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À. Ì. Êîëüöîâà è äð.
Ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà ëèíèè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê...

Ïîëó÷åíà è îõàðàêòåðèçîâàíà íîâàÿ íåèììîðòàëèçîâàííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèè èç ïóëüïû ìîëî÷íîãî
çóáà ðåáåíêà, íàçâàííàÿ MSC-DP. Àíàëèç îñíîâíûõ õàðàêòåðèñòèê ïðîâîäèëè íà 6-ì è 25-ì ïàññàæàõ.
Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ ñòàðåþùèõ êëåòîê ñîãëàñíî
àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû. Íà 25-ì ïàññàæå ïî ñðàâíåíèþ ñ áîëåå ðàííèìè ïàññàæàìè ñóùåñòâåííî
óâåëè÷èâàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà CD264, ïîâûøåííûé óðîâåíü êîòîðîé òàêæå õàðàêòåðèçóåò êëåòêè,
âñòóïèâøèå â àêòèâíóþ ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê MSC-DP
ñóùåñòâåííî óìåíüøàåòñÿ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êðèâûå ðîñòà ñâèäåòåëüñòâóþò îá
àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè êëåòî÷íîé ëèíèè íà 6-ì ïàññàæå è çíà÷èòåëüíîì ñíèæåíèè èíäåêñà ïðîëèôå-
ðàöèè ê 25-ìó ïàññàæó. Êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç íà 6-ì è 25-ì ïàññàæàõ ïîêàçàë íàëè÷èå íîðìàëüíîãî
êàðèîòèïà ÷åëîâåêà: 46, ÕÕ. Ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â êàðèîòèïè÷åñêîé ñòðóêòóðå ìåæäó ïàññàæàìè 6
è 25 ñâÿçàíû ñ íàëè÷èåì çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà äèöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì ïî òèïó òåëîìåðíûõ àñ-
ñîöèàöèé íà ïîçäíåì ïàññàæå ñ ïðåèìóùåñòâåííûì ó÷àñòèåì äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 14. Íà 6-ì è
25-ì ïàññàæàõ âûÿâëåíû ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà (CD44, CD73, CD90, CD105 è HLA-ABC) è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34,
CD45 è HLA-DR. Ìàðêåð íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà —
SSEA-4 — ýêñïðåññèðóåòñÿ òîëüêî íà 6-ì ïàññàæå. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ëèíèè MSC-DP îáëàäàþò
ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì è õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ. Ñïîñîáíîñòü ê ìóëü-
òèïîòåíòíîé äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê MSC-DP ïîäòâåðæäàåòñÿ ýêñïðåññèåé ãåíà íåéðîíàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè. Â öåëîì ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ñòàòóñ ÌÑÊ äëÿ ïîëó÷åííîé ëè-
íèè è ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ â ïðîöåññå ðåïëèêàòèâíîãî ñòà-
ðåíèÿ.

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, òåëîìåðíûå àññîöèàöèè, äèôôåðåíöèðîâêà

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) îáëàäàþò
óíèêàëüíûìè ñâîéñòâàìè, ïîçâîëÿþùèìè èõ èñïîëüçî-
âàòü êàê äëÿ óãëóáëåíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ çíàíèé î ïðî-
öåññàõ, ïðîòåêàþùèõ â êëåòêå, òàê è äëÿ ðàñøèðåíèÿ
ïðèêëàäíûõ áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé. Êëåòî÷íûå
ëèíèè ÌÑÊ, ÿâëÿÿñü íåèììîðòàëèçîâàííûìè, äèïëîèä-
íûìè, ÿâëÿþòñÿ àäåêâàòíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ áèî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â çäîðîâîì îðãàíèçìå. Âàæíîñòü
èçó÷åíèÿ õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ðàçíûõ èñ-
òî÷íèêîâ, âûòåêàåò èç îñîáåííîñòåé âçàèìîäåéñòâèÿ
ÌÑÊ ñ èõ óíèêàëüíûì ìèêðîîêðóæåíèåì (íèøåé), õàðàê-
òåðíûì äëÿ îïðåäåëåííîé òêàíè, êîòîðîå ðåãóëèðóåò ïðî-
ëèôåðàöèþ, âûæèâàåìîñòü, ìèãðàöèþ, ñòàðåíèå, äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë è äðóãèå êëåòî÷íûå ñâîéñòâà
ïîñðåäñòâîì ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé è ðàçëè÷íûõ
áèîàêòèâíûõ ìîëåêóë. Ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíà-
ðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè, ñòàòóñ ÌÑÊ ðàçíî-
ãî ïðîèñõîæäåíèÿ îïðåäåëÿåòñÿ ðÿäîì îïðåäåëåííûõ õà-
ðàêòåðèñòèê (Dominici et al., 2006; Sensebe et al., 2010).
Íåñìîòðÿ íà ñîõðàíåíèå â öåëîì îáùèõ ñâîéñòâ ó ÌÑÊ

ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, èìåþò ìåñòî íåêîòîðûå ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó íèìè ïî õàðàêòåðèñòèêàì, êàê îïðåäåëÿþùèì
ñòàòóñ ÌÑÊ, òàê è ïî äðóãèì ïðèçíàêàì, êîòîðûå ÿâëÿþò-
ñÿ âàæíåéøèìè äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê, íî îòðà-
æàþùèìè êîíêðåòíûå ñâîéñòâà îïðåäåëåííîé ëèíèè.
Òàê, îáíàðóæåíû ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ïî äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîìó ïîòåíöèàëó, ðîñòîâûì õàðàêòåðèñòèêàì,
õàðàêòåðó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ è ïî êàðèîòèïè÷å-
ñêîé íåñòàáèëüíîñòè (Shih et al., 2005; Yan et al., 2013;
Êðûëîâà è äð.. 2014; Ïîëÿíñêàÿ, 2018). Â ñâÿçè ñ ýòèì, à
òàêæå ñ ó÷åòîì ãåíåòè÷åñêîé óíèêàëüíîñòè êàæäîé âíîâü
ïîëó÷åííîé ëèíèè ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæíûì ðàñøèðåíèå
ñïåêòðà ëèíèé ÌÑÊ ÷åëîâåêà.

Ìíîãèå ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç âçðîñëûõ è ýìáðèîíà-
ëüíûõ òêàíåé, èìåþò îãðàíè÷åííîå ïðèìåíåíèå èç-çà èí-
âàçèâíîãî ñïîñîáà èõ ïîëó÷åíèÿ, ìàëîãî êîëè÷åñòâà âû-
äåëÿåìûõ êëåòîê â ñâÿçè ñ íåâûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì
ïîòåíöèàëîì èëè èç-çà ýòè÷åñêèõ ïðîáëåì (Bongso, Fong,
2013). Â ñâÿçè ñ ýòèì áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ âûäå-
ëåíèþ ÌÑÊ èç âíåçàðîäûøåâûõ îðãàíîâ, êîòîðûå ôîð-
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ìèðóþòñÿ â ïåðâûå íåäåëè áåðåìåííîñòè. Ïîëó÷åíèå
ÌÑÊ èç ýòèõ îðãàíîâ íå ñâÿçàíî ñ ïåðå÷èñëåííûìè îãðà-
íè÷åíèÿìè.

Íàøå âíèìàíèå ïðèâëåêëè ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç çóá-
íîé òêàíè ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åíèå ÌÑÊ èç ïóëüïû çóáà, òàê
æå êàê èç âíåçàðîäûøåâûõ òêàíåé, íå ñâÿçàíî ñî ñïåöèà-
ëüíûìè èíâàçèâíûìè ñïîñîáàìè ïîëó÷åíèÿ êëåòîê è ñ
ýòè÷åñêèìè ïðîáëåìàìè, òàê êàê íåîáõîäèìàÿ äëÿ âûäå-
ëåíèÿ êëåòîê çóáíàÿ òêàíü îòáðàñûâàåòñÿ êàê õèðóðãè÷å-
ñêèé îòõîä â ïðîöåññå âûïîëíåíèÿ ñòàíäàðòíîé ñòîìàòî-
ëîãè÷åñêîé îïåðàöèè. À â ñëó÷àå âûïàäåíèÿ ìîëî÷íûõ
çóáîâ ó ðåáåíêà ñòîìàòîëîãè÷åñêàÿ ïðîöåäóðà âîîáùå îò-
ñóòñòâóåò (Mortada et al., 2017; Ercal et al., 2018). Ê íàñòî-
ÿùåìó âðåìåíè èçâåñòåí ðÿä ðàáîò ïî ïîëó÷åíèþ è õà-
ðàêòåðèñòèêå ÌÑÊ èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ çóáíîé òêàíè ÷å-
ëîâåêà (Gronthos et al., 2000; Huang et al., 2009; Estrela
et al., 2011; Isobe et al., 2015; Aghajani et al., 2016; Wang
et al., 2018). Ïóëüïà êàê ìîëî÷íûõ, òàê è ïîñòîÿííûõ çó-
áîâ ÿâëÿåòñÿ áîãàòûì èñòî÷íèêîì ÌÑÊ (Gronthos et al.,
2000; Ren et al., 2016; Suchanek et al., 2017). Çóáíàÿ òêàíü
îáðàçóåòñÿ èç íåðâíîãî ãðåáíÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ÌÑÊ èç
ïóëüïû çóáà ýêñïðåññèðóþò ðÿä íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ,
ò. å. èìåþò ïîâûøåííûé ïîòåíöèàë íåéðîíàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè. Ïîýòîìó ýòè ÌÑÊ ìîãóò áûòü èñïîëüçî-
âàíû äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ñ
á*îëüøèì óñïåõîì, ÷åì ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç äðóãèõ òêà-
íåé ÷åëîâåêà (Fatima et al., 2017; Kolar et al., 2017; Ullah
et al., 2017; Gonmanee et al., 2018; Zhang N. et al., 2018).
Òåì íå ìåíåå ïîìèìî äèôôåðåíöèðîâîê â íåéðîíàëüíîì
íàïðàâëåíèè îíè ìîãóò äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ è â äðóãèå
òèïû êëåòîê (Chalisserry et al., 2017).

ÌÑÊ èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ çóáíîé òêàíè ÷åëîâåêà ìîæ-
íî ïîëó÷àòü îò äîíîðîâ ðàçíîãî âîçðàñòà. Èçâåñòíî, ÷òî
ñòàðåíèå îðãàíèçìà îáóñëîâëåíî íåñêîëüêèìè ìåõàíèç-
ìàìè, çàòðàãèâàþùèìè êàê ÌÑÊ, òàê è èõ ìèêðîîêðóæå-
íèå. Âçàèìîäåéñòâèå ÌÑÊ è ìèêðîîêðóæåíèÿ îáåñïå÷è-
âàåò óõóäøåíèå âîçðàñòíûõ õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ (Sethe
et al., 2006; Tobin, 2017). Ïðîâåäåíû ìíîãî÷èñëåííûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà, êîòîðûå ïîëó÷åíû èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ, âêëþ÷àÿ è ÌÑÊ çóáíîé òêàíè, ïîäòâåðæäàþ-
ùèå çàâèñèìîñòü õàðàêòåðèñòèê ÌÑÊ îò âîçðàñòà äîíîðà.
Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ñ óâåëè÷åíèåì
âîçðàñòà äîíîðà (Siegel et al., 2013; Kornicka et al., 2015;
Êðûëîâà è äð., 2016; Maredziak et al., 2016; Mohd et al., 2016;
Yi et al., 2016; Zhang et al., 2018). Ïî-âèäèìîìó, âî ìíî-
ãèõ ñëó÷àÿõ âîçðàñò äîíîðà ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ôàêòîðîì
äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ ÌÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå.

Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè
çóáíóþ òêàíü ìîëî÷íîãî çóáà, âûïàâøåãî ó 6-ëåòíåãî ðå-
áåíêà. Ó÷èòûâàÿ òàêæå âàæíîñòü ìèêðîîêðóæåíèÿ äëÿ
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñëåäóåò
ïîä÷åðêíóòü, ÷òî îáðàçîâàíèå íèøè ñòâîëîâûõ êëåòîê â
ïóëüïå ìîëî÷íûõ çóáîâ íà÷èíàåòñÿ åùå äî ðîæäåíèÿ ðå-
áåíêà. Êîðîòêèé ïåðèîä àêòèâíîãî ðîñòà îðãàíèçìà äî çà-
ìåíû ìîëî÷íûõ çóáîâ íà ïîñòîÿííûå çóáû õàðàêòåðèçó-
åòñÿ ñîõðàíåíèåì àêòèâíûõ íèø, áîãàòûõ ñòâîëîâûìè
êëåòêàìè, êîòîðûå åùå íå ñèëüíî ïîäâåðæåíû íàêîïèòå-
ëüíîìó âëèÿíèþ íåæåëàòåëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ è âíåøíèõ
ôàêòîðîâ. Òàêèì îáðàçîì, ïóëüïà ìîëî÷íûõ çóáîâ îáåñ-
ïå÷èâàåò èñòî÷íèê áîëåå çäîðîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïóëüïîé, èçîëèðîâàííîé îò ïîñòîÿííûõ çó-
áîâ âçðîñëîãî îðãàíèçìà (Kerkis, Caplan., 2012).

Èçâåñòíî, ÷òî íåèììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëè-
íèè â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â îòëè÷èå

îò èììîðòàëèçîâàííûõ ëèíèé ïîäâåðãàþòñÿ ðåïëèêàòèâ-
íîìó ñòàðåíèþ, êîòîðîå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíûé
êîìïëåêñíûé ïðîöåññ (Wagner et al., 2008; Kuilman et al.,
2010; Redaelli et al., 2012; Estrada et al., 2013; Savickiene
et al., 2016). Èññëåäîâàíèå ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ äèï-
ëîèäíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ñïîñîáñòâóåò ðàñøèðåíèþ
ôóíäàìåíòàëüíûõ çíàíèé î ïðîöåññàõ, ïðîèñõîäÿùèõ â
êëåòêàõ, à òàêæå âíîñèò âîçðàñòíûå îãðàíè÷åíèÿ ïî èñïî-
ëüçîâàíèþ ÌÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå.

Â ðàáîòå ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå çàäà÷è: 1) âûäåëå-
íèå èç ïóëüïû çóáà ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê; 2) àíà-
ëèç õàðàêòåðèñòèê, ïîäòâåðæäàþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ ïîëó-
÷åííîé ëèíèè íà ðàííåì, 6-ì ïàññàæå; 3) ñðàâíèòåëüíûé
êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç àêòèâíîñòè ôåðìåíòà b-ãàëàê-
òîçèäàçû, õàðàêòåðèçóþùåé ïðîöåññ ðåïëèêàòèâíîãî ñòà-
ðåíèÿ è ýêñïðåññèè ìàðêåðà CD264, ñâÿçàííîãî ñ ýòèì
ïðîöåññîì, ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê;
4) àíàëèç ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê, êàðèîòèïè÷åñêîé èç-
ìåí÷èâîñòè, ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) è äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàëè ïóëüïó âûïàâøåãî åñòåñòâåííûì îáðà-
çîì ìîëî÷íîãî çóáà 6-ëåòíåãî ðåáåíêà. Ìàòåðèàë èñïîëü-
çîâàëè ñ ðàçðåøåíèÿ ðîäñòâåííèêîâ ðåáåíêà è ïîëó÷åíèÿ
îò íèõ èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ. Ñðàçó ïîñëå âûïàäå-
íèÿ çóá ïîìåùàëè â ïðîáèðêó ñ òðàíñïîðòíîé ñðåäîé, ñî-
äåðæàùåé DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è äâîéíîé íàáîð
àíòèáèîòèêîâ è àíòèìèêîòèêà (Antibiotic Antimycotic So-
lution, Sigma, Èçðàèëü). Äî íà÷àëà ðàáîòû ñ ìàòåðèàëîì
ïðîáèðêó õðàíèëè ïðè 4 °Ñ íå áîëåå 24 ÷.

Â û ä å ë å í è å ê ë å ò î ê èç ïóëüïû çóáà ïðîâîäèëè
ìåõàíè÷åñêèì ìåòîäîì. Âñå ñîäåðæèìîå ïóëüïû çóáà âû-
÷èùàëè ÷åðåç êîðíåâîé êàíàë ïðè ïîìîùè îäíîðàçîâîé
ñòåðèëüíîé èíúåêöèîííîé èãëû (23G, Apexmed, Íèäåð-
ëàíäû). Çàòåì êàíàë ìíîãîêðàòíî ïðîìûâàëè ðîñòîâîé
ñðåäîé, ñîäåðæàùåé DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 10 %
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ) è
äâîéíîé íàáîð ðàñòâîðà àíòèáèîòèêîâ è àíòèìèêîòèêà
(Antibiotic Antimycotic Solution, Sigma, Èçðàèëü). Âûäå-
ëåííûå èç ïóëüïû çóáà ôðàãìåíòû òêàíè êóëüòèâèðîâàëè
ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 â òå÷åíèå 2 íåä. Çà âðåìÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ àäãåçèðîâàâøèå ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî
ïëàñòèêà ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè îáðàçîâàëè îá-
øèðíûå çîíû ðîñòà. Äëÿ ïåðåñåâà êëåòîê íà äðóãóþ ÷àø-
êó èñïîëüçîâàëè 0.25%-íûé ðàñòâîð Òðèïñèí-ÝÄÒÀ
(Gibco, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Íà 3—4-ì ïàññàæàõ ïðè îòñóòñòâèè ÿâíûõ ïðèçíàêîâ
êîíòàìèíàöèè áàêòåðèÿìè è ãðèáàìè â ðîñòîâóþ ñðåäó
ïåðåñòàâàëè äîáàâëÿòü ðàñòâîð àíòèáèîòèêîâ è àíòèìè-
êîòèêà. Êëåòêè äëèòåëüíî êóëüòèâèðîâàëè è ïîëó÷à-
ëè îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè íà 6-ì è 25-ì ïàññàæàõ.
Êðèîêîíñåðâèðîâàëè êëåòêè â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé 10 % êðèîïðîòåêòîðà äèìåòèëñóëüôîê-
ñèäà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Ìèêðîáèîëîãè÷åñêèé àíàëèç, ïðî-
âåäåííûé ÷åðåç 10 ïàññàæåé ïîñëå ñíÿòèÿ êëåòîê ñ àíòè-
áèîòèêîâ è àíòèìèêîòèêà, ïîäòâåðäèë îòñóòñòâèå
áàêòåðèàëüíîé, ãðèáêîâîé è ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìè-
íàöèè.

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ÷ í û õ ñ ô å ð î è ä î â èç ìî-
íîñëîéíîé êóëüòóðû (2D) ïðîâîäèëè ìåòîäîì âèñÿ÷åé
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êàïëè. Ãîòîâèëè ñóñïåíçèþ êëåòîê â êîíöåíòðàöèè
30 òûñ. êë./ìë è ðàñêàïûâàëè ïî 30 ìêë ïî ïîâåðõíîñòè
÷àøêè Ïåòðè. ×àøêó ïåðåâîðà÷èâàëè ââåðõ äíîì è êóëü-
òèâèðîâàëè â óñëîâèÿõ 5 % ÑÎ2, 37 °Ñ è 90 % âëàæíîñòè
â òå÷åíèå 48 ÷. Â ðåçóëüòàòå â êàæäîé êàïëå êëåòêè îáðà-
çîâûâàëè ïî îäíîìó ñôåðîèäó (3D-êóëüòóðà).

Ð å ï ë è ê à ò è â í î å ñ ò à ð å í è å ê ë å ò î ê îöåíèâàëè
ïî àêòèâíîñòè ôåðìåíòà b-ãàëàêòîçèäàçû. Êëåòêè âûðà-
ùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè (3.5 ìì; Nunc, Äàíèÿ) äî îáðàçî-
âàíèÿ êîíôëþýíòà. Çàòåì ñðåäó óäàëÿëè è îêðàøèâàëè
êëåòêè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ (senescence b-galac-
tosidase staining kit; Cell Signaling, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñò-
ðóêöèè. Ó êëåòîê, âñòóïàþùèõ â ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî
ñòàðåíèÿ, öèòîïëàçìà èìååò ÿðêî-ñèíþþ îêðàñêó. Àíàëèç
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà
(NICON, ßïîíèÿ) íà 6, 13 è 25-ì ïàññàæàõ. Äîëþ îêðà-
øåííûõ êëåòîê (%) îïðåäåëÿëè ïóòåì ïîäñ÷åòà íå ìåíåå
1000 êëåòîê â ðàçíûõ ïîëÿõ çðåíèÿ íà îäíó âðåìåíí*óþ
òî÷êó.

Àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà CD264,
ïîâûøåííûé óðîâåíü êîòîðîãî õàðàêòåðèçóåò êëåòêè,
âñòóïèâøèå â àêòèâíóþ ôàçó ñòàðåíèÿ, èññëåäîâàí ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè.

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÷íîé
ëèíèè îïðåäåëÿëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â óñëîâèÿõ ðåäêîãî
ïàññàæà (3—4 êë./ñì2). ×åðåç 14 ñóò êëåòêè îêðàøèâàëè
1%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì êðèñòàëë-âèîëåòà è ñ÷èòàëè
÷èñëî êîëîíèé. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ îïðå-
äåëÿëè â % ïî îòíîøåíèþ ÷èñëà âûðîñøèõ êîëîíèé
(êëîíîâ) ê ÷èñëó ïîñåÿííûõ êëåòîê. Ó÷èòûâàëè êîëîíèè,
ñîñòîÿùèå èç íå ìåíåå 20 êëåòîê. Àíàëèçèðîâàëè 5 ýêñïå-
ðèìåíòîâ.

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 óä-
âîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè êàæäûé ýêñïåðèìåíòàëü-
íûé âàðèàíò ïîâòîðÿëè 3 ðàçà, åæåäíåâíî ñ÷èòàëè êëåòêè
â òå÷åíèå 5—6 ñóò (120—144 ÷). Ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî
óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (ao) îïðåäåëÿëè ïî ôîð-
ìóëå (Ñåäîâà, 2008):

ao = tln2/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. Àíàëèçèðîâàëè ïàññà-
æè 6 è 25.

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
25-ì ïàññàæàõ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ
õðîìîñîì çà 2 ÷ äî ôèêñàöèè êëåòîê â ñðåäó ââîäèëè Ka-
ryoMAX (0.1 ìêã/ìë; Gibco, ÑØÀ), êëåòêè äèññîöèèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ 0.25%-íîãî ðàñòâîðà 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 îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå 100 ìåòàôàç; äîëþ ïîëèïëî-
èäíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå 1000 (ïàññàæ 6)
èëè 500 (ïàññàæ 25) ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê.

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 íà ðàííèõ è
ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Kàðèîòèï ëèíèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio Imager.M1 (Carl Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ) ñ ñèñòåìîé àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ (Ika-
ros 4 karyotyping system; MetaSystems, ÔÐÃ) è îïèñûâàëè
â ñîîòâåòñòâèè ñ Ìåæäóíàðîäíîé 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 ïî-
âåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè íà öèòîìåòðå Beckman Coulter (ÑØÀ). Ýê-
ñïðåññèþ êàæäîãî ìàðêåðà îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì
3 ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà 6-ì è
25-ì ïàññàæàõ. Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïàíåëè êîíúþãàòîâ CD-ìàðêåðíûõ ìîíîêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë ñ ôëóîðîõðîìàìè. Â ðàáîòå èñïîëüçî-
âàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD34, CD45,
HLA-ABC è HLA-DR (Caltac, ÑØÀ), CD44, CD73, CD105
(Beckman Coulter, ÑØÀ) è ÑD90 (BD Pharmingen, ÑØÀ).
Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè î÷èùåí-
íûå ìûøèíûå àíòèòåëà IgG1/Fitc è IgG1/RFE (DAKO,
Äàíèÿ). Êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøêè ñ ïîìîùüþ
0.05%-íîãî ðàñòâîðà Òðèïñèíà-ÝÄÒÀ (Gibco, ÑØÀ) è îò-
ìûâàëè 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, äî-
áàâëÿëè ê êàæäîé èç íèõ ïî 3 ìêë àíòèòåë è èíêóáèðîâà-
ëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí. Äàëåå ïðîáû äîâîäèëè äî
îïòèìàëüíîãî îáúåìà (0.3—0.4 ìë) ñ ïîìîùüþ Stain Buf-
fer (BD Pharmingen, ÑØÀ). Ïîäãîòîâêó êëåòîê äëÿ àíàëè-
çà ýêñïðåññèè ìàðêåðà CD264 íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðè-
ìåòðå îñóùåñòâëÿëè àíàëîãè÷íûì ìåòîäîì.

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 ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â ïðî-
èçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ èñïîëüçîâàëè àíòè-
òåëà ê a-àêòèíèíó (òåñò íà ìåçîäåðìó), a-ôåòîïðîòåèíó
(òåñò íà ýíòîäåðìó) (Sigma, ÑØÀ) è íåñòèíó (òåñò íà ýê-
òîäåðìó) (Chemicon, ÑØÀ). Äëÿ ýêñïðåññèè ìàðêåðà íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðî-
òèâ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 (Santa Cruz,
ÑØÀ). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïà-
ðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå, áëîêèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì BSA (Sigma,
ÔÐÃ) â òå÷åíèå 1 ÷. Ïåðìåàáèëèçàöèþ ïðîâîäèëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå âñå êëåòêè èíêóáèðîâàëè
ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Âòîðûå
àíòèòåëà (Alexa Fluor 488, Life technologies, ÑØÀ) ðàç-
âîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 500 è èíêóáèðîâàëè ñ íèìè
ïðåïàðàòû â òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçî-
âàëè êëåòêè, îêðàøåííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè.
Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Zeiss
LSM 5 Pascal (Ãåðìàíèÿ). Àíàëèç ïðîâîäèëè íà 6-ì ïàñ-
ñàæå.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ÝÑÊ SSEA-4 (Santa Cruz, ÑØÀ), SOX2 (Sig-
ma, Ãåðìàíèÿ), à òàêæå âèìåíòèíà, èñïîëüçóåìîãî äëÿ
ïîäòâåðæäåíèÿ ñòàòóñà ÌÑÊ, ïðèìåíÿëè ìåòîä ïðîòî÷-
íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè èììó-
íîôëóîðåñöåíöèè â êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè.
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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). Êëåòêè (10 òûñ.
êë./ñì2) âûñåâàëè â îñòåîãåííóþ è àäèïîãåííóþ äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íûå ñðåäû (HyClone Thermo Scientific HyClo-
ne Product, ÑØÀ). Õîíäðîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ïðî-
âîäèëè â êóëüòóðå ìèêðîìàññ â õîíäðîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîé ñðåäå (HyClone Thermo Scientific HyClone
Product, ÑØÀ). Èíäóêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 3 íåä,
ìåíÿÿ ñðåäó êàæäûå 3—4 ñóò.

Èäåíòèôèêàöèþ õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ 1%-íûì ðàñòâîðîì
òîëóèäèíîâîãî ñèíåãî â 50%-íîì èçîïðîïàíîëå (MP Bio-
medicals, ÑØÀ), 0.1%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì ñàôðàíè-
íà Î è 1%-íûì ðàñòâîðîì àëüöèàíîâîãî ñèíåãî â 3%-íîé
óêñóñíîé êèñëîòå. Âðåìÿ îêðàñêè ñîñòàâëÿëî 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äëÿ âñåõ êðàñèòåëåé.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
èñïîëüçîâàëè ðåàêöèþ Âîí Êîññà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè 2 ìèí â ìåòàíîëå ïðè –20 °Ñ è îêðàøèâàëè
2%-íûì ðàñòâîðîì íèòðàòà ñåðåáðà (AgNO3) (Âåêòîí,
Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïîä ëàìïîé ìîùíîñòüþ 60 Âò.
Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé
è ïîìåùàëè íà 5 ìèí â 2.5%-íûé ðàñòâîð òèîñóëüôàòà
íàòðèÿ. Çàòåì êëåòêè ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âûñóøè-
âàëè.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòêè ïðîìûâàëè PBS áåç èîíîâ Ca2+ è Mg2+ è ôèêñèðî-
âàëè â ìåòàíîëå â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè –20 °Ñ. Ôèêñèðîâàí-
íûå êëåòêè ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì è îêðàøèâàëè
êðàñíûì ìàñëÿíûì (Oil Red O) â òå÷åíèå 10 ìèí. Îêðà-
øåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì, çàòåì äè-
ñòèëëèðîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè íà âîçäóõå.

Äëÿ èíäóêöèè í å é ð î í à ë ü í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è êëåòêè âûñåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè è ïðè äîñòèæå-
íèè èìè êîíôëþýíòà ðîñòîâóþ ñðåäó ìåíÿëè íà èíäóêöè-
îííóþ — DMEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùóþ 10 % ôå-
òàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 ìêìîëü/ë
ðåòèíîåâîé êèñëîòû (Sigma-Aldrich, ÑØÀ), 20 ìêã/ë
bFGF (Gibco, ThermoFisher, ÑØÀ) è 20 ìêã/ë hEGF (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
4 ñóò, à çàòåì àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ãåíà íåéðîíàëü-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÎÒ-ÏÖÐ.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è ì å ò î ä î ì Î Ò - Ï Ö Ð. Àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåñ-
ñèþ äâóõ ìàðêåðîâ — òðàíñïîðòåðà ãëþêîçû 4 (GLUT4),
ñïåöèôè÷íîãî äëÿ àäèïîãåííûõ êëåòîê, è öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîãî áåëêà íåéðîñïåöèôè÷åñêîé ýëîíàçû (NSE), ñïå-
öèôè÷íîãî äëÿ íåéðîíîâ.

Äëÿ àíàëèçà ãåííîé ýêñïðåññèè òîòàëüíóþ ÐÍÊ èç
êëåòîê âûäåëÿëè ïðè ïîìîùè TRIzol® Reagent (Invitro-
gen, ÑØÀ) ïî ïðîòîêîëó, ðåêîìåíäîâàííîìó ôèðìîé-
ïðîèçâîäèòåëåì. Âñå îáðàçöû îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé
(Fermentas, Thermo Scientific, Ëèòâà). Äëÿ ñèíòåçà ê-ÄÍÊ
èñïîëüçîâàëè 0.5 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ íà ïðîáó, ðåâåðòàçó
RevertAid M-MuLV è ñëó÷àéíûå îëèãîíóêëåîòèäíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè (Fermentas, Thermo Scientific, Ëèòâà).
Ïðîáû äëÿ ÏÖÐ ãîòîâèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (Fermentas,
Thermo Scientific, Ëèòâà). Èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèå
ïðàéìåðû ñëåäóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé: äëÿ NSE

ïðÿìîé 5R-AAGGACAAATACGGCAAGGA-3R è îáðàò-
íûé 5R-TGGACCAGGCAGCCCAATC-3R; äëÿ GLUT-4

ïðÿìîé 5R-GGCATGTGTGGCTGTGCCATC-3R è îáðàò-

íûé 5R-GGGTTTCACCTCCTGCTCTAA-3R; äëÿ b-àêòèíà
ïðÿìîé 5R-AATCTGGCACCACACCTTCTACA-3R è îáðàò-
íûé 5R-GACGTAGCACAGCTTCTCCTTA-3R. Òåìïåðàòó-
ðà îòæèãà ïðàéìåðîâ áûëà àäàïòèðîâàíà ê îïòèìàëüíûì
óñëîâèÿì ÏÖÐ äëÿ êàæäîé èñïîëüçóåìîé ïàðû. ÏÖÐ-àíà-
ëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîâîäèëè íà àìïëèôèêàòîðå T100
(BioRad, Ñèíãàïóð). ÏÖÐ-ïðîäóêò ðàçäåëÿëè ìåòîäîì
ýëåêòðîôîðåçà íà 2% -íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ðåçóëüòàòû îá-
ðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè âåðîÿò-
íîñòè íóëåâîé ãèïîòåçû, Ð < 0.01.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 6 ïàññàæåé
ïîëó÷åíà ëèíèÿ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, êîòîðóþ
íàçâàëè ñîãëàñíî èñòî÷íèêó ïîëó÷åíèÿ èç ïóëüïû ìîëî÷-
íîãî çóáà MSC-DP. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ýòîé ëèíèè
ïîêàçàë îäíîðîäíîñòü êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñî ñðåäíèìè
ïî ðàçìåðó âûòÿíóòûìè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêà-
ìè (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
ëèíèè MSC-DP ïî àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû ïîêàçàë
íàëè÷èå ýòîãî ïðîöåññà ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâà-
íèè äî 25-ãî ïàññàæà (òàáë. 1). Òàê, íà 6-ì ïàññàæå ñòàðå-
íèå íåçíà÷èòåëüíî, òîãäà êàê óæå íà 13-ì óâåëè÷èâàåòñÿ
äîëÿ ñòàðåþùèõ êëåòîê, êîòîðàÿ çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò
ê 25-ìó ïàññàæó (P < 0.01). Êðîìå óñèëåíèÿ àêòèâíîñòè
b-ãàëàêòîçèäàçû ê 25-ìó ïàññàæó ñóùåñòâåííî èçìåíÿåòñÿ
è ìîðôîëîãèÿ êëåòîê, âûðàæàþùàÿñÿ â óâåëè÷åíèè ðàçìå-
ðîâ è ñòåïåíè èõ ðàñïëàñòàííîñòè, ÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñò-
âóåò î íàñòóïëåíèè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ (ðèñ. 1).

Ïîìèìî ñðàâíåíèÿ óðîâíÿ b-ãàëàêòîçèäàçû, ÿâëÿþ-
ùåãîñÿ îáùåïðèçíàííûì ìàðêåðîì ñòàðåþùèõ êëåòîê,
ñðàâíèâàëè ýêñïðåññèþ ìàðêåðà CD264. Ðàíåå áûëî óáå-
äèòåëüíî ïîêàçàíî íà ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, ÷òî
CD264 òàêæå ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðå-
íèÿ. Óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè CD264 êîððåëèðóåò ñ
óìåíüøåíèåì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê â ïðîöåññå ðåïëèêàòèâ-
íîãî ñòàðåíèÿ, à òàêæå ñâÿçàíî ñ óñèëåíèåì ýêñïðåññèè
òóìîðñóïðåññîðíûõ ãåíîâ (Madsen et al., 2017). Ðåçóëüòà-
òû òàáë. 2 ïîêàçûâàþò óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ýòîãî ìàðêåðà íà ïàññàæå 25 ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàññàæàìè 6
è 13 (P < 0.01). Òàêèì îáðàçîì, ýêñïðåññèÿ îáîèõ ìàðêå-
ðîâ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Òåì íå ìåíåå õàðàêòåð èçìåíåíèÿ êî-
ëè÷åñòâåííûõ çíà÷åíèé ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ ðàçëè-
÷àåòñÿ. Òàê, àêòèâíîñòü CD264 ñóùåñòâåííî âûøå àêòèâ-
íîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû íà 6-ì ïàññàæå. Ðàíåå áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè CD264, ñîñòàâëÿþùèé
20—35 %, íå ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìåíåíèè ðîñòîâûõ õà-
ðàêòåðèñòèê è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà, ñâÿçàí-
íûõ ñ ïðîöåññîì ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, ò. å. õàðàêòå-
ðèçóåò ôóíêöèîíàëüíûé ñòàòóñ íîðìàëüíûõ, íåñòàðåþ-
ùèõ êëåòîê. Àêòèâíûé ïðîöåññ ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ
îòðàæàåò çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè
ýòîãî àíòèãåíà (Madsen et al., 2017). Êîëè÷åñòâåííûå ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó ýêñïðåññèåé ýòèõ äâóõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ â
ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, âîçìîæíî, ñâÿçà-
íû ñ ðàçíûìè êëåòî÷íûìè ìåõàíèçìàìè, ñïîñîáñòâóþ-
ùèìè èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ.

Ð î ñ ò î â û å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è. Ýôôåêòèâíîñòü
êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê MSC-DP íà 6-ì ïàññàæå ñîñòàâèëà

958 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.



32.8 � 6.2 %. Íà 25-ì ïàññàæå îíà çíà÷èòåëüíî ñíèæà-
ëàñü è ñîñòàâëÿëà 10.0 � 2.1 % (Ð < 0.01). Ñíèæåíèå êëî-
íîãåííîé àêòèâíîñòè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîêà-
çàíî â ðÿäå ðàáîò (Lo Surdo et al., 2013; Êðûëîâà è äð.,
2016, 2017, 2018; Szepesi et al., 2016). Íåîáõîäèìî îòìå-
òèòü, ÷òî ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ýôôåêòèâíîñòè êëî-
íèðîâàíèÿ ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé íåîáõîäèìî
ó÷èòûâàòü ïåðâîíà÷àëüíóþ ïëîòíîñòü ïîñåâà êëåòîê íà
êóëüòóðàëüíûé ñîñóä, âîçìîæíîå âëèÿíèå ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ïðîäóêòîâ, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêàìè, à òàêæå êëå-
òî÷íóþ ìèãðàöèþ. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ ñòðîãîé îöåíêè

êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ïîñåâ
åäèíè÷íûõ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì 96-ëóíî÷íûõ ïëàò
(Sarugaser et al., 2009; Ali et al., 2015; Kim et al., 2017).

Õàðàêòåðèñòèêà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè â ïðî-
öåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò îá
àêòèâíîì äåëåíèè êëåòîê íà 6-ì ïàññàæå è çíà÷èòåëüíîì
ñíèæåíèè ÈÏ ê 25-ìó ïàññàæó (ðèñ. 2). Àíàëèç êðèâîé
ðîñòà ïîêàçàë, ÷òî âðåìÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà
äëÿ êëåòîê ëèíèè MSC-DP íà 6-ì ïàññàæå ñîñòàâëÿåò
96 ÷. Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñî-
ñòàâëÿåò 32.4 � 0.6 ÷.

Íà ïîçäíåì 25-ì ïàññàæå, êîãäà èäóò ïðîöåññû àê-
òèâíîãî ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, âðåìÿ ëîãàðèôìè÷å-
ñêîé ôàçû ñóùåñòâåííî ñîêðàùàåòñÿ è ñîñòàâëÿåò 48 ÷,
ïðè÷åì áîëåå àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ èìååò ìåñòî â ïå-
ðèîä îò 24 äî 48 ÷. Ïðè ïîñëåäóþùåì êóëüòèâèðîâàíèè â
òå÷åíèå 4 ñóò âåëè÷èíà ÈÏ íå ìåíÿåòñÿ, êðèâàÿ ðîñòà âû-
õîäèò íà ïëàòî (ðèñ. 2). Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òîò
ôàêò, ÷òî âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè íå èçìå-
íÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ 6-ì ïàññàæåì è ñîñòàâëÿåò 29.7 �
� 1.9 ÷. Èñõîäÿ èç ôîðìóëû ðàñ÷åòà ñðåäíåãî âðåìåíè
óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ïðè-
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Ðèñ. 1. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê ëèíèè MSC-DP íà 6- è 25-ì ïàññàæàõ.

Èíâåðòèðîâàííûé ìèêðîñêîï NICON (ßïîíèÿ). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 200 ìêì.

Ò à á ë è ö à 1

Äèíàìèêà àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû (b-ãàë)
â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè MSC-DP

Ïàññàæ
×èñëî
êëåòîê

Äîëÿ îêðàøåííûõ
íà b-ãàë, %

6 1002 6.8 � 0.8

13 1169 20.0 � 1.2

25 1405 71.0 � 1.2

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çäåñü è â òàáë. 1—3: äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ
îøèáêè ïðè ïîäñ÷åòå íå ìåíåå 1000 êëåòîê â ðàçíûõ ïîëÿõ çðåíèÿ íà
îäíó âðåìåíí*óþ òî÷êó (òàáë. 1) èëè èç 3—4 ýêñïåðèìåíòîâ (òàáë. 2, 3).

Ò à á ë è ö à 2

Ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíîãî ìàðêåðà CD264
â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé

ëèíèè MSC-DP

Ïàññàæ Äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD264, %

6 22.33 � 4.19

13 21.00 � 3.00

25 79.29 � 1.69à

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ñ áîëåå ðàííèìè ïàññà-
æàìè.

Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê íà 6-ì (êðèâàÿ 1) è 25-ì (êðè-

âàÿ 2) ïàññàæàõ.



÷èíîé îòñóòñòâèÿ ðàçëè÷èé ÿâëÿåòñÿ íåñîîòâåòñòâèå äëè-
òåëüíîñòè ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû è âåëè÷èíû ÈÏ. Äëÿ
óâåëè÷åíèÿ âðåìåíè óäâîåíèÿ ïðè äàííîé äëèòåëüíîñòè
ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ÈÏ äîëæåí áûòü åùå íèæå ïî
ñðàâíåíèþ ñ òåì, êîòîðûé ïîêàçàí íà ðèñ. 2. Ïî-âèäèìî-
ìó, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè íå ÿâëÿåò-
ñÿ îáÿçàòåëüíûì ïðèçíàêîì ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ,
õîòÿ âî ìíîãèõ ðàáîòàõ è ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå ýòîãî ïà-
ðàìåòðà â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ
(Garcia et al., 2016; Êîëüöîâà è äð., 2017; De Witte et al.,
2017; Êðûëîâà è äð., 2018). Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî

ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå â öåëîì ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
êîìïëåêñíûé ïðîöåññ, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ìíîãî ïàðà-
ìåòðîâ, è âêëàä êàæäîãî èç íèõ ìîæåò áûòü ðàçíûì â
çàâèñèìîñòè, â ÷àñòíîñòè, îò èñòî÷íèêà ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ.
Íàøå èññëåäîâàíèå ïîêàçûâàåò, ÷òî ïðèñóòñòâóþò ÿâíûå
ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (òàáë. 1, 2), à
òàêæå ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàþòñÿ ðàçìåð êëåòîê è èõ
ðàñïëàñòàííîñòü, ïîÿâëÿåòñÿ äåáðèñ (ðèñ. 1), ñóùåñòâåí-
íî ñíèæàåòñÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ñ ïîñëåäóþ-
ùåé îñòàíîâêîé êëåòîê è óìåíüøàåòñÿ êëîíîãåííàÿ àê-
òèâíîñòü. Â öåëîì ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò
îãðàíè÷åííûé ñðîê æèçíè êëåòîê ëèíèè MSC-DP, õàðàê-

960 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 3. Êàðèîòèïû êëåòî÷íîé ëèíèè MSC-DP è ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû (ñòðåëêè), îáíàðóæåííûå â îòäåëüíûõ
êëåòêàõ íà 6-ì è 25-ì ïàññàæàõ.

Âðåçêè: ïàññàæ 6 — ôðàãìåíò êîðîòêîãî ïëå÷à õðîìîñîìû X â êëåòêå ñ êàðèîòèïîì 45,Õ,—Õ; del(X) (pter�q21:); der(X)(Xpter�Xq24::3q13.2�3qter)
è der(3)(3pter�q13.2::Xq24�Xqter); add(5)(pter�q13::?) è add(6) (pter�q13::?); add(12)(pter�q15::?); ïàññàæ 25: â âåðõíåì è ñðåäíåì ðÿäàõ — äèöåí-
òðè÷åñêèå õðîìîñîìû dic(2;21) (2pter�2q37::21p13�21qter); dic(5;14) (14pter�14q32::5p15.3�5qter); dic(8;19)(8pter�8q24.3::19q13.4�19pter);
dic(9;14)(9pter�9q34::14q32�14pter); dic(14;16)(14pter�14q32::16p13.3�16qter); dic(14;18)(14pter�14q32::18q23�18pter) (3 êëåòêè);
dic(14;21)(14pter�14q32::21p13�21qter); der(14;16)(14pter�14q32::?::16p13.3�16qter); der(14;19)(14pter�14q32::?::19q13.4�19pter); â íèæíåì
ðÿäó — add(3)(pter�q29 ::?); del(14)(pter�q22:) (2 êëåòêè); del(14)(pter�q23:); add(14)(pter�q32::?) (2 êëåòêè); der(16)(9q34�9q12::16p13.3�16qter);

add(17)(pter�q25::?).



òåðíûé äëÿ íåèììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé
(Hayflick, 1965; Matsumura et al., 1979; Bonab et al., 2006).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à -
ë è ç ëèíèè MSC-DP ïîêàçàë, ÷òî îíà õàðàêòåðèçóåòñÿ
âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì,
ðàâíûì 46, íà 6-ì è 25-ì ïàññàæàõ. Òåì íå ìåíåå íà ïàñ-
ñàæå 25 íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ÷àñòîòû êëåòîê ñ 46 õðî-
ìîñîìàìè (99.0 � 1.0 è 89.0 � 3.1 % ñîîòâåòñòâåííî,
Ð < 0.01). Äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò 7.83 ±
� 0.85 % íà ïàññàæå 6 è çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ íà ïàññà-
æå 25 (3.20 � 0.79 %, Ð < 0.01). Ýòîò ðåçóëüòàò ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî óðîâåíü ïîëèïëîèäîâ íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ìàðêåðîì ñòàðåþùèõ êëåòîê, ÷òî ïîêàçàíî íàìè
ðàíåå è íà äðóãèõ ëèíèÿõ (Êîëüöîâà è äð., 2017).

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 ëèíèÿ èìååò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷åëîâå-
êà: 46, ÕÕ (ðèñ. 3). Òåì íå ìåíåå àíàëèç 100 ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíîê âûÿâèë ðÿä êîëè÷åñòâåííûõ è ñòðóêòóðíûõ
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê, ÷àñòîòà êîòîðûõ ñóùåñòâåííî
óâåëè÷èâàåòñÿ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
îò 6-ãî äî 25-ãî ïàññàæà. Òàê, íà ïàññàæå 6 â åäèíñòâåí-
íîé àíåóïëîèäíîé êëåòêå îòñóòñòâîâàëà Õ-õðîìîñîìà
(45,Õ,-Õ). Åùå â îäíîé êëåòêå, íåñìîòðÿ íà ïðèñóòñòâèå
46 õðîìîñîì, îáíàðóæåíû îòñóòñòâèå õðîìîñîìû 12 è
òðèñîìèÿ ïî õðîìîñîìå 5. Íåêëîíàëüíûå ñòðóêòóðíûå
õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè íà ïàññàæå 6 âûÿâëåíû â
4 êëåòêàõ: äåëåöèÿ õðîìîñîìû Õ — del(X)(q21); òðàíñëî-
êàöèÿ õðîìîñîì Õ è 3 — t(X;3)(q24;q13.2); ïåðåñòðîéêè
õðîìîñîì 5 è 6 — add(5)(q13) è add(6)(q13); ïåðåñòðîéêà
õðîìîñîìû 12 — add(12)(q15). Òàêèì îáðàçîì, ÷àñòîòà
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê ïðè àíàëèçå 100 êëåòîê ðàâíà
4.0 � 2.0 %.

Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ õðîìîñîì íà ïàññàæå 25 îá-
íàðóæåíû â 8 êëåòêàõ ñ ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 46 :
del(14)(q22) (2 êëåòêè), del(14)(q23) è add(14)(q32)
(2 êëåòêè). Â îñòàëüíûõ 3 êëåòêàõ îáíàðóæåíû ñîîòâåòñò-
âåííî ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì 3 — add(3)(q29), 16 —
der(16)t(9;16)(q12;p13.3) è 17 — add(17)(q25). Òàêèì îá-
ðàçîì, ÷àñòîòà õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê ïðè àíàëèçå
100 êëåòîê ðàâíà 8.0 � 2 .7 %, ÷òî äîñòîâåðíî íå îòëè÷à-
åòñÿ îò ðàííåãî ïàññàæà. Òåì íå ìåíåå íåîáõîäèìî ïîä-
÷åðêíóòü ïîÿâëåíèå 2 êëîíàëüíûõ ïåðåñòðîåê, à òàêæå
ïðåèìóùåñòâåííîå ó÷àñòèå â ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîéêàõ
õðîìîñîìû 14, íî ñ ðàçðûâàìè â ðàçíûõ ëîêóñàõ.

Ñóùåñòâåííî, ÷òî íà ïàññàæå 25 â îòëè÷èå îò ïàññà-
æà 6, â êëåòêàõ ïîÿâëÿþòñÿ äèöåíòðè÷åñêèå õðîìîñîìû
ïî òèïó òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé: dic(2;21)(q37;p13);
dic(5;14)(p15.3;q32); dic(8;19)(q24.3;q13.4); dic(9;14)
(q34;q32); dic(14;16)(q32;p13.3); dic(14;18)(q32;q23)
(3 êëåòêè); dic(14;21)(q32;p13). Â 2 êëåòêàõ ìåæäó òåðìè-
íàëüíûìè ëîêóñàìè õðîìîñîì, ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâà-
íèè äèöåíòðèêîâ der(14;16) è der(14;19), íàáëþäàëè äî-
ïîëíèòåëüíûé íåèäåíòèôèöèðîâàííûé ìàòåðèàë. Òåì íå
ìåíåå âîâëå÷åíèå â îáðàçîâàíèå ýòèõ ïåðåñòðîåê òåðìè-
íàëüíûõ ëîêóñîâ õðîìîñîì ïîçâîëÿåò èõ óñëîâíî îòíåñòè
ê äèöåíòðèêàì ïî òèïó òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé, ïðè÷åì â
áîëüøèíñòâå òàêèõ äèöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì — â 9 èç
11 — çàäåéñòâîâàíî äëèííîå ïëå÷î õðîìîñîìû 14. ×àñòî-
òà âñòðå÷àåìîñòè òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé ñîñòàâëÿåò
11 %.

Òàêèì îáðàçîì, ñëåäóåò îòìåòèòü ñëó÷àéíûé õàðàê-
òåð ïåðåñòðîåê õðîìîñîì íà 6-ì ïàññàæå, òîãäà êàê íà
25-ì íàáëþäàëîñü ïîÿâëåíèå íåñëó÷àéíûõ êëîíàëüíûõ
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ êàê õðîìî-
ñîìíûå ïåðåñòðîéêè, òàê è òåëîìåðíûå àññîöèàöèè. Àíà-

ëèç âñåõ 19 êëåòîê ñ àíîìàëüíûìè êàðèîòèïàìè ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ïðåèìóùåñòâåííîì âîâëå÷åíèè õðîìîñîìû
14 (74 %) â íàðóøåíèÿ ðàçíûõ òèïîâ.

Ïðîâåäåííûé íàìè ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé
àíàëèç ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïîêàçàë ïîÿâëå-
íèå òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé â ïðîöåññå àêòèâíîãî ðåïëè-
êàòèâíîãî ñòàðåíèÿ. Ïðè÷åì åñëè â ëèíèÿõ, ïîëó÷åííûõ
èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà
(MSCWJ-1 è MSCWJ-2), â ïðîöåññå ðåïëèêàòèâíîãî ñòà-
ðåíèÿ áûëè îáíàðóæåíû òåëîìåðíûå àññîöèàöèè ñ íèç-
êîé ÷àñòîòîé (Êîëüöîâà è äð., 2017), òî â ëèíèè MSC-DP
íàáëþäàåòñÿ âûñîêàÿ ÷àñòîòà òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé íà
ïîçäíåì ïàññàæå. Áîëåå òîãî, îáíàðóæåíî ïðåèìóùåñò-
âåííîå ó÷àñòèå â îáðàçîâàíèè òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé
äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 14. Ïîÿâëåíèå òåëîìåðíûõ
àññîöèàöèé áûëî ðàíåå ïîêàçàíî â ðàçíûõ «áåçìàðêåð-
íûõ» èììîðòàëèçîâàííûõ è íåèììîðòàëèçîâàííûõ äèï-
ëîèäíûõ ëèíèÿõ ïðè ñòðåññîâûõ ñèòóàöèÿõ è ïðè ñòàðå-
íèè, êîòîðîå òàêæå ìîæíî óñëîâíî ñ÷èòàòü ñòðåññîì, òàê
êàê îíî ñîïðîâîæäàåòñÿ ðÿäîì íåæåëàòåëüíûõ äëÿ îðãà-
íèçìà èëè äëÿ êëåòî÷íîé êóëüòóðû ÿâëåíèé (Benn, 1976;
Ïîëÿíñêàÿ, 2000; Poljanskaya, Vakhtin, 2003). Àíàëèç õà-
ðàêòåðíûõ ÷åðò òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé, âêëþ÷àÿ è ïðåè-
ìóùåñòâåííîå ó÷àñòèå îïðåäåëåííûõ õðîìîñîì â èõ îá-
ðàçîâàíèè, ïðîâåäåííûé íà áîëüøîì «áåçìàðêåðíîì»
êëåòî÷íîì ìàòåðèàëå, ïîçâîëèë ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
îáðàçîâàíèå òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé â òàêèõ êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ íîñèò óíèâåðñàëüíûé õàðàêòåð. Ïî-âèäèìîìó, èõ
ðîëü ñîñòîèò íå â ñîçäàíèè êàðèîòèïè÷åñêîé íåñòàáèëü-
íîñòè, ÷òî ñâÿçàíî ñ îáû÷íûìè õðîìîñîìíûìè àáåððàöè-
ÿìè, à â îáðàçîâàíèè ãåíåòè÷åñêèõ ñòðóêòóð, îáåñïå÷èâà-
þùèõ ñèñòåìó àäàïòàöèè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ê íåáëà-
ãîïðèÿòíûì ôàêòîðàì (Ïîëÿíñêàÿ, 2000; Poljanskaya,
Vakhtin, 2003).

Ïîäâîäÿ èòîã ïðîâåäåííîìó êàðèîòèïè÷åñêîìó àíà-
ëèçó, íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî Ìåæäóíàðîäíîå îáùåñòâî
êëåòî÷íîé òåðàïèè è Ðàáî÷àÿ ãðóïïà ïî êëåòî÷íûì ïðî-
äóêòàì ðåêîìåíäóþò èñêëþ÷àòü êëåòî÷íûå êóëüòóðû,
èìåþùèå 10 % è áîëåå êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ íàðó-

Ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà ëèíèè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê... 961

Ò à á ë è ö à 3

Ýêñïðåññèÿ (%) ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ,
îïðåäåëÿþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ, â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ

êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ëèíèè MSC-DP

Ìàðêåð
MSC-DP, ïàññàæ

6 25

CD44 99.37 � 0.48 99.67 � 0.09

CD73 98.56 � 0.68 99.51 � 0.23

CD90 98.93 � 0.53 98.09 � 0.37

CD105 98.51 � 0.79 95.75 � 4.14

Âèìåíòèí 71.65 � 6.00 66.84 � 2.73

CD34 0.35 � 0.28 0.19 � 0.05

CD45 1.08 � 0.96 1.04 � 0.10

HLA-ABC 99.40 � 0.28 99.70 � 0.21

HLA-DR 0.04 � 0.01 0.11 � 0.01

SSEA-4 13.84 � 2.18 à 1.53 � 0.70à

SOX2 1.01 � 0.35 1.04 � 0.10

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ðàííèì è ïîçäíèì
ïàññàæàìè.



øåíèé ïðè àíàëèçå ìèíèìóì 20 êëåòîê, èñïîëüçóÿ ìåòîä
äèôôåðåíöèàëüíîãî G-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì (Meisner,
Johnson, 2008; Shaffer et al., 2009; Barkholt et al., 2013).
Â äàííîì ñëó÷àå ëèíèÿ MSC-DP êàê íà ðàííèõ, òàê è íà
ïîçäíèõ ïàññàæàõ ïî óðîâíþ õðîìîñîìíîé íåñòàáèëüíî-
ñòè íå ïðåâûøàåò óêàçàííîãî áàðüåðà. Íî ïîâûøåííûé
óðîâåíü òåëîìåðíûõ àññîöèàöèé íà 25-ì ïàññàæå ÿâëÿåò-
ñÿ, ïî-âèäèìîìó, ïîêàçàòåëåì, äîïîëíèòåëüíûì ê àêòèâ-
íîñòè ãàëàêòîçèäàçû, ìàðêåðà ÑD264, ðîñòîâûõ è ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î íåáëà-
ãîïðèÿòíîì ñîñòîÿíèè êëåòî÷íîé êóëüòóðû.

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-
íîé ëèíèè MSC-DP àíàëèçèðîâàëè ïîâåðõíîñòíûå ìàð-
êåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ÌÑÊ, ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öè-
òîôëóîðèìåòðèè. Àíàëèç ïîäòâåðäèë íàëè÷èå ñòàòóñà
ÌÑÊ äëÿ ýòîé ëèíèè (òàáë. 3). Èç ïðåäñòàâëåííûõ ðå-
çóëüòàòîâ ñëåäóåò íàëè÷èå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ
àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà: CD44, CD73,
CD90, CD105, âèìåíòèíà è HLA-ABC. Âûÿâëåíî îòñóò-

ñòâèå èëè íèçêàÿ ÷àñòîòà ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD34,
CD45 è HLA-DR. Òàêèì îáðàçîì, ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì
Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè (Domoni-
ci, 2006; Sensebe et al., 2010), äëÿ ëèíèè MSC-DP ïîä-
òâåðæäåí ñòàòóñ ÌÑÊ. Ýòîò ñòàòóñ ñîõðàíÿåòñÿ è íà
ïîçäíåì 25-ì ïàññàæå (òàáë. 3). Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëó-
îðåñöåíòíîãî àíàëèçà íå âûÿâëåíî ýêñïðåññèè òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).
Íà ïàññàæå 6 ïîêàçàíû ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ðàííåé äèô-
ôåðåíöèðîâêè ÝCÊ — SSEA-4 — è îòñóòñòâèå ýêñïðåñ-
ñèè SOX2. Íà ïàññàæå 25 ýêñïðåññèÿ îáîèõ ìàðêåðîâ îò-
ñóòñòâóåò (òàáë. 2).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîëó÷åíî ìíîãî ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ äàííûõ, âêëþ÷àÿ è íàøè ñîáñòâåííûå ðåçóëüòà-
òû, ïîäòâåðæäàþùèõ íàëè÷èå ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ â ðàçíûõ ëèíèÿõ ÌÑÊ. Òåì
íå ìåíåå íå âûÿâëåíî çàâèñèìîñòè íàëè÷èÿ ýêñïðåññèè
ýòèõ ìàðêåðîâ îò ñòàäèè îíòîãåíåçà, â êîòîðîé íàõîäèòñÿ
èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ, èëè îò âîçðàñòà äîíîðà. Åñòü
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Ðèñ. 4. Èäåíòèôèêàöèÿ ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê â êëåòêàõ ëèíèè MSC-DP íà
6-ì ïàññàæå ïî ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Ïîêàçàíû ìàðêåðû ýêòîäåðìû (íåñòèí), ìåçîäåðìû (àëüôà-àêòèíèí) è ýíäîäåðìû (àëüôà-ôåòîïðîòåèí). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.
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Ðèñ. 5. Èäåíòèôèêàöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ëèíèè MSC-DP â õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèè (îêðàøèâàíèå òîëóèäèíîâûì ñè-
íèì äëÿ èäåíòèôèêàöèè ñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçàìèíîãëèêàíîâ; îêðàøèâàíèå ñàôðàíèíîì Î äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïðîòåîãëèêà-

íîâ; îêðàøèâàíèå àëüöèàíîâûì ñèíèì äëÿ èäåíòèôèêàöèè êèñëûõ ãëèêîçàìèíîãëèêàíîâ)

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.

Ðèñ. 6. Èäåíòèôèêàöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ëèíèé MSC-DP â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè (ðåàêöèÿ Âîí Êîññà, âûÿâëÿþùàÿ
íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå) è â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè (îêðàøèâàíèå æèðîâûõ âêëþ÷åíèé

ìàñëÿíûì êðàñíûì) â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå (2D) è â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ (3D).

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.



ðàñõîæäåíèÿ ïî ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ â ïðîöåññå
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Òåì íå ìåíåå ïîëó÷åííûå
ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ÌÑÊ, ýêñïðåññèðóþùèå ýòè ìàðêåðû, èìåþò áîëåå
âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü è ïîâûøåííûé
äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë (Gang et al., 2007; Park
et al., 2012; Wu et al., 2013; Aghajani et al., 2016; Matic
et al., 2016).

Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ
â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ ïîêàçàíà ñ ïî-
ìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà (ðèñ. 4). Èäåí-
òèôèöèðîâàíû ñëåäóþùèå ìàðêåðû — àëüôà-àêòèíèí
(ìàðêåð ìåçîäåðìû), àëüôà-ôåòîïðîòåèí (ìàðêåð ýíòî-
äåðìû) è íåñòèí (ìàðêåð ýêòîäåðìû). Ýòè ðåçóëüòàòû
ñîâïàäàþò ñ áîëåå ðàííèìè äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðàç-
íûìè ìåòîäàìè, î íàëè÷èè ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ â
ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Riekstina et al., 2009; Hu-
ang et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi et al., 2011;
Êðûëîâà è äð., 2012, 2014, 2017, 2018; Êîëüöîâà è äð.,
2015). Åñòü ðàçíûå ïðåäïîëîæåíèÿ ïðîòèâîïîëîæíîãî
õàðàêòåðà î ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè ýòèõ ìàðêåðîâ: ëèáî
ýòè ìàðêåðû ñâÿçàíû ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ïëàñòè÷-
íîñòüþ ÌÑÊ, ëèáî îíè ñâÿçàíû èñêëþ÷èòåëüíî ñ ýìáðèî-
íàëüíûì ïðîèñõîæäåíèåì ÌÑÊ (Riekstina et al., 2009;
Senseb*e et al., 2010).

È í ä ó ê ö è ÿ 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 êëåòîê ëèíèè
MSC-DP âûÿâèëà èõ ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü õðÿùå-
âóþ è êîñòíóþ òêàíè. 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). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â îñòåîãåííîé
ñðåäå ñïîñîáñòâîâàëî ôîðìèðîâàíèþ ìèíåðàëüíûõ êîì-
ïëåêñîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåàêöèè Âîí Êîññà, ïîç-
âîëÿþùåé âûÿâèòü íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæê-
ëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Íî êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â
àäèïîãåííîé ñðåäå íå ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ êëàñ-
òåðîâ àäèïîöèòîâ, âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ
êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì êðàñíûì (ðèñ. 5, 6). Íå áûëî âûÿâ-
ëåíî ðàçëè÷èé ïî èíòåíñèâíîñòè õîíäðîãåííîé è îñòåî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâîê ìåæäó 6-ì è 25-ì ïàññàæàìè, à
òàêæå íà îáîèõ ïàññàæàõ ïîêàçàíî îòñóòñòâèå àäèïîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Òåì íå ìåíåå â ëèòåðàòóðå åñòü
äàííûå, ïîêàçûâàþùèå çàâèñèìîñòü óðîâíÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, îò äëèòå-
ëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ (Bonab et al., 2006; Lo Surdo
et al., 2013; Êîëüöîâà è äð., 2017, Bianchi et al., 2017; Êðû-
ëîâà è äð., 2018). Äàííûå ïî íàëè÷èþ àäèïîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè â ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç çóáíîé òêàíè, ïðî-
òèâîðå÷èâû. Åñòü ðåçóëüòàòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î íà-
ëè÷èè ýòîé äèôôåðåíöèðîâêè (Huang et al., 2009; Kerkis,
Caplan, 2012; Ren et al., 2016; Dastgurdi et al., 2018). Íî
åñòü ðàáîòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá îòñóòñòâèè àäèïî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ, âûäåëåí-
íûõ èç ðàçíûõ îòäåëîâ çóáíîé òêàíè, âûÿâëÿåìîé ñ ïîìî-
ùüþ îêðàøèâàíèÿ ìàñëÿíûì êðàñíûì (Zhang et al., 2006;
Sonoyama et al., 2008). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçâèâàþòñÿ
èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ áàëàíñà ìåæäó àäèïîãåííîé è
îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêîé â ÌÑÊ. Åñòü äàííûå îá
îòðèöàòåëüíîé êîððåëÿöèè ìåæäó íàëè÷èåì àäèïîãåííîé
è îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîêàçàíî, ÷òî âíåøíèå
ôàêòîðû è ñèãíàëüíûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, êîíòðîëèðó-
þùèå òðàíñêðèïöèîííûå ñîáûòèÿ, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ
ãåíû àäèïîãåííîé è îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, ìî-
ãóò âëèÿòü íà àäèïî-îñòåîãåííûé áàëàíñ (Ñhen et al.,
2016; Dastgurdi et al., 2018). Âîçìîæíî, ÷òî â ÌÑÊ çóáíîé
òêàíè ïðè àêòèâíîé äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè, âêëþ÷àÿ àêòèâíûé îäîíòîãåíåç, àäèïîãåííàÿ
äèôôåðåíöèðîâêà ïîäàâëåíà.

Â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè íà 6-ì è 25-ì ïàññàæàõ â ìîíîñëîéíîé (2D) êóëüòóðå
íà ýòèõ æå ïàññàæàõ íàìè áûë èññëåäîâàí àäèïîãåííûé
äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë â ïîëó÷åííûõ èç ýòîé
êóëüòóðû êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ (3D-êóëüòóðà). Èíòåðåñ ê
ïðîâåäåíèþ ýòîãî èññëåäîâàíèÿ ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî êëåòêè
â ñôåðîèäàõ íàõîäÿòñÿ áëèæå ê ôèçèîëîãè÷åñêèì óñëî-
âèÿì òêàíåé â îðãàíèçìå, ÷åì ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòî÷íûå ñôåðîèäû ÌÑÊ îá-
ëàäàþò ïîâûøåííûì àíòèâîñïàëèòåëüíûì äåéñòâèåì,
óâåëè÷åííûì äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì, óñè-
ëåííîé ýêñïðåññèåé ðÿäà öèòîêèíîâ è ïëþðèïîòåíòíûõ
ãåíîâ (Alimperti et al., 2014; Bogdanova-Jatniece et al.,
2014; Guo et al., 2014; Xiao et al., 2014; Li et al., 2015; Di
Stefano et al., 2018). Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîäòâåðæäàåò êàê
íàëè÷èå îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â îáîèõ âàðèàí-
òàõ êóëüòóð (2D è 3D), òàê è îòñóòñòâèå àäèïîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè â ýòèõ æå âàðèàíòàõ (ðèñ. 6). Òàêèì îá-
ðàçîì, èçìåíåíèå óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ñïîñîáñò-
âîâàëî ïðîÿâëåíèþ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, âû-
ÿâëÿåìîé ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ Oil Red O. Êðîìå
òîãî, ïðîâåäåíèå ÎÒ-ÏÖÐ íà 21-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè
ïîêàçàëî îòñóòñòâèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà
òðàíñïîðòåðà ãëþêîçû 4 GLUT4, ó÷àñòâóþùåãî â àäèïî-
ãåíåçå (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ñëåäîâàòåëüíî, ïîëó÷åííàÿ
ëèíèÿ èìååò óìåíüøåííûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåí-
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Ðèñ. 7. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíà NSE â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòêàõ MSC-DP (À) è ïîñëå èíäóêöèè íåéðîíàëüíîé äèôôå-

ðåíöèðîâêè (Á).

ß-actin — êîíòðîëüíûé ãåí îáùåãî ìåòàáîëèçìà.



öèàë â ìåçîäåðìàëüíîì íàïðàâëåíèè. Ñ ó÷åòîì äàííûõ
ëèòåðàòóðû î ñóùåñòâîâàíèè â ÌÑÊ çóáíîé òêàíè ïîâû-
øåííîãî ïîòåíöèàëà ê íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå,
÷òî ñâÿçàíî ñ îíòîãåíåòè÷åñêèì ïðîèñõîæäåíèåì ýòîé
òêàíè è ñîîòâåòñòâåííî ñ åå èçíà÷àëüíûì ìèêðîîêðóæå-
íèåì, íàìè ïîëó÷åíû äàííûå, ïîäòâåðæäàþùèå íàëè÷èå
ýòîãî ïîòåíöèàëà. Òàê, ñ ïîìîùüþ ÎT-ÏÖÐ-àíàëèçà ïî-
êàçàíî íàëè÷èå ýêñïðåññèè ãåíà NSE, ó÷àñòâóþùåãî â
íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå (ðèñ. 7).

Òàêèì îáðàçîì, â öåëîì ëèíèÿ MSC-DP ñîãëàñíî ïî-
ëó÷åííûì õàðàêòåðèñòèêàì, âêëþ÷àÿ ìóëüòèïîòåíòíûé
äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë, îõâàòûâàþùèé ìåçî-
äåðìàëüíîå è ýêòîäåðìàëüíîå íàïðàâëåíèÿ, ñîîòâåòñòâó-
åò ñòàòóñó ÌÑÊ.
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THE DERIVATION AND CHARACTERIZATION OF MESENCHYMAL STEM CELL LINE,

ISOLATED FROM HUMAN PULP OF A DECIDUOUS TOOTH
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The derived and characterized the new non-immortalized human mesenchymal stem cell lines isolated
from pulp of a deciduous tooth of a child, named MSC-DP. The analysis of the main characteristics was carried
out on 6th and 25th passages. In the process of long-term cultivation gradually increases the proportion of senes-
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cence cells according to the activity of b-galactosidase. The 25th passage significantly increases the expression
of the CD264 marker in comparison with the earlier passages, the increased level of which also characterizes
cells that have entered the active phase of replicative senescence. The plating efficiency of cells of MSC-DP
significantly decreases during long-term cultivation. Growth curves indicate active cell line proliferation on the
6th passage and a significant decrease in the proliferation index on the 25th passage. Karyotypic analysis carried
out on the 6th and 25th passages showed the presence of normal human karyotype, 46, XX. Significant differen-
ces in karyotypic structure between 6th and 25th passage associated with the presence of a significant number di-
centrics chromosome-type telomere associations in the later passage. The predominant participation in the for-
mation of telomeric associations of the long arm of the chromosome 14 was found. On the 6th and 25th passages
the expression of surface antigens typical for human MSCS (CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC) and the
absence of expression of CD34, CD45, HLA-DR were revealed. The marker of undifferentiated human embry-
onic stem cells (ESC) — SSEA-4 is expressed only on the 6th passage. The expression of markers of early diffe-
rentiation ESC in the derivatives of the 3 germ layers was shown for cells of MSC-DP line. Cells of the
MSC-DP line have the ability to differentiate in the osteogenic and chondrogenic directions. Expression of the
neuronal differentiation gene is shown in confirmation of the ability of the MSC-DP line to multipotent diffe-
rentiation. Overall, the presented results confirm the status of MSCs for the derived line and indicate significant
changes occurring in the process of replicative senescence.

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