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Ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà...

Â êîíòåêñòå âîññòàíîâèòåëüíîé òåðàïèè ïðîëèôåðàöèÿ è ìèãðàöèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ÌÑÊ) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà, âçàèìîñâÿçü êîòîðûõ îñòàåòñÿ íåèçó÷åííîé.
Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â ïàðàëëåëüíîé îöåíêå ïðîëèôåðàòèâíîé è ìèãðàöèîííîé ñïîñîá-
íîñòè ýíäîìåòðèàëüíûõ, æèðîâûõ è êîñòíîìîçãîâûõ ÌÑÊ ÷åëîâåêà (÷ÌÑÊ) â õîäå äîëãîñðî÷íîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Ìèãðàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü ÷ÌÑÊ îöåíèâàëè â ñðàâíåíèè ñ òàêîâîé â ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ óñòàíîâëåííûõ ëèíèé ÷åëîâåêà ÍÑÒ116, MCF7 è A-549. ÷ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ òêàíåé,
íà ðàííèõ ïàññàæàõ ïîêàçûâàþò ñðàâíèìóþ ñêîðîñòü äåëåíèÿ, êîòîðàÿ ïðîãðåññèâíî çàìåäëÿåòñÿ ê
10-ìó ïàññàæó, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñíèæåíèþ ýêñïðåññèè ìàðêåðà ïðîëèôåðàöèè Ki67 è öèêëèíà D1. Ïî-
äâèæíîñòü ÌÑÊ ïðè îöåíêå ìèãðàöèè êëåòîê ÷åðåç 8-ìèêðîìåòðîâûå ôèëüòðû è ìåòîäîì «ðåãåíåðàöèè
öàðàïèíû» ê 10-ìó ïàññàæó íå èçìåíÿåòñÿ. Àêòèâíîé ïîäâèæíîñòè ÌÑÊ ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ ñîîòâåòñòâóþò âûñîêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè N-êàäãåðèíà, âèìåíòèíà è îòñóòñòâèå Å-êàäãåðè-
íà, óðîâåíü êîòîðûõ â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ëèíèé ÍÑÒ116, MCF7 è A-549 èíâåðòèðîâàí ïî ñðàâíå-
íèþ ñ òàêîâûì â ÌÑÊ. Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè ÌÑÊ ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè â õîäå ïàññèðîâàíèÿ íå ñîïðÿæåíî ñ èçìåíåíèÿìè èõ
ñïîñîáíîñòè ê ìèãðàöèè. Âåðîÿòíî, ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè äåëåíèÿ è ïîäâèæíîñòè êëåòêè ãåíåòè÷åñêè è
ôóíêöèîíàëüíî íå ñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé è â õîäå ïðîäîëæèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ èçìåíÿþòñÿ àâòî-
íîìíî.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ïðîëèôåðàöèÿ, ìèãðàöèÿ, ìàðêåðû ïðîëèôå-
ðàöèè è ìèãðàöèè êëåòîê.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ýÌÑÊ — ýíäîìåòðèàëüíûå
ÌÑÊ, êìÌÑÊ — ÌÑÊ êîñòíîìîçãîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, æÌÑÊ — ÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè, ýÌÑÊ-1 —
êóëüòóðà ¹ 1 ýÌÑÊ, ÷ÌÑÊ — ÌÑÊ ÷åëîâåêà, ÎÒ-ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ ñ îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèåé, ÔÁÑ — ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà.

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) êîñòíîãî
ìîçãà áûëè îòêðûòû áîëåå 30 ëåò íàçàä (Friedenstein et al.,
1976) è â íàñòîÿùåå âðåìÿ áëàãîäàðÿ ïîòåíöèàëó ê äèô-
ôåðåíöèðîâêå â ðàçëè÷íûå òèïû ìåçîäåðìàëüíûõ êëåòîê
(Pittenger et al., 2009), ïëàñòè÷íîñòè (Krauze et al., 2001),
èììóíîìîäóëèðóþùèì ñâîéñòâàì (Le Blanc et al., 2003) è
ñïîñîáíîñòè ðàçìíîæàòüñÿ in vitro íàøëè øèðîêîå ïðè-
ìåíåíèå â ïðàêòè÷åñêîé ìåäèöèíå â êà÷åñòâå ðåñóðñà äëÿ
ðåãåíåðàòèâíîé òåðàïèè. ÌÑÊ áûëè îáíàðóæåíû âî ìíî-
ãèõ îðãàíàõ çðåëîãî îðãàíèçìà (Meirelles, Nardi, 2009),
âêëþ÷àÿ òêàíè, êîòîðûå ìîãóò ñëóæèòü äîñòóïíûìè èñ-
òî÷íèêàìè êëåòîê äëÿ âîññòàíîâèòåëüíîãî ëå÷åíèÿ: êîñò-
íîì ìîçãå, ïóïîâèííîé êðîâè (Ìóñèíà è äð., 2007), ìåí-
ñòðóàëüíîé êðîâè (Ìóñèíà è äð., 2008), àìíèîòè÷åñêîé
æèäêîñòè (Äàâûäîâà è äð., 2011), æèðîâîé òêàíè (Ðîìà-
íîâ è äð., 2006), ïëàöåíòå (ßðûãèí è äð., 2009), ïóëüïå
çóáîâ (Âàõðóøåâ è äð., 2010), ìî÷åâîì ïóçûðå (Æèäêîâà
è äð., 2013) è äð. Â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ, ïîëó-
÷åííûå èç ðàçëè÷íûõ òêàíåé ÷åëîâåêà (êîñòíûé ìîçã, æè-

ðîâàÿ òêàíü è ýíäîìåòðèé), ïîäîáíî ôèáðîáëàñòàì ÷åëî-
âåêà ñîâåðøàþò îãðàíè÷åííîå ÷èñëî äåëåíèé è çàòåì
ïîäâåðãàþòñÿ êëåòî÷íîìó ñòàðåíèþ, îñíîâíûì ôåíîòè-
ïè÷åñêèì ïðèçíàêîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ íåîáðàòèìîå ïðå-
êðàùåíèå ïðîëèôåðàöèè (Ksiazek, 2009; Fridlyanskaya
et al., 2015). Ïðè÷èíîé êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÌÑÊ è äðó-
ãèõ òèïîâ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ óêîðî-
÷åíèå è ïîâðåæäåíèå òåëîìåðîâ, ÷òî âûçûâàåò òèïîâîé
îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ (Raz et al., 2008). Ýôôåêòîð-
íûé ìåõàíèçì òàêîãî îòâåòà âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïîâûøåíèå
óðîâíÿ èíãèáèòîðîâ öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç ð16Ink4a è
ð21Cip1, àêòèâàöèþ èíãèáèòîðîâ äåëåíèÿ êëåòêè pRb è
ð53, èíàêòèâàöèþ áåëêîâ ñåìåéñòâà E2F è îñòàíîâêó êëå-
òî÷íîãî öèêëà (Turinetto et al., 2016).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÌÑÊ ðàcñìàòðèâàþò êàê åñòåñò-
âåííóþ ñèñòåìó ðåïàðàöèè òêàíåé (Phinney, Procop, 2007)
áëàãîäàðÿ èõ ñïîñîáíîñòè ê ïðîäîëæèòåëüíîé ïðîëèôå-
ðàöèè è àêòèâíîé ìèãðàöèè â ìåñòî ïîâðåæäåíèÿ, ãäå òà-
êèå êëåòêè âûäåëÿþò ðîñòîâûå ôàêòîðû, èçìåíÿþùèå
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òêàíåâîå ìèêðîîêðóæåíèå è ñïîñîáñòâóþùèå çàæèâëå-
íèþ ðàíû (Procop, 2007). Â êîíòåêñòå âîññòàíîâèòåëüíîé
òåðàïèè ïðîëèôåðàöèÿ è ìèãðàöèÿ ÌÑÊ ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà êëåòîê, âçàèìîñâÿçü êî-
òîðûõ îñòàåòñÿ íåèçó÷åííîé. Íàïðàâëåííîå äâèæåíèå
ÌÑÊ â î÷àã ïîâðåæäåíèÿ ñ öåëüþ ðåïàðàöèè (õîìèíã)
èëè â çîíó îïóõîëåâîãî ðîñòà äëÿ äîñòàâêè ëåêàðñòâ, ðàç-
ðóøàþùèõ îïóõîëü, âêëþ÷àåò â ñåáÿ â êà÷åñòâå ìîòîð-
íîé ñîñòàâëÿþùåé èõ ñïîñîáíîñòü ê ïåðåäâèæåíèþ.

ÌÑÊ îáëàäàþò ïåðåäíå-çàäíåé ïîëÿðíîñòüþ, ôîð-
ìèðîâàíèå êîòîðîé ðåãóëèðóåòñÿ áåëêàìè ñåìåéñòâà Rho,
âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ òðè ÃÒÔàçû — Cdc42, Rho è Rac.
Cdc42 èíèöèèðóåò ôîðìèðîâàíèå ïîëÿðíîñòè, Rac —
ôîðìèðîâàíèå äâèæóùåãî ïåðåäíåãî, à Rho — çàäíåãî
êðàÿ â ïîäâèæíîé êëåòêå. Äâèæåíèå êëåòêè ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ñòðîãî êîîðäèíèðîâàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñî-
áûòèé, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ôîðìèðîâàíèå âûïÿ÷èâàíèé
ìåìáðàíû íà ïåðåäíåì êðàå, ïðèêðåïëåíèå ê ñóáñòðàòó,
ïåðåìåùåíèå öèòîçîëÿ â ïåðåäíþþ ÷àñòü êëåòêè è âòÿ-
ãèâàíèå çàäíåé ÷àñòè êëåòêè (Etienne-Manneville, 2004).
Ýôôåêòîðíûé àïïàðàò ïîäâèæíîñòè ôîðìèðóåòñÿ àêòè-
íîâûì öèòîñêåëåòîì, êîòîðûé ñîñòîèò èç ìíîæåñòâà ðå-
ãóëÿòîðíûõ è ýôôåêòîðíûõ áåëêîâ, âûïîëíÿþùèõ ðàçíî-
îáðàçíûå ôóíêöèè â õîäå äâèæåíèÿ êëåòêè. Êëþ÷åâóþ
ðîëü â ôîðìèðîâàíèè äèíàìè÷åñêèõ êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíè-
ìè êëåòêàìè è âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì èãðàþò êàäãåðè-
íû, îáðàçóþùèå îäèí èç òèïîâ ìåæêëåòî÷íûõ ñîåäèíå-
íèé. Ìåçåíõèìíûå êëåòêè ïðîäóöèðóþò íåéðàëüíûé êàä-
ãåðèí (N-êàäãåðèí), êîòîðûé õàðàêòåðèçóåòñÿ ñëàáûì
ñðîäñòâîì ê ãîìîëîãè÷íûì ìîëåêóëàì íà ñîñåäíèõ êëåò-
êàõ, ÷òî îáëåã÷àåò ìèãðàöèþ (Theveneau, Mayor, 2012).

Îáðàòèìîå èçìåíåíèå ïðîäóêöèè N-êàäãåðèíà íà
Å-êàäãåðèí, «êàäãåðèíîâîå ïåðåêëþ÷åíèå», ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì ñîáûòèåì ìåçåíõèìíî-ýïèòåëèàëüíîãî (ÌÝÏ)
è îáðàòíîãî ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíîãî (ÝÌÏ) ïåðåõî-
äîâ, ïðè êîòîðûõ êëåòêè òåðÿþò èëè ïðèîáðåòàþò ïî-
äâèæíîñòü (Huang et al., 2012). ÝÌÏ è ÌÝÏ ó÷àñòâóþò â
ôîðìèðîâàíèè ýìáðèîíàëüíûõ çà÷àòêîâ è îòäåëüíûõ îð-
ãàíîâ â õîäå âíóòðèóòðîáíîãî ðàçâèòèÿ, à ïîñëå ðîæäå-
íèÿ — â âîñïàëåíèè, çàæèâëåíèè ðàí, èíâàçèè è ìåòàñòà-
çèðîâàíèè îïóõîëåé. Èäåÿ î ôèçèîëîãè÷åñêîé îñíîâå
ÝÌÏ âîçíèêëà èç íàáëþäåíèÿ, ñäåëàííîãî Ýëèçàáåò Õåé
(Hay, 1995), êîòîðàÿ îïèñàëà èçìåíåíèå ýïèòåëèàëüíîãî
ôåíîòèïà íà ìåçåíõèìíûé â êëåòêàõ ïðèìèòèâíîé ïîëî-
ñêè êóðèíîãî ýìáðèîíà. N-êàäãåðèí ñîåäèíÿåò ìåìáðàí-
íûå ñòðóêòóðû êëåòêè ñ åå öèòîñêåëåòîì, âàæíûì ýëå-
ìåíòîì êîòîðîãî â ïîäâèæíûõ êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ áåëîê
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ âèìåíòèí. Ñèíòåç âèìåíòè-
íà, ïðîèñõîäÿùèé ïðè ïðèîáðåòåíèè ïîäâèæíîñòè, ñâÿ-
çàí ñ ðåîðãàíèçàöèåé öèòîñêåëåòà, â ÷àñòíîñòè ñ ïîòåðåé
ïðîäóêöèè öèòîêåðàòèíîâ, èçìåíåíèåì ôîðìû êëåòêè,
ïîÿâëåíèåì ëàìåëëîïîäèé è ôèëîïîäèé, ôîðìèðîâàíèåì
àêòèíîâûõ ñòðåññ-ôèáðèëë è àêòèâàöèåé ñèíòåçà áåëêîâ,
ñïîñîáñòâóþùèõ äåãðàäàöèè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
(Ridley, 2011; McNiven, 2013; Lamouille et al., 2014). Áåë-
êè ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ ðåãóëèðóþò ÷åëíî÷íîå
ïåðåìåùåíèå îðãàíåëë è ñâÿçàííûõ ñ ìåìáðàíîé áåëêîâ,
ïðè ýòîì öèòîêåðàòèíû (íî íå âèìåíòèí) íàïðàâëÿþò
Å-êàäãåðèí ê êëåòî÷íîé ìåìáðàíå (Toivola et al., 2005).
C äðóãîé ñòîðîíû, âèìåíòèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ìîòîðíû-
ìè áåëêàìè, ñòèìóëèðóÿ êëåòî÷íóþ ïîäâèæíîñòü (Men-
dez et al., 2010).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â ïàðàëëåëüíîé
îöåíêå ïðîëèôåðàòèâíîé è ìèãðàöèîííîé ñïîñîáíîñòè
÷ÌÑÊ ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â õîäå äîë-

ãîñðî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïåðâîé çàäà÷åé ðàáîòû
áûëà îöåíêà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê â õîäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ îò 3-ãî äî 14-ãî ïàññàæà. Âòîðàÿ çàäà÷à
çàêëþ÷àëàñü â õàðàêòåðèñòèêå ìèãðàöèîííîé ñïîñîáíî-
ñòè ÷ÌÑÊ ñ ïîìîùüþ îöåíêè èõ ñïîñîáíîñòè ìèãðèðî-
âàòü ÷åðåç 8-ìèêðîìåòðîâûå ôèëüòðû è «ðåãåíåðèðîâàòü
ðàíåâóþ» ïîâåðõíîñòü, íàíåñåííóþ ñ èñïîëüçîâàíèåì
«òåõíèêè öàðàïèíû». Â òðåòüþ çàäà÷ó âõîäèëà îöåíêà
ýêñïðåññèè â ÷ÌÑÊ ìàðêåðîâ ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè
ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ, âêëþ÷àÿ ÎÒ-ÏÖÐ, èììó-
íîáëîòèíã è èììóíîôëóîðåñöåíöèþ. Ïàðàëëåëüíàÿ õà-
ðàêòåðèñòèêà ïðîëèôåðàòèâíîé è ìèãðàöèîííîé ñïîñîá-
íîñòè ÌÑÊ â õîäå äîëãîñðî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ äàâà-
ëà âîçìîæíîñòü ïðåäñòàâèòü âîçìîæíûé ìåõàíèçì èõ
âçàèìîñâÿçè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å
ê ë å ò î ê. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè òðè êëåòî÷íûå ëèíèè
ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ: êîëîðåêòàëüíóþ àäåíî-
êàðöèíîìó ÍÑÒ116 (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Í. À. Áàðëå-
âûì, Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), àäåíîêàðöèíîìó ëåãêèõ
A-549 è êàðöèíîìó ìîëî÷íîé æåëåçû MCF7, êîòîðûå
áûëè ïîëó÷åíû èç Âñåðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ
êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ). ×åòûðå êóëüòóðû ýí-
äîìåòðèàëüíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà
(ýÌÑÊ-1—ýÌÑÊ-4) áûëè ïîëó÷åíû ðàíåå â íàøåé ëàáî-
ðàòîðèè èç ìàòåðèàëà, ïðåäîñòàâëåííîãî Ä. À. Íèàóðè
(Èíñòèòóò àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè èì. Ä. Î. Îòòà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êóëüòóðû ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà è
æèðîâîé òêàíè (êìÌÑÊ è æÌÑÊ ñîîòâåòñòâåííî), ïîëó-
÷åííûå îò äîíîðîâ ìóæñêîãî ïîëà â âîçðàñòå 45 è 54 ëåò,
áûëè ïðèãîòîâëåíû è îõàðàêòåðèçîâàíû â Íàöèîíàëüíîì
ìåäèöèíñêîì èññëåäîâàòåëüñêîì öåíòðå èì. Â. À. Àëìà-
çîâà è ïðåäîñòàâëåíû íàì íà 3-ì ïàññàæå. Êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè íà ÷àøêàõ Ïåòðè äèàìåòðîì 100 ìì äî äîñòè-
æåíèÿ ïëîòíîñòè 90 % â ñðåäå Èãëà, ìîäèôèöèðîâàííîé
Äóëüáåêêî (DMEM) è ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷ü-
åé ñûâîðîòêè (ÔÁÑ) è 1 % ãåíòàìèöèíà, â ÑÎ2-èíêóáàòî-
ðå ïðè 5 % CO2 è 100%-íîé âëàæíîñòè.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ ê î ð î ñ ò è ä å ë å í è ÿ ê ë å ò î ê.
Ñêîðîñòü äåëåíèÿ êëåòîê îöåíèâàëè ïóòåì îïðåäåëåíèÿ
âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Êóëüòóðû êëå-
òîê, ðàñòóùèå ýêñïîíåíöèàëüíî â ÷àøêàõ 100 ìì, ïðè äî-
ñòèæåíèè 80%-íîé ïëîòíîñòè íàñûùåíèÿ òðèïñèíèçèðî-
âàëè, ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê ñ ïîìîùüþ êàìåðû Ãî-
ðÿåâà è âûñåâàëè ïî 2�104 êëåòîê â ëóíêó 96-ëóíî÷íîãî
ïëàíøåòà â 100 ìêë ðîñòîâîé ñðåäû. Ïðè êàæäîì îïðåäå-
ëåíèè êëåòêè ïîäñ÷èòûâàëè â òðåõ ëóíêàõ êàæäîé êóëü-
òóðû ÷åðåç 96 ÷, ïîâòîðÿÿ îïûò íå ìåíåå òðåõ ðàç. Âðåìÿ
óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìó-
ëå D = Tlogõf/õ02, ãäå Ò = 96 ÷, õf è õ0 — ÷èñëî êëåòîê â
êîíöå è íà÷àëå ýêñïåðèìåíòà ñîîòâåòñòâåííî.

Î ö å í ê à ì è ã ð à ö è î í í î é ï î ä â è æ í î ñ ò è ê ë å -
ò î ê ñ ï î ì î ù ü þ ô è ë ü ò ð î â ñ ï î ð à ì è 8 ì ê ì.
Â ëóíêè 24-ëóíî÷íîé êóëüòóðàëüíîé ïëàñòèíû âíîñèëè
ïî 750 ìêë ðîñòîâîé ñðåäû è çàòåì ïîìåùàëè âñòàâêè ñ
ôèëüòðàìè, èìåþùèìè 8-ìèêðîìåòðîâûå ïîðû (Thermo
Fisher Scientific, ÑØÀ). Â âåðõíèé îòäåë ëóíêè ïîìåùàëè
3�105 ýêñïîíåíöèàëüíî ðàñòóùèõ êëåòîê â 300 ìêë ñðå-
äû, ñîäåðæàùåé 0.15 % ÔÁÑ. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè 24 ÷
â ÑÎ2-èíêóáàòîðå, çàòåì ôèëüòðû ïðîìûâàëè PBS, ôèê-
ñèðîâàëè 10 ìèí 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, ïðîìû-
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âàëè PBS, îòäåëÿëè ìåìáðàíó ôèëüòðà, ïåðåíîñèëè åå íà
ïðåäìåòíîå ñòåêëî íèæíåé ïîâåðõíîñòüþ ââåðõ è çàêëþ-
÷àëè â ñðåäó Anti-Fade (BioRad, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ
DAPI äëÿ îêðàñêè ÿäåðíîé ÄÍÊ. ×èñëî êëåòîê íà ìåìá-
ðàíå ïîäñ÷èòûâàëè ïî ôëóîðåñöåíöèè DAPI íà ìèêðî-
ñêîïå Pascal (Ãåðìàíèÿ), ñóììèðóÿ ÷èñëî êëåòîê â 15 ïî-
ëÿõ çðåíèÿ. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

Î ö å í ê à ï î ä â è æ í î ñ ò è ê ë å ò î ê ì å ò î ä î ì
« ð å ã å í å ð à ö è è ö à ð à ï è í û». Â ëóíêè 6-ëóíî÷íîé
ïëàñòèíû âíîñèëè ïî 8�105 ýêñïîíåíöèàëüíî ðàñòóùèõ
êëåòîê. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê
ê ïëàñòèêó íàíîñèëè öàðàïèíó ïóòåì óäàëåíèÿ ñëîÿ êëå-
òîê ñ ïîìîùüþ íàêîíå÷íèêà íà 200 ìêë äëÿ ïèïåòî÷íîãî
äîçàòîðà, ïðîâîäÿ èì ïðÿìóþ ëèíèþ ïî äèàìåòðó ÷àøêè.
Ñðàçó ïîñëå íàíåñåíèÿ öàðàïèíû ïîëó÷àëè åå èçîáðàæå-
íèå â ïðîõîäÿùåì ñâåòå ïðè ôàçîâîì êîíòðàñòå íà ìèê-
ðîñêîïå EVOS® FL Auto (Thermo Fisher Scientific, ÑØÀ).
Ñúåìêó â òîì æå ðåæèìå ïîâòîðÿëè ÷åðåç 24 è 48 ÷. Ïëî-
ùàäü öàðàïèíû îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ äîñòóïíîé îí-
ëàéí ïðîãðàììû Image J.

Ý ê ñ ò ð à ê ö è þ î á ù å ê ë å ò î ÷ í î é Ð Í Ê îñóùåñò-
âëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Thermo Scientific MagJET RNA
Kit (ÑØÀ). Ïðîöåññ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ âêëþ÷àë â ñåáÿ ñëå-
äóþùèå ýòàïû — ëèçèñ ïðîáû, ñâÿçûâàíèå ÐÍÊ íà ìàã-
íèòíûõ øàðèêàõ, óäàëåíèå ÄÍÊ, ïðîìûâêó è ýëþèðîâà-
íèå ÐÍÊ. Íà 1 ïðîáó â ïðîáèðêó ñ êëåòî÷íûì îñàäêîì
äîáàâëÿëè 450 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà, 10 ìêë 14.3 Ì
áåòà-ìåðêàïòîýòàíîëà è 40 ìêë ìàãíèòíûõ áóñ (MagJET
Magnetic Beads, Thermo Scientific, ÑØÀ), ðåñóñïåíäèðî-
âàëè íà âîðòåêñå è äîáàâëÿëè 400 ìêë ïåðåãíàííîãî
96%-íîãî ýòàíîëà. Ñóñïåíçèþ ïåðåìåøèâàëè íà âîðòåêñå
5 ìèí è ïîìåùàëè â ìàãíèòíûé øòàòèâ äëÿ ôîðìèðîâà-
íèÿ îñàäêà, ñîäåðæàùåãî ìàãíèòíûå áóñû. Ñóïåðíàòàíò
óäàëÿëè, äîáàâëÿëè 200 ìêë 1-êðàòíîãî áóôåðà äëÿ
ÄÍÊàçû I, ïåðåìåøèâàëè, çàòåì èíêóáèðîâàëè ïðîáèðêè
ñ îáðàçöàìè â òåðìîñòàòå ïðè 37 °C 15 ìèí, äîáàâëÿëè
200 ìêë ïåðåãíàííîãî ýòàíîëà, ïåðåìåøèâàëè íà âîðòåê-
ñå, èíâåðòèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí, ïîìåùàëè îáðàçöû â
ìàãíèòíûé øòàòèâ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îñàäêà, óäàëÿëè ñó-
ïåðíàòàíò, ïðîìûâàëè îáðàçöû 700 ìêë îòìûâî÷íîãî áó-
ôåðà, ïåðåìåøèâàÿ 1 ìèí èíâåðòèðîâàíèåì, ïîìåùàëè
îáðàçöû â ìàãíèòíûé øòàòèâ äî ôîðìèðîâàíèÿ îñàäêà,
óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò. Çàòåì îáðàçöû äâàæäû ïðîìûâàëè
700 ìêë îòìûâî÷íîãî áóôåðà, äîáàâëÿëè ïî 30 ìêë âîäû
è èíêóáèðîâàëè 5 ìèí â òåðìîñòàòå ïðè 65 °C. Ïðîáèðêè
ïîìåùàëè â ìàãíèòíûé øòàòèâ äî ôîðìèðîâàíèÿ îñàäêà
è ïåðåíîñèëè ðàñòâîðåííóþ ÐÍÊ â ÷èñòûå ïðîáèðêè.
Êîíöåíòðàöèþ ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè ñïåêòðîôî-
òîìåòðà ïðè äëèíå âîëíû 260 íì, à åå öåëîñòíîñòü — ïðè
ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùåì àãàðîçíîì
ãåëå ñ ôîðìàëüäåãèäîì ïî íàëè÷èþ ïîëîñ ÐÍÊ 28S è 18S.
ÐÍÊ õðàíèëè ïðè –20 °C.

Ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ ñ î á ð à ò -
í î é ò ð à í ñ ê ð è ï ö è å é (Î Ò - Ï Ö Ð). Äëÿ ñèíòåçà êÄÍÊ
2 ìêã ÐÍÊ ñìåøèâàëè ñ 1 ìêë ïðàéìåðà îëèãî-äÒ18, îáú-
åì ñìåñè äîâîäèëè äî 12.5 ìêë è èíêóáèðîâàëè 5 ìèí ïðè
65 °C, çàòåì îõëàæäàëè è äîáàâëÿëè 4 ìêë 5-êðàòíîãî áó-
ôåðà äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (Thermo Scientific,
ÑØÀ), 0.5 ìêë îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû RevertAid (Ther-
mo Scientific, ÑØÀ), 2 ìêë 10 ìÌ ñìåñè äÍÒÔ è 0.25 ìêë
èíãèáèòîðà ÐÍÊàç RiboLock (Thermo Scientific, ÑØÀ),
èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 42 °C. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè íà-
ãðåâàíèåì äî 70 °C â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ïîëó÷åííóþ êÄÍÊ õðàíèëè ïðè –20 °C. Äëÿ àìïëè-
ôèêàöèè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ íà 1 ðåàêöèþ èñïîëüçîâàëè
0.5 ìêë 10 ìÌ ñìåñè äÍÒÔ, 2.5 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà
äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû, ïî 0.1 ìêë ïðÿìîãî è îáðàòíîãî
ïðàéìåðîâ (òàáë. 1), 0.125 ìêë Taq-ïîëèìåðàçû è âîäó äî
25 ìêë îáùåãî îáúåìà ðåàêöèîííîé ñìåñè. êÄÍÊ áðàëè â
êîëè÷åñòâå 0.5 ìêë. Ãåí GAPDH àìïëèôèöèðîâàëè â õîäå
25 öèêëîâ, à âñå îïûòíûå ãåíû — â õîäå 35 öèêëîâ. Ïðî-
äóêòû àìïëèôèêàöèè ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â
2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç á å ë ê î â â ä å í à ò ó ð è ð ó þ ù è õ
ó ñ ë î â è ÿ õ è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâî-
äèëè â 10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS). Îáúåì ïðîáû áðàëè èç
ðàñ÷åòà 50 ìêã îáùåêëåòî÷íîãî áåëêà íà äîðîæêó. Ïðîáû
ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè, ñîäåðæàùèå ðàâíûé îáúåì áóôå-
ðà äëÿ íàíåñåíèÿ ïðîá íà ãåëü (4 % SDS, 20 % ãëèöåðèíà,
1 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà, 120 ìÌ Òðèñ-HCl (ðÍ 6.8) è
0.002 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî), èíêóáèðîâàëè â òåðìî-
ñòàòå 5 ìèí ïðè 95 °C è íàíîñèëè íà ãåëü. Ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè ïðè ïîñòîÿííîì
òîêå 12 ìÀ. Áåëêè, ðàçäåëåííûå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè, ïå-
ðåíîñèëè ñ ãåëÿ íà ìåìáðàíó PVDF (Millipore, ÑØÀ) ñ
ïîìîùüþ ïîëóñóõîãî ýëåêòðîïåðåíîñà â êàìåðå Hoefer
Semiphor TE 77 (Øâåöèÿ) ïðè ïîñòîÿííîé ñèëå òîêà
70 ìÀ. Áóôåð äëÿ ïåðåíîñà ñîäåðæàë 47.9 ìÌ Òðèñ-HCl,
38.6 ìÌ ãëèöèíà è 10 % ìåòàíîëà. Äëÿ áëîêèðîâêè ñàé-
òîâ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ìåìáðàíó èíêóáèðîâà-
ëè 1 ÷ â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå (5 % îáåçæèðåííîãî ìî-
ëîêà â TBST (150 ìÌ NaCl, 10 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 8.0) è
0.05 % Tween 20). Àíòèòåëà äëÿ ãèáðèäèçàöèè ðàçâîäèëè
â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñ-
ïîëüçîâàëè âèäîñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàí-
íûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, êîòîðóþ âèçóàëèçèðîâàëè íà
ìåìáðàíå ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà Clarity™ Western ECL
Substrate (BioRad, ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî êîìïîíåíòû íàáîðà
ñìåøèâàëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 èç ðàñ÷åòà 0.1 ìë ðàñòâî-
ðà íà 1 ñì2 ìåìáðàíû, íàíîñèëè íà ìåìáðàíó è èíêóáèðî-
âàëè 5 ìèí. Èçîáðàæåíèÿ ïðåïàðàòîâ, àêòèâèðîâàííûõ ñ
ïîìîùüþ õåìèëþìèíåñöåíöèè, ïîëó÷àëè íà ïðèáîðå
ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad, ÑØÀ).

838 Í. Ô. Ìèõååâà è äð.
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ

Ãåí Ïðÿìîé ïðàéìåð, 5R—3R Îáðàòíûé ïðàéìåð, 5R—3R

GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGA GGCAGTGATGGCATGGACTGT

Öèêëèí D1 GAGGAGCTGCTGCAAATGGA TGTTTGTTCTCCTCCGCCTC

Ki-67 GAGGTGTGCAGAAAATCCAAA GGCAAACAAACGACGACACA

Âèìåíòèí GAGAACTTTGCCGTTGAAGC GCTTCCTGTAGGTGGCAATC

N-êàäãåðèí ACAGTGGCCACCTACAAAGG CCGAGATGGGGTTGATAATG

E-êàäãåðèí TGCCCAGAAAATGAAAAAGG GTGTATGTGGCAATGCGTTC



È ì ì ó í î ô ë þ î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè, ðàñïëàñòàííûìè ïðè ðîñòå
â êóëüòóðå, ïåðåíîñèëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè 35 ìì, îä-
íîêðàòíî îòìûâàëè PBS 5 ìèí, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïà-
ðàôîðìàëüäåãèäîì 15 ìèí, çàòåì 70%-íûì ýòèëîâûì
ñïèðòîì â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C; îáðàáàòûâàëè
0.2%-íûì äåòåðãåíòîì Òðèòîíîì X-100 10 ìèí, ïðîìû-
âàëè PBS 2 ðàçà ïî 5 ìèí, ñàéòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ àíòèòåë áëîêèðîâàëè 1 ÷ ðàñòâîðîì, ñîäåðæà-
ùèì 3 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è 0.1 % Òâè-
íà 20; çàòåì íà êëåòêè íàíîñèëè ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà
(ðàçâåäåíèå â 50—200 ðàç) â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå íà
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî
5 ìèí PBS, îáðàáàòûâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñöåíò-
íîé ìåòêîé, îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS è çàêëþ÷àëè â
ñðåäó Ànti-Fade (BioRad, ÑØÀ), óìåíüøàþùóþ íåñïåöè-
ôè÷åñêóþ ôëóîðåñöåíöèþ è ñîäåðæàùóþ êðàñèòåëü
DAPI äëÿ îêðàñêè ÄÍÊ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûå èçîáðà-
æåíèÿ ïîëó÷àëè íà ýëåêòðîííîì ñêàíèðóþùåì êîíôî-
êàëüíîì ìèêðîñêîïå OLYMPUS FV3000, èñïîëüçóÿ ëàçå-
ðû ñ äëèíàìè âîëí 405 è 561 íì.

À í ò è ò å ë à. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìîíî-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ N-êàäãåðèíà, Å-êàäãåðèíà,
âèìåíòèíà (Life Technologies, ÑØÀ), b-àêòèíà (Sigma,
ÑØÀ), âèäîñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå
ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ïðîòèâ Ig êðîëèêà (Cell Signaling,
ÑØÀ), ïðîòèâ Ig ìûøè (BioRad, ÑØÀ), êîíúþãèðîâàí-
íûå ñ Cy3® êîçëèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ
öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè (Invitrogen, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ð å ç ó ë ü ò à ò î â
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñðåäíåé àðèôìåòè÷åñêîé
âåëè÷èíû è åå îøèáêè, îïðåäåëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû Microsoft Office Excel, 2010. Äëÿ îöåíêè äîñòî-
âåðíîñòè ðàçëè÷èé èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé Ñòüþäåíòà.
Ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ ãðóïïàìè ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè
ïðè P < 0.05. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à 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 Ì Ñ Ê â õ î ä å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ. ÌÑÊ
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ýÌÑÊ, æÌÑÊ è êìÌÑÊ) êóëü-
òèâèðîâàëè îò 3—5-ãî äî 14-ãî ïàññàæà. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî
êëåòêè êóëüòóð ÷ÌÑÊ ïåðåñòàþò äåëèòüñÿ ïîñëå
15—25-ãî ïàññàæà (ðåçóëüòàòû íå ïîêàçàíû), ìû óñëîâíî
èñïîëüçîâàëè 3—9-é ïàññàæè êàê ðàííèå, à 10—14-é —
êàê ïîçäíèå. Â õîäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ðàííèõ ïàññàæàõ
âðåìÿ óäâîåíèÿ ýÌÑÊ (ýÌÑÊ-3 áûëè äîñòóïíû ñ
7-ãî ïàññàæà è íå âêëþ÷åíû â ýòó îöåíêó) óâåëè÷èâàåòñÿ
â 2.3—2.6, æÌÑÊ — â 1.9, à êìÌÑÊ — â 1.6 ðàçà, ñîîò-
âåòñòâåííî óìåíüøàåòñÿ ñêîðîñòü èõ äåëåíèÿ (òàáë. 2).
Çíà÷èòåëüíî áîëåå ðåçêîå çàìåäëåíèå ñêîðîñòè äåëå-
íèÿ ïðîèñõîäèò íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Òàê, â ýÌÑÊ îíà
óìåíüøàåòñÿ â 4.3—5.1, â æÌÑÊ — â 4.9, à â êìÌÑÊ —
â 3.6 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé íà ñàìîì ðàííåì èç
èñïîëüçîâàííûõ ïàññàæåé äëÿ îäíîèìåííîé ëèíèè
(òàáë. 2). Ñðàâíåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÑÊ
ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè íà 5—7-ì è 10-ì ïàñ-
ñàæàõ ïîêàçûâàåò, ÷òî äî 10-ãî ïàññàæà æÌÑÊ è êìÌÑÊ
äåëÿòñÿ åùå çíà÷èòåëüíî áûñòðåå, ÷åì ýÌÑÊ. Ñêî-
ðîñòü äåëåíèÿ ýÌÑÊ ê 10-ìó ïàññàæó ñíèæàåòñÿ â çíà-
÷èòåëüíî áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì â ÌÑÊ äðóãèõ òêàíåé
(ðèñ. 1, à).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ì è ã ð à ö è î í í î é ñ ï î ñ î á -
í î ñ ò è Ì Ñ Ê â õ î ä å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ ÷ å ð å ç
ô è ë ü ò ð û 8 ì ê ì. Ñðàâíèâ íà ðàííèõ ïàññàæàõ ñïîñîá-
íîñòü ÷ÌÑÊ, ïðîèñõîäÿùèõ èç ðàçíûõ òêàíåé, ìèãðèðî-
âàòü ÷åðåç 8-ìèêðîìåòðîâûå ïîðû, ìû íå âûÿâèëè çíà÷è-
òåëüíûõ ðàçëè÷èé (ðèñ. 1, á), ïîýòîìó äëÿ äàëüíåéøèõ ýê-
ñïåðèìåíòîâ áûëè èñïîëüçîâàíû ýÌÑÊ-1 íà 5, 10 è
24-ì ïàññàæàõ è ýÌÑÊ-3 íà 7-ì è 14-ì ïàññàæàõ. Äëÿ
ñðàâíåíèÿ ñïîñîáíîñòè ê ìèãðàöèè ïîäâèæíûõ ìåçåí-
õèìíûõ è «íåïîäâèæíûõ» ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê â ýòèõ
ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè êëåòêè òðåõ ýïèòåëèàëüíûõ
ëèíèé — ÍÑÒ116, A-549 è MCF7. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîêàçàëè, ÷òî ÷ÌÑÊ ìèãðèðóþò çíà÷èòåëüíî àêòèâíåå
êëåòîê ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé (ðèñ. 1, á). Ìû íå âûÿâèëè
çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó óðîâíåì ìèãðàöèîííîé
àêòèâíîñòè ýÌÑÊ-1 è ýÌÑÊ-3 íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàñ-
ñàæàõ. Òîëüêî íà 24-ì ïàññàæå ýÌÑÊ-1 ïîêàçûâàëè
2-êðàòíîå ñíèæåíèå ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè ïî ñðàâíå-
íèþ ñ òàêîâîé ó êëåòîê òîé æå ëèíèè íà 10-ì ïàññàæå, íî
äàæå â ýòîì ñëó÷àå ïîäâèæíîñòü ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
áûëà â 2 ðàçà ìåíåå àêòèâíîé, ÷åì ïîäâèæíîñòü ýÌÑÊ-1
íà 24-ì ïàññàæå (ðèñ. 1, á).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ì è ã ð à ö è î í í î é ñ ï î ñ î á -
í î ñ ò è ÷ Ì Ñ Ê â õ î ä å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ ñ ï î ì î -
ù ü þ ì å ò î ä à «ð å ã å í å ð à ö è è ö à ð à ï è í û». ýÌÑÊ
ðàííèõ ïàññàæåé óæå ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðè-
ìåíòà íàïîëîâèíó «ðåãåíåðèðóþò» ïëîùàäü öàðàïèíû,
ò. å. ïîêðûâàþò ïîëîâèíó ïîâåðõíîñòè, ñ êîòîðîé â íà÷à-
ëå îïûòà áûëè óäàëåíû âñå êëåòêè (ðèñ. 2, â, ã). ×åðåç
2 ñóò ïëîùàäü öàðàïèíû ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîêðû-
âàåòñÿ è â ÷ÌÑÊ ïîçäíèõ ïàññàæåé. Êëåòêè ýïèòåëèàëü-
íûõ ëèíèé A-549 è MCF7 ÷åðåç 2 ñóò ÷àñòè÷íî çàêðûâà-
þò ïëîùàäü öàðàïèíû, òîãäà êàê êëåòêè ëèíèè ÍÑÒ116 â
òå÷åíèå 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ íå «ðåãåíåðèðóþò» öàðà-
ïèíó (ðèñ. 2, â, ã).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì à ð ê å ð î â ï ð î ë è ô å ð à ö è è
÷ Ì Ñ Ê â ï ð î ö å ñ ñ å ä ë è ò å ë ü í î ã î ê ó ë ü ò è â è ð î -
â à í è ÿ ñ ï î ì î ù ü þ Î Ò - Ï Ö Ð. Ýôôåêòîðíûé ìàðêåð
ïðîëèôåðàöèè Ki67, óðîâåíü ïðîäóêöèè êîòîðîãî ïðÿìî
ñîîòâåòñòâóåò ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê, âû-
ÿâëÿëñÿ íà âûñîêîì óðîâíå íà 5-ì ïàññàæå â ÷ÌÑÊ âñåõ
èñïîëüçîâàííûõ íàìè êóëüòóð, è åãî ýêñïðåññèÿ çàìåòíî
ñíèæàëàñü íà 10-ì ïàññàæå (ðèñ. 2, a). Èçìåíåíèå ýêñï-
ðåññèè öèêëèíà D1 â õîäå ïàññèðîâàíèÿ ÌÑÊ ðàçíûõ ëè-
íèé áûëî ïîäîáíûì òàêîâîìó Ki67 (ðèñ. 2, a).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ý ô ô å ê ò î ð -
í û õ ì à ð ê å ð î â ï î ä â è æ í î ñ ò è â Ì Ñ Ê ñ ï î -
ì î ù ü þ Î Ò - Ï Ö Ð. Â êà÷åñòâå ýôôåêòîðíûõ ìàðêåðîâ
ïîäâèæíîñòè ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ìû èñïîëüçîâàëè âè-
ìåíòèí è N-êàäãåðèí, à ýïèòåëèàëüíûõ — Å-êàäãåðèí.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî óðîâåíü
ýêñïðåññèè N-êàäãåðèíà è âèìåíòèíà çíà÷èòåëüíî âûøå
â ìåçåíõèìíûõ, ÷åì â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, è â õîäå
ïàññèðîâàíèÿ îò 5-ãî äî 10-ãî ïàññàæà íå ñíèæàåòñÿ
(ðèñ. 2, á).

Î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ý ô ô å ê ò î ð í û õ ì à ð ê å -
ð î â ï î ä â è æ í î ñ ò è â ÷ Ì Ñ Ê ñ ï î ì î ù ü þ è ì ì ó -
í î á ë î ò è í ã à è è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è. Äëÿ
ýòèõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëè âûáðàíû òå æå êëåòî÷íûå êóëü-
òóðû, ÷òî è äëÿ îöåíêè êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè, —
ýÌÑÊ-1, ýÌÑÊ-3 íà 5, 7 è 10-ì ïàññàæàõ è êëåòêè òðåõ
ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé (MCF7, HCT116 è A-549). Ðåçóëü-
òàòû ýêñïåðèìåíòà âûÿâèëè âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè
N-êàäãåðèíà â ìåçåíõèìíûõ, à Å-êàäãåðèíà — â ýïèòåëè-
àëüíûõ ëèíèÿõ. Â õîäå ïàññèðîâàíèÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè
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N-êàäãåðèíà íå èçìåíÿëñÿ â ýÌÑÊ-1 è óìåíüøàëñÿ â
ýÌÑÊ-3 íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ (ðèñ. 2, â). Èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíàÿ îöåíêà âûÿâèëà âûñîêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè
öèòîêåðàòèíà 8 â ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèÿõ, à âèìåíòèíà —
â ìåçåíõèìíûõ (ðèñ. 2, ã).

Îáñóæäåíèå

Ïðè äîëãîñðî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè ÷ÌÑÊ ïîäâåðãà-
þòñÿ ðåïëèêàòèâíîìó ñòàðåíèþ âñëåäñòâèå óêîðî÷åíèÿ è
ïîâðåæäåíèÿ òåëîìåðîâ è àêòèâàöèè îòâåòà íà ïîâðåæäå-
íèå ÄÍÊ â õîäå êàæäîãî êëåòî÷íîãî öèêëà, òàê êàê â
ñòðîìàëüíûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà îòñóòñòâóåò òåëîìåðàçíûé
êîìïëåêñ, âîñïðîèçâîäÿùèé êîíöû õðîìîñîì (Itahana
et al., 2003). Ìåõàíèçì îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â
ÌÑÊ âêëþ÷àåò â ñåáÿ àêòèâàöèþ êèíàç ATM è ATR, ðàñ-
ïîçíàþùèõ ïîâðåæäåííóþ ÄÍÊ, èíäóêöèþ ñèãíàëüíûõ
ïóòåé ð16-ðRb, p53-ð21 è íåîáðàòèìóþ îñòàíîâêó êëå-
òî÷íîãî öèêëà (Dmitrieva et al., 2012; Borodkina et al.,
2014; Turinetto et al., 2016). Õîòÿ îáùèå ìåõàíèçìû ñòàðå-
íèÿ ÷ÌÑÊ â êóëüòóðå âêëþ÷àþò â ñåáÿ âûøåíàçâàííûå

ñèãíàëüíûå ïóòè, ñóùåñòâóþò âàæíûå ðàçëè÷èÿ âêëàäà
êàæäîãî èç íèõ â ìåõàíèçì ñòàðåíèÿ, âûçâàííîãî äîëãî-
ñðî÷íûì êóëüòèâèðîâàíèåì èëè ïðåæäåâðåìåííûì ñòà-
ðåíèåì, èíäóöèðîâàííûì ðàçëè÷íûìè ñòðåññîðíûìè
ôàêòîðàìè. Â ÷àñòíîñòè, ïðè ñòðåññèíäóöèðîâàííîé ôîð-
ìå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ âàæíóþ ðîëü èãðàåò ïîâûøåíèå
óðîâíÿ ð16Ink4a, òîãäà êàê óêîðî÷åíèå òåëîìåðîâ ïðè äîë-
ãîñðî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè âûçûâàåò àêòèâàöèþ ð53 è
ð21, íî íå ð16Ink4a (Herbig et al., 2004).

Ïîòåðÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ, âûçâàí-
íîãî êëåòî÷íûì ñòàðåíèåì, çàâèñèò îò íåñêîëüêèõ êîì-
ïîíåíòîâ, â ÷àñòíîñòè îò ñíèæåíèÿ èõ ïðîëèôåðàòèâíîé
è ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè. Ìèãðàöèîííàÿ ñêîðîñòü
ÌÑÊ êðûñ çíà÷èòåëüíî çàìåäëÿåòñÿ ïîñëå äîëãîñðî÷íîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ (Geissler et al., 2012), ïðè êîòîðîì ïðî-
èñõîäèò ïîòåðÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñ ôîêàëüíîé
àäãåçèåé è ôîðìèðîâàíèåì öèòîñêåëåòà (Le Clainche, Car-
lier, 2008). Õîòÿ îïóáëèêîâàííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî ïîòåðÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ,
âûçâàííîãî êëåòî÷íûì ñòàðåíèåì, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
ñíèæåíèÿ èõ ïðîëèôåðàòèâíûõ è ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ,
â èçâåñòíîé íàì ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò ðàáîòû, â êîòî-

840 Í. Ô. Ìèõååâà è äð.

Ò à á ë è ö à 2

Âðåìÿ óäâîåíèÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
â õîäå êóëüòèâèðîâàíèÿ îò 3-ãî äî 12-ãî ïàññàæà

Êóëüòóðà
÷ÌÑÊ

Ðàííèé
ïàññàæ

Âðåìÿ óäâîåíèÿ,
ñóò

Ïîçäíèé
ïàññàæ

Âðåìÿ óäâîåíèÿ,
ñóò

ýÌÑÊ-1 3 1.77 � 0.02 10 6.88 � 0.33

5 2.08 � 0.02 11 9.02 � 0.78

6 2.27 � 0.02

7 2.65 � 0.07

8 3.22 � 0.05

9 5.36 � 0.28

ýÌÑÊ-2 5 2.34 � 0.04 10 7.98 � 0.26

7 2.82 � 0.08 12 10.12 � 0.44

8 3.30 � 0.07

9 5.92 � 0.23

ýÌÑÊ-3 7 2.25 � 0.01 10 5.43 � 0.10

8 2.81 � 0.05 11 7.72 � 0.26

9 3.30 � 0.03 12 9.68 � 0.44

ýÌÑÊ-4 4 2.36 � 0.02 10 7.05 � 0.21

5 2.54 � 0.25 11 8.91 � 0.33

7 2.88 � 0.02 12 11.81 � 0.62

8 3.28 � 0.07

9 5.55 � 0.19

æÌÑÊ 3 1.74 � 0.01 10 4.66 � 0.19

4 1.93 � 0.01 11 5.92 � 0.23

5 2.20 � 0.02 12 8.57 � 0.33

6 2.39 � 0.06

7 2.57 � 0.05

8 2.76 � 0.04

9 3.53 � 0.20

êìÌÑÊ 4 1.69 � 0.02 10 3.49 � 0.09

5 1.80 � 0.02 11 4.16 � 0.05

6 1.89 � 0.01 12 6.18 � 0.14

7 2.04 � 0.02

8 2.25 � 0.03

9 2.71 � 0.04



ðûõ ñî÷åòàííî èçó÷àëèñü óêàçàííûå ñâîéñòâà ÌÑÊ.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè è ýôôåêòîðíûå
àïïàðàòû äåëåíèÿ è ìèãðàöèè êëåòîê ðàçëè÷íû è ìîãóò
áûòü ôóíêöèîíàëüíî ðàçîáùåíû. Öåëüþ íàøåé ðàáîòû
áûëà ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ïðîëèôåðàòèâíîé è ìèãðàöè-
îííîé ñïîñîáíîñòè ÷ÌÑÊ ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ â õîäå äîëãîñðî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

÷ÌÑÊ ðàçëè÷íîãî òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ íà ðàí-
íèõ ïàññàæàõ ïîêàçûâàþò ñðàâíèìóþ ñêîðîñòü äåëåíèÿ,
êîòîðàÿ ïðîãðåññèâíî çàìåäëÿåòñÿ ê 10-ìó ïàññàæó. Íà
ïîçäíèõ ïàññàæàõ ñíèæåíèå ñêîðîñòè äåëåíèÿ ÷ÌÑÊ âû-

ðàæåíî â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì íà ðàííèõ, ïðè÷åì
êìÌÑÊ ñîõðàíÿþò ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü â áîëü-
øåé ñòåïåíè, ÷åì ýÌÑÊ è æÌÑÊ (òàáë. 2). Ïðîãðåññèâ-
íîå çàìåäëåíèå ïðè ïàññèðîâàíèè ñêîðîñòè äåëåíèÿ
÷ÌÑÊ (òàáë. 2; ðèñ. 1, à) ñîîòâåòñòâóåò ñíèæåíèþ â òàêèõ
êëåòêàõ ýêñïðåññèè ìàðêåðà Ki67 è öèêëèíà D1 íà ïîçä-
íèõ ïàññàæàõ ïî îòíîøåíèþ ê ðàííèì (ðèñ. 2, a) (Baldin
et al., 1993; Scholzen, Gerdes, 2000) è ñâÿçàíî ñ óêîðî÷åíè-
åì òåëîìåðîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â õîäå êàæäîãî óäâîåíèÿ
ÌÑÊ òåëîìåðû â íèõ óêîðà÷èâàþòñÿ íà 50—100 ïàð
îñíîâàíèé (Parsch et al., 2004; Raz et al., 2008). Â ÷ÌÑÊ íå
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Ðèñ. 1. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ (à) è ìèãðàöèîííàÿ (á—ã) ñïîñîáíîñòü ÷ÌÑÊ ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè â õîäå ïðîäîëæèòå-
ëüíîãî ïàññèðîâàíèÿ.

à — ãèñòîãðàììû âðåìåíè óäâîåíèÿ ÷ÌÑÊ íà ðàííèõ (áåëûå ñòîëáèêè) è ïîçäíèõ (÷åðíûå ñòîëáèêè) ïàññàæàõ; çâåçäî÷êà — Ð < 0.05 ïðè ñðàâíåíèè
ýÌÑÊ-1—4 íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ, ýÌÑÊ-4 ñ êìÌÑÊ íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ; á — ãèñòîãðàììû ìèãðàöèè ýÌÑÊ-1 íà 5, 10 è 24-ì ïàññàæàõ,
ýÌÑÊ-3 íà 7-ì è 14-ì ïàññàæàõ ÷åðåç 8-ìèêðîìåòðîâûå ôèëüòðû ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé; ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû (çâåçäî÷êà —
Ð < 0.05) ïðè ñðàâíåíèè ýÌÑÊ-3 íà 14-ì ïàññàæå c êëåòêàìè ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé; ðàçíèöà ìåæäó ýÌÑÊ-1 íà 5-ì è 10-ì ïàññàæàõ, à òàêæå ýÌÑÊ-3
íà 7-ì ïàññàæå c êëåòêàìè ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé òîæå äîñòîâåðíà (Ð < 0.05), íî íå ïîêàçàíà íà ðèñóíêå, ï. ç. — ïîëå çðåíèÿ. â — ãèñòîãðàììû «ðåãå-
íåðàöèè öàðàïèíû» ýÌÑÊ-1 (ïàññàæè 5 è 10) è ýÌÑÊ-3 (ïàññàæè 7 è 14) ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé ÷åðåç 24 è 48 ÷ ïîñëå åå íàíå-
ñåíèÿ; ïëîùàäü öàðàïèíû ÷åðåç 0, 24 è 48 ÷ ïîñëå åå íàíåñåíèÿ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Image J. ã — èìèäæè «ðåãåíåðàöèè öàðàïèíû»
ýÌÑÊ-1 íà 5-ì è 10-ì ïàññàæàõ. Ñíèìêè ñäåëàíû íà ìèêðîñêîïå EVOS® FL Auto, îá. 4�. Äàííûå (à—â) ïðåäñòàâëåíû ñðåäíåé àðèôìåòè÷åñêîé è åå

îøèáêîé.
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îïðåäåëÿåòñÿ èëè âûÿâëÿåòñÿ íà íèçêîì óðîâíå ýíäîãåí-
íàÿ òåëîìåðàçíàÿ àêòèâíîñòü (Bernardo et al., 2007).
Îñíîâíîé ìåõàíèçì, âûçûâàþùèé â ÌÑÊ îñòàíîâêó êëå-
òî÷íîãî öèêëà â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, âêëþ÷àåò â
ñåáÿ èíäóêöèþ ð53 è åãî ìèøåíè ð21Cip1 (Herbig et al.,
2004), ÷òî â êëåòêàõ íåêîòîðûõ òèïîâ ñî÷åòàåòñÿ ñ ïîâû-
øåíèåì óðîâíÿ ð16Ink4a (Jacobs et al., 2004). Áîëåå âûðà-
æåííîå çàìåäëåíèå â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñêîðîñòè äå-
ëåíèÿ ýÌÑÊ è æÌÑÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ êìÌÑÊ ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷èÿìè â ýòèõ êëåòêàõ èíäóêöèè
ð16Ink4a. Èíòåðåñíî, ÷òî ÌÑÊ ìûøè â îòëè÷èå îò ÷ÌÑÊ â
êóëüòóðå íå ïîäâåðæåíû êëåòî÷íîìó ñòàðåíèþ âñëåäñò-
âèå ñïîíòàííîé òðàíñôîðìàöèè (Ãðèí÷óê è äð., 2007; Ïî-
ïîâ è äð., 2009), ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ âûñîêèì óðîâ-
íåì ìóòàöèé îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà P53 â ìûøèíûõ
êëåòêàõ (Rubio et al., 2010).

Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî â õîäå
ïàññèðîâàíèÿ ÌÑÊ îò 3-ãî äî 14-ãî ïàññàæà èõ ìèãðàöè-
îííàÿ ïîäâèæíîñòü (ìèãðàöèÿ ÷åðåç 8-ìèêðîìåòðîâûå
ôèëüòðû è «ðåãåíåðàöèÿ öàðàïèíû») ïðàêòè÷åñêè íå èç-
ìåíÿåòñÿ. Ñïîñîáíîñòü êëåòîê ìèãðèðîâàòü çàìåòíî
óìåíüøàåòñÿ â ýÌÑÊ-1 òîëüêî íà 24-ì ïàññàæå, íî è â
ýòîì ñëó÷àå îíà åùå çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò ïîäâèæ-
íîñòü êëåòîê âñåõ èññëåäîâàííûõ íàìè ýïèòåëèàëüíûõ
ëèíèé (ðèñ. 1, á). Àêòèâíîé ïîäâèæíîñòè ÌÑÊ ñîîòâåò-
ñòâóþò âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè N-êàäãåðèíà, âèìåí-
òèíà è îòñóòñòâèå Å-êàäãåðèíà, óðîâåíü êîòîðûõ â ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòêàõ èíâåðòèðîâàí ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì
â ìåçåíõèìíûõ (ðèñ. 2, á, â).Ýòè äàííûå ñîîòâåòñòâóþò
ïðåäñòàâëåíèÿì î òîì, ÷òî ïðè ñìåíå ýïèòåëèàëüíîãî ôå-
íîòèïà íà ìåçåíõèìíûé ïðîèñõîäèò «êàäãåðèíîâîå ïå-
ðåêëþ÷åíèå», âêëþ÷àþùåå â ñåáÿ ñíèæåíèå ñèíòåçà
Å-êàäãåðèíà, öèòîêåðàòèíîâ è àêòèâàöèþ ïðîäóêöèè
N-êàäãåðèíà è âèìåíòèíà (Huang et al., 2012). Â öåëîì ðå-
çóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ñíèæåíèå ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÷ÌÑÊ ðàçëè÷íîé òêàíåâîé
ñïåöèôè÷íîñòè â õîäå ïàññèðîâàíèÿ íå ñîïðÿæåíî ñ èç-
ìåíåíèÿìè èõ ñïîñîáíîñòè ê ìèãðàöèè. Âåðîÿòíî, ìåõà-
íèçìû ðåãóëÿöèè äåëåíèÿ è ïîäâèæíîñòè êëåòêè ãåíåòè-
÷åñêè è ôóíêöèîíàëüíî íå ñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé è ìîãóò
èçìåíÿòüñÿ àâòîíîìíî â õîäå ïðîäîëæèòåëüíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-00251), êîòîðàÿ îáåñïå÷èëà ïðîâåäåíèå ýëåêòðî-
ôîðåçà, èììóíîáëîòèíãà, èììóíîôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå
Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068), íà
ñðåäñòâà êîòîðîãî âûïîëíåí àíàëèç ýêñïðåññèè ôóíêöè-
îíàëüíî ðàçëè÷íûõ ìàðêåðîâ ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ.
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THE DECREASE IN PROLIFERATIVE ACTIVITY OF MESENCHYMAL STEM CELLS

IN LONG TERM CULTURE DOES NOT INDUCE ALTERATION OF THEIR MIGRATION ABILITY
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In the context of regenerative therapy, the proliferation and migration of mesenchymal stem cells (MSCs)
present the functional cell abilities which interaction is still obscure. The goal of this work was to evaluate in
long term culture the proliferative and migration abilities of human MSCs prepared from endometrial, fat and
bone marrow tissues. Migration ability of human MSCs was evaluated in comparison with that in HCT116,
MCF7 and A-549 human epithelial cell lines. Human MSCs from different tissues on early passages showed
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comparable proliferative rate which had been progressively decreased to the passage ten that corresponded to a
decrease in the expression of Ki67 and Cyclin D1. MSCs motility when evaluated using the cell ability to mig-
rate through 8 µM filters and scratching assay to the passage ten has not been changed. The active mobility of
MSCs from different tissues was associated with high production levels of N-cadherin, vimentin and loss of
E-cadherin the levels of which were inverted in the ÍÑÒ116, MCF7 and A-549 epithelial cells compared with
those in MSCs. Our results correspond to an idea that the mechanisms of regulation of cell proliferation and
mobility are not associated with each other and changed autonomously in the long term culture.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, proliferation, migration, markers of cell proliferation and migra-
tion.
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