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Âëèÿíèå ñóáñòðàòà, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà

Èññëåäîâàíà êîëè÷åñòâåííàÿ è ñòðóêòóðíàÿ êàðèîòèïè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü â áåçìàðêåðíûõ ïîñòî-
ÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ôèáðîáëàñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà — Ì è ÌÒ — ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
íà ñóáñòðàòå, êîòîðûé ñîñòàâëÿþò áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), ñèíòåçèðîâàííûå ìåçåíõèì-
íûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà (SC5-MSC). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòî÷íîé ëèíèè
Ì íà áåëêàõ ýòîãî ÂÊÌ â òå÷åíèå 1 è 4 ñóò õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ñóùåñò-
âåííî èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, â êîòîðîì êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ãèäðîôèëüíîé ïî-
âåðõíîñòè áåç áåëêîâîãî ñóáñòðàòà. Â îáîèõ îïûòíûõ âàðèàíòàõ èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
÷èñëó õðîìîñîì ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò çíà÷èòåëüíîãî ñíèæåíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðî-
ìîñîì è óâåëè÷åíèÿ ñ ìåíüøèìè ÷èñëàìè õðîìîñîì; óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî íîâûõ òèïîâ äîïîëíè-
òåëüíûõ ñòðóêòóðíûõ âàðèàíòîâ êàðèîòèïà. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ýòèõ æå óñëîâèÿõ êëåòî÷íîé ëèíèè
ÌÒ, îòëè÷àþùåéñÿ îò Ì ÷èñëîì ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì, òîëüêî ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþ-
äàåòñÿ èçìåíåíèå õàðàêòåðà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïðè
ïðîäîëæåíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè ÌÒ íà áåëêîâîì ñóáñòðàòå â òå÷åíèå 4 ñóò õàðàêòåð ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ñîîòâåòñòâóåò êîíòðîëþ. Íàáëþäàåìîå èçìåíåíèå ðàñïðåäåëå-
íèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò çíà÷èòåëüíîãî ñíèæåíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ ìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì è óâåëè÷åíèÿ ñ ìåíüøèìè ÷èñëàìè õðîìîñîì, ïîäîáíî ëèíèè Ì. Íàáëþäàåìûå
èçìåíåíèÿ, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíû ñ íàðóøåíèåì ïðàâèëüíîé ñåãðåãàöèè õðîìîñîì â ñâÿçè ñ ðåçêèì èç-
ìåíåíèåì óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ. Àíàëèç ñòðóêòóðíîé êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè âûÿâèë óâå-
ëè÷åíèå ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ëèíèè Ì â òå÷åíèå 1 è 4 ñóò íà
ñóáñòðàòå ÂÊÌ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì âàðèàíòîì, â ÷àñòíîñòè çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ ÷àñòîòû äè-
öåíòðèêîâ (òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé), êîòîðûå ñîñòàâëÿþò áîëåå 50 % âñåõ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ýòèõ æå óñëîâèÿõ êëåòîê ëèíèè ÌÒ óâåëè÷åíèÿ ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ àáåððà-
öèé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì íå îáíàðóæåíî. Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî ðàçíûå ïî
ñòðóêòóðå êàðèîòèïà, íî ãåíåòè÷åñêè îäèíàêîâûå ïî ïðîèñõîæäåíèþ ëèíèè ïî-ðàçíîìó ðåàãèðóþò íà
ñóáñòðàò. Îñíîâûâàÿñü íà áûñòðîé íîðìàëèçàöèè êîëè÷åñòâåííûõ êàðèîòèïè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê â
ëèíèè ÌÒ è îòñóòñòâèè óñèëåíèÿ ñòðóêòóðíîé êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè, î÷åâèäíî, ÷òî ñòðóêòóðà
êàðèîòèïà ëèíèè ÌÒ, â îòëè÷èå îò ëèíèè Ì îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü ñòàáèëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ÌÒ íà äàííîì áåëêîâîì ñóáñòðàòå, ñîõðàíÿÿ ñáàëàíñèðîâàííóþ êàðèîòèïè÷åñêóþ ñòðóêòóðó, õà-
ðàêòåðíóþ äëÿ ëèíèè ÌÒ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàðèîòèïè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü, êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ, áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà, ñòðóêòóðíûé âàðèàíò êàðèîòèïà, õðîìîñîìíûå àáåððàöèè, äèöåíòðèêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, Ê — êîíòðîëü.

Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè â òêàíÿõ êîíòàêòèðóþò ñ ñåòüþ
ìàêðîìîëåêóë, îáðàçóþùèõ âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ (ÂÊÌ).
Ìàòðèêñ ñïîñîáñòâóåò ïîääåðæàíèþ ìíîãîêëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð è ñîçäàåò êàðêàñ, âíóòðè êîòîðîãî êëåòêè ìîãóò
ìèãðèðîâàòü è âçàèìîäåéñòâîâàòü äðóã ñ äðóãîì ñ ïî-
ìîùüþ ðàçíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Êëåòî÷íûå ïî-
ïóëÿöèè â îðãàíèçìå ïðåèìóùåñòâåííî èìåþò ïîñòîÿí-
íûé êàðèîòèï. Òåì íå ìåíåå â îðãàíèçìå âñåãäà ïðèñóòñò-
âóåò êàðèîòèïè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî äëÿ ïîïóëÿöèé ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê in vivo ÷àñòîòû
ìóòàöèé âñåõ òèïîâ íåçíà÷èòåëüíû. Êàðèîòèïè÷åñêàÿ èç-
ìåí÷èâîñòü â íîðìàëüíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ in vivo
íàõîäèòñÿ ïîä ïîñòîÿííûì êîíòðîëåì èíòåãðàëüíûõ ñèñ-

òåì îðãàíèçìà — íåðâíîé, ãîðìîíàëüíîé è èììóííîé, à
òàêæå îáóñëîâëåíà ìåæòêàíåâûìè è ìåæêëåòî÷íûìè
âçàèìîäåéñòâèÿìè. Ñòåïåíü êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷è-
âîñòè ïîñòîÿííî êîíòðîëèðóåòñÿ ñòàáèëèçèðóþùèì îò-
áîðîì, ñìûñë êîòîðîãî ñîñòîèò â ïîääåðæàíèè íîðìû
íàä âîçìîæíûìè íàðóøåíèÿìè.

Ïðè ïåðåâîäå êëåòîê â ñîñòîÿíèå in vitro çíà÷èòåëüíî
íàðóøàþòñÿ óñëîâèÿ èõ ñóùåñòâîâàíèÿ, è ïðåæäå âñåãî
èñêëþ÷àåòñÿ êîíòðîëü ñî ñòîðîíû ñèñòåì îðãàíèçìà.
Îñíîâíûìè òèïàìè êëåòî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â êóëüòó-
ðå ñòàíîâÿòñÿ ôèçè÷åñêèé êîíòàêò ìåæäó êëåòêàìè è
ìåæäó êëåòêàìè è ñóáñòðàòîì, à òàêæå õèìè÷åñêàÿ ñâÿçü
÷åðåç ìåòàáîëèòû â ðîñòîâîé ñðåäå. Ýòè âçàèìîäåéñòâèÿ
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îáúåäèíÿþò êëåòêè â åäèíóþ êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ in
vitro, ïðåäñòàâëÿþùóþ ñîáîé àâòîíîìíóþ ñèñòåìó. Ìåæ-
êëåòî÷íûå êîíòàêòû îñóùåñòâëÿþò êàê ñòðóêòóðíûå, òàê
è ôóíêöèîíàëüíûå ñâÿçè ìåæäó êëåòêàìè. Âàæíûì òè-
ïîì ìåæêëåòî÷íûõ ñîåäèíåíèé ÿâëÿþòñÿ ùåëåâûå êîí-
òàêòû, êîòîðûå ñîñòàâëÿþò îñíîâó «ìåòàáîëè÷åñêîé êî-
îïåðàöèè» (Cox et al., 1972; Hooper, Subak-Sharpe, 1981;
Øàðîâñêàÿ è äð., 2009).

Äëÿ îáðàçîâàíèÿ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé è èõ
äëèòåëüíîãî ñóùåñòâîâàíèÿ âíå îðãàíèçìà íåîáõîäèìà
àäàïòàöèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè ê óñëîâèÿì in vitro. Ïðîöåññ
àäàïòàöèè âûðàæàåòñÿ, â ÷àñòíîñòè, â îïðåäåëåííûõ êî-
ëè÷åñòâåííûõ è ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèÿõ êàðèîòèïà, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ñîçäàåòñÿ ñáàëàíñèðîâàííàÿ êàðèîòèïè-
÷åñêàÿ ñòðóêòóðà, îáåñïå÷èâàþùàÿ îïòèìàëüíûé ãåííûé
áàëàíñ â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè in vitro êàê öåëîñòíîé ñèñ-
òåìå. Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ñî ñáàëàíñèðîâàííîé êàðèîòèïè-
÷åñêîé ñòðóêòóðîé èìååò ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè:
1) îïðåäåëåííûé íàáîð ìàðêåðíûõ õðîìîñîì («ìàðêåð-
íûå» ëèíèè) èëè ñîîòâåòñòâèå êàðèîòèïó äîíîðà («áåç-
ìàðêåðíûå» ëèíèè); 2) âûðàæåííàÿ â áîëüøåé èëè ìåíü-
øåé ñòåïåíè ÷àñòîòà êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðî-
ìîñîì; 3) îïðåäåëåííàÿ ÷àñòîòà êëåòîê ñ äðóãèìè
÷èñëàìè õðîìîñîì; 4) îïðåäåëåííûå ïðåäåëû èçìåí÷èâî-
ñòè ïî ÷èñëó õðîìîñîì (Çàõàðîâ è äð., 1966; Ìàìàåâà
è äð., 1986; Ôèëàòîâ è äð., 1988; Ìàìàåâà, 1996; Ïîëÿí-
ñêàÿ, Âàõòèí, 2003). Êëåòêè ñ âûðàæåííûì ÷èñëîì õðî-
ìîñîì èìåþò ïðåîáëàäàþùèé ñòðóêòóðíûé âàðèàíò êà-
ðèîòèïà (ÑÂÊ — ÷èñëî ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì êàæäîãî
ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà) è äîïîëíèòåëüíûå ÑÂÊ (Ïîëÿí-
ñêàÿ è äð., 1981; Ïîëÿíñêàÿ, 2000).

Êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè in vitro ÿâëÿþòñÿ äèíàìè÷íû-
ìè ñèñòåìàìè è, ëèøèâøèñü ìíîãîñòóïåí÷àòîãî îðãàíèç-
ìåííîãî êîíòðîëÿ, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïîäâåðæåíû
âëèÿíèþ âíåøíèõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò óñè-
ëåíèþ êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè. Ïåðâîïðè÷èíîé
âñåõ íàáëþäàåìûõ êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé, áåçó-
ñëîâíî, ÿâëÿþòñÿ ðàçëè÷íûå èçìåíåíèÿ â êëåòî÷íîì ìå-
òàáîëèçìå, îáóñëîâëåííûå íàðóøåíèÿìè â ïðîâåäåíèè
ñèãíàëîâ ñ ïîâåðõíîñòè êëåòîê â ÿäðî.

Òàê íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü âèäîâ ìè-
êîïëàçì ïðèêðåïëÿåòñÿ ê ìåìáðàíå êëåòêè õîçÿèíà, íå
ïðîíèêàÿ âíóòðü, íàðóøàåò ôóíêöèîíèðîâàíèå ìåìáðàí-
íûõ ðåöåïòîðîâ, ÷òî ñïîñîáñòâóåò âîçíèêíîâåíèþ öèòî-
è ãåíîòîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ â êëåòêå õîçÿèíà. Èíîãäà, íå
ïðèêðåïëÿÿñü ê ìåìáðàíå, à ïðîñòî íàõîäÿñü â ñðåäå, ìè-
êîïëàçìû òàêæå ïðèâîäÿò ê íåãàòèâíûì ýôôåêòàì â êëåò-
êàõ (Áîðõñåíèóñ è äð., 2002). Íàìè, êàê è ìíîãèìè äðóãè-
ìè èññëåäîâàòåëÿìè, áûëî ïîêàçàíî ñóùåñòâåííîå âëèÿ-
íèå ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè íà êàðèîòèïè÷åñêóþ
èçìåí÷èâîñòü â ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ (Ïîëÿíñêàÿ,
Åôðåìîâà, 1992, 2000, 2010; Ïîëÿíñêàÿ è äð., 1998, 2000).
Ïîêàçàíà âàæíàÿ ðîëü ñûâîðîòêè êàê îäíîãî èç îñíîâíûõ
êîìïîíåíòîâ ðîñòîâîé ñðåäû â õàðàêòåðå êàðèîòèïè÷å-
ñêîé èçìåí÷èâîñòè ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (Èñàåíêî
è äð., 1990; Ïîëÿíñêàÿ è äð., 1993). Î íàëè÷èè ñâÿçè ìåæ-
äó ñâîéñòâàìè êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è êàðèîòèïè÷å-
ñêîé ñòðóêòóðîé ñâèäåòåëüñòâóåò ðÿä êîñâåííûõ äàííûõ
î âëèÿíèè ñìåíû ñïîñîáà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê (ñòàòè-
÷åñêîãî, ðîëëåðíîãî, ñóñïåíçèîííîãî è ìîíîñëîéíîãî) íà
ñòðóêòóðíûå è êîëè÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (Nielsen, 1972; Ñåìåíîâà è äð.,
1984; Ëèòâèí÷óê è äð., 1986; Öàðåâà è äð., 1990; Amadori,
Berneri, 1993).

Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè ðàñòóò íà ñóáñòðàòå, ïîêðûòîì
ÂÊÌ, ñîñòîÿùèì èç ðàçíûõ áåëêîâ, ñèíòåçèðóåìûõ ñàìè-
ìè êëåòêàìè. Áåëêè ÂÊÌ âçàèìîäåéñòâóþò ñ ëîêàëèçî-
âàííûìè íà ïîâåðõíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ðåöåïòî-
ðàìè — èíòåãðèíàìè, ñâÿçàííûìè ñ àêòèíîâûì öèòîñêå-
ëåòîì. Ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë ÂÊÌ ñ èíòåãðèíàìè âåäåò ê
àêòèâàöèè ëîêàëüíûõ áåëêîâûõ êèíàç, âêëþ÷àÿ ôîêàëü-
íóþ àäãåçèîííóþ êèíàçó, êîòîðàÿ àêòèâèðóåò âíóòðèêëå-
òî÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè, ñïîñîáñòâóþùèå âûæèâàíèþ,
ìèãðàöèè, ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêå è çëîêà÷åñò-
âåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê (Freeman et al., 1991;
McKeever et al., 1995; Basson et al.,1996; Stallmach et al.,
1996; Blake et al., 1997; Ziober et al., 1999; Aframian et al.,
2000; Are et al., 2001; Kiosses et al., 2001; Xu et al., 2001;
Ingber., 2002; Mostafavi-Pour et al., 2003; Ahmed et al.,
2005; Klimanskaya et al., 2005; Nareyeck et al., 2005; Kato
et al., 2006; Koenig et al., 2006; Wang, Milner, 2006; Ïîïîâ,
2010; Krishnan., 2010; Van Laake et al., 2010; Shiraki et al.,
2011). Ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå äå-
ëàþò î÷åâèäíûì íàëè÷èå ôóíêöèîíàëüíîé ñâÿçè ìåæäó
âçàèìîäåéñòâèåì áåëêîâ ÂÊÌ ñ ðåöåïòîðàìè è êàðèîòè-
ïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòüþ. Íåêîòîðûå ãåíåòè÷åñêèå ñèíä-
ðîìû, ñâÿçàííûå ñ àíåóïëîèäèåé ïî íåêîòîðûì õðîìîñî-
ìàì, ñïîñîáñòâóþò íàðóøåíèþ ñèíòåçà ÂÊÌ, ïðèâîäÿ ê
ñïîíòàííûì àáîðòàì (Belkin et al., 1985, Delvig et al.,
1987; Brand-Sabery et al., 1994). Íàðóøåíèå ýêñïðåññèè
ãåíà ýëàñòèíà íàðÿäó ñ äðóãèìè íàðóøåíèÿìè ïðèâîäèò ê
ðàçâèòèþ ó ÷åëîâåêà òÿæåëîãî ñèíäðîìà Williams—Beu-
ren (Lacroix et al., 2009).

Ïîêàçàíî óñèëåíèå êîëè÷åñòâåííîé è ñòðóêòóðíîé
êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòî÷íûõ ëèíèé ðàçíîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå è ýïèòåëèîïîäîáíûå) íà ïîâåðõ-
íîñòè, ïîêðûòîé îòäåëüíûìè áåëêàìè ÂÊÌ (Ïîëÿíñêàÿ
è äð., 2002, 2003à, 2003á, 2005, 2007, 2008). Ïðè÷åì õà-
ðàêòåð êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè íà ôèáðîíåêòèíå èëè ëàìèíèíå çàâèñèò êàê îò ðàç-
íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè, òàê è îò
êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû ñóáëèíèé îäíîãî òêàíåâîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (Ïîëÿíñêàÿ, 2009). Ïî-âèäèìîìó, íàáëþ-
äàåìûå ðàçëè÷èÿ ñâÿçàíû ñ ãåíåòè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿ-
ìè èññëåäóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿ-
íèå ñóáñòðàòà, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ íå îòäåëüíûå áåëêè
ÂÊÌ, èñêóññòâåííî íàíåñåííûå íà ïëàñòèêîâóþ ïîâåðõ-
íîñòü, à ñìåñü áåëêîâ ÂÊÌ, ñèíòåçèðóåìûõ ìåçåíõèìíû-
ìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà. Â ñîñòàâå èñïîëüçóå-
ìîãî ÂÊÌ ðàíåå îáíàðóæåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ôèáðî-
íåêòèíà è ëàìèíèíà (Êîëüöîâà è äð., 2012). Ïîñêîëüêó è
ñàìè êëåòêè, êóëüòèâèðóþùèåñÿ èçíà÷àëüíî íà ãèäðî-
ôèëüíîé ïîâåðõíîñòè, âûðàáàòûâàþò áåëêè ÂÊÌ, íà êî-
òîðûõ îíè ðàñïëàñòûâàþòñÿ è ôóíêöèîíèðóþò, íàì âàæ-
íî áûëî îòâåòèòü íà ðÿä ñëåäóþùèõ âîïðîñîâ, âûòåêàþ-
ùèõ èç ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèé. Îêàæåò ëè âëèÿíèå
êîìïëåêñíûé ñóáñòðàò, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ñìåñü
áåëêîâ ÂÊÌ, íà êàðèîòèïè÷åñêóþ ñòðóêòóðó äâóõ áåç-
ìàðêåðíûõ ëèíèé ôèáðîáëàñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíò-
æàêà, ðàçëè÷àþùèõñÿ êîëè÷åñòâîì ãîìîëîãè÷íûõ õðîìî-
ñîì? Îêàæåò ëè êîìïëåêñíûé ñóáñòðàò ñòðåññîâîå âîç-
äåéñòâèå, âûçûâàþùåå àäàïòèâíûé îòâåò êàðèîòèïà ýòèõ
ëèíèé, è áóäåò ëè îíî îäèíàêîâûì â êàðèîòèïè÷åñêè ðàç-
íûõ ëèíèÿõ?
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èììîðòàëèçîâàííûå áåçìàðêåðíûå ëèíèè ôèáðîáëà-
ñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà — Ì è ÌÒ (ñóáëè-
íèÿ Ì) — áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êóëü-
òóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì â ëèíèè
Ì ðàâíî 7. Êàðèîòèï èäåíòè÷åí êàðèîòèïó äîíîðà. Ìî-
äàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì â ëèíèè ÌÒ ðàâíî 9. Êàðèîòèï
ëèíèè ÌÒ îòëè÷àåòñÿ îò êàðèîòèïà äîíîðà ÷èñëîì ãîìî-
ëîãè÷íûõ õðîìîñîì. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå F10
ñ äîáàâëåíèåì 20 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè.

ÂÊÌ ïîëó÷àëè èç êëåòîê ëèíèè SC5-MSC — ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâå-
êà. Ìåòîäèêà áûëà ðàçðàáîòàíà ðàíåå (Êîëüöîâà è äð.,
2012) è ñîñòîÿëà â ñëåäóþùåì: êëåòêè ðàññåâàëè íà ÷àø-
êè Ïåòðè â êîíöåíòðàöèè, îáåñïå÷èâàþùåé ïëîòíûé ìî-
íîñëîé, è èíêóáèðîâàëè ïðè 5 % ÑÎ2, 37 °Ñ è 90%-íîé
âëàæíîñòè â òå÷åíèå 2 íåä, ìåíÿÿ ðîñòîâóþ ñðåäó êàæäûå
3—4 ñóò. Ïðè ïîìîùè ïèïåòêè îòäåëÿëè êðàé ìîíîñëîÿ
îò ÷àøêè Ïåòðè è òîé æå ïèïåòêîé àêêóðàòíî ñìûâàëè
åãî ñ ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà; ïîâåðõíîñòü
êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà ñ îñòàâøèìèñÿ íà íåé áåëêàìè
ÂÊÌ ïðîìûâàëè 2 ðàçà ðàñòâîðîì PBS, íå ñîäåðæàùèì
Ca2+ è Mg2+, âûñóøèâàëè è õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. Ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêèé è èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîëó÷åí-
íîãî ìàòðèêñà âûÿâèë ïîìèìî äðóãèõ áåëêîâ ïðèñóòñò-
âèå ôèáðîíåêòèíà è ëàìèíèíà (Êîëüöîâà è äð., 2012).

Äëÿ àíàëèçà âëèÿíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ íà êàðèîòèïè÷å-
ñêóþ èçìåí÷èâîñòü êëåòêè èç ñóáìîíîñëîÿ ñíèìàëè ñ
ãèäðîôèëüíîé ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêîâûõ ÷àøåê ñìåñüþ
òðèïñèíà (0.25 %) ñ âåðñåíîì (0.02 %) â ñîîòíîøåíèè
1 : 3. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ êëåòêè ïîìåùàëè íà
ïîâåðõíîñòü, ïîêðûòóþ ÂÊÌ, â áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó
íà 2.5 ÷ äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ðåöåïòîðîâ êëå-

òî÷íîé ïîâåðõíîñòè ñ áåëêàìè ÂÊÌ. Çàòåì ñëèâàëè íå
ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ïîâåðõíîñòè êëåòêè âìåñòå ñ áåññûâî-
ðîòî÷íîé ñðåäîé è äîáàâëÿëè ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ñûâî-
ðîòêó, â êîòîðîé ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè â òå-
÷åíèå 1, 4 è 8 ñóò. Ïàðàëëåëüíî àíàëèçèðîâàëè êîíòðîëü-
íûå âàðèàíòû, â êîòîðûõ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà
ñòàíäàðòíîé ãèäðîôèëüíîé ïîâåðõíîñòè. Â êà÷åñòâå êîí-
òðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, êóëüòèâèðîâàâøèåñÿ íà ãèä-
ðîôèëüíîé ïîâåðõíîñòè, ïðåäâàðèòåëüíî â áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäå â òå÷åíèå 2.5 ÷ ñ ïîñëåäóþùèì êóëüòèâèðî-
âàíèåì â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó, è êëåòêè,
ïîñòîÿííî êóëüòèâèðîâàâøèåñÿ íà ãèäðîôèëüíîé ïîâåð-
õíîñòè. Â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé
ìåæäó êîíòðîëüíûìè âàðèàíòàìè ïî èññëåäóåìûì ïàðà-
ìåòðàì îïûòíûé âàðèàíò ñðàâíèâàëè ñ îáúåäèíåííûì
êîíòðîëåì (Ê). Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî âî âñåõ ïðåäû-
äóùèõ èññëåäîâàíèÿõ íàìè òàêæå íå áûëî îòìå÷åíî ðàç-
ëè÷èé ìåæäó ýòèìè êîíòðîëüíûìè âàðèàíòàìè (Ïîëÿí-
ñêàÿ è äð., 2002, 2003à, 2003á, 2005, 2007, 2008).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì çà
4 ÷ äî ôèêñàöèè êëåòîê â êóëüòóðó ââîäèëè êîëöåìèä
(0.1 ìêã/ìë), ñíèìàëè êëåòêè ñ ñóáñòðàòà ñìåñüþ òðèïñè-
íà è âåðñåíà (1 : 3), îáðàáàòûâàëè ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñ-
òâîðîì KÑl (0.075 Ì) è ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ
ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1). Õðîìîñîìû îêðàøè-
âàëè âîäíûì ðàñòâîðîì Ãèìçà (1 : 50). Àíàëèçèðîâàëè
ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì. Ïðè èçëîæå-
íèè ðåçóëüòàòîâ ïðèâîäÿòñÿ ôîðìóëû ÑÂÊ (ðèñ. 1), â êî-
òîðûõ óêàçàíî ÷èñëî ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì êàæäîãî
ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà (Ïîëÿíñêàÿ, 1988, 1989). Õðîìî-
ñîìíûå àáåððàöèè ó÷èòûâàëè ìåòàôàçíûì ìåòîäîì.

Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà è êðèòåðèÿ êðèòåðèÿ c2.
Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëå-
âîé ãèïîòåçû Ð < 0.01.
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Ðèñ. 1. Îñíîâíûå ñòðóêòóðíûå âàðèàíòû êàðèîòèïîâ (CBK) êëåòîê ëèíèè M (2 + 2 + 1 + 1 + 1) è ëèíèè MT (3 + 3 + 1 + 2).

Àðàáñêèå öèôðû è áóêâû ïîä õðîìîñîìàìè — ñîîòâåòñòâåííî íîìåðà è íîìåíêëàòóðà ïîëîâûõ õðîìîñîì; àðàáñêèå öèôðû íàä õðîìîñîìàìè — ÷èñ-
ëî ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì îäíîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà, ñîñòàâëÿþùèõ CBK.



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

À í à ë è ç ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í î é ê à ð è î ò è ï è ÷ å -
ñ ê î é è ç ì å í ÷ è â î ñ ò è â ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è ÿ õ Ì è
ÌÒ. Ðåçóëüòàòû ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ ÂÊÌ íà ðàñ-
ïðåäåëåíèå êëåòîê ëèíèè Ì ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 1 è 4 ñóò ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2.
Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â òå÷åíèå 1 è
4 ñóò õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì
ñóùåñòâåííî ìåíÿåòñÿ. Îöåíêà ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ c2

ïîêàçàëà äîñòîâåðíîå èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê

ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì: ÷åðåç
1 ñóò c2 = 36.3, Ð < 0.01 (ðèñ. 2, à1, á1); ÷åðåç 4 ñóò c2 =
= 20.3, Ð < 0.01 (ðèñ. 2, à2, á2). Ðåçóëüòàòû ïî èññëåäîâà-
íèþ âëèÿíèÿ ñóáñòðàòà èç áåëêîâ ÂÊÌ íà ðàñïðåäåëåíèå
êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷å-
íèå 1, 4 è 8 ñóò â ëèíèè ÌÒ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Èç
ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê
ïî ÷èñëó õðîìîñîì ñóùåñòâåííî ìåíÿåòñÿ òîëüêî ÷åðåç
1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îöåíêà ïî êðèòåðèþ c2 ïîêàçàëà
èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì: c2 = 14.0, Ð < 0.01 (ðèñ. 3, à1, á1).
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Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ëèíèè M ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà BKM â òå÷åíèå 1 (à1, á1) è 4 (à2, á2) ñóò.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ÷èñëî õðîìîñîì â êëåòêå; ïî âåðòèêàëè — ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êëåòîê, %. à — îïûòíûé âàðèàíò, á — êîíòðîëü.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ëèíèè MT ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà BKM â òå÷åíèå 1 (à1, á1), 4 (à2, á2) è 8
(à3, á3) ñóò.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ÷èñëî õðîìîñîì â êëåòêå; ïî âåðòèêàëè — ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êëåòîê, %. à — îïûòíûé âàðèàíò, á — êîíòðîëü.



Ïðè ïðîäîëæåíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 4 è 8 ñóò
ðàçëè÷èé ïî ðàñïðåäåëåíèþ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì
ìåæäó îïûòíûì è êîíòðîëüíûì âàðèàíòîì îáíàðóæåíî
íå áûëî: c2 = 7.4 è 5.9 ñîîòâåòñòâåííî, Ð < 0.05. Èçìåíå-
íèå ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì â îáåèõ ëè-
íèÿõ ïðîèçîøëî èç-çà ñíèæåíèÿ ÷àñòîòû êëåòîê ñ ñîîò-
âåòñòâóþùèì ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, êîòîðîå äëÿ
ëèíèè Ì ðàâíî 7, à äëÿ ëèíèè ÌÒ — 9 ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. Òàê, åå çíà÷åíèÿ ñîñòàâëÿþò: äëÿ Ì ÷åðåç
1 ñóò — 26.2 � 2.6 (ÂÊÌ) è 46.0 � 3.2 % (Ê), Ð < 0.01; ÷å-
ðåç 4 ñóò — 24.6 � 3.8 (ÂÊÌ) è 44.5 � 3.4 % (Ê), P < 0.01;
äëÿ ÌÒ ÷åðåç 1 ñóò — 45.0 � 2.9 (ÂÊÌ) è 64.1 � 4.1 %
(Ê), Ð < 0.01. Íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå êëåòîê ñ ìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ÷àñ-
òîòû êëåòîê ñ ìåíüøèìè ÷èñëàìè õðîìîñîì â îáåèõ ëè-
íèÿõ. Òàê, â ëèíèè Ì óâåëè÷åíà ÷àñòîòà êëåòîê ñ
3—5 õðîìîñîìàìè: ÷åðåç 1 ñóò — 22.8 � 2.5 (ÂÊÌ) è
9.8 � 1.9 % (Ê), Ð < 0.01; ÷åðåç 4 ñóò — 30.0 � 4.0 (ÂÊÌ)
è 16.8 � 2.5 % (Ê), Ð < 0.01. Â ñòðóêòóðå êàðèîòèïà ëè-
íèè Ì, êàê ïðàâèëî, ïðèñóòñòâóþò êëåòêè ñ ñóáìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 6. ×àñòîòà êëåòîê ñ 6 õðî-
ìîñîìàìè òîæå èìååò òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ â îïûò-
íûõ âàðèàíòàõ, íî ñòåïåíü óâåëè÷åíèÿ íå äîñòèãàåò
äîñòîâåðíîãî óðîâíÿ. Òåì íå ìåíåå çà ñ÷åò äîñòîâåðíîãî
ñíèæåíèÿ êëåòîê ñ 7 õðîìîñîìàìè è íåäîñòîâåðíîãî ñ 6
÷åðåç 4 ñóò íàáëþäàåòñÿ áèìîäàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå êëå-
òîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì, òàê êàê ÷àñòîòû êëåòîê ñ ýòèìè
÷èñëàìè õðîìîñîì äîñòîâåðíî íå ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñî-
áîé: 24.6 � 3.8 è 16.2 � 3.2 % ñîîòâåòñòâåííî, Ð > 0.05.

Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì
ïîêàçàë, ÷òî â ëèíèÿõ Ì è ÌÒ áîëüøèíñòâî êëåòîê ñ ìî-
äàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì â îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ âà-
ðèàíòàõ èìååò îñíîâíûå ÑÂÊ — 2+2+1+1+1 (Ì) è
3+3+1+2 (ÌÒ) (ðèñ. 1), âñòðå÷àþùèåñÿ ñ îäèíàêîâîé ÷àñ-
òîòîé. Òàê, â ëèíèè Ì ñóììàðíî ïî äâóì îïûòíûì âàðè-
àíòàì (1 è 4 ñóò) — 93.5 � 2.4 % è ïî äâóì êîíòðîëü-
íûì — 96.4 � 1.3 %. Â ëèíèè ÌÒ ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè
îñíîâíîãî ÑÂÊ — 98.4 � 1.1 (ÑÂÊ) è 98.8 � 1.2 % (Ê).
Ñëåäîâàòåëüíî, óñèëåíèÿ ãåòåðîãåííîñòè â êëåòêàõ ñ ìî-
äàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ñóá-
ñòðàòå ÂÊÌ â òå÷åíèå 4 ñóò (ëèíèÿ Ì) è 1 ñóò (ëèíèÿ ÌÒ)

ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëÿìè íå ïðîèñõîäèò. Óñèëåíèå ãå-
òåðîãåííîñòè íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ ñ íåìîäàëüíûìè
÷èñëàìè õðîìîñîì, êîòîðûå ìåíüøå ìîäàëüíûõ. Òàê, â
ëèíèè Ì ïðè àíàëèçå îäèíàêîâîãî ÷èñëà êëåòîê ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè íà ÂÊÌ â òå÷åíèå 1 è 4 ñóò âîçíèêàþò íî-
âûå òèïû äîïîëíèòåëüíûõ ÑÂÊ. Â êëåòêàõ ñ 3—5 õðîìî-
ñîìàìè â êîíòðîëå îáíàðóæåíî 26 òèïîâ äîïîëíèòåëüíûõ
ÑÂÊ, òîãäà êàê â îïûòå — 50.

Óñèëåíèå ãåòåðîãåííîñòè èìååò ìåñòî è â êëåòêàõ ñ
ñóáìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 6. Â êîíòðîëå
îáíàðóæåíî 6 òèïîâ äîïîëíèòåëüíûõ ÑÂÊ, èç êîòîðûõ
îäèí ÑÂÊ (2+2+1+1) ÿâëÿåòñÿ ïðåîáëàäàþùèì è ñîñòàâ-
ëÿåò 74.0 � 7.0 %, à â îïûòå — 15 òèïîâ ÑÂÊ, èç íèõ
îäèí (2+2+1+1) òàêæå ÿâëÿåòñÿ ïðåîáëàäàþùèì ñ ÷àñòî-
òîé 63.4 � 6.0 %. Â ëèíèè ÌÒ â êëåòêàõ ñ íåìîäàëüíûìè
÷èñëàìè õðîìîñîì îò 3 äî 8, ïîäîáíî ëèíèè Ì, ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 1 ñóò â êîíòðîëå îáíàðóæåíî
34 òèïà äîïîëíèòåëüíûõ ÑÂÊ, òîãäà êàê â îïûòå — 58.
Íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ÷èñ-
ëó õðîìîñîì ñîâïàäàþò ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè ðåçóëüòàòà-
ìè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýòèõ êëåòîê íà îòäåëüíûõ áåë-
êàõ ÂÊÌ (Ïîëÿíñêàÿ è äð., 2002, 2005, 2008). Ïî-âèäè-
ìîìó, ïåðåâîä êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ëèíèé Ì è ÌÒ
íà ñóáñòðàò ÂÊÌ ÿâëÿåòñÿ ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèåì,
êîòîðîå ÷åðåç âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ ÂÊÌ ñ ïîâåðõíîñò-
íûìè ðåöåïòîðàìè çàïóñêàåò ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû,
íàðóøàþùèå ïðàâèëüíóþ ñåãðåãàöèþ õðîìîñîì è ñïî-
ñîáñòâóþùèå îáðàçîâàíèþ íîâîé, àäàïòèâíîé, ñáàëàí-
ñèðîâàííîé êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû. Áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî íîâûõ äîïîëíèòåëüíûõ ÑÂÊ ñâèäåòåëüñòâóåò
îá óñèëåíèè ïðîöåññîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ íàðóøåíèþ
ñåãðåãàöèè õðîìîñîì. Åñòü ðÿä äàííûõ î âçàèìîñâÿçè
ìåæäó áåëêàìè ÂÊÌ, àíåóïëîèäèåé è ôóíêöèîíàëüíûì
ñîñòîÿíèåì ìèêðîòðóáî÷åê, êîòîðîå ìîæåò êîñâåííî
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âîçìîæíîé çàâèñèìîñòè ñòàáèëüíî-
ñòè êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû îò âçàèìîäåéñòâèÿ áåë-
êîâ ÂÊÌ ñ ðåöåïòîðàìè (Ôðåéäèí è äð., 1988; Brand-Sa-
beri et al., 1994; Mooney et al., 1994; Äîìíèíà è äð., 1996;
Carver, 1998; Zhou, Rabinovitch, 1998; Tang, Goldberg,
2000; Putnam et al., 2001; Sablina et al., 2001; Vogel et al.,
2011).

Âëèÿíèå ñóáñòðàòà, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà 467

Ò à á ë è ö à 1

Âëèÿíèå ñóáñòðàòà èç áåëêîâ ÂÊÌ íà ÷àñòîòó õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé
â êëåòêàõ ëèíèé ôèáðîáëàñòîâ (Ì è ÌÒ) êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà

Ñóáñòðàò
Äëèòåëüíîñòü
êóëüòèâèðîâà-

íèÿ, ñóò

Êëåòî÷íàÿ
ëèíèÿ

×èñëî ïðîàíà-
ëèçèðîâàííûõ

êëåòîê

×àñòîòà
âñåõ ÕÀ, %,

x S
X

±

×àñòîòà
äèöåíòðèêîâ
áåç ÄÔ, %,

x S
X

±

ÂÊÌ 1 Ì 290 12.1 � 1.9à 6.9 � 1.5

Ê Ì 235 5.1 � 1.4 3.0 � 1.1

ÂÊÌ 4 Ì 130 10.8 � 2.7à 5.4 � 2.0

Ê Ì 220 3.2 � 1.2 0.9 � 0.6

ÂÊÌ 1 ÌÒ 300 6.0 � 1.4 2.3 � 0.9

Ê ÌÒ 140 3.6 � 1.6 1.4 � 1.0

ÂÊÌ 4 ÌÒ 135 5.9 � 2.0 2.2 � 1.3

Ê ÌÒ 220 5.0 � 1.5 0.9 � 0.6

ÂÊÌ 8 ÌÒ 112 4.5 � 2.0 1.8 � 1.2

Ê ÌÒ 120 3.3 � 1.6 2.5 � 1.4

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÕÀ — õðîìîñîìíûå àáåððàöèè, ÄÔ — äâîéíûå ôðàãìåíòû. à Äîñòîâåðíî
îòëè÷àåòñÿ îò çíà÷åíèé â êîíòðîëå (Ð < 0.01).



Òåì íå ìåíåå êðîìå ñõîäñòâà âëèÿíèÿ îòäåëüíûõ áåë-
êîâ ÂÊÌ è èõ ñìåñè íàáëþäàþòñÿ è ðàçëè÷èÿ. Îíè êàñà-
þòñÿ ðàçëè÷èé ìåæäó ëèíèÿìè ïî äëèòåëüíîñòè îòâåòà íà
çàìåíó ñóáñòðàòà. Òàê, äëÿ ëèíèè Ì ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè â òå÷åíèå 4 ñóò èìåëî ìåñòî ñòàáèëüíîå èçìåíåíèå
ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. Â îòëè÷èå îò ëèíèè Ì â ëèíèè ÌÒ èçìåíåíèå
ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì èìåëî ìåñòî
òîëüêî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 1 ñóò, à ïðè áîëåå
äëèòåëüíîì (4 è 8 ñóò) ðàçëè÷èé ìåæäó îïûòíûì è êîíò-
ðîëüíûì âàðèàíòàìè íå áûëî. Òàêèì îáðàçîì, óæå ÷åðåç
4 ñóò ïðîèñõîäèò íîðìàëèçàöèÿ ýòîãî ïàðàìåòðà, è ïðè
ïðîäîëæåíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ÂÊÌ îí íå îòëè÷àåòñÿ
îò êîëè÷åñòâåííîé õàðàêòåðèñòèêè, ñâîéñòâåííîé ýòîé ëè-
íèè. Ïî-âèäèìîìó, äëÿ ëèíèè ÌÒ àäàïòàöèÿ êëåòîê ê íî-
âîìó ñóáñòðàòó ÂÊÌ ïðîèñõîäèò áûñòðåå, ÷åì äëÿ ëèíèè
Ì. Ïðè ýòîì â ïðîöåññå àäàïòàöèè íå íàáëþäàåòñÿ âîçíèê-
íîâåíèÿ íîâîé, àäàïòèâíîé, ñáàëàíñèðîâàííîé êàðèîòèïè-
÷åñêîé ñòðóêòóðû ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ëèíèè ÌÒ, êó-
ëüòèâèðóåìîé íà îáû÷íîì ãèäðîôèëüíîì ïëàñòèêå. Òàêèì
îáðàçîì, î÷åâèäíî, ÷òî ñòðóêòóðà êàðèîòèïà ëèíèè ÌÒ â
îòëè÷èå îò ëèíèè Ì îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê ÌÒ íà äàííîì áåëêîâîì ñóáñòðàòå,
îáåñïå÷èâàÿ ïîääåðæàíèå õàðàêòåðíîé äëÿ ëèíèè ÌÒ ñáà-
ëàíñèðîâàííîé êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû. Ñëåäóåò ïîä-
÷åðêíóòü, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ëèíèè ÌÒ íà ôèáðîíåêòè-
íå â òå÷åíèå 8 ñóò íå ïðèâîäèò ê íîðìàëèçàöèè ðàñïðåäå-
ëåíèÿ êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì (Ïîëÿíñêàÿ è äð., 2005).

À í à ë è ç ñ ò ð ó ê ò ó ð í î é ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê î é
è ç ì å í ÷ è â î ñ ò è â ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è ÿ õ Ì è ÌÒ.
Êîëè÷åñòâåííàÿ è ñòðóêòóðíàÿ êàðèîòèïè÷åñêàÿ èçìåí÷è-
âîñòü âçàèìîñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé, ÿâëÿÿñü ñîñòàâëÿþùè-
ìè îäíîãî ïðîöåññà — àäàïòàöèè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ê
óñëîâèÿì in vitrî. Îñíîâûâàÿñü íà öåëîñòíîñòè ïðîöåññà
àäàïòàöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð in vitro, ìû ïðîâåëè èññëå-
äîâàíèå ñòðóêòóðíîé êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè â
îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ âàðèàíòàõ êëåòîê ëèíèé Ì è ÌÒ.

Èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáë. 1, âèäíî, ÷òî ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè íà ñóáñòðàòå ÂÊÌ êëåòîê ëèíèè Ì ÷å-
ðåç 1 è 4 ñóò èìååò ìåñòî äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ÷àñòî-
òû õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé â 2.4 è 3.4 ðàçà ñîîòâåò-
ñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñò-
âà õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé ïðîèñõîäèëî â îñíîâíîì çà
ñ÷åò õðîìîñîìíûõ ðàçðûâîâ, àáåððàöèé îáìåííîãî òèïà
è äèöåíòðèêîâ áåç äâîéíûõ ôðàãìåíòîâ (òåëîìåðíûõ àñ-

ñîöèàöèé), ïðè÷åì äîëÿ äèöåíòðèêîâ ñîñòàâèëà 50 è 57 %
ñîîòâåòñòâåííî. Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè àíàëèçå
êàæäîãî ñðîêà â îòäåëüíîñòè íàáëþäàåòñÿ òåíäåíöèÿ ê
óâåëè÷åíèþ ÷àñòîòû äèöåíòðèêîâ (Ð < 0.05). À ïðè ñóì-
ìèðîâàíèè êîëè÷åñòâà äèöåíòðèêîâ ïî îáîèì ñðîêàì êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ èìååò ìåñòî óâåëè÷åíèå èõ ÷àñòîòû ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (6.4 � 1.2 è 1.8 � 0.6 ñîîòâåòñò-
âåííî, Ð < 0.01). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îáðàçîâàíèè
äèöåíòðèêîâ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå îïðåäåëåííûå õðîìîñî-
ìû è èõ ñî÷åòàíèÿ (Ïîëÿíñêàÿ, 2000; Ïîëÿíñêàÿ, Âàõòèí,
2003; Ïîëÿíñêàÿ è äð., 2003á, 2005, 2007, 2008). Ïîäîá-
íûé ðåçóëüòàò íàáëþäàåòñÿ è â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè.
×àñòîòà ó÷àñòèÿ õðîìîñîì â îáðàçîâàíèè äèöåíòðèêîâ
ñëåäóþùàÿ (%): õðîìîñîìà 2 — 63.0, õðîìîñîìà Õ —
44.5, õðîìîñîìà 1 — 44.5, õðîìîñîìà Y2 — 7.4, õðîìîñî-
ìà Y1 — 3.7. Íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ òðè ñî÷åòàíèÿ
õðîìîñîì â äèöåíòðèêàõ: 2 + Õ (26.0 %), 1 + 2 (18.5 %) è
1 + 1 (14.8 %).

Èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáë. 2, òàêæå ñëåäóåò,
÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ñóáñòðàòå ÂÊÌ êëåòîê ëè-
íèè ÌÒ â òå÷åíèå 1, 4 è 8 ñóò íèêàêèõ ðàçëè÷èé íè ïî îá-
ùåé ÷àñòîòå õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, íè ïî ÷àñòîòå äè-
öåíòðèêîâ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè âàðèàíòàìè
íå îáíàðóæåíî.

Íà îñíîâå ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèé ñâîéñòâ äè-
öåíòðèêîâ, ïðåäñòàâëÿþùèõ òåëîìåðíûå àññîöèàöèè,
íàìè áûë ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî èõ âîçíèêíîâåíèå ÿâ-
ëÿåòñÿ îòâåòîì êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè íà íåáëàãîïðèÿò-
íûå, èçìåíåííûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äèöåíòðèêè,
ïîäîáíî àíåóïëîèäèè, â áåçìàðêåðíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
ÿâëÿþòñÿ ñïîñîáîì àäàïòàöèè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ê èç-
ìåíÿþùèìñÿ óñëîâèÿì in vitro, òàê êàê ñïîñîáñòâóþò èç-
ìåíåíèþ ãåííîé ýêñïðåññèè, ïðè÷åì ýòè ñïîñîáû ìîãóò
áûòü êàê âçàèìîäîïîëíÿþùèìè, òàê è âçàèìîçàìåíÿåìû-
ìè íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ñóùåñòâîâàíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè îäíîé ëèíèè èëè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ðàçíûõ ëè-
íèé (Ïîëÿíñêàÿ, Âàõòèí, 2003; Ïîëÿíñêàÿ, 2009). Îñîáûé
èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå êàðèîòèïè-
÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, èìåþùèõ îäè-
íàêîâîå ïðîèñõîæäåíèå, íî ðàçíóþ êàðèîòèïè÷åñêóþ
ñòðóêòóðó. Ê ýòèì ëèíèÿì, â ÷àñòíîñòè, îòíîñÿòñÿ áåç-
ìàðêåðíûå ëèíèè ôèáðîáëàñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíò-
æàêà (Ì, ÌÒ è ÌÒä) è ïî÷êè êåíãóðîâîé êðûñû
(NBL-3-17 è NBL-3-11), ðàçëè÷àþùèåñÿ ìåæäó ñîáîé ïî
÷èñëó ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì. Â òàáë. 2 ïðèâåäåíû
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Òèïû êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè â ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ

Ñóáñòðàò
Êëåòî÷íàÿ

ëèíèÿ
Àíåóïëîè-

äèÿ
Õðîìîñîìíûå

àáåððàöèè

Äèöåíòðèêè
(òåëîìåðíûå
àññîöèàöèè)

Èñòî÷íèê
äàííûõ

Ëàìèíèí 2/4 M + – – Ïîëÿíñêàÿ, 2009

MT + – –

MTä – – +

NBL-3-17 + + +

NBL-3-11 – + +

Ôèáðîíåêòèí MT + – + Òî æå

NBL-3-17 + – –

NBL-3-11 – + +

ÂÊÌ Ì + + + Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà

ÌÒ + – –



òèïû êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè êëåòîê ðàçíûõ ëèíèé íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ.

Òàêèì îáðàçîì, èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî
ñóùåñòâóåò çàâèñèìîñòü ìåæäó êîíêðåòíîé êàðèîòèïè÷å-
ñêîé ñòðóêòóðîé è õàðàêòåðîì êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷è-
âîñòè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ðàçíûå ïî ñòðóêòóðå êàðèîòèïà, íî ãåíåòè÷åñêè îäèíàêî-
âûå ïî ïðîèñõîæäåíèþ ëèíèè ïî-ðàçíîìó ðåàãèðóþò íà
ïðåäëàãàåìûé êëåòêàì ñóáñòðàò. Îäíî è òî æå âîçäåéñò-
âèå ìîæåò ïî-ðàçíîìó âëèÿòü è íà äðóãèå ñâîéñòâà êëåòîê
â ðàçíûõ ëèíèÿõ. Îòñóòñòâèå óñèëåíèÿ ñòðóêòóðíîé êàðèî-
òèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê
ëèíèè ÌÒ íà ñóáñòðàòå, ñîñòîÿùåì èç áåëêîâ ÂÊÌ, â îò-
ëè÷èå îò ëèíèè Ì ïîäòâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå îá îïòè-
ìàëüíîñòè ýòîãî ñóáñòðàòà äëÿ ëèíèè ÌÒ. Âîçìîæíî, ÷òî
íàáëþäàåìûå ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ñâÿçàíû ñ ðàçíîé
ñòðóêòóðîé êàðèîòèïà. Èìåííî â ëèíèè ÌÒ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ëèíèåé Ì óâåëè÷åíà äîçà ìíîãèõ ãåíîâ, îáóñëîâ-
ëåííàÿ òðèñîìèåé èëè äèñîìèåé ïî ðÿäó õðîìîñîì. Ðàíåå
íàìè áûëè ïîêàçàíû ïîäîáíûå ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ
ïî õàðàêòåðó êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè íà ëàìèíèíå è ôèáðîíåêòèíå â êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ ïî÷êè êåíãóðîâîé êðûñû, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî êîëè-
÷åñòâó ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì (Ïîëÿíñêàÿ è äð., 2003à,
2003á, 2007). Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà âûðàáîòêó ñà-
ìèìè êëåòêàìè áåëêîâ ÂÊÌ, êóëüòèâèðîâàíèå ðàçíûõ ïî
ñòðóêòóðå êàðèîòèïà êëåòî÷íûõ ëèíèé íà ñóáñòðàòå
ÂÊÌ, ñèíòåçèðîâàííîì ìåçåíõèìíûìè ñòâîëîâûìè êëåò-
êàìè, ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííûì ìåæëèíåéíûì ðàçëè÷è-
ÿì ïî õàðàêòåðó êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè.

Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå, ÷òî èñïîëüçóåìûé â ðà-
áîòå ÂÊÌ îïòèìàëåí äëÿ äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÝÑÊ ÷åëîâåêà (Êîëüöîâà è äð., 2012). Èçâåñòíî, ÷òî ñàìè
ÝÑÊ ýêñïðåññèðóþò íåäîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ
ÂÊÌ äëÿ ïîääåðæàíèÿ èõ íà ãèäðîôèëüíîì ïëàñòèêå.
Áîëüøèíñòâî æå äðóãèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, âêëþ÷àÿ ëè-
íèè Ì è ÌÒ, ýêñïðåññèðóþò äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî áåë-
êîâ ÂÊÌ, ñîçäàâàÿ âîçìîæíîñòü äëÿ êëåòîê ïðèêðåïëÿòü-
ñÿ, ðàñïëàñòûâàòüñÿ íà ãèäðîôèëüíîì ñóáñòðàòå è àêòèâ-
íî ïðîëèôåðèðîâàòü. Òåì íå ìåíåå êëåòêè ëèíèè ÌÒ,
áûñòðî ìèíóÿ ñòðåññîâóþ ñèòóàöèþ, ñâÿçàííóþ ñî ñìå-
íîé ñóáñòðàòà, ïðîäîëæàþò óñïåøíî ïðîëèôåðèðîâàòü íà
ñóáñòðàòå ÂÊÌ. Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî
â ÌÒ, íåñìîòðÿ íà èçáûòîê áåëêîâ ÂÊÌ, ñîçäàåòñÿ ðàâ-
íîâåñèå ìåæäó âçàèìîäåéñòâèåì áåëêîâ ÂÊÌ ñ ñîîòâåò-
ñòâóþùèìè ðåöåïòîðàìè (èíòåãðèíàìè) è ïîñëåäóþùè-
ìè ìåòàáîëè÷åñêèìè ïðîöåññàìè, îáåñïå÷èâàþùèìè
íîðìàëüíûå ñòàáèëüíûå êîëè÷åñòâåííûå è ñòðóêòóðíûå
êàðèîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, ñâîéñòâåííûå ýòîé ëè-
íèè. Íàäî îòìåòèòü, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÌÒ
íà ñóáñòðàòå, ñîñòîÿùåì òîëüêî èç ôèáðîíåêòèíà, èìåëî
ìåñòî ñóùåñòâåííîå óñèëåíèå êàê êîëè÷åñòâåííîé, òàê è
ñòðóêòóðíîé êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè (Ïîëÿíñêàÿ
è äð., 2005).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Íàó÷-
íîé ïðîãðàììû ÑÏáÍÖ 2012—2013 ãã.
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THE INFLUENCE OF SUBSTRATE FROM EXTRACELLULAR MATRIX PROTEINS
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The effect of cell culture conditions on numerical and structural karyotypic variability was investigated in
two Indian muntjac skin fibroblast «markerless» cell lines, M and MT. The cells cultivated on the substrate con-
sisting of extracellular matrix proteins (ECM), synthesized by human mesenchymal stem cells (SC5-MSC).
The character of cell distribution for chromosome number of cell line M changed after cultivation for 1 and
4 days as compared to control cells, which were cultured on hydrophilic surface without ECM-coating. These
changes involve a significant decrease in frequency of cells with modal numbers of chromosomes and an incre-
ase in frequency of cells with lower chromosome numbers. Many new types of additional structural variants of
the karyotype (SVK) appear. MT cell line, differing from M line in the number of homologous chromosomes,
demonstrated similar with M line the character of cell distribution for chromosome number only for 1 day after
cultivating on the ECM-substrate, but not after 4 days in the same culture conditions, no difference from the
control cells was observed. The observed alterations seem to be due to disturbances in correct chromosome seg-
regation process, which were caused by abrupt shift in the cell culture conditions. The analysis of the structural
karyotypic variability revealed significant increase in frequency of chromosomal aberrations in M cell line for
1 and 4 days in culture on the ECM-substrate as compared to the control cells. The frequency of dicentric chro-
mosomes (telomeric associations) was increased and constituted more than 50 % of all chromosome aberrati-
ons. No increase in frequency of chromosome aberrations was observed for MT cells cultured in the same con-
ditions. The obtained results show that the cell lines of the same origin but of different karyotypic structure re-
act to substrate in a different way. In contrast to M line, in MT line a fast normalization of numerical karyotypic
characteristics and no enhancement of structural karyotypic variability takes place. This provides a possibility
to cultivate MT cell on the given protein substrate maintaining a balanced karyotypic structure characteristic of
MT cell line.

K e y w o r d s: karyotypic variability, cell line, extracellular matrix, structural variants of the karyotype,
chromosomal aberrations, dicentric chromosomes.
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