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Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê

Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðèñòèê ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ), âû-
äåëåííûõ èç 5—6-íåäåëüíîãî ýìáðèîíà, èç ðàçíûõ òêàíåé: êîñòíîãî ìîçãà (ëèíèÿ FetMSC) è ìûøöû çà-
÷àòêà êîíå÷íîñòè (ëèíèÿ M-FetMSC). Îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé ïîëó÷åíû íà 6-ì ïàññàæå. Ñðåä-
íåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿåò 33.0 � 1.4 è 25.0 � 0.1 ÷ äëÿ ëèíèé FetMSC è
M-FetMSC ñîîòâåòñòâåííî. Êðèâûå ðîñòà ñâèäåòåëüñòâóþò îá àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê îáåèõ ëè-
íèé. Êîëè÷åñòâåííûé è ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ëèíèÿ M-FetMSC èìååò íîð-
ìàëüíûé êàðèîòèï 46, XY, ÷òî ðàíåå áûëî ïîêàçàíî äëÿ ëèíèè FetMSC. Ñ öåëüþ îïðåäåëåíèÿ ñòàòóñà
ýòèõ ëèíèé ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóî-
ðèìåòðèè. Àíàëèç âûÿâèë â îáåèõ ëèíèÿõ ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ
÷åëîâåêà: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC, âèìåíòèí è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34 è
HLA-DR. Ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü êëåòîê îáåèõ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì
è àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé è öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè
ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà, ïîêàçàë
îòñóòñòâèå â îáåèõ ëèíèÿõ ýêñïðåññèè TRA-1-60, íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè Oct-4, íî âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè SSEA-4. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç âûÿâèë ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöè-
ðîâêè â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ ÝÑÊ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, îáåñïå÷è-
âàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè ÌÑÊ ïðè ðåïàðàöèè ðàçíûõ òêàíåâûõ ïîâðåæäåíèé â çàâèñèìîñòè îò ñîîò-
âåòñòâóþùåãî ìèêðîîêðóæåíèÿ. Íåñìîòðÿ íà ïîäòâåðæäåíèå ñòàòóñà ÌÑÊ äëÿ îáåèõ ëèíèé, îáíàðóæåí
ðÿä ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè, ñâÿçàííûõ ñ ðîñòîâûìè õàðàêòåðèñòèêàìè è ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåí-
öèàëîì. Äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè ó ëèíèè M-FetMSC ñíèæåí ïî
ñðàâíåíèþ ñ FetMSC. Â ïðîöåññå èíäóöèðîâàííîé ñêåëåòíî-ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè âûÿâëÿþòñÿ
Z-äèñêè â ñàðêîìåðàõ êëåòîê òîëüêî ëèíèè Ì-FetMSC. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü âîç-
ìîæíîå âëèÿíèå ðàçíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, â êîòîðîì íàõîäèëèñü êëåòêè â îðãàíèçìå äî ïåðåâîäà èõ â
êóëüòóðó.

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

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ), âûäåëåí-
íûå èç ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ, ÿâëÿþòñÿ
óíèêàëüíûìè ïëþðèïîòåíòíûìè êëåòî÷íûìè ïîïóëÿöè-
ÿìè in vitro, îáëàäàþùèìè ñïîñîáíîñòüþ ê ñàìîîáíîâëå-
íèþ, ò. å. ê íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè, è îäíîâðå-
ìåííî ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ âî âñå òèïû
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê è â ëèíèþ ïîëîâûõ êëåòîê. Ëèíèè
ÝÑÊ ÿâëÿþòñÿ óíèêàëüíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ
äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé â ðàçíûõ îáëàñòÿõ
êëåòî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, à òàêæå äëÿ ïðè-
êëàäíûõ èññëåäîâàíèé â îáëàñòè ðåãåíåðàòèâíîé ìåäè-
öèíû, ôàðìàêîëîãèè è òîêñèêîëîãèè. Íî äëÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ ÝÑÊ â ïðèêëàäíûõ áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèÿõ
ñóùåñòâóåò ðÿä ïðåïÿòñòâèé (Donovan, Geahart, 2001;
Odorico et al., 2001; Drukker et al., 2002; Drukker, Benve-
nisty, 2004; Allegrucci, Young, 2007; Ãîðäååâà, Ìèòàëè-
ïîâ, 2008; Lee et al., 2010).

Îäèí èç ïóòåé èñïîëüçîâàíèÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà â ðåãåíå-
ðàòèâíîé ìåäèöèíå — ïîëó÷åíèå èç íèõ ìóëüòèïîòåíò-

íûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Ïðè ýòîì
íèâåëèðóþòñÿ îñíîâíûå òðóäíîñòè, ìåøàþùèå èñïîëü-
çîâàíèþ ÝÑÊ â ýòîé îáëàñòè. Èçâåñòíî, ÷òî âçðîñëûå
ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ òêàíåé, ïîñëå îïðåäåëåííî-
ãî òåñòèðîâàíèÿ ìîãóò îòíîñèòåëüíî áåçîïàñíî èñïîëüçî-
âàòüñÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè (Kita et al., 2010; Zhang et al.,
2012; Leyva-Leyva et al., 2013). Íî ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìíîãèõ òèïîâ ÌÑÊ âîçíèêàþò ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ íå-
âîçìîæíîñòüþ ïîëó÷åíèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê â
ñâÿçè ñ íåâûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì è ñ
ïðèìåíåíèåì èíâàçèâíûõ ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ ýòèõ êëå-
òîê îò äîíîðîâ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ÝÑÊ ÷åëîâåêà,
ïî-âèäèìîìó, ìîãóò ÿâèòüñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èñïî-
ëüçîâàíèÿ èõ â êëåòî÷íîé òåðàïèè. Ýòè êëåòî÷íûå ïîïó-
ëÿöèè, ñõîäíûå ñî âçðîñëûìè ÌÑÊ ïî ãîìîãåííîé ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèè, îñíîâíûì ïîâåðõíîñò-
íûì ìàðêåðàì, èììóíîìîäóëèðóþùèì ñâîéñòâàì è
ìóëüòèïîòåíòíîé äèôôåðåíöèðîâêå, ÿâëÿþòñÿ íåîãðàíè-
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÷åííûì èñòî÷íèêîì ïîëó÷åíèÿ ãåíåòè÷åñêè îäíîðîäíûõ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé áåç èñïîëüçîâàíèÿ èíâàçèâíûõ
ïðîöåäóð. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ, âûäå-
ëåííûå èç ÝÑÊ, îáëàäàþò áîëüøèì, ÷åì âçðîñëûå ÌÑÊ,
ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, áîëåå íèçêîé ýêñïðåñ-
ñèåé ãåíîâ HLA-ABC è óâåëè÷åííîé ýêñïðåññèåé ðÿäà òó-
ìîðñóïðåññîðíûõ 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; Hematti,
2011; Tan et al., 2011; Varga et al., 2011; Lin et al., 2012; Li
et al., 2013).

Ïîêàçàíî, ÷òî âàæíåéøèì ìåõàíèçìîì äåéñòâèÿ
ÌÑÊ íà ïîâðåæäåííûå òêàíè ÿâëÿþòñÿ ñïîñîáíîñòü èõ ê
ìèãðàöèè â ýòè ó÷àñòêè è îêàçàíèå òðîôè÷åñêîãî äåéñò-
âèÿ çà ñ÷åò ñåêðåöèè áèîàêòèâíûõ ôàêòîðîâ, èçìåíÿþ-
ùèõ ìèêðîîêðóæåíèå ïîâðåæäåííûõ êëåòîê, è òåì ñà-
ìûì óëó÷øåíèÿ òêàíåâîé ðåïàðàöèè (Phinney, Prockop,
2007; Carvalho et al., 2011; Gruenloh et al., 2011; Guiducci
et al., 2011; Huang et al., 2013; Luo et al., 2013; Ando et al.,
2014). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå øèðîêî îáñóæäà-
þòñÿ ìåõàíèçìû òêàíåâîé ðåïàðàöèè ñ ïîìîùüþ ÌÑÊ,
ñâÿçàííûå ñ ïðîäóêöèåé öèòîêèíîâ è ïàðàêðèííûõ ôàê-
òîðîâ. Ñóùåñòâóåò è äðóãîé ìåõàíèçì, îáåñïå÷èâàþùèé
äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ â ôóíêöèîíàëüíûå êëåòêè, êî-
òîðûå çàìåíÿþò ïîâðåæäåííûå. Íî åñòü ðÿä äàííûõ, ñâè-
äåòåëüñòâóþùèõ î íèçêîì óðîâíå ïðèæèâëåíèÿ òðàíñ-
ïëàíòèðîâàííûõ ÌÑÊ, íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííûé ïîëî-
æèòåëüíûé òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò ïðè ðàçëè÷íûõ
ïîâðåæäåíèÿõ ëåãêèõ, ïî÷åê, êîñòåé, õðÿùåé, ïðè äèàáå-
òå, èíôàðêòå è äðóãèõ çàáîëåâàíèÿõ. Ïîýòîìó èññëåäîâà-
òåëè ïðèäàþò áîëüøîå çíà÷åíèå òðîôè÷åñêîìó ìåõàíèç-
ìó äåéñòâèÿ ÌÑÊ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ òêàíåâîé ðåïàðàöèè
(Ñaplan, Dennis, 2006; Phinney, Prockop, 2007).

Ïîìèìî ïîëó÷åíèÿ ëèíèé ÌÑÊ èç ðàçíûõ ëèíèé
ÝÑÊ ïðåäñòàâëÿåò ñóùåñòâåííûé èíòåðåñ ïîëó÷åíèå
ÌÑÊ èç ðàííèõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà. Èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ,
ïîëó÷åííûå èç ýìáðèîíàëüíîãî ìàòåðèàëà, èìåþò ðÿä
ïðåèìóùåñòâ ïåðåä âçðîñëûìè ÌÑÊ ïðè èñïîëüçîâàíèè
èõ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Ýòè êëåòêè áëèçêè ïî
ñâîèì ñâîéñòâàì ê ÌÑÊ, âûäåëåííûì èç ÝÑÊ, â ÷àñòíî-
ñòè, îíè èìåþò âûñîêèé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë è
íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ îñíîâíîãî êîìïëåêñà
ãèñòîñîâìåñòèìîñòè (Mimeault, Batra, 2006; Roubelakis
et al., 2007).

Ðàíåå ìû ïîëó÷èëè è ïîäðîáíî îõàðàêòåðèçîâàëè ëè-
íèþ ÌÑÊ (FetMSC), ïîëó÷åííóþ èç êîñòíîãî ìîçãà
5—6-íåäåëüíîãî ýìáðèîíà. Îäíîâðåìåííî áûëè âûäåëå-
íû êëåòêè èç äðóãîé òêàíè — ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ çà÷àòêà êîíå÷íîñòè. Èíòåðåñíî áûëî ïîëó÷èòü
ëèíèþ ÌÑÊ è èç ýòîé òêàíè è ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç õàðàêòåðèñòèê ýòèõ ëèíèé, âêëþ÷àÿ èõ äèôôåðåí-
öèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë. Ñóùåñòâóåò ìíîãî ñðàâíèòåëü-
íûõ èññëåäîâàíèé õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ è ñîîòâåòñòâåííî îò ðàçíûõ äîíîðîâ
(Roubelakis et al., 2007; Riekstina et al., 2009; Barbet et al.,
2011; Lai et al., 2011; Varga et al., 2011; Êðûëîâà è äð.,
2012; De Peppo et al., 2013). Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî
íåéðàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà àêòèâíåå èäåò èç ÌÑÊ, âû-
äåëåííûõ èç àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè, ÷åì èç ÌÑÊ
âçðîñëîãî êîñòíîãî ìîçãà. Àâòîðû ïîëàãàþò, ÷òî òå õà-
ðàêòåðèñòèêè, êîòîðûå ïðîÿâëÿþò ÌÑÊ èç àìíèîòè÷å-
ñêîé æèäêîñòè, áóäóò ñïîñîáñòâîâàòü áîëåå óñïåøíîìó è
áåçîïàñíîìó ëå÷åíèþ çàáîëåâàíèé íåðâíîé ñèñòåìû
(Yan et al., 2013). Â äðóãîì èññëåäîâàíèè ïîêàçàíî, ÷òî
ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç êîæè ÷åðåïà, ïî îñíîâíûì ìàðêå-

ðàì, õàðàêòåðèçóþùèì ñòàòóñ ÌÑÊ, ñîâïàäàëè, íî áîëåå
ýôôåêòèâíî äèôôåðåíöèðîâàëèñü â íåéðîãåííîì íàïðàâ-
ëåíèè, ÷òî ïîçâîëèëî àâòîðàì ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå
ðàçëè÷íûõ ñèãíàëîâ ìèêðîîêðóæåíèÿ ó êëåòîê êîæè
÷åðåïà è êîñòíîãî ìîçãà (Shih et al., 2005). Åùå â îäíîé
ðàáîòå ïîêàçàíû ðàçëè÷èÿ ïî ðîñòîâûì õàðàêòåðèñòè-
êàì ìåæäó ÌÑÊ, âûäåëåííûìè èç çäîðîâîé è âîñïàëåí-
íîé êîæè (Ge et al., 2012). Ïîäîáíûå äàííûå ïðèâëåêàþò
âíèìàíèå ê ïðîáëåìå âëèÿíèÿ ìèêðîîêðóæåíèÿ íà õàðàê-
òåðèñòèêè ÌÑÊ. Íàì íåèçâåñòíû ðàáîòû ïî ñðàâíèòåëü-
íîìó àíàëèçó îñíîâíûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç
ðàçíûõ òêàíåé îäíîãî è òîãî æå ãåíåòè÷åñêîãî èíäèâè-
äóóìà.

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîëó÷åíèå íåèììîð-
òàëèçîâàííîé ëèíèè ÌÑÊ èç ìûøöû çà÷àòêà êîíå÷íîñòè
5—6-íåäåëüíîãî ýìáðèîíà è ñðàâíåíèå åå ñ ëèíèåé
FetMSÑ, ïîëó÷åííîé èç êîñòíîãî ìîçãà òîãî æå ýìáðèî-
íà, ïî ìîðôîëîãèè, ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, êàðèî-
òèïó, ïîâåðõíîñòíûì ìàðêåðàì è ñïîñîáíîñòè ê ñïîíòàí-
íîé è íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå.

Îñíîâíîé âûâîä ðàáîòû ñîñòîèò â òîì, ÷òî ãåíåòè÷å-
ñêè îäíîðîäíûå ïîïóëÿöèè ôèáðîáëàñòîâ íåçàâèñèìî îò
èõ òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (èç êîñòíîãî ìîçãà èëè ôèá-
ðîáëàñòîâ çà÷àòêà êîíå÷íîñòè) îáðàçóþò ëèíèè, èìåþ-
ùèå îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ÌÑÊ.
Îäíàêî ýòè ëèíèè èìåþò ðÿä ðàçëè÷èé, â îñíîâíîì ïî ðî-
ñòîâûì è äèôôåðåíöèðîâî÷íûì õàðàêòåðèñòèêàì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ä ë ÿ ï î ë ó ÷ å í è ÿ Ì Ñ Ê èç ìûøöû çà÷àòêà êîíå÷-
íîñòè àáîðòèâíîãî ìàòåðèàëà 5—6-íåäåëüíîãî ýìáðèîíà
ïðîâåäåíû ñëåäóþùèå ìàíèïóëÿöèè. Êóñî÷êè ìûøå÷íîé
òêàíè èç çà÷àòêîâ êîíå÷íîñòåé ìåõàíè÷åñêè èçìåëü÷àëè ñ
ïîìîùüþ íîæíèö äî ìåëü÷àéøèõ ôðàãìåíòîâ. Äåçàãðåãà-
öèþ ïðîâîäèëè 0.2%-íûì ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû
1-ãî òèïà (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 37 °C è ïî-
ñòîÿííîì ïîìåøèâàíèè. Â ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ äîáàâ-
ëÿëè ðîñòîâóþ ñðåäó è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
1000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â
ñðåäå DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 15 % ýì-
áðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è 10 åä./ìë ñìå-
ñè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðî-
âîäèëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè, áåç àíòèáè-
îòèêîâ, â óñëîâèÿõ 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ è 90 % âëàæíîñòè.
Ïîëó÷åííûå êëåòêè (ëèíèÿ M-FetMSC) âûñåâàëè íà ÷àø-
êè Ïåòðè â êîíöåíòðàöèè 2�105 êë./ìë. Ìåòîäèêà ïîëó÷å-
íèÿ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà òîãî æå äîíîðà (ëèíèÿ
FetMSC) îïèñàíà ðàíåå (Êðûëîâà è äð., 2012). Êëåòêè äëÿ
îáåèõ ëèíèé áûëè îäíîâðåìåííî âûäåëåíû èç îäíîãî è
òîãî æå ýìáðèîíà. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç îñíîâíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê âíîâü ïîëó÷åííîé ëèíèè M-FetMSC è ëèíèè
FetMSC ïðîâîäèëè íà 6-ì ïàññàæå. Êðèîêîíñåðâàöèþ
êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðîâîäèëè â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé 10 % êðèîïðîòåêòîðà äèìåòèëñóëüôîêñè-
äà (DMSO; Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Ä ë ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é
à ê ò è â í î ñ ò è êëåòîê îöåíèâàëè èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè
(ÈÏ) — îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê â äàííûé ìîìåíò ê èñ-
õîäíîìó ÷èñëó ïîñåÿííûõ êëåòîê — è ñòðîèëè êðèâûå
ðîñòà êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Äëÿ èçìåðåíèÿ ñðåäíåãî
âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè â êàæäîì âàðè-
àíòå àíàëèçèðîâàëè 3 ïîâòîðíîñòè ïðè åæåäíåâíîì ïîä-
ñ÷åòå ÷èñëà êëåòîê â òå÷åíèå 5 ñóò (120 ÷). Ñðåäíåå âðåìÿ

Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê 563



îäíîãî óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (ao) îïðåäåëÿëè
ïî ôîðìóëå (Ñåäîâà, 2008)

a t M Mt0 0
2= ln ln ( ),

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.

Ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïîëó÷åííîé ëèíèè
ïðîâîäèëè íà 6-ì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì çà 4 ÷ äî ôèêñàöèè
â êóëüòóðó ââîäèëè êîëöåìèä (KaryoMAX, 0.1 ìêã/ìë;
GIBCO, ÑØÀ), ñíèìàëè êëåòêè ñ ñóáñòðàòà ñìåñüþ òðèï-
ñèíà è âåðñåíà (1 : 3), ïðîâîäèëè ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðà-
áîòêó ñìåñüþ 0.075 Ì ðàñòâîðà KÑl è 1%-íîãî ðàñòâîðà
öèòðàòà íàòðèÿ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è
ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû (3 : 1). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî
êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìî-
ñîì îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì Ãèìçà (1 : 50). Ìî-
äàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì è ïðåäåëû èçìåí÷èâîñòè êëåòîê
ïî ÷èñëó õðîìîñîì îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå 100 ìåòàôàç-
íûõ ïëàñòèíîê, äîëþ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê îöåíèâàëè
ïðè àíàëèçå 500 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê â êàæäîé êëåòî÷-
íîé ëèíèè. Äëÿ ñòðóêòóðíîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà
ïðîâîäèëè äèôôåðåíöèàëüíîå G-îêðàøèâàíèå õðîìîñîì
â ñîîòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêîé (Ozkinay,
Mitelman, 1979). Àíàëèçèðîâàëè 100 ìåòàôàç. Kàðèîòèïû
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio Imager.M1
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ ñèñòåìîé àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèî-
òèïèðîâàíèÿ Ikaros 4 Karyotyping System (MetaSystems,
Ãåðìàíèÿ) è îïèñûâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Ìåæäóíàðîäíîé
íîìåíêëàòóðîé õðîìîñîì ÷åëîâåêà ISCN (2009).

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à ï î ë ó ÷ å í í û õ
ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ïîâåð-
õíîñòíûõ àíòèãåíîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè íà öèòîìåòðå Beckman Coulter (ÑØÀ). Ýêñïðåñ-
ñèþ êàæäîãî ìàðêåðà îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì 4—5 ýê-
ñïåðèìåíòîâ äëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà 6-ì ïàññàæå.
Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàíåëè êîíúþãàòîâ CD-ìàðêåð-
íûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ ôëóîðîõðîìàìè. Â ðàáî-
òå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
CD-34, HLA-ABC è HLA-DR (Caltac, ÑØÀ), CD-44,
CD-73 è CD-105 (Beckman Coulter, ÑØÀ), ÑD-90, äåñìè-
íà è âèìåíòèíà (Chemicon, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå íåãàòèâíî-
ãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè î÷èùåííûå ìûøèíûå àíòèòå-
ëà IgG1/Fitc è IgG1/RFE (DAKO, Äàíèÿ). Êëåòêè ñíèìàëè
ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøêè ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî ðàñòâîðà
òðèïñèíà ñ âåðñåíîì (Gibco, ÑØÀ) è îòìûâàëè îò íåãî
ðàñòâîðîì ÐÂS, íå ñîäåðæàùèì èîíîâ Ñà2+ è Mg2+ (Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ). Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê (1 ìëí/ìë) â
ÐÂS äåëèëè íà ïðîáû ïî 30 ìêë, äîáàâëÿëè ê êàæäîé èç
íèõ ïî 3 ìêë àíòèòåë è èíêóáèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå
30 ìèí. Äàëåå ïðîáû äîâîäèëè äî îïòèìàëüíîãî îáúåìà
(0.3—0.4 ìë) áóôåðîì FACS (PBS, ñîäåðæàùèé 1 % áû÷üå-
ãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (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 (Chemicon, ÑØÀ; ðàç-
âåäåíèå 1 : 50), çàíîâî îòìûâàëè è èíêóáèðîâàëè ñî âòî-
ðûìè ôëóîðåñöåèí-êîíúþãèðîâàííûìè àíòèòåëàìè (Mil-
lipore, ÑØÀ). Ïðè ìå÷åíèè êëåòîê àíòèòåëàìè ïðîòèâ

òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 ïåðåä íàíåñåíèåì ïåð-
âûõ àíòèòåë êëåòî÷íûé îñàäîê èíêóáèðîâàëè â 0.5%-íîì
ðàñòâîðå Òðèòîíà X-100 (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 10 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. 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 ÝÑÊ, è ýêñïðåñ-
ñèè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè â ïðîèçâîäíûå
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðî-
òèâ SSEA-4, TRA-1-60 (Chemicon, ÑØÀ) è òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà Oct-4 (Santa Cruz, ÑØÀ), à òàêæå ïðîòèâ
a-àêòèíèíà (òåñò íà ìåçîäåðìó), a-ôåòîïðîòåèíà (òåñò íà
ýíäîäåðìó) (Sigma ÑØÀ) è íåñòèíà (òåñò íà ýêòîäåðìó)
(Chemicon, ÑØÀ). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâî-
ðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, áëîêèðîâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì BSA
(Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 1 ÷, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì 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 ðàçâî-
äèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 50. Âòîðûå àíòèòåëà (Fitz, Milli-
pore, ÑØÀ) ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 500 è èíêóáèðî-
âàëè ñ íèìè ïðåïàðàòû â òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå òðåõ îòìûâîê ïðåïàðàòû
äîêðàøèâàëè ÿäåðíûì êðàñèòåëåì Hoechst 33342
(2 ìêã/ìë; Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïî-
ëüçîâàëè êëåòêè, ìå÷åííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè.
Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Zeiss
LSM 5 Pascal.

Ä ë ÿ ï î ä ò â å ð æ ä å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à Ì Ñ Ê ï ð î â î-
ä è ë è è í ä ó ê ö è þ î ñ ò å î ã å í í î é, à ä è ï î ã å í í î é è
õ î í ä ð î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è ïî ìîäèôèöè-
ðîâàííîìó ìåòîäó (Reyes et al., 2001). Äëÿ íàïðàâëåííîé
îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè â êîíöåíòðàöèè
10 òûñ. êë./ñì2 âûñåâàëè â ñðåäó ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:
90 % a-MEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 10 % FBS, 10 ìÌ b-ãëèöå-
ðîôîñôàòà íàòðèÿ (Sigma, ÑØÀ), 10–8 Ì äåêñàìåòàçîíà
(Sigma, ÑØÀ) è 50 ìêã/ìë àñêîðáàòà íàòðèÿ (ICN, ÑØÀ).
Èíäóêöèþ äèôôåðåíöèðîâêè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 íåä.
Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç êàæäûå 3—4 ñóò.

Â êà÷åñòâå ìàðêåðà î ñ ò å î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå ñîëåé êàëüöèÿ âî âíå-
êëåòî÷íîì ìàòðèêñå êóëüòóðû êëåòîê. Ðåàêöèþ von Kos-
sa, ïîçâîëÿþùóþ âûÿâèòü íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â
ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå, ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îá-
ðàçîì: êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2 ìèí â ìåòàíîëå ïðè –20 °C,
äàëåå îêðàøèâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì íèòðàòà ñåðåáðà
(AgNO3) (Âåêòîí, Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïîä ëàìïîé ìîù-
íîñòüþ 60 Âò. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäîé è íà 5 ìèí ïîìåùàëè â 2.5%-íûé ðàñòâîð
òèîñóëüôàòà íàòðèÿ (Na2S2O5). Çàòåì îêðàøåííûå êëåòêè
ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âûñóøèâàëè.

Äëÿ íàïðàâëåííîé à ä è ï î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è êëåòêè (â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ. êë./ñì2) âûñåâàëè
â ñðåäó ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 90 % a-MEM, 10 % FBS,
10–8 Ì äåêñàìåòàçîíà, 50 ìêã/ìë àñêîðáàòà íàòðèÿ, ðàñ-
òâîð 1�ITS, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ èíñóëèí, òðàíñôåððèí,
ñåëåíèò íàòðèÿ (Invitrogen, ÑØÀ), 1� LA-BSA, ñîäåðæà-
ùèé 1 ìêã/ìë ëèíîëåâîé êèñëîòû â 100 ìêã/ìë BSA. Îá-
ðàáîòêó 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+, ôèêñèðîâà-
ëè â ìåòàíîëå â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè –20 °Ñ. Ôèêñèðîâàí-

564 Ò. À. Êðûëîâà è äð.



íûå êëåòêè ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì è îêðàøèâàëè
êðàñèòåëåì êðàñíûì ìàñëÿíûì (Oil Red O) â òå÷åíèå
10 ìèí. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíî-
ëîì, çàòåì äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè íà
âîçäóõå.

Íàïðàâëåííóþ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó â õ î í ä ð î -
ã å í í î ì íàïðàâëåíèè ïðîâîäèëè â êóëüòóðå ìèêðîìàññ.
Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ôëàêîíà ñìåñüþ
òðèïñèíà ñ âåðñåíîì (Gibco, ÑØÀ), äîáàâëÿëè ñðåäó ñ
ñûâîðîòêîé è ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 800 îá/ìèí 5 ìèí. Ê îñàäêó äîáàâëÿëè áåññûâîðîòî÷-
íóþ ñðåäó è îñàæäàëè â êîíè÷åñêîé ïðîáèðêå. Êîíå÷íîå
êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïðîáèðêå ñîñòàâëÿëî 1�106. Çàòåì
îñòîðîæíî îòáèðàëè áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó è äîáàâëÿ-
ëè 0.5 ìë õîíäðîãåííîé èíäóêöèîííîé ñðåäû. ×åðåç
1—2 ñóò íà äíå ïðîáèðêè ôîðìèðîâàëñÿ àãðåãàò-ìèê-
ðîìàññà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè èíäóêöèîííóþ ñðåäó,
êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ DMEM ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ãëþêîçû (Gibco, ÑØÀ), 10–7 M äåêñàìåòàçîíà (Sigma,
ÑØÀ), 50 ìêã/ìë àêñêîðáàòà íàòðèÿ (ICN, ÑØÀ), ðàñòâîð
1�ITS, 1� La-BSA, 10 íã/ìë TGFb (Sigma, ÑØÀ),
110 ìã/ìë ïèðóâàòà íàòðèÿ (ISN, ÑØÀ). Êóëüòèâèðîâà-
íèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 3 íåä ñî ñìåíîé ñðåäû êàæäûå
3—4 ñóò. Çàòåì ïðåïàðàòû êðàñèëè òîëóèäèíîâûì ñèíèì
(Toluidine Blue O, Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Íàïðàâëåííóþ ñ ê å ë å ò í î - ì û ø å ÷ í ó þ ä è ô ô å -
ð å í ö è ð î â ê ó ïðîâîäèëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòî-
äó (Awaya et al., 2012). Ðîñòîâóþ ñðåäó êóëüòóðû, ïîääåð-
æèâàþùóþ àêòèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ, çàìåíÿëè èíäóêöè-
îííîé ñðåäîé, ñïîñîáñòâóþùåé ñëèÿíèþ ìèîáëàñòîâ â
ìíîãîÿäåðíûå ìèîòóáû è ôîðìèðîâàíèþ ìèîôèáðèëë.
Èíäóêöèîííàÿ ñðåäà âêëþ÷àëà â ñåáÿ DMEM ñ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (Gibco, ÑØÀ), 5 % ëîøàäèíîé ñû-
âîðîòêè (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 1 % NEAA (Sigma, ÑØÀ) è
100 ìêM 2-ìåðêàïòîýòàíîëà (Sigma, ÑØÀ). Ñìåíó ñðåäû
ïðîâîäèëè êàæäûå 3—4 ñóò â òå÷åíèå 30 ñóò.

Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ â ñêåëåòíî-ìûøå÷íîì íàïðàâëåíèè êëåòîê èñ-
ïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ äåñìèíà (Chemicon, ÑØÀ) è
ïðîòèâ ñàðêîìåðíîãî a-àêòèíèíà (Sigma, ÑØÀ), âõîäÿ-
ùèå â ñîñòàâ Z-äèñêîâ. Ïðåïàðàòû ìèîòóá ïðîìûâàëè
PBS, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ñíîâà ïðîìûâàëè
PBS. Äàëåå îáðàáàòûâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà
Õ-100 15 ìèí. Áëîêèðîâêó íåñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâà-
íèÿ ïðîâîäèëè 1%-íûì ðàñòâîðîì BSA (Sigma, ÑØÀ) â

òå÷åíèå 30 ìèí. Èíêóáàöèþ ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè ïðî-
âîäèëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ïðîìûâêè ñëåäî-
âàëî îêðàøèâàíèå âòîðûìè àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè
FITC (Millipore, ÑØÀ), â òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Êîíòðîëåì ñëóæèëè ïðåïàðàòû,
îêðàøåííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïî íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå àíàëèçè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî (Nicon eclipse TS 100, ßïî-
íèÿ) è êîíôîêàëüíîãî (Leica TSC SP5, Ãåðìàíèÿ) ìèêðî-
ñêîïîâ.

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

Ñðàâíèòåëüíûé ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ëè-
íèé FetMSC è M-FetMSC ïîêàçàë îäíîðîäíîñòü êëåòî÷-
íûõ ïîïóëÿöèé, ïðåäñòàâëåííûõ ìåëêèìè âûòÿíóòûìè
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1). Àíàëèç ð î ñ -
ò î â û õ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè ýòèõ ëè-
íèé íà ïðîòÿæåíèè 6 ïàññàæåé àêòèâíî äåëÿòñÿ. Íî åñòü
è ðÿä ðàçëè÷èé ïî õàðàêòåðó êðèâûõ ðîñòà (ðèñ. 2). Ðîñò
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè íîâîé ëèíèè M-FetMSC ðåçêî îò-
ëè÷àåòñÿ îò ïîëó÷åííîé èç ýòîãî æå ýìáðèîíà ëèíèè
FetMSC. Òàê, ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê M-FetMSC è êëåòîê
FetMSC íà÷èíàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè îäíîâðåìåííî — ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå ïîñåâà. Îäíàêî ó ëèíèè FetMSC îíà ïðîäîë-
æàåòñÿ 72 ÷, ïðè÷åì íàèáîëåå àêòèâíûé ðîñò íàáëþäàåò-
ñÿ íà 3-è ñóò, à ó ëèíèè M-FetMSC àêòèâíûé ðîñò íà÷èíà-
åòñÿ ñðàçó è ïðîäîëæàåòñÿ 96 ÷. Ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî óä-
âîåíèÿ ó ýòèõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ðàçíîå è ñîñòàâëÿåò
33.0 � 1.4 è 25.0 � 0.1 ÷ äëÿ êëåòîê FetMSC è M-FetMSC
ñîîòâåòñòâåííî, ïðè÷åì ðàçíèöà äîñòîâåðíà (Ð < 0.01).
Ñîãëàñíî ïðîâåäåííûì ðàñ÷åòàì, â òå÷åíèå èññëåäîâàíèÿ
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è äðóãèõ õàðàêòåðèñòèê ëè-
íèè ïðîøëè 12 óäâîåíèé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ðàíåå ïîëó÷åííûå ëèíèè ÌÑÊ èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ òàêæå ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé ïî ðîñòîâûì
õàðàêòåðèñòèêàì (Êðûëîâà è äð., 2012). Ñóììèðóÿ ïîëó-
÷åííûå íàìè äàííûå â îáîèõ èññëåäîâàíèÿõ, ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè÷èíîé ýòèõ ðàçëè÷èé ìîãóò áûòü
íå òîëüêî ãåíåòè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó äîíîðàìè, íî è
ìèêðîîêðóæåíèå, â êîòîðîì íàõîäèëèñü ðàçíûå êëåòî÷-
íûå ïîïóëÿöèè îäíîãî äîíîðà.

Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê 565

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ëèíèé FetMSC (à) è M-FetMSC (á).

Íàòèâíûå ïðåïàðàòû. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.



Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à -
ë è ç ëèíèè M-FetMSC ïîêàçàë, ÷òî îíà õàðàêòåðèçóþòñÿ
âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì,
ðàâíûì 46 (99.1 � 0.9 %). Äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê
íèçêàÿ (2.2 � 0.7 %).

Ñ ò ð ó ê ò ó ð í û é ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç
ïîêàçàë, ÷òî ëèíèÿ èìååò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷åëîâå-
êà — 46, ÕY (ðèñ. 3). Ñòðóêòóðíûå õðîìîñîìíûå ïåðå-
ñòðîéêè îáíàðóæåíû â 4 èç 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê:
àíîìàëüíûé õàðàêòåð äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ
êîðîòêîãî ïëå÷à îäíîãî èç ãîìîëîãîâ õðîìîñîìû 1, âûÿâ-
ëåííûé â äâóõ êëåòêàõ, è äåëåöèè õðîìîñîì 5,
del(5)(q11.1~11.2) è 12, del(12)(q23) (ðèñ. 3). Ðàçðûâû
õðîìîñîì âñòðå÷àëèñü ðåäêî; 2 èç 3 îáíàðóæåííûõ õðî-
ìàòèäíûõ ðàçðûâîâ ëîêàëèçîâàëèñü â ïðèöåíòðîìåðíûõ
ðàéîíàõ õðîìîñîì 10 (10q11) è 22 (22q11.1); òðåòèé
ðàçðûâ âûÿâëåí â êîðîòêîì ïëå÷å õðîìîñîìû 1 (1p22).
Êðîìå ïåðå÷èñëåííûõ íàðóøåíèé â åäèíñòâåííîé ìåòà-
ôàçíîé ïëàñòèíêå íàáëþäàëè ìíîæåñòâåííûå ðàçðûâû
õðîìîñîìû 4. Êëîíàëüíûõ ïåðåñòðîåê õðîìîñîì íå îáíà-
ðóæåíî. Êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ëèíèè FetMSC, ïðîâå-
äåííûé ðàíåå, òàêæå ïîêàçàë íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷åëî-
âåêà è îòñóòñòâèå êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé
(Êðûëîâà è äð., 2012). Âûÿâëåííûå íàìè ñòðóêòóðíûå
õðîìîñîìíûå èçìåíåíèÿ, êîòîðûå íîñÿò íåêëîíàëüíûé
õàðàêòåð, íå ïðåâûøàþò ïðèíÿòîãî ïðè êàðèîòèïèðîâà-
íèè ïðåäåëüíî äîïóñòèìîãî óðîâíÿ õðîìîñîìíûõ àíîìà-
ëèé (Meisner, Johnson, 2008). Òàêèì îáðàçîì, ïî õàðàêòå-
ðó äèôôåðåíöèàëüíîãî G-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì ïðè
óðîâíå ðàçðåøåíèÿ 400 äèñêîâ íà ãàïëîèäíûé íàáîð õðî-
ìîñîì êàðèîòèï êëåòî÷íîé ëèíèè M-FetMSC, òàê æå êàê
è êàðèîòèï FetMSC, ñîîòâåòñòâóåò íîðìàëüíîìó êàðèî-
òèïó ÷åëîâåêà.

Ä ë ÿ ï î ä ò â å ð æ ä å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à ë è í è è
M-FetMSC ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè
áûë ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîâåðõíîñòíûõ ìàð-
êåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ, ó êëåòîê ýòîé ëèíèè è
FetMSC. Àíàëèç ïîêàçàë îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé ìåæäó ëè-
íèÿìè ïî îñíîâíûì ìàðêåðàì ÌÑÊ (ñì. òàáëèöó). Èç

ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò íàëè÷èå ýêñïðåññèè
ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâå-
êà, — CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC, âèìåíòèíà
è äåñìèíà. Âûÿâëåíî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ
CD34 è HLA-DR. Òàêèì îáðàçîì, ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì
Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè, äëÿ îáåèõ
ëèíèé ïîäòâåðæäåí ñòàòóñ ÌÑÊ (Sensebe et al., 2010).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõ-
íîñòíûõ ìàðêåðîâ è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4,
õàðàêòåðíûõ äëÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà, ïîêàçàë, ÷òî ó êëåòîê
M-FetMSC è FetMSC îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ TRA-1-60
(ðèñ. 4). Èíîé ðåçóëüòàò ïîëó÷åí ïðè àíàëèçå ýêñïðåññèè
ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà SSEA-4. Â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé
îáíàðóæåí ñõîäíûé è äîñòàòî÷íî âûñîêèé óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè ýòîãî ìàðêåðà (ðèñ. 4; ñì. òàáëèöó). Ñëåäóåò îáðà-
òèòü âíèìàíèå, ÷òî â ïðåäûäóùåì èññëåäîâàíèè íàìè îá-
íàðóæåí íåçíà÷èòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîãî ìàð-
êåðà â êëåòêàõ FetMSC, êîòîðûé ñîñòàâëÿë 4 % (Êðûëîâà
è äð., 2012). Íåñòàáèëüíûé ðåçóëüòàò ïîêàçàí ïî ýêñïðåñ-
ñèè Oct-4. Â áîëüøåé ÷àñòè ïðîñìîòðåííûõ ïîëåé çðå-
íèÿ â îáåèõ ëèíèÿõ îòñóòñòâóåò èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ
àíòèòåë ïðîòèâ Oct-4, à â íåáîëüøîé ÷àñòè ïîëåé çðåíèÿ
íàáëþäàåòñÿ íåðàâíîìåðíîå ñâå÷åíèå. Êðîìå òîãî, ïðî-
òî÷íàÿ öèòîôëóîðèìåòðèÿ ïîêàçàëà áîëüøèå êîëåáàíèÿ
êîëè÷åñòâà îêðàøåííûõ êëåòîê â ðàçíûõ ïðîàíàëèçèðî-
âàííûõ ñóáïîïóëÿöèÿõ. Ýêñïðåññèÿ ýòîãî àíòèãåíà îáíà-
ðóæåíà â ñðåäíåì ó 10 % êëåòîê îáåèõ ëèíèé (äàííûå íå
ïðåäñòàâëåíû). Ýòè ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû íà 6-ì ïàññàæå.
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç
êëåòîê ëèíèè FetMSC 12—14-ãî ïàññàæåé, ïðîâåäåííûé

566 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà êëåòî÷íûõ ëèíèé FetMSC (1) è
M-FetMSC (2).

Ðèñ. 3. Êàðèîòèï êëåòî÷íîé ëèíèè M-FetMSC (46, XY).

Íà âðåçêàõ — ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì 1, 5 è 12, îáíàðóæåí-
íûå â ÷åòûðåõ ðàçíûõ êëåòêàõ: àíîìàëüíûé õàðàêòåð áàíäèðîâàíèÿ êî-
ðîòêîãî ïëå÷à îäíîãî èç ãîìîëîãîâ õðîìîñîìû 1; äåëåöèÿ õðîìîñîìû 5,
del(5)(q11.1~11.2); äåëåöèÿ õðîìîñîìû 12, del(12)(q23). Âñå ñòðóêòóðíî-

ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû óêàçàíû ñòðåëêàìè.



ðàíåå, íå îáíàðóæèë ýêñïðåññèè Oct-4 (Êðûëîâà è äð.,
2012). Âîçìîæíî, ÷òî ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè ïî ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðà SSEA-4 è Oct-4 ñâÿçàíû ñ àíàëèçîì ðàç-
íûõ ïàññàæåé. Åñòü äàííûå î çàâèñèìîñòè ýêñïðåññèè
ìàðêåðîâ ÝÑÊ ó ÌÑÊ îò äëèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ
(Grego et al., 2007). Êðîìå òîãî, âåëè÷èíà ïîãðåøíîñòè
ïðè êîëè÷åñòâåííîé îöåíêå ÷èñëà êëåòîê â ïîïóëÿöèè,
ýêñïðåññèðóþùèõ SSEA-4, ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâåí-
íîé âàðèàáåëüíîñòè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ïî ýòîìó ìàð-
êåðó (ñì. òàáëèöó).

Äàííûå ëèòåðàòóðû ïðîòèâîðå÷èâû. Òàê, åñòü äàííûå
îá îòñóòñòâèè ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ TRA-1-81, TRA-1-60,
SSEA-4 è Oct-4 â ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ÝÑÊ ÷åëîâåêà
(Barberi et al., 2005; Olivier et al., 2006; Lee et al., 2010;
Gruenloh et al., 2011; Varga et al., 2011). Òåì íå ìåíåå â
ðÿäå äðóãèõ èññëåäîâàíèé ìàðêåðû TRA-1-81, SSEA-4 è
Oct-4 îáíàðóæåíû â ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ êàê èç ÝÑÊ ÷åëî-
âåêà, òàê è èç äðóãèõ òêàíåé — èç êðàéíåé ïëîòè, âçðîñ-
ëîãî êîñòíîãî ìîçãà, ïåðèäîíòàëüíîé îêîëîçóáíîé òêàíè,
ïëàöåíòû, ïóïî÷íîãî êàíàòèêà, àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè
è äð. Ýòè ìàðêåðû ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü êàê âìåñòå, òàê
è ðàçäåëüíî â ïîïóëÿöèÿõ ÌÑÊ. Ïðè÷åì íåñìîòðÿ íà
ïðèñóòñòâèå ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ,
ÌÑÊ íå îáðàçóþò òåðàòîì â èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøàõ
(Yen et al., 2005; Gang et al., 2007; Mihu et al., 2009;
Kita et al., 2010; Trubiani et al., 2010; Mamidi et al., 2011;
Olivier, Bouhassira, 2011; Wu et al., 2011; Yen et al., 2011;
Yan et al., 2013). Ãëèêîëèïèä SSEA-4 ëîêàëèçîâàí íà ïî-
âåðõíîñòè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà è ýìáðèî-
íàëüíûõ òåðàòîêàðöèíîì, íî åãî êëåòî÷íàÿ ôóíêöèÿ íå-
èçâåñòíà. Ïðèñóòñòâèå SSEA-4 è íà ïîâåðõíîñòè ìóëüòè-
ïîòåíòíûõ ÌÑÊ àññîöèèðóåòñÿ ñî «ñòâîëîâîñòüþ»
ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü,
ïî-âèäèìîìó, ïåðåêðûâàíèå ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ìåòà-
áîëè÷åñêèõ ïóòåé ìåæäó ïëþðèïîòåíòíûìè ÝÑÊ ÷åëî-
âåêà è ìóëüòèïîòåíòíûìè ÌÑÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ, ïî-

ëó÷åííûå èç êîñòíîãî ìîçãà è ýêñïðåññèðóþùèå SSEA-4,
èìåþò áîëåå âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ÷åì
ÌÑÊ, íå ýêñïðåññèðóþùèå ýòîò ìàðêåð (Gang et al.,
2007). Íàëè÷èå ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ÝÑÊ, è â ÷àñòíîñòè SSEA-4 è Oct-4, â ÌÑÊ ðàç-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, âîçìîæíî, îáúÿñíÿåò èõ ðàñøèðåí-
íûé ìóëüòèïîòåíòíûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë
(Wu et al., 2011). Íàøè ëèíèè ñ âûñîêîé ýêñïðåññèåé
SSEA-4 è íèçêîé ýêñïðåññèåé Oct-4 íà ðàííèõ ïàññàæàõ,
âîçìîæíî, òàêæå èìåþò ðàñøèðåííûé ìóëüòèïîòåíòíûé
ïîòåíöèàë, êîòîðûé íåîáõîäèìî èññëåäîâàòü â äàëüíåé-
øåì.

Ñóùåñòâåííàÿ ðîëü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
Oct-4 äëÿ ÌÑÊ ñîñòîèò â àêòèâàöèè ñõîäíûõ ãåíîâ ÝÑÊ
è ÌÑÊ, â àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ÌÑÊ-ñïåöèôè÷íûõ ãå-

Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê 567

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà SSEA-4 è TRA-1-60 íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ â êëåòêàõ ëèíèé FetMSC è Ì-FetMSC.

Ôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè; äîêðàøèâàíèå ÿäåð êðàñèòåëåì Hoechst 33342. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.

Ýêñïðåññèÿ (%) ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
â êëåòêàõ ëèíèé FetMSC è M-FetMSC

Ìàðêåð FetMSC M-FetMSC

CD44 99.7 � 0.1 99.7 � 0.1

CD73 95.8 � 3.1 93.6 � 4.6

CD90 95.3 � 3.0 98.0 � 1.5

CD105 95.4 � 2.4 96.5 � 2.6

CD34 0.70 ± 0.50 0.11 � 0.03

HLA-ABC 38.4 � 12.0 56.3 � 14.7

HLA-DR 0.52 � 0.40 0.56 � 0.01

Äåñìèí 21.1 � 5.8 14.9 � 3.6

Âèìåíòèí 51.6 � 6.6 69.5 � 2.5

SSEA-4 77.6 � 9.6 67.2 � 8.5

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äîëè êëåòîê (íåñóùèõ ìàð-
êåð) è èõ îøèáêà èç 4—5 ýêñïåðèìåíòîâ.



íîâ, à òàêæå â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà ÌÑÊ. Ýòî ïî-
çâîëèëî àâòîðàì ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå ñõîäíûõ ðåãóëÿ-
òîðíûõ ìåõàíèçìîâ äëÿ Oct-4 â ÝÑÊ è ÌÑÊ è âîâëå÷åíèå
Oct-4 â îáåñïå÷åíèå ïëàñòè÷íîñòè ÌÑÊ (Greco et al.,
2007). Ñóùåñòâåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå ïðè ñðàâíåíèè ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç àìíèî-
òè÷åñêîé æèäêîñòè (AF-MSC) ïðè 15—18-íåäåëüíîé áå-
ðåìåííîñòè ñ ÌÑÊ âçðîñëîãî êîñòíîãî ìîçãà (BM-MSC).
Ïîêàçàí áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ (SSEA-4 è Oct-4) â AF-MSC
ïî ñðàâíåíèþ ñ BM-MSC. Àâòîðû ñ÷èòàþò, ÷òî âûñîêàÿ
ýêñïðåññèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ â AF-MSC óêàçû-
âàåò íà áîëåå ïðèìèòèâíûé ôåíîòèï ñ óñèëåííûì «ñòâî-
ëîâûì» ïîòåíöèàëîì. Êðîìå òîãî, â ðàáîòå èäåíòèôèöè-
ðîâàíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â
AF-MSC, îòâåòñòâåííûõ çà ðîñòîâûå ñâîéñòâà êëåòîê, è
îòñóòñòâóþùèõ â BM-MSC (Roubelakis et al., 2007). Íàøè
ðåçóëüòàòû â íåêîòîðîé ñòåïåíè ñîâïàäàþò ñ ýòèìè äàí-
íûìè è ïîäòâåðæäàþò, ÷òî ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ýìáðèî-
íàëüíûõ òêàíåé, ïî-âèäèìîìó, áîëåå ïåðñïåêòèâíû äëÿ
êëåòî÷íîé òåðàïèè, ÷åì âçðîñëûå ÌÑÊ. Íî òåì íå ìåíåå
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ïîëó÷åííîé íàìè ðàíåå ëèíèè
ÌÑÊ èç êðàéíåé ïëîòè ðåáåíêà òàêæå îáíàðóæåíà ýêñï-
ðåññèÿ ìàðêåðà SSEA-4 íà 12—14-ì ïàññàæàõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Âîçìîæíî, ÷òî ñóùåñòâîâàíèå ïëþðèïîòåíòíûõ
ìàðêåðîâ â ÌÑÊ ñâÿçàíî ñ ïåðåìåùåíèåì ÝÑÊ â ïðîöåñ-
ñå ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ â íåêîòîðûå òêàíè, êîòîðûå
â ðåçóëüòàòå èìåþò ÝÑÊ-àññîöèèðîâàííûå ìàðêåðû (Ri-
ekstina et al., 2009). Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â öåëîì ñòàòóñ
ÌÑÊ çàâèñèò îò êîìáèíàöèè ðàçíûõ ôàêòîðîâ, è íåèçâå-
ñòíî, êàêîå âëèÿíèå íà ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà ÌÑÊ

îêàçûâàåò ðàçëè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ îòäåëüíûõ ìàðêåðîâ
(Hematti, 2011).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè
ïîëó÷åííîé ëèíèè M-FetMSC ýêñïðåññèðóþò ì à ð ê å ð û
ð à í í å é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è â ïðîèçâîäíûå òðåõ çà-
ðîäûøåâûõ ëèñòêîâ (ðèñ. 5). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ
ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè î íàëè÷èè ýêñïðåññèè ìàð-
êåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè â ëèíèÿõ ÌÑÊ èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ — ÝÑÊ, êðàéíåé ïëîòè, à òàêæå èç ýìáðèîíà-
ëüíîãî êîñòíîãî ìîçãà òîãî æå äîíîðà, ÷òî è ëèíèÿ
MFetMSC (Êðûëîâà è äð., 2012). Â ëèòåðàòóðå èìååòñÿ
ðÿä äàííûõ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î ñóùåñòâîâàíèè ýòîãî
ÿâëåíèÿ. Â ÷àñòíîñòè, ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-àíàëèçà ïîêàçàíà
ýêñïðåññèÿ íåñòèíà (ýêòîäåðìà), TGF-b è GATA4 (ìåçî-
äåðìà), PDX1 (ýíäîäåðìà) â ðàçíûõ ïî ïðîèñõîæäåíèþ
ëèíèÿõ ÌÑÊ (Riekstina et al., 2009). Àâòîðû ïðåäïîëàãà-
þò, ÷òî äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ ïëàñòè÷íîñòü ÌÑÊ ñâÿçàíà
ñ ýêñïðåññèåé ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîêà-
çàíà äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â
ïðîèçâîäíûå íå òîëüêî ìåçîäåðìû, íî è â ïðîèçâîäíûå
ýêòîäåðìû è ýíäîäåðìû (Huang et al., 2010; Antonucci
et al., 2011; Mamidi et al., 2011). Èçó÷åíèå âçðîñëûõ ÌÑÊ,
ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, ïîêàçàëî áèîõè-
ìè÷åñêóþ ãåòåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèé, ýêñïðåññèðóþùèõ
ðàçíûå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå âåùåñòâà, êîòîðûå ñïî-
ñîáíû èçìåíÿòü ìèêðîîêðóæåíèå 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, îäíîâðåìåííî ïðèñóòñòâóþò ðàííèå ìàð-
êåðû êàê ìåçîäåðìàëüíîé, òàê è ýêòîäåðìàëüíîé äèôôå-

568 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 5. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â êëåòêàõ ëèíèé FetMSC è Ì-FetMSC.

Àëüôà-àêòèíèí, àëüôà-ôåòîïðîòåèí è íåñòèí — ìàðêåðû ìåçîäåðìû, ýíäîäåðìû è ýêòîäåðìû ñîîòâåòñòâåííî. Ôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå ìîíîêëî-
íàëüíûìè àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.



ðåíöèðîâêè (Mamidi et al., 2011). Êîñâåííûì ïîäòâåðæ-
äåíèåì âîçìîæíîñòè îäíîâðåìåííîãî ñóùåñòâîâàíèÿ
ðàííèõ ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè â êëåòêàõ ðàçíûõ ëè-
íèé ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ ñîâïàäåíèå ÷èñëà êëåòîê, ìå÷åííûõ
àíòèòåëàìè ïðîòèâ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ ïðîèç-
âîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, ñ ÷èñëîì ÿäåð, îêðà-
øåííûõ Hoechst 33342 (Êðûëîâà è äð., 2012).

Òåì íå ìåíåå ñóùåñòâóåò òî÷êà çðåíèÿ, ñîãëàñíî êî-
òîðîé ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè
bIII-òóáóëèíà äî íà÷àëà íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
íå èìååò îòíîøåíèÿ ê ïîñëåäóþùåìó äèôôåðåíöèðîâî÷-
íîìó ïîòåíöèàëó, à âîçìîæíî, ñâÿçàíà ñ ýìáðèîíàëüíûì
ïðîèñõîæäåíèåì ÌÑÊ (Sensebe et al., 2010). Ïîñëåäíåå
ïðåäïîëîæåíèå ïîääåðæèâàåò ðàíåå âûñêàçàííîå ìíåíèå
î òîì, ÷òî ñóùåñòâîâàíèå ìàðêåðîâ ÝÑÊ â ÌÑÊ, âîçìîæ-
íî, ñâÿçàíî ñ ïåðåìåùåíèåì ïëþðèïîòåíòíûõ ÝÑÊ â ïðî-
öåññå ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ â íåêîòîðûå òêàíè, êîòî-
ðûå â ðåçóëüòàòå èìåþò ÝÑÊ-àññîöèèðîâàííûå ìàðêåðû
(Riekstina et al., 2009). Ïîêà äàííàÿ ïðîáëåìà íàõîäèòñÿ â
ñòàäèè íàêîïëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ìàòåðèàëà è ãè-
ïîòåç, òàê êàê ìåõàíèçìû âçàèìîñâÿçè ìàðêåðîâ ðàííåé
äèôôåðåíöèðîâêè (õàðàêòåðèçóþùèõ ÝÑÊ è ïðèñóòñòâó-
þùèõ â ÌÑÊ) ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ïëàñòè÷íîñòüþ
ÌÑÊ íåèçâåñòíû.

Èíäóêöèÿ î ñ ò å î ã å í í î é, õ î í ä ð î ã å í í î é è
à ä è ï î ã å í í î é äèôôåðåíöèðîâîê â ëèíèè FetMSC âûÿ-
âèëà ñïîñîáíîñòü êëåòîê ôîðìèðîâàòü êîñòíóþ, õîíäðî-
ãåííóþ è æèðîâóþ òêàíè, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñòàòóñó ÌÑÊ
(ðèñ. 6). Â îòëè÷èå îò êëåòîê FetMSC êëåòêè M-FetMSC
ìåíåå àêòèâíî ôîðìèðóþò æèðîâóþ òêàíü. Êóëüòèâèðî-
âàíèå êëåòîê â îñòåîãåííîé ñðåäå ñïîñîáñòâîâàëî ôîðìè-

ðîâàíèþ ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ, ÷òî ïîêàçàíî ñ
ïîìîùüþ ðåàêöèè von Kossa, ïîçâîëÿþùåé âûÿâèòü íå-
ðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñò-
âå. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â õîíäðîãåííîé ñðåäå ïðèâå-
ëî ê îáðàçîâàíèþ ñòðóêòóð, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ ïîëèõðîìíîãî îêðàøèâàíèÿ òîëóèäèíîâûì ñèíèì,
êîòîðîå ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü ÿäðà è êîìïîíåíòû
õðÿùåâîé òêàíè, â ÷àñòíîñòè ïðîòåîãëèêàíû. Êóëüòèâè-
ðîâàíèå êëåòîê â àäèïîãåííîé ñðåäå ñïîñîáñòâîâàëî îá-
ðàçîâàíèþ çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà êëàñòåðîâ àäèïîöè-
òîâ, ïîêàçàííîãî ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ êðàñèòåëåì Oil
Red O â êëåòêàõ FetMSC, íî íå M-FetMSC.

Ïðîâåäåíèå íåñêîëüêèõ ïîâòîðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå óáåäèòåëüíî ïîêàçàëî,
÷òî êëåòêè M-FetMSC â îòëè÷èå îò êëåòîê FetMSC ïîêà-
çûâàþò î÷åíü íèçêèé óðîâåíü àäèïîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Ðåçóëüòàòû ïî ìóëüòèïîòåíòíîé ìåçîäåðìàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè â òðåõ íàïðàâëåíèÿõ â ëèíèè FetMSC
ñîâïàäàþò ñ äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàíèé ïî äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîìó ïîòåíöèàëó ÌÑÊ, ïîëó÷åííûìè èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ (Rubio et al., 2005; Lorenz et al., 2008; Ñàâ÷åí-
êîâà, Êîðæèêîâà, 2010; Huang et al., 2010; Lai et al., 2011).
Ñóùåñòâåííî ñíèæåííûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåí-
öèàë â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè ëèíèè M-FetMSC ìî-
æåò áûòü ñâÿçàí ñ äðóãèì ìèêðîîêðóæåíèåì, èç êîòîðîãî
áûëè âûäåëåíû ýòè êëåòêè.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ è
îò ðàçíûõ äîíîðîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î íåêîòîðûõ ðàçëè÷è-
ÿõ ïî ðîñòîâûì õàðàêòåðèñòèêàì è äèôôåðåíöèðîâî÷íî-
ìó ïîòåíöèàëó (Shih et al., 2005; Varga et al., 2011). Ïðè-
âëåêàåò âíèìàíèå ðàáîòà ïî èññëåäîâàíèþ âëèÿíèÿ óñëî-

Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê 569

Ðèñ. 6. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèé FetMSC è Ì-FetMSC â îñòåîãåííîì (à, á, ðåàêöèÿ von Kossa), õîíäðîãåííîì (â, ã, îêðàøè-
âàíèå òîëóèäèíîâûì ñèíèì) è àäèïîãåííîì (ä, å, îêðàøèâàíèå ìàñëÿíûì êðàñíûì) íàïðàâëåíèÿõ.

à, â, ä — ëèíèÿ FetMSC; á, ã, å — ëèíèÿ Ì-FetMSC. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.



âèé êóëüòèâèðîâàíèÿ, â ÷àñòíîñòè ðàçíûõ ñðåä, íà ñâîé-
ñòâà ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç âçðîñëîãî êîñòíîãî ìîçãà ðàç-
íûõ äîíîðîâ. Ïðåæäå âñåãî àâòîðû îòìåòèëè çàâèñèìûå
îò äîíîðà ðàçëè÷èÿ ïî ðîñòîâûì è äèôôåðåíöèðîâî÷íûì
õàðàêòåðèñòèêàì. Íî îñíîâíóþ ðîëü â ðàçëè÷èÿõ ïî ýòèì
õàðàêòåðèñòèêàì è ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
èãðàåò âûáîð ðîñòîâîé ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê (Hagmann et al., 2013). Ê ïîõîæèì âûâîäàì ïðèøëè è
äðóãèå àâòîðû (Phinney et al., 1999), êîòîðûå ïîêàçàëè,
÷òî îñíîâíûå ðàçëè÷èÿ ïî óêàçàííûì âûøå õàðàêòåðè-
ñòèêàì â ïîïóëÿöèÿõ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà â áîëüøåé
ñòåïåíè ñâÿçàíû ñ óñëîâèÿìè êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷åì ñ ðàç-
íûìè äîíîðàìè. Êðîìå òîãî, ïîêàçàíà íåîäíîðîäíîñòü
ïîïóëÿöèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç àìíèîòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû ÷åëîâåêà. Âûäåëåííûå ñóáïîïóëÿöèè ðàçëè÷àëèñü êàê
ïî ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, òàê è ïî äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íîìó ïîòåíöèàëó (Leyva-Leyva et al., 2013). Â
ðàáîòå Òåïëÿøèíà ñ ñîàâòîðàìè (2005) ïðîâåäåí ñðàâíè-
òåëüíûé àíàëèç äâóõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñ ôåíîòèïîì,
ïîäîáíûì ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ ïîä-
êîæíî-æèðîâîé òêàíè îäíîãî äîíîðà. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó
ýòèìè ïîïóëÿöèÿìè áûëè ñâÿçàíû ñ ðàçíîé ýêñïðåññèåé
ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà CD34, êîòîðàÿ áûëà ñóùåñòâåí-
íî ïîâûøåíà â ÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè âåê. Ýòîò ìàðêåð
ïðèíÿòî ñ÷èòàòü ìàðêåðîì ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÃÑÊ). Òåì íå ìåíåå èíîãäà îí âñòðå÷àåòñÿ è â
ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Òåïëÿøèí è äð., 2005;
Kopher et al., 2010), íî ïðè ýòîì íå èçìåíÿåò îñíîâíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê ÌÑÊ, âêëþ÷àÿ äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåí-
öèàë. Ïîêà íåÿñíû ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ ìàðêåðà
CD34 ñ ìàðêåðàìè ÌÑÊ.

Òàêèì îáðàçîì, èç àíàëèçà äàííûõ ëèòåðàòóðû ñëåäó-
åò, ÷òî ïîïóëÿöèè ÌÑÊ íåçàâèñèìî îò ïðîèñõîæäåíèÿ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íåîäíîðîäíûå ïîïóëÿöèè. Îïðåäå-
ëåííîå ìèêðîîêðóæåíèå ìîæåò áûòü ñòèìóëîì ê ñåëåê-
öèè ðàçíûõ ñóáïîïóëÿöèé ÌÑÊ, èìåþùèõ ñóùåñòâåííûå
ýïèãåíåòè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî â íàøåé ðàáîòå
îáå ëèíèè êóëüòèâèðîâàëè â îäíîé è òîé æå ðîñòîâîé
ñðåäå è â èäåíòè÷íûõ óñëîâèÿõ, íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ
ìåæäó ëèíèÿìè ïî äèôôåðåíöèðîâî÷íîìó ïîòåíöèàëó
âïîëíå ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ðàçëè÷íûì ìèêðîîêðóæåíè-
åì (êîñòíûé ìîçã è ìûøöà ðàííåãî ýìáðèîíà).

Ç à ê ë þ ÷ è ò å ë ü í à ÿ ÷ à ñ ò ü ð à á î ò û ïîñâÿùåíà
ñðàâíèòåëüíîìó àíàëèçó ïàðàìåòðîâ íàïðàâëåííîé ñ ê å -
ë å ò í î - ì û ø å ÷ í î é äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ëèíèé
FetMSC è M-FetMSC ñ ðàçíîé ëîêàëèçàöèåé êëåòîê-ïðåä-
øåñòâåííèêîâ ïîëó÷åííûõ ëèíèé (ýìáðèîíàëüíàÿ ìûøöà
è êîñòíûé ìîçã). Ìûøå÷íûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå â êóëü-
òóðå in vitro, ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ òðàíñïëàíòàöèé in
vivo ñ öåëüþ êëåòî÷íîé ðåïàðàöèè ïðè çàáîëåâàíèÿõ ìû-
øå÷íîé ñèñòåìû.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç âûÿâèë íàëè÷èå ýêñ-
ïðåññèè ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè äåñìèíà è a-àêòè-
íèíà â îáåèõ íàøèõ ëèíèÿõ. Ðèñ. 7 ïîêàçûâàåò ñëèÿíèå
ìèîáëàñòîâ è îáðàçîâàíèå ìíîãîÿäåðíûõ ìèîòóá. Íà áî-
ëåå ïîçäíåé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè, ïðèáëèæàþùåéñÿ
ê òåðìèíàëüíîé, îáíàðóæèâàþòñÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿ-
ìè. Òàê, â ëèíèè M-FetMSC c ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ
äåñìèíà è a-àêòèíèíà ìîæíî âèäåòü Z-äèñêè ñàðêîìåðà
(ðèñ. 7), à â êëåòêàõ FetMSC âûÿâèòü Z-äèñêè íå óäàëîñü.
Â ïðîöåññå ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðîèñõîäèò ïå-
ðåðàñïðåäåëåíèå äåñìèíà è a-àêòèíèíà èç öèòîïëàçìû

570 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 7. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ñêåëåòíî-ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè â êëåòêàõ ëèíèé FetMSC è Ì-FetMSC.

Ôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ äåñìèíà è a-àêòèíèíà; à—ã — ìèîòóáû (ðàííÿÿ äèôôåðåíöèðîâêà). Ìàñøòàáíûé
îòðåçîê — 100 ìêì; ä, å — Z-äèñêè (ïîçäíÿÿ äèôôåðåíöèðîâêà), âèäíû òîëüêî â ëèíèè Ì-FetMSC.



íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê â Z-äèñêè ñàðêîìåðîâ
(Gard, Lalarides, 1980). Òàêèì îáðàçîì, õàðàêòåð ìèîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ó ýòèõ ëèíèé ðàçíûé. Áîëåå àêòèâ-
íî äèôôåðåíöèðîâêà ïðîõîäèò èìåííî â ìåçåíõèìíûõ
êëåòêàõ, âûäåëåííûõ èç çà÷àòêà ìûøöû. Âîçìîæíî, â
äàííîì ñëó÷àå èìååò ìåñòî âëèÿíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ, â
êîòîðîì íàõîäèëèñü êëåòêè â îðãàíèçìå äî ïåðåâîäà èõ â
êóëüòóðó. Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî äëÿ èíäóêöèè ìèîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ìåòîäîâ.
Íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ ïî õàðàêòåðó äèôôåðåíöèðîâêè
èìåëè ìåñòî ïðè êîíêðåòíîì îïèñàííîì âûøå ìåòîäå èí-
äóêöèè. Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî õàðàêòåð ìèîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè ìîæåò çàâèñåòü îò ìåòîäà, èñïîëüçóåìîãî
äëÿ åå ïîëó÷åíèÿ.

Â ëèòåðàòóðå åñòü ðÿä ðàáîò, äåìîíñòðèðóþùèõ
óñïåøíóþ ìèîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó èç ÌÑÊ, âûäå-
ëåííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Òàê, ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç
ÝÑÊ, ìîãóò íàïðàâëåííî äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ìèîãåí-
íîì íàïðàâëåíèè, îáðàçóÿ ìíîãîÿäåðíûå ìèîòóáû, ñïî-
ñîáíûå ê ñîêðàùåíèþ (Barberi et al., 2007; Awaya et al.,
2012; Hwang et al., 2013). Ïîêàçàíà èíäóêöèÿ ìèîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè èç ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëîãî äî-
íîðà ñ ïîìîùüþ 5-àçàöèòèäèíà (Supokawej et al., 2013).
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ðàçíûõ èñ-
òî÷íèêîâ (æèðîâîé òêàíè, êîñòíîãî ìîçãà è ñèíîâèàëü-
íîé ìåìáðàíû), äåìîíñòðèðóåò ðàçíóþ ñïîñîáíîñòü êëå-
òîê ê ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå (De la Garza-Rodea
et al., 2012). Ïî äàííûì ýòèõ àâòîðîâ, íàèáîëåå ýôôåê-
òèâíûìè ÿâëÿþòñÿ ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç æèðîâîé òêàíè.
Ýòè êëåòêè îáëàäàþò in vitro ïîâûøåííîé ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòüþ, à in vivo ñïîñîáñòâóþò áîëåå ýôôåêòèâ-
íîé ìèîãåííîé ðåãåíåðàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðèñòèê
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ ýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé îä-
íîãî äîíîðà, ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè ðÿäà ìåæëèíåé-
íûõ ðàçëè÷èé, êàñàþùèõñÿ êàê ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê,
òàê è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà.
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF MESENCHYMAL STEM CELL LINES DERIVED

FROM BONE MARROW AND MUSCLE OF LIMB OF EARLY HUMAN EMBRYO
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In this work, we have carried out a comparative analysis of the characteristics of mesenchymal stem cell li-
nes isolated from different tissues of 5—6-weeks homan embryo: bone marrow (line FetMSC) and muscle of
limb (line M-FetMSC). The basic characteristics of these lines were obtained at the 6th passage. Average popu-
lation doubling time was 33.0 � 1.4 h (FetMSC) and 25.0 � 0.1 h (M-FetMSC). Growth curves also indicated
active proliferation of cells of both lines. Numerical and structural karyotypic analysis showed that both lines
have a normal karyotype: 46, XY. In order to determine the status of the lines, cell surface markers were analy-
zed by flow cytometry. The analysis revealed the presence of surface antigens specific for human MSCs, CD44,
CD73, CD90, CD105, HLA-ABC, vimentin, and the lack of CD34 and HLA-DR, in both lines. The ability to
differentiate into osteogenic, chondrogenic and adipogenic directions has been also shown for both lines. Im-
munofluorescence and flow cytometry analysis has detected no expression of the surface antigen TRA-1-60 in
both lines, but has revealed high expression of the surface antigen SSEA-4 and low expression of transcription
factor Oct-4 characteristic of human embryonic stem cells. In these lines, immunofluorescence analysis has
shown the presence of the markers of early differentiation in the derivates of three germ layers characteristic of
human embryonic stem cells, which provides significant opportunities for MSC to be useful, in corresponding
microenvironments, for repair of tissue injures. Dispite confirming MSC status for FetMSC and M-FetMSC li-
nes, a number of interlinear differences related to growth characteristics and differentiation potential were reve-
aled. Adipogenic differentiatiation potential of M-FetMSC line was reduced compared with FetMSC line. Im-
munofluorescence analysis showed that, in the process of skeletal-muscle differentiation, Z-disks were revealed
only in sarcomeres of M-FetMSC line. These findings suggest the possible influence of different microenviron-
ments in which the cells are in the body before their transfer in vitro.

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