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Ïîëó÷åíû íîâûå íåèììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ÷åëîâåêà èç êîæè âåê òðåõ âçðîñëûõ äî-
íîðîâ â âîçðàñòå 37, 45 è 53 ãîäà, íàçâàííûå DF-1, DF-2 è DF-3 ñîîòâåòñòâåííî. Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ýòèõ ëèíèé è ïîäòâåðæäåí èõ
ñòàòóñ êàê ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åíû íà 6-ì ïàññàæå.
Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñîñòàâëÿåò 40, 35 è 33 ÷ äëÿ ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3 ñî-
îòâåòñòâåííî. Íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ ïî ðîñòîâûì õàðàêòåðèñòèêàì êëåòî÷íûõ ëèíèé íå îòðàæàþò
âîçðàñòíîé çàâèñèìîñòè, ò. å. óâåëè÷åíèÿ ñðåäíåãî âðåìåíè óäâîåíèÿ ñ óâåëè÷åíèåì âîçðàñòà îò 37 äî
53 ëåò, à, ñêîðåå, ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ãåíåòè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè äîíîðîâ. Êðèâûå ðîñòà ñâèäåòåëü-
ñòâóþò îá àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè âñåõ ëèíèé. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ íåâûñîêàÿ, íî îäèíàêîâàÿ
äëÿ âñåõ ëèíèé. Âñòóïëåíèå êëåòîê â ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ íàáëþäàåòñÿ íà 25-ì ïàññàæå, ÷òî
ñîñòàâëÿåò áîëåå 50 óäâîåíèé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è ñâèäåòåëüñòâóåò î íåèììîðòàëèçîâàííîñòè ëè-
íèé. Êîëè÷åñòâåííûé è ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ëèíèè èìåþò íîðìàëüíûé
êàðèîòèï 46, ÕÕ. Íî äëÿ ëèíèé DF-1 è DF-3 ïîêàçàíî íàëè÷èå ðÿäà íåêëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ ïåðå-
ñòðîåê. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòàòóñà ëèíèé ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Àíàëèç âûÿâèë âî âñåõ ëèíèÿõ ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòè-
ãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà (CD44, CD73, CD90, CD105 è HLA-ABC), è îòñóòñòâèå ýêñïðåñ-
ñèè CD34, CD45 è HLA-DR. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë íàëè÷èå ýêñïðåññèè âèìåíòèíà âî
âñåõ ëèíèÿõ, ïîäòâåðäèâ ñòàòóñ ÌÑÊ. Ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ êîëëàãåíà 1-ãî òèïà, õàðàêòåðèçóþùåãî
ôèáðîáëàñòû. Ïðîòî÷íàÿ öèòîôëóîðèìåòðèÿ è èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàëè íàëè÷èå ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê — SSEA-4 — è ìàðêåðîâ èõ
ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, îáåñïå÷èâàåò
øèðîêèå âîçìîæíîñòè ëèíèé äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ïðè ðåïàðàöèè ðàçíûõ òêàíåâûõ ïîâðåæäåíèé.
Ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü êëåòîê âñåõ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì è àäèïî-
ãåííîì íàïðàâëåíèÿõ. Â ëèíèè DF-3 óðîâåíü îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â
DF-1 è DF-2. Âîçìîæíî, ÷òî íèçêèé óðîâåíü äèôôåðåíöèðîâêè ñâÿçàí ñ áîëüøèì âîçðàñòîì äîíîðà
(53 ãîäà). Ïî îñòàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì çàâèñèìîñòè îò âîçðàñòà äîíîðà (37—53 ãîäà) íå îáíàðóæåíî.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû, ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, âîçðàñò
äîíîðà, ïðîëèôåðàöèÿ, ïîâåðõíîñòíûå êëåòî÷íûå ìàðêåðû, êàðèîòèï, äèôôåðåíöèðîâêà.

Ôèáðîáëàñòû — ýòî îñíîâíûå êëåòêè ñîåäèíèòåëü-
íûõ òêàíåé, ïðîèñõîäÿùèå â îñíîâíîì èç ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ ôèáðîáëà-
ñòîâ ñîñòîèò â ñèíòåçå áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
(ÂÊÌ). ÂÊÌ ñïîñîáñòâóåò ïîääåðæàíèþ ìíîãîêëåòî÷-
íûõ ñòðóêòóð è ñîçäàåò êàðêàñ, âíóòðè êîòîðîãî êëåòêè
ìîãóò ìèãðèðîâàòü è âçàèìîäåéñòâîâàòü äðóã ñ äðóãîì ñ
ïîìîùüþ ðàçíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Ñâÿçûâàíèå
ìîëåêóë ÂÊÌ ñ èíòåãðèíàìè âåäåò ê àêòèâàöèè ëîêàëü-
íûõ áåëêîâûõ êèíàç, êîòîðûå àêòèâèðóþò ñèãíàëüíûå
ïóòè, ñïîñîáñòâóþùèå íîðìàëüíîé æèçíåäåÿòåëüíîñòè
êëåòîê (Freeman et al., 1991; Stallmach et al., 1994; Basson
et al., 1996; Ziober et al., 1999; Ingber, 2002; Mostafavi-Pour
et al., 2003; Ahmed et al., 2005; Kato et al., 2006; Wang,
Milner, 2006; Van Laake et al., 2010; Êîëüöîâà è äð., 2012;

Ïîëÿíñêàÿ, Êîëüöîâà, 2013; Bruekers et al., 2016). Ôèá-
ðîáëàñòû ìîãóò áûòü ðàçíîé ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè.
Íàèìåíåå äèôôåðåíöèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû îáëàäàþò
âûñîêîé ñåêðåòîðíîé è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ,
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà è èììóíîãåííûõ
ñâîéñòâ âûÿâèë ñõîäñòâî ìåæäó ÌÑÊ è ôèáðîáëàñòàìè
(Lorenz et al., 2008; Haniffa et al., 2009; Huang et al., 2010;
Blasi et al., 2011; Halfon et al., 2011; Êðûëîâà è äð., 2012;
Zhang et al., 2014; Brandau et al., 2015; Ma et al., 2015).
Êëåòêè îáîèõ òèïîâ èìåþò ðÿä õàðàêòåðèñòèê, ïîäòâåðæ-
äàþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ: àäãåçèâíîñòü ê êóëüòóðàëüíîìó
ïëàñòèêó; àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ; íàëè÷èå ýêñïðåññèè
ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ CD105, CD90, CD73, CD44 è
HLA-ABC è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34, CD45 è HLA
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DR; ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì, õîí-
äðîãåííîì è àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ. Ýòè õàðàêòåðè-
ñòèêè ñîîòâåòñòâóþò òðåáîâàíèÿì, ïðåäúÿâëÿåìûì ê ñòà-
òóñó ÌÑÊ Ìåæäóíàðîäíûì îáùåñòâîì êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè (Domonici, 2006; Sensebe et al., 2010).

Ñõîäñòâî ôèáðîáëàñòîâ è ÌÑÊ ïî îñíîâíûì êðèòå-
ðèÿì îïðåäåëÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, îáùíîñòüþ âûïîëíÿ-
åìûõ ôóíêöèé, ñâÿçàííûõ ñ ñèíòåòè÷åñêîé è ðåãåíåðà-
òèâíîé ñïîñîáíîñòüþ ýòèõ êëåòîê. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ôóí-
êöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê â áîëüøîé ñòåïåíè
îïðåäåëÿåòñÿ êîíêðåòíûìè óñëîâèÿìè ìèêðîîêðóæåíèÿ,
ðÿä ñâîéñòâ ôèáðîáëàñòîâ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ îðãà-
íîâ, ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ýìáðèîíàëü-
íûå è ïîñòíàòàëüíûå ôèáðîáëàñòû, âûäåëåííûå êàê èç
ðàçíûõ àíàòîìè÷åñêèõ ðàéîíîâ êîæè, òàê è èç äðóãèõ îð-
ãàíîâ, ðàçëè÷àþòñÿ ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíîâ HOX,
ðåãóëèðóþùèõ ñèíòåç âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ëèïèä-
íûé îáìåí, à òàêæå ñèãíàëüíûå ïóòè, êîíòðîëèðóþùèå
ïðîëèôåðàöèþ, êëåòî÷íóþ ìèãðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâ-
êó (Chang et al., 2002). Ïîêàçàíû ðàçëè÷èÿ ïî äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîìó ïîòåíöèàëó ìåæäó äåðìàëüíûìè ñòâîëîâû-
ìè êëåòêàìè, íàõîäÿùèìèñÿ â ðàçíûõ íèøàõ âîëîñÿíîãî
ôîëëèêóëà (Vapniarsky et al., 2015).

Ñ ó÷åòîì ðàçíîîáðàçèÿ èñòî÷íèêîâ, èç êîòîðûõ âûäå-
ëåíû ÌÑÊ è ñîîòâåòñòâåííî èõ ðàçíîãî ìèêðîîêðóæå-
íèÿ ïðîâîäèòñÿ ìíîãî ñðàâíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé õà-
ðàêòåðèñòèê ÌÑÊ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñò-
âóþò î êîëè÷åñòâåííûõ ðàçëè÷èÿõ ïî õàðàêòåðèñòèêàì,
îïðåäåëÿþùèì ñòàòóñ ÌÑÊ, à òàêæå ïî äðóãèì âàæíåé-
øèì êëåòî÷íûì ñâîéñòâàì (Shih et al., 2005; Roubela-
kis et al., 2007; Riekstina et al., 2009; Barbet et al., 2011;
Lai et al., 2011; Varga et al., 2011; Ge et al., 2012; Êðûëîâà
è äð., 2012; de Peppo et al., 2013; Yan et al., 2013; Isobe
et al., 2015; Trivanovic et al., 2015; Yusoff et al., 2015;
Ren et al., 2016). Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ ìåæ-
äó ÌÑÊ è ôèáðîáëàñòàìè, â îñíîâíîì ïî ìàðêåðàì, íå
îòíîñÿùèìñÿ ê òåì, êîòîðûå îïðåäåëÿþò ñòàòóñ ÌÑÊ.
Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç æèðî-
âîé òêàíè, îáëàäàþò çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèì àíãèî-
ãåííûì è àíòèâîñïàëèòåëüíûì ïîòåíöèàëîì, ÷åì ôèá-
ðîáëàñòû (Blasi et al., 2011). Àâòîðû ïðåäïîëàãàþò,
÷òî ÷àñòè÷íî ýòè ðàçëè÷èÿ ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ òåì, ÷òî
ÌÑÊ ÿâëÿþòñÿ ìåíåå äèôôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè,
÷åì äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû (ÄÔ). Ñ ïîìîùüþ èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîãî è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî àíàëè-
çà ïîêàçàíû êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÌÑÊ è
ÄÔ ïî ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ, ñâÿçàííûõ, â ÷àñòíîñòè,
ñ ïðîëèôåðàöèåé è äèôôåðåíöèðîâêîé (Ishii et al.,
2005; Bae et al., 2009; Halfon et al., 2011; Woo et al.,
2016).

Ñ ó÷åòîì ïðîèñõîæäåíèÿ êàê ÌÑÊ, òàê è ôèáðîáëà-
ñòîâ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ íàäî ñ îñòîðîæíîñòüþ îòíî-
ñèòüñÿ ê îáíàðóæåííûì ðàçëè÷èÿì ìåæäó ýòèìè êëåòêà-
ìè. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ÑD146, ñâÿçàí-
íîãî ñ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêîé è ìèãðàöèåé,
ïðèñóòñòâóåò â ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà è îòñóòñòâóåò â ÄÔ,
òîãäà êàê â ÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè ýòîò ìàðêåð åñòü, ïî-
äîáíî ÄÔ, íî ýêñïðåññèðîâàí ìèíèìàëüíî (íà óðîâíå
1—2 %). Âîçìîæíî, ïîäîáíûå ðàçëè÷èÿ ñâÿçàíû ñ ìèêðî-
îêðóæåíèåì, â êîòîðîì ôóíêöèîíèðóþò êîíêðåòíûå
ÌÑÊ. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ìî-
æåò êîëåáàòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà ïðîéäåííûõ
êëåòêàìè ïàññàæåé (Blasi et al., 2011; Halfon et al., 2011;
Choi et al., 2015; Somasundaram et al., 2015; Kundrotas
et al., 2016).

Ðàññìàòðèâàÿ ïðîáëåìó ñòàðåíèÿ ÌÑÊ, íåêîòîðûå
àâòîðû ïðèøëè ê çàêëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî îíî ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî íå òîëüêî ñ êëåòî÷íûì (ðåïëèêàòèâíûì) ñòàðåíè-
åì, êîòîðîå ïðîñëåæèâàåòñÿ ïðè äëèòåëüíîì ïàññèðîâà-
íèè ÌÑÊ â óñëîâèÿõ in vitro, íî è ñ âíåøíèìè ïî îòíîøå-
íèþ ÌÑÊ ôàêòîðàìè, ò. å. ñ ìèêðîîêðóæåíèåì. Ñòàðåíèå
îðãàíèçìà îáóñëîâëåíî íåñêîëüêèìè ìåõàíèçìàìè, â ÷à-
ñòíîñòè: óêîðî÷åíèåì òåëîìåð âñëåäñòâèå âûêëþ÷å-
íèÿ òåëîìåðàçû, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé ðåïëèêàòèâíîãî
ñòàðåíèÿ; ãåíåòè÷åñêèìè è ìèòîõîíäðèàëüíûìè ïîâðåæ-
äåíèÿìè ÄÍÊ; óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Ýòè ìåõàíèçìû çàòðàãèâàþò êàê ÌÑÊ
èëè ÄÔ, òàê è ìèêðîîêðóæåíèå. Â ñâÿçè ñ ýòèì âçàèìî-
äåéñòâèå ÌÑÊ è ìèêðîîêðóæåíèÿ îáåñïå÷èâàåò óõóäøå-
íèå âîçðàñòíûõ õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ (Sethe et al., 2006;
Tobin, 2016). Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â ëèòåðàòóðå èìå-
þòñÿ äàííûå î çàâèñèìîñòè õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ è ÄÔ îò
âîçðàñòà äîíîðà, ò. å. ÷åì ìîëîæå äîíîð, òåì àêòèâíåå
ïðîÿâëÿþòñÿ ñâîéñòâà, îòâåòñòâåííûå, â ÷àñòíîñòè, çà
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü è äèôôåðåíöèðîâî÷íûé
ïîòåíöèàë. Íî ïðè ýòîì íå âñåãäà îäíîâðåìåííî è åäèíî-
îáðàçíî âîçðàñò âëèÿåò íà âñå õàðàêòåðèñòèêè (Gago
et al., 2009; Siegel et al., 2013; Kornicka et al., 2015; Mared-
ziak et al., 2016).

Ðàññìîòðèì ðàáîòó (Kornicka et al., 2015). Àâòîðû
èçó÷àëè õàðàêòåðèñòèêè ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè â çàâèñèìî-
ñòè îò âîçðàñòà äîíîðà (23—77 ëåò) è óáåäèòåëüíî ïîêà-
çàëè óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÀÔÊ è ñíèæåíèå àíòèîêñè-
äàçíîé àêòèâíîñòè ïðè óâåëè÷åíèè âîçðàñòà; íà ýòîì
ôîíå ïðîèñõîäÿò ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèà-
ëà, óâåëè÷åíèå àïîïòîçà è êîëè÷åñòâà ñòàðåþùèõ êëåòîê,
ñíèæåíèå îñòåîãåííîãî äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèà-
ëà. Â äðóãîì èññëåäîâàíèè ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà
ïîêàçàíî ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå ãèïîêñèè íà ðÿä õàðàêòå-
ðèñòèê (Mohd et al., 2016). Â ÷àñòíîñòè, ÌÑÊ îò äîíîðîâ
ìîëîæå 30 ëåò èìåþò çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèé ïðîëè-
ôåðàòèâíûé è äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë, ÷åì
ÌÑÊ îò äîíîðîâ ñòàðøå 60 ëåò. Íî êóëüòèâèðîâàíèå â
óñëîâèÿõ ãèïîêñèè óâåëè÷èâàåò ïîòåíöèàë ÌÑÊ êàê ìî-
ëîäûõ, òàê è ñòàðûõ äîíîðîâ. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå
óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîæåò ïîëîæèòåëüíûì îáðà-
çîì ïîâëèÿòü íà ñâîéñòâà ÌÑÊ.

Ýêñïðåññèÿ ðÿäà ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ïðîöåññ çà-
æèâëåíèÿ ðàí, èìååò áîëåå âûñîêèé óðîâåíü â ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè êðàéíåé
ïëîòè (Hirt-Burri et al., 2008). Ïîêàçàíî, ÷òî 47 % ãåíîâ,
ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññå çàæèâëåíèÿ ðàí è ðåãóëèðóþ-
ùèõ êëåòî÷íóþ àäãåçèþ, ÂÊÌ, êëåòî÷íûé öèêë, èììóí-
íûé îòâåò è êëåòî÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè, ýêñïðåññèðîâà-
íû íà áîëåå âûñîêîì óðîâíå â ýìáðèîíàëüíûõ ÄÔ, ÷åì
ó âçðîñëûõ ÄÔ (Ramelet et al., 2009). Åñòü òàêæå äàííûå,
ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá îòñóòñòâèè çàâèñèìîñòè ïðîëè-
ôåðàòèâíîãî è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà îò âîç-
ðàñòà äîíîðà, â ÷àñòíîñòè ïðè èññëåäîâàíèè õàðàêòåðè-
ñòèê ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ìèíäàëèí (Choi et al., 2015).
Àíàëèç ðàçíûõ ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ, äåìîíñòðèðó-
þùèõ çàâèñèìîñòü õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ îò âîçðàñòà äîíî-
ðà, ïîêàçûâàåò íåîäíîçíà÷íîñòü ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðå-
çóëüòàòîâ. Ïî-âèäèìîìó, ýòî ñâÿçàíî êàê ñ ðàçíûìè
èñòî÷íèêàìè ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ è ÄÔ, òàê è ñ ðàçíûìè
óñëîâèÿìè âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Îáîá-
ùåíèå èìåþùèõñÿ ðåçóëüòàòîâ ïðèâîäèò ê âûâîäó î òîì,
÷òî äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû íàäåæíåå èñïîëüçî-
âàòü ñòâîëîâûå êëåòêè îò ìîëîäûõ äîíîðîâ (Gago et al.,
2009). Òåì íå ìåíåå êàæäàÿ êîíêðåòíàÿ ïðèêëàäíàÿ áèî-
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ìåäèöèíñêàÿ çàäà÷à òðåáóåò èíäèâèäóàëüíîãî ïîäáîðà
êëåòî÷íûõ êóëüòóð.

ÄÔ â îòëè÷èå îò ôèáðîáëàñòîâ äðóãèõ îðãàíîâ ëåãêî
âûäåëÿþòñÿ èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ êîæè ñ ïîìîùüþ áèî-
ïñèè. Ïîïóëÿöèè ÄÔ, îáëàäàþùèå ñõîäñòâîì ñ ÌÑÊ ïî
âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíîìó è äèôôåðåíöèðîâî÷íîìó
ïîòåíöèàëàì, ÿâëÿþòñÿ óäîáíûì îáúåêòîì, êàê äëÿ èçó-
÷åíèÿ áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê, òàê è äëÿ ïðèêëàäíûõ
èññëåäîâàíèé â îáëàñòè ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Íàäî
ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè ïîäáîðå âçðîñëûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå íåìà-
ëîâàæíóþ ðîëü èãðàþò ñëåäóþùèå êðèòåðèè: âûäåëåíèå
êëåòîê ïðè ìèíèìàëüíîì äèñêîìôîðòå äëÿ ïàöèåíòà; ìè-
íèìàëüíîå âðåìÿ îáðàáîòêè êëåòîê äëÿ ïîëó÷åíèÿ íåîá-
õîäèìîé äëÿ êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ áèîìàññû; îò-
ñóòñòâèå âîçðàñòíîé çàâèñèìîñòè ìåæäó ñâîéñòâàìè
ñòâîëîâûõ êëåòîê è âîçðàñòîì äîíîðà (Choi et al., 2015).
Îäíàêî èç ðåçóëüòàòîâ, èçâåñòíûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ,
ñëåäóåò, ÷òî â öåëîì âîçðàñòíàÿ çàâèñèìîñòü, êàê ïðàâè-
ëî, â áîëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè ïðèñóòñòâóåò. Ïîýòî-
ìó èìååò ñìûñë ïîäáèðàòü îïòèìàëüíûå âîçðàñòíûå êà-
òåãîðèè äîíîðîâ äëÿ êîíêðåòíîé çàäà÷è.

Ðàíåå íàìè áûëè ïîëó÷åíû è îõàðàêòåðèçîâàíû íå-
èììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ÌÑÊ ÷åëîâåêà,
âûäåëåííûå èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ: ýìáðèîíàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê, 5—6-íåäåëüíîãî ýìáðèîíà (èç êîñòíîãî
ìîçãà è ìûøöû êîíå÷íîñòè) è êðàéíåé ïëîòè 3-ëåòíåãî
ðåáåíêà. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû áûë ïîäòâåð-
æäåí ñòàòóñ ÌÑÊ êëåòîê âñåõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé
(Êðûëîâà è äð., 2012, 2014).

Ñ ó÷åòîì øèðîêîãî èñïîëüçîâàíèÿ ÄÔ äëÿ ïðèêëàä-
íûõ áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé çàäà÷àìè äàííîé ðà-
áîòû ÿâèëèñü ïîëó÷åíèå è ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà
òðåõ ëèíèé ÄÔ, âûäåëåííûõ èç êîæè âåê âçðîñëûõ äîíî-
ðîâ ðàçíîãî âîçðàñòà (37, 45 è 53 ãîäà), è ñðàâíåíèå èõ ñ
ðàíåå ïîëó÷åííûìè ëèíèÿìè ÌÑÊ. Èíòåðåñ ê òàêîìó èñ-
ñëåäîâàíèþ ñâÿçàí åùå è ñ òåì, ÷òî â ëàáîðàòîðèè âåäóò-
ñÿ ðàáîòû ïî ðàçðàáîòêå áèîòåõíîëîãèé, ñâÿçàííûõ ñ ÄÔ.
Ñîãëàñíî ìåæäóíàðîäíûì òðåáîâàíèÿì (FDA), ñòâîëî-
âûå êëåòêè, èñïîëüçóþùèåñÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöè-
íå, äîëæíû áûòü îõàðàêòåðèçîâàíû ïî ðÿäó ïðèçíàêîâ, â
òîì ÷èñëå ïî ïðîëèôåðàòèâíîìó è äèôôåðåíöèðîâî÷íî-
ìó ïîòåíöèàëàì, îñîáåííîñòÿì êàðèîòèïà, æèçíåñïîñîá-
íîñòè è ñòåðèëüíîñòè (Vapniarsky et al., 2015).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

ÄÔ áûëè ïîëó÷åíû îò òðåõ äîíîðîâ æåíñêîãî ïîëà â
âîçðàñòå 37, 45 è 53 ãîäà. Êëåòêè áûëè ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåíû íà íóëåâîì ïàññàæå Î. È. Àëåêñàíäðîâîé. Äà-
ëåå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé 90 % ñðåäû DMEM/F12 (Gibco-Invitrogene, ÑØÀ) è
10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (FBS) (Hyclone,
ÑØÀ), â óñëîâèÿõ 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ è âëàæíîñòè 90 %.
Ñðåäó ìåíÿëè êàæäûå 2—3 ñóò äî îáðàçîâàíèÿ êîíôëþ-
ýíòà. Çàòåì ïðîâîäèëè åùå 5 ïàññàæåé, ïîëó÷èâ â ðåçóëü-
òàòå íåèììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè, íàçâàííûå
ÄÔ-1, ÄÔ-2 è ÄÔ-3, ñîîòâåòñòâóþùèå âîçðàñòó äîíîðîâ
37, 45 è 53 ãîäà. Âñå õàðàêòåðèñòèêè ýòèõ ëèíèé ïðîâîäè-
ëè íà 6-ì ïàññàæå. Ìèêðîáèîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîäòâåð-
äèë îòñóòñòâèå áàêòåðèàëüíîé, ãðèáêîâîé è ìèêîïëàç-
ìåííîé êîíòàìèíàöèè.

Ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò ü ê ë î í è ð î â à í è ÿ êëåòî÷íûõ
ëèíèé îïðåäåëÿëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â óñëîâèÿõ ðåäêîãî

ïàññàæà (3—4 êë./ñì2). ×åðåç 12 ñóò êëåòêè îêðàøèâàëè
ðàñòâîðîì êðèñòàëë-âèîëåòà è íà ÷àøêàõ Ïåòðè ñ÷èòàëè
÷èñëî êîëîíèé, ñîñòîÿùèõ èç íå ìåíåå ÷åì 50 êëåòîê. Ýô-
ôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëè îòíîøåíèåì ÷èñ-
ëà âûðîñøèõ êîëîíèé (êëîíîâ) ê ÷èñëó ïîñåÿííûõ êëå-
òîê â %.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ëèíèé ïðîâîäèëè
ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì (NICON, ßïîíèÿ).

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 îöåíèâàëè èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ) —
îòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê â äàííûé ìîìåíò ê èñõîäíîìó
÷èñëó ïîñåÿííûõ êëåòîê — è ñòðîèëè êðèâûå ðîñòà êëå-
òî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Äëÿ èçìåðåíèÿ ñðåäíåãî âðåìåíè óä-
âîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè êàæäûé ýêñïåðèìåíòàëü-
íûé âàðèàíò ïîâòîðÿëè 3—4 ðàçà, åæåäíåâíî ñ÷èòàÿ
êëåòêè â òå÷åíèå 5 ñóò (120 ÷). Ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî óä-
âîåíèÿ 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. Àíàëèç ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè îïèñàííûì ìåòîäîì ïðîâîäèëè íà
6-ì è 20-ì ïàññàæàõ.

Ñ ò à ð å í è å ê ë å ò î ê îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ àêòèâ-
íîñòè ôåðìåíòà SA-b-ãàëàêòîçèäàçû. ÄÔ âûðàùèâàëè â
3.5-ñàíòèìåòðîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè äî îáðàçîâàíèÿ êîíô-
ëþýíòà. Çàòåì ñðåäó óäàëÿëè è îêðàøèâàëè êëåòêè ñ ïî-
ìîùüþ Senescence SA-b-galactosidase staining kit (Cell
Signaling, ÑØÀ) ïðè ðÍ 6.0 ñîãëàñíî èíñòðóêöèè. Êëåò-
êè, âñòóïàþùèå â ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, èìåþò
ÿðêî-ñèíþþ öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ îêðàñêó. Àíàëèç ïðî-
âîäèëè íà 6, 20 è 25-ì ïàññàæàõ ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðî-
âàííîãî ìèêðîñêîïà (NICON, ßïîíèÿ).

Ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè íà
6-ì ïàññàæå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîì çà 2 ÷ äî ôèêñàöèè â êóëüòóðó ÄÔ ââîäèëè êîëöå-
ìèä KaryoMAX (0.1 ìêã/ìë, Gibco), êëåòêè äèññîöèè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñìåñè òðèïñèíà è âåðñåíà (1 : 3) è ïðî-
âîäèëè ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó ñìåñüþ 0.075 Ì
ðàñòâîðà KÑl è 1%-íîãî ðàñòâîðà öèòðàòà íàòðèÿ. Êëåòêè
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñ-
ëîòîé (3 : 1) (Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî êà-
ðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê õðîìîñî-
ìû îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì Ãèìçà (1 : 50) (Sigma,
ÑØÀ). Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì è ïðåäåëû èçìåí÷è-
âîñòè êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì äëÿ êàæäîé ëèíèè îïðå-
äåëÿëè ïðè àíàëèçå 100 ìåòàôàç; äîëþ ïîëèïëîèäíûõ
êëåòîê îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå 500 ìåòàôàç.

Äëÿ ñòðóêòóðíîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ïðîâî-
äèëè äèôôåðåíöèàëüíîå G-îêðàøèâàíèå õðîìîñîì â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêîé (Ozkinay, Mitel-
man, 1979). Àíàëèçèðîâàëè 30 ìåòàôàç äëÿ êàæäîé ëè-
íèè. Kàðèîòèï ëèíèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà Axio Imager.M1 (Carl Zeiss, ÔÐÃ) ñ ñèñòåìîé
àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ Ikaros 4 karyotyping
system (MetaSystems, ÔÐÃ) è îïèñûâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ
Ìåæäóíàðîäíîé ñèñòåìîé öèòîãåíåòè÷åñêîé íîìåíêëà-
òóðû õðîìîñîì ÷åëîâåêà ISCN (Shaffer et al., 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 ïîâåðõ-
íîñòíûõ àíòèãåíîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè íà öèòîìåòðå Beckman Coulter (ÑØÀ). Ýêñïðåñ-

852 Ò. À. Êðûëîâà è äð.



ñèþ êàæäîãî ìàðêåðà îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ 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 ðàáîòå
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 è SSEA-4 (Che-
micon, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëü-
çîâàëè î÷èùåííûå ìûøèíûå àíòèòåëà IgG1/Fitc è
IgG1/RFE (DAKO, Äàíèÿ). Êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíî-
ñòè ÷àøêè ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà ñ
âåðñåíîì (Gibco, ÑØÀ) è îòìûâàëè îò íåãî ðàñòâîðîì
ÐÂS, íå ñîäåðæàùèì èîíîâ Ñà2+ è Mg2+ (Áèîëîò, 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÷üåãî ñûâîðî-
òî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA) è 0.05 % àçèäà íàòðèÿ).

Äëÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î à í à ë è ç à ýêñ-
ïðåññèè âèìåíòèíà è êîëëàãåíà 1-ãî òèïà êàê îñíîâíûõ
ìàðêåðîâ, ïîäòâåðæäàþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ è ôèáðîáëàñòîâ,
à òàêæå ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ýìá-
ðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÝÑÊ), è ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â ïðîèç-
âîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ èñïîëüçîâàëè àíòèòå-
ëà ïðîòèâ âèìåíòèíà (BD Pharmingen, Áåëüãèÿ),
êîëëàãåíà 1-ãî òèïà (Chemicon, ÑØÀ), òðàíñêðèïöèîííî-
ãî ôàêòîðà Oct-4 (Santa Cruz, ÑØÀ), a-àêòèíèíà (òåñò íà
ìåçîäåðìó), a-ôåòîïðîòåèíà (òåñò íà ýíäîäåðìó) (Sigma,
ÑØÀ) è íåñòèíà (òåñò íà ýêòîäåðìó) (Chemicon, ÑØÀ).
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäå-
ãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è áëî-
êèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì BSA (Sigma, ÑØÀ) â òå÷å-
íèå 1 ÷. Äëÿ âûÿâëåíèÿ Oct-4 ïðîâîäèëè äîïîëíèòåëüíî
ïåðìåàáèëèçàöèþ 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â
òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå âñå
êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4 °Ñ. Âòîðûå àíòèòåëà (Alexa Fluor 488, Life
Technologies, ÑØÀ) ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 500 è
èíêóáèðîâàëè ñ íèìè ïðåïàðàòû â òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, ìå÷åííûå òîëüêî âòîðû-
ìè àíòèòåëàìè. Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 Pascal (Ãåðìàíèÿ).

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 â òðåõ ëèíèÿõ
ÄÔ ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó (Reyes et al., 2001).
Êëåòêè â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ. êë./ñì2 âûñåâàëè â îñòåî-
ãåííóþ è àäèïîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñðåäû ñ äî-
áàâëåíèåì êîìïëåìåíòà (HyClone Thermo Scientific HyC-
lone Product, ÑØÀ). Õîíäðîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó
ïðîâîäèëè â êóëüòóðå ìèêðîìàññ (Êîëüöîâà è äð., 2014) â
õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå (HyClone
Thermo Scientific HyClone Product, ÑØÀ). Èíäóêöèþ
äèôôåðåíöèðîâêè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå òðåõ 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 àêòèâíîñòü êëåòî÷íîé ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû è íàëè÷èå ñîëåé êàëüöèÿ âî âíåêëåòî÷íîì ìàò-
ðèêñå êëåòîê. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñ-
ôàòàçû êëåòêè â òå÷åíèå 20 ìèí ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäîì, à çàòåì 30 ìèí îáðàáàòûâàëè BCIP/NBT

Liquid Substrate System (Sigma, ÑØÀ) â òåìíîòå ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå è èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå ñîëåé
êàëüöèÿ âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå êóëüòóðû êëåòîê. Ðå-
àêöèþ Van Kossa, ïîçâîëÿþùóþ âûÿâèòü íåðàñòâîðèìûå
ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå, ïðîâîäèëè
ñëåäóþùèì îáðàçîì: êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2 ìèí â ìåòà-
íîëå ïðè –20 °Ñ, äàëåå îêðàøèâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì
íèòðàòà ñåðåáðà (AgNO3) (Âåêòîí, Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïîä
ëàìïîé ìîùíîñòüþ 60 Âò. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè
äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è íà 5 ìèí ïîìåùàëè â 2.5%-íûé
ðàñòâîð òèîñóëüôàòà íàòðèÿ (Na2S2O5). Çàòåì îêðàøåí-
íûå êëåòêè ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âûñóøèâàëè.

Èäåíòèôèêàöèþ ñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçàìèíîãëè-
êàíîâ ïðè 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 å ïðî-
âîäèëè ïðè ïîìîùè îêðàñêè 1%-íûì ðàñòâîðîì òîëóèäè-
íîâîãî ñèíåãî â 50%-íîì èçîïðîïàíîëå (MP Biomedicals,
ÑØÀ). Âðåìÿ îêðàñêè ñîñòàâëÿëî 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ 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 ïðîìûâàëè PBS áåç èîíîâ Ca2+ è Mg2+,
ôèêñèðîâàëè â ìåòàíîëå â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè –20 °Ñ.
Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì
è îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì êðàñíûì ìàñëÿíûì (Oil Red O)
â òå÷åíèå 10 ìèí. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè
50%-íûì ýòàíîëîì, çàòåì äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è âû-
ñóøèâàëè íà âîçäóõå.

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 êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 6 ïàññàæåé
áûëè ïîëó÷åíû ëèíèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê,
êîòîðûå íàçâàëè, ñîãëàñíî èñòî÷íèêó èõ ïîëó÷åíèÿ èç
äåðìû êîæè âåê, DF-1, DF-2 è DF-3. Ìîðôîëîãè÷åñêèé
àíàëèç ýòèõ ëèíèé ïîêàçàë îäíîðîäíîñòü êëåòî÷íûõ ïî-
ïóëÿöèé ñî ñðåäíèìè ïî ðàçìåðó âûòÿíóòûìè ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1).

Ð î ñ ò î â û å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è îïðåäåëÿëè äâóìÿ
ìåòîäàìè — ïî ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ è ïî êðè-
âûì ðîñòà ñ îïðåäåëåíèåì ñðåäíåãî âðåìåíè óäâîåíèÿ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Äëÿ âñåõ ëèíèé íåçàâèñèìî îò
âîçðàñòà äîíîðà (37, 45 è 53 ãîäà) ïîêàçàíà ñõîäíàÿ íåâû-
ñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ. Òàê, äëÿ êàæäîé êëå-
òî÷íîé ëèíèè ïðè ïîâòîðåíèè êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà
òðèæäû ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû: 34.5 � 3.7,
25.4 � 4.2 è 30.0 � 7.5 % äëÿ ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3
ñîîòâåòñòâåííî. Èñõîäÿ èç äàííûõ ïî íåâûñîêîé ýôôåê-
òèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ ìîæíî ïîðåêîìåíäîâàòü ðàññå-
âàòü ýòè êëåòêè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ îïòèìàëüíîé
ïëîòíîñòüþ (4—5)�104 êë./ñì2.

Àíàëèç êðèâûõ ðîñòà ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè âñåõ òðåõ
ëèíèé àêòèâíî äåëÿòñÿ (ðèñ. 2). Âðåìÿ àêòèâíîé (ëîãà-
ðèôìè÷åñêîé) ôàçû ðîñòà íà 6-ì ïàññàæå ó ëèíèé DF-1 è
DF-2 ñîñòàâëÿåò 72 ÷, à ó ëèíèè DF-3 — 48 ÷. Ñðåäíåå
âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñîñòàâëÿåò
40.0 � 1.0, 35.0 � 0.3 è 33.0 � 1.6 ÷ äëÿ ëèíèé DF-1, DF-2
è DF-3 ñîîòâåòñòâåííî. Ñëåäîâàòåëüíî, âðåìÿ óäâîåíèÿ
êëåòîê ëèíèè DF-1 áîëüøå, ÷åì ëèíèé DF-2 è DF-3
(Ð < 0.01). Ïî-âèäèìîìó, íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ ðîñòî-
âûõ õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íûõ ëèíèé, ïîëó÷åííûå èç îä-
íîé òêàíè, íî îò ðàçíûõ äîíîðîâ, íå îòðàæàþò âîçðàñò-
íîé çàâèñèìîñòè, ò. å. óâåëè÷åíèå ñðåäíåãî âðåìåíè óä-
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âîåíèÿ ñ óâåëè÷åíèåì âîçðàñòà îò 37 äî 53 ëåò ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî, ñêîðåå, ñ ãåíåòè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè äî-
íîðîâ. Ñóùåñòâåííî áûëî âûÿñíèòü äèíàìèêó ïðîëèôå-
ðàöèè ïîëó÷åííûõ íåèììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ïðîàíàëèçèðîâàëè êðèâûå ðîñòà íà 20-ì ïàññàæå è ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñîïîñòàâèëè ñ âîçðàñòîì äîíîðîâ è ñ ÷èñ-
ëîì óäâîåíèé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Êëåòêè ëèíèé DF-1,
DF-2 è DF-3 ê 20-ìó ïàññàæó ïðîøëè 48, 42 è 44 óäâîå-
íèÿ ñîîòâåòñòâåííî. Ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó 6-ì
è 20-ì ïàññàæàìè ïî õàðàêòåðó êðèâûõ ðîñòà îòìå÷åíî íå
áûëî, ïîýòîìó ýòè äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû. Ñðåäíåå âðå-
ìÿ óäâîåíèÿ äëÿ ëèíèé DF-1 è DF-3 ñîîòâåòñòâóåò âðåìå-
íè íà 6-ì ïàññàæå — 43.5 � 1.0 è 35.5 � 0.9 ñîîòâåòñò-
âåííî. Åäèíñòâåííîå ðàçëè÷èå, êîòîðîå áûëî îáíàðóæåíî
ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê, îò-
íîñèòñÿ ê óâåëè÷åíèþ ñðåäíåãî âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòîê
ëèíèè DF-2 íà 20-ì ïàññàæå ïî ñðàâíåíèþ ñ 6-ì ïàññà-
æåì — 49.7 � 0.7 ïðîòèâ 35.0 � 0.9. Ýòîò ðåçóëüòàò íåëü-
çÿ ñâÿçàòü íè ñ âîçðàñòîì äîíîðà (43 ãîäà), íè ñ êîëè÷åñò-

âîì óäâîåíèé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (42 óäâîåíèÿ ïðîòèâ
48 è 44 ó äâóõ äðóãèõ ëèíèé). Âîçìîæíî, ÷òî ýòî ñâÿçàíî
ñ ãåíåòè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè êîíêðåòíîãî äîíîðà.

Àíàëèç ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî
íà 20-ì ïàññàæå, òàê æå êàê è íà 6-ì, íå îáíàðóæåíî ïðè-
çíàêîâ ñòàðåíèÿ êëåòîê ïîïóëÿöèé òðåõ ëèíèé ïî âûÿâëå-
íèþ àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû (ðèñ. 3). Âñòóïëåíèå
êëåòîê â ôàçó ñòàðåíèÿ ïî íàëè÷èþ àêòèâíîñòè b-ãàëàê-
òîçèäàçû áûëî îáíàðóæåíî äëÿ âñåõ ëèíèé íà 25-ì ïàññà-
æå, ò. å. ïîñëå 50 óäâîåíèé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé (ðèñ. 3).
Íà ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî îêðàøåíû íå âñå êëåòêè, è ýòî ñâèäå-
òåëüñòâóåò, ïî-âèäèìîìó, î íà÷àëüíîé ñòàäèè ñòàðåíèÿ.
Ýòè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò îãðàíè÷åííûé ñðîê æèçíè
ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3, ÷òî ñâîéñòâåííî íåèììîðòàëè-
çîâàííûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì (Hayflick, 1965; Matsumura
et al., 1979; Bonab et al., 2006).

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 ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3 ïîêàçàë, ÷òî îíè õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ îäèíàêîâîé âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 46 (98.0 � 1.4 %); äîëÿ
ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê íèçêàÿ è ñîñòàâëÿåò 0.8 � 0.3,
1.2 � 0.5 è 0.2 � 0.1 % ñîîòâåòñòâåííî.

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 âñå ëèíèè èìåþò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷å-
ëîâåêà — 46, ÕÕ (ðèñ. 4). Òåì íå ìåíåå àíàëèç 30 ìåòà-
ôàçíûõ ïëàñòèíîê äëÿ êàæäîé ëèíèè ïîêàçàë ñóùåñòâåí-
íûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó íèìè ïî êàðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëü-
íîñòè. Òàê, â ëèíèè DF-1 ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè
âûÿâëåíû â 4 èç 30 êàðèîòèïèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 4, à).
Â 3 êëåòêàõ îáíàðóæåíû ðåöèïðîêíûå (ñáàëàíñèðîâàí-
íûå) òðàíñëîêàöèè õðîìîñîì 1 è 2 — t(1;2)(p31;q14.2),
õðîìîñîì 2 è 6 — t(2;6)(q24;q25), õðîìîñîì 4 è 5 —
t(4;5)(q12;q13). Â 1 êëåòêå îáíàðóæåíû ïåðåñòðîéêè îáî-
èõ ãîìîëîãîâ õðîìîñîìû 11. ×àñòîòà êëåòîê ñ õðîìîñîì-
íûìè àáåððàöèÿìè â ýòîé ëèíèè ñîñòàâëÿåò 13.3 %. Â ëè-
íèè DF-2 ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê õðîìîñîì íå âûÿâëå-
íû (ðèñ. 4, á). Â ëèíèè DF-3 ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè
õðîìîñîì îáíàðóæåíû â 8 èç 30 êàðèîòèïèðîâàííûõ êëå-
òîê (ðèñ. 4, â). Â 3 êëåòêàõ âûÿâëåíû àíîìàëèè õðîìîñî-
ìû 1 : äåëåöèÿ del(1)(q11), ïåðåñòðîéêà îáîèõ ãîìîëîãîâ,
òðàíñëîêàöèÿ õðîìîñîì 1 è 8 — t(1;8)(q11;q24.3). Â îñ-
òàëüíûõ 5 êëåòêàõ îòìå÷åíû ðåöèïðîêíûå (ñáàëàíñèðî-
âàííûå) òðàíñëîêàöèè õðîìîñîì 4 è 15 — t(4;15)
(q21;q15), õðîìîñîì 14 è 16 — t(14;16)(q11.2;q22), ïàðà-
öåíòðè÷åñêèå èíâåðñèè â õðîìîñîìå 7 è â õðîìîñîìå 11
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Ðèñ. 1. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê ëèíèé DF-1 (à), DF-2 (á) è DF-3 (â).

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.

Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèé DF-1 (êðèâàÿ 1), DF-2 (êðè-
âàÿ 2) è DF-3 (êðèâàÿ 3).



(inv(7)(p13p22) è inv(11)(q22q25) ñîîòâåòñòâåííî), ïåðå-
ñòðîéêè õðîìîñîì 6 è 12 (add(6)(p21.1) è add(12)(q24.3)
ñîîòâåòñòâåííî).

Òàêèì îáðàçîì, äîëÿ êëåòîê ñ íåêëîíàëüíûìè ñòðóê-
òóðíûìè ïåðåñòðîéêàìè â ëèíèè DF-3 ñîñòàâëÿåò 26.7 %.
Ñëåäîâàòåëüíî, íàèáîëüøåé êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëü-
íîñòüþ îáëàäàåò ëèíèÿ DF-3. Àíàëèç êàðèîòèïè÷åñêîé
ñòàáèëüíîñòè áîëüøîãî ÷èñëà äîíîðîâ ðàçíîãî âîçðàñòà
ïîçâîëèë ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðè÷èíîé íàáëþäàå-
ìîé íåñòàáèëüíîñòè, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿþòñÿ ãëàâíûì
îáðàçîì ðàçëè÷èÿ ìåæäó äîíîðàìè, õîòÿ íåëüçÿ èñêëþ-
÷èòü è âîçðàñòíóþ çàâèñèìîñòü (Stultz et al., 2016). Íàøè

ðåçóëüòàòû íå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü îêîí÷àòåëüíûé âûâîä â
ïîëüçó îäíîãî èç ýòèõ ïðåäïîëîæåíèé, ïîñêîëüêó ëèíèÿ
DF-1, ïîëó÷åííàÿ îò 37-ëåòíåãî äîíîðà, èìååò ñóùåñò-
âåííóþ êàðèîòèïè÷åñêóþ íåñòàáèëüíîñòü, à ëèíèÿ îò
45-ëåòíåãî äîíîðà ïîêàçûâàåò ñòàáèëüíûé êàðèîòèï. Íî
íàèáîëüøàÿ êàðèîòèïè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü ïîêàçàíà
äëÿ ëèíèè DF-3, ïîëó÷åííîé îò 53-ëåòíåãî äîíîðà. Ñëå-
äóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ìû èññëåäîâàëè êëåòêè íà 6-ì ïàñ-
ñàæå, ò. å. êîãäà ïåðâîíà÷àëüíûé ýòàï àäàïòàöèè êëåòî÷-
íîé ëèíèè ê óñëîâèÿì in vitro, ñâÿçàííûé ñ âîçìîæíûì
ïîâûøåíèåì õðîìîñîìíîé íåñòàáèëüíîñòè, óæå ïðîøåë
(Stultz et al., 2016).

Ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà íåèììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé... 855

Ðèñ. 3. Îêðàøèâàíèå êëåòîê äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû â ëèíèÿõ DF-1, DF-2 è DF-3.

Èñïîëüçîâàëè íàáîð ðåàêòèâîâ Senescence SA-b galactosidase staining kit íà 6, 20 è 25-ì ïàññàæàõ. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.
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Ðèñ. 4. Êàðèîòèïû (ÊÏ) êëåòî÷íûõ ëèíèé DF-1 (à), DF-2 (á) è DF-3 (â).

Êàðèîòèï âñåõ ëèíèé: 46, ÕÕ. à, âðåçêà — ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû (ñòðåëêè), îáíàðóæåííûå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ: äåðèâàòû õðîìîñîì
1 è 2 der(1)(2qter�2q14.2::1p31�1qter), der(2)(2pter�2q14.2::1p31�1p36.1:); äåðèâàòû õðîìîñîì 2 è 6 der(2)(2pter�2q24::6q25�6qter),der(6)
(6pter�6q25::2q24�2qter); äåðèâàòû õðîìîñîì 4 è 5 der(4) (4pter�4q12::5q13�5qter), der(5)(5pter�5q13::4q12�4qter); ïåðåñòðîéêè îáîèõ ãîìîëî-
ãîâ õðîìîñîìû 11 der(11)(11pter� 11q25::11q13�11qter), del(11)(pter�q13:). â, âðåçêà — ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû (ñòðåëêè), îáíàðó-
æåííûå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ: â âåðõíåì ðÿäó — äåëåöèÿ õðîìîñîìû 1 del(1)(pter�q11:); ïåðåñòðîéêè îáîèõ ãîìîëîãîâ õðîìîñîìû 1 der(1)
(pter�q21::?::q21�qter), add(1)(pter�q21::?); äåëåöèÿ õðîìîñîìû 1 del(1)(pter�q11:) è äåðèâàò õðîìîñîìû 8 der(8)(8pter�8q24.3::1q11�1qter); äå-
ðèâàòû õðîìîñîì 4 è 15 der(4)(4pter�4q21::15q15�15qter), der(15) (15pter�15q15::4q21�4qter); â íèæíåì ðÿäó — ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì 6 è 12
add(6)(p21.1), add(12)(q24.3); èíâåðñèÿ â õðîìîñîìå 7 inv(7)(pter�p22::p13�p22::p13�qter); èíâåðñèÿ â õðîìîñîìå 11 inv(11)(pter�q22::q25�

q22::q25�qter); äåðèâàòû õðîìîñîì 14 è 16 der(14)(14pter�14q11.2::16q22�16qter), der(16)(16pter�16q22::14q11.2�14qter).



Òåì íå ìåíåå â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò ïðåäåëüíûõ êðè-
òåðèåâ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì íåêëîíàëü-
íûõ ïåðåñòðîåê. Åñòü äîïóñòèìûé êðèòåðèé òîëüêî äëÿ
êëåòî÷íûõ ëèíèé, èìåþùèõ êëîíàëüíûå õðîìîñîìíûå
ïåðåñòðîéêè. Ìåæäóíàðîäíîå îáùåñòâî êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè è Ðàáî÷àÿ ãðóïïà ïî êëåòî÷íûì ïðîäóêòàì ðåêîìåí-
äóþò èñêëþ÷àòü êëåòî÷íûå êóëüòóðû, èìåþùèå 10 % è
áîëåå êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé ïðè àíàëèçå
ìèíèìóì 20 êëåòîê, èñïîëüçóÿ ìåòîä äèôôåðåíöèàëüíî-
ãî G-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì (Meisner, Johnson, 2008;
Shaffer et al., 2009; Barkholt et al., 2013). Òåì íå ìåíåå âû-
ÿâëåííàÿ çíà÷èòåëüíàÿ õðîìîñîìíàÿ íåñòàáèëüíîñòü â 2
èç 3 ëèíèé ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïðèçíàêîì êàðèîòèïè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòè, êîòîðûé ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâà-
íèè ìîæåò îáåñïå÷èâàòü ïðîìåæóòî÷íûå ýòàïû òóìîðî-
ãåíåçà (Borgonovo et al., 2014). Â íàøåì èññëåäîâàíèè
êîñâåííûì ïîäòâåðæäåíèåì äàëüíåéøåãî óñèëåíèÿ íå-
ñòàáèëüíîñòè ìîãóò ñëóæèòü äàííûå î òîì, ÷òî ïðè ïðî-
ñìîòðå 100 êëåòîê DF-1 ïîÿâëÿåòñÿ êëîíàëüíàÿ õðîìî-
ñîìíàÿ ïåðåñòðîéêà, ñâÿçàííàÿ ñ íàðóøåíèÿìè â îáîèõ
ãîìîëîãàõ õðîìîñîìû 11. Òàêæå îòìå÷åíî ïîâòîðíîå âî-
âëå÷åíèå îäíîãî è òîãî æå ëîêóñà õðîìîñîìû 1 (1q11) â
õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè. Òåì íå ìåíåå, íåñìîòðÿ íà
èìåþùèåñÿ õðîìîñîìíûå íàðóøåíèÿ â 2 èç 3 ïîëó÷åí-
íûõ ëèíèé, âñå ëèíèè ÿâëÿþòñÿ íåèììîðòàëèçîâàííûìè,
âõîäÿùèìè â ïðîöåññ ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ ïîñëå 50
óäâîåíèé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé (ðèñ. 2, 3).

Ä ë ÿ ï î ä ò â å ð æ ä å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à ÌÑÊ ïîëó÷åí-
íûõ ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3 ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öè-
òîôëóîðèìåòðèè ñðàâíèòåëüíî ïðîàíàëèçèðîâàëè ïîâåð-
õíîñòíûå ìàðêåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ÌÑÊ. Àíàëèç ïîä-
òâåðäèë íàëè÷èå ñòàòóñà ÌÑÊ ó 3 ëèíèé ÄÔ è îòñóòñòâèå
ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè ïî îñíîâíûì ìàðêåðàì ÌÑÊ. Èç
ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëüòàòîâ (ñì. òàáëèöó) ñëåäóåò íàëè-
÷èå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ
äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà: CD44, CD73, CD90 è CD105. Âûÿâëå-
íî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD34, CD45 è
HLA-DR. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà HLA-ABC ñîñòàâëÿåò äëÿ
âñåõ ëèíèé îêîëî 70 %. Òàêèì îáðàçîì, ñîãëàñíî òðåáî-
âàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè,
äëÿ âñåõ ëèíèé DF ïîäòâåðæäåí ñòàòóñ ÌÑÊ (Domonici,
2006; Sensebe et al., 2010). Ýòè äàííûå ñîâïàäàþò ñ äàí-
íûìè, ïîëó÷åííûìè íàìè ðàíåå íà ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ: ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,
êîñòíîãî ìîçãà è çà÷àòêà êîíå÷íîñòè ðàííåãî ýìáðèîíà è
êðàéíåé ïëîòè 3-ëåòíåãî ðåáåíêà, à òàêæå äàííûìè äðó-
ãèõ àâòîðîâ (Halfon et al., 2011; Êðûëîâà è äð., 2012, 2014;
Somasundaram et al., 2015; Denu et al., 2016).

Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî íå îáíàðóæåíî çàâèñèìî-
ñòè êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ýòè ìàðêåðû,
îò âîçðàñòà äîíîðîâ (37—53 ãîäà). Íàì èçâåñòíû ðåçóëü-
òàòû îäíîãî èññëåäîâàíèÿ, ãäå òîæå íå óñòàíîâëåíà çàâè-
ñèìîñòü ÷èñëà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ õàðàêòåðíûå
äëÿ ÌÑÊ ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû, îò âîçðàñòà äîíîðîâ,
íî ïîêàçàíî óìåíüøåíèå ÷èñëà ýïèòîïîâ ÑD90, ñâÿçàííî-
ãî, â ÷àñòíîñòè, ñ ïðîöåññàìè äèôôåðåíöèðîâêè è ñòàðå-
íèÿ êëåòîê ó äîíîðà 67 ëåò (Brun et al., 2016). Êðîìå òîãî,
åñòü ðÿä ðàáîò, äåìîíñòðèðóþùèõ ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÌÑÊ
è ôèáðîáëàñòàìè ïî ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ, íå âõîäÿùèõ â
îáÿçàòåëüíûé ïåðå÷åíü, õàðàêòåðèçóþùèé ñòàòóñ ÌÑÊ,
íî ñâÿçàííûõ ñ âàæíåéøèìè êëåòî÷íûìè ïðîöåññàìè, òà-
êèìè êàê ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà, ìåæêëåòî÷-
íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ìèãðàöèÿ è äð. (Halfon et al., 2011;
Somasundaram et al., 2015). Òåì íå ìåíåå ìíîãî÷èñëåííûå

ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçëè÷èÿõ ìåæäó ýêñïðåñ-
ñèåé ðÿäà ãåíîâ â ðàçíûõ ïî ïðîèñõîæäåíèþ ôèáðîáëà-
ñòàõ, òàê æå êàê è â ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ, ïðè÷åì ñòåïåíü ðàçëè÷èé, ïðåäñòàâëåííûõ â
ðàçíûõ èññëåäîâàíèÿõ, ìåæäó ÌÑÊ è ôèáðîáëàñòàìè
ñðàâíèìà ñ ðàçëè÷èÿìè ìåæäó ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íè-
êîâ (Denu et al., 2016).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë íàëè÷èå ýêñ-
ïðåññèè âèìåíòèíà âî âñåõ òðåõ ëèíèÿõ äåðìàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ, ïîäòâåðäèâ ñòàòóñ ÌÑÊ. Êðîìå òîãî, ïîêàçàíà
ýêñïðåññèÿ êîëëàãåíà 1-ãî òèïà, õàðàêòåðíàÿ äëÿ ôèáðîá-
ëàñòîâ (ðèñ. 5).

Ó÷èòûâàÿ ðåçóëüòàòû íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâà-
íèé, à òàêæå äàííûå äðóãèõ ðàáîò î ïðèñóòñòâèè ýêñïðåñ-
ñèè íåêîòîðûõ ìàðêåðîâ ÝÑÊ â ÌÑÊ, ìû ñðàâíèòåëüíî
ïðîàíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ
äëÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà, âî âíîâü ïîëó÷åííûõ ëèíèÿõ ÄÔ.
Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè âî âñåõ òðåõ
ëèíèÿõ îáíàðóæåí íåâûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîâåð-
õíîñòíîãî ìàðêåðà SSEA-4 (ñì. òàáëèöó). Îáðàùàåò íà
ñåáÿ âíèìàíèå áîëüøàÿ âåëè÷èíà ïîãðåøíîñòè ïðè êîëè-
÷åñòâåííîé îöåíêå ÷èñëà êëåòîê â ïîïóëÿöèè, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ SSEA-4, â ëèíèÿõ DF-2 è DF-3, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î ñóùåñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿ-
öèé ïî ýòîìó ìàðêåðó. Ïîõîæèé ðåçóëüòàò áûë íàìè
çàôèêñèðîâàí ïðè àíàëèçå ýêñïðåññèè ýòîãî ìàðêåðà â
ëèíèÿõ ÌÑÊ — FetMSC è M-FetMSC (Êðûëîâà è äð.,
2014). Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë îòñóòñò-
âèå ýêñïðåññèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 âî âñåõ
òðåõ ëèíèÿõ (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîâïà-
äàþò ñ ïîëó÷åííûìè ðàíåå íàìè íà ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ (Êðûëîâà è äð., 2012, 2014; Êîëüöîâà è äð.,
2015). Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå ýêñïðåññèè SSEA-4 êîñ-
âåííî åùå ðàç ïîäòâåðæäàåò ôóíêöèîíàëüíîå ñõîäñòâî
ëèíèé ÄÔ è ÌÑÊ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èäåò íàêîïëåíèå ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ÝÑÊ â ÌÑÊ, êîòîðûå ïîêà íå ñèñòåìàòèçèðîâà-
íû. Â öåëîì äàííûå ëèòåðàòóðû ïðîòèâîðå÷èâû, òàê êàê
ïîêàçàíî è îòñóòñòâèå, è ïðèñóòñòâèå ýòèõ ìàðêåðîâ â
ðàçíûõ ëèíèÿõ ÌÑÊ. Íå âûÿâëåíî çàâèñèìîñòè íàëè÷èÿ
ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ îò ñòàäèè îíòîãåíåçà, â êîòî-
ðîé íàõîäèòñÿ èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ ëèíèè ÌÑÊ. Òåì íå
ìåíåå ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èìåþùèõñÿ äàííûõ ïî ýêñ-
ïðåññèè ìàðêåðîâ ÝÑÊ è ñîïîñòàâëåíèå ýòèõ äàííûõ ñ
äðóãèìè õàðàêòåðíûìè ñâîéñòâàìè â ðàçíûõ ïî ïðîèñ-
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Ýêñïðåññèÿ (%) ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
â êëåòêàõ ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3

Ìàðêåð DF-1 DF-2 DF-3

CD44 99.90 � 0.05 99.50 � 0.30 99.90 � 0.05

CD73 99.10 � 0.70 99.40 � 0.20 99.70 � 0.20

CD90 99.90 � 0.07 99.40 � 0.04 99.80 � 0.04

CD105 97.00 � 0.09 95.40 � 3.00 94.50 � 5.00

CD34 0.10 � 0.03 0.07 � 0.05 0.40 � 0.30

CD45 0.14 � 0.05 0.32 � 0.15 0.23 � 0.20

HLA-DR 0.08 � 0.04 0.07 � 0.03 0.16 � 0.07

SSEA-4 5.90 � 0.80 7.60 � 3.50 9.70 � 6.60

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè äîëè êëåòîê
(íåñóùèõ ìàðêåð) èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ.



õîæäåíèþ ÌÑÊ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñóùåñòâî-
âàíèå ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ ìîæåò ñïîñîá-
ñòâîâàòü ïîâûøåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è
ðàñøèðåíèþ ìóëüòèïîòåíòíîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ (Gang
et al., 2007; Roubelakis et al., 2007; Riekstina et al., 2009;
Wu et al., 2013; Aghajani et al., 2016).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè
ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3 ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû ðàííåé
äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøå-
âûõ ëèñòêîâ (ðèñ. 6). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ ðàíåå
ïîëó÷åííûìè äàííûìè î íàëè÷èè ýêñïðåññèè ýòèõ ìàð-
êåðîâ â ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Êðûëîâà è äð.,
2012, 2014; Êîëüöîâà è äð., 2015). Äðóãèìè àâòîðàìè ðàç-

íûìè ìåòîäàìè òàêæå ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ýòèõ ìàðêå-
ðîâ â ðàçíûõ ïî ïðîèñõîæäåíèþ ÌÑÊ (Riekstina et al.,
2009; Huang et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi
et al., 2011). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ëèíèè ÄÔ
èç êîæè âåê âçðîñëûõ äîíîðîâ òàêæå èìåþò ìàðêåðû ðàí-
íåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ. Âîçìîæíî, ÷òî äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íàÿ ïëàñòè÷íîñòü ÌÑÊ ñâÿçàíà ñ ïðèñóòñòâèåì ýòèõ
ìàðêåðîâ. Íî òàê êàê ìåõàíèçìû âçàèìîñâÿçè ìàðêåðîâ
ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ïëàñ-
òè÷íîñòüþ íåèçâåñòíû, ýòî ïðåäïîëîæåíèå ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü òîëüêî êàê îäíó èç ãèïîòåç. Åñòü è äðóãàÿ ãè-
ïîòåçà, ïðåäïîëàãàþùàÿ, ÷òî ýòè äâà ÿâëåíèÿ íå èìåþò
äðóã ê äðóãó îòíîøåíèÿ, à ñâÿçàíû ñ ýìáðèîíàëüíûì ïðî-

858 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 5. Èäåíòèôèêàöèÿ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ äëÿ ëèíèé DF-1, DF-2 b DF-3 ïî ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîíîêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë.

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.
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Ðèñ. 6. Èäåíòèôèêàöèÿ ìàðêåðîâ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) â êëåòêàõ ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3. Ôëóîðåñöåíöèÿ
ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Ïîêàçàíû ìàðêåðû ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ: a-ôåòîïðîòåèíà (ìàðêåðà ýíäîäåðìû), íåñòèíà (ìàðêåðà ýêòîäåðìû) è a-àêòèíèíà (ìàðêåðà ìåçî-
äåðìû). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.



860 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 7. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèé DF-1, DF-2 è DF-3 â îñòåîãåííîì (à—å), õîíäðîãåííîì (æ—è) — è àäèïîãåííîì (ê—ì)
íàïðàâëåíèÿõ.

à—â — îêðàøèâàíèå íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó; ã—å — ðåàêöèÿ Van Kossa, âûÿâëÿþùàÿ íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå,
îêðàñêà òîëóèäèíîâûì ñèíèì; ê—ì — îêðàøèâàíèå æèðîâûõ âêëþ÷åíèé ìàñëÿíûì êðàñíûì. Ìàñøòàáûé îòðåçîê — 50 ìêì.



èñõîæäåíèåì ÌÑÊ (Riekstina et al., 2009; Sensebe et al.,
2010).

Èíäóêöèÿ îñòåîãåííîé, õîíäðîãåííîé è àäèïîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè â ëèíèÿõ DF-1, DF-2 è DF-3 âûÿâèëà
ñïîñîáíîñòü êëåòîê ôîðìèðîâàòü êîñòíóþ, õîíäðîãåí-
íóþ è æèðîâóþ òêàíè, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñòàòóñó ÌÑÊ
(ðèñ. 7) (Dominici et al., 2006; Sensebe et al., 2010). Òàê,
êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â îñòåîãåííîé ñðåäå ñïîñîáñòâî-
âàëî ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è
ôîðìèðîâàíèþ ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ðåàêöèè Van Kossa, ïîçâîëÿþùåé âûÿâèòü íåðàñò-
âîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå.
Òåì íå ìåíåå îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ ïî èíòåíñèâíîñòè îñ-
òåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ìåæäó ëèíèÿìè DF-1, DF-2
è ëèíèåé DF-3. Â ëèíèè DF-3 îíà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå,
÷åì â äâóõ äðóãèõ. Âîçìîæíî, ÷òî íèçêèé óðîâåíü äèôôå-
ðåíöèðîâêè ñâÿçàí ñ áîëüøèì âîçðàñòîì äîíîðà (53 ãîäà)
ïî ñðàâíåíèþ ñ äèôôåðåíöèðîâêîé êëåòîê ëèíèé îò äâóõ
äðóãèõ äîíîðîâ (37 è 45 ëåò). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â
õîíäðîãåííîé ñðåäå ïðèâåëî ê îáðàçîâàíèþ ñòðóêòóð, êî-
òîðûå âûÿâëÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ òîëóèäèíî-
âûì ñèíèì (èäåíòèôèêàöèÿ ñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçà-
ìèíîãëèêàíîâ). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â àäèïîãåííîé
ñðåäå ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ êëàñòåðîâ àäèïîöè-
òîâ, ïîêàçàííûõ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ êðàñèòåëåì
ìàñëÿíûì êðàñíûì (Oil Red O). Ðàçëè÷èé ìåæäó ëèíèÿìè
ïî ýòîé äèôôåðåíöèðîâêå íå îáíàðóæåíî.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ìû èññëåäî-
âàëè çàâèñèìîñòü ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà òðåõ ëèíèé ôèáðîáëàñòîâ â
âîçðàñòíîì èíòåðâàëå îò 37 äî 53 ëåò. Èíòåðåñ ê òàêîìó
èññëåäîâàíèþ ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî ïîëó÷åííûå ëèíèè ïëà-
íèðóåòñÿ èñïîëüçîâàòü â áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ðàáîòàõ,
ñâÿçàííûõ ñ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíîé. Îñíîâûâàÿñü íà
äàííûõ ëèòåðàòóðû, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ýòîò
âîçðàñòíîé èíòåðâàë õàðàêòåðèçóåòñÿ ñðåäíèì óðîâíåì
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî
ïîòåíöèàëà. Íàèáîëåå àêòèâíû ýòè õàðàêòåðèñòèêè â âîç-
ðàñòå äî 30 ëåò, à íàèìåíåå àêòèâíû ó äîíîðîâ îêîëî
60 ëåò è ñòàðøå (Gago et al., 2009; Kornicka et al., 2015;
Brun et al., 2016; Maredziak et al., 2016). Òåì íå ìåíåå ñëå-
äóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà óìåíüøåííûé îñòåîãåííûé
ïîòåíöèàë óæå ó 53-ëåòíåãî äîíîðà (ëèíèÿ DF-3).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-000-68).
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DERIVATION AND CHARACTERISTIC OF A NON-IMMORTALIZED CELL LINES

OF HUMAN DERMAL FIBROBLASTS, GENERATED FROM SKIN OF THE EYELIDS

OF ADULT DONORS OF DIFFERENT AGE
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New non-immortalized human cell lines were generated from the skin of the eyelids of grown-up donors of
37, 45 and 53 years old and were named DF-1, DF-2 and DF-3. Growth characteristics and differentiation po-
tential of these cell lines were compared, and their status as mesenchymal stem cells was confirmed. The main
characteristics were determined at the 6th passage. The average population doubling time was determined to be
40.0, 35.0 and 33.0 h for cell lines DF-1, DF-2 and DF-3, respectively. The differences in growth characteristics
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do not depend of age, i. e. increase in population doubling time does not correlate with the increasing in the do-
nor’s age from 37 to 53 years, but rather reflect the donor’s genetic features. The growth curves show that all
the lines proliferate actively. The plating efficiency is not high but similar for all three cell lines characterized.
The lines entered the replicative senescence phase at the 25th passage, which corresponds to more than 50 popu-
lation doubling and indicates that the lines are non- immortalized. Numerical and structural karyotypic analysis
showed that the lines have normal karyotype of 46, XX. The presence of some nonclonal chromosomal aberrati-
on was however revealed for cell lines DF-1 and DF-3. To determine status of these cell lines, comparative ana-
lysis of the surface markers was performed using flow cytometry. By this analysis, all the lines expressed the
surface antigens that characteristic of human MSC: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC and did not exp-
ress CD34, CD45 and HLA-DR. Immunofluorescence analysis revealed the presence of vimentin confirming
the MSC status. Expression of collagen type 1 which is typical for fibroblasts was also revealed. Flow cytomet-
ry and immunofluorescence analysis showed the presence of non-differentiated ESC-SSEA-4 and markers of
early differentiation ESC in the derivates of 3 germ layers which may promote sufficient opportunities for MSC
to be useful for repair of tissue injures. Capability of all these cell lines to differentiate to osteogenic, chondro-
genic and adipogenic directions has been shown. Compared to the two other cell lines, differentiation of DF-3
line was reduced. The low level of this differentiation is probably due to the fact that the donor was older than
others. The other characteristics did not reveal any difference depending on the donor age.

K e y w o r d s: dermal fibroblasts, human mesenchymal stem cells, the age of the donor, surface cell mar-
kers, karyotype, differentiation.
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