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Õàðàêòåðèñòèêà äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà

Ïîëó÷åíû äâå íîâûå íåèììîðòàëèçîâàííûå ëèíèè ÷åëîâåêà èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíà-
òèêà ðàçíûõ äîíîðîâ, íàçâàííûå MSCWJ-1 è MSCWJ-2. Ïðîâåäåí àíàëèç ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê è
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ýòèõ ëèíèé è ïîäòâåðæäåí äëÿ íèõ ñòàòóñ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÌÑÊ). Îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åíû íà 6-ì ïàññàæå. Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ
ïîïóëÿöèé îáåèõ ëèíèé îäèíàêîâî è ñîñòàâëÿåò 26.8 ÷. Êðèâûå ðîñòà ñâèäåòåëüñòâóþò îá àêòèâíîé ïðî-
ëèôåðàöèè ýòèõ ëèíèé, íî åñòü ðàçëè÷èÿ â äëèòåëüíîñòè àêòèâíîé (ëîãàðèôìè÷åñêîé) ôàçû ðîñòà. Ýô-
ôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ íèçêàÿ, íî îäèíàêîâàÿ äëÿ îáåèõ ëèíèé. Ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ âðåìÿ
âñòóïëåíèÿ â ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ. Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ MSCWJ-2 âñòóïàåò â ôàçó àêòèâíîãî ñòà-
ðåíèÿ ãîðàçäî ðàíüøå (13-é ïàññàæ), ÷åì êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ MSCWJ-1 (20—25 ïàññàæè). Ìîðôîëîãè÷å-
ñêèé àíàëèç ïîêàçûâàåò òèïè÷íûå äëÿ ôàçû ñòàðåíèÿ èçìåíåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðà è
ñòåïåíüþ ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê. Êîëè÷åñòâåííûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ëèíèè èìåþò
íîðìàëüíûé êàðèîòèï 46, ÕÕ è 46, XY ñîîòâåòñòâåííî. Ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë
ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè. Ëèíèÿ MSCWJ-2 èìååò êëîíàëüíóþ ïåðåñòðîéêó êîðîòêîãî
ïëå÷à õðîìîñîìû 7 â 28 % èññëåäîâàííûõ êëåòîê â îòëè÷èå îò ëèíèè MSCWJ-1, ó êîòîðîé íåçíà÷èòåëü-
íîå êîëè÷åñòâî íåêëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòàòóñà ëèíèé ïðîâåëè àíà-
ëèç ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Àíàëèç âûÿâèë â îáåèõ ëèíèÿõ
ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà (CD44, CD73, CD90, CD105,
HLA-ABC è âèìåíòèí), è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34, CD45 è HLA-DR. Â îáåèõ ëèíèÿõ ïîêàçàíà ýêñ-
ïðåññèÿ ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÝÑÊ) — SSEA-4 è SOX2.
Îáå ëèíèè ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ
ëèñòêîâ. Ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü îáåèõ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì è àäè-
ïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ, ÷òî òàêæå ïîäòâåðæäàåò ñòàòóñ ÌÑÊ. Â îòëè÷èå îò ëèíèè MSCWJ-2 â ëèíèè
MSCWJ-1 èìååò ìåñòî ñïîíòàííàÿ ýíäîòåëèàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà. Íàáëþäàåìûå ìåæëèíåéíûå ðàç-
ëè÷èÿ ïî íåêîòîðûì õàðàêòåðèñòèêàì òðåáóþò ïðîäîëæåíèÿ èññëåäîâàíèé äèíàìèêè êàðèîòèïè÷åñêîé
èçìåí÷èâîñòè ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè è ñîïîñòàâëåíèÿ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñ ïðîöåññà-
ìè ñòàðåíèÿ ýòèõ ëèíèé, à òàêæå ïðîâåäåíèÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ðÿäà äðóãèõ õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ
íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, ïðîëèôåðàöèÿ, ðåïëèêàòèâíîå ñòà-
ðåíèå, ïîâåðõíîñòíûå êëåòî÷íûå ìàðêåðû, êàðèîòèï, äèôôåðåíöèðîâêà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé êëåòî÷íîé
áèîëîãèè ÿâëÿåòñÿ âûäåëåíèå è ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòå-
ðèñòèêà ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà,
ïîëó÷åííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Âàæíîñòü òàêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé âûòåêàåò èç îñîáåííîñòåé âçàèìîäåéñòâèÿ
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ òêàíåé, ñî ñâîéñòâåííûì
êàæäîé òêàíè õàðàêòåðíûì ìèêðîîêðóæåíèåì. Ïðîèñ-
õîæäåíèå èëè èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ ìîãóò îïðåäå-
ëÿòü èõ ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè. Íî òåì íå ìå-
íåå, ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà
êëåòî÷íîé òåðàïèè, ñòàòóñ ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
îïðåäåëÿåòñÿ ðÿäîì îáùèõ õàðàêòåðèñòèê. Ê òàêèì õà-
ðàêòåðèñòèêàì îòíîñÿòñÿ àäãåçèâíîñòü ê êóëüòóðàëüíîìó
ïëàñòèêó, àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ, ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíî-
ñòíûõ ìàðêåðîâ CD105, CD90, CD73, CD44 è HLA-ABC è
îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34, CD45 è HLA-DR, ñïîñîá-

íîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì è
àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ (Dominici, 2006; Senseb*e
et al., 2010).

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðèñòèê, ÿâëÿþùèõñÿ
îïðåäåëÿþùèìè â ïîääåðæàíèè ñòàòóñà ÌÑÊ, à òàêæå
ðÿäà äðóãèõ õàðàêòåðèñòèê, îòâåòñòâåííûõ çà âàæíåéøèå
êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ñïîñîáñòâóåò óãëóáëåíèþ ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ çíàíèé î ÌÑÊ ÷åëîâåêà, ÷òî âàæíî êàê äëÿ
ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â êëåò-
êå, òàê è äëÿ ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé äëÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ ÌÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Â ñâÿçè ñ âàæ-
íîñòüþ ÌÑÊ äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îðãàíèçìà øèðîêî
èññëåäóþòñÿ ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÑÊ ñ ïîâðåæ-
äåííûìè òêàíÿìè è îðãàíàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî âàæíåéøèì
ìåõàíèçìîì äåéñòâèÿ ðàçíûõ ÌÑÊ íà ïîâðåæäåííûå òêà-
íè ÿâëÿþòñÿ ñïîñîáíîñòü èõ ê ìèãðàöèè â ýòè ó÷àñòêè è
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îêàçàíèå òðîôè÷åñêîãî äåéñòâèÿ çà ñ÷åò ñåêðåöèè áèîàê-
òèâíûõ ôàêòîðîâ, èçìåíÿþùèõ ìèêðîîêðóæåíèå ïîâðåæ-
äåííûõ êëåòîê è òåì ñàìûì óëó÷øàþùèõ òêàíåâóþ ðåïà-
ðàöèþ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå øèðîêî îáñóæäà-
þòñÿ ìåõàíèçìû òêàíåâîé ðåïàðàöèè ñ ïîìîùüþ ÌÑÊ,
ñâÿçàííûå ñ ïðîäóêöèåé öèòîêèíîâ è ïàðàêðèííûõ ôàê-
òîðîâ (Phinney, Prockop, 2007; Carvalho et al., 2011; Gruen-
loh et al., 2011; Guiducci et al., 2011; Huang et al., 2013; Luo
et al., 2013; Ando et al., 2014; Hendijani et al., 2015a, 2015b;
Danieli et al., 2016; Julianto, Rindastuti, 2016; Teixeira et al.,
2016; Vulcano et al., 2016; Zachar et al., 2016).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íàêîïèëîñü ìíîãî ðàáîò ïî
ñðàâíèòåëüíîìó àíàëèçó ÌÑÊ ÷åëîâåêà, âûäåëåííûõ èç
ðàçíûõ âçðîñëûõ è ýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé, à òàêæå èç âíå-
çàðîäûøåâûõ îðãàíîâ ÷åëîâåêà. Ìíîãèå ÌÑÊ, ïîëó÷åí-
íûå èç âçðîñëûõ è ýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé, âêëþ÷àÿ ÝÑÊ,
èìåþò îãðàíè÷åííîå ïðèìåíåíèå èç-çà èíâàçèâíîãî ñïî-
ñîáà èõ ïîëó÷åíèÿ, ìàëîãî êîëè÷åñòâà ïîëó÷åííûõ êëå-
òîê â ñâÿçè ñ íåâûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì
èëè ýòè÷åñêèõ ïðîáëåì (Bongso, Fong, 2013). Â ñâÿçè ñ ýòèì
áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ âûäåëåíèþ ÌÑÊ èç âíåçà-
ðîäûøåâûõ îðãàíîâ, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ â 1-å íåä áå-
ðåìåííîñòè, à ïîëó÷åíèå ÌÑÊ èç ýòèõ îðãàíîâ íå ñâÿçàíî
ñ ïåðå÷èñëåííûìè îãðàíè÷åíèÿìè. Ê âíåçàðîäûøåâûì
îðãàíàì îòíîñÿòñÿ àìíèîí, æåëòî÷íûé ìåøîê, àëëàíòî-
èñ, õîðèîí, ïëàöåíòà è ïóïî÷íûé êàíàòèê. Íàøå âíèìà-
íèå ïðèâëåê ïóïî÷íûé êàíàòèê, êîòîðûé ñîñòîèò èç ðàç-
íûõ êîìïàðòìåíòîâ, ò. å. ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.

Ýòè êëåòêè ïðîèñõîäÿò èç ýïèáëàñòà è â ñâÿçè ñ ýòèì
èìåþò ðÿä ïðîìåæóòî÷íûõ ñâîéñòâ ìåæäó ýìáðèîíàëü-
íûìè (ÝÑÊ) è âçðîñëûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè. ÌÑÊ âû-
äåëÿëè èç ðàçíûõ êîìïàðòìåíòîâ — èç ïåðèâàñêóëÿðíîãî
ïðîñòðàíñòâà, ñòåíîê ñîñóäîâ, êðîâè, ýíäîòåëèÿ è Âàðòî-
íîâà ñòóäíÿ. Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç
ðàçíûõ êîìïàðòìåíòîâ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà, ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ïîïóëÿöèè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî íåêîòîðûì ñâîéñòâàì.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç îñíîâíûõ õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ èç
ðàçíûõ êîìïàðòìåíòîâ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà óáåäèòåëüíî
äîêàçûâàåò, ÷òî ÌÑÊ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ (WJ-MSC) ÿâ-
ëÿþòñÿ íàèëó÷øèì èñòî÷íèêîì äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìå-
äèöèíû (Conconi et al., 2011; Bongso, Fong 2013).

Ðÿäîì àâòîðîâ ïðîâåäåíû ñðàâíèòåëüíûå èññëåäîâà-
íèÿ ñâîéñòâ WJ-MSC, ÝÑÊ è âçðîñëûõ ÌÑÊ (Fong et al.,
2007; Hsieh et al., 2010; Nekanti et al., 2010; Fong et al.,
2011; Balasubramanian et al., 2013; Bongso, Fong, 2013;
Lian et al., 2016). Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî WJ-MSC ýêñ-
ïðåññèðóþò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ãåíîâ, îáùèõ ñ ÝÑÊ, à
òàêæå íèçêèé óðîâåíü ðÿäà ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ÝÑÊ, èìåþò âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü, ðàñøèðåííûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë,
áëèçêèé ê ÝÑÊ, â îòëè÷èå îò ÝÑÊ íå îáðàçóþò òåðàòîì â
èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøàõ. Ïî ñðàâíåíèþ ñ ÌÑÊ êîñò-
íîãî ìîçãà WJ-MSC ïðîõîäÿò áîëüøåå ÷èñëî ïàññàæåé
äî íàñòóïëåíèÿ ôàçû ñòàðåíèÿ, èìåþò áîëåå âûñîêèé
äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë äî ïîçäíèõ ïàññàæåé
ïðè ñîõðàíåíèè êàðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè, à òàêæå
ïðîÿâëÿþò äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ ïëàñòè÷íîñòü, ýêñïðåñ-
ñèðóÿ ðÿä ýíäîäåðìàëüíûõ è ýêòîäåðìàëüíûõ ìàðêåðîâ.
Âîçìîæíî, ÷òî ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà è WJ-MSC èìåþò
ðàçíóþ ñòåïåíü êîììèòèðîâàííîñòè. WJ-MSC, ïîäîáíî
ÌÑÊ èç äðóãèõ èñòî÷íèêîâ, îáëàäàþò âûñîêèì óðîâíåì
ýêñïðåññèè òóìîðñóïðåññîðíûõ ãåíîâ è íèçêîé èììóíî-
ãåííîñòüþ, ÷òî áëàãîïðèÿòñòâóåò èõ èñïîëüçîâàíèþ â ðå-
ãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå (Fong et al., 2011; Gauthaman
et al., 2012; Wang et al., 2016).

Íåîáõîäèìî îáðàòèòü âíèìàíèå íà ïðèíöèïèàëüíîå
ðàçëè÷èå ìåæäó WJ-MSC è ÝÑÊ ïî ãåíîìíîé ñòàáèëü-
íîñòè, êîòîðàÿ êðàéíå âàæíà äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Â ïëþðèïî-
òåíòíûõ ÝÑÊ èìååò ìåñòî áîëåå âûñîêàÿ ñòåïåíü öèòîãå-
íåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé, ÷åì â ÌÑÊ, âêëþ÷àÿ WJ-MSC,
÷òî ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì ïðåèìóùåñòâîì ÌÑÊ ïåðåä
ÝÑÊ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèÿõ. ×àñòü
ãåíîìíûõ èçìåíåíèé â ÝÑÊ íîñèò àäàïòèâíûé õàðàêòåð.
Ýòè àäàïòèâíûå êàðèîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ÷àñòî-
òà êîòîðûõ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñïîñîáñòâóþò ïîñòî-
ÿííîìó ñàìîîáíîâëåíèþ ÝÑÊ, à ñ äðóãîé — ìàëèãíè-
çàöèè. Ãåíîìíàÿ íåñòàáèëüíîñòü â äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ ïðîèçâîäíûõ îïîñðåäîâàíà âîçìîæíîñòüþ ïåðåõîäà
àäàïòèâíûõ èçìåíåíèé ÝÑÊ â äèôôåðåíöèðîâàííûå
ïðîèçâîäíûå, à òàêæå âîçíèêíîâåíèåì ãåíîìíûõ èçìåíå-
íèé ïîä âëèÿíèåì íîâûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ,
ñâÿçàííûõ ñ íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêîé (Ïîëÿí-
ñêàÿ, 2014). Òàêæå WJ-MSC èìåþò ïðåèìóùåñòâî è ïå-
ðåä èíäóöèðîâàííûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà
(èÏÑÊ÷), â êîòîðûõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÑÊ âûÿâëåíû
ñóùåñòâåííûå öèòîãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, òóìîðîãåí-
íîñòü â èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøàõ è áîëåå ýôôåêòèâ-
íîå îáðàçîâàíèå òåðàòîì (Gutierrez-Aranda et al.,
2010; Laurent et al., 2011). Ïîýòîìó ïîêà íå ïðåîäîëå-
íû ýòè ïðåïÿòñòâèÿ, èÏÑÊ÷ ïðåèìóùåñòâåííî ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû òîëüêî äëÿ èçó÷åíèÿ ïàòîãåíåçà áî-
ëåçíåé è â êà÷åñòâå òåõíîëîãè÷åñêîé ïëàòôîðìû äëÿ
ñêðèíèíãà ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ (Bongso, Fong,
2013).

Òàêèì îáðàçîì, WJ-MSC ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïåð-
ñïåêòèâíûé ìàòåðèàë äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ
ÌÑÊ íà ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, à òàêæå äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ èõ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Ïðè÷åì ïðè
îäèíàêîâîé âûðàæåííîñòè ïðèçíàêà ïðåäïî÷òåíèå äëÿ
èñïîëüçîâàíèÿ â áèîìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèÿõ îòäàåòñÿ
WJ-MSC âìåñòî âçðîñëûõ èëè ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ â
ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ýòè÷åñêèõ ïðîáëåì ïðè âûäåëåíèè
êëåòîê (Karaoz et al., 2016).

Òåì íå ìåíåå, íåñìîòðÿ íà îáùóþ õàðàêòåðèñòèêó
WJ-MSC, ñâèäåòåëüñòâóþùóþ î ðÿäå ïðåèìóùåñòâ ýòîãî
òèïà êëåòîê ïåðåä âçðîñëûìè ÌÑÊ, ïðåäñòàâëÿåò ñóùåñò-
âåííûé èíòåðåñ ïîëó÷èòü íîâûå ëèíèè WJ-MSC è ñðàâ-
íèòü èõ ñâîéñòâà ñ óæå ïîëó÷åííûìè íàìè ðàíåå ÌÑÊ, â
÷àñòíîñòè âûäåëåííûìè èç ðàííåãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà è
ÝÑÊ (Êðûëîâà è äð., 2012, 2014). Îñîáûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ
ÝÑÊ â íîâûõ ëèíèÿõ WJ-MSC è â èçó÷åííûõ ðàíåå ÌÑÊ
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Äàííûå èç ëèòåðàòóðû ïî ýêñ-
ïðåññèè Oct-4, SOX2, SSEA-4 è TRA-1-60 â ÌÑÊ ïðîòè-
âîðå÷èâû, íåò ÷åòêîé çàâèñèìîñòè ýêñïðåññèè ýòèõ ìàð-
êåðîâ îò ñòàäèè îíòîãåíåçà, â êîòîðîé íàõîäèòñÿ èñòî÷-
íèê ïîëó÷åíèÿ ëèíèè ÌÑÊ. Ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå
ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â ÌÑÊ òàêæå îêîí÷àòåëüíî íå âû-
ÿñíåíî (Yen et al., 2005; Fong et al., 2007; Gang et al., 2007;
Roubelakis et al., 2007; Mihu et al., 2009; Riekstina et al.,
2009; Kita et al., 2010; Trubiani et al., 2010; Mamidi et al.,
2011; Êðûëîâà è äð., 2012, 2014, 2016; Aghajani et al.,
2016; Matic et al., 2016). Â ñâÿçè ñ ýòèì íåîáõîäèìî äàëü-
íåéøåå èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ.

Òàêèì îáðàçîì, çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ïî-
ëó÷åíèå äâóõ íîâûõ ëèíèé WJ-MSC, âûäåëåííûõ îò ðàç-
íûõ äîíîðîâ, è õàðàêòåðèñòèêà èõ ïî îñíîâíûì ìàðêåðàì
ÌÑÊ ÷åëîâåêà, âêëþ÷àÿ ìàðêåðû ÝÑÊ.

316 Ò. À. Êðûëîâà è äð.



Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êëåòêè áûëè âûäåëåíû èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷-
íîãî êàíàòèêà îò äâóõ äîíîðîâ. Èç ôðàãìåíòà ïóïî÷íîãî
êàíàòèêà (3—4 ñì â äëèíó), òùàòåëüíî îòìûòîãî îò êëå-
òîê êðîâè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ãåíòàìèöèí, ñòåðèëüíûì
îäíîðàçîâûì õèðóðãè÷åñêèì ñêàëüïåëåì âûðåçàëè ó÷àñ-
òîê Âàðòîíîâà ñòóäíÿ, ðàñïîëîæåííîãî ìåæäó äâóìÿ ïó-
ïî÷íûìè âåíàìè è àðòåðèåé. Êëåòêè îò ðàçíûõ äîíîðîâ
âûäåëÿëè ðàçíûìè ìåòîäàìè — ìåõàíè÷åñêèì è ôåðìåí-
òàòèâíûì. Ô å ð ì å í ò à ò è â í û é ì å ò î ä ñîñòîèò â ñëå-
äóþùåì: ôðàãìåíò Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ìåõàíè÷åñêè èç-
ìåëü÷àëè è ïîäâåðãàëè ôåðìåíòàòèâíîé äåçàãðåãàöèè
ñìåñüþ êîëëàãåíàçû 1-ãî è 4-ãî òèïîâ (Sigma, Ãåðìàíèÿ)
â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 ñ êîíöåíòðàöèåé 0.075 %. Ôåðìåíòà-
öèþ ïðîâîäèëè â öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêå ïðè 37 °Ñ â òå-
÷åíèå 30 ìèí, ïåðèîäè÷åñêè ïåðåìåøèâàÿ ñîäåðæèìîå
ïðîáèðêè. Ïîñëå ôåðìåíòàöèè ñóñïåíçèþ ôèëüòðîâàëè,
ïåðåíîñèëè â íîâûå öåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 6 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí. Îñàäîê ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé
90 % ñðåäû DMEM/F12 (Gibco-Invitrogene, ÑØÀ), 2 ìÌ
ãëþòàìèíà (Sigma, Ãåðìàíèÿ) è 10 % ýìáðèîíàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè (Hyclone, ÑØÀ). Êëåòêè âûñåâàëè â
÷àøêè Ïåòðè â êîíöåíòðàöèè (5—6)�104 êë./cì2.

Ì å õ à í è ÷ å ñ ê è é ì å ò î ä ñîñòîèò â ñëåäóþùåì:
ôðàãìåíò Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïðè ïîìîùè ñêàëüïåëÿ èç-
ìåëü÷àëè íà íåáîëüøèå êóñî÷êè ðàçìåðîì 1—3 ìì3, ïå-
ðåíîñèëè â ÷àøêó Ïåòðè è äëÿ ôèêñàöèè èõ íà ïîâåðõíî-
ñòè íàêðûâàëè ïðåäìåòíûì ñòåêëîì. Â ÷àøêó äîáàâëÿëè
ðîñòîâóþ ñðåäó, â ñîñòàâ êîòîðîé âõîäèë àíòèáèîòèê ãåí-
òàìèöèí â êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë (Áèîëîò, Ðîññèÿ).
Ôðàãìåíòû òêàíè â ÷àøêàõ êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â
5 % ÑÎ2 â òå÷åíèå 2 íåä. Ñðåäó ìåíÿëè êàæäûå 3—4 ñóò.
Çà âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè
«âûïîëçàëè» èç ôðàãìåíòîâ òêàíè, îáðàçîâûâàÿ îáøèð-
íûå çîíû ðîñòà. Ê êîíöó 2-é íåä ïðåäìåòíûå ñòåêëà èç
÷àøåê Ïåòðè óáèðàëè, à çîíû ðîñòà ôèáðîáëàñòîïîäîá-
íûõ êëåòîê îáðàáàòûâàëè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì Òðèï-
ñèí-ÝÄÒÀ (Gibco, Àíãëèÿ) è ïåðåñåâàëè íà íîâóþ ÷àøêó
Ïåòðè. Ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü ñòàíäàðòíûì ìåòî-
äîì. Äàëåå êëåòêè, ïîëó÷åííûå äâóìÿ ñïîñîáàìè, êóëüòè-
âèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 90 % ñðåäû
DMEM/F12 è 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè
(FBS), â óñëîâèÿõ 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ è âëàæíîñòè 90 %.
Ñðåäó ìåíÿëè êàæäûå 2—3 ñóò äî îáðàçîâàíèÿ 80%-íîãî
êîíôëþýíòà. Çàòåì ïðîâîäèëè åùå 5 ïàññàæåé, ïîëó÷èâ â
ðåçóëüòàòå 2 íåèììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè, íà-
çâàííûå MSCWJ-1 è MSCWJ-2. Âñå õàðàêòåðèñòèêè ýòèõ
ëèíèé ïîëó÷àëè íà 6-ì ïàññàæå. Ìèêðîáèîëîãè÷åñêèé
àíàëèç ïîäòâåðäèë îòñóòñòâèå áàêòåðèàëüíîé, ãðèáêîâîé
è ìèêîïëàçìåííîé 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 14 ñóò êëåòêè îêðàøèâàëè
1%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì êðèñòàëë-âèîëåòà è íà ÷àø-
êàõ Ïåòðè ñ÷èòàëè ÷èñëî êîëîíèé. Ýôôåêòèâíîñòü êëî-
íèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëè îòíîøåíèåì ÷èñëà âûðîñøèõ êî-
ëîíèé (êëîíîâ) ê ÷èñëó ïîñåÿííûõ êëåòîê â %.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ëèíèé ïðîâîäè-
ëè ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì (NICON, ßïî-
íèÿ).

Ñ ò à ð å í è å ê ë å ò î ê îïðåäåëÿëè ïî àêòèâíîñòè ôåð-
ìåíòà SA-b-ãàëàêòîçèäàçû. Êëåòêè ëèíèé MSCWJ-1 è 2
âûðàùèâàëè â 3.5-ñàíòèìåòðîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè äî îá-

ðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòà. Çàòåì ñðåäó óäàëÿëè è îêðàøèâà-
ëè êëåòêè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ Senescence
SA-b-galactosidase (Cell Signaling, ÑØÀ) ïðè ðÍ 6.0 ñî-
ãëàñíî èíñòðóêöèè. Êëåòêè, âñòóïàþùèå â ôàçó ðåïëèêà-
òèâíîãî ñòàðåíèÿ, èìåþò ÿðêî-ñèíþþ îêðàñêó öèòîïëàç-
ìû. Àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî
ìèêðîñêîïà (NICON, ßïîíèÿ) íà 6, 13, 20 è 25-ì ïàñ-
ñàæàõ.

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 òåêóùèé ìîìåíò ê èñõîäíîìó
÷èñëó ïîñåÿííûõ êëåòîê è ñòðîèëè êðèâûå ðîñòà êëåòî÷-
íûõ ïîïóëÿöèé. Äëÿ èçìåðåíèÿ ñðåäíåãî âðåìåíè óäâîå-
íèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè êàæäûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé
âàðèàíò ïîâòîðÿëè 3—4 ðàçà, åæåäíåâíî ñ÷èòàÿ êëåòêè â
òå÷åíèå 5—6 ñóò (120—144 ÷). Ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî óä-
âîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (a0) îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå
(Ñåäîâà, 2008):

a0 = t ln2/ln (Mt/M0),

ãäå Mt — ÷èñëî êëåòîê â ìîìåíò âðåìåíè t, M0 — íà÷àëü-
íîå ÷èñëî êëåòîê, t — âðåìÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñ-
òà êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
àíàëèçèðîâàëè íà 6-ì ïàññàæå äëÿ ëèíèè MSCWJ-1 è
MSCWJ-2.

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 êóëüòóðû êëåòîê ââîäèëè êîë-
öåìèä KaryoMAX (0.1 ìêã/ìë, Gibco, ÑØÀ), êëåòêè äèñ-
ñîöèèðîâàëè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì Òðèïñèí-ÝÄÒÀ (Gib-
co, Àíãëèÿ) è ïðîâîäèëè ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó
ñìåñüþ 0.075 Ì ðàñòâîðà KÑl è 1%-íîãî ðàñòâîðà öèòðà-
òà íàòðèÿ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ ëåäÿ-
íîé óêñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1) (Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ). Äëÿ êî-
ëè÷åñòâåííîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíîê õðîìîñîìû îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì
Ãèìçà (1 : 50) (Sigma, Ãåðìàíèÿ). Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðî-
ìîñîì è ïðåäåëû èçìåí÷èâîñòè êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìî-
ñîì äëÿ êàæäîé ëèíèè îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå 100 ìåòà-
ôàç; 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 100 ìåòàôàç äëÿ êàæäîé
ëèíèè. Êàðèîòèï àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Axio Imager.M1 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ ñèñòåìîé àâòîìà-
òè÷åñêîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ Ikaros 4 karyotyping system
(MetaSystems, ÔÐÃ) è îïèñûâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Ìåæ-
äóíàðîäíîé ñèñòåìîé öèòîãåíåòè÷åñêîé íîìåíêëàòóðû
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-
ñèþ êàæäîãî ìàðêåðà îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì 3—5 ýêñ-
ïåðèìåíòîâ äëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà 6-ì ïàññàæå. Èì-
ìóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàíåëè
êîíúþãàòîâ CD-ìàðêåðíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ
ôëóîðîõðîìàìè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ïðîòèâ CD34, CD45, HLA-ABC è HLA-DR (Cal-
tac, ÑØÀ), CD44, CD73, CD105 (Beckman Coulter, ÑØÀ),
ÑD90 è CD31 (BD Pharmingen, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå íåãà-
òèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè î÷èùåííûå ìûøèíûå

Õàðàêòåðèñòèêà äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà 317



àíòèòåëà IgG1/Fitc è IgG1/RFE (DAKO, Äàíèÿ). Êëåòêè
ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøêè ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî
ðàñòâîðà Òðèïñèí-ÝÄÒÀ (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 îïòèìàëüíî-
ãî îáúåìà (0.3—0.4 ìë) áóôåðîì FACS (PBS, ñîäåðæà-
ùèé 1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è 0.05 % àçè-
äà 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 ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ýìá-
ðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÝÑÊ), è ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â ïðîèç-
âîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ èñïîëüçîâàëè
àíòèòåëà ïðîòèâ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 (Santa
Cruz, ÑØÀ), TRA-1-60, a-àêòèíèíà (òåñò íà ìåçîäåðìó),
a-ôåòîïðîòåèíà (òåñò íà ýíäîäåðìó) (Sigma, ÑØÀ) è íå-
ñòèíà (òåñò íà ýêòîäåðìó) (Chemicon, ÑØÀ). Êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷å-
íèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, áëîêèðîâàëè
1%-íûì ðàñòâîðîì BSA (Sigma, ÔÐÃ) â òå÷åíèå 1 ÷. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ Oct-4 ïðîâîäèëè äîïîëíèòåëüíî ïåðìåàáèëè-
çàöèþ 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå âñå êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè 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 èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè, îêðàøåííûå òîëüêî ñî âòîðûìè àíòè-
òåëàìè. Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêî-
ïà Zeiss LSM 5 Pascal (Ãåðìàíèÿ).

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ÝÑÊ SSEA-4 (Santa Cruz, ÑØÀ), TRA-1-60
(Chemicon, ÑØÀ), SOX2 (Sigma, Ãåðìàíèÿ) è ìåçåíõèì-
íîãî ìàðêåðà âèìåíòèíà èñïîëüçîâàëè ìåòîä ïðîòî÷íîé
öèòîôëóîðèìåòðèè ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè èììóíî-
ôëóîðåñöåíöèè â êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè.

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 îáåèõ ëèíè-
ÿõ ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó (Reyes et al., 2001).
Êëåòêè â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ. êë./ñì2 âûñåâàëè â îñòåî-
ãåííóþ è àäèïîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñðåäû,
(HyClone Thermo Scientific HyClone Product, ÑØÀ). Õîí-
äðîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ïðîâîäèëè â êóëüòóðå ìèê-
ðîìàññ (Êîëüöîâà è äð., 2014) â õîíäðîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîé ñðåäå (HyClone Thermo Scientific HyClone
Product, ÑØÀ). Èíäóêöèþ äèôôåðåíöèðîâêè ïðîâîäèëè
â òå÷åíèå 3 íåä. Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç êàæäûå 3—4 ñóò.

Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ 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
ìàòðèêñå êëåòîê. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû êëåòêè â òå÷åíèå 20 ìèí ôèêñèðîâàëè
4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, à çàòåì 30 ìèí îáðàáàòû-
âàëè BCIP/NBT Liquid Substrate System (Sigma, Ãåðìà-
íèÿ) â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ðåàêöèþ van
Kossa, ïîçâîëÿþùóþ âûÿâèòü íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëü-
öèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå, ïðîâîäèëè ñëåäóþ-
ùèì îáðàçîì: êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2 ìèí â ìåòàíîëå ïðè
–20 °Ñ, äàëåå îêðàøèâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì íèòðàòà ñå-
ðåáðà (AgNO3) (Âåêòîí, Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïîä ëàìïîé

ìîùíîñòüþ 60 Âò. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäîé è íà 5 ìèí ïîìåùàëè â 2.5%-íûé
ðàñòâîð òèîñóëüôàòà íàòðèÿ. Çàòåì îêðàøåííûå êëåòêè
ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âûñóøèâàëè.

Ñóëüôàòèðîâàííûå ãëèêîçàìèíîãëèêàíû 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 èäåíòèôèöèðîâàëè
ïî îêðàñêå 1%-íûì ðàñòâîðîì òîëóèäèíîâîãî 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.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñïîíòàííîé ý í ä î ò å ë è à ë ü í î é
ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è êëåòêè ëèíèé MSCWJ-1 è
MSCWJ-2 äîâîäèëè äî ïîëíîãî ìîíîñëîÿ è èññëåäîâàëè
ìîðôîëîãè÷åñêóþ ñòðóêòóðó êëåòîê ÷åðåç 3—4 ñóò ïîñëå
îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâà-
ëè ëèíèþ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà ðàííåãî
ýìáðèîíà ÷åëîâåêà, — FetMSC, ïîëó÷åííóþ èç ÖÊÏ
«Êîëëåêöèÿ êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ» (Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ïîäðîáíûå õàðàêòå-
ðèñòèêè ýòîé ëèíèè îïèñàíû ðàíåå (Êðûëîâà è äð., 2012).
Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè áûëà ïðîâåäå-
íà ïðîâåðêà ýêñïðåññèè ìàðêåðà CD31, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùåãî î íà÷àëå ýíäîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè.

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, êî-
òîðûå íàçâàëè, ñîãëàñíî èñòî÷íèêó èõ ïîëó÷åíèÿ èç Âàð-
òîíîâà ñòóäíÿ, MSCWJ-1 è MSCWJ-2 Ìîðôîëîãè÷åñêèé
àíàëèç ýòèõ ëèíèé ïîêàçàë îäíîðîäíîñòü êëåòî÷íûõ ïî-
ïóëÿöèé ñî ñðåäíèìè ïî ðàçìåðó âûòÿíóòûìè ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1).

À í à ë è ç ð å ï ë è ê à ò è â í î ã î ñ ò à ð å í è ÿ êëåòîê
ïîêàçàë îòñóòñòâèå ñòàðåíèÿ íà 6-ì ïàññàæå. Íà áîëåå
ïîçäíèõ ïàññàæàõ èìåþò ìåñòî ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè.

318 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê ëèíèé MSCWJ-1
(à) è MSCWJ-2 (á).

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.



Â ëèíèè MSCWJ-1 îáíàðóæåíû ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ êëå-
òî÷íûõ ïîïóëÿöèé ïî íàëè÷èþ çíà÷èòåëüíîé àêòèâíîñòè
b-ãàëàêòîçèäàçû íà 20-ì è 25-ì ïàññàæàõ (ðèñ. 2). Â ëè-
íèè MSCWJ-2 âñòóïëåíèå êëåòîê â ôàçó ñòàðåíèÿ, îïðå-
äåëåííîå ïî çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ àêòèâíîñòè b-ãà-
ëàêòîçèäàçû, îáíàðóæåíî ãîðàçäî ðàíüøå — óæå íà
13-ì ïàññàæå, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ è íà 20-ì ïàññàæå
(ðèñ. 2). Â ëèíèè MSCWJ-1 íà 13-ì ïàññàæå áûëî îáíàðó-
æåíî íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî îêðàøåííûõ êëåòîê â ïîëå
çðåíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé MSCWJ-1. Òàêæå ïîêàçàíî
èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ. Íà
áîëåå ïîçäíèõ ïàññàæàõ íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ðàçìå-
ðîâ è ñòåïåíè ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê (ðèñ. 2).

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 îáåèõ ëèíèé ïðè ïîâòîðåíèè
êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà òðèæäû ïîêàçàíà ñõîäíàÿ íèçêàÿ
ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ. Íî ðàçìåð âûðîñøèõ êîëî-
íèé ïðè ïîñåâå 500 êëåòîê íà ÷àøêó 40 ñì2 çà 14 ñóò ñó-
ùåñòâåííî ðàçëè÷àëñÿ. Â ëèíèè MSCWJ-1 ó÷åò ìîæíî
áûëî ïðîâîäèòü íà÷èíàÿ ñ êîëîíèé, èìåþùèõ íå ìåíåå
50 êëåòîê. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ áûëà íèçêîé —
2.40 � 0.25 %, òîãäà êàê â ëèíèè MSCWJ-2 çà 14 ñóò êî-
ëîíèè íå äîðàñòàëè äî 50 êëåòîê, à îñòàíàâëèâàëèñü â ðî-

ñòå ïðè 20 êëåòêàõ â êîëîíèè. Ïðè ýòîì ýôôåêòèâíîñòü
êëîíèðîâàíèÿ íå îòëè÷àëàñü îò ëèíèè MSCWJ-1 è ñî-
ñòàâëÿëà 2.80 � 0.90 % (Ð > 0.05). Ïîýòîìó èñõîäÿ èç ïî-
ëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ìîæíî ïîðåêîìåíäîâàòü ðàññå-
âàòü ýòè êëåòêè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ îïòèìàëüíîé
ïëîòíîñòüþ ~5.0�104 êë./ñì2. Ïî-âèäèìîìó, êàê ïîêàçàíî
ðÿäîì àâòîðîâ, ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ çàâèñèò îò
ïåðâîíà÷àëüíîé ïëîòíîñòè ïîñåâà êëåòîê íà êóëüòóðàëü-
íûé ñîñóä â ñâÿçè ñ âîçìîæíûì âëèÿíèåì ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ïðîäóêòîâ, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêàìè, à òàêæå êëå-
òî÷íîé ìèãðàöèè, ñâîéñòâåííîé ÌÑÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ
ñòðîãîé îöåíêè êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè íåîáõîäèìî èñ-
ïîëüçîâàòü ïîñåâ åäèíè÷íûõ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì
96-ëóíî÷íûõ ïëàò (Sarugaser et al., 2009; Ali et al., 2015).

Äàëåå ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû ïî õàðàêòåðèñòèêå ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ïðè íà÷àëüíîì ïîñåâå êëåòîê ñ
ïëîòíîñòüþ 5.0�104 êë./ñì2 íà 6-ì ïàññàæå â ëèíèÿõ
MSCWJ-1 è MSCWJ-2. Ïîêàçàíî, ÷òî íà 6-ì ïàññàæå
êëåòêè àêòèâíî äåëÿòñÿ. Àíàëèç êðèâûõ ðîñòà ïîêàçàë,
÷òî âðåìÿ àêòèâíîé (ëîãàðèôìè÷åñêîé) ôàçû ðîñòà êëå-
òîê MSCWJ-1 ñîñòàâëÿåò 72, à MSCWJ-2 — 96 ÷. Ñðåäíåå
âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé îäèíàêîâî äëÿ
îáåèõ ëèíèé è ñîñòàâëÿåò 26.8 � 0.8 è 26.8 � 0.6 ÷ ñîîò-
âåòñòâåííî (ðèñ. 3). Òàêèì îáðàçîì, 6-ì ïàññàæ, íà êîòî-
ðîì àíàëèçèðîâàëè õàðàêòåðèñòèêè ÌÑÊ, ñîîòâåòñòâóåò
16—17 óäâîåíèÿì êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Òåì íå ìåíåå
ýòè ëèíèè ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ïî âåëè÷èíå èíäåê-
ñà ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ), õàðàêòåðèçóþùåãî íåêîòîðûå
âðåìåíí*ûå òî÷êè. Òàê, äàííûå ðèñ. 3 ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî â êëåòêàõ MSCWJ-2 ÈÏ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâà-
åòñÿ ÷åðåç 96 è 120 ÷ ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé MSCWJ-1
(P < 0.05), â êîòîðîé èìåþò ìåñòî îêîí÷àíèå ëîãàðèôìè-
÷åñêîé ôàçû ðîñòà è âûõîä íà ïëàòî ÷åðåç 96 ÷.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû â öåëîì ïîäòâåðæäàþò îãðà-
íè÷åííûé ñðîê æèçíè ýòèõ ëèíèé, ÷òî ñâîéñòâåííî íåèì-
ìîðòàëèçîâàííûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì (Hayflick, 1965;
Matsumura et al., 1979; Bonab et al., 2006). Òåì íå ìåíåå
âñòàåò âîïðîñ î âîçìîæíûõ ïðè÷èíàõ íàáëþäàåìûõ ðàç-
ëè÷èé ìåæäó ëèíèÿìè. Â ÷àñòíîñòè, âîçíèêëî ïðåäïîëî-
æåíèå î ñâÿçè êàðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ëèíèé ñî
ñðîêàìè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.
Ðàíåå ìû íàáëþäàëè êîððåëÿöèþ ìåæäó êàðèîòèïè÷å-
ñêîé íåñòàáèëüíîñòüþ è äðóãèì õàðàêòåðíûì ñâîéñòâîì

Õàðàêòåðèñòèêà äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà 319

Ðèñ. 2. Îêðàøèâàíèå êëåòîê äëÿ âûÿâëåíèå àêòèâíîñòè b-ãà-
ëàêòîçèäàçû â ëèíèÿõ MSCWJ-1 è MSCWJ-2 íà ðàçíûõ ïàññà-

æàõ.

Èñïîëüçîâàëè íàáîð ðåàêòèâîâ Senescence SA-b galactosidase staining kit
íà 6, 13, 20 è 25-ì ïàññàæàõ. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.

Ðèñ. 3. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèé MSCWJ-1 (êðèâàÿ 1) è
MSCWJ-2 (êðèâàÿ 2).



ÌÑÊ — äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì. Òàê, áûëî
ïîêàçàíî íàëè÷èå ñóùåñòâåííîé êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòà-
áèëüíîñòè, ñâÿçàííîé ñ íåêëîíàëüíûìè ñòðóêòóðíûìè
ïåðåñòðîéêàìè (áîëåå 20 %), â íîâîé ëèíèè äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ (DF-3), ñîîòâåòñòâóþùåé ñòàòóñó ÌÑÊ
(Êðûëîâà è äð., 2016). Áûëà ïîêàçàíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó
ñëàáîé èíòåíñèâíîñòüþ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â
ëèíèè DF-3 è íàèáîëüøåé êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëü-
íîñòüþ â íåé â îòëè÷èå îò äâóõ äðóãèõ ïîëó÷åííûõ ëè-
íèé. Êðîìå òîãî, áûëà ïîêàçàíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó àíî-
ìàëüíûì êàðèîòèïîì (45, X0) ÌÑÊ ëèíèè SC6-MSC, ñó-
ùåñòâåííî ñíèæåííîé ÷àñòîòîé ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
CD90 è CD105 è îòñóòñòâèåì àäèïîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè, õàðàêòåðíûõ äëÿ êàðèîòèïè÷åñêè íîðìàëüíûõ
ÌÑÊ ÷åëîâåêà (Êîëüöîâà è äð., 2015). Â ñâÿçè ñ ýòèì
äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åííûõ ëèíèé MSCWJ ïðîâå-
ëè äåòàëüíûé àíàëèç êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû îáåèõ
ëèíèé.

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 MSCWJ-1 è MSCWJ-2 ïîêàçàë, ÷òî îíè õàðàê-
òåðèçóþòñÿ îäèíàêîâîé âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìî-
äàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 46 (98.0 � 1.4 è
100 � 1.0 %); äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê íèçêàÿ è ñîñòàâ-
ëÿåò 2.4 � 0.7 è 1.5 � 0.5 % 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 îáå ëèíèè èìåþò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷å-
ëîâåêà — 46, ÕÕ (MSCWJ-1); 46, XY (MSCWJ-2) (ðèñ. 4).
Òåì íå ìåíåå àíàëèç 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê äëÿ êàæ-
äîé ëèíèè ïîêàçàë ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó íèìè
ïî êàðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè. Òàê, â ëèíèè
MSCWJ-1 íåêëîíàëüíûå ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè âûÿâ-
ëåíû â 3 èç 100 êàðèîòèïèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 4, à).
Â 3 êëåòêàõ îáíàðóæåíû äåëåöèè: â õðîìîñîìå 6 —
del(6)(p22), â õðîìîñîìå 10 — del(10)(p11.2), â õðîìîñîìå
12 — del(12)(q13). ×àñòîòà êëåòîê ñ õðîìîñîìíûìè
àíîìàëèÿìè â ýòîé ëèíèè ñîñòàâëÿåò 3.0 � 1.7 %. Â ëè-
íèè MSCWJ-2 îáíàðóæåíà 1 êëîíàëüíàÿ ïåðåñòðîéêà êî-

ðîòêîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 7 — der(7)(pter�
� p13::p?::p22�qter) (ðèñ. 4, á). Ñ öåëüþ óòî÷íåíèÿ ïî-
ëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïî íàëè÷èþ êëîíàëüíîé õðîìî-
ñîìíîé ïåðåñòðîéêè íà 6-ì ïàññàæå ýòîé ëèíèè áûëî
ïðîâåäåíî ïîâòîðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå 100 êëåòîê, êî-
òîðîå ïîäòâåðäèëî ïðèñóòñòâèå ñòðóêòóðíîé ïåðåñòðîé-
êè êîðîòêîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 7. Ñðåäíÿÿ ÷àñòîòà âñòðå-
÷àåìîñòè êëîíàëüíîé ïåðåñòðîéêè ïðè àíàëèçå 200 êëå-
òîê ñîñòàâëÿåò 28.0 � 3.2 %. Ñëåäîâàòåëüíî, íàèáîëüøåé
êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòüþ íà 6-ì ïàññàæå îáëà-
äàåò ëèíèÿ MSCWJ-2.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â áîëüøîì êîëè÷åñòâå ïîëó÷åí-
íûõ ðàçíûìè èññëåäîâàòåëÿìè ëèíèÿõ ÌÑÊ ïîêàçàíà êà-
ðèîòèïè÷åñêàÿ ñòàáèëüíîñòü. Íî òåì íå ìåíåå íàêàïëèâà-
åòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûé ìàòåðèàë, ñâèäåòåëüñòâóþùèé î
íàëè÷èè êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè â ðÿäå êëåòî÷-
íûõ ëèíèé ÌÑÊ (Ïîëÿíñêàÿ, 2014). Èññëåäîâàíèÿ ïðîâî-
äÿòñÿ êàê íà ðàííèõ ïàññàæàõ, òàê è ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ. Åñòü äàííûå, ïîêàçûâàþùèå
óìåíüøåíèå ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé â ÌÑÊ êî-
ñòíîãî ìîçãà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ, ò. å. íà
3-ì ïàññàæå èõ áîëüøå, ÷åì íà 5-ì è 7-ì (Stultz et al.,
2016). Àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýòî ÿâëåíèå ñâÿçàíî ñ
àäàïòàöèåé êëåòî÷íîé êóëüòóðû ê óñëîâèÿì in vitro. Íà-
ïðîòèâ, åñòü äàííûå, ñâÿçûâàþùèå ïîâûøåíèå óðîâíÿ
êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè äëèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè ñ ïðîöåññàìè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ íåèì-
ìîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé (Estrada et al.,
2013). Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå —
ýòî êîìïëåêñíûé ïðîöåññ, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ìíîãèå
ïðîöåññû — îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè, ìîðôîëîãè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ, óâåëè÷åííóþ àêòèâíîñòü SA-b-ãàëàêòîçèäà-
çû, ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè òóìîðñóïðåññîðíûõ
ãåíîâ è äð. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò ïðîöåññ íà÷èíàåòñÿ îò ïåð-
âûõ ïàññàæåé ÌÑÊ è ïîñòåïåííî óñèëèâàåòñÿ â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ (Wagner et al., 2008; Estrada et al., 2013;
Savickiene et al., 2016). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñó-

320 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 4. Êàðèîòèïû (ÊÏ) êëåòî÷íûõ ëèíèé MSCWJ-1 (à) è MSCWJ-2 (á). 6-é ïàññàæ. ÊÏ ëèíèé: 46, ÕÕ.

à, âðåçêà — ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû (ñòðåëêè), îáíàðóæåííûå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ: del(6)(p22); del(10)(p11.2); del(12)(q13); 46, XY. á,
âðåçêà — êëîíàëüíàÿ ñòðóêòóðíàÿ ïåðåñòðîéêà õðîìîñîìû 7 (ñòðåëêà): der(7)(pter�p13::p?::p22�qter).



ùåñòâåííûì â äàëüíåéøåì ïðîäîëæèòü ðàáîòó ïî èçó÷å-
íèþ äèíàìèêè êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè äëè-
òåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè è ñîïîñòàâëåíèþ ïîëó÷åííûõ
ðåçóëüòàòîâ ñ ïðîöåññàìè ñòàðåíèÿ ýòèõ ëèíèé.

Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî êëåòêè ëèíèé MSCWJ-1 è
MSCWJ-2 áûëè âûäåëåíû èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ðàçíûìè
ìåòîäàìè — ôåðìåíòàòèâíûì (MSCWJ-1) è ìåõàíè÷å-
ñêèì (MSCWJ-2). Åñòü òî÷êà çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé
ìåõàíè÷åñêèé ìåòîä áîëåå îïòèìàëåí äëÿ äàëüíåéøåé
ñòàáèëüíîñòè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, â ÷àñòíîñòè äëÿ êàðèî-
òèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì,
÷òî ïåðåñåâ åäèíè÷íûõ êëåòîê ïðè ôåðìåíòàòèâíîì ñïî-
ñîáå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ñåëåêòèâíîìó ïðåèìóùåñòâó
àíîìàëüíûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ ïîâûøåííîé êëîíîãåí-
íîé àêòèâíîñòüþ. Êðîìå ýòîãî, ôåðìåíòàòèâíûé ìåòîä
îêàçûâàåò íà êëåòêè áîëåå ñèëüíûé ñòðåññ, ÷åì ìåõàíè-
÷åñêèé, ïðè ïåðåâîäå êëåòîê â óñëîâèÿ in vitro (Ïîëÿí-
ñêàÿ, 2014; Hendijani et al., 2014; Oliver-Vila et al., 2015;
Arutyunyan et al., 2016). Íî â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè,
íåñìîòðÿ íà ïðåèìóùåñòâà ìåõàíè÷åñêîãî ìåòîäà, èìåí-
íî â ëèíèè MSCWJ-2 îáíàðóæåíà êàðèîòèïè÷åñêàÿ íå-
ñòàáèëüíîñòü. Âîçìîæíî, ÷òî ïðè÷èíîé ìåæëèíåéíûõ
ðàçëè÷èé ïî êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ÿâëÿþòñÿ
ðàçëè÷èÿ ìåæäó äîíîðàìè, ÷òî ïðåäïîëàãàëè è ðàíåå ïðè
àíàëèçå õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé â ëèíèÿõ ÌÑÊ êîñòíî-
ãî ìîçãà (Stultz et al., 2016).

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 MSCWJ-1 è MSCWJ-2 ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé
öèòîôëóîðèìåòðèè ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïî-
âåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ. Àíàëèç
ïîäòâåðäèë íàëè÷èå ñòàòóñà ÌÑÊ â îáåèõ ëèíèÿõ è îò-
ñóòñòâèå ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè ïî îñíîâ-
íûì ìàðêåðàì ÌÑÊ (òàáë. 1). Èç ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëü-
òàòîâ ñëåäóåò íàëè÷èå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãå-
íîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà: CD44, CD73, CD90,
CD105 è âèìåíòèí. Âûÿâëåíî îòñóòñòâèå èëè íèçêàÿ ÷àñ-
òîòà ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD34, CD45 è HLA-DR. Òà-
êèì îáðàçîì, ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îá-
ùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè, äëÿ ïîëó÷åííûõ ëèíèé ïîä-
òâåðæäåí ñòàòóñ ÌÑÊ (Domonici, 2006; Senseb*e et al.,
2010). Ýòè äàííûå ñîâïàäàþò ñ ïîëó÷åííûìè íàìè ðàíåå
íà ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ — ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, êîñòíîãî ìîçãà, çà÷àòêà êî-
íå÷íîñòè ðàííåãî ýìáðèîíà, êðàéíåé ïëîòè 3-ëåòíåãî ðå-
áåíêà, äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ âçðîñëûõ äîíîðîâ, à
òàêæå äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ (Halfon et al., 2011; Êðû-
ëîâà è äð., 2012, 2014, 2016; Somasundaram et al., 2015;
Denu et al., 2016; Lim et al., 2016). Òåì íå ìåíåå ñëåäóåò
îòìåòèòü íåêîòîðûå êîëè÷åñòâåííûå ìåæëèíåéíûå ðàç-
ëè÷èÿ ïî îñíîâíûì ìàðêåðàì ÌÑÊ. Òàê, â ëèíèè
MSCWJ-2 èìåþò ìåñòî äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè âèìåíòèíà è óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè CD105
ïî ñðàâíåíèþ ñ MSCWJ-1.

Â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ, â êîòîðûõ õà-
ðàêòåðèçîâàëè ëèíèè ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç ðàçíûõ èñòî÷-
íèêîâ, ïîêàçàíû êîëè÷åñòâåííûå êîëåáàíèÿ â ýêñïðåññèè
ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, ïîäòâåðæäàþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ.
Òàê, â ëèíèÿõ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÝÑÊ ÷åëîâåêà, íà-
áëþäàëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè CD90 ïî
ñðàâíåíèþ ñ ëèíèÿìè ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà ýìáðèîíà è
êðàéíåé ïëîòè ðåáåíêà (Êðûëîâà è äð., 2012). Â ëèíèè
ÌÑÊ, âûäåëåííîé èç ìûøöû êîíå÷íîñòè ðàííåãî ýìáðè-
îíà ÷åëîâåêà M-FetMSC, èìåëî ìåñòî çíà÷èòåëüíîå óâå-
ëè÷åíèå ýêñïðåññèè âèìåíòèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé
ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (FetMSC) òîãî æå äîíîðà (Êðûëî-

âà è äð., 2014). Ïîêàçàíû çíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâåííûå
ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ CD90 è
CD105 ìåæäó ìîíîñëîéíûìè êóëüòóðàìè ëèíèé FetMSC
è Ì-FetMSC è êëåòî÷íûìè ñôåðîèäàìè, ïîëó÷åííûìè èç
íèõ (Êðûëîâà è äð., 2015). Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ôóíê-
öèîíàëüíî CD90 è CD105 ñâÿçàíû ñ âàæíåéøèìè êëåòî÷-
íûìè ïðîöåññàìè, òàêèìè êàê ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåé-
ñòâèÿ, ìèãðàöèÿ, êëåòî÷íàÿ ïðîëèôåðàöèÿ è äèôôåðåíöè-
ðîâêà (Maleki et al., 2014). Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû è
ñîáñòâåííûõ èññëåäîâàíèé ñëåäóåò, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ìîæåò çàâèñåòü îò óñëîâèé
êóëüòèâèðîâàíèÿ è îò ðàçíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, ê êîòî-
ðîìó àäàïòèðîâàíû êîíêðåòíûå ÌÑÊ (Frith et al., 2010;
Nekanti et al., 2010; Êðûëîâà è äð., 2012, 2014, 2015; Bon-
gso, Fong, 2013; Alimperti et al., 2014; Maleki et al., 2014;
Woo et al., 2016). Êðîìå òîãî, ðàíåå íàìè ïîêàçàíî çíà÷è-
òåëüíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè CD90 è CD105 â ëè-
íèè ÌÑÊ, âûäåëåííîé èç ÝÑÊ (SC6-MSC), ïî ñðàâíåíèþ
ñ äðóãèìè ëèíèÿìè, ïîëó÷åííûìè èç ÝÑÊ (SC5-MSC è
SC3à-MSC).

Îñíîâûâàÿñü íà ýòèõ ðåçóëüòàòàõ, à òàêæå íà ðåçóëü-
òàòàõ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè îñíîâíûõ ïîâåðõíîñò-
íûõ ìàðêåðîâ ÌÑÊ ìîãóò íîñèòü íå òîëüêî âîçìîæíûé
ýïèãåíåòè÷åñêèé, íî è ãåíåòè÷åñêèé õàðàêòåð. Ýòî ñëåäó-
åò èç äàííûõ êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùåãî îá óñòîé÷èâîì îòñóòñòâèè îäíîé Õ-õðîìîñîìû â
êàðèîòèïå ëèíèè SC6-MSC (Êîëüöîâà è äð., 2015) èëè î
íàëè÷èè êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè, âêëþ÷àÿ ïðè-
ñóòñòâèå êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, â ëèíèè
MSCWJ-2, ïîêàçàííîé â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè. Òåì
íå ìåíåå â íåäàâíåì èññëåäîâàíèè ïðîâåäåí ïðîòåîìíûé
àíàëèç áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïðî-
öåññîì ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ (Jeon
et al., 2016). Àâòîðû óáåäèòåëüíî ïîêàçàëè, ÷òî, íåñìîòðÿ
íà êîëè÷åñòâåííîå ñõîäñòâî ýêñïðåññèè õàðàêòåðíûõ äëÿ
ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ,
èìåþò ìåñòî ðàçëè÷èÿ ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ àäèïîãåí-
íîé, îñòåîãåííîé è õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
ÌÑÊ. Îáíàðóæåíû ñóùåñòâåííûå ìîëåêóëÿðíûå ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû
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Ýêñïðåññèÿ (%) ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
â êëåòêàõ ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2

Ìàðêåð MSCWJ-1 MSCWJ-2

CD44 99.50 � 0.30 99.60 � 0.20

CD73 99.40 � 0.20 99.00 � 0.50

CD90 99.40 � 0.04 92.70 � 3.40

CD105 95.40 � 3.00à 78.40 � 5.40à

Âèìåíòèí 30.50 � 3.90à 72.50 � 3.25à

CD34 0.07 � 0.05 0.09 � 0.06

CD45 0.32 � 0.15 0.76 � 0.50

HLA-ABC 92.60 � 5.10 98.40 � 0.48

HLA-DR 1.50 � 1.30 5.17 � 1.24

SSEA-4 6.40 � 2.00à 19.00 � 4.40à

SOX2 60.00 � 15.00 22.70 � 7.00

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äîëè êëåòîê (íåñóùèõ ìàð-
êåð) è èõ îøèáêè èç 3—5 ýêñïåðèìåíòîâ. à Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó
ëèíèÿìè.



êðàéíå âàæíû êàê äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ áèîëîãèè
ÌÑÊ ÷åëîâåêà, òàê è äëÿ êëèíè÷åñêèõ ðåçóëüòàòîâ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ðàçíûõ ÌÑÊ â áèîìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèÿõ.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì à ð ê å ð î â í å ä è ô ô å ð å í ö è ð î -
â à í í û õ Ý Ñ Ê íåîäèíàêîâà â êëåòêàõ äâóõ ëèíèé. Òàê,
íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýêñïðåññèÿ SSEA-4 è SOX2 îáíàðóæå-
íà â îáåèõ ëèíèÿõ, èìåþò ìåñòî ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ
ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè. Òàê, â ëèíèè MSCWJ-2 óðîâåíü
ýêñïðåññèè SSEA-4 âûøå, ÷åì â MSCWJ-1 (P < 0.05).
Ýêñïðåññèÿ SOX2 âûøå â ëèíèè MSCWJ-1 ïî ñðàâíåíèþ
ñ MSCWJ-2, íî íàáëþäàåòñÿ áîëüøîé ðàçáðîñ ïî ýêñï-
ðåññèè ýòîãî ìàðêåðà ìåæäó êëåòî÷íûìè ïîïóëÿöèÿìè,

ïîýòîìó ðàçëè÷èÿ ïðè àíàëèçå 3 ýêñïåðèìåíòîâ â êàæäîé
ëèíèè íå âûÿâèëè äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé (òàáë. 1). Â îáå-
èõ ëèíèÿõ îáíàðóæåíî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè äðóãîãî
ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà ÝÑÊ — TRA-1-60 — è òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4, ÷òî ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà (äàííûå íå ïðåäñòàâëå-
íû, òàê êàê ñîîòâåòñòâóþò êîíòðîëþ ñî âòîðûìè àíòèòå-
ëàìè; ðèñ. 5).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷åíî ìíîãî ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ äàííûõ, ïîäòâåðæäàþùèõ íàëè÷èå ýêñïðåññèè ìàð-

322 Ò. À. Êðûëîâà è äð.

Ðèñ. 5. Èäåíòèôèêàöèÿ ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) â êëåòêàõ ëèíèé
MSCWJ-1 è MSCWJ-2. Ôëóîðåñöåíöèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìî-

íîêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Ïîêàçàíû ìàðêåðû ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ: àëüôà-ôåòîïðîòåè-
íà (ìàðêåðà ýíäîäåðìû), íåñòèíà (ìàðêåðà ýêòîäåðìû) è àëüôà-àêòèíè-

íà (ìàðêåðà ìåçîäåðìû). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.

Ðèñ. 6. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2
â àäèïîãåííîì (à, á), îñòåîãåííîì (â—å) è õîíäðîãåííîì (æ,

ç) íàïðàâëåíèÿõ.

à, á — îêðàøèâàíèå æèðîâûõ âêëþ÷åíèé ìàñëÿíûì êðàñíûì; â, ã —
îêðàøèâàíèå íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó; ä, å — ðåàêöèÿ van Kossa, âûÿâëÿ-
þùàÿ íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå;

æ, ç — îêðàñêà òîëóèäèíîâûì ñèíèì.
Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 (à, á) è 50 (â—ç) ìêì.



êåðîâ ÝÑÊ â ðàçíûõ ëèíèÿõ ÌÑÊ. Íî ïîêà ýòè èññëåäîâà-
íèÿ íàõîäÿòñÿ íà ýòàïå íàêîïëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ðåçóëüòàòîâ áåç ñåðüåçíûõ ïîïûòîê îáîáùåíèÿ èõ ðîëè â
ôóíêöèîíèðîâàíèè ÌÑÊ. Íå âûÿâëåíî çàâèñèìîñòè íà-
ëè÷èÿ ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ îò ñòàäèè îíòîãåíåçà, â
êîòîðîé íàõîäèòñÿ èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ ëèíèè ÌÑÊ. Òåì
íå ìåíåå ïðè èçó÷åíèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé â êëåòêå ïîêà-
çàíî, ÷òî ôàêòîð SOX2 àêòèâíî ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ
ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ, âûäåëåííûõ
êàê èç ýìáðèîíàëüíûõ, òàê è èç âçðîñëûõ òêàíåé (Park
et al., 2012).

Ýêñïðåññèè â ÝÑÊ ôàêòîðà Oct-4 íå áûëî îáíàðóæå-
íî íè â îäíîé èç ïîëó÷åííûõ íàìè ëèíèé ÌÑÊ. Íåáîëü-
øîé óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîãî ôàêòîðà áûë îáíàðóæåí â
ñôåðîèäàõ, ïîëó÷åííûõ èç ëèíèé FetMSC, M-FetMSC
(Êðûëîâà è äð., 2015). Òåì íå ìåíåå ýêñïðåññèÿ Oct-4 îá-
íàðóæåíà âî ìíîãèõ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷-
íèêîâ, íî ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ëèíèè ÌÑÊ ðàçíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ìîãóò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ (Fong
et al., 2007; Roubelakis et al., 2007; Riekstina et al., 2009;
Guo et al., 2014; Aghajani et al., 2016; Lim et al., 2016).
Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ Oct-4 èìååò ìåñòî íå
òîëüêî â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ, íî è â ïðîöåññå
îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (Matic et al., 2016). Òàêèì
îáðàçîì, âîçìîæíî, ÷òî ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü Oct-4 ñâÿ-
çàíà, ïîäîáíî SOX2, êàê ñ ïðîëèôåðàöèåé, òàê è ñ äèôôå-
ðåíöèðîâêîé. Êðîìå òîãî, åñòü ðÿä äàííûõ, ñâèäåòåëüñò-
âóþùèõ îá îòñóòñòâèè ñâÿçè ìåæäó ñòàäèåé îíòîãåíåçà è
ýêñïðåññèåé Oct-4. Òàê, óâåëè÷åíèå óðîâíÿ åãî ýêñïðåñ-
ñèè ïðè îáðàçîâàíèè ñôåðîèäîâ ïîêàçàíî íå òîëüêî â
íàøåé ðàáîòå, íî è â ñôåðîèäàõ, ïîëó÷åííûõ èç ÌÑÊ
ïëàöåíòû ÷åëîâåêà, ÷òî îáóñëîâëåíî ýïèãåíåòè÷åñêèìè
èçìåíåíèÿìè ïðè îáðàçîâàíèè ñôåðîèäîâ, ñòèìóëèðóþ-
ùèìè ýêñïðåññèþ Oct-4 (Guo et al., 2014).

Â ïîëó÷åííûõ íàìè ëèíèÿõ ÌÑÊ ìàðêåð SSEA-4 ñ
ðàçíûì óðîâíåì ýêñïðåññèè îáíàðóæåí â ëèíèÿõ
SC5-MSC, FetMSC, M-FetMSC è FRSN (ôèáðîáëàñòû
êðàéíåé ïëîòè), DF-1, DF-2 è DF-3 (äåðìàëüíûå ôèáðî-
áëàñòû èç êîæè âåê âçðîñëûõ äîíîðîâ), â ãèïîäèïëîèä-
íîé ëèíèè SC6-MSC (Êðûëîâà è äð., 2012, 2014, 2015,
2016; Êîëüöîâà è äð., 2015). Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî
ñòàäèÿ îíòîãåíåçà íå ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùåé â ýêñïðåñ-
ñèè ýòîãî ìàðêåðà. Òàêæå ýòî ñëåäóåò èç ðåçóëüòàòîâ ðà-
áîòû, ãäå ïîêàçàí ðàçíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè SSEA-4 â
çàâèñèìîñòè îò ìåñòà èçîëÿöèè ÌÑÊ íà ïðîòÿæåíèè îä-
íîãî ïóïî÷íîãî êàíàòèêà. Èìåííî SSEA-4 è TRA-1-60 ýê-
ñïðåññèðóþòñÿ òîëüêî â ìàòåðèíñêîé è ýìáðèîíàëüíîé
÷àñòÿõ êàíàòèêà, à â ñðåäíåé ÷àñòè ýêñïðåññèÿ îòñóòñòâó-
åò (Lim et al., 2016). Èñïîëüçóåìàÿ íàìè îáëàñòü ïóïî÷íî-
ãî êàíàòèêà îòíîñèòñÿ ê ìàòåðèíñêîé ÷àñòè. Ïðèñóòñòâèå
SSEA-4 íà ïîâåðõíîñòè ìóëüòèïîòåíòíûõ ÌÑÊ àññîöèè-
ðóåòñÿ ñî «ñòâîëîâîñòüþ» ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé
è ïðåäïîëàãàåò ïåðåêðûâàíèå ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ìåòà-

áîëè÷åñêèõ ïóòåé ìåæäó ïëþðèïîòåíòíûìè ÝÑÊ ÷åëîâå-
êà è ìóëüòèïîòåíòíûìè ÌÑÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ,
âûäåëåííûå èç êîñòíîãî ìîçãà è ýêñïðåññèðóþùèå
SSEA-4, èìåþò áîëåå âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü, ÷åì ÌÑÊ, íå ýêñïðåññèðóþùèå ýòîãî ìàðêåðà
(Gang et al., 2007). Òàêèì îáðàçîì, ñïåêòð äàííûõ î ôóíê-
öèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèêàõ ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ÝÑÊ â ÌÑÊ ðàñøèðÿåòñÿ, òàê æå êàê è óâåëè÷è-
âàåòñÿ ÷èñëî ìåòîäîâ, ïðèçâàííûõ ðåøàòü ýòó âàæíåé-
øóþ ïðîáëåìó.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì à ð ê å ð î â ð à í í å é ä è ô ô å ð å í -
ö è ð î â ê è Ý Ñ Ê â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñò-
êîâ ïîêàçàíà ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëè-
çà (ðèñ. 5). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ ðàíåå ïîëó÷åííû-
ìè äàííûìè î íàëè÷èè ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Êðûëîâà è äð., 2012, 2014; Êîëü-
öîâà è äð., 2015). Äðóãèìè àâòîðàìè ðàçíûìè ìåòîäàìè
òàêæå ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ýòèõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ, ðàçëè÷-
íûõ ïî ïðîèñõîæäåíèþ (Riekstina et al., 2009; Huang
et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi et al., 2011). Ìå-
õàíèçìû âçàèìîñâÿçè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè
ñ ôóíêöèîíàëüíîé äåÿòåëüíîñòüþ ÌÑÊ ïîêà íåèçâåñòíû.
Åñòü ðàçíûå ïðåäïîëîæåíèÿ, èìåþùèå ïðîòèâîïîëîæ-
íûé õàðàêòåð: ëèáî ñâÿçü ýòèõ ìàðêåðîâ ñ äèôôåðåíöèðî-
âî÷íîé ïëàñòè÷íîñòüþ ÌÑÊ, ëèáî ñâÿçü ýòèõ ìàðêåðîâ
èñêëþ÷èòåëüíî ñ ýìáðèîíàëüíûì ïðîèñõîæäåíèåì ÌÑÊ
(Riekstina et al., 2009; Senseb*e et al., 2010).

Ïðîâåäåííàÿ 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 äèôôåðåíöèðîâêè â ëèíèÿõ
MSCWJ-1 è MSCWJ-2 âûÿâèëà ñïîñîáíîñòü êëåòîê ôîð-
ìèðîâàòü êîñòíóþ, õðÿùåâóþ è æèðîâóþ òêàíè (ðèñ. 6),
÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñòàòóñó ÌÑÊ (Dominici et al., 2006;
Senseb*e et al., 2010). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â îñòåîãåí-
íîé ñðåäå ñïîñîáñòâîâàëî ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè ùå-
ëî÷íîé ôîñôàòàçû è ôîðìèðîâàíèþ ìèíåðàëüíûõ êîìï-
ëåêñîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåàêöèè van Kossa, ïîçâî-
ëÿþùåé âûÿâèòü íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â
ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. 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 èíòåíñèâíîñòè ýòèõ äèôôåðåíöèðîâîê íå îòìå÷åíî.

Ïðèâëåêàþò âíèìàíèå ðàçëè÷èÿ, íàáëþäàåìûå ïðè
ñïîíòàííîé ý í ä î ò å ë è à ë ü í î é äèôôåðåíöèðîâêå ïî-
ëó÷åííûõ ëèíèé. Òàê, â îòëè÷èå îò ðàíåå ïîëó÷åííûõ
íàìè ëèíèé ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ â ïðîöåññå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2 îáðàçîâàíèå
ïîëíîãî ìîíîñëîÿ ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷åñêîé òî÷êîé, â êîòî-
ðîé êëåòêè ëèíèè MSCWJ-1 íà÷èíàþò ïðåòåðïåâàòü ìîð-

Õàðàêòåðèñòèêà äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà 323

Ò à á ë è ö à 2

Ýêñïðåññèÿ (%) ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà CD31 â êëåòêàõ ëèíèé MSCWJ-1, MSCWJ-2 è FetMSC

Êëåòêè MSCWJ-1 MSCWJ-2 FetMSC

Íåäèôôåðåíöèðîâàííûå 1.17 � 0.47à 0.75 � 0.35 0.26 � 0.01

Ñïîíòàííî äèôôåðåíöèðîâàííûå 6.24 � 1.10à 1.01 � 0.18 0.22 � 0.10

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äîëè êëåòîê (íåñóùèõ ìàðêåð) è èõ îøèáêè èç 4—5 ýêñïåðèìåíòîâ. à Äîñòî-
âåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè.



ôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, îòðàæàþùèå íà÷àëî ýíäîòåëè-
àëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, è êîòîðûå ÷åòêî âèäíû ÷åðåç
3—4 ñóò ïîñëå îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Â êëåòêàõ ëèíèè
MSCWJ-2 è ëèíèè FetMSC ýòîãî íå íàáëþäàåòñÿ. Îäíî-
âðåìåííî áûëà ïðîâåäåíà ïðîâåðêà ýêñïðåññèè ìàðêåðà
CD31, ñâèäåòåëüñòâóþùåãî î íà÷àëå ýòîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè, êîòîðàÿ ïîêàçàëà äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ
åãî ýêñïðåññèè ïî ñðàâíåíèþ ñ íåäèôôåðåíöèðîâàííûìè
è êîíòðîëüíûìè (FetMSC) êëåòêàìè P < 0.05 (òàáë. 2).
Ðàíåå ïðè ïðîâåäåíèè òðàíñêðèïòîìíîãî àíàëèçà áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ,
èìåþò áîëåå âûñîêèé ýíäîòåëèàëüíûé äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûé ïîòåíöèàë, ÷åì ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (Hsieh et al.,
2010). Âîçìîæíî, ÷òî îòñóòñòâèå ïðèçíàêîâ ñïîíòàííîé
ýíäîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè â ëèíèè MSCWJ-2
ñâÿçàíî ñ åå êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòüþ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå 2 ëèíèè ñîîòâåòñòâóþò
ïî îñíîâíûì õàðàêòåðèñòèêàì ñòàòóñó ÌÑÊ ñîãëàñíî
òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè. Òåì íå ìåíåå ëèíèÿ MSCWJ-2, ñîãëàñíî ïðîâåäåí-
íîìó êàðèîòèïè÷åñêîìó àíàëèçó íà 6-ì ïàññàæå, íå ìî-
æåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèé â
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå, òàê êàê èìååò âûñîêóþ ÷àñòî-
òó âñòðå÷àåìîñòè êëîíàëüíîé õðîìîñîìíîé àáåððàöèè.
Íî ýòà ëèíèÿ ÿâëÿåòñÿ õîðîøåé ìîäåëüþ äëÿ ôóíäàìåí-
òàëüíûõ öèòîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, êîòîðûå áóäóò
ïðîâîäèòüñÿ â äàëüíåéøåì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÔÀÍÎ
ïî ãîñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ ¹ 0124-2016-0007.
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Two new non-immortalized human cell lines were generated from the Wharton’s Jelly of the human umbi-
lical cord of two donors called MSCWJ-1 and MSCWJ-2Analysis of growth characteristics and differentiation
potential of these cell lines has been studied and their status as mesenchymal stem cells confirmed. The main
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characteristics were determined at the 6th passage. The average population doubling time determined for both li-
nes is 26.8 h. The growth curves show that all the lines proliferate actively but have the differences in duration
of active growth phase. The plating efficiency is low and similar for two cell lines. There are significant diffe-
rences observed at the time of entry in phase of the replicative senescence. The cell line MSCWJ-2 enters a pha-
se of active senescence much earlier (P13) than the cell line MSCWJ (P20—25). Morphological analysis shows
typical aging phase changes associated with an increase in the size and extent of the spreading cells. Numerical
karyotypic analysis show that the lines have normal karyotype of 46, XX and 46, XY. The structural karyotypic
analysis show significant interline changes. The line MSCWJ-2 has clonal chromosomal rearrangement of the
short arm of chromosome 7 at 28 % of the investigated cells in contrast to the line MSCWJ-1, which shows a
small number of nonclonal chromosomal rearrangements. To determine status of these cell lines, comparative
analysis of the surface markers was performed using flow cytometry. According to this analysis, all the lines
showed expression of surface antigens being characteristic of human MSC: CD44, CD73, CD90, CD105,
HLA-ABC, vimentin and did not express CD34, CD34 and HLA-DR. Flow cytometry analysis showed the pre-
sence of non-differentiated ESC-SSEA-4 and SOX2 in both lines. In both lines, expression of markers of early
differentiation was shown in the derivates of 3 germ layers. Capability of these cell lines to differentiate to oste-
ogenic, chondrogenic and adipogenic directions is shown, that confirms the status of MSC. Unlike MSCWJ-2
line, spontaneous endothelial differentiation occurs in MSCWJ-1 line. The observed interline differences in so-
me characteristics require further studies of the dynamics of karyotypic variability in long-term cultivation and
comparing-the results obtained with the processes of aging of these lines, as well as a comparative analysis of a
number of other characteristics of MSCs in the early and late passages.

K e y w o r d s: human mesenchymal stem cells, proliferation, replicative senescence, surface cell markers,
karyotype, differentiation.
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