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Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ) ñèëüíî êîíäåíñèðîâàíà â èíòåðôàçå. Ìû èññëåäîâàëè
ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in sutu (FISH), êîìáèíèðîâàííîé ñ îêðàñêîé àíòèòåëàìè ê ìåòè-
ëèðîâàííîé ÄÍÊ, ëîêàëèçàöèþ, ñòåïåíü êîíäåíñàöèè è óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ öåíòðîìåðíîé è ïðèöåí-
òðîìåðíîé ñàòÄÍÊ. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ òêàíåé (êëåòêè ïëàöåíòû è ëèìôîöèòû), ïåð-
âè÷íûõ (ëèíèÿ ôèáðîáëàñòîâ MRC5) è ìàëèãíèçèðîâàííûõ (ëèíèÿ A431) êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. Öåíòðî-
ìåðíàÿ ñàòÄÍÊ âî âñåõ ñëó÷àÿõ áûëà êîíäåíñèðîâàíà è îêðàøåíà àíòèòåëàìè ê 5-ìåòèëöèòîçèíó.
Ïðèöåíòðîìåðíûé ñàòåëëèò 3 õðîìîñîìû 1 áûë êîíäåíñèðîâàí â ëèìôîöèòàõ, â êëåòêàõ ïëàöåíòû è
êëåòêàõ ìîëîäîé ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ. Ðàçâîðà÷èâàíèå ñàòåëëèòà 3 õðîìîñîìû 1 íàáëþ-
äàëè â ñòàðåþùèõ ôèáðîáëàñòàõ è ìàëèãíèçèðîâàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè A431. Êîíäåíñèðîâàííûå ó÷à-
ñòêè ïðèöåíòðîìåðíûõ ñàòåëëèòîâ îêðàøèâàëèñü àíòèòåëàìè ê ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ, äåêîìïàêòèçèðî-
âàííûå îáëàñòè ýòèìè àíòèòåëàìè íå îêðàøèâàëèñü. Òàêèì îáðàçîì, ìû íàáëþäàëè äåêîíäåíñàöèþ ïðè-
öåíòðîìåðíîãî ñàòåëëèòà 3 â ñòàðåþùåé êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ MRC5 è êëåòêàõ A431. Äåêîíäåíñàöèÿ
ñîïðîâîæäàëàñü ÷àñòè÷íûì äåìåòèëèðîâàíèåì ñàòÄÍÊ, ïðèíàäëåæàùåé êîíñòèòóòèâíîìó ãåòåðîõðîìà-
òèíó.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ ñàòåëëèò 3 ÷åëîâåêà, ìåòèëèðîâàíèå, ñòàðåíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ñàòÄÍÊ — ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ, ï. í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ, ÏÖÐ — ïîëè-
ìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, FISH — ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ, DAPI — 4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíè-
ëèíäîë, FITC — ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò, DIG — äèãîêñèãåíèí-11-dUTP, HS3 — ñàòåëëèò 3 ÷åëîâåêà.

Ñàòåëëèòíûå ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ) — òàíäåìíî îðãàíèçî-
âàííûå âûñîêîïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè —
ðàñïîëàãàþòñÿ â îáëàñòè ïåðâè÷íîé õðîìîñîìíîé ïåðå-
òÿæêè (Áåðèäçå, 1982; Craig, 2005). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
ñàòÄÍÊ âûÿâëÿþòñÿ â ñîñòàâå ïëå÷ õðîìîñîì — â òàê
íàçûâàåìîì èíòåðêàëÿðíîì, èëè èíòåðñòèöèàëüíîì, ãå-
òåðîõðîìàòèíå (Lander et al., 2001).

ÑàòÄÍÊ ÷åëîâåêà ðàçäåëÿþò íà äâå ãðóïïû. Ê ïåð-
âîé îòíîñÿò ñàòÄÍÊ, îáíàðóæåííûå ïðè îáðàáîòêå ãå-
íîìíîé ÄÍÊ ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè, íàïðèìåð àëü-
ôîèäíóþ ÄÍÊ (Manuelidis, 1976). Àëüôîèäíàÿ ÄÍÊ ÿâ-
ëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì ñåìåéñòâîì ñàòÄÍÊ â öåíòðîìåðå
÷åëîâåêà è ïðèìàòîâ. Âòîðàÿ ãðóïïà ïðåäñòàâëåíà ñàòåë-
ëèòàìè ñ ïðîñòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ — ñàòåëëèòàìè
1, 2 è 3, âûÿâëåííûìè ìåòîäàìè ðàâíîâåñíîãî öåíòðèôó-
ãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå õëîðèñòîãî öåçèÿ (Prosser et al.,
1986; Lee et al., 1997). Ñàòåëëèòû ýòîé ãðóïïû ðàñïîëàãà-
þòñÿ â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ õðîìîñîì. Ñàòåëëèò 3
(HS3) íà ìåòàôàçíûõ ïðåïàðàòàõ âûÿâëÿåòñÿ â ïåðèöåíò-
ðîìåðíûõ ðàéîíàõ áîëüøèíñòâà õðîìîñîì, çà èñêëþ÷å-
íèåì õðîìîñîì 2, 6, 8, 11, 12, 18, 19 è X (Shiels et al.,
1997; Therkelsen et al., 1997).

Íà îñíîâå ñàòÄÍÊ öåíòðîìåðíûõ è ïðèöåíòðîìåð-
íûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì ôîðìèðóåòñÿ êîíñòèòóòèâíûé
ãåòåðîõðîìàòèí. Åãî òðàäèöèîííî îïðåäåëÿþò êàê õðî-
ìàòèí, îñòàþùèéñÿ êîìïàêòíûì â òå÷åíèå èíòåðôàçû,
íî çà ãîäû, ïðîøåäøèå ïîñëå åãî îòêðûòèÿ (Heitz, 1928),

áûëè âûðàáîòàíû íîâûå êðèòåðèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîí-
ñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî êîíñòèòóòèâíûé ãåòåðîõðîìàòèí ñïå-
öèôè÷íî îêðàøèâàåòñÿ íåêîòîðûìè ÄÍÊ-èíòåðêàëèðó-
þùèìè êðàñèòåëÿìè, íàïðèìåð 4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíè-
ëèíäîëîì (DAPI) (Schnedl et al., 1977). Âìåñòå ñ òåì ïî-
êàçàíî, ÷òî DAPI íå ÿâëÿåòñÿ òî÷íûì ìàðêåðîì ó÷àñòêîâ
êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà (Guenatri et al., 2004).

Êðèòåðèåì ãåòåðîõðîìàòèíà òàêæå ñ÷èòàåòñÿ íåòðàíñ-
êðèáèðóåìîñòü ÄÍÊ äàííûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì. Íî â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ÄÍÊ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìà-
òèíà ìîæåò òðàíñêðèáèðîâàòüñÿ. Íàïðèìåð, HS3 òðàíñ-
êðèáèðóåòñÿ â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â óñëîâèÿõ ñòðåññà,
íàïðèìåð ïîñëå òåïëîâîãî øîêà (Metz et al., 2004; Val-
gardsdottir et al., 2005). Òðàíñêðèïöèÿ ñàòÄÍÊ òàêæå ïî-
êàçàíà ó øìåëÿ, ëèñèöû è ìûøè (Belyaeva et al., 1992;
Rudert et al., 1995; Rouleux-Bonnin et al., 2004). Òàêèì îá-
ðàçîì, îáðàçîâàíèå òðàíñêðèïòîâ ñàòÄÍÊ — äîñòàòî÷íî
÷àñòîå ÿâëåíèå ó æèâîòíûõ.

Êðèòåðèåì êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ÿâëÿ-
åòñÿ ñïåöèôè÷åñêîå ìîäèôèöèðîâàíèå ãèñòîíîâ. Â êîí-
ñòèòóòèâíîì ãåòåðîõðîìàòèíå ãèñòîíû H3 è H4 ãèïîàöå-
òèëèðîâàíû â îòëè÷èå îò ýóõðîìàòèíà. Äëÿ êëåòîê ñ ñèëü-
íî êîìïàêòèçîâàííûìè ãåíîìàìè õàðàêòåðíû çàìåíà
ëèíêåðíûõ ãèñòîíîâ H1 íà H5 è îáùåå ïîâûøåíèå óðîâ-
íÿ ëèíêåðíûõ ãèñòîíîâ. Â êîíñòèòóòèâíîì ãåòåðîõðîìà-
òèíå, êðîìå òîãî, íàáëþäàåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ìåòèëè-
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ðîâàíèÿ ãèñòîíîâ H3 ïî ëèçèíó 9. Äëÿ êîíñòèòóòèâíîãî
ãåòåðîõðîìàòèíà òàêæå õàðàêòåðíî ìåòèëèðîâàíèå öèòî-
çèíà (Dillon, 2004; Craig, 2005).

Îñíîâíîé áèîõèìè÷åñêèé ïðèçíàê êîíñòèòóòèâíîãî
ãåòåðîõðîìàòèíà — ýòî ñâÿçûâàíèå ñ íèì ãåòåðîõðîìà-
òèíîâîãî áåëêà 1 (heterochromatin protein 1 — HP1) èëè
åãî ãîìîëîãîâ. Îäíàêî îí îòñóòñòâóåò â ãåòåðîõðîìàòè-
çèðîâàííîé èíàêòèâèðîâàííîé X-õðîìîñîìå (Maison et
al., 2002; Peters et al., 2003).

Òàêèì îáðàçîì, íè îäèí èç âûøåïåðå÷èñëåííûõ êðè-
òåðèåâ íå ÿâëÿåòñÿ àáñîëþòíûì, è äëÿ îïðåäåëåíèÿ
êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà èõ èñïîëüçóþò â ñî-
âîêóïíîñòè. Íî åñëè âñå ïåðå÷èñëåííûå êðèòåðèè íå
óíèâåðñàëüíû, òî âîçíèêàåò âîïðîñ î òîì, íàñêîëüêî
óíèâåðñàëüíûì ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷åñêîå óòâåðæäåíèå î
êîìïàêòíîì ñîñòîÿíèè êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòè-
íà â òå÷åíèå âñåãî êëåòî÷íîãî öèêëà.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå ñòåïå-
íè êîíäåíñèðîâàííîñòè êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìà-
òèíà â êëåòêàõ òêàíåé, ïåðâè÷íûõ è ìàëèãíèçèðîâàííûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. Äëÿ ýòîãî áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä
FISH ñ çîíäàìè íà îñíîâå öåíòðîìåðíîãî (àëüôîèäíîé
ÄÍÊ) è ïðèöåíòðîìåðíîãî (HS3) ñàòåëëèòîâ. Ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî â îòëè÷èå îò öåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ïðè-
öåíòðîìåðíûé õðîìàòèí äåêîíäåíñèðóåòñÿ â ñòàðåþùèõ
ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ôèáðîáëàñòîâ MRC5, à òàêæå â ìà-
ëèãíèçèðîâàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè A431. Íàáëþäàåìàÿ
äåêîíäåíñàöèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì ñòåïåíè ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ñàòÄÍÊ ïðèöåíòðîìåðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ä Í Ê - ç î í ä û. Öåíòðîìåðíûå ó÷àñòêè õðîìîñîì âû-
ÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêîãî çîíäà, ãèáðèäèçóþ-
ùåãîñÿ ñî âñåìè öåíòðîìåðàìè (all CEN cocktail, Appli-
gen-Oncor, Ôðàíöèÿ). Äàííàÿ ïðîáà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ñìåñü ìå÷åííûõ äèãîêñèãåíèíîì àëüôîèäíûõ ÄÍÊ, ñïå-
öèôè÷íûõ ê öåíòðîìåðàì ðàçíûõ õðîìîñîì. Â êà÷åñòâå
çîíäà äëÿ ïðèöåíòðîìåðíîãî ðàéîíà õðîìîñîì èñïîëüçî-
âàëè êëîíèðîâàííûé ïî ñàéòó BamHI â âåêòîðå PUC19
ôðàãìåíò (336 ïàð íóêëåîòèäîâ — ï. í.) ìàññèâà HS3
õðîìîñîìû 1 (HS3-1) (Cooke, Hindley, 1979; Ïîëòîðàö-
êèé è äð., 1991). HS3-1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñàìûõ êðóï-
íûõ ìàññèâîâ ñàòÄÍÊ â ãåíîìå ÷åëîâåêà è ñ÷èòàåòñÿ
õðîìîñîì-ñïåöèôè÷íûì, ïîýòîìó â íåì ëåã÷å âèçóàëüíî
íàáëþäàòü èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðè-
ñòèê — ñòåïåíè êîíäåíñàöèè, ðàçìåðà è ïîëîæåíèÿ â
ÿäðå. Èìåííî ïîýòîìó ôðàãìåíò HS3-1 èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå çîíäà. Ìå÷åíûé ôðàãìåíò HS3-1 èñïîëüçîâàëè
â êà÷åñòâå çîíäà. Ìå÷åíûé ôðàãìåíò HS3-1 ïîëó÷àëè ñ
ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) â ïðè-
ñóòñòâèè äèãîêñèãåíèí-11-dUTP (DIG) (Roche, Øâåéöà-
ðèÿ), èñïîëüçóÿ ïðàéìåðû, êîìïëåìåíòàðíûå ôðàãìåí-
òàì ôàãà M13, ôëàíêèðóþùèì ïîëèëèíêåðíûé ñàéò âåê-
òîðà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìå÷åíîãî DIG çîíäà èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îïåðàöèé: äåíàòóðàöèÿ
ïåðåä ïåðâûì öèêëîì — 2 ìèí ïðè 95 °Ñ, 25 öèêëîâ ìàò-
ðè÷íîãî ñèíòåçà (30 ñ — äåíàòóðàöèÿ ïðè 90 °Ñ, îòæèã â
òå÷åíèå 45 ñ ïðè 55 °Ñ è ñòàäèÿ ýëîíãàöèè — 1 ìèí ïðè
65 °Ñ), ôèíàëüíàÿ ýëîíãàöèÿ — 5 ìèí ïðè 65 °Ñ. Õðîìî-
ñîìó 1 âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ «õðîìîñîìíîé êðàñ-
êè» — íàáîðîì ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì
(FITC) ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ïîêðûâàþùèõ òåððèòîðèþ õðî-
ìîñîìû 1 (Appligen-Oncor, Ôðàíöèÿ).

Ê ë å ò ê è. Ëèìôîöèòû (íåñòèìóëèðîâàííûå) ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû
È. Êîðèöêîé (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ). Ëèìôîöèòû
âûäåëÿëè ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå (Boyum, 1968) èç ñâå-
æåé äîíîðñêîé êðîâè.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôðàêöèè ÿäåð èç êëåòîê ïëàöåíòû ÷åëî-
âåêà âçÿòóþ ïîñëå íîðìàëüíîãî ðîäîðàçðåøåíèÿ ïëàöåíòó
ãîìîãåíèçèðîâàëè â áóôåðå STM (0.32 Ì ñàõàðîçû, 50 ìÌ
Tris-HCl, pH 7.4, 5 ìÌ MgCl2, 0.01 % PMSF è 0.1 ìÌ
ÝÄÒÀ). Ãîìîãåíàò ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ñëîé ìàðëè è öåíò-
ðèôóãèðîâàëè 30 ìèí ïðè 5000 g. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 2.1 Ì ñàõàðîçû, 5 ìÌ MgCl2,
0.1 ìÌ ÝÄÒÀ, 50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.4 è 0.01 % PMSF, íà-
ñëàèâàëè íà ïîäóøêó èç ýòîãî æå áóôåðà è öåíòðèôóãèðî-
âàëè 2 ÷ ïðè 0 °Ñ (80 000 g). Îñàäîê òðèæäû îòìûâàëè áó-
ôåðîì STM è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ýòîì æå áóôåðå. Êà÷åñò-
âî ÿäåð ïðîâåðÿëè ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì. ßäðà
èììîáèëèçîâûâàëè íà ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ ïîëèëèçèíîì.

Ïåðâè÷íûå ôèáðîáëàñòû MRC5 ÷åëîâåêà áûëè ïîëó-
÷åíû èç Áàíêà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
ïåðâè÷íûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà ñ ìóæñêèì êàðèîòè-
ïîì, êîòîðûå ïåðåñòàþò äåëèòüñÿ ïðèìåðíî ïîñëå 40-ãî
ïàññàæà êóëüòóðû. Ìîëîäûå êëåòêè MRC5 ïîëó÷åíû èç
èíòåíñèâíî ðàñòóùåé êóëüòóðû íà 11—14-ì ïàññàæå.
Ñòàðåþùèå MRC5 ïîëó÷åíû èç î÷åíü ìåäëåííî ðàñòó-
ùåé êóëüòóðû íà 32-ì ïàññàæå.

Êëåòêè ýïèäåðìàëüíîé êàðöèíîìû A431 ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ìàëèãíèçèðîâàííóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ ñ íå-
îãðàíè÷åííûì ðîñòîì. Ëèíèÿ èìååò æåíñêèé êàðèîòèï ñ
ìíîãî÷èñëåííûìè õðîìîñîìíûìè ïåðåñòðîéêàìè.

Âñå êëåòêè âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â ñðå-
äå Èãëà, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ,
ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % CO2.

Âñå ïðåïàðàòû ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ óê-
ñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1).

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ì å ò à ô à ç í û õ ï ë à ñ ò è í î ê â
ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê MRC5 è A431 äîáàâëÿëè
êîëõèöèí (0.5 ã/ìë) íà 3 ÷, îáðàáàòûâàëè ãèïîòîíè÷åñ-
êèì ðàñòâîðîì 0.075 Ì KCl, ðàñïëàñòûâàëè íà ñòåêëàõ,
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîë—óêñóñíàÿ êèñëîòà (3 : 1),
ðàñïëàñòûâàëè íà ñòåêëàõ è âûñóøèâàëè.

Ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ í à ô è ë ü ò ð à õ ï î Ñ à ó ç å ð í ó.
Ãåíîìíóþ ÄÍÊ èç íåñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè è êëåòîê ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, èç
ôèáðîáëàñòîâ MRC5 è êëåòîê A431 âûäåëÿëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ (×àí, 1999). Äàëåå ãå-
íîìíóþ ÄÍÊ îáðàáàòûâàëè ðåñòðèêòàçîé Bsp119I (Fer-
mentas, Ëèòâà), êîòîðàÿ íå ðàçðåçàåò ÄÍÊ ïî ñàéòó ðàñ-
ïîçíàâàíèÿ, åñëè îí ìåòèëèðîâàí. Ôðàãìåíòû ÄÍÊ,
îáðàçîâàâøèåñÿ â ðåçóëüòàòå ðåñòðèêöèè, ðàçäåëÿëè ïðè
ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â 0.8%-íîì àãàðîçíîì ãåëå è ïå-
ðåíîñèëè íà íåéëîíîâóþ ìåìáðàíó, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Sambroock et al., 1989). Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèþ ïðîâî-
äèëè â æåñòêèõ óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå
çîíäà HS3-1, ìå÷åííîãî DIG. Äëÿ äåòåêöèè èñïîëüçîâà-
ëè àíòèòåëà ïðîòèâ DIG, êîíúþãèðîâàííûå ñ ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçîé (Roche, Øâåéöàðèÿ). Äëÿ êàæäîé äîðîæêè
îïðåäåëÿëè îòíîñèòåëüíîå ìåòèëèðîâàíèå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè HS3-1, êîòîðîå ðàññ÷èòûâàëè êàê îòíîøåíèå
(Ì-îòíîøåíèå) èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçîé ôðàãìåíòîâ äëèíîé ñâûøå 2 òûñ. ï. í. ê èí-
òåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ ïî âñåé äîðîæêå. Ïîðîãîâîå
çíà÷åíèå Ì-îòíîøåíèÿ (2 òûñ. ï. í.) îïðåäåëÿëè ïî äàí-
íûì èç ëèòåðàòóðû (Vilain et al., 2000).
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Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ i n s i t u ñ
ç î í ä à ì è H S 3 - 1 è a l l C E N (F I S H). Çàôèêñèðîâàí-
íûå ïðåïàðàòû äåíàòóðèðîâàëè â 70%-íîì ôîðìàìèäå,
ïðèãîòîâëåííîì íà 2-êðàòíîì SSC, ïðè 74 °Ñ â òå÷åíèå
7 ìèí. Äåíàòóðèðîâàííóþ ãèáðèäèçàöèîííóþ ñìåñü íà-
íîñèëè íà ïðåïàðàòû. Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè â òå÷å-
íèå íî÷è ïðè 37 °Ñ. Äàëåå ïðåïàðàòû îòìûâàëè â
50%-íîì ôîðìàìèäå, ïðèãîòîâëåííîì íà 2-êðàòíîì
SSC, ïðè 45 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí è â 2-êðàòíîì SSC ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 8 ìèí. Ñàéòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçû-
âàíèÿ áëîêèðîâàëè 5%-íûì áû÷üèì ñûâîðîòî÷íûì àëü-
áóìèíîì. Ñàéòû ãèáðèäèçàöèè ïðîá HS3-1 èëè all CEN ñ
ìå÷åíûìè DIG äåòåêòèðîâàëè ïðè ïîìîùè àíòè-DIG-àí-
òèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ FITC èëè ðîäàìèíîì (1 : 40).
Ïîñëå ýòîãî ÿäðà îêðàøèâàëè DAPI è çàêëþ÷àëè â ñðåäó,
ñîäåðæàùóþ àãåíò, ïðåäîõðàíÿþùèé îò âûãîðàíèÿ ôëóî-
ðîõðîìà (Sigma, Ãåðìàíèÿ).

Ïðè îäíîâðåìåííîì èñïîëüçîâàíèè çîíä HS3-1 è
«õðîìîñîìíóþ êðàñêó» äåíàòóðèðîâàëè ðàçäåëüíî èç-çà
ðàçíûõ ïàðàìåòðîâ ïðåäâàðèòåëüíîãî îòæèãà (preannea-
ling) è äàëåå ñîâìåñòíî íàíîñèëè íà ïðåïàðàòû. Ãèáðè-
äèçàöèþ è ïîñòãèáðèäèçàöèîííûå îòìûâêè ïðîâîäèëè
ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ õðîìîñîìíîé
êðàñêè. Ïðè ñî÷åòàíèè ìåòîäà FISH è èììóíîîêðàøèâà-
íèÿ ïîñëå ñòàäèè íàíåñåíèÿ àíòèòåë ïðîòèâ DIG íàíîñè-
ëè àíòèòåëà ìûøè (1 : 250) ïðîòèâ 5-ìåòèëöèòîçèíà. Äà-
ëåå ïðåïàðàòû òðèæäû îòìûâàëè îò àíòèòåë ðàñòâîðîì
PBST (3 ìÌ KCl, 1 ìÌ KH2PO4, 140 ìÌ NaCl, 8 ìÌ
Na2HPO4 è 0.05 % Tween-20) ïî 5 ìèí â òåìíîòå è èíêó-
áèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ëîøàäè (1 : 50) ïðîòèâ èììóíî-
ãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ðîäàìèíîì. Çà-
òåì ïðåïàðàòû ñ ÿäðàìè êëåòîê ñíîâà îòìûâàëè, îêðàøè-
âàëè DAPI è çàêëþ÷àëè â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ àãåíò,
ïðåäîõðàíÿþùèé îò âûãîðàíèÿ ôëóîðîõðîìà (Sigma,
Ãåðìàíèÿ).

Äëÿ àíàëèçà ïðåïàðàòîâ èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëü-
íûé ìèêðîñêîï Zeiss LSM 5. Ôëóîðåñöåíöèþ FITC è ðî-
äàìèíà âîçáóæäàëè ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 488 è 543 íì
ñîîòâåòñòâåííî. Ñêàíèðîâàíèå ïðîèçâîäèëè ñ øàãîì
0.3 ìêì âäîëü Z-îñè.

Ðåçóëüòàòû

Ñïåöèôè÷íîñòü çîíäîâ, ãèáðèäèçóþùèõñÿ ñî âñåìè
öåíòðîìåðàìè (ðèñ. 1, à) è ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HS3-1,
ïðîâåðÿëè íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ, ïîëó÷åííûõ èç
êëåòîê ëèíèé MRC5 è A431 (ðèñ. 1, á, â). Â êëåòêàõ
MRC5 êàæäàÿ ïëàñòèíêà ñîñòîÿëà èç 46 õðîìîñîì. Êëåò-
êè A431 îáëàäàëè èçìåíåííûì êàðèîòèïîì, ÷èñëî â ìå-
òàôàçíîé ïëàñòèíêå âàðüèðîâàëî îò 40 äî 70 (ìîäàëüíîå
÷èñëî 55).

Öåíòðîìåðíûé çîíä ÿâëÿëñÿ ñïåöèôè÷íûì äëÿ öåíò-
ðîìåðíûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì, òàê êàê ïðè åãî èñïîëüçî-
âàíèè ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë âûÿâëÿëñÿ íà êàæäîé
õðîìîñîìå â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè â îáîèõ òè-
ïàõ êëåòîê. Çîíä HS3-1 âûÿâëÿëñÿ òîëüêî íà äâóõ õðîìî-
ñîìàõ â ïëàñòèíêå â êëåòêàõ MRC5 (ðèñ. 1, á). Ýòà ïàðà
áûëà êëàññèôèöèðîâàíà êàê õðîìîñîìû 1 ïî ðåçóëüòà-
òàì ãèáðèäèçàöèè ñ «õðîìîñîìíîé êðàñêîé» (ðèñ. 1, á).
Â êëåòêàõ A431 ÷èñëî ó÷àñòêîâ, âûÿâëÿåìûõ çîíäîì
HS3-1, ïðåâûøàëî 2 (ðèñ. 1, â). Íî âñå îíè ðàñïîëàãà-
ëèñü â ïðèöåíòðîìåðíîé îáëàñòè õðîìîñîìû 1 èëè ïðè-
ëåæàëè ê ôðàãìåíòàì õðîìîñîìû 1, ðàñïîëàãàâøèìñÿ íà
äðóãèõ õðîìîñîìàõ. Ñëåäîâàòåëüíî, çîíä HS3-1 ñïåöè-

ôè÷åí ïî îòíîøåíèþ ê ïðèöåíòðîìåðíîé îáëàñòè õðî-
ìîñîìû 1 (ðàéîí 1q12). Â ëèíèè MRC5 â îòëè÷èå îò
A431 îòñóòñòâóþò õðîìîñîìíûå òðàíñëîêàöèè â äàííîé
îáëàñòè.

Ñòåïåíü ìåòèëèðîâàíèÿ è êîíäåíñàöèè öåíòðîìåð-
íîé ñàòÄÍÊ áûëà îöåíåíà ìåòîäîì êîìáèíèðîâàíèÿ
FISH ñ îêðàñêîé àíòèòåëàìè ê ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ
(ðèñ. 2, à, I, II). Ìåòèëèðîâàííàÿ ÄÍÊ ðàñïîëàãàëàñü öå-
ïî÷êàìè èç íåáîëüøèõ ãðàíóë äèàìåòðîì 0.3 ìêì, ïðî-
íèçûâàþùèõ âñå ïðîñòðàíñòâî ÿäðà. Öåíòðîìåðíàÿ
ñàòÄÍÊ èíòåíñèâíî îêðàøèâàëàñü àíòèòåëàìè
(ðèñ. 2, à, II).

Â ëèìôîöèòàõ öåíòðîìåðíàÿ ñàòÄÍÊ áûëà òàêæå ñèëü-
íî êîìïàêòèçîâàíà (ðèñ. 2, á, I, II). Ìåòèëèðîâàííàÿ
ÄÍÊ ðàñïîëàãàëàñü ïî âñåìó ÿäðó â âèäå íåìíîãî÷èñ-
ëåííûõ äîñòàòî÷íî êðóïíûõ îñòðîâêîâ. Öåíòðîìåðíàÿ
ñàòÄÍÊ ïîëíîñòüþ îêðàøèâàëàñü àíòèòåëàìè ïðîòèâ
5-ìåòèëöèòîçèíà (ðèñ. 2, á, II).

Â êëåòêàõ A431 ãèáðèäèçàöèîííûé çîíä òàêæå âû-
ÿâèë êîìïàêòíûå ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû (ðèñ. 2, â,
I, II). Àíòèòåëà îêðàøèâàëè ìåëêèå (0.2 ìêì è ìåíåå)
ãðàíóëû, õàîòè÷íî ðàçáðîñàííûå ïî âñåìó ÿäðó. Âñå ãèá-
ðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû îò HS3-1 ñîâïàäàëè ñ îêðàñêîé
àíòèòåëàìè ïðîòèâ 5-ìåòèëöèòîçèíà (ðèñ. 2, â, II).

Â êëåòêàõ êóëüòóðû ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ MRC5
öåíòðîìåðíàÿ ñàòÄÍÊ áûëà òàêæå êîìïàêòèçîâàíà. Ãèá-
ðèäèçàöèîííûé ñèãíàë âûÿâëÿëñÿ â âèäå íåáîëüøèõ ãðà-
íóë â ÿäðå (ðèñ. 2, ã, I, II). Â êëåòêàõ MRC5 àíòèòåëà
îêðàøèâàëè ìíîæåñòâî ìåëêèõ ãðàíóë, êîòîðûå èíîãäà
ñëèâàëèñü â êëàñòåðû. Âñÿ öåíòðîìåðíàÿ ñàòÄÍÊ èíòåí-
ñèâíî îêðàøèâàëàñü àíòèòåëàìè (ðèñ. 2, ã, II).

Â êëåòêàõ ïëàöåíòû ñèãíàë HS3-1, âûÿâëÿåìûé ñ ïî-
ìîùüþ FISH, áûë êîíäåíñèðîâàí. Ãèáðèäèçàöèîí-
íûé ñèãíàë âûÿâëÿëñÿ â âèäå äâóõ íåáîëüøèõ è äîñ-
òàòî÷íî óäàëåííûõ äðóã îò äðóãà ãðàíóë, îêðóãëûõ
(0.6—0.7 ìêì) èëè â ôîðìå ïîëóìåñÿöà (0.7 � 0.3 ìêì)
(ðèñ. 3, à, I, II). Áîëüøèíñòâî ñèãíàëîâ HS3-1 ïðèëåæàëî ê
ÿäåðíîé îáîëî÷êå. Ãðàíóëû HS3-1 îáû÷íî èíòåíñèâíî
îêðàøèâàëèñü àíòèòåëàìè ê CpG-îñòðîâêàì (ðèñ. 3, à, II).

Â ëèìôîöèòàõ çîíä âûÿâëÿë äâà ñèãíàëà â âèäå ãðà-
íóë ñî ñðåäíèì äèàìåòðîì 0.6 ìêì (ðèñ. 3, á, I, II). HS3-1
òîæå ïîëíîñòüþ îêðàøèâàëñÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ 5-ìå-
òèëöèòîçèíà (ðèñ. 3, á, II).

Â êëåòêàõ A431 ðàçìåð ãðàíóëû îäíîãî ãèáðèäèçàöè-
îííîãî ñèãíàëà ñîñòàâëÿë ïðèìåðíî 1 ìêì. Â ïîäàâëÿþ-
ùåì áîëüøèíñòâå êëåòîê ñîäåðæàëîñü áîëåå äâóõ ãðàíóë
HS3-1, ÷òî ñâÿçàíî ñ íàëè÷èåì ïåðåñòðîåê, çàòðàãèâàþ-
ùèõ äàííûé ó÷àñòîê õðîìîñîìû. Äâà èç ýòèõ ñèãíàëîâ
ñîõðàíÿëè ïåðèôåðè÷åñêîå ïîëîæåíèå, â òî âðåìÿ êàê
îñòàëüíûå ìîãëè ðàñïîëàãàòüñÿ êàê âî âíóòðåííåì ïðî-
ñòðàíñòâå ÿäðà, òàê è íà ïåðèôåðèè (ðèñ. 3, â, I, II). Õà-
ðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ÷àñòè êëåòîê ÿâëÿëàñü ÷àñòè÷-
íàÿ äåêîíäåíñàöèÿ HS3-1. Â 14 % êëåòîê A431 FISH-çîíä
âûÿâèë öåïî÷êè òî÷å÷íûõ ãðàíóë (äèàìåòðîì ìåíåå
0.3 ìêì), îòõîäÿùèå îò îñíîâíûõ êîìïàêòíûõ ãðàíóë
ðàçìåðîì 1 ìêì. Äëèíà öåïî÷åê è êîëè÷åñòâî òî÷åê â
íèõ âàðüèðîâàëè îò êëåòêè ê êëåòêå. Àíòèòåëà ïîëíî-
ñòüþ îêðàøèâàëè êîìïàêòíûå ãðàíóëû, îäíàêî öåïî÷êè
äåêîíäåíñèðîâàííîãî ñàòåëëèòà ïðàêòè÷åñêè íå îêðàøè-
âàëèñü àíòèòåëàìè (ðèñ. 3, â, II).

Â ìîëîäûõ (äî 20—25-ãî ïàññàæà) ôèáðîáëàñòàõ
MRC5 ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè áûëè ñõîäíû ñ ðåçóëü-
òàòàìè, ïîëó÷åííûìè íà êëåòêàõ òêàíåé, è ñàòåëëèò
HS3-1 ïîëíîñòüþ îêðàøèâàëñÿ àíòèòåëàìè (äàííûå íå
ïðåäñòàâëåíû). Ñèòóàöèÿ â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ (ïîñëå
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27—29-ãî ïàññàæà) ðåçêî ìåíÿëàñü. Â ýòèõ êëåòêàõ
HS3-1 óæå íå èìåë âèäà êîìïàêòíûõ ãðàíóë. Â 30 % êëå-
òîê çîíä HS3-1 âûÿâèë ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû, êî-
òîðûå íàõîäèëèñü íå â ïëîòíûõ íåáîëüøèõ ó÷àñòêàõ, êàê
ñèãíàëû îò HS3-1 â êëåòêàõ ïëàöåíòû è ëèìôîöèòàõ, à â
áîëüøîì êîëè÷åñòâå ìåëêèõ òî÷åê, êîòîðûå çàíèìàëè
ãîðàçäî á *îëüøóþ ïëîùàäü, ÷åì â äðóãèõ ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòêàõ (ðèñ. 3, ã, I, II). Ó÷àñòêè, ñîõðàíèâøèå êîìïàêò-
íîå ñîñòîÿíèå, èíòåíñèâíî îêðàøèâàëèñü àíòèòåëàìè ê
CpG-îñòðîâêàì. Äåêîìïàòèçîâàííûå ó÷àñòêè, êàê è â
ñëó÷àå ñ êëåòêàìè A431, àíòèòåëàìè íå îêðàøèâàëèñü
(ðèñ. 3, ã, II).

Òàêèì îáðàçîì, èììóíîöèòîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè
ïîêàçàíî, ÷òî äåêîíäåíñèðîâàííûå ó÷àñòêè HS3-1 ñëà-

áåå îêðàøèâàþòñÿ àíòèòåëàìè ê ìåòèëöèòîçèíó. Îäíàêî
ýòî íå ÿâëÿëîñü äîêàçàòåëüñòâîì ñíèæåíèÿ óðîâíÿ ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ýòîãî ñàòåëëèòà. Ïîýòîìó óðîâåíü ìåòèëèðî-
âàíèÿ HS3-1 áûë ïðîâåðåí ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè íà
ôèëüòðàõ ïî Ñàóçåðíó çîíäà HS3-1 ñ îáðàçöàìè ÄÍÊ, îá-
ðàáîòàííûìè ðåñòðèêòàçîé Bsp119I. Îêàçàëîñü, ÷òî â
ëèìôîöèòàõ è êëåòêàõ ïëàöåíòû HS3-1 ñèëüíî ìåòèëè-
ðîâàí: äëèíà ïðàêòè÷åñêè âñåõ ïîëó÷åííûõ ôðàãìåíòîâ
ïðåâûøàëà 2 òûñ. ï. í. (ðèñ. 4, 1, 2). Â ñòàðåþùèõ ôèá-
ðîáëàñòàõ è â êëåòêàõ A431 óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ çà-
ìåòíî ñíèæåí (ðèñ. 4, 3, 4). Â êëåòêàõ A431 íàáëþäàëñÿ
ìàêñèìóì äåìåòèëèðîâàíèÿ (ðèñ. 4, 4), â òî âðåìÿ êàê
ìàêñèìóì äåêîíäåíñàöèè îòìå÷åí â ñòàðåþùèõ ôèáðî-
áëàñòàõ (ðèñ. 3, ã).
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Ðèñ. 1. FISH-ãèáðèäèçàöèÿ ñ çîíäàìè all CEN è HS3-1 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèí èç êëåòîê A431 (à, â) è MRC5 32-ãî ïàññàæà (á).

Âñå õðîìîñîìû âèçóàëèçèðîâàíû DAPI (à—â, ñèíèé ïñåâäîöâåò). Õðîìîñîìà 1 îêðàøåíà õðîìîñîì-ñïåöèôè÷íîé êðàñêîé (á, â, áèðþçîâûé ïñåâäî-
öâåò). All CEN (à) — áèðþçîâûé ïñåâäîöâåò, HS3-1 (á, â) — êðàñíûé ïñåâäîöâåò. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 10 ìêì.

Ðèñ. 2. FISH-ãèáðèäèçàöèÿ è èììóíîîêðàøèâàíèå ñ çîíäîì all CEN è àíòèòåëàìè ïðîòèâ CpG-îñòðîâêîâ èíòåðôàçíûõ ÿäåð èç
êëåòîê ïëàöåíòû (à), èç ëèìôîöèòîâ (á), èç êëåòîê A431 (â) è MRC5 32-ãî ïàññàæà (ã).

Çåëåíûé ïñåâäîöâåò — çîíä All CEN, êðàñíûé ïñåâäîöâåò — àíòèòåëà ïðîòèâ CpG-îñòðîâêîâ. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè: à, I—â, I — 5 ìêì; à, II — â, II —
1.5 ìêì; ã, I — 10 ìêì; ã, II — 3 ìêì.



Îáñóæäåíèå

Èòàê, â êëåòêàõ, âûäåëåííûõ èç òêàíåé (â ëèìôîöè-
òàõ è êëåòêàõ ïëàöåíòû), â êóëüòóðå ìàëèãíèçèðîâàííûõ
êëåòîê A431 è â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ
MRC5 öåíòðîìåðíàÿ ñàòÄÍÊ êîìïàêòèçîâàíà è ñèëüíî
ìåòèëèðîâàíà (ðèñ. 2). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ äàí-
íûìè èññëåäîâàíèé ñòåïåíè ìåòèëèðîâàíèÿ àëüôîèäíîé
ÄÍÊ, ïðîâåäåííûõ íà ëèìôîáëàñòîèäíûõ ëèíèÿõ ÷åëî-
âåêà è áèîïòàòàõ, âûäåëåííûõ èç îïóõîëåâûõ òêàíåé
(Dante et al., 1992).

Â êëåòêàõ, âûäåëåííûõ èç òêàíåé (â ëèìôîöèòàõ è
êëåòêàõ ïëàöåíòû), ñàòåëëèò HS3 õðîìîñîìû 1 â áîëü-
øèíñòâå ñëó÷àåâ ðàñïîëàãàåòñÿ ïî ïåðèôåðèè, ñèëüíî
êîìïàêòèçîâàí è ñèëüíî ìåòèëèðîâàí (ðèñ. 3, 4). Ïåðè-
ôåðè÷åñêîå ðàñïîëîæåíèå ñàòåëëèòà 3 õðîìîñîìû 1 â
ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà áûëî îïèñàíî ðàíåå (Weierich et
al., 2003). Ìû íå íàáëþäàëè íà ïðåïàðàòàõ ëèìôîöèòîâ
àññîöèàöèè ãîìîëîãîâ â ðàéîíå 1q12, ê êîòîðîìó îòíî-
ñèòñÿ HS3-1, îïèñàííîé äëÿ êóëüòóðû íåéðîíîâ (Manue-
lidis, Borden, 1988). Ïî-âèäèìîìó, òàêàÿ àññîöèàöèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ òêàíåñïåöèôè÷íîé. Òêàíåñïåöèôè÷íûì ÿâëÿåòñÿ
òàêæå è ðàñïðåäåëåíèå â ïðîñòðàíñòâå ÿäðà ó÷àñòêîâ ìå-
òèëèðîâàííîé ÄÍÊ (ðèñ. 2, 3).

Â êëåòêàõ A431, ïîëó÷åííûõ èç âóëüâàðíîé êàðöèíî-
ìû (ðèñ. 3, 4), ìû íàáëþäàëè ðàçâîðà÷èâàíèå è ÷àñòè÷-
íîå äåìåòèëèðîâàíèå HS3-1.

Èçáèðàòåëüíîå äåìåòèëèðîâàíèå ïðèöåíòðîìåðíûõ
ñàòåëëèòîâ îïèñàíî ïðè íåêîòîðûõ çàáîëåâàíèÿõ. Ñàòåë-
ëèò 2 õðîìîñîì 1 è 16 è HS3-9 ãèïîìåòèëèðîâàíû â
êëåòêàõ êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ñèíäðîìîì ICF (Immunodefi-
ciency-Centromeric instability-Facial anomalies) (Luciani et
al., 2004). Ñàòåëëèò 2 õðîìîñîìû 1 ãèïîìåòèëèðîâàí â
íåôðîáëàñòîìàõ (îïóõîëÿõ Âèëìñà) è â ãåïàòîöåëëþëÿð-
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Ðèñ. 3. FISH-ãèáðèäèçàöèÿ è èììóíîîêðàøèâàíèå ñ çîíäîì HS3-1 è àíòèòåëàìè ïðîòèâ CpG-îñòðîâêîâ èíòåðôàçíûõ ÿäåð èç êëå-
òîê ïëàöåíòû (à), èç ëèìôîöèòîâ (á), èç êëåòîê A431 (â) è MRC5 32-ãî ïàññàæà (ã).

Çåëåíûé ïñåâäîöâåò — çîíä HS3-1, êðàñíûé ïñåâäîöâåò — àíòèòåëà ïðîòèâ CpG-îñòðîâêîâ. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè: à, I—â, I — 5 ìêì; à, II — â, II —
1.5 ìêì; ã, I — 10 ìêì; ã, II — 3 ìêì.

Ðèñ. 4. Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèÿ òîòàëüíîé ãåíîìíîé ÄÍÊ, îáðà-
áîòàííîé ðåñòðèêòàçîé Bsp 119I, èç ëèìôîöèòîâ (1), êëåòîê

ïëàöåíòû (2), êëåòîê MRC5 32-ãî ïàññàæà (3) è A431 (4).

Çîíä — HS3-1, ìå÷åííûé DIG. Ñòðåëêà ïîêàçûâàåò ïîãðàíè÷íóþ ìîëå-
êóëÿðíóþ ìàññó (2 òûñ. ï. í.) ïðè ðàñ÷åòå Ì-îòíîøåíèÿ (îáúÿñíåíèÿ ñì.

â òåêñòå). Ì — âåëè÷èíà Ì-ñîîòíîøåíèÿ.



íûõ êàðöèíîìàõ (Ehrlich et al., 2003). Äëÿ ñëó÷àåâ ðàêà
ìîëî÷íîé æåëåçû, îñîáåííî â îïóõîëÿõ íà÷àëüíîé ñòà-
äèè, ïîêàçàíî èçáèðàòåëüíîå äåìåòèëèðîâàíèå ñàòåëëè-
òîâ 1 è 2 õðîìîñîìû 1 (Maraschio et al., 1988; Narayan et
al., 1997; Qu et al., 1999; Jackson et al., 2004). Ïðåäïîëàãà-
åòñÿ, ÷òî ãèïîìåòèëèðîâàíèå ïðèöåíòðîìåðíîé ÄÍÊ
õðîìîñîìû 1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ýëåìåíòîâ êàíöåðîãåíå-
çà â ìîëî÷íîé æåëåçå, à òàêæå ãèñòîëîãè÷åñêèì ïðèçíà-
êîì åãî íà÷àëüíûõ ñòàäèé (Jackson et al., 2004). Èç íà-
øèõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî â êëåòêàõ A431 òàêæå íà-
áëþäàåòñÿ äåìåòèëèðîâàíèå HS3-1. Ñàòåëëèòû 2 è HS3
î÷åíü áëèçêè äðóã ê äðóãó. Èíîãäà ðàçíûå èññëåäîâàòåëè
îòíîñÿò îäíó è òó æå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü òî ê îäíîé, òî
ê äðóãîé ãðóïïå. Ïîýòîìó, ñóììèðóÿ íàøè äàííûå ñ äàí-
íûìè äðóãèõ àâòîðîâ, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ïðè êàíöåðîãå-
íåçå èçáèðàòåëüíîå äåìåòèëèðîâàíèå ïðèöåíòðîìåðíûõ
ó÷àñòêîâ íåêîòîðûõ õðîìîñîì ÿâëÿåòñÿ øèðîêîðàñïðî-
ñòðàíåííûì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ (Ehrlich et al., 2003), ÷òî äå-
ìåòèëèðîâàíèå ïðèöåíòðîìåðîâ ìîæåò áûòü êàê îñíîâîé
äëÿ äàëüíåéøåãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ äåìåòèëèðîâàíèÿ íà
ýóõðîìàòèíîâûå ðàéîíû, òàê è îäíèì èç ñïîñîáîâ òðàíñ-
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, ëåæàùèõ â ÿäðå (à íå íà
õðîìîñîìå), âáëèçè ýòèõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì. Äåêîíäåí-
ñàöèÿ HS3-1 â îïóõîëåâûõ èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ðàíåå
îïèñàíà íå áûëà. Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ ëèíèè HeLa
(êàðöèíîìà øåéêè ìàòêè) HS3-1 ñîõðàíÿåò êîíäåíñèðî-
âàííîå ñîñòîÿíèå (Enukashvily et al., 2005).

Ìû íàáëþäàëè ðàçíûå âèäû ðàñïðåäåëåíèÿ ìåòèëè-
ðîâàííîé ÄÍÊ â ÿäðàõ èç êëåòîê òêàíåé è â ÿäðàõ èç ñòà-
ðåþùèõ êëåòîê, ðàñòóùèõ â êóëüòóðå. Â ðÿäó èññëåäî-
âàííûõ êëåòîê èñ÷åçàëè êðóïíûå êëàñòåðû è ïîÿâëÿëèñü
âìåñòî íèõ î÷åíü ìåëêèå ãðàíóëû, ðàçáðîñàííûå ïî âñå-
ìó ÿäðó. Êðîìå òîãî, ñíèæàëñÿ óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ
HS3-1.

Èçâåñòíî, ÷òî óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîìíîé
ÄÍÊ ïàäàåò â ñòàðåþùèõ òêàíÿõ (Singhal et al., 1987), à
òàêæå ñ ðîñòîì ÷èñëà ïàññàæåé â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ
íîðìàëüíûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ (Fairweather et al.,
1987; Tsien et al., 2002). Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ, îãðàíè÷è-
âàþùèõ ÷èñëî äåëåíèé è âåäóùèõ ê ñòàðåíèþ, ñ÷èòàåòñÿ
ïîñòåïåííîå äåìåòèëèðîâàíèå 5-ìåòèëöèòîçèíîâûõ
îñíîâàíèé ÄÍÊ (Hoal-van Helden, van Helden, 1989). Îá-
ðàáîòêà êëåòîê èíãèáèòîðàìè ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðà-
çû 5-àçàöèòèäèíîì (aza-C) è 5-àçàäåçîêñèöèòèäèíîì
(aza-dC) ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ñðîêà æèçíè êëåòîê
in vitro (Fairweather et al., 1987). Ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðå-
íèå âûçûâàåòñÿ ïàäåíèåì óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â
íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà (Young, Smith,
2001).

Ìàëûå äîçû aza-C èëè aza-dC ñèëüíî ïîäàâëÿþò êîí-
äåíñàöèþ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà â êëåòêàõ
÷åëîâåêà, îñîáåííî â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ 1, 9, 16
è q-ïëå÷à Y-õðîìîñîì â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà (Haaf,
Scmid, 2000). Ýòè ðàéîíû èçîáèëóþò ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿìè êëàññè÷åñêèõ ñàòåëëèòîâ 2 è 3 (Tagarro et al., 1994)
è íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ çàìåòíî îêðàøèâàþòñÿ àí-
òèòåëàìè ïðîòèâ 5-ìåòèëöèòîçèíà (Lubit et al., 1976). Òà-
êèì îáðàçîì, ïðè êëþ÷åâîì ñòàðåíèè îäíîé èç ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ìèøåíåé äëÿ äåìåòèëèðîâàíèÿ ìîãóò áûòü
êëàññè÷åñêèå ñàòåëëèòû ÄÍÊ.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñåëåêòèâíîå ïîíèæåíèå
óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ïðèöåíòðîìåðíîé ñàòåëëèòíîé
ÄÍÊ in vivo è in vitro âî âðåìÿ ñòàðåíèÿ ïîêàçàíî ó ÷åëî-
âåêà, ìûøåé è êîðîâ (Howlett et al., 1989; Hornsby et al.,
1992; Suzuki et al., 2002).

Ñóçóêè è ñîàâòîðû (Suzuki et al., 2002) â ñâîåì èññëå-
äîâàíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
÷åëîâåêà íà ïðîòÿæåíèè áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïàññàæåé
ïðîâåðÿëè ñòåïåíü ìåòèëèðîâàíèÿ êëàññè÷åñêèõ ñàòåë-
ëèòîâ 2 è 3, à òàêæå ãåíîìíîé ÄÍÊ. Óðîâíè äåìåòèëèðî-
âàíèÿ áûëè î÷åíü ñõîäíû â òîòàëüíîé ÄÍÊ è ñàòåëëè-
òå 2, â òî âðåìÿ êàê óðîâåíü äåìåòèëèðîâàíèÿ â HS3 ïà-
äàë âäâîå áûñòðåå, ÷åì âî âñåõ îñòàëüíûõ îáðàçöàõ.
Áîëåå 70 % 5-ìåòèëöèòîçèíà HS3, ìåòèëèðîâàííîãî â
ìîëîäûõ êëåòêàõ, áûëè äåìåòèëèðîâàíû â ñòàðåþùèõ
êëåòêàõ. Íàéäåíî, ÷òî äåìåòèëèðîâàíèå ñàòåëëèòíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé êîððåëèðóåò ñ ïðèñóòñòâèåì ìèêðî-
ÿäåð, ñîäåðæàùèõ ñàòåëëèòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â
ñòàðåþùèõ ôèáðîáëàñòàõ TIG-7 (Suzuki et al., 2002). Ìû
íå íàáëþäàëè ìèêðîÿäåð â ñòàðåþùåé êóëüòóðå ôèáðî-
áëàñòîâ MRC5, à ñòåïåíü äåêîíäåíñàöèè HS3-1 â íàøèõ
èññëåäîâàíèÿõ áûëà âûøå, ÷åì â ôèáðîáëàñòàõ TIG-7
(Suzuki et al., 2002). Ëèíèè TIG-7 è MRC5 ðàçëè÷àþòñÿ
ïî ñâîåìó ïðîèñõîæäåíèþ — ýòî ôèáðîáëàñòû êîæè è
ëåãêèõ ñîîòâåòñòâåííî. Îäíàêî äëÿ îáåèõ ëèíèé ïîêàçà-
íà äåêîíäåíñàöèÿ îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà êîíñòèòóòèâ-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà. Ñëåäîâàòåëüíî, ðàçâîðà÷èâàíèå
êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ïðè îïðåäåëåííûõ
óñëîâèÿõ íå ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì ÿâëåíèåì, ïðèñóùèì
îäíîé êîíêðåòíîé ëèíèè.

Èòàê, ìû îáíàðóæèëè ÷àñòè÷íóþ äåêîíäåíñàöèþ è
äåìåòèëèðîâàíèå ïðèöåíòðîìåðíîé ñàòÄÍÊ, âõîäÿùåé â
ñîñòàâ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà â ìàëèãíèçè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ A431 è â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ ïåðâè÷-
íîé êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ. Ïî âñåé âèäèìîñòè, ìåõà-
íèçìû äåêîíäåíñàöèè â ñòàðåþùèõ ôèáðîáëàñòàõ è â
êëåòêàõ A431 ðàçëè÷íû, ÷òî âïîëíå åñòåñòâåííî, òàê êàê
ñòàðåíèå è ìàëèãíèçàöèÿ — äâà ðàçíîíàïðàâëåííûõ ïðî-
öåññà. Ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè ïî Ñàóçåðíó (ðèñ. 4)
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â äåêîíäåíñàöèè HS3-1 â
ôèáðîáëàñòàõ êðîìå äåìåòèëèðîâàíèÿ ïðèíèìàþò ó÷àñ-
òèå äðóãèå ôàêòîðû. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîìîãóò
âûÿñíèòü, êàêèå åùå èçìåíåíèÿ ñîïðîâîæäàþò äåêîí-
äåíñàöèþ HS3-1 â ýòèõ êëåòêàõ.

Ìû áëàãîäàðèì ä-ðà Ä. Øèð (Dr. D. Sheer, Human
Cytogenetics Laboratory, Cancer Research UK, London Re-
search Institute) è ä-ðà Ð. Äîíåâà (Dr. R. Donev, University
of Wales, College of Medicine, Cardiff, UK) çà ïëîäîòâîð-
íîå ñîòðóäíè÷åñòâî â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ðàáîòû íàä
ïðîåêòîì. Ìû òàêæå áëàãîäàðíû Áàíêó êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) çà
îãðîìíóþ ïîìîùü â ðàáîòå ñ êëåòêàìè ëèíèè MRC5.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-48734-à), ãðàíòà Ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ãîñóäàðñò-
âåííîé ïîääåðæêè ìîëîäûõ ðîññèéñêèõ ó÷åíûõ —
êàíäèäàòîâ íàóê — è èõ íàó÷íûõ ðóêîâîäèòåëåé
(ÌÊ-2497.2005.4), ãðàíòà äëÿ ìîëîäûõ êàíäèäàòîâ íàóê
Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà (PD06-1.4-130), ãðàíòà íà êðàòêîñðî÷-
íóþ íàó÷íóþ ïîåçäêó Êîðîëåâñêîãî îáùåñòâà Âåëèêî-
áðèòàíèè (Royal Society). Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçî-
âàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèà-
ãíîñòèêà â ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».
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DNA OF SOME REGIONS OF CONSTITUTIVE HETEROCHROMATIN IS DEMETHYLATED
AND DECONDENSED IN MRC5 AND A431 CELLS

I. S. R. Vaisertreiger, O. I. Podgornaya, N. I. Enukashvily1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1e-mail: natella@mail.cytspb.rssi.ru

It is believed that satellite DNA is compact and transcriptionally inert during interphase. We determined lo-
calization, range of compactization and methylation state of the centromeric and pericentromeric satellite DNA
using the method of fluorescence hybridization in situ (FISH) combined with the antibody immunostaining aga-
inst the methylated DNA. We investigated the tissue cells (the cells of placenta and lymphocytes), primary
(MRC5 fibroblasts) and malignant (A431) cell cultures. Centromeric satellite DNA was condensed and stained
with antibodies against 5-methylcytosine in all the cases. Pericentromeric satellite 3 of the chromosome 1 was
condensed in lymphocytes, placenta cells and young culture of fibroblasts. The unwrapping of satellite 3 of
the chromosome 1 has been observed in the senescent MRC5 fibroblasts and in the malignant cell line A431.
The compact areas of pericentromeric satellites were stained with antibodies against the methylated DNA, white
the decondensed areas were’nt stained. Thus, we observed pericentromeric satellite 3 decondensation in senes-
cent fibroblasts culture MRC5 and in cell line A431. The decondensation was accompanied by the partial demet-
hylation of the satellite DNA, which is believed to belong to constitutive heterochromatin.

K e y w o r d s: satellite DNA, human satellite 3, methylation, senescense.
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