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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëà èçó÷åíà êàðèîòèïè÷åñêàÿ ñòàáèëüíîñòü ïîòîìêîâ ýíäîìåòðèàëüíûõ ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ) ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ
è òåïëîâîãî øîêà (ÒØ) â ñóáëåòàëüíûõ äîçàõ. Êàðèîòèïèðîâàíèå G-áàíäèðîâàííûõ ìåòàôàçíûõ õðîìî-
ñîì ïîêàçàëî, ÷òî îáà òèïà ýêçîãåííîãî ñòðåññà âûçûâàëè îäíîòèïíûå èçìåíåíèÿ. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ îêî-
ëî 80 % êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè õàðàêòåðèçîâàëèñü àíåóïëîèäèåé è (èëè) õðîìîñîìíûìè ïîëîìêàìè.
Õðîìîñîìû 1 è 4 âîâëåêàëèñü â ïîëîìêè íåîäíîêðàòíî. Äèàïàçîí ðàçíîòèïíûõ õðîìîñîì êàðèîòèïè÷å-
ñêîãî íàáîðà, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ñòðóêòóðíîé íåñòàáèëüíîñòüþ, â ðåçóëüòàòå ñòðåññîâîãî âîçäåéñòâèÿ
òåìïåðàòóðû ïî ñðàâíåíèþ ñ âîçäåéñòâèåì ðåíòãåíîâñêèìè ëó÷àìè áûë âûøå. Íåñìîòðÿ íà âñïûøêó
êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ñòðåññà îáîèõ òèïîâ, â ïðîöåññå äàëüíåéøåãî êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ àíàëèçèðóåìûå ýÌÑÊ âõîäèëè â ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ è ïîãèáàëè, íå ïîäâåð-
ãàÿñü èììîðòàëèçàöèè (îíêîãåííîé òðàíñôîðìàöèè).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, ðåíòãåíîâñêîå èçëó÷åíèå, òåïëîâîé øîê, õðîìî-
ñîìíûå ïåðåñòðîéêè, ïîëîìêè, àíåóïëîèäèÿ

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ýÌÑÊ — ýíäîìåòðèàëüíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÒØ —
òåïëîâîé øîê, SA-b-Gal — àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì áåòà — ãàëàêòîçèäàçà.

Èçó÷åíèå ðåàêöèè ýÌÑÊ íà ñòðåññ ðàñøèðÿåò íàøè
çíàíèÿ ïî áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Êîëè÷åñòâî, ðàç-
ìåð è ñòðóêòóðà õðîìîñîì â êëåòêå ÿâëÿþòñÿ âèäîñïåöè-
ôè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè. ×àñòîòà èçìåíåíèé ãåíåòè÷åñêî-
ãî ìàòåðèàëà çàâèñèò îò óñëîâèé îêðóæàþùåé ñðåäû.
Àäàïòàöèÿ îðãàíèçìà ê èçìåíåíèÿì îêðóæàþùåé ñðåäû
ñîïðîâîæäàåòñÿ âîçíèêíîâåíèåì êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòà-
áèëüíîñòè. Èçìåíåíèÿ â ãåíåòè÷åñêîì àïïàðàòå íà óðîâ-
íå õðîìîñîì ìîãóò áûòü êàê ñëó÷àéíûìè, òàê è çàêîíî-
ìåðíûìè, âûçâàííûìè ýêçîãåííûìè èëè ýíäîãåííûìè
ôàêòîðàìè. Èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå, õèìè÷åñêèå âåùå-
ñòâà è èçìåíåíèÿ òåìïåðàòóðíîãî ðåæèìà âëèÿþò íà
ñòðóêòóðó ÄÍÊ, ïîýòîìó èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ ýòèõ ôàêòî-
ðîâ íà ãåíîì óäåëÿåòñÿ ïîâûøåííîå âíèìàíèå. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî ðåàêöèÿ êëåòîê íà òåïëîâîé øîê çàâèñèò îò èí-
òåíñèâíîñòè è ïðîäîëæèòåëüíîñòè åãî âîçäåéñòâèÿ, à òàê-
æå îò òèïà êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå êàê
ãèïåðòåðìèè, òàê è èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ ìîæåò
âîçíèêàòü íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà, êîòîðàÿ íà õðîìîñîì-
íîì óðîâíå ïðîÿâëÿåòñÿ â âèäå ïîëîìîê (Kodama et al.,
2001; Ohtaki et al., 2004; Gupta, Srinivas, 2008; Stoilov
et al., 2013).

Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî óâåëè÷åíèå äîçû îáëó÷åíèÿ
ñîïðÿæåíî ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé
(Bhatti et al., 2008; Plamadeala et al., 2015), à ñåëëåêöèÿ
êëåòîê ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà íà óñòîé÷è-

âîñòü ê ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå ïðèâîäèëà ê ïîÿâëåíèþ
íîâûõ õðîìîñîìíûõ àìïëèôèêàöèé è àáåððàöèé (Ãðèí-
÷óê è äð., 2014).

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ñðàâíåíèþ êàðèîòèïè-
÷åñêèõ èçìåíåíèé â ýÌÑÊ-èíäóöèðîâàííûõ ñóáëåòàëü-
íûìè äîçàìè ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ è òåïëîâîãî
øîêà (ÒØ).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò î ì è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ñ ë ó æ è ë à ëèíèÿ
ýÌÑÊ ÷åëîâåêà (ðàáî÷åå íàçâàíèå 2304), ïîëó÷åííàÿ è
îõàðàêòåðèçîâàííàÿ ñîòðóäíèêàìè â Èíñòèòóòå öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ (Çåìåëüêî è äð., 2011).

Ê ë å ò ê è ê ó ë ü ò è â è ð î â à ë è â ñðåäå DMEM/F12
(Gibco, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 % àíòèáèîòèêà-àíòèìèêî-
òèêà è 1 % GlutaMAX (Gibco, ÑØÀ); ïåðåñåâàëè 2 ðàçà â
íåäåëþ â ñîîòíîøåíèè 1 : 3—1 : 4, èñïîëüçóÿ 0.05%-íûé
ðàñòâîð òðèïñèíà / ÝÄÒÀ (Invitrogen, ÑØÀ).

Ñ ò ð å ñ ñ. Íà 6-ì ïàññàæå êóëüòèâèðóåìûå ýÌÑÊ
ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ ñóáëåòàëüíîãî ÒØ (45 °C,
30 ìèí). Ïðîãðåòûå êëåòêè âîçâðàùàëè â ñòàíäàðòíûå
óñëîâèÿ è êóëüòèâèðîâàëè åùå 6 ïàññàæåé. Íà 12-ì ïàñ-
ñàæå êëåòêè êàðèîòèïèðîâàëè. Íà 9-ì ïàññàæå ýÌÑÊ îá-
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ëó÷àëè ñóáëåòàëüíîé äîçîé ðåíòãåíîâñêèõ ëó÷åé (5 Ãð) è
êóëüòèâèðîâàëè äàëåå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå
4 ïàññàæåé, ïîñëå ÷åãî êàðèîòèïèðîâàëè.

Ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì. Êëåòêè âûñåâàëè ñ
ïëîòíîñòüþ (14—15)�103 êë./ñì2. ×åðåç 24—25 ÷ äî-
áàâëÿëè 0.02 ìã/ìë êîëöåìèäà (Sigma, ÑØÀ) íà 1 ÷. Çà-
òåì ñðåäó óäàëÿëè, êëåòêè îòêðåïëÿëè îò ïëàñòèêà
0.05%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà, êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ
öåíòðèôóãèðîâàëè (1500 îá/ìèí), ñóïåðíàòàíò óäàëÿ-
ëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè è ïîäâåðãàëè ãèïîòîíè÷å-
ñêîé îáðàáîòêå 0.56%-íûì ðàñòâîðîì KCl (1 ÷). Çàòåì
ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè (1300 îá/ìèí), ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè è ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 1.5 ÷ íà ëüäó ñìåñüþ ìå-
òàíîëà ñ óêñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1), òðèæäû ìåíÿÿ çà ýòî
âðåìÿ ôèêñàòîð. Ôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë ðàñêàïûâàëè
íà õîëîäíûå âëàæíûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Ïðåïàðàòû âû-
ñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ìåòàôàçíûå ïëàñ-
òèíêè îêðàøèâàëè äèôôåðåíöèàëüíî íà G-äèñêè. Öèòî-
ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâåòî-
âîãî ìèêðîñêîïà Axio Scop (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ),
èñïîëüçóÿ îáúåêòèâû 100% è 20�. Õðîìîñîìû èäåíòèôè-
öèðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåæäóíàðîäíîé íîìåíêëàòó-
ðîé (Mitelman, 1995) è àòëàñîì õðîìîñîì ÷åëîâåêà (Ìà-
ìàåâà, 2000).

À ê ò è â í î ñ ò ü S A - b - G a l (ì à ð ê å ð à ê ë å ò î ÷ í î -
ã î ñ ò à ð å í è ÿ). Êëåòêè (ïî 105) âûñåâàëè â 3-ñàíòèìåò-
ðîâûå ÷àøêè Ïåòðè è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ñóò. Çà-
òåì ñðåäó óäàëÿëè, êëåòêè ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâàëè
4%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì è îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ íàáî-
ðà äëÿ âûÿâëåíèÿ SA-b-Gal (Cell Signaling, ÑØÀ) â ñîîò-
âåòñòâèè ñ èíñòðóêöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àêòèâ-
íîñòü SA-b-Gal âèçóàëèçèðîâàëè ïîä ìèêðîñêîïîì ïî ïî-
ÿâëåíèþ ñèíåé îêðàñêè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êàðèîòèïèðîâàíèå ýÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ â íîð-
ìàëüíûõ óñëîâèÿõ, ñ ïðèìåíåíèåì äèôôåðåíöèàëüíîé
îêðàñêè õðîìîñîì íà G-äèñêè íà 15-ì ïàññàæå ïîêàçàëî,
÷òî áîëüøèíñòâî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê èìåëî
ñòðóêòóðó êàðèîòèïà, òèïè÷íóþ äëÿ êëåòîê ÷åëîâåêà â
íîðìå (ðèñ. 1, À). Íà ýòîì ôîíå ñ íèçêîé ÷àñòîòîé âñòðå-
÷àëèñü êëåòêè ñ îòêëîíåíèÿìè êàê ïî ÷èñëó õðîìîñîì
(ïîÿâëÿëèñü àíåóïëîèäíûå êëåòî÷íûå âàðèàíòû), òàê è
ïî ñòðóêòóðå êàðèîòèïà. Öèòîãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ
áûëè íåñêîëüêèõ òèïîâ — ýêòîïè÷åñêàÿ êîíúþãàöèÿ
ìåæäó õðîìîñîìàìè, èçîõðîìîñîìû è ëèøíèå õðîìîñîì-
íûå êîïèè. Âûÿâëåííûå â ïðåäåëàõ êàæäîé ïðîàíàëèçè-

810 Ì. À. Øèëèíà è äð.

Ðèñ. 1. Êàðèîòèï ýÌÑÊ â êîíòðîëå (À), íà 4-ì ïàññàæå ïîñëå îáëó÷åíèÿ ðåíòãåíîâñêèìè ëó÷àìè â äîçå 5 Ãð (Á) è íà 6-ì ïàññàæå
ïîñëå òåïëîâîãî øîêà 45 °C, 30 ìèí) (Â).

Á — òðèñîìèÿ, ïðèöåíòðîìåðíàÿ è äèñòàëüíàÿ ïîëîìêè õðîìîñîìû 1, ìîíîñîìèÿ õðîìîñîìû 11, òðèñîìèÿ õðîìîñîìû 18; Â — òðèñîìèÿ è ïðèöåíò-
ðîìåðíàÿ ïîëîìêà õðîìîñîì 1 è 3; ïðèöåíòðîìåðíàÿ ïîëîìêà õðîìîñîìû 11; ìîíîñîìèÿ õðîìîñîì 12 è 17. ýÌÑÊ â îáùåé ñëîæíîñòè ïðîøëè 13 (Á)

è 12 (Â) ïàññàæåé.



ðîâàííîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè êàðèîòèïè÷åñêèå èçìåíå-
íèÿ íå áûëè çàêîíîìåðíûìè è íå ïîëó÷àëè ïðîëèôåðà-
òèâíîãî ïðåèìóùåñòâà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê.

Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî êàê ñóáëåòàëüíûé òåïëî-
âîé øîê, òàê è ðåíòãåíîâñêîå îáëó÷åíèå âûçûâàþò îäíî-
òèïíûå èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå êàðèîòèïà ýÌÑÊ. Â êàæ-
äîì ñëó÷àå îêîëî 80 % êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè èìåëè íà-
ðóøåíèÿ êàðèîòèïà. Îñíîâíûìè òèïàìè îòêëîíåíèé îò
íîðìû áûëè àíåóïëîèäèÿ è õðîìîñîìíûå ïîëîìêè
(ðèñ. 1, Á, Â). Êîëè÷åñòâî êîïèé â àíåóïëîèäíûõ êëåòêàõ
âàðüèðîâàëî îò 1 äî 3, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàòåëåì íåïðà-
âèëüíîãî ðàñõîæäåíèÿ êëåòîê â ìèòîçå â ðåçóëüòàòå íàðó-
øåíèÿ ìåõàíèçìà êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ (Romanov et al.,
2001; Miura et al., 2006). Ïîëîìêè çàòðàãèâàëè ðàçíûå
ó÷àñòêè õðîìîñîì, âêëþ÷àÿ ïðèöåíòðîìåðíûå ðàéîíû.
Âîâëåêàåìîñòü ðàçíîòèïíûõ õðîìîñîì êàðèîòèïè÷åñêîãî
íàáîðà â ïåðåñòðîéêè òàêæå áûëà ðàçíîé: ïîñëå ÒØ ïî-
ëîìêàì ïîäâåðãàëîñü â 2 ðàçà áîëüøå õðîìîñîì (11 ïàð),
÷åì ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (5 ïàð). Ïðè ÒØ íå-
îäíîêðàòíî âîâëåêàëèñü â ïîëîìêè õðîìîñîìû 1—5
(ðèñ. 1, Â), ïðè ðåíòãåíîâñêîì îáëó÷åíèè — õðîìîñîìû
1, 4 è X (ðèñ. 1, Á). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî õðîìîñîìû 1 è 4
ïîäâåðãàëèñü ïåðåñòðîéêàì ïîä âëèÿíèåì è òåìïåðàòó-
ðû, è ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ. Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî
õðîìîñîñà 1 ïðîÿâëÿåò íåñòàáèëüíîñòü ïîñëå ÒØ è â äðó-
ãèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÷åëîâåêà (Enukashvily et al., 2007;

Eymery et al., 2009), à õðîìîñîìà 4 âîâëåêàëàñü â ïîëîìêè
ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî è ðàäèàöèîííîãî âîçäåéñòâèÿ (Boei
et al., 1997; Stephan, Pressl, 1997; Áîãîìàçîâà, 2000). Îêðà-
ñêà àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê íà ìàðêåð êëåòî÷íîãî ñòàðå-
íèÿ SA-b-Gal ïîêàçàëà, ÷òî, íåñìîòðÿ íà âûÿâëåííóþ
õðîìîñîìíóþ íåñòàáèëüíîñòü ïîñëå âîçäåéñòâèÿ îáîèõ
òèïîâ ñòðåññà, ýÌÑÊ âõîäèëè â ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî ñòà-
ðåíèÿ (ðèñ. 2) è ïîãèáàëè, è ýòî ãîâîðèò â ïîëüçó òîãî,
÷òî îíè íå ïîäâåðãëèñü èììîðòàëèçàöèè èëè îíêîãåííîé
òðàíñôîðìàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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The aim of this study was to investigate the cytogenetic assay of endometrial mesenchymal stem cells
(eMSC) in vitro after the exposure to a sublethal dose of X-rays and the sublethal heat shock (HS). For the ana-
lysis of chromosomes, we used the G-banding technique. We showed that both types of stress caused similar
changes in eMSC karyotype structure. In both cases, 80 % of the cell population had karyotype abnormalities.
Chromosomes 1 and 4 were involved in breakdowns repeatedly. The range of heterogeneous chromosomes of
the karyotypic set, characterized by structural instability, as a result of the stress effect of temperature in com-
parison with the exposure to X-rays was higher. Despite the outbreak of karyotypic instability after exposure to
both types of stress, during the further cultivation, the analyzed eMSC were entering the phase of replicative
aging and then perished without undergoing immortalization / oncogenic transformation.

K e y w o r d s: human stem cells, X-ray radiation, heat shock, chromosomal rearrangements, breaks, ane-
uploidy
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