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Молекулярное картирование афидиколин-чувствительных ломких сайтов хромосом  
в ИПСК человека выявило нестабильность длинных клинически значимых генов 
Кислова А.В., Свиридов Ф.С., Пожитнова В.О., Свиридова В.В., Киселев Д.С., Гумерова Л.И., Воронина Е.С., Жегло Д.Г.
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Введение. Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) выступают важной моделью для изучения процессов 
эмбриогенеза и генетических заболеваний. В то же время для ИПСК характерны повышенный уровень стресса репликации и 
генетическая нестабильность в митозе. В условиях стресса репликации в хромосомном материале происходят разрывы в участках 
конститутивных ломких сайтов (кЛС), наблюдаемые на метафазных пластинках. Картирование кЛС в ИПСК помогает лучше понять 
функциональные последствия стресса репликации для полученных из ИПСК производных, а также механизмы соматического 
мутагенеза (в том числе в эмбриональном периоде). Текущее исследование продолжает работу по картированию кЛС в ИПСК 
человека в контексте изучения их генетической стабильности и безопасности.
Цель: молекулярное картирование кЛС хромосом в ИПСК методом FISH с зондами, маркирующими границы длинных генов.
Методы. ИПСК человека культивировались бесфидерным методом. Индукцию хроматидных разрывов проводили добавлением в 
среду афидиколина и кофеина. Зонды FISH, специфичные к границам изучаемых генов, были получены с помощью ПЦР длинных 
фрагментов и ник-трансляции.
Результаты. Гены-мишени были выбраны на основе их размера внутри границ хромосомных бэндов, в которых наблюдались 
хроматидные разрывы при обработке ингибиторами репликации. Флуоресцентные сигналы от зондов FISH, специфичных 
к границам генов ANKS1B, LRP1B, WWOX, NRXN3, LINGO2, PRKN, регистрировались по разные стороны от хроматидного разрыва, 
что свидетельствовало о локализации кЛС в пределах гена-мишени. 
Выводы. Показана репликационная нестабильность в ИПСК для шести клинически значимых генов, которые функционально 
связаны с онкогенезом и развитием и функционированием нервной ткани. Эти результаты могут прояснить роль стресса 
репликации при формировании соматического мозаицизма в эмбриогенезе. Также мутации в этих генах могут сказаться на 
функциональной состоятельности дифференцированных производных ИПСК.
Ключевые слова: индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), стресс репликации, ANKS1B, LRP1B, WWOX, 
NRXN3, LINGO2, PRKN.
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Molecular mapping of aphidicolin-sensitive fragile chromosome sites  
in human iPSCs reveals instability of long clinically relevant genes
Kislova A.V., Sviridov F.S., Pozhitnova V.O., Sviridova V.V., Kiselev D.S., Gumerova L.I., Voronina E.S., Zheglo D.G.
Research Centre for Medical Genetics
1, Moskvorechie st., Moscow, 115522, Russian Federation

Background. Induced pluripotent stem cells (iPSCs) serve as an important model for studying the processes of embryogenesis and 
genetic diseases. At the same time, iPSCs are characterized by elevated levels of replication stress and genetic instability during mitosis. 
Under conditions of replication stress, breaks occur in the chromosomal material at constitutive fragile sites (CFS), which are observed on 
metaphase plates. Mapping CFS in iPSCs helps to better understand the functional consequences of replication stress for the derivatives 
obtained from iPSCs, as well as the mechanisms underlying somatic mutagenesis (including those occurring during the embryonic 
period). The current study continues the work on mapping constitutive fragile sites in human induced pluripotent stem cells in the 
context of investigating their genetic stability and safety.
Aim. Molecular mapping of constitutive fragile sites in iPSCs using FISH probes marking the boundaries of long genes.
Methods. Human iPSCs were cultured using a feeder-free method. Induction of chromatid breaks was performed by adding aphidicolin and 
caffeine to the medium. FISH probes specific to the boundaries of the studied genes were obtained using long range PCR and nick translation.
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Results. The target genes were selected based on their size within the boundaries of the chromosomal bands where chromatid breaks 
were observed following treatment with replication inhibitors. Fluorescent signals from FISH probes specific to the boundaries of the 
genes ANKS1B, LRP1B, WWOX, NRXN3, LINGO2, and PRKN were detected on either side of the chromatid break, indicating the localization 
of the CFS within the target gene.
Conclusion. Replication instability has been revealed in iPSCs for six clinically significant genes that are functionally associated with 
oncogenesis and the development and functioning of nervous tissue. These results may clarify the role of replication stress in the 
formation of somatic mosaicism during embryogenesis. Additionally, mutations in these genes may affect the functional viability of 
differentiated derivatives of iPSCs.
Keywords: induced pluripotent stem cells (IPSC), replication stress, ANKS1B, LRP1B, WWOX, NRXN3, LINGO2, PRKN.
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(StemCell Technologies). Афидиколин (A4487, Sigma 
Aldrich) в конечной концентрации 0,1 мкМ и 1 мМ ко-
феин (C0750, ReagentPlus®) добавляли со свежей сре-
дой за 24 ч до фиксации клеток.

Собственные FISH-зонды были получены путем 
флуоресцентного мечения ампликонов ПЦР длин-
ных фрагментов (BioMaster LR HS-PCR 2 × master mix 
(Biolabmix, Россия)).

Для проведения FISH препараты метафаз ко-де-
натурировали с зондом при 76°C в течение 5 мин и ги-
бридизовали при 37°C в течение 24–48 ч в системе 
LFHS-A10.

Результаты и обсуждение

Для моделирования стресса репликации в лабо-
раторных условиях клеточная культура обрабатывает-
ся 0,1 мкМ афидиколина и 1 мМ кофеина, и в точках 
расположения кЛС наблюдаются пробелы и разры-
вы на метафазных пластинках. Установить локали-
зацию разрывов в геноме можно путём G-бэндинга, 
однако его разрешающая способность не позволя-
ет определить, какие именно гены являются горячи-
ми точками хромосомной нестабильности в услови-
ях индуцированного стресса репликации в ИПСК. 
На основе предварительных данных G-бэндинга был 
проведён анализ участков хромосомной ломкости в ге-
номном браузере UCSC. Так как известно, что кЛС 
чаще всего расположены в длинных генах (1 млн п.н. 
и больше), на основе этого были отобраны гены-кан-
дидаты. Синтезировали зонды FISH, специфичные 

 Введение

Индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки (ИПСК) выступают важной моделью 
для изучения процессов эмбриогенеза и гене-

тических заболеваний. ИПСК также являются ресур-
сом для получения программируемых производных. 
В то же время для ИПСК характерны повышенный 
уровень стресса репликации и генетическая нестабиль-
ность в митозе. В условиях стресса репликации в хро-
мосомном материале происходят разрывы в участках 
конститутивных ломких сайтов (кЛС), наблюдаемые 
на метафазных пластинках [1, 2]. Паттерн кЛС ткане-
специфичен и не был ранее изучен для ИПСК. В ла-
боратории ведется работа по идентификации генов, 
для которых характерна нестабильность в ИПСК. Ра-
нее командой лаборатории уже была опубликована ра-
бота о первом картированном в ИПСК конститутив-
ном ломком сайте, находящемся в нейрональном гене 
ANKS1B. Текущее исследование продолжает изучение 
кЛС в ИПСК в контексте их генетической стабильно-
сти и безопасности.

Цель исследования: молекулярное картирование 
кЛС хромосом в ИПСК методом FISH с зондами, мар-
кирующими границы длинных генов.

Методы 

Линия клеток ИПСК RCMGi001-A была взята 
из Биобанка «Всероссийская коллекция биологиче-
ских образцов наследственных заболеваний» (ФГБНУ 
МГНЦ, Москва, Россия). Культуру вели на подложке 
IPS-Verified Star Matrigel (ABW, Китай) в среде TeSR-E8 
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к участкам, соответствующим началу и концу каждо-
го гена-кандидата. Таким образом, при обнаружении 
на метафазной пластинке разрыва сигнал наблюдался 
по обе стороны от него (рисунок).

В настоящий момент лабораторией картированы 
кЛС в ИПСК в шести генах: ANKS1B, LRP1B, WWOX, 
NRXN3, LINGO2, PRKN. Гены LRP1B  [3] и WWOX  [4, 
5] описаны в литературе как опухолевые гены, также 
упоминается онкоспурессорная функция гена PRKN 
[6]. Остальные гены связаны с развитием и функци-
ями нервных тканей [7, 8, 9, 10]. Отмечена связь ге-
на WWOX с эпилептической энцефалопатией [11, 12].

Заключение

Дифференцированные производные ИПСК могут 
наследовать возникшие в них генетические аномалии. 
Поэтому важно уделять внимание вопросу стабильно-
сти генов, важных для получаемых из них дифферен-
цированных производных, а также связанных с кан-
церогенезом.

Нейрональные прогениторные и стволовые клет-
ки, в том числе полученные из ИПСК, нашли широ-
кое прикладное применение в лечении нейродегене-
ративных заболеваний (болезнь Паркинсона, боковой 
амиотрофический склероз, рассеянный склероз, бо-
лезнь Гентингтона) [13]. Таким образом, регенератив-
ная медицина подняла вопрос об изучении стабильно-
сти нейрональных генов в ИПСК. В то же время в силу 
длины нейрональных генов часто именно они содер-
жат в себе кЛС, что говорит об их важности как объ-
ектов исследования.
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