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Îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà â êëåòî÷íîì öèêëå Amoeba proteus

Âïåðâûå ÿäåðíûé öèêë ó êðóïíûõ ïðåñíîâîäíûõ àìåá Amoeba proteus èññëåäîâàëè ìåòîäîì îïòè-
÷åñêîé òîìîãðàôèè. ßäðà, ôèêñèðîâàííûå in situ â êëåòêàõ ñèíõðîíèçèðîâàííîé êóëüòóðû, îêðàøèâàëè
DAPI è èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà. Òðåõìåðíûå
èçîáðàæåíèÿ âíóòðèÿäåðíîãî õðîìàòèíà ïîäðîáíî àíàëèçèðîâàëè íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ÿäåðíîãî öèêëà.
Ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë â ñîâîêóïíîñòè ñ èìåþùèìèñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûìè ïîçâîëÿåò ñîâåðøåííî
ïî-íîâîìó ïðåäñòàâèòü äèíàìèêó ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà â êëåòî÷íîì öèêëå A. proteus. Ñäåëàíî
çàêëþ÷åíèå, ÷òî ó àìåá èìååò ìåñòî äâóõýòàïíàÿ èíòåðôàçà è ìèòîç îñîáîãî òèïà, íå ñîîòâåòñòâóþùèé
íè îäíîìó èç èçâåñòíûõ òèïîâ â ñóùåñòâóþùåé êëàññèôèêàöèè ìèòîçîâ. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå,
÷òî â öèêëå ïðîèñõîäèò àìïëèôèêàöèÿ õðîìîñîì è (èëè) èõ ó÷àñòêîâ, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ èìåþ-
ùèìèñÿ äàííûìè î ãèïåððåïëèêàöèè ÿäåðíîé ÄÍÊ â êëåòî÷íîì öèêëå A. proteus. Èç-çà àìïëèôèêàöèè
÷èñëî õðîìîñîì ìîæåò áûòü ðàçíûì íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ öèêëà, ÷òî ïîçâîëÿåò îáúÿñíèòü ñóùåñòâóþùèå
â ëèòåðàòóðå ïðîòèâîðå÷èÿ â îöåíêå ÷èñëà õðîìîñîì ó ýòîãî âèäà. Ýëèìèíàöèÿ «èçáûòî÷íîé» ÄÍÊ ïðî-
èñõîäèò ãëàâíûì îáðàçîì íà ýòàïå ïåðåõîäà îò ïðîôàçû ê ïðîìåòàôàçå. Íàêîíåö, îñîáåííîñòè ïîâåäå-
íèÿ õðîìîñîì â ìèòîçå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî ìíîãèå èç íèõ, åñëè íå âñå, îòíîñÿòñÿ ê ãîëîöåíòðè÷å-
ñêîìó òèïó.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Amoeba proteus, ÿäåðíûé öèêë, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îïòè÷åñêàÿ òî-
ìîãðàôèÿ, îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà.

Ñâîáîäíîæèâóùèå àìåáû, ãëàâíûì îáðàçîì Amoeba
proteus è áëèçêèå âèäû, óæå áîëüøå äâóõ ñòîëåòèé ñëó-
æàò ìîäåëüþ ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè â ìíîãî÷èñëåííûõ
è ðàçíîîáðàçíûõ öèòîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ. Ðåçóëü-
òàòàì ýòèõ èññëåäîâàíèé âðåìÿ îò âðåìåíè ïîñâÿùàëèñü
ñïåöèàëüíûå ñâîäêè è îáçîðû (Jeon, 1973, 1995; Yudin,
1990). Â 1959 ã. æóðíàë «Annals of the NewYork Academy
of Sciences» ïîñâÿòèë ñïåöèàëüíûé âûïóñê (òîì 78) ðå-
çóëüòàòàì èññëåäîâàíèé áèîëîãèè àìåáû ðàçíûõ àâòîðîâ.
Îäíàêî äî ñèõ ïîð öåëûé ðÿä êëþ÷åâûõ ìîìåíòîâ â áèî-
ëîãèè ýòèõ îáëèãàòíî àãàìíûõ ïðîñòåéøèõ îñòàåòñÿ íå-
ðàñøèôðîâàííûì. Â ÷àñòíîñòè, ýòî êàñàåòñÿ ôóíäàìåí-
òàëüíûõ ïðîáëåì ñòðóêòóðû è ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè èõ ÿäåð. Òàê, ó A. proteus â ÿäåðíîì öèêëå îòñóòñòâóåò
ôàçà G1, è ñèíòåç ÄÍÊ íà÷èíàåòñÿ ñðàçó ïîñëå äåëåíèÿ
êëåòêè (Ord, 1968; Ron, Prescott, 1969; Prescott, 1987). Îá-
íàðóæåíî çàãàäî÷íîå ÿâëåíèå ãèïåððåïëèêàöèè ÿäåðíîé
ÄÍÊ — ê êîíöó ÿäåðíîãî öèêëà êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â ÿäðå
ìîæåò áîëåå ÷åì âòðîå ïðåâûøàòü òàêîâîå â íà÷àëå öèê-
ëà, îäíàêî â äàëüíåéøåì «èçáûòî÷íàÿ» ÄÍÊ ýëèìèíèðó-
åòñÿ (Makhlin et al., 1979; Àôîíüêèí, 1983; Ìàõëèí, 1987,
1993; Afon’kin, 1989). Ïðåîáëàäàþùàÿ äîëÿ íàñëåäñòâåí-
íîé ìåæêëîíîâîé èçìåí÷èâîñòè õîòÿ è êîíòðîëèðóåòñÿ
ÿäðîì êëåòêè, íî èìååò, ïî âñåé âèäèìîñòè, ýïèãåíåòè÷å-
ñêóþ ïðèðîäó (Þäèí, 1982).

Íàêîíåö, äî ñèõ ïîð íåò åäèíîãî ìíåíèÿ î ÷èñëå õðî-
ìîñîì. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî õðîìîñîìû A. proteus î÷åíü
ìåëêèå, èõ ÷èñëî äîñòèãàåò 500 èëè áîëåå (Ord, 1973;

Yudin, 1990; Ìàðàõîâà è äð., 1993; Ìàõëèí, 1993), íî ýòè
äàííûå íîñÿò ëèøü ïðåäïîëîæèòåëüíûé õàðàêòåð. Îñòà-
åòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ è îá óðîâíå ïëîèäíîñòè ó ýòîãî
âèäà, õîòÿ ïîëèïëîèäíîñòü ÿäðà ó ýòèõ îðãàíèçìîâ íåîä-
íîêðàòíî «ïîäîçðåâàëè» (Ord, 1973; Raikov, 1982; Afon’-
kin, 1989; Ìàõëèí, 1993). Ñïèñîê ìîæíî ïðîäîëæèòü, è
ñîâåðøåííî ÿñíî, ÷òî ýòîò êëàññè÷åñêèé ìîäåëüíûé îáú-
åêò ïðåäîñòàâëÿåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ äàëüíåé-
øèõ èññëåäîâàíèé.

Ñòðîåíèå ÿäðà, ñòðóêòóðó õðîìàòèíà è õðîìîñîìíûé
àïïàðàò A. proteus äî ñèõ ïîð èññëåäîâàëè òðàäèöèîííû-
ìè ìåòîäàìè ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (Lies-
che, 1938; Roth et al., 1960; Roth, 1967; Daniels, 1973; Fli-
ckinger, 1974; Goldstein, Ko, 1978; Ord, 1979; Gromov,
1985; Page, 1986). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ ïîÿâëåíèåì íîâûõ
ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ è îáðàáîòêè ìèêðîñêîïè÷åñêèõ äàí-
íûõ, â ÷àñòíîñòè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè, òåõíîëî-
ãèè îïòè÷åñêîé òîìîãðàôèè îáúåêòà è ïîëó÷åíèÿ òðåõ-
ìåðíûõ (3D) èçîáðàæåíèé, ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü ïåðå-
èññëåäîâàòü èìåþùèåñÿ ïðîòèâîðå÷èâûå äàííûå î
ñòðóêòóðå è äèíàìèêå õðîìàòèíà â ÿäðå A. proteus íà ïðî-
òÿæåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Çàäà÷ó îáëåã÷àåò íåäàâíî
ðàçðàáîòàííûé íàìè íîâûé ìåòîä ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê
â êóëüòóðå è î÷èñòêè öèòîïëàçìû àìåá îò îñòàòêîâ ïèùå-
âàðèòåëüíûõ âàêóîëåé (Podlipaeva et al., 2013). Â íàñòîÿ-
ùåé ñòàòüå ïðåäñòàâëåíû ïåðâûå ðåçóëüòàòû îïòè÷åñêîé
òîìîãðàôèè ÿäðà A. proteus íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ÿäåðíîãî
öèêëà.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàëè êëåòêè àìåá Amoeba proteus øòàììà
«Â» èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Goodkov
et al., 2014). Àìåá êóëüòèâèðîâàëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòî-
äèêå íà ìèíåðàëüíîé ñðåäå Ïðåñêîòòà (Prescott, Carrier,
1964) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, êàæäûå 48 ÷ êîðìèëè
èíôóçîðèÿìè Tetrahymena pyriformis GL (Þäèí, 1975).

Íå ìåíåå ÷åì çà 72 ÷ äî ïðîâåäåíèÿ ôèêñàöèè êîðì-
ëåíèå èíôóçîðèÿìè ïðåêðàùàëè è ïðîèçâîäèëè òðåõêðàò-
íóþ ñìåíó ñðåäû. Çàòåì àìåá ïåðåâîäèëè íà íîâûé ðå-
æèì ïèòàíèÿ, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ñðåäû áåëîê ïåðåïå-
ëèíûõ ÿèö, ðàçáàâëåííûé ñðåäîé Ïðåñêîòòà â ïðîïîðöèè
1 : 2, ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé íàìè ðàíåå (Podlipaeva
et al., 2013). Â òàêîé ñðåäå àìåáû ïåðåõîäÿò ê ïèòàíèþ
ìàêðîïèíîöèòîçîì, à èõ öèòîïëàçìà ïîñòåïåííî î÷èùà-
åòñÿ îò îñòàòêîâ ïèùåâàðèòåëüíûõ âàêóîëåé. Ïðè ýòîì
ïðîèñõîäèò ïî÷òè 80%-íàÿ ñèíõðîíèçàöèÿ êëåòîê â êóëü-
òóðå ïî ÿäåðíîìó öèêëó. Çàòåì òàêèõ àìåá ôèêñèðîâàëè
ïîñëå îòìûâêè ñâåæåé ñðåäîé Ïðåñêîòòà.

Èçãîòîâëåíèå ïðåïàðàòîâ îñóùåñòâëÿëè ïî ìåòîäó,
ðàçðàáîòàííîìó äëÿ êëåòîê íàñåêîìûõ (Hulsebos et al.,
1984). Ñãóùåííóþ ñóñïåíçèþ àìåá â ñðåäå Ïðåñêîòòà ñ
ïîìîùüþ ìèêðîïèïåòêè íàíîñèëè íà æåëàòèíèçèðîâàí-
íîå ïðåäìåòíîå ñòåêëî. Çàòåì áûñòðî íàêðûâàëè êëåòêè
ïîêðîâíûì ñòåêëîì 24�24 ìì, îáðàáîòàííûì ñèëèêîíîì
SL-2 (Sigma, ÑØÀ), è ìÿãêî ïðèäàâëèâàëè, îòòÿãèâàÿ
ëèøíþþ æèäêîñòü. Ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò êëåòîê íåìåä-
ëåííî ïîãðóæàëè â æèäêèé àçîò. Ïîñëå 4—5 ñ îõëàæäå-
íèÿ ïðåïàðàò èçâëåêàëè èç àçîòà è ñ ïîìîùüþ áðèòâåííî-
ãî ëåçâèÿ áûñòðî îòäåëÿëè îò íåãî ïîêðîâíîå ñòåêëî.
Ñðàçó ïîñëå ýòîãî êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 2%-íîì ðàñòâî-
ðå ôîðìàëüäåãèäà, ïðèãîòîâëåííîãî èç ïàðàôîðìàëüäåãè-
äà (Sigma, ÑØÀ), íà 96%-íîì ýòàíîëå â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îòìûâêè ïðåïàðàòà
â òðåõ ñìåíàõ PBS îñóùåñòâëÿëè ïåðìåàáèëèçàöèþ êëå-
òîê 0.5%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì íåïîëÿðíîãî äåòåðãåíòà
Triton X-100 (Ferak, Ãåðìàíèÿ). Ïîñëå îòìûâêè äåòåðãåí-
òà â ñâåæåé ïîðöèè PBS êëåòêè îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ
DAPI (AppliChem, Ãåðìàíèÿ) — AT-ñïåöèôè÷íîãî ôëóî-
ðåñöèðóþùåãî êðàñèòåëÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Èñïîëüçî-
âàëè ñâåæåïðèãîòîâëåííûé ðàáî÷èé ðàñòâîð DAPI
(1 ìêã/ìë) íà áóôåðå Ìàê-Èëâåéíà (pH 7.0). Çàêëþ÷åí-
íûå â ãëèöåðèí ïðåïàðàòû õðàíèëè ïðè –20 °Ñ äî èñïîëü-
çîâàíèÿ.

Ïåðâè÷íûé îòáîð êëåòîê íà ïðåïàðàòå äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåãî àíàëèçà íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ôàçîâîãî êîíòðàñòà íà ìèêðîñêîïå Lei-
ca DM2500 (Leica Wetzlar GmbH, Ãåðìàíèÿ). Èçîáðàæå-
íèÿ ñåðèéíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ÿäåð, îêðàøåííûõ DAPI
(òîëùèíîé 0.05 ìêì), ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíî-
ãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SP5
(Leica Wetzlar GmbH, Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ
100�/1.4 ÌÈ.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ 3D-ðåêîíñòðóêöèé ÿäåð, îêðàøåííûõ
DAPI, èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó ImageJ (http://ima-
gej.nih.gov/ij/), à òàêæå äîïîëíèòåëüíûé ìîäóëü ImageJ
3D Viewer (http://3dviewer.neurofly.de/). Âñòðîåííûé ìî-
äóëü ïîçâîëÿåò âðàùàòü ðåêîíñòðóêöèþ ÿäðà ñëåâà íà-
ïðàâî ïî îñè Y êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà, äîïîëíèòåëü-
íûé ìîäóëü ìîæåò ýòî äåëàòü ïî ëþáîé èç îñåé â ëþáîì
íàïðàâëåíèè. Âìåñòå ñ òåì äîïîëíèòåëüíûé ìîäóëü ñî-
äåðæèò â ñåáå ôèëüòð ñèãíàëîâ, êîòîðûé ïî óìîë÷àíèþ
óñòàíîâëåí íà ìèíèìóì. Îäíàêî äàæå ïðè òàêîé óñòàíîâ-
êå ImageJ 3D Viewer îòñåêàåò êàê «øóì» âñå ñòðóêòóðû

äèôôóçíîãî õðîìàòèíà, êîòîðûå õîðîøî ðåãèñòðèðóþòñÿ
ñ ïîìîùüþ âñòðîåííîãî ìîäóëÿ.

Îáà ìîäóëÿ ìîãóò ðàáîòàòü â íåñêîëüêèõ ðåæèìàõ.
Ìû ïðîòåñòèðîâàëè âñå èç íèõ ïðèìåíèòåëüíî ê íàøåé
çàäà÷å — èññëåäîâàíèþ àðõèòåêòóðû õðîìàòèíîâûõ
ñòðóêòóð êëåòî÷íîãî ÿäðà A. proteus. Îêàçàëîñü, ÷òî
âñòðîåííûé ìîäóëü îïòèìàëüíûì îáðàçîì ðàáîòàåò â
ñòàíäàðòíîì ðåæèìå (brightest spot) ñ âêëþ÷åíèåì èíòåð-
ïîëÿöèè (interpolate) äàííûõ. Àíàëîãè÷íàÿ ñèòóàöèÿ — ñ
ImageJ 3D Viewer, îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå ñòàíäàðòíûé ðå-
æèì (volume) ëó÷øå âñåãî äîïîëíèòü ââåäåíèåì â èçîá-
ðàæåíèå ñèñòåìû êîîðäèíàò.

Ñèëüíî óïëîùåííûå íàòèâíûå ÿäðà A. proteus ãîðàç-
äî ïðîùå ïîääàþòñÿ ñòðóêòóðíîìó àíàëèçó ñ ïîìîùüþ
ðåêîíñòðóêöèè ìåòîäàìè îïòè÷åñêîé òîìîãðàôèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ ýëëèïñîèäíûìè èëè ñôåðîèäíûìè ÿäðàìè
äðóãèõ êëåòîê. Ïîýòîìó îêàçûâàåòñÿ, ÷òî äîñòàòî÷íî
îáîéòèñü ñîïîñòàâëåíèåì îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîãî ÷èñ-
ëà 3D-ïðîåêöèé. Â äàëüíåéøåì íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ áîëåå
óäîáíûì âìåñòî óïîòðåáëåíèÿ ñëîâ «3D-ïðîåêöèÿ» èñ-
ïîëüçîâàòü ñëîâî «ðàêóðñ», õîòÿ îñíîâíîé ñìûñë ýòîãî
ñëîâà â ðóññêîì ÿçûêå íåñêîëüêî èíîé.

Àðõèòåêòóðó õðîìàòèíà óïëîùåííûõ ÿäåð àìåá ïðî-
ùå âñåãî èíòåðïðåòèðîâàòü ïðè ðàññìàòðèâàíèè èõ â íå-
ñêîëüêèõ ðàêóðñàõ. Âî-ïåðâûõ, ýòî âèä ñâåðõó è ñíèçó íà
øèðîêóþ ñòîðîíó ÿäðà; â ìîðôîìåòðèè — ýòî âèä íà
ïëîñêîñòè ÿäðà XY è -XY, êîòîðûå çàäàþòñÿ ïåðåñå÷åíè-
åì åãî áîëüøîãî è ìàëîãî äèàìåòðîâ. Ïðè ýòîì âåðõîì
ìîæíî ñ÷èòàòü ñòîðîíó ÿäðà, êîòîðàÿ áëèæå ê àïèêàëü-
íîé ïîâåðõíîñòè êëåòêè, à íèçîì — òó, ÷òî áëèæå ê åå áà-
çàëüíîé ïîâåðõíîñòè (ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà).
Âî-âòîðûõ, ýòî âèä íà óçêóþ ñòîðîíó ÿäðà, òî÷íåå íà
ïëîñêîñòè ÿäðà YZ, -YZ, XZ è -XZ, êîòîðûå ïåðïåíäèêó-
ëÿðíî ïåðåñåêàþò ëèíèè áîëüøîãî è ìàëîãî äèàìåòðîâ è
ïëîñêîñòè XY è -XY. Â-òðåòüèõ, æåëàòåëüíî ðàññìîòðåòü
ÿäðî â òàíãåíöèàëüíîì ðàêóðñå, ò. å. â òàêîì ïîëîæåíèè,
êîãäà êðîìå øèðîêîé (óçêîé) ñòîðîíû ïîä íåáîëüøèì
óãëîì âèäíà åùå è åãî óçêàÿ ñòîðîíà (÷àñòü øèðîêîé).
Óêàçàííûå ðàêóðñû ìû óñëîâíî îáîçíà÷èëè êàê àïèêàëü-
íûé, áàçàëüíûé, ïîïåðå÷íûé è òàíãåíöèàëüíûé ñîîòâåò-
ñòâåííî.

×òî êàñàåòñÿ ñîïîñòàâëåíèÿ èçîáðàæåíèé ñõîäíûõ
ðàêóðñîâ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ðàçíûõ ìîäóëåé, îòìå-
òèì, ÷òî ÷èñëî ðàêóðñîâ, êîòîðûå ìîæíî ïîëó÷èòü ñ ïî-
ìîùüþ âñòðîåííîãî ìîäóëÿ, ðàâíî ÷èñëó îïòè÷åñêèõ ñåê-
öèé. Â íàøåì ñëó÷àå èõ áûëî 36. Äîïîëíèòåëüíûé ìî-
äóëü äàåò âîçìîæíîñòü ïîëó÷àòü ìíîãîêðàòíî áîëüøåå
÷èñëî èçîáðàæåíèé ïðàêòè÷åñêè ëþáûõ ðàêóðñîâ êëåòî÷-
íîãî ÿäðà. Îäíàêî â îáîèõ ñëó÷àÿõ äàëåêî íå âñå èç íèõ
îêàçûâàþòñÿ äîñòàòî÷íî èíôîðìàòèâíûìè â ñèëó ïàäå-
íèÿ ðàçðåøåíèÿ õðîìàòèíîâûõ ñòðóêòóð. Ïî ýòîé ïðè÷è-
íå êîëè÷åñòâî èíôîðìàòèâíûõ ðàêóðñîâ â ñëó÷àå âñòðî-
åííîãî ìîäóëÿ ñíèæàåòñÿ äî äåâÿòè: àïèêàëüíîãî, òàíãåí-
öèàëüíî-àïèêàëüíîãî, äâóõ ïðàêòè÷åñêè çåðêàëüíî
ñèììåòðè÷íûõ ïîïåðå÷íûõ, äâóõ ïî÷òè çåðêàëüíî ñèì-
ìåòðè÷íûõ òàíãåíöèàëüíî-ïîïåðå÷íûõ, äâóõ ïîõîæèõ
äðóã íà äðóãà òàíãåíöèàëüíî-áàçàëüíûõ è îäíîãî áàçàëü-
íîãî ðàêóðñà. Åñëè ïðåíåáðå÷ü ñèììåòðè÷íûìè è ñëàáî
îòëè÷èìûìè èçîáðàæåíèÿìè, òî îñòàíåòñÿ âñåãî øåñòü
«ïîëåçíûõ» ðàêóðñîâ. Ýòî ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîå ÷èñëî
ðàêóðñîâ, êîòîðîå èìååò ñìûñë àíàëèçèðîâàòü ïðè î÷åíü
äåòàëüíîì èññëåäîâàíèè àðõèòåêòîíèêè õðîìàòèíîâûõ
ñòðóêòóð. Åñëè æå òàêàÿ çàäà÷à íå ñòàâèòñÿ, òî äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ îáùåé êàðòèíû îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà îêàçûâàåò-
ñÿ âïîëíå äîñòàòî÷íî ÷åòûðåõ ðàêóðñîâ — àïèêàëüíîãî,
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ïîïåðå÷íîãî, îäíîãî èç òàíãåíöèàëüíûõ è áàçàëüíîãî.
Ïîýòîìó ìû îòáèðàëè ýòè ÷åòûðå 3D-ïðîåêöèè ÿäðà.
Êàæäûé îòîáðàííûé ðàêóðñ ñîõðàíÿëè â êà÷åñòâå îòäåëü-
íîãî èçîáðàæåíèÿ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Íåîá-
õîäèìóþ îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé (óäàëåíèå «øóìîâ»,
óñèëåíèå êîíòðàñòà è ò. ï.) ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû Adobe Photoshop 7.0, êàê áûëî ïîäðîáíî îïèñàíî
ðàíåå (Demin et al., 2011).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðè îïèñàíèè è àíàëèçå ñòðóêòóðû õðîìàòèíà ñëåäó-
åò èìåòü â âèäó ñïåöèôè÷åñêèå îñîáåííîñòè ìîðôîëîãèè
ÿäåð è ïðîòåêàíèÿ ÿäåðíîãî öèêëà ó Amoeba proteus.

Êàê èçâåñòíî, èíòàêòíîå ÿäðî àìåáû ìîæåò èìåòü
ôîðìó îò ïðàâèëüíîé äèñêîâèäíîé äî âûòÿíóòîé îâàëü-
íîé èëè íåïðàâèëüíîé èçîãíóòîé ñ íåáîëüøèìè âûñòó-
ïàìè ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Íåïîñðåäñòâåííî ïîä âíóòðåí-
íåé ìåìáðàíîé ÿäåðíîé îáîëî÷êè ðàñïîëàãàåòñÿ îòíîñè-
òåëüíî òîëñòûé ñëîé ïðîñòðàíñòâåííîîðãàíèçîâàííîãî
ôèáðèëëÿðíîãî ìàòåðèàëà — òàê íàçûâàåìûé ñîòîâûé
ñëîé (Daniels, 1973; Gromov, 1985; Page, 1986). Â ÿäðå ñî-
äåðæèòñÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ âíóò-
ðèÿäåðíûõ òåëåö íåïðàâèëüíîé ôîðìû, áîëüøèíñòâî êî-
òîðûõ ðàñïîëàãàåòñÿ íà ïåðèôåðèè ÿäðà. Â ëèòåðàòóðå
ýòè îáðàçîâàíèÿ íàçûâàþòñÿ «ÿäðûøêàìè» èëè «ÿäðûø-
êîïîäîáíûìè» òåëüöàìè, îäíàêî èõ ìîëåêóëÿðíàÿ ïðèðî-
äà äî ñèõ ïîð îêîí÷àòåëüíî íå èçó÷åíà (Áîðèñåíêî è äð.,
2010).

ßäåðíûé öèêë A. proteus õàðàêòåðèçóåòñÿ ñëåäóþùè-
ìè îñîáåííîñòÿìè.

1. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ôàçà G1 â ìèòîòè÷åñêîì öèêëå ëèáî
âîâñå îòñóòñòâóåò (ñèíòåç ÄÍÊ íà÷èíàåòñÿ ñðàçó ïîñëå
äåëåíèÿ êëåòîê), ëèáî î÷åíü êðàòêîâðåìåííà, íå áîëåå
15 ìèí (Ord, 1968, 1971; Ron, Prescott, 1969; Ìàõëèí,
1987, 1993; Prescott, 1987).

2. Îòñóòñòâóåò ÷åòêàÿ ãðàíèöà ôàçû S, è ñèíòåç ÄÍÊ
íåðåäêî ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ âïëîòü äî äåëåíèÿ (Spear,
Prescott, 1980; Prescott, 1987; Ìàõëèí, 1993).

3. Â õîäå ðåïëèêàòèâíîãî öèêëà ó A. proteus ïðîèñõî-
äèò áîëåå ÷åì äâóêðàòíîå, à èíîãäà è áåëåå ÷åì òðåõêðàò-
íîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÿäðàìè
ìîëîäûõ êëåòîê ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ìèòîçà (Makhlin et al.,
1979; Àôîíüêèí, 1983; Ìàõëèí, 1987, 1993). Îäíàêî òà-
êîå «ãèïåðïëîèäíîå» ñîñòîÿíèå ÿäðà ÿâëÿåòñÿ âðåìåí-
íûì, è âïîñëåäñòâèè ÷àñòü ÄÍÊ êàêèì-òî îáðàçîì ýëèìè-
íèðóåòñÿ, òàê ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå åå êîëè÷åñòâî íà÷èíà-
åò ïðèáëèæàòüñÿ ê óäâîåííîìó. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýòî
ïðîèñõîäèò íà ñòàäèè G2, íî íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî è
ïîçæå, íàïðèìåð, â ïðîôàçå.

4. Ó A. proteus, ñîãëàñíî Ãðîìîâó (Gromov, 1985),
ïðîèñõîäèò ìèòîòè÷åñêàÿ êîíäåíñàöèÿ õðîìîñîì. Â óêà-
çàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷å-
ñêîå èçîáðàæåíèå òàíãåíöèàëüíîãî ñðåçà ìåòàôàçíîé
ïëàñòèíêè ñ ïëîòíî óïàêîâàííûìè êîðîòêèìè õðîìîñî-
ìàìè è îòõîäÿùèìè îò íèõ â îäíó ñòîðîíó ìèêðîòðóáî÷-
êàìè âåðåòåíà. Öåíòðîâ îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê ïðè
ýòîì íå íàéäåíî. Â ìåòàôàçíîì ÿäðå îòñóòñòâóþò âíóòðè-
ÿäåðíûå òåëüöà è «ñîòîâûé ñëîé», íî ñîõðàíÿþòñÿ îá-
øèðíûå ôðàãìåíòû ÿäåðíîé îáîëî÷êè.

Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âïîëíå î÷åâèäíûì, ÷òî çà ñ÷åò ìèòî-
òè÷åñêîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è «èñ÷åçíîâåíèÿ» èç-
áûòî÷íîé ÄÍÊ ïîçäíåïðîôàçíûå ÿäðà áóäóò èìåòü ñóùå-
ñòâåííî ìåíüøèå ðàçìåðû, ÷åì èíòåðôàçíûå ÿäðà â êîíöå

ôàçû S è íà÷àëå ôàçû G2, à òàêæå ñîäåðæàòü áîëåå êîí-
äåíñèðîâàííûå è óêîðî÷åííûå õðîìîñîìû, ÷åì ëþáûå
èíòåðôàçíûå ÿäðà. Ñêàçàííîãî âûøå âïîëíå äîñòàòî÷íî
äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïðîôàçíûõ ÿäåð íà ïðåïàðàòàõ. Êàê
îêàçàëîñü, îíè ñîîòâåòñòâóþò ÿäðàì ñ âûñòóïàìè. Ðåçóëü-
òàòû ðåêîíñòðóêöèè àïèêàëüíîãî, ïîïåðå÷íîãî, òàíãåí-
öèàëüíîãî è áàçàëüíîãî ðàêóðñîâ ïðîôàçíîãî ÿäðà ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Àðõèòåêòóðà ÿäåðíîãî õðîìàòèíà â àïèêàëüíîì ðà-
êóðñå ïðåäñòàâëåíà íà ðåêîíñòðóêöèÿõ, âûïîëíåííûõ ñ
ïîìîùüþ âñòðîåííîãî (ðèñ. 1, à) è äîïîëíèòåëüíîãî
(ðèñ. 1, a) ìîäóëåé. Áëàãîäàðÿ ãðàôó êîîðäèíàòíîé îñè
âèäíî, ÷òî àïèêàëüíàÿ ïîâåðõíîñòü ÿäðà ðàñïîëàãàåòñÿ
ïîä óãëîì ê ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà (îñè XY
ìèêðîñêîïà). Íà ïåðèôåðèè ÿäðà ðàñïîëàãàþòñÿ îòíîñè-
òåëüíî êðóïíûå õðîìîñîìîïîäîáíûå ôèáðèëëû ðàçíîé
äëèíû. Îíè èìåþò õðîìîìåðîïîäîáíóþ (áóñîâèäíóþ)
ñòðóêòóðó. Íà ðåêîíñòðóêöèè, ïîëó÷åííîé âñòðîåííûì
ìîäóëåì, îò÷åòëèâî âèäíî, ÷òî òàêèå ôèáðèëëû îêðóæå-
íû 0.5-ìèêðîìåòðîâûì ñëîåì äèôôóçíîãî õðîìàòèíà. Íà
ðåêîíñòðóêöèè, ñãåíåðèðîâàííîé äîïîëíèòåëüíûì ìîäó-
ëåì, äèôôóçíûé ñëîé õðîìàòèíà îòñóòñòâóåò, îäíàêî íà
ðàññòîÿíèè îêîëî 0.5 ìêì îò ïåðèôåðè÷åñêèõ ôèáðèëë
êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà âûÿâëÿþòñÿ îáîñîáëåí-
íûå ìèíè-ôîêóñû DAPI-ôëóîðåñöåíöèè, ìàðêèðóþùèå
èõ íàðóæíóþ ãðàíèöó. Ñêîðåå âñåãî, òàêîå óñòðîéñòâî
ïåðèôåðèéíûõ õðîìîñîìîïîäîáíûõ ôèáðèëë ñâèäå-
òåëüñòâóåò î íàëè÷èè â íèõ ëàòåðàëüíûõ õðîìàòèíîâûõ
ïåòåëü, ÷àñòü èç êîòîðûõ çàÿêîðèâàåòñÿ íà ÿäåðíîé îáî-
ëî÷êå.

Öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü ÿäðà äîñòàòî÷íî ðûõëî çàïîëíåíà
áîëåå òîíêèìè è êîðîòêèìè õðîìîñîìîïîäîáíûìè ôèá-
ðèëëàìè êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà. Áîëüøèíñòâî èç
íèõ òàêæå èìååò áóñîâèäíóþ ñòðóêòóðó. Êðîìå ýòèõ òå-
ëåö çäåñü âñòðå÷àþòñÿ êîðîòêèå íèòè ñëàáî îêðàøåííîãî
õðîìàòèíà. Ýòè íèòè ëó÷øå ðàçðåøàþòñÿ âñòðîåííûì
ìîäóëåì, òîãäà êàê äîïîëíèòåëüíûé ìîäóëü èõ îáû÷íî
«âû÷èùàåò», ïðèíèìàÿ çà «øóì». Îáùåå ÷èñëî õðîìîñî-
ìîïîäîáíûõ ôèáðèëë â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ÿäðà ìîæíî
îöåíèòü â 5—7 äåñÿòêîâ, òîãäà êàê ÷èñëî ïåðèôåðèé-
íûõ — íå áîëåå 2 äåñÿòêîâ.

Â âåðõíåé ÷àñòè èçîáðàæåíèÿ ÿäðà è â åãî öåíòðàëü-
íîé ÷àñòè ðàñïîëàãàþòñÿ àõðîìàòèíîâûå äîìåíû. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè çàïîëíåíû âíóòðèÿäåðíûìè òåëü-
öàìè. Ïî íàøèì äàííûì, ïîëó÷åííûì â õîäå ïðèæèçíåí-
íûõ íàáëþäåíèé êëåòîê àìåá èçó÷àåìîãî øòàììà «B» ñ
èñïîëüçîâàíèåì DIC-ìèêðîñêîïèè è îáúåêòèâà 100�
ÌÈ, òàêèå òåëüöà âî ìíîæåñòâå ïðîñìàòðèâàþòñÿ âíóòðè
ÿäåð ñ âûñòóïàìè. Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî êîëüöî èç
ïåðèôåðè÷åñêèõ õðîìîñîìíûõ ôèáðèëë â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ïðîñòðàíñòâåííî îáîñîáëåíî îò îñòàëüíîãî õðî-
ìàòèíà.

Ïîïåðå÷íûé è òàíãåíöèàëüíî-ïîïåðå÷íûé ðàêóðñû
ÿäðà, ðåêîíñòðóèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ êàê âñòðîåííîãî
(ðèñ. 1, á, â), òàê è äîïîëíèòåëüíîãî (ðèñ. 1, áR, âR) 3D-ìî-
äóëåé ïðîãðàììû ImageJ, îò÷åòëèâî äåìîíñòðèðóþò
äâóõñëîéíóþ îðãàíèçàöèþ õðîìàòèíà ïðîôàçíîãî ÿäðà.
Âåðõíèé — áîëåå òîíêèé è øèðîêèé ñëîé â ýòèõ ðàêóð-
ñàõ — âûãëÿäèò êàê ñïëîøíîé. Îí ñîñòîèò èç äèôôóçíî-
ãî (ðàçðûõëåííîãî) õðîìàòèíà è èíêîðïîðèðîâàííûõ â
íåãî áóñîâèäíûõ ñòðóêòóð êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòè-
íà. Î÷åâèäíî, ÷òî òàêàÿ êàðòèíà âîçíèêàåò â ðåçóëüòàòå
íàëîæåíèÿ èçîáðàæåíèé õðîìîñîìîïîäîáíûõ áóñîâèä-
íûõ ñòðóêòóð, êîòîðûå íàõîäèëèñü íà ïåðèôåðèè ÿäðà â
åãî àïèêàëüíîì ðàêóðñå. Â ñâÿçè ñ îáèëèåì ñòðóêòóð äèô-
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ôóçíîãî õðîìàòèíà ýòîò ñëîé ëó÷øå âèäåí íà ðåêîíñò-
ðóêöèÿõ, ïîëó÷åííûõ âñòðîåííûì ìîäóëåì. Íèæíèé
ñëîé — íà äàííîì èçîáðàæåíèè áîëåå êîðîòêèé è òîë-
ñòûé — íå âûãëÿäèò ñïëîøíûì: îí ñîñòîèò èç íåïëîòíî
ïðèìûêàþùèõ äðóã ê äðóãó áóñîâèäíûõ è íèòåâèäíûõ
ôèáðèëë êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà äèàìåòðîì ïî-
ðÿäêà 0.5—1.0 ìêì. Ýòè ñòðóêòóðû ïî âíåøíåìó âèäó ñî-
îòâåòñòâóþò õðîìàòèíîâûì êîìïîíåíòàì öåíòðàëüíîé
÷àñòè àïèêàëüíîãî ðàêóðñà ÿäðà.

Îáà âíóòðèÿäåðíûõ ñëîÿ õðîìàòèíà íåïîñðåäñòâåííî
ïðèìûêàþò äðóã ê äðóãó è íå èìåþò ñêîëüêî-íèáóäü çà-
ìåòíûõ ó÷àñòêîâ ïåðåêðûòèÿ. Ïëîùàäü ÿäðà íà ïðåäñòàâ-
ëåííîì èçîáðàæåíèè åãî ïîïåðå÷íîãî ðàêóðñà ñîñòàâëÿåò
îêîëî 700 ìêì2, ïðè ýòîì ïðèáëèçèòåëüíî 350 ìêì2 èç
íèõ ïðèõîäèòñÿ íà ñëîé, ñîñòîÿùèé èç ñòðóêòóð êîíäåí-
ñèðîâàííîãî õðîìàòèíà.

Àõðîìàòèíîâûå äîìåíû, çàðåãèñòðèðîâàííûå íàìè
íà èçîáðàæåíèè àïèêàëüíîãî ðàêóðñà ïðîôàçíîãî ÿäðà,
íå ðàçðåøàþòñÿ íà èçîáðàæåíèÿõ ïîïåðå÷íîãî è òàíãåí-
öèàëüíî-ïîïåðå÷íîãî ðàêóðñîâ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ

âñòðîåííîãî 3D-ìîäóëÿ. Òàêóþ âîçìîæíîñòü, îäíàêî,
äàåò ImageJ 3D Viewer, ïîñêîëüêó îí â îòëè÷èå âñòðîåí-
íîãî ìîäóëÿ íå èìååò îãðàíè÷åíèé â âûáîðå òî÷êè îáçîðà
ÿäðà. Íà ïîëó÷åííîì ñ åãî ïîìîùüþ èçîáðàæåíèè XZ-ðà-
êóðñà ÿäðà (ðèñ. 1, âR) õîðîøî âèäíî, ÷òî ïåðèôåðè÷åñêèé
àõðîìàòèíîâûé äîìåí íà÷èíàåòñÿ íèæå ñëîÿ äèôôóçíîãî
õðîìàòèíà è çàõîäèò ãëóáîêî âíóòðü ñëîÿ êîíäåíñèðî-
âàííîãî õðîìàòèíà.

Àðõèòåêòóðà õðîìàòèíîâûõ ñòðóêòóð íà èçîáðàæåíè-
ÿõ áàçàëüíîãî ðàêóðñà ÿäðà (ðèñ. 1, ã, ãR) â îñíîâíîì çåð-
êàëüíî ñèììåòðè÷íî ñîâïàäàåò ñ òàêîâîé íà èçîáðàæåíè-
ÿõ àïèêàëüíîãî ðàêóðñà (ðèñ. 1, à, àR). Âìåñòå ñ òåì åñòü è
íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ. Áàçàëüíûé ðàêóðñ ÿäðà íà ðåêîíñò-
ðóêöèÿõ, âûïîëíåííûõ ImageJ 3D Viewer, ñîäåðæèò íå-
áîëüøóþ îò÷åòëèâóþ çîíó ïëîòíî êîíäåíñèðîâàííîãî
õðîìàòèíà, èëè õðîìîöåíòð, êîòîðûé íåñêîëüêî õóæå
ðàçðåøàåòñÿ íà èçîáðàæåíèÿõ àïèêàëüíîãî ðàêóðñà
(ðèñ. 1, àR, ãR, ñòðåëêè). Õðîìîöåíòð ñîñòîèò èç òåñíî ïðè-
ëåãàþùèõ äðóã ê äðóãó ïàëî÷êîâèäíûõ ôèáðèëë êîíäåí-
ñèðîâàííîãî õðîìàòèíà äèàìåòðîì ïîðÿäêà 1.0—1.5 ìêì.

816 Ñ. Þ. Äåìèí è äð.

Ðèñ. 1. Îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà â ÿäðå Amoeba proteus â ïðîôàçå ìèòîçà ñ ðàçëè÷íûõ ðàêóðñîâ.

à—ã — èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ âñòðîåííîãî 3D-ìîäóëÿ ïðîãðàììû ImageJ; à�—ã�— èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ äîïîëíè-
òåëüíîãî ìîäóëÿ ImageJ 3D Viewer. Ñòðåëêè — õðîìîöåíòð. Ïîÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå. Çäåñü è íà ðèñ. 2—6 ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



Êëåòî÷íîå ÿäðî â ïðîìåòàôàçå, êàê è â ïðîôàçå, ñî-
äåðæèò âûñòóïû, êîòîðûå õîðîøî âèäíû ñî ñòîðîíû
ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè ÿäðà (ðèñ. 2, à, â). Íà ïåðèôåðèè
ÿäðà ðàñïîëàãàåòñÿ õðîìîöåíòð, ñîñòîÿùèé èç íåñêîëü-
êèõ ñóáäîìåíîâ (ðèñ. 2, ã, ñòðåëêà). Ñïëîøíîé ñëîé äèô-
ôóçíîãî õðîìàòèíà â ïðîìåòàôàçíîì ÿäðå íå âûÿâëÿåòñÿ.
Íà èçîáðàæåíèÿõ ïîïåðå÷íîãî ðàêóðñà ÿäðà (îñîáåííî â
ïëîñêîñòè YZ, ðèñ. 2, á) õîðîøî âèäíî, ÷òî âñå ïðîìåòà-
ôàçíîå ÿäðî ïî ñòðóêòóðå õðîìàòèíà ñîîòâåòñòâóåò ñëîþ
êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà, âûÿâëÿåìîìó â ïðîôàçíîì
ÿäðå. Òàêàÿ êàðòèíà âíóòðèÿäåðíîé îðãàíèçàöèè ìîæåò âîç-
íèêàòü, íàïðèìåð, âñëåäñòâèå ýëèìèíàöèè â êîíöå ïðîôàçû
ñëîÿ ðàçðûõëåííîãî õðîìàòèíà. Ýòî ïðèâîäèò ê íåêîòîðîìó
óìåíüøåíèþ ðàçìåðîâ ÿäðà: ïëîùàäü âñåãî ïðîìåòàôàçíî-
ãî ÿäðà íà èçîáðàæåíèè åãî ïîïåðå÷íîãî ðàêóðñà â ïëîñêî-
ñòè XZ (ðèñ. 2, ã) ñîñòàâëÿåò îêîëî 320 ìêì2, ÷òî ïðàêòè÷å-
ñêè ñîîòâåòñòâóåò ïëîùàäè ñëîÿ, ñîñòîÿùåãî èç ñòðóêòóð
êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà â ïðîôàçå (350 ìêì2).

Ïëîùàäü àõðîìàòèíîâîãî äîìåíà â öåíòðàëüíîé ÷àñ-
òè ïðîìåòàôàçíîãî ÿäðà çàìåòíî áîëüøå, ÷åì â ïðîôàçå,
÷òî, ñêîðåå âñåãî, îáóñëîâëåíî ïðîöåññîì ìèòîòè÷åñêîé
êîíäåíñàöèè õðîìîñîì, à òàêæå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
êîíãðåññèåé (ñõîæäåíèåì) õðîìîñîì â ìåòàôàçíóþ ïëàñ-
òèíêó. Ïåðåìåùåíèå õðîìîñîì íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîÿâ-
ëåíèåì L- è êðþêîîáðàçíûõ ôèáðèëë êîíäåíñèðîâàííîãî
õðîìàòèíà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè ëîêàëüíî-
ãî êèíåòîõîðà, ïî êðàéíåé ìåðå ó áoëüøåé ÷àñòè õðîìî-
ñîì. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ìíîãèå, åñëè íå âñå, õðîìîñîìû â
íàáîðå A. proteus ãîëîöåíòðè÷åñêèå. Òàêèå õðîìîñîìû,
êàê èçâåñòíî, ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ íèòÿìè âåðåòåíà
äåëåíèÿ îäíîâðåìåííî â íåñêîëüêèõ òî÷êàõ (Melters et al.,
2012; Bure &s et al., 2013).

Àðõèòåêòóðà õðîìàòèíà â ÿäðå A. proteus â ìåòà- è
àíà-òåëîôàçå ìèòîçà ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 3. Â ïåðèîä

ìàêñèìàëüíîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà â ðàííåé ìåòàôàçå
ÿäðî ñèëüíî óïëîùàåòñÿ. Ïëîùàäü ÿäðà â ïîïåðå÷íîì ðà-
êóðñå (ðèñ. 3, â) ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîìåòàôàçîé ñíèæàåòñÿ
â 2.7 ðàçà (120 è 320 ìêì2 ñîîòâåòñòâåííî). Ïëîùàäü
ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè ìåòàôàçíîãî ÿäðà ñîñòàâëÿåò îêîëî
300 ìêì2 , ÷òî ïî÷òè â 2.5 ðàçà ìåíüøå, ÷åì â ïðîôàçå.
Äèàìåòð îêðóãëîé ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè ñîñòàâëÿåò ïðè-
áëèçèòåëüíî 16—17 ìêì. Ðàñïðåäåëåíèå õðîìîñîì â ìå-
òàôàçíîé ïëàñòèíêå íåîäíîðîäíîå (ðèñ. 3, à, á, ã, ä).
Á*oëüøàÿ èõ ÷àñòü, â òîì ÷èñëå âñå äëèííûå õðîìîñî-
ìû, ñîñðåäîòî÷åíû íà ïåðèôåðèè ÿäðà. Âíóòðè ïëàñ-
òèíêè ïðîñìàòðèâàþòñÿ ðåäêî ëåæàùèå ìèíè-ôîêóñû

Îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà â êëåòî÷íîì öèêëå Amoeba proteus 817

Ðèñ. 2. Îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà â ÿäðå Amoeba proteus â ïðîìå-
òàôàçå ñ ðàçëè÷íûõ ðàêóðñîâ (à—ã).

Ñòðåëêà — õðîìîöåíòð. Ïîÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.

Ðèñ. 3. Îðãàíèçàöèÿ õðîìàòèíà â ÿäðàõ Amoeba proteus â ìåòà- è àíà-òåëîôàçå ñ ðàçëè÷íûõ ðàêóðñîâ.

à—ä — ðàííÿÿ ìåòàôàçà, å—ê — ïîçäíÿÿ ìåòàôàçà, ë—ï — àíà-òåëîôàçà. Ïîÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



DAPI-ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûå, âîçìîæíî, ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ìåëêèå õðîìîñîìû íàáîðà. ×èñëî òàêèõ ôîêóñîâ
íå ïðåâûøàåò ïîëóòîðà-äâóõ äåñÿòêîâ. Àõðîìàòèíîâûé
äîìåí íà ýòîé ñòàäèè â ðàññìàòðèâàåìûõ ðàêóðñàõ çàíè-
ìàåò íå ìåíåå 70 % ïëîùàäè ÿäðà. Íà èçîáðàæåíèè ïîïå-
ðå÷íîãî ðàêóðñà ìåòàôàçíîãî ÿäðà âèäíî, ÷òî ÷àñòü òåñíî
êîíòàêòèðóþùèõ õðîìîñîì îðèåíòèðîâàíà ïîïåðåê ÿäðà
(ðèñ. 3, â), òîãäà êàê îñòàëüíûå, ñóäÿ ïî âñåìó, îðèåí-
òèðîâàíû â ïëîñêîñòè ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè èëè ïîä íå-
áîëüøèì óãëîì ê íåé.

Â ïîçäíåé ìåòàôàçå (ðèñ. 3, å—ê) ïðàêòè÷åñêè âñå
õðîìîñîìû íàáîðà îêàçûâàþòñÿ îðèåíòèðîâàííûìè â
ïëîñêîñòè ïëàñòèíêè. Õðîìîñîìû áîëåå ðàâíîìåðíî ðàñ-
ïðåäåëÿþòñÿ ïî âñåé ïëîñêîñòè ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè, çà
èñêëþ÷åíèåì åå öåíòðàëüíîé çîíû, â êîòîðîé ñîõðàíÿåò-
ñÿ îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé àõðîìàòèíîâûé äîìåí. Íà
ýòîé ñòàäèè ìèòîçà íåêîòîðàÿ ÷àñòü ïåðèôåðè÷åñêèõ õðî-
ìîñîì íàáîðà ëîêàëüíî äåêîíäåíñèðóåòñÿ, ïðèîáðåòàÿ
áóñîâèäíóþ ñòðóêòóðó. Ëîêàëüíàÿ äåêîíäåíñàöèÿ õðîìà-
òèíà ïðèâîäèò ê íåçíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ ðàçìåðîâ
ïîçäíåìåòàôàçíîãî ÿäðà â ïðîäîëüíîì è ïîïåðå÷íîì íà-
ïðàâëåíèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàííåìåòàôàçíûì. Õðîìîñî-
ìû â ïîçäíåé ìåòàôàçå çàìåòíî îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà
ïî ðàçìåðàì è ðèñóíêó õðîìîìåðîâ, êîòîðûå â ñâîþ î÷å-
ðåäü òàêæå ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ìåæäó ñîáîé ïî äèàìåòðó è
óðîâíþ DAPI-ôëóîðåñöåíöèè. Îäíàêî ðàçáðîñ èíäèâèäó-
àëüíûõ õðîìîñîì â ïëàñòèíêå, âèäèìûé íà ïîëó÷åííûõ
íàìè èçîáðàæåíèÿõ, íåäîñòàòî÷åí äëÿ èõ òî÷íîãî ïîäñ÷å-
òà. Òåì íå ìåíåå ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ïî ìàêñèìàëüíûì
îöåíêàì èõ íèêàê íå áîëåå 50—70.

Îðèåíòàöèÿ õðîìîñîì â ïëîñêîñòè ïëàñòèíêè, à òàê-
æå ñèëüíî óïëîùåííàÿ ôîðìà ÿäåð â ïîñëåäóþùèõ ôàçàõ
(àíà- è òåëî-) ìèòîçà (ðèñ. 3, ë—ï) óêàçûâàþò íà âåðîÿò-
íûé ìåõàíèçì îáîñîáëåíèÿ äî÷åðíèõ íàáîðîâ õðîìîñîì
çà ñ÷åò îäíîìîìåíòíîé ñåãðåãàöèè ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä
ïî âñåé äëèíå õðîìîñîì. Êàê ðàç òàêîãî ðîäà ñåãðåãàöèÿ

ìîæåò ïðîèñõîäèòü â ñëó÷àå ãîëîöåíòðè÷åñêèõ õðîìî-
ñîì. Åñëè ïðèíÿòü, ÷òî áàçàëüíàÿ è àïèêàëüíàÿ ïîâåðõ-
íîñòè ïîçäíåìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè àñèììåòðè÷íû â
îòíîøåíèè êîíòàêòîâ õðîìîñîì ñ ÿäåðíîé îáîëî÷êîé, òî
äëÿ åå ðàñùåïëåíèÿ äîñòàòî÷íî îäíîïîëþñíîãî âåðåòåíà
äåëåíèÿ. Êàê ìû óæå óïîìèíàëè âûøå, èìåííî òàêàÿ êàð-
òèíà îäíîñòîðîííåãî êîíòàêòà ìèêðîòðóáî÷åê âåðåòåíà ñ
ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêîé áûëà ïîêàçàíà ðàíåå íà ýëåêòðî-
íîãðàììå ìåòàôàçíîãî ÿäðà àìåá òîãî æå ñàìîãî øòàììà
A. proteus (Gromov, 1985).

Ñóäÿ ïî ïîëó÷åííûì ðåêîíñòðóêöèÿì (ðèñ. 3, ë—ï),
õðîìàòèí â äî÷åðíèõ àíà-òåëîôàçíûõ ÿäðàõ äåêîíäåíñè-
ðóåòñÿ àñèììåòðè÷íî: îäíî ÿäðî ñîäåðæèò çàìåòíî áîëü-
øå êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà, ÷åì äðóãîå. Íà èçîá-
ðàæåíèÿõ àïèêàëüíîãî è ïîïåðå÷íîãî ðàêóðñîâ ïëîùàäü
îäíîãî ÿäðà ñîñòàâëÿåò îêîëî 500 è 290 ìêì2, à ïëîùàäü
äðóãîãî — 520 è 370 ìêì2 ñîîòâåòñòâåííî. Ïðîöåíòíîå
óâåëè÷åíèå ïðîäîëüíûõ è ïîïåðå÷íûõ ðàçìåðîâ äî÷åð-
íèõ ÿäåð ïî ñðàâíåíèþ ñ ÿäðàìè â ïîçäíåé ìåòàôàçå
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî äåêîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà â àíà-òå-
ëîôàçå ïðîèñõîäèò äîñòàòî÷íî áûñòðî. Íà ïåðèôåðèè
ÿäåð íàõîäèòñÿ îò÷åòëèâûé ñëîé ìèíè-ôîêóñîâ DAPI-
ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûé, ñêîðåå âñåãî, ñôîðìèðîâàí ëà-
òåðàëüíûìè ïåòëÿìè õðîìàòèíà, ôèêñèðîâàííûìè íà
âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ÿäåðíîé îáîëî÷êè. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî èìåííî çäåñü ðàñïîëàãàþòñÿ ñàéòû ïåð-
âè÷íîé òðàíñêðèïöèè õðîìàòèíà âî âíîâü ñôîðìèðîâàí-
íûõ ÿäðàõ.

Ôîðìèðóþùèåñÿ äî÷åðíèå ÿäðà ñèëüíî óïëîùåíû è
ðàñïîëàãàþòñÿ íà îäíîé ëèíèè, íî ðàçâåðíóòû ïî÷òè ïîä
ïðÿìûì óãëîì äðóã ê äðóãó (ðèñ. 3, ë—ï), òàíäåìíîé àñ-
ñîöèàöèè õðîìîöåíòðîâ â íèõ íå íàáëþäàåòñÿ. Ýòî ñâè-
äåòåëüñòâóåò î ñèëüíîì ðàñòÿãèâàþùåì è âðàùàþùåì
ìîìåíòå, âîçíèêàþùåì â õîäå ñåãðåãàöèè äî÷åðíèõ íàáî-
ðîâ õðîìîñîì â àíà-òåëîôàçå ìèòîçà.

Óïëîùåííîå äî÷åðíåå ïîñòìèòîòè÷åñêîå ÿäðî ïî
ñâîåé âíóòðåííåé îðãàíèçàöèè âåñüìà ñõîäíî ñ òåëîôàç-
íûì ÿäðîì, îäíàêî ïëîùàäü åãî ïðîåêöèè â àïèêàëüíîì è
áàçàëüíîì ðàêóðñàõ âîçðàñòàåò ïî÷òè âäâîå (ðèñ. 4). Òàê,
ó ÿäåð, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 4 è 3, îíà ñîñòàâëÿåò ïî-
ðÿäêà 1200 è 500 ìêì2 ñîîòâåòñòâåííî. Â ñâÿçè ñ ýòèì èí-
òåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî, êàê áûëî ïîêàçàíî íà êëåòêàõ ìíî-
ãîêëåòî÷íûõ æèâîòíûõ, ïðè ñõîäíîé òåêñòóðå õðîìàòèíà
è ôîðìå ÿäðà óâåëè÷åíèå åãî ïëîùàäè ïðÿìî ïðîïîðöèî-
íàëüíî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ (Flaj &shans et al., 2011). Âñå ñêà-
çàííîå âïîëíå ñîãëàñóåòñÿ ñ ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëå-
íèåì î òîì, ÷òî ôàçà G1 â ìèòîòè÷åñêîì öèêëå A. proteus
îòñóòñòâóåò è ñèíòåç ÄÍÊ íà÷èíàåòñÿ ñðàçó ïîñëå äåëå-
íèÿ (Ord, 1968; Ron, Prescott, 1969; Prescott, 1987; Ìàõ-
ëèí, 1993).

Íà èçîáðàæåíèÿõ àïèêàëüíîãî, ïîïåðå÷íî-áàçàëüíîãî
è áàçàëüíîãî ðàêóðñîâ ïîñòìèòîòè÷åñêîãî ÿäðà àìåáû
âèäíî (ðèñ. 4, à, â, ã), ÷òî íà ïåðèôåðèè ÿäðà, êàê è â
àíà-òåëîôàçå, ïðèñóòñòâóåò ïåðèôåðè÷åñêèé DAPI-ïîçè-
òèâíûé ñëîé ñî ñëàáûì óðîâíåì ôëóîðåñöåíöèè. Èçîáðà-
æåíèå ïîïåðå÷íîãî ðàêóðñà (ðèñ. 4, á) ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî äèôôóçíûé ñëîé è ïðèëåãàþùèé ê íåìó ñëîé
êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà â ýòîì ðàêóðñå èìåþò
ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêîâóþ òîëùèíó. Òàêèì îáðàçîì,
ïðàêòè÷åñêè ñðàçó ïîñëå ìèòîçà ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëå-
íèå õàðàêòåðíîé äâóõñëîéíîé îðãàíèçàöèè óïëîùåííîãî
ÿäðà A. proteus, êàê ýòî áûëî îïèñàíî âûøå äëÿ ïðîôàç-
íîãî ÿäðà.

Êðîìå äâóõ îòíîñèòåëüíî êðóïíûõ àõðîìàòèíîâûõ
äîìåíîâ (îêîëî 20 è 15 ìêì2 íà èçîáðàæåíèÿõ àïèêàëüíî-
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ãî, ïîïåðå÷íî-áàçàëüíîãî è áàçàëüíîãî ðàêóðñîâ) â ÿäðå
ðàçëè÷èì åùå îäèí, áîëåå ìåëêèé àõðîìàòèíîâûé äîìåí
(îêîëî 3 ìêì2). Õðîìàòèí ïðåäñòàâëåí ïðèìûêàþùèìè
äðóã ê äðóãó îòíîñèòåëüíî êîðîòêèìè áóñîâèäíûìè ôèá-
ðèëëàìè, êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî óðîâíþ
ôëóîðåñöåíöèè. Ïðèðîäà ïåðèôåðè÷åñêîãî äèôôóçíîãî
õðîìàòèíà ïîêà îñòàåòñÿ íåÿñíîé. Ýòî ìîãóò áûòü êàê
äëèííûå ïåòëè ñëàáî óïàêîâàííîãî õðîìàòèíà, òàê è îò-
íîñèòåëüíî êîðîòêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìïëèôèöèðî-
âàííîé ÄÍÊ ãåíîâ «äîìàøíåãî õîçÿéñòâà».

Èíòåðôàçíîå ÿäðî àìåáû íà èçîáðàæåíèÿõ åãî àïèêà-
ëüíîãî, ïîïåðå÷íî-áàçàëüíîãî è áàçàëüíîãî ðàêóðñîâ
(ðèñ. 5, à, â, ã) èìååò íåðîâíûå âîëíèñòûå î÷åðòàíèÿ ñ âû-
ñòóïàìè, çàïîëíåííûìè ìàòåðèàëîì äèôôóçíîãî õðîìà-
òèíà ñ íåâûñîêèì óðîâíåì DAPI-ôëóîðåñöåíöèè. Ïëî-
ùàäü ïîâåðõíîñòè ÿäðà, ïðåäñòàâëåííîãî íà ðèñ. 5, à, â, ã,
ñîñòàâëÿåò îêîëî 1200 ìêì2. Ïëîùàäü åãî öåíòðàëüíîãî
äîìåíà, çàíÿòîãî ôèáðèëëàìè êîìïàêòíîãî õðîìàòèíà,
ñîñòàâëÿåò îêîëî 700 ìêì2 (ò. å. îêîëî 60 % îò îáùåé
ïëîùàäè ÿäðà). Íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà
ýòè ìåòðèêè ñîñòàâëÿëè ïðèáëèçèòåëüíî 1200 è 970 ìêì2

ñîîòâåòñòâåííî (îêîëî 82 % îò îáùåé ïëîùàäè ÿäðà). Òà-
êèì îáðàçîì, ïåðåõîä îò ïîñòìèòîòè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ê
ñëåäóþùåìó ýòàïó èíòåðôàçû íå äàåò ñêîëüêî-íèáóäü çà-
ìåòíîãî èçìåíåíèÿ ïëîùàäè âñåé ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè
ÿäðà, íî ïðèâîäèò ïî÷òè ê 40%-íîìó ñíèæåíèþ ïëîùàäè
äîìåíà êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà â ðàññìàòðèâàå-
ìûõ ðàêóðñàõ. Â òî æå âðåìÿ ïëîùàäü ïðîåêöèè ÿäðà è
ïëîùàäü ïðîåêöèè äîìåíà êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà
â ïîïåðå÷íîì ðàêóðñå (ðèñ. 5, á) óâåëè÷èâàþòñÿ ïî÷òè íà
30 %. Ñóäÿ ïî ðåêîíñòðóêöèè ïîïåðå÷íîãî ðàêóðñà ÿäðà
(ðèñ. 5, á), ïåðèôåðè÷åñêèé ñëîé äèôôóçíîãî õðîìàòèíà
îõâàòûâàåò äîìåí êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà ñî âñåõ
ñòîðîí, õîòÿ ñî ñòîðîíû ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè ÿäðà îí ñó-
ùåñòâåííî òîíüøå.

Àíàëèç ñòðóêòóðû ïåðèôåðè÷åñêîãî ñëîÿ ÿäåð ãîâî-
ðèò î òîì, ÷òî îí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðûõëóþ ñåòü ñëàáî
ïåðåêðûâàþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé áóñîâèäíûõ ôèáðèëë
õðîìàòèíà. Ñóäÿ ïî íåâûñîêîìó óðîâíþ DAPI-ôëóîðåñ-
öåíöèè è ðàçìåðàì åäèíè÷íûõ ôèáðèëë ñåòè, îíà ñôîð-
ìèðîâàíà îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèì ÷èñëîì äëèííûõ ñëà-
áî êîìïàêòèçèðîâàííûõ õðîìîñîì. Òàêàÿ îðãàíèçàöèÿ
õàðàêòåðíà äëÿ àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåìûõ õðîìîñîì, íà
ïåðèôåðèè êîòîðûõ ñëåäóåò îæèäàòü ïîâûøåííîé êîí-

öåíòðàöèè ñèíòåçèðóþùèõñÿ è ñîçðåâàþùèõ òðàíñêðèï-
òîâ.

Äîìåí êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà íà ýòîé ñòàäèè
íå ÿâëÿåòñÿ îäíîðîäíûì. Îí ñîäåðæèò íå ìåíåå äåñÿòêà
àõðîìàòèíîâûõ çîí è çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî õðîìîñîìîïî-
äîáíûõ ôèáðèëë. Íà ïåðèôåðèè äîìåíà è íà ãðàíèöå àõ-
ðîìàòèíîâûõ çîí ýòè ôèáðèëëû ëîêàëüíî ïðèìûêàþò
äðóã ê äðóãó â îäíîé-äâóõ òî÷êàõ. Â îñòàëüíûõ ó÷àñòêàõ
ÿäðà îíè ìîãóò íàëåãàòü äðóã íà äðóãà è ïåðåêðåùèâàòü-
ñÿ. Çîí ñëèÿíèÿ ýòèõ ñòðóêòóð â õðîìîöåíòðû íå íàáëþ-
äàåòñÿ. Ñêîðåå âñåãî, îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äîìåíû
èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì. Òî÷íûé ïîäñ÷åò ÷èñëà òàêèõ
ñòðóêòóð â äàííîì ñëó÷àå íåâîçìîæåí, íî, ïî ïðèáëèçè-
òåëüíûì ïðèêèäêàì, èõ çäåñü îêîëî ñîòíè. Â ñâÿçè ñî ñêà-
çàííûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ âïîëíå âåðîÿòíûì, ÷òî äàííîå
ÿäðî íàõîäèòñÿ íà ðàííèõ ýòàïàõ ãèïåððåïëèêàöèè ÄÍÊ,
ïðèñóùåé ÿäåðíîìó öèêëó A. proteus (Makhlin et al., 1979;
Àôîíüêèí, 1983; Ìàõëèí, 1987, 1993). Â ñîîòâåòñòâèè
ñ íàøèìè äàííûìè, íàèáîëåå âåðîÿòíûé ìåõàíèçì òàêîé
ãèïåððåïëèêàöèè — ýíäîðåäóïëèêàöèÿ ñåñòðèíñêèõ õðî-
ìàòèä ñ íàðóøåíèåì èõ êîãåçèè ïî äëèíå õðîìîñîìû.
Âñëåäñòâèå âîçíèêàþùåãî äåñèíàïñèñà ñïàðåííûõ è
(èëè) åäèíè÷íûõ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä îíè ñòàíîâÿòñÿ
ñïîñîáíûìè ê äèññîöèàöèè è âíóòðèÿäåðíîé ìèãðàöèè.

Äàëüíåéøåå ïðîäâèæåíèå ÿäåð ïî öèêëó ïðèâîäèò ê
çàìåòíîìó óâåëè÷åíèþ èõ ðàçìåðîâ, ïðè òîì ÷òî îáùàÿ
êàðòèíà èõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè â öåëîì ñîõðàíÿåò-
ñÿ (ðèñ. 5, ä—ç). Òàê, ïëîùàäü ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè ÿäðà
âîçðàñòàåò ïî÷òè â 1.5 ðàçà îòíîñèòåëüíî ïðåäûäóùåé
ñòàäèè öèêëà (è áîëåå ÷åì â 2.5 ðàçà îòíîñèòåëüíî òåëî-
ôàçû), ñîîòâåòñòâóþùàÿ ìåòðèêà äîìåíà êîíäåíñèðîâàí-
íîãî õðîìàòèíà — â 1.4 ðàçà. Ïëîùàäü ÿäðà â ïîïåðå÷íîì
ðàêóðñå (ðèñ. 5, å) âîçðàñòàåò ïðèáëèçèòåëüíî â 1.5 ðàçà,
äîìåíà êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà — ïî÷òè â
1.2 ðàçà. Îòëè÷èòåëüíîé ñòðóêòóðíîé îñîáåííîñòüþ òàêî-
ãî ÿäðà ÿâëÿåòñÿ àöåíòðè÷íîå ðàñïîëîæåíèå äîìåíà êîí-
äåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà, îò÷åòëèâî âèäèìîå âî âñåõ
ðàêóðñàõ (ðèñ. 5, ä—ç). Êîíäåíñèðîâàííûé õðîìàòèí
ñèëüíî ðàçðûõëåí. Îí ñîäåðæèò õðîìîñîìîïîäîáíûå áó-
ñîâèäíûå ôèáðèëëû, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ, ïî íàøèì
îöåíêàì, â 1.5—2 ðàçà áîëüøå, ÷åì â ÿäðàõ áîëåå ðàííåé
ñòàäèè öèêëà. Â äîìåíå ñëàáî óïàêîâàííîãî õðîìàòèíà
çàìåòíî ðàçëè÷àåòñÿ ñòðóêòóðà êðàéíåé ïåðèôåðèè è
âíóòðåííåãî ñîäåðæèìîãî. Íà ïåðèôåðèè ðàñïîëàãàþòñÿ
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áîëåå ÿðêèå è äëèííûå áóñîâèäíûå ôèáðèëëû õðîìàòè-
íà, êîòîðûå ôîðìèðóþò ñïëîøíîé êîíòóð. Âíóòðè ýòîãî
äîìåíà íàõîäÿòñÿ ðàçîáùåííûå îäèíî÷íûå, ñïàðåííûå è
ñòðîåííûå áóñèíû õðîìàòèíà è ïðèñóòñòâóþò ðàçíîãî
ðàçìåðà àõðîìàòèíîâûå çîíû.

Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî óæå íà ýòîé ñòàäèè ìîãóò íà÷è-
íàòüñÿ ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ ýëèìèíàöèåé êàêîé-òî ÷àñ-
òè «èçáûòî÷íîãî» õðîìàòèíà. Âìåñòå ñ òåì íåêîòîðûå èç
õðîìîñîì ìîãóò åùå òîëüêî çàâåðøàòü ðåïëèêàöèþ ÄÍÊ
â çîíàõ èíòåðêàëÿðíîãî è öåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòè-
íà (èíàêòèâèðîâàííîãî õðîìàòèíà). Íåäîðåïëèêàöèÿ ãå-
òåðîõðîìàòèíà, êàê èçâåñòíî, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäèí èç
ìåõàíèçìîâ ëàòåðàëüíîé àññîöèàöèè ñåñòðèíñêèõ õðîìà-
òèä ïðè ýíäîðåäóïëèêàöèè (Æèìóëåâ, 1993). Â íàøåì
ñëó÷àå ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåõàíèçìà ìîæåò ðåàëèçîâàòüñÿ
ñîñòîÿíèå ñïàðåííîñòè ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä. Ñóäÿ ïî
âûñîêîìó ñîäåðæàíèþ ôèáðèëë ñëàáî óïàêîâàííîãî õðî-
ìàòèíà, óðîâåíü òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÿäðà íà
ýòîì ýòàïå êëåòî÷íîãî öèêëà ìîæåò äîñòèãàòü ìàêñè-
ìàëüíî âîçìîæíûõ çíà÷åíèé.

Ïðåäïðîôàçíîå ÿäðî (ðèñ. 6) èìååò ñòðóêòóðíóþ îð-
ãàíèçàöèþ ïðîìåæóòî÷íîãî òèïà: ïî îäíèì àðõèòåêòóð-
íûì îñîáåííîñòÿì îíî ïîõîæå íà ÿäðî íà ýòàïå îêîí÷à-
íèÿ ãèïåððåïëèêàöèè (ïðåäûäóùàÿ ñòàäèÿ), ïî äðóãèì —
íà ïðîôàçíîå ÿäðî. Ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåäûäóùèì ýòàïîì
ïëîùàäü ïëîñêîé ïîâåðõíîñòè ÿäðà â ïðåäïðîôàçå óìåíü-
øàåòñÿ â 1.4 ðàçà, à ïëîùàäü äîìåíà êîíäåíñèðîâàííîãî
õðîìàòèíà óìåíüøàåòñÿ â 1.5 ðàçà (èíòåðåñíî, ÷òî â ïðî-
ôàçå ñîîòâåòñòâóþùàÿ ìåòðèêà ýòîãî äîìåíà ñíîâà óâå-
ëè÷èâàåòñÿ â 1.2 ðàçà). Ïîëîæåíèå äîìåíà êîíäåíñèðî-
âàííîãî õðîìàòèíà â ïðåäïðîôàçíîì ÿäðå ñòàíîâèòñÿ
öåíòðàëüíûì, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ïðîôàçû. Àáñîëþòíûå
çíà÷åíèÿ ñóììàðíîé ïëîùàäè àõðîìàòèíîâûõ äîìåíîâ
íà èçîáðàæåíèÿõ ÿäðà â àïèêàëüíîì è áàçàëüíîì ðàêóð-
ñàõ (ðèñ. 6, à, ã) ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ, çàòî îòíîñè-
òåëüíîå çíà÷åíèå äëÿ ýòîé ìåòðèêè — ïðîöåíòíîå îòíî-
øåíèå ñóììàðíîé ïëîùàäè àõðîìàòèíîâûõ äîìåíîâ ê
ïëîùàäè äîìåíà ñëàáî óïàêîâàííîãî õðîìàòèíà — óâå-
ëè÷èâàåòñÿ â 1.8 ðàçà. Íà èçîáðàæåíèè ïîïåðå÷íîãî ðà-
êóðñà (ðèñ. 6, á) ïðåäïðîôàçíîå ÿäðî èìååò ïî÷òè òàêóþ

æå ïëîùàäü, ÷òî è ÿäðî íà ïðåäûäóùåé ôàçå öèêëà. Ïðè
ýòîì ïëîùàäü äîìåíà êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà óâå-
ëè÷èâàåòñÿ â 1.3 ðàçà è ïî÷òè äîñòèãàåò ïðîôàçíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ. Âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî íàáëþäàåìûå ñòðóêòóð-
íûå èçìåíåíèÿ â ðàññìàòðèâàåìîì èíòåðâàëå ÿäåðíîãî
öèêëà ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ïðîöåññàìè ýëèìèíàöèè «èç-
áûòî÷íîãî» õðîìàòèíà èç îáëàñòè äîìåíà ñëàáî óïàêî-
âàííîãî õðîìàòèíà, à òàêæå ñ ìèãðàöèåé ÷àñòè ñëàáî óïà-
êîâàííûõ õðîìîñîì â çîíó êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòè-
íà, ãäå îíè ïîäâåðãàþòñÿ êîìïàêòèçàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, äèíàìèêà ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçà-
öèè õðîìàòèíîâûõ ñòðóêòóð ÿäðà â êëåòî÷íîì öèêëå A. pro-
teus, ðåêîíñòðóèðîâàííàÿ íàìè è ïðåäñòàâëåííàÿ â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå, à òàêæå àíàëèç èìåþùèõñÿ ëèòåðàòóðíûõ
äàííûõ ïîçâîëÿþò ñäåëàòü ñëåäóþùèå ç à ê ë þ ÷ å í è å.

Â êëåòî÷íîì öèêëå àìåá èìåþò ìåñòî äâóõýòàïíàÿ
èíòåðôàçà è ìèòîç îñîáîãî òèïà, íå ñîîòâåòñòâóþùèé íè
îäíîìó èç èçâåñòíûõ òèïîâ â ñóùåñòâóþùåé êëàññèôèêà-
öèè ìèòîçîâ (ñì.: Raikov, 1982). Â ñàìîì íà÷àëå èíòåðôà-
çû ïðîèñõîäèò óäâîåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ. Íà ýòîé ñòà-
äèè öèêëà ÿäðà àìåá èìåþò ôîðìó îêðóãëîé ïëàñòèíêè.
Â ïåðâîì öèêëå ðåäóïëèêàöèè àìåáíîé ÄÍÊ íåò ôàçû G1,
à åñòü òîëüêî ôàçû S è G2. Áîëåå òîãî, ñèíòåç ÄÍÊ íà÷è-
íàåòñÿ óæå â òåëîôàçå, ÷òî ìîæåò áûòü òîëüêî ïðè óñëî-
âèè íåïîëíîé êîíäåíñàöèè â ìèòîçå õðîìàòèíîâûõ ëîêó-
ñîâ, â êîòîðûõ ðàñïîëàãàþòñÿ ïðîìîòîðû ðåïëèêîíîâ, à
òàêæå ãåíîâ, àêòèâíîñòü êîòîðûõ íåîáõîäèìà äëÿ çàïóñêà
ðåïëèêàöèè. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîãðàììèðóåìàÿ «íåäîêîì-
ïàêòèçàöèÿ» õðîìàòèíà â ìèòîçå õàðàêòåðíà äëÿ ïðîöåñ-
ñîâ ãåíåòè÷åñêîãî áóêìàðêèíãà, ò. å. ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ìåõàíèçìîâ ýïèãåíåòè÷åñêîãî íàñëåäîâàíèÿ (Michelotti
et al., 1997; Zaidi et al., 2011). Íà ïðèñóòñòâèå òàêîãî ðîäà
ïðîöåññîâ óêàçûâàåò áóñîâèäíàÿ ñòðóêòóðà õðîìîñîì,
êîòîðàÿ ýêñïðåññèðóåòñÿ â êîíöå ìåòàôàçû. Ïîñêîëüêó â
ñîáñòâåííî ìåòàôàçå ó àìåáû ðåãèñòðèðóåòñÿ ìàêñèìàëü-
íî âûñîêèé óðîâåíü êîíäåíñàöèè õðîìîñîì, ïåðèîä ìå-
òàôàçíîé ýêñïðåññèè «íåäîêîíäåíñèðîâàííûõ» ëîêóñîâ
õðîìîñîì ìîæíî îáîçíà÷èòü êàê îñîáóþ ñòàäèþ ìèòîçà,
êîòîðóþ ìû áû íàçâàëè «ïðîàíàôàçîé».

Íà ïîñëåäóþùåì ýòàïå èíòåðôàçû ïðîèñõîäèò ãèïåð-
ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê çàìåòíîìó óâåëè-
÷åíèþ ðàçìåðîâ ÿäðà, íåêîòîðûì èçìåíåíèÿì åãî ôîðìû
è ïîÿâëåíèþ îò÷åòëèâûõ âîëí è âûñòóïîâ íà åãî ïîâåðõ-
íîñòè. Ãèïåððåïëèêàöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ, ñêîðåå âñåãî, çà
ñ÷åò ýíäîðåäóïëèêàöèè õðîìîñîì è ïðîèñõîäèò ñ íàðó-
øåíèåì êîãåçèè ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä. Ñïàðåííûå è
(èëè) ïàðû åäèíè÷íûõ àñèíàïòèðîâàííûõ ñåñòðèíñêèõ
õðîìàòèä ìèãðèðóþò íà ïåðèôåðèþ ÿäðà è ôîðìèðóþò
ñëîé ñëàáî óïàêîâàííûõ ôèáðèëë õðîìàòèíà.

Â ïðîôàçå ìèòîçà ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíàÿ ðåäóêöèÿ
ïåðèôåðè÷åñêîãî ñëîÿ ñëàáî óïàêîâàííîãî õðîìàòèíà äî
êîëüöåâèäíîãî îáðàçîâàíèÿ. ßäåðíûå äîìåíû ñëàáî óïà-
êîâàííîãî è êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà ïðèìûêàþò
äðóã ê äðóãó è íå èìåþò ñêîëüêî-íèáóäü çàìåòíûõ ó÷àñò-
êîâ ïåðåêðûòèÿ. Ïîñòåïåííî ìåæäó íèìè ôîðìèðóåòñÿ
ðàçäåëèòåëüíûé àõðîìàòèíîâûé ñëîé. Êàê ïîêàçàíî â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå, ïðîìåòàôàçíîå ÿäðî êàê ïî ñâîåé ñòðóê-
òóðå, òàê è ïî ðàçìåðàì ñîîòâåòñòâóåò äîìåíó êîíäåíñè-
ðîâàííîãî õðîìàòèíà ïðîôàçíîãî ÿäðà. Ýòî íàâîäèò íà
ìûñëü î òîì, ÷òî ïåðåõîä íà ñòàäèþ ïðîìåòàôàçû ìîæåò
îñóùåñòâëÿòüñÿ ïîñðåäñòâîì îòøíóðîâêè îò ÿäðà ïåðè-
ôåðè÷åñêîãî ñëîÿ ñëàáî óïàêîâàííîãî õðîìàòèíà, ÷òî è
ÿâëÿåòñÿ òåì ñàìûì äî ñèõ ïîð íåèçâåñòíûì ìåõàíèçìîì
ýëèìèíàöèè îñíîâíîé ÷àñòè «èçáûòî÷íîé» ÄÍÊ â ÿäåð-
íîì öèêëå A. proteus.

820 Ñ. Þ. Äåìèí è äð.
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Â õîäå ïðîìåòàôàçû ïðîèñõîäèò ñõîæäåíèå (êîíãðåñ-
ñèÿ) õðîìîñîì â ïîäêîâîîáðàçíóþ ìåòàôàçíóþ ïëàñòèí-
êó. Â ìåòàôàçå çàâåðøàåòñÿ ìèòîòè÷åñêàÿ êîíäåíñàöèÿ
õðîìîñîì. Îòñóòñòâèå ïåðåãèáîâ õðîìîñîìíûõ ôèáðèëë
ïðè ìèãðàöèè èõ â ïëîñêîñòü ôîðìèðóþùåéñÿ ìåòàôàç-
íîé ïëàñòèíêè, à òàêæå ñåãðåãàöèÿ ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä
â àíàôàçå ïóòåì ïðîäîëüíîãî ðàñùåïëåíèÿ ìåòàôàçíîé
ïëàñòèíêè óêàçûâàþò íà òî, ÷òî çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü õðî-
ìîñîì íàáîðà íå èìååò ëîêàëüíîãî êèíåòîõîðà. Ñêîðåå
âñåãî, êàê óæå áûëî ñêàçàíî âûøå, îíè ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ãîëîöåíòðè÷åñêèå õðîìîñîìû, ñïîñîáíûå âçàèìîäåé-
ñòâîâàòü ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè âåðåòåíà äåëåíèÿ ñðàçó â íå-
ñêîëüêèõ ó÷àñòêàõ ñâîåé ïîâåðõíîñòè.

Âîïðîñ î ÷èñëå õðîìîñîì â êàðèîòèïå A. proteus ñ
òî÷êè çðåíèÿ ïðåäñòàâëåííîé êîíöåïöèè äèíàìèêè îðãà-
íèçàöèè ÿäðà ó ýòîãî âèäà ÿâëÿåòñÿ íåîäíîçíà÷íûì. Ñî-
ãëàñíî ýòîé êîíöåïöèè, ó àìåáû áóäåò îïðåäåëÿòüñÿ ðàç-
íîå ÷èñëî õðîìîñîì â çàâèñèìîñòè îò ýòàïà êëåòî÷íîãî
öèêëà. Òàê, ïî íàøèì äàííûì, ïîñëå çàâåðøåíèÿ ýíäîðå-
äóïëèêàöèè â ÿäðå ôîðìèðóåòñÿ íå ìåíåå 150—200 îòíî-
ñèòåëüíî êîðîòêèõ íèòåâèäíûõ õðîìîñîì, î÷åíü ïîõî-
æèõ íà îïèñàííûå ðàíåå äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè (ñì.:
Ìàðàõîâà è äð., 1993). Âîçìîæíîå ÷èñëî ðàóíäîâ ýíäîðå-
äóïëèêàöèè â êëåòî÷íîì öèêëå âïîëíå ìîæåò áûòü áîëü-
øå îäíîãî, íàïðèìåð äâà èëè òðè. Â òàêèõ ñëó÷àÿõ â ÿäðå
ìîæåò áûòü äî 1000 íèòåâèäíûõ ôèáðèëë êîíäåíñèðî-
âàííîãî õðîìàòèíà, ÷òî è ñîîòâåòñòâóåò òðàäèöèîííûì
ïðåäñòàâëåíèÿì î ÷èñëå õðîìîñîì ó A. proteus, êîòîðûå â
òå÷åíèå ïî÷òè ñòîëåòèÿ ïåðåïèñûâàþòñÿ èç îäíîé ðàáîòû
â äðóãóþ (Ord, 1973; Yudin, 1990; Ìàðàõîâà è äð., 1993;
Ìàõëèí, 1993). Âìåñòå ñ òåì áàçîâîå ÷èñëî õðîìîñîì, êî-
òîðîå ìîæíî òî÷íî îïðåäåëèòü òîëüêî â ïðîìåòàôàçå è
ìåòàôàçå ìèòîçà, ïî íàøèì îöåíêàì, îêàçûâàåòñÿ íå áî-
ëåå 50—70, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì,
ïîëó÷åííûì íàìè ðàíåå ñ ïîìîùüþ äðóãèõ ìåòîäîâ (Pod-
lipaeva et al., 2014). Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî íàèáîëåå óäîáíîé
ñòàäèåé öèêëà äëÿ êàðèîòèïèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ïîçäíÿÿ
ïðîôàçà, ãäå õðîìîñîìû áàçîâîãî íàáîðà íå àññîöèèðóþò
äðóã ñ äðóãîì è èìåþò äîñòàòî÷íî âûñîêîå ðàçðåøåíèå, à
ýëèìèíèðóþùèåñÿ õðîìîñîìû ïðîñòðàíñòâåííî îòäåëå-
íû îò îñíîâíîãî íàáîðà è ñëèòû â ñïëîøíóþ êîëüöåâèä-
íóþ õðîìàòèíîâóþ ñòðóêòóðó.

Ïðåäëîæåííàÿ íàìè â íàñòîÿùåé ðàáîòå êîíöåïöèÿ
äèíàìèêè ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÿäðà â êëåòî÷íîì
öèêëå A. proteus îáúåäèíÿåò è íåïðîòèâîðå÷èâî èíòåð-
ïðåòèðóåò âñþ ñîâîêóïíîñòü èìåþùèõñÿ äàííûõ ïî ýòîé
ïðîáëåìå. Ïîíÿòíî, ÷òî îíà ïîòðåáóåò äàëüíåéøåé ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêè è óòî÷íåíèé äåòàëåé, îñòàâøèõ-
ñÿ íåÿñíûìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-03451).
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CHROMATIN ORGANIZATION IN CELL CYCLE OF AMOEBA PROTEUS ACCORDING

TO OPTICAL TOMOGRAPHY DATA

S. Yu. Demin, M. A. Berdieva, Yu. I. Podlipaeva, A. L. Yudin, A. V. Goodkov1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064;
1 e-mail: pelgoodl@gmail.com

For the first time the nuclear cycle of large freshwater amoeba Amoeba proteus was studied by the method
of optical tomography. The nuclei were fixed in situ in the cells of synchronized culture, stained by DAPI and
examined by confocal laser scanning microscope. 3D-images of intranuclear chromatin were studied in details
at different stages of nuclear cycle. The obtained data, together with literary ones allow represent the dynamics
of structural organization of the nucleus in Amoeba proteus cell cycle in a new fashion. It was concluded that in
this species the two-stage interphase takes place, as well as mitosis of peculiar type which does not correspond
to any known type of mitosis according to classification existing now. It is presumed that in the course of nucle-
ar cycle the chromosomes and/or their fragments are amplified, this presumption being in a good corresponden-
ce with the data about nuclear DNA hyperreplication in the cell cycle of A. proteus. As a result of chromosomes
amplification their number may vary at different stages of cell cycle, and it allows to explain the contradictory
data concerning the exact number of chromosomes in this species. The elimination of extra-DNA occurs mainly
at the stage between prophase and prometaphase. We presume the majority of chromosomes, or may be even all
of them to be referred to cholocentric type according to their behaviour during the mitosis.

K e y w o r d s: Amoeba proteus, nuclear cycle, confocal microscopy, optical tomography, chromatin orga-
nization.
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