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Îöåíêà ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ýÌÑÊ ÷åëîâåêà ìåòîäàìè ìîðôîëîãè÷åñêîãî è ...

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — îöåíèòü ãåíåòè÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé
îêðàñêè õðîìîñîì íà G-äèñêè è ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ íà ïðèìåðå îäíîé ëèíèè
ýÌÑÊ è ñðàâíèòü ðàçðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü êàæäîãî ìåòîäà äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñòàáèëüíîñòè ãåíåòè÷å-
ñêîãî àïïàðàòà ýÌÑÊ. Àíàëèç ìåòàôàçíûõ ïëàòèíîê (ïàññàæè 6 è 15) ìåòîäîì G-áýíäèíãà ïîêàçàë, ÷òî
íà îáîèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðåèìóùåñòâî (áîëåå 80 %) èìåëè êëåòêè ñî ñòàíäàðòíûì íàáîðîì
õðîìîñîì. Â êàðèîòèïè÷åñêè «äåôåêòíûõ» êëåòêàõ õðîìîñîìíûå èçìåíåíèÿ (àíåóïëîèäèÿ, èçîõðîìî-
ñîìû, õðîìîñîìû ñ ïîëîìêàìè è ìåæõðîìîñîìíûå àññîöèàöèè ñ âîçíèêíîâåíèåì ïñåâäîäâóïëå÷èõ
õðîìîñîì) íîñèëè ñëó÷àéíûé õàðàêòåð. Ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå, ïðîâåäåííîå íà ýòèõ æå ïàñ-
ñàæàõ, ïîêàçàëî ñòàáèëüíîñòü ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà êàæäîé õðîìîñîìû. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâèëè õðî-
ìîñîìû 7 è 14, â êîòîðûõ áûëè âûÿâëåíû ìèêðîäóïëèêàöèè â ëîêóñàõ 7q36.3 (62 êá) è 14q11.2 (165êá).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî äàííûå èçìåíåíèÿ îáóñëîâëåíû ãåíåòè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè äîíîðà äàííûõ êëå-
òîê. Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ ìîðôîëîãè÷åñêîãî è ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ ïîçâîëÿåò ñ÷è-
òàòü, ÷òî èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå ìåòîäû äîïîëíÿþò äðóã äðóãà â îïðåäåëåíèè ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëü-
íîñòè êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàðèîòèïèðîâàíèå, ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå, ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ýÌÑÊ — ýíäîìåòðèàëüíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÌÑÊ —
ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ïðèìåíåíèå ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) â
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå ñ êàæäûì ãîäîì ïîëó÷àåò âñå
áîëüøåå ðàçâèòèå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî íåñêîëü-
êî èñòî÷íèêîâ ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ — êîñòíûé ìîçã, æèðîâàÿ
òêàíü, äåñêâàìèðîâàííûé ýíäîìåòðèé è ïóïîâèííàÿ
êðîâü (Parker, Katz, 2006; Bieback, Kltiter, 2007). Îñíîâ-
íûìè äîñòîèíñòâàìè ýòèõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ äîñòóïíîñòü
èõ ïîëó÷åíèÿ è îòñóòñòâèå ýòè÷åñêèõ ïðîáëåì ïðè èñïî-
ëüçîâàíèè. Îíè îòíîñèòåëüíî ëåãêî êóëüòèâèðóþòñÿ, îá-
ëàäàþò âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì in vitro,
õàðàêòåðèçóþòñÿ ìóëüòèïîòåíòíîñòüþ, ñïîñîáíîñòüþ
ñåêðåòèðîâàòü ôàêòîðû, óëó÷øàþùèå òðîôèêó è îêàçû-
âàþùèå èììóíîìîäóëèðóþùåå è ïðîòèâîâîñïàëèòåëü-
íîå äåéñòâèå (Phinney, Sensebe, 2013).

Èñïîëüçîâàíèå ÌÑÊ â òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ ïîäðà-
çóìåâàåò íàëè÷èå èõ ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè, â ÷àñò-
íîñòè ñòàáèëüíîãî êàðèîòèïà. Òåì íå ìåíåå â íàñòîÿùåå
âðåìÿ â ëèòåðàòóðå íåò ïîëíîé ÿñíîñòè îòíîñèòåëüíî ãå-
íåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ÌÑÊ ïðè íàðàùèâàíèè áèîìàñ-
ñû in vitro â òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
âî ìíîãèõ ïóáëèêàöèÿõ åñòü óêàçàíèÿ íà òî, ÷òî ÌÑÊ ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîñòîÿíñòâîì ñòðóê-
òóðû êàðèîòèïà, äàííûå íåêîòîðûõ àâòîðîâ ïîêàçûâàþò,
÷òî ïðè ïåðåâîäå â ñèñòåìó in vitro êàðèîòèï ÌÑÊ ïðå-
òåðïåâàåò òå èëè èíûå èçìåíåíèÿ. Îäíè àâòîðû ïðèäåð-
æèâàþòñÿ òî÷êè çðåíèÿ î òîì, ÷òî ñëó÷àéíûå êàðèîòèïè-

÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê íå ïîääåðæèâàþòñÿ îòáîðîì â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ è, ñëåäîâàòåëüíî, íå âûçîâóò
ïðîáëåì ïðè èõ êëèíè÷åñêîì èñïîëüçîâàíèè (Bernardo
et al., 2007; Tarte et al., 2010; Sensebe et al., 2012; Jones
et al., 2013; Roemeling-van Rhijn et al., 2013; Roselli et al.,
2013; Zaman et al., 2014). Äðóãèå ñ÷èòàþò, ÷òî ïðè îïðå-
äåëåííûõ îáñòîÿòåëüñòâàõ âîçíèêøèå êàðèîòèïè÷åñêèå
íàðóøåíèÿ ìîãóò ïîëó÷èòü ñåëåêòèâíîå ïðåèìóùåñòâî è
ïîòåíöèàëüíî ñòàòü èñòî÷íèêîì êëåòî÷íîé òðàíñôîðìà-
öèè (Buyanovskaya et al., 2009; Ben-David et al., 2011,
2012; Ueyama et al., 2012; Borghesi et al., 2013; Froelich
et al., 2013; Borgonovo et al., 2014). Ïðÿìûå äîêàçàòåëüñò-
âà ñïîíòàííîé òðàíñôîðìàöèè ÌÑÊ ÷åëîâåêà â êóëüòóðå
â ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò. Íåñêîëüêî ñòàòåé, â êîòîðûõ
èñõîäíî áûëà îïèñàíà ñïîíòàííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ÌÑÊ
÷åëîâåêà in vitro, ñî âðåìåíåì áûëè îòîçâàíû àâòîðàìè
ýòèõ ðàáîò, òàê êàê áûëà ïîêàçàíà êðîñêîíòàìèíàöèÿ
ýòèõ êóëüòóð òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè (Rubio
et al., 2005; De la Fuente et al., 2010; Torsvik et al., 2010).
Òåì íå ìåíåå íåêîòîðûå ïðåäïîñûëêè äëÿ îáñóæäåíèÿ
äàííîé ïðîáëåìû îñòàþòñÿ.

Ðàçíûìè àâòîðàìè ïðè èññëåäîâàíèè íàçàâèñèìûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà,
áûëî âûÿâëåíî íàëè÷èå ïîâòîðÿþùèõñÿ èçìåíåíèé, ñâÿ-
çàííûõ ñ îïðåäåëåííûìè õðîìîñîìàìè, â ÷àñòíîñòè íå-
ñëó÷àéíàÿ òðèñîìèÿ õðîìîñîì 5, 7, 8, 9 è 20. Ýòè àâòîðû
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ïîëàãàþò, ÷òî êîëè÷åñòâî àíåóïëîèäíûõ âàðèàíòîâ â
ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîæåò âîçðàñòàòü
è ñòàòü ïðè÷èíîé äàëüíåéøåé êëåòî÷íîé èììîðòàëèçà-
öèè/òðàíñôîðìàöèè (Tarte et al., 2010; Redaelli et al.,
2012). Àíàëèçèðóÿ ìèåëîèäíûå è ëèìôîèäíûå çëîêà÷åñò-
âåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ, Ìèòåëüìàí è ñîàâòîðû âûÿâè-
ëè òðèñîìèþ õðîìîñîì 5, 7 è 20 (Mitelman et al., 2014).
Ïðè èçó÷åíèè ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà îò ïàöèåíòîâ ñ ðàêîì
êîñòåé è ìÿãêèõ òêàíåé (ðåòèíîáëàñòîìû ñ ïîäàâëåíèåì
ñóïðåñîðà îïóõîëåé ãåíà RB1) ýòè æå àâòîðû îáíàðóæèëè
ìîíîñîìèþ õðîìîñîìû 13.

Äëÿ îöåíêè ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè êëåòîê èñ-
ïîëüçóþò ðàçíûå ìåòîäû: êàðèîòèïèðîâàíèå ñ èñïîëüçî-
âàíèåì äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè õðîñîìîì íà G-äèñ-
êè, ñïåêòðàëüíîå êàðèîòèïèðîâàíèå (SKY), ôëóîðåñöåíò-
íàÿ ãèáðèäèçàöèÿ ÄÍÊ in situ (FISH), ñðàâíèòåëüíàÿ
ãåíîìíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ (aCGH) — ìîëåêóëÿðíîå êàðèî-
òèïèðîâàíèå, àíàëèç â óñëîâèÿõ öèòîõàëàçèíîâîãî áëîêà
(CBMN), ìèêðîñàòåëëèòíîå ãåíîòèïèðîâàíèå, ñèêâåíè-
ðîâàíèå ÐÍÊ è âûÿâëåíèå õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé íà
îñíîâå ïàòòåðíîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ (Wang et al., 2005;
Bernardo et al., 2007; Buyanovskaya et al., 2009; Tarte et al.,
2010; Ben-David et al., 2011; Tang et al., 2012; Ueyama
et al., 2012; Borghesi et al., 2013; Froelich et al., 2013; Jones
et al., 2013; Roemeling-van Rhijn et al., 2013; Roselli et al.,
2013; Sensebe, 2013; Borgonovo et al., 2014; Cornelio et al.,
2014; Zaman et al., 2014). Êàæäûé èç ìåòîäîâ èìååò ñâîþ
ñòåïåíü òî÷íîñòè, ÷óâñòâèòåëüíîñòè è äèàïàçîí âîçìîæ-
íîñòåé.

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — îöåíèòü ãåíåòè÷å-
ñêóþ ñòàáèëüíîñòü ÌÑÊ ÷åëîâåêà, âûäåëåííûõ èç äåñê-
âàìèðîâàííîãî ýíäîìåòðèÿ, â ñâÿçè ñ ïåðåâîäîì â óñëî-
âèÿ in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ ìåòîäîâ êàðèîòèïèðî-
âàíèÿ — ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè õðîìîñîì íà
G-äèñêè è ìåòîäà ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ,
îñíîâàííîãî íà ãåíîìíîé ãèáðèäèçàöèè íà ÷èïàõ.

Â çàäà÷ó ðàáîòû âõîäèëî ñîïîñòàâèòü äàííûå êàæäî-
ãî ìåòîäà, îöåíèòü èõ ðàçðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü è âêëàä
â èññëåäîâàíèå ñòàáèëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà
ÌÑÊ â êóëüòóðå íà ïðèìåðå îäíîé ëèíèè ÌÑÊ, ïîëó÷åí-
íîé èç äåñêâàìèðîâàííîãî ýíäîìåòðèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Á è î ë î ã è ÷ å ñ ê è é ì à ò å ð è à ë. Ðàáîòó ïðîâîäèëè
íà ëèíèè ýÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç äåñêâàìèðîâàííîãî ýí-
äîìåòðèÿ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè (Çåìåëüêî è äð., 2011).
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM)/F12 (Gibco, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé
10 % áû÷üåé ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 %
àíòèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà è 1 % ãëþòàìàêñà (Gluta-
MAXTM, Gibco, ÑØÀ), ïåðåñåâàëè ñ ïëîòíîñòüþ 1 : 3—
1 : 4 ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà è EDTA
(Invitrogen, ÑØÀ) äâàæäû â íåäåëþ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê î ã î à í à ë è ç à
îêðàøåííûõ íà G-äèñêè ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê êëåòêè
ðàññåâàëè ñ ïëîòíîñòüþ 14—15 òûñ. êë./ñì2. ×åðåç
23—25 ÷ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ââîäèëè ìèòîñòàòèê

êîëöåìèä, èñïîëüçóÿ ìàòî÷íûé ðàñòâîð 10 ìã/ìë (Sigma,
ÑØÀ). Âðåìÿ îáðàáîòêè êëåòîê êîëöåìèäîì ñîñòàâëÿëî
1 ÷. Ïîñëå ýòîãî ñðåäó óäàëÿëè, êëåòêè ïåðåâîäèëè â ñóñ-
ïåíçèþ, îáðàáàòûâàÿ èõ 0.05%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà,
öåíòðèôóãèðîâàëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè è îáðàáà-
òûâàëè ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñòâîðîì KÑl (0.56 %) ïðèáëè-
çèòåëüíî 1 ÷ (âðåìÿ ïîäîáðàíî ýêñïåðåìåíòàëüíî), îñàæ-
äàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (1300 îá/ìèí), ðåñóñïåíäèðî-
âàëè è ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé
êèñëîòîé (3 : 1, íà õîëîäå, 3 ñìåíû ôèêñàòîðà, îáùåå
âðåìÿ ôèêñàöèè 1.5 ÷). Ôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë ðàñêà-
ïûâàëè íà õîëîäíûå, âëàæíûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Ïðå-
ïàðàòû â òå÷åíèå 1 íåä âûñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Õðîìîñîìû îêðàøèâàëè íà G-äèñêè êðàñè-
òåëåì Ãèìçà (Fluka, ÑØÀ) ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé
òðèïñèíèçàöèè. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ñ õî-
ðîøèì ðàçáðîñîì ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì àíàëèçèðîâàëè
ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì Axioscop (Carl Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ) ïðè óâåëè÷åíèÿõ îáúåêòèâà 20� è 100�. Èäåíòèôè-
öèðîâàëè õðîìîñîìû â ñîîòâåòñòâèè ñ Àòëàñîì õðîìî-
ñîì ÷åëîâåêà (Ìàìàåâà, 2002). Àíàëèç êëåòîê ïðîâîäèëè
íà 6-ì è 15-ì ïàññàæàõ.

Ì î ë å ê ó ë ÿ ð í î å ê à ð è î ò è ï è ð î â à í è å ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà HumanCytoSNP-12 (Illumina,
Ñàí-Äèåãî, Êàëèôîðíèÿ, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòî-
êîëîì ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. Êëåòêè àíàëèçèðîâàëè íà
6-ì è 14-ì ïàññàæàõ. Äëÿ àíàëèçà èõ âûñåâàëè ïî 300 òûñ.
íà ÷àøêó äèàìåòðîì 6 ñì. ×åðåç 72 ÷ êëåòêè ëèçèðîâàëè
äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ. Ïîäãîòîâêà ÄÍÊ äëÿ àíàëèçà, ãèá-
ðèäèçàöèÿ è îòìûâêè, îêðàñêà è ñêàíèðîâàíèå ïðåïàðàòà
áûëè âûïîëíåíû â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûìè ïðîòî-
êîëàìè ôèðìû Illumina. Îáðàçöû ãèáðèäèçîâàëè íà îëè-
ãîíóêëåîòèäíûõ ìèêðî÷èïàõ âûñîêîé ïëîòíîñòè, ñîäåð-
æàùèõ 300 òûñ. èçîòåðìè÷åñêèõ çîíäîâ, îõâàòûâàþùèõ
íåïîâòîðÿþùèåñÿ ãåííûå è ìåæãåííûå îáëàñòè ãåíîìà
÷åëîâåêà. Ñêàíèðîâàíèå ãîòîâûõ ïðîá ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ iScan (Illumina, Ñàí-Äèåãî, Êàëèôîðíèÿ, ÑØÀ).
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû Genome Studio Genotyping Module è BlueFuse (Il-
lumina).

Ðåçóëüòàòû

Êàðèîòèïèðîâàíèå ýÌÑÊ ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëü-
íîé îêðàñêè õðîìîñîì íà G-äèñêè, ïðîâåäåííîå íà 6-ì è
15-ì ïàññàæàõ, ïîêàçàëî, ÷òî â îáåèõ ïîïóëÿöèÿõ áîëü-
øèíñòâî êëåòîê èìåëî íàáîð õðîìîñîì, òèïè÷íûé äëÿ
÷åëîâåêà â íîðìå (ðèñ. 1, à). Íà ýòîì ôîíå åäèíè÷íûå
êëåòî÷íûå âàðèàíòû (10 % êëåòîê) õàðàêòåðèçîâàëèñü íà-
ëè÷èåì àòèïè÷íîãî êàðèîòèïà (ðèñ. 1, á, â). Âûÿâëåííûå
èçìåíåíèÿ áûëè ñâÿçàíû ñ íàëè÷èåì ìîíî- è (èëè) òðèñî-
ìèè òåõ èëè èíûõ õðîìîñîì íàáîðà è êàê ñëåäñòâèå —
ñ âàðèàáåëüíîñòüþ ÷èñëà õðîìîñîì â êëåòêàõ, ñ íàëè÷èåì
èçîõðîìîñîì, õðîìîñîì ñ ïîëîìêàìè è íîñèëè ñëó÷àé-
íûé õàðàêòåð (ñì. òàáëèöó). Ïîìèìî ýòîãî, íàáëþäàëè
íåñïåöèôè÷åñêèå ñëèïàíèÿ íåãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì
(ýêòîïè÷åñêóþ êîíúþãàöèþ), ïðèâîäÿùèå ê âîçíèêíîâå-
íèþ ïñåâäîäâóïëå÷èõ õðîìîñîì. Íà 15-ì ïàññàæå íåîä-
íîêðàòíî íàáëþäàëè ìîíîñîìèþ ïî Õ-õðîìîñîìå.
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Ðèñ. 1. Êàðèîòèï ýÌÑÊ. G-áýíäèíã.

à — íîðìàëüíûé êàðèîòèï, îòêëîíåíèé íåò; á — 6-é ïàññàæ, ìîíîñîìèÿ õðîìîñîì 9, 16 è 21, ïðèöåíòðîìåðíàÿ ïîëîìêà îäíîãî èç ãîìîëîãîâ õðîìî-
ñîìû 10 ñ ñîõðàíåíèåì p- è q-ïëå÷; â — 15-é ïàññàæ, ýêòîïè÷åñêàÿ êîíúþãàöèÿ ìåæäó õðîìîñîìàìè 13 è 14, èçîõðîìîñîìà 21, ìîíîñîìèÿ ïî õðîìî-

ñîìàì 20 è Õ.
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Ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå ýÌÑÊ, ïðîâå-
äåííîå íà 6-ì è 14-ì ïàññàæàõ, ïîêàçàëî, ÷òî âñå ïàðû
õðîìîñîì (êðîìå 7 è 14) ïî ñâîåé ãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòóðå
â 100 % ïðîàíàëèçèðîâàííîé ïîïóëÿöèè íå îòëè÷àëèñü
îò àíàëîãè÷íûõ õðîìîñîì êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà ÷å-
ëîâåêà â íîðìå. Õðîìîñîìû 7 è 14 õàðàêòåðèçîâàëèñü íà-
ëè÷èåì ìèêðîäóïëèêàöèé, ëîêàëèçîâàíûõ â ëîêóñàõ
7q36.3 â 62 680 ï. í. (62 êá) è 14q11.2 â 165 456 ï. í.
(165 êá), è ìàðêèðîâàëè äàííûå êëåòêè (ðèñ. 2).

Îáñóæäåíèå

Â íàó÷íîì ìèðå ðàñïðîñòðàíåíî ìíåíèå î òîì, ÷òî
äåñòàáèëèçàöèÿ êàðèîòèïà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðîÿâëåíèé
íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè. Äî íåäàâíåãî âðåìåíè
îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ìåòîäîâ îöåíêè êà-
ðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè áûë G-áýíäèíã ìåòàôàçíûõ
õðîìîñîì. Ïîêàçàíî, ÷òî â îñíîâå íàðóøåíèÿ ñòàáèëü-
íîñòè êëåòî÷íîãî ãåíîìà ëåæèò íàðóøåíèå ìåõàíèçìà
êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ, êîòîðîå ïðèâîäèò ê äèñáàëàíñó
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â äî÷åðíèõ êëåòêàõ. Îí âûçâàí
ïîëîìêàìè õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà ñ âîçìîæíîé ÷àñ-
òè÷íîé äåëåöèåé èëè òðàíñëîöèðîâàíèåì, ñ äóïëèêàöèÿ-
ìè è èñòèííûìè àìïëèôèêàöèÿìè. Ýòè ýëåìåíòû íåñòà-

áèëüíîñòè, íàïðàâëåííûå íà èçìåíåíèå òîïîëîãèè ãåíî-
ìà, ïðèâîäÿò ê îñëàáëåíèþ êîíòðîëÿ åãî ãåíåòè÷åñêîé
ñòàáèëüíîñòè. Ðàçâèòèå ìåòîäà ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòè-
ïèðîâàíèÿ ïîçâîëèëî áîëåå óãëóáëåííî ïîäîéòè ê îöåíêå
ñòàáèëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà íà ìîëåêóëÿðíîì
óðîâíå.

Ñîïîñòàâëåíèå äàííûõ ìîðôîëîãè÷åñêîãî êàðèîòè-
ïèðîâàíèÿ ýÌÑÊ è ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ ïî-
çâîëèëî ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå äàííûå ïðåäñòàâëÿþò õàðàêòåðèñòèêó êàðèîòèïà
êëåòîê íà ðàçíûõ óðîâíÿõ îðãàíèçàöèè ãåíîìà, è îäèí
ìåòîä äîïîëíÿåò äðóãîé. Êàê ïîêàçàë àíàëèç G-îêðàøåí-
íûõ õðîìîñîì, ýÌÑÊ óæå íà ðàííåì, 6-ì, ïàññàæå ïðåä-
ñòàâëåíû äâóìÿ ñóáïîïóëÿöèÿìè. Îäíà õàðàêòåðèçóåòñÿ
íàëè÷èåì ñòàíäàðòíîãî êàðèîòèïà â áîëüøèíñòâå êëåòîê,
äðóãàÿ — ðàçíîîáðàçíûìè ñëó÷àéíûìè èçìåíåíèÿìè åãî
ñòðóêòóðû, òèïè÷íûìè äëÿ êëåòîê, ïðåòåðïåâøèõ ñáîé â
ïðîãðàììå êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ (Todaro, Green, 1963; Ro-
manov et al., 2001; Miura et al., 2006). Ñîãëàñíî èìåþùèì-
ñÿ äàííûì, â ïðîöåññå áîëåå ïðîäîëæèòåëüíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê ñóäüáà ñëó÷àéíûõ ïåðåñòðîåê ìîæåò
ñëîæèòüñÿ ïî-ðàçíîìó: îíè ëèáî ñîõðàíÿò ñòàòóñ ñëó÷àé-
íûõ îáðàçîâàíèé, ëèáî ìîãóò áûòü ýëèìèíèðîâàíû èç ïî-
ïóëÿöèè, ëèáî â ñèëó êàêèõ-òî îáñòîÿòåëüñòâ íå òîëüêî
ñîõðàíÿòñÿ â ïîïóëÿöèè, íî è ïðèîáðåòóò ñåëåêòèâíîå
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Õàðàêòåð êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé ýÌÑÊ íà ðàçíûõ ïàññàæàõ

Õðîìîñîìà

Àáåððàöèÿ

ïàññàæ 6 ïàññàæ 15

ïîëîìêè òðèñîìèÿ ìîíîñîìèÿ
íåò äâóõ

ãîìîëîãîâ
ìîíîñîìèÿ èçîõðîìîñîìà ÐÒ

1 — 1 — — 1 — —

2 — — 1 — — — —

3 — — 1 — — — —

4 — — — 1 1 — —

5 — — 2 — — — —

6 — — 1 — 1 — —

7 — — — — 2 — —

8 — — — — — — —

9 — — 2 — — — —

10 1 — — — — — —

11 — — 1 — — — —

12 — — 1 — 1 — —

13 — — 1 — — — 1

14 — — 1 — — — —

15 — — — — — 1 —

16 1 — — — 1 — —

17 — — — — 2 — —

18 — — — — 1 — —

19 — — 1 — — — —

20 — — 1 — 1 — —

21 — — 1 1 1 — —

22 — — — — 1 — —

X — — — — 5 — —

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Íà 6-ì ïàññàæå ïðîàíàëèçèðîâàíî 10 ìåòàôàç, íà 15-ì — 16 ìåòàôàç. Îòñóòñòâèå ãðàô ãîâîðèò îá
îòñóòñòâèè èçìåíåíèé: íà 6-ì ïàññàæå íå îáíàðóæåíî èçîõðîìîñîì è Ðîáåðòñîíîâñêèõ òðàíñëîêàöèé (ÐÒ), à íà 15-ì ïàññàæå
íå îáíàðóæåíî õðîìîñîìíûõ ïîëîìîê, òðèñîìèé è îòñóòñòâèÿ äâóõ ãîìîëîãîâ.



ïðåèìóùåñòâî (Bernardo et al., 2007; Rosland et al., 2009;
Tarte et al., 2010; Ueyama et al., 2011; Sensebe et al., 2012;
Jones et al., 2013; Roemeling-van Rhijn et al., 2013; Roselli
et al., 2013; Zaman et al., 2014). Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî äëè-
òåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòî÷íûõ ëèíèé ñîïðÿæåíî ñ
÷àñòè÷íîé èëè ïîëíîé óòðàòîé ïîëîâûõ õðîìîñîì (Ìà-
ìàåâà, 2002; Ãðèí÷óê è äð., 2008; Ïîïîâ è äð., 2009).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäîì G-áýíäèíãà â ýÌÑÊ íà
15-ì ïàññàæå òîæå áûëà âûÿâëåíà óòðàòà îäíîé èç êîïèé
Õ-õðîìîñîìû. Ýòî ïîçâîëèëî íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ìîðôîëîãè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðû êàðèîòèïà
êëåòîê ýòîé êëåòî÷íîé ëèíèè ñîïðîâîæäàåòñÿ ýëèìèíà-
öèåé (ïîëíîé èëè ÷àñòè÷íîé) Õ-õðîìîñîìû.

Îñîáåííîñòüþ ïðèìåíÿåìîãî ìåòîäà ìîëåêóëÿðíîãî
êàðèîòèïèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî êîíêðåòíûå èçìåíå-
íèÿ â ãåíîìå âûÿâëÿþòñÿ â òîì ñëó÷àå, åñëè îíè âîçíèêëè
íå ìåíåå ÷åì ó 7 % êëåòîê. Ìåòîä ôèêñèðóåò òîëüêî êî-
ëè÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ íà ïîïóëÿ-
öèîííîì óðîâíå è óëàâëèâàåò ïåðåñòðîéêè íà÷èíàÿ ñ ðàç-
ìåðà 0.5—1 Má. Êëàññè÷åñêèé ìåòîä G-áýíäèíãà ñïîñî-
áåí îáíàðóæèâàòü ïåðåñòðîéêè ðàçìåðîì òîëüêî áîëåå
5 Má.

Â ðàáîòå èòàëüÿíñêèõ èññëåäîâàòåëåé ïðè àíàëèçå
êóëüòóð ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà çäîðîâûõ
äîíîðîâ ìåòîäàìè êàðèîòèïèðîâàíèÿ Q-áàíäèðîâàííûõ

õðîìîñîì è ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ,
íå áûëî âûÿâëåíî êàðèòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé íà ïðî-
òÿæåíèè âñåãî ïðîöåññà êóëüòèâèðîâàíèÿ âïëîòü äî ñòà-
ðåíèÿ êóëüòóð (Bernardo et al., 2007). Â ðàáîòå äðóãèõ àâ-
òîðîâ ïðè èçó÷åíèè ÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè ìåòîäîì
îáû÷íîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ èçìåíåíèé â ïðîöåññå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íå áûëî âûÿâëåíî, òîãäà êàê ìåòîäîì ìîëå-
êóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ â òðåõ õðîìîñîìàõ îäíîé èç
ëèíèé áûëè îáíàðóæåíû äåëåöèè (Meza-Zepeda et al.,
2007). Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ ñòàáèëüíîñòè êà-
ðèîòèïà ýÌÑÊ ïîñëå êðàòêîâðåìåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà
êëåòêè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû, ïðîâåäåííûå ñ èñïîëü-
çîâàíèåì òîæå äâóõ ìåòîäîâ êàðèîòèïèðîâàíèÿ, íà ôîíå
âñïûøêè êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè (90 % êëå-
òîê), âûÿâëåííîé ïðè àíàëèçå äèôôåðåíöèàëüíî îêðà-
øåííûõ õðîìîñîì, íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå èçìåíåíèé
íå âûÿâèëè (Vinogradov et al., 2016).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå
íå îáíàðóæèëî îòêëîíåíèé, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ ìåòî-
äîì ìîðôîëîãè÷åñêîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ. Ïîëíîå ñîâïà-
äåíèå ìîëåêóëÿðíûõ õàðàêòåðèñòèê áîëüøåé ÷àñòè õðî-
ìîñîì íàáîðà ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ìîëåêóëÿðíûìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè õðîìîñîì ÷åëîâåêà â íîðìå ïîçâîëÿåò
ãîâîðèòü î òîì, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ýÌÑÊ (ñ 6-ãî ïî
14-é ïàññàæ) íå ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ èõ ãåíåòè÷åñêîé
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ.

Ïî îñè àáñöèññ — îáîçíà÷åíèå äëèíû 7-é (à) è 14-é (á) õðîìîñîì â ãåíîìå; ïî îñè îðäèíàò — ëîãàðèôì âåëè÷èíû ñèãíàëà, îòí. åä. Ñòðåëêà ïîêàçû-
âàåò äóïëèêàöèþ â 7-é õðîìîñîìå (à) ëîêóñà 7q36.3 ðàçìåðîì 62 680 ï. í. (62 êá) è â 14-é õðîìîñîìå (á) ëîêóñà 14q11.2 ðàçìåðîì 165 456 ï. í. (165êá).
Òî÷êè — îòêëîíåíèÿ îò íîðìû ïî êàæäîìó èç SNP (Single nucleotide polymorphism) òîëüêî ïî èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà, ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — îòêëîíåíèå

ãðóïïû SNP îò íîðìû ïðè êîìáèíèðîâàíèè èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà è ãåíîòèïà.



ñòàáèëüíîñòè. Ñ ýòèõ ïîçèöèé êàðèîòèïè÷åñêàÿ íåñòàáè-
ëüíîñòü ýÌÑÊ, îáíàðóæåííàÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì G-áýí-
äèíãà, ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê íåêèé ãåíåòè÷å-
ñêèé «øóì», êîòîðûé â áîëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè
ìîæåò áûòü ñâîéñòâåí ëþáîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, îñî-
áåííî â ñâÿçè ñ àäàïòàöèåé ê èçìåíåíèþ óñëîâèé ñóùåñò-
âîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå
ýÌÑÊ äåñêâàìèðîâàííîãî ýíäîìåòðèÿ ïîçâîëèëî íàì
îõàðàêòåðèçîâàòü ýòó ëèíèþ êàê ñòàáèëüíóþ, íåñìîòðÿ
íà òî ÷òî èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå õðîìîñîì, âûÿâëåííûå
G-áýíäèíãîì, ïðèñóòñòâîâàëè. Íà ýòîì ôîíå äóïëèêàöèè
â õðîìîñîìàõ 7 è 14, îáíàðóæåííûå òîëüêî ìåòîäîì ìî-
ëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ, íî íà ðàçíûõ ïàññàæàõ
(6-ì è 14-ì), çàñëóæèâàþò îñîáîãî âíèìàíèÿ. Ñóùåñòâó-
þò äàííûå î òîì, ÷òî èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå ãåíîìà êëå-
òî÷íûõ ëèíèé ÌÑÊ ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ãåíåòè÷åñêèìè
îñîáåííîñòÿìè äîíîðà, îò êîòîðîãî áûë ïîëó÷åí èñõîä-
íûé áèîëîãè÷åñêèé ìàòåðèàë. Òàê, âûÿâëåíû äîíîðçàâè-
ñèìûå õðîìîñîìíûå àáåððàöèè â ïÿòè êóëüòóðàõ ÌÑÊ,
âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà (Tarte et al., 2010). Îáñóæ-
äàÿ ïðèðîäó äóïëèêàöèé â õðîìîñîìàõ 7(7q36.3) è
14(14q11) ýÌÑÊ, ïðîàíàëèçèðîâàííûõ íàìè, ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè òàêæå ñâÿçàíû ñ ãåíåòè÷åñêèìè
îñîáåííîñòÿìè äîíîðà äàííûõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ñîâîêóïíîñòü äàííûõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêîãî è ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ ïîçâîëÿåò ïî-
ëó÷èòü áîëåå ïîëíóþ êàðòèíó ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè
ýÌÑÊ, íåîáõîäèìóþ ïðè ïîäãîòîâêå èõ ê èñïîëüçîâàíèþ
â öåëÿõ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû, è îöåíèòü áåçîïàñ-
íîñòü èõ èñïîëüçîâàíèÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü êîìïàíèè «Ãåíî-
àíàëèòèêà» è Àëåêñàíäðó Ìàçóðó çà ïîìîùü â ïðîâåäå-
íèè ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068; ìîëåêó-
ëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 14-04-01820; G-áýí-
äèíã).
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The aim of this study was to monitor the genetic stability of endometrial mesenchymal stem cells by
G-banding and molecular karyotyping (comparative genomic hybridization assay). We evaluated the each me-
thod resolution ability and their contribution to the study genetic stability of eMSC. G-banding karyotyping
performed on passages 6 and 15 showed that more than 80 % cells had normal karyotype. But in a small part of
the cell population were found random changes of karyotype: aneuploidy, isochromosomes, chromosome brea-
kages, interchromosomal association. Molecular karyotyping was carried out on the 6th and 14th passages and
revealed genomic stability but not for chromosomes 7 and 14. Microduplications 7q36.3 (62 kb) and 14q11.2
(165kb) were revealed in these chromosomes. We concider these aberrations as the aberrations derived from the
donor of these cells. The morphological and molecular karyotyping complemented each other. Using these tec-
hniques, we can analyze karyotypic stability at different levels of genome organization.

K e y w o r d s: karyotyping, molecular karyotyping, stem cells.
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