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Í. Ì. ßðöåâà è äð.
Èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà è ïðèçíàêîâ òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà êëåòî÷íûõ ëèíèé êðûñû...

Èññëåäîâàíû ñòðóêòóðíûå è ÷èñëåííûå èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà è ïðèçíàêè òðàíñôîðìèðîâàíîãî ôå-
íîòèïà êëåòî÷íûõ ëèíèé, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû (ÝÔÊ) ñåëåêöèåé íà
ðàïàìèöèíå. Àíòèáèîòèê ðàïàìèöèí — èíãèáèòîð mTOR-êèíàçû — ïðåäîòâðàùàåò â êëåòêàõ ðàçâèòèå
ïðîöåññà ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ êëåòêàìè îïðåäåëåííîãî êîëè÷åñòâà ïàññàæåé.
Â êàðèîòèïå êëåòîê ýòèõ ëèíèé íàáëþäàëè êëîíàëüíûå ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì (ÑÏÕ):
òðèñîìèþ õðîìîñîìû 7 è òðàíñëîêàöèþ t(2;7) â ëèíèè Rapa-1 è â ëèíèè Rapa-2 — t(4;11). Ïðè äëèòåëü-
íîì ïàññèðîâàíèè êëåòîê in vitro ïðîèñõîäÿò íàêîïëåíèå õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê è ïîÿâëåíèå îäíî-
âðåìåííî ïðèçíàêîâ òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà — âûñîêèé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë, ñïîñîá-
íîñòü ïðîëèôåðèðîâàòü â êëîíàëüíîì ïîñåâå, ñíèæåíèå ñïîñîáíîñòè ê êîíòàêòíîìó èíãèáèðîâàíèþ
ïðîëèôåðàöèè â ìîíîñëîå è óòðàòà ñâåðî÷íîé òî÷êè íà ãðàíèöå ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà G1/S èëè G2/M.
Äëÿ îáðàáîòàííûõ ðàïàìèöèíîì ëèíèé õàðàêòåðíî óâåëè÷åíèå ÷èñëà ôîêóñîâ ãH2AX è ð53ÂÐ, êîòîðûå
íå êîëîêàëèçóþòñÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàêîïëåíèè äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ è íàðóøåíèè
ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè. Ïîëó÷åííûå ëèíèè Rapa ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû ïëþðèïîòåíòíîñòè — ôàêòîðû
Nanog è Oct3/4. Îáñóæäàþòñÿ ïðè÷èíû ãåíåòè÷åñêîé è êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ëèíèé Rapa
ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðàïàìèöèí, ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå, êëåòî÷íûå ëèíèè, êàðèîòèï, ïåðåñòðîé-
êè õðîìîñîì, ãåíåòè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÐÄ — äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ, Ì×Õ — ìîäàëüíîå ÷èñëî
õðîìîñîì, ÎÏÄ — îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ÑÏÕ — ñòðóêòóðíûå ïåðå-
ñòðîéêè õðîìîñîì, ÕÏ — õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè, ×Õ — ÷èñëî õðîìîñîì, ÝÔÊ — ýìáðèîíàëüíûå
ôèáðîáëàñòû êðûñû.

Íîðìàëüíûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû
(ÝÔÊ) ñïîñîáíû ïðîëèôåðèðîâàòü in vitro íå áîëåå 10—
14 ïàññàæåé, à äàëåå ïðåòåðïåâàþò ñòàðåíèå è ïîãèáàþò.
Êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ èãðàþò ñèãíàëüíûé
ïóòü ð53/ð21/Waf1, îñóùåñòâëÿþùèé îñòàíîâêó êëåòîê â
öèêëå, è mTOR-ñèãíàëüíûé êàñêàä, êîòîðûé ðåãóëèðóåò
ïðîöåññû ñòàðåíèÿ, ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè,
ðîñòà êëåòîê, àóòîôàãèè è äð. (Guertin, Sabatini, 2007). Ñå-
ðèí-òðåîíèíîâàÿ êèíàçà mTOR ñóùåñòâóåò â âèäå äâóõ
áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ — mTORÑ1 è mTORÑ2. Êîìïëåêñ
mTORÑ1 îñóùåñòâëÿåò êîíòðîëü íàä ïðîöåññàìè òðàíñ-
êðèïöèè, ñèíòåçîì áåëêîâ è ëèïèäîâ, áèîãåíåçîì ðè-
áîñîì, ëèçîñîì è àóòîôàãèåé, à òàêæå óðîâíåì ýíåðãèè
è ðàçìåðîì êëåòîê (Guertin, Sabatini, 2007; Çóáîâà è äð.,
2012; Hung et al., 2012). Êëåòî÷íûìè ðåïðåññîðàìè
mTORC1 ñëóæàò êîìïëåêñ áåëêîâ òóáåðîçíîãî ñêëåðîçà
TSC1,2 (Huang, Manning, 2009; Way et al., 2009), à òàêæå
íåõâàòêà â êëåòêå àìèíîêèñëîò è ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ
(Kim et al., 2003; Hsu et al., 2011). Ñïåöèôè÷åñêèì è ñå-

ëåêòèâíûì èíãèáèòîðîì êîìïëåêñà mTORC1 ÿâëÿåòñÿ
àíòèáèîòèê ðàïàìèöèí (Blagosklonny, 2006).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðàïàìèöèí ñïîñîáåí îò-
ìåíÿòü ïðîöåññ ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ ïåðâè÷íûõ
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû è ÷åëîâåêà in vitro,
â ðåçóëüòàòå ÷åãî êëåòêè ïðèîáðåòàëè ñïîñîáíîñòü äëè-
òåëüíî ïðîëèôåðèðîâàòü (Kolesnichenko et al., 2012; Po-
spelova et al., 2012). Ïîëó÷åííûå íàìè êëåòêè ëèíèè Rapa
(Pospelova et al., 2013) ñîõðàíÿëè ñèãíàëüíûé ïóòü ð53/ð21
è îñòàíàâëèâàëèñü â ñâåðî÷íûõ òî÷êàõ êëåòî÷íîãî öèêëà
ïîñëå äåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ è óäàëåíèÿ ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ ñûâîðîòêè, íî äåìîíñòðèðîâàëè ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè oct-4, sox-2 è nanog è ïîâû-
øåííóþ àêòèâíîñòü òåëîìåðàçíîãî ãåíà tert. Ïî-âèäèìî-
ìó, ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê áåçãðàíè÷íîé ïðîëèôåðàöèè in
vitro ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ïåðåõîäîì êëåòîê â ñîñòîÿíèå,
ïîäîáíîå èíäóöèðîâàííûì ïëþðèïîòåíòíûì êëåòêàì.

Èììîðòàëèçîâàííûå êëåòêè ëèíèè Rapa èìåëè íà
17-ì ïàññàæå íîðìàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì (42) è îäíó

2 0 1 8 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 60, ¹ 9

712



êëîíàëüíóþ ñòðóêòóðíóþ ïåðåñòðîéêó — ïåðèöåíòðè-
÷åñêóþ èíâåðñèþ â õðîìîñîìå 3 (Pospelova et al., 2013).

Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè îêî-
ëî 10 % ëèíèé ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ) ÷åëîâåêà ïðèîá-
ðåòàþò õîòÿ áû îäíî èçìåíåíèå êàðèîòèïà, ïðè÷åì íàè-
áîëåå ÷àñòî íàáëþäàåòñÿ êîïèðîâàíèå öåëûõ õðîìîñîì,
ïëå÷ õðîìîñîì èëè èõ ðàéîíîâ (Weissbein et al., 2014,
è äð.). Áîëåå òðåòè ëèíèé ÑÊ ìûøè òàêæå èìåþò íàðóøå-
íèÿ ÷èñëà èëè ñòðóêòóðû õðîìîñîì. Â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
ýìáðèîíàëüíûõ è èíäóöèðîâàííûõ ÑÊ ÷åëîâåêà îêîëî
50 % ïåðåñòðîåê ïðèõîäèòñÿ íà îïðåäåëåííûå õðîìîñî-
ìû êàðèîòèïà — Õ, 1, 12, 17 è 20. Íàèáîëåå ÷àñòî íàáëþ-
äàåòñÿ òðèñîìèÿ õðîìîñîì 8, 12 è 17, à òàêæå äëèííîãî
ïëå÷à õðîìîñîìû 1 (Baker et al., 2016). Â íåêîòîðûõ õðî-
ìîñîìàõ (1, 12, 17 è 20) âûÿâëåíû àìïëèôèêàöèè îòäåëü-
íûõ ðàéîíîâ (1q21q32 è äðóãèå åå ëîêóñû; 12p13.31 —
ó 13 % ëèíèé; 20q11.21 — ó 14.5 % ëèíèé) (Amps et al.,
2011; Dekel-Naftali et al., 2012; Weissbein et al., 2014;
Rebuzzini et al., 2015; Steichen et al., 2015). Ýòè ÕÏ íîñÿò
íåñëó÷àéíûé õàðàêòåð è çàòðàãèâàþò ðàéîíû, ñîäåðæà-
ùèå ãåíû, ñïîñîáñòâóþùèå ïîääåðæàíèþ ïëþðèïîòåíò-
íîãî ñîñòîÿíèÿ, àäàïòàöèè êëåòîê ê óñëîâèÿì in vitro
è ñåëåêòèâíîìó ïðåèìóùåñòâó. Ê íèì îòíîñÿòñÿ ãåíû
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ — nanog, sox-5, ãåí-ðåãóëÿ-
òîð êëåòî÷íîãî öèêëà cctb2, îíêîãåí Ki-ras, àíòèàïîïòî-
òè÷åñêèå ãåíû òèïà bcl2l1, à òàêæå ãåí dnmt3b, îòíîñÿ-
ùèéñÿ ê êëàññó ãåíîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè (ñì.: Ïîëÿíñêàÿ,
2014). Îòìå÷åíî, ÷òî èçìåíåíèÿ â õðîìîñîìàõ, íàáëþäàå-
ìûå íà ðàííèõ ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñîõðàíÿþòñÿ è
äîïîëíÿþòñÿ äðóãèìè ïåðåñòðîéêàìè íà áîëåå ïîçäíèõ
ïàññàæàõ.

Íàìè áûëè ïîëó÷åíû ïî òîé æå ñõåìå ýêñïåðèìåí-
òà (Pospelova et al., 2013) èç ÝÔÊ íîâûå ëèíèè Rapa-1 è
Rapa-2 è ïðîâåäåíû öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç è àíàëèç
ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ýòèõ êëåòîê.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûÿñíèòü õàðàêòåð êà-
ðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ëèíèé Rapa â çàâèñèìîñòè
îò äëèòåëüíîñòè ïàññèðîâàíèÿ êëåòîê in vitro ïîñëå îòìå-
íû ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ ñ ïîìîùüþ ðàïàìèöèíà.
Êðîìå òîãî, â ðàáîòå àíàëèçèðîâàëè êîððåëÿöèþ ïðèçíà-
êîâ òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà è ìàðêåðà ãåíåòè÷å-
ñêîé íåñòàáèëüíîñòè (ôîêóñû ãÍ2Õ è p53BÐ) ñ ÷àñòîòîé
êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. ÝÔÊ, ïîëó÷åííûå èç ýì-
áðèîíîâ îò îäíîé êðûñû, êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM
(Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êîðîâ (HyClone, ÑØÀ) è 0.1 ìã/ìë ãåíòàìèöèíà
(Áèîëîò, Ðîññèÿ), íà ÷àøêàõ Ïåòðè â êîëè÷åñòâå 4 · 103/ñì2

ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2. Ðàïàìèöèí (Calbiochem, Ãåðìà-
íèÿ) äîáàâëÿëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó â êîíöåíòðàöèè
200 íÌ íà 7-ì ïàññàæå è ïîääåðæèâàëè ýòó êîíöåíòðà-
öèþ äî 11-ãî ïàññàæà â ñëó÷àå ëèíèè Rapa-1 è äî 10-ãî
ïàññàæà äëÿ ëèíèè Rapa-2. Ðàïàìèöèí â êîíöåíòðàöèè
200 íÌ èíãèáèðóåò mTORC1, íî íå ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Ïîñëå 10-ãî è 11-ãî ïàññàæåé
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ðàïàìèöèíà èíãèáèòîð
óäàëÿëè èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è ïåðåâîäèëè êëåòêè â
÷èñòóþ ñðåäó.

Ö è ò î ã å í å ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè ïî ìåðå
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êëåòêè ëèíèè Rapa-1 àíàëèçèðîâàëè
íà 14, 22 è 42-ì ïàññàæàõ, Rapa-2 — íà 12, 22, 30 è

46-ì ïàññàæàõ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê â
êóëüòóðó êëåòîê ââîäèëè êîëõèöèí â êîíå÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè 0.06 ìêã/ìë. Ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïðîâîäè-
ëè 0.55%-íûì ðàñòâîðîì KCl â òå÷åíèå 10—20 ìèí ïðè
37 °Ñ. Ñóñïåíçèþ êëåòîê ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòèëî-
âîãî ñïèðòà è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû â ñîîòíîøåíèè
3 : 1 â òå÷åíèå 1 ÷, ìåíÿÿ ôèêñàòîð òðèæäû ÷åðåç 15 ìèí.
Êëåòêè íàíîñèëè íà ñóõèå ñòåêëà íàä âîäÿíîé áàíåé ïðè
50—53 °Ñ è îñòàâëÿëè ïðåïàðàòû äî ïîëíîãî âûñûõàíèÿ.

À í à ë è ç ê à ð è î ò è ï à ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè ìå-
òîä GTG-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì (Ozkinay, Mitelman,
1979). ×èñëî õðîìîñîì (×Õ) ñ÷èòàëè â 100 êëåòêàõ, èñ-
ñëåäîâàëè íå ìåíåå 10 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê â êàæäîé
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, äîëþ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê îïðå-
äåëÿëè ñðåäè 500 èëè 1000 ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê. Â ëèíèè
Rapa-1 ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì (Ì×Õ) íà 14-ì ïàñ-
ñàæå ñîñ÷èòàòü áûëî òðóäíî èç-çà áîëüøîãî ÷èñëà ìåòà-
ôàçíûõ ïëàñòèíîê ñ íåïîëíûì ÷èñëîì õðîìîñîì. Èäåí-
òèôèöèðîâàëè õðîìîñîìû ñîãëàñíî íîìåíêëàòóðå GTG-
îêðàøåííûõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì Rattus norvegicus
(Satoh et al., 1989). Îïèñàíèå êàðèîòèïà ïðîèçâîäèëè â
ñîîòâåòñòâèè ñ Èíòåðíàöèîíàëüíîé ñèñòåìîé íîìåíêëà-
òóðû öèòîãåíåòèêè ÷åëîâåêà (Shaffer et al., 2009).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç. Êëåòêè
âûñåâàëè íà ñòåêëà è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24—48 ÷,
çàòåì ïðîìûâàëè PBS è ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ðàñòâîðîì
ôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå. Ïåðìåàáèëèçàöèþ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ïðîâîäèëè
0.2%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 â òå÷åíèå 20 ìèí, çà-
òåì ïðåïàðàòû áëîêèðîâàëè â ðàñòâîðå 3%-íûì BSA â
áóôåðå ÐBS-T â òå÷åíèå 1.5 ÷. Äàëåå ïðåïàðàòû èíêóáè-
ðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê áåëêàì ìàðêåðàì ïëþðèïîòåíò-
íîñòè Oct3/4 è Nanog (Santa Cruz, ÑØA) è ê ìàðêåðàì
äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ — ãH2AX (Millipore, ÑØA)
è ð53ÂÐ1 (Abcam, ÑØA) â 3%-íîì ðàñòâîðå BSA â áóôå-
ðå ÐBS-T â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå îòìûâàíèÿ ïðå-
ïàðàòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñî âòîðè÷íûìè àíòè-
òåëàìè — êîçüèìè àíòèêðîëè÷üèìè è êîçüèìè àíòèìû-
øèíûìè, íåñóùèìè ôëóîðåñöåíòíûå ìåòêè Alexa Fluor
488 è Alexa Fluor 568 (Invitrogen, ÑØA) ñîîòâåòñòâåííî.
Äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäåð ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ôëóîðåñ-
öåíòíûì êðàñèòåëåì DAPI. Àíàëèç èçîáðàæåíèé ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS
SL (Ãåðìàíèÿ). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ÝÔÊ
íà 6-ì ïàññàæå, ìûøèíûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè JOUD2 è ìèíèìàëüíî òðàíñôîðìèðîâàííóþ ëè-
íèþ ÝÔÊ REF52.

Î ö å í ê à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å ò î ê. Èñïîëü-
çîâàëè òåñò ñ ÌÒÒ (3-(4,5-äèìåòèëòèàçîë-2-èë)-2,5-äèôå-
íèë-òåòðàçîëèóì áðîìèä). Êëåòêè âûñåâàëè íà 24-ëóíî÷-
íûé ïëàíøåò â êîëè÷åñòâå 104 íà ëóíêó. Íà ñëåäóþùèé
äåíü â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè àäðèàìèöèí
(0.1 ìêã/ìë) ëèáî ñðåäó ñ 10 % ñûâîðîòêè çàìåíÿëè íà
ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 0.5 % ñûâîðîòêè. ×åðåç 48 ÷ ñðåäó
çàìåíÿëè íà ðàñòâîð PBS, ñîäåðæàùèé 0.5 ìã/ìë ÌÒÒ
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
37 °Ñ â CO2-èíêóáàòîðå. Çàòåì ñðåäó çàìåíÿëè íà DMSO
è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿ-
ëè ïðè äëèíå âîëíû 570 íì íà ïðèáîðå Multiskan EX
Thermo.

À í à ë è ç ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì
ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à è â ð å ì ÿ ó ä â î å í è ÿ ê ë å ò î ÷ -
í û õ ï î ï ó ë ÿ ö è é. Èñïîëüçîâàëè ïðîòî÷íóþ öèòîìåò-
ðèþ. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøêè
Ïåòðè ñìåñüþ 0.25%-íîãî òðèïñèíà ñ ÝÄÒÀ â ñîîòíî-
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øåíèè 1 : 1, ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, ïîñëå ÷åãî ïåð-
ìåàáèëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â 0.01%-íîì ðàñòâîðå
ñàïîíèíà. Äàëåå 105 êëåòîê èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå
èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (40 ìêã/ìë) è 0.1 ìêã/ìë ÐÍÊàçû À
(Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ðàñïðåäåëåíèå
êëåòîê ïî öèêëó àíàëèçèðîâàëè íà öèòîôëóîðèìåòðå
(Brucker, Ôðàíöèÿ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âðåìåíè óäâîåíèÿ
ïîïóëÿöèè êëåòêè âûñàæèâàëè â êîëè÷åñòâå 105 íà 1 ëóí-
êó 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà è ñ÷èòàëè ÷èñëî êëåòîê â òå÷å-
íèå 5 ñóò; ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû. Âðåìÿ óäâîå-
íèÿ ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå t = log22 · T/log2 (N/n), ãäå
T — âðåìÿ, ÷, â òå÷åíèå êîòîðîãî ïðîâîäèëè ýêñïåðè-
ìåíò, n — ÷èñëî êëåòîê â íà÷àëå ýêñïåðèìåíòà, N — ÷èñ-
ëî êëåòîê â êîíöå ýêñïåðèìåíòà.

À í à ë è ç ê ë î í î ã å í í î é ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ïðîâî-
äèëè ïóòåì ïîäñ÷åòà ÷åðåç 12 ñóò ÷èñëà êëîíîâ, âûðîñ-
øèõ ïîñëå ïîñåâà 200 êëåòîê íà ÷àøêó Ïåòðè äèàìåòðîì
30 ìì. Êëåòêè îêðàøèâàëè â ðàñòâîðå êðèñòàëë-âèîëåòà
(10 % óêñóñíîé êèñëîòû, 30 % ýòèëîâîãî ñïèðòà è 0.4 %
êðèñòàëë-âèîëåòà) è ñ÷èòàëè ÷èñëî êëîíîâ ïîä ìèêðîñêî-
ïîì. Ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã èñïîëüçîâàëè äëÿ îöåíêè àêòèâ-
íîñòè êèíàçû mTOR ïî óðîâíþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðÿ-
ìîé ìèøåíè mTORC1 ôàêòîðà 4Å-ÂÐ1. Êëåòêè ëèçèðîâà-
ëè â áóôåðå RIPA, ñîäåðæàùåì 1 % Igepal, 0.5 % äå-
îêñèõîëàòà íàòðèÿ, 0.1 % SDS, 50 ìÌ Tris-HCl, pH 8.0,
150 ìÌ NaCl, 2 ìÌ ÝÄÒÀ, 60 ìÌ NaF, êîêòåéëü ïðîòåàç-
íûõ è ôîñôàòàçíûõ èíãèáèòîðîâ â ïðèñóòñòâèè âàíàäàòà
íàòðèÿ. Áåëîê â ïðîáàõ èçìåðÿëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðäà
è ðàçäåëÿëè â 12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Ïîñëå
ðàçäåëåíèÿ ïðîâîäèëè ìîêðûé ïåðåíîñ íà ìåìáðàíó
PVDF. Íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå àíòèòåë áëîêèðîâà-
ëè 5%-íûì îáåçæèðåííûì ìîëîêîì â PBS-T â òå÷åíèå
1 ÷, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ê
p4Å-ÂÐ1 (Thr 37/46) èëè GAPDH (Cell Signaling, ÑØA) â
ðàñòâîðå 3%-íîãî BSA, ðàñòâîðåííîãî â áóôåðå PBS-T,
â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4 °Ñ. Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè ïîñëå
èíêóáàöèè ñî âòîðè÷íûìè êîçüèìè àíòèêðîëè÷üèìè àí-
òèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ìå-
òîäîì ECL.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ. Èñ-
ïîëüçîâàëè t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà è ïðîãðàììó Microsoft
Excel 2016. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè óðîâ-
íå çíà÷èìîñòè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Êàðèîòèï êëåòî÷íûõ ëèíèé Rapa-1 è Rapa-2 èññëåäî-
âàí ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè íà ðàçíûõ ïàññà-
æàõ, ïîñëå óäàëåíèÿ èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàïà-
ìèöèíà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ïåðâè÷íîì àíàëèçå (14-é è
21-é ïàññàæè) ïîëèïëîèäíûå êëåòêè ñîñòàâëÿëè çíà÷è-
òåëüíóþ ÷àñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè îáåèõ ëèíèé
(òàáë. 1). Êàðèîòèï äèïëîèäíûõ êëåòîê Rapa-2 èìåë íîð-
ìàëüíîå Ì×Õ (42) â îòëè÷èå îò äèïëîèäíîé ïîïóëÿöèè
êëåòîê Rapa-1, ó êîòîðûõ Ì×Õ íå âûÿâèëè, à ÷èñëî õðî-
ìîñîì âàðüèðîâàëî.

Ïîêàçàíî, ÷òî â îáåèõ ëèíèÿõ Rapa ìîäàëüíûé êàðèî-
òèï áûë ïñåâäîäèïëîèäíûì è ñîäåðæàë 1—3 õðîìîñîìû
ñ èçìåíåííîé ñòðóêòóðîé ïðè äèïëîèäíîì ÷èñëå õðî-
ìîñîì (òàáë. 2). Íà áîëåå ïîçäíèõ ïàññàæàõ óâåëè÷èëàñü
ãåòåðîãåííîñòü ïî ÷èñëó õðîìîñîì è ñòðóêòóðíûõ ïåðå-
ñòðîåê õðîìîñîì (ÑÏÕ). Ñàìîé ãåòåðîãåííîé êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèåé áûëà ëèíèÿ Rapa-2: íà 22-ì ïàññàæå â äèïëî-

èäíûõ êëåòêàõ îáíàðóæèëè äâà âàðèàíòà êàðèîòèïà ñ
îäèíàêîâûì ×Õ (2n = 42). Â ïåðâîì âàðèàíòå âûÿâëåíû
äâå ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû — der(4) è
der(11), âåðîÿòíî îáðàçîâàâøèåñÿ â ðåçóëüòàòå ðåöèïðîê-
íîé òðàíñëîêàöèè t(4;11)(q44;q21.2). Êðîìå òîãî, âî âñåõ
êàðèîòèïèðîâàííûõ êëåòêàõ íàáëþäàëè äåëåöèþ êîðîò-
êîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 17 — del(17) (ðèñ. 1, I). Âî âòîðîì
âàðèàíòå êàðèîòèïà âûÿâëåíû òå æå ïåðåñòðîéêè, òîëüêî
der(4) ïðèñóòñòâîâàë â äâóõ êîïèÿõ è ïðè ýòîì èñ÷åçàë
íîðìàëüíûé ãîìîëîã õðîìîñîìû 4. Â êàðèîòèïå êëåòîê ñ
èçìåíåííûì ×Õ (41 èëè 43) íàáëþäàëè ìîíîñîìèþ èëè
òðèñîìèþ äðóãèõ íîðìàëüíûõ õðîìîñîì, íî ýòè èçìå-
íåíèÿ èìåëè íåêëîíàëüíûé õàðàêòåð. Â òî æå âðåìÿ íà
12-ì ïàññàæå êëåòêè ñ òðàíñëîêàöèåé t(4;11)(q44;q21.2)
ñîñòàâëÿëè âñåãî 4 %, îñòàëüíûå êëåòêè èìåëè íîðìàëü-
íûé êàðèîòèï.

Íà 30-ì ïàññàæå ïîÿâèëèñü íîâûå ÷èñëåííûå è ñòðóê-
òóðíûå èçìåíåíèÿ õðîìîñîì. Ñòàëî áîëüøå êëåòîê ñ
×Õ 43 (30 %), äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê óìåíüøèëàñü
äî 9.5 % (òàáë. 1). Âûÿâëåíî íåñêîëüêî âàðèàíòîâ êà-
ðèîòèïà (òàáë. 2): ñ äâóìÿ èëè òðåìÿ êîïèÿìè äåðèâàòà
õðîìîñîìû 4, íî áåç åå íîðìàëüíîãî ãîìîëîãà; ñ äóïëè-
êàöèåé ðàéîíà 4q31-11qter â äåðèâàòå õðîìîñîìû 4
(ðèñ. 1, II); áåç òðàíñëîêàöèè t(4;11)(q44;q21.2) — 29 %.
Êëåòîê ñ íîðìàëüíûì ×Õ è îäíîé êîïèåé der(4) íå îáíà-
ðóæåíî.

Íà 46-ì ïàññàæå â êàðèîòèïå êëåòîê ëèíèè Rapa-2
áûëè îòìå÷åíû íîâûå èçìåíåíèÿ ÷èñëà è ñòðóêòóðû õðî-
ìîñîì. Ì×Õ îñòàâàëîñü ðàâíûì 42, íî èçìåíèëàñü äîëÿ
êëåòîê ñ ×Õ 43 è 41 (òàáë. 1). Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíû
êëåòêè áåç òðàíñëîêàöèè t(4;11)(q44;q21.2), íî ñîäåðæà-
ùèå ëèáî ïåðåñòðîåííóþ õðîìîñîìó 2, ëèáî â ñîâîêóï-
íîñòè ñ íåé òðàíñëîêàöèþ t(6;14)(cen;q11.1) (ðèñ. 1, III).
Êîëè÷åñòâî òàêèõ êëåòîê áîëüøå, ÷åì êëåòîê ñ t(4;11)
(òàáë. 2). Èçìåíåííàÿ õðîìîñîìà 2 ïî ðèñóíêó G-äèñêîâ
èäåíòè÷íà ïåðåñòðîåííîé õðîìîñîìå 2 â ëèíèè Rapa-1
(ðèñ. 2, II), âåðîÿòíî ýòî òðàíñëîêàöèÿ t(2;7)(q44;
q22.3q34). Íà 46-ì ïàññàæå, â îòëè÷èå îò 12-ãî è
30-ãî ïàññàæåé, êëåòîê ñ íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì íå îá-
íàðóæåíî. Ñêîðåå âñåãî, â ëèíèè Rapa-2, ïåðåñòðîéêè
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Ò à á ë è ö à 1

×èñëî õðîìîñîì è ÷èñëåííûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì
â êëåòêàõ ëèíèé Rapa

Ëèíèÿ
(ïàññàæ)

Ì×Õ, %
Â×Õ è äîëÿ
êëåòîê ñ ×Õ
� 10 %

Äîëÿ
ïîëèïëîèäíûõ

êëåòîê, %

Êîïèðîâàíèå
íîðìàëüíûõ
õðîìîñîì (+)

Rapa-1
(14)

Íåò 37—47
42 (28)à

4n (37) +7

Rapa-1
(21)

45 40—45
43 (22)

4n (24)
� 4n (3)

+3

Rapa-1
(41)

52 40—44
41 (13)
44 (22)

4n (4) +4

+1, +4

Rapa-2
(22)

41—43 4n (40)

Rapa-2
(30)

40 40—44
43 (30)

4n (9.5)
� 4n (0.5) +3

Rapa-2
(46)

47 40—45
41 (24)
43 (13)

4n (8.1) Íåò

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â×Õ — âàðèàáåëüíîñòü ÷èñëà õðîìîñîì; à ïðî-
öåíòíàÿ äîëÿ êëåòîê ñ ×Õ � 10 % óêàçàíà â ñêîáêàõ.



õðîìîñîì 2, 6, 7 è 14 ïðîèçîøëè â êëåòêàõ ñ íîðìàëüíûì
êàðèîòèïîì ìåæäó 30-ì è 46-ì ïàññàæàìè.

Â ëèíèè Rapa-1 íà 14-ì ïàññàæå á*îëüøàÿ ÷àñòü êëå-
òîê ñ ×Õ, ðàâíûì 42, èìåëà òðè êîïèè õðîìîñîìû 7 —
äâà íîðìàëüíûõ ãîìîëîãà è ãîìîëîã, êîòîðûé ó÷àñòâîâàë
â òðàíñëîêàöèè t(2;7)(q44;q11.1) (ðèñ. 2, I). Íà 21-ì ïàñ-
ñàæå êëåòêè ñ ×Õ 42 ïðåäñòàâëÿëè ìîäàëüíûé êëàññ,
êëåòêè ñ ×Õ 43 ñîñòàâëÿëè 20 % (òàáë. 1). Â áîëüøåé ÷àñ-
òè êëåòîê â äåðèâàòå õðîìîñîìû 2 óòðàòèëàñü áîëüøàÿ
÷àñòü õðîìîñîìû 7 (òàáë. 2), ïðè ýòîì ñîõðàíèëñÿ ðàéîí
7q22.3-q34, êîòîðûé, ïî-âèäèìîìó, ïåðåñòðîåí (ðèñ. 2,
II), ñîõðàíèëèñü òàêæå äâà íîðìàëüíûõ ãîìîëîãà õðîìî-
ñîìû 7. Îáíàðóæåíà íîâàÿ êëîíàëüíàÿ ñòðóêòóðíàÿ ïå-
ðåñòðîéêà õðîìîñîìû 14 — i(14)(qcen), â ðåçóëüòàòå ÷åãî
êîïèðóåòñÿ åå äëèííîå ïëå÷î (òàáë. 2).

Íà 41-ì ïàññàæå ëèíèè Rapa-1 Ì×Õ îñòàëîñü 42, îä-
íàêî óâåëè÷èëîñü êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ×Õ 44 çà ñ÷åò òðè-
ñîìèè õðîìîñîì 1 è 4 (òàáë. 1). Êðîìå òîãî, íàðÿäó ñ
òðàíñëîêàöèåé t(2;7)(q44;q22.3q34), êîòîðàÿ âûÿâëåíà
âî âñåõ èññëåäîâàííûõ êëåòêàõ, à òàêæå i(14)(qcen) îáíà-
ðóæåíû äâå íîâûå ÑÏÕ. Â êàðèîòèïå êëåòîê îáåèõ ëèíèé
âûÿâëåíû ïîòåðè è êîïèðîâàíèå îòäåëüíûõ ëîêóñîâ õðî-
ìîñîì, ÷òî ÷àñòî íàáëþäàåòñÿ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ
(òàáë. 2).

Òàêèì îáðàçîì, ê 40-ì ïàññàæàì â ïîïóëÿöèÿõ êëåòîê
ëèíèé Rapa äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê óìåíüøèëàñü â
íåñêîëüêî ðàç, à ïîïóëÿöèÿ äèïëîèäíûõ êëåòîê ñ ×Õ 42
ïðèáëèçèëàñü ê 50 %. Íà áîëåå ïîçäíèõ ïàññàæàõ â îáåèõ
ëèíèÿõ ñîõðàíèëèñü êëîíàëüíûå ÑÏÕ, îáíàðóæåííûå ðà-
íåå, êîòîðûå ïðåòåðïåëè äîïîëíèòåëüíûå ñòðóêòóðíûå
èçìåíåíèÿ. Â òî æå âðåìÿ â îáåèõ ëèíèÿõ ïîÿâèëèñü íî-
âûå ÑÏÕ. Â ëèíèè Rapa-2 êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ íîâîé ïå-
ðåñòðîéêîé òèïà t(2;7)(q44;q22.3q34) ñòàëî ïðåîáëàäàþ-
ùèì â ïîïóëÿöèè. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá óñèëå-
íèè ïðîöåññà êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè êëåòîê
ëèíèé Rapa â ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ in vitro.

Ïîëó÷åííûå íàìè èììîðòàëèçîâàííûå ëèíèè ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ðàïàìèöèíà ïîêàçàëè áî-
ëåå âûñîêóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÔÊ ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè. Îäíàêî ìîæ-
íî îòìåòèòü çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèé ïðîëèôåðàòèâ-
íûé ïîòåíöèàë ó Rapa-2: âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè —
18.2, à ó Rapa-1 — 26.9 ÷ (ðèñ. 3, á). Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðå-
çóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóî-
ðèìåòðèè: äîëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå S, äëÿ Rapa-1
ñîñòàâèëà 28.07, â òî âðåìÿ êàê äëÿ Rapa-2 — 59.39 %
(ðèñ. 3, â). Ñïîñîáíîñòü ïðîëèôåðèðîâàòü â êëîíàëüíîì
ïîñåâå (ïðèçíàê, õàðàêòåðíûé äëÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
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Ò à á ë è ö à 2

Âàðèàíòû êàðèîòèïà è ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè â ëèíèÿõ Rapa

Ëèíèÿ
(ïàññàæ)

ÑÏÕ, %
Êîïèðîâàíèå (+) èëè
ïîòåðè (–) ðàéîíîâ

õðîìîñîì
Âàðèàíòû êàðèîòèïà â ëèíèÿõ Rapa

Rapa-1 (14) t(2;7)(q44;q11.1) +7q22.3-q34 42,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1),+7;
42,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3
q34) 14.3 %
43,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1),+3,+7;
42,ÕÕ 9.4 %

Rapa-1 (21) t(2;7)(q44;q22.3q34) (100)
i(14)(qcen), (80)

+7q22.3-q34
–7q11.1-q22.3
–7q34-q36
+14cen-qter
–14pter-cen

42,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3
q34), i(14)(qcen);
43,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3
q34),+3, i(14)(qcen)

Rapa-1 (41) t(2;7)(q44;q22.3q34) (100)
i(14)(qcen) (60)
t(4;4)(qcen;qcen) (10)
t(6;14)(cen;q11.1) (14)

+7q22.3-q34
–7q11.1-q22.3
–7q34-q36
+14cen-qter
–14pter-cen

42,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3
q34),i(14)(qcen);
42,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3
q34),+4,t(4;4)(qcen;qcen),i(14)(qcen);
41,ÕÕ,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3q34),
(6;14)(cen;q11.1),–14;
44,XX,+1,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3
q34),+4,i(14)(qcen)

Rapa-2 (22) t(4;11)(q44;q21.2) (100)
del(17)(p14) â 10 êëåòêàõ

–17pter-p14 42,ÕÕ,der(4)t(4;11)(q44;q21.2),
der(11)t(4;11)(q44;q21.2),del(17)(p14)

Rapa-2 (30) t(4;11)(q44;q21.2)
dup(der4)(4q31;11qter) (5)
del(17)(p14) â 5 èç 10 êëåòîê

–17pter-p14
+4cenq44
+4q31-q44
+11q21.2-qter

42,XX,der(4)t(4;11)(q44;q21.2)�2,
der(11)t(4;11)(q44;q21.2),del(17)(p14);
43,XX,der(4)t(4;11)(q44;q21.2)�3,
der(11)t(4;11)(q44;q21.2) 18 %;
42,ÕÕ,der(4)dup(der4)(4q31;11qter)
t(4;11)(q44;q21.2),der(11)t(4;11)(q44;q21.2);
43,ÕÕ,+3 12 %; 42,ÕÕ 17 %

Rapa-2 (46) t(4;11)(q44;q21.2)

t(2;7)(q44;q22.3q34)
t(6;14)(cen;14q11.1)
del(17)(p14)

+4cen-q44

–17pter-p14

+11q21.2-qter

42,XX,der(4)t(4;11)(q44;11q21.2)�2,
der(11)t(4;11)(q44;q21.2),del(17)(p14);
43,XX,der(4)t(4;11)(q44;q21.2)�3,
der(11)t(4;11)(q44;q21.2);del(17)(p14);
42,XX,der(2)?t(2;7)(q44;q22.3q34);
41,XX,der(2)?t(2;7)(q44;q22.3q34),
der(6)t(6;14)(cen;q11.1),–14
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Ðèñ. 1. Êàðèîòèï äèïëîèäíîé êëåòêè ëèíèè Rapa-2 íà 22 (I), 30 è (II) è 46-ì (III) ïàññàæàõ ñî ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûìè õðîìî-
ñîìàìè (ñòðåëêè). G-îêðàøèâàíèå.

I: 42,ÕÕ,der(4)t(4;11)(q44;q21.2),der(11)t(4;11)(q44;q21.2),del(17)(p14); II: 42,XX,der(4)dup(der4)(4q31;11qter)t(4;11)(q44;q21.2),
der(11)t(4;11)(q44;q21.2); III: 41,XX,der(2)t(2;7)(q44;q22.3q34),der(6)t(6,14)(cen;q11.1),–14. à — êàðèîãðàììà êëåòêè; á (I, II) — ïðîèñõîæäåíèå
ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûõ õðîìîñîì der(4), der(11) è dup(der4); öèôðû ðÿäîì — ëîêóñû õðîìîñîì 4 è 11 ñ òî÷êàìè ðàçðûâà (I) èëè äóïëèöèðîâàííî-

ãî ðàéîíà der(4) (II).



êëåòîê) äåìîíñòðèðóþò îêîëî 95 % êëåòîê ïîïóëÿöèè
Rapa-2 è òîëüêî 68 % êëåòîê Rapa-1 (ðèñ. 3, à). Ïîëó÷åí-
íûå íàìè êëåòî÷íûå ëèíèè èìåëè òàêæå ïîíèæåííóþ
ñïîñîáíîñòü ê êîíòàêòíîìó èíãèáèðîâàíèþ ïðîëèôåðà-
öèè ïîñëå äîñòèæåíèÿ ìîíîñëîÿ. Íàñûùàþùàÿ ïëîò-
íîñòü äëÿ Rapa-1 è Rapa-2 ñîñòàâèëà (1.5 ± 0.3) · 105 è
(7.7 ± 0.5) · 105 êë./ñì2 ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî õàðàêòåðèçóåò
èõ êàê òðàíñôîðìèðîâàííûå ëèíèè. Êëåòêè Rapa-1 ïðàê-
òè÷åñêè óòðàòèëè ñïîñîáíîñòü ê îñòàíîâêå â ñâåðî÷íûõ
òî÷êàõ êëåòî÷íîãî öèêëà êàê â îòñóòñòâèå ðîñòîâûõ ôàê-
òîðîâ, òàê è ïðè äåéñòâèè öèòîñòàòèêà àäðèàìèöèíà
(ðèñ. 3, â). Êëåòêè ëèíèè Rapa-2 èìåëè áîëüøóþ çàâèñè-
ìîñòü îò ïðèñóòñòâèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ: ÷åðåç 48 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ 0.5 % ñûâîðîòêè äîëÿ êëåòîê â
ôàçå S ñíèæàëàñü â 2 ðàçà, à ïîñëå äåéñòâèÿ àäðèàìèöèíà
ó íèõ ïîÿâëÿëñÿ áëîê íà ãðàíèöå ôàç G2/M. Óòðàòà ñâå-
ðî÷íîé òî÷êè G1/S â îòñóòñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, à
òàêæå ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ ÿâëÿ-
åòñÿ õàðàêòåðíîé ÷åðòîé ïðîöåññà òðàíñôîðìàöèè êëå-
òî÷íûõ ëèíèé. Ñîãëàñíî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà, æèçíåñïî-
ñîáíîñòü îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ñíèæàëàñü â îòñóòñòâèå
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè è ïðè äåéñòâèè èíòåðêàëÿòîðà
àäðèàìèöèíà (ðèñ. 3, ã).

Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, ðàïàìèöèí ïîäàâëÿåò àê-
òèâíîñòü mTOR-êèíàçû, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ åãî ïðÿìîé ìèøåíè — ôàêòîðà 4E-BP1.
Â ôèáðîáëàñòàõ ìûøè ýòî ñîïðîâîæäàåòñÿ èíãèáèðî-
âàíèåì áåëêîâîãî ñèíòåçà è êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè,
êîòîðîå ñâÿçàíî ñ ïîäàâëåíèåì òðàíñëÿöèè mÐÍÊ è
áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà
(Dowling et al., 2010). Â ïîëó÷åííûõ íàìè ëèíèÿõ Rapa

óðîâåíü p4E-BP1 (Thr 37/46) ïîñëå äëèòåëüíîãî ñðîêà
êóëüòèâèðîâàíèÿ áûë íèæå, ÷åì â èñõîäíûõ ÝÔÊ
(ðèñ. 4).

Ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè, òàê æå
êàê è ñòâîëîâûå, ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòü ìàðêåðû ïëþðè-
ïîòåíòíîñòè, â òîì ÷èñëå ôàêòîðû Nanog è Oct3/4 (Barr et
al., 2013). Â ïîëó÷åííûõ íàìè ëèíèÿõ, êàê è â ìèíèìàëü-
íî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êðûñèíûõ êëåòêàõ REF-52, ýêñ-
ïðåññèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ âûÿâëåíà â öèòîïëàç-
ìå, ïðè÷åì â ëèíèè Rapa-2 îíà âûðàæåíà íàèáîëåå ÿðêî.
Â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ JOUD2 îáà ôàêòîðà èíòåíñèâíî ýêñ-
ïðåññèðóþòñÿ â ÿäðå (ðèñ. 5), â òî âðåìÿ êàê â ýìáðèî-
íàëüíûõ êëåòêàõ 6-ãî ïàññàæà ýêñïðåññèÿ îáîèõ ìàðêå-
ðîâ îòñóòñòâóåò.

Èçâåñòíî, ÷òî â îñíîâå âûñîêîé êàðèîòèïè÷åñêîé èç-
ìåí÷èâîñòè ëåæàò äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ (ÄÐÄ),
êîòîðûå ïðèâîäÿò ê ôîðìèðîâàíèþ òðàíñëîêàöèé, äåëå-
öèé è äðóãèõ ïåðåñòðîåê õðîìîñîì. Ìàðêåðîì ÄÐÄ ñëó-
æàò ôîêóñû ãH2AX è ð53ÂÐ (Schultz et al., 2000). Â ÿäðàõ
êëåòîê ëèíèé Rapa-1 è Rapa-2 íàáëþäàþòñÿ ìíîãî÷èñ-
ëåííûå ìåëêèå ôîêóñû ãH2AX è ð53ÂÐ, êîòîðûå íå îáðà-
çóþò êðóïíûõ êîëîêàëèçóþùèõñÿ ôîêóñîâ. Â êîíòðîëü-
íûõ ÝÔÊ, êàê è â êëåòêàõ ìèíèìàëüíî òðàíñôîðìèðîâàí-
íîé ëèíèè REF-52, íàáëþäàþòñÿ êðóïíûå åäèíè÷íûå
ôîêóñû ãH2AX è ð53ÂÐ (ðèñ. 6). Ýêñïðåññèÿ ãèñòîíà
ãH2AX ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î íàëè÷èè ÄÐÄ, à ïðè-
ñóòñòâèå ð53ÂÐ â ýòèõ ôîêóñàõ ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîöåñ-
ñå ðåïàðàöèè. Â êëåòêàõ ëèíèé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå äåéñò-
âèÿ ðàïàìèöèíà, íåñîâïàäåíèå ôîêóñîâ ãH2AX è ð53ÂÐ,
ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ îòðàæåíèåì íåýôôåêòèâíîñòè
ïðîöåññà ðåïàðàöèè, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü îäíîé èç ïðè-
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Ðèñ. 2. Êàðèîòèï äèïëîèäíîé êëåòêè ëèíèè Rapa-1 íà 14-ì (I) è 21-ì (II) ïàññàæàõ ñî ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûìè õðîìîñîìàìè
(ñòðåëêè). G-îêðàøèâàíèå.

I: 42,XX,der(2)t(2;7)(q44;q11.1),+7; II: 43,XX,der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3q34),+3,i(14q). Öèôðû ó ïåðåñòðîåííûõ õðîìîñîì — ëîêóñû õðîìîñîì 2
è 7 ñ òî÷êàìè ðàçðûâà (I) è ëîêóñû îñòàâøåéñÿ ÷àñòè õðîìîñîìû 7 ñ òî÷êàìè ðàçðûâà (II).
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Ðèñ. 3. Êëîíîãåííàÿ âûæèâàåìîñòü (à), ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü (á), ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà (â) è æèçíå-
ñïîñîáíîñòü â óñëîâèÿõ íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ ñûâîðîòêè (0.5 % ñûâîðîòêè) èëè ïîñëå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ àäðèàìèöè-

íà (ã) êëåòîê ëèíèé Rapa-1 è Rapa-2.

à — ÷èñëî êëîíîâ ñïóñòÿ 12 ñóò ïîñëå ïîñåâà 200 êëåòîê íà ÷àøêó 20 ìì: ñëåâà — êëåòêè è íîìåð ïàññàæà (ï), ñïðàâà — ñðåäíåå ÷èñëî êëîíîâ è ñòàí-
äàðòíûå îøèáêè, n = 3; á — êðèâûå êëåòî÷íîãî ðîñòà: óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíåãî, n = 3; â, ã — äàííûå ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè è æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ïî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà ñîîòâåòñòâåíííî ÷åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ ñûâî-
ðîòêè (Ñûâ) èëè â ïðèñóòñòâèè 0.1 ìêã/ìë àäðèàìèöèíà (Àäð) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ÝÔÊ, óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îøèáêè

ñðåäíåãî, n = 3.



÷èí êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè. Òàêèì îáðàçîì, íà
ïîçäíèõ ïàññàæàõ ëèíèè, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ðàïà-
ìèöèíà, õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïî-
òåíöèàëîì è ðÿäîì ïðèçíàêîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ òðàíñ-
ôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà.

Îáñóæäåíèå

Ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå, êàê è RAS-èíäóöèðîâàííîå,
õàðàêòåðèçóåòñÿ îáùèì íàáîðîì ñâÿçàííûõ ñî ñòàðåíèåì
ìàðêåðîâ: ãèïåðòðîôèåé êëåòî÷íîãî ðàçìåðà, ñåêðåöèåé
öèòîêèíîâ, àêòèâàöèåé àêòèâíîñòè â-ãàëàêòîçèäàçû, àñ-
ñîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì (SA-â-gal) è ïîâûøåííîé

ýêñïðåññèåé òóìîð-ñóïðåññîðíûõ áåëêîâ ð53 è ð21/Waf1
(Shay et al., 1991; Dimri et al., 1995; Deng et al., 2004). Ñó-
ùåñòâóþò ìåõàíèçìû, êîòîðûå ìîãóò çàäåðæèâàòü èëè
îòìåíÿòü êëåòî÷íîå ñòàðåíèå. Ê èõ ÷èñëó îòíîñèòñÿ èñòî-
ùåíèå áåëêîâ, ñòèìóëèðóþùèõ ñòàðåíèå, òàêèõ êàê òó-
ìîð-ñóïðåññîðíûå áåëêè p53 èëè ðRB, êîòîðûå îòìåíÿþò
êàê ðåïëèêàòèâíîå, òàê è âûçâàííîå îíêîãåíîì RAS ñòà-
ðåíèå (Beausåjour et al., 2003). Ââåäåíèå áåëêà hTERT è
åãî ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â
ïðîöåññå ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, ïðèâîäÿò ê ðåâåðñèè
ïðîöåññà ñòàðåíèÿ è èììîðòàëèçàöèè (Bodnar et al., 1998).
Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî ñòàðåíèå, âûçâàííîå ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùèìè àãåíòàìè, ìîæåò çàäåðæèâàòüñÿ èíãèáèòî-
ðàìè mTOR, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó âîâëå÷åíèÿ
ÒÎR-êèíàçû â ðåãóëÿöèþ ïðîöåññà ñòàðåíèÿ (Demidenko
et al., 2009).

Ïîäàâëåíèå mTOR ðàïàìèöèíîì â êëåòêàõ HeLa ïðè-
âîäèëî ê íàðóøåíèþ ñîîòíîøåíèÿ ÿäåðíûõ áåëêîâ, âî-
âëå÷åííûõ â òðàíñëÿöèþ è ìîäèôèêàöèþ ÐÍÊ, ïðè ýòîì
ìèøåíÿìè ðàïàìèöèíà ÿâëÿëèñü ÿäåðíûå áåëêè, ó÷àñòâó-
þùèå â îòâåòå íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ (ÎÏÄ): ïîâûøàëàñü
àêòèâíîñòü ATM-êèíàçû è ìåíÿëîñü ñîîòíîøåíèå ìåæäó
ñîäåðæàíèåì ð53ÂÐ1 â ÿäðå è öèòîïëàçìå (Bandhakavi et
al., 2010). Íà ìîäåëè äðîææåé ïîêàçàíî (Matsui et al.,
2013), ÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè mTOR ñ ïîìîùüþ ðà-
ïàìèöèíà ïðåïÿòñòâóåò ðàçâèòèþ ÎÏÄ. Ðàïàìèöèí ïî-
äàâëÿåò ôîñôîðèëèðîâàíèå Rad53, îòâå÷àþùåãî çà ðåïà-
ðàöèþ, è ñïîñîáñòâóåò âûõîäó èç G1-áëîêà, ÷òî ñîêðàùà-
åò âðåìÿ, îòâåäåííîå íà ðåïàðàöèîííûå ïðîöåññû. Â òî
æå âðåìÿ ñóùåñòâóþò è ïðîòèâîïîëîæíûå äàííûå, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî, îñòàíàâëèâàÿ êëåòî÷íûé öèêë â
ôàçå G1, ðàïàìèöèí ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ðåïàðàöèè
(Shen et al., 2007).

Ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, ýêñïðåññèÿ ïëþðè-
ïîòåíòíûõ ôàêòîðîâ Oct4 è Nanog íàáëþäàåòñÿ âî ìíî-
ãèõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèíèÿõ è êëåòêàõ ïåðâè÷íûõ
îïóõîëåé êàê â ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå. ßäåðíóþ ëîêà-
ëèçàöèþ ïëþðèïîòåíòíûõ ôàêòîðîâ ñâÿçûâàþò ñ îïóõî-
ëåâûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ êîð-
ðåëÿöèåé ìåæäó çëîêà÷åñòâåííîñòüþ îïóõîëè è ÿäåðíîé
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Ðèñ. 4. Ôîñôîðèëèðîâàíèå ìèøåíè êîìïëåêñà mTORC1 áåëêà
4E-BP1â ÝÔÊ 1-ãî ïàññàæà (1-é ï) è â êëåòêàõ ëèíèé Rapa íà

46-ì ïàññàæå (46-é ï).

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè èñïîëüçîâàëè GAPDH.

Ðèñ. 5. Ìàðêåðû ïëþðèïîòåíòíîñòè Nanog è Oct3/4 â èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòêàõ ëèíèé Rapa ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîãî àíàëèçà.

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàíû ÝÔÊ, ìûøèíûå ñòâîëîâûå êëåòêè JOUD2 è ìèíèìàëüíî òðàíñôîðìèðîâàííûå ÝÔÊ (ëèíèÿ REF52). ßäðà âèçóà-
ëèçèðîâàíû DAPI.



ëîêàëèçàöèåé ôàêòîðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè (Guo et al.,
2011). Â òî æå âðåìÿ ïðè÷èíû ïîÿâëåíèÿ è ðîëü ìàðêåðîâ
ïëþðèïîòåíòíîñòè â öèòîïëàçìå ïîêà íåÿñíû.

Ïðè ñïîíòàííîé èììîðòàëèçàöèè in vitro, êàê è ïðè
èììîðòàëèçàöèè êëåòîê êðûñû ðàçëè÷íîãî ãèñòîãåíåçà ñ
ïîìîùüþ âèðóñíûõ èëè êëåòî÷íûõ îíêîãåíîâ, íà ðàííèõ
ïàññàæàõ ñîõðàíÿëñÿ íîðìàëüíûé äèïëîèäíûé êàðèîòèï
èëè ìèíèìàëüíî èçìåíåííûé (Pories et al., 1992; Foudah

et al., 2009). Èçìåíåíèÿ áûëè ñâÿçàíû ãëàâíûì îáðàçîì ñ
êîïèðîâàíèåì õðîìîñîì, ïðåèìóùåñòâåííî 4, 7, 11, 19 è
20, èëè æå ñ ïîÿâëåíèåì îäíîé èëè äâóõ ñòðóêòóðíî ïåðå-
ñòðîåííûõ õðîìîñîì. Â îñíîâíîì ïîâðåæäàþòñÿ õðîìî-
ñîìû 7 è 9 èëè ðàçëè÷íûå ëîêóñû õðîìîñîìû 1 — q37,
q43 è äðóãèå ëîêóñû. Íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ âî ìíîãèõ ëè-
íèÿõ óñèëèâàåòñÿ ãåíåòè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü â ðåçóëü-
òàòå ïîÿâëåíèÿ â êàðèîòèïå êëåòîê íîâûõ ÑÏÕ è êîïè-

720 Í. Ì. ßðöåâà è äð.

Ðèñ. 6. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê ëèíèé Rapa ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ãèñ-
òîíó ãH2AX (êðàñíûé) è ôîñôàòàçå p53BP1 (çåëåíûé).

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäåð èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü DAPI.



ðîâàíèÿ îïðåäåëåííûõ ðàéîíîâ õðîìîñîì — 6q12-q32,
9q13-qter, 7q22.1-qter è äðóãèõ ðàéîíîâ (Brett et al., 1986;
Funaki et al., 1991; Godwin et al., 1992; Kato et al., 1992;
Foudach et al., 2009; ßðöåâà, Ôåäîðöåâà, 2014).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî êàðèîòèï êëåòîê Rapa-2 íà
12-ì ïàññàæå íå îòëè÷àëñÿ îò íîðìàëüíîãî, êàê è êëåòêè
ðàíåå ïîëó÷åííîé ëèíèè Rapa (Pospelova et al., 2013), êî-
òîðûå èìåëè ìèíèìàëüíî èçìåíåííûé êàðèîòèï. Íà 5-ì
è 17-ì ïàññàæàõ â ýòèõ êëåòêàõ îáíàðóæåíà ïåðèöåíòðè-
÷åñêàÿ èíâåðñèÿ õðîìîñîìû 3, çàòðàãèâàþùàÿ ëîêóñ ð12,
÷àñòü êîòîðîãî âñëåäñòâèå èíâåðñèè ïåðåìåñòèëàñü ê ëî-
êóñó q12. Ýòîò ëîêóñ ñîäåðæèò ãåí Scai, êîäèðóþùèé áå-
ëîê ñóïðåññîð èíâàçèè ðàêîâûõ êëåòîê, à ëîêóñ ð12 —
êëàñòåð ðèáîñîìíûõ ãåíîâ, êîòîðûå àêòèâíî ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ, à òàêæå ãåí Lame3, êîäèðóþùèé ñóáúåäèíèöó
ëàìèíà. Ïðè ýòîì êëåòêè ìîãëè äëèòåëüíî ïðîëèôåðè-
ðîâàòü in vitro, ñîõðàíÿëè êîíòðîëüíûå òî÷êè êëåòî÷íî-
ãî öèêëà è ôóíêöèîíàëüíûé ñèãíàëüíûé ïóòü ð53/ð21,
ò. å. îíè ôàêòè÷åñêè íå ÿâëÿëèñü òðàíñôîðìèðîâàííûìè
(Pospelova et al., 2013). Âîçìîæíî, îäíà èç ïðè÷èí ñîõðà-
íåíèÿ ìèíèìàëüíî èçìåíåííîãî êàðèîòèïà è îòñóòñòâèÿ
â ýòîé ëèíèè ïðèçíàêîâ òðàíñôîðìàöèè ñâÿçàíà ñ ïåðå-
ñòðîéêîé õðîìîñîìû 3, çàòðàãèâàþùåé ãåíû Scai è êëàñ-
òåðû ðèáîñîìíûõ ãåíîâ, êîòîðûå áëîêèðóþò ïðîöåññ íå-
ñòàáèëüíîñòè è ñîõðàíÿþò, íåñìîòðÿ íà äëèòåëüíîå ïàñ-
ñèðîâàíèå in vitro, ìèíèìàëüíî èçìåíåííûé êàðèîòèï.

Íàèáîëåå êðèòè÷åñêèìè ïîðàæåíèÿìè ÄÍÊ, âûçû-
âàåìûìè â êëåòêàõ ðàçíûìè âîçäåéñòâèÿìè, âêëþ÷àÿ
èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå, ÿâëÿþòñÿ ÄÐÄ. Ïðèíÿòî ñ÷è-
òàòü, ÷òî èìåííî ÄÐÄ èíäóöèðóþò ðàçëè÷íûå ïðîãðàììû
êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïîâðåæäåíèÿ, âêëþ÷àÿ êëåòî÷íîå
ñòàðåíèå (Osipov et al., 2013; Mladenov et al., 2016). Áîëü-
øàÿ ÷àñòü èíäóöèðîâàííûõ èîíèçèðóþùèì èçëó÷åíèåì
ÄÐÄ ïîäâåðãàåòñÿ ðåïàðàöèè îòíîñèòåëüíî áûñòðûì, íî
íåòî÷íûì è ïîäâåðæåííûì îøèáêàì ìåòîäîì íåãîìîëî-
ãè÷íîãî ñîåäèíåíèÿ êîíöîâ (end-joining: NHEJ), ÷òî ìî-
æåò ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ ìèêðîäåëåöèé è õðîìîñîì-
íûõ ïåðåñòðîåê (Jeggo, Löbrich, 2006; Kakarougkas et al.,
2014). Íåòî÷íî ðåïàðèðîâàííûå ÄÐÄ ìîãóò ïðèâîäèòü ê
ãèáåëè êëåòîê, èíàêòèâàöèè òóìîð-ñóïðåññîðíûõ ãåíîâ

è àêòèâàöèè îíêîãåíîâ (Halazonetis et al., 2008; Marnef,
Legube, 2017). Íàêîïëåíèå ÕÏ âñëåäñòâèå íåïðàâèëüíîãî
âîññòàíîâëåíèÿ ÄÐÄ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ñòàíîâëåíèè
îïóõîëåâîãî ôåíîòèïà. Èìåþùèåñÿ â êëåòêå ÄÐÄ èíèöè-
èðóþò êîìïëåêñ ñîáûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê àêòèâàöèè ÎÏÄ,
îñòàíîâêå êëåòîê â êîíòðîëüíûõ òî÷êàõ è ñîáñòâåííî
âîññòàíîâëåíèþ ÄÍÊ. Íà÷àëüíûå øàãè ÎÏÄ âêëþ÷àþò â
ñåáÿ àêòèâàöèþ êèíàç ñåìåéñòâà PIKK — ATM, ATR è
ÄÍÊ-ÐÊ — ñ ïîñëåäóþùèì ôîñôîðèëèðîâàíèåì è àêòè-
âàöèåé ìíîæåñòâåííûõ íèæåëåæàùèõ ìèøåíåé, ñðåäè
êîòîðûõ ãëàâíûìè ÿâëÿþòñÿ ãèñòîí ãH2AX è áåëîê
ð53BP1 (Wang et al., 2005; Kotenko et al., 2013; DeLoughe-
ry et al., 2015). Îñíîâíûå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå
ôîðìèðîâàíèÿ ôîêóñîâ ãÍ2ÀÕ/ð53BP1, ñâÿçàíû ñ ïðà-
âèëüíûì ïðèâëå÷åíèåì â ìåñòà ïîâðåæäåíèé ñîîòâåòñò-
âóþùèõ êèíàç, êîòîðûå ýòè áåëêè ôîñôîðèëèðóþò, à çà-
òåì èäåò ñîáñòâåííî ðåïàðàöèÿ è ðåïëèêàöèÿ ó÷àñòêîâ,
êîòîðûå áûëè ïîâðåæäåíû.

Â êëåòêàõ Rapa ñ âûñîêîé êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòà-
áèëüíîñòüþ ìû íå îáíàðóæèëè ôîêóñîâ ñîâïàäåíèÿ ãÍ2ÀÕ
ñ áåëêîì ð53BP1, ÷òî ãîâîðèò î äåôåêòíîì ïðîöåññå ðå-
ïàðàöèè ñïîíòàííûõ ïîâðåæäåíèé â ëèíèÿõ, ïîëó÷åííûõ
ïóòåì îòìåíû ïðîöåññà ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ ñ ïî-
ìîùüþ ðàïàìèöèíà. Â ýòèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ áûëè âû-
ÿâëåíû ðàçëè÷èÿ ïî ÷àñòîòå îáðàçîâàíèÿ ôîêóñîâ ãÍ2AÕ
ñ áåëêîì ð53BP1, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ äëÿ îöåíêè ÷àñ-
òîòû ÄÐÄ è ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè (Redon et al.,
2011).

Èçâåñòíî, ÷òî ãåíåòè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü îòíîñèò-
ñÿ ê ÷èñëó ïðèçíàêîâ, êîòîðûå ëåæàò â îñíîâå ôîðìèðî-
âàíèÿ òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà (Coleman, Tson-
galis, 2006; Raptis, Bapat, 2006; Janssen, Medema, 2013).
Òðàíñôîðìèðîâàííûå è îïóõîëåâûå êëåòêè õàðàêòåðèçó-
þòñÿ íàëè÷èåì è íàêîïëåíèåì õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê,
ïðè ýòîì ñòðóêòóðà è ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, êîòîðûå ñîäåð-
æàòñÿ â òî÷êàõ ðàçðûâîâ õðîìîñîì, ïîäâåðãàþòñÿ èç-
ìåíåíèÿì (Mitelman, 2000; Mitelman et al., 2007). ×àñòî
íîâûå ÑÏÕ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ïðîèñõîäÿò â óæå ïåðå-
ñòðîåííûõ õðîìîñîìàõ è çàòðàãèâàþò ðàéîíû ñ îíêîãåíà-
ìè èëè ãåíàìè, ðåãóëèðóþùèìè ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê.
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Ò à á ë è ö à 3

Ãåíû, ëîêàëèçîâàííûå â òî÷êàõ ðàçðûâà õðîìîñîì

Ëîêóñ
õðîìîñîìû

Ãåí Ïîëíîå íàçâàíèå ãåíà

2q44 Bcl 10 B-cell, CLL/lymphoma 10

Cyr 61 Cystein-rich angiogenic inducer

Dapp1 Dual adaptor of phosphotyrosine and 3-phosphoinositeds 1

Ddit 41 DNA-damage-inducible transcript 4-like

Eif4e Euñaryotic translation initiation factor 4e (âîâëå÷åí â mTOR-ñèãíàëüíûé ïóòü)

4q44 Ki-ras Proto-oncogene

Casc1 Cancer susceptibility, candidate 1

7q11à Cdk 2 Cyñline-depended kinase 2

Eef 2 Åukaryotic translation elongation factor 2e

Map2k2 Mitogen activated protein kinase kinase 2

Stk 11 Serine-threonine kinase 11

11q21 Atg3 Autophagy related gene 3

Arhgap 31 Rho GTPase activating protein 31

Cbl Proto-oncogene B

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñîêðàùåííûå è ïîëíûå íàçâàíèÿ ãåíîâ äàíû ïî áàçå äàííûõ ãåíîìà êðûñû (Rat genome database).
àÂñå ãåíû ëîêóñà âîâëåêàþòñÿ â mTOR-ñèãíàëüíûé ïóòü.



Òàê, â êëåòêàõ ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K-562 êî-
ïèðóåòñÿ ôðàãìåíò ïåðåñòðîåííîé õðîìîñîìû der(22)t(9;
13;22), ñîäåðæàùèé îíêîãåí — ãèáðèäíûé ãåí bcr/abl1
(Gribbl et al., 2000).

Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, â ëèíèè Rapa-1 íà 21-ì ïàñ-
ñàæå â ïåðåñòðîåííîé õðîìîñîìå — der(2)t(2;7)(q44;
q11.1q22.3q34) — óòðà÷åíà áîëüøàÿ ÷àñòü õðîìîñîìû 7,
â òîì ÷èñëå ðàéîí 7q11. Èçâåñòíî, ÷òî â ðàéîíå 7q11, ñî-
ãëàñíî áàçå äàííûõ RGD (rat genome database; http://rgd.
mcw.edu), êàðòèðîâàíû ãåíû, âîâëå÷åííûå â mTOR-ñèã-
íàëüíûé ïóòü (òàáë. 3). Â òî æå âðåìÿ ëîêóñ q33, êîòîðûé
cîäåðæèò ïðîòîîíêîãåí ñ-myc, ñîõðàíÿåòñÿ è ñóùåñòâó-
åò â òðåõ êîïèÿõ, ïîñêîëüêó îñòàþòñÿ äâå íîðìàëüíûå êî-
ïèè õðîìîñîìû 7. Óâåëè÷åíèå êîïèé ïðîòîîíêîãåíà
ñ-myc ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïðîãðåññèè êëåòî÷íîé ïðî-
ëèôåðàöèè. Â ëîêóñå 2q44 âûÿâëåí ãåí Eif4e (åucariotic
translation initiation factor 4e), êîòîðûé òàêæå âîâëåêàåòñÿ
â mTOR-ñèãíàëüíûé ïóòü (òàáë. 3).

Â ëèíèè Rapa-2 íà 30-ì ïàññàæå îáíàðóæåíû êëåòêè
ñ äâóìÿ èëè ñ òðåìÿ êîïèÿìè äåðèâàòà õðîìîñîìû 4 —
der(4)t(4;11)(q44;11q21.2) — ëèáî ñ äóïëèêàöèåé ÷àñòè,
ñîäåðæàùåé ïåðåñòðîåííûé ðàéîí, â ðåçóëüòàòå ëîêóñ
q44, ñîäåðæàùèé àíòèàïîïòîòè÷åñêèé ïðîòîîíêîãåí
Ki-ras (òàáë. 3), êîïèðóåòñÿ. Â ñïîíòàííî òðàíñôîðìèðî-
âàíîé ëèíèè Fwa 3 (ßðöåâà, Ôåäîðöåâà, 2014) îáíàðóæå-
íî òàêæå êîïèðîâàíèå ðàéîíà 4q42-qter, âêëþ÷àþùåãî â
ñåáÿ ëîêóñ q44. Êîïèðîâàíèå ëîêóñà q44 ñ ïðîòîîíêîãå-
íîì Ki-ras â ëèíèÿõ Rapa-2 è Fwa 3, ïî-âèäèìîìó, íåñëó-
÷àéíî è èìååò ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå äëÿ ýâîëþöèè ýòèõ
ëèíèé. Ïîÿâëåíèå â ëèíèè Rapa-2 íà 46-ì ïàññàæå ïåðå-
ñòðîåííîé õðîìîñîìû 2 — der(2)t(2;7)(q44;q11.1q22.3q34),
âîçìîæíî, ñïîñîáñòâîâàëî óâåëè÷åíèþ ïðîëèôåðàòèâíî-
ãî ïîòåíöèàëà êëåòîê âñëåäñòâèå ïðèîáðåòåíèÿ êëåòêàìè
òðåòüåé êîïèè ïðîòîîíêîãåíà c-myc.

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ðàïàìèöèíà èç ÝÔÊ ìîæ-
íî ïîëó÷àòü èììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ñ íîð-
ìàëüíûì èëè ìèíèìàëüíî èçìåíåííûì êàðèîòèïîì íà
ðàííèõ ïàññàæàõ, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ãåíå-
òè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíûõ èññëåäîâàíèé. Îäíàêî äëè-
òåëüíîå ïàññèðîâàíèå êëåòîê in vitro ïðèâîäèò ê íàêîïëå-
íèþ ãåíåòè÷åñêèõ è êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé â êëåò-
êàõ, ñïîñîáñòâóþùèõ èõ äàëüíåéøåé òðàíñôîðìàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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CHROMOSOMAL INSTABILITY AND EVOLUTION OF FEATURES OF TRANSFORMED

PHENOTYPE OF CELL LINES DERIVED FROM SENESCENT RAT EMBRYONAL FIBROBLASTS
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The evolution of the karyotype of cell lines obtained by selection in the presence of rapamycin from rat
embryonic fibroblasts (REF) has been studied. Rapamycin, an inhibitor of the mTOR kinase, prevents replicati-
ve aging of the REF cells that is initiated after 7—10 passages in vitro. Karyotype of the obtained cell lines un-
dergoes an evolution upon their cultivation in vitro. On early passages, clonal structural rearrangements of
chromosomes (SPX) are observed: trisomy of chromosome 7 and translocation t(2;7), or t(4;11). On late passa-
ges, chromosome rearrangements (CP) accumulate. Simultaneously, there are signs of a transformed phenoty-
pe: the ability to clonal growth, a decrease of contact inhibition and high proliferation rate in monolayer at satu-
rating density. The evolution of the transformed phenotype is accompanied by the disappearance of the cell cyc-
le checkpoints G1/S and (or) G2/M. Rapa lines are characterized by accumulation of ãH2AX and p53BP foci,
which however do not colocalize, thus indicating accumulation of unrepaired double-strand DNA breaks
(DSB). The Rapa lines are shown to express the markers of pluripotency Nanog and Oct3/4. The causes of ge-
netic and karyotypic instability of Rapa lines during long-term cultivation are discussed.

K e y w o r d s: rapamycin, replicative senescence, cell lines, karyotype, genetic instability
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