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Ïîëó÷åíèå è ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ëèíèé ÌÑÊ...

Ïîëó÷åíû äâå íîâûå íåèììîðòàëèçîâàííûå ëèíèè èç êðàéíåé ïëîòè äîíîðîâ îäíîãî âîçðàñòà
(2.5 ãîäà), íàçâàííûå FRSN-1 è FRSN-2. Íà 6-ì ïàññàæå ïðîâåäåí àíàëèç ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê è
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ýòèõ ëèíèé è ïîäòâåðæäåí äëÿ íèõ ñòàòóñ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÌÑÊ). Ðÿä õàðàêòåðèñòèê àíàëèçèðîâàëè â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 26-ãî ïàñ-
ñàæà. Âðåìÿ íà÷àëà è äèíàìèêà ïðîöåññà ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, îïðåäåëåííîãî ïî àêòèâíîñòè b-ãà-
ëàêòîçèäàçû, ðàçëè÷àåòñÿ ìåæäó ëèíèÿìè. Íî ê 26-ìó ïàññàæó ïðîöåññ ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ îäèíà-
êîâî óñèëèâàåòñÿ â îáåèõ ëèíèÿõ. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ íà 6-ì ïàññàæå ðàçëè÷àåòñÿ ìåæäó ëè-
íèÿìè: â FRSN-1 îíà çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ëèíèè FRSN-2. Íà 26-ì ïàññàæå ýôôåêòèâíîñòü
êëîíèðîâàíèÿ çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ â FRSN-1, à â FRSN-2 êëåòêè òåðÿþò ýòó ñïîñîáíîñòü. Êðèâûå ðî-
ñòà, ïîëó÷åííûå íà 6-ì ïàññàæå, ñâèäåòåëüñòâóþò îá àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè îáåèõ ëèíèé. Ñðåäíåå
âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ó ëèíèé íà 6-ì ïàññàæå íå ðàçëè÷àåòñÿ è ñîñòàâëÿåò 36.9 � 0.2 è
39.0 � 0.8 ÷ ñîîòâåòñòâåííî. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü â îáåèõ ëèíèÿõ íà 26-ì ïàññàæå ñíèæàåòñÿ,
ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè óâåëè÷èâàåòñÿ, ïðè÷åì â êëåòêàõ FRSN-2 îíî çíà÷èòåëü-
íî áîëüøå, ÷åì â FRSN-1. Õàðàêòåð êðèâûõ ðîñòà ëèíèé ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ. Ìîðôîëîãè÷åñêèé
àíàëèç ïîêàçûâàåò òèïè÷íûå äëÿ ôàçû ñòàðåíèÿ èçìåíåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðà è ñòåïå-
íüþ ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê. Êîëè÷åñòâåííûé è ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç, ïðîâåäåííûé íà
6-ì ïàññàæå, ïîêàçàë, ÷òî îáå ëèíèè èìåþò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷åëîâåêà (46, XY) è ñóùåñòâåííî íå
ðàçëè÷àþòñÿ ïî ÷àñòîòå õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòàòóñà êëåòîê àíàëèç ïîâåðõíîñò-
íûõ ìàðêåðîâ íà 6-ì ïàññàæå âûÿâèë â îáåèõ ëèíèÿõ ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, õàðàêòåð-
íûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà (CD44, CD73, CD90, CD105 è HLA ABC), è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34, CD45
è HLA DR. Â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé ýêñïðåññèðóþòñÿ ìàðêåðû íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÝÑÊ) — SSEA-4 è SOX 2. Ýêñïðåññèÿ SSEA-4 íà 26-ì ïàññàæå íå îòëè÷àåò-
ñÿ îò òàêîâîé 6-ãî ïàññàæà. Îáå ëèíèè ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â ïðîèç-
âîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Êëåòêè îáåèõ ëèíèé íà 6-ì ïàññàæå ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ
â àäèïîãåííîì, îñòåîãåííîì è õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ, ÷òî òàêæå ïîäòâåðæäàåò ñòàòóñ ÌÑÊ. Àäè-
ïîãåííûé ïîòåíöèàë çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ ó îáåèõ ëèíèé â òå÷åíèå 20 ïàññàæåé. Ýòè äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî óæå ïðè ñðåäíåì óðîâíå ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ íàáëþäàåòñÿ èçìåíåíèå àäèïî-
ãåííîãî äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà â îòëè÷èå îò íåèçìåííûõ ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê. Ïî-âèäè-
ìîìó, ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå êëåòîê âíîñèò ñóùåñòâåííûé âêëàä â èçìåíåíèå äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî
ïîòåíöèàëà ÌÑÊ. Â öåëîì ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñòâîâàíèè ðÿäà ðàçëè÷èé
ìåæäó ëèíèÿìè, ïîëó÷åííûìè îò ðàçíûõ äîíîðîâ, ïî ðîñòîâûì õàðàêòåðèñòèêàì è õàðàêòåðó ðåïëèêà-
òèâíîãî ñòàðåíèÿ. Ýòè ðàçëè÷èÿ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû êàê íåïîñðåäñòâåííûì ãåíåòè÷åñêèì âëèÿíè-
åì, òàê è îïîñðåäîâàííî — ðàçíûì ìèêðîîêðóæåíèåì, êîòîðîå äåòåðìèíèðóåò ñâîéñòâà êëåòîê åùå äî
âûäåëåíèÿ èõ èç îðãàíèçìîâ äîíîðîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, ïðîëèôåðàöèÿ, ðåïëèêàòèâíîå ñòàðå-
íèå, ïîâåðõíîñòíûå êëåòî÷íûå ìàðêåðû, êàðèîòèï, äèôôåðåíöèðîâêà.

Àíàëèç õàðàêòåðèñòèê ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ,
ÿâëÿåòñÿ âåñüìà àêòóàëüíîé ïðîáëåìîé. Âàæíîñòü òàêèõ
èññëåäîâàíèé âûòåêàåò èç îñîáåííîñòåé âçàèìîäåéñòâèÿ
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ òêàíåé, ñî ñâîéñòâåííûì
êàæäîé òêàíè õàðàêòåðíûì ìèêðîîêðóæåíèåì. Ïðîèñ-
õîæäåíèå èëè èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ ìîæåò îïðåäå-

ëÿòü èõ ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè. Ïîä ðàçíûìè
èñòî÷íèêàìè íàäî ïîíèìàòü êàê ðàçíûå òêàíè îäíîé ñòà-
äèè îíòîãåíåçà, òàê è ðàçíûå èëè îäèíàêîâûå òêàíè ðàç-
íûõ ñòàäèé îíòîãåíåçà. Ñòàäèè îíòîãåíåçà óñëîâíî ìîæ-
íî ðàçäåëèòü íà âçðîñëûå, ýìáðèîíàëüíûå è âíåçà-
ðîäûøåâûå. Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå õàðàêòåðèñòèê,
ÿâëÿþùèõñÿ îïðåäåëÿþùèìè â ïîääåðæàíèè ñòàòóñà
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ÌÑÊ, à òàêæå äðóãèõ õàðàêòåðèñòèê, îòâåòñòâåííûõ çà
âàæíåéøèå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ñïîñîáñòâóåò óãëóáëå-
íèþ ôóíäàìåíòàëüíûõ çíàíèé î ÌÑÊ ÷åëîâåêà. Ýòî âàæ-
íî êàê äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ áèîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ â êëåòêå, òàê è äëÿ ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå.

Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ÌÑÊ, ÿâëÿÿñü íåèììîðòàëè-
çîâàííûìè äèïëîèäíûìè êëåòêàìè, ñëóæàò íàèáîëåå
àäåêâàòíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ â çäîðîâîì îðãàíèçìå. Òåì íå ìåíåå äèïëîèäíûå
(íåèììîðòàëèçîâàííûå) êëåòî÷íûå ëèíèè â îòëè÷èå îò
èììîðòàëèçîâàííûõ ëèíèé ïîäâåðãàþòñÿ ïðîöåññó ðåï-
ëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå — êîìï-
ëåêñíûé ïðîöåññ. Îí âêëþ÷àåò â ñåáÿ ðÿä ïðèçíàêîâ —
ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå èëè ïðåêðàùåíèå ïðîëèôåðàöèè,
ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, óâåëè÷åííóþ àêòèâíîñòü
b-ãàëàêòîçèäàçû, ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè òóìîð-
ñóïðåññîðíûõ ãåíîâ, óêîðî÷åíèå òåëîìåð, óìåíüøåíèå
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà, ðÿä ýïèãåíåòè÷åñêèõ
èçìåíåíèé è äð. Ïðîöåññ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â ÌÑÊ ìî-
æåò íà÷èíàòüñÿ íà ðàííèõ ïàññàæàõ è ïîñòåïåííî óñèëè-
âàòüñÿ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ (Wagner et al., 2008;
Kuilman et al., 2010; Redaelli et al., 2012; Estrada et al.,
2013; Savickiene et al., 2016). Èññëåäîâàíèå ïðîöåññà ñòà-
ðåíèÿ äèïëîèäíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, ñ îäíîé ñòîðîíû,
óãëóáëÿåò ôóíäàìåíòàëüíûå çíàíèÿ î ïðîöåññàõ, ïðîèñ-
õîäÿùèõ â êëåòêàõ, à ñ äðóãîé — âíîñèò âîçðàñòíûå îãðà-
íè÷åíèÿ ïî èñïîëüçîâàíèþ ÌÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäè-
öèíå.

Ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà
êëåòî÷íîé òåðàïèè, ñòàòóñ ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
îïðåäåëÿåòñÿ ðÿäîì îáùèõ õàðàêòåðèñòèê: ýòî àäãåçèâ-
íîñòü ê êóëüòóðàëüíîìó ïëàñòèêó, àêòèâíàÿ ïðîëèôåðà-
öèÿ, ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ CD105, CD90,
CD73, CD44, HLA ABC è îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34,
CD45 è HLA DR, à òàêæå ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâ-
êå â îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì è àäèïîãåííîì íàïðàâ-
ëåíèÿõ (Dominici et al., 2006; Sensebe et al., 2010). Ñóùå-
ñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå ñðàâíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ
ñâîéñòâ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, âêëþ-
÷àÿ ðàçíûå òêàíè âçðîñëûõ, ýìáðèîíàëüíûõ è âíåçàðîäû-
øåâûõ òêàíåé ÷åëîâåêà (Êðûëîâà è äð., 2012, 2014, 2015,
2016, 2017; Êîëüöîâà è äð., 2015; Kao et al., 2015; Garcia
et al., 2016; Lee et al., 2016; Araujo et al., 2017; Dizaji et al.,
2017; Xu et al., 2017). Ïîñêîëüêó êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè
êàæäîãî äîíîðà ÿâëÿþòñÿ ãåíåòè÷åñêè óíèêàëüíûì ìàòå-
ðèàëîì, îäíèì èç îáúåêòîâ äëÿ ñðàâíåíèÿ õàðàêòåðèñòèê
ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ êëåòî÷íûé ìàòåðèàë, âûäåëåííûé èç îä-
íîé òêàíè äîíîðîâ îäíîãî âîçðàñòà. Ïðåäñòàâëÿåò ñóùå-
ñòâåííûé èíòåðåñ èññëåäîâàíèå ãåíåòè÷åñêîãî âêëàäà
èíäèâèäóàëüíîãî äîíîðà â ðàçíûå õàðàêòåðèñòèêè ÌÑÊ.
Åñòü ðÿä äàííûõ, óêàçûâàþùèõ íà âàðèàöèè õàðàêòåðè-
ñòèê ÌÑÊ ìåæäó ðàçíûìè äîíîðàìè (Bernardo et al.,
2007; Redaelli et al., 2012; Lo Surdo et al., 2013; Portalska
et al., 2013; Stultz et al., 2016). Óäà÷íîé ìîäåëüþ ÿâëÿåòñÿ
êðàéíÿÿ ïëîòü äåòåé îäíîãî âîçðàñòà.

Çàäà÷è íàñòîÿùåé ðàáîòû: 1) âûäåëåíèå êëåòîê è ïî-
ëó÷åíèå äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé èç êðàéíåé ïëîòè äîíîðîâ
îäíîãî âîçðàñòà; ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðèñòèê,
îïðåäåëÿþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ ýòèõ ëèíèé íà ðàííåì ïàññà-
æå (6-ì); 2) àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) — Oct-4, SOX-2 è SSEA-4;
3) ñðàâíèòåëüíûé êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà b-ãàëàêòîçèäàçû, õàðàêòåðèçóþùåé ïðèçíàêè

ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé â ïðî-
öåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (26 ïàñàæåé); 4) àíà-
ëèç äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê â ïðîöåññå
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê èç êðàéíåé ïëîòè èñïîëüçîâà-
ëè äîíîðñêèé ìàòåðèàë îò 2-õ çäîðîâûõ äåòåé â âîçðàñòå
2.5 ãîäà, ïðåäîñòàâëåííûé äåòñêîé êëèíèêîé «Baby» ñ
ðàçðåøåíèÿ ðîäèòåëåé ïàöèåíòîâ è ïðè ïîëó÷åíèè îò íèõ
èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ.

Â û ä å ë å í è å ê ë å ò î ê èç êóñî÷êà êîæè ïðîâîäèëè
ôåðìåíòàòèâíûì ìåòîäîì. Äëÿ ýòîãî ôðàãìåíò êîæè, äî-
ñòàâëåííûé èç êëèíèêè â òðàíñïîðòíîé ñðåäå (20 ìë
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû IMDM (Invitrogen, ÑØÀ) è 200 ìêë
àíòèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà (Gibco, ÑØÀ)), òùàòåëüíî
îòìûâàëè îò êðîâè â ÐÂS áåç Ca2+ è Mg2+ (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ), îòäåëÿëè äåðìó îò ýïèäåðìèñà, à çàòåì ðàçðåçàëè
íà ôðàãìåíòû îáúåìîì 1 ìì3 ñ ïîìîùüþ ñòåðèëüíûõ
íîæíèö. Çàòåì èçìåëü÷åííóþ òêàíü èíêóáèðîâàëè â
0.1%-íîì ðàñòâîðå êîëëàãåíàçû I òèïà (Gibco, ÑØÀ) ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí íà øåéêåðå, èíàêòèâèðóÿ äåéñò-
âèå ôåðìåíòà äîáàâëåíèåì ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâî-
ðîòêè (FBS; Hyclone, ÑØÀ). Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëå-
òîê öåíòðèôóãèðîâàëè, îñàäîê ïðîìûâàëè â PBS, ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â ñðåäå IMDM, ñîäåðæàùåé 10 % FBS.
Äàëåå åäèíè÷íûå êëåòêè ïåðåíîñèëè â ÷àøêè, èíêóáèðî-
âàëè ñ FBS â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ è çàòåì âûñóøèâàëè.
Ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè, ìåíÿÿ ñðåäó
êàæäûå 2—3 ñóò, äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

Äâå ïîëó÷åííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ïîñòîÿííî êóëüòè-
âèðîâàëè â óñëîâèÿõ 5 % ÑÎ2, ïðè 37 °Ñ è 90 % âëàæíî-
ñòè. Êðèîêîíñåðâàöèþ ïîëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
ïðîâîäèëè â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé
5 % êðèîïðîòåêòîðà äèìåòèëñóëüôîêñèäà (DMSO; Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ). Ïîëó÷åííûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå ëèíèè
íàçâàëè FRSN-1 è FRSN-2.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ëèíèé ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà (NICON, ßïîíèÿ).

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 ëèíèé
FRSN-1 è FRSN-2 âûðàùèâàëè â 3.5-ñàíòèìåòðîâûõ ÷àø-
êàõ Ïåòðè äî îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòà. Çàòåì ñðåäó óäà-
ëÿëè è îêðàøèâàëè êëåòêè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ
Senescence b-galactosidase Staining Kit (Cell Signaling,
ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè. Ó êëåòîê, âñòóïàþùèõ â
ôàçó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, öèòîïëàçìà èìååò ÿð-
êî-ñèíþþ îêðàñêó. Àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èíâåð-
òèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà (NICON, ßïîíèÿ) íà 6, 20 è
26-ì ïàññàæàõ äëÿ îáåèõ ëèíèé. Äîëþ îêðàøåííûõ êëå-
òîê ( %) îïðåäåëÿëè ïóòåì ïîäñ÷åòà íå ìåíåå 500 êëåòîê
â ðàçíûõ ïîëÿõ çðåíèÿ íà îäíó âðåìåíí*óþ òî÷êó.

Ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò ü ê ë î í è ð î â à í è ÿ êëåòî÷íûõ
ëèíèé îïðåäåëÿëè â ÷àøêàõ Ïåòðè â óñëîâèÿõ ðåäêîãî
ïàññàæà (3—4 êë./ñì2 ). ×åðåç 14 ñóò êëåòêè îêðàøèâàëè
1%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì êðèñòàëë-âèîëåòà è íà ÷àø-
êàõ Ïåòðè ñ÷èòàëè ÷èñëî êîëîíèé. Ýôôåêòèâíîñòü êëî-
íèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëè â % ïî îòíîøåíèþ ÷èñëà âû-
ðîñøèõ êîëîíèé (êëîíîâ) ê ÷èñëó ïîñåÿííûõ êëåòîê.
Ó÷èòûâàëè êîëîíèè, ñîñòîÿùèå èç íå ìåíåå 20 êëåòîê.
Àíàëèçèðîâàëè 3 ïîâòîðíîñòè.

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) —
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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 ðàçà, åæåäíåâíî ñ÷èòàÿ êëåòêè â
òå÷åíèå 5—6 ñóò (120—144 ÷). Ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî óä-
âîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (ao) îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå
(Ñåäîâà, 2008):

a t M Mt0 0
2= ln / ln( / ),

ãäå Mt — ÷èñëî êëåòîê â ìîìåíò âðåìåíè t, M
0

— íà-
÷àëüíîå ÷èñëî êëåòîê, t — âðåìÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû
ðîñòà êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü àíàëèçèðîâàëè íà ïàññàæàõ 6, 20 è 26 äëÿ îáåèõ
ëèíèé.

Ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè íà
6-ì ïàññàæå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîì çà 2 ÷ äî ôèêñàöèè êëåòîê â ñðåäó ââîäèëè Karyo-
MAX (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 íà-
òðèÿ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé
óêñóñíîé êèñëîòîé (3 : 1) (Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ). Äëÿ êîëè÷å-
ñòâåííîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ìåòàôàçíûõ ïëàñòè-
íîê õðîìîñîìû îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì Ãèìçà
(1 : 50) (Sigma, Ãåðìàíèÿ). 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 1000 ìåòà-
ôàç.

Äëÿ ñòðóêòóðíîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ïðîâî-
äèëè äèôôåðåíöèàëüíîå G-îêðàøèâàíèå õðîìîñîì â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêîé (Ozkinay, Mitel-
man, 1979). Àíàëèçèðîâàëè 100 ìåòàôàç äëÿ êàæäîé ëè-
íèè. Kàðèîòèï ëèíèè 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 íîìåíê-
ëàòóðû 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 öèòîôëóî-
ðèìåòðèè íà öèòîìåòðå Beckman Coulter (ÑØÀ). Ýêñï-
ðåññèþ êàæäîãî ìàðêåðà îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì 3 ýêñ-
ïåðèìåíòîâ äëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà 6-ì ïàññàæå.
Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàíåëè
êîíúþãàòîâ CD-ìàðêåðíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ
ôëóîðîõðîìàìè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ïðîòèâ CD34, CD45, HLA ABC è HLA DR (Cal-
tac, ÑØÀ), CD44, CD73, CD105 (Beckman Coulter, ÑØÀ)
è ÑD90 (BD Pharmingen, 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
òðèïñèíà—ÝÄÒÀ (Gibco, ÑØÀ) è îòìûâàëè îò íåãî ðàñ-
òâîðîì ÐÂS, íå ñîäåðæàùèì èîíîâ Ñà2+ è Mg2+ (Áèîëîò,
Ðîññèÿ). Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê (1 ìëí/ìë) â ÐÂS
äåëèëè íà ïðîáû ïî 30 ìêë, äîáàâëÿëè ê êàæäîé èç íèõ ïî
3 ìêë àíòèòåë è èíêóáèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí.
Äàëåå ïðîáû äîâîäèëè äî îïòèìàëüíîãî îáúåìà
(0.3—0.4 ìë) ñ ïîìîùüþ Stain Buffer (BD Pharmingen,
ÑØÀ).

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 òóáóëèíó (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 ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
è áëîêèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì BSA (Sigma, ÔÐÃ) â
òå÷åíèå 1 ÷. Ïåðìåàáèëèçàöèþ ïðîâîäèëè 0.1%-íûì ðàñ-
òâîðîì 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) ðàçâîäèëè â ñî-
îòíîøåíèè 1 : 500 è èíêóáèðîâàëè ñ íèìè ïðåïàðàòû â
òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â êà-
÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè,
îêðàøåííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Âèçóàëèçàöèþ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 Pascal
(Ãåðìàíèÿ). Àíàëèç ïðîâîäèëè íà 6-ì ïàññàæe äëÿ îáåèõ
ëèíèé.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ÝÑÊ SSEA-4 (Santa Cruz, ÑØÀ) è SOX-2
(Sigma, Ãåðìàíèÿ) èñïîëüçîâàëè ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè èììóíîôëóî-
ðåñöåíöèè â êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè.

Ä ë ÿ ï î ä ò â å ð æ ä å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à Ì Ñ Ê ï ð î â î -
ä è ë è è í ä ó ê ö è þ î ñ ò å î ã å í í î é, à ä è ï î ã å í í î é è
õ î í ä ð î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è ïî ìîäèôèöè-
ðîâàííîìó ìåòîäó (Reyes et al., 2001). Êëåòêè
(10 òûñ. êë./ñì2) âûñåâàëè â îñòåîãåííóþ è àäèïîãåííóþ
äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñðåäû (HyClone Thermo Scientific
HyClone Product, ÑØÀ). Õîíäðîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâ-
êó ïðîâîäèëè â êóëüòóðå ìèêðîìàññ â õîíäðîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå (HyClone Thermo Scientific HyC-
lone Product, ÑØÀ). Èíäóêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
3 íåä, ìåíÿÿ ñðåäó êàæäûå 3—4 ñóò.

Ïîêàçàòåëåì 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 ñëóæèëè ñîëè êàëüöèÿ âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå, âû-
ÿâëÿåìûå ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè Van Kossa. Äëÿ ýòîãî êëåò-
êè ôèêñèðîâàëè 2 ìèí â ìåòàíîëå ïðè –20 °Ñ è îêðàøèâàëè
2%-íûì ðàñòâîðîì íèòðàòà ñåðåáðà (AgNO3) (Âåêòîí, Ðîñ-
ñèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïîä ëàìïîé ìîùíîñòüþ 60 Âò. Îêðà-
øåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è
ïîìåùàëè íà 5 ìèí â 2.5%-íûé ðàñòâîð òèîñóëüôàòà íà-
òðèÿ. Çàòåì êëåòêè ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âûñóøèâàëè.

Ñóëüôàòèðîâàííûå ãëèêîçàìèíîãëèêàíû ïðè õ î í ä -
ð î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê å èäåíòèôèöèðîâà-
ëè ïî îêðàñêå 1%-íûì ðàñòâîðîì òîëóèäèíîâîãî ñèíåãî
â 50%-íîì èçîïðîïàíîëå (MP Biomedicals, ÑØÀ).
Âðåìÿ îêðàñêè ñîñòàâëÿëî 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå.

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+ è
ôèêñèðîâàëè â ìåòàíîëå â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè –20 °Ñ.
Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì è
îêðàøèâàëè êðàñíûì ìàñëÿíûì (Oil Red O) â òå÷åíèå
10 ìèí. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòà-
íîëîì, çàòåì äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè íà
âîçäóõå.

Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòî-
âåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëåâîé ãèïîòåçû Ð < 0.05.
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Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 6 ïàññàæåé
áûëè ïîëó÷åíû ëèíèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, êî-
òîðûå íàçâàëè ñîãëàñíî èñòî÷íèêó èõ ïîëó÷åíèÿ èç êðàé-
íåé ïëîòè äâóõ äîíîðîâ îäíîãî âîçðàñòà FRSN-1 è
FRSN-2. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ýòèõ ëèíèé ïîêàçàë
îäíîðîäíîñòü êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñî ñðåäíèìè ïî ðàç-
ìåðó âûòÿíóòûìè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè
(ðèñ. 1).

À í à ë è ç ð å ï ë è ê à ò è â í î ã î ñ ò à ð å í è ÿ êëåòîê
ïî àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû ïîêàçàë ìåæëèíåéíûå
ðàçëè÷èÿ ïî õàðàêòåðó ýòîãî ïðîöåññà, íåñìîòðÿ íà òî,
÷òî ñàì ïðîöåññ èìååò ìåñòî â îáåèõ ëèíèÿõ (òàáë. 1).
Òàê, â ëèíèè FRSN-1 íà 6-ì ïàññàæå ñòàðåíèå íåçíà÷è-
òåëüíî, òîãäà êàê â ëèíèè FRSN-2 íà 6-ì ïàññàæå ÷àñòîòà
ñòàðåþùèõ êëåòîê óæå áîëüøàÿ (P < 0.01). Íî ïðè
ïðîäîëæåíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 20-ãî ïàññàæà â êëåò-
êàõ FRSN-1 àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçèäàçû óâåëè÷èâàåòñÿ
(P < 0.01), à â êëåòêàõ FRSN-2 îíà îñòàåòñÿ íà íåèçìåí-
íîì óðîâíå ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàññàæåì 6 (P < 0.05). À äà-
ëåå, ê 26-ìó ïàññàæó, àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçèäàçû óâåëè-
÷èâàåòñÿ â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé, ÷òî ãîâîðèò îá óñèëåíèè
ïðîöåññà ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ (òàáë. 1).

Â îáåèõ ëèíèÿõ íà 26-ì ïàññàæå ñóùåñòâåííî èçìåíÿ-
åòñÿ è ìîðôîëîãèÿ êëåòîê, âûðàæàþùàÿñÿ â óâåëè÷åíèè
ðàçìåðîâ è ñòåïåíè èõ ðàñïëàñòàííîñòè è ñâèäåòåëüñòâó
þùàÿ î íàñòóïëåíèè ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ (ðèñ. 1).

Ð î ñ ò î â û å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è îïðåäåëÿëè äâóìÿ
ìåòîäàìè — ïî ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ è ïî êðè-
âûì ðîñòà ñ îïðåäåëåíèåì ñðåäíåãî âðåìåíè óäâîåíèÿ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ
êëåòîê FRSN-1 è FRSN-2 íà 6-ì ïàññàæå ðàçëè÷àåòñÿ è
ñîñòàâëÿåò ñîîòâåòñòâåííî 25.1 � 1.3 è 2.5 � 0.1 %. Íà

26-ì ïàññàæå ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ â êëåòêàõ
FRSN-1 çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà (äî 3.9 � 0.1 %), à êëåòêè
FRSN-2 ñîâñåì òåðÿþò ýòó ñïîñîáíîñòü. Ñíèæåíèå êëî-
íîãåííîé àêòèâíîñòè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîêà-
çàíî è äðóãèìè àâòîðàìè íà ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâå-
êà (Lo Surdo et al., 2013). Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ
ðàçëè÷àåòñÿ è ìåæäó ëèíèÿìè ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ (Êðûëîâà è äð., 2016, 2017; Szepesi et al., 2016). Íî
ïîä÷åðêíåì, ÷òî ïðè ñðàâíåíèè ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðî-
âàíèÿ ðàçíûõ ëèíèé ÌÑÊ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïåðâî-
íà÷àëüíóþ ïëîòíîñòü ïîñåâà êëåòîê íà êóëüòóðàëüíûé
ñîñóä, îò êîòîðîé çàâèñèò óðîâåíü ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè (Kim et al., 2017), à òàêæå âîçìîæíîå âëèÿíèå
ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêàìè, è
êëåòî÷íóþ ìèãðàöèþ, ñâîéñòâåííóþ ÌÑÊ. Â ñâÿçè ñ
ýòèì äëÿ ñòðîãîé îöåíêè êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè íåîá-
õîäèìî èñïîëüçîâàòü ïîñåâ åäèíè÷íûõ êëåòîê ñ èñïîëü-
çîâàíèåì 96-ëóíî÷íûõ ïëàò (Sarugaser et al., 2009; Ali
et al., 2015).

Ðåçóëüòàòû ïî õàðàêòåðèñòèêå ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ñâèäåòåëüñò-
âóþò îá àêòèâíîì äåëåíèè êëåòîê íà 6-ì ïàññàæå â îáåèõ
ëèíèÿõ (ðèñ. 2). Àíàëèç êðèâûõ ðîñòà ïîêàçàë, ÷òî âðåìÿ
àêòèâíîé (ëîãàðèôìè÷åñêîé) ôàçû ðîñòà äëÿ êëåòîê
FRSN-1 è FRSN-2 îäèíàêîâî è ñîñòàâëÿåò 96 ÷. Ñðåäíåå
âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñòàòèñòè÷åñêè íå
ðàçëè÷àåòñÿ ìåæäó ëèíèÿìè FRSN-1 è FRSN-2 è ñîñòàâ-
ëÿåò 36.9 � 0.2 è 39.0 � 0.8 ÷ ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèì îá-
ðàçîì, ïàññàæ 6, íà êîòîðîì àíàëèçèðîâàëè õàðàêòåðè-
ñòèêè ÌÑÊ, ñîîòâåòñòâóåò 16—17 óäâîåíèÿì êëåòî÷íûõ
ïîïóëÿöèé.

Àíàëèç êðèâûõ ðîñòà îáåèõ ëèíèé íà ïîçäíåì ïàññà-
æå, êîãäà èäóò ïðîöåññû ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ, ïîêà-
çàë ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè. Ñðåäíåå âðå-
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Ðèñ. 1. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê ëèíèé FRSN-1 (à, á) è FRSN-2 (â, ã) íà 6-ì è 26-ì ïàññàæàõ.

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 50 ìêì.

Ò à á ë è ö à 1

Äèíàìèêà àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê äâóõ ëèíèé

Ïàññàæ

Êëåòêè FRSN-1 Êëåòêè FRSN-2

÷èñëî êëåòîê
äîëÿ îêðàøåííûõ

íà b-ãàë, %
÷èñëî êëåòîê

äîëÿ îêðàøåííûõ
íà b-ãàë, %

6-é 500 9.0 � 1.3 610 16.2 � 1.5

20-é 530 21.4 � 1.8 500 19.3 � 1.8

26-é 500 40.0 � 2.2 600 45.0 � 2.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïðè ïîäñ÷åòå íå ìåíåå 500 êëåòîê â íåñêîëüêèõ ïîëÿõ çðåíèÿ íà îäíó âðå-
ìåíí*óþ òî÷êó. b-ãàë — b-ãàëàêòîçèäàçà.



ìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñóùåñòâåííî óâåëè-
÷èâàåòñÿ â îáåèõ ëèíèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåäûäóùèì
ñðîêîì è ðàçëè÷àåòñÿ ìåæäó ëèíèÿìè íà 26-ì ïàññàæå:
58.5 � 0.2 (FRSN-1) è 81.3 ±6.6 (FRSN-2) ÷ (Ð < 0.01).
Óâåëè÷åíèå âðåìåíè óäâîåíèÿ ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè ðàíåå áûëî ïîêàçàíî è íàìè, è äðóãèìè àâòîðà-
ìè (Garcia et al., 2016; Êîëüöîâà è äð., 2017; De Witte
et al., 2017). Ïî õàðàêòåðó êðèâûõ ðîñòà íà 26-ì ïàññàæå
êëåòêè òàêæå ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ (ðèñ. 2). Òàê,
âðåìÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà êëåòîê FRSN-1 ñî-
ñòàâèëî 120 ÷. Ïðè ýòîì íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ñðîêà êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå, íî äîñòîâåðíî çíà-
÷èìîå óâåëè÷åíèå èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ), õîòÿ íà
ïðîòÿæåíèè 144 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÈÏ íå âûõîäèò íà
ïëàòî. Íî íà 29-ì ïàññàæå ÈÏ ðåçêî ñíèæàåòñÿ íà âñåõ
àíàëèçèðóåìûõ ñðîêàõ, è ÷åðåç 144 ÷ ïðîëèôåðàöèÿ îñòà-
íàâëèâàåòñÿ (íå ïîêàçàíî). Êðîìå òîãî, ïðèñóòñòâóþò ÿâ-
íûå ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, î ÷åì ñâè-
äåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàòû òàáë. 1, à òàêæå ñóùåñòâåííîå
óâåëè÷åíèå ðàçìåðà êëåòîê, èõ ðàñïëàñòàííîñòè è íàëè-
÷èå äåáðèñà (ðèñ. 1). Êðîìå òîãî, óìåíüøàåòñÿ è çíà÷åíèå
ìàêñèìàëüíîãî ÈÏ íà 26-ì ïàññàæå ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàñ-
ñàæåì 6 (Ð < 0.01) è ðåçêî ñíèæàåòñÿ êëîíîãåííàÿ àêòèâ-
íîñòü. Äðóãàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ ïðè àíàëèçå êðèâîé
ðîñòà ëèíèè FRSN-2. Òàê, âðåìÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû
ñîñòàâèëî 48 ÷ (ðèñ. 2). Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â
òå÷åíèå 72 ÷ êðèâàÿ ðîñòà âûõîäèò íà ïëàòî, ãäå è ñîõðà-
íÿåòñÿ äî 144 ÷. Èìååò ìåñòî íèçêèé ÈÏ íà ïðîòÿæåíèè
âñåãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîñòîì êëå-
òîê íà 6-ì ïàññàæå. Ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ êëåòîê FRSN-2
ñîâïàäàþò ñ âûøåïåðå÷èñëåííûìè ïðèçíàêàìè äëÿ êëå-
òîê FRSN-1. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî, íå-
ñìîòðÿ íà îäèí è òîò æå èñòî÷íèê âûäåëåíèÿ ÌÑÊ è îäè-
íàêîâûé âîçðàñò äîíîðîâ, õàðàêòåð ïðîöåññà ðåïëèêàòèâ-
íîãî ñòàðåíèÿ ðàçíûé, è ýòî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ åãî
ãåíåòè÷åñêîé äåòåðìèíèðîâàííîñòüþ, îïðåäåëÿþùåé íà-
áëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó äîíîðàìè. Íî â öåëîì ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò îãðàíè÷åííûé ñðîê
æèçíè êëåòîê ëèíèé FRSN-1 è FRSN-2, õàðàêòåðíûé 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 ëèíèé FRSN-1 è FRSN-2 ïîêàçàë, ÷òî îíè õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ îäèíàêîâîé âûñîêîé ÷àñòîòîé êëåòîê ñ ìîäàëü-
íûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 46 (98.0 � 1.4 è 94.0 �
� 2.3 % ñîîòâåòñòâåííî). Äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê ó
äâóõ ëèíèé ðàçíàÿ è ñîñòàâëÿåò 6.4 � 0.8 è 10.5 ±1.0 %
ñîîòâåòñòâåííî, ò. å. ïîëèïëîèäû ñðåäè êëåòîê FRSN-2
âñòðå÷àþòñÿ ÷àùå, ÷åì ñðåäè êëåòîê FRSN-1 (P < 0.01).
Íî â îáîèõ ñëó÷àÿõ ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ïîëèïëîèäîâ
âûøå, ÷åì â äðóãèõ ëèíèÿõ ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ íàìè èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò òîëüêî åùå
îäíà ëèíèÿ FRSN, ïîëó÷åííàÿ íàìè ðàíåå è èìåþùàÿ
13.0 % ïîëèïëîèäîâ (Êðûëîâà, è äð., 2012).

Ñ ò ð ó ê ò ó ð í û é ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç
ïîêàçàë, ÷òî îáå ëèíèè èìåþò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷å-
ëîâåêà — 46, ÕY (ðèñ. 3). Àíàëèç 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñ-
òèíîê íå âûÿâèë çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ëè-
íèÿìè ïî êàðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè. Òàê, â ëèíèè
FRSN-1 â 100 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ âûÿâëå-
íû äâå ñòðóêòóðíûå àíîìàëèè â ðàçíûõ êëåòêàõ: 1) â îä-
íîé êëåòêå FRSN-1 îáíàðóæåíî 47 õðîìîñîì çà ñ÷åò äî-
ïîëíèòåëüíîé íåèäåíòèôèöèðîâàííîé ìàðêåðíîé õðîìî-
ñîìû (mar); 2) â äðóãîé êëåòêå ñ ÷èñëîì õðîìîñîì 46
âûÿâëåíà ñòðóêòóðíàÿ ïåðåñòðîéêà õðîìîñîìû 10 :
der(10)add(10)(p12)add(10)(q22). Â ëèíèè FRSN-2 â
100 êëåòêàõ îáíàðóæåíî 7 ñòðóêòóðíûõ õðîìîñîìíûõ ïå-
ðåñòðîåê. Òàê, â îäíîé êëåòêå âûÿâëåíû ïåðåñòðîéêè õðî-
ìîñîì 5 è 20 : del(5)(q12) è der(20) (20pter�
20q13.3::?::5q13�5qter); â äâóõ êëåòêàõ îáíàðóæåíû ðàç-
íûå ïåðåñòðîéêè ñ âîâëå÷åíèåì êîðîòêîãî ïëå÷à õðîìî-
ñîìû 11 : add(11)(p15) è add(11)(p11.2); â òðåõ êëåòêàõ —
ïåðåñòðîéêè õðîìîñîìû 12, îäíà èç êîòîðûõ ñ âîâ-
ëå÷åíèåì êîðîòêîãî ïëå÷à âñòðåòèëàñü â äâóõ êëåò-
êàõ: add(12)(p13), â òðåòüåé êëåòêå â ïåðåñòðîéêå ó÷àñò-
âîâàëè îáà ãîìîëîãà õðîìîñîìû 12 ñ îáðàçîâàíèåì
der(12)t(12;12)(p13;q15) è del(12)(q15). Òàêèì îáðàçîì,
ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ FRSN-1 è
FRSN-2 õàðàêòåðèçîâàëèñü ïîÿâëåíèåì äîïîëíèòåëüíîãî
íåèäåíòèôèöèðîâàííîãî õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà, êîòî-
ðûé ïðèñóòñòâîâàë ëèáî â ñîñòàâå ñòðóêòóðíî ïåðåñòðî-
åííûõ õðîìîñîì, ëèáî â âèäå ìàðêåðíîé õðîìîñîìû â êà-
ðèîòèïå ëèíèè FRSN-1.

×àñòîòà õðîìîñîìíûõ àíîìàëèé â êëåòêàõ FRSN-1
ñîñòàâëÿåò 2.0 � 1.4, à â êëåòêàõ FRSN-2 — 7.0 � 2.5 %.
Äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ïî ÷àñòîòå õðîìîñîìíûõ ïåðå-
ñòðîåê íå âûÿâëåíî. Âñå îáíàðóæåííûå õðîìîñîìíûå ïå-
ðåñòðîéêè íîñÿò íåêëîíàëüíûé õàðàêòåð, çà èñêëþ÷åíèåì
îäíîé àíîìàëèè â ëèíèè FRSN-2, âñòðå÷åííîé â äâóõ
êëåòêàõ. Íî ñ ó÷åòîì îáùåãî îáúåìà ïðîñìîòðåííûõ ìå-
òàôàç ÷àñòîòà ýòîé íåêëîíàëüíîé ïåðåñòðîéêè ñîñòàâëÿåò
2 � 1.4 %. Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî Ìåæäóíàðîäíîå îá-
ùåñòâî êëåòî÷íîé òåðàïèè è Ðàáî÷àÿ ãðóïïà ïî êëåòî÷-
íûì ïðîäóêòàì ðåêîìåíäóþò èñêëþ÷àòü êëåòî÷íûå êóëü-
òóðû, èìåþùèå 10 % êëîíàëüíûõ õðîìîñîìíûõ íàðóøå-
íèé è áîëåå ïðè àíàëèçå ìèíèìóì 20 êëåòîê ìåòîäîì
äèôôåðåíöèàëüíîãî G-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì (Meisner,
Johnson, 2008; Shaffer et al., 2009; Barkholt et al., 2013).
Â íàøåì ñëó÷àå óðîâåíü õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé íå ïðå-
âûøàåò 10 % îò ïðîàíàëèçèðîâàííûõ 100 ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíîê.

Ä ë ÿ ï î ä ò â å ð æ ä å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à ÌÑÊ ïîëó÷åí-
íûõ ëèíèé FRSN-1 è FRSN-2 ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ,
ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Àíàëèç ïîä-
òâåðäèë íàëè÷èå ñòàòóñà ÌÑÊ äëÿ îáåèõ ëèíèé è îòñóò-
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Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèé FRSN-1 (1, 2) è FRSN-2
(3, 4) íà ðàçíûõ ïàññàæàõ — 6-ì (êðèâûå 1, 3) è 26-ì (êðè-

âûå 2, 4).



ñòâèå ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè ïî îñíîâíûì
ìàðêåðàì ÌÑÊ (òàáë. 2). Èç ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëüòàòîâ
ñëåäóåò íàëè÷èå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ,
õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà: CD44, CD73, CD90 è
CD105. Âûÿâëåíî îòñóòñòâèå èëè íèçêàÿ ÷àñòîòà ýêñïðåñ-
ñèè àíòèãåíîâ CD34, CD45 è HLA DR. Òàêèì îáðàçîì,
ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëå-
òî÷íîé òåðàïèè (Dominici et al, 2006; Sensebe et al., 2010)
äëÿ ëèíèé FRSN-1 è FRSN-2 ïîäòâåðæäåí ñòàòóñ ÌÑÊ.

Ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïîêàçà-
íî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
Oct-4 (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). C ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè â îáåèõ ëèíèÿõ îáíàðóæåíà ýêñïðåññèÿ ìàð-
êåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝCÊ — SSEA-4 è SOX-2
(òàáë. 2). Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîëó÷åíî ìíîãî ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, ïîäòâåðæäàþùèõ íàëè÷èå ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðîâ ÝÑÊ â ðàçíûõ ëèíèÿõ ÌÑÊ. Íî ïîêà ýòè
äàííûå íàõîäÿòñÿ íà ýòàïå íàêîïëåíèÿ áåç ñåðüåçíûõ ïî-
ïûòîê îáîáùåíèÿ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ, âûäåëåííûå
èç êîñòíîãî ìîçãà è ýêñïðåññèðóþùèå SSEA-4, èìåþò áî-
ëåå âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ÷åì ÌÑÊ, íå
ýêñïðåññèðóþùèå ýòîò ìàðêåð (Gang et al., 2007). Ïðè
èçó÷åíèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïîêàçàíî, ÷òî ôàêòîð SOX-2
àêòèâíî ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ ïðîëèôåðàöèè è äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÌÑÊ, âûäåëåííûõ êàê èç ýìáðèîíàëüíûõ,
òàê è èç âçðîñëûõ òêàíåé (Park et al., 2012). Íàëè÷èå ýêñï-
ðåññèè ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ â ÌÑÊ
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, âîçìîæíî, îáúÿñíÿåò èõ ðàñøè-
ðåííûé ìóëüòèïîòåíòíûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåí-
öèàë (Wu et al., 2013).

Òåì íå ìåíåå íå âûÿâëåíî çàâèñèìîñòè íàëè÷èÿ ýêñï-
ðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ îò ñòàäèè îíòîãåíåçà, â êîòîðîé íà-
õîäèòñÿ èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ. Åñòü ðàñõîæäåíèÿ ïî
ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Â ÷àñòíîñòè, èç íàøèõ ïðåäûäóùèõ ðåçóëü-
òàòîâ ñëåäóåò, ÷òî â êëåòêàõ ëèíèé MSCWJ-1 è MSCWJ-2
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Ðèñ. 3. Êàðèîòèïû êëåòî÷íûõ ëèíèé FRSN-1 (a) è FRSN-2 (á): 46, XY. 6-é ïàññàæ.

à, âðåçêà — äîïîëíèòåëüíàÿ íåèäåíòèôèöèðîâàííàÿ õðîìîñîìà — mar — â êëåòêå ñ ÷èñëîì õðîìîñîì 47; ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííàÿ õðîìîñîìà 10
(ñòðåëêà) der(10)(?::p12�q22::?). á, âðåçêà — ñòðóêòóðíî ïåðåñòðîåííûå õðîìîñîìû (ñòðåëêè), îáíàðóæåííûå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ:
del(5)(pter�q12:) è der(20)(20pter�20q13.3::?::5q13�5qter); add(11)(?::p15�qter); add(11)(?::p11.2�qter); der(12)(12qter�12q15::12p13�12qter) è

del(12)(pter�q15:); add(12)(?::p13�qter).

Ò à á ë è ö à 2

Ýêñïðåññèÿ (%) ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
â êëåòêàõ äâóõ ëèíèé

Ìàðêåð
Äîëÿ êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåð, %

FRSN-1 FRSN-2

CD44 99.27 � 0.40 99.82 � 0.05

CD73 99.04 � 0.10 99.62 � 0.06

CD90 99.00 � 0.23 99.82 � 0.05

CD105 94.93 � 2.55 99.83 � 0.09

CD34 0.54 � 0.12 0.90 � 0.25

CD45 0.85 � 0.39 1.79 � 0.94

HLA ABC 83.99 � 5.52 99.95 � 0.01

HLA DR 0.80 ± 0.17 0.05 � 0.01

SSEA-4 38.96 � 5.22 32.73 � 3.62

SOX-2 50.30 � 9.98 44.83 � 1.60

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè èç 3—4 ýêñïå-
ðèìåíòîâ.



(èñòî÷íèê ÌÑÊ — Âàðòîíîâ ñòóäåíü ïóïî÷íîãî êàíà-
òèêà) íà 6-ì ïàññàæå ýêñïðåññèðóþòñÿ SSEA-4 è SOX-2,
à íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ èõ ýêñïðåññèÿ ñíèæàåòñÿ òîëüêî
â êëåòêàõ MSCWJ-2 ñ àêòèâíûì ñòàðåíèåì (80 %), íî
íå ñíèæàåòñÿ â êëåòêàõ MSCWJ-1 ñ ìåíåå àêòèâíûì ñòà-
ðåíèåì (58 %) (Êîëüöîâà è äð., 2017). Â íàñòîÿùåì èñ-
ñëåäîâàíèè óðîâåíü ýêñïðåññèè SSEA-4 íà 26-ì ïàññàæå
ñîñòàâëÿåò 46.5 � 7.5 è 28.2 � 3.9. % äëÿ FRSN-1
è FRSN-2 ñîîòâåòñòâåííî. Ýòè äàííûå ñòàòèñòè÷åñêè íå
îòëè÷àþòñÿ îò ïîêàçàòåëåé, ïîëó÷åííûõ íà 6-ì ïàññàæå
(òàáë. 2). Ïðè ýòîì ñòàðåþùèå êëåòêè â ýòèõ ëèíè-
ÿõ íà 26-ì ïàññàæå ñîñòàâëÿþò 40.0 � 2.2 è 45.0 � 2.0 %
ñîîòâåòñòâåííî. Âîçìîæíî, ÷òî íàáëþäàåìîå ñíèæå-
íèå àêòèâíîñòè SSEA-4 â êëåòêàõ MSCWJ-2 ñâÿçàíî ñ âû-

ñîêîé èíòåíñèâíîñòüþ ïðîöåññà ðåïëèêàòèâíîãî ñòà-
ðåíèÿ.

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 òóáóëèí (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; Êîëüöîâà è äð., 2015). Ìåõà-
íèçìû âçàèìîñâÿçè ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ñ
ôóíêöèîíàëüíîé äåÿòåëüíîñòüþ ÌÑÊ ïîêà íåèçâåñòíû.
Åñòü ðàçíûå ïðåäïîëîæåíèÿ ïðîòèâîïîëîæíîãî õàðàêòå-
ðà: ëèáî ýòè ìàðêåðû ñâÿçàíû ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íîé
ïëàñòè÷íîñòüþ ÌÑÊ, ëèáî îíè ñâÿçàíû èñêëþ÷èòåëüíî ñ
ýìáðèîíàëüíûì 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 FRSN-1 è
FRSN-2 âûÿâèëà èõ ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü æèðîâóþ,
êîñòíóþ è õðÿùåâóþ òêàíè (ðèñ. 5), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
ñòàòóñó ÌÑÊ (Dominici et al., 2006; Sensebe et al., 2010).
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â àäèïîãåííîé ñðåäå ñïîñîáñò-
âîâàëî îáðàçîâàíèþ êëàñòåðîâ àäèïîöèòîâ, ïîêàçàííûõ ñ
ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ êðàñèòåëåì ìàñëÿíûì êðàñíûì
(Oil Red O). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â îñòåîãåííîé ñðåäå
ñïîñîáñòâîâàëî ôîðìèðîâàíèþ ìèíåðàëüíûõ êîìïëåê-
ñîâ, èäåíòèôèöèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè Van Kos-
sa, âûÿâëÿþùåé íåðàñòâîðèìûå ñîëè êàëüöèÿ â ìåæêëå-
òî÷íîì ïðîñòðàíñòâå. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â õîíäðî-
ãåííîé ñðåäå ïðèâåëî ê îáðàçîâàíèþ ñóëüôàòèðîâàííûõ
ãëèêîçàìèíîãëèêàíîâ, êîòîðûå âûÿâëåíû ñ ïîìîùüþ
îêðàøèâàíèÿ òîëóèäèíîâûì ñèíèì.

Íà 6-ì ïàññàæå íå îáíàðóæåíî ðàçëè÷èé ìåæäó ëèíè-
ÿìè ïî äèôôåðåíöèðîâî÷íîìó ïîòåíöèàëó â èññëåäîâàí-
íûõ íàïðàâëåíèÿõ. Òåì íå ìåíåå â îáåèõ ëèíèÿõ óæå íà
20-ì ïàññàæå çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ èíòåíñèâíîñòü
äèôôåðåíöèðîâêè â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî íà ýòîì ïàññàæå åùå íåò àêòèâíîãî ñòàðå-
íèÿ, íî åãî ïðèçíàêè óæå åñòü, ñóäÿ ïî àêòèâíîñòè b-ãà-
ëàêòàçèäàçû (òàáë. 1). Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê
îáåèõ ëèíèé íà 20-ì ïàññàæå òàêàÿ æå, êàê íà ïàññàæå 6. Ðàíåå
íàìè áûëè îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ ïî èíòåíñèâíîñòè àäè-
ïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ìåæäó äâóìÿ ëèíèÿìè, ïîëó-
÷åííûìè îò îäíîãî äîíîðà, íî èç ðàçíûõ òêàíåé (Êðûëî-
âà è äð., 2014). Íàìè ïîêàçàíû ðàçëè÷èÿ ïî èíòåíñèâíî-
ñòè îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ìåæäó ÌÑÊ èç êîæè
âåê ðàçíûõ äîíîðîâ: â ÌÑÊ îò áîëåå ñòàðîãî äîíîðà
(53 ãîäà, ëèíèÿ DF-3) îíà ìåíüøå, ÷åì â ÌÑÊ îò áîëåå
ìîëîäûõ äîíîðîâ (ëèíèè DF-1 è DF-2) (Êðûëîâà è äð.,
2016). Òàêæå íàìè ïîêàçàíî íàðóøåíèå îñòåîãåííîé è
àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ
â äâóõ ëèíèÿõ ÌÑÊ (MSCWJ-1 è MSCWJ-2), ïîëó÷åí-
íûõ èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà
(Êîëüöîâà è äð., 2017). Â ýòîé ðàáîòå áûëî îáíàðóæåíî
îòñóòñòâèå õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ó êëåòîê
MSCWJ-2 ñ ðàííèì àêòèâíûì ðåïëèêàòèâíûì ñòàðåíèåì.
Çàâèñèìîñòü äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà îò äëè-
òåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ íàáëþäàëè è äðóãèå
àâòîðû (Park et al., 2005; Bonab et al., 2006; Lo Surdo et al.,
2013; Bianchi et al., 2017). Ïî-âèäèìîìó, ñíèæåíèå äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ ìîæåò èìåòü ðàçíûå
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Ðèñ. 4. Ìàðêåðû ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â êëåòêàõ ëè-
íèé FRSN-1 è FRSN-2. Ôëóîðåñöåíöèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìî-

íîêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Ïîêàçàíû ìàðêåðû ýíòîäåðìû àëüôà-ôåòîïðîòåèíà, ìàðêåð ýêòîäåðìû
òóáóëèí è ìàðêåð ìåçîäåðìû àëüôà-àêòèíèíà.

Ìàñøòàáíå îòðåçêè — 50 ìêì.



ïðè÷èíû, íî, áåçóñëîâíî, ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå êëåòîê
âíîñèò ñóùåñòâåííûé âêëàä â ýòî ÿâëåíèå.

Â öåëîì ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòû
ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñòâîâàíèè ðÿäà ðàçëè÷èé â êëå-
òî÷íûõ ëèíèÿõ, ïîëó÷åííûõ èç îäèíàêîâîé òêàíè äîíî-
ðîâ îäíîãî âîçðàñòà, ïî ðîñòîâûì õàðàêòåðèñòèêàì è õà-
ðàêòåðó ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê. Ýòè ðàçëè÷èÿ
ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû êàê íåïîñðåäñòâåííûì ãåíåòè-
÷åñêèì âëèÿíèåì íà ìåõàíèçìû ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè è ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ îò ãåíåòè÷å-
ñêè ðàçíûõ äîíîðîâ, òàê è îïîñðåäîâàííî — ðàçíûì ìèê-
ðîîêðóæåíèåì êëåòîê åùå äî âûäåëåíèÿ èõ èç îðãàíèçìà,
êîòîðîå äåòåðìèíèðóåò èõ ñâîéñòâà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ïðî-
ãðàììû ðàçâèòèÿ áèîðåñóðñíûõ êîëëåêöèé ÔÀÍÎ ïî ãî-
ñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ ¹ 0124-2017-0004.
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Two new non-immortalized human cell lines were generated from foreskin of two donors of the same
age — 2.5 years, called FRSN-1 and FRSN-2. Growth characteristics and differentiation potential of these cell
lines were studied on the 6th passage, and their status as mesenchymal stem cells was confirmed. Some of cha-
racteristics analyzed during long-term cultivation up to the 26th passage. The start time and the dynamics of the
process of replicative senescence that were defined with the use the activity of b-galactosidase differ between
the lines. However, the replicative senescence process is equally enhanced to the 26th pasage in both lines. The
plating efficiency significantly differ between the lines on the 6th passage it is significantly higher in FRSN-1
than FRSN-2. The plating efficiency decreases significantly on the 26th passage in FRSN-1, and cells of the line
FRSN-2 lose this ability. Growth curves show the active proliferation of these lines on the 6th passage. The ave-
rage doubling time did not differ between the lines and is 36.9 and 39 hours respectively. Analysis of growth
curves on the 26th passage indicates a decline in proliferative activity and the increase in the average doubling
time of cell populations in both lines; but in the line FRSN-2 it is much more than in the FRSN-1. The of growth
curves structure differ significantly between the lines. Morphological analysis reveals changes that are typical
for the phase of senescence and that are associated with increasing cell size and the degree of their spreading.
Numerical and structural karyotypic analyses on the 6th passage show that both lines have normal karyotype of
46, XY and do not have significant interline differences in the frequency of chromosomal aberrations. To deter-
mine status of these cell lines, comparative analysis of the surface markers was performed using flow cytomet-
ry. Analysis has revealed that cells of both lines express the surface antigenes characteristic of human MSC:
CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC; they do not express CD34, CD45 and HLA-DR. Flow cytometry ana-
lysis showed the expression markers of non-differentiated ESC — SSEA-4 and SOX2 in both lines. The expres-
sion of SSEA-4 is also present on the 26th passage in both lines. The expression of markers of early differentia-
tion ESC in the derivates of 3 germ layers was shown for cells of FRSN-1 and FRSN-2 lines. Capability of the-
se cell lines to differentiate to osteogenic, chondrogenic and adipogenic directions is shown on the 6th passage.
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Both lines showed a significant reduction in the adipogenic potential on the 20th passage. These data indicate
that adipogenic differentiation potential changes even at an the average degree of replicative senescence in con-
trast to the growth characteristics. Apparently, replicative senescence of cells makes a significant contribution
to the change in differentiation potential of MSC. Overall, the results indicate the existence of some differences
in derived from different donors cell lines that manifest in the growth characteristics and the nature of the repli-
cative senescence of cells. These differences may be caused by a direct genetic influence on the mechanisms of
the proliferative activity and replicative senescence in cell lines from genetically different donors and by indi-
rect influence of different microenvironment, which determined the properties of the cells before the selection
of their donor organisms.

Key words: human mesenchymal stem cells, proliferation, replicative senescence, surface cell markers,
karyotype, differentiation.
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