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Проанализирован хромосомный состав индуцированных митомицином С 
микроядер (МЯ) флюоресцентной in situ гибридизацией (FISH) с применением 
центромерных проб и проб для целых 3, 4, 6, 16 и 17 хромосом  в лейкоцитах чело-
века. Не выявлено зависимости частоты присутствия хромосом в МЯ от их размера, 
плотности генов и локализации в ядре. Показано, что  миграция изученных хро-
мосом в МЯ определяется главным образом спецификой действия ММС на опре-
деленные участки хромосом человека. Комбинированное применение FISH с МЯ 
тестом позволяет идентифицировать мишени действия мутагенов на хромосомах. 

 
Микроядра - лейкоциты человека - флюоресцентная гибридизация 

 in situ (FISH) -митомицин С 
 

Միտոմիցին С-ով ինդուկցված միկրոկորիզների (ՄԿ) քրոմոսոմային կազմը 

վերլուծվել է ֆլյուորեսցենտ in situ հիբրիդացման (FISH) միջոցով 3, 4, 6, 16 և 17 քրո-

մոսոմների ցենտրոմերային և ամբողջական քրոմոսոմային զոնդերի կիրառմամբ մար-

դու լեյկոցիտներում: Չի հայտնաբներվել նշված քրոմոսոմների ՄԿ-ում առկայության 

կախվածություն քրոմոսոմների չափերից, գեների խտությունից և դիրքից կորիզում: 

Ցույց է տրվել, որ քրոմոսոմների միգրացիան ՄԿ-ներ գլխավորապես կախված է 

մարդու քրոմոսոմների որոշակի հատվածների զգայնությունից միտոմիցին  С-ի 

նկատմամբ: FISH-ի և ՄԿ թեստի համակցված կիրառումը թույլ է տալիս 

նույնականացնել մուտագենների ազդեցության քրոմոսոմային թիրախները:   

 

Միկրոկորիզներ - մարդու լեյկոցիտներ - ֆլյուորեսցենտ in situ  

հիբրիդացում (FISH) - միտոմիցին С 

 

Сhromosomal contents of mitomycin C (MMC)-induced micronuclei (MN) 
were analyzed using fluorescence in situ hybridization (FISH) with application of cent-
romeric and whole chromosome painting probes for chromosomes 3, 4, 6, 16 and 17 in 
human leukocytes. No significant correlation has been observed between the frequen-
cies of migration of chromosomes investigated in MN and their size, gene density and 
position in nuclei. The probability of chromosome migration in MN is defined basically 
by MMC action on specific regions of human chromosomes. MN-FISH can applied for 
identify chromosomal targets of mutagenic substances.  

 
Micronuclei − human leukocytes − fluorescence in situ hybridization (FISH)  − 

 mitomycin - C 
 

Микроядерный (МЯ) тест широко используется для скрининга генотокси-
ческих соединений  in  vitro и  in vivo. МЯ образуются из хромосомных фрагментов 
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или целых хромосом, не присоединившихся к митотическому веретену и отстав-
ших при расхождении хромосом во время клеточного деления. В настоящее время 
применяется МЯ тест с цитокинетическим блоком в присутствии цитохалазина В, 
позволяющий распознавать прошедшие один цикл деления двуядерные клетки [8]. 
При совместном применении МЯ теста с флюоресцентной гибридизацией in situ 
(FISH) можно охарактеризовать хромосомный состав МЯ. Применение различных 
FISH проб позволяет различать МЯ, образованные при потерях или разрывах 
хромосом, а также определять относительное участие определенных хромосом или 
их фрагментов в формировании МЯ [4, 9, 14].  

Исследования с применением FISH показали повышенную частоту повреж-
дений  определенных хромосом при действии in vitro некоторых мутагенов. Соеди-
нения ванадия преимущественно индуцируют образование МЯ с акроцентрически-
ми D и G хромосомами [13]. В МЯ, индуцированных  диэтилстилбестролом, пре-
обладают хромосомы 14, 19 и 21, а в митомицин С (ММС) - индуцированных МЯ 
– хромосомы 1 и 9 [5]. Хромосомы 1, 9, 15, 16 и Y обнаружены в МЯ при действии 
5-азацитидина [3, 6]. Хромосомы 1 и 9 преобладают в идоксуридин индуцирован-
ных МЯ [7]. Анеуплоидия хромосомы 8 встречается чаще, чем анеуплоидия хро-
мосомы 7 в МЯ после действия метаболитов бензола  [1].  

Целью настоящего исследования была оценка частоты миграции хромосом 
3, 4, 6, 16 и 17 и их фрагментов в ММС-индуцированные МЯ в лейкоцитах чело-
века и анализ зависимости частоты миграции от размера хромосом, плотности ге-
нов и их локализации в интерфазном ядре.  

 
Материал и методика. Периферическая кровь была взята у двух доноров. Цельная 

кровь с гепарином культивировалась в питательной среде  RPMI 1640 (1:10), содержащей 10% 
сыворотки крупного рогатого скота, 1% пенициллина/стрептомицина и 10 мкг/мл фитогемма-
глютинина.  

МЯ тест с блокированием цитокинеза был реализован по методике [8]. Через 22 ч после 
начала культивирования был добавлен цитохалазин В (3 мкг/мл). Кровь культивировалась 72 ч 
при 37°C. По окончании культивирования клетки обрабатывались гипотоническим раствором 
KCl (0.075 M) при +4°C в течение 3 мин. Клетки фиксировались дважды в фиксаторе эта-
нол:уксусная кислота (3:1). МЯ  идентифицировались по критериям [8].  

Техника FISH была реализована по  стандартной схеме [11]. 1732 МЯ от первого донора 
гибридизировались с центромерными пробами для хромосом 6 (SpectrumOrange; Abbott/Vysis, 
Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Germany) и 17 (Diethylaminocoumarin; Abbott/Vysis).  1416 
МЯ от второго донора  гибридизировались с центромерными пробами для хромосом 3 (Spect-
rumOrange; Abbott/Vysis), 4 (SpectrumAqua; Abbott/Vysis) и 16 (SE 16 (D16Z2), Poseidon Satellite 
Enumeration Probes KREATECH Diagnostics, Vlierweg 20 1032 LG Amsterdam, The Netherlands). 

Координаты МЯ регистрировались для последующей гибридизации МЯ с пробами для 
целых хромосом. На втором этапе МЯ первого донора гибридизировались с пробами для целых 
хромосом 6 (SpectrumOrange) и 17 (Cy5),  МЯ второго донора  −   с пробами для целых хромосом 
3 (SpectrumOrange), 4 (Cy5) и 16 (SpectrumGreen). Пробы для целых хромосом готовились в 
соответствии с рекомендациями [10].  

996 из 1732 МЯ от первого донора были проанализированы с применением проб для 
целых хромосом. Остальные МЯ были потеряны или повреждены при втором раунде 
гибридизации. 1416 МЯ от второго донора были проанализированы после гибридизации с 
центромерными пробами и пробами для целых хромосом. Клетки, потерянные во втором раунде 
гибридизации, были исключены из исследования. Анализ и регистрация изображений про-
водились с применением автоматической системы  Isis (MetaSystems). 

 
Результаты и обсуждение. Для оценки присутствия материала хромосом  

3, 4, 6, 16 и 17 в ММС-индуцированных МЯ в лейкоцитах человека применялась 
флюоресцентная гибридизация с цетромерными пробами и пробами для целых 
хромосом. Результаты FISH анализа хромосомного состава ММС-индуцированных 
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МЯ представлены в табл. 1. В табл. 2 представлены литературные данные о разме-
ре, плотности генов и локализаци в ядре для изученных хромосом. Табл. 3 де-
монстрирует степень корреляции между частотой присутствия хромосом 3, 4, 6, 16 
и 17 в МЯ и их размером, плотностью генов и локализацией в ядре. Наблюдаемые 
и ожидаемые частоты миграции хромосом 3, 4, 6, 16 и 17 в МЯ представлены в   
табл. 4, где ожидаемые частоты рассчитаны на основе допущения о том, что ве-
роятность повреждений хромосом прямо пропорциональна их размеру.  

 
Таблица 1. Частота МЯ с центромерными сигналами и сигналами для целых хромосом            

3, 4, 6, 16 и 17 в лейкоцитах человека после воздействия ММС. 
 

 Хромосомы Количество МЯ в экспериментах с 
  цетромер-           

ными 
пробами 

центро-
мерными 
сигналами,  

% 

пробами 
для це- 
лых хро-
мосом 

сигналами  
для целых  
хромосом,   
       % 

6 1732 16 (0.92) 994 22 (2.21)   Донор  
1 17 1732 8 (0.46) 994 16 (1.61) 

3 1416 6 (0.42) 1416 21 (1.48) 
4 1416 5 (0.35) 1416 18 (1.27) 

  Донор  
2 

16 1416 3 (0.21) 1416 43 (3.04) 
 
 

Таблица 2. Размер, плотность генов и локализация в ядре хромосом 3, 4, 6, 16 и 17. 
 

Хромо-
сомы 

Локализация 
хромосом в ядре* 

Размер хромо- 
сом (млн пар 
оснований)** 

Плотность генов   
(на млн 
нуклеотидов)** 

17 Центральная  81 13.68 
6 Центральная  171 5.86 
16 Центральная  90 8.67 
3 Периферическая  198M 5.20 
4 Периферическая  191M 3.77 

   
  * Последовательность хромосом соответствует их позиции в ядре от                                             

центра к периферии. 
** Данные из Stewart Scherer “Guide to Human Genome”,  2010  

 
 Применение проб для целых хромосом позволило оценить частоту встре-

чаемости хромосом 3, 4, 6, 16 и 17 в МЯ. Одновременое применение центромер-
ных проб на тех же препаратах позволило различить присутствие целых хромосом 
и хромосомных фрагментов в МЯ. Число сигналов для целых хромосом превы-
шает число центромерных сигналов для всех изученных хромосом. Таким обра-
зом, кластоген ММС преимущественно индуцирует образование МЯ с хромосом-
ными фрагментами. Однако слабовыраженный анеугенный эффект также характе-
рен для ММС и отмечен в лимфоцитах человека в публикациях [16, 19].  

Хромосомы с относительно высоким (хромосомы 3 и 6) и низким (хромосо-
мы 4, 16 и 17) содержанием ДНК обнаруживаются в МЯ реже ожидаемого в соот-
ветствии с их размерами уровня. Только для хромосомы 16 ожидаемая частота 
миграции в МЯ совпадает с наблюдаемой.   
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Таблица 3. Корреляция между уровнем миграции хромосом 3, 4, 6, 16 и 17  
в МЯ и размером, плотностью генов и локализацией хромосом в ядре  

(результаты регрессионного анализа) 

 
 

Таблица 4. Наблюдаемые и ожидаемые частоты миграции хромосом   
3, 4, 6, 16 и 17 в МЯ. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  *Ожидаемые частоты рассчитаны на основе предположения, что  
            частота встречаемости хромосом в МЯ прямо пропорциональна их размеру. 

 
Хромосомы 16 и 17 с более высокой плотностью генов и хромосомы  3, 4 и 

6 с более низкой плотностью присутствуют в МЯ с различной частотой. Предпола-
гаемого понижения уровня повреждений хромосом с повышением плотности 
генов [15] не наблюдается. 

Хромосомы с более центральной локализацией в ядре (6, 16 и 17) чаще 
встречаются в МЯ, чем хромосомы с более периферической  локализацией (3 и 4). 

Таким образом, корреляция частот встречаемости хромосом 3, 4, 6, 16 и 17 в 
МЯ с их размером, плотностью генов и локализацией в ядре не обнаружена. Одна-
ко FISH анализ ММС-индуцированных МЯ позволил выявить сравнительно высо-
кую (3.04%) частоту встречаемости материала хромосомы 16 в МЯ. Ранее было 
показано, что ММС вызывает разрывы преимущественно в перицентромерных ге-
терохроматовых блоках хромосом 1, 9 и 16 [2, 17, 18].  

Полученные результаты свидетельствуют о неслучайном распределении ин-
дуцированных ММС цитогенетических повреждений в лейкоцитах человека. Со-
гласно данным, полученным для хромосом  3, 4, 6, 16 и 17, вероятность миграции 
хромосом в МЯ определяется главным образом спецификой действия ММС на оп-
ределенные участки хромосом человека. Таким образом, можно предположить, 
что  данные  цитогенетческого анализа индуцированных мутагенами повреждений,  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cравниваемые параметры Коэффициент 
корреляции 

  МЯ c центромерными сигналами / размер хромосом  0.31 
МЯ с центромерными сигналами / плотность генов 
на хромосомах 

-0.13 

МЯ с центромерными сигналами / локализация 
хромосом в ядре 

-0.35 

МЯ с сигналами для целых хромосом / размер 
хромосом 

-0.54 

МЯ с сигналами для целых хромосом / плотность 
генов на хромосомах 

 0.21 

МЯ с сигналами для целых хромосом / локализация 
хромосом в ядре 

 0.45 

Хромосома 
(размер, млн 
пар основа-
ний) 

Ожидаемая (на 
основе размера 
хромосом) час-
тота МЯ с 
сигналами, %* 

Наблюдаемая 
частота МЯ с 
центромер-
ными 
сигналами, % 

Наблюдаемая 
частота МЯ с 
сигналами 
для целых 
хромосом, % 

    17 (81)          2.7 0.46 1.61 
      6  (171)            5.7  0.92 2.21 
    16 (90)          3  0.21 3.04 
      3 (198)          6.6  0.42 1.48 
      4  (191)          6.37 0.35 1.27 
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полученные МЯ тестом, адекватно отражают результаты, получаемые методом 
анализа хромосомных аберраций. Полученные данные являются предварительны-
ми. Необходим анализ всех хромосом для более полного понимания факторов, оп-
ределяющих вероятность их миграции в МЯ. Комбинированное применение FISH 
с МЯ тестом позволяет идентифицировать мишени действия мутагенов на хромо-
сомах и может применяться для оценки действия различных мутагенных факторов. 

 
Работа выполнена при поддержке гранта DAAD. 
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