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Ïîäêîæíî-æèðîâàÿ òêàíü ÷åëîâåêà êàê èñòî÷íèê æèçíåñïîñîáíîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè

Èç ïîäêîæíî-æèðîâîé òêàíè (ÏÆÒ) ÷åëîâåêà, ïîäâåðãíóòîé ãëóáîêîìó çàìîðàæèâàíèþ (–70 °Ñ) áåç
êðèîïðîòåêòîðà, âûäåëåíà êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ ñ õàðàêòåðèñòèêàìè ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ). Êëåòêè â êðèòè÷åñêèõ äëÿ òêàíè óñëîâèÿõ ñîõðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü in
vitro è ïðèêðåïëÿëèñü ê ïëàñòèêó. Êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ îòëè÷àëàñü ãîìîãåííîñòüþ è áûëà ïðåäñòàâëåíà
ìåëêèìè (äèàìåòð 7 ìêì) êëåòêàìè c ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèåé. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíà-
ëèç âûÿâèë íà èõ ïîâåðõíîñòè íàëè÷èå àíòèãåíîâ (ÀÃ), ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ õàðàêòåðíà äëÿ ÌÌÑÊ ÷åëî-
âåêà: CD29, CD44, CD49a, b, d, CD73, CD90, CD105, CD166 è HLA ABC. Â òî æå âðåìÿ íà êëåòêàõ íå áû-
ëè âûÿâëåíû ÀÃ CD34 è CD45 — ìàðêåðû êëåòîê êðîâè, ÑD31 — ìàðêåð ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê,
Stro-1 — ìàðêåð ÌÌÑÊ, à òàêæå ÀÃ ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè II êëàññà — HLA DR, HLA
DP è HLA DQ. Äîëÿ êëåòîê, íåñóùèõ ðåöåïòîð ôàêòîðà ñòâîëîâûõ êëåòîê c-kit (CD117), ñîñòàâëÿëà â
ñðåäíåì 3 %. Ïðè èíäóêöèè ê äèôôåðåíöèðîâêå in vitro îíè îêàçàëèñü ñïîñîáíûìè îáðàçîâûâàòü êëåòêè,
ïîäîáíûå êëåòêàì êîñòíîé, æèðîâîé è õðÿùåâîé òêàíåé. Êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç (ìåòîä GTG-îêðàøè-
âàíèÿ) ïðîäåìîíñòðèðîâàë äèïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì êëåòîê áåç àíåóïëîèäèè è ñòðóêòóðíûõ ïåðå-
ñòðîåê. Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â ÏÆÒ, ïîäâåðãíóòîé íèçêîòåìïåðàòóðíîìó øîêó, ñîõðà-
íÿåòñÿ æèçíåñïîñîáíîé ïîïóëÿöèÿ êëåòîê ñ ôåíîòèïîì, ïîäîáíûì ÌÌÑÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ïîäêîæíî-æèðîâàÿ
òêàíü, íèçêîòåìïåðàòóðíûé øîê, æèçíåñïîñîáíîñòü, êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ, ãîìîãåííîñòü, ýêñïðåññèÿ ãå-
íîâ, äèôôåðåíöèðîâêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÃ — àíòèãåí, ÀÒ — àíòèòåëî, ÊÌ — êîñòíûé ìîçã, ÌÌÑÊ — ìóëü-
òèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ÏÆÒ — ïîäêîæíî-æèðîâàÿ òêàíü, ÑÊ — ñòâîëîâûå
êëåòêè, ÑÊÏÊ — ñûâîðîòêà êðîâè ïëîäîâ êîðîâ, ÔÝ — ôèêîýðèòðèí.

Ïðîøëî íåñêîëüêî äåñÿòêîâ ëåò ñ ìîìåíòà îòêðûòèÿ
ðîññèéñêèìè ó÷åíûìè (Friedenshtein, Kuralesova, 1971;
Friedenshtein et al., 1987) â êîñòíîì ìîçãå (ÊÌ) âçðîñëîãî
îðãàíèçìà ïîïóëÿöèè êëåòîê, îáðàçóþùèõ åäèíè÷íûå êî-
ëîíèè ôèáðîáëàñòîâ in vitro è ñïîñîáíûõ ôîðìèðîâàòü
êîñòíóþ, õðÿùåâóþ, ôèáðîçíóþ è æèðîâóþ òêàíè. Â íà-
ñòîÿùèé ìîìåíò, íåñìîòðÿ íà îãðîìíûé ïîòîê èññëåäîâà-
íèé, ïðîâîäèìûõ â äàííîì íàïðàâëåíèè, îñòàåòñÿ ìíîãî
íåÿñíîãî è ïðîòèâîðå÷èâîãî (Horwitz et al., 2005; Phinney,
Prockop, 2007; Bianco et al., 2008). Çà ïîñëåäíèå 8 ëåò èç
ÊÌ ÷åëîâåêà áûëè ïîëó÷åíû 4 ðàçíûå ñóáïîïóëÿöèè:
RS — áûñòðî ñàìîîáíîâëÿþùèåñÿ êëåòêè (Colter et al.,
2000), MAPC — ìóëüòèïîòåíòíûå ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè
âçðîñëîãî îðãàíèçìà (Reyes et al., 2001), MIAMI — èíäó-
öèðîâàííûå ìóëüòèëèíåéíûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç ÊÌ
(D’Ippolito et al., 2004), VSEL — î÷åíü ìàëåíüêèå êëåòêè,
ïîäîáíûå ýìáðèîíàëüíûì ñòâîëîâûì (Kucia et al., 2006).
Êëåòêè ñ ïîäîáíûì ôåíîòèïîì, âûäåëåííûå èç äðóãèõ

èñòî÷íèêîâ, â ÷àñòíîñòè èç æèðîâîé òêàíè, òàêæå ìåæäó
ñîáîé èìåþò ðàçëè÷èÿ (Gronthos åt al., 2001; Zuk et al.,
2002; Òåïëÿøèí è äð., 2005á). Âî âñåõ ïåðå÷èñëåííûõ ðà-
áîòàõ ïîëó÷åíû êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, èìåþùèå ðàçíûå
ñâîéñòâà è ïðèçíàêè â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé âûäåëåíèÿ
è èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îòñóòñòâèå óíèêàëüíûõ ìàðêåðîâ,
ïîçâîëÿþùèõ òî÷íî èäåíòèôèöèðîâàòü ôåíîòèï ìóëüòè-
ïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ), è
ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ èõ âûäåëåíèÿ ïðèâîäèò ê ïîëó÷å-
íèþ ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè àäãåçèâíûõ ê ïëàñòèêó îä-
íîÿäåðíûõ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ÊÌ è ïîäêîæíî-æèðî-
âîé òêàíè (ÏÆÒ), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåäîñòàòî÷íîé
èçó÷åííîñòè áèîëîãè÷åñêîé îñíîâû è ìîëåêóëÿðíîé ïðè-
ðîäû ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ) âçðîñëîãî îðãàíèçìà.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ÑÊ îáëàäàþò ïîâûøåííîé æèçíåñïî-
ñîáíîñòüþ è óñòîé÷èâîñòüþ ê ýêñòðåìàëüíûì óñëîâèÿì
îêðóæàþùåé ñðåäû. Òàê, èçâåñòíî, ÷òî ïîïóëÿöèÿ ñòâîëî-
âûõ ìóæñêèõ ïîëîâûõ êëåòîê (ñïåðìàòîãîíèè òèïà A0)
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áîëåå óñòîé÷èâà ê õèìè÷åñêèì àãåíòàì è îáëó÷åíèþ, ÷åì
åå êîììèòèðîâàííûå ïîòîìêè (ñïåðìàòîãîíèè òèïà
À1-À4) (Huckins, Oakberg, 1978). Âàêàíòè ñ ñîàâòîðàìè
(Vacanti et al., 2001) ñîîáùèëè î íàëè÷èè ìàëåíüêèõ (äèà-
ìåòð 3 ìêì), ñïîðîîáðàçíûõ êëåòîê âî âñåõ òêàíÿõ è îðãà-
íàõ ìëåêîïèòàþùèõ, êîòîðûå îáëàäàëè âûñîêîé æèçíå-
ñïîñîáíîñòüþ è ñîõðàíÿëèñü â ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèÿõ,
òàêèõ êàê íèçêîòåìïåðàòóðíûé (–86 °Ñ) è âûñîêîòåìïå-
ðàòóðíûé (86 °Ñ) øîêè, ãèïîêñèÿ (êèñëîðîäíîå ãîëîäà-
íèå â òå÷åíèå 5 ñóò). Íàëè÷èå â òêàíè, ïîäâåðãøåéñÿ ôè-
çèîëîãè÷åñêîìó øîêó, êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñ õàðàêòåðè-
ñòèêàìè ìóëüòèïîòåíòíûõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëî èçó-
÷èòü ÏÆÒ ÷åëîâåêà, ïîäâåðãíóòóþ ãëóáîêîìó çàìîðàæè-
âàíèþ áåç êðèîçàùèòíîãî âåùåñòâà, íà ïðåäìåò íàëè÷èÿ
â íåé æèçíåñïîñîáíîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

ÏÆÒ ïîëó÷àëè èç îáëàñòè ïóïêà (ëèïîàñïèðàöèÿ) ó
ïÿòè ïàöèåíòîâ ïîä ìåñòíîé àíåñòåçèåé ñ èõ ñîãëàñèÿ.
Äëÿ ñîçäàíèÿ ýêñòðåìàëüíîé ñèòóàöèè, âåäóùåé ê ìàññî-
âîé ãèáåëè êëåòîê, èñïîëüçîâàëè íèçêîòåìïåðàòóðíûé
øîê. Äëÿ ýòîãî ñâåæåèçîëèðîâàííóþ ÏÆÒ òùàòåëüíî
ïðîìûâàëè PBS, ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè 50 ìë (Coster,
ÑØÀ) è ïîìåùàëè â íèçêîòåìïåðàòóðíûé õîëîäèëüíèê
íà –70 °Ñ. Îáðàçöû òêàíè ðàçìîðàæèâàëè ÷åðåç 48 ÷ è
30 ñóò õðàíåíèÿ ñîîòâåòñòâåííî è âûäåëÿëè èç íèõ êëåòêè
ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Zuk et al., 2002). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ íèçêèì (1 ã/ë) ñîäåðæà-
íèåì ãëþêîçû (Gibco Invitrogene, Life Technologies,
ÑØÀ), ñ 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâ (ÑÊÏÊ)
(HyClone, Perbio, Áåëüãèÿ), ñ îäíîêðàòíûì ðàñòâîðîì çà-
ìåíèìûõ àìèíîêèñëîò è àíòèáèîòèêàìè (Gibco, Invitroge-
ne, Life Technologies, ÑØÀ). Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
ñòðåïòîìèöèíà â ñðåäå ñîñòàâëÿëà 100 ìêã/ìë, à ïåíèöèë-
ëèíà — 100 åä./ìë. Ìîðôîëîãè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó
êëåòîê ïðîâîäèëè âèçóàëüíî: â íàòèâíûõ ïðåïàðàòàõ è â
ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ ïî Ðîìàíîâñêîìó—Ãèìçà. Æèç-
íåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ïî îêðàñêå òðèïàíîâûì
ñèíèì (0.1%-íûé ðàñòâîð) è ïî ÷èñëó êëåòîê, ïðèêðåï-
ëåííûõ êî äíó êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà è ñïîñîáíûõ ê
ðàçìíîæåíèþ.

Ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ (ÀÃ) àíàëèçè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íà öè-
òîìåòðå Epics Elite Coulter. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñíèìàëè ñ
ñóáñòðàòà 0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà, ïîäñ÷èòûâàëè,
îòìûâàëè è àëèêâîòû â êîíöåíòðàöèè 2�105 êëåòîê èíêó-
áèðîâàëè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè (ÀÒ) â ðàçâåäå-
íèè 1 : 30 (PBS, äîïîëíåííûé 2 % ÑÊÏÊ) ïðè 4 °Ñ â òå÷å-
íèå 45 ìèí â òåìíîòå. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìûøèíûå
ÀÒ áûëè ïðîòèâ ÀÃ ÷åëîâåêà: CD29, CD31, CD34, CD44,
CD45, CD49a, b, d, CD73, CD90, CD105, CD166, CD117,
Stro-1, HLA ABC, HLA DR, DP, DQ (Becton Dickinson,
ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðûõ ÀÒ èñïîëüçîâàëè àíòèìûøè-
íûå IgG, ìå÷åííûå ôèêîýðèòðèíîì (ÔÝ) â ðàçâåäåíèè 1 :
30 (Becton Dickinson, ÑØÀ).

Äëÿ èçó÷åíèÿ ñïîñîáíîñòè âûäåëåííîé êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå in vitro èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè íà 2—3-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê â êëåòêè êîñòíîé òêàíè ïðîâî-
äèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ñàâ÷åíêîâà è äð., 2008). Èíäóê-
öèîííîé ñðåäîé áûëà ñðåäà ÄÌÅÌ ñ 10 % ÑÊÏÊ, äåêñà-
ìåòàçîíîì (10–7 Ì), b-ãëèöåðîôîñôàòîì (10 ìÌ) è àñêîð-

áèíîâîé êèñëîòîé (0.2 ìÌ). Èíäóêöèîííóþ ñðåäó ìåíÿëè
êàæäûå 4 ñóò â òå÷åíèå 21—28 ñóò. Ñïóñòÿ 28 ñóò ïîñëå
íà÷àëà èíäóêöèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè ëåäÿíûì ìåòàíî-
ëîì â òå÷åíèå 5—6 ìèí è îêðàøèâàëè ïî von Kossa èëè
àëèçàðèíîâûì êðàñíûì.

Äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê â êëåòêè æèðîâîé òêàíè
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Òåïëÿøèí è äð., 2005á).
Àäèïîãåííîé ñðåäîé áûëà ÄÌÅÌ ñ 10 % ÑÊÏÊ, äåêñàìå-
òàçîíîì (10–7 Ì) è èíñóëèíîì (10-9 Ì). ×åðåç 3 íåä êëåòêè
ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè Oil Red Î â òå÷åíèå
10—15 ìèí. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè è äîêðàøèâàëè ãå-
ìàòîêñèëèíîì â òå÷åíèå 1 ìèí.

Äèôôåðåíöèðîâêó â íàïðàâëåíèè õîíäðîãåíåçà îñó-
ùåñòâëÿëè ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé íàìè ðàíåå (Teplyas-
hin et al., 2007). Äëÿ ýòîãî êëåòêè â êîíöåíòðàöèè 5�106

àãðåãèðîâàëè âûñîêîñêîðîñòíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì
(300 g, 5 ìèí) â êîíè÷åñêîé öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêå. Äà-
ëåå ê îñàæäåííûì êëåòêàì äîáàâëÿëè õîíäðîãåííóþ ñðå-
äó: ÄÌÅÌ ñ âûñîêèì (4.5 ã/ë) ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû, äî-
ïîëíåííóþ òðàíñôîðìèðóþùèì ôàêòîðîì ðîñòà TGF-b1
(BD, Ãåðìàíèÿ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë, äåêñà-
ìåòàçîíîì — 100 íÌ (KRKA, Ñëîâåíèÿ), àñêîðáàò 2-ôîñ-
ôàòîì — 50 ìêã/ìë (Sigma, ÑØÀ), ITS (Gibco, ÑØÀ) —
êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ èíñóëèíà 6.25 ìêã/ìë, òðàíñôåð-
ðèíà — 6.25 ìêã/ìë, ñåëåíîâîé êèñëîòû — 6.25 ìêã/ìë,
ëèíîëèåâîé êèñëîòîé — 5.33 ìêã/ìë (Sigma, ÑØÀ) è ñû-
âîðîòî÷íûì àëüáóìèíîì ÷åëîâåêà — 1.25 ìã/ìë (Áèîìåä,
Ðîññèÿ). Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ òàêîå æå
êîëè÷åñòâî êëåòîê èíêóáèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå áåç
èíäóêòîðîâ. ×åðåç 4 íåä êóñî÷êè ïîëó÷åííûõ òðåõìåð-
íûõ ñòðóêòóð ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 6 ÷ â 10%-íîì íåéò-
ðàëüíîì ôîðìàëèíå è çàêëþ÷àëè â ïàðàôèí ïî ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêå (Ïèðñ, 1962). Ñðåçû ïîëó÷åííûõ îáðàçöîâ
òîëùèíîé 5—6 ìêì äåïàðàôèíèðîâàëè è îêðàøèâàëè ãå-
ìàòîêñèëèí-ýîçèíîì.

Äëÿ êàðèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè íà ñòàäèè ëîãà-
ðèôìè÷åñêîãî ðîñòà (2-é ïàññàæ) îáðàáàòûâàëè ðàñòâî-
ðîì êîëõèöèíà (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 0.6 ìêã/ìë) è èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå.
Ìèòîòè÷åñêè äåëÿùèåñÿ êëåòêè ñíèìàëè ñ ñóáñòðàòà
0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îáðàáîòêè ãèïîòîíè÷åñêèì
ðàñòâîðîì (0.56 % KCl) â òå÷åíèå 10—15 ìèí ïðè 37 °Ñ
êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 5 ìèí
ïðè 100 g è ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîë : ëåäÿíàÿ óêñóñ-
íàÿ êèñëîòà â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 3 : 1. Ïîëó÷åííóþ
ñóñïåíçèþ èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ õðîìîñîì-
íûõ ïðåïàðàòîâ. Õðîìîñîìíûå ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè
ìåòîäîì GTG-îêðàøèâàíèÿ (ïðåäîáðàáîòêà 0.25%-íûì
ðàñòâîðîì òðèïñèíà ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì êðà-
ñèòåëåì Ãèìçà íà ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 6.8).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íàìè áûëè ñîçäàíû êðèòè÷åñêèå óñëîâèÿ, â êîòîðûõ
ïîãèáàåò ëþáàÿ ñîìàòè÷åñêàÿ êëåòêà, — ñòðåññîâîå íèç-
êîòåìïåðàòóðíîå (–70 °Ñ) îõëàæäåíèå òêàíè. Èçâåñòíî,
÷òî êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå in vitro èëè íàõîäÿùèåñÿ â
òêàíè, çàìîðîæåííûå â ñðåäå áåç êðèîïðîòåêòîðà, ïðè îò-
òàèâàíèè ïîäâåðãàþòñÿ ëèçèñó. Îòâåò êëåòîê íà õîëîäî-
âîé ñòðåññ áûë ïîäðîáíî îïèñàí ðàíåå (Fujita, 1999). Íèç-
êîòåìïåðàòóðíûé øîê ñïîñîáñòâóåò ðàçðûâó ýëåìåíòîâ
öèòîñêåëåòà êëåòîê, ìåìáðàí è êëåòî÷íûõ îðãàíåëë
âñëåäñòâèå îáðàçîâàíèÿ âíóòðè öèòîïëàçìû êðèñòàëëîâ
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ëüäà. ÏÆÒ, ïîëó÷åííàÿ â ðåçóëüòàòå ëèïîàñïèðàöèè, ïîä-
âåðãíóòàÿ òàêîé îáðàáîòêå, áûëà èçó÷åíà íà ïðåäìåò íà-
ëè÷èÿ â íåé ïîïóëÿöèè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê. Îêðàñêà
îáðàçöîâ ïîëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé òðèïàíîâûì
ñèíèì âûÿâèëà 100%-íóþ ãèáåëü êëåòîê. Îäíàêî ïîñëå
ïîñåâà âûäåëåííûõ ñóñïåíçèé ÷åðåç 48 ÷ íà ïëàñòèêå
áûëè âèäíû åäèíè÷íûå ïðèêðåïëåííûå êëåòêè ñðåäè áî-
ëüøîãî ÷èñëà ïîãèáøèõ êëåòîê è èõ îáëîìêîâ. Ñðîê õðà-
íåíèÿ ëèïîàñïèðàòà â óñëîâèÿõ –70 °Ñ áåç êðèîïðîòåêòî-
ðà íå âëèÿë íà ÷èñëî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê, ïðèêðåïèâ-
øèõñÿ ê êóëüòóðàëüíîìó ïëàñòèêó.

Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïðîäåìîíñòðèðîâàë ãîìî-
ãåííîñòü ïîëó÷åííîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Îíà áûëà
ïðåäñòàâëåíà ìàëåíüêèìè âåðåòåíîîáðàçíûìè êëåòêàìè ñ
íåãðàíóëèðîâàííîé öèòîïëàçìîé (ðèñ. 1, à). Êëåòêè ïðî-
ëèôåðèðîâàëè è ÷åðåç 18 ñóò ôîðìèðîâàëè ìîíîñëîé
(ðèñ. 1, á). Ïî ìîðôîëîãèè ýòè êëåòêè áûëè ñõîæè ñ êëåò-
êàìè, îïèñàííûìè ðàíåå Êîëòåðîì è ñîàâòîðàìè (Colter
åt al., 2001), êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî â ñòðîìàëüíîé ïîïóëÿ-
öèè êëåòîê ÊÌ ÷åëîâåêà ïðèñóòñòâóþò áûñòðî ñàìîîá-

íîâëÿþùèåñÿ ìàëåíüêèå êëåòêè, íàçâàííûå RS-1 è RS-2,
êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè êîììèòèðîâàííûõ
ôîðì ÌÌÑÊ. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç (äàííûå
ïî 5 äîíîðàì) ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè ïîëîæèòåëüíî îêðàøè-
âàëèñü ÀÒ ïðîòèâ ÀÃ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìàðêåðàìè
ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà: CD29, CD44, CD49a, b, d, CD73, CD90,
CD105, CD166 è HLA ABC. Íà êëåòêàõ íå áûëè âûÿâëåíû
ÀÃ CD34, CD45 — ìàðêåðû êëåòîê êðîâè, ÑD31 — ìàð-
êåð ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, Stro-1 — ìàðêåð ÌÌÑÊ, à
òàêæå ÀÃ ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè II
êëàññà, ìàðêåðû ìîíîöèòîâ è Â-ëèìôîöèòîâ — HLA DR,
HLA DP è HLA DQ. Äîëÿ êëåòîê, ïîëîæèòåëüíî îêðàøåí-
íûõ ÀÒ ïðîòèâ ÀÃ CD117 (ðåöåïòîð ôàêòîðà ñòâîëîâûõ
êëåòîê c-kit), ñîñòàâëÿëà â ñðåäíåì 3 %. Íà ðèñ. 2 ïðåä-
ñòàâëåíû ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå ýêñïðåññèþ ïîâåðõ-
íîñòíûõ ÀÃ ó êëåòîê, âûäåëåííûõ îò îäíîãî èç äîíîðîâ.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ÌÌÑÊ, âûäåëåííûå èç ÊÌ, à òàêæå äðó-
ãèõ ñîåäèíèòåëüíûõ òêàíåé, õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé
ýêñïðåññèåé ÀÃ ÑD29, CD44, CD49a-f, CD51, CD73,
CD105, CD106, CD166 è Stro-1 (Phinney, Prockop, 2007).
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Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ïîäêîæíî-æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà, ïîäâåðãíóòîé íèçêîòåìïåðàòóðíîìó øîêó
(–70 °Ñ).

à — êëåòêè â êóëüòóðå íà 6-å ñóò ïîñëå âûäåëåíèÿ; á — ìîíîñëîé êëåòîê íà 18-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íàòèâíûå ïðåïàðàòû. Îá. 20�, îê. 10�.



Àíàëèç ïîëó÷åííûõ íàìè ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàë, ÷òî â îò-
ëè÷èå îò äðóãèõ ñóáïîïóëÿöèé ÌÌÑÊ êëåòêè íå îêðàøè-
âàëèñü ÀÒ ïðîòèâ Stro-1, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî õàðàêòåðíà
äëÿ êîììèòèðîâàííûõ ê îñòåîãåíåçó ÌÌÑÊ. Ýòî åùå ðàç
ñâèäåòåëüñòâóåò î ñõîæåñòè ïîëó÷åííûõ íàìè êëåòîê ñ
êëåòêàìè RS, êîòîðûå òàêæå áûëè îòðèöàòåëüíû ïî ýêñï-
ðåññèè äàííîãî ÀÃ.

Äàëüíåéøàÿ õàðàêòåðèñòèêà âûäåëåííîé ïîïóëÿöèè
êëåòîê âûÿâèëà èõ ìóëüòèïîòåíòíîñòü. Ïðè èíäóêöèè ê
äèôôåðåíöèðîâêå in vitro îíè ïîêàçàëè ñïîñîáíîñòü ôîð-
ìèðîâàòü êëåòêè, ïîäîáíûå êëåòêàì êîñòíîé, æèðîâîé è
õðÿùåâîé òêàíåé. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â àäèïîãåííîé
ñðåäå ïðèâîäèëî ê ôîðìèðîâàíèþ êëàñòåðîâ àäèïîöèòîâ.

Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ îöåíêà ïîäòâåðæäàëàñü ïðè îêðàñêå
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ îáðàçöîâ ñïåöèàëüíûìè êðàñèòåëÿìè
(Oil Red Î) (ðèñ. 3, à). Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå, èí-
äóöèðóþùåé äèôôåðåíöèðîâêó â êëåòêè êîñòíîé òêàíè,
íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ, êî-
òîðûå âûÿâëÿëèñü ïðè îêðàñêå vîn Kossa è àëèçàðèíîâûì
êðàñíûì (ðèñ. 3, á). Àãðåãàöèÿ êëåòîê ñ ïîñëåäóþùèì
êóëüòèâèðîâàíèåì â èíäóêöèîííîé ñðåäå ïðèâîäèëà ê
ôîðìèðîâàíèþ â ïðîáèðêå òðåõìåðíûõ êóñî÷êîâ. Ãèñòî-
ëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ îáðàçöîâ, îêðàøåííûõ ãå-
ìàòîêñèëèí-ýîçèíîì, âûÿâèë èçìåíåíèÿ â ìîðôîëîãèè
êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè îáðàçöàìè. Â ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ îáðàçöàõ êëåòêè èìåëè ìîðôîëîãèþ,
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Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ÀÃ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ïîäêîæíî-æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà, ïîäâåðãíóòîé íèçêîòåìïåðàòóð-
íîìó øîêó.

Ñåðûé öâåò ãèñòîãðàììû — êîíòðîëüíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê, ìå÷åííûõ ÔÝ; áåëûé öâåò ãèñòîãðàììû — îêðàøèâàíèå êëåòîê ñïåöèôè÷åñêèìè ÀÒ.



ñõîæóþ ñ êëåòêàìè ãèàëèíîâîé õðÿùåâîé òêàíè íà ðàç-
íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ. Áûëè îáíàðóæåíû (ðèñ. 3, â) êðóï-
íûå è áîëåå ìåëêèå îâàëüíûå êëåòêè, êîòîðûå èìåëè ïà-
ëî÷êîâèäíîå ÿäðî, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ìîëîäûõ è çðåëûõ
õîíäðîöèòîâ (Êóçíåöîâ è äð., 2002). Áîëåå òîãî, èìåëî
ìåñòî îáðàçîâàíèå èçîãåííûõ ãðóïï, ñîäåðæàùèõ 2 êëåò-
êè, çàêëþ÷åííûå â êàïñóëó ëàêóíû, ïðåäñòàâëåííîé ìåæ-
êëåòî÷íûì âåùåñòâîì, ÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î äèô-
ôåðåíöèðîâêå â íàïðàâëåíèè õîíäðîãåíåçà (Kuettner åt
al., 1982).

Ïîÿâëÿþòñÿ ñîîáùåíèÿ î âîçìîæíîñòè ñïîíòàííîé
èììîðòàëèçàöèè ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ, à òàêæå ïîñëå äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ â
àçîòå (Rubio et al., 2005; Miura et al., 2006). Â íàøåì ýêñïå-
ðèìåíòå êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ áûëà âûäåëåíà èç òêàíè,
ïîäâåðãøåéñÿ èçíà÷àëüíî ôèçèîëîãè÷åñêîìó øîêó. Ïîý-
òîìó ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ èçó÷èòü êàðèîòèï êëåòîê íà
ðàííèõ ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåí-
íûõ èññëåäîâàíèé, âêëþ÷àÿ àíàëèç 36 ìåòàôàçíûõ ïëàñ-
òèíîê, íå âûÿâèëè õðîìîñîìíûõ ìóòàöèé. Äèôôåðåíöèà-
ëüíàÿ îêðàñêà íå îáíàðóæèëà ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê
õðîìîñîì. Âûäåëåííûå íàìè ïîïóëÿöèè êëåòîê èìåëè
äèïëîèäíûé êàðèîòèï 46, ÕÕ (ðèñ. 4) èëè 46, ÕY.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â ÏÆÒ ÷åëîâåêà â ýêñòðåìàëü-
íûõ äëÿ îðãàíèçìà óñëîâèÿõ ñîõðàíÿåòñÿ ïîïóëÿöèÿ æèç-
íåñïîñîáíûõ êëåòîê ñ äèïëîèäíûì êàðèîòèïîì è ôåíîòè-
ïîì, ïîäîáíûì ÌÌÑÊ. Ïîëó÷åííàÿ ïîïóëÿöèÿ êëåòîê
èìåëà õàðàêòåðèñòèêè, ñõîæèå ñ ðàíåå âûäåëåííûìè
íàìè ÌÌÑÊ èç ÏÆÊ (Òåïëÿøèí è äð., 2005à). Â îòëè÷èå
îò íèõ ïîëó÷åííàÿ ïîïóëÿöèÿ áûëà ãîìîãåííà ïî ñâîåìó
ñîñòàâó è íå èìåëà ïðèìåñè ýíäîòåëèàëüíûõ è ãåìîïîýòè-
÷åñêèõ êëåòîê. Ïî ìîðôîëîãèè, ýêñïðåññèè Stro-1 è äèô-
ôåðåíöèðîâêå â íàïðàâëåíèè îñòåî-, àäèïî- è õîíäðîãå-
íåçà âûäåëåííàÿ íàìè êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ èìåëà ñõî-
æåñòü ñ áûñòðî ñàìîîáíîâëÿþùèìèñÿ êëåòêàìè RS-2,
âûäåëåííûìè èç ÊÌ ÷åëîâåêà ðàíåå Êîëòåðîì è ñîàâòî-
ðàìè (Colter et al., 2000, 2001). Âûäåëèëè ëè ìû íîâóþ ïî-
ïóëÿöèþ êëåòîê èç ïîäêîæíîãî æèðà, êîòîðûå áîëåå
óñòîé÷èâû ê ýêñòðåìàëüíûì óñëîâèÿì, èëè ýòî îñîáåí-
íîñòü òêàíè ñïîñîáñòâîâàòü ñîõðàíåíèþ æèçíåñïîñîáíîé
ïîïóëÿöèè, ïîäâåðãíóòîé íèçêîòåìïåðàòóðíîìó øîêó?
Ñóùåñòâóåò ìíåíèå î òîì, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ëèïèäîâ
ñïîñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ êëåòîê âî âðåìÿ ïðîöåäóð çà-
ìîðàæèâàíèÿ—õðàíåíèÿ—îòòàèâàíèÿ. Ýòè ëèïèäû, êðî-
ìå âñåãî ïðî÷åãî, ìîãóò òàêæå ó÷àñòâîâàòü â ðåïàðàöèè
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Ðèñ. 3. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ïîäêîæíî-æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà, ïîäâåðãíóòîé íèçêîòåìïåðàòóðíîìó øîêó
(–70 °Ñ), â íàïðàâëåíèè îñòåî-, àäèïî- è õîíäðîãåíåçà.

à — êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â àäèïîãåííîé ñðåäå, íà 21-å ñóò, îêðàñêà Oil Red; á — êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â îñòåîãåííîé ñðåäå, íà 28-å ñóò, îêðàñêà
àëèçàðèíîâûì êðàñíûì; â — ïàðàôèíîâûé ñðåç êëåòîê ïîñëå àãðåãàöèè, êóëüòèâèðóåìûõ â õîíäðîãåííîé ñðåäå 28 ñóò, îêðàñêà ãåìàòîêñèëèí-ýîçè-

íîì. Ñòðåëêàìè óêàçàíû èçîãåííûå ãðóïïû èç 2 êëåòîê, êîòîðûå çàêëþ÷åíû â êàïñóëó ëàêóíû. Óâåë.: à, á — îá. 20�, îê. 10�; â — îá. 63�, îê. 10�.



ìåìáðàí êëåòîê, ïîâðåæäåííûõ â ïðîöåññàõ çàìîðàæèâà-
íèÿ—îòòàèâàíèÿ. Àíäðååâ ñ ñîàâòîðàìè (2008) ïîêàçàëè,
÷òî ëèïèäíûå ïðåïàðàòû ìîãóò ñëóæèòü êîìïîíåíòàìè
êðèîçàùèòíûõ ðàñòâîðîâ, òàê êàê ìîãóò ýôôåêòèâíî âëè-
ÿòü íà ôîðìó è ðàçìåð ìèêðî÷àñòèö ëüäà. Àíàëèç äàííûõ,
ïðåäñòàâëåííûõ â ëèòåðàòóðå, ïîêàçàë, ÷òî ïðåäïðèíèìà-
þòñÿ ïîïûòêè ïîëó÷èòü æèçíåñïîñîáíûå êëåòêè èç òêà-
íåé æèâîòíûõ, ïîäâåðãíóòûõ ãëóáîêîìó çàìîðàæèâàíèþ
áåç êðèîçàùèòíîãî âåùåñòâà (Li, Mombaerts, 2008; Loi et
al., 2008; Wakayama et al., 2008; Hoshino et al., 2009). Ñëå-
äóåò çàìåòèòü, ÷òî òàêèå êëåòêè èñïîëüçóþòñÿ â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïî ïåðåíîñó ÿäåð â ýíóêëåèðîâàííûé îîöèò. Èçâå-
ñòíî, ÷òî äëÿ ýòèõ öåëåé äîñòàòî÷íî èìåòü íåïîâðåæäåí-
íîå ÿäðî êëåòêè. Áîëåå òîãî, â ïîñëåäíåé ðàáîòå (Hoshino
et al., 2009) àâòîðû âûäåëèëè èç òêàíè ñåìåííîãî êàíàòè-
êà, çàìîðîæåííîãî áåç êðèîïðîòåêòîðà, êëåòêè êàê ñ ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíîé, òàê è ñ ýïèòåëèîïîäîáíîé ìîðôîëî-
ãèåé. Àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýòè êëåòêè ìîãëè áûòü
âûäåëåíû èç êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, æèðîâîé, íåðâíîé,
ìûøå÷íîé èëè ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè ñåìåííîãî êàíàòè-
êà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ðàíåå áûëè ïîëó÷åíû ôèáðîáëàñòû
(Roth et al., 1992) èç òêàíè ëåãêîãî, çàìîðîæåííîãî áåç
êðèîïðîòåêòîðà. Òàêæå âûäåëåíû êëåòêè èç ôðàãìåíòîâ
êîñòè ÷åëîâåêà (Heyligers, Klein-Nulend, 2005) è êëåòêè ñ
ôåíîòèïîì, ïîäîáíûì ýïèäåðìàëüíûì ñòâîëîâûì êëåò-
êàì èç ýïèäåðìèñà êîæè (Êóëüíåâà è äð., 2008). Ïîëÿí-
ñêàÿ ñ ñîàâòîðàìè (1990) ñîîáùèëè î êëåòî÷íîé ñóáëèíèè
ôèáðîáëàñòîâ êîæè èíäèéñêîãî ìóíòæàêà, êîòîðàÿ îòëè-
÷àëàñü îò áîëüøèíñòâà êëåòî÷íûõ ëèíèé òåì, ÷òî ìîãëà
ïåðåæèâàòü êðèîêîíñåðâàöèþ â îòñóòñòâèå êðèîïðîòåê-

òîðîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàëè÷èå
æèçíåñïîñîáíîé ïîïóëÿöèè êëåòîê ñ õàðàêòåðèñòèêàìè
ÌÌÑÊ â òêàíè, ïîäâåðãøåéñÿ íèçêîòåìïåðàòóðíîìó
øîêó, íå ÿâëÿåòñÿ îñîáåííîñòüþ ïîäêîæíîãî æèðà. Ýòè
êëåòêè ìîãóò èìåòü îñîáîå çíà÷åíèå äëÿ ñîõðàíåíèÿ ãåíå-
òè÷åñêèõ ðåñóðñîâ â ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèÿõ, à íèçêî-
òåìïåðàòóðíûé øîê ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü èíòåðåñ êàê ñïî-
ñîá ïîëó÷åíèÿ ãîìîãåííîé ïîïóëÿöèè êëåòîê ñ õàðàêòå-
ðèñòèêàìè ÌÌÑÊ (Ñàâ÷åíêîâà, 2008).
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HUMAN SUBCUTANEOUS ADIPOSE TISSUE SUBJECTED TO COLD SHOCK AS A SOURCE

OF VIABLE CELLULAR POPULATION WITH CHARACTERISTICS OF MULTIPOTENT

MESENCHYMAL STROMAL CELLS

I. P. Savchenkova,1 S. V. Korjikova2

1 Ya. R. Kovalenko All-Russian State Research Institute of Experimental Veterinary RAAS

and 2 Institute of Stem Cell, Moscow;
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Cellular population with characteristics of multipotent mesenchymal stromal cells (MMSCs) was isolated
from subcutaneous adipose tissue frozen without any cryoprotectant at –70 °Ñ. Under critical for the adipose tis-
sue condition, the cells retained their viability in vitro and ability of adhesion to plastic. Cellular population was
homogeneous and represented by small cells (d — 7 ìm) with fibroblast-like morphology. Cells were positively
stained with Abs for the Abs: CD29, CD44, CD49a, b, d, CD73, CD90, CD105, CD166, HLA ABC. Cells were
negative for CD34, CD45 — markers of hematopoietic cells, CD31 — marker of endothelial cells, Stro-1, as
well as for HLA DR, DP, DQ (flow cytometer analysis). Being induced to differentiate in vitro, the cells were
able to differentiate into cells similar to cells of bone, adipose and cartilage tissue. Karyological assay of the
cells isolated from human adipose tissue subjected to cold shock revealed diploid set of chromosomes, 46, XX,
without aneuploidy and structural reconstructions of chromosomes. Thus, it has been established that, under ex-
treme condition for the organism, the population of cells with a phenotype similar to miltipotent mesenchymal
stromal cells is preserved in subcutaneous adipose tissue.

K e y w o r d s: miltipotent mesenchymal stromal cells, subcutaneous adipose tissue, cold shock, viability,
cellular population, homogeneity, gene expression, differentiation.
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