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Èçìåíåíèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà

Îõàðàêòåðèçîâàíû ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÌÑÊ), âûäåëåííûå èç
ïîäêîæíî-æèðîâîé òêàíè (ÏÆÒ) ÷åëîâåêà, â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â òðåõ êóëüòóðàõ,
ïðîøåäøèõ áîëåå 50 óäâîåíèé îáíàðóæåíû êëåòêè ñ îòñóòñòâèåì êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ ïî äîñòèæå-
íèè èìè ìîíîñëîÿ. Êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç (ìåòîä GTG-îêðàøèâàíèÿ) ïðîäåìîíñòðèðîâàë äèïëîèä-
íûé íàáîð õðîìîñîì êëåòîê áåç àíåóïëîèäèè è ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíà-
ëèç 20 ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ âûÿâèë èçìå-
íåíèÿ äîëè êëåòîê, ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ñëåäóþùèõ ìàðêåðîâ: CD10
(öèíêîçàâèñèìîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû), CD34 (ñèàëîìóöèíà), CD49 a, d, f (ñîîòâåòñòâåííî èíòåãðèíîâ
a1, a4 è a6) è CD71 (ðåöåïòîðà òðàíñôåððèíà). Äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå âëèÿëî íà àäãåçèþ êëåòîê
ê áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), ïðåäñòàâëåííûì êîëëàãåíîì, ôèáðîíåêòèíîì è ëàìèíèíîì,
êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ëèãàíäàìè ê a-èíòåãðèíàì, à òàêæå íà ôóíêöèîíàëüíûå ñïîñîáíîñòè ÌÌÑÊ ôîðìè-
ðîâàòü ïðè èíäóêöèè êëåòêè æèðîâîé è êîñòíîé òêàíåé in vitro. Îáíàðóæåííûå çàêîíîìåðíîñòè ñïîñîá-
ñòâóþò ðàñøèðåíèþ çíàíèé î ïîâåäåíèè êëåòîê â êóëüòóðå è ïîçâîëÿþò ïðèáëèçèòüñÿ ê áîëåå ãëóáîêî-
ìó ïîíèìàíèþ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ ñ êëåòêàìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè â óñëîâèÿõ in vitro.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ïîäêîæíî-æèðîâàÿ
òêàíü, äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå, ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õðîìîñîìû, áåëêè âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà, àäãåçèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè,
ÏÆÒ — ïîäêîæíî-æèðîâàÿ òêàíü, ÑÊÏÊ — ñûâîðîòêà êðîâè ïëîäîâ êîðîâ.

Ñòðîìàëüíûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç ïîäêîæíî-æè-
ðîâîé òêàíè (ÏÆÒ), îáëàäàþò ñâîéñòâàìè è ïðèçíàêàìè,
ñõîæèìè ñ ìóëüòèïîòåíòíûìè ìåçåíõèìíûìè ñòðîìàëü-
íûìè êëåòêàìè (ÌÌÑÊ), âûäåëåííûìè èç êîñòíîãî ìîç-
ãà ÷åëîâåêà (Zuk et al., 2001; Teplyashin et al., 2004b; Òåï-
ëÿøèí è äð., 2005a). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÌÌÑÊ èç ÏÆÒ
ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ïåðñïåêòèâíûé ìàòåðèàë äëÿ ðåãå-
íåðàòèâíîé è âîññòàíîâèòåëüíîé ìåäèöèíû, êîòîðàÿ òðå-
áóåò åãî ñòàíäàðòèçàöèè è áåçîïàñíîñòè (Bourin et al.,
2013). Èçâåñòíî, ÷òî ïåðåâîä êëåòîê â êóëüòóðó íåîá-
õîäèì ñ öåëüþ íàðàùèâàíèÿ êëåòî÷íîé ìàññû. Ïîèñê îï-
òèìàëüíûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ (èñïîëüçîâàíèå
áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåä, äîáàâëåíèå ôàêòîðîâ ðîñòà, ðàç-
ëè÷íûõ ñûâîðîòîê è ò. ä.) äëÿ ýôôåêòèâíîãî ïîëó÷å-
íèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê èìååò ïåðâîñòåïåííîå
çíà÷åíèå (Tonti, Mannello, 2008). Íå ìåíåå âàæíûì ÿâëÿ-
åòñÿ èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ÌÌÑÊ
â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ðåøåíèå ýòî-
ãî âîïðîñà ïîçâîëèò ïðèáëèçèòüñÿ ê áîëåå ãëóáîêîìó
ïîíèìàíèþ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ ñ êëåòêàìè-ïðåä-
øåñòâåííèêàìè â óñëîâèÿõ in vitro. Íàêàïëèâàþòñÿ äàí-
íûå î òîì, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÌÌÑÊ ìî-
ãóò ïðîèçîéòè èçìåíåíèÿ, îáóñëîâëåííûå ãåíåòè÷åñêè-

ìè äåôåêòàìè, êîòîðûå óñèëèâàþò ðèñê ìàëèãíèçàöèè
ÌÌÑÊ (Redaelli et al., 2012). Òàê êàê ãåíîì ýòèõ êëåòîê
ñ÷èòàåòñÿ îòíîñèòåëüíî ñòàáèëüíûì, î ÷åì ñâèäåòåëüñò-
âóþò îáøèðíûå äàííûå ïî èõ èñïîëüçîâàíèþ â êëèíè-
êå, âûñêàçûâàåòñÿ ìíåíèå, ÷òî ÌÌÑÊ â êóëüòóðå ïîä-
âåðãàþòñÿ æåñòêîé ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè, êîòîðàÿ
êîíòðîëèðóåò ðèñê òðàíñôîðìàöèè êëåòîê, âûçâàííûé
ãåíåòè÷åñêèìè ôàêòîðàìè (Wagner, 2012). Âñå ýòî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ìèêðîîêðóæåíèå èãðàåò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Â ïåðå-
äà÷å ïðîñòðàíñòâåííîé èíôîðìàöèè îò ìèêðîîêðóæåíèÿ
ê êëåòêå ó÷àñòâóþò ñëîæíûå ìåìáðàííûå ìîëåêóëû, êî-
òîðûå â çàâèñèìîñòè îò ñèãíàëà ñïîñîáñòâóþò êëåòî÷-
íîé àäãåçèè, ìèãðàöèè, ïðîëèôåðàöèè èëè äèôôå-
ðåíöèðîâêå, à òàêæå ãèáåëè êëåòêè. Èìåþùèåñÿ â ëèòå-
ðàòóðå äàííûå íå äî êîíöà ðàñêðûâàþò ðîëü âûÿâëåííûõ
ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñèãíàëüíûõ ôàêòîðîâ â îïðåäå-
ëåíèè ñóäüáû ñòâîëîâîé êëåòêè èç-çà ñëîæíîñòè åå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ ìèêðîîêðóæåíèåì. Èññëåäîâàíèÿ, ïî-
ñâÿùåííûå èçó÷åíèþ èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè íåêîòîðûõ
ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè íà ïîâåðõíîñòè ÌÌÑÊ,
â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî-ïðåæíåìó íåìíîãî÷èñ-
ëåííû.
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Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷èòü
ñâîéñòâà ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà, â ïðî-
öåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòå èññëåäîâàëè 5 îáðàçöîâ ëèïîàñïèðà-
òà ÏÆÒ (ïóïî÷íîé çîíû) ÷åëîâåêà (æåíñêèé ïîë, âîçðàñò
33—35 ëåò). Êëåòêè âûäåëÿëè èç ñòðîìàëüíî-âàñêóëèçè-
ðîâàííîé ôðàêöèè ÏÆÒ ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå
(Òåïëÿøèí è äð., 2005à). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
ÄÌÅÌ ñ íèçêèì (1 ã/ë) ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (Gibco In-
vitrogene, Life Technologies, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ñû-
âîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû (ÑÊÏÊ) (HyClone, Perbio,
Áåëüãèÿ) è îäíîêðàòíûé ðàñòâîð çàìåíèìûõ àìèíîêèñëîò
è àíòèáèîòèêîâ (Gibco, Invitrogene, Life Technologies,
ÑØÀ). Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñòðåïòîìèöèíà â ñðåäå
ñîñòàâëÿëà 50 ìêã/ìë, à ïåíèöèëëèíà — 50 åä./ìë. Äëÿ
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ïàññèðîâàëè â
ïëîòíîñòè 5�103 êë./ñì2. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü êëåòî÷íîãî
öèêëà â èññëåäóåìûõ ÌÌÑÊ îïðåäåëÿëè íà îñíîâàíèè
äàííûõ î âðåìåíè óäâîåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê. Äîëþ
êëåòîê â ôàçå G0 íå ó÷èòûâàëè.

Ñêîðîñòü ðîñòà êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé àíàëèçèðîâàëè
ïî äèíàìèêå èçìåíåíèÿ ÷èñëà êëåòîê âïëîòü äî ìîìåíòà
îáðàçîâàíèÿ êëåòêàìè ìîíîñëîÿ. Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ
÷èñëà êëåòîê ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå td = t/log2(Nt/N0),
ãäå td — âðåìÿ óäâîåíèÿ ÷èñëà êëåòîê, t — âðåìÿ ìåæäó
íà÷àëüíûì è êîíå÷íûì ïîäñ÷åòàìè êëåòîê, N0 è Nt —
÷èñëî êëåòîê â íà÷àëå è êîíöå ýêñïåðèìåíòà ñîîòâåòñò-
âåííî (Óçáåêîâ, 2004). Ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ äëÿ êàæäîé
ïîïóëÿöèè êëåòîê ðàññ÷èòûâàëè â ôàçå ëîãàðèôìè÷åñêî-
ãî ðîñòà êàê îòíîøåíèå ÷èñëà ìèòîçîâ ê îáùåìó ÷èñëó
ïîäñ÷èòàííûõ êëåòîê, óìíîæåííîå íà 1000 (â ‰). Ìîð-
ôîëîãèþ êëåòîê íàòèâíûõ è íà ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ
ïî Ðîìàíîâñêîìó—Ãèìçå, îöåíèâàëè âèçóàëüíî ñ ïîìî-
ùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Axio-
Vision Rel. 4.8.

Ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ àíàëèçèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íà öèòîìåò-
ðå Epics Elite Cîulter (ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñíèìàëè ñ
ñóáñòðàòà 0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà, ïîäñ÷èòûâà-
ëè, îòìûâàëè è àëèêâîòû ïî 2�105 êëåòîê èíêóáèðîâàëè ñ
ìûøèíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ 20 àíòèãåíîâ ÷åëîâåêà —
ÑD10, CD13, CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD49 a, b,
d, f, CD71, CD73, CD90, CD105, CD106, CD166,
HLA-ABC, HLA-DQ è HLA-DR (Becton Dickinson, ÑØÀ)
â ðàçâåäåíèè 1 : 30 (D-PBS ôèðìû Gibco, ÑØÀ, äîïîë-
íåííûé 2 % ÑÊÏÊ) ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 45 ìèí â òåìíîòå.
Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèìûøèíûå
IgG, ìå÷åííûå ôèêîýðèòðèíîì òîé æå ôèðìû. Àíàëèç
ïðîâîäèëè â íåñêîëüêèõ ïîâòîðàõ.

Äëÿ îöåíêè àäãåçèè êëåòîê ê áåëêàì ÂÊÌ íà ðàçíûõ
ïàññàæàõ ïîêðîâíûå ñòåêëà ðàçìåðîì 22�30 ìì ôèðìû
Pyrex (Corning, ÑØÀ) ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè Re-
pell-Silane (Sigma) äëÿ ïðèäàíèÿ ïîâåðõíîñòè ãèäðîôîá-
íûõ ñâîéñòâ. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ïîâåðõíîñòüþ ñòåêëà äîïîëíè-
òåëüíî ïîêðûâàëè 2%-íûì áû÷üèì ñûâîðîòî÷íûì àëüáó-
ìèíîì (â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ) ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâ-
êîé D-PBS. Çàòåì ïîêðîâíûå ñòåêëà ïîêðûâàëè êîëëà-
ãåíîì, ôèáðîíåêòèíîì èëè ëàìèíèíîì (Sigma) â
êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷

ïðè 4 °Ñ äëÿ èììîáèëèçàöèè áåëêîâ. Êëåòî÷íóþ ñóñïåí-
çèþ íàíîñèëè íà ïðåäâàðèòåëüíî îòìûòûå ñòåêëà ñ ëè-
ãàíäàìè è èíêóáèðîâàëè. Ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëåíèÿ
îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê íà
1 ñì2 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè ïðè ïëîòíîñòè 3000 êëåòîê
íà 1 ñì2 íà èììîáèëèçîâàííûå áåëêè ÂÊÌ.

Äëÿ êàðèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè íà ñòàäèè ëîãà-
ðèôìè÷åñêîãî ðîñòà îáðàáàòûâàëè êîëõèöèíîì
(0.6 ìêã/ìë) â ñðåäå â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáà-
òîðå. Ìèòîòè÷åñêè äåëÿùèåñÿ êëåòêè ñíèìàëè
0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îáðàáîòêè ãèïîòîíè÷åñêèì
0.56%-íûì ðàñòâîðîì KCl â òå÷åíèå 10—15 ìèí ïðè
37 °Ñ êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå
5 ìèí ïðè 100 g. ÌÌÑÊ ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è
ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè
3 : 1. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãî-
òîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ õðîìîñîì. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâà-
ëè ìåòîäîì GTG-îêðàøèâàíèÿ (ñ ïðåäîáðàáîòêîé
0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøè-
âàíèåì êðàñèòåëåì Ãèìçà íà ôîñôàòíîì áóôåðå ñ ðÍ 6.8).

Äëÿ èçó÷åíèÿ ñïîñîáíîñòè âûäåëåííîé êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå in vitro èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê â êëåòêè êîñòíîé òêàíè
ïðîâîäèëè, êàê áûëî îïèñàíî ðàíåå (Ñàâ÷åíêîâà è äð.,
2008). Â êà÷åñòâå èíäóêöèîííîé ñðåäû èñïîëüçîâàëè
ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùóþ 10 % ÑÊÏÊ, äåêñàìåòàçîí (10–7 Ì),
b-ãëèöåðîôîñôàò (10 ìÌ) è àñêîðáèíîâóþ êèñëîòó
(0.2 ìÌ). Èíäóêöèîííóþ ñðåäó ìåíÿëè êàæäûå 4 ñóò â òå-
÷åíèå 28 ñóò. Ñïóñòÿ 28 ñóò ïîñëå íà÷àëà èíäóêöèè êëåò-
êè ôèêñèðîâàëè ëåäÿíûì ìåòàíîëîì â òå÷åíèå 5—6 ìèí
è îêðàøèâàëè àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S.

Äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê â êëåòêè æèðîâîé òêàíè
ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå, îïèñàíîé ðàíåå (Òåïëÿøèí è äð.,
2005á). Àäèïîãåííîé ñðåäîé áûëà ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùàÿ
10 % ÑÊÏÊ, 10–7 Ì äåêñàìåòàçîíà è 10–9 Ì èíñóëèíà. ×å-
ðåç 3 íåä êëåòêè ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè æèðîâûì
êðàñíûì Î â òå÷åíèå 10—5 ìèí.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè ÌÌÑÊ ñîñòàâëÿ-
ëî 40—52 ÷. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè êëåòêè íà
2-ì è 17-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷òî ñîîòâåòñòâîâà-
ëî 6-é è 51-é ãåíåðàöèÿì. Ìîðôîëîãè÷åñêèõ ðàçëè÷èé
ìåæäó ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ïÿòè îáðàçöîâ ÏÆÒ ÷åëî-
âåêà, íà ðàííèõ ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íå áûëî âûÿâ-
ëåíî. Êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè áûëè ïðåäñòàâëåíû óçêèìè
âåðåòåíîîáðàçíûìè êëåòêàìè ñ ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé
ìîðôîëîãèåé (ðèñ. 1, à). Â ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â äâóõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ íà 7-ì è
10-ì ïàññàæàõ áûëè îòìå÷åíû èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîé ìîð-
ôîëîãèè, êîòîðûå çàêëþ÷àëèñü â óêðóïíåíèè è óïëîùå-
íèè êëåòîê (ðèñ. 1, á). Òàêèå êëåòêè ðîñëè ñ êàæäûì ïàñ-
ñàæåì âñå ìåäëåííåå, è èíòåðâàë ìåæäó ïàññèðîâàíèÿìè
óâåëè÷èâàëñÿ, ÷òî ìîãëî ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñòàðåíèè
êóëüòóð. Â òðåõ äðóãèõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ ìîðôîëî-
ãè÷åñêèõ èçìåíåíèé â êëåòêàõ íà ýòèõ ýòàïàõ íå áûëî âû-
ÿâëåíî. Îíè ïðåîäîëåâàëè áîëåå 55 ãåíåðàöèé. Îäíàêî
îòìå÷åíî, ÷òî â ýòèõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ â ïðîöåññå
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîÿâëÿþòñÿ êëåòêè, êîòî-
ðûå òåðÿþò ñâîéñòâà êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ. Íåêîòî-
ðûå êëåòêè íå îñòàíàâëèâàëè ðîñò ïðè êîíòàêòå ñ äðóãè-
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ìè êëåòêàìè, ÷òî âûðàæàëîñü â ðàçìíîæåíèè èõ ïî âåðõó
óæå ñôîðìèðîâàííîãî êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ (ðèñ. 1, â).
Ïðè ýòîì ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ íå óâåëè÷èâàëñÿ (äàííûå
ïðèâåäåíû â òàáë. 1). Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðîâåëè èõ öèòî-
ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç.

Ðåçóëüòàòû êàðèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà (òàáë. 1) íå âû-
ÿâèëè ãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé â êëåòêàõ, ñâÿçàííûõ ñ íà-
ðóøåíèÿìè â õðîìîñîìàõ, êîòîðûå âîçìîæíû â äëèòåëü-
íî ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóðàõ. Òàê, àíàëèç êëåòîê íà 2-ì è
17-ì ïàññàæàõ îáíàðóæèë 31 ïëàñòèíêó èç 32 íà 2-ì ïàñ-
ñàæå è 29 èç 30 íà 17-ì ó äîíîðà 1; ïî 29 ïëàñòèíîê íà
îáîèõ ïàññàæàõ ó äîíîðà 2 è âñå ïîäñ÷èòàííûå ìåòàôàç-
íûå ïëàñòèíêè ó äîíîðà 3 èìåëè äèïëîèäíûé êàðèîòèï
46, ÕÕ. Â òðåõ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ïðè êàðèîòèïå 45,
ÕÕ îòñóòñòâîâàëè ðàçíûå õðîìîñîìû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâó-
åò î òîì, ÷òî 45, ÕÕ — ðåçóëüòàò ìåòîäè÷åñêîé ïîòåðè ïî
îäíîé õðîìîñîìå èç íàáîðà õðîìîñîì. Ñïîíòàííîé àíå-
óïëîèäèè è ïîëèïëîèäèè â òåñòèðóåìûõ êóëüòóðàõ íå
âûÿâèëè. Äèôôåðåíöèàëüíàÿ îêðàñêà íå îáíàðóæèëà
ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê õðîìîñîì.

Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë íà ïîâåðõ-
íîñòè ÌÌÑÊ íàëè÷èå ÀÃ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ õàðàêòåð-
íà äëÿ ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ÌÌÑÊ, âûäåëåí-
íûå èç ÏÆÒ, õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ýêñïðåññèåé
ÑD29, CD44, CD49 a, d, CD51, CD73, CD105, CD106 è
CD166 (Zuk et al., 2001; Òåïëÿøèí è äð., 2005à; Mitchel
et al., 2006; Lin et al., 2010; Baer, Geiger, 2012; Bourin
et al., 2013; Zimmerlin et al., 2013).

Â òàáë. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, îòðàæàþùèå ýêñ-
ïðåññèþ 20 ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ó îäíîé è òîé æå
êóëüòóðû êëåòîê íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ (äàííûå ïî òðåì êóëüòóðàì). Íà ðàííèõ è ïîçäíèõ
ïàññàæàõ ÌÌÑÊ íå ðàçëè÷àëèñü ïî ýêñïðåññèè ñëåäóþ-
ùèõ àíòèãåíîâ — CD13, CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, CD166 è HLA ABC. Íà 2-ì ïàññàæå â êëåòî÷íûõ
ïîïóëÿöèÿõ áûëî âûÿâëåíî íåñóùåñòâåííîå ÷èñëî êëå-
òîê, êîòîðûå îêðàøèâàëèñü àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD45 (îá-
ùåãî ëåéêîöèòàðíîãî àíòèãåíà) — ìàðêåðà êëåòîê êðîâè,
ÑD31 (PECAM) — ìàðêåðà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, à
òàêæå àíòèãåíà ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè
êëàññà II, õàðàêòåðíûõ äëÿ ìîíîöèòîâ è Â-ëèìôîöèòîâ —
HLA-DR, HLA-DQ. Íà 17-ì ïàññàæå áûëî îòìå÷åíî èñ-
÷åçíîâåíèå êëåòîê ñ òàêèì ôåíîòèïîì, ÷òî ìîãëî ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü îá î÷èñòêå ÌÌÑÊ îò íåçíà÷èòåëüíîé ïðè-
ìåñè êëåòîê ñ ýíäîòåëèàëüíûìè è ãåìàòîïîýòè÷åñêèìè
ñâîéñòâàìè âî âðåìÿ äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ñðàâíåíèå ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà, ïî
ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ó ñâåæåâûäåëåí-
íûõ è âî âðåìÿ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëî âûïîëíåíî ðà-
íåå äðóãèìè àâòîðàìè (Guilak et al., 2006; Yoshimura
et al., 2006; Astori et al., 2007; Varma et al., 2007). Ê ñîæà-
ëåíèþ, ñëåäóåò êîíñòàòèðîâàòü, ÷òî äî ñèõ ïîð íåò ãå-
íà-ìàðêåðà, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî áûëà áû ñïåöèôè÷íà
äëÿ êëåòîê ýòîãî òèïà. Íåäàâíî áûëè ïðåäïðèíÿòû ïî-
ïûòêè ñòàíäàðòèçèðîâàòü êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, âûäå-
ëåííûå èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà (Baer, Geiger, 2012;
Bourin et al., 2013). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â îòëè÷èå îò ÌÌÑÊ,
âûäåëåííûõ èç äðóãèõ òêàíåé, â òîì ÷èñëå èç êîñòíîãî
ìîçãà, íà ýòèõ êëåòêàõ íå îáíàðóæèâàþòñÿ CD11b, CD45
(ìåíüøå 2 %) è CD106 (VCAM-1), íî íàáëþäàåòñÿ âûñî-
êàÿ ýêñïðåññèÿ CD13, CD73 è CD90 (áîëüøå 90 %).

Ðàíåå ìû ñîîáùàëè î òîì, ÷òî â êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè, âûäåëåííîé èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà, ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü
êëåòêè ñ ôåíîòèïîì CD34+ (Teplyashin et al., 2004a; Òåï-
ëÿøèí è äð., 2005á). Ýòè êëåòêè áûëè âûäåëåíû èç îáðàç-

öîâ ÏÆÒ, âçÿòîé èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ òåëà âî âðåìÿ ëèïî-
àñïèðàöèè (ïóïî÷íàÿ çîíà) è áëåôàðîïëàñòèêè (íèæíåå
âåêî). Êàê âèäíî èç ðåçóëüòàòîâ íàñòîÿùåé ðàáîòû, ïðåä-
ñòàâëåííûõ â òàáë. 2, íà ðàííåì (2-ì) ïàññàæå èç òðåõ ïî-
ïóëÿöèé ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ, îäíà (3-ÿ) ïðåâû-
øàëà äâå äðóãèå ïîïóëÿöèè ïî äîëå êëåòîê, ñâÿçàâøèõ
àíòèòåëà ïðîòèâ CD34, íà 24.2 è 20.4 % ñîîòâåòñòâåííî.
Òàê êàê â íàñòîÿùåé ðàáîòå êëåòêè âûäåëÿëè èç ÏÆÒ,
âçÿòîé âî âðåìÿ ëèïîàñïèðàöèè (ïóïî÷íàÿ çîíà) ñ ïîìîùüþ
îäíîãî è òîãî æå ñïîñîáà, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èíäèâèäóàëüíûõ îñîáåííîñòÿõ äîíî-
ðîâ. Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ âî âñåõ îá-
ðàçöàõ íàáëþäàëè ñíèæåíèå ÷èñëà êëåòîê CD34+.

Äàííûå ïî âûÿâëåíèþ CD34 íà ïîâåðõíîñòè ÌÌÑÊ,
âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà, îñòàþòñÿ ïðîòèâîðå÷èâû-
ìè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â ïîïóëÿöèè êëåòîê ñ ôåíîòèïîì
CD31–/CD45– åãî ýêñïðåññèÿ ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò
óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ (Mitchell et al., 2006). Èìåþòñÿ
íàáëþäåíèÿ, ýêñïðåññèÿ CD34 âûÿâëÿåòñÿ íà ÌÌÑÊ èç
ÏÆÒ íà ðàííèõ ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, à çàòåì ñíè-
æàåòñÿ (Lin et al., 2010; Maumus et al., 2011). Âûñêàçûâà-
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Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ÌÌÑÊ â ìîíîñëîÿõ íà
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åòñÿ ìíåíèå î òîì, ÷òî êëåòêè CD34+, âûäåëåííûå èç æè-
ðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà ñ âûðàæåííûìè àäãåçèâíûìè ñâîé-
ñòâàìè, ìîãóò áûòü ïåðèöèòàìè (Traktuev et al., 2008).

Èíòåðåñíûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû ïî ýêñïðåññèè
ïîâåðõíîñòíîé êëåòî÷íîé ìåòàëëoïðîòåèíàçû (CD10) è
ðåöåïòîðà òðàíñôåððèíà (CD71). Âî âñåõ òðåõ êóëüòóðàõ
ÌÌÑÊ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ íàìè
áûëî âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê, ñâÿçûâàþùèõ
àíòèòåëà ïðîòèâ ýòèõ àíòèãåíîâ. CD10 — ýòî öèíêîçàâè-
ñèìàÿ ìåòàëëîïðîòåèíàçà íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå ñ ìîë.
ìàññîé 90—110 êÄà, êîòîðàÿ áûëà âûÿâëåíà êàê îïóõîëå-

çàâèñèìûé ÀÃ ïðè ëèìôîöèòàðíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà è
äðóãèõ ôîðìàõ îïóõîëåé (Ogava et al., 2002). Â íîðìå
CD10 âûÿâëÿåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ðàçëè÷íûõ òêà-
íåé, âêëþ÷àÿ ãðàíóëîöèòû, êëåòêè Øâàííà, ìèîýïèòåëè-
àëüíûå êëåòêè, ëèìôîèäíûå çàðîäûøåâûå êëåòêè, êëåòêè
ýìáðèîíàëüíîãî òðîôîáëàñòà, æåëåçèñòîãî ýïèòåëèÿ
è äð. Â ñòðîìàëüíûõ êëåòêàõ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî
ìîçãà, ýíäîìåòðèÿ ìàòêè è ïîäêîæíîãî æèðà ÷åëîâåêà,
òàêæå îáíàðóæèâàåòñÿ ýòîò àíòèãåí. Íàêàïëèâàþòñÿ äàí-
íûå, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò ðîëü CD10 â ãîìåîñòàçå è
íåîïëàñòè÷åñêèõ èçìåíåíèÿõ êëåòîê è ðàçâèòèè îïóõîëè
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Ò à á ë è ö à 1

Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà,
íà ðàííåì è ïîçäíåì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ

Äîíîð Ïàññàæ
×èñëî

ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíîê

Ìåòàôàçû/
÷èñëî êëåòîê

ÌÈ, ‰
×èñëî ñëó÷àéíûõ
ïîòåðü õðîìîñîì

Íîðìàëüíûé
êàðèîòèï (%)

1
(46, ÕÕ)

2 32 19/1000 2.0 1 99

17 30 15/1000 1.9 1 99

2
(46, ÕÕ)

2 30 23/1000 2.3 1 99

17 29 19/1200 2.0 0 100

3
(46, ÕÕ)

2 31 30/1011 2.9 0 100

17 28 11/1000 2.1 0 100

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÌÈ — ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ.

Ò à á ë è ö à 2

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ (ÀÃ) íà ÌÌÑÊ,
âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà, âî âðåìÿ äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ

ÀÃ

Äîëÿ êëåòîê (%), ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÀÃ íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ

ïîïóëÿöèÿ 1, ïàññàæ ïîïóëÿöèÿ 2, ïàññàæ ïîïóëÿöèÿ 3, ïàññàæ

2 17 2 17 2 17

CD10 69.9 82.3 76.3 89.1 86.6 94.1

CD13 99.2 99.1 99.3 99.0 99.5 99.8

CD29 98.3 98.3 99.1 99.0 98.9 98.0

CD31 7.0 2.1 3.3 0.5 5.1 0.1

CD34 0.1 0.1 3.9 0.7 24.3 0.8

CD44 98.9 98.3 98.8 98.5 98.7 98.6

CD45 1.9 0.1 3.2 0.5 5.5 0.2

CD49a 85.2 3.2 96.2 6.7 84.6 0.1

CD49b 96.4 95.9 97.3 98.0 90.1 97.0

CD49d 88.2 80.1 89.6 88.6 79.0 73.0

CD49f 32.3 43.0 44.7 51.4 31.3 42.9

CD71 86.9 88.1 83.5 90.6 69.0 85.5

CD73 99.1 99.0 98.7 97.9 98.4 99.3

CD90 99.8 99.3 99.1 99.0 98.6 99.5

CD105 99.2 91.4 97.5 93.8 96.7 92.8

CD106 6.1 0.3 10.1 1.8 6.9 0.1

CD166 98.3 97.6 97.0 97.9 93.8 95.5

HLA-ABC 99.4 99.4 98.4 98.1 98.0 98.3

HLA-DQ 0.3 0.0 0.2 0.0 2.7 0.1

HLA-DR 0.1 0.0 4.2 0.5 1.2 0.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå äëÿ òðåõ ïîïóëÿöèé îäíîé è òîé æå êóëüòóðû ÌÌÑÊ.



(Huang et al., 2005; Braham et al., 2006; Masloub et al.,
2011). Óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè CD10 ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàíî â êà÷åñòâå ìàðêåðà êëåòî÷íîãî ïåðåðîæäåíèÿ â òó-
ìîðîãåííîì íàïðàâëåíèè (Oba et al., 2011). Òàêèì îáðà-
çîì, íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî óâåëè÷åíèå âî âñåõ îáðàçöàõ
äîëè êëåòîê, íåñóùèõ CD10, ñ óâåëè÷åíèåì äëèòåëüíîñòè
êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èõ ìàëèãíèçà-
öèåé.

Èçâåñòíî, ÷òî CD71 (ðåöåïòîð òðàíñôåððèíà) îáåñïå-
÷èâàåò âõîæäåíèå â àêòèâèðîâàííóþ êëåòêó èîíîâ æåëå-
çà, íåîáõîäèìîãî äëÿ äåëåíèÿ êëåòîê, è îáíàðóæèâàåòñÿ
íà áîëüøèíñòâå äåëÿùèõñÿ êëåòîê (Aisen et al., 2004).
Ðîñò äîëè êëåòîê, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ âûÿâëåí ýòîò
àíòèãåí â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, ìîã áû
ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá óâåëè÷åíèè ÷èñëà äåëÿùèõñÿ êëå-
òîê. Îäíàêî ìû íàáëþäàëè óìåíüøåíèå ÷èñëà ìèòîçîâ â
ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (òàáë. 1).

Íåäàâíî ïîÿâèëàñü ðàáîòà, â êîòîðîé ÌÌÑÊ âûäåëÿ-
ëè èç ñòðîìàëüíîé ôðàêöèè îáðàçöîâ ÏÆÒ ÷åëîâåêà, ïî-
ëó÷åííûõ ïðè ëèïîñàêöèè ðàçíûìè ìåòîäàìè (ìåõàíè÷å-
ñêîì è ïîä äåéñòâèåì óëüòðàçâóêà); ôåíîòèï ÌÌÑÊ
ñðàâíèëè ïî ýêñïðåññèè 242 ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ
(Bajek et al., 2015). Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ðàçëè÷íûå ìå-
òîäû ëèïîñàêöèè íå âëèÿþò íà ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñò-
íûõ àíòèãåíîâ. Íà êëåòêàõ áûëè âûÿâëåíû òàêèå àíòèãå-
íû, êàê CD9, ÑD10, CD34, CD44, CD49d, CD54, CD55,
CD59 è CD71. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ðàçëè÷èÿ â îïèñàíèè ôåíî-
òèïè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ÌÌÑÊ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû
èíäèâèäóàëüíûìè îñîáåííîñòÿìè äîíîðîâ, èõ ïðèíàä-
ëåæíîñòüþ ê ýòíè÷åñêîé ãðóïïå, âîçðàñòîì, óñëîâèÿìè
êóëüòèâèðîâàíèÿ è âðåìåíåì êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè áûëè âûäåëåíû èç ëèïîàñïèðàòà
äîíîðîâ ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêîâîãî âîçðàñòà è îäíîé

ýòíè÷åñêîé ãðóïïû. Óñëîâèÿ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê áûëè òàêæå èäåíòè÷íûìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âûÿâëåííûå íàìè èçìåíåíèÿ
îáóñëîâëåíû äëèòåëüíîñòüþ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ðàíåå íàìè áûëè îáíàðóæåíû èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè
÷åòûðåõ èíòåãðèíîâ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ (Ñàâ÷åíêîâà, Ñàâ÷åíêîâà, 2014). Àíàëèç ïîëó÷åí-
íûõ ðåçóëüòàòîâ ïîäòâåðäèë çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â
ýêñïðåññèè èíòåãðèíîâ a1, a4 è a6 (òàáë. 2). Ðåçóëüòàòû
ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ÌÌÑÊ íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ âûÿâèëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå êîëè-
÷åñòâà êëåòîê, ïîëîæèòåëüíî ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ CD49a (èíòåãðèíà a1 — ðåöåïòîðà êîëëàãåíà è ëàìè-
íèíà) è CD49d (èíòåãðèíà a4 — ðåöåïòîðà ôèáðîíåêòè-
íà). Äîëÿ êëåòîê, ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ CD49 f (èíòåãðèíà a6 — ðåöåïòîðà ëàìèíèíà),
íàîáîðîò, óâåëè÷èâàëàñü â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ.

Èçìåíåíèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà 311

Ò à á ë è ö à 3

Âëèÿíèå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ,
âûäåëåííûõ èõ ÏÆÒ ÷åëîâåêà,

íà àäãåçèþ ê áåëêàì ÂÊÌ

Ïàññàæ
×èñëî êëåòîê, ïðèêðåïëåííûõ áåëêó

êîëëàãåí 1 ôèáðîíåêòèí ëàìèíèí

2-é 18 000 � 0.02 16 300 � 0.07 3200 � 0.01

17-é 3600 � 0.12 8170 � 0.3 6400 � 0.02

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêà èç
òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ñïîñîáíîñòü ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà, äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ïðè
èíäóêöèè â àäèïîãåííîì (à, á) è îñòåîãåííîì (â, ã) íàïðàâëåíèÿõ.

à, á — ôîðìèðîâàíèå ëèïèäíûõ ïóçûðüêîâ (îêðàñêà Oil Red O) êëåòêàìè íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ ñîîòâåòñòâåííî; â, ã — îêðàñêà àëèçàðèíîâûì êðàñ-
íûì S íà 2-ì è 17-ì ïàññàæàõ ñîîòâåòñòâåííî. Îá. 20�.



Òàê êàê áåëêè ÂÊÌ ÿâëÿþòñÿ ëèãàíäàìè ê a-èíòåãðè-
íàì, ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ îöåíèòü ýòè êëåòêè ïî àäãåçèè
è ðàñïëàñòûâàíèþ ê ìàòðèöàì, ïðåäñòàâëåííûì êîëëàãå-
íîì òèïà 1, ôèáðîíåêòèíîì è ëàìèíèíîì. Êàê âèäíî
èç ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáë. 3, äëÿ ÌÌÑÊ
íà ðàííèõ ïàññàæàõ íàèáîëåå àäãåçèâíûìè ÿâëÿþòñÿ êîë-
ëàãåí è ôèáðîíåêòèí. Â íàèìåíüøåé ñòåïåíè îíè âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ ëàìèíèíîì. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîä-
òâåðäèëè íàøå ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ÌÌÑÊ íà
ðàííèõ è ïîçäíèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàçëè÷àþò-
ñÿ ïî àäãåçèè ê èììîáèëèçîâàííûì áåëêàì ÂÊÌ. Êîëè-
÷åñòâî êëåòîê íà 2-ì ïàññàæå, ïðèêðåïëåííûõ ê êîëëà-
ãåíó è ôèáðîíåêòèíó, ïðåâîñõîäèëî ÷èñëî êëåòîê íà
17-ì ïàññàæå â 5 è 2 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî, â òî âðåìÿ êàê
÷èñëî êëåòîê, àäãåçèðóåìûõ ê ëàìèíèíó íà 2-ì ïàññàæå,
áûëî ìåíüøå â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè íà
17-ì ïàññàæå.

Äàëåå èçó÷èëè âëèÿíèå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
íà îäíó èç ôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê ÌÌÑÊ — ñïî-
ñîáíîñòü ïðè èíäóêöèè îáðàçîâûâàòü êëåòêè äðóãèõ òêà-
íåé, èìåþùèõ òî æå ïðîèñõîæäåíèå. Â ðåçóëüòàòå èíäóê-
öèè ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ, ê äèôôåðåíöèðîâêå â
îñòåî- è àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
êëåòêè íà 17-ì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ óñòóïàþò ïî ýô-
ôåêòèâíîñòè ôîðìèðîâàíèÿ êëåòîê êàê êîñòíîé, òàê è
æèðîâîé òêàíåé in vitro êëåòêàì, êîòîðûå èíäóöèðîâàëè
íà 2-ì ïàññàæå (ðèñ. 2), î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò îêðàñêà
ñïåöèôè÷íûìè êðàñèòåëÿìè. Íàøè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ
ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå äðóãèìè àâòîðàìè (Kim
et al., 2009), êîòîðûå íàáëþäàëè ñíèæåíèå ñïîñîáíîñòè
ôîðìèðîâàòü êëåòêè êîñòíîé è æèðîâîé òêàíåé ïðè èí-
äóêöèè ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà, ïðîøåäøèõ â êóëüòóðå áîëåå
60 öèòîãåíåðàöèé.

Ôåíîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â ìåçåíõèìíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòêàõ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà ñâèíåé, â
ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëè îïèñàíû
ðàíåå (Vacanti et al., 2005). Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòêè òåðÿëè òàêæå ñâîè ôóíêöèîíàëüíûå
ñïîñîáíîñòè. Òàê, íà ðàííèõ ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðè èíäóêöèè îíè ôîðìèðîâàëè êëåòêè õðÿùåâîé, êîñò-
íîé è æèðîâîé òêàíåé, â òî âðåìÿ êàê íà ïîçäíèõ ïàññà-
æàõ îíè ñîõðàíÿëè òîëüêî àäèïîãåííûé äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûé ïîòåíöèàë. Íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ â êëåòêàõ
óìåíüøàëèñü àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, ñèíòåç
êîñòíîãî ìîðôîãåíåòè÷åñêîãî áåëêà (BMP-7) è ïðîèñõî-
äèëî ñíèæåíèå ïðîäóêöèè ýòèìè êëåòêàìè öèòîêèíîâ,
íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãåìàòîïîýçà: ôàêòîðà ðî-
ñòà ñòâîëîâûõ êëåòîê (SCF), ôàêòîðà, èíãèáèðóþùåãî
ëåéêåìèþ (LIF), è ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíèåñòèìóëèðó-
þùåãî ôàêòîðà (G-CSF) (Vacanti et al., 2005). Åñòü äàí-
íûå îá óâåëè÷åíèè ÷èñëà àïîïòîçíûõ êëåòîê â êóëüòóðå
ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà, â ïðîöåññå äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (Jeong, Cho, 2016). Âëèÿíèå
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ìîðôîëîãèþ è ïðîëè-
ôåðàöèþ ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà äîíî-
ðîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé âîçðàñòîì (0—12,
25—50 è áîëåå 60 ëåò), áûëî òàêæå ïîêàçàíî ðàíåå (Zaim
et al., 2012). Ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî äàæå â õîðî-
øî ñòàíäàðòèçèðîâàííîé êóëüòóðå íåêîòîðûå óñëîâèÿ
(âîçðàñò äîíîðà, äëèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ) ìîãóò
îêàçûâàòü âëèÿíèå íà õàðàêòåðèñòèêè ÌÌÑÊ, êîòîðûå
íåîáõîäèìî ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå.

Òàêèì îáðàçîì, â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÏÆÒ ÷åëîâåêà, íàìè âûÿâ-
ëåíû èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ ýòèõ êëåòîê. Ïîëó÷åííûå äàí-

íûå âàæíû äëÿ èçó÷åíèÿ áèîëîãèè ÌÌÑÊ â êóëüòóðå è
ìîãóò áûòü ïîëåçíûìè äëÿ ðåøåíèÿ âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ
ñ èõ ïðèìåíåíèåì.
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CHANGES IN THE MULTIPOTENT MESENCHYMAL STROMAL CELLS ISOLATED

FROM HUMAN ADIPOSE TISSUE DURING LONG-TERM CULTIVATION

I. P. Savchenkova,1 E. A. Savchenkova, M. I. Gulyukin

Ya. R. Kovalenko All-Russian State Research Institute of Experimental Veterinart Medicine, Moscow, 109428;
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Properties and signs of the multipotent mesenchymal stromal cells (MMSC) isolated from human adipose
tissue during long cultivation has been studied. In the three cultures which had passed more than 50 cellular
doublings, we found cells with lack of contact inhibition at reaching of monolayer. The karyotyping analysis
(GTG staining method) showed a diploid set of chromosomes of cells without aneuploidy and restructurings.
The flow cytometric analysis of 20 surface antigens in early and late passages of MMSCs cultures revealed
changes in the share of the cells positively stained with antibodies against the following markers: CD10 (a zinc
depended metalloproteinase), CD34 (sialomucin), CD49 a, d, f, (a1, a4, a6-integrins) and CD71 (a transferrin
receptor). Prolonged cell cultivation affected their adhesion to proteins of extracellular matrix (ECM) presented
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by collagen, fibronectin and laminin which are ligands to a-integrins, as well as it also had influence on the
functional capacity of MMSCs to generate cells of adipose and bone tissues in vitro. The observed pattern
enhances knowledge about behavior of cells in culture, and gets us closer to a better understanding of the pro-
cess taking place with the precursor cells in conditions in vitro.

K e y w o r d s: multipotent mesenchymal stromal cells, subcutaneous adipose tissue, human, long-term cul-
tures, surface antigens expression, chromosomes, an extracellular matrix proteins, adhesion, differentiation.
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