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Ò. Ì. Ãðèí÷óê è äð.
Íàðóøåíèå ñòàáèëüíîñòè ñòðóêòóðû êàðèîòèïà ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà
ëèíèè CHL V-79 RJK ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå ñîïðîâîæäàåòñÿ îòáîðîì âàðèàíòîâ ñ ãåíåòè÷åñêè-
ìè èçìåíåíèÿìè íà óðîâíå êàðèîòèïà. Ñ ïåðâûõ ñòóïåíåé ñåëåêöèè íà óñòîé÷èâîñòü ê òåìïåðàòóðå
40 °Ñ â àíàëèçèðóåìîé ïîïóëÿöèè âûÿâëÿþòñÿ âàðèàíòû ñ ðàçíîòèïíûìè êàðèîòèïè÷åñêèìè èçìåíå-
íèÿìè (âîçðàñòàåò ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ïîëèïëîèäîâ è ïîÿâëÿþòñÿ ãåíåòè÷åñêè äåôåêòíûå êëåòêè
ñ ïåðåñòðîéêàìè — äåëåöèÿìè, èíâåðñèÿìè, òðàíñëîêàöèÿìè, ÄÌ-õðîìîñîìàìè â íåêîòîðûõ êëåòêàõ).
Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ îòáèðàëè âàðèàíòû ñ ïðèöåíòðîìåðíûìè ïîëîìêàìè è íàëè÷èåì
ÄÎÎ/ÃÎÎ íà õðîìîñîìàõ â âèäå ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ. Íåñïåöèôè÷åñêàÿ äåñòàáèëèçàöèÿ êàðèîòèïà
íà ïåðâûõ ýòàïàõ ñåëåêöèè áûëà ñîïðÿæåíà ñ ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè ãåíîâ hsc70 (êîíñòèòóòèâíîé
èçîôîðìû áåëêà òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà HSP70) è pgp1, ïðîäóêòîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ìåìáðàííûé
òðàíñïîðòåð p-ãëèêîïðîòåèí. Ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòó-
ðå ýêñïðåññèÿ èññëåäóåìûõ ãåíîâ âîçâðàùàëàñü ê èñõîäíîìó óðîâíþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêè òåïëîâîãî øîêà, ãèïåðòåðìèÿ, äåñòàáèëèçàöèÿ êàðèîòèïà, ñòðåññ, òåð-
ìîðåçèñòåíòíîñòü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÎÎ — ãîìîãåííî îêðàøåííàÿ îáëàñòü, ÄÃÌ — äîïîëíèòåëüíûé ãå-
íåòè÷åñêèé ìàòåðèàë, ÄÌ — äâîéíûå ìèíè-õðîìîñîìû, ÄÎÎ — äèôôåðåíöèàëüíî îêðàøåííàÿ îá-
ëàñòü, ÌËÓ — ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñòâåííàÿ óñòîé÷èâîñòü, ÎÒ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ÏÖÐ — ïî-
ëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ.

Íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà — îäíà èç âàæíåéøèõ ïðîá-
ëåì êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Èçìåíåíèÿ, âûçûâàþùèå ïî-
âðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ïîÿâëåíèÿ àíîìà-
ëèé â ñòðóêòóðå ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä, ïðèâîäÿùèõ ê èç-
ìåíåíèÿì â ñòðóêòóðå õðîìîñîì (Morgan et al., 1996).
Êàðèîòèïè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü ìîæåò áûòü èíäóöèðî-
âàíà ðàçíûìè ñòðåññîðíûìè ôàêòîðàìè, íàèáîëåå èçó-
÷åííûìè èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå
è õèìè÷åñêèå àãåíòû (Limoli et al., 1997).

Â ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè ñåé÷àñ àêòèâ-
íî èçó÷àåòñÿ âëèÿíèå ãèïåðòåðìèè íà ãåíåòè÷åñêèé àïïà-
ðàò êëåòêè. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî äèàïàçîí îïòèìàëüíîé
äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè òåìïåðàòóðû âàðüèðóåò ó ðàçíûõ
îðãàíèçìîâ, çàùèòíûé ìåõàíèçì, íàçâàííûé «îòâåòîì íà
òåïëîâîé øîê» âåñüìà êîíñåðâàòèâåí.

Ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû èíäóöèðóåò äåíàòóðàöèþ è
àãðåãàöèþ áåëêîâûõ ñòðóêòóð, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ðàçíîîáðàçíûì êëåòî÷íûì äåôåêòàì — èçìåíåíèÿì
ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà (Toivola et al., 2010), ôðàãìåíòà-
öèè ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà è àïïàðàòà Ãîëü-
äæè, óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà ìèòîõîíäðèé è ëèçîñîì
(Welch, Suhan, 1985), íàðóøåíèþ ñïëàéñèíãà ÐÍÊ (Vogel
et al., 1995; Boulon et al., 2010). Ìàññîâûå ðàçðóøåíèÿ è
ðåîðãàíèçàöèÿ êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ âåäóò ê îáùåìó

ñíèæåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè è ãèáåëè êëåòîê. Îòâåò îð-
ãàíèçìà íà òåïëîâîé øîê çàâèñèò îò åãî èíòåíñèâíîñòè è
äëèòåëüíîñòè, à òàêæå îò òèïà êëåòîê. Óìåðåííûé ïðî-
ãðåâ âûçûâàåò àïîïòîç èëè èíäóöèðîâàííîå ñòðåññîì
ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå êëåòîê, æåñòêîå òåïëîâîå âîç-
äåéñòâèå ïðèâîäèò ê èõ íåêðîòè÷åñêîé ãèáåëè (Harmon
et al., 1990; VanderWaal et al., 1997; Alekseenko et al.,
2012).

Êëåòî÷íûé îòâåò íà ãèïåðòåðìèþ ñîïðîâîæäàåòñÿ
èíäóêöèåé è íàêîïëåíèåì ÷ðåçâû÷àéíî êîíñåðâàòèâíûõ
áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (heat shock proteins, Hsp) (Welch
et al., 1991; Richter et al., 2010). Hsp â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ
ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé äåëÿò íà äâà êëàññà. Ê ïåðâîìó
êëàññó îòíîñÿò Hsp ñ ìîë. ìàññîé ìåíåå 40 êÄà: Hsp32,
Hsp27, Hsp20 è äð. (Kregel, 2002). Âòîðîé êëàññ Hsp
âêëþ÷àåò â ñåáÿ áåëêè ñ âûñîêîé ìîë. ìàññîé
(60—100 êÄà): Hsp 60, Hsp70, Hsp90 è Hsp110 (Hildeb-
randt et al., 2002). Ïîä äåéñòâèåì òåïëà óñèëèâàåòñÿ ýêñï-
ðåññèÿ ãåíîâ íå òîëüêî Hsp, íî è äðóãèõ (áîëåå 100), ó÷à-
ñòâóþùèõ â ôîëäèíãå, äåãðàäàöèèè, òðàíñïîðòå áåëêîâ è
ðåïàðàöèè ÄÍÊ è ÐÍÊ (Gasch et al., 2000; Tabuchi et al.,
2008; Richter et al., 2010).

×óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ãèïåðòåðìèè çàâèñèò îò
ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Ðåçóëüòàòû ðàçëè÷íûõ èññëå-
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äîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè â S-ôàçå è ìèòîçå áîëååäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè â S-ôàçå è ìèòîçå áîëåå
÷óâñòâèòåëüíû ê âûñîêîé òåìïåðàòóðå, ÷åì â G1- èëè
G2-ôàçå (Westra, Dewey, 1971; Palzer, Heidelberger, 1973;
Bhuyan et al., 1977). Â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà ãèïåð-
òåðìèÿ ïðèâîäèò ê íåðåïàðèðóåìûì îäíîíèòåâûì ðàçðû-
âàì ÄÍÊ. Íà ãðàíèöàõ ôàç G0/G1 è G2/M ïðè òåïëîâîì
âîçäåéñòâèè ìîãóò âîçíèêàòü äâóõíèòåâûå ðàçðûâû
ÄÍÊ. Òåïëîâîé øîê, êàê è èîíèçèðóþùåå îáëó÷åíèå, âû-
çûâàåò àðåñò â ôàçå G2/M, îäíàêî ïðè ãèïåðòåðìèè àðåñò
â ôàçå G2/M ïðîèñõîäèò ðàíüøå è ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå
ìåíüøåãî âðåìåíè, ÷åì ðàäèàöèîííûé áëîê (Valenzuela
et al., 1997).

Òàêèì îáðàçîì, òåïëîâîé ñòðåññ, êàê è äðóãèå
ñòðåññ-ôàêòîðû, âûçûâàþùèå îäíîíèòåâûå (Warters
et al., 1985) è äâóõíèòåâûå (Tomita, 2010) ðàçðûâû ÄÍÊ,
ìîæåò áûòü èíäóêòîðîì õðîìîñîìíîé íåñòàáèëüíîñòè.
Îòâåò íà âîïðîñ î òîì, êàêèå èìåííî êàðèîòèïè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ ïðåòåðïåâàþò êëåòêè â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå, òðåáóåò
óãëóáëåííîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà.

Ñóùåñòâóþò äàííûå î òîì, ÷òî ñåëåêöèÿ êëåòîê íà
óñòîé÷èâîñòü ê ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ âîçíèêíîâåíèåì ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé-
÷èâîñòè (ÌËÓ) (Êîíñòàíòèíîâà è äð., 1994). Ôåíîìåí
ÌËÓ ñîïðÿæåí ñ óñèëåíèåì ýêñïðåññèè ìåìáðàííûõ
ãëèêîïðîòåèíîâ (Pgps), îòâåòñòâåííûõ çà âûâåäåíèå öè-
òîñòàòèêîâ èç òðàñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê.

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷å-
íèå èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå êàðèîòèïà è ýêñïðåññèè ãåíîâ
áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (hsp70 è hsp90) è p-ãëèêîïðîòåèíà
(pgp1) â êëåòêàõ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ëèíèè ÑHL V-79
RJK ïðè äëèòåëüíîé ñåëåêöèè íà óñòîé÷èâîñòü ê ïîâû-
øåííîé òåìïåðàòóðå (40 °Ñ âìåñòî 37 °Ñ â íîðìå).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà
ëèíèè CHL V-79 RJK áûëè ïîëó÷åíû è ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåíû ä-ðîì Ô. Ðàääëîì (Éåëüñêèé óíèâåðñèòåò,
ÑØÀ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè âî ôëàêîíàõ 25 ñì2 (Nunc,
Äàíèÿ) â ñðåäå ÄÌÅÌ (Flow Lab., ÑØÀ), ñîäåðæàùåé
10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Áèîëîò,
Ðîññèÿ) è ãåíòàìèöèí (100 ìêã/ìë; Sigma, ÑØÀ), â àòìî-
ñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

Ï î ë ó ÷ å í è å ò å ð ì î ð å ç è ñ ò å í ò í û õ ê ë å ò î ÷ -
í û õ â à ð è à í ò î â îñóùåñòâëÿëè ïóòåì ñåëåêòèâíîãî îò-
áîðà êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè, ñîõðàíèâøèõ ñïîñîáíîñòü ê
ïðîëèôåðàöèè ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû äî 40 °Ñ.
Ñõåìà îïûòà áûëà ñëåäóþùåé. ×åðåç 10—12 ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû æèçíå-
ñïîñîáíûìè îñòàâàëèñü åäèíè÷íûå êëåòêè. Èõ ïåðåíîñè-
ëè â ñâåæóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ïîìåùàëè â òåðìîñòàò

ïðè 37 °Ñ è êóëüòèâèðîâàëè äî äîñòèæåíèÿ êëåòêàìè ëî-
ãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà. Ðàçìíîæèâøèåñÿ êëåòêè ðàñ-
ñåâàëè (1 : 3) è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü ïðè 40 °Ñ â
òå÷åíèå 60—80 ñóò. Ïðè ïåðåñåâàõ èñïîëüçîâàëè ñòàí-
äàðòíûé 0.25%-íûé ðàñòâîð òðèïñèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ).
Èíòåðâàë ìåæäó ïåðåñåâàìè ñîñòàâëÿë 48—72 ÷. Íà ïàñ-
ñàæàõ 10, 22, 34, 55 è 75 àíàëèçèðîâàëè êàðèîòèï òåðìî-
ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê.

Ï î ë ó ÷ 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. Äëÿ íàêîïëåíèÿ ìèòîòèðóþùèõ êëåòîê â êóëü-
òóðó, íàõîäÿùóþñÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà, äî-
áàâëÿëè ðàñòâîð êîëõèöèíà â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
3.6 ìêã/ìë íà 1 ÷, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ôåðìåíòàòèâíî îòäå-
ëÿëè îò ïëàñòèêà ñ ïîìîùüþ 0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèï-
ñèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Íåéòðàëèçàöèþ äåéñòâèÿ òðèïñè-
íà îñóùåñòâëÿëè ðàíåå îòîáðàííîé êóëüòóðàëüíîé ñðå-
äîé. Äëÿ ðàçðóøåíèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû â
ñóñïåíçèþ êëåòîê äîáàâëÿëè 0.56%-íûé ðàñòâîð KCl (Ðå-
àõèì, Ðîññèÿ) (âðåìÿ ïîäáèðàëè ýêñïåðèìåíòàëüíî).
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñ-
íîé êèñëîòîé (3 : 1) (Ðåàõèì, Ðîññèÿ). Îáùåå âðåìÿ ôèê-
ñàöèè, ïðè 3-êðàòíîé ñìåíå îõëàæäåííîãî ôèêñàòîðà ñ
èíòåðâàëàìè â 0.5 ÷ ñîñòàâëÿëî 1.5 ÷. Ôèêñèðîâàííûå
êëåòêè ïîìåùàëè íà õîëîäíûå âëàæíûå ïðåäìåòíûå
ñòåêëà. Ïåðåä îêðàñêîé ïðåïàðàòû âûñóøèâàëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå.

Õ ð î ì î ñ î ì û î ê ð à ø è â à ë è 2%-íûì ðàñòâîðîì
êðàñèòåëÿ Ãèìçà (BDH, Àíãëèÿ) â ôîñôàòíîì áóôåðå,
pH 6.8. Äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ (G-áàíäè-
ðîâàíèå) èñïîëüçîâàëè òîò æå ðàñòâîð Ãèìçà, íî ïðåäâà-
ðèòåëüíî ïðåïàðàòû îáðàáàòûâàëè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì
òðèïñèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ).

À í à ë è ç ê à ð è î ò è ï à îñóùåñòâëÿëè ïîä ñâåòîâûì
ìèêðîñêîïîì Ampleval (Ãåðìàíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèÿõ 20�
è 100� è ïî ìèêðîôîòîãðàôèÿì ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ñ
õîðîøèì ðàçáðîñîì õðîìîñîì. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷àñòîòû
âñòðå÷àåìîñòè â ïîïóëÿöèè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â êàæ-
äîì îòäåëüíîì ñëó÷àå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 500 ìåòà-
ôàçíûõ ïëàñòèíîê. Õðîìîñîìû èäåíòèôèöèðîâàëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíîé íîìåíêëàòóðîé, ïðèíÿòîé äëÿ
êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà (Ray, Mohandas, 1975). ×àñòîòó
âñòðå÷àåìîñòè õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê â êàæäîì êîíê-
ðåòíîì ñëó÷àå îïðåäåëÿëè, àíàëèçèðóÿ íå ìåíåå 20 ìåòà-
ôàçíûõ ïëàñòèíîê.

Î ï ð å ä å ë å í è å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â ñ ï î -
ì î ù ü þ ï î ë è ì å ð à ç í î é ö å ï í î é ð å à ê ö è è (Ï Ö Ð).
Äëÿ àíàëèçà ãåííîé ýêñïðåññèè òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè
ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Chomczynski, Sacchi, 1987). Ñèí-
òåç êÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 1 ìêã òîòàëüíîé
ÐÍÊ ïðè ïîìîùè ñèñòåìû RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Ëèòâà) â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñïåöèôè÷íûå
ãåíû áûëè àìïëèôèöèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèìå-

842 Ò. Ì. Ãðèí÷óê è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ, èñïîëüçîâàííûå â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ äëÿ ÏÖÐ

Ãåí Ïðÿìîé ïðàéìåð Îáðàòíûé ïðàéìåð
Ðàçìåð ïðîäóêòà

ÏÖÐ
Òåìïåðàòóðà
îòæèãà, °Ñ

×èñëî
öèêëîâ

hsc70 5’atccccaagattcagaagct3’ 5’ttgatgaggacagtcatgac3’ 228 63 22

hsp90 5’aatcggaagaagctttcaga3’ 5’gtgcttgtgacaatacagca3’ 446 55 23

pgp1 5’tctaaggttgtaggggtttt3’ 5’tatcaaaccagctcacatcc3’ 220 55 23

ß-àêòèí 5’gccgagcgggaaatcgtgcgtg3’ 5’cggtggacgatggaggggccg3’ 508 70 25



ðàçû Taq DNA polymerase (Fermentas, Ëèòâà) íà àìïëèôè-
êàòîðå Cyclo Temp (ÑÒÌ, Ðîññèÿ) ïî ñëåäóþùåé ïðî-
ãðàììå: ãîðÿ÷èé ñòàðò-äåíàòóðàöèÿ, 93 °Ñ â òå÷åíèå
3 ìèí, îòæèã ïðàéìåðîâ ïðè 56—70 °Ñ â òå÷åíèå 2 ìèí,
óäëèíåíèå öåïè ïðè 72 °Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí 30 ñ; çàòåì
22—25 öèêëîâ: äåíàòóðàöèÿ ïðè 93 °Ñ â òå÷åíèå 45 ñ, îò-
æèã ïðàéìåðîâ ïðè 53—70 °Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí, óäëèíåíèå
öåïè ïðè 72 °Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí 30 ñ, çàâåðøàþùåå óäëè-
íåíèå öåïè — 72 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Óñëîâèÿ ïðîâåäå-
íèÿ ÏÖÐ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìå-
ðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1. Â êà÷åñòâå êîëè÷åñòâåííîãî
êîíòðîëÿ ÐÍÊ è èñêëþ÷åíèÿ êîíòàìèíàöèè ÄÍÊ â ðåàê-
öèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè ãåí ß-àêòèí.
Ýëåêòðîôîðåç àìïëèôèöèðîâàííîãî ïðîäóêòà ïðîâîäèëè
â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå (Sigma, ÑØÀ) ñ áðîìèñòûì ýòè-
äèåì (Sigma, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå ìàðêåðà ìîëåêóëÿðíîé
ìàññû èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ 1 Kb ìàðêåð (Fermentas, Ëèò-
âà). Äåòåêöèþ ÄÍÊ ïðîâîäèëè â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå
(302 íì) ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà Transilluminator (UVP,
ÑØÀ). Ãåëè ôîòîãðàôèðîâàëè. Äåíñèòîìåòðèþ ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Scion Image, âåðñèÿ 4.0.3.2.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè
CHL V-79 RJK, ïðîâîäèâøèéñÿ íåîäíîêðàòíî â òå÷åíèå
ïðîäîëæèòåëüíîãî (íåñêîëüêèõ ëåò) êóëüòèâèðîâàíèÿ,
ïåðèîäè÷åñêè ñîïðîâîæäàâøèéñÿ èõ çàìîðîçêîé è ðàçìî-
ðîçêîé, ïîêàçàë îòíîñèòåëüíóþ ñòàáèëüíîñòü êàðèîòèïà.
Ïðåèìóùåñòâî â ïîïóëÿöèè èìåëè àíåóïëîèäíûå êëåòêè
ñ ÷èñëîì õðîìîñîì 18—19. Ïîëèïëîèäíûå îêîëîòðè- è
îêîëîòåòðàïëîèäíûå êëåòî÷íûå âàðèàíòû âñòðå÷àëèñü

ðåäêî (1—2 %). Òèïè÷íûé õðîìîñîìíûé íàáîð áûë ïðåä-
ñòàâëåí 3 íåïåðåñòðîåííûìè õðîìîñîìàìè (õðîìîñîìû
2, 3 è 8), õàðàêòåðíûìè äëÿ êëåòîê êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà â
íîðìå, è 15 ïåðåñòðîåííûìè õðîìîñîìàìè (Z1—Z15) —
ìàðêåðàìè ëèíèè (ðèñ. 1). Îòêëîíåíèÿ îò íîðìû áûëè îò-
íîñèòåëüíî ðåäêè è ñâÿçàíû ñ ïðèñóòñòâèåì â êàðèîòèïè-
÷åñêîì íàáîðå ëèáî àòèïè÷íûõ õðîìîñîì, ñëó÷àéíûì îá-
ðàçîì ïåðåñòðîåííûõ, ëèáî äîïîëíèòåëüíûõ õðîìîñîì-
íûõ êîïèé ñàìûõ ìàëåíüêèõ õðîìîñîì Z14 è Z15
(òàáë. 2).

Àíàëèç òåðìîðåçèñòåíòíûõ êëåòîê CHL V-79 RJK ïî-
êàçàë, ÷òî óæå íåïðîäîëæèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ïðè
ïîâûøåííîé äî 40 °Ñ òåìïåðàòóðû (10—22 ïàññàæà) ñî-
ïðÿæåíî ñ äåñòàáèëèçàöèåé êàðèîòèïà. Íà 10-ì ïàññàæå
(30 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ) ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè îêîëî-
òðè- èëè îêîëîòåòðàïëîèäíûõ êëåòî÷íûõ âàðèàíòîâ âîç-
ðîñëà äî 14 % âìåñòî 1—2 % â íîðìå. Åäèíè÷íûå ïîëè-
ïëîèäíûå êëåòêè èìåëè îêîëîïåíòàïëîèäíîå ÷èñëî õðî-
ìîñîì (n â ïðåäåëàõ 100), ÷åãî íèêîãäà íå íàáëþäàëè â
ýòèõ êëåòêàõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñòàíäàðòíûõ óñëî-
âèÿõ. Äåòàëüíûé àíàëèç ñòðóêòóðû êàðèîòèïà CHL V-79
RJK âûÿâèë õðîìîñîìíûå ïîëîìêè (ðèñ. 2). Îêàçàëîñü,
÷òî ïîâûøåííîé ëîìêîñòüþ îáëàäàþò 6 õðîìîñîì íàáî-
ðà, à èìåííî õðîìîñîìû 2, 3 Z1, Z3, Z4 è Z5 (ðèñ. 2). Íàè-
áîëåå óÿçâèìîé ê òåðìè÷åñêîìó âîçäåéñòâèþ îêàçàëàñü
õðîìîñîìà 2, ïðè÷åì ÷àñòî ïîëîìêà áûëà ïðèöåíòðîìåð-
íîé, ñ ñîõðàíåíèåì ïëå÷ p è q â âèäå ñàìîñòîÿòåëüíûõ
õðîìîñîì. Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ïðèñóòñòâîâàëà äîïîë-
íèòåëüíàÿ òðåòüÿ êîïèÿ 2ð èëè 2q (òàáë. 2). Òî÷êè ðàçðû-
âîâ â òðåõ äðóãèõ õðîìîñîìàõ íà äàííîì ýòàïå ñåëåêöèè
çàêîíîìåðíîé ëîêàëèçàöèè íå èìåëè. Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ
âûÿâëÿëèñü íå âñòðå÷àþùèåñÿ â íîðìå ÄÌ-õðîìîñîìû
(ðèñ. 3).

Íàðóøåíèå ñòàáèëüíîñòè ñòðóêòóðû êàðèîòèïà ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà 843

Ðèñ. 1. Ñòàíäàðòíûé êàðèîòèïè÷åñêèé íàáîð ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ëèíèè CHL V-79 RJK. G-áàíäèðîâàíèå.

à — ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà. á — êàðèîãðàììà, ÷èñëî õðîìîñîì (n) 18; õðîìîñîìû 2, 3 è 8 — íåïåðåñòðîåííûå; Z1—Z15 — ìàðêåðû ëèíèè.



Àíàëèç êëåòîê íà 22-ì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè
ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå ïîêàçàë, ÷òî ÷àñòîòà âñòðå÷àå-
ìîñòè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â àíàëèçèðóåìîé ïîïóëÿöèè
ñíèçèëàñü äî íîðìû (2 %). ×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êëå-
òî÷íûõ âàðèàíòîâ ñ èçìåíåíèÿìè â ñòðóêòóðå õðîìîñîì
óìåíüøèëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ 10-ì ïàññàæåì, à ñïåêòð
ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê óâåëè÷èëñÿ. Íàðÿäó ñ ýëåìåíòà-

ìè êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè, îáíàðóæåííûìè íà
10-ì ïàññàæå, íà ýòîì ïàññàæå â íåêîòîðûõ êëåòêàõ áûëè
âûÿâëåíû ïåðåñòðîéêè íîâîãî òèïà, à èìåííî ïàðà- è ïå-
ðèöåíòðè÷åñêèå èíâåðñèè (òàáë. 2; ðèñ. 2). Ëîêàëèçîâàíû
äàííûå ïåðåñòðîéêè áûëè èìåííî â òåõ õðîìîñîìàõ (2 è
Z1), êîòîðûå íà 10-ì ïàññàæå õàðàêòåðèçîâàëèñü ïîâû-
øåííîé ëîìêîñòüþ. ×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êëåòîê ñ

844 Ò. Ì. Ãðèí÷óê è äð.

Ò à á ë è ö à 2

Êàðèîòèïè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü êëåòîê êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ëèíèè CHL V-79 RJK
â ïðîöåññå ïðîäîëæèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå (40 °Ñ)

Âàðèàíòû íàðóøåíèé
â ñòðóêòóðå êàðèîòèïà

×èñëî êëåòîê ñ ïåðåñòðîéêàìè

îáùåå ÷èñëî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê ïðè

37 °Ñ 40 °Ñ

50 (10) 50 (75) 26 (10) 34 (22) 28 (34) 26 (55) 23 (75)

Õ ð î ì î ñ î ì à Z 1

ÏÖÌÏ c ñîõðàíåíèåì ÕÌ ( p, q) — — 2 — — 2 —

Z1í + Z1q — — 1 — 1 — —

Z1í + Z1p — — — — — — 1

Z1í + Z1del p ter — — — — — — 1

Ïîëîìêà Z1 q ter ñ ñîõðàíåíèåì ÕÌ — — 1 — — — —

del p ter — — — 4 — — —

inv ïåðèöåíòðè÷åñêàÿ — — — 3 — — —

inv ïàðàöåíòðè÷åñêàÿ — — — 1 — — —

Õ ð î ì î ñ î ì à 2 (2 ê î ï è è)

1Êí; 1Ê (p, q) — — 4 — 1 18 22

1Êí + 1Ê ñ ïåðèöåíòðè÷åñêîé inv — — 1 — — — —

2Ê ñ ÏÖÌÏ (ñîõðàíåíèå ÕÌ 2p 2q) — 1 — — 1 2 —

2Êí + p — — 1 — — 2 —

1Êí + p — — 1 — 1 1 —

1Êí + q — — 2 — — 2 —

1Êí + 2 p + q — — — — — 1 —

1Êí + 1Ê del p ter, ñîõðàíåíèå ÕÌ — — 1 — — — —

2í + q — — 2 — 1 — —

1Êí + 1Ê ñ ÃÎÎ â 2p210-31 — — — — — — 22

Õ ð î ì î ñ î ì à Z 3

ÏÖÌÏ c ñîõðàíåíèåì ÕÌ (p, q) — 1 — 3 — 1 23

Z3p — — 1 — — 1 —

Ïîëîìêà qter, ñîõðàíåíèå ÕÌ — — 1 — — — —

Z3í + Z3p — — 3 1 — — —

Z3í + Z3q — — — — — 1 —

ÄÃÌ (äóïðèêàöèÿ îäíîãî äèñêà)
â ïðèöåíòðîìåðíîì ðàéîíå qZ3

— — — — — — 23

Õ ð î ì î ñ î ì à Z 4

del qter — — 1 — — — —

Z4í + Z4 p — — 3 — — — —

Õ ð î ì î ñ î ì à 3

ÏÖÌÏ c ñîõðàíåíèåì ÕÌ (p, q) — — 1 — 1 1 —

Õ ð î ì î ñ î ì à Z 5

Z5í + Z5 p — — — — — 1 —

Z5í + Z5 c ÄÃÌ â ðter — — — — 1 — —

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñêîáêàõ óêàçàí íîìåð ïàññàæà; ÃÎÎ — ãîìîãåííî îêðàøåííàÿ îáëàñòü, ÄÃÌ — äîïîëíèòåëüíûé õðîìîñîìíûé ìàòåðèàë, Ê —
êîïèÿ, ÏÖÌÏ — ïåðèöåíòðîìåðíàÿ ïîëîìêà, ÕÌ — õðîìîñîìíûé ìàòåðèàë, p è q — êîðîòêîå è äëèííîå ïëå÷è ñîîòâåòñòâåííî, í — íîðìàëüíàÿ
õðîìîñîìà, ter — òåðìèíàëüíî, del — äåëåöèÿ, inv — èíâåðñèÿ.



ÄÌ-õðîìîñîìàìè áûëà òàêîé æå, êàê íà 10-ì ïàññàæå.
Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ áûëî âûÿâëåíî íåçíà÷èòåëüíîå óâå-
ëè÷åíèå äëèíû ëîêóñà ð10—31 â îäíîì èç ãîìîëîãîâ
õðîìîñîìû 2 (ðèñ. 4, á).

Íà 3 4 - ì ï à ñ ñ à æ å ãðóáûå ïåðåñòðîéêè (èíâåð-
ñèè, äåëåöèè), îáíàðóæåííûå íà áîëåå ðàííèõ ýòàïàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå (ïàñàæè
10 è 22), ðàâíî êàê è ÄÌ-õðîìîñîìû, îòñóòñòâîâàëè. ×àñ-
òîòà âñòðå÷àåìîñòè êëåòîê ñ îòêëîíåíèÿìè îò íîðìû
íîñèëà ñëó÷àéíûé õàðàêòåð. Òåì íå ìåíåå äåñòàáèëèçà-
öèÿ êàðèîòèïà áûëà ñâÿçàíà ñ ïîâûøåííîé ëîìêîñòüþ
â ïðèöåíòðîìåðíûõ ðàéîíàõ îïðåäåëåííûõ õðîìîñîì,
à èìåííî õðîìîñîì 2, 3, Z1 è Z5 (òàáë. 2). Êëåòêè ñ ðàç-
ëè÷èÿìè â äëèíå ëîêóñà ð210—31 ìåæäó ãîìîëîãàìè
õðîìîñîìû 2 íà ýòîì ýòàïå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðàâíåíèè
ñ ïðåäûäóùèì ïàññàæåì ïîëó÷èëè ïðåèìóùåñòâî.

Â ò å ÷ å í è å 5 5 ï à ñ ñ à æ å é êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ
ñóùåñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàëàñü. Â ïîäàâëÿþùåì áîëü-
øèíñòâå ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê (96 %) âûÿâëÿëàñü ïðè-
öåíòðîìåðíàÿ ïîëîìêà â îäíîì èç ãîìîëîãîâ õðîìîñîìû
2. Ïðè ýòîì 2ð è 2q ïðèñóòñòâîâàëè â êàðèîòèïè÷åñêîì
íàáîðå â âèäå ñàìîñòîÿòåëüíûõ õðîìîñîì, ÿâëÿÿñü ìàðêå-
ðàìè (Ì1 è Ì2) äàííîãî ýòàïà ñåëåêöèè. Âåëè÷èíà ÄÃÌ
â îäíîì èç ãîìîëîãîâ õðîìîñîìû 2 (ð210—31) ñîõðàíÿ-
ëàñü áåç èçìåíåíèé (ðèñ. 4).

Íà 7 5 - ì ï à ñ ñ à æ å âñå ïðîàíàëèçèðîâàííûå ìåòà-
ôàçíûå ïëàñòèíêè õàðàêòåðèçîâàëèñü íàëè÷èåì íîâûõ
ïðèçíàêîâ äåñòàáèëèçàöèè (ðèñ. 4, â; 5). Õðîìîñîìà 2
áûëà ïðåäñòàâëåíà ëèøü îäíîé íàòèâíîé êîïèåé. Îò âòî-
ðîé êîïèè ñîõðàíèëîñü òîëüêî ð-ïëå÷î â âèäå ñàìîñòîÿ-
òåëüíîé ìàðêåðíîé õðîìîñîìû Ì1. Ïðè ýòîì åãî äëèíà
íà òðåòü ïðåâûøàëà äëèíó 2ð â íîðìå, ÷òî áûëî ñâÿçàíî ñ
óâåëè÷åíèåì äëèíû ëîêóñà 2ð210—31, èìåþùåãî âèä õî-
ðîøî âûðàæåííîé, âàðüèðóþùåé ïî äëèíå ãîìîãåííî
îêðàøåííîé îáëàñòè (ÃÎÎ). Äðóãàÿ îñîáåííîñòü äàííîãî
ýòàïà êóëüòèâèðîâàíèÿ — íàëè÷èå â ïîäàâëÿþùåì áîëü-
øèíñòâå êëåòîê åùå äâóõ íîâûõ ìàðêåðîâ (Ì3 è Ì4),

âîçíèêøèõ â ðåçóëüòàòå ïðèöåíòðîìåðíîé ïîëîìêè õðî-
ìîñîìû Z3 ñ ñîõðàíåíèåì ð- è q-ïëå÷ â âèäå ñàìîñòîÿ-
òåëüíûõ õðîìîñîì.

Â ðèñóíêå G-äèñêîâ Z3q íàáëþäàëè íåêîòîðûå ìîäè-
ôèêàöèîííûå èçìåíåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ óòîëùåíèåì (äóï-
ëèöèðîâàíèåì) îäíîãî èç íèõ (ðèñ. 5). Âûÿâëåííûå êàðè-
îòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ áûëè òèïè÷íû äëÿ âñåõ ïðîàíà-
ëèçèðîâàííûõ êëåòîê.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ãåííîé ýêñïðåññèè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìåòîäà ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàë, ÷òî â òåðìîðåçèñòåíò-
íîé êëåòî÷íîé ëèíèè CHL V-79 RJK íà ðàííèõ ïàññàæàõ
ïðîèñõîäèëî íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè
Hsc70 — êîíñòèòóòèâíîé èçîôîðìû áåëêà òåïëîâîãî
øîêà Hsp70. Ê 38-ìó ïàññàæó ýêñïðåññèÿ ýòîãî áåëêà
ñíèæàëàñü, à ÷åðåç 78 ïàññàæåé çàìåòíîé ðàçíèöû ìåæäó
òåðìîóñòîé÷èâûìè è ðàñòóùèìè ïðè íîðìàëüíîé òåìïå-
ðàòóðå êëåòêàìè íå áûëî (ðèñ 6). Ýêñïðåññèÿ èíäóöè-
áåëüíîé ôîðìû hsp90 íà 78-ì ïàññàæå òàêæå íå îòëè÷à-
ëàñü îò êîíòðîëÿ (ðèñ. 6, á). Ýêñïðåññèÿ ãåíà pgp1 â òåð-
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Ðèñ. 2. Ñëó÷àéíûå ïåðåñòðîéêè â êëåòêàõ CHL V-79 RJK, óñòîé÷èâûõ ê òåìïåðàòóðå 40 °Ñ íà 10-ì è 22-ì ïàññàæàõ.

à — õðîìîñîìû ñòàíäàðòíîé ñòðóêòóðû; á — âàðèàíòû õðîìîñîì ñ ïîëîìêàìè, ïàññàæè 10 è 22; â — âàðèàíòû èíâåðñèé, ïàññàæ 22.

Ðèñ. 3. Ôðàãìåíò ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè òåðìîóñòîé÷èâûõ êëå-
òîê CHL V-79 RJK ñ íàëè÷èåì äâîéíûõ ìèíè-õðîìîñîì (ÄÌ).



ìîðåçèñòåíòíûõ êëåòêàõ íà 12-ì ïàññàæå áûëà òàêæå
âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ. Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðî-
âàíèè óðîâåíü ýêñïðåññèè pgp ïðîäîëæàë ìåíÿòüñÿ: íà
38-ì ïàññàæå îí óâåëè÷èâàëñÿ, à íà 78-ì âîçâðàùàëñÿ ê
áàçàëüíîìó óðîâíþ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûé àíàëèç êëåòîê CHL
V-79 RJK, îòñåëåêòèðîâàííûõ íà óñòîé÷èâîñòü ê ïîâû-
øåííîé òåìïåðàòóðå (40 °Ñ) ïîêàçàë, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ ãèïåðòåðìèè èõ êàðèîòèï
ïðåòåðïåâàåò ðÿä ïîñëåäîâàòåëüíûõ èçìåíåíèé.

Ïåðâûé ýòàï èçìåíåíèé — âîçðàñòàíèå ÷àñòîòû
âñòðå÷àåìîñòè ïîëèïëîèäíûõ êëåòî÷íûõ âàðèàíòîâ, ïî-
ÿâëåíèå ñëó÷àéíûì îáðàçîì ïåðåñòðîåííûõ ìîðôîëîãè-
÷åñêè äåôåêòíûõ õðîìîñîì (ñ äåëåöèÿìè èëè èíâåðñèÿ-
ìè) è ïîÿâëåíèå â êàðèîòèïå êëåòîê äîïîëíèòåëüíîãî ãå-
íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â âèäå ÄÌ-õðîìîñîì. Âòîðîé
ýòàï õàðàêòåðèçîâàëñÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñòàáèëèçàöèåé
êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà, âûçâàííîé ýëèìèíàöèåé èç ïî-
ïóëÿöèè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê, ñ äðóãîé — ïðîãðåññèåé
äåñòàáèëèçàöèè, ñâÿçàííîé ñ ïîÿâëåíèåì íîâûõ òèïîâ

õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê (èíâåðñèé), ðàñøèðÿþùèõ
ôîíä êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè.

Òðåòèé ýòàï ñâÿçàí ñ ñåëåêòèâíûì îòáîðîì êëåòîê ñ
îïðåäåëåííûìè òèïàìè èçìåíåíèé è îáðàçîâàíèåì ñïå-
öèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ â ðåçóëüòàòå ïðèöåíòðîìåðíûõ ïî-
ëîìîê â õðîìîñîìå 2 è ÃÎÎ â 2ð210—31. ×åòâåðòûé
ýòàï — ïðîãðåññèÿ êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè êëå-
òî÷íîé êóëüòóðû, óñòîé÷èâîé ê ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå
è àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùåé.

Óñèëåíèå àíåóïîëèïëîèäèè (äî 14 % âìåñòî 1—2 %
â íîðìå) è âûÿâëåíèå ñëó÷àéíûì îáðàçîì ïåðåñòðîåííûõ
õðîìîñîì â êëåòêàõ CHL V-79 RJK íà äîñòàòî÷íî ðàí-
íåì, 10-ì, ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ïîâûøåííîé
òåìïåðàòóðå ìîæíî îáúÿñíèòü äåéñòâèåì òåïëîâîãî
øîêà, êîòîðûé ïðèâåë ê ñáîþ â ïðîãðàììå êëåòî÷íîãî
äåëåíèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî íàðóøåíèå ìåõàíèçìà öèòîêèíåçà
ìîæåò ñòàòü ïðè÷èíîé íàðóøåíèé ñòðóêòóðû êàðèîòèïà,
ñâÿçàííûõ êàê ñ îáðàçîâàíèåì ïîëèïëîèäíûõ êëåòî÷íûõ
âàðèàíòîâ, òàê è ñ ïîÿâëåíèåì ìîðôîëîãè÷åñêè äåôåêò-
íûõ õðîìîñîì.

846 Ò. Ì. Ãðèí÷óê è äð.

Ðèñ. 4. Âàðèàíòû èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå õðîìîñîìû 2 â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê CHL V-79 RJK ïðè ïîâû-
øåííîé òåìïåðàòóðå.

à — 2 êîïèè õðîìîñîìû 2 â êëåòêå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, ñòðóêòóðà ãîìîëîãîâ èäåíòè÷íàÿ. á — èçìåíåíèÿ â ìîðôîëîãèè ëî-
êóñà 2p210—31 â îäíîé èç êëåòîê CHL V-79 RJK, óñòîé÷èâûõ ê òåìïåðàòóðå 40 °Ñ, ïàññàæ 34. â — âàðèàíòû èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè ýòîãî ëîêóñà
â òåòðàïëîèäíîé êëåòêå íà ïàññàæå 75; ó÷àñòîê èçìåíåííîé ìîðôîëîãèè ñ îáðàçîâàíèåì ÃÎÎ óêàçàí ñêîáêîé; Í — ñòàíäàðòíàÿ ìîðôîëîãèÿ õðîìî-

ñîìû.

Ðèñ. 5. Ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà òåðìîóñòîé÷èâûõ êëåòîê CHL V-79 RJK, òèïè÷íàÿ äëÿ 75-ãî ïàññàæà.

Ì1, Ì3, Ì4 — ìàðêåðíûå õðîìîñîìû, âîçíèêøèå â ðåçóëüòàòå ïðèöåíòðîìåðíûõ ïîëîìîê õðîìîñîì 2 è Z3. Ñòðåëêîé óêàçàí äóïëèöèðîâàííûé ëî-
êóñ. Íà âðåçêå — îáðàçîâàíèå ìàðêåðîâ Ì3 è Ì4.



Ñóùåñòâóþò äàííûå î òîì, ÷òî îäíè õðîìîñîìû êà-
ðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà áîëåå êîíñåðâàòèâíû ïî ñâîåé
ñòðóêòóðå, äðóãèå èìåþò ñàéòû ïîâûøåííîé ëîìêîñòè,
òàê íàçûâàåìûå ôðàãèëüíûå ñàéòû (Dekaban, 1965).
Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â êàðèîòèïå CHL
V-79 RJK òîæå ñóùåñòâóþò ñàéòû ïîâûøåííîé ëîìêî-
ñòè. Èõ íîñèòåëÿìè ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå êðóïíûå õðî-
ìîñîìû íàáîðà, à îäíèì èç íàèáîëåå àêòèâíûõ ìåñò ëîêà-
ëèçàöèè — ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû. Âîçíèêíîâåíèå
ïîëîìîê õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà ìîæåò îïðåäåëèòü
äàëüíåéøóþ ñóäüáó êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Ñ îäíîé ñòî-
ðîíû, îíè ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ýëèìèíàöèè áåñöåíòðî-
ìåðíîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â ìèòîçå, ñ äðóãîé —
ñòàòü ïðè÷èíîé îáðàçîâàíèÿ äðóãèõ òèïîâ àáåððàöèé —
èíâåðñèé è òðàíñëîêàöèé. Èíâåðñèè, ðàâíî êàê è òðàíñ-
ëîêàöèè, â ñâîþ î÷åðåäü âëåêóò çà ñîáîé íàðóøåíèå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê èçìåíå-
íèþ èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ — ïîäàâëåíèþ èëè
óñèëåíèþ ýêñïðåññèè. Ýòî ñïîñîáñòâóåò èçìåíåíèþ ãåíå-
òè÷åñêîãî ñòàòóñà èñõîäíîãî áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà.

Íå òàê äàâíî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ãå-
íåòè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü îïðåäåëåííûõ õðîìîñîì íà-
áîðà â óñëîâèÿõ ñòðåññà ìîæåò óêàçûâàòü íà ëîêàëèçàöèþ
â íèõ ãåíà(îâ), îòâåòñòâåííîãî çà àäàïòàöèþ (òðàíñôîð-
ìàöèþ) êëåòîê (Baker et al., 2007). Â îòñåëåêòèðîâàííûõ
íà óñòîé÷èâîñòü ê ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå êëåòêàõ CHL
V-79 RJK õðîìîñîìíàÿ íåñòàáèëüíîñòü (ëîìêîñòü) îêàçà-
ëàñü ñâîéñòâåííà øåñòè õðîìîñîìàì íàáîðà — 2, 3, Z1,
Z3, Z4 è Z5. Ïîëîìêè â äàííûõ õðîìîñîìàõ áûëè çàôèê-
ñèðîâàíû óæå íà ðàííèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
(10—22-é ïàññàæè), íî íîñèëè ñëó÷àéíûé õàðàêòåð. Ïðè
áîëåå äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ ãèïåðòåð-
ìèè âàðèàíòû ñ äåôåêòàìè õðîìîñîìû 2, à çàòåì è õðî-
ìîñîìû Z3 ïîëó÷àþò ïðåèìóùåñòâî, ïðè÷åì ïîðÿäîê
ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ýòèõ õðîìîñîì îò ïàññàæà ê ïàñ-
ñàæó ìåíÿåòñÿ. Ê 75-ìó ïàññàæó ñòðóêòóðà êàðèîòèïà
ïîäàâëÿþùåãî áîëüøèíñòâà êëåòîê ïðåòåðïåâàåò èç-
ìåíåíèÿ, è ìàòåðèàë õðîìîñîì 2 è Z3 ïðåäñòàâëåí â âèäå
íîâûõ ìàðêåðîâ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè äàëüíåé-
øåì êóëüòèâèðîâàíèè (áîëåå 75 ïàññàæåé) íåñòàáèëü-
íîñòü õðîìîñîì 3, Z1, Z4 è Z5 ìîæåò òàêæå ñòàòü èñòî÷-

íèêîì íîâûõ õðîìîñîìíûõ ìàðêåðîâ è èõ ÷èñëî áóäåò
âîçðàñòàòü âî âðåìåíè. Âîçíèêíîâåíèå â ïðîöåññå äëèòå-
ëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê CHL V-79 RJK-40 ïðè
ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå õðîìîñîìíûõ ìàðêåðîâ ïîçâî-
ëÿåò ðàññìàòðèâàòü ñåëåêòèâíî îòîáðàííûå òåðìîðåçè-
ñòåíòíûå êëåòî÷íûå âàðèàíòû êàê êëåòêè íîâîé ëèíèè.

Êàê óæå ãîâîðèëîñü, òåïëîâîé øîê ñîïðîâîæäàåòñÿ
èçìåíåíèåì ýêñïðåññèè Hsp. Ïðîâåäåííûé â íàñòîÿùåé
ðàáîòå ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåìåéñò-
âà HSP70 â òåðìîðåçèñòåíòíûõ êëåòêàõ CHL V-79 RJK íà
ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ïîâûøåííîé òåìïå-
ðàòóðå âûÿâèë ôëóêòóàöèþ ýêñïðåññèè åãî êîíñòèòóòèâ-
íîé èçîôîðìû (hsc70). Ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ìû ïîêàçàëè,
÷òî â çàâèñèìîñòè îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû íà ðàííåì
(10-ì) ïàññàæå ýêñïðåññèÿ ãåíà hsc70 âîçðàñòàåò, ê 38-ìó
ïàññàæó íåìíîãî ñíèæàåòñÿ, à ê 78-ìó âîçâðàùàåòñÿ ê èñ-
õîäíîìó óðîâíþ (ðèñ. 6). Ïîêàçàíî, ÷òî âîçäåéñòâèå ïî-
âûøåííîé òåìïåðàòóðû íà ôèáðîáëàñòû, ëèøåííûå èí-
äóöèáåëüíûõ èçîôîðì Hsp70 (Hsp70.1 è Hsp70.3), ñîïðÿ-
æåíî ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé (Hunt
et all., 2004). Ìû â ñâîþ î÷åðåäü âûÿâèëè íàðóøåíèå êà-
ðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè òåðìîðåçèñòåíòíûõ êëå-
òîê CHL V-79 RJK íà ôîíå ïîâûøåííîé ýêñïðåññèè
hsc70. Àíàëèç ñîáñòâåííûõ äàííûõ â ñîâîêóïíîñòè ñ äàí-
íûìè èç ëèòåðàòóðû ïîçâîëèë ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíå-
íèå ýêñïðåññèè áåëêîâ ñåìåéñòâà HSP70 â êëåòêàõ è íà-
ðóøåíèå èõ êàðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè — ïðîöåññû
âçàèìîñâÿçàííûå.

Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâíîé òèï ÌËÓ ñâÿçàí ñ ôóíêöèî-
íèðîâàíèåì ÀÒÔ-çàâèñèìûõ ìåìáðàííûõ òðàíñïîðòå-
ðîâ, îäíèì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ áåëîê Pgp1. Â ïðîìîòîðå
ãåíà pgp1 èìååòñÿ ñèëüíàÿ ðåãóëÿòîðíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü — ýëåìåíò òåïëîâîãî øîêà (HSE), ñ êîòîðîé ïðè
äåéñòâèè ôàêòîðîâ ñòðåññà ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ôàêòîð
òåïëîâîãî øîêà HSF1. Ýòî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ýêñï-
ðåññèè ãåíà pgp1. Ìîðôîëîãè÷åñêèìè ïðîÿâëåíèÿìè àì-
ïëèôèêàöèè ýòîãî ãåíà â êàðèîòèïå ÿâëÿþòñÿ ÃÎO/ÄÎÎ
íà õðîìîñîìàõ. Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê CHL
V-79 RJK íà ðàçíûõ ýòàïàõ ñåëåêöèè íà óñòîé÷èâîñòü ê
áðîìèñòîìó ýòèäèþ, âûçûâàþùåìó ÌËÓ (Ãðèí÷óê è äð.,
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Ðèñ. 6. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ hsc70 (à, á), hsp90 (á) è pgp1 (à, á) íà ðàçíûõ ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê CHL V-79 RJK
ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå. Ìåòîä ÎÒ-ÏÖÐ.



1988, 1996), ïîêàçàë, ÷òî â ïðîöåññå ïðîäîëæèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ áðîìèäîóñòîé÷èâûå êëåòêè ïðåòåðïå-
âàëè ðÿä ïîñëåäîâàòåëüíûõ êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïî ñâîèì õàðàêòåðè-
ñòèêàì (íàëè÷èå ÃÎÎ/ÄÎÎ íà õðîìîñîìàõ è ïîëîìîê â
îïðåäåëåííûõ õðîìîñîìíûõ ëîêóñàõ) èçìåíåíèÿ â áðî-
ìèäîóñòîé÷èâûõ êëåòêàõ ñõîäíû ñ êàðèîòèïè÷åñêèìè èç-
ìåíåíèÿìè òåðìîóñòîé÷èâûõ CHL V-79 RJK ïðè èõ äëè-
òåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåì-
ïåðàòóðû. Áîëåå òîãî, è â ñëó÷àå ïðèîáðåòåíèÿ CHL V-79
RJK ôåíîòèïà ÌËÓ, è â ñëó÷àå âîçíèêíîâåíèÿ â íèõ òåð-
ìîðåçèñòåíòíîñòè â ïðîöåññ äåñòàáèëèçàöèè êàðèîòèïà
îêàçàëèñü âîâëå÷åíû îäíè è òå æå õðîìîñîìû — 2, 3, Z1,
Z3, Z4 è Z5. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ìåõàíèçì äåñòàáèëèçàöèè êëåòî÷íîãî ãåíîìà â
ðåçóëüòàòå ïðèîáðåòåíèÿ êëåòêàìè óñòîé÷èâîñòè ê ïîâû-
øåííîé òåìïåðàòóðå è ê àãåíòàì, âûçûâàþùèì ÌËÓ, äî-
ñòàòî÷íî óíèâåðñàëåí.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-01820).
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LONG-TERM CULTIVATION OF CHINESE HAMSTER FIBROBLASTS OF LINE V-79 RJK

UNDER ELEVATED TEMPERATURE LEADS TO KARYOTYPE STRUCTURE DESTABILIZATION

T. M. Grinchuk,1 M. A. Shilina, L. L. Alexeenko

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1email: grintat@bk.ru

In this article we show that long-term cultivation of Chinese hamster fibroblasts of line V-79 RJK at eleva-
ted temperature resulted in the selection of variants with genetic changes at the level of karyotype. From the
first steps of resistance selection to elevated temperature we identified population of cells with changes in kary-
otype (polyploidy cells, deletions, inversions, translocations of chromosomes, and some cells with DM-chro-
mosomes). Further cultivation was accompanied with selection of cells with paracentrical chromosome breaka-
ges and HSR’s on chromosomes. Nonspecific destabilization of the karyotype (on first steps of selection) was
associated with increased expression of hsc70 and pgp. After long-term incubation at an elevated temperature,
the cells with karyotypic changes had the basal level of hsc70 and pgp expression.

K e y w o r d s: heat shock proteins, hyperthermia, karyotype destabilization, stress, temperature resistance.
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