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В последние десятилетия в
окружающей среде сущест-
венно возросло содержание
индукторов биосинтеза цито-
хрома Р450, проявляющих ге-
нотоксическую активность,
увеличивающих риск дестаби-
лизации генома и появления
хромосомных аберраций [1] . У
ряда соединений такого рода
была установлена канцероген-
но-промоторная активность. К
промоторам канцерогенеза
относятся полихлорированные
ароматические углеводороды,
а также некоторые бицикли-
ческие барбитураты (фенобар-
битал и др.) [1; 2] . Как было
установлено, данные соедине-
ния ингибируют апоптоз кле-
ток и во многих случаях про-
являют митогенную актив-
ность [1; 3; 4]. Известно, что
полихлорированные аромати-
ческие углеводороды и, в мень-
шей степени, фенобарбитал
являются лигандами Ah-ре-
цепторов (aromatic hydrocar-
bone). Через их посредство
осуществляется индукция био-
синтеза соответствующих изо-
форм цитохрома Р450. Комп-
лекс Ah-рецептор — лиганд
частично фосфорилируется
протеинкиназой С (ПКС), при-
обретая митогенную актив-
ность [3]. С другой стороны,
нами было выявлено, что дан-
ные соединения ингибируют
ксантиноксидазу и синтазу
оксида азота [4–6] — основ-
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ные продуценты супероксид-
ных радикалов и NО соответ-
ственно. В результате снижа-
ется активация протеинкина-
зы 1, регулирующей апопто-
генный сигнал (ASK 1 — apop-
tosis signal-regulating kinase 1).
Активация ASK 1 сводится к
диссоциации фермента от тио-
редоксина вследствие модифи-
кации реактивных тиоловых
групп супероксидным радика-
лом и NO [7; 8].
Выдвигались предположе-

ния также о негативном воз-
действии этих соединений на
митотический режим (МР) кле-
ток, наиболее серьезными на-
рушениями которого являют-
ся патологические формы ми-
тозов — неправильное распре-
деление хромосом и образова-
ние ядер с несбалансирован-
ным кариотипом [9].
Тем не менее, действие дан-

ных соединений на митотичес-
кий режим клеток, активность
поли-(АДФ-рибоза)-полимера-
зы (ПАРП, фермент репара-
ции фрагментированной ДНК,
расщепляющейся каспазами в
ходе апоптоза клеток), проте-
инкиназы ASK 1 (индуцирует
апоптогенный МАР-киназный
каскад реакций, приводящий к
активации р53 и АР-1), ПКС
(группа серин/треониновых
протеинкиназ, активирующих
клеточное деление) и фрагмен-
тацию ДНК практически не
изучено. Изучению этих во-

просов посвящена настоящая
работа.

Материалы и методы
исследования

Цитоморфологические ис-
следования. В экспериментах
использовали крыс-самцов ли-
нии Вистар (5 мес, масса —
200±20 г), которых разделили
на 4 группы по 5 животных.
Крысы первой группы были
интактными. Крысам второй
группы в течение пяти суток
вводили фенобарбитал дозой
5 мг/кг (водный раствор); жи-
вотным третьей группы в те-
чение двух суток вводили
ДДЕ (основной метаболит
ДДТ) дозой 10 мг/кг (раствор
в персиковом масле). Живот-
ным четвертой группы — од-
новременно вводили фенобар-
битал и ДДЕ (теми же дозами
и в тех же условиях). Перо-
ральные введения производи-
ли с интервалом в 24 ч. Через
24 ч после последнего введе-
ния крыс под эфирным нарко-
зом декапитировали и изоли-
ровали у них печень. Кусочки
печени фиксировали по Кар-
нуа, парафинировали и гото-
вили срезы толщиной 6 мкм.
На срезах, окрашенных желез-
ным гематоксилином [10], изу-
чали МР гепатоцитов. Иссле-
дование МР включало оценку
следующих цитологических
параметров: уровня митоти-
ческой активности (МИ — ми-
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тотический индекс, количе-
ство митозов на 1000 клеток),
количества клеток, находящих-
ся на различных стадиях мито-
за (%); относительного коли-
чества всех патологических
митозов (ПМ) в % от общего
количества делящихся клеток;
относительного количества
разновидностей ПМ (в % от
их общего количества); вели-
чины метафазно-профазного
индекса (МПИ — отношения
количества метафаз к количе-
ству профаз). Метафазный ин-
декс (МИ) определяли путем
подсчета всех находящихся в
поле зрения микроскопа гепа-
тоцитов, делящихся митозом
при увеличении 90×10. Пато-
логические митозы характери-
зовали в соответствии с мор-
фофизиологической классифи-
кацией [9], основу которой со-
ставляют нарушения физиоло-
гических и биохимических про-
цессов, обеспечивающих нор-
мальное протекание митоза.
По данной классификации вы-
деляют три типа митотичес-
кой патологии: повреждение
хромосом, нарушения митоти-
ческого аппарата клетки и на-
рушения цитотомии.
Биохимические исследова-

ния. Изучали действие промо-
торов канцерогенеза — ДДТ и
фенобарбитала на активность
ПАРП, протеинкиназы ASK 1,
ПКС и фрагментацию ДНК.
Влияние ДДТ на актив-

ность ПАРП, протеинкиназы
ASK 1, ПКС и фрагментацию
ДНК in vivo изучали на 10 од-
нопометных самках крыс ли-
нии Вистар массой тела (100±
20) г в возрасте 3 мес. Крыс
разделили на две группы (по 5
животных), первой из которых
(контрольная) ежедневно в те-
чение 3 дней с интервалом в
24 ч внутрибрюшинно вводи-
ли по 0,2 мл персикового мас-
ла, а второй (опытная) — ра-
створ ДДТ в персиковом мас-
ле из расчета 20 мг/кг массы
тела по той же схеме. Через
120 мин после последней инъ-
екции крыс декапитировали,
изолировали печень, которую

гомогенизировали согласно
требованиям соответствую-
щих методик исследования.
Для изучения влияния фено-

барбитала на активность
ПАРП, протеинкиназы ASK 1,
ПКС и фрагментацию ДНК
использовали по 10 однопо-
метных крыс-самок линии Ви-
стар в возрасте 5 мес, массой
(200±30) г. Животные первой
группы (10) были контрольны-
ми и получали перорально по
0,2 мл дистиллированной во-
ды. Животные второй группы
(10) получали перорально сус-
пензию фенобарбитала в дис-
тиллированной воде из расче-
та 20 мг на 1 кг массы тела.
Введение производили ежед-
невно в течение 30 дней с ин-
тервалом в 24 ч. Через 2 ч пос-
ле последней инъекции крыс
декапитировали и немедленно
изолировали печень, которую
гомогенизировали согласно
требованиям соответствую-
щих методик исследования.
Активность ПАРП опреде-

ляли методом, основанным на
электрофоретическом отделе-
нии поли-АДФ-рибозилиро-
ванных белков с последую-
щим определением количества
поли-АДФ-рибозы в их соста-
ве [11] .
Активность ASK 1 опреде-

ляли по описанной ранее мето-
дике [12] . Гомогенат готовили
на 0,02 М трис-НС1-буфере
(рН 7,5), содержащем 150 мМ
NaCI, 5 мМ ЭДТА и 1 мМ
NH4VO3, центрифугировали
15 мин при 20 000 g и суперна-
тант в количестве 0,1 мл вно-
сили в реакционную систему,
содержащую 2,7 мл инкубаци-
онной среды (0,02 М трис-
НС1-буфер (рН 7,5), содержа-
щий 20 мМ MgCl2 и 0,3 мМ
АТФ) и 0,2 мл раствора экзо-
генного субстрата — основ-
ного пептида миелина крупно-
го рогатого скота, присоеди-
ненного к агарозе через спей-
сер-аспартат. Пробы инкуби-
ровали 30 мин при 37 °С, суб-
страт осаждали и определяли
количество фосфатных групп
в нем. Активность ASK 1 вы-

ражали в единицах, соответ-
ствующих количеству фос-
фатных групп, присоединен-
ных к субстрату в течение
1 мин на 1 мг белка.
Активность ПКС определя-

ли по методике [13], основан-
ной на изменении направления
движения в агарозном геле
(движется к положительно за-
ряженному электроду, вслед-
ствие приобретения кислых
свойств после фосфорилирова-
ния) щелочным пептидным
субстратом нейрогранином
после фосфорилирования ПКС
в нашей модификации, состо-
ящей в том, что в опытах ис-
пользовали 2%-й агарозный
гель, приготовленный на 1 М
трис-НС1 буфере.
Фрагментацию ДНК оце-

нивали спектрофотометричес-
ким методом [14] . Статисти-
ческую обработку результа-
тов исследований проводили в
соответствии с t-критерием
Стьюдента.

Результаты исследования
и их обсуждение

Биохимические данные. В
печени крыс, получавших
ДДТ, активность ПАРП была
достоверно повышена (рис. 1,
а). При этом уровень фраг-
ментированной ДНК досто-
верно не изменялся (рис. 1, б).
Активность ПКС была досто-
верно повышена (рис. 2, а),
чему соответствовало сниже-
ние активности протеинкина-
зы ASK 1 (рис. 2, б).
Аналогичная картина —

повышение активности ПАРП,
ПКС и снижение активности
ASK 1 — наблюдалась в пече-
ни животных, получавших фе-
нобарбитал (см. рис. 1 и 2).
Уровень фрагментированной
ДНК в данном случае также
достоверно не изменялся см.
(рис. 1, б).
Активация ПКС свидетель-

ствует об индукции клеточно-
го деления. В данном случае
активацию фермента можно
объяснить, во-первых, взаимо-
действием агентов с Ah-ре-
цепторами (субстрат ПКС), а,
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во-вторых, — снижением об-
разования непосредственного
ингибитора ПКС оксида азо-
та, так как ДДТ и фенобарби-
тал ингибируют синтазу NO.
Тем не менее, индукция деле-
ния клеток, сопровождающая-
ся сокращением фазы S или
G2 клеточного цикла, приво-
дит к различным повреждени-
ям и разрывам ДНК, репари-
руемым ПАРП, что объясняет
активацию этого фермента в

печени крыс, получавших
ДДТ и фенобарбитал. Несмот-
ря на то, что повреждения
ДНК репарируются, сокраще-
ние фазы G2 клеточного цик-
ла приводит к различного
рода нарушениям процессов
сигнальной трансдукции, от-
ветственных за подготовку к
нормальному митотическому
делению, в результате чего во
много раз возрастает вероят-
ность протекания митоза в па-

тологической форме. В ре-
зультате возникают различно-
го рода нарушения МР кле-
ток. Действие ДДТ и фенобар-
биталзависимой активации
ПКС на клеточный цикл отра-
жено на схеме (рис. 3).
Ингибирование протеинки-

назы ASK 1 скорее всего свя-
зано с ДДТ- и фенобарбитал-
зависимым подавлением обра-
зования активных форм кис-
лорода и оксида азота, необ-
ходимых для активации ее пу-
тем диссоциации от тиоредок-
сина. Ингибирование активно-
сти данного фермента свиде-
тельствует о торможении ак-
тивности апоптогенного МАР-
киназного каскада реакций,
приводящих к активации глав-
ного апоптогенного белка р53
и АР-1.
Морфологические данные.

Из табл. 1 видно, что у крыс
2-й группы (введение фенобар-
битала) МИ увеличился почти
в 2 раза по сравнению с интакт-
ными крысами. Различные
формы патологических мито-
зов (ПМ) наблюдались у 35 %
всех пролиферирующих кле-
ток. Наблюдались также изме-
нения количества клеток, нахо-
дившихся в разных фазах деле-
ния. В результате метафазно-
профазный индекс увеличился
на 10 %. Только 10 % всех ПМ
характеризовались поврежде-
нием хромосом, все остальные
клетки были с нарушениями
митотического аппарата. Из
них 37 % составили клетки с
колхициноподобным митозом
(К-митоз) (табл. 2).
В 3-й группе крыс (введе-

ние ДДЕ) сдвиги МР гепатоци-
тов в целом напоминали тако-
вые во 2-й группе животных,
но выражены они были ярче.
Так, МИ увеличился на 66 %,
а величина МПИ — на 57 %
относительно такового интакт-
ной группы крыс. Доля ПМ
выросла до 43 % от общего
количества пролиферирую-
щих клеток. Количество кле-
ток с повреждением митоти-
ческого аппарата составило
93 %, из них клеток с К-мито-

Рис. 3. Влияние ДДТ и фенобарбиталзависимой активации ПКС на
клеточный цикл сокращение фазы цикла
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Рис. 1. Влияние ДДТ и фенобарбитала на активность ПАРП (а) и
фрагментацию ДНК (б) в печени крыс.

Примечание. Для рис. 1 и 2: белые столбики — контроль, серые: 1 —
ДДТ; 2 — фенобарбитал

Рис. 2. Влияние ДДТ и фенобарбитала на активность ПКС (а) и ASK 1
(б) в печени крыс
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зом — 71 % от общего количе-
ства ПМ. Доля клеток с по-
вреждением хромосом соста-
вила 7 %. У крыс 2-й и 3-й
групп К-митоз оказался самой
частой разновидностью ати-
пических митозов. Эта форма
патологии митоза существует
в нескольких вариантах, но
суть их сводится к задержке
или блокаде деления в метафа-
зе, возникающих вследствие
дезорганизации структур ми-
тотического аппарата. В слу-
чаях, когда течение К-митоза
приводит к рассеиванию хро-
мосом исходом такого деления
может быть образование тет-

раплоидных клеток и микро-
ядер, не отрицается возмож-
ность появления и анеуплоид-
ных клеток [15–17].
У крыс 4-й группы (соче-

танное введение фенобарбита-
ла и ДДЕ) изменения МР были
максимально выраженными;
МИ увеличился в 2,7 раза по
сравнению с интактными жи-
вотными. При этом 45 % всех
пролиферирующих клеток име-
ли различные формы патоло-
гии митоза. Заметно расши-
рился и спектр ее разновиднос-
тей (9 форм против 6 в 3-й
группе крыс). В результате
роста количества метафаз

Таблица 1

Изменения митотического режима гепатоцитов крыс в контрольной и опытных группах

         

  Группы крыс МИ, %

        Соотношение фаз митоза, % Индекс  Число
метафаза/ патологи-

профаза метафаза анафаза телофаза
профаза ческих

митозов,
%

Интактные 0,44±0,06 25,6 35,7 16,8 21,9 1,43 1,6

Фенобарбитал 0,86±0,10 31,6 50,0 10,0 8,3 1,57 35,0

Р<0,01
ДДЕ 0,73±0,08 22,2 50,0 16,6 11,1 2,25 43,0

Р<0,01

Фенобарбитал + ДДЕ 1,18±0,11 21,2 53,1 12,8 13,0 2,47 45,0
Р<0,001

Таблица 2

Формы и частота патологических митозов в гепатоцитах крыс, %

                            
Формы патологических  митозов

                             Группы крыс

1-я 2-я 3-я 4-я
Патологические митозы с повреждением хромосом:

— отставание хромосом в метафазе 1,6 0 0 23,0
— мосты 0 3,3 2,85 2,3
— отставание хромосом в анафазе 0 0 0 2,3
— микроядра 0 0 0 3,0

Итого: 1,6 3,3 2,85 30,6

Патологические митозы с повреждением митотического
аппарата:

— К-митоз (комковатая метафаза и рассеивание 0 11,6 28,5 6,6
гиперспирализованных хромосом)

— асимметричный митоз 0 1,6 0 3,3
— полая метафаза 0 3,3 2,85 2,2
— трехгрупповая метафаза 0 1,6 2,85 1,1
— моноцентрический митоз 0 0 0 1,1
— многополюсный митоз 0 0 2,85 0
— кольцевая метафаза 0 8,3 0 0
— рассеивание хромосом 0 5,0 2,85 0

Итого: 1,6 31,4 39,9 14,3

МПИ составил 173 % от уров-
ня контроля. И, наконец, в от-
личие от 2-й и 3-й групп крыс,
подавляющее количество ати-
пических митозов (78 %) были
с повреждением хромосом, из
них 51 % приходился на долю
клеток с отставанием хромо-
сом в метафазе (рис. 4).
Согласно существующим

представлениям, данная фор-
ма патологии митоза обу-
словлена повреждением кине-
тохора хромосомы, показано
также, что исходом такого
митотического деления явля-
ется образование микроядер и
анеуплоидных клеток [16; 18] .
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Выводы

Морфологические исследо-
вания показали, что наруше-
ния МР, возникающие под вли-
янием фенобарбитала и ДДЕ
— основного метаболита
ДДТ, имеют черты сходства
по большинству цитологичес-
ких показателей. Это стимуля-
ция пролиферации клеток, ис-
кажение нормальных соотно-
шений фаз митоза, увеличение
количества ПМ, преимуще-
ственное повреждение митоти-
ческого аппарата делящейся
клетки, но не хромосом. И, на-
конец, доминирующей формой
патологии был К-митоз. На

наш взгляд, К-митоз не явля-
ется основной причиной анеу-
плоидии клеток, к тому же не-
которые его варианты, как
например комковатая метафа-
за (см. 3 рис. 4),  завершают-
ся гибелью и элиминацией
клетки [17] . Более того, в ли-
тературе встречаются ссылки
на то, что большинство вари-
антов К-митоза являются «ле-
тальными» митозами [18] .
При сочетанном введении

фенобарбитала и ДДЕ наблю-
дается потенцирование нега-
тивных эффектов каждого из
них на клеточный цикл и тече-
ние митоза. Наиболее суще-
ственными признаками нару-

шения МР гепатоцитов при
этом были максимальное уве-
личение количества и спектра
разновидностей аномально де-
лящихся клеток, а также пре-
обладание среди них митозов
с повреждением хромосом.
Комплекс перечисленных при-
знаков представляет наиболь-
шую опасность для стабиль-
ности генома клетки. И, нако-
нец, в условиях торможения
механизма апоптоза, обуслов-
ленного ингибированием про-
теинкиназы ASK 1, что пока-
зано в наших исследованиях,
вероятность нарушения гене-
тического «гомеостаза» суще-
ственно возрастает.

Рис. 4. Патологические митозы в гепатоцитах крыс: 1 и 7 — отставание хромосом
в метафазе; 2 — асимметричный митоз; 3 — К-митоз, комковатая метафаза; 4 —
К-митоз, рассеивание гиперспирализованных хромосом; 5 и 8 — трехгрупповая
метафаза; 6 — хроматидный мост; 9 — дистрофические изменения гепатоцитов.
Окраска железным гематоксилином. Ув. 90×10

7 8 9

4 5 6

1 2 3
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В целом результаты пред-
ставленного исследования
подтверждают ранее выдви-
нутое положение [2] о возрас-
тании риска нарушений МР и
канцерогенеза для лекарствен-
ных веществ, метаболизируе-
мых при участии оксигеназ в
регионах с загрязнением эко-
токсикантами — индуктора-
ми цитохромов Р450.
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ВЛИЯНИЕ ФЕНОБАРБИТАЛА И ПОЛИХЛОРБИФЕНИ-

ЛОВ НА АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ, СОПРЯЖЕННЫХ С
РЕГУЛЯЦИЕЙ АПОПТОЗА, МИТОТИЧЕСКИЙ РЕЖИМ И
ФРАГМЕНТАЦИЮ ДНК КЛЕТОК ПЕЧЕНИ КРЫС

Изучено действие фенобарбитала и промоторов канце-
рогенеза — ДДТ и ДДЕ — на активность ферментов, регу-
лирующих апоптогенный сигнал, митотический режим (МР)
и фрагментацию ДНК клеток печени крыс. Установлено до-
стоверное повышение активности ПАРП и ПКС, а также
существенное снижение активности протеинкиназы АSК 1
под влиянием ДДТ и фенобарбитала в печени крыс. Уро-
вень фрагментированной ДНК при этом существенно не
изменялся. Цитоморфологические исследования выявили
аналогичные нарушения митотического режима клеток под
влиянием фенобарбитала и ДДЕ — основного метаболита
ДДТ, выразившиеся в стимуляции пролиферации клеток,
искажении нормальных соотношений фаз митоза, росте
числа патологических митозов и повреждениях митотичес-
кого аппарата делящейся клетки, но не хромосом.
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PHENOBARBITAL AND POLYCHLORBIPHENYLES

EFFECT ON ACTIVITY OF ENZYMES ATTENDED WITH
APOPTOSIS REGULATION, MITOTIC REGIME AND
FRAGMENTATION OF DNA OF RATS HEPATOCYTES

The effect of phenobarbital and cancerogenesis promoters
DDT and DDE on activity of enzymes, which are regulating
apoptogenic signal, mitotic regime and fragmentation of DNA
of rats hepatocytes was studied. Authentic increasing of poly-
(ADP-rybose)-polymerase and proteinkynase C activities and
decreasing of apoptosis signal-regulating kinase under the
effect of DDT and phenobarbital in rats liver were observed.
The level of fragmentation of DNA had no essential changes.
Cytomorphological studies revealed analogous violations of
mitotic regime of cells under effect of phenobarbital and DDE
(the principal DDT metabolite), which were  expressed in
stimulation of cell proliferation, distortion of normal
alignments of mitotic phases, increasing of number of
pathologic mitoses and alterations of mitotic apparatus of
dividing cell, except of chromosomes.
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