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тативных почек и верхушек активно растущих побегов, включающие укоре-
нение микропобегов in vitro и адаптацию регенерантов in vivo (рис.).

2. Способ клонального микроразмножения черешни может быть исполь-
зован в биотехнологических и селекционных центрах для получения рас-
тений районированных и перспективных сортов P. avium.

Литература
1. Бленда А.В. Мiкроклональне розмноження in vitro представникiв пiдродини

Prunoidae // Физиология и биохимия культурных растений.— 2000.— Т.32, №5.—
С. 428–434.

2. Бутенко Р.Г. Культура изолированных тканей и физиология морфогенеза
растений.— М.: Наука.— 1964.— 272 с.

3. Виджешвар П., Митрофанова О.В., Лищук А.И. Клональное микрораз-
множение актинидии превосходной [Actinidia deliciosa (Chev.) Liang, Ferguson] /
Сб. науч. тр. Никит. ботан. сада.— 1997.— Т.119.— С. 111–126.

4. Диагностика вирусных болезней и биотехнологические приемы получения
безвирусного посадочного материала косточковых плодовых культур / Митрофа-
нова О.В., Славгородская—Курпиева Л.Е., Митрофанова И.В., Лукичева Л.А.—
Ялта: Крымпресс, 2000.— 46 с.

5. Калинин Ф.Л., Кушнир Г.П., Сарнацкая В.В. Технология микроклонального
размножения растений.— Киев: Наукова думка.— 1992.— 232 с.

 
а б в

г д
Рис. Этапы клонального микроразмножения растений черешни: а) и б) введение
первичных эксплантов; в) регенерация и размножение микропобегов; г) укоренение;

д) адаптация in vivo



284

6. Корзина Н.В. Микроразмножение перспективных сортов черешни (Prunus
avium L.) в условиях in vitro // Сб. науч. трудов Никит. ботан. сада.— 2009.— Т.131.—
С. 112–117.

7. Кузнецова Н.В. Особенности введения первичных эксплантов четырех сортов
черешни (Prunus avium L.) в условия in vitro / Теоретические и прикладные аспекты
биохимии и биотехнологии растений: III Междунар. науч. конф., г. Минск,14–16 мая
2008 г.— Минск, 2008.— С. 265–268.

8. Кузнецова Н.В. Влияние регуляторов роста на регенерационную способность
четырех сортов черешни (Prunus avium L.) в условиях in vitro / Фактори експери-
ментальної еволюції організмів: Зб. наук. пр. Укр. т-ва генетиків і селекціонерів
ім. М.І. Вавилова / За ред. М.В. Роїка.— К.: Логос, 2008.— Т.5.— С. 287–290.

9. Лукичева Л.А. Особенности клонального микроразмножения безвирусных
сортов вишни и сливы // Сб. науч. трудов Никит. ботан. сада.— 1997.— Т.119.—
С. 34–45.

10. Митрофанова О.В., Митрофанова И.В., Смыков А.В., Лесникова Н.П.
Методы биотехнологии в селекции и размножении субтропических и косточковых
плодовых культур // Сб. науч. тр. Никит. ботан. сада.— 1999.— Т.118.— С. 189–
199.

11. Gamborg O.L., Eveleigh D.E. Culture methods and detection of glucanases in
cultures of wheat and barley // Can. J. Biochem.— 1968.— V.46, №5.— Р. 417–421.

12. Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid growth and bioassay with
tabacco tissue cultures // Physiol. Plant.— 1962.— Vol.15, №3.— P. 473–497.

13. Quoirin M., Lepoivre Ph. Etude de milieux adaptйs aux cultures in vitro de
Prunus // Acta Hort.— 1977.— Vol.78.— Р. 437–442.

14. Sauer A. In vitro — Vermehrung verschiedener genotypen von Prunus avium L.
// Gartenbauwissenschaft.— 1983.— Bd.48.— S. 124–127.

15. SedlЬk J. In vitro shoot proliferation of sweet cherry cultivars Kareљova and
Rivan // HortScience.— 2008.— Vol.35, №3.— P. 95–98.

16. Тabachnik L., Kester D.E. Shoots cultire for Almond and Almond-Peach hybrid
clones in vitro // HortScience.— 1977.— Vol.12, №6.— P. 545–547.

Резюме
Разработаны биотехнологические приемы клонального микроразмножения

5 сортов черешни (Призерша, Рубиновая Ранняя, Сказка, Талисман, Анонс) с раз-
ными сроками созревания плодов. Установлено индуцирующее влияние трофиче-
ских и гормональных факторов культивирования на регенерацию растений.

Розроблено біотехнологічні прийоми клонального мікророзмноження 5 сортів
черешні (Призерка, Рубінова Рання, Сказка, Талiсман, Анонс) з різними строками
достгання плодів. Встановлено індукуючий вплив на регенерацію рослин трофічних
та гормональних факторів культивування.

Biotechnological methods of clonal micropropagation of 5 sweet cherry cultivars
(Prizersha, Rubinovaya Rannaya, Skazka, Talisman, Anons) with different periods of
fruits ripening have been worked out. Induction influence of trophic and hormonal factors
of cultivation on plant regeneration has been determined.
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АКТИВНЫЕ В СВЕРХМАЛЫХ ДОЗАХ БИОРЕГУЛЯТОРЫ,
ВЫДЕЛЕННЫЕ ИЗ ПОДОРОЖНИКА И АЛОЭ,

ОКАЗЫВАЮТ ПРОТЕКТОРНОЕ ДЕЙСТВИЕ НА КОЖУ
В СИСТЕМАХ IN VITRO И IN VIVO

Ранее в различных тканях животных нами были идентифицированы
биорегуляторы (БР), проявляющие активность в сверхмалых дозах (СМД),
соответствующих концентрациям 10-8–10-15 мг/мл. Для исследования БР
данной группы был разработан экспериментальный подход, включающий
получение тканевого экстракта, содержащего БР, методику очистки, а также
метод биотестирования и экспериментальные модели для изучения специ-
фической активности этих биорегуляторов [1–8]. В этих исследованиях было
установлено, что БР локализованы во внеклеточном пространстве, а их
активность характеризуется наличием тканевой, но отсутствием видовой
специфичности. В СМД БР влияют на важнейшие биологические процес-
сы — миграцию, адгезию, пролиферацию, дифференцировку клеток [3–8].
Результаты исследований показали, что данные БР характеризуются сход-
ством ряда физико-химических свойств, а именно: низким значением (менее
10 кДа) молекулярной массы, устойчивостью к воздействию денатурирую-
щих факторов, преобладанием β-структур во вторичной структуре, тенден-
цией к агрегации, результатом которой является образование наночастиц в
водном растворе. Целью настоящей работы явилась идентификация в тканях
растительноного происхождения БР данной группы и изучение их специ-
фической активности. В качестве объектов исследования были выбраны
лекарственные растения, широко применяемые в медицине, подорожник
большой Plantago major и алоэ древовидное Aloe arborescens.

Материалы и методы
Выделение БР из растений проводили по методике, разработанной для

биорегуляторов данной группы [2–8]. Тканевые экстракты получали из
свежих листьев подорожника большого и алоэ древовидного, нарезанных
на небольшие фрагменты, которые экстрагировали в растворе с pH 6,0, со-
держащем NH4NO3 2,06·10-2 моль/л; KNO3 1,88·10-2 моль/л; CaCl2·2H2O
3·10-3 моль/л; MgSO4·7H2O 1,5·10-3 моль/л; KH2PO4 1,25·10-3 моль/л, в тече-
ние 2-х часов при 4 °С. Далее, полученные экстракты дважды высаливали,
добавляя сульфат аммония до образования насыщенного раствора. Фракции
супернатантов разделяли либо методом изоэлектрофокусирования в гра-
диенте плотности сахарозы (pH 3,5–10,0), либо с помощью ионообменной
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ДЭАЭ-хроматографии, а также методом обращенно-фазовой ВЭЖХ (гра-
диент ацетонитрил-вода). Исследование вторичной структуры БР проводили
методом кругового дихроизма в УФ-области (195–260 нм) на КД-спектро-
метре “Jasco” 720 (Япония) при 20 °С в кварцевых кюветах с длиной оптиче-
ского пути 1 мм. Размеры частиц в водных растворах БР определяли методом
лазерного динамического светорассеивания. Исследование проводили
методом динамического светорассеяния на приборе “PhotoCor Complex”
(фирма “ФотоКор”, Россия). Измерения проводили при интервале величин
угла рассеивания 60–120° при 23 °С. Растворы, содержащие биорегулятор,
предварительно очищали от пыли фильтрованием через мембраны “Dura-
pore” с диаметром пор 0,45 мкм (“Millipore”).

Роллерное органное культивирование in vitro проводили на взрослых
половозрелых тритонах Pleurodeles waltl обоего пола, содержащихся в аква-
риальной ИБР РАН. После наркоза в 2% растворе этилуретана на физиоло-
гическом растворе для амфибий (0,65% NaCl) или 0,1% растворе MS-222
(Sigma, Германия), животных декапитировали, брали фрагменты кожи
размером 5·5 мм с верхней части спины, которые помещали во флаконы для
культивирования ткани. Среда для культивирования ткани кожи содержала:
70 мл среды 199, 10 мл эмбриональной сыворотки крови крупного рогатого
скота, 30 мл кипячёной бидистиллированной воды, 200 мкл 4% сульфата
гентамицина, проходила холодную стерилизацию через мембранные фильт-
ры типа “CA” фирмы Nalgene, (США) c размером пор 0,2 мкм.

В опытных сериях культивирование проводили в среде (4 мл) с добав-
лением 40 мкл фракций растительных БР; в контрольной серии к 4 мл куль-
туральной среды добавляли 40 мкл дистиллированной воды. Все флаконы
закрывали в стерильных условиях, и далее культивировали, вращая в роллере
при температуре 22 °С в течение 7 сут.

Экспериментальная модель кожной раны у мышей F1 (C57bl/CBA) in vivo.
У каждого экспериментального животного под эфирным наркозом, на спине
вырезали лоскут кожи, диаметром около 1 см. Обработка раны: 1) Контроль-
ная группа мышей, которым наносили травму и не подвергали далее
никакому воздействию; 2) опытная группа мышей, которым после нанесения
травмы ежедневно наносили в область раны 100 мкл фракции БР алоэ;
3) опытная группа мышей, которым после нанесения травмы ежедневно
наносили в область раны 100 мкл фракции БР подорожника. На 11 сутки
после нанесения экспериментальной раны всех животных умерщвляли в
атмосфере эфира, аккуратно вырезали ткань в области травмы и приго-
тавливали поперечные парафиновые гистологические срезы толщиной 7 мкм.
Фиксацию тканей проводили в растворе Буэна, срезы толщиной 7 мкм окра-
шивали гематоксилин-эозином по стандартной методике. Просмотр гисто-
логических препаратов производили с помощью световой микроскопии на
микроскопе фирмы Olympus (Япония).

Специфическую активность кислых БР, выделенных из алоэ и подорож-
ника, изучали в концентрации 10-11 мг белка/мл.
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Результаты и обсуждение
В процессе выделения и очистки БР растений были обнаружены во

фракциях кислых белков (рН<3,5), которые проявляли мембранотропную
активность в сверхмалых дозах на клетках млекопитающих в условиях
органного культивирования [9]. Было показано преобладание во вторичной
структуре антипараллельных β-структур (30–40%) и статистического клубка
(25–37%), в то время как содержание α-спиральных участков (5–9%) весьма
незначительно. Данный характер вторичной структуры указывает на тенден-
цию БР к образованию межмолекулярных ассоциатов [9]. Методом динамиче-
ского лазерного светорассеяния было установлено, что в водных растворах
исследуемые растительные БР образуют наночастицы размерами 70–130 нм,
причем эти значения достоверно не изменялись при уменьшении концен-
трации БР в растворе в 1,3 раза, в 0,9% растворе хлорида натрия и изменении
pH от 5,5 до 7,0. С помощью методов иммуногистохимии было показано,
что БР, выделенный из листьев подорожника, локализован в межклеточном
пространстве ткани листа (pис. 1).

Таким образом, полученные данные указывают на сходство физико-хи-
мических свойств и биологической активности БР растительного проис-
хождения со свойствами БР, идентифицированных в тканях животных [1–8].

На модели роллерного органного культивирования кожи тритона Pleu-
rodeles waltl показано, что оба БР в СМД проявляют протекторное действие
на ткань, которое после 7 суток культивирования выражалось в поддержании
структуры кожи, сохранении покровного эпителия, сохранении функций
желез по сравнению с контрольными культурами, в которых обнаруживались
явные признаки протекания деструктивных процессов (pис. 2).

Наиболее выраженное протекторное действие изучаемых БР проде-
монстрировано на модели экспериментальной травмы кожи мыши in vivo
(удаление на спине животного лоскута кожи площадью 1 см2). Через 11 суток
после операции у всех экспериментальных животных наблюдали прак-
тически полную реэпителизацию раневой поверхности, незначительное
воспаление в субэпидермальной зоне. У мышей контрольной группы
(необработанная рана) происходило образование фиброзного рубца —

Рис. 1. Локализация биорегулятора подорожника в межклеточном пространстве
листьев Plantago major. Показано стрелкой. Внутри клеток наблюдается неспе-

цифическое свечение хлоропластов
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Рис. 2. Кожа тритона Pleurodeles waltl: а) — нативная, б) — роллерное культиви-
рование в течение 7 суток (контроль), в) — роллерное культивирование в течение
7 суток с добавлением биорегулятора алоэ, г) — роллерное культивирование в тече-
ние 7 суток с добавлением биорегулятора подорожника, д) — роллерное куль-
тивирование в течение 7 суток с одновременным добавлением биорегуляторов алоэ

и подорожника

Рис. 3. Кожа мыши через 11 суток после нанесения экспериментальной травмы
in vivo: а) — контроль; влияние БР алоэ (б) — БР подорожника (в) — на заживление
экспериментальной кожной раны. 1 — эпителий, 2 — место протекания воспали-
тельного процесса, 3 — рубцовая ткань, 4 — дерма, 5 — подкожная жировая ткань,
6 — протоки желез, 7 — кровеносный сосуд, 8 — бурый жир. (ув. х40, окрашивание

гематоксилин-эозин)

отмечено параллельное эпидермису расположение коллагеновых волокон в
виде плотных тяжей (рис. 3,а).

У мышей опытных серий (рану ежедневно обрабатывали, соответст-
венно, растворами БР алоэ (рис. 3,б) и подорожника (рис. 3,в) наблюдали
восстановление субэпидермальных слоев. Следует отметить комплексный
характер репаративных процессов, протекающий при воздействии БР подо-
рожника и алоэ, по сравнению с контролем. Наблюдали практически полное
восстановление эпителия и дермы, в которой были отмечены кровеносные
сосуды, особенно при воздействии БР подорожника. В дерме также наблю-
дали более рыхлое расположение волокон под воздействием растительных
БР, чем в контроле, а под дермой наблюдалось интенсивное разрастание
жировой ткани, причем при воздействии БР подорожника наблюдали обра-
зование мелких жировых клеток с гранулярным содержимым, напоминаю-
щих клетки бурого жира. Помимо этого, в подкожной жировой ткани под
воздействием растительных БР восстанавливаются протоки желез. В контро-
ле восстановления жировой ткани на месте повреждения не происходило, а
также не было восстановления протоков желез.
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Выводы
Полученные данные показывают, что БР, выделенные из подорожника

и алоэ, в СМД стимулируют ранозаживление у мышей in vivo, способствуя
восстановлению нормальной морфологии кожи, без образования рубцовой
ткани, а также поддерживают норальную морфологию ткани кожи тритона
in vitro. В настоящем исследовании установлено, что специфическая актив-
ность БР, коррелирует с лекарственным действием растений, из которых
они были выделены.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ № 10-04-00706-а.
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Резюме
Биорегуляторы, выделенные из подорожника и алоэ, в сверхмалых дозах

стимулируют ранозаживление у мышей in vivo, способствуя восстановлению нор-
мальной морфологии кожи, без образования рубцовой ткани, а также поддерживают
нормальную морфологию ткани кожи тритона in vitro. В настоящем исследовании
установлено, что специфическая активность биорегуляторов коррелирует с лекарст-
венным действием растений, из которых они были выделены.

Біорегулятори, виділені з подорожника і алое, в надмалих дозах стимулюють
ранозажівлення у мишей in vivo, сприяючи відновленню нормальної морфології
шкіри, без освіти рубцевої тканини, а також підтримують нормальну морфологію
тканини шкіри тритона in vitro. У цьому дослідженні встановлено, що специфічна
активність біорегуляторів корелює з лікарською дією рослин, з яких вони були ви-
ділені.

Bioregulators isolated from plantain and aloe in ultra low doses stimulate wound
healing in mice in vivo, contributing to the restoration of normal morphology of the skin,
without the formation of scar tissue, as well as maintain the normal morphology of the
newt skin tissue in vitro. In the present study found that the specific activity of biore-
gulators correlated with drug action of plants from which they were allocated.
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МИКРОКЛОНАЛЬНОЕ РАЗМНОЖЕНИЕ IN VITRO
РЕДКИХ И НАХОДЯЩИХСЯ ПОД УГРОЗОЙ ИСЧЕЗНОВЕНИЯ

ВИДОВ РОДА OXYTROPIS ИЗ ФЛОРЫ ЮЖНОГО УРАЛА
КАК БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ СПОСОБ

ИХ СОХРАНЕНИЯ
Сохранение редких и находящихся под угрозой исчезновения растений

как составная часть сохранения биологического разнообразия — важнейшая
научная проблема. Традиционными подходами к решению этой проблемы
являются создание охраняемых территорий или заказников, интродукция
растений в питомники ботанического сада, в том числе в целях их реинтро-
дукции в естественные местообитания, а также создание банков семян.

Ещё один подход к решению данной проблемы, активно разрабаты-
ваемый в последние годы,— биотехнологический. При этом используются
такие методы биотехнологии, как клональное микроразмножение, культура
in vitro различных частей растений, формирование и развитие регенерантов
из зародышеподобных структур — эмбриоидов [1–3, 6–9].

Биотехнологические методы культуры in vitro могут быть использованы
и по отношению к сохранению редких и находящихся под угрозой исчезно-
вения растений рода остролодочник Oxytropis (семейство бобовые Fabaceae
Lindl.) из флоры Южного Урала.

Следует отметить, что такого рода исследования впервые проведены
под руководством К.З. Гамбурга сотрудниками Сибирского института физио-
логии и биохимии растений СО РАН, разработавшими способ клонального
микроразмножения остролодочника трехлисточкового Oxytropis triphylla
Pall., эндемика западного побережья озера Байкал [4, 10].

Материал и методы
Объектом исследования послужили редкие и находящиеся под угрозой

исчезновения растения флоры Южного Урала из семейства бобовые: энде-
мики Южного Урала остролодочник Гмелина Oxytropis gmelinii Fisch. ex
Boriss. и остролодочник уральский O. uralensis (L.) DC., а также реликтовый
вид Южного Урала остролодочник сходный O. ambigua (Pall.) DC., вклю-
ченные в “Красную книгу Республики Башкортостан” [5].

Семена Oxytropis gmelinii собраны во время экспедиционных выездов
(коллекторы А.А. Мулдашев и А.Х. Галеева) в Кугарчинском районе (склоны
горы Маякташ), семена Oxytropis uralensis — в Учалинском районе (берега
озера Аушкуль), семена Oxytropis ambigua — в Ишимбайском районе (скло-
ны горы Тратау) Башкортостана.

За основу проведения экспериментальной части работ использовали
метод клонального микроразмножения in vitro остролодочника трехлис-
точкового Oxytropis triphylla, изложенный в работе [10]. Для индукции



291

образования побегов у скарифицированных семян использовали среду MS
[Murashige, Skoog, 1962] с половинной концентрацией солей. Для индукции
микроразмножения проростков использовали среду MS с концентрацией
бензиладенина (БА) в 1 мг/л, оказавшейся оптимальной для аналогичных
исследований остролодочника трехлисточкового. Для индукции образования
корней у проростков использовали среду MS с концентрацией индолил-3-
уксусной кислоты (ИУК) в 1 мг/л, оказавшейся оптимальной для аналогич-
ных исследований остролодочника трехлисточкового. Использовали 3-крат-
ную повторность экспериментов.

Результаты и обсуждение
Скарифицированные семена всех трех изученных видов остролодоч-

ника прорастали на 4–5 сут культивирования in vitro в климатической камере
в темноте. Их всхожесть составила 70% (остролодочник Гмелина), 80% (остро-
лодочник уральский) и 95% (остролодочник сходный).

Полученные «пробирочные» растения в фазе развернутых семядолей
переносили на среду для индукции микроразмножения и культивировали в
климатической камере на свету в условиях имитации летнего дня (освещение
16 000 лк, 16 час/сут). Отмечены различия “пробирочных” растений изу-
ченных видов как по индукции микроразмножения, так и по индукции об-
разования корней, независимо от продолжительности культивирования
in vitro. При этом максимальные показатели отмечены у остролодочника
сходного. По-видимому, использованная концентрация активных веществ-
индукторов (БА и ИУК) в 1 мг/л оптимальна для проростков этого вида. Для
проростков остальных видов остролодочника следует провести серию
экспериментов по оптимизации концентрации БА и ИУК в средах для
индукции микроразмножения и корнеобразования, соответственно. С другой
стороны, максимальная всхожесть семян именно остролодочника сходного
может свидетельствовать о повышенном качестве использованных семян
этих растений, в отличие от использованных семян других изученных видов
остролодочника.

Укоренившиеся клонированные растения переносили в небольшие со-
суды с почвенной смесью. Вокруг растений поддерживали щадящие режимы
освещения и влажности. Приживаемость растений через 7 сут проращивания
в почвенной смеси составила 75%, независимо от видовой принадлежности.

Растения с хорошо развитой корневой системой переносили в открытый
грунт научного стационара Института (Уфимский район). Через 7–10 сут
приживаемость растений в открытом грунте составила 85–90%. В настоящее
время ведутся наблюдения за прижившимися растениями.

Выводы
Принципиальный образец биотехнологии микроклонального размно-

жения in vitro растений рода остролодочник позволяет получать растения-
клоны этих редких и исчезающих растений из флоры Южного Урала для
проведения работ по их сохранению в условиях интродукции, а в дальней-
шем — для их реинтродукции в естественные местообитания.
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Резюме
Разработан способ получения растений редких и находящихся под угрозой

исчезновения видов рода Oxytropis из флоры Южного Урала в экспериментальных
условиях in vitro путем формирования микроклонов.

The method of obtaining of plants of Oxytropis rare and disappearing species from
South Ural flora in experimental in vitro conditions by the microclone formation was
prepared.
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ИЗУЧЕНИЕ СВОЙСТВ БИОРЕГУЛЯТОРА,
ВЫДЕЛЕННОГО ИЗ ЛУКА РЕПЧАТОГО ALLIUM CEPA L.
Ранее в различных тканях животных нами были обнаружены биорегу-

ляторы, которые в сверхмалых дозах (СМД), соответствующих концентра-
циям 10-8–10-15 мг/мл, оказывают действие на такие процессы как клеточная
миграция, адгезия, пролиферация и дифференцировка [1–8]. Биорегуляторы
(БР) данной группы способствуют поддержанию структуры ткани, межкле-
точных адгезионных взаимодействий, жизнеспособности клеток в условиях
in vitro, а также стимулируют восстановление и репарацию в патологически
измененных тканях in vivo [9].

В настоящей работе предпринята попытка идентификации БР данной
группы в луке репчатом Allium сера L., который представляет собой травя-
нистое растение семейства лилейных. Кроме широкого применения в каче-
стве ценной пищевой культуры, лук репчатый используется как лекарствен-
ное растение: в нем содержатся эфирные масла, циклоаллин, метилаллин,
тиопропионал, кемпферол, производные кверцетина, органические кислоты,
углеводы (глюкоза, фруктоза, мальтоза), каротиноиды, аминокислоты, вита-
мин С, различные микроэлементы и фитонциды. Препараты лука обладают
противосклеротическим, сахароснижающим, антимикробным, мочегонным,
желчегонным и ранозаживляющим действием [10]. Кроме того, в данной
работе было изучено влияние БР, выделенного из лука, на рост и развитие
семян нескольких овощных культур.

Материалы и методы
Все использованные химические реактивы были марки ХЧ. Была ис-

пользована очищенная вода (16 Мом).
Для выделения биорегуляторов был использован лук репчатый (1,808 кг,

плодовоовощная база поселка Кольчугино Владимирской области). Лу-
ковицы нарезали дольками размером 3–4 см, эктрагировали раствором
(2,06·10-2 моль/л NH4NO3, 1,88·10-2 моль/л KNO3, 3·10-3 моль/л CaCl2·2H2O,
1,5·10-3 моль/л MgSO4·7H2O, 1,25·10-3 моль/л KH2PO4) в течение суток при +4 °С.
Полученный экстракт центрифугировали при 3000 g (T 32A Janetzki, Германия).

Метод высаливания растительного экстракта. К охлажденному
раствору растительного экстракта добавляли сухой сернокислый аммоний
до образования насыщенного раствора соли (+4 °С, 100 ч). Центрифуги-
рованием отделяли надосадочную жидкость (супернатант), диализовали до
полного удаления сернокислого аммония.
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Исследование мембранотропной активности растительных био-
регуляторов проводили на органных культурах печени мышей-гибридов F1
(С57ВL/СВА, самцы весом 18–20 г), содержащихся в виварии ИБР РАН [1].

Определение концентрации белков в растворах определяли спектро-
фотометрически, измеряя оптическую плотность (D) исследуемых растворов
при различных длинах волн в диапазоне 230–280 нм [11].

Хроматографическое разделение супернатанта экстракта лука прово-
дили с использованием хроматографа высокого давления фирмы Millichrom
и гидрофобной колонки Jupiter C5 (2×150 мм). В качестве элюента использо-
вали 0,1% трифторуксусная кислота — ацетонитрил от 0% до 100%, скорость
потока 0,7 мл/мин. Детекция проводилась при длине волны 280 нм.

Масс-спектрометрический анализ методом MALDI-TOF молекулярной
массы пептида проводили на время-пролетном масс-спектрометре Ultra-
Flex 2 (Bruker Daltonic, Германия). Образцы для масс-спектрометрического
анализа получали упариванием досуха, с последующим разведением в 70%
ацетонитриле, содержащем 0,1% ТФУ. В качестве матрицы в работе исполь-
зовали α-циано-4-гидроксицинамовую кислоту.

Методом динамического лазерного светорассеяния исследовали супер-
натант на приборе “PhotoCor Complex” (фирма “ФотоКор”, Россия) [12].
Измерения проводили при интервале величин угла рассеивания 60–120° при
23 °С. Исследуемый раствор предварительно очищали от пыли фильтрова-
нием через мембраны “Durapore” с диаметром пор 0,45 мкм (“Millipore”).

Аминокислотный анализ проводили на аминокислотном анализаторе
Hitachi 835. Разделение осуществляли на хроматографической колонке с
сульфополистирольными катионитами марки 2613, детекция — спектрофо-
тометрическая, в нингидриновых производных (длина волны 570 и 440 нм).
Перед анализом проводили гидролиз белка смесью 12 н НCl (конц.) триф-
торуксусная кислота (2:1) с добавлением 0,005% меркаптоэтанола в течение
1 часа при 155 °С.

Специфическую активность БР, выделенного из лука, изучали на мо-
дели проращивания семян в чашках Петри, оценивали всхожесть семян
укропа, гороха и чеснока при обработке их раствором супернатанта экстракта
лука, в концентрации соответствующей 10-13 мг белка/мл. В контрольной серии
семена обрабатывали водой. Фиксировали количество проросших семян за
определенный период времени, а также определяли длину и массу побега и
корня каждого растения. Статистическую обработку результатов проводили
согласно критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Выделение и очистку растительного биорегулятора проводили по схеме,

разработанной ранее для БР животного происхождения [1]. На первом этапе
очистки биорегулятора было проведено фракционирование растительного
экстракта с помощью метода высаливания сернокислым аммонием. При
создании насыщенного раствора соли в растительном экстракте большое
количество белков переходило в осадок. Фракции осадка и супернатанта,
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Рис. 1. Дозовая зависимость мембранотропной активности супернатанта экс-
тракта лука. По оси абцисс — степень 10-кратного последовательного разбав-
ления исходного препарата; по оси ординат — мембранотропный эффект (МЭ)

в %.;  исходная концентрация белка в супернатанте 0,1 мг/мл

после удаления ионов аммония, изучали методом биотестирования. Было
показано, что мембранотропную активность в СМД проявляла только
фракция супернатанта (рис. 1). Как и для БР животного происхождения, дан-
ная фракция характеризовалась наличием полимодальной дозовой зависи-
мости данного типа активности. Методом динамического лазерного свето-
рассеяния было показано, что в растворе супернатанта содержатся частицы
размером от 100±5 до 110±1,2 нм.

Обращенно-фазовой ВЭЖХ было установлено, что основным компо-
нентом супернатанта экстракта лука является полипептид, гомогенность
которого была доказана масс-спектрометрическим анализом (рис. 2).

Рис. 2. Разделение супернатанта экстракта лука методом обращенно-фазовой
ВЭЖХ в градиенте 0,1%-ный водный раствор ТФУ/ацетонитрил
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Согласно данным MALDI-TOF масс-спектрометрии молекулярная масса
данного полипептида составляет 4036±2 Да (рис. 3).

Аминокислотный анализ полученного полипептида показал содержание
в образце 44-х остатков аминокислот (табл.).

Таким образом, применив экспериментальный подход, разработанный
для БР животного происхождения, удалось идентифицировать в луке
репчатом БР, который по своим физико-химическим свойствам сходен с БР
данной группы.

Для изучения специфической активности данного БР нами была выбра-
на модель оценки всхожести и развития семян растений. Результаты экспери-
мента показали ингибирующее действие БР, входящего в состав супер-
натанта экстракта лука, на рост и развитие семян растений. Для эксперимента
были выбраны семена овощных культур, которые несовместимы с луком
[13]. При воздействии биорегулятора, выделенного из лука, всхожесть семян
укропа, гороха и чеснока опытной серии по сравнению с контрольной умень-
шилась на 10–30%. В случае семян укропа наблюдалось также уменьшение
длины стебля и веса, соответственно, на 8 и 14%. БР, выделенный из лука,
не оказывал влияние на изучаемые параметры при его действии на семена
чеснока и гороха. Следует отметить, что полученные результаты совпадают
с многочисленными данными, указывающими на отсутствие совместимости
посадки лука с данными овощными культурами.

Таблица
Аминокислотный состав супернатанта экстракта лука

Название Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met
Число остатков 3 2 3 6 3 7 5 2 0
Название Ile Leu Tyr Phe Lys His Arg Всего Мол. масса
Число остатков 1 3 2 1 2 1 2 44 4796

4036.529

8079.167
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Рис. 3. MALDI-TOF масс-спектр супернатанта  экстракта лука
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Выводы
Таким образом, в данном исследовании впервые показано присутствие

в тканях лука репчатого Allium сера L. биорегулятора белковой природы,
основным компонентом которого является полипептид. Также было проде-
монстрировано ингибирующее действие данного биорегулятора на рост и
развитие семян некоторых овощных культур.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ №10-04-00706-а.
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Резюме
В луке репчатом обнаружен биорегулятор, по физико-химическим свойствам

сходный с биорегуляторами данной группы животного происхождения. В сверх-
малых дозах данный биорегулятор оказывал влияние на рост и развитие семян неко-
торых овощных культур.

It was shown that a bioregulator was detected in onion Allium сера L. by chemical
and physical properties similar to animal bioregulators of this group. At ultra low doses
this bioregulators influenced the growth and development of certain vegetable crops.

У цибулі ріпчастої виявлено біорегулятор, за фізико-хімічними властивостя-
ми подібний до біорегулятора даної групи тваринного походження. У надмалих дозах
даний бiорегулятор чинив вплив на ріст і розвиток насіння деяких овочевих культур.
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ЛЕСНИКОВА-СЕДОШЕНКО Н.П., МИТРОФАНОВА О.В., ГОРИНА В.М.
Никитский ботанический сад - Национальный научный центр,
Украина, 98648, АР Крым, г. Ялта, пгт. Никита, e-mail: in_vitro@ ukr.net

СЕЛЕКЦИЯ IN VITRO АБРИКОСА, СЛИВЫ И АЛЫЧИ
НА ИММУНИТЕТ К ВИРУСУ ШАРКИ (PLUM POX VIRUS)
Среди известных и вредоносных вирусов косточковых плодовых куль-

тур одним из самых опасных является Plum pox virus (PPV) (род Potyvirus,
семейство Potyviridae), поражающий многие виды рода Prunus и распро-
страненный в 38 странах мира [1, 10, 13]. Существующие методы борьбы с
вирусом шарки мало эффективны из-за имеющихся активных переносчиков
инфекции и естественного распространения в садах. Поэтому устойчивость
косточковых плодовых культур к вирусу является одной из важнейших проб-
лем селекции. В связи с этим в Никитском ботаническом саду — Националь-
ном научном центре проводятся поиск и отбор устойчивых и толерантных
сортов, а также исследования по созданию иммунных к PPV селекционных
форм абрикоса, сливы и алычи с использованием биотехнологических и
биохимических методов [4, 6]. Использование культуры органов и тканей в
селекции in vitro для получения иммунных форм, особенно у представителей
рода Prunus L., нуждается в детальном изучении.

Цель настоящей работы — выявить особенности культивирования
изолированных завязей и зародышей абрикоса, сливы, алычи и разработать
биотехнологические приемы получения иммунных гибридных форм к
вирусу шарки.

Материалы и методы
Объектами исследования служили бутоны, завязи, зародыши разных

стадий развития толерантных и бессимптомных сортов абрикоса (Prunus
armeniaca L.): Крымский Амур, Крымский Медунец, Harcot, Stark Early
Orange; сливы (Prunus domestica L.): Венгерка Юбилейная, Клеймен, Мира-
тория, Монфор и алычи (Prunus cerasifera Ehrh.): Аштаракская 2, Румяная
Зорька, Салгирская Румяная, отобранные на естественном инфекционном
фоне и предварительно протестированные на отсутствие вируса шарки с
применением системы Пиротест-ИФА [1, 8].

Получение асептической культуры бутонов и завязей осуществляли, ис-
пользуя 70% раствор этанола (С2Н5ОН) с экспозицией 30 с, 1,5–2% раствор
гипохлорита натрия (NaClO) с экспозицией 6 мин и последующую четырех-
кратную промывку в стерильной дистиллированной воде. Стерилизацию
косточек (эндокарпия) и изолирование зародышей in vitro проводили по
общепринятой методике [2, 3, 5]. Стадию развития зародыша определяли
визуально с помощью стереоскопического микроскопа МБС-10 по методике
Поддубной-Арнольди [7]. Для культивирования бутонов, завязей и зароды-
шей были использованы базовые питательные среды Murashige, Skoog (MS)
[12], Quoirin, Lepoivre (QL) [14], Монье [11], White [15] в нашей модифика-
ции. Работы выполняли в асептических условиях ламинарного бокса Fat-
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ran Lf (Чехия). Бутоны, отобранные в период обособления, помещали в усло-
вия пробирки, отделяя пыльники, которые переносили в стерильные бюксы
и помещали в термостат на 8–10 часов при температуре 25 °С. После рас-
трескивания пыльников пыльцу наносили на рыльце пестика, а завязь про-
должали культивировать.

Пробирки и колбы с эксплантами помещали в культуральную комнату
со среднесуточной температурой 24±1 °С, освещенностью 2–3 клк, фото-
периодом 16 часов и относительной влажностью воздуха 70%. Культураль-
ные сосуды с зародышами первоначально выставляли в холодильные камеры
с низкими положительными температурами (5±1 °С) и отсутствием освеще-
ния на 1,5–3 месяца, а затем переносили в культуральную комнату.

Каждый опыт проводили трижды в 15-кратной повторности.
Результаты и обсуждение
Первоначально исследования были направлены на подбор родительских

пар для скрещивания абрикоса, алычи, сливы с учетом их устойчивости,
толерантности и восприимчивости к вирусу шарки. Экспериментально про-
водилось тестирование донорного растительного материала на вирус шарки
с применением комплексной системы диагностики [1].

Как показали исследования, важным фактором культивирования бу-
тонов и завязей абрикоса, алычи и сливы являются питательные среды QL и
MS, содержащие регуляторы роста (табл. 1) и борную кислоту (Н3ВО3) в ко-

Таблица 1
Регуляторы роста и их концентрации для индукции развития бутонов,
завязей и недоразвитых зародышей абрикоса, алычи и сливы

Концентрация регуляторов роста, мкМ
Вариант
опыта

Пита-
тельная
среда бутон завязь недоразвитый

зародыш
QL 0,69 мкМ кинетина

0,29 мкМ ГК3

3,33 мкМ БАП
7,99 мкМ ИУК

—Абрикос
4 комби-
нации скре-
щивания

Монье - - 1,86 мкМ кинетина
1,44 мкМ ГК3
0,14 мкМ НУК

MS 0,69 мкМ кинетина
0,29 мкМ ГК3

3,25 мкМ кинетина
0,29 мкМ ГК3

-Алыча
2 комби-
нации скре-
щивания

Монье - - 1,86 мкМ кинетина
1,44 мкМ ГК3
0,14 мкМ НУК

MS 0,69 мкМ кинетина
0,29 мкМ ГК3

0,46 мкМ кинетина
0,29 мкМ ГК3

-Слива
2 комби-
нации скре-
щивания

Монье - - 1,86 мкМ кинетина
1,44 мкМ ГК3
0,14 мкМ НУК
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личестве 20–25 мг/л, тиамин 1,5 мг/л и сахарозу (60 г/л) и L-глутамин —
1–10 мг/л. Кроме этого, одним из факторов, способствующих успешному куль-
тивированию эксплантов, является гибберелловая кислота (ГК3) (0,29 мкМ),
позволяющая сохранить жизнеспособность завязей алычи, сливы до 1–1,5 мес
и абрикоса — до 28 суток. Установлено, что через 7 сут после опыления in situ
завязи алычи достаточно хорошо развивались на питательной среде MS,
содержащей 3,25 мкМ кинетина для алычи и 0,46 мкМ кинетина для сливы,
0,29 мкМ ГК3 и 60 г/л сахарозы (табл. 1). У некоторых завязей после опы-
ления в условиях in vitro, спустя 2–2,5 мес были отмечены аномалии в разви-
тии. При добавлении в питательную среду ГК3 и кинетина увеличивалась
жизнеспособность завязей сливы комбинации скрещивания Венгерка Юби-
лейная х Клеймен, что способствовало развитию зародыша и проростка
(табл. 2, рис.). Субкультивирование эксплантов на свежеприготовленные
питательные среды осуществляли через 20 сут. Сформированные зародыши
переносили на питательные средыMS, QL, Монье и Уайта для получения
проростков (табл. 2). Как известно, способность зародышей к формированию
проростков в значительной степени определяется длительностью воздейст-

Таблица 2
Влияние питательных сред на развитие проростков в культуре завязей и недоразвитых
зародышей абрикоса, алычи и сливы

К-во проростков, развившихся на питательных средах, %

QL +
3,33 мкМ
БАП,

7,99 мкМ
ИУК

MS +
3,25 мкМ
кинетина,
0,29 мкМ

ГК3

MS +
0,46 мкМ
кинетина,
0,29 мкМ

ГК3

Монье +
1,86 мкМ
кинетина,
1,44 мкМ
ГК3,

0,14 мкМ
НУК

Уайта +
1,86 мкМ
кинетина,
1,44 мкМ
ГК3,

0,14 мкМ
НУК

Вариант опыта

завязь завязь завязь зародыш зародыш
Абрикос
Крымский Амур х Harcot

1,7±0,2 - - 68,5±1,2 26,4±2,1

Крымский Амур х Stark
Early Orange

2,5±0,6 - - 72,4±1,8 32,8±2,6

Крымский Медунец х
Harcot

1,0±0,5 - - 51,2±2,4 21,5±2,4

Крымский Медунец х
Stark Early Orange

1,4±0,4 - - 55,8±2,6 22,6±2,8

Алыча
Салгирская Румяная х
Аштаракская 2

- 2,5±0,8 - 50,8±1,9 18,4±1,2

Салгирская Румяная х
Румяная Зорька

- 1,8±0,6 - 69,5±3,1 20,5±1,7

Слива
Венгерка Юбилейная х
Клеймен

- - 1,0±0,4 5,0±0,8 0

Миратория х Монфор - - 0 - -
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вия низких положительных температур (5±1 °С) при отсутствии освещения
[2]. Для абрикоса, алычи и сливы период холодовой предобработки зароды-
шей составляет 1,5–3 мес, у ряда комбинаций скрещивания – 3–4 недели.
При отсутствии холодовой предобработки в большинстве случаев наблюдали
аномальное развитие проростков.

Выявлена зависимость индукции развития завязей и зародышей абри-
коса, алычи, сливы от содержания и концентрации в питательной среде регуля-
торов роста, витаминов, а также от стадии развития зародыша и совмести-
мости сортов при скрещивании (табл. 2).

У нормально сформированных зародышей абрикоса Крымский Амур
х Harcot, алычи Салгирская Румяная х Румяная Зорька наблюдали образо-
вание полноценных проростков. Несмотря на развитие корней, в ряде случаев
у проростков происходило отмирание апикальной части, что характерно при
скрещивании абрикоса Крымский Амур х Stark Early Orange (53%), Крымс-
кий Медунец х Harcot (45%) и алычи Салгирская Румяная х Аштаракская 2
(37%). Проростки с отмершей апикальной частью помещали на питательные
среды MS, QL и Gamborg, Eveleigh (В5) [9] для индукции развития адвен-
тивных почек из базальной части, что позволило сохранить и размножить
полученные гибридные формы.

Выводы
Таким образом, полученные положительные результаты показывают

возможность создания новых гибридных форм абрикоса, сливы, алычи в
условиях in vitro с участием в скрещивании толерантных сортов и под-
тверждают перспективность и необходимость продолжения исследований
в данном направлении.

Полученные in vitro гибридные проростки будут высажены на адапта-
цию в условия in vivo для ретестирования с применением системы Пиротест-
ИФА и проверки на искусственном инфекционном фоне с последующим
выделением иммунных форм.

Работа выполнена в рамках проекта НААНУ 09.02/016.
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Резюме
Изучение влияния различных факторов культивирования позволило получить

гибридные проростки из завязей и зародышей абрикоса, сливы, алычи и разработать
биотехнологические приемы создания новых селекционных форм садовых растений.
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Вивчення впливу різних факторів культивування дозволило отримати гібридні
проростки з зав’язей і зародків абрикоса, сливи, аличі та розробити біотехнологічні
прийоми створення нових селекційних форм садових рослин.

The studying of influence of different factors of cultivation allowed to obtain the
hybrid germs from ovaries and embryos of apricot, cherry-plum, plum and to work out
the biotechnological methods of obtaining new selection forms of horticultural plants.
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ИССЛЕДОВАНИЕ БИОРЕГУЛЯТОРОВ,
ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ТКАНИ ПЕЧЕНИ МЛЕКОПИТАЮЩИХ
Впервые биорегуляторы данной группы были обнаружены в печени

млекопитающих как адгезивные белки [1]. Впоследствии присутствие этих
белков было показано для многих тканей позвоночных животных [2–8].
На основании сходства их физико-химических свойств и характера биоло-
гической активности они были выделены в отдельную группу. Активность
биорегуляторов характеризуется отсутствием видовой, но проявлением тка-
невой специфичности [5–9]. Показано, что в основе протекторного действия
и ранозаживляющих свойств биорегуляторов лежит их способность активи-
ровать клеточные источники регенерации в тканях [5]. Биорегуляторы данной
группы представляют собой сложные ассоциаты белков, углеводов, липидов,
весьма устойчивые к воздействию ряда физико-химических факторов [4–
10]. Важнейшим свойством биорегуляторов является их способность при-
сутствовать в водных растворах в виде частиц размером 100–200 нм и прояв-
лять свою активность в сверхмалых дозах (СМД), соответствующих 10-8–
10-15 мг белка/мл [3].

В настоящей работе было проведено сравнительное исследование био-
регуляторов, выделенных из печени крыс и печени быка. С помощью метода
MALDI-TOF масс-спектрометрии был изучен состав пептидов, входящих в
их состав. На модели роллерного органотипического культивирования пече-
ни тритона in vitro было изучено протекторное действие данных биорегу-
ляторов.

Материалы и методы
Экстракты получали по методике, ранее разработанной для биорегуля-

торов данной группы [2, 4]. Количественное определение белка в исследуе-
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мых фракциях осуществляли с помощью колориметрического метода с
использованием бицинхонината меди при 562 нм. Во время очистки во всех
фракциях идентифицировали биорегуляторы с помощью адгезиометри-
ческого метода, в основе которого лежит определение их мембранотропной
активности [2, 4]. Анализ молекулярной массы пептидов проводили методом
MALDI-TOF на времяпролетном масс-спектрометре Ultra Flex 2 (Bruker Dal-
tonic, Германия). Времяпролетные масс-спектры фиксировали в линейном
режиме и режиме рефлектора. Образцы для масс-спектрометрического ана-
лиза получали упариванием досуха, с последующим разведением в 70%
ацетонитриле, содержащем 0,1% ТФУ. В качестве матрицы в работе исполь-
зовали a-циано-4-гидроксицинамовую кислоту. состояние ткани печени
тритона при роллерном органотипическом культивировании in vitro.

Результаты и обсуждение
Для выделения и очистки биорегуляторов был использован эксперимен-

тальный подход, разработанный для биорегуляторов данной группы [4]. Этот
метод включает выделение биорегуляторов из ткани в определенных усло-
виях, которые заключаются в экстракции физиологическим раствором ткани,
неповрежденной ферментативной и механическим воздействиями. Ранее
предполагалось, что экстракция биорегуляторов является следствием их
секреции клетками печени [5–10]. Получение биорегуляторов данной группы
из замороженной ткани печени быка указывает на то, что биорегуляторы
присутствуют в ткани, очевидно, в межклеточном пространстве, из которого
“вымываются” в экстрагирующий раствор.

Исследование мембранотропной активности экстрактов печени крысы
и быка показало, что оба экстракта проявляют этот тип активности, харак-
терный для биорегуляторов данной группы [4]. В качестве примера на рис. 1
представлена диаграмма, отражающая полимодальную дозовою зависи-
мость мембранотропной активности экстракта печени быка.
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Рис. 1. Мембранотропная активность экстракта печени быка.
По абсциссе — показатель степени последовательного 10-кратного разбавления

исходного препарата; по ординате — значение показателя, отражающего
мембранотропную активность
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При высаливании тканевых экстрактов сернокислым аммонием проис-
ходит значительная очистка биорегуляторов: примесные белки переходят в
осадок, а биорегуляторы остаются в растворенном состоянии [2, 4]. Действи-
тельно, осадки экстрактов печени не обладали активностью, а супернатанты
экстрактов проявляли ее в СМД. Исследование супернатантов экстрактов
методом динамического лазерного светорассеивания, показало, что в них при-
сутствуют частицы, средний гидродинамический радиус которых составлял
70–150 нм. Распределение этих частиц в обеих фракциях супернатантов было
унимодальным. На рис. 2 представлены кривые распределения по размеру
частиц, присутствующих в супернатантах печени крыс и быка. Эти данные
совпадают с результатами исследования биорегуляторов, выделенных из
других тканей млекопитающих, и показывают, что на данной стадии очистки
биорегуляторы печени присутствуют в виде наноразмерных частиц [5–10].

При исследовании методом MALDI-TOF масс-спектрометрии в фрак-
ции супернатанта, выделенного из экстракта печени крысы, были иденти-
фицированы пептиды с мол. массой 3648 и 5024±2 Да, а из печени быка —
2112, 2170, 2866, 2940, 3009, 3151, 5026, 5237±2 Да. В этом аспекте обращает
внимание присутствие в обоих супернатантах пептида с мол. массой 5026±2 Да.
Можно предположить, что именно этот пептид входит в состав биорегуля-
торов печени млекопитающих двух видов, и что он отвечает за тканеспеци-
фическую активность биорегуляторов печени. Действительно, на модели
роллерного органотипического культивирования печени тритона in vitro,
разработанной для изучения специфической активности биорегуляторов,
выделенных из ткани печени млекопитающих [7], было показано, что оба
супернатанта оказывают практически одинаковое выраженное протекторное
действие на состояние культуры ткани печени тритона.

На рис. 3 представлены гистологические срезы интактной печени три-
тона, а также ткани после 3-х дневного роллерного культивирования. Как

Рис. 2. Распределение частиц по гидродинамическому радиусу
(метод лазерного динамического светорассеивания):

А — в растворе супернатанта экстракта печени крысы; б — в растворе супернатанта
экстракта печени быка. По абсциссе — средний гидродинамический радиус частиц;

по ординате — количество частиц с соответствующим радиусом
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видно, после культивирования в ткани печени наблюдаются процессы дегра-
дации: часть паренхиматозных клеток находится в состоянии апоптоза, нару-
шаются адгезионные и контактные межклеточные взаимодействия,  наруша-
ются процессы кроветворения.

Следует отметить сохранение структуры ткани печени и кроветворных
клеток при действии в СМД обоих супернатантов по сравнению с культурами
контрольной серии: сохраняется балочное строение ткани печени и крове-
творение в субкапсулярной области и вокруг сосудов, поддерживаются адге-
зионные, контактные взаимодействия между клетками, а также их жизне-
способность, то есть состояние ткани наиболее приближается к состоянию
интактной печени тритона.

Кроме того при добавлении в СМД супернатантов печени быка и крысы
было выявлено статистически достоверное увеличение приблизительно
на 50% площади, занимаемой меланомакрофагами в ткани печени тритона,
по сравнению с культурами контрольной серии (p<0,05), а также по сравне-
нию с интактной печенью тритона, в которой площадь, занимаемая пиг-
ментированными клетками соответствовала 2,9±0,4% от общей площади
среза (p<0,05). Различия в биологическом действии обоих супернатантов
не было обнаружено (p>0,5) (табл.).

Последнее можно ценить как стимулирование в печени тритона защит-
ной функции ткани, которая развивается в ответ на повреждающие условия
культивирования.

 

Рис. 3. Гистологические срезы печени тритона:
а — интактная печень тритона; б — после 3-х дневного органотипического
роллерного культивирования, без добавления биорегуляторов (контроль); в — после
3-х дневного органотипического роллерного культивирования, при добавлении
супернатанта экстракта печени быка; г — после 3-х дневного органотипического
роллерного культивирования, при добавлении супернатанта экстракта печени крысы
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Из литературных источников известно, что у хвостатых амфибий при
неблагоприятных условиях (изменение температуры, интоксикация, гипоксе-
мия и др.) меланомакрофаги печени, являющиеся аналогами клеток Купфера
млекопитающих, способны образовывать крупные скопления [11]. Эти клетки
располагаются как в кортикальном слое, так и в паренхиме печени, часто
по периферии сосудов и в лимфатических щелях, в основном, в виде скопле-
ний темно-бурого или черного цвета, окруженных соединительнотканными
клетками, идентичными кортикальным. Основной функцией меланомакро-
фагов печени амфибий, как и купферовских клеток у млекопитающих, явля-
ется фагоцитоз различных бактерий, вирусных частиц, клеточного детрита
и  другие частицы размером до 10 нм, а также осуществление процессов
детоксикации организма [11–14]. При неблагоприятных условиях внешней
среды, а также при интоксикации организма у амфибий в печени увеличива-
ется площадь кластеров меланомакрофагов [11]. Поэтому экспериментально
установленный факт влияния биорегуляторов, выделенных из печени мле-
копитающих двух видов, на площадь пигментированных клеток в печени
тритона еще раз подтверждает гепатопротекторное действие этих эндоген-
ных веществ.
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Резюме
Показано, что биорегуляторы, выделенные из печени быка и крысы, оказывают

в сверхмалых дозах гепатопротекторное действие на экспериментальной модели
роллерной органоспецифической культуры печени тритона Pleurodeles waltl. В сос-
тав данных биорегуляторов входит пептид с молекулярной массой 5026±2 Да, ответ-
ственный за их тканеспецифическую активность.

It was shown that bioregulators isolated from bovine and rat livers, hepatoprotective
effect at ultra low doses on the experimental model roller organotypic liver culture of
newt Pleurodeles waltl. There is a peptide with molecular weight of 5026±2 Da, respon-
sible for tissue-specific activity of bioregulators in their composition.

Показано, що біорегулятори, виділені з печінки бика і пацюка, мають у надма-
лих дозах гепатопротекторну дію на експериментальній роллерній моделі  органо-
специфічної культури печінки тритона Pleurodeles waltl. До складу даних біорегуля-
торів входить пептид з молекулярною масою 5026±2 Да, відповідальний за їх ткани-
носпеціфічну активність.
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АНАЛИЗ КОМПЕТЕНЦИИ К AGROBACTERIUM-
ОПОСРЕДОВАННОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ МОРФОГЕННОГО

КАЛЛУСА ИНБРЕДНЫХ ЛИНИЙ КУКУРУЗЫ
Для кукурузы (Zea mays L.) предложен ряд способов генетического

улучшения этой культуры современными биотехнологиями [1–5], которые
показали, что при разработке системы методов Agrobacterium-опосредо-
ванной трансформации в качестве экспланта целесообразно использовать
незрелые зародыши или апикальные меристемы побега. Несмотря на то,
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что и другие ткани (в частности, мезокотиля) могут подвергаться агробак-
териальной инфекции, предпочтение имеют экспланты, с использованием
которых максимально может реализовываться морфогенетический потен-
циал и в конечном итоге могут быть получены трансгенные растения-регене-
ранты. К их числу в первую очередь относятся незрелые зародыши. Однако
способность к образованию из них эмбриогенного каллуса присуща далеко
не всем инбредным линиям кукурузы, что существенно ограничивает возмож-
ности генетической трансформации. Поэтому заслуживают внимание ряд
эффективных протоколов регенерации de novo кукурузы, где как эксплант
используются сегменты побега, содержащие меристематические ткани [2, 3].

При Agrobacterium-опосредованной трансформации критическим
этапом является перенос Т-ДНК в тотипотентные клетки растений. Одной
из проблем, связанной с этим процессом, является значительное снижение
или даже потеря морфогенетического потенциала, а также гибель клеток
морфогенного каллуса. В связи с этим цель данной работы состояла в анали-
зе морфогенетического потенциала и компетентности к агробактериальной
инфекции каллуса инбредных линий кукурузы при разных условиях их ино-
куляции агробактерией.

Материалы и методы
Для получения морфогенного каллуса использовали сегменты побегов

5–7-дневных проростков инбредных линий кукурузы селекции ИФРГ НАН
Украины — Л390, 1551, 1552, 1553, 1554, 1555, 1556, 1557, 1558, 1560, 1561,
1563, 1564, 1565, 1568, 1569, 1570, 1572, 1589, 1835, 1839, 1862, 1890, 1675,
1677, 2083. Стерилизацию зрелых зерновок проводили путём последователь-
ной обработки этанолом 70% в течение 5 минут, затем промывали стериль-
ной дистиллированной водой и помещали на 30 минут в 5% раствор коммер-
ческого отбеливателя, трижды промывали стерильной дистиллированной
водой. Зрелые зерновки проращивали в чашках Петри (100·15 мм) на разных
питательных средах [3, 7] при 16-часовом фотопериоде, 25–27 °С. В качестве
эксплантов использовали узелковый сегмент побега (УСП), в котором со-
держится и меристематическая зона. Данный сегмент разрезали вдоль и по-
мещали раневой поверхностью на MSW среду согласно Сидорову с соавт.
[3]. Для индукции морфогенного каллуса анализировали питательные среды
на основе МС-среды, варьируя различными сочетаниями гидролизата
казеина, мезоинозита, 2,4-Д, БАП, кинетина, аспарагина, ИУК, НУК, ИМК.
Эти среды содержали 2% сахарозы, 0,5% агара, pH 5,8–6,1 до автоклавиро-
вания.

Инокуляцию ночной культурой агробактерии (среда LB) проводили 1
и 2 часа (оптическая плотность при l 660 нм составляла 0,4 и 0,8 О.Е.),
с и без ультразвуковой обработки (5 с при 22 кГц на ультразвуковом дис-
пергаторе УЗДН-1 У4.2, Россия). Исследования проводили используя морфо-
генный каллус полученный от эксплантов — продольно разрезанных УСП,
культивируемых на упомянутой выше MSW-среде [3]. Agrobacterium-опосре-
дованную трансформацию каллуса осуществляли штаммом LBA 4404,
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содержащим вектор с геном nptII. Для селекции использовали 50 мкг/мл
канамицина, в присутствии 500 мкг/мл цефотаксима. Интродукцию Т-ДНК
в геном кукурузы определяли по наличию гена nptII методом ПЦР с ис-
пользованием праймеров kanpr2 (5’-CCT GAA TGA ACT CCA GGA GGA
GGC A -3’) и kanpr6 (5’-GCT CTA GAT CCA GAG TCC CGC TCA GAA G -3’),
где размер амплифицированного фрагмента составляет 649 п.н. ДНК выде-
ляли согласно модифицированному нами методу Деллапорта [8]. Состав реак-
ционной смеси был: 0,2 мМ 10×ПЦР буфер; дНТФ, по 0,2 мМ; праймеры
по 0,25 мкМ; Taq-полимераза 1 од.; концентрация ДНК составляла 10 нг/мкл.
Амплификацию фрагментов ДНК проводили на термоциклере Mastercycler
Personal 5332 (Eppendorf), используя следующий режим: первая денатурация
94 °С, 4 мин, заключительная элонгация 10 мин, 72 °С; 35 циклов: денатура-
ция при 94 °С 30 c; отжиг праймеров при 53 °С, 1 мин; элонгация 72 °С,
22 c. Для того, чтобы проверить чистоту материала, проводили ПЦР-анализ
на наличие генов агробактерии virD1. Продукты амплификации анализи-
ровали в 1,2%-ном агарозном геле при 3–4 В/см в течение 45 мин в буфере
1хТБЕ [9].

Результаты и обсуждение
Из узелкового сегмента побега 5–7-дневных проростков инбредных

линий кукурузы формировался морфогенный и неморфогенный каллус. При
этом первый из них мог индуцироваться и развиваться отдельно, одновре-
менно с неморфогенным, а также параллельно с прорастанием. Неморфо-
генная каллусная ткань была серо-желтого цвета, рыхлая, при этом наблюдалось
образование корней, однако индукции побегообразования не происходило.
Морфогенный каллус отличался тем, что был светло-желтого цвета, плотной
консистенции, характеризовался глобулярным строением. В результате
проведенной работы была показана генотипическая зависимость индукции
морфогенного каллуса из узелкового сегмента побега, где высокая частота
его образования была присуща только нескольким линиям кукурузы.

Морфогенный каллус при использовании в качестве экспланта продоль-
но расщеплённой узелковой области проростка был получен для инбредной
линии Л390. Индукцию каллуса и его культивирование осуществляли на
MSW- и MS3-среде [3], тогда как для регенерации использовали другие моди-
фикации МС-среды [3, 10].

Известно, что на процесс Agrobacterium-опосредованной трансформа-
ции могут оказывать влияние ряд факторов, в том числе условия инокуляции,
кокультивирования, тип экспланта. В связи с чем анализировали ответную
реакцию морфогенного каллуса, полученного от продольно расщеплённого
УСП указанной линии, на агробактериальную инфекцию при разных усло-
виях его инокуляции. Интродукцию Т-ДНК в геном кукурузы анализировали
методом ПЦР.

Учитывая, что в стандартных экспериментах по Agrobacterium-опосредо-
ванной трансформации кукурузы рекомендованы концентрации агробак-
терии (0,2–1,0)х109 клеток/мл [1], были использованы две различающиеся
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в 2 раза концентрации, значения которых соответствуют указанной области.
Другой момент касается продолжительности инокуляции, где также термин
обработки варьировал в два раза. Для повышения частоты переноса Т-ДНК
в клетки растений, в том числе и кукурузы, применяли метод SAAT (Sonica-
tion-assisted Agrobacterium-mediated transformation), который заключается в
кратковременной обработке растительных тканей ультразвуком в присут-
ствии агробактерии [11]. Считается, что позитивный эффект этого метода —
результат образования значительного количества репарируемых микропо-
ранений на поверхности растительных тканей, что увеличивает колонизацию
агробактерий и компетентность эксплантатов к их инфекции. В связи с чем
анализировали целесообразность использования ультразвука в указанных
выше условиях обработки.

Для определения селективной концентрации канамицина каллус выса-
живали на MSW-среду с концентрацией антибиотика (мкг/мл): 25, 50, 100,
150, 200 и выдерживали по 2 недели 3 пассажа. При концентрациях выше
25 мкг/мл наблюдалось заметное угнетение (прекращение) роста каллуса и
его некроз при дальнейшем культивировании, что и определило выбор мини-
мальной концентрации селективного агента — 50 мкг/мл.

На рис. представлены результаты ПЦР-анализа ДНК морфогенного кал-
луса линии Л390 на присутствие гена nptII.

Данные молекулярно-генетического анализа свидетельствуют, что неза-
висимо от варьирования условий инокуляции агробактерией, Т-ДНК перено-
сится в клетки каллуса и способна интродуцировать в геном кукурузы. Резуль-
таты ПЦР-анализа показали (данные не приведены), что после элиминации

1      2      3      4      5     6      7      8     9     10    11    М

Рис. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК морфогенного каллуса
кукурузы линии Л390 с использованием праймеров к селективному гену nptII
при разных условиях инокуляции штаммом LBA 4404, содержащим вектор с

данным геном (2 – 8):
время инокуляции 1 час — без (2) и с (3) обработкой ультразвуком при 0,8 О.Е.; без
(4) и с (5) обработкой ультразвуком при 0,4 О.Е.; время инокуляции 2 часа — без (6)
и с (7) обработкой ультразвуком при 0,8 О.Е.; с (8) обработкой ультразвуком при
0,4 О.Е. 1 — нетрансформированный каллус-контроль, 9 — негативный контроль,
10, 11 — контроль: листья трансгенных растений-регенерантов подсолнечника,
12 — маркер молкулярных масс — ДНК бактериофага l, гидролизованная Hind III.

Стрелкой показано амплификацию ожидаемого фрагмента длиной 649 п.о.
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агробактерии цефотаксимом примесь virD1-генов этого патогена в суммар-
ной ДНК каллуса отсутствует. Это говорит об адекватности анализированных
условий для Agrobacterium-опосредованной трансформации.

Вместе с тем, морфогенный каллус после трансформации прекращал
свой рост, темнел, со временем наблюдался его некроз, то есть анализируе-
мый каллус терял способность к реализации морфогенетического потенциала.
Это позволяет предположить, что происходит гибель клеток, возможно путём
программированной клеточной гибели, поскольку для эмбриогенного
каллуса кукурузы есть указания на этот счёт [12]. Наиболее вероятно, что по-
добная ситуация является отражением генотипических особенностей и/или
зависимости морфогенетического потенциала от типа экспланта, так как
ранее нами для иного экспланта — незрелые зародыши — было показано,
что при агробактериальной инфекции способность к индукции регенерации
у некоторых инбредных линий кукурузы сохраняется. Следует отметить,
что для анализируемого генотипа, используя в качестве экспланта незрелые
зародыши, индуцировать каллусогенез не удалось.

Таким образом, было показано, что полученный из УСП морфогенный
каллус инбредной линии кукурузы Л390 оказался компетентным к Agrobac-
terium-опосредованной трансформации независимо от анализируемых нами
условий инокуляции.
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Резюме
Исследовали морфогенный потенциал инбредных линий кукурузы, используя

в качестве эксплантов узелковый сегмент побега проростков, а также компетентность
морфогенного каллуса к агробактериальной инфекции. Показана генотипическая
зависимость реализации морфогенетического потенциала и интродукция Т-ДНК в
геном независимо от проанализированных условий инокуляции (концентрация агро-
бактерии, время инокуляции, ультразвуковая обработка).

Досліджували морфогенний потенціал інбредних ліній кукурудзи, використо-
вуючи в якості експлантів вузелковий сегмент пагону проростків, а також компетент-
ність морфогенного калусу до агробактеріальної інфекції. Показані генотипова
залежність реалізації морфогенного потенціалу й інтродукція Т-ДНК в геном неза-
лежно від проаналізованих умов інокуляції (концентрація агро бактерії, час іноку-
ляції, ультразвукова обробка).

Maize (Zea mays L.) inbred lines morphogenic potential using as explant seedling
nodal segment and competence of morphogenic callus to Agrobacterium infection were
studied. Genotype depence morphogenetic potential realization and introduction T-DNA
in genome independently from analyzed conditions of inoculation (agrobacterium concen-
tration, time of inoculation, sonication) were shown.
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Никитский ботанический сад — Национальный научный центр, Украина, 98648,
АР Крым, г. Ялта, пгт. Никита, e-mail: in_vitro@ukr.net

ОСОБЕННОСТИ ВВЕДЕНИЯ СЕГМЕНТОВ ПОБЕГА
И ИНДУКЦИИ МОРФОГЕНЕЗА IN VITRO МАСЛИНЫ

ЕВРОПЕЙСКОЙ (OLEA EUROPAEA L.)
Маслина европейская (Olea europaea L.) — одно из древнейших куль-

турных растений. Плоды маслины и получаемое из них оливковое масло —
ценные легкоусвояемые диетические продукты питания, обладающие
терапевтическим действием. В Никитском ботаническом саду собрана един-
ственная в Украине и одна из крупнейших в СНГ коллекция, насчитывающая
228 сортов и гибридов маслины [2, 4].

При использовании традиционных методов размножения (прививка,
черенкование) количество получаемых растений маслины невелико, к тому
же черенки многих сортов трудно и долго укореняются. Результаты исследо-
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ваний последних лет показали, что успешное размножение маслины возмож-
но с применением методов культуры органов и тканей. Многие учёные
Италии, Греции и других стран занимались разработкой и совершенствова-
нием биотехнологических способов размножения маслины [5–7, 9]. Боль-
шинство работ по культуре органов и тканей касались сортов средизем-
номорского происхождения. В 80-х годах прошлого столетия для получения
новых сортов в НБС-ННЦ были начаты работы по эмбриокультуре маслины
[3]. Однако особенности морфогенеза in vitro крымских сортов маслины до
настоящего времени не исследованы.

Целью нашей работы было выявить морфогенетический потенциал
органов и тканей ценных сортов маслины селекции НБС на начальных этапах
их культивирования в условиях in vitro. В задачи исследования входило
получение асептической культуры и изучение особенностей развития пер-
вичных эксплантов на агаризованной среде.

Материалы и методы
Объектами настоящего исследования служили два перспективных сорта

маслины из коллекционных насаждений НБС — ННЦ: Никитская и Никит-
ская Крупноплодная. Отбор растительного материала осуществляли с мая
по август 2009 г. с промежутком в 1–2 недели. Стерилизацию сегментов побега
проводили в несколько этапов. Растительный материал промывали в про-
точной водопроводной воде с мыльным раствором, ополаскивали проточной
водопроводной водой, затем дистиллированной водой и протирали марлевой
салфеткой, смоченной в 70%-ном этаноле. В качестве первичных эксплантов
использовали верхушки и сегменты однолетних побегов с 1–3 междоузлия-
ми. Срезав листья, экспланты помещали в стерильные стаканы и последо-
вательно обрабатывали растворами стерилизующих агентов (табл. 1).

Экспланты помещали в 70%-ный C2H5OH, затем применяли 2,5%-ный
раствор гипохлорита натрия либо 0,1%-ный раствор сулемы. Для повышения
эффективности стерилизации в растворы антисептиков добавляли детергент
Tween-80 (1–2 капли).

Экспланты, прошедшие стерилизацию, в асептических условиях выса-
живали в пробирки на агаризованную питательную среду. Длина эксплантов

Таблица 1
Схема стерилизации первичных эксплантов маслины

Этап
стерилизации

Стерилизующий
раствор Производитель Экспозиция

1 70% C2H5OH Септол, Украина 1 мин
2,5% NaClO Domestos, Великобритания 1; 1,5; 5 мин

2
0,1% HgCl2 Sigma, США 40c; 1; 2; 5 мин

3 5-кратная промывка в стерильной дистиллированной воде
4 0,1% Thimerosal Мerk, Германия 5 мин
5 5-кратная промывка в стерильной дистиллированной воде
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в зависимости от количества междоузлий составляла 0,7–3,7 см. В качестве
базовой среды использовали среду Мурасиге и Скуга [8], pH 5,2, с добав-
лением регуляторов роста: БАП и ГК. Субкультивирование эксплантов на
свежую питательную среду осуществляли каждые 6 недель. Пробирки с
эксплантами помещали в культуральную комнату с температурой 24±1 °С,
16-часовым фотопериодом и интенсивностью освещения 2000–3000 лк.

Обработку результатов экспериментов производили при помощи
методов статистического анализа: методы первичной статистической обра-
ботки, однофакторного дисперсионного анализа [1]. В таблице 3 приведены
средние арифметические и ошибки репрезентативности. Повторность опыта
была не менее 10-кратной.

Результаты и обсуждение
Стерилизация является одним из самых сложных этапов при разработке

биотехнологических приёмов размножения растений. Известно, что для
получения асептической культуры маслины применяются следующие сте-
рилизующие агенты: этанол, аскорбиновая кислота, NaClO, HgCl2, НСl
[5, 6, 9].

В наших исследованиях стерилизация оказывала различное воздействие
на экспланты исследуемых сортов маслины (табл. 2).

Так, стерилизацию 0,1%-ным раствором сулемы (не более 40 с) хорошо
перенесли сегменты побегов сорта Никитская Крупноплодная, у 53% кото-
рых на 2–3-й неделе культивирования отмечали образование микропобегов,
тогда как после стерилизации гипохлоритом натрия (5 мин) — лишь у 22%.
Контаминация эксплантов Никитской Крупноплодной при данных режимах
обработки антисептиками составила 27% и 64% в вариантах с сулемой и
гипохлоритом натрия соответственно.

Таблица 2
Выход эксплантов маслины (%) после стерилизации 0,1%-ным раствором сулемы
и 2,5%-ным раствором гипохлорита натрия

Экспозиция
5 мин 1,5-2 мин 1 мин 40 сСорт

Ин Пт Об Ин Пт Об Ин Пт Об Ин Пт Об
Никитская 17 66 17 0 100 0 9 82 9 55 30 15*

0,
1%

 H
gC

l 2

Никитская
Крупно-
плодная

0 100 0 25 75 0 0 100 0 27 20 53

Никитская 23 4 73 - - - 0 100 0 - - -

А
нт
ис
еп
ти
ки

2,
5%

 N
aC

lO

Никитская
Крупно-
плодная

64 14 22 0 100 0 33 77 0 - - -

Примечание: Ин — инфицированных; Пт — потемневших; Об — образовавших побеги; (*) —
формирования каллуса, ингибирующего развитие микропобегов и отмирание экспланта;
(-) — опыт не проводился.
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Для сорта Никитская результаты стерилизации улучшались при исполь-
зовании 2,5%-ного раствора гипохлорита натрия (5 мин). Развитие пазушных
побегов после стерилизации гипохлоритом натрия происходило у 73%
эксплантов, в то время как после стерилизации сулемой — только у 22%. При
превышении экспозиции обработки стерилизующими растворами происхо-
дило потемнение и отмирание эксплантов в течение 2–3 недель после введения
в пробирочную культуру, при снижении — увеличивалась частота контамина-
ции. Однако, по имеющимся литературным данным, сегменты однолетних
побегов маслины сорта Kalamon сохраняли жизнеспособность после обра-
ботки 10%-ным раствором NaClO в течение 10 минут [6]. Следовательно,
реакция первичных эксплантов маслины на стерилизацию тем или иным
антисептиком носит сортоспецифичный характер.

В таблице 3 представлены результаты эксперимента по инициации
развития в условиях in vitro первичных эксплантов сортов Никитская и Ни-
китская Крупноплодная, отобранных в июле 2009 г.

У сохранивших жизнеспособность эксплантов на 7–10-е сутки культи-
вирования происходила активизация развития пазушных почек. Частота
индукции развития меристем на эксплант для обоих сортов составило в
среднем 65–70%. При использовании верхушек побегов с 2–3 междоузлиями
было отмечено развитие микропобегов только из пазушных меристем, но
не из апикальных. Верхушки побегов в течение 3 недель засыхали и отмирали,
или были отделены от жизнеспособной части экспланта рыхлым каллусом.

Среди эксплантов сорта Никитская, обработанных разными стерили-
зующими агентами, в течение четырёх недель культивирования не было
выявлено существенного различия по скорости роста микропобегов. Однако
на пятой неделе культивирования в варианте опыта с сулемой произошло
отделение микропобегов от основного экспланта и отмирание эксплантов
вследствие интенсивного нарастания каллуса. Каллус рыхлый, полупро-
зрачный, жёлтой или светло-зелёной окраски, формировался на местах среза

Таблица 3
Формирование микропобегов первичными эксплантами маслины

Длина микропобегов, см

Сорт

Размер
первич-
ных экс-
плантов,

см

Анти-
септик

Коли-
ческтво раз-
вившихся
почек на

эксплант, %
2 недели 4 недели 6 недель

NaClO 67,3±5,0 0,28±0,01 0,47±0,02 0,67±0,08Никитская 1,0-3,7
HgCl2 64,9±4,3 0,31±0,08 0,50±0,10 –*
NaClO 75,0±7,4 0,52±0,08 1,17**±0,18 1,75**±0,23Никитская

Крупно-
плодная

1,3-3,2
HgCl2 69,2±10,3 0,49±0,10 0,61±0,07 0,89±0,12

Примечание: (*) — формирования каллуса, ингибирующего развитие микропобегов и
отмирание экспланта; (**) — величина достоверно отличается от результата в варианте с
сулемой (p=0,95).
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или отделения листового черешка. В варианте с гипохлоритом натрия микро-
побеги продолжали нормально развиваться без образования или с образова-
нием незначительного количества каллуса, и спустя 6 недель с момента
введения эксплантов в условия in vitro они достигали в среднем длины
0,67±0,08 см.

Для эксплантов сорта Никитская Крупноплодная влияние антисептиков
на формирование микропобегов было отмечено начиная с 4-й недели
культивирования. В варианте с гипохлоритом натрия микропобеги росли
быстрее, чем в варианте с сулемой. Спустя 6 недель культивирования длина
микропобегов на эксплантах, обработанных раствором гипохлорита натрия,
составила в среднем 1,75±0,23 см и раствором сулемы — 0,89±0,12 см.

Полученные микропобеги спустя 6 недель с момента введения в культу-
ру in vitro черенковали на сегменты длиной 0,3–1,0 см с разным количеством
междоузлий и субкультивировали на свежую среду. Верхушки микропобегов
с 2–3 листьями, а также сегменты длиной до 0,5 см с 1 междоузлием
и 2 листьями погибли спустя 2 недели после субкультивирования. В то же
время характерной особенностью эксплантов длиной 0,5–1,0 см, имеющих
2–4 междоузлия и не менее 4 листьев, была 100% жизнеспособность.

У субкультивированных микропобегов уже в первом пассаже произошла
приостановка роста. В течение 7 недель культивирования развитие пазушных
почек наблюдали только у 7% эксплантов сорта Никитская, причём вновь
образовавшиеся побеги прекращали расти, достигнув длины 0,3–0,4 см.
В базальной части микропобегов обоих сортов формировалось утолщение
из плотного тёмно-бурого каллуса. Во втором пассаже роста также не отмеча-
ли, но происходило постепенное отмирание побегов, что могло быть вызвано
длительным промежутком между пассажами (1,5 месяца) и исчерпанием
ресурсов питательной среды. Исследования продолжаются.

Выводы
1. Выбор способа стерилизации влиял на жизнеспособность первичных

эксплантов исследуемых сортов маслины. Так, для обработки сегментов
побега сорта Никитская Крупноплодная предпочтительно использовать
0,1%-ный раствор сулемы в течение 40 с, а для сорта Никитская — 2,5%-
ный раствор гипохлорита натрия в течение 5 мин. Последействие гипохлори-
та натрия на рост и развитие микропобегов исследуемых сортов маслины
было менее ингибирующим по сравнению с сулемой.

2. Скорость роста микропобегов сорта Никитская Крупноплодная в
нулевом пассаже была выше, чем у сорта Никитская при аналогичных режи-
мах стерилизации.

3. Для сохранения жизнеспособности эксплантов необходимо увеличить
частоту субкультивирований, а также подобрать оптимальные концентрации
регуляторов роста в среде для развития микрочеренков и микропобегов.
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Резюме
Начаты исследования по получению асептической культуры двух сортов Olea

europaea L. селекции НБС-ННЦ. Разработаны способы стерилизации сегментов побе-
га с применением 2,5%-ного раствора NaClO или 0,1%-ного раствора HgCl2. Индуци-
рована регенерация in vitro микропобегов у сортов Никитская и Никитская Крупноплодная.

Розпочато дослiдження з отримання асептичної культури двох сортiв Olea euro-
paea L. селекцiї НБС-ННЦ. Розроблено способи стерилiзацiї сегментiв пагону з
використанням 2,5%-ого розчину NaClO або 0,1%-ого розчину HgCl2. Iндуковано
регенерацiю in vitro мiкропагонiв сортiв Нiкiтская та Нiкiтская Крупноплодная.

The investigation of obtaining the aseptic culture in two Olea europaea L. cultivars,
bred in NBG-NSC, has been started. The methods of shoot segments sterilisation with
2,5% NaClO or 0,1% HgCl2 have been worked out. The in vitro regeneration of olea
microshoots cvs. Nikitskaya and Nikitskaya Krupnoplodnaya has been induced.
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РОЗМНОЖЕННЯ ПРЕДСТАВНИКІВ РОДУ CRATAEGUS L.
У КУЛЬТУРІ IN VITRO

Однією з цінних малопоширених плодових рослин є рід Сrateugus.
У садівництві враховуються не лише корисні харчові та лікувальні власти-
вості, а й декоративні характеристики культури.
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У природних умовах глід розмножується насінням, а в плодівництві і
декоративному садівництві використовують вегетативні способи. Проте
насіння проростає через 2–3 роки після посіву, а вегетативне розмноження
не завжди дає позитивні результати [1, 3, 6].

Успішне впровадження в плодівництво і декоративне садівництво пред-
ставників роду Сrateugus залежить від ефективних методів масового розмно-
ження і вирощування садивного матеріалу. Завдяки відпрацьованій технології
культури in vitro можливо швидко і в потрібній кількості отримати звільнений
від патогенних організмів садивний матеріал генетично ідентичний батьків-
ській рослині.

Матеріал та методи
У дослідженні використовували експланти з 3–5-річних рослини видів

роду Сrateugus: C. almaatensis A. Pojark., C. arnoldiana Sarg., C. pentagyna
Waldst et Kit.

У роботі використовували методи культури рослинних тканин та ін-
дукції морфогенних процесів in vitro, викликаних гормонами. Культивування
експлантів проводили у культуральній кімнаті з кондиційованим повітрям
на скляних стелажах при температурі 25±1 °С, відносній вологості повітря
70–75%, фотоперіоді 16 годин і штучному освітленні інтенсивністю 3–5 тис.
люкс. Посуд, матеріали, інструменти та живильні середовища стерилізували
згідно загальновживаних методик [2, 4].

Використання стерилізації вихідного матеріалу сприяє вивільненню
його від епіфітних мікроорганізмів та грибів. Для підбору оптимальних сте-
рилізаторів випробували водні розчини різних хімічних реагентів, зокрема
2,5% гіпохлорид натрію, 0,1% дихлорид ртуті та 1,0% нітрат срібла при
різних експозиціях. Найбільш ефективним для всіх видів виявилося ви-
користання 0,1% дихлориду ртуті при експозиції 10 хв [5].

Регенерацію мікропагонів здійснювали на різних живильних середо-
вищах: Драйвера і Куніюки (DKW) [7], Ллойда і Мак Коуна (WPM) [8],
Мурасіге — Скуга (МS) [9], які модифіковані стимуляторами росту, сахаро-
зою 30 г/л та агар-агаром 8 г/л. Використані фітогормони: цитокінини —
6-бензиламінопурин (БАП), ауксини — β-індолилоцтова кислота (ІОК),
β-індолилмасляна кислота (ІМК), α-нафтилоцтова кислота (НОК).

Результати та обговорення
Вивчення здібності до адвентивної регенерації різних видів глоду про-

водилось на шести варіантах живильних середовищ, відібраних експери-
ментальним шляхом, які б забезпечували коефіцієнт розмноження більше
двох (табл.).

Меристематичні верхівки і бруньки, взяті як експланти, при культи-
вуванні на штучних живильних середовищах починали розвиватися через
10–15 діб. Наступне пасажування на свіже виготовлене живильне середови-
ще проводили через 10–15 тижнів.

Коефіцієнт розмноження під час першого пасажу дорівнював нулю, під
час другого спостерігалася проліферація адвентивних бруньок. При наступ-
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них пасажах експланти утворювали конгломерати, які складалися не лише з
бруньок, але й з пагонів. Для збільшення коефіцієнту розмноження у перших
пасажах конгломерати бруньок і пагонів не розділяли на окремі одиниці, а
переносили великими частками.

Оцінку ефективності середовищ та облік коефіцієнта розмноження про-
водили після четвертого пасажу. Кожен окремий вид потребує індивідуаль-
ного підбору живильних середовищ (рис. 1).

При культивуванні рослин на середовищі I у всіх видів коефіцієнт роз-
множення знаходився в межах від 1,0 до 3,9. У II варіанті спостерігали підви-
щення коефіцієнта розмноження до 3,9–5,5. На середовищі ІІІ у експлантів
виду C. almaatensis було отримано найбільш високий коефіцієнт розмно-
ження (9,8). Середовище IV сприяло збільшенню коефіцієнту розмноження
у виду C. pentagyna до 9,2. А при культивуванні експлантів виду C. arnoldiana
на середовищі V коефіцієнт розмноження склав 8,5. Середовище варіанту VI
сприяло зниженню виходу мікроклонів у всіх досліджених видів до 4,1–5,4.

Культивування експлантів на даних середовищах забезпечило активний
ріст як центрального, так і формування додаткових адвентивних пагонів на
18–24 добу (рис. 2).

Таблиця
Вміст фітогормонів у модифікованих живильних середовищах, мг/л

Фітогормони, мг/лВаріант
середовища

Мінеральна
основа БАП ауксини

I MS 0,5 0,1 НОК
II MS 0,75 0,3 ІМК
III WPM 1,0 0,1 IOK
IV DKW 1,5 0,01 IOK
V MS 1,5 —
VI MS 2,0 —

Рис. 1. Коефіцієнт розмноження представників роду Grateugus в залежності
від вмісту фітогормонів
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Впродовж наступних 25–35 діб було сформовано від 2 до 10 пагонів.
У процесі розмноження отримані пагони мікроклонували кожних 35–

50 діб, для цього експланти завдовжки 3–6 см відокремлювали від мате-
ринської рослини та розділяли на частини розміром близько 2–3 см за-
вдовжки.

Таким чином, наші дослідження засвідчили: на процеси морфогенезу
у представників роду Crataegus впливає як мінеральна основа, так і гормо-
нальний склад живильних середовищ; доцільно здійснювати підбір живиль-
них середовищ для кожного виду окремо.
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Резюме
Представлены результаты сравнительного анализа регенерационной способ-

ности представителей рода Crataegus в культуре in vitro. Проанализировано влияние
минеральной основы и гормонального состава питательных сред на морфогенные
процессы.

Представлено результати порівняльного аналізу регенераційної здатності
представників роду Crataegus у культурі in vitro. Проаналізовано вплив мінеральної
основи та гормонального складу живильних середовищ на морфогенні процеси.

The results of comparative analysis of the genus Crataegus representatives regene-
rative ability in the in vitro culture are given. An impact of mineral basis and hormonal
composition of nutrient mediums on the morphogeny processes was analyzed.
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ГЕНЕТИЧНІ ЕЛЕМЕНТИ, ЩО РЕГУЛЮЮТЬ ПРОДУКЦІЮ
МОЕНОМІЦИНІВ У STREPTOMYCES GHANAENSIS

Сьогодні спостерігається значне пожвавлення інтересу до впровадження
нових класів антибіотиків і фосфогліколіпідний антибіотик моеноміцин А
(Мм, рис.) розглядається як одна із найперспективніших моделей у галузі
розробки протибактерійних препаратів. Його продукує низка стрептоміцетів,
зокрема Streptomyces ghanaensis. Моеноміцин А — єдиний відомий природ-
ний інгібітор глікозилтрансфераз (трансглікозилаз), що задіяні у передостан-
ньому кроці біосинтезу пептидоглікану у бактерій [3]. Моеноміцин А виявляє
активність у субнаномолярних концентраціях, що є найкращим показником
серед усіх відомих антибіотиків. Він пригнічує метицилін- та ванкоміцин-
резистентні бактерії. Сьогодні проводяться інтенсивні дослідження, спря-
мовані на створення похідних Мм за допомогою методів хімічного синтезу
і генно-інженерних маніпуляцій [5, 7]. Гени біосинтезу Мм клоновано і
секвеновано, а також встановлено основні етапи його біосинтезу [5, 6].
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Водночас, механізми регуляції цього процесу не вивчено. Гени біосинтезу
моеноміцину А у S. ghanaensis зосереджені у двох кластерах, але на відміну
від більшості досліджених кластерів генів синтезу антибіотиків, в них не
виявленого жодного регуляторного гена. Доведено, що застосувавши генно-
інженерні підходи, можна отримати похідні Мм з покращеними фармакокі-
нетичними параметрами, проте, їхній біосинтез відбувається на надзвичайно
низькому рівні [5]. Метою роботи є пошук і дослідження генів, які потен-
ційно задіяні у регуляцію біосинтезу а моеноміцину А та опрацювання під-
ходів до отримання штамів з підвищеним синтезом цього антибіотика.

Матеріали і методи
У роботі використано штами актиноміцетів S. ghanaensis ATCC14672,

S. albus J1074, S. lividans TK24 та 1326, S. coelicolor M145 і M512, а також
їхні похідні. Escherichia coli DH5a використали для маніпуляцій з субкло-
нування ДНК, а E. coli ET12567 (pUB307) — для проведення міжродових
кон’югацій. Як тест-культуру для визначення антибіотичної активності
штамів актиноміцетів використали Bаcillus cereus ATCC19637. Актиноміцети
вирощували на вівсяному середовищі [1], а також у середовищах TSB і R5A
[2] при температурі 28 °С, а E. сoli — у середовищі LB при 37 °С. Схрещу-
вання E. сoli — Streptomyces проводили на вівсяному середовищі згідно
описаної методики [1] Антибіотичну активність штамів актиноміцетів визна-
чали методом дифузії в агар і методом LS-MS .Виділення препаратів сумарної
та плазмідної ДНК, обробку ДНК ендонуклеазами рестрикції, Т4-ДНК-лі-
газою, електрофоретичний аналіз ДНК, полімеразну ланцюгову реакцію,
трансформацію E. сoli проводили за стандартними методиками [2]. Аналіз
in silico геномів S. ghanaensis і S. albus J1074 проводили, використовуючи
такі програмні продукти, як Glimmer, Prodigal, BLAST, Elph, tRNAscan і
Artemis.

Результати та обговорення
Використання штамів S. lividans, S. coelicolor і S. albus як гетероло-

гічних господарів для експресії генів біосинтезу моеноміцинів. У попе-
редніх роботах нами показано можливість синтезу моеноміцинів за гетеро-
логічних умов з використанням S. lividans TK24 [5, 6]. Проте рівень синтезу Мм
був доволі низьким. До того ж продукування вихідним штамом S. lividans
забарвлених метаболітів актинородину та ундецилпродегіозину значно
утруднювало виявлення Мм. Тому ми вирішили перевірити штами S. albus
і S. coelicolor щодо можливості ними синтезу Мм. S. albus J1074 широко
використовують як гетерологічний господар для синтезу різноманітних
сполук. Він характеризується дрібнодисперсним ростом і не синтезує забарв-
лених метаболітів. S. albus J1074 є чутливим до МмА, тому нами отримано
мутант S. albus R1, стійкий до цього антибіотика.

Як гетерологічні господарі використано два штами S. coelicolor — М145
(продуцент антибіотиків актинородину та ундецилпродегіозину) та його
похідний M512 ДactII-orf4, ДredD. У М512 делетовані гени шлях-специ-
фічних активаторів біосинтезу згаданих антибіотиків, тому він їх не синтезує.
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Для досягнення поставленої мети сконструйовано косміду moeno38-5, що
містить гени біосинтезу безхромофорних похідних МмА. Косміду перене-
сено у вищезазначені штами актиноміцетів за допомогою міжродової кон’ю-
гації E. coli — Streptomyces. Усі штами, що несли цю косміду, синтезува-
ли Мм. Результати LC-MS засвідчують, що S. coelicolor M512 moeno38-5+

синтезує приблизно у три рази менше антибіотика, ніж S. coelicolor M145
moeno38-5+. Можливо, шлях-специфічні регулятори ActII-ORF4 та RedD,
гени яких відсутні у M512, впливають на синтез Мм. Мутант S. albus R1
moeno38-5+, стійкий до Мм, продукує більше Мм, ніж чутливій до нього
штам S. albus J1074 moeno38-5+. Рівень синтезу Мм у S. abus R1 moeno38-5+

приблизно у два рази вищий, ніж у штамів S. lividans. У той час S. coelicolor
M512 moeno38-5+ продукує у 30 разів менше Мм, ніж S. albus R1 moeno38-5+.
Ми також порівняли синтез Мм двома штамами S. lividans, що містять зга-
дану косміду — диким типом 1326 та його мутантом ТК24 з мутацією у
гені rpsL, що кодує рибосомальний білок S12. Однак на відміну від S. lividans,
де мутація rpsL зумовлювала значне зростання синтезу актинородину [4],
вона не впливала на синтез Мм у S. lividans TK24 moeno38-5+. Отримані дані
свідчить про штамову та видову залежність синтезу МмА. Отже, серед про-
аналізованих штамів найкращим гетерологічним господарем для експресії
клонованих генів біосинтезу моеноміцинів є S. albus R1.

Титрування промоторів генів moeO5 і moeE5. Гени moeE5 і moeO5
контролюють перші кроки біосинтезу моеноміцину A у S. ghanaensis [5].
Продукт гена moeO5 — пренілтрансфераза, що каталізує утворення С15
ліпід-фосфогліцерату із фарнезил-пірофосфату і моеноциніл-пірофосфату.

Моеноміцин А:

Пізній попередник 1:

Пізній попередник 2:

Рис. 1. Структурні формули молекул моеноміцинів. Моеноміцин А та пізній
попередник 1 накопичуються штамом S. ghanaensis, а пізній попередник 2

синтезується гетерологічними господарями
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MoeE5 — епімераза, яка перетворює УДФ-глюкуронову кислоту у УДФ-
галактуронову кислоту, і тим самим постачає перший цукор для біосинтезу
МмА [6]. Ми припустили, що промотори цих генів можуть бути основними
мішенями дії різних транскрипційних регуляторів. Для того, щоб оцінити
вплив на них регуляторів ми використали метод титрування промоторів.
Повну послідовність промоторів генів moeE5 і moeO5 ампліфіковано і кло-
новано в мультикопійну плазміду pSOK101. Отримані рекомбінантні плаз-
міди рSOKmoeO5p і pSOKmoeE5p, перенесено у штами S. ghanaensis
і S. albus R1moe38-5+. Порівняли рівень продукції Mм у штамів, що несуть
клоновані промотори — S. ghanaensis (+pSOKmoeO5p), S. ghanaensis
(+pSOKmoeЕ5p), S. albus R1 (+moe38-5; +pSOKmoeO5p), і S. ghanaensis, що
несе лише вектор pSOK101, а також у S. albus R1 з цим вектором і космідою
moe38-5. Штами, які містять обидві мультикопійні плазміди з клонованими
промоторами, синтезують менше Мм, контрольні штами. Падіння рівня
синтезу антибіотика є більшим в штамів, що містять pSOKmoeO5p. Мета-
боліти S. ghanaensis (+pSOKmoeO5p) проаналізовано з допомогою методу
ВЕРХ-МС. Отримані результати свідчать про падіння продукції Мм у більш,
ніж чотири рази порівняно з контрольним штамом. Ці дані дають змогу
припустити, що з промоторними ділянками ключових генів біосинтезу МмА
moeE5 і moeO5 імовірно зв’язуються позитивні транскрипційні регулятори.

Вивчення впливу глобальних регуляторних генів на біосинтез моено-
міцинів штамами актиноміцетів. Відсутність регуляторних генів, асоційо-
ваних із кластерами генів біосинтезу Мм, а також результати попередніх
дослідів, дали змогу припустити, що деякі глобальні регуляторні елементи
можуть впливати на синтез МмА. Низку глобальних регуляторів добре
вивчено у S. coelicolor, тому ми провели аналіз in silico наявності їхніх гомо-
логів у геномах S. ghanaensis і S. albus, які частково секвеновано.

Проаналізовано 10 імовірних генів негативної та 10 — позитивної
регуляції. Усі вони присутні у геномі S. ghanaensis і більшість (16 із 20) —
у S. albus. Вивчено вплив генів глобальних регуляторів relA, afsS, afsR, nsdAgh
і atrAgh на рівень синтезу МмА, за умови їхньої надекспресії у штамі дикого
типу S. ghanaensis, а також S. abus R1 moeno38-5+. Ці гени клоновано у складі
плазмід pIJ6085, pKCafsS pIJ2476 та перенесено у згадані штами. Надекс-
пресія гена relA у S. ghanaensis спричиняла зростання синтезу MmA удвоє
порівняно з вихідним штамом, тоді як afS і afsR достовірно не підвищували
рівень синтезу антибіотика. Так само S. albus R1 moeno38-5+, в якому кло-
новано ген relA+, продукує у два рази більше антибіотика, ніж S. abus R1
moeno38-5+. Надекспресія гена afsS зумовлювала зростання синтезу сполуки
на 25%, а гена afsR — суттєво не впливала на біосинтез моеноміцинів. З’ясо-
вано, що гени nsdAgh і atrAgh не впливають на синтез Мм за умов їхньої
надекспресії у штамі S. ghanaensis. З усього сказаного випливає, що синтез
МмА підлягає впливу певних глобальних регуляторів. Доведено можливість
використання глобальних регуляторних елементів задля створення штамів
зі збільшеним рівнем синтезу моеноміцинів.
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Висновки
1.Як гетерологічні господарі для синтезу моеноміцину А можна вико-

ристати S. albus, S. coelicolor і S. lividans. Серед проаналізованих штамів
найкращим гетерологічним господарем є S. albus R1, що несе косміду moe-
no38-5 з генами, які забезпечують біосинтез безхромофорних похідних МмА.

2. З промоторними ділянками ключових генів біосинтезу моеномі-
цину А moeE5 і moeO5 імовірно зв’язуються позитивні транскрипційні
регулятори.

3. Біосинтез моеноміцину А підлягає впливу певних глобальних регу-
ляторів. Надекспресія гена relA як у штамі дикого типу S. ghanaensis, так і
гетерологічному господарі S. albus R1moe38-5+, спричиняє зростання син-
тезу антибіотика.

4. Мутація rpsL не впливає на синтез моеноміцину у клітинах гетероло-
гічного господаря S. lividans TK24 moeno38-5+.
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Резюме
З’ясовано, що штами Streptomyces coelicolor, S. albus і S. lividans можуть бути

використані як гетерологічні господарі для експресії генів біосинтезу моеноміцинів,
клонованих з S. ghanaensis. Надекспресія глобального регуляторного гена relA як у
штамі дикого типу S. ghanaensis, так і гетерологічному штамі S. albus R1moe38-5+,
спричиняє зростання синтезу моеноміцинів.

Установлено, что штаммы Streptomyces coelicolor, S. albus и S. lividans можно
использовать как гетерологические хозяева для экспресии генов биосинтеза моеноми-
цинов, клонированых из S. ghanaensis. Повышенная экспрессия гена глобального
регуляторного гена relA как в штамме дикого типа S. ghanaensis, так и гетерологиче-
ском штамме S. albus R1moe38-5+, обуславливает возростание синтеза моеномицинов.

It has been shown that strains Streptomyces coelicolor, S. albus and S. lividans can
be used as heterologous hosts for expression of the biosynthetic genes from moenomycin
cluster of S. ghanaensis. Overexpression of the global regulatory gene relA in both wild
type strain S. ghanaensis and heterologous strain S. albus R1moe38-5+ led to increase of
moenomycin production.
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ИЗМЕНЕНИЯ В СОСТАВЕ ЖИРНЫХ КИСЛОТ
У ТРАНСФОРМИРОВАННЫХ РАСТЕНИЙ РАПСА,

ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ ГЕН CYP11A1 ЦИТОХРОМА Р450SCC
ЖИВОТНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Цитохромы Р450 — цитохром-зависимые могооксигеназы — это белки,
вовлечённые в процессы биосинтеза регуляторных соединений, в том числе
стероидных гормонов [1]. Растения табака Nicotiana tabacum cv. Petit Havana
SR1, в ядро которых был интегрирован ген cyp11А1 цитохрома Р450SCC жи-
вотного происхождения, опережали контрольные в среднем на две недели
по темпам роста и развития, характеризовались увеличением количеств рас-
творимого белка, растворимых и нерастворимых углеводов, возрастанием
биомассы [2]. Наблюдаемый фенотипический эффект авторы объясняли
влиянием новых биологически-активных стероидных веществ, не харак-
терных для растений дикого типа. В нашей лаборатории были получены био-
технологические растения сельскохозяйственно ценных видов — рапса [3]
и картофеля [4], в ядерный геном которых был введён упомянутый выше ген.

 Поскольку рапс является третьей по количеству производимого расти-
тельного масла (после пальмы и сои [5]) масличной культурой в мире, пред-
ставляло интерес изучение влияния введённого гена на качественный и
количественный состава жирных кислот в трансформированных растениях
рапса.

Материалы и методы
Растительный материал. В качестве анализируемого материала ис-

пользовали выращиваемые в условиях закрытого грунта и в условиях асепти-
ческой культуры трансформированные растения ярового рапса (Brassica
napus L. var. oleifera DC., сорт Мария), несущие в ядерном геноме ген
cyp11A1 цитохрома Р450SCC из митохондрий коры надпочечников быка [3].

Газовая хромато-масс-спектрометрия эфиров жирных кислот. Вы-
деление жирных кислот и образование их метиловых эфиров для проведения
газо-хроматографических анализов проводили одноэтапно по методике [6].
Для определения использовали семена, полученные при самоопылении
растений исходного сорта и первичных трансформантов в условиях теплицы.
Кроме того, анализировали состав жирных кислот в листьях трансформантов
Т0 и Т1-поколения.

Для приготовления образцов навеску семян (50 мг) измельчали в ступке,
переносили в стеклянные пробирки с закручивающимися крышками, кото-
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рые имели тефлоновые прокладки, и добавляли сначала 3,3 мл реакционной
смеси, состоявшей из метанола:толуола:Н2SO4 в объёмном соотношении
44:20:2, затем 1,7 мл гексана. Пробирки выдерживали на водяной бане при
80 °С в течение 2 час. После охлаждения при комнатной температуре
отбирали верхнюю фазу, в которой и концентрировались образовавшиеся
метиловые эфиры жирных кислот. рН раствора доводили до нейтрального
насыщением 1н раствором фосфата натрия.

Жирные кислоты из листьев выделяли аналогично, используя 400 мг
нарезанных скальпелем листьев для каждой пробы. Полученные образцы
имели рН раствора, не требующий изменений перед проведением анализа.

Определение метиловых эфиров жирных кислот проводили на газовой
хромато-масс-спектрометрической cиcтеме Agilent 6890N/5973inert с капил-
лярной колонкой DB-FFAP (30м·0,25мм·0,25мкм) (J&W Scientific). Темпера-
турная программа от 150 °С до 220 °С с градиентом 2°/мин, температура
испарителя — 250 °С. В качестве газа-носителя использовали гелий со
скоростью потока 1 мл/мин. Идентификацию проводили при помощи
библиотеки масс-спектров NIST 02 и стандартной смеси метиловых эфиров
жирных кислот бактерий (Supelco).

Результаты и обсуждение
Анализ спектров жирных кислот, выделенных из листьев Т0 и Т1 поко-

ления трансформантов, показал, что качественный состав жирных кислот
остаётся без изменений (рис. А).

Отмечено, что у первичных трансформантов значительно повышается
доля ненасыщенной пальмитиновой (С16:0) кислоты, меньше меняются
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Рис. Относительное количество жирных кислот:
А — в листьях: 1 — исходный рапс, сорт Мария, 2, 3 — первичные трансформанты,
линии Т0 12/93/14 и Т0 12/93/18), 4, 5, 6 — трансформанты Т1-поколения (линии Т1
12/93/2б, Т112/93/12б, Т112/93/14в); Б — в масле семян: 1 — исходный рапс, сорт
Мария, 2–5 — Т1-поколение трансформантов (линии Т112/93/14в, Т112/93/1а,

Т112/93/2б, Т112/93/12б)
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количества С16:3 кислоты, падает почти вдвое синтез линолевой (С18:2)
кислоты. Доля основной для листьев рапса жирной кислоты — линоленовой
(С18:3) остаётся без изменений (рис. А).

В первом поколении трансформированных растений продолжают
наблюдаться изменения в соотношении жирных кислот. Доля пальмитиновой
кислоты снижается по сравнению с первичными трансформантами, но
остаётся выше, чем у исходных растений. Синтез С16:3 кислоты умень-
шается по сравнению с таковым у растений Т0 и становится ещё ниже, чем
в исходных растениях. За счёт этого происходят изменения и в соотношении
линолевой и линоленовой кислот: доля линолевой повышается и становится
равной (линия Т112/93/2б) или незначительно меньшей (линии Т112/93/12б,
Т112/93/14в), чем в контрольных растениях. Уровень линоленовой кислоты
остаётся либо на уровне исходных растений (линия Т112/93/14в), либо незна-
чительно уменьшается (линия Т112/93/2б), либо незначительно увеличива-
ется (Т112/93/12б).

Количество ненасыщенных жирных кислот в листьях растений корре-
лирует с их устойчивостью к абиотическим стрессам (холоду, повышенным
температурам) [7].

 В результате введения гена cyp11A1 цитохрома Р450SCC из митохондрий
коры надпочечников быка в растения рапса были получены растения с изме-
нённым соотношением жирных кислот в листьях. В потомстве от самоопы-
ления первичных трансформантов обнаружены линии с незначительно
уменьшенным (Т112/93/12б, Т112/93/14в) количеством С18:2, что говорит о
снижении их способности противостоять понижению температуры в период
вегетации, что может быть актуальным в период развития всходов. В то же
время линия Т112/93/2б сохраняет способность синтезировать линолевую
кислоту в листьях на уровне растений исходного сорта.

Изучение газ-спектров эфиров жирных кислот, полученных из семян
исходного сорта и Т1поколения трансформантов, показало, что качественный
состав жирных кислот всех проанализированных биотехнологических линий
не отличается от такового у контрольных растений. В то же время наблю-
даются различия в количестве основных жирных кислот рапсового масла
как между контрольными и трансформированными растениями, так и между
разными трансгенными линиями.

Количество основной кислоты, запасаемой семенами рапса,— олеи-
новой (С18:1) — варьирует незначительно. У некоторых линий (Bn12/93/1а,
Bn12/93/2б) доля олеиновой кислоты остаётся на уровне контроля, у линий
Bn12/93/14в, Bn12/93/12а она выше, чем у исходного сорта Мария (рис. Б).

Доля пальмитиновой (С16:0) кислоты остается либо на уровне контроля,
либо повышается (линии (Bn12/93/1а, Bn12/93/2б)). Поскольку количество
этой кислоты обратно коррелирует с общим количеством масла в семенах
[8], то сохранение этого показателя на уровне контрольных растений явля-
ется позитивным фактором.

Изменения затрагивают и накопление линолевой (С18:2) кислоты, доля
которой у линии Bn12/93/14в снижается почти вдвое.
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Одновременно наблюдается почти трехкратное снижение доли лино-
леновой (С18:3) кислоты у четырёх проанализированных линий. Эта кислота,
как и линолевая, из-за своей ненасыщенности (три и две двойные связи
соответственно) обладает высокой способностью к окислению. Это может
приводить к прогорканию семян, порче масла и других продуктов перера-
ботки. Для снижения ненасыщенности масел используют их гидрирование,
что удорожает конечный продукт. Поэтому уменьшение доли линоленовой
кислоты в семенах является желательным признаком, оно может привести
к увеличению периода хранения семян и продуктов переработки без ухуд-
шения их качества.

Среди проанализированных линий выделяется генетически модифи-
цированная линия Bn12/93/14в, которая характеризуется увеличением доли
олеиновой и уменьшением доли линоленовой кислот в семенах при сохра-
нении других характеристик исходного сорта Мария. Учитывая, что она
также обладает устойчивостью к фосфинотрицину [3] (действующему
веществу гербицида BASTA [9]), эта линия может послужить материалом
для получения сортов рапса, устойчивых к гербицидам на основе фосфино-
трицина и с измененным составом масла, которые могут быть использованы
как в пищевых целях, так и в качестве сырья для производства биодизеля.

Выводы
Введение гена cyp11A1 цитохрома Р450SCC из митохондрий коры

надпочечников быка в ядерный геном растений рапса влияет на количест-
венный состав жирных кислот в листьях и семенах полученных биотехно-
логических растений. В результате проведенной газовой хроматографии эфиров
жирных кислот, выделенных из семян Т1 поколения трансформантов, выявле-
на перспективная линия Bn12/93/14, которая характеризуется увеличением
доли олеиновой (С18:1) и уменьшением доли линоленовой (С18:3) кислот.

Работа выполнялась в рамках проекта “Отримання генетично зміне-
них рослин ріпака з підвищеною продуктивністю, стійкістю до гербіцидів
та зміненим складом олії як сировини для виробництва біодизелю” целевой
комплексной программы научных исследований НАН Украины “Біомаса як
паливна сировина” (“Біопалива”).
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Резюме
Введение гена cyp11A1 цитохрома Р450SCC из митохондрий коры надпочечников

быка в ядерный геном рапса влияет на количественный состав жирных кислот в
листьях и семенах полученных биотехнологических растений. В результате
проведенной газовой хроматографии эфиров жирных кислот, выделенных из семян
Т1 поколения трансформантов, выявлена перспективная линия Bn12/93/14в, которая
характеризуется увеличением доли олеиновой (С18:1) и уменьшением доли
линоленовой (С18:3) кислот.

Введення гена cyp11A1 цитохрома Р450SCC з мітохондрій кори надниркових
залоз бика до ядерного генома ріпака впливає на кількісний склад жирних кислот в
листі і насінні отриманих біотехнологічних рослин. В результаті проведеної газової
хроматографії ефірів жирних кислот, выделених з насіння Т1 покоління трансфор-
мантів, виявлена перспективна лінія Bn12/93/14в, яка характеризується збільшенням
частки олеінової (С18:1) і зменьшенням частки ліноленової (С18:3) кислот.

The cyp11A1 gene of cytochrome P450SCC from bovine adrenal cortex mitochondria
introduction in the nuclear genome of oilseed rape affects the quantitative composition
of fatty acids in the leaves and seeds of biotechnological plant obtained. Perspective line
Bn12/93/14в, which is characterized by an increase in the proportion of oleic (C18:1)
and a decrease in the proportion of linolenic (C18:3) acids revealed as a result of gas
chromatography of fatty acids esters isolated from the seeds of T1 transformant generation.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ НАЧАЛЬНЫХ ЭТАПОВ
ЭМБРИОИДОГЕНЕЗА В КАЛЛУСАХ АНДРОКЛИННОГО

И ЗАРОДЫШЕВОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ ЯРОВОЙ МЯГКОЙ
ПШЕНИЦЫ

Биотехнологические методы культуры in vitro в настоящее время ши-
роко используются для решения прикладных задач селекции ценных сельско-
хозяйственных растений [8, 11, 12] и в частности яровой мягкой пшеницы —
основного хлебного злака [6].
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Практическую значимость большинства методов культуры in vitro
определяет образование на конечном этапе полноценных фертильных
растений-регенерантов. Один из путей регенерации растений in vitro —
эмбриоидогенез в каллусных культурах различного происхождения. Форми-
рование эмбриоидов — биполярных зародышеподобных структур — биотех-
нологически оптимальный путь регенерации растений in vitro [6], поскольку
предполагает работу с генетически однородным материалом. В связи с этим
основной вопрос при регенерации растений посредством эмбриоидогенеза
in vitro — происхождение эмбриоида: считается, что одноклеточное проис-
хождение эмбриоида снижает риск возникновения химерных растений-реге-
нерантов. Генотип эмбриоида в случае образования в результате случайного
объединения нескольких различных клеток каллусной ткани можно считать
практически неидентифицируемым. Это обстоятельство исключает возмож-
ность использования эмбриоидов и растений, полученных из них, в генно-
инженерных и клеточно-инженерных манипуляциях [8, 11–13].

До сих пор вопрос о клеточных механизмах формирования эмбриоидов
в каллусных культурах остается дискуссионным. В связи с этим цель нашей
работы заключалась в ультраструктурном анализе начальных этапов эмбрио-
идогенеза в каллусах андроклинного и зародышевого происхождения у яро-
вой мягкой пшеницы.

Материал и методы
Материалом для исследования послужили сорта яровой мягкой пше-

ницы Скала, Башкирская 26 и Башкирская 28.
В работе использованы: метод культуры in vitro пыльников яровой

мягкой пшеницы с учетом эмбриологических данных [4], метод культуры
in vitro незрелых зародышей пшеницы в модификации [7], методы световой
микроскопии (СМ) [1] и трансмиссионной электронной микроскопии (ТЭМ)
[2]. Постоянные препараты просматривали и документировали с примене-
нием цифрового микроскопа проходящего света серии Микровизор μVizo-103
(ЛОМО ФОТОНИКА, г. Санкт-Петербург). Объекты, подготовленные к ис-
следованию методом ТЭМ, анализировали с помощью просвечивающего
электронного микроскопа JEM-1200 EX (JEOL, Japan).

Результаты и обсуждение
Экспериментально установлено, что начальный этап морфогенеза

in vitro, и в частности эмбриоидогенеза, в каллусах как андроклинного [6],
так и зародышевого [3] происхождения,— формирование в каллусе парал-
лельно его поверхности меристематической зоны (МЗ).

Согласно данным светооптического анализа, МЗ в каллусах обоих типов
имеет сходное строение. Она представлена несколькими слоями клеток,
структурная организация которых значительно отличает эти клетки от других
клеток каллуса и позволяет рассматривать их как меристематические. Клетки
МЗ имеют, как правило, изодиаметрическую форму и плотно прилегают
друг к другу. Клетки содержат крупные центрально расположенные ядра,
окруженные многочисленными мелкими вакуолями. Цитоплазма клеток МЗ
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окрашивается значительно интенсивнее по сравнению с остальными клетка-
ми каллуса. Клетки нижележащих слоев имеют более крупные размеры по
сравнению с клетками МЗ, вытянутую форму, сильнее вакуолизированы и,
в целом, имеют признаки, характерные для клеток паренхимы. Между клет-
ками появляются крупные межклетники. Клетки, лежащие выше МЗ сильно
вытягиваются, вакуолизируются, и, в конечном итоге, подвергаются деструк-
ции. Остатки таких клеток сохраняются на поверхности каллуса в виде гомо-
генного, интенсивно окрашивающегося слоя полисахаридной природы.

Методом ТЭМ в таких клетках выявлены высокое ядерно-плазменное
отношение и плотная, за счет присутствия большого количества свободных
рибосом, цитоплазма. Присутствуют единичные каналы гранулярного эндо-
плазматического ретикулума (гЭПР). Пластиды и митохондрии ювенильны
по внутренней структуре и почти одинаковы по размеру. Немногочисленные
пластиды имеют очень слаборазвитую систему внутренних мембран, пред-
ставленную отдельными тилакоидами. В пластидах имеется небольшое коли-
чество крахмала в виде мелких крахмальных зерен. Многочисленные округ-
лые митохондрии не имеют крист. Клеточные стенки тонкие, с многочис-
ленными плазмодесмами. Такие ультраструктурные признаки характеризуют
эти клетки как меристематические [5].

Не смотря на определенное сходство, в ультраструктуре клеток МЗ
каллусов разного происхождения выявляются значительные различия. Так,
в клетках МЗ андроклинных каллусов обнаруживается большое количество
каналов агранулярного эндоплазматического ретикулума (аЭПР), с деятель-
ностью которого, по-видимому, связан интенсивный синтез липидов, распола-
гающихся преимущественно вдоль клеточной стенки. Пластиды содержат
большее количество более крупных крахмальных зерен по сравнению с
клетками МЗ каллусов зародышевого происхождения. Цистерны аппарата
Гольджи (АГ) единичны и неактивны. В клетках МЗ каллусов зародышевого
происхождения отсутствуют липидные включения и каналы аЭПР. АГ акти-
вен и представлен большим количеством диктиосом, цистерны которых за-
канчиваются секреторными пузырьками.

При переносе каллусов на среду для индукции эмбриоидогенеза в клет-
ках МЗ каллусов обоих типов происходят изменения. На светооптическом
уровне они заключаются в том, что клетки МЗ становятся более рыхло
расположенными за счет увеличения межклетников и утолщения клеточных
стенок. Изменения отмечены и на ультраструктурном уровне. В клеточных
стенках исчезают плазмодесмы, обнаруживаются только единичные разру-
шающиеся плазмодесмы. В пластидах продолжается аккумуляция крахмала.
Количество митохондрий значительно возрастает, в них формируются
кристы. В клетках МЗ андроклинных каллусов начинают появляться каналы
гЭПР. Кроме того, в них значительно возрастает длина и количество каналов
аЭПР, которые располагаются параллельными рядами вдоль клеточной
стенки. В клетках МЗ каллусов зародышевого происхождения усиливается
активность АГ: возрастает количество диктиосом, цистерны которых закан-
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чиваются многочисленными секреторными пузырьками. Можно предпо-
ложить, что в клетках МЗ каллусов обоих типов идет активная секреция,
направленная на формирование утолщенной клеточной стенки: плазмалемма
клеток МЗ андроклинных каллусов имеет многочисленные выросты, направ-
ленные в клеточную стенку, в клетках МЗ каллусов зародышевого происхож-
дения отмечены многочисленные экзоцитозные пузырьки. В итоге кле-
точные стенки клеток МЗ каллусах обоих типов утолщаются и приобретают
волокнистую структуру.

В ходе дальнейшего развития в МЗ каллусов обоих типов начинают
отчетливо выделяться отдельные клетки с интенсивно окрашивающейся ци-
топлазмой, в то время как остальные клетки начинают сильно вакуолизи-
роваться. В этих клетках присутствуют автофаговые вакуоли, по-видимому,
обуславливающие их деструкцию. По данным ТЭМ клетки с плотной цито-
плазмой в каллусах обоих типов характеризуются наличием хорошо развито-
го гЭПР. Митохондрии многочисленны, имеют хорошо развитую систему
крист. В пластидах содержится большое количество крахмала, кроме того,
в клетках андроклинного каллуса также содержится большое количество
липидов. Такие данные позволяют говорить о том, что в этих клетках идет
синтез конституционных веществ, необходимых для процессов, связанных
с энергетическими затратами. В целом, эти клетки обладают всеми призна-
ками, характерными для эмбриогенных клеток [9, 10, 14].

Светооптический анализ показывает, что именно в этих изолированных
клетках с плотной цитоплазмой происходят деления, ведущие к формирова-
нию эмбриоидов. Одноклеточное происхождение эмбриоидов доказывается
и данными ультраструктурного анализа: выявлено, что эмбриоиды в каллусах
обоих типов окружены утолщенной оболочкой без плазмодесм, тогда как
стенки между клетками эмбриоидов тонкие и содержат многочисленные
плазмодесмы. Утолщенная оболочка, окружающая эмбриоиды, сохраняется
и в ходе их дальнейшего развития и на светооптическом уровне выявляется
в виде интенсивно окрашивающегося слоя полисахаридной природы, отде-
ляющего формирующиеся эмбриоиды от массы каллуса.

Выводы
Полученные нами данные свидетельствуют, что эмбриоиды в каллусах

как андроклинного, так и зародышевого происхождения имеют одноклеточ-
ное происхождение из отдельных изолированных клеток. Однако изолирован-
ность клеток в каллусах различного происхождения достигается по-разному.

В клетках андроклинных каллусов в формировании клеточных стенок,
по-видимому, активное участие принимает аЭПР, участие которого в форми-
ровании клеточных стенок считается вполне вероятным [5]. В зародышевом
каллусе действует другой механизм изоляции клеток — за счет секреторной
активности АГ.

В целом выявленное одноклеточное происхождение эмбриоидов в кал-
лусах пшеницы разного происхождения позволяет рассматривать эмбрио-
идогенез как оптимальный путь регенерации растений и является основой
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для создания биотехнологий клонирования хозяйственно ценных генотипов
яровой мягкой пшеницы — основного хлебного злака.

Авторы выражают искреннюю благодарность сотрудникам лаборатории
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Резюме
Методами световой и трансмиссионной электронной микроскопии выявлено

одноклеточное происхождение эмбриоидов в каллусах андроклинного и зароды-
шевого происхождения у яровой мягкой пшеницы.

The single-cell origin of emryoids in androclynic and embryo-derived calli of spring
wheat have been revealed by light and transmission electron microscopy.
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ИССЛЕДОВАНИЕ РЕПРОДУКЦИИ ВИРУСА ОЖОГА ГРЕЧИХИ
В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ ТАБАКА,

ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ ГЕН ИНТЕРФЕРОНА
АЛЬФА 2b ЧЕЛОВЕКА

Вирусные болезни растений являются важной проблемой сельского
хозяйства. Вирусы способны резко снижать урожайность и ухудшать ка-
чество продукции ценных сельскохозяйственных культур. К настоящему
времени разработаны новые подходы к стратегии защиты растений от
вирусной инфекции, одним из которых является изучение развития вирусной
инфекции в растительном организме, экспрессирующем ген интерферона
человека. Интерфероны являются неспецифическими факторами защиты
клеток от широкого спектра ДНК- и РНК-содержащих вирусов животных
[1]. Существуют также данные, что интерферон после экзогенной обработки
может повышать устойчивость растительных клеток к вирусным заболева-
ниям [2-4]. Антивирусный эффект был продемонстрирован и в результате
экспрессии генов α- и β-интерферона в трансгенных растениях [5, 6]. С дру-
гой стороны, в ряде работ отмечено отсутствие достоверного защитного
эффекта интерферона в растительных клетках [7, 8].

Целью настоящей работы являлось изучение восприимчивости расте-
ний табака, экспрессирующих ген интерферона человека, к фиторабдови-
русу — вирусу ожога гречихи (ВОГ). Интерес использования минус-ге-
номного ВОГ мотивирован тем, что механизм его репродукции отличается
от ранее изученных плюс-геномных фитовирусов. Кроме того, ВОГ поражает
ценные сельскохозяйственные культуры, в том числе гречиху, картофель,
томаты, табак [9]. Полученные данные могут указать возможный механизм
приобретения вирусоустойчивости растений к фиторабдовирусам. В работе
также было исследовано влияние вирусной инфекции на продукцию реком-
бинантного интерферона в трансгенных растениях табака. Исследование
накопления целевого белка при развитии вирусной инфекции в трансгенных
растениях имеет значение для промышленной биотехнологии.

Материалы и методы
В работе использованы растения табака Nicotiana tabacum сорта

Wisconsin, несущие рекомбинантный (с растительным сигналом выведения
белка в апопласт) или нативный ген интерферона альфа 2b человека (inf
б2b) [10] и растения табака, несущие, помимо гена inf б2b (с растительным
транспортным сигналом), ген cry3A (устойчивость к насекомым). Исполь-
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зовали две линии табаков, несущих нативный ген inf б2b (073/3, 073/9); три
линии табаков, несущих ген inf б2b с растительным транспортным сигналом
(125/1, 125/2, 125/4), и три линии двойных трансформантов (125/150/1, 125/
150/3, 125/150/9). Наличие трансгенов подтверждали ПЦР анализом. В ка-
честве контроля использовали нетрансгенный табак сорта Wisconsin.

Трансгенные и контрольные растения табака инокулировали очищен-
ным вирусным препаратом в концентрации 100 мкг/мл. В качестве контроля
использовали растения табака, инокулированные буфером. Все растения,
вне зависимости от визуальной оценки проявившейся на них вирусной пато-
логии, были использованы для выделения ВОГ [11].

Сбор растительного материала и экстракцию белков проводили каждую
неделю в течение месяца как описано в [10]. Для титрования интерферона
была использована методика [12].

Результаты и обсуждение
В результате агробактериальной трансформации были получены

трансгенные растения табака, несущие ген интерферона человека inf б2b с
разными транспортными сигналами [10], а также растения табака, несущие
ген inf б2b и ген cry3A устойчивости к насекомым. Наличие трансгенов в
растениях было подтверждено ПЦР анализом, а активность интерферона
в растительных экстрактах была подтверждена методом титрования интер-
ферона. Для эксперимента были отобраны линии растений с высокой актив-
ностью интерферона. Экспрессия гена inf б2b не сопровождалась видимыми
изменениями фенотипа растений или задержкой их развития.

Мы показали существование фоновой интерфероноподобной актив-
ности в экстрактах нетрансгенных растений, которая, по всей вероятности,
имеет фазовый характер (чередование уменьшения и увеличения актив-
ности). Такие же фазовые изменения обнаружены и в интерфероноподобной
активности экстрактов трансгенных растений табака. В последнем случае
антивирусная активность экстракта состоит из фоновой интерфероноподоб-
ной активности самого растения и активности, полученной вследствие экс-
прессии гена интерферона.

В первую неделю эксперимента наблюдали резкое изменение уровней
интерфероноподобной активности как в опытных (исключение — линии
073/9 и 125/2), так и в контрольных (инокулированных буфером) экстрактах
растений. Во всех экстрактах контрольных растений уровень активности
снижался, что особенно заметно для линий 073/9, 125/1 и 125/2, у которых
активность снизилась с 800 МЕ/мл до 13, 50 и 25 МЕ/мл, соответственно.
Данные результаты могли быть следствием включения защитных систем
растения в ответ на ранение (втирание буфера в листья). Одним из механиз-
мов защиты от стрессовых факторов является временное изменение белково-
го профиля растения. В этом случае происходит ограничение синтеза типич-
ных растительных белков и накопление стрессовых белков [13].

Изменение интерфероноподобной активности в экстрактах эксперимен-
тальных (зараженных вирусом) растений через неделю после инфициро-
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вания имело другой характер. В растительных экстрактах, имеющих изна-
чально высокий уровень активности (≥400 МЕ/мл), снижалась интерфероно-
подобная активность в два и более раза (исключение — линии 073/9 и 125/2).
Наоборот, в растительных экстрактах с изначально невысоким уровнем
активности ≤200 МЕ/мл (на уровне неспецифической активности контроля),
происходило увеличение интерфероноподобной активности, в том числе и
в экстракте нетрансгенного растения, до ≥400 МЕ/мл. Это особенно заметно
для линии 125/150/1, интерфероноподобная активность которой возросла
до 800 МЕ/мл (рис. 1). Следует отметить, что через неделю после инокуля-
ции интерфероноподобная активность экстрактов опытных растений (в лю-
бом из вариантов) была выше, чем контрольных (исключение — линия 073/3).

Ко второй неделе после инфицирования интерфероноподобная актив-
ность в экстрактах трансгенных растений начинает снижаться (кроме линии
125/150/9). Уровень интерфероноподобной активности контроля в это время
не изменяется и остается на уровне 400 МЕ/мл. Накопление вируса в это

Рис. 1. Интерфероноподобная активность у экстрактов растений
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Рис. 2. Накопление вируса ожога гречихи
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время достигает максимальных значений для большинства трансгенных
линий (исключение — 073/3 и 125/1) и нетрансгенного контроля (рис. 2).
В это время появляются симптомы вирусной инфекции на верхних листьях
табаков.

В дальнейшем, вплоть до конца эксперимента (4-я неделя после зара-
жения), интерфероноподобная активность экстрактов всех опытных расте-
ний оставалась низкой. При этом в экстракты двух линий контрольных
растений (125/4 и 125/150/3) к третьей неделе демонстрируют увеличение
интерфероноподобной активности, незначительный всплеск активности
показан также для линии 125/150/1. Подобные данные свидетельствуют в
пользу предположения, что ВОГ ингибирует накопление рекомбинантного
интерферона, что и сказывается на интерфероноподобной активности экс-
трактов. К третьей неделе происходит развитие симптомов вирусного забо-
левания по всему растению, а нижние зараженные листья отмирают.

К окончанию эксперимента количество вируса в некоторых линиях
(125/2 и 125/150/3) значительно падает. Причиной этого может быть как
приобретение устойчивости к ВОГ, так и гибель инфицированных тканей.
Последний факт, по-видимому, явился причиной некротизации растений
линий 125/4 и 125/150/1.

Интересно наличие интерфероноподобной активности в нетрасгенных
растениях табака. Результаты проведенных исследований показали угнетение
репродукции вируса везикулярного стоматита в культуре перевиваемых
тестикул поросят на уровне 400 МЕ/мл. Эти данные можно объяснить тем,
что в растениях табака присутствует ген, обладающий высокой степенью
гомологии с геном β-интерферона человека. Экспрессия данного гена инду-
цируется в растениях при заражении вирусом табачной мозаики [14]. Возмож-
но, экспрессия такого гена приводит к определению активности интерферона
в системе in vitro. Этот вопрос требует дальнейшего изучения.

Выводы
Исследована динамика репродукции вируса ожога гречихи растениях

табака, экспрессирующих ген интерферона альфа 2b человека. Показано,
что высокий уровень накопления вируса коррелирует с низким уровнем
экспрессии гена интерферона. Устойчивость к ВОГ у трансгенных растений
табака достоверно не отличается от таковой у контрольных растений. Полу-
ченные данные имеют значение для дальнейшего изучения ВОГ, а также
для изучения поведения трансгенов и накопления целевого белка в растении
при развитии вирусной инфекции.
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Резюме
Было проведено исследование динамики репродукции минус РНК-геномного

фиторабдовируса — вируса ожога гречихи в растениях табака, экспрессирующих
ген интерферона альфа 2b человека. Показано, что по сравнению с нетрансгенным
контролем трансгенные растения табака не проявляют устойчивости к ВОГ.

Було проведено дослідження динаміки репродукції мінус РНК-геномного
фіторабдовірусу — вірусу опіку гречки (ВОГ) у рослинах тютюну, які експресують
ген інтерферону альфа 2b людини. Показано, що в порівнянні із нетрансгенним
контролем, трансгенні рослини тютюну не проявляють стійкості до ВОГ.

Dynamics of RNA-minus genome phytorhabdovirus (burn of buckwheat virus (BBV)
reproduction in tobacco plants expressing human alpha 2b interferon was studied. It was
shown that transgenic as well as non-transgenic plants do not demonstrate BBV resistance.
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БИОТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ КОФЕРМЕНТА А (COA)
Кофермент А (CoA) является одним из важнейших коферментов осу-

ществляющих перенос ацильных групп чрезвычайно необходимых в процес-
сах клеточного метаболизме, особенно в биосинтезе жирных кислот. Учиты-
вая его важную роль в обмене веществ, внимание исследователей привлекает
CoA, в качестве потенциального препарата, который может обладать корре-
гирующими при нарушениях клеточного метаболизма, вызванных различ-
ными заболеваниями (ишемическая болезнь сердца, острые нарушения
мозгового кровообращения, атеросклероз, сахарный диабет и т.п.). Экс-
периментальными исследованиями было показано, что дисульфид СоА и
его предшественники могут использоваться в лечебных целях [1]. Однако,
получение кофермента А с применением химического синтеза в промыш-
ленном масштабе достаточно сложный и не эффективный процес. Не ис-
ключено, что хорошей альтернативой ему может быть биотехнологический
способ получения препарата, который является более рентабельным и ши-
роко используется у высоко развитых странах. При этом наиболее эффек-
тивными с точки зрения биотехнологии получения CoA оказались штаммы
Brevibacterium обладающие высокой биосинтетической активностью, которые
начали широко использовать [2, 3]. В качестве потенциального источика CoA
в последнии годы большое внимание уделяется грибам, которые багаты на
разнообразные биологически активные вещества, многие из которых нашли
применения для получения лекарственных средств. [4–6]. В связи с эти поиск
новых продуцентов сверхпродуцентов СоА, пантотеновой кислоты (ПАК)
и других биологически-активных соединений остается актуальным. Преиму-
щество грибов состоит в том, что они нетребовательны к субстрату для
культивирования, устойчивы к изменениям природных условий и достаточно
технологичны. Цель данного исследования — разработка биотехнологии
получения CoA на основе селекционированных штаммов-продуцентов.

Материалы и методы
Нами был проведен скрининг штаммов-продуцентов CoA и его пред-

шественников среди различных таксономических групп микромицетов и
бактерий коллекции культур микроорганизмов Института микробиологии
и вирусорлогии. Для определения СоА микромицеты выращивали глубин-
ным способом на синтетической среде Чапека на качалках при 240 об/мин
в течение 3-х суток, в то время как бактерии выращивали в течении двух
суток на среде Хоттингера с 1,5% пептона и 1% дрожжевого экстракта. Се-
лекцию штамма продуцента Corynebacterium ammoniagenes B-6 — прово-
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дили с использованием различных методов мутагенеза (обработка клеток
нитрозогуанидином, 2% раствором 2-дезокси-D-глюкозы, ультрафиолетом
в разных дозах), с последующим применением метода тотального отбора.
Содержание биологически активных веществ в грибах и в препарате
определяли на основании отработанных методов, приведенных в справоч-
нике по микологии [7]. Пантотеновую кислоту, тиамин, биотин определяли
микробиологическим методом, никотиновую кислоту и витамин Е — спек-
трофотометрическим [8]. Кофермент А определяли спектрофотометрически
по модифицированному методу Garland [9] в сопряженной реакции с изоли-
рованным из печени свиньи α-кетоглутарат — дегидрогеназным комплексом.
Для приготовления полиферментного препарата в виде микробиальных
сухих клеток Corynebacterium ammoniagenes культивировали в течение 48 час
при температуре 28–32 °С на среде следующего состава (%): глюкоза-1,
пептон-1, K2HPO4 — 0,3. NaCI — 0,2, MgSO4 —

 0,02, дрожжевой экстракт —
0,1, рН 7,0–7,5. Накопление биомассы оценивали с помощью взвешивания
или нефелометрическим методом с последующим пересчетом на абсолютно
сухую массу. Полученную путем центрифугирования влажную биомассу
промывали физиологическим раствором, затем обрабатывали охлажденным
ацетоном (в соотношении 1:10). Клетки подсушивали в эксикаторе. Сухие
клетки хранили в морозильной камере при –18 °С. Инкубирование клеток
(150–200 мг/мл) осуществляли согласно стандартного метода при постоян-
ном перемешивании (140 об/мин) при температуре 30–32 °С в течение 15–
17 час в реакционной среде следующего состава: ПАК-5 мкМ, АТР-Na-15
мкM, MgSO4 7 H2O-10 мкМ, L-цистеин 10 мкМ в 0,1 М калий фосфатном
буфере, рН 6,5–7,0. Выделение и очистку СоА-дисульфида осуществляли с
использованием хроматографии на анионообменниках типа DEAE-цел-
люлозы.

Результаты и обсуждение
Способность микромицетов синтезировать СоА была изучена на основе

отобранных ранее штаммов сверсинтетиков пантотеновой кислоты. Cреди
представителей микромицетов принадлежащих к роду Fusarium, Penicillium,
Сladosporium, Mycelia селекционирован штамм Fusarium sambucinum ИМВ
F-10011 с сверхсинтезом СоА. Отобранный штамм также обладал спобно-
стью сверхсинтеза некотрых витаминов, значительным образованием нена-
сыщенных жирных кислот (арахидоновой, олеиновой) и других биологи-
чески активных веществ, табл. 1.

Изучен экзо- и эндоцеллюлярный синтез СоА в процессе роста гриба-
продуцента. Значительный биосинтез СоА отмечен в экспоненциальной фазе
роста, максимальная скорость роста гриба (μ-02 час-1). Установлено, что
внесение добавок (пептона, дрожжевого экстракта, зернового экстракта)
в 1,5–2 раза увеличивало биосинтез СоА. Среди коллекционных культур
бактерий (Brevibacterium, Micrococus, Corynebacterium) отобран штамм
Corynebacterium ammoniagenes, синтезирующий значительные количества
CoA. Проведена селекция штамма позволила отобрать 120 вариантов для
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выявления среди них таковых с повышенным синтезом СоА. Выявлен
активный вариант, который продуцировал кофермента А на 40% больше по
сравнению с исходным. Штамм Corynebacterium ammoniagenes B-6 депони-
рован и хранится в коллекции промышленных микроорганизмов ВНИИ
генетики (Москва, Россия), а также в коллекции культур микроорганизмов
Украины (Институт микробиологии и вирусологии НАНУ) Известно, что
для повышения выхода витаминов,ферментов и других биологически актив-
ных веществ. а также улучшения технологических показателей используют
совместное культивирование. В наших исследованиях для совместного
культивирования Brevibacterium ammoniagenes использован штамм Fusarium
sambusinum как источник пантотеновой кислоты, АТР и других биологически
активных веществ. Культивирование проводили на среде Чапека с внесением
1,5% пептона и 1% дрожжевого экстракта, после 24 часов культивирова-
ния к Fusarium sambucinum подсевали Corynebacterium ammoniagenes с
последующим культивированием до 48 часов. Выход СоА увеличился в
1,5 раза.

Было изучено влияние ПАК и ее производных на биосинтез КоА, табл. 2.
Как видно из результатов опыта, только использование ПАК, 4-фосфо-
пантотената кальция (ФПК) вместо ПАК способствовало повышению кон-
центрации CоА в инкубационной среде по сравнению с ПАК. Другие произ-
водные, такие как D-пактолактон, D-пантотениловый спирт не являлись суб-
стратами для данной полиферментной системы.

Таблица 1
Биосинтез СоА и других биологически активных веществ штаммом Fusarium
sambucinum при культивировании на среде Чапека

Витамины, мкг/г

Тиамин Никотиновая
кислота

Пантотеновая
кислота Биотин α-токо-

ферол СоА NAD
Хитин,

%

4,0–4,5 280–360 420–600 5,6–6,1 7,8–10,0 420 400 12,9

Таблица 2
Влияние ПАК и ее производных на биосинтез СоА

№ п/п Наименование предшественника Содержание СоА г/л
1 D-ПАК, Са-соль 3,7
2 D-пантолактон 0
3 Бета-аланин 0
4 D- пантотениловый спирт 0
5 ФПК 8,0
6 Циклофосфо-ПАК 1,7
7 D-пантетин 2,8
8 S-сульфопантетин 1,4



344

Проведенные исследования позволили разработать биотехнологический
способ получения СоА на основе штамма Corynebacterium ammoniagenes с
внесением в культуральную среду экзогенных химически синтезированных
предшественников. Образцы клеток, в которых концентрация СоА была не
менее 2,0–2,5 мг/мл объединяли и после инкубации клетки отделяли центри-
фугированием после чего определяли СоА. В результате биосинтетической
реакции получали смесь, состоящую из СоА, его предшественников или
продуктов их трансформации, неорганических солей. Разработанный метод
позволил получить препараты СоА с содержанием кофермента до 90%.
Селекционированные штаммы могут быть использованы для получения СоА
в промышленных условиях, что же касается штамма Fusarium sambucinum,
то он может найти применение для получения различных пищевых добавок.

Выводы
Таким образом нами выявлены штаммы-продуценты СоА среди раз-

личных таксономических групп микроорганизмов. Наиболее активные
биосинтетики СоА найдены среди Corynebacterium. Получен сверхсинтетик
Corynebacterium ammoniagenes. Проведеная селекция c использованием
методов мутагенеза штамма Соrynebacterium ammoniagenes позволила
получить вариант кофермента А на 40%.более активный по сравнению с
исходным. Изучение влияния ПАК и ее производных на биосинтез СоА у
Соrynebacterium ammoniagenes показало, что ФПК способствовало повы-
шению концентрации СоА в инкубационной среде в 2–3 раза. Разработан
биотехнологический способ получения СоА на основе микробиальных
клеток продуцента в сочетании с химически синтезированными предшест-
венниками.
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Резюме
Среди различных таксономических групп микроорганизмов — митоспоровых

грибов и бактерий были селекционированы штаммы продуценты СоА Fusarium
sambucinum и Corynebacterium ammoniagenes. С применением методов мутагенеза
получен сверхсинтетик Corynebacterium ammoniagenes B-6. Разработан биотех-
нологический способ получения СоА на основе микробных клеток-продуцента в
сочетании с химически синтезированными предшественниками, что позволит полу-
чать препараты СоА с высоким его содержанием.

Серед різних таксономічних груп мікроорганізмів — мітоспорових грибів та
бактерій були селекціоновані штами продуценти СоА Fusarium sambucinum і
Corynebacterium ammoniagenes. З використаням методів мутагенезу одержано над-
синтетик Corynebacterium ammoniagenes B-6. Разроблено біотехнологічний засіб
одержання СоА на основі мікробних клітин-продуценту в поєднанні з хімічно
синтезованими попередниками, що дозволить отримувати препарати СоА з його
високим вмістом.

We have selectioned CoA producers strains Fusarium sambucinum and Coryne-
bacterium ammoniagenes among different taxonomic groups of microorganisms — mito-
sporis fungi and bacteria. It was obtained CoA supersynthetic strain Corynebacterium
ammoniagenes В-6 using mutagenic methods. The biotechnological method of CoA
production was developed based on microbial producer cells in cooperation with chemi-
cally synthesized precursors. This method will allow to produce CoA preparations with
its high content.

ТРЕТЬЯКОВА И.Н.
Учреждение академии наук, Институт леса им.В.Н.Сукачева
Россия, 660036, Красноярск, Академгородок, e-mail: culture@rsc.krasn.ru

 ЭВОЛЮЦИОННЫЕ АСПЕКТЫ РЕПРОДУКТИВНОГО
ПРОЦЕССА ХВОЙНЫХ IN VIVO И В КУЛЬТУРЕ IN VITRO
У представителей хвойных растений потенциально заложены множест-

венные пути реализации их репродуктивного потенциала: наличие полиархе-
гониальности, кливажа и полиэмбрионии, а также возможность асексуаль-
ного возникновения зародыша (Минина, Ларионова, 1979; Третьякова, 1990).
В развитии гаметофита от архегониат к Сoniferales в филогенезе просле-
живаются следующие тенденции: 1 — постепенная ликвидация заростка;
2 — акселерация генеративного цикла; 3 — акселерация гаметофитогенеза;
4 — усиление физиологической активности гаметофита; 5 — проявление
апомиксиса. Последний наиболее часто встречается у прогрессивных и высо-
коорганизованных семейств покрытосеменных растений (Хохлов, 1970; Ми-
нина, Ларионова, 1979).

Цель данной работы – проанализировать особенность репродуктивного
процесса у хвойных видов in vivo и в культуре in vitro и обсудить возмож-
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ность применения эмбриологических признаков для эволюционных построе-
ний у данного класса растений.

Материал и методы
В исследованиях были использованы хвойные виды — Pinus sibirica.

Pinus pumila. Pinus sylvestris, Larix sibirica, Abies sibirica, Picea obovata.
Picea ajanensis, произрастающие в естественных древостоях и клоновых
плантациях Сибири: Западного и Восточного Саяна, хребта Хамар-Дабан и
Кузнецкого Алатау.

В течении вегетационного периода проводили периодический сбор
образцов семяпочек у хвойных видов для цитоэмбриологического анализа
и ввода зародышей семян в культуру in vitro. Цитоэмбриологические иссле-
дования вели на парафинированных постоянных и временных препаратах
(Паушева, 1980). Просмотр микроскопических образцов осуществляли на
микроскопе МБИ-6.

Для инициации соматического эмбриогенеза из зиготических зароды-
шей хвойных видов использовали базовые среды 1/2 MS (Murashige Scoog,
1962), MSG (Becwar et al., 1990) и MA (неопубликованные даные), с добавле-
нием мезоинозита (1 г/л), аскорбиновой кислоты (0,4 г/л), казеина (1 г/л),
глутамина (0,5 г/л), сахарозы (30 г/л) и агара (7 г/л)). В качестве регуляторов
роста использовали 2,4-Д (2 мг/л) и БАП (1 мг/л).

Для пролиферации полученной эмбриональной массы применялась ба-
зовые среды с уменьшенной в 2 раза концентрацией цитокининов. Экспери-
менты по вызреванию соматических зародышей выполняли на базальных
средах, содержащих, АБК (60–120 mМ) и ПЭГ (5–10%) в различных ва-
риациях

Результаты и обсуждение
Онтогенез женского гаметофита семейства сосновых (Pinaceae) зависит

от продолжительности генеративного цикла. У видов с однолетним генера-
тивным циклом (Larix, Picea, Abies) гаметогенез занимает 30–40 дней, у ви-
дов с двухлетним генеративным циклом (Pinus) до 1 года. Разница в сроках
формирования гаметофита обусловлена значительной растянутостью свобод-
ноядерной стадии развития у рода Рinus. Одним из признаков в эволюцион-
ной продвинутости таксонов является темп развития женских генеративных
структур на период опыления (Третьякова, 1991). Этот признак можно рас-
сматривать как начальный этап взаимодействия мужского и женского гамето-
фитов в семяпочке, свидетельствующий об относительной автономности
развития гаметофитов или их тесном взаимодействии. У сосновых с однолет-
ним генеративным циклом на период опыления семяпочки макроспорогенез
заканчивался или развивался свободноядерный женский гаметофит (ценоцит-
ная стадия развития). Семяпочки у таких видов могли развиваться и формиро-
вать пустые семена при отсутсвии в них мужского гаметофита. Развитие
эмбриологических структур у семяпочек Рinus sibirica приближается к хвой-
ным с однолетним генеративным циклом. На период опыления в семяпочках
идет макроспорогенез или развивается женский гаметофит, Неопыденные
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семяпочки Рinus sibirica могут трансформироваться в мелкие недоразвитые
семена. Семяпочки Pinus sylvestris по развитию на период опыления отстают
от семяпочек Larix, Picea, Abies и Pinus sibirica, так как имеет лишь макро-
спороцит. Неопыленные семяпочки Pinus sylvestris не развиваются.

Факты акселерации развития гаметофитов и, в целом женских шишек,
периодически встречаются у деревьев Рinus sibirica в Западном Саяне. Такие
формы деревьев формируют женские шишки и семена в течение одного
вегетационного периода (вместо двух). Акселерация идет за счет сокращения
свободноядерной стадии развития женского гаметофита, которая осущест-
вляется за 30–40 дней (также как у Larix, Piсea, Abies). Однако оплодотво-
рение зрелых яйцеклеток у особей Рinus sibirica с ускоренным генеративным
циклом не происходит из за несовместимости мужских и женских гамет
(Третьякова, 1990). Как правило яйцеклетки таких семяпочек подвергаются
гаплоидному делению, т.е. встают на путь партеногенеза. Иногда наблюдает-
ся формирование проэмбрио, но развитие зародыша не происходит. Беззаро-
дышевые семена гетерозисных форм образуют развитый эндосперм. Физио-
лого-биохимические исследования аномальных особей Рinus sibirica показали,
что вегетативные и генеративные органы их характеризуются высоким
физиолого-биохимическим потенциалом, проявляющемся в углеводном,
аминокислотном и гормональном обмене (Минина, Ларионова, 1979).

Имеются немногочисленные литературные данные, свидетельствующие
о встречаемости апомиксиса у голосеменных растений (Минина, Ларионова,
1979). Образование семян без оплодотворения было обнаружено у ряда
видов сосен Pinus pinaster, Рinus nigra, Pinus wallichiana (Saxton, 1909; Mehra
Dogra, 1975) и Pseudotsuga menziеsii (Orr-Ewing,1957). Явление, близкое к
апомиксису, было выявлено у Abies pindrow, у которой происходило слияние
ядра брюшной канальцевой клетки с ядром яйцеклетки (Dogra, 1966). Сход-
ное с апомиксисом явление — партеноспермия, или формирование семян
без оплодотворения, описывалось у различных видов лиственниц, можже-
вельников, пихты европейской, ели обыкновенной, дуглассии и, значительно
реже, у сосны обыкновенной (Минина, Ларионова, 1979). Партеноспермия
могла выражаться в разрастании шишек без семян и образовании семян
разной степени сформированности.

Мининой Е.Г. было высказано предположение о том, что возникновение
элементов апомиксиса у хвойных происходит при нарушении семеношения
дерева, особенно часто проявляющегося у аномальных форм Рinus sibirica
с однолетним генеративным циклом, обладающих высокой физиолого-био-
химической активностью тканей. Все это свидетельствует о эволюционной
продвинутости таких форм (Минина, Ларионова.1979), а также эволюцион-
ной продвинутости Рinus sibirica в системе рода Рinus (Третьякова, 1991).

Индукцию апомиксиса, как у покрытосеменных, так и голосеменных
растений можно вызвать веществами гормональной природы, экстремальны-
ми температурами, облучением и другими факторами. Так, у сосны ладанной
(P. taeda) и сосны румелийской (P. peuce) при опрыскивании растворами
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ГК неопыленных женских шишек наблюдалось их разрастание (Stuard,
Cathey, 1961). При обработке дуглассии растворами ИМК и ГК происходило
образование вполне развитых семян (Stеttler et al., 1969). Таким образом
предпосылки для возникновения растительных организмов асексуально (ми-
нуя половой процесс) у голосеменных в природных условиях встречаются
и они могут быть индуцированы обработкой фитогормонами и особенно в
культуре in vitro.

Кроме того, хорошо известно, что для семяпочек голосеменных рас-
тений характерно наличие полиархегониальности и полиэмбрионии (Singh,
1978). Оплодотворение двух и более яйцеклеток в пределах семяпочки
хвойных и последующий кливаж клеток зиготического зародыша приводит
к возникновению многозародышевости, полученной от разных “отцов”
в одном мегагаметофите (у видов Рinus до 16) (Третьякова, 1990). Реализация
этого репродуктивного потенциала широко проявляется в эксперимен-
тальных условиях культуры in vitro, и, прежде всего, через соматический
эмбриогенез.

Соматический эмбриогенез был индуцирован у родов Pinus, Picea, Abies
и Larix, не только из зиготических зародышей и семядолей прорастающих
семян, а также вегетативных побегов (Lelu, 1994, Lelu-Walter et al, 2009;
Klimaszewska, Cyr, 2002; Stasolla et al, 2002). Экспериментальным путем
было показано, что соматический эмбриогенез — процесс многоступен-
чатый, включающий применение разнообразных химических соединений
и многочисленных различных предобработок. Он включает: индукцию
эмбриогенного каллуса (эмбриональной массы), пролиферацию эмбриоген-
ной массы, созревание соматических зародышей, прорастание зародышей
и формирование регенерантов.

Индукция эмбриогенного каллуса у представителей хвойных видов
проявлялась в появлении эмбрионально-суспензорной массы (ЭМ), состоя-
щей из эмбриональных трубок и инициалей эмбрио. Возникновению ЭМ
предшествовало резкое увеличение длины соматических клеток, которые
подвергались асинхронному делению и формировали на одном из полюсов
маленькие эмбриональные клетки. Пролиферация ЭМ приводила к образо-
ванию отдельных клеточных конгломератов, активно продуцирующих новые
эмбриональные глобулы и эмбриональные трубки, из которых при дальней-
шем развитии образовывался суспензор. Процесс пролиферация ЭМ идет
от 1 мес. до 2 лет. При этом периодический перенос кусочков эмбриогенного
каллуса на безгормональную среду (на 1 нед.), a затем на среду с АБК, спо-
собствовал вызреванию соматических зародышей. У Larix sibirica сомати-
ческие зародыши вызревали в течении 1–1,5 мес., у Picea ajanensis — 2 мес.
у Рinus sibirica 3–4 мес. Весь процесс регенерации через соматический
эмбриогенез у Larix и Picea занимал 4–6 мес., у Pinus sibirica 7–10 мес.
Полученные соматические зародыши не отличались от зиготических зароды-
шей имели ярко-выраженную полярную структуру. Соматический эмбрио-
генез у хвойных растений повторяет путь развития половых зародышей:
проэмбриогенез, ранний эмбриогенез и поздний эмбриогенез.
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Соматический эмбриогенез наиболее успешно инициировался из не-
зрелых зиготических зародышей введенных в культуру на стадии развития
примордиев семядолей. При этом образование ЭМ происходило в области
прилегания зародышевого корешка к суспензору зиготического зародыша.
Вероятно, клетки этой зоны являются наиболее активными, и не исключено,
что они представляют собой стволовые клетки, способные к неограничен-
ному росту в культуре in vitro.

Успешность соматического эмбриогенеза тесно связана с генотипом
донорского растения. Зародыши семян с плюсовых деревьев и гибридных
семян, полученные в результате опыления клонов пыльцой, взятой с деревьев
Рinus sibirica с однолетним генеративным циклом более активно форми-
ровали ЭМ и соматические зародыши, в то время как экспланты других
деревьев не способны образовывать подобные структуры в культуре in vitro.
У деревьев Larix sibirica. устойчивых к лиственничной почковой галлице
получено 5 клеточных линий, которые могут неограниченно долго пролифе-
рировать и формировать соматические зародыши и регенеранты. Не исклю-
чено, что гетерозисные деревья, обладающие высоким репродуктивным
потенциалом и проявляющие признаки апомиксиса, будут наиболее
перспективными при введении в культуру in vitro с целью получения сомати-
ческих зародышей и создания банка пролиферирующего эмбриогенного
каллуса при проведении генетико-селекционных исследований.

Выводы
Наличие полиархегониальности, кливажа, полиэмбрионии и признаков

апомиксиса, а также возможность клонирования через соматический эмбрио-
генез в культуре in vitro у хвойных видов свидетельствует об их высоком
репродуктивном потенциале.

Периодическая встречаемость в популяциях генотипов Pinus sibirica с
акселерацией генеративного цикла, а также выявление генотипов, потомство
которых обладает высокой регенерационной способностью в культуре in vitro
через соматический эмбриогенез, может дать материал не только для массо-
вого тиражирования улучшенных форм хвойных растений, но и для эво-
люционных построений.

Вероятно, что в ходе эволюции у хвойных, наряду с половым размноже-
нием, возникли типы бесполого (вегетативного) размножения, направленные
на сохранение вида. Не исключено, что множественные пути реализации
репродуктивного потенциала, вероятно архивированы у хвойных видов.
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Резюме
Цель работы заключалась в анализе особенностей репродуктивного процесса

у хвойных видов in vivo и в культуре in vitro и обсуждении возможности использо-
вания эмбриологических признаков в эволюции данного класса растений. Наличие
полиархегониальности, кливажа, полиэмбрионии и признаков апомиксиса, а также
возможность клонирования через соматический эмбриогенез в культуре in vitro
свидетельствует о высоком репродуктивном потенциале хвойных. Многовариантные
пути реализации репродуктивного процесса, вероятно, архивированы у хвойных.

The aim of the studying is the analysis of peculiarities of reproductive processes in
coniferous species and discussion of using embryological sighs in evolution. A lot of
archegonia, cleavage, polyembryony, as also cloning by somatic embryogenesis in culture
in vitro are due to the high reproductive potential of Conifer. Possible, a lot of variants of
reproductive processes are archived in coniferous species.
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АНАЛИЗ СПЕКТИНОМИЦИН-УСТОЙЧИВІХ
КАЛЛУСНЫХ ЛИНИЙ МОРКОВИ (DAUCUS CAROTA),

ВЫДЕЛЕННЫХ ПРИ ХЛОРОПЛАСТНОЙ ТРАСФОРМАЦИИ
Технология получения трансгенных растений включает два принципи-

альных этапа. Первый связан с переносом и интеграцией чужеродного гена
в геном растительной клетки. На втором этапе производится отбор трансфор-
мантов (по фенотипическим признакам) на селективных средах. Одним из
антибиотиков, часто используемых в качестве селективного агента при созда-
нии транспластомных растений (с трансформированным хлоропластным
геномом), является спектиномицин, действие которого приводит к наруше-
нию синтеза хлоропластных белков. В этом случае генетическая конструк-
ция, предназначенная для встраивания в хлоропластный геном, содержит
ген aadA, кодирующий фермент аминогликозид-3’-аденилтрансферазу,
который переводит cпектиномицин в функционально неактивную форму —
3’-аденилилспектиномицин (1). При отборе на селективной среде с анти-
биотиком нетрансформированные растения обесцвечиваются, в то время
как растения, в геном которых встроился трансген, остаются зелеными.

Длительный период культивирования растительных клеток на селектив-
ной среде может сопровождаться возникновением в хлоропластном геноме
мутаций, обуславливающих резистентность к антибиотику (2–4).

Растения, обладающие устойчивостью к антибиотику вследствие про-
изошедших в геноме спонтанных мутаций, фенотипически не отличимы от
истинных трансгенных растений. Поэтому в работе по получению транс-
пластомных растений необходимо учитывать вероятность появления расте-
ний, в пластоме которых появились мутации, и проводить дополнительный
молекулярный анализ с целью их выявления и элиминирования.

При биобаллистической трансформации пластома моркови (Daucus
carota L.) нами были выделены каллусные линии, резистентные к антибио-
тику спектиномицину. ПЦР-анализ не выявил наличия экзогенной ДНК в
их геномах. Полученные результаты свидетельствуют, что устойчивость к
антибиотику у каллусных линиий моркови могла быть обусловлена спон-
танными мутациями, возникшими как в пластидном, так и в ядерном гено-
мах. В связи с этим целью данной работы являлось определение типа мута-
ций и их локализации в геномах выделенных линий.

Материалы и методы
Материалом для исследований служили устойчивые к спектиномицину

каллусные линии, выделенные в ходе экспериментов по биобаллистической
обработке каллусных культур клеток моркови плазмидой, содержащей ген
устойчивости к спектиномицину aadА, и последующем отборе на среде с
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добавленим антибиотика спектиномицина (100–500 мг/л). Выделение
геномной ДНК проводили с использованием набора для выделения геномной
ДНК “Genelute plant genomic DNA miniprep kit” (“Sigma”, США) согласно
протоколу. ПЦР анализ проводили в 20 мкл буфера, содержащего 67 мМ
трис-HCl (pH 8,9), 16 мМ (NH4)2SO4, 1,5 мМ MgCl2, 0,01% Твин-20, 100 мкМ
дНТФ, 1 ед. активности Taq-полимеразы (“СибЭнзим”, Россия). Амплифи-
кацию фрагмента хлоропластного гена rrn16 с 991 по 1245 позиции с прй-
мерами rr-car-1 5’-ACAGGTGGTGCATGGCTGACG-3’ и rr-car-2 5’-GAG
GACGGGTTTTTGGAGTTAGC-3’ осуществляли после предварительной
денатурации при 94 °С 3 мин в течение 34 циклов в следующем режиме:
94 °С, 10 с, отжиг праймеров 62 °С, 10 с, элонгация — 72 °С, 15 с. Для
контроля качества гидролиза эндонуклеазой AatII амплифицированного
фрагмента длиной 254 п.н. при конструировании праймера rr-car-1 была
произведена замена нуклеотида T (в 1009 позиции гена rrn16) на нуклео-
тид А, которая привела к появлению дополнительного рестрикционного
сайта. Амплификацию фрагмента хлоропластного гена rrn16 с 920 по 1034
позиции после предварительной денатурации при 94 °С 3 мин. В течение
34 циклов в следующем режиме: 94 °С, 10 с, отжиг праймеров 66 °С, 20 с,
элонгация — 72 °С, 20 с. Для создания сайта рестрикции SalGI в апли-
фицированном фрагменте гена rrn16 длиной 114 н.п. при конструировании
праймера cr-m1 были произведены 2 нуклеотидные нуклеотидные замены:
Т и С вместо С и Т (в 1015 и в 1016 позициях гена rrn16) соответственно:
5’ ААCACCTTACGGCACGAGTCGA 3’. Для контроля качества гидролиза
эндонуклеазой рестрикции SalGI амплифицированного фрагмента в
последовательности праймера сr-m2 также были произведены нуклеотидные
замены G и C вместо С и Т (в 930 и в 932 позициях гена rrn16) соответ-
ственно: сr-m2 5’ GAAGAACCTTACCAGGGТCGACA-3’. Все амплифи-
кации проводили с добавлением матрицы ДНК в количестве 20–50 нг на
амплификаторе “Терцик” (“ДНК-технология”, Россия).

Амплифицированные фрагменты ДНК (200–300 нг) гидролизовали
эндонуклеазами рестрикции AatII (амплифицированные фрагменты ДНК с
использованием праймеров rr-car1 и rr-car-2) и SalGI (амплифицированные
фрагменты ДНК с использованием праймеров cr-m1 и cr-m2). Реакцию
гидролиза проводили в объеме 20 мкл в течение ночи при добавлении 10 ед.
эндонуклеазы рестрикции на 1 мкг ДНК в температурных условиях и буфе-
рах, соответствующих ферментам. Электрофорез фрагментов ДНК прово-
дили в 8%-ном полиакриламидном геле в 0,5 х ТВЕ буфере.

Нуклеотидные последовательности фрагментов ДНК определяли с
использованием “ABI PRISM Big Dye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit” (“Amersham”, Великобритания) в Межинститутском центре
секвенирования (ИХБиФМ, СО РАН, г. Новосибирск). Анализ первичных
последовательностей ДНК проводился с помощью программы BLAST и
базы данных GenBank.
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Результаты и обсуждение
Известно, что одной из причин возникновения устойчивости к спектино-

мицину у растений при культивировании на среде с добавлением антибиоти-
ка являются мутации, локализованные в двух разных районах хлоропласт-
ного гена rrn16 — замена G на A в позиции 1012 гена и мутации в позициях
1138–1140, в результате чего происходит утрата сайта рестрикции AatII (2, 5).
Это позволило нам предположить, что причиной устойчивости к антибио-
тику у выделенных нами каллусных линий моркови могли быть аналогичные
мутации.

На основании данных о первичной нуклеотидной последовательности
гена rrn16 D.сarota (6) были сконструированы праймеры, специфичные к
двум разным участкам этого гена, что позволило провести поиск мутаций.

ПДРФ анализ позволил выявить наличие мутаций в позиции 1012 гена
rrn16 у 6-ти из 10-ти проанализированных линий (рис. 1). У линий 2, 3, 5,
6, 7, 10 возникновение мутации в позиции 1012 приводило к изменению
нуклеотидной последовательности, узнаваемой ферментом SalGI. В резуль-
тате образовывалось два фрагмента — длиной 96 н.п. и 18 н.п. (на рис. 1
короткий фрагмент не виден). Гидролиз эндонуклеазой рестрикции SalGI
амплифицированного фрагмента ДНК длиной 114 н.п. каллусных линий 4, 8, 9,
не имеющих мутаций в позиции 1012 гена, приводил к образованию трех
фрагментов — длиной 76 н.п., 20 н.п., 18 н.п. (короткие фрагменты не видны).

Гидролиз эндонуклеазой рестрикции AatII амплифицированных фраг-
ментов гена длиной 254 н.п. каллусной линии 4, также как и контрольной
линии, приводил к образованию трех фрагментов — длиной 104 н.п., 128 н.п.
и 22 н.п. (на рис. 2 не виден). В то же время при гидролизе данным фермен-
том аплифицированных фрагментов мутантных каллусных линий 1, 8 и 9
образовывалось два фрагмента — длиной 232 н.п. и 22 н.п. (рис. 2).

Для выявления типа мутационных изменений, найденных в двух исследуе-
мых районах гена rrn16, и точного определения нуклеотидных позиций
мутаций в районе гена 1138-1140 (составляющий сайт AatII), были опреде-
лены первичные нуклеотидные последовательности (полные нуклеотидные
последовательности не приведены). Сравнительный анализ нуклеотидных
последовательностей гена rrn16 мутантных каллусных линий и нуклеотид-
ной последовательности каллусной линий, не обладающей устойчивостью
к спектиномицину, показал, что у трех исследуемых линий (1, 8, 9) произо-
шла транзиция A1138G. У шести линий произошла трансверсия: у линий 2,
3, 10 — G1012T, а у линий 5, 6, 7 — G1012C.

У линии 4 не было найдено мутаций ни в одном из двух анализируемых
районов гена. Известно, что резистентность к антибиотикам обусловлена
изменением структуры прокариотического рибосомального комплекса
вследствие мутаций в генах, кодирующих не только РНК-компоненты, но и
белки рибосом, например, мутацией в гене rpsЕ рибосомного белка S5 (7).
Однако в настоящее время еще не определена первичная нуклеотидная
последовательность этого гена, локализованного в ядерном геноме, у D. ca-
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rota. Это значительно усложняет поиск района, в котором потенциально
могла произойти мутация, и затрудняет проведение молекулярного анализа.

Сравнительный анализ результатов, полученных в нашем исследовании,
для D.carota, с известными данными для спектиномицин-устойчивых
растений Lesquerella fendleri (4) и Nicotiana (5) показал, что во всех случаях
произошли нуклеотидные замены в одних и тех же сайтах гена rrn16, коди-
рующего 16S рРНК. Необходимо отметить, что найденные нуклеотидные
мутации локализованы в небольшом участке гена rrn16 с 1012 по 1140
позиции, ответственном за образование спирали h34 на 3’конце 16S рРНК,
содержащей сайт связывания спектиномицина. (4, 5, 8). Известно, что 16S
рРНК играет важную роль в процессе трансляции хлоропластных белков.
В случае возникновения мутаций в h34 антибиотик утрачивает способность
связываться с рибосомой, что позволяет беспрепятственно синтезироваться
хлоропластным белкам (8). Тип мутаций (нуклеотидные замены) и их лока-

Рис. 2. Электрофорез в 8% полиакриламидном геле амплифицированных
фрагментов ДНК, гидролизованных эндонуклеазой рестрикции AatII. В качестве
матрицы для ПЦР использовали: 1, 4, 8, 9 — ДНК каллусных линий, устойчивых
к спектиномицину, “К-” — ДНК контрольного каллуса, не подвергавшегося био-
баллистической обработке; “K+” — ДНК каллуса моркови без последующей обра-
ботки эндонуклеазой рестрикции AatII. М — ДНК плазмиды рBluskriptII SK(+),
гидролизованная эндонуклеазой рестрикции MspI. Короткий фрагмент длиной

22 н.п. находится вне поля рис

Рис. 1. Электрофорез в 8%-ном полиакриламидном геле амплифицированных
фрагментов ДНК, гидролизованных эндонуклеазой рестрикции SalGI. В качестве
матрицы для ПЦР использовали: 1–10 — ДНК каллусных линий, устойчивых к
спектиномицину; “К-” — ДНК контрольного каллуса, не подвергавшегося био-
баллистической обработке, “K+” — ДНК каллуса моркови без последующей обра-
ботки эндонуклеазой рестрикции SalGI. М — ДНК плазмиды рBluskriptII SK(+),
гидролизованная эндонуклеазой рестрикции MspI. Короткие фрагменты длиной

20 н.п. и 18 н.п. находятся вне поля рисунка
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лизация в гене rrn16 объясняются высокой эволюционной консервативно-
стью гена, кодирующего функционально значимый компонент пластидного
трансляционного аппарата.

Выводы
1. Установлено, что мутации, являющиеся причиной резистентности к

спектиномицину 9 из 10 каллусных линий моркови Daucus carota, локализу-
ются в двух разных сайтах — 1012 и 1138-1140 — хлоропластного гена rrn16.

2. Показано, что произошедшие мутации представляют собой точковые
нуклеотидные замены: у шести линий это трансверсия G1012Т или G1012C,
а у трех линий — транзиция A1138G. У одной линии причина возникновения
устойчивости к спектиномицину не выяснена.
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Резюме
Проведен анализ 10 устойчивых к спектиномицину каллусных линий моркови,

полученных в ходе экспериментов по биобаллистической обработке каллусных
клеток моркови (Daucus carota L.) плазмидой, содержащей ген aadА (аминогликозид-
3’-аденилтрансферазы), и последующем их отборе на селективной среде cо спектино-
мицином (100–500 мг/л). Показано, что данная резистентность обусловлена спон-
танными мутациями, произошедшими в двух разных сайтах хлоропластного гена
rrn16, кодирующего 16S рРНК. У шести линий произошла трансверсия G1012Т
или G1012C, в то время как у трех линий — транзиция A1138G. У одной линии
причина возникновения устойчивости к спектиномицину не выяснена.

By bioballistic treatment of carrot calli (Daucus carota L) with the plasmid contained
gene aadА (aminoglycoside-3’adenyltransferase) following selection on medium with
spectinomycin (100–500 mg/l) 10 spectinomycin-resistant callus lines were obtained and
analyzed. The resistance to antibiotic was conferred by spontaneous mutations localized at
two different sites of chloroplast gene rrn16 coding 16S ribosomal RNA. In 6 lines the
translocation — G1012Т or G1012C — was occurred whereas in 3 lines — transition A1138G
was occurred. In one line the reason of spectinomycin-resistance was not ascertained.
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ЭФФЕКТ РАЗНОУРОВНЕВОЙ ЭКСПРЕССИИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ
β-1,4-ГЛЮКАНАЗЫ В ЛИСТОВЫХ ТКАНЯХ NICOTIANA

TABACUM НА КАЛЛУСОГЕННУЮ АКТИВНОСТЬ
И МОРФОГЕННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ

Благодаря использованию растений-мутантов и трансгенных растений,
в последние 20 лет значительно продвинулось понимание механизмов
различных физиологических процессов растений, например, фотосинтеза
и индуцированной резистентности к патогенам [1]. Вместе с тем, на транс-
генных растениях удобно исследовать и проблему влияния чужеродного гена
как на генотип и фенотип растения в целом, так и на изменение экспрессии
отдельных растительных генов. Подобные работы единичны и поэтому весь-
ма актуальны. Трансгенные растения Nicotiana tabacum, экспрессирующие
бактериальный ген cel7, явились удобной моделью не только для изучения
механизмов устойчивости растений к грибам [2], но и влияния на трансген
гетерологичного окружения. Целью наших исследований был анализ экс-
прессии бактериальной β-1,4-глюканазы в листовых тканях табака, а также
оценка ее влияния на фитогормональный статус растения и, как следствие,
на их каллусогенную активность и морфогенный потенциал. Каллусная ткань
растений представляет собой совокупность недифференцированных клеток,
которые в определенных условиях могут дать начало клонам дифференци-
рованных клеток. Это означает, что клетки каллусной ткани являются но-
сителями определенных эпигенетических изменений в геноме, отличных
от таковых в дифференцированных клетках, и экспрессия трансгена в таких
условиях может модифицироваться.

Материалы и методы
Объектами исследований являлись 3 линии трансгенных растений Nico-

tiana tabacum, экспрессиющие бактериальный модифицированный ген cel7
из анаэpобной гpамположительной теpмофильной бактеpии Сlostridium
thermocellum. Ген кодиpует феpмент β-1,4-эндоглюканазу. В растениях ре2
ген cel7 контролируется слабым конститутивным промотором Tr2' гена
нопалинсинтетазы и сильным конститутивным промотором 35S вируса мо-
заики цветной капусты, а также последовательностью, кодирующей сигналь-
ный пептид экстенсина моркови. В линии ре3 ген cel7 обладает слабым
конститутивным промотором Tr2' гена нопалинсинтетазы и последователь-
ностью, кодирующей сигнальный пептид экстенсина моркови. Растения ре4
несут ген cel7 под слабым конститутивным промотором Tr2' гена нопалин-
синтетазы. Данные растения были получены к.б.н. Василевко В.Т. под
руководством проф. Пирузян Э.С. на базе Института молекулярной генетики
РАН (г. Москва) [2]. Растения in vitro выращивали на 1/2 среде Мурасиге —
Скуга (МС) при температуре 22 °С, освещенности 4 тыс.лк. Световой день —
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16 ч. Для анализов использовали листья 40-дневных растений. Каллусообра-
зование из листовых эксплантов инициировали на средах МСА (1 мг/л ИУК
и 0,1 мг/л БАП), МСВ (3 мг/л ИУК и 0,1 мг/л БАП) и RMKU (1 мг/л αНУК,
1 мг/л кинетина), основу которых составляла среда МС. Активно растущие
каллусы переносили на среду для индуцирования органогенеза — среда МС
с 0,1 мг/л ИУК и вариациями БАП (2 мг/л — среда МСI, 1 мг/л БАП — среда
МСII). Культивирование проводили в течение 4-х недель в термостате при
24,5 °С. Частоту регенерации оценивали каждую неделю. Экспрессию в рас-
тительных тканях бактериального гена cel7 тестировали по уровню актив-
ности его белкового продукта методом выявления в полиакриламидном геле
изоформ глюканаз по Schwarz et al. [3] с нашими модификациями.

Результаты и обсуждение
Наши наблюдения и проведенный анализ морфометрических парамет-

ров растений-рекомбинантов показали, что трансгенные растения отлича-
лись замедленным в сравнении с контролем ростом. Очевидно, что такие
морфо-физиологические изменения были опосредованы активной экспрес-
сией трансгена в геноме табака. Действительно, в листьях табака ре2 и ре3
обнаружены глюканазы, термостабильные при +80 °С и проявляющие
максимальную активность при +60 °С, что характерно исключительно для
термостабильного бактериального модифицированного фермента. При этом
активность глюканазы на мг внесенного в гель белка в линии ре3 была су-
щественно выше, чем у рекомбинантов ре2. Контрольные растения, а также
линия ре4 не проявляли глюканазную активность при данных условиях
тестирования даже при 20-кратном увеличении концентрации белка в пробе.
Понятно, что контрольные растения табака не должны обладать бактериаль-
ной термостабильной глюканазной активностью, а растительные глюканазы
при данной температуре полностью ингибируются. Одной из вероятных
причин отсутствия в растениях линии ре4 активности β-1,4-глюканазы может
быть замолкание трансгена. Данный феномен отмечен с конца 80-х — начала
90-х годов, при создании первых трансгенных растений. Позже было уста-
новлено, что феномен замолкания генов, хотя и может наследоваться при
половом размножении и последующем развитии семени, является обрати-
мым и может находиться под контролем факторов развития [4].

Известно [5], что продуктами гидролиза глюканаз являются олигоса-
харины, которые в концентрациях 10–6 М способны имитировать действие
ауксинов, в частности, увеличивать активность целлюлаз, стимулировать
растяжение клеточной стенки и удлинение растения, индуцировать ризоге-
нез. Возможные изменения в эндогенном балансе трансгенных растений,
экспрессирующих ген бактериальной β-1,4-глюканазы, нами были проанали-
зированы с помощью физиологического теста. Листовые экспланты конт-
рольных и 3-х линий рекомбинантов культивировали на среде МС, не со-
держащей гормонов. После 4 недель культивирования на листовых экс-
плантах всех типов растений наблюдалось образование корней. При этом,
частота ризогенеза в контроле (66,7%) была в 2 раза выше, чем у линии ре2
(33,3%), и сравнима с таковой у линии ре4. В то же время линия ре3 харак-
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теризовалась более интенсивной инициацией ризогенеза (на 73,3%), чем
контроль. Полученные данные являются неоднозначными. Можно предполо-
жить, что у линии ре3, отличающейся самой высокой глюканазной актив-
ностью, эндогенный баланс несколько сдвинут в сторону ауксинов, и наблю-
даемое усиленное корнеобразование может быть вызвано стимулирующим
эффектом олигосахаринов, продуктов гидролиза бактериальной глюканазы.
Линия ре2, по-видимому, обладает особым фитогормональным статусом,
определяющим существенное снижение ризогенеза по сравнению с контро-
лем и линией ре3, при том, что характеризуется довольно высокой бактериаль-
ной глюканазной активностью. Линия ре4, которая не проявляет бактери-
альной активности β-1,4-глюканазы, возможно, вследствие замолкания гена,
имеет тот же фитогормональный фон, что и контрольные растения.

Обратимость замолкания трансгена была выявлена нами при анализе
экспрессии трансгена cel7 в дедифференцированной (каллусной) ткани,
полученной из листовых дисков от растений линии ре4. В отличие от листо-
вой ткани, в каллусах линии ре4 (при 20-кратном концентрировании белка)
была обнаружена активность термостабильных бактериальных глюканаз. Сле-
дует отметить, что каллусная ткань линий ре2 и ре3 сохраняла данную актив-
ность. Что касается каллусогенной активности листовых эксплантов транс-
генных растений при культивировании на разных селективных средах, то у
линий ре3 и ре 4 на средах RMKU и МСА она была сравнима с таковой конт-
рольных, тогда как прирост каллусной массы на листовых дисках ре2 был
достоверно ниже. Добавление в среду культивирования МСВ 3 мг/л ИУК (про-
тив 1 мг/л ИУК в МСА и 1 мг/л αНУК RMKU) способствовало увеличению
каллусогенной активности как в контрольном варианте, так и у линии ре3.
В то же время у линий ре2 и ре4 наблюдалась более низкая, чем в контроле
каллусогенная активность. Таким образом, особый фитогормональный статус
рекомбинантов ре3 никак не сказался на их каллусогенной активности по
отношению к контролю, даже при увеличении в 3 раза содержания ауксинов
в среде. При этом линия ре2 при всех исследуемых концентрациях экзогенных
ауксинов демонстрировала ингибирование инициации каллусообразования,
что косвенно может говорить об очень низком содержании в клетках ре2 эндо-
генных ауксинов, который даже вкупе с экзогенными фитогормонами был
недостаточен для нормального каллусообразования. Линия ре4 с нестабильной
экспрессией гена cel7 характеризовалась такой же нестабильной каллусо-
генной активностью на средах с разной концентрацией ауксинов.

Интересно, что активность бактериальной глюканазы, индуцированная
в трансформантах ре4 при каллусогенезе, сохранялась, но на низком уровне,
и в редифференцированных клетках адвентивных побегов, образованных
при переносе каллуса со среды RMКU на морфогенные среды МСI и МСII.
Адвентивные побеги ре2 и ре3 также проявляли данную активность. Что
касается уровня морфогенного потенциала исследуемых трансгенных расте-
ний табака, то после недели культивирования во всех вариантах, включая
контроль, наблюдалось нарастание каллусной массы без инициации побего-
образования, что связано с накоплением в клетках ауксина при наращивании
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каллуса. Через 2 недели культивирования на каллусных тканях контроля и
трансформантов отмечена регенерация побегов, но частота регенерации бы-
ла не одинаковой и зависела как от типа растения, так и от среды культиви-
рования. Так, при культивировании каллусных тканей на среде МСI только
у линии ре3 частота регенерации не отличалась от контрольного варианта и
составляла 14,3%, тогда как у остальных линий трансгенных растений мор-
фогенная активность была значительно выше (до 33,4%). Подобная зависи-
мость наблюдалась и через 3 недели культивирования на фоне общего увели-
чения морфогенной активности.

Через 4 недели культивирования на среде МСI частота регенерации
линии увеличилась до 95%, и у линий ре2 и ре3 она была выше, а у линии
ре4 ниже, чем в контроле. Данный факт подтверждает особый фитогормо-
нальный статус трансгенных растений табака. Об этом факте говорит и изме-
нение морфогенной активности коллусных тканей трансформантов при уве-
личении в среде культивирования концентрации БАП до 2 мг/л. Увеличение
содержания в среде экзогенного цитокинина повлияло на морфогенную актив-
ность как контрольного, так и трансгенных растений табака, экспрессирую-
щих ген бактериальной β-1,4-глюканазы. Частота регенерации в контроле
через 2 недели культивирования на среде МСII была в 1,5 раза выше, чем
на среде МСI. У трансформантов наблюдали обратную зависимость. Морфо-
генная активность у линии ре2 в течение всего периода культивирования на
среде МСII была ниже, чем на среде МCI. У линии ре4 на начальном этапе
культивирования частота регенерации на среде МСII была выше, чем на
среде МСI, и выше, чем в контроле, но через 4 недели культивирования
наблюдалась обратная зависимость. Морфогенная активность каллусной
ткани линии ре3 на среде МСII через две недели культивирования была ниже,
чем на среде МСI. При дальнейшем культивировании на среде МСII частота
регенерации у этой линии постепенно увеличивалась и достигала 100%,
как и в контрольном варианте. Таким образом, на среде с более высоким
содержанием цитокинина у всех исследуемых трансформантов отмечена
общая тенденция снижения морфогенной активности каллусов.

Выводы
В ходе тестирования активности бактериального гена cel7 в гетероло-

гичном окружении обнаружен феномен эпигенетической регуляции экспрес-
сии трансгена в одной из линий трансгенных растений табака, в линии ре4.
Какие именно эпигенетические изменения произошли сначала в геноме
листовых, а потом каллусных клеток табака, мы можем только предполагать.
Возможно, репрессия гена cel7 в растениях табака обусловлена присутствием
множественных копий трансгена и гомологичных ему последовательностей
в растительных генах, которые могут взаимодействовать между собой, обра-
зуя гибридную ДНК, и таким образом корепрессировать друг друга. Другой
способ репрессии генов определяется хроматиновым состоянием генных
локусов, в которые встраивается трансген, и их позицией в хромосоме и/
или ядре. В этом огромная роль принадлежит процессам модификации гис-
тонов. Существует и пост-транскрипционная репрессия генов [6].
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Разноуровневая экспрессия бактериальной b-1,4-глюканазы в листовых
тканях табака сказалась на фитогормональном статусе этих тканей и далее,
как следствие, отразилась на их каллусогенной активности и морфогенном
потенциале. Особым фитогормональным фоном обладают все исследуемые
линии трансформантов. У линии ре3 фитогормональный баланс сдвинут в
ауксиновую сторону, что объясняет усиленное корнеобразование у этих рас-
тений. При этом каллусогенная активность не отличалась от контрольной.
Измененный фитогормональный статус трансформантов ре2 (вероятно, с
низком содержанием эндогенных ауксинов) привел к ингибированию ризо-
генеза и каллусообразования. Линия ре4 с нестабильной экспрессией гена
cel7 характеризовалась такой же нестабильной каллусогенной активностью
на средах с разной концентрацией ауксинов и уровнем ризогенеза, характер-
ным для контроля. Частота регенерации адвентивных побегов на каллусных
тканях трансформантов на морфогенных средах была не одинаковой и зави-
села как от типа растения, так и от среды культивирования. Морфогенная
активность линии ре3 на среде с 1 мг/л цитокинина была сравнима с контро-
лем, а линий ре2 и ре4 значительно выше. Увеличение содержания в среде
экзогенного циткинина повлияло на морфогенную активность растений, увели-
чив частоту регенерации в контроле и уменьшив — в трансгенных растениях.
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Резюме
Исследовано влияние гетерологичного окружения на экспрессию в растениях

трансгена, кодирующего бактериальную β-1,4-глюканазу. Дана оценка каллусоген-
ной активности и морфогенного потенциал листовых тканей табака с измененным
фитогормональным статусом.

The influence of heterological environment on the expression of the transgene coding
bacterial β-1,4-glucanase in plants is investigated. The estimation of callusogenic activity
and morphogenic potential of tobacco leaf tissues with the changed phytohormonal status
is given.
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ПОЛУЧЕНИЕ И ОПТИМИЗАЦИЯ КАЛЛУСНЫХ
КУЛЬТУР ЛЕКАРСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ

И ИХ БИОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
Высшие растения синтезируют широкий спектр биологически активных

вторичных метаболитов. Значительную часть продуктов вторичного метабо-
лизма, имеющих фармакологическую ценность, получают из дикорастущего
лекарственного сырья или интродуцированных растений [1, 2]. Традицион-
ный подход требует значительных земельных ресурсов и затрат на выра-
щивание, переработку сырья, является недостаточно эффективным. Одним
из приоритетных направлений в настоящее время является разработка био-
технологических основ получения клеточных культур лекарственных расте-
ний, которые могут служить в качестве сырья, содержащего фармакологи-
чески ценные вторичные метаболиты (гликозиды, фенольные соединения,
алкалоиды, сантонины). Исследования по получению клеточных культур —
продуцентов вторичных метаболитов проводятся во многих странах мира.
В Украине такие технологии разрабатываются на уровне лабораторных и,
частично, промышленных регламентов.

Целью исследований является: оптимизация условий получения кле-
точных культур лекарственных растений и выявление закономерностей на-
копления в них ценных продуктов фармакологического назначения.

Материал и методы
Материалом исследования были ткани и органы следующих видов: Гинкго

двулопастный — Ginkgo biloba L., Тисс ягодный — Taxus baccata L., Олеандр
обыкновенный — Nerium oleander L.

В качестве эксплантов были взяты сегменты вегетативных органов (лис-
товой пластинки, черешки, побеги в зоне прикрепления листьев, изолиро-
ванные семяпочки).

При выполнении работы использовали методы, общепринятые в иссле-
дованиях по культуре изолированных тканей растений [3, 4].

Для культивирования эксплантов применялись модифицированные по
содержанию фитогормонов (2,4-Д, ИУК, НУК, БАП) питательные среды
Мурасиге и Скуга, Гамборга. Экспланты культивировали при освещенности
4–5 тыс. люкс, температуре 20–24 °С и относительной влажности воздуха
60–70%. Частоту каллусообразования оценивали по количеству эксплантов,
давших каллус, от общего числа эксплантированных. Полученный каллус
субкультивировали на модифицированные питательные среды Мурасиге и
Скуга (МС) и Гамборга, дополненные 2,4-Д — 2,0 и 2,5 мг/л, БАП — 0,3 и
0,4 мг/л.
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Для химического анализа на содержание тритерпеновых гликозидов
каллусные культуры, находящиеся в стационарной фазе роста, извлекали
из культуральных пробирок и высушивали при комнатной температуре.
Воздушно-сухую массу тщательно измельчали и экстрагировали 80%
изопропиловым спиртом. Для определения тритерпеновых гликозидов
использовали тонкослойную хроматографию (ТСХ) на пластинках “Silufol”
[5], в нейтральной системе растворителей хлороформ-метанол-вода (100:40:7).
Детектирование фракций тритерпеновых гликозидов на хроматограммах
осуществляли 10% спиртовым раствором фосфорновольфрамовой кислоты
с добавлением 2% пара-оксибензальдегида с последующим нагреванием
хроматограмм при 100–120 °С. В качестве контроля использовали водно-
спиртовые экстракты из органов интактных растений.

Результаты и обсуждение
Вторичные метаболиты G. biloba являются очень мощными и действен-

ными лекарственными средствами, занимающими в современной медицине
одно из самых ведущих мест.

Из литературы известно, что листья, семена и древесина гинкго выделя-
ют вещества разных химических групп с различной фармакологической и
терапевтической активностью [6]. Листья гинкго содержат флавоноловые
гликозиды — производные кемпферола и кверцетина, мирицетин, бифлаво-
ноиды и их гликозиды (бисмозиды): сиядопитизин (5%), билобетин (5%),
гинкгетин (20%), изогинкгетин (18%), аментофлавон (1%), а также антоциа-
нидин.

В результате проведенных исследований по введению тканей G. biloba
в культуру in vitro было показано, что направленность процессов развития
тканей зависит от типа экспланта, его физиологических особенностей,
морфогенетических потенций и условий культивирования. При введении
в культуру различных типов эксплантов (сегменты молодой листовой плас-
тинки, черешки листьев, семяпочки) у G. biloba образование каллуса про-
исходило у вех типов эксплантов. Максимальная частота каллусообразования
наблюдалась на сегментах молодых листовых пластинок до 98,6%. Показа-
тель частоты каллусообразования при использовании в качестве эксплантов
фрагментов черешков листа был несколько ниже (от 9,1% до 85,4%). И до-
вольно низкая частота каллусообразования наблюдалась у эксплантов —
изолированных семяпочек (16,6–46,6%).

Решающее значение для индукции каллусогенеза в культуре тканей
G. biloba играет наличие в культуральной среде веществ как с цитокини-
новой активностью, так и ауксиновых ростовых факторов. Образование
каллуса происходило только на средах, дополненных экзогенными стимуля-
торами роста, обычно на 15–25 день культивирования. Максимальное
образование каллуса наблюдалось на питательной среде МС, дополненной
1,0 мг/л ИУК, 2,5 мг/л 2,4-Д, 0,4 мг/л 6-БАП у всех типов эксплантов. Макси-
мальная частота каллусообразования у сегментов молодой листовой плас-
тинки составила 98,6%, черешков листьев 86,4%, у семяпочек 46,6%. При
увеличении концентрации 6-БАП до 0,5–0,6 мг/л, а также увеличении кон-
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центраций ИУК (1,5 мг/л) и 2,4-Д (3,0 мг/л) показатель частоты каллусообра-
зования снижался у всех эксплантов.

Химический анализ каллусных культур, полученных из сегментов моло-
дой пластинки G. biloba показал, что каллус содержит фенольные соеди-
нения, характерные для интактного растения [7]. Были выявлены десять
фракций фенольных соединений, из которых шесть фракций анакардовой
кислоты и четыре фракции билобола.

Поскольку исследований по химическому анализу каллусных культур
гинкго двулопастного на содержание фенольных соединений ранее не прово-
дилось, настоящая работа является первым экспериментальным доказатель-
ством получения каллусных культур данного вида, содержащих фенольные
соединения, что открывает возможности для дальнейших исследований,
направленных на селективный отбор и получение каллусных и суспензион-
ных культур, обладающих повышенной продуктивностью отдельных
фракций фенольных соединений и биологической активностью, а каллусная
культура может быть использована как источник их получения.

Все органы T. baccata содержат дитерпеноиды, главными среди них
являются таксол, лигнаны, таксирезинол и его производные, стероиды,
цианогенные соединения; в хвое, кроме того, содержатся сесквитерпеноиды,
алкалоиды, главным среди них является эфедрин, флавоноиды, гинкгетин,
секвойяфлавон, антоцианы [8, 9]. Из биомассы игл T. baccata был получен
алкалоид баккатин, который послужил основой для химического синтеза
второго таксанового производного — доцетаксела. В настоящее время
паклитаксел и его полусинтетический аналог доцетаксел назначаются для
лечения рака различных органов.

Исходя из этого, возникает необходимость поиска альтернативного
способа получения таксола. Таким способом может оказаться создание
технологий получения культуры клеток тиса, синтезирующих таксол в доста-
точном количестве, что в перспективе открывает возможность селекции наи-
более продуктивных клеточных линий.

Максимальная частота каллусообразования у T. baccata наблюдалась
на сегментах летних побегов на питательной среде Гамборга В5 (85,0%).
Показатель частоты каллусообразования при использовании в качестве
эксплантов сегментов зимних побегов был несколько ниже как на среде В5
(75,3%), так и на питательной среде МС (60,5%). Несколько ниже была
частота каллусогенеза у эксплантов молодых верхушечных листьев: 56,3%
(В5) и 51,3% (МС).

Образование каллуса наблюдали у зимних побегов на 20–25 день, а у
летних — на 10–15 день. Максимальное образование каллуса наблюдалось
на средах МС и Гамборга, содержащих 2,0 мг/л 2,4-Д, 4,0 мг/л НУК,
1,0 мг/л 6-БАП. При уменьшении концентрации НУК до 1,0–2,0 мг/л пока-
затель на среде Гамборга частоты каллусообразования у всех изученных
эксплантов снижался.

Более высокие показатели частоты каллусогенеза у всех эксплантов
наблюдались на всех вариантах питательной среды Гамборга. Поэтому
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оптимальной питательной средой для получения первичных каллусных
культур T. baccata нами была определена питательная среда Гамборга В5,
дополненная 4,0 мг/л НУК, 2,0 мг/л 2,4-Д, 1,0 мг/л 6-БАП и активированным
углем (1 г/л).

Исследование влияния фитогормонов в питательных средах для пас-
сирования каллусной культуры T. baccata, полученной из разных типов
эксплантов, показало, что уменьшение концентрации НУК и добавление в
среду кинетина (0,5 мг/л) повышает интенсивность прироста биомассы до
50–80%. При этом каллусная культура, полученная из фрагментов летних
побегов, отличается активным ростом в сравнении с каллусной культурой
из зимних побегов и сегментов молодых листьев.

В качестве инициальных эксплантов для получения каллусных тканей
олеандра обыкновенного N. oleander, использовали сегменты зрелых листьев
и стебля в зоне прикрепления листьев. Проведенные исследования показали,
что состав питательной среды оказывал значительное влияние на индукцию
каллусообразования в культуре тканей N. oleander in vitro.

Максимальная частота каллусообразования (94,0–95,0%) наблюдалась
на модифицированной питательной среде МС, дополненной 0,5 мг/л ИУК,
0,2 мг/л 2,4-Д, 0,5 мг/л кинетина и 0,5 мг/л БАП. При культивировании экс-
плантов на питательной среде МС, содержащей 2,0 мг/л 2,4-Д, 0,5 мг/л
кинетина и 0,5 мг/л 6-БАП частота индукции каллусообразования составила
81,0–86,0%. На других модификациях питательных сред частота каллусо-
образования была достоверно ниже и не превышала 61%.

При введении эксплантов в условиях in vitro первые признаки каллусо-
генеза визуально обнаруживались на 10–14 сутки культивирования, незави-
симо от состава питательной среды и типа экспланта.

Исследование состава и содержания гликозидов в интактных растениях
олеандра обыкновенного, выявило 9 основных фракций сердечных гли-
козидов, из которых — пять фракций гитоксигенина, две фракции дигитокси-
генина и две фракции дигоксигенина. При этом в стеблях обнаружено четыре
фракции, из них три гитоксигнина (А) и одна дигитоксигенина (В), а в лис-
тьях три фракции дигоксигенина (С).

Химический анализ каллусных культур индуцированных из эксплантов
листовых сегментов и стеблей показал, что количество выявленных фракций
сердечных гликозидов зависело от питательной среды и не зависело от типа
экспланта. Максимальное количество фракций сердечных гликозидов было
обнаружено в каллусных культурах, пассируемых на среде МС, содержащей
2 мг/л 2,4-Д, 0,5 мг/л ИУК, 0,5 мг/л кинетин, 0,5 мг/л 6-БАП.

Выводы
Таким образом, проведенные исследования позволили оптимизировать

условия получения первичных каллусных культур G. biloba, T. baccata,
N. oleander и их субкультивирования. Исследованы ростовые параметры
каллусных культур и выделены штаммы с повышенным ростовым индексом,
содержащие биологически активные вещества.



365

Литература
1.Кунах В.Р. Біотехнологія лікарські рослин. Генетичні та фізіолого-біохимічні

основи.— К.: Логос, 2005.— 730 с.
2.Носов А.М. Регуляция синтеза вторичных соединений в культуре клеток рас-

тений // Биология культивируемых клеток и биотехнология растений.— М.: Наука,
1991.— С. 5–20.

3.Калинин Ф.Л., Сарнацкая В.В., Полищук В.Е. Методы культуры тканей в
физиологии и биохимии растений.— К.: Наукова думка, 1980.— 488 с.

4.Культура клеток растений: [Сб. ст.] / АН СССР, Ин-т физиологии растений
им. К.А. Тимирязева / Отв. ред. Р.Г. Бутенко.— М.: Наука, 1981.— 168 с.

5.Шаршунова М. Тонкослойная хроматография в фармации и клинической
биохимии.— М.: Мир, 1980.— 621 с.

6. Запрометов М.Н. Фенольные соединения: Распространение, метаболизм и
функции.— М.: Наука, 1989.— 254 с.

7.Скиба А.А., Чмелева С.И. Каллусные культуры гинкго двулопастного (Ginkgo
biloba L.) — продуценты важных биологически активных веществ // Біологія від
молекули до ноосфери: матеріали ІІ Міжнар. конф. (Харків, 19–21 лист. 2007 р.).—
Х.: Планета-Принт, 2007.— С. 416.

8.Машковский М.Д. Лекарственные средства.— М.: Новая волна, 2008.— Т.2.—
1206 с.

9.Пасишниченко В.А. Новый альтернативный путь биосинтеза изопреноидов
у бактерий и растений // Биохимия.— 1998.— Т.63, №2.— С. 171–182.

Резюме
Проведенные исследования позволили оптимизировать условия получения

первичных каллусных культур G. biloba, T. baccata, N. oleander и их субкультивиро-
вания. Исследованы ростовые параметры каллусных культур и выделены штаммы
с повышенным ростовым индексом, содержащие биологически активные вещества.

Проведені дослідження дозволили оптимізувати умови отримання первинних
калюсних культур G. biloba, T. baccata, N. oleander та їх субкультивування. Дослід-
жено ростові параметри калюсних культур і виділено штами з підвищеним ростовим
індексом, які містять біологічно активні речовини.

Our studies have allowed to optimize the conditions for receiving primary callus
cultures of G. biloba, T. baccata, N. oleander and subculturing. The growth parameters
of callus cultures were investigated and isolated strains with increased index containing
biologically active substances.
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ПОДДЕРЖАНИЕ И ВОЗОБНОВЛЕНИЕ
КОЛЛЕКЦИИ СОРТОВОЙ СИРЕНИ

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПРИЕМОВ
Сокращение биологического разнообразия — одна из основных гло-

бальных экологических проблем, стоящих перед человечеством на совре-
менном этапе. Постоянно существующая в мире угроза генетическим ресур-
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сам растений, вызываемая неблагоприятным воздействием экологических
факторов, антропогенной деятельностью и негарантированность результатов
традиционных приемов обусловили необходимость разработки альтерна-
тивных путей сохранения и восстановления редких и ценных видов и сортов
растений [1].

Клональное микроразмножение является одним из приоритетных
направлений биотехнологии, успешно развивающихся в настоящее время и
открывающих новые возможности сохранения генофонда растений в усло-
виях in vitro. Растения, полученные этим методом in vitro, имеют очевидные
преимущества по сравнению с традиционно размноженными растениями
(скорость и энергия роста, высокие показатели цветения и др.). Значение
его для ускоренного внедрения в производство ценного сорта или уникаль-
ного по своим качествам генотипа обусловлено чрезвычайной быстротой
размножения новых растений из малого количества исходного материала.
Основой для разработки биотехнологических приемов размножения и куль-
тивирования растений является изучение их биологических особенностей
в природных условиях и в коллекциях ботанических садов.

Сирень — наиболее популярное и любимое красивоцветущее древесное
растение нашей климатической зоны. Сортовая сирень сосредоточена, в
основном, в коллекциях ботанических садов и крупных интродукционных
центрах, где, как правило, представлена малым количеством взрослых экзем-
пляров.

В ботаническом саду Московского университета на Ленинских горах в
начале 50-х годов XX века были высажены лучшие сорта сирени зарубежной
селекции. В 1974 году началось создание научной коллекции сортовой сире-
ни, гордостью которой является собрание сортов выдающегося селекционера
Л.А. Колесникова. В ней имеются также сорта, выведенные им совместно с
В.Д. Мироновичем, сорта других отечественных селекционеров: Н.К. Ве-
хова, Н.Л. Михайлова, Н.В. Смолинского, В.Ф. Бибиковой, Л.И. Рубцовой,
В.Г. Жоголевой, Н.А. Ляпуновой, А.Ф. Мельник, В.Г. Рубаник и Б. Дягилева
[2]. Коллекция сирени ботанического сада МГУ создавалась в первую оче-
редь для дальнейшего развертывания научных исследований с этой куль-
турой; для расширения селекционной работы, отработки агротехнических
мероприятий и отбора наиболее устойчивых сортов, пригодных для практики
озеленения в условиях московского мегаполиса и т.д.

Из коллекции нами были отобраны растения 15 высокодекоративных
сортов сирени обыкновенной отечественной селекции для дальнейшего
изучения возможности их размножения с использованием биотехнологи-
ческих методов. Цель исследований заключалась в совершенствовании
технологии размножения интродуцированных сортов Syringa vulgaris L.,
изучении влияния генотипических особенностей, гормонального состава
питательных сред, условий культивирования на развитие и рост микро-
побегов сирени, а также возможности поддержания их культуры в условиях
минимального роста in vitro.
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Материалы и методы
Для индукции культуры в качестве эксплантов брали апикальные и

латеральные почки зрелых и молодых побегов сирени с небольшим участком
стебля и фрагменты стебля длиной 1–1,5 см с двумя пазушными почками в
период активного роста. В качестве стерилизаторов использовали 7% раствор
гипохлорита кальция (15–20 мин) в сочетании с обработкой 70% этанолом
(1–2 мин). После стерилизации почки промывали 3 раза в стерильной
дистиллированной воде. Для индукции морфогенеза in vitro использовали
питательную среду с основой по Мурасиге и Скугу (MS) [4] с добавлением
30 г сахарозы и 0,5–1,5 мг/л 6-бензиламинопурина (6-БАП). Для размноже-
ния использовали среды: а) MS с 20 г/л сахарозы и 1,5 мг/л 6-БАП б) MS с
20 г/л сахарозы, 1,5 дозой макроэлементов и добавлением 0,1 мг/л тидиа-
зурона (TDZ). Укоренение полученных микропобегов проводили на среде
1/2 MS или MS с 1 мг/л индолилуксусной кислоты (ИУК). Адаптацию уко-
рененных in vitro растений проводили в микропарничках в условиях повы-
шенной влажности и освещенности в течение 1–1,5 мес.

Результаты и обсуждение
У эксплантов сирени в культуре in vitro наблюдалась реализация орга-

ногенного потенциала зачатков пазушных почек, а также активизация дея-
тельности клеток пазушной меристемы. Морфолого-анатомический анализ
эксплантов показал, что образующиеся побеги являются по происхождению
аксиллярными. Изучение влияния состава питательной среды и типа добав-
ляемого цитокинина на регенерационную способность сирени показало, что
максимальный коэффициент размножения достигался при использовании
среды с 1,5 дозой макросолей и 0,1 мг/л TDZ. Тидиазурон оказывал стимули-
рующее влияние на процесс формирования дополнительных пазушных
почек и, впоследствии, побегов. На этапе размножения наиболее отчетливо
проявлялись и сортовые особенности, что находило свое отражение в раз-
личном числе дополнительно закладывающихся почек и развивающихся из
них, впоследствии, побегов. На среде MS c одной дозой макросолей и 1,5 мг/л
6-BAP также наблюдался геммогенез. Спустя 35–40 дней практически у всех
сортов, высаженных на среду для размножения, начиналось эндогенное
заложение адвентивных корней на осях развивающихся микропобегов, чего
не было отмечено на средах других модификаций. Таким образом, данная
среда может быть универсальной как для индукции геммогенеза, так и для
ризогенеза. Ранее при изучении процесса укоренения сирени нами были
показаны преимущества ИУК (0,1 мг/л) по сравнению с другими гормонами
[3]. Однако использование среды MS, содержащей 1,5 мг/л 6-БАП, для
индукции гемморизогенеза позволяет сократить расходы и повысить
экономическую эффективность метода микроклонального размножения.

На этапах укоренения и адаптации полученных микропобегов к усло-
виям in vivo использование cфагнума положительно сказывалось на подго-
товке листового аппарата растений к условиям пониженной влажности
воздуха. Впоследствии растения легче адаптировались к условиям теплицы.
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Лучшим субстратом для адаптации регенерантов является автоклавиро-
ванная почвенная смесь: торф: дерновая земля: песок в соотношении 1:1:2.
Такая технология с сокращенным циклом с 3-х до 2-х стадий за счет исклю-
чения этапа укоренения на питательной среде позволяет уменьшить период
адаптации полученных регенерантов к условиям in vivo.

Этап собственно микроразмножения является ключевым и наиболее
важным для биотехнологического цикла культивирования растений. При
этом необходимо соблюдение условий культивирования и факторов, влияю-
щих на реализацию морфогенетического потенциала эксплантов, в част-
ности, температурного режима. В ходе эксперимента было выявлено, что
сорта П.П. Кончаловский, Великая Победа, Минчанка оказались наиболее
устойчивыми к воздействию более высоких по сравнению с оптимальными
температур (выше 24 °C). Они могли культивироваться в таких условиях
без пересаживания на свежую питательную среду в течение 6 месяцев, со-
храняя при этом жизнеспособность и высокую регенерационную активность.

Периодическое субкультивирование полученных растений трудоемко
и значительно удорожает содержание коллекции. В настоящее время интен-
сивно изучается возможность снижения температуры культивирования, за
счет которого достигается удлинение периода между пересадками (пасса-
жами) до 12–14 мес. Сохранение растений-регенерантов при пониженных
температурах не имеет негативных последствий и даже способствует их более
интенсивному росту после переноса в нормальные условия. Создание банка
культур для длительного хранения редких и полезных растений является
важнейшим достижением биотехнологии. Многообразие возможностей,
предоставляемых современной биотехнологией растений, позволяет успеш-
но использовать ее новые подходы для решения многих практических и
теоретических проблем биологии.

Выводы
1. Оптимальными средами для регенерации сирени обыкновенной сле-

дует считать две модификации основной питательной среды Мурасиге и Скуга,
содержащие полуторную дозу макросолей с добавлением 1,5 мг/л 6-БАП
или 0,1 мг/л TDZ.

2. На основании изучения морфогенетических процессов в эксплантах
сирени показана возможность получения растений-регенерантов через пря-
мой органогенез, минуя стадию каллусообразования.

3. Особенности и интенсивность морфогенеза у изученных сортов
сирени обыкновенной обусловлены, главным образом, генотипом растений,
определяющим потенциальную способность к регенерации.

4. Разработка методов поддержания и сохранения коллекции видов и
сортов растений в условиях in vitro путем минимализации их ростовых про-
цессов является перспективным современным направлением исследований.
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Резюме
В последние годы для сохранения биоразнообразия растений успешно

используются методы культуры in vitro. Усовершенствована технология ускоренного
размножения сортов сирени обыкновенной. Показана возможность получения
регенерантов посредством прямого органогенеза, отмечены особенности
морфогенеза in vitro.

В останні роки для збереження біорозмаїття рослин успішно використовуються
методи культури in vitro. Удосконалена технологія прискореного розмноження сортів
бузку звичайного. Показана можливість одержання регенерантів за допомогою
прямого органогенезу, відзначені особливості морфогенезу in vitro.

In vitro techniques have found increasing use in protection of plant biodiversity in
recent years. Technology of express propagation of Syringa vulgaris L. cultivars in vitro
is improved. The possibility of obtaining the regenerants via direct organogenesis is
showed, the peculiarities of morphogenesis in vitro being revealed.
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ГЕТЕРОЛОГИЧЕСКАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ
АЦИЛ-ЛИПИДНЫХ ДЕСАТУРАЗ ЦИАНОБАКТЕРИЙ

В РАСТЕНИЯХ
Изучение механизмов устойчивости растений к неблагоприятным фак-

торам окружающей среды и создание новых устойчивых форм методами
генетической инженерии является актуальной задачей биотехнологии в усло-
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виях глобальных климатических изменений и увеличивающегося загряз-
нения окружающей среды. Одним из механизмов адаптации растений к
холоду является увеличение степени ненасыщенности остатков жирных
кислот в клеточных мембранах, обеспечивающее необходимую текучесть
мембран при пониженных температурах. Катализируют реакции десатуразы
жирных кислот [1–3].

С целью исследования механизмов функционирования белково-липид-
ных мембранных систем в условиях холодового стресса и получения расте-
ний с новыми признаками мы сконструировали ряд генетических экспрес-
сионых векторов, несущих гетерологические гены ацил-липидных десатураз
desC (Δ9) Synechococcus vulcanus и desA (Δ12) Synechocystis sp. PCC 6803
(нативные или слитые с репортерным геном термостабильной лихеназы из
Clostridium thermocellum [4]). Проведена генетическая трансформация
модельного объекта (Nicotiana tabacum) и ценного сельскохозяйственного
вида (Brassica napus), и доказано присутствие трансгена в полученных расте-
ниях. Анализ активности термостабильной лихеназы позволил отобрать ли-
нии, в которых происходит экспрессия целевых генов. Для ряда полученных
линий трансгенных растений показано изменения спектра жирных кислот
мембранных липидов и повышенную устойчивость к холодовому стрессу.

Материалы и методы
Нативные и гибридные гены ацил-липидных десатураз desC S. vulcanus

и desA Synechocystis sp. PCC 6803 были помещены под контроль промотора
35S РНК ВМЦК в генетические конструкции pBISN-desС, pBISN-desA,
pBISN-desС-licВМ3 и pBISN-desA-licВМ3, содержащие ген nptII в качестве
селективного [5, 6]. Ген desC под контролем промотора 35S РНК ВМЦК и
терминатора нопалинсинтазы был помещен в генетическую конструкцию
pСВ141, содержащую селективный ген bar под контролем промотора нопа-
линсинтазы и терминатора октопинсинтазы на основе вектора pICH5290
[7]. Для генетической трансформации были использованы асептические рас-
тения Nicotiana tabacum сорта Wisconsin и рапса (Brassica napus) сортов Маг-
нат и Обрий, которые выращивали in vitro на агаризованной среде MS [8].
Для трансформации использовали Agrobacterium tumefaciens GV3101.

Листовые экспланты растений табака и рапса кокультивировали с сус-
пензией агробактерий. Экспланты табака помещали на среду MS для реге-
нерации, содержащую 1 мг/л бензиламинопурина (БАП) и 0,1 мг/л нафти-
луксусной кислоты (НУК) [9]. Экспланты рапса культивировали на среде
MS для каллусогенеза, содержащей 2 мг/л 2,4-D, 1 мг/л НУК, 0,1 мг/л кине-
тина и 0,1 мг/л БАП, затем переносили на среду MS для регенерации, содер-
жащую 2 мг/л БАП, 1 мг/л зеатина, 1 мг/л НУК, 1 мг/л гиберелловой кисло-
ты, 1 мг/л абсцизовой кислоты [10]. Для отбора растений-трансформантов
в питательные среды добавляли канамицин (100 мг/л) при трансформации
с использованием генетических конструкций pBISN-desС, pBISN-desA,
pBISN-desС-licВМ3 и pBISN-desA-licВМ3, или фосфинотрицин (5 мг/л) при
трансформации с использованием генетической конструкции pСВ141.
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Присутствие трансгена и анализ активности термостабильной лихеназы
в клетках отобранных линий растений проводили в соответствии с опи-
санными протоколами [11]. Выделение жирных кислот и образование их
метиловых эфиров для проведения газо-хроматографических анализов
проводили по методике [12]. Определение метиловых эфиров жирных кислот
проводили на газовой хромато-масс-спектрометрической cиcтеме Agilent
6890N/5973inert с капиллярной колонкой DB-FFAP (30 м × 0,25 мм ×
0,25 мкм) (J&W Scientific). Температурная программа от 150 °С до 220 °С
с градиентом 2 °C/мин, температура испарителя — 250 °С. В качестве газа-
носителя использовали гелий со скоростью потока 1 мл/мин. Идентифика-
цию проводили при помощи библиотеки масс-спектров NIST 02 и стан-
дартной смеси метиловых эфиров жирных кислот бактерий (Supelco).

Контрольные и опытные растения подвергали воздействию низких
температур: помещали в камеру при 0 °С, после чего опускали температуру
до –5 °С и выдерживали 30 минут. Экстрагировали листовую ткань. Содер-
жание малонового диальдегида и перекиси водорода в экстрактах контроль-
ных и трансгенных растений в нормальных и стрессовых условиях измеряли
с использованием методов [13].

Результаты и обсуждение
Генетическая трансформация растений табака была проведена методом

кокультивирования с линиями Agrobacterium tumefaciens GV3101, несущими
генетические вектора pBISN-desС, pBISN-desA, pBISN-desС-licВМ3 и
pBISN-desA-licВМ3, содержащие нативные и гибридные гены ацил-липид-
ных десатураз desC S. vulcanus и desA Synechocystis sp. PCC 6803, слитые в
одной рамке считывания с геном термостабильной лихеназы Clostridium
thermocellum, под контролем промотора 35S РНК ВМЦК. После регенерации
устойчивых растений на питательной среде, содержащей канамицин, при-
сутствие в них перенесенных генов было доказано методом мультиплексной
ПЦР [11].

В растениях табака, трансформированных гибридными генами деса-
тураз, активность репортерного белка была обнаружена в 11 из 19 растений
с геном desС-licВМ3 и в 2 из 5 растений с геном desА-licВМ3 [11]. Растения
табака двух линий, экспрессирующие гибридный ген desА-licВМ3, были
повторно трансформированы векторной конструкцией рСВ141, несущей
нативный ген desС под контролем 35S промотора ВМЦК. После селекции
на среде с фосфинотрицином были отобраны 20 растений, у которых было
показано присутствие обоих целевых генов. Шесть из них были использо-
ваны для проверки активности термостабильной лихеназы в составе гибрид-
ного белка, которая была показана во всех случаях. Кроме того было отобрано
5 растений, несущих нативный ген desС — D9-десатураза; 5 растений с на-
тивным геном desА — D12-десатураза [11]. Активность лихеназы была
зарегистрирована в двух линиях рапса (сорт Обрий), которые были регене-
рированы на селективной среде, содержащей фосфинотрицин, после транс-
формации одновременно двумя конструкциями: pBISN-desС-licВМ3 и
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pCB133 (ген устойчивости к раундапу и селективный ген устойчивости к
фосфинотрицину).

Методом газовой хроматографии-масс-спектрометрии анализировали
соотношение жирных кислот в экстрактах липидов клеточных мембран
трансгенных растений табака. Было проанализировано 19 линий растений.
Наибольшие отличия от контроля наблюдали у растений, содержащих ген
desА-licВМ3 и у двойных трансформантов, которые содержали гены desА-
licВМ3 и desС (рис.). Соотношение ненасыщенных жирных кислот в кле-
точных мембранах растений данных линий было смещено в сторону накоп-
ления двуненасыщенной линолевой кислоты, которая, считается, обуслав-
ливает устойчивость клеток к воздействию холода [1, 2].

Для оценки устойчивости растений к холоду определяют показатели
окислительного повреждения клетки и измеряют уровень специфических
метаболитов, содержание которых связано со стрессовым разобщением мем-
бранных электронтранспортных цепей и появлением в клетке реакционно-
активных форм кислорода. Одной из таких форм является пероксид водо-
рода. Вместе с супероксид-анионом и гидроксил-радикалом, это вещество
принимает участие в реакциях перекисного окисления липидов — одной из
первых мишеней холодового стресса. Поэтому в ходе нашей работы мы ис-
следовали содержание пероксида водорода и накопление основного продукта
окисления липидов (малонового диальдегида) в растениях контрольных и
трансгенных линий в нормальных условиях и условиях холодового стресса.
Обнаружено отличие между содержанием обоих веществ в ряде трансгенных
линий растений и контрольных линиях. Показано, что некоторые трансген-
ные растения, которые экспрессируют гены десатураз Δ9 и Δ12, в условиях
холодового стресса накапливают пероксид водорода и малоновый диальде-
гид в тех же количествах, что и контрольные растения, которые не подверга-
лись холодовой обработке.

Выводы
Проведена генетическая трансформация Nicotiana tabacum и Brassica

napus генами ацил-липидных десатураз desC (D9) Synechococcus vulcanus и

Рис. Соотношение жирных кислот в мембранах трансгенных линий N. tabacum.
В качестве контроля использованы нетрансгенные растения табака
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desA (D12) Synechocystis sp. PCC 6803 (нативные или слитые с репортерным
геном термостабильной лихеназы из Clostridium thermocellum) и доказаны
присутствие и экспрессия трансгена в полученных растениях. Для ряда полу-
ченных линий трансгенных растений табака показаны изменения спектра
жирных кислот мембранных липидов в сторону накопления двуненасыщен-
ной линолевой кислоты и повышенная устойчивость к холодовому стрессу.

Работа выполнялась в рамках совместного российско-украинского про-
екта “Изучение механизмов устойчивости высших растений к абиотическим
стрессам благодаря гетерологической экспрессии генов цианобактерий”,
грант РФФИ 2008–2009 №08-04-90410_укр (тема №II-16-09, номер гос. ре-
гистрации УНТЦ 0108U003265).
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Резюме
Были сконструированы вектора для Agrobacterium-опосредованной трансфор-

мации растений генами десатураз цианобактерий, участвующими в процессах адап-
тации организма к холодовому стрессу, слитыми с репортерным геном термоста-
бильной лихеназы Clostridium thermocellum, и проведена генетическая трансфор-
мация растений табака и рапса. У полученных растений исследовали изменения
спектра жирных кислот мембранных липидов и резистентность мембран к холодо-
вому стрессу.

Було сконструйовано вектори для Agrobacterium-опосередкованої трансфор-
мації рослин генами десатураз ціанобактерій, що беруть участь у процесах адаптації
організму до холодового стресу, злитими з репортерним геном термостабільної
ліхенази з Clostridium thermocellum, і проведено генетичну трансформацію рослин
тютюну і рапсу. Для отриманих рослин досліджено зміни спектру жирних кислот
мембранних ліпідів і резистентність до холодового стресу.

Plasmid constructs for Agrobacterium-mediated transformation of plant nuclear
genome with cyanobacterium desaturase genes responsible for cold stress adaptation
fused with reporter Clostridium thermocellum lichenase gene were built up and used to
obtain transgenic plants of tobacco and rape. Lipid fatty acid spectrum change and cold
stress tolerance was studied for obtained transgenic plants.
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ИЗУЧЕНИЕ LOX-ОПОСРЕДОВАННОЙ ЭКСПРЕССИИ
В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ

В наше время трансгеноз (перенос и реализация генетической инфор-
мации) является направлением исследований, которые дают ответ на мно-
гочисленные фундаментальные вопросы. При изучении функционирования
чужеродных генов в трансгенных растениях были охарактеризованы и
исследованы механизмы регуляции экспрессии, идентифицированы новые
промоторные и энхансерные последовательности. Методы генной инжене-
рии, в частности gene taggeting, также позволяют определять последователь-
ности, регуляторный потенциал которых проявляется только в определенном
генетическом окружении, криптические (от англ. cryptic) промоторы. Крип-
тические регуляторные элементы обнаружены у разных организмов, как в
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непосредственной близости возле кодирующего участка генов, так и в не-
транскрипционных последовательностях генома [1–3]. В геноме табака
выявили криптический промотор, который обеспечивал экспрессию гена в
покровных тканях семян [4], а также конститутивный криптический про-
мотор tCUP [5], активность которого подтвердилась при трансформации
растений табака и арабидопсиса [6].

Мы в нашей работе также столкнулись с ситуацией, когда экспрессия
гена происходила под влиянием последовательности, которая не имеет
традиционной для промоторов структуры и обеспечивает экспрессию только
в определенном окружении. Но, в отличие от криптических промоторов,
эта последовательность не является геномной ДНК растений. В наших
экспериментах в трансгенных растениях табака экспрессия беспромоторного
гена bar происходила под влиянием lox-сайта бактериофага Р1, размещен-
ного в генетических конструкциях непосредственно возле правого бордера
Т-ДНК (RB-lox-bar-). Для трансформации были использованы вектора,
которые содержат lox-сайт и ген bar без промотора возле правого бордера
T-ДНК, а также ген nptII под контролем nos промотора. Трансгенные рас-
тения были отобраны по устойчивости к антибиотику канамицину. При
тестировании этих растений на селективной среде, которая содержит
фосфинотрицин, было установлено, что большинство трансформированных
растений (около 80%) устойчивы к этому гербициду [7]. Такой результат
был довольно неожиданным, но дальнейшие эксперименты подтвердили,
что размещение lox-сайта в генетических конструкциях возле RB обуслав-
ливает стабильную экспрессию следующего за ним беспромоторного гена
bar. О наличии экспрессии свидетельствовала устойчивость трансгенных
растений к гербициду фосфинотрицину, а также наличие соответствующей
мРНК в тотальной РНК растений. Lox-опосредованная экспрессия зависит
от способа внесения Т-ДНК в растительный геном и происходит только в
трансгенных растениях, полученных методом агробактериальной транс-
формации. Возможность lox-опосредованной экспрессии была показана на
многих растительных видах. С помощью вышеупомянутых векторов были
получены устойчивые к фосфинотрицину трансгенные растения таких сель-
ськохозяйственно ценных видов, как рапс [8], картофель и свекла (неопуб-
ликованные данные).

Целью наших дальнейших исследований было изучить возможность
lox-опосредованной экспрессии при размещении lox сайта возле левого
бордера, а также провести контрольный эксперимент с вектором, в котором
последовательность lox-сайта заменена на АТ богатую последовательность
ДНК.

Материалы и методы
Плазмиды и бактериальный штамм. Векторные конструкции рICH3737

и рICBV19 были любезно предоставлена компанией Icon Genetics GmbH
(г. Халле, Германия). Вектор рСВ108 является производным вектора
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рICH3737 и получен в результате делеции XhoI/EheI фрагмента этого
вектора. Из вектора рСВ108 loxA сайт вырезали рестриктазами BamHI/
Ecl136II и проводили инсерцию АТ богатой последовательности, которая
была амплифицирована из межгенного спейсера psbA-petB хлоропластной
ДНК табака. Вектор рСВ164 является производным вектора рICBV19, и
содержит loxA сайт между левым бордером и кодирующей последова-
тельностью bar гена. Плазмидные вектора были использованы для транс-
формации Agrobacterium tumefaciens (штамм GV3101). Культивирование
агробактерии проводили как описано в [7].

Агробактериальная трансформация растений. Для генетической
трансформации табака использовали листья асептических растений сорта
Dubec и Wisconsin. Трансформацию проводили методом сокультивации
листовых дисков табака с агробактерией на жидкой среде МS в течении
суток, после чего экспланты переносили на агаризованную среду МS, содер-
жащую 1,0 мг/л BAP, 0,1 мг/л NAA, а также фосфинотрицин 5 мг/л и цефо-
таксим 600 мг/л. Укоренение растений проводили на среде МS, содержащей
фосфинотрицин 5 мг/л, цефотаксим 200 мг/л.

Анализ трансгенных растений с помощью ПЦР проводили как описано
в [7].

Результаты и обсуждение
Для определения возможности lox опосредованной экспрессии при

размещении lox сайта возле левого бордера был сконструирован вектор
рCB164. В векторе рCB148 lox сайт возле правого бордера был заменен на
АТ богатую последовательность межгенного спейсера хлоропластной ДНК.
Идея создания этого вектора возникла, поскольку последовательность lox
сайта является АТ богатой, и нам было интересно сравнить влияние на экс-
прессию трансгена lox сайта и произвольно выбранной АТ богатой последо-
вательности, размещенной в векторе аналогичным образом. Вектор рCB108
содержит lox сайт возле правого бордера и не содержит других селективных
генов, а также других промоторов, которые могут быть энхансерами для lox
опосредованной экспрессии. На наш взгляд, эта конструкция интересна тем,
что дает возможность получать устойчивые к гербициду растения, привнося
в геном минимум чужеродной генетической информации.

В результате экспериментов по трансформации растений табака были
получены трансгенные растения, устойчивые к гербициду фосфинотрицину,

Рис. Схема Т-ДНК плазмидных векторов
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со всеми вышеупомянутыми конструкциями, кроме вектора рCB148. После
сокультивации с агробактерией, экспланты переносили на среду для реге-
нерации, содержащую селективный агент фосфинотрицин в концентрации
5 мг/л. Количество эксплантов, активно регенерирующих на селективной
среде, значительно варьировало для каждой конструкции. Тогда как отобран-
ные на селективной среде растения практически все укоренились, и методом
ПЦР была подтверждена их трансгенная природа. Учитывая эти данные,
мы посчитали, что вполне корректно и при этом более информативно для
оценки lox опосредованной экспрессии, сравнить частоту регенерации рас-
тений на селективной среде. Данные представлены в таблице.

Трансгенные растения табака рСВ108 были высажены в грунт в условиях
теплицы. Обработка тепличных растений гербицидом BASTA (действующее
вещество — фосфинотрицин) подтвердила устойчивость этих растений к
гербициду. В результате самоопыления были получены семена трансгенных
растений, проростки которых при анализе in vitro на устойчивость к фосфи-
нотрицину показали расщепление 3:1 по этому признаку.

Выводы
Были получены трансгенные растения табака, в которых экспрессия

беспромоторного гена bar происходила под влиянием lox сайта вблизи от
левого бордера Т-ДНК. Также была показана возможность lox опосредован-
ной экспрессии гена bar у растений, трансформированных вектором рСВ108,
не содержащим дополнительных селективных генов и каких-либо промото-
ров. И хотя эффективность трансформации по сравнению с исходной плаз-
мидой рICH3737 была значительно ниже, экспрессия bar гена в полученных
трансгенных растениях была стабильной и сохранялась в поколении Т1.
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Резюме
Последовательность lox сайта бактериофага Р1 была использована нами в

векторах для трансформации растений и изучено её влияние на экспрессию бес-
промоторного bar гена при размещении lox сайта возле правого (RB) или левого
(LB) бордеров Т-ДНК, вблизи от сайта инициации транскрипции. Lox опосредо-
ванная экспрессия bar гена, распознаваемая по устойчивости трансгенных растений
к гербициду фосфинотрицину, наблюдалась у растений, полученных в результате
трансформации векторами обоих типов.

Послідовність lox сайту бактеріофагу Р1 була використана у векторах для
трансформації рослин та вивчено її вплив на експресію безпромоторного bar гену
при розміщенні lox сайту біля правого (RB) або лівого (LB) бордеру Т-ДНК. Lox
опосередкована експресія bar гену, що розпізнавалася завдяки стійкості трансгенних
рослин до гербіциду фосфінотрицину, спостерігалась у рослин, які були трансфор-
мовані конструкціями обох типів.

Lox sites of the Cre/lox recombination system from bacteriophage P1 were analyzed
for their ability to influence of bar gene expression in transgenic plants when inserted
upstream from a gene coding sequence adjacent to the right border and left border of
T-DNA. Lox-mediated expression of bar-gene, recognized by resistance to PPT of
transgenic plants, was permanent and occurred in plants obtained via Agrobacterium-
mediated transformation with both type of vectors: containing lox site near RB and LB of
T-DNA.
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METABOLIC ENGINEERING OF PLANT BIOMASS PRODUCTION
OF BIOFUEL

Uncertainties of fossil oil supplies and growing demand for energy provoked
a surge of interest in renewable energy resources and greatly stimulated intense
academic and applied research on biofuel, plant-derived ethanol and oil [1, 2].
Ethanol has been traditionally produced by fermentation plant produced sugars
(sugarcane, sugar beet) and starch (corn, potato). A lot of efforts and resources
are currently directed to develop second generation technologies for ethanol
production from the lignocellulosic materials which compose the majority of
plant biomass [3]. Another challenge lies in the efficient production of biodiesel
fuels based on plant oils [4].

Biodiesel production is usually associated with seeds of selected plant species,
such as sunflower, soybean, rapeseed or jatropha, which accumulate oil in the
form of triacylglycerols (TAGs) as storage reserves. While the oil content can
reach 40–50% of seed dry weight, the yields of oil-rich seeds are rather limited.
Despite accumulation in seeds, primary lipid synthesis occurs in green photo-
synthetic tissues, leaves and stems [5], which constitute a significantly larger
portion of plant biomass than seeds. A number of recent studies indicated that
gene manipulations enable the relocation or elevation of oil storage in alternative
plant organs such as roots, stems or leaves making the green biomass a plausible
system for manufacturing biodiesel [6, 7]. It is well documented that enhanced
expression of some enzymes involved in lipid metabolism can lead to increased
oil accumulation in different plant organs [5, 6]. The second set of published data
relates to channeling oil accumulation to leaf tissues by leaf-specific expression
of genes coding for transcription factors that regulate seed development and
maturation. When constitutively expressed in leaves, some of transcription factors,
e.g. LEC1, LEC2 or WRI1, induced the formation of seed-like structures and
stimulated oil synthesis in the vegetative green tissues [8].

In an attempt to investigate the potential of plant biomass as a new source of
biodiesel oil, we chose tobacco, a plant that has been widely used in genetic
engineering experiments. Tobacco, a well-established industrial crop used prima-
rily for non-food consumption, is widely cultivated in more than 100 countries
worldwide, yielding up to 170 tons per hectare of green tissues when grown for
biomass production instead of smocking [9]. Analysis of leaves from 56 tobacco
species revealed that the average content of extractable fatty acids (FA), which is
the major component of biodiesel fuel, is about 3% per dry weight [10]. While
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the representation of oil in green biomass is much lower than in the oil-crop
seeds, the sheer volume of biomass and the possibilities of metabolic engineering
makes tobacco an attractive and promising “energy plant” platform. It could also
serve as a model for the utilization of developed engineering strategies in other
high-biomass plants for biofuel production.

Here, we present our data on enhanced accumulation of fatty acids in tobacco
biomass following the constitutive expression of an Arabidopsis gene DGAT, coding
for diacylglycerol acyltransferase, a key enzyme in TAG biosynthesis, and inducible
expression of transcription factor LEC2, a master regulator of seed maturation and
oil storage.

Additionally, as a feedstock for cellulosic ethanol fermentation, tobacco has
two main advantages over existing feedstocks: 1) it contains relatively high amount
of easily fermentable sugars and, 2) the content of lignin, which significantly
hampers cellulose degradation and therefore contributes to high processing
expenses, is much lower in tobacco compared to other feedstocks considered for
ethanol production such as switch grass or corn stover.

Materials and Methods
Generation of expression vectors and plant transformation. Full length

Arabidopsis thaliana cDNAs coding for diacylglycerol acyltransferase (DGAT,
Ac.# BT008883), and Leafy Cotyledons-2 transcription factor (LEC2 Ac.#
DQ446296) were used for construction plant expression cassettes. DGAT under
the control of RbcS promoter and LEC2 under the control of ethanol-inducible
AlcA promoter, were put into plasmid pBIN-Plus and the resulting vectors were
used for Agrobacterium-mediated transformation of tobacco.

DNA and protein analysis. The presence of DGAT and LEC2 expression
cassettes in transformed tobacco lines was confirmed by PCR analysis. The
expression of DGAT and of LEC2 polypeptides has been confirmed by protein
Western blot analysis.

Stimulation of LEC2 expression. The expression of LEC2 gene was induced
by stimulating AlcR-promoter in 6-8 week old tobacco with 0.1% or 1% water
solution of acetaldehyde. Induction was repeated twice with an interval of 24h
and samples were taken for lipid analysis and mRNA expression analysis at 24h,
48h and 120h after the initial treatment.

Lipid extraction and analysis. For Liquid Chromatography (LC-MS)
analysis total lipids were isolated by hexane extraction from lyophilized plant
tissues. Extracted lipids were separated and analyzed using a Dionex UltiMate
3000 LC system partnered with an Applied Biosystems (Foster City, CA) 4000 Q
Trap mass spectrometer with an electrospray ionization source. TAG amounts,
adjusted for the internal standard, were calculated from a standard curve of triolein.
For Gas Chromatography (GC) analysis of fatty acids, total lipids were extracted
into chloroform using the methanol-chloroform procedure of Bligh and Dyer
[10]. Extracted lipids were methylated and the fatty acids esters were analyzed
by GC using Shimatzu Model GC-8APF gas chromatographer. To identify indi-
vidual fatty acids, retention times of sample peaks were compared to peaks of
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certified methylated fatty acid standards of rape seed oil. Fatty acid content was
quantified using heptadecanoic acid as an internal standard added to samples
prior to extraction.

Results and Discussion
Overexpression of DGAT results in increased TAG synthesis and accu-

mulation of fatty acids. Tobacco, Nicotiana tabacum, cv. Wisconsin and a variety
with elevated sugar content, NC-55, were transformed with Arabidopsis gene
DGAT under the control of strong RbcS promoter with the aim of enhancing the
synthesis of triacylglycerols (TAGs) in tobacco leaves. Prior to chromatographic
lipid analysis, selected kanamycin resistant tobacco plantlets were grown for
3 months in a greenhouse and visually pre-selected by microscopic analysis of
Sudan IV stained oil bodies in leaf samples. The plants with an increased number
of oil bodies were subjected to analysis of TAGs by liquid chromatography mass
spectroscopy (LC-MS) and/or to the analysis of total extracted fatty acid esters
by Gas-chromatography (GC).

LC-MS analysis revealed up to a 20-fold increase in TAG accumulation in
the tobacco plants overexpressing DGAT as compared to wild type. This increase
in TAGs, which represent only 15-20% of total fatty acids in leaves, translated
into an overall 2-fold increase of extractable fatty acids, up to 5.6% of tobacco
dry biomass as determined by quantitative GC analysis, compared to 2.8% fatty
acid content in untransformed tobacco, cv. Wisconsin. The reasoning for using
high-sugar tobacco variety NC-55 in this study was the assumption that it could
contain a higher background lipid levels because sugars are the primary precursors
in fatty acid biosynthesis [5]. Indeed, the wild type cv. NC-55 demonstrated almost
30% higher total FAs compared to cv. Wisconsin, totaling 3.7% of dry weight.
Overexpression of Arabidopsis DGAT enzyme in NC-55 tobacco led to persistently
high accumulation of fatty acids above 5% of dry weight, with the highest FA
level of 6%.

Enhanced TAG synthesis causes change in oil fatty acid composition.
The observed increase in total FA accumulation in tobacco leaves was ac-
companied by a drastic shift in the fatty acid composition. Three fatty acids,
linolenate, linoleate and palmitate, are usually predominant in the green parts of
plants including tobacco [9]. In transgenic tobacco lines of cv. Wisconsin, the
proportion of linolenate was reduced to 30-40% as compared to 61% in wild-
type plants, while oleate increased from 1.5% to 20-25% in total extracted fatty
acids. Changes in the TAG fraction of tobacco oil in DGAT-overexpressing tobacco
were even more profound, with a decrease in linolenate from 60% to about 20%,
and accumulation of 50-60% of oleate. Although the exact fatty acid profiles
differ among different transgenic lines due to variations in linolenate (18:3),
linoleate (18:2), palmitate (16:0) and oleate (18:1) proportions, the trend toward
an increased proportion of more saturated oleate and decrease of unsaturated
linoleate was obvious. In the context of developing tobacco biomass oil into a
diesel fuel, such a shift is definitely desirable for making biodiesel with better
fuel qualities.
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Stimulation of LEC2 expression leads to both enhanced oil accumulation
and a shift in oil fatty acid pattern. In order to confirm the concept of regulated
accumulation of oil in tobacco biomass, we generated and tested tobacco plants
expressing the LEC2 gene under the control of ethanol-inducible AlcA promoter
of Aspergillus nidulans [12]. We opted for an inducible promoter in this case to
avoid potential problems that constitutive expression of LEC2 could cause by
interfering with the plant growth/development program [13]. To stimulate the
expression of LEC2, roots of three month old plants were treated by soil drenching
with 0.1% and 1% acetaldehyde, which is a product of ethanol metabolism and a
physiological inductor of AlcA. While the level of oil accumulation varies between
individual plants 0.1% acetaldehyde treatment increased extracted fatty acids up
to 5.5%, and 1% acetaldehyde treatment resulted in a more than double increase
of total extracted FA, from 2.9% to 6.8% of dry weight in selected lines. Similar
to tobacco plants over-expressing DGAT, we observed a shift in fatty acid
composition following the stimulated expression of LEC2.

Additional means of increasing oil accumulation include using other strong
enhancers/promoters in combination with DGAT or other key enzymes influencing
oil biosynthesis such as acetyl-CoA carboxylase or thioesterase [5, 6], ge-
ne amplification technology [14], or inhibition of the pathways of lipid break-
down [15].

Conclusion
By generating both oil and ethanol, tobacco has the potential to produce

substantial amount of renewable biofuel to be considered as one of the promising
“energy crop” platform; the obtained data could be also used to develop efficient
strategies for metabolic engineering of other plants with enhanced accumulation
of fatty acids to be used as biodiesel.
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Summary
Tobacco plants engineered to constitutively overexpress DGAT, a key enzyme in

plant lipid biosynthesis, or to inducibly express a transcription factor LEC2 that govern
seed maturation, have about two-fold increase in total fatty acid content in their green
biomass. The increased fatty acid content was accompanied by changes in their com-
position that favor development of tobacco as a renewable source of biofuel.
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О РЕГИОНАЛЬНОМ РЕГИСТРЕ МАРКЁРОВ САХАРНОГО
ДИАБЕТА 2 ТИПА

 В настоящее время в Украине более миллиона людей больны сахарным
диабетом (СД). Примерно 86% случаев заболевания СД приходится на 2 тип.
Считается, что реальное количество больных в 2–3 раза больше за счёт не
выявленных и скрытых форм заболевания. Эти люди с высокой генетической
предрасположенностью к заболеванию должны стать объектом целенаправ-
ленной профилактики СД. Выявление таких людей проводится по специаль-
ным признакам – маркёрам наследственной предрасположенности. К настоя-
щему времени накоплена обширная информация о ДНК-маркёрах и генах-
кандидатах СД [1–5]. Это создаёт хорошие возможности для выявления
группы повышенного риска, однако практическое использование результатов
молекулярно-генетических исследований ещё отстаёт от научных разработок.

Эффективность использования маркёров зависит, как известно, от раз-
ницы их частот в сравниваемых группах, поэтому диагностическая ценность
каждого маркёра имеет локально-популяционное значение. СД 2 типа —
заболевание этноспецифичное. У современных народов, предки которых в
течение тысячелетий занимались земледелием, заболеваемость сахарным
диабетом значительно ниже, чем у тех, чьи предшественники в недавнем
прошлом вели образ жизни охотников, собирателей или скотоводов. В евро-
пейских странах сахарным диабетом 2 типа больны 3–6% населения, в Поли-
незии и Микронезии — 25–30%. Среди жителей США европейского проис-
хождения больные СД 2 типа составляют 5%, среди афроамериканцев —
10%, выходцев из Мексики — 24%. У индейцев Пима СД 2 типа поражены
35%, а в возрасте 55–64 лет — 70% населения. В ходе предшествующей
генно-культурной коэволюции у народов-земледельцев сформировался
генофонд, адаптированный к пище с высоким гликемическим индексом.
Генофонд народов, которые вследствие глобализации приобщились к запад-
ной цивилизации, но не прошли адаптации в процессе биологической эволю-
ции, оказался не приспособленным к этим условиям. Эпидемию СД, которая
поразила эти народы, генетики рассматривают как реакцию определённых
генотипов на новые факторы среды. Понимание этого приводит к мысли о
необходимости разрабатывать систему мер по профилактике СД 2 типа в
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каждом населении с учётом его индивидуальной истории и местных условий.
В данной статье представлены данные об однонуклеотидных полиморфиз-
мах (SNP) генов параоксоназы РОN-1 и адипонектина АРМ-1 и изложены
принципы создания региональных регистров для выделения группы риска
по заболеванию СД 2 типа.

Материалы и методы
Образцы крови 213 больных СД 2 типа получены в клинике Института

проблем эндокринной патологии им. В.Я. Данилевского АМН Украины
(г. Харьков). Образцы крови 200 здоровых доноров получены на Харьков-
ской областной станции службы крови с их письменного согласия. Все обсле-
дованные, украинцы и русские, были жителями Харькова и Харьковской
области. Учитывались генеалогические данные и место рождения обследо-
ванных. ДНК выделена из лейкоцитов при помощи ионообменной смолы
ChelexR100. Однонуклеотидную замену Q192R в гене РОN-1 и однонуклео-
тидную замену +276G>Т в гене АРМ-1 определяли путём полимеразной
цепной реакции. Разделение фрагментов ДНК после рестрикции проводится
с помощью электрофореза в 2% агарозном геле. По информации о числе
генотипов были рассчитаны частоты SNP у мужчин и женщин, русских и
украинцев, больных СД 2 типа и здоровых людей. Для оценки связи между
SNP и СД 2 типа рассчитывали показатели относительного риска (RR) и
отношения шансов (OR) и 95% доверительные интервалы. Проверку ста-
тистических гипотез о равенстве распределений генотипов и частот SNP
проводили помощью критерия c2 на уровне значимости 0,05.

Результаты и обсуждение
 Однонуклеотидный полиморфизм Q192R гена PON-1, приводящий к

изменению активности параоксоназы, представляет собой несинонимиче-
скую замену Q192R SNP, которая связана с продукцией двух изоферментов,
различающихся аминокислотными остатками — глутаминовый (Q) или арги-
ниновый (R) — в позиции 192 активного центра фермента. Аллельные вариан-
ты гена предлагают использовать в качестве маркёров повышенного риска
к кардиоваскулярным и эндокринным заболеваниям, поскольку активность
данного фермента у больных имеет иные значения, чем у здоровых индиви-
дов [5, 6]. Локус АРМ-1 ассоциирован с СД 2 типа [Kissenbah, Sonnenberg,
Myklebust J. et.al., 2000]. Однонуклеотидная замена в этом гене (SNP+276G>Т),
ассоциированная с инсулиновой резистентностью [2], относится к интрону 2.

По частотам SNP гена PON-1 и гена АРМ-1 различий между русскими
и украинцами, больными СД 2 и здоровыми мужчинами и женщинами не
обнаружено. Частоты SNP PON-1 во всех сравниваемых группах находятся
на уровне (рQ) 0,65–0,70 и (рR) 0,30–0,35. Частоты SNP гена АРМ-1 также не
различаются у больных и здоровых, не зависят от пола и национальности и
составляют (рG) 0,45–0,50 и (рT) 0,50–0,55. Таким образом, поиск предрас-
полагающего и защитного аллеля в отношении СД 2 типа в изученном насе-
лении успехом не увенчался. Анализ генотипов также не выявил различий
по полу и национальности обследованных. Различия по генотипам были
обнаружены лишь между больными СД 2 типа и здоровыми. Среди больных
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было больше гомозигот, чем в контрольной группе. Удельный вес (в %)
генотипов по гену PON-1 составляет (контроль/больные): QQ (39/57), QR
(52/26) и RR (9/17) (р<0,05). Для гена АРМ-1 это соотношение составляет:
GG (7/28), GT (77/43), TT (16/29) (p<0,05). Расчёт относительного риска и
отношения шансов показал, что для гомозиготы QQ (ген PON-1) вероятность
заболеть СД 2 типа в 1,46 раза превышает среднее популяционное значение.
У гомозиготы RR вероятность заболеть СД 2 типа повышена в 1,89 раза
((p<0,05). У носителей генотипа QR риск оказался в два раза меньшим, чем
в среднем для населения. Наличие гомозиготного генотипа по SNP АРМ-1
повышает вероятность заболевания СД 2 типа в 2,5 раза, а у гетерозигот риск
понижен в два раза по сравнению с популяционным значением (p<0,05).

Отсутствие разницы по частотам аллелей изученных генов между рус-
скими и украинцами в Харькове и Харьковской области указывает на возмож-
ность использования в данном регионе единого регистра для славянского
населения. Это, однако, не означает, что различий между славянскими груп-
пами не будет и в других областях. Генофонд населения восточной части
Украины формировался на протяжении более чем трёх сотен лет совместного
проживания этнических русских и украинцев. Генетические миграции,
происходящие на протяжении десятков поколений, а также обитание в одной
и той же географической зоне могли привести к выравниванию аллельных
частот у современных русских и украинцев, проживающих на этой террито-
рии, если допустить, что прежде такие различия имелись. Генофонд населения,
проживающего на приграничных территориях западной Украины, испытывал
давление миграций с иными генетическими характеристиками, а подраз-
делённость популяции создать градиент частот. В связи с этим переносить
локальные данные на всё население нужно с осторожностью.

Информация о частотах SNP и генотипах даёт представление о структу-
ре популяции и процессах, которые в них происходят. Так, по гену PON-1
структура населения Харьковской области в целом соответствует состоянию
панмиксии (выполняется равновесие Харди—Вайнберга), но частоты ге-
нотипов не совпадают у выходцев из сёл и коренных горожан: последние
чаще являются гетерозиготами. По SNP гена АРМ-1 популяция отклоняется
от состояния панмиксии в сторону значительного преобладания гетерозигот.
Это говорит о селективной значимости данного локуса и целесообразности
его углублённого исследования. Изученные локусы являются аутосомными
(РОN-1 расположен на хромосоме 7, АРМ-1 на хромосоме 3), но один лишь
этот факт не является достаточным основанием для создания общего регистра.
Ген может иметь неодинаковую адаптивную ценность у мужчин и женщин,
специфически проявляться в разных популяциях.

Использовать молекулярный маркёр для массового скрининга нецелесооб-
разно, так как это даёт лишь небольшую прибавку в оценке риска. В изучен-
ном населении популяционная частота СД 2 типа составляет 1,5%. При носи-
тельстве предрасполагающего генотипа риск заболевания увеличивается в
1,5–2,5 раза, достигая 3–5%, что не выходит за пределы критического (10%),
при котором медико-генетическое консультирование считается необходи-
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мым. При использовании нескольких независимых маркёров прогноз
уточняется, однако стоимость его увеличивается. Совершенствование техно-
логии, безусловно, изменит ситуацию, однако в настоящее время применение
ДНК-маркёров при массовом скрининге пока не оправдано — в настоящее
время идёт процесс генетической инвентаризации. На первых этапах для
прогнозирования целесообразно использовать другие, менее затратные
показатели риска. Наиболее доступным предиктором наследственной
предрасположенности является генеалогическая характеристика консульти-
руемого, которая даёт представление о специфическом риске, в то время
как молекулярные маркёры ассоциированы не только с искомым заболева-
нием, но и с другими, что, в общем, не противоречит идее об единой системе
генотипа, как факторе развития признаков. Риск заболевания полигенной
природы для родственника первой степени больного рассчитывается как
квадратный корень из популяционной частоты [8], значит, риск для родствен-
ников первой степени больного составляет около 12% превосходит критиче-
ское значение, при котором рекомендуется медико-генетическое консультиро-
вание, что позволяет отнести индивида к группе риска. Уточнить вероятность
заболевания позволяют легко доступные для анализа признаки, ассоцииро-
ванные с заболеванием: индекс массы тела, морфологические особенности
и др. Молекулярные маркёры целесообразно использовать для уточнения
риска после того, как реализованы все другие, менее затратные методы. Исполь-
зование ДНК-маркёров на заключительном этапе позволяет сделать прогноз
более надёжным и сузить круг лиц, которым требуется привентивная терапия
в первую очередь. Эффективность применнеия региноального регистра зави-
сит от того, насколько широк его спектр и насколько информативны маркёры
для локального населения. При формировании регистров нужно учитывать
региональные особенности этнически гетерогенного населения, тип популя-
ции (мегаполис, частичный изолят), наличие изолирующих механизмов и
др. Выявление этнических, половых и других особенностей в распределении
маркёров требует проведения более обширных исследований. Затраты на
это исследование окупятся тем, что дорогостоящие профилактические меры
будут направлены на людей, которые больше всего в этом нуждаются.
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Резюме
Частоты SNP Q192R гена РОN-1 (рQ 0,65–0,70 и рR. 0,30–0,35), SNP +276G>Т

гена АРМ-1 (рG 0,45–0,50, рT 0,50–0,55) не различаются у русских и украинцев,
больных сахарным диабетом 2 типа и здоровых мужчин и женщин. Распределение
этих SNP-генотипов не зависит от национальности и пола. Фактором риска по СД
2 типа является гомозиготность по указанным SNP.

Частоти SNP Q192R гену РОN-1 (рQ 0,65–0,70 і рR. 0,30–0,35), SNP +276G>Т
гену АРМ-1 (рG 0,45–0,50, рT 0,50–0,55) не розрізняються у етнічних росіян і
українців, хворих на цукровий діабет 2 типу і здорових чоловіків і жінок Розподіл
генотипів не залежить від національності і статі. Фактором ризику на ЦД 2 типу є
гомозиготність за вивченими SNP.

The frequencies of SNP Q192R gene РОN-1 (рQ 0,65–0,70 and рR. 0,30–0,35) and
SNP +276G>Т gene АРМ-1 (рG 0,45–0,50 and рT 0,50–0,55) are the same in Russians
and Ukrainians, in patients with 2 type diabetes mellitus and healthy men and women.
The distribution of genotypes does not depend on ethnicity and gender. The homozygotic
persons have a higher risk of 2 type DM.
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ОЦІНКА СТАНУ ХРОМОСОМНОГО АПАРАТУ ХВОРИХ ДІТЕЙ
ТА ПІДЛІТКІВ З РІЗНИМИ МУЛЬТИФАКТОРІАЛЬНИМИ

ХВОРОБАМИ
На сьогодні особливу увагу дослідників привертає вивчення генетичних

факторів у формуванні мультифакторіальних хвороб. Мультифакторіальні
хвороби (МХ) — велика та різнобічна група, розвиток котрих визначається
взаємозв’язком певних спадкових (мутацій або сполучень алелей) та середо-
вищних факторів. Етіологія та патогенез МХ достатньо складні, багатосту-
пеневі і остаточно ще не з’ясовані [5]. Відмічається зростання хронічних
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неінфекційних захворювань, які виникають у різні періоди онтогенезу та
призводять до передчасної інвалідності та смертності.

Негативні чинники середовища, до яких відносяться складні соціально-
економічні умови і неповноцінне харчування, токсичні речовини і хворо-
ботворні мікроби, психогенні та інші фізичні і хімічні впливи можуть бути
чинниками ризику, котрі сприяють виявленню спадкової схильності до різної
патології. Під впливом комплексу чинників навколишнього середовища
відбуваються патологічні зміни в органах і системах; функціональні, морфо-
логічні і генетичні зміни в організмі [2].

Однією з характеристик стану організму людини є оцінка її хромо-
сомного апарату. В останні роки з’явилися роботи, присвячені дослідженню
хромосомного апарату хворих з різними хронічними неінфекційними
хворобами. Зокрема, роботи, спрямовані на вивчення стану хромосомного
апарату у хворих з різною соматичною патологією, особливо ревматичною,
нечисленні і суперечливі. Мутації хромосом можуть мати спадкову природу
та бути причиною розвитку хромосомних захворювань, а з іншого, бути
епізодом в онтогенезі людини і виникати внаслідок впливів на його геном
різних факторів (радіації, хімічних речовин, вірусів і таке інше). Розлади мета-
болізму, які виникають у хворих з різною патологією, також можуть сприяти
формуванню перебудов хромосом, що було підтверджено при цитогене-
тичному обстеженні дітей та підлітків з деякими хворобами [4], що, в свою
чергу, дозволило авторам охарактеризувати такі перебудови, як неспецифічні
та другорядні відносно до захворювання.

Вищезазначене обумовило мету дослідження — виявлення цитогене-
тичних особливостей у дітей та підлітків з різною мультифакторіальною
патологією.

Матеріали і методи
Цитогенетичне дослідження проводилося за стандартною схемою [9].

Матеріалом для цитогенетичного аналізу були препарати хромосом, отри-
мані з культури лімфоцитів периферичної крові. При відборі метафазних
пластинок для хромосомного аналізу керувалися загальноприйнятими кри-
теріями [1]. Ідентифікація хромосом проводилася на препаратах, які забарв-
лювались рутинним та диференційним методами.

Цитогенетичне обстеження виконано у 15 дітей 6–9 років з різними не-
інфекційними хворобами (неврологічними, органів травлення, порушеннями
імунітету), народжених від батьків-ліквідаторів аварії на ЧАЕС; у 61 підлітка
14–18 років, хворого на остеоартроз (ОА); у 34 пробандів віком від 8 до
17 років із ревматоїдним артритом (РА).

Контрольну групу склали 34 практично здорових дитини, у яких було
проаналізовано 2936 метафаз.

У всіх обстежених аналізували до 100 метафазних пластинок. У пробан-
дів з різними неінфекційними хворобами, батьки яких зазнали радіаційного
впливу внаслідок аварії на ЧАЕС, було досліджено 1496; у хворих на ОА —
5168; у пробандів із РА — 2860 метафазних пластинок. Усі діти і підлітки з
МХ і здорові пробанди були обстежені в ДУ “ІОЗДП АМНУ”.
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Аналіз метафазних пластинок хромосом проводили за допомогою біно-
кулярних мікроскопів “Leica Galen III”, “Ergoval” та “Leica CME”.

Статистична обробка результатів дослідження виконувалася на PC IBM
з використанням табличних процесорів “SPSS Statistics 17,0”. Для визначен-
ня значущості розбіжностей між ознаками, що порівнювались, використо-
вували критерій Стьюдента [3].

Результати та обговорення
Каріотип обстежених пробандів у всіх досліджуваних групах відповідав

нормальному жіночому — 46,ХХ або чоловічому — 46,ХУ.
Цитогенетичне дослідження дітей із хронічними неінфекційними хворо-

бами, батьки яких зазнали радіаційного впливу внаслідок аварії на ЧАЕС,
показало, що у 100% пробандів визначено аберації хромосомного або хрома-
тидного типу. Частота хромосомних мутацій в цій групі складала 3,61±0,48%,
що вірогідно перевищувало частоту ХА у здорових дітей (1,60±0,23%,
p<0,001).

Структура аберацій хромосомного типу представлена передчасним
розходженням сестринських хроматид, нерозходженням хромосом, парними
фрагментами, поліплоїдією. У одного хворого спостерігалося тотальне
ушкодження хромосом. Вірогідні відмінності встановлено у частоті перед-
часного розходження хроматид (0,47% у хворих проти 0,0% у здорових,
p<0,01) та поліплоїдій (1,94% проти 0,10% відповідно, p<0,001). Виникнення
поліплоїдних клітин, які є проявом геномних порушень в організмі людини,
обумовлено ендоредуплікацією хромосом у клітинах-попередниках і може
виникати внаслідок формування анафазних дицентричних містків з наступ-
ним злиттям мітотично блокованих дочірніх ядер та здвоєння хромосомного
набору зі всіма абераціями хромосомного набору в наступному мітозі [8].
У 40% дітей з різними МХ, батьки яких зазнали впливу іонізуючої радіації,
були виявлені парні фрагменти (0,47% у хворих і 0,85% у здорових дітей,
р>0,05).

Відомо, що хроматидні аберації можуть виникати внаслідок впливу
різних мутагенних факторів: інкорпорованих радіонуклідів, хімічних мута-
генів, вірусних та бактеріальних інфекцій, що не дозволяє вважати їх харак-
терними ознаками впливу іонізуючої радіації. Частота аберацій хроматид-
ного типу була практично однаковою в обох групах порівняння (0,60% у хво-
рих на МХ і 0,65% — у здорових осіб, р>0,05). Отримані нами результати
можна пояснити тим, що у зонах інтенсивного промислового виробництва нако-
пичуються хімічно-шкідливі речовини у ґрунті та ґрунтових водах, що сприяє
розвитку цитогенетичних порушень та призводить до зниження загального
здоров’я і зростання числа хронічних неінфекційних захворювань [7].

Іншими групами досліджуваних були хворі на ОА та РА. У 95,0% хворих
на ОА були визначені різні аномалії хромосомного апарату. Загальна частота
аберацій у пробандів із ОА складала 5,59%, що вірогідно перевищувало
рівень хромосомних мутацій у здорових однолітків (1,60%, p<0,001). Пору-
шення структури хромосом були представлені аномаліями хромосомного
та хроматидного типів.
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Серед аберацій хромосомного типу переважали парні фрагменти, які
визначалися у 89,0% хворих та складали 3,13% у хворих на ОА і 0,85% у здо-
рових, p<0,001; передчасне розходження сестринських хроматид — у 28,0%
(0,43% і 0,0% відповідно, p<0,001); поліплоїдні клітини — у 57% (1,20% і
0,10% відповідно, p<0,001); у одного хворого на ОА реєструвався ізохрома-
тидний обмін (0,02% і 0,0% відповідно, р>0,05). Стосовно причин виникнен-
ня парних фрагментів хромосом вважається, що цей вид перебудов, по-перше,
може ефективно індукуватися в лімфоцитах периферичної крові хімічними
мутагенами, які ушкоджують ДНК на пресинтетичній стадії клітинного цик-
лу, а, по-друге, виникати внаслідок трансформації хроматидних одиночних
фрагментів, які утворилися в клітинах-попередниках та перейшли у дочірні
лімфоцити у ході мітотичних поділів лімфоцитпрекурсорів. При культивуванні
зрілих лімфоцитів з успадкованими від клітин-попередників хроматидними
фрагментами ці аберації можуть здвоюватися у фазі реплікації ДНК і на стадії
мітозу будуть представляти вже парні фрагменти [6]. Також аберації хромо-
сомного типу в групі хворих на ОА були представлені розривами по центро-
мері (0,04% і 0,0% відповідно, р>0,05), кільцевими хромосомами (0,04% і 0,0%
відповідно, р>0,05), нерозходженням хромосом (0,02% і 0,0% відповідно,
р>0,05), тотальним ушкодженням хромосом (0,02% і 0,0% відповідно, р>0,05),
які в групі здорових дітей не спостерігалися взагалі. Загальна частота абера-
цій хроматидного типу в групі пробандів із ОА складала 0,64%, що вірогідно
не відрізнялося від частоти даних ушкоджень у здорових осіб (0,65%, р>0,05).
У 39,0% пробандів серед аберацій хроматидного типу виявлялися одиночні
фрагменти. У трьох хворих на ОА реєструвалася делеція короткого плеча
(0,06% і 0,0% відповідно, р>0,05) та у одного — делеція довгого плеча (0,02%
і 0,0% відповідно, р>0,05) хромосом із групи С.

У 79,4% хворих на РА також реєструвалися аберації хромосом. Загальна
частота ХА складала 2,44±0,29%, що вірогідно переважало рівень ХА у
здорових осіб (1,60±0,23%, p<0,05). Цитогенетичні аномалії були представ-
лені, як і в попередніх групах обстежених, абераціями хромосомного та
хроматидного типів. Рівень аберацій хромосомного типу мав вірогідне підви-
щення у хворих на РА порівняно зі здоровими особами (1,68% проти 0,85%,
p<0,01), тоді як хроматидного типу не розрізнявся в обох групах спостере-
ження (0,77% проти 0,65%, р>0,05). Щодо спектра аберацій хромосомного
типу, то у хворих на РА при порівнянні зі здоровими особами визначалося
збільшення центромерного індексу (0,21% і 0,0% відповідно, p<0,01) та
кількості дицентричних хромосом (0,21% і 0,0% відповідно, p<0,01).

Крім того, аберації хромосомного типу в групі хворих на РА були пред-
ставлені дуплікацією довгих пліч хромосоми 15 (0,03% і 0,0% відповідно,
р>0,05) та розривами по центромері (0,10% і 0,0% відповідно, р>0,05). На
відміну від хворих перших двох груп у пробандів із РА поліплоїдні клітини
не виявлялися взагалі, але, на нашу думку, це можна пояснити незначною
кількістю обстежених хворих.
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Аналізуючи типи аберацій хроматидного типу, ми встановили тільки
підвищення частоти делецій короткого плеча (0,59% і 0,0% відповідно,
p<0,001) хромосом групи С, а одиночні фрагменти реєструвалися майже з
однаковою частотою в обох групах порівняння (0,77% при РА і 0,65% у
здорових осіб, р>0,05). Цілком вірогідно, що ознаки хромосомної центро-
мерної нестабільності (ламкість, міжхромосомні перебудови та передчасне
розділення центромер) розглядається як вірогідний ефект генотоксичних
впливів. Раніше вважалось, що розриви хромосоми та їхнє возз’єднання
виникають випадково за довжиною хромосоми, а їх частота залежить від
кількості ДНК у даній хромосомі. В останні роки накопичуються дані про
те, що залучення індивідуальних хромосом у цитогенетичні аномалії мають
більш складний характер, тобто, така нерівномірність розподілу хромосом-
них аберацій по індивідуальних хромосомах може обумовлюватися локалі-
зацією протоонкогенів.

Таким чином, проведене дослідження показало, що каріотип у всіх
обстежених хворих і здорових дітей відповідав нормальному жіночому
46,ХХ або чоловічому — 46,ХY. Встановлено суттєві відмінності у стані
хромосомного апарату у дітей та підлітків із різними МХ порівняно зі здо-
ровими однолітками, які виражалися у підвищеній частоті ХА та збільшенні
структурних аномалій хромосом.

Висновки
1. Частота ХА у дітей з різною неінфекційною патологію, народжених

від батьків-ліквідаторів аварії на ЧАЕС, складала у 3,61%, що вірогідно пере-
вищувало частоту ХА у здорових дітей (1,60%, р<0,05). Статистичні відмін-
ності встановлено у частоті передчасного розходження хроматид та полі-
плоїдних клітин.

2. Рівень хромосомних мутацій у хворих на ОА дорівнював 5,59%, що
майже у 3,5 рази вище за такий у здорових пробандів (1,60%, р<0,001). Вияв-
лено статистично значущі відмінності у частоті аберацій хромосомного типу
(парних фрагментів, передчасного розходження хроматид, поліплоїдій) по-
рівняно зі здоровими особами.

3. У хворих на РА частота ХА складала 2,44%, що вірогідно переважало
рівень ХА у здорових осіб (1,60%, p<0,05). Збільшення статистично значу-
щих відмінностей встановлено у частоті аберацій хромосомного (збільшення
центромери, кількості дицентричних хромосом) та хроматидного (делеція
короткого плеча) типу.
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Резюме
Проведено цитогенетическое исследование у детей и подростков с хрониче-

скими неинфекционными заболеваниями. Установлен высокий уровень хромосом-
ных аберраций у пробандов в сравнении со здоровыми лицами (в 1,5–3,5 раза).
Во всех группах больных частота аберраций хромосомного типа была достоверно
повышенной.

Проведено цитогенетичне дослідження у дітей та підлітків із хронічними неін-
фекційними хворобами. Встановлено високий рівень хромосомних аберацій у про-
бандів порівняно зі здоровими особами (у 1,5–3,5 рази). У всіх групах хворих частота
аберацій хромосомного типу була вірогідно підвищеною.

A cytogenetic study was performed in children and adolescents with chronic non-
infectious diseases. A high level of chromosomal aberrations was established in probands
in comparison with healthy persons (1,5–3,5 times above normal). In all groups of patients
the incidence of aberrations of chromosomal type was increased significantly.
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ВИКОРИСТАННЯ ПОКАЗНИКІВ ТРИВОЖНОСТІ
ДЛЯ ПРОВЕДЕННЯ ЦИТОГЕНЕТИЧНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ
Тривожність розглядають як негативний стан, пов’язуючи її зі стресо-

вими переживаннями. У ряді робіт [2, 4, 5, 9, 11] розкривається зв’язок тривож-
ності з особливостями нервової системи, з енергетикою організму, активністю
біологічно активних точок шкіри, розвитком психовегетативних і соматичних
захворювань.

Стандартизовані опитувальники тривожності Спілбергера, які були за-
стосовані в роботі, вимірюють тривожність як властивість особистості та
як емоційний стан, що дозволяє оцінити загальний рівень соціальної (особис-
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тісної) та ситуативної (соматичної) тривожності [10]. Ранжування досліджених
станів, проведені С.В. Биковим [3], показують більш високу діагностичність
складових соціальної (особистісної) тривожності на відміну від психосома-
тичної (ситуативної) тривожності. Як вважають С.Ю. Алашеєв та С.В. Биков
[1], показники особистісної тривожності корелюють з різними демографіч-
ними та соціальними характеристиками опитуваних: статтю, рівнем доходів,
стажем та ін. Якщо ця теза вірна, то показники тривожності здорових та
хворих осіб повинні розрізнятися. Була виказана думка [11], що в ідеалі
(у здорових осіб) ситуативна і особистісна тривожність мають знаходитись
на одному рівні.

Але питання щодо особливостей залежності психологічних показників
від цитогенетичних потребує більш детального дослідження, що і стало
метою даної роботи.

Обстежувані та методи
Обстежено 200 мешканців Києва віком від 20 до 70 років, яких було

розподілено на 5 підгруп (20–30, 31–40, 41–50, 51–60 та 61–70 років).
За допомогою анкетування (шкала тривожності Спілбергера) оцінювали
ступінь ситуативної та особистісної тривожності. Цитогенетичні показники
(частота аберацій, кількість анеуплоїдних та мультиаберантних клітин)
визначали в лімфоцитах периферичної крові. Культивування лімфоцитів та
приготування препаратів хромосом виконували за стандартним напівмікро-
методом з модифікаціями, що прийняті в лабораторії мутагенезу. Відбір
метафазних пластинок для цитогенетичного аналізу, класифікація та метод
обліку аберацій хромосом були загальноприйнятими. Мультиаберантними
клітинами вважали такі, які мали 3 і більше аберацій. Анеуплоїдні клітини
розподіляли на гіпоплоїдні, які мали від 24 до 44 хромосом, та гіперплоїдні,
які мали більше 46 хромосом. Проводили аналіз зашифрованих препаратів,
пофарбованих рутинним методом. Від кожного індивідууму аналізували не
менше 200 метафаз. Статистичну обробку проводили згідно з t-критерієм
Стьюдента — загальноприйнятою методикою.

Результати та обговорення
Аналізуючи праці деяких авторів [8, 11] стосовно діапазонів тривож-

ності здорових осіб та осіб на соматичну патологію, відмічено, що ці показ-
ники знаходяться на різних рівнях. Можливо, це пов’язано з неоднорідністю
вибірок. Отже, загальна ситуативна тривожність здорових осіб (згідно даних
різних авторів) знаходиться в діапазоні від 28,40 до 39,00 балів, а у хворих
осіб на соматичну патологію (без онкопатології) — 39,30–65,70 балів. За-
гальна особистісна тривожність здорових осіб — в межах 26,80–46,20 балів,
у хворих на соматичну патологію — 41,00–71,20.

В проведених дослідженнях ситуативна тривожність знаходиться в
межах 26,0–28,8 балів, особистісна — від 46,9 до 52,2 балів.

Ф.І. Інгелем та Ю.О. Ревазовою [4, 5, 7] авторами серії статей про гене-
тико-психологічні дослідження доведено, що психологічні показники коре-
люють із цитогенетичними та забрудненням навколишнього середовища.
Під час проведення наших досліджень були співставленні цитогенетичні
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показники і бали особистісної та ситуативної тривожності. Залежностей між
цитогенетичними показниками і балами особистісної тривожності не було
виявлено. Я вважаю, що це обумовлено тим фактом, що особистісна тривож-
ність є доволі стійкою характеристикою, виявляючись, перш за все як дис-
позиція, установка, індивідуальна властивість особи, яка не стільки залежить
від характеристик несприятливих, стресових ситуацій, скільки від особ-
ливостей сприйняття і мотиваційно-емоційній сфери індивідуальної особи.

А от ситуативна тривожність виникає у будь-якої людини напередодні
можливих неприємностей і життєвих ускладнень. Цей стан не лише є цілком
нормальним але і грає свою позитивну роль. Він виступає своєрідним мобі-
лізуючим механізмом, що дозволяє людині серйозно і відповідально підійти
до вирішення виникаючих проблем. Ненормальним є зниження ситуативної
тривожності коли людина серед серйозних обставин демонструє безладність
і безвідповідальність, що найчастіше свідчить про інфантильну життєву
позицію та недостатньо сформовану самосвідомість. Вважається, що ситуа-
тивна (або соматична) тривожність є показником здоров’я людини на даний
момент. Ця тривожність коригується багатьма засобами, як медикаментоз-
ними, так і психологічними.

Але перед тим, як почати описувати отримані результати слід з’ясувати
поняття “норми”. Згідно медичного словника: “норма — у ряді наук про живі
організми, у тому числі про людину (медицина, біологія, а також соціологія
та ін.) — точка відліку, еталон, стандарт — для порівняння з іншими варіан-
тами стану живого об’єкту (об’єктів) (які можуть розглядатися, як девіація,
патологія”. Згідно думки А.В. Попова [6]: “норма (здоров’я) є оптимумом
біологічної системи, тобто інтервал її оптимального функціонування. Інши-
ми словами, нормально для людини те, що є для неї оптимально. Пошуки
норми часто важливіші, ніж виявлення патології, і якщо розуміння виниклих
порушень є помилковим, суб’єктивним воно супроводжується терапевтич-
ними невдачами”.

Отже, ми шукаємо оптимальний інтервал, якій відповідає еталонним
показникам як цитогенетичним, так і психологічним. Якщо згадати, що, згід-
но огляду літератури немає чітко визначених показників ситуативної тривож-
ності, які є оптимальними для людини, а “норми” цитогенетичних показників
чітко виявлені, то відправною точкою будуть слугуватиме саме вони.

Таким чином, “нормою” для частоти аберацій, анеуплоїдних та мультиабе-
рантних клітин будуть найнижчі показники у вікових групах. Це показано
на малюнках, на яких значимі показники відмічені збільшеними позначками.
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У вікових групах від 20 до 60 років отримані дані мають однакову
картину. Є відрізок, який вирахували по цитогенетичним показникам “норми”,
тобто брались до уваги найнижчі відсотки частоти аберацій хромосом,
кількості анеуплоїдних та мультиабераних клітин і найвищі надспонтанні
рівні. Цим показникам “відповідали” бали ситуативної тривожності від 26
до 30. Тобто, ситуативні тривожність від 15 до 26 балів буде вважатись низь-
кою, а від 31 балу — високою. Користуючись даними співставлення цито-
генетичних та психологічних показників можна проводити скринінгові пси-
холого-генетичні дослідження: масово визначати ситуативну тривожність,
а потім — формувати групи ризику для подальших цитогенетичних досліджень.

У віковій групі 61–70 років картина дещо інакша. По-перше, найнижча
частота аберацій хромосом, яка має бути менше 3,0%, у цій віковій групі
складає 4,0%. Частота мультиаберантних клітин однакова для всіх балів
тривожності. Найнижча частота анеуплоїдних клітин та найвищий показник
надспонтанних рівнів відповідають (як і найнижча частота аберацій хромо-
сом) 35–42 балам тривожності. Можливо, це пов’язано із віковими змінами
у організмі. Є думка, що із віком тривожність підвищується, правда, чітких
доказів цього факту в літературі немає.

Висновки
Обстеживши 200 мешканців Києва, можна зробити висновки, що у

вікових групах від 20 до 60 років співвідношення цитогенетичних показників
та балів ситуативної тривожності мають вигляд параболи, де “нормі” цитоге-
нетичних показників відповідають бали ситуативної тривожності від 26
до 30. У осіб від 61 до 70 років, ця картина змінюється. Крім того, під час дослід-
жень на “перший план” по значимості вийшов цитогенетичний показник —
кількість анеуплоїдних клітин, який варто більш широко використовувати в
популяційних дослідженнях.

Включення оцінки рівня тривожності у людини в систему генетичних
обстежень має прогностичну цінність — вона дозволяє з достатньо високою
надійністю виявити контингент, для якого небезпечні додаткові геноток-
сичної дії. На першому етапі слід провести достатньо широкомасштабне
психологічне тестування людей з метою формування 2 підгруп обстежува-
них: осіб, що знаходяться в стані психологічного комфорту та осіб, що зна-
ходяться в стані психологічного стресу.

Подібну процедуру слід проводити для кожної передбачуваної групи
порівняння, а потім в кожній із сформованих підгруп проводити подальші
цитогенетичні дослідження.

Аналіз даних, отриманих з використанням такої схеми, дозволяє:
— оцінити середньопопуляційні рівні генетичних ефектів, вільні від

впливу соціо-психологічних чинників;
— проводити коректне порівняння показників генетичного здоров’я різ-

них контингентів і/або жителів територій з різними рівнями генотоксичної дії;
— розробляти адекватну стратегію при ухваленні адміністративних

рішень з метою вибору територій і/або контингентів, що в першу чергу потре-
бують проведення відновних або профілактичних заходів;
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— коректно формувати групи підвищеного генетичного ризику, тобто
виявляти людей, для яких найбільш небезпечні генотоксичні навантаження, і
хто в першу чергу потребує диспансерного спостереження в медико-генетич-
них консультаціях, онкологічних диспансерах та/або в проведенні профілак-
тичних заходів.

Даний похід може бути включений в систему порівняльної оцінки гене-
тичного здоров’я населення різних регіонів в рамках проведення соціально-
гігієнічного моніторингу і використаний для ухвалення адміністративних
рішень і проведення медико-профілактичних заходів.
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Резюме
Проанализированы данные о связи ситуативной тревожности с возникновением

заболеваний и генетическими аспектами. Показана возможность использования
оценки психологического статуса для формирования групп риска для дальнейших
цитогенетических исследований.

Проаналізовані дані про зв’язок ситуативної тривожності з виникненням
захворювань та генетичними аспектами. Показана можливість використання оцінки
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психологічного статусу для формування груп ризику для подальших цитогенетичних
досліджень.

In the article information of review of literature is resulted on questions of situation
anxiety, their connection with the origin of diseases, genetic aspects. Possibility of the use of
estimation of psychological status is shown for forming of risk groups for further cytogenetics
researches.
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ДОСЛІДЖЕННЯ СТАНУ РЕПРОДУКЦІЙНОЇ ФУНКЦІЇ
У ЖІНОК ГРУПИ РИЗИКУ ЩОДО ВРОДЖЕНИХ ВАД РОЗВИТКУ

ЗА ДАНИМИ РЕЄСТРУ МОДЕЛЬНИХ ВВР ТА У ЖІНОК
ІЗ СІМЕЙ ЛІКВІДАТОРІВ АВАРІЇ НА ЧАЕС

НА МОДЕЛІ ПОПУЛЯЦІЇ ЛЬВІВСЬКОЇ ОБЛАСТІ
Складна екологічна ситуація, яка склалася в Україні після аварії на ЧАЕС

спонукає до вивчення стану репродуктивного здоров’я жінок, які зазнали
впливу іонізуючого опромінення внаслідок аварії. Відомо, що іонізуюча
радіація є причиною непліддя, невиношування вагітності, зниження компен-
саторно-адаптаційних механізмів у матерів і фетоплацентарних порушень,
що спричинює довготермінові або хронічні хвороби новонароджених, ви-
никнення вроджених вад розвитку (ВВР) та скорочення тривалості життя
[1, 2]. Одним із найважливіших шляхів покращення демографічної ситуації
у післячорнобильський період в Україні є зниження рівня малюкової та дитя-
чої смертності, в структурі причин якої вроджені вади розвитку (ВВР) склада-
ють до 37%. Основні завдання генетичного моніторингу можна поділити на
три групи: вивчення епідеміології вроджених вад розвитку, оцінка ефектив-
ності застосування профілактичних програм на популяційному рівні, а також
виявлення і контроль нових тератогенних факторів середовища [3]. За дани-
ми авторів в Україні фіксується високий рівень частот вад невральної трубки
у північно-західному регіоні (Рівненська та Волинська області), а найвищий
рівень частоти вроджених вад розвитку спостерігається в усіх регіонах з підви-
щеним рівнем забруднення радіаційного та хімічного факторів. В умовах
радіаційного і хімічного забруднення довкілля, поєднана дія цих факторів
на організм людини може бути більш виражена у порівнянні з ізольованою
дією кожного фактора [4, 5, 6]. Однією із найважливіших проблем прийдеш-
ніх років, на які потрібно буде звернути увагу є проведення серйозних науко-
вих досліджень репродуктивного здоров’я жінок, які зазнали впливу іонізую-
чого опромінення внаслідок аварії, а також рівня вроджених вад розвитку
серед новонароджених у регіонах з вираженим техногенним навантаженням
та у відносно екологічно сприятливих областях [7].
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Матеріали і методи
Шляхом проспективного та ретроспективного аналізу медичної доку-

ментації пологових установ Львівської області проведено аналіз факторів
ризику виникнення ВВР серед новонароджених та репродуктивного здоров’я
матерів методом “випадок — контроль” за 2002–2009 роки. За даний період
заповнено 481 карт на дітей із вродженими вадами розвитку та 479 карт на
здорових дітей.

Отримані дані стандартизовані згідно Міжнародної статистичної класи-
фікації хвороб та споріднених проблем охорони здоров’я десятого перегляду
(МКХ — 10) та оброблено методами варіаційної статистики за допомогою
пакету программ “Statistica 5” та Microsoft Excel-2000: визначали середнє
арифметичне значення (М), відхилення від середнього арифметичного
значення (m), співвідношення шансів (оdds ratio — OR), довірчий інтервал
співвідношення шансів (Exp), P — величина статистичної значимості.

Результати та обговорення
В групі ризику щодо вроджених вад розвитку (досліджувана група)

перша вагітність закінчилася артифіціальним абортом у 6,1% випадків,
в контрольній групі — в 3,0% випадків. Загалом в досліджуваній групі арти-
фіціальних абортів було у 11,2% випадків, в контрольній — 8,5% (Р>0,05).
Самовільним викиднем закінчилося 42 вагітності в досліджуваній групі, з
них 38 — викидні першого триместру, що становить 7,9% випадків, в конт-
рольній групі самовільний викидень був у 39-ти випадках, з них в першому
триместрі — у 33-х випадках — 6,8% (Р>0,05).

Серед матерів групи ВВР померлі діти були у 13-ти випадках, що складає
2,7%, в контрольній групі — у 7-ми випадках, що становить 1,4%. Мертвона-
родження спостерігалися у 15-ти випадках (3,1%) досліджуваної групи та в
2-ох випадках (0,41%) контрольної групи (Р<0,05). Під час вагітності анемія
була у 43,4% випадків досліджуваної групи та 41,5% — контрольної групи
(Р>0,05) . Ризик народження дитини (оdds ratio — OR) з ВВР при анемії у
матері складає 1,0 при довірчому інтервалі (0,32; 2,54) (табл. 1).

Гестоз першої половини вагітності у матерів був у 32,7% випадків
досліджуваної групи та 31,3% — контрольної групи (Р>0,05). Ризик народ-
ження дитини (ОR) із ВВР при гестозі першої половини вагітності становить
1,1 при довірчому інтервалі (0,43; 2,55) (табл. 2).

Гестоз другої половини вагітності у матерів був у 34,5% випадків дослід-
жуваної групи та 32,4 % — контрольної групи (Р>0,05). Ризик народження
дитини (OR) із ВВР при гестозі другої половини вагітності становить 1,0 при
довірчому інтервалі (0,56; 2,62) (табл.3). Не виявлено статистично значимої
різниці щодо відсотку артифіціальних абортів (11,2%), самовільних викиднів
(7,9%), померлих дітей (2,7%) у матерів досліджуваної групи (Р>0,05) в по-
рівнянні з контрольною (8,5%, 6,8% та 1,4% відповідно). Порівнюючи особ-
ливості перебігу вагітності, не виявлено статистично значимої різниці щодо
анемії, гестозу першої та другої половини вагітності у жінок групи ВВР в
порівнянні з контрольною (Р>0,05).
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Окремо проводився аналіз даних щодо 134 сімей ліквідаторів та еваку-
йованих після катастрофи на ЧАЕС, що в даний час проживають у м. Львові
з метою оцінки додаткового генетичного ризику мутагенного впливу радіації
для сімей учасників ліквідації наслідків аварії на ЧАЕС та евакуйованих в
екологічно сприятливий регіон. Завданням роботи було порівняти репро-
дуктивні характеристики та поширеність вроджених вад розвитку (ВВР)
серед новонароджених із 134 сімей після переселення із радіоактивно забруд-
неного регіону до і після мутагенного навантаження.

Проводився аналіз наступних генетико-репродуктивних характеристик:
— поширеність репродуктивних втрат в обох групах визначалась за

коефіцієнтом репродуктивних втрат — співвідношення кількості самовіль-

Таблиця 3
Порівняння питомої ваги гестозу другої половини вагітності матерів дітей з ВВР
та контрольної групи

Випадки ВВР Контрольна групаГестоз
другої

половини
вагітності

Кількість,
(n)

Питома
вага, %

Кількість,
(n)

Питома
вага, %

Співвідно-
шення шансів,

(OR)
Р

Присутні 166 34,5 155 32,4
Відсутні 255 53,0 259 54,0
Невідомо 60 12,5 65 13,6

1,1 >0,05

Таблиця 2
Порівняння питомої ваги гестозу першої половини вагітності матерів дітей з ВВР
та контрольної групи

Випадки ВВР Контрольна групаГестоз
першої
половини
вагітності

Кількість,
(n)

Питома
вага, %

Кількість,
(n)

Питома
вага, %

Співвідно-
шення шансів,

(OR)
Р

Присутні 157 32,7 150 31,3
Відсутні 271 56,3 293 61,2
Невідомо 53 11,0 36 7,5

1,1 >5

Таблиця 1
Порівняння питомої ваги анемії протягом вагітності матерів дітей з ВВР
та контрольної групи

Випадки ВВР Контрольна група
Анемія Кількість,

(n)
Питома
вага, %

Кількість,
(n)

Питома
вага, %

Співвідно-
шення шансів,

(OR)
Р

Присутні 209 43,4 199 41,5
Відсутні 224 46,6 227 47,4
Невідомо 48 10,0 53 11,1

1,0 >0,05
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них викиднів та пізніх викиднів до загальної кількості вагітностей (пологи,
аборти, самовільні та пізні викидні, мертво народження, позаматкові та
завмерлі вагітності);

— поширеність ВВР визначалась в % по відношенню до загальної кіль-
кості дітей із порівнянням спектру ВВР в обох групах.

У сім’ях ліквідаторів та евакуйованих обстежено дітей із контрольної
групи, які були народжені до 26 квітня 1986 року та дітей із тест-групи, на-
роджених після 01.02.1987 року по теперішній час — для можливості спо-
стереження мутагенних ефектів.

Можливі тератогенні ефекти могли б спостерігатися у дітей, народжених
в період від 01.11.1986 року до 31.01.1987 року. В обстежених сім’ях, дітей
народжених у цей період не було. До контрольної групи віднесено 127 прак-
тично здорових дітей. З них — 65 хлопчиків і 62 дівчинки. До тест-групи
віднесено 110 дітей, з них 64 хлопчики і 46 дівчаток.

Вроджені вади розвитку в контрольній групі були виявлені в 5-ти ви-
падках, а саме: один випадок вродженої вади аортального клапану, одна
вроджена пупкова кила, один випадок збіжної альтернуючої косоокості
поєднаної із ювенільним остеохондрозом, та дві полідактилії. Проте було
зареєстровано тільки два випадки полідактилії, які відносяться до вад стро-
гого обліку та в першу чергу спричиняються мутаціями de novo.

Вроджені вади розвитку в тест-групі були виявлені у 13-ти випадках:
один випадок синдактилії, два випадки щілини губи, одна щілина піднебіння,
один випадок вродженого пилеростенозу, два випадки гідроцефалії, із яких
один поєднаний із вродженою аномалією розвитку головного мозку у вигляді
аневризми перехрестя синусів, один випадок атрезії стравоходу, один ви-
падок атрезії тонкого кишківника, один випадок двобічної клишоногості із
правобічною кривошиєю та гемангіомою, один випадок природженого сте-
нозу сльозової протоки та два випадки синдрому Дауна.

Із них девять випадків вад строгого обліку — дві гідроцефалії, одна
щілина піднебіння, дві щілини губи, одна атрезія стравоходу, одна атрезія
тонкого кишківника та два випадки синдрому Дауна.

В результаті проведеного дослідження встановлено статистично вірогідну
різницю по рівню ВВР у двох досліджуваних групах — 3,9% (контрольна група)
та 11,8 % (тест-група) (Р<0,05). Стосовно кількості репродуктивних втрат, то
обидві групи відрізнялися недостовірно (6,4% та 3,5%) відповідно (табл. 4).

Таблиця 4
Вроджена патологія і репродуктивні втрати до і після додаткового мутагенного
навантаження внаслідок аварії на ЧАЕС

Групи дітей Кількість
дітей

Кількість
ВВР

Частота
ВВР

Кількість
вагітностей

Коефіцієнт
репродуктив-
них втрат

Контрольна 127 5 3,9 201 6,4
Тест-група 110 13 11,8 196 3,5
Р <0,05 >0,05
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Аналіз даних свідчить про достовірне збільшення кількості випадків
ВВР серед новонароджених в досліджуваних сім’ях до і після радіаційного
опромінення в малих дозах. Такі результати повинні насторожувати, так як
їх можна оцінювати як індикатор впливу на гамети батьків додаткового мута-
генного фактора.

Якщо статистично вірогідне збільшення рівня ВВР свідчить про вплив
низькодозового радіаційного опромінення на реалізацію додаткового мута-
генного вантажу, то відсутність статистично вірогідного збільшення кількості
репродуктивних втрат серед сімей ліквідаторів та евакуйованих дозволяє
передбачити, що оцінка мутагенної дії радіації в малих дозах залишається
складною та вимагає достатньої бази даних і високонадійних реєстрів.

Висновки
Проведене дослідження репродукційної функції жінок групи ризику

щодо вроджених вад розвитку виявило статистично значиму різницю (Р<0,05)
щодо відсотку мертвонароджень (3,1%) у матерів, які народили дитину з
вродженою вадою розвитку порівняно із жінками контрольної групи (0,41%)
відповідно. Не зафіксовано статистично вірогідного збільшення кількості
репродуктивних втрат у жінок із сімей ліквідаторів, проте виявлено статис-
тично вірогідне збільшення рівня вроджених вад розвитку серед новонарод-
жених із цих сімей після впливу низькодозового радіаційного опромінення.
Дані дослідження необхідно продовжувати для з’ясування чи негативні
зрушення в репродуктивному здоров’ї досліджуваних сімей будуть виражені
у майбутньому та у зв’язку із необхідністю подальшого моніторингу врод-
жених вад розвитку серед новонароджених з метою оцінки та попередження
факторів ризику виникнення ВВР у світлі покращання демографічної си-
туації після Чорнобильської катастрофи.
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Резюме
Проведено дослідження стану репродукційної функції у жінок з групи ризику

щодо народження дітей із ВВР та аналогічне дослідження у сім’ях ліквідаторів аварії
на ЧАЕС. Виявлено статистично значиму різницю (Р<0,05) щодо відсотку мертво-
народжень у матерів, які народили дитину з вродженою вадою розвитку порівняно
із жінками контрольної групи, проте не зафіксовано статистично вірогідного збіль-
шення кількості репродуктивних втрат у жінок із сімей ліквідаторів.

Проведено исследование состояния репродукционной системы у женщин из
группы риска рождения детей с ВПР и аналогическое исследование в семьях ликви-
даторов аварии на ЧАЭС. Выявлено статистически значимое различие (Р<0,05) по
мертворождениях у матерей, родивших детей с ВПР относительно женщин конт-
рольной группы, но не зафиксировано статистически значимого увеличения количе-
ства репродуктивных потерь у женщин из семей ликвидаторов.

The reproductive system study of women from congenital malformation risk group
and from liquidators families was complete. The statistically significant increase in stillborn
in congenital malformation risk group was revealed, but no increase in reproductive
losses among women from liquidators families was detected.

ГУЛЬКО Т.П1., ДЕРЯБИНА Е.Г2., РЫМАР С.Е1., РУБАН Т.А1., СУХОРАДА Е.М1.,
МАСЛОВА О.А2., ЛИХАЧЕВА Л.И1., ДАХОВНИК А.В1., КОРДЮМ В.А.1

1Иститут молекулярной биологии и генетики НАН Украины
Украина 03680, г. Киев, ул. Заболотного, 150
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ИЗУЧЕНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ РАЗВИТИЯ МЫШИНЫХ
БЛАСТОЦИСТ ПРИ ДЛИТЕЛЬНОМ КУЛЬТИВИРОВАНИИ
Эмбриональные стволовые клетки (ES-клетки) представляют больший

интерес как в плане фундаментальных исследований, так и возможного
клинического применения. Обусловлено такое внимание прежде всего их
уникальными свойствами — неограниченной пролиферацией и плюрипо-
тентностью (способностью клеток дифференцироваться в производные всех
трех зародышевых листков и в линию половых клеток) [1]. Удобными моде-
лями для изучения EС клеток человека являются ES-клетки, изолированные
из внутренней клеточной массы (ВКМ) бластоцисты млекопитающих [2].
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Культивирование бластоцист является важным этапом при получении эмбрио-
нальных стволовых клеток млекопитающих, которое зависит от состояния
клеток ВКМ, а именно от сохранения ими плюрипотентности и способности
к размножению. Использование определенных животных связано с адекват-
ностью при оценке того или иного процесса. Мышиные ES-клетки могут
быть альтернативным модельным объектом для изучения многих вопросов
в области молекулярной биологии, трансплантологии, регенеративной меди-
цины и создания биотехнологий с использованием методов трансгеноза [3, 4,
5, 6]. Многими авторами показано сохранение эмбриональными клетками
мыши, изолированными из ВКМ бластоцисты, плюрипотентных свойств в
условиях in vitro [4, 5].

Целью работы было изучение особенностей поведения мышиных пре-
имплантационных зародышей на стадии бластоцисты при длительном куль-
тивировании и их характеристика.

Задачами работы было: стандартизация метода получения зародышей
на стадии 3,5-дневной беременности у исследуемой линии мышей; наблюде-
ние за изменением мышиных бластоцист в условиях длительного культи-
вирования; выделение мышиных ES-клеток из ВКМ и идентификация их
стволового состояния.

Материалы и методы
В опытах использовались половозрелые мыши лини ICR, которые явля-

ются потомством аутбредной популяции, полученной в Институте изучения
рака, США (Institute Cancer Research) и длительно поддерживаемой путем
инбредного размножения в виварии ИМБиГ НАН Украины. Животные этой
линии характеризуются высокой плодовитостью, большой степенью жизне-
способности и выживаемости потомства. Для суперовуляции яйцеклеток у
самок использовали гормоны фолликулостимулирующий — Фоллигон и хо-
риональный гонадотропин — Хорулон. Отбор преимплантационных за-
родышей осуществляли под лупой МБС-10. Манипуляции с бластоцистами
проводили с помощью микроманипулятора. Культивировали бластоцисты в
cреде DMEM с 15% фетальной телячьей сыворотки на слое первичных мы-
шиных фибробластов, инактивированных митомицином С (MIF). Для под-
держания плюрипотентного статуса ES-клеток в культуральную среду добав-
ляли LIF (leukemia ingibitor factor), 1000 ЕД/мл. Гистохимическим окраши-
ванием по Гомори (рис. 10) выявляли экспрессию щелочной фосфатазы,
маркера стволовости ES-клеток как на уровне клеток ВКМ бластоцисты,
так и при их длительном культивировании.

Результаты и обсуждение
В качестве объектов исследования были использованы мышиные пре-

имплантационные зародыши, полученные на стадии 3,5 суток гестации. Раз-
ные линии мышей отличаются как генетическими, так и физиологическими
параметрами. Необходимость получения определенных стадий зародышей
требует четких знаний временных параметров развития мышевидных грызу-
нов [2, 3]. В связи с этим была проведена оптимизация условий получения
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преимплантационных зародышей на стадии бластоцисты для использован-
ной в данной работе линии мышей ICR. Животных тщательно подбирали
по возрасту (1,5–2,0 мес.) и весу (18–20 г). Использование метода суперовуля-
ции яйцеклеток с помощью гормонов Фолигона и Хориона давало возмож-
ность получать до 35 зародышей, по сравнению с 15 при естественном по-
крытии самок [3]. Дозу гормонов для самок исследуемой линии подбирали
экспериментально, оптимальным оказалось введение 6–7 МЕ препарата на
мышь.

Культивирование бластоцист является важным этапом дальнейшего
развития преимплантационных зародышей вне организма матери, при ко-
тором идет увелитечение числа клеток ВКМ с сохранением их плюрипотент-
ности [4]. Отобранные визуально по морфологическим признакам,
соответствующим этой стадии развития, зародыши вводили в культуру. Жиз-
неспособность бластоцист оценивали по наличию блестящей Z. Pellucida,
способности продолжать дальнейшее развитие in vitro и по появлению
полноценного и жизнеспособного потомства в результате пересадки куль-
тивируемых зародышей реципиентам (данный метод является наиболее на-
дежным) [2] .

В процессе культивирования наблюдали за особенностями развития
бластоцист, введенных в культуру как с Z. Pillucida, так и без нее. Бластоцис-
ты от Z. Pellucidа освобождали либо ферментативным методом с помощью
проназы, либо с помощью микроманипулятора (рис. 1–3).

При культивировании бластоцист были отмечены особенности их пове-
дения, которое зависело, прежде всего, от состояния внутренней клеточной
массы. На первых этапах зародыши вели себя идентично, независимо от
способа снятия оболочки. Постепенно возникающие субпопуляции, пред-
ставляющие собой потомство недифференцированных клеток ВКМ, были
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окружены клетками трофобласта (рис. 4). В процессе своего дальнейшего
развития в культуре (5–6 сутки) бластоцисты видoизменялись. Одни пред-
ставляли собой скопления клеток с четкой внешней границей, окруженные
выселяющимися клетками энтодермы (рис. 5).

Через две недели у бластоцист центральное скопление не имело четко
выраженных границ с интенсивным выселением энтодермальных клеток
(рис. 6–7). На 17 сутки культивирования в центральном скоплении помимо
плотных кластеров мелких клеток ВКМ хорошо идентифицировались груп-
пы клеток, имеющих строение, сходное с эпителиальными клетками раз-
личного типа (рис. 8).

Полученные клоны ES-клеток были перенесены с фидера в бессыво-
роточную среду, дополненную LIF, который позволяет поддерживать куль-
тивируемые клетки в недифференцированном состоянии. Культуральную
среду обновляли регулярно. Рост ES-клеток в культуре наблюдался в виде
клонов (рис. 9). В каждом клоне присутствовали две популяции незрелых
клеток с разным механизмом пролиферации. В центре клона пролифериро-
вали самообновляющиеся клетки с однородным фенотипом и, вероятно.

 
 
 
 
 
 

 

Клетки ВКМ: 
 Клетки трофобласта. 
 Блестящая оболочка. 
 Клетки ВКМ обладают высокой активностью щелочной фосфатазы. 
 Краевые дифференцированные клетки имеют пониженную активность щелочной

фосфатазы.  
 Рис. 10. Развитие бластоцисты в культуре (окрашивание по Гомори)
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максимальной плюрипотентностью. На периферии клона некоммитирован-
ные прогениторные слои вступали в цикл созревания, который сопровож-
дался уменьшением потентности клеток. Одиночные клетки, покидая клон,
неизбежно дифференцировались.

По-видимому, только в клоне сохраняется микроокружение, позволяю-
щее стволовым клеткам удерживать необычно высокую генетическую потен-
цию. Полученные нами результаты и высказанные предложения согласуются
с описанными в литературе [8, 9].

Высокая активность щелочной фосфатазы ранних эмбриональных кле-
ток, по мнению многих авторов может рассматриваться как биохимический
маркер плюрипотентности стволовых клеток [7, 10]. В связи с этим, для изу-
чения состояния полученных клеток, было проведено гистохимическое окра-
шивание на выявление щелочной фосфатазы. Методом гистохимического
окрашивания по Гомори выявили равномерное окрашивание ВКМ как в
бластоцисте, так и при ее длительном культивировании, что указывает на
сохранение стволовости клеток.

Активность фермента щелочной фосфатазы падала по мере дифферен-
цировки краевых ES-клеток, о чем можно было судить по снижению интен-
сивности окрашивания. Длительное культивирование ES-клеток требует
соблюдения подбора условий для поддержания их недифференцированного
состояния. Представленные результаты гистохимического окрашивания
ES-клеток дают основание утверждать, что данный метод может служить
одним из доступных наглядным тестом стволовости ES-клеток in vitro.
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Резюме
В работе представлены результаты изучения поведения мышиных бластоцист

при длительном культивировании в определенных условиях на слое митомицин С
инактивированных мышиных фибробластов (MIF). Для поддержания плюрипотент-
ного состояния ES-клеток в культуре в среду, добавляли LIF (лейкемия ингибирую-
щий фактор). Цитохимическим окрашиванием по Гомори выявлена высокая актив-
ность щелочной фосфатазы в мышиных ES-клетках.

В роботі представлені результати вивчення поведінки бластоцисти миші при
довготривалому культивуванні у визначених умовах на шарі інактивованих мі-
томіцином С фібробластів миші (MIF). Для підтримання плюріпотентного стану
ES-клітин в середовище додавали LIF (лейкемія інгубуючий фактор). Цитохімічним
забарвленням за Гоморі виявлена висока активність лужної фосфвтвзи у ES-клітинах
миші.

Results of the mouse blastocyst behaviour study during their long-time cultivation
under definite conditions on the layer of mytomicin C — inactivated mouse fibroblasts
(MIF) are presented in the article. To support pluripotent state of ES cells in culture, LIF
(leukemia ingibitor factor) has been added to the medium. High alkaline phosphatase
activity has been revealed in mouse ES cells by cytochemical Homori staining.
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ВИЯВЛЕННЯ МУТАЦІЇ V617F В ГЕНІ jak2 ХВОРИХ
НА ХРОНІЧНІ МІЄЛОПРОЛІФЕРАТИВНІ НЕОПЛАЗМИ

ЗА ДОПОМОГОЮ T-ARMS ПЛР
Однією з головних відмінностей нової, четвертої ревізії класифікації

та діагностичних критеріїв ВОЗ є використання при постановці діагнозів
генетичних маркерів. Зокрема, згідно цього документу генетичні маркери
мають використовуватись і при діагностиці мієлопроліферативних неоплазм
[1] — гетерогенної групи неопластичних захворювань, які характеризуються
множинною гіперплазією гемопоетичних клітин кісткового мозку. Згідно
останньої ревізії до мієлопроліферативних неоплазм відносять: хронічну
мієлоїдну лейкемію (ХМЛ), хронічну нейтрофільну лейкемію, справжню
поліцитемію, ідіопатичний мієлофіброз, есенціальну тромбо-цитемію, хро-
нічну еозинофільну лейкемію, мастоцитоз та хронічні мієлопроліферативні
захворювання, некласифіковані. Введенню генетичних маркерів у діагнос-
тичну практику при мієлопроліферативних неоплазмах передували кілька
відкриттів. Відомо, що донедавна лише для для ХМЛ було описано чіткий
цитологічний маркер — філадельфійську хромосому, та відповідний молеку-
лярний маркер — злитий ген bcr/abl. Але в 2005 році одночасно кілька груп
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авторів [2–5] описали мутацію в чотирнадцятому екзоні гена jak2, що при-
зводила до заміни валіну на фенілаланін у позиції 617. Мутація V617F ви-
являється у 95% хворих на справжню поліцитемію, приблизно і приблизно
у 50% хворих на ессенціальну тромбоцитемію та ідіопатичний мієлофіброз.
І хоча функціональна роль цієї мутації не встановлена (вважають, що дана
мутація в псевдокіназному домені призводить до порушення регуляції кі-
назної активності, що призводить до конститутивної активації тирозинкінази
JAK2, і, відповідно, до збільшення кількості еритроцитів, тромбоцитів та
гранулоцитів), однак висока частота даної мутації дозволила включити її як
важливий діагностичний критерій. Так виявлення цієї мутації відноситься
до головних критеріїв при встановленні діагнозів “справжня поліцитемія”,
“ідіопатичний мієлофіброз” та “есенціальна тромбо-цитемія” [1]. Також її
наявність виключає вторинну поліцитемію, реактивний тромбоцитоз чи
вторинний фіброз кісткового мозку тощо.

У дані роботі наводиться метод виявлення мутації V617F за допомогою
tetra-primer amplification refractory mutation system ПЛР (T-ARMS ПЛР).

Матеріали і методи
У роботі використовували зразки крові хворих (за інформованої згоди),

що проходили лікування в гематологічних клініках м. Києва. РНК виділяли
згідно [6]. Зворотну транскрипцію проводили в об’ємі 30 мкл у суміші, що
містила буфер для зворотної транскриптази, 1 мМ dNTP, 0,1 мкг праймера
Random Hexamer Primer, 300 од зворотної транскриптази RevertAid™ M-MuLV
Reverse Transcriptase (Fermentas), 20 од РНАзіну та 1–3 мкг РНК. Реакцію
проводили при 42 °С протягом 1 год і зупиняли прогріванням при 70 °С 10 хв.
Праймери підбирали за допомогою он-лайн утиліти http://cedar.genetics.
soton.ac.uk/public_html/primer1.html. Полімеразну ланцюгову реакцію
проводили в об’ємі 30 мкл продовж 30 циклів (94 °С — 35 с, 60 °С — 40 с,
72 °С — 35 с) з використанням буферу для ПЛР (100 мМ трісОН 8,0 50 мМ
KCl); 10 pmol праймерів J4-FO (GAAGAGAAGTAGGAGACTACGGTCAAC)
та J4-RO (ATAAGCAGAATATT TTTGGCACATACAT); 30 pmol праймерів
J4-FI (GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGT ATATG) та J4-RI (ACCAGAATAT
TCTCGTCTCCACAAAA); 200 мкМ dNTP та 2 мкл суміші для отримання
кДНК. Продукти ампліфікації аналізували в 2% агарозному гелі.

Результати та обговорення
Існує кілька підходів до виявлення мутації V617F в гені jak2 — це і ПЛР

ампліфікація відповідного регіону з подальшим його секвенуванням чи рестрик-
ційним аналізом, проведення кількісної ПЛР, тощо. Однак як було показано
раніше [7] є доцільним використання саме ЗТ-ПЛР задля уніфікації почат-
кових процедур виявлення генетичних маркерів, наприклад, для виявлення
злитого гена bcr/abl [8], делецій в 12-му екзоні гена jak2 тощо. Раніше нами
було запропоновано тест-систему для виявлення мутації V617F за допомогою
ПЛР та прямого сиквенування ампліфікатів [7]. І хоча даний підхід має певні
переваги, насамперед виявлення мінорних мутацій в даному регіоні даний
аналіз вимагає значного часу і є коштовним. Тому для експрес тесту нами
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пропонується метод виявлення мутації V617F за допомогою методу tetra-
primer amplification refractory mutation system PCR (T-ARMS-PCR), який ба-
зується на використанні двох зовнішніх геноспецифічних праймерів та двох
алельспецифічних внутрішніх праймерів. В результаті проведення ПЛР із
усіма чотирма праймерами напрацьовується повнорозмірний контрольний
фрагмент та один чи два алельспецифічні фрагменти. Праймери підбирають
так, щоб алельспецифічні фрагменти різнились за розміром і їх можна було
б виявити за допомогою простого електрофорезу в агарозному гелі. Так в
нашому впадку розмір продукту для G-алеля (норма) складає 226 п.н., для
Т-алеля (відповідає мутації V617F) — 184 п.н., контрольний геноспецифіч-
ний фрагмент — 355 п.н.

На рисунку представлено електрофореграму продуктів T-ARMS ПЛР
хворих П., 1950 року народження та М, 1942 р.н., (діагнози встановлені на
підставі клініко-гематологічних досліджень) та здорового донора. Як видно
з рисунку у всіх трьох зразках виявляється контрольний геноспецифічний
алель. У здорового донора виявляється лише G-алель, у хворого П — Т-алель
і у хворого М — обидва маркери (G- та Т-алелі). Тому можна стверджувати,
що ген jak2 гомозиготний за мутацією V617F у пацієнта П і гетерозиготний —
у пацієнта М. Оскільки у обох хворих виявлено мутацію V617F, то діагноз,
який був поставлений за клініко-гематологічними показниками підтверджу-
ється наявністю генетичних маркерів згідно чинних діагностичних критерії
ВОЗ [1].

Таким чином, запропонована методика виявлення мутації V617F за до-
помогою T-ARMS ПЛР може використовуватись для генетичної діагностики
мієлопроліферативних неоплазм.
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Резюме
Мутація V617F гена jak2 є важливим діагностичним критерієм при хронічних

мієлопроліферативних захворюваннях. Запропоновано методику для її виявлення
за допомогою T-ARMS ПЛР.

Мутация V617F гена jak2 является важным диагностическим критерием при
диагностике хронических миелопролиферативных заболеваний. Предложена
методика ее выявления с помощью T-ARMS ПЦР.

V617F mutation jak2 gene is an important diagnostic criterion for the diagnostics
of chronic myeloproliferative disorders. The method of detection using T-ARMS PCR
was proposed.

ЗЕЛЕНЫЙ С.Б.1, БОБЫК В.И., МАНДРЫК С.Я., СИДОРИК Л.Л.,
ПОГРЕБНОЙ П.В.
1 ИЕПОР им. Р.Е. Кавецкого НАН Украины,
Украина, 03022, Киев, ул. Васильковская, 45, e-mail: now15green@yahoo.com

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ
МОНОСПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ ПРОТИВ

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНОГО, НИЗКОИММУНОГЕННОГО
И ВЫСОКОКАТИОННОГО ПЕПТИДА HBD-2

Антимикробные пептиды (дефенсины) являются неотъемлемой частью
так называемого неадаптивного, врождённого иммунитета. Все они дейст-
вуют на широкий спектр микроорганизмов, грибков и вирусов, имеющих
оболочку. Кроме того, исследования последних лет, показали, что что опухолям
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эпителия ротовой полости, вульвы и шейки матки, толстой кишки человека
свойственна повышенная экспрессия дефенсинов [1]. Также продемонстри-
ровано наличие дефенсинов в сыворотке крови онкологических больных.
Было установлено, что уровень hBD-1 в сыворотке крови больных раком
легких можно рассматривать как вспомогательный маркер для диагности-
рования этого заболевания [1]. Все эти данные требуют более тщательного
изучения, и в связи с этим актуальной становится задача детектирования
дефенсинов как на уровне экспрессии генов, так и их количественного
определения в биологическом материале. Так, для изучения возможной роли
дефенсинов в регуляции врожденного и приобретенного иммунитета, их
участия в механизмах карцерогенеза перспективными и высокоинформа-
тивными является иммунобиологические подходы. Важным инструментом
для изучения экспрессии, клеточной локализации поиска белков-партнеров
и клеточных мишеней при онкопатологиях являются высокоафинные, спе-
цифические антитела доступ к которым ограничен.

Одной из проблем при получении антител к малым гидрофобным пеп-
тидам, с которой сталкиваются исследователи, есть их низкая иммуно-
генность, которая обуславливается как трехмерной структурой молекулы,
так и свойствами самих пептидов. К таким низкомолекулярным пептидам
относятся, в частности, дефенсины млекопитающих.

В данной работе рассматривается возможность получения высоко-
афинных поликлональных моноспецифических антител, используя метод
аутоконьюгации дефенсина hBD-2 с целью увеличения иммуногенности
данного пептида, а также адаптация методов очистки антител.

Материалы и методы
Рекомбинантный hBD-2 получали путем наращивания и индукции

бактериальной культуры E.coli (штамм XL-Gold), трансформированной
плазмидной ДНК (pGEX-2T) с клонированным кДНК геном hBD-2. Выде-
ление и очистку hBD-2 проводили как описано в [2], за исключением стадии
очистки с использованием ионообменной хроматографии с Mono-SP column.
Эта стадия была заменена очисткой с использованием Sep-Pak C18 cartridge
с носителем сефадекс (Waters, USA), водными растворами ацетонитрила
(10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 80%, 100%) с pH, который не превышает 4, а так-
же бидистилированной водой с pH 3. Подкисление растворов проводили,
используя трифторуксусную кислоту (ТФУ). Белковые фракции после про-
теолиза тромбином подкисляли TФУ до pH 3 и наносили на Sep-Pak C18.
Используя растворы ацетонитрила снимали с носителя фракции содержащие
hBD-2 (40% раствор), GST+hBD-2 (50%, 60% растворы), GST (80% раствор).
Качество очистки hBD-2 контролировали с помощью SDS-электрофореза в
градиенте ПААГ (7–22%) по методу Леммли [5]. Концентрацию белка опре-
диляли по методу Бредфорд [3].

Аутоконьюгирование hBD-2 проходило в две стадии (с применением
диметилацетамида и малиемидного эфира), которые состояли из активации
пептидов и непосредственно аутоконьюгирования.
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Иммунизацию лабораторных животных (кролики) проводили ауто-
коньюгированным hBD-2, используя разработанную ранее нами схему [2].
Антисыворотку получали через 7 дней после последней иммунизации. Выса-
ливание иммуноглобулинов из сыворотки проводили насыщенным раство-
ром сульфата аммония до 50% (v/v).

Хроматографическая очистка иммуноглобулинов на колонке с DEAE-
Tyopearl. В работе исползовали носитель DEAE-Tyopearl-650M фирмы
ToyoSoda (Япония). Носитель уравновешивали Na-фосфатным буфером,
pH 7,2. После высаливания сульфатом аммония осадок иммуноглобулинов
собирали центрифугированием (10 000 об/мин, 10–15 минут при +4 °C)
и растворяли в минимальном объеме охлажденного раствора PBS pH 7,3.
Диализ проводили против бидистилированной воды в течении 20 минут, потом
против охлажденного раствора PBS pH 7,3 в течении 18 часов при +4 °C.
После диализа иммуноглобулины наносили на колонку с DEAE-Tyopearl. Ко-
лонку 3 промывали объемами раствора PBS буфера, pH 7,3. Белковые фракции,
которые не связались с носителем, собирали отдельно для дальнейшей очистки.

Очистка IgG на ProteinG-sepharose. В работе использовали носитель
Protein G-Sepharose фирмы Pharmacia (Швеция). Колонку уравновешивали
буфером PBS, pH 7,3. После нанесения предварительно очищенных на
DEAE-Tyopearl иммуноглобулинов на колонку с ProteinG-sepharose, антитела
инкубировали с носителем 2–3 часа при комнатной температуре, промывали
колонку 10 объемами буфером PBS pH 7,3 для удаления не связавшегося
белка и проводили элюцию 0,2 М глицином pH 2,5 с последующей нейтра-
лизацией элюата 1 М раствором Tris-HCl, pH 11,0. Чистоту полученных IgG
проверяли методом SDS-электрофореза в 15% ПААГ. Фракции, содержащие
максимальное количество белка объединяли и диализовали против буфера
PBS, pH 7,3, при +4 °С на протяжении 18 часов. Конечная концентрация IgG
составляла в среднем 1,5–1,6 мг/мл.

Твердофазный иммуноферментный анализ (ELISA).Титр антител
против белка hBD-2 в сыворотке на всех этапах очистки определяли с по-
мощью метода твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA) с модифи-
кациями. Учитывая высокую гидрофобность антигенов, в работе использо-
вали микропланшеты фирмы Nunc (Дания) с маркировкой Maxisorb. Им-
мобилизацию дефенсина проводили на протяжении 18 часов при +4 °C в PBS
буфере, pH 7,3. Конечная концентрация антигенов вносимых в каждую лунку
составляла 1 мкг/мл. Все последующие операции проводили с использова-
нием буфера PBS pH 7,3 с 0,1% Tween-20 (PBS-T). Антисыворотку инкуби-
ровали при комнатной температуре на протяжении двух часов, а полученные
антитела в течении часа в тех же условиях.

Иммуноблот-анализ (Western blot analisis). Определение специфично-
сти полученных антител к hBD-2 клеточных лизатах проводили с помощью
иммуноблотинга по известной методике [4] с модификациями. В иммунобло-
тинге для контроля специфичности антител против очищеного hBD-2 ис-
пользовали лизат клеток млекопитающих Tirex c добавлением глютатион-
6-трансферазы (GST), химерного белка GST-hBD-2 и hBD-2.
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Иммунопреципитация. Для проведения иммунопреципитации исполь-
зовали Protein A Sepharose фирмы Pharmacia (Швеция). Все процедуры
проводили по стандартной методике с небольшими модификациями.
Продукты иммунопреципитации после проведения градиентного SDS-
электрофореза в ПААГ, визуализировали прокраской геля серебром и пара-
лельно постановкой иммуноблотинга.

Результаты и обсуждение
Исходя из того, что данный малый гидрофобный пептид обладает сла-

быми иммуногенными свойствами, было решено повысить иммуногенность
hBD-2, используя метод аутоконьюгации с применением диметилацетамида
и малиемидного эфира. В результате аутоконьюгирования были получены
молекулы пептидов, состоящие из ди-, тетра- и мономеров. Качество конью-
гирования hBD-2 и mBD-2 проверяли с помощью градиентного SDS-электро-
фореза в ПААГ, а для hBD-2 Western blot анализом с использование получен-
ных ранее моноклональных антител против hBD-2 [6]. Результаты проверки
аутоконьюгирования в иммуноблот-анализе с использованием полученных
ранее моноклональных антител против hBD-2 представлены на рис. 1, А.
При анализе рис. 1, А можна зделать вывод, что в результате аутоконьюгирова-
ния образуются тетрамеры дефенсина с молекулярной массой около 16 кДа.

В ходе получения поликлональных антител было выяснено, что данные
антитела имели слабую афинность к человеческому сывороточному альбуми-
ну. Для определения возможности возникновения данного “феномена” был
проведен компьютерный анализ аминокислотных последовательностей
человеческого альбумина и hBD-2, используя программу определения
гомологии, предоставленную на веб-сервере LALIGN (http:// www.ch.embnet.
org/software/LALING_form.html). Было найдено три сходные последователь-

1         2                         1       2        3           4                         1     2    3    4
А                                           Б                                                  В

16 кДа

4 кДа

29 кДа

4 кДа

4 кДа

Рис. 1. А. Иммуноблотинг с использованием полученых поликлональних анти-hBD-2
антител. Дорожки: 1 — очищенный белок hBD-2; 2 — аутоконьюгированный белок
hBD-2. Б. Иммуноблотинг с использованием полученых поликлональних анти-hBD-2
антител. Блокирование сайтов неспецифической сорбции в растворе сухого молока.
Дорожки: 1 — лизат клеток Tirex; 2 — лизат клеток Tirex+GST+HSA (человеческий
сывороточный альбумин); 3 — лизат клеток Tirex+GST-hBD-2; 4 — лизат клеток
Tirex+hBD-2. В. Иммуноблотинг с использованием полученых поликлональних
анти-hBD-2 антител. Блокирование сайтов неспецифической сорбции сывороткой
крупного рогатого скота. Дорожки: 1 — лизат клеток Tirex+очищенный белок hBD-2;
2 — лизат клеток Tirex+GST-hBD-2; 3 — лизат клеток Tirex+GST+HSA; 4 — лизат

клеток Tirex
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ности длинной 11, 6 и 4 аминокислотных остатка с соответствующими
совпадениями 63,6%, 66,7% и 100%. Общая последовательность размером
11 аминокислотных остатков вполне может являться антигенной детерми-
нантой, причем эта последовательность находится на С-конце hBD-2.
И, возможно, что она в первую очередь подвергается воздействию протеаз
при иммунизации лабораторных животных.

Для увеличения афинности антител против hBD-2 и mBD-2 было необ-
ходимо очистить антитела от фракции, распознающей и человеческий сыво-
роточный альбумин и hBD-2 из общего пула поликлональных антител. Для
этого синтезировали афинную колонку Br-CN sepharose 4B с пришитым на
нее в качестве лиганда альбумином человека (ICN). Пул антител пропускался
через колонку трижды, с промежуточной инкубацией 30 минут. Не связав-
шаяся с альбумином фракция антител была собрана и проверена на афинность
к hBD-2 и альбумину человека. Полученные антитела не выявили альбумин
человека ни в ELISA, ни в Western blot анализе. При проверке в методе ELISA
минимальная рабочая концентрация очищенных поликлональных анти-hBD-2
антител была 0,35 мкг/мл (результаты не представлены).

Для выяснения возможности определения нативного hBD-2 в биологи-
ческих жидкостях с использованием полученных поликлональных антител
необходимо было проверить их работу в методе иммунопреципитации. В экс-
перименте использовались клеточные лизаты, как бактериальных культур,
продуцирующих рекомбинантный hBD-2, так и лизаты линии клеток A431,
индуцированные EGF, продуцирующие нативный hBD-2. Было продемонстри-
ровано, что очищенные поликлональные анти-hBD-2 антитела специфически
узнавали белок hBD-2 в лизатах клеток бактериальных культур, трансформи-
рованных вектором с кДНК геном hBD-2, так и лизатах линии клеток A431
(результаты не представлены).

Последним этапом проверки работы полученных поликлональных
антител был подбор условий и проведение иммуноблот-анализа. Результаты
иммуноблот-анализа представленны на рис. 1, Б и В. При использовании в
качестве агента для блокирования неспецифической сорбции раствора
сухого молока, очищенные анти-hBD-2 неспецифически узнавали не только
белок hBD-2, а также, химерный белок GST-hBD-2 и GST (рис. 1, Б). При
использовании в качестве агента для блокирования неспецифической сорб-
ции бычьей сыворотки, очищенные анти-hBD-2 специфически узнавали
только белок hBD-2 (рис. 1, В). При проверке в методе иммуноблот-анализа
минимальная рабочая концентрация очищенных поликлональных анти-hBD-2
антител была 1,75 мкг/мл. Таким образом, было оптимизировано условия
роботы очищенных антител в иммуноблот-анализе с использованием в ка-
честве блокирюющего агента сыворотку БРС.

Выводы
В роботе представлены результаты получения и характеристики поли-

клональных кроличьих антител против низкомолекулярного, низкоиммуно-
генного и высококатионного человеческого пептида hBD-2. Разработано метод
повышения иммуногенных свойств белка hBD-2 путем аутоконьюгирования.
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Продемонстрировано роботу полученных специфических поликлональных
антител в твердофазном иммуноферментном анализе, иммунопреципитации
и иммуноблот-анализе.
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Резюме
В роботе продемонстрировано результаты получения специфических поликло-

нальных антител против человеческого β-дефенсина-2. Показано роботу полученных
анти-hBD-2 антител в твердофазном иммуноферментном анализе, иммунопреци-
питации и иммуноблот-анализе.

В роботі продемонстровано результати отримання специфічних поліклональ-
них антитіл проти людського β-дефенсину-2. Показано роботу отриманих анти-
hBD-2 антитіл в твердофазному імуноферментному аналізі, імунопреципітації та
імуноблот-аналізі.

The results of the purification of high affinity polyclonal antibodies against human
β-defensin-2 are represented in the work. Purified anti-hBD-2 antibodies were examined
in ELISA, immunoprecipitation as well as in western blot analisis.
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ПОЛИМОРФИЗМ 1258G/A ГЕНА SPІNK-5 ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ
КРАСНОЙ ВОЛЧАНКЕ

Хроническая красная волчанка — заболевание, связанное с аутоимун-
ными патологиями. Для него характерно поражение кожи и соединительной
ткани. О роли генетических факторов в развитии этого заболевания свиде-
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тельствуют результаты семейных, близнецовых [2] и иммуногенетических
исследований [4, 7]. Понимание природы заболеваний связывают с анализом
кандидатных генов, среди которых большое внимание исследователей
привлекает ген SPINK-5 (serine protease inhibitor Kazal-type-5) — ингибитор
сериновых протеаз пятого Казал-типа, локализованный на хромосоме 5q.
Его продукт — ингибитор сериновых протеаз, принимает участие в противо-
воспалительных и антимикробных процессах, контролирует дифферен-
цировку эпителия и организацию межклеточного матрикса, регулирует
ангиогенез и клеточную адгезию [6, 9]. Полиморфизм гена SPINK-5 связан
с аллергиями, астмой, синдромом Нетертона, целиакией и др. [8, 10]. Поли-
морфизм 1258G/A относится к экзону 14 и обусловливает аминокислотный
полиморфизм (Glu 420 Lys) белка SPINK-5. В данной статье представлены
результаты исследования SNP 1258G/A экзона 14 гена SPINK-5 при хро-
нической красной волчанке.

Материалы и методы
Исследована ДНК 76 больных хронической красной волчанкой и 96 че-

ловек без признаков этого заболевания. Все обследованные — жители Харько-
ва и Харьковской области, украинцы и русские. Выделение ДНК проведено
фенольным методом из лейкоцитов периферической крови по стандартной
методике [3]. Генотипирование выполнено методом ПДРФ (полиморфизм
длин рестрикционных фрагментов). Амплификация фрагмента 14 экзона
гена SPІNK-5 длиной 304 пары нуклеотидов проведена при помощи ПЦР
(полимеразной цепной реакции) с использованием праймеров — 5'-TGC AAT
TGT GAG GAT TTC ACA G-3'/ 5'-CCT GAA CAT GAT CTG TGG ATC-3' [9].
Температурный режим: 95 °С 30 секунд, 52 °С 30 секунд, 72 °С 40 секунд.
Объём рестрикционной смеси — 30 мкл. Амплифицированные фрагменты
подвергали действию рестриктазы HphI (Fermentas, Литва), которая, если в
положении 197 находится аденин, разрезает фрагмент в последовательности
GGTGA(N)8 на два участка, и на три, если в этом положении находится гуа-
нин.  Рестриктазу добавляли из расчёта три единицы на 30 мкл смеси после
ПЦР. Образцы инкубировали в течение ночи при температуре 37 °С. Детек-
цию проводили с помощью электрофореза в 3% агарозном геле. Рестрикци-
онные фрагменты соответствовали трём генотипам (рис. 1). Проверку
гипотез о равенстве частот аллелей и генотипов в основной и контрольной
группах, а также распределении фактических и теоретически ожидаемых
частот генотипов проводили с помощью критерия χ2 на уровне значи-
мости 0,05 [1].

Результаты и обсуждение
Частоты SNP A/G различны у мужчин и женщин контрольной группы

(табл. 1). У мужчин более частым оказался аллель G (0,64), у женщин —
аллель А (0,59, р<0,01). Это сделало необходимым проводить дальнейшие
сравнения с учётом пола. Разница в частоте аллелей между основной и конт-
рольной группами выявлена только у мужчин. Частота SNP А у мужчин с ХКВ
составляет 0,69, что в 1,9 раза выше, чем у здоровых — 0,36 (р<0,001).
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Распределение генотипов у мужчин и женщин основной и контрольной групп
соответствует равновесию Харди-Вайнберга (табл. 2). Половые различия в
частоте аллелей изученного аутосомного гена пока не находят генетического
объяснения. Прояснить ситуацию позволит расширение выборки в ходе
дальнейших исследований.

Различия в частоте генотипов у больных и здоровых выявлены только
в мужской группе (табл. 2). Больные мужчины в 2,8 раза чаще, чем здоровые
являются обладателями генотипа АА, в пять раз реже имеют генотип GG
(р<0,01). Продукт гена SPІNK-5 белок SPІNK-5 является негативным регуля-
тором иммунного ответа, поэтому уменьшение его активности может иниции-
ровать аутоиммунные процессы, которые приводят к развитию хронической

Таблица 2
Частоты генотипов (%)

Фактические Теоретические
Группа Пол

AA AG GG AA AG GG
Контроль Мужской

Женский
16,22
33,90

40,54
50,85

43,24
15,25

13,32
35,19

46,35
48,27

40,33
16,54

Волчанка Мужской
Женский

45,71
31,70

45,71
51,22

8,58
17,08

47,02
32,86

43,10
48,93

9,88
18,21

Таблица 1
Распределение аллелей и генотипов SNP SPINK-5

Генотипы SPINK-5 Частоты SNP
Группа Пол n

AA AG GG А G
Контроль Мужской

Женский
37
59

6
20

15
30

16
9

0,36
0,59

0,64
0,41

Больные ХКВ Мужской
Женский

35
41

16
13

16
21

3
7

0,69
0,57

0,31
0,43

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК шести человек, генотипирован-
ных по полиморфизму 1258G/A гена SPІNK-5: (1 — маркёр молекулярной массы;

2, 3 — генотип АА; 4, 5 — генотип АG; 6, 7 — генотип GG)

Примечание. n — число обследованных, ХКВ — хроническая красная волчанка.
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красной волчанки [2]. Эти нарушения также могут быть связаны с измене-
нием на уровне дифференцировки клеток иммунного ответа, который также
контролируется продуктом гена SPІNK-5. Известна также роль SPІNK-5 в фор-
мировании барьерной функции кожи и, в частности, защиты от ультрафио-
летового излучения, инфекционных агентов, химически активных веществ
и других неблагоприятных факторов внешней среды [5]. Перечисленные
свойства этого белка убеждают в необходимости дальнейшего исследования
гена SPINK-5, что позволит полнее понять природу исследованного заболе-
вания и найти молекулярные маркёры наследственной предрасположенности.
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Резюме
Структура славянского населения Харькова и Харьковской области по одно-

нуклеотидному полиморфизму 1258A/G гена SPІNK-5 соответствует равновесному
состоянию. Аллель А является фактором повышенного риска по хронической крас-
ной волчанке у мужчин.

Структура слов’янського населення Харкова і Харківської області за однонук-
леотидним поліморфізмом 1258A/G гену SPІNK-5 відповідає стану рівноваги.
Алель А є фактором підвищеного ризику по хронічному червоному вовчаку у чо-
ловіків.

Slavic population structure of Kharkov and region of single-nucleotide polymo-
rphism 1258A/G gene SPІNK-5 corresponds to the equilibrium state. Allel A is high-risk
factor of chronic lupus erythematosus in men.
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ЦИТОКІНИ ЯК ПОТЕНЦІЙНІ МОДУЛЯТОРИ РЕПАРАЦІЇ
ПЕРВИННИХ УШКОДЖЕНЬ, ІНДУКОВАНИХ

АЛКІЛУВАЛЬНИМИ СПОЛУКАМИ
Забруднення довкілля є одним з основних факторів, що впливають на

стабільність геному. Серед розмаїття антропогенних чинників, що здатні
спричиняти генотоксичну дію, можна виділити групу алкілувальних речовин.
Вони є досить поширеними пошкоджуючими чинниками хімічної приро-
ди — в тому числі, як фактори промислового забруднення та професійного
ризику.

Одним з генопротекторних механізмів, що протидіють мутагенному
впливові алкілувальних сполук на клітинну ДНК, є репарація первинних
пошкоджень, індукованих цими сполуками, що здійснюється, зокрема,
репаративним ензимом О6-алкілгуанін-ДНК алкілтрансферазою (MGMT).
Цей ензим реалізує пряму репарацію найбільш мутагенно- та канцероген-
нонебезпечного пошкодження — О6-алкілгуаніну в клітинній ДНК [1, 2].
Таким чином, знижений рівень експресії та/або активності цього ензиму є
важливим фактором ризику для людей, чия професійна діяльність передбачає
контакт з алкіляторами. Тому важливо якомога краще зрозуміти механізми,
що регулюють експресію цього ензиму.

Ці регуляторні механізми є складними і на сьогоднішній день недо-
статньо вивченими. Так, відомо, [3] що цей ензим є індуцибельним; його
експресія може зростати у відповідь на ряд чинників (гіперметилювання
ДНК, розриви ДНК, тощо). Експресія MGMT може також регулюватися
опосередкованим шляхом — через вплив регуляторних механізмів клітини
(р53-опосередковані, протеїнкіназа С-опосередковані, фосфорилювання,
убіквітинування, тощо). Існують дані, що на експресію MGMT можуть
впливати також цитокіни та фактори росту (інтерферон β, IL-3 — окремо
чи в сполученні з SCF, а також GM-CSF) [4] — проте саме цей аспект пробле-
ми вивчений недостатньо, і в літературі наявні лише поодинокі відомості,
що стосуються цього питання. Наприклад, IFN-β знижує транскрипцію гену
MGMT через індукцію експресії білка р53. Тому IFN-β може знижувати рівні
MGMT в клітинах гліоми через інгібування транскрипції гену MGMT [5].

Цитокіни є групою поліпептидних медіаторів, що беруть участь у фор-
муванні і регуляції захисних реакцій організму. До цитокінів відносяться
інтерферони, колонієстимулюючі фактори, інтерлейкіни, хемокіни, транс-
формуючі ростові фактори, група факторів некрозу пухлин і деякі інші. Біоло-
гічні ефекти цитокінів реалізуються через специфічні клітинні рецепторні
комплекси. Гіперпродукція цитокінів веде до розвитку системної запальної
реакції і може слугувати причиною розвитку ряду патологічних станів. На рівні
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організму цитокіни здійснюють зв’язок між імунною, нервовою, ендокрин-
ною, кровотворною та іншими системами і служать для їхнього залучення
до організації і регуляції захисних реакцій [6].

Метою нашої роботи було дослідження можливого впливу на експресію
MGMT таких цитокінів, як LIF (лейкемієінгібуючий фактор), SCF (фактор
стовбурових клітин) та IL-3 (інтерлейкін 3).

LIF є плейотропним цитокіном, який відноситься до родини IL-6 та
має молекулярну масу від 38 до 67 кДа. Біологічна дія LIF здійснюється
через взаємодію з рецептором LIF-R на зовнішній поверхні плазматичної
мембрани клітин [7].

Інтерлейкін 3 являє собою сильно гликозильований білок з молекуляр-
ною масою 21–36 кДа. Він діє як гемопоетичний фактор росту, що стимулює
проліферацію і функцію клітин всіх ростків кровотворення [8].

SCF — це цитокін, що бере участь у регуляції процесів диференціації
клітин (зокрема, гемопоезу) [9]. Він може існувати як у вільній, так і у транс-
мембранній формі; біологічна дія SCF здійснюється опросередковано через
тирозинкіназний рецептор (c-Kit) [10].

Матеріали і методи
В роботі використовували культури клітин людини різного походження:

первинні фібробластоподібні клітини BKF, іморталізована клітинна лінія
4BL2, та пухлинна лінія Нер-2 (рак гортані). Використовувані методики дослід-
ження та умови експерименту описано в [11].

Результати і обговорення
Ідентифікацію білку MGMT в клітинному екстракті проводили за допо-

могою Western blot аналізу.
У досліджуваних клітинах виявлено дві форми MGMT: немодифікована,

з молекулярною масою 22–24 кДа, та модифікована, з молекулярною масою
48–50 кДа. Це явище було нами описано раніше [11].

Можливий вплив цитокіну LIF на рівень експресії MGMT перевірявся
з використанням клітин BKF та Нер-2. Отримані результати представлені
на рис. 1.

В контрольному варіанті (пухлинні клітини) були присутні обидві форми
білку — як немодифікована, так і модифікована. При цьому переважала не-
модифікована форма. Після обробки клітин LIF спостерігалося інгібування
синтезу цього білку. Білок, що знаходився у немодифікованій формі, взагалі
не виявлявся, а кількість білка, який перебував у модифікованій формі, прак-
тично не змінювалася.

В умовно нормальних первинних клітинах у контрольних зразках вияв-
лялася лише модифікована форма білку. Після обробки клітин LIF спостері-
галося незначне зростання рівню експресії ферменту.

Вплив ростових факторів IL-3 та SCF досліджувався з використанням
іморталізованої лінії мезенхімальних клітин крові людини 4BL2. Результати
дослідження представлені на рис. 2.

В контрольному варіанті спостерігаються обидві форми білку —
як модифікована, так і немодифікована. Після обробки досліджуваними
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цитокінами білок, що перебуває у немодифікованій формі, цілком зникає, а
кількість білку, що знаходиться у модифікованій формі, значно знижується.
Таким чином, ми маємо підстави говорити про інгібування синтезу MGMT
під впливом згаданих цитокінів.

Висновки
Нами було показано, що цитокіни IL-3 та SCF у культурі клітин людини

спричиняють виразний інгібуючий вплив на експресію репаративного
ензиму MGMT.

Щодо цитокіну LIF, то характер його впливу на експресію цього ензиму
носив дещо інший характер: практично не впливаючи на кількість білку,
що знаходився у модифіковній формі, він спричиняв повне зникнення білку
MGMT у немодифікованій формі.
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Рис. 1. Вплив цитокіну LIF на експресію АГТ в пухлинних клітинах людини (а)
та в первинних клітинах людини (б):

1 — Hep 2, інтактні; 2 — Hep 2+LIF (20 мкг/мл); 3 — BKF, інтактні; 4 — BKF+LIF
(20 мкг/мл)
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Рис. 2. Вплив ростових факторів IL-3 та SCF на експресію MGMT в лінії іммор-
талізованих мезенхімальних клітин людини:

1 — Hep 2, позитивний контроль; 2 — 4BL6, контроль; 3 — 4BL6+IL-3 (20 мкг/мл),
4 — 4BL6+SCF (20 мкг/мл)
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Резюме
Досліджувався вплив цитокінів LIF, IL-3 та SCF на експресію репаративного

ензиму О6-алкілгуанін-ДНК алкілтрансферази (MGMT) в культурах клітин людини
різного походження. Показано, що дані цитокіни здатні спричиняти зниження
експресії MGMT в клітинах, проте характер впливу LIF дещо різнився від дії IL-3
та SCF.

Исследовалось влияние цитокинов LIF, IL-3 и SCF на экспрессию репара-
тивного энзима О6-алкилгуанин-ДНК алкилтрансферазы (MGMT) в культурах
клеток человека различного происхождения. Показано, что данные цитокины
способны вызывать снижение экспрессии MGMT в культурах клеток, однако ха-
рактер влияния LIF несколько отличался  от действия IL-2 и SCF.

The influence of cytokines LIF, IL-3 and SCF on O6-alkylguanine-DNA alkyl-
transferase (MGMT) repair enzyme expression in human cell cultures with different origin
has been studied. These cytokines have been shown to inhibit MGMT expression in cell
cultures, but particular qualities of LIF influence something differs from IL and SCF effect.
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ИЗУЧЕНИЕ БРАЧНОЙ АССОРТАТИВНОСТИ
ПО ЛИЧНОСТНЫМ ХАРАКТЕРИСТИКАМ ЧЕЛОВЕКА

 Для решения ряда социальных и медицинских проблем, возникающих
в обществе, необходимо иметь точную информацию о структуре популяции
и генетико-демографических процессах, протекающих в них. Одной из важ-
ных задач, при изучении структуры популяции, является анализ динамики
параметров ее брачной структуры, а также факторов, приводящих к наруше-
нию панмиксии. Одним из таких факторов является положительная ассорта-
тивность браков, при которой вероятность формирования брака при сходных
фенотипах партнёров выше, чем в случае статистической случайности. В пред-
положении того, что фенотип является прямым или косвенным отражением
генотипа, положительная брачная ассортативность ведет к тому, что частоты
генотипов из поколения в поколение изменяются, становится меньше гетеро-
зигот и больше гомозигот. Таким образом, ассортативность браков способ-
ствует усилению у потомства количественной выраженности генетических
признаков, приводит к подразделенности популяций по эти признакам и
имеет последствия аналогичные инбридингу.

Большинство исследований сходится на том, что браки формируются
статистически не случайно по таким этнодемографическим характеристикам
как: возраст, национальность, место рождения, профессия, уровень образова-
ния. Данные характеристики часто сопряжены с генетическими различиями,
что может обусловить вторичную ассортативность по фенотипическим при-
знакам. Также брачные предпочтения показаны по многим морфофизиологи-
ческим признакам — рост, цвет кожи, глаз, волос [1–4]. Высокая степень
ассортативности браков отмечается по личностным характеристикам,
прежде всего по уровню интеллекта [5], по антисоциальному поведению
[6], алкоголизму [7]. Описана положительная ассортативность браков по
психическим заболеваниям, в частности по шизофрении [8], маниакально-
депрессивным психозам, а также по состоянию общей тревожности, пани-
ческим состояниям и различным фобиям [9].

По литературным данным, изучение брачной ассортативности и ее
влияния на брачную структуру популяций проводится во всем мире. Однако,
результаты этих исследований не применимы к конкретной популяции,
которая отличается этническим составом, степенью урбанизации и другими
демографическими показателями, религиозными и культурными особеннос-
тями, экономическим положением. В Украине параметры брачной структуры
популяций были проанализированы на примере Харькова, Донецка, Пол-
тавы, Киева, малых городов (Шостка, Тростянец, Красноград, Змиев). Поло-
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жительная брачная ассортативность была отмечена по этнодемографическим
характеристикам: по национальности (максимальные индексы — у предста-
вителей этнических меньшинств), по месту рождения, образованию (макси-
мальные индексы — у лиц с высшим и начальным уровнем образования), а так
же по большинству профессий (в наибольшей степени у рабочих основного
производства и у учащихся) [10–12]. Целью данного исследования является
изучение брачной ассортативности по поведенческим признакам в восточно-
украинских популяциях (на примере Харькова и Харьковской области).

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 74 брачные пары. Сбор информации

проведён с учётом этических требований при работе с человеком. Об иссле-
дуемых получена биологически значимая и социо-демографическая инфор-
мация. Изучено 108 поведенческих характеристик, которые были объеди-
нены в восемь более узких условных групп: интеллект; агрессивность; темпе-
рамент; коммуникативные и организаторские способности; клинически
значимые признаки; мотивационное поведение; нейропсихологические
признаки; предпочтения. Для изучения указанных признаков были исполь-
зованы следующие психометрические методики: тест для определения IQ
Г. Айзенка [13], модифицированная версия опросника FPI, опросники Спил-
бергера, Айзенка EPI, Басса-Дарки, Ассингера, Томаса, Б.А. Федоришина
КОС [14], М. Снайдера, Меграбяна-Эпштейна, Марлоу-Кроуна, Леонгарда-
Шмишека, Стреляу [15], Ивлевой-Щербатых [16], опросник на оценку комму-
никативных умений [15], методика оценки пословиц [14], тесты В.Ф. Ря-
ховского [15], Холланда, Лири [14], метод портретных выборов Л. Сонди
[17], методика нервно-психической неустойчивости и акцентуаций [15].

Коэффициенты корреляции между супругами вычисляли по соответст-
вующим формулам в зависимости от характера признака. Связь между
данными, распределение которых не соответствовало нормальному закону,
оценивали методом Спирмена. База данных сформирована в программе
Microsoft Excel. Расчеты произведены в программах Microsoft Excel и Biostat.

Результаты и обсуждение
Результаты корреляционного анализа по изученным поведенческим

признакам в супружеских парах приведены в таблице. Наличие положи-
тельной брачной ассортативности в ряде случаев имеет эволюционную
природу. Так, исследование показало высокую положительную корреляцию
у супругов по IQ, что соответствует данным литературы. Предполагается,
что при эволюции человека подбор брачных пар шел на увеличение интел-
лектуальности, поскольку это повышало жизнеспособность. В частности,
считается, что такие поведенческие черты, как разговорчивость, музици-
рование, артистичность и юмор возникли для того, чтобы демонстрировать
свой уровень интеллекта при ухаживании и, тем самым, привлекать партнера
или партнершу [5].

При исследовании корреляции по брачным предпочтениям наибольшая
положительная связь была отмечена по доминантности и добросердечию,
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Таблица
Значимые коэффициенты корреляции между супругами по поведенческим признакам

Поведенческий признак n ρ
Брачные предпочтения (тест Лири)
Доминантность 56 0,44***
Добросердечие 0,26*
Отзывчивость 0,46***
Темперамент (по Айзенку)
Нейротизм 60 0,33**
Личностные характеристики (по опроснику FPI)
Невротичность 54 0,39**
Депрессивность 0,42***
Раздражительность 0,29*
Агрессивность (по Басса-Дарки)
Обида 61 0,26*
Вербальная агрессия 0,41***
Общая агрессия (по Ассингеру) 59 0,26*
Стратегии разрешения конфликтных ситуаций (пословицы)
“Акула” 51 0,39**
“Медвежонок” 0,42**
“Сова” 0,38**
Профессиональные склонности (по Холланду)
Реалистический 62 0,38**
Артистический 0,29*
Коммуникативные и организаторские способности
Компетентность (раздражительность) в общении 63 0,52***
Коммуникативные способности (по Ряховскому) 61 0,35**
Мотивационное поведение: мотивация достижения 66 0,30**
Акцентуации (по Леонгарду)
Циклотомия 65 0,28*
Неуравновешенность 0,30**
Интеллектуальные способности: IQ 54 0,40**
Эмоциональные состояния страха
Развитие психических расстройств 38 0,41**
Болезнь близких 0,35*
Совершение самоубийства 0,43**
Портретные предпочтения (по Сонди)
Истерия 40 0,36*
Маниакальность 0,36*
Примечание. n — число обследованных, ρ — коэффициент корреляции Спирмена.
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несколько умеренная по отзывчивости. Высокая положительная корреляция
также отмечалась по депрессивности. По антисоциальному поведению также
существует положительная брачная ассортативность. По некоторым данным,
в семьях, в которых и у мужа и у жены проявлялось антисоциальное поведе-
ние, рождается больше детей, чем в среднем в популяции [18]. Неслучайный
подбор супругов приводит к подразделённости популяции по антисоци-
альному поведению, в результате чего, гены, сопряжённые с определённым
фенотипом, концентрируются в однотипных семьях. Наиболее высокий
коэффициент корреляции между супругами был отмечен в отношении ком-
петентности в общении, который составил ρ=0,52.

В генетических исследованиях наличие брачной ассортативности в
числе прочего учитывается при модификации коэффициенты корреляции в
родственных парах по признакам, для которых были обнаружены значимые
коэффициенты корреляции в супружеских парах. Для ряда признаков нали-
чие высокой положительной связи между супругами может искусственно
значительно завышать коэффициенты корреляции у родственников.

Выводы
В выборке восточно-украинского населения (в популяции Харькова и

Харьковской области) обнаружена положительная брачная ассортативность
по брачным предпочтениям, темпераменту, личностным характеристикам,
агрессивности, стратегии разрешения конфликтных ситуаций, профессио-
нальным склонностям, коммуникативным и организаторским способностям,
мотивационному поведению, акцентуациям, уровню IQ, эмоциональным
состояниям страха и портретным предпочтениям.
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Резюме
В выборке восточно-украинского населения (в популяции Харькова и Харьков-

ской области) изучена структура брачных пар по поведенческим признакам. Обна-
ружена положительная брачная ассортативность по брачным предпочтениям,
темпераменту, личностным характеристикам, агрессивности, стратегии разрешения
конфликтных ситуаций, профессиональным склонностям, коммуникативным и
организаторским способностям, мотивационному поведению, акцентуациям,
уровню IQ, эмоциональным состояниям страха и портретным предпочтениям.

У вибірці східноукраїнського населення (в популяції Харкова та Харківської
області) вивчено структуру шлюбних пар за поведінковими ознаками. Знайдено
позитивну шлюбну сполученість за шлюбними перевагами, темпераментом,
особистісним характеристикам, агресивності, стратегії вирішення конфліктних
ситуацій, професійним схильностям, комунікативним та організаторським здіб-
ностям, мотиваційною поведінкою, акцентуаціям, рівнем IQ, емоційними станами
страху та портретними перевагами.

Marital structure on behavior traits was studied in the Eastern Ukrainian population
sample (in Kharkov and Kharkov region). Positive assortative mating was found on mate
preferences, temperament, personality traits, aggression, conflict situation strategy
decision, vocational interests, communicative and organizational abilities, motivation
behavior, accentuations, IQ level, emotional states of fear and portrait preferences.
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ПОПУЛЯЦИОННОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЛИЧНОСТНЫХ
ХАРАКТЕРИСТИК ЖИТЕЛЕЙ ЦЕНТРАЛЬНОЙ УКРАИНЫ
И АНАЛИЗ ЭФФЕКТА ЭТНИЧЕСКОЙ ЭНДО-ЭКЗОГАМИИ
Признаки, с которыми имеет дело генетик, различны по своей природе

и выраженности. Изучение внутрипопуляционной изменчивости поведен-
ческих признаков является важной составляющей генетического анализа.
На этом этапе происходит исследование характера распределения признаков,
в том числе выяснение их зависимости от возраста и пола [1]. В генетическом
анализе принято разделять признаки на альтернативные, непрерывные, квази-
непрерывные и квазиальтернативные. К альтернативным признакам относятся
признаки дискретного характера, а генетическая основа этих признаков так-
же имеет альтернативную природу. К непрерывным признакам относят те,
которые можно выразить количественно, а наследственная основа этих при-
знаков представляет собой систему полигенов. Примером квазинепрерывных
признаков могут служить хронические заболевания, в том числе, и психи-
ческие. Фенотипически эти признаки проявляются как альтернативные.
Предполагается, что генетической основой этих признаков является система
полигенов. Считается, что гены, ответственные за признак, имеются у неко-
торой части, а может быть и у всех представителей популяции, но проявля-
ется признак только у отдельных лиц — у которых в генотипе присутствует
определенное (пороговое) количество этих генов. Такие признаки еще на-
зывают мультифакториальными и пороговыми. Квазиальтернативные
признаки — это признаки, с непрерывной количественной выраженностью,
но альтернативной генетической основой. Примером такого признака может
быть уровень интеллекта, выраженный в баллах IQ, у индивидов с нормаль-
ным хромосомным набором и у больных с синдромом Дауна [2]. Предвари-
тельное выяснение характера распределения признака необходимо для выбо-
ра адекватных методов последующего компонентного анализа и разложения
фенотипической дисперсии на генетическую и средовую составляющие.
Признаки, которые выявляют связь с возрастом, в дальнейшем нормируются
для определенного возрастного диапазона, а признаки, для которых установлен
половой диморфизм, также анализируются отдельно у мужчин и женщин
[1]. Внутрипопуляционная изменчивость может зависеть от брачной струк-
туры и различаться у потомков, происходящих от браков разной степени эндо-
экзогамии, в том числе, этнической.

Популяционно-генетический анализ украинского населения по самым
разнообразным поведенческим признакам был инициирован харьковскими
генетиками на примере восточно-украинской популяции (преимущественно
Харьков и Харьковская область) [3]. Целью настоящей работы является ана-
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лиз популяционных распределений ряда поведенческих признаков в попу-
ляции центральной Украины (преимущественно Киева и Киевской области),
а также изучение роли этнической эндо-экзогамии в их проявлении.

Материалы и методы
В исследованиях приняли участие 197 жителей центральной Украины,

преимущественно Киева и Киевской области. Младшему участнику исследо-
вания было 15 лет, старшему — 51 год. В текущий анализ были включены
представители младшего поколения (n=173), граничный возраст которых
составил 35 лет, 54 мужчины и 119 женщин соответственно. Сбор генеалоги-
ческой и психометрической информации проведен с учетом этических тре-
бований. Оценка 12 личностных характеристик (невротичность, спонтанная
агрессивность, депрессивность, раздражительность, общительность, урав-
новешенность, реактивная агрессивность, застенчивость, открытость, экс-
траверсия — интроверсия, эмоциональная лабильность, маскулинизм —
феминизм) проведена по модифицированной версии методики FPI [4].
Вычислены характеристики распределений. Статистический анализ прове-
ден с использованием критерия Стюдента t [5]. База данных сформирована
в программе Microsoft Excel. Расчеты произведены в программах Microsoft
Excel и Statistica v.6.

Результаты и обсуждение
Популяционные распределения личностных характеристик модифи-

цированной версии опросника FPI представлены в таблице. По большинству
признаков получен характер распределения, не соответствующий закону
Гаусса. Как у мужчин, так и у женщин, большинство признаков имеют отри-
цательную асимметрию и отрицательный эксцесс. По асимметрии и у муж-
чин и у женщин исключение составили общительность, уравновешенность,
экстраверсия-интроверсия и маскулинизм-феминизм, по эксцессу — общи-
тельность у мужчин и застенчивость у женщин. Ни по одному признаку в
младшем поколении не обнаружено значимого полового диморфизма, что
отличает центрально-украинскую популяцию от восточно-украинской [3],
в которой по указанным признакам имеются выраженные половые различия.
По-видимому, эти данные можно рассматривать как предварительные,
поскольку по ряду признаков различия между мужчинами и женщинами
выражены на уровне тенденций (например, по открытости и маскулинизму-
феминизму), которые могут перейти в категорию значимых при последую-
щем расширении выборки.

Изучение потомства от браков разной степени этнической эндо-экзо-
гамии важно при прогнозе реагирования признаков на изменение брачной
структуры. Поэтому, в настоящем исследовании были проанализированы
поведенческие признаки у потомков умеренной и повышенной этнической
экзогамии. К потомкам с умеренной этнической экзогамией были отнесены
лица, происходящие от внутринациональных славянских браков (русско-
русские или украинско-украинские), к потомкам с повышенной этнической
экзогамией — соответственно те, чьи родители были представителями раз-
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ных славянских национальностей. Такое разделение правомочно, т.к. молеку-
лярно-генетические исследования показали наличие генетических различий
даже у близких славянских народов, проживающих раздельно [6]. В настоящем
исследовании была обнаружена связь брачной структуры по этническому
признаку у женщин для трех поведенческих признаков — открытости, эмо-
циональной лабильности и маскулинизма-феминизма. Так, у женщин более
эндогамного происхождения по сравнению с женщинами более экзогамного
происхождения выше уровень открытости (х=6,6, s=1,9 и х=5,3, s=1,8 баллов
соответственно, p<0,01) и уровень эмоциональной лабильности (х=5,8, s=1,8
и х=4,9, s=1,6 баллов соответственно, p<0,05), но ниже уровень маскулиниз-
ма-феминизма (х=4,2, s=2,3 и х=6,1, s=2,3 баллов соответственно, p<0,01).
У мужчин связи типа брака родителей с проявлением поведенческих призна-
ков обнаружено не было ни по одному из изученных признаков. Для сравне-
ния можно указать, что в восточно-украинских популяциях устойчивой и у
сыновей и у дочерей была связь этнической эндо-экзогамии с уровнем IQ [3].

Выводы
1. Оценка популяционной изменчивости 12 личностных признаков

человека на основе модифицированной версии опросника FPI показала, что
по большинству из них в выборке популяции центральной Украины (на при-
мере Киева и Киевской области) получены распределения, не соответствую-
щие закону Гаусса, и характеризующиеся отрицательной асимметрией и
отрицательным эксцессом.

2. По изученным признакам не установлено статистически значимого
полового диморфизма.

3. Эффект этнической эндо-экзогамии был обнаружен для дочерей по
признаку открытости, эмоциональной лабильности и маскулинизма-феми-
низма.
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Резюме
Впервые в популяции центральной Украины проведены популяционные исследо-

вания 12 личностных признаков, оцененных по модифицированной версии опрос-
ника FPI. Характер распределения большинства признаков не соответствует закону
Гаусса, а характеризуется отрицательной асимметрией и отрицательным эксцессом.
У представителей младшего поколения по изученным поведенческим признакам
не выявлено статистически значимого полового диморфизма. У дочерей, но не у
сыновей, обнаружено влияние типа брака родителей по этническому признаку на
выраженность открытости, эмоциональной лабильности и маскулинизма-феми-
низма.

Вперше в популяції центральної України проведено популяційні дослідження
12 особистісних ознак, оцінених за модифікованою версією опитувальника FPI.
Характер розподілу більшості ознак не відповідає закону Гауса, а характеризується
негативною асиметрією та негативним ексцесом. У представників молодшого поко-
ління за вивченими поведінковими ознаками не знайдено статистично значущого
статевого диморфізму. У дочок, але не у синів, знайдено вплив типу шлюбу батьків
за етнічною ознакою на вираженість відкритості, емоційної лабільності та маскулі-
нізму-фемінізму.

For the first time population research on 12 personality traits evaluated by modified
version of FPI questionnaire was conducted in the central Ukraine population. Distribution
characteristics of majority traits were not in accordance with Gaussian law and were
characterized by negative asymmetry and negative excess. There was no statistically
significant sex dimorphism in members of younger generation. In daughters, but not in
sons, there was found a parental ethnicity effect in marriage on openness, emotional stability
and masculinity-femininity.
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РОЛЬ N-КАДЕРИН/КАТЕНІНОВОГО КОМПЛЕКСУ
У КАРДІОГЕНЕЗІ ССАВЦІВ

Структурна цілісність серця забезпечується інтеркалярними дисками,
які мають у своєму складі різні з’єднувальні комплекси: адгеринові
з’єднання, десмосоми і gap-з’єднання. Найбільш поширений тип міжклітин-
ної адгезії — це адгезія, котра забезпечується кадерин/катеніновим комплек-
сом [1]. У серці кадерини представлені виключно N-кадерином [2]. Сімей-
ство катенінів включає в себе α-, β- і γ-катеніни, які забезпечують зв’язок
кадеринів та актинового цитоскелету клітини. Кадерини разом з катенінами
є структурними ланками адгезивного комплексу (рис. 1).
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Рис. 1. Кадерин-катеніновий комплекс та асоційовані з ним білки. Кадерин —
трансмембранний білок, екстрацелюлярний домен якого складається з п’яти каде-

ринових повторів, ЕС1-ЕС5.
Цитоплазматичний хвіст білку зв’язується з β-катеніном, який у свою чергу взаємодіє
з α-катеніном, формуючи стабільний білковий комплекс. β-катенін забезпечує зв’язок
з актиновим цитоскелетом. Білки, що асоційовані з кадерин — катеніновим комплек-
сом (верхній блок). Інші білки, що концентруються у місцях адгеринових зв’язків
(нижній блок), але їх відношення до кадерин — катенінового комплексу невідоме.
За матеріалами: Alpha S. Yap and all Molecular and Functional Analysis of Cadherin-

Based Adherens Junktions // Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 1997. 13:119–46

Порушення адгезивного комплексу у серці призводять до розвитку
серцевих аритмій та інших патологій, так було показано, що делеція N-каде-
рину у дорослому серці призводить до яскраво вираженої тахікардії шлуноч-
ка, внаслідок якої наступала смертність піддослідних мишей [3]. Делеція
гену β-катеніну у дорослому серці мишей, згідно результатам, що були отри-
мані групою Figain Li, не призводила до летального ефекту, більш того му-
тантні тварини не відрізнялись від нормальних ні за фізіологічними, ні за
морфологічними ознаками. Імунологічні дослідження показали, що за умов
делеції гену β-катеніну відбувалось підвищення рівня експресії гену плако-
глобіну (γ-катенін) [4]. Як відомо, плакоглобін приймає участь у формуванні
десмосом та адгеринових з’єднань і має високу ступінь гомології до β-кате-
ніну, і за припущеннями авторів здатен функціонально заміщати останній.

Результати, отримані іншою групою дослідників [6,7], показали, що
делеція α- або β-катеніну в дорослому міокарді у ранні строки спостережень
дійсно не призводила до смертності тварин, здебільшого нокаутні тварини
мали нормальний фенотип, і лише у віддалені після делеції строки (32 тижні)
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автори спостерігали морфологічні зміни тканини міокарду: витончення
стінок серця, що призводило до кардіоміопатії серця.

Наведені експериментальні дані підтверджують важливість міжклітин-
них з’єднань у підтриманні нормальної функції дорослого серця. У своїй
роботі ми вирішили зосередитись на дослідженні ролі білків кадерин-кате-
нінового комплексу у ембріогенезі серця, а саме, дослідити значення αЕ-ка-
теніну та β-катеніну у ембріональному розвитку серцево-судинної системи
ссавців.

Матеріали та методи
Для дослідження ролі αЕ-катеніну або β-катеніну використовували

модельних мишей з умовним нокаутом aCAT CKO та bCAT CKO, відповідно
(Jackson Lab, USA). У результаті схрещувань таких мишей з трансгенними
тваринами (генотип aMHC-Cre (Ni), California, USA), котрі в кардіоміоцитах
експресують не індуковану Cre рекомбіназу, ми отримували мутантний
фенотип flox/flox, NiCre, де відбувалась делеція гену-мішені. Варто заува-
жити, що у своїй роботі ми застосували модель тарнсгенних тварин, де
рекомбіназа знаходиться під регуляцією aMHC промотору, який експре-
сується виключно в серці починаючи з 6–6,5 доби гістації, саме тоді, коли
починається формування області ембріонального серця. Цей промотор
досить добре вивчений та широко застосовується при проведенні подібних
досліджень. Таким чином, ми могли аналізувати морфологічні та імуно-
логічні особливості тканини серця на різних термінах ембріогенезу за умови
делеції αЕ-катеніну або β-катеніну. У дослідженнях використовували ембріо-
ни віком 10,5, 12,5 та 14,5 діб а також новонароджених тварин.

Всі молекулярно-біологічні процедури (виділення ДНК, ПЛР) прово-
дили згідно зі стандартними протоколами [8].

Імунофлуоресцентний аналіз, гістологія та електронна мікроскопія
На визначеному терміні вагітності дослідних тварин забивали та оперу-

вали, амніон використовували для генотипування ембріону, а ембріони фіксу-
вали у розчині 4% параформальдегіду. Після фіксації проводили дегідра-
тацію дослідного матеріалу, готували парафінові блоки згідно стандартної
процедури [9] і на мікротомі готували зрізи зразків товщиною 6 мкм. Інку-
бацію з первинними антитілами проводили у концентрації, рекомендованій
виробником (розведення 1:200–1:1000). Після відмивання додавали відпо-
відні вторинні антитіла (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
USA), мічені флуоресцентним барвником (Cy3). Аналіз забарвлення і фото-
графування проводили на флуоресцентному (Nikon, Japan) або конфокаль-
ному мікроскопі. Для гістологічного аналізу дослідного матеріалу зрізи серця
фарбували розчином гематоксиліну та еозину і аналізували під світловим
мікроскопом (збільшення х40).

Результати та обговорення
Морфологічні дослідження ембріонів терміном гістації Е10,5 діб, 12,5

та 14,5 діб показали, що ембріони з делецією αЕ- або β-катеніну суттєво не
відрізнялись від контрольних зразків відповідного терміну гістації (рис. 2).
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При порівняльному аналізі ембріонів не спостерігали виражених вад розвит-
ку серцево-судинної системи, витончень стінок серця чи порушень форму-
вання міжклітинних зв’язків (рис. 2).

Імуногістохімічні дослідження зрізів тканини ембрiонaльного серця по-
казали, що делеція αЕ-катеніну у тканині ембріонального серця не впливала
на рівень експресії та розподіл N-кадерину у тканині порівняно з контролем.
У той же час, спостерігали підвищення рівня експресії αТ-катеніну відносно
контрольних зразків, що дає змогу висунути припущення про здатність
останнього функціонально компенсувати делетований αЕ-катенін як у до-
рослому, так і у ембріональному міокарді.

Делеція гену β-катеніну у ембріональному серці також не впливала на
рівень експресії N-кадерину, можливо, що під час ембріонального розвитку
адгеринові зв’язки кардіоваскулярної системи можуть формуватися за
рахунок функціональної компенсації між β-катеніном та плакоглобіном (або
γ-катеніном).

Аналіз співвідношення генотипів новонароджених мишей (табл.) пока-
зав, що делеція гену αЕ-катеніну не впливала на життєздатність новона-
роджених тварин: так ми спостерігали 20% тварин гомозиготних за нокаутом
гену αЕ-катеніну (генотип cre+, Nflox/Nflox) та 20% тварин геторизиготних
за нокаутом гену αЕ-катеніну (cre+, Nflox/-), що є досить близьким до Мен-
делівського розщеплення генів. На відміну від попереднього спостереження,
аналіз новонароджених тварин з делецією β-катеніну показав, що нокаут
цього гену негативно впливає на життєздатність новонароджених тварин,

 А                                                      Б                                                В
Рис. 2. Порівняльний морфологічний аналіз зрізів серця контрольного ембріону
(А); ембріону з делецією гену αЕ-катеніну (Б) та ембріону з делецією гену β-кате-
ніну (В). Аналіз проведено з використанням ембріонів віком 14,5 діб (Е14,5),

(забарвлення гематоксилін-еозином)
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та ембріонів: так лише 10% тварин народжувалось з генотипом cre+, Nflox/
Nflox і 3% з цих тварин були мертвонародженими, відсоток тварин гетеро-
зиготних за нокаутом β-катеніну (cre+, Nflox/-) становив 20%, з них 3% —
були мертвонародженими. Тож, ми припускаємо, що делеція гену β-катеніну
негативно впливає на життєздатність новонароджених мишей як у гомози-
готному, так і гетерозиготному стані. А тварини з мутантним генотипом cre+,
β-сат flox / flox елімінують ще у ембріогенезі, так ми показали, що така елімі-
нація відбувається десь посередині ембріонального розвитку до 14,5 доби.

Висновки
Порушення адгеринових з’єднань у тканині ембріонального серця, а

саме делеція цитоплазматичних партнерів N-кадерину (αЕ-катеніну або β-ка-
теніну) не призводить до вад розвитку серцево-судинної системи на ранніх
термінах гістації, можливо, завдяки функціональній компенсації іншими
представниками родини катенінів (αТ-катеніном та γ-катеніном відповідно).
Однак, делеція β-катеніну у ембріональному серці негативно впливає на
життєздатність ембріонів та новонароджених тварин.
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Таблиця
Генетичний аналіз ембріонів та новонароджених тварин

Контрольні ембріони Ембріони з делецією
гену№

п/п
Досліджу-
ваний ген Термін гістації

кількість відсоток,
% кількість відсоток,

%
1 αE-катенін E10.5 19 79 5 21
2 E14.5 26 76 8 24
3 новонароджені 12 80 3 20
4 β-катенін E10.5 36 80 9 20
5 E14.5 33 82 7 (3#) 18 (8#)
6 новонароджені 27 (1#) 90 (3#) 3 (1#) 10 (3#)

Примітка: () — аномальні ембріони/тварини, # — мертві ембріони/тварини.
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Резюме
Делеція αE-катеніну та β-катеніну у тканині сердця не призводила до розвитку

морфологічних дефектів ембріонального серця, вірогідно, завдяки функціональній
компенсації αT-катеніном та γ-катеніном (плакоглобіном) відповідно. Спостерігали
часткову летальність мутантних ембріонів з делецією β-катеніну на більш пізніх
термінах ембріонального розвитку.

Делеция αE-катенина и β-катенина в ткани сердца не приводит к развитию
морфологических дефектов эмбрионального сердца, вероятно, благодаря функцио-
нальной компенсации αT-катенином и γ-катенином (плакоглобином) соответственно.
Наблюдалась частичная летальность мутантных эмбрионов с делецией β-катенина
на более позднем этапе эмбрионального развития.

The cardiac-specific deletion of αE-catenin and β-catenin did not cause morpho-
logical defects in the embryonic heart presumably due to compensation by αT-catenin
and γ-catenin (plakoglobin), respectively. However, β-catenin mutant embryos did exhibit
a cardiac defect later in development resulting in partial lethality.
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1Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины,
Украина, 03680, Киев, ул. Заболотного, 154, e-mail: poltavska@ukr.net
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ВИДОВОЕ РАЗНООБРАЗИЕ БИФИДОБАКТЕРИЙ
ПИЩЕВАРИТЕЛЬНОГО ТРАКТА ЛЮДЕЙ ПОЖИЛОГО

ВОЗРАСТА
Род Bifidobacterium — один из наиболее многочисленных родов

микроорганизмов желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) человека [7]. Бифи-
добактерии играют существенную роль в поддержании общего физиологи-
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ческого статуса организма человека: участвуют в усвоении нутриентов,
которые не усваиваются макроорганизмом, продуцируют аминокислоты,
витамины, участвуют в формировании и функционировании иммунной сис-
темы макроорганизма, препятствуют колонизации кишечного тракта пато-
генными микроорганизмами [1, 2]. Бифидобактерии являются предста-
вителями нормальной микрофлоры, их количественный и видовой состав
служит показателем стабильности микробиоценоза пищеварительного трак-
та человека [3]. В этом плане, присутствие разных видов бифидобактерий в
кишечнике человека представляет большой интерес. Ранее было показано,
что наиболее распространенными видами бифидобактерий в кишечнике
взрослых людей являются виды B. adolescentis и B. longum, у детей — B. in-
fantis и B. breve [5]. В то же время, данные по изучению бифидофлоры лиц
пожилого и старческого возраста, и особенно — её видового разнообразия,
крайне ограничены.

Классические микробиологические методы, включая выделение, иден-
тификацию и количественный учет этих микроорганизмов, являются дли-
тельными и трудоемкими. Кроме того, эти методы имеют низкую степень
воспроизведения, связанную с различными условиями культивирования
бифидобактерий в разных лабораториях, а также с нередкими вариациями
свойств штаммов внутри одного вида.

В последние годы, с появлением метода полимеразной цепной реакции
(ПЦР), стала возможной разработка разных вариантов праймеров для
определения многих видов рода Bifidobacterium на основании строения генов
рРНК, а также других молекулярных маркеров [4, 5]. Кроме того, для анализа
видового состава бифидобактерий был разработан метод мультиплекс-ПЦР,
позволяющий идентифицировать одновременно несколько видов этих мик-
роорганизмов.

Целью данной работы было изучить видовой состав представителей
рода Bifidobacterium содержимого кишечного тракта людей пожилого и
старческого возраста.

Материалы и методы
Исследования проводили на базе Института геронтологии АМН Украи-

ны, г. Киев. Объектом исследования были люди пожилого и старческого
возраста (от 63 до 84 лет), не имеющие патологий со стороны ЖКТ и не
принимавшие антимикробные препараты в течение 2-х месяцев до начала
исследования. Они являлись жителями Киевской области. В ходе исследо-
вания испытуемые были разделены на 2 группы: пожилые (от 63 до 80 лет)
и старики (более 80 лет). Содержимое дистального отдела кишечника отби-
рали и анализировали методом ПЦР с использованием родо- и видоспеци-
фических праймеров (не позже 4 ч после отбора). К 1 г образца фекалий
добавляли 9 мл стерильного физиологического раствора и перемешивали в
течение 5–10 мин. Тотальную ДНК выделяли, используя комплект реагентов
для выделения ДНК (“ДНК-Технология”, Россия). Состав реакционной
смеси и условия проведения ПЦР соответствовали приведенным в работах
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P. denticolens 

B. breve 
B. adolescentis 

B. longum 
 
 

B. catenulatum 

Рис. 2. Электрофореграмма ампликонов, полученных в результате множествен-
ной ПЦР с видоспецифичными праймерами и ДНК, выделенной из фекальных

масс пожилых людей и долгожителей:
М — маркер молекулярных масс; 1–4 — исследуемые образцы

Matsuki с соавт. [4] и Mullie с соавт. [6]. Продукты амплификации разделяли
в 1,7% агарозном геле с последующей окраской бромистым этидием и ви-
зуализацией в УФ свете.

Результаты и обсуждение
Геноидентификация мироорганизмов с использованием специфических

праймеров имеет определенные преимущества, по сравнению с микробио-
логическими методами ввиду их высокой чувствительности и точности. Для
детекции бифидобактерий в исследуемых образцах мы вначале использовали
метод ПЦР с родоспецифическими праймерами Bif164-f и Bif662-r. Данная
пара праймеров является высокоспецифичной к гену 16S рРНК бифидобак-
терий и широко используется в мировой научной практике. В результате
исследования было установлено наличие представителей рода Bifidobacte-
rium во всех исследуемых образцах (рис. 1).

Для видовой идентификации бифидобактерий нами была выполнена
множественная амплификация с праймерами к 12 видам представителей
рода Bifidobacterium (рис. 2).

М       1       2       3

1000 п.н.

500 п.н.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации с родоспецифичными
праймерами:

М — маркер молекулярных масс DNA ladder mix; 1, 2, 3 — исследуемые образцы
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Такой метод множественной ПЦР (мультиплекс-ПЦР) позволяет опреде-
лить одновременно несколько видов бактерий, присутствующих в образце,
в результате проведения одной реакции. Мультиплекс-ПЦР позволяет значи-
тельно ускорить и упростить процесс идентификации. Результаты исследо-
вания видового состава бифидобактерий в пищеварительном тракте, а также
их видовое разнообразие, представлены в таблице.

В результате анализа исследованных образцов было обнаружено 8 видов
бифидобактерий: B. catenulatum, B. longum, B. adolescentis, S. inopinatum,
B. dentium, B. gallicum, B. breve и P. denticolens. согласно полученным дан-
ным, наиболее часто встречающимся видом в содержимом пищеваритель-
ного тракта людей пожилого возраста является B. catenulatum, процентное
содержание которого — 86% (6 образцов). Субдоминирующими видами этой
группы микроорганизмов явились виды B. longum, B. adolescentis и Scardovia
inopinatum, а минорными видами — B. dentium и B. gallicum. Виды B. breve
и Parascardovia denticolens в образцах группы пожилых людей не были обна-
ружены.

В содержимом пищеварительного тракта стариков также наиболее часто
встречался вид бифидобактерий B. catenulatum, процентное содержание
которых в этой группе составило 75% (6 образцов). Остальные из исследуе-
мых видов явились минорными.

Таблица
Распространение видов Bifidobacterium в пищеварительном тракте людей пожилого
и старческого возраста

Количество образцов (% от общего количества)
Вид или комбинация видов

Пожилые люди (n = 7) Старики (n = 8)
Виды

B. catenulatum 6 (86) 6 (75)
B. longum 4 (57) 1 (12,5)
B. adolescentis 3 (43) 1 (12,5)
S. inopinatum 3 (43) 2 (25)
B. dentium 2 (29) 1 (12,5)
B. gallicum 2 (29) 1 (12,5)
B.breve 0 (0) 2 (25)
P.denticolens 0 (0) 1 (12,5)

Комбинация видов
1 вид 3 (43) 4 (50)
2 вида 0 (0) 1 (12)
3 вида 1 (14) 3 (38)
4 вида 1 (14) 0 (0)
5 видов 2 (29) 0 (0)
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Известно, что старение организма человека часто сопровождается зна-
чительными изменениями видового состава фекальной микрофлоры, о чем
свидетельствует снижение числа анаэробных видов микроорганизмов и
особенно представителей молочнокислых бактерий [3]. Было показано, что
бифидофлора кишечника здорового взрослого человека представлена одно-
временно 4–6 видами. Нами было установлено, что у лиц старческого возраста
наблюдается уменьшение видового разнообразия бифидобактерий, которые
представлены всего 1–3 видами.

В результате исследования видового состава бифидобактерий, присут-
ствующих в кишечном тракте людей пожилого и старческого возраста было
установлено, что B. catenulatum является наиболее распространенным видом,
населяющим пищеварительный тракт. Этот факт представляет интерес,
поскольку ранее отмечалось, что наиболее распространенным видом, при-
сутствующим в пищеварительном тракте людей молодого и зрелого возраста,
является вид B. adolescentis. Кроме того, нами были выявлены такие редко
встречающиеся у людей среднего возраста виды, как B. gallicum, B. dentium
и P. denticolens. Такое отличие в видовом составе бифидобактерий людей
среднего и более старшего возрастов можно объяснить возрастным измене-
нием метаболических процессов пищеварения.

Выводы
Таким образом, кишечная бифидофлора людей пожилого и старческого

возраста представлена видами B. catenulatum, B. longum, B. adolescentis,
S. inopinatum, B. dentium, B. gallicum, B. breve и P. denticolens. Доминирую-
щим видом является B. catenulatum. У людей старческого возраста наблю-
дается уменьшение видового разнообразия бифидобактерий.
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Резюме
Исследован видовой состав представителей рода Bifidobacterium содержимого

кишечного тракта людей пожилого возраста. Установлено, что их кишечная бифи-
дофлора представлена в основном видами B. catenulatum (доминирующий вид),
B. longum, B. adolescentis, S. inopinatum. У людей старческого возраста наблюдается
уменьшение видового разнообразия бифидобактерий.

Досліджено видовий склад представників роду Bifidobacterium вмісту кишко-
вого тракту людей похилого віку. Встановлено, що їх кишкова біфідофлора представ-
лена в основному видами B. catenulatum (домінуючий вид), B. longum, B. adolescentis,
S. inopinatum. У людей похилого віку спостерігається зменшення видового різно-
маїття біфідобактерій.

Specific diversity of representatives of genus Bifidobacterium of seniors’ intestinal
tract has been investigated. It has been detected that their bifidoflora is represented basically
by B. catenulatum (dominate species), B. longum, B. adolescentis, S. inopinatum. Decrease
of bifidobacterial species diversity has been observed.
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ОСОБЛИВОСТІ ВИКОРИСТАННЯ КОРОТКОСТРОКОВИХ
ТЕСТІВ ДЛЯ ДОСЛІДЖЕННЯ МУТАГЕННОЇ АКТИВНОСТІ

ПЕСТИЦИДІВ
Одним з провідних аспектів “віддалених наслідків” несприятливої дії

пестицидів є оцінка їх можливого вкладу в індукований мутаційний процес
у людини, наслідком якого може бути зріст частоти патології с генетичною
компонентою. Тому до актуального напрямку у вивчені біологічного ефекту
пестицидів відносять генетико-гігієнічні дослідження, основною метою яких
є наукове прогнозування та попередження мутагенної небезпеки пестицидів
для здоров‘я теперішнього та майбутніх поколінь [3, 6, 11]. Оцінити потен-
ційну мутагенну небезпечність пестицидів неможливо без попередньої оцін-
ки їх токсичної дії на тест-об’єкти.

Метою роботи є розробка підходів до тестування пестицидів в експери-
ментальних умовах. Для цього проводили аналіз даних по вивченню мута-
генної активності пестицидних препаратів на трьох основних тестах: на
індукцію генних мутацій у S. typhimurium/тест Еймса; на індукцію аберацій
хромосом в клітинах кісткового мозку мишей in vivo; на індукцію аберацій
хромосом в культурі лімфоцитів периферичної крові людини in vitro без та
з метаболічною активацією).
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Матеріали і методи
Тест Еймса, суть якого полягає в реєстрації здатності досліджуваної

речовини та її метаболітів індукувати генні мутації від ауксотрофності до
прототрофності по гістидину у індикаторних штамів S. typhimurium, які
несуть his-мутації і не здатні синтезувати гістидин, проводили методом стан-
дартного чашкового тесту, запропонованого D.M. Maron і B.N. Ames [13].
Мутагенний ефект в даному тесті визначали ступінню кратності переви-
щення кількості колоній-ревертантів в кожній концентрації над кількістю
колоній у контролі (спонтанний рівень реверсій) та, згідно рекомендаціям
Л.М. Фонштейну [7] оцінювали як слабкий, середній і сильний.

Культивування лімфоцитів in vitro та приготування препаратів хромосом
виконували за стандартним напівмікрометодом [12] з модифікаціями, що
прийняті в лабораторії мутагенезу [2]. Експеримент по вивченню пестицид-
них препаратів проводили в двох варіантах — без та з метаболічною акти-
вацією При постановці експерименту з метаболічною активацією разом з
препаратом додавали мікросомальну активуючу суміш (S-9 mix), яку готу-
вали за методичними рекомендаціями D.M. Maron і B.N. Ames [13]. Відбір
метафазних платівок для цитогенетичного аналізу, класифікація та метод
обліку аберацій хромосом — загальноприйняті. Статистичну обробку одер-
жаних даних проводили відповідно до критеріїв Ст’юденту [1].

Дослідження метафазних хромосом клітин кісткового мозку проводили
на білих нелінійних мишах, самцях за методом H.J. Evans [10]. Під час про-
ведення експерименту тварини утримувались у віварії в стандартних пласти-
кових клітках, при температурі навколишнього середовища 20–22 °С, воло-
гості повітря 50–60%, стандартному світловому режимі “день — нічь”. Відбір
піддослідних тварин проводили методом “випадкових чисел” [4]. Дослід-
жувану речовину вводили внутрішньошлунково одноразово за допомогою
зонду. Тварин забивали через 24 години після введення досліджуваної речо-
вини. За дві години до забою тваринам внутрішньочеревно вводили розчин
колхіцину для припинення поділу клітин на стадії метафази мітозу. Ста-
тистичну обробку одержаних даних проводили відповідно до критеріїв
Ст’юденту [1].

Результати та обговорення
За весь час роботи лабораторії мутагенезу було досліджено більше 100 пес-

тицидних препаратів.
В тесті Еймса та в тесті на індукцію аберацій в кістковому мозку мишей

мутагенні ефекти були виявлені у чотирьох препаратів.
Тест на індукцію аберацій хромосом в лімфоцитах периферичної крові

in vitro виявився “самим чутливим” по кількості пестицидних препаратів,
які проявили мутагенні властивості. Збільшення частоти аберацій хромосом
було виявлено у 19 препаратів

Крім частоти аберацій хромосом на метафазних препаратах підрахову-
вали частоту анеуплоїдних клітин — явище, при якому клітини організму
містять число хромосом, некратне гаплоїдному (ординарному). Підвищення
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частоти анеуплоїдних клітин може свідчити про можливий канцерогенний
ризик при дії пестицидного препарату на культуру лімфоцитів периферичної
крові людини [5, 9, 14]. За час досліджень підвищення частоти анеуплоїдних
клітин було виявлено у 10 пестицидів.

Ще одним цитогенетичним показником, на який варто звернути увагу,
є мультиаберантні клітини, наявність яких свідчить про зміни в системи
репарації [8]. Мультиаберантні клітини виявлені майже у всіх препаратів в
найвищих концентраціях, що свідчить про їх потенційну небезпеку.

Слід зауважити, що протягом останнього року став актуальним ще один
показник — токсичність пестицидних препаратів при дослідженні їх мута-
генних властивостей.

При постановці експерименту в тесті Еймса спершу визначали бактеріо-
токсичність (критерієм бактеріотоксичності вважали відсутність колоній в
двох повторах), “відштовхуючись” від розчинності препарату. При співстав-
ленні концентрацій пестицидних препаратів (мається на увазі однієї і тієї ж
діючої речовини при дослідженні різних пестицидних препаратів) був
зафіксований бактеріотоксичний ефект (зниження діючих концентрацій в
дослідженні на мутагенез). В тесті Еймса токсичний ефект був виявлений
у 13 діючих речовин різних пестицидних препаратів.

Подібну картину спостерігали і в тесті на індукцію аберацій хромосом
в клітинах кісткового мозку мишей in vivo. Першою концентрацією вважаєть-
ся 1/2–1/4 ЛД50. При дослідженні однакових діючих речовин пестицидних
препаратів були виявлені різні токсичні властивості (загибель тварин в пер-
шій концентрації).

В тесті на індукцію аберацій хромосом в культурі лімфоцитів перифе-
ричної крові людини in vitro без та з метаболічною активацією були виявлені
цитотоксичні властивості у 16 пестицидних препаратів. Показником цитоток-
сичності вважали зниження мітотичного індексу в культурі лімфоцитів, що
відповідає зниженню мітотичній активності лімфоцитів.

Можливо, це пов’язано з тим, що останнім часом з’явились копії оригі-
нальних препаратів, які називають генериками. Речовина, що діє, в препара-
тах, як правило, одна і та ж, але при синтезі генериків неминуче з’являються
домішки, які змінюють рівень токсичності.

Таким чином, дослідження токсичних властивостей пестицидних
препаратів-генериків, мають бути невід’ємною частиною досліджень мута-
генної активності цих речовин, тому що, токсичний ефект (toxic — ядовитий,
потенційно летальний) свідчить про можливий потенційний летальний
вплив.

Висновки
1. Дослідження токсичних властивостей пестицидних препаратів-

генериків, мають бути невід’ємною частиною досліджень мутагенної актив-
ності цих речовин, які слід проводити тільки в комплексі із застосуванням
не менше трьох тестів, що відображено на схемі щодо вивчення їх мутагенної
активності.
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2. Зниження рівня токсичності концентрацій при дослідженні мутаген-
ної активності пестицидних препаратів-генериків, може бути підставою для
перегляду деяких нормативів при застосуванні окремих препаратів.

3. Цитогенетичні показники — кількість анеуплоїдних та мультиабе-
рантних клітин необхідно більш широко використовувати в експерименталь-
них дослідженнях.
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Резюме
Исследование токсичных свойств пестицидов должно быть частью исследо-

ваний мутагенной активности. Исследование следует проводить только в комплексе
с применением не менее трех тестов.

Дослідження токсичних властивостей пестицидів мають бути частиною
досліджень мутагенної активності. Дослідження слід проводити тільки в комплексі
з застосуванням не менше трьох тестів.

Research of toxic properties of pesticides must be part of researches of mutagenicity.
Research it is necessary to conduct only in a complex with application no less than three
tests.

ТАЛАН О.О., ШЕМЕТУН О.В., ПЕДАН Л.Р., ПІЛІНСЬКА М.А.
ДУ “Науковий центр радіаційної медицини АМН України”,
Україна, 04050, Київ, вул. Мельнікова, 53, e-mail: okstal@ukr.net

ВПЛИВ ВІКУ НА ЧАСТОТУ СПОНТАННИХ АБЕРАЦІЙ
ХРОМОСОМ В ЛІМФОЦИТАХ ПЕРИФЕРИЧНОЇ КРОВІ

ЛЮДИНИ
Протягом останніх років відмічається зростання популяційних частот

спонтанних аберацій хромосом в лімфоцитах периферичної крові людини.
Дані щодо рівня хромосомних аберацій в неекспонованих групах людей
вважаються вихідними під час оцінки цитогенетичного ефекту, індукованого
виробничними чи екологічними мутагенами [1]. Це обумовлює актуальність
оцінки спонтанного мутаційного процесу в клітинах людини на цитогенетич-
ному рівні в післячорнобильський період.
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На спонтанний рівень аберацій хромосом в лімфоцитах периферичної
крові людини впливають не лише зовнішні, а й внутрішні чинники, зокре-
ма,— вік обстежених [2]. Дані літератури з цієї проблеми на сьогодні є досить
суперечливими. Це може бути зумовлено використанням в більшості цито-
генетичних досліджень рівномірного забарвлення препаратів метафазних
хромосом, що не дозволяє ідентифікувати весь спектр хромосомних аберацій
[2, 3].

Метою нашої роботи було встановлення частоти всіх типів аберацій
хромосом у осіб різного віку, які постійно проживають в умовах великого
промислового міста.

Матеріали і методи
Матерiалом цитогенетичного дослiдження були лiмфоцити периферич-

ної крові 18 умовно здорових осіб середнього віку (27–48 років) та 14 умов-
но здорових дітей 12–16-ти років, які постійно проживали в Києві і запе-
речували свідомий контакт з іонізуючою радіацією та іншими мутагенами,
вели здоровий спосіб життя.

Лiмфоцити периферичної крові культивували за загальноприйнятим
напiвмiкрометодом протягом 48 годин [4]. Цитогенетичний аналіз виконува-
ли з використанням диференційного G-забарвлення метафазних хромосом
за методом M. Seabright [5]. Від кожного обстеженого аналізували не менше
100 диференційно забарвлених метафаз.

Хромосомний аналiз проводили на зашифрованих препаратах пiд
мiкроскопами зi збiльшенням х1000. Враховували аберацiї хроматидного
(хроматидні розриви, обмiни) i хромосомного (дицентричнi й кiльцевi хро-
мосоми, транслокацiї, пара- та перицентричнi iнверсiї, iнсерцiї, термiнальнi
та iнтерстицiальнi делецiї) типiв. Під час аналізу реєстрували пошкоджені
хромосоми та точки розривів згідно з міжнародною номенклатурою ISCN-
2005 [6].

Отриманi данi опрацьовували з використанням методу порiвняння
середнiх величин за Ст’юдентом-Фішером.

Результати та обговорення
В результаті проведених досліджень встановлено, що рівень аберацій

хромосом у дітей (1,26±0,28) знаходився на популяційному рівні. У дорослих
цей показник був статистично вищим і дорівнював 2,51±0,34 на 100 клітин
(p<0,05). У 28% обстежених дорослих донорів зареєстровано клітини з дво-
ма абераціями хромосом, тоді як у дітей цього не спостерігалось, що вказує
на збільшення пошкодженості аберантної клітини з підвищенням віку обстеже-
них осіб. Чеботарьов А.Н. пояснює подібні закономірності більш ефектив-
ним перебігом репаративних процесів у осіб молодого віку [7].

Аналіз спектру виявлених пошкоджень засвідчив різницю в абераціях
хромосомного типу, зареєстрованих у дітей і осіб середнього віку: 0,66±0,21
та 1,78±0,29 на 100 метафаз, відповідно (p<0,05) (рис. 1). У всіх обстежених
осіб пошкодження хроматидного типу були представлені хроматидними
розривами з частотами 0,60±0,20 та 0,73±0,19 на 100 метафаз у дітей і дорос-
лих, відповідно (рис. 1).
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Отримані нами результати узгоджуються з даними літератури, де від-
мічається зростання аберацій хромосомного типу зі збільшенням віку обсте-
жених осіб [2, 3]. В обох обстежених нами групах аберації хромосомного
типу були представлені термінальними та інтерсти-ціальними делеціями,
транслокаціями, інверсіями, дицентричними і кільцевими хромосомами.
Переважну більшість цих пошкоджень складали делеції, які зустрічались з
частотами 0,46±0,17 та 1,12±0,23 на 100 метафаз в групах дітей та дорослих,
відповідно (рис. 2). Більшість делецій хромосом було представлено термі-
нальними пошкодженнями.

Рівень асиметричних хромосомних обмінів (дицентричних і кільцевих
хромосом) у обстежених осіб не перевищував популяційної норми та становив
0,07±0,06 на 100 метафаз у дітей і 0,19±0,09 на 100 метафаз у дорослих
(рис. 2). Разом з тим, частота симетричних хромосомних обмінів (транслокацій
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та інверсій) в групі дорослих (0,47±0,15 на 100 клітин) достовірно переви-
щувала цей показник у обстежених дітей (0,13±0,09 на 100 клітин) (рис. 2).

Висновки
Цитогенетичне обстеження умовно здорових мешканців м. Києва різного

віку, проведене з використанням диференційного G-забарвлення метафазних
хромосом, показало, що у дітей віком від 12 до 16 років частота аберацій хро-
мосом становила 1,26±0,28 на 100 клітин. У осіб середнього віку (27–48 років)
зафіксовано зростання середньогрупового рівня аберацій хромосом до
2,51±0,34 на 100 клітин за рахунок збільшення частоти транслокацій і де-
лецій хромосом, що є стабільними хромосомними перебудовами та нако-
пичуються протягом життя.
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Резюме
За допомогою G-диференційного забарвлення метафазних хромосом проведено

цитогенетичне обстеження дітей віком від 12 до 16 років і дорослих віком від 27 до
48 років, які постійно проживали в м. Києві. Відмічено зростання рівня аберацій
хромосом у дорослих осіб (2,51±0,34 на 100 метафаз) порівняно з групою дітей
(1,26±0,28 на 100 клітин), за рахунок транслокацій і делецій хромосом.

С помощью G-дифференциального окрашивания метафазных хромосом прове-
дено цитогенетическое обследование детей в возрасте от 12 до 16 лет и взрослых в
возрасте от 27 до 48 лет, постоянно проживающих в г. Киеве. Отмечено увеличение
частоты аберраций хромосом у взрослых (2,51±0,34 на 100 метафаз) по сравнению
с группой детей (1,26±0,28 на 100 клеток ), за счет транслокаций и делеций.

Cytogenetic examination of two healthy human groups — children 12–16 years
old and adults 27–48 years old constantly lived in Kiev had been carry out with the help
of G-banding analysis. The increased level of chromosome aberrations in the group of
adults (2,51±0,34 per 100 cells) has been established in comparison with the group of
children (1,26±0,28 per 100 cells) at the expense of translocations and deletions.
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ВИВЧЕННЯ ВПЛИВУ DH/PH ДОМЕНІВ БІЛКА BCR
НА СУБКЛІТИННУ ЛОКАЛІЗАЦІЮ ОНКОПРОТЕЇНУ BCR-ABL

Ген bcr (від англ. breakpoint cluster region) бере участь у патогенезі двох
типів лейкемій, що мають філадельфійську хромосому (t 9:22). Ця хромо-
сома детектується в 95% випадків у хворих на ХМЛ та 25–30% випадків у
хворих на ГЛЛ (дорослих). Розвиток хвороби обумовлений експресією
гібридного білку, що складається з доменів Bcr (амінокінцева частина, з 22 хро-
мосоми) та Abl (карбоксильна частина, з 9 хромосоми) [1].

Відмінність перебігу хронічної та гострої форми обумовлена наявністю
різних форм гібридного білку, а саме р190 при ГЛЛ та р210 при ХМЛ. Остан-
ня відрізняється від р190 тим, що має 2 додаткові домени (DH та PH)

Таким чином, визначення структурно-функціональної ролі цих доменів
дасть змогу пояснити різні типи лейкемій, розробити нові терапевтичні під-
ходи.

Матеріали і методи
Трансфекція клітин еукаріотів проводили згідно [2]. Для експресії білків

DH, DHPH, PH було використано конструкції на основі вектора pRK5-myc,
Для експресії білків p190Bcr-Abl та p210Bcr-Abl було використано вектори
pSG5 та pGDE.

Імунофлуоресцентна мікроскопія. Для використання в мікроскопії
клітини вирощували на скельцях для мікроскопії в 6-лунковій культуральній
плашці у відповідному середовищі при +37 °С та 5% СО2. Через 24 год. після
трансфекції клітини переносили в середовище без сироватки і інкубували
16 год. Реакцію мічення антитілами проводили за [4]. Для отримання флуо-
ресцентного сигналу різні компоненти клітини фарбували декількома спосо-
бами: ядро — DAPI 1:1000, актин –TRITC-мічений фалоідин 1:200, комплекс
Гольджі — маркером GM130 1:100 і TRITC-міченими антитілами anti-mouse
IgG 1:500, білки Bcr-Abl (p190, p210) — anti-Abl антитілами 1:100 і вторин-
ними Cy2-міченими anti-rabbit IgG антитілами.

Результати та обговорення
Дослідження локалізації білків р190 і р210 Bcr-Abl. Як було зазначено,

білки р190 і р210 відрізняються тим, до складу останнього додатково входять
домени DH і РН. Ми встановили, що РН домен зв’язує фосфатиділінозитол-
монофосфати з високою афінністю [3]. Відомо, що в клітині існує розподіл
ліпідів за компартментами, тому наявність в складі білка РН домену може
впливати на його локалізацію. Клітини Cos-1 були трансфіковані конструк-
ціями, які експресували р190 або р210 Bcr-Abl. Через 36 годин після транс-
фекції клітини фіксували і фарбували (рис. 1). Було показано, що білки р190
і р210 Bcr-Abl мають відмінності в локалізації. Обидва білки знаходяться в
цитоплазмі, але помітно, що р190 Bcr-Abl має більш рівномірний розподіл
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по цитоплазмі клітини. Білок р210, навпаки є більш концентрованим навколо
ядра, і хоча також присутній по всій цитоплазмі, його локалізація явно
пов’язана з ядром. Отже, можна зробити висновок, що ділянка Bcr, яка
входить до складу р210 і не входить до р190 Bcr-Abl, має певний вплив на
розподіл зазначених білків. Найбільш вірогідним є участь РН домену в
локалізації білка Bcr-Abl. Морфологія клітин Cos-1 не змінювалась при
трансфекції. Клітини мали округлу форму, рівномірний розподіл актину без
виражених філаментів, мембрана клітин не утворювала ламелоподій або
філоподій. Це може означати, що ГТФази родини Rho, які беруть участь у
реорганізації актинового цитоскелету, у цьому випадку не були активовані,
чого слід було б очікувати, якщо DH домен білка р210 Bcr-Abl має GEF-
активність.

Дослідження локалізації GFP білків, що несуть DH і РН домени білка
BCR.

Було помічено, що розподіл білків p190 та p210 відрізняється. Додатково
трансформували клітини Cos-1 GFP-конструкціями, що несли DH, РН або
DHРН домени Bcr і вивчали локалізацію відповідних GFP-білків, а також
розподіл актину (рис. 2). Не спостерігалось виникнення ламелоподій або
філоподій, що виникають при активацій Rho ГТФаз, актинові філаменти не
були чітко вражені. Білки з РН доменом і без нього мали різну локалізацію.
Так, білок DH знаходився в цитоплазмі клітин, а обидві конструкції з РН
доменом крім цитоплазми, були також детектовані в області ядра клітини.
Природа такого розподілу не з’ясована, але такі відмінності в локалізації

Рис. 1. Імунофлуоресцентний аналіз розподілу білків р210 і р190 Bcr-Abl в клітинах
Cos-1: візуалізація: Bcr-Abl — анти-Abl антитіла 1:100; вторинні Cy2-мічені
антитіла 1:500; актин — TRITC-мічений фалоідин 1:200; ядро — DAPI 1:1000
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відповідних білків ілюструють вплив РН домену на місце знаходження білка,
до складу якого він входить, і, таким чином, на його роль у передачі сигналів
в клітині.

Локалізація білків р190 і р210 Bcr-Abl в клітині відносно апарату
Гольджі. Ми показали, що РН домен має властивість зв’язувати РІ(4)Р, який
є основним компонентом мембран комплексу Гольджі [3]. Тому було виріше-
но дослідити локалізацію білків р190 і р210 відносно апарата Гольджі (рис. 3).

Клітини Cos-1 трансформували конструкціями, що несли білки р190 і
р210 Bcr-Abl. Для візуалізації апарата Гольджі було використано антитіла
до матричного білка GM130, що є його специфічним маркером. Було відмі-
чено, що локалізація білка р210 пов’язана з апаратом Гольджі, крім того,
що він також знаходиться в цитоплазмі. Але в районі комплексу Гольджі
спостерігалась найбільш висока концентрація білка. В свою чергу, білок
р190 Bcr-Abl не має такого явного розташування навколо ядра, він є розпо-
діленим рівномірно по всій цитоплазмі клітини.

Таким чином, показано, що наявність PH домену впливає на субклітинну
локалізацію цього протеїну, обумовлює взаємодію з різними органелами та
білками клітини.

Рис. 2. Імунофлуоресцентний аналіз субклітинної локалізації GFP-білків, що
несуть DH і РН домени Bcr: клітини Cos-1 трансфіковані плазмідами pEGFP,
що експресують DH; РН і DHРН фрагменти Bcr з GFP-послідовністю; актин
візуалізовано за допомогою TRITC- кон’югованого фалоідину 1:200; ядро —

DAPI 1:1000
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Резюме
Вивчали вплив DН, РН доменів білка Bcr на розподіл онкопротеіну Bcr-Abl в

клітині. Показано, що наявність PH домену впливає на субклітинну локалізацію
цього протеїну, обумовлює взаємодію з різними органелами та білками клітини.

Изучали влияние DH, PH доменов Bcr белка на локализацию Bcr-Abl в клетке.
Установлено, что наличие PH домена определяет внутриклеточную локализацию
этого белка, обусловливает его взаимодействие с клеточными белками и орга-
неллами.

We studied role of PH, DH domains of Bcr on localization of Bcr-Abl in cell. It was
detected that PH domain determines its subcellular position and interaction with cells
organelles and proteins.

Рис. 3. Імунофлуоресцентний аналіз колокалізації білків р190 і р210 Bcr-Abl і
апарату Гольджи: візуалізація: Bcr-Abl — анти-Abl антитіла 1:100, вторинні
Cy2-мічені антитіла; комплекс Гольджі — анти-GM130 антитіла 1:100, вторинні

TRITC-мічені антитіла; ядро — DAPI 1:1000
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АСОЦІАЦІЇ МІЖ ГЕНЕТИЧНИМИ ПОЛІМОРФІЗМАМИ
ПРОМОТОРНОЇ ДІЛЯНКИ ІЛ-10 ТА РЕПРОДУКТИВНИМИ

ВТРАТАМИ У ЖІНОК
Роботи останніх років [1, 2] засвідчують, що продукція цитокінів знахо-

диться під генетичним контролем, і жінки з репродуктивними втратами
мають генетичну предиспозицію до типу імунної відповіді, яка власне
відповідає за втрату вагітності. Цитокіни індукують зміни в експресії генів
в клітинах-мішенях і діють як імуномодулятори [3, 4]. Вони впливають на
репродукцію безпосередньо через втручання в процеси гаметогенезу, імплан-
тацію, інвазію трофобласта, децидуалізацію, розвиток плаценти та імуно-
толерантність вагітності. Th1-цитокіни опосередковують цитотоксичну, за-
пальну та ембріотоксичну реакцію, Th2-цитокіни через гуморальний імунітет
запобігають Th1-відповіді проти зародка [5, 6]. Отже, протікання вагітності
залежить від типу та концентрації цитокінів, вони можуть як охороняти плід,
так і впливати пагубно на нього.

Серед Th2-цитокінів ключову роль відіграє ІЛ-10. Підтримуючи Th2-
цитокінове оточення, він є критичним цитокіном для пролонгування вагіт-
ності. Ген ІЛ-10 локалізований на хромосомі 1 в регіоні 1q31-q32, в промо-
торній ділянці якого (пІЛ-10) знаходиться багато SNP (single-nucleotide poly-
morphisms), котрі і забезпечують рівень його продукції. Найбільш дослід-
женими є SNP –1082 G—>А, –819 T—>C та –592 A—>C. Результати по асоціації
алельних поліморфізмів SNP з рівнем продукції ІЛ-10, отримані різними
авторами [7, 8], неоднозначні, відповідно, такого роду дослідження є акту-
альними.

Отже, виходячи з вище сказаного, метою роботи було вивчення особли-
востей розподілу поліморфних варіантів SNP –819 T—>C та –592 A—>C про-
моторної ділянки гена ІЛ-10 в групі жінок з непліддям.

Матеріал і методи
Матеріалом для дослідження була ДНК, виділена з периферійної крові

жінок з непліддям, які звернулися для медико-генетичного консультування
у Львівський міжобласний медико-генетичний центр. Обстежено 22 жінки
з навиковим невиношуванням вагітності (ННВ), 41 жінка з первинним не-
пліддям (ПН) та 106 жінок контрольної групи без обтяженого акушерсько-
генетичного анамнезу, котрі мають не менше двох здорових дітей.

Досліджувану промоторну ділянку гена ІЛ-10 ампліфікували за допомо-
гою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) згідно методу, описаного Gior-
dani L. at al. [9] з використанням реактивів “МВІ Fermentas”. Детекцію прово-
дили методом ПДРФ з використанням ендонуклеази рестрикції Eam1401
(“MBI Fermentas”) згідно інструкцій фірми–виробника. Фрагменти ПЛР-
продукту, отримані методом ПДРФ, розділяли у агарозному гелі (3%, 0,5 мг
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бромистого етидію). Отримані дані піддавались обробці методами варіацій-
ної статистики: визначали критерій Пірсона χ2 [10].

Результати та обговорення
Вивчали розподіл та частоти алелів, гаплотипів та генотипів SNP –

1082 G—>A –819 T—>C та –592 A—>C пІЛ-10 у жінок з первинним непліддям
(вагітність не наступала протягом щонайменше 2-х років), з навиковим
невиношуванням вагітності (щонайменше 2-о разове переривання вагітності
до 12 тижнів вагітності) у порівнянні з контрольною групою жінок без
обтяженого генетично-акушерського анамнезу, які мають щонайменше 2-х
здорових дітей. За допомогою критерію Пірсона χ2 були виділені групи але-
лів, які володіли позитивною, чи негативною асоціацією з обстеженими гру-
пами (непліддям, чи невиношуванням вагітності).

Результати вивчення частот алелів низької (A) та високої (G) експресії
1082 G—>A гена ІЛ-10 засвідчили, що співвідношення частот A- та G-алелів
в групі з навиковим невиношуванням вагітності (ННВ) становило 38,6% до
61,4% алелей. Таким чином, обстежувана група жінок характеризувалася
суттєво підвищеною частотою алелі G (61,4%) SNP –1082 G—>A, тобто алелі
високої експресії гена ІЛ-10 в порівнянні з алелем А (38,6%) — низька екс-
пресія гена ІЛ-10. Слід зазначити, що ці дані діаметрально протилежно від-
різняються від показників контрольної групи, де підвищена частота належала
алелі А (55%), а алель G характеризувалася заниженою частотою (45%).
Оцінювання вірогідності відмінностей показників контрольної групи від
обстежуваної групи з ННВ підтвердили статистично вірогідну різницю, а
саме, заниження частоти алелі А та підвищення частоти G-алелі (χ2 = 4,98,
р<0,05).

В групі з первинним непліддям (ПН) встановлені показники не досягали
вірогідно значимої різниці, порівняно з контролем. В групі подружніх пар з
ПН, як і в контрольній групі, з найвищою частотою зустрічається AG генотип
(45%, помірна експресія гена ІЛ-10). Цей факт засвідчує відмінність групи
жінок з ПН з групою жінок з НВ, де найвищою частотою характеризувався
генотип GG (45,7%, генотип високої експресії гена ІЛ-10).

Отримані результати також засвідчили, що у жінок з ПН частота алелів Т
та А SNP –819 T—>C та –592 A—>C, які відносять до алелів “низької” експресії
ІЛ-10, складає 25,6% при контрольних показниках — 24,1%, а частота але-
лю С (алель “високої” експресії ІЛ-10) складає 74,4% при 75,9 — відсотковій
частоті в контролі.

Тобто, за частотами алелів SNP –819 T—>C та –592 A—>C пІЛ-10 жінки
з первинним непліддям не відрізняються від контрольної групи жінок. Окрім
того, як видно з представлених результатів і нами перевірено в повторних
дослідах, відзначається зчеплена залежність між алелем А –592 A—>C та
алелем Т –819 T—>C, а також між алелями С цих двох локусів.

У групі жінок з ННВ за розподілом алелів відзначено вірогідно значиму
різницю у порівнянні з контрольною групою. Частота алелю С у жінок з
ННВ перевищувала 90%, відповідно частота алелів низької експресії ІЛ-10
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А і Т SNP –819 T—>C та –592 A—>C пІЛ-10 складала 9,1% при 24,1% в контро-
лі. Оцінюючи асоціативні зв’язки між ННВ та частотами алелів А і Т SNP –
819 T—>C та –592 A—>C пІЛ-10, встановлена вірогідна відмінність показників
контрольної групи від обстежуваної групи з ННВ, а саме, занижена частота
алелі А і T та підвищена частота C-алелі (χ2 = 4,84, р<0,05).

Вірогідно значима різниця між контрольною групою жінок та групою
жінок із ранніми перериваннями вагітності (HHВ) зафіксована при співстав-
лені гапло- та генотипів SNP –819 T—>C та –592 A—>C пІЛ-10 у цих групах.
АА/ТТ — генотип “низької” експресії ІЛ-10 не зустрічався в дослідній групі
взагалі при 1,9 — відсотковій частоті в контролі. Частота генотипу СС/СС
“високої” експресії ІЛ-10 вирогідно перевищувала контрольні показники
(χ2 = 5,9 р<0,05). Генотип АС/ТС “помірної” експресії ІЛ-10 в досліді був
вирогідно знижений у порівнянні з контролем (χ2 = 5,9 р<0,05).

Жінки з ПН практично не відрізнялися від контрольної групи за гапло-
типами та генотипами. Вирогідна різниця порівняно з контролем виявлена
лише стосовно генотипу “низької” експресії (АА/ТТ).

Отже, підсумовуючи вище сказане, ми згідні з іншими дослідниками,
що ІЛ-10 має вплив на розвиток плоду [11, 12, 13], а його генетичне регулюван-
ня виглядає ключем до розвитку успішної вагітності. Результати, представ-
лені нами в цій праці принципово співпадають з результатами D’Alfonso
et al. [14] щодо сильнішої лінійної залежність між –1082A/G, –819T/C і
–592A/C SNPs та трьома гаплотипами (АСС, ATA, GCC) при ННВ. Слід
особливо наголосити, що за нашими даними група жінок з ННВ принципово
відрізняється від групи жінок з ПН по розподілі та частоті алелів, гаплотипів
та генотипів SNP–1082A/G, –819 T—>C та –592 A—>C, а це опосередковано
підтверджує тезу, що саме при ННВ може запускатися так звана “материнська
імунна відповідь на плід” через генетично обумовлені порушення цитокіно-
вого статусу у жінки.

Висновки
1.Алельний поліморфізм SNP 1082 G—>A –819 T—>C та –592 A—>C пІЛ-

10 у жінок з первинним непліддям не відрізняються від контрольної групи
жінок.

2.Вірогідно значима різниця між контрольною групою жінок та групою
жінок із навиковим невиношуванням вагітності зафіксована при співставлені
частоти та розподілу алелів, гапло- та генотипів SNP–1082 G—>A –819 T—>C
та –592 A—>C пІЛ-10 у цих групах.

3.Підтримується теза, що при навиковому невиношуванні вагітності
може запускатися так звана “материнська імунна відповідь на плід” через
генетично обумовлені порушення цитокінового статусу у жінки.
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Резюме
Вивчали особливості розподілу поліморфних варіантів SNP 1082 G—>A –819

T—>C та –592 A—>C промоторної ділянки гена ІЛ-10 в групі жінок з непліддям.
Встановлено, що вірогідно значиме підвищення частоти GG/СС/СС-генотипу
високої експресії ІЛ-10 є прогностично негативним маркером протікання вагітності.
Припускаємо, що ІЛ-10 може бути задіяний в патогенезі навикового невиношування
вагітності.

Изучали нуклеотидные полиморфизмы SNP 1082 G—>A –819 T—>C та –592
A—>C промоторного участка гена ИЛ-10 в группе женщин с бесплодием. Установ-
лено, что достоверно повышенная частоты генотипа GG/СС/СС-генотипа высокой
экспрессии ИЛ-10 является негативным маркером для течения беременности.
Допускаем, что ИЛ-10 может быть задействован в патогенезе привычного невына-
шивания беременности.

We studed the SNP 1082 G—>A –819 T—>C та –592 A—>C of the gene IL-10
promotor region in infertility women. It was confirmed, that increase of high expression
CC-genotupes SNP –819 T—>C та –592 A—>C пІЛ-10 was prognostically unfavourable
for running of pregnancy. It is expected, that IL-10 gene may be active in pathogenesis of
accustomed miscarriages.
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ГЕНОДЕРМАТОЗЫ КАК МАРКЕРЫ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ
ОТЯГОЩЕННОСТИ ПОДРАЗДЕЛЕННЫХ ПОПУЛЯЦИЙ
С РАЗЛИЧНЫМИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ ИНФРАСТРУКТУРЫ
Исследования украинских популяций начались в начале 90-х годов ХХ ве-

ка, когда были получены первые данные про генетико-демографическую
структуру и особенности генетических процессов в харьковской популяции
[1]. Генетико-демографические исследования малых городов и сел Восточ-
ной Украины в конце 90-х годов ХХ века показали увеличение коэффициен-
та инбридинга, изоляции расстоянием по сравнением с 60–80-ми годами
ХХ века [2]. Поскольку сельское население составляет более 30% населения
Украины, понимание особенностей генетической структуры и направление
генетических процессов в сельских популяциях имеет существенное значе-
ние для генетического мониторинга и генетического прогнозирования, для
анализа природы генетического груза, в частности, груза наследственных
болезней, представляющего угрозу генетической безопасности населения.

По данным ряда авторов, сопоставление таких важных в медико-гене-
тическом отношении популяционных характеристик, как отягощенность ее
наследственной патологией и подразделенность популяции, имеет серьезные
методические сложности. Большинство подходов к оценке генетических па-
раметров популяции рассчитаны на работу в элементарной, менделеевской,
относительно небольшой популяции, тогда как сбор сведений о частоте и
распространенности наследственной патологии в силу редкости каждой от-
дельной нозологической единицы часто проводится в крупной популяции [3].

Во избежание описанных выше методических сложностей, в данной
работе авторы предполагают проанализировать влияние различных элемен-
тов и объектов инфраструктуры на подразделенность малочисленных популя-
ций, и, соответственно, на отягощенность популяций моногенной патологией,
используя в качестве “сторожевых” фенотипов моногенные генодерматозы,
распространенность которых оценивалась в исследуемых популяциях.

Моногенные дерматозы, например, различные формы ихтиоза, бул-
лезного эпидермолиза, в первом приближении не используются в качестве
“сторожевых” или “индикаторных” фенотипов для оценки динамики па-
раметров генетического груза [4] в силу невысокой распространенности в
популяциях, трудностей ее оценки в связи с необходимостью высококва-
лифицированного подхода при диагностике различных форм этих патологий.
Однако авторы данной работы предлагают показать приемлемость гено-
дерматозов, при соблюдении вышеописанных условий, в качестве маркеров
при исследовании генетической структуры, в данном случае подразде-
ленности популяции, для оценки степени генетической безопасности насе-
ления.
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Целью данной работы стало исследование влияния элементов инфра-
структуры как одной из причин генетической подразделенности малочис-
ленных популяций, на отягощенность популяций наследственной патологией
с использованием моногенных дерматозов как маркеров.

Материалы и методы
В настоящем исследовании использованы материалы экспедиий 2008–

2010 гг. из всех 27 районов Харьковской области. Для изучения распростра-
ненности моногенных дерматозов [5]: простого аутосомно-доминантного
(OMIM 146700) и Х-сцепленного (OMIM 308100) ихтиоза, аутосомно-доми-
нантного простого (типы Вебера-Коккейна, OMIM 131800 и Кобнера, OMIM
131900) и аутосомно-рецессивного дистрофического буллезного эпидермолиза
(формы Аллопо-Симена, OMIM 226600 и претибиальная OMIM, 131850)
в результате скрининга населения всех районов Харьковской области прове-
ден сплошной учет больных с одновременной экспертной оценкой 277 амбу-
латорных карт, а также историй болезней пациентов, находящихся под
наблюдением в Харьковском областном клиническом кожновенерологи-
ческом диспансере №1 и районных диспансерах г. Харькова и Харьковской
области. При накоплении первичной информации динамичные осмотры
больных и родственников и анализ генеалогической информации, получен-
ной путем их личного опроса, позволили точно установить все формы ис-
следуемых генодерматозов во всех населенных пунктах области.

Данные о численности населения, площади и количестве населенных
пунктов районов были получены в Главном управлении статистики Харьков-
ской области. Для оценки линейной связи между двумя признаками рассчи-
тывали коэффициент корреляции Пирсона. Статистический анализ много-
мерных корреляционных связей применяли для получения коэффициентов
множественной корреляции. Проверку гипотез осуществляли на уровне зна-
чимости не менее 0,05 [6].

Результаты и обсуждение
Изучение генетической структуры популяций традиционно начинают

с таких характеристик популяционной структуры, как размер, изоляция
расстоянием, показатели миграции, коэффициент инбридинга и других. Эти
параметры, в свою очередь, задаются территориально-географическими осо-
бенностями существования популяции в определенные временные интер-
валы, что в целом и определяет генетическую отягощенность населения
моногенной наследственной патологией, создающую угрозу генетической
безопасности населения.

По данным ряда авторов [1, 7], анализ коэффициентов корреляции при
анализе взаимосвязи размеров районов, физических и генетических расстоя-
ний между ними, позволяет предположить, что кроме географических
расстояний и размера, существенным изолирующим механизмом и причиной
разного уровня генетической подразделенности популяции на субпопуляции
выступают элементы и объекты инфраструктуры.
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Для описания влияния подразделенности харьковской популяции на ее
генетическую структуру, более адекватно, чем панмиктическая модель, может
подходить островная модель [7], предполагающая подразделение ее на боль-
шую панмиктическую популяцию и небольшие субпопуляции, с примерно
одинаковой эффективной численностью и интенсивностью обмена генами
друг с другом и с “популяцией-материком”. Кроме “ближних” миграций, все
популяции испытывают одинаковое давление “дальних” миграций. Однако,

Таблица 1
Характеристика районов Харьковской области: параметры инфраструктуры
и наследственной патологии на примере генодерматозов

Район области
Плотность

сел
(1 сел/км2)

Плотность
населения
(тыс/км2)

Плотность
дорог

(км/км2)

Буллезный
эпидермолиз
(дом, рец.)

Ихтиоз
(дом, Х-сц

рец)
Балаклейский 1/28,8 46,5 0,266 2 0 30 8
Барвенковский 1/22,3 23,16 0,235 0 0 11 2
Близнюковский 1/14,1 18,62 0,257 0 0 12 1
Богодуховский 1/13,9 41,6 0,293 0 0 17 3
Боровской 1/22,6 20,7 0,312 0 0 7 0
Валковский 1/9,9 34,7 0,275 0 0 9 1
Вел.Бурлукский 1/14,5 21,7 0,225 0 0 5 2
Волчанский 1/19,1 27 0,141 1 1 6 4
Двуречанский 1/20,9 18,9 0,233 0 0 15 4
Дергачевский 1/14,3 107 0,306 1 0 - -
Зачепиловский 1/20,8 22,6 0,378 0 0 - -
Змиевской 1/17,5 57,5 0,205 0 0 14 3
Золочевский 1/13,0 32,9 0,254 1 0 1 2
Изюмский 1/26,7 47,4 0,247 0 1 23 1
Кегичевский 1/19,5 30,1 0,392 0 0 3 0
Красноградский 1/15,2 56,4 0,434 0 0 10 1
Краснокутский 1/15,8 30,1 0,194 0 0 2 1
Коломакский 1/9,7 26 0,291 0 0 - -
Купянский 1/18,7 20,9 0,251 0 0 8 0
Лозовской 1/16,7 22,9 0,364 1 0 11 2
Нововодолажский 1/20,4 33,6 0,273 0 0 19 4
Первомайский 1/21,6 16,2 0,32 0 0 13 0
Печенежский 1/39,2 24 0,187 0 0 - -
Сахновщинский 1/18,3 22,3 0,314 3 0 - -
Харьковский 1/13,5 127,7 0,590 4 2 - -
Чугуевский 1/28,8 42,6 0,254 0 0 - -
Шевченковский 1/16,3 23 0,303 0 0 7 1
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следует ожидать, что когда интенсивность миграций между соседними суб-
популяциями существенно превышает давление “дальних”, изоляция будет
снижать внутрипопуляционное генное разнообразие.

Мониторинг генетического разнообразия генофондов субпопуляций —
районов области, таким образом, можно начать с оценки плотности населе-
ния, плотности населенных пунктов как параметров их инфраструктуры.
Кроме того, для всех районов области подсчитан такой показатель инфра-
структуры, как плотность дорог на 1 км2 площади, для чего была измерена
протяженность автомобильных и железных дорог районов (табл. 1).

Достоверный коэффициент корреляции получен при анализе взаимо-
связи удельной плотности дорог в районах области и плотности населения
этих районов. Прямая средней степени корреляция, r=0,58+0,16 (к=25,
tф=3,61, tст=2,06, р<0,05) показывает очевидную предпочтительность
жителей области проживать в населенных пунктах с более развитой инфра-
структурой.

Однако недостоверность корреляции между такими параметрами, как
удельная плотность дорог в районах области и плотность малых населенных
пунктов, далее условно — сел, r=0,22+ 0,19 (к=25, tф=1,14, tст=2,06, р>0,05),
может свидетельствовать о недостаточном развитии как центральных, так
и периферийных транспортных магистралей регионов области, что является
изолирующим механизмом, приводящим к территориально-географической
разобщенности субпопуляций.

Анализ многомерных корреляционных связей показал зависимость
между 3 признаками: численностью больных моногенными дерматозами,
плотностью дорог и плотностью сел для всех форм буллезного эпидермолиза
и аутосомно-доминантного ихтиоза (табл. 2). Очевидно, чем выше плотность
сел и плотность дорог, тем чаще мигрируют больные с более легкими доми-
нантными формами исследуемых генодерматозов. Для тяжелого рецес-
сивного буллезного эпидермолиза коэффициент множественной корреляции
несколько ниже, и отмечается он в районах с пониженной плотностью сел и
дорог, а все больные являются сегрегантами в семьях фенотипически здоро-
вых родителей. Для Х-сцепленного рецессивного ихтиоза не обнаружено
множественной корреляции с исследуемыми параметрами инфраструктуры.

Таблица 2
Параметры множественной корреляции между 3 признаками
“генодерматоз — плотность дорог — плотность сел”

Генодерматоз Тип наследования r tф tст к р
Аут-доминант 0,49 2,76 2,06 24 <0,05Буллезный

эпидермолиз Аут-рецессив 0,39 2,10 2,06 24 <0,05
Аут-доминант 0,47 2,20 2,11 17 <0,05Ихтиоз
Х-сцепл рецессив 0,43 2,00 2,11 17 >0,05

Примечание: r — коэффициент множественной корреляции, к — число степеней свободы,
t — критерий Стьюдента, р — уровень значимости.
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В то же время отмечаются парные отрицательные слабые линейные корре-
ляции между числом больных этой формой ихтиоза и плотностью сел,
r=-0,28+0,22, между числом больных Х-сцепленных ихтиозом и плотностью
дорог, r=-0,35+0,22.

Полученные результаты позволяют заключить, что варьирование в
отягощенности населения Харьковской области аутосомно-доминантными,
аутосомно-рецессивными и Х-сцепленными рецессивными формами гено-
дерматозов как маркеров наследственной патологии в значительной степени
объясняется различиями в инфраструктуре субпопуляций, которая непосред-
ственным образом влияет на уровень их генетической подразделенности.
Такие же тенденции ранее были отмечены для сельских популяций Средней
Азии и Северной Европы, характеризующихся высокими значениями пара-
метров генетического груза. Для решения подобных проблем общей и личной
генетической безопасности населения можно воспользоваться результатами
проведенного анализа, указывающими на возможные пути снижения частоты
рецессивной патологии за счет развития коммуникационных сетей региона.
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Резюме
Показано влияние элементов инфраструктуры, как одной из причин генетиче-

ской подразделенности малочисленных популяций, на отягощенность субпопуляций
наследственной патологией с использованием моногенных дерматозов как маркеров
в Харьковской области.

Показано вплів елементів інфраструктури, як фактора генетичної підрозділе-
ності малочисельних популяцій, на обтяженість субпопуляцій спадковою патологією
з використанням моногенних генодерматозів як маркерів у Харківській області.

It has shown that genetical subdivision of subpopulations is dependent on geogra-
phical and some other factors and on the load of monogenic genodermatoses as markers
in the Kharkov provincе.
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ПОПУЛЯЦИОННО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ПОКАЗАТЕЛЕЙ
АГРЕССИВНОСТИ И ЭМПАТИИ У ЧЕЛОВЕКА

В человеке заложены способности как к просоциальному, так и к анти-
социальному поведению. Высшей формой проявления антисоциального по-
ведения является агрессивность. Признано, что человек по своей биологиче-
ской природе — существо весьма агрессивное и эта агрессивность обусловлена
самой эволюцией Homo sapiens как биологического вида. Агрессивное
поведение — один из видов мотивационного поведения — вызывает посто-
янный интерес, время от времени обостряющийся. Особенно это относится
к агрессивному поведению человека, которое может включать не только
нападение как таковое, но и элементы психологического порядка. Агрессия
может быть физической (удар в лицо), вербальной (словесное оскорбление)
и непрямой (повреждение собственности жертвы), проактивная, если она
происходит в отсутствие провокации, и реактивной, если она является реак-
цией на предшествующую провокацию. Объективное знание о природе
агрессивности необходимо социологам, воспитателям, управленцам и др.
Познав природу агрессивности, генетический контроль её физиолого-биохи-
мических механизмов, можно найти способы управлять ею в позитивном
смысле. Агрессивному поведению человека посвящено множество работ
зарубежных учёных. В нашем отечестве (бывшем СССР) тема агрессивности
человека считалась епархией обществоведов, идеологов, а на биологические
исследования этого явления был наложен негласный запрет.

Высшей формой проявления просоциального поведения является эмпа-
тия, которая представляет собой способность к сопереживанию и сочувст-
вию. Эмпатия означает временное проживание в жизни другого человека,
осторожное перемещение в ней без того, чтобы делать какие-то оценки.
Актуальность данного вопроса заключается в том, что эмпатия как эмоцио-
нальная единица была введена сравнительно недавно и является тем поня-
тием, которое недостаточно изучено в области экспериментальной психо-
логии и генетики. Современные исследователи, придерживающиеся теории
множественного интеллекта, считают, что эмпатия является неотъемлемой
составляющей эмоционального интеллекта. Учёные не пришли к единому
мнению, являются ли эмпатические реакции врождёнными или они приобре-
таются в ходе развития, но их раннее появление в онтогенезе не подлежит
сомнению. В области терапевтической психологии и подготовки консуль-
тантов об эмпатии написано очень много. Однако в современной литерату-
ре по генетике поведения имеется очень скудная информация о данной
проблеме.
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Как любой признак, если его рассматривают генетики, агрессивность
и эмпатия представляют собой продукты взаимодействия наследственности
и среды, однако, работ, посвященных генетическим основам эмпатии в ми-
ровом банке данных мы, к сожалению, не обнаружили. В бывшем СССР
изучение агрессивности и эмпатии человека с позиций генетики не прово-
дилось по идеологическим причинам. Большинство работ по генетике агрес-
сивности и эмпатии выполнены зарубежными исследователями. Зная при-
роду агрессивности и генетический контроль её физиолого-биохимических
механизмов можно найти способы управлять ею в позитивном смысле. Такие
исследования в Украине важны широкому кругу специалистов (крими-
нологам, психиатрам, социологам) для решения практических задач, а также
в теоретическом плане, так как пополнят банк мировых данных по этому
вопросу. Все вышеуказанное свидетельствует об актуальности психогенети-
ческих исследований про- и антисоциальных форм поведения в украинском
населении.

Целью исследования — получить коэффициенты наследуемости пока-
зателей агрессивности и эмпатии и выполнить регрессионный анализ в
населении Харьковской области.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 741 мужчина и 1501 женщина в воз-

расте от 14 до 72 лет, жителей Харькова и Харьковской области, давших
информированное согласие на исследование. Проверку распределения
изучаемых количественных признаков на соответствие нормальному закону
проводили методом Колмогорова-Смирнова. Связь между признаками в
зависимости от характера их распределения оценивали с помощью коэффи-
циента корреляции Пирсона (r) и Спирмена (ρ). Показатель наследуемости
рассчитывали с использованием коэффициентов корреляции между родствен-
никами с поправкой на коэффициент брачной ассортативности [Фалконер].
Проверку статистических гипотез проводили с использованием крите-
риев t и χ2. База данных сформирована в программе Microsoft Excel. Расчёты
выполнены в программе Biostat.

Результаты и обсуждение
Генетической характеристикой признака сложной наследственной при-

роды служит коэффициент наследуемости. Он показывает, в какой степени
фенотипические различия между индивидами обусловлены разницей в их
генотипах, и в какой — от комплекса факторов, обозначаемых как средовые.

Результаты регрессионного анализа имеют значение для индивидуаль-
ного прогнозирования признака потомка в зависимости от его выраженности
у родителя. В повседневной жизни большинство обращений в медицинские
и образовательные учреждения в связи с проблемами детей осуществляется
матерями, поэтому выполнить прогноз потомства по матери проще. Кроме
этого, современные семьи нередко неполные, и воспитанием ребёнка зани-
мается именно мать, что также может усиливать сходство потомков с ней,
вне зависимости от того, какой оно больше природы — генетической либо
средовой.
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Поскольку в настоящем исследовании больше участвовало женщин, то
соответственно, выполнение регрессионного анализа было возможным для
пар “мать — дочь”, которых было большинство, а также “отец — дочь”.
Результаты регрессионного анализа приведены в табл. 1.

Результаты корреляционного анализа и выполненной на его основе
оценки наследуемости в отношении про- и антисоциальных форм поведения
можно трактовать следующим образом. Формальный расчёт аддитивной и
доминантной составляющей дал бы нам значение коэффициента наследуе-
мости эмпатии, равное 1,40, т.е. превышающее 1, что лишено генетического
смысла. В то же время известны работы западных генетиков, в которых обна-
ружены ассоциации альтруистического поведения с геном хромосомы 11,
кодирующим один из рецепторов дофамина (Ebstein, 1996).

По полученным нами результатам фенотипические различия по уровню
агрессивности в изученном населении примерно от трети до трёх четвёртых
зависят от генетических различий между людьми (табл. 2). По результатам
многочисленных зарубежных исследований, наследуемость агрессивности

Таблица 1
Результаты регрессионного анализа для прогноза поведенческих признаков
в парах “родитель-потомок”

Мать-дочь Отец-дочь
Вид агрессивности

A b A B
Реактивная 3,3 0,34 1,9 0,52
Физическая 2,7 0,34 3,6 0,40
Косвенная 3,6 0,28
Вербальная 5,1 0,26 4,7 0,36
Общая (по Ассингеру) 28,5 0,25
Примечание. a, b — коэффициенты уравнения регрессии y = a + bx, у и х — значение признака
у потомка и у родителя соотвественно.

Таблица 2
Результаты компонентного разложения фенотипической дисперсии

Поведенческий признак GA, % GD, % Gtot, % E, %
Спонтанная агрессивность 26 26 74
Реактивная агрессивность 72 72 28
Физическая агрессия 56 28 84 16
Косвенная агрессия 44 4 48 52
Вербальная агрессия 30 8 38 62
Общая агрессия (по Ассингеру) 34 34 66
Эмпатия (по Меграбяну-Эпштейну) 36 100 100
Примечание. Gtot — общий генетический компонент, GА — аддитивная составляющая гене-
тического компонента, GD — доминантная составляющая генетического компонента, Е —
средовый компонент.



467

составляет от 44% до 72% (Bergeman, 1998). Фенотипические различия по
уровню агрессивности в изученном населении примерно от трети до трёх
четвёртых зависят от генетических различий между людьми.

Выводы
В результате популяционно-генетического исследования населения

Харьковской области получены коэффициенты наследуемости, выведены
коэффициенты регрессии.

1.Наследуемость спонтанной агрессивности составляет — 26%, реактив-
ной — 72%, физической — 84%, косвенной — 48%, вербальной — 38%,
общей агрессивности — 34%. Наследуемость эмпатии практически 100%.

2.Полученные уравнения регрессии в парах “родитель — потомок”
могут использоваться для прогноза этого признака в следующем поколении.
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Резюме
В бывшем СССР изучение агрессивности и эмпатии человека с позиций генети-

ки не проводилось. Большинство работ по генетике агрессивности и эмпатии выполне-
ны зарубежными исследователями. Такие исследования в Украине важны широкому
кругу специалистов для решения практических задач, и в теоретическом плане, так
как пополнят банк мировых данных по этому вопросу.

У колишньому СРСР вивчення агресивності і емпатії людини з позицій ге-
нетики не проводилося. Більшість робіт з генетики агресивності і емпатії виконані
закордонними дослідниками. Такі дослідження в Україні важливі широкому колу
фахівців (кримінологам, психіатрам, соціологам) для рішення практичних задач, і
у теоретичному плані, тому що поповнять банк світових даних по цьому питанню.

In the former USSR the study of human aggression and empaty from genetics
positions was not conducted. Majority of research on genetics of aggression and empaty
is made by the foreign scientists. Such research in Ukraine is important for broad circle
of the experts (criminologists, psychiatrists, sociologists) for the practical problems
solution, and in the theoretical plan, as it will supplement world data bank on this problem.
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ОПТИМІЗАЦІЯ МЕТОДІВ ЛІКУВАННЯ ОНКОЛОГІЧНИХ
ЗАХВОРЮВАНЬ В ЗАЛЕЖНОСТІ ВІД РІВНЯ ЕКСПРЕСІЇ

О6-АЛКІЛГУАНІН-ДНК АЛКІЛТРАНСФЕРАЗИ
У КЛІТИНАХ ПУХЛИНИ

Різноманітні алкілувальні сполуки, як природні, так і штучно синтезова-
ні, надзвичайно поширені у навколишньому середовищі. Одним з найнебез-
печніших їхніх впливів на спадковий матеріал є алкілування О6-позиції
гуаніну в клітинній ДНК. При подальшій реплікації це призводить до помил-
кового розпізнавання такого гуаніну ДНК-полімеразою як тиміну і спарюван-
ню із аденіном, що призводить до мутації ГЦ—>АТ типу транзиції. У віднов-
ленні таких пошкоджень важливу роль відіграє фермент О6-алкiлгуанiн-ДНК
алкiлтрансфераза (АГТ, MGMT) [1]. Якщо на цьому етапі ензим з якихось
причин не виконує своєї функції, то, з високою долею ймовірності, клітина
втягуватиметься в апоптоз або онкогенну трансформацію [2]. Таким чином,
чутливість клітини до алкілуючих агентів залежить від рівня експресії та
активності АГТ. Це має велике значення при лікуванні злоякісних пухлин,
тому що найбільш поширені групи хіміопрепаратів (похідні нітрозосе-
човини, хлоретилуючі сполуки) мають саме алкілувальний механізм дії [3].
Отже, вивчення індивідуальних особливостей експресії АГТ допоможе опти-
мізувати схеми лікування таких захворювань.

Про фермент АГТ, що кодується геном MGMT, відомо вже досить багато.
Ген картований на довгому плечі 10 хромосоми [4]. Розшифрована структура
ензиму у різних класів живих організмів. АГТ виявляється у ядрі і цитоплазмі
клітини. Він взаємодіє з ДНК, не порушуючи її структуру, переносить алкіль-
ну групу від гуаніну на свій активний цистеїновий залишок, внаслідок чого
незворотньо інактивується.

Численні дослідження виявили, що вміст ензиму у різних людей та у
різних органах і тканинах однієї людини неоднаковий: найвищий — у пе-
чінці, найнижчий — у нервовій тканині та кістковому мозку. Рівень експресії
АГТ у злоякісних клітинах часто відрізняється від рівню експресії у нор-
мальних клітинах данного організму і подібних пухлинних клітин інших
пацієнтів [5]. За ознакою наявності експресії виділяють АГТ-позитивні та
АГТ-негативні генотипи (Mer+ та Mer- відповідно). Доля пухлин, що не
експресують ензим, найбільша серед гліом (33–40%) та колоректальних
карцином (40%) [6, 7]. Інактивацію гена MGMT найчастіше пов,язують із
гіперметилюванням промотора, особливо сайту 25 CpG. В 43% АГТ-дефі-
цитних клітин виявлено метилування більш, ніж 50% сайтів промотора, тоді
як серед АГТ-позитивних клітин таких лише 9% [8–12]. Відомо безліч факто-
рів, що впливають на експресію гена MGMT. Серед таких зазначаються
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одноланцюгові розриви ДНК, мутації у промоторі. Важливу роль у регуляції
експресії гена відіграє білок р53 [13, 14]. А нещодавно встановлено, що,
наприклад, наявність ядерного фактору NF-kB в ядерному матриксі спричи-
няє експресію MGMT у гліомах і культурах пухлинних клітин незалежно
від метилування промотора [15]. Фосфорилювання інгібує ензим, дефосфо-
рилювання лужними фосфатами — підвищує його активність [16].

Пухлини, клітини яких не експресують MGMT, високочутливі до хіміо-
препаратів із алкілувальним механізмом дії. Але значний відсоток пухлин
виявляє дуже високі рівні активності ензиму, не характерні для жодної з
нормальних тканин [17]. У таких випадках проблему підвищення ефектив-
ності лікування намагаються вирішити за допомогою різних інгібіторів
активності ензиму (псевдосубстратів). Вони мають високу спорідненість
до АГТ і після введення в організм зв,язуються з ензимом та інактивують
його. Здатність цих речовин проникати через гематоенцефалічний бар’єр
важлива для лікування мозкових пухлин [18]. При їх комбінації з хіміопре-
паратами досягаються значно кращі результати. На цей час синтезовано
багато псевдосубстратів, які відрізняються за активністю і токсичністю [19].
До фази клінічних випробовувань дійшов поки тільки О6-бензилгуанін.
Істотним недоліком всіх інгібіторів активності є їхня невибірковість. В першу
чергу від виснаження запасів АГТ страждають тканини з низьким рівнем
ферменту (гемопоетичні клітини, особливо — клони з коротким мітотичним
циклом CD34+). Активність фермента у них знижується майже до нуля [20].
Це робить кістковий мозок значно чутливішим до шкідливої дії хіміопре-
паратів — дозозалежна мієлосупресія з,являється при введенні нижчих доз,
частіше виникають вторинні пухлини, в т.ч. гострі мієлоїдні лейкози.

Зараз ведеться пошук псевдосубстратів із більш вибірковою дією. Нині
вони ще не знайдені, тому пригнічення гемопоезу намагаються уникнути за
допомогою методів генної інженерії та клітинної терапії [21]. Для цього
використовують мутантні форми АГТ, які не зв,язуються з О6-бензилгуаніном
(G156A, Y158H, I140K). Гемопоетичні клітини з таким геном трансплан-
туються хворим і функціонують під час курсу хіміотерапії. Рівень активності
АГТ в них не змінюється під впливом О6-бензилгуаніну, і клітини кісткового
мозку значно менше уражуються через мутагенну та цитотоксичну дію алкі-
лувальних препаратів [22–24].

Після закінчення курсу хіміотерапії виникає необхідність відновити
активність АГТ, зокрема, шляхом стимуляції експресії гена. Зараз пропо-
нуються різні методи, але вони поки що не набули широкого розповсюд-
ження. Наприклад, підвищення рівня ензиму у людських лейкоцитах після
використання О6-бензилгуаніну було отримано за допомогою попередників
цистеїну (2-оксотіазолідін-4-карбоксильна кислота, N-ацетіл-L- цистеїн),
природних антиоксидантів (куркумін, сілімарин та ін.) [25], водних та спир-
тових екстрактів деяких лікарських рослин (орегано, м’ята, базилік, Azadi-
rachta indica, Ocumum sanctum, Withania somnifera та ін.) [26].
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Резюме
Данная работа посвящена рассмотрению работ, в которых показана зависи-

мость эффективности химиотерапии от уровня експрессии репаративного энзима
АГТ.

Дана робота присвячена огляду робіт, в яких розглядається залежність ефек-
тивності хіміотерапії від рівня експресії репаративного ензиму АГТ.

This article deals with consideration of the works describing the dependence of
chemotherapeutical efficiency on the expression level of the repair enzyme MGMT in
tumor cells.
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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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а/в/с     а/в/с    а/в/с      а/в/с     а/в/с    а/в/с     а/в/с

I           II         III         IV         V        VI        VII

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.

Литература
1. Duesberg P., Rausch C., Rasnick D., Haehlmann R. Genetic instability of cancer

cells is proportional to their degree of aneuploidy // Proc. Natl. Acad Sci.— 1998.—
Vol.95, №6.— P. 13692–13697.

2. Duesberg P., Li R. Multistap carcinogenesis: a chain reaction of aneuploidization
// Cell Cycle.— 2003.— Vol.2, №1.— P. 202–210.

3. Rajagopalan H., Lengauer C. Aneuploidy and cancer // Cancer Nature.— 2004.—
Vol.432.— P. 338–341.

4. McGregor H.C., Varley J.M. Working with Animal chromosomes // Wiley, New
York, 1983.— 280 p.

5.Анализ генома. Методы / Под ред. Дейвиса. Мир, 1990.— 246 с.
6.Маниатис Т., Фрич Э., Сембрук Дж. Молекулярное клонирование. Методы

генетической инженерии // Москва: Мир, 1984.— 487 с.
7.Вайсертрейгер С.П., Подгорная О.И., Енукашвили Н.И. ДНК прицентро-

мерных участков конститутивного гетерохроматина деметилирована и деконден-
сирована в клетках MRC5 и A431 // Цитология.— 2007.— Т.49, №1.— C. 1–5.



475

8.Сooper K.F., Fisher R.B., Tyler-Smith C. Structure of the sequences adjacent to
the centromeric alphoid satellite DNA array on the human Y chromosome // J. Mol. Biol.—
1993.— Vol.230, N3.— P. 787–799.

9. Ten Hagen K.G., Gilbert D.M., Willard H.F., Cohen S.N. Replication timing of
DNA sequences associated with human centromeres and telomeres // Mol.Cell. Biol.—
1990.— Vol.10, N12.— P. 6348–6355.

10. Швачко Л.П., Бух И.Г., Степаненко А.П., Гульчий Н.В., Цымбалюк С.Н.,
Процик В.С., Кыкоть В.А., Климнюк Г.И. Способ ранней диагностики злокачест-
венных опухолей // Декларационный патент Украины на изобретение, 2007, UA
64533.

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.

ШТАНДЕЛЬ С.А.
ГУ “Институт проблем эндокринной патологии
им. В.Я.Данилевского АМН Украины”,
Украина, 61002, Харьков, ул. Артема, 10, e-mail: shtandel@mail.ru

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-
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ного лечения мультифакториальных заболеваний приводит к изменению
кривой распределения предрасположенности к данному заболеванию и,
следовательно, к увеличению его распространенности. Однако количе-
ственная оценка таких изменений затруднена. Сахарный диабет (СД) 2 типа
является полигенным признаком [5–7]. Это заболевани, согласно гипотезе
J.V. Neel [8–10] возник в результате существования особых генов бережли-
вости, позволяющих человеку эффективно использовать ограниченные
пищевые ресурсы, которые в условиях изобилия пищи приводят к развитию
диабета. В настоящее время во всем мире отмечается бурный рост распро-
страненности СД 2 типа [11]. Для возникновения такого увеличения частоты
СД 2 типа в популяциях помимо факторов внешней среды, способствующих
росту распространенности этого заболевания, по всей видимости, необхо-
димо и увеличение популяционной частоты генных комплексов предраспо-
ложенности к этому типу диабета. Кроме того, следует отметить и повсе-
местное распространение тяжелого варианта течения СД 2 типа с развитием
абсолютной инсулиновой недостаточности (АИН), вызванy истощением
остаточной секреторной функции β-клеток поджелудочной железы и их
последующим апоптозом [12, 13]. Результаты исследований свидетельствуют
и о повышенном семейном накоплении СД 2 типа у больных СД 2 типа с
развившейся АИН [14].

Целью настоящей работы было изучить взаимосвязь направленности
отбора на динамику распространенности СД 2 типа и структуру гетероген-
ности его клинических форм.

Материалы и методы
Был изучен акушерский анамнез у женщин в пострепродуктивном пе-

риоде (старше 45 лет): 2106 здоровых жительниц г. Харькова и 537 боль-
ных СД 2 типа. Сведения о родственниках 1-й и 2-й степени родства изучены
у 45 больных СД 2 типа с длительной инсулинонезависимостью (ДИНЗ) с
длительностью заболевания более 20-ти лет и 160 пациентов с СД 2 типа
и АИН. Динамика распространенности СД оценивалась по данным офици-
альной статистики [15–17]. “Накопленная” заболеваемость рассчитывалась
на основании данных о возрасте начала заболевания согласно 532 историй
болезни лиц, находившихся на лечении в ГУ “Институт проблем эндокрин-
ной патологии им. В.Я. Данилевского АМН Украины” [18]. Выборка
формировалась по первичному обращению в период 2007 г. Показатели
“накопленной” заболеваемости СД 2 типа за 1973 г. оценивались по данным
о возрасте начала заболевания согласно сведениям из 402 историй болезни
за 1973 г., структура клинических вариантов течения СД 2 типа в опреде-
лялась по данным историй болезни, полученных из архива противозобного
диспансера г. Харькова и ГУ “Институт проблем эндокринной патологии
им. В.Я. Данилевского АМН Украины”. Рассчитывались относительная
адаптивность (w) и коэффициент отбора (s) [19]. Анализ генетического взаи-
модействия двух вариантов течения СД 2 типа — стабильной инсулинозави-
симости (ДИНЗ) и формы с развитием АИН проводился путем тестирования
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моделей T. Reich’a [20, 21]. Статистическая оценка достоверности различий
в сравниваемых группах проводилась при помощи критерия χ2 [22].

Результаты и обсуждение
Данные, акушерского анамнеза, показатели относительной адаптив-

ности и коэффициентов отбора приведены в таблице 1. Сравниваемые
группы здоровых и больных СД 2 типа женщин достоверно отличались по
количеству родов. Анализ выживаемости потомков здоровых женщин и
матерей с СД 2 типа не зафиксировал высокой смертности среди потомков,
и был несколько ниже такового у детей здоровых женщин. Представленные
в табл. 1 данные указывают на более высокую относительную адаптивность
больных СД 2 типа по сравнению со здоровым фенотипом.

Величина коэффициента отбора в группе СД 2 типа была значительно
ниже, чем среди здоровых женщин Харьковской области. Таким образом,
проведенное исследование показывает, что имеет место положительная
направленность отбора СД 2 типа — больные СД 2 типа оставляют больше
потомков, чем здоровые, при их практически одинаковой выживаемости,
что, в свою очередь и ведет к увеличению в популяции частоты генов пред-
расположенности к этому типу заболевания.

Для оценки динамики вероятности заболеть на протяжении жизни СД
в популяции Харьковской области были рассчитаны показатели “накоп-
ленной” заболеваемости в 1973, 1995 и 2007 гг. Повозрастные показатели
“накопленной заболеваемости” СД 2 типа среди населения Харьковской
области представлены в табл. 2. Увеличение заболеваемости СД 2 типа в
равной мере затронуло все возрастные группы. Это свидетельствует о том,
что в развитии эффекта участвуют как изменение давления отбора, так и
улучшение доступа к медицинской помощи и ее качества. Полученные

Таблица 1
Значения плодовитости (x– ±Sx–) и выживаемости потомков

Показатели Популяция СД 2 типа
Беременности 4,06±0,07 4,01±0,11
Роды 1,41±0,02 1,59±0,04*
Спонтанные аборты 0,08±0,01 0,10±0,02
Внематочные беременности 0,03±0,01 0,03±0,01
Женщины, не имеющие детей (%) 12,35±0,72 10,24±1,31
Дети, дожившие до 25 лет (ps) 0,972 0,966
Дети, умершие до 25 лет (pd) 0,028 0,034

Компонента плодовитости 0,887 1
Компонента выживаемости 1 0,988

Относительная
адаптивность (w)

Суммарная приспособленность 0,887 0,988
Коэффициент отбора (s) 0,113 0,012*
Примечание. * — достоверность различий по сравнению с популяцией (р<0,001).
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данные подтверждаются сведениями о значительном увеличении распро-
страненности СД 2 типа в популяции Харьковской области за тридцать
четыре года с 1973–2007 гг. (рис. 1 и табл. 2). Следовательно, отбор в пользу
СД 2 типа позволяет прогнозировать дальнейший рост распространенности
этого заболевания в популяциях и с точки зрения генетики объясняет при-
чины резкого роста распространенности этого типа СД в мире.

Увеличение в популяции частоты генов предрасположенности к СД
2 типа, вызванное положительной направленностью отбора, может также
быть причиной, обусловливающей клиническую гетерогенность СД 2 типа
и вызывающей изменение соотношения вариантов течения заболевания
среди всех его случаев на протяжении ряда лет. Для исследования этого
аспекта действия отбора рассмотрим особенности генетической гетероген-

Таблица 2
Повозрастные показатели “накопленной” заболеваемости СД 2 типа
среди населения Харьковской области, %

Возрастная группа,
годы 1973 год 2007 год

0-9 лет 0,019 0,023
10-19 лет 0,027 0,029
20-29 лет 0,044 0,137
30-39 лет 0,102 0,638
40-49 лет 0,221 1,641
50-59 лет 0,432 2,255
60-69 лет 0,900 2,564
70-79 лет 1,100 2,940

80 лет и старше — 3,03

Рис . 1  Динам ика  распространенности  СД  2  типа в
популяции  Харьковской  области
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ности СД 2 типа и динамику структуры клинических форм среди всех слу-
чаев СД 2 типа.

В последнее время отмечен рост удельного веса варианта течения
заболевания с развитием АИН среди всех больных СД 2 типа. Так, если в
1984 г. процент больных с АИН среди всех больных СД 2 типа составлял
22,65%, то в 2007 г. этот показатель вырос до 33,48 % (χ2=10,729; р=0,001).
Данные семейного накопления клинических форм СД среди больных с АИН
и ДИНЗ (табл. 3) свидетельствуют о большей доле родственников больных
СД 2 типа при АИН по сравнению с больными с ДИНЗ. Так как наследование
СД 2 типа соответствует параметрам пороговой полигенной модели
наследования [5, 6], то необходима проверка возможности существования
различных с генетической точки зрения форм патологии, в данном случае
ДИНЗ и АИН.

При тестировании вариантов модели T. Reich’a (табл. 4) соответствие
исходным данным показала изокорреляционная модель (rg=0,771±0,680),
предполагающая, что из двух изучаемых форм одна является более отяго-
щенной. Согласно исходным данным в качестве “менее отягощенной” можно
формально рассматривать форму ДИНЗ, а “более отягощенной” — СД 2 типа

Таблица 3
Семейное накопление СД у больных СД 2 типа при наличии и отсутствии АИН

Обследуемые больные
СД 2 типа со ДИНЗ СД 2 типа с АИНЗаболевание

у родствен-
ников

Класс
родственников

всего боль-
ные % всего боль-

ные %

Родители 88 8 9,09±3,08 319 45 14,11±1,95
Сибсы 86 6 6,98±2,76 299 26 8,70±1,63
Деды (бабки) 116 0 0,00±0,85 492 8 1,63±0,57
Дяди (тети) 200 2 1,00±0,71 863 41 4,75±0,72*

СД 2 типа

Всего 490 16 3,27±0,80 1973 120 6,08±0,54*
Родители 88 2 2,27±1,60 319 9 2,82±0,93
Сибсы 86 1 1,16±1,16 299 4 1,34±0,67
Деды (бабки) 116 0 0,00±0,85 492 4 0,81±0,40
Дяди (тети) 200 3 1,50±0,86 863 12 1,39±0,40

СД 1 типа

Всего 490 6 1,22±0,50 1973 29 1,47±0,27
Родители 88 0 0,00±1,12 319 7 2,19±0,82
Сибсы 86 0 0,00±1,15 299 8 2,68±0,58
Деды (бабки) 116 0 0,00±0,85 492 0 0,00±0,20
Дяди (тети) 200 0 0,00±0,50 863 4 0,46±0,23

СД 2 типа
с АИН

Всего 490 0 0,00±0,20 1973 19 0,96±0,22
* — достоверность различий (p<0,02) по сравнению с больными СД 2 типа со ДИНЗ.
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с АИН. Следовательно, рост популяционной частоты генов предрасполо-
женности к СД 2 типа, обусловленный положительной направленностью
отбора, повышает вероятность их высокой концентрации у пробанда и, таким
образом, создает условия для формирования более тяжелого клинического
варианта течения СД 2 типа, а также способствует увеличению распростра-
ненности АИН среди всех случаев заболевания.

Выводы
Положительная направленность отбора полигенных заболеваний, к

которым относится СД 2 типа формирует предпосылки для роста распро-
страненности заболевания в популяции, увеличения в структуре патологии
клинических вариантов течения, характеризующихся большим семейным
накоплением (АИН при СД 2 типа). Отбор оказывает влияние на динамику
распространенности и влияет на формирование гетерогенности полигенных
заболеваний, к которым относится и СД 2 типа.
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Резюме
Показатели отбора СД 2 типа изучены по данным акушерского анамнеза 2106

здоровых женщин и 537 СД 2 типа. Показано, что положительная направленность
отбора для СД 2 типа является первопричиной увеличения его распространенности
в популяции. Изменение в популяции частот генов предрасположенности к СД
2 типа привело к увеличению в структуре заболевания формы с развитием абсолют-
ной инсулиновой недостаточности у больных СД 2 типа, более отягощенной формы
этого типа СД.

Показники добору ЦД 2 типу досліджени за даними акушерського анамнезу
2106 здорових жінок та 537 хворих на ЦД 2 типу. Показано, що позитивна спряімо-
ваність добору для ЦД 2 типу є першопричиною збільшення його розповсюдженості
в популяції. Змінення в популяції частот генів схильності до ЦД 2 типу призвело
до зростання в структурі захворювання форми з розвитком абсолютної інсулінової
незалежності у хворих на ЦД 2 типу, більш обтяженої форми цього типу ЦД.
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Type 2 diabetes mellitus selection coefficients were obtained on the data about
2106 health and 537 type 2 diabetes mellitus women fertility indexex. It has been shown,
that positive direction of type 2 diabetes mellitus selection types is an original cause of
its prevalence in population increasing. Change in gene population of frequencies of
predisposition to type 2 diabetes mellitus has led to increase in structure of disease of the
form with development absolute insuline deficiency at type 2 diabetes mellitus patients ,
more burdened form of this type of diabetes.
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R.E.Kavetsky Institute of Experimental Pathology, Oncology and Radiobiology
National Academy of Sciences of Ukraine, Ukraine, 03022, Kyiv, Vasilkivska str., 45,
e-mail: edjomina@ukr.net

THE CYTOGENETIC APPROACHES TO THE PREVENTION
OF RADIOGENIC CANCER

Introduction
It has been recognized that only prophylactic activity through the

implementation of the relevant social and national policy can prevent the growth
of cancer morbidity rates. Such a strategy of health promotion is applied
successfully in the prevention programmes of the European region and must be
dominant in connection with the Chornobyl catastrophe [1–3]. Otherwise we will
be further bound to eliminate its consequences (treating patients) rather than
prevent the rise of cancerous diseases, part of which develop under the influence
of the radiation factor of the Chornobyl disaster. Therefore the issue of studying
the effects of low dose radiation on human organism currently has a clear practical
orientation as a large part of population has been affected or are being affected
by the radiation factor of the Chornobyl disaster. Furthermore, Ukraine has
15 active nuclear power generating sets which represent one of the major nuclear
power programmes in Europe. The abovementioned circumstances prompt
scientists to conduct thorough study and purposeful modification (attenuation)
of the medical and biological effects of low dose radiation.

One of the fundamental aspects problem of low doses is the evaluation of
genetic apparatus structure and function destabilization, as radiation-induced
genome damage can cause the development of immunodeficiency, carcinogenesis,
reproductive problems and a range of other negative long-term effects, primarily
in people with radiation hypersensitivity. Objective information on the condition
of the human somatic cells genetic apparatus can be obtained through the analysis
of chromosome aberration and genome damages in peripheral blood lymphocytes.
In accordance with the recommendations of the World Health Organization, these
indices are objective biodosimeters and the most sensitive indicators of the
mutagenic effect of radiation.
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Objective information on the condition of the human somatic cells genetic
apparatus can be obtained through the analysis of chromosome aberration and
genome damages in peripheral blood lymphocytes. In accordance with the
recommendations of the World Health Organization, these indices are objective
biodosimeters and the most sensitive indicators of the mutagenic effect of radiation.

 With the aim of preventing the negative effects of low dose ionizing radiation
on human organism, drugs activating the immune and reparation system and
thereby increasing genome stability are used. Efficient modifiers include inosine
(trade name “riboxine”) widely used in cardiology, which supports energetic
balance in tissues. By increasing ATP (adenosine triphosphate) level this drug
stimulates the postradiational rehabilitation processes, as well as other systemic
metabolic processes.

Goals: to study the modification effect of inosine on the frequency of the
radiation-induced cytogenetic effects in human somatic cells.

Methods
The irradiation of lymphocytes in vitro received from healthy donors had

been done on therapeutic apparatus “Rockus’’ (with 60Co source) in range 0.1–
1.0 (0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 1.0) Gy. The inosine was added to the cell culture in
the concentration of 0,01 mg/mL of blood 30 min before the irradiation. With the
aim of determining individual radiation sensitivity of the persons under study,
lymphocyte culture was exposed to irradiation during the 46th hour of cell
incubation, i.e. at the G2-stage of cell cycle — the most irradiation-sensitive period
with the dosage of 1.5 Gy according to G2-radiation sensitivity assay [4]. Intact
cell cultures for each donor were used for control (for the evaluation of the
spontaneous chromosome aberration level).The metaphase analysis of
chromosome aberrations had been carried out with group kariotyping.

Results
First working stage — using inosine as antimutagen.
The effects of inosine on spontaneous chromosome aberrations level in human

lymphocytes have been investigated. It has been established that under the influence
of inosine, general chromosome aberration frequency in lymphocyte culture of
conditionally healthy donors decreases 2.6 times, and chromatid type aberration
frequency decreases 1.7 times; chromosome type aberrations “disappear“ under
the influence of inosine (Fig. 1).

Second working stage — using inosine as radioprotector.
The highest radioprotective effect of inosine is observed when the cell culture

is irradiated in the range between 0.1–0.2–0.3 Gy. The level of chromosome
aberration decreases from 6.06±0.6; 7.06±1.6; 7.76±1.0 to 1.6±0.1; 2.6±0.4; 2.2±0.6
respectively and reaches the meanings of spontaneous level of genetic damages of
human’s cells. During this the coefficient of modification equals to 2.7–3.8. With a
further increase in radiation up to 1.0 Gy, the radioprotective effect of inosine
decreases and the coefficient of modification equals to 1.2 (Fig. 2).

It has been established that inosine ambiguously affects ‘dose-effect’
calibration curves:
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— under the influence of inosine, the dose curve built on the basis of mean
group values of chromosome aberration rates is located below the calibration
curve, plateau remaining in the same dose range of 0.1–0.3 Gy observed in one
irradiation. This is primarily indicative of inosine efficiency; secondly, inosine
does not fundamentally affect the abnormal form of the ‘dose-effect’ curve;

— for certain values of donor’s individual radiation sensitivity, the dose-
independent section (plateau) can increase up to the upper limit of the low dose
range (0.5 Gy).
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As the increase in the level of chromosome change in cell population is
considered potentially carcinogenic, using inosine as radioprotector under low
dose radiation is relevant with the aim of radiogenic cancer primary prevention.

Conclusions
The protective effect of inosine has been established on the genetic level of

human somatic cells by using low doses of radiation. Inosine does not affect the
abnormal form of the ‘dose-effect’ curve. Obtained data regarding inosine effect
on human genome stability should be taken into account for the primary prevention
of radiogenic tumor development as a remote negative effect of the Сhornobyl
disaster.
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Резюме
The antimutagenic and radioprotective effect of inosine has been established on the

chromosomal level of human cells. Inosine should be used in order to prevent the emer-
gence of radiogenic cancer.

На хромосомном уровне клеток человека установлен антимутагенный и радио-
защитный эффект препарата инозин, который целесообразно использовать с целью
профилактики возникновения радиогенного рака.

На хромосомному рівні клітин людини встановлено антимутагенний та радіо-
захисний ефект препарату інозин, який доцільно використовувати з метою профі-
лактики виникнення радіогенного раку.
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ПИТАННЯ  ВИКЛАДАННЯ  ГЕНЕТИКИ ,  ЕВОЛЮЦІЇ
ТА  БІОТЕХНОЛОГІЇ

КАРПЮК Т.В.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ЭФФЕКТИВНОГО ПРЕПОДАВАНИЯ
КУРСА “ИСТОРИЯ ЭВОЛЮЦИОННОГО УЧЕНИЯ”

В КРАСНОЯРСКОМ ГОСУДАРСТВЕННОМ АГРАРНОМ
УНИВЕРСИТЕТЕ

Дисциплина “История эволюционного учения” представляет собой
составную часть общей подготовки студентов биологических и технических
специальностей наряду с другими общеобразовательными курсами.

Целью введения в образовательные программы ФГОУ ВПО “КрасГАУ”
дисциплины “История эволюционного учения” является повышение био-
логической грамотности и заполнение пробела в общем, фундаментальном
естественнонаучном образовании студентов.

Курс по выбору “История эволюционного учения” носит мировоз-
зренческий характер и построен таким образом, чтобы вводить необходимые
базовые естественнонаучные понятия для создания представлений об исто-
рии эволюционных идей, о многообразии взглядов на проблему происхож-
дения жизни на Земле.

В этом курсе приводятся основные сведения о доказательствах эволю-
ции органического мира, закономерностях микро- и макроэволюции, о про-
исхождении и развитии жизни на Земле, рассматривается теория антро-
посоциогенеза.

Задачи курса следующие:
— познакомить студентов с историей эволюционных идей, изучить

основные группы доказательств органического мира;
— изучить понятие вида и его критерии, выяснить механизмы репродук-

тивной изоляции в природе, познакомиться со структурой вида, изучить
элементарные эволюционные факторы и их роль в эволюции, рассмотреть
механизмы возникновения адаптаций и видообразования;

— изучить главные направления органической эволюции и пути дости-
жения биологического прогресса; выявить основные пути филогенеза групп
организмов; изучить современную систему органического мира;

— познакомить студентов с многообразием взглядов на проблему проис-
хождения жизни на Земле, изучить сущность современной теории проис-
хождения жизни, рассмотреть основные этапы эволюции растительного и
животного мира на нашей планете;

— рассмотреть движущие силы антропосоциогенеза, показать взаимо-
связь биологических и социальных факторов антропосоциогенеза, изучить
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основные этапы в эволюции человека, доказать существование одного вида
Человек разумный, представленного расами.

Материалы и методы
Объектом исследования данной работы является учебно-воспитатель-

ный процесс, осуществляемый в КрасГАУ. Предметом исследования
являются различные организационные формы и методы обучения.

Результаты и обсуждение
Одним из свойств активного восприятия учебной информации учащи-

мися является ее комплексная подача. Полученные при соблюдении указан-
ных условий знания закрепляются в памяти длительное время. Это делает
педагогический процесс более продуктивным. Для повышения качества и
эффективности занятий, усиления его обучающей, воспитательной и раз-
вивающей функций необходимо выполнение ряда методических условий
по организации и проведению занятий.

Все занятия по дисциплине “История эволюционного учения” по
дидактической цели можно сгруппировать на вводные, занятия изучения
нового учебного материала, обобщающие и зачетные.

Вводные занятия проводятся в начале изучения курса, перед изучением
зачетных разделов, а иногда перед изучением отдельных тем. На вводном
занятии преподаватель устанавливает уровень подготовленности учащихся
к изучению данного раздела, выявляет пробелы в знаниях, и определяет
вопросы, подлежащие повторению, дает индивидуальные задания. Одна из
важных задач вводного занятия заключается в постановке перед учащимися
проблемных вопросов, которые будут решаться в процессе изучения зачет-
ного раздела.

Большинство занятий сводится к изучению нового материала. На них
изучается новый материал, в связи с ним повторяется ранее пройденный, в
конце темы проводится обобщение. Занятия этого типа наиболее разнообраз-
ны и разноплановы. Они различаются по целевой установке, содержанию,
применяемым методам и методическим приемам, характеру использования
и номенклатуре наглядных средств. Использование лекционного метода в
процессе преподавания особенно эффективно в сочетании с семинарскими
занятиями. Семинарские занятия особенно полезно проводить после изуче-
ния учебного материала зачетного раздела или после тем, по которым приме-
нялся лекционный метод.

Основная цель всех обобщающих занятий состоит в повторении и
систематизации знаний. Такие занятия проводятся после изучения материала
зачетного раздела и служат целям подготовки студентов к зачетам. Сущест-
венное значение имеет выявление пробелов в знаниях. Перед обобщающим
занятием преподаватель уточняет по журналу и своим записям, что не дора-
ботано каждым из них. Имея полную картину подготовленности по зачет-
ному разделу, можно заготовить индивидуальные карточки-задания и про-
вести короткую самостоятельную работу по ним. На таком занятии возможно
и проведение письменной зачетной работы.
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Зачетные занятия проводятся после изучения каждого зачетного разде-
ла. На них осуществляется учет знаний учащихся и выставляется зачетная
оценка. Вопросы, применяемые при опросе на зачетах, не могут быть такими
же, как на текущем опросе. При опросе на зачете вопросы должны формули-
роваться так, чтобы студенты могли в своем ответе шире использовать мате-
риал тем зачетного раздела. Вопросы должны отражать сущность учебного
материала. При опросе целесообразно использовать вопросы трех типов:

1. Вопросы, выясняющие знания учащимися теоретического материала.
2. Вопросы, выясняющие знание основных научных фактов, которые

легли в основу соответствующих теорий, законов и т.д.
3. Вопросы, выясняющие интеллектуальные и учебные умения, умения

применять знания в практической деятельности, умения делать обобщения
и выводы.

Зачет обычно включает письменную и устную форму проверки. Письмен-
ной проверке целесообразно подвергнуть знания фактического материала,
а также понимание основных закономерностей и умение применять их в
анализе предложенных примеров и решении простых задач. Вопросы к пись-
менному зачету должны предусматривать краткие и точные ответы. Комп-
лексный зачет требует большой подготовки как студента, так и препода-
вателя. Иногда приходится ограничиваться только письменным зачетом.
В исключительных случаях, чтобы облегчить учащимся сдачу зачета, зачет
принимается по частям. Дифференцированный подход должен иметь место
в процессе обучения и выравнивания знаний учащихся. Но при проверке
знаний студенты должны быть поставлены в равные условия и знания их
оценены максимально объективно.

Правильно поставленная система подготовки учащихся к зачету и мето-
дика его проведения позволяют глубоко проверить их знания и создать нор-
мальную рабочую обстановку в процессе зачета.

Выводы
После завершения курса “История эволюционного учения” студенты

имеют представление об основных доказательствах эволюции органического
мира, о микро- и макроэволюции, о сущности современной теории происхож-
дения жизни, основных этапах эволюции растительного и животного мира
на нашей планете.
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Резюме
Занятия по дисциплине “История эволюционного учения” можно сгруппи-

ровать на вводные, занятия изучения нового учебного материала, обобщающие и
зачетные. Правильно поставленная система подготовки учащихся позволяют глубоко
проверить их знания. В результате студенты имеют необходимое представление об
эволюции органического мира.

The lessons in discipline “History of evolution” can be divided in introduction,
studying of new material, common lessons and term paper. Correctly chosen system
training of students allows to check their knowledge. As the result students have necessary
knowledge about evolution of organic world.
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ДИДАКТИЧНІ ПРОБЛЕМИ СЕЛЕКЦІЙНО-ГЕНЕТИЧНОЇ
ТЕРМІНОЛОГІЇ

Термінологія — це мова науки, складова частина метамови. Вона вклю-
чає елементарні (з одного слова) і складені (поєднання слів і їхніх екві-
валентів) терміни. Слово “термін” походить від латинського “Terminus”, що
за давньоримською міфологією означає ім’я бога-охоронця кордонів і межо-
вих знаків. Давньоримські селяни 23 лютого навіть святкували День термі-
налії [16]. Тому кожен термін має підпорядковуватись значенню слова межа,
тобто обмежувати багатозначність і суб’єктивність та вживатись у чітко
обмеженій певній області значень. Усі дослідники для визначення ідентичних
понять повинні користуватись тільки ідентичними термінами. Терміни
можуть утворюватись зі слів, які не вживаються у загальній лексиці і здебіль-
шого вводяться в науку внаслідок калькування/перекладу з латини або різних
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мов-першоджерел інформації чи зі слів рідної мови, які у певній науковій
області набувають особливого значення [7]. Правильне використання тер-
мінів завжди було й залишається нині основою дидактики [19, 21].

Для пересічного студента складність селекційно-генетичної терміно-
логії пояснюється тим, що більшість її термінів мають іншомовне походжен-
ня. Терміни, що утворені зі слів рідної мови, сприймаються з меншими
труднощами, однак не завжди вживаються правильно. До аграрних універси-
тетів і коледжів (в ідеалі) мають зараховуватись ті випускники середніх
закладів освіти, що у межах програми середньої школи вже засвоїли базові
біологічні, в тім числі селекційно-генетичні, терміни. Однак первинні тесту-
вання студентів, які розпочинають вивчення цитології, генетики, біотех-
нології, селекції і насінництва, здебільшого свідчать про недостатнє знання
та/або розуміння термінології цих навчальних дисциплін.

Саме незнання термінів найбільше обмежує можливості студентів щодо
опанування передбаченими вузівськими програмами знаннями стосовно
цитогенетичних механізмів вдосконалення культурних рослин у процесі
селекції та забезпечення успадковування ознак при розмноженні новоство-
рюваних генотипів; каріології, геномного складу і механізмів функціонуван-
ня та взаємодії генів у процесах морфогенезу; цитогенетичних особливостей
ресинтезу існуючих і синтезу нових видів; цитогенетики статевої організації
гермафродитних, одно- та дводомних роздільностатевих рослин; вміння ана-
лізувати якість пилку, оцінювати рівні статевої (при схрещуваннях) і тканин-
ної (при щепленнях) само- і перехресної несумісності; спроможності розуміти
генетичні, цитологічні і молекулярні механізми та застосовувати біометричні
методи дослідження гетерозису окремих культурних рослин, оцінювати
внесок окремих елементів взаємодії генотип-середовище в загальний ефект
гетерозису; а також отримувати практичні навички аналізу й прогнозування
безпосередніх і віддалених наслідків втручання в генотип рослини при
гібридизації, індукуванні мутацій, поліплоїдизації та застосуванні ДНК-тех-
нологій; вміння підбирати та/або розробляти схеми селекційно-генетичних
досліджень, що відповідають потребам селекційної практики [10–12]. Біль-
шість вжитих у генетиці й селекції термінів запозичені з мов, якими публі-
кували результати своїх досліджень першовідкривачі описуваних явищ і
закономірностей, тому й здаються незвичними для українського (так само
й російського) студента. Крім того, за різкого збільшення україномовних
наукових видань і прискореного переходу на викладання українською мовою
рівнобіжно зросла кількість невдалих калькувань/перекладів з російської,
що трапляються не тільки у тезах доповідей (які не редагуються) чи Інтернет-
виданнях, а й у науковій періодиці і підручниках [4, 8, 9, 14, 15, 18].

Тому актуальність уніфікації селекційно-генетичної термінології, а
також очищення її від невдалих калькувань і запозичень постійно зростає.

Матеріали і методи
Дослідження виконували у 1980–2009 рр. на кафедрі генетики, селекції

рослин та біотехнології Уманського національного університету садівництва
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зі студентами факультетів “Агрономія” та “Плодоовочівництво і виноградар-
ство”. Моніторинг динаміки засвоєння студентами окремих термінів з
генетики й селекції проводили впродовж активованих різними засобами
лекцій, семінарів, внаслідок перевірки, виконаних за індивідуальними
семестровими завданнями письмових робіт, аналізу доповідей студентів на
засіданнях наукового студентського гуртка кафедри тощо, з урахуванням
рекомендацій фахівців з педагогіки і психології [5, 6, 11, 19, 21].

Результати та обговорення
Виконані дослідження показали найбільші прогалини в однозначному

розумінні таких термінів як бекрос, зворотні схрещування, наслідування,
зверхдомінування та ін.

Почнемо з класичного визначення терміну бекрос. Англо-російський
тлумачний словник генетичних термінів [1] пропонує таке визначення:

— backcross — возвратное скрещивание. Скрещивание гибрида
первого поколения с одной из родительских форм; также “backcross” —
бэккросс, т.е. организм, полученный в результате В.с. (бэккроссирования).

Загальнодоступні україномовні Інтернет-словники тлумачать термін
бекрос по-різному. У Словнику англіцизмів зі Словопедії [3] читаємо:

— бекрос — “вид схрещування” — англ. back “зворотний” і англ. cros-
sing “схрещування”.

У такому визначенні нічого не можна заперечити стосовно перекладу
слова crossing, яке дійсно означає англійською схрещування, однак слід
визнати за неоднозначний переклад слова back, що в англійській загальній
лексиці має дуже багато значень, з яких термінологічно найближчі такі —
задня (зворотна) сторона; виворіт, спід; підкладка; зворотний (про течію);
назад, у зворотному напрямі; вказує на зворотну дію. Інші значення слова
back не мають тлумачень близьких за змістом до схрещування. Тому скла-
дений термін backcross не слід було перекладати за побутовими значеннями
його окремих компонентів, а відповідно до використання у науковій лексиці
зробити так, як у вище цитованому Англо-російському тлумачному словнику
генетичних термінів [1]. Укладачі розміщеного на Порталі української мови
та культури Словнику net дипломатично обмежились калькою, уникнувши
при цьому українського перекладу:

— бекрос — схрещування гібрида першого покоління з однією з вихід-
них батьківських форм [2].

Мабуть, зважаючи на потребу спрощення терміну, його слід було б
викласти у такій редакції:

— бекрос — поворотне схрещування. Схрещування гібрида першого
покоління з однією з вихідних батьківських форм.

Однак у деяких джерелах схрещування гібрида першого покоління з
однією з вихідних батьківських форм неправильно називають зворотними
схрещуваннями [4, 15], що порушує одну з найголовніших вимог творення
термінів, а саме уникнення багатозначності. Справа в тім, що термін зво-
ротне схрещування вже використовується як компонент реципрокних
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схрещувань, тобто в системі схрещувань, що включає прямі (АЧБ) схрещу-
вання, у яких генотип А використовується як материнська, а генотип Б —
як батьківська форма, та зворотні (БЧА), у яких вже генотип Б використо-
вується за материнську, а генотип А — відповідно, за батьківську [10, 13].
До того ж переклад обох термінів з української мови на російську цілком
відповідає принципові однозначності, за яким поворотне схрещування пере-
кладаємо як возвратное скрещивание, тобто backcross, тоді як зворотне схре-
щування як альтернатива прямому — обратное скрещивание. В англомовних
публікаціях можна натрапити на таке вживання згаданих термінів як ...hybrid
progeny obtained by direct and reciprocal crossing of cultivars... [20], що україн-
ською буде ...потомство отримане внаслідок прямого и зворотного схрещуван-
ня сортів... Тут reciprocal crossing у парі з direct означає зворотне схрещування.

Ще більше неточностей допускається в селекційно-генетичних публі-
каціях за хибного вживання терміну наслідування у значенні успадковування
[8, 9, 14]. У російській мові слово “наследование” вживане у таких значен-
нях — діставання (отримування) у спадщину (спадок), успадковування,
(успадкування, спадкування). Співзвучне українське слово “наслідування”
можна віднести до групи слів, які називають “поганими друзями перекла-
дача”, тому що наслідування перекладається на російську — подражание
(кому, чему). Саме у цьому значенні термін вживають не тільки пересічні
українці, а й фахівці-психологи [5] й біологи [10, 17]. Так у Тестах до Розді-
лу 1. Ботаніка на стор. 606 у прикладах відповіді на завдання 2808 натрапимо
на однозначне і цілком слушне використання терміну наслідування:

Для мімікрії характерно:
1) наслідування забарвлення чи форми добре захищених організмів

погано захищеними;
2) модель і імітатор мешкають в одній місцевості;
3) кілька захищених видів нагадують одне одного за забарвленням і

формою;
4) не має значення для імітатора місце проживання моделі;
5) наслідування моделями поведінкових рефлексів.
На жаль, в окремих публікаціях на селекційно-генетичну тематику

можна натрапити на протилежні приклади неправильного використання
цього терміну:

— ...знаючи елементарні правила наслідування Менделя... [8], замість
успадковування;

— ...аналіз наслідування окремих контрастних (альтернативних) ознак...
[9], замість успадкування;

— ...ознаками та наслідування їх в потомстві... [14], замість успадковування.
Невдалий переклад з російської терміну сверхдоминирование як зверх-

домінування [18] менш поширене і його можна визнати за погану кальку,
якої слід уникати, адже більш точний переклад цього терміну наддомінування
давно використовується в україномовних наукових джерелах і підручниках
[10, 13].
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Висновок
Впорядкування селекційно-генетичної термінології є одним з визначаль-

них засобів швидкого засвоєння студентами біологічних спеціальностей
запланованої навчальними програмами фахової інформації і сприятиме
підвищенню якості підготовки фахівців для аграрного сектора економіки і
аграрної науки.
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Резюме
Впорядкування селекційно-генетичної термінології є одним з визначальних

засобів швидкого засвоєння студентами біологічних спеціальностей запланованої
навчальними програмами фахової інформації і сприятиме підвищенню якості під-
готовки фахівців для аграрного сектора економіки і аграрної науки.

Упорядочение селекционно-генетической терминологии является одним из опре-
деляющих средств быстрого усваивания студентами биологических специальностей
запланированной учебными программами профессиональной информации и будет
способствовать повышению качества подготовки специалистов для аграрного сек-
тора экономики и аграрной науки.

The necessity to coin and standardize of Ukrainian terminology used in genetics,
breeding and seed farming are discussed. Further perfection of term formation and
definition for quick learning scheduled professional information by students will promote
to raise the specialist quality for agrarian sector of economic and agrarian science.

ПІСКУН Р.П., НІКОЛАЄНКО О.О., ВАЩУК А.А., ШЕВЧУК Т.І.,
ГОРБАТЮК С.М.
Вінницький національний медичний університет ім.. М.І.Пирогова,
Україна, 21021, Вінниця -21, вул. Пирогова, 56, e-mail: piskyn2006@mail.ru

ВИКЛАДАННЯ МЕДИЧНОЇ ГЕНЕТИКИ В МЕДИЧНОМУ ВУЗІ
В СВІТЛІ БОЛОНСЬКОГО ПРОЦЕСУ

Найбільш важливою для практичних завдань охорони здоров’я галуззю
генетики людини є медична генетика. Іноді її розглядають не як розділ гене-
тики людини, а як самостійну галузь загальної генетики. Медична генетика
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досліджує поширення, етіологію, патогенез, перебіг спадкових хвороб, роз-
робляє системи діагностики, лікування, профілактики і реабілітації хворих
спадковими захворюваннями і диспансеризацію їх родин, а також вивчає
роль і механізми спадкової схильності при захворюваннях людини. Але вели-
ке значення для медицини мають і інші генетичні дисципліни. Перш за все,
це пов’язано з біологічною універсальністю фундаментальних законів і поло-
жень генетики, вперше встановлених на експериментальних об’єктах і під-
тверджених клінічними спостереженнями і дослідженнями для людини.

В нашому медичному університеті згідно з Болонським процесом гене-
тика викладається для студентів медичних факультетів в І семестрі в рамках
залікового кредиту — Модуля ІІ: “Організмовий рівень організації життя.
Основи генетики людини” включає 2 змістових модуля, які безпосередньо
стосуються генетики і мають наступну структуру (табл. 1) [1].

В межах третього змістового модуля розглядаються методи, які викорис-
товуються генетикою і які можна умовно поділити на дві групи — власне
генетичні методи і методи суміжних біологічних і медичних дисциплін,
застосування яких в генетиці обумовлено спадковими ознаками, які вивча-
ються біохімічними, анатомічними, фізіологічними, психічними тощо. Цент-
ральне місце серед власне генетичних методів займає генетичний аналіз:
комплексний метод, призначений для виявлення закономірностей передачі
від батьків до нащадків тих чи інших ознак і прояв їх в онтогенезі. Головним
принципом генетичного аналізу є кількісний облік ознак, які вивчаються в
групах особин, зв’язаних між собою певними ступенями родинності. В екс-
периментальній генетиці це досягається при допомозі систем схрещувань і
гібридологічного аналізу, а в медичній генетиці — з допомогою генеалогіч-
ного аналізу [3]. В генетичному аналізі використовують і багато інших мето-
дів: онтогенетичний, імуногенетичний, порівняльно-морфологічний та по-
рівняльно-біохімічні методи, методи біотехнології, різноманітні математичні
методи тощо.

До спеціальних видів генетичного аналізу відносять хромосомний
аналіз, при якому вивчення становлення структурно-функціональних ознак
організмів поєднується з аналізом структури і поведінки окремих хромосом.
В зв’язку з розвитком методів генетичної інженерії і біотехнології можли-
вості аналізу генетичних структур і процесів на молекулярному рівні істотно
розширились. Генетичний аналіз широко використовує статистичні (біомет-
ричні) методи, без яких неможливо достовірно встановити характер передачі
спадкової інформації.

Підсумовуючи знання з медичної генетики на останньому занятті перед
тим, як студенти здають практичні навички з “Закономірностей спадковості
та мінливості”, “Методів вивчення спадковості людини. Спадкових хвороб”
викладачі знайомлять їх з найбільш поширеним і ефективним методом про-
філактики спадкових хвороб і вроджених вад розвитку — медико-генетич-
ним консультуванням, яке направлене на попередження появи в сім’ї хворих
дітей. Використовуючи вивчений матеріал ми показуємо як лікар-генетик
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Таблиця 1
Структура залікового кредиту — модуля 2:
“Організмовий рівень організації життя. Основи генетики людини”

Тема Лекції
Прак-
тичні
заняття

Само-
стійна
робота
студента

Індивідуальна
робота

Змістовий модуль 2
“Закономірності спадковості та мінливості”

10. Організмовий рівень реалізації
генетичної інформації. Прояви основних
закономірностей успадкування на
прикладі менделюючих ознак людини
(моно-, ди- та полігбридне схрещування)

1 2 1

11. Взаємодія алельних і неалельних
генів. Явище плейотропії. Множинний
алелізм. Генетика груп крові

2 2 2

12. Зчеплене успадкування. Генетика
статі 1 2 1

13. Мінливість у людини як властивість
життя і генетичне явище: фенотипова та
генотипова мінливість

2 2 1

Всього за змістовий модуль 2 6 8 5

Змістовий модуль 3
“Методи вивчення спадковості людини. Спадкові хвороби ”

14. Основи медичної генетики. Методи
вивчення спадковості
людини.Генеалогічний, близнюковий,
дерматогліфічний методи

1 2 1,5

15. Хромосоомні хвороби.
Цитогенетичний метод їх діагностики 1 2 1

16. Молекулярні хвороби. Біохімічний
метод і ДНК-діагностика 1 2 1,5

17. Популяційно-статистичний метод.
Медико-генетичне консультування 1 2 1

18. Практичні навички змістових
модулів 2 і 3 “Закономірності спадковості
та мінливості”, “Методи вивчення
спадковості людини. Спадкові хвороби”

- 2 1

Всього за змістовий модуль 3 4 10 6

Підготовка
огляду нау-
кової літера-
тури, роз-
в’язування
ситуаційних
задач
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розраховує ризик народження дитини з важкою спадковою патологією і дає
рекомендації щодо подальшого дітонародження в даній сім’ї.

Таким чином, застосування досягнень генетики в практичній медицині
сприяє попередженню народження дітей з спадковими захворюваннями і
вродженими вадами розвитку, ранньою діагностикою і лікуванням хворих.

Таблиця 2
Структура залікового кредиту модуля: “Сучасні проблеми молекулярної біології”

Тема Лекції
Семі-
нарські
заняття

СРС Індивідуальна СРС

Змістовий модуль 1. Молекулярні основи спадковості
Тема 1. Предмет і задачі
молекулярної біології 2 2

Тема 2. Макромолекули, як об’єкти
вивчення молекулярної біології 4 2 10

Тема 3. Експресія генів та її регуляція 2 2 4
Тема 4. Організація геномів
неклітинних та клітинних організмів 2 2 8

Змістовий модуль 2. Молекулярні основи спадкових
захворювань

Тема 5. Молекулярні механізми
генних, хромосомних та геномних
мутацій

2 2 6

Тема 6. Регуляція клітинного циклу.
Апоптоз. Онкогенетика 2 2

Змістовий модуль 3. Сучасні питання генних технологій
Тема. 7. Дослідження нуклеїнових
кислот.
Методи ДНК-діагностики

2 2 5

Тема 8. Методи генної інженерії 2 3
Тема 9. Клонування організмів та
клітин 5

Індивідуальна самостійна робота за
вибором 6

Тема 10. Контроль засвоєння модуля
“Сучасні проблеми молекулярної
біології”

2 9

Огляд наукової
літератури,
написання
рефератів,
науково-
дослідницька
робота в
генетичних
лабораторіях,
підготовка
наукових
доповідей на
засіданнях
наукового гуртка
і студентській
науковій
конференції,
участь
у міжвузівських
олімпіадах
з медичної біології
тощо.

ВСЬОГО ГОДИН 16 14 60
КРЕДИТІВ EСTS — 3
Аудиторна робота — 33%; СРС — 67%
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В наш час спадковість вивчається на всіх рівнях: молекулярному,
клітинному, організменому і популяційному. Сучасна генетика характери-
зується поглибленням всіх її розділів до молекулярного рівня дослідження,
розвитком сітки міждисциплінарних підходів, особливо в контакті з фізико-
хімічною біологією, кібернетикою, проникненням генетичної методології і
підходів в усі біологічні науки, а також в антропологію та загальну патологію
людини.

В зв’язку з цим на нашій кафедрі в ІІ семестрі студентам читається
елективний курс “Сучасні проблеми молекулярної біології”, який має таку
структуру (табл. 2) [2].

В основі знань молекулярної біології і медицини лежать базові теоре-
тичні уявлення про будову, властивості і функції білків та нуклеїнових кислот,
сутності генетичного коду, механізмів транскрипції і трансляції.

Одним з найважливіших висновків вивчення геному людини є швидкий
розвиток молекулярної генетики — генетики, основаної на діагностиці, ліку-
ванні і профілактиці захворювань за допомогою нуклеїнових кислот та білків.
На даний момент формування висококласного спеціаліста медичного і стома-
тологічного профілю неможливе без знання сучасних методів, можливостей
та перспектив розвитку молекулярної генетики і її практичного застосуван-
ня — генної терапії.

Генна терапія не просто усуває певні симптоми захворювання, а корек-
тує функції клітин і організму в цілому. Її терапевтичний ефект може дося-
гатися різними шляхами: заміна “хворого” гена на “здоровий”, направлена
корекція структури і, відповідно, функції “хворого” гена, часткове або повне
пригнічення “хворого” гена [4].

Першочерговим завданням медичної генетики стали оцінка і наступне
тривале динамічне спостереження (моніторінг) за можливими негативними
генетичними наслідками застосування хімікатів та інших техногенних факто-
рів, присутніх в навколишньому середовищі, як для самої людини, так і для
тварин, рослин і мікроорганізмів екологічного середовища людини [5]. Зна-
чення генетичного моніторінга факторів навколишнього середовища тим
більш значне, що мутагенез поряд з тератогенезом і канцерогенезом складає
основний комплекс віддалених небезпечних наслідків підвищеної концент-
рації біологічно активних факторів в біосфері. Тому генетико-гігієнічне нор-
мування змісту подібних факторів в навколишньому середовищі є обов’яз-
ковим компонентом профілактики захворювань людини.
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Резюме
На практичних заняттях з медичної генетики розглядаються як питання гене-

тичного контролю механізмів функціонування організму людини на різних рівнях
його організації так і застосування досягнень геноміки, генної терапії в діагностиці,
лікуванні і профілактики захворювань.

На практических занятиях по медицинской генетики рассматриваются как
вопросы генетического контроля механизмов функционирования организма чело-
века на разных уровнях его организации так и применение достижений геномики,
генной терапии в диагностике, лечении и профилактике заболеваний.

Both the questions of genetic control of human organism functioning mechanisms
at various levels of its organization and application of genomics, genetic therapy achieve-
ments in diagnosis, treatment and prophylaxis of diseases are highlighted at the medical
genetic practical lessons.
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