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Ïîñòîÿííîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà

Ïîêàçàíî, ÷òî ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ìå-
çåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) âûçûâàëî êðàòêîâðåìåííîå óìåíüøåíèå äîëè CD73+-êëåòîê â
ïîïóëÿöèè, íå âëèÿÿ íà êîëè÷åñòâî êëåòîê, íåñóùèõ íà ïîâåðõíîñòè äðóãèå êîíñòèòóòèâíûå ìàðêåðû
(CD90 è CD105). Ïðè ýòîì ãåòåðîãåííîñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñíèæàëàñü: èñ÷åçàëè êðóïíûå ðàñïëàñ-
òàííûå êëåòêè. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÌÌÑÊ çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëà è ñòàáèëüíî ñîõðàíÿëàñü â
óñëîâèÿõ, ïðè êîòîðûõ ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà (5 % Î2) áëèçêî ê òêàíåâîìó óðîâíþ. Ïðè áîëåå íèçêîì
ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà îíà ïîñòåïåííî ñíèæàëàñü íà÷èíàÿ ñ 3—4-ãî ïàññàæà. Âîçðàñòàíèå ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè íå ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè ãåíà êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû òå-
ëîìåðàçû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá îòñóòñòâèè îíêîãåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Ïîëíîãåíîìíûé
àíàëèç óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ÌÌÑÊ âûÿâèë äîñòîâåðíîå èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ öèêëèíîâ
(CCND2 è PCNA), ðåãóëÿòîðíîé ñóáúåäèíèöû öèêëèí-çàâèñèìûõ êèíàç (CKS2) è èíãèáèòîðà öèê-
ëèí-çàâèñèìîé êèíàçû 4 è 6 (CDKN2C), àêòèâèðóþùèõ êëåòî÷íûé öèêë ïðè ñíèæåíèè êîíöåíòðàöèè
êèñëîðîäà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, èììóíîôåíîòèï, ìîð-
ôîëîãèÿ, ïðîëèôåðàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè.

Èçó÷åíèå ôèçèîëîãè÷åñêîé íèøè ìóëüòèïîòåíòíûõ
ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) ïîêàçàëî, ÷òî
èõ êîìïàðòìåíò â ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäå ðàñïðîñòðàíÿ-
åòñÿ íà âåñü îðãàíèçì â ðåçóëüòàòå åãî ïåðèâàñêóëÿðíîé
ëîêàëèçàöèè (Da Silva Meirelles et al., 2006). Íàèáîëåå
âàæíûì ôèçè÷åñêèì ôàêòîðîì ìèêðîîêðóæåíèÿ â ýòèõ
òêàíåâûõ íèøàõ ÿâëÿåòñÿ ïàðöèàëüíîå äàâëåíèå êèñëîðî-
äà. Î÷åâèäíî, ÷òî ïðîñòðàíñòâåííîå ðàñïîëîæåíèå ìå-
çåíõèìíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ îòíîñèòåëüíî òîêà
êðîâè, ñíàáæàþùåãî èõ êèñëîðîäîì, ñóùåñòâåííî äëÿ èõ
ôóíêöèé.

Ïðÿìûå èçìåðåíèÿ êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà â ðàç-
ëè÷íûõ îðãàíàõ ïîêàçàëè, ÷òî â êîñòíîì ìîçãå èìååò ìåñ-
òî ãèïîêñèÿ è ÷òî â íåêîòîðûõ îáëàñòÿõ ñîäåðæàíèå êèñ-
ëîðîäà ìîæåò áûòü äîâîëüíî íèçêèì (~4—1 %) (Chow
et al., 2000; Èâàíîâ, 2012). Â äðóãèõ îðãàíàõ è òêàíÿõ ñî-
äåðæàíèå êèñëîðîäà çíà÷èòåëüíî âàðüèðóåò: â ïàðåíõèìå
ëåãêèõ è â êðîâîòîêå, à òàêæå â ïàðåíõèìíûõ îðãàíàõ, òà-
êèõ êàê ïå÷åíü, ïî÷êè è ñåðäöå, îíà ñîñòàâëÿåò îò 4 äî
14 % (Jungermann, Kietzmann, 1997; Mik et al., 2004; Wild
et al., 2005). Â äðóãèõ òêàíÿõ ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà åùå
íèæå. Òàê, â ãîëîâíîì ìîçãå îíî êîëåáëåòñÿ îò 0.5 äî 7 %
(Hemphill et al., 2005), â ñåò÷àòêå ãëàçà è ñòåêëîâèäíîì
òåëå — îò 1 äî 5 % (Yu, Cringle, 2005). Ïîêàçàíî, ÷òî â
æèðîâîé òêàíè ìûøè, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ñòåïåíü âàñ-
êóëÿðèçàöèè, ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà ñîñòàâëÿåò îêîëî
3 % (Matsumoto et al., 2005). Ñëåäîâàòåëüíî, ÌÌÑÊ â

ñâÿçè ñ èõ ïåðèâàñêóëÿðíîé ëîêàëèçàöèåé â òêàíåâûõ
äåïî è ó÷àñòèåì â ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññàõ ìîãóò îêàçû-
âàòüñÿ â óñëîâèÿõ ñ ðàçëè÷íûì ïàðöèàëüíûì äàâëåíèåì
êèñëîðîäà. Ïîýòîìó, áóäó÷è âîâëå÷åííûìè â ðàçëè÷íûå
ôèçèîëîãè÷åñêèå è ïàòîôèçèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû â îð-
ãàíèçìå, îíè äîëæíû îáëàäàòü ìåõàíèçìàìè äëÿ îáåñïå-
÷åíèÿ ïëàñòè÷íîñòè ïðè èçìåíåíèè ñîäåðæàíèÿ êèñëîðî-
äà â ìèêðîîêðóæåíèè.

Îñîáûé èíòåðåñ ê ÌÌÑÊ êàê íàèáîëåå ïåðñïåêòèâ-
íîìó êëåòî÷íîìó ýëåìåíòó äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè è
âîññòàíîâèòåëüíîé ìåäèöèíû äèêòóåò íåîáõîäèìîñòü
ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé, ïîñâÿùåííûõ îöåíêå ôóíêöè-
îíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ÌÌÑÊ â ïðîöåññå èõ ýêñïàíñèè ex
vivo, à òàêæå îïòèìèçàöèè ïðîöåññà êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
öåëüþ ïðèáëèæåíèÿ ê óñëîâèÿì ôèçèîëîãè÷åñêîãî ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ ýòèõ êëåòîê.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ îöåíêà âëèÿíèÿ ðàç-
ëè÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà in vitro íà ìîðôîôóíêöè-
îíàëüíîå ñîñòîÿíèå ÌÌÑÊ êëåòîê æèðîâîé òêàíè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Âûäåëåíèå ÌÌÑÊ ïðîâîäèëè èç æèðîâîé òêàíè, èñ-
ïîëüçóÿ îïèñàííóþ ìåòîäèêó (Zuk et al., 2001) ñ ìîäèôè-
êàöèÿìè (Áóðàâêîâà è äð., 2009). Òêàíü îáðàáàòûâàëè
0.075%-íûì ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû IA â ñðåäå a-ÌÅÌ â
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òå÷åíèå 35 ìèí ïðè 37 °Ñ, çàòåì ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 2 ðàçà â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí, îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå a-ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ýì-
áðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåò-
ðè è ïîìåùàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîð (5 % ÑÎ2, 95 % âîçäóõà).
Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäèëè ÷åðåç êàæäûå 72 ÷. Ïîñëå äîñòè-
æåíèÿ ïðåäìîíîñëîÿ êëåòêè ïàññèðîâàëè è ïîìåùàëè â
óñëîâèÿ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà, êîòîðûå
ñîçäàâàëè èñïîëüçóÿ ìóëüòèãàçîâûé èíêóáàòîð (Sanyo,
ßïîíèÿ) èëè ãåðìåòè÷íóþ êàìåðó (Stemcell Technologies,
ÑØÀ), ìîäèôèöèðîâàííóþ äàò÷èêàìè äàâëåíèÿ è êîí-
öåíòðàöèè êèñëîðîäà, è ïðîäóâàëè ãàçîâîé ñìåñüþ (95 %
N2, 5 % ÑÎ2) äî óñòàíîâëåíèÿ êîíöåíòðàöèé êèñëîðîäà 5,
3 è 1 %.

Äëÿ àíàëèçà íàëè÷èÿ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ñóñ-
ïåíçèþ êëåòîê ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè (íå ìåíåå 100 òûñ.
êëåòîê íà ïðîáó), äîáàâëÿëè FITC- èëè PE-êîíúþãèðî-
âàííûå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Immunotec, Ôðàíöèÿ). Èíêóáèðîâàëè
20 ìèí ïðè 4 °Ñ è àíàëèçèðîâàëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäè-
êå íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Epics XL (Beckman
Coulter, ÑØÀ).

Îöåíêó ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ÌÌÑÊ ïðî-
èçâîäèëè ïðè àíàëèçå ìèêðîôîòîãðàôèé ñëó÷àéíî âû-
áðàííûõ ïîëåé çðåíèÿ, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñâåòîâîãî ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà Leica DM IL
(Leica, Ãåðìàíèÿ) è ñîïðÿæåííîé ñ íèì öâåòíîé âèäåîêà-
ìåðîé (Leica DC500).

Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ÌÌÑÊ îöåíèâàëè,
àíàëèçèðóÿ íå ìåíåå 5 ïîëåé â êàæäîì ôëàêîíå êàæäûå
24 ÷ ïîñëå ïàññèðîâàíèÿ. Ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Sigma
ScanPro 5.0 Image Analysis Software (SPSS Inc., ÑØÀ)
ñ÷èòàëè ÷èñëî êëåòîê è ðàññ÷èòûâàëè ÷èñëî óäâîåíèé ïî-
ïóëÿöèé (PD) ïî ôîðìóëå PD = log2N/No, ãäå N0 è N —
ñîîòâåòñòâåííî íà÷àëüíîå è êîíå÷íîå ÷èñëî êëåòîê.
Âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè (TD) îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå
TD = (log22)�t/[log2(N/N0)], ãäå t — âðåìÿ ïðèðîñòà ïîïó-
ëÿöèè, N — ÷èñëî êëåòîê ÷åðåç âðåìÿ t, N0 — èñõîäíîå
÷èñëî êëåòîê.

Àíàëèç ñòàäèè êëåòî÷íîãî öèêëà ïðîâîäèëè ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, èñïîëüçóÿ èîäèä ïðîïè-
äèÿ, ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ ÄÍÊ. Ñóñïåíçèþ êëåòîê ïåðåíîñè-
ëè â ïðîáèðêè (íå ìåíåå 200 òûñ. íà ïðîáó), öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 5 ìèí ïðè 1500 îá/ìèí, ê îñàäêó äîáàâëÿëè
500 ìêë 70%-íîãî ýòèëîâîãî ñïèðòà è èíêóáèðîâàëè 1 ÷
â òåìíîòå ïðè 4 °Ñ. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè ôîñôàò-
íûì áóôåðîì, öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè 1500 îá/ìèí,
ê îñàäêó äîáàâëÿëè 500 ìêë ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî
50 ìêã/ìë èîäèäà ïðîïèäèÿ è 20 ìêã/ìë ÐÍÊàçû A, èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è
àíàëèçèðîâàëè. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â îïðåäåëåííîé ôàçå
öèêëà ñîîòâåòñòâóåò ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ, îïðåäåëÿåìîìó
ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ, ñâÿçàííîãî
ñ ÄÍÊ. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ óäâàèâàåòñÿ â ôàçå G2/M, ÷òî
äàåò ïèê ñ áîëüøåé èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, ÷åì
ôàçå G1, òîãäà êàê â S-ôàçå êëåòêè ñîäåðæàò ïðîìåæóòî÷-
íîå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ (ñì. ðàçäåë «Ðåçóëüòàòû», ðèñ. 3, à).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà êàòàëèòè÷å-
ñêîé ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû (hTERT) èç êëåòîê âûäåëÿ-
ëè ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ TRIZOL ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè è
ïîëó÷åíèå êÄÍÊ ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ QuantiTect Re-
verce Transcription Kit ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðî-
èçâîäèòåëÿ (Qiagen, ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ïðèìåíÿëè êîìïëåêò ðåàãåíòîâ äëÿ ïîëè-

ìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè, â êîòîðûé âõîäÿò: ñìåñü äåç-
îêñèðèáîíóêëåîòèäîâ, ðåêîìáèíàíòíàÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà
HotStarTaq, MgCl2 è êÄÍÊ, êîëè÷åñòâî êîòîðîé äëÿ îäíîé
ðåàêöèè ñîñòàâëÿëî 0.5 ìêã. Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ èñïîëüçîâàëè ïàðû ïðàéìåðîâ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ÷åòûðåì ôîðìàì ãåíà hTERT.

Îöåíêó äèôôåðåíöèàëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ ÌÌÑÊ,
êóëüòèâèðóåìûõ ïðè ñîäåðæàíèè Î2 â ñðåäå 20 è 5 %,
ïðîâîäèëè íà 2-ì ïàññàæå ñ ïîìîùüþ íàáîðà Human-
Ref-8 (Illumina, ÑØÀ). Äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ èñïîëüçîâàëè
ñòàíäàðòíûé ìåòîä ñ ïîìîùüþ TRIZOL ñîãëàñíî èíñò-
ðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Â ïîëó÷åííûõ îáðàçöàõ
êëåòîê îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ Nano-
drop, ïîñëå ÷åãî 200 íã ÐÍÊ àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ íàáîðà Illumina(r) TotalPrep™ RNA Amplification Kit
(Ambion, ÑØÀ). Àìïëèôèöèðîâàííóþ ÐÍÊ ïîäâåðãàëè
ãèáðèäèçàöèè íà ìèêðî÷èïàõ Human-Ref8 gene expression
array (Illumina, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ. Ïîäñ÷åò è àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîèçâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ GenomeStu-
dio software (Illumina, ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàòèñòè-
÷åñêîãî ìîäóëÿ äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ðàçëè÷èÿ
ñ÷èòàëèñü ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ïðè P � 0.05.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðåçóëüòà-
òîâ âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû ìèíèìóì â òðåõ íåçà-
âèñèìûõ ïîâòîðàõ. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè ðå-
çóëüòàòîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó «Excel» äëÿ WinXP,
äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó äâóìÿ ãðóïïàìè äàí-
íûõ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ íåïàðàìåòðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ
Ìàííà—Óèòíè ïðè âûáðàííîì óðîâíå çíà÷èìîñòè
P � 0.05.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ a-ÌÅÌ (MP Biomedicals, ÑØÀ), L-ãëó-
òàìèí, ðàñòâîð àíòèáèîòèêîâ â 0.85%-íîì ñîëåâîì áóôå-
ðå, ñîäåðæàùåì 10 000 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è
10 000 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ, èëè Áèî-
ëîÒ, Ðîññèÿ), ýìáðèîíàëüíóþ òåëÿ÷üþ ñûâîðîòêó (Hyclo-
ne, ÑØÀ), 20 ìÌ ôîñôàòíûé áóôåð (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ïà-
ðàôîðìàëüäåãèä (Merck, Ãåðìàíèÿ), ðàñòâîð òðèïñèíà è
ÝÄÒÀ ñ êîíöåíòðàöèÿìè âåùåñòâ 0.5 è 0.2 ã/ë ñîîòâåòñò-
âåííî (Gibco, ÑØÀ èëè Sigma, ÑØÀ), 0.15%-íûé ðàñòâîð
êîëëàãåíàçû òèïà IA (Sigma, ÑØÀ), ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ àíòèãåíîâ CD31, CD73, CD90 è CD105,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC)
èëè ôèêîýðèòðèíîì (PE), è ñîîòâåòñòâóþùèå èçîòèïè÷å-
ñêèå êîíòðîëè (Immunotec, Ôðàíöèÿ).

Ðåçóëüòàòû

È ì ì ó í î ô å í î ò è ï è ÷ å ñ ê è é ï ð î ô è ë ü Ì Ì Ñ Ê ,
ê ó ë ü ò è â è ð ó å ì û õ â ó ñ ë î â è ÿ õ ð à ç ë è ÷ í î ã î ñ î -
ä å ð æ à í è ÿ ê è ñ ë î ð î ä à. Íà ïîâåðõíîñòè èññëåäóåìûõ
êëåòîê âûÿâèëè ðÿä àíòèãåíîâ, êîòîðûå ðåãóëèðóþò òà-
êèå ïðîöåññû, êàê àäãåçèÿ, ìèãðàöèÿ, êîðåöåïöèÿ è ïåðå-
äà÷à ñèãíàëà âíóòðü êëåòêè, è ôîðìèðóþò õàðàêòåðíûé
èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé ïðîôèëü ðåçèäåíòíûõ ÌÌÑÊ
æèðîâîé òêàíè. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîå èññëåäîâàíèå
ïîêàçàëî, ÷òî äàííûé ïðîôèëü, èñïîëüçóåìûé â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ÌÌÑÊ (CD73, CD90 è
CD105), íå èçìåíÿëñÿ. Ïðè ýòîì êëåòêè íå íåñëè àíòèãå-
íà CD31, ñâîéñòâåííîãî ýíäîòåëèàëüíûì êëåòêàì. Êóëü-
òèâèðîâàíèå ïðè ñîäåðæàíèè Î2 5, 3 èëè 1 % íà 1-ì ïàñ-
ñàæå ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì äîëè CD73+-êëåòîê
ïðîïîðöèîíàëüíî óìåíüøåíèþ êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà

Ïîñòîÿííîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 853



â ñðåäå, íå âûçûâàÿ èçìåíåíèÿ äðóãèõ èññëåäóåìûõ ìàð-
êåðîâ. Äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ â óñëîâèÿõ
ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â òå÷åíèå òðåõ ïàñ-
ñàæåé íå âëèÿëî íà äîëþ CD105+- è CD90+-êëåòîê è ïðè-
âîäèëî ê âîññòàíîâëåíèþ êîëè÷åñòâà CD73+-êëåòîê äî
èñõîäíîãî óðîâíÿ (òàáë. 1).

Â ë è ÿ í è å ð à ç ë è ÷ í î ã î ñ î ä å ð æ à í è ÿ ê è ñ ë î -
ð î ä à í à ì î ð ô î ë î ã è þ Ì Ì Ñ Ê. Êóëüòèâèðîâàíèå â
óñëîâèÿõ ðàçëè÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà âûÿâèëî çíà-
÷èòåëüíûå ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ÌÌÑÊ. Â óñëî-
âèÿõ ñòàíäàðòíîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà (20 %) îòìå÷à-
ëè âûñîêóþ ñòåïåíü ãåòåðîãåííîñòè ïîïóëÿöèé ÌÌÑÊ,
êîòîðàÿ âûðàæàëàñü â ïðèñóòñòâèè â êóëüòóðå êëåòîê
ðàçíûõ òèïîâ, îòëè÷àþùèõñÿ ïî ìîðôîëîãèè. Ìîæíî
áûëî âûäåëèòü òðåóãîëüíûå èëè çâåçä÷àòûå êëåòêè
(40—60 ìêì), âåðåòåíîâèäíûå êëåòêè (60—100 ìêì) è
î÷åíü êðóïíûå (äî 200 ìêì) ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì îò-
ðîñòêîâ. Áîëåå äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå (4 ïàññàæà)
âûçûâàëî ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå äîëè êðóïíûõ ðàñ-
ïëàñòàííûõ êëåòîê (200 ìêì è áîëåå) è ñîêðàùåíèå
äîëè êëåòîê êëàññè÷åñêîé âåðåòåíîâèäíîé ôîðìû (60—
100 ìêì) (ðèñ. 1, à, á).

Óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà â ñðåäå êî
2-ìó ïàññàæó ñîêðàùàëî ïîïóëÿöèþ êðóïíûõ êëåòîê è
ñïîñîáñòâîâàëî ïðåîáëàäàíèþ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ
êëåòîê (ðèñ. 1, â, ã, æ). Â óñëîâèÿõ 1%-íîãî ñîäåðæàíèÿ
Î2 ïîÿâëÿëèñü íåáîëüøèå êëåòêè ðàçìåðîì 40—60 ìêì.
Äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ (3—4-é ïàññàæ) â
óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà ñïîñîáñò-
âîâàëî ïîääåðæàíèþ ìîðôîëîãè÷åñêîé ãîìîãåííîñòè
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Ïðè óñëîâèÿõ, íàèáîëåå ïðèáëè-
æåííûõ ê òêàíåâîìó óðîâíþ êèñëîðîäà (3—5 %), ñîõðà-
íÿëàñü îäíîðîäíîñòü êëåòîê â êóëüòóðå, òîãäà êàê ïðè
êðàéíå íèçêîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà íà 4-ì ïàññàæå ïî-
ÿâëÿëèñü ðàñïëàñòàííûå êëåòêè ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì
îòðîñòêîâ, õàðàêòåðíûå äëÿ êóëüòóð ÌÌÑÊ ïðè ñòàíäàð-
òíîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà.

Â ë è ÿ í è å ð à ç ë è ÷ í î ã î ñ î ä å ð æ à í è ÿ ê è ñ ë î -
ð î ä à í à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü
Ì Ì Ñ Ê. Êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñî-
äåðæàíèÿ êèñëîðîäà â òå÷åíèå 6 ñóò (1-é ïàññàæ) íå ïðè-
âîäèëî ê èçìåíåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè. ×èñëî óäâîåíèé êëåòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèè íå ìåíÿëîñü è ñîîòâåòñòâîâàëî êîíòðîëüíûì çíà-
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Ò à á ë è ö à 1

Ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû â ÌÌÑÊ 1—2-ãî ïàññàæà, êóëüòèâèðóåìûõ
ïðè ðàçëè÷íîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà

Ïàññàæ Ìàðêåðû
Äîëÿ êëåòîê ( %), íåñóùèõ ìàðêåðû ÌÌÑÊ, ïðè ðàçíîì ñîäåðæàíèè Î2

20 % 5 % 3 % 1 %

1 CD73 87.8 � 6.4 76.9 � 4.6 69.1 � 5.8à 53.3 � 7.6à

CD90 92.8 � 4.0 88.4 � 4.4 73.7 � 5.4 82.2 � 4.4

CD105 89.6 � 4.1 80.4 � 12.1 79.4 � 9.8 87.2 � 5.5

2 CD73 97.6 � 1.7 97.4 � 0.7 97.3 � 2.4 96.7 � 1.5

CD90 97.8 � 1.5 97.8 � 0.4 92.3 � 2.7 95.8 � 1.2

CD105 96.6 � 0.8 94.1 � 5.0 91.4 � 6.1 90.3 � 8.7

à Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò çíà÷åíèé ïðè 20%-íîì ñîäåðæàíèè Î2, P � 0.05.

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ ÌÌÑÊ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà 20 (à, á), 5 (â, ã), 3 (ä, å) è 1 (æ, ç) %.

Ïðåäñòàâëåíû êëåòêè 2-ãî (à, â, ä, æ) è 4-ãî (á, ã, å, ç) ïàññàæà; ôàçîâûé êîíòðàñò; ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì.



÷åíèÿì â óñëîâèÿõ ñòàíäàðòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (20 %
Î2) (ðèñ. 2, à). Ïðè ýòîì âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè òàêæå
âàðüèðîâàëî â íåçíà÷èòåëüíûõ ïðåäåëàõ îò 73—79 ÷ ïðè
20 è 5 % Î2 äî 64—67 ÷ ïðè 3 è 1 % Î2 (òàáë. 2).

Äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ â óñëîâèÿõ ïî-
íèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â òå÷åíèå 2-ãî ïàññàæà
îêàçûâàëî ðàâíîçíà÷íîå ñòèìóëèðóþùåå êëåòî÷íóþ ïðî-
ëèôåðàöèþ äåéñòâèå íåçàâèñèìî îò ñòåïåíè óìåíüøåíèÿ
êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà è ñïîñîáñòâîâàëî ñîêðàùåíèþ
âðåìåíè óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè äî 56—54 ÷. ×èñëî óäâîå-
íèÿ ïîïóëÿöèè â óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñ-
ëîðîäà âîçðàñòàëî â 1.3 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñî çíà÷åíèÿìè
íà 1-ì ïàññàæå. Òîãäà êàê â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü óìåíüøàëàñü,
î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëè 1.5-êðàòíîå ñíèæåíèå ÷èñëà óä-
âîåíèÿ è çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå âðåìåíè óäâîåíèÿ ïî-
ïóëÿöèè.

Êðèâûå ïðîëèôåðàöèè ÌÌÑÊ íà 2-ì ïàññàæå ïðè
1—5 % Î2 çíà÷èòåëüíî îòëè÷àëèñü îò êðèâîé ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê â êîíòðîëå. Âðåìÿ ëàã-ôàçû, â òå÷åíèå êîòî-
ðîé íå ïðîèñõîäèëî óäâîåíèÿ êëåòîê, ñîêðàòèëîñü äî íå-
ñêîëüêèõ ÷àñîâ, ïîñëå ÷åãî íà÷èíàëàñü ôàçà àêòèâíîé
ïðîëèôåðàöèè. Ïðè ñòàíäàðòíîì êóëüòèâèðîâàíèè
ëàã-ôàçà äëèëàñü íå ìåíåå 2 ñóò è ñìåíÿëàñü ôàçîé ìåä-
ëåííîãî ðîñòà êóëüòóðû (ðèñ. 2, á). Â ðåçóëüòàòå ÷èñëî
ÌÌÑÊ â êóëüòóðàõ, ýêñïîíèðîâàííûõ ïðè ïîíèæåííîì
ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà, áîëåå ÷åì â 3 ðàçà ïðåâûøàëî
÷èñëî êëåòîê â êîíòðîëå.

Íåñìîòðÿ íà âûðàæåííîå óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè è ñîêðàùåíèå ëàã-ôàçû â óñëîâèÿõ ïîíè-
æåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà, íå âûÿâëåíî çíà÷èòåëü-
íûõ èçìåíåíèé ñîîòíîøåíèÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â òîé
èëè èíîé ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 3, á). Êîëè÷åñòâî
êëåòîê â S-ôàçå óâåëè÷èâàëîñü ñ 3 äî 5—6 %, à â G2/M-
ôàçàõ — ñ 17 äî 19 %.

3-é è 4-é ïàññàæè õàðàêòåðèçîâàëèñü ïîñòåïåííûì
ñíèæåíèåì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÌÑÊ íåçàâè-
ñèìî îò ñîäåðæàíèÿ Î2 â ñðåäå (ðèñ. 2, à). Îäíàêî ê 4-ìó
ïàññàæó êóëüòèâèðîâàíèÿ íàèáîëüøåå ÷èñëî óäâîåíèÿ è,
ñëåäîâàòåëüíî, íàèìåíüøåå âðåìÿ óäâîåíèÿ áûëî ó êëå-
òîê, ýêñïîíèðîâàííûõ â óñëîâèÿõ, ïðèáëèæåííûõ ê ôè-
çèîëîãè÷åñêèì, ïðè êîòîðûõ óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ êèñëî-
ðîäà ñîñòàâëÿåò 5 %. À â êóëüòóðàõ, ýêñïîíèðîâàííûõ
ïðè áîëåå íèçêîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (1 è 3 %), óâåëè÷èâàëîñü âðåìÿ óäâîåíèÿ è
ñíèæàëîñü ÷èñëî óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè äî 1.6—1.8. Òåì íå
ìåíåå ýòè çíà÷åíèÿ çà 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå

4-ãî ïàññàæà áîëåå ÷åì â 2 ðàçà ïðåâûøàëè ÷èñëî óäâîå-
íèé â ñëó÷àå 20%-íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ñðåäå.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ã å í à ò å ë î ì å ð à ç û â ó ñ ë î â è ÿ õ
ð à ç ë è ÷ í î ã î ñ î ä å ð æ à í è ÿ ê è ñ ë î ð î ä à. Íè â îä-
íîì èç èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ ÌÌÑÊ íå îáíàðóæèëè âû-
ðàæåííîé ýêñïðåññèè ãåíà hTERT, êîäèðóþùåãî êàòàëè-

Ïîñòîÿííîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 855

Ðèñ. 2. Ïðîëèôåðàöèÿ ÌÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ ïðè ðàçëè÷íîì
ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà.

à — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ÷èñëà óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèé ÌÌÑÊ, êóëüòèâèðóå-
ìûõ ïðè 20, 5, 3 è 1 % O2 â òå÷åíèå 1—4-ãî ïàññàæåé; á — êðèâûå ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê â òå÷åíèå 2-ãî ïàññàæà ïðè ñîäåðæàíèè O2 (%): 20 (êðè-
âàÿ 1), 5 (êðèâàÿ 2), 3 (êðèâàÿ 3) è 1 (êðèâàÿ 4). Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíû äî-
ñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò çíà÷åíèé äëÿ ñòàíäàðòíîãî ñîäåðæàíèÿ O2 (20 %),

P � 0.05, n = 3.

Ò à á ë è ö à 2

Âðåìÿ óäâîåíèÿ (÷) ïîïóëÿöèè ÌÌÑÊ,
êóëüòèâèðóåìûõ ïðè ðàçíîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà,

â òå÷åíèå 1—4-ãî ïàññàæåé

Ïàññàæ
Ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà, %

20 5 3 1

1-é 73 � 6 79 � 9 64 � 3 67 � 4

2-é 129 � 15 56 � 4à 55 � 4à 54 � 3à

3-é 116 � 21 63 � 7à 88 � 9à 67 � 5à

4-é 209 � 28 75 � 8à 104 � 15à 90 � 12à

à Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò çíà÷åíèé ïðè 20%-íîì ñîäåðæàíèè Î2 íà ñîîò-
âåòñòâóþùåì ïàññàæå, P � 0.05 ( n = 3).



òè÷åñêóþ ñóáúåäèíèöó ôåðìåíòà òåëîìåðàçû, â óñëîâèÿõ
êàê ñòàíäàðòíîãî (20 % Î2), òàê è ïîíèæåííîãî (5 % Î2)
óðîâíÿ (áëèçêîãî ê ôèçèîëîãè÷åñêîìó) ñîäåðæàíèÿ êèñ-
ëîðîäà. Òåì íå ìåíåå íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ïðîäóêòà äå-
òåêòèðîâàëè â îäíîì èç îáðàçöîâ êëåòîê, êóëüòèâèðóå-
ìûõ ïðè ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 20 % (ðèñ. 4, à, äîðîæ-
êà 3), è â äâóõ îáðàçöàõ êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ ïðè
ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 5 % (ðèñ. 4, á, äîðîæêè 1 è 3), ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î íåçíà÷èòåëüíîì óðîâíå àêòèâíîñòè
ýòîãî ôåðìåíòà â ÌÌÑÊ íà äàííîì ýòàïå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ.

Ó ð î â å í ü ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â , î ï î ñ ð å ä ó þ -
ù è õ ï ð î ë è ô å ð à ö è þ. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðåçóëü-
òàòîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè ïîëíîãåíîìíîì èññëåäîâàíèè ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè, ïîêàçàë, ÷òî â
óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî äî 5 % ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà
ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ, îòâå-
÷àþùèõ çà âñòóïëåíèå êëåòîê â êëåòî÷íûé öèêë è ïîçè-
òèâíî ðåãóëèðóþùèõ èõ ïðîëèôåðàöèþ (òàáë. 3). Ñðåäè

íèõ ãåíû ñåìåéñòâà Fos (FOSB è FOSL1), êîäèðóþùèå
áåëêè, êîòîðûå, äèìåðèçóÿñü ñ áåëêàìè ñåìåéñòâà Jun,
ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè áåëêà-àêòèâàòîðà 1 (AP1);
ãåíû PCNA è CCND2, ïðîäóêòû êîòîðûõ ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé öèêëèíû, íåîáõîäèìûå äëÿ ïåðåõîäà êëåòîê èç
ôàçû G1 â S-ôàçó ñèíòåçà ÄÍÊ, à òàêæå ãåí CKS2, êîäèðó-
þùèé ðåãóëÿòîðíóþ ñóáúåäèíèöó öèêëèíçàâèñèìîé êè-
íàçû. Êðîìå òîãî, â îòâåò íà ïîíèæåííîå ñîäåðæàíèå
êèñëîðîäà óìåíüøàëàñü ýêñïðåññèÿ CDKN2C — ãåíà-èí-
ãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû.

Îáñóæäåíèå

Âíåäðåíèå êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé, îñíîâàííûõ íà èñ-
ïîëüçîâàíèè óíèêàëüíûõ ñâîéñòâ ÌÌÑÊ, â êëèíè÷åñêóþ
ïðàêòèêó ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé ñîâðåìåííîé ìå-
äèöèíû è òðåáóåò ñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ìåòîäîâ ïîäãîòîâ-
êè êëåòî÷íûõ ïðåïàðàòîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ õîðîøî èç-
âåñòíû ìíîãèå ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå îñîáåííîñòè
ÌÌÑÊ in vitro (Caplan, 1991; Gimble et al., 2007). Îäíàêî
ñóùåñòâóåò íåäîñòàòî÷íî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ îò-
íîñèòåëüíî âëèÿíèÿ åñòåñòâåííîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, êî-
òîðîå ñóùåñòâåííî îòëè÷àåòñÿ îò óñëîâèé, ñîçäàâàåìûõ
in vitro. Îäíèì èç íàèáîëåå âàæíûõ ôàêòîðîâ ÿâëÿåòñÿ ãà-
çîâûé ñîñòàâ ñðåäû, ïàðàìåòðû êîòîðîé òðàäèöèîííî
îñòàþòñÿ íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûì ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè êëåòîê. Ïðè ýòîì óðîâåíü ÑÎ2 ïðèáëèæàåòñÿ ê òêàíå-
âîìó (5 %), òîãäà êàê ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà â îáû÷íûõ
ÑÎ2-èíêóáàòîðàõ ñîîòâåòñòâóåò åãî ñîäåðæàíèþ â âîçäó-
õå (îêîëî 20 %), ÷òî ïðåâûøàåò åãî óðîâåíü â òêàíåâîì
ìèêðîîêðóæåíèè è ìîæåò ñòàòü ïðè÷èíîé âîçìîæíûõ èç-
ìåíåíèé ñâîéñòâ ÌÌÑÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì âûñêàçûâàþòñÿ
ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî ôèçèîëîãè÷åñêîå ñîäåðæàíèå
êèñëîðîäà (3—7 %) ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíûì äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê (Fehrer et. al., 2007; Áó-
ðàâêîâà è äð., 2009), à áîëåå íèçêèé óðîâåíü ìîæåò îêà-
çàòü ãèïîêñè÷åñêèé ýôôåêò. Ñëåäóåò îòìåòèòü òàêæå, ÷òî
ÌÌÑÊ â ñâÿçè ñ âûïîëíåíèåì ðåãåíåðàòèâíûõ ôóíêöèé
íåðåäêî îêàçûâàþòñÿ â óñëîâèÿõ êðàéíå íèçêîãî ñîäåð-
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Ðèñ. 3. Õàðàêòåðèñòèêà ðàñïðåäåëåíèÿ ÌÌÑÊ ïî ôàçàì êëå-
òî÷íîãî öèêëà ïðè ðàçëè÷íîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà.

à — ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè (ÈÔ) èîäèäà ïðîïèäèÿ (PI), ñîîòâåòñòâóþùåé ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ;
á — êîëè÷åñòâåííîå ñîîòíîøåíèå PI+-êëåòîê â ïîïóëÿöèÿõ 3-ãî ïàññàæà
â ðàçíûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè ñîäåðæàíèè O2 20, 5 è 1 % (n = 3).

Ðèñ. 4. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíà, êîäèðóþùåãî íåñïëàéñèðîâàí-
íóþ èçîôîðìó êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû

(hTERT) â òå÷åíèå 50 öèêëîâ ÏÖÐ.

Ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè (�300 ï. í.) âèäåí â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ ëè-
íèé îïóõîëåâûõ êëåòîê HeLa, SiHa â îáðàçöàõ ÌÌÑÊ 40-ãî ïàññàæà,

êóëüòèâèðóåìûõ ïðè ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 20 (à) è 5 (á) %.



æàíèÿ êèñëîðîäà, êîòîðîå èìååò ìåñòî ïðè ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ ïðîöåññàõ èëè ïîâðåæäåíèè òêàíåé. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ïðåäïðèíèìàþòñÿ ïîïûòêè èçó÷åíèÿ ñîñòîÿíèÿ êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòîê ïðè ðàçëè÷íîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà
(Áóðàâêîâà, Àíîõèíà, 2007; Fehrer et al., 2007; Áóðàâêîâà
è äð., 2009; Dos Santos et al., 2010; Lavrentieva et al., 2010;
Basciano et al., 2011).

Íåîáõîäèìûì ïàðàìåòðîì â èäåíòèôèêàöèè âûäå-
ëåííûõ è êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå è
ïîäòâåðæäåíèå ñòàòóñà ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëå-
òîê. Ê ñîæàëåíèþ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ
âîçìîæíûì âûäåëåíèå îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ îïðåäå-
ëåííûõ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, êîòîðûå ïîçâîëèëè áû
èäåíòèôèöèðîâàòü ÌÌÑÊ. Ðàçëè÷íûå ëèòåðàòóðíûå èñ-
òî÷íèêè ñâèäåòåëüñòâóþò î äîñòàòî÷íî áîëüøîì êîëè÷å-
ñòâå àíòèãåíîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü â ðàçíîé ñòåïåíè ýêñ-
ïðåññèðîâàíû íà ïîâåðõíîñòè ÌÌÑÊ ðàçëè÷íîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ, â òîì ÷èñëå è æèðîâîé òêàíè (Gronthos et al.,
2001; Gimble et al., 2007; Ñàìîéëîâè÷ è äð., 2013). Â íà-
øåì èññëåäîâàíèè â óñëîâèÿõ ñòàíäàðòíîãî ñîäåðæàíèÿ
êèñëîðîäà ÌÌÑÊ ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðîâàëè òàêèå ïî-
âåðõíîñòíûå ìàðêåðû, êàê CD105 (ýíäîãëèí), CD90 (ðå-
öåïòîðíàÿ òèðîçèíêèíàçà-1) è CD73 (5R-íóêëåîòèäàçà),
ôîðìèðóÿ òåì ñàìûì õàðàêòåðíûé èììóíîôåíîòèïè÷å-
ñêèé ïðîôèëü.

Ñíèæåíèå äîëè CD73+-êëåòîê ïðè óìåíüøåíèè êîí-
öåíòðàöèè êèñëîðîäà áûëî òðàíçèòîðíûì, è â äàëüíåé-
øåì êîëè÷åñòâî ýòèõ êëåòîê âîññòàíàâëèâàëîñü äî êîíò-
ðîëüíîãî óðîâíÿ. Èçâåñòíî, ÷òî CD73 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ìåìáðàííî-ñâÿçàííûé ôåðìåíò, êîòîðûé ïðèíèìàåò àê-
òèâíîå ó÷àñòèå â êàòàáîëèçìå ïóðèíîâ è ïèðèìèäèíîâ,
êàòàëèçèðóåò ïðåâðàùåíèå ÀÌÔ äî àäåíîçèíà è çàâèñèò
îò óðîâíÿ ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà (Ledoux et al., 2003).
Ïðè èññëåäîâàíèè ðàáîòû ýòîãî ôåðìåíòà â óñëîâèÿõ ïî-
íèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èç-
ìåíåíèå åãî óðîâíÿ íà ïîâåðõíîñòè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè
ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî àêòèâàöèåé ðàçëè÷íûõ òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå HIF-1 (Synnestvedt
et al., 2002).

Íàáëþäàåìîå â íàøåé ðàáîòå èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè
êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè áûëî îòìå÷åíî è â îòíîøå-
íèè ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà: 48-÷àñîâîå êóëüòè-
âèðîâàíèå êëåòîê â óñëîâèÿõ 1%-íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëî-
ðîäà ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ èõ ðàçìåðîâ, êðîìå òîãî,
êëåòêè ïðèîáðåòàëè áîëåå âûòÿíóòóþ ôîðìó (Raheja
et al., 2011). Íàêîïëåíèå â êóëüòóðàõ ÌÌÑÊ â ïðîöåññå

êóëüòèâèðîâàíèÿ ñèëüíî ðàñïëàñòàííûõ íåïðîëèôåðèðó-
þùèõ êëåòîê áîëüøîãî ðàçìåðà èññëåäîâàòåëè ñâÿçûâà-
þò ñî ñòàðåíèåì ïîïóëÿöèè, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò
àêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ b-ãàëàêòîçèäàçû â ýòèõ êëåòêàõ (Saf-
wani et al., 2012).

Ñíèæåíèå äîëè êðóïíûõ ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê â
óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îòíîñèòåëüíàÿ ãèïåðîêñèÿ ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ ôàêòîðîì, ïðîâîöèðóþùèì ïîÿâëåíèå òàêèõ
êëåòîê â êóëüòóðàõ ÌÌÑÊ. Äîïóñêàÿ, ÷òî ýòî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò îá èõ ïîâðåæäåíèè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðèáëèæåíèå êîíöåíòðàöèè
êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ê òêàíåâîìó óðîâíþ
îáåñïå÷èâàåò ñíèæåíèå ñòåïåíè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà
è ãåòåðîãåííîñòè êóëüòóð ÌÌÑÊ. Îäíàêî êóëüòèâèðîâà-
íèå ïðè ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 1 %, âåðîÿòíî îêàçûâàÿ
ïîâðåæäàþùåå âîçäåéñòâèå, âíîâü ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ ãåòåðîãåííîñòè êóëüòóðû, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîÿâëå-
íèè ñèëüíî ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê ê 4-ìó ïàññàæó.

Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå î âëèÿíèè ïîíèæåííîãî ñî-
äåðæàíèÿ êèñëîðîäà íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè ñîãëàñóþòñÿ ñ ðÿäîì èññëåäîâà-
íèé, äåìîíñòðèðóþùèõ âîçìîæíîñòü ñòèìóëÿöèè ïðîëè-
ôåðàöèè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê èç ðàçëè÷íûõ
èñòî÷íèêîâ ïðè ñíèæåíèè êîíöåíòðàöèåé êèñëîðîäà.
Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî 12-ñóòî÷íîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ
êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà íà ðàííèõ ïàññàæàõ ïðè ñîäåð-
æàíèè êèñëîðîäà 2 % ñîïðîâîæäàëîñü áîëüøèì ïðèðîñ-
òîì êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, ïðè ýòîì òàêæå îòìå÷àëè ñî-
êðàùåíèå ëàã-ôàçû ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé ïðè ñîäåðæà-
íèè êèñëîðîäà 20 % (Dos Santos et al., 2010). Ïîäîáíûå
èçìåíåíèÿ íàáëþäàëè è ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâà-
íèè â óñëîâèÿõ 3%-íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà (Fehrer
et al., 2007). Âîçðàñòàþùèé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë
îòìå÷åí äëÿ ÌÌÑÊ ïóïîâèíû â óñëîâèÿõ ðàçëè÷íîãî ñî-
äåðæàíèÿ êèñëîðîäà. Óæå ÷åðåç 72 ÷ â óñëîâèÿõ 5 è 2.5 %
Î2 ïðîëèôåðàöèÿ óâåëè÷èâàëàñü, îäíàêî ïðè 1.5%-íîì
ñîäåðæàíèè Î2, íàîáîðîò, íåñêîëüêî ñíèæàëàñü (Lavrenti-
eva et al., 2010). Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ïóëüïû çóáà, ïðè ðàç-
ëè÷íîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà (1, 3, 10 è 20 %) ïîêàçàë,
÷òî íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (4 ñóò) íàè-
áîëüøåé ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè îáëàäàëè êëåòêè â
óñëîâèÿõ 3%-íîãî ñîäåðæàíèÿ Î2, òîãäà êàê â äðóãèõ ñëó-
÷àÿõ ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè áûëà ñîèçìåðèìîé. Áîëåå
äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ïðèâîäèëî ê âûðàâíèâàíèþ

Ïîñòîÿííîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 857

Ò à á ë è ö à 3

Èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîëèôåðàöèåé ÌÌÑÊ,
ïðè óìåíüøåíèè ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà îò 20 äî 5 %

Ññûëêà íà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

â áàçàõ äàííûõ
(RefSeq)

Ñèìâîë
ãåíà

Íàçâàíèå ïðîäóêòà

Èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà
íà ìèêðî÷èïå, îòí. åä. Ñîîòíîøåíèå

ñèãíàëîâ
20 % Î2 5 % Î2

NM_006732.1 FOSB Áåëêè ñåìåéñòâà fos, ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà AP-1

356.8 84.2 4.2à

NM_005438.2 FOSL1 301.3 93.3 3.2à

NM_182649.1 PCNA ßäåðíûé àíòèãåí ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê 182.6 85.2 2.1à

NM_001759.2 CCND2 G1/S-ñïåöèôè÷íûé öèêëèí D2 315.3 156.1 2.0à

NM_001827.1 CKS2 Ðåãóëÿòîðíàÿ ñóáúåäèíèöà öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû 287.6 143.2 2.0à

NM_078626.2 CDKN2C Èíãèáèòîð öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû 50.6 136.2 0.4à

à Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò çíà÷åíèé ïðè 20%-íîì ñîäåðæàíèè Î2, P � 0.05.



ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ïðè âñåõ èññëåäóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ
êèñëîðîäà (Iida et al., 2010).

Èçâåñòíî, ÷òî â êîíòðîëå çà ïðîëèôåðàöèåé êëåòêè
âàæíóþ ðîëü èãðàåò òåëîìåðàçà — ôåðìåíò, äîñòðàèâàþ-
ùèé òåëîìåðíûå ïîâòîðû ÄÍÊ. Â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òè-
ïîâ êîëè÷åñòâî òåëîìåðàçû ñòðîãî ðåãóëèðóåòñÿ. Ðÿä èñ-
ñëåäîâàíèé ïîêàçàë, ÷òî àêòèâàöèÿ òåëîìåðàçû ñâÿçàíà ñ
òðàíñôîðìàöèåé êëåòîê, ïðèîáðåòàþùèõ ïîòåíöèàë ê íå-
îãðàíè÷åííîìó äåëåíèþ. Îäíàêî íàëè÷èå àêòèâíîé òåëî-
ìåðàçû ïîêàçàíî è â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ îðãàíèçìà (Çâå-
ðåâà è äð., 2010).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ìåçåíõèìíûå êëåòêè ñòðîìû âçðîñëîãî îðãàíèçìà îá-
ëàäàþò íåçíà÷èòåëüíûì óðîâíåì àêòèâíîñòè ýòîãî ôåð-
ìåíòà, êîòîðàÿ íå âîçðàñòàåò ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â
óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà, íåñìîòðÿ
íà çíà÷èòåëüíîå âîçðàñòàíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè. Ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ äî 5 % íå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ àêòèâíîñòè
òåëîìåðàçû, è ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áîëüøàÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòíûìè óñëîâèÿìè (20 % Î2) ïðî-
ëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÌÌÑÊ íå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòà-
òîì èõ òðàíñôîðìàöèè. Äàííîå íàáëþäåíèå ñîãëàñóåòñÿ ñ
ðåçóëüòàòàìè äðóãîé ãðóïïû èññëåäîâàòåëåé, ïîêàçàâ-
øèõ, ÷òî â óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà
ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà, ñîâåðøàÿ áîëüøåå êîëè÷åñòâî óä-
âîåíèé, èìåþò ìåíüøóþ äëèíó òåëîìåð, ÷åì â óñëîâèÿõ
ñòàíäàðòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (Dos Santos et al., 2010).

Êîìïëåêñíîå èçó÷åíèå ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â
ÌÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ ïðè 20 è 5 % Î2, âûÿâèëî çíà÷è-
òåëüíûå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè îòäåëüíûõ ãåíîâ,
ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ñàìûõ ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ïðîöåññàõ, â òîì ÷èñëå è ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ
ïðèíèìàþò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ïðîõîæäåíèÿ
êëåòêàìè êëåòî÷íîãî öèêëà. Òàê, ýêñïðåññèÿ FOSB,
FOSL1 è CCND2 ìîæåò êîñâåííî ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá
ó÷àñòèè AP-1 â àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè ÌÌÑÊ â óñëî-
âèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà. Òðàíñêðèïöè-
îííûé ôàêòîð AP-1 ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ ðÿäà ãåíîâ â
îòâåò íà ðàçëè÷íûå ñòèìóëû, âêëþ÷àÿ öèòîêèíû, ôàêòî-
ðû ðîñòà è ñòðåññ (Puntschart et al., 1998). Êðîìå òîãî, àê-
òèâàöèÿ ýêñïðåññèè ãåíà öèêëèíà D (CCND2) àññîöèèðî-
âàíà ñ ïåðåõîäîì êëåòîê èç ôàçû G1 â ôàçó S öèêëà è ìîã-
ëà ïðîèñõîäèòü ïîä âîçäåéñòâèåì òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà AP-1 (Brooks et al., 1996). Óâåëè÷åíèå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà äðóãîãî öèêëèíà (PCNA), èçâåñòíîãî êàê ÿäåð-
íûé àíòèãåí ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, òîæå ìîãëà ïðè-
âîäèòü ê äåòåêòèðóåìîé íàìè àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê, òàê êàê, ÿâëÿÿñü êîôàêòîðîì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû d,
îí ó÷àñòâóåò â ðåïëèêàöèè ÄÍÊ. Èçâåñòíî, ÷òî íàèáîëåå
âûðàæåííàÿ ýêñïðåññèÿ ýòîãî áåëêà íà÷èíàåòñÿ íà ãðàíè-
öå ôàç G1/S è çàêàí÷èâàåòñÿ â êîíöå S-ôàçû êëåòî÷íîãî
öèêëà (Matsumoto et al., 1987). Òðàíñêðèïöèÿ ãåíà êàòàëè-
òè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû (CKS2)
êîððåëèðóåò ñ âûïîëíåíèåì åþ ôóíêöèé â îïðåäåëåííóþ
ôàçó êëåòî÷íîãî öèêëà. Èçâåñòíî, ÷òî «ìîë÷àíèå» ýòîãî
ãåíà â ôèáðîáëàñòàõ ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî
öèêëà â ôàçå G2 (Martinsson-Ahlzen et al., 2008). Ñíèæå-
íèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñè-
ìîé êèíàçû (CDKN2C) â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò ñîïðîâîæ-
äàòüñÿ àêòèâàöèåé öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç 4-ãî è 6-ãî òè-
ïîâ, ñíèìàÿ îãðàíè÷åíèå êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G1

(Jeffrey et al., 2000).
Ïîäîáíûå èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîêàçàíû èñ-

ñëåäîâàòåëÿìè äðóãîé ãðóïïû, ïîäòâåðäèâøèìè, ÷òî àê-

òèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ ÌÌÑÊ â óñëîâèÿõ 1%-íîé
ãèïîêñèè ñîïðîâîæäàëàñü óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè òàêî-
ãî ìàðêåðà êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, êàê ÿäåðíûé àíòè-
ãåí ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê (PCNA). Ïðè ýòîì ýêñï-
ðåññèÿ öèêëèíà D óâåëè÷èâàëàñü âî âðåìåíè, à ýêñïðåñ-
ñèÿ èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìîé êèíàçû p27 ñíèæàëàñü
(Hung et al., 2012).

Íàáëþäàåìîå èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ
âûçâàíî àêòèâàöèåé îïðåäåëåííûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé,
îïîñðåäóþùèõ ýêñïðåññèþ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
è àêòèâàöèþ ìåõàíèçìîâ, êîíòðîëèðóþùèõ êëåòî÷íûé
öèêë. Â ðÿäå èññëåäîâàíèé ïîäòâåðæäåíî, ÷òî àêòèâàöèÿ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé, îïîñðåäóåìûõ ìèòîãåíàêòèâèðóåìû-
ìè ïðîòåèíêèíàçàìè (ERK, JNK è p38), â óñëîâèÿõ ãèïîê-
ñèè ñîïðîâîæäàåòñÿ ñòèìóëÿöèåé êëåòî÷íîé ïðîëèôåðà-
öèè (Laderoute, Webster, 1997; Scott et al., 1998; Kunz, Ib-
rahim, 2003). Òàê, ìåõàíèçì àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè
ôèáðîáëàñòîâ è ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê â îòâåò íà íèç-
êèé óðîâåíü êèñëîðîäà â ñðåäå (1 %, 30 ÷) ïðåäïîëîæè-
òåëüíî îñóùåñòâëÿëñÿ ïîñðåäñòâîì ñòðåññàêòèâèðóåìûõ
êèíàç JNK è p38 è àññîöèèðîâàëñÿ ñ ïåðåõîäîì êëåòîê èç
ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà G1 â ôàçó S (Scott et al., 1998).
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè îñòåîáëàñ-
òîâ ïðè óìåðåííî íèçêîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà (5 %) â
îòëè÷èå îò äðóãèõ èññëåäîâàíèé îêàçàëàñü ñîïðÿæåíà ñ
óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè êëàññè÷åñêîãî MAP-êèíàçíîãî
êàñêàäà ÷åðåç êèíàçû ERK1/2 ïðè ïîñòîÿííîì óðîâíå àê-
òèâíîñòè êèíàçû p38 (Matsuda et al., 1998). Ñëåäîâàòåëü-
íî, â ìåõàíèçì óñèëåíèÿ êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ, ïî-âèäèìî-
ìó, ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû êàê ERK-êèíàçû, òàê è JNK è
ð38. Ïðè ýòîì ñóùåñòâóåò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ìå-
õàíèçìû àêòèâàöèè ýòèõ êèíàç ïðè ñíèæåíèè êîíöåíòðà-
öèè êèñëîðîäà îòëè÷àþòñÿ îò ìåõàíèçìîâ, äåéñòâóþùèõ
â ñëó÷àå àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè
ñûâîðîòêè (Das et al., 2001). Â íåêîòîðûõ èññëåäîâàíèÿõ
âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïðîëèôåðàòèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè òîæå ìîæåò áûòü
ñâÿçàíà ñ àêòèâàöèåé ýòèõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ (Lee
et al., 2011; Zonca et al., 2012).

Òàêèì îáðàçîì, ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà â
óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà èçìåíÿþò
ñâîè ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â
óìåíüøåíèè ðàçìåðîâ è èçìåíåíèè ôîðìû êëåòîê, àêòè-
âàöèè ïðîëèôåðàöèè, êîòîðàÿ, ïî âñåé âèäèìîñòè, íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì òðàíñôîðìàöèè êëåòîê, ïðèâîäÿùåé ê
íåîãðàíè÷åííîìó ðîñòó êóëüòóðû, îäíàêî ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ èçìåíåíèåì ýêñïðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðåãóëÿòî-
ðû êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ïðî-
ãðàììû ÎÔÔÌ ÐÀÍ.
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We have shown that the decrease in oxygen tension in the culture medium of multipotent mesenchymal
stromal cells (MMSCs) results in a short-term reduction in the proportion of CD73+-cells in the population, wit-
hout effecting the number of cells expressing other constitutive surface markers (CD90 and CD105). In this ca-
se, the heterogeneity of the cell population declined: large spread cells disappeared. The proliferative activity of
MMSCs significantly increased and remained stable in conditions in which the oxygen content was close to the
tissue oxygen levels (5 % O2). At lower oxygen concentration, proliferative activity of the cells gradually redu-
ced from passages 3—4. The increase in proliferative activity was not accompanied by increased expression of
telomerase gene indicateding the alsance of cell transformation. However, genome-wide analysis of MMSC ge-
ne expression level revealed changes in expression of cyclins (CCND2 and PCNA), regulatory subunit cyc-
lin-dependent kinase (CKS2) and an inhibitor of cyclin-dependent kinase (CDKN2C), regulating the cell cycle,
which is obviously facilitated the increase in the proliferative capacity of cells at lower oxygen tension.

K e y w o r d s: multipotent mesenchymal stromal cells, immunophenotype, morphology, proliferation.
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