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Получены и охарактеризованы 2 новые неиммортализованные фибробластоподобные клеточные линии
(MSC-DP-1 и MSC-DP-2), выделенные из пульпы молочных зубов двух разнополых 6-летних детей. С це-
лью подтверждения статуса мезенхимных стволовых клеток был проведен сравнительный анализ ряда ха-
рактеристик этих линий на ранних и поздних пассажах. В процессе длительного культивирования выяв-
лены существенные межлинейные различия по характеру репликативного старения (РС) и по ростовым
характеристикам. Линия MSC-DP-1 характеризовалась более поздним вхождением в активную стадию РС
и более активной пролиферацией по сравнению с линией MSC-DP-2. Кариотипический анализ показал,
что обе линии на ранних пассажах имеют нормальный диплоидный кариотип человека. На позднем (18-м
пассаже) в стадии активного РС линия MSC-DP-2 сохраняет нормальный кариотип. А линия MSC-DP-1,
которая вступает в активную стадию РС гораздо позже (на 42-м пассаже), имеет аномальный кариотип с
большим количеством клональных и неклональных хромосомных перестроек. Показана в обеих линиях
высокая доля клеток, несущих поверхностные антигены, характерные для МСК человека: CD44, CD73,
CD90, CD105, HLA-ABC, и низкая частота клеток с антигенами CD34, CD45 и HLA-DR. Клетки получен-
ных линий на раннем пассаже обладают способностью дифференцироваться в адипогенном, остеогенном
и хондрогенном направлениях. Но линия MSC-DP-2 проявляет более слабую дифференцировку в адипо-
генном направлении, чем линия MSC-DP-1. В процессе РС в линии MSC-DP-1 имеет место значительное
ослабление адипогенной дифференцировки, а в линии MSC-DP-2 она исчезает. Активность остальных
дифференцировок не изменяется в процессе РС. В целом, полученные результаты подтверждают статус
МСК для полученных линий и свидетельствуют о межлинейных различиях в процессе РС. Тем не менее
проведенное сравнение с ранее полученной линией – MSC-DP не свидетельствуют о гендерной природе
наблюдаемых различий между этими линиями. По-видимому, они связаны с генетическими особенностя-
ми разных доноров.
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В настоящее время значительно расширяется ис-
пользование мезенхимных стволовых клеток (МСК)
человека разного происхождения как для фундамен-
тальных исследований клеточных процессов, так и
для биомедицинских исследований, связанных с
широким спектром заболеваний (Liu et al., 2020;
Кольцова и др., 2020, 2022; Hezan et al., 2022; Hoang
et al., 2022; Jayasinghe et al., 2022; Navarro et al., 2022;
Pischiutta et al., 2022; Rahmani-Moghadam et al., 2022;
Sharma et al., 2022; Tesiye et al., 2022; Yang et al., 2022;

Zhang et al., 2022; Chen et al., 2023; Hatore et al., 2023;
Mou et al., 2023; Sousa et al., 2023 Turano et al., 2023).

Согласно требованиям Международного обще-
ства клеточной терапии, статус МСК, полученных
из любых источников, определяется рядом обяза-
тельных характеристик: адгезивностью к культу-
ральному пластику; активной пролиферацией; экс-
прессией определенной панели поверхностных ан-
тигенов или маркеров (CD44, CD73, CD90, CD105 и
HLA-ABC) и отсутствием экспрессии антигенов, не-
характерных для МСК: CD34, СD45 и HLA-DR;
способностью к дифференцировке в остеогенном,
хондрогенном и адипогенном направлениях; нор-
мальным кариотипом человека, согласно установ-

Принятые сокращения: ДХ – дицентрическая хромосома; ИП –
индекс пролиферации; ИФА – иммунофлуоресцентный ана-
лиз; МСК – мезенхимные стволовые клетки; РС – реплика-
тивное старение; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки.
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ленным критериям (Dominici et al., 2006; Sensebé et al.,
2010; Barkholt et al., 2013).

В настоящее время проводится широкий спектр
сравнительных исследований характеристик МСК
человека, выделенных из разных источников. Эти
источники включают, в частности, разные ткани од-
ного донора, одинаковые ткани разной локализации
одного донора, одинаковые ткани разных доноров,
различающихся возрастом, полом и другими осо-
бенностями. Такие исследования необходимы как
для углубления знаний о механизмах биологических
процессов в клетке, так и для расширения возмож-
ностей использования МСК в регенеративной меди-
цине. Важность этих исследований связана с
особенностями взаимодействия клеток с их уни-
кальным микроокружением, характерным для кон-
кретной ткани. Микроокружение постоянно нахо-
дится под влиянием генетических, эпигенетических
и внешних факторов, регулирует пролиферацию,
выживаемость, миграцию, старение, дифференци-
ровочный потенциал и другие клеточные функции.
Таким образом, источник получения МСК может
определять их функциональные характеристики.
(Poljanskaya et al., 2022).

Сравнительный анализ характеристик МСК, вы-
деленных из разных источников, свидетельствует о
количественных различиях между линиями по важ-
нейшим характеристикам (Stanko et al., 2014; Topoluk
et al., 2017; Li et al., 2018; Полянская, 2018; Jin et al., 2019;
Мусорина и др., 2019; Koльцова и др., 2020; Semeno-
va et al., 2021; Shin et al., 2021; Tai et al., 2021; Yigit-
bilek et al., 2021; Wu et al., 2022; Yi et al., 2022; Zou et al.,
2022).

Линии мезенхимных стволовых клеток, как и лю-
бые неиммортализованные клеточные линии, в про-
цессе длительного культивирования подвергаются
репликативному старению (РС), представляющему
собой сложный комплексный процесс, индуциро-
ванный генетическими и эпигенетическими нару-
шениями. Он характеризуется рядом существенных
изменений клеточных свойств. РС начинается на
ранних пассажах и постепенно усиливается в про-
цессе культивирования, вступая в активную стадию
(Poljanskaya et al., 2022). При получении новой ли-
нии МСК, представляется существенным охаракте-
ризовать эту линию не только на ранних пассажах,
но и проанализировать ее свойства в процессе РС,
включая сроки наступления его активной стадии.
Такое исследование способствует расширению фун-
даментальных знаний о клеточных процессах, а так-
же регламентирует сроки использования данной ли-
нии в биомедицинских технологиях.

В последнее время расширяется спектр МСК, вы-
деление которых не требует применения инвазив-
ных процедур, связанных, в частности, с этическими
проблемами (Bongso, Fong, 2013). К таким источни-
кам МСК, в частности, относятся постоянные ли-
нии эмбриональных стволовых клеток, внезароды-

шевые органы, десна, зубная ткань, грудное молоко
(Крылова и др., 2012; Кольцова и др., 2018, 2019, 2022;
Poljanskaya et al., 2022; Rahmani-Moghadam et al., 2022).
Следует подчеркнуть, что образование ниши стволо-
вых клеток в пульпе молочных зубов начинается до
рождения ребенка. В связи с этим пульпа молочных
зубов является источником более здоровых стволо-
вых клеток по сравнению с пульпой постоянных зу-
бов взрослого организма (Kerkis, Caplan, 2012). Учи-
тывая также важность микроокружения для функ-
циональной активности МСК, в частности разное
микроокружение у генетически разных доноров,
представляло интерес провести выделение МСК из
пульпы зуба двух шестилетних доноров разного по-
ла. В предыдущих исследованиях было показано, что
имеют место гендерные различия по дифференциро-
вочному потенциалу в остеогенном и хондрогенном
направлениях МСК, выделенных из разных источни-
ков (Aksu et al., 2008; Payne et al., 2010; Scibetta et al.,
2019). В ранее проведенной нами сравнительной ха-
рактеристике двух линий МСК, выделенных из Вар-
тонова студня пупочного канатика (MSCW-1 и
MSCW-2) у разнополых доноров, был получен ряд
различий по некоторым характеристикам (Кольцова
и др., 2017). Тем не менее утверждать, что причиной
наблюдаемых различий является именно разный пол
доноров, сложно. Надо учитывать, что микроокруже-
ние клеточного материала, связанно с широким спек-
тром генотипических, эпигенетических и внешних
условий. Поэтому первоочередной задачей работы
является получение линий, выделенных из зубной
ткани разных доноров, сравнение их между собой по
статусным характеристикам МСК, а также с ранее
полученной линией из пульпы молочного зуба.

Таким образом, в работе поставлены следующие
задачи: 1. выделение из пульпы зуба двух доноров
фибробластоподобных клеток; 2. сравнительный
анализ активности фермента SA-β-галактозидазы,
характеризующий процесс РС; 3. сравнительный
анализ характеристик, подтверждающих статус МСК
на ранних 6−7-м и более поздних пассажах – ростовые
характеристики, кариотипическая изменчивость, экс-
прессия маркеров недифференцированных эмбрио-
нальных стволовых клеток (ЭСК) и дифференциро-
вочного потенциала клеток при длительном культиви-
ровании. Все полученные характеристики в процессе
обсуждения результатов будут сравнены с ранее по-
лученной линией МСК (MSC-DP), выделенной из
пульпы зуба шестилетней девочки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Выделение клеток. Использовали пульпы выпав-

ших естественным образом молочных зубов двух
разнополых шестилетних детей. Материал использо-
вали с разрешения родственников ребенка. Сразу по-
сле выпадения зубы помещали в пробирку с транс-
портной средой, содержащей DMEM/F12 (Биолот,
Россия) и раствор антибиотиков и антимикотика в 50-
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кратном разведении (Antibiotic Antimycotic Solution,
Sigma, Израиль). До начала работы, пробирка с ма-
териалом хранилась при 4°C не более 24 ч.

Выделение клеток из пульпы зубов проводили ме-
ханическим методом. Все содержимое пульпы вычи-
щали через корневой канал при помощи одноразовой
стерильной инъекционной иглы (23G, Apexmed,
Нидерланды). Затем канал многократно промывали
ростовой средой, содержащей DMEM/F12 (Биолот,
Россия), 10% эмбриональной бычьей сыворотки
(HyClone, США) и раствор антибиотиков и антими-
котика в 50-кратном разведении (Antibiotic Antimy-
cotic Solution, Gibco, США). Выделенные из пульпы
зубов фрагменты ткани культивировали при 37°C,
5% СО2 в течение 10–14 дней. За время культивиро-
вания адгезировавшие к поверхности культурально-
го пластика фибробластоподобные клетки образова-
ли обширные зоны роста. Для пересева клеток на
другую чашку использовали 0.25%-ный раствор
Трипсин-ЭДТА (Gibco, Великобритания).

На 2-м пассаже при отсутствии явных признаков
контаминации бактериями и грибами прекращали до-
бавление в ростовую среду раствора антибиотиков и
антимикотика. Криоконсервировали клетки на 4-м
пассаже в кондиционированной среде, содержащей
10% криопротектора диметилсульфоксида (Биолот,
Россия). Микробиологический анализ, проведен-
ный через 10 пассажей после снятия клеток с анти-
биотиков и антимикотика, подтвердил отсутствие бак-
териальной, грибковой и микоплазменной контами-
нации. Таким образом, были получены две клеточные
линии: MSC-DP-1 (от мальчика) и MSC-DP-2 (от де-
вочки). Основные характеристики получали на 6-м и
7-м пассажах; динамику их изменений отслеживали
при длительном культивировании.

Репликативное старение клеток. Оценивали ак-
тивность фермента SA-β-галактозидазы. Клетки вы-
ращивали в чашках Петри (3.5 мм: Nunc, Дания) в
течение 24–48 ч до образования cубконфлюента. За-
тем среду удаляли и окрашивали клетки с помощью
набора реактивов (Senescence Cells Histochemikal
Staining Kit, SIGMA, США), согласно инструкции. У
клеток, вступающих в фазу РС, цитоплазма окраши-
вается в ярко синий цвет. Анализ проводили с помо-
щью инвертированного микроскопа Nikon TS100
(Япония) на пассажах 6, 16, 25, 32, 42 для линии
MSC-DP-1 и на пассажах 6 и 18 для линии MSC-DP-2.
Долю окрашенных клеток (в %) определяли при
подсчете не менее 1000 клеток в разных полях зрения
на одну временную точку.

Характеристика пролиферативной активности.
1) Эффективность клонирования клеточных линий
определяли в чашках Петри в условиях редкого по-
сева (4 кл./см2 – 100 клеток на 1 чашку 60 мм). Через
21 сут клетки окрашивали 1%-ным водным раство-
ром кристалл-виолета и считали колонии. Эффек-
тивность клонирования определяли в % как отноше-
ние числа выросших колоний (клонов) к числу посе-

янных клеток. Учитывали колонии, состоящие из не
менее 50 клеток. Эффективность клонирования ана-
лизировали на 6-, 16-, 24- и 39-м пассажах для линии
MSC-DP-1 и на 6-, 16- и 18-м пассажах для линии
MSC-DP-2.

2) Индекс пролиферации (ИП) – отношение числа
клеток в текущий момент к исходному числу посе-
янных клеток. Строили кривые роста клеточных по-
пуляций согласно ИП в определенный момент вре-
мени. Для измерения среднего времени удвоения
клеточной популяции каждый экспериментальный
вариант повторяли 3 раза, ежедневно считали клетки
в течение 120–192 ч. Среднее время одного удвоения
клеточной популяции (ao) определяли по формуле
(Седова, 2008): ao = t ln2/ln(Mt/M0), где Mt – число
клеток в момент времени t; M0 – начальное число
клеток; t – время логарифмической фазы роста кле-
точной культуры. Анализ проводили на пассажах 6,
24 и 32 для линии MSC-DP-1, и на пассажах 6, и 18
для линии MSC-DP-2.

Кариотипический анализ полученных клеточных
популяций. Для получения препаратов метафазных
хромосом за 2 ч до фиксации в культуру вводили кол-
цемид (Demecolcine solution 10 мкг/мл в HBSS; Sigma,
США) до конечной концентрации 0.1 мкг/мл, снима-
ли клетки с субстрата смесью трипсина и версена (1 : 3),
проводили гипотоническую обработку смесью
0.075 М раствора КСl и 1%-ного раствора цитрата на-
трия. Клетки фиксировали смесью метанола с ледяной
уксусной кислотой (3 : 1). Для количественного кари-
отипического анализа препараты метафазных хро-
мосом окрашивали водным раствором Гимза (1 : 50).
Модальное число хромосом и пределы изменчиво-
сти клеток по числу хромосом определяли при анализе
100 метафазных пластинок; долю полиплоидных кле-
ток оценивали при анализе 1000 метафазных пласти-
нок для клеточных линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2.

Для структурного кариотипического анализа
проводили дифференциальное G-окрашивание хро-
мосом в соответствии с ранее описанной методикой
(Ozkinay, Mitelman, 1979). Анализировали 100 мета-
фаз в каждом варианте. Клетки линии MSC-DP-1
анализировали на пассажах 6, 15, 24, 33, 42; клетки ли-
нии MSC-DP-2 – на пассажах 7 и 18. Kариотипы ана-
лизировали с помощью микроскопа Axio Imager.M1
(Carl Zeiss, Германия) с системой автоматического
кариотипирования Ikaros 4 Karyotyping System
(MetaSystems, Germany) и описывали в соответствии
с Международной номенклатурой хромосом челове-
ка ISCN (McGowan-Jordan et al., 2016).

Иммунофлуоресцентный анализ. Для иммунофлу-
оресцентного анализа (ИФА) наличия поверхност-
ных маркеров, характерных для ЭСК, и маркеров
ранней дифференцировки в производные 3-х заро-
дышевых листков использовали антитела против
SSEA-4, TRA-1-60 (Chemicon, США), SOX-2 и тран-
скрипционного фактора Oct-4 (Santa Cruz, США).
Для иммунофлуоресцентного анализа присутствия
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маркеров ранней дифференцировки в производные
3-х зародышевых листков, использовали антитела
против α-актинина и гладкомышечного актина (тест
на мезодерму), α-фетопротеина (тест на энтодерму)
(Sigma, США) и нестина (тест на эктодерму) (Chemi-
con, США). Клетки выращивали на покровных стек-
лах, фиксировали 10%-ным раствором формалина
(Sigma-Aldrich, США) в течение 20 мин при комнат-
ной температуре, пермеабилизовали 0.1%-ным рас-
твором Тритона Х100 в течение 15 мин при комнат-
ной температуре, неспецифичные сайты связывания
антител блокировали 0.1%-ным раствором бычьего
сывороточного альбумина (BSA) (Sigma, США) в те-
чение 1 ч при комнатной температуре. Затем инкуби-
ровали с перечисленными выше антителами в течение
ночи при 4°C. Все антитела разводили в соотношении
1 : 50. Для выявления локализации связанных с белка-
ми антител инкубировали препараты в течение ночи
при 4°C с антителами против иммуноглобулинов
мыши (FITC; Chemicon, США), разведенных в соот-
ношении 1 : 500. Каждому этапу предшествовала
трехкратная отмывка препаратов в PBS. Для выявле-
ния ядер препараты инкубировали с красителем
Hoechst 33342 в концентрации 0.1 мкг/мл в течение
10 мин при комнатной температуре. В качестве отри-
цательного контроля использовали клетки, инкуби-
рованные только с антителами против иммуногло-
булинов мыши (FITC; Chemicon, США). Визуализа-
цию проводили с помощью микроскопа Zeiss LSM 5
Pascal (Германия). Анализировали на пассажах 6 и 39
(линия MSC-DP-1) и на пассажах 6 и 17 (линия
MSC-DP-2).

Определение статуса МСК с помощью проточной
цитофлуориметрии. Наличие поверхностных антиге-
нов анализировали с помощью проточной цитофлу-
ориметрии на цитометре Beckman Coulter (США).
Присутствие каждого маркера оценивали по резуль-
татам 3-х экспериментов для клеток, находящихся
на пассажах 6, 43 (линия MSC-DP-1) и на пассажах
6, 18 (линия MSC-DP-2). Иммунофенотипирование
полученных клеточных линий проводили с помо-
щью панели конъюгатов CD-маркерных монокло-
нальных антител с флуорохромами. В работе исполь-
зовали моноклональные антитела против CD-34,
HLA-ABC и HLA-DR (Caltac, США), CD-44, CD-73,
CD-105 (Beckman Coulter, США), СD-90 (Chemicon,
США). В качестве негативного контроля использо-
вали очищенные мышиные антитела IgG1/FITC и
IgG1/RFE (DAKO, Дания). Клетки снимали с по-
верхности чашки с помощью 0.05%-ного раствора
трипсина с версеном (Gibco, США) и отмывали от
него раствором РВS, не содержащем ионов Са2+ и
Mg2+ (Биолот, Россия). Полученную суспензию кле-
ток (1 млн/мл) в РВS делили на пробы по 30 мкл, до-
бавляли к каждой из них по 3 мкл антител и инкуби-
ровали при 4°C в течение 30 мин. Далее пробы дово-
дили до оптимального объема (0.3–0.4 мл) буфером
FACS (PBS, содержащий 1% BSA и 0.05% азида на-
трия).

Индукция остеогенной, адипогенной и хондроген-
ной дифференцировки для определения статуса МСК.
Использовали модифицированный метод (Reyes et al.,
2001). Клетки высевали на покровные стекла, поме-
щенные в культуральные чашки Петри диаметром
35 мм (50000 клеток на чашку). Через 1 сут меняли
обычную ростовую среду на среду для адипогенной и
остеогенной дифференцировок (StemPro; Gibco,
США). Хондрогенную дифференцировку проводи-
ли в культуре микромасс в хондрогенной дифферен-
цировочной среде (StemPro, Gibco, США). Индук-
цию проводили в течение трех недель, меняя среду
каждые 7 сут.

Для идентификации остеогенной дифференциров-
ки использовали выявление кальция по модифициро-
ванному методу Мак-Ги–Рассела (Луппа, 1980). Для
этого клетки однократно промывали PBS без ионов
Ca2+ и Mg2+ и фиксировали 10%-ным раствором
формалина (Sigma-Aldrich, США) в течение 20 мин.
Окрашивание (красителем Alizarin Red Solution;
Merck, Германия) в течение 30 с–5 мин (до проявле-
ния окраски) и визуализацию окрашенных в оран-
жево-красный цвет отложений кальция проводили
под контролем микроскопа (Zeiss LSM 5 Pascal, Гер-
мания). Отмытые и высушенные стекла монтирова-
ли на предметное стекла.

Для идентификации адипогенной дифференциров-
ки клетки промывали PBS без ионов Ca2+ и Mg2+, фик-
сировали в метаноле в течение 2 мин при −20°C. Затем
клетки промывали 50%-ным этанолом и окрашивали
красным масляным (Oil Red O solution; SIGMA, США)
в течение 10 мин. Далее клетки промывали 50%-ным
этанолом, затем дистиллированной водой и монти-
ровали на предметные стекла. Визуализировали
окрашенные капли жира (оранжево-красные) под
микроскопом Zeiss LSM 5 Pascal (Германия).

Для идентификации хондрогенной дифференци-
ровки из сформированных микромасс готовили маз-
ки на трех предметных стеклах, фиксировали их со-
держимое 10%-ным раствором формалина (Sigma-
Aldrich, США) в течение 20 мин. Далее каждый из
мазков окрашивали в течение 30 мин при комнатной
температуре 1%-ным раствором толуидинового си-
него в 50%-ном изопропаноле, или 0.1%-ным вод-
ным раствором сафранина, или 1%-ным раствором
альцианового синего в 3%-ной уксусной кислоте
(Sigma, США). Окрашенные мазки промывали ди-
стиллированной водой, высушивали и монтировали
под покровное стекло.

Идентификацию дифференцировок для линии
MSC-DP-1 проводили на 6-м и 40-м пассажах; для
линии MSC-DP-2 – на 6-м и 18-м пассажах.

Полученные в работе количественные результаты
обрабатывали статистически с использованием
t-критерия Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при вероятности нулевой гипотезы р < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологический анализ. Проведено культиви-
рование выделенных из пульпы молочных зубов
двух доноров фибробластоподобных клеток в тече-
ние 6 пассажей. В результате получены 2 линии, на-
званные, согласно источнику получения, MSC-DP-1
(от мальчика) и MSC-DP-2 (от девочки). Морфоло-
гический анализ этих линий показал однородность
клеточных популяций со средними по размеру вытя-
нутыми фибробластоподобными клетками (рис. 1).

Репликативное старение клеток. Репликативное
старение клеток оценивали по активности SA-β-га-
лактозидазы в клеточных линиях MSC-DP-1 и
MSC-DP-2 (табл. 1). В клетках линии MSC-DP-1 на
пассажах 6, 16 и 25 обнаружена небольшая доля ста-
реющих клеток, что свидетельствует об отсутствии

активного РС. При продолжении культивирования
на пассаже 32 наблюдается значительное увеличение
доли стареющих клеток, достигающее максимума на
пассаже 42. В клетках линии MSC-DP-2 уже на 6-м
пассаже наблюдается небольшая, но более высокая
доля стареющих клеток по сравнению с клетками
MSC-DP-1 (р < 0.05). К пассажу 18 эта доля клеток
значительно увеличивается, что свидетельствует о
вступлении клеток в активную стадию РС. Таким
образом, установлен разный характер РС в процессе
длительного культивирования исследуемых линий.

Проведенный сравнительный анализ характера
РС с линией MSC-DP, ранее полученной из пульпы
зуба 6-ти летней девочки (Кольцова и др., 2018), сви-
детельствует о различиях как между линиями МСК,
выделенными из доноров женского пола, так и из до-

Рис. 1. Прижизненные фотографии клеточных линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2 на пассажах 6, 40 и 6, 18 соответственно ин-
вертированный световой микроскоп Nicon Eclipse TS100, Япония. Масштабная линейка: 200 мкм.
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нора мужского пола. Эти результаты свидетельствуют,
по-видимому, о генетических различиях между доно-
рами, не связанными с их полом. Кроме усиления ак-
тивности SA-β-галактозидазы, в клеточных линиях в
процессе длительного культивирования существен-
но изменяется морфология клеток, выражающаяся в
увеличении размеров и степени их распластанности,
что тоже свидетельствует об активном РС (рис. 1).
Эта характеристика одинакова во всех трех линиях.
Еще одной характеристикой активного РС является
наличие дебриса во всех линиях.

Ростовые характеристики. Эффективность кло-
нирования клеток MSC-DP-1 на 6-м пассаже составля-
ет 15.3 ± 1.8%. Затем она снижается (р < 0.05) и состав-
ляет на 16- и 24-м пассажах соответственно 7.3 ± 0.7 и
6.0 ± 1.2%. Надо отметить, что на этих сроках куль-
тивирования еще не наступает активное РС. По-ви-
димому, нет однозначной корреляции между клоно-
генной активностью и уровнем РС. Тем не менее на
39-м пассаже, на стадии активного РС, клоногенная
активность отсутствует.

Эффективность клонирования клеток MSC-DP-2
на 6-м пассаже составляет 16.6 ± 2.8%, что совпадает
с линией MSC-DP-1, несмотря на повышенную до-
лю стареющих клеток в линии MSC-DP-2. Это еще
раз подтверждает отсутствие связи между уровнем
РС и клоногенной активностью. На 16-м пассаже на
стадии активного РС имеет место снижение клоно-
генной активности до 6.6 ± 0.9%, которая исчезает
на 18-м пассаже. В целом эти результаты подтвержда-
ют ранее полученные данные о снижении уровня кло-
ногенной активности в процессе РС и свидетельствуют
о ее больших колебаниях между разными линиями (Lo
Surdo et al., 2013; Szepesi et al., 2016; Кольцова и др.,
2018, 2020; Мусорина и др., 2019).

Клеточная линия MSC-DP-1 на 6-м пассаже ха-
рактеризуется активной пролиферацией (рис. 2).
Анализ индексов пролиферации (ИП) в течение
120 ч позволяет сделать вывод о том, что логарифми-
ческая фаза роста составляет 96 ч (от 0 до 96). Сред-
нее время одного удвоения клеточной популяции

составляет 26.6 ± 0.32 ч. В процессе культивирования
на 24-м пассаже логарифмическая фаза роста состав-
ляет 96 ч (от 0 до 96). Среднее время одного удвоения
клеточной популяции составляет 30.1 ± 0.25 ч. Анализ
ИП на 33-м пассаже свидетельствует о снижении
пролиферативной активности (рис. 2, кривая 3).
Так, логарифмическая фаза продолжается от 24 до
48 ч, затем наступает плато до 72 ч и последующее
увеличение ИП до 96 ч, т.е. в целом она составляет
72 ч. Среднее значение ИП снижается и составляет на
24-м пассаже 6.38 ± 1.18, на 33-м пассаже – 1.65 ± 0.24
(р < 0.05) (рис. 2, кривые 2 и 3). Эти результаты сви-
детельствуют о наступлении активной стадии РС.
Среднее время одного удвоения клеточной популя-
ции составляет 65.9 ± 5.4. Таким образом, в процессе
РС значительно увеличивается среднее время удвое-
ния (р < 0.05), что характерно для большинства ли-
ний МСК (Garcia et al., 2016; de Witte et al., 2017;
Кольцова и др., 2017, 2019; Koltsova et al., 2021).

Клеточная линия MSC-DP-2 на пассаже 6 харак-
теризуется значительной пролиферативной актив-
ностью (рис. 3). Анализ (ИП) в течение 192 ч позво-
ляет сделать вывод о том, что логарифмическая фаза
роста составляет 72 ч (от 48 до 120 ч). Среднее время
одного удвоения клеточной популяции составляет
37.5 ± 2.2 ч. В процессе культивирования на пассаже
18 логарифмическая фаза роста составляет 24 ч (от 72
до 96 ч). Среднее время одного удвоения клеточной
популяции – 16.7 ± 0.4. Таким образом, в отличие от
линии MSC-DP-1, клетки линии MSC-DP-2 не уве-
личивают среднее время удвоения в процессе РС, а
значительное снижают этот параметр. Отсутствие
увеличения времени удвоения в процессе РС мы на-
блюдали еще в 2-х линиях: в линии MSC-DP, выде-
ленной ранее из пульпы зуба, наблюдали сходство
длительности времени удвоения на ранних и позд-
них пассажах, а в линии SC7-MSC, выделенной из
линии ЭСК, этот параметр значительно снижался в
процессе РС, подобно линии MSC-DP-2.

На основании формулы расчета среднего време-
ни удвоения клеточной популяции (Седова, 2008)
причиной отсутствия увеличения этого параметра в

Таблица 1. Доля клеток с выраженной активностью β-галактозидазы (β-гал) в клетках линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2
в процессе культивирования

Примечание. Показана доля клеток (%) и их ошибки при подсчете не менее 1000 клеток.

Пассаж
MSC-DP-1 MSC-DP-2

число клеток доля клеток с 
активностью β-гал, % число клеток доля клеток с 

активностью β-гал, %

6 1224 4.80 ± 0.60 1351 11.00 ± 0.85
16 1313 5.30 ± 0.62 − −
18 – – 1227 43.80 ± 1.41
25 1213 5.03 ± 0.63 − −
32 1216 32.10 ± 1.30 − −
42 1239 47.13 ± 1.42 − −
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процессе РС можно считать несоответствие дли-
тельности логарифмической фазы величине ИП в
некоторых линиях. По-видимому, изменение сред-
него времени удвоения клеточной популяции не яв-
ляется обязательным признаком РС. Проведенный в
настоящей работе сравнительный анализ двух новых
линий МСК с ранее полученной линией MSC-DP
(Кольцова и др., 2018) свидетельствует о сходстве ли-
ний от одного пола (MSC-DP и MSC-DP-2) по от-
сутствию увеличения среднего времени удвоения
клеточной популяции в стадии активного РС и о
различии по этому параметру между линиями разно-
го пола (MSC-DP и MSC-DP-1). Но на клетках ли-
нии SC7-MSC, выделенной из ЭСК мужского пола,
также показано отсутствие увеличения времени
удвоения популяции в активной стадии РС (Кольцо-
ва и др., 2022).

Таким образом, в нашей работе, проведенной на
небольшом числе линий, нельзя связать характер
пролиферативной активности с полом донора. Кро-
ме этого, линии MSC-DP-1 и MSC-DP-2 значитель-
но различаются между собой по пролиферативной
активности на раннем 6-м пассаже. Средние ИП со-
ставляют на 6-м пассаже 7.29 ± 2.25 и 3.01 ± 0.59 со-
ответственно (р < 0.05) (рис. 2, кривые 1 и 4). А линия
MSC-DP (от девочки) совпадает по ИП с линией
MSC-DP-1 (от мальчика) и значительно отличается
от линии MSC-DP-2 (от девочки). Это также кос-
венно подтверждает неоднозначность гендерных
различий. На стадии активного РС величины ИП в
клетках MSC-DP-1 и MSC-DP-2 уменьшаются и со-
ставляет 1.65 ± 0.24 и 2.44 ± 0.22 соответственно
(р < 0.05) (рис. 2, кривые 3 и 5).

Кариотипический анализ. Проведен кариотипиче-
ский анализ линии MSC-DP-1 на пассажах 6, 15, 24,

33 и 42 и линии MSC-DP-2 на пассажах 7 и 18. Клет-
ки линии MSC-DP-1 сохраняли нормальный дипло-
идный кариотип мужского пола 46,XY с модальным
диплоидным числом хромосом 46 на пассажах 6, 15,
24 и 33. На пассаже 42 наблюдаются отличия распре-
деления клеток по числу хромосом от нормального
кариотипа: пределы изменчивости по числу хромо-
сом составляют 44–47 с модальным числом хромо-
сом 45 (54.0 ± 5.0) и субмодальным числом хромо-
сом 46 (31.0 ± 4.6). Доля полиплоидных клеток на 4-х
пассажах, не имеющих кариотипических аномалий,

Рис. 2. Кривые роста клеток линии MSC-DP-1 на пассаже 6 (кривая 1), на пассаже 24 (кривая 2), на пассаже 33 (кривая 3) и
клеток линии MSC-DP-2 на пассаже 6 (кривая 4), на пассаже 18 (кривая 5).
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Рис. 3. Кариотип клеточной линии MSC-DP-1 на 6-м
пассаже. Нормальный кариотип: 46,XY.
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составила в среднем 4.6%, а на пассаже 42 – 3.0%.
Таким образом, принципиальных различий не обна-
ружено.

Структурный анализ кариотипа линии MSC-DP-1
на 6-м, 15-м, 24-м и 33-м пассажах не выявил хромо-
сомных перестроек. Для иллюстрации нормального
кариотипа этой линии представлен кариотип на 6-м
пассаже на рис. 3. На 42-м пассаже нормальный ди-
плоидный кариотип (46,XY) был обнаружен только в
23% клеток при анализе 100 метафазных пластинок
(рис. 4а). В 77% клеток обнаружены 104 структурные
перестройки хромосом: 40.4% транслокаций, 39.4%
дицентрических хромосом (ДХ), преимущественно
по типу теломерных ассоциаций, а также 12.5% ано-
мальных хромосом с неидентифицированным до-
полнительным материалом и 2.9% маркерных хро-
мосом. Далее рассмотрим подробнее типы и количе-
ство обнаруженных 104-х хромосомных изменений.

В клеточной линии MSC-DP-1 на 42-м пассаже вы-
явлен структурный вариант кариотипа (СВК) с пере-
стройками хромосом 14 и 20 (44 клетки). Так, в 12-ти
клетках присутствовала ДХ dic(14;20)(p13;q13.3)
(рис. 4б); в 32-х клетках – дериват хромосомы 20,
der(20)t(14;20)(q11.1;q13.3), образовавшийся, по-ви-
димому, в результате утраты короткого плеча и цен-
тромерного района хромосомы 14 (рис. 4в). Кроме
того, в двух клетках с ДХ dic(14;20)(p13;q13.3) и в
9 клетках с der(20)t(14;20)(q11.1;q13.3) обнаружены
дополнительные перестройки других хромосом, в том
числе клональная перестройка, ДХ dic(15;21)(q26;p13)
(рис. 4б, в).

В 33-х клетках обнаружены различные клональные
и неклональные перестройки хромосом (рис. 4г, д).

Клональные перестройки выявлены в 13-ти клетках
(рис. 4г): в 4-х клетках обнаружена транслокация
хромосом 8 и 20 с разными точками разрыва в при-
центромерном районе хромосомы 8. Короткое плечо
хромосомы 8 обнаруживали либо в составе ДХ
dic(8;20)(q11.2;q13.3) в сочетании с транслокацией
хромосом 8 и 14, t(8;14)(q11.2;p13) (2 клетки), либо в со-
ставе деривата хромосомы 20 der(20)t(8;20)(p11.2;q13.3)
в сочетании с ДХ dic(8;14)(p11.2;p13) в одной клетке,
или ДХ dic(9;14)(q34;p13) и делецией хромосомы 8,
del(8)(p11.2) – в другой. В 3-х клетках обнаружена
аномальная хромосома 16, add(16)(p13.3) c появле-
нием неидентифицированного дополнительного
материала на коротком плече. В одной из таких кле-
ток обнаружена аномальная хромосома 11 с допол-
нительным, также неидентифицированным, мате-
риалом на коротком плече, add(11)(p15). В 6-ти клет-
ках выявлена ДХ dic(20;21)(q13.3;p13), в одной из
которых эта аномалия сочеталась с перестройкой
хромосомы 4, а в другой – с ДХ dic(9;19)(q34;p13.3).

В остальных 20-ти клетках выявлены неклональные
перестройки (рис. 4д). В перестройках преимуще-
ственно участвовали хромосомы 20 (57.7%) и 14
(51.9%), с меньшей частотой – хромосомы 21 (15.4%), 9
(10.6%), 15 (7.7%), 4 (6.7%) и 8 (6.7%). В перестройки
избирательно вовлекались терминальные районы хро-
мосом 20q13.3, 21p13, 15q26, 9q34, терминальные и
прицентромерные районы хромосом 14, 8 и 4. 

В клетках линии MSC-DP-2 на пассаже 7 имеет ме-
сто нормальный диплоидный кариотип женского по-
ла, 46,XX, который выявлен в 98 клетках (рис. 6). В двух
клетках обнаружена клональная перестройка хромо-
сом 1 и 12 (2%), приводящая к трисомии по длинному

Рис. 4. Кариотип клеточной линии MSC-DP-1 на 42-м пассаже. а – Нормальный кариотип, 46,XY. б – Дицентрическая хро-
мосома (ДХ) dic(14;20)(20pter→20q13.3::14p13→14qter) в СВК 45,XY,dic(14;20)(p13;q13.3). На врезке показаны аномалии хро-
мосом, выявленные в двух клетках с dic(14;20)(p13;q13.3) и числом хромосом 44: ДХ dic(9;15)(9pter→9q22::15q26→15pter); ДХ
dic(15;21)(15pter→15q26::21p13→21qter). в – Кариотип клеток с транслокациeй хромосом 14 и 20,
45,XY,t(14;20)(20pter→20q13.3::14q11.1→14qter); на врезке показаны аномалии хромосом, выявленные в клетках с
t(14;20)(q11.1;q13.3); в верхнем ряду – ДХ dic(15;21)(15pter→15q26::21p13→21qter); транслокации хромосом 4, 14 и 21 с образо-
ванием ДХ dic(4;14)(4pter→4q12::14p13→14qter) и деривата хромосомы 21 der(21)(4qter→4q12::21p13→21qter); ДХ
dic(4;15)(15pter→15q26::4p16→4qter); ДХ dic(4;8)(8pter→8q24.3::4p16→4qter); в нижнем ряду – ДХ
dic(8;9)(8pter→8q24.3::9q34→9pter); ДХ dic(9;21)(9pter→9q34::21p13→21qter); дополнительная копия хромосомы 20, делеция
хромосомы 9 del(9)(pter→q12:) и изодицентрическая хромосома idic(21)(qter→p13::p13→qter) в клетке с транслокацией
t(14;20)(q11.1;q13.3) и числом хромосом 46. г – На врезке показаны выявленные клональные перестройки хромосом; в верхнем
ряду – транслокации хромосом 8, 14 и 20 с образованием ДХ dic(8;20)(20pter→20q13.3::8q11.2→8pter) и деривата хромосомы
14 der(14)(8qter→8q11.2::14p13→14qter); транслокации хромосом 8, 14 и 20 с образованием деривата хромосомы 20
der(20)(20pter→20q13.3::8p11.2→8pter) и ДХ dic(8;14)(8qter→8p11.2::14p13→14qter); транслокация хромосом 8 и 20 с образова-
нием der(20)(20pter→20q13.3::8p11.2→8pter), делеция хромосомы 8 del(8)(:p11.2→qter), ДХ
dic(9;14)(9pter→9q34::14p13→14qter); в среднем ряду – хромосома 16 с дополнительным неидентифицированным материалом
на коротком плече add(16)(?::p13.3→qter); add(16)(?::p13.3→qter) и хромосома 11 с дополнительным неидентифицированным
материалом на коротком плече add(11)(?::p15→qter); в нижнем ряду – ДХ dic(20;21)(20pter→20q13.3::21p13→21qter); ДХ
dic(20;21)(20pter→20q13.3::?::21p13→21qter); ДХ dic(20;21)(q13.3;p13) и хромосома 4 с дополнительным неидентифицирован-
ным материалом на коротком плече add(4)(?::p16→qter); ДХ dic(20;21)(q13.3;p13) и ДХ dic(9;19)9pter→ 9q34::19p13.3→19qter).
д – На врезке показаны некоторые неклональные перестройки хромосом, выявленные в отдельных клетках; в верхнем ряду –
ДХ dic(4;15)(15pter→15q26::4p16→4qter); ДХ dic(4;21)(21qter→21p13::4p16→4qter) и маркерная хромосома; ДХ
dic(7;20)(7pter→7q36::20q13.3→20pter); в среднем ряду – ДХ dic(9;11)(9pter→9q34::11p15→11qter), ДХ
dic(14;15)(15pter→15q26::14p13→14qter) и хромосома 20 с дополнительным неидентифицированным материалом на длинном
плече add(20)(pter→q13.3::?); ДХ dic(9;19)(9pter→9q34::19q13.4→19pter) и ДХ dic(11;21)(11pter→11q25::21p13→21qter); в ниж-
нем ряду – ДХ dic(14;18)(18qter→18p11.3::14p13→14qter); ДХ dic(14;22)(22pter→22q13::14p13→14qter); ДХ
dic(16;20)(20pter→20q13.3::16p13.3→16qter); ДХ dic(18;20)(20pter→20q13.3::18p11.3→18qter); дериват хромосомы 20 с дополни-
тельным материалом длинного плеча хромосомы 12 der(20)(20pter→20q13.3::12q13→12qter); маркерная хромосома. Стрелка-
ми указаны структурно перестроенные хромосомы; звездочкой отмечены клональные перестройки хромосом.
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Неклональные перестройки

плечу хромосомы 1, der(12)t(1;12)(q12;q24.3) (рис. 6,
врезка), но количественно не превышающая уста-
новленные критерии для кариотипически нормаль-
ных линий (Barkholt et al., 2013). На пассаже 18 клет-
ки имели нормальный диплоидный кариотип 46,XX.
Доля полиплоидных клеток составляла 6.0% на 7-м
пассаже и 0.8% на 18 пассаже.

Проведенный структурный кариотипический
анализ при длительном культивировании показал

появление ДХ на основе теломерных ассоциаций в
процессе активного РС. Подобное явление ранее
было обнаружено и в некоторых других линиях в
процессе РС. Причем обнаружено преимуществен-
ное участие в образовании теломерных ассоциаций 14
и 21 хромосом (Кольцова и др., 2018, Мусорина и др.,
2019). Появление теломерных ассоциаций было ра-
нее показано в разных “безмаркерных” иммортализо-
ванных и неиммортализованных диплоидных линиях
при стрессовых ситуациях и при старении. Надо отме-
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тить, что РС нельзя считать индуцированным разными
воздействиями стрессом. Но тем не менее процесс РС
постепенно способствует ухудшению и, в конечном
счете, остановке клеточных процессов, характерных
для МСК на ранних и средних пассажах. По-види-
мому, в процессе РС происходит завершение гене-
тической программы онтогенеза данных клеток.
Анализ характерных черт теломерных ассоциаций,
включая и преимущественное участие определен-
ных хромосом в их образовании, проведенный на
большом “безмаркерном” клеточном материале,
позволил сделать вывод, что роль теломерных ассо-
циаций в таких клеточных линиях, по-видимому,
состоит не в создании кариотипической нестабиль-
ности, что связано с обычными хромосомными
аберрациями, а в образовании генетических струк-
тур, обеспечивающих систему адаптации клеточной
популяции к неблагоприятным факторам (Benn,
1976; Matsumura et al., 1979; Хейфлик, 1997; Полян-
ская, 2000; Полянская, Вахтин, 2003). Возможно,
что этот механизм имеет место и при РС. Но, исходя
из нерегулярности появления этих структур в про-
цессе РС в разных линиях МСК, нельзя сделать вы-
вод об этом явлении, как обязательном при РС.

Результаты ИФА. Показана экспрессия маркеров
ранней дифференцировки ЭСК в производные трех

зародышевых листков в обеих линиях с помощью
иммунофлуоресцентного анализа (рис. 7). Иденти-
фицированы следующие маркеры: альфа-актинин
(маркер мезодермы), альфа-фетопротеин (маркер
энтодермы) и нестин (маркер эктодермы). Эти ре-
зультаты совпадают с более ранними данными, по-
лученными на других линиях МСК, включая линию
MSC-DP. Причем, наличие экспрессии этих марке-
ров в МСК разного происхождения было показано
при использовании разных методов. Предположитель-
но, функциональная роль этих маркеров связана либо с
дифференцировочной пластичностью МСК, либо с
эмбриональным происхождением МСК. Известно, что
МСК могут дифференцироваться не только в произ-
водные мезодермы, но и в производные эктодермы и
эндодермы (Riekstina et al., 2009; Huang et al., 2010;
Sensebé et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi et al.,
2011; Кольцова и др., 2015, 2018; Ding et al., 2015).

Существенно отметить, что на ранних и поздних
пассажах в обеих линиях отсутствуют клетки, несущие
маркеры недифференцированных ЭСК: SSEA-4,
Oct-4, SOX2. Исключение составляет TRA-1-60, ко-
торый присутствует на ранних и поздних пассажах в
линии MSC-DP-1 (данные не представлены). Ин-
формация о наличии этих маркеров в разных МСК
противоречива. Есть исследования, свидетельству-

Рис. 5. Кариотипы клеточной линии MSC-DP-2 на 7-м и 18-м пассажах. Пассаж 7: нормальный кариотип: 46,XX. На врезке
показана структурная перестройка хромосом 1 и 12, приводящая к трисомии по длинному плечу хромосомы 1, обнаруженная
в двух клетках: дериват хромосомы 12 der(12)(12pter→12q24.3::1q12→1qter) разной степени конденсации (стрелки). Пассаж 18:
нормальный кариотип: 46,XX.
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ющие об их отсутствии или присутствии некоторых
из них. Есть данные, предположительно подтвер-
ждающие их участие в процессах пролиферации и
дифференцировки МСК, согласно наличию корреля-
ции между уровнем экспрессии некоторых маркеров и
уровнем пролиферации и дифференцировки некото-
рых МСК (Крылова и др., 2012; Кольцова и др., 2017;
Полянская, 2018). Но, исходя из полученных в этом
исследовании результатов, сложно провести корре-
ляцию между указанными параметрами. Так, не-
смотря на отсутствие этих маркеров, наблюдается
высокая пролиферативная активность в линии
MSC-DP-1, а присутствие маркера TRA-1-60 не спо-

собствует ее увеличению в этой линии на поздних
пассажах. Сравнение экспрессии этих маркеров в
клетках линий MSC-DP и MSC-DP-1 показало раз-
личия только по наличию в линии MSC-DP экс-
прессии маркера SSEA-4 на раннем пассаже, что не
привело к увеличенной пролиферативной активно-
сти или увеличению дифференцировочного потен-
циала по сравнению с линий MSC-DP-1. Таким обра-
зом, вопрос о роли Oct-4, SSEA-4, SOX2 и TRA-1-60 в
функциональной деятельности МСК пока остается
открытым.

Анализ поверхностных антигенов для определения
статуса МСК. Поверхностные антигены МСК полу-

Рис. 6. Флуоресценция маркеров ранней дифференцировки ЭСК в линиях мезенхимных стволовых клеток MSC-DP-1 на
пассажах 6, 40 и MSC-DP-2 на пассажах 6, 17. Показаны маркеры мезодермы (α-актинина), энтодермы (α-фетопротеина) и
эктодермы (нестина). Окраска соответствующими моноклональными антителами. Масштабная линейка: 50 мкм.
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ченных линий анализировали с помощью проточ-
ной цитофлуориметрии и подтвердили наличие у
них статуса МСК (табл. 2). Для популяций обеих ли-
ний и ранее полученной линии MSC-DP характерна
большая доля клеток, несущих характерные для

МСК антигены CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-
ABC и небольшая часть клеток с антигенами CD34,
CD45 и HLA-DR. Никаких принципиальных разли-
чий между линиями на ранних и поздних пассажах
не обнаружено.

Рис. 7. Дифференцировка клеточных линий MSC-DP-1 и MSC-DP-2 в адипогенном, остеогенном и хондрогенном направ-
лениях на пассажах 6, 40 и на пассажах 6, 18 соответственно. Показаны окрашивание жировых включений масляным крас-
ным (адипогенез), окрашивание ализариновым красным комплексов с кальцием (остеогенез) и окрашивание толуидиновым
синим сульфатированных глюкозаминогликанов, сафранином протеогликанов и альциановым синим кислых глюкозамино-
гликанов (хондрогенез). Масштабная линейка: 10 мкм для адипогенеза и 50 мкм для остеогенеза и хондрогенеза.
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Индукция остеогенной, адипогенной и хондроген-
ной дифференцировки для определения статуса МСК.
Результаты анализа дифференцировочного потен-
циала в клеточных линиях MSC-DP-1 и MSC-DP-2
представлены на рис. 8. Представленные данные
свидетельствуют о наличии адипогенной дифферен-
цировки клеток в линии MSC-DP1 на 6-м пассаже,
уровень которой снижается на позднем 40-м пасса-
же. В отличие от этих клеток, в клетках MSC-DP-2
наблюдается ослабленный характер этой дифферен-
цировки на 6-м пассаже и ее полное отсутствие на
позднем 18-м пассаже. Остеогенная и хондрогенная
дифференцировки присутствуют в обеих линиях на
раннем и позднем пассажах. Таким образом, полу-
ченные результаты в целом подтверждают положе-
ние о том, что обе линии по этой характеристике со-
ответствуют статусу МСК на раннем пассаже. Далее
в процессе РС происходит ослабление или исчезно-
вение дифференцировочного потенциала, что также
характеризует МСК. Как правило, это относится не
ко всем 3-м дифференцировкам, а отдельным в раз-
ных линиях. В нашем случае это явление затронуло
адипогенную дифференцировку: частично в линии
MSC-DP-1 и полностью – в линии MSC-DP-2.
Сравнение этих линий с MSC-DP свидетельствует о
различиях между ними, которые связаны с полным
отсутствием адипогенной дифференцировки на ран-
нем и позднем пассажах клеток MSC-DP (Кольцова и
др., 2018).

В целом сравнительный анализ клеточных попу-
ляций, выделенных из двух линий МСК, получен-
ных из пульпы зуба разных доноров, свидетельствует
о наличие межлинейных различий по разным ста-
тусным характеристикам МСК в процессе РС.
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The Derivation and Comparative Characterization of Mesenchymal Stem Cell Lines, 
Isolated from Human Pulp of a Deciduous Tooth of Children of Different Sexes
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Two new non-immortalized fibroblast-like cell lines isolated from the pulp of Deciduous Tooth of Children of Dif-
ferent Sexes, named MSC-DP-1 and MSC-DP-2, were derived and characterized. In order to confirm the status of
mesenchymal stem cells, a comparative analysis of a some characteristics in these lines was carried out at early and
late passages. In the process of long-term cultivation, significant interline differences were revealed in the nature of
replicative senescence (RS) and in growth characteristics. The MSC-DP-1 line was characterized by a later entry
into the active stage of RS and more active proliferation compared to the MSC-DP-2 line. Karyotypic analysis
showed that both lines have a normal human diploid karyotype at early passages. At the late (18th passage), in the
stage of active PS, the MSC-DP-2 line also has a normal karyotype. And the MSC-DP-1 line, which enters the ac-
tive stage of RS much later (at passage 42), has an abnormal karyotype with a large number of clonal chromosomal
rearrangements. Both lines showed a high proportion of cells carrying antigens characteristic of human MSCs:
CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC, and a low frequency of cells with CD34, CD45, and HLA-DR antigens.
The cells of the derived lines at an early passage have the ability to differentiate in adipogenic, osteogenic and chon-
drogenic directions. But the MSC-DP-2 line shows weaker differentiation in the adipogenic direction, than the
MSC-DP-1 line. In the process of RS, a significant weakening of adipogenic differentiation takes place in the MSC-
DP-1 line, and it disappears in the MSC-DP-2 line. The activity of other differentiations does not change during
RS. In general, the derived results confirm the status of MSCs for the derived lines and indicate interline differences
in the RS process. However, the derived differences between these lines, as well as the comparison with the previ-
ously derived line MSC-DP do not indicate their gender nature. Apparently, they are associated with the genetic
characteristics of different donors.

Keywords: human mesenchymal stem cells, replicative senescence, proliferative activity, cell surface markers, karyo-
type, differentiation


