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Ñðàâíèâàëè ðåçóëüòàòû êàðèîòèïèðîâàíèÿ è ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ êëåòîê CHL V-79 RJK, îòñåëåêòèðîâàííûõ íà óñòîé÷èâîñòü ê áðîìèñòîìó ýòèäèþ
(ÁÝ), âûçûâàþùåìó ìíîæåñòâåííóþ ëåêàðñòâåííóþ óñòîé÷èâîñòü (ÌËÓ) (ëèíèÿ Vebr-5). Àíàëèç ïðîâî-
äèëè íà 11-ì è 88-ì ïàññàæàõ. Èçó÷åíèå ñòðóêòóðû êàðèîòèïà Vebr-5 âûÿâèëî íàëè÷èå äîïîëíèòåëüíîãî
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà (ÄÃÌ) â âèäå ãîìîãåííî èëè äèôôåðåíöèàëüíî îêðàøåííûõ îáëàñòåé (ÃÎÎ è
ÄÎÎ) â äâóõ õðîìîñîìàõ (Z1 è Z6, ëîêóñû 1p29-31 è 1q26 ñîîòâåòñòâåííî). ÄÎÎ (ÃÎÎ) â Z6 ïî ìåñòó ëî-
êàëèçàöèè ãåíà mdr äèêîãî òèïà èìåëè íåñòàáèëüíûå äëèíó è ñòðóêòóðó, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ ìàðêåðîâ àìïëèôèêàöèè ãåíîâ ñåìåéñòâà mdr. Ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè Vebr-5 â
ïðèñóòñòâèè ÁÝ (88 ïàññàæåé) íåñòàáèëüíîñòü ÃÎÎ (ÄÎÎ) â Z6 âîçðàñòàëà. Ðåçóëüòàòû ìèêðîôëóîðè-
ìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà Vebr-5 íà 11-ì ïàññàæå ïîêàçàëè äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ íå
òîëüêî â õðîìîñîìàõ Z1 è Z6, ìàðêèðîâàííûõ ÃÎÎ (ÄÎÎ), íî è åùå â òðåõ õðîìîñîìàõ (Z5, Z12 è Z13),
íå èìåþùèõ âèçóàëüíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé. Ñîîòâåòñòâóþùèé àíàëèç íà 88-ì ïàññàæå âûÿ-
âèë íåñëó÷àéíûå èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ åùå â ÷åòûðåõ õðîìîñîìàõ: óâåëè÷åíèå — â Z14, óìåíüøå-
íèå — â õðîìîñîìàõ 8, Z7 è Z9. Óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ ðàññìàòðèâàåòñÿ â ñâÿçè ñ äå-
ëåòèðîâàíèåì ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, óâåëè÷åíèå — êàê ðåçóëüòàò òðàíñëîêàöèè è (èëè) àìïëèôèêàöèè.
Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ äëÿ êðóïíûõ õðîìîñîì ñîñòàâèë îêîëî 9, à äëÿ ìåë-
êèõ — îêîëî 26 %. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ìåëêèå õðîìîñîìû îáëàäàþò áîëüøèìè ïîòåíöèÿìè ê
íåñòàáèëüíîñòè, ÷åì êðóïíûå. Ïîëó÷åííûå äàííûå íå òîëüêî ïîäòâåðæäàþò, íî è ðàñøèðÿþò ïðåäñòàâëå-
íèå î íàïðàâëåííîñòè è õàðàêòåðå äåñòàáèëèçàöèè ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòîê, âñòàâøèõ íà ïóòü íåî-
ïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè â ñâÿçè ñ ïðèîáðåòåíèåì èìè ÌËÓ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äåñòàáèëèçàöèÿ êàðèîòèïà, äîïîëíèòåëüíûé ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë, ìèêðî-
ôëóîðèìåòðèÿ, ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñòâåííàÿ óñòîé÷èâîñòü, ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÝ — áðîìèñòûé ýòèäèé, ÃÎÎ — ãîìîãåííî îêðàøåííàÿ îáëàñòü,
ÄÃÌ — äîïîëíèòåëüíûé ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë, ÄÌ — äâîéíûå ìèíè-õðîìîñîìû, ÄÎÎ — äèôôåðåí-
öèàëüíî îêðàøåííàÿ îáëàñòü, ÌËÓ — ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñòâåííàÿ óñòîé÷èâîñòü.

Èçâåñòíî, ÷òî êàðèîòèïè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê îáóñëîâëåíà, ñ îäíîé ñòîðî-
íû, íàðóøåíèÿìè ïðîöåññîâ ìèòîòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ, ñ
äðóãîé — èçìåíåíèÿìè â ôóíêöèîíèðîâàíèè îòäåëüíûõ
ãåíîâ. Îòêëîíåíèÿ îò ñòàíäàðòíîãî êàðèîòèïà ïðè ýòîì
ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ èçìåíåíèåì êàê ÷èñëà õðîìîñîì,
òàê è èõ ñòðóêòóðû, ÷òî îáóñëîâëåíî, ñ îäíîé ñòîðîíû,
âíóòðè- è ìåæõðîìîñîìíûìè ïåðåñòðîéêàìè, à ñ äðó-
ãîé — àìïëèôèêàöèåé ãåíîâ. Îäíîé èç ìîäåëüíûõ ñèñ-
òåì, ãäå ïîäîáíîãî ðîäà íàðóøåíèÿ õîðîøî ïðîñëåæèâà-
þòñÿ, ÿâëÿþòñÿ êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ â ñèñòåìå in vitro,
ïðåòåðïåâøèå ñåëåêöèþ íà óñòîé÷èâîñòü ê àãåíòàì, âû-
çûâàþùèì ìíîæåñòâåííóþ ëåêàðñòâåííóþ óñòîé÷èâîñòü
(ÌËÓ). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðèîáðåòåíèå êëåòêàìè ìëåêîïèòà-
þùèõ òèïè÷íîé ÌËÓ ñîïðÿæåíî ñ ïîâûøåííîé ýêñïðåñ-
ñèåé òðàíñìåìáðàííîãî ãëèêîïðîòåèíà, îáóñëîâëåííîé
àìïëèôèêàöèåé êîäèðóþùèõ èõ ãåíîâ ñåìåéñòâà mdr: ó
êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ýòî ãåíû pgp1 è pgp2 (Devault, Gross,
1990). Àìïëèôèêàöèÿ ýòèõ ãåíîâ íåðåäêî ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ïîÿâëåíèåì â êàðèîòèïå ñïåöèôè÷åñêèõ íîâîîáðàçîâà-

íèé (ÄÎÎ, ÃÎÎ è ÄÌ), òðàêòóåìûõ êàê ìîðôîëîãè÷åñêèå
ìàðêåðû àìïëèôèêàöèè ãåíîâ mdr (Ãðèí÷óê è äð., 1984,
1986à, 1986á, 1998; Kopnin et al., 1985; Teeter et al., 1986;
Bradley et al., 1988, è äð.).

Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå íàìè íà ôèáðîáëàñòàõ
êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà (ëèíèÿ CHL V-79 RJK) ñ ÌËÓ, âîç-
íèêøåé â ðåçóëüòàòå èõ ñåëåêöèè íà óñòîé÷èâîñòü ê ÁÝ,
òàêæå ïîêàçàëè ïðèñóòñòâèå ÃÎÎ è ÄÎÎ (ëîêóñû
1p29-31, 1q26, õðîìîñîìû Z1 è Z6 ñîîòâåòñòâåííî) â êà-
ðèîòèïå ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê (Ãðèí÷óê è äð., 1988). Óâå-
ëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ñåëåêòèâíîãî àãåíòà, ðàâíî êàê
äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïðè íèçêîé åãî êîí-
öåíòðàöèè, ïðèâîäèëè ê ðàçíîíàïðàâëåííîé äåñòàáèëèçà-
öèè ñòðóêòóðû êàðèîòèïà — ýêñòðàêîïèðîâàíèþ îòäåëü-
íûõ õðîìîñîì íàáîðà, ïîÿâëåíèþ ñòðóêòóðíî ïåðåñòðî-
åííûõ õðîìîñîì è õðîìîñîì ñ äîïîëíèòåëüíûìè ÄÎÎ è
ÃÎÎ (Ãðèí÷óê è äð., 2006).

Èñïîëüçîâàíèå êîëè÷åñòâåííîãî öèòîõèìè÷åñêîãî
ìåòîäà, îñíîâàííîãî íà ïðåäâàðèòåëüíîé èäåíòèôèêàöèè
G-áàíäèðîâàííûõ õðîìîñîì êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà ñ
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ïîñëåäóþùèì ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêèì îïðåäåëåíèåì â
íèõ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ, âûÿâèëî äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ-íîñèòåëÿõ ÃÎÎ è ÄÎÎ
(Ãðèí÷óê è äð., 1986â).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â Ëàáîðàòîðèè êëåòî÷íîé ïàòîëî-
ãèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ ðàçðàáîòàí ìîäèôèöèðî-
âàííûé ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêèé ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé
ðåãèñòðèðîâàòü íåáîëüøèå (5 %) èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ êàðèîòèïè÷åñêîãî
íàáîðà. Â îñíîâó äàííîé ðàáîòû ïîëîæåíî èñïîëüçîâàíèå
ýòîãî ìåòîäà äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîãðåññèðóþùåé äåñòàáèëè-
çàöèè ãåíîìà êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ñ ÌËÓ.

Êîíêðåòíîé çàäà÷åé áûëî ïîëó÷åíèå è ñîïîñòàâëåíèå
äàííûõ êàðèîëîãè÷åñêîãî è ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî
ìåòîäîâ ïðè èçó÷åíèè äèíàìèêè ãåíîìíûõ èçìåíåíèé â
êëåòêàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ëèíèè CHL V-79 RJK â ñâÿçè
ñ èõ ïðîäîëæèòåëüíûì êóëüòèâèðîâàíèåì â ïðèñóòñòâèè
àãåíòà (ÁÝ), âûçûâàþùåãî ÌËÓ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð û ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè ôèáðîáëàñòû êè-
òàéñêîãî õîìÿ÷êà ëèíèè CHL V-79 RJK (ä-ð Ô. Ðàääë,
Éåëüñêèé óíèâåðñèòåò, ÑØÀ) è êëåòêè åå ñóáëèíèè
Vebr-5, óñòîé÷èâûå ê ÁÝ â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë (2-ÿ ñòó-
ïåíü ñåëåêöèè), ñîõðàíÿþùèå ðåçèñòåíòíîñòü ê ÁÝ ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå áåç ñåëåêòèâíîãî
àãåíòà è õàðàêòåðèçóþùèåñÿ ôåíîòèïîì ÌËÓ (Ãðèí÷óê è
äð., 1988). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâ-
ëåíèåì 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè â ïðèñóòñòâèè ãåíòàìè-
öèíà (100 ìêã/ìë) â àòìîñôåðå 5—7 % CO2 ïðè 37 °Ñ.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ï ð å ï à ð à ò î â ì å ò à ô à ç í û õ
õ ð î ì î ñ î ì ïðîâîäèëè ïî îáû÷íîé ñõåìå (Ãðèí÷óê è äð.,
1988). Íàêîïëåíèå êëåòîê â ñòàäèè ìèòîçà äîñòèãàëè ïó-
òåì ââåäåíèÿ â àêòèâíî ðàñòóùóþ êóëüòóðó êîëõèöèíà â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 3.6 ìêã/ìë. Ïðè ãèïîòîíè÷åñêîé
îáðàáîòêå èñïîëüçîâàëè 0.56%-íûé KCl, ôèêñèðîâàëè
êëåòêè ñìåñüþ ìåòàíîëà è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû
(3 : 1). Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì âûñóøèâàëè íà
âîçäóõå.

Î ê ð à ø è â à í è å í à G - ä è ñ ê è ïðîâîäèëè ïî ìîäè-
ôèöèðîâàííîìó ìåòîäó Ñèáðàéò (Seabright, 1971). Äëÿ
èçó÷åíèÿ äåòàëüíîé ñòðóêòóðû ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ
õðîìîñîì îêðàøèâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ Ãèì-
çà (Sigma, ÑØÀ) â ôîñôàòíîì áóôåðå, pH 6.8, â òå÷åíèå
5—7 ìèí ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè 0.25%-íûì
ðàñòâîðîì òðèïñèíà. Ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè ñ õîðîøèì
ðàçáðîñîì õðîìîñîì ôîòîãðàôèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
èììåðñèîííîãî îáúåêòèâà 100� (Carl Zeiss, Jena, Ãåðìà-
íèÿ) è àíàëèçèðîâàëè ïî ìèêðîôîòîãðàôèÿì. Íîðìàëü-
íûå õðîìîñîìû êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà èäåíòèôèöèðîâàëè â
ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíîé íîìåíêëàòóðîé (Ray, Mo-
handas, 1975).

Q - î ê ð à ø è â à í è å ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û ì ê ð à ñ è ò å -
ë å ì H o e c h s t 3 3 2 5 8. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
èíêóáèðîâàëè 10 ìèí â íàñûùåííîì ñîëåâîì áóôåðå Äà-
ëüáåêêî, pH 7.2, çàòåì îêðàøèâàëè 25 ìèí â ðàñòâîðå êðà-
ñèòåëÿ Hoechst 33258 (0.5 ìêã/ìë â òîì æå áóôåðå) è ïî-
âòîðíî èíêóáèðîâàëè â ñâåæåé ïîðöèè áóôåðíîãî ðàñòâî-
ðà â òå÷åíèå 10 ìèí. Íà âûñóøåííûå ïðåïàðàòû è ïîä
ïîêðîâíûå ñòåêëà íàíîñèëè 2—3 êàïëè ðàñòâîðà àêòèíî-
ìèöèíà D (0.2—0.3 ìêã/ìë â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 1 ìÌ
Na2HPO4 è 1 ìÌ ÝÄÒÀ) è âûäåðæèâàëè 15 ìèí â òåìíîòå
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì ïðåïàðàòû îòìûâàëè

âîäîé, âûñóøèâàëè è çàêëþ÷àëè â ñìåñü öèòðàòíî-ôîñ-
ôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà Ìàê-Èëüâåéíà, pH 4.2, è
ãëèöåðèíà (1 : 1) (Êàðïèùåíêî, 1999). Ïðè àíàëèçå èñïî-
ëüçîâàëè ëþìèíåñöåíòíûé ìèêðîñêîï ÅÑ Ëþìàì ÐÏÎ-11
(ËÎÌÎ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ñíàáæåííûé CCD-êàìåðîé
è îáúåêòèâîì 100�1.35. Ñïåêòðàëüíóþ îáëàñòü âîçáóæ-
äåíèÿ ëþìèíåñöåíöèè (ë = 360—390 íì) è èñïóñêàíèÿ
(ë = 450—480 íì) âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ôèëüòðîâ. Èäåíòèôèêàöèþ Q-îêðàøåííûõ õðîìîñîì
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà èçîáðàæåíèé «Âèäåî-
òåñò» (Øòåéí è äð., 1998). Èçîáðàæåíèå ìåòàôàçíûõ ïëà-
ñòèíîê ñ èäåíòèôèöèðîâàííûìè õðîìîñîìàìè ñîõðà-
íÿëè â ïàìÿòè êîìïüþòåðà. Ïîñëå ýòîãî êðàñèòåëü Ho-
echst 33258 óäàëÿëè 96%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì,
ïðåïàðàòû äîïîëíèòåëüíî ôèêñèðîâàëè ìåòàíîëîì, âûñó-
øèâàëè è èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîñëåäóþùåãî îêðàøèâàíèÿ
èõ ïî Ô¸ëüãåíó.

Î ê ð à ø è â à í è å õ ð î ì î ñ î ì ï î Ô ¸ ë ü ã å í ó ð å à ê -
ò è â î ì ò è ï à Ø è ô ô à à ó ð à ì è í î ì - S O2. Ïðåïàðàòû
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì, îòìûòûå îò êðàñèòåëÿ Ho-
echst 33258, ãèäðîëèçîâàëè â 6 í. HCl â òå÷åíèå 8 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ãèäðîëèçà èõ òðèæäû ñïî-
ëàñêèâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è ïîìåùàëè íà
90 ìèí â ñâåæåïðèãîòîâëåííûé, îõëàæäåííûé äî 4 °Ñ ðàñò-
âîð àóðàìèíà-SO2 (3 ìã/ìë), íàñûùåííûé ñåðíèñòûì ãàçîì.
Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòû îòìûâàëè âîäîé ïðè 4 °Ñ
(òðè ñìåíû ïî 3 ìèí) è ïðîâîäèëè ÷åðåç òðè ñìåíû ñåðíè-
ñòûõ âîä (K2S2O5 5 ìã/ìë â 0.05 í. HCl) ïðè 4 °Ñ ïî 3 ìèí â
êàæäîé, 15 ìèí ïðîìûâàëè â ïðîòî÷íîé âîäå è ïîñëåäîâàòå-
ëüíî îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè
(70, 96 è 100 %) ïî 5 ìèí â äâóõ ñìåíàõ êàæäîé êîíöåíòðà-
öèè, çàòåì âûñóøèâàëè íà âîçäóõå è õðàíèëè â òåìíîòå. Íå-
ïîñðåäñòâåííî ïåðåä èçìåðåíèÿìè ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â
íåôëóîðåñöèðóþùåå âàçåëèíîâîå ìàñëî.

È ç ì å ð å í è å ñ î ä å ð æ à í è ÿ Ä Í Ê â è í ä è â è ä ó à -
ë ü í û õ õ ð î ì î ñ î ì à õ. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â èíäèâèäóàëü-
íûõ õðîìîñîìàõ, èäåíòèôèöèðîâàííûõ ðàíåå ïî Q-îêðàñ-
êå, èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ëþìèíåñöåíòíîãî àíàëèçàòîðà
èçîáðàæåíèé, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó «Âèäåîòåñò Ìîð-
ôî 3.2» (Øòåéí, 1998; Àãàôîíîâà è äð., 2002). Ôëóîðåñ-
öåíöèþ õðîìîñîì âîçáóæäàëè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû
400—450 íì. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èíäèâèäóà-
ëüíûõ õðîìîñîì ðåãèñòðèðîâàëè â ñïåêòðàëüíîé îáëàñòè
510—560 íì.

Îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììû Excel, âû÷èñëÿÿ îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæà-
íèå ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ êàê îòíîøåíèå
èõ èíòåãðàëüíûõ ÿðêîñòåé ïðè îêðàøèâàíèè àóðàìè-
íîì-SO2 ê èíòåãðàëüíîé ÿðêîñòè õðîìîñîìû 2 â êàæäîé
àíàëèçèðóåìîé ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêå. Äëÿ êàæäîé èç èñ-
ñëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî
íå ìåíåå 20 ìåòàôàç. Ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåå ñîäåðæàíèå
ÄÍÊ â õðîìîñîìå (X), îøèáêó ñðåäíåãî (Sx) è êîýôôèöè-
åíò âàðèàöèè (í, %). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé â ñîäåðæà-
íèè ÄÍÊ ìåæäó õðîìîñîìàìè îöåíèâàëè ïî êðèòåðèþ
Ñòüþäåíòà. Èñïîëüçîâàííûé â äàííîé ðàáîòå ìåòîä ïî-
çâîëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü íåáîëüøèå (5 %) èçìåíåíèÿ ñî-
äåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìå.

Ð å à ê ò è â û: ñðåäà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
DMEM (Flow Laboratories, ÑØÀ); ðàñòâîð òðèïñèíà (Èí-
ñòèòóò ïîëèîìèåëèòà è âèðóñíûõ ýíöåôàëèòîâ, Ðîññèÿ);
ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ãåí-
òàìèöèí, êðàñèòåëü Ãèìçà, Hoechst 33258, ÝÄÒÀ è ÁÝ
(Sigma, ÑØÀ); àóðàìèí OO (Reanal, Âåíãðèÿ); NaCl, KCl,
Na2HPO4, KH2PO4, CaCl2, MgCl2, ìåòàíîë, ýòàíîë, ëåäÿíàÿ
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óêñóñíàÿ êèñëîòà, ñîëÿíàÿ êèñëîòà è ãëèöåðèí («Ðåàõèì»,
Ðîññèÿ); íåôëóîðåñöèðóþùåå èììåðñèîííîå ìàñëî (Carl
Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

È ç ì å í å í è ÿ â ñ ò ð ó ê ò ó ð å ê à ð è î ò è ï à ê ë å ò î ê
C H L V - 7 9 R J K è V e b r - 5 ï ð è ï ð î ä î ë æ è ò å ë ü í î ì
ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è è â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è Á Ý. Íà 11-ì

ïàññàæå êëåòêè Vebr-5 ïî îñíîâíûì êàðèîòèïè÷åñêèì õà-
ðàêòåðèñòèêàì íå îòëè÷àëèñü îò êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè
CHL V-79 RJK (ðèñ. 1, à). ×èñëî õðîìîñîì â êàðèîòèïå îò
êëåòêè ê êëåòêå âàðüèðîâàëî íåçíà÷èòåëüíî, êëåòêè ìî-
äàëüíîãî êëàññà ñîäåðæàëè 18—19 õðîìîñîì. Õðîìîñîì-
íûé íàáîð õàðàêòåðèçîâàëñÿ 3 òèïàìè íîðìàëüíûõ õðî-
ìîñîì êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà (äâóìÿ êîïèÿìè õðîìîñîìû 2
è óíèêàëüíûìè êîïèÿìè õðîìîñîì 3 è 8) è 15 òèïàìè ïå-
ðåñòðîåííûõ õðîìîñîì (Z1—Z15), ÿâëÿþùèõñÿ ìàðêåðà-
ìè äàííîé ëèíèè. Äîëÿ êëåòîê ñ àòèïè÷íûìè, ñëó÷àéíûì

Ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç äèíàìèêè ãåíîìíûõ èçìåíåíèé 1013

Ðèñ. 1. Êàðèîòèï êëåòîê Vebr-5 íà 11-ì (à) è 88-ì (á) ïàññàæàõ 18 õðîìîñîì.

2, 3, 8 — íåïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû, îáîçíà÷åííûå â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíîé íîìåíêëàòóðîé (Ray, Mohandas, 1975); Z — ìàðêåðíûå õðîìîñî-
ìû, ÄÎÎ — äèôôåðåíöèàëüíî îêðàøåííàÿ îáëàñòü. Íà âðåçêàõ (ñòðåëêà) ïîêàçàíû ñîîòâåòñòâóþùèå ìàðêåðíûå õðîìîñîìû èñõîäíîé ëèíèè CHL

V-79 RJK.



îáðàçîì ïåðåñòðîåííûìè õðîìîñîìàìè ñîñòàâëÿëà íå áî-
ëåå 20 %, äîëÿ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ñ íàðóøåíèÿìè,
âûçâàííûìè ýëèìèíèðîâàíèåì èëè ýêñòðàêîïèðîâàíèåì
òåõ èëè èíûõ õðîìîñîì êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà, — îêî-
ëî 2 %. Ìîðôîëîãè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòüþ îòëè÷àëèñü òî-
ëüêî äâå õðîìîñîìû — Z1 è Z6, ïðîèçâîäíûå õðîìîñîìû
1. Õàðàêòåð âûÿâëåííûõ â ýòèõ õðîìîñîìàõ ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ èçìåíåíèé áûë ñâÿçàí ñ ïîâûøåííîé ñòðóêòóðíîé
íåñòàáèëüíîñòüþ äèñòàëüíîé ÷àñòè p-ïëå÷à (ëîêóñû
1p29-31 è 1q26 ñîîòâåòñòâåííî), âûðàæàþùåéñÿ â äåëåòè-
ðîâàíèè òîé èëè èíîé ÷àñòè õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà
(5 % êëåòîê) èëè â ïîÿâëåíèè ÄÃÌ â âèäå ÃÎÎ (ÄÎÎ)
(95 % êëåòîê), òðàêòóåìûõ êàê ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðîÿâëå-
íèÿ àìïëèôèêàöèé (ðèñ. 2, à—â, å). Â Z1 äëèíà ÄÎÎ áûëà
ïîñòîÿííîé (ðèñ. 1), à â Z6 âàðüèðîâàëà (ðèñ. 2, à—â, å).

Íà 88-ì ïàññàæå â êëåòêàõ Vebr-5 íàáëþäàëè óñèëå-
íèå äåñòàáèëèçàöèè ñòðóêòóðû êàðèîòèïà. Íåñìîòðÿ íà
òî ÷òî ìîäàëüíûé êëàññ ÷èñëà õðîìîñîì â êëåòêàõ è ìîð-
ôîëîãèÿ îòäåëüíûõ õðîìîñîì, çà èñêëþ÷åíèåì õðîìîñî-
ìû Z6, áûëè òàêèìè æå, êàê íà 11-ì ïàññàæå (ðèñ. 1, á),
÷èñëî êëåòî÷íûõ âàðèàíòîâ ñ ýëèìèíèðîâàíèåì èëè
ýêñòðàêîïèðîâàíèåì òåõ èëè èíûõ (ïðåèìóùåñòâåííî
ìåëêèõ) õðîìîñîì êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà âîçðîñëî.
Äîëÿ êëåòîê ñ àòèïè÷íûìè õðîìîñîìàìè óâåëè÷èëàñü äî
30 %. Â Z6 íàðÿäó ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè âàðèàíòàìè ÄÎÎ
(ÃÎÎ), òèïè÷íûìè äëÿ êëåòîê Vebr-5 íà 11-ì ïàññàæå, ïî-
ÿâèëèñü âàðèàíòû ÄÎÎ (ÃÎÎ) áîëüøåé äëèíû
(ðèñ. 2, ã, ä). Êàê ñëåäñòâèå â íåêîòîðûõ êëåòêàõ äëèíà
p-ïëå÷à Z6 ñòàëà ðàâíà èëè áîëüøå äëèíû q-ïëå÷à.

Ì è ê ð î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ñ î ä å ð -
æ à í è ÿ Ä Í Ê â è í ä è â è ä ó à ë ü í û õ õ ð î ì î ñ î ì à õ
ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê î ã î í à á î ð à ê ë å ò î ê ë è í è è
V e b r - 5 íà 11-ì ïàññàæå ïîäòâåðäèë óâåëè÷åíèå ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ Z1 è Z6 ( íà 8.5 è 42.0 % ñîîòâåòñò-

âåííî; P < 0.01) ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì êàðèîòèïîì (ñì.
òàáëèöó). Êðîìå òîãî, áûëî îáíàðóæåíî óâåëè÷åíèå ñîäåð-
æàíèÿ ÄÍÊ åùå â òðåõ õðîìîñîìàõ, â êîòîðûõ ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ èçìåíåíèé íå íàáëþäàëîñü: â Z5 (íà 9 %; P < 0.01),
Z12 (íà 7 %; P < 0.01) è Z13 (íà 15 %; P < 0.01).

Íà 88-ì ïàññàæå êîëè÷åñòâî õðîìîñîì ñ äîñòîâåðíû-
ìè èçìåíåíèÿìè â ñîäåðæàíèè ÄÍÊ âîçðîñëî. Ïîìèìî
óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ Z1, Z5, Z6, Z12
è Z13, çàðåãèñòðèðîâàííîãî íà 11-ì ïàññàæå, íà 88-ì ïàñ-
ñàæå âûÿâëåíû èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ åùå â ÷åòûðåõ
õðîìîñîìàõ êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà: óâåëè÷åíèå â õðî-
ìîñîìå Z14 (íà 9.4 %; P < 0.01) è óìåíüøåíèå â õðîìîñî-
ìàõ 8, Z7 è Z9 (íà 7.9, 7.6 è 8.6 % ñîîòâåòñòâåííî; P < 0.01)
(ñì. òàáëèöó). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ èçìåíåíèé â ìîðôîëîãèè
äàííûõ õðîìîñîì íå íàáëþäàëè. Â òàáëèöå ïðèâåäåíî
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Ðèñ. 2. Ñòðóêòóðíûå âàðèàíòû õðîìîñîìû Z6, âûÿâëåííûå
â êëåòêàõ Vebr-5 â ïðîöåññå ïðîäîëæèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâà-

íèÿ â ïðèñóòñòâèè áðîìèñòîãî ýòèäèÿ.

à — p-ïëå÷î äåëåòèðîâàíî; á — â òåðìèíàëüíîé ÷àñòè îäíîé èç õðîìàòèä
p-ïëå÷à (pter) ïðèñóòñòâóåò ãîìîãåííî îêðàøåííàÿ îáëàñòü (ÃÎÎ); â —
íåçíà÷èòåëüíàÿ ïî äëèíå ÃÎÎ ìàðêèðóåò îáå õðîìàòèäû pter; ã — äëèíà
ÃÎÎ â pter èìååò äëèíó, áëèçêóþ äëèíå p-ïëå÷à; ä — äëèíà ÃÎÎ â pter
ïðåâûøàåò äëèíó p-ïëå÷à; å — ñòàíäàðòíàÿ õðîìîñîìà Z6, òèïè÷íàÿ äëÿ

êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè.

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ êëåòîê CHL V-79 RJK è Vebr-5

Õðîìî-
ñîìà

Ëèíèÿ, ïàññàæ

CHL V-79 RJK Vebr-5, 11-é ïàññàæ Vebr-5, 88-é ïàññàæ

X S x± n, % X S x± n, % X S x± n, %

3 0.641 � 0.006 9.2 0.630 � 0.010 13.0 0.629 � 0.009 6.7

8 0.246 � 0.004 14.4 0.244 � 0.004 14.3 0.227 � 0.007á 14.4

Z1 1.182 � 0.011 9.6 1.283 � 0.022à 15.4 1.289 � 0.024à 10.0

Z3 0.936 � 0.010 10.7 0.921 � 0.012 10.8 0.879 � 0.013à 7.2

Z4 0.786 � 0.007 9.4 0.799 � 0.009 9.9 0.797 � 0.017 10.6

Z5 0.678 � 0.008 11.9 0.739 � 0.009à 10.2 0.742 � 0.020à 14.5

Z6 0.733 � 0.007 9.8 1.040 � 0.015à 11.1 1.059 � 0.020à 7.9

Z7 0.550 � 0.007 13.5 0.533 � 0.009 14.6 0.508 � 0.014á 13.0

Z8 0.469 � 0.006 13.5 0.479 � 0.006 11.0 0.464 � 0.014 14.5

Z9 0.335 � 0.005 13.8 0.322 � 0.005 12.7 0.306 � 0.005á 8.8

Z10 0.318 � 0.005 15.9 0.312 � 0.005 11.8 0.330 � 0.006 10.4

Z11 0.215 � 0.006 25.3 0.214 � 0.003 9.8 0.199 � 0.005 12.5

Z12 0.610 � 0.007 12.5 0.652 � 0.007à 9.4 0.647 � 0.015à 12.2

Z13 0.229 � 0.005 23.0 0.264 � 0.005à 17.9 0.256 � 0.006à 14.2

Z14 0.146 � 0.002 18.2 0.150 � 0.002 13.7 0.160 � 0.004à 15.8

Z15 0.106 � 0.003 25.6 0.109 � 0.002 13.5 0.105 � 0.004 21.3

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ âûðàæåíî â óñë. åä. è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòíîøåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ê ñðåäíåìó ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â õðîìîñîìå 2 òîé æå ïëàñòèíêè. àÓâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ. áÓìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ.



çíà÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ äëÿ äîìèíèðóþùåãî âàðèàíòà
õðîìîñîìû Z6 (ñì. òàêæå ðèñ. 2, â). Àíàëèç ïîëó÷åííûõ
ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàë, ÷òî êîýôôèöèåíò âàðèàöèè èçìåíå-
íèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ äëÿ êðóïíûõ õðîìîñîì ñîñòàâëÿåò
îêîëî 9, äëÿ ìåëêèõ — îêîëî 26 %.

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî
ìåòîäà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäóàëü-
íûõ õðîìîñîìàõ êëåòîê CHL V-79 RJK-ÁÝ ïîçâîëèëî íå
òîëüêî êîëè÷åñòâåííî ïîäòâåðäèòü äàííûå î òîì, ÷òî òè-
ïè÷íàÿ ÌËÓ ñîïðÿæåíà ñ äåñòàáèëèçàöèåé ãåíåòè÷åñêîãî
àïïàðàòà êëåòîê, íî è ðàñøèðèòü ýòî ïðåäñòàâëåíèå.

Èçâåñòíî, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðèîáðåòåíèå
êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùèõ ÌËÓ ñîïðÿæåíî ñ àìïëèôèêà-
öèåé è ãèïåðýêñïðåññèåé ãåíîâ mdr (Êîïíèí è äð., 1981;
Kopnin et al., 1985; Ãðèí÷óê è äð., 1986â, 1996; Teeter et
al., 1986; Bradley et al., 1989). Îäíèì èç ìåñò âîçíèêíîâå-
íèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ìàðêåðîâ àìïëèôèêàöèè mdr â
êëåòêàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ñ ÌËÓ ÿâëÿåòñÿ ëîêóñ 1q26,
â êîòîðîì ëîêàëèçîâàíû ãåíû mdr äèêîãî òèïà (Teeter et
al., 1986). Ïðèîáðåòåíèå êëåòêàìè CHL V-79 RJK óñòîé-
÷èâîñòè ê ÁÝ îêàçàëîñü ñâÿçàíî ñ ïîÿâëåíèåì ÄÎÎ (ÃÎÎ)
â äâóõ õðîìîñîìíûõ ëîêóñàõ: 1p29-31(Z1) è 1q26(Z6)
(Ãðèí÷óê è äð., 1988, 1996). Ðåêîíñòðóêöèÿ êàðèîòèïà
CHL V-79 RJK ïîçâîëèëà óñòàíîâèòü, ÷òî ëîêóñ 1q26, â
êîòîðîì ëîêàëèçîâàí íàòèâíûé mdr, ïðèñóòñòâóåò â òðåõ
õðîìîñîìàõ êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà: â Z1 (del 1pter), Z6
(del 1qter) è Z12 (del 1p). Èñïîëüçîâàíèå ìèêðîôëóîðè-
ìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà ïîêàçàëî, ÷òî óæå íà ðàííèõ ïàññà-
æàõ êëåòêè CHL V-79 RJK-ÁÝ õàðàêòåðèçóþòñÿ äîñòîâåð-
íûì óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ âî âñåõ òðåõ õðîìîñî-
ìàõ-íîñèòåëÿõ 1q26. Îäíàêî òèïè÷íûå äëÿ êëåòîê ñ ÌËÓ
èçìåíåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ ïîÿâëåíèåì â êàðèîòèïè÷åñêîì
íàáîðå ÄÃÌ àìïëèôèêàöèîííîãî õàðàêòåðà (ÃÎÎ èëè
ÄÎÎ â 1q26), íàáëþäàëè ëèøü â îäíîé èç íèõ — õðîìî-
ñîìå Z6. Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü äàííûõ îáðà-
çîâàíèé è âîçðàñòàíèå èõ äëèíû â ñâÿçè ñ óâåëè÷åíèåì
êîíöåíòðàöèè ñåëåêòèâíîãî àãåíòà ïîçâîëèëè íàì ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî àìïëèôèêàöèÿ mdr â 1q26 õðîìîñîìû Z6
ïðè ïðèîáðåòåíèè êëåòêàìè V-79 RJK óñòîé÷èâîñòè ê ÁÝ
ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùåé.

Îáñóæäàÿ ïðèðîäó óâåëè÷åíèÿ (èëè óìåíüøåíèÿ) ñî-
äåðæàíèÿ ÄÍÊ â äðóãèõ õðîìîñîìàõ êàðèîòèïè÷åñêîãî
íàáîðà, ìîæíî âûñêàçàòü ñëåäóþùèå ïðåäïîëîæåíèÿ.
Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â Z12, õîòÿ îíî è íå ñâÿçàíî
ñ âèçóàëüíûìè èçìåíåíèÿìè â ìîðôîëîãèè, ìû ñêëîííû
ðàññìàòðèâàòü â ñâÿçè ñ àìïëèôèêàöèåé ãåíîâ (ñêîðåå
âñåãî, ãåíîâ mdr) â 1q26 äàííîé õðîìîñîìû, òàê êàê èìåí-
íî â ýòîì ó÷àñòêå ìû íàáëþäàëè ÃÎÎ (ÄÎÎ) â íåçàâèñè-
ìî îòñåëåêòèðîâàííûõ íà óñòîé÷èâîñòü ê ÁÝ êëåòî÷íûõ
âàðèàíòàõ CHL V-79 RJK. Îòñóòñòâèå â ïðîàíàëèçèðîâàí-
íîì ìàòåðèàëå ÃÎÎ (ÄÎÎ) â Z12 ìîæíî îáúÿñíèòü ëèáî
òåì, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå ñòåïåíü àìïëèôèêàöèè ãåíîâ
(mdr) íå ñòîëü çíà÷èòåëüíà, ÷òîáû ïðîÿâëÿòüñÿ ìîðôîëî-
ãè÷åñêè, ëèáî òåì, ÷òî àìïëèôèöèðîâàííûé ìàòåðèàë íå
âûÿâëÿåòñÿ, òàê êàê èìååò áîëåå êîìïàêòíóþ óïàêîâêó.
Äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ áåç âèäèìûõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé åùå â ÷åòûðåõ õðîìîñîìàõ
íàáîðà (Z1, Z5, Z13 è Z14), íå ÿâëÿþùèõñÿ íîñèòåëÿìè
ëîêóñà, îòâåòñòâåííîãî çà ëîêàëèçàöèþ íàòèâíîãî ãåíà
mdr, ïîçâîëÿåò âûñêàçàòü äâà íåçàâèñèìûõ ïðåäïîëîæå-
íèÿ: ëèáî äàííûå èçìåíåíèÿ ñâÿçàíû ñ ìèêðîõðîìîñîì-

íûìè ïåðåñòðîéêàìè, ëèáî, ÷òî íå ëèøåíî îñíîâàíèé, íî-
ñÿò òàêæå àìïëèôèöèðîâàííûé õàðàêòåð.

Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó èçâåñòíî, ÷òî ÃÎÎ (ÄÎÎ) â
êëåòêàõ ñ ÌËÓ äàëåêî íå âñåãäà âîçíèêàþò ïî ìåñòó ëî-
êàëèçàöèè mdr äèêîãî òèïà. Íà îñíîâàíèè ëèòåðàòóðíûõ
è ñîáñòâåííûõ äàííûõ ìîæíî ãîâîðèòü î òîì, ÷òî â ðàç-
ëè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ïîÿâëå-
íèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ãåííûõ àìïëèôèêàöèé
(ÃÎÎ è ÄÎÎ) â ñâÿçè ñ ïðèîáðåòåíèåì êëåòêàìè ðåçè-
ñòåíòíîñòè ê òîìó èëè èíîìó àãåíòó, âûçûâàþùåìó
ÌËÓ, íàáëþäàëè ïî ìåíüøåé ìåðå â ïÿòè ðàçíûõ õðîìî-
ñîìàõ, à èìåííî â õðîìîñîìàõ 1, 2, 7, 8 è 9, è ïî ìåíüøåé
ìåðå â ÷åòûðåõ ëîêóñàõ â ïðåäåëàõ õðîìîñîìû 1 (Biedler,
Peterson, 1981; Ãðèí÷óê è äð., 1986â, 1988, 1994; Biedler et
al., 1986; Jongsma et al., 1987). Â êà÷åñòâå îäíîãî èç âîç-
ìîæíûõ îáúÿñíåíèé òàêîãî íåïîñòîÿíñòâà â ëîêàëèçàöèè
ÃÎÎ (ÄÎÎ), ïðè÷èííî ñâÿçàííûõ ñ ïðèîáðåòåíèåì êëåò-
êàìè ÌËÓ, ìîæåò áûòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ãåíû
mdr, ïîäâåðæåííûå àìïëèôèêàöèè, îòíîñÿòñÿ ê ÷èñëó ìî-
áèëüíûõ ýëåìåíòîâ è ìîãóò ñ ëåãêîñòüþ ìèãðèðîâàòü â
ïðåäåëàõ ãåíîìà. Ñóòü äðóãîãî ïðåäïîëîæåíèÿ, êîòîðîå
íàì áîëüøå èìïîíèðóåò, çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî äàæå íå-
çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â ôóíêöèîíèðîâàíèè ãåíîâ mdr
(ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ è àìïëèôèêàöèÿ) ïðèâîäÿò ê çà-
ïóñêó ðàçíåñåííîé âî âðåìåíè ðàçíîíàïðàâëåííîé äåñòà-
áèëèçàöèè êëåòî÷íîãî ãåíîìà. Ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ
ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî è êàðèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà
ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê íà ðàçíûõ ýòàïàõ èõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî êîëè÷åñòâåííûå èçìå-
íåíèÿ â ñâÿçè ñ ïðèîáðåòåíèåì êëåòêàìè V-79 RJK ÌËÓ
èìåþò åùå áîëüøèé ñïåêòð, ÷åì êà÷åñòâåííûå. Òîò ôàêò,
÷òî êîýôôèöèåíò âàðèàöèè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êðóïíûõ
õðîìîñîìàõ ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê V-79 RJK îêàçàëñÿ ìå-
íüøå (�9 %), ÷åì â ìåëêèõ (�26 %), ìîæåò òàêæå ñëó-
æèòü ïîêàçàòåëåì äåñòàáèëèçàöèè êëåòî÷íîãî ãåíîìà è
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ìåëêèå õðîìîñîìû îáëàäà-
þò áîëüøèìè ïîòåíöèÿìè ê íåñòàáèëüíîñòè, íåæåëè
êðóïíûå. Äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ 8, Z7 è Z9, âåðîÿòíåå âñåãî ñâÿçàííîå ñ ìèê-
ðîäåëåöèÿìè, ÿâëÿåòñÿ åùå îäíèì ïðèìåðîì ðàçíîêà÷åñò-
âåííîñòè èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå êëåòî÷íîãî ãåíîìà â ñâÿ-
çè ñ ïðèîáðåòåíèåì êëåòêàìè V-79 RJK ôåíîìåíà ÌËÓ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàí-
íûå, â îñíîâå êîòîðûõ ëåæàò êà÷åñòâåííûé è êîëè÷åñò-
âåííûé ìåòîäû (ñîîòâåòñòâåííî êàðèîòèïèðîâàíèå è
ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ), ïîäòâåðæäàþò íàøå ïðåäïîëîæå-
íèå î òîì, ÷òî ïðèîáðåòåíèå êëåòêàìè ôåíîìåíà ÌËÓ
ïðèâîäèò ê ðàçíîíàïðàâëåííîé è ïðîãðåññèðóþùåé äåñ-
òàáèëèçàöèè êëåòî÷íîãî ãåíîìà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü çà ïîìîùü ïðè
îôîðìëåíèè ñòàòüè Ë. Ë. Àëåêñååíêî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ
ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â ïåðåäîâûõ
òåõíîëîãèÿõ».
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MICROFLUORIMETRIC ANALYSIS OF DYNAMICS OF GENOMIC CHANGES
OF CHINESE HUMSTER FIBROBLASTS CHL V-79 RJK WITH MULTIDRUG RESISTANCE

T. M. Grinchuk,1 I. E. Ushal, I. V. Artsybasheva, M. A. Pavlenko , B. N. Kudryavtsev

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

Results of karyological analysis of cells CHL V-79 RJK selected for resistance to ethidium bromide (EB) cau-
sing multidrug resistance (MDR) (line Vebr-5) were compared with the data of microfluorimetric determination of
DNA content in individual chromosomes of the karyotype. The analysis was performed at the 11th and 88th passa-
ges. Karyotyping of Vebr-5 has shown the presence of an additional genetic material (ADM) in the form of homoge-
nously or differentially stained regions (HSRs and DSRs, respectively) in two chromosomes (Z1 and Z6, loci
1p29-31 and 1q26, respectively). HSRs in Z6, in the region of localization of the wild type of gene mdr, had unstable
length and structure characteristic of morphological markers of amplification of genes of the family mdr. During long
cultivation of Vebr-5 in the presence of EB (88 passages), the instability of HSRs in Z6 increased. Results of microf-
luorimetric analysis of Vebr-5 at the 11th passage have shown an increase in the DNA content not only in chromoso-
mes Z1 and Z6 marked by HSRs, but also in three chromosomes (Z5, Z12 and Z13) that have no visual morphologi-
cal changes. The corresponding analysis at the 88th passage has also revealed non-random changes in the DNA con-
tent in four more chromosomes: an increase in Z14, while a decrease in chromosomes 8, Z7, and Z9. A decrease of
the DNA content in chromosomes is considered to be a result of a partial loss of genetic material, while its increase is
a result of its translocation and (or) amplification. Coefficient of variation of the DNA content changes for large chro-
mosomes amounted to about 9 %. while for small chromosomes it is about 26 %, which indicates that small chromo-
somes have greater potential for instability than the large ones. The data obtained not only confirm, but also enlarge
the concept of directions and character of destabilization of the cell genetic apparatus in the process of neoplastic
transformation due to the MDR acquisition by cells.

K e y w o r d s: additional genetic material, chromosome, DNA content, karyotype instability, microfluori-
metric analysis, morfological markers of amplification, multidrug resistance.
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