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Ïðåäñòàâëåíà õàðàêòåðèñòèêà êóëüòóðû ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ìûøè èç êîñòíîãî
ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé ëèíèè C57BL ñ óáèêâèòàðíîé ýêñïðåññèåé çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåë-
êà (GFP). Öèòîõèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê ñîîòâåòñòâîâàëè òèïè÷íûì õà-
ðàêòåðèñòèêàì ÌÑÊ. Äàííûå êëåòêè ýêñïðåññèðîâàëè ìàðêåðû ôèáðîáëàñòíûõ êëåòîê — ãëàäêîìûøå÷-
íûé àêòèí, ôîðìèðóþùèé ñòðåññ-ôèáðèëëû, è âèìåíòèí — áåëîê ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ñïåöè-
ôè÷íûé äëÿ ñîåäèíèòåëüíîòêàííûõ êëåòîê. ÌÑÊ áûëè èíäóöèáåëüíû ê äèôôåðåíöèðîâêå â êîñòíûå è
æèðîâûå êëåòêè. Êàðèîòèï ÌÑÊ îêàçàëñÿ êðàéíå íåñòàáèëåí. Óæå íà 6-ì ïàññàæå îí áûë àíåóïîëèïëî-
èäíûì è õàðàêòåðèçîâàëñÿ ñóùåñòâåííîé ãåíåòè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòüþ. ×èñëî õðîìîñîì âàðüèðîâàëî
îò îêîëîäèïëîèäíîãî äî îêîëîîêòàïëîèäíîãî; 80 % ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿëè êëåòêè ñ ÷èñëîì õðîìîñîì îò
50 äî 85. Ìîäàëüíûé êëàññ íå áûë âûðàæåí. Äèôôåðåíöèàëüíàÿ îêðàñêà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì íà G-äè-
ñêè âûÿâèëà ãåíåòè÷åñêîå ðàçíîîáðàçèå ÌÑÊ ïî íàáîðó ÷èñëà õðîìîñîìíûõ êîïèé è ïî íàáîðó àòèïè÷-
íûõ, ñëó÷àéíûì îáðàçîì ïåðåñòðîåííûõ õðîìîñîì, îáðàçîâàííûõ â ðåçóëüòàòå ðàçíîòèïíûõ ýêòîïè÷å-
ñêèõ àññîöèàöèé ìåæäó íåãîìîëîãè÷íûìè õðîìîñîìàìè. Îäíà èç äèöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì, íàéäåííàÿ
âî âñåõ ïðîêàðèîòèïèðîâàííûõ êëåòêàõ, áûëà îòíåñåíà ê ðàçðÿäó ìàðêåðíûõ. Â íåêîòîðûõ ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíêàõ áûëè âûÿâëåíû ñâåðõìåëêèå ìèíè-õðîìîñîìû, ðàññìàòðèâàåìûå êàê îäíî èç ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ ïðîÿâëåíèé àìïëèôèêàöèé ãåíîâ. Êàðèîòèïè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü êëåòîê ÌÑÊ, ìàðêèðîâàííûõ
GFP, òðàêòóåòñÿ êàê èíäóöèðîâàííàÿ âíåñåíèåì â ãåíîì ìûøè ÷óæåðîäíîãî òðàíñãåíà GFP. ÌÑÊ,
òðàíñãåííûå ïî GFP, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû ïðè èçó÷åíèè õàðàêòåðà è
íàïðàâëåííîñòè èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå ãåíîìà â ñâÿçè ñ åãî çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, õðîìîñîìû, äåñòàáèëèçàöèÿ êàðèîòèïà, êëå-
òî÷íàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê, òðàíñãåííàÿ ìûøü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÌ — äâîéíûå ìèíè-õðîìîñîìû, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè, ÌÝÔ — ìûøèíûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû, ÐÒ — Ðîáåðòñîíîâñêàÿ òðàíñëîêàöèÿ, GFP —
çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê.

Â îáëàñòè áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê â ïîñëåäíèå
ãîäû áîëüøîå âíèìàíèå ïðèâëåêàþò ñòðîìàëüíûå èëè,
êàê èõ íàçûâàþò â íàñòîÿùåå âðåìÿ, ìåçåíõèìíûå ñòâî-
ëîâûå êëåòêè (GFP) êîñòíîãî ìîçãà. Ðîäîíà÷àëüíèêàìè
óãëóáëåííîãî èõ èçó÷åíèÿ áûëè ðóññêèå èññëåäîâàòåëè
À. ß. Ôðèäåíøòåéí è È. Ë. ×åðòêîâ, êîòîðûå â ñâîèõ ðà-
áîòàõ ïîêàçàëè ñóùåñòâîâàíèå â êîñòíîì ìîçãå íåáîëü-
øîãî ïóëà êëåòî÷íûõ ýëåìåíòîâ — ñòðîìàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (Ôðèäåíøòåéí, ×åðòêîâ, 1969). Ñóùåñòâóåò
ìíåíèå î òîì, ÷òî ýòè êëåòêè ñïîñîáíû â ïðåäåëàõ îðãà-
íèçìà ê ðàçíîíàïðàâëåííîé òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå, íå-
îáõîäèìîé äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæäåííûõ ó÷àñòêîâ
îðãàíîâ è òêàíåé (Ôðèäåíøòåéí, Ëàëûêèíà 1973). Íîâàÿ
âîëíà àêòèâíûõ èññëåäîâàíèé ÌÑÊ, ïðîâîäèìûõ â íàñòî-
ÿùåå âðåìÿ, ïîçâîëèëà ãîâîðèòü î òîì, ÷òî óìåíèå óïðàâ-
ëÿòü äèôôåðåíöèðîâêîé äàííûõ êëåòîê â íóæíîì íàïðàâ-
ëåíèè ñîçäàåò ïðåäïîñûëêè äëÿ øèðîêîãî èõ èñïîëüçîâà-
íèÿ â ìåäèöèíñêèõ öåëÿõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî,
÷òî ÌÑÊ ìîãóò äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè ìåçîäåð-

ìàëüíîãî ðÿäà (êîñòíûå, õðÿùåâûå, ìûøå÷íûå, êëåòêè
ñóõîæèëèé è ñâÿçîê), ýíòîäåðìàëüíîãî ðÿäà (ïå÷åíî÷íûå,
êèøå÷íûå, ïàíêðåàòè÷åñêèå, ëåãî÷íûå) è ýêòîäåðìàëüíî-
ãî ðÿäà (íåðâíûå êëåòêè) (Prockop, 1997; Kopen et al.,
1999; Pittenger et al., 1999; Lagasse et al., 2000; Jiang et al.,
2002; Ortiz et al., 2003; Shu et al., 2004; Popov et al., 2007;
Serikov et al., 2007). Â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå åñòü ñëó÷àè
èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ â âîññòàíîâèòåëüíîì ëå÷åíèè äåãå-
íåðàòèâíûõ è çëîêà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíèé, èíôàðêòà
ìèîêàðäà, äèàáåòà, íåéðîëîãè÷åñêèõ è ëåãî÷íûõ çàáîëå-
âàíèé, áîëåçíåé êðîâè, ïå÷åíè, à òàêæå òðàâì, ïðè êîòî-
ðûõ âîçíèêàåò íåâîñïîëíèìûé ñî ñòîðîíû âíóòðåííèõ
èñòî÷íèêîâ äåôèöèò ôóíêöèîíàëüíûõ êëåòîê ðàçëè÷íîé
òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè, âêëþ÷àÿ äåôåêòû êîñòíîé òêà-
íè (Horwitz et al., 2002; Le Blanc et al., 2004; Pittenger,
Martin, 2004; Phinney, Isakova, 2005; Rojaset et al., 2005;
Lee et al., 2006). Òåêóùèå ïóáëèêàöèè óêàçûâàþò íà òî,
÷òî ïðîäîëæèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ ìîæåò ïðè-
âîäèòü ê äåñòàáèëèçàöèè èõ êëåòî÷íîãî ãåíîìà, ïðè÷èííî
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ñâÿçàííîå ñ ïðåâðàùåíèåì êëåòîê èç íîðìàëüíûõ â çëîêà-
÷åñòâåííûå (Rubio et al., 2005; Miura et al., 2006). Ýòè äàí-
íûå íå îòìåíÿþò âîçìîæíîñòü òåðàïåâòè÷åñêîãî èñïîëü-
çîâàíèÿ ÌÑÊ, íî ïðåäïîëàãàþò íåîáõîäèìîñòü âñåñòî-
ðîííåãî èçó÷åíèÿ èõ ñâîéñòâ â îïûòàõ in vivo è in vitro.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî îöåíèòü ñòåïåíü ñòà-
áèëüíîñòè êàðèîòèïà êëåòîê ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñò-
íîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé ñ óáèêâèòàðíîé ýêñïðåñ-
ñèåé çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà (GFP), íà íà-
÷àëüíîì ýòàïå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ âíå îðãàíèçìà. Êëåòêè
ÌÑÊ, ìàðêèðîâàííûå GFP, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óäîáíóþ
ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ øèðîêîãî ñïåêòðà áèîëîãè÷åñêèõ
ïðîöåññîâ, â ÷àñòíîñòè ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ ñ äèôôå-
ðåíöèðîâêîé è çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèåé.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò î ì è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ñëóæèëè ÌÑÊ èç êîñò-
íîãî ìîçãà ìûøåé C57BL/6-Tg(ACTbEGF)1Osb/J, ýêñï-
ðåññèðóþùèå GFP. Òðàíñãåííûå ïî GFP ìûøè áûëè ïðè-
îáðåòåíû â êîììåð÷åñêîé ëàáîðàòîðèè Jackson Labs (Bar
Harbor, ÑØÀ).

Ï î ë ó ÷ å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ì å ç å í õ è ì -
í û õ ê ë å ò î ê. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
ÌÑÊ ìûøåé çàáèâàëè ïóòåì äèñëîêàöèè øåéíûõ ïîçâîí-
êîâ è êîñòíûé ìîçã âûìûâàëè øïðèöåì èç áîëüøåáåðöî-
âûõ è áåäðåííûõ êîñòåé ðîñòîâîé ñðåäîé (DMEM/F12),
ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè. Êëåòêè
êîñòíîãî ìîçãà îòìûâàëè äâàæäû â 10 ìë ôîñôàòíîãî áó-
ôåðà, íå ñîäåðæàùåãî Ca2+ è Mg2+ (PBS), öåíòðèôóãèðîâà-
ëè ïðè 1000 îá/ìèí 5 ìèí, ðåñócïåíäèðîâàëè â 50 ìë ðîñ-
òîâîé ñðåäû è â êîíöåíòðàöèè 5�106/ìë ïîìåùàëè â 6-ëó-
íî÷íûå êóëüòóðàëüíûå ïëàòû èç ðàñ÷åòà 4 ìë íà 1 ëóíêó.
Êîíôëþåíòíûå ïåðâè÷íûå êóëüòóðû äâàæäû îòìûâàëè
PBS. Êëåòêè îòäåëÿëè îò ïëàñòèêà ñìåñüþ ðàñòâîðîâ
òðèïñèíà (0.25 %) è ÝÄÒÀ (1 ìÌ) â ñîîòíîøåíèè 1 : 1,
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå è êóëüòèâèðîâàëè â
100-ìèëëèìåòðîâûõ êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ. Íà 2 ïåðâûõ
ïàññàæàõ ïðè äîñòèæåíèè íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè îêîëî
90 % êëåòêè ïåðåñåâàëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 1. Â õîäå ïî-
ñëåäóþùèõ 4 ïàññàæåé êóëüòóðó ïåðåñåâàëè â ñîîòíîøå-
íèè 1 : 3, íà 7—9-ì ïàññàæàõ — â ñîîòíîøåíèè 1 : 4 (Po-
pov et al., 2007). Äëÿ èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè
âûñåâàëè â êîíöåíòðàöèè 2�105 ìë â 5 ìë ðîñòîâîé ñðåäû
â 60-ìèëëèìåòðîâûå êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè, ñîäåðæàùèå
ïîêðîâíûå ñòåêëà, äëÿ ïîñëåäóþùåé ìèêðîñêîïèè.

Æ è ð î â ó þ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó âûçûâàëè êóëüòè-
âèðîâàíèåì ÌÑÊ â òå÷åíèå 3 íåä â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé 1 ìÌ äåêñàìåòàçîíà è 5 ìêã/ìë èíñóëèíà. Êëåòêè,
ñîäåðæàùèå êàïëè æèðà, âûÿâëÿëè ïîñëå èõ ôèêñàöèè â
4%-íîì ïàðàôîðìàëüäåãèäå â PBS â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå è ïîñëåäóþùåé îêðàñêè 3.75%-íûì
ìàñëÿíûì êðàñíûì â èçîïðàïàíîëå, ðàçâåäåííîì äèñòèë-
ëèðîâàííîé âîäîé â ñîîòíîøåíèè 1 : 3 (Meirelles, Nardi,
2003).

Ê î ñ ò í ó þ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó âûçûâàëè ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ â òå÷åíèå 3 íåä â ðîñòîâîé ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 10 ìÌ â-ãëèöåðîôîñôàòà, 50 ìêã/ìë àñêîð-
áèíîâîé êèñëîòû è 0.1 ìÌ äåêñàìåòàçîíà. Êëåòêè, ñîäåð-
æàùèå êàëüöèåâûå ïðåöèïèòàòû, âèçóàëèçèðîâàëè ïîñëå
2-êðàòíîé îòìûâêè PBS ñ ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé â òå÷å-
íèå 5 ìèí ðàñòâîðîì 2%-íîãî àëèçàðèíà êðàñíîãî, pH êî-
òîðîãî äîâîäèëè äî 4.2 ñ ïîìîùüþ ãèäðîêñèäà àììîíèÿ
(Phinney et al., 1999).

Ä ë ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î î ê ð à ø è â à -
í è ÿ êëåòêè âûñåâàëè â êîíöåíòðàöèè 2�105 ìë â 5 ìë ðî-
ñòîâîé ñðåäû â 60-ìèëëèìåòðîâûå êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè,
ñîäåðæàùèå ïîêðîâíûå ñòåêëà, è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷å-
íèå íî÷è. Íà ñëåäóþùèé äåíü ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ ðàñïëà-
ñòàííûìè êëåòêàìè ïîìåùàëè â 35-ìèëëèìåòðîâûå êóëü-
òóðàëüíûå ÷àøêè, îòìûâàëè 1 ðàç PBS, ôèêñèðîâàëè â
4%-íîì ïàðàôîðìàëüäåãèäå íà PBS (pH 7.4) â òå÷åíèå
15 ìèí è â 70%-íîì äèñòèëëèðîâàííîì ýòàíîëå â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4 °Ñ, îòìûâàëè 1 ðàç PBS, îáðàáàòûâàëè
0.2%-íûì Òðèòîíîì Õ-100 â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì «áëî-
êèðóþùèì» ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 3 % áû÷üåãî ñûâî-
ðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è 0.1 % Twin 20 â PBS, äëÿ ïðåäîò-
âðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ. Ïåðâè÷íûå àí-
òèòåëà (ïðîòèâ ãëàäêîìûøå÷íîãî àêòèíà, âèìåíòèíà è
GFP) â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå íàíîñèëè íà 1 ÷ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì ïðåïàðàòû äâàæäû îòìûâàëè
PBS, îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ DAPI â êîíöåíò-
ðàöèè 0.1 ìêã/ìë 10 ìèí, îòìûâàëè åãî äâàæäû PBS è ïå-
ðåíîñèëè äëÿ ìèêðîñêîïèè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà, ñîäåð-
æàùèå ðåàêòèâ Anti-Fade. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûå èçîá-
ðàæåíèÿ ïîëó÷àëè íà ýëåêòðîííîì ñêàíèðóþùåì
ìèêðîñêîïå Pascal ñ èñïîëüçîâàíèåì ëàçåðîâ ñ äëèíàìè
âîëí 488 è 543 íì è îáúåêòèâà 100�. Èçîáðàæåíèÿ êëå-
òîê, èíäóöèðîâàííûõ ê äèôôåðåíöèðîâêå, ïîëó÷åíû íà
ìèêðîñêîïå Zeiss Axiodent 40.

Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
ãëàäêîìûøå÷íîãî àêòèíà, ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ âèìåíòèíà, êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ïðîòèâ GFP NeoMarkers, Sigma, ÑØÀ); âèäîñïå-
öèôè÷íûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå Alexa Fluor®568, Fab-
ôðàãìåíò êðîëè÷üèõ àíòèòåë ê IgG ìûøè è ôðàãìåíò êîç-
ëèíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ öåïåé èììóíîã-
ëîáóëèíîâ êðîëèêà, ìå÷åííûé Alexa Fluor® 633 Fab
(Invitrogen, ÑØÀ).

Ï ð å ï à ð à ò û ì å ò à ô à ç í û õ õ ð î ì î ñ î ì ãîòîâèëè
ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå. Äëÿ íàêîïëåíèÿ ìèòîòèðóþùèõ
êëåòîê â àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùóþ êëåòî÷íóþ êóëüòó-
ðó äîáàâëÿëè 0.04%-íûé êîëõèöèí â êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 2.8 ìêã/ìë íà 1.0—1.5 ÷. Ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó
ïðîâîäèëè 0.56%-íûì KCl, âðåìÿ ïîäáèðàëè ýêñïåðèìåí-
òàëüíî. Ôèêñèðîâàëè êëåòêè ñìåñüþ ýòàíîëà è ëåäÿíîé
óêñóñíîé êèñëîòû (3 : 1). Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ðàñêàïû-
âàëè íà ìîêðûå îõëàæäåííûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Âûñó-
øèâàëè ïðåïàðàòû ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ä ë ÿ î ê ð à ø è â à í è ÿ õ ð î ì î ñ î ì í à G - ä è ñ ê è èñ-
ïîëüçîâàëè 2%-íûé ðàñòâîð êðàñèòåëÿ Ãèìçà â ôîñôàò-
íîì áóôåðå, pH 6.4, îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 5—7 ìèí ïî-
ñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì
òðèïñèíà. Ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè ñ õîðîøèì ðàçáðîñîì
õðîìîñîì ôîòîãðàôèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì èììåðñè-
îííîãî îáúåêòèâà 100� (Carl Zeiss , Ãåðìàíèÿ), àíàëèçè-
ðîâàëè õðîìîñîìû ïî ìèêðîôîòîãðàôèÿì. Èäåíòèôèöè-
ðîâàëè èõ â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíîé íîìåíêëàòóðîé
(Committee on Standardized..., 1972; Cowell, 1984).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû è ìàòå-
ðèàëû: ñðåäó äëÿ êóëüòóðû êëåòîê DMEM/F12, ñîäåðæà-
ùóþ 25 ìÌ HEPES, ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó è òðèï-
ñèí ñ 1 ìÌ ÝÄÒÀ (Invitrogen, ÑØÀ); êðàñèòåëü DAPI, èí-
ñóëèí, ïàðàôîðìàëüäåãèä, Òðèòîí Õ-100, êðàñèòåëü
ìàñëÿíûé êðàñíûé, èçîïðîïàíîë, â-ãëèöåðîôîñôàò, àñ-
êîðáèíîâóþ êèñëîòó, àëèçàðèí êðàñíûé, ãèäðîêñèä àììî-
íèÿ è êîëõèöèí (Sigma, ÑØÀ); äåêñàìåòàçîí (KRKA,
Ñëîâåíèÿ); áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (Fluka,
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ÑØÀ); Twin 20 (Bio Chemica, Ãåðìàíèÿ); Anti-Fade (Bio-
Rad, ÑØÀ); êóëüòóðàëüíûå ïëàñòèêîâûå ÷àøêè (Sarstedt,
Ãåðìàíèÿ); êðàñèòåëü Ãèìçà è òàáëåòêè äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ ôîñôàòíîãî áóôåðà, pH 6.4 (BDH, Àíãëèÿ); èììåðñè-
îííîå ìàñëî íåôëóîðåñöèðóþùåå (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ);
KCl, ìåòèëîâûé ñïèðò è ëåäÿíóþ óêñóñíóþ êèñëîòó (Ðåà-
õèì, Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

ÌÑÊ ïåðâûõ 9 ïàññàæåé ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé áîëü-
øèå, ðàñïëàñòàííûå, ìåäëåííî äåëÿùèåñÿ êëåòêè ñ íèç-
êîé ïëîòíîñòüþ íàñûùåíèÿ. Ïîñëå 3-ãî ïàññàæà íàáëþ-
äàëè àêòèâàöèþ êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ. Áîëüøèíñòâî êëåòîê
ýêñïðåññèðîâàëî GFP, ÷òî îïðåäåëÿëè ïî ôëóîðåñöåíöèè
è ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë (ðèñ. 1, à). Ïîäîáíî
ôèáðîáëàñòàì, ÌÑÊ ïðîäóöèðîâàëè ãëàäêîìûøå÷íûé
àêòèí, ôîðìèðóþùèé ñòðåññ-ôèáðèëëû, è âèìåíòèí —
áåëîê ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ñïåöèôè÷íûé äëÿ ñî-
åäèíèòåëüíîòêàííûõ êëåòîê (ðèñ. 1, à). ÌÑÊ, êóëüòèâè-
ðóåìûå â àäèïîãåííîé èëè îñòåîãåííîé ðîñòîâîé ñðåäå,
àêêóìóëèðîâàëè æèð èëè êàëüöèåâûå ïðåöèïèòàòû
(ðèñ. 1, á). Öèòîõèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åííîé
íàìè êóëüòóðû ÌÑÊ-GFP ñîîòâåòñòâîâàëè òèïè÷íûì õà-
ðàêòåðèñòèêàì ÌÑÊ (Friedenstein, 1976).

Êàðèîòèï êóëüòóðû ÌÑÊ-GFP îêàçàëñÿ êðàéíå íåñòà-
áèëåí. Óæå íà 6-ì ïàññàæå ÷èñëî õðîìîñîì â ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíêàõ âàðüèðîâàëî â øèðîêèõ ïðåäåëàõ — îò îêîëî-
äèïëîèäíîãî äî îêîëîîêòàïëîèäíîãî, ìîäàëüíûé êëàññ
íå áûë âûðàæåí. Ïîïóëÿöèÿ áûëà ïðåäñòàâëåíà êëåòêàìè
4 òèïîâ. Îêîëî 15 % ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿëè îêîëîäèïëî-
èäíûå êëåòêè ñ ÷èñëîì õðîìîñîì îò 39 äî 45. Îêîëî 80 %
êëåòîê èìåëè îêîëîòðè- è îêîëîòåòðàïëîèäíîå ÷èñëà õðî-
ìîñîì â èíòåðâàëå îò 50 äî 85. Îêîëîòðè- è îêîëîòåòðà-
ïëîèäíûå êëåòêè áûëè ïðåäñòàâëåíû ïðèáëèçèòåëüíî â
ðàâíîì ñîîòíîøåíèè. Îêîëî 5 % êëåòîê õàðàêòåðèçîâàëè
êàê ñóïåðïîëèïëîèäû. Ìàêñèìàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì â

íèõ äîñòèãàëî 160. Äåòàëüíûé àíàëèç êàðèîòèïà ñ ïðè-
âëå÷åíèåì ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè õðîìîñîì
íà G-äèñêè ïîêàçàë, ÷òî êàæäàÿ êëåòêà ïî ñâîåìó õðîìî-
ñîìíîìó íàáîðó óíèêàëüíà (ðèñ. 2). ×èñëî êîïèé êàæäîé
íåãîìîëîãè÷íîé õðîìîñîìû âàðüèðîâàëî êàê â ïðåäåëàõ
êëåòêè, òàê è îò êëåòêè ê êëåòêå (îò 0 äî 5 êîïèé). Íàðÿäó
ñ íîðìàëüíûìè õðîìîñîìàìè â êàðèîòèïè÷åñêîì íàáîðå
âûÿâëÿëèñü ðàçëè÷íûå ïî ïðîèñõîæäåíèþ àòèïè÷íûå
õðîìîñîìû. Îíè ìîãëè áûòü ïðåäñòàâëåíû äâóïëå÷èìè
õðîìîñîìàìè, âîçíèêøèìè â ðåçóëüòàòå òàê íàçûâàåìûõ
Ðîáåðòñîíîâñêèõ òðàíñëîêàöèé (ÐÒ) — ýêòîïè÷åñêèõ àñ-
ñîöèàöèé ìåæäó íåãîìîëîãè÷íûìè õðîìîñîìàìè â îáëàñ-
òè öåíòðîìåð, äè- è òðèöåíòðè÷åñêèìè õðîìîñîìàìè, îá-
ðàçîâàííûìè ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî òðàíñëîöèðîâà-
íèÿ (ýêòîïè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ) ðàçíîòèïíûõ õðîìîñîì,
ïåðåñòðîåííûìè òåëîöåíòðè÷åñêèìè õðîìîñîìàìè. Îäíà
èç äèöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì (ïðåâîñõîäÿùàÿ â 2 ðàçà
äëèíó õðîìîñîìû 1) áûëà îáíàðóæåíà âî âñåõ ìåòàôàç-
íûõ ïëàñòèíêàõ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îíà áûëà îòíåñåíà ê
ðàçðÿäó ìàðêåðíûõ. Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ íàáëþäàëè íà-
ëè÷èå äîïîëíèòåëüíîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â âèäå
ñâåðõìåëêèõ ìèíè-õðîìîñîì (ðèñ. 3).

Â ïðèðîäå êàðèîòèï ìûøè íàñòîëüêî ñòàáèëåí, ÷òî
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â öåëÿõ òàêñîíîìè÷åñêîé äèà-
ãíîñòèêè. Îí ïðåäñòàâëåí 19 ïàðàìè àóòîñîì è 1 ïàðîé
ïîëîâûõ õðîìîñîì. Âñå õðîìîñîìû àêðîöåíòðè÷åñêèå,
êàæäàÿ ïàðà èìååò ñïåöèôè÷åñêîå äèôôåðåíöèàëüíîå
îêðàøèâàíèå (Committee on Standardized..., 1972; Cowell,
1984). Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ïåðåâîäå ìûøèíûõ êëåòîê â
óñëîâèÿõ in vitro èõ êàðèîòèïè÷åñêàÿ ñòàáèëüíîñòü îòíî-
ñèòåëüíî áûñòðî íàðóøàåòñÿ (Cowell, 1981; Ginis et al.,
2004).

Òàê, ïðè àíàëèçå íîðìàëüíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ìûøè (ÌÝÔ) áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñëå ââå-
äåíèÿ â óñëîâèÿ in vitro êëåòêè î÷åíü áûñòðî ñòàíîâèëèñü
ãåíåòè÷åñêè ãåòåðîãåííûìè, ÷òî íà óðîâíå êàðèîòèïà
ïðîÿâëÿëîñü â ïîÿâëåíèè ñëó÷àéíûì îáðàçîì ïåðåñòðîåí-
íûõ õðîìîñîì è â íàðóøåíèè êîïèéíîñòè ãîìîëîãîâ.

1032 Ò. Ì. Ãðèí÷óê, Ê. Ì. Èâàíöîâ è äð.

Ðèñ. 1. Öèòîõèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè, ýêñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé
áåëîê (ÌÑÊ-GFP) in vitro.

à — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ýêñïðåññèè âèìåíòèíà, ãëàäêîìûøå÷íîãî àêòèíà è çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà (GFP). Â êà÷åñòâå
íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, íå ýêñïðåññèðóþùèå GFP. 1 — ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, 2 — åñòåñòâåííàÿ ôëó-
îðåñöåíöèÿ, 3 — îêðàñêà íà ÄÍÊ DAPI, 4 — ñîâìåùåíèå âñåõ èçîáðàæåíèé; óâåëè÷åíèå 100�. á — èíäóöèðîâàííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ â êëåòêè

æèðîâîé (îêðàñêà ìàñëÿíûì êðàñíûì) è êîñòíîé (îêðàñêà àëèçàðèíîâûì êðàñíûì) òêàíåé. Îá. 10�.
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Ðèñ. 2. Êàðèîòèï êëåòêè ÌÑÊ GFP. Ïàññàæ 6.

Îêðàñêà õðîìîñîì íà G-äèñêè. ×èñëî õðîìîñîì (n) 69 (ïîäñ÷åò ïðîâîäèëè ñ ó÷åòîì âñåõ õðîìî-
ñîì, ñöåïëåííûõ â ðåçóëüòàòå ýêòîïè÷åñêîé êîíúþãàöèè). 1—19 — íîðìàëüíûå õðîìîñîìû
ìûøè; X è Y — ïîëîâûå õðîìîñîìû, Ì — ìàðêåðíàÿ õðîìîñîìà, À — àòèïè÷íàÿ õðîìîñîìà.

Îá. 100�.

Ðèñ. 3. Äâà âàðèàíòà ìûøèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê. Ïàññàæ 2.

à — êëåòêà ñ îêîëîäèïëîèäíûì íàáîðîì õðîìîñîì (n = 41); á — êëåòêà ñ îêîëîòåòðàïëîèäíûì íàáîðîì õðîìîñîì (n = 82); ÌÕ — ìèíè-õðîìîñîìà.



Àíàëèç êëåòîê íà 2-ì ïàññàæå ïîêàçàë, ÷òî ïîäàâëÿþùàÿ
÷àñòü èçó÷åííîé ïîïóëÿöèè áûëà ïðåäñòàâëåíà ïñåâäî-
äèïëîèäíûìè è îêîëîäèïëîèäíûìè âàðèàíòàìè, êëåòêè ñ
íåïåðåñòðîåííûì êàðèîòèïîì áûëè åäèíè÷íûìè (Ãðèí-
÷óê è äð., 2006).

Ïðè àíàëèçå õðîìîñîìíîé íåñòàáèëüíîñòè ÌÑÊ èç
êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé C57BL/6 áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ê
15-ìó ïàññàæó êëåòêè ñòàíîâèëèñü èììîðòàëèçîâàííûìè.
Ê 27-ìó ïàññàæó îíè õàðàêòåðèçîâàëèñü êàê àíåóïëîèä-
íûå è èìåëè, ñóäÿ ïî íàëè÷èþ â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ÄÌ,
íåêîòîðûå ïðèçíàêè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè. Íà 55-ì
ïàññàæå ïîìèìî ñóùåñòâåííîé àíåóïëîèäèçàöèè è õðî-
ìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê â ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ÌÑÊ íà-
áëþäàëè àêêóìóëÿöèþ ÄÌ, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ àìïëèôèêàöèè îíêîãåíà
c-myc. Ïðè ýòîì êëåòêè ïðîÿâëÿëè ïðèçíàêè ìàëèãíèçè-
ðîâàííîãî ãåíîòèïà, îáðàçóÿ in vivo ôèáðîñàðêîìû (Miu-
ra et al., 2006). Äàííûå î äåñòàáèëèçàöèè êàðèîòèïà
ÌÑÊ-GFP, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, íå ïðîòè-
âîðå÷àò, íî è íå ñî âñåì ñîâïàäàþò ñ ýòèìè äàííûìè.
Â íàøåì ñëó÷àå îòñóòñòâóåò ïåðâûé ýòàï êàðèîòè-
ïè÷åñêèõ èçìåíåíèé ÌÑÊ — ïåðåõîä êëåòîê èç íîð-
ìàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ â èììîðòàëèçîâàííîå, ñîïðÿæåííûé
ñ íåçíà÷èòåëüíûìè ñïîíòàííûìè êàðèîòèïè÷åñêèìè èç-
ìåíåíèÿìè (Miura et al., 2006). Âñå èçìåíåíèÿ, çàôèêñèðî-
âàííûå íàìè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ-GFP óæå íà 6-ì
ïàññàæå (áîëüøîé ðàçáðîñ ÷èñëà õðîìîñîì â êëåòêàõ
â ñâÿçè ñ èõ ñóùåñòâåííîé àíåóïîëèïëîèäèçàöèåé, íàëè-
÷èå ìàðêåðíîé õðîìîñîìû, ñóïåðìåëêèõ ìèíè-õðîìîñîì,
íàëè÷èå êîòîðûõ ìû ðàññìàòðèâàåì êàê îäíî èç ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé àìïëèôèêàöèè ãåíîâ), ïîçâîëÿ-
þò îõàðàêòåðèçîâàòü èññëåäîâàííóþ íàìè êóëüòóðó êàê
òðàíñôîðìèðîâàííóþ. Ðàíåå ïðè èçó÷åíèè òðàíñôèöèðî-
âàííûõ êëåòîê è êëåòîê òðàíñãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå â êëåòî÷íûé ãåíîì ÷ó-
æåðîäíîãî ãåíà ïðèâîäèò ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê
in vitro ê èõ ãåíåòè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòè, ñâÿçàííîé ñ êî-
ëè÷åñòâåííûìè è êà÷åñòâåííûìè èçìåíåíèÿìè â õðî-
ìîñîìíîì íàáîðå (Ãðèí÷óê è äð., 2000, 2004). Êàðèîòèïè-
ðîâàíèå ÌÝÔ, òðàíñãåííûõ ïî GFP, âûÿâèëî òàêæå èõ ãå-
íîìíóþ íåîäíîðîäíîñòü: óæå íà 2-ì ïàññàæå â
èññëåäîâàííîé ïîïóëÿöèè íàðÿäó ñ îêîëîäèïëîèäíûìè
êëåòêàìè (ðèñ. 3, à), êîòîðûå ñîñòàâëÿëè áîëåå 90 % ïî-
ïóëÿöèè, áûëè îáíàðóæåíû ãåòåðîãåííûå ïî íàáîðó õðî-
ìîñîì àíåóïîëèïëîèäíûå êëåòêè (ðèñ. 3, á), ÷èñëî õðîìî-
ñîì â êîòîðûõ âàðüèðîâàëî â èíòåðâàëå îò îêîëîòðèïëî-
èäíîãî äî îêîëîòåòðàïëîèäíîãî (50—75 õðîìîñîì).
Êàæäàÿ ïðîêàðèîòèïèðîâàííàÿ êëåòêà èìåëà óíèêàëüíûé
íàáîð, ïðåäñòàâëåííûé íîðìàëüíûìè õðîìîñîìàìè â ðàç-
íîì ÷èñëå êîïèé è ðàçíîîáðàçíûìè ïî ïðîèñõîæäåíèþ
àòèïè÷íûìè õðîìîñîìàìè.

Èçâåñòíî, ÷òî ëþáûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ ïðè ïå-
ðåâîäå â óñëîâèÿ in vitro, ïðåòåðïåâàÿ àäàïòàöèîííûå èç-
ìåíåíèÿ íà óðîâíå ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà, íà ïîïóëÿ-
öèîííîì óðîâíå ñòàíîâÿòñÿ ãåòåðîãåííûìè, ÷òî âëå÷åò
çà ñîáîé îòáîð ñåëåêòèâíî âûãîäíûõ âàðèàíòîâ. Õàðàêòåð
ýòèõ èçìåíåíèé ìîæåò áûòü ðàçíûì, íî ñêîðîñòü èç-
ìåíåíèé íà ïåðâûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íåâåëèêà.
Äàííûå î ïîâûøåííîé êàðèîòèïè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòè
ÌÝÔ-GFP (ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûìè äàííûìè äëÿ
îáû÷íûõ ÌÝÔ) ïîçâîëèëè íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â êëåò-
êàõ òðàíñãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îíà èñõîäíî èíäóöèðî-
âàíà âíåñåíèåì ÷óæåðîäíîãî ãåíà gfp â êëåòî÷íûé ãåíîì
ìûøè, èç ïîòîìñòâà êîòîðîé äàííûå êëåòêè áûëè ïîëó÷å-
íû (Ãðèí÷óê è äð., 2006). Åñëè ýòî òàê, ìîæíî ïðåäïîëî-

æèòü, ÷òî ãåíîì ÌÑÊ-GFP in vivo â ñèëó ñâîåãî
òðàíñãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îêàçàëñÿ ãåíåòè÷åñêè çà-
ïðîãðàììèðîâàí íà äåñòàáèëèçàöèþ. Êëåòêè ñ «ðàñøà-
òàííûì» ãåíîìîì ïðè ïåðåâîäå â óñëîâèÿ in vitro ïîëó÷è-
ëè ñåëåêòèâíîå ïðåèìóùåñòâî, âñëåäñòâèå ÷åãî êëåòî÷íàÿ
êóëüòóðà ÌÑÊ-GFP óæå íà 1-õ ïàññàæàõ îêàçàëàñü íà-
ñòîëüêî ãåíåòè÷åñêè ãåòåðîãåííîé, ÷òî áûëà îõàðàêòåðè-
çîâàíà íàìè êàê òðàíñôîðìèðîâàííàÿ.

Èç ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî ñòåïåíü ïðîãðåññèè êà-
ðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ÿâëÿåòñÿ òåñòîì íà îïóõî-
ëåðîäíîñòü (Âàõòèí è äð., 1980; Levan, Mitelman, 1980;
Øâåìáåðãåð, 1987). Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ïðîàíàëèçèðîâàí-
íûé íàìè ìàòåðèàë îêàçàëñÿ ãåíåòè÷åñêè íåñòàáèëüíûì è
ñóùåñòâåííî ïåðåñòðîåííûì, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî,
âî-ïåðâûõ, ïðîöåññ çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè
ÌÑÊ-GFP ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïîíòàííîé òðàíñôîðìàöèåé
ÌÑÊ íîðìàëüíîé ìûøè in vitro (Miura et al., 2006) äîë-
æåí ïðîòåêàòü áûñòðåå è âûÿâëÿòüñÿ íà áîëåå ðàííèõ ïàñ-
ñàæàõ. Âî-âòîðûõ, äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ-GFP, âñòóïèâ-
øèõ íà ïóòü òðàíñôîðìàöèè, ìîæåò áûòü ðàçíîíàïðàâ-
ëåííîé è ïðèâîäèòü â êîíå÷íîì ñ÷åòå ê âîçíèêíîâåíèþ ó
ìûøåé îïóõîëåé ðàçíîãî ôåíîòèïà. Òàêèì îáðàçîì, êóëü-
òóðà ÌÑÊ, ìàðêèðîâàííûõ ãåíîì gfp, ìîæåò ðàññìàòðè-
âàòüñÿ êàê ëàáîðàòîðíàÿ ìîäåëü, óäîáíàÿ äëÿ èçó÷åíèÿ
õàðàêòåðà è íàïðàâëåííîñòè èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå êëå-
òî÷íîãî ãåíîìà â ñâÿçè ñ åãî çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîð-
ìàöèåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48439) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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We have developed and characterized a murine mesenchymal stem cell line from the bone marrow of trans-
genic mouse C57BL ubiquitously expressing GFP. Immunostaining analysis revealed the presence of several
markers typically found in fibroblasts such as smooth muscle cells actin in the form of stress fibrils and vimen-
tin — the protein of intermediate filaments. These cells maintained capability to differentiate into adipocytes or
osteoblasts under appropriate conditions. Karyotypic features include changes in the ploidy level between 2n
and 8n and multiple chromosomal aberrations. After six passages 80 % of the cell population was aneuploid
with chromosomal numbers between 50 and 85 without well defined modal class. Differential G-staining of me-
taphase spreads showed variability in copy numbers of individual chromosomes and the presence of aberrations
such as ectopic associations of non-homologous chromosomes. All analyzed cells contained unique dicentric
marker chromosome and some of them also had numerous microchromosomes which might indicate gene amp-
lification. These cells could be useful in the future work directed at the investigation of stem cells spontaneous
oncogenic transformation in vivo and in vitro.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, chromosomes, karyotypic destabilization, cell differentiation, green
fluorescence protein, transgene mouse.
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