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Введение. В настоящее время все больший интерес ученых мира вызывают цибридные клеточные модели, которые явля-
ются одним из лучших объектов для изучения патологических процессов в организме человека . Например, сотрудниками 
нашей лаборатории были впервые созданы подобные модели для изучения протективного эффекта некоторых мутаций 
митохондриального генома, защищающих организм человека от дисфункции митохондрий и атеросклеротических пора-
жений . Цель: исследования – создание цибридных культур с высоким уровнем гетероплазмии  по мутации митохондри-
ального генома m .1555A>G, локализованной в кодирующем регионе митохондриального генома человека в гене MT-RNR1 . 
В наших предварительных исследованиях было установлено, что пороговый уровень гетероплазмии мутации m .1555A>G 
имеет при атеросклерозе протективный эффект .
Методика. Цибридные культуры были созданы путем слияния rho0(безмитохондриальных)-клеток и митохондрий из тром-
боцитов с высоким уровнем гетероплазмии исследуемых мутаций . Для получения безмитохондриальных клеток была 
использована культура моноцитарного происхождения THP-1 . 
результаты. Получены 4 цибридные клеточные линии, содержащие мутацию m .1555A>G с уровнем гетероплазмии выше 
порогового значения . 
заключение. В данной работе были созданы 4 цибридные культуры с высоким уровнем гетероплазмии по мутации мтДНК 
m .1555A>G, имеющей при атеросклерозе протективный эффект . Полученные цибридные клеточные линии могут служить моде-
лями для  отработки методов генотерапии у пациентов с атеросклерозом . Кроме того, с помощью данных цибридных клеточных 
моделей можно будет изучать молекулярно-клеточные механизмы, защищающие  клетки от митохондриальной дисфункции .
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introduction. Cybrid cell models are one of the best objects for studying pathological processes in the human body, and they 
are of increasing interest to scientists worldwide . Our laboratory was the first to create such models for studying the protective 
effect of mutations in the mitochondrial genome that protect the human body from mitochondrial dysfunction and atheroscle-
rotic lesions . aim: To create cybrid cultures with a high heteroplasmy level for the mitochondrial genome mutation m .1555A>G 
localized within the coding region of the human mitochondrial genome in the MT-RNR1 gene . Preliminary studies showed that 
the threshold heteroplasmy level for the m .1555A>G mutation has a protective effect in atherosclerosis .
Methods. Cybrid cultures were created by fusion of rho0 (mtDNA-depleted) cells and mitochondria from platelets with a high het-
eroplasmy level for the studied mutations . To obtain mtDNA-free cells, a culture of monocytic origin, THP-1, was used . 
results. We obtained four cybrid cell lines containing the m .1555A>G mutation with a heteroplasmy level above the threshold value . 
conclusion. Four cybrid cultures with a high heteroplasmy level for the mtDNA mutation m .1555A>G were created . These cybrid 
cell lines can serve as models for developing methods of gene therapy for patients with atherosclerosis . In addition, using these 
cybrid cell models, it will be possible to study molecular and cellular mechanisms that protect cells from mitochondrial dysfunction .
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Список сокращений:
мтДНК – митохондриальная дезоксирибонуклеиновая кислота
MT-RNR1 – митохондриальный ген рибосомальной рибонуклеиновой кислоты малой субъединицы рибо-

сомы (12S)
ДМСО  — диметилсульфоксид 
ПЦР — полимеразная цепная реакция
ПЦР-РВ — полимеразная цепная реакция в режиме реального времени
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Введение

В настоящее время все больший интерес ученых 
мира вызывают цибридные клеточные модели, кото-
рые являются одним из лучших объектов  для изучения 
патологических процессов в организме человека [1-5]. 
Однако особенно актуальным представляется создание 
цибридов с мутациями, имеющими протективный (за-
щитный эффект), т.к. данные клеточные модели могут 
быть весьма перспективными для отработки методов 
генотерапии при различных заболеваниях человека.

 Например, авторами данной статьи были впервые 
созданы цибридные клеточные модели для изучения 
протективного эффекта некоторых мутаций митохон-
дриального генома, защищающих организм человека 
от дисфункции митохондрий и атеросклеротических 
поражений. Атеросклероз является тяжелым заболева-
нием 21 века [6-10]. По сравнению с другими заболе-
ваниями человека для атеросклероза  характерен один 
из самых высоких процентов смертельных исходов [11-
15]. Митохондриальная дисфункция может быть од-
ной из причин атеросклеротических поражений че-
ловека [16-20]. Она может быть причиной митофагии 
[21-23], укорочения теломер [13, 24-26], повреждения 
митохондриальной мембраны [27-29]. Эти процессы 
могут быть  причиной дисфункции митохондрий, ве-
дущей к окислительному стрессу, следствием которо-
го может быть возникновение и развитие атероскле-
ротических поражений сосудов [30-34]. 

Цель работы — создание цибридных культур с вы-
соким уровнем гетероплазмии по мутации митохон-
дриального генома m.1555A>G, локализованной в ко-
дирующем регионе митохондриального генома чело-
века в гене MT-RNR1. Результатом данной мутации 
может быть дисфункция малой субъединицы рибосомы 
(12S). Это приводит к уменьшению нормально функ-
ционирующих рибосом в митохондрии и снижению 
уровня синтеза белков на митохондриальной рибосоме. 

 В наших предварительных исследованиях было 
установлено, что пороговый уровень гетероплазмии 
мутации m.1555A>G имеет при атеросклерозе протек-
тивный эффект [35-39]. В результате проведенной ра-
боты авторами статьи были созданы четыре цибридные 
культуры с высоким уровнем гетероплазмии по мута-
ции митохондриального генома m.1555A>G. 

Методика

Cоздание безмитохондриальных (rho0) культур 
Для создания rho0-клеток была применена методи-
ка, разработанная авторами статьи на базе метода M. 
Kинга и Г. Аттарди в [40]. Алгоритм создания rho0-кле-

ток был следующим: Клетки нативной культуры ТНР-
1 помещали в ростовую среду с добавлением уридина 
и этидиум бромида. При этом происходило блокиро-
вание ДНК клетки этидиум бромидом. В результате 
ДНК переставала нормально функционировать и воз-
никала митохондриальная дисфункция. После этого 
данная клеточная линия помещалась в среду, содер-
жащую только уридин (этидиум бромид в ней отсут-
ствовал). В процессе культивирования на этой среде 
клетки при каждом пересевании постепенно теряли 
все функционирующие митохондрии. Они станови-
лись безмитохондриальными (rho0). После этого ана-
лизировалось количество копий митохондриального 
генома в rho0-культуре. Если количество копий мтДНК 
в rho0-культуре было значительно меньше, чем в на-
тивной культуре ТНР-1, или они вообще отсутство-
вали, то устанавливалось, что rho0-культура создана.

В процессе создания безмитохондриальных кле-
ток и цибридов использовались для приготовления 
ростовой среды такие реактивы: RPMI-1640; пиру-
ват натрия (110 мкг/л); эмбриональная бычья сыво-
ротка (10% от общего объема); 100-кратный пеницил-
лин-стрептомицин (пенициллин — 50 ед/мл, стрепто-
мицин — 50 мкг/мл); бета-меркаптоэтанол (2х10-5 М); 
d-глюкоза (2500 мг/л); L-глутамин (300 мг/л). Для при-
готовления 10-кратного цитрата натрия были исполь-
зованы: полиэтиленгликоль 1500 (42% от общего объ-
ема); ПЭГ раствор; физиологический раствор (0,15М 
NaCl); диметилсульфоксид (ДМСО) (2 мл); цитрат на-
трия (Na3C6H5O7 • 2Н20) тринатриевой соли, диги-
драт); DMEM [-Ca2+] (9,5 мл). Кроме того, исполь-
зовались готовые среды и растворы: фиколл-урогра-
фин (плотность 1,077); ДМСО, уридин (раствор 50 мг/
мл); физиологический раствор DMEM [-Ca2+] (0,15М 
NaCl); бромистый этидий (1% раствор). Комплект реа-
гентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR 
Green I использовался для того, чтобы установить ко-
личество копий митохондриального генома  в натив-
ной, цибридной и rho0 культурах клеток.

Выделение тромбоцитов из цельной крови. Настоя-
щее исследование было выполнено в соответствии 
с Хельсинкской декларацией. Все участники исследо-
вания дали письменное информированное согласие на 
участие в данном исследовании. 

С помощью слияния безмитохондриальных кле-
ток с тромбоцитами, выступающими в качестве кле-
ток-доноров митохондрий, были получены цибрид-
ные клетки. Тромбоциты участников исследования 
были выделены из цельной крови. Для этого приме-
нялся метод центрифугирования в градиенте плотно-
сти фиколла-урографина. 
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Метод создания цибридных культур клеток. Ос-
новное условие проникновения митохондрий в rho0-
клетки — образование пор в цитоплазматических мем-
бранах. Поры могут возникнуть при воздействии на 
rho0-клетки определенных физических или химиче-
ских факторов. Следует отметить, что в литературе от-
сутствуют сведения о создании цибридных клеточных 
культур на основе клеточной культуры моноцитарного 
происхождения THP-1. Поэтому авторами статьи дан-
ные цибридные культуры были созданы впервые. Нами 
была использована методика «ПЭГ-слияния». Эта ме-
тодика позволяет создавать цибриды с помощью сли-
яния rho0-клеток с тромбоцитами, использующихся 
в качестве клеток-доноров митохондрий. В тромбо-
цитах отсутствует ядерный геном. Они содержат толь-
ко митохондриальную ДНК. Поэтому использование 
тромбоцитов в качестве доноров митохондрий (в том 
числе, митохондриального генома) значительно упро-
щает протокол получения цибридных линий. 

Суспензию с тромбоцитами центрифугировали 
в течение 15 мин при 1500g при температуре 15 °С. 
Из пробирки был отобран супернатант.

Суспензию безмитохондриальных  клеток центри-
фугировали в течение 5 мин при 180g при температу-
ре 25 °С. Безмитохондриальные клетки ресуспенди-
ровали в среде ДМЕМ [-Ca2+] в концентрации 5х105 
клеток/мл.

Затем rho0-клетки добавляли к осадку тромбоци-
тов. Центрифугировали в течение 10 мин при 180 g при 
температуре 25 °С. Затем отбирали супернатант. После 
этого к осадку тромбоцитов с безмитохондриальны-
ми клетками было добавлено 100 мкл 42% ПЭГ. Было 
проведено ресуспендирование. По истечении 1 мин, 
было проведено повторное ресуспендирование в те-
чение 30 с. После этого было проведено культивиро-
вание полученной суспензия  клеток в ростовой среде 
в СО2-инкубаторe при температуре 37 °С.

Количественный анализ копий митохондриального 
генома в rho0-клеточных культурах и цибридах

В созданных безмитохондриальных и цибридных 
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 определе-
ния количества копий мтДНК в исследуемых образцах 
безмитохондриальной, цибридной и нативной культур 
клеток. Если количество копий митохондриального ге-
нома в исследуемой культуре было очень маленьким 
или мтДНК вообще отсутствовала, в отличие от на-
тивной ТНР-1, то принято было считать, что митохон-
дрии в данной культуре отсутствуют или вскоре, после 
нескольких пассажей, исчезнут из клеток, вследствие 
утраты погибшими (из-за этидиум бромида) митохон-
дриями способности к делению. Поэтому полученная 
культура считалась безмитохондриальной (rho0).

Уровень гетероплазмии мутации m.1555A>G в без-
митохондриальных клетках оказался чрезвычайно низ-
ким. Это было связано с тем, что количество копий 
митохондриального генома в клетках rho0 было очень 
мало по сравнению с данным параметром в нативной 
культуре THP-1. Например, в исследуемом образце об-
щей ДНК (30 нг/мкл) из культуры rho0 было приблизи-
тельно 103 копии мтДНК. В то же время образец из на-
тивной культуры THP-1 содержал более 106 копий ми-
тохондриального генома. После получения цибридных 
культур, содержащих мутацию m.1555A>G уровень ге-
тероплазмии этой однонуклеотидной замены в цибрид-
ных клетках оказался примерно таким же, как в тром-
боцитах доноров-носителей исследуемой мутации.

Определение уровня гетероплазмии мутации мито-
хондриального генома m.1555A>G. С помощью безми-
тохондриальных клеточных линий были созданы ци-
бридные клеточные культуры, содержащие высокий 
уровень гетероплазмии мутации митохондриального 
генома. Уровень гетероплазмии мутации m.1555A>G  
был определен с помощью оригинального метода ко-
личественной оценки мутантного аллеля митохондри-
ального генома, разработанного авторами статьи на ос-
нове технологии пиросеквенирования [34-36, 41, 42]. 

Амплификаты ДНК доноров тромбоцитов, содер-
жащие область исследованных мутаций, были пиро-
секвенированы. Затем в них был  определен уровень ге-
тероплазмии мутации m.1555A>G на основании фор-
мулы, разработанной авторами статьи  [34-36, 41, 42].

Использовались следующие праймеры для полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) [34-36, 41, 42]:

R :  b i o - G T A A G G T G G A G T G G G T T T G
GG(1704-1684);

F: TAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGGTGGC
AA(1326 -1355).

Для проведения ПЦР использовался стандартный бу-
фер с сульфатом аммония. Концентрация хлорида маг-
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ния в буфере была 2,5 mM. Размер амплификата состав-
лял 379 п.н. [34-36, 41, 42]. 

В качестве праймера для пиросеквенирования был 
использован [34-36, 41, 42]: ACGCATTTATATAGAGGA 
(1537-1554).

результаты и обсуждение

Посредством ПЭГ-слияния безмитохондриальных 
клеток и митохондрий из тромбоцитов пациентов бы-
ла получена цибридная клеточная культура, содержа-
щая мутацию митохондриального генома m.1555A>G. 
Пороговый уровень гетероплазмии мутации мтДНК 
m.1555A>G использовался в качестве критерия для 
отбора доноров тромбоцитов [34]. Согласно резуль-
татам предварительных исследований авторов статьи, 
мутация митохондриального генома m.1555A>G име-
ет протективный эффект при атеросклерозе человека. 
[34-36, 41-45].

Было проведено сравнение количества копий ми-
тохондриального генома в полученных цибридных 
культурах и rho0-культуре THP-1. Количество копий 
мтДНК в цибридной культуре клеток оказалось значи-
тельно большим, чем в безмитохондриальной культу-
ре (106 копий митохондриального генома, по сравне-
нию с 103 копиями мтДНК, соответственно). На осно-
ве проведенного анализа был сделан вывод о том, что 
цибридные культуры, содержащие мутацию мтДНК 
m.1555A>G,  созданы. 

Таким образом, в настоящей работе были полу-
чены 4 цибридные клеточные культуры, в которых 
уровень гетероплазмии мутации митохондриально-
го генома m.1555A>G превышал пороговое значение 
в атеросклеротических бляшках (17,5%) и утолщенном 
интимо-медиальном слое сонных артерий (19,5%) [34]. 
В первой цибридной линии уровень гетероплазмии 
мутации m.1555A>G составил 11%, во второй – 27%, 
в третьей – 14%, а в четвертой – 23%. 

Следует отметить, что одна из цибридных клеточ-
ных линий, несущая мутацию митохондриального ге-
нома  m.1555A>G, была создана с помощью тромбоци-
тов, полученных от пациента с атеросклеротической 
бляшкой в сонных артериях, а другая –  от участника ис-
следования, не имевшего атеросклеротических бляшек 
в сонных артериях. При этом, третья цибридная куль-
тура была создана с помощью тромбоцитов. получен-
ных от пациента с утолщенным интимо-медиальным 
слоем сонных артерий, а четвертая – от участника ис-
следования с нормальным интимо-медиальным слоем.

Мутация митохондриального генома m.1555A>G 
локализована в кодирующем регионе митохондриаль-
ного генома человека в гене MT-RNR1. В наших пред-

варительных исследованиях было установлено, что по-
роговый уровень гетероплазмии мутации m.1555A>G 
имеет при атеросклерозе протективный эффект [35-39]. 

Полученные цибридные клеточные модели мо-
гут быть полезны для отработки методов генотерапии 
атеросклероза. Кроме того, при сравнении цибридных 
клеточных линий, имеющих высокий уровень гетеро-
плазмии по одной и той же мутации, можно будет вы-
явить молекулярно-клеточные механизмы митохон-
дриальной дисфункции при атеросклеротических по-
ражениях человека. 

заключение

Созданы четыре цибридные культуры с высоким 
уровнем гетероплазмии по мутации митохондриально-
го генома m.1555A>G. Полученные цибридные клеточ-
ные модели могут быть полезны для отработки методов 
генотерапии атеросклероза. Кроме того, при сравнении 
цибридных клеточных линий, имеющих высокий уро-
вень гетероплазмии по одной и той же мутации, мож-
но будет выявить молекулярно-клеточные механизмы 
митохондриальной дисфункции при атеросклеротиче-
ских поражениях человека. 
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