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Приложение 1. Конструирование специфических зондов и методика FISH

Молекулярная характеристика зондов, созданных для проверки гипотезы интеграции экстраклеточного материала в ге-
ном гемопоэтических стволовых клеток.

А – интернализация в клетки карциномы Эрлиха TAMRA-меченого pBSM13 ПЦР фрагмента; B – субстрат, состоящий из части по-
лилинкера pBS и прилегающего к нему AluI повтора; С – электрофорез ДНК Е. coli и ПЦР продукт, меченный TAMRA, с вырожден-
ным праймером и матрицей ДНК E. coli, амплифицированный с помощью Pfu-полимеразы; D – электрофорез hDNAgr и ПЦР про-
дукты, меченные TAMRA, с вырожденным праймером и матрицей hDNAgr, амплифицированные с помощью Taq- и Pfu-полимераз.  
М – маркер 1 т. п. н.
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Получение суспензий фиксированных клеток из первичной культуры клеток костного мозга мышей  
или сепарата костного мозга человека
Суспензию фиксированных клеток, обогащенных метафазными пластинками, получали из следующих ва­
риантов обработок: Control (в качестве контрольных образцов использовали метафазные пластинки, получен­
ные из необработанных препаратов клеток костного мозга) – 1.15 млн клеток; специфический зонд (описан 
в разделе «Материалы и методы», Конструирование зонда для обработки клеток костного мозга) – 0.85 млн 
клеток. После культивирования с колхицином (0.5 мкг/мл) 1 мл суспензионной культуры переносили в 1.5 мл 
центрифужные пробирки (Eppendorf), центрифугировали 10 мин при 400g. Осторожно сливали надосадочную 
жидкость и к осажденным клеткам добавляли 0.5 мл гипотонического раствора, клетки аккуратно перемеши­
вали с помощью пипетки и гипотонировали в течение 7 мин при 3 °С. В качестве гипотонического раствора 
использовали стандартный 0.075 M раствор KCl (Sigma-Aldrich, США). По истечении времени гипотонии 
проводили предфиксацию: в суспензию добавляли несколько капель фиксатора Карнуа (метанол–ледяная 
уксусная кислота 3:1), фиксатор добавляли к осажденным клеткам очень аккуратно по стеночке пробирки, 
суспендирование не проводили. Пробирки выдерживали на льду 10–15 мин. Аккуратно перемешивали и 
центрифугировали, сливали жидкость, осадок клеток заливали небольшим количеством (1 мл) свежеприго­
товленного охлажденного до –20 °С метанол-уксусного фиксатора и центрифугировали. Снова осадок тща­
тельно суспендировали в 1 мл свежеприготовленного охлажденного до –20 °С метанол-уксусного фиксатора, 
оставляли в холодильнике при –20 °С на 30 мин. Центрифугировали, меняли фиксатор. Смену фиксатора 
проводили трижды. На всех этапах фиксации центрифугирование проводили при 400g в течение 10 мин.

Приготовление цитологических препаратов метафазных хромосом для FISH
Перед приготовлением препаратов хромосом фиксатор, в котором хранились клетки, меняли на холодный 
свежеприготовленный фиксатор Карнуа. Для приготовления препаратов использовали обезжиренные чистые 
предметные (76×26×1 мм) стекла фирмы SuperFrost®, Menzel Gläser (Thermo Scientific, США). Перед при­
готовлением препаратов стекла выдерживали в спирте не менее часа, затем высушивали и помещали в ста­
кан с дистиллированной водой и охлаждали на льду. 25 мкл суспензии фиксированных клеток раскапывали 
из автоматического дозатора 100 мкл (Gilson Inc, США) с высоты 40 см на поверхность чистых холодных 
и влажных предметных стекол и высушивали на воздухе. Для лучшего распластывания хромосом и их ос­
вобождения от цитоплазмы на препараты капали 15 мкл фиксатора, стекло выдерживали на термостолике 
(Prazitherm, Harry Gestigkeit GMBH, Германия) при 56 °С до полного высыхания фиксатора. Качество готовых 
препаратов контролировали под фазово-контрастным микроскопом Axio Imager M1 (Zeiss), объектив Plan 
NEOFLUAR 20x/0.5 Ph 2. Для последующей работы отбирали стекла с достаточным количеством качествен­
ных метафаз (оптимальной плотностью клеток и полными метафазами, с хорошим качеством распластывания 
хромосом). Гибридизацию in situ ставили на следующий день, поэтому для того, чтобы «состарить» препа­
раты, их прогревали в термостате при 60 °С не менее часа (термостат суховоздушный ТС-1/20 СПУ, Россия) 
(Lichter et al., 1988; Pinkel et al., 1988; Henegariu et al., 2001).

TAMRA-меченый зонд
Зонд pBSM13-TAMRA+ представлял собой амплифицированный полилинкер плазмиды pBlueScript+, 
меченный TAMRA флуорохромом в ПЦР. Для амплификации использовали праймеры M13 (M13  for: 
5′ GTAAAACGACGGCCAGT 3′, M13 rev: 5′ CAGGAAACAGCTATGAC 3′).

Флуоресцентная гибридизация in situ с TAMRA-меченым зондом
Флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH) проводили по стандартному протоколу, описанному в работе 
(Arnoult et al., 2008), с небольшими модификациями. Цитологические препараты метафазных хромосом об­
рабатывали РНКазой А (100 мкг/мл, (Sigma, США) в 2×SSC в течение часа при 37 °С в термостате (Incucell 55, 
BMT, Чехия). Затем препараты проводили по серии спиртов возрастающей концентрации (70, 80, 96 %) и 
высушивали при комнатной температуре. Для удаления остатков цитоплазмы препараты обрабатывали рас­
твором 0.02 % пепсина (Cole-Parmer, США) в 10 мМ HCl в течение 20 мин при 37 °С. Далее препараты отмы­
вали 5 мин в фосфатном буфере (0.13 M NaCl, 0.27 мM KCl, 7 мM Na2HPO4, 3 мM NaH2PO4, pH 7.4, PanReac 
AppliChem, Германия). Фиксацию цитологического материала проводили в фосфатном буфере и 1 % формаль­
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дегиде (Sigma, США) в течение 10 мин при комнатной температуре. После фиксации препараты отмывали 
в фосфатном буфере и обезвоживали стандартным способом в серии спиртов возрастающей концентрации. 
Денатурацию зонда и метафазных хромосом проводили одновременно. Для этого на цитологический препарат 
с метафазными хромосомами, предварительно обработанный для FISH, под покровное стекло (24 мм×50 мм) 
наносили 12 мкл pBSM13-TAMRA+ ДНК-зонда (200 нг/мкл), растворенного в гибридизационном буфере, и 
заклеивали резиновым клеем. Денатурацию препарата проводили на нагревательном столике (Thermomixer 
comfort, Eppendorf, Германия) при 75 °С в течение 5  мин. После денатурации препараты быстро переносили 
во влажную камеру и оставляли на ночь в суховоздушном термостате (Incucell 55, BMT, Чехия) при 42 °С. 
Количество TAMRA-меченого зонда, наносимое на препарат, было одинаковым во всех трех вариантах.

Детекция на цитологических препаратах TAMRA-меченого зонда
По окончании гибридизации покровные стекла аккуратно смывали в 2×SSC, а препараты последовательно 
отмывали в свежеприготовленном растворе 1×SSC при 60 °С в течение 5 мин. Затем препараты переносили 
в 4×SSC/0.1 % NP-40 и инкубировали при 42 °С в течение 10 мин при покачивании. После этого препараты 
инкубировали 5 мин при комнатной температуре в фосфатном буфере (PBS). По окончании инкубации в PBS 
препараты переносили в стакан с дистиллированной водой, быстро окунали и переносили в стакан с 70 % 
этанолом. Дегидратацию препаратов проводили в серии спиртов возрастающей концентрации (70, 80, 96 %) 
по 3 мин при комнатной температуре. Высушивали и проводили общее окрашивание метафазных хромосом 
DAPI (4,6-diamidino-2-phenyl-indole). Для этого под покровное стекло наносили 10 мкл раствора антифэйда 
с DAPI (Prolong Gold antifade reagent with DAPI, Molecular Probes).
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Приложение 2. Последовательности исходного фрагмента и фрагментов,  
полученных при секвенировании

В последовательностях приняты следующие обозначения:
N – праймер M13 for
N – праймер M13 rev
N – сайт рестрикции EcoRI
N – сайт рестрикции HindIII
N – сайт рестрикции EcoRV, по нему проклонирован AluI 
N – последовательность палиндромного повтора

Исходный фрагмент
Последовательность AluI в pBS:
GTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGT
ACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATGCGCGCGCCACCAC
GCCCGGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTGGAGACAGGGTTTCACTGTGTTAGCCAGGAT
GGTTTCGATCTCCTGACATCGTGATCCGCCCACCTCAGCCGCCCAAAGTGGTGGGAT
TACAGACGTGAGCCACCAGCTTTTTTTTTTTAGACAGAGTCTCACTCTGTCACCCAG
GCTGGAGTGCAGTGGTGCAATCTTGGCTGACTGCAACCTCCGCCTCCTTCAATCTGG
GTTGAACTCCTGGGCTCAAGTGATCCTCCCGCCTCGATCGAATTCCTGCAGCCCGGG
GGATCCATAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTT
TAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG

Типы последовательностей

Тип № 1:
ATAAGCTTGATCCGACTCGAGGTACACATGTGGGATCATCCTCTGGATTACCTGTGT
ACCAATAATATATCCACCACATGGGCCTCTCGAGTCGGATCGAATTCCTGCAGCCCG
GGGGATC 
Вместо AluI после сайта EcoRV содержит последовательность с инвертированными повторами.

Тип № 2:
ATAAGCTTGATCCGACTCGAGCCCCGATGTGGTATAGACAGCCTCTATTACCGGCTT
GGAGAACTGTGCTGCGCCTACCTGCTCTCCCTTGCGTACAAGCATTACTATGTGCGT
ACGCTT
Содержит после сайта EcoRV последовательность повтора как в № 1.

Тип № 3:
CATGGCTCTCGTTGCTCACCTGCTCAGCGGTATCGAGGATAGAAGGCTTAGTATCTT
CGCCATCTTTGCCAATGGTAGCCACATAGTCTCTCGAGTCGGATCGAATTC
Содержит после сайта EcoRV последовательность повтора как в № 1.

Тип № 4: 
TCATGGTCATAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG
AGCTGTAAAACGACGGCCAGTGAATCCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTAAGCT
GTAAAACGACGGCCAGTGAATCCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCT
Содержит участки полилинкера pBS и M13 праймеры.
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Тип № 5: 
TTACATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGC
GGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAAT
CACGGTCATAGCTGTTTCCTG
После EcoRV сайта идет M13 for праймер.

Тип № 6:
AGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGT
GAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAGATCGGAAGAGCACACGTT
CTGAACTCCAGTCACCGCTCATTATCTCGTATGCCGT
или
AGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGT
GAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAGATCGGAAGAGCACACGTC
TGAACCAGTCACCGCTCATTATCTCGTATGCCGTCTT
Содержит за M13 for праймером последовательность, которая частично выравнивается на человеческий геном 
и не является частью плазмиды или исходного субстрата.


