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Íåñòàáèëüíîñòü õðîìîñîìíîãî ñîñòàâà ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê ìûøè

Ââèäó îòêðûâøèõñÿ ïåðñïåêòèâ èñïîëüçîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ (ÝÑ) è èíäóöèðîâàííûõ
ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ (èÏÑ) êëåòîê â ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ âîçíèêëà ïîòðåá-
íîñòü â êàðèîëîãè÷åñêîì àíàëèçå ýòèõ êëåòîê. Â äàííîé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ êëàññè÷åñêîé
è ìîëåêóëÿðíîé öèòîãåíåòèêè áûë ïðîâåäåí àíàëèç õðîìîñîìíîãî ñîñòàâà ÝÑ êëåòîê (Bl-1 è Bl-2) è
èÏÑ êëåòîê (iPS1-1 è iPS3-1), ïîëó÷åííûõ de novo. Ìû îáíàðóæèëè ìîíîñîìèþ ïî Õ-õðîìîñîìå âî âñåõ
èññëåäóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÝÑ è èÏÑ, ïðè ýòîì ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì â íèõ ñîñòàâëÿëî 39.
Â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ èÏÑ, ïîëó÷åííûõ ïóòåì òðàíñôåêöèè, áûëà âûÿâëåíà õðîìîñîìíàÿ íåñòàáèëü-
íîñòü, âûðàæàþùàÿñÿ â àíåóïëîèäèè. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ êëîíà iPS1-1 ìû íàøëè õðîìîñîìíûå ïåðå-
ñòðîéêè è ôðàãìåíòû õðîìîñîì. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè ïîëó÷åíèè
ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, îñîáåííî èÏÑ êëåòî÷íûõ ëèíèé, íåîáõîäèì èõ òùàòåëüíûé öèòîãå-
íåòè÷åñêèé àíàëèç.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëî-
âûå êëåòêè, íåñòàáèëüíîñòü êàðèîòèïà êëåòîê ÝÑ è èÏÑ, àíåóïëîèäèÿ, ìîíîñîìèÿ ïî Õ-õðîìîñîìå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: äïî — äíåé ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ, èÏÑ êëåòêè — èíäóöèðîâàííûå
ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÌÝÔ — ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè, ÝÑ êëåòêè — ýìáðèî-
íàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, DAPI — 4R, 6-äèàìèíî-2-ôåíèëèíäîë, FISH — ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçà-
öèÿ in situ, hCG (human chorionic gonadotropin) — õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïèí ÷åëîâåêà, PMS (pregnant
mares serum) — ñûâîðîòêà æåðåáîé êîáûëû, Xa — àêòèâíàÿ Õ-õðîìîñîìà, Xi — íåàêòèâíàÿ Õ-õðîìîñî-
ìà.

Áèîëîãèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñóùåñòâåííî ïðîäâèíó-
ëàñü â òå÷åíèå äâóõ ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé â îñíîâíîì
áëàãîäàðÿ îòêðûâøèìñÿ âîçìîæíîñòÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ
in vitro êëåòîê âíóòðåííåé ìàññû áëàñòîöèñò ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, êëîíèðîâàíèþ, â òîì ÷èñëå òåðàïåâòè÷åñêîìó, è
èçó÷åíèþ òðàíñêðèïöèîííûõ è äðóãèõ ôàêòîðîâ, ÿâëÿþ-
ùèõñÿ ðåãóëÿòîðàìè ïëþðèïîòåíòíîñòè è äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Â ðåçóëüòàòå áûëè ñäåëàíû ðåâîëþöèîííûå îò-
êðûòèÿ â êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü
ñîçäàíèÿ àóòåíòè÷íûõ ìîäåëåé ìíîãèõ íàñëåäñòâåííûõ
çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà è äîïîëíèòåëüíûõ ñïîñîáîâ ëå÷å-
íèÿ ðÿäà òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé è ñèíäðîìîâ ÷åëîâåêà, òà-
êèõ êàê, íàïðèìåð, áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, áîëåçíü Àëü-
öãåéìåðà, öèððîç ïå÷åíè, äèàáåò è ò. ä.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå (ÝÑ) êëåòêè ÿâëÿþòñÿ
ïðåêðàñíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ êëåòî÷íîé äèôôåðåí-
öèðîâêè. Âïåðâûå îíè áûëè ïîëó÷åíû Èâåíñîì, Êàóôìà-
íîì è Ìàðòèíîì èç áëàñòîöèñò ìûøè (Evans, Kaufman,
1981; Hanna et al., 2007). Èçó÷åíèå ÝÑ êëåòîê ïîêàçàëî,
÷òî îíè íå òîëüêî ñîõðàíÿþò ñâîéñòâà ïëþðèïîòåíòíîñòè
è ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ïðîèçâîäíûå âñåõ
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðî-
âàíèè in vitro, íî è ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â îáðàçîâàíèè õè-

ìåð, äàâàÿ âêëàä â çàðîäûøåâûé ïóòü (Martin, 1981). Ýòè
èõ ñâîéñòâà ïîçâîëèëè íàäåÿòüñÿ, ÷òî íàðÿäó ñ òåðàïåâòè-
÷åñêèì êëîíèðîâàíèåì ÝÑ êëåòêè ìîãóò áûòü èñïîëüçî-
âàíû äëÿ çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè ó ÷åëîâåêà.
Îäíàêî äëèòåëüíûå äèñêóññèè ïî ýòîìó âîïðîñó âûÿâèëè
ðÿä ïðîáëåì.

Àëüòåðíàòèâîé ÝÑ êëåòêàì ÿâèëèñü èíäóöèðîâàííûå
ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå (èÏÑ) êëåòêè, êîòîðûå ïî
ñâîèì ñâîéñòâàì, ïî-âèäèìîìó, àíàëîãè÷íû ÝÑ êëåòêàì,
íî ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû äëÿ êàæäîãî èíäèâèäóóìà èç åãî
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê (Kuehn et al., 1987; Mali et al., 2008).
Ñîâåðøåííî íåîæèäàííûì îêàçàëîñü òî, ÷òî êîíòðîëü
íàä ïëþðèïîòåíòíîñòüþ îñóùåñòâëÿåòñÿ âñåãî íåñêîëü-
êèìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè — Oct4, Sox2 è Na-
nog (Pei, 2009). Ïðè÷åì çàïóñê ïåðâîé âîëíû ìåõàíèçìà
ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â ïëþðèïîòåí-
òíûå ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåí, ïî-âèäèìîìó, äàæå â ðå-
çóëüòàòå âðåìåííîé ýêñïðåññèè ýòèõ ôàêòîðîâ (Okita et
al., 2007; Nakagawa et al., 2008). Íà÷àâøèñü 3—4 ãîäà
òîìó íàçàä, ðàáîòû ïî ïîëó÷åíèþ è àíàëèçó èÏÑ-êëåòîê,
à òàêæå ïî ñîçäàíèþ íà èõ îñíîâå ìîäåëåé òÿæåëûõ çàáî-
ëåâàíèé ÷åëîâåêà ïðîäâèãàþòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ î÷åíü
áûñòðûìè òåìïàìè.
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Ïîëó÷åíèå èÏÑ êëåòîê è âîçìîæíîñòü èõ äàëüíåéøåé
äèôôåðåíöèðîâêè â ïðîèçâîäíûå ðàçíûõ òêàíåé îáû÷íî
ñâÿçàíû ñ òðåìÿ ýòàïàìè òðàíñôîðìàöèè. Íà êàæäîì èç
ýòèõ ýòàïîâ ïðîèñõîäèò âñòðàèâàíèå âåêòîðà â ÄÍÊ, ñî-
ïðîâîæäàþùååñÿ ðàçðûâàìè ÄÍÊ. Êðîìå òîãî, îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ êëîíèðîâàíèå, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî, êàê ïðàâèëî,
îòáèðàþòñÿ áûñòðî ðàñòóùèå ñóáêëîíû, ÷àñòî ïîëèïëî-
èäíûå èëè àíåóïëîèäíûå. Òàêèì îáðàçîì, èçó÷åíèå õðî-
ìîñîìíîãî ñîñòàâà èÏÑ è ÝÑ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäè-
ìûì ýòàïîì äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ èõ êàê â ðå-
ãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå, òàê è äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ
êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè/äåäèôôåðåíöèðîâêè.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòî-
äîâ êëàññè÷åñêîé è ìîëåêóëÿðíîé öèòîãåíåòèêè ïðîâåäå-
íî èçó÷åíèå õðîìîñîìíîãî ñîñòàâà íåñêîëüêèõ âíîâü ïî-
ëó÷åííûõ ëèíèé ÝÑ è èÏÑ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû: àíòèôåéä (Vector,
ÑØÀ); áðîìèñòûé ýòèäèé, ãëþêîçà è êîëõèöèí (Sigma,
Ãåðìàíèÿ); êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC àíòèòåëà ìûøè ê
àâèäèíó è êîíúþãèðîâàííûå ñ Cy3 àíòèòåëà ìûøè ê äè-
ãîêñèãåíèíó (Vector, ÑØÀ); êðàñèòåëü Ãèìçà (Sigma, Ãåð-
ìàíèÿ); ìåòàíîë 100 % (Âåêòîí, Ðîññèÿ); ïåíèöèë-
ëèí/ñòðåïòîìèöèí, ïåïñèí è ÐÍÊàçà À (Sigma, Ãåðìà-
íèÿ); óêñóñíàÿ êèñëîòà (Ðåàõèì, Ðîññèÿ); ôîðìàìèä
(Sigma, Ãåðìàíèÿ); õðîìîñîìîñïåöèôè÷íàÿ ïðîáà ê
X-õðîìîñîìå ìûøè (Cambio, Àíãëèÿ); õðîìîñîìîñïåöè-
ôè÷íàÿ ïðîáà ê Y-õðîìîñîìå ìûøè (Oncor, ÑØÀ);
ÝÑ-ñåðòèôèöèðîâàííàÿ ñûâîðîòêà ïëîäîâ êîðîâû (PAA,
Àâñòðèÿ); ñûâîðîòêà æåðåáîé êîáûëû (PMS) (Intervet,
Ãåðìàíèÿ); ñåðèÿ ýòàíîëîâ 70, 80, 90 è 96 % (Roth, Ãåðìà-
íèÿ); ýòèäèóì áðîìèä (Sigma, Ãåðìàíèÿ); b-ìåðêàïòîýòà-
íîë (Sigma, Ãåðìàíèÿ); DMEM, G418 è hCG (Intervet, Ãåð-
ìàíèÿ); KCl (Ðåàõèì, Ðîññèÿ); L-ãëþòàìèí (Invitrogen);
LIF (leukemia inhibitory factors) ðåêîáèíàíòíûé, ïîëó÷åí â
íàøåé ëàáîðàòîðèè ïóòåì ýêñïðåññèè â áàêòåðèÿõ è àô-
ôèííîé î÷èñòêè; èíãèáèòîð ÌÅK-êèíàçû PD098,059 (Sig-
ma, Ãåðìàíèÿ).

Ï î ë ó ÷ å í è å Ý Ñ è è Ï Ñ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é.
Ó 4—6-íåäåëüíûõ càìîê ìûøåé ëèíèè Bl6 èëè FVB èí-
äóöèðîâàëè ñóïåðîâóëÿöèþ c èñïîëüçîâàíèåì PMS è õî-
ðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà ÷åëîâåêà hCG (Hogan et al.,
1994) è ñïàðèâàëè ñ ñàìöàìè òåõ æå ëèíèé. Çà 0 äíåé ïî-
ñëå îïëîäîòâîðåíèÿ (äïî) ïðèíèìàëè íà÷àëî ñóòîê, â êî-
òîðûå ïðîèñõîäèëî ñïàðèâàíèå. Îá óñïåøíîì ñïàðèâà-
íèè ñóäèëè ïî íàëè÷èþ âàãèíàëüíûõ ïðîáîê (0.5 äïî).
Áëàñòîöèñòû (3.5 äïî) âûìûâàëè èç ìàòîê è ïîìåùàëè íà
ïîäëîæêó ìèòîòè÷åñêè èíàêòèâèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ (ÌÝÔ) â ñòàíäàðòíîé ñðåäå äëÿ ÝÑ êëåòîê
(15%-íàÿ ÝÑ-ñåðòèôèöèðîâàííàÿ ñûâîðîòêà ïëîäîâ êîðî-
âû, DMEM, 4500 ìã/ë ãëþêîçû, 2 ìÌ L-ãëþòàìèí, ïåíè-
öèëëèí/ñòðåïòîìèöèí, 0.1 ìÌ çàìåíèìûå àìèíîêèñëîòû è
0.1 ìÌ b-ìåðêàïòîýòàíîë), ñîäåðæàùóþ 500 åä./ìë LIF (le-
ukemia inhibitory factors). Äàëåå ñëåäîâàëè èçâåñòíîé ïðî-
öåäóðå (Hogan et al., 1994), çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî â õî-
äå ïåðâûõ ïåðåñåâîâ â ñðåäó äîïîëíèòåëüíî ââîäèëè
12.5 ìêÌ PD098,059 — èíãèáèòîð ÌÅK-êèíàçû, ïîâûøà-
þùèé ýôôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíèÿ ÝÑ êëåòîê (Burdon et al.,
1999). Ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì ñòàáèëüíûå ëèíèè
ES/Bl6-1 è -2 ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü íà ÌÝÔ-ïîä-
ëîæêå â ñòàíäàðòíîé ñðåäå äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ñ LIF, íî óæå áåç PD 098,059.

Ïîëíîðàçìåðíûå êÄÍÊ Oct4, Sox2, cMyc è Klf4 àìï-
ëèôèöèðîâàëè ÏÖÐ èç îáðàòíî òðàíñêðèáèðîâàííîé po-
lyA ÐÍÊ ÝÑ êëåòîê ìûøè è êëîíèðîâàëè, çàìåùàÿ
GFP-âñòàâêó, â ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð LVTHM, ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåííûé Ä. Òðîíî (Wiznerowicz, Trono, 2003).
LVTHM ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðåïëèêàöèîííî íåàêòèâ-
íûé ëåíòèâèðóñ, ñêîíñòðóèðîâàííûé íà îñíîâå âèðóñà
èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà è ýêñïðåññèðóþùèé ìàð-
êåðíûé áåëîê GFP (Wiznerowicz, Trono, 2003). Êëåòêè ëè-
íèè 293T òðàíñôèöèðîâàëè pMD2G (5 ìêã), óïàêîâî÷-
íîé pCMV-dR8.74psPAX2 (5 ìêã) è ïî îòäåëüíîñòè îä-
íîé èç ñîçäàííûõ íàìè ïëàçìèä LVTHM-Oct4, -Sox2,
-Klf4 èëè -cMyc (20 ìêã) ïðè ïîìîùè êàëüöèé-ôîñôàòíî-
ãî ìåòîäà. Ëåíòèâèðóñû èç ñóïåðíàòàíòà êëåòîê êîíöåíò-
ðèðîâàëè óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèåì, çàìîðàæèâàëè â
àëèêâîòàõ ïðè –80 °C, à çàòåì òèòðîâàëè c èñïîëüçîâàíè-
åì êëåòîê 293Ò ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Wiznerowicz,
Trono, 2003).

Ïðèìåðíî 150�103 ÌÝÔ, ïîëó÷åííûõ èç 13.5-ñóòî÷-
íûõ ýìáðèîíîâ, ïðåäâàðèòåëüíî ñîçäàííîé íàìè ëèíèè
ìûøåé Selector (c ââåäåííûì â 3R-íåòðàíñëèðóåìóþ îá-
ëàñòü Oct4 ãåíà iresGFPiresNeo êàññåòû, ïîçâîëÿþùåé îò-
áèðàòü èÏÑ-êëåòêè ïðè ïîìîùè ñåëåêöèè G418), îäíî-
âðåìåííî çàðàæàëè â òå÷åíèå íî÷è â ÷àøêàõ 3.5 ñì êîí-
öåíòðèðîâàííûìè âèðóñàìè LVTHM-Oct4, -Sox2, -Klf4 è
-cMyc (ïî 2�103—10�103 TU êàæäûé). ×åðåç 5 äíåé êëåò-
êè ðàññåâàëè â 25 ðàç íà ïîäëîæêó èç ìèòîòè÷åñêè èíàê-
òèâèðîâàííûõ ÌÝÔ â ñòàíäàðòíîé ñðåäå äëÿ ýìáðèîíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñ 500 åä./ìë LIF è 300 ìêã/ìë G418.
Åùå ÷åðåç 5 äíåé êëåòêè îïÿòü ðàññåâàëè â 10 ðàç è êóëü-
òèâèðîâàëè â òàêîé æå ñðåäå â òå÷åíèå íåäåëè. èÏÑ êîëî-
íèè èíäèâèäóàëüíî îòáèðàëè è êóëüòèâèðîâàëè â ñòàí-
äàðòíîé ñðåäå äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñ
LIF íà îáðàáîòàííûõ æåëàòèíîì êóëüòóðàëüíûõ ïëàñòè-
êîâûõ ÷àøêàõ.

Ö è ò î ã å í å ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ïðåïàðàòû ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì ãîòîâèëè ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå,
èñïîëüçóÿ ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó 0.56%-íûì KCl â
òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °Ñ. Àíàëèçèðóåìûå êóëüòóðû êëå-
òîê ôèêñèðîâàëè íà 3—5-ì ïàññàæå. Ïðåäâàðèòåëüíî êëå-
òî÷íóþ êóëüòóðó â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà ñíà÷àëà
èíêóáèðîâàëè 1.5 ÷ ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì (5 ìêã/ìë), à çà-
òåì 1.5 ÷ ñ êîëõèöèíîì (0.3 ìêã/ìë). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðó-
òèííîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ïðåïàðàòû ìåòàôàç-
íûõ õðîìîñîì îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Ãèìçà. Ïîäñ÷åò
÷èñëà õðîìîñîì ïðîâîäèëè ïðèáëèçèòåëüíî â 100 ìåòà-
ôàçíûõ ïëàñòèíêàõ. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè õðîìîñîì èñ-
ïîëüçîâàëè îêðàñêó DAPI (200 íã/ìë, â 2�SSC) â òå÷åíèå
5 ìèí. Àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 15—20 ìåòàôàç ñ ìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì. Èäåíòèôèêàöèþ ïðîâîäèëè ñî-
ãëàñíî ìåæäóíàðîäíîé êëàññèôèêàöèè (Radjabli et al.,
2006).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ìûøè Õ- è
Y-õðîìîñîì èñïîëüçîâàëè õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå ïðî-
áû ê Õ- (Cambio, Àíãëèÿ) è Y- (Oncor, ÑØÀ) õðîìîñîìàì
ìûøè, ìå÷åííûå ñîîòâåòñòâåííî áèîòèíîì è äèãîêñèãå-
íèíîì. FISH ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Ïðåïà-
ðàòû îáðàáàòûâàëè ÐÍÊàçîé À (100 ìêã/ìë) â òå÷åíèå
60 ìèí ïðè 37 °Ñ, çàòåì îòìûâàëè â 2�SSC (3 ðàçà ïî
5 ìèí) è îáåçâîæèâàëè â ñåðèè ýòàíîëîâ ïîâûøàþùåéñÿ
êîíöåíòðàöèè. Ïîñëå âûñóøèâàíèÿ ïðåïàðàòû îáðàáàòû-
âàëè 3 ìèí ïðè 37 °Ñ 0.02%-íûì ïåïñèíîì â 10 ìM HCl è
ïðîìûâàëè 2 ðàçà ïî 5 ìèí â PBS. Ïîñëå ïîâòîðíîãî îáåç-
âîæèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ â ñåðèè ñïèðòîâ è âûñóøèâàíèÿ íà
ïðåïàðàò íàíîñèëè ïðîáó â êîíöåíòðàöèè, ðåêîìåíäîâàí-
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íîé ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì, è äåíàòóðèðîâàëè îäíî-
âðåìåííî ñ ÄÍÊ ïðåïàðàòà íà òåðìîñòîëèêå 2 ìèí
ïðè 75 °Ñ. Äåòåêöèþ áèîòèíèëèðîâàííîé ïðîáû ê Õ-õðî-
ìîñîìå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ àâèäèíà-FITC; äëÿ óñè-
ëåíèÿ ñèãíàëà äîïîëíèòåëüíî íàíîñèëè êîíúþãèðîâàí-
íûå ñ FITC àíòèòåëà ìûøè ê àâèäèíó. Äëÿ äåòåêöèè ìå-
÷åííîãî äèãîêñèãåíèíîì çîíäà ê Y-õðîìîñîìå èñ-
ïîëüçîâàëè êîíúþãèðîâàííûå ñ Cy3 àíòèòåëà ìûøè ê äè-
ãîêñèãåíèíó. Îêðàñêó ïðåïàðàòîâ DAPI ïðîâîäèëè, êàê
îïèñàíî âûøå.

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
AxioPlan2 Imaging (ZEISS, Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîãî
CCD-êàìåðîé (CV M300, JAI Corporation, ßïîíèÿ) è íàáî-
ðîì ôèëüòðîâ Chroma, â Öåíòðå àíàëèçà ìèêðîñêîïè÷å-
ñêèõ îáúåêòîâ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ
(Íîâîñèáèðñê).

Ðåçóëüòàòû

Ö è ò î ã å í å ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç Ý Ñ - ê ë å ò î ê ì û -
ø è. Ìîðôîëîãèÿ êëîíîâ èññëåäóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
Bl6-1 è Bl6-2 ñîîòâåòñòâîâàëà ìîðôîëîãèè ÝÑ-êëåòîê áåç
êàêèõ-ëèáî èçìåíåíèé (ðèñ. 1, à). Â òàáëèöå ïðèâåäåíû
äàííûå î ÷èñëå õðîìîñîì â êëåòêàõ ÝÑ-ëèíèé. Mîäàëü-
íîå ÷èñëî õðîìîñîì â îáåèõ ëèíèÿõ ñîñòàâëÿëî 39. ×èñëî
ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â ëèíèè ES/Bl6-1 áûëî 2 %, â ëè-
íèè ES/Bl6-2 îíè îòñóòñòâîâàëè. Ôðàãìåíòîâ è äðóãèõ
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê, à òàêæå ìàðêåðíûõ õðîìîñîì
âûÿâëåíî íå áûëî. Â îáåèõ ëèíèÿõ âî âñåõ ïðîàíàëèçèðî-
âàííûõ ñ ïîìîùüþ DAPI-äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè ìå-
òàôàçàõ ïðèñóòñòâîâàëà òîëüêî îäíà Õ-õðîìîñîìà, òàê
÷òî êëåòêè ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì èìåëè êàðèî-
òèï 39,ÕÎ (ðèñ. 2, à). Ýòè äàííûå ïîëó÷èëè ïîäòâåðæäå-
íèå ìåòîäîì FISH ñ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûìè ïðîáàìè ê
Õ- è Y-õðîìîñîìàì ìûøè (ðèñ. 2, á).

Ö è ò î ã å í å ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç è Ï Ñ ë è í èé ì û -
ø è. Ìîðôîëîãèÿ êëîíîâ èññëåäóåìûõ èÏÑ êëåòî÷íûõ
ëèíèé ìûøè ñîîòâåòñòâîâàëà òàêîâîé ÝÑ êëåòîê ìûøè
(ðèñ. 1, á). Äàííûå î ÷èñëå õðîìîñîì â êëåòêàõ èÏÑ ëè-
íèé ïðèâåäåíû â òàáëèöå. Â îáåèõ ëèíèÿõ ìîäàëüíîå ÷èñ-
ëî õðîìîì ñîñòàâëÿëî 39. 39 õðîìîñîì â ëèíèè iPS1-1 ñî-
äåðæàëî 36.8 % ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê, à â ëèíèè
iPS3-1 — 43 %. ×èñëî ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â îáåèõ ëè-
íèÿõ áûëî íåçíà÷èòåëüíûì — 4.6 è 2.0 % ñîîòâåòñòâåííî.
Îêàçàëîñü, ÷òî, êàê è â ëèíèÿõ ÝÑ êëåòîê, â ìåòàôàçàõ
èÏÑ êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì èç ïîëîâûõ
õðîìîñîì ïðèñóòñòâîâàëà òîëüêî îäíà Õ-õðîìîñîìà, òàê
÷òî êëåòêè ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì èìåþò êàðèî-
òèï 39,ÕÎ. Íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå â ëèíèÿõ çíà÷èòåëüíîãî
êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ ÷èñëîì õðîìîñîì áîëüøå è ìåíüøå
ìîäàëüíîãî, îíè íà äàííîì ýòàïå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå
ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ñóáêëîíû, ïîñêîëüêó â íèõ îòñóòñò-
âîâàëè ðàçíûå õðîìîñîìû. Òàê, â êëîíå iPS1-1 âñòðå÷à-
ëèñü êëåòêè, â êîòîðûõ îòñóòñòâîâàëè õðîìîñîìû ëèáî 1,
ëèáî 13, ëèáî 15, ëèáî 16, ëèáî 18. Êðîìå òîãî, â ýòîì
êëîíå áûëè îáíàðóæåíû êëåòêè ñ õðîìîñîìíûìè ïåðå-
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Âàðüèðîâàíèå ÷èñëà õðîìîñîì â ÝÑ (ES) è èÏÑ (iPS)
êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ìûøè

Íàçâàíèå
êëîíà

×èñëî
ïðîàíà-
ëèçèðî-
âàííûõ
ìàòàôàç

Äîëÿ ìåòàôàç (%) â êëåòêàõ
ïðè ðàçíîì ÷èñëå õðîìîñîì

37 38 39 40 41—42
Ïîëè-
ïëîèä-

íûå

ES/B16-1 100 3 8 77.0 6 4.0 2.0

ES/B16-2 50 0 10 82.0 8 0 0

iPS/1-1 87 15 23 36.8 17.2 3.4 4.6

iPS/3-1 100 8 21.3 43.0 22.7 3.0 2.0

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ èññëåäóåìûõ êëîíîâ ÝÑ (à) è èÏÑ (á) ëèíèé ìûøè, ðàñòóùèõ íà ïîäëîæêå ìèòîòè÷åñêè èíàêòèâèðîâàííûõ
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè.



ñòðîéêàìè, íàïðèìåð 39,Õ0, -15, -16, +t(15;16), è îäíà
êëåòêà ñ õðîìîñîìíûì ôðàãìåíòîì (ðèñ. 3, à). Âî âòîðîé
ëèíèè õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê âûÿâëåíî íå áûëî. Íàëè-
÷èå â êëåòêàõ äàííûõ ëèíèé òîëüêî îäíîé ïîëîâîé õðî-
ìîñîìû, Õ-õðîìîñîìû, áûëî ïîäòâåðæäåíî FISH c õðî-
ìîñîìîñïåöèôè÷íûìè ïðîáàìè ê Õ- è Y-õðîìîñîìàì
ìûøè (ðèñ. 3, á).

Îáñóæäåíèå

Ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïðîàíàëèçèðîâàí-
íûå ÝÑ è èÏÑ ëèíèè ìûøè ïîõîæè ïî õðîìîñîìíîìó
ñîñòàâó: îíè ïîòåðÿëè îäíó èç ïîëîâûõ õðîìîñîì. Ïî-
ñêîëüêó êàðèîòèï ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, èç êîòî-
ðûõ îíè áûëè ïîëó÷åíû, íåèçâåñòåí, òðóäíî ñêàçàòü,
áûëà ýòî íåàêòèâíàÿ Õ- èëè Y-õðîìîñîìà. Êðîìå òîãî,
äëÿ èÏÑ-ëèíèé áûëà õàðàêòåðíà äîñòàòî÷íî âûñîêàÿ ñòå-

ïåíü ãèïî- è ãèïåðïëîèäèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î íåñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïîâ ïëþðèïîòåíò-
íûõ ëèíèé.

Ïîñêîëüêó ñ ÝÑ ëèíèÿìè êëåòîê ìûøè ðàáîòàþò óæå
áîëåå 20 ëåò, ïî ïîâîäó ñòàáèëüíîñòè èõ êàðèîòèïîâ ñëî-
æèëîñü îïðåäåëåííîå ìíåíèå. Îêàçàëîñü, ÷òî â ÝÑ ëèíèÿõ
ìûøè, ïîëó÷åííûõ èç áëàñòîöèñò èëè êëåòîê âíóòðåííåé
ìàññû ýìáðèîíîâ ñàìöîâ, êàê ïðàâèëî, ñîõðàíÿåòñÿ èñõîä-
íûé êàðèîòèï. Îäíàêî åñëè ÝÑ ëèíèè áûëè ïîëó÷åíû èç
êëåòîê ñàìîê, òî äîâîëüíî ÷àñòî íàáëþäàåòñÿ ïîòåðÿ ëèáî
÷àñòè, ëèáî ïîëíîñòüþ îäíîé èç Õ-õðîìîñîì (Rastan, Rober-
tson, 1985). Âåñüìà âåðîÿòíî, ÷òî âçÿòûå íàìè â àíàëèç ëè-
íèè ÝÑ êëåòîê ìûøè áûëè ïîëó÷åíû èç êëåòîê ñàìîê. Òåì
íå ìåíåå ëèíèè ÝÑ êëåòîê ìûøè, â êîòîðûõ ñîõðàíèëèñü
2 àêòèâíûå Õ-õðîìîñîìû, èçâåñòíû è èñïîëüçóþòñÿ äëÿ
èçó÷åíèÿ èíàêòèâàöèè îäíîé èç Õ-õðîìîñîì â õîäå äèôôå-
ðåíöèðîâêè ïëþðèïîòåíòíûõ ëèíèé. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ÝÑ êëåòîê â íèõ ìîãóò íà-
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Ðèñ. 2. Êàðèîòèï êëåòîê ëèíèè ES/Bl6-1 (39,XO) (à) è ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà êëåòêè ëèíèè ES/Bl6-2 ïîñëå FISH ñ õðîìîñîìîñïå-
öèôè÷íûìè ïðîáàìè ê X- è Y-õðîìîñîìàì (á).

Ñòðåëêîé óêàçàíà ìåòêà íà X-õðîìîñîìå. Îêðàñêà õðîìîñîì DAPI.

Ðèñ. 3. Êàðèîòèï êëåòêè ëèíèè iPS 1-1 ñ õðîìîñîìíîé ïåðåñòðîéêîé (39,XO,-15,-16,+t(15;16)) (à) è ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà êëåòêè
ëèíèè iPS 3-1 ïîñëå FISH ñ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûìè ïðîáàìè ê X- è Y-õðîìîñîìàì (á).

Ñòðåëêîé óêàçàíà ìåòêà íà X-õðîìîñîìå. Îêðàñêà õðîìîñîì DAPI.



áëþäàòüñÿ îãðàíè÷åíèå ïëþðèïîòåíòíûõ ñâîéñòâ è ÿâëåíèÿ
íåñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïà: ïîëèïëîèäèçàöèÿ, ìîíîñîìèÿ è
òðèñîìèÿ ïî îòäåëüíûì õðîìîñîìàì è äàæå õðîìîñîìíûå
ïåðåñòðîéêè. Èíòåíñèâíîñòü ýòèõ ïðîöåññîâ çàâèñèò, î÷å-
âèäíî, êàê îò ñâîéñòâ îòäåëüíûõ ëèíèé, òàê è îò óñëîâèé èõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ (Liu et al., 1997).

Íåñîìíåííî, â êà÷åñòâå ìîäåëåé äëÿ ìåäèêî-áèîëîãè-
÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ñëåäóåò ðåêîìåíäîâàòü íàèáîëåå ñòà-
áèëüíûå ëèíèè ÝÑ-êëåòîê. Â äàííîì ñëó÷àå ýòî ES/Bl6-2.
Íàáëþäàåìàÿ â íåé ìîíîñîìèÿ ïî Õ-õðîìîñîìå íå ìîæåò
áûòü ïðè÷èíîé âûáðàêîâêè ëèíèè, ïîñêîëüêó è ìûøèíûå,
è ÷åëîâå÷åñêèå îñîáè ÕÎ âïîëíå æèçíåñïîñîáíû, õîòÿ è
õàðàêòåðèçóþòñÿ îòêëîíåíèÿìè â ðàçâèòèè, ñâÿçàííûìè â
îñíîâíîì ñ íàðóøåíèÿìè ïîëîâîãî ðàçâèòèÿ.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî íà÷èíàÿ ñ 2006 ã. ïðîêàòèëàñü
áóêâàëüíî âîëíà ïî ïîëó÷åíèþ èÏÑ êëåòî÷íûõ ëèíèé èç
êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ðàçíîé âèäîâîé ïðèíàä-
ëåæíîñòè, èññëåäîâàíèé, â êîòîðûõ ïðîâîäèëñÿ áû òùà-
òåëüíûé àíàëèç êàðèîòèïà êëåòî÷íûõ èÏÑ ëèíèé ìûøè,
íåìíîãî. Íàèáîëåå èíôîðìàòèâíà â ýòîì îòíîøåíèè ïåð-
âàÿ ðàáîòà ïî ïîëó÷åíèþ èÏÑ-ëèíèé ìûøè (Takahashi,
Yamanaka, 2006), â êîòîðîé ïðèâîäÿòñÿ äàííûå ïî õðîìî-
ñîìíîìó àíàëèçó ÷åòûðåõ ïîëó÷åííûõ ëèíèé. Îíè èìåëè
êàðèîòèïû 40,ÕàÕà; 39,ÕÎ; 40,ÕÎ+10; 40,ÕàÕi. Â äðóãèõ
èññëåäîâàíèÿõ îïèñàíû ëèíèè êàê ñ êàðèîòèïîì 39,ÕÎ
(Hanna et al., 2007), òàê è ñ íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì (Shao
et al., 2009). Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ñðåäè èÏÑ-ëèíèé ÷å-
ëîâåêà òàêæå îïèñàíû ëèíèè êàê ñ íîðìàëüíûì (Park
et al., 2008), òàê è ïåðåñòðîåííûì (Mali et al., 2008) êàðèî-
òèïàìè. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ïåðåñòðîåííûìè áûëè
êàðèîòèïû â 18 èç 20 ëèíèé. Ïðè÷åì ïåðåñòðîéêè êàñà-
ëèñü êàê ïîòåðè îäíîé èç õðîìîñîì, òàê è èñòèííûõ
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî â äàí-
íîé ðàáîòå ïðè ïîëó÷åíèè èÏÑ-ëèíèé ïðèìåíÿëèñü âè-
ðóñíûå âåêòîðû, âñòðàèâàþùèåñÿ â ÄÍÊ êëåòêè-ðåöèïè-
åíòà. Òàêèå âåêòîðû ìîãóò ïðîâîöèðîâàòü èíñåðöèîííûå
ìóòàöèè, êîòîðûå íàðóøàþò íîðìàëüíîå ôóíêöèîíèðîâà-
íèå êëåòîê, âëèÿþò íà ñòàáèëüíîñòü ãåíîìà, à â íåêîòî-
ðûõ ñëó÷àÿõ ìîãóò ïðèâîäèòü ê êàíöåðîãåíåçó (Okita et
al., 2007). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âåäóòñÿ èññëåäîâàíèÿ ïî
ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ ïåðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòîê áåç èíñåðöèîííîãî òðàíñãåíåçà (Stadtfeld et al.,
2008). Âîçìîæíî, ÷òî ïîëó÷åííûå òàêèì ñïîñîáîì ïëþ-
ðèïîòåíòíûå ëèíèè áóäóò áîëåå ñòàáèëüíû è àäåêâàòíû
êàê äëÿ òêàíåâîé òåðàïèè, òàê è äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ
êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè è èíäóêöèè ïëþðèïîòåíò-
íîñòè.

Ïîëó÷åííûå íàìè è ïðèâåäåííûå äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè ïîëó÷åíèè ïëþðèïîòåíòíûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé, îñîáåííî èÏÑ êëåòî÷íûõ ëèíèé, íåîáõî-
äèì èõ òùàòåëüíûé öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç. Íåîáõîäèì
òàêæå òùàòåëüíûé öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç è êëåòî÷íûõ
ëèíèé, èç êîòîðûõ ïëàíèðóåòñÿ ïîëó÷àòü èÏÑ-ëèíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ãîñó-
äàðñòâåííîãî êîíòðàêòà (¹ 02.512.11.2253 Í-212-08).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Burdon T., Stracey T., Chambers I., Nichols J., Smith A. 1999.
Suppression of SHP-2 and ERK signalling promotes self-renewal of
mouse embryonic stem cells. Develop. Biol. 210 : 30—43.

Evans M. J., Kaufman M. H. 1981. Establishment in culture
of pluripotential cells from mouse embryos. Nature. 292 : 154—
156.

Hanna J., Wernig B., Markoulaki S., Sun S. W., Meissner A.,
Cassady J. P., Beard C., Brambrink T., Wu L. C., Townes T. M., Ja-
enisch R. 2007. Treatment of sickle cell anemia mouse model with
iPS cells generated from autologous skin. Science. 318 : 1920—
1923.

Hogan B., Beddington R., Costantini F., Lacy E. 1994. Mani-
pulating the mouse embryo: a laboratory manual. Plainview; New
York: Cold Spring Harbor Lab. Press. 497 p.

Kuehn M. R., Bradley A., Robertson E. J., Evans M. J. 1987.
A potential animal model for Lesch—Nyhan syndrome through
in troduction of HPRT mutations into mice. Nature. 326 : 295—
298.

Liu X., Wu H., Loring J., Hormuzdi S., Disteche C. M., Born-
stein P., Jaenisch R. 1997. Trisomy eight in ES cells is a common
potential problem in gene targeting and interferes with germ line
transmission. Develop. Dyn. 209 : 85—91.

Mali P., Ye Z., Hommond H. H., Yu. X., Lin J., Chen G., Zou J.,
Cheng L. 2008. Improved efficiency and pace of generating induced
pluripotent stem cells from human adult and fetal fibroblasts. Stem
Cells. 26 : 1998—2005.

Martin G. R. 1981. Isolation of a pluripotent cell line from ear-
ly mouse embryos cultured in medium conditioned by teratocarci-
noma stem cells. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 78 : 7634—7638.

Nakagawa M., Koyanagi M., Tanabe K., Takahashi K., Ichisa-
ka T., Aoi T., Okita K., Mochiduki Y., Takizawa N., Yamanaka S.
2008. Generation of induced pluripotent stem cells without Myc
from mouse and human fibroblasts. Nat. Biotechnol. 26 : 101—
106.

Okita K., Ichisaka T., Yamanaka S. 2007. Generation of germ-
line-competent induced pluripotent stem cells. Nature. 448 : 260—
262.

Park I.-H., Arora H., Huo H., Maherali H., Ahfeldt T., Shima-
mura A., Lensch M. W., Cowan C., Hochedlinger K., Daley G. Q.
2008. Disease-specific induced pluripotent stem (iPS) cells. Cell.
134 : 877—886.

Pei D. 2009. Regulation of pluripotency and reprogramming
by transcription factors. J. Biol. Chem. 284 : 3365—3369.

Radjabli S. I., Sablina O. V., Graphodatsky A. S. 2006. Selec-
ted karyotypes. In: ATLAS of mammalian karyotypes. Chichester.
John Wiley. 188 : 200—221.

Rastan S., Robertson E. J. 1985. X-chromosome deletions in
embryo-derived (EK) cell lines associated with lack of X-chromo-
some inactivation. J. Embryol. Exp. Morphol. 90 : 379—388.

Shao L., Feng W., Sun Y., Bai H., Liu J., Currie C., Kim J.,
Gama R., Wang Z., Qian Z., Liaw L.,Wu W.-S. 2009. Generation of
iPS cells using defined factors linked via the self-cleaving 2A sequ-
ences in a single open reading frame. Cell Res. 19 : 296—306.

Stadtfeld M., Nagaya M., Utikal J., Weir G., Hochedlinger K.
2008. Induced pluripotent stem cells generated without viral integ-
ration. Science. 322 : 945—949.

Takahashi K., Yamanaka S. 2006. Induction of pluripotent
stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast cultures by
defined factors. Cell. 126 : 663—667.

Wiznerowicz M., Trono D. 2003. Conditional suppression of
cellular genes: lentivirus vector-mediated drug-inducible RNA in-
terference. J. Virol. 77 : 8957—8961.

Ïîñòóïèëà 9 XI 2009

424 Þ. Ì. Ìèíèíà, Í. Ñ. Æäàíîâà è äð.



CHROMOSOMAL INSTABILITY OF IN VITRO CULTURED MOUSE ES AND IPS CELLS
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A perspective of using embryonic stem (ES) and induced pluripotent stem (iPS) cells in clinical medicine
makes karyological analysis of these cells an important issue. Using methods of classical and molecular cytoge-
netics chromosomal analysis, we have carried out karyological study of two mouse ES and two iPS cell lines de-
rived de novo. We have found monosomy of X chromosome in all studied ES and iPS cell lines, thus making a
modal number of chromosomes in these cell lines 39. A chromosomal instability (aneuploidy) was revealed in
both studied iPS cell lines. Moreover, we have detected chromosomal rearrangements and chromosomal frag-
ments in one of iPS cell line. Our findings underline the importance of careful cytogenetic evaluation of pluripo-
tent cell lines, especially iPS cell lines, which should be carried out prior to any clinical use of these cells.

K e y w o r d s: embryonic stem cells, induced pluripotent stem cells, karyotype instability of ES and iPS
cells, aneuploidy, monosomy of X chromosome.
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