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Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè íîâûõ ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê

Ïîëó÷åíû íîâûå íåèììîðòàëèçîâàííûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòî÷íûå ëèíèè ÷åëîâåêà èç ðàç-
íûõ èñòî÷íèêîâ: èç ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) (ëèíèè SC5-ÌSC è SC3à-ÌSC), èç êîñòíî-
ãî ìîçãà 5—6-íåäåëüíîãî ýìáðèîíà (ëèíèÿ FetMSC) è èç êðàéíåé ïëîòè 3-ëåòíåãî ðåáåíêà (ëèíèÿ
FRSN). Âñå ëèíèè óñïåøíî èñïîëüçóþòñÿ â êà÷åñòâå ôèäåðà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Ñðåä-
íåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé êîëåáëåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ëèíèè îò 25.5 ÷ ó ëèíèè
SC5-ÌSC äî 38.8 ÷ ó ëèíèè SC3à-ÌSC. Êðèâûå ðîñòà ñâèäåòåëüñòâóþò îá àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê âñåõ ëèíèé. Êîëè÷åñòâåííûé è ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ýòè ëèíèè èìåþò
íîðìàëüíûé êàðèîòèï: 46, ÕÕ (SC5-ÌSC è SC3à-ÌSC) è 46, XY (FetMSC è FRSN). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòà-
òóñà ýòèõ ëèíèé ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè è âûÿâèëè ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà (CD44,
CD73, CD90, CD105 è HLA-ABC), è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34 è HLA-DR. Îáíàðóæèëè ìåæëèíåéíûå
ðàçëè÷èÿ ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ìàðêåðà CD117 (c-kit). Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé è öèòîôëóîðèìåòðè÷å-
ñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4, õàðàêòåðíûõ
äëÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà, ïîêàçàë, ÷òî âî âñåõ ÷åòûðåõ ëèíèÿõ îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ TRA-1-60 è Oct-4, à ïî
ýêñïðåññèè SSEA-4 íàáëþäàþòñÿ ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ, íå çàâèñÿùèå îò ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòîê. Ïîêà
íåÿñíî, èìåþò ëè îáíàðóæåííûå ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ôóíêöèîíàëüíûé
ñòàòóñ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà â êëåòêàõ
âñåõ ëèíèé ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ
ëèñòêîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ ÝÑÊ, ÷òî, âîçìîæíî, îáåñïå÷èâàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè ÌÑÊ ïðè ðåïàðà-
öèè ðàçíûõ òêàíåâûõ ïîâðåæäåíèé â çàâèñèìîñòè îò ñîîòâåòñòâóþùåãî ìèêðîîêðóæåíèÿ. Ïîêàçàíà ñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê âñåõ ëèíèé íàïðàâëåííî äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì íàïðàâ-
ëåíèÿõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèíèè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíà-
ëèç, ïîâåðõíîñòíûå êëåòî÷íûå ìàðêåðû, êàðèîòèï.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ), âûäåëåí-
íûå èç ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ, ÿâëÿþòñÿ óíè-
êàëüíûìè ïëþðèïîòåíòíûìè êëåòî÷íûìè ïîïóëÿöèÿìè
in vitro, îáëàäàþùèìè ñïîñîáíîñòüþ ê ñàìîîáíîâëåíèþ,
ò. å. ê íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè, è îäíîâðåìåííî
ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ âî âñå òèïû ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòîê è â ëèíèþ ïîëîâûõ êëåòîê. Ëèíèè ÝÑÊ ÿâ-
ëÿþòñÿ óíèêàëüíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ äëÿ
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé â ðàçíûõ îáëàñòÿõ êëå-
òî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, à òàêæå äëÿ ïðèêëàä-
íûõ èññëåäîâàíèé â îáëàñòè ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû,
ôàðìàêîëîãèè è òîêñèêîëîãèè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ðàçíûõ ñòðàíàõ ìèðà åñòü óæå
áîëåå 600 ïîñòîÿííûõ ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà (Cheng et al.,
2003; Cowan et al., 2004; Inzunza et al., 2005; Oh et al.,
2005; Ellerstrom et al., 2006; Chavez et al., 2008; Êîæóõàðî-
âà è äð., 2009; Êðûëîâà è äð., 2009; Aguilar-Gallardo et al.,
2010; Englund et al., 2010; Priddle et al., 2010; Skottman,
2010; Ström et al., 2010; Êîëüöîâà è äð., 2011).

Êóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà
äðóãèõ êëåòîê èìååò ñâîþ ñïåöèôèêó. Äëÿ óñïåøíîé ïðî-
ëèôåðàöèè ÝÑÊ íåîáõîäèìî êóëüòèâèðîâàíèå èõ íà ñëîå
ôèäåðíûõ êëåòîê, êîòîðûå ïðîäóöèðóþò ôàêòîðû, ñïî-
ñîáñòâóþùèå ðîñòó ÝÑÊ. Ôèäåðíûìè êëåòêàìè ñëóæàò
ôèáðîáëàñòû ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ìíîãèå èññëåäîâàòåëè èñïîëüçóþò ôèáðîáëàñòû ÷åëîâå-
êà, ÷òîáû èçáåæàòü çàðàæåíèÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà ðåòðîâèðó-
ñàìè èëè äðóãèìè ïàòîãåíàìè ãðûçóíîâ (Martin et al.,
2005; Skottman et al., 2006; Kubikova et al., 2009). Â êà÷å-
ñòâå ôèäåðîâ øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ ôèáðîáëàñòû êðàé-
íåé ïëîòè ÷åëîâåêà è ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÌÑÊ), ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, â ÷àñòíîñòè èç
ÝÑÊ ÷åëîâåêà (Olivier et al., 2006; Lian et al., 2007; Choo
et al., 2008). Ëèíèè ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ÝÑÊ, îáëàäàþò
ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ ïî ñðàâíåíèþ ñî âçðîñëûìè ìåçåí-
õèìíûìè êëåòêàìè. Òàê, ýòè êëåòêè èìåþò áîëüøîé ïðî-
ëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë, ïîòîìó ÷òî ÿâëÿÿñü íåèììîð-
òàëèçîâàííûìè, ìîëîäûìè ïîïóëÿöèÿìè, àêòèâíî äåëÿò-

2 0 1 2 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 54, ¹ 1

5



ñÿ äëèòåëüíîå âðåìÿ è ïåðåæèâàþò áîëåå 50 óäâîåíèé.
Ïðîëèôåðàòèâíûé æå ïîòåíöèàë âçðîñëûõ ìåçåíõèìíûõ
êëåòîê ñóùåñòâåííî çàâèñèò îò âîçðàñòà äîíîðà. Êðîìå
ýòîãî, àóòîãåííûé ôèäåð èñêëþ÷àåò ðèñê çàðàæåíèÿ âîç-
ìîæíûìè èíôåêöèÿìè îò àëëîãåííûõ äîíîðîâ ôèäåðíûõ
êëåòîê (Stojkovic et al., 2005; Choo et al., 2008; Chen et al.,
2009; Fu et al., 2010). Ãåíåòè÷åñêàÿ îäíîðîäíîñòü ÝÑÊ ñ
àóòîãåííûì ôèäåðîì, âîçìîæíî, ñïîñîáñòâóåò îïòèìàëü-
íîìó âçàèìîäåéñòâèþ äâóõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì ïðè äëè-
òåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè.

Èçâåñòíî, ÷òî ïîìèìî «ôèäåðíîé» ôóíêöèè ìóëüòè-
ïîòåíòíûå ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, òàê æå êàê è
ïëþðèïîòåíòíûå ÝÑÊ, ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ â ðåãåíåðà-
òèâíîé ìåäèöèíå. Íî åñëè ÝÑÊ ïîêà èìåþò òîëüêî ïîòåí-
öèàëüíóþ âîçìîæíîñòü äëÿ òàêîãî èñïîëüçîâàíèÿ â ñâÿçè
ñ ðÿäîì òðóäíîñòåé (Donovan, Geahart, 2001; Odorico
et al., 2001; Drukker et al., 2002; Drukker, Benvenisty, 2004;
Ãîðäååâà, Ìèòàëèïîâ, 2008; Lee et al., 2010), òî âçðîñëûå
ÌÑÊ ïîñëå îïðåäåëåííîãî òåñòèðîâàíèÿ ìîãóò îòíîñè-
òåëüíî áåçîïàñíî èñïîëüçîâàòüñÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè.
Îäíàêî ïðè èõ èñïîëüçîâàíèè âîçíèêàþò ïðîáëåìû, ñâÿ-
çàííûå ñ íåâîçìîæíîñòüþ ïîëó÷åíèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñò-
âà êëåòîê èç-çà èõ íåâûñîêîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåí-
öèàëà è èç-çà èñïîëüçîâàíèÿ èíâàçèâíûõ ìåòîäîâ èõ ïî-
ëó÷åíèÿ îò äîíîðîâ. ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ÝÑÊ ÷åëîâåêà,
ïî-âèäèìîìó, ìîãóò ÿâèòüñÿ àëüòåðíàòèâíîé ìîäåëüþ äëÿ
èñïîëüçîâàíèÿ èõ â êëåòî÷íîé òåðàïèè. Ýòè êëåòî÷íûå
ïîïóëÿöèè, ñõîäíûå ñî âçðîñëûìè ÌÑÊ ïî ãîìîãåííîé
ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèè, îñíîâíûì ïîâåðõíî-
ñòíûì ìàðêåðàì, èììóíîìîäóëèðóþùèì ñâîéñòâàì è
ìóëüòèïîòåíòíîé äèôôåðåíöèðîâêå, ÿâëÿþòñÿ íåîãðàíè-
÷åííûì èñòî÷íèêîì ïîëó÷åíèÿ ãåíåòè÷åñêè îäíîðîäíûõ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé áåç èñïîëüçîâàíèÿ èíâàçèâíûõ
ïðîöåäóð. Êðîìå òîãî, îíè îáëàäàþò á*îëüøèì, ÷åì âçðîñ-
ëûå ÌÑÊ, ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, áîëåå íèçêîé
ýêñïðåññèåé ãåíîâ HLA-ABC è óâåëè÷åííîé ýêñïðåññèåé
ðÿäà òóìîðñóïðåññîðíûõ ãåíîâ (Barberi et al., 2005; Lian
et al., 2007; Trivedi, Hematti, 2008; de Peppo et al., 2010;
Lee et al., 2010; Choo, Lim, 2011; Gruenloh et al., 2011; He-
matti, 2011; Tan et al., 2011).

Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî êàæäàÿ ëèíèÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà ãå-
íåòè÷åñêè óíèêàëüíà, äëÿ ïðîâåäåíèÿ ôóíäàìåíòàëü-
íûõ è áèîìåäèöèíñêèõ ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèé âàæ-
íî èìåòü ëèíèè ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ ãåíåòè÷å-
ñêèõ èñòî÷íèêîâ, ò. å. â äàííîì ñëó÷àå èç ðàçíûõ ëèíèé
ÝÑÊ.

Ïðåäñòàâëÿåò ñóùåñòâåííûé èíòåðåñ ïîëó÷åíèå ÌÑÊ
èç êîñòíîãî ìîçãà ðàííåãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà. Èçâåñòíî,
÷òî ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ýìáðèîíàëüíîãî ìàòåðèàëà,
èìåþò ðÿä ïðåèìóùåñòâ ïåðåä âçðîñëûìè ÌÑÊ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè èõ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Ýòè êëåòêè
áëèçêè ïî ñâîèì ñâîéñòâàì ê ÌÑÊ, âûäåëåííûì èç ÝÑÊ,
â ÷àñòíîñòè îíè èìåþò âûñîêèé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåí-
öèàë è íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ îñíîâíîãî êîìï-
ëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè (Mimeault, Batra, 2006; Ñóõèõ
è äð., 2008).

Âûøå áûëî óïîìÿíóòî î ôèáðîáëàñòàõ êðàéíåé ïëî-
òè ÷åëîâåêà, óñïåøíî èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå ôèäåðà
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ (Hovatta et al., 2003; Inzunza
et al., 2005; Êðûëîâà è äð., 2009; Ström et al., 2010; Êîëü-
öîâà è äð., 2011). Ýòè êëåòêè ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ è äëÿ
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû, òàê êàê íàïðàâëåííî äèôôå-
ðåíöèðóþòñÿ â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ è
èìåþò ñõîäíûå ìàðêåðû ñ ÌÑÊ (Toma et al., 2005; Lorenz
et al., 2008; Huang et al., 2010).

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîëó÷åíèå èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ: ÝÑÊ, êîñòíîãî ìîçãà ðàííåãî ýìáðèîíà è
êðàéíåé ïëîòè 3-ëåòíåãî ðåáåíêà, ÷åòûðåõ ëèíèé ôèáðîá-
ëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, èõ èäåíòèôèêàöèÿ êàê ÌÑÊ, à
òàêæå ñðàâíåíèå ëèíèé ìåæäó ñîáîé ïî ìîðôîëîãèè, ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, êàðèîòèïó, ïîâåðõíîñòíûì
ìàðêåðàì è ñïîñîáíîñòè ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâ-
êå.

Îñíîâíîé âûâîä ðàáîòû ñîñòîèò â òîì, ÷òî â ñîñòàâå
ïîïóëÿöèé ôèáðîáëàñòîâ íåçàâèñèìî îò èõ ïðîèñõîæäå-
íèÿ (êðàéíÿÿ ïëîòü, êîñòíûé ìîçã, ÝÑÊ) ñîäåðæàòñÿ êëåò-
êè, èìåþùèå ñõîäíûå õàðàêòåðèñòèêè, êîòîðûå ïîçâîëÿ-
þò èñïîëüçîâàòü èõ êàê â êà÷åñòâå ôèäåðà äëÿ ÝÑÊ, òàê è
äëÿ ýìáðèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è ðåãåíåðàòèâíîé
ìåäèöèíû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ èç ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà êîëîíèè
ÝÑÊ äèññîöèèðîâàëè äî åäèíè÷íûõ êëåòîê ïðè ïîìîùè
0.05 %-íîé ñìåñè òðèïñèíà è âåðñåíà (Tripsin/EDTA, In-
vitrogen, ÑØÀ), ïåðåâîäèëè íà ãèäðîôîáíóþ (íåàäãåçè-
îííóþ) ïîâåðõíîñòü ïëàñòèêîâîé ÷àøêè è êóëüòèâèðîâà-
ëè â ñðåäå äëÿ ÝÑÊ áåç äîáàâëåíèÿ îñíîâíîãî ôàêòîðà ðî-
ñòà ôèáðîáëàñòîâ (bFGF; Chemicon, ÑØÀ). Â ýòèõ
óñëîâèÿõ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ñóò äî îá-
ðàçîâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåëåö (ÝÒ). ×åðåç 10 ñóò îáðàçî-
âàâøèåñÿ ÝÒ ïåðåíîñèëè íà ãèäðîôèëüíóþ (àäãåçèîí-
íóþ) ïîâåðõíîñòü ÷àøêè è ïîñëåäóþùåå êóëüòèâèðîâà-
íèå ïðîâîäèëè â ñðåäå á-ÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 %
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (FBS; HyClone, ÑØÀ).
×åðåç íåñêîëüêî ñóòîê âîêðóã ïðèêðåïèâøèõñÿ ÝÒ âûÿâ-
ëÿëè çîíó ðîñòà äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Èç ïîëó-
÷åííîé ïîïóëÿöèè âûäåëÿëè îäíîðîäíûå çîíû ïðîëèôå-
ðèðóþùèõ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, àêêóðàòíî èçî-
ëèðîâàëè èõ, êîíòðîëèðóÿ ïîä ìèêðîñêîïîì, è ïîñëå
äèññîöèàöèè äî åäèíè÷íûõ êëåòîê ïåðåíîñèëè íà íîâûå
ïëàñòèêîâûå ÷àøêè. Â ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ïîëó÷èëè ëèíèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê.

Ïîìèìî ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ èç ÝÑÊ, ÌÑÊ âûäåëÿëè èç
êîñòíîãî ìîçãà àáîðòèâíîãî ìàòåðèàëà 5—6-íåäåëüíîãî
ýìáðèîíà. Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà âûäåëÿëè èç çà÷àòêîâ
êîíå÷íîñòè ïóòåì ìíîãîêðàòíîãî ïðîìûâàíèÿ åå ôîñôàò-
íî-ñîëåâûì áóôåðîì, íå ñîäåðæàùèì èîíîâ Ñà2+ è Mg2+

(PBS; Áèîëîò, Ðîññèÿ). Ïîëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåí-
çèþ öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5–7 ìèí ïðè
1000 îá/ìèí. Ïîñëå ïðîìûâàíèÿ îñàäêà â PBS è ïîñëåäó-
þùåãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ åãî ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå
DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 20 % FBS. Êëå-
òî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè íà ïîâåðõíîñòü ïëàñòèêî-
âûõ ÷àøåê è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ñóò â ðîñòîâîé
ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì óæå 10 % FBS. Çàòåì ïðèêðåïèâøèå-
ñÿ ê ïîâåðõíîñòè ÷àøåê êëåòêè ïðîìûâàëè 2 ðàçà â PBS è
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ñóò â ðîñòîâîé ñðåäå, ìåíÿÿ
åå êàæäûå 2—3 ñóò, äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê. Â ðåçóëüòàòå ïîñëåäóþùåãî äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîëó÷èëè ëèíèþ ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûõ êëåòîê.

Äëÿ âûäåëåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ êðàéíåé ïëîòè èñïîëü-
çîâàëè äîíîðñêèé ìàòåðèàë îò çäîðîâîãî ðåáåíêà 3 ëåò,
ïðåäîñòàâëåííûé äåòñêîé êëèíèêîé «Baby» ñ ðàçðåøåíèÿ
ðîäèòåëåé ïàöèåíòà.

Êóñî÷åê êîæè òùàòåëüíî îòìûâàëè îò êðîâè â ÐÂS,
îòäåëÿëè äåðìó îò ýïèäåðìèñà, à çàòåì ðàçðåçàëè íà ôðàã-
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ìåíòû îáúåìîì 1 ìì3 ñ ïîìîùüþ ñòåðèëüíûõ íîæíèö. Çà-
òåì èçìåëü÷åííóþ òêàíü èíêóáèðîâàëè â 0.1 %-íîì ðàñ-
òâîðå êîëëàãåíàçû I òèïà (Gibco, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ â òå÷å-
íèå 30 ìèí íà øåéêåðå, èíàêòèâèðóÿ äåéñòâèå ôåðìåíòà
äîáàâëåíèåì FBS. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê öåíò-
ðèôóãèðîâàëè, îñàäîê ïðîìûâàëè â PBS è ðåñóñïåíäèðî-
âàëè â ñðåäå IMDM (Invitrogen, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 %
FBS. Äàëåå åäèíè÷íûå êëåòêè ïåðåíîñèëè â ÷àøêè, ïî-
âåðõíîñòü êîòîðûõ áûëà ïðåäâàðèòåëüíî ïðîèíêóáèðîâà-
íà ñ FBS â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ è çàòåì âûñóøåíà. Ïðè-
êðåïèâøèåñÿ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè, ìåíÿÿ ñðåäó êàæ-
äûå 2—3 ñóò, äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

Âñå êëåòî÷íûå ëèíèè ïîñòîÿííî êóëüòèâèðîâàëè â
óñëîâèÿõ 5 % ÑÎ2, ïðè 37 °Ñ è 90 % âëàæíîñòè.

Êðèîêîíñåðâàöèþ âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðîâîäèëè â
êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 5 %-íûé (äëÿ
ëèíèè FRSN) èëè 10 %-íûé (äëÿ îñòàëüíûõ) êðèîïðîòåê-
òîð äèìåòèëñóëüôîêñèä (DMSO; Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ áîëåå îäíîðîäíîé êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè ëèíèè ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ÝÑÊ, ïîäâåðãàëè
íèçêîòåìïåðàòóðíîìó øîêó. Äëÿ ýòîãî ñíÿòûå ñ ïîâåðõ-
íîñòè ÷àøêè êëåòêè îòìûâàëè PBS îò îñòàòêîâ êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû è ôåðìåíòîâ, ïîìåùàëè â êðèîïðîáèðêè
ïî 1.5—2 ìëí â êàæäóþ è ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè â
òå÷åíèå 3—5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïëîòíî-
ãî îñàäêà. Âñþ íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü òùàòåëüíî óáèðà-
ëè. Êðèîïðîáèðêè ñ ïëîòíûì îñàäêîì èç êëåòîê ïîìåùàëè
â êðèîêîíòåéíåð Mr. Frosty (Nunclone, ÑØÀ) è îñòàâëÿëè â
õîëîäèëüíîé êàìåðå ïðè –80 °Ñ íà 1—2 ñóò, íå äîáàâëÿÿ
êðèîïðîòåêòîð. Ðàíåå ïîäîáíûé ìåòîä ïðèìåíÿëè äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ èñòèííûõ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ïîäêîæíî-æèðî-
âîé òêàíè ÷åëîâåêà (Ñàâ÷åíêîâà, Êîðæèêîâà, 2010).

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
îöåíèâàëè èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ) — îòíîøåíèå ÷èñ-
ëà êëåòîê â äàííûé ìîìåíò ê èñõîäíîìó ÷èñëó ïîñåÿííûõ
êëåòîê — è ñòðîèëè êðèâûå ðîñòà êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.
Äëÿ èçìåðåíèÿ ñðåäíåãî âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè â êàæäîì âàðèàíòå àíàëèçèðîâàëè 3 ïîâòîðíîñòè
ïðè åæåñóòî÷íîì ïîäñ÷åòå ÷èñëà êëåòîê â òå÷åíèå 5 ñóò
(120 ÷). Ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèè îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå (Ñåäîâà, 2008):
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ãäå Mt — êîëè÷åñòâî êëåòîê â ìîìåíò âðåìåíè t, M0 —
íà÷àëüíîå êîëè÷åñòâî êëåòîê, t — âðåìÿ ëîãàðèôìè÷å-
ñêîé ôàçû ðîñòà êëåòî÷íîé êóëüòóðû, à0 — ïåðèîä óäâî-
åíèÿ êëåòî÷íîé ìàññû.

Êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ ëèíèé ïðî-
âîäèëè íà 12—14-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì çà 4 ÷ äî ôèê-
ñàöèè â êóëüòóðó ââîäèëè êîëöåìèä (KaryoMAX,
0.1 ìêã/ìë; GIBCO, ÑØÀ), ñíèìàëè êëåòêè ñ ñóáñòðàòà
ñìåñüþ òðèïñèíà è âåðñåíà (1 : 3), ïðîâîäèëè ãèïîòîíè-
÷åñêóþ îáðàáîòêó ñìåñüþ 0.075 Ì ðàñòâîðà KÑl è 1%-íî-
ãî ðàñòâîðà öèòðàòà íàòðèÿ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ
ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1). Äëÿ êîëè-
÷åñòâåííîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ïðåïàðàòû ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì Ãèìçà
(1 : 50). Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì è ïðåäåëû èçìåí÷è-
âîñòè êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå
100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê; äîëþ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê
îöåíèâàëè ïðè àíàëèçå 500 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê â êàæ-

äîé êëåòî÷íîé ëèíèè. Äëÿ ñòðóêòóðíîãî êàðèîòèïè÷åñêî-
ãî àíàëèçà ïðîâîäèëè äèôôåðåíöèàëüíîå G-îêðàøèâàíèå
õðîìîñîì â ñîîòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêîé
(Ozkinay, Mitelman, 1979). Àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 20 ìå-
òàôàç â êàæäîé ëèíèè (50, 50, 22 è 20 â SC5-ÌSC,
SC3à-ÌSC, FetMSK è FRSN ñîîòâåòñòâåííî). Kàðèîòèïû
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio Imager.M1
(Carl Zeiss, ÔÐÃ) ñ ñèñòåìîé àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèîòèïè-
ðîâàíèÿ Ikaros 4 Karyotyping System (MetaSystems, Ãåðìà-
íèÿ) è îïèñûâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Ìåæäóíàðîäíîé íî-
ìåíêëàòóðîé õðîìîñîì ÷åëîâåêà ISCN (2009).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòàòóñà ïîëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ
ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íà öèòîìåòðå
Beckman Coulter (ÑØÀ). Ýêñïðåññèþ êàæäîãî ìàðêåðà
îöåíèâàëè ïî 4 ýêñïåðèìåíòàì äëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ
ìåæäó 4-ì è 14-ì ïàññàæàìè. Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå
ïîëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïà-
íåëè êîíúþãàòîâ CD-ìàðêåðíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë ñ ôëóîðîõðîìàìè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD-45, CD-34, CD-117 (c-kit),
HLA-ABC è HLA-DR (Caltac, ÑØÀ), CD-44, CD-73,
CD-105 (Beckman Coulter, ÑØÀ) è ÑD-90 (Chemicon,
ÑØÀ). Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè
î÷èùåííûå ìûøèíûå àíòèòåëà IgG1/Fitc è IgG1/RFE
(DAKO, Äàíèÿ). Êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøêè ñ
ïîìîùüþ 0.05 %-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà ñ âåðñåíîì è îò-
ìûâàëè îò íåãî ðàñòâîðîì ÐÂS, íå ñîäåðæàùèì èîíîâ
Ñà2+ è Mg2+. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê (1 ìëí/ìë)
àëèêâîòèðîâàëè íà ïðîáû ïî 30 ìêë, äîáàâëÿëè ê êàæäîé
èç íèõ ïî 3 ìêë àíòèòåë è èíêóáèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷å-
íèå 30 ìèí. Äàëåå ïðîáû äîâîäèëè äî îïòèìàëüíîãî îáú-
åìà (0.3—0.4 ìë) áóôåðîì FACS (PBS, ñîäåðæàùèé 1 %
BSA è 0.05 % àçèäà íàòðèÿ).

Äëÿ àíàëèçà ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè ñóñïåíçèþ êëåòîê ôèêñèðîâàëè 1 %-íûì ðàñòâîðîì
ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Ïîñëå îòìûâêè ðàñòâîðîì PBS áåç èîíîâ Ca2+ è
Mg2+ êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ ñ ïåð-
âûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ SSEA-4 è TRA-1-60 (Chemicon,
ÑØÀ, ðàçâåäåíèå 1 : 50), çàíîâî îòìûâàëè è èíêóáèðîâà-
ëè ñî âòîðûìè êîíúþãèðîâàííûìè ôëóîðåñöåèíîì àíòè-
òåëàìè (Millipore, ÑØÀ). Âòîðûå àíòèòåëà ðàçâîäèëè â
ñîîòíîøåíèè 1 : 500 è èíêóáèðîâàëè ñ íèìè ïðåïàðàòû â
òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ýêñïðåññèè ïî-
âåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê, è ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ðàííåé äèô-
ôåðåíöèðîâêè â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ
èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ SSEA-4, TRA-1-60 è
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 (Santa Cruz, ÑØÀ), à
òàêæå ïðîòèâ á-àêòèíèíà (òåñò íà ìåçîäåðìó), á-ôåòîïðî-
òåèíà (òåñò íà ýíäîäåðìó) (Sigma ÑØÀ) è íåñòèíà (òåñò
íà ýêòîäåðìó) (Chemicon, ÑØÀ). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè
4 %-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, áëîêèðîâàëè 0.1 %-ì ðàñòâî-
ðîì áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA, Sigma,
ÑØÀ) â òå÷åíèå 1 ÷, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.1 %-íûì ðàñ-
òâîðîì Òðèòîíà X-100 â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ ñ
ïåðâûìè àíòèòåëàìè. Âñå àíòèòåëà ðàçâîäèëè â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 50. Âòîðûå àíòèòåëà (Fitz, Millipore, ÑØÀ) ðàç-
âîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 500 è èíêóáèðîâàëè ñ íèìè
ïðåïàðàòû â òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Ïîñëå òðåõ îòìûâîê ïðåïàðàòû äîêðàøèâàëè
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ÿäåðíûì êðàñèòåëåì Hoechst 33342 (2 ìêã/ìë, Sigma,
ÑØÀ) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåò-
êè, ìå÷åííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Àíàëèç ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 Pascal.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñòàòóñà ÌÑÊ ïðîâîäèëè èíäóê-
öèþ îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïî ìî-
äèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó (Reyes et al., 2001).

Äëÿ íàïðàâëåííîé îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòêè â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ. êë./ñì2 âûñåâàëè â ñðåäó
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 90 % á-MEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 10 %
FBS, 10 ìÌ â-ãëèöåðîôîñôàòà íàòðèÿ (Sigma, ÑØÀ),
10–8 Ì äåêñàìåòàçîíà (Sigma, ÑØÀ), 50 ìêã/ìë àñêîðáàòà
íàòðèÿ (ICN, ÑØÀ). Èíäóêöèþ äèôôåðåíöèðîâêè ïðîâî-
äèëè â òå÷åíèå 2 íåä. Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç êàæäûå
3—4 ñóò.

Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè èññëåäîâàëè
àêòèâíîñòü êëåòî÷íîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è ðàñïðåäå-
ëåíèå ñîëåé êàëüöèÿ âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå êóëüòóðû
êëåòîê.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû
êëåòêè â òå÷åíèå 20 ìèí ôèêñèðîâàëè 4 %-íûì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäîì, à çàòåì 30 ìèí îáðàáàòûâàëè BCIP/NBT Li-
quid Substrate System (Sigma, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ.

Ðåàêöèþ von Kossa, ïîçâîëÿþùóþ âûÿâèòü íåðàñò-
âîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå,
ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: êëåòêè ôèêñèðîâàëè
â ìåòàíîëå 2 ìèí ïðè –20 °Ñ. Â òå÷åíèå 1 ÷ îêðàøèâàëè
2 %-íûì ðàñòâîðîì íèòðàòà ñåðåáðà (AgNO3) (Âåêòîí,
Ðîññèÿ) ïîä ëàìïîé ìîùíîñòüþ 60 Âò. Îêðàøåííûå êëåò-
êè ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è íà 5 ìèí ïîìå-
ùàëè â 2.5 %-íûé ðàñòâîð òèîñóëüôàòà íàòðèÿ (Na2S2O5).
Çàòåì îêðàøåííûå êëåòêè ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âû-
ñóøèâàëè.

Äëÿ íàïðàâëåííîé àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòêè (â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ. êë./ñì2) âûñåâàëè â ñðåäó
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 90 % á-MEM, 10 % FBS, 10–8 Ì äåê-
ñàìåòàçîíà, 50 ìêã/ìë àñêîðáàòà íàòðèÿ, 1�ITS (100-êðàò-
íûé ðàñòâîð, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ èíñóëèí, òðàíñôåððèí,
ñåëåíèò íàòðèÿ â êîíöåíòðàöèÿõ, íå óêàçàííûõ ïðîèçâî-
äèòåëåì) (Invitrogen, ÑØÀ), 1�LA-BSA (100�-ðàñòâîð,
ñîäåðæàùèé 1 ìêã/ìë ëèíîëåâîé êèñëîòû è 100 ìêã/ìë
BSA. Îáðàáîòêó êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 íåä. Ñðåäó
ìåíÿëè ÷åðåç êàæäûå 3—4 ñóò.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè ïðîìûâàëè
PBS áåç èîíîâ Ca2+ è Mg2+, ôèêñèðîâàëè â ìåòàíîëå â òå-
÷åíèå 2 ìèí ïðè –20 °Ñ. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìûâà-
ëè 50 %-íûì ýòàíîëîì è îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Oil
Red O â òå÷åíèå 10 ìèí. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè

50 %-íûì ýòàíîëîì, çàòåì äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è âû-
ñóøèâàëè íà âîçäóõå.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî íàïðàâëåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêå âñåõ ëèíèé îöåíèâàëè ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêî-
ïîì (Nicon eclipse TS 100, ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòî-
âåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëåâîé ãèïîòåçû, Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîëó÷èëè
ëèíèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, êîòîðûå íàçâàëè ñî-
ãëàñíî èñòî÷íèêó èõ ïîëó÷åíèÿ SC5-ÌSC è SC3à-ÌSC
(èç ÝÑÊ), FetMSÑ (èç êîñòíîãî ìîçãà ðàííåãî ýìáðèîíà
÷åëîâåêà) è FRSN (èç êðàéíåé ïëîòè ðåáåíêà).

Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ëèíèé SC5-ÌSC,
SC3à-ÌSC, FetMSC è FRSN ïîêàçàë ãîìîãåííîñòü êëå-
òî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Êëåòî÷íûå ëèíèè SC5-ÌSC,
SC3à-ÌSC è FetMSC áûëè ïðåäñòàâëåíû ìåëêèìè, à ëè-
íèÿ FRSN — êðóïíûìè, ñèëüíî âûòÿíóòûìè ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1). Âñå 4 ëèíèè ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ôèäåðà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
ÝÑÊ, êîòîðûå èìåþò íîðìàëüíóþ ìîðôîëîãèþ â âèäå
ïëîñêèõ êîëîíèé è îáëàäàþò âñåìè õàðàêòåðèñòèêàìè,
ïîäòâåðæäàþùèìè ñòàòóñ ÝÑÊ ÷åëîâåêà (äàííûå íå ïî-
êàçàíû).

Àíàëèç êëåòîê ïîëó÷åííûõ ëèíèé, ïðîøåäøèõ
12—14 ïàññàæåé, ïîêàçàë, ÷òî âñå îíè àêòèâíî äåëÿòñÿ.
Íî åñòü è ðÿä ðàçëè÷èé ïî õàðàêòåðó êðèâûõ ðîñòà
(ðèñ. 2). Ðîñò êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè SC5-ÌSC ðåçêî îòëè-
÷àåòñÿ îò îñòàëüíûõ ëèíèé. Òàê, ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê
SC5-ÌSC íà÷èíàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ñðàçó æå ïîñëå ïîñåâà
êëåòîê è àêòèâíî ïðîäîëæàåòñÿ â òå÷åíèå 96 ÷. Ó êëåòîê
ëèíèè SC3à-ÌSC àêòèâíûé ðîñò íà÷èíàåòñÿ íà 2-å ñóò è
ïðîäîëæàåòñÿ äî 96 ÷, à ó êëåòîê ëèíèé FetMSC è FRSN
àêòèâíûé ðîñò íà÷èíàåòñÿ íà 3-è ñóò è çàâåðøàåòñÿ ê
72 ÷. Ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè äëÿ ýòèõ ëèíèé ñîñòàâëÿåò 25.5 � 0.1 (ëèíèÿ
SC5-ÌSC), 38.8 � 1.0 (SC3à-ÌSC), 33.5 � 1.4 (FetMSC) è
30.0 � 0.8 (FRSN) ÷. Äëÿ ëèíèè SC3à-ÌSC ñðåäíåå âðåìÿ
óäâîåíèÿ áûëî äîñòîâåðíî áîëüøå, ÷åì äëÿ SC5-ÌSC,
FRSN (Ð < 0.01) è äëÿ FetMSC (Ð < 0.05). Íàèìåíüøåå, äî-
ñòîâåðíî îòëè÷àþùååñÿ îò îñòàëüíûõ òðåõ ëèíèé âðåìÿ
óäâîåíèÿ áûëî äëÿ ëèíèè SC5-ÌSC (Ð < 0.01). Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî íàèáîëüøèå ðàçëè÷èÿ áûëè óñòàíîâëåíû
ìåæäó äâóìÿ ëèíèÿìè, ïîëó÷åííûìè èç ëèíèé ÝÑÊ, êî-
òîðûå ñóùåñòâåííî îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà ïî ðÿäó õà-
ðàêòåðèñòèê, â ÷àñòíîñòè äëÿ ëèíèè SC5 âðåìÿ óäâîåíèÿ

8 Ò. À. Êðûëîâà, À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ëèíèé SC5-ÌSC (à), SC3à-ÌSC (á), FetMSC (â) è FRSN (ã). Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 200 ìêì.



áûëî äîñòîâåðíî áîëüøå, ÷åì äëÿ SC3à (P < 0.01) (Êîëü-
öîâà, 2011). Òàêèì îáðàçîì, õàðàêòåð ðàçëè÷èé ìåæäó ëè-
íèÿìè ÝÑÊ è èõ ïðîèçâîäíûìè îêàçàëñÿ ïðîòèâîïîëîæ-
íûì, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ÝÑÊ è
ÝÑÊ-ÌÑÊ, ÿâëÿÿñü ðàçíûìè ïî ñâîèì ñâîéñòâàì, âñå æå
ñîõðàíÿþò ðàçëè÷èÿ ïî äàííîìó ïàðàìåòðó, õîòÿ è îòðà-
æåííûå çåðêàëüíî. Èñõîäÿ èç óêàçàííûõ âûøå íîìåðîâ
ïàññàæåé àíàëèç ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ñîîòâåòñò-
âóåò 26 (SC5-ÌSC è SC3à-ÌSC) è 20 (FetMSC è FRSN)
óäâîåíèÿì êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Äëèòåëüíîå êóëüòèâè-
ðîâàíèå ëèíèè SC5-ÌSC ïîêàçàëî, ÷òî ïðîëèôåðàòèâíàÿ
àêòèâíîñòü íå ñíèæàåòñÿ âî âñÿêîì ñëó÷àå äî 27-ãî ïàññà-
æà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò 59 óäâîåíèÿì êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè, è ñîâïàäàåò ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè (De Pep-
po et al., 2010). Íàïðîòèâ, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèíèè
FetMSC ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ïîñëå 16-ãî ïàññà-
æà (27 óäâîåíèé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè) ñóùåñòâåííî íå
ñíèæàåòñÿ, íî íà÷èíàåò ïîñòåïåííî óõóäøàòüñÿ ðîñò ÝÑÊ
íà ýòîì ôèäåðå. Ñõîäíûé ýôôåêò áûë îòìå÷åí ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè ôèáðîáëàñòîâ êðàéíåé ïëîòè ÷åëîâåêà.
Êëåòêè ïðîõîäÿò áîëåå 50 óäâîåíèé êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè, íî àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ è õîðîøèé ðîñò ÝÑÊ íà
ýòîì ôèäåðå íàáëþäàþòñÿ äî 25-ãî ïàññàæà (Unger et al.,
2008). Ýòî ÿâëåíèå äåìîíñòðèðóåò âîçðàñòíóþ çàâèñè-
ìîñòü ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, ñâîéñòâåííóþ íåèì-
ìîðòàëèçîâàííûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì, ñîãëàñíî òåîðèè
Õåéôëèêà (1997).

Êîëè÷åñòâåííûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ëèíèé
SC5-ÌSC, SC3à-ÌSC, FetMSC è FRSN ïîêàçàë, ÷òî ýòè
ëèíèè õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìî-
äàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 46 (100.0 � 1.0,
97.0 � 1.7, 97.0 � 1.7 è 98.5 � 1.2 % ñîîòâåòñòâåííî). Íà-
áëþäàåòñÿ íèçêàÿ äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â ëèíèÿõ
SC5-ÌSC, SC3à-ÌSC è FetMSC: 0.9 � 0.4, 3.0 � 0.8,
3.0 � 0.8 % ñîîòâåòñòâåííî. À â ëèíèè FRSN ÷àñòîòà ïî-
ëèïëîèäîâ óâåëè÷åíà (13.0 � 1.5 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ îñ-
òàëüíûìè ëèíèÿìè (Ð < 0.01). Ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷å-
ñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî âñå ëèíèè èìåþò íîðìàëüíûé êà-

ðèîòèï ÷åëîâåêà: 46, ÕÕ (SC5-ÌSC è SC3à-ÌSC) è 46, ÕY
(FetMSC è FRSN) (ðèñ. 3). Ïðè ýòîì â îòäåëüíûõ êëåòêàõ
îòìå÷åíû ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ õðîìîñîì. Òàê, â ëèíèè
SC5-ÌSC ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì áûëè âûÿâ-
ëåíû â 4 èç 50 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 3, à): äå-
ëåöèÿ õðîìîñîìû 17 del(17)(p11.2), äèöåíòðè÷åñêàÿ õðîìî-
ñîìà dic(9;13) ñ ñîïóòñòâóþùèì ïàðíûì ôðàãìåíòîì è
àíîìàëüíûé õàðàêòåð áàíäèðîâàíèÿ õðîìîñîì 8 è 16.

Â ëèíèè SC3à-ÌSC ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðî-
ìîñîì âûÿâëåíû â 4 èç 50 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê
(ðèñ. 3, á): äåëåöèè õðîìîñîì 2 del(2)(p11) è 17
del(17)(p11.2), äèöåíòðè÷åñêàÿ õðîìîñîìà dic(5;14) ñ ïàð-
íûì ôðàãìåíòîì, ìåæõðîìîñîìíûé õðîìàòèäíûé îáìåí
ñ ó÷àñòèåì õðîìîñîì 2, 5 è 9 (äàííûå íå ïîêàçàíû); â ëè-
íèè FetMSC òîëüêî â 1 èç 22 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëå-
òîê îáíàðóæåíà ñòðóêòóðíàÿ ïåðåñòðîéêà õðîìîñîìû 19
(ðèñ. 3, â), à â ëèíèè FRSN ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê õðî-
ìîñîì íå îáíàðóæèëè (ðèñ. 3, ã). Âûÿâëåííûå íàìè ñòðóê-
òóðíûå õðîìîñîìíûå èçìåíåíèÿ íîñÿò íåêëîíàëüíûé
õàðàêòåð, è èõ ÷àñòîòà íå ïðåâûøàåò ïðèíÿòîãî ïðè êàðè-
îòèïèðîâàíèè ïðåäåëüíî äîïóñòèìîãî óðîâíÿ õðîìîñîì-
íûõ àíîìàëèé (Meisner, Johnson, 2008). Òàêèì îáðàçîì,
ïî õàðàêòåðó äèôôåðåíöèàëüíîãî G-îêðàøèâàíèÿ õðîìî-
ñîì ïðè óðîâíå ðàçðåøåíèÿ 400 äèñêîâ íà ãàïëîèäíûé
íàáîð õðîìîñîì êàðèîòèïû êëåòî÷íûõ ëèíèé SC5-ÌSC,
SC3à-ÌSC, FetMSC è FRSN, ïðîøåäøèå 12—14 ïàññà-
æåé, ñîîòâåòñòâóþò íîðìàëüíîìó êàðèîòèïó ÷åëîâåêà.

Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç
êðàéíå âàæåí äëÿ ïðîâåðêè ñòàòóñà íåèììîðòàëèçîâàí-
íûõ ÌÑÊ, òàê êàê â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà íåèììîðòà-
ëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà, êîòîðûå ñïîíòàí-
íî íå èììîðòàëèçóþòñÿ, âçðîñëûå ÌÑÊ ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè ìîãóò ïðèîáðåñòè ñâîéñòâî èììîðòàëü-
íîñòè. Òàê, êóëüòèâèðîâàíèå âçðîñëûõ ÌÑÊ â òå÷åíèå íå-
ñêîëüêèõ ìåñÿöåâ ïðèâåëî ê ñïîíòàííîé èììîðòàëèçàöèè
è îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè, âûðàæàþùåéñÿ, â ÷àñòíî-
ñòè, â íåñëó÷àéíûõ êàðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèÿõ, ñâÿçàí-
íûõ êàê ñ àíåóïëîèäèåé, òàê è ñî ñòðóêòóðíûìè ïåðå-
ñòðîéêàìè õðîìîñîì (Rubio et al., 2005).

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñòàòóñà ïîëó÷åííûõ ëèíèé, êàê
ÌÑÊ, áûë ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîâåðõíîñò-
íûõ ìàðêåðîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè, êîòîðûé ïîêàçàë êàê ñõîäñòâî, òàê è ðÿä ðàçëè-
÷èé ìåæäó ëèíèÿìè (ñì. òàáëèöó). Èç ýòèõ ðåçóëüòàòîâ
ñëåäóåò íàëè÷èå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ,
õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà: CD44, CD73, CD90,
CD105 è HLA-ABC. Íà êëåòêàõ íå âûÿâëåíà ýêñïðåñ-
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Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà êëåòî÷íûõ ëèíèé SC5-ÌSC (1),
SC3à-ÌSC (2), FetMSC (3), FRSN (4).

Ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ â êëåòêàõ
ëèíèé SC5-MSC, SC3a-MSC, FetMSC è FRSN

Ìàðêåð SC5-MSC SC3a-MSC FetMSC FRSN

CD44 99.3 � 0.5 99.6 � 0.2 99.5 � 0.1 98.7 � 0.3

CD73 99.6 � 0.2 99.5 � 0.3 99.6 � 0.1 98.9 � 0.4

CD90 57.3 � 1.5 50.2 � 12.5 87.4 � 4.6 98.4 � 0.9

CD105 97.5 � 1.4 94.7 � 0.8 95.4 � 2.5 93.8 � 1.3

CD34 0.13 � 0.07 0.33 � 0.10 0.20 � 0.08 0.6 � 0.4

CD117 28.0 � 14.1 54.6 � 19.0 16.7 � 7.0 69.0 � 12.0

HLA-ABC 37.0 � 15.0 35.7 � 9.9 26.4 � 0.2 71.5 � 6.4

HLA-DR 0.27 � 0.01 0.26 � 0.04 0.20 � 0.04 0.19 � 0.09

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå (x sx± %) èç ÷åòûðåõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ.



ñèÿ àíòèãåíîâ CD34 è HLA-DR. Ëèíèè SC5-ÌSC è
SC3à-ÌSC íå ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî ýêñïðåñ-
ñèè ýòèõ ìàðêåðîâ. Íàèáîëåå ñòàáèëüíûìè îêàçàëèñü
ìàðêåðû CD44, CD73 è CD105. Óðîâåíü ýêñïðåññèè
ìàðêåðà CD90 â ëèíèÿõ SC5-ÌSC è SC3à-ÌSC áûë çíà-
÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â FetMSC è FRSN (P < 005). Êðîìå
òîãî, ýêñïðåññèÿ CD90 â ëèíèè SC3à-ÌSC áûëà ìåíåå
ñòàáèëüíîé: ïðåäåëû êîëåáàíèé ìåæäó îïûòàìè ñîñòàâè-
ëè äëÿ ýòîé ëèíèè 26.4—85.6, íî íèêàêîé âðåìåíí*îé çà-
âèñèìîñòè îòìå÷åíî íå áûëî. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò
ìàðêåð CD117 (c-kit), ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî âñåãäà ïðèñóò-
ñòâóåò â ëèíèÿõ SC5-ÌSC è SC3à-ÌSC, ïðè÷åì çàìåòíî

óâåëè÷èâàåòñÿ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ îò 5-ãî äî
14-ãî ïàññàæà. Òàê, â ëèíèè SC5-ÌSC óðîâåíü ýêñïðåññèè
CD117 (c-kit) âûãëÿäèò òàê: 3.2 (ïàññàæ 5), 28.8 (ïàññàæ 7)
è 52.1 % (ïàññàæ 14); â ëèíèè SC3à-ÌSC — 2.64 (ïàñ-
ñàæ 4), 60.5 (ïàññàæ 7), 60.6 (ïàññàæ 8) è 94.6 % (ïàñ-
ñàæ 14).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âûäåëåíèè ÌÑÊ èç
ïîäêîæíî-æèðîâîé òêàíè, ïîäâåðãíóòîé äëèòåëüíîìó
íèçêîòåìïåðàòóðíîìó øîêó áåç èñïîëüçîâàíèÿ êðèîïðî-
òåêòîðà, ñîõðàíÿåòñÿ æèçíåñïîñîáíîé íåáîëüøàÿ ïîïóëÿ-
öèÿ êëåòîê ñ óñòîé÷èâûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ÌÑÊ (Ñàâ-
÷åíêîâà, Êîðæèêîâà, 2010). Ìû ïðîâåëè ïîäîáíóþ ïðî-

10 Ò. À. Êðûëîâà, À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 3. Êàðèîòèïû êëåòî÷íûõ ëèíèé SC5-ÌSC (à), SC3à-ÌSC (á), FetMSC (â) è FRSN (ã).

à — êàðèîòèï êëåòî÷íîé ëèíèè SC5-ÌSC: 46,XX; â ðàìêå — àíîìàëüíûé õàðàêòåð áàíäèðîâàíèÿ õðîìîñîìû 8 è äåëåöèÿ õðîìîñîìû 17
del(17)(p11.2); äèöåíòðè÷åñêàÿ õðîìîñîìà dic(9;13) ñ ñîïóòñòâóþùèì ïàðíûì ôðàãìåíòîì; äîïîëíèòåëüíûé ìàòåðèàë íà êîðîòêîì ïëå÷å õðîìîñî-
ìû 16 add(16)(p13.3); àíîìàëüíûé õàðàêòåð áàíäèðîâàíèÿ õðîìîñîìû 16. á — êàðèîòèï êëåòî÷íîé ëèíèè SC3à-ÌSC: 46,XX; â ðàìêå — äåëåöèÿ õðî-
ìîñîìû 2 del(2)(p11); äèöåíòðè÷åñêàÿ õðîìîñîìà dic(5;14) ñ ïàðíûì ôðàãìåíòîì; äåëåöèÿ õðîìîñîìû 17 del(17)(p11.2). â — êàðèîòèï êëåòî÷íîé ëè-
íèè FetMSC: 46,XY; â ðàìêå — àíîìàëüíûé õàðàêòåð áàíäèðîâàíèÿ õðîìîñîìû 19. ã — êàðèîòèï êëåòî÷íîé ëèíèè FRSN: 46,XY. Âñå ñòðóêòóðíî ïå-

ðåñòðîåííûå õðîìîñîìû óêàçàíû ñòðåëêàìè.



öåäóðó ñ êëåòî÷íûìè ïîïóëÿöèÿìè ÌÑÊ, âûäåëåííûìè
èç ÝÑÊ. Ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ îñòàâøèåñÿ íåìíîãî÷èñ-
ëåííûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè äî ïîëó÷åíèÿ ìîíîñëîÿ
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, êîòîðûå â äàëüíåéøåì
ìíîãîêðàòíî ïåðåñåâàëè è àíàëèçèðîâàëè. Ïðè òàêîé ìå-
òîäèêå ïîëó÷àþòñÿ ïðàêòè÷åñêè êëîíàëüíûå ïîïóëÿöèè
ÌÑÊ. Äàííûå ïî ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ,
íàáëþäàåìûå ïîñëå òàêîé ïðîöåäóðû, ïîëíîñòüþ ñîâïà-
ëè ñ ïðåäñòàâëåííûìè âûøå. Ñóùåñòâåííî îòìåòèòü, ÷òî

ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà CD117 (c-kit) òàêæå âîçðàñòàëà â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ: 16.2 (ïàññàæ 5), 37.7 (ïàññàæ 8),
53.9 (ïàññàæ 12) è 64.9 % (ïàññàæ 14) â ëèíèè SC5-ÌSC è
26.9 (ïàññàæ 5), 60.5 % (ïàññàæ 8) â ëèíèè SC3à-ÌSC. Ýòè
ðåçóëüòàòû, ïî-âèäèìîìó, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ýêñïðåññèÿ CD117 (c-kit) ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé ÷åðòîé ïî-
ëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Íàì íåèçâåñòíû äðóãèå èññëåäîâàíèÿ ïî àíàëèçó ýêñ-
ïðåññèè ýòîãî àíòèãåíà â ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ÝÑÊ.
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Ðèñ. 4. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðà SSEA-4 íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ â ëèíèÿõ SC5-ÌSC,
SC3à-ÌSC, FetMSC è FRSN.

Ôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ïîâåðõíîñòíîãî êëåòî÷íîãî àíòèãåíà SSEA-4 è äîêðàøèâàíèå Hoechst 33342; êîíò-
ðîëü — êëåòêè, ìå÷åííûå âòîðûìè àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 10 ìêì.

Ðèñ. 5. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíîãî êëåòî÷íîãî àíòèãåíà SSEA-4 â ëèíèÿõ SC5-ÌSC (á),
SC3à-ÌSC (â), FetMSC (ã) è FRSN (ä).

Ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè; ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê, Ì1 — çîíà ïîäñ÷åòà îêðàøåííûõ êëåòîê; à — èçîòèïè÷åñêèé êîíò-
ðîëü; íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíà äîëÿ êëåòîê (%), ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ SSEA-4.



Ìîæíî áûëî áû ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàëè÷èå â ýòèõ êëåò-
êàõ ýêñïðåññèè CD117 (c-kit), ÿâëÿþùåãîñÿ ðåöåïòîðîì ê
ôàêòîðó ñòâîëîâûõ êëåòîê è ðàííèì ìàðêåðîì ãåìàòî-
ïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñâÿçàíî ñ èñòî÷íèêîì
ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ, ò. å. ñ ÝÑÊ. Èçâåñòíî, ÷òî â ÝÑÊ íàáëþ-
äàåòñÿ ýêñïðåññèÿ CD117 (c-kit) (Carpenter et al., 2004;
Rosler et al., 2004; Êîæóõàðîâà è äð., 2009). Íàøè íå-
îïóáëèêîâàííûå äàííûå òàêæå ïîäòâåðæäàþò ýòîò ôàêò.
Íî íàëè÷èå ýêñïðåññèè ýòîãî ìàðêåðà â äâóõ äðóãèõ ëè-
íèÿõ FetMSC è FRSN ñâèäåòåëüñòâóåò, ïî-âèäèìîìó,
î òîì, ÷òî äàííîå ÿâëåíèå íå ñâÿçàíî ñ èñòî÷íèêîì ïîëó-
÷åíèÿ ÌÑÊ. Îäíàêî â ïîñëåäíèõ äâóõ ëèíèÿõ â îòëè-
÷èå îò ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ÝÑÊ, íå íàáëþäàåòñÿ âðå-
ìåíí*îé çàâèñèìîñòè ýêñïðåññèè CD117 (c-kit). Òåì íå ìå-
íåå åñòü ðÿä äàííûõ, óêàçûâàþùèõ íà îòñóòñòâèå
ýêñïðåññèè ýòîãî ìàðêåðà ó âçðîñëûõ ÌÑÊ, ïîëó÷åí-
íûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ (Tsai et al., 2004; Ñàâ÷åíêîâà,
Êîðæèêîâà, 2010; Yen et al.). Âîçìîæíî, ïðè÷èíà íåñòà-
áèëüíîñòè ýòîãî ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà ñâÿçàíà ñ ôè-
çèîëîãè÷åñêèì ñîñòîÿíèåì êëåòîê èëè ñ óñëîâèÿìè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ (Mohseny, Hogendoorn, 2011). Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî èñòèííûé ñòàòóñ ÌÑÊ îòðàæàþò èìåííî
óñòîé÷èâûå ìàðêåðû ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè.
Óðîâåíü æå ýêñïðåññèè îñòàëüíûõ ìàðêåðîâ, âîçìîæíî,
áîëåå çàâèñèì îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõ-
íîñòíûõ ìàðêåðîâ è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4,
õàðàêòåðíûõ äëÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà, ïîêàçàë, ÷òî âî âñåõ 4 ëè-
íèÿõ îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ TRA-1-60 è Oct-4. Äàííûå
íå ïîêàçàíû, íî îíè ñîîòâåòñòâóþò êîíòðîëþ, ïðåäñòàâ-
ëÿþùåìó ñîáîé êëåòêè, ìå÷åííûå âòîðûìè àíòèòåëàìè
(ðèñ. 4, ä). Èíîé ðåçóëüòàò ïîëó÷åí ïðè àíàëèçå ýêñïðåñ-
ñèè ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà SSEA-4. Â ëèíèÿõ SC5-ÌSC
è FRSN ýêñïðåññèÿ ýòîãî ìàðêåðà åñòü, à â ëèíè-
ÿõ SC3à-ÌSC è FetMSC îíà îòñóòñòâóåò (ðèñ. 4, à—ã).
Ýòè íàáëþäåíèÿ ïîäòâåðæäàþòñÿ àíàëèçîì ýêñïðåññèè
SSEA-4 ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè âî
âñåõ ëèíèÿõ (ðèñ. 5), ïðè÷åì äëèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâà-
íèÿ SC5-ÌSC (12 è 30 ïàññàæåé) íå âëèÿåò íà íàëè÷èå ýê-
ñïðåññèè ýòîãî àíòèãåíà.

Äàííûå ëèòåðàòóðû ïðîòèâîðå÷èâû. Òàê, åñòü äàííûå
îá îòñóòñòâèè ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ TRA-1-81 è SSEA-4 â
ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ÝÑÊ ÷åëîâåêà (Lee et al., 2010; Gru-
enloh et al., 2011). Òåì íå ìåíåå â ðÿäå äðóãèõ èññëåäîâà-
íèé ìàðêåð SSEA-4 îáíàðóæåí â ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç
êðàéíåé ïëîòè, êîñòíîãî ìîçãà ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Ïðè÷åì íå-
ñìîòðÿ íà ïðèñóòñòâèå ìàðêåðà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÝÑÊ, ÌÑÊ íå îáðàçóþò òåðàòîì â èììóíîäåôèöèòíûõ
ìûøàõ (Gang et al., 2007; Olivier, Bouhassira, 2010; Mamidi
et al., 2011; Yen et al., 2011). Ãëèêîëèïèä SSEA-4 ëîêàëè-
çîâàí íà ïîâåðõíîñòè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà è

12 Ò. À. Êðûëîâà, À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 6. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ (á-àêòèíèíà — ìàðêåðà ìåçîäåðìû,
á-ôåòîïðîòåèíà — ìàðêåðà ýíäîäåðìû è íåñòèíà — ìàðêåðà ýêòîäåðìû) â êëåòêàõ ëèíèé SC5-ÌSC, SC3à-ÌSC, FetMSC è FRSN.

Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 10 ìêì.



ýìáðèîíàëüíûõ òåðàòîêàðöèíîì, íî åãî êëåòî÷íàÿ ôóíê-
öèÿ íåèçâåñòíà. Ïðèñóòñòâèå SSEA-4 è íà ïîâåðõíîñòè
ìóëüòèïîòåíòíûõ ÌÑÊ àññîöèèðóåòñÿ ñî «ñòâîëî-
âîñòüþ» ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è ïðåäïîëàãàåò,
ïî-âèäèìîìó, ïåðåêðûâàíèå ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ìåòà-
áîëè÷åñêèõ ïóòåé ìåæäó ïëþðèïîòåíòíûìè ÝÑÊ ÷åëîâå-
êà è ìóëüòèïîòåíòíûìè ÌÑÊ (Gang et al., 2007). Òåì íå
ìåíåå ïðîòèâîðå÷èâîñòü äàííûõ î íàëè÷èè ýêñïðåññèè
ìàðêåðà SSEA-4 íåçàâèñèìî îò èñòî÷íèêà ïîëó÷åíèÿ
ÌÑÊ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ðàçíîì ôèçèîëîãè÷å-
ñêîì ñîñòîÿíèè êëåòîê èëè î ðàçíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, ê êîòîðûì, êàê èçâåñòíî, ÷óâñòâèòåëüíû ïîâåðõ-
íîñòíûå ìàðêåðû (Mohseny, Hogendoorn, 2011). Ñòàòóñ
ÌÑÊ çàâèñèò îò êîìáèíàöèè ðàçíûõ ôàêòîðîâ, è íåèçâå-
ñòíî, êàêîå âëèÿíèå íà ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà ÌÑÊ
îêàçûâàåò ðàçëè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ îòäåëüíûõ ìàðêåðîâ (He-
matti, 2011).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè
âñåõ ïîëó÷åííûõ ëèíèé ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû ðàííåé
äèôôåðåíöèðîâêè â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëè-
ñòêîâ (ðèñ. 6). Íàì íåèçâåñòíû äðóãèå èññëåäîâàíèÿ ïî
àíàëèçó ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç

ÝÑÊ. Íî åñòü äàííûå î äèôôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ, ïîëó÷åí-
íûõ èç äðóãèõ èñòî÷íèêîâ, â ïðîèçâîäíûå íå òîëüêî ìåçî-
äåðìû, íî è â ïðîèçâîäíûå ýêòîäåðìû è ýíäîäåðìû
(Antonucci et al., 2010; Huang et al., 2010; Mamidi et al.,
2011). Èçó÷åíèå âçðîñëûõ ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî
ìîçãà ÷åëîâåêà, ïîêàçàëî áèîõèìè÷åñêóþ ãåòåðîãåííîñòü
ïîïóëÿöèé, ýêñïðåññèðóþùèõ ðàçíûå áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûå âåùåñòâà, êîòîðûå ñïîñîáíû èçìåíÿòü ìèêðîîê-
ðóæåíèå ïîâðåæäåííîé òêàíè è òàêèì îáðàçîì óëó÷øàòü
òêàíåâóþ ðåïàðàöèþ (Caplan, Dennis, 2006; Phinney, 2007;
Tan et al., 2011). Ñîãëàñíî äðóãèì èññëåäîâàíèÿì, â ÌÑÊ,
ïîëó÷åííûõ èç êðàéíåé ïëîòè ÷åëîâåêà, èìååò ìåñòî îä-
íîâðåìåííîå ïðèñóòñòâèå â êëåòêàõ ðàííèõ ìàðêåðîâ êàê
ìåçîäåðìàëüíîé, òàê è ýêòîäåðìàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè
(Mamidi et al., 2011).

Íàøè äàííûå êîñâåííî ïîäòâåðæäàþò âîçìîæíîñòü
îäíîâðåìåííîãî ñóùåñòâîâàíèÿ ðàííèõ ìàðêåðîâ äèôôå-
ðåíöèðîâêè â êëåòêàõ ïîëó÷åííûõ ëèíèé, òàê êàê èììó-
íîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë ñîâïàäåíèå ÷èñëà êëå-
òîê, ìå÷åíûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðèçó-
þùèõ ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, ñ ÷èñëîì
ÿäåð, îêðàøåííûõ Hoechst 33342. Âîçìîæíî, ÷òî ïðè ìèã-
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Ðèñ. 7. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê â íàïðàâëåíèè îñòåî- è àäèïîãåíåçà.

à—ã — âûÿâëåíèå àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â îñòåîãåííîé ñðåäå êëåòîê ëèíèé SC5-ÌSC, SC3à-ÌSC, FetMSC è FRSN
ñîîòâåòñòâåííî; ä—ç — ôîðìèðîâàíèå ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ ïî ðåàêöèè von Kossa â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå ëèíèé SC5-ÌSC, SC3à-ÌSC,
FetMSC è FRSN ñîîòâåòñòâåííî; è—ì — îêðàøèâàíèå êëåòîê Oil Red O ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â àäèïîãåííîé ñðåäå êëåòîê ëèíèé SC5-ÌSC,

SC3à-ÌSC, FetMSC è FRSN ñîîòâåòñòâåííî. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 200 ìêì.



ðàöèè â îáëàñòü ðàçíûõ òêàíåâûõ ïîâðåæäåíèé â ÌÑÊ
âêëþ÷àþòñÿ ñîîòâåòñòâóþùèå ýòèì óñëîâèÿì ñèñòåìû
ýêñïðåññèè áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, îáåñïå÷è-
âàþùèå ðåïàðàöèþ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå øè-
ðîêî îáñóæäàþòñÿ ìåõàíèçìû òêàíåâîé ðåïàðàöèè ñ ïî-
ìîùüþ ÌÑÊ, ñâÿçàííûå ñ ïðîäóêöèåé öèòîêèíîâ è ïà-
ðàêðèííûõ ôàêòîðîâ, óëó÷øàþùèõ ìèêðîîêðóæåíèå
ïîâðåæäåííûõ òêàíåé. Ñóùåñòâóåò òàêæå è äðóãîé ìåõà-
íèçì, îáåñïå÷èâàþùèé äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ â ôóíê-
öèîíàëüíûå êëåòêè, êîòîðûå çàìåíÿþò ïîâðåæäåííûå.

Íî åñòü ðÿä äàííûõ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì, ÷òî
ïðè òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ îáíàðóæèâàåòñÿ íèçêèé óðî-
âåíü ïðèæèâëåíèÿ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê, íî ïðè
ýòîì èìååò ìåñòî ñóùåñòâåííûé ïîëîæèòåëüíûé òåðàïåâ-
òè÷åñêèé ýôôåêò ïðè ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäåíèÿõ ëåãêèõ,
ïî÷åê, êîñòåé, õðÿùåé, ïðè äèàáåòå, èíôàðêòå è ò. ä. Ïîý-
òîìó èññëåäîâàòåëè ïðèäàþò áîëüøîå çíà÷åíèå òðîôè÷å-
ñêîìó ìåõàíèçìó äåéñòâèÿ ÌÑÊ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ òêà-
íåâîé ðåïàðàöèè (Ñaplan, Dennis, 2006; Phinney, Prockop,
2007).

Ïðè èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè in vitro âñå 4 ëèíèè
ïîêàçàëè ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü æèðîâóþ è êîñòíóþ
òêàíü, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñòàòóñó ÌÑÊ. Êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê â îñòåîãåííîé ñðåäå ñïîñîáñòâîâàëî ïîâûøåíèþ
àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (ðèñ. 7, à—ã) è ôîð-
ìèðîâàíèþ ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ, ÷òî ïîêàçàíî ñ ïî-
ìîùüþ ðåàêöèè von Kossa, ïîçâîëÿþùåé âûÿâèòü íåðàñ-
òâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå
(ðèñ. 6, ä—ç). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â àäèïîãåííîé
ñðåäå ïðèâåëî ê îáðàçîâàíèþ êëàñòåðîâ àäèïîöèòîâ, ÷òî
ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ êðàñèòåëåì Oil Red O
(ðèñ. 6, è—ì). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ äàí-
íûìè äðóãèõ èññëåäîâàíèé ïî äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïî-
òåíöèÿì ÌÑÊ, ïîëó÷åííûìè èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ (Ru-
bio et al., 2005; Olivier et al., 2006; Lorenz et al., 2008; Ñàâ-
÷åíêîâà, Êîðæèêîâà, 2010; Huang et al., 2010; Lai et al.,
2011).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åíû 4 íåèììîðòàëèçîâàííûå
êëåòî÷íûå ëèíèè, êîòîðûå ìîãóò âûïîëíÿòü ôóíêöèþ
ôèäåðà äëÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Îíè îáëàäàþò íàáîðîì
ñâîéñòâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ, è ðÿäîì ìåæëèíåéíûõ
ðàçëè÷èé, âëèÿíèå êîòîðûõ íà ôóíêöèîíàëüíûé ñòàòóñ
ÌÑÊ ïîêà îñòàåòñÿ íåèçó÷åííûì.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Í. Í. Ìàìà-
åâó è Ò. Ë. Ãèíäèíîé (Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ìåäèöèíñêèé
óíèâåðñèòåò èì. È. Ï. Ïàâëîâà) çà âîçìîæíîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ Ikaros4 Karyotyping System for transmitted light
(MetaSystems, Ãåðìàíèÿ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Íàó÷-
íîé ïðîãðàììû Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ
è Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà Ìèíîáðíàóêè ÐÔ
¹ 16.Ì04.11.0002.
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF NEW MESENCHYMAL STEM CELL LINES DERIVED

FROM HUMAN EMBRYONIC STEM CELLS, BONE MARROW AND FORESKIN

T. A. Krylova, A. M. Koltsova, V. V. Zenin, A. S. Musorina,

T. K. Yakovleva, G. G. Poljanskaya1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1e-mail: poljansk@mail

New nonimmortalized fibroblast-like cell lines SC5-MSC and SC3a-MSC, FetMSC, FRSN were obtained
from human embryonic stem cells (ESC), bone marrow of a 5—6-days embryo and foreskin of a 3-years-old
boy, respectively. All the lines are successfully used as the feeder at human ESC cultivation. It is determined
that the average ce l l population doublings time varies from 25.5 h for ISC5-MSC to 38.8 h for SC3a-MSC. Ac-
tive proliferation of all the lines is also shown by the corresponding growth curves. Numerical and structural ka-
ryotypic analysis showed that these lines had normal karyotype: 46,XX (SC5-MSC and SC3a-MSC) and 46,XY
(FetMSC and FRSN). To determine the status of the lines, their cell surface markers were analyzed by flow cy-
tometry. This analysis revealed the presence of surface antigens CD44, CD73, CD90, CD105 and HLA-ABC,
characteristic of human MSC, and the absence of CD34 and HLA-DR. Different lines were found to express
CD117(c-ki t ) to a different level. Immunofluorescence and flow cytometry analysis d id not detect TRA-1-60
and Oct-4, characteristic of human embryonic stem cells, and revealed interlinear variations in the level of
SSEA, which did not depend on the cell origin. It is not clear yet whether these interlinear variations affect func-
tional MSC status. In all the lines, immunofluorescence analysis showed the presence of the markers of early
differentiation in the derivates of three germ layers which may allow MSC to be useful, in corresponding micro-
environments, for reparation of tissue injures. Adipogenic and osteogenic differentiatiation of all cell lines has
been shown.

K e y w o r d s: human mesenchymal stem cell lines, Immunofluorescence analysis, surface cell markers,
karyotype.
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