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À. Ì. Êîëüöîâà è äð.
Äèíàìèêà ñâîéñòâ äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà...

Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðèñòèê äâóõ ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ)
÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà (MSCWJ-1 è MSCWJ-2), íà ðàííåì
(6-ì) è ïîçäíèõ (13-ì è 28-ì) ïàññàæàõ. Ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû. 1. Ïðè äëèòåëüíîì êóëü-
òèâèðîâàíèè èçìåíÿåòñÿ ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ó îáåèõ ëèíèé, íî â ëèíèè MSCWJ-2 êëåòêè èìåþò áîëåå
êðóïíûå ðàçìåðû è áîëüøåå êîëè÷åñòâî äåáðèñà ïî ñðàâíåíèþ ñ MSCWJ-1. 2. Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè óâåëè÷èâàåòñÿ ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé â îáåèõ ëèíèÿõ, êîòîðîå êîððå-
ëèðóåò ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè êëåòîê è ïîñòåïåííûì óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè â-ãàëàêòîçè-
äàçû, ñâèäåòåëüñòâóþùåé î íàñòóïëåíèè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ. Ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ñâÿçàíû ñ
óðîâíåì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, äèíàìèêîé èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ), âðåìåíåì âõîæäåíèÿ â
àêòèâíóþ ôàçó ñòàðåíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùåì 30 óäâîåíèÿì êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè â ëèíèè MSCWJ-2 è 60
óäâîåíèÿì â MSCWJ-1. Ëèíèÿ MSCWJ-2 èìååò áîëåå âûñîêóþ äîëþ ñòàðåþùèõ êëåòîê (80 %) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ MSCWJ-1 (58 %). 3. Îáå ëèíèè íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ èìåþò íîðìàëüíûé êàðèîòèï 46,
ÕÕ è 46, XY ñîîòâåòñòâåííî. Ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë öèòîãåíåòè÷åñêóþ ãåòåðî-
ãåííîñòü, ñâÿçàííóþ â îáåèõ ëèíèÿõ ñ ïîÿâëåíèåì ñ íèçêîé ÷àñòîòîé ñëó÷àéíûõ êëîíàëüíûõ è íåêëî-
íàëüíûõ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé, èñ÷åçàþùèõ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â îòëè÷èå îò
ëèíèè MSCWJ-1 â MSCWJ-2 íà 6-ì ïàññàæå îáíàðóæåíà 1 êëîíàëüíàÿ ïåðåñòðîéêà êîðîòêîãî ïëå÷à
7-é õðîìîñîìû, âñòðå÷àþùàÿñÿ ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé (39 %), íî èñ÷åçàþùàÿ íà 13-ì ïàññàæå. 4. Â îáåèõ
ëèíèÿõ âûÿâëåíû (íà 6, 13 è 28-ì ïàññàæàõ) ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ
ÌÑÊ ÷åëîâåêà (CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC è âèìåíòèíà), è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34 è
HLA-DR. 5. Ñíèæàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) SSEA-4 è îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà SOX-2 â ëèíèè
MSCWJ-2 íà 13-ì ïàññàæå è â ëèíèè MSCWJ-1 íà 28-ì ïàññàæå. 6. Íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ
6-ì íàðóøàåòñÿ àäãåçèîííàÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê. Íî ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì è
àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ ïîäòâåðæäåíà. Â ëèíèè MSCWJ-2 â îòëè÷èå îò MSCWJ-1 íà ïîçäíåì ïàññà-
æå îòñóòñòâóåò õîíäðîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà. Òàêèì îáðàçîì, â ëèíèè MSCWJ-2 îáíàðóæåíû êîððå-
ëÿöèè ìåæäó ÷àñòî âñòðå÷àþùåéñÿ êëîíàëüíîé õðîìîñîìíîé ïåðåñòðîéêîé íà ðàííåì ïàññàæå è ðàí-
íèì ðåïëèêàòèâíûì ñòàðåíèåì ñ áîëüøîé äîëåé ñòàðåþùèõ êëåòîê, çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì ÈÏ ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè, óìåíüøåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÝÑÊ, ñíèæåíèåì äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà. Ó÷èòûâàÿ íàëè÷èå ìåòàáîëè÷åñêîé êîîïåðàöèè
ìåæäó êëåòêàìè, ìîæíî ñ îñòîðîæíîñòüþ ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèÿ â MSCWJ-2 ñâÿçàíû ñ çàïóñêîì
êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, êîòîðûå ïðîäîëæàþòñÿ óæå â îòñóòñòâèå ÷àñòî âñòðå÷àþùåéñÿ íà ðàííåì ïàññà-
æå êëîíàëüíîé õðîìîñîìíîé àáåððàöèè.

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, õðîìîñîìíûå àáåððàöèè, äèôôåðåíöèðîâêà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÌÑÊ) ÷åëîâåêà, âûäåëåííûå èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, øè-
ðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ è ïðèêëàäíûõ
áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé. Ïî òðåáîâàíèÿì Ìåæäó-
íàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè, îñíîâíûìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè, îïðåäåëÿþùèìè ñòàòóñ ÌÑÊ, ÿâëÿþòñÿ
ñëåäóþùèå: àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ, ýêñïðåññèÿ ïîâåðõ-
íîñòíûõ ìàðêåðîâ CD105, CD90, CD73, CD44, HLA-ABC
è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ CD34, CD45 è HLA-DR,
ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì, õîíäðî-

ãåííîì è àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ (Dominici et al.,
2006; Sensebé et al., 2010).

Îäíîé èç âàæíåéøèõ õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ
ãåíîìíàÿ ñòàáèëüíîñòü. Áîëüøèíñòâî ëèíèé ÌÑÊ ÷åëî-
âåêà èìååò íîðìàëüíûé êàðèîòèï. Òåì íå ìåíåå èçâåñòíî,
÷òî ãåíîìíàÿ íåñòàáèëüíîñòü âçðîñëûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
ñóùåñòâóåò, õîòÿ è âîçíèêàåò ãîðàçäî ðåæå, ÷åì â ýìá-
ðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (ÝÑÊ) è â èíäóöèðîâàí-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà (Gutierrez-Aranda et al.,
2010; Laurent et al., 2011; Ïîëÿíñêàÿ, 2014).
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Â ðÿäå ðàáîò ïðîâåäåí êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ïðîòèâîðå÷èâû. Òàê, åñòü äàííûå, ïîêàçûâàþùèå
óìåíüøåíèå ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé â ÌÑÊ
êîñòíîãî 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 (Borghesi et al.,
2013; Estrada et al., 2013; Wang et al., 2013). Àíàëèç ÌÑÊ
êîñòíîãî ìîçãà íåñêîëüêèõ çäîðîâûõ äîíîðîâ ïîêàçàë
íàëè÷èå ðÿäà êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ èçìåíåíèé, íå-
êîòîðûå èç êîòîðûõ óñòîé÷èâû ïðè äëèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè, à íåêîòîðûå èñ÷åçàþò íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ,
âîçìîæíî â ñâÿçè ñ íåãàòèâíîé ñåëåêöèåé (Redaelli et al.,
2012). Òàêèì îáðàçîì, ïî-âèäèìîìó, äëÿ ïîíèìàíèÿ öè-
òîãåíåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â ïîïóëÿöèÿõ ÌÑÊ ÷åëîâåêà
íåîáõîäèìû èññëåäîâàíèÿ, àíàëèçèðóþùèå äèíàìèêó êà-
ðèîòèïè÷åñêèõ èçìåíåíèé â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Ïðîáëåìà îöåíêè ãåíîìíîé ñòàáèëüíîñòè
âàæíà äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöè-
íå. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ìîæíî ïðîâåñòè öèòîãåíåòè÷åñêèé
àíàëèç íà îïðåäåëåííîì ïàññàæå è â äàëüíåéøåì èñïîëü-
çîâàòü ýòè êëåòêè äëÿ ïðèêëàäíûõ ðàáîò òîëüêî íà ýòîì
ïàññàæå. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî êëåòêè êà-
êîå-òî âðåìÿ ìîãóò íàõîäèòüñÿ â óñëîâèÿõ in vivo, âñòàåò
âîïðîñ î òîì, íå áóäåò ëè óñèëåíà ãåíîìíàÿ íåñòàáèëü-
íîñòü â ïðîöåññå æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê, â ÷àñòíîñòè
ïðè äåëåíèÿõ â óñëîâèÿõ in vivo.

Íà ýòîò âîïðîñ îòâåòèòü ñëîæíî, íî ìîæíî èññëåäî-
âàòü äèíàìèêó öèòîãåíåòè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïðè äëè-
òåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ in vitro. Ïðåäïîëàãàÿ âîç-
ìîæíóþ ïðåäðàñïîëîæåííîñòü íåêîòîðûõ ÌÑÊ ê ãåíåòè-
÷åñêèì íàðóøåíèÿì, ìîæíî îòáèðàòü äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå êëåòî÷íûå ëèíèè, íå ïðîÿâ-
ëÿþùèå óñèëåíèÿ êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè÷åì íåîáõîäèìî èññëåäîâàòü
÷àñòîòó âîçíèêíîâåíèÿ êàê êëîíàëüíûõ, òàê è íåêëîíàëü-
íûõ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé, â ïðîöåññå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Òàêèå èññëåäîâàíèÿ àêòóàëüíû â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî
íåÿñíî, îêàçûâàþò ëè êàðèîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, íàõî-
äÿùèåñÿ â êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ îãðàíè÷åííûé ñðîê,
âëèÿíèå íà ñâîéñòâà ïîïóëÿöèé ÌÑÊ, ò. å. íå áóäóò ëè
ñïîñîáñòâîâàòü âðåìåííî ïðèñóòñòâóþùèå àáåððàöèè çà-
ïóñêó êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, êîòîðûå áóäóò ïðîäîëæàòü-
ñÿ óæå â îòñóòñòâèå ýòèõ àáåððàöèé.

Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè êàðèîòèïè÷åñêîì àíà-
ëèçå íà ðàçíûõ ïàññàæàõ íåîáõîäèìî ñîîòíîñèòü ñðîêè
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîÿâëåíèåì ñóùåñòâåííûõ ïðèçíàêîâ
ñòàðåíèÿ. Ïîÿâëåíèå çíà÷èòåëüíûõ ïðèçíàêîâ ñòàðåíèÿ,
áåçóñëîâíî, îòâåðãàåò èñïîëüçîâàíèå ýòèõ ëèíèé äëÿ ïðè-
êëàäíûõ çàäà÷, íî ðàñøèðÿåò âîçìîæíîñòè äëÿ ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Èçâåñòíî, ÷òî ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå — êîìïëåêñ-
íûé ïðîöåññ. Åñòü ðÿä ðàáîò, â êîòîðûõ èññëåäîâàíû
ïðèçíàêè è ìåõàíèçìû ñòàðåíèÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà. Ðåïëèêà-
òèâíîå ñòàðåíèå ÌÑÊ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ìíîãèå ïðîöåññû:
îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè, ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ,
óâåëè÷åííóþ àêòèâíîñòü SA-â-ãàëàêòîçèäàçû, ïîâûøå-
íèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè òóìîðñóïðåññîðíûõ ãåíîâ, óêîðî-
÷åíèå òåëîìåð, óìåíüøåíèå äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïî-
òåíöèàëà, ýïèãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ è äð. Ïîêàçàíî, ÷òî

ïðîöåññ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â ÌÑÊ ìîæåò íà÷èíàòüñÿ
îò ïåðâûõ ïàññàæåé è ïîñòåïåííî óñèëèâàòüñÿ â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ (Wagner et al., 2008; Kuilman et al., 2010;
Redaelli et al., 2012; Estrada et al., 2013; Savickiene et al.,
2016). Òåì íå ìåíåå, íåñìîòðÿ íà îáùèå ïðèçíàêè ðåï-
ëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ â ðàçíûõ ÌÑÊ, ïîêàçàíî, ÷òî â
ïðîöåññå ïîñòòðàíñêðèïöèîííîé ðåãóëÿöèè ïðîôèëü
ìèêðîÐÍÊ (miRNA) ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ ìåæäó ÌÑÊ,
ïîëó÷åííûìè èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ (Meng et al., 2017).
Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ñòàðåíèå ÌÑÊ ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî íå òîëüêî ñ ðåïëèêàòèâíûì ñòàðåíèåì, êîòîðîå ïðî-
ñëåæèâàåòñÿ ïðè äëèòåëüíîì ïàññèðîâàíèè ÌÑÊ â óñëî-
âèÿõ in vitro, íî è ñ âíåøíèìè ïî îòíîøåíèþ ê ÌÑÊ ôàê-
òîðàìè, ò. å. ñ ìèêðîîêðóæåíèåì.

Ñòàðåíèå îðãàíèçìà îáóñëîâëåíî íåñêîëüêèìè ìåõà-
íèçìàìè, â ÷àñòíîñòè óêîðî÷åíèåì òåëîìåð âñëåäñòâèå
âûêëþ÷åíèÿ òåëîìåðàçû, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé ðåïëèêà-
òèâíîãî ñòàðåíèÿ; ãåíåòè÷åñêèìè è ìèòîõîíäðèàëüíûìè
ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ; óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ àêòèâ-
íûõ ôîðì êèñëîðîäà. Ýòè ìåõàíèçìû çàòðàãèâàþò êàê
ÌÑÊ, òàê è ìèêðîîêðóæåíèå. Â ñâÿçè ñ ýòèì èìåííî
âçàèìîäåéñòâèå ÌÑÊ è ìèêðîîêðóæåíèÿ îáåñïå÷èâàåò
âîçðàñòíûå õàðàêòåðèñòèêè ÌÑÊ (Sethe et al., 2006). Ïî-
êàçàíî, ÷òî ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå in vitro è ñòàðåíèå
êëåòîê in vivo èìåþò ñõîäíûå ìåõàíèçìû (Wagner et al.,
2008; Bork et al., 2010).

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðèñòèê, êàê îïðåäåëÿ-
þùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ, òàê è ðÿäà äðóãèõ, îòâåòñòâåííûõ çà
âàæíåéøèå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ñïîñîáñòâóåò óãëóáëå-
íèþ çíàíèé î ÌÑÊ ÷åëîâåêà, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîíèìà-
íèÿ ìåõàíèçìîâ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â êëåòêå è äëÿ
ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ â ðå-
ãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå.

Â ïðåäûäóùåì èññëåäîâàíèè áûëè ïîëó÷åíû è îõà-
ðàêòåðèçîâàíû äâå ëèíèè ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç Âàðòî-
íîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà îò ðàçíûõ äîíîðîâ,
MSCWJ-1 è MSCWJ-2 íà ðàííåì (6-ì) ïàññàæå (Êðûëîâà
è äð., 2017). Áûëè ïîëó÷åíû ñõîäíûå êàðèîòèïè÷åñêèå
õàðàêòåðèñòèêè, ñâèäåòåëüñòâóþùèå â öåëîì î ñòàáèëü-
íîñòè êîëè÷åñòâåííîé ñòðóêòóðû êàðèîòèïà îáåèõ ëèíèé:
46, XX è 46, XY ñîîòâåòñòâåííî. Òåì íå ìåíåå îáíàðóæå-
íû ñóùåñòâåííûå ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ïî ñòðóêòóð-
íîé õàðàêòåðèñòèêå êàðèîòèïà. Òàê, â ëèíèè MSCWJ-2
îáíàðóæåíà ïåðåñòðîéêà êîðîòêîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 7 â
28 % èññëåäîâàííûõ êëåòîê ïðè àíàëèçå 200 ìåòàôàç â
îòëè÷èå îò ëèíèè MSCWJ-1, ó êîòîðîé âñòðå÷àåòñÿ íå-
çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî íåêëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ
ïåðåñòðîåê. Êðîìå òîãî, êà÷åñòâåííûé àíàëèç àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà â-ãàëàêòîçèäàçû ïîêàçàë, ÷òî óæå íà 13-ì ïàñ-
ñàæå çíà÷èòåëüíî óñèëèâàåòñÿ ñòàðåíèå êëåòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèè MSCWJ-2 ïî ñðàâíåíèþ ñ MSCWJ-1.

Â ñâÿçè ñ ýòèìè äàííûìè âñòàë âîïðîñ î âîçìîæíîé
ñâÿçè ìåæäó îáíàðóæåííîé êëîíàëüíîé õðîìîñîìíîé
àáåððàöèåé è ðàííèì ñòàðåíèåì êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
MSCWJ-2. Òàêæå ñóùåñòâåííî ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç ðÿäà äðóãèõ õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ, èçìåíÿþùèõñÿ
â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ ÌÑÊ. Ïîýòîìó â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå ñòîÿëè ñëåäóþùèå çàäà÷è. 1. Ñðàâíèòåëüíûé êîëè÷å-
ñòâåííûé àíàëèç àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â-ãàëàêòîçèäà-
çû, õàðàêòåðèçóþùåé ïðèçíàêè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè MSCWJ-1 è MSCWJ-2 â ïðîöåññå
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (6—28 ïàññàæåé). 2. Ñðàâ-
íèòåëüíûé àíàëèç ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê â ïðîöåññå
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (6, 13 è 28-é ïàññàæè).
3. Êîëè÷åñòâåííûé è ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíà-
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ëèç îáåèõ ëèíèé íà ðàííåì è ïîçäíèõ ïàññàæàõ (6, 13 è
28-é). 4. Àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ,
îïðåäåëÿþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ è ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ÝÑÊ â îáåèõ ëèíèÿõ íà òåõ æå ïàññàæàõ. 5. Àíà-
ëèç äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ýòèõ ëèíèé íà
ýòèõ æå ïàññàæàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïîëó÷åííûå è îõàðàêòåðèçî-
âàííûå ñîãëàñíî ìåæäóíàðîäíîìó ïàñïîðòó äâå íîâûå
íåèììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ÌÑÊ, âûäåëåí-
íûå èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà
(Êðûëîâà è äð., 2017) : MSCWJ-1 (ïîìåùåííàÿ â ôîíäû
Êîëëåêöèè êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ) è MSCWJ-2.

Ñ ò à ð å í è å ê ë å ò î ê îïðåäåëÿëè ïî àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà â-ãàëàêòîçèäàçû. Êëåòêè ëèíèé MSCWJ-1 è
MSCWJ-2 âûðàùèâàëè â 3.5-ñàíòèìåòðîâûõ ÷àøêàõ Ïåò-
ðè äî îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòà. Çàòåì ñðåäó óäàëÿëè è
îêðàøèâàëè êëåòêè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ Senes-
cence â-galactosidase Staining Kit (Cell Signaling, ÑØÀ)
ïðè ðÍ 6.0 ñîãëàñíî èíñòðóêöèè. Êëåòêè, âñòóïàþùèå â ôà-
çó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, èìåþò ÿðêî-ñèíþþ îêðàñêó
öèòîïëàçìû. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç àêòèâíîñòè â-ãàëàê-
òîçèäàçû ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèê-
ðîñêîïà (NICON, ßïîíèÿ) íà 6, 13, 20, 25 è 28-ì ïàññàæàõ
äëÿ ëèíèè MSCWJ-1 è íà 6, 9 è 13-ì ïàññàæàõ äëÿ ëèíèè
MSCWJ-2. Îïðåäåëÿëè äîëþ îêðàøåííûõ êëåòîê (%) ïðè
ïîäñ÷åòå íå ìåíåå 1000 êëåòîê íà îäíó âðåìåíí*óþ òî÷êó
â ðàçíûõ ïîëÿõ çðåíèÿ.

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 êëå-
òî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Äëÿ èçìåðåíèÿ ñðåäíåãî âðåìåíè
óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè êàæäûé ýêñïåðèìåíòàëü-
íûé âàðèàíò ïîâòîðÿëè 3—4 ðàçà, åæåäíåâíî ñ÷èòàÿ
êëåòêè â òå÷åíèå 5—6 ñóò (120—144 ÷). Ñðåäíåå âðåìÿ
îäíîãî óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (ao) îïðåäåëÿëè
ïî ôîðìóëå (Ñåäîâà, 2008):

ao = t ln2 / ln (Mt / Mo),

ãäå Mt — ÷èñëî êëåòîê â ìîìåíò âðåìåíè t; Mo — íà-
÷àëüíîå ÷èñëî êëåòîê, t — âðåìÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû
ðîñòà êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü àíàëèçèðîâàëè íà 6, 13 è 28-ì ïàññàæàõ äëÿ ëè-
íèè MSCWJ-1 è íà 6-ì è 13-ì ïàññàæàõ äëÿ ëèíèè
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
è 28-ì ïàññàæàõ äëÿ ëèíèè MSCWJ-1 è íà 6-ì è 13-ì ïàñ-
ñàæàõ äëÿ ëèíèè MSCWJ-2. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì çà 2 ÷ äî ôèêñàöèè â ñðåäó êëå-
òîê ââîäèëè êîëöåìèä KaryoMAX (0.1 ìêã/ìë, Gibco,
ÑØÀ), êëåòêè äèññîöèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 0.25%-íîãî
ðàñòâîðà Òðèïñèí—ÝÄÒÀ (Gibco, Àíãëèÿ) è ïðîâîäèëè
ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó ñìåñüþ 0.075 Ì ðàñòâîðà KÑl
è 1%-íîãî ðàñòâîðà öèòðàòà íàòðèÿ. Êëåòêè ôèêñèðîâà-
ëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1)
(Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ). Ïðåïàðàòû õðîìîñîì îêðàøèâàëè êðà-
ñèòåëåì Ãèìçà (1 : 50) (Sigma, ÑØÀ) íà íàòðèé-ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå, ðÍ 6.8. Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì è
ïðåäåëû èçìåí÷èâîñòè êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì äëÿ

êàæäîé ëèíèè îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå 100 ìåòàôàç; äîëþ
ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå 500 ìå-
òàôàç.

Äëÿ ñòðóêòóðíîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ïðîâî-
äèëè äèôôåðåíöèàëüíîå G-îêðàøèâàíèå õðîìîñîì â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêîé (Ozkinay, Mitel-
man, 1979). Àíàëèçèðîâàëè 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê
äëÿ êàæäîé ëèíèè. Kàðèîòèï àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà Axio Imager. M1 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ ñèñ-
òåìîé àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ Ikaros 4 karyo-
typing system (MetaSystems, ÔÐÃ) è îïèñûâàëè â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ Ìåæäóíàðîäíîé ñèñòåìîé öèòîãåíåòè÷åñêîé íî-
ìåíêëàòóðû 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 ïîâåð-
õíîñòíûõ àíòèãåíîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè íà öèòîìåòðå Beckman Coulter (ÑØÀ) íà 6-ì è
28-ì ïàññàæàõ äëÿ ëèíèè MSCWJ-1 è íà 6-ì è 13-ì ïàññà-
æàõ äëÿ ëèíèè MSCWJ-2 ïî ðåçóëüòàòàì 3—5 ýêñïåðè-
ìåíòîâ äëÿ êàæäîãî ìàðêåðà. Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàíåëè êîíúþãàòîâ CD-ìàðêåð-
íûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ ôëóîðîõðîìàìè. Â ðàáî-
òå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD44,
CD73, CD105 (Beckman Coulter, ÑØÀ), ÑD90, CD31 (BD
Pharmingen, ÑØÀ), CD34, HLA-ABC è HLA-DR (Caltac,
ÑØÀ). Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè
î÷èùåííûå ìûøèíûå 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 ñîäåðæà-
ùèì 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 èí-
êóáèðîâàëè ïðè 4 °C â òå÷åíèå 30 ìèí. Äàëåå ïðîáû äî-
âîäèëè äî îïòèìàëüíîãî îáúåìà (0.3—0.4 ìë) áóôåðîì
FACS (PBS, ñîäåðæàùèé 1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà è 0.05 % àçèäà íàòðèÿ).

Äëÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î à í à ë è ç à ýêñ-
ïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÝÑÊ
÷åëîâåêà, è ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâ-
êè ÝÑÊ â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ èñ-
ïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà
SSEA-4 (Santa Cruz, ÑØÀ) è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
SOX-2 (Sigma, Ãåðìàíèÿ), á-àêòèíèíà (òåñò íà ìåçîäåð-
ìó), á-ôåòîïðîòåèíà (òåñò íà ýíòîäåðìó) (Sigma, ÑØÀ) è
íåñòèíà (òåñò íà ýêòîäåðìó) (Chemicon, ÑØÀ). Òàêæå èñ-
ñëåäîâàëè ýêñïðåññèþ âèìåíòèíà, êîòîðûé õàðàêòåðèçó-
åò ñòàòóñ ÌÑÊ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì
ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, áëîêèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì BSA (Sigma,
ÔÐÃ) â òå÷åíèå 1 ÷. Äëÿ âûÿâëåíèÿ Oct-4 ïðîâîäèëè
äîïîëíèòåëüíî ïåðìåàáèëèçàöèþ 0.1%-íûì ðàñòâîðîì
Òðèòîíà Õ-100 â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå. Äàëåå âñå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòå-
ëàìè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C. Âòîðûå àíòèòåëà (Alexa
Fluor 488, Life Technologies, ÑØÀ) ðàçâîäèëè â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 500 è èíêóáèðîâàëè ñ íèìè ïðåïàðàòû â òå÷å-
íèå 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, îêðàøåí-
íûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Âèçóàëèçàöèþ ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 Pascal (Ãåðìà-
íèÿ). Àíàëèç ïðîâîäèëè íà 6-ì è 28-ì ïàññàæàõ äëÿ ëè-
íèè MSCWJ-1 è íà 6-ì è 13-ì ïàññàæàõ äëÿ ëèíèè
MSCWJ-2.
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Ä ë ÿ ï î ä ò â å ð æ ä å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à Ì Ñ Ê ï ð î â î -
ä è ë è è í ä ó ê ö è þ î ñ ò å î ã å í í î é, à ä è ï î ã å í í î é è
õ î í ä ð î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è ïî ìîäèôèöè-
ðîâàííîìó ìåòîäó (Reyes et al., 2001) íà 6-ì è 28-ì ïàññà-
æàõ äëÿ ëèíèè MSCWJ-1 è íà 6-ì è 13-ì ïàññàæàõ äëÿ
ëèíèè MSCWJ-2. Êëåòêè â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ./ñì2 âû-
ñåâàëè â îñòåîãåííóþ è àäèïîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâî÷-
íûå ñðåäû (HyClone Thermo Scientific HyClone Product,
ÑØÀ). Õîíäðîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ïðîâîäèëè â
êóëüòóðå ìèêðîìàññ (Êîëüöîâà è äð., 2014) â õîíäðîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå (HyClone Thermo Scien-
tific HyClone Product, ÑØÀ). Èíäóêöèþ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 3 íåä. Ñðåäó ìåíÿëè 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 °C, äàëåå îêðàøèâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì íèòðàòà ñå-
ðåáðà (AgNO3) (Âåêòîí, Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïîä ëàìïîé
ìîùíîñòüþ 60 Âò. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè äè-
ñòèëëèðîâàííîé âîäîé è íà 5 ìèí ïîìåùàëè â 2.5%-íûé
ðàñòâîð òèîñóëüôàòà íàòðèÿ. Çàòåì îêðàøåííûå êëåòêè
ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âûñóøèâàëè.

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

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); ïðîòåî-
ãëèêàíû èäåíòèôèöèðîâàëè ïî îêðàñêå 0.1%-íûì ðàñòâî-
ðîì ñàôðàíèíà Î (Merck, Ãåðìàíèÿ); êèñëûå ãëèêîçàìè-
íîãëèêàíû èäåíòèôèöèðîâàëè ïî îêðàñêå 1.0%-íûì ðàñ-
òâîðîì àëüöèàíîâîãî ñèíåãî (pH 1.0) (Sigma, Ãåðìàíèÿ)
Âðåìÿ îêðàñêè ñîñòàâëÿëî 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå.

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 (6-é è
28-é ïàññàæè) äîâîäèëè äî ïîëíîãî ìîíîñëîÿ è èññëåäî-
âàëè ìîðôîëîãè÷åñêóþ ñòðóêòóðó êëåòîê ÷åðåç 3—4 ñóò.
Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè áûëà ïðîâåäå-
íà ïðîâåðêà ýêñïðåññèè ìàðêåðà CD31, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùåãî î íà÷àëå ýíäîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè.

Äëÿ ìàíèïóëÿöèé ñ êëåòêàìè èñïîëüçîâàëè îäíîðàçî-
âóþ ïëàñòèêîâóþ ïîñóäó îäíîé ôèðìû (Thermo Fisher
Scientific Nunk, Äàíèÿ). Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòè-
ñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàç-
ëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëåâîé
ãèïîòåçû Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç îáåèõ ëèíèé ïî-
êàçàë ïðåèìóùåñòâåííóþ îäíîðîäíîñòü êëåòî÷íûõ ïîïó-
ëÿöèé, îáðàçîâàííûõ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè
(ðèñ. 1). Èìåþò ìåñòî ðàçëè÷èÿ ïî ðàçìåðó êëåòîê íà ðàí-
íèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Ñëåäóåò ðàçúÿñíèòü, ÷òî ðàííèì
ÿâëÿåòñÿ 6-é ïàññàæ, íà êîòîðîì êëåòêè íàõîäÿòñÿ â àê-
òèâíîé ôàçå ðîñòà; ê ïîçäíèì ïàññàæàì îòíîñÿòñÿ 28-é è
13-é ïàññàæè, íà êîòîðûõ êëåòêè ëèíèé MSCWJ-1 è
MSCWJ-2 ñîîòâåòñòâåííî íàõîäÿòñÿ â ôàçå àêòèâíîãî
ñòàðåíèÿ. Òàê, â ëèíèè MSCWJ-1 íà 6-ì ïàññàæå ïðåîáëà-
äàþò ñðåäíèå ïî ðàçìåðàì êëåòêè, êîòîðûå óêðóïíÿþòñÿ
â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íà 28-ì ïàñ-
ñàæå êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ ïðåäñòàâëåíà êðóïíûìè ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì
äåáðèñà. Â ëèíèè MSCWJ-2 íà 6-ì ïàññàæå ïðåîáëàäà-
þò áîëåå êðóïíûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ëèíèåé MSCWJ-1, êîòîðûå, ïîäîáíî ëèíèè
MSCWJ-1, çíà÷èòåëüíî óêðóïíÿþòñÿ â ïðîöåññå äëèòåëü-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íà 13-ì ïàññàæå êëåòî÷íàÿ ïîïó-
ëÿöèÿ ïðåäñòàâëåíà êðóïíûìè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè
êëåòêàìè ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì äåáðèñà. Ýòè êëåòêè
çíà÷èòåëüíî êðóïíåå, ÷åì êëåòêè MSCWJ-1 íà 28-ì ïàñ-
ñàæå.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é 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 ïîêàçàë îòñóòñòâèå ýòîãî ïðîöåññà íà 6-ì ïàñ-
ñàæå â ëèíèè MSCWJ-1 è åãî íà÷àëüíóþ ñòàäèþ â ëèíèè
MSCWJ-2: äîëÿ îêðàøåííûõ êëåòîê MSCWJ-2 óâåëè-
÷èâàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ MSCWJ-1 (P < 0.01; òàáë. 1).
Äàëåå, ïî ìåðå óäëèíåíèÿ ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ â îáåèõ
ëèíèÿõ íàáëþäàåòñÿ ïîñòåïåííûé ðîñò äîëè îêðàøåííûõ
êëåòîê, ò. å. óñèëåíèå àêòèâíîñòè â-ãàëàêòîçèäàçû. Íà áî-
ëåå ïîçäíèõ ïàññàæàõ, êàê è íà 6-ì, îáíàðóæåíû ñóùåñò-

Äèíàìèêà ñâîéñòâ äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà... 577

Ðèñ. 1. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê ëèíèé MSCWJ-1 (à, á) è MSCWJ-2 (â, ã) ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè.

Êëåòêè MSCWJ-1: ïàññàæè 6 (à) è 28 (á); êëåòêè MSCWJ-2 : ïàññàæè 6 (â) è 13 (ã). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.



âåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè. Â ëèíèè MSCWJ-1 ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 13, 20, 25 è 28 ïàññàæåé
äîëÿ îêðàøåííûõ êëåòîê ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 15
(ïàññàæ 13) äî 58.1 % (ïàññàæ 28) (P < 0.01). Â ëèíèè
MSCWJ-2 êëåòêè ñ ïðèçíàêàìè ñòàðåíèÿ ïîÿâëÿþòñÿ ãî-
ðàçäî ðàíüøå, ÷åì â MSCWJ-1, íà 6-ì ïàññàæå è ïîñòå-
ïåííî äîñòèãàþò çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêîãî ïîêàçàòåëÿ
íà 13-ì ïàññàæå (80.6 %), ÷åì â ëèíèè MSCWJ-1 íà 28-ì
(58.1 %). Òàêèì îáðàçîì, â îáåèõ ëèíèÿõ èìååò ìåñòî ôå-
íîìåí ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ, íî ïî âðåìåíí*ûì è êîëè÷åñòâåííûì
õàðàêòåðèñòèêàì ýòîò ïðîöåññ èìååò ìåæëèíåéíûå ðàç-
ëè÷èÿ. Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî îáíàðóæåííûå ñóùåñò-
âåííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè, ñâÿ-
çàííûå ñ á*îëüøèìè ðàçìåðàìè êëåòîê è êîëè÷åñòâîì äåá-
ðèñà â ëèíèè MSCWJ-2 ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé MSCWJ-1
(ðèñ. 1), êîððåëèðóþò ñ áîëåå èíòåíñèâíûì ñòàðåíèåì
êëåòîê MSCWJ-2 ïî ñðàâíåíèþ ñ MSCWJ-1 (òàáë. 1).

Ð î ñ ò î â û å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è îïðåäåëÿëè ïî àíà-
ëèçó êðèâûõ ðîñòà ñ îïðåäåëåíèåì ñðåäíåãî âðåìåíè óä-
âîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Ïëîòíîñòü íà÷àëüíîãî ïî-
ñåâà êëåòîê ñîñòàâëÿëà 5.0 · 104 êëåòîê íà ÷àøêó Ïåòðè
äèàìåòðîì 35 ìì. Ïîêàçàíî, ÷òî íà 6-ì ïàññàæå êëåòêè
MSCWJ-1 è MSCWJ-2 àêòèâíî äåëÿòñÿ. Âðåìÿ àêòèâíîé
(ëîãàðèôìè÷åñêîé) ôàçû ðîñòà êëåòîê MSCWJ-1 ñîñòàâ-
ëÿåò 72, à MSCWJ-2 — 96 ÷. Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé îäèíàêîâî äëÿ îáåèõ ëèíèé è ñî-
ñòàâëÿåò 26.8 ± 0.8 è 26.8 ± 0.6 ÷ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2).
Â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ 6-é ïàññàæ ñîîòâåòñòâóåò
16—17 óäâîåíèÿì êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Íà 13-ì ïàññà-
æå êðèâàÿ ðîñòà ëèíèè MSCWJ-1 ñâèäåòåëüñòâóåò îá àê-
òèâíîé ïðîëèôåðàöèè ñ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçîé ðîñòà,
ðàâíîé 96 ÷. Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàññàæåì 6 è ñîñòàâ-
ëÿåò 33.9 ± 0.2 ÷ (P < 0.05).

Àíàëèç êðèâûõ ðîñòà íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ, ãäå èìå-
þò ìåñòî àêòèâíûå ïðîöåññû ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ
(ïàññàæ 28 äëÿ MSCWJ-1 è 13 äëÿ MSCWJ-2), ïîêàçàë
ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè: âðåìÿ ëîãàðèô-
ìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà êëåòîê MSCWJ-1 è MSCWJ-2 ñî-
ñòàâèëî 96 è 72 ÷ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2). Ñðåäíåå âðåìÿ
óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé óâåëè÷èâàåòñÿ â îáåèõ
ëèíèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåäûäóùèìè ñðîêàìè è ñîñòàâ-

ëÿåò 40.3 ± 0.1 ÷ (MSCWJ-1) è 41.0 ± 2.3 ÷ (MSCWJ-2)
(Ð < 0.05). Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå
ñðåäíåãî âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé â îáå-
èõ ëèíèÿõ, ÷òî êîððåëèðóåò ñ ïîñòåïåííûì óâåëè÷åíè-
åì àêòèâíîñòè â-ãàëàêòîçèäàçû, ñâèäåòåëüñòâóþùåé î íà-
ñòóïëåíèè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ (òàáë. 1), è ìîðôîëî-
ãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé (ðèñ. 1).
Àíàëèç êðèâûõ ðîñòà íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ ïî-
êàçàë, ÷òî èìåþò ìåñòî ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ïî óðîâ-
íþ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è äèíàìèêè ÈÏ. Òàê,
íà 6-ì ïàññàæå â êëåòêàõ MSCWJ-2 ÈÏ ñóùåñòâåííî óâå-
ëè÷èâàåòñÿ ÷åðåç 96 è 120 ÷ ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé
MSCWJ-1 (P < 0.05). Â ëèíèè MSCWJ-1 êàê íà 13-ì ïàñ-
ñàæå ñî ñðåäíèì óðîâíåì ñòàðåíèÿ, òàê è íà 28-ì ïàññà-
æå ñ àêòèâíîé ôàçîé ñòàðåíèÿ íà âñåõ èññëåäóåìûõ ñðî-
êàõ îò 48 äî 144 ÷ ÈÏ âûøå, ÷åì ó êëåòîê MSCWJ-2 íà
13-ì ïàññàæå (Ð < 0.05). Òàêèì îáðàçîì, â ëèíèÿõ
MSCWJ-1 è MSCWJ-2 íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ íà-
áëþäàåòñÿ îáðàòíàÿ êàðòèíà ïî âåëè÷èíå ÈÏ. Íà 6-ì ïàñ-
ñàæå ó ëèíèè MSCWJ-1 ÈÏ â öåëîì íèæå, ÷åì ó ëèíèè
MSCWJ-2, òîãäà êàê íà 28-ì ïàññàæå ó ëèíèè MSCWJ-1
ÈÏ çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ó ëèíèè MSCWJ-2 íà 13-ì
ïàññàæå (ðèñ. 3). Ñëåäîâàòåëüíî, ëèíèÿ MSCWJ-2, ñòàðå-
þùàÿ ðàíüøå, â íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ èìååò áîëåå àê-
òèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ, ÷åì ëèíèÿ MSCWJ-1, ñòàðåþùàÿ
ïîçæå. À ïðè íàñòóïëåíèè ðàííåé àêòèâíîé ôàçû ñòàðå-
íèÿ (ïàññàæ 13) ëèíèÿ MSCWJ-2 èìååò áîëåå íèçêóþ
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ÷åì ëèíèÿ MSCWJ-1, ñòà-
ðåþùàÿ çíà÷èòåëüíî ïîçæå (ïàññàæ 28). Êðîìå òîãî, â ëè-
íèè MSCWJ-2 (ïàññàæ 13) ïî ñðàâíåíèþ ñ MSCWJ-1
(ïàññàæ 28) èìååò ìåñòî íåðàâíîìåðíûé ðîñò êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè, ïðîÿâëÿþùèéñÿ â «ðàçîðâàííîñòè» ëîãàðèô-
ìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà: îòñóòñòâèå óâåëè÷åíèÿ ÈÏ â ïåðè-
îä 72—96 ÷ ñ ïîñëåäóþùèì âñïëåñêîì ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè ê 120 ÷. Îñíîâûâàÿñü íà ñðàâíèòåëüíîì àíà-
ëèçå ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê ëèíèé â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ,
íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî âðåìÿ âõîæäåíèÿ êëåòîê
MSCWJ-2 è MSCWJ-1 â ôàçó àêòèâíîãî ñòàðåíèÿ ñîîò-
âåòñòâóåò 30 è 60 óäâîåíèÿì êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñîîò-

578 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Äèíàìèêà àêòèâíîñòè â-ãàëàêòîçèäàçû
â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé

ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2

Ïàññàæ

MSCWJ-1 MSCWJ-2

÷èñëî
êëåòîê

äîëÿ
îêðàøåííûõ

êëåòîê, %

÷èñëî
êëåòîê

äîëÿ
îêðàøåííûõ

êëåòîê, %

6 1000 0.0 ± 0.1 1814 9.0 ± 0.7

9 — — 2196 22.5 ± 0.9

13 1604 15.0 ± 0.9 1618 80.6 ± 1.0

20 1500 39.0 ± 1.2 — —

25 1730 36.0 ± 1.2 — —

28 1255 58.1 ± 1.4 — —

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïðè ïîäñ÷åòå
íå ìåíåå 1000 êëåòîê íà îäíó âðåìåíí*óþ òî÷êó. Ðàçíèöà ìåæäó ðàííèì
è ïîçäíèìè ïàññàæàìè äëÿ îáåèõ ëèíèé äîñòîâåðíà (Ð < 0.05).

Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2
íà ðàçíûõ ïàññàæàõ.

Êðèâûå 1—3 — ñîîòâåòñòâåííî ïàññàæè 6, 13 è 28 äëÿ ëèíèè MSCWJ-1;
êðèâûå 4, 5 — ñîîòâåòñòâåííî ïàññàæè 6 è 13 äëÿ ëèíèè MSCWJ-2.



Äèíàìèêà ñâîéñòâ äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà... 579

Ðèñ. 3. Êàðèîòèïû (ÊÒ) êëåòîê MSCWJ-1 íà 6-ì (à) è 28-ì (á) ïàññàæàõ è êëåòîê MSCWJ-2 íà 6-ì (â) è 13-ì (ã) ïàññàæàõ.

à — ÊÒ: 46, XX, âðåçêà ïîêàçûâàåò êëîíàëüíóþ ñòðóêòóðíóþ ïåðåñòðîéêó — ðåöèïðîêíóþ òðàíñëîêàöèþ õðîìîñîì 1 è 9, t(1;9)(q12;q33) è íåêëî-
íàëüíóþ ïåðåñòðîéêó ñ ó÷àñòèåì õðîìîñîì 1 è 5; äåðèâàòû õðîìîñîì 1 è 9 der(1)(1pter®1q12::9q33®9qter) è der(9)(9pter®9q33::1q12®1qter), à òàê-
æå õðîìîñîì 1 è 5 der(1)(5qter®5q31::?::1p22®1qter) è der(5)(5pter®5q13::?::1p34®1pter) ïîêàçàíû ñòðåëêàìè. á — ÊÒ: 46, XX, âðåçêà — ñòðóêòóð-
íî ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû (ñòðåëêè), îáíàðóæåííûå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ: dic(5;5)(5pter®5q35::5p15.3®5qter), add(14)(q32). â — ÊÒ: 46, XY,
âðåçêà — êëîíàëüíàÿ ñòðóêòóðíàÿ ïåðåñòðîéêà õðîìîñîìû 7 (ñòðåëêà): der(7)(pter®p13::p?::p22®qter). ã — ÊÒ: 46, XY, âðåçêà — äèöåíòðè-
÷åñêèå õðîìîñîìû (ñòðåëêè), îáíàðóæåííûå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ: dic(1;19)(19pter®19q13.4::1p3?5®1qter), dic(9;12)(9pter®9q34::12p13®12qter),

dic(11;17)(17pter®17q25::11p15®11qter).



âåòñòâåííî. Èçâåñòíî, ñòàðåíèå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîìï-
ëåêñíûé ïðîöåññ. Ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå âêëþ÷àåò â
ñåáÿ ìíîãèå õàðàêòåðèñòèêè (Estrada et al., 2013; Turinetto
et al., 2016; De Witte et al., 2017) è, â ÷àñòíîñòè, èññëå-
äîâàííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå (ìîðôîëîãè÷åñêèå, àêòèâ-
íîñòü â-ãàëàêòîçèäàçû, ðîñòîâûå). Âñå èññëåäîâàííûå ïà-
ðàìåòðû ïîäòâåðæäàþò íàëè÷èå ïðîöåññà ðåïëèêàòèâíî-
ãî ñòàðåíèÿ â îáåèõ ëèíèÿõ.

Ñ ð à â í è ò å ë ü í û é 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 ïîêàçàë, ÷òî íà 6-ì ïàññàæå ëè-
íèè MSCWJ-1 è MSCWJ-2 õàðàêòåðèçóþòñÿ îäèíàêîâî
âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì,
ðàâíûì 46 (100.0 ± 1.0 %); äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê
íèçêàÿ è ñîñòàâëÿåò 1.2 ± 0.4 è 0.4 ± 0.2 % ñîîòâåòñòâåí-
íî. Íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ, êîãäà èìååò ìåñòî àêòèâíûé
ïðîöåññ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, îáå ëèíèè òàêæå õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì
õðîìîñîì. Íà 28-ì ïàññàæå â ëèíèè MSCWJ-1 ÷àñòîòà
êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 46, ñî-
ñòàâëÿåò 99.0 ± 1.0, à â êëåòêàõ MSCWJ-2 íà 13-ì ïàññà-
æå — 97.0 ± 1.7 %. Äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â MSCWJ-1
íà 28-ì ïàññàæå ñîñòàâëÿåò 0.8 ± 0.3 %, à â êëåòêàõ
MSCWJ-2 äîëÿ ïîëèïëîèäîâ íåçíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ
íà 13-ì ïàññàæå è ñîñòàâëÿåò 3.8 ± 0.8 % (P < 0.01).

Ñ ð à â í è ò å ë ü í û é 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 íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ ïîêà-
çàë, ÷òî îáå ëèíèè èìåþò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷åëîâå-
êà — 46, ÕÕ (MSCWJ-1); 46, XY (MSCWJ-2). Òåì íå ìå-
íåå àíàëèç 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê äëÿ êàæäîé ëèíèè
âûÿâèë ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó íèìè ïî êàðèîòè-
ïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè. Â ëèíèè MSCWJ-1 íà 6-ì ïàññà-
æå â 4 êëåòêàõ îáíàðóæåíà 1 êëîíàëüíàÿ òðàíñëîêàöèÿ
õðîìîñîì 1 è 9, t(1;9)(q12;q33), à òàêæå 1 íåêëîíàëüíàÿ
ïåðåñòðîéêà ñ ó÷àñòèåì 1-é è 5-é õðîìîñîì (ðèñ. 3, à).
Ïðè ïðîäîëæåíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 28-ãî ïàññàæà
êëîíàëüíàÿ è íåêëîíàëüíàÿ ïåðåñòðîéêè èñ÷åçàþò, íî ïî-
ÿâëÿþòñÿ 2 íîâûå íåêëîíàëüíûå ïåðåñòðîéêè: äèöåíòðè-
÷åñêàÿ õðîìîñîìà (òåëîìåðíàÿ àññîöèàöèÿ) dic(5;5)(q35;
p15.3) è ñòðóêòóðíàÿ ïåðåñòðîéêà õðîìîñîìû 14, add(14)
(q32) (ðèñ. 3, á). Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå äëÿ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé åñòü äîïóñòèìûé êðèòåðèé êëîíàëüíûõ
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê. Ìåæäóíàðîäíîå îáùåñòâî êëå-
òî÷íîé òåðàïèè è Ðàáî÷àÿ ãðóïïà ïî êëåòî÷íûì ïðîäóê-
òàì ðåêîìåíäóþò èñêëþ÷àòü êëåòî÷íûå êóëüòóðû, èìåþ-
ùèå 10 % è áîëåå êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé
ïðè àíàëèçå ìèíèìóì 20 êëåòîê ìåòîäîì äèôôåðåí-
öèàëüíîãî G-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì (Meisner, Johnson,
2008; Shaffer et al., 2009; Barkholt et al., 2013). Â íàøåì
ñëó÷àå óðîâåíü õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé íå ïðåâûøàåò
10 % îò ïðîàíàëèçèðîâàííûõ 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê.
Ñëó÷àéíîñòü ïîÿâëåíèÿ îïèñàííûõ õðîìîñîìíûõ íàðó-
øåíèé êîñâåííî ïîäòâåðæäàåòñÿ ïðåäûäóùèì àíàëèçîì
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ýòîé ëèíèè, ïðîâåäåííîì òàêæå íà
100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ íà 6-ì ïàññàæå (Êðûëîâà
è äð., 2017). Â ýòîé ðàáîòå êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç íå
âûÿâèë êëîíàëüíîé õðîìîñîìíîé àáåððàöèè, íî îáíàðó-
æèë íåñêîëüêî íåêëîíàëüíûõ íàðóøåíèé, îòëè÷íûõ îò
íàðóøåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ â ïðåäûäóùåé ðàáîòå. Äðó-
ãàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ ïðè àíàëèçå ëèíèè MSCWJ-2.
Íà 6-ì ïàññàæå îáíàðóæåíà óñòîé÷èâàÿ êëîíàëüíàÿ õðî-
ìîñîìíàÿ ïåðåñòðîéêà, çàòðàãèâàþùàÿ êîðîòêîå ïëå÷î
õðîìîñîìû 7 : der(7)(pter®p13 : :p?::p22®qter) (ðèñ. 3, â),
ïðè ýòîì ðàéîí 7ð13—ð22 äóïëèöèðîâàí. ×àñòîòà âñòðå-
÷àåìîñòè ýòîé ïåðåñòðîéêè ñîñòàâëÿåò 39 % íà 100 ïðî-

àíàëèçèðîâàííûõ ìåòàôàç, ÷òî ñîïîñòàâèìî ñ ðåçóëüòàòàìè
ïðåäûäóùåãî àíàëèçà ýòîé ëèíèè (Êðûëîâà è äð., 2017).

Âûñîêàÿ ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ýòîãî õðîìîñîìíîãî
íàðóøåíèÿ â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè MSCWJ-2 êîððåëèðó-
åò ñ íàñòóïëåíèåì åå ðàííåãî ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ
(òàáë. 1), à òàêæå ñ ñóùåñòâåííûì óâåëè÷åíèåì ÈÏ ïî
ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé MSCWJ-1 (ðèñ. 2). Ïîñëåäíåå ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åííîé äîçîé ëîêàëèçîâàííîãî â êî-
ðîòêîì ïëå÷å ãåíà EGFR, ñïîñîáñòâóþùåãî óñèëåíèþ
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (Sareen et al., 2009). Íî òåì
íå ìåíåå ê 13-ìó ïàññàæó ýòà êëîíàëüíàÿ ïåðåñòðîéêà
òàêæå èñ÷åçàåò, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ÷àñòîòó âñòðå÷àå-
ìîñòè íà 6-ì ïàññàæå. Ïî-âèäèìîìó, îíà òîæå, êàê è êëî-
íàëüíàÿ ïåðåñòðîéêà â ëèíèè MSCWJ-1, èìååò ñëó÷àé-
íûé õàðàêòåð, ÿâëÿåòñÿ àäàïòèâíî íåâûãîäíîé äëÿ äàí-
íûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è íå ïîääåðæèâàåòñÿ îòáîðîì.

Åñòü äàííûå, ïîäòâåðæäàþùèå öèòîãåíåòè÷åñêóþ
ãåòåðîãåííîñòü ÌÑÊ. Ïðè÷åì ñóäüáà ýòèõ öèòîãåíåòè÷å-
ñêèõ íàðóøåíèé ðàçíàÿ: ÷èñëî íåêîòîðûõ íàðóøåíèé
ïðè óâåëè÷åíèè ÷èñëà ïàññàæåé óâåëè÷èâàåòñÿ, à íåêîòî-
ðûõ — óìåíüøàåòñÿ èëè èñ÷åçàåò ñîâñåì. Õðîìîñîìà 7
÷àñòî îêàçûâàåòñÿ ó÷àñòâóþùåé â êîëè÷åñòâåííûõ è
ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîéêàõ (Kim et al., 2015). Âñòðå÷àþò-
ñÿ, êàê è â íàøåì èññëåäîâàíèè, êëîíàëüíûå è íåêëîíàëü-
íûå ïåðåñòðîéêè. Ñëåäóåò ñïåöèàëüíî îòìåòèòü, ÷òî íà
13-ì ïàññàæå â êëåòêàõ MSCWJ-2 çàôèêñèðîâàíî òîëüêî
3 % íåêëîíàëüíûõ ïåðåñòðîåê, íî âñå îíè ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé äèöåíòðè÷åñêèå õðîìîñîìû ðàçíîãî òèïà, ñ ïîòå-
ðåé õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà (dic(1;19)(p3?5;q13.4)) è áåç
ïîòåðè (òåëîìåðíûå àññîöèàöèè) — dic(9;12)(q34;p13) è
dic(11;17)(q25;p13) (ðèñ. 3, ã). ßâëåíèå, îáíàðóæåííîå â
ëèíèè MSCWJ-2, ïðåäñòàâëÿåòñÿ íåñòàíäàðòíûì è òðå-
áóåò íåêîòîðûõ ðàññóæäåíèé.

Èçâåñòíî, ÷òî êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè in vitro ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé àâòîíîìíóþ áèîëîãè÷åñêóþ ñèñòåìó, ôóíê-
öèîíèðóþùóþ â áîëüøîé ñòåïåíè çà ñ÷åò âçàèìîäåéñò-
âèÿ êëåòîê â êóëüòóðå. Îñíîâíûìè òèïàìè êëåòî÷íîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ â êóëüòóðå ñòàíîâÿòñÿ ôèçè÷åñêèå êîí-
òàêòû ìåæäó ñàìèìè êëåòêàìè è êëåòêàìè è ñóáñòðàòîì,
à òàêæå õèìè÷åñêàÿ âçàèìîñâÿçü ÷åðåç ìåòàáîëèòû â
ðîñòîâîé ñðåäå. Ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ÿâëÿþòñÿ êàê
ñòðóêòóðíûìè, òàê è ôóíêöèîíàëüíûìè ñâÿçÿìè ìåæäó
êëåòêàìè. Âàæíûì òèïîì ìåæêëåòî÷íûõ ñîåäèíåíèé ÿâ-
ëÿþòñÿ ùåëåâûå êîíòàêòû, êîòîðûå ñîñòàâëÿþò îñíîâó
«ìåòàáîëè÷åñêîé êîîïåðàöèè» (Cox et al., 1972; Hooper,
Subak-Sharpe, 1981; Øàðîâñêàÿ è äð., 2009). Âîçìîæíî,
áëàãîäàðÿ öèòîãåíåòè÷åñêîìó íàðóøåíèþ, çàòðàãèâàþ-
ùåìó áîëüøîå ÷èñëî êëåòîê, óæå íà ðàííèõ ïàññàæàõ çà-
ïóñêàåòñÿ ïðîöåññ ñòàðåíèÿ, êîòîðûé ïðîäîëæàåòñÿ è â
îòñóòñòâèå äàííîé ïåðåñòðîéêè. Îáðàùàåò âíèìàíèå ïî-
ÿâëåíèå òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé, õîòÿ è â íåáîëüøîì
êîëè÷åñòâå, â îáåèõ ëèíèÿõ â ôàçå àêòèâíîãî ñòàðåíèÿ
(28-é è 13-é ïàññàæè), êîòîðûå íå áûëè îáíàðóæåíû ïðè
àíàëèçå êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðû ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ íà ðàííèõ ïàññàæàõ. Ïîÿâëåíèå òåëîìåðíûõ
àññîöèàöèé áûëî ðàíåå ïîêàçàíî â «áåçìàðêåðíûõ» èì-
ìîðòàëèçîâàííûõ è íåèììîðòàëèçîâàííûõ äèïëîèäíûõ
ëèíèÿõ ïðè ñòðåññîâûõ ñèòóàöèÿõ è ïðè ñòàðåíèè, êîòî-
ðîå òàêæå ìîæíî ñ÷èòàòü ñòðåññîì, òàê êàê îíî ñîïðî-
âîæäàåòñÿ ðÿäîì íåæåëàòåëüíûõ äëÿ îðãàíèçìà èëè äëÿ
êëåòî÷íîé êóëüòóðû ÿâëåíèÿìè. Íà îñíîâàíèè àíàëèçà
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòî÷íûõ ëèíèé è ðàçíûõ ñòðåññî-
âûõ ôàêòîðîâ áûëè âûÿâëåíû îïðåäåëåííûå õàðàêòåðíûå
÷åðòû äèöåíòðèêîâ, ïîçâîëèâøèå âûäâèíóòü ãèïîòåçó î
òîì, ÷òî ðîëü äèöåíòðèêîâ (òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé) â

580 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.



ïåðå÷èñëåííûõ ñëó÷àÿõ ñîñòîèò â ñîçäàíèè ãåíåòè÷åñêèõ
ñòðóêòóð, îáåñïå÷èâàþùèõ ñèñòåìó àäàïòàöèè êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè êàê öåëîñòíîé ñèñòåìû ê íåáëàãîïðèÿòíûì
óñëîâèÿì (Benn, 1976; Ïîëÿíñêàÿ, 2000; Poljanskaya,
Vakhtin, 2003). Â äàííîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå èç-çà íèçêîé
÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé ìîæíî
ïîêà òîëüêî êîíñòàòèðîâàòü ôàêò èõ ïîÿâëåíèÿ â ôàçå àê-
òèâíîãî ñòàðåíèÿ.

Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî óêàçàííàÿ âûøå ðåêî-
ìåíäàöèÿ Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè
îá èñêëþ÷åíèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, èìåþùèõ 10 % è áî-
ëåå êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé, èç èñïîëüçîâà-
íèÿ äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû â íàøåì èññëåäîâàíèè
êîñâåííî ïîäòâåðæäàåòñÿ ñëåäóþùèì ôàêòîì. Íåñìîòðÿ
íà òî ÷òî êëîíàëüíàÿ õðîìîñîìíàÿ ïåðåñòðîéêà, âñòðå÷à-
þùàÿñÿ ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé íà ðàííèõ ïàññàæàõ â ëèíèè
MSCWJ-2, ïîçæå èñ÷åçàåò, âðåä êëåòî÷íîé êóëüòóðå îíà,
ïî-âèäèìîìó, íàíîñèò, çàïóñêàÿ ïðîöåññ ðàííåãî ðåï-
ëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ. Ñëåäóåò òàêæå ïîä÷åðêíóòü, ÷òî
íàøè äàííûå íå ïîäòâåðæäàþò ðàíåå ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû î êîððåëÿöèè ìåæäó ðåïëèêàòèâíûì ñòàðåíèåì è
àíåóïëîèäèåé ïî ðÿäó õðîìîñîì, âûÿâëåííîé íà êëåòî÷-
íûõ ïîïóëÿöèÿõ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç æèðîâîé òêàíè ÷å-
ëîâåêà (Estrada et al., 2013).

Ñ ð à â í è ò å ë ü í û é à í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ï î -
â å ð õ í î ñ ò í û õ ì à ð ê å ð î â, îïðåäåëÿþùèõ ñòàòóñ
ÌÑÊ íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ ëèíèé MSCWJ-1 è
MSCWJ-2, ïîêàçàë, ÷òî ñóùåñòâåííîãî èçìåíåíèÿ óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íå ïðîèñõîäèò (òàáë. 2). Òàê, èç ïðåäñòàâëåííûõ
ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò íàëè÷èå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ
àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà, — CD44,
CD73, CD90 è CD105. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç
ïîêàçàë ýêñïðåññèþ âèìåíòèíà (ðèñ. 4). Âûÿâëåíî îòñóò-
ñòâèå ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD34 è HLA-DR. Òàêèì îá-
ðàçîì, ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà
êëåòî÷íîé òåðàïèè ê ïîëó÷åíèþ ëèíèé, íà ðàííèõ è ïîçä-
íèõ ïàññàæàõ ïîäòâåðæäåí ñòàòóñ ÌÑÊ äëÿ îáåèõ ëèíèé
(Domonici et al., 2006; Sensebé et al., 2010).

Òåì íå ìåíåå ñëåäóåò îòìåòèòü íåêîòîðûå êîëè÷åñò-
âåííûå ðàçëè÷èÿ ïî îñíîâíûì ìàðêåðàì ÌÑÊ. Òàê, â ëè-
íèè MSCWJ-1 ñíèæàåòñÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè CD90 è
CD105 íà 28-ì ïàññàæå ïî îòíîøåíèþ ê 6-ìó ïàññàæó.
Êðîìå òîãî, åñòü ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ïî óðîâíþ ýêñ-
ïðåññèè CD105. Â ëèíèè MSCWJ-2 íà 6-ì ïàññàæå îí
íèæå, ÷åì â ëèíèè MSCWJ-1. Íà 13-ì ïàññàæå ëèíèè

MSCWJ-2 îí ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ 6-ì ïàññàæåì. Íî
â ñâÿçè ñ áîëüøèì ðàçáðîñîì äàííûõ â èññëåäóåìûõ ïî-
ïóëÿöèÿõ ýòè ðàçëè÷èÿ íå íîñÿò äîñòîâåðíîãî õàðàêòåðà.

Äàííûå ëèòåðàòóðû ïî ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ íà
ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ ïðîòèâîðå÷èâû. Â îäíèõ èñ-
ñëåäîâàíèÿõ ïîêàçàíî ñíèæåíèå óðîâíÿ ïîâåðõíîñòíûõ
ìàðêåðîâ â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ, à â äðóãèõ — îòñóòñòâèå
ðàçëè÷èé â èõ ýêñïðåññèè íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ
(Savickiene et al., 2016; Danisovic et al., 2017). Âîçìîæíî,
ýòè ðàçëè÷èÿ ñâÿçàíû ñ ðàçíûìè èñòî÷íèêàìè ïîëó÷åíèÿ
ÌÑÊ. Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ôóíêöèîíàëüíî CD90 è
CD105 ñâÿçàíû ñ âàæíåéøèìè êëåòî÷íûìè ïðîöåññàìè,
òàêèìè êàê ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ìèãðàöèÿ,
êëåòî÷íàÿ ïðîëèôåðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà (Maleki et
al., 2014). Ðàíåå áûëè ïîêàçàíû êîëåáàíèÿ óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ ìåæäó ëèíèÿìè, ïîëó÷åííûìè èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ðàçíûõ óñëî-
âèÿõ, à òàêæå â ëèíèè ñ êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëüíî-
ñòüþ (Frith et al., 2010; Êîëüöîâà è äð., 2012, 2015; Êðûëî-
âà è äð., 2012, 2015). Òåì íå ìåíåå â íåäàâíåì èññëåäî-
âàíèè ïðîâåäåí ïðîòåîìíûé àíàëèç áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ
äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïðîöåññîì ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ (Jeon et al., 2016). Àâòîðû óáåäèòåëü-
íî ïîêàçàëè, ÷òî, íåñìîòðÿ íà êîëè÷åñòâåííîå ñõîäñòâî
ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ
ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, èìåþò ìåñòî ðàçëè÷èÿ ìåæ-
äó èíòåíñèâíîñòüþ àäèïîãåííîé, îñòåîãåííîé è õîíäðî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâîê ÌÑÊ. Ïîýòîìó ïîêà ñëîæíî
óñòàíîâèòü êîððåëÿòèâíûå îòíîøåíèÿ ìåæäó óðîâíåì
ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ è äðóãèìè õàðàêòå-
ðèñòèêàìè ÌÑÊ.

Ñ ð à â í è ò å ë ü í û é è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é
à í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è 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 íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ ïðåä-
ñòàâëåí íà ðèñ. 4. Ðàíåå äëÿ ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2
áûëî ïîêàçàíî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíîãî
ìàðêåðà ÝÑÊ — TRA-1-60 è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
Oct-4 è ïðèñóòñòâèå ýêñïðåññèè SSEA-4 è SOX-2 íà
6-ì ïàññàæå (Êðûëîâà è äð., 2017). Â ñâÿçè ñ ýòèì â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèòåëüíî ïðîàíàëèçèðîâàëè ýêñïðåñ-
ñèþ ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà SSEA-4 è SOX-2 íà ðàííèõ
è ïîçäíèõ ïàññàæàõ îáåèõ ëèíèé. Ëèíèè ðàçëè÷àþòñÿ ïî
ýêñïðåññèè ýòèõ ôàêòîðîâ. Òàê, â êëåòêàõ MSCWJ-1 ýêñï-
ðåññèðóåòñÿ SSEA-4 è SOX-2 íà 6-ì è 28-ì ïàññàæàõ.
Â êëåòêàõ MSCWJ-2 íà 6-ì ïàññàæå ýòè ìàðêåðû ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ, à íà 13-ì ýêñïðåññèÿ SSEA-4 óæå î÷åíü íèçêàÿ
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Ýêñïðåññèÿ (%) ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé
ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2

Ìàðêåð
MSCWJ-1 MSCWJ-2

6-é ïàññàæ 28-é ïàññàæ 6-é ïàññàæ 28-é ïàññàæ

CD44 99.50 ± 0.30 99.33 ± 0.30 99.60 ± 0.20 99.47 ± 0.38

CD73 98.40 ± 0.20 93.14 ± 2.90 99.00 ± 0.50 99.04 ± 0.49

CD90 99.40 ± 0.04à 83.34 ± 5.78à 92.70 ± 3.40 87.82 ± 0.79

CD105 99.75 ± 0.13à 81.36 ± 5.00à 78.40 ± 5.40 69.25 ± 12.82

CD34 0.07 ± 0.05 0.19 ± 0.05 0.09 ± 0.06 0.31 ± 0.13

HLA-ABC 92.60 ± 5.10 99.94 ± 0.03 98.40 ± 0.48 99.62 ± 0.15

HLA-DR 1.50 ± 1.30 0.03 ± 0.02 1.10 ± 0.90 0.03 ± 0.02

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äîëè êëåòîê (íåñóùèõ ìàðêåð) è èõ îøèáêè èç 3—5 ýêñïåðè-
ìåíòîâ. àÄîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ðàííèì è ïîçäíèì ïàññàæàìè.



(èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà êðàéíå ñëàáàÿ ïðè àíàëèçå íå-
ñêîëüêèõ ïîâòîðíîñòåé). Ýêñïðåññèÿ SOX-2 òàêæå îáíà-
ðóæåíà íà 6-ì ïàññàæå, òîãäà êàê íà 13-ì ñîîòâåòñòâó-
þùàÿ îêðàñêà îòñóòñòâóåò. Âîçìîæíî, ýòè ðåçóëüòàòû
ñâÿçàíû ñ èíòåíñèâíîñòüþ ïðîöåññà ðåïëèêàòèâíîãî ñòà-
ðåíèÿ ëèíèé. ×àñòîòà êëåòîê MSCWJ-2, ïîäâåðãøèõñÿ
àêòèâíîìó ñòàðåíèþ, çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì MSCWJ-1 (80.1
ïðîòèâ 58.1 %; òàáë. 1). ÈÔ â öåëîì â ëèíèè MSCWJ-1 íà
28-ì ïàññàæå çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ëèíèè MSCWJ-2
íà 13-ì ïàññàæå (ðèñ. 2). Ðàçíûìè ìåòîäàìè ïîêàçàíî,
÷òî îáà ìàðêåðà ó÷àñòâóþò â ïðîöåññå ïðîëèôåðàöèè
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ êàê èç ýìáðèîíàëüíûõ, òàê è èç âçðîñ-
ëûõ òêàíåé (Gang et al., 2007; Park et al., 2012).

Ñ ð à â í è ò å ë ü í û é à í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è 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 íà ðàí-
íèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøå-
âûõ ëèñòêîâ (ðèñ. 5) ïîêàçàë ïîëíîå ñîâïàäåíèå ðåçóëüòà-
òîâ äëÿ êëåòîê MSCWJ-1 è MSCWJ-2 íà 6-ì ïàññàæå ñ
ïîëó÷åííûìè ðàíåå (Êðûëîâà è äð., 2017). Íàëè÷èå ýêñ-
ïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ ïîêàçàíî òàêæå è íà 28-ì ïàññàæå
äëÿ ëèíèè MSCWJ-1 è íà 13-ì ïàññàæå äëÿ ëèíèè
MSCWJ-2. Ïîäîáíîå ÿâëåíèå íà ðàííèõ ïàññàæàõ áûëî
ïîêàçàíî íàìè ðàíåå íà ëèíèÿõ ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç äðó-
ãèõ èñòî÷íèêîâ (Êðûëîâà è äð., 2012, 2014, 2016; Êîëüöî-
âà è äð., 2015). Äðóãèìè àâòîðàìè ðàçíûìè ìåòîäàìè

òîæå ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ýòèõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ ðàçíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (Riekstina et al., 2009; Huang et al., 2010;
Antonucci et al., 2011; Mamidi et al., 2011). Ìåõàíèçìû
âçàèìîñâÿçè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ ñ
ôóíêöèîíàëüíîé äåÿòåëüíîñòüþ ÌÑÊ ïîêà íåèçâåñòíû.
Åñòü ðàçíûå ïðåäïîëîæåíèÿ ïðîòèâîïîëîæíîãî õàðàêòå-
ðà. Îäíî ñâÿçàíî ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ïëàñòè÷íîñòüþ
ÌÑÊ, à äðóãîå — ñ ýìáðèîíàëüíûì ïðîèñõîæäåíèåì
ÌÑÊ (Riekstina et al., 2009; Sensebé et al., 2010). Ïîëó÷åí-
íûå íàìè äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá àêòèâíîé ýêñ-
ïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ, íå ðàçëè÷àþùåéñÿ íà ïîçäíèõ è
ðàííèõ ïàññàæàõ, ãîâîðÿò, ñêîðåå, â ïîëüçó âòîðîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ, òàê êàê äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ ïëàñòè÷íîñòü
ñòàðåþùèõ ÌÑÊ ñíèæåíà, ÷òî áóäåò ïîêàçàíî íèæå.

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 ïðîâåäåíà íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ïàññàæàõ
(ðèñ. 6). Íà 6-ì ïàññàæå êëåòêè îáåèõ ëèíèé ñïîñîáíû
ôîðìèðîâàòü êîñòíóþ, æèðîâóþ è õðÿùåâóþ òêàíè, ÷òî
áûëî ïîêàçàíî íàìè ðàíåå (Êðûëîâà è äð., 2017) è ÷òî ñî-
îòâåòñòâóåò ñòàòóñó ÌÑÊ (Dominici et al., 2006; Sensebé et
al., 2010). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â îñòåîãåííîé ñðåäå
ñïîñîáñòâîâàëî ôîðìèðîâàíèþ ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ
ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåàêöèè Vîn Kossa, ïîçâîëÿþùåé âû-
ÿâèòü íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðî-

582 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 4. Èäåíòèôèêàöèÿ âèìåíòèíà, ïîäòâåðæäàþùåãî ñòàòóñ ÌÑÊ, ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà SSEA-4 íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÝÑÊ ÷åëîâåêà è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà SOX-2 â êëåòêàõ ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2 ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïî

ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

ßäðà äîêðàøåíû êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé öâåò), êîíòðîëü — îêðàøèâàíèå âòîðûìè àíòèòåëàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.



ñòðàíñòâå. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â àäèïîãåííîé ñðåäå
ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ êëàñòåðîâ àäèïîöèòîâ, ïî-
êàçàííûõ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì
êðàñíûì (Oil Red O). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â õîíäðî-
ãåííîé ñðåäå ïðèâîäèëî ê îáðàçîâàíèþ ñòðóêòóð, êîòî-
ðûå âûÿâëÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ òîëóèäèíîâûì
ñèíèì (èäåíòèôèêàöèÿ ñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçàìèíî-
ãëèêàíîâ), ñàôðàíèíîì (èäåíòèôèêàöèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ)
è àëüöèàíîâûì ñèíèì (èäåíòèôèêàöèÿ êèñëûõ ãëèêîçà-
ìèíîãëèêàíîâ). Èíäóêöèÿ äèôôåðåíöèðîâîê íà ïîçäíèõ
ïàññàæàõ îòëè÷àåòñÿ îò ðåçóëüòàòîâ 6-ãî ïàññàæà. Êðîìå
òîãî, åñòü ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè.

Ïðåæäå âñåãî íàäî îòìåòèòü, ÷òî â ïðîöåññå èíäóê-
öèè îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâîê êëåòêè
îáåèõ ëèíèé íà÷èíàþò îòêðåïëÿòüñÿ îò ñóáñòðàòà, ò. å.
íàðóøàåòñÿ èõ àäãåçèîííàÿ ñïîñîáíîñòü. Êëåòêè, èíäó-
öèðîâàííûå â õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèè, íàõîäÿòñÿ â
êóëüòóðå ìèêðîìàññ, ò. å. â 3D-óñëîâèÿõ, ïîýòîìó äàííîå
ÿâëåíèå íå ïîêàçàíî. Îáíàðóæåííîå ÿâëåíèå ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î òîì, ÷òî ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè íàðóøåí.
Òåì íå ìåíåå, íåñìîòðÿ íà ïðèñóòñòâèå äåãðàäèðóåìûõ
îòêðåïëåííûõ êëåòîê, â ëèíèè MSCWJ-1 íà 28-ì ïàññàæå
è â ëèíèè MSCWJ-2 íà 13-ì âûÿâëÿþòñÿ íåðàñòâîðèìûå
ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå è êëàñòåðû
àäèïîöèòîâ ñîîòâåòñòâåííî ïðè îñòåîãåííîé è àäèïî-

ãåííîé èíäóêöèè. Ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ îòíîñÿòñÿ ê
õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå. Òàê, êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê â õîíäðîãåííîé ñðåäå â ëèíèè MSCWJ-1 íà
28-ì ïàññàæå, òàê æå êàê è íà 6-ì, ïðèâåëî ê îáðàçîâàíèþ
ñòðóêòóð, êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ îêðàøèâàíèåì òîëóèäè-
íîâûì ñèíèì, ñàôðàíèíîì è àëüöèàíîâûì ñèíèì.

Äðóãàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ ïðè èíäóêöèè õîðíäðî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè íà 13-ì ïàññàæå â ëèíèè
MSCWJ-2 : îòñóòñòâóåò îêðàñêà òîëóèäèíîâûì ñèíèì è
ñàôðàíèíîì. À îêðàñêà àëüöèàíîâûì ñèíèì íîñèò íåñïå-
öèôè÷åñêèé õàðàêòåð. Â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ñòðóêòóð,
ñâîéñòâåííûõ õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå, îêðàøè-
âàþòñÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè. Ñëåäîâàòåëüíî,
õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè íåò. Ñóììèðóÿ ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïî èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè, ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî â öåëîì äèôôåðåíöèðîâî÷íûé
ïðîöåññ íàðóøåí â îáåèõ ëèíèÿõ. Íî â ëèíèè MSCWJ-2
îí íàðóøåí áîëüøå, òàê êàê èìååò ìåñòî óìåíüøåíèå
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà. Ýòî ÿâëåíèå â ïðî-
öåññå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ áûëî ïîêàçàíî è äðóãèìè àâ-
òîðàìè. Â ÷àñòíîñòè, â ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà îáíàðóæåí
ñíèæåííûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë íà ïîçäíèõ
ïàññàæàõ, ïðè÷åì àäèïîãåííûé ïîòåíöèàë óìåíüøåí çíà-
÷èòåëüíî áîëüøåå, ÷åì îñòåîãåííûé (Bonab et al., 2006).
Ñóùåñòâåííîå óìåíüøåíèå àäèïîãåííîãî ïîòåíöèàëà ïî-

Äèíàìèêà ñâîéñòâ äâóõ ëèíèé ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà... 583

Ðèñ. 5. Èäåíòèôèêàöèÿ ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â êëåòêàõ ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2 ïðè äëèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè ïî ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Ïîêàçàíû ìàðêåðû ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ: àëüôà-àêòèíèíà (ìàðêåðà ìåçîäåðìû), àëüôà-ôåòîïðîòåèíà (ìàðêåðà ýíòîäåðìû) è íåñòèíà
(ìàðêåðà ýêòîäåðìû); ÿäðà äîêðàøåíû êðàñèòåëåì DAPI. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.



584 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 6. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2 â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè (ðåàêöèÿ Vîn Kossa, âûÿâëÿþùàÿ íå-
ðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå), àäèïîãåííîì (îêðàøèâàíèå æèðîâûõ âêëþ÷åíèé ìàñëÿíûì êðàñíûì)
è õîíäðîãåííîì (îêðàøèâàíèå òîëóèäèíîâûì ñèíèì, ñàôðàíèíîì è àëüöèàíîâûì ñèíèì) ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè.

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.



êàçàíî è â äðóãîé ðàáîòå (Park et al., 2005). Ïî-âèäèìîìó,
êëåòî÷íîå ñòàðåíèå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ñíèæåíèþ ðàç-
íûõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ïðîöåññîâ.

Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî îáðàçîâà-
íèå ïîëíîãî ìîíîñëîÿ ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷åñêîé òî÷êîé, â
êîòîðîé êëåòêè ëèíèè MSCWJ-1 íà÷èíàþò ïðåòåðïåâàòü
ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, îòðàæàþùèå íà÷àëî ý í ä î -
ò å ë è à ë ü í î é äèôôåðåíöèðîâêè è êîòîðûå ÷åòêî âèäíû
÷åðåç 3—4 ñóò ïîñëå îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Àíàëèç ýêñ-
ïðåññèè ìàðêåðà CD31 íà 6-ì ïàññàæå, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùåãî î íà÷àëå ýòîé äèôôåðåíöèðîâêè, ïîêàçàë óâåëè-
÷åíèå óðîâíÿ åãî ýêñïðåññèè ïî ñðàâíåíèþ ñ íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûìè è êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè (FetMSC)
(Êðûëîâà è äð., 2017). Àíàëîãè÷íûé àíàëèç 28-ãî ïàñ-
ñàæà íå âûÿâèë èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê, ñîïóòñò-
âóþùèõ ýíäîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå. Óðîâåíü
ýêñïðåññèè ìàðêåðà CD31 (1.17 %) ñîîòâåòñòâóåò íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûì êëåòêàì. Ýòè äàííûå ìîãóò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î ñóæåíèè äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèà-
ëà ëèíèè MSCWJ-1 íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ.

Â çàêëþ÷åíèå ìîæíî ñäåëàòü îñíîâíîé âûâîä, âûòå-
êàþùèé èç íàñòîÿùåé ðàáîòû. Îáå ëèíèè ïðåòåðïåâàþò
ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå è ñâÿçàííûå ñ íèì èçìåíåíèÿ
ðÿäà êëåòî÷íûõ ñâîéñòâ. Îñîáîå âíèìàíèå ñëåäóåò îáðà-
òèòü íà õàðàêòåð èçìåíåíèé â ëèíèè MSCWJ-2 ïî ñðàâíå-
íèþ MSCWJ-1. Îáíàðóæåíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó ÷àñòî
âñòðå÷àþùåéñÿ êëîíàëüíîé õðîìîñîìíîé ïåðåñòðîéêîé
íà ðàííåì ïàññàæå è ðàííèì ðåïëèêàòèâíûì ñòàðåíèåì
ñ âûñîêèì óðîâíåì ñòàðåþùèõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè, çíà-
÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì ÈÏ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, óìåíüøåíèåì èëè èñ÷åçíîâåíèåì ýêñïðåñ-
ñèè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ — SSEA-4 è
SOX-2, ñíèæåííûì äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì.
Ó÷èòûâàÿ ìåòàáîëè÷åñêóþ êîîïåðàöèþ ìåæäó êëåòêàìè,
ìîæíî ñ îñòîðîæíîñòüþ ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðóæåí-
íàÿ íà ðàííåì ïàññàæå ÷àñòî âñòðå÷àþùàÿñÿ êëîíàëüíàÿ
ïåðåñòðîéêà êîðîòêîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 7 ñâÿçàíà ñ çà-
ïóñêîì êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, êîòîðûå ïðîäîëæàþòñÿ
óæå â îòñóòñòâèå ýòîé õðîìîñîìíîé àáåððàöèè.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Í. Í. Ìàìàåâó è
Ò. Ë. Ãèíäèíîé (Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ìåäèöèíñêèé óíèâåð-
ñèòåò èì. È. Ï. Ïàâëîâà) çà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ
ñèñòåìû àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ Ikaros 4 Ka-
ryotyping System (MetaSystems, Ãåðìàíèÿ) è À. À. ßêîâ-
ëåâîé çà ïîìîùü â òåõíè÷åñêîì îôîðìëåíèè ðèñóíêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÔÀÍÎ
ïî ãîñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ ¹ 0124-2016-0007 è äî-
ïîëíèòåëüíîìó ãîñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ íà ïåðèîä
01.07.2017—31.12.2017 (ðåã. ÖÈÒèÑ ¹ ÀÀÀÀ-À17-
117072510077-0).
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DYNAMICS PROPERTIES OF TWO LINES OF MESENCHYMAL STEM CELLS, DERIVED

FROM THE WHARTON’S JELLY OF THE HUMAN UMBILICAL CORD, DURING LONG-TERM

CULTIVATION

A. M. Koltsova,1 T. A. Krylova, A. S. Musorina, V. V. Zenin, V. I. Turilova,

T. K. Yakovleva, G. G. Poljanskaya1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064;
1 e-mail: koltsova.am@mail.ru; poljansk@incras.ru

The comparative analysis of characteristics of two lines MSC (MSCWJ-1 and MSCWJ-2), generated from
Wharton’s Jelly of human umbilical cord was done at 6, 13 and 28 passages. The next results were obtained.
1. Morphological analysis showed, that during long-term cultivation morphological changes took place in both
lines, but in line MSCWJ-2 the cells were larger and the greater number of debris was observed compared with
MSCWJ-1. 2. The analysis of growth characteristics showed, that during long-term cultivation significantly in-
creases of the average population doubling time in both cell lines, which correlates with morphological changes
of cells, and with the gradual increase of activity â-galactosidase, indicating the occurrence of replicative senes-
cence. The interline changes are associated with the level of proliferative activity, with the dynamics of the in-
dex of proliferation, with the time of intering in phase of active senescence, corresponding to 30 population do-
ublings in line MSCWJ-2 and to 60 population doublings in line MSCWJ-1 with a higher percentage of senes-
cent cells (80 %) in line MSCWJ-2 compared with MSCWJ-1 (58 %). 3. Numerical karyotypic analysis showed
that the both lines at early and late passages have normal karyotype of 46, XX and 46, XY, respectively. The
structural karyotypic analysis showed cytogenetic heterogeneity, associated in both lines with the emergence
with low frequency of random clonal and non-clonal chromosomal rearrangements, disappearing during
long-term cultivation. Unlike line MSCWJ-1 in MSCWJ-2 at 6th passage one detected clonal chromosomal re-
arrangement of the short arm of chromosome 7, occurring with high frequency at 39 % of the investigated cells,
but disappearing on the 13th passage. 4. To determine status of these cell lines at 6, 13 and 28th passages, com-
parative analysis of the surface markers was performed. By this analysis, all the lines expressed the surface anti-
genes characteristic human MSC: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC, vimentin and did not express
CD34, and HLA-DR. 5. The analysis of expression of markers of non-differentiated hESC in both lines showed
a decrease in expression level surface marker SSEA-4 and the lack of expression of the transcription factor
SOX-2 in line MSCWJ-2 at 13th passage compared with MSCWJ-1 at 28 passage. 6. Induction of osteogenic
and adipogenic differentiation in both lines at later passages showed disruption of adhesion to the cells compa-
red to the 6 passage. But the ability to differentiate in these directions at later passages is confirmed. The lack of
chondrogenic differentiation in line MSCWJ-2 are showed at late passage in comparison with line MSCWJ-1.
Thus, in line MSCWJ-2 discovered the correlation between frequently occurring clonal chromosomal rearran-
gement identified at an early passage, early replicative senescence with a large proportion of senescent cells, a
significant decrease index proliferation during long-term cultivation, decrease or disappearance of the expressi-
on of markers non-differentiated ESCs, decreased differentiation potential. Given the metabolic cooperation
between the cells, we can cautiously assume that is detected at an early passage clonal chromosomal rearrange-
ment of the short arm of chromosome 7, occurring with high frequency, is associated with activation of cellular
processes which proceed in the absence of this chromosomal aberration.

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