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В настоящий момент механизмы и динамика процесса репликации ДНК в клетках эу-
кариот подробно изучены в системах in vitro [3] и на уровне целого ядра. Однако до сих
пор остается неясным поведение гетерогенно упакованного хроматина в нативных усло-
виях. Результатом многих исследований репликации являются различные гипотезы [1,
2], которые требуют строгого экспериментального доказательства с детальным изучением
ультраструктуры репликационных сайтов и отсутствием артефактов ранее примененных
методов, таких как денатурация соляной кислотой и пермеабилизация, которые в значи-
тельной степени искажают препарат на электронно-микроскопическом уровне.

В данной работе с целью визуализации новосинтезированной ДНК использовался ме-
тод введения модифицированного предшественника 5‘-этинилдезоксиуридина (EdU) с по-
следующим выявлением сайтов включения посредством клик-реакции с флуоресцентным
маркером Аlexa555-азидом. Подобная модель позволяет вести контроль эксперимента на
световом уровне, а также не требует проведения пермеабилизации и окрашивания спе-
цифическими крупными зондами (например, антителами), что снижает уровень деструк-
тивных эффектов и пространственную погрешность в 15-30 нм, обусловленную размерами
самих зондов. Однако в 1982 году был разработан метод фотоокисления [4], суть которо-
го заключается в том, что флуоресцентные краски обладают способностью генерировать
свободные радикалы кислорода при облучении светом с высокой энергией, что позволяет
окислять 3,3‘-диаминобензидин (DAB) и переводить его в электронно-плотный полимер-
ный осадок в области локализации флуорохрома [5]. Данный процесс после дополнитель-
ного контрастирования позволяет наблюдать локализацию маркера с высокой точностью
и сохранностью структуры на уровне стандартной электронной микроскопии.

В ходе работы были получены как световые, так и электронно-микроскопические изоб-
ражения, которые на данный момент детально изучаются методами компьютерной обра-
ботки.
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