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Âëèÿíèå Mycoplasma salivarium â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè L-àðãèíèíà

Èññëåäîâàíî âëèÿíèå Mycoplasma salivarium â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè L-àðãèíèíà íà êîëè÷åñò-
âåííóþ è ñòðóêòóðíóþ êàðèîòèïè÷åñêóþ èçìåí÷èâîñòü â «áåçìàðêåðíîé» êëåòî÷íîé ëèíèè ôèáðîáëà-
ñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà (ëèíèè Ì) ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè. Êóëüòèâèðîâàíèå êîíòà-
ìèíèðîâàííûõ êëåòîê â òå÷åíèå 15 è 30 ñóò íå èçìåíÿåò ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì â êîíòàìèíèðîâàííûõ âàðèàíòàõ ñó-
ùåñòâåííî èçìåíÿåòñÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 60 è 75 ñóò. Ýòè èçìåíåíèÿ ñâÿçàíû ñ îáðàçîâàíè-
åì áèìîäàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì çà ñ÷åò ñíèæåíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ ìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 7, ñ îñíîâíûì ñòðóêòóðíûì âàðèàíòîì êàðèîòèïà (ÑÂÊ) 2+2+1+1+1 è
óâåëè÷åíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ ñóáìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 6, ñ îñíîâíûì ÑÂÊ 2+2+1+1.
Êðîìå òîãî, óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû êëåòîê ñ ìåíüøèìè ÷èñëàìè õðîìîñîì íàáëþäàëè òîëüêî ÷åðåç 60 ñóò
(íî íå ÷åðåç 75 ñóò). Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êîíòðîëüíûõ è êîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â ñðåäå ñ ïîâû-
øåííûì ñîäåðæàíèåì L-àðãèíèíà â òå÷åíèå 60 ñóò íå âûÿâëåíî èçìåíåíèé ïî êîëè÷åñòâåííûì õàðàêòå-
ðèñòèêàì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Êóëüòèâèðîâàíèå êîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â òå÷åíèå 60 ñóò ñ
ïîñëåäóþùèì êóëüòèâèðîâàíèåì èõ â òå÷åíèå 15 ñóò â ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì L-àðãèíèíà ïðèâåëî ê âîñ-
ñòàíîâëåíèþ èññëåäóåìûõ êîëè÷åñòâåííûõ ïàðàìåòðîâ äî óðîâíÿ êîíòðîëÿ. Â êîíòàìèíèðîâàííîì âà-
ðèàíòå óâåëè÷èâàåòñÿ ÷àñòîòà õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé ÷åðåç 30, 60 è 75 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì è âàðèàíòàìè ñ äîáàâëåíèåì L-àðãèíèíà. ×åðåç 30 ñóò íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå, íî
äîñòîâåðíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé çà ñ÷åò ðàâíîìåðíîãî íåçíà÷èòåëüíîãî ïîâû-
øåíèÿ ÷àñòîòû âñåõ òèïîâ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. ×åðåç 60 è 75 ñóò íàáëþäàåòñÿ óæå çíà÷èòåëüíîå ïî-
âûøåíèå óðîâíÿ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé çà ñ÷åò ñóùåñòâåííîãî ïîâûøåíèÿ õðîìîñîìíûõ è õðîìàòèä-
íûõ ðàçðûâîâ. Êðîìå òîãî, ÷åðåç 60 ñóò ïîâûøåí óðîâåíü äèöåíòðèêîâ (òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé), ïðåè-
ìóùåñòâåííî îáðàçîâàííûõ õðîìîñîìàìè 1 è 2. Îáñóæäàåòñÿ ðîëü äèöåíòðèêîâ êàê îäíîãî èç ñïîñîáîâ
àäàïòàöèè «áåçìàðêåðíûõ» ëèíèé ê óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ è ðîëü L-àðãèíèíà â âîññòàíîâëåíèè
íîðìàëüíîé êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ëèíèè Ì, êîíòàìèíèðîâàííîé ìèêî-
ïëàçìîé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàðèîòèïè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü, ìèêîïëàçìåííàÿ êîíòàìèíàöèÿ, L-àðãèíèí,
õðîìîñîìíûå àáåððàöèè, äèöåíòðèêè.

Êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ in vitro ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé åäè-
íóþ àâòîíîìíóþ ñèñòåìó. Êëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ
îñóùåñòâëÿþòñÿ ïîñðåäñòâîì ôèçè÷åñêîãî êîíòàêòà ìåæ-
äó êëåòêàìè è êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì, à òàêæå ÷åðåç ìåòàáî-
ëèòû â ðîñòîâîé ñðåäå. Ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû îñóùå-
ñòâëÿþò êàê ñòðóêòóðíûå, òàê è ôóíêöèîíàëüíûå ñâÿçè
ìåæäó êëåòêàìè. Âàæíûì òèïîì ìåæêëåòî÷íûõ ñîåäè-
íåíèé ÿâëÿþòñÿ ùåëåâûå êîíòàêòû, êîòîðûå ñîñòàâëÿ-
þò îñíîâó «ìåòàáîëè÷åñêîé êîîïåðàöèè» (Hooper, Su-
bak-Sharpe, 1981; Øàðîâñêàÿ è äð., 2009).

Äëÿ îáðàçîâàíèÿ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé è èõ
äëèòåëüíîãî ñóùåñòâîâàíèÿ âíå îðãàíèçìà íåîáõîäèìà
àäàïòàöèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè ê óñëîâèÿì in vitro. Ïðîöåññ
àäàïòàöèè, â ÷àñòíîñòè, âûðàæàåòñÿ â îáðàçîâàíèè ñáà-
ëàíñèðîâàííîé êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû, îáåñïå÷èâà-
þùåé îïòèìàëüíûé ãåííûé áàëàíñ â êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè in vitro êàê öåëîñòíîé ñèñòåìå. Ñáàëàíñèðîâàííàÿ êà-

ðèîòèïè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà êëåòî÷íîé ëèíèè èìååò ñëåäóþ-
ùèå õàðàêòåðèñòèêè: 1) îïðåäåëåííûé íàáîð ìàðêåðíûõ
õðîìîñîì («ìàðêåðíûå» ëèíèè) èëè ñîîòâåòñòâèå êàðèî-
òèïó äîíîðà («áåçìàðêåðíûå» ëèíèè); 2) âûðàæåííàÿ â
áîëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè ÷àñòîòà êëåòîê ñ ìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì; 3) îïðåäåëåííàÿ ÷àñòîòà êëåòîê ñ
äðóãèìè ÷èñëàìè õðîìîñîì; 4) îïðåäåëåííûå ïðåäåëû èç-
ìåí÷èâîñòè ïî ÷èñëó õðîìîñîì (Çàõàðîâ è äð., 1966; Ìà-
ìàåâà è äð., 1986; Ôèëàòîâ è äð., 1988; Ìàìàåâà, 1996;
Ïîëÿíñêàÿ, Âàõòèí, 2003). Êëåòêè ñ âûðàæåííûì ÷èñëîì
õðîìîñîì èìåþò ïðåîáëàäàþùèé ñòðóêòóðíûé âàðèàíò
êàðèîòèïà (ÑÂÊ — ÷èñëî ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì êàæ-
äîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà) è äîïîëíèòåëüíûå ÑÂÊ
(Ïîëÿíñêàÿ è äð., 1981; Ïîëÿíñêàÿ, 2000).

Êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè in vitro ÿâëÿþòñÿ äèíàìè÷íû-
ìè ñèñòåìàìè è, ëèøèâøèñü ìíîãîñòóïåí÷àòîãî îðãàíèç-
ìåííîãî êîíòðîëÿ, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïîäâåðæåíû
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âëèÿíèþ âíåøíèõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò óñè-
ëåíèþ êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè. Ïåðâîïðè÷èíîé
âñåõ íàáëþäàåìûõ êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé, áåçó-
ñëîâíî, ÿâëÿþòñÿ ðàçëè÷íûå èçìåíåíèÿ â êëåòî÷íîì ìå-
òàáîëèçìå, îáóñëîâëåííûå íàðóøåíèÿìè â ïðîâåäåíèè
ñèãíàëîâ ñ ïîâåðõíîñòè êëåòîê â ÿäðî.

Èçâåñòíî, ÷òî á*îëüøàÿ ÷àñòü âèäîâ ìèêîïëàçì, ÿâëÿ-
ÿñü ÷àñòûì êîíòàìèíàíòîì êëåòîê êàê â îðãàíèçìå, òàê è
âíå åãî, ïðèêðåïëÿåòñÿ ê ìåìáðàíå êëåòêè õîçÿèíà, íå
ïðîíèêàÿ âíóòðü, è íàðóøàåò öåëîñòíîñòü ìåìáðàíû, ÷òî
âûçûâàåò íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìåìáðàííûõ ðå-
öåïòîðîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ âîçíèêíîâåíèþ öèòî- è ãåíî-
òîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ â êëåòêå õîçÿèíà. Èíîãäà, íå ïðè-
êðåïëÿÿñü ê ìåìáðàíå, à ïðîñòî íàõîäÿñü â ñðåäå, ìèêî-
ïëàçìû òàêæå ïðèâîäÿò ê íåãàòèâíûì ïîñëåäñòâèÿì â
êëåòêàõ. Ïàòîãåííîñòü ìèêîïëàçì ñâÿçàíà ñ êîíêóðåíò-
íûì óíè÷òîæåíèåì ìèêîïëàçìàìè íåêîòîðûõ âåùåñòâ,
âàæíûõ äëÿ ìåòàáîëèçìà êëåòêè-õîçÿèíà (àìèíîêèñëîò,
ñàõàðîâ, íóêëåèíîâûõ êèñëîò), à òàêæå ñ âûäåëåíèåì çíà-
÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ àììèàêà è ïåðåêèñè âîäîðîäà,
òîêñè÷íî äåéñòâóþùèõ íà êëåòêó. Ìèêîïëàçìû, òàêèì
îáðàçîì, ñïîñîáíû íàðóøàòü îáìåí àìèíîêèñëîò, ñèíòåç
áåëêîâ, ïðåïÿòñòâîâàòü âêëþ÷åíèþ ïðåäøåñòâåííèêîâ
íóêëåèíîâûõ êèñëîò â ÄÍÊ è ÐÍÊ, ïîâûøàòü àêòèâíîñòü
ÄÍÊàçû è ÐÍÊàçû è óñèëèâàòü öèòîãåíåòè÷åñêóþ íåñòà-
áèëüíîñòü. Ðàçíûå ìèêîïëàçìû èìåþò ðàçíûå ïóòè âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêîé-õîçÿèíîì. Â ÷àñòíîñòè, àðãèíèíçà-
âèñèìûå ìèêîïëàçìû èçâëåêàþò ýíåðãèþ äëÿ ñèíòåçà
ÀÒÔ â îñíîâíîì èç àðãèíèíà, óìåíüøàÿ åãî êîëè÷åñòâî â
êëåòêå-õîçÿèíå è òåì ñàìûì ñïîñîáñòâóÿ êàðèîòèïè÷å-
ñêîé íåñòàáèëüíîñòè (Aula, Nichols, 1967; Áîðõñåíèóñ è
äð., 2002). Âëèÿíèå ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè íà
öèòîãåíåòè÷åñêèå ïðîöåññû ïîäðîáíî èññëåäîâàëè íà
ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ, à òàêæå íà íåèììîðòàëèçîâàííûõ è
èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ (Fogh, Fogh, 1965,
1967, 1968; Paton et al., 1965; Aula, Nichols, 1967; Stanbrid-
ge, 1969; Barile, 1979; Êóçüìèíà, 1983; McGarrity et al.,
1984; Bastian et al., 1992; Ïîëÿíñêàÿ, Åôðåìîâà, 1993,
2000; Ïîëÿíñêàÿ è äð., 1994; Cunha, Takimoto, 1994; Ste-
wart et al., 1994; Rottem, Naot, 1998). Îñíîâíûå öèòîãåíå-
òè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ñâÿçàíû ñ õàðàêòåðîì àíåóïëîèäèè, ñ
÷àñòîòîé ïîëèïëîèäîâ, ñ ÷àñòîòîé è òèïàìè õðîìîñîì-
íûõ àáåððàöèé, ñ îáðàçîâàíèåì íîâûõ ìàðêåðíûõ õðîìî-
ñîì, à òàêæå ñ ïîÿâëåíèåì äèöåíòðèêîâ, îáðàçîâàííûõ íà
îñíîâå òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ «áåç-
ìàðêåðíûõ» êëåòî÷íûõ ëèíèé (Ïîëÿíñêàÿ, 2000; Ïîëÿí-
ñêàÿ, Âàõòèí, 2003).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýôôåêòû, èíäóöèðóåìûå ìè-
êîïëàçìàìè, ìîãóò çàâèñåòü îò òðåõ ôàêòîðîâ: äëèòåëüíî-
ñòè êîíòàìèíàöèè, âèäà ìèêîïëàçìû è ñâîéñòâ êëåòî÷íîé
êóëüòóðû. Ïðè÷åì ìèêîïëàçìåííàÿ êîíòàìèíàöèÿ ìîæåò
â îäíèõ ñëó÷àÿõ èíäóöèðîâàòü óñèëåíèå êîëè÷åñòâåííîé
èçìåí÷èâîñòè, â äðóãèõ — óñèëåíèå êëàñòîãåííîãî ýô-
ôåêòà, à ìîæåò èìåòü ìåñòî è îäíîâðåìåííîå âëèÿíèå íà
îáå ñòîðîíû êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè (Ïîëÿíñêàÿ,
2009).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êîíòàìèíàöèè ïåðâè÷-
íîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ àðãèíèíçàâèñèìîé M. salivari-
um óñèëåíèå êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè èìååò ìåñòî
óæå ÷åðåç 5 ñóò (Aula, Nichols, 1967). Ïðè÷åì ýòè àâòîðû,
îñíîâûâàÿñü íà èçâåñòíîì ìåõàíèçìå âëèÿíèÿ àðãèíèíçà-
âèñèìîé ìèêîïëàçìû íà êëåòêó, ñâÿçàííîì ñ óìåíüøåíè-
åì êîëè÷åñòâà àðãèíèíà, ïîêàçàëè, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå
êîíòàìèíèðîâàííîé êóëüòóðû â ïðèñóòñòâèè óâåëè÷åííî-
ãî êîëè÷åñòâà àðãèíèíà íå ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ êàðèîòè-

ïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûì êîí-
òðîëåì. Â ñâÿçè ñ ýòèìè äàííûìè, à òàêæå ñ ïîëó÷åííûìè
íàìè ðàíåå ðåçóëüòàòàìè î äëèòåëüíîé êîíòàìèíàöèè
äðóãèìè ìèêîïëàçìàìè ðàçíûõ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé íåîáõîäèìî áûëî âûÿñíèòü õàðàêòåð âëèÿíèÿ
M. salivarium íà êàðèîòèïè÷åñêóþ ñòðóêòóðó ïîñòîÿííîé
«áåçìàðêåðíîé» êëåòî÷íîé ëèíèè ïðè äëèòåëüíîì êóëü-
òèâèðîâàíèè. Êðîìå òîãî, íåîáõîäèìî áûëî âûÿñíèòü
ðîëü àðãèíèíà â êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè äëèòåëü-
íî êóëüòèâèðóåìîé êîíòàìèíèðîâàííîé êëåòî÷íîé êóëü-
òóðû ïðè óñëîâèè åå àäàïòàöèè ê èçìåíåííûì óñëîâèÿì.
Òàêèì îáðàçîì, çàäà÷è íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëèñü:
1) â èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ M. salivarium íà êàðèîòèïè÷å-
ñêóþ èçìåí÷èâîñòü ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïî-
ñòîÿííîé «áåçìàðêåðíîé» êëåòî÷íîé ëèíèè ôèáðîáëà-
ñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà; 2) â âûÿñíåíèè ðîëè àð-
ãèíèíà â õàðàêòåðå êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èììîðòàëèçîâàííàÿ «áåçìàðêåðíàÿ» êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ
ôèáðîáëàñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà (ëèíèÿ Ì)
áûëà ïîëó÷åíà èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð ïîçâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã). Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì ðàâíî 7, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò äîíîðó. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå F10 ñ
äîáàâëåíèåì 20 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè.

Êóëüòóðó êëåòîê, îáðàçîâàâøóþ ìîíîñëîé, çàðàæàëè
àðãèíèíçàâèñèìîé ìèêîïëàçìîé M. salivarium. Íàëè÷èå
ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè îïðåäåëÿëè ÷åðåç 2 ïàñ-
ñàæà ïîñëå çàðàæåíèÿ è ïðè êàæäîé ôèêñàöèè êëåòîê äâó-
ìÿ ìåòîäàìè — îêðàøèâàíèåì êëåòîê ôëóîðîõðîìîì
Õ¸õñòîì 33258 (Chen, 1977) è ìèêðîáèîëîãè÷åñêèì âûñå-
âîì êóëüòóðàëüíîé ñðåäû íà ñåëåêòèâíûå ïèòàòåëüíûå
ñðåäû äëÿ ìèêîïëàçì. Òèòð ìèêîïëàçìû (ÊÎÅ) îïðåäåëÿ-
ëè ïðè âûñåâå êóëüòóðàëüíîé ñðåäû êîíòàìèíèðîâàííûõ
êëåòîê íà òâåðäûé àãàð PPLO; ïðè ïåðâîì îïðåäåëåíèè
îí ñîñòàâëÿë 105 ÊÎÅ íà 1 ìë. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçî-
âàëè L-àðãèíèí â êîíöåíòðàöèè 40 ìêã/ìë (Sigma, ÑØÀ).
Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñëåäóþùèå 5 âàðèàíòîâ: 1) êëåò-
êè, ïîñòîÿííî êóëüòèâèðóþùèåñÿ â îáû÷íîé ñðåäå (êîíò-
ðîëü); 2) êëåòêè, ïîñòîÿííî êóëüòèâèðóþùèåñÿ â ñðåäå ñ
ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì L-àðãèíèíà; 3) êëåòêè, êîíòà-
ìèíèðîâàííûå ìèêîïëàçìîé, ïîñòîÿííî êóëüòèâèðóþùè-
åñÿ â îáû÷íîé ñðåäå; 4) êîíòàìèíèðîâàííûå êëåòêè, ïî-
ñòîÿííî êóëüòèâèðóþùèåñÿ â ñðåäå ñ ïîâûøåííûì ñî-
äåðæàíèåì L-àðãèíèíà; 5) êîíòàìèíèðîâàííûå êëåòêè,
ïîñòîÿííî êóëüòèâèðóþùèåñÿ ñíà÷àëà â îáû÷íîé ñðåäå,
ïîòîì (÷åðåç 60 ñóò) â ïðèñóòñòâèè L-àðãèíèíà.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì çà
4 ÷ äî ôèêñàöèè êëåòîê â êóëüòóðó ââîäèëè êîëöåìèä
(0.1 ìêã/ìë), ñíèìàëè êëåòêè ñ ñóáñòðàòà ñìåñüþ òðèïñè-
íà è âåðñåíà (1 : 3), ïðîâîäèëè ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîò-
êó 0.075 Ì ðàñòâîðîì KÑl è ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíî-
ëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1). Õðîìîñîìû îêðà-
øèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì Ãèìçà (1 : 50). Àíàëèçèðîâàëè
ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì. Ïðè èçëîæå-
íèè ðåçóëüòàòîâ ïðèâîäÿòñÿ ôîðìóëû ÑÂÊ (ðèñ. 1), â êî-
òîðûõ óêàçàíî ÷èñëî ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì êàæäîãî
ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà (Ïîëÿíñêàÿ, 1988). Õðîìîñîìíûå
àáåððàöèè ó÷èòûâàëè ìåòàôàçíûì ìåòîäîì. Ðåãèñòðèðî-
âàëè êîëè÷åñòâî è òèïû õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. Êàðèî-
ëîãè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ÷åðåç 15, 30, 60 è 75 ñóò ïî-
ñëå ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè, êîòîðóþ íà÷èíàëè
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÷åðåç 15 ñóò ïîñëå äåêðèîêîíñåðâàöèè. Â êàæäîì âàðèàí-
òå ó÷èòûâàëè íå ìåíåå 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê.

Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà è êðèòåðèÿ c2. Ðàçëè÷èÿ
ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëåâîé ãèïîòå-
çû Ð < 0.01.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

À í à ë è ç ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í î é ê à ð è î ò è ï è ÷ å-
ñ ê î é è ç ì å í ÷ è â î ñ ò è â ê ë å ò î ÷ í î é ë è í è è Ì.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êîíòðîëüíûõ è êîíòàìèíèðîâàííûõ
ìèêîïëàçìîé êëåòîê ëèíèè Ì â òå÷åíèå 15 è 30 ñóò íå íà-
áëþäàåòñÿ ðàçëè÷èé â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ÷èñëó õðî-
ìîñîì. Íà ðèñ. 2, à1—ã1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ðàñïðå-
äåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì â êîíòðîëå, â êîíòàìè-
íèðîâàííîì âàðèàíòå è â ñîîòâåòñòâóþùèõ âàðèàíòàõ ñ
äîáàâëåíèåì â ñðåäó L-àðãèíèíà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå-
÷åíèå 30 ñóò. Âî âñåõ 4 ñëó÷àÿõ ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì
ðàâíî 7; ïðåäåëû èçìåí÷èâîñòè ñîñòàâëÿþò 4—12. Îöåíêà
ïî êðèòåðèþ c2 íå ïîêàçàëà äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó
âàðèàíòàìè. ×àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè êëåòîê ñ ìîäàëüíûì
÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 7, âî âñåõ âàðèàíòàõ äîñòîâåðíî
íå ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé (Ð > 0.05).

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â òå÷åíèå 60 ñóò õàðàê-
òåð ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì â êîíòðîëå
è â êîíòàìèíèðîâàííîì ìèêîïëàçìîé âàðèàíòå äîñòîâåð-
íî ðàçëè÷àåòñÿ ïðè îöåíêå ïî êðèòåðèþ c2, êîòîðûé ðàâåí
33.3, Ð < 0.01 (ðèñ. 2, à2, â2). Êóëüòèâèðîâàíèå êîíòàìè-
íèðîâàííûõ è íåêîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â ñðåäå ñ ïî-
âûøåííûì ñîäåðæàíèåì L-àðãèíèíà â òå÷åíèå 60 ñóò íå
èçìåíÿåò êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
÷èñëó õðîìîñîì, c2 ñîñòàâëÿåò 4.8 è 5.8 ñîîòâåòñòâåííî,
Ð > 0.05 (ðèñ. 2, á2, ã2). Â êîíòàìèíèðîâàííîì âàðèàíòå
âîçíèêàåò áèìîäàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ÷èñëó
õðîìîñîì çà ñ÷åò óìåíüøåíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ 7 õðîìî-
ñîìàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (33.3 � 2.6 è 53.7 �
� 3.0 % ñîîòâåòñòâåííî) è óâåëè÷åíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ
ñóáìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 6 (40.9 � 2.7 è
26.3 � 2.6 % ñîîòâåòñòâåííî, Ð < 0.01). Èìååò ìåñòî íå-
áîëüøîå ïðåîáëàäàíèå êëåòîê ñ ñóáìîäàëüíûì ÷èñëîì
õðîìîñîì íàä ìîäàëüíûì.

Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì
ïîêàçàë, ÷òî áîëüøèíñòâî êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì
õðîìîñîì â îïûòíîì è êîíòðîëüíîì âàðèàíòàõ èìååò
îñíîâíîé ÑÂÊ 2+2+1+1+1 (ðèñ. 1), âñòðå÷àþùèéñÿ ñ îäè-
íàêîâîé ÷àñòîòîé (â îïûòå — 95.3 � 2.0 è â êîíòðîëå —
98.0 � 1.1 %). Áîëüøèíñòâî êëåòîê ñ ñóáìîäàëüíûì ÷èñ-
ëîì õðîìîñîì èìååò îñíîâíîé ÑÂÊ 2+2+1+1, îáðàçîâàí-
íûé çà ñ÷åò ïîòåðè õðîìîñîìû Y1 è âñòðå÷àþùèéñÿ
â îáîèõ âàðèàíòàõ ñ îäèíàêîâîé ÷àñòîòîé (89.0 � 2.7 è
91.0 � 3.3 % ñîîòâåòñòâåííî). Òàêèì îáðàçîì, ñîîòíîøå-
íèå ÑÂÊ â êëåòêàõ ñ ìîäàëüíûì è ñóáìîäàëüíûì ÷èñëà-
ìè õðîìîñîì íå íàðóøàåòñÿ ïðè ìèêîïëàçìåííîé êîíòà-
ìèíàöèè, à èçìåíÿåòñÿ òîëüêî ÷àñòîòà êëåòîê ñ îñíîâíû-
ìè ÑÂÊ.

Â êîíòàìèíèðîâàííîì âàðèàíòå íàáëþäàåòñÿ äîñòî-
âåðíîå óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû êëåòîê ñ ÷èñëàìè õðîìîñîì 4
è 5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (12.1 � 1.8 è 6.0 � 1.4 %,
Ð < 0.01), â ÷àñòíîñòè çà ñ÷åò ïîÿâëåíèÿ íîâûõ òèïîâ äî-
ïîëíèòåëüíûõ ÑÂÊ. Òàê, ÷èñëî ðàçíûõ òèïîâ äîïîëíè-
òåëüíûõ ÑÂÊ â êîíòðîëå ñîñòàâëÿåò 13 (4.5 � 1.2 %), à â
îïûòå — 28 (8.5 � 1.3 %), Ð < 0.05. Ñëåäîâàòåëüíî, ÷åðåç
60 ñóò ìèêîïëàçìåííàÿ êîíòàìèíàöèÿ ïðèâîäèò ê ñóùåñò-
âåííîìó èçìåíåíèþ êîëè÷åñòâåííûõ õàðàêòåðèñòèê â ëè-
íèè Ì. Ñõîäíûå èçìåíåíèÿ íàáëþäàëèñü íàìè ðàíåå ïðè
èññëåäîâàíèè êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè êîíòà-
ìèíàöèè ýòîé ëèíèè äðóãèìè âèäàìè ìèêîïëàçì: Myco-
plasma arginini — àðãèíèíçàâèñèìîé è Acholeplasma laid-
lawii — ãëþêîçîçàâèñèìîé (Ïîëÿíñêàÿ, Åôðåìîâà, 1992).
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èçìåíåíèÿ â õàðàêòåðå àíåóïëîè-
äèè ïðè êîíòàìèíàöèè îäíîé è òîé æå ìèêîïëàçìîé ðàç-
íûõ êëåòîê ìîãóò áûòü ðàçëè÷íûìè (Ïîëÿíñêàÿ, 2009).
Ïî-âèäèìîìó, õàðàêòåð êîëè÷åñòâåííîé êàðèîòèïè÷å-
ñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè
ñóùåñòâåííî çàâèñèò îò ñâîéñòâ êîíêðåòíîé êëåòî÷íîé
ëèíèè.

Ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå L-àðãèíèíà íå âûçûâàåò èç-
ìåíåíèé â õàðàêòåðå êîëè÷åñòâåííîé êàðèîòèïè÷åñêîé
èçìåí÷èâîñòè ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè íåêîíòà-
ìèíèðîâàííûõ êëåòîê, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè
åãî ãåíîòîêñè÷íîãî âëèÿíèÿ íà õàðàêòåð àíåóïëîèäèè.
Êóëüòèâèðîâàíèå êîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â ñðåäå ñ
ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì L-àðãèíèíà â òå÷åíèå 60 ñóò
íèâåëèðóåò ãåíîòîêñè÷íûé ýôôåêò ìèêîïëàçìû çà ñ÷åò
ïîääåðæàíèÿ îïòèìàëüíîãî äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëå-
òîê óðîâíÿ àðãèíèíà. Òàêèì îáðàçîì, â ýòèõ óñëîâèÿõ
êëåòêà è ìèêîïëàçìà ðàçâèâàþò ñèìáèîòè÷åñêèå îòíîøå-
íèÿ, êîìôîðòíûå êàê äëÿ êëåòêè, òàê è äëÿ ìèêîïëàçìû,
èáî òèòð ìèêîïëàçìû äîñòàòî÷íî âûñîêèé — 105 ÊÎÅ íà
1 ìë.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â òå÷åíèå 75 ñóò õàðàê-
òåð ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì â êîíòðîëå
è â êîíòàìèíèðîâàííîì ìèêîïëàçìîé âàðèàíòå ðàçëè÷à-
åòñÿ ïðè îöåíêå ïî êðèòåðèþ c2, êîòîðûé ðàâåí 16.5,
Ð < 0.01 (ðèñ. 2, à3, â3). Õàðàêòåð êîëè÷åñòâåííûõ èçìåíå-
íèé â îñíîâíîì ñõîäåí ñ ïðåäûäóùèì ñðîêîì. Òàê, â êîí-
òàìèíèðîâàííîì âàðèàíòå âîçíèêàåò áèìîäàëüíîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì çà ñ÷åò óìåíüøå-
íèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ 7 õðîìîñîìàìè ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì (40.7 � 2.8 è 52.4 � 3.4 % ñîîòâåòñòâåííî) è
óâåëè÷åíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ ñóáìîäàëüíûì ÷èñëîì õðî-
ìîñîì, ðàâíûì 6 (47.3 � 2.9 è 32.0 � 3.1 % ñîîòâåòñòâåí-
íî, Ð < 0.001). Òàê æå êàê è íà ïðåäûäóùåì ñðîêå, èìååò
ìåñòî íåáîëüøîå ïðåîáëàäàíèå êëåòîê ñ ñóáìîäàëüíûì
÷èñëîì õðîìîñîì íàä ìîäàëüíûì. Òàê æå êàê è íà ïðåäû-
äóùåì ñðîêå (60 ñóò), ñîîòíîøåíèå ÑÂÊ â êëåòêàõ ñ ìî-

Âëèÿíèå Mycoplasma salivarium â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè L-àðãèíèíà 999

Ðèñ. 1. Îñíîâíîé ñòðóêòóðíûé âàðèàíò êàðèîòèïà (CBK) êëå-
òîê ëèíèè ôèáðîáëàñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà

2 + 2 + 1 + 1 + 1.

Âíèçó: àðàáñêèå öèôðû — íîìåðà õðîìîñîì, ëàòèíñêèå áóêâû — íîìåí-
êëàòóðà ïîëîâûõ õðîìîñîì; àðàáñêèå öèôðû ââåðõó — ÷èñëî ãîìîëîãè÷-

íûõ õðîìîñîì îäíîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà, ñîñòàâëÿþùèõ CBK.



äàëüíûì è ñóáìîäàëüíûì ÷èñëàìè õðîìîñîì íå íàðóøà-
åòñÿ ïðè ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè, à èçìåíÿåòñÿ òî-
ëüêî ÷àñòîòà êëåòîê ñ îñíîâíûìè ÑÂÊ. Òàê, îñíîâíûå
ÑÂÊ 2+2+1+1+1 è 2+2+1+1 âñòðå÷àþòñÿ ñ îäèíàêîâîé ÷à-
ñòîòîé (â îïûòå — 99.0 � 0.9, 96.5 � 1.5 % è â êîíòðî-
ëå — 97.2 � 1.6, 98.0 � 1.5 % ñîîòâåòñòâåííî). Òåì íå ìå-
íåå åñòü è ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíòàìèíèðîâàííûìè êëåòêà-
ìè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 60 è 75 ñóò. Èìåííî
÷åðåç 75 ñóò èñ÷åçàþò êëåòêè ñ 4 è 5 õðîìîñîìàìè. Çà ñ÷åò
ýòèõ èçìåíåíèé ðàçëè÷èÿ ìåæäó ðàñïðåäåëåíèÿìè êëåòîê
÷åðåç 60 è 75 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íîñÿò äîñòîâåðíûé õà-
ðàêòåð: c2 = 23.7, Ð < 0.01. Ñëåäîâàòåëüíî, â ðåçóëüòàòå
àäàïòàöèè ê èçìåíåííûì óñëîâèÿì ïðè äëèòåëüíîì êóëü-
òèâèðîâàíèè ïðîèñõîäèò ñòàáèëèçàöèÿ íîâîé öèòîãåíå-
òè÷åñêîé ñòðóêòóðû â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â
òå÷åíèå 60 ñóò â ñðåäó áûë äîáàâëåí L-àðãèíèí, è â ýòîé
ñðåäå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 15 ñóò. Èç ðåçóëüòàòîâ,
ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 2, áR3, â3, ñëåäóåò, ÷òî â ýòèõ
óñëîâèÿõ ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ñîîò-
âåòñòâóåò êîíòðîëþ: c2 = 6.1, Ð > 0.05. Ýòè äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî, íåñìîòðÿ íà äëèòåëüíóþ àäàïòà-
öèþ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ê ñóùåñòâîâàíèþ â óñëîâèÿõ
ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè, ââåäåíèå â ñðåäó àðãèíè-
íà äîâîëüíî áûñòðî ïðèâåëî êîëè÷åñòâåííûå êàðèîòèïè-
÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ê óðîâíþ êîíòðîëÿ. Ïðè ýòîì òèòð
ìèêîïëàçìû ñîñòàâëÿåò 107 ÊÎÅ íà 1 ìë.

Ñóùåñòâåííî îáðàòèòü âíèìàíèå íà òîò ôàêò, ÷òî äå-
êîíòàìèíàöèÿ ñ ïîìîùüþ öèïðîôëîêñàöèíà êîíòàìèíè-
ðîâàííûõ àðãèíèíçàâèñèìîé M. arginini ðàçíûõ êëåòî÷-

1000 Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ, Ò. Í. Åôðåìîâà

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå ïî ÷èñëó õðîìîñîì êëåòîê ëèíèè M ïðè êîíòàìèíàöèè Mycoplasma salivarium è äîáàâëåíèå L-àðãèíèíà.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ÷èñëî õðîìîñîì â êëåòêå; ïî âåðòèêàëè — ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êëåòîê, %. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 30 (à1—ã1),
60 (à2—ã2) è 75 (à3—â3) ñóò.

à — êëåòêè ïîñòîÿííî êóëüòèâèðîâàëè ñ M. salivarium; á — êëåòêè ïîñòîÿííî ñîâìåñòíî êóëüòèâèðîâàëè ñ M. salivarium è àðãèíèíîì, á� — êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè 60 ñóò ñ M. salivarium ïðè ïîñëåäóþùåì äîáàâëåíèè àðãèíèíà íà 15 ñóò; â — êëåòêè ïîñòîÿííî êóëüòèâèðîâàëè â ÷èñòîé ñðåäå (êîíò-

ðîëü); ã — òî æå, ÷òî è â, íî ñ äîáàâëåíèåì àðãèíèíà.



íûõ ëèíèé íå ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ êîíòðîëüíîãî
óðîâíÿ ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì. Ýòî ÿâ-
ëåíèå èìååò ìåñòî äàæå ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ â ÷èñòîé ñðåäå ïîñëå ïðîöåññà äåêîíòàìèíàöèè.
Îòñóòñòâèå ìèêîïëàçìû áûëî ïîäòâåðæäåíî ìèêðîáèî-
ëîãè÷åñêèìè òåñòàìè (Ïîëÿíñêàÿ, Åôðåìîâà, 1994; Ïî-
ëÿíñêàÿ è äð., 1994). Èçâåñòíû òàêæå äàííûå î òîì, ÷òî
ïîñëå äåêîíòàìèíàöèè íåñêîëüêèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ýìá-
ðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ïðîöåññ âîçâðàòà ìî-
äàëüíûõ ÷èñåë õðîìîñîì ê íîðìå ñîñòàâëÿë îò 3 ìåñ äî
2 ëåò (Êóçüìèíà, 1983). Ìåõàíèçìû, ðàáîòàþùèå â êëåò-
êàõ â ýòèõ äâóõ ýêñïåðèìåíòàõ, àáñîëþòíî ðàçíûå. Â îä-
íîì ñëó÷àå öèïðîôëîêñàöèí îêàçûâàåò íà ìèêîïëàçìó
òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî îíà ïîãèáà-
åò. Â äðóãîì ñëó÷àå ìèêîïëàçìà ñåáÿ ïðåêðàñíî ÷óâñòâó-
åò, à äîáàâëåíèå àðãèíèíà áëàãîïðèÿòíî âîçäåéñòâóåò íà
êëåòêó. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå êëåòêè, óòèëèçèðóÿ àðãèíèí,
àêòèâíî âêëþ÷àþùèéñÿ â ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû, áû-
ñòðî âîññòàíàâëèâàþò êîëè÷åñòâåííûå õàðàêòåðèñòèêè,
óñòàíîâèâøèåñÿ â ïðîöåññå ìíîãîëåòíåé àäàïòàöèè ê
îïðåäåëåííûì óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ. Âîçìîæíî,
÷òî íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ â êîëè÷åñòâåííûõ õàðàêòå-
ðèñòèêàõ êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû íå îêàçûâàëè ñó-
ùåñòâåííîãî íåáëàãîïðèÿòíîãî âëèÿíèÿ íà æèçíåííî
âàæíûå ñâîéñòâà êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè è îñòàâàëèñü â
ïðåäåëàõ íîðìû ðåàêöèè êàðèîòèïà, îáåñïå÷èâàþùåé ñó-
ùåñòâîâàíèå êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Â òàêîé ñèòóàöèè
êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ, îòõîäÿ îò ñòðåññîâ, ñâÿçàííûõ ñ
äëèòåëüíîé êîíòàìèíàöèåé è ïîñëåäóþùåé äåêîíòàìèíà-
öèåé ñ ïîìîùüþ àíòèáèîòèêà, ïîñòåïåííî âîññòàíàâëè-
âàåò îïòèìàëüíûé õàðàêòåð àíåóïëîèäèè.

À í à ë è ç ñ ò ð ó ê ò ó ð í î é ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê î é
è ç ì å í ÷ è â î ñ ò è â ê ë å ò î ÷ í î é ë è í è è Ì. Ðåçóëüòà-
òû ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ M. salivarium â îòñóòñòâèå è
â ïðèñóòñòâèè L-àðãèíèíà íà ÷àñòîòó è òèïû õðîìîñîì-
íûõ àáåððàöèé ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1. Ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè êîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â òå÷åíèå 15 ñóò íå íà-

áëþäàåòñÿ èçìåíåíèÿ ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé
ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûì êîíòðîëåì. ×åðåç 30 ñóò íà-
áëþäàåòñÿ íåáîëüøîå, íî äîñòîâåðíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ
õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (Ð
< 0.01) çà ñ÷åò ðàâíîìåðíîãî íåçíà÷èòåëüíîãî ïîâûøåíèÿ
÷àñòîòû âñåõ òèïîâ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. ×åðåç 60 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ ìèêîïëàçìîé íàáëþäàåòñÿ óæå
ñóùåñòâåííîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ õðîìîñîìíûõ àáåððà-
öèé. Ïðè÷åì èìååò ìåñòî äîñòîâåðíîå ïîâûøåíèå õðîìî-
ñîìíûõ è õðîìàòèäíûõ ðàçðûâîâ, à òàêæå äèöåíòðèêîâ
áåç äâîéíûõ ôðàãìåíòîâ, ò. å. òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé
(Ð < 0.01). Êóëüòèâèðîâàíèå êîíòàìèíèðîâàííûõ è íåêîí-
òàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â ñðåäå ñ ïîâûøåííûì ñî-
äåðæàíèåì L-àðãèíèíà â òå÷åíèå 60 ñóò íå èçìåíÿåò êîíò-
ðîëüíîãî óðîâíÿ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. Ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â òå÷åíèå 75 ñóò
ñîõðàíÿåòñÿ ïîâûøåííûé óðîâåíü õðîìîñîìíûõ àáåððà-
öèé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì è âàðèàíòàìè ñ ïîâûøåí-
íûì ñîäåðæàíèåì L-àðãèíèíà â ñðåäå (Ð < 0.01). Ñóùåñò-
âåííûì ðàçëè÷èåì ìåæäó ñðîêàìè êóëüòèâèðîâàíèÿ 60 è
75 ñóò ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ïîâûøåí-
íîé ÷àñòîòû äèöåíòðèêîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Äî-
ñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé
ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ñóùåñòâåííîãî ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ
õðîìîñîìíûõ è õðîìàòèäíûõ ðàçðûâîâ. Ïðè÷åì ÷àñòî-
òà âñåõ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé çà èñêëþ÷åíèåì äèöåíò-
ðèêîâ íà îáîèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñõîäíà. Ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êîíòàìèíèðîâàííûõ êëåòîê â òå÷å-
íèå 60 ñóò â ñðåäó áûë äîáàâëåí L-àðãèíèí. ×åðåç 15 ñóò
ïîñëå äîáàâëåíèÿ L-àðãèíèíà íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ÷àñ-
òîòû âñåõ òèïîâ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé äî óðîâíÿ êîíò-
ðîëÿ.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äèöåíòðèêè, îáðàçîâàííûå
íà îñíîâå òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé, ÿâëÿþòñÿ õàðàêòåðíîé
÷åðòîé êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè «áåçìàðêåðíûõ»
êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ðàçíûõ óñëîâè-
ÿõ, âêëþ÷àÿ ìèêîïëàçìåííóþ êîíòàìèíàöèþ (Levan,

Âëèÿíèå Mycoplasma salivarium â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè L-àðãèíèíà 1001

Ò à á ë è ö à 1

Âëèÿíèå ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè (Mycoplasma salivarium) â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè L-àðãèíèíà
íà ÷àñòîòó õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé â êëåòî÷íîé ëèíèè ôèáðîáëàñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà

Âàðèàíò îïûòà
Äëèòåëüíîñòü
êóëüòèâèðîâà-

íèÿ, ñóò

×èñëî ïðî-
àíàëèçèðî-

âàííûõ
êëåòîê
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ìîñîìíûõ
àáåððàöèé
âñåõ òèïîâ
(x sx± ), %
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ñîìíûõ ðàçðûâîâ

(x sx± ), %

×àñòîòà
õðîìàòèäíûõ
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(x sx± ), %
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(x sx± ), %

×àñòîòà
õðîìîñîìíûõ

àáåððàöèé
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(x sx± ), %

Êîíòðîëü 15 195 3.1 � 1.2 0.5 � 0.5 2.0 � 1.0 0.0 � 0.5 0.5 � 0.5

Ìèêîïëàçìà 15 222 3.2 � 1.2 0.4 � 0.4 1.4 � 0.8 1.4 � 0.8 0.0 � 0.4

Êîíòðîëü 30 145 3.4 � 1.5 0.7 � 0.7 2.1 � 1.2 1.3 � 0.9 0.7 � 0.7

Ìèêîïëàçìà 30 250 10.4 � 1.9à 2.0 � 0.9 3.2 � 1.1 2.8 � 1.0 2.0 � 0.9

Ìèêîïëàçìà+àðãèíèí 30 150 4.0 � 1.6 0.0 � 0.6 1.3 � 0.9 2.0 � 1.7 0.7 � 0.7

Êîíòðîëü+àðãèíèí 30 100 3.0 � 1.7 0.0 � 1.0 1.0 � 1.0 1.0 � 1.0 1.0 � 1.0

Êîíòðîëü 60 285 6.6 � 2.2 1.0 � 0.6 1.4 � 0.7 3.1 � 1.0 1.0 � 0.6

Ìèêîïëàçìà 60 330 23.4 � 2.3à 4.8 � 1.2à 6.0 � 1.3à 12.2 � 1.8à 0.3 � 0.3

Ìèêîïëàçìà+àðãèíèí 60 240 4.6 � 1.4 0.4 � 0.4 1.7 � 0.8 2.5 � 1.0 0.0 � 0.4

Êîíòðîëü+àðãèíèí 60 205 4.6 � 1.5 0.0 � 0.5 1.0 � 0.7 3.8 � 1.3 0.0 � 0.5

Êîíòðîëü 75 220 5.0 � 1.5 0.0 � 0.4 3.2 � 1.2 0.9 � 0.6 0.9 � 0.6

Ìèêîïëàçìà 75 300 16.0 � 2.1à 3.3 � 1.0à 9.7 � 1.7à 2.0 � 0.8 1.0 � 0.6

Ìèêîïëàçìà+àðãèíèí 60+15 415 5.5 � 1.1 1.4 � 0.6 2.2 � 0.7 1.7 � 0.6 0.2 � 0.2

à Äîñòîâåðíî îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé (P < 0.01).



1970; Pillidge et al., 1986; Ïîëÿíñêàÿ, 2000; Ïîëÿíñêàÿ,
Âàõòèí, 2003; Ïîëÿíñêàÿ è äð., 2003, 2005, 2007, 2008).
Âîçíèêàþùèå äèöåíòðèêè õàðàêòåðèçóþòñÿ, â ÷àñòíîñòè,
ñëåäóþùèìè ñâîéñòâàìè: îòñóòñòâèåì ïîñòîÿííîé âçàè-
ìîñâÿçè ñ äðóãèìè òèïàìè õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, íà-
ëè÷èåì îïðåäåëåííîé êîëè÷åñòâåííîé äèíàìèêè, ïðåè-
ìóùåñòâåííûì îáðàçîâàíèåì èõ îïðåäåëåííûìè õðîìî-
ñîìàìè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ÿâèëèñü åùå îäíèì
ïðèìåðîì, ïîäòâåðæäàþùèì íàëè÷èå ýòèõ ñâîéñòâ ó äè-
öåíòðèêîâ. Òàê, ïðè àíàëèçå 32 äèöåíòðèêîâ â êîíòàìè-
íèðîâàííîì âàðèàíòå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå
60 ñóò ïîêàçàíî, ÷òî â îáðàçîâàíèè äèöåíòðèêîâ ïðèíè-
ìàþò ó÷àñòèå ïðåèìóùåñòâåííî õðîìîñîìû 1 è 2. Îñ-
òàëüíûå õðîìîñîìû ó÷àñòâóþò â ýòîì ïðîöåññå ðåæå.
Êîíòðîëü íå îòëè÷àåòñÿ ïî äàííîìó ïàðàìåòðó îò îïûò-
íîãî âàðèàíòà. Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåííàÿ ÷àñòîòà äè-
öåíòðèêîâ ïðè êîíòàìèíàöèè ñâÿçàíà â îñíîâíîì ñ óâåëè-
÷åíèåì ÷àñòîòû äèöåíòðèêîâ, îáðàçîâàííûõ èìåííî ýòè-
ìè õðîìîñîìàìè (òàáë. 2). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ
ðàíåå ïîëó÷åííûìè ïðè êîíòàìèíàöèè êëåòîê ëèíèè Ì
äðóãèìè ìèêîïëàçìàìè: Mycoplasma arginini — àðãèíèí-
çàâèñèìîé è Acholeplasma laidlawii — ãëþêîçîçàâèñèìîé.
Ïðè äðóãèõ âîçäåéñòâèÿõ â îáðàçîâàíèè äèöåíòðèêîâ òàê-
æå íàèáîëåå ÷àñòî ó÷àñòâóþò ýòè äâå õðîìîñîìû.

Íàáëþäàåòñÿ íåñëó÷àéíîå ñî÷åòàíèå õðîìîñîì ïðè
îáðàçîâàíèè äèöåíòðèêîâ. Â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå íàè-
áîëåå ÷àñòî âñòðå÷àåòñÿ ñî÷åòàíèå 1—2 (42 %); çíà÷è-
òåëüíî ðåæå íàáëþäàþòñÿ ñî÷åòàíèÿ 1—1, 1—Õ, 2—Y1

(~12 %) è 2—Y2 (6 %). Â êîíòàìèíèðîâàííîì âàðèàíòå
ïîìèìî ïîâûøåííîé ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè ñî÷åòàíèÿ
1—2 óâåëè÷èâàåòñÿ ÷àñòîòà äèöåíòðèêîâ ñ ñî÷åòàíèÿìè
õðîìîñîì 1—1 (28 %) è 2—Y2 (16 %). Íàáëþäàåòñÿ îïðå-
äåëåííàÿ êîëè÷åñòâåííàÿ äèíàìèêà äèöåíòðèêîâ, õàðàê-
òåðèçóþùàÿñÿ óâåëè÷åíèåì ÷àñòîòû äèöåíòðèêîâ â êîí-
òàìèíèðîâàííîì âàðèàíòå ÷åðåç 60 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
è ñíèæåíèåì èõ ÷àñòîòû äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ ÷åðåç
75 ñóò ïðè ïîñòîÿííîì óâåëè÷åíèè ÷àñòîòû äðóãèõ òèïîâ
õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. Âðåìåííîå óâåëè÷åíèå êîëè÷å-
ñòâà äèöåíòðèêîâ íàáëþäàëîñü è ïðè äðóãèõ âîçäåéñòâè-
ÿõ (Levan, 1970; Pillidge et al., 1986; Ïîëÿíñêàÿ, Ôðèäëÿí-
ñêàÿ, 1991; Ïîëÿíñêàÿ è äð., 1993, 2005). Ñîâîêóïíîñòü
ñâîéñòâ äèöåíòðèêîâ ïîçâîëèëà ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîÿâ-
ëåíèå äèöåíòðèêîâ â «áåçìàðêåðíûõ» ëèíèÿõ ñâÿçàíî ñ
ñîçäàíèåì ãåíåòè÷åñêèõ ñòðóêòóð, îáåñïå÷èâàþùèõ ñèñ-
òåìó àäàïòàöèè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè êàê öåëîñòíîãî îá-

ðàçîâàíèÿ ê íåáëàãîïðèÿòíûì óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè ìîãóò
àäàïòèðîâàòüñÿ ê óñëîâèÿì in vitro ïî êðàéíåé ìåðå äâóìÿ
ñïîñîáàìè: îáðàçîâàíèåì äèöåíòðèêîâ è èçìåíåíèåì â
ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè; ñòàáèëèçàöèåé îïðåäåëåí-
íîé öèòîãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòóðû â ïîïóëÿöèè (ÑÂÊ). Ýòè
ñïîñîáû ìîãóò áûòü êàê âçàèìîäîïîëíÿþùèìè, òàê è
âçàèìîçàìåíÿåìûìè íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ñóùåñòâîâàíèÿ
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (Ïîëÿíñêàÿ, 2000; Ïîëÿíñêàÿ, Âàõ-
òèí, 2003). Ðåçóëüòàòû äàííîé ðàáîòû êàê ðàç è ïîäòâåðæ-
äàþò ïîñëåäíåå ïðåäïîëîæåíèå: ÷åðåç 60 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê èìåþò ìåñòî îáà ñïîñîáà àäàïòàöèè ê
óñëîâèÿì ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè; ÷åðåç 75 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ îñòàåòñÿ òîëüêî 2-é ñïîñîá — ñòàáèëè-
çàöèÿ îïðåäåëåííîé öèòîãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòóðû â ïîïó-
ëÿöèè (ÑÂÊ).

Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â îòëè÷èå îò êîëè÷åñòâåí-
íîé êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè äåêîíòàìèíàöèÿ ñ
ïîìîùüþ öèïðîôëîêñàöèíà êîíòàìèíèðîâàííûõ ìèêîï-
ëàçìîé ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (Ïîëÿíñêàÿ, Åôðåìîâà,
1994; Ïîëÿíñêàÿ è äð., 1994), òàê æå êàê è äîáàâëåíèå
L-àðãèíèíà â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ïðèâîäèò ê íîðìàëè-
çàöèè óðîâíÿ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. Ïî-âèäèìîìó, äëÿ
èñ÷åçíîâåíèÿ êëàñòîãåííîãî ýôôåêòà äîñòàòî÷íî ñíÿòèÿ
ãåíîòîêñè÷íîãî âîçäåéñòâèÿ, íåçàâèñèìî îò ìåõàíèçìà
åãî íèâåëèðîâàíèÿ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî íà ïåðâè÷íîé
êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ, ÷òî èìåííî íåäîñòàòîê àðãèíèíà
ïðèâîäèò ê ãåíîòîêñè÷íîìó ýôôåêòó. Âîçìîæíî, îäíîé
èç ïðè÷èí ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî àðãèíèí — îäèí èç îñíîâíûõ
êîìïîíåíòîâ ãèñòîíîâ, ÿâëÿþùèõñÿ áåëêàìè õðîìîñîì.
Íåäîñòàòîê àðãèíèíà íàðóøàåò ñèíòåç ãèñòîíîâ è ïðèâî-
äèò ê õðîìîñîìíîé íåñòàáèëüíîñòè (Aula, Nichols, 1967).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Íàó÷-
íîé ïðîãðàììû ÑÏáÍÖ ÐÀÍ.
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â äèöåíòðèêàõ

Õðîìîñîìà
×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè, %

êîíòðîëüà ìèêîïëàçìà

1 80.5 � 7.1 87.5 � 5.8á

2 62.0 � 8.7 53.0 � 8.8
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Y1 10.0 � 5.4á 19.0 � 6.9á

à Êîíòðîëü äîïîëíåí âñåìè âàðèàíòàìè, â êîòîðûõ óðîâåíü õðî-
ìîñîìíûõ àáåððàöèé, âêëþ÷àÿ äèöåíòðèêè, ñîîòâåòñòâóåò èíòàêòíîìó
êîíòðîëþ. á Äîñòîâåðíî îòëè÷àåòñÿ îò çíà÷åíèé äëÿ 2-é õðîìîñîìû
(P < 0.01).
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The influence of Mycoplasma salivarium on the numerical and structural karyotypic variability has been in-
vestigated in the «markerless» cell line of the Indian muntjak skin fibroblasts (line M) during long-term cultiva-
tion in the absence and presence of L-arginine. Cultivation of the mycoplasmal contaminated cells for 15 and
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30 days did not change the character of cell distribution for the chromosome number. In the contaminated cells
cultivated for 60 and 75 days, the character of cell distribution for the chromosome number was changed. These
changes involved bimodal distribution for the chromosome number due to a significant decrease in the frequen-
cy of the cells with the modal number of chromosomes with main structural variant of karyotype (SVK) —
2 + 2 + 1 + 1 + 1 and an increase in the frequency of cells with submodal number of chromosomes with main
SVK — 2 + 2 + 1 + 1. Besides, a significant increase in the frequency of the cells with lower chromosome num-
ber was observed in 60 days compared to that in 75 days of cultivation. Cultivation of the contaminated and con-
trol cells in the medium with increased concentration of L-arginine during 60 days did not change the numerical
parameters relative to the control. Cultivation of the contaminated cells for 60 days followed by addition of
L-arginine for 15 days restored the numerical parameters the numerical parameters to the control level. In the
contaminated cells the frequency of chromosomal aberrations significantly increased for 30, 60 and 75 days cul-
tivation relative to the control variant. In 30 days, the small but significant increase took place due to increase in
the frequency of chromosomal aberrations of all the types. In 60 and 75 days, a greater increase took place due
to a significant increase in the frequency of chromosomal and chromatid breaks. Moreover, in 60 days, the level
of dicentrics (telomeric associations) mainly produced by chromosomes 1 and 2 increased significantly. The ro-
le of dicentrics as one of the ways for adaptation of the «markerless» cell lines to condition of cultivation and the
role of L-arginine in the restoration of normal karyotypic structure of cell population of line M under mycoplas-
mal contamination are discussed.

K e y w o r d s : karyotypic variability, mycoplasmal contamination, L-arginine, chromosomal aberrations,
dicentrics.
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