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Выполнены уникальные эксперименты по малоугловому рассеянию нейтронов
(МУРН) с использованием техники контрастирования D2O-H2O на изолированных яд-
рах клеток бессмертной линии HeLa. Уникальность экспериментов обусловлена широ-
ким диапазоном переданных импульсов (Q ∈[0.0015 – 2.0] нм−1), проводимых на уста-
новках KWS-3 и KWS-2 нейтронного исследовательского центра MLZ (Гархинг, Герма-
ния). Эти три порядка на шкале размеров лежат в пределах от 6 нм до 6 мкм, т.е. охва-
тывают весь диапазон больших и средних неоднородностей хроматина, составляюще-
го материал ядра биологической клетки и состоящего из макромолекул ДНК и белков.
Рекордным является объем образцов концентрированного раствора ядер HeLa, кото-
рыйдостигает 1 см3, а в пересчете на количество ядер равен 109штук в образце. Имен-
но такой колоссальный объем выделенных из клеток ядер и позволяет провести на них
экспериментыМУРН в трех различных смесях D2O-H2O. 100% раствор D2O используют
для получения максимального контраста между хроматином внутри ядра и средой для
получения картины рассеяния от всей совокупности неоднородностей в ядре. 60–40%
раствор D2O-H2O используют для экранирования в ядре ДНК (ΔρДНК = 0) и визуали-
зации только его белковой составляющей. 40–60% раствор D2O-H2O используют для
экранирования в ядре белков (Δρбелки = 0) и визуализации только ДНК макромолекул.

Обычноисследуемыеобразцыядерделящихсяклетокпредставляютсобойансамбль
интерфазных ядер, которые распределены по всем фазам клеточного цикла. Так в ра-
ботах [1–4] исследовали образцы, в которых 70% ядер находятся в фазе G1, 10% — в
фазе S и 20% — в фазе G2. Такая смесь ядер клеток, находящихся в разных фазах цик-
ла, усредняет особенности кривых рассеяния, характерные для укладки хроматина в
фазах G1, S и G2. Между тем, в делящихся клетках хроматин претерпевает транскрип-
цию, репарацию, репликацию ДНК – три важных функции, необходимых для цикла де-
ления клетки. Кроме того, клетка образует ядрышки – отдельные тельца внутри ядра,
состоящие из РНК и белков.Чтобы исследовать отдельные функции и идентифициро-
вать изменения структуры хроматина необходимо синхронизовать деление ансамбля
клеток в пределах их цикла.

Мыиспользоваличувствительностьклетоккионизирующемуизлучениюдляихдиф-
ференциации по фазам цикла, поскольку, например, остановка деления в фазе G2 яв-
ляется одним из основных механизмов ответа на повреждение ДНК клеток, вызванное
заметной долей излучения. Рост репарационной активности является реакцией клет-
ки на малые дозы излучения. Клетки после облучения снова помещали в условия, спо-
собствующие делению, но оказалось, что при облучении в 18 Gy любое деление оста-
навливается, и большинство клеток остаются в фазе G2, а при облучении в 3 Gy уси-
ливается репарационная активность. Именно из таких клеток – необлученных, слабо
(3Gy) и сильно (18 Gy) облученных – были извлечены ядра в достаточных количествах
для проведения нейтронных экспериментов. Мы использовали гистограммы проточ-
ной цитометрии для того, чтобы определить количество ядер с единичным (фаза G1) и
двойным ( фаза G2) набором хромосом, и, тем самым, установили положение клетки в
цикле деления.
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Получены зависимости интенсивности МУРН от переданного импульса Q для хро-
матина, а также парциальные сечения МУРН для ДНК и белков, характерные для: (1)
фазы G1 с одинарным набором хромосом и обычной транляционной активностью, (2)
фазы G2 с двойным набором хромосом, и (3) фазы G1 с мощной репарационной актив-
ностью. Показано, что крупномасштабная структура ядер HeLa для этих трех образцов
качественно не отличается. Во всех случаях показано наличие трехуровневой иерар-
хической структуры с характерными размерами для целого ядра ∼ 5μm, для крупно-
масштабного однородного тела внутри ядра∼ 1,5μm, а так же объемных фрактальных
объектов ∼150 нм. Трехмерная визуализация ядер, расположенных на подложке, вы-
полненнаяметодом атомно-силовоймикроскопии, подтверждает наличие внутри ядра
жестких объектов с размерами в 1,5 μm и 150 нм.

Мызаключаем, во-первых, что парциальные сечения рассеяние как наДНК, так и на
белках на крупных масштабах интерпретируется как рассеяние нейтронов на однород-
ных телах с размерами5 μmи1,5 μm, то есть оба вклада описываются двумя зависимо-
стями характерым породовским спадом∼Q−4. Хроматин, хотя и является комбинацией
ДНК и белков, демонстрирует рассеяние на логарифмической фрактальной структуре
на масштабах от 5 μm до 100 нм, с законом рассеяния Q−3. Эта основная тенденция
для хроматина сопровождается рассеянием на однородном теле с размером 1,5 μm.
Наблюдаемая логарифмическая фрактальная структура хроматина обеспечивает рав-
номерное распределение пустот-каналов на разных масштабах, потенциально необхо-
димыхдля обеспеченияинфраструктурыядерного транспорта и пространства для био-
логической активности ДНК. Таким образом показано, что эта структура присутствует
в фазах G1 и G2 клеточного цикла. Однородное тело с характерным размером в 1.5 μm
может быть ядрышком, состоящим из РНК и белков и непременно появляющемся внут-
ри ядра делящейся клетки.

Во-вторых, иДНК,ибелки, и хроматинимеютсхожуюобъемнуюфрактальнуюструк-
туру (ОФС) с фрактальной размерностью D = 2.5 на масштабах от десятков до сотен на-
нометров. Структуры ДНК, белка и хроматина в фазе G1 качественно подобны струк-
турамфазыG2. Однако, если в фазе G2ОФС белков и ДНК совпадают с хорошей точно-
стью, то в фазе G1 ОФС белков превосходит почти в 1.5–2 раза ОФС ДНК по интенсив-
ности рассеяния. НаличиеОФСв ядремы связываем с транскрипционной активностью
клетки [5]. Особо отметим, что для образца фазы G1, предварительно подвергшегося
облучениюмощностью 3 Gy, наблюдается колоссальный рост ОФС белков до размеров
в 350нмина порядок большейинтенсивностьюпо сравнениюсОФСдляДНК, расссея-
ние на которой осталось на томже уровне, как и в необлученной клетке. Мы связываем
этот рост с мощной репарационной активностью клетки. Колоссальный рост рассеяния
на ОФС для этого образца так же наблюдается в экспериментах МУРР.

В третьих, отметим корреляцию интенсивностей рассеяния на белках между ОФК и
однородным телом с размером в 1.5 μm, предположительно, ядрышком, что, возмож-
но, указывает на принадлежность этих белковых комплексов к внутренней структуре
ядрышка, а возможно и к образованию нескольких ядрышек внутри ядра.

В целом работа демонстрирует важность использования МУРН в широком диапа-
зоне переданных импульсов, использования техники контрастирования растворов тя-
желой и легкой воды, и техники синхронизации фаз клеточного цикла с помощью об-
лучения, а так же открывает пути исследования структуры хроматина в различных и
многочисленных линиях раковых клеток.
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