


Ðèñ. 1: Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà ïî ïîëó÷åíèþ ãèáðèäíûõ êëåòîê
P19/ÌÖ×PCC4aza1.

Ðèñ. 2: Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ëèíèè P19 (A) è ëèíèè PCC4aza1 (B).

Ðèñ. 3: Ãèáðèäíûé êëîí P19/ÌÖ×PCC4aza1.

Ðèñ. 4: Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ïîëèïëîèäíîãî ãèáðèäíîãî êëîíà P19/Ð6G x
PCC4aza1 (ñâåòëûå êëåòêè), âûðîñøåãî ðÿäîì ñ ãåòåðîêàðèîíîì, ïîëó÷èâ-
øèìñÿ â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ ìåæäó ñîáîé íåñêîëüêèõ êëåòîê P19/Ð6G (ïî-
êàçàí ñòðåëêîé)
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ÐÀÍ, Ìîñêâà

Ãèáðèäíûå êëåòêè ñ ðåïëèêàòèâíî èíàêòèâèðî-
âàííûì ãåíåòè÷åñêèì ìàòåðèàëîì îäíîãî èç ïàðò-
íåðîâ ïî ñëèÿíèþ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ
èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ îäíîé êëåòêè íà ñîñòîÿíèå äèôôåðåí-
öèðîâêè äðóãîé êëåòêè. Òàêæå òàêèå ãèáðèäíûå
êëåòêè ìîãóò íàéòè ïðèìåíåíèå â êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè, òàê êàê ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü êëåòêè ñ äèïëî-
èäíûì íàáîðîì õðîìîñîì, àóòîëîãè÷íûå êëåòêàì
ïàöèåíòà.

Äëÿ ðåïëèêàòèâíîé èíàêòèâàöèè ÄÍÊ îäíî-
ãî èç ïàðòí¼ðîâ ïî ñëèÿíèþ èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ-
ñøèâàþùèé àãåíò ìèòîìèöèí Ö (ÌÖ) (ðèñ. 1). Ðà-
áîòó ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ ýìáðèîíàëüíîé êàðöè-
íîìû ìûøè ëèíèé P19 è PCC4aza1 (ðèñ. 2). Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê P19 ÌÖ íå ïðå-
ïÿòñòâóåò îáðàçîâàíèþ æèçíåñïîñîáíûõ ãèáðè-
äîâ ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè PCC4aza1 (ðèñ. 3).
Ïðîöåíò âûðîñøèõ êîëîíèé ïîñëå ïðîâåäåíèÿ
ñëèÿíèÿ áûë äîâîëüíî âûñîêèì: 1 êîëîíèÿ íà 104

ïîäâåðãàþùèõñÿ ñëèÿíèþ êëåòîê PCC4aza1. Îá-
ðàáîòêà ÌÖ ñóùåñòâåííî íå âëèÿåò íà ýôôåê-
òèâíîñòü îáðàçîâàíèÿ ãèáðèäîâ. Ýòî áûëî ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíî ïðè ïîëó÷åíèè ïîëèïëîèäíûõ
ãèáðèäîâ ìåæäó êëåòêàìè PCC4aza1 è êëåòêà-
ìè P19, îáðàáîòàííûìè òîêñè÷åñêèì ìèòîõîíäðè-
àëüíûì êðàñèòåëåì ðîäàìèíîì 6G (Ð6G) (ðèñ. 4).
Ïîëèïëîèäíûå ãèáðèäíûå êëåòêè áûëè ïîëó÷åíû
â óñëîâèÿõ, ñõîäíûõ ñ óñëîâèÿìè ïîëó÷åíèÿ ãè-
áðèäíûõ êëåòîê P19/ÌÖ×PCC4aza1.

Ýôôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíèÿ êëîíîâ ïîëèïëîèä-
íûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 2.5 êîëîíèè íà 104 êëå-
òîê PCC4aza1. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî ïðè ïîëó-
÷åíèè òåòðàïëîèäíûõ ãèáðèäîâ ìåæäó êëåòêà-
ìè PCC4aza1 è ñîìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè (ñïëåíî-
öèòàìè) ýôôåêòèâíîñòü îáðàçîâàíèÿ ãèáðèäíûõ
êëîíîâ ðåçêî ïàäàëà è ñîñòàâëÿëà 1 êëîí íà 5×106

êëåòîê PCC4aza1.
Õðîìîñîìíûé àíàëèç ãèáðèäíûõ êëåòîê

P19/ÌÖ×PCC4aza1 ïîêàçàë íàëè÷èå â íèõ
õðîìîñîì êëåòîê PCC4aza1 (ðèñ. 5). Ìèêðîñàòåë-
ëèòíûé ÏÖÐ àíàëèç íà ìàðêåðû õðîìîñîì 5, 6,
8 è 14 ïîêàçàë, ÷òî ìèêðîñàòåëëèòû ãèáðèäíûõ
êëîíîâ â òî÷íîñòè ñîâïàäàþò ñ ìèêðîñàòåë-
ëèòàìè êëåòîê PCC4aza1 (ðèñ. 6). Íàçâàíèÿ
èñïîëüçóåìûõ ìèêðîñàòåëëèòíûõ ìàðêåðîâ è
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ ïðèâåäåíû â
òàáëèöå 1. Òàêæå áûë ïðîâåäåí àíàëèç ñîñòàâà
ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ ïîëó÷åííûõ ãèáðèäíûõ
êëîíîâ ñ ïîìîùüþ àëëåëü-ñïåöèôè÷íîé ÏÖÐ. Íà
(ðèñ. 7) ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû ÏÖÐ, óêàçàíû ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ è óñëîâèÿ ðåàêöèè.
Ïðèâåäåííûå äàííûå òàêæå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî â
ïîòîìêàõ ãèáðèäíûõ êëåòîê ñîäåðæèòñÿ ãåíåòè-
÷åñêèé ìàòåðèàë òîëüêî îäíîãî èç ïàðòí¼ðîâ ïî
ñëèÿíèþ (PCC4aza1).

Âûâîäû
1. Ïðè ñëèÿíèè êëåòîê, îáðàáîòàííûõÌÖ, ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè óäàåòñÿ ïîëó÷èòü æèçíåñïîñîáíûå ãèáðèäû.
2. Â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ îòñóòñòâóåò ãåíîìíàÿ è ìèòîõîíäðèàëüíàÿ ÄÍÊ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ÌÖ.
3. ×èñëî õðîìîñîì â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ ñîîòâåòñòâóåò ÷èñëó õðîìîñîì êëåòîê PCC4aza1 è ñâèäåòåëüñòâóåò
îá îòñóòñòâèè â íèõ õðîìîñîì êëåòîê Ð19.

Ðèñ. 5: Õðîìîñîìíûé àíàëèç êëåòîê ëèíèè P19 (A), êëåòîê ëèíèè PCC4aza1 (B) è ãèáðèäíûõ êëåòîê P19/ÌÖ×PCC4aza1 (C).

Ðèñ. 6: Ìèêðîñàòåëëèòíûé ÏÖÐ-àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàðêåðîâ D6Mit102
è Mt3pA. 1-5 � ÄÍÊ ãèáðèäíûõ êëîíîâ P19/ÌÖ×PCC4aza1, PCC4aza1 è P19
ñîîòâåòñòâóþò ÄÍÊ èñõîäíûõ ëèíèé PCC4aza1 è P19.

Ìèêðî- Ðàçìåð
ñàòåëëèòíûé ÏÖÐ�ôðàãìåíòà

ìàðêåð Ïðàéìåðû äëÿ ëèíèè C3H/He
(õðîìîñîìà) è ëèíèè 129/Ola

ñîîòâåòñòâåííî, ï. î.
D5Mit138 (5) Ïð. 5′-AGACAGTTACCTTCTTCCCAAGG-3′ 120 è 142

Îáð. 5′-TGTTTCTCCCTTCTGCCATC-3′
D6Mit102 (6) Ïð. 5′-CCATGTGGATATCTTCCCTTG-3′ 125 è 177

Îáð. 5′-GTATACCCAGTTGTAAATCTTGTGTG-3′
Mt3-pA (8) Ïð. 5′-CCCCTTTCTAGCCTTCTTCA-3′ 123 è 162

Îáð. 5′-TTTGGTCCAAACGGGATGCT-3′
D8Mit4 (8) Ïð. 5′-CCAACTCATCCCCAAAGGTA-3′ 195 è 175

Îáð. 5′-GTATGTTCAAGGCTGGGCAT-3′
D14Mit92 (14) Ïð. 5′-CTGCTGCAGAATTAATTGATTTT-3′ 122 è 88

Îáð. 5′-GGATATATGGATTTATACAGACACACA-3′

Òàáëèöà 1. Ñòðóêòóðà ïðàéìåðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ìèêðîñàòåëëèòíîãî
àíàëèçà ãèáðèäíûõ êëåòîê P19/ÌÖ×PCC4aza1 è êëåòîê èñõîäíûõ ëèíèé

P19 (ìûøü ëèíèè C3H/He) è PCC4aza1 (ìûøü ëèíèè 129/Ola).

Ðèñ. 7: Àíàëèç íàñëåäîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé â ãèáðèäíûõ êëîíàõ
P19/ÌÖ×PCC4aza1. Ââåðõó � ÏÖÐ, ñïåöèôè÷íàÿ äëÿ ëèíèè C3H/He
(ïðàéìåðû MitF1-MitR1), âíèçó � ÏÖÐ, ñïåöèôè÷íàÿ äëÿ ëèíèè 129/Ola
(ïðàéìåðû MitF2-MitR1). 1-5 � ÄÍÊ ãèáðèäíûõ êëîíîâ P19/ÌÖ×PCC4aza1,
PCC4aza1 è P19 ñîîòâåòñòâóþò ÄÍÊ èñõîäíûõ ëèíèé PCC4aza1 è P19.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ:
MitF1 5′-ATACTGACATTTTGTAGACGTAA-3′ Tîòæ = 61◦C
MitF2 5′-ATACTGACATTTTGTAGACGTAG-3′ Tîòæ = 58◦C
MitR1 5′-GTAGAAGAGCAATTTCTAGGTC-3′


