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Здійснено цитогенетичний аналіз спонтанно імморталізованої клітинної лінії мииіі G1 на 15, 24, 
53, 68, 104 і 140-му пасажах культивування in vitro. Виявлено кількісні зміни хромосом та різні 
хромосомні аберації, особливо високу частоту робертсонівських транслокацій. Спостерігали 
зменшення гетерогенності клітинної популяції при тривалому культивуванні. Каріотипічна 
еволюція клітин на етапі становлення тривала не менше 140 пасажів. 
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Вступ. Бурхливий розвиток сучасних новітніх біо-
технологій з використанням культур клітин ссавців 
(включаючи різні типи стовбурових клітин) та їхнє 
практичне застосування у клітинній терапії зумов
люють інтенсивні цитогенетичні дослідження клі
тин у культурі. 

Знання та розуміння загальних закономірно
стей каріотипічної мінливості клітин дозволяють 
прогнозувати поведінку кожної конкретної лінії 
вже на початку її культивування in vitro, тобто на 
етапі її становлення. Такий прогноз важливий при 
використанні постійних клітинних ліній як у різно
манітних молекулярно-генетичних експериментах, 
так і в біотехнологічних дослідженнях. Процес 
каріотипічної еволюції клітинної лінії, як відомо, 
складається з двох якісно різних стадій: етапу 
становлення та етапу стабілізації [1, 2] . Перший 
етап є найменш вивченим, саме на ньому відбу
ваються адаптаційні зміни хромосомного апарату 
клітинної лінії: здійснюються кількісні та струк
турні перебудови хромосом і клітинна популяція є 
каріотипічно гетерогенною. Етап стабілізації ха-
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рактеризується невеликою варіабельністю кількості 
хромосом, вираженим модальним класом числа 
хромосом і збалансованістю каріотипу. 

Важливе значення має вивчення закономір
ностей каріотипічної мінливості, загальних для клі
тин in vivo та in vitro. Картина розподілу «гарячих» 
точок на хромосомах та зміна кількості певних 
хромосом є морфологічними проявами молекуляр
но-біохімічних процесів, пов'язаних зі зміною кіль
кості та структури різних генів, у тому числі 
онкогенів. Ця обставина обумовлює перспектив
ність використання клітинних ліній для вивчення 
ролі специфічних змін хромосом у злоякісній 
трансформації клітин [1, 2] . Дослідження хромо
сомної нестабільності при становленні клітинних 
ліній in vitro можуть бути моделлю спонтанної 
трансформації клітин in vivo. 

Метою нашої роботи було дослідити цитогене
тичні зміни, які виникають у мишачих стовбурових 
клітинах ембріонального походження, при їхньому 
тривалому моношаровому культивуванні in vitro. 

Матеріали та методи. Роботу проводили на 
клітинній лінії G1 миші, отриманій з ембріонально
го матеріалу мишей лінії BALB/c [3, 4]. Клітини 
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культивували в середовищі DMEM («Sigma», США) 
із додаванням пеніциліну (100 од/мл), стрепто
міцину (100 мкг/мл) і 5 %-ї ембріональної сиро
ватки теляти (ЕС) («Сангва», Україна). 

Хромосомний аналіз. Препарати хромосом го
тували за загальноприйнятою методикою [5], мо
дифікованою в нашій лабораторії, зокрема, без 
використання колхіцину та інших мітотичних от
рут, і гіпотонізували клітини протягом 30—40 хв у 
деіонізованій воді за температури 37 °С [3, 4]. 
Препарати забарвлювали протягом 10—20 хв у 
5 %-му розчині барвника Гімза, приготовленому 
на фосфатному буфері (рН 6,8). Аналіз метафаз-
них пластинок здійснювали на мікроскопі Jenaval 
(«Сагі Zeiss», Австрія) (об'єктиви *40 і хІОО). 

Каріотипічний аналіз проводили на 15, 24, 53, 
68, 104 і 140-му пасажах культивування клітин in 
vitro. Аналізували кількісні та якісні зміни хромо
сом, зокрема, розглядали два типи анеуплоїдії (гі-
подиплоідію із кількістю хромосом менше 40 і 
гіперплоїдію із кількістю хромосом більше 40), 
еуплоїдію, хромосомні аберації (хроматидні та хро
мосомні розриви, фрагменти, кільцеві хромосоми, 
обміни та транслокації), міжхромосомні асоціації 
за типом робертсонівських транслокацій. Для виз
начення модального класу та мінливості клітин за 
кількістю хромосом аналізували від 100 до 1000 
метафазних пластинок у кожному варіанті. 

Мікрофотографування. Мікрооб'єкти фотогра
фували за допомогою фотоапаратів «Київ» і «Зеніт» 
із використанням кольорових фотоплівок «Kodak-
100» і «Kodak-200» та чорно-білих — «Свема-64» і 
«Свема-100». 

Статистичний аналіз. Результати опрацьову
вали статистично за Плохінським [6 ]. 

Результати та обговорення. Раніше нами до
сліджено морфологічні та ростові характеристики 
нової клітинної лінії G1 миші [3, 4] . Виявлено 
морфологічну гетерогенність цієї лінії з доміну
ючим клітинним типом — фібробластоподібні клі
тини — та ознаки неопластичної трансформації 
клітин. У популяції клітин згаданої лінії зафік
совано значний відсоток багатоядерних клітин та 
клітин із мікроядрами, а також різні форми пато
логічних мітозів, що свідчить про підвищену хро
мосомну нестабільність клітин лінії G1 і дерегу-
ляцію клітинного поділу [4]. 

Аналіз розподілу клітин лінії G1 за кількістю 
хромосом на різних етапах культивування in vitro 
виявив значну гетерогенність клітинної популяції 

та поступове зменшення її при тривалому культи
вуванні. Зокрема, на 15-му пасажі культивування 
клітинна популяція була високогетерогенною за 
кількісним складом хромосом, що виявлялося на
явністю біля 15 класів клітин за кількістю хромо
сом (рис. 1, а). Така висока гетерогенність клітин 
за каріотипічними ознаками є характерною особ
ливістю культур клітин на самих ранніх етапах 
культивування, однак при подальшому культиву
ванні, як правило, вона зменшується та відбуваєть
ся виокремлення модального класу хромосом [7]. 

На 15-му пасажі кількість хромосом значно 
варіювала від гіподиплоїдів до високоплоїдів (ма
ють понад 100 хромосом), однак серед такої кіль
кісної гетерогенності хромосом можна виокремити 
домінуючі клони клітин із гіподиплоїдними (28— 
30), гіпердиплоїдними (46), гіпертетраплоїдними 
(88) і біляпентаплоїдними (102) хромосомами та 
групи клітин білягексаплоїдного ряду (112—124). 
Саме ці шість груп домінуючих клітин, скоріш за 
все, мають тенденцію до утворення модального 
класу при становленні клітинної лінії G1 миші in 
vitro. Відсутність вираженого модального класу та 
модального числа хромосом свідчить про те, що 
клітини на 15-му пасажі культивування ще знахо
дяться на етапі становлення клітинної лінії. 

На 24-му пасажі культивування in vitro попу
ляція клітин лінії G1 також була високогетероген
ною за кількістю хромосом, зокрема, в ній нарахо
вувалося до 20 модальних класів (рис. 1,6). Проте 
кількість груп клітин, які мають тенденцію до 
утворення модального класу, зменшилася до чо
тирьох, а саме: білядиплоїдна (42—48), білятетра-
площна (80—88), біляпентаплоїдна (94—98) і бі-
лягексаплощна (118—122) (рис. 1,6). Варто зазна
чити, що й на 24-му пасажі культивування клітин, 
як і на 15-му, виявлено значну варіабельність за 
кількістю хромосом (від білягаплоідів до гіпергек-
саплоїдів із значною кількістю клітин біляпента-
плоїдного ряду) та відсутність вираженого модаль
ного числа хромосом і модального класу. 

У популяції клітин лінії G1 на 53-му пасажі 
культивування in vitro нараховувалося вже біля 13 
модальних класів клітин за кількістю в них хромо
сом (рис. 1, в). Каріотипічна гетерогенність тут 
зберігалась, однак спостерігали зменшення кіль
кості груп клітин із тенденцією до утворення мо
дального класу — домінування клітин біляпента-
плоїдного ряду, серед яких дві біляпентаплоїдні 
групи (92—98 і 108—112) та клітини білягекса-
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Рис. 1. Розподіл кількості хромосом у клітинах лінії G1 миші при культивуванні in vitro: а — 15; б — 24; б — 53; г — 68; д — 104; 
е — 140-й пасажі. По осі абсцис — кількість хромосом; по осі ординат — частота клітин із даною кількістю хромосом (%) 

плоїдної групи (118—122). Також виокремилася 
група білядиплоїдних клітин (38—44). 

На 68-му пасажі культивування in vitro від
булася зміна домінуючих популяцій біляпента- та 
білягексаплоїдних клітин. Таке явище не є рідкіс

ним при тривалому культивуванні [7]. Кількість 
модальних класів зменшилася до дев'яти, та до
мінували популяції клітин білягаплоїдної (18—28), 
гіподиплоїдної (30—38), гіпердиплоїдної (46—57) 
та білятриплоїдної (60—66) груп із значною пере-
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Таблиця 1 
Розподіл клітин лінії G1 мииіі за кількістю хромосом на різних пасажах 

П р и м і т к а . «—» — Не спостерігали. 

вагою клітин із диплоїдною кількістю хромосом 
(40) (рис. 1, г). Однак у цьому разі в невеликій 
кількості ще були присутні клітини більшої плоїд-
ності, а саме: білятетраплоїдного, біляпентаплоїд-
ного ряду та незначна кількість білягексаплоїдів. 

При дослідженні наступних пасажів спосте
рігали відновлення домінування популяцій клітин 
біляпента- та білягексаплоїдного рядів, зменшення 
гетерогенності клітин за кількістю в них хромосом. 
При цьому зменшилася частка клітин, у яких 
менше 80 хромосом, і стрімко зросла частка бі-
ляпентаплоїдів (рис. 1, д, е). Зокрема, на 104-му 
пасажі у популяції клітин лінії G1 домінували 
біляпентаплоїдні клітини та нараховувалося біля 
п'яти модальних класів (рис. 1, 9), а на 140-му 
пасажі виокремилися два модальних класи з кіль
кістю хромосом 94—98 і 102—108 (рис. 1, е) та два 
модальних числа хромосом — 98 і 102. Це можна 
розглядати як початковий етап стабілізації клітин
ної лінії G1. 

Досліджувана клітинна лінія, незважаючи на 
своє клональне походження [3], виявила каріоти-
пічну гетерогенність у дуже широких межах та 
характеризувалася частою зміною домінуючих кло
нів. Саме тому процес її становлення був дуже 
тривалим у часі і початок стабілізації припав аж на 
140-й пасаж порівняно з імморталізацією клітин

них ліній, одержаних з 14-денних ембріонів мишей 
лінії BALB/c, яка відбувалася до 20-го пасажу, а 
також з початком стабілізації клітинних ліній, 
одержаних при тривалому культивуванні in vitro 
клітин рабдоміосаркоми мишей, що проходила на 
30—50-му пасажах [7, 8] . 

Розподіл клітин лінії G1 миші на великі групи 
за плоїдністю виявив значний відсоток гіперплоїд-
них клітин (2/г > 40) на всіх етапах становлення 
нової клітинної лінії G1 миші (табл. 1). Проте 
спостерігали коливання вмісту високоплоїдних клі
тин (2п > 100) з надто різким зменшенням їхньої 
кількості на 68-му пасажі (табл. 1). Саме на цьому 
пасажі виявлено домінування клітин білядиплоїд-
ного ряду та найвищу кількість клітин із диплоїд-
ним набором хромосом — біля 4 % порівняно з 
менш ніж 1 % на більш ранніх пасажах та їхньою 
відсутністю на початок стабілізації клітинної лінії. 
Кількість еуплоїдних клітин (х 20) у процесі куль
тивування не зазнала суттєвих коливань, незначні 
зміни у їхньому вмісті спостерігали на 53-му па
сажі культивування in vitro, зокрема, біля 1 % 
відносно 3—4 % на інших пасажах (табл. 1). 

У процесі культивування популяції клітин лінії 
G1 миші виявлено значний відсоток клітин із 
транслокаціями хромосом за робертсонівським ти
пом (табл. 2). У клітинах спостерігали від однієї до 
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Таблиця 2 
Розподіл клітин лінії G1 миші за кількістю робертсонівських транслокацій (РТ) 

П р и м і т к а . «—» — Не спостерігали. 

п'яти робертсонівських транслокацій (РТ) на мета
фазу (рис. 2). Так, уже на 15-му пасажі знайдено 
понад 60 % клітин із РТ. При подальшому культи
вуванні спостерігали зменшення кількості клітин із 
РТ до близько 18 % на 68-му пасажі. Однак їхня 
кількість знову стрімко зросла до понад 70 % на 
140-му пасажі. Отже, висока частота клітин із РТ 
є характерною особливістю клітинної лінії G1. 

Відомо, що для мишей лінії BALB/c цитогене-
тичні аномалії, пов'язані із внутрішньохромосом-
ними пошкодженнями, є типовими, наприклад, 
хромосомні аберації та РТ. 

Так, за даними Вагіної та співавт., у клітинах 
кісткового мозку мишей лінії BALB/c, із яких 
одержано досліджувану клітинну лінію, частота РТ 
становила біля 7 % [9 ]. Відомо також, що міжхро-
мосомні асоціації гомологічних і негомологічних 
хромосом за типом РТ обумовлюються адаптацією 
клітин до умов культивування та є зручними 
хромосомними маркерами відповідних клітинних 
ліній [10]. Можливо, одержані з мишей лінії 
BALB/c ембріональні клітини вже початково були 
схильними до утворення РТ. 

Порівнявши результати хромосомного аналізу 
з розподілу клітин за кількістю в них хромосом, 
їхньою плоїдністю та кількістю РТ, можна зробити 
висновок стосовно того, що в клітинах лінії G1 з 
високою плоїдністю, зокрема, біляпентаплоїдах і 
білягексаплоїдах значно зростає частка РТ. Тобто 
процес поліплоїдизації геному миші супроводжує
ться численними асоціаціями акроцентричних хро
мосом у метацентричні. Геном клітини намагається 
у такий спосіб зменшити кількість хромосом без 
втрати генетичного матеріалу. При зростанні пло-

їдності клітин відповідно збільшується і кількість 
різноманітних генів, у тому числі й онкогенів. 
Завдяки цьому клітинам з вищою плоїдністю при
таманний підвищений адаптивний потенціал і се
лективні переваги за умов in vitro порівняно з 
клітинами, що мають нормальний каріотип. 

Використовуючи базу даних клітинних ліній 
HyperCLDB (Cell Line Data Base hypertext; ht-
tp://www.biotech.ist.unigue.it), знайдено, що всього 
з мишей одержано 582 клітинні лінії, з мишей лінії 
BALB/c—-біля 111 (http://www.biotech.ist.unigue.i-
t/cldb/spestr.html). До того ж виділені саме з цих 
мишей клітинні лінії є переважно мієломними [11] 
і лише незначна їхня кількість є фібробластоподіб-
ними культурами з моношаровим ростом. 

Серед представлених у каталозі російської ко
лекції клітинних культур [12] за каріотипічними 
характеристиками мінливість таких ліній за кіль
кістю хромосом знаходиться в межах 50—80 хро
мосом і дуже рідко — біля 60—100, деякі мають 
мініхромосоми, хромосомні маркери — метацент-
рики або субметацентрики. Найчастіше в клітин
них лініях мишей відмічають структурні перебудо
ви хромосоми 15, рідше — хромосом 1, 6 і 12 [1]. 
Однак для мишей лінії BALB/c у клітинах кіст
кового мозку показано найактивнішу участь у РТ 
хромосом 1, 12 і 5 [13]. Попередні результати 
детального каріотипічного аналізу клітин лінії G1 
вказують на те, що в клітинах досліджуваної лінії 
спостерігається тенденція до переважної участі в 
утворенні РТ найбільших хромосом геному миші, 
тобто 1, 2 і 3. 

При аналізі препаратів метафазних хромосом 
клітин лінії G1 миші виявлено також інші хромо-
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Рис. 2. Метафазні пластинки клітин лінії G1 із робертсонівськими транслокаціями (вказано стрілками) 

. 4 

Рис. 3. Хромосомні абе
рації у клітинах лінії G1 
миші: чорні стрілки — 
хроматидний розрив; чорні 
ш т р и х о в і — а ц е н т р и ч н і 
фрагменти; білі стрілки — 
симетричні та асиметричні 
обміни; товста стрілка — 
транслокація 

сомні аберації [3, 4, 14], зокрема, хроматидні та 
хромосомні розриви з утворенням ацентричних 
фрагментів, симетричні та асиметричні обміни і 

транслокації (рис. 3), а також кільця, мініхро-
мосоми з функціональними центромерами та ве
ликі перебудовані хромосоми. 
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Знайдені в клітинах нової лінії G1 миші різ
номанітні форми патологічних мітозів свідчать про 
порушення функцій як самих хромосом, так і 
роботи всього мітотичного апарату [4, 15]. Підви
щена хромосомна нестабільність та інтенсивне про
тікання каріотипічної еволюції клітин досліджу
ваної лінії разом із патологіями мітозу вказують на 
пошкодження регуляції мітозу, а саме — на втрату 
контрольної точки мітозу (the mitotic checkpoint) 
або контрольної точки веретена (the spindle check
point). У таких клітинах порушення регуляції нор
мального перебігу клітинного циклу призводить до 
каскаду реакцій розбалансування усіх процесів клі
тини, від яких залежить їхня подальша доля. 

Не менш важливо й те, що в клітинах лінії G1 
пошкоджено й репараційні системи, про що свід
чать різноманітні хромосомні аберації (зокрема, 
розриви). При цьому еуплоїдні клітини та анеу-
плоїди з різних груп плоїдності, а також хромо
сомні аберації, включаючи РТ, створюють роз
маїття генетично різних клонів і, таким чином, 
забезпечують матеріал для селекції найпристосо-
ваніших клонів клітин до умов культури. І такими 
клітинами виявляються трансформовані клітини з 
пошкодженою регуляцією стабільності геному. 

Постає питання: чи виникають аналогічні змі
ни хромосомного апарату при культивуванні сто
вбурових клітин людини, які пропонуються для 
використання в клітинній та генній терапії? Адже, 
навіть дотримуючись основних умов культивування 
стовбурових клітин, у клітинах лінії G7 миші 
також спостерігали геномні мутації [3], до того ж 
з'являються дані і про накопичення мутацій у 
популяціях ембріональних стовбурових клітин при 
культивуванні [16]. 

Висновки. Для клітинної лінії G1 миші харак
терна інтенсивна каріотипічна еволюція, супровод
жувана підвищеною хромосомною нестабільністю, 
та тривалий етап становлення з початком стабі
лізації клітинної лінії на 140-му пасажі. Виявлено 
домінування клітин високої плоїдності (зокрема, 
біляпентаплоїдів), а також значний відсоток клітин 
із РТ на всіх етапах становлення досліджуваної 
клітинної лінії. 

Автори висловлюють щиру подяку І. М. Вагіній 
і Т. Т. Глазко за корисні поради при підготовці 
рукопису, а також В. І. Андрієнку — за допомогу в 
проведенні мікрофотографування. 

A. P. Iatsyshyna, О. V. Pidpala, Т. P. Kochubey, L L Lukash 

Cytogenetic analysis of the spontaneously immortalized mouse cell 
line Gl 

Summary 

Cytogenetic analysis of the spontaneously immortalized mouse cell 
line Gl has been carried out on passages 15, 24, 53, 68, 104 and 
140 of in vitro cultivation. Gl cells were revealed to have quan
titative chromosome changes, different chromosomal aberrations, 
and a particularly high percentage of Robertsonian translocations. 
The heterogeneity of cell population was observed to diminish during 
long-term cell cultivation The karyotypic evolution of cells lasted 
not less than 140 passages on the stage of formation 

Keywords: karyotypic evolution, chromosome aberration, Ro
bertsonian translocation 

А. П. Яцышина, О. В. Пидпала, Т. П. Кочубей, Л. Л. Лукаш. 

Цитогенетический анализ с нтанно иммортализованной 
клеточной линии G1 мыши 

Резюме 

Проведен цитогенетический анализ спонтанно иммортализо-
ванных клеток мышиной линии G1 на 15, 24, 53, 68, 104 и 
140-м пассажах культивирования in vitro. Показано, что клет
ки линии G1 имели количественные изменения хромосом и 
разные хромосомные аберрации, особенно высокую частоту 
робертсоновских транслокаций. В процессе длительного пасси
рования наблюдали снижение гетерогенности клеточной попу
ляции. Кариотипическая эволюция клеток на этапе становле
ния длилась не менее 140 пассажей. 

Ключевые слова' кариотипическая эволюция, хромосомные 
аберрации, робертсоновские транслокации. 
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