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Аннотация
Изучение молекулярных механизмов процессов регенерации требует удобных объектов 
для in vitro и  in vivo исследований. In vitro такую функцию могут выполнять клеточные 
культуры. Существенным ограничением применения клеточных культур, полученных 
из тканей пациента, является их быстрое старение и утрата специфичных свойств исход-
ной клеточной культуры. Возможным подходом к  пролонгированию пролиферативной 
активности и сохранению свойств первичной клеточной культуры является повышение 
экспрессии каталитического компонента теломеразы (TERT). В данном исследовании мы 
оценили эффективность получения культур мезенхимных стромальных клеток (МСК) 
жировой ткани человека с  пролонгированным пролиферативным потенциалом путем 
принудительной гиперэкспрессии гена TERT человека и  изучили свойства полученных 
культур. Было установлено, что полученные культуры МСК способны преодолевать до 38–
63 удвоений клеточной популяции (УКП), сохраняют чувствительность к норадреналину, 
серотонину, глутамату, ГАМК, паратиреоидному гормону, ангиотензину II и  гистамину 
по меньшей мере до 26 УКП, сохраняют МСК-специфичный иммунофенотип до 36 УКП, 
а  также способность к  дифференцировке в  адипогенном, остеогенном и  хондрогенном 
направлении  — не менее чем до 39  УКП. Более того, генетическая модификация куль-
тур МСК геном TERT человека (hTERT) позволяет стабилизировать качественный и  ко-
личественный состав секретома МСК при длительном пассировании (по меньшей мере 
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до 30 УКП). Полученные результаты позволяют рассматривать гиперэкспрессию TERT как 
перспективный подход к получению культур МСК с пролонгированной пролиферативной 
активностью, а сами культуры тМСК — как стабильный и удобный объект для решения 
широкого спектра фундаментальных и прикладных задач регенеративной медицины.

Ключевые слова: мезенхимные стромальные клетки, каталитический компонент те-
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Abstract
The study of molecular mechanisms of regeneration requires convenient models for in vitro 
and in vivo studies. In vitro cell cultures can fulfill such a function. However, their rapid aging 
and loss of initial specific properties in culture is a significant limitation of their use. Telom-
erase expression can help to overcome these limitations: it can prolong proliferative activity 
and stabilize the initial properties of a primary cell culture. Here, we created and studied the 
properties of human adipose tissue multipotent mesenchymal stromal cell (MSC) cultures that 
overexpress the catalytic protein subunit of human telomerase (hTERT). We found that these 
MSC cultures were able to proliferate up to 38–63 PD, kept sensitivity to noradrenaline, seroto-
nin, glutamate, γ-aminobutyric acid, parathyroid hormone, angiotensin II and histamine until 
at least 26 PD, retained MSC-specific immunophenotype until at least 36 PD, and preserved the 
ability to adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation until at least 39 PD. Moreo-
ver, overexpression of hTERT in MSC cultures stabilized the qualitative and quantitative com-
position of their secretome at long-term passaging (at least up to 30 PD). The obtained results 
allow us to consider telomerase hyperexpression as a promising approach to obtaining MSC cul-
tures with prolonged proliferative activity, which can be used as a stable and convenient object 
for fundamental and applied studies in the field of regenerative medicine.

Keywords: mesenchymal stromal cells, telomerase catalytic protein subunit, differentiation, 
hormone sensitivity, karyotyping, growth factors
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Список сокращений
ГАМК — гамма-аминомасляная кислота

ЛВЧ — лентивирусные частицы

МСК — мультипотентные мезенхимные стромальные клетки

пМСК — первично выделенные мультипотентные мезенхимные стромальные клетки

ПТГ — паратиреоидный гормон

тМСК  — культуры мультипотентных мезенхимных стромальных клеток с  гиперэкс-
прессией гена TERT человека

УКП — удвоение клеточной популяции

ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота

5-HT — 5-гидрокситриптамин

BDNF — Brain-derived neurotrophic factor, мозговой нейротрофический фактор

bFGF — basic Fibroblast Growth Factor, основный фактор роста фибробластов

CD73 — Cluster of differentiation, кластер дифференцировки

CTGF — Connective tissue growth factor, фактор роста соединительной ткани
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DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium, среда Игла, модифицированная Дульбекко

EGF — Epidermal Growth Factor, эпидермальный фактор роста

FBS — Fetal Bovine Serum, фетальная сыворотка плодов коров

GABA — γ-Aminobutyric acid, гамма-аминомасляная кислота

GDNF — Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor, глиальный нейротрофический фактор

GMFB — Glia Maturation Factor Beta, фактор созревания глии бета

HDGF — Heparin Binding Growth Factor, гепарин-связывающий фактор роста

HLA-DR — Human Leukocyte Antigen — DR isotype, лейкоцитарный антиген человека — 
изотип DR

HNRNPU — Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein U, гетерогенный ядерный рибонук-
леопротеин U

HSP70 — Heat Shock Protein 70, белок теплового шока 70

hTERT — human Telomerase reverse transcriptase, каталитический компонент теломеразы 
обратной транскриптазы человека

IGF-I — Insulin-like Growth Factor 1, инсулиноподобный фактор роста 1

IL-6 — Interleukin-6, интерлейкин-6

ISCT  — International Society for Cellular Therapy, Международное общество клеточной 
терапии

KGF — Keratinocyte Growth Factor, фактор роста кератиноцитов

LIF — Leukemia inhibitory factor, фактор ингибирования лейкемии

MANF — Mesencephalic Astrocyte Derived Neurotrophic Factor, Мезенцефалический астро-
цитарный нейротрофический фактор

MMP-2/-9 — Matrix metalloproteinase-2/-9, матриксная металлопротеиназа-2/-9

MSC — Multipotent mesenchymal stromal cells, мультипотентные мезенхимные стромаль-
ные клетки

NDNF — Neuron-derived Neurotrophic Factor, нейрональный нейротрофический фактор

NEGR1 — Neuronal Growth Regulator 1, регулятор роста нейронов 1

NENF — Neudesin Neurotrophic Factor, нейдезин нейротрофический фактор

OLFML3 — Olfactomedin-like protein 3, ольфактомединоподобный белок 3

PDGF — Platelet Derived Growth Factor, тромбоцитарный фактор роста

PEDF — Pigment Epithelium Derived Factor, фактор роста пигментного эпителия

PlGF — Placental growth factor, плацентарный фактор роста

PD — population doubling

pRB — retinoblastoma protein, белок ретинобластомы, одиниз регуляторов клеточного цикла

RFTN1 — RFTN1 — Raftlin, Lipid Raft Linker 1, Рафтлин, липидный рафт-линкер 1

SDF-1 — Stromal cell-derived factor-1, фактор-1, полученный из стромальных клеток

TCN2 — Transcobalamin 2, транскобаламин-2

TGFb — Transforming Growth Factor beta 1, трансформирующий фактор роста бета 1

TIMP — Tissue Inhibitor of MetalloProteinase, тканевой ингибитор металлопротеиназы

tPA — Tissue-type Plasminogen Activator, тканевой активатор плазминогена

uPA — Urokinase-type Plasminogen Activator, урокиназный активатор плазминогена

VASN — Vasorin, вазорин

VEGF-A — Vascular Endothelial Growth Factor-A, фактор роста сосудистого эндотелия
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Введение
Клеточные культуры являются удобным объ-
ектом для фундаментальных и  прикладных 
исследований в  области клеточной биологии 
и  регенеративной медицины  [1, 2]. Культуры 
клеток, выделенные из органов и  тканей чело-
века или животных или первично выделенные, 
характеризуются рядом особенностей: ограни-
ченной способностью к пролиферации, быстрым 
старением клеточной культуры с утратой харак-
терных свойств, выраженной гетерогенностью 
свойств культур, полученных от различных 
доноров  [3]. Нестабильность (вариабельность) 
свойств таких клеточных культур ограничивает 
возможности их использования для продолжи-
тельных и повторных экспериментов, в том чи-
сле с применением технологий клеточного кло-
нирования и  геномного редактирования  [4, 5]. 
Использование культур, способных длительно 
сохранять пролиферативный потенциал и  ха-
рактерные для них свойства, позволят преодо-
леть указанные ограничения.

Одним из подходов к получению таких относи-
тельно стабильных и  длительно пролифериру-
ющих клеточных культур является повышение 
экспрессии каталитического компонента тело-
меразы, например посредством генетической 
модификации. Из данных литературы известно, 
что поддержание целостности теломеров стаби-
лизирует ДНК и уменьшает вероятность хромо-
сомных транслокаций/аберраций, что, в  свою 
очередь, стабилизирует пролиферативный по-
тенциал и  свойства модифицированных кле-
точных культур [6, 7].

Ввиду роста интереса к  регенеративной био-
медицине и  клеточной терапии разнообразие 
исследуемых клеточных культур из здоровых 
или патологических тканей человека и  жи-
вотных постоянно увеличивается, в  то время 
как количество коммерчески доступных кле-
точных линий крайне ограничено  [8]. Альтер-
нативой приобретению коммерческих линий 
клеток является генетическая модификация 
геном TERT человека подходящих (требуемых) 
первичных культур клеток с последующим из-
учением и описанием их свойств.

В данной работе представлена сравнительная 
характеристика культур мезенхимных стро-
мальных клеток (МСК), выделенных из жировой 
ткани человека, первичных и модифицирован-
ных геном TERT человека. Особое внимание 

уделяется обсуждению преимуществ и  огра-
ничений предлагаемого подхода. Данный под-
ход может быть рекомендован для увеличения 
продолжительности использования первичных 
культур МСК человека при постановке продол-
жительных и повторных экспериментов.

Материалы	и методы
Клеточные культуры и среды
Для сборки лентивирусных частиц (ЛВЧ) ис-
пользовали линию HEK293T (ATCC, #CRL-
3216™). Для генетической модификации ге-
ном TERT человека, а также в качестве группы 
сравнения при изучении свойств полученных 
культур МСК (тМСК) использовали первично 
выделенные мультипотентные мезенхимные 
стромальные клетки (пМСК) подкожного жира 
человека из биобанка Института регенератив-
ной медицины МНОЦ МГУ имени М.В. Ломо-
носова (https://human.depo.msu.ru). Все доноры 
пМСК были практически здоровы, с  индексом 
массы тела в диапазоне 18–25, не имели метабо-
лических и  эндокринных нарушений, подкож-
ный жир был забран в ходе травматологических 
или плановых (герниопластика) операций: до-
нор № 1 — мужчина, 19 лет; донор № 2 — мужчи-
на, 26 лет; донор № 3 — женщина, 53 года. В ка-
честве положительного контроля при оценке 
свойств полученных тМСК использовали ком-
мерчески доступную линию МСК жировой тка-
ни человека ASC52telo (ATCC, #SCRC-4000).

HEK293T культивировали в  среде Игла, моди-
фицированной Дульбекко (DMEM), с  высоким 
содержанием глюкозы (Gibco, #11965092), со-
держащей 10% фетальной сыворотки плодов 
коров (FBS) (ThermoFisher Scientific, #26140079), 
1x смесь антибиотика/антимикотика (Gibco, 
#15240062) и  1x L-Gln (Gibco, #11539876). Нара-
ботку ЛВЧ проводили в аналогичной среде куль-
тивирования, содержащей 2% инактивирован-
ную фетальную сыворотку плодов коров (FBS) 
(ThermoFisher Scientific, #26140079).

МСК человека культивировали в среде Advance 
Stem Cell Basal Medium (HyClone, #SH30879.02), 
содержащей 10% добавки Advance Stem Cell 
Growth Supplement (HyClone, #SH30878.01) и  1х 
смесь антибиотика/антимикотика (Gibco, США, 
#15240062). Все перечисленные культуры клеток 
культивировали при 37 °C и 5% CO2 в инкубато-
ре Binder CB150 (BINDER GmbH). Среду культи-
вирования меняли каждые 3–4  суток. Все эк-
сперименты с пМСК проводили до 20 удвоений 
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клеточной популяции (УКП) (13  пассажей), 
а с тМСК — до 66 УКП (44 пассажа). Все проце-
дуры с образцами тканей пациентов были одо-
брены Этическим комитетом МГУ им. М.В. Ло-
моносова (#IRB00010587), протокол № 4 (2018 г.); 
их проводили в  соответствии с  Хельсинкской 
декларацией.

Получение лентивирусных частиц 
и трансдукция
Для гиперэкспрессии в МСК человека гена hTERT 
использовали ранее собранный вектор pVLT-
EF1a-hTERT-puro, кодирующий каталитическую 
субъединицу теломеразы человека и  ген устой-
чивости к пуромицину (рис. 1А). Сборку ЛВЧ, ко-
дирующих TERT человека, осуществляли путем 
трансфекции линии HEK293T согласно описанно-

му ранее протоколу [9]. Через 64–72 ч после тран-
сфекции собирали кондиционированную среду, 
содержащую ЛВЧ, и фильтровали через фильтры 
с диаметром пор 0.45 мкм. Полученные ЛВЧ ис-
пользовали для трансдукции первично выделен-
ных МСК, прошедших 3–7  УКП (2–5  пассажей), 
как это было описано ранее  [10]. Для селекции 
трансдуцированных МСК через 7  суток после 
трансдукции в культуральную среду добавляли 
пуромицин до конечной концентрации 1 мкг/мл. 
Селекцию продолжали в  течение 10–14  суток. 
Среду культивирования меняли каждые 2–3 су-
ток. Для подтверждения активности пуромицина 
его вносили и в культуру нетрансдуцированных 
клеток (отрицательный контроль при селекции), 
которые погибали в течение 4–7 дней после на-
чала селекции.

Рис.	1. Трансдукция культур МСК лентивирусом pVLT-hTERT-puro активирует экспрессию и увеличивает активность 
hTERT: А — карта генетической конструкции pVLT-hTERT-puro, использованной для генетической модификации клеточ-
ных культур МСК; Б, В и Г — относительный уровень экспрессии мРНК, активности каталитического компонента тело-
меразы и относительная длина теломер в геномодифицированных МСК в динамике соответственно, нормированный 
на уровень экспрессии и активности hTERT в культурах первично выделенных МСК 2-го пассажа, что соответствует 
3 УКП (равен 1.0) — отмечен красной пунктирной линией

А
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В рамках данной работы было получено 3 куль-
туры МСК, модифицированных геном TERT 
человека: тМСК#1, тМСК#2 и тМСК#3. Набор те-
стов, проведенный для каждой из полученных 
культур, приведен в таблице 1.

Анализ экспрессии и оценка функциональной 
активности TERT человека в культурах тМСК
Экспрессию гена TERT человека в  тМСК под-
тверждали с помощью ПЦР в реальном времени 
(ПЦР-РВ). Для выделения тотальной РНК из кле-
точных лизатов использовали набор Direct-zol 
RNA Miniprep (Zymo Research, #R2052). Обратную 
транскрипцию осуществляли с  помощью на-
бора MMLV RT (Евроген, #SK021), а  для ПЦР-РВ 
использовали набор 5X qPCRmix-HS SYBR (Евро-
ген, #PK147L). Для детекции мРНК TERT исполь-
зовали праймеры 5’-ACCGTGGTTTCTGTGTGGTG 
и  5’-TCGCCTGAGGAGTAGAGGAA (температура 
отжига — 58 °С, длина ампликона — 211 bp). Нор-
мировку полученного сигнала между образцами 
осуществляли по уровню экспрессии гена 36B4 
(housekeeping gene), мРНК которого детектирова-
ли с  помощью праймеров 5’-CGACCTGGAAGTC-
CAACTAC и 5’-ATCTGCTGCATCTGCTTG (темпера-
тура отжига — 53 °С, длина ампликона — 109 bp). 
Функциональную активность гена TERT чело-
века и относительную длину теломеров в полу-
ченных культурах тМСК оценивали с  помощью 

коммерческих наборов Telomerase Activity Quan-
tification qPCR Assay Kit (Sciencell, #8928) и Relative 
Human Telomere Length Quantification qPCR Assay 
Kit (Sciencell, #8908) соответственно согласно ре-
комендациям производителя.

Оценка пролиферативного потенциала 
культур тМСК
Согласно данным литературы гиперэкспрессия 
гена hTERT должна увеличивать пролифера-
тивный потенциал клеточной культуры [11, 12], 
поэтому было проведено сравнительное иссле-
дование скорости пролиферации пМСК и тМСК 
в  динамике (на различных пассажах), а  также 
была оценена максимальная продолжитель-
ность пассирования культур пМСК и тМСК до мо-
мента радикального замедления пролифера-
тивной активности (репликативное старение). 
Каждое пассирование проводили в  соотноше-
нии 1:3 (для культур тМСК вплоть до ~35–44 пас-
сажей, что соответствует 53–66 УКП).

Для оценки скорости пролиферации клетки 
высаживали в  лунки 6-луночного планшета 
в количестве 100 тыс. клеток на лунку с после-
дующей автоматической фотофиксацией с  ис-
пользованием системы IncuCyte® ZOOM Live 
Cell Analysis System (EssenBioscience) в течение 
120  часов (16  полей зрения на 1  лунку). Ана-
лиз полученных изображений осуществляли 
с  помощью встроенного программного обес-
печения путем наложения «маски» и высчиты-
ванием процента клеточной конфлуентности, 
который напрямую коррелирует с  клеточной 
пролиферацией.

Оценка гормональной чувствительности 
культур тМСК
Генетическая модификация клеточной куль-
туры может существенно изменить свойства 
клеточной культуры, в  том числе ее чувстви-
тельность к  гормонам и дифференцировочный 
потенциал. Поскольку одной из задач данного 
исследования являлось создание долгоживу-
щей культуры мезенхимных стромальных кле-
ток человека, которая может быть использована 
в  качестве модельного объекта для изучения 
механизмов гетерологической сенситизации, 
коммитирования судьбы клеток в процессах он-
тогенеза и регенерации, а также роли гормонов 
в процессах обновления и регенерации тканей, 
нами была оценена чувствительность полу-
ченных геномодифицированных культур МСК 
к ряду гормонов.

Таблица	1. Перечень исследований, проведенных для ка-
ждой из культур тМСК

Проведенные	исследования Культуры	тМСК

Экспрессия и активность hTERT 1, 2 и 3

Пролиферативная активность 1, 2 и 3

Гормональная чувствительность* 1 и 2

Дифференцировочный потенциал* 1 и 2

Иммунофенотипирование** 2 и 3

Кариотипирование** 2 и 3

Протеомный анализ секретома*** 2

Примечание:	 * культуры тМСК#1  и  тМСК#2  были полу-
чены раньше, чем тМСК#3; оценку гормональной чув-
ствительности и  дифференцировочного потенциала 
осуществляли для культур тМСК#1 и тМСК#2; ** ввиду ог-
раниченности ресурсной базы иммунофенотипирование 
и кариотипирование проводили для наиболее перспек-
тивных (дольше сохраняющих пролиферативный потен-
циал) культур тМСК: тМСК#2 и тМСК#3; *** ввиду ограни-
ченности ресурсной базы протеомный анализ секретома 
проводили для культуры тМСК#2 как одной из наиболее 
перспективных (среди полученных) для получения се-
кретома для решения задач регенеративной медицины
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Гормональную чувствительность тМСК оценива-
ли по их способности отвечать активацией Gq/11-
phospholipase-C сигнального каскада на воз - 
действие норадреналина, 5-HT (серотонина), глу-
тамата, ГАМК, дофамина, паратиреоидного гор-
мона (ПТГ), ангиотензина II и гистамина.

Активацию рецепторов, связанных с G-белками, 
оценивали с  помощью визуализации Ca2+ по-
сле обработки культур МСК 1  мкМ норадрена-
лина (Abcam, #ab120717) или 10  мкМ 5-HT (Ab-
cam, #ab120528), или 1  мкМ глутамата (Abcam, 
#ab120049), или 1 мкМ ГАМК (Abcam, #ab120359), 
или 50  мкМ дофамина (Sigma-Aldrich, #H8502), 
или 10 нМ ПТГ (ApexBio, #A1129), или 5 нМ ангио-
тензина II (Abcam, #ab120183), или 1 мкМ гистами-
на (Sigma-Aldrich, #H7125). Клетки культивиро-
вали в низкой плотности, чтобы предотвратить 
межклеточную коммуникацию во время каль-
циевой визуализации. За 1 ч до начала экспери-
мента клетки загружали 4  мкМ кальций чувст-
вительного флуоресцентного сенсора Fluo-8  AM 
(Abcam, #ab142773) в растворе Хенкса, забуферен-
ного 20 мМ HEPES. В течение 5 минут регистриро-
вали базовый уровень клеточного ответа, а затем 
однократно добавляли один из перечисленных 
выше гормонов. Изменения яркости клеточной 
флуоресценции фиксировали с  помощью ин-
вертированного флуоресцентного микроскопа 
Nikon Eclipse Ti с объективом CFI Plan Fluor DLL 
10X/0.3 (Nikon) и цифровой EMCCD-камерой An-
dor iXon 897 (Andor Technology) и  Nikon Eclipse 
Ti2 с объективом CFI Plan Fluor DL 10XF CH, NA0.3 
(Nikon) и цифровой sCMOS-камерой Photometrics 
Kinetix. Для увеличения количества анализируе-
мых клеток использовали одновременное изме-
рение полей зрения 4×4.

Полученные видеозаписи анализировали с  по-
мощью программ NIS-Elements (Nikon) и ImageJ. 
Изменения цитозольного Ca2+ количественно 
оценивали по относительным изменениям ин-
тенсивности флуоресценции Fluo-8 в отдельных 
клетках. Процент ответивших клеток опреде-
ляли как отношение числа ответивших клеток 
к числу всех проанализированных клеток.

Иммунофенотипическая характеристика 
полученных культур тМСК
Сохранность МСК-специфичного иммунофено-
типа у  тМСК в  сравнении с  пМСК осуществля-
ли с помощью набора MSC Phenotyping Cocktail 
Kit, anti-human, REAfinity (Miltenyi Biotec, #130-
125-285) согласно инструкции производителя 

по наличию МСК-специфичных маркеров CD73, 
CD90 и CD105 и отсутствию гематопоэтических 
и  эндотелиальных поверхностных маркеров 
CD14, CD20, CD34 и CD45, с последующей оцен-
кой процента окрашенных клеток на клеточном 
сортере BD FACS Aria III (BD).

Оценка дифференцировочного потенциала 
культур тМСК
Сохранность дифференцировочного потенциа-
ла тМСК оценивали по их способности диффе-
ренцироваться в  остеогенном, хондрогенном 
и адипогенном направлении в условиях клеточ-
ной культуры.

Остеогенная дифференцировка
Для оценки остеогенного потенциала клетки 
культивировали в 12-луночном планшете в среде 
DMEM + 10% FBS до достижения плотного моно-
слоя. Индукцию остеогенной дифференциров-
ки проводили с  использованием Mesenchymal 
Stem Cell Osteogenesis Kit (Chemicon; #SCR028) 
в  соответствии с  инструкцией производите-
ля. Вкратце: индукцию осуществляли в  среде 
DMEM low Glucose, содержащей 10% FBS, 100 мг/л 
CaCl2, 0,1 мкМ дексаметазона, 0,2 мМ аскорбино-
вой кислоты, 10 мМ глицерол-2-фосфата и 2 мМ 
L-глутамина в  течение 15  дней; среду меняли 
каждые 2  дня. Контрольные клетки культиви-
ровали в среде DMEM low Glucose с добавлением 
10% FBS. На  15-й  день среду отбирали и  клетки 
фиксировали в 70% этаноле в течение 1 ч. После 
последующего двукратного промывания водой 
клетки окрашивали ализариновым красным 
(Sigma, #A5533-25G) и по интенсивности окраски 
минеральных отложений внеклеточного матрик-
са оценивали эффективность дифференциров-
ки. Изображения получали на микроскопе Nikon 
Eclipse Ti2, оборудованном цветной камерой 
Nikon DS-Ri2 (Nikon). Анализ полученных изо-
бражений осуществляли с  помощью програм-
много обеспечения NIS Elements AR 5.40.02.

Адипогенная дифференцировка
Для оценки адипогенного потенциала клетки 
культивировали в 12-луночном планшете в сре-
де DMEM + 10% FBS до достижения монослоя. 
Индукцию адипогенной дифференцировки 
проводили в среде DMEM low Glucose, содержа-
щей 10% FBS, 10 мкг/мл инсулина, 0,5 мМ IBMX 
и 1 мкМ дексаметазона согласно описанной ра-
нее методике  [13]. Контрольные клетки культи-
вировали в  среде DMEM low Glucose + 10% FBS. 
Эффективность адипогенной дифференцировки 
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оценивали по окрашиванию дифференцирован-
ных клеток липофильным красителем Nile Red 
(Sigma, #19123). Для этого клетки отмывали рас-
твором Хэнкса с 20 нМ HEPES и затем инкубиро-
вали 1 ч при 37 °C в клеточном инкубаторе в рас-
творе Хэнкса, содержащем 20 нМ HEPES и 1 мМ 
Nile Red. Изображения получали на микроскопе 
Nikon Eclipse Ti2, оборудованном монохромной 
камерой Kinetix (Teledyne Photometrics). Длина 
волны возбуждения — 488 нм, длины волн эмис-
сии — 515–547 нм. Анализ полученных изобра-
жений осуществляли с помощью программного 
обеспечения NIS Elements AR 5.40.02.

Хондрогенная дифференцировка
Для оценки хондрогеного потенциала клетки 
культивировали в  стандартной среде DMEM + 
10% FBS до достижения 60–80% клеточной кон-
флуентности. Хондрогенную дифференцировку 
проводили с  помощью StemPro® Chondrogenesis 
Differentiation Kit (Gibco, #A1007101) согласно ре-
комендациям производителя. Вкратце: капли су-
спензии клеток объемом 5 мкл с концентрацией 
1,6×107  клеток/мл наносили в  лунки 24-луноч-
ного планшета, инкубировали в течение 2 ч при 
37 °C в клеточном инкубаторе при повышенной 
влажности, после чего добавляли дифференци-
ровочную среду, которую меняли каждые 2–3 су-
ток. Сфероиды, полученные после 14 дней диф-
ференцировки, замораживали в O.C.T. compound 
Tissue-Tek (Sakura Finetek USA, Inc., #4583), гото-
вили срезы толщиной 10 мкм на криотоме Leica 
CM1850 (Leica). Полученные срезы фиксировали 
в  забуференном формалине (Panreac, #131328), 
окрашивали альциановым синим (Sigma-Aldrich, 
#6A3217) и  заключали под покровное стекло. 
Окрашенные препараты визуализировали и фо-
тографировали с  помощью микроскопа Zeiss, 
оборудованного камерой Axiocam (Carl Zeiss).

Кариотипический анализ культур 
геномодифицированных МСК человека
Для приготовления препаратов метафазных 
хромосом в  культуральную среду вносили кол-
цемид в конечной концентрации 0,1 мкг/мл. Че-
рез 3 часа клетки деадгезировали с поверхности 
культивирования смесью трипсина-ЭДТА 0,25% 
(ПанЭко, #П043п). Гипотоническую обработку 
клеток проводили смесью 0,55 % раствора KCl 
и  1 % раствора цитрата натрия в  соотношении 
1:1  в  течение 20  минут при комнатной темпера-
туре. Клетки фиксировали смесью метанола и ле-
дяной уксусной кислоты в  соотношении 3:1  три 
раза по 20 минут. Полученную суспензию клеток 

в небольшом количестве фиксатора раскапывали 
на предметные стекла над водяной баней при тем-
пературе 48 оС. Дифференциальное окрашивание 
хромосом на G-диски выполняли в соответствии 
с методом, предложенным ранее Ozkinay и Mitel-
man [14]. Для подсчета числа хромосом в клетках, 
кариотипирования и оценки доли полиплоидных 
клеток в  популяции использовали микроскоп 
Axio Scope.A1 (Carl Zeiss), оборудованный систе-
мой анализа изображений хромосом «ВидеоТесТ-
Карио 3.1» (ВидеоТесТ) и  микроскоп Axio Imager 
A2 (Carl Zeiss), оснащенный Ikaros4  Karyotyping 
System (MetaSystems). Для каждой из исследован-
ных клеточных культур анализировали не менее 
50  метафазных пластинок. Кариотипы клеток 
и структурно перестроенные хромосомы описы-
вали в соответствии с Международной номенкла-
турой хромосом человека [15].

Сравнительный иммуноферментный анализ 
секретомов тМСК и пМСК человека
Содержание ключевых нейротрофических и про-
ангиогенных факторов роста (BDNF, uPA, VEGF 
и HGF) в составе секретома МСК до и после гене-
тической модификации определяли с  помощью 
коммерческих наборов для иммуноферментно-
го анализа согласно инструкциям производите-
ля: Human Free BDNF Quantikine ELISA Kit (R&D, 
#DBD00), Human uPA ELISA Kit (URK) (Abcam, 
#ab119611), Human VEGF Quantikine ELISA Kit (R&D, 
#DVE00) и Human HGF Quantikine ELISA Kit (R&D, 
#DHG00)) соответственно.

Сравнительный протеомный анализ 
секретомов тМСК и пМСК человека
Для получения секретома для протеомного ана-
лиза использовали клеточные культуры, достиг-
шие 80% конфлуентности монослоя (по 5–7 100 мм 
культуральных чашек на 1  образец). Их депри-
вировали в  течение 16  часов в  бессывороточной 
среде DMEM Low Glucose без фенолового красного 
(Gibco, #11054020). После чего среду меняли на ана-
логичную и нарабатывали кондиционированную 
среду в течение 24 часов. Далее белки кондицио-
нированной среды концентрировали более чем 
в 100 раз на фильтре с диаметром пор 10 кДа.

Для получения пептидов образцы секретиру-
емых белков, содержащие ~10–30  мкг белка, 
разводили до концентрации 0,1–0,3  мкг/мкл 
в  50  мМ бикарбонат-аммонийном буфере, pH 
8,5, с добавлением 0,05% реагента RapiGest (Wa-
ters, #186001861), затем последовательно инку-
бировали с  2  мМ трис-карбоксиэтилфосфина 
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(Sigma-Aldrich, #C4706-10G) (1  час при 60 °С), 
с 4 мМ метиметантиосульфоната (Sigma-Aldrich, 
#64306) (15 минут при комнатной температуре) 
и  с 4  нг/мкл трипсина (ПанЭко, №  9002-07-7) 
(16  часов при 37 °С). После этого к  образцам 
добавляли муравьиную кислоту (Applichem, 
#131030) до концентрации 0,1% и очищали полу-
ченные пептиды на колонках HLB Oasis (Waters, 
# WAT106202).

Хромато-масс-спектрометрический анализ 
пептидов (n  = 2) проводили на базе ЦКП ГНЦ 
ФГБУН «Институт биоорганической химии име-
ни академиков М.М. Шемякина и  Ю.А. Овчин-
никова» РАН на приборах Ultimate 3000nano 
UPLC и TIMS-TOF-PRO. Полученные данные об-
рабатывали с использованием ПО MaxQuant со-
гласно рекомендациям разработчиков.

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с использова-
нием программы SigmaPlot11.0 (Systat Software, 
Inc., Германия). Численные данные оценивали 
на нормальность распределения с помощью кри-
терия Колмогорова  — Смирнова. Различия меж-
ду экспериментальной и  контрольной группами 
анализировали с  использованием t-критерия 
Стьюдента, дисперсионного анализа (ANOVA) 
или ANOVA on ranks (критерий Данна) в  зависи-
мости от количества сравниваемых групп и нор-
мальности распределения. Данные представлены 
как среднее значение ± стандартное отклонение 
или медиана (25%; 75%) в зависимости от исполь-
зуемого теста. Значимыми считали различия 
между группами при p < 0,05.

Результаты
Эктопическая экспрессия каталитического 
компонента теломеразы человека 
увеличивает пролиферативный потенциал 
и стабилизирует свойства МСК человека 
в культуре
Результаты анализа ПЦР-РВ показали, что уро-
вень мРНК каталитического компонента те-
ломеразы человека (hTERT) в  культурах тМСК 
и ASC52telo был достоверно выше (p < 0,05, n = 3), 
чем в  культуре пМСК  — отмечен красной пун-
ктирной линией (рис. 1Б). Более того, при пас-
сировании тМСК (вплоть до 66  УКП) экспрес-
сия гена TERT оставалась стабильно высокой 
и  достоверно отличалась от таковой для пМСК 
(рис. 1Б). Уровень экспрессии мРНК hTERT 
коррелировал с  активностью каталитическо-
го компонента теломеразы в  лизатах тМСК. 

В культурах ASC52telo наблюдали меньшую ак-
тивность hTERT относительно уровня экспрес-
сии ее мРНК по сравнению с культурами тМСК 
(рис. 1В). Сравнительный анализ относитель-
ной длины теломер между тМСК и пМСК пока-
зал, что теломеры в  тМСК в  2–5  раз длиннее, 
чем в  пМСК, причем существенных различий 
в длине теломер с увеличением пассажа культи-
вирования (с 9 по 44 пассаж, что соответствует 
с 14 по 66 УКП) в тМСК не выявлено. В коммерче-
ски доступной линии ASC52telo длина теломер 
составила в среднем в 3,3 ± 1,2 раза больше, чем 
в первично выделенной культуре МСК (рис. 1Г).

Полученные культуры тМСК сохраняли проли-
феративную активность значительно дольше, 
чем пМСК. Так, скорость пролиферации пМСК 
с 8 по 17 УКП упала в 1,7 раза, а время УКП воз-
росло с 61,5 ± 20,6 до 87,6 ± 24,0 ч. В то же вре-
мя скорость пролиферации тМСК в  диапазоне 
8–17  УКП практически не изменялась, а  сред-
нее время удвоения составило 57,6 ± 12,1 ч. При 
15–16  УКП наблюдается достоверное различие 
в  среднем времени удвоения культур пМСК 
и  тМСК (p < 0,05, n  ≥  6). Для тМСК также было 
отмечено замедление пролиферативной актив-
ности с  пассированием, однако оно было от-
срочено во времени по сравнению с пМСК. Так, 
достоверное снижение скорости пролиферации 
тМСК наблюдали к 57–66 УКП, что проявлялось 
в увеличении времени удвоения клеточной по-
пуляции с 64,4 ± 11,1 ч к 36 УКП до 177,8 ± 15,8 ч 
к  57–66  УКП  — на примере культуры тМСК#2 
(p < 0,05, n = 3) (рис. 2).

Рис.	2. Сравнительная динамика времени удвоения куль-
тур МСК человека, первично выделенных и  с пролон-
гированным пролиферативным потенциалом. Среднее 
время удвоения клеточной культуры первично выде-
ленных МСК получено на основании данных для МСК 
от 6–12 доноров (в зависимости от УКП). * p < 0,01, n ≥ 4
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Влияние процедуры генетической модифика-
ции на иммунофенотип культуры МСК оценива-
ли в соответствии с рекомендациями ISCT [16–
18], согласно которым МСК характеризуются 
наличием маркеров CD73, CD90 и CD105, а также 
отсутствием экспрессии поверхностных марке-
ров, свойственных для гематопоэтических и эн-
дотелиальных клеток: CD14, CD19, CD20, CD34, 
CD45 и HLA-DR [16–18].

Было установлено, что пМСК, использованные 
в  работе, соответствовали данным критери-
ям (рис. 3), а  гиперэкспрессия hTERT не вли-
яла на профиль экспрессируемых ими повер-
хностных маркеров (рис. 3, сравнить пМСК#п6 
и тМСК#п7).

При культивировании тМСК дольше сохраняли 
МСК-специфичный иммунофенотип по сравне-
нию с таковым у пМСК: не менее 36 УКП у тМСК#2 
(рис. 3, тМСК#п24), в то время как пМСК#3 к 9 УКП 
значительно утрачивали экспрессию CD90 
(с 90,1 до 48,4%) и CD105 (c 98,9 до 68,6%) (рис. 3, 
пМСК#п6). В то же время в культуре тМСК с пас-
сированием также наблюдается постепенная ча-
стичная утрата экспрессии МСК-специфичных 
маркеров. Так, к  66  УКП в  культуре тМСК#2  эк-
спрессия CD73 снижается с 99,2 до 93,6%, CD90 — 
с  99,1  до 96,0%, CD105  — c  96,1  до 65,4% (рис. 3, 
тМСК#п44). Иммунофенотипический профиль 
коммерческой линии ASC52telo к  42  УКП не от-
личался от такового для пМСК#3п2.

Оценка гормональной чувствительности тМСК 
к  глутамату (10-5  M), ГАМК (2×10-5  M), дофами-
ну (10-5  M), норадреналину (10-6  M), ангиотен-
зину II (10-8  M), гистамину (10-6  M), серотони-
ну (10-5 M) и  паратиреоидному гормону (10-8 M) 
показала, что тМСК (не менее чем до 26  УКП) 
сохранили чувствительность ко всему спектру 
протестированных гормонов, на которые отве-
чают и  пМСК (рис. 4). Коммерчески доступная 
линия ASC52telo (39–41  УКП) оказалась нечув-
ствительна к  серотонину, ГАМК и  глутамату, 
а  также обладала сниженной чувствительно-
стью к  дофамину, норадреналину и  паратгор-
мону по сравнению культурами тМСК (p < 0,05, 
n ≥ 4). Исследования, проведенные на культуре 
тМСК#2 на поздних пассажах (43 пассаж, что со-
ответствует 65 УКП), также показали выражен-
ное снижение (в  5–10  раз) чувствительности 
к серотонину, ГАМК, дофамину, норадреналину, 
паратгормону и глутамату по сравнению с ран-
ними пассажами. Однако даже при этом куль-

тура тМСК#2  сохраняла большую чувствитель-
ность к гормонам по сравнению с ASC52telo.

Важным интегральным критерием оценки фи-
зиологической активности МСК является их спо-
собность к дифференцировке. Согласно рекомен-
дациям Международного общества клеточной 
терапии (ISCT)  [16–18] культура МСК характе-
ризуется способностью дифференцироваться 
в  адипогенном, остеогенном и  хондрогенном 
направлениях, что и было изучено на получен-
ных культурах МСК тМСК#1  и  тМСК#2  в  срав-
нении с  первично выделенной культурой МСК 
и коммерчески доступной линией ASC52telo.

Было установлено, что культура тМСК#2  полно-
стью сохраняет способность к  дифференциров-
ке в  адипогенном, остеогенном и  хондрогенном 
направлениях после генетической модификации 
как на ранних (15 УКП), так и более поздних пас-
сажах (39  УКП), хотя и  наблюдается некоторое 
снижение адипогенного и  остеогенного потен-
циалов к 39 УКП. К 63 УКП наблюдается полная 
утрата способности к  дифференцировке в  ади-
погенном направлении и выраженное снижение 
способности к  дифференцировке в  остеоген-
ном направлении, что косвенно свидетельству-
ет о старении культуры тМСК#2 (рис. 5 тМСК#2). 
Клеточная культура тМСК#1 проявила выражен-
ное снижение способности к  дифференцировке 
в адипо- и остеогенном направлениях к 32 УКП, 
однако сохранила способность дифференциро-
ваться в хрящ (рис. 5 тМСК#1). Коммерчески до-
ступная линия МСК ASC52telo демонстрировала 
выраженную способность к  дифференцировке 
в  остеогенном и  хондрогенном направлениях, 
однако оказалась практически неспособна к диф-
ференцировке в адипогенном направлении.

Результаты кариотипического анализа 
культур геномодифицированных МСК
Результаты кариотипического анализа полу-
ченных культур тМСК#2  и  тМСК#3  показали, 
что клетки популяции тМСК#2, характеризуют-
ся кариотипом 47 XY, +mar — аномальный муж-
ской кариотип, содержащий дополнительную 
неидентифицированную хромосому. Такой ка-
риотип характерен для 100% клеток и не меняет-
ся с 17 по 42 УКП, что свидетельствует о высокой 
стабильности кариотипа трансдуцированных 
клеток, несмотря на исходно аномальный ка-
риотип (рис. 6А и 6Б). Доля тетраплоидных кле-
ток в линии тМСК#2 к 17 УКП составила 13,4%, 
а к 42 УКП — 4,9%.
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Рис.	 3. Сравнительная динамика сохранности МСК-специфичного иммунофенотипа в  культурах МСК, первичных 
(пМСК#3) и с пролонгированным пролиферативным потенциалом (тМСК#2, тМСК#3 и ASC52telo). У3 — 3 УКП и т.д.
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Рис.	4. Сравнение гормональной чувствительности культур МСК: первичных (пМСК#1 и пМСК#2 — 5–15 УКП) и с про-
лонгированным пролиферативным потенциалом (тМСК#1 и тМСК#2 — 26–65 УКП) в динамике. Красной пунктирной ли-
нией отмечены соответствующие значения для коммерчески доступной иммортализованной линии МСК ASC52telo —  
39–41 УКП
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Рис.	6. Кариотипический анализ культур МСК с пролонгированным пролиферативным потенциалом: тМСК#2 и тМСК#3 
с 12 по 42 УКП. Для культуры тМСК#3 показана идентифицированная транслокация t(3;5)(q?26;q11.2)

Рис.	5. Динамика сохранности дифференцировочного потенциала культур МСК с пролонгированным пролифератив-
ным потенциалом: тМСК#1 и тМСК#2. Для сравнения приведены данные по дифференцировке первичной культур МСК 
(пМСК#2 3 УКП) и коммерчески доступной иммортализованной линии МСК ASC52telo (42 УКП)
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Кариотип клеточной популяции тМСК#3  пред-
ставляет собой нормальный кариотип женщи-
ны, 46XX (рис. 6В и  6Г), однако в  17,1% клеток 
к  17  УКП выявлена клональная транслокация 
хромосом 3 и 5 — t(3;5)(q?26;q11.2). Доля тетра-
плоидных клеток в  культуре тМСК#2  к  12  УКП 
составила 6,4%, а к 17 УКП — 2,7%.

Гиперэкспрессия hTERT позволяет 
стабилизировать качественный 
и количественный состав секретома МСК
Чтобы оценить, как гиперэкспрессия hTERT из-
меняет качественный состав секретома, мы про-
вели протеомный анализ секретомов культур 
пМСК#2 и тМСК#2. В ходе протеомного анализа 
было идентифицировано 1338 белков: 1207 бел-
ков в секретоме пМСК#2 и 1214 белков в секрето-
ме тМСК#2. Секретомы пМСК#2 и тМСК#2 совпа-
дали на 94,5%. Они включали нейротрофические 
факторы и  нейропоэтические цитокины (BDNF, 
GDNF, MANF, NDNF, NENF, IL-6); проангиоген-
ные факторы (VEGF-A, uPA, tPA, PlGF, PDGF, ан-
гиопоэтин, ангиопоэтиноподобные белки-2/-4, 
фоллистатин, ингибин А, мидкин, MMP-2/-9, 
TIMP-1/-2, лептин, VASN); противовоспалитель-
ные цитокины (TGFb); факторы роста (bFGF, EGF, 
IGF-I, KGF, SDF-1, нейрегулины, TCN2, NEGR1, 
GMFB, HDGF, CTGF, PEDF, белки, связывающие 
инсулиноподобный фактор роста); матричные 
белки (фибронектин, коллаген-1a1/-4a1, лами-
нин-a2/b2, периостин, нейролигин-2, нидо-
ген-1/-2); белки теплового шока (HSP70, HSP74, 
HSP90B1 и др.), а также молекулы, участвующие 
в процессе сортировки и упаковки микроРНК (в 
том числе нейропротекторных) во внеклеточные 

Рис.	7. Продукция проангиогенных и нейротрофических факторов культурой МСК с пролонгированным пролифера-
тивным потенциалом. А — влияние гиперэкспрессии гена hTERT в культурах МСК на продукцию основных нейропро-
тективных и ангиогенных факторов; Б — продукция основных нейропротективных и ангиогенных факторов культурой 
МСК с пролонгированным пролиферативным потенциалом (тМСК#2) в динамике (ИФА). у9 — 9 УКП и т.д., n = 3.

везикулы (HNRNPU) [19, 20]. Ряд белков, иденти-
фицированных в секретомах как первичных, так 
и  геномодифицированных МСК, представляют 
собой внутриклеточные белки: цитоплазмати-
ческие, ядерные, рибосомальные, митохондри-
альные и  мембранные. Эти белки становятся 
частью клеточного секретома в результате гибе-
ли клеточных культур при кондиционировании 
и их включении в состав внеклеточных везикул, 
которые являются неотъемлемой частью клеточ-
ного секретома. Потенциальная роль таких бел-
ков в  стимулировании процессов регенерации 
тканей не установлена.

Между секретомами пМСК#2 и тМСК#2 были обна-
ружены незначительные различия по содержанию 
молекул с  доказанной протективной и  прореге-
неративной активностью. Так, LIF и VEGF-C были 
обнаружены только в секретоме пМСК#2, а RFTN1 
(белок внеклеточных везикул) и  OLFML3 (секре-
тируемый матриксный белок с  проангиогенны-
ми свойствами) были уникальны для секретома 
тМСК#2. В  секретоме пМСК#2  и  тМСК#2  не  было 
обнаружено признаков hTERT.

Количественный анализ секретома МСК на со-
держание ключевых нейротрофических и  про-
ангиогенных молекул (BDNF, VEGF, uPA и  HGF) 
показал, что гиперэкспрессия hTERT не вызвала 
значительных количественных изменений этих 
факторов роста в секретоме МСК (рис. 7А, n ≥ 3). 
Концентрация этих факторов роста в  секрето-
ме тМСК#2  также не претерпела значительных 
изменений при пассировании с  13  по 63  УКП 
(рис. 7B, n ≥ 3).

А Б
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Обсуждение

Гиперэкспрессия гена каталитического компо-
нента теломеразы человека в  клеточных куль-
турах значительно расширяет возможности их 
использования в  фундаментальных и  трансля-
ционных исследованиях, поскольку не только 
пролонгирует их пролиферативный потенциал 
и стабилизирует их свойства, но и позволяет за-
действовать технологии клонирования и геном-
ного редактирования для получения клеточных 
культур с  искомыми свойствами  [5, 21]. Так, 
эктопическая экспрессия гена hTERT в  культу-
рах первичных МСК человека позволила про-
лонгировать их пролиферативный потенциал 
до 38–60 УКП против 23–27 УКП, свойственных 
для первично выделенных культур МСК. Вопре-
ки ожиданиям пролиферативный потенциал 
таких клеточных культур не был безлимитным, 
они старели, утрачивали свои свойства и замед-
ляли пролиферацию, хотя и значительно позже, 
чем немодифицированные первичные МСК.

Ограниченный эффект гиперэкспрессии гена 
hTERT человека на пролонгирование жизни 
клеточной культуры может объясняться тем, 
что одно только удлинение теломер не способ-
но предотвратить накопление мутаций в  ДНК, 
что неизбежно приводит к активации p53 и pRB 
сигнальных каскадов, и в конечном итоге к бло-
кировке клеточного цикла [22, 23]. Инактивиру-
ющие мутации в генах (p14, p16, pRB, p53 и др.), 
ограничивающих прогрессию клеточного ци-
кла, позволяют преодолеть ингибирующее 
влияние повреждений ДНК и  способствуют 
поддержанию высокого уровня пролиферации 
клеточной культуры, однако при этом такая 
клетка зачастую утрачивает контроль за це-
лостностью ДНК, теряет способность к контак-
тному торможению и  утрачивает характерные 
свойства исходной клеточной культуры  [24]. 
По данным литературы, существует целый ряд 
подходов, призванных пролонгировать проли-
феративную активность клеточной культуры, 
однако повышение экспрессии каталитического 
компонента теломеразы считается одним из на-
именее разрушительных для физиологии клет-
ки  [25, 26], что и подтверждается результатами 
данного исследования.

С одной стороны, клеточные культуры, полу-
ченные через гиперэкспрессию hTERT, облада-
ют хоть и  пролонгированным, но все же огра-
ниченным пролиферативным потенциалом, а с 
другой — они сохраняют все основные свойства 

первичных нетрансформированных клеток: по-
требность в адгезии к матриксу и присутствию 
факторов роста, способность к  контактному 
торможению и  старению, не говоря уже о  со-
хранности иммунофенотипического профиля, 
способности к  дифференцировке и  гормональ-
ной чувствительности. Так, анализ полученных 
геномодифицированных культур МСК показал, 
что они сохраняли чувствительность к  широ-
кому спектру гормонов не менее чем до 26 УКП, 
МСК-специфичный иммунофенотип — не менее 
чем до 36 УКП, способность к дифференциров-
ке в адипогенном, остеогенном и хондрогенном 
направлениях — не менее чем до 39 УКП.

Одной из задач данного исследования являлось 
создание долгоживущей культуры мезенхим-
ных стромальных клеток человека, которая мо-
жет быть использована в  качестве модельного 
объекта для изучения механизмов гетероло-
гической сенситизации  [27], коммитирования 
судьбы клеток в  процессах онтогенеза и  реге-
нерации, а  также роли гормонов в  процессах 
обновления и  регенерации тканей  [28]. Уста-
новление данных механизмов требует приме-
нения технологий геномного редактирования, 
обладающих ограниченной эффективностью, 
что требует проведения селекции и валидации 
(а соответственно, и  длительного культиви-
рования) модифицированной культуры МСК. 
Первично выделенные культуры МСК быстро 
стареют в  культуре (12–15  УКП), что делает их 
применение невозможным в  таких исследова-
ниях. Существующая коммерчески доступная 
линия МСК человека ASC52telo практически 
утратила природную чувствительность МСК 
к  широкому спектру гормонов, что показано 
в  данном исследовании и  ранее проведенных 
нами исследованиях  [29, 30], что подтолкнуло 
нас к необходимости получения новых культур 
МСК, обладающих продвинутым пролифера-
тивным потенциалом и более близких по своим 
свойствам к природному аналогу.

Результаты оценки гормональной чувствитель-
ности показали, что полученные геномодифи-
цированные МСК сохраняют свою чувствитель-
ность к большинству гормонов по крайней мере 
до 26 УКП, а к некоторым гормонам и до 65 УКП, 
что делает возможным использование таких 
клеточных культур для проведения исследо-
ваний роли гормонов в  процессах обновления 
и регенерации тканей, в том числе с использо-
ванием технологий редактирования генома.
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Кариотипический анализ полученных тМСК 
показал, что по крайней мере часть из них не-
сет хромосомные аберрации. Так, 17,1% клеток 
в  культуре тМСК#3  несли клональную хромо-
сомную транслокацию t(3;5)(q?26;q11.2). Одним 
из возможных объяснений возникшей хромосом-
ной транслокации может являться гомологичная 
рекомбинация между последовательностями 
лентивирусного генома, интегрировавшегося 
в различные хромосомы целевых клеток [31, 32]. 
В то же время клеточная популяция тМСК#2 со-
хранила стабильный кариотип с  17  по 42  УКП. 
Поскольку интеграция лентивируса носит 
по большей части случайный характер, снизить 
вероятность хромосомных рекомбинаций мож-
но за счет подбора оптимальных титров ленти-
вирусных частиц, несущих ген hTERT, и раннего 
кариотипического скрининга полученных куль-
тур или клонов тМСК.

Полученные данные не позволяют однозначно 
оценить влияние процедуры генетической мо-
дификации на стабильность кариотипа МСК. 
Есть основания полагать, что длительная по-
вышенная активность каталитического компо-
нента теломеразы и  пролонгирование проли-
феративного потенциала клеток не приводят 
к  дестабилизации их генома, что подтвержда-
ется рядом ранее опубликованных данных  [33, 
34]. Для подтверждения этого факта требует-
ся проведение дополнительных исследований 
на большей выборке клеточных культур.

Важным результатом изучения свойств куль-
туры МСК, гиперэкспрессирующей hTERT, яв-
ляется тот факт, что процедура генетической 
модификации практически не повлияла на ка-
чественный белковый состав продуктов секре-
ции культуры МСК, а  также стабилизировала 
количественное содержание основных проан-
гиогенных и  нейтротрофических факторов, 
считающихся основными стимуляторами ре-
генеративных процессов, в  составе секретома 
МСК [35, 36].

Возможность отсрочить старение культур МСК 
человека позволяет использовать их в  целом 
ряде продолжительных исследований, посвя-
щенных изучению вопросов гетерогенности 
культур МСК, особенностей их внутриклеточ-
ной сигнализации (в том числе с применением 
технологий редактирования генома) и  стаби-
лизации качественного и  количественного со-
става секретома МСК и др. (собственные неопу-

бликованные данные). Коммерчески доступная 
линия МСК ASC52telo, в  противоположность 
полученным культурам тМСК, демонстриро-
вала ряд свойств, характерных для трансфор-
мированных клеточных культур: нарушение 
дифференцировочного потенциала, отсутствие 
контактного торможения и  сниженная чувст-
вительность к  присутствию факторов роста, 
что накладывает определенные ограничения 
на экстраполирование данных, полученных 
с ее использованием, на первично выделенные 
культуры МСК.

Для большей объективности данного исследо-
вания стоит упомянуть ограничения данной 
технологии. Прежде всего, полученные культу-
ры тМСК обладают ограниченным пролифера-
тивным потенциалом и  со временем стареют, 
хотя и значительно позже по сравнению с пер-
вичными МСК, т.е. не удалось добиться истин-
ной их иммортализации, предполагающей 
безграничную пролиферацию клеток. Предло-
женный подход по продлению пролифератив-
ной активности клеточной культуры через ги-
перэкспрессию hTERT является действенным 
и актуальным лишь для ряда клеточных попу-
ляций (МСК, фибробластов). Попытка воспроиз-
вести данный протокол в культурах первичных 
моноцитов, эпителиоцитов и  клеток Лейдига 
успехом не увенчались (собственные неопубли-
кованные данные). Это согласуется с  данными 
литературы, что эффективная иммортализа-
ция большинства клеточных линий требует ко-
экспрессии hTERT и, по крайней мере, одного 
из ингибиторов регуляторов клеточного цикла 
(p14, p16 или pRB) [24]. Значимым ограничением 
предлагаемого подхода является возможность 
возникновения хромосомной транслокации 
в модифицируемой культуре клеток, что, пред-
положительно, может быть обусловлено одно-
моментной интеграцией генома лентивирусной 
частицы в  различные хромосомы эукариоти-
ческой клетки с  последующей гомологичной 
рекомбинацией по данным участкам. Впрочем, 
данное ограничение может быть преодолено 
подбором оптимального титра лентивирусных 
частиц, а  также проведением раннего скри-
нинга кариотипа культур МСК, гиперэкспрес-
сирующих hTERT. Крайне важным при анализе 
свойств полученных культур тМСК является 
проведение сравнения с исходными культурами 
ввиду высокой тканеспецифичности и пациент-
специфичной гетерогенности свойств первич-
ных культур МСК. Причем полное совпадение 
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свойств пМСК и полученных из них тМСК не яв-
ляется обязательным — критически важным яв-
ляется соответствие изучаемых свойств.

Таким образом, проведенное исследование по-
казало, что гиперэкспрессия в  культурах МСК 
каталитического компонента теломеразы (хотя 
и  с перечисленными ограничениями) является 
эффективным и  достаточно воспроизводимым 
подходом получения культур тМСК с  пролон-
гированным пролиферативным потенциалом 
при сохранности широкого спектра МСК-специ-

фичных свойств. Полученные культуры тМСК 
являются стабильным и  удобным объектом 
для исследований и  могут быть использованы 
для решения широкого спектра фундаменталь-
ных и прикладных задач.
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