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FISH-àíàëèç ðåãèîíàëüíîé ðåïëèêàöèè ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì â ãèáðèäàõ

Ðàáîòà ïîñâÿùåíà àíàëèçó ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè in situ ðåãèîíàëüíîé ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ
õðîìîñîì 1, 3 è 6 â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ ñëèÿíèåì ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ñ
ñîìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ñ îêîëî-äèïëîèäíûì íàáîðîì õðîìîñîì
ðîäèòåëüñêèå ãîìîëîãè ðåïëèöèðóþòñÿ ñèíõðîííî â 70—75 % àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê, ïîäîáíî òîìó êàê
ýòî ïðîèñõîäèò â äèïëîèäíûõ ÝÑÊ è ôèáðîáëàñòàõ. Â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ñ îêîëîòðèïëîèäíûì íàáîðîì
õðîìîñîì óðîâåíü âûÿâëÿåìîé àñèíõðîííîé ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ ïîâûøàëñÿ äî 46—57 %. Îäíàêî ýòî
âåðíî äëÿ êëåòîê c òðåìÿ êîïèÿìè òåñòèðóåìîé õðîìîñîìû, òîãäà êàê â òðèïëîèäíûõ êëåòêàõ, ñîäåðæà-
ùèõ äâå êîïèè àíàëèçèðóåìûõ õðîìîñîì, óðîâåíü ñèíõðîííîñòè ãîìîëîãîâ áëèçîê ê òàêîâîìó äèïëîèä-
íûõ êëåòîê. Â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ñ îêîëîòåòðàïëîèäíûì íàáîðîì õðîìîñîì óðîâåíü àñèíõðîííîé ðåï-
ëèêàöèè íàáëþäàëñÿ áîëåå ÷åì â 50 % êëåòîê, ÷òî ñîïîñòàâèìî ñ óðîâíåì àñèíõðîííîñòè â òåòðàïëîèä-
íûõ ÝÑÊ è ôèáðîáëàñòàõ. Òàêèì îáðàçîì, â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ñ ÷èñëîì êîïèé èíäèâèäóàëüíîé
õðîìîñîìû íå áîëåå äâóõ íàáëþäàëàñü ñèíõðîííàÿ ðåïëèêàöèÿ ãîìîëîãîâ, ïåðâîíà÷àëüíî èìåâøèõ ðàç-
ëè÷íûå óðîâíè äèôôåðåíöèðîâêè è ïàðàìåòðû ðåïëèêàöèè. Îäíàêî èíôîðìàòèâíîñòü ìåòîäà ãèáðèäè-
çàöèè in situ íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ñóùåñòâåííî ìåíÿåòñÿ ñ ïîâûøåíèåì ÷èñëà êîïèé èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîì è òåì ñàìûì îãðàíè÷èâàåò âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ òàêîãî ïîäõîäà äëÿ îöåíêè ñèíõðî-
ííîñòè ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåïëèêàöèÿ, ãèáðèäèçàöèÿ in situ, ãèáðèäíûå êëåòêè, èíòåðôàçíûå ÿäðà, àñèí-
õðîííàÿ ðåïëèêàöèÿ, ïëîèäíîñòü, ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ôèáðîáëàñòû.

Ðåïëèêàöèÿ ÄÍÊ â ãåíîìå ìëåêîïèòàþùèõ ïðîèñõî-
äèò â òå÷åíèå S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïî÷òè âñå ãåíû
äîìàøíåãî õîçÿéñòâà ðåïëèöèðóþòñÿ â ïåðâîé ïîëîâèíå
S-ôàçû â áîëüøèíñòâå òèïîâ êëåòîê. Íåêîòîðûå òêàíå-
ñïåöèôè÷íûå ãåíû òàêæå ðåïëèöèðóþòñÿ â ïåðâîé ïîëî-
âèíå S-ôàçû, â òî âðåìÿ êàê äëÿ áîëüøèíñòâà èç íèõ õà-
ðàêòåðíà ïîçäíÿÿ ðåïëèêàöèÿ (Goldman et al., 1984; Holm-
quist, 1987; Hatton et al., 1988).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ âèçóàëèçàöèè ðåïëèêàöèè ýô-
ôåêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ in situ ãèáðèäèçà-
öèÿ (FISH) ìå÷åíûõ çîíäîâ ÄÍÊ áîëüøîãî ðàçìåðà (ôàãè,
êîñìèäû, BAC-êëîíû). Ìåòîä îñíîâàí íà ïîäñ÷åòå êîëè-
÷åñòâà ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ, äåòåêòèðóåìûõ â èí-
òåðôàçíûõ ÿäðàõ, ïðè÷åì íàëè÷èå îäèíàðíîãî ñèãíàëà
(single dot) ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ðåïëèêàöèÿ â ýòîì
ó÷àñòêå õðîìîñîìû îòñóòñòâóåò, òîãäà êàê ïðèñóòñòâèå
äâóõ áëèçêî ðàñïîëîæåííûõ ñèãíàëîâ (double dot) ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ðåïëèêàöèè â èçó÷àåìîì ðàéîíå õðîìîñîìû
(Selig et al., 1992).

Äðóãîé óíèêàëüíîé îñîáåííîñòüþ ìåòîäà ãèáðèäèçà-
öèè in situ íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü
âèçóàëèçèðîâàòü àñèíõðîííîñòü ðåïëèêàöèè àëëåëåé èëè
ëîêàëüíûõ ðàéîíîâ â ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ. Íàïðè-
ìåð, àñèíõðîííîñòü ðåïëèêàöèè àëëåëåé ïîêàçàíà äëÿ èì-
ïðèíòèðîâàííûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ çàâèñèò îò
ðîäèòåëüñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Bartolomei, Tilghman,

1997; Kagotani et al., 2002; Gribnau et al., 2003) è íåêîòî-
ðûõ àóòîñîìíûõ ãåíîâ (ðåöåïòîðû Ò-êëåòîê, èíòåðëåéêè-
íû, ðåöåïòîðû ôåðîìîíîâ, ð120 êàòåíèí è äð.), äëÿ
êîòîðûõ õàðàêòåðíà ìîíîàëëåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ (Chess et
al., 1994; Singh et al., 2003; Ensminger, Chess, 2004; Gimel-
brant et al., 2005). Â ýòîì ñëó÷àå â ÿäðå íà îäíîì ãîìîëîãå
âûÿâëÿåòñÿ îäèíàðíûé ñèãíàë, òîãäà êàê íà äðóãîì —
äâîéíîé. Ñõîäíàÿ àñèíõðîííîñòü ðåïëèêàöèè ãîìîëîãè÷-
íûõ ðàéîíîâ õàðàêòåðíà äëÿ àêòèâíîé è íåàêòèâíîé
Õ-õðîìîñîì (Boggs, Chinault, 1994; Gribnau et al., 2005;
Mlynarczyk-Evans et al., 2006).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â êóëüòóðå äèïëîèäíûõ êëåòîê
ìîæíî íàáëþäàòü àñèíõðîííîñòü ðåïëèêàöèè àëëåëåé
àóòîñîìíûõ ãåíîâ ïðèìåðíî â 15—20 % êëåòîê (Selig et
al., 1992). Ïðîèñõîæäåíèå ýòîé àñèíõðîííîñòè íåÿñíî, íî,
âåðîÿòíî, îíà âîçíèêàåò ïîä âëèÿíèåì ïî ìåíüøåé ìåðå
äâóõ ôàêòîðîâ: âî-ïåðâûõ, ìîíîàëëåëüíîé ýêñïðåññèè,
çàòðàãèâàþùåé äî 10 % àóòîñîìíûõ ãåíîâ (Gimelbrant et
al., 2007), è, âî-âòîðûõ, îøèáêè ìåòîäà, ñâÿçàííîé ñ íàëî-
æåíèåì òî÷åê äâîéíîãî ñèãíàëà, êîãäà ðàçîøåäøèåñÿ
õðîìàòèäû ïðîñòðàíñòâåííî íàõîäÿòñÿ âåðòèêàëüíî ê
îñíîâíîé ïëîñêîñòè ÿäðà íà ïðåïàðàòå. Ìåòîä ãèáðèäèçà-
öèè in situ íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ íàøåë øèðîêîå ïðèìå-
íåíèå â îíêîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïîñêîëüêó ïðè
ìàëèãíèçàöèè îòìå÷àåòñÿ óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê ñ àñèí-
õðîííîé ðåïëèêàöèåé ãîìîëîãîâ è èíòåðïðåòèðóåòñÿ ýòî
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êàê íàèáîëåå ðàííåå ñîáûòèå íà÷àëà ïðîöåññà ìàëèãíèçà-
öèè (Korenstein-Ilan et al., 2002).

Íàì ïðåäñòàâëÿëîñü ïåðñïåêòèâíûì èñïîëüçîâàòü
ãèáðèäèçàöèþ in situ äëÿ âèçóàëèçàöèè ðåïëèêàöèè ãîìî-
ëîãè÷íûõ õðîìîñîì â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ
ñëèÿíèåì ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ñ ñî-
ìàòè÷åñêèìè. Òàêèå ãèáðèäíûå êëåòêè, â êîòîðûõ îáúå-
äèíÿþòñÿ ãåíîìû ñ ðàçíûì ñòàòóñîì äèôôåðåíöèðîâêè,
èìåþò âûñîêèé óðîâåíü ïëþðèïîòåíòíîñòè è ìíîãèå õà-
ðàêòåðèñòèêè, ñâîéñòâåííûå ÝÑÊ (Matveeva et al., 1998;
Ñåðîâ è äð., 2003; Vasilkova et al., 2007). Áîëåå òîãî, òàêèå
ãèáðèäíûå êëåòêè ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ýôôåêòèâíûé
ñïîñîá ïåðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà ñîìàòè÷åñêîãî
ïàðòíåðà (Matveeva et al., 1998; Tada et al., 2001, 2003; Co-
wan et al., 2005; Ïóçàêîâ è äð., 2007; Ambrosi et al., 2007;
Vasilkova et al., 2007). Ìåõàíèçìû ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ
îñòàþòñÿ âî ìíîãîì ìàëîèçó÷åííûìè, íî, íåñîìíåííî,
ñîïðîâîæäàþòñÿ ãëîáàëüíûì èëè ëîêàëüíûì ðåìîäåëè-
ðîâàíèåì õðîìàòèíà è èçìåíåíèåì ñòàòóñà ìåòèëèðîâà-
íèÿ ÄÍÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì âñòàåò âîïðîñ: êàêîâ õàðàêòåð
ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ è ìîæåò ëè
îí ñëóæèòü õðîìîñîìíûì èíäèêàòîðîì ðåïðîãðàììèðî-
âàíèÿ? Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ãîìîëîãè õðîìîñîì, ïðîèñõîäÿùèå
îò ðàçíûõ ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ, èçíà÷àëüíî èìåëè ðàç-
íûé ñòàòóñ äèôôåðåíöèðîâêè è ðàçíîå âðåìÿ ðåïëèêàöèè,
ïðåäñòàâëÿåò íåñîìíåííûé èíòåðåñ âûÿñíèòü, ñîõðàíÿ-
þòñÿ èëè íåò ýòè ðàçëè÷èÿ â ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ â ãèá-
ðèäíûõ êëåòêàõ òèïà ÝÑÊ—ñîìàòè÷åñêàÿ êëåòêà. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ìåòîä FISH íà
èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ äëÿ àíàëèçà ðåïëèêàöèè ïðèìåíÿëñÿ
òîëüêî ê äèïëîèäíûì êëåòêàì, òîãäà êàê äàííûå î ïðèìå-
íåíèè ìåòîäà äëÿ êëåòîê ñ áîëüøåé ïëîèäíîñòüþ îòñóòñò-
âóþò.

Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà àíàëèçó ðåïëèêàöèè òðåõ
ðàéîíîâ, ìàðêèðóþùèõ ðàçíûå õðîìîñîìû: à) â êëîíàõ
ãèáðèäíûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ ñëèÿíèåì ÝÑÊ ñî ñïëåíî-
öèòàìè, ñ ðàçíûì õðîìîñîìíûì ñîñòàâîì, âàðüèðîâàâ-
øèì îò îêîëîäèïëîèäíîãî äî îêîëî-òåòðàïëîèäíîãî; á) â
äèïëîèäíûõ è òåòðàïëîèäíûõ êëåòêàõ ìûøè ñ ðàçëè÷íûì
ñòàòóñîì äèôôåðåíöèðîâêè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå ðåàãåíòû: àâèäèí-FITÑ
(Sigma, ÑØÀ), àíòèàâèäèí-FITÑ (Vector Laboratories,
ÑØÀ), íàáîð äëÿ íèê-òðàíñëÿöèè (Invitrogen, ÑØÀ), ïåï-
ñèí (Sigma, ÑØÀ), ÐÍÊàçà (Fermentas, ÑØÀ), ïàðàôîðì-
àëüäåãèä (Sigma, ÑØÀ), ôîðìàìèä (Sigma, ÑØÀ), DAPI
(4R,6-Diamidino-2-phenylindole; Sigma, ÑØÀ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå êëåòî÷íûå êóëüòó-
ðû: ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ëèíèè HM-1, ïîëó-
÷åííûå îò ìûøåé ëèíèè 129/Ola Mus musculus (Magin et
al., 1992); äèïëîèäíûå ôåòàëüíûå ôèáðîáëàñòû (ëèíèÿ
MEF), ïîëó÷åííûå ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì (Hogan et al.,
1994) èç 12-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøåé DD/c; òåòðàïëî-
èäíûå êëåòêè D3T14, ïîëó÷åííûå ñëèÿíèåì äâóõ ëèíèé
ÝÑÊ, D3 è TgTP6 (Matveeva et al., 2005); òåòðàïëîèäíûå
ôèáðîáëàñòû (ëèíèÿ itMEF), âûäåëåííûå â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ëèíèè ïåðâè÷íûõ äèïëîèäíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ iMEF èç ìûøåé ëèíèè C57Bl/6-I(I)1RK, ãåòåðîçè-
ãîòíûõ ïî äâîéíîé èíñåðöèè â õðîìîñîìå 1 (Borodin et
al., 1990); ñåìü êëîíîâ ãèáðèäíûõ êëåòîê ñåðèè HMC, ïî-
ëó÷åííûõ îò ñëèÿíèÿ ÝÑÊ ëèíèè ÍÌ-1 Mus musculus è
ñïëåíîöèòîâ M. caroli (Ñåðîâ è äð., 2003).

Ïðèãîòîâëåíèå ïðåïàðàòîâ èíòåðôàçíûõ ÿäåð è ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå
(Ìàêãðåãîð, Âàðëè, 1986). Ãèáðèäèçàöèþ in situ íà èí-
òåðôàçíûõ ÿäðàõ ñ áèîòèíèëèðîâàííûìè ÄÍÊ-çîíäàìè
ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Íåñòåðîâîé è ñîàâòîðîâ (Nesterova
et al., 1998) ñ ìîäèôèêàöèÿìè. Ïðåïàðàòû îáðàáàòûâàëè
ÐÍÊàçîé ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷, à çàòåì 5 ìèí
0.02%-íûì ïåïñèíîì â 10 ìÌ HCl. Äåíàòóðàöèþ ïîâîäè-
ëè ïðè 70 °Ñ â 70%-íîì ôîðìàìèäå â òå÷åíèå 2 ìèí.

Â êà÷åñòâå çîíäîâ èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ òðåõ BAC-êëî-
íîâ èç áèáëèîòåêè RP23 ìûøè (Invitrogen, ÑØÀ):
RP23-260 (õðîìîñîìà 1) ñîäåðæèò ãåí Pax3 (paired box
gene 3), îòíîñÿùèéñÿ ê ãåíàì äîìàøíåãî õîçÿéñòâà;
RP23-183 (õðîìîñîìà 3) ñîäåðæèò ãåí LmnA (lamin A), êî-
òîðûé ýêñïðåññèðóåòñÿ â áîëüøèíñòâå äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ êëåòîê, íî íå â êëåòêàõ ýìáðèîíîâ ðàííèõ ñòàäèé
ðàçâèòèÿ; RP23-311 (õðîìîñîìà 6) ñîäåðæèò ãåí Ilr5 (in-
terleukin 5 receptor, alpha), ýêñïðåññèðóþùèéñÿ â êëåòêàõ
âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû áëàñòîöèñòû ìûøè è â ýêñò-
ðàýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ.

Áèîòèíèëèðîâàíèå ÄÍÊ-çîíäîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ íèê-òðàíñëÿöèè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ìå÷åíûå çîíäû äåíàòóðèðîâàëè
10 ìèí ïðè 95 °Ñ ñ Cot-1 ÄÍÊ è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè
37 °Ñ äëÿ óäàëåíèÿ ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.
Ãèáðèäèçàöèþ in situ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 ñóò âî âëàæ-
íîé êàìåðå ïðè 37 °Ñ. Äåòåêöèþ ãèáðèäèçîâàâøèõñÿ çîí-
äîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ àâèäèí-FITC è àíòèàâè-
äèí-FITC. Õðîìîñîìû è ÿäðà îêðàøèâàëè DAPI.

Èäåíòèôèêàöèþ ðîäèòåëüñêèõ õðîìîñîì â ãèá-
ðèäíûõ êëåòêàõ ñåðèè HMC ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ãèá-
ðèäèçàöèè in situ ñ èñïîëüçîâàíèåì âèäîñïåöèôè÷íîãî
FITÑ-ìå÷åííîãî çîíäà pMsat5, êîòîðûé ãèáðèäèçóåòñÿ ñ
öåíòðîìåðàìè áîëüøèíñòâà õðîìîñîì M. musculus, íî íå
M. caroli (Ïðèñòÿæíþê è äð., 2005), è ìå÷åííûõ äèãîêñè-
ãåíèíîì çîíäîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ õðîìîñîì 1, 3 è 6 îáî-
èõ âèäîâ (Ïóçàêîâ è äð., 2007).

Ôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïå
Axioscope 2 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ îáðàáîòêè èçîáðàæå-
íèé ïðèìåíÿëè ïàêåò ïðèêëàäíûõ ïðîãðàìì ISIS3 (In Situ

Imaging System) êîìïàíèè Metasystems.
Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè

c2-êðèòåðèé äëÿ ñðàâíåíèÿ äâóõ ýìïèðè÷åñêèõ ñîâîêóï-
íîñòåé (Âàñèëüåâà, 2004).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Àïðîáàöèþ ìåòîäà ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in
situ íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì áèîòèíèëè-
ðîâàííûõ çîíäîâ RP23-260, RP23-183 è RP23-311 ìû ïðî-
âåëè, àíàëèçèðóÿ ðåãèîíàëüíóþ ðåïëèêàöèþ ãîìîëîãîâ
õðîìîñîì 1, 3 è 6 â äâóõ ëèíèÿõ äèïëîèäíûõ êëåòîê: ÝÑÊ
ëèíèè ÍÌ-1 è ôåòàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ (MEF). Äëÿ àíà-
ëèçà ðåïëèêàöèè èçó÷àåìûõ ðàéîíîâ â ãîìîëîãè÷íûõ
õðîìîñîìàõ ïîäñ÷èòûâàëè ñèíõðîííûå (SS è DD) (ðèñ. 1,
à, á) è íåñèíõðîííûå (SD) (ðèñ. 1, æ) ôëóîðåñöåíòíûå
ñèãíàëû â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êëåòîê. Âñåãî áûëî ïðîàíà-
ëèçèðîâàíî îò 80 äî 250 ÿäåð. Äîëÿ íåñèíõðîííûõ ñèãíà-
ëîâ â êëåòêàõ àíàëèçèðóåìûõ ëèíèé âàðüèðîâàëà îò 15 äî
24 % (ðèñ. 2). Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç íå âûÿâèë äîñòîâåð-
íûõ ðàçëè÷èé ïî êîëè÷åñòâó íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ïî
êàæäîìó èç çîíäîâ ìåæäó ëèíèÿìè òåñòèðóåìûõ êëåòîê,
òàê æå êàê íå íàéäåíî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé âíóòðè êàæ-
äîé èç ëèíèé ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçíûõ çîíäîâ. Ïîëó-
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÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ èçâåñòíûìè ëèòåðàòóð-
íûìè äàííûìè î äîëå íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ñ ãîìîëî-
ãîâ, âûÿâëÿåìûõ ýòèì ìåòîäîì, â äðóãèõ ëèíèÿõ
äèïëîèäíûõ êëåòîê (Selig et al., 1992). Òàêèì îáðàçîì, íå
áûëî íàéäåíî ðàçëè÷èé â õàðàêòåðå ðåïëèêàöèè èññëåäó-
åìûõ ðàéîíîâ ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì â ïëþðèïîòåíò-
íûõ (ÝÑÊ) è äèôôåðåíöèðîâàííûõ (ôèáðîáëàñòû) äèïëî-
èäíûõ êëåòêàõ.

Ìû èñïîëüçîâàëè êëîíû ãèáðèäíûõ êëåòîê ñåðèè
HMÑ äëÿ àíàëèçà ðåïëèêàöèè ðîäèòåëüñêèõ õðîìîñîì,
èçíà÷àëüíî ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñòàòóñó äèôôåðåíöèðîâ-
êè. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ
ãèáðèäíûõ êëåòîê ñåðèè ÍÌÑ èìåëà ìåñòî ñåãðåãàöèÿ
õðîìîñîì ïðåèìóùåñòâåííî îäíîãî, èíîãäà îáîèõ ïàðò-
íåðîâ ïî ñëèÿíèþ ñ ïîñëåäóþùåé ñòàáèëèçàöèåé êàðèî-
òèïà (Ïðèñòÿæíþê è äð., 2005; Matveeva et al., 2005). Ìû
âûáðàëè òðè êàòåãîðèè êëîíîâ äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà:
3 ñóáêëîíà ïåðâè÷íîãî êëîíà ÍÌÑ29 (ÍÌÑ29-3,
ÍÌÑ29-4 è ÍÌÑ29-7) ñ îêîëîäèïëîèäíûì êàðèîòèïîì
(áîëüøèíñòâî êëåòîê ñîäåðæàëî 40—44 õðîìîñîìû);
2 êëîíà ñ îêîëîòðèïëîèäíûì íàáîðîì (HMC1 è HMC56);
2 êëîíà ñ îêîëîòåòðàïëîèäíûì íàáîðîì õðîìîñîì
(HMC27 è HMC41). Òàêèì îáðàçîì, ïîÿâèëàñü âîçìîæ-
íîñòü ïðîâåñòè àíàëèç ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ â êëåòêàõ ñ

ðàçíûì ÷èñëîì êîïèé õðîìîñîì 1, 3 è 6 íà ôîíå âàðüèðó-
þùåé ïëîèäíîñòè.

Ìû ïðîâåëè àíàëèç ðåãèîíàëüíîé ðåïëèêàöèè ðîäè-
òåëüñêèõ õðîìîñîì â ñóáêëîíàõ êëîíà ÍÌÑ29 òîëüêî äëÿ
õðîìîñîìû 3, ïîñêîëüêó âñå ãèáðèäíûå êëåòêè ñîäåðæà-
ëè îäíó êîïèþ M. musculus è îäíó M. caroli, òîãäà êàê
õðîìîñîìà 6 áûëà ïðåäñòàâëåíà òîëüêî ãîìîëîãàìè
M. musculus, à õðîìîñîìà 1 — äâóìÿ êîïèÿìè M. musculus

è îäíîé M. caroli. Àíàëèç ðåïëèêàöèè õðîìîñîìû 3 ñ ïî-
ìîùüþ FISH íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êëåòîê ñóáêëîíîâ
HMC29-3, HMC29-4 è HMC29-7 íå âûÿâèë äîñòîâåð-
íûõ ðàçëè÷èé â õàðàêòåðå ðàñïðåäåëåíèÿ ñèíõðîííûõ
è íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ñ ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì
M. musculus è M.caroli â ñðàâíåíèè ñ äàííûìè ïî äèïëî-
èäíûì êëåòêàì (ðèñ. 3). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿ-
þò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ðåïëèêàöèÿ äâóõ ãîìîëîãîâ ðàçíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ â ýòèõ ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò
ñèíõðîííî.

Èíóþ êàðòèíó ìû íàáëþäàëè â êëîíàõ ãèáðèäíûõ
êëåòîê ñ áîëüøåé ïëîèäíîñòüþ. Â îêîëîòðèïëîèäíûõ
êëîíàõ HMC1 è HMC56 õðîìîñîìà 3 ïðåäñòàâëåíà òðåìÿ
ãîìîëîãàìè, ïðè ýòîì â êëîíå HMC1 ýòà õðîìîñîìà ïðåä-
ñòàâëåíà îäíèì ãîìîëîãîì îò ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà
è äâóìÿ — ñîìàòè÷åñêîãî, òîãäà êàê â êëîíå HMC56, íà-

502 Î. Ë. Ïîäðÿä÷èêîâà, È. Å. Ïðèñòÿæíþê è äð.

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû ôëóîðåñöåíòíîé in situ ãèáðèäèçàöèè ñ ìå÷åíûìè çîíäàìè íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êëåòîê ñ ðàçëè÷íîé ïëîèä-
íîñòüþ.

à, á, æ — äèïëîèäíûå êëåòêè; â, ã, ç, ê — òðèïëîèäíûå êëåòêè; ä, å, è, ë, ì — òåòðàïëîèäíûå êëåòêè. Ïðåäñòàâëåíû òèïû ñèãíàëîâ, íàáëþäàåìûõ â äàí-
íûõ êëåòêàõ: à — SS, á — DD, â — SSS, ã — DDD, ä — SSSS, å — DDDD, æ — SD, ç — SDD, è — SSDD, ê — SSD, ë — SSSD, ì — SDDD.



îáîðîò, — äâóìÿ ãîìîëîãàìè îò ïëþðèïîòåíòíîãî è îä-
íèì îò ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà. Òàêîå æå ðàñïðåäåëåíèå
ãîìîëîãîâ õàðàêòåðíî äëÿ õðîìîñîìû 1 â êëîíå HMC56 è
õðîìîñîìû 6 â êëîíå ÍÌÑ1. Â êëåòêàõ, ñîäåðæàùèõ òðè
ãîìîëîãà èññëåäóåìûõ õðîìîñîì, òàêæå ïîäñ÷èòûâàëè
ñèíõðîííûå (SSS, DDD) (ðèñ. 1, â, ã) è íåñèíõðîííûå
(SDD, SSD) (ðèñ. 1, ç, ê) ñèãíàëû íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ.
Âñåãî áûëî ïîäñ÷èòàíî îò 100 äî 160 ÿäåð. Äèàãðàììà ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ñèíõðîííûõ è íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ñ ãîìî-
ëîãè÷íûõ õðîìîñîì íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ â ýòèõ êëîíàõ
ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 4. Âèäíî, ÷òî â ñëó÷àå ïðèñóòñòâèÿ
òðåõ ãîìîëîãîâ õðîìîñîì 1, 3 è 6 (çîíäû RP23-260,
RP23-183 è RP23-311 ñîîòâåòñòâåííî) êîëè÷åñòâî íåñèíõ-
ðîííûõ ñèãíàëîâ ðåçêî âîçðîñëî ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì â
äèïëîèäíûõ êëåòêàõ è âàðüèðîâàëî îò 46 äî 57 %.

Îñîáåííîñòüþ êëîíîâ ÍÌÑ1 è ÍÌÑ56 ÿâëÿëîñü òî,
÷òî ÷àñòü èõ êëåòîê ñîäåðæàëà ïî îäíîé êîïèè ðîäèòåëü-

ñêèõ õðîìîñîì 1, 3 è 6, íî íà ôîíå îêîëîòðèïëîèäíîãî
íàáîðà õðîìîñîì. Àíàëèç ýòîé ÷àñòè êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî
äîëÿ íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ñ äâóõ ðîäèòåëüñêèõ ãîìî-
ëîãîâ â òàêèõ êëåòêàõ ñîïîñòàâèìà ñ òàêîâîé â äèïëîèä-
íûõ êëåòêàõ, õîòÿ èìååòñÿ ñëàáî âûðàæåííàÿ òåíäåíöèÿ ê
ïîâûøåíèþ. Îäíàêî ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà íå âûÿâè-
ëà äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â êîëè÷åñòâå íåñèíõðîííûõ
ñèãíàëîâ â îêîëîòðèïëîèäíûõ êëåòêàõ ñ äâóìÿ ãîìîëîãà-
ìè õðîìîñîì 1, 3 è 6 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîëè÷åñòâîì íåñèíõ-
ðîííûõ ñèãíàëîâ â äèïëîèäíûõ êëåòêàõ. Ýòè ðåçóëüòàòû
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñèíõðîííîñòü ðåãèîíàëüíîé ðåïëè-
êàöèè ðîäèòåëüñêèõ ãîìîëîãîâ çàâèñèò â áîëüøåé ñòåïå-
íè îò ÷èñëà êîïèé ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì è â ìåíüøåé
ñòåïåíè — îò îáùåãî ÷èñëà õðîìîñîì â êëåòêå (ïëîèä-
íîñòè).

Àíàëèç êëîíà ÍÌÑ27, â êîòîðîì óñòàíîâëåíî ïðèñóò-
ñòâèå ÷åòûðåõ ãîìîëîãîâ õðîìîñîì 3 è 6, à òàêæå êëîíà
HMC41, â êîòîðîì ïðèñóòñòâóþò ÷åòûðå ãîìîëîãà õðîìî-
ñîìû 6, íà ôîíå îêîëîòåòðàïëîèäíîãî íàáîðà õðîìîñîì
ïîêàçàë, ÷òî êîëè÷åñòâî íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ äîñòèãà-
åò 65 % äëÿ õðîìîñîìû 3, à äëÿ õðîìîñîìû 6 — áîëåå
80 % â êëîíå HMC27 è 62 % â êëîíå HMC41 (ðèñ. 5). Ýòè
äàííûå ñ âûñîêîé äîñòîâåðíîñòüþ 99.9 % îòëè÷àþòñÿ îò
ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà äèïëîèäíûõ ëèíèé. Òàêèì îáðàçîì,
â êëåòêàõ ñ òðåìÿ è ÷åòûðüìÿ êîïèÿìè èññëåäóåìûõ õðî-
ìîñîì äîëÿ íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ñ ãîìîëîãîâ ðåçêî
âîçðàñòàåò.

Äëÿ òîãî ÷òîáû âû÷ëåíèòü âëèÿíèå äâóõ ôàêòîðîâ, à
èìåííî óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà êîïèé èíäèâèäóàëüíûõ õðîìî-
ñîì è ðàçëè÷èÿ â èõ ïðîèñõîæäåíèè íà âûÿâëÿåìóþ âûñî-
êóþ àñèíõðîííîñòü ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ, ìû ðåøèëè
ïðîâåñòè àíàëèç òåòðàïëîèäíûõ ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê
D3T14 è òåòðàïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ itMEF.

Â òåòðàïëîèäíûõ êëåòêàõ òàêæå ïîäñ÷èòûâàëè ñèí-
õðîííûå (SSSS è DDDD) (ðèñ. 1, ä, å) è íåñèíõðîííûå
(SSSD, SSDD, SDDD) (ðèñ. 1, è, ë, ì) ñèãíàëû ñ ãîìîëî-
ãè÷íûõ õðîìîñîì â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ. Âñåãî áûëî ïîä-
ñ÷èòàíî îò 60 äî 95 ÿäåð äëÿ êàæäîé ëèíèè. Äîëÿ íåñèí-
õðîííûõ ñèãíàëîâ â ÿäðàõ êëåòîê îáåèõ ëèíèé âàðüèðîâà-
ëà îò 59 äî 81 % (ðèñ. 6). Èç ýòèõ äàííûõ âèäíî, ÷òî â
òåòðàïëîèäíûõ êëåòêàõ êîëè÷åñòâî íåñèíõðîííûõ ñèãíà-
ëîâ òàêæå ðåçêî âîçðîñëî ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ êîëè÷åñòâîì
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Ðèñ. 2. Ñîîòíîøåíèå ñèíõðîííûõ (÷åðíàÿ ÷àñòü ñòîëáöà) è
íåñèíõðîííûõ (ñåðàÿ ÷àñòü ñòîëáöà) ñèãíàëîâ ñ ãîìîëîãè÷-
íûõ õðîìîñîì ïî ðåçóëüòàòàì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè
in situ ñ ìå÷åíûìè çîíäàìè RP23-260, RP23-183 è RP23-311 íà
èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ äèïëîèäíûõ êëåòîê äâóõ ëèíèé HM-1 è

MEF.

Ïî âåðòèêàëè — ñîîòíîøåíèå ñèãíàëîâ, %; ïî ãîðèçîíòàëè — íîìåð
çîíäà (âíèçó) è ëèíèè êëåòîê (ââåðõó).

Ðèñ. 3. Ñîîòíîøåíèå ñèíõðîííûõ (÷åðíàÿ ÷àñòü ñòîëáöà) è
íåñèíõðîííûõ (ñåðàÿ ÷àñòü ñòîëáöà) ñèãíàëîâ ñ ãîìîëîãè÷-
íûõ õðîìîñîì ïî ðåçóëüòàòàì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè
in situ ñ ìå÷åíûì çîíäîì RP23-183 íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êëå-

òîê ñóáêëîíîâ HMC29-3, HMC29-4 è HMC29-7.

Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.

Ðèñ. 4. Ñîîòíîøåíèå ñèíõðîííûõ (÷åðíàÿ ÷àñòü ñòîëáöà) è
íåñèíõðîííûõ (ñåðàÿ ÷àñòü ñòîëáöà) ñèãíàëîâ ñ ãîìîëîãè÷-
íûõ õðîìîñîì ïî ðåçóëüòàòàì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè
in situ ñ ìå÷åíûìè çîíäàìè RP23-260, RP23-183 è RP23-311 íà

èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êëåòîê äâóõ êëîíîâ HMC1 è HMC56.

Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2, 3.



â äèïëîèäíûõ êëåòêàõ. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ñ äîñòî-
âåðíîñòüþ 99.9 % ïîêàçàë ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå íåñèí-
õðîííûõ ñèãíàëîâ ñ ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì â òåòðàïëî-
èäíûõ è äèïëîèäíûõ êëåòêàõ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî êîëè÷åñòâî íåñèíõ-
ðîííûõ ñèãíàëîâ ñóùåñòâåííî âîçðàñòàåò â êëåòêàõ ñ óâå-
ëè÷åíèåì ÷èñëà êîïèé òåñòèðóåìîé õðîìîñîìû, ïðè÷åì
äàæå â òîì ñëó÷àå, êîãäà âñå ãîìîëîãè èìåþò îäèíàêîâûé
ñòàòóñ äèôôåðåíöèðîâêè.

Ñóììèðóÿ äàííûå î ðåïëèêàöèè ãîìîëîãè÷íûõ ðàéî-
íîâ õðîìîñîì, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè in
situ ñ ìå÷åííûìè ÄÍÊ-çîíäàìè â êëåòêàõ ñ ðàçëè÷íîé
ïëîèäíîñòüþ è ðàçíûì ÷èñëîì êîïèé èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîì, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðè óâåëè÷å-
íèè òåñòèðóåìîé õðîìîñîìû äàæå íà îäíó êîïèþ (òðèñî-
ìèÿ) ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ àñèíõðîííûõ ñèã-
íàëîâ (îò 46 äî 57 %). Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìåòèòü, ÷òî
äîëÿ íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ñ äâóõ êîïèé èíäèâèäó-

àëüíîé õðîìîñîìû íà ôîíå òðèïëîèäíîãî êàðèîòèïà ñî-
ïîñòàâèìà ñ òàêîâîé â äèïëîèäíûõ êëåòêàõ. Ýòè äàííûå
ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà êîïèé èíäè-
âèäóàëüíîé õðîìîñîìû ÿâëÿåòñÿ áîëåå âàæíûì ôàêòîðîì
ïîâûøåíèÿ äîëè íåñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ, ÷åì îáùåå óâå-
ëè÷åíèå ÷èñëà õðîìîñîì â êëåòêå.

Ïðè÷èíû ñóùåñòâåííîãî ïîâûøåíèÿ âûÿâëÿåìîé
àñèíõðîííîñòè â ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ ïðè âîçðàñòàíèè
÷èñëà èõ êîïèé â êëåòêå îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè. Îäíîé
èç ïðè÷èí ìîæåò áûòü òî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè ÷èñëà êî-
ïèé èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì âîçðàñòàåò îøèáêà ìåòî-
äà, ñâÿçàííàÿ ñ íàëîæåíèåì òî÷åê äâîéíîãî ñèãíàëà ñ ðà-
çîøåäøèõñÿ õðîìàòèä. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, óðîâåíü ìîíî-
àëëåëüíîé ýêñïðåññèè àóòîñîìíûõ ãåíîâ (Gimelbrant et
al., 2007) òàêæå ìîæåò âîçðàñòàòü ïðè ïîâûøåíèè êîëè÷å-
ñòâà êîïèé èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì. Óìåñòíî óïîìÿ-
íóòü, ÷òî óðîâåíü ãåííîé ýêñïðåññèè ãîìîëîãîâ â òåòðà-
ïëîèäàõ âûøå â 1.5 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ äèïëîèäàìè âìå-
ñòî îæèäàåìîãî äâóêðàòíîãî ïîâûøåíèÿ (Eakin, Behringer,
2003). Ýòîò ôåíîìåí ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó
âîçìîæíîãî ðåàëüíîãî óâåëè÷åíèÿ íåñèíõðîííîé ðåïëè-
êàöèè ïðè ÷èñëå ãîìîëîãîâ áîëüøå äâóõ. Íåîáõîäèìû
äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ äëÿ ïîíèìàíèÿ ðåàëüíûõ ìåõà-
íèçìîâ âëèÿíèÿ ïëîèäíîñòè íà ñèíõðîííîñòü èëè àñèí-
õðîííîñòü ðåïëèêàöèè ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì.

×òî êàñàåòñÿ âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà ãèá-
ðèäèçàöèè in situ íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êàê ñïîñîáà îöåí-
êè ñèíõðîííîñòè èëè àñèíõðîííîñòè ðåãèîíàëüíîé ðåï-
ëèêàöèè ðîäèòåëüñêèõ õðîìîñîì â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ
òèïà ÝÑÊ—ñîìàòè÷åñêàÿ êëåòêà, òî èíôîðìàòèâíîñòü åãî
â ýòîì ñëó÷àå îãðàíè÷åíà êëåòêàìè, â êîòîðûõ êîëè÷åñòâî
êîïèé èíäèâèäóàëüíîé õðîìîñîìû íå ïðåâûøàåò äâóõ.
Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, â òàêèõ ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ïðî-
èñõîäèò ñèíõðîííàÿ ðåïëèêàöèÿ ãîìîëîãîâ, ÷òî ìîæåò
îòðàæàòü «âûðàâíèâàíèå» ãîìîëîãîâ ñ ïåðâîíà÷àëüíûìè
ðàçëè÷èÿìè â óðîâíÿõ äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà áûëà ïðîâåäåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Èíòåãðàöèîííûõ ïðîåêòîâ ÑÎ ÐÀÍ ¹ 5.2 è 14.2.
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The paper concerns FISH-analysis of regional replication of parental chromosomes 1, 3 and 6 in hybrid
cells obtained by fusion between Mus musculus embryonic stem cells (ESC) and M. caroli splenocytes. The data
demonstrated that parental chromosomes in the hybrid cells with near-diploid karyotype showed synchronous
replication in 70—75 % of tested cells that was comparable with diploid ESC and diploid fibroblasts. Synchro-
nous replication of parental chromosomes in hybrid cells with near-triploid karyotype was observed in
46—57 % of tested cells. However, it was correct in the case of hybrid cells with three copies of the tested chro-
mosomes whereas the ratio of synchronous replication in triploid cells with two copies was comparable or simi-
lar to that in diploid cells. Hybrid cells with near-tetraploid karyotype showed high ratio of asynchronous repli-
cation (over 50 %) comparable to those tetraploid ESC and tetraploid fibroblasts but significantly distinguished
from diploid cells. Thus, most hybrid cells with two copies of tested parental chromosomes showed their syn-
chronous replication. Unfortunately, the FISH-analysis is poor informative when it is used for studying cells
with more than two copies of tested chromosomes.

FISH-àíàëèç ðåãèîíàëüíîé ðåïëèêàöèè ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì â ãèáðèäàõ 505


