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ПРЕЖДЕВРЕМЕННОЕ РАЗДЕЛЕНИЕ ЦЕНТРОМЕР
В РАННЕМ МЕХАНИЗМЕ АНЕУПЛОИДИЙ
ПРИ ОНКОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОГРЕССИИ

Анеуплоидия — аномальное изменение количества хромосом в карио-
типе, ключевая стадия в цитогенетике рака (1–3). Анеуплоидии возникают
при нарушении сегрегации реплицированных хромосом между двумя
дочерними клетками. Существует целый ряд молекулярных механизмов,
индуцирующих анеуплоидии (Gebhart, Liehr, 2000, Fenech, 2002, Leach et al.,
2004, Gollin, 2005, Iarmarcovai et al., 2006). Центральное место в механизме
анеуплоидий занимает дисфункция центромеры. При делении клетки именно
к центромерам прикрепляются тянущие нити митотического веретена в ходе
разделения набора хромосом на два генома, из которых в дальнейшем
формируются ядра двух дочерних клеток (Wolfe, 1961; Kubai, 1975). Таким
образом, дисфункции центромеры и связанной с ней кинетохоры способны
вызывать отставание целых хромосом в митотическом делении клетки.

Нами показано, что нарушение функции центромеры при онкологиче-
ском процессе носит эпигенетический характер и проявляется в преждевре-
менном разделении центромер и сестринских хроматид на стадии метафазы.
Преждевременное разделение центромер можно отнести к скрытой и ранней
хромосомальной нестабильности, при которой отсутствуют какие-либо
цитогенетические перестройки и число хромосом в кариотипе остается, как
правило, неизменным. Нами установлено, что феномен преждевременного
разделения центромер при онкологическом процессе ассоциирован с на-
рушением епигенетического ДНК метилирования, а именно, существенным
деметилированием центромерной сателлитной ДНК.

Материалы и методы
Объектом исследования были соматические лимфоциты перифериче-

ской крови у пациентов с солидым типом опухолей, карцинома щитовидной
железы (n=100), колоректальный рак (n=75), нейробластома (n= 8) и опухоль
Вильмса (n=6) у детей.

Контролем служили условно здоровые доноры (n=24), в возрасте от 25
до 40 лет.

Митогенстимуллированную фитогемагглютинином (PHA “P”, Sigma-
Aldrich) культуру лимфоцитов получали как описано (4). Геномные ДНК из
лимфоцитов крови получали стандартной фенол-хлороформной экстракцией
(5). Метил-специфическую эндонуклеазную рестрикцию геномных ДНК с
помощью HpaII рестриктазы и Саузерн — гибридизацию с флуоресцентным
DIG-pUC(Alu) плазмыдным зондом проводили (6). Для анализа использо-
вали флуоресцентную и световую микроскопию, а также электрофорез и
электрофоретический перенос на мембрану Hybond из 1,2% агарозного геля.
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Результаты и обсуждение
Сателлитная ДНК в составе центромерного и перицентромерного гете-

рохроматина максимально метилирована и постоянно конденсирована (7),
что определяет эти два процесса эпигенетическими и взаимо-обусловлен-
ными в механизме митотического деления клетки. Нами показано глобальное
гипометилирование сателлитных ДНК повторов в составе центромерного —
перицентромерного гетерохроматина при онкологической прогрессии.
На рис. 1 методом метил-специфической HpaII-эндонуклеазной рестрикции
геномной ДНК с последующей Саузерн-гибридизацией с флуоресцентным
молекулярным зондом — DIG–pUC19 (Alu) приведено существенное деме-
тилирование Аlu (Sat2) повторов, консенсусных последовательностей, флан-
кирующих α-сателлитные центромерные ДНК (8, 9).

Как следствие деметилирования центромерной сателлитной ДНК нами
обнаружена существенная деконденсация центромерного гетерохроматина
метафазных хромосом у пациентов с солидном типом рака (рис. 2, а).

Было показано, что подобное эпигенетическое нарушение структуры
центромерного гетерохроматина ассоциируется с видимой декомпакти-
зацией центромер и нарушением их митотической функции как аномальное
преждевременное разделение центромер сестринских хроматид на стадии
метафазы клеточного цикла (рис. 2, б). С увеличением степени онкологи-
ческой прогрессии наблюдали появление лимфоцитов с С-анафазным
кариотипом (полным преждевременным разделением центромер метафазных
хромосом в кариотипе) (рис. 2, с). Нами показано, что появление С-анафаз
в популяции метафазных лимфоцитов имеет прогностическое значение в
динамике онкологического процесса (10).

Таким образом, результаты исследования могут свидетельствовать о клю-
чевой причинной роли эпигенетического гипометилирования сателлитной

а       б     а    б
1                 2            3

Рис. 1. HpaII-эндонуклеазная рестрикция геномных ДНК с последующей Саузерн
гибридизацией с центромерным Alu ДНК–повтором в составе DIG–pUC (Alu)

плазмыдного зонда:
1 — Kонтроль (геномная ДНК донора после HpaII-рестрикции); 2 — эмбриональная
ДНК (а — после HpaII-рестрикции, б — до рестрикции); 3 — геномная ДНК пациента

с колоректальным раком (а — после HpaII-рестрикции, б — до рестрикции)
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Рис. 2. Особенности нарушения хромосомальной организации центромерного
гетерохроматина в популяции соматических лимфоцитов периферической крови

при солидном типе онкологического процесса:
a — деконденсация центромерного гетерохроматина, в — преждевременное
разделение центромер сестринских хроматид, с — С-анафазный кариотип на стадии
метафазы.  I — контроль (n=24); II — микрокарцинома щитовидной железы (n=90);
III — карцинома щитовидной железы 1–2 стадии (n=60); IV — карцинома щито-
видной железы 3–4 стадии (n=40); V — колоректальный рак (n=75); VI — нейроблас-

тома (n=8); VII — опухоль Вильмса  (n=6)

ДНК в индукции деконденсации и декомпактизации центромерного гетеро-
хроматина и центромерной нестабильности, связанной с феноменом прежде-
временного разделения центромер сестринских хроматид на стадии метафазы.
Такой механизм ассоциативно связан с развитием анеуплоидий и их прог-
рессии при онкологическом процессе.
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Резюме
Показано, на уровне лимфоцитов периферической крови при солидной онко-

патологии, что принципиальным фактором в индукции центромерной нестабильно-
сти — появлении преждевременного разделения центромер сестринских хроматид
на стадии метафазы, является потеря эпигенетического метилирования сателлитной
ДНК и связанной с этим деконденсации и декомпактизации центромер при онколо-
гическом процессе. Преждевременное разделение центромер рассматривается
ранним механизмом канцер-ассоциированных анеуплоидий.

The centromeric heterochromatin can be identified by associated with high DNA
methylation of centromeric satellite DNA and its highly condensed. On the level of somatic
peripheral blood lymphocytes from the patients with some certain solid cancers have
been commonly shown that crucial centromeric satellite DNA demethylation causal linked
with centromere decondensation and decompactization resulting in the centromeric
instability as the premature centromere division of the metaphase chromosomes as early
predisposition to cancer aneuploidy.
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ЕСТЕСТВЕННЫЙ ОТБОР И САХАРНЫЙ ДИАБЕТ 2 ТИПА.
РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ И ГЕТЕРОГЕННОСТЬ

Естественный отбор — процесс, который, будучи наиболее важным
фактором эволюции, способствует повышению приспособленности и пре-
дотвращает разрушительные последствия всех остальных процессов [1]. При
рассмотрении больших популяций человека различают следующие типы
отбора: 1) внутригрупповой, основанный на межиндивидуальных различиях
в приспособленности (дифференциальное размножение генотипов) и 2) меж-
групповой, принимающий во внимание различия в средней приспособ-
ленности популяций (дифференциальный естественный прирост отдельных
групп) [2–4]. Изменение давления внутригруппового отбора путем успеш-


