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Получены и охарактеризованы две новые неиммортализованные клеточные линии, выделенные из раз-
ных мест плаценты одного донора: из области, расположенной рядом с пупочным канатиком, и из обла-
сти, удаленной от него, названные MSC-PL-1 и MSC-PL-2 соответственно. Анализ разных характеристик
проводили на раннем (6-ом) и поздних пассажах. В процессе длительного культивирования выявлены су-
щественные межлинейные различия по характеру репликативного старения и по ростовым характеристи-
кам, которые включают эффективность клонирования и пролиферативную активность. Кариотипиче-
ский анализ показал, что на раннем пассаже обе линии имеют нормальный диплоидный кариотип с не-
значительным количеством неклональных хромосомных перестроек. На позднем 15-ом пассаже клетки
линии MSC-PL-2 также сохраняют нормальный кариотип. При длительном культивировании линии
MSC-PL-1 до пассажа 14 обнаружены, помимо неклональных, клональные перестройки, что свидетель-
ствует об аномальном кариотипе этой линии на позднем пассаже. Повторный кариотипический анализ
позволил сделать вывод, что одна клональная перестройка – Х, add(X)(p22.3) – является характерной чер-
той линии MSC-PL-1 при репликативном старении, но ее частота может варьировать при культивирова-
нии разных клеточных популяций одной линии. Для обеих линий подтвержден статус МСК. На раннем и
поздних пассажах показана высокая доля клеток, несущих поверхностные антигены, характерные для
МСК человека: CD44, CD73, CD90, CD105, виментин и HLA-ABC. Выявлена крайне низкая частота кле-
ток с антигенами CD34, CD45 и HLA-DR. Показано, что клетки полученных линий на раннем пассаже об-
ладают способностью дифференцироваться в остеогенном, хондрогенном и адипогенном направлениях.
В процессе репликативного старения дифференцировочный потенциал линий существенно снижается. В
частности, в клетках линии MSC-Pl-1 исчезает адипогенная дифференцировка, а в линии MSC-Pl-2 – су-
щественно снижается. Наблюдается корреляция между уровнем адипогенной дифференцировки и тран-
скрипционной активности гена glut4, исследованной с помощью ОТ-ПЦР-анализа. ОТ-ПЦР-анализ экс-
прессии гена nse показал низкую потенцию клеток обеих линий к нейрональной дифференцировке. Эти
данные являются косвенным подтверждением важности онтогенетического происхождения линий МСК.
Полученные данные позволяют предполагать, что основная причина межлинейных различий состоит в
физиологических особенностях той области органа, из которой были получены клетки.

Ключевые слова: мезенхимные стволовые клетки человека, репликативное старение, пролиферативная ак-
тивность, поверхностные клеточные маркеры, кариотип, дифференцировка
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Актуальной задачей клеточной биологии являет-
ся выделение и сравнительная характеристика ме-

зенхимных стволовых клеток (МСК) человека, вы-
деленных из разных источников. Согласно требовани-
ям Международного общества клеточной терапии,
статус МСК разного происхождения определяется ря-
дом общих характеристик. К таким характеристикам
относятся: адгезивность к культуральному пластику,

Принятые сокращения: ИФА – иммунофлуоресцентный ана-
лиз; МСК – мезенхимные стволовые клетки; ОТ-ПЦР – поли-
меразная цепная реакция с обратной транскрипцией; ЭСК – эм-
бриональные стволовые клетки.
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активная пролиферация, экспрессия поверхност-
ных маркеров CD105, CD90, CD73, CD44, HLA ABC
и отсутствие экспрессии CD34, CD45 и HLA DR,
способность к дифференцировке в остеогенном,
хондрогенном и адипогенном направлениях (Domi-
nici, 2006; Sensebé et al., 2010).

Сравнительное изучение характеристик МСК че-
ловека, являющихся определяющими в поддержании
статуса МСК, а также других характеристик, ответ-
ственных за важнейшие клеточные процессы, необхо-
димо как для понимания механизмов биологических
процессов в клетке, так и для расширения возможно-
стей использования МСК для регенеративной меди-
цины. Важность этих исследований связана с особен-
ностями взаимодействия клеток с их уникальным
микроокружением, характерным для конкретной тка-
ни, которое регулирует пролиферацию, выживае-
мость, миграцию, старение, дифференцировочный
потенциал и другие клеточные свойства посред-
ством межклеточных взаимодействий и различных
биоактивных молекул (Cox et al., 1972; Hooper, Sub-
ak-Sharpe; 1981; Шаровская и др., 2009; Gattazo et al,
2014; Choi et al., 2015; Darnell et al., 2018; Niedern-
hofer et al., 2018; Нимирицкий и др., 2018).

Микроокружение (или ниша) постоянно нахо-
дится под влиянием генетических, эпигенетических
и внешних факторов. Таким образом, происхожде-
ние или источник получения МСК могут определять
их функциональные характеристики. Надо подчерк-
нуть, что в Коллекции культур клеток позвоночных
Института цитологии РАН (Санкт-Петербург) полу-
чено 14 линий МСК человека разного происхожде-
ния. Сравнительный анализ полученных линий сви-
детельствует, что все они имеют статус МСК. Но
между ними обнаружены количественные различия
по ростовым характеристикам, по характеру репли-
кативного старения, по дифференцировочному по-
тенциалу и по цитогенетической нестабильности.

Данные других исследований также подтвержда-
ют наличие различий в характеристиках МСК из
разных источников. Причинами наблюдаемых раз-
личий могут быть: 1) эпигенетические факторы, свя-
занные с условиями культивирования или с микро-
окружением; 2) генетические факторы, связанные, с
генетическими различиями между донорами или с ге-
нетической предрасположенностью линий МСК, по-
лученных из разных источников, к цитогенетической
нестабильности (Полянская, 2018; Полянская, Мусо-
рина, 2018; Brown et al., 2019; Khasawneh et al., 2019;
Кольцова и др. 2019; Мусорина и др., 2019; Yang et al.,
2019; Abedian et al., 2020).

Многие МСК, полученные из взрослых и эмбри-
ональных тканей, имеют ограниченное применение
из-за инвазивного способа их получения, малого ко-
личества полученных клеток в связи с невысоким
пролиферативным потенциалом или этических про-
блем (Bongso, Fong, 2013). В связи с этим большое
внимание уделяется выделению МСК из внезароды-
шевых органов, которые формируются в первые не-

дели беременности, а получение МСК из этих орга-
нов не связано с перечисленными ограничениями. К
внезародышевому органу относится, в частности,
плацента.

Настоящая работа посвящена получению и ана-
лизу МСК из плаценты человека. Известно, что
условия выделения клеток при получении новой ли-
нии и условия последующего культивирования су-
щественно влияют на клеточные характеристики
(Полянская и др., 2019). Кроме того, плацента чело-
века имеет сложный клеточный состав. Поэтому
возможны значительные вариации между клеточны-
ми линиями, полученными из плаценты. В связи с
этим при получении конкретной линии необходимо
четко определить область происхождения и метод
выделения клеток из этой ткани (Parolini et al., 2008).
Учитывая возможное влияние конкретной ниши на
характеристики МСК, в данной работе были получе-
ны 2 культуры клеток из 2-х областей плаценты: из
области, расположенной рядом с пупочным канати-
ком, и из области, удаленной от него.

В работе поставлены следующие задачи: 1) выде-
лить из 2-х областей плаценты фибробластоподоб-
ные клетки; 2) подтвердить статус МСК для обеих
полученных линий на раннем пассаже (6); 3) прове-
сти сравнительный количественный анализ актив-
ности фермента β-галактозидазы, характеризующей
процесс репликативного старения при длительном
культивировании клеток; 4) охарактеризовать МСК
при длительном культивировании по следующим
основным показателям: ростовым, цитогенетиче-
ским, маркерам недифференцированных эмбрио-
нальных стволовых клеток (ЭСК) и поверхностным
маркерам, дифференцировочному потенциалу и
экспрессии генов (по ОТ-ПЦР-анализу), ответ-
ственных, в частности, за адипогенную и нейро-
нальную дифференцировки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Выделение клеток. Использовали плаценту здоро-

вого донора, полученную в ходе естественных родов.
Были взяты два фрагмента ткани плаценты: из обла-
сти расположенной в непосредственной близости к
пупочному канатику и краевой, удаленной от него.
Оба фрагмента содержали ткани из хориона и ам-
ниотической мембраны. Выделение клеток прово-
дили с помощью ферментативной обработки. Ткань
измельчали при помощи одноразового стерильного
скальпеля до фрагментов не более 1–2 мм3 и обраба-
тывали смесью 0.1%-ного раствора коллагеназы 1 и
коллагеназы 4 (1 : 1) в течение 30 мин при 37°С при
легком покачивании. Для удаления эритроцитов вы-
деленные из ткани клетки обрабатывали ACK Lysing
Buffer (Gibco, США). Оставшиеся клетки культиви-
ровали в ростовой среде DMEM/F12 (Биолот, Рос-
сия), содержащей 10% эмбриональной бычьей сыво-
ротки (HyClone, США) и раствор антибиотиков и
антимикотика (Antibiotic Antimycotic Solution, Sig-
ma, Израиль) в концентрации, рекомендованной



ЦИТОЛОГИЯ  том 62  № 9  2020

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИНИЙ МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 625

производителем, при 37°С и 5% СО2 в течение 2 нед.
Пересев клеток осуществляли посредством обработ-
ки 0.25%-ным раствором трипсин-ЭДТА (Gibco, Ве-
ликобритания).

На 4-м пассаже при отсутствии явных признаков
контаминации бактериями и грибами в ростовую
среду переставали добавлять раствор антибиотиков
и антимикотика. Клетки длительно культивировали
и получали разные характеристики на 6-, 13-, 14-, 15-
и 16-м пассажах. Криоконсервировали клетки в кон-
диционированной среде, содержащей 10% криопро-
тектора диметилсульфоксида (Биолот, Россия).
Микробиологический анализ подтвердил отсут-
ствие бактериальной, грибковой и микоплазменной
контаминации.

В результате проведенной работы из двух фраг-
ментов одной плаценты были выделены фибробла-
стоподобные клетки, которые при культивировании
сформировали 2 линии клеток. Линии названы
MSC-PL-1 (из области рядом с пупочным канати-
ком) и MSC-PL-2 (удаленная от пупочного канатика
часть плаценты).

Морфологический анализ. Полученные клеточ-
ные линии анализировали с помощью инвертиро-
ванного микроскопа (NICON, Япония).

Репликативное старение клеток. Оценивали ак-
тивность фермента β-галактозидазы. Клетки выра-
щивали в чашках Петри (3.5 cм, Nunc, Дания) до об-
разования конфлюента. Затем среду удаляли и окра-
шивали клетки с помощью набора реактивов
(Senescence β-galactosidase staining kit; Cell Signaling,
США) согласно инструкции. У клеток, вступающих
в фазу репликативного старения, цитоплазма окра-
шивается в ярко синий цвет. Анализ проводили с по-
мощью инвертированного микроскопа (NICON,
Япония) на 6-, 13- и 18-ом пассажах. Долю окрашен-
ных клеток в % определяли при подсчете не менее
1000 клеток в разных полях зрения на одну времен-
ную точку.

Эффективность клонирования клеточной линии
определяли в чашках Петри в условиях редкого по-
сева – 50 клеток на 1 чашку с плотностью 3–4 кл./см2.
Через 14 сут клетки окрашивали 1%-ным водным
раствором кристалл-виолета и считали колонии.
Эффективность клонирования определяли в % как
отношение числа выросших колоний (клонов) к
числу посеянных клеток. Учитывали колонии, со-
стоящие из не менее 20 клеток. Анализировали по
8 экспериментов на ранних и поздних пассажах.

Характеристика пролиферативной активности.
Оценивали индекс пролиферации – отношение чис-
ла клеток в текущий момент к исходному числу по-
сеянных клеток и строили кривые роста клеточных
популяций. Для измерения среднего времени удвое-
ния клеточной популяции каждый эксперименталь-
ный вариант повторяли 3 раза, ежедневно считали
клетки в течение 5–6 сут (120–144 ч). Среднее время
одного удвоения клеточной популяции (ao) опреде-
ляли по формуле (Седова, 2008):

ao = t ln2/ln(Mt/Mo),
где Mt – число клеток в момент времени t; Mo – на-
чальное число клеток; t – время логарифмической
фазы роста клеточной культуры. Анализ проводили
на 6-, 13- и 16-м пассажах.

Кариотипический анализ проводили на несколь-
ких пассажах. Клетки линии MSC-PL-1 анализиро-
вали дважды: 1) на пассажах 6 и 14; 2) на пассажах 6
и 13. Клетки линии MSC-PL-2 анализировали на
пассажах 6 и 15. Для получения препаратов метафаз-
ных хромосом за 3 ч до фиксации клеток в среду вводи-
ли демеколцин (10 мкг/мл; Sigma, Великобритания),
клетки диссоциировали с помощью 0.25%-ного рас-
твора трипсин-ЭДТА (Gibco, Англия) и проводили ги-
потоническую обработку смесью 0.075 М раствора
КСl и 1%-ного раствора цитрата натрия (1 : 1). Клет-
ки фиксировали смесью метанола с ледяной уксус-
ной кислотой (3 : 1) (Реактив, Россия). Для кариоти-
пического анализа проводили дифференциальное
G-окрашивание хромосом в соответствии с ранее
описанной методикой (Ozkinay, Mitelman, 1979). В
клетках MSC-PL-2 анализировали 100 метафаз на
каждом пассаже. Количество полиплоидов опреде-
ляли при подсчете 1000 клеток в каждом варианте.

В клетках MSC-PL-1 в связи с менее активной
пролиферацией анализировали меньшее число мета-
фазных пластинок. Так, на пассаже 6 анализ кариоти-
па проведен в 50 метафазных пластинках. Доля полип-
лоидных клеток оценена при просмотре 760 метафаз-
ных пластинок. Резкое снижение пролиферативной
активности к 14-му пассажу позволило кариотипи-
ровать только 33 метафазных пластинки. Следует
подчеркнуть, что, согласно ранее установленным
количественным критериям, долю полиплоидных
клеток оценивали только в тех вариантах, где можно
было просчитать не менее 500 клеток. В связи с воз-
можностью анализа только небольшого количества
метафазных пластинок, был проведен повторный
кариотипический анализ клеток линии MSC-PL-1.
Клетки для повторного анализа были взяты из той же
закладки (заморозки), что и для первого эксперимента.
На 6-м пассаже анализировали 100 метафаз. Долю по-
липлоидов определяли при подсчете 1000 клеток. Ка-
риотипический анализ проведен в 78 клетках. Kарио-
тип линии анализировали с помощью микроскопа Ax-
io Imager.M1 (Carl Zeiss, Германия) с системой
автоматического кариотипирования Ikaros 4 karyo-
typing system (MetaSystems, ФРГ) и описывали в со-
ответствии с Международной системой цитогенети-
ческой номенклатуры хромосом человека ISCN
(Shaffer et al., 2013).

Иммунофлуоресцентный анализ (ИФА). Присут-
ствие маркеров ранней дифференцировки ЭСК в
производные 3-х зародышевых листков оценивали с
помощью антител к нестину (тест на эктодерму)
(Santa Cruz, США), α-актинину (тест на мезодерму)
и α-фетопротеину (тест на энтодерму) (все антитела
от Sigma, США). Для определения доли клеток, не-
сущих маркеры недифференцированных ЭСК, ис-
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пользовали антитела против транскрипционных
факторов OCT-4, SOX2 и поверхностного маркера
SSEA-4 (Santa Cruz, США). Клетки фиксировали
4%-ным раствором параформальдегида в течение
20 мин при комнатной температуре, блокировали
1%-ным раствором бычьего сывороточного альбу-
мина (BSA; Sigma, ФРГ) в течение 1 ч. Пермеабили-
зацию проводили 0.1%-ным раствором Тритона Х-
100 в течение 15 мин при комнатной температуре.
Далее все клетки инкубировали с первыми антитела-
ми в течение ночи при 4°С. Вторые антитела (Alexa
Fluor 488; Life Technologies, США) разводили в соот-
ношении 1 : 500 и инкубировали с ними препараты в
течение 1 ч в темноте при комнатной температуре. В
качестве отрицательного контроля использовали
клетки, окрашенные только вторыми антителами.
Визуализацию проводили с помощью микроскопа
Olimpus FV3000 (Япония). Анализ проводили на 6-м
пассаже.

Для количественной оценки присутствия вимен-
тина, используемого для подтверждения статуса
МСК, суспензию клеток последовательно фиксиро-
вали, пермеабилизовали (как описано выше), далее
инкубировали сначала с первыми, а потом со вторы-
ми антителами (Alexa Fluor 488; Life Technologies,
США) и анализировали методом проточной цито-
флуориметрии.

Анализ поверхностных антигенов с помощью проточ-
ной цитофлуориметрии для определения статуса МСК.
Экспрессию каждого маркера оценивали по результа-
там трех экспериментов для клеток, находящихся на 6-
и 13-м пассажах для клеток линии MSC-PL-1 и на 6- и
16-м пассажах для клеток линии MSC-PL-2. Иммуно-
фенотипирование проводили с помощью панели
конъюгатов CD-маркерных моноклональных анти-
тел с флуорохромами. В работе использовали моно-
клональные антитела против CD34, CD45, HLA-
ABC и HLA-DR (Caltac, США), CD44, CD73, CD105
(Beckman Coulter, США), СD90, (BD Pharmingen,
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 0.25%-ного раствора
трипсина–ЭДТА (Gibco, США) и отмывали от него
солевым буферным раствором (РВS), не содержа-
щим ионов Са2+ и Mg2+ (Биолот, Россия). Получен-
ную суспензию клеток (1 млн/мл) в РВS делили на
пробы по 10 мкл, добавляли к каждой из них по 2 мкл
антител и инкубировали при 4°С в течение 30 мин.
Далее пробы доводили до оптимального объема (0.1
мл) с помощью Stain Buffer (BD Pharmingen, США).
Пробы анализировали на проточном цитофлуори-
метре Beckman Coulter (США).

Индукция остеогенной, адипогенной и хондроген-
ной дифференцировки для определения статуса МСК.
Использовали модифицированный метод (Reyes et al.,
2001). Клетки (10 000 кл./см2) высевали в остеоген-
ную и адипогенную дифференцировочные среды
(HyClone Thermo Scientific HyClone Product, США).

Хондрогенную дифференцировку проводили в куль-
туре микромасс в хондрогенной дифференцировоч-
ной среде (HyClone Thermo Scientific HyClone Prod-
uct, США). Индукцию проводили в течение трех не-
дель, меняя среду каждые 3 сут.

Для идентификации хондрогенной дифференци-
ровки из сформированных микромасс готовили маз-
ки на трех предметных стеклах, фиксировали их со-
держимое 4%-ным раствором параформальдегида в
течение 20 мин и далее каждый из мазков окрашивали
в течениe 30 мин при комнатной температуре 1%-
ным раствором толуидинового синего в 50%-ном изо-
пропаноле, или 0.1%-ным водным раствором сафра-
нина О, или 1%-ным раствором альцианового синего
в 3%-ной уксусной кислоте (Sigma, США). Окрашен-
ные мазки промывали дистиллированной водой, вы-
сушивали и монтировали под покровное стекло.

Для идентификации остеогенной дифференци-
ровки использовали реакцию Вон Косса. Для этого
клетки фиксировали 2 мин в метаноле при –20°С и
окрашивали 2%-ым раствором нитрата серебра
(Вектон, Россия) в течение 1 ч под лампой мощно-
стью 60 Вт. Окрашенные клетки промывали дистил-
лированной водой и помещали на 5 мин в 2.5%-ный
раствор тиосульфата натрия. Затем клетки снова
промывали водой и заливали 70%-ным глицерином.

Для идентификации адипогенной дифференци-
ровки клетки промывали PBS без ионов Ca2+ и Mg2+,
фиксировали в метаноле в течение 2 мин при –20°С.
Фиксированные клетки промывали 50%-ным этано-
лом и окрашивали красным масляным (Oil Red O) в
течение 10 мин. Далее клетки промывали 50%-ным
этанолом, затем дистиллированной водой и залива-
ли 70%-ным глицерином. Наличие адипогенной
дифференцировки анализировали дополнительно
методом ОТ-ПЦР по экспрессии гена транспортера
глюкозы glut4.

Индукции нейрональной дифференцировки. Клет-
ки высевали на чашки Петри и при достижении ими
конфлюента ростовую среду меняли на индукцион-
ную среду: DMEM (Биолот, Россия), содержащая
10% фетальной бычьей сыворотки (HyClone, США),
1 мкмоль/л ретиноевой кислоты (Sigma-Aldrich,
США), по 20 мкг/л ростовых факторов bFGF (Gibco,
ThermoFisher, США) и hEGF (Sigma-Aldrich, США).
Клетки культивировали в течение 4 сут, а затем ана-
лизировали экспрессию гена nse (нейроспецифиче-
ской элоназы) методом ОТ-ПЦР.

Полимеразная цепная реакция с обратной тран-
скрипцией (ОТ-ПЦР). Для анализа экспрессии генов
glut4 и nse из клеток выделяли тотальную РНК при
помощи RiboPure™ RNA Purification Kit (Invitrogen,
США) по протоколу, рекомендованному произво-
дителем. Все образцы обрабатывали ДНКазой (Fer-
mentas, Thermo Scientific, Литва). Для синтеза кДНК
использовали 1 мкг тотальной РНК на пробу, ревер-
тазу RevertAid M-MuLV и случайные олигонуклео-
тидные последовательности (Fermentas, Thermo Sci-
entific, Литва). Пробы для ПЦР готовили в соответ-
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ствии с протоколом производителя Taq ДНК-
полимеразы (Fermentas, Thermo Scientific, Литва).

Использовали специфические праймеры следую-
щих последовательностей: для nse прямой 5'-AAGG-
ACAAATACGGCAAGGA-3' и обратный 5'-TGGAC-
CAGGCAGCCCAATC-3'; для glut-4 прямой 5'-GG-
CATGTGTGGCTGTGCCATC-3' и обратный 5'-
GGGTTTCACCTCCTGCTCTAA-3'; для β-актина
прямой 5'-AATCTGGCACCACACCTTCTACA-3' и
обратный 5'-GACGTAGCACAGCTTCTCCTTA-3'.
Температура отжига праймеров была адаптирована к
оптимальным условиям ПЦР для каждой используе-
мой пары. ПЦР-анализ экспрессии генов проводили
на амплификаторе T100 (BioRad, Сингапур). ПЦР-
продукт разделяли методом электрофореза в 2%-ном
агарозном геле. ОТ-ПЦР-анализ проводили на пас-
сажах 6 и 13 для клеток MSC-PL-1 и на пассажах 6 и
16 для клеток MSC-PL-2.

Результаты обрабатывали статистически с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Различия счи-
тали достоверными при вероятности нулевой гипо-
тезы Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфологический анализ. Из двух фрагментов од-

ной плаценты были выделены фибробластоподоб-
ные клетки, которые при культивировании сформи-
ровали 2 линии клеток: линия MSC-PL-1 (из обла-
сти рядом с пупочным канатиком) и линия MSC-
PL-2 (удаленная от пупочного канатика часть пла-
центы). Морфологический анализ этих линий на
пассаже 6 показал однородность клеточных популя-
ций, представленных средними по размеру вытяну-
тыми фибробластоподобными клетками (рис. 1).

Репликативное старение. Старение клеток MSC-
PL-1 и MSC-PL-2 оценивали по активности β-га-
лактозидазы в клеточных популяциях (табл. 1). На
пассаже 6 обнаружена сравнительно небольшая доля
стареющих клеток, которая свидетельствует о на-
чальной стадии репликативного старения. Далее, к

пассажу 13, в клетках MSC-PL-1 наблюдается значи-
тельное увеличение доли стареющих клеток, дости-
гающее 85.5%. В отличие от этой линии в клетках
MSC-PL-2 усиление активности β-галактозидазы
происходит постепенно, и доля стареющих клеток к
пассажу 13 значительно меньше по сравнению с
клетками MSC-PL-1 и достигает ее уровня только к
пассажу 18. Таким образом, наблюдается разный ха-
рактер репликативного старения в клетках получен-
ных линий, что может быть связано с разной изна-
чальной локализацией выделенных клеток в ткани
плаценты (Parolini et al., 2008). Кроме усиления ак-
тивности β-галактозидазы в клеточных популяциях
в процессе культивирования, существенно изменя-
ется и морфология клеток, выражающаяся в увели-
чении размеров и степени их распластанности, а
также в появлении дебриса, что тоже свидетельству-
ет об активном репликативном старении (рис. 1).

Ростовые характеристики. Эффективность клони-
рования клеток MSC-PL-1 на пассаже 6 составляет
8.0 ± 1.6%. На пассаже 13 клоногенная активность не
обнаружена. В клетках MSC-PL-2 на пассажах 6 и 18
отсутствует клоногенная активность, что позволяет
считать, что пролиферативный потенциал снижен
по сравнению с большинством линий МСК челове-
ка. Таким образом, на раннем пассаже, когда доли
клеток с низкой активностью β-галактозидазы оди-
наковы, обнаружены различия по клоногенной ак-
тивности между линиями, которые нивелируются на
поздних пассажах в процессе активного репликатив-
ного старения, демонстрируя в обеих линиях отсут-
ствие этой активности. Надо подчеркнуть, что ранее
полученные результаты по анализу клоногенной ак-
тивности в МСК разного происхождения свидетель-
ствуют о ее больших колебаниях между разными ли-
ниями (Lo Surdo et al., 2013; Szepesi et al., 2016; Коль-
цова и др., 2018; Мусорина и др., 2019). Тем не менее,
есть данные, свидетельствующие о сходстве показа-
телей эффективности клонирования у близких по
происхождению МСК (из пульпы молочного зуба и
десны), как на ранних, так и на поздних пассажах
(Кольцова и др., 2019).

Рис. 1. Прижизненные фотографии клеток линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2 на раннем (6) и позднем (13 или 16) пассажах. Ин-
вертированный световой микроскоп Nicon Eclipse TS100, Япония. Масштабная линейка: 200 мкм.

MSC-PL-1

6 пассаж 13 пассаж

MSC-PL-2

6 пассаж 16 пассаж
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По-видимому, как показано рядом авторов, эф-
фективность клонирования зависит от первоначаль-
ной плотности посева клеток на культуральный со-
суд в связи с возможным влиянием метаболических
продуктов, секретируемых клетками, а также кле-
точной миграцией, свойственной МСК. В связи с
этим для строгой оценки клоногенной активности
необходимо использовать посев единичных клеток с
применением 96-луночных плат (Sarugaser et al.,
2009; Ali et al., 2015).

Характеристика пролиферативной активности
клеток MSC-PL-1 и MSC-PL-2 в процессе длитель-
ного культивирования свидетельствуeт об активном
делении клеток на пассаже 6 и значительном сниже-
нии индекса пролиферации (ИП) к пассажам 13 и 16
(рис. 2). Тем не менее, характер пролиферативной
активности различается между линиями. Так, у кле-
ток MSC-PL-1 на пассаже 6 увеличение ИП начина-
ется в первые сутки и существенно увеличивается в
течение 96 ч (логарифмическая фаза роста), а далее
не изменяется. Среднее время одного удвоения кле-
точной популяции составляет 59.4 ± 0.72 ч, что зна-
чительно больше, чем у ранее полученных нами ли-
ний МСК. Совершенно другой характер пролифера-
тивной активности имеют клетки линии MSC-PL-2.
На пассаже 6 логарифмическая фаза начиналась на 2
сут и длилась всего 24 ч. Среднее время одного удво-

ения клеточной популяции составляет 14.5 ± 0.85 ч,
что значительно меньше не только по сравнению с
линией MSC-PL-1, но и с другими линиями МСК,
полученными нами ранее. Таким образом, клетки
линии MSC-PL-2, выделенной из района плаценты,
отдаленного от пупочного канатика, делятся значи-
тельно быстрее, чем клетки линии MSC-PL-1, выде-
ленной из района пупочного канатика. Обе линии
существенно отличаются от ранее полученных нами
линий по времени удвоения клеточной популяции
на раннем пассаже (Полянская, 2018).

В процессе длительного культивирования, сопро-
вождающегося активным репликативным старени-
ем, наблюдается изменение характера пролифера-
тивной активности. Так, у клеток MSC-PL-1 на пас-
саже 13 увеличение ИП начинается в 1-е сут, затем
имеет место неравномерный рост, завершающийся
через 72 ч, далее величина ИП не изменяется. Сред-
нее время одного удвоения клеточной популяции
составляет 89.0 ± 8.6 ч, что значительно больше, чем
у клеточной популяции этой линии на раннем пас-
саже (P < 0.05). Уменьшение пролиферативной актив-
ности также наблюдается в процессе репликативного
старения и клеток MSC-PL-2. Начиная с 48 ч, наблю-
дается постепенный медленный рост, прекращаю-
щийся через 96 ч. Логарифмическая фаза составляет
24 ч. Среднее время одного удвоения клеточной по-
пуляции составляет 44.1 ± 7.8 ч, что значительно
больше, чем у клеточной популяции этой линии на
раннем пассаже (P < 0.05). Обращает на себя внима-
ние, что несмотря на удлинение времени удвоения
клеточной популяции в процессе репликативного
старения в обеих линиях, степень этого удлинения
существенно различается между линиями. Так, в
клетках MSC-PL-1, оно увеличивается в 1.5 раза, а в
линии MSC-PL-2 – в 3 раза.

Таким образом, по характеру пролиферативной
активности так же, как и по характеру репликатив-
ного старения, клетки двух полученных линий ради-
кально различаются между собой, несмотря на про-
исхождение от одного донора. По-видимому, изна-
чально разная локализация клеточных популяций этих
линий в одной плаценте может приводить к суще-
ственным различиям ряда клеточных характеристик.

Таким образом, наша работа показывает, что в
процессе длительного культивирования клеток по-
лученных линий наступает репликативное старение,

Таблица 1. Доля клеток линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2 с выраженной активностью β-галактозидазы в процессе куль-
тивирования

В табл. 1 и 2 даны средние значения и их ошибки при подсчете не менее 1000 клеток в разных полях зрения на одну временную точку
(табл. 1) или из 3–4 экспериментов (табл. 2).

Пассаж
MSC-PL-1 MSC-PL-2

число клеток доля окрашенных 
клеток, % число клеток доля окрашенных 

клеток, %
6 1298 16.9 ± 1.04 1247 14.4 ± 1.00

13 1137 85.5 ± 1.04 1011 46.3 ± 1.57
18 – – 1120 91.1 ± 0.85

Рис. 2. Кривые роста клеток MSC-PL-1 (1, 2) и MSC-PL-
2 (3, 4) на разных пассажах: 6 (кривые 1, 3), 13 (кривая 2) и
16 (кривая 4).
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которое характеризуется исчезновением клоноген-
ной активности, снижением ИП (рис. 2), значитель-
ным увеличением размеров клеток и их распластан-
ности, появлением дебриса (рис. 1), увеличением
доли клеток с выраженной активностью β-галакто-
зидазы (табл. 1). В целом, полученные результаты
подтверждают ограниченный срок жизни клеток
обеих линий, характерный для неиммортализован-
ных клеточных популяций (Hayflick, 1965; Matsumu-
ra et al., 1979; Bonab et al., 2006).

Кариотипический анализ. Анализ 50 метафазных
пластинок в клетках линии MSC-PL-1 на пассаже 6
показал, что имеет место нормальный кариотип че-
ловека: 46, XX (98.0 ± 2.0%) (рис. 3а). В одной клетке
обнаружена комплексная перестройка хромосом 8 и
16 (рис. 3а). Доля полиплоидных клеток в популяции
при просмотре 760 метафаз составляет 3.4 ± 0.6%. Ка-
риотипический анализ, проведенный на пассаже 14,
свидетельствует о существенных изменениях
(рис. 3б). Резкое снижение пролиферативной актив-
ности к пассажу 14 позволило кариотипировать
только 33 клетки. Международное общество клеточ-
ной терапии и Рабочая группа по клеточным про-
дуктам рекомендуют исключать клеточные культу-
ры, имеющие 10% и более клональных хромосомных
нарушений при анализе минимум 20 клеток методом
дифференциального G-окрашивания хромосом
(Meisner, Johnson, 2008; Barkholt et al., 2013).

Несмотря на то, что большинство клеток имеют
в кариотипе 46 хромосом, нормальный кариотип
(46, ХХ) обнаружен только в 3-х из 33-х (9.1 ± 5.0%)
просмотренных клеток. В остальных 30 клетках
(90.9 ± 5.0%) выявлены два структурных варианта
кариотипа (СВК), причем каждый из них характе-
ризовался появлением дополнительного хромо-
сомного материала. В одном СВК (63.6 ± 8.8%) до-
полнительный материал был обнаружен на корот-
ком плече хромосомы Х, add(X)(p22.3) (рис. 3б), в
другом (27.3 ± 8.1%) — на длинном плече хромосо-
мы 12, der(12)t(?5;12)(?q31;q24.3) (рис. 3в). Таким
образом, длительное культивирование клеток MSC-
PL-1 при активном репликативном старении приво-
дит к существенным кариотипическим изменениям.
Подчеркнем, что, несмотря на высокую частоту
встречаемости указанной клональной перестройки,
она не является адаптивно выгодной, т. к. клеточная
популяция теряет пролиферативную активность.
Тем не менее, учитывая небольшое количество про-
анализированных клеток, было решено повторно
провести длительное культивирование, чтобы под-
твердить или опровергнуть устойчивый характер
клональной перестройки Х, add(X)(p22.3), затраги-
вающей большую часть клеточной популяции. Ре-
зультаты получены на пассажах 6 и 13.

Клетки MSC-PL-1 для повторного анализа взяты
из той же закладки (заморозки), что и для предыду-
щего эксперимента. Повторный анализ кариотипа
на пассаже 6 проведен на 100 метафазных пластин-
ках. Число клеток с нормальным кариотипом 46, ХХ
составляло 97.0 ± 1.7%. В трех клетках обнаружены

разные неклональные перестройки хромосом: в од-
ной — транслокация хромосом 2 и 13,
t(2;13)(p13;q12), в другой — делеция короткого плеча
хромосомы 3, del(3)(p14), в третьей — делеция длинно-
го плеча хромосомы 4, del(4)(q22) (данные не представ-
лены). Доля полиплоидных клеток на пассаже 6 соста-
вила 13.5 ± 1.1%. Анализ 78 клеток MSC-PL-1 на пасса-
же 13 показал значительно большую частоту клеток с
нормальным кариотипом линии по сравнению с
предыдущим исследованием (82.05 ± 4.30%). Тем не
менее, повторно выявлен СВК с перестройкой хромо-
сомы Х, add(X)(p22.3) (16.7 ± 4.2%), что существенно
выше разрешенного предела для клональных пере-
строек в нормальном кариотипе. СВК с перестрой-
кой хромосомы 12, der(12)t(?5;12)(?q31;q24.3) не на-
блюдался, но в одной клетке обнаружена перестрой-
ка хромосом 5 и 12 с образованием двух аномальных
хромосом add(5)(q11.2) и add(12)(q15) (данные не
представлены).

Таким образом, обнаруженная клональная пере-
стройка является характерной чертой кариотипа ли-
нии MSC-PL-1 при репликативном старении. Но
при этом частота этой перестройки может варьиро-
вать при культивировании разных клеточных попу-
ляций одной линии. Подобный результат был полу-
чен ранее при анализе кариотипа вновь полученной
линии МСК, выделенной из десны человека. Но в
том случае частоты появления одной клональной
перестройки в обеих популяциях были близки
(Кольцова и др., 2019).

Совершенно другая картина наблюдается в кле-
точной линии MSC-PL-2. Анализ 100 метафазных
пластинок в клетках линии MSC-PL-2 на пассажах 6
и 15 показал, что в обоих случаях с одинаковой ча-
стотой встречается нормальный кариотип человека –
46, XX (98.0 ± 1.4%) (рис. 4а, б). Обнаружены на обо-
их сроках культивирования случайные (неклональ-
ные) структурные хромосомные перестройки. Так,
на пассаже 6 в двух клетках обнаружены сбалансиро-
ванные транслокации: транслокация хромосом 1 и 3,
t(1;3)(p10;p10) в одной клетке и транслокация хро-
мосом 2 и 7, t(2;7)(q11.2;q11.1) в другой (рис. 4а). На
пассаже 15 также сохранился нормальный кариотип
(98.0 ± 1.4%). В двух клетках выявлены структурные пе-
рестройки хромосом Х и 10, add(X)(q21), в одной клетке
и хромосомы 10, add(10)(q26), в другой (рис.  4б). Доля
полиплоидных клеток в популяции на пассаже 6 при
просмотре 1000 метафаз составляет 4.0 ± 0.6%, на
пассаже 15 – 6.7 ± 0.8%, что свидетельствует об от-
сутствии различий по этому параметру на раннем и
позднем пассажах. Предыдущие данные свидетель-
ствуют о наличие цитогенетической нестабильности
в процессе длительного культивирования в некото-
рых линиях МСК (Redaelli et al., 2012; Kim et al., 2015;
Кольцова и др., 2018, 2019; Мусорина и др., 2019).

Различия между двумя вновь полученными лини-
ями состоят в том, что они получены от одного здо-
рового донора, но из разных областей плаценты:
MSC-PL-1 – из области, расположенной рядом с пу-
почным канатиком, а MSC-PL-2 – из области, уда-
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ленной от него. Остальные условия выделения и
культивирования клеток были идентичны. Можно с
большой долей вероятности выдвинуть два предпо-
ложения, объясняющие межлинейные различия,
полученные и рассмотренные в настоящей работе.
Первая и основная причина состоит в разных фи-
зиологических условиях, зависящих от изначально-
го места локализации выделяемых клеток. Согласно
второй (с учетом особенностей плаценты, как слож-
ного внезародышегого органа), межлинейные раз-

личия можно объяснить степенью созревания обла-
стей плаценты в процессе беременности. Так, в об-
зорной статье (Parolini et al., 2008) говорится о
снижении пролиферативной активности в 3-ем три-
местре беременности в МСК по сравнению с ранни-
ми триместрами, т.е. возможно старение клеточных
популяций in vivo. Поэтому подчеркнем, что для по-
лучения клеточных линий мы использовали фраг-
менты плаценты, полученной в процессе родов.

Рис. 3. Кариотип клеточной линии MSC-PL-1 на пассажах 6 (а), 14 (б, в). а – нормальный кариотип, 46, XX; б – структурный вариант
кариотипа 46, X, add(X)(?::p22.3→qter); в – структурный вариант кариотипа 46, XX, der(12)(12pter→12q24.3::?5q31→5qter). На врезке
показана комплексная перестройка хромосом 8 и 16, обнаруженная в одной клетке на пассаже 6: образование кольцевой хромосомы
(r), маркерной хромосомы (mar) и неидентифицированного фрагмента; стрелками указаны структурно перестроенные хромосомы.
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Результаты иммунофлуоресцентного анализа. При-
сутствие маркеров ранней дифференцировки ЭСК в
производные трех зародышевых листков в клетках
MSC-PL-1 и MSC-PL-2 показано на рис. 5. Иденти-
фицированы следующие маркеры: нестин (маркер
эктодермы), альфа-актинин (маркер мезодермы),
альфа-фетопротеин (маркер энтодермы). Эти ре-
зультаты совпадают с предыдущими данными, полу-
ченными разными методами, о наличии маркеров
ранней дифференцировки ЭСК в МСК разного про-
исхождения. Возможно, что с присутствием марке-
ров ранней дифференцировки ЭСК связана диффе-
ренцировочная пластичность МСК (Riekstina et al.,
2009; Huang et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi
et al., 2011; Wu et al., 2013; Мусорина и др., 2019). Су-
щественно отметить, что на пассаже 6 отсутствуют
клетки, несущие маркеры недифференцированных
ЭСК: SSEA-4 и OCT-4 по данным
иммунофлуоресцентного анализа, а также маркер
SOX2 по данным проточной цитофлуориметрии
(данные не представлены).

Анализ поверхностных антигенов для определения
статуса МСК. Поверхностные антигены МСК полу-
ченных линий анализировали с помощью проточ-
ной цитофлуориметрии и подтвердили наличие у
них статуса МСК (табл. 2). Для популяций обеих ли-
ний характерна большая доля клеток, несущих ха-
рактерные для МСК антигены CD44, CD73, CD90,

CD105, виментин и HLA-ABC и небольшая часть
клеток с антигенами CD34, CD45 и HLA-DR. Тем не
менее, обнаружены различия (как внутрилинейные,
так и межлинейные) по доле клеток, несущих ряд
маркеров, в процессе репликативного старения. От-
метим, что в обеих линиях для всех маркеров доля
клеток, несущих антигены, необходимые для под-
тверждения статуса МСК (CD44, CD73, CD90,
CD105, виментин и HLA-ABC) достаточно высока.
А доля клеток с маркерами, которые должны отсут-
ствовать в МСК (CD34, CD45 и HLA-DR), достаточ-
но низкая (табл. 2).

Наиболее заметные различия, но не нарушающие
статус МСК, состоят в следующем: снижение доли
клеток, несущих маркер CD90 на пассаже 13 по срав-
нению с пассажем 6 (Р < 0.05) в клетках линии MSC-
PL-1, а также заметно меньшая доля клеток, несу-
щих маркер виментин, в клетках линии MSC-PL-2
на ранних и поздних пассажах по сравнению с лини-
ей MSC-PL-1.

Таким образом, согласно требованиям Междуна-
родного общества клеточной терапии (Domonici et al.,
2006; Sensebé et al., 2010), для обеих линий подтвер-
жден статус МСК. Надо отметить, что высокая доля
клеток, несущих маркеры CD44, CD73, CD90,
CD105, как правило, достаточно устойчива и сходна
как в разных линиях, так и в процессе длительного
культивирования одной линии. Тем не менее, в ряде

Рис. 4. Кариотип клеточной линии MSC-PL-2 на пассажах 6 (а) и 15 (б). Нормальный кариотип, 46, XX. На врезках (а, б) — структурно
перестроенные хромосомы (стрелки), обнаруженные в отдельных клетках: пассаж 6 ((а) — der(1;3)(1pter→1p10::3p10→3pter) и
der(1;3)(1qter→1q10::3q10→3qter); der(2)(2pter→2q11.2::7q11.1→7qter) и der(7)(7pter→7q11.1::2q11.2→2qter); пассаж 15 (б) —
add(X)(pter→q21::?); add(10)(pter→q26::?).
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работ авторы отмечают количественные колебания
клеток с маркерами CD90 и CD105 между линиями,
полученными из разных источников, при культиви-
ровании в разных условиях, в процессе репликатив-
ного старения, а также в линиях с кариотипической
нестабильностью. Эти результаты рассмотрены в об-
зорной статье (Полянская, 2018). Надо подчеркнуть,
что функционально CD90 и CD105 связаны с важ-
нейшими клеточными процессами, такими как
межклеточные взаимодействия, миграция, клеточ-
ная пролиферация и дифференцировка (Maleki et al.,
2014). В настоящее время сложно объяснить причи-
ну этих колебаний. Возможно, не существует одной
причины, а есть комплекс факторов, влияющих на
проявление этих маркеров. Пока только можно от-
метить, что эти два поверхностных антигена подвер-

жены большим количественным колебаниям, чем
остальные маркеры.

Индукция остеогенной, адипогенной и хондроген-
ной дифференцировки для определения статуса МСК.
Анализ дифференцировочного потенциала клеток
линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2 на пассаже 6 выявила
их способность формировать жировую, хрящевую и
костную ткань (рис. 6), что подтверждает статус
МСК (Dominici et al., 2006; Sensebé et al., 2010). Куль-
тивирование клеток в адипогенной среде способ-
ствовало образованию кластеров адипоцитов, пока-
занных с помощью окрашивания красителем масля-
ным красным (Oil Red O). Культивирование клеток
в остеогенной среде способствовало формированию
минеральных комплексов, идентифицированных с

Рис. 5. Флуоресценция маркеров ранней дифференцировки эмбриональных стволовых клеток человека линий MSC-PL-1 и
MSC-PL-2 на пассаже 6. Окраска соответствующими моноклональными антителами. Показаны маркеры эктодермы (нести-
на), мезодермы (альфа-актинина) и энтодермы (альфа-фетопротеина). Масштабная линейка: 50 мкм.
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Таблица 2. Доля клеток (%) линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2, несущих разные поверхностные маркеры

аРазличия между ранним и поздним пассажем достоверны при Р < 0.05.

Маркер
MSC-PL-1 MSC-PL-2

пассаж 6 пассаж 13 пассаж 6 пассаж 16

CD44 98.81 ± 1.12 99.71 ± 0.06 99.89 ± 0.07 98.97 ± 0.34
CD73 98.70 ± 1.16 99.53 ± 0.09 99.43 ± 0.19 97.19 ± 0.33
CD90 90.00 ± 6.84а 62.28 ± 2.32а 53.05 ± 6.56 48.19 ± 0.62
CD105 99.90 ± 0.06 98.64 ± 0.52 99.94 ± 0.01 95.54 ± 0.94
Виментин 57.12 ± 2.61 50.16 ± 4.56 18.66 ± 2.27 20.00 ± 1.84
CD34 0.30 ± 0.14 а 1.60 ± 0.38 а 0.85 ± 0.16 1.14 ± 0.24
CD45 3.60 ± 0.79 3.29 ± 0.73 4.76 ± 1.79 1.55 ± 0.26
HLA-ABC 96.99 ± 0.38 87.98 ± 5.25 99.76 ± 0.10 97.22 ± 0.52
HLA-DR 0.39 ± 0.01а 1.17 ± 0.16а 0.87 ± 0.31 1.54 ± 0.24
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помощью реакции Vоn Kossa, выявляющей нераство-
римые соли кальция в межклеточном пространстве.
Культивирование клеток в хондрогенной среде приве-
ло к образованию сульфатированных гликозамино-
гликанов, протеогликанов и кислых гликозаминогли-
канов, которые выявлены с помощью окрашивания
специфическими красителями, подтверждающими
наличие хондрогенной дифференцировки.

Дифференцировочный потенциал исследуемых
линий в процессе репликативного старения суще-
ственно изменяется. Принципиальные различия

между ранними и поздними пассажами наблюдают-
ся в процессе адипогенной и остеогенной диффе-
ренцировок. Так, в клетках MSC-PL-1 на пассаже 13
отсутствует адипогенная и снижена остеогенная
дифференцировка. В клетках MSC-PL-2 на пассаже
16 имеют место обе эти дифференцировки, но по-
тенциал этих дифференцировок значительно слабее,
чем на пассаже 6 (рис. 6).

В связи с полученными результатами необходимо
отметить, что в настоящее время накапливаются
данные о значительных колебаниях уровня потен-

Рис. 6. Дифференцировка клеток линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2 в адипогенном, остеогенном и хондрогенном направлении
на раннем (6) и позднем (13 или 16) пассажах при длительном культивировании. Показано окрашивание жировых включений
масляным красным (адипогенез), реакция Vоn Kossa, выявляющая нерастворимые соли кальция в межклеточном простран-
стве (остогенез) и окрашивание толуидиновым синим сульфатированных гликозаминогликанов, сафранином О протеогли-
канов или альциановым синим кислых гликозаминогликанов (хондрогенез) на разных пассажах. Масштабная линейка:
100 мкм.
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циала трех стандартных направлений дифференци-
ровки МСК человека. Так, показаны существенные
колебания, вплоть до отсутствия конкретной диф-
ференцировки, при изменении условий культивиро-
вания, разном возрасте доноров, разных источниках
выделения МСК, а также в процессе репликативного
старения. Причем, причиной колебаний дифференци-
ровочного потенциала могут быть изменения, проис-
ходящие как на уровне транскрипции определенных
генов, так и на уровне трансляции (Park et al., 2005;
Bonab et al., 2006; Zhang et al., 2006; Lo Surdo et al., 2013;
Крылова и др., 2015; Bianchi et al., 2017; Кольцова и др.,
2018, 2019; Мусорина и др., 2019; Monterubbianesi et al.,
2019).

Результаты ОТ-ПЦР. Одним из генов, участвую-
щих в адипогенной дифференцировке, является
glut4 – ген транспортера глюкозы. Был проведен ана-
лиз экспрессии гена glut4 на разных пассажах исследу-
емых линий (рис. 7а). В клетках линии MSC-PL-1 на
пассаже 6 транскрипция гена glut4 присутствует в
контроле и усиливается при индукции адипогенной
дифференцировки. В процессе репликативного ста-
рения, к пассажу 13, экспрессия полностью исчезает
и в контроле и при индукции. В клетках MSC-PL-2
на пассаже 6 данные по экспрессии glut4 идентичны
данным, полученным на клетках MSC-PL-1. К пас-

сажу 16 сохраняется возможность к индукции
адипогенной дифференцировки, проявляющейся в
транскрипционной активности этого гена, хотя и с
меньшей интенсивностью.

Наблюдаемая корреляция между прекращением
транскрипции гена glut4 на стадии активного репли-
кативного старения и отсутствием адипогеной диф-
ференцировки в клетках MSC-PL-1 может свиде-
тельствовать о наличие причинно-следственной
связи между этими явлениями. Корреляция между
уровнем адипогенной дифференцировки и тран-
скрипционной активностью glut4 отмечена и для
клеток MSC-PL-2, в которых наблюдается ослабле-
ние адипогенного дифференцировочного потенциа-
ла на пассаже 16 (рис. 6) и ослабление транскрипции
гена glut4 (рис. 7а) относительно пассажа 6. Подоб-
ный результат был показан нами при анализе адипо-
генного потенциала в клетках MSC-DP, полученных
из пульпы молочного зуба (Кольцова и др., 2018).
Надо подчеркнуть, что корреляция между тран-
скрипционной активностью гена glut4 и способно-
стью клеток формировать адипоциты с характерны-
ми для них включениями жировых капель, проявля-
ется не всегда. Так, в клетках линии MSC-GING,
полученной из десны взрослого донора, показано
наличие транскрипционной активности гена glut4,

Рис. 7. Экспреcсии гена glut4 (транспортера глюкозы – маркера адипогенной дифференцировки, а) и гена nse (нейроспеци-
фической элоназы – маркера нейрональной дифференцировки, б) в клетках MSC-PL-1 и MSC-PL-2 при еe индукции. Метод
ОТ-ПЦР. Контроль – экспрессия гена в недифференцированных клетках; β-актин – контрольный ген общего метаболизма;
слева – маркеры мол. массы (пары оснований).
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но отсутствие формирования жировых капель
(Кольцова и др., 2019). Таким образом, результаты,
полученные в предыдущих исследованиях и в насто-
ящей работе, могут свидетельствовать о разных при-
чинах, вызывающих изменения дифференцировоч-
ного потенциала МСК человека (Кольцова и др.,
2018, 2019).

Интересно было исследовать потенциал нейро-
нальной дифференцировки клеточных линий, полу-
ченных из плаценты. Ранее была показана экспрес-
сия гена nse, участвующего в нейрональной диффе-
ренцировке, в линиях клеток MSC-DP и MSC-
GING, которые по своему онтогенетическому про-
исхождению относятся к эктодермальному зароды-
шевому листку, чем и объясняется их повышенный
потенциал к нейрональной дифференцировке
(Кольцова и др., 2018, 2019). Плацента имеет слож-
ное онтогенетическое происхождение. Результаты,
полученные с помощью ОT-ПЦР-анализа (рис. 7б),
свидетельствуют либо об очень слабой экспрессии
гена nse в клетках MSC-PL-1 на пассаже 6 и в про-
цессе репликативного старения, либо об отсутствии
экспрессии этого гена в процессе длительного куль-
тивирования в клетках MSC-PL-2.

Эти данные могут явиться косвенным подтвер-
ждением важности онтогенетического происхожде-
ния определенной линии МСК. Слабые различия
между клетками линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2 мо-
гут отражать конкретное место локализации клеток
ткани плаценты, из которых они получены.
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Isolation and Characterization of Mesenchymal Stem Cell Lines from Different Parts
of Placenta of the Same Donor
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Two new non-immortalized cell lines from different parts of human term placenta of the same donor – from umbil-
ical cord and distal sites, were isolated and characterized. They were named MSC-PL-1 and MSC-PL-2. The anal-
ysis of different characteristics was carried out at the early 6th and the late passages. Significant interline differences
in replicative senescence and such growing characteristics as plating efficiency and proliferation activity were iden-
tified during long-term cultivation. Karyotypic analysis at early 6th passages showed normal diploid karyotype with
minor number of non-clonal rearrangements for both lines. At the late 15th passage MSC-PL-2 retain normal karyo-
type. Some clonal rearrangements appeared at the 14th passage in MSC-PL-1 cell line during long term cultivation.
Repeated karyotypic analysis let us make a conclusion that clonal rearrangement – Х, add(X)(p22.3) is a feature of
MSC-PL-1 during replicative senescence but it frequency may vary when different cell populations of the same line
are cultivated. Both lines were characterized as MSC: the high quantity of CD44, CD73, CD90, CD105, Vimentin,
HLA-ABC and low quantity of CD34, CD45, HLA-DR positive cells were detected by f low cytometry at early and
late passages. It was shown that cells of isolated lines can differentiate into osteogenic, chondrogenic and adipogenic
directions. Differentiation potential decreases significantly during replicative senescence. For example, adipogenic
differentiation disappears in the MSC-Pl-1 line and significantly decreases in the MSC-Pl-2 line. There is a cor-
relation between the level of adipogenic differentiation and transcriptional activity of the glut4 gene, studied using
RT-PCR analysis. RT-PCR-analysis of nse expression showed low potential of both cell lines to neuronal differen-
tiation. These data is an indirect confirmation of the ontogenetic origin importance. The obtained data allow to suggest
that the main reason of interline differences is a physiology feature of organ site there from the cells were isolated.

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