóñëîâ-
ëèâàåò èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ äàí-
íûõ áåëêîâ â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí.

Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòà-
ëî èçó÷åíèå âçàèìíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ãèñòîíà Í4K20me3
è íóêëåîôîñìèíà (áåëêà Â23) â êëåòêàõ-çåðíàõ êîðû ìîç-
æå÷êà êðûñû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè îáðàçöû ìîç-
æå÷êà ïîëîâîçðåëûõ êðûñ-ñàìöîâ ëèíèè Âèñòàð (n = 8).
Ïðè ñîäåðæàíèè è óìåðùâëåíèè æèâîòíûõ ñîáëþäàëèñü
ìåæäóíàðîäíûå ïðàâèëà Õåëüñèíêñêîé äåêëàðàöèè î ãó-
ìàííîì îáðàùåíèè ñ æèâîòíûìè è «Ïðàâèëà ïðîâåäåíèÿ
ðàáîò ñ èñïîëüçîâàíèåì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ»
(ïðèêàç ¹ 755 îò 12.08.1977 ã. ÌÇ ÑÑÑÐ). Ìàòåðèàë ôèê-
ñèðîâàëè â öèíê-ýòàíîë-ôîðìàëüäåãèäå ïî îïèñàííîé ðà-
íåå ìåòîäèêå (Korzhevskii et al., 2015) è ïîñëå ñòàíäàðò-
íîé ãèñòîëîãè÷åñêîé ïðîâîäêè çàëèâàëè â ïàðàôèí. Ñ ïà-
ðàôèíîâûõ áëîêîâ ñ ïîìîùüþ ðîòàöèîííîãî ìèêðîòîìà
ROTARY 3003 (PFM medical, Ãåðìàíèÿ) ãîòîâèëè ñðåçû
òîëùèíîé 5 ìêì, êîòîðûå íàêëåèâàëè íà ïðåäìåòíûå
ñòåêëà ñ àäãåçèâíûì ïîêðûòèåì (Superfrost Ultra Plus,
Thermo Fisher Scientific, Ãåðìàíèÿ). Ïåðåä ïîñòàíîâêîé
èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé äëÿ óëó÷øåíèÿ èììó-
íîðåàêòèâíîñòè âûÿâëÿåìûõ àíòèãåíîâ ïðîâîäèëè òåï-
ëîâîå äåìàñêèðîâàíèå â ìîäèôèöèðîâàííîì öèòðàòíîì
áóôåðå, pH 6.1 (S1700, Dako, Äàíèÿ). Èììóíîãèñòîõèìè-
÷åñêîå âûÿâëåíèå áåëêà íóêëåîôîñìèíà (Â23) îñóùåñòâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê

èññëåäóåìîìó áåëêó (êëîí FC82291, ðàçâåäåíèå 1 : 200;
Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ ðåàãåíòîâ ïðèìåíÿëè
MACH 2 Universal HRP Polymer Kit (Biocare Medical,
ÑØÀ). Âèçóàëèçàöèþ ïðîäóêòà ðåàêöèè â äàííîì ñëó÷àå
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ õðîìîãåíà 3,3R-äèàìèíîáåíçèäèíà
(DAB+; Dako, Äàíèÿ). Äëÿ îäíîâðåìåííîãî âûÿâëåíèÿ
áåëêà Â23 è ãèñòîíà H4K20me3 ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà
êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ìèêðîñêîïèè áûëà ïîñòàâëåíà
äâîéíàÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ìîíîêëîíàëüíûõ ìûøèíûõ àíòèòåë ê áåëêó Â23
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è ïîëèêëîíàëüíûõ êðîëè÷üèõ àí-
òèòåë ê ãèñòîíó H4K20me3 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â êî-
íå÷íûõ ðàçâåäåíèÿõ 1 : 300 è 1 : 1500 ñîîòâåòñòâåííî.
Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ ðåàãåíòîâ áûëè èñïîëüçîâàíû: ìîíî-
âàëåíòíûé Fab-ôðàãìåíò àíòèìûøèíîãî èììóíîãëîáóëè-
íà îñëà, ìå÷åííûé áèîòèíîì, â ðàçâåäåíèè 1 : 50 (Jackson
ImmunoReaserch, ÑØÀ) è ñòðåïòàâèäèí, êîíúþãèðîâàí-
íûé ñ ôëóîðîõðîìîì Ñó2, â ðàçâåäåíèè 1 : 50 (Jackson Im-
munoReaserch, ÑØÀ); ìîíîâàëåíòíûé Fab-ôðàãìåíò àíòè-
êðîëè÷üåãî èììóíîãëîáóëèíà îñëà, êîíúþãèðîâàííûé ñ
ôëóîðîõðîìîì Rhodamine Red™-X (RRX), â ðàçâåäåíèè
1 : 25 (Jackson ImmunoReaserch, ÑØÀ). Èçó÷åíèå ïîëó-
÷åííûõ ïðåïàðàòîâ è ôîòîñúåìêó âûïîëíÿëè ïðè ïîìî-
ùè ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà Leica DM750 (Leica, Ãåðìàíèÿ)
è êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ìèêðîñêîïà LSM710 (Zeiss,
Ãåðìàíèÿ). Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè RRX ïðè-
ìåíÿëè òâåðäîòåëüíûé ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû 561 íì, äëÿ
âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè Cy2 — àðãîíîâûé ëàçåð ñ
äëèíîé âîëíû 488 íì. Äëÿ àíàëèçà ïîëó÷åííûõ èçîáðà-
æåíèé èñïîëüçîâàëè êîìïüþòåðíûå ïðîãðàììû ZEN
2012, LSM Image Browser (Ziess, Ãåðìàíèÿ), LAS EZ (Lei-
ca, Ãåðìàíèÿ); ImageJ (NIH, ÑØÀ). Ïîñëå ïîñòàíîâêè èì-
ìóíîöèòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè íà áåëîê Â23 áûëà ïðîâå-
äåíà êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ðàçìåðîâ ÿäåð è ÿäðûøåê
êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà. Äèàìåòð ñòðóêòóð èçìåðÿëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû LAS EZ (Le-
ica, Ãåðìàíèÿ). Äàííûå ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ñðåäíåãî
çíà÷åíèÿ ± îøèáêà ñðåäíåãî (X ± s) èëè îòíîñèòåëüíîé
äîëè (%). Ïîëó÷åííûå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå îáðàáàòû-
âàëè â ïðîãðàììå Excel (Microsoft, ÑØÀ). Äëÿ îòäåëüíûõ
ÿäðûøåê áûë îïðåäåëåí êîýôôèöèåíò êîëîêàëèçàöèè
Â23 è H4K20me3, êîòîðûé ðàññ÷èòûâàëñÿ â ïðîãðàììíîì
ìîäóëå ZEN 2012 ñ ïðèìåíåíèåì ôóíêöèè Co-localization
(Weighted colocalization coefficient).

Ðåçóëüòàòû

Àíàëèç ïðåïàðàòîâ ïîñëå ïîñòàíîâêè èììóíîãèñòî-
õèìè÷åñêîé (ÈÃÕ) ðåàêöèè íà íóêëåîôîñìèí ïîêàçàë,
÷òî äàííûé áåëîê ïðèñóòñòâóåò â ñîñòàâå ÿäðûøêà è íóê-
ëåîïëàçìû êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà êðûñû (ñì. ðèñó-
íîê, à). Â öèòîïëàçìå èçó÷àåìûõ êëåòîê íóêëåîôîñìèí
âûÿâëåí íå áûë. Â íóêëåîïëàçìå êëåòîê-çåðåí íàáëþäàëè
óìåðåííóþ ðåàêöèþ íà äàííûé áåëîê. Îí áûë ðàñïðåäå-
ëåí íåðàâíîìåðíî — îòìå÷åíî íàëè÷èå ñêîïëåíèé íóêëåî-
ôîñìèíà, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ðàçìåðàì è èíòåíñèâíîñòè
ïðîäóêòà ÈÃÕ-ðåàêöèè, äèôôóçíî ðàñïðåäåëåííûõ ïî
âñåìó ÿäåðíîìó îáúåìó (ñì. ðèñóíîê, à). Äëÿ ÿäåð êëå-
òîê-çåðåí áûëî õàðàêòåðíî íàëè÷èå òîíêîãî êîíòóðà, ÷òî
äàâàëî âîçìîæíîñòü ñóäèòü îá èõ ôîðìå è ðàçìåðàõ: ÿäðà
èìåëè ïðåèìóùåñòâåííî îâàëüíóþ ôîðìó ñî ñðåäíèìè
ðàçìåðàìè 5.4 ± 0.5 ìêì ïî äëèííîé îñè èçìåðåíèÿ è
4.3 ± 0.5 ìêì ïî êîðîòêîé.

Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ íóêëåîôîñìèíà (B23) è òðèìåòèëèðîâàííîãî ïî ëèçèíó 20 ãèñòîíà H4... 633



634 È. Ì. Ïëåøàêîâà è äð.

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå íóêëåîôîñìèíà (B23) è ãèñòîíà H4K20me3 â êëåòêàõ-çåðíàõ êîðû ìîçæå÷êà ãîëîâíîãî ìîçãà
êðûñû.

à — ôðàãìåíò êîðû ìîçæå÷êà êðûñû. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà íóêëåîôîñìèí. Ñòðåëêà óêàçûâàåò íà êëåòêó-çåðíî, äâîéíàÿ ñòðåëêà — íà
êëåòêó Ïóðêèíüå, ãîëîâêà ñòðåëêè — íà ÿäðûøêî. Îáúåêòèâ PLAN 100�1.25. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì. á — òðåõìåðíàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ ÿäðûø-
êà êëåòêè-çåðíà. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà íóêëåîôîñìèí, âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ ôëóîðîõðîìà Cy2. Êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ìèêðîñêî-
ïèÿ. Âåëè÷èíà Z-ñåðèè — 5.4 ìêì, êîëè÷åñòâî îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ — 19. Ðåêîíñòðóêöèÿ îñóùåñòâëåíà â ïðîãðàììíîì ìîäóëå ZEN 2012 (Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ). Îáúåêòèâ Plan-Apochromat 100�/1.4 Oil DIC M27 (ìàñëÿíàÿ èììåðñèÿ). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì. â—å — äâîéíàÿ èììóíîãèñòîõèìè÷å-
ñêàÿ ðåàêöèÿ íà íóêëåîôîñìèí (âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ ôëóîðîõðîìà Cy2, çåëåíûé öâåò) è ãèñòîí H4K20me3 (âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ
ôëóîðîõðîìà RRX, êðàñíûé öâåò). Çîíû êîëîêàëèçàöèè áåëêà Â23 è ãèñòîíà H4K20me3 îêðàøåíû â æåëòûé öâåò. Êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ. Îáúåêòèâ Plan-Apochromat 100�/1.4 Oil DIC M27 (ìàñëÿíàÿ èììåðñèÿ). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 2 ìêì. â—ä — åäèíè÷íûé îïòè÷åñêèé ñðåç
ÿäðà êëåòêè-çåðíà âíå çîíû ëîêàëèçàöèè ÿäðûøêà. Ðàçäåëüíîå (â, ã) è îáúåäèíåííîå (ä) ïðåäñòàâëåíèå êàíàëîâ ãèñòîíà H4K20me3 (êðàñíûé, â) è íóê-
ëåîôîñìèíà (çåëåíûé, ã). å — ÿäðà êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà. Äâóõìåðíàÿ ïðîåêöèÿ 21-ãî îïòè÷åñêîãî ñðåçà ñ àâòîíîìíîé ñèñòåìîé âûðàâíèâàíèÿ
ÿðêîñòè. Âåëè÷èíà Z-ñåðèè — 6 ìêì. Ïîñòðîåíèå äâóõìåðíîé ïðîåêöèè îñóùåñòâëåíî â ïðîãðàììíîì ìîäóëå Projection ïðîãðàììû LSM Image Brow-
ser (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Áåëûìè ðàìêàìè âûäåëåíû ÿäðûøêè, äëÿ êîòîðûõ áûë ðàññ÷èòàí êîýôôèöèåíò êîëîêàëèçàöèè íóêëåîôîñìèíà è ãèñòîíà
H4K20me3. Êîýôôèöèåíò êîëîêàëèçàöèè áûë ðàññ÷èòàí äëÿ îäèíî÷íîãî îïòè÷åñêîãî ñðåçà, íà êîòîðîì ÿäðûøêî èìåëî íàèáîëüøèé äèàìåòð. Ðàñ÷åò
îñóùåñòâëÿëè â ïðîãðàììíîì ìîäóëå ZEN 2012 ñ ïðèìåíåíèåì ôóíêöèè Co-localization (Weighted colocalization coefficient). Êîýôôèöèåíòû êîëîêà-

ëèçàöèè ñîñòàâèëè 0.605 è 0.796 äëÿ ÿäðûøêà â ëåâîé è ïðàâîé ðàìêàõ ñîîòâåòñòâåííî.



Âûÿâëÿåìûå ïðè ïîñòàíîâêå èììóíîãèñòîõèìè÷å-
ñêîé ðåàêöèè íà Â23 ÿäðûøêè õàðàêòåðèçîâàëèñü ÷åòêî-
ñòüþ êîíòóðîâ è âûñîêîé èíòåíñèâíîñòüþ îêðàñêè ïðî-
äóêòà ÈÃÕ-ðåàêöèè (ñì. ðèñóíîê, à, ãîëîâêà ñòðåëêè).
Êàê ïðàâèëî, ÿäðûøêî áûëî ëîêàëèçîâàíî â ÿäðå àöåíò-
ðè÷íî, ÷àñòî ñèëüíî ñìåùåíî ê ïåðèôåðèè ÿäðà, îäíà-
êî âñòðå÷àëèñü è öåíòðàëüíîëîêàëèçîâàííûå ÿäðûøêè.
Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà, ðàñ÷åò-
íûé ëèíåéíûé ïðåäåë ðàçðåøåíèÿ êîòîðîãî ïðè èññëåäî-
âàíèè ïðîäóêòà ÈÃÕ-ðåàêöèè íà Â23 ñîñòàâèë 0.311 ìêì,
áûëî çàòðóäíèòåëüíî ñóäèòü î òî÷íûõ ðàçìåðàõ ÿäðûøåê
êëåòîê-çåðåí, à òàêæå î íàëè÷èè èëè îòñóòñòâèè â ÿäðàõ
äàííûõ êëåòîê äîáàâî÷íûõ ÿäðûøåê. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ
îöåíêè äàííûõ ïàðàìåòðîâ íàìè áûë èñïîëüçîâàí êîíôî-
êàëüíûé ëàçåðíûé ìèêðîñêîï, ðàñ÷åòíûé ëèíåéíûé ïðå-
äåë ðàçðåøåíèÿ êîòîðîãî (â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ôëóî-
ðîõðîìà Ñó2 äëÿ âèçóàëèçàöèè ïðîäóêòà ÈÃÕ-ðåàêöèè íà
Â23) ñîñòàâèë 0.159 ìêì.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ïðè àíàëèçå
ïðåïàðàòîâ â ïîëå çðåíèÿ ïîïàäàëè òàêæå êëåòêè Ïóð-
êèíüå êîðû ìîçæå÷êà (ñì. ðèñóíîê, à, äâîéíàÿ ñòðåëêà).
Áûëî îòìå÷åíî, ÷òî ÿäðûøêî äàííûõ êëåòîê, êàê è ÿä-
ðûøêî êëåòîê-çåðåí, õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé èíòåíñèâ-
íîñòüþ îêðàøèâàíèÿ ïðîäóêòà ðåàêöèè íà áåëîê Â23 (ñì.
ðèñóíîê, à, ãîëîâêà ñòðåëêè). Ïðè ýòîì â íóêëåîïëàçìå
êëåòîê Ïóðêèíüå èíòåíñèâíîñòü ÈÃÕ-ðåàêöèè íà Â23
áûëà ñóùåñòâåííî íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé, íàáëþ-
äàåìîé â êëåòêàõ-çåðíàõ.

Ïðè èçó÷åíèè ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêà Â23 â êëåò-
êàõ-çåðíàõ íà ôîòîãðàôèÿõ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ êîí-
ôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ìèêðîñêîïà, îò÷åòëèâî èäåíòèôè-
öèðîâàëèñü ÿäðûøêè, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì ìåñòîì
ëîêàëèçàöèè íóêëåîôîñìèíà (ñì. ðèñóíîê, á, å). ßäðûø-
êè äàííûõ êëåòîê õàðàêòåðèçîâàëèñü âûñîêîé èíòåíñèâíî-
ñòüþ ôëóîðåñöåíöèè. Ïðè ýòîì àíàëèç ëîêàëèçàöèè Â23 â
ÿäðûøêå ïîêàçàë íåðàâíîìåðíîñòü â èíòåíñèâíîñòè
è ðàñïðåäåëåíèè ôëóîðåñöåíöèè â ïðåäåëàõ äàííîãî ñóá-
êîìïàðòìåíòà. Òàê, â ïðåäåëàõ ÿäðûøêà êëåòîê-çåðåí ÷à-
ñòî âûÿâëÿëñÿ ó÷àñòîê, â êîòîðîì ðåàêöèÿ íà Â23 îòñóò-
ñòâîâàëà. Äàííûé ó÷àñòîê èìåë îêðóãëóþ ôîðìó è ÷àñòî
áûë ëîêàëèçîâàí íà ïåðèôåðèè, ÷òî ïðèäàâàëî ÿäðûøêó
õàðàêòåðíóþ áîáîâèäíóþ ôîðìó (ñì. ðèñóíîê, á).

Êîëè÷åñòâî ÿäðûøåê â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí âàðüèðî-
âàëî. Áîëüøèíñòâî êëåòîê õàðàêòåðèçîâàëîñü íàëè÷èåì
îäíîãî ÿäðûøêà (52.7 %), îäíàêî â ðÿäå ñëó÷àåâ â ïðå-
äåëàõ îäíîãî ÿäðà áûëî âûÿâëåíî äâà (36.1 %), ðåæå —
òðè (11.1 %) ÿäðûøêà. Ïðè ýòîì ÷åì ìåíüøå ÿäðûøåê
ïðèñóòñòâîâàëî â ÿäðå, òåì áîëüøèé ðàçìåð îíè èìåëè.
Òàê, äëÿ êëåòîê-çåðåí ñ îäíèì ÿäðûøêîì ñðåäíèé äèà-
ìåòð ÿäðûøêà ñîñòàâëÿë 1.05 ± 0.08 ìêì, òîãäà êàê äëÿ
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ äâà ÿäðûøêà, ýòà âåëè÷èíà ñîñòàâè-
ëà 0.91 ± 0.11, à äëÿ êëåòîê ñ òðåìÿ ÿäðûøêàìè —
0.79 ± 0.09 ìêì.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè Â23 â íóêëåîïëàçìå
êëåòîê-çåðåí áûëà â 5 ðàç íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ ôëóîðåñ-
öåíöèåé äàííîãî áåëêà â ÿäðûøêå. Âíåÿäðûøêîâûå àãðå-
ãàòû Â23 èìåëè íåïðàâèëüíóþ ôîðìó áåç ÷åòêèõ ãðàíèö.
Ïðè ýòîì ìîæíî áûëî âûäåëèòü äâà òèïà ñêîïëåíèé íóê-
ëåîôîñìèíà â ïðåäåëàõ íóêëåîïëàçìû — ñêîïëåíèÿ, ëî-
êàëèçîâàííûå ïî ïåðèôåðèè ÿäðà è ïðèëåæàùèå ê âíóò-
ðåííåé ïîâåðõíîñòè ÿäåðíîé îáîëî÷êè, è äèôôóçíî ðàñ-
ïðåäåëåííûå ñêîïëåíèÿ, ëåæàùèå â öåíòðàëüíîé îáëàñòè
ÿäðà (ñì. ðèñóíîê, ã).

Àíàëèç ïðåïàðàòîâ ïîñëå ïîñòàíîâêè äâîéíîé èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîé ðåàêöèè íà áåëîê Â23 è ãèñòîí

H4K20me3 ïîçâîëèë èçó÷èòü ðàñïðåäåëåíèå ñêîïëåíèé
äàííûõ áåëêîâ äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà â ÿäðàõ êëåòîê-
çåðåí (ñì. ðèñóíîê, â—å). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÿäðà äàí-
íûõ êëåòîê ñîäåðæàò áîëüøîå êîëè÷åñòâî H4K20me3-
èììóíîïîçèòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (ñì. ðèñóíîê, â).
Ãåòåðîõðîìàòèí áûë âûÿâëåí â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí â âèäå
ãëûáîê ïðåèìóùåñòâåííî ñôåðè÷åñêîé ôîðìû, õàðàêòå-
ðèçóþùèõñÿ ðàçíûìè ðàçìåðàìè è ëîêàëèçàöèåé. Êðóï-
íûå ñêîïëåíèÿ ãåòåðîõðîìàòèíà áûëè îáíàðóæåíû ïî ïåðè-
ôåðèè ÿäðà, â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò âíóòðåííåé
ïîâåðõíîñòè ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Â ÷àñòè êëåòîê ýòè ïåðèôå-
ðè÷åñêèå ãëûáêè ãåòåðîõðîìàòèíà ëåæàëè ïëîòíî äðóã ê
äðóãó, ñîåäèíÿÿñü ïåðåìû÷êàìè è ôîðìèðóÿ ñëîé ïåðèôå-
ðè÷åñêîãî ãåòåðîõðîìàòèíà. Àãðåãàòû ãåòåðîõðîìàòèíà
ïðèñóòñòâîâàëè òàêæå â öåíòðàëüíîé îáëàñòè ÿäðà (ñì. ðè-
ñóíîê, â). Êîëè÷åñòâî è ðàçìåðû ýòèõ ãëûáîê âàðüèðîâà-
ëè. Íåðåäêî òàêèå «âíóòðåííèå» ñêîïëåíèÿ áûëè ñâÿçàíû
ñ ãëûáêàìè ïåðèôåðè÷åñêîãî ãåòåðîõðîìàòèíà.

Ïðè àíàëèçå âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ áåëêà Â23 è ãè-
ñòîíà H4K20me3 è ïðè ðàñ÷åòå êîýôôèöèåíòà êîëîêàëè-
çàöèè â ïðîãðàììíîì ìîäóëå ZEN 2012 ñ ïðèìåíåíèåì
ôóíêöèè Co-localization (Weighted colocalization coeffi-
cient) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí ÷àñòî èìå-
åò ìåñòî ñîâïàäåíèå ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ Â23 è
H4K20me3 (ñì. ðèñóíîê, ä, å, æåëòûé öâåò). Òàê, âñå âû-
ÿâëåííûå ñ ïðèìåíåíèåì àíòèòåë ê áåëêó Â23 ÿäðûøêè
áûëè àññîöèèðîâàíû ñ ãëûáêàìè ãåòåðîõðîìàòèíà (ñì.
ðèñóíîê, å). ßäðûøêè, ðàñïîëîæåííûå íà ïåðèôåðèè
ÿäðà, êîíòàêòèðîâàëè ñ ãëûáêàìè ïåðèôåðè÷åñêîãî ãåòå-
ðîõðîìàòèíà, â òî âðåìÿ êàê öåíòðàëüíî ëîêàëèçîâàííûå
ÿäðûøêè êîíòàêòèðîâàëè ñ «âíóòðåííèìè» ãëûáêàìè.
Ïðè ýòîì ÷åòêî ïðîñìàòðèâàëàñü çîíà êîëîêàëèçàöèè
ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ âíóòðèÿäðûøêîâîãî Â23 è ãè-
ñòîíà H4K20me3 (ñì. ðèñóíîê, å, æåëòûé öâåò). Ðàçìåð
çîíû êîëîêàëèçàöèè âàðüèðîâàë îò íåáîëüøîãî ïåðåêðû-
âàíèÿ íà ïåðèôåðèè ÿäðûøêà è äî ïîëíîé êîëîêàëèçàöèè
äâóõ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ â ïðåäåëàõ äàííîãî ñóá-
êîìïàðòìåíòà.

Àíàëèç òðåõìåðíûõ ðåêîíñòðóêöèé ïîçâîëèë ñóäèòü
îá îñîáåííîñòÿõ ïðîñòðàíñòâåííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ãå-
òåðîõðîìàòèíà è ÿäðûøåê êëåòîê-çåðåí. Áûëî îòìå÷åíî,
÷òî îêîëîÿäðûøêîâûé ãåòåðîõðîìàòèí, êîòîðûé ïðèëå-
ãàåò ê ÿäðûøêó ñíàðóæè, â îäíèõ êëåòêàõ ïðåäñòàâëåí
îäíîé èëè íåñêîëüêèìè ãëûáêàìè, â òî âðåìÿ êàê â äðó-
ãèõ êëåòêàõ ÿäðûøêî ïîãðóæåíî â «÷àøó» èç ãåòåðîõðî-
ìàòèíà íà ïîëîâèíó èëè íà äâå òðåòè ñâîåãî îáúåìà. Âíå
çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà îêîëîÿäðûøêîâîãî ãåòåðîõðî-
ìàòèíà è åãî ëîêàëèçàöèè äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòîê áûëî
ïîêàçàíî íàëè÷èå âûïÿ÷èâàíèé, èäóùèõ îò îêîëîÿäðûø-
êîâîãî ãåòåðîõðîìàòèíà â ãëóáü ÿäðûøêà. Â îäíèõ êëåòêàõ
òàêèå âûïÿ÷èâàíèÿ ëèøü ñëåãêà çàõîäèëè â ïåðèôåðè÷å-
ñêóþ îáëàñòü ÿäðûøêà, â äðóãèõ îíè ïðîíèêàëè â ãëóáü
ÿäðûøêà, äîõîäÿ äî îáëàñòè îòñóòñòâèÿ ôëóîðåñöåíöèè,
êîòîðàÿ îïðåäåëÿåòñÿ íàìè êàê ôèáðèëëÿðíûé öåíòð.

Ïîìèìî ÿäðûøêà çîíû êîëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíò-
íûõ ñèãíàëîâ áûëè âûÿâëåíû â íóêëåîïëàçìå (ñì. ðèñó-
íîê, ä). Íåêîòîðûå ãåòåðîõðîìàòèíîâûå ãëûáêè áûëè îá-
íàðóæåíû â ìåñòàõ ñêîïëåíèÿ íóêëåîôîñìèíà â öåíò-
ðàëüíîé îáëàñòè ÿäðà. Àíàëîãè÷íàÿ êîëîêàëèçàöèÿ
áûëà îáíàðóæåíà íà ïåðèôåðèè ÿäðà. Âàæíî îòìåòèòü,
÷òî íàðÿäó ñ ó÷àñòêàìè êîëîêàëèçàöèè Â23 è ãèñòîíà
H4K20me3 â ïðåäåëàõ ÿäåð êëåòîê-çåðåí âñòðå÷àëèñü òàê-
æå îòäåëüíûå ñêîïëåíèÿ Â23, íå êîëîêàëèçîâàííûå ñ ãèñ-
òîíîì H4K20me3, è ãëîáóëû ãåòåðîõðîìàòèíà, ëåæàùèå
âíå ñêîïëåíèé Â23.

Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ íóêëåîôîñìèíà (B23) è òðèìåòèëèðîâàííîãî ïî ëèçèíó 20 ãèñòîíà H4... 635



Îáñóæäåíèå

Â ðàìêàõ ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû íàìè âïåðâûå áûëè
èçó÷åíû îñîáåííîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêà íóêëåîôîñìè-
íà â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà ãîëîâíîãî ìîçãà
êðûñû. Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, íóêëåîôîñìèí
ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì ìàðêåðîì ÿäðûøåê è âûñîêîýêñïðåññè-
ðîâàí â íåðâíûõ êëåòêàõ (Pfister, D’Mello, 2015), îäíàêî
îñîáåííîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ äàííîãî áåëêà ïðèìåíè-
òåëüíî ê êëåòêàì-çåðíàì êîðû ìîçæå÷êà äî íàñòîÿùåãî
âðåìåíè èçó÷åíû íå áûëè. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå ìû
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ïðèñóòñòâèå íóêëåîôîñìèíà êàê â
ñîñòàâå ÿäðûøêà, òàê è â íóêëåîïëàçìå êëåòîê-çåðåí. Ïî-
ëó÷åííûå íàìè äàííûå î êîëè÷åñòâå ÿäðûøåê â ÿäðàõ
êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà êðûñ ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëü-
òàòàìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå ïðè àíàëèçå äàííûõ ïàðàìåò-
ðîâ ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà ñåðåáðåíèÿ áåëêîâ, àññîöè-
èðîâàííûõ ñ ÿäðûøêîâûì îðãàíèçàòîðîì (Lafarga et al.,
1989).

Ðàíåå ïðè èçó÷åíèè ÿäåð êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà
êðûñ ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå â ÿäðûøêàõ äàííûõ êëåòîê ðàñïî-
ëîæåííîãî àöåíòðè÷íî êðóïíîãî ôèáðèëëÿðíîãî öåíòðà
(ÔÖ) (Lafarga et al., 1989). Ïðè èçó÷åíèè ðàñïðåäåëåíèÿ
áåëêà Â23 â ïðåäåëàõ ÿäðûøåê êëåòîê-çåðåí ìû îáíàðó-
æèëè, ÷òî íà ïåðèôåðèè ÿäðûøêà ÷àñòî âûÿâëÿåòñÿ ó÷àñ-
òîê, â êîòîðîì äàííûé áåëîê îòñóòñòâóåò. Ìû ïîëàãàåì,
÷òî ýòîò ó÷àñòîê, íå ñîäåðæàùèé áåëêà Â23, ñîîòâåòñòâó-
åò ôèáðèëëÿðíîìó öåíòðó. Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå ïîä-
òâåðæäàåòñÿ èìåþùèìèñÿ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè, ñâè-
äåòåëüñòâóþùèìè î òîì, ÷òî íóêëåîôîñìèí ïðèñóòñòâóåò
ïðåèìóùåñòâåííî â çîíå ãðàíóëÿðíîãî êîìïîíåíòà ÿä-
ðûøêà (ÃÊ), â ìåíüøåé ñòåïåíè — â çîíå ïëîòíîãî ôèá-
ðèëëÿðíîãî êîìïîíåíòà (ÏÔÊ) è îòñóòñòâóåò â ÔÖ (Feric
et al., 2016; Korzhevskii et al., 2017).

Ïîìèìî ÿäðûøêà íóêëåîôîñìèí áûë îáíàðóæåí
íàìè â íóêëåîïëàçìå êëåòîê-çåðåí. Òàêàÿ ëîêàëèçàöèÿ
ìîæåò áûòü îáúÿñíåíà ìíîãî÷èñëåííûìè âíåÿäðûøêî-
âûìè ôóíêöèÿìè íóêëåîôîñìèíà. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî áó-
äó÷è ïîëèôóíêöèîíàëüíûì áåëêîì, Â23 âîâëå÷åí â ðåãó-
ëÿöèþ ïðîöåññîâ ðåïëèêàöèè, òðàíñêðèïöèè è ðåïàðàöèè
ÄÍÊ, ñòàáèëèçàöèþ è ñïëàéñèíã èÐÍÊ, êîíòðîëü êëåòî÷-
íîãî öèêëà, ðåãóëÿöèþ àïîïòîçà (Okuwaki et al., 2001;
Lindstrom, 2011; Çåíèò-Æóðàâëåâà è äð., 2012). Êðîìå
òîãî, áûëî îòìå÷åíî, ÷òî íóêëåîôîñìèí ñïîñîáåí ôîðìè-
ðîâàòü êîìïëåêñû ñ áåëêîì CTCF (CCCTC-binding factor)
è íåîáõîäèì äëÿ åãî íîðìàëüíîé ðàáîòû (Yusufzai et al.,
2004). Ôàêòîð òðàíñêðèïöèè CTCF ñ÷èòàåòñÿ îäíèì èç
îñíîâíûõ îðãàíèçàòîðîâ ðàçëè÷íûõ ñåòåé ðåãóëÿöèè ãå-
íîâ, âêëþ÷àÿ àêòèâàöèþ è ðåïðåññèþ òðàíñêðèïöèè, îá-
ðàçîâàíèå íåçàâèñèìî ôóíêöèîíèðóþùèõ äîìåíîâ õðî-
ìàòèíà, ðåãóëÿöèþ èìïðèíòèíãà è ò. ä. Ôóíäàìåíòàëü-
íûå ñâîéñòâà CTCF ïîçâîëÿþò åìó äåéñòâîâàòü êàê
ôàêòîðó òðàíñêðèïöèè, èíñóëÿòîðíîìó áåëêó, à òàêæå
êàê êîìïîíåíòó ðàñïðåäåëåííûõ ïî ãåíîìó ïîãðàíè÷íûõ
ýëåìåíòîâ, ñïîñîáíîìó ïðèâëåêàòü ðàçëè÷íûå ôàêòîðû,
ïîÿâëÿþùèåñÿ â îòâåò íà ðàçíîîáðàçíûå âíåøíèå è âíóò-
ðåííèå ñèãíàëû (Kotova et al., 2014). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
CTCF àêêóìóëèðóåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè ÿäðûøêà, ãäå,
âçàèìîäåéñòâóÿ ñ íóêëåîôîñìèíîì, âûïîëíÿåò ñòðóêòóð-
íóþ ôóíêöèþ, ôèêñèðóÿ äâà ÿäåðíûõ ñóáêîìïàðòìåí-
òà — ÿäðûøêî è îêîëîÿäðûøêîâûé ãåòåðîõðîìàòèí —
äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà (Yusufzai et al., 2004). Ïðè ýòîì
áûëî îòìå÷åíî íàëè÷èå CTCF òàêæå â íóêëåîïëàçìå.
Âîçìîæíî, îáíàðóæåííîå íàìè ïðèñóòñòâèå Â23 â íóêëåî-

ïëàçìå êëåòîê-çåðåí ñâÿçàíî â òîì ÷èñëå ñî ñïîñîá-
íîñòüþ äàííîãî áåëêà ôîðìèðîâàòü ôóíêöèîíàëüíûé
êîìïëåêñ ñ CTCF çà ïðåäåëàìè ÿäðûøêà.

Íàìè íå áûëî îòìå÷åíî ïðèñóòñòâèå íóêëåîôîñìèíà
â öèòîïëàçìå êëåòîê-çåðåí. Ýòî ïðîòèâîðå÷èò äàííûì
ëèòåðàòóðû, ñîãëàñíî êîòîðûì íóêëåîôîñìèí èìååò ñèã-
íàë ÿäåðíîãî ýêñïîðòà è ó÷àñòâóåò â òðàíñïîðòå ðèáîñî-
ìàëüíûõ áåëêîâ èç ÿäðà â öèòîïëàçìó, ÷òî ïðåäïîëàãàåò
ïðèñóòñòâèå Â23 â öèòîïëàçìå êëåòîê (Lindstrom, 2011;
Pfister, D’Mello, 2015). Îòñóòñòâèå ðåàêöèè íà íóêëåîôîñ-
ìèí â ñëó÷àå êëåòîê-çåðåí ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî òåì,
÷òî êîíöåíòðàöèÿ Â23 â öèòîïëàçìå äàííûõ êëåòîê íåäî-
ñòàòî÷íà äëÿ åãî âûÿâëåíèÿ ìåòîäàìè èììóíîöèòîõèìèè.

Èíòåðåñíûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû íàìè ïðè îäíî-
âðåìåííîì âûÿâëåíèè â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí íóêëåîôîñ-
ìèíà è ãèñòîíà H4K20me3, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì
ðåïðåññèðîâàííîãî õðîìàòèíà (Jørgensen et al., 2013).
Â äàííîì èññëåäîâàíèè ïðè ïîñòàíîâêå äâîéíîé ðåàêöèè
íà áåëîê Â23 è ãèñòîí H4K20me3 ìû îòìåòèëè ïðèñóòñò-
âèå çîí ñîâïàäåíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ â ÿäðûø-
êàõ è íóêëåîïëàçìå êëåòîê-çåðåí, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñò-
âîâàòü î êîëîêàëèçàöèè èçó÷àåìûõ áåëêîâ. Ðàíåå Ëàôàð-
ãà ñ ñîàâòîðàìè (Lafarga et al., 1989) ïîêàçàëè, ÷òî â ðÿäå
ñëó÷àåâ ïåðèíóêëåîëÿðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, îêðóæàþ-
ùèé ÿäðûøêî, ôîðìèðóåò âûïÿ÷èâàíèå — õðîìàòèíî-
âóþ íîæêó (chromatin pedicle), êîòîðàÿ ïðîõîäèò ÷åðåç
ÏÔÊ è êàñàåòñÿ ôèáðèëëÿðíîãî öåíòðà ÿäðûøêà. Íàáëþ-
äàåìàÿ íàìè ÷àñòè÷íàÿ êîëîêàëèçàöèÿ ÿäðûøêîâîãî íóê-
ëåîôîñìèíà è ãèñòîíà H4K20me3 ìîæåò áûòü îáúÿñíåíà
èìåííî ôîðìèðîâàíèåì ïîäîáíîãî ðîäà âûïÿ÷èâàíèÿ ñî
ñòîðîíû ïåðèíóêëåîëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà â ÿäðûø-
êî. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå òåì, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ íà-
áëþäàåìàÿ íàìè çîíà êîëîêàëèçàöèè Â23 è H4K20me3
çàêàí÷èâàëàñü èìåííî íà ãðàíèöå ñ îáëàñòüþ ïðåäïîëàãà-
åìîãî ÔÖ. Çíà÷åíèå îáíàðóæåííîé íàìè â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ ïîëíîé êîëîêàëèçàöèè ÿäðûøêîâîãî Â23 è ãèñ-
òîíà H4K20me3 îñòàåòñÿ íå äî êîíöà ïîíÿòíûì.

Ñêîïëåíèÿ âíåÿäðûøêîâîãî íóêëåîôîñìèíà òàêæå
íåðåäêî áûëè êîëîêàëèçîâàíû ñ ãëûáêàìè ãåòåðîõðîìà-
òèíà. Âîçìîæíî, òàêàÿ êîëîêàëèçàöèÿ ÿâëÿåòñÿ ñâèäå-
òåëüñòâîì ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
ýòèõ äâóõ áåëêîâ. Â ïîëüçó äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñâè-
äåòåëüñòâóåò òîò ôàêò, ÷òî íóêëåîôîñìèí îáëàäàåò ñàéòà-
ìè ñâÿçûâàíèÿ ñ òåòðàìåðîì ãèñòîíîâ Í4-Í3, äèìåðîì
ãèñòîíîâ Í2À-Í2Â, à òàêæå ëèíêåðíûì ãèñòîíîì Í1.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñâÿçûâàÿñü ñ ãèñòîíàìè, íóêëåîôîñ-
ìèí ôóíêöèîíèðóåò êàê øàïåðîí, ó÷àñòâóÿ â ôîðìèðîâà-
íèè íóêëåîñîìíîé ÷àñòèöû è íóêëåîñîìû â öåëîì (Oku-
waki et al., 2001; Frehlick et al., 2007; Gadad et al., 2011).

Òàêèì îáðàçîì, â ðàìêàõ ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû
íàìè âïåðâûå áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ðàñïðåäåëå-
íèÿ áåëêà íóêëåîôîñìèíà â ÿäðàõ êëåòîê-çåðåí êîðû ìîç-
æå÷êà êðûñû è èçó÷åí õàðàêòåð âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ
íóêëåîôîñìèíà è ãèñòîíà H4K20me3. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
îñíîâíûì ìåñòîì ëîêàëèçàöèè íóêëåîôîñìèíà ÿâëÿåòñÿ
ÿäðûøêî êëåòîê-çåðåí. Ïðè ýòîì â ñîñòàâå ÿäðûøêà áûëà
îáíàðóæåíà îáëàñòü, íå ñîäåðæàùàÿ áåëêà Â23, êîòîðàÿ,
âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ ôèáðèëëÿðíûì öåíòðîì. Áûëî îòìå-
÷åíî, ÷òî ÿäðûøêî âñåãäà àññîöèèðîâàíî ñ ãëûáêàìè ïå-
ðèíóêëåîëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, ñîäåðæàùåãî ãèñòîí
H4K20me3. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ îêîëîÿäðûøêîâûé
ãåòåðîõðîìàòèí ôîðìèðóåò âûïÿ÷èâàíèå ðàçíîé ãëóáèíû
âíóòðü ÿäðûøêà. Âíåÿäðûøêîâûå ñêîïëåíèÿ Â23 â íóê-
ëåîïëàçìå òàêæå ÷àñòî áûëè êîëîêàëèçîâàíû ñ ãëûáêàìè
H4K20me3-ñîäåðæàùåãî ãåòåðîõðîìàòèíà, îäíàêî áûëî
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îòìå÷åíî íàëè÷èå ñêîïëåíèé âíåÿäðûøêîâîãî Â23, íå àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ ãåòåðîõðîìàòèíîì. Â öåëîì ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû âíîñÿò ñóùåñòâåííîå äîïîëíåíèå â èìå-
þùèåñÿ ïðåäñòàâëåíèÿ î ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé
îðãàíèçàöèè ÿäðà êëåòîê-çåðåí êîðû ìîçæå÷êà.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ãðèãîðüåâ È. Ï., Êîðæåâñêèé Ä. Ý., Ñóõîðóêîâà Å. Ã., Ãó-
ñåëüíèêîâà Â. Â., Êèðèê Î. Â. 2015. Âíóòðèÿäåðíûå óáèêâè-
òèí-èììóíîïîçèòèâíûå ñòðóêòóðû íåéðîíîâ ÷åðíîãî âåùåñòâà
ãîëîâíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà. Öèòîëîãèÿ. 57 (11) : 780—787. (Gri-
goriev I. P., Korzhevskii D. E., Sukhorukova E. G., Gusel’niko-
va V. V., Kirik O. V. 2016. Intranuclear ubiquitin-immunopositive
structures in human substantia nigra neurons. Cell Tissue Biol. 10 :
29—36.)

Çåíèò-Æóðàâëåâà Å. Ã., Ïîëêîâíè÷åíêî Å. Ì., Ëóøíèêî-
âà À. À., Òðåùàëèíà Å. Ì., Áóêàåâà È. À., Ðàéõëèí Í. Ò. 2012.
Íóêëåîôîçìèí è íóêëåîëèí: êîäèðóþùèå ãåíû è ýêñïðåññèÿ â
ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. Ìîëåêóëÿð. ìåä. 4 :
24—31. (Zenit-Zhuravleva E. G., Polkovnichenko E. M., Lushniko-
va A. A., Treshchalina E. M., Bukaeva I. A., Raikhlin N. T. 2012.
Nucleophosmin and nucleolin: encoding genes and expression in
various human and animal tissues. Mol. Med. 4 : 24—31.)

Êóðàíîâà Ì. Ë., Ïëåñêà÷ Í. Ì., Ëåäàùåâà Ò. À., Ìèõåëü-
ñîí Â. Ì., Ñïèâàê È. Ì. 2014. Ìîçàè÷íûå ôîðìû àòàêñèè-òåëå-
àíãèýêòàçèè. Öèòîëîãèÿ. 56 (8) : 619—629. (Kuranova M. L.,
Pleskach N. M., Ledashcheva T. A., Mikhelson V. M., Spivak I. M.
2015. Mosaic forms of ataxia telangiectasia. Cell Tissue Biol.
9 (1) : 53—63.)

Abbott R. D., Nelson J. S., Ross G. W., Uyehara-Lock J. H.,
Tanner C. M., Masaki K. H., Launer L. J., White L. R., Petro-
vitch H. 2017. Marinesco bodies and substantia nigra neuron densi-
ty in Parkinson’s disease. Neuropathol. Appl. Neurobiol. 43 :
621—630.

Beach T. G., Walker D. G., Sue L. I., Newell A., Adler C. C.,
Joyce J. N. 2004. Substantia nigra Marinesco bodies are associated
with decreased striatal expression of dopaminergic markers. J. Ne-
uropathol. Exp. Neurol. 63 : 329—337.

Borgen E., Naume B., Nesland J. M., Kvalheim G., Beiske K.,
Fodstad Ø., Diel I., Solomayer E.-F., Theocharous P., Coom-
bes R. C., Smith B. M., Wunder E., Marolleau J.-P., Garcia J., Pan-
tel K. 1999. Standardization of the immunocytochemical detection
of cancer cells in BM and blood. I. Establishment of objective cri-
teria for the evaluation of immunostained cells. Cytotherapy. 1 :
377—388.

Feric M., Vaidya N., Harmon T. S., Mitrea D. M., Zhu L., Ri-
chardson T. M., Kriwacki R. W., Pappu R. V., Brangwynne C. P.
2016. Coexisting liquid phases underlie nucleolar subcompart-
ments. Cell. 165 : 1686—1697.

Fišerová J., Efenberková M., Sieger T., Maninová M., Uhlíøo-
vá J., Hozák P. 2017. Chromatin organization at the nuclear peri-
phery as revealed by image analysis of structured illumination mic-
roscopy data. J. Cell Sci. 130 : 2066—2077.

Frehlick L. J., Eirín-López J. M., Ausió J. 2007. New insights
into the nucleophosmin/nucleoplasmin family of nuclear chapero-
nes. Bioessays. 29 : 49—59.

Gadad S. S., Senapati P., Syed S. H., Rajan R. E., Shandilya J.,
Swaminathan V., Chatterjee S., Colombo E., Dimitrov S., Pelic-
ci P. G., Ranga U., Kundu T. K. 2011. The multifunctional protein
nucleophosmin (NPM1) is a human linker histone H1 chaperone.
Biochemistry. 50 : 2780—2789.

Jørgensen S., Schotta G., Sørensen C. S. 2013. Histone H4 ly-
sine 20 methylation: key player in epigenetic regulation of genomic
integrity. Nucleic Acids Res. 41 : 2797—2806.

Klein A. P., Ulmer J. L., Quinet S. A., Mathews V., Mark L. P.
2016. Nonmotor functions of the Cerebellum: an introduction.
AJNR Amer. J. Neuroradiol. 37 : 1005—1009.

Kolbe K., Bukhari H., Loosse C., Leonhardt G., Glotzbach A.,
Pawlas M., Hess K., Theiss C., Muller T. 2016. Extensive nuclear
sphere generation in the human Alzheimer’s brain. Neurobiol.
Aging. 48 : 103—113.

Korzhevskii D. E., Gusel’nikova V. V., Kirik O. V., Sukhoruko-
va E. G., Grigorev I. P. 2017. The spatial organization of the intra-
nuclear structures of human brain dopaminergic neurons. Acta Na-
turae. 9 : 20—27.

Korzhevskii D. E., Sukhorukova E. G., Kirik O. V., Grigi-
rev I. P. 2015. Immunohistochemical demonstration of specific an-
tigens in the human brain fixed in zinc-ethanol-formaldehude. Eur.
J. Histochem. 59 : 233—237.

Kotova E. S., Akopov S. B., Sverdlov E. D., Nikolaev L. 2014.
Transcription factor CTCF and mammalian genome organization.
Biopolym. Cell. 30 : 260—272.

Lafarga M., Berciano M. T., Hervas J. P., Villegas J. 1989.
Nucleolar organization in granule cell neurons of the rat cerebel-
lum. J. Neurocytol. 18 : 19—26.

Lindström M. S. 2011. NPM1/B23 : a multifunctional chapero-
ne in ribosome biogenesis and chromatin remodeling. Biochem.
Res. Int. 2011 : 195—209.

Okuwaki M., Matsumoto K., Tsujimoto M., Nagata K. 2001.
Function of nucleophosmin/B23, a nucleolar acidic protein, as a
histone chaperone. FEBS Lett. 506 : 272—276.

Pfister J. A., D’Mello S. R. 2015. Insights into the regulation
of neuronal viability by nucleophosmin/B23. Exp. Biol. Med.
(Maywood). 240 : 774—786.

Popa L. S., Hewitt A. L., Ebner T. J. 2014. The cerebellum for
jocks and nerds alike. Front. Syst. Neurosci. 8 : 1—13.

Sarna J. R., Hawkes R. 2003. Patterned Purkinje cell death in
the cerebellum. Prog. Neurobiol. 70 : 473—507.

Schotta G., Lachner M., Sarma K., Ebert A., Sengupta R., Reu-
ter G., Reinberg D., Jenuwein T. 2004. A silencing pathway to in-
duce H3-K9 and H4-K20 trimethylation at constitutive heterochro-
matin. Genes Develop. 18 : 1251—1262.

Strick P. L., Dum R. P., Fiez J. A. 2009. Cerebellum and non-
motor function. Annu. Rev. Neurosci. 32 : 413—434.

Woulfe J. M. 2007. Abnormalities of the nucleus and nuclear
inclusions in neurodegenerative disease: a work in progress. Neuro-
pathol. Appl. Neurobiol. 33 : 2—42.

Woulfe J. 2008. Nuclear bodies in neurodegenerative disease.
Biochim. biophys. acta. 1783 : 2195—2206.

Yusufzai T. M., Tagami H., Nakatani Y., Felsenfeld G. 2004.
CTCF tethers an insulator to subnuclear sites, suggesting shared in-
sulator mechanisms across species. Mol. Cell. 13 : 291—298.

Ïîñòóïèëà 27 IV 2018

Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ íóêëåîôîñìèíà (B23) è òðèìåòèëèðîâàííîãî ïî ëèçèíó 20 ãèñòîíà H4... 637



THE DISTRIBUTION OF THE NUCLEOPHOSMIN (B23) AND HISTONE H4K20me3

IN THE GRANULE CELLS OF THE RAT CEREBELLAR CORTEX
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The investigation of co-distribution of nucleophosmin (B23) and histone H4K20me3 in the rat cerebellar
granule cells was the purpose of this study. The cerebellum samples of an adult male Wistar rats (n = 8) were
used as the material for the study. The distribution features of the nucleophosmin in cerebellar granule cells we-
re explored using immunocytochemistry and confocal laser microscopy at the first time. It was shown that nuc-
leolus is the main site of nucleophosmin localization. As a part of the nucleolus, a region was found that is cha-
racterized by absence of B23 protein in it and is presumably a fibrillar center. In addition to the nucleolus, nuc-
leophosmin was detected (in a smaller amount) in the nucleoplasm of the granule cells. Using the method of
confocal laser microscopy and three-dimensional reconstruction, we demonstrated the presence of colocalizati-
on zones of the B23 protein and histone H4K20me3 within the nucleolus and nucleoplasm of the granule cells.
It was shown that histone H4K20me3 is part of the perinucleolar heterochromatin from which deep protrusions
of various depths often extend into the nucleolus. Extranucleolar nucleophosmin clusters were also often colo-
calized with heterochromatin clumps. However, there were also non-nucleolus clusters of nucleophosmin
which were not associated with heterochromatin clumps. The obtained results make a significant addition to the
content of the structural and functional organization of the nuclei of the cerebellar granule cells.

K e y w o r d s: granule cells, cerebellum, nucleophosmin (B23), histone H4K20me3, nucleolus, hetero-
chromatin, immunohistochemistry, confocal microscopy
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