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(57) Спосіб визначення механізму інтерфазної 
гетерохроматинізації, який включає операції отри-
мання стабільної лінії мух Drosophila virilis з епіге-
нетичним фенотипом, при дії ДНК-деметилюючого 
реагенту 5-аза-цитидину у складі поживного сере-

довища, відбирання Drosophila virilis личинок (пе-
редлялечок), препарування слинних залоз у фізіо-
логічному розчині (0,15 М NaCl), витримування їх в 
ацетоорсеїновому барвнику протягом 2-3 годин, 
перенесення препарованих слинних залоз личинок 
Drosophila virilis на предметне скло у краплину 
45% оцтової кислоти, накривання їх накривним 
скельцем з подальшим методом тиску препарату і 
отримання політенних хромосом, виконання їх 
цитоморфологічного аналізу, за результатами яко-
го визначають механізм інтерфазної гетерохрома-
тинізації. 

 
 

 
 

Пропонована корисна модель відноситься до 
досліджень, що стосуються онкології та онкогене-
тики. Вона може бути застосована для ранньої 
діагностики онкологічного захворювання. 

Під час проведення патентно-інформаційних 
досліджень автором не виявлені способи визна-
чення механізму інтерфазної гетерохроматинізації, 
що супроводжує онкологічну прогресію. 

У основу пропонованої корисної моделі поста-
влено задачу створення способу визначення ме-
ханізму інтерфазної гетерохроматинізації, який 
можна застосувати для виявлення механізму інте-
рфазної гетерохроматинізації, індукованої ДНК 
деметилюванням (гіпометилюванням), зокрема, 
при онкологічній прогресії. 

Пропонований спосіб визначення механізму 
інтерфазної гетерохроматинізації включає операції 
отримання стабільної лінії мух Drosophila virilis з 
епігенетичним фенотипом при дії ДНК-
деметилюючого реагенту 5-аза-цитидину у складі 
поживного середовища, відбирання Drosophila 
virilis личинок (передлялечок), препарування слин-
них залоз у фізіологічному розчині (0,15 М NaCl), 
витримування їх в ацетоорсеїновому барвнику на 
протязі 2-3 годин, перенесення препарованих 
слинних залоз личинок Drosophila virilis на предме-
тне скло у краплину 45% оцтової кислоти, накри-
вання їх покровним скельцем з подальшим мето-
дом давлення препарату і отримання політенних 

хромосом, виконання їх цитоморфологічного ана-
лізу, за результатами якого визначають механізм 
інтерфазної гетерохроматинізації. 

Спосіб виявлення механізму специфічної інте-
рфазної гетерохроматинізації, пов'язаної з ДНК-
гіпометилюванням при пухлинній прогресії та дії 
ДНК-деметилюючого реагенту 5’-аза-цитидину, 
полягає у виявленні механізму ектопічної коньюга-
ції та екстрареплікації районів деконденсованого 
гетерохроматину (районів активного пуфінгу) на 
моделі політенних хромосом слинних залоз 
Drosophila virilis. Виявлено, що ектопічна коньюга-
ція та екстрарешгікація деконденсованих гетерох-
роматинових пуфів політенних хромосом специфі-
чно індукується дією ДНК-деметилюючого 
реагенту 5'-аза-цитидину, та призводить до явища 
гетеропікнозу (гетерохроматинізації). Таким чином, 
в основі аномального епігенетичного механізму 
інтерфазної гетерохроматинізації при пухлинній 
прогресії, що супроводжується глобальним ДНК-
гіпометилюванням та деконденсацією перицент-
ромерного/центромерного гетерохроматину [Де-
клараційний патент на корисну модель No 15113, 
МПК (2006) А61В5/00, G01N33/49, G01N33/48, 
опубл. 15.06.2006. Бюл. №6], та виявленим яви-
щем гетеропікнозу політенних хромосом під дією 
ДНК-деметилюючого реагенту 5'-аза-цитидину, 
можуть лежати тотожні механізми екстрареплікації 
та ектопічної коньюгації блоків деконденсованого 
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гетерохроматину, індукованого епігенетичним 
ДНК-деметилюючим чинником. 

Концентруючись в інтерфазному ядрі (бластт-
рансформованого лімфоциту) на стадії максима-
льної декомпактизації та реплікації хроматину, 
мітотичні інтерфазні хромосоми, насамперед за 
розміром, лишаються за межею достатньо можли-
вого цитоморфологічного структурного аналізу, в 
тому числі, дослідження механізму імовірних мор-
фологічних змін гетерохроматину при виявленій 
нами специфічній інтерфазній гетерохроматиніза-
ції мітотичних лімфоцитів (за рівнем інтенсивності 
флуоресценції з DAPI та Hoechst 33258 - гетерох-
роматин-специфічними флюорохромами та суттє-
вою ампліфікацією перицентромерних сателітних 
Аlu-ДНК повторів) у хворих на пухлинну прогресію, 
яка корелює з ДНК-деметилюванням та, поєдна-
ною з ним, деконденсацією конститутивного пери-
центромерного/центромерного гетерохроматину 
[Деклараційний патент на корисну модель No 
15113, МПК (2006) А61В5/00, G01N33/49, 
G01N33/48, опубл. 15.06.2006. Бюл. №6]. 

Тому, вирішення поставлених питань з'ясову-
валось на моделі політенних хромосом Drosophila 
virilis. По-перше, на підставі того, що політенні 
хромосоми Drosophila були та лишаються класич-
ною моделлю структурно-генетичних досліджень 
геному еукаріот. По-друге, політенні хромосоми - 
це гігантські інтерфазні хромосоми, які володіють 
максимальною декомпактизацією, характерною 
для інтерфазних хромосом. Саме за цим принци-
пом мітотичні хромосоми та політенні хромосоми є 
імовірно тотожними для з'ясування поставлених 
питань. По-третє, в політенних хромосомах, як і в 
мітотичних, надзвичайно високий вміст гетерохро-
матину, з домінуючим конститутивним перицент-
ромерним гетерохроматином, що доповнюється 
інтеркалярним гетерохроматином. Як у "мовчащо-
му" конденсованому гетерохроматині мітотичних 
хромосом, у щільно компактизованих дисках кон-
денсованого гетерохроматину політенних хромо-
сом відсутня генна експресія. Гетерохроматинові 
диски декомпактизуються і активуються лише на 
окремих стадіях розвитку Drosophila. Тому, імовір-
но, що саме перицентромерний конститутивний 
гетерохроматин, який на стадії інтерфазної клітини 
- стадії максимальної декомпактизації хроматину 
та S-фази реплікації ДНК, як мітотичних, так і полі-
тенних хромосом, лишається висококомпактизо-
ваним, є вірогідним матеріальним носієм епігене-
тичного контролю клітини. В свою чергу, 
епігенетичні порушення в клітині, ключовим сигна-
льним фактором яких є зміни в ДНК- метилюванні, 
а саме, виявлене значне ДНК- деметилювання при 
пухлинній прогресії, що корелює з деконденсацією 
конститутивного прицентромерно-
го/центромерного гетерохроматину метафазних 
хромосом та інтерфазною гетерохроматинізацією 
[Деклараційний патент на корисну модель No 
15113, МПК (2006) А61В5/00, G01N33/49, 
G01N33/48, опубл. 15.06.2006. Бюл. №6], мають, в 
свою чергу, імовірно реалізуватись через структу-
рно-морфологічні зміни в організації конститутив-
ного гетерохроматину, як мітотичних хромосом, 
так і політенних. Отже, показані ключові принципо-
ві зміни в конститутивному гетерохроматині полі-

тенних хромосом Drosophila virilis, як перицентро-
мерному так і інтеркалярному, індуковані ДНК-
деметилюючим чинником 5'-аза-цитидином, мають 
вірогідно поєднуватись з механізмом інтерфазної 
гетерохроматинізації мітотичних хромосом, інду-
кованої глобальним ДНК-гіпометилюванням при 
пухлинній прогресії, а саме з явищем гетеропікно-
зу (специфічної гетерохроматинізації), в основі 
якого лежать механізми ектопічної коньюгації та 
екстрареплікація активованих деконденсованих 
гетерохроматинових районів (пуфів) політенних 
хромосом. Таким чином, деконденсація конститу-
тивного перицентромерного/центромерного гете-
рохроматину мітотичних хромосом, індукована 
глобальним ДНК-гіпометилюванням при пухлинній 
прогресії, як показано раніше [Деклараційний па-
тент України на корисну модель No 13616, МПК 
(2006) А61К31/727 (2006.01), G01N33/48, опубл. 
17.04.2006 р., Бюл. №4], вірогідно може асоціюва-
тись з механізмами екстрареплікацй та ектопічної 
коньюгації деконденсованого гетерохроматину, що 
лежать в основі інтерфазної гетерохроматинізації 
мітотичних хромосом при пухлинній прогресії та 
явища гетеропікнозу (гетерохроматинізації) на 
моделі гігантських інтерфазних політенних хромо-
сом, спричинених дією одного чинника - епігенети-
чного ДНК гіпометилювання / деметилювання. 

Суть пропозиції пояснюється за допомогою 
графічних матеріалів. 

На Фіг.1 показана деконденсація гетерохрома-
тину політенних хромосом у вигляді активного пу-
фінгу, при дії ДНК деметилюючого реагенту 5'-аза-
цитидину. 

На Фіг.2 показана ектопічна коньюгація декон-
денсованих гетерохроматинових пуфів політенних 
хромосом у вигляді ектопічного тяжу, при дії ДНК 
деметилюючого реагенту 5'-аза-цитидину. 

На Фіг.3 показана гетерохроматинізація фраг-
ментів деконденсованого гетеро хроматину полі-
тенних хромосом у вигляді краплин "помпон", при 
дії ДНК деметилюючого реагенту 5'-аза-цитидину. 

На Фіг.4 показана екстрареплікація і ектопічна 
коньюгація блоків неконденсованого гетерохрома-
тину політенних хромосом у вигляді гетеропікнозу, 
при дії ДНК-деметилюючого реагенту 5'-аза-
цитидину. 

На Фіг.5 методом електрофорезу в агарозному 
гелі (1.2%) показана поява фракції екстрарепліко-
ваної ДНК гетерохроматину політенних хромосом 
при гетеропікнозі (гетерохроматинізації), індукова-
ної дією ДНК-деметилюючого реагенту 5'-аза-
цитидину. 

1. Хромоносомна ДНК людини 
2. ДНК політенних хромосом без дії демети-

люючого реагенту 5'-аза-цитидину. 
3. ДНК політенних хромосом після дії 5'-аза-

цитидину 10
-8

 М. 
4. ДНК політенних хромосом після дії 5'-аза-

цитидину 10
-6

 М. 
На Фіг.6 показана глобальна гетерохроматині-

зація політенних хромосом у вигляді масивних 
районів гетеропікнозу, при дії ДНК-деметилюючого 
реагенту 5'-аза-цитидину. 

Приклад. Отримували стабільну лінію мух 
Drosophila virilis з індукованим епігенетичним фе-
нотипом. Об'єктом досліджень були політенні хро-
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мосоми лінії дикого типу К9 Drosophila virilis. Мухи 
утримувались на стандартному поживному сере-
довищі (манна каша, пивні дріжжі, ізюм, з добав-
ленням пропіонової кислоти, як антимікробного 

засобу) при +24...+25 С. Контрольною групою слу-
гували мухи лінії дикого типу К9 Drosophila virilis 
(15 самок і 15 самців), які утримувались, на протязі 
21 пасажів, на поживному середовищі без ДНК-
деметилюючого реагенту - 5'-аза-цитидину. Дру-
гою групою слугували мухи лінії дикого типу К9 
Drosophila virilis (15 самок і 15 самців), які утриму-
вались на поживному середовищі з 5'-аза-
цитидином, в кінцевій концентрації 10

-4
М та 10

-6
М 

на протязі першої генерації мух. Наступні генерації 
мух з індукованим епігенетичним фенотипом підт-
римувались на поживному середовищі без 5'-аза-
цитидину на протязі 20 пасажів. Личинки (перед-
лялечки) відбирали на кінці третьої личинкової 
стадії, коли хромосоми в клітинах слинних залоз 
Drosophila проходять максимальний цикл ендоре-
дуплікації і, таким чином, досягають максимально-
го ступеня політенії. Застосовували стандартну 
методику давлених ацетоорсеїнових препаратів 
інтерфазних ядер клітин слинних залоз для отри-
мання політенних хромосом: слинні залози личи-
нок препарували у фізіологічному розчині (0,15М 
NaCl ), витримували в ацетоорсеїновому барвнику 
на протязі 2-3 годин, та переносили на предметне 
скло в краплину 45% уксусної кислоти, накривали 
покровним скельцем та обережно давили поверх 
фільтрувального папірця. Проводили цитоморфо-
логічний аналіз інтенсивно забарвлених ацетоор-
сеїном політенних хромосом за допомогою світло-
вої мікроскопії при збільшенні 25х1,25 та 40х1,25 
[Жимулев И. Ф. Политенные хромосомы: морфо-
логия и структура. - Новосибирск: "Наука", Сибир-
ское отд-ние. -1992,480 с.. Политенные хромосо-
мы: морфология и структура. - Новосибирск: 
"Наука", Сибирское отд-ние. -1992,480 с.]. 

Таким чином, в результаті досліджень було: 
1. Отримано стабільну лінію мух Drosophila 

virilis з епігенетичним мутаторним фенотипом по-

літенних хромосом, індукованим дією ДНК деме-
тилюючого чинника (5'-аза-цитидин), що переда-
ється від першої генерації мух до наступної (на 
протязі 21 пасажів). 

2. Виявлена специфічна епігенетична нестабі-
льність гетерохроматину, що обумовлюється дією 
ДНК деметилюючого чинника: показано, що при дії 
специфічного ДНК-деметилюючого реагенту 5’-
аза-цитидину має місце індукція активної деконде-
нсації перицентромерного та інтеркалярного гете-
рохроматину політенних хромосом, що асоціюєть-
ся з активним пуфінгом (фіг.1). 

3. На моделі політенних хромосом вперше по-
казано, що при дії ДНК-деметилюючого реагенту 
має місце специфічна індукція ектопічної коньюга-
ції деконденсованих гетерохроматинових районів, 
як між хромосомами, так і в межах окремих хромо-
сом (Фіг.2, Фіг.4). 

4. На моделі інтерфазних політенних хромо-
сом вперше показано, що при дії ДНК-
деметилюючого чинника поряд з ектопічною конь-
югацією районів деконденсованого гетерохрома-
тину має місце значна гетерохроматинізація за 
рахунок екстрареплікації ДНК районів деконденсо-
ваного гетерохроматину (фіг. 5), що супроводжу-
ється появою "ектопічних тяжів" (Фіг.2), краплин 
"помпонів" (Фіг.3) та масивних районів гетеропік-
нозу (Фіг.4, Фіг.6). Таким чином, показано, що інте-
рфазна гетерохроматинізація політенних хромо-
сом, індукована дією ДНК деметилюючого чинника 
- 5'-аза-цитидину, асоціюється з явищем гетеропі-
кнозу, що безпосередньо поєднується з механіз-
мами екстрареплікації ДНК та ектопічної коньюга-
ції районів деконденсованого гетерохроматину. 

5. Вперше проводиться експериментальна ек-
страполяція між, індукованим ДНК-деметилюючим 
чинником, гетеропікнозом деконденсованого гете-
рохроматину інтерфазних політенних хромосом та 
інтерфазною гетерохроматинізацією деконденсо-
ваного гетерохроматину мітотичних хромосом, 
індукованою глобальним ДНК-гіпометилюванням 
при пухлинній прогресії. 
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