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Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) îáëàäàþò ïëàñòè÷íîñòüþ è íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòüþ in vitro, ÷òî äåëàåò èõ ïðèâëåêàòåëüíûì îáúåêòîì èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà ïî-
èñê íîâûõ ðåñóðñîâ äëÿ âîññòàíîâèòåëüíîé òåðàïèè. Èñïîëüçîâàíèå ÌÑÊ ýôôåêòèâíî ïðè ëå÷åíèè äåãå-
íåðàòèâíûõ è âîñïàëèòåëüíûõ çàáîëåâàíèé ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ, îäíàêî áèîëîãè÷åñêèå îñíîâû òåðàïåâ-
òè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòè ÌÑÊ îñòàþòñÿ íå ñîâñåì ïîíÿòíûìè. Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì
ïàññèðîâàíèè in vitro ÌÑÊ, ýêñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê (GFP), ïðîèñõîäèëî
ïðîãðåññèâíîå óâåëè÷åíèå èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, ñíèæåíèå àäãåçèâíîñòè, ïîòåðÿ äèôôåðåí-
öèðîâàííîãî ïîòåíöèàëà è ýêñïðåññèè ìàðêåðíîãî áåëêà GFP. ÌÑÊ óæå íà ïåðâûõ ïàññàæàõ õàðàêòåðè-
çîâàëèñü êàðèîòèïè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè òðàíñôîðìàöèè, ÷òî íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ ñî÷åòàëîñü ñ âîçíèê-
íîâåíèåì òóìîðîãåííûõ ñâîéñòâ. Êëåòêè îïóõîëè, ïîëó÷åííîé èç ÌÑÊ, ïðè ýêñïëàíòàöèè â êóëüòóðó in
vitro, ïîäîáíî ðîäèòåëüñêèì êëåòêàì, íå ýêñïðåññèðîâàëè GFP è íå èíäóöèðîâàëèñü ê äèôôåðåíöèðîâ-
êå, íî â îòëè÷èå îò èñõîäíûõ êëåòîê ïðîÿâëÿëè ñíèæåííóþ êëîíîãåííóþ è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî äàæå êðàòêîñðî÷íîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ in vitro ñîïðÿæåíî ñ èõ ñïîí-
òàííîé òðàíñôîðìàöèåé, à èììîðòàëüíîñòü, ëåæàùàÿ â îñíîâå íåîãðàíè÷åííî äîëãîãî ðàçìíîæåíèÿ
ÌÑÊ âíå îðãàíèçìà, ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì èõ òðàíñôîðìàöèè, à íå èñõîäíûì ñâîéñòâîì ñòâîëîâûõ
êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìóëüòèïîòåíòíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, êóëüòóðà in vitro, êàðèîòèïèðîâàíèå,
ñïîíòàííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÎÝ — ýêñïëàíòàòû êëåòîê îïóõîëè, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ÐÑ — ðîñòîâàÿ ñðåäà, ÝÁÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà, Cdk —
öèêëèíçàâèñèìûå êèíàçû.

Ñòâîëîâûå êëåòêè (ÑÊ) îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê íå-
îãðàíè÷åííî äîëãîìó ñàìîïîääåðæàíèþ ñîáñòâåííîé ïî-
ïóëÿöèè è äèôôåðåíöèðîâêå â êëåòêè ðàçëè÷íîé òêàíå-
âîé ñïåöèôè÷íîñòè (Reya et al., 2003). Â êîñòíîì ìîçãå
ñîäåðæàòñÿ äâà ðàçëè÷íûõ òèïà ñîìàòè÷åñêèõ ÑÊ — êðî-
âåòâîðíûå ÑÊ è ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ).
ÌÑÊ, ïîääåðæèâàþùèå ðîñò êðîâåòâîðíûõ ÑÊ â êîñòíîì
ìîçãå, â îïûòàõ in vitro ïîêàçûâàþò îïðåäåëåííûé ïîòåí-
öèàë ê äèôôåðåíöèðîâêå â êëåòêè âñåõ òðåõ çàðîäûøåâûõ
ðîñòêîâ, à in vitro äèôôåðåíöèðóþòñÿ â êëåòêè ðàçëè÷íûõ
ìåçîäåðìàëüíûõ ëèíèé (Friedenstein, 1976; Pittenger et al.,
1999; Herzog et al., 2003). Áëàãîäàðÿ ñâîèì ðåãåíåðàòèâ-
íûì ñâîéñòâàì, ïðîñòîòå ïîëó÷åíèÿ è äîñòóïíîñòè äëÿ
áèîèíæåíåðíûõ ìàíèïóëÿöèé ÌÑÊ ñòàíîâÿòñÿ âñå áîëåå
ïðèâëåêàòåëüíûì îáúåêòîì ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà ðåêîíñòðóêöèþ ðàçëè÷íûõ
òêàíåé è îðãàíîâ. Ðåãåíåðàòèâíûé ïîòåíöèàë ÌÑÊ ïîçâî-
ëÿåò ðàññìàòðèâàòü èõ â êà÷åñòâå òåðàïåâòè÷åñêîãî ýêâè-
âàëåíòà ýìáðèîíàëüíûõ ÑÊ, êëèíè÷åñêîå ïðèìåíåíèå êî-
òîðûõ îãðàíè÷åíî çàêîíîäàòåëüñòâàìè íåêîòîðûõ ñòðàí
(Serakinci, Keith, 2006). ÌÑÊ õàðàêòåðèçóþòñÿ ñëåäóþùè-
ìè îñíîâíûìè ñâîéñòâàìè: 1) ñïîñîáíîñòüþ ïîääåðæè-

âàòü â êóëüòóðå in vitro ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë, çíà-
÷èòåëüíî ïðåâûøàþùèé 50 óäâîåíèé; 2) ñïîñîáíîñòüþ
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè ìåçîäåðìàëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ (êîñòåé, õðÿùåé, ñóõîæèëèé, ñâÿçîê, æèðîâîé
òêàíè, ìûøö è ò. ä.); 3) ïëàñòè÷íîñòüþ, ò. å. ñïîñîáíî-
ñòüþ ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ïðèíèìàòü íåîáû÷íûé
ôóíêöèîíàëüíûé ôåíîòèï (íàïðèìåð, ýïèòåëèàëüíûé,
ïðèñóùèé êëåòêàì ðàçëè÷íûõ òêàíåé ýíòîäåðìàëüíîãî è
ýêòîäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ); 4) ñïîñîáíîñòüþ ïðè-
êðåïëÿòüñÿ è äåëèòüñÿ íà òâåðäîé ïîâåðõíîñòè, ÷òî ëåæèò
â îñíîâå ìåòîäà âûäåëåíèÿ ÌÑÊ (Heyflick, 1965; Pereira
et al., 1998; Herzog et al., 2003).

Èçó÷åíèå ÌÑÊ áûëî íà÷àòî À. Ôðèäåíøòåéíîì, êî-
òîðûé ïîêàçàë, ÷òî ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà êëîíèðóþòñÿ in
vitro, à â îðãàíèçìå äîíîðà îáðàçóþò êîñòíóþ òêàíü, âî
âíóòðåííåé ïîëîñòè êîòîðîé ïîääåðæèâàåòñÿ êðîâåòâîðå-
íèå êëåòîê õîçÿéñêîãî îðãàíèçìà (Friedenstein, 1976). Â
ïîñëåäóþùèõ ðàáîòàõ áûëî íàéäåíî, ÷òî ÌÑÊ æèâîòíûõ
ðàçëè÷íûõ âèäîâ îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðî-
âàòüñÿ â êëåòêè ìíîãèõ òêàíåé, èìåþùèõ ìåçîäåðìàëüíîå
ïðîèñõîæäåíèå, èñêëþ÷àÿ êðîâåòâîðíûå êëåòêè (Prockop,
1997; Phinney et al., 1999; Pittenger et al., 1999), à òàêæå â
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íåðâíûå êëåòêè (Woodbury et al., 2000). Ñîâðåìåííûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç ðàç-
ëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ — ïëàöåíòû, ïóïîâèííîé êðîâè, æè-
ðîâîé òêàíè, êîñòíîãî ìîçãà, ãîëîâíîãî ìîçãà, ïîïåðå÷íî-
ïîëîñàòûõ ìûøö, — îáëàäàþò in vivo è in vitro
ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè âñåõ çàðîäû-
øåâûõ ðîñòêîâ ïîäîáíî ýìáðèîíàëüíûì ÑÊ (Jiang et al.,
2002; De Coppi et al., 2007).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîâîäÿòñÿ øèðîêèå èññëåäîâà-
íèÿ ýêñïðåññèè ýôôåêòîðíûõ è ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ ÌÑÊ
è ýìáðèîíàëüíûõ ÑÊ ñ öåëüþ ñðàâíèòü èõ ïðîëèôåðàòèâ-
íûé è äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë, èçó÷èòü îáùèå
ìåõàíèçìû ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ñàìîïîääåðæàíèÿ
è äèôôåðåíöèðîâêè (Wagner et al., 2005; Phinney et al.,
2006). Êàê â íàøåé ñòðàíå, òàê è çà ðóáåæîì ïðîâîäÿòñÿ
ïðåêëèíè÷åñêèå è êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ ÌÑÊ, íàïðàâ-
ëåííûå íà ëå÷åíèå òàêèõ ðàñïðîñòðàíåííûõ çàáîëåâàíèé,
êàê áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, èíôàðêò ìèîêàðäà, ñàõàðíûé
äèàáåò, öèððîç ïå÷åíè, òðàâìàòè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ
îïîðíîãî àïïàðàòà è ìí. äð. (Øóìàêîâ è äð., 2003à,
2003á; Shu et al., 2004; Street et al., 2004; Êðóãëÿêîâ è äð.,
2005; Ïàëüöåâ è äð., 2006). Ïî äàííûì àìåðèêàíñêîãî
ïðàâèòåëüñòâåííîãî ñàéòà â Èíòåðíåòå (http://www.clini-
caltrials.gov/ct/search?term=stem+cell&submit=Search) çà
2008 ã., èç 1276 îïèñàííûõ ñëó÷àåâ ïðèìåíåíèÿ ÑÊ â 42
ñëó÷àÿõ áûëè èñïîëüçîâàíû ÌÑÊ. Õîòÿ ÌÑÊ îêàçûâàþò
ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå ïðè ëå÷åíèè ðàçëè÷íûõ çàáîëå-
âàíèé, ñîâðåìåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî òåðà-
ïåâòè÷åñêèé ýôôåêò ÌÑÊ çàâèñèò íå ñòîëüêî îò ïðÿìîé
èíòåãðàöèè ÌÑÊ â òêàíü ðåöèïèåíòà, ñêîëüêî îò ñåêðå-
öèè ýòèìè êëåòêàìè ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ, óñèëèâàþùèõ
ðåïàðàöèîííóþ àêòèâíîñòü òêàíåé ðàçëè÷íîé ñïåöèôè÷-
íîñòè ïóòåì èíãèáèöèè àïîïòîçà, âîñïàëåíèÿ, ðåàêöèè
òðàíñïëàíòàò ïðîòèâ õîçÿèíà è õîçÿèí ïðîòèâ òðàíñïëàí-
òàòà, ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè ýíäîãåííûõ ÑÊ (Phinney,
2007).

Èäåíòèôèêàöèÿ ÌÑÊ êàê ÑÊ, îáëàäàþùèõ ñïîñîá-
íîñòüþ ê íåîãðàíè÷åííî äîëãîìó ñàìîïîääåðæàíèþ, â òå-
êóùèõ èññëåäîâàíèÿõ îñíîâàíà íà îöåíêå èõ ïðîëèôåðà-
òèâíîé è êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ñâîé-
ñòâîì âðåìåííî àìïëèôèöèðóþùèõñÿ êëåòîê. Áîëåå
îáúåêòèâíîé õàðàêòåðèñòèêîé ÑÊ ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîá-
íîñòü ê àñèììåòðè÷íîìó äåëåíèþ, ïðè êîòîðîì îäíà äî-
÷åðíÿÿ êëåòêà ñîõðàíÿåò ñòâîëîâûå ñâîéñòâà, à äðóãàÿ òå-
ðÿåò èõ è êîììèòèðóåòñÿ ê äèôôåðåíöèðîâêå â òêàíåñïå-
öèôè÷åñêèå êëåòêè. Â ýòîé ñâÿçè äî ñèõ ïîð íå
ñóùåñòâóåò äîêàçàòåëüñòâ òîãî, ÷òî ÌÑÊ ÿâëÿþòñÿ èñòèí-
íûìè ÑÊ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîëèôåðàòèâíàÿ è
êëîíîãåííàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ â êóëüòóðå in vitro ÿâëÿåòñÿ
âòîðè÷íîé, ñâÿçàííîé ñî ñïîíòàííîé òðàíñôîðìàöèåé
ýòèõ êëåòîê, âûçâàííîé ñòðåññîâûìè ôàêòîðàìè â ïðîöåñ-
ñå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ðîëü ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé â ìåõà-
íèçìå òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöè-
ôè÷íîñòè â êóëüòóðå in vitro õîðîøî äîêóìåíòèðîâàíà â
ñîâðåìåííûõ ïóáëèêàöèÿõ (Campisi, Fagagna, 2007).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå êà-
ðèîòèïè÷åñêèõ è ôåíîòèïè÷åñêèõ ñâîéñòâ ÌÑÊ â õîäå
ïàññèðîâàíèÿ in vitro. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãëè
áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíèé
î âîçìîæíîñòè òåðàïåâòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ,
êóëüòèâèðóåìûõ âíå îðãàíèçìà â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ.
Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî ïàññèðîâà-
íèÿ ÌÑÊ, ýêñïðåññèðóþùèå çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé
áåëîê (GFP), îáëàäàëè ïðîãðåññèðóþùåé óâåëè÷åííîé
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ ñî÷åòàëàñü ñî

ñíèæåíèåì èõ àäãåçèâíîñòè, ïîòåðåé äèôôåðåíöèðîâî÷-
íîãî ïîòåíöèàëà è ýêñïðåññèè ìàðêåðíîãî áåëêà GFP. Êà-
ðèîòèïè÷åñêèå ïðèçíàêè òðàíñôîðìàöèè, õàðàêòåðíûå
äëÿ ÌÑÊ íà ñàìûõ ðàííèõ ïàññàæàõ, íå ïðèîáðåòàëè ñïå-
öèôè÷åñêîãî ðèñóíêà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ, îäíà-
êî íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ ñî÷åòàëèñü ñ ïîÿâëåíèåì òóìîðî-
ãåííîñòè. Êëåòêè îïóõîëè, ïîëó÷åííîé èç ÌÑÊ, ýêñïëàí-
òèðîâàííûå â êóëüòóðó in vitro, ïîäîáíî ðîäèòåëüñêèì
êëåòêàì íå ýêñïðåññèðîâàëè GFP è íå èíäóöèðîâàëèñü ê
æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêå, íî â îòëè÷èå îò íèõ ïðîÿâëÿ-
ëè ñíèæåííóþ êëîíîãåííóþ è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî êðàòêîñðî÷íîå êóëüòè-
âèðîâàíèå ÌÑÊ in vitro ñîïðÿæåíî ñ èõ ñïîíòàííîé
òðàíñôîðìàöèåé. Èììîðòàëüíîñòü, ëåæàùàÿ â îñíîâå íå-
îãðàíè÷åííî äîëãîãî ðàçìíîæåíèÿ ÌÑÊ âíå îðãàíèçìà,
ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì èõ òðàíñôîðìàöèè, à íå èñõîä-
íûì ñâîéñòâîì ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. Êëåòêè ëèíèé À-549 (íåìåëêî-
êëåòî÷íîé êàðöèíîìû ëåãêèõ ÷åëîâåêà, NSCLC), Calu-3
(÷åøóé÷àòîé êëåòî÷íîé êàðöèíîìû ëåãêèõ), Ñ3Í10Ò1/2
(ïîëèïîòåíòíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè) è
Ñ2Ñ12 (ìûøèíûõ ìèîáëàñòîâ) áûëè ïîëó÷åíû èç Àìåðè-
êàíñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (ÀÒÑÑ) è êóëüòè-
âèðîâàëèñü â ðîñòîâîé ñðåäå (ÐÑ) Äóëüáåêêî
(DMEM/F12), ñîäåðæàâøåé 25 ìÌ Hepes è 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÁÑ). Òðàíñãåííûå ìû-
øè-ñàìöû C57BL/6-Tg(ACTbEGF)1Osb/J, ýêñïðåññèðóþ-
ùèå GFP, áûëè ïðèîáðåòåíû â êîììåð÷åñêîé ëàáîðàòî-
ðèè (Jackson Laboratories, ÑØÀ). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ
äâóõ ñàìöîâ GFP óìåðùâëÿëè ïóòåì ñìåùåíèÿ øåéíûõ
ïîçâîíêîâ. Êîñòíûé ìîçã áîëüøåáåðöîâûõ è áåäðåííûõ
êîñòåé ïîëó÷àëè îò êàæäîé ìûøè ïóòåì âûìûâàíèÿ åãî
èç êîñòè ÐÑ. Êîñòíîìîçãîâûå êëåòêè îòìûâàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 400 g â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîäñ÷èòûâàëè â
êàìåðå Ãîðÿåâà â ïðèñóòñòâèè òðèïàíîâîãî ñèíåãî äëÿ
îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè, ðåñóñïåíäèðîâàëè â ÐÑ ñ
ïëîòíîñòüþ 5 · 106/ìë è êóëüòèâèðîâàëè â êîíöåíòðàöèè
2 · 106/ìë â 4—6-ëóíî÷íûõ êóëüòóðàëüíûõ ïëàñòèíàõ â
àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ, ïàññàæ 0 (Ï0).×åðåç 72 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ïëàñòèêó êëåòêè
óäàëÿëè ïóòåì ñìåíû ñðåäû è ïèïåòèðîâàíèåì. ×åðåç
18 ñóò êóëüòóðû êëåòîê ñ ïëîòíîñòüþ ðîñòà 90 % îòìûâà-
ëè äâàæäû ôîñôàòíûì áóôåðîì (PBS) è â êàæäóþ ÿ÷åéêó
6-ëóíî÷íîé ïëàñòèíû äîáàâëÿëè ïî 0.5 ìë ñìåñè
0.25%-íîãî òðèïñèíà è 0.01%-íîãî ÝÄÒÀ íà 10 ìèí ïðè
37 °Ñ. Çàòåì êëåòêè îòäåëÿëè îò ïëàñòèêà ñ ïîìîùüþ ñòå-
ðèëüíîãî ïëàñòèêîâîãî ñêðåáêà è èíòåíñèâíîãî ïèïåòè-
ðîâàíèÿ, ðåñóñïåíäèðîâàëè â 40 ìë ÐÑ è êóëüòèâèðîâàëè
â 4 êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ äèàìåòðîì 100 ìì, ïàññàæ 1
(Ï1). Êëåòêè ïåðåñåâàëè â ïîñëåäóþùèõ ïàññàæàõ ïðè
äîñòèæåíèè èìè ïëîòíîñòè ðîñòà 90 % ïóòåì ðàññåâà
÷àøêè â 2 èëè 3—10 òàêèõ æå ÷àøåê â ñëåäóþùåé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè: 1/2 (Ï1—2), 1/3 (Ï3—5), 1/4 (Ï6), 1/5
(Ï7—9), 1/7 (Ï10) è 1/10 (Ï11—14).

Îöåíêó ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÑÊ ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ äâóõ ðàçëè÷íûõ ïîäõîäîâ. Â ïåðâîì ïðî-
ëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè â óñë. åä. êàê ïðî-
èçâåäåíèå êðàòíîñòè ðàçäåëåíèÿ êëåòîê ïðè äàííîì ïàñ-
ñàæå, óìíîæåííîå íà åãî ïðîäîëæèòåëüíîñòü â ñóòêàõ,
âûðàæåííûõ â ïðîöåíòàõ. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü îòäåëüíûõ
ïàññàæåé ñîñòàâëÿëà (â ñóò): Ï1 — 10, Ï2—3 — 5, Ï4 —
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8, Ï5 — 4, Ï6 — 3, Ï7—10 — 5, Ï11 — 6, Ï12 — 4,
Ï13—14 — 5. Âî âòîðîì ïîäõîäå îïðåäåëÿëè âðåìÿ óä-
âîåíèÿ ÌÑÊ ïóòåì ìíîãîêðàòíîãî ïåðåñåâà è ïîäñ÷åòà ýê-
ñïîíåíöèàëüíî ðàñòóùèõ êëåòîê. Êëåòêè (2 · 104) ïîìåùà-
ëè â îäíó ÿ÷åéêó 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà. ×èñëî êëåòîê
ïîäñ÷èòûâàëè 6 ðàç ÷åðåç 48 ÷ îäíîâðåìåííî â òðåõ ðàç-
ëè÷íûõ ÿ÷åéêàõ. Âðåìÿ óäâîåíèÿ (D) îïðåäåëÿëè ïî ñëåäó-
þùåé ôîðìóëå: D = t logXo/Xf2, ãäå t = 48 ÷, Xo/Xf — ÷èñëî
êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî â íà÷àëå è êîíöå ýêñïåðèìåíòà.

Íàñûùàþùóþ ïëîòíîñòü ðîñòà îïðåäåëÿëè ïðè ïîìå-
ùåíèè 2 · 104 ýêñïîíåíöèàëüíî ðàñòóùèõ êëåòîê â ÿ÷åéêó
24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà. ×èñëî êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè â
òðåõ ðàçëè÷íûõ ÿ÷åéêàõ êàæäûé äåíü äî ïðåêðàùåíèÿ èõ
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè. Ñðåäíþþ âåëè÷èíó ïëîò-
íîñòè íàñûùåíèÿ îïðåäåëÿëè, ñóììèðóÿ 6 èíäèâèäóàëü-
íûõ çíà÷åíèé, íàéäåííûõ â äåíü ìàêñèìàëüíîãî óâåëè÷å-
íèÿ ÷èñëà êëåòîê è íà ñëåäóþùèé äåíü ïîñëå íåãî.

È í ä ó ê ö è ÿ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è Ì Ñ Ê. Æèðîâóþ
äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ âûçûâàëè, êóëüòèâèðóÿ êëåòêè â
òå÷åíèå 3 íåä â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 1 ìÌ äåêñà-
ìåòàçîíà è 5 ìêã/ìë èíñóëèíà. Êëåòêè, ñîäåðæàùèå êàïëè
æèðà, âûÿâëÿëè ïðè ôèêñàöèè êóëüòóð â 4%-íîì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäå â PBS 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ
ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé 3.75%-íûì êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì
êðàñíûì â èçîïðîïàíîëå, ðàçâåäåííîì äèñòèëëèðîâàííîé
âîäîé â ñîîòíîøåíèè 1 : 3 (Meirelles, Nardi, 2003). Êîñò-
íóþ äèôôåðåíöèðîâêó âûçûâàëè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê â ÐÑ, ñîäåðæàùåé 10 ìÌ â-ãëèöåðîëôîñôàòà,
50 ìêã/ìë àñêîðáèíîâîé êèñëîòû è 0.1 ìÌ äåêñàìåòàçîíà
â òå÷åíèå 3 íåä. Êëåòêè, ñîäåðæàùèå êàëüöèåâûé ïðåöè-
ïèòàòû, âèçóàëèçèðîâàëè ïîñëå 2-êðàòíîé îòìûâêè PBS ñ
ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé â òå÷åíèå 5 ìèí 2%-íûì àëèçàðè-
íîâûì êðàñíûì, ðÍ êîòîðîãî äîâîäèëè äî 4.2 ñ ïîìîùüþ
ãèäðîêñèäà àììîíèÿ (Phinney et al., 1999). Äëÿ èíäóêöèè
ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
ÐÑ, ñîäåðæàùåé 1.5 ìêã/ìë àìôîòåðèöèíà Â, â òå÷åíèå
2 íåä, çàòåì åùå 1 íåä â ñðåäå áåç àìôîòåðèöèíà. Ìàðêåð
ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè — äåñìèí — âûÿâëÿëè â
êëåòêàõ ïóòåì èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêè ñî ñïåöè-
ôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûå ïðåïà-
ðàòû àíàëèçèðîâàëè íà ñêàíèðóþùåì êîíôîêàëüíîì ìèê-
ðîñêîïå LSM 5 Pascal, èñïîëüçóÿ ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí
488 è 543 íì, à îêðàøåííûå êðàñèòåëÿìè àëèçàðèíîâûì
êðàñíûì è ìàñëÿíûì êðàñíûì — â ïðîõîäÿùåì ñâåòå íà
ìèêðîñêîïå Zeiss Axiovent 40.

Ýêñïëàíòàòû êëåòîê îïóõîëè (ÊÎÝ) ïîëó÷àëè â ñòå-
ðèëüíûõ óñëîâèÿõ ïóòåì èçìåëü÷åíèÿ êóñî÷êà òêàíè îïó-
õîëè, ïîëó÷åííîé ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè ÌÑÊ ñàìêå
ìûøè ëèíèè Ñ57BL. Òêàíü îïóõîëè ïîìåùàëè â ÐÑ íà
100-ìèëëèìåòðîâóþ êóëüòóðàëüíóþ ÷àøêó íà 72 ÷, ìèã-
ðèðîâàâøèå èç òêàíè è ðàñïëàñòàííûå íà ïëàñòèêå êëåòêè
îòäåëÿëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà è â ïîñëåäóþùåì êóëüòè-
âèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç
êîñòíîãî ìîçãà.

Î ö å í ê à ê ë î í î ã å í í î é à ê ò è â í î ñ ò è. ÌÑÊ ðàç-
ëè÷íûõ ïàññàæåé è êëåòêè ýêñïëàíòàíòîâ îïóõîëè (ÊÎÝ)
êóëüòèâèðîâàëè ïî 400 è 1000 êëåòîê íà 60-ìèëëèìåòðî-
âûõ ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ â ñòàíäàðòíîé ÐÑ â òå÷åíèå
3 íåä. Âûðîñøèå êîëîíèè îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 2 ìèí
ñïèðòîâûì ðàñòâîðîì ãåíöèàí-âèîëåòîâîãî, ïðîìûâàëè
íåñêîëüêî ðàç äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå; îïûòû ïîâòîðÿëè äâàæäû.

Î ö å í ê ó ò ó ì î ð î ã å í í î ñ ò è ïðîâîäèëè ïðè òðàíñ-
ïëàíòàöèè ÌÑÊ 12—15-ãî è 43—47-ãî ïàññàæåé, êîòî-
ðûå íàõîäèëèñü â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà (70%-íàÿ

ïëîòíîñòü íàñûùåíèÿ), íîðìàëüíûì ñèíãåííûì ðåöèïè-
åíòàì èëè ìûøàì ñ ýêñïåðèìåíòàëüíîé äèñòðîôèåé Äþ-
øåíà (mdx). Ìûøè mdx áûëè ùåäðûì ïîäàðêîì ä-ðà
Ò. Ïàðòðèäæà (Hammersmiten Hospital, London), ïðåäî-
ñòàâëåííûì íàì äëÿ ñîäåðæàíèÿ è ïðîâåäåíèÿ îïûòîâ
ä-ðîì Â. Ñ. Áàðàíîâûì (ÍÈÈ àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè
èì. Ä. Î. Îòòà ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ïåðåä ââåäåíè-
åì ìûøàì-ðåöèïèåíòàì êëåòêè íà ÷àøêàõ äâàæäû îòìû-
âàëè PBS, îòäåëÿëè îò ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè ðàñòâî-
ðîì òðèïñèíà, äâàæäû îòìûâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â
PBS â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí è ðåñóñïåíäèðîâàëè
â êîíöåíòðàöèè 5 · 106/ìë â ÐÑ áåç ÝÁÑ, ñîäåðæàùåé
50 åä./ìë ãåïàðèíà. ÌÑÊ ââîäèëè ïîäêîæíî, âíóòðèìû-
øå÷íî èëè âíóòðèâåííî â ðåòðîîðáèòàëüíûé ñèíóñ
8—12-íåäåëüíûì íîðìàëüíûì ìûøàì-ñàìêàì ëèíèè
Ñ57BL ìàññîé 18—22 ã, ïîëó÷åííûì èç ïèòîìíèêà ëàáî-
ðàòîðíûõ æèâîòíûõ Ðàïïîëîâî (Ðîññèÿ). Çà 30 ìèí äî
âíóòðèâåííîãî ïåðåíîñà êëåòîê ìûøàì ââîäèëè âíóòðè-
áðþøèííî 30 åä. ãåïàðèíà â 0.5 ìë ÐÑ. Ðåòðîîðáèòàëüíîå
ââåäåíèå êëåòîê ïðîâîäèëè ïîä èíãàëÿöèîííûì íàðêî-
çîì, êîòîðûé âûçûâàëè ó ìûøåé ñ ïîìîùüþ ýòèëîâîãî
ýôèðà. Ìûøàì mdx ÌÑÊ ââîäèëè âíóòðèìûøå÷íî.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ýëåêòðîôî-
ðåç áåëêîâ ïðîâîäèëè â 8%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ
äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðîá êëåò-
êè, ðàñòóùèå â êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ, ïðîìûâàëè äâàæ-
äû PBS, óäàëÿëè ñ ÷àøåê ïëàñòèêîâûì ñêðåáêîì, îñàæäà-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí
íà ëüäó â òðåõ îáúåìàõ áóôåðíîãî ðàñòâîðà (îòíîñèòåëü-
íî îáúåìà ïëîòíîãî îñàäêà êëåòîê), ñîäåðæàùåãî 25 ìÌ
Òðèñ-HCl (pH 7.4), 250 ìÌ NaCl, 0.25%-íûé äåòåðãåíò
NP-40, 1 ìÌ PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëèçà â
ñîîòíîøåíèè 1 : 100. Ýêñòðàêòû êëåòîê öåíòðèôóãèðîâà-
ëè 15 ìèí ïðè 13 000 g è 4 °Ñ. Ïðîáû óðàâíèâàëè ïî êî-
ëè÷åñòâó îáùåãî áåëêà, îïðåäåëÿåìîãî ñ ïîìîùüþ ðåàê-
òèâà Áðýäôîðä, ïåðåíîñèëè â ìèêðîïðîáèðêè, ñîäåðæà-
ùèå ðàâíûé îáúåì áóôåðà, äëÿ íàíåñåíèÿ ïðîá íà ãåëü
(4 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ, 30 % ãëèöåðèíà, 200 ìÌ
äèòèîòðåèòà, 120 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 6.8, 0.002 % áðîìôå-
íîëîâîãî ñèíåãî), êèïÿòèëè 5 ìèí íà âîäÿíîé áàíå è íà-
íîñèëè â îáúåìå 25 ìêë, ñîäåðæàùåì 30 ìêã îáùåãî áåë-
êà, íà îäíó äîðîæêó ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ. Ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûå áåëêè ïåðåíîñèëè ñ ãåëÿ íà
ìåìáðàíó PVDF ñ ïîìîùüþ ïîëóñóõîãî ýëåêòðîïåðåíîñà.
Áåëêè íà ìåìáðàíå âûÿâëÿëè ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëà-
ìè è âèçóàëèçèðîâàëè ðåàêòèâîì ECL.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
ÌÑÊ îêðàøèâàëè íà âíóòðèêëåòî÷íûå áåëêè (ãëàäêîìû-
øå÷íûé àêòèí, âèìåíòèí, äåñìèí, GFP) ïî ñëåäóþùåìó
ïðîòîêîëó: ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè, ðàñïëàñòàííû-
ìè ïðè ðîñòå â êóëüòóðå, ïåðåíîñèëè â 35-ìèëëèìåòðîâûå
êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè, êëåòêè îäíîêðàòíî îòìûâàëè PBS
5 ìèí, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì
15 ìèí, çàòåì 70%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 4 °Ñ; îáðàáàòûâàëè 0.2%-íûì äåòåðãåíòîì Òðèòîíîì
Õ-100 10 ìèí, ïðîìûâàëè PBS 2 ðàçà ïî 5 ìèí, ñàéòû íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë áëîêèðîâàëè 1 ÷ ðàñ-
òâîðîì, ñîäåðæàùèì 3 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà (ÁÑÀ) è 0.1 % Òâèíà 20; çàòåì íà êëåòêè íàíîñèëè
ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè 1 : 50—1 : 200 â
áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå íà 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå, ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5ìèí PBS, îáðàáàòûâàëè 1 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå âèäîñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëà-
ìè, ðàñïîçíàþùèìè àëëîòèïû èììóíîãëîáóëèíîâ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñöåíòíîé
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ìåòêîé, îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS. ßäðà êëåòîê êðà-
ñèëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå êðàñèòåëåì
DAP1 â êîíöåíòðàöèè 1 íã/ìë â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå,
çàòåì ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè 2 ðàçà PBS è çàêëþ÷àëè â
ñðåäó Anti-Fade, óìåíüøàþùóþ íåñïåöèôè÷åñêóþ ôëóî-
ðåñöåíöèþ.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ì å ò à ô à ç í û õ õ ð î ì î ñ î ì ïðî-
âîäèëè òåì æå ñïîñîáîì, êîòîðûé îïèñàí ðàíåå (Ãðèí÷óê
è äð., 2008). Äëÿ êàðèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè
êëåòêè â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà. Íàêîïëåíèå ìèòî-
òèðóþùèõ êëåòîê äîñòèãàëîñü ââåäåíèåì â àêòèâíî ïðî-
ëèôåðèðóþùóþ êóëüòóðó 0.04 % êîëõèöèíà íà 1.0—1.5 ÷.
Ïðè ãèïîòîíè÷åñêîé îáðàáîòêå êëåòîê èñïîëüçîâàëè
0.56%-íûé KCl. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è
ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû â ñîîòíîøåíèè 3 : 1. Êëåòî÷-
íóþ ñóñïåíçèþ ðàñêàïûâàëè íà âëàæíûå îõëàæäåííûå
ïðåäìåòíûå ñòåêëà è âûñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Îêðàøèâàíèå õðîìîñîì ïðîâîäèëè ïî ìîäèôèöè-
ðîâàííîìó ìåòîäó (Seabright, 1971) êðàñèòåëåì Ãèìçà â
PBS, ðÍ 6.2, ïîñëå èõ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè
0.25%-íûì òðèïñèíîì.

Àíàëèç êàðèîòèïà îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâî-
ãî ìèêðîñêîïà (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ
îáúåêòèâ100�, è ïî ìèêðîôîòîãðàôèÿì. Èäåíòèôèêàöèþ
íîðìàëüíûõ õðîìîñîì ìûøè ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè
ñî ñòàíäàðòíîé íîìåíêëàòóðîé (Committee on Standardi-
zed Genetic Nomenclature for mice, 1972; Cowell, 1984).

À í ò è ò å ë à. Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòèòåëà: ìû-
øèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ãëàäêîìûøå÷-
íîãî àêòèíà (NeoMarkers, ÑØÀ); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ïðîòèâ âèìåíòèíà (NeoMarkers, ÑØÀ); ìû-
øèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ðàñïîçíàþùèå áåëêè ñ
ìîë. ìàññàìè 59, 58, 56, 52.5, 56.5, 54, è 45 êÄà è ñîîòâåò-
ñòâóþùèå öèòîêåðàòèíàì 4, 5, 6, 8, 10, 13 è 18 (Calbioc-
hem, ÑØÀ); ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ GFP (Sig-
ma, ÑØÀ); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
äåñìèíà — ñóïåðíàòàíò ãèáðèäîìû, ïðîäóöèðóþùåé àí-
òèòåëà ê äåñìèíó, ïîëó÷åííîé èç Áàíêà êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð Óíèâåðñèòåòà øòàòà Àéîâà, ÑØÀ; êðîëè÷üè ïîëèêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ â-êàòåíèíà (Abcam, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ); âèäîñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà Alexa Fluor®568,
Fab-ôðàãìåíò êðîëè÷üèõ àíòèìûøèíûõ àíòèòåë (Invitro-
gen, ÑØÀ); Alexa Fluor®633, Fab-ôðàãìåíò êîçëèíûõ àí-
òèòåë ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà (Invitrogen, ÑØÀ).

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàê-
òèâû: Anti-Fade, PVDF, ïîëèàêðèëàìèä äëÿ ýëåêòðîôîðå-
çà è ðåàêòèâ Áðýäôîðä (BioRad, ÑØÀ); àñêîðáèíîâàÿ êèñ-
ëîòà, àëèçàðèíîâûé êðàñíûé, ÁÑÀ, â-ãëèöåðîëôîñôàò,
ãèäðîêñèä àììîíèÿ, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, èçîïðîïà-
íîë, èíñóëèí, êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëèçà, êîëõè-
öèí, ìàñëÿíûé êðàñíûé, NP-40, DAPI, PMSF, ïàðàôîð-
ìàëüäåãèä, Òðèòîí Õ-100 è Òðèñ (Sigma, ÑØÀ); òðèïñèí,
ñîäåðæàùèé 1 ìÌ ÝÄÒÀ, ñðåäà DMEM/F12 è ÝÁÑ (Invit-
rogen, ÑØÀ); ECL (Millipore, ÑØÀ); êóëüòóðàëüíûå ïëàñ-
òèêîâûå ÷àøêè (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ); Twin 20 (Bio Chemi-
ca, Ãåðìàíèÿ); ýòèëîâûé ýôèð (Âåêòîí, Ðîññèÿ); KCl, ìå-
òèëîâûé ñïèðò è óêñóñíàÿ êèñëîòà (Ðåàõèì, Ðîññèÿ);
ãåïàðèí (Áåëìåäïðåïàðàòû, Áåëîðóññèÿ); íåôëóîðåñöèðó-
þùåå èììåðñèîííîå ìàñëî (Carl Zeiss, Øâåéöàðèÿ); êðà-
ñèòåëü Ãèìçà è òàáëåòêè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ áóôåðà PBS
(BDH, Âåëèêîáðèòàíèÿ); äåêñàìåòàçîí (KRKA, Ñëîâå-
íèÿ).

Ìûøåé îáëó÷àëè äîçîé 5 Ãð (ìîùíîñòü äîçû
0.451 Ãð/ìèí, íàïðÿæåíèå 200 êÂ, ñèëà òîêà 13 ìÀ, ôèëü-

òðû 0.5 ìì Cu è 1.0 ìì Al, ôîêóñíîå ðàññòîÿíèå 50 ñì),
ÌÑÊ ââîäèëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èõ îáëó÷åíèÿ â 0.5 ìë ÐÑ
áåç ÝÁÑ.

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ì à ð ê å ð í î é è ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â î ÷ í î é à ê ò è â í î ñ ò è Ì Ñ Ê. ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå
íàìè èç êîñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP, â êóëü-
òóðå íà ïåðâûõ ïàññàæàõ ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé áîëüøèå
ðàñïëàñòàííûå êëåòêè, ðàñòóùèå ñ íèçêîé ïëîòíîñòüþ íà-
ñûùåíèÿ è ìîíîñëîéíûì ðîñòîì. Èñïîëüçóÿ ìåòîä èììó-
íîáëîòèíãà, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â îòëè÷èå îò êëåòîê ñòà-
áèëüíûõ ëèíèé ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè ÌÑÊ
ïðîäóöèðîâàëè ìàðêåðíûé áåëîê GFP, íî íå ïàíöèòîêå-
ðàòèí, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî áûëà õàðàêòåðíà äëÿ êëåòîê
ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ðèñ. 1, à). Ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ëàçåðíîé èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ìû
âûÿñíèëè, ÷òî ÌÑÊ ýêñïðåññèðîâàëè GFP, ãëàäêîìûøå÷-
íûé àêòèí è âèìåíòèí — ìàðêåðíûé áåëîê êëåòîê ôèá-
ðîáëàñòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ðèñ. 1, á). ÌÑÊ ðàííèõ ïàñ-
ñàæåé áûëè ÷óâñòâèòåëüíû ê æèðîâîé, êîñòíîé è ìûøå÷-
íîé äèôôåðåíöèðîâêå, ÷òî ïðîÿâëÿëîñü ñîîòâåòñòâåííî â
íàêîïëåíèè æèðîâûõ âêëþ÷åíèé, êàëüöèåâûõ ïðåöèïèòà-
òîâ (ðèñ. 1, â) èëè â ïðîäóêöèè äåñìèíà, áåëêà ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ÷òî ïîêàçàíî ðàíåå (Popov et al.,
2007).

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í à ÿ è ò ó ì î ð î ã å í í à ÿ à ê ò è â -
í î ñ ò ü Ì Ñ Ê. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ ïðè
îöåíêå âðåìåíè íàñûùåíèÿ íà ïåðâûõ 4 ïàññàæàõ áûëà
íèçêîé. Â òå÷åíèå ñëåäóþùèõ 5 ïàññàæåé ñêîðîñòü êëå-
òî÷íîãî äåëåíèÿ ÌÑÊ âîçðàñòàëà è ê 14-ìó äîñòèãàëà
ïëàòî, óâåëè÷èâàÿñü ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé íà ïåðâûõ
ïàññàæàõ â 3 ðàçà (ðèñ. 2, à). Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè
ïîëó÷åíû íàìè ïðè îöåíêå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ÌÑÊ ñ ïîìîùüþ îïðåäåëåíèÿ âðåìåíè óäâîåíèÿ, êîòîðîå
íà 9-ì ïàññàæå ñîñòàâëÿëî 54.4 ÷ è ñîêðàùàëîñü äî 19.8 ÷
ê 52-ìó (ðèñ. 2, á).

Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî ïàññèðîâàíèÿ ÌÑÊ èçìåíÿëè
ñâîþ ôîðìó, ïðåâðàùàÿñü èç áîëüøèõ ðàñïëàñòàííûõ íà
ïëàñòèêå êëåòîê â âûòÿíóòûå âåðåòåíîîáðàçíûå êëåòêè,
ðàñòóùèå ñ áîëüøåé ïëîòíîñòüþ íàñûùåíèÿ. Äî 25-ãî
ïàññàæà ÌÑÊ ñîõðàíÿëè ïàðàëëåëüíóþ îñåâóþ îðèåíòà-
öèþ è ìîíîñëîéíûé õàðàêòåð ðîñòà äàæå ïðè ïðåäåëüíîì
íàñûùåíèè. ÌÑÊ 43—47-ãî ïàññàæåé äåìîíñòðèðîâàëè
çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêóþ ïëîòíîñòü íàñûùåíèÿ, â
óñëîâèÿõ êîòîðîé ñîñåäíèå êëåòêè ïîêàçûâàëè õàîòè÷å-
ñêóþ îñåâóþ îðèåíòàöèþ ïî îòíîøåíèþ äðóã ê äðóãó,
÷òî ÷àñòî ïðîÿâëÿëîñü â ïåðåêðåñòíîì ðàñïîëîæåíèè è
÷àñòè÷íîì íàñëîåíèè ñîñåäíèõ êëåòîê. Îäíàêî äàæå ïðè
âûñîêîé íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè ðîñò ÌÑÊ íå áûë ìíî-
ãîñëîéíûì. Íàñûùàþùàÿ ïëîòíîñòü ðîñòà ÌÑÊ îò 9-ãî ê
16-ìó ïàññàæó óâåëè÷èâàëàñü â 2 ðàçà, à ê 52-ìó — â 10
ðàç (ðèñ. 2, â).

Ê à ð è î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç Ì Ñ Ê. Êàê áûëî ïî-
êàçàíî íàìè ðàíåå, ÌÑÊ óæå íà 6-ì ïàññàæå (7 íåä êóëü-
òèâèðîâàíèÿ) õàðàêòåðèçîâàëèñü ãåíåòè÷åñêè íåñòàáèëü-
íûì, àíåóïîëèïëîèäíûì êàðèîòèïîì. ×èñëî õðîìîñîì â
êëåòêàõ âàðüèðîâàëî â øèðîêèõ ïðåäåëàõ — îò îêîëîäèï-
ëîèäíîãî äî îêîëîîêòàïëîèäíîãî, ìîäàëüíûé êëàññ íå
áûë âûðàæåí. Ïîìèìî íåïåðåñòðîåííûõ õðîìîñîì, ïðåä-
ñòàâëåííûõ ðàçíûì ÷èñëîì êîïèé, â õðîìîñîìíîì íàáîðå
ïðèñóòñòâîâàëè ðàçëè÷íûå òèïû ïåðåñòðîåííûõ õðîìî-
ñîì. Îäíà èç íèõ áûëà îòíåñåíà ê ðàçðÿäó ìàðêåðíûõ, òàê
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êàê áûëà âûÿâëåíà âî âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ.
Â íåêîòîðûõ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ íàáëþäàëè íàëè÷èå
ñâåðõìåëêèõ ìèêðîõðîìîñîì, ðàññìàòðèâàåìûõ êàê îäèí
èç ìîðôîëîãè÷åñêèõ âàðèàíòîâ àìïëèôèêàöèè ãåíîâ
(Ãðèí÷óê è äð., 2008).

Êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç ÌÑÊ íà 46-ì ïàññàæå
(30 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ) íå âûÿâèë âûðàæåííûõ èçìåíå-
íèé êàðèîòèïà ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì íà 6-ì. Êàê è íà
ïåðâûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÌÑÊ õàðàêòåðèçîâàëèñü
ñóùåñòâåííîé êàðèîòèïè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòüþ, ñîïðÿ-
æåííîé ïðåæäå âñåãî ñ íåñòàáèëüíîñòüþ êîïèéíîñòè íå-
ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì. Òåì íå ìåíåå, åñëè íà 6-ì ïàñ-
ñàæå ÷èñëî êîïèé òîé èëè èíîé õðîìîñîìû âàðüèðîâàëî
îò 0 äî 5 ïðè ïðåèìóùåñòâåííîì ýêñòðàêîïèðîâàíèè îò-
äåëüíûõ õðîìîñîì â èíòåðâàëå 3—5 êîïèé, òî íà 46-ì
÷èñëî êîïèé õðîìîñîì íàáîðà âàðüèðîâàëî îò 0 äî 6 ñ
ïðåèìóùåñòâåííûì ýêñòðàêîïèðîâàíèåì íåãîìîëîãè÷-
íûõ õðîìîñîì îò 3 äî 6 êîïèé (ðèñ. 3, à). Òèïè÷íàÿ äëÿ
ÌÑÊ íà ðàííèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàðêåðíàÿ õðî-
ìîñîìà â êëåòêàõ íà 46-ì ïàññàæå îòñóòñòâîâàëà, îäíàêî
íàðÿäó ñ äâóïëå÷èìè õðîìîñîìàìè, îáðàçîâàííûìè ïî
òèïó Ðîáåðòñîíîâñêèõ òðàíñëîêàöèé, âûÿâëÿëèñü èçîõðî-

ìîñîìû — äâóïëå÷èå ìåòàöåíòðè÷åñêèå õðîìîñîìû, âîç-
íèêíîâåíèå êîòîðûõ ñâÿçûâàþò ñ íåðàñõîæäåíèåì
ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì â ìèòîçå (ðèñ. 3, á). Âàðèàöèè
äðóãèõ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé, êàê è íà ðàííèõ ïàññà-
æàõ, áûëè íåçíà÷èòåëüíûìè.

Ò ó ì î ð î ã å í í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü. Ïðè ïîäêîæíîì,
âíóòðèìûøå÷íîì èëè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè ÌÑÊ
12—15-ãî ïàññàæåé íîðìàëüíûì ñèíãåííûì ìûøàì-ñàì-
êàì ëèíèè C57BL ìû íå íàáëþäàëè ó ðåöèïèåíòîâ âîç-
íèêíîâåíèÿ îïóõîëåé in situ. Â òåõ æå óñëîâèÿõ ó 40 %
íîðìàëüíûõ ñèãíåííûõ ìûøåé, êîòîðûì ïîäêîæíî èëè
âíóòðèìûøå÷íî ââîäèëè ÌÑÊ 43—47-ãî ïàññàæåé, îïó-
õîëè â ìåñòå ââåäíèÿ êëåòîê âîçíèêàëè óæå â òå÷åíèå
1—2 íåä ïîñëå èíúåêöèè êëåòîê (ðèñ. 4, à). Ïðè âíóòðè-
âåííîì ââåäåíèè ÌÑÊ ëþáûõ èñïîëüçîâàííûõ íàìè ïàñ-
ñàæåé ìàêðîñêîïè÷åñêè âèäèìûå îïóõîëè íå âîçíèêàëè
äàæå ïðè íàáëþäåíèè â òå÷åíèå 3 ìåñ ïîñëå ââåäåíèÿ
êëåòîê. Óâåëè÷åíèå ñðîêà íàáëþäåíèÿ îò 2 íåä äî 3 ìåñ
íå ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì ÷èñëà îïóõîëåé è ïðè
ïîäêîæíîì èëè âíóòðèìûøå÷íîì ââåäåíèè êëåòîê, âñå
çàðåãèñòðèðîâàííûå îïóõîëè ïîÿâëÿëèñü òîëüêî íà ðàí-
íèõ ñðîêàõ — â ïðåäåëàõ 2 íåä îò ìîìåíòà ââåäåíèÿ êëå-
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Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðíûõ áåëêîâ è äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ.

à — èììóíîáëîòèíãîâàÿ îöåíêà ýêñïðåññèè GFP â ÌÑÊ â êëåòêàõ ñòàáèëüíûõ ëèíèé ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. GFP è ïàíöèòîêåðàòèí â
ýêñòðàêòàõ êëåòîê ñòàáèëüíûõ ëèíèé, ïðîèñõîäÿùèõ èç ýïèòåëèÿ (À-549 è Calu-3), ìèîáëàñòîâ (Ñ2Ñ12), ôèáðîáëàñòîâ (10Ò1/2) è ÌÑÊ, ýêñïðåññèðó-
þùèõ GFP, ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëÿëè â 8%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó PVDF è âèçóàëèçèðîâàëè ñïåöèôè÷åñêèìè
àíòèòåëàìè è ðåàêòèâîì ECL, êàê ýòî îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». á — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ýêñïðåññèè âèìåíòèíà,
ãëàäêîìûøå÷íîãî àêòèíà è GFP â êóëüòóðå ÌÑÊ: 1 — ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, 2 — åñòåñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, 3 — îêðàñêà DAPI, 4 — ñîâìåùåíèå
âñåõ èçîáðàæåíèé. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷åíû íà ýëåêòðîííîì ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå Pascal, ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí 488 è 543 íì, îá. 100�. â — èíäó-
öèðîâàííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ â êëåòêè æèðîâîãî è êîñòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â êóëüòóðå. Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ

òåõ æå ïàññàæåé, íå èíäóöèðîâàííûå ê äèôôåðåíöèðîâêå. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷åíû íà ìèêðîñêîïå Zeiss Axiovent 40, îá. 10�.



òîê. Â îòäåëüíûõ îïûòàõ ÌÑÊ 43—47-ãî ïàññàæåé ââî-
äèëè âíóòðèâåííî ÷åðåç ðåòðîîðáèòàëüíûé ñèíóñ ñèí-
ãåííûì ìûøàì-ñàìêàì ëèíèè C57BL, îáëó÷åííûì
ñóáëåòàëüíîé äîçîé 5 Ãð. Ó 50 % òàêèõ æèâîòíûõ (ðåçó-
ëüòàòû íå ïîêàçàíû) îòìå÷àëè ðîñò îïóõîëè â îáëàñòè îð-
áèòàëüíîãî ñèíóñà, îäíàêî ìû íèêîãäà íå íàõîäèëè îïó-
õîëåé âî âíóòðåííèõ îðãàíàõ ýòèõ ìûøåé ïðè ìàêðîñêî-
ïè÷åñêîì íàáëþäåíèè. Âíóòðèìûøå÷íîå ââåäåíèå ÌÑÊ
43—47-ãî ïàññàæåé èíáðåäíûì ìûøàì ñ ìûøå÷íîé äè-
ñòðîôèåé Äþøåíà ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì ýôôåê-
òèâíîñòè ðîñòà îïóõîëåé â ìåñòå ââåäåíèÿ îò 40 ó íîðìà-
ëüíûõ ðåöèïèåíòîâ äî 100 % (ðåçóëüòàòû íå ïîêàçàíû).

È ç ì å í å í è ÿ ì à ð ê å ð í î é è ä è ô ô å ð å í ö è ð î -
â î ÷ í î é à ê ò è â í î ñ ò è Ì Ñ Ê â õ î ä å ï à ñ ñ è ð î â à í è ÿ.
Óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è ïîÿâëåíèå
òóìîðîãåííîñòè â õîäå ïàññèðîâàíèÿ ñî÷åòàëèñü ñ ïîòå-
ðåé ÌÑÊ íà÷èíàÿ ñ 43-ãî ïàññàæà ýêñïðåññèè ìàðêåðíîãî
áåëêà GFP, íî íå ïðèâîäèëè ê ñòàáèëüíîìó èçìåíåíèþ
óðîâíÿ ýêñïðåññèè â-êàòåíèíà (ðèñ. 5, à). Ïðèîáðåòåíèå
òóìîðîãåííîñòè ó ÌÑÊ â ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ òàêæå
ñî÷åòàëîñü ñî ñíèæåíèåì àäãåçèâíîé àêòèâíîñòè è ñ ïîòå-
ðåé ñïîñîáíîñòè ê èíäóöèðîâàííîé æèðîâîé äèôôåðåí-
öèðîâêå. Óìåíüøåíèå ñïîñîáíîñòè ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ïëàñ-
òèêîâîé ïîâåðõíîñòè áûëî î÷åâèäíûì ó ÌÑÊ 52-ãî ïàñ-
ñàæà, èíäóöèðîâàííûõ ê æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêå
(ðèñ. 5, á). Êëîíîãåííàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ ðàçëè÷íûõ ïàñ-
ñàæåé ñîñòàâëÿëà 5—7 % è â õîäå ïàññèðîâàíèÿ ñóùåñò-
âåííî íå èçìåíÿëàñü (ðèñ. 5, â).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ê ë å ò î ê ý ê ñ ï ë à í ò à ò î â î ï ó -
õ î ë è (Ê Î Ý), ï î ë ó ÷ å í í î é è ç Ì Ñ Ê. Êëåòêè ýêñïëàí-
òàòîâ îïóõîëè, ïîëó÷åííîé èç ÌÑÊ, ïî ñâîèì ñâîéñòâàì
çíà÷èòåëüíî îòëè÷àëèñü îò ÌÑÊ. Âðåìÿ óäâîåíèÿ ÊÎÝ
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëîñü, à íàñûùàþùàÿ ïëîòíîñòü ðî-
ñòà óìåíüøàëàñü (ðèñ. 2, á, â). ÊÎÝ, ïîäîáíî ÌÑÊ ïîçä-
íèõ ïàññàæåé, íå ýêñïðåññèðîâàëè GFP, ïîêàçûâàëè ñíè-
æåííóþ àäãåçèâíóþ àêòèâíîñòü ïðè èíäóêöèè æèðîâîé
äèôôåðåíöèðîâêè è òåðÿëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ñòèìóëàì,
âûçûâàþùèì æèðîâóþ äèôôåðåíöèðîâêó (ðèñ. 4, á). Êëî-
íîãåííàÿ àêòèâíîñòü ÊÎÝ ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ òà-
êîâîé ÌÑÊ â 4—5 ðàç (ðèñ. 5, â).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î òîì, ÷òî â êóëüòóðå in vit-
ro ÌÑÊ ïåðâûõ ïàññàæåé õàðàêòåðèçóþòñÿ íèçêîé ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ (ðèñ. 2, à, á), ñîîòâåòñòâóþò
îïóáëèêîâàííûì äàííûì, â êîòîðûõ òîðìîæåíèå êëåòî÷-
íîãî äåëåíèÿ, âîçíèêàþùåå â 1-å íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ âíå îðãàíèçìà, ðàññìàòðèâàåòñÿ
êàê ïðîÿâëåíèå âíåøíåãî êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Parrinello
et al., 2003). Âíåøíåå èëè ïðåæäåâðåìåííîå êëåòî÷íîå
ñòàðåíèå â êóëüòóðå in vitro îñíîâàíî íà ìåõàíèçìå, êîòî-
ðûé àêòèâèðóåòñÿ ïðè ïîâûøåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðî-
äà â ãàçîâîé ñðåäå, è îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî ïðè âíóòðåí-
íåì èëè ðåïëèêàòèâíîì ñòàðåíèè. Â ìåõàíèçìå âíåøíåãî
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ êëþ÷åâóþ ðîëü èãðàåò àêòèâàöèÿ
êîíòðîëüíîé òî÷êè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è åå ìîëåêóëÿðíûõ
ïîñðåäíèêîâ — èíãèáèòîðîâ öèêëèíçàâèñèìûõ êèàç
(Cdk) — áåëêîâ ñåìåéñòâ Ink4 è Cip/Kip, íàïðèìåð
p16Ink4a< p21Cip1 è p27Kip1. Ýòè áåëêè ìîäóëèðóþò àêòèâ-
íîñòü ôîñôàòàç ñåìåéñòâà Cdc25, êîìïëåêñîâ öèêëè-
íû—Cdk, áåëêîâ ñåìåéñòâà ãåíà ðåòèíîáëàñòîìû è òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà E2F (Parrinello et al.,
2003; Campisi, Fagagna, 2007). Àêòèâàöèÿ èíãèáèòîðîâ
Cdk ïðèâîäèò ê íåîáðàòèìîé îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà
è ïðåæäåâðåìåííîìó ñòàðåíèþ êëåòêè (Di Leonardo et al.,
1994; Venable et al., 1995; Serrano et al., 1997; McConnel et
al., 1998). Ôåíîìåí âíåøíåãî êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â áîëü-
øåé ñòåïåíè ñâîéñòâåí êëåòêàì ìûøè, êîòîðûå îáëàäàþò
äëèííûìè òåëîìåðàìè è ÷àñòî ñíàáæåíû ñèñòåìîé âîñ-
ïðîèçâåäåíèÿ êîíöîâ õðîìîñîì — òåëîìåðàçíûì êîìï-
ëåêñîì, ÷òî ïðåäîõðàíÿåò èõ îò ðåïëèêàöèîííîãî êëåòî÷-
íîãî ñòàðåíèÿ, îïîñðåäîâàííîãî óêîðî÷åíèåì òåëîìåðîâ.
Íàïðîòèâ, êëåòêè ÷åëîâåêà â áîëüøèíñòâå ëèøåíû òåëî-
ìåðàçíîé àêòèâíîñòè, îáëàäàþò êîðîòêèìè òåëîìåðàìè è
ñêëîííû ê ðåïëèêàòèâíîìó êëåòî÷íîìó ñòàðåíèþ. Íàïðè-
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Ðèñ. 2. Õàðàêòåðèñòèêà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÑÊ è
êëåòîê ìåçåíõèìîìû â ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ â êóëüòóðå.

à — èíäåêñ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÑÊ ðàçëè÷íûõ ïàññàæåé;
ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ âûðàæåíà â óñë. åä. á — âðåìÿ óäâîå-
íèÿ ÌÑÊ ðàçëè÷íûõ ïàññàæåé è êëåòîê ýêñïëàíòàòîâ îïóõîëè, ïîëó÷åí-
íîé èç ÌÑÊ. â — õàðàêòåðèñòèêà íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè ðîñòà ÌÑÊ è
êëåòîê ýêñïëàíòàòîâ îïóõîëè (ÊÎÝ), ïîëó÷åííîé èç ÌÑÊ. Âåðòèêàëü-
íûå ëèíèè ïðåäñòàâëÿþò ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå îò ñðåäíåé âåëè÷èíû.
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Ðèñ. 3. Âàðèàáåëüíîñòü êàðèîòèïà ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP, ïàññàæ 46, G-áàíäèðîâàíèå.

à — ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà ñîäåðæèò 81 õðîìîñîìó; âñå õðîìîñîìû òåëîöåíòðè÷åñêèå, ïðåäñòàâëåíû ðàçíûì ÷èñëîì êîïèé, á — ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèí-
êà ñîäåðæèò 64 õðîìîñîìû, 2 èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ èçîõðîìîñîìàìè, 4 — äâóïëå÷èìè õðîìîñîìàìè, âîçíèêøèìè â ðåçóëüòàòå Ðîáåðòñîíîâñêèõ

òðàíñëîêàöèé; îáùåå ÷èñëî õðîìîñîì, â òîì ÷èñëå âõîäÿùèõ â ñîñòàâ äâóïëå÷èõ õðîìîñîì, ðàâíî 81. Èçî — èçîõðîìîñîìà.



ìåð, ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà ïðîÿâëÿþò ïðèçíàêè ñòàðå-
íèÿ óæå ïîñëå 50 äåëåíèé in vitro (Heyflick, 1965; McEac-
hern, Blackburn, 1996). Ôåíîìåí âíåøíåãî ñòàðåíèÿ ðåãó-
ëèðóåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè íå òîëüêî êëåòîê
ìûøåé, íî è íåêîòîðûõ òèïîâ êëåòîê ÷åëîâåêà, íàïðèìåð
êåðàòèíîöèòîâ è ýïèòåëèÿ ìîëî÷íîé æåëåçû (Kiyono
et al., 1998).

Ïðåîäîëåíèå ñòàðåíèÿ êëåòêàìè ðàçëè÷íûõ òèïîâ,
âêëþ÷àÿ, âåðîÿòíî, è ÌÑÊ, ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå àêòè-
âàöèè ìåõàíèçìîâ èììîðòàëèçàöèè, ïðîÿâëÿåòñÿ â óâåëè-
÷åíèè ñêîðîñòè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è ñî÷åòàåòñÿ ñ áûñòðî
íàñòóïàþùèìè èçìåíåíèÿìè êàðèîòèïà (Todaro, Green,
1963; Romanov et al., 2001; Rubio et al., 2005; Miura et al.,
2006). Ìåõàíèçìû êëåòî÷íîé èììîðòàëèçàöèè âî ìíîãîì
íå èçó÷åíû, îäíàêî ìíîãèå èõ êîìïîíåíòû ÿâëÿþòñÿ òè-
ïîâûìè è âêëþ÷àþò ñâåðõïðîäóêöèþ áåëêîâ, àêòèâè-
ðóþùèõ äåëåíèå êëåòêè, íàïðèìåð ïðîòîîíêîãåíîâ Myc,

Ras, òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà E2F è äð.
Â íàøèõ îïûòàõ àêòèâàöèÿ äåëåíèÿ ÌÑÊ îò 9-ãî ê 50-ìó
ïàññàæó ïðîÿâëÿëàñü â 3-êðàòíîì óìåíüøåíèè ïðîäîëæè-
òåëüíîñòè èõ êëåòî÷íîãî öèêëà è ñî÷åòàëàñü ñî çíà÷èòå-
ëüíûì óâåëè÷åíèåì íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè ðîñòà, êîòî-
ðàÿ îò 9-ãî äî 16-ãî ïàññàæà óâåëè÷èâàëàñü â 2 ðàçà, à îò
9-ãî ê 50-ìó — â 9 ðàç (ðèñ. 2, â).

Óâåëè÷åíèå íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè ðîñòà â êóëüòóðå
ÌÑÊ, êàê è â êëåòêàõ äðóãèõ òèïîâ, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ
ñëåäñòâèåì ïîòåðè ôåíîìåíà êîíòàêòíîé èíãèáèöèè ïðî-
ëèôåðàöèè, ìåõàíèçì êîòîðîé îñíîâàí íà àêòèâàöèè áåë-
êà p27Kip1, èíãèáèöèè èì êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ öèêëèí
E/A—Cdk2 è àêòèâàöèè áåëêîâ ñåìåéñòâà pRb, îáðàçóþ-
ùèõ èíãèáèòîðíûå êîìïëåêñû ñ òðàíñêðèïöèîííûìè
ôàêòîðàìè ñåìåéñòâà E2F (Di Leonardo et al., 1994).

Îïóáëèêîâàííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà â êóëüòèâèðóåìûõ in vitro êëåòêàõ
ïîÿâëÿþòñÿ óæå â íà÷àëå ïåðèîäà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ.
Òàê, â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøåé óæå íà 2-ì
ïàññàæå îòìå÷àëîñü ïîÿâëåíèå ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê, à
íà ñòàäèè óñêîðåíèÿ ïðîëèôåðàöèè ïîëèïëîèäíûå êëåòêè
ñîñòàâëÿëè ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê â ïîïóëÿ-
öèè (Todaro, Green, 1963). Ïîñëåäóþùèå çàêîíîìåðíîñòè
èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà âêëþ÷àëè â ñåáÿ ñòàáèëèçàöèþ ãè-
ïîòåòðàïëîèäíîãî ñîñòîÿíèÿ ñ ïîÿâëåíèåì íà ïîçäíèõ
ïàññàæàõ àáíîðìàëüíûõ ìåòàöåíòðè÷åñêèõ è ìèíè-õðî-
ìîñîì è ïåðåõîäîì â ãèïåðòåòðàïëîèäíîå ñîñòîÿíèå. Ñó-
ùåñòâåííî, ÷òî ñàìè ïî ñåáå êàðèîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ
íå ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé àêòèâàöèè äåëåíèÿ êëåòîê. Íàîáî-
ðîò, èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà ñëåäóþò çà èçìåíåíèåì ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è, âåðîÿòíî, ïðîèñõîäÿò âñëåäñò-
âèå íàðóøåíèÿ áàëàíñà ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþ-
ùèõ êëåòî÷íûé öèêë (Hsu et al., 1961; Todaro, Green,
1963).

Èììîðòàëèçàöèÿ è èçìåíåíèå êàðèîòèïà ÌÑÊ, ïðî-
èñõîäÿùèå â åäèíè÷íûõ êëîíàõ â íà÷àëå ñòàäèè êëåòî÷-
íîãî ñòàðåíèÿ, âåðîÿòíî, íå ñêàçûâàþòñÿ íà ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè âñåé ïîïóëÿöèè êëåòîê, êîòîðàÿ íà
ðàííèõ ïàññàæàõ èíãèáèðîâàíà. Â íàøèõ îïûòàõ ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü 0-ãî è 1-ãî ïàññàæåé â ÌÑÊ ñîñòàâëÿëà ñîîò-
âåòñòâåííî 21 è 10 ñóò è, âåðîÿòíî, âêëþ÷àëà â ñåáÿ ìíî-
æåñòâî öèêëîâ äåëåíèÿ åäèíè÷íûõ êëîíîâ, ïðåîäîëåâà-
þùèõ ñòàäèþ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, ñåëåêòèâíîå
ðàçìíîæåíèå êîòîðûõ ïîñòåïåííî ôîðìèðîâàëî àêòèâíî
äåëÿùóþñÿ ïîïóëÿöèþ êëåòîê, íåñóùèõ ðàçíîîáðàçíûå
èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà (ðèñ. 3). Èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà, ðå-
ãèñòðèðóåìûå â íàøèõ îïûòàõ íà ñàìûõ ðàííèõ ïàññàæàõ
(Ãðèí÷óê è äð., 2008), â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñòå-
ïåííî íàðàñòàëè, õîòÿ äèíàìèêà ýòèõ èçìåíåíèé áûëà íå
ñòîëü âûðàæåíà, êàê íà ðàííèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Íàøè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî íà
12—15-ì ïàññàæàõ ÌÑÊ õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ è ìíîãèìè êàðèîòèïè÷åñêè-
ìè ïðèçíàêàìè òðàíñôîðìèðîâàííîãî êàðèîòèïà, íî íå
îáëàäàþò òóìîðîãåííûìè ñâîéñòâàìè è, ïî-âèäèìîìó,
íàõîäÿòñÿ â ñòàäèè èììîðòàëèçàöèè. Îòñóòñòâèå òóìîðî-
ãåííîé àêòèâíîñòè ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â ÌÑÊ
12—15-ãî ïàññàæåé åùå íå ïðîèçîøëè ôóíêöèîíàëüíûå
è êàðèîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ îïóõî-
ëåâîé òðàíñôîðìàöèè. Òóìîðîãåííîñòü âîçíèêàåò ïðè
ïðîäîëæåíèè èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà 43—47-ì ïàññàæàõ,
êîãäà ÌÑÊ ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü âûçûâàòü ðîñò îïó-
õîëåé in situ ïðè ïîäêîæíîì èëè âíóòðèìûøå÷íîì ââåäå-
íèè íîðìàëüíûì ñèíãåííûì ðåöèïèåíòàì (ðèñ. 4, à, á).
Âåðîÿòíî, ïðè ïîäêîæíîì èëè âíóòðèìûøå÷íîì ââåäå-
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Ðèñ. 4. Îöåíêà òóìîðîãåííîñòè ÌÑÊ â õîäå èõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïóòåì ââåäåíèÿ êëåòîê ðàçëè÷íûõ ïàññàæåé ñèíãåííûì

æèâîòíûì.

à — âíåøíèé âèä îïóõîëè, âîçíèêøåé ïðè âíóòðèìûøå÷íîì ââåäåíèè
ÌÑÊ 44-ãî ïàññàæà ñèíãåííîé ìûøè ëèíèè Ñ57BL. 5 · 105 ÌÑÊ 44-ãî
ïàññàæà, îòìûòûõ îò ðîñòîâîé ñðåäû è ðåñóñïåíäèðîâàííûõ â ñðåäå
DMEM áåç ñûâîðîòêè, áûëè èíúåöèðîâàíû â ìûøöó áåäðà ñèíãåííîé
ñàìêå ëèíèè C57BL. Îïóõîëü áûëà îáíàðóæåíà ÷åðåç 1 íåä ïîñëå ââåäå-
íèÿ êëåòîê è ÷åðåç 8 íåä èìåëà â äèàìåòðå 2 ñì, âåñèëà áîëåå 2 ã. á — ÷à-
ñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ îïóõîëåé ïðè ââåäåíèè ÌÑÊ ðàííèõ (12—15-é) è
ïîçäíèõ (43—47-é) ïàññàæåé íîðìàëüíûì ñèíãåííûì ðåöèïèåíòàì.
Ïðè ïîäêîæíîì è âíóòðèìûøå÷íîì ââåäåíèè èñïîëüçîâàëè 5 · 105 êëå-
òîê â 50—100 ìêë ñðåäû, ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè — 5 · 106 êëåòîê â
0.5 ìë ñðåäû. ÌÑÊ ââîäèëè 5 ìûøàì êàæäîé ãðóïïû ñ ïîñëåäóþùèì
íàáëþäåíèåì äî 3 ìåñ, êàê ýòî îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòî-

äèêà».



íèè êëåòêè ïîïàäàþò â ýêòîïè÷åñêîå îêðóæåíèå, â êîòî-
ðîì îòñóòñòâóåò íîðìàëüíûé áàëàíñ âíåêëåòî÷íûõ ñèãíà-
ëîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïîâåäåíèå ÌÑÊ. Ðîñò îïóõîëè èç
ÌÑÊ â òàêèõ ñëó÷àÿõ íàïîìèíàåò ôîðìèðîâàíèå òåðàòîì
ïðè ýêòîïè÷åñêîì ðîñòå ýìáðèîíàëüíûõ ÑÊ èëè êëåòîê
ýìáðèîíàëüíîé àäåíîêàðöèíîìû, íàïðèìåð ïîä êàïñóëîé
ïî÷êè (Andrews, 2002). Ýòî ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäà-
åòñÿ ðåçóëüòàòàìè íàøèõ îïûòîâ ñ âíóòðèâåííûì ââåäå-
íèåì ÌÑÊ 44-ãî ïàññàæà ñóáëåòàëüíî îáëó÷åííûì ìû-
øàì ÷åðåç ðåòðîîðáèòàëüíûé ñèíóñ, ïðè êîòîðîì ó 50 %
ðåöèïèåíòîâ ðåãèñòðèðîâàëè îïóõîëè â îáëàñòè îðáè-

òàëüíîãî ñèíóñà. Ïîäîáíî ýòîìó â íàøèõ îïûòàõ ñ âíóò-
ðèìûøå÷íûì ââåäåíèåì ÌÑÊ ìûøàì mdx îïóõîëè in
situ âîçíèêàëè ó 100 % ðåöèïèåíòîâ, íî íèêîãäà íå íà-
áëþäàëèñü âî âíóòðåííèõ îðãàíàõ ýòèõ æèâîòíûõ (ðåçó-
ëüòàòû íå ïîêàçàíû). Âåðîÿòíî, ïðè ñóáëåòàëüíîì îáëó-
÷åíèè è ìûøå÷íîé äèñòðîôèè òèïà Äþøåíà â ìåñòå ââå-
äåíèÿ ÌÑÊ íàáëþäàåòñÿ äèñáàëàíñ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ,
êîòîðûå â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ îáëåã÷àþò äèôôåðåíöè-
ðîâêó òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ êëåòîê. Òàêîé äèñáàëàíñ ìî-
æåò óñèëèâàòü ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ÌÑÊ è ñïî-
ñîáñòâîâàòü âîçíèêíîâåíèþ îïóõîëåé.
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Ðèñ. 5. Ýêñïðåññèÿ GFP, êëîíîãåííàÿ, àäãåçèîííàÿ è äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ â õîäå èõ ïàññèðîâàíèÿ â êóëüòóðå.

à — èììóíîáëîòèíãîâàÿ îöåíêà ýêñïðåññèè GFP è â-êàòåíèíà â ÌÑÊ â õîäå èõ ïàññèðîâàíèÿ in vitro. Ñîäåðæàíèå áåëêîâ â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ îïðåäåëÿëè ïîñëå èõ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ è èììóíîáëîòèíãà. Êàæäàÿ ïðîáà íà îäíîé äîðîæêå ãåëÿ äëÿ ýëåêòðîôîðåçà ñîäåðæàëà
30 ìêã îáùåãî áåëêà. Àêòèí èñïîëüçîâàí äëÿ óðàâíîâåøèâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïðîá ïî êîëè÷åñòâó áåëêà. á — êëîíîãåííàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ ðàçëè÷íûõ
ïàññàæåé; îöåíêó êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïðîâîäèëè ÷åðåç 3 íåä ïîñëå âûñåâà íà 60-ìèëëèìåòðîâûå ÷àøêè 400 è 1000 êëåòîê êàæäîãî ïàññà-
æà â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå è èõ îêðàñêè êðèñòàëë-âèîëåòîì. â — àäãåçèîííàÿ è äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ â õîäå èõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. 1 — àäãåçèîííóþ àêòèâíîñòü ÌÑÊ, èíäóöèðîâàííûõ ê äèôôåðåíöèðîâêå â æèðîâûå êëåòêè, îöåíèâàëè êàê èõ ñïîñîáíîñòü ðàñïëàñòûâàòüñÿ íà
ïëàñòèêå íà ñëåäóþùèé äåíü ïîñëå äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðó êëåòîê äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ÐÑ; 2—3 — ÌÑÊ, èíäóöèðîâàííûå ê äèôôåðåíöèðîâêå â æè-
ðîâûå êëåòêè ÷åðåç 3 íåä ïîñëå íà÷àëà îïûòà; 2 — ôàçîâî-êîíòðàñòíîå èçîáðàæåíèå ïîëó÷åíî ïðè ñóïðàâèòàëüíîé ñúåìêå êëåòîê íà ìèêðîñêîïå Zeise
Axiovent 40; 3 — èçîáðàæåíèå ïîëó÷åíî ïîñëå ôèêñàöèè è îêðàñêè êëåòîê ìàñëÿíûì êðàñíûì, êàê ýòî îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».

Îá. 10�; ÊÎÝ — êëåòêè ýêñïëàíòàòîâ îïóõîëè, ïîëó÷åííîé ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè ÌÑÊ 44-ãî ïàññàæà ñèíãåííûì ìûøàì ëèíèè C57BL.



Ñóùåñòâåííóþ ðîëü â àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè
ÌÑÊ, âåðîÿòíî, èãðàþò àóòîêðèííûå ìåõàíèçìû, ïðåîäî-
ëåâàþùèå íåãàòèâíîå âëèÿíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ íà äåëå-
íèå ýêçîãåííî ââåäåííûõ êëåòîê. Ïðè âíóòðèâåííîì ââå-
äåíèè ÌÑÊ 43—47-ãî ïàññàæåé ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëü-
íîå óìåíüøåíèå èõ ëîêàëüíîé òêàíåâîé êîíöåíòðàöèè,
àóòîêðèííûå ìåõàíèçìû ïåðåñòàþò èãðàòü ðîëü â àêòè-
âàöèè äåëåíèÿ êëåòîê, êîòîðûå ýëèìèíèðóþòñÿ çàùèò-
íîé ñèñòåìîé îðãàíèçìà ðåöèïèåíòîâ, ïðåäîòâðàùàÿ
âîçíèêíîâåíèå îïóõîëåé (ðèñ. 4, á). Ïîñëåäíåå ïðåäïîëî-
æåíèå ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè èç ëèòåðàòóðû, ïîêà-
çûâàþùèìè, ÷òî èñïîëüçîâàíèå èììóíîäåôèöèòíûõ ìû-
øåé ëèíèè SCID/NOD â êà÷åñòâå ðåöèïèåíòîâ òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ ÌÑÊ ñîïðîâîæäàëîñü ïîÿâëåíèåì îïóõîëåé
âî âñåõ èññëåäîâàííûõ îðãàíàõ ðåöèïèåíòîâ (Miura et al.,
2006).

Óêîðî÷åíèå âðåìåíè óäâîåíèÿ ÌÑÊ â ïðîöåññå ïàñ-
ñèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèò ñî÷åòàííî ñ ïîòåðåé èõ ìàðêåðîâ è
óìåíüøåíèåì àäãåçèâíîãî è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïî-
òåíöèàëà. Åñëè ÌÑÊ 16-ãî ïàññàæà åùå àêòèâíî ýêñïðåñ-
ñèðóþò GFP, äåìîíñòðèðóþò âûñîêóþ àäãåçèâíîñòü è
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíäóêöèè æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè, òî êëåòêè 43-ãî ïàññàæà òåðÿþò ïðîäóêöèþ GFP, îáëà-
äàþò ñíèæåííîé ñïîñîáíîñòüþ ðàñïëàñòûâàòüñÿ íà ïëàñ-
òèêîâîé ïîâåðõíîñòè ïðè âíåñåíèè â êóëüòóðó ôàêòîðîâ,
èíäóöèðóþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó, è íå èíäóöèðóþòñÿ â
æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêå (ðèñ. 5, à, á). Íàøè ðåçóëüòà-
òû ñîîòâåòñòâóþò îïóáëèêîâàííûì äàííûì, êîòîðûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÌÑÊ ïåðâûõ ïàññàæåé ïðè ââå-
äåíèè èììóíîäåôèöèòíûì ìûøàì ñïîñîáíû ôîðìèðî-
âàòü êîñòíûå êîìïîíåíòû, íî íå îáðàçóþò îïóõîëåé ïðè
ââåäåíèè ðåöèïèåíòàì (Miura et al., 2006). Â ïîñëåäóþ-
ùèõ ïàññàæàõ ÌÑÊ òåðÿþò îñòåîãåííûé ïîòåíöèàë in vit-
ro, îäíàêî äàæå èììîðòàëèçîâàííûå ÌÑÊ íå ôîðìèðóþò
îïóõîëè â îðãàíèçìå èììóíîäèôèöèòíûõ ìûøåé (Lloyd,
2002; Rubio et al., 2005). Ïðè ïðîäîëæåíèè ïàññèðîâàíèÿ
ÌÑÊ èìåþò õðîìîñîìíóþ íåñòàáèëüíîñòü, òåðÿþò ýêñï-
ðåññèþ ìåìáðàííûõ ìàðêåðîâ è ñâîéñòâî êîíòàêòíîé èí-
ãèáèöèè, ïðîëèôåðàöèè, íî ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü
ðàñòè â ïîëóïëîòíîì àãàðå. Êàðèîòèïè÷åñêè òàêèå êëåòêè
õàðàêòåðèçóþòñÿ òðèñîìèåé, òåòðàïëîèäèåé è ïîâòîðÿþ-
ùèìèñÿ õðîìîñîìíûìè ïåðåñòðîéêàìè. Ïðè ââåäåíèè
èììóíîäåôèöèòíûì ìûøàì òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè
â îòëè÷èå îò íîðìàëüíûõ èëè èììîðòàëèçîâàííûõ ÌÑÊ
ñïîñîáíû ê ðîñòó îïóõîëåé, ðåãèñòðèðóåìûõ ïî÷òè âî
âñåõ îðãàíàõ (Rubio et al., 2005; Miura et al., 2006).

Êëåòêè ýêñïëàíòàòîâ îïóõîëè, ïîëó÷åííîé èç ÌÑÊ
(ÊÎÝ), ïîäîáíî ðîäèòåëüñêèì êëåòêàì óòðà÷èâàëè ýêñï-
ðåññèþ GFP, ñïîñîáíîñòü ê æèðîâîé äèôôåðåíöèðîâêå è
ïîêàçûâàëè ñíèæåíèå àäãåçèâíîé àêòèâíîñòè. Â îòëè÷èå
îò ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê ÊÎÝ ïðîÿâëÿëè ñíèæåíèå ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è ñïîñîáíîñòè ê àêòèâíîìó äåëå-
íèþ â óñëîâèÿõ âûñîêîé íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè ðîñòà
(ðèñ. 2, á, â), à òàêæå ñíèæåíèå êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè
(ðèñ. 5, â). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðèîáðåòåíèè
ÊÎÝ â ðåçóëüòàòå îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè íîâûõ ñâîéñòâ,
íàïðèìåð ñíèæåíèå êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè ìîæåò áûòü
ðåçóëüòàòîì ïîòåðè ïðîäóêöèè ôàêòîðîâ ðîñòà, ïîääåð-
æèâàþùèõ äåëåíèå êëåòîê â íèçêîé ïëîòíîñòè.

Â öåëîì ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî
â êóëüòóðå in vitro ÌÑÊ ïîäîáíî äðóãèì ïåðâè÷íûì äèï-
ëîèäíûì êëåòêàì ñêëîííû ê ñïîíòàííîé òðàíñôîðìàöèè,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò ðåçóëüòàòàì ñîâðåìåííûõ ïóáëèêàöèé
(Serakinci et al., 2004; Rubio et al., 2005; Miura et al, 2006).
Õîòÿ çíà÷èìîñòü èçó÷åíèÿ ÌÑÊ êàê ïîòåíöèàëüíîãî èñ-

òî÷íèêà äëÿ âîññòàíîâèòåëüíîé òåðàïèè íåñîìíåííà, íàì
ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî ñìåùåíèå ôîêóñà èññëåäîâàíèé íà
ïîèñê ïîäõîäîâ äëÿ ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðåæäåâðåìåííûì áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî íàêîïëå-
íèÿ çíàíèé îá èõ îñíîâîïîëàãàþùèõ «ñòâîëîâûõ» ñâîé-
ñòâàõ, â ÷àñòíîñòè î ìåõàíèçìàõ ñàìîïîääåðæàíèÿ â
êóëüòóðå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 06-04-48439 è 07-04-92281), ïðîãðàììû «Ìîëåêóëÿð-
íàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» ïðåçèäèóìà ÐÀÍ è Ãîñóäàð-
ñòâåííîãî êîíòðàêòà 02.512.11.2253.
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OF MESENCHYMAL STEM CELLS IN VITRO
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Mesenchymal stem cells (MXC) possess plasticity and unlimited proliferative activity in vitro that makes
them an attractive subject of the studies focused on searching new resources for regenerative medicine. The usa-
ge of MSC is effective for treatment of patients with degenerative and traumatic diseases of different tissues, ho-
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wever, biological basis of therapeutic efficacy of MSC are still obscure. We found that long term culture of
MSC expressing transgenic green fluorescence protein (GFP) led to increase in their proliferative activity, dec-
rease in adhesion, and loss of differentiation potential and production of the GFP. MSC at the first passages sho-
wed karyotipic features of transformation, that at the later passages were complicated with developing of tumo-
rigenic abilities detected after transplantation into normal syngenic recipients. When explanted into cell culture
conditions the cells of the tumor tissue originated from the MSC did not express GFP and were not inducible to
differentiation, but in contrast to the parent cells showed decreased clonogenic and proliferative activities. We
suggest that growth of MSC in vitro results in their spontaneous transformation at early passages. Immortalizati-
on making physiological basis for the unlimited proliferation of MSC in vitro may be a feature of MSC transfor-
mation but not an initial characteristic of the stem cells.

K e y w o r d s: multipotent stromal cells, culture in vitro, caryotyping, spontaneous transformation.
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