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Актуальность темы: Вопрос о строении и функционировании материальных основ наследственности — хромосом — является одним из ключевых вопросов генетики человека. Хромосомы, являющиеся носителями генов, определяют наследственные свойства клеток и организмов.

В процессе функционирования хромосомы претерпевают структурноморфологические преобразования. Самоудвоение и закономерное распределение хромосом по дочерним клеткам при клеточном делении обеспечивает передачу наследственных свойств организма в ряду поколений. Возможные нарушения этих процессов влекут за собой серьезные патологические изменения. В настоящее время доказано, что результатом изменения структуры хромосом являются не только хромосомные болезни, но и целый ряд онкологических заболеваний.

Изучение морфологии отдельных хромосом человека в норме и патологии является задачей цитогенетического метода.

Для правильного понимания значения наследственности в патологии человека необходимо знать особенности морфологического строения и химического состава хромосом и кариотипа в целом. 

Цель: Изучить строение хромосом человека, уяснить понятия кариотип, кариограмма, идиограмма, ознакомиться с основными принципами цитогенетического анализа, понимать его значение в диагностике хромосомных болезней.

ИНФОРМАЦИОННЫЙ МАТЕРИАЛ

УРОВНИ ОРГАНИЗАЦИИ ХРОМАТИНА И СТРОЕНИЕ ХРОМОСОМ

Хромосомы — это нуклеопротеиновые тела, в которых хранится, передается потомству и реализуется наследственная информация.

Хромосомы, как "окрашивающиеся тела" были открыты в митотически и мейотически делящихся клетках классиками цитологии Флеммингом и Страсбур-

гером (W. Flemming, 1882; E. Strasburger, 1884). Свое название хромосомы полу-

чили благодаря способности интенсивно окрашиваться основными красителями. Термин "хромосома" был предложен в 1888 году W. Waldeyer.

Химический состав хромосом

В основе строения хромосомы лежит хроматин — сложный комплекс ДНК, белков, РНК и других веществ, входящих в хромосому.

Масса белка почти в 2 раза превышает массу ДНК. Белки в составе хроматина очень разнообразны, но их можно разделить на две группы: гистоновые и негистоновые белки.

Гистоны — сильноосновные белки. Их щелочность связана с их обогащенностью основными аминокислотами (главным образом лизином и аргинином). Препарат суммарных гистонов можно разделить на 5 фракций: H1, H2A, H2B, H3, H4.

Гистоны синтезируются на полирибосомах в цитоплазме, этот синтез начинается несколько раньше репликации ДНК. Синтезированные гистоны мигрируют из цитоплазмы в ядро, где и связываются с участками ДНК.
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Взаимодействие гистонов с ДНК происходит за счет ионных связей. Гистоны выполняют структурную функцию — обеспечивают специфическую укладку хромосомной ДНК, а также играют роль в регуляции транскрипции.

Негистоновые белки — кислые протеины с относительно небольшим молекулярным весом. Негистоновые белки включают структурные ядерные белки, множество ферментов и белков факторов транскрипции, связанных с определенными участками ДНК и осуществляющих регуляцию генной экспрессии и других процессов.

РНК хроматина составляет от 0, 2 до 0, 5% от содержания ДНК.

Ионы металлов. В хромосомах обнаруживаются ионы металлов, включая Mg++, Ca++ и Fe++. Они поддерживают организацию хромосом. Способ укладки и взаимного расположения молекул этих химических соединений в хромосоме до конца не известен.

Уровни организации хроматина

Общая высокая плотность упаковки генетического материала говорит о том, что ДНК не может непосредственно укладываться в хроматин с окончательной структурой. Должны существовать иерархические ступени организации

Выделяют 4 уровня организации хроматина:

1.нуклеосомный,

2.соленоидный,

3.хроматидный,

4.хромосомный.

1.Нуклеосомный уровень («бусины на нитке»). Фундаментальная субъединица хроматина — нуклеосома — имеет один и тот же тип организации у всех эукариот.

Основа каждой нуклеосомы — глобула из 8 молекул гистонов (октамер), которая состоит из 4 типов гистонов: H2A, H2B, H3, H4. Гистоны образуют сердцевину, по поверхности которой располагается участок ДНК длиной около 200 нуклеотидных пар, образуя 1,75 оборота (рис. 1).

Рис. 1. Строение нуклеосомы.
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Участок ДНК между двумя нуклеосомами называется линкером. ДНК длиной 146 нуклеотидных пар обматывается вокруг октамера, еще около 50 нуклеотидных пар приходится на линкер. В итоге, совокупность нуклеосом выглядит как цепь бусин на нитке, а деконденсированный хроматин имеет гранулярную структуру.

Более 90% ДНК в клетке присутствует в составе нуклеосом. После упаковки ДНК в нуклеосомные структуры она укорачивается в 5 – 7 раз. Диаметр нити первого уровня составляет 10 нм. Нуклеосомный уровень упаковки обнаруживается в электронном микроскопе в интерфазе и в начале митоза.

2. 30-нанометровая хроматиновая фибрилла (соленоид). Нить плотно упа-

кованных нуклеосом диаметром 10 нм образует, в свою очередь, спиральные витки с шагом спирали около 10 нм. На один виток такой суперспирали приходится 6 – 7 нуклеосом (рис. 2). Стабильность этого уровня обеспечивается Н1 гистоном. Н1 взаимодействует с октамерами, сближает их, и на него тоже наматывается ДНК. Происходит сокращение линейного размера ДНК в 6 – 10 раз.

Рис. 2. 30-нм хроматиновая фибрилла.

3.Хроматидный уровень (петлевой домен). 30-нанометровая фибрилла формирует петли, которые прикрепляются к «скелету» из негистоновых кислых белков (рис. 3). Негистоновые белки узнают определенные последовательности ДНК и связываются с ними и друг другом, стягивают их, образуя петли по 20 – 80 тыс. нуклеотидных пар. На хромосому в среднем приходится более 2000 таких петельных доменов ДНК, диаметр нити увеличивается до 300 нм.

Петля обеспечивает экспрессию гена, т. е. она является не только структурным, но и функциональным образованием. Есть участки, в которых нет петель. Укорочение за счет петель проходит в 20 – 30 раз.

4.Уровень метафазной хромосомы. На данном уровне происходит максимальная компактизация хроматина. Общее "укорочение" нити ДНК составляет 10000 раз. Чем обеспечивается этот уровень компактизации пока не совсем понятно. Метафазная хромосома уже удвоена. Она состоит из двух хроматид, толщиной 700 нм каждая. Каждая из них содержит одну молекулу ДНК.

Хромосомы клеток могут находиться в двух структурно-функциональных состояниях: в рабочем, частично или полностью деконденсированном, когда с их участием в интерфазном ядре происходят процессы транскрипции и редупликации, и в неактивном — в состоянии метаболического покоя при максимальной их
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Рис. 4. Строение метафазной хромосомы


конденсации, когда они выполняют функцию распределения и переноса генетического материала в дочерние клетки.

Рис. 3. Уровни организации хроматина в петлевом домене и метафазной хромосоме (по N.Campbell and J.Reece, Biology, 6th ed., 2002).

Строение метафазной хромосомы

Морфологию митотических хромосом лучше всего изучать в момент их наибольшей конденсации, в метафазе и в начале анафазы. Хромосомы в этом состоянии представляют собой палочковидные структуры разной длины с довольно постоянной толщиной, у большей части хромосом удается легко найти зону первичной перетяжки, которая делит хромосому

на два плеча (рис. 4).

В области первичной перетяжки находится центромера, где расположен кинетохор; к нему подходят пучки микротрубочек митотического веретена, идущие в направлении к центриолям. Эти пучки микротрубочек принимают участие в движении хромосом к полюсам клетки при митозе. Некоторые хро-

мосомы имеют вторичную перетяжку. По-

следняя обычно расположена вблизи дистального конца хромосомы и отделяет маленький участок, спутник. Вторичные перетяжки называют, кроме того, ядрышковыми организаторами, так как именно на этих участках хромосом в интерфазе происходит образование ядрышка. Здесь же локализована ДНК,
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ответственная за синтез рРНК. Плечи хромосом оканчиваются теломерами, конечными участками. Теломерные концы хромосом не способны соединяться с другими хромосомами или их фрагментами.

Морфологические типы хромосом

В соответствии с классификацией С.Г. Навашина, выделяют 4 морфологических типа хромосом в зависимости от положения центромеры и относительной длины плеч.

Морфологические типы хромосом

	 
	 
	 
	 

	Метацентрическая
	Субметацентрическая
	Акроцентрические
	Телоцентрическая

	 
	 
	 
	 



1.Метацентрическая - хромосома с центрально расположенной центромерой, имеет плечи равной длины.

2.Субметацентрическая – центромера несколько смещена от центра, и плечи имеют разную длину.

3.Акроцентрическая – центромера сильно смещена от центра, и одно плечо очень короткое, а другое — очень длинное.

4.Телоцентрическая — состоит только из одного плеча и терминально расположенной центромеры. Поскольку центромера не может находиться на самом конце хромосомы, то у телоцентрических хромосом во всех случаях обнаружено наличие второго, пусть очень короткого плеча. Современные данные свидетельствуют о том, что во всех случаях на каждом конце хромосомы должна быть специальная структура — теломера с некоторым количеством прителомерного гетерохроматина.

Вклетках здорового человека телоцентрический тип хромосом отсутствует.

КАРИОТИП ЧЕЛОВЕКА И МЕТОДЫ ЕГО ИЗУЧЕНИЯ

Кариотип — это совокупность всех хромосом диплоидного набора клетки данного вида организмов. Кариотип характеризуется определенным количеством хромосом, их формой, размерами и особенностями (генетический полиморфизм). Термин «кариотип» был введён в 1924 году советским цитологом Г.А. Левитским.

Кариотип — это как бы лицо вида. Число хромосом видоспецифично. Размеры хромосом у разных организмов варьируют в широких пределах. Так, длина хромосом может колебаться от 0,2 до 50 мкм.

Хотя закономерности, характеризующие кариотип, иногда и отражают эволюцию определенных видов, в целом по структуре кариотипа прямо судить о систематическом положении вида нельзя. Даже у близких видов хромосомные
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Рис. 5. Метафазная пластинка хромосом человека


наборы отличаются друг от друга или по числу хромосом, или по величине хотя бы одной или нескольких хромосом, или по форме хромосом и по их структуре.

Хромосомный набор человека (вид Homo sapiens) состоит из 22 пар аутосом и одной пары гетерохромосом хромосом, которые определяют пол. Диплоидный набор хромосом человека записывается так: 46, ХХ — для здоровой женщины и 46, ХY — для здорового мужчины.

Получение препаратов метафазных хромосом

Микроскопические методы изучения хромосом человека применяются с конца XIX в. Соединение цитологического наблюдения хромосом с генетическим анализом привело к рождению науки цитогенетики — науки, изучающей структуру и функции хромосом. Термин «цитогенетика» введен В. Сэттоном в 1903 г.

Цитогенетический (хромосомный) анализ проводится при подозрении на хромосомный синдром либо другое хромосомное нарушение у пациента (пробанда), его родителей, родственников или при дородовой диагностике — у плода.

Цитогенетические методы предназначены для изучения структуры хромосомного набора или отдельных хромосом. Наиболее распространенным методом в цитогенетике человека является световая микроскопия. Электронная и лазерная микроскопия применяются реже, обычно с исследовательскими целями.

Объектом цитогенетических наблюдений могут быть делящиеся соматические, мейотические и интерфазные клетки.

Для получения препаратов хромосом человека обычно применяют метод культивирования клеток. Объектом исследования служат культуры лимфоцитов периферической крови, фибробластов кожи, клеток других тканей (клетки ворсинок хориона, клетки, содержащиеся в амниотической жидкости и др.).

Хромосомы изучают на стадиях профазы (профазный анализ), метафазы (метафазный анализ — наиболее информативный) или анафазы (анафазный анализ).

Первое главное условие цитогенетической диагностики — выявление делящихся клеток. Для стимуляции деления в культуру клеток добавляют фитогеммаглютинин, обладающий митогенной ак-

тивностью.

Через некоторое время в культуру добавляют колхицин. Колхицин — алкалоид, содержащийся в безвременнике (обычно его выделяют из безвременника осеннего

Colchicum autumnale) и других растениях семейства лилейных. Добавление колхицина блокирует полимеризацию (сборку) микротрубочек веретена деления и, таким образом, останавливает процесс митоза на стадии метафазы.

Затем клетки обрабатываются гипотоническим раствором. В результате набухания и разрыва клеточных мембран хромосомы оказываются лежащими свободно и на
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некотором расстоянии друг от друга (метафазные пластинки) (рис. 5). Препараты метафазных хромосом окрашивают для последующей идентифи-

кации либо рутинным способом, который окрашивает хромосомы целиком, равномерно, либо одним из методов дифференциального окрашивания, которые выявляют индивидуальную поперечную исчерченность каждой пары хромосом (рис. 6).

После окрашивания препараты анализируются, и производится раскладывание хромосом по порядку, определяемому международной классификацией, т.е. производят построение кариограммы пациента. Хромосомы располагают попарно в порядке уменьшения размера, половые хромосомы располагают отдельно от остальных хромосом, справа в нижнем ряду (рис. 6).

Рис. 6. Кариограмма женщины (окрашивание по Giemsa).

Принцип упорядоченности общий для всего вида и определяется идиограммой. Идиограмма — это графическое изображение гаплоидного набора хромосом (можно и диплоидного) и расположение их по группам в зависимости от формы и величины (рис. 7).

Методы окрашивания и номенклатура хромосом

Рутинное окрашивание. Классификация и номенклатура равномерно окрашенных хромосом человека впервые были приняты на международном совещании в 1960 г в Денвере, США, в дальнейшем несколько измененные и дополненные (Лондон, 1963 и Чикаго, 1966). Согласно Денверской классификации все хромосомы человека разделены на 7 групп, расположенных в порядке уменьшения их длины и с учетом центромерного индекса (отношение длины короткого плеча к длине всей хромосомы, выраженное в процентах). Группы обозначаются буквами английского алфавита от А до G. Все пары хромосом принято нумеровать арабскими цифрами. Характеристика групп представлена в таблице 1.
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Рис. 7. Идиограмма хромосом человека (вид Homo sapience).

Таблица 1.

Денверская классификация хромосом человека

		Группа
	Номер
	Размер, мкм
	Характеристика

		 
	 
	 
	 

		А
	1-3
	11-8,3
	1 и 3 -метацентрические, крупные,

		2 – субметацентрическая.

		 
	 
	 

		 
	 
	 
	 

		В
	4-5
	7,7
	Крупные, субметацентрические.

		С
	6-12, Х
	7,2-5,7
	Средние, субметацентрические.

		D
	13-15
	4,2
	Средние, акроцентрические.

		E
	16-18
	3,6-3,2
	Мелкие субметацентрические,

		18 - акроцентрическая.

		 
	 
	 

		 
	 
	 
	 

		F
	19-20
	2,2-2,8
	Самые мелкие метацентрические.

		G
	21-22, Y
	2,3
	Самые мелкие акроцентрические.



При рутинной окраске возможна только групповая идентификация хромосом, поэтому данный метод используется для ориентировочного определения числовых аномалий кариотипа. Структурные хромосомные аномалии (делеции, транслокации, инверсии), выявляемые при рутинной окраске, должны быть иден-

тифицированы с помощью дифференциального окрашивания.

В настоящее время для идентификации хромосом в соответствии Парижскаой номенклатурой (номенклатура ISCN-1995) используется дифференциальное окрашивание, которое на хромосомах дает полосы поперечной исчерченности, благодаря которым можно более точно идентифицировать пары гомологов.
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