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Введение. Спонтанные хромосомные аберрации в линиях индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (иПСК) 
обнаруживаются с частотой около 20%, что препятствует их дальнейшему использованию в исследовательских и медицинских 
целях. Одним из наиболее рациональных подходов к рутинному контролю генетической стабильности иПСК является таргетное 
выявление рекуррентных аномалий кариотипа, 20-60% которых может составлять трисомия по хромосоме 12. Трисомия 12 приводит 
к нарушению способности к дифференцировке, динамики репликации и сопровождается быстрым вытеснением эуплоидного клона. 
Цель. Разработка протокола получения флуоресцентных ДНК-зондов, специфичных к перицентромерным повторам хромосомы 
12, для выявления анеуплоидии методом FISH. 
Результаты. Разработан двухстадийный протокол получения ДНК-зондов на основе ПЦР с геномной ДНК в качестве матрицы 
с последующим клик-химическим прямым мечением флуорохромом. На линиях иПСК с известными эуплоидным и анеуплоидным 
кариотипами отработаны условия гибридизации и подтверждена эффективность и специфичность выявления хромосомы 12 
на метафазных пластинках и в интерфазных ядрах.
Выводы. FISH с собственными несерийными ДНК-зондами повышает доступность исследования копийности хромосомы 12 
в иПСК, что способствует своевременному выявлению функционально значимых генетических нарушений в клеточных линиях.    
Ключевые слова: FISH, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, иПСК, хромосома 12, центромера, анеуплоидия.
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Background. Approximately 20% of induced pluripotent stem cell (iPSC) lines spontaneously acquire chromosomal abnormalities, 
which hinders their use in research and medical applications. One rational approach for routine monitoring of genetic stability in iPSCs 
is the targeted detection of recurrent karyotype anomalies, 20-60% of which may involve trisomy of chromosome 12. Trisomy 12 leads 
to impaired differentiation capacity and replication dynamics and is associated with the rapid displacement of the euploid clone.
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Aim. To develop a protocol for the production of fluorescent DNA probes for the detection of chromosome 12 aneuploidy.
Results. A two-stage protocol for obtaining DNA probes based on PCR, using genomic DNA as the template, has been developed, 
followed by direct click-labeling with a fluorochrome. Hybridization conditions have been optimized for iPSC lines with known euploid 
and aneuploid karyotypes, confirming the effectiveness and specificity of detecting chromosome 12 on metaphase spreads and in 
interphase nuclei.
Conclusions. FISH using custom DNA probes enhances the availability of chromosome 12 copy number analysis in laboratories, 
facilitating the timely detection of functionally significant genetic abnormalities in cell lines
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Введение

Митотическая нестабильность является одним 
из фундаментальных свойств плюрипотент-
ного состояния клеток [1, 2]. Частота спон-

танного возникновения хромосомных аберраций в ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клетках 
(иПСК) по разным оценкам может достигать 20-80% 
линий в зависимости от условий и продолжительно-
сти культивирования [3,4], а скорость вытеснения эу-
плоидного клона аномальным может измеряться не-
сколькими пассажами [5]. В связи с этим генетический 
анализ иПСК рекомендуют проводить через каждые 
10 пассажей [6-8].

Наиболее изученными и распространенными гене-
тическими аномалиями иПСК на данный момент счи-
таются крупные хромосомные аберрации и мутации, 
ассоциированные с онкогенезом. Некоторые анеупло-
идии, возникшие in vitro или изначально присутство-
вавшие в репрограммируемых клетках, подвергаются 
спонтанной коррекции кариотипа, тогда как частич-
ные или полные трисомии по хромосомам 1, 8, 12, 17, 
20 и Х, а также моносомии по хромосомам 10 и 18 спо-
собствуют лучшей адаптации клеток к культивирова-
нию, приводят к сохранению и доминированию ано-
мального клона и выявляются как рекуррентные ано-
малии в культурах иПСК [6]. 

Трисомия по хромосоме 12 считается самой рас-
пространенной анеуплоидией в иПСК, а также харак-
терна для эмбриональных плюрипотентных стволовых 
клеток, эмбриональной карциномы и герминогенно-
го рака яичка. Относительная частота этой аберрации 
в линиях иПСК может достигать 64% от всех анома-

лий кариотипа, но в последние годы отмечено сниже-
ние доли трисомии 12 до 19-25% [4]. На хромосоме 12 
расположены гены NANOG, DPPA3 и GDF3, ассоцииро-
ванные с плюрипотентностью, а также онкоген KRAS 
и регулятор клеточного цикла CCND2. Трисомия 12 
и связанные с ней изменения транскриптома наруша-
ют способность клеток к дифференцировке в мезендо-
дермальном направлении, чувствительность к апопто-
зу и противоопухолевым препаратам, а также способ-
ствуют дальнейшему накоплению мутаций [5, 9-12]. 

Для рутинного выявления рекуррентных анеупло-
идий в иПСК, а также для уточнения результатов ка-
риотипирования применяется метод флуоресцентной 
гибридизации in situ (FISH). Дополнительными преи-
муществами метода являются возможность анализа ин-
терфазных ядер и учета большего числа клеток, а также 
меньшая зависимость результата исследования от ква-
лификации исполнителя по сравнению с кариотипи-
рованием. Целью исследования было получение соб-
ственных центромер-специфичных ДНК-зондов для 
анализа копийности хромосомы 12 в иПСК. Особен-
ностью разработанного протокола является простота 
выполнения и общедоступность реагентов. 

Материалы и методы

Культивирование иПСК
Клетки, предназначенные для кариотипирования, 

культивировали в шестилуночных планшетах, покры-
тых матригелем IPS-Verified Star Matrigengel (ABW, Ки-
тай) в среде TeSR-E8 (StemCell Technologies Inc.) в ин-
кубаторе с 5% CO2 при 37° и ежедневной смене среды. 
При достижении 30-40% конфлюентности клетки син-
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хронизировали истощением среды в течение одних до-
полнительных суток и внесением свежей порции сре-
ды за 24 часа до фиксации.

Получение цитогенетических препаратов
Клетки останавливали в митозе добавлением 

0,1 мкг/мл демеколцина в течение 40-60 мин. (Sigma-
Aldrich, CША), снимали трипсинизацией, осаждали 
и проводили гипотоническую обработку 0,55% KCl 
при 37°С в течение 14 минут, фиксировали по 10 минут 
в трех сменах охлажденного метанола/ледяной уксус-
ной кислоты 3:1. Полученные суспензии клеток нано-
сили на охлажденные предметные стекла и высушивали. 

Кариотипирование методом  
G-подобного окрашивания
Дифференциальное G-окрашивание хромо-

сом проводили с помощью DAPI с контрастирова-
нием актиномицином D, заключали в фотозащит-
ную среду Glycerol Mounting Medium − Anti-Fade with 
DAPI (Abcam, Великобритания).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
Для получения фрагментов центромерных по-

второв, специфичных для хромосомы 12, были ис-
пользованы ранее опубликованные праймеры к по-
втору D12Z3 (F:GATGAAGGAGTTTGGAGACACT; 
R:CTGTCGAACATTACAGGAAGAAATC) [13]. Ам-
плификация проводилась с использованием набо-
ра БиоМастер LR HS-ПЦР (2x) (Biolabmix, Россия) 
с добавлением в ПЦР-смесь 0,2mM амино-11-dUTP 
(Люмипроб, Россия) на амплификаторе Eppendorf 
при режиме: денатурация 94° 5 мин., 25 циклов: 
94° 20 сек., 60° 20 сек., 68° 45 сек. и финальная элон-
гация при 68° 4 мин. Для предсказания специфично-
сти амплификации и возможных сайтов отжига по-
лученного ампликона использовали он-лайн ресурсы  
In-Silico PCR и Blat геномного браузера UCSC, сбор-
ка T2T  CHM13v2.0/hs1. 

Амплификат оценивали методом электрофореза 
в 1% агарозном геле и осаждали в этаноле.  

Флуоресцентное мечение  
амино-11-ДНК ампликонов
Протокол клик-химического мечения основан на 

ранее опубликованном исследовании  [14] с модифика-
циями. Амплификат амино-11-ДНК растворяли в 0,1М 
NaHCO3 pH 8,3-8,5 и вносили 1,5 мкл 20 мМ AF488-NHS 
эфира (Люмипроб, Росиия) на 1 час при комнатной тем-
пературе, далее осаждали этанолом и растворяли в воде.

FISH
Препараты метафазных хромосом выдерживали 

5 мин. в 2xSSC (0,3M NaCl, 0,03M NaCitrate, pH 7,0) при 
37°, проводили предобработку пепсином в 0,01M HCl 
5 мин. при 37°. Стекла инкубировали в фосфатно-со-
левом буфере (PBS) комнатной температуры  3 мин. 
и в растворе PBS с 50mM MgCl2 5 мин. Предфиксацию 
формалином (1% формалин в PBS/50mM MgCl2) про-
водили при комнатной температуре в течение 10 мин., 
затем промывали в 2xSSC  и в ddH2O и дегидратирова-
ли в этаноле по 2 мин. при каждой концентрации (70%, 
80%, 96%). Зонд растворяли в гибридизационном буфе-
ре, содержащем 10% сульфата декстрана MW > 500 000  
(Sigma), 2xSSC и 50% или 70% деионизированного фор-
мамида (Sigma). Проводили совместную денатурацию 
препарата и зонда в гибридайзере  LFHS-A10, програм-
ма денатурации 7 мин. при 76° и гибридизации 42°  в те-
чение 18 ч. Постгибридизационная отмывка включала 
двухминутную инкубацию  в 2xSSC при 70°, 1-минут-
ную инкубацию  в 2xSSC при комнатной температуре 
и промывку в ddH2O. Препараты заключали в глице-
риновую фотозащитную среду с DAPI (Abcam), анализ 
проводили с использованием флуоресцентного микро-
скопа Zeiss Axio Imager A2  при увеличении 1000x  и 200x.

Результаты и обсуждение

Получение ДНК-зондов, специфичных к хромосоме 12
Центромеры человека образованы тандемными 

повторами 171 п.н. альфа-сателлитной ДНК, слож-
но организованными в повторы более высокого по-
рядка, при этом высокая степень гомологии между 
центромерами разных хромосом затрудняет их диф-
ференцирование при гибридизации. При получении 
ДНК-зондов на основе ПЦР в ряде случаев в качестве 
матрицы может быть использована геномная ДНК, 
например, опубликованы праймеры для получения 
зондов к центромерам хромосом 1, 3, 6, 7, 17, Х [15], 
но большинство протоколов подразумевает использо-
вание в качестве основы для зондов или матрицы для 
ПЦР хромосом-специфичных библиотек (ВАС-кло-
ны, микродиссекция или сортинг хромосом, клеточ-
ные гибриды) [16, 17]. Это ограничивает возможности 
рутинного получения собственных зондов лаборатори-
ями, не обладающими соответствующими коллекци-
ями библиотек или специализированным оборудова-
нием для их получения.

Группе Contreras-Galindo с соавт. удалось подо-
брать уникальные ПЦР-праймеры к маркерным участ-
кам центромер всех хромосом человека, кроме 19-й, 
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предназначенные для изучения копийности повто-
ров методом количественной ПЦР [13]. Для созда-
ния ДНК-зондов, специфичных к центромере хромо-
сомы 12, мы провели классическую ПЦР на матрице 
геномной ДНК с праймерами к D12Z3, опубликован-
ными этой группой, с получением продукта разме-
ром 785 п.н. Согласно UCSC in silico PCR (сборка T2T 
CHM13v2.0/hs1), ПЦР-продукт синтезируется исклю-
чительно с хромосомы 12, однако теоретически может 
отжигаться на гомологичные районы хромосом 7, 10, 
5, 16, 19 (UCSC Blat). 

Размер получаемого ПЦР-продукта позволяет ис-
пользовать его в качестве зонда без предварительной 
фрагментации. Мечение фрагментов ДНК малого 
размера методом ник-трансляции нецелесообразно, 
поэтому включение метки проводили через введение 
в реакционную ПЦР-смесь модифицированного ос-
нования амино-11-dUTP. Далее проводили клик-ре-
акцию очищенного ПЦР-фрагмента, содержаще-
го аминогруппы, с активированным (NHS) эфиром 

флуорохромов AF488 (зеленый спектр эмиссии) или 
AF594 (красный). 

Амино-модификация аналога тимина не затрудня-
ет его взаимодействие с полимеразой и обеспечивает 
высокую плотность включения его в состав ПЦР-про-
дукта, неферментативная конъюгация зонда с флюо-
рохромом повышает воспроизводимость и эффектив-
ность мечения. Таким образом, был создан ДНК-зонд 
на основе ампликонов с геномной ДНК в качестве ма-
трицы, напрямую связанный с флуорохромом.

Подбор условий FISH для специфичной гибридизации 
зондов на центромеру хромосомы 12

Для предотвращения кросс-гибридизации центро-
мерных ДНК-зондов с нецелевыми хромосомами ги-
бридизацию и отмывки проводят в жестких условиях. 
Мы использовали стандартный температурный режим 
(совместная денатурация препарата и зонда при 76° 
и гибридизация при 42°) и два варианта гибридизаци-
онного буфера, содержащего 50% и 70% формамида. 

Таблица. Анализ числа копий хромосомы 12 в ИПСК с использованием собственных центромерных FISH-зондов.

Table. Сhromosome 12 copy number analysis in iPSCs using custom centromeric DNA-probes.

линия 1 сигнал 2 сигнала 3 сигнала n

Px 1-2 cl 12 54 671 296 1021

5,28% 65,7% 28,99%

MAK-F 39 586 16 641

6,08% 91,42% 2,49%

Рис. 1. Влияние концентрации формамида на специфичность гибридизации зонда. А. Гибридизация зонда на метафазных хро-
мосомах при использовании буфера с 50% формамидом. Б. Гибридизационные сигналы на метафазных хромосомах при кон-
центрации формамида 70%.

Fig. 1. Effect of formamide concentration on probe hybridization specificity. A. Probe hybridization on metaphase chromosomes us-
ing a buffer with 50% formamide. B. Hybridization signals on metaphase chromosomes at a formamide concentration of 70%.
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Оба протокола позволили получить FISH-препараты 
удовлетворительного качества (рис. 1), но концентра-
ция формамида 70% полностью подавляла неспеци-
фическую гибридизацию без потери яркости сигна-
лов хромосомы 12.

Исследование с помощью собственных ДНК-зондов  
копийности хромосомы 12 на линиях иПСК  
с известными эуплоидным и анеуплоидным 
кариотипами

Для изучения возможностей полученного зонда 
при оценке анеуплоидии по хромосоме 12 мы исполь-
зовали две линии иПСК, кариотип которых был оце-
нен методом G-окрашивания. По результатам кариоти-
пирования в линии MAK-F все метафазные пластинки 
имели нормальный мужской кариотип, а в линии PX 
1-2 cl 12 была обнаружена дополнительная хромосома 
12 в 23,5% (4 из 17) метафазных пластинок (рис. 2А). 

Результат FISH-анализа интерфазных ядер в двух 
линиях представлен в таблице. Частота выявленной 
моносомии составила 5-6% в обеих линиях, что со-
гласуется с результатами, получаемыми при исполь-
зовании серийных зондов [18] и, вероятно, отражает 
величину погрешности метода, связанную с неабсо-
лютной эффективностью гибридизации или потерей 
части сигналов, расположенных на разном фокусном 
расстоянии в объёме ядра. Гибридизация с собствен-
ным ДНК-зондом позволила детектировать трисо-
мию по хромосоме 12 в 29% интерфазных ядер линии 
PX 1-2 cl 12 (рис. 2Б), что свидетельствует об эффек-
тивности и высокой точности выявления аномаль-
ного клона. Небольшая доля (2,5%) ядер с тремя сиг-

налами, выявленными в эуплоидной линии MAK-F, 
соответствует фоновому уровню анеуплоидий по ау-
тосомам, регистрируемому различными исследовате-
лями в иПСК [19,20].

Заключение

Нами предложен простой протокол создания соб-
ственных ДНК-зондов для выявления центромер хро-
мосомы 12, позволяющий в два этапа (за один день) 
получать высокоэффективные и специфичные зон-
ды с использованием общедоступного лабораторного 
оборудования и реактивов. Продемонстрирована воз-
можность применения собственных ДНК-зондов для 
выявления рекуррентной трисомии по хромосоме 12 
в линиях иПСК.
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