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Эндоглин (CD105) – один из главных маркерных антигенов мезенхимных стволовых клеток (МСК) и эн-
дотелиальных клеток. Функции эндоглина в клетках эндотелия подробно исследованы, тогда как значе-
ние этого белка в биологии МСК остается мало изученным. В работе проведено сравнительное исследо-
вание экспрессии, интернализации и шединга CD105 клетками эндотелия человека линии EA.hy926 и
МСК жировой ткани человека, полученными из разных источников. Количество CD105-позитивных кле-
ток во всех культурах МСК и клетках линии EA.hy926 составляло более 97% популяции, однако МСК, вы-
деленные из висцерального жира, отличались от МСК подкожной жировой ткани по показателю, отража-
ющему плотность CD105 на поверхности клеток. Суммарный уровень экспрессии мРНК эндоглина в
МСК и эндотелиальных клетках был сходен, в то время как вклад мРНК, определяющей синтез короткой
изоформы CD105, был выше в клетках эндотелия. С помощью моноклональных антител (МКАТ), направ-
ленных к разным эпитопам эндоглина, были выявлены значительные различия в динамике обмена CD105
на мембране эндотелиальных клеток и МСК. На клетках эндотелия EA.hy926 молекулы CD105, связавшие
антитела, подвергались интернализации и оставались в перинуклеарном пространстве. В культурах МСК
комплексы CD105 с антителами не подвергались эндоцитозу и длительное время сохранялись на клеточ-
ной мембране. Было показано, что МСК, так же, как и клетки эндотелия, обладают шедингом эндоглина,
они сбрасывают экстраклеточный фрагмент молекулы в окружающую среду с образованием растворимой
формы CD105. Процесс шединга в МСК был значительно менее интенсивным, чем в эндотелиальных
клетках. Таким образом, впервые показано, что в МСК, в отличие от эндотелия, эндоглин долго сохраня-
ется на поверхности клеток и не подвергается интернализации после связывания с антителами. Впервые
было установлено, что МСК осуществляют шединг эндоглина с образованием его растворимой формы.

Ключевые слова: эндоглин, CD105, мезенхимные стволовые клетки, клетки эндотелия EA.hy926, интерна-
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Эндоглин (CD105) – это интегральный транс-
мембранный белок, корецептор белков суперсемей-
ства TGF-β. У человека идентифицировано две
изоформы CD105 – длинная (L-CD105) и короткая
(S-CD105), которые образуются в результате альтер-
нативного сплайсинга и отличаются строением ци-
топлазматического домена (Bellón et al., 1993). Рас-
творимая форма эндоглина образуется в результате

отщепления экстраклеточного фрагмента молекулы
с поверхности клетки вблизи трансмембранного до-
мена под действием фермента матриксной металло-
протеиназы 14 (MMP-14) (Hawinkels et al., 2010).

Известно, что не существует универсального мар-
кера, специфичного для мезенхимных стволовых
клеток (МСК), при этом CD105 является одним из
основных позитивных маркеров этих клеток. При
идентификации МСК необходимо подтвердить экс-
прессию нескольких мембранных молекул, включая
CD105, CD29, CD44, CD73 и CD90 (Dominici et al.,
2006). Уровень экспрессии CD105 на МСК, выде-

Принятые сокращения: ИФА – иммуноферментный анализ;
МКАТ – моноклональные антитела; MMP-14 – матриксная
металлопротеиназа 14; МСК – мезенхимные стволовые
клетки.
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ленных из различных источников, таких как кост-
ный мозг, жировая ткань, пуповинная кровь и пла-
цента, может варьировать (Jeon et al., 2016).

Одним из основных источников МСК взрослого
человека является жировая ткань (Gronthos et al.,
2001; Zuk et al., 2001). По фенотипическим характе-
ристикам и дифференцировочным потенциям
CD105-позитивные МСК жировой ткани сходны с
МСК костного мозга (Gronthos et al., 2001; Zuk et al.,
2001, 2002; Katz et al., 2005; Mitchell et al., 2006). Низкая
экспрессия CD105 на МСК ассоциирована со склон-
ностью клеток к адипогенной дифференцировке, то-
гда как CD105-позитивные клетки предпочтительно
дифференцируются в хондроциты (Jiang et al., 2010).
Данные о взаимосвязи между экспрессией CD105 и
остеогенной дифференцировкой МСК противоре-
чивы: высокий остеогенный потенциал могут де-
монстрировать и CD105high-клетки (Jiang et al., 2010;
Maleki et al., 2014), и CD105low-клетки (Levi et al.,
2011). Отмечена связь между уровнем экспрессии
CD105 и иммуномодулирующими свойствами МСК:
не несущие этого маркера клетки ингибируют про-
лиферацию CD4-позитивных Т-лимфоцитов более
эффективно, чем CD105-позитивные клетки (Ander-
son et al., 2013).

Помимо того, что CD105 – один из основных
маркеров МСК, он, как известно, является проли-
феративно-зависимой маркерной молекулой клеток
сосудистого эндотелия (Gougos, Letarte, 1988). Эн-
доглин регулирует дифференцировку эндотелиаль-
ных клеток, влияет на их миграционную активность
и участвует в формировании ими адгезионных кон-
тактов (Sanz-Rodriguez et al., 2004; Bernabeu et al.,
2007). Считается, что ответ клеток на ростовые факто-
ры, принадлежащие к семейству TGF-β, модулируется
CD105 с помощью двух альтернативных сигнальных
путей. Если после связывания TGF-β с рецептором
TGF-β II типа активируется путь ALK1/Smad1/5/8, то
пролиферация и миграция эндотелиальных клеток
увеличиваются. Активация пути ALK5/Smad2/3 имеет
противоположный эффект и обуславливает состояние
покоя эндотелиальных клеток (Lebrin et al., 2005).

Моноклональные антитела (МКАТ) служат уни-
версальным инструментом для изучения роли мем-
бранных молекул в биологии различных клеток. Ан-
титела против эндоглина в этом отношении занима-
ют особое место, поскольку CD105 экспрессирован
на поверхности эндотелиальных клеток, обращен-
ной в просвет кровеносных сосудов. Такая локали-
зация CD105, а также выраженная зависимость экс-
прессии этого маркера от пролиферации эндотелия,
заставляют рассматривать эту молекулу как пер-
спективную мишень для анти-ангиогенной терапии
опухолей, а МКАТ против эндоглина – в качестве
инструмента такого рода воздействий (Seon et al.,
1997; Takahashi et al., 2001).

Цель настоящего исследования состояла в полу-
чении информации об экспрессии и обновлении мо-

лекул эндоглина на МСК жировой ткани человека в
сравнении с эндотелиальными клетками.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Процедура получения первичных линий

МСК из жировой ткани была описана ранее (Пине-
вич и др., 2014). Вкратце: МСК выделяли из подкож-
ной жировой ткани, извлеченной в ходе операций по
поводу рака молочной железы (n = 4) и околопочеч-
ного жира, удаленного у пациентов с раком почек в
ходе нефрэктомии (n = 4). Для получения материала
использовали жировую ткань, не затронутую опухо-
левым процессом. Образцы МСК из подкожной жи-
ровой ткани условно здоровых доноров были выде-
лены из липоаспиратов сотрудниками Покровского
банка стволовых клеток человека (Санкт-Петербург,
Россия). Все образцы были получены при информи-
рованном согласии от пациентов и доноров. Проце-
дуры проводили в соответствии с нормативными
требованиями научно-исследовательского этиче-
ского комитета РНЦРХТ им. акaд. А.М. Гранова
(Санкт-Петербург, Россия). Клеточные линии были
охарактеризованы как МСК по адгезионным свой-
ствам, фенотипу и дифференцировочным потенци-
ям в соответствии с требованиями международного
общества клеточной терапии (Dominici et al., 2006).
МСК культивировали в вентилируемых пластико-
вых флаконах площадью 12.5, 25 и 75 см2 (Orange
Scientific, Бельгия) в среде DMEM/F12 (БиолоТ,
Россия), содержащей 10% эмбриональной телячьей
сыворотки (Thermo Scientific, США) и 40 мкг/мл
гентамицина (БиолоТ, Россия).

Клетки эндотелия человека линии EA.hy926 (по-
лученные в результате гибридизации первичной ли-
нии HUVEC и карциномы человека A549) были
предоставлены И.С. Фрейдлин (ИЭМ, Санкт-Пе-
тербург, Россия) с любезного разрешения автора
(Edgell et al., 1983). Клетки EA.hy926 культивировали
в вентилируемых пластиковых флаконах площадью
25 и 75 см2 (Orange Scientific, Бельгия) в среде
DMEM/F12 (БиолоТ, Россия), содержащей 5% эм-
бриональной телячьей сыворотки (Thermo Scientific,
США), 0.5 мкМ аминоптерина, 16 мкМ тимидина и
100 мкМ гипоксантина (Sigma, США).

Все клетки культивировали при 37°С в стандарт-
ных условиях (6% CO2, 20% O2) до образования 80–
90%-ного конфлюентного монослоя, после чего пе-
ресевали с помощью раствора 0.25%-ного трипсина
с версеном (БиолоТ, Россия).

Антитела. Были использованы МКАТ мыши, на-
правленные против разных конформационно-зави-
симых эпитопов CD105 человека (2С8, 4С9 и 4Е4) и
МКАТ мыши 3А7 против цитотоксического белка
CagA Helicobacter pylori в качестве изотипического
контрольного реагента. Все МКАТ были ранее полу-
чены в лаборатории гибридомной технологии
РНЦРХТ им. акaд. А.М. Гранова (Смирнов и др.,
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2015). Вторичные козьи антитела против иммуно-
глобулинов мыши были приобретены у Invitrogen
(США). Конъюгаты всех антител с изотиоцианатом
флуоресцеина были приготовлены по стандартной
методике (Catty et al., 1989). Для добавления в кле-
точные культуры МКАТ выделяли методом аффин-
ной хроматографии с использованием белка G (Cat-
ty et al., 1989), разводили в фосфатно-солевом буфер-
ном растворе и стерилизовали фильтрованием.
Меченные фикоэритрином антитела против CD105
человека и антитела мыши против IgG1κ человека
(изотипический контроль) были приобретены у BD
Biosciences (США).

Выделение РНК и исследование активности генов
методом ПЦР в режиме реального времени. Тоталь-
ную клеточную РНК выделяли из МСК и клеток ли-
нии EA.hy926 с помощью TRIzol Reagent (Life Tech-
nologies, США) в соответствии с рекомендациями
производителя. Для постановки реакции обратной
транскрипции использовали 500 нг РНК. Реакцион-
ная смесь включала: 40 единиц M-MuLV обратной
транскриптазы, 1 ммоль смеси dNTP, 0.2 мкг Ran-
dom праймера, 20 единиц ингибитора РНКаз (Ribo-
Lock RNAse inhibitor; Сибэнзим, Россия) и де-
ионизованную воду. Реакцию обратной транскрип-
ции для получения кДНК проводили в соответствии
с рекомендациями производителя обратной тран-
скриптазы. ПЦР в реальном времени проводили в
объеме 25 мкл в 96-луночных планшетах для ПЦР на
термоциклере CFX96 Touch (Bio-Rad, США). Реак-
ционная смесь для ПЦР включала в себя праймеры в
заранее подобранных концентрациях (200–300 нМ),
0.5 мкл кДНК, 0.8 ммоль смеси dNTP, 4 ммоль
MgCl2, 1 ед. Hot Start Taq ДНК-полимеразы, реакци-
онный буфер (Сибэнзим, Россия), 1 мкл SYBR
Green (BioDye, Россия) и деионизованную воду.
Специфические праймеры были выбраны из Банка
праймеров Гарвардской медицинской школы
(США) и синтезированы группoй компаний Алкор
Био (Россия).

Экспрессию мРНК CD105 оценивали с использо-
ванием двух комбинаций праймеров, подобранных та-
ким образом, чтобы амплифицируемый фрагмент (1)
находился в общей для двух изоформ CD105 (L-CD105
и S-CD105) части мРНК или (2) включал часть по-
следовательности интрона S-CD105 изоформы бел-
ка. Использовали следующие нуклеотидные после-
довательности праймеров:
для CD105-LS: 5'-CGGGTCTCAAGACCAGGAAG-3'
(прямой) и
5'-GAGGAAGGCACCAAAGGTGA-3' (обратный);
для CD105-S: 5'-TCATCAGCCCTGACCTGTCT-3'
(прямой) и
5'-GCATGCTCACTGTGGGGG-3' (обратный);
для MMP-14: 5'-CATCTGTGACGGGAACTTTGA-3'
(прямой) и
5'-GGCAGTGTTGATGGACGCA-3' (обратный);

для TGF-β1: 5'-GGCCAGATCCTGTCCAAGC-3'
(прямой) и
5'-GTGGGTTTCCAACCATTAGCAC-3' (обратный).

После денатурации при 95°С в течение 10 мин
проводили 40 циклов амплификации в следующем
режиме: плавление при 95°С в течение 30 с, отжиг при
56°С в течение 30 с, синтез при 72°С в течение 30 с.
Уровень активности генов представляли в виде раз-
ницы (ΔCT) между пороговым циклом исследуемого
гена и гена сравнения GAPDH.

Анализ пролиферации клеток. Клетки культивиро-
вали в соответствующей ростовой среде в вентили-
руемых пластиковых флаконах площадью 25 см2

(Orange Scientific, Бельгия). После достижения суб-
конфлюентного монослоя клетки снимали с поверх-
ности культуральных флаконов с помощью 0.25%-
ного раствора трипсина с версеном (БиолоТ, Рос-
сия). Число клеток во взвеси определяли с помощью
кондуктометрического счетчика Z1 Coulter Counter
(Beckman Coulter, США). Время удвоения численно-
сти популяции (ВУ) рассчитывали по формуле: ВУ =
= (dT × lg2)/(lgN – lgN0), где dT – время от посева до
снятия культуры, N0 – исходное число клеток (по-
севная доза), а N – прирост числа клеток.

Проточная цитофлуориметрия. Для анализа экс-
прессии CD105 клетки снимали с поверхности куль-
туральных флаконов и инкубировали с меченными
фикоэритрином антителами против CD105 или со-
ответствующими изотипическими контрольными
реагентами (BD Biosciences, США), разведенными в
фосфатно-солевом буферном растворе с добавлени-
ем 3% эмбриональной телячьей сыворотки (Thermo
Scientific, США) и 0.1% азида натрия (Sigma, США)
в течение 1 ч при 4°C. Окрашенные клетки отмывали
в буфере CellWASH (BD Biosciences, США) и анали-
зировали на проточном цитофлуориметре BD
FACSAriaIII с использованием программного обес-
печения BD FACSDiva software version 7.0 (BD Biosci-
ences, США).

Чтобы оценить, как долго CD105, связанный с
МКАТ, сохраняется на поверхности плазматиче-
ской мембраны, клетки в логарифмической фазе ро-
ста инкубировали в ростовой среде, содержащей
10 мкг/мл немеченых МКАТ против CD105 в тече-
ние 1 ч при 37°C. Далее клетки отмывали от антител
и либо немедленно анализировали на проточном
цитофлуориметре, либо культивировали в ростовой
среде, не содержащей антител, в течение 24, 48 или
72 ч при 37°C. Во всех случаях по окончании культи-
вирования клетки инкубировали с вторичными ан-
тителами, меченными изотиоцианатом флуоресцеи-
на, в течение 1 ч при 4°C. Для того чтобы оценить,
влияют ли МКАТ на уровень экспрессии CD105,
клетки после инкубации с немечеными антителами
и культивирования по вышеописанной схеме после-
довательно инкубировали с немечеными МКАТ
против CD105 той же специфичности, что и исход-
ная, и с вторичными антителами, меченными изо-



ЦИТОЛОГИЯ  том 62  № 8  2020

ЭКСПРЕССИЯ И ОБНОВЛЕНИЕ ЭНДОГЛИНА НА МЕМБРАНЕ 545

тиоцианатом флуоресцеина, в течение 1 ч при 4°C.
Во всех случаях были использованы соответствую-
щие изотипические контроли. Все эксперименты
проводили в трех повторностях.

Иммунофлуоресцентная микроскопия. Для выяв-
ления поверхностного и внутриклеточного эндогли-
на клетки культивировали на покровных стеклах в
соответствующей ростовой среде, содержащей 10
мкг/мл меченых изотиоцианатом флуоресцеина
МКАТ против CD105 или антител изотипического
контроля, в течение 30 мин, 1 или 2 ч при 4°C (для
выявления CD105 на поверхности мембраны) или
при 37°C (для выявления внутриклеточного CD105
после интернализации). После инкубации с
антителами клетки отмывали и либо немедленно
фиксировали в 4%-ном забуференном параформ-
альдегиде в течение 10 мин, либо культивировали в
ростовой среде, не содержащей антител, в течение
24, 48 или 72 ч до фиксации.

Чтобы выявить только поверхностную форму
CD105, связанную с МКАТ, клетки культивировали
в ростовой среде, содержащей 10 мкг/мл немеченых
МКАТ против CD105 или антител изотипического
контроля в течение 1 ч при 37°C, отмывали от антител
и культивировали в ростовой среде по вышеописанной
схеме. По окончании культивирования клетки фикси-
ровали, как описано выше, и инкубировали с вторич-
ными антителами, мечеными изотиоцианатом флу-
оресцеина, в течение 1 ч при комнатной температуре
с пермеабилизацией (0.05%-ным сапонином (Sigma,
США) в фосфатно-солевом буферном растворе в
течение 30 мин) или без пермеабилизации. Ядра до-
крашивали DAPI (Sigma, США) в течение 10 мин.
Препараты визуализировали с помощью микроско-
па AxioScope.A1, оборудованного камерой AxioCam
MRm, с использованием программного обеспече-
ния AxioVision Rel. 4.8 software (Carl Zeiss AG, Герма-
ния).

Измерение концентрации растворимого CD105 с
помощью иммунорферментного анализа (ИФА). Клет-
ки культивировали в 96-луночных планшетах (Ther-
mo Fisher Scientific, США) в течение 24 ч до достиже-
ния 100%-ного конфлюентного монослоя. После
этого ростовую среду заменяли и продолжали куль-
тивирование. Пробы ростовой среды собирали через
24, 48, 96 или 144 ч культивирования из трех незави-
симых лунок. Концентрацию CD105 определяли с
помощью высокочувствительного двухцентрового
варианта ИФА, разработанного в лаборатории
(Смирнов и др., 2015; Smirnov et al., 2016). В качестве
калибрующего образца использовали рекомбинант-
ный растворимый CD105 (1097-EN-025, R&D Sys-
tems, США).

Статистический анализ. Большинство экспери-
ментов было проведено в трех повторностях. Дан-
ные представлены в виде средних значений и стан-
дартного отклонения.

Использованные реактивы: среда DMEM/F12 с
глутамином, раствор Дульбекко DPBS 1-кратный
без Ca2+ и Mg2+, раствор трипсина с версеном (1 : 1),
гентамицин (БиолоТ, Россия); эмбриональная теля-
чья сыворотка Hyclone (Thermo Scientific, США);
аминоптерин, тимидин, гипоксантин, азид натрия,
изотиоцианат флуоресцеина, сапонин, Tween-20,
DAPI (Sigma, США); немеченые козьи антитела про-
тив иммуноглобулинов мыши (Invitrogen, США); ме-
ченые фикоэритрином моноклональные мышиные
антитела к CD105 (clone 266), меченые фикоэритри-
ном антитела изотипического контроля (clone
MOPC-21), BD FACSFlow™ Sheath Fluid, BD Cell-
WASH (Becton Dickinson, США); TRIzol Reagent
(Life Technologies, США); M-MuLV обратной тран-
скриптазы, смесь dNTP, Random-праймера и инги-
битора РНКаз (RiboLock RNAse inhibitor), Hot Start
Taq ДНК-полимераза, буфер для Hot Start Taq ДНК-
полимеразы, раствор MgCl2 (Сибэнзим, Россия);
Sybr Green (BioDye, Россия); рекомбинантный рас-
творимый CD105 (1097-EN-025, R&D Systems,
США); параформальдегид (ЛенРеактив, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ экспрессии CD105 с помощью проточной
цитофлуориметрии. Уровень экспрессии молекул
CD105 на поверхности клеток эндотелия линии
EA.hy926 и МСК из жировой ткани оценивали мето-
дом проточной цитофлуориметрии (рис. 1). Боль-
шинство МСК и клеток EA.hy926 несли на поверх-
ности эндоглин, причем не было обнаружено разли-
чий в численности клеток CD105+ между МСК и
эндотелиальными клетками. Культуры МСК, выде-
ленные из подкожной или висцеральной жировой
ткани пациентов и культуры, полученные из под-
кожной жировой ткани здоровых доноров, содержа-
ли одинаковые по численности популяции клеток,
экспрессирующих мембранный эндоглин.

В качестве второго критерия оценки экспрессии
CD105 была выбрана медиана интенсивности флуо-
ресценции клеток (МИФ), измеренная для каждой
индивидуальной культуры МСК и клеток линии
EA.hy926 (рис. 2). Этот показатель был близок по
значению для клеток эндотелия и культур МСК, вы-
деленных из подкожной жировой ткани. При анали-
зе культур МСК, полученных из висцеральной жи-
ровой ткани, были получены более высокие значения
МИФ, что свидетельствовало о большем количестве
молекул CD105 на поверхности этих клеток.

Анализ экспрессии генов CD105 и TGF-β1. Моле-
кулы CD105 на поверхности клеток могут присут-
ствовать в виде одной из двух изоформ – длинной
(L-CD105) или короткой (S-CD105), которые обра-
зуются в результате альтернативного сплайсинга и
играют противоположные роли в сигнальных путях,
индуцированных TGF-β. Чтобы выяснить, какие
изоформы эндоглина представлены на эндотелиаль-
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ных клетках и МСК, были использованы праймеры,
позволяющие оценить уровень мРНК S-CD105 или
суммарной мРНК обеих изоформ CD105 (рис. 3).

Общий уровень экспрессии гена эндоглина
(L-CD105 + S-CD105) был высоким и в эндотели-
альных клетках, и в МСК. При этом в индивидуаль-
ных образцах МСК активность гена варьировала
(рис. 3а). Вклад мРНК, определяющей синтез корот-
кой изоформы CD105, в клетках EA.hy926 был выше,
чем в МСК (рис. 3б), следовательно, культуры МСК
характеризовались более высокой экспрессией
L-CD105, чем эндотелиальные клетки. У МСК здо-
ровых доноров обнаружили тенденцию к более вы-
сокой экспрессии короткой изоформы эндоглина по
сравнению с МСК пациентов.

Уровень экспрессии гена TGF-β1 в эндотелиаль-
ных клетках EA.hy926 был сравним с таковым в
МСК здоровых доноров и выше, чем в МСК, полу-
ченных от пациентов (рис. 3в).

Время удвоения клеточных популяций. Было про-
ведено сравнение скорости роста культур МСК и
клеток эндотелия линии EA.hy926 (рис. 4). МСК об-
ладали ограниченным пролиферативным потенциа-
лом. Время удвоения этих культур было наимень-
шим на 3–6 пассажах культивирования, однако ва-
рьировало для индивидуальных образцов. Культура
клеток эндотелия EA.hy926 имела значительно более
высокую пролиферативную активность, чем любая
из культур МСК.

Удаление CD105 с мембраны МСК и эндотелиаль-
ных клеток. Обмен CD105 на поверхностной мем-
бране клеток является результатом ряда процессов:
синтеза эндоглина и встраивания его в мембрану,
его интернализации, рециркуляции, а также опосре-

дованного ферментами отщепления экстраклеточного
участка CD105. Часть молекул эндоглина в течение не-
которого времени может сохраняться на поверхности
клеток. Присутствие CD105 на эндотелиальных клет-
ках и МСК исследовали с помощью МКАТ против эн-
доглина человека, обладающих разной эпитопной
специфичностью (рис. 5).

Чтобы оценить сохранение молекул эндоглина на
поверхностной мембране, клетки инкубировали с
немечеными МКАТ в течение 1 ч при 37°C, затем от-
мывали от несвязавшихся антител. Часть клеток не-
медленно после этого инкубировали с вторичными
антителами, мечеными изотиоцианатом флуоресцеи-
на в течение 1 ч при 4°C и исследовали методом про-

Рис. 1. Экспрессия поверхностного белкового маркера CD105 эндотелиальными клетками EA.hy926 (1), МСК из подкожной
жировой ткани здоровых доноров (2), из висцеральной (3) и подкожной (4) жировой ткани пациентов. Проточная
цитофлуориметрия. а – Интенсивность флуоресценции популяций клеток CD105+, меченных МКАТ; пик 5 – изотипиче-
ский контроль. б – Процентное содержание клеток CD105+ в популяциях. Точки соответствуют средним значениям для от-
дельных образцов.
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Рис. 3. Экспрессия генов двух изоформ белка CD105 (L-CD105 и S-CD105 суммарно; (а), S-CD105 (б), TGF-β1 (в) и MMP-14
(г) в эндотелиальных клетках EA.hy926 (1), МСК из подкожной жировой ткани здоровых доноров (2), из висцеральной (3) и
подкожной (4) жировой ткани пациентов. Показаны средние значения. Уровни активности генов представлены в виде раз-
ности (ΔСТ) между пороговым циклом исследуемого гена и геном сравнения GAPDH (ПЦР в режиме реального времени).
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точной цитофлуориметрии. Другую часть клеток пе-
ред дальнейшей обработкой культивировали в среде,
не содержащей антител, в течение 24, 48 или 72 ч.

При проведении анализа непосредственно после
удаления антител фракция клеток CD105+ составля-
ла более 94% популяции всех индивидуальных куль-
тур МСК и эндотелиальных клеток (рис. 5а–г). Резуль-
тат не зависел от того, какие из эндоглин-специфичных
антител были использованы. При культивировании
клеток в среде, не содержащей антител, количество им-
мунных комплексов CD105-МКАТ на мембране сни-
жалось с течением времени, причем динамика этого
процесса отличалась для МСК и эндотелиальных кле-
ток. Через 48 ч культивирования лишь 9–46% клеток
EA.hy926 несли на поверхности комплексы CD105-
МКАТ (рис. 5a), а различия были обусловлены ис-
пользованными МКАТ.

Культуры МСК сохраняли иммунные комплексы
CD105-МКАТ на поверхности мембраны значитель-
но дольше. Динамика снижения количества мече-
ных клеток была разной для индивидуальных образ-
цов. До половины МСК, полученных из висцераль-
ной жировой ткани, сохраняли на поверхности
комплексы CD105-МКАТ спустя 72 ч культивирова-
ния (рис. 5в). В то же время культуры МСК из под-
кожной жировой ткани условно здоровых доноров
(рис. 5б) и пациентов (рис. 5г) через 72 ч содержали
до 69% CD105-позитивных клеток. Доля клеток, со-
храняющих иммунные комплексы, была выше, если
клетки инкубировали с МКАТ специфичности 2C8
или 4C9. Связывание CD105 с МКАТ другой специ-

фичности (4Е4) во всех экспериментах индуцирова-
ло наиболее быстрое освобождение иммунных ком-
плексов с поверхности мембран клеток.

Был поставлен вопрос о том, индуцирует ли свя-
зывание CD105 с антителами последующее сниже-
ние экспрессии этого маркера на клеточной мембра-
не. Для этого после культивирования по вышеопи-
санной схеме в среде, не содержащей МКАТ, клетки
повторно инкубировали в течение 1 ч при 4°C с од-
ноименными немечеными МКАТ, а затем с мечены-
ми вторичными антителами (данные не показаны).
Было установлено, что количество клеток CD105+ не
менялось на всех сроках культивирования и состав-
ляло более 94% для всех исследованных культур. Эн-
дотелиальные клетки и МСК продолжали синтези-
ровать и выставлять на поверхности мембраны
вновь синтезированные молекулы эндоглина.

Помимо численности популяции CD105+-кле-
ток, об уровне экспрессии эндоглина МСК и эндо-
телиальными клетками судили по уровню МИФ. В
качестве показателя для каждой временной точки
оценивали отношение МИФ клеток CD105+ к МИФ
изотипического контроля (рис. 5д–з). Количество
иммунных комплексов CD105-МКАТ на поверхно-
сти МСК заметно снижалось в течение первых 24 ч
культивирования в среде, не содержащей антител,
вне зависимости от использованных МКАТ. В тече-
ние последующих 48 ч культивирования плотность
комплексов CD105-МКАТ незначительно снижа-
лась на поверхности МСК, выделенных из висце-

Рис. 5. Динамика удаления комплексов CD105 с разными по эпитопной специфичности МКАТ (2С8, 4С9, 4Е4) с поверхности
эндотелиальных клеток EA.hy926 (а, д), МСК из подкожной жировой ткани здоровых доноров (б, е), из висцеральной (в, ж)
и подкожной (г, з) жировой ткани пациентов при культивировании в среде, не содержащей антител. По вертикали: доля кле-
ток, сохраняющих на поверхности иммунные комплексы CD105-МКАТ, % (а–г); отношение МИФ клеток, несущих ком-
плексы CD105-МКАТ (МИФ-1), к МИФ изотипического контроля (МИФ-2) (д–з). Вертикальные отрезки – стандартные от-
клонения.
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ральной жировой ткани и оставалась неизменной на
поверхности МСК из подкожной жировой ткани па-
циентов и здоровых доноров. При этом численность
популяций CD105+-клеток продолжала снижаться
во всех культурах МСК.

На клетках эндотелия линии EA.hy926 плотность
молекул CD105, связанных с антителами, зависела
от того, МКАТ какой специфичности (4E4 или 4C9)
входили в состав комплекса. Связывание CD105 с
4E4 приводило к быстрому снижению плотности эн-
доглина на поверхности мембраны, тогда как плот-
ность комплексов CD105-4C9 сохранялась на посто-
янном уровне в течение 24 ч.

Снижение количества молекул CD105 на поверх-
ности мембраны могло быть следствием либо интер-
нализации клетками иммунных комплексов, либо
фермент-опосредованного сбрасывания иммунных
комплексов, содержащих эндоглин.

Интернализация CD105 эндотелиальными клетка-
ми. Судьба молекул CD105 после связывания с

МКАТ на поверхности мембраны была прослежена
методом иммунофлуоресцентной микроскопии. Клет-
ки EA.hy926, выращенные на покровных стеклах, ин-
кубировали с меченными изотиоцианатом флуорес-
цеина МКАТ против CD105, отмывали, и либо сразу
просматривали в микроскопе, либо культивировали
в течение 24–72 ч в среде, не содержащей антител,
перед просмотром (рис. 6).

Динамика элиминации CD105 с поверхности
клеток EA.hy926 была одинаковой для всех исполь-
зованных МКАТ. Через 30 мин инкубации с мече-
ными МКАТ при 4°C все иммунные комплексы
CD105-МКАТ располагались на поверхности клеток
без признаков интернализации (рис. 6а). При повы-
шении температуры инкубации до 37°C молекулы
CD105, связанные с МКАТ, были обнаружены не
только на поверхности мембраны, но и в перинукле-
арном пространстве (рис. 6б). Увеличение времени
инкубации при 37°C в присутствии МКАТ приводи-
ло к увеличению количества комплексов CD105-

Рис. 6. Локализация иммунных комплексов CD105 с МКАТ (4Е4) в эндотелиальных клетках EA.hy926 после инкубации с ан-
тителами при разных температуре и длительности. а–е – ФИТЦ-меченные 4Е4: а – 30 мин, 4°C; б – 30 мин, 37°C; в – 2 ч,
37°С; г, д, е – 2 ч при 37°С и последующее культивированиe в среде, не содержащей антител, в течение 24 (г), 48 (д) или 72 (е)
ч соответственно. ж, з – Немеченые 4Е4, 2 ч, 37°C и последующее культивирование в среде, не содержащей антител (48 ч) с
визуализацией вторичными антителами, меченными ФИТЦ без (ж) или после (з) пермеабилизации; и – после инкубации с
антителами изотипического контроля. Ядра докрашены DAPI. Об. 40×.
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МКАТ в перинуклеарном пространстве эндотели-
альных клеток (рис. 6в). Через 24 ч культивирования
клеток EA.hy926 в среде, не содержащей антител, чис-
ленность клеток, несущих на мембране иммунные
комплексы CD105-МКАТ, уменьшалась (рис. 6г). По-
сле 48-часового культивирования не удалось обна-
ружить эндотелиальных клеток, сохранивших на
поверхности комплексы CD105-МКАТ, однако эн-
доглин, меченный МКАТ, присутствовал в пери-
нуклеарном пространстве ряда клеток вплоть до
72 ч культивирования, хотя количество таких клеток
со временем снижалось (рис. 6д, е).

Для того, чтобы отличить молекулы CD105,
встроенные в поверхностную мембрану клеток, от
интернализованного антигена, клетки EA.hy926 ин-
кубировали с немечеными МКАТ против эндоглина
при 37°C, отмывали и культивировали в течение 48 ч
в среде, не содержащей антител. После этого часть
клеток обрабатывали пермеабилизирующим раство-
ром, а остальные сразу же просматривали под мик-
роскопом. Для визуализации комплексов CD105-
МКАТ использовали вторичные антитела, мечен-
ные изотиоцианатом флуоресцеина. В пермеабили-
зированных клетках линии EA.hy926 комплексы
МКАТ-CD105 были выявлены в перинуклеарном
пространстве (рис. 6з), в то время как клетки
EA.hy926 с непермеабилизированной мембраной
оставались неокрашенными, поскольку все молеку-
лы CD105, связавшие МКАТ, к этому моменту нахо-
дились внутри клеток (рис. 6ж). Следовательно, в

клетках эндотелия линии EA.hy926 молекулы CD105,
связавшие МКАТ, интернализовались и сохраня-
лись в цитоплазме до 72 ч.

Интернализация CD105 МСК. Схема эксперимен-
тов, выполненных на культурах МСК, была такой
же, как для эндотелиальных клеток. Полученные ре-
зультаты продемонстрированы на примере МСК из
подкожной жировой ткани пациентов (рис. 7).

Динамика распределения молекул CD105 после
связывания с МКАТ была одинаковой для всех ис-
следованных культур МСК. Через 2 ч после инкуба-
ции с мечеными МКАТ при 4°C иммунные ком-
плексы МКАТ-CD105 выявлялись только на поверх-
ности МСК (рис. 7а). Повышение температуры
инкубации до 37°C не влияло на полученную картину
окрашивания; все иммунные комплексы оставались
на поверхности мембраны и не проникали в пери-
нуклеарное пространство (рис. 7б). Для того чтобы
определить, как долго молекулы CD105, связанные с
МКАТ, остаются на поверхности МСК, клетки
культивировали в среде, не содержащей антител
(рис. 7в). В течение всего периода культивирования
(до 72 ч) комплексы CD105-МКАТ были выявлены
только на поверхности МСК, но не в цитоплазме
клеток.

Эксперимент с пермеабилизацией МСК, прове-
денный по аналогии с экспериментом на эндотели-
альных клетках, подтвердил, что комплексы эндо-
глина с МКАТ локализованы только на поверхност-
ной мембране МСК (рис. 7г, 7д). Окрашивание

Рис. 7. Локализация иммунных комплексов CD105 c МКАТ (4Е4) в МСК из подкожной жировой ткани пациентов после ин-
кубации с антителами при разной температуре в течение 2 ч. а–в – ФИТЦ-меченные 4Е4: а – 4°C, б – 37°C, в – 37°C и после-
дующее культивирование в среде, не содержащей антител в течение 72 ч. г, д – Немеченые 4Е4, 37°C и последующее культи-
вирование в среде без антител (72 ч) с визуализацией вторичными антителами, меченными ФИТЦ без (г) или после (д) пер-
меабилизации соответственно; е – после инкубации с антителами изотипического контроля. Ядра докрашены DAPI. Об. 20×.
Видно, что комплексы CD105-МКАТ локализованы на поверхности МСК и не подвергаются интернализации.
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CD105, локализованного на мембране МСК, наблю-
дали вне зависимости от использованных МКАТ.

Таким образом, молекулы CD105, связанные с
МКАТ, сохранялись на поверхности МСК при вре-
мени культивирования до 72 ч. Интернализации
комплексов CD105-МКАТ не происходило.

Шединг CD105 эндотелиальными клетками и
МСК. Известно, что эндотелиальные клетки высво-
бождают экстраклеточный фрагмент молекулы эн-
доглина в окружающую среду в результате протеоли-
за под действием MMP-14. Как было показано вы-
ше, МСК, в отличие от эндотелиальных клеток, не
интернализуют молекулы CD105, связанные с
МКАТ, а сохраняют их на поверхностной мембране
в течение длительного времени. До настоящего вре-
мени не было известно, способны ли МСК высво-
бождать экстраклеточный фрагмент CD105 с по-
верхности мембраны. Было проведено сравнитель-
ное исследование накопления растворимой формы
эндоглина в культуральной среде эндотелиальных
клеток и МСК (рис. 8).

Впервые было установлено, что МСК, подобно
эндотелиальным клеткам, способны накапливать
растворимый эндоглин в культуральной среде, при-
чем с течением времени концентрация растворимо-
го CD105 нарастала. Однако концентрация раство-
римого эндоглина в культуральной среде эндотели-
альных клеток была существенно выше и через 6 сут
культивирования без замены среды составляла
25 нг/мл с тенденцией к дальнейшему увеличению.
Культивирование всех образцов МСК приводило к
накоплению не более 4 нг/мл эндоглина в ростовой
среде, а при дальнейшем поддержании культур на-
блюдали тенденцию к замедлению интенсивности
шединга. Достоверных различий в динамике накоп-
ления CD105 в культуральной среде МСК, получен-
ных из разных источников, отмечено не было.

Для того чтобы исключить повышение концен-
трации растворимого CD105 в культуральной среде
вследствие гибели клеток, оценивали жизнеспособ-
ность клеток (данные не приведены) и показали, что
количество жизнеспособных эндотелиальных
клеток и МСК превышало 90–95%.

Экспрессия гена MMP-14 в эндотелиальных клет-
ках и МСК. Поскольку MMP-14 считается основ-
ным ферментом, ответственным за шединг эндогли-
на в эндотелиальных клетках, исследовали уровень
экспрессии гена MMP-14 в эндотелиальных клетках
и МСК (рис. 3г). Для всех культур МСК уровень ак-
тивности MMP-14 оказался выше, чем для эндотели-
альных клеток EA.hy926. Несмотря на это, эндотели-
альные клетки накапливали значительно больше рас-
творимого эндоглина в культуральной среде, чем
МСК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Жировая ткань является одним из основных ис-
точников МСК. Существует тесная взаимосвязь
между МСК, в особенности МСК жировой ткани, и
эндотелиальными клетками. Считается, что клетки
эндотелия регулируют активность МСК и их спо-
собность к дифференцировке (Saleh et al., 2011). Так,
развитие капиллярной сети является важным факто-
ром ремоделирования жировой ткани во взрослом
организме. Тесный контакт между эндотелиальны-
ми клетками и МСК необходим для процесса хо-
минга последних (Rüster et al., 2006; Jeon et al., 2016).
В то же время МСК необходимы для ангиогенеза в
поврежденных тканях (Nassiri, Rahbarghazi, 2014).
Зрелые адипоциты способны редифференцировать-
ся в эндотелиальные клетки in vitro и in vivo. Этот
факт указывает на возможное существование обще-
го эволюционного предшественника адипоцитов и
эндотелиальных клеток (Planat-Benard et al., 2004).

МСК и эндотелиальные клетки экспрессируют
один и тот же поверхностный маркер, эндоглин
(CD105), который является компонентом рецептор-
ного комплекса белков семейства TGF-β. В клетках

Рис. 8. Накопление растворимого CD105 в ростовой сре-
де эндотелиальных клеток EA.hy926 (1), МСК из под-
кожной жировой ткани здоровых доноров (2), из висце-
ральной (3) и подкожной (4) жировой ткани пациентов,
измеренное с помощью двухцентрового ИФА. Верти-
кальные отрезки – стандартные отклонения.
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эндотелия CD105 участвует в пролиферации клеток,
их дифференцировке, миграции и в формировании
клеточных контактов. Плотность молекул CD105
значительно возрастает на поверхности активиро-
ванных эндотелиальных клеток, в частности, в ме-
стах тканевой регенерации или сосудах растущих
опухолей (Brewer et al., 2000; Kassouf et al., 2004; Er-
dem et al., 2006). В этой связи CD105 рассматривают
как маркер опухолевого ангиогенеза и потенциаль-
ную мишень для анти-ангиогенной терапии солид-
ных новообразований. Несмотря на многочислен-
ные данные о значимости CD105 для эндотелиаль-
ных клеток, мало что известно о его роли в биологии
МСК. К настоящему времени показано, что уровень
экспрессии CD105 на поверхности МСК тесно связан
с их дифференцировкой (Jiang et al., 2010; Levi et al.,
2011; Maleki et al., 2014) и иммунорегуляторными
свойствами (Anderson et al., 2013).

Одна из задач работы состояла в том, чтобы срав-
нить экспрессию CD105 на клетках эндотелия линии
EA.hy926 и МСК, полученных из разных источни-
ков: подкожной и висцеральной жировой ткани па-
циентов, а также жировой ткани здоровых доноров.
Полученные результаты совпали с ранее известны-
ми фактами, демонстрирующими, что большинство
клеток в культурах МСК и эндотелия несут на мем-
бране эндоглин. Экспрессия гена CD105 была при-
мерно одинаковой во всех исследованных клетках.
Однако при дифференцированной оценке сплай-
синг-вариантов гена, определяющих продукцию
длинной (L-CD105) или короткой (S-CD105) изо-
форм эндоглина, оказалось, что МСК отличались от
эндотелия более высокой экспрессией L-изоформы.
Эндотелиальные клетки EA.hy926 экспрессировали
обе изоформы CD105.

Ранее было показано, что МСК, полученные из
жировой ткани мыши, экспрессируют только L-изо-
форму CD105 (Anderson et al., 2013). Также известно,
что в эндотелиальных клетках при старении проис-
ходит усиление экспрессии S-изоформы CD105
(Blanco et al., 2008). Проведенное ранее исследова-
ние экспрессии двух сплайсинг-изоформ эндоглина
в клетках разного гистогенеза продемонстрировало,
что во всех исследованных клеточных линиях преоб-
ладала экспрессия длинной изоформы CD105 (Са-
мойлович и др., 2018), что согласуется с данными о
связи L-CD105 с адгезивными функциями клеток
(Bernabeu et al., 2007). Различия в экспрессии двух
изоформ эндоглина между МСК и эндотелиальными
клетками могут указывать на то, что функции, выпол-
няемые CD105 в этих клетках, также различны.

Эндоглин является корецептором TGF-β первого
и третьего типа (Cheifetz et al., 1992). Мы продемон-
стрировали, что клетки EA.hy926 обладали более вы-
соким уровнем экспрессии гена TGF-β1 по сравне-
нию с МСК, а время удвоения МСК было значительно
ниже, по сравнению с эндотелиальными клетками.
Эти данные могут свидетельствовать о том, что сиг-

нальный путь TGF-β не играет ключевой роли в про-
лиферации МСК.

Значительное сходство культур МСК и эндотели-
альных клеток по экспрессии СD105 позволило по-
ставить вопрос о том, насколько различается дина-
мика обмена CD105 на мембранах этих клеток.

Синтезированные клетками молекулы эндоглина
встраиваются в плазматическую мембрану, где могут
функционировать какое-то время, могут быть ин-
тернализованы (при связывании с лигандами или
антителами), возвращены на мембрану в результате
рециклинга или сброшены в окружающую среду в
виде растворимых молекул. Для того чтобы проана-
лизировать эти возможности, были использованы
МКАТ против разных эпитопов эндоглина, создан-
ные в нашей лаборатории.

Результаты исследований методом проточной
цитометрии и иммунофлуоресцентной микроско-
пии показали, что в клетках эндотелия линии
EA.hy926 эндоглин после связывания с МКАТ подвер-
гался интернализации и был обнаружен в эндосомах в
пекринуклеарном пространстве. Небольшая часть
CD105 сохранялась на поверхности отдельных клеток
эндотелия до 48 ч. Эти результаты согласуются с из-
вестными сведениями о метаболизме других по специ-
фичности антител после их связывания с соответству-
ющими мембранными антигенами (Kyriakos et al.,
1992; Mattes et al., 1994). Оставшиеся на поверхности
клеток эндотелия молекулы CD105 были сброшены
с мембраны, в результате чего концентрация раство-
римого эндоглина в среде культивирования суще-
ственно нарастала со временем. Принято считать,
что насыщение рецепторов при связывании с анти-
телами происходит в течение 20–30 мин, однако в
работе мы использовали период от 30 мин до 2 ч с
тем, чтобы по возможности нивелировать различия
условий для исследуемых клеточных линий.

Нам не удалось обнаружить в литературе работ, в
которых была бы описана интернализация эндогли-
на МСК. Согласно нашим результатам, большин-
ство МСК, в отличие от эндотелиальных клеток,
длительное время удерживали на мембране иммун-
ные комплексы CD105-МКАТ без интернализации.
С помощью проточной цитофлуориметрии было по-
казано, что МСК, подобно клеткам эндотелия, по-
сле связывания CD105 с МКАТ продолжали синте-
зировать и встраивать в плазматическую мембрану
новые молекулы эндоглина. Впервые нами было
установлено, что МСК, как и эндотелиальные клет-
ки, постоянно отщепляют экстраклеточные фраг-
менты CD105 и сбрасывают их в виде растворимых
молекул в окружающую среду. Однако концентра-
ция растворимого CD105 в культуральной среде
МСК оказалась существенно ниже, чем для EA.hy926 в
те же сроки культивирования.

Основным ферментом, обеспечивающим отщеп-
ление экстраклеточного фрагмента эндоглина в эн-
дотелиальных клетках, является MMP-14. Интерес-
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но, что уровень экспрессии гена MMP-14 в МСК
оказался более высоким, чем в эндотелиальных
клетках. Следует отметить, что измерение концен-
трации CD105 проводили в одинаковых условиях
для МСК и эндотелиальных клеток, однако время
удвоения клеток линии EA.hy926 было значительно
выше. Соответственно, количество клеток линии
EA.hy926 на единицу площади культурального фла-
кона было выше, чем МСК. Помимо этого, размер
МСК превышал размер эндотелиальных клеток, что
предположительно приводило к тому, что накопле-
ние растворимой формы эндоглина в ростовой среде
эндотелиальных клеток происходило более интен-
сивно, чем для МСК.

Динамика элиминации молекул CD105 с мембра-
ны МСК была разной для культур клеток, получен-
ных из разных источников, а также при использова-
нии разных по эпитопной специфичности МКАТ.
По одним данным МСК, выделенные из подкожной
и висцеральной жировой ткани, схожи по экспрес-
сии поверхностных маркеров, в том числе CD105, и
дифференцировочным потенциям (Baglioni et al.,
2009). Согласно другому исследованию, МСК из
подкожной жировой ткани обладают более высокой
скоростью роста и адипогенным потенциалом, чем
МСК из висцеральной жировой ткани, что может
указывать на более глубокие функциональные и ме-
таболические различия между клетками этих типов
(Baglioni et al., 2012). Согласно нашим данным, МСК
из висцеральной жировой ткани более активно об-
новляли эндоглин на поверхности плазматической
мембраны, чем МСК из подкожной жировой ткани.
Динамика обновления CD105, связанного с МКАТ
разной эпитопной специфичности, в целом совпа-
дала. Однако связывание МКАТ (4Е4) с CD105 при-
водило к более быстрому удалению меченого эндо-
глина с плазматической мембраны и снижению
плотности CD105, по сравнению с другими МКАТ
(2С8 или 4С9). Этот факт был отмечен и для МСК, и
для эндотелиальных клеток, при этом для клеток
EA.hy926 он был наиболее выражен в течение пер-
вых 24 ч. В целом, результаты сравнительного иссле-
дования динамики эндоглина на поверхности МСК и
эндотелиальных клеток согласуются с представления-
ми о том, что судьба комплексов рецепторов и связав-
ших их МКАТ определяется в большей степени харак-
теристиками самих клеточных линий, нежели эпитоп-
ной специфичностью антител (Hanna et al., 1996).

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что, несмотря на сходный уровень экс-
прессии эндоглина на поверхности МСК и эндоте-
лиальных клеток, последние обладают значительно
более высокой скоростью метаболизма CD105 на
плазматической мембране, активно интернализуют
эндоглин и сбрасывают его экстраклеточный
участок в окружающую среду. В то же время, боль-
шинство МСК удерживают эндоглин на поверхно-
сти клеток в течение длительного времени, либо

сбрасывают его в окружающую среду, но не подвер-
гают CD105 интернализации.
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Endoglin (CD105) is one of the main positive markers expressed on the surface of both mesenchymal stem cells
(MSC) and endothelial cells. While the functions of CD105 in endothelium have been widely declared, little is
known about its role in stem cell biology. The current work is a comparative study of CD105 expression, internaliza-
tion, and shedding by human EA.hy926 endothelial cells and adipose-derived human MSC from various sources.
More than 97% of cells in EA.hy926 and all MSC cultures were CD105-positive, though MSC from visceral and
subcutaneous adipose tissue differed in CD105 density on the cell surface. The total level of endoglin mRNA expres-
sion in MSC and endothelial cells was similar, while the contribution of mRNA that determines synthesis
of the short CD105 isoform was higher in endothelial cells. With the help of monoclonal antibodies (mAbs) against
various endoglin epitopes, significant differences in the dynamics of CD105 exchange on the membrane of endothe-
lial cells and MSC were revealed. On EA.hy926 endothelial cells, CD105 bound with antibodies was internalized and
remained in the perinuclear space. In MSC cultures, CD105-mAbs complexes were not subjected to endocytosis and
remained on the cell membrane for a long time. It was shown that MSC similar to endothelial cells performed shed-
ding of an extracellular fragment of endoglin into the environment to form a soluble CD105 molecules. Shedding in
MSC was significantly less compared with endothelial cells. Taken together, it was shown for the first time that in
contrast to endothelium endoglin persists on MSC cell surface for a long time and does not undergo internalization
after binding with antibodies. For the first time it was found that MSC perform endoglin shedding to generate its
soluble form.

Keywords: endoglin, CD105, mesenchymal stem cells, EA.hy926 endothelial cells, internalization, shedding, mono-
clonal antibodies
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