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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷èëè ñîñòîÿíèå ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ õðîìîñîì (ßÎÐ) â ãèá-
ðèäíûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ ïóòåì ñëèÿíèÿ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøèíîé ëèíèè
PCC4aza1 è êëåòîê ñåëåçåíêè âçðîñëîé ìûøè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ãèáðèäîâ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðîäîëæèòåëüíîå âûðàùèâàíèå ãèáðèäíûõ êëåòîê â ñåëåêòèâíîé ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé ÃÀÒ (ãèïîêñàíòèí, àìèíîïòåðèí è òèìèäèí), ñïîñîáñòâîâàëî ñîõðàíåíèþ ÿäðûøêîîá-
ðàçóþùèõ õðîìîñîì (ßÎ-õðîìîñîì), òîãäà êàê â íåñåëåêòèâíîé ñðåäå íàáëþäàëàñü ïðåäïî÷òèòåëüíàÿ
ýëèìèíàöèÿ ßÎ-õðîìîñîì. Ïðè ýòîì â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ íàáëþäàëîñü áîëüøåå ÷èñëî àêòèâíûõ,
ò. å. Ag-ïîçèòèâíûõ, ßÎÐ, ÷åì â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ. Ýòè íàáëþäåíèÿ ïðÿìî ïîêàçûâàþò, ÷òî ðåïðîã-
ðàììèðîâàíèå ãåíîìîâ ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê ó ãèáðèäîâ âêëþ÷àåò â ñåáÿ èçìåíåíèÿ â ñîñòîÿíèè ßÎÐ
õðîìîñîì. ×èñëî àêòèâíûõ ßÎÐ çàâèñèò îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ êëåòîê è ìîæåò èçìå-
íÿòüñÿ äâóìÿ îñíîâíûìè ñïîñîáàìè — ïóòåì ýëèìèíàöèè ßÎ-õðîìîñîì (â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ)
èëè ïóòåì èíàêòèâàöèè íåêîòîðûõ ßÎÐ ïðè ñîõðàíåíèè ßÎ-õðîìîñîì (â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: ãèáðèäíûå êëåòêè, ðåïðîãðàììèðîâàíèå, ÿäðûøêîâûå îðãàíèçàòîðû, àðãåíòî-
ôèëüíàÿ îêðàñêà ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ, ãèáðèäèçàöèÿ in situ.

Â ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå ïîä ðåïðîãðàììèðîâàíèåì
ïîíèìàþò íàïðàâëåííîå èçìåíåíèå ñâîéñòâ (ñîñòîÿíèÿ)
îòäåëüíûõ ãåíîâ, ÿäðà èëè öåëîé êëåòêè ïîä äåéñòâèåì
ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ. Ðåïðîãðàììèðîâàíèå ìîæåò äîñòè-
ãàòüñÿ â ðåçóëüòàòå ïåðåíîñà ÿäðà ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè â
ýíóêëåèðîâàííûé îîöèò (ìåòîä òðàíñïëàíòàöèè ÿäåð)
(Gurdon, 2006) èëè ïîä äåéñòâèåì ôàêòîðîâ ïëþðèïî-
òåíòíûõ êëåòîê, ãèáðèäèçóåìûõ ñ ñîìàòè÷åñêèìè êëåòêà-
ìè (Serov et al., 2001). Ãèáðèäû ïîñëåäíåãî òèïà ÷àñòî ïî-
ëó÷àþò ïóòåì ñëèÿíèÿ ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ
õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ, à çàòåì âûâîäÿò â êóëüòóðó ïóòåì
âûðàùèâàíèÿ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ. Âûáîð ñåëåêòèâ-
íûõ óñëîâèé íàïðàâëåí íà óäàëåíèå ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê,
íå ïîäâåðãøèõñÿ ñëèÿíèþ, â òå÷åíèå ïåðâûõ 3—5 ñóò ïî-
ñëå ïîëó÷åíèÿ ãèáðèäîâ. Â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíûõ óñëîâèé
óäîáíî èñïîëüçîâàòü ñðåäó ñ ÃÀÒ (ãèïîêñàíòèí, àìèíî-
ïòåðèí è òèìèäèí), åñëè îäèí èç ðîäèòåëåé íåñåò ìóòà-
öèþ ïî ãåíó hprt–, à äðóãîé íå ñïîñîáåí ê ñàìîïîääåðæà-
íèþ â êóëüòóðå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãèáðèäíûõ êëåòîê â êà÷å-
ñòâå ïëþðèïîòåíòíûõ ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ èñïîëüçóþò
ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå (ÝÑ) èëè ýìáðèîíàëüíûå êàð-
öèíîìàëüíûå (ÝÊ) êëåòêè. Ýòè êëåòêè ñïîñîáíû äîëãîå
âðåìÿ íàõîäèòüñÿ â êóëüòóðå â íåäèôôåðåíöèðîâàííîì
ñîñòîÿíèè, îáðàçóþò ýìáðèîèäíûå òåëüöà ïðè èíäóêöèè
äèôôåðåíöèðîâêè in vitro, âêëþ÷àþòñÿ â ñîñòàâ õèìåð-
íûõ ýìáðèîíîâ ïðè èíúåêöèÿõ â áëàñòîöèñòó è îáðàçóþò
òåðàòîìû ó èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé in vivo (Robert-
son, 1987). Îäíàêî ÝÊ-êëåòêè â îòëè÷èå îò ÝÑ-êëåòîê íå
òðåáóþò ñïåöèàëüíûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ è ìîãóò
ñòàòü ëåãêî äîñòóïíûì èñòî÷íèêîì ðåïðîãðàììèðóþùèõ
ôàêòîðîâ â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ñëèÿíèþ êëåòîê.

Îñíîâíàÿ öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â àíà-
ëèçå ñîñòîÿíèÿ ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ (ßÎÐ) õðî-
ìîñîì ó ãèáðèäîâ, ïîëó÷åííûõ ïóòåì ñëèÿíèÿ êëåòîê ìû-
øèíîé ÝÊ ëèíèè PCC4aza1 è êëåòîê ñåëåçåíêè âçðîñëîé
ìûøè, â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ãèá-
ðèäíûõ êëåòîê. ßÎÐ — ýòî ëîêóñû õðîìîñîì, ãäå ðàñïî-
ëàãàþòñÿ ðèáîñîìíûå ãåíû (ðÄÍÊ), ò. å. ãåíû, êîäèðóþ-
ùèå 18S, 5.8S è 28S ðèáîñîìíûå ÐÍÊ (ðÐÍÊ). Â èíòåð-
ôàçíûõ êëåòêàõ ðÄÍÊ âõîäÿò â ñîñòàâ ÿäðûøåê, à â
ìèòîçå ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî íåñêîëüêèì õðîìîñîìàì íàáî-
ðà, ïîëó÷èâøèì íàçâàíèå ÿäðûøêîîáðàçóþùèõ (ßÎ) õðî-
ìîñîì. Â êëåòêàõ ìûøè, ñîäåðæàùèõ ìíîæåñòâåííûå
ßÎ-õðîìîñîìû, êàê ïðàâèëî, òðàíñêðèáèðóþòñÿ, ò. å. ÿâ-
ëÿþòñÿ àêòèâíûìè, íå âñå ßÎÐ (Howell, Black, 1980;
Long, Dawid, 1980). Àêòèâíûå ßÎÐ îòëè÷àþòñÿ îò íå-
àêòèâíûõ (ëàòåíòíûõ) ïðî÷íîé ñâÿçüþ ñ êîìïîíåíòà-
ìè òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ ïîëèìåðàçû I, êî-
òîðûå îáëàäàþò àðãåíòîôèëüíûìè ñâîéñòâàìè è ìîãóò
áûòü âûÿâëåíû ñ ïîìîùüþ îêðàñêè àçîòíîêèñëûì ñå-
ðåáðîì (Howell, Black, 1980). Èçâåñòíî, ÷òî ÷èñëî
Ag-ßÎÐ ÿâëÿþòñÿ íàäåæíûì ïðèçíàêîì àêòèâíîñòè ñèí-
òåçà ðÐÍÊ è îáùåãî óðîâíÿ ìåòàáîëèçìà â êëåòêå (Ha-
djilov, 1985). Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî ðèáîñîìíûå
ãåíû îòíîñÿòñÿ ê îäíèì èç íàèáîëåå òðàíñêðèáèðóå-
ìûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ýóêàðèîò, à óðîâåíü èõ àêòèâíîñòè
çàâèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ, ìîæíî îæèäàòü, ÷òî ïðè ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèè ãåíîìîâ ñîñòîÿíèå ßÎÐ áóäåò èçìå-
íÿòüñÿ íå ñëó÷àéíûì îáðàçîì. Ñ öåëüþ ïðîâåðêè ýòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ìû ïðèìåíèëè ìåòîä ãèáðèäèçàöèè
in situ äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî ÷èñëà ßÎ-õðîìîñîì, à
ñ ïîìîùüþ Ag-îêðàñêè ßÎÐ — ñðåäíåãî ÷èñëà Ag-ßÎÐ
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â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ PCC4aza1 � ëèìôîöèò ïðè èõ
êóëüòèâèðîâàíèè â ñåëåêòèâíûõ èëè íåñåëåêòèâíûõ óñëî-
âèÿõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ðåàêòèâû:
ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ÄÌÅÌ (ÏàíÝêî, Ðîñ-
ñèÿ), á-ÌÅÌ (Sigma, ÑØÀ), ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà
(HyClone, ÑØÀ), ÃÀÒ (10–4 Ì ãèïîêñàíòèí, 7�10–7 Ì
àìèíîïòåðèí è 10–5 Ì òèìèäèí; Flow Laboratory, Èòàëèÿ);
êîíêàíàâàëèí À (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), 5-àçàöèòèäèí (Sigma,
ÑØÀ), ïîëèýòèëåíãëèêîëü (MW 1450; Sigma, ÑØÀ), äè-
ìåòèëñóëüôîêñèä (ÄÌÑÎ; ÏàíÝêî, Ðîññèÿ); íîêîäàçîë è
AgNO3 (Sigma, ÑØÀ), æåëàòèíà (Ðîññèÿ), ìóðàâüèíàÿ
êèñëîòà (Merk, Ãåðìàíèÿ), Õ¸õñò 33342 (Sigma, ÑØÀ),
ìîâèîë (Calbiochem, ÑØÀ); äèãîêñèãåíèí (Dig-11-dUTP)
è ÐÍÊàçà À (Roche, Ôðàíöèÿ), ïåïñèí, äåèîíèçîâàííûé
ôîðìàìèä, äåêñòðàíñóëüôàò è ôîðìàìèä (Sigma, ÑØÀ),
Òâèí-20 (Õåëèêîí, Ðîññèÿ), àíòèòåëà ê äèãîêñèãåíèíó,
êîíúþãèðîâàííûå ðîäàìèíîì (Roche, Ôðàíöèÿ).

Ê ë å ò ê è. Ðîäèòåëüñêèå êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé òåðà-
òîêàðöèíîìû ìûøè ëèíèè PCC4aza1 (hprt–, íîðìàëüíûé
êàðèîòèï ìûøè 2n = 40) áûëè ïðèîáðåòåíû â Èíñòèòóòå
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã (Âñåðîññèéñêàÿ êîë-
ëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 8 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâî-
ðîòêè è àíòèáèîòèêè â ñòàíäàðòíîé êîíöåíòðàöèè. Êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5%-íîãî CO2 è
âûñîêîé âëàæíîñòè. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ñïîíòàííîé
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè ïåðåñåâàëè íå ðåæå ÷åì êàæäûå
48 ÷.

Êëåòêè ñåëåçåíêè ìûøè F1 CBA � C57BL/6J (ñàìöû
â âîçðàñòå 1.5 ãîäà) âûäåëÿëè ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîé ìåòî-
äèêå (de StGroth, Scheidegger, 1980). Ñðàçó ïîñëå âûäåëå-
íèÿ êëåòêè ðàññàæèâàëè â êîíöåíòðàöèè îêîëî 106 êëå-
òîê íà 1 ìë ñðåäû á-ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 15 % ôåòàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè. Â ñðåäó äîáàâëÿëè êîíêàíàâàëèí À â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 3 ìêã/ìë è 5-àçàöèòèäèí â êîí-
öåíòðàöèè 5 ìêÌ è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå
5 ñóò.

Ï î ë ó ÷ å í è å ã è á ð è ä î â. Àêòèâèðîâàííûå êëåòêè
ñåëåçåíêè ñìåøèâàëè ñ êëåòêàìè PCC4aza1 â ñîîòíîøå-
íèè 5 : 1 è èíäóöèðîâàëè ñëèÿíèå ñ ïîìîùüþ 45%-íîãî
ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ â ïðèñóòñòâèè 10%-íîãî äèìåòèë-
ñóëüôîêñèäà è ñðåäû ÄÌÅÌ â òå÷åíèå 1 ìèí. Ñðàçó ïî-
ñëå ñëèÿíèÿ êëåòêè ïîìåùàëè íà 24 ÷ â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ÃÀÒ, à çàòåì ïåðåíîñèëè â ñðåäó áåç
ÃÀÒ. Èíêóáàöèÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê PCC4aza1, íå ïîä-

âåðãàâøèõñÿ ñëèÿíèþ, â ñåëåêòèâíîé ñðåäå ñ ÃÀÒ â òå÷å-
íèå 24 ÷ ïðèâîäèëà ê òîòàëüíîé ãèáåëè âñåõ êëåòîê.

Ï î ë ó ÷ å í è å ì å ò à ô à ç í û õ ï ë à ñ ò è í î ê õ ð î ì î-
ñ î ì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê èç ãèáðèäíûõ
è ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè
50 íã/ìë íîêîäàçîëà íà 1—2 ÷. Àäãåçèâíûå êëåòêè ñîáè-
ðàëè â ñìåñè 0.25%-íîãî òðèïñèíà è 0.025%-íîãî âåðñåíà
(3 : 1), èíêóáèðîâàëè â 0.56%-íîì KCl 10 ìèí ïðè 37 °Ñ è
ôèêñèðîâàëè â òðåõ ñìåíàõ àáñîëþòíîãî ìåòàíîëà è ëåäÿ-
íîé óêñóñíîé êèñëîòû (3 : 1) ïðè 20 °Ñ â òå÷åíèå 3 ÷.
Ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, à
çàòåì èíêóáèðîâàëè â 0.56%-íîì KCl è ôèêñèðîâàëè òàê
æå, êàê àäãåçèâíûå êëåòêè. Êëåòêè ðàñêàïûâàëè íà âëàæ-
íûå õîëîäíûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà, êîíòðîëèðóÿ êà÷åñòâî
ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ïîä ìèêðîñêîïîì ICM 405 (Opton,
Ãåðìàíèÿ). Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ïðåïàðàòû õðàíèëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íå áîëåå 1 ìåñ. Ïðåïàðàòû
èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axiovert 200 (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ ôàçîâî-êîíòðàñòíûé îáúåêòèâ
Ïëàí-Àïîõðîìàò 100� (÷èñëîâàÿ àïåðòóðà 1.3).

Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è â í û õ ß Î Ð ïðîèçâîäèëè ïî ìå-
òîäèêå Õîóýëëà è Áëýêà (Howell, Black, 1980) ñ íåáîëüøè-
ìè ìîäèôèêàöèÿìè. 50%-íûé ðàñòâîð AgNO3 ãîòîâèëè íà
áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäå íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä óïî-
òðåáëåíèåì; 2%-íûé ðàñòâîð æåëàòèíû òàêæå ãîòîâèëè
íà áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäå, äîáàâëÿÿ 1 % ìóðàâüèíîé
êèñëîòû, è õðàíèëè ïðè 4 °Ñ. Íà ïðåïàðàò íàíîñèëè äâå
÷àñòè AgNO3 è îäíó ÷àñòü æåëàòèíû, íàêðûâàëè ïîêðîâ-
íûì ñòåêëîì è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí
èëè äî ïîÿâëåíèÿ Ag-îêðàñêè ßÎÐ. Ñòåêëà òùàòåëüíî
ïðîìûâàëè áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäîé, äîêðàøèâàëè
êðàñèòåëåì Õ¸õñò 33342 (1 ìêã/ìë) è çàêëþ÷àëè â ñðåäó
ìîâèîë. Âñå ïðåïàðàòû èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Axiovert 200, êàê îïèñàíî âûøå. Èçîáðàæåíèÿ çàïèñû-
âàëè ñ ïîìîùüþ 13-áèòíîé ìîíîõðîìíîé êàìåðû CCD
CoolSnapcf (Roper Scientific, ÑØÀ) è îáðàáàòûâàëè, èñïî-
ëüçóÿ ïðîãðàììó Adobe Photoshop, âåðñèÿ 7.0.

Ï ð î á û, è ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ä ë ÿ ã è á ð è ä è ç à ö è è
i n s i t u. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâå ïðîáû ê ðÄÍÊ ìûøè
(îðèãèíàëüíûå ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ó÷àñòêè ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ïîâòîðà ðÄÍÊ ìûøè, áûëè ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåíû È. Ãðóììò, Öåíòð ðàêîâûõ èññëåäîâàíèé, Ãåé-
äåëüáåðã, Ãåðìàíèÿ) (ðèñ. 1). Ïðîáà 1 (ôðàãìåíò Eco-
RI—EcoRI ðÄÍÊ ðàçìåðîì 6.6 ò. ï. î., îò +5.635 äî
+12.235) êîäèðîâàëà ÷àñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 18S ðÐÍÊ,
ïåðâûé âíóòðåííèé òðàíñêðèáèðóåìûé ñïåéñåð (ÂíÒÑ1),
5.8S ðÐÍÊ, âòîðîé âíóòðåííèé òðàíñêðèáèðóåìûé ñïåé-
ñåð (ÂíÒÑ2) è îêîëî 80 % ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 28S ðÐÍÊ.
Ïðîáà 2 (ôðàãìåíò EcoRI—EcoRI ðÄÍÊ ðàçìåðîì
4.3 ò. ï. î., îò +12.235 äî +16.535) êîäèðîâàëà îñòàâøóþ-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà êàðòû ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà ìûøè è ïðîá ðÄÍÊ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ ãèáðèäèçàöèè in situ.

ÍÒÑ — ìåæãåííûé íåòðàíñêðèáèðóåìûé ñïåéñåð, 5�ÂøÒÑ — 5�-âíåøíèé òðàíñêðèáèðóåìûé ñïåéñåð, ÂíÒÑ1 è ÂíÒÑ2 — ïåðâûé è âòîðîé âíóòðåí-
íèå òðàíñêðèáèðóåìûå ñïåéñåðû ñîîòâåòñòâåííî, 3�ÂøÒÑ — 3�— âíåøíèé òðàíñêðèáèðóåìûé ñïåéñåð, EcoRI — ñàéòû ðåñòðèêöèè EcoRI.



ñÿ ÷àñòü 28S ðÐÍÊ è 3�-âíåøíèé òðàíñêðèáèðóåìûé
ñïåéñåð (3�ÂøÒÑ). Ôðàãìåíòû ðÄÍÊ áûëè ïåðåêëîíèðî-
âàíû ïî ñîîòâåòñòâóþùèì ñàéòàì â âåêòîð pBluescript II
KS (Stratagene, ÑØÀ) è ìå÷åíû äèãîêñèãåíèíîì ìåòîäîì
íèê-òðàíñëÿöèè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Dig-Nick-Translation
Mix (Roche, Ôðàíöèÿ), ñëåäóÿ èíñòðóêöèè ôèðì-ïðîèçâî-
äèòåëåé.

Ã è á ð è ä è ç à ö è þ i n s i t u ïðîâîäèëè, êàê ïîäðîáíî
îïèñàíî ðàíåå (Êîðîáîâà è äð., 2004). Õðîìîñîìíûå ïðå-
ïàðàòû îáðàáàòûâàëè 100 ìêã/ìë ÐÍÊàçû À íà 2-êðàòíîì
SSC-áóôåðå (0.3 Ì NaCl è 0.03 Ì öèòðàòà íàòðèÿ, pH 7.3)
â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, à çàòåì 0.01%-íûì ïåïñèíîì íà
0.05 Ì öèòðàòå íàòðèÿ, pH 2.0, â òå÷åíèå 2—4 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïðåïàðàòû îòìûâàëè îò ïåïñèíà
â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (ÔÑÁ; 137 ìÌ NaCl, 2.7 ìÌ
KCl, 6.7 ìÌ Na2HPO4 è 1.5 ìÌ KH2PO4, pH 7.3), âûñó-
øèâàëè íà âîçäóõå è èíêóáèðîâàëè ñ ãèáðèäèçàöèîííîé
ñìåñüþ, ñîäåðæàùåé 10—25 íã/ìêë ìå÷åíîé ðÄÍÊ, 50 %
äåèîíèçîâàííîãî ôîðìàìèäà è 10 % äåêñòðàíñóëüôàòà, â
2-êðàòíîì áóôåðå SSC. Äåíàòóðàöèþ ïðîá è ïðåïàðàòîâ
ïðîâîäèëè îäíîâðåìåííî â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 85 °Ñ.
Ãèáðèäèçàöèþ îñóùåñòâëÿëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 16—18 ÷. Ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè â
50%-íîì ôîðìàìèäå íà 4-êðàòíîì áóôåðå SSC/Òâèí-20
3 ðàçà ïî 10 ìèí ïðè 42 °Ñ, çàòåì â áóôåðå 2 � SSC
10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, èíêóáèðîâàëè ñ àíòè-
òåëàìè ê äèãîêñèãåíèíó, êîíúþãèðîâàííûìè ðîäàìèíîì,
îêðàøèâàëè Õ¸õñòîì 33342 (1 ìêã/ìë) 10 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå è çàêëþ÷àëè â ìîâèîë. Ïðåïàðàòû
èçó÷àëè, êàê îïèñàíî âûøå.

Ðåçóëüòàòû

Ñ â î é ñ ò â à ã è á ð è ä í û õ ê ë å ò î ê P C C 4 a z a 1�
ë è ì ô î ö è ò. Êëîí ãèáðèäíûõ êëåòîê PCC4aza1 � ëèì-
ôîöèò áûë ïîëó÷åí â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ êëåòîê ìûøè-
íîé òåðàòîêàðöèíîìû ëèíèè PCC4aza1 è êëåòîê ñåëåçåí-
êè âçðîñëîé ìûøè F1 CBA � C57BL/6J (ñàìöû), àêòèâè-
ðîâàííûõ ê ïðîëèôåðàöèè ñ ïîìîùüþ êîíêàíàâàëèíà À â
ïðèñóòñòâèè äåìåòèëèðóþùåãî àãåíòà 5-àçàöèòèäèíà.
Ãèáðèäíàÿ ïðèðîäà ïîëó÷åííûõ êëåòîê áûëà ïîäòâåðæäå-
íà ðåçóëüòàòàìè ìèêðîñàòåëëèòíîãî àíàëèçà íà ìàðêåð-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèíèé ìûøåé, èç êîòîðûõ áûëè
ïîëó÷åíû èñõîäíûå ðîäèòåëüñêèå êëåòêè. Î ðåïðî-
ãðàììèðîâàíèè ñîìàòè÷åñêîãî ÿäðà ëèìôîöèòà â ñîñòàâå
ãèáðèäíîé êëåòêè ãîâîðèëî èñ÷åçíîâåíèå ýêñïðåññèè

ìàðêåðíûõ ãåíîâ Ò-ëèìôîöèòîâ CD11 è CD45. Â òî æå
âðåìÿ, ïîäîáíî ðîäèòåëüñêèì ïëþðèïîòåíòíûì êëåòêàì
PCC4aza1, ãèáðèäíûå êëåòêè ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ýêñ-
ïðåññèðîâàòü ãåí Oct4, îáðàçîâûâàòü ýìáðèîèäíûå òåëü-
öà â ñóñïåíçèè in vitro è äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ïîä äåéñò-
âèåì ÄÌÑÎ â êàðäèîìèîöèòû.

Ïîñëå ñëèÿíèÿ è ïåðâîíà÷àëüíîé ñåëåêöèè â òå÷åíèå
24 ÷ íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÃÀÒ, ãèáðèäíûå êëåòêè â òå÷å-
íèå 16 ïàññàæåé (ò. å. îêîëî 3 íåä) âûðàùèâàëè â íåñåëåê-
òèâíûõ óñëîâèÿõ (ñðåäà ÄÌÅÌ áåç ÃÀÒ). Çàòåì ÷àñòü
êëåòîê ïåðåâåëè â ñåëåêòèâíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
(ñðåäà ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì ÃÀÒ), à îñòàâøèåñÿ ïðîäîë-
æàëè âûðàùèâàòü â ñðåäå áåç ÃÀÒ. Òàêàÿ ñõåìà ýêñïåðè-
ìåíòà áûëà ïðåäïðèíÿòà ñ öåëüþ àíàëèçà âëèÿíèÿ óñëî-
âèé êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ñòàáèëüíîñòü îáùåãî ÷èñëà õðî-
ìîñîì è àêòèâíîñòü ßÎÐ.

Îïðåäåëåíèå îáùåãî ÷èñëà õðîìîñîì â ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíêàõ ãèáðèäîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â íåñåëåêòèâ-
íûõ óñëîâèÿõ ïîêàçàëî, ÷òî ãèáðèäíûå êëåòêè ñîäåðæàëè
îêîëî 78 (77.2 ± 2.4) õðîìîñîì íà ðàííåì (6-ì) ïàññàæå è
îêîëî 74 (74.4 ± 2.2) õðîìîñîì íà ïîçäíèõ (25—27-é) ïàñ-
ñàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîñêîëüêó è êëåòêè PCC4aza1, è
ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ñîäåðæàëè ïî 40 õðîìîñîì, ìû
ñäåëàëè âûâîä î òîì, ÷òî çà 25—27 ïàññàæåé êóëüòèâèðî-
âàíèÿ â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ãèáðèäíûå êëåòêè òåðÿ-
ëè â ñðåäíåì, 4 õðîìîñîìû (ñì. òàáëèöó).

Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè îïðåäåëå-
íèè ñðåäíåãî ÷èñëà õðîìîñîì â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ, êóëü-
òèâèðóåìûõ ñ 17-ãî ïî 26—30-é ïàññàæè â ñåëåêòèâíûõ
óñëîâèÿõ. Íà 17-ì ïàññàæå êëåòêè ñîäåðæàëè â ñðåäíåì
76.0 ± 0.8, à íà 26—30-ì — 76.1 ± 1.7 õðîìîñîì. Ýòè
çíà÷åíèÿ áëèçêè ê ñðåäíåìó ÷èñëó õðîìîñîì â ïîçäíèõ
ãèáðèäàõ, âûðàùèâàåìûõ â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ
(74.4 ± 2.2). Òàêèì îáðàçîì, ãèáðèäû PCC4aza1 � ëèìôî-
öèò ñîõðàíÿëè îòíîñèòåëüíî ñòàáèëüíîå êîëè÷åñòâî õðî-
ìîñîì (îêîëî 76) íåçàâèñèìî îò óñëîâèé èõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Äàííûå ïî ñðåäíåìó êîëè÷åñòâó õðîìîñîì â ðîäè-
òåëüñêèõ è ãèáðèäíûõ êëåòêàõ íà ðàçíûõ ïàññàæàõ è â
ðàçíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñóììèðîâàíû â òàá-
ëèöå.

Î ï ð å ä å ë å í è å î á ù å ã î ÷ è ñ ë à ß Î Ð ì å ò î ä î ì
ã è á ð è ä è ç à ö è è i n s i t u. Èçâåñòíî, ÷òî ó ëàáîðàòîðíûõ
ìûøåé Mus musculus ßÎÐ ðàñïîëàãàþòñÿ ðÿäîì ñ öåíòðî-
ìåðíûìè ðàéîíàìè íà íåñêîëüêèõ õðîìîñîìàõ êàðèîòè-
ïà, ÷èñëî êîòîðûõ çàâèñèò îò ëèíåéíîé ïðèíàäëåæíîñòè
æèâîòíûõ (Long, Dawid, 1980; Savino et al., 2001). Ìåòî-
äîì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH) ßÎÐ

304 Å. È. Øðàìîâà (Ôèëÿñîâà), Þ. Ì. Õîäàðîâè÷ è äð.

Ñðåäíåå êîëè÷åñòâî õðîìîñîì, Fish-ßÎÐ õðîìîñîì è Ag-ßÎÐ â ðîäèòåëüñêèõ êëåòêàõ PCC4aza1,
ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøè è ãèáðèäíûõ êëåòêàõ PCC4aza1�ëèìôîöèò

íà ðàçíûõ ïàññàæàõ â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ

Êëåòêè Ñòàäèÿ
Êîëè÷åñòâî
õðîìîñîì

×èñëî ßÎÐ, âûÿâ-
ëÿåìîå ìåòîäîì

FISH

×èñëî àêòèâíûõ
ßÎÐ (Ag-ßÎÐ)

PCC4aza1 Ïåðåä ñëèÿíèåì 40 8 (7.9 � 0.1) 7.0 � 0.4

Ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ìûøè 5-å ñóòêè àêòèâàöèè 40 7 (7.0 � 0.1) 6.2 � 0.5

Ãèáðèäû (ñðåäà áåç ÃÀÒ) 6-é ïàñcàæ 78 (77.2 � 2.4) 14 (13.9 � 0.7) 10 (10.3 � 0.9)

17-é ïàññàæ 76 (76.0 � 0.8) Íåò äàííûõ Íåò äàííûõ

25—27-é ïàññàæè 74 (74.4 � 2.2) 12 (12.0 � 0.8) 10 (10.4 � 0.8)à

Ãèáðèäû (ñðåäà ñ ÃÀÒ) 26—30-é ïàññàæè 76 (76.1 � 1.7) 14 (13.9 � 0.8) 9 (8.8 � 1.1)à

à Çíà÷åíèÿ, êîòîðûå äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþòñÿ.



ïðîÿâëÿþòñÿ â âèäå îäèíî÷íûõ èëè äâîéíûõ òî÷åê ðàçíî-
ãî ðàçìåðà (Êîðîáîâà è äð., 2004; Êóíàôèíà è äð., 2005).

Àíàëèç îáùåãî ÷èñëà FISH-ßÎÐ áûë ñíà÷àëà ïðîâå-
äåí íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ, ïîëó÷åííûõ èç ðîäèòåëü-
ñêèõ êëåòîê — êëåòîê PCC4aza1 è àêòèâèðîâàííûõ ëèì-
ôîöèòîâ. Ïðè èññëåäîâàíèè îáùåãî ÷èñëà ßÎÐ â êëåòêàõ
PCC4aza1 áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îíè ñîäåðæàò 8 ßÎÐ íà
êëåòêó. Â ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ëèìôîöèòîâ ñåëåçåíêè,
àêòèâèðîâàííûõ ê ïðîëèôåðàöèè, âûÿâëÿëîñü 7 FISH
-ßÎÐ. Òàêèì îáðàçîì, îæèäàåìîå îáùåå ÷èñëî ßÎÐ â ãèá-
ðèäíûõ êëåòêàõ ðàâíî 15.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû òèïè÷íûå ìåòàôàçíûå ïëàñ-
òèíêè ãèáðèäíûõ êëåòîê PCC4aza1 � ëèìôîöèò, ïîëó-
÷åííûå íà ðàííåì (6-ì) (ðèñ. 2, à, ã, æ) è ïîçäíåì (27-ì)
(ðèñ. 2, á, ä, ç) ïàññàæàõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â íåñå-
ëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ. Â ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ èç ðàííå-
ãî ïàññàæà â ñðåäíåì íà êëåòêó âûÿâëÿëîñü îêîëî 14
ßÎ-õðîìîñîì (13.9 ± 0.7). Ïðè ýòîì â ïëàñòèíêàõ, ñî-
äåðæàùèõ ðîâíî 80 õðîìîñîì, âûÿâëÿëîñü 15 ßÎÐ. Â ìå-
òàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ãèáðèäíûõ êëåòîê èç ïîçäíèõ ïàñ-
ñàæåé (25—27-ãî) â ñðåäíåì âûÿâëÿëîñü îêîëî 12 ßÎÐ
(12.0 ± 0.8); òîëüêî 9 % ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ñîäåð-
æàëè 14 ßÎÐ, íå âñòðåòèëîñü íè îäíîé êëåòêè, ñîõðàíèâøåé
âñå 15 ßÎ-õðîìîñîì. Êàê óæå óïîìèíàëîñü, ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ãèáðèäíûå êëåòêè òåðÿ-
ëè îêîëî 4 õðîìîñîì. Ïðè ýòîì èç 4 «óòåðÿííûõ» õðîìîñîì
3 õðîìîñîìû ñîäåðæàëè ßÎÐ (ñì. òàáëèöó).

Ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè ãèáðèäîâ PCC4aza1� ëèìôî-
öèò, êóëüòèâèðóåìûõ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, íà
26—30-ì ïàññàæàõ ñîäåðæàëè 13.9 ± 0.8 FISH-ßÎÐ
(ðèñ. 2, â, å, è; ñì. òàáëèöó). Ïðè ýòîì íåçàâèñèìî îò îá-
ùåãî ÷èñëà õðîìîñîì îêîëî 36 % èññëåäóåìûõ êëåòîê ñî-
õðàíÿëè 15 ßÎ-õðîìîñîì. Ýòè íàáëþäåíèÿ ãîâîðÿò î òîì,
÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ãèáðèäîâ PCC4aza1 � ëèìôîöèò â
ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ïðåïÿòñòâóåò «ïîòåðå» (èëè ñïî-
ñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ) ßÎ-õðîìîñîì. Ðåçóëüòàòû èçìå-
íåíèé ÷èñëà FISH-ßÎÐ õðîìîñîì â ãèáðèäàõ íà ðàçíûõ
ïàññàæàõ è ïðè ðàçíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ òàêæå
ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Î ï ð å ä å ë å í è å ê î ë è ÷ å ñ ò â à à ê ò è â í û õ ß Î Ð
ì å ò î ä î ì A g - î ê ð à ñ ê è. Â ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ðî-
äèòåëüñêèõ êëåòîê PCC4aza1 ïðèñóòñòâîâàëî â ñðåäíåì
7.0 ± 0.4 Ag-ßÎÐ, à â ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ëèìôîöè-
òîâ — 6.2 ± 0.5. Òàêèì îáðàçîì, îæèäàåìîå ÷èñëî àêòèâ-
íûõ ßÎÐ â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ PCC4aza1 � ëèìôîöèò ñî-
ñòàâëÿëî 13. Îäíàêî â ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ãèáðèäîâ
ðàííåãî (6-ãî) ïàññàæà îáíàðóæèâàëîñü âñåãî îêîëî 10
àêòèâíûõ ßÎÐ (10.3 ± 0.9). Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðî-
âàíèè ãèáðèäîâ â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ÷èñëî Ag-ßÎÐ
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëîñü, òàê ÷òî íà ïîçäíåì (25-ì)
ïàññàæå âûÿâëÿëîñü â ñðåäíåì 10.4 ± 0.8 Ag-ßÎÐ. Òàêèì
îáðàçîì, ïîòåðÿ 3 ßÎ-õðîìîñîì, íàáëþäàåìàÿ ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè ãèáðèäîâ PCC4aza1 � ëèìôîöèò â íåñåëåê-
òèâíûõ óñëîâèÿõ, íå ñîïðîâîæäàëàñü çàìåòíûì èçìåíå-

Ñîñòîÿíèå ÿäðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ â ãèáðèäàõ êëåòîê ìûøè 305

Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ ðÄÍÊ â õðîìîñîìàõ ãèáðèäíûõ êëåòîê PCC4aza1 � ëèìôîöèò.

à, ã, æ — 6-é è á, ä, ç — 27-é ïàññàæ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ; â, å, è — 30-é ïàññàæ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ.
à—â — îêðàñêà Õ¸õñòîì 33342; ã—å — ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ ñî ñìåñüþ ïðîá ê ðÄÍÊ ìûøè (FISH-ßÎÐ); æ—è — ñîâìåùåíèå èçîáðà-

æåíèé; ãèáðèäèçàöèîííûå ñèãíàëû, óêàçûâàþùèå íà ïîëîæåíèå è ÷èñëî ßÎÐ â ïëàñòèíêàõ, ïîêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



íèåì ÷èñëà àêòèâíûõ Ag-ßÎÐ, ñîõðàíÿþùèõñÿ â êëåòêàõ
(ñì. òàáëèöó).

Èíûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè èññëåäîâàíèè
÷èñëà Ag-ßÎÐ â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â
ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ: íà ïîçäíèõ (26—30-ì) ïàññàæàõ â
ãèáðèäàõ âûÿâëÿëîñü 8.8 ± 1.1 Ag-ßÎÐ (ðèñ. 3). Ïðè ýòîì
îáðàáîòêà ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà ïîêàçàëà, ÷òî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ Ag-ßÎÐ â ãèá-
ðèäíûõ êëåòêàõ ïîçäíèõ ïàññàæåé, âûðàùèâàåìûõ â íå-
ñåëåêòèâíûõ è ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, ðàçëè÷àþòñÿ ñòàòè-
ñòè÷åñêè äîñòîâåðíî (P < 0.05), ñîñòàâëÿÿ 10.4 ± 0.8 è
8.8 ± 1.1 Ag-ßÎÐ ñîîòâåòñòâåííî. Õàðàêòåðíî, ÷òî â ïîïó-
ëÿöèè êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ,
îêîëî òðåòè êëåòîê (33 %) ñîäåðæàëè 8 àêòèâíûõ ßÎÐ, à
ðàñïðåäåëåíèå îñòàâøèõñÿ êëåòîê ïî ÷èñëó àêòèâíûõ
ßÎÐ áûëî äîâîëüíî ðàâíîìåðíûì: 18 % êëåòîê ñîäåðæà-
ëè 7 Ag-ßÎÐ, 13 % êëåòîê èìåëè 9, 20 % — 10 è 16 % —
11 àêòèâíûõ ßÎÐ. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî ìàêñèìàëüíîå íà-
áëþäàåìîå ÷èñëî Ag-ßÎÐ ó êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ íà
ñðåäå ÃÀÒ, ðàâíÿëîñü 11. Òàêèì îáðàçîì, ïðè âûðàùèâà-
íèè ãèáðèäíûõ êëåòîê â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ñîõðàíå-
íèå ßÎ-õðîìîñîì ñîïðîâîæäàëîñü èíàêòèâàöèåé ßÎÐ.
Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà Ag-ßÎÐ â ãèáðèäàõ
PCC4aza1 � ëèìôîöèò ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ðàçíûõ
óñëîâèÿõ ñóììèðîâàíû â òàáëèöå.

Îáñóæäåíèå

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãèáðèäíûõ êëåòîê PCC4aza1 � ëèì-
ôîöèò ìû èñïîëüçîâàëè ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ìûøè, àê-
òèâèðîâàííûå ê ïðîëèôåðàöèè êîíêàíàâàëèíîì À â ïðè-
ñóòñòâèè äåìåòèëèðóþùåãî àãåíòà 5-àçàöèòèäèíà. Ïî íà-
øèì ñâåäåíèÿì, ãèáðèäû ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê ñ
àêòèâèðîâàííûìè ê ïðîëèôåðàöèè ëèìôîöèòàìè ïîëó÷å-

íû â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå. Èçâåñòíî, ÷òî 5-àçàöèòè-
äèí ñïîñîáñòâóåò äåìåòèëèðîâàíèþ ÄÍÊ è óìåíüøàåò
àêòèâíîñòü ÄÍÊ ìåòèëòðàíñôåðàç (Cheng, 1995). 5-àçàöè-
òèäèí òàêæå èñïîëüçóþò äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè ìåòèëèðîâà-
íèÿ ÄÍÊ â ìåõàíèçìàõ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè è àê-
òèâàöèè ãåíîâ (Taylor, Jones, 1979; Fukuda, 2001). Îáðà-
áîòêà êëåòîê 5-àçàöèòèäèíîì ïîâûøàåò âåðîÿòíîñòü
ïîëó÷åíèÿ æèçíåñïîñîáíûõ ãèáðèäîâ è ñïîñîáñòâóåò ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèþ ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê êàê ïðè èõ
ãèáðèäèçàöèè ñ ÝÑ-êëåòêàìè (Do, Sholer, 2004), òàê è ïðè
ïåðåíîñå ÿäåð â ýíóêëåèðîâàííûå îîöèòû (Jones et al.,
2001; Enright et al., 2003). Èçâåñòíî, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå
âëèÿåò òàêæå íà ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ
è ñèíòåç ðèáîñîìíîé ÐÍÊ, à äîáàâëåíèå ê êëåòêàì 5-àçà-
öèòèäèíà óâåëè÷èâàåò ÷èñëî àêòèâíûõ, ò. å. Ag-ïîçèòèâ-
íûõ, ßÎÐ (Ferraro, Lavia, 1983). Íàïðèìåð, èíêóáàöèÿ
êëåòîê ñåëåçåíêè âçðîñëîé ìûøè ñ 5-àçàöèòèäèíîì ïðè-
âîäèò ê ðåàêòèâàöèè Ag-ßÎÐ, èíàêòèâèðóþùèõñÿ ñ âîç-
ðàñòîì æèâîòíîãî (Swisshelm et al., 1990).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ðàáîòå, ïîçâîëÿþò ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî êàê â ðîäèòåëüñêèõ êëåòêàõ, òàê è ó ãèá-
ðèäîâ ïðèñóòñòâóþò ëàòåíòíûå ßÎÐ. Òàê, íà 8 ßÎ-õðîìî-
ñîì â êëåòêàõ PCC4aza1 ïðèñóòñòâóåò â ñðåäíåì 7.0 ± 0.4
Ag-ßÎÐ, â ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ëèìôîöèòîâ —
6.2 ± 0.5 Ag-ßÎÐ íà 7 ßÎ-õðîìîñîì. Â ãèáðèäàõ, êóëüòè-
âèðóåìûõ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, íà 26—30-ì ïàññàæàõ
ñîäåðæèòñÿ 13.9 ± 0.8 FISH-ßÎÐ è òîëüêî 8.8 ± 1.1
Ag-ßÎÐ. Ýòè íàáëþäåíèÿ íàõîäÿòñÿ â ïîëíîì ñîîòâåòñò-
âèè ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè î òîì, ÷òî â êëåòêàõ ñ ìíî-
æåñòâåííûìè ßÎ-õðîìîñîìàìè, êàê ïðàâèëî, ïðèñóòñò-
âóþò íåàêòèâíûå, èëè ëàòåíòíûå, ßÎÐ. Ðåçóëüòàòû ïðî-
äåëàííîé ðàáîòû ïîêàçûâàþò òàêæå, ÷òî â õîäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ãèáðèäîâ PCC4aza1 � ëèì-
ôîöèò àêòèâíîñòü ðèáîñîìíûõ ãåíîâ èçìåíÿåòñÿ. Èçìåíå-
íèÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ îáúÿñíÿþòñÿ êàê ýëèìèíàöèåé
ßÎ-õðîìîñîì, òàê è èíàêòèâàöèåé ßÎÐ, ñîõðàíÿþùèõ-
ñÿ â ßÎ-õðîìîñîìàõ. Ïðåèìóùåñòâåííàÿ ýëèìèíàöèÿ
ßÎ-õðîìîñîì íàáëþäàëàñü ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ãèáðèä-
íûõ êëåòîê â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, à èíàêòèâàöèÿ —
ïðè âûðàùèâàíèè â ñåëåêòèâíîé ñðåäå. Ìîæíî âûñêàçàòü
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî óäàëåíèå õðîìîñîì, íåñóùèõ
ßÎÐ, ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ðàäèêàëüíûì ìåõàíèçìîì, ðåãó-
ëèðóþùèì îáùóþ àêòèâíîñòü ðèáîñîìíûõ ãåíîâ è ñèíòå-
çà ðèáîñîì â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ.

ßâëåíèå ïðåèìóùåñòâåííîé ýëèìèíàöèè ßÎ-õðîìî-
ñîì â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ðàíåå áûëî îïèñàíî òîëüêî äëÿ
ðàñòåíèé. Â ÷àñòíîñòè, ýòîò ôåíîìåí îïèñàí äëÿ âíóòðè-
è ìåæâèäîâûõ ñîìàòè÷åñêèõ ãèáðèäîâ êàðòîôåëÿ (Pijnac-
ker et al., 1987, 1989). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ãèáðèäàõ Sola-
num tuberosum è S. phureja ñ íàáîðîì õðîìîñîì, áëèçêèì
ê òåòðàïëîèäíîìó, íàáëþäàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííàÿ ýëè-
ìèíàöèÿ îäíîé èëè îáåèõ ßÎ-õðîìîñîì âèäà S. phureja.
Ïðè ýòîì ýëèìèíàöèÿ ßÎ-õðîìîñîì ïðîèñõîäèò ïîä ãå-
íåòè÷åñêèì êîíòðîëåì è ñâÿçàíà ñ àññîöèàöèÿìè è ïåðå-
ñòðîéêàìè â ßÎ-õðîìîñîìàõ (Pijnacker et al., 1987). Àâòî-
ðû âûñêàçàëè ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî âîçìîæíîé ïðè-
÷èíîé ýëèìèíàöèè ßÎ-õðîìîñîì âèäà S. phureja ÿâëÿëñÿ
âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè èõ ßÎÐ, ÷òî ïðèâîäèëî ê
õðîìîñîìíûì àññîöèàöèÿì è ïåðåñòðîéêàì ñ ó÷àñòèåì
ßÎÐ. Òàêèì îáðàçîì, âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ßÎÐ ìîæåò
ïðèâîäèòü ê ïðåèìóùåñòâåííîé ýëèìèíàöèè ßÎ-õðîìî-
ñîì. Ïî-âèäèìîìó, ýòî óòâåðæäåíèå ñïðàâåäëèâî è â íà-
øåì ñëó÷àå: ïðåèìóùåñòâåííàÿ ýëèìèíàöèÿ ßÎ-õðîìî-
ñîì íàáëþäàëàñü â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ, ãäå àêòèâ-
íîñòü ßÎÐ áûëà âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ àêòèâíîñòüþ ßÎÐ,

306 Å. È. Øðàìîâà (Ôèëÿñîâà), Þ. Ì. Õîäàðîâè÷ è äð.

Ðèñ. 3. Îêðàøèâàíèå àçîòíîêèñëûì ñåðåáðîì ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîì ãèáðèäíûõ êëåòîê PCC4aza1 � ëèìôîöèò èç 30-ãî ïàñ-

ñàæà, êóëüòèâèðóåìûõ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ.

Ñòðåëêàìè óêàçàíû Ag-ïîçèòèâíûå (àêòèâíûå) ßÎÐ. Ìàñøòàáíûé îò-
ðåçîê — 10 ìêì.



íàáëþäàåìîé ïðè âûðàùèâàíèè êëåòîê â ñåëåêòèâíîé
ñðåäå (ñì. òàáëèöó). Êàê îïèñûâàëîñü âûøå, â ñåëåêòèâ-
íîé ñðåäå óìåíüøàåòñÿ ÷èñëî Ag-ßÎÐ, íî îáùåå ÷èñëî
ßÎ-õðîìîñîì ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî in vivo â ãèáðèäàõ ìåæäó áëèçêèìè âè-
äàìè ðàñòåíèé è æèâîòíûõ ðèáîñîìíûå ãåíû îäíîãî èç
âèäîâ ÷àñòî «äîìèíèðóþò» íàä ãåíàìè äðóãîãî âèäà, ÷òî
ïðîÿâëÿåòñÿ â ýêñïðåññèè ãåíîâ òîëüêî «äîìèíèðóþùå-
ãî» âèäà (Onishi et al., 1984). Ýòî ÿâëåíèå, â ÷àñòíîñòè,
áûëî îïèñàíî â êëåòêàõ ãèáðèäîâ ìåæäó äâóìÿ âèäàìè
ëÿãóøåê ðîäà Xenopus, ïðè÷åì ýôôåêò äîìèíèðîâàíèÿ íå
çàâèñåë îò ìàòåðèíñêîãî èëè îòöîâñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
«äîìèíèðóþùåãî» âèäà ëÿãóøåê (Honjo, Reeder, 1973).
Ïîäîáíîå äîìèíèðîâàíèå òàêæå íàáëþäàëîñü è ïðè ãèá-
ðèäèçàöèè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê óäàëåííûõ âèäîâ in vitro
(Onishi et al., 1984). Òàê, â çàâèñèìîñòè îò ëèíèé èñïîëü-
çîâàííûõ êëåòîê â ãèáðèäàõ êëåòîê ÷åëîâåêà è ìûøè íà-
áëþäàëîñü ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ëèáî ßÎÐ ÷åëîâåêà
(Miller et al., 1976a), ëèáî ßÎÐ ìûøè (Miller et al., 1976b).
Ïðè èññëåäîâàíèè ìåæâèäîâûõ ãèáðèäîâ êëåòîê ìûøè è
ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà íå íàáëþäàëîñü ïðåäïî÷òèòåëüíîé
èíàêòèâàöèè ßÎÐ êàêîãî-ëèáî îäíîãî âèäà, òàê ÷òî ãèá-
ðèäíûå êëåòêè ñèíòåçèðîâàëè îáà âèäà ðÐÍÊ — è ìûøè,
è õîìÿ÷êà (Eliceiri, 1972). Ýòîò ôàêò ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííû-
ìè ðàáîòû Ñîïðàíî è ñîàâòîðîâ (Soprano et al., 1979), â
êîòîðîé ïîêàçàíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì âíåøíèõ ôàêòîðîâ,
â ÷àñòíîñòè âèðóñà SV40, â ìåæâèäîâûõ ãèáðèäíûõ êëåò-
êàõ ÷åëîâåê—ìûøü óñèëèâàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ðÐÍÊ
äîìèíàíòíîãî âèäà è èíäóöèðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ ðàíåå ïî-
äàâëåííûõ ãåíîâ ðÐÍÊ äðóãîãî âèäà.

Àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ â ìåæ-
âèäîâûõ ãèáðèäàõ F1, ïîëó÷àåìûõ in vivo, è â ãèáðèäíûõ
êëåòêàõ, ïîëó÷àåìûõ in vitro, ïî-âèäèìîìó, ðåãóëèðóåòñÿ
ðàçíûìè ìåõàíèçìàìè (Miesfeld et al., 1984). Â ñëó÷àå
ãèáðèäèçàöèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ in vitro â îñíîâå èç-
ìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ «äîìèíèðóþùå-
ãî» âèäà ëåæàò îòñóòñòâèå è (èëè) èíàêòèâàöèÿ âèäîñïå-
öèôè÷åñêèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ÐÍÊ ïîëèìåðà-
çû I «ðåöåññèâíîãî» ðîäèòåëüñêîãî âèäà. Â ìåæâèäîâûõ
ãèáðèäàõ in vivo ïðèñóòñòâóþò òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòî-
ðû îáîèõ âèäîâ, à «äîìèíèðîâàíèå» îïðåäåëÿåòñÿ ïðåè-
ìóùåñòâåííîé ñïîñîáíîñòüþ ðÄÍÊ «äîìèíèðóþùåãî»
âèäà ñâÿçûâàòü òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû.

Èçâåñòíî, ÷òî êîëè÷åñòâî àðãåíòîôèëüíîãî ìàòåðèà-
ëà, ñâÿçàííîãî ñ ßÎÐ õðîìîñîì â ìèòîçå, ïðÿìî êîððåëè-
ðóåò ñ óðîâíåì òðàíñêðèïöèè ðèáîñîìíûõ ãåíîâ â ïðåä-
øåñòâóþùåé èíòåðôàçå (Derenzini et al., 1995; Sirri et al.,
2000). Ëîãè÷íî ïîëàãàòü, ÷òî óìåíüøåíèå ÷èñëà àêòèâíûõ
ßÎÐ â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ñåëåêòèâ-
íûõ óñëîâèÿõ, îòðàæàåò óìåíüøåíèå óðîâíÿ òðàíñêðèï-
öèè ðÄÍÊ è ñèíòåçà ðèáîñîì, ñâÿçàííîå ñ íåãàòèâíûì
âëèÿíèåì ñåëåêòèâíîé ñðåäû íà ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê.

Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî â íåñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ãèá-
ðèäíûå êëåòêè, ñîäåðæàùèå áîëüøåå ÷èñëî Ag-ßÎÐ (ñì.
òàáëèöó), îáëàäàëè ïîâûøåííûì ïîòåíöèàëîì ê äèôôå-
ðåíöèðîâêå in vitro ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, ðàñòóùèìè
â ïðèñóòñòâèè ÃÀÒ. Ìîæíî âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî ñíèæåíèå ñïîñîáíîñòè ãèáðèäîâ ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå â ñðåäå ñ ÃÀÒ ñâÿçàíî ñ ÷àñòè÷íûì ïîäàâëåíèåì àê-
òèâíîñòè ðÄÍÊ è ñèíòåçà ðèáîñîì è êàê ñëåäñòâèå — ñ
íåäîñòàòêîì áåëêîâûõ ôàêòîðîâ, îòâåòñòâåííûõ çà äèô-
ôåðåíöèðîâêó. Âåðîÿòíî, ýòèì æå îáúÿñíÿþòñÿ íåñïîñîá-
íîñòü ãèáðèäíûõ êëåòîê, âûðàùèâàåìûõ â ñåëåêòèâíîé
ñðåäå, ê îáðàçîâàíèþ ýìáðèîèäíûõ òåëåö, à òàêæå óìåíü-

øåíèå èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è óâåëè÷åíèå
äîëè êëåòîê â S-ïåðèîäå êëåòî÷íîãî öèêëà.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ïî-
êàçàëè, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ãèáðèäíûõ êëåòîê â íåñå-
ëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèò ê ýëèìèíàöèè ßÎ-õðî-
ìîñîì, òîãäà êàê âûðàùèâàíèå êëåòîê â ñåëåêòèâíîé ñðå-
äå ñïîñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ ßÎ-õðîìîñîì. Ñîõðàíåíèå
ßÎ-õðîìîñîì ñîïðîâîæäàåòñÿ èíàêòèâàöèåé ßÎÐ, ÷òî,
âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ îòðàæåíèåì îáùåãî óðîâíÿ ìåòàáî-
ëèçìà ãèáðèäíûõ êëåòîê â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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THE STATUS OF NUCLEOLUS ORGANIZING REGIONS IN HYBRIDS OF PLURIPOTENT

AND SOMATIC MOUSE CELLS CULTURED UNDER DIFFERENT CONDITIONS

E. I. Shramova (Filyasova),1 Yu. M. Khodarovich, O. A. Larionov, O. V. Zatsepina

M. M. Shemyakin—Yu. A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Moscow;
1 e-mail: fei@mail.ibch.ru

In the present work we examined the status of nucleolus organizing regions of mitotic chromosomes (NOR)
in hybrid cells obtained by fusion of the mouse teratocarcinoma cells PCC4aza1 and adult mouse spleenocytes
upon cultivation of hybrid cells under different conditions. We have shown that extended cultivation of hybrid
cells in medium supplemented with HAT (hypoxanthine, aminopterin, thymidine) promotes the maintenance of
NO-chromosomes, whereas under nonselective conditions elimination of NO-chromosome occurs. In nonselec-
tive medium the number of active, i. e. Ag-positive, NORs has been augmented comparatively to that observed
under selective conditions. This observation directly indicates that reprogramming of the parental cell genomes
in hybrid cells includes changes in the status of chromosomal NORs. The number of active NORs depends on
conditions of hybrid cells culturing and may be changed by either of the two major ways — by elimination of
NO-chromosomes (under nonselective conditions) or by inactivation of some NORs, when the general number
of NO-chromosomes remains unaltered (under selective conditions).

K e y w o r d s: hybrid cells, reprogramming, nucleolar organizers, argentophilic staining of nucleolar orga-
nizers, in situ hybridization.
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