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Èññëåäîâàíû ìåõàíèçìû îáðàçîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíûõ ãåïàòîöèòîâ ïðè èíòîêñèêàöèè êðûñ N-íèòðî-
çîäèìåòèëàìèíîì (N-ÍÄÌÀ). Ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè íà ã-òóáóëèí óñòàíîâëåíî,
÷òî ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ â ïå÷åíè óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ òðåìÿ öåíòðîñî-
ìàìè è áîëåå. Ïîêàçàíî, ÷òî â îñíîâå îáðàçîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ öåíòðîñîì â ãåïàòîöèòàõ ëåæèò
îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, âûçâàííûé ìåòàáîëèçìîì N-ÍÄÌÀ ïðè ó÷àñòèè ôåðìåíòîâ ñóïåðñåìåéñòâà öè-
òîõðîìîâ Ð450. Âîçäåéñòâèå N-ÍÄÌÀ ïðèâîäèò ê ðåçêîìó óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè öèòîõðîìà Ð450 â
ïå÷åíè, îñîáåííî çàìåòíîìó ÷åðåç 24 è 48 ÷ (â 3.3 è 2.8 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî). Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ
ðåàêöèÿ íà öèòîõðîì Ð450 2Å1 âûÿâèëà èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå öèòîïëàçìû öåíòðîëîáóëÿðíûõ ãåïà-
òîöèòîâ â ïåðèîä 24—48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ. Â ýòîò æå ïåðèîä ïðîèñõîäÿò óâåëè÷åíèå
(â 1.1—2.0 ðàçà) â ïå÷åíè êîíöåíòðàöèè ìàëîíîâîãî äèàëüäåãèäà (ÌÄÀ) — âòîðè÷íîãî ïðîäóêòà
ÏÎË — è óìåíüøåíèå (â 1.1—1.3 ðàçà) àêòèâíîñòè êàòàëàçû — ôåðìåíòà àíòèîêñèäàíòíîé ñèñòåìû
êëåòêè. Íà ïîñëåäóþùèõ ñðîêàõ (72—120 ÷) ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ êîëè÷åñòâî ãåïàòîöèòîâ ñ òðå-
ìÿ öåíòðîñîìàìè è áîëåå, èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ öèòîïëàçìû êëåòîê íà öèòîõðîì Ð450 2Å1, êîí-
öåíòðàöèÿ öèòîõðîìà Ð450 è ÌÄÀ â ïå÷åíè óìåíüøàëèñü, à àêòèâíîñòü êàòàëàçû ïîâûøàëàñü. ×åðåç
48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïàðåíõèìû ïå÷åíè èíòîêñèöèðîâàííûõ æèâîò-
íûõ ïîÿâëÿþòñÿ äâóÿäåðíûå ãåïàòîöèòû ñ ðàçíîé èíòåíñèâíîñòüþ âêëþ÷åíèÿ 3H-òèìèäèíà â ÿäðà,
ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá àñèíõðîííîì ïðîõîæäåíèè ñèíòåçà ÄÍÊ. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà
pKi-67 — ìàðêåðíûé ÿäåðíûé áåëîê ïðîëèôåðàöèè êëåòîê — ïîçâîëèëà óñòàíîâèòü, ÷òî àñèíõðîííîñòü
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÿäåð â äâóÿäåðíûõ êëåòêàõ õàðàêòåðíà íå òîëüêî äëÿ S-ôàçû, íî è äëÿ äðó-
ãèõ ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà — G1, G2 è M. Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíûìè ìåõàíèçìàìè îáðàçîâàíèÿ ìíîãî-
ÿäåðíûõ ãåïàòîöèòîâ ïðè òîêñè÷åñêîì äåéñòâèè íèòðîçîäèìåòèëàìèíà ÿâëÿþòñÿ: 1) ïîâûøåííàÿ àìïëè-
ôèêàöèÿ öåíòðîñîì âñëåäñòâèå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è 2) àñèíõðîííûé ñèíòåç ÄÍÊ â ÿäðàõ äâóÿäåð-
íûõ êëåòîê ñ ïîñëåäóþùèì àñèíõðîííûì àöèòîêèíåòè÷åñêèì ìèòîçîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìíîãîÿäåðíûå ãåïàòîöèòû, ìíîãîïîëþñíûé ìèòîç, öåíòðîñîìà, öèòîõðîì
Ð450 2Å1.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÄÀ — ìàëîíîâûé äèàëüäåãèä, ÏÎË — ïåðåêèñíîå îêèñëåíèå ëèïè-
äîâ, N-ÍÄÌÀ — N-íèòðîçîäèìåòèëàìèí.

Â ðÿäå èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñòàðå-
íèè, âîñïàëåíèè, ïàòîëîãèè è äåéñòâèè òîêñè÷åñêèõ âå-
ùåñòâ â ïå÷åíè æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà ìîãóò îáðàçîâûâà-
òüñÿ ìíîãîÿäåðíûå ãåïàòîöèòû, êîòîðûå ðåäêî âñòðå÷à-
þòñÿ â íîðìå (Rachmilewitz et al., 1950; Nitschke et al.,
1988; Fujimoto et al., 1989; Devaney et al., 1992; Scampini et
al., 1993; Chae et al., 2005). Äåéñòâèå òÿæåëûõ ìåòàëëîâ,
íåñèììåòðè÷íîãî äèìåòèëãèäðàçèíà (êîìïîíåíòà ðàêåò-
íîãî òîïëèâà) è ïðîäóêòà åãî îêèñëåíèÿ N-íèòðîçîäèìå-
òèëàìèíà (N-ÍÄÌÀ) òàêæå ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ìíî-
ãîÿäåðíûõ êëåòîê â ïå÷åíè ëàáîðàòîðíûõ ãðûçóíîâ (Øà-
ëàõìåòîâà è äð., 1998; Kolumbaeva et al., 2005). Âî âñåõ
íàáëþäàåìûõ ñëó÷àÿõ îòìå÷àëèñü ðàçíàÿ ÷àñòîòà èõ
âñòðå÷àåìîñòè â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè è ïîëèìîðôèçì ïî
÷èñëó è ðàçìåðó ÿäåð è îáúåìó öèòîïëàçìû. Îäíàêî ìåõà-
íèçìû îáðàçîâàíèÿ ïîäîáíûõ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê ïðàê-
òè÷åñêè íå èçó÷åíû. Âìåñòå ñ òåì èçâåñòíî, ÷òî ìíîãî-

ÿäåðíûå êëåòêè ìîãóò áûòü ãåíåòè÷åñêè íåñòàáèëüíûìè è
èãðàòü áîëüøóþ ðîëü â êàíöåðîãåíåçå (Wheeler et al.,
1986; Rudzki et al., 1989).

Îäíèì èç ïðåäïîëàãàåìûõ ìåõàíèçìîâ îáðàçîâàíèÿ
ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ìíîãîïîëþñíûé ìèòîç,
êîòîðûé âîçíèêàåò â ðåçóëüòàòå ïîÿâëåíèÿ äîïîëíèòåëü-
íûõ öåíòðîñîì (Keryer et al., 1984). Äîïîëíèòåëüíûå öåí-
òðîñîìû ìîãóò îáðàçîâàòüñÿ â ðåçóëüòàòå ïðÿìîãî äåéñò-
âèÿ ðàçðóøàþùèõ ìèêðîòðóáî÷êè âåùåñòâ, òàêèõ êàê
êîëöåìèä è êîëõèöèí (Rubin et al., 1999), à òàêæå â ðå-
çóëüòàòå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Chae et al., 2005). Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ââåäåíèå ïåðåêèñè âîäîðîäà â ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó êóëüòóðû êëåòîê ×àíãà âûçûâàåò àìïëèôèêàöèþ
öåíòðîñîì, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê (Chae et al., 2005). Äðóãèì âîçìîæ-
íûì ìåõàíèçìîì îáðàçîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíûõ ãåïàòîöèòîâ
ÿâëÿåòñÿ àñèíõðîííûé ñèíòåç ÄÍÊ â ÿäðàõ äâóÿäåðíûõ
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êëåòîê ñ ïîñëåäóþùèì íåçàâåðøåííûì (àöèòîêèíåòè÷å-
ñêèì) ìèòîçîì (Anatskaya, Kudryavtsev, 1996).

Äëÿ îáíàðóæåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ öåíòðîñîì â êëåò-
êàõ èñïîëüçóþò èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ìåòîä âûÿâëå-
íèÿ ã-òóáóëèíà — ñòðóêòóðíîãî áåëêà, âõîäÿùåãî â ñî-
ñòàâ ïåðèöåíòðèîëÿðíîé îáëàñòè öåíòðîñîìû è êîðîâóþ
îáëàñòü öåíòðèîëè (Fuller et al., 1995; Kayser et al., 2005).
Èíòåíñèâíîå ñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå äàííûõ ñòðóê-
òóð ïîçâîëÿåò âèçóàëèçèðîâàòü ìåëêèå ñòðóêòóðû öåíòðî-
ñîì â êëåòêå è îöåíèòü èõ êîëè÷åñòâåííî.

Àñèíõðîííîñòü âñòóïëåíèÿ ÿäåð äâóÿäåðíûõ êëåòîê â
êëåòî÷íûé öèêë îáû÷íî èññëåäóþò ñ ïîìîùüþ àâòîðàäè-
îãðàôè÷åñêîãî ìåòîäà ïî ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè âêëþ÷å-
íèÿ ìå÷åíîãî ïðåäøåñòâåííèêà ÄÍÊ â S-ïåðèîäå (Sheehy
et al., 1974; Anatskaya, Kudryavtsev, 1996). Êðîìå òîãî,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü èììóíîãèñòîõèìè÷åñêóþ ðåàêöèþ
íà ÿäåðíûé áåëîê pKi-67 è ïî ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ âíóòðèÿäåðíûõ ñòðóêòóð (õðîìàòèíà è ÿä-
ðûøåê) ñóäèòü î íàõîæäåíèè ÿäåð íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ
êëåòî÷íîãî öèêëà (Solovei et al., 2006).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå ìå-
õàíèçìà îáðàçîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê â ïå÷åíè ïðè
èíòîêñèêàöèè êðûñ N-ÍÄÌÀ — ñîåäèíåíèåì, îáëàäàþ-
ùèì ãåïàòîòîêñè÷åñêèì è êàíöåðîãåííûì äåéñòâèåì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà 50 áåëûõ áåñïîðîäíûõ
êðûñàõ-ñàìöàõ ñ ìàññîé òåëà 220—250 ã, êîòîðûå áûëè
ðàçáèòû íà êîíòðîëüíóþ è îïûòíóþ ãðóïïû. Æèâîòíûì
îïûòíîé ãðóïïû ââîäèëè âíóòðèáðþøèííî îäíîêðàòíî
N-ÍÄÌÀ (Sigma Chemical Co., St. Louis, ÑØÀ) â äîçå
20 ìã/êã (Îñèïåíêî, Ñàâ÷åíêî, 2002). Æèâîòíûì êîíòðî-
ëüíîé ãðóïïû N-ÍÄÌÀ íå ââîäèëè. Æèâîòíûõ îáåèõ
ãðóïï ñîäåðæàëè íà ñòàíäàðòíîé äèåòå. Çà 2 ÷ äî çàáîÿ
æèâîòíûì âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè 3H-òèìèäèí
(óä. àêò. 660 ÒÁê/ìîëü, äîçà 1 ìÁê íà 1 ã ìàññû òåëà). Çà-
áîé êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ æèâîòíûõ îñóùåñòâëÿëè ÷å-
ðåç 24, 48, 72, 96 è 120 ÷ îò íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà. Íà êàæ-
äûé ñðîê èñïîëüçîâàëè ïî 5 æèâîòíûõ. Ñðàçó ïîñëå çàáîÿ
ïå÷åíü êàæäîãî æèâîòíîãî äåëèëè íà òðè ÷àñòè: îäíó
÷àñòü èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé, äðóãóþ — äëÿ áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà, à
òðåòüþ — äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ èçîëèðîâàííûõ
ãåïàòîöèòîâ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé êóñî÷êè ïå÷åíè ðàçìåðîì 0.5 � 0.5 ñì ôèêñèðîâàëè â
10%-íîì íåéòðàëüíîì ôîðìàëèíå. Ïîñëå ôèêñàöèè â òå-
÷åíèå 10 ñóò, ïðîìûâêè â âîäå è ïðîâîäêè ïî ñïèðòàì
âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè êóñî÷êè ïå÷åíè çàëèâàëè â ïà-
ðàôèí è ïðèãîòàâëèâàëè ñðåçû òîëùèíîé 5—7 ìêì. Èì-
ìóíîãèñòîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ñðåçîâ ïå÷åíè áûëè
ïðîâåäåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòðåïòàâèäèí-áèîòèíîâîãî
ìåòîäà (Shi et al., 1991). Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðà-
øèâàíèå ïðîâîäèëè ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ. Äëÿ äåìàñêèðîâàíèÿ àíòèãåíîâ ñðåçû ïîìåùà-
ëè íà 10 ìèí â 0.01 Ì áóôåðíûé ðàñòâîð öèòðàòà íàòðèÿ
(pH 6.0) ïðè 100 °Ñ, ïîñëå îõëàæäåíèÿ äî êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðû èõ ïåðåíîñèëè â ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåð (PBS)
ñ äîáàâëåíèåì 0.5 % Tween. Äàëåå ñðåçû ïîìåùàëè íà
20 ìèí â 3%-íûé ðàñòâîð ïåðåêèñè âîäîðîäà, ïðèãîòîâ-
ëåííûé íà PBS, ñïîëàñêèâàëè â PBS-áóôåðå è íàíîñèëè
íà íèõ ïåðâè÷íûå àíòèòåëà. ×åðåç 60 ìèí ñðåçû äâàæäû
ïðîìûâàëè PBS ñ 0.5 % Tween è íàíîñèëè íà áèîòèíèëè-

ðîâàííûå âòîðè÷íûå àíòèòåëà. ×åðåç 30 ìèí ñðåçû âíîâü
äâàæäû ïðîìûâàëè PBS è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí
ñî ñòðåïòàâèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà (DAKO, Äàíèÿ). Àêòèâíîñòü ïåðîêñèäàçû âûÿâëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ õðîìîãåíà 3�3�-äèàìèíîáåíçèäèíà (Dako-
Cytomation, ÑØÀ). Ïîñëå èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ ðåàê-
öèé ñðåçû äîïîëíèòåëüíî îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì
Ìàéåðà.

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà ê ã-òóáóëèíó è pKi-67 (ðàçâåäåíèå 1 : 200; Santa Cruz,
ÑØÀ). Ïðè àíàëèçå ïðåïàðàòîâ, îêðàøåííûõ ã-òóáóëè-
íîì, ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê ñ ðàçíûì êîëè÷åñòâîì
öåíòðîñîì íà 1000 ãåïàòîöèòîâ. Íà ïðåïàðàòàõ, îêðàøåí-
íûõ pKi-67, ïî õàðàêòåðó îêðàøèâàíèÿ îïðåäåëÿëè ôàçó
êëåòî÷íîãî öèêëà, íà êîòîðîé íàõîäÿòñÿ êëåòêè.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ èçîëèðîâàííûõ ãåïà-
òîöèòîâ èçìåëü÷åííûå êóñî÷êè ïå÷åíè ïîìåùàëè íà
15 ìèí â ñìåñü ðàâíûõ îáúåìîâ 0.067 Ì K,Na-ôîñôàòíîãî
áóôåðà, pH 8.0, è 5%-íîãî ðàñòâîðà ñàõàðîçû. Çàòåì êó-
ñî÷êè ïåðåíîñèëè â 0.067 K,Na-ôîñôàòíûé áóôåð, pH 7.4,
è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 8 ìèí. Äàëåå èç êóñî÷êîâ ãîòî-
âèëè ìàçêè êëåòîê, êîòîðûå ôèêñèðîâàëè ìåòàíîëîì
(Êóäðÿâöåâà è äð., 1970). Ïðåïàðàòû èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ
ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà Carl Zeiss Axioscop FL-40, ïåðåäàí-
íîãî Ôîíäîì èì. Àëåêñàíäðà ôîí Ãóìáîëüäòà (ÔÐÃ).

Ïîñêîëüêó ïðè÷èíîé îáðàçîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ
öåíòðîñîì ìîæåò áûòü îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Chae et al.,
2005), êîòîðûé èíäóöèðóåòñÿ ôåðìåíòàìè ìåòàáîëèçìà
N-ÍÄÌÀ, â ÷àñòíîñòè öèòîõðîìîì Ð450 (Lee et al., 1996),
â ïå÷åíè æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé è îïûòíîé ãðóïï ñ ïî-
ìîùüþ áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ îïðåäåëÿëè êîíöåíòðà-
öèþ ÌÄÀ è öèòîõðîìà Ð450, à òàêæå àêòèâíîñòü êàòà-
ëàçû. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ïå÷åíü
èçìåëü÷àëè, ãîòîâèëè 10%-íûé ãîìîãåíàò â 0.05 Ì
Òðèñ-HCl-áóôåðå (pH 7.4), êîòîðûé çàòåì öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 300 g â òå÷åíèå 10 ìèí. Â íàäîñàäî÷íîé æèäêî-
ñòè îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ ÌÄÀ (Ohkawa et al., 1979),
öèòîõðîìà Ð450 (Matsubara et al., 1976) è àêòèâíîñòü êàòà-
ëàçû (Luck, 1954).

Êðîìå òîãî, äëÿ âèçóàëèçàöèè êëåòîê, ó÷àñòâóþùèõ â
ìåòàáîëèçìå N-ÍÄÌÀ, èñïîëüçîâàëè èììóíîãèñòîõèìè-
÷åñêóþ ðåàêöèþ íà öèòîõðîì Ð450 2Å1 — êëþ÷åâîé ôåð-
ìåíò îêèñëåíèÿ N-ÍÄÌÀ â ñóïåðñåìåéñòâå öèòîõðîìà
Ð450. Äëÿ ýòîãî ïðèìåíÿëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê
öèòîõðîìó Ð450 2Å1 â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 (Lifespan Bio-
sciences, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ïîäâåðãàëè
ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêå. Îïðåäåëÿëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
è ãðàíèöû äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà ïðè 95%-íîì óðîâ-
íå çíà÷èìîñòè. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó âåëè÷èíà-
ìè îöåíèâàëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðåçóëüòàòû âûÿâëåíèÿ öåíòðîñîì ñ ïîìîùüþ èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ íà ã-òóáóëèí â êëåòêàõ
ïå÷åíè êîíòðîëüíûõ è èíòîêñèöèðîâàííûõ N-ÍÄÌÀ
êðûñ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1 è â òàáëèöå.

Â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíûõ êðûñ öåíòðîñîìû îáíà-
ðóæåíû â âèäå îäíîé (99.4 %) è ðåæå äâóõ (0.6 %) òåìíî-
îêðàøåííûõ êîðè÷íåâûõ òî÷åê, ëîêàëèçîâàííûõ ïðåèìó-
ùåñòâåííî îêîëî ÿäðà (ðèñ. 1, à; ñì. òàáëèöó). Èçâåñòíî,
÷òî â íîðìå ãåïàòîöèòû âçðîñëûõ æèâîòíûõ ïðàêòè÷åñêè
íå ïðîëèôåðèðóþò è íàõîäÿòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â G0-ïå-
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ðèîäå (Áðîäñêèé, Óðûâàåâà, 1981), äëÿ êîòîðîãî õàðàê-
òåðíî íàëè÷èå â êëåòêàõ òîëüêî îäíîé öåíòðîñîìû. Îäíà-
êî ñðàçó ïîñëå âñòóïëåíèÿ êëåòîê â S-ôàçó öåíòðîñîìà
äóïëèöèðóåòñÿ (Îíèùåíêî, ×åíöîâ, 1986; Wong, Stearns,
2003). Â ãåïàòîöèòàõ êðûñ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ

N-ÍÄÌÀ êîëè÷åñòâî öåíòðîñîì ïðàêòè÷åñêè ñîîòâåòñò-
âîâàëî èõ ÷èñëó â ïå÷åíè êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ (ñì.
òàáëèöó). Ïî-âèäèìîìó, â òå÷åíèå 1-õ ñóò ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ N-ÍÄÌÀ çíà÷èòåëüíîé ãèáåëè ãåïàòîöèòîâ íå ïðîèñ-
õîäèò (Oyaizu et al., 1997; Yasuda et al., 2000) è áîëüøèí-
ñòâî êëåòîê ïðîäîëæàåò íàõîäèòüñÿ â G0-ïåðèîäå. ×åðåç
48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ, êîòîðîå âûçûâàåò ãè-
áåëü ãåïàòîöèòîâ è èíäóöèðóåò ïðîëèôåðàòèâíûå ïðî-
öåññû â ïå÷åíè, ïîìèìî êëåòîê ñ îäíîé (88.6 %) è äâóìÿ
(10.2 %) öåíòðîñîìàìè âûÿâëÿëè êëåòêè ñ òðåìÿ (1.2 %)
öåíòðîñîìàìè è áîëåå (ðèñ. 1, á, â; ñì. òàáëèöó). Óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà ãåïàòîöèòîâ ñ äâóìÿ öåíòðîñîìàìè ñâèäå-
òåëüñòâîâàëî î òîì, ÷òî ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
N-ÍÄÌÀ êëåòêè âñòóïàëè â S-ôàçó êëåòî÷íîãî öèêëà.
Ïîÿâëåíèå â ýòî âðåìÿ êëåòîê ñ òðåìÿ öåíòðîñîìàìè è áî-
ëåå, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé ïðîöåññîâ îêèñëèòå-
ëüíîãî ñòðåññà, èíäóöèðóåìîãî ìåòàáîëèçìîì N-ÍÄÌÀ
(Yang et al., 1990; Day et al., 1993). Ïîêàçàíî, ÷òî îáðàçóþ-
ùèåñÿ ïðè ýòîì àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà ïðèâîäÿò ê
èçìåíåíèÿì â ñòðóêòóðå áåëêà öåíòðèíà, ðåãóëèðóþùåãî
àìïëèôèêàöèþ öåíòðîñîì (Blouquit et al., 2007). Ñëåäñò-
âèåì ïîÿâëåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ öåíòðîñîì â êëåòêàõ ïî-
ñëå 48 ÷ âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ ÿâèëîñü óâåëè÷åíèå ÷àñòî-
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Äîëÿ ãåïàòîöèòîâ ñ ðàçíûì êîëè÷åñòâîì öåíòðîñîì
÷åðåç ðàçëè÷íûå èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ

íà êðûñ N-ÍÄÌÀ (%, x sx± )

Âðåìÿ ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ
N-ÍÄÌÀ, ÷

Êëåòêè ñ
1 öåíòðîñîìîé

Êëåòêè ñ
2 öåíòðîñîìàìè

Êëåòêè ñ
3 öåíòðîñîìàìè

0, êîíòðîëü 99.4 � 0.5 0.6 � 0.5 —

24 98.9 � 0.9 1.1 � 0.6 —

48 88.6 � 1.7à 10.2 � 1.5à 1.2 � 0.1

72 82.9 � 0.8à 16.4 � 0.8à 0.7 � 0.1â

96 97.5 � 1.1 2.2 � 1.1 0.3 � 0.1á

120 98.7 � 0.27 1.0 � 0.3 0.3 � 0.1á

à P < 0.001 — îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ. á P < 0.001 è â P < 0.01 — îò-
íîñèòåëüíî ãðóïïû 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ.

Ðèñ. 1. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñðåçîâ ïå÷åíè íà ã-òóáóëèí.

à — ãåïàòîöèòû ñ 1—2 öåíòðîñîìàìè, êîíòðîëü; á, â — ãåïàòîöèòû ñ 3 öåíòðîñîìàìè è áîëåå, 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ; ã — íîðìàëüíàÿ ìåòà-
ôàçíàÿ ïëàñòèíêà; ä, å — ìíîãîïîëþñíûå ìèòîçû. Îá. 100 � 1.25. Öåíòðîñîìû îòìå÷åíû ñòðåëêàìè.



òû òðåõïîëþñíîãî ìèòîçà (ðèñ. 1, ã—å), êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì âàðèàíòîì ìíîãîïîëþñíîãî
ìèòîçà (Keryer et al., 1984; Sattler et al., 1989; Eckl, 1993).
Ïîêàçàíî, íàïðèìåð, ÷òî â ïåðâè÷íîé êëåòî÷íîé êóëüòóðå
ãåïàòîöèòîâ òðåõïîëþñíûå ìèòîçû ñîñòàâëÿëè äî 80 % îò
ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîçîâ (Eckl, 1993). Ìèòîòè÷åñêèõ âå-
ðåòåí ñ ÷åòûðüìÿ ïîëþñàìè è áîëåå ìû íå íàáëþäàëè.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íèçêàÿ âåðîÿòíîñòü îáðàçîâàíèÿ ÷å-
òûðåõ ïîëþñîâ äåëåíèÿ è áîëåå ñâÿçàíà ñî ñïîñîáíîñòüþ
äîïîëíèòåëüíûõ öåíòðîñîì îáúåäèíÿòüñÿ (Quintyne et al.,
2005).

×åðåç 72 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ äîëÿ êëåòîê ñ
îäíîé öåíòðîñîìîé ñíèæàëàñü äî 82.9 %, à ñ äâóìÿ —
óâåëè÷èâàëàñü äî 16.3 %. Îäíàêî êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ
òðåìÿ öåíòðîñîìàìè è áîëåå ñíèæàëîñü ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïðåäûäóùèì ñðîêîì ïî÷òè âäâîå (äî 0.7 %). Â äàëüíåé-
øåì, ÷åðåç 96 è 120 ÷, äîëÿ ãåïàòîöèòîâ ñ îäíîé öåíòðî-
ñîìîé ïðîäîëæàëà óâåëè÷èâàòüñÿ, à îòíîñèòåëüíîå êîëè-
÷åñòâî êëåòîê ñ äâóìÿ öåíòðîñîìàìè è áîëåå — ñíèæàòü-
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Ðèñ. 2. Ñðåçû ïå÷åíè êðûñ êîíòðîëüíîé è îïûòíîé ãðóïï.

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà öèòîõðîì P450 2E1. Ïðîäóêò ðåàêöèè êîðè÷íåâîãî öâåòà. à — êîíòðîëü; á—å— 24, 48, 72, 96 è 120 ÷ ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ. Îá. 10 � 0.25.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ öèòîõðîìà P450 â ïå÷åíè êðûñ
ïîñëå îäíîêðàòíîãî âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ.



ñÿ (ñì. òàáëèöó). Ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ òðåìÿ
öåíòðîñîìàìè è áîëåå ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
N-ÍÄÌÀ, ïî-âèäèìîìó, ñâèäåòåëüñòâóåò îá óìåíüøåíèè
îáðàçîâàíèÿ ðàäèêàëîâ êèñëîðîäà è çàâåðøåíèè ìåòàáî-
ëèçìà N-ÍÄÌÀ (Kawanishi et al., 1985).

Êàê óæå îòìå÷àëîñü âûøå, öèòîõðîì Ð450 2Å1 ïðèíè-
ìàåò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ìåòàáîëèçìå íèòðîçîàìèíîâ, â
÷àñòíîñòè N-ÍÄÌÀ (Guengerich et al., 1991). Â õîäå ìåòà-
áîëè÷åñêîé àêòèâàöèè N-ÍÄÌÀ öèòîõðîì Ð450 2Å1 çàïó-
ñêàåò ñâîáîäíîðàäèêàëüíûå ðåàêöèè, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê

ðàçâèòèþ òîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ ýòîãî êñåíîáèîòèêà
(Yang et al., 1990; Day et al., 1993). Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî
ïðîâåäåíî èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå è áèîõèìè÷åñêîå
îïðåäåëåíèå óðîâíåé ôåðìåíòîâ ìåòàáîëèçìà N-ÍÄÌÀ.
Ðåçóëüòàòû ýòèõ èññëåäîâàíèé, ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 2 è 3,
ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ öèòîõðîìà Ð450 2Å1 ïðîèñõî-
äèò â ïåðèîä 24—48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ êñåíîáèîòèêà.
Ýêñïðåññèÿ öèòîõðîìà â ýòî âðåìÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà-
÷èòåëüíûì óâåëè÷åíèåì åãî ñîäåðæàíèÿ â òêàíè (ðèñ. 3)
è èíòåíñèâíûì îêðàøèâàíèåì öèòîïëàçìû öåíòðîëîáó-
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Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè ÌÄÀ (à) è êàòàëàçû (á) â ïå÷åíè êðûñ ïîñëå îäíîêðàòíîãî âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ.

Ðèñ. 5. Àâòîãðàôû èçîëèðîâàííûõ ãåïàòîöèòîâ, ìå÷åííûõ 3Í-òèìèäèíîì.

à — äâóÿäåðíûé ãåïàòîöèò êðûñ êîíòðîëüíîé ãðóïïû ñ îäèíàêîâûì ìå÷åíèåì ÿäåð; á—ã — äâóÿäåðíûå ãåïàòîöèòû êðûñ, èíòîêñèöèðîâàííûõ
N-ÍÄÌÀ, ñ íåîäèíàêîâûì ìå÷åíèåì ÿäåð. Îá. 100 � 1.25.
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Ðèñ. 6. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ãåïàòîöèòîâ íà pKi-67 ïîñëå 48 ÷ âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ.

à — G1-ôàçà, á — ôàçû S è G2; â — ïðîôàçà è ã — àíàôàçà ìèòîçà. Îá. 100 � 1.25.

Ðèñ. 7. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ãåïàòîöèòîâ íà pKi-67 ïîñëå 48 ÷ âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ.

à — äâóÿäåðíûé ãåïàòîöèò (îòìå÷åí ñòðåëêîé), ó êîòîðîãî îäíî ÿäðî íàõîäèòñÿ â S-ôàçå, à äðóãîå — â G1-ôàçå; á — äâóÿäåðíûé ãåïàòîöèò, ó êîòîðîãî
îäíî ÿäðî íàõîäèòñÿ â S-ôàçå, à äðóãîå — â àíàôàçå ìèòîçà; â — äâóÿäåðíûé ãåïàòîöèò, ó êîòîðîãî îäíî ÿäðî íàõîäèòñÿ â S-ôàçå, à äðóãîå — â G0-ôàçå;

ã — äâóÿäåðíûå êëåòêè, ó êîòîðûõ îäíî ÿäðî íàõîäèòñÿ â G1-ôàçå, à äðóãîå — â G0-ôàçå. Îá. 100 � 1.25.



ëÿðíûõ ãåïàòîöèòîâ (ðèñ. 2, á, â). Ñîäåðæàíèå ôåðìåíòà
÷åðåç 24—48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ óâåëè÷è-
âàëîñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â 3.3 è 2.8 ðàçà ñîîòâåò-
ñòâåííî. Íà ïîñëåäóþùèõ ñðîêàõ (72—120 ÷) íàáëþäà-
ëîñü óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ öèòîõðîìà
Ð450 2Å1 è ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ öèòîõðîìà Ð450
(ðèñ. 2, ã—å; 3).

Â ñâîþ î÷åðåäü ðåçóëüòàòû áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà
ñîñòîÿíèÿ ïðî- è àíòèîêñèäàíòíûõ ñèñòåì ïå÷åíè ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âîçäåéñòâèå N-ÍÄÌÀ ïðèâîäèò ÷å-
ðåç 24—48 ÷ ê óâåëè÷åíèþ â òêàíè êîíöåíòðàöèè ÌÄÀ,
âòîðè÷íîãî ïðîäóêòà ÏÎË, â 1.1—2.0 ðàçà è ñíèæåíèþ
àêòèâíîñòè êàòàëàçû N-ÍÄÌÀ, ôåðìåíòà àíòèîêñèäàíò-
íîé ñèñòåìû êëåòêè, â 1.1—1.3 ðàçà. Îäíàêî ÷åðåç 72 ÷
êîíöåíòðàöèÿ ÌÄÀ è àêòèâíîñòü êàòàëàçû â ïå÷åíè êðûñ
îïûòíîé ãðóïïû ïðèáëèæàëèñü ê êîíòðîëüíûì çíà÷åíè-
ÿì (ðèñ. 4, à, á). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè öèòîõðîìà
Ð450 2Å1, âûçâàííàÿ èíòîêñèêàöèåé N-ÍÄÌÀ, ïðèâî-
äèò ê íåïðîäîëæèòåëüíîìó îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, êî-
òîðûé íàðóøàåò ðåãóëÿöèþ äóïëèêàöèè öåíòðîñîì è ñïî-
ñîáñòâóåò ïðîõîæäåíèþ ìíîãîïîëþñíûõ ìèòîçîâ â ãåïà-
òîöèòàõ.

Ïîìèìî àìïëèôèêàöèè öåíòðîñîì âåðîÿòíûì ìåõà-
íèçìîì îáðàçîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíûõ ãåïàòîöèòîâ ìîæåò
áûòü àñèíõðîííûé ñèíòåç ÄÍÊ è àñèíõðîííûé ìèòîç â
äâóÿäåðíûõ ãåïàòîöèòàõ. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî àâòî-
ðàäèîãðàôè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ó æèâîò-
íûõ, èíòîêñèöèðîâàííûõ N-ÍÄÌÀ, â êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè ïàðåíõèìû ïå÷åíè íàðÿäó ñ äâóÿäåðíûìè ãåïàòîöè-
òàìè ñ îäèíàêîâî ìåòÿùèìèñÿ ÿäðàìè âñòðå÷àþòñÿ
êëåòêè, ó êîòîðûõ îäíî ÿäðî ìåòèòñÿ, à äðóãîå — íåò, èëè
èíòåíñèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ ïðåäøåñòâåííèêà ÄÍÊ â ÿäðàõ
ðàçëè÷íà (ðèñ. 5, à—ã). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá
àñèíõðîííîñòè ñèíòåçà ÄÍÊ â äâóÿäåðíûõ êëåòêàõ èíòîê-
ñèöèðîâàííûõ æèâîòíûõ. Äëÿ áîëåå ïîëíîãî äîêàçàòåëü-
ñòâà âîçìîæíîñòè àñèíõðîííîãî âñòóïëåíèÿ ÿäåð äâó-
ÿäåðíûõ êëåòîê â ìèòîç áûëî ïðîâåäåíî èììóíîãèñòîõè-
ìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ÿäåð ãåïàòîöèòîâ íà pKi-67
(ðèñ. 6). ßäåðíûé áåëîê pKi-67 ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ïðîëè-
ôåðàöèè, òàê êàê åãî ýêñïðåññèÿ íà÷èíàåòñÿ ñ G1-ôàçå è ïðî-
äîëæàåòñÿ äî ïåðèîäà G0 ñëåäóþùåãî öèêëà (Solovei et al.,
2006). Óñòàíîâëåíî, ÷òî pKi-67 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ñèí-
òåçà ðèáîñîìíîé ÐÍÊ è ñâÿçàí ñ ôîðìèðîâàíèåì ÿäðûøêà,
à òàêæå ñ åãî ïðåîáðàçîâàíèåì â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà
(Bullwinkel et al., 2006). Ïðè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîì âûÿâ-
ëåíèè äàííîãî áåëêà íàáëþäàåòñÿ ðàçíûé õàðàêòåð îêðàøè-
âàíèÿ âíóòðèÿäåðíûõ ñòðóêòóð (ÿäðûøåê è õðîìàòèíà), ïî
êîòîðîìó ìîæíî ñóäèòü î íàõîæäåíèè ÿäåð íà ðàçëè÷íûõ
ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà (Solovei et al., 2006).

Â íàøåì èññëåäîâàíèè ïîçèòèâíî îêðàøåííûå pKi-67
êëåòêè òàêæå àíàëèçèðîâàëè ïî õàðàêòåðó èììóíîãèñòî-
õèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ÿäðà. Êëåòêè â G1-ôàçå îïðåäå-
ëÿëè ïî íàëè÷èþ ìíîæåñòâà ìåëêèõ îêðàøåííûõ â êîðè÷-
íåâûé öâåò ãðàíóë (ðèñ. 6, à), ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé
ïðåäúÿäðûøêè, êîòîðûå â ýòîì ïåðèîäå íà÷èíàþò ðàñòè è
îáúåäèíÿòüñÿ äðóã ñ äðóãîì (Jimenez-Garcia et al., 1994).
Î íàõîæäåíèè ãåïàòîöèòîâ â S- è G2-ôàçàõ ñóäèëè ïî íà-
ëè÷èþ ñôîðìèðîâàííîãî ÿäðûøêà, îêðàøåííîãî â òåì-
íî-êîðè÷íåâûé öâåò (ðèñ. 6, á), îñîáåííî ïî åãî ïåðè-
ôåðèè (Kill, 1996). Êëåòêè â ïîçäíåé G2-ôàçå è ðàííåé
ïðîôàçå ìèòîçà âûÿâëÿëè ïî äèôôóçíîé îêðàñêå íóêëåî-
ïëàçìû (ðèñ. 6, â), òàê êàê â ýòî âðåìÿ ÿäðûøêî ðàñïàäà-
ëîñü. Î íàõîæäåíèè êëåòîê â ìèòîçå (ïîçäíÿÿ ïðîôà-
çà—òåëîôàçà) ñóäèëè ïî îòñóòñòâèþ ÿäåðíîé îáîëî÷êè,

íàëè÷èþ êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà â ãåîìåòðè÷å-
ñêîì öåíòðå êëåòêè èëè íà ïîëþñàõ (ðèñ. 6, ã), èíòåíñèâ-
íî îêðàøåííûõ â êîðè÷íåâûé öâåò (Solovei et al., 2006).
Îòñóòñòâèå êîðè÷íåâîãî îêðàøèâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâîâàëî
î íàõîæäåíèè êëåòîê â G0-ïåðèîäå; â ýòîì ïåðèîäå ÿäåð-
íûå ñòðóêòóðû îêðàøèâàëèñü ãåìàòîêñèëèíîì Ìàéåðà â
ñèíå-ôèîëåòîâûé öâåò (Gerlach et al., 1997). Íà ðèñ. 7
ïðåäñòàâëåíû ìèêðîôîòîãðàôèè ìíîãîÿäåðíûõ ãåïàòîöè-
òîâ, ïîçèòèâíî îêðàøåííûõ pKi-67 ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ N-ÍÄÌÀ. Â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè âñòðå÷àëèñü
äâóÿäåðíûå ãåïàòîöèòû ñ ðàçíûì îêðàøèâàíèåì ÿäðà.
Íàïðèìåð, âñòðå÷àëèñü êëåòêè, â êîòîðûõ: 1) îäíî ÿäðî
íàõîäèëîñü â S- è G2-ôàçàõ, à äðóãîå — â G1-ôàçå êëåòî÷-
íîãî öèêëà (ðèñ. 7, à); 2) îäíî ÿäðî — â S- è G2-ôàçàõ, à
äðóãîå — â àíàôàçå ìèòîçà (ðèñ. 7, á); 3) îäíî ÿäðî — â S-
è G2-ôàçàõ, à äðóãîå — â G0-ôàçå (ðèñ. 7, â); 4) îäíî ÿäðî â
G1-ôàçå, à äðóãîå â G0-ôàçå (ðèñ. 7, ã). Â ïåðâîì ñëó÷àå
ïîñëå çàâåðøåíèÿ ìèòîçà îáðàçóþòñÿ òðè îäíîÿäåðíûå
êëåòêè, ïðè óñëîâèè ÷òî âòîðîå ÿäðî, íàõîäÿùååñÿ â
G1-ôàçå, íå ïåðåøëî òî÷êó ðåñòðèêöèè. Ïðè îòñóòñòâèè
öèòîêèíåçà â ýòîì ñëó÷àå îáðàçóåòñÿ îäíà òðåõúÿäåðíàÿ
êëåòêà. Ñèòóàöèÿ, êîãäà âòîðîå ÿäðî â G1-ôàçå ïåðåõîäèò
òî÷êó ðåñòðèêöèè, ìîæåò ïðèâåñòè ëèáî ê îáðàçîâàíèþ
îäíîé ÷åòûðåõúÿäåðíîé êëåòêè (åñëè äåëåíèå íå çàâåðøà-
åòñÿ öèòîêèíåçîì), ëèáî ê îáðàçîâàíèþ ÷åòûðåõ îäíî-
ÿäåðíûõ êëåòîê (åñëè öèòîêèíåç èìååò ìåñòî). Â òðåòüåì
è ÷åòâåðòîì ñëó÷àÿõ, ñêîðåå âñåãî, îáðàçóþòñÿ òðåõúÿäåð-
íûå êëåòêè, òàê êàê äëÿ ïåðåõîäà ÿäðà èç G0-ôàçû â G1-ôà-
çó òðåáóþòñÿ âíåøíèå ïðîëèôåðàòèâíûå ñòèìóëû (Loyer
et al., 1996).

Ïðè÷èíîé, ëåæàùåé â îñíîâå àñèíõðîííîãî âñòóïëå-
íèÿ ÿäåð â êëåòî÷íîå äåëåíèå, ìîæåò áûòü ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ è áåëêîâ, ðåãóëèðóþùèõ êëåòî÷íûé öèêë (Del
Campo et al., 2005). Óñòàíîâëåíî, ÷òî N-ÍÄÌÀ îáëàäàåò
êàê ãåïàòîêñè÷åñêèì, òàê è ãåíîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì
(Lorr et al., 1984; Sawada et al., 1991; Kolumbaeva et al.,
2005). Ýòî ñîåäèíåíèå ñïîñîáíî âûçûâàòü àëêèëèðîâàíèå
íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïðèâîäÿ ê îáðàçîâàíèþ ÄÍÊ-àääóê-
òîâ (Souliotis et al., 2002). Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â òå÷åíèå 24—48 ÷ ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ íà êðûñ N-ÍÄÌÀ â ïå÷åíè çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò
êîíöåíòðàöèÿ ÌÄÀ è ñíèæàåòñÿ àêòèâíîñòü êàòàëàçû.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá àêòèâàöèè ïðî-
öåññîâ ñâîáîäíîðàäèêàëüíîãî îêèñëåíèÿ, êîòîðûå, ïî-âè-
äèìîìó, ïðèâîäÿò ê îáðàçîâàíèþ ÄÍÊ-àääóêòîâ è ñíèæå-
íèþ àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ (Bartsch et al.,
1989; Lin, Hollenberg, 2001; Marnett, 2002; Song et al.,
2003). Â ðåçóëüòàòå àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ àíòèîêñèäàíò-
íîé ñèñòåìû è ôåðìåíòîâ ðåïàðàöèè ñòàíîâèòñÿ íåäîñòà-
òî÷íîé äëÿ óñòðàíåíèÿ ýòèõ ïîâðåæäåíèé â ÿäðàõ äâó-
ÿäåðíûõ êëåòîê, ñïîñîáñòâóÿ ïðîõîæäåíèþ â íèõ àñèíõ-
ðîííîãî ñèíòåçà ÄÍÊ è àñèíõðîííîãî ìèòîçà.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî òîêñè÷åñêîå
äåéñòâèå N-ÍÄÌÀ ïðèâîäèò ê ðàçëè÷íûì íàðóøåíèÿì
äåëåíèÿ äâóÿäåðíûõ ãåïàòîöèòîâ, òàêèì êàê ìíîãîïîëþñ-
íûå ìèòîçû, àñèíõðîííîå âñòóïëåíèå ÿäåð â ìèòîòè÷å-
ñêèé öèêë è îòñóòñòâèå öèòîòîìèè, êîòîðûå ìîãóò áûòü
ïðè÷èíîé îáðàçîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê â ïå÷åíè.
Íàðóøåíèÿ êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ, ïðèâîäÿùèå ê ïîÿâëå-
íèþ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê, ïðîòåêàëè íà ôîíå àêòèâàöèè
öèòîõðîìà Ð450 2Å1 è îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â ïå÷åíè.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî áëàãîäàðÿ ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ïðîãðàìì ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé Ìèíè-
ñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóê Ðåñïóáëèêè Êàçàõñòàí (ïðî-
åêò 0106ÐÊ00280).
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Mechanisms of hepatocyte multinucleation were investigated in rats exposed to N-nitrosodimethylamine
(NDMA).Using immunohistochemical reaction to ã-tubulin it was established that the number of cells contai-
ning three and more centrosomes increased in 48 h after NDMA injection. It was shown that formation of ext-
ra-centrosomes in hepatocytes was enhanced by oxidative stress induced by cytochromes P450 superfamily in
the course of NDMA metabolism. NDMA administration led to a sharp increase in cytochrome P450 content in
the liver, especially in 24 and 48 h (3.3 and 2.8 times respectively) after NDMA injection. Extensive staining of
cytoplasm in the centrolobular hepatocytes was revealed by immunohistochemical reaction to cytochrome P450
2E1 in 24 and 48 h after the NDMA injection. Malone dialdehyde (the derivative of lipid peroxidation) was
shown to increase 1.1—2.0 times, whereas catalase activity as of the antioxidative agent reduced to 1.1—1.3 ti-
mes in that time. In 72—120 h after NDMA treatment, the number of cells with three or more centrosomes, the
intensity of cytoplasmic staining, cytochrome P450 and malone dialdehyde contents in the liver were shown to
decrease, whereas catalase activity increased. In 48 h after treatment, binucleated hepatocytes with various
3H-thymidine distribution in nuclei appeared in NDMA-treated cell populations evidencing of asynchronous
DNA synthesis. Immunohistochemical reaction against Ki-67 proliferation marker revealed asynchronous nuc-
lear proliferation activity in binucleated cells spreading not only to S-phase, but also to other phases of cell cyc-
le, and namely G1, G2 and M. Thus, main mechanisms of hepatocyte multinucleation under NDMA exposure are
accounted for hyperamplification of centrosomes as a consequence of oxidative stress and for asynchronous
DNA synthesis in the nuclei of binucleate hepatocyte followed by asynchronous acytokinetic mitosis.
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