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Введение. Цибридные клеточные модели наиболее перспективны для изучения патогенеза различных заболеваний. Авто-
рами статьи впервые были созданы такие модели для изучения митохондриальной дисфункции и патологических процес-
сов, развивающихся при атеросклерозе. 
Цель работы – создание цибридных культур с высоким уровнем гетероплазмии  по мутации митохондриального генома 
m.12315G>A. В предварительных исследованиях авторами статьи было установлено, что пороговый уровень гетероплаз-
мии  мутации m.12315G>A  ассоциирован с атеросклерозом. 
Методика. Цибридные культуры создавали путем слияния безмитохондриальных клеток (rho0) и митохондрий из тромбо-
цитов участников исследования с высоким уровнем гетероплазмии исследуемых мутаций. Для создания  rho0-клеток была 
взята культура моноцитарного происхождения THP-1. Безмитохондриальные  клетки были получены с помощью метода M. 
Kинга и Г. Аттарди. Тромбоциты выделяли из цельной крови участников исследования. Для этого был применен метод цен-
трифугирования в градиенте плотности фиколла-урографина. Для получения цибридных культур клеток была использо-
вана методика «ПЭГ-слияния». В созданных  безмитохондриальных и цибридных клеточных культурах был проведен коли-
чественный  анализ копий митохондриального генома. Согласно результатам данного анализа было подтверждено либо 
отсутствие митохондрий (rho0-клетки), либо их наличие (цибриды). Количество копий мтДНК детектировалось с помощью 
реал-тайм ПЦР в присутствии красителя SYBR Green I. 
Результаты. Получены 4 цибридные клеточные линии, содержащие мутацию m.12315G>A с уровнем гетероплазмии выше 
порогового значения. 
Заключение. Созданы 4 цибридные культуры с высоким уровнем гетероплазмии по мутации митохондриального генома 
m.12315G>A. Полученные цибридные клеточные линии могут служить моделями для изучения молекулярно-клеточных 
механизмов митохондриальной дисфункции при атеросклерозе и других сердечно-сосудистых заболеваниях. Цибрид-
ные культуры  можно использовать для моделирования атерогенеза, а также для подбора патогенетически обоснованной 
лекарственной терапии  при атеросклерозе. 
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Introduction. Cybrid cell models are most promising for studying pathological mechanisms in different diseases. The authors for 
the first time created such models for studying mitochondrial dysfunction and pathological processes underlying atherosclerosis. 
Aim. Creation of cybrid cultures with a high heteroplasmy level for mitochondrial genome mutation m.12315G>A. A preliminary 
study by the authors showed that the heteroplasmy level of mutation m.12315G>A was associated with atherosclerosis. 
Methods. Cybrid cultures were created by fusing non-mitochondrial cells (rho0) and mitochondria from platelets of study partic-
ipants with a high heteroplasmy level of the mutations under study. A THP-1 culture of monocytic origin was used to create rho0 
cells. Non-mitochondrial cells were obtained using the M. King and G. Attardi method. Platelets were extracted from whole blood 
of study participants with Ficoll-Urografin density gradient centrifugation. Cybrid cell cultures were obtained by the PEG-medi-
ated fusion method. In the created non-mitochondrial and cybrid cell cultures, quantitative analysis of mitochondrial genome 
copies was performed. This analysis confirmed either the absence of mitochondria (rho0-cells) or their presence (cybrids). The 
mtDNA copies were quantified using real-time PCR in the presence of the SYBR Green I stain. 
Results. Four cybrid cell lines were obtained, which contained the m.12315G>A mutation with heteroplasmy levels higher than 
the threshold level. 
Conclusion. Four cybrid cultures were created with a high heteroplasmy level for the mitochondrial genome mutation m.12315G>A. 
The obtained cell lines can be used as models for studying molecular cellular mechanisms of mitochondrial dysfunction in athero-
sclerosis and cardiovascular diseases. In addition, they may be useful for modeling atherogenesis in cells and for selecting ther-
apy for patients with atherosclerosis.
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Введение

Актуальной задачей  медицины является создание 
клеточных моделей, содержащих патогенные мутации, 
с целью изучения патогенеза и разработки лекарствен-
ной терапии различных патологий [1-5]. Например, 
такие цибридные модели были созданы для исследо-
вания патогенеза атрофии зрительных нервов Лебера, 
болезни Паркинсона, синдрома MELAS, болезни Аль-
цгеймера, ВИЧ, синдрома Ли [1-5]. Однако до сих пор 
не было создано цибридных клеточных моделей для 
изучения патогенеза атеросклероза.

Следует отметить, что одним из самых тяжелых за-
болеваний 21 века является атеросклероз [6–10]. Дан-
ное заболевание является одной из важнейших причин 
развития сосудистых катастроф (инфаркт, ишемиче-
ский инсульт), причиной смерти большого количества 
людей [11-15]. Одной из причин атерогенеза считается 
митохондриальная дисфункция [16–20]. Установлена 
ассоциация атеросклеротических поражений артерий 
с митофагией [16–18]. Выявлены сигнальные пути, с 
помощью которых дисфункция митохондрий связа-
на с окислительным стрессом, а также с уменьшени-
ем длины теломер и атеросклерозом [18–21]. Обнару-
жено, что метаболические заболевания могут привести 
к повреждению мембраны митохондрий. Эти  повреж-
дения могут быть причиной митохондриальной дис-
функции, которая сопровождается окислительным 
стрессом, приводящим к возникновению атероскле-
ротических поражений сосудов [22–26]. 

В настоящей работе была предпринята попытка 
создания цибридных моделей, содержащих атеро-
генную мутацию митохондриального генома. Соз-
даны четыре цибридные культуры с высоким уров-
нем гетероплазмии  по мутации m.12315G>A, ко-
торая  локализована в гене MT-TL2 кодирующего 
региона митохондриального генома. Результатом 
данной мутации может быть дисфункция транспорт-
ной РНК-Лейцин (кодон узнавания CUN). При этом 
снижается уровень синтеза митохондриальных бел-
ков на рибосоме. 

Методика

Метод создания безмитохондриальных (rho0) куль-
тур. При получении безмитохондриальных  клеток ис-
пользовался метод M. Kинга и Г. Аттарди [16]. После-
довательность создания  безмитохондриальных клеток 
была следующей:

1.	 На первом этапе проверялась возможность соз-
дания rho0-клеток (клетки, которые потеряли митохон-
дрии в результате химического воздействия). Культуру 
моноцитарного происхождения ТНР-1 культивирова-
ли в ростовой среде. Было использовано 2 варианта:

1) культивирование с добавлением уридина и бро-
мистого этидия.

 2) культивирование с добавлением только броми-
стого этидия. 

Среда для роста клеток содержала пируват и глю-
козу в концентрации, указанной для полной среды 
DMEM. Авторами статьи были определены следую-
щие условия для культивирования ТНР-1, с целью  соз-
дания rho0-клеток:

1) определено время культивирования клеток 
ТНР-1.

2) определена концентрация добавок к среде для 
культивирования клеток ТНР-1.

2.	 На втором этапе проводилось непосредствен-
но создание rho0-клеточной линии. Клетки натив-
ной культуры ТНР-1 были помещены в ростовую сре-
ду с добавлением уридина и бромистого этидия. При 
этом бромистый этидий блокировал мтДНК. Возника-
ла митохондриальная дисфункция. Затем данная ли-
ния клеток была помещена в среду только с уридином 
(бромистый этидий в среде отсутствовал). В процес-
се культивирования на такой среде клетки теряли все 
функционирующие митохондрии –  они становились 
безмитохондриальными (rho0). 

После этого проводилась проверка, является ли 
данная rho0-клеточная линия устойчивой и долгожи-
вущей в подобранных нами условиях. Затем проводил-
ся анализ количества копий митохондриального гено-
ма в rho0-культуре. Если количество копий мтДНК в 
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безмитохондриальной культуре было значительно 
меньше, чем в нативной культуре ТНР-1, или они во-
обще отсутствовали, то считалось, что безмитохондри-
альная культура получена.

В процессе создания rho0-клеток и цибридных 
культур были использованы для приготовления росто-
вой среды следующие реактивы: эмбриональная бы-
чья сыворотка (10% от общего объема); RPMI-1640; 
бета-меркаптоэтанол (2х10-5 М); 100-кратный пени-
циллин-стрептомицин (пенициллин – 50 ед/мл, стреп-
томицин – 50 мкг/мл); d-глюкоза (2500 мг/л); 
L-глутамин (300 мг/л); пируват натрия (110 мкг/л). 

Для приготовления 10-кратного цитрата натрия ис-
пользовались: физиологический раствор (0,15М NaCl); 
цитрат натрия (Na3C6H5O7 •2Н20) тринатриевой со-
ли, дигидрат); полиэтиленгликоль 1500 (42% от обще-
го объема); DMEM [-Ca2+] (9,5 мл); диметилсульфок-
сид (ДМСО) (2 мл); ПЭГ раствор. Кроме того, исполь-
зовались готовые среды и растворы:  уридин (раствор 
50 мг/мл); фиколл-урографин (плотность 1,077); бро-
мистый этидий (1% раствор); физиологический рас-
твор DMEM [-Ca2+] (0,15М NaCl); ДМСО.

Комплект реагентов для проведения ПЦР-РВ в 
присутствии SYBR Green I был использован для опре-
деления количества копий митохондриальной ДНК в 
нативной, цибридной и rho0 культурах клеток.

Выделение тромбоцитов из крови. Настоящее иссле-
дование было выполнено в соответствии с Хельсин-
ской декларацией. Все участники исследования  дали 
письменное информированное согласие на участие в 
данном исследовании. 

С помощью слияния rho0-клеток с тромбоцитами, 
выступающими в качестве клеток-доноров митохон-
дрий, были получены цибридные клетки.

Тромбоциты пациентов выделялись из цельной кро-
ви. Для этого был применен метод центрифугирования 
в градиенте плотности фиколла-урографина. Метод вы-
деления тромбоцитов из крови состоял из трех этапов:

1. На первом этапе была проведена подготовка об-
разцов крови.

К образцам крови участников исследования-доно-
ров тромбоцитов, добавляли 10-кратный раствор ци-
трата натрия в физиологическом растворе в соотноше-
нии 1:1. Полученную смесь центрифугировали 20 мин 
при 200 g при температуре 12 °С.

2. На втором этапе проводилось выделение тром-
боцитов.

Отбирали три четверти супернатанта (плазмы) и 
центрифугировали 20 мин при 1500 g при температуре 
15 °С. Отбирали супернатант. К оставшемуся осадку 
добавляли 11 мл физиологического раствора.

3. На третьем этапе выделенные тромбоциты под-
готавливались к криохранению: к 11 мл суспензии тром-
боцитов в физрастворе добавляли 1,5 мл стерильного 
ДМСО и 3 мл FBS. Криовиалы помещали в штатив для 
контролируемого замораживания клеток (10C/мин) 
на 8 часов при температуре -80 °C. Полученные образ-
цы хранили в жидком азоте.

Метод создания цибридных культур клеток. Основ-
ным условием проникновения митохондрий в безми-
тохондриальные  клетки является образование пор в 
цитоплазматических мембранах клеток. Поры могут  
образовываться при воздействии на rho0-клетки опре-
деленных физических или химических факторов. Сле-
дует отметить, что в литературе отсутствуют сведения 
о создании цибридных клеточных культур на основе 
клеточной культуры моноцитарного происхождения 
THP-1. Поэтому в настоящей работе данные цибрид-
ные культуры были созданы впервые.

Нашей исследовательской группой была исполь-
зована методика «ПЭГ-слияния». Данная методика по-
зволяет создавать цибриды с помощью слияния без-
митохондриальных клеток с тромбоцитами, которые 
используются в качестве клеток-доноров митохондрий. 
Следует подчеркнуть, что в тромбоцитах отсутствует 
ядерный геном. Они содержат только митохондриаль-
ную ДНК. Поэтому использование тромбоцитов в ка-
честве доноров митохондрий (в том числе, митохон-
дриального генома) значительно упрощает протокол 
получения цибридных линий. 

Этапы создания цибридов: 1. На первом этапе про-
водилась подготовка клеток перед слиянием. В том 
случае, если тромбоциты были заморожены, то внача-
ле они подвергались разморозке и удалению криопро-
тектора. Суспензию с тромбоцитами добавляли к 14 мл 
подогретого до температуры 37 °С физиологического 
раствора. Предварительный подогрев криопробирки 
с тромбоцитами до данной температуры  осуществлял-
ся на водяной бане. Затем было проведено центрифу-
гирование в течение 15 мин при 1500 g при температу-
ре 15 °С. Из пробирки был отобран супернатант.

2.	 На втором этапе была проведена подготовка 
безмитохондриальных клеток. Для этого центрифуги-
ровали суспензию  rho0-клеток в течение 5 мин при 
180 g при температуре 25 °С. Безмитохондриальные 
клетки ресуспендировали в среде ДМЕМ [-Ca2+] в кон-
центрации 5х105 клеток/мл.

3. На третьем этапе проводилось слияние  rho0-
клеток с тромбоцитами.

Безмитохондриальные клетки добавляли к осадку 
тромбоцитов. Центрифугировали в течение 10 мин при 
180 g при температуре 25 °С. Был отобран супернатант. 
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После этого к осадку тромбоцитов с rho0-клетками бы-
ло добавлено 100 мкл 42% ПЭГ. Было проведено ресу-
спендирование. По истечении 1 мин, было проведено 
повторное ресуспендирование в течение 30 с, после че-
го было проведено культивирование полученной су-
спензия клеток в ростовой среде в СО2-инкубаторe при 
температуре 37 °С.

Количественный анализ копий митохондриального ге-
нома в безмитохондриальных клеточных культурах и ци-
бридах. В созданных  безмитохондриальных и цибрид-
ных клеточных культурах был проведен количественный  
анализ копий митохондриального генома. Согласно ре-
зультатам данного анализа было подтверждено либо от-
сутствие митохондрий (rho0-клетки), либо их наличие 
(цибриды). Количество копий мтДНК детектировалось 
с помощью реал-тайм ПЦР в присутствии красителя 
SYBR Green I. Контролем служила нативная культура 
клеток моноцитарного происхождения ТНР-1.

Определение количества копий митохондриально-
го генома проводилось с использованием контрольных 
синтетических матриц на основе участка митохондри-
альной ДНК в концентрациях 103, 104, 105 и 106. Была 
построена калибровочная кривая на основе данных Ст-
величины матриц. Ее использовали для определения 
количества копий мтДНК в исследуемых образцах без-
митохондриальной, цибридной и нативной культур кле-
ток. Если количество копий митохондриального гено-
ма в исследуемой культуре было малочисленным или 
мтДНК вообще отсутствовала, в отличие от нативной 
ТНР-1,  то принято было считать, что митохондрии в 
данной культуре отсутствуют или вскоре, после несколь-
ких пассажей, исчезнут из клеток, вследствие утраты 
погибшими (из-за бромистого этидия) митохондриями 
способности к делению. Поэтому полученная культура 
считалась безмитохондриальной (rho0).

Уровень гетероплазмии мутации 12315G>A в безми-
тохондриальных клетках оказался чрезвычайно низким. 
Это было связано с тем, что количество копий митохон-
дриального генома в клетках rho0 было очень мало по 
сравнению с данным параметром в нативной культуре 
THP-1. Например, в исследуемом образце общей ДНК 
(30 нг/мкл) из культуры rho0 было приблизительно 103 
копии мтДНК. В то же время образец из нативной куль-
туры THP-1 содержал более 106 копий митохондриаль-
ного генома. После получения цибридных культур, со-
держащих мутацию 12315G>A уровень гетероплазмии 
этой однонуклеотидной замены в цибридных клетках 
оказался примерно таким же, как в тромбоцитах доно-
ров-носителей исследуемой мутации.

Определение уровня гетероплазмии мутации мтДНК 
m.12315G>A. С помощью rho0-клеточных линий были 

созданы цибридные клеточные культуры, содержащие 
высокий уровень гетероплазмии мутации митохондри-
ального генома. Уровень гетероплазмии мутации 
m.12315G>A был определен с помощью оригинально-
го метода количественной оценки мутантного аллеля 
митохондриального генома, разработанного  автора-
ми статьи  на основе технологии пиросеквенирования 
[11-15]. 

Амплификаты ДНК доноров тромбоцитов, содер-
жащие область исследованных мутаций, были пиро-
секвенированы. Затем в них был определен уровень ге-
тероплазмии мутации m.12315G>A на основании фор-
мулы, разработанной авторами статьи [11-15].

Были использованы следующие праймеры для 
ПЦР [11-15]:

R: TTACTTTTATTTGGAGTTGCAC(12337-12317);
F: bio-CTCATGCCCCCATGTCTAA(12230-12249).
Для проведения ПЦР использовался стандартный 

буфер с сульфатом аммония. Концентрация хлорида 
магния в буфере была 2,5 mM. Размер амплификата 
для мутации m.12315G>A составлял 108 bp [11-15]. 

В качестве праймера для пиросеквенирования был 
использован [11-15]: TTTGGAGTTGCAC (12328-12316).

Результаты и обсуждение

Нашей исследовательской группе не удалось обна-
ружить в литературе методов создания rho0-клеток на ос-
нове культуры моноцитарного происхождения THP-1,  
поэтому такой метод был создан нами впервые.

 Метод создания безмитохондриальной культуры на 
основе THP-1 описан в разделе «Методика». Отметим, 
что для создания устойчивых к многократному пересе-
ванию и морфологически однородных цибридных ли-
ний,  исследователи разных стран, в основном, исполь-
зовали постоянные клеточные линии, т.е. клетки, уже 
прошедшие этап дедифференцировки. В своих экспери-
ментах мы подобрали размер полного периода получе-
ния безмитохондриальной культуры THP-1. Он составил 
18 нед. Результаты анализа количества копий митохон-
дриального генома подтвердили отсутствие митохондрий 
в безмитохондриальной культуре. Контролем служила 
нативная культура клеток ТНР-1. Если количество ко-
пий митохондриального генома в исследуемой культуре 
было  незначительным или мтДНК вообще отсутствова-
ла, в отличие от нативной ТНР-1, то принято было счи-
тать, что rho0-культура THP-1 создана.

Посредством ПЭГ-слияния безмитохондриальных 
клеток и митохондрий из тромбоцитов пациентов бы-
ли получены цибридные культуры. Пороговый уровень 
гетероплазмии мутации мтДНК m.12315G>A исполь-
зовался в качестве критерия для отбора доноров тром-
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боцитов [14]. Согласно результатам предварительных 
исследований авторов статьи, мутация митохондри-
ального генома m.12315G>A ассоциирована с атеро-
склеротическими поражениями интимы артерий че-
ловека [11-15].

Было проведено сравнение количества копий ми-
тохондриального генома в полученных цибридных 
культурах и rho0-культуре THP-1. Количество копий 
мтДНК в цибридных культурах клеток оказалось зна-
чительно большим, чем в безмитохондриальной куль-
туре (106 копий митохондриального генома, по срав-
нению с 103 копиями мтДНК, соответственно). На ос-
нове проведенного анализа был сделан вывод о том, 
что цибридные культуры созданы. 

Таким образом, в настоящей работе были получе-
ны 4 цибридные клеточные культуры, в которых уро-
вень гетероплазмии мутации митохондриального ге-
нома m.12315G>A превышал пороговое значение в ате-
росклеротических бляшках (7,5%) и утолщенном 
интимо-медиальном слое сонных артерий (10,5%) [14]. 
В первой цибридной линии уровень гетероплазмии му-
тации m.12315G>A составил 44%, во второй – 25%, 
в третьей  – 38% , а в четвертой – 29%. 

Следует отметить, что одна из цибридных клеточ-
ных линий, несущая мутацию митохондриального ге-
нома  m.12315G>A, была создана с помощью тромбо-
цитов, полученных от пациента с утолщенным интимо-
медиальным слоем сонных артерий, а другая –  от 
участника исследования с нормальной интимой-меди-
ей. При этом, третья цибридная культура была создана 
с помощью тромбоцитов. полученных от пациента с ате-
росклеротической бляшкой в сонных артериях, а чет-
вертая – от участника исследования, не имевшего ате-
росклеротических бляшек в сонных артериях. 

Созданные цибридные культуры несут мутацию, 
локализованную в кодирующем регионе митохондри-
ального генома [11, 27–30]. Мутация m.12315G>A ло-
кализована в гене MT-TL2. В результате данной мута-
ции может произойти дисфункция транспортной РНК-
Лейцин (кодон узнавания CUN), с последующим 
снижением уровня синтеза митохондриальных белков 
на рибосоме [11–15]. Парное сравнение цибридных 
клеточных линий, имеющих высокий уровень гетеро-
плазмии по одной и той же мутации, может помочь ис-
следовать молекулярно-клеточные механизмы мито-
хондриальной дисфункции при атеросклерозе и сер-
дечно-сосудистых заболеваниях. 

Заключение

В настоящей работе были созданы четыре цибрид-
ные культуры с высоким уровнем гетероплазмии по 

мутации митохондриального генома m.12315G>A. По-
лученные цибридные клеточные линии могут служить 
моделями для изучения молекулярно-клеточных ме-
ханизмов митохондриальной дисфункции при атеро-
склерозе и сердечно-сосудистых заболеваниях. Кроме 
того, их можно использовать для моделирования ате-
рогенеза, а также подбора лекарственной терапии для 
пациентов с атеросклерозом.  
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