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Цели и задачи
Ключевой задачей журнала является создание площадки для освещения и диалога 
об основных достижениях, проблемах и задачах регенеративной биомедицины, а также 
обобщение современных представлений о фундаментальных механизмах регенерации 
тканей и органов.

Концепция журнала предусматривает всестороннее освещение вопросов, связанных 
с выяснением механизмов регенерации и обновления тканей, а также с возможностью 
разработки и практического применения подходов регенеративной биомедицины. Важным 
аспектом также является формирование и развитие этой отрасли науки как самостоятельного 
направления на стыке физиологии, клеточной биологии, биологии развития, биохимии 
и наук о материалах.
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Аbstract
The article briefly presents the main results of the program committee of the VI National Con-
gress on Regenerative Medicine and highlights the most priority areas for the formation of the 
scientific program of the future event. The message of the editor-in-chief and president of the 
Society for Regenerative Medicine — Academician V.A. Tkachuk is an invitation for leading spe-
cialists in the field of regenerative medicine to participate in the Congress.
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Глубокоуважаемые коллеги, дорогие друзья!

Я рад сообщить о проведении VI Национально-
го конгресса по регенеративной медицине. По 
решению Общего собрания членов Общества 
регенеративной медицины VI  Национальный 
конгресс по регенеративной медицине пройдет 
13–15  ноября 2024  года в  г.  Санкт-Петербурге. 
Соорганизаторами Конгресса в  этом году вы-
ступят Институт цитологии РАН и Общество ре-
генеративной медицины.

За прошедшие годы Национальный конгресс 
по регенеративной медицине стал самым мас-
штабным научным мероприятием отрасли. Вы-
сочайший уровень Конгресса поддерживается 
с момента его основания, а интерес к нему про-

должает расти, привлекая ученых, врачей, пред-
ставителей индустрии и  государственных орга-
нов, считающих его ключевой дискуссионной 
площадкой, на которой определяются вектор 
развития и будущее регенеративной медицины.

Институт цитологии РАН многие годы активно 
развивает это направление и продолжает тради-
ции научных школ академика Н.Н. Никольского 
и заслуженного деятеля науки, д.б.н., профессо-
ра Г.П. Пинаева. Научные сотрудники института 
многие годы являются активными участниками 
Конгрессов и  Школ по регенеративной медици-
не, а  также членами Общества регенеративной 
медицины.
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В 2024 году российская наука отмечает 300-ле-
тие основания Российской академии наук, 
которое произошло в  тогдашней столице Рос-
сийской империи — Санкт-Петербурге. В этом 
отношении символично и проведение Конгрес-
са в  этом городе. В  программу традиционно 
войдут пленарные и  актовые лекции, а  также 
параллельные симпозиумы и  школы для мо-
лодых ученых, посвященные наиболее акту-
альным вопросам отрасли. В настоящее время 
в  России сложились новые условия для вне-
дрения методов регенеративной медицины  — 
в особенности продуктов для клеточной и ген-
ной терапии. Некоторые из них еще недавно 
были связаны с  существенными этическими 
и  регуляторными ограничениями, а  сейчас 
становятся флагманскими технологиями но-
вой медицинской науки.

Большой прогресс произошел в области генной 
терапии моногенных орфанных заболеваний, 
которые традиционно считаются одними из не-
излечимых и  сложно поддающихся ремиссии 
состояний. Внедрение генотерапевтических 
препаратов отечественных и  зарубежных про-
изводителей в корне меняет прогноз для таких 
пациентов, а раннее начало лечения позволяет 
добиваться стойкого излечения и продления их 
жизни.

*  *  *
15 марта и 28 июня 2024 года состоялись заседа-
ния Программного комитета Конгресса, на ко-
торых были приняты установочные решения.

Основными тематиками Конгресса были утвер-
ждены следующие.

1.  Механизмы обновления клеток организма.

2.  Регуляция процессов репарации и регенера-
ции органов и тканей.

3.  Клеточная терапия и тканевая инженерия.

4.  Генная терапия и  редактирование генома 
в регенеративной медицине.

5.  Разработка, производство и внедрение плат-
форм и  технологий для регенеративной меди-
цины.

6.  Вопросы этического и правового регулирова-
ния регенеративной медицины.

В рамках Конгресса будет сохранена традиция 
проведения мемориальных симпозиумов, по-
священных памяти ученых, которые активно 
работали в  области регенеративной медицины, 
клеточной биологии, трансплантологии и  фун-
даментальных аспектов регенерации организма. 
В 2024 году состоятся мемориальные симпозиу-
мы памяти академика В.И. Шумакова, академи-
ка Н.Н. Никольского, профессора Г.П.  Пинаева 
и профессора Р.К. Чайлахяна.

В ходе церемонии торжественного открытия 
Конгресса будут вручены медали Общества, по-
священные памяти великих ученых А.А. Мак-
симова, А.Я. Фриденштейна и  В.П. Демихова. 
Кандидатуры лауреатов будут обсуждаться 
и утверждаться на заседании Программного ко-
митета в октябре 2024 года, накануне проведе-
ния Конгресса.

В рамках Конгресса также пройдет конкурс мо-
лодых ученых и конкурс постерных сообщений, 
победителями которых станут талантливые 
ученые из разных городов России. Молодым 
ученым будет присвоено три премии:

–  премия имени В.П. Демихова «За исследова-
ния в  области тканевой инженерии и  искусст-
венных органов и трансплантологии»;

–  премия имени А.Я. Фриденштейна «За иссле-
дования в  области регенерации тканей и  кле-
точной терапии»;

–  премия имени А.А. Максимова «За исследова-
ния в области гематологии, иммунологии и он-
кологии».

Тезисы Конгресса будут приниматься до 1 сен-
тября 2024 года и будут опубликованы в журна-
ле «Морфология». Приглашаем вас представлять 
на рассмотрение тезисы по фундаментальным 
основам регенеративной медицины, клеточной 
и генной терапии, тканевой инженерии по тран-
сляционным и  клиническим исследованиям 
в этой области науки. Не менее важными с уче-
том индустриализации новой отрасли медици-
ны будут и  регуляторные аспекты обращения 
клеточных, тканеинженерных и генотерапевти-
ческих продуктов, а также работы по надлежа-
щим практикам (GxP) в биомедицине.

В России сложилось высокопрофессиональное 
сообщество исследователей и  разработчиков, 
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поэтому мы верим, что новые успехи ждут нас 
в ближайшее время, причем касаться они будут 
не только фундаментальных, но и  практиче-
ских достижений этой новой науки.

Мы надеемся, что в  2024  году Конгресс при-
влечет внимание всех специалистов, работаю-

щих в  области регенеративной биомедицины, 
а также маститых и молодых ученых из смеж-
ных областей, что позволит содержательно 
и  глубоко обсудить проблемы и  перспективы 
нашей науки!

Желаю удачи всем участникам Конгресса!

Главный редактор журнала  
«Регенерация органов и тканей»,

председатель Программного комитета Конгресса,
президент Общества регенеративной медицины

академик В.А. Ткачук
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Аннотация
Клеточная иммунотерапия CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T-Cell, или T-клетки с хи-
мерным антигенным рецептором) является передовым подходом к  лечению онколо-
гических заболеваний. В  настоящее время CAR-T-терапия показала высокую эффек-
тивность при лечении онкогематологических заболеваний. При этом предпринятые 
многочисленные попытки создания CAR-T-конструкций для терапии солидных опу-
холей, в частности рака молочной железы (РМЖ), не продемонстрировали выраженной 
клинической эффективности. Предполагается, что ключ к решению этих проблем лежит 
в разработке и внедрении новых генно-инженерных стратегий.
Целью данного обзора стало обобщение и систематизация существующих исследований 
с технологией CAR. В настоящей работе мы суммируем потенциальные мишени для ле-
чения РМЖ, детализируем имеющиеся ограничения использования данных технологий 
и определяем важные будущие тенденции в данной области.

Ключевые слова: рак молочной железы, солидные опухоли, клеточная иммунотера-
пия, CAR-T-терапия, химерный антигенный рецептор
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Abstract
Cellular immunotherapy CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T-Cell, or T-cells with a chimeric anti-
gen receptor) is an advanced approach to the treatment of oncological diseases. Currently, CAR-T-
therapy has shown high efficiency in the treatment of oncohematological diseases. At the same time, 
numerous attempts to create CAR-T-constructs for the treatment of solid tumors, in particular breast 
cancer (BC), have not demonstrated significant clinical efficacy. It is assumed that the key to solving 
these problems lies in the development and implementation of new genetic engineering strategies.
The purpose of this review was to summarize and systematize existing studies with CAR tech-
nology. In this paper, we summarize potential targets for the treatment of BC, detail the exist-
ing limitations of using these technologies and identify important future trends in this area.
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Введение
На протяжении последних десятилетий рак мо-
лочной железы (РМЖ) уверенно занимает лиди-
рующие позиции в  структуре онкологической 
заболеваемости и смертности среди женского на-
селения развитых стран мира. Согласно данным 
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) 
ежегодно по всему миру диагностируется более 
2,3 млн новых случаев заболевания [1]. Несмотря 
на значительные успехи современной фунда-
ментальной медицины, а также революционные 
достижения в области молекулярной онкологии, 
число летальных исходов от заболевания по-
прежнему остается высоким. Так, по состоянию 
на 2022 год по всему миру было зарегистрирова-
но около 670  тыс. смертей от РМЖ  [2]. Принято 

считать, что ключевыми причинами, обуславли-
вающими сохраняющуюся высокую смертность, 
остаются прогрессирование заболевания, а так-
же недостаточная эффективность проводимого 
системного лечения.

Разнообразие особенностей и течения РМЖ объ-
ясняется различными молекулярно-биологиче-
скими характеристиками опухолевых клеток. 
Известно, что для РМЖ свойственна высокая ге-
терогенность как собственно опухолевых клеток, 
так и  клеточного микроокружения, что, в  свою 
очередь, может обуславливать множественную 
лекарственную резистентность опухоли и  спо-
собствовать повышению ее метастатического 
потенциала [3].
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На сегодняшний день, согласно мировым 
стандартам, выбор терапевтической страте-
гии и  определение долгосрочного прогноза 
при РМЖ основывается именно на определе-
нии биологических характеристик и  назнача-
ется с учетом ее молекулярных подтипов.

В рутинной практике определение гистоло-
гического подтипа опухоли молочной железы 
основывается на оценке экспрессии рецеп-
торов эстрогенов и  прогестерона, статусе ре-
цептора эпидермального фактора роста Her2/
neu, а также маркера клеточной пролиферации 
Ki67, что позволяет выделить 5  подтипов опу-
холей: люминальный тип А, люминальный тип 
В (Her2-отрицательный), люминальный тип В 
(Her2-положительный), Her2-положительный 
и базальноподобный (трижды негативный) [4].

В последние десятилетия хирургия, лучевая те-
рапия, химиотерапия, эндокринная терапия, 
таргетная терапия и  иммунотерапия улучши-
ли выживаемость и  качество жизни пациентов 
с  раком молочной железы  [5]. Между тем к  чи-
слу основных причин, обуславливающих не-
достаточную терапевтическую эффективность 
и высокие показатели смертности от РМЖ, от-
носится развитие резистентности опухоли к су-
ществующим методам лечения [6].

Иммунотерапевтические подходы в лечении РМЖ
На протяжении долгого времени РМЖ считал-
ся низкоиммуногенной опухолью. Тем не менее 
накопленные данные о роли иммунных клеток, 
ассоциированных с опухолью молочной железы, 
а  также результаты исследований эффективно-
сти иммунной терапии при некоторых формах 
РМЖ способствовали пересмотру этой точки 
зрения.

На сегодняшний день иммунотерапия РМЖ 
включает в себя широкий спектр методов лече-
ния, включая моноклональные антитела, вак-
цины, ингибиторы иммунных контрольных то-
чек и адаптивную клеточную терапию [7].

В аспекте иммунологии опухолей молочной же-
лезы интерес ученых преимущественно обращен 
на субпопуляцию цитотоксических Т-лимфоци-
тов, которые играют ключевую роль в  иммун-
но-опосредованном контроле рака. В  мировой 
литературе накоплен значительный пул иссле-
дований, демонстрирующих, что цитотоксиче-
ская активность опухоль-инфильтрирующих 

лимфоцитов (Tumor-infiltrating lymphocytes, 
TILs) является ключевым фактором при опре-
делении естественного прогрессирования раз-
личных видов рака [8]. Результаты ряда исследо-
ваний продемонстрировали взаимосвязь между 
высокими уровнями TILs при постановке диаг-
ноза и  лучшим ответом на химиотерапию  [9], 
а  также лучшим прогнозом при адъювантной 
химиотерапии [10], особенно при трижды нега-
тивном и Her2-позитивном РМЖ.

За последние два десятилетия иммунная те-
рапия на основе Т-клеток получила всеобщее 
признание благодаря своему многообещающе-
му терапевтическому потенциалу в отношении 
различных видов злокачественных новообразо-
ваний. Современная иммунная терапия на ос-
нове Т-клеток, как правило, основана на двух 
методах. Первый включает в  себя изоляцию 
противоопухолевых Т-лимфоцитов из первич-
ных опухолевых тканей пациентов. Однако из-
за трудностей изоляции и  культивирования 
TILs данная терапия ограничена несколькими 
типами опухолей с большим количеством TILs. 
Другой способ  — генерировать Т-клетки с  за-
ранее определенной противоопухолевой спе-
цифичностью с  помощью подходов, основан-
ных на генной модификации  [11]. Существуют 
две стратегии модификации генов, включая 
перенос генов TCR и  перенос генов химерного 
антигенного рецептора (CAR), которые исполь-
зуются для придания Т-клеткам антигенной 
специфичности выбора.

Несомненно, что разработка САR-T-технологий 
стала настоящим прорывом в области молеку-
лярной онкологии. Способность Т-клеток рас-
познавать антигены независимо от главного 
комплекса гистосовместимости (Human leuko-
cyte antigen, HLA) является очевидным пре-
имуществом и  создает огромное количество 
вариантов для подбора терапии того или ино-
го типа рака  [12]. В  настоящее время CAR-T-
клетки показали высокую эффективность 
при лечении онкогематологических заболева-
ний [13]. При этом предпринятые многочислен-
ные попытки создания CAR-T-конструкций 
для терапии солидных опухолей, в  частности 
РМЖ, не продемонстрировали выраженной 
клинической эффективности. В  связи с  этим 
возникает необходимость в  поиске и  более 
подробном изучении эффективных опухоле-
вых антигенов-мишеней, а  также выборе оп-
тимальной конструкции CAR, что во многом 
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будет определять свойства и клиническую эф-
фективность полученного продукта. Количе-
ство исследований в  области терапии CAR-Т-
клетками, нацеленной на различные антигены, 
постоянно растет. В этом обзоре мы описываем 
текущие достижения CAR-Т-терапии в рамках 
лечения опухолей молочной железы, сумми-
руем данные о потенциальных мишенях РМЖ, 
а  также рассматриваем ограничения исполь-
зования данных технологий и выдвигаем соб-
ственный взгляд на проблему использования 
CAR-Т-конструкций. Данный обзор поможет 
лучше понять подходящие цели для дальней-
шего развития CAR-T-клеточной терапии в ре-
альной онкологической практике.

Строение и функция CAR-T-клетки
В 1989  году было сконструировано первое по-
коление CAR-T-клеток  [14]. Предпосылками 
для этих разработок послужили исследования, 
проведенные в 60–80-х годах ХХ века, где опи-
сывалась противораковая активность адаптив-
ной иммунной системы и роль HLA.

На поверхности Т-лимфоцитов находится белко-
вый Т-клеточный рецептор (T-cell receptor, TCR), 
который распознает антигены, представленные 
на молекулах HLA. В  норме именно благодаря 
этим молекулам Т-лимфоцит распознает под-
лежащие уничтожению клетки. Особенностью 
раковых клеток является утеря или изменение 
молекул HLA, что позволяет им быть невидимы-
ми для иммунной системы. Сконструированный 
CAR-T-рецептор представлял собой активиру-
ющий клетку домен рецептора (ζ) и  антитела 
(scFv) на поверхности клетки для связывания 
с  целевым белком. Такое строение рецептора 
обеспечило HLA-независимое распознавание 
мишени Т-клетками. Механизм действия рецеп-
тора заключается в следующем: при связывании 
антитела с  антигеном происходит активация 
внутриклеточных сигнальных путей, которые 
инициируют пролиферацию CAR-T-клеток и за-
пуск механизма перфорин-гранзимной цито-
токсичности [15]. На текущий момент существу-
ют 5  поколений CAR-T-клеток, различающихся 
по структуре эндодомена (рис. 1).

Рис. 1. Строение антител, TCR и CAR разных поколений
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CAR-T-клетки первого поколения включали 
в себя лишь сигнальный домен на основе струк-
туры TCR. По причине отсутствия костимулиру-
ющих сигналов CAR данного поколения демон-
стрировали ограниченную устойчивость, слабую 
пролиферацию и  низкую противоопухолевую 
цитотоксичность  [16]. Учитывая наличие дву-
хэтапного процесса активации у  Т-лимфоцитов 
в физиологических условиях, CAR-T-клеток вто-
рого поколения имели уже в своем составе кости-
мулирующий домен, его наличие способствовало 
значительному улучшению передачи сигналов, 
экспансии и устойчивости [17]. Наиболее широко 
используемыми костимулирующими доменами 
являются CD28, 4-1BB, OX40 и CD27, которые уве-
личивают выработку CAR-клетками интерлей-
кина-2 (Interleukin-2, IL-2) [18]. Третье поколение 
содержит уже два костимулирующих домена, 
которые повышают пролиферацию и  функцио-
нальную активность CAR-T-клеток. Разработка 
четвертого поколения CAR-клеток (бронирован-
ные CAR (TRUCK)) была направлена на антиген-
неограниченную цитокин-инициируемую эли-
минацию опухолевых клеток. Появление группы 
дополнительных генов, индуцирующих экспрес-
сию цитокинов (например, IL-2, IL-12 или IL-15), 
позволило обеспечить более мощный противо-
опухолевый потенциал указанным CAR-T-кон
струкциям  [19]. Последующее, пятое поколение 
CAR-T-клеток основано на модификации и  до-
бавлении в структуру внутриклеточного домена 
второго поколения CAR-фрагментов цепи, от-
вечающих за активацию дополнительных сиг-
нальных путей. В качестве такового используют 
укороченные внутриклеточные домены цитоки-
новых рецепторов (например, фрагмент цепи ре-
цептора IL-2 — IL-2Rb) с мотивом для связывания 
факторов транскрипции, таких как STAT3/5, JAK. 
Таким образом, секретируемый сигнал не только 
заставляет CAR-T-клетки оставаться активными 
в  течение длительного времени и  генерировать 
Т-клетки памяти, но также реактивирует и сти-
мулирует иммунную систему в  целом. Счита-
ется, что CAR-T-конструкции пятого поколения 
также имеют лучший профиль безопасности 
и  более широкое «терапевтическое окно»  [20]. 
Сегодня на основе технологии CAR продолжают 
разрабатываться новые перспективные терапев-
тические подходы, которые мы подробнее обсу-
дим в следующих разделах.

Несмотря на большое количество работ, про-
водимых в  данном направлении, наибольшие 
успехи CAR-Т-терапии на текущий момент до-

стигнуты лишь в  лечении онкогематологиче-
ских заболеваний. Управлением по санитарно-
му надзору за качеством пищевых продуктов 
и  медикаментов США (Food and Drug Adminis-
tration, FDA) зарегистрировано 7 коммерческих 
препаратов на основе анти-CD19- и анти-BCMA-
CAR-T-клеток, которые успешно применяют-
ся в  мировой медицинской практике для ле-
чения B-клеточного лимфобластного лейкоза 
и B-клеточной лимфомы  [21]. При этом, несмо-
тря на совершенствование технологий и  поло-
жительные клинические результаты использо-
вания CAR-T-конструкций в  онкогематологии, 
этот вид терапии при солидных опухолях все 
еще остается малоэффективным [22].

Целевые антигены для CAR-T-лимфоцитов при РМЖ
Критически важным аспектом для клеточной 
инженерной терапии является выбор целевых 
антигенов. Идеальная мишень должна в доста-
точном количестве экспрессироваться на по-
верхности опухолевых клеток и  отсутствовать 
в  здоровых тканях. Как указывалось ранее, 
для В-клеточных злокачественных новообразо-
ваний в свое время была найдена своя идеаль-
ная мишень  — CD19. Ни один антиген с  экви-
валентными характеристиками для солидных 
опухолей пока что не идентифицирован  [23]. 
В отношении РМЖ на сегодняшний день нако-
плен значительный список антигенов, которые 
могут представлять потенциальные мишени 
для CAR-T-лимфоцитов, однако важным лими-
тирующим фактором для применения боль-
шинства из них остается факт экспрессирован-
ности на поверхности нормальных клетках.

Традиционно рассматривают 3 типа антигенов, 
экспрессируемых клетками злокачественных 
новообразований (ЗНО): опухоль-ассоцииро-
ванные (Tumor-associated antigens, TAA), рако-
во-зародышевые (Cancer germline antigen, CGA) 
и  опухоль-специфичные (Tumor-specific anti-
gens, TSA)  [24]. Первая группа включает специ-
фические пептиды из внутриклеточных белков, 
экспрессируемые на поверхности как опухоле-
вых, так и здоровых клеток в составе HLA. Соот-
ветственно стратегия нацеливания на TAA несет 
риск развития системных иммуноопосредо-
ванных побочных эффектов в связи с потенци-
ально возможной атакой CAR-Т-лимфоцитами 
нормальных тканей. Выделяют дифференци-
ровочные и  гиперэкспрессируемые TAA. Диф-
ференцировочные антигены характеризуют-
ся широкой представленностью на здоровых 
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клетках. Напротив, присутствие гиперэкспрес-
сируемых антигенов более типично для клеток 
ЗНО, что делает их более привлекательными 
мишенями в  контексте создания противоопу-
холевых клеточно-инженерных конструкций. 
Соответственно, можно минимизировать риски 
нежелательных явлений с помощью правильно-
го выбора TAA с наиболее высокой плотностью 
антигена для CAR-Т-клеток.

Уникальной группой антигенов являются CGA, 
что обусловлено особенностями экспрессии 
данной группы антигенов. CGA определяют-
ся в  опухолях различного гистологического 
происхождения и  практически не экспресси-
руются в  нормальных тканях (за исключени-
ем половых клеток и клеток трофобласта) [25]. 
Вполне вероятно, что связанная с  аберран-
тной экспрессией генов представленность CGA 
на клетках ЗНО обусловлена феноменом гипо-
метилирования ДНК. Анергия иммунной си-
стемы к этим клеткам объясняется отсутстви-

ем у них молекул HLA класса I, соответственно, 
зародышевые клетки не могут вызвать Т-кле-
точный ответ. Таким образом, будучи чуже-
родными для аутологичной иммунной систе-
мы, CGA делают опухолевые клетки, в которых 
они экспрессируются, специфичными мише-
нями для CAR-Т-лимфоцитов.

Антигенные молекулы TSA являются наиболее 
перспективными мишенями с точки зрения эф-
фективности и  безопасности CAR-T-терапии. 
К TSA относятся антигены, являющиеся продук-
том специфичной мутации (неоантигены) или эк-
спрессии вирусных частиц. Такие антигены есть 
только в опухоли и не встречаются в нормальных 
тканях. Перечень наиболее перспективных ан-
тигенов, исследуемых для CAR-T-терапии РМЖ, 
представлен в таблице. Стоит отметить, что ука-
занные антигены относятся к типу TAA, что на-
кладывает некоторые ограничения на использо-
вание CAR-T-конструкций для лечения данной 
онкопатологии.

Таблица. Целевые антигены для CAR T-лимфоцитов при РМЖ

Целевой антиген Класс антигена Функциональный и прогностический потенциал при РМЖ

Рецептор-2 
эпидермального  
фактора роста  
человека
HER2 (ERBB2)

Рецепторная 
тирозинкиназа 

(RTK)

Регуляция процессов роста и пролиферации клеток. Амплификация 
гена HER2 (ERBB2) и гиперэкспрессия белка у пациентов с РМЖ 

связана с прогрессированием заболевания, а также негативными 
клиническими исходами и неблагоприятным прогнозом [26]

Рецептор фактора роста 
гепатоцитов
HGFR (cMET)

Рецепторная 
тирозинкиназа 

(RTK)

Активация каскадов сигналов фосфоинозитид-3-киназы 
(PI3K), активатора транскрипции Stat3, белков β-катенина 
и RAS. Гиперэкспрессия белка у пациентов с РМЖ связана 

с неблагоприятным прогнозом [27]

Трансмембранная 
рецепторная 
протеинтирозинкиназа 
ROR1

Рецепторная 
тирозинкиназа 

(RTK)

Гиперэкспрессия ROR1 индуцирует экспрессию переносчиков 
АТФ-связывающих кассет, таких как насос оттока 

P-гликопротеина (также называемый белком множественной 
лекарственной устойчивости 1 (MDR1)). Обуславливает развитие 
химиорезистентности РМЖ и повышает риск рецидивирования 

опухоли [28]

Рецептор  
тирозинкиназы
AXL

Рецепторная 
тирозинкиназа 

(RTK)

Участвует в активации некоторых сигнальных каскадов, включая 
пути PI3K, митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK) 

и транскрипционного ядерного фактора (NF-κβ). Гиперэкспрессия 
AXL является предиктором неблагоприятных клинических исходов 

и низкой выживаемости [29]

Муцин
MUC1

Поверхностный 
гликопротеин

Участвует в защите слизистых оболочек, передаче 
внутриклеточных сигналов и модуляции иммунной системы. 
Аберрантная гиперэкспрессия MUC1 связана с ангиогенезом 

и химиорезистентностью при РМЖ [30]

Мезотелин
MSLN

Поверхностный 
гликопротеиновый 

антиген 

Участвует в активации некоторых сигнальных каскадов,  
включая пути PI3K, MAPK и NF-κβ. Гиперэкспрессия MSLN 

обуславливает развитие химиорезистентности РМЖ и связана 
с неблагоприятным прогнозом [31]
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Ограничения использования CAR-T-клеток при РМЖ

Ключевой особенностью РМЖ как солидной 
опухоли является наличие опухолевого очага, 
который имеет определенную форму, границы 
и может быть представлен различными типами 
клеток. При этом стоит отметить, что для опу-

холевых клеток характерен выраженный по-
лиморфизм и  генетический атипизм  [42]. Эти 
особенности отличают солидные опухоли от ге-
матологических и  тем самым создают сущест-
венные трудности для создания эффективной 
таргетной терапии.

Целевой антиген Класс антигена Функциональный и прогностический потенциал при РМЖ

Проминин 1
PROM1 (CD133)

Поверхностный 
гликопротеин 

Участвует в клеточной дифференцировке, эпителиально-
мезенхимальном переходе, модулирует эффекты широкого спектра 

цитокинов. Гиперэкспрессия CD133 связана с прогрессированием 
РМЖ и негативными клиническими исходами [32]

Изоформа  
интегрального  
клеточного 
гликопротеина
CD44v6

Поверхностный 
гликопротеин 

Участвует в межклеточных взаимодействиях и ремоделировании 
внеклеточного матрикса, выступает как корецептор для активации 

различных цитокинов и ростовых факторов. Является маркером 
опухолевого прогрессирования при РМЖ. Повышение регуляции 
CD44v6 было обнаружено преимущественно в клеточных линиях 

инвазивного РМЖ [33].

Молекула адгезии 
эпителиальных клеток 
EpCAM

Поверхностный 
гликопротеин 

Участвует в процессах клеточной миграции, пролиферации 
и дифференцировки. Гиперэкспрессия EpCAM способствует росту 

опухоли, метастазированию и развитию химиорезистентности, 
что приводит к более короткой безрецидивной и общей 

выживаемости у пациентов с РМЖ [34]

Хондроитин-сульфат 
протеогликан 4
CSPG4

Поверхностный 
гликопротеин

Регулирует миграцию клеток и передачу пролиферативных 
сигналов. Гиперэкспрессия CSPG4 связана с прогрессированием 

и неоангиогенезом опухолей, что приводит к более короткой 
безрецидивной и общей выживаемости у пациентов с РМЖ [35]

Внутриклеточная 
молекула 
адгезии-1 ICAM1

Поверхностный 
гликопротеин 

Облегчение эндотелиальной трансмиграции лейкоцитов 
и стабилизация межклеточных взаимодействий. Низкая экспрессия 

ICAM1 может быть связана с уходом от иммунного надзора, 
что приводит к развитию химиорезистентности [36]

Опухолевый 
эндотелиальный  
маркер 8
TEM8

Поверхностный 
гликопротеин 

Способствует миграции эндотелиальных клеток. Гиперэкспрессия 
TEM8 связана с более высоким риском рецидива РМЖ [37]

Поверхностный антиген 
клеток трофобласта 2
TROP2

Поверхностный 
гликопротеин 

Участвует в клеточной пролиферации и злокачественной 
трансформации клеток. Гиперэкспрессия TROP2 коррелирует 
с более короткой безрецидивной и общей выживаемостью 

у пациентов с РМЖ [38]

Рецептор фолиевой 
кислоты альфа
FRα

Поверхностный 
гликопротеин 

Участвует во внутриклеточном транспорте фолата, необходим 
для биосинтеза ДНК и облегчения метаболических реакций 

в процессе пролиферации клеток. При РМЖ гиперэкспрессия 
FRα коррелирует с более короткой безрецидивной и общей 

выживаемостью пациентов [39]

Дисиалоганглиозид
GD2

Поверхностный 
гликосфинголипид

Опосредует связь опухолевых клеток с белками внеклеточного 
матрикса. Гиперэкспрессия GD2 является предиктором 

прогрессирования заболевания и метастазирования РМЖ [40]

Активирующий 
рецептор NK-клеток 
и цитотоксических 
лимфоцитов
NGK2D

Трансмембранный 
белок

Участвует в распознавании «стрессовых» лигандов 
на инфицированных или трансформированных клетках 
с последующим устранением этих клеток посредством 

цитотоксических механизмов. В образцах ткани молочной железы 
пациентов с РМЖ оценка экспрессии лиганда NKG2D показала, 

что он экспрессируется только на опухолевых клетках [41]

Продолжение таблицы
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На ранних этапах канцерогенеза между рако-
выми клетками и  компонентами опухолевого 
микроокружения развиваются динамические 
взаимоотношения, которые способствуют вы-
живанию раковых клеток, локальной инвазии 
и  метастатическому распространению. По мере 
прогрессирования внутри опухоли нарушаются 
трофика и  оксигенация, что приводит к  гипок-
сии и  некрозу клеток в  центре очага. Поэтому 
даже после успешного перемещения и  инфиль-
трации Т-клетки быстро становятся дисфункци-
ональными из-за враждебного микроокружения 
опухоли, которое под воздействием гипоксии 
начинает выделять факторы роста, стимулиру-
ющие рост сосудов вблизи опухоли и  усилива-
ющие поступление к ней питательных веществ, 
а  также стимулирующие приток различных 
растворимых факторов и цитокинов, ингибиру-
ющих активность иммунных клеток  [43]. Уста-

новлено, что сами онкобелки, продуцируемые 
опухолью, могут выполнять роль сигнальных 
молекул, стимулирующих неоангиогенез и  ока-
зывающих влияние на клетки опухолевого ми-
кроокружения, перепрограммируя их для ухода 
опухолевых клеток от иммунного надзора  [44]. 
Все эти факторы приводят к созданию в опухоли 
иммуносупрессивного окружения, привлечению 
пула Т-регуляторных клеток (Treg) и  перепрог-
раммированию цитотоксических Т-лимфоцитов 
(рис. 2) [45].

Кроме того, критичным моментом, препятст-
вующим активности CAR-T-клеточной терапии 
в очаге солидной опухоли, может быть наличие 
растворимых форм целевого антигена, способ-
ного связываться с  CAR. Растворимые формы 
антигенов образуются в  результате шеддин-
га — процесса, приводящий к отщеплению экс-
траклеточного домена трансмембранных поли-
пептидов  [46]. Шеддинг антигена может быть 
результатом активности протеаз, факторов ми-
кроокружения опухоли или клеточных процес-
сов внутри раковых клеток.

Другими механизмами ухода опухолевых кле-
ток от иммунного контроля являются генети-
ческие изменения и  эпигенетические модифи-
кации ангигена, иммунное редактирование 
и клональный отбор. Каждый из этих механиз-
мов может способствовать снижению или поте-
ре экспрессии целевого антигена в опухолевых 
клетках, что приводит к развитию лекарствен-
ной резистентности и  рецидиву заболевания. 
Указанные механизмы потери антигена не яв-
ляются взаимоисключающими и  могут проис-
ходить одновременно или последовательно [47]. 
Сложное взаимодействие между генетическими 
изменениями, эпигенетическими модифика-
циями, иммунным редактированием, клональ-
ным отбором и  шеддингом антигена усугу-
бляет проблемы поддержания эффективности 
CAR-T-клеток с течением времени.

Стоит отметить, что указанные ограничения так-
же не являются единственно возможными. Ряд 
авторов сходятся во мнении, что недостаточная 
экспансия или персистенция CAR-T-клеток яв-
ляется ключевой проблемой в  повышении эф-
фективности терапии солидных опухолей. По-
казано, что низкая устойчивость инфузионных 
CAR-T-лимфоцитов обратно коррелирует с  дли-
тельностью клинической ремиссии у  пациентов 
онкологического профиля [48].Рис. 2. Иммуносупрессивное микроокружение опухоли
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Согласно литературным данным сами CAR-Т-клет
ки также могут быть большой опасностью для ор-
ганизма, учитывая их потенциальную иммуно-
реактивность и  токсичность. Потенциальными 
осложнениями CAR-T-клеточной терапии явля-
ются синдром высвобождения цитокинов и син-
дромом нейротоксичности. Также есть и  менее 
распространенные побочные эффекты: токсич-
ность on-target/off-tumor, синдром лизиса опу-
холи, реакция «трансплантат против хозяина», 
аллергические реакции [49, 50].

Таким образом, понимание механизмов форми-
рования указанных ограничений и  разработка 
новых стратегий для их преодоления имеют ре-
шающее значение для повышения эффективно-
сти и безопасности терапии CAR-T-клетками.

Стратегии для повышения эффективности 
и безопасности использования CAR-T-конструкций 
в терапии солидных опухолей
Для каждой из вышеописанных проблем су-
ществуют различные решения, подбором ком-
бинаций из которых и  предстоит заниматься 
исследователям, направляющим CAR-T-клетки 
на борьбу с солидными опухолями. Ключ к ре-
шению этих проблем лежит в разработке и вне-
дрении новых генно-инженерных стратегий.

Ряд авторов в своих исследованию сосредоточен 
на модификации методологических подходов 
культивирования и  генетического редактиро-
вания Т-лимфоцитов. Рассматриваются различ-
ные стратегии повышения устойчивости инфу-
зионных CAR-T-клеток, включая оптимизацию 
процедуры отбора и  условий культивирования 
Т-клеток ex vivo с использованием широкого про-
филя цитокинов и  костимулирующих молекул; 
редактирование про- и противоапоптотических 
генов, участвующих в контроле жизненного ци-
кла Т-лимфоцитов; регуляцию окислительно-
восстановительного баланса клеток; модуля-
цию основных внутриклеточных сигнальных 
доменов (например, 4-1BB, CD28, TLR или CD40) 
в  указанных генно-инженерных конструкци-
ях [48]. Кроме того, возможно включение в геном 
CAR-T-лимфоцитов так называемых «суици-
дальных» генов (suicidal genes), продукты кото-
рых под действием специфических малых моле-
кул запускают апоптоз Т-клеток [51, 52].

Одной из стратегий преодоления иммуносупрес-
сивного воздействия является комбинированная 
терапия CAR-Т-конструкциями с  ингибиторами 

контрольных точек иммунного ответа, например 
PD-1, для предотвращения «истощения» Т-кле-
ток [53].

Для решения проблемы потери таргетируемого ан-
тигена ряд авторов указывают на необходимость 
создания биспецифичных CAR-T-клеток [54].

Одним из наиболее удачных решений, на наш 
взгляд, в  проблеме повышения эффективности 
клеточной иммунотерапии было предложение 
использовать несколько вариантов CAR-T-кле
ток, нацеленных на разные антигены. Ученые 
из США предложили использовать универсаль-
ный CAR, имеющий биотин-связывающий домен 
мономерного стрептавидина 2 (mSA2), который 
при экспрессии на Т-клетках может нацеливать-
ся на раковые клетки, покрытые биотинилиро-
ванными антителами  [55]. Такой способ дает 
возможность применять различные комбинации 
антител без необходимости повторной модифи-
кации Т-клеток, а  также делает возможным со-
здание универсальных CAR-T-клеток, благодаря 
чему сложный и дорогой метод CAR-T-клеточной 
терапии может стать более доступным и распро-
страненным.

Широкие перспективы в  области иммуноте-
рапии ЗНО представляют субпопуляции инва-
риантных Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
ограниченный репертуар TCR-рецепторов, ко-
торые рестриктируют спектр распознаваемых 
антигенов, что позволяет позиционировать эти 
клетки как промежуточные между врожденным 
и  адаптивным иммунитетом. В  2020  году бри-
танскими учеными при проведении полноге-
номного скрининга CRISPR  — Cas9  был описан 
новый высококонсервативный тип рецепторов 
в  Т-клетках, подобный HLA  — MR1 (MHC class 
I-related protein), экспрессирующийся всеми 
типами клеток человеческого организма  [56]. 
В первоначальных исследованиях MR1 был опи-
сан на поверхности рестриктированных Т-кле-
ток, ассоциированных со слизистой (Mucosal-
associated invariant T-cells, MAIT).

Установлено, что репертуар MR1  являет-
ся высоковариабельным, а  функциональный 
потенциал TCR MR1-T-клеток широко ва-
рьирует в  зависимости от экспонируемого 
антигена  [57]. В  ряде работ было продемон-
стрирована возможность распознавания ком-
плекса MR1 с антигеном некоторыми клонами 
MR1-рестриктированных Т-клеток в  случае 
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развития онкопатологии [56, 58]. Клетки MR1-T 
используют структуру TCR для обнаружения 
опухолей и  активируют внутренний сигнал, 
который организует сигнализацию рецептора 
антигена для усиления и  координации изме-
нений в функции Т-лимфоцитов и индуцирует 
секрецию цитокинов  [59]. В отличие от клеток 
CAR-T, клетки MR1-T могут инициировать ни-
сходящую сигнализацию через нековалентный 
комплекс с  гомодимером CD3ζζ, гетеродиме-
рами CD3δε и CD3γε и в общей сложности деся-
тью мотивами активации иммунорецепторов 
на основе тирозина (ITAM) [60].

Учитывая высокий профиль безопасности MR1-
рестриктированных Т-клеток, данная стратегия 
открывает широкие перспективы для развития 
иммунотерапии солидных опухолей.

Для уменьшения токсичности и  профилак-
тики развития резистентности было предло-
жено использовать комбинированные под-
ходы, включающие в  себя использование 
наряду с  новыми методами CAR-T-терапии 
схем химио- и/или лучевой терапии  [61, 62]. 
Результаты ряда исследований демонстриру-
ют, что комбинированное лечение повыша-
ет эффективность CAR-T-терапии и  способно 
уменьшить побочные эффекты  [63]. Основ-
ными звеньями комбинированного подхода 
являются модификация опухолевого микроо-
кружения, повышение экспрессии опухолевых 
антигенов, улучшение выживаемости иммун-
ных клеток внутри опухоли и  снижение ток-
сичности терапии.

Заключение

Социально-медицинская значимость проблемы 
РМЖ, а  также недостаточная результативность 
применяемых методов лечения побуждает к пои-
ску и  разработке новых терапевтических страте-
гий в отношении злокачественных новообразова-
ний молочной железы. CAR-Т-клеточная терапия 
представляет собой новый, быстро развивающий-
ся иммунотерапевтический подход, продемон-
стрировавший мощный потенциал в  отношении 
гематологических злокачественных новообразо-
ваний.

Учитывая иммуногенность РМЖ и наличие зна-
чительного количества потенциальных целе-
вых антигенов на опухолевых клетках молочной 
железы, CAR-T-клеточная терапия в  настоящее 
время рассматривается как перспективное на-
правление в  лечении пациентов с  новообразо-
ваниями молочной железы.

При этом имеющиеся на сегодня CAR-T-конст
рукции при солидных опухолях оказалась ма-
лоэффективными. Актуальными остаются ряд 
проблем, такие как антигенная гетерогенность 
данных опухолей, иммуносупрессивное микро-
окружение, слабая инфильтрация опухоли им-
мунными клетками, истощение и снижение про-
лиферативной активности и  цитотоксичности 
CAR-T-клеток внутри опухоли, ускользание це-
левого антигена опухоли, токсичность терапии. 
В  связи с  этим возникает необходимость в  про-
должении исследований, направленных на совер-
шенствование и улучшение методики CAR-T-тех
нологий для лечения солидных опухолей.
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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 

© � Примак А.Л., Калинина Н.И., Скрябина М.Н., Усачев В.А., Чечехин В.И., Виговский М.А., Чечехина Е.С.,  
Волошин Н.С., Кулебякин К.Ю., Кулебякина М.А., Григорьева О.А., Тюрин-Кузьмин П.А., Яковлева Т.К.,  
Турилова В.И., Шагимарданова Е.И., Газизова Г.Р., Басалова Н.А., Ефименко А.Ю., Джауари С.С., Антропова Ю.Г., 
Плющий И.В., Акопян Ж.А., Сысоева В.Ю., Ткачук В.А., Карагяур М.Н., 2024

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi.org/10.60043/2949-5938-2024-2-11-32&domain=pdf


24–45REVIEWS AND COMMENTS
Primak A.L et al. 

TERT delivery to obtain MSC cultures

25Tissue and organ regeneration. 2024;2(2)  | 

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-
ломеразы, дифференцировка, чувствительность к гормонам, кариотипирование, росто-
вые факторы
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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 



24–45REVIEWS AND COMMENTS
Primak A.L et al. 

TERT delivery to obtain MSC cultures

29Tissue and organ regeneration. 2024;2(2)  | 

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.

Финансирование: Исследование выполнено за счет 
гранта Российского научного фонда (проект №19-75-
30007), https://rscf.ru/project/19-75-30007/

Funding: The study was funded by the Russian Science Foun-
dation No 19-75-30007, https://rscf.ru/project/19-75-30007/

Литература
1.	 Varier P, Raju G, Madhusudanan P, Jerard C, Shankarappa SA. A Brief Review of In Vit-

ro Models for Injury and Regeneration in the Peripheral Nervous System. Int J  Mol Sci. 
2022;23(2):816. DOI: 10.3390/ijms23020816

2.	 Karagyaur M, Primak A, Efimenko A, Skryabina M, Tkachuk V. The Power of Gene Technolo-
gies: 1001 Ways to Create a Cell Model. Cells. 2022;11(20):3235. DOI: 10.3390/cells11203235

3.	 Voloshin N, Tyurin-Kuzmin P, Karagyaur M, Akopyan Z, Kulebyakin K. Practical Use of Im-
mortalized Cells in Medicine: Current Advances and Future Perspectives. Int J  Mol Sci. 
2023;24(16):12716. DOI: 10.3390/ijms241612716

4.	 Lenz LS, Wink MR. The other side of the coin: mesenchymal stromal cell immortalization 
beyond evasion of senescence. Hum Cell. 2023;36(5):1593–1603. DOI: 10.1007/s13577-023-
00925-3

5.	 Basalova N, Illarionova M, Skryabina M, Vigovskiy M, Tolstoluzhinskaya A, Primak A, 
et al. Advances and Obstacles in Using CRISPR/Cas9  Technology for Non-Coding RNA 
Gene Knockout in Human Mesenchymal Stromal Cells. Noncoding RNA. 2023;9(5):49. 
DOI: 10.3390/ncrna9050049

6.	 Hahn WC. Immortalization and transformation of human cells. Mol Cells. 2002;13(3):351–
361, DOI: 10.1016/S1016-8478(23)15045-X

7.	 Meltzer PS, Guan XY, Trent JM. Telomere capture stabilizes chromosome breakage. Nat 
Genet. 1993;4(3):252–255. DOI: 10.1038/ng0793-252

8.	 Richter M, Piwocka O, Musielak M, Piotrowski I, Suchorska WM, Trzeciak T. From Donor 
to the Lab: A Fascinating Journey of Primary Cell Lines. Front Cell Dev Biol. 2021;9:711381. 
DOI: 10.3389/fcell.2021.711381

9.	 Longo PA, Kavran JM, Kim MS, Leahy DJ. Transient mammalian cell transfection with 
polyethylenimine (PEI). Methods Enzymol. 2013;529:227–240. DOI:  10.1016/B978-0-12-
418687-3.00018-5

10.	 Tyurin-Kuzmin PA, Karagyaur MN, Kulebyakin KY, Dyikanov DT, Chechekhin VI, Ivanova 
AM, et al. Functional Heterogeneity of Protein Kinase A Activation in Multipotent Stromal 
Cells. Int J Mol Sci. 2020;21(12):4442. DOI: 10.3390/ijms21124442

11.	 Böcker W, Yin Z, Drosse I, Haasters F, Rossmann O, Wierer M, et al. Introducing a single-
cell-derived human mesenchymal stem cell line expressing hTERT after lentiviral gene 
transfer. J Cell Mol Med. 2008;12(4):1347–1359. DOI: 10.1111/j.1582-4934.2008.00299.x

12.	 Jun ES, Lee TH, Cho HH, Suh SY, Jung JS. Expression of telomerase extends longevity and 
enhances differentiation in human adipose tissue-derived stromal cells. Cell Physiol Bio-
chem. 2004;14(4–6):261–268. DOI: 10.1159/000080335

13.	 Kulebyakin K, Tyurin-Kuzmin P, Efimenko A, Voloshin N, Kartoshkin A, Karagyaur M, 
et al. Decreased Insulin Sensitivity in Telomerase-Immortalized Mesenchymal Stem Cells 
Affects Efficacy and Outcome of Adipogenic Differentiation in vitro. Front Cell Dev Biol. 
2021;9:662078. DOI: 10.3389/fcell.2021.662078

https://rscf.ru/project/19-75-30007/


24–45 ОБЗОРЫ И КОММЕНТАРИИ
Примак А.Л. и соавт. 
Доставка TERT для получения культур МСК

42 |  Регенерация органов и тканей. 2024;2(2)

14.	 Ozkinay C, Mitelman F. A  simple trypsin-Giemsa technique producing simultaneous G- 
and C-banding in human chromosomes. Hereditas. 1979;90(1):1–4. DOI:  10.1111/j.1601-
5223.1979.tb01287.x

15.	 An International System for Human Cytogenomic Nomenclature. Eds. McGowan-Jordan J, 
Hastings RS, Moore S. S.Karger AG, Basel (Switzerland), 2020. DOI:  10.1159/isbn.978-3-
318-06867-2

16.	 Dominici M, Le Blanc K, Mueller I, Slaper-Cortenbach I, Marini FC, Krause DS, et al. 
Minimal Criteria for Defining Multipotent Mesenchymal Stromal Cells. The Interna-
tional Society for Cellular Therapy Position Statement. Cytotherapy. 2006;8:315–317. 
DOI: 10.1080/14653240600855905

17.	 Bourin P, Bunnell BA, Casteilla L, Dominici M, Katz AJ, March KL, et al. Stromal cells from 
the adipose tissue-derived stromal vascular fraction and culture expanded adipose tissue-
derived stromal/stem cells: a joint statement of the International Federation for Adipose 
Therapeutics and Science (IFATS) and the International Society for Cellular Therapy 
(ISCT). Cytotherapy. 2013;15(6):641–648. DOI: 10.1016/j.jcyt.2013.02.006

18.	 Viswanathan S., Shi Y., Galipeau J., Krampera M., Leblanc K., Martin I. et al. Mesen-chy-
mal Stem versus Stromal Cells: International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT®) 
Mesenchymal Stromal Cell Committee Position Statement on Nomenclature. Cytother. 
2019;21(10):1019–1024. DOI: 10.1016/j.jcyt.2019.08.002

19.	 Zietzer A, Hosen MR, Goody PR, Werner N, Nickenig G, Jansen F. HnRNPU regulates in-
tra- and intercellular microRNA trafficking in a sequence specific manner, Europ Heart J. 
2020;41(Suppl. 2):ehaa946.3611. DOI: 10.1093/ehjci/ehaa946.3611

20.	 Zietzer A, Hosen MR, Wang H, Goody PR, Sylvester M, Latz E, et al. The RNA-binding pro-
tein hnRNPU regulates the sorting of microRNA-30c-5p into large extracellular vesicles. 
J Extracell Vesicles. 2020;9(1):1786967. DOI: 10.1080/20013078.2020.1786967

21.	 Karagyaur M, Primak A, Efimenko A, Skryabina M, Tkachuk V. The Power of Gene Technolo-
gies: 1001 Ways to Create a Cell Model. Cells. 2022;11(20):3235. DOI: 10.3390/cells11203235

22.	 Chen J. The Cell-Cycle Arrest and Apoptotic Functions of p53 in Tumor Initiation and Pro-
gression. Cold Spring Harb Perspect Med. 2016;6(3):a026104. DOI:  10.1101/cshperspect.
a026104

23.	 Engeland K. Cell cycle regulation: p53-p21-RB signaling. Cell Death Differ. 2022;29(5):946–
960. DOI: 10.1038/s41418-022-00988-z

24.	 Simon M, Köster G, Menon AG, Schramm J. Functional evidence for a role of combined CD-
KN2A (p16-p14(ARF))/CDKN2B (p15) gene inactivation in malignant gliomas. Acta Neuro-
pathol. 1999;98(5):444–452. DOI: 10.1007/s004010051107

25.	 Toouli CD, Huschtscha LI, Neumann AA, Noble JR, Colgin LM, Hukku B, Reddel RR. Compari-
son of human mammary epithelial cells immortalized by simian virus 40 T-Antigen or by the 
telomerase catalytic subunit. Oncogene. 2002;21(1):128–139. DOI: 10.1038/sj.onc.1205014

26.	 Jiang XR, Jimenez G, Chang E, Frolkis M, Kusler B, Sage M, et al. Telomerase expression in 
human somatic cells does not induce changes associated with a transformed phenotype. 
Nat Genet. 1999;21(1):111–114. DOI: 10.1038/5056

27.	 Tyurin-Kuzmin PA, Karagyaur MN, Kulebyakin KY, Dyikanov DT, Chechekhin VI, Ivanova 
AM, et al. Functional Heterogeneity of Protein Kinase A Activation in Multipotent Stromal 
Cells. Int J Mol Sci. 2020;21(12):4442. DOI: 10.3390/ijms21124442

28.	 Воронцова МВ, Кулебякин КЮ, Маказан НВ, Созаева ЛС, Тюрин-Кузьмин ПА. Пара-
тиреоидный гормон в регуляции процессов роста и резорбции кости в норме и па-
тологии. Вестник Российской академии медицинских наук. 2021;76(5):506–517. [Vo-
rontsova MV, Kulebyakin KY, Makazan NV, Sozaeva LS, Tyurin-Kuzmin PA. Parathyroid 
hormone in the regulation of bone growth and resorption processes in norm and pathol-
ogy. Bulletin of the Russian Academy of Medical Sciences. 2021;76(5):506-517].

29.	 Kulebyakin K, Tyurin-Kuzmin P, Efimenko A, Voloshin N, Kartoshkin A, Karagyaur M, 
et al. Decreased Insulin Sensitivity in Telomerase-Immortalized Mesenchymal Stem Cells 
Affects Efficacy and Outcome of Adipogenic Differentiation in vitro. Front Cell Dev Biol. 
2021;9:662078. DOI: 10.3389/fcell.2021.662078

30.	 Tyurin-Kuzmin PA, Chechekhin VI, Ivanova AM, Dyikanov DT, Sysoeva VY, Kalini- 
na  NI, Tkachuk VA. Noradrenaline Sensitivity Is Severely Impaired in Immortalized  



24–45REVIEWS AND COMMENTS
Primak A.L et al. 

TERT delivery to obtain MSC cultures

43Tissue and organ regeneration. 2024;2(2)  | 

Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cell Line. Int J  Mol Sci. 2018;19(12):3712. 
DOI: 10.3390/ijms19123712

31.	 Cai Y, Laustsen A, Zhou Y, Sun C, Anderson MV, Li S, et al. Targeted, homology-driven gene 
insertion in stem cells by ZFN-loaded ‘all-in-one’ lentiviral vectors. Elife. 2016;5:e12213. 
DOI: 10.7554/eLife.12213

32.	 Kane NM, Nowrouzi A, Mukherjee S, Blundell MP, Greig JA, Lee WK, et al. Lentivirus-medi-
ated Reprogramming of Somatic Cells in the Absence of Transgenic Transcription Factors. 
Mol Ther. 2010;18(12):2139–2145. DOI: 10.1038/mt.2010.231

33.	 Barsov EV. Telomerase and primary T cells: biology and immortalization for adoptive im-
munotherapy. Immunotherapy. 2011;3(3):407–421. DOI: 10.2217/imt.10.107

34.	 Dos Santos A, Lyu N, Balayan A, Knight R, Zhuo KS, Sun Y, et al. Generation of Func-
tional Immortalized Human Corneal Stromal Stem Cells. Int J Mol Sci. 2022;23(21):13399. 
DOI: 10.3390/ijms232113399

35.	 Kalinina N, Kharlampieva D, Loguinova M, Butenko I, Pobeguts O, Efimenko A, et al. Char-
acterization of secretomes provides evidence for adipose-derived mesenchymal stromal 
cells subtypes. Stem Cell Res Ther. 2015;6:221. DOI: 10.1186/s13287-015-0209-8

36.	 Carvalho MM, Teixeira FG, Reis RL, Sousa N, Salgado AJ. Mesenchymal stem cells 
in  the umbilical cord: phenotypic characterization, secretome and applications in cen-
tral nervous system regenerative medicine. Curr Stem Cell Res Ther. 2011;6(3):221–228. 
DOI: 10.2174/157488811796575332

Об авторах

Примак Александра Леонидовна  — аспирант, лаборант-исследователь НИЛ генных 
и клеточных технологий, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломо-
носова.

Калинина Наталья Игоревна — к.б.н., ведущий научный сотрудник, Научно-исследо-
вательская лаборатория генных и клеточных технологий, факультет фундаментальной 
медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Скрябина Мария Никитична  — студентка, факультет фундаментальной медицины 
МГУ имени М.В. Ломоносова.

Усачев Владимир Александрович — лаборант, межфакультетская научно-исследова-
тельская лаборатория трансляционной медицины, факультет фундаментальной меди-
цины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Чечехин Вадим Игоревич — к.б.н., младший научный сотрудник, НИЛ генных и клеточ-
ных технологий, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Виговский Максим Александрович — лаборант, лаборатория репарации и регенера-
ции тканей, Институт регенеративной медицины, Медицинский научно-образователь-
ный центр МГУ имени М.В. Ломоносова.

Чечехина Елизавета Сергеевна — лаборант, кафедра биохимии и регенеративной био-
медицины, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Волошин Никита Сергеевич — лаборант, кафедра биохимии и регенеративной биоме-
дицины, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Кулебякин Константин Юрьевич — к.б.н., доцент, кафедра биохимии и регенеративной 
биомедицины, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Кулебякина Мария Александровна  — младший научный сотрудник, НИЛ генных 
и клеточных технологий, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломо
носова.

Григорьева Ольга Александровна — к.б.н., научный сотрудник, лаборатория репара-
ции и регенерации тканей, Институт регенеративной медицины, Медицинский науч-
но-образовательный центр МГУ имени М.В. Ломоносова.



24–45 ОБЗОРЫ И КОММЕНТАРИИ
Примак А.Л. и соавт. 
Доставка TERT для получения культур МСК

44 |  Регенерация органов и тканей. 2024;2(2)

Тюрин-Кузьмин Петр Алексеевич — к.б.н., доцент, факультет фундаментальной меди-
цины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Яковлева Татьяна Кирилловна  — к.б.н., старший научный сотрудник, лаборатория 
морфологии клетки ФГБУН «Институт цитологии» РАН.

Турилова Виктория Игоревна — ведущий инженер, лаборатория морфологии клетки 
ФГБУН «Институт цитологии» РАН.

Шагимарданова Елена Ильясовна  — к.б.н., ведущий научный сотрудник, Институт 
фундаментальной медицины и  биологии, Казанский федеральный (Приволжский) 
университет.

Газизова Гузель Рашитовна — научный сотрудник, Институт фундаментальной меди-
цины и биологии Казанского федерального (Приволжского) университета.

Басалова Наталия Андреевна — к.б.н., младший научный сотрудник, Институт реге-
неративной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Ефименко Анастасия Юрьевна — к.м.н., зав. лабораторией, Институт регенеративной 
медицины МГУ имени М.В. Ломоносова; доцент, факультет фундаментальной медици-
ны МГУ имени М.В. Ломоносова.

Джауари Сталик Станиславович — аспирант, лаборант-исследователь НИЛ генных и кле-
точных технологий, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Антропова Юлия Георгиевна  — к.б.н., старший научный сотрудник, кафедра био-
химии и  регенеративной биомедицины, факультет фундаментальной медицины МГУ 
имени М.В. Ломоносова.

Плющий Иван Владимирович — магистр, кафедра биохимии и регенеративной био-
медицины, факультет фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Акопян Жанна Алексеевна  — к.м.н., заместитель директора, Медицинский научно-
образовательный центр МГУ имени М.В. Ломоносова; заведующий кафедрой, факультет 
фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Сысоева Вероника Юрьевна — к.б.н., ведущий научный сотрудник, лаборатория мор-
фогенеза и  репарации тканей, факультет фундаментальной медицины МГУ имени 
М.В. Ломоносова.

Ткачук Всеволод Арсеньевич — академик РАН, директор Института регенеративной 
медицины МГУ имени М.В. Ломоносова; декан факультета фундаментальной медицины 
МГУ имени М.В. Ломоносова.

Карагяур Максим Николаевич — к.б.н., старший научный сотрудник, Институт реге-
неративной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова; доцент, факультет фундаменталь-
ной медицины МГУ имени М.В. Ломоносова.

Authors

Alexandra L. Primak — post-graduate researcher, Laboratory Researcher, Laboratory of Gene 
and Cell Technologies, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Natalia I. Kalinina — Cand. Sci. (Biology), Leading Researcher, Laboratory of Gene and Cell 
Technologies, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Maria N. Skryabina — student, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Vladimir A. Usachev — phD student, Laboratory Assistant, Laboratory of Translational Medi-
cine, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Vadim I. Chechekhin — Cand. Sci. (Biology), Junior Researcher, Laboratory of Gene and Cell 
Technologies, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Maksim A. Vigovskiy — phD student, Laboratory Assistant, Laboratory of Tissue Repair and 
Regeneration, Institute for Regenerative Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Elizaveta S. Chechekhina — phD student, Laboratory Assistant, Department of Biochemistry 
and Regenerative Biomedicine, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.



24–45REVIEWS AND COMMENTS
Primak A.L et al. 

TERT delivery to obtain MSC cultures

45Tissue and organ regeneration. 2024;2(2)  | 

Nikita S. Voloshin — phD student, Laboratory Assistant, Department of Biochemistry and Re-
generative Biomedicine, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Konstantin Yu. Kulebyakin — Cand. Sci. (Biology), Associate Professor, Department of Bio-
chemistry and Regenerative Biomedicine, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State Uni-
versity.

Maria A. Kulebyakina — phD student, Junior Researcher, Laboratory of Gene and Cell Tech-
nologies, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Olga A. Grigorieva — Cand. Sci. (Biology), Research Associate, Laboratory of Tissue Repair and 
Regeneration, Institute for Regenerative Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Pyotr A. Tyurin-Kuzmin  — Cand. Sci. (Biology), Associate Professor, Faculty of Medicine, 
Lomonosov Moscow State University.

Tatiana K. Yakovleva — Cand. Sci. (Biology), Senior Researcher, Laboratory of Cell Morphol-
ogy, Institute of Cytology Russian Academy of Sciences.

Victoria I. Turylova — Leading Engineer, Laboratory of Cell Morphology, Institute of Cytology 
Russian Academy of Sciences.

Elena I. Shagimardanova — Cand. Sci. (Biology), Leading Researcher, Institute of Fundamen-
tal Medicine and Biology, Kazan Federal (Volga Region) University.

Guzel R. Gazizova — Researcher, Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Fed-
eral (Volga Region) University.

Natalia A. Basalova — Cand. Sci. (Biology), Junior Researcher, Institute for Regenerative Med-
icine, Lomonosov Moscow State University.

Anastasia Yu. Efimenko — Cand. Sci. (Medicine), Head of Laboratory, Institute for Regenera-
tive Medicine, Lomonosov Moscow State University; Associate Professor, Faculty of Medicine, 
Lomonosov Moscow State University.

Stalik S. Dzhauari — post-graduate researcher, Laboratory Researcher, Laboratory of Gene and 
Cell Technologies, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Yulia G. Antropova — Cand. Sci. (Biology), Senior Researcher, Department of Biochemistry 
and Regenerative Biomedicine, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Ivan V. Plyushchiy — Master’s Student, Department of Biochemistry and Regenerative Bio-
medicine, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Zhanna A. Akopyan — Cand. Sci. (Medicine), Deputy Director, Medical Research and Educa-
tion Centre, Lomonosov Moscow State University; Head of the Department, Faculty of Medi-
cine, Lomonosov Moscow State University.

Veronika Yu. Sysoeva — Cand. Sci. (Biology), Leading Researcher, Laboratory of Morphogen-
esis and Tissue Repair, Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Vsevolod A. Tkachuk  — Academician of the Russian Academy of Sciences, Director of the 
Institute for Regenerative Medicine, Lomonosov Moscow State University; Dean of the Faculty 
of Medicine, Lomonosov Moscow State University.

Maxim N. Karagyaur  — Cand. Sci. (Biology), Senior Researcher, Institute for Regenerative 
Medicine, Lomonosov Moscow State University; Associate Professor, Faculty of Medicine, Lo-
monosov Moscow State University.



46 |  Регенерация органов и тканей. 2024;2(2)

 

https://doi.org/10.60043/2949-5938-2024-2-46-58

Сравнение культуральных сред  
для мезенхимных стромальных клеток жировой 
ткани человека как объекта исследования 
и производственного культивирования
О.А. Григорьева1,2, Н.А. Басалова1, И.О. Коробкина1, В.Н. Бирюкова1,2,  
П.И. Макаревич1–3

1	 Центр регенеративной медицины Медицинского научно-образовательного института 
ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», 119192, 
Москва, Ломоносовский проспект, 27, к. 10, Россия

2	 Факультет фундаментальной медицины Медицинского научно-образовательного 
института ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоно-
сова», 119192, Москва, Ломоносовский проспект, 27, к. 1, Россия

3	 ООО «Генная и клеточная терапия», 119234, Москва, тер. Ленинские Горы, д. 1 стр. 77, Россия

Адрес для корреспонденции: makarevichpi@my.msu.ru

Аннотация
Выбор условий культивирования клеточных линий является лимитирующим фактором 
для процедур получения, размножения клеток in vitro, а также для разработки лекарст-
венных препаратов на их основе. В данной работе мы проанализировали характеристи-
ки первичных линий мезенхимных стромальных клеток (МСК) человека, полученных из 
жировой ткани, выделенных и культивированных в среде роста с добавлением сыворот-
ки AdvanceSTEM™ (Cytiva) и бессывороточной среде CellCor™ Serum free CDM for hMSC 
(Xcell). Использование двух типов сред позволяло получить жизнеспособные клеточные 
линии МСК из жировой ткани человека. При этом скорость пролиферации в бессыво-
роточной среде оказалась выше, что выражалось в  укорочении PDT, lag-фазы, време-
ни между пассажами как при культивировании свежевыделенных клеток, так и после 
разморозки линий, изначально культивированных на среде с сывороткой. Однако ис-
пользование стандартного протокола криоконсервации клеток, выделенных и  куль-
тивированных на среде CellCor™, не позволило эффективно выводить эти линии из 
разморозки. Кроме того, была обнаружена склонность МСК собираться в кластеры при 
использовании этой среды, что свидетельствует о необходимости дальнейшего подбора 
условий работы с ней. МСК являются одними из наиболее перспективных клеток для 
разработки продуктов для регенеративной медицины, в частности за счет секретируе-
мых этими клетками белков. Концентрации факторов роста VEGF, IGF, HGF и ангиопо-
этина-1 в кондиционированной клетками среде роста значительно не отличались при 
культивировании в двух средах. Также не было обнаружено статистически значимых 
различий в концентрации и размерах внеклеточных везикул в среде. Таким образом, 
применение бессывороточной среды CellCor™ позволяет освободиться от ксеногенных 
продуктов и может уменьшить время наработки клеточной массы МСК, что является 
важным параметром при разработке клеточных продуктов, не изменяя секреторные 
свойства этих клеток по сравнению с культивированием в среде AdvanceSTEM™, однако 
требуется дальнейший подбор условий для оптимизации протоколов.

©  Григорьева О.А., Басалова Н.А., Коробкина И.О., Бирюкова В.Н., Макаревич П.И., 2024
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Abstract
The choice of cell culturing conditions is a limiting factor for the procedures of obtaining and ex-
panding cells in vitro, as well as for developing drugs based on them. In this work, we analyzed 
the characteristics of primary human mesenchymal stromal cell (MSC) lines obtained from adipose 
tissue, isolated and cultured in a growth medium supplemented with AdvanceSTEM™ serum (Cy-
tiva) and a serum-free medium CellCor™ Serum free CDM for hMSC (Xcell). The use of two types 
of media made it possible to obtain viable MSC cell lines from human adipose tissue. At the same 
time, the proliferation rate in the serum-free medium was higher, which was expressed in shorten-
ing of PDT, lag phase, time between passages, both during cultivation of freshly isolated cells and 
after defrosting of lines initially cultured in a medium with serum. However, the use of a standard 
cryopreservation protocol for cells isolated and cultured in CellCor™ medium did not allow for the 
effective recovery of these lines from thawing. In addition, a tendency for MSCs to form clusters was 
found when using this medium, indicating the need for further selection of working conditions with 
it. MSCs are among the most promising cells for the development of products for regenerative medi-
cine, in particular, due to the proteins secreted by these cells. The concentrations of growth factors 
VEGF, IGF, HGF and angiopoietin-1 in the cell-conditioned growth medium did not differ signifi-
cantly when cultured in the two media. Also, no statistically significant differences were found in 
the concentration and size of extracellular vesicles in the medium. Thus, the use of the serum-free 
CellCor™ medium allows for the elimination of xenogenic products and can reduce the time of MSC 
cell mass production, which is an important parameter in the development of cell products, without 
changing the secretory properties of these cells compared to cultivation in the AdvanceSTEM™ 
medium, however, further selection of conditions is required to optimize the protocols.
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Список сокращений
ВВ — внеклеточные везикулы
ИФА — иммуноферментный анализ
МСК — мезенхимные стромальные клетки
ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота
Angiopoetin-1 — ангиопоэтин 1-го типа
HGF — фактор роста гепатоцитов
IGF — инсулиноподобный фактор роста
PDT — время удвоения популяции
VEGF — фактор роста эндотелия сосудов

Введение
Культуры и  линии первичных клеток широко 
применяются для детального изучения меха-
низмов внутриклеточных процессов, оценки те-
рапевтической эффективности и  безопасности 
фармацевтических препаратов, анализа пато-
генеза, диагностики и  терапии различных за-
болеваний  [1]. Несмотря на непрерывное разви-
тие науки и  медицины, существуют патологии, 
для которых доступные терапевтические методы 
длительное время казались исчерпанными. Од-
нако с постепенным укреплением в мире новой 
области биомедицины — регенеративной меди-
цины, направленной на восстановление уте-
рянных функций организма за счет активации 
эндогенных регенераторных ресурсов организ-
ма, появились перспективы для персонализи-
рованной терапии и  инновационных подходов 
к лечению таких заболеваний с использованием 
клеток человека и  продуктов на их основе  [2]. 
Ключевую роль в  получении продуктов на ос-
нове клеток человека для регенеративной меди-
цины играют реагенты и расходные материалы, 
качество которых должно обеспечить высокую 
эффективность и безопасность препарата.

Одним из ключевых компонентов, определя-
ющих успех культивирования, является пита-
тельная среда, способная обеспечить наибо-
лее благоприятные контролируемые условия 
для культивирования клеток и, следовательно, 
наработки клеточного продукта высокого каче-
ства. Среда культивирования должна в жидкой 
форме заменить естественную среду клеток, 
выступая в роли источника энергии, кислорода 
и других веществ, поддерживая солевой баланс 
и pH и удерживая метаболиты и остатки клеточ-
ного дебриса [3].

В настоящее время одним из наиболее по-
пулярных клеточных типов, используемых 
для исследований в  области регенеративной 
биомедицины и  создания тканеинженерных 
и  клеточных продуктов, стали мезенхим-
ные стромальные клетки (МСК), выделяемые 
из различных тканей и  органов. Несмотря 
на их высокий регенераторный потенциал, об-
условленный их физиологическими функци-
ями  [4–6], в  настоящее время не существует 
достаточного количества стандартизован-
ных культуральных сред для их масштабной 
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наработки. Более того, в  значительной степе-
ни устоялся и  тренд на уход от ксеногенных 
продуктов (сыворотки крупного рогатого ско-
та) и активное продвижение в сторону бессы-
вороточных сред с  химически определенным 
составом. В  связи с  этим мы провели анализ 
и  в  рамках дальнейшего расширения работ 
в  сторону трансляционных исследований 
предложили для использования среду Cell-
Cor™ Serum free CDM for hMSC компании XCell 
(Южная Корея). Эта бессывороточная среда 
с  химически определенным составом пози-
ционируется производителем как оптималь-
ная для культивирования и масштабирования 
производства МСК человека. Настоящее иссле-
дование представляет собой эксперименталь-
ную оценку ее свойств для критических этапов 
работы с  МСК: их выделения, культивирова-
ния, криоконсервации и  получения препара-
та их секретома, содержащего факторы роста 
и внеклеточные везикулы (ВВ), в сравнении со 
специализированной средой, поддерживаю-
щей пролиферацию недифференцированных 
МСК человека в культуре, которая использует-
ся с добавлением сыворотки.

Материалы и методы
Источник жировой ткани и этическое 
одобрение исследования
Все описанные исследования были проведены 
на базе Медицинского научно-образовательно-
го Института МГУ (МНОИ МГУ). Перед прове-
дением инвазивных процедур было получено 
информированное согласие доноров на забор 
биологического материала, выделение кле-
ток и  их использование в  экспериментах. Все 
процедуры с  использованием образцов тканей 
пациентов были выполнены в  соответствии 

с  Хельсинкской декларацией и  были одобрены 
комитетом по этике МГУ имени М.В. Ломоно-
сова (IRB00010587), протокол № 4 (2018). Всего 
было получено 3 линии МСК жировой ткани че-
ловека.

Культуральные среды
Экспериментальная работа была направлена 
на оценку критических параметров МСК жиро-
вой ткани человека при культивировании в двух 
средах роста. В качестве контрольной была ис-
пользована среда AdvanceSTEM™ (Cytiva, США), 
которая используется с  добавлением сыворот-
ки. Данная среда рекомендована производи-
телем для культивирования недифференциро-
ванных МСК человека и  успешно используется 
в  нашем коллективе для данной задачи  [7, 8] 
(табл. 1).

Выделение МСК
МСК жировой ткани человека выделяли по стан-
дартному протоколу [9] из одинакового объема 
ткани (для каждого донора) в параллели. Обра-
зец ткани механически измельчали в  стериль-
ных условиях, помещали в  раствор, содержа-
щий 200 ед/мл коллагеназы I типа (Worthington, 
США) и 40 ед/мл диспазы (Corning, США), на 30–
60 минут при 37 °C. После этого к смеси добав-
ляли объем полной среды роста, равный объему 
использованного фермента, и центрифугирова-
ли при 200 g 10 минут. Полученный осадок ресу-
спендировали в  соответствующей среде роста, 
фильтровали через клеточный фильтр с разме-
ром пор 100 мкм (BD Falcon Cell Strainer) и выса-
живали в  чашки Петри подходящего диаметра 
в  примерной концентрации 104  кл./см2. Выде-
ленные клетки культивировали в  стандартных 
условиях при 37 °С и 5% СО2.

Таблица 1. Перечень используемых сред для культивирования 

Название, производитель Каталожный номер Описание Добавки

Тестируемая среда
CellCor™ Serum free 
CDM for hMSC, XCell  
(Южная Корея)

YSP002

Бессывороточная питательная 
среда с идентифицированным 

химическим составом, 
синтезированная 

для культивирования 
МСК человека

Антибиотик  
(Gibco, 15140122)

Контрольная среда
AdvanceSTEM™, Cytiva  
(США)

 SH30879.01

Специализированная  
питательная среда 

для культивирования 
недифференцированных 

МСК человека

Заменитель сыворотки 
(10% смесь факторов роста 
(AdvanceSTEM™ Cell Growth 

Supplement, HyClone™, 
SH30878.01), антибиотик
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Криоконсервация, вывод МСК из заморозки 
и оценка жизнеспособности
Криоконсервацию МСК жировой ткани челове-
ка, культивируемых в  стандартных условиях, 
осуществляли на втором пассаже. Клетки от-
крепляли с  помощью последовательной обра-
ботки раствором Версена («ПанЭко»), а  затем 
TrypLE (Gibco), осаждали центрифугированием 
при 200 g в течение 5 минут и ресуспендирова-
ли в среде для криоконсервации Synth-a-Freeze 
(Gibco) в  концентрации 106  кл./мл. Суспензию 
помещали в криоприбирки, которые переноси-
ли в  штатив для заморозки CoolCell (Corning). 
Далее штатив переносили в кельвинатор (-80 °C) 
на 24 часа, после чего пробирки помещали в ав-
томатизированное криохранилище, где их хра-
нили в  парах жидкого азота. Размораживали 
клетки по стандартному протоколу в  парал-
лели, высаживали на тестируемую или контр-
ольную среду роста. Через 24  часа определяли 
эффективность разморозки оценкой жизнеспо-
собности путем открепления клеток и подсчета 
с  окрашиванием трипановым синим. Жизне-
способность (via) клеточной линии определяли 
по формуле:

Via = (количество жизнеспособных клеток/ 
общее количество клеток) × 100%.

Оценка времени удвоения с помощью системы 
Incucyte Zoom
На втором пассаже после выделения или сле-
дующем пассаже после разморозки МСК вы-
саживали в  культуральные планшеты в  кон-
центрации 4000  кл./см2. Планшет помещали 
в  автоматический анализатор IncucyteZOOM 
или BioTek Cytation. В IncucyteZOOM осуществ-
ляли цейтраферную съемку в  течение 7  дней 
каждый час. На полученных микрофотогра-
фиях с  помощью программного обеспечения 
анализировали площадь конфлюента, занятую 
клетками, и время появления первых митозов. 
Для анализа в системе BioTek Cytation в выбран-
ные временные промежутки добавляли флу-
оресцентную метку Hoechst для мечения ядер 
и, используя программу Gen5, подсчитывали 
количество клеток по количеству меченых ядер. 
На основании полученных данных строили кри-
вую роста клеточной линии и определяли время 
lag-фазы. Время удвоения популяции (PDT) рас-
считывали на линейном участке логарифмиче-
ской фазы кривой роста по формуле

PDT = t/[log2(N/N0)],

где t — время прироста популяции,
N0 — исходное число клеток (площадь, занятая 
клетками),
N — число клеток (площадь, занятая клетками) 
через время t.

Получение кондиционированной среды, 
оценка содержания белковых факторов роста 
и внеклеточных везикул
Образцы клеточной линии высаживали в  оди-
наковой концентрации  — 20  000  кл./см2. Через 
сутки после посадки в  среду культивирования 
отбирали культуральную среду, после чего от-
мывали трижды раствором Хэнкса («ПанЭко», 
Россия) и  добавляли порцию среды DMEM 
(Gibco, США) с низкой глюкозой без фенолового 
красного. Инкубировали клеточные линии в те-
чение 30 мин (для анализа фона) и 2 суток (для 
получения кондиционированной среды, обога-
щенной внеклеточными везикулами) или 7 дней 
(для получения кондиционированной среды, 
обогащенной факторами роста), после чего со-
бирали кондиционированную клетками среду. 
Центрифугировали образцы среды при 300  g 
в  течение 10  минут для осаждения клеточного 
дебриса, отбирали супернатант. Полученные 
образцы сохраняли при -80 °C для дальнейше-
го анализа уровня белковых факторов роста 
(VEGF, HGF, IGF, Angiopoetin-1) и концентрации 
внеклеточных везикул. Уровень секретируе-
мых факторов оценивали методом ИФА с помо-
щью коммерческих наборов (R&D) согласно ин-
струкции производителя. Определение размера 
и количества частиц во фракции, обогащенной 
внеклеточными везикулами, с  помощью мето-
да анализа траектории наночастиц было вы-
полнено с  помощью прибора ZetaView (Particle 
Metrix, Германия). Регистрировали параметры 
для фонового и  экспериментального образцов, 
рассчитывали изменение значений концентра-
ции наночастиц между образцами. Для обра-
ботки результатов использовали приложение 
ZetaView Analyzer (Particle Metrix, Германия).

Статистическая обработка
Описательные статистики рассчитывались в па-
кете GraphPad Prism, данные приведены в виде 
среднего ± стандартное отклонение.

Результаты
Эффективность выделения МСК жировой ткани
Всего были выделены культуры клеток из жиро-
вой ткани трех пациентов. Оценку морфологии 
клеток проводили на 1–3–5-е  сутки после вы-
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деления  — визуально с  помощью фазово-кон-
трастной микроскопии (рис. 1А). Оценку коли-
чества выделившихся клеток проводили путем 
подсчета числа клеток на микрофотографиях 
в 3–5 полях зрения на 1–3-и сутки после выделе-
ния (табл. 2). Для оценки скорости роста 0 пасса-
жа определяли время после выделения до пер-
вого пассирования. Оценку жизнеспособности 
проводили при первом пассировании методом 
окрашивания трипановым синим и  подсчетом 
числа жизнеспособных клеток.

Значительных различий в  эффективности вы-
деления, жизнеспособности полученных кле-
точных линий и скорости роста между клетками 
в контрольной и тестируемой средах выявлено 
не было. Был сделан вывод о  возможности ис-
пользования тестируемой среды для получения 
первичных культур МСК человека из жировой 
ткани.

Поскольку выделение клеток на тестируемой 
среде происходило эффективно, клеточные ли-
нии, выделенные на тестируемой и  контроль-
ной средах, культивировали до второго пасса-
жа. При культивировании на тестируемой среде 

Рис. 1. Репрезентативные микрофотографии клеточной линии МСК жировой ткани человека. Фазово-контрастная ми-
кроскопия: А — 0 пассаж, через 1, 3 и 5 суток культивирования при выделении и культивировании в контрольной и те-
стируемой среде роста. Увеличение ×100; Б — 1-й пассаж, при культивировании в контрольной и тестируемой среде 
роста. Увеличение ×100 и ×200 соответственно

Таблица 2. Оценка эффективности выделения МСК жи-
ровой ткани в тестируемые среды

Показатель Контрольная 
среда

Тестируемая 
среда

Количество 
выделившихся клеток, 
кл./п. зр.

79 ± 20 81 ± 21

Время от выделения 
до 1 пассирования, дни 6,0 ± 1,0 6,5 ± 0,5

Жизнеспособность, % 95,7 ± 4,0 94,5 ± 0,5

клетки меньше распластывались по поверхно-
сти культуральной посуды, а  также обладали 
тенденцией спонтанно после пассирования 
формировать «кластеры» (рис. 1Б).

Таким образом была показана возможность 
культивирования выделенных из жировой тка-
ни человека МСК на тестируемой среде куль-
тивирования до второго пассажа, при этом 
наблюдалось уменьшение размера и  степени 
распластанности клеток, а также была отмечена 
тенденция МСК спонтанно образовывать «кла-
стеры» при культивировании в  тестируемой 
среде.

А Б
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Оценка эффективности заморозки 
после культивирования на контрольной 
и тестируемой средах
Осуществляли криоконсервацию по стандарт
ному протоколу линии МСК 2–3-го пассажа, куль-
тивируемых в стандартных условиях или в тести-
руемой среде, в количестве 3–4 ампул.

Через 24  часа определяли эффективность раз-
морозки путем открепления клеток и подсчета 
с окрашиванием трипановым синим. Мы пока-
зали, что выживаемость клеток после размо-
розки значимо не различалась. Вновь было от-
мечено, что клетки в тестируемой среде имели 
тенденцию собираться в  кластеры и  снижали 
пролиферативную активность. У  всех трех до-
норов наблюдали гибель клеток в тестируемой 
среде через 2–6 дней после разморозки (рис. 2).

Таким образом, линии МСК жировой ткани 
человека, выделенные и  культивированные 
до момента заморозки на тестируемой среде 
роста, не удается успешно вывести после крио-
консервации и  криохранения по стандартному 

протоколу. Возможно, требуется подбор ново-
го протокола заморозки или другого раствора 
для криопротекции.

Эффективность вывода из заморозки 
МСК жировой ткани, выращенных 
с использованием контрольной среды
Поскольку после криоконсервации на тестиру-
емой среде не был достигнут удовлетворитель-
ный результат, мы протестировали возможность 
разморозки клеточных культур из полученных 
ранее на контрольной среде коллекций (Био-
банк Центра регенеративной медицины, МГУ 
имени М.В. Ломоносова, https://human.depo.msu.
ru, n  = 3). Жизнеспособность клеточной линии 
на тестируемой среде через сутки после размо-
розки в среднем оказалась на 10% ниже (69,3 ± 
7,4%), чем в  контрольной среде (79,2 ± 4,3%). 
Кроме того, мы вновь обнаружили описанную 
после выделения МСК из ткани тенденцию 
клеток собираться в «кластеры» при культиви-
ровании в  тестируемой среде. Таким образом, 
данную способность МСК сохраняли и  после 
этапа криоконсервации. Морфология клеток 

Рис. 2. Репрезентативные микрофотографии клеточной линии МСК жировой ткани человека, 1-й  и  2-й  пассаж по-
сле разморозки при культивировании в  контрольной и  тестируемой средах роста. Оранжевая стрелка указывает 
на репрезентативную микрофотографию, отображающую изменение морфологии клеток в тестируемой среде роста 
через 2–6 дней после культивирования на 2-м пассаже после разморозки. Фазово-контрастная микроскопия. Увели-
чение ×100 и ×200 соответственно
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через 24 и 48 часов после разморозки представ-
лена на рисунке 3.

Эффективность культивирования МСК 
жировой ткани
После разморозки осуществляли культивиро-
вание клеток с  использованием контрольной 
и  тестируемой среды до 7–8-го  пассажа, контр-
олируя параметры морфологии (визуальное на-
блюдение) и  скорости роста клеточной линии 
(продолжительность роста пассажа с  момента 
адгезии до пассирования при достижении плот-
ности 80–90%) (рис. 4). Время от посадки до сле-
дующего пассирования в  среднем было меньше 
в тестируемой среде, в то время как количество 
клеток, которое снимали с  чашки при достиже-
нии плотности 80–90%, было выше, что говорит 
о более высокой скорости пролиферации в тести-
руемой среде по сравнению с контрольной (табл. 
3). При этом в тестируемой среде клетки занима-
ют меньшую площадь (меньше распластываются) 
по сравнению с контрольной средой и имеют тен-
денцию сбиваться в «кластеры» (рис. 4).

На следующем пассаже после разморозки ана-
лизировали скорость пролиферации клеточных 
линий с  помощью автоматизированного анали-
затора. При культивировании в тестируемой сре-
де время удвоения популяции и  длительность 
лаг-фазы оказалась меньше, то есть выделенные 
клетки значительно быстрее пролиферировали 
по сравнению с контрольной средой (табл. 4).

Таким образом, при выведении из разморозки 
на тестируемую среду МСК жировой ткани че-
ловека имели жизнеспособность в среднем ниже 
на 10% по сравнению с контрольной средой, более 

Рис. 3. Репрезентативные микрофотографии клеточной 
линии МСК жировой ткани человека через 24 и 48 часов 
после разморозки клеточной линии в контрольной и те-
стируемой средах роста. Фазово-контрастная микроско-
пия. Увеличение ×100 и ×200 соответственно

Рис. 4. Репрезентативные микрофотографии морфологии клеточной линии МСК жировой ткани человека 3–7-го пас-
сажа после разморозки и культивирования в контрольной и тестируемой средах роста. Фазово-контрастная микро-
скопия. Увеличение ×100

Таблица 3. Оценка эффективности длительного куль-
тивирования МСК в  тестируемых средах после крио-
консервации

Показатель Контрольная 
среда

Тестируемая 
среда

Среднее время от посадки 
до пассирования, дни 8,9 ± 0,2 6,2 ± 0,2

Среднее количество 
клеток, тыс. кл. 153 ± 36 234 ± 65
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высокую скорость пролиферации, что выража-
лось в  снижении времени удвоения популяции 
в 1,8 раза и времени lag-фазы в 1,5 раза, снижении 
времени между посадкой и пассированием между 
3-м и 8-м пассажами в 1,4 раза и ростом количест-
ва клеток, открепляемых с чашки, в 1,5 раза.

Эффективность получения 
кондиционированной среды МСК, 
содержащей компоненты их секретома
Одним из ключевых механизмов регенератор-
ного действия МСК является продукция ими 
факторов роста, цитокинов и внеклеточных ве-
зикул (ВВ), которые способны передавать ши-

рокий спектр сигналов другим типам клеток 
и  получили название секретома. Кроме того, 
это свойство стало основой для создания цело-
го класса биологических лекарственных пре-
паратов, получаемых из кондиционированной 
среды МСК. В связи с этим мы провели оценку 
содержания основных факторов роста в конди-
ционированной среде, полученной после куль-
тивирования МСК на контрольной или тестиру-
емой средах (рис. 5А).

Вторым важнейшим параметром является обо-
гащение среды ВВ макромолекулярными ком-
плексами, в  том числе участвующими в  пере-
носе нуклеиновых кислот, белковых агрегатов, 
липидов и метаболитов между клетками и тка-
нями. Оценка количества частиц в  препаратах 
кондиционированной среды, полученных после 
культивирования МСК в сравниваемых средах, 
не выявила отличий (рис. 5Б). В  то же время 
при сравнении размера частиц мы наблюдали 
тенденцию к уменьшению в тестируемой среде.

Таблица 4. Параметры пролиферативной активности 
МСК после разморозки

Показатель Контрольная 
среда

Тестируемая 
среда

PDT, ч 91,4 ± 20,8 51,6 ± 20,9

Время lag-фазы, ч 26,0 ± 2,6 17,3 ± 1,2

Рис. 5. Оценка секретируемых компонентов в кондиционированной среде МСК: А — оценка уровня секреции факторов 
роста МСК жировой ткани человека, культивированных на контрольной и тестируемой средах. Не было обнаружено 
статистически значимых различий между образцами в контрольной и тестируемой средах; Б — количество и размер 
внеклеточных везикул, секретируемых МСК жировой ткани, культивированных на контрольной и тестируемой средах. 
Не было обнаружено достоверно значимых различий между группами

А Б
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Таким образом, не наблюдалось статистически 
значимого изменения уровня секретируемых 
факторов роста VEGF, HGF, IGF, ангиопоэтина-1, 
а  также числа ВВ при культивировании в  те-
стируемой среде по сравнению с контрольной. 
В  то же время можно было отметить тенден-
цию к  увеличению секреции ангиопоэтина-1, 
а  также снижению содержания IGF и  размера 
детектируемых частиц после культивирования 
в тестируемой среде.

Определение оптимальных условий 
для культивирования МСК
На жизнеспособность и  пролиферативную ак-
тивность клеточной линии помимо среды роста 
значительно влияние могут оказывать и другие 
факторы, среди которых критическими могут 
стать адгезивная поверхность, тип покрытия 
пластика, а  также тип используемого раство-
ра для дезагрегации клеток при пассировании. 
Учитывая трудности, с  которыми мы столкну-
лись при разморозке (гибель клеток) и пассиро-
вании (склонность к формированию кластеров) 

на тестируемой среде, мы протестировали раз-
личные варианты растворов для открепления 
клеток. Производитель тестируемой среды ре-
комендует использование TrypLE в  качестве 
такого раствора. Мы протестировали возмож-
ность разморозки клеточной линии и  ее даль-
нейшее пассирование в тестируемой среде с ис-
пользованием раствора трипсина (0,05%) в ЭДТА 
(Gibco) и  показали, что в  таких условиях клет-
ки получалось пассировать успешно несколь-
ко пассажей после разморозки. Кроме того, 
при сравнении пластика SPL Life science (Ки-
тай) и высокоадгезивного Greiner (США) в обоих 
случаях активная пролиферация МСК в  тести-
руемой среде происходила при использовании 
раствора трипсин-ЭДТА, в то время как исполь-
зование TrypLE может приводить к  кластери-
зации МСК независимо от вида пластика (рис. 
6А). По рекомендации производителя мы в ряде 
экспериментов покрывали пластик для культи-
вирования раствором 0,1% стерильного желати-
на, однако при этом наблюдали гибель клеток 
в случае работы с TrypLE (рис. 6Б).

Рис. 6. Репрезентативные микрофотографии морфологии клеточной линии МСК жировой ткани человека после размо-
розки и культивирования в тестируемой среде роста. Фазово-контрастная микроскопия. Увеличение ×100: А — сравне-
ние пластика Greiner и SPL, используемого для культивирования клеток; Б — сравнение пластика и желатина

А

Б
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Обсуждение и заключение
На сегодняшний день количество исследований, 
описывающих влияние среды культивирования 
на характерные свойства МСК, в том числе для их 
использования для производства лекарственных 
препаратов на основе факторов, секретируемых 
этими клетками (секретом), крайне ограниче-
но. Поэтому результаты, полученные в процессе 
проведенной работы, позволят в будущем более 
эффективно оптимизировать условия культи-
вирования МСК, в  том числе для экономически 
выгодного производства биологических лекар-
ственных препаратов на их основе.

Изучая влияние сред культивирования на свой-
ства МСК, выделенных из жировой ткани че-
ловека, мы выяснили, что выделение клеток 
возможно на тестируемую нами среду с эффек-
тивностью, сравнимой с  контрольной средой. 
Вместе с тем в тестируемой среде наблюдаются 
нехарактерные для МСК изменения в  морфо-
логии, проявляющиеся в  виде спонтанной аг-
регации и  росте в  форме кластеров. Известно, 
что адгезия клеток к поверхности пластика про-
исходит посредством адгезивных белков вне-
клеточного матрикса (фибронектина, витронек-
тина и других), которые в большом количестве 
содержатся в  сыворотке  [10]. Адгезия клеток 
в бессывороточной среде может быть затрудне-
на при недостатке таких белков. Сниженное со-
держание таких белков в бессывороточной среде 
может объяснять морфологические особенно-
сти (меньшую степень распластывания, мень-
шие размеры клеток и, как следствие, бóльшую 
плотность клеток на 1 см2) и склонность к фор-
мированию кластеров, которые могут возникать 
как следствие большей склонности формиро-
вать межклеточные контакты, нежели контак-
ты «клетка — матрикс», по сравнению с культи-
вированием в  среде с  добавлением сыворотки. 
Возможным подходом здесь может рассматри-
ваться предварительное покрытие культураль-
ного пластика компонентами внеклеточного 
матрикса, такими как коллаген I  типа, фибро-
нектин, полилизин, или использование высоко-
адгезивного пластика.

Также стоит отметить, что линии, культивиру-
емые на тестируемой среде, не сформировали 
культуру, пригодную к  использованию после 
криоконсервации. Вероятно, необходим даль-
нейший подбор условий культивирования, 
например смена адгезионной поверхности, 
для оптимизации процесса культивирования 

и  предотвращения кластеризации. По нашим 
предварительным данным, значительное влия-
ние на успех роста и криоконсервации МСК в те-
стируемой среде может иметь раствор, исполь-
зуемый для дезагрегации клеток.

Интересно отметить, что возможно наращива-
ние культуры на тестируемой среде из крио
коллекций, полученных на других ростовых 
средах, как минимум на AdvanceStem™. После 
криоконсервации, несмотря на сохраненную 
способность к спонтанному формированию кла-
стеров, клетки в тестируемой среде характери-
зуются существенно (в 1,8 раза) более коротким 
PDT. Более того, мы отметили, что при одина-
ковой плотности клеток в  культуре, выращен-
ной на тестируемой среде, примерно в 1,5 раза 
больше, чем в контрольной. Эти факты говорят 
о  возможности использования тестируемой 
среды для быстрого наращивания клеточной 
массы.

Вместе с  тем существуют данные, что образо-
вание многоклеточных агрегатов может спо-
собствовать повышенной секреции МСК про-
регенераторных факторов, так как известно, 
что секретирующий профиль МСК может быть 
связан с морфологией клеток [11], а в 3D-условиях 
МСК способны секретировать более высокие 
уровни таких молекул, как VEGF, IL-11, FGF-2, ан-
гиогенин [6, 12]. Мы показали, что наблюдаемые 
особенности в морфологии не сказываются на се-
креторной активности МСК в тестируемой среде. 
Так, мы показали, что статистически значимого 
изменения уровня секретируемых факторов ро-
ста VEGF, HGF, IGF, ангиопоэтина-1, а также числа 
частиц, совпадающих по размерам с ВВ при куль-
тивировании в тестируемой среде по сравнению 
с  контрольной не происходит. Вместе с  тем на-
блюдается уменьшение размера секретируемых 
частиц, что может говорить о  сдвиге профиля 
секреции в сторону экзосомальной, но не микро-
везикулярной фракции.

Таким образом, с учетом отсутствия животных 
компонентов тестируемая среда Cellcor™ пред-
ставляется оптимальным выбором для инду-
стриального масштабирования культуры МСК, 
не уступая референсному аналогу AdvanceS-
TEM™. Другим преимуществом данной среды 
является быстрая пролиферация мезенхим-
ных стромальных клеток с  сохранением их 
фенотипа и  секреторного профиля, что дела-
ет ее привлекательной для масштабирования 
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при производстве клеточных продуктов и пре-
паратов на их основе. Однако требуется даль-
нейшее уточнение условий для подбора опти-
мальных протоколов культивирования.
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Аннотация
XX век ознаменовался пониманием того, что более 80% генов имеют дополнительную би-
ологическую функцию в клетке, связанную с регуляцией экспрессии других генов. С та-
ких генов могут экспрессироваться некодирующие регуляторные РНК различного типа, 
в том числе и микроРНК, способные изменять экспрессию белков в клетке. МикроРНК 
представляют собой одноцепочечные последовательности РНК длиной 20–25 нуклеоти-
дов, которые регулируют экспрессию генов на посттранскрипционном уровне посред-
ством деградации или репрессии трансляции целевой мРНК. В настоящем обзоре рас-
смотрены аспекты биогенеза микроРНК в клетках млекопитающих, а также их функции 
в эндотелиальных клетках и в регуляции ангиогенеза.
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Abstract
The 20th century marked the understanding that more than 80% of genes have an additional 
biological function in the cell associated with the regulation of the expression of other genes. 
Non-coding sequential-type RNA regulators, including microRNAs, capable of changing the 
expression of proteins in the cell, can be expressed with such genes. MicroRNAs are single-
stranded RNA sequences 20–25 nucleotides in length that regulate gene expression at the post-
transcriptional level through degradation or repression of mRNA translation. This review ex-
amines aspects of the biogenesis of microRNAs in mammalian cells, as well as their functions 
in endothelial cells and in the regulation of angiogenesis.
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Список сокращений
ЭК — эндотелиальные клетки (endothelial cells)

ФН — фибронектин (fibronectin)

EPC — эндотелиальные прогениторные клетки (endothelial progenitor cells)

HSS — высокое напряжение сдвига (high shear stress)

LSS — низкое напряжение сдвига (low shear stress)

ММР-2 — матриксная металлопротеиназа 2 (matrix metalloproteinase 2)

PIK3R2 — регуляторная бета-субъединица фосфатидилинозитол-3-киназы 
(phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 2)
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miRNA participation in angiogenesis

PPARα — рецептор-α, активируемый пролифератором пероксисом (peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR)-alpha)

RISC — РНК-индуцируемый комплекс выключения гена (RNA-induced silencing complex)

SCF — фактора стволовых клеток (stem cell factor)

SIRT1 — деацетилаза сиртуин-1 (Sirtuin 1)

SS — напряжение сдвига на эндотелий (shear stress on the endothelium)

uPA — урокиназа (urokinase)

uPAR — урокиназный рецептор (urokinase receptor)
VEGF — фактор роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth factor)

Введение

МикроРНК относятся к  группе некодирующих 
РНК и  представляют собой одноцепочечные 
последовательности РНК длиной 20–25 нуклео-
тидов, которые могут регулировать экспрессию 
генов на уровне как трансляции, так и  тран-
скрипции. Чаще всего у  животных микроРНК 
нацелены на последовательности в  3’-нетран-
слируемых областях (3’UTR) мРНК. Хотя ми-
кроРНК лишь частично комплементарны мРНК, 
они способны вызывать репрессию синтеза бел-
ка. Формируя сложную регуляторную сеть, ми-
кроРНК в  совокупности изменяют экспрессию 
более 60% генов человека [1, 2].

Первая микроРНК (lin-4) была идентифицирова-
на у нематоды Caenorhabditis elegans еще в 1993 г., 
однако толчком к  началу активного изучения 
микроРНК у  позвоночных и  беспозвоночных 
стало обнаружение второй микроРНК (let-7) 
у C. elegans в 2000 г. [3, 4]. К настоящему моменту 
микроРНК обнаружены у животных, растений, 
протистов и  вирусов  [5]. Данные о  микроРНК 
хранятся в ряде баз данных, таких как miRBase, 
microRNA.org, MicroRNAdb, miR2Disease, HMDD, 
PhenomiR miRcode, miRDB, galaxy, KEGG data-
bases, miRTarBase, miRecords, MirGeneDB, Tar-
getScan и  DIANA-microT. МикроРНК являются 
высококонсервативными молекулами  [6]. Эво-
люционно родственные микроРНК объединены 
в 239 различных семейств, члены которых име-
ют высокогомологичные последовательности 
и некоторые общие мишени [5].

По данным последней версии miRBase 22.1 
(http://mirbase.org/), всего у  271  вида найдено 
48 860 зрелых микроРНК [5]. Геномы позвоноч-
ных содержат тысячи микроРНК: например, 
геном человека содержит 2654  зрелых после-
довательности. При этом геном Caenorhabdi-

tis elegans  — 437  зрелых последовательностей, 
а Arabidopsis thaliana 428 зрелых последователь-
ностей  [5, 6]. На сегодняшний день накоплен 
большой массив данных, свидетельствующих 
о  важной роли микроРНК в  таких процессах, 
как эмбриогенез и морфогенез, репарация и ре-
генерация органов и тканей [2].

Исследования последних лет показали, что ми-
кроРНК необходимы для нормального развития 
различных физиологических систем организ-
мов и  поддержания клеточного гомеостаза. 
МикроРНК играют важную регуляторную роль 
в  пролиферации, дифференцировке, миграции 
клеток, а  изменение их экспрессии и/или фун-
кционирования сопряжено с  развитием многих 
болезней человека, включая онкологические, ин-
фекционные, аутоиммунные, нейродегенератив-
ные и сердечно-сосудистые заболевания [2, 7, 8].

Недавние исследования выявили важную роль 
микроРНК в  регуляции функционирования 
эндотелиальных клеток (ЭК) и  ангиогенеза  [8]. 
Ангиогенез  — комплексный процесс форми-
рования новых кровеносных сосудов в органах 
и тканях из предсуществующих сосудов  [9–11]. 
Ангиогенез необходим при регенерации орга-
нов и  тканей, поскольку кровеносные сосуды 
обеспечивают снабжение питательными веще-
ствами и кислородом. Образование новых кро-
веносных сосудов происходит за счет миграции, 
пролиферации и дифференцировки ЭК, а также 
последующей стабилизации вновь образовав-
шихся сосудистых отростков с  участием пери-
цитов и гладкомышечных клеток [8–12]. Извест-
но, что процессы регуляции ангиогенеза часто 
оказываются нарушены при онкологических, 
сердечно-сосудистых и  ряде других заболева-
ний человека, характеризующихся избыточным 
или недостаточным формированием кровено-
сных сосудов [8, 9, 13].
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Было показано, что для мышей со специфичной 
для ЭК делецией Dicer, ключевого фермента био-
синтеза микроРНК, характерны нарушения по-
стнатального ангиогенеза и дефекты формиро-
вания сосудов. [14].

В англоязычной литературе используется тер-
мин «angiomiR» для обозначения микроРНК, 
регулирующих процессы ангиогенеза  [9, 15, 
16]. На сегодняшний день описаны angiomiRs, 
участвующие в  регуляции ангиогенеза  in vivo. 
Некоторые их этих angiomiRs важны для под-
держания целостности сосудов и  контролиру-
ют эмбриональный ангиогенез, другие моду-
лируют опухолевый неоангиогенез. Считается, 
что манипуляции angiomiRs при патологиче-
ской васкуляризации представляют собой но-
вый терапевтический подход  [9]. Тем не менее 
роль микроРНК в регуляции процессов ангиоге-
неза все еще мало изучена.

В настоящем обзоре мы остановимся на биоге-
незе и механизмах действия микроРНК, а  затем 
рассмотрим данные последних лет о механизмах 
участия микроРНК ЭК в  регуляции ангиогенеза, 
уделяя особое внимание miR-126 как главному ре-
гулятору физиологического ангиогенеза, а также 
влиянию новой микроРНК Plaur-miR1, экспрес-
сируемой с  гена урокиназного рецептора Plaur, 
на ранние этапы ангиогенеза, такие как на мигра-
ция/пролиферация сосудистых клеток и форми-
рование капилляроподобных структур.

Номенклатура микроРНК
Вначале познакомимся с  кратким описанием 
номенклатуры микроРНК, чтобы избежать пу-
таницы в обозначении микроРНК в дальнейшем. 
Для обозначения гена, кодирующего микроРНК, 
ее предшественника, а  также для обозначения 
зрелой молекулы микроРНК существует специ-
альная номенклатура. Для гена, кодирующего 
микроРНК, используют две аббревиатуры: mir, 
или MIR, например mir126 или MIR126. Аббреви-
атуру «mir» используют также для обозначения 
первичной микроРНК и  пре-микроРНК, а  зре-
лую микроРНК называют «miR». Принадлеж-
ность miR к какому-либо виду обозначают тремя 
буквами: «hsa» — перед miR человека (Homo sa-
piens) и «rno» — перед miR крысы (Rattus norvegi-
cus) или «mmu» — перед miR мыши (Mus muscu-
lus). Например, hsa-miR-126, или rno-miR-126, 
или mmu-miR-126. Группы близкородственных 
микроРНК, обладающих сходной последователь-
ностью, объединяют в семейства, обозначаемые 

номерами (например, miR-133), а  внутри одно-
го семейства выделяют отдельные микроРНК, 
добавляя к  названию однобуквенный суффикс, 
например, miR-133a и miR-133b. Пре-микроРНК, 
дающие начало идентичным зрелым микроРНК, 
но кодируемые в разных локусах генома, имеют 
в  названии дополнительную цифру, отделен-
ную дефисом, например из предшественников 
hsa-mir-121-1  и  hsa-mir-121-2  получается иден-
тичная зрелая микроРНК hsa-miR-121. Если из-
вестно, какая из цепей микроРНК-дуплекса пре-
имущественно связывается с  мРНК-мишенью 
(так называемая «направляющая» цепь), то ее 
обозначают, например, miR-126, а  комплемен-
тарную ей нестабильную («пассажирскую») цепь 
помечают звездочкой (например, miR-126*). Если 
данные о  функциональной активности цепей 
микроРНК-дуплекса отсутствуют, то указыва-
ют, с  каким из концов пре-микроРНК соотно-
сится образовавшаяся в результате процессинга 
цепь микроРНК-дуплекса, например miR-126-5p 
(5’-конец пре-микроРНК) и miR-126-3p (3’-конец 
пре-микроРНК).

Биогенез и механизм действия микроРНК
Большинство микроРНК кодируется участками, 
расположенными в  интронах генов, кодирую-
щих белки; однако некоторые микроРНК могут 
локализоваться в экзонах, 5’- и 3’-нетранслиру-
емых участках генов или в межгенных областях. 
Биогенез микроРНК начинается в ядре, а затем 
продолжается в  цитоплазме до формирования 
зрелых одноцепочечных микроРНК длиной 
около 22  нуклеотидов (рис.). Гены микроРНК 
транскрибируются полимеразой II (хотя описа-
ны варианты транскрипции полимеразой  III), 
что приводит к образованию первичного пред-
шественника (primary, pri-miRNA)  — при-ми-
кроРНК, имеющего петлевую (шпилечную) 
структуру и  длину в  среднем 100–1000  нукле-
отидов. Эти транскрипты при-микроРНК часто 
кэпированы, сплайсированы и полиаденилиро-
ваны и  могут кодировать сразу несколько ми-
кроРНК. Данная структура внутри ядра про-
цессируется микропроцессорным комплексом 
Дроша (Drosha), который состоит из эндонукле-
азы типа РНКазы-III в сочетании с РНК-связыва-
ющим белком DGCR8 (DiGeorge syndrome critical 
region 8, 8 критической области синдрома ДиД-
жорджа) (у Drosophila данный белок называется 
Паша (Pasha), у Caenorhabditis elegans — PASH-1), 
а  также других кофакторов, таких как РНК-хе-
ликаз DEAD-бокса p68/DDX5 и p72/DDX17 (кано-
нический путь процессинга) [17].
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Микропроцессорный комплекс распознает 
вторичную структуру петли при-микроРНК, 
что приводит к  вырезанию и  высвобождению 
~70  нуклеотидных шпилек-предшественни-
ков, называемых прекурсорной пре-микроРНК 
(pre-miRNA)  [18, 19]. Недавние исследования 
показывают, что активность компонентов ми-
кропроцессорного комплекса регулируется 
по принципу обратной связи: Drosha может рас-
щеплять и дестабилизировать DGCR8, в то вре-
мя как сам DGCR8 стабилизирует белок Drosha. 
Предполагается, что эта ауторегуляция обрат-
ной связи контролирует синтез микроРНК и ми-
нимизирует клеточные колебания активности 
микропроцессорного комплекса [19].

Еще один подкласс микроРНК, именуемый 
миртронами, также кодируется в интронах ге-
нов, но может обходить Drosha-опосредованный 
процессинг и  генерировать предшественники 
пре-микроРНК непосредственно из побочных 
продуктов альтернативного сплайсинга  [20]. 
В  конечном итоге оба варианта пре-микроРНК 
экспортируется из ядра в  цитоплазму с  уча-
стием комплекса экспортин-5/Ran-GTP.  [18, 21]. 
Попав в  цитоплазму, пре-микроРНК процесси-
руется РНКазой Dicer в комплексе с РНК-связы-
вающим белком TAR (TRBP) и белком Argonaute 
(AGO1-4), что приводит к образованию дуплекса 
микроРНК-миРНК* из ~22 нуклеотидов.

Только одна цепь дуплекса, называемая «на-
правляющей» цепью и  обычно являющая-
ся термодинамически наименее стабильной, 
а именно 5’-цепь, загружается в большой муль-
тибелковый рибонуклеопротеиновый комплекс 
микроРНК (миРНП, также называемый RISC, 
или RNA-induced silencing complex), который 
модулирует экспрессию целевых генов. «Пасса-
жирская» 3’-цепь дуплекса миРНК-миРНК* (на-
зываемая миРНК*) исключается из комплекса 
RISC и  впоследствии деградирует. Существуют 
случаи, когда обе цепи дуплекса миРНК-миРНК* 
стабильны и  входят в  RISC-комплекс, нацели
ваясь на отдельные подмножества мРНК (рис.).

Для связывания микроРНК в  составе комплек-
са RISC с  мРНК-мишенью критичным явля-
ется небольшой участок микроРНК размером 
6–8  нуклеотидов  — «seed region» (затравочная 
область). Степень комплементарности между 
этим участком микроРНК и  мРНК-мишенью 
во многом определяет механизм регуляции эк-
спрессии генов. Полное комплементарное свя-

зывание микроРНК с  мРНК приводит к  разре-
занию и деградации последней. При неполной 
комплементарности микроРНК и  мРНК-мише-
ни трансляция мРНК подавляется на стадиях 
инициации или элонгации, мРНК дестабили-
зируется в  результате отщепления полиА-по-
следовательности и  направляется в  P-тельца 
(processing bodies) рибосомы, представляющие 
собой цитоплазматические гранулы, обогащен-
ные факторами деградации мРНК и подавления 
трансляции, но лишенные рибосом и факторов 
инициации трансляции [19, 22].

Транскрипция самих микроРНК регулируется 
на уровне промотора. Факторы транскрипции c-
Myc и p53 могут связываться с различными про-
моторными элементами генов микроРНК и моду-
лировать их экспрессию. Определенные локусы 
микроРНК также находятся под эпигенетиче-
ским контролем и  метилируются ДНК-метил-
трансферазами (DNMT1, DNMT3b) в зависимости 
от стадии клеточного цикла [19]. Функциониро-
вание микроРНК характеризуется вырожден-
ностью (избыточностью) и  плейотропностью. 
Способность одной микроРНК «нацеливаться» 
на несколько мРНК, особенно на те, которые 
функционируют в одном и том же внутриклеточ-
ном пути, а также возможность связывания с од-
ной мРНК нескольких микроРНК обуславливают 
широкий спектр регуляции экспрессии генов: 
изменение экспрессии одной микроРНК может 
приводить к изменениям в профиле экспрессии 
многих мРНК-мишеней. Однако для каждой от-
дельной мРНК конечный эффект будет зависеть 
также от связывания со всеми регулирующими 
ее микроРНК [9]. Показано, что микроРНК могут 
в совокупности привести к изменению экспрес-
сии 60% генов организма [23].

Недавние работы показали, что способность 
одной микроРНК взаимодействовать сразу 
с  несколькими мРНК часто встречается среди 
кластеризованных микроРНК, которые могут 
совместно транскрибироваться и, следователь-
но, вместе экспрессироваться. Так, например, 
Chawla с коллегами (2016) показали, что у дро-
зофилы существуют две совместно транскриби-
руемые с общего полицистронного транскрипта 
микроРНК, let-7 и miR-125 (локус let-7-Complex), 
которые регулируют общую мишень  — тран-
скрипционный фактор Chinmo (Chronologically 
Inappropriate Morphogenesis), который участвует 
в  формировании пола, развитии нервной си-
стемы и регуляции полимеризации актинового 
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Рис. Биогенез, упаковка и транспорт микроРНК. МикроРНК обычно транскрибируются РНК-полимеразой II в виде 
первичного предшественника при-миРНК (primary, pri-miRNA) (А), которые в дальнейшем расщепляются микропро-
цессорным комплексом, состоящим из РНКазы III Дроша и белком DGCR8, а также других кофакторов (РНК-хеликаз 
DEAD-бокса p68/DDX5 и p72/DDX17), с получением предшественников микроРНК в форме шпильки, называемых 
прекурсорной пре-микроРНК (pre-miRNA) (Б). Известен также неканонический путь, при котором пре-микроРНК 
образуется в результате сплайсинга миртрона и последующего вырезания пре-микроРНК с помощью белка Ldbr. 
Далее пути объединяются (*). Пре-миРНК затем экспортируются в  цитоплазму с  помощью фактора ядерного эк-
спорта Exportin-5/Ran GTP (В), где они далее процессируются до дуплексов микроРНК:миРНК* цитоплазматическим 
ферментом РНКазой Dicer с  участием белка TRBP и белков AGO1-4. Впоследствии зрелая микроРНК включается 
в РНК-индуцируемый комплекс выключения гена (миРНП, или RNA-induced silencing complex, RISC) и связывается 
с 3’-нетранслируемыми областями (3’UTR) мРНК в определенных затравочных последовательностях (затравочная 
область, seed region) (Г) и вызывает либо расщепление (Д), либо подавление трансляции целевых мРНК (Е). Ми-
кроРНК могут попадать в  кровоток путем пассивного транспорта из поврежденных клеток, например в  составе 
апоптотических телец, путем активной секреции через везикулы (экзосомы) и в процессе шеддинга везикул с мем-
браны либо совместно с  РНК-связывающим белком. Примерами РНК-связывающих белков являются NPM1, HDL 
и AGO2. После секреции микроРНК транспортируются по жидкостям организма и доставляются к клеткам-реципи-
ентам. Клетками-реципиентами микроРНК могут захватываться через интернализацию везикул путем эндоцитоза, 
фагоцитоза или прямого слияния с плазматической мембраной. МикроРНК, секретируемые в составе РНК-связыва-
ющего белка, могут поглощаться через специфические рецепторы на поверхности клетки, например TLRs. Экзоны 
1 и 2 — экзоны гена, в интроне которого расположен ген микроРНК. AGO1-4 — Argonaute1-4; HDL — high-density 
lipoprotein; NPM1 — nucleophosmin 1; TLR — Toll-like receptors.Рисунок составлен автором

Fig. Biogenesis, packaging, and transport of microRNAs. MicroRNAs are typically transcribed by RNA polymerase II as pri-
mary pri-miRNAs (A), which are then cleaved by the microprocessor complex consisting of Drosha RNase III and the DGCR8 
protein, as well as other cofactors (DEAD-box RNA helicases p68/DDX5 and p72/DDX17), to yield hairpin-shaped microRNA 
precursors called precursor pre-miRNAs (B). A non-canonical pathway is also known in which pre-miRNAs are formed by mir-
tron splicing and subsequent excision of the pre-miRNA by the Ldbr protein. The pathways then merge (*). Pre-microRNAs 
are then exported to the cytoplasm by the nuclear export factor Exportin-5/Ran GTP (B), where they are further processed 
to microRNA:miRNA* duplexes by the cytoplasmic RNase Dicer with the participation of TRBP and AGO1-4 proteins. Subse-
quently, mature miRNA is recruited into the RNA-induced gene silencing complex (RISC) and binds to the 3’-untranslated 
regions (3’UTRs) of mRNAs at specific seed regions (D) and causes either cleavage (E) or translational repression of target 
mRNAs (E). MicroRNAs can enter the bloodstream by passive transport from damaged cells, such as within apoptotic bodies, 
by active secretion through vesicles (exosomes), by vesicle shedding from the membrane, or together with an RNA-binding 
protein. Examples of RNA-binding proteins are NPM1, HDL, and AGO2. After secretion, microRNAs are transported through 
body fluids and delivered to recipient cells. MicroRNAs can be taken up by recipient cells through vesicle internalization 
by endocytosis, phagocytosis, or direct fusion with the plasma membrane. MicroRNAs secreted within an RNA-binding pro-
tein can be taken up through specific cell surface receptors, such as TLRs. Exons 1 and 2 are the exons of the gene in whose 
intron the microRNA gene is located. AGO1-4 — Argonaute1-4; HDL — high-density lipoprotein; NPM1 — nucleophosmin 1; 
TLR — Toll-like receptors. Figure provided by the authors
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цитоскелета. При этом роли let-7 и miR-125 в ре-
гуляции Chinmo различны: let-7  подавляет 
Chinmo в  эмбриогенезе, а miR-125 — в  постна-
тальном развитии, то есть действие этих ми-
кроРНК разнесено во времени. Активность этих 
микроРНК контролируется скоростью и  степе-
нью их деградации. Pre-let-7  и pre-miR-125  ко-
транскрибируются, но зрелая let-7  накапли-
вается быстрее, чем зрелая miR-125, во время 
эмбрионального развития из-за более высокой 
скорости процессинга с участием Drosha и Dicer. 
При этом более длинный период полураспада 
miR-125  приводит к  выраженному относитель-
ному накоплению этой микроРНК во взрослом 
состоянии и, соответственно, обеспечивает по-
давление экспрессии Chinmo у взрослой особи. 
Такая дифференциальная по времени экспрес-
сия обеспечивает различные функции этих 
двух микроРНК в течение жизни, а именно, две 
совместно транскрибируемые микроРНК фун-
кционируют независимо друг от друга на раз-
ных стадиях развития, регулируя общую ми-
шень [24, 25].

В ряде случаев работает механизм, посредст-
вом которого связывание микроРНК с  опре-
деленными белковыми комплексами может 
не подавлять, а, наоборот, увеличивать эк-
спрессию генов-мишеней по принципу прямо-
го или опосредованного механизмов  [19, 26]. 
К примеру, было показано, что ряд микроРНК 
могут взаимодействовать со своими мишеня-
ми через промоторы генов или через 5’UTR эле-
менты мРНК и  стимулировать транскрипцию 
генов и трансляцию белка по такому же прин-
ципу, как малые РНК, связанные с  промотор-
ными областями в  ядре, могут активировать 
транскрипцию генов  — явление, называемое 
активацией РНК (RNAa, small RNA-induced gene 
activation) [27, 28].

Более того, одни и те же микроРНК могут быть 
как репрессорами, так и активаторами экспрес-
сии в зависимости от стадии клеточного цикла: 
в пролиферирующих клетках они могут подав-
лять трансляцию, тогда как при аресте G1/G0, 
который часто предшествует дифференциров-
ке, они опосредуют активацию. Sh. Vasudevan, 
Y. Tong и J.A. Steitz (2007) подтвердили, что две 
широко известные микроРНК — Let-7 и синте-
тическая микроРНК miRcxcr4 — вызывают уси-
ление трансляции целевых мРНК при остановке 
клеточного цикла, однако подавляют их тран-
сляцию в пролиферирующих клетках [26].

В обзоре Breving и  Esquela-Kerscher (2010) под-
робно описаны механизмы, как микроРНК могут 
переключаться между активацией и репрессией 
целевого гена в  зависимости от стадии клеточ-
ного цикла [19]. На примере регуляции экспрес-
сии фактора некроза опухоли альфа (TNF-альфа) 
было показано, что в  условиях депривации сы-
воротки микроРНК активирует его трансляцию 
за счет связывания с AU-богатыми элементами 
(ARE), расположенными в  3’-нетранслируемых 
областях (3’UTR) мРНК этого цитокина, тогда 
как в  пролиферирующих клетках происходит 
подавление экспрессии за счет комплекса Argo-
naute 2 (AGO2) и белка-гомолога FXR [19].

Недавно было показано, что микроРНК негатив-
но регулируют экспрессию новой группы уль-
траконсервативных генов (ultraconserved genes, 
UCG). UCG представляют собой некодирующие 
транскрипты РНК, обнаруженные в геноме че-
ловека, которые имеют высокую степень кон-
сервативности в геноме человека по сравнению 
с генами у других видов позвоночных и, таким 
образом, предположительно являются функци-
онально важными. Это мнение подтверждает-
ся тем фактом, что некоторые UCG по-разному 
экспрессируются при раке человека, напри-
мер при хроническом лимфоцитарном лейко-
зе, и могут напрямую модулировать процессы 
опухолевой прогрессии [19, 29, 30].

Сейчас известно, что микроРНК функциониру-
ют не только внутри отдельных клеток, но так-
же могут транспортироваться в  кровяное ру-
сло и действовать на другие клетки организма 
у  животных. Внеклеточная зрелая микроРНК 
(90–99%) в плазме крови находится в основном 
в  комплексе с  белками семейства AGO2. Дру-
гие белки, которые связывают и  доставляют 
микроРНК к  клеткам-реципиентам, включают 
нуклеофосмин 1  [31] и  липопротеины высокой 
плотности (ЛПВП)  [32]. Кроме того, пре-ми-
кроРНК и  их зрелые формы могут секретиро-
ваться в кровяное русло в составе экзосом и/или 
мультивезикулярных телец. Экзосомы, в  свою 
очередь, могут захватываться клетками-ре-
ципиентами, в  цитоплазме которых пре-ми-
кроРНК процессируются и превращаются в зре-
лые микроРНК [33–35].

Многие исследования показывают, что везикулы 
(экзосомы) различного клеточного происхож-
дения содержат уникальный набор микроРНК, 
который может отличаться от микроРНК самих 
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клеток-доноров  [36–38]. Кроме того, известно, 
что микроРНК могут пассивно высвобождаться 
из гибнущих клеток и апоптотических телец [39, 
40], а также активно секретироваться в виде ком-
плексов «РНК — белок» [32, 41].

Экспрессия и регуляция микроРНК 
в эндотелиальных клетках (ЭК)
Эндотелий сосудов является необходимым 
участником регенерации органов и тканей и во-
влечен в процессы атеросклероза и опухолевого 
роста. При этом микроРНК играют важную роль 
в  регуляции функционирования эндотелиаль-
ных клеток и  процессов ангиогенеза, обладая 
как про-, так и  антиангиогенной активностью. 
Так, было показано, что при нарушении (подав-
лении) активности Dicer и Drosha, двух ключе-
вых ферментов биогенеза микроРНК, функция 
эндотелия и процессы ангиогенеза оказывают-
ся нарушены [14].

В норме РНКаза Dicer начинает экспрессировать-
ся на 7 день эмбрионального развития и увели-
чивается вплоть до 17 дня, достигая максимума 
в  сердце и печени, то есть в  высоко васкуляри-
зированных органах, что может свидетельство-
вать о более специализированной функции Dicer 
в этих органах [42]. Полный нокаут Dicer у мышей 
приводит к летальности уже на 7 день (E07) эм-
брионального развития, при этом сами эмбри-
оны имеют дефекты развития: эмбрионы очень 
маленькие, у них не формируется основная ось 
тела, из которой впоследствии формируется хор-
да, а при окрашивании на Oct4 (маркер плюри-
потентных стволовых клеток) наблюдается по-
чти полное отсутствие экспрессии этого фактора 
плюрипотентности [14].

Эмбрионы гетерозиготных мышей Dicerex1/2 
умирают между Е12,5 и Е14,5 стадиями эмбри-
онального развития и при этом имеют дефекты 
формирования сосудов, что было подтвержде-
но окрашиванием на один из основных мар-
керов эндотелия Pecam1 (ортолог у человека — 
PECAM1, также известный как CD31)  [42]. При 
этом у некоторых эмбрионов полностью отсут-
ствовали сосуды желточного мешка. Эти де-
фекты были связаны с нарушением экспрессии 
фактора роста эндотелия сосудов Vegfa (ортолог 
у человека — VEGFA, vascular endothelial growth 
factor) и  его рецепторов Kdr (ортолог у  челове-
ка — KDR, также известный как VEGFR2) и Flt1 
(ортолог у  человека  — FLT-1, также известный 
как VEGFR1), а также рецептора ангиопоэтина-2, 

Tie1. В  совокупности эти данные указыва-
ют на то, что роль Dicer в  регуляции эмбрио-
нального ангиогенеза реализуется через его 
функцию в  биосинтезе микроРНК, а  значит, 
эмбриональный ангиогенез также может нахо-
дится под контролем микроРНК, регулирую-
щих, в свою очередь, экспрессию ключевых ан-
гиогенных факторов.

Нокдаун DICER или DROSHA in vitro в ЭК человека 
приводит к нарушению формирования капилля-
роподобных структур в Матригеле, хотя эффект 
нокдауна DROSHA менее выражен, чем эффект 
нокдауна DICER. Такое различие объясняется 
существованием DROSHA-независимого биоге-
неза микроРНК, что характерно для миртронов, 
также кодируемых в интронах генов, но способ-
ных обходить DROSHA-опосредованный про-
цессинг и  генерировать предшественники 
пре-микроРНК непосредственно из побоч-
ных продуктов альтернативного сплайсинга 
(рис. 1) [20].

Специфическая делеция Dicer в  ЭК у  мышей 
in vivo показала, что эндотелиальные микроРНК 
необходимы для полноценного постнатального 
ангиогенеза  [43]. В  этом исследовании авторы 
при помощи системы LoxP-Cre [44] создали две 
мышиные модели для достижения специфиче-
ской инактивации Dicer в ЭК: мышей с «флокси-
рованными» аллелями Dicer (Dicerflox/flox) [45], ко-
торые экспрессировали либо Cre-рекомбиназу 
под регуляцией эндотелиально-специфич-
ного промотора/энхансера Tie2  [46], либо 
Cre-рекомбиназу, экспрессия которой была 
индуцирована тамоксифеном (Cre-ER T2), 
под регуляцией промотора VE-кадгерина, спе-
цифичного для сосудистого эндотелия (Tie2-
Cre;Dicerflox/flox и  VECad-Cre;Dicerflox/flox мыши 
соответственно)  [47]. Обе линии мышей име-
ли нарушения эмбрионального ангиогенеза 
и сниженную реакцию на ангиогенные стиму-
лы в постнатальном развитии. Так, специфич-
ный нокаут Dicer в  ЭК приводил к  усилению 
экспрессии тромбоспондина-1 (Tsp-1), мощно-
го ингибитора ангиогенеза, а также к измене-
нию экспрессии других ключевых регуляторов 
ангиогенеза, таких как TEK/Tie2, KDR /VEG-
FR2, Tie-1, eNOS и  IL-8. Tsp-1  является пред-
полагаемой мишенью микроРНК семейства 
Let-7 и miR-17~92. Ингибиторы этих микроРНК 
нарушают формирование капилляроподобных 
структур ЭК in vitro. И наоборот, трансфекция 
ЭК компонентами кластера miR -17~92, особен-
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но miR-18а, восстанавливала дефекты проли-
ферации и морфогенеза ЭК, вызванные поте-
рей Dicer [9].

Анализ экспрессионного профиля микроРНК 
в  ЭК пупочной вены человека (HUVEC) вы-
явил повышенную экспрессию miR-221/222, 
miR-21, семейства let-7, кластера miR-17~92, кла-
стера miR-23~24  и  miR-126.  [9, 48–50]. Извест-
но, что ангиогенные факторы роста, включая 
VEGF [51] и фактор роста фибробластов 2 (fibro-
blast growth factor 2, bFGF), являются основны-
ми индукторами экспрессии эндотелиальных 
микроРНК. Sessa и  соавторы (2008) показали, 
что VEGF индуцирует дифференцированную 
по времени экспрессию miR-191, -155, -31, -17-5p, 
-18a и miR-20a, miR -126 и miR-222 [43]. Следует 
отметить, что этот набор VEGF-индуцируемых 
микроРНК обычно оказывается гиперэкспрес-
сирован в опухолях человека и вовлечен в про-
цессы опухолевого роста, выживаемости и опу-
холевого неоангиогенеза [9, 52].

Роль отдельных микроРНК в регуляции функций 
эндотелиальных клеток
В настоящее время появляется все больше ра-
бот, направленных на выявление конкретных 
функций отдельных микроРНК в  ангиогенезе, 

в  том числе при опухолевом неоангиогенезе. 
При этом данные микроРНК могут осуществ-
лять регуляцию либо клеточно-автономно, 
когда микроРНК эндотелиальных клеток регу-
лируют ангиогенный ответ на множественные 
факторы роста, действуя на ангиогенные факто-
ры, рецепторы и сигнальные молекулы, либо не-
клеточно-автономно, когда неэндотелиальные 
клетки, например опухолевые клетки, экспрес-
сируют микроРНК, которые могут регулировать 
экспрессию ангиогенных факторов или ингиби-
торов, тем самым модулируя ангиогенез. Сюда 
же следует отнести действие микроРНК в соста-
ве везикул (экзосом) как участников межкле-
точной коммуникации [9].

Исследования, в  которых изучалась роль от-
дельных микроРНК ЭК в регуляции ангиогене-
за, суммированы в таблице.

miR -126
miR-126  считается основным регулятором фи-
зиологического ангиогенеза. В  литературе ее 
называют мастер-регулятором по аналогии 
с  генами мастер-регуляторами  [53]. Некоторые 
микроРНК экспрессируются повсеместно в  ор-
ганах и тканях, для других характерна тканеспе-
цифическая экспрессия. Примером тканеспеци-

Таблица. Некоторые микроРНК ЭК и их участие в ангиогенезе 
Table. Certain endothelial cells microRNAs and their involvement in angiogenesis

МикроРНК Роль Мишень Ссылка

Семейство  
miR-221/222

Модулирует ангиогенную активность SCF, действуя на его рецептор c-Kit, 
контролируя способность ЭК формировать новые капилляры. Ингибирует 
пролиферацию и миграцию ЭК во время ангиогенеза и восстановления 
сосудов. Снижает адгезию лейкоцитов и экспрессию VCAM-1. Усиливает 

апоптоз

c-Kit
STATA5A  
p27/p57
VCAM-1
eNOS

[48, 50,
101, 
102]

miR-21

Регуляция экспрессии и эффекты miR-21 зависят от типа напряжения 
сдвига на эндотелий: в HUVEC miR-21, индуцированная высоким 
напряжением сдвига, усиливает активность пути PI3K/Akt/eNOS 
посредством подавления проапоптотической фосфатазы PTEN, 

отрицательного регулятора пути PI3K/Akt/eNOS, тем самым снижая 
апоптоз. Напротив, низкое напряжение сдвига может также повышать 

экспрессию miR-21, которая нацелена на (PPARα), и запускает 
петлю положительной обратной связи, подавляя онкоген Jun (AP-1) 
с последующим усилением воспалительной реакции и увеличением 

адгезии моноцитов к ЭК

PTEN
PPARα

[48, 
103]

miR-17~92

miR-92а ингибирует ангиогенез посредством подавления eNOS 
и интегрина α5, ингибирует пролиферацию за счет угнетения циклина D1. 
miR-17 и miR-20а ингибируют ангиогенез, миграцию ЭК и одновременно 

индуцируют их пролиферацию через подавление Jak1 и p21  
и продукцию фибронектина

eNOS интегрин 
α5

Jak1
ФН
p21

циклин D1

[101, 
104]

miR-155 Активируется при HSS и ограничивает воспалительную реакцию, 
индуцированную ангиотензином II, путем подавления AT1R и ETS-1

AT1R
ETS-1 [48]
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фической экпрессии является как раз miR-126, 
которая экспрессируется только в  зрелых ЭК 
и  в  эндотелиальных прогениторных клетках 
(endothelial progenitor cells, EPC). Во взрослом 
организме экспрессия микроРНК-126 выявляет-
ся в  хорошо васкуляризированных тканях, та-
ких как сердце, легкие и печень.

miR-126  также является первой микроРНК, ко-
торая была нокаутирована у  мышей. У  таких 
мышей были описаны различные дефекты, 

а  именно: хрупкость сосудов, кровоизлияния, 
нарушения пролиферации и миграции эндоте-
лиальных клеток, что в итоге приводило к гибе-
ли эмбрионов у мышей [53, 54].

При эмбриональном васкулогенезе эта ми-
кроРНК участвует в  индукции ангиогенного 
сигнального пути, стимулирует дифферен-
цировку эмбриональных стволовых клеток 
в  эндотелиальные прогениторы и  зрелые ЭК. 
Во взрослом организме miR-126  обеспечивает 

МикроРНК Роль Мишень Ссылка

miR-126

Основной регулятор физиологического ангиогенеза. Способствует 
ангиогенезу и целостности сосудов во время эмбриогенеза путем 

воздействия на фактор роста эндотелия сосудов VEGF, PIK3R2 и белок 
SPRED1. Во время неоангиогенеза, индуцированного ишемией, подавляет 
CXCL12. В составе экзосом подавляет RGS16, ингибитор CXCR4, который 

активирует CXCR4-зависимую экспрессию CXCL12 в ЭК и, таким 
образом, усиливает репарацию эндотелия и ограничивает атеросклероз. 

Противовоспалительные эффекты через репрессию VCAM-1

Egfl7
Spred-1 PIK3R2

VCAM-1

[9, 48, 
54, 58, 
59, 64]

miR-19а Ингибирует пролиферацию эндотелиальных клеток посредством 
негативной регуляции циклина D1 циклин D1 [105]

miR-146а Подавляет киназу IRAK IRAKI [106]

miR-10а
Уменьшает пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток  

пупочной вены мыши и образование просвета сосудов. Ингибирует 
экспрессию Hmga2 в эндотелиальных клетках-предшественниках

BMP2
Hmga2

[107, 
108]

miR-296 Регулирует HGS и способствует ангиогенезу в HUVEC HGS [109]

miR-23~27~24 Ингибирует экспрессию SEMA6A и SPROUTY (белок развития, 
ингибирующий MAPK/ERK сигналинг), способствуя ангиогенезу

SEMA6A, 
SPROUTY [110]

miR-217 Ингибирует SIRT1 и регулирует FoxOl, что приводит к нарушению 
ангиогенеза и старению ЭК SIRT1 [75]

Список сокращений: ФН — фибронектин; AT1R — рецептор ангиотензина II типа 1 (angiotensin II receptor type 1); EPC — 
эндотелиальные прогениторные клетки (endothelial progenitor cells); ETS-1 — вирус эритробластоза V-Ets E26 Онкоген 
Гомолог 1 (V-Ets Erythroblastosis Virus E26 Oncogene Homolog 1 или E26 transformation-specific, или E-twenty-six (Eryth-
roblast Transformation Specific); FoxOl — белок O1 с вилкообразным боксом (forkhead box protein O1); HGS — ​​субстрат 
тирозинкиназы, регулируемой фактором роста гепатоцитов (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase sub-
strate); Hmga2 — AT-Hook 2 группы высокой подвижности (High Mobility Group AT-Hook 2); HSS — высокое напряжение 
сдвига (high shear stress); IRAK — interleukin-1 receptor-associated kinase 1; LSS — низкое напряжение сдвига (low shear 
stress); ММР-2 — матриксная металлопротеиназа 2 (matrix metalloproteinase 2); PIK3R2 — регуляторная бета-субъеди-
ница фосфатидилинозитол-3-киназы (phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 2); PPARα — рецептор-α, активи-
руемый пролифератором пероксисом; RGS16 — regulator of G Protein Signaling 16; RISC — РНК-индуцируемый комплекс 
выключения гена (RNA-induced silencing complex); SCF — фактора стволовых клеток (stem cell factor); SEMA6A — sema-
phorin 6A; SIRT1 — гистондеацетилаза Sirtuin 1; SPRED1— белок 1, содержащий домен EVH1, связанный с прораста-
нием (sprouty-related, EVH1 domain-containing protein 1); SS — напряжение сдвига на эндотелий (shear stress on the 
endothelium); VEGF — фактор роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth factor).

List of abbreviations: FN - fibronectin; AT1R - angiotensin II receptor type 1; EPC - endothelial progenitor cells; ETS-1 —  
V-Ets Erythroblastosis Virus E26 Oncogene Homolog 1; FoxOl — forkhead box protein O1; HGS — ​​hepatocyte growth factor-
regulated tyrosine kinase substrate; Hmga2 — High Mobility Group AT-Hook 2; HSS — high shear stress; IRAK — interleukin-1 
receptor-associated kinase 1; LSS — low shear stress; MMP-2 — matrix metalloproteinase 2 metalloproteinase 2); PIK3R2 — 
phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 2; PPARα  — peroxisome proliferator-activated receptor-α; RGS16  — 
regulator of G Protein Signaling 16; RISC — RNA-induced silencing complex; SCF — stem cell factor; SEMA6A — semaphorin 
6A; SIRT1 — histone deacetylase Sirtuin 1; SPRED1— sprouty-related, EVH1 domain-containing protein 1; SS — shear stress 
on the endothelium; VEGF — vascular endothelial growth factor.

Продолжение таблицы
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физиологический гомеостаз в сосудистой стен-
ке, сдерживая избыточный ангиогенез и  спо-
собствуя поддержанию фенотипа покоящихся 
ЭК сосудов. miR-126  способна подавлять про-
лиферацию и  миграцию ЭК, что необходимо 
для поддержания целостности и  стабильно-
сти сосудов. В случае повреждения сосудистой 
стенки и/или  в  условиях гипоксии повышение 
уровня miR-126 активирует эндотелиальные 
прогениторные и зрелые ЭК, тем самым способ-
ствуя регенерации за счет формирования новых 
сосудов. У  miR-126  также описаны протектив-
ные эффекты в  сосудистой стенке и  антиате-
рогенные свойства. В  настоящее время в  силу 
описанных проангиогенных свойств использо-
вание miR-126  считается перспективным под-
ходом в  терапии сердечно-сосудистых заболе-
ваний, таких как инфаркт миокарда, сердечная 
недостаточность и другие патологии.

Кроме того, miR-126  интересна с  точки зрения 
того, что у нее реализуются все варианты регу-
ляции, описанные выше: эта микроРНК меха-
ночувствительная, и  на определенной стадии 
развития сердечно-сосудистой системы проис-
ходит переключение с  проангиогенных на ан-
тиангиогенные свойства miR-126. Кроме того, 
miR-126  способна транспортироваться обратно 
в  ядро и  там регулировать экспрессию генов, 
связываясь напрямую с  промоторами генов 
VEGF-a, MMP9, CXCL12  и  инсулинового рецеп-
тора (IR), регулируя фенотип ЭК и целостность 
сосудов, стабильность сосудистой стенки.

miR-126  представляет собой интронную ми-
кроРНК, которая экспрессируется с  гена Egfl7, 
кодирующего EGF-like domain-containing pro-
tein  7  — пептид, действующий как хемоат-
трактант для эндотелиальных клеток и  ин-
гибитор миграции гладкомышечных клеток. 
Campagnolo с  коллегами (2005) впервые пока-
зали, что EGFL7  действует как хемоаттрактант 
для эмбриональных ЭК и  в меньшей степени 
для эмбриональных фибробластов  [55]. Soncin 
и коллеги (2003) обнаружили, что EGFL7 подав-
ляет миграцию гладкомышечных клеток, выз-
ванную тромбоцитарным фактором роста [56].

miR-126  процессируется с  образованием двух 
зрелых форм: miR-126-3p (известная как miR-126) 
и miR-126-5p (также известная как miR-126*) — 
обе являются активными  [54]. Последователь-
ности обеих зрелых изоформ miR-126 различа-
ются лишь на 1 нуклеотид [53].

Egfl7  и  miR-126  коэкспрессируются, при этом 
miR-126  регулирует избыток Egfl7, избыточная 
экспрессия которого вызывает эмбриональную 
летальность. Интересно, что мыши с нокаутом 
miR-126 имеют такие же сосудистые аномалии, 
что и мыши с полным нокаутом Egfl7, а именно: 
отеки, дефекты краниальных сосудов и  васку-
ляризации сетчатки  [54]. Эти данные вызвали 
дискуссию относительно того, каков механизм 
действия и  какая именно молекула отвечает 
за наблюдаемый фенотип. У  мышей miR-126-/- 
экспрессия Egfl7  оставалась неизменной 
как на уровне мРНК, так и на уровне белка [54]. 
Однако данные об экспрессии miR-126  у  мы-
шей, нокаутных по Egfl7, отсутствовали. В дру-
гом исследовании были созданы мыши с флок-
сированными аллелями Egfl7 (Egfl7Δ) и miR-126 
(miR-126Δ) [57]. Мыши с нокаутом Egfl7 (Egfl7Δ/Δ) , 
но с сохраненной экспрессией miR-126 были фе-
нотипически нормальны; тогда как мыши 
с  нормальной экспрессией Egfl7, но нокаутом 
по изучаемой микроРНК (miR-126Δ/Δ) демонстри-
ровали многочисленные нарушения сосудистой 
системы. Направленная делеция miR-126 у мы-
шей вызывала повышенную проницаемость 
сосудов, кровоизлияния и  частую гибель эм-
брионов.  [54, 57]. Эти результаты и  ряд других 
работ  [54, 57, 58] подтверждают важную роль 
miR-126  в  процессах ангиогенеза и  поддержа-
ния целостности сосудов у мышей [9, 54, 57].

miR-126  играет важную роль в  эмбриональном 
васкулогенезе за счет того, что она может ин-
гибировать сигнальные пути своих мишеней: 
Spred-1 (Sprouty-related EVH domain-containing 
protein) и  регуляторной субъединицы 2  PI3K 
(PIK3R2/p85-β). miR-126  повышает чувстви-
тельность ЭК к VEGF и FGF [59]. Ингибирование 
PIK3R2 с участием miR-126 приводит к повыше-
нию экспрессии проангиогенного фактора анги-
опоэтина-1 [9]. В то же время miR-126 ингибирует 
переход эндотелиальных клеток-предшествен-
ников в мезенхимальные клетки (endothelial-to-
mesenchymal transition) через сигнальный путь 
PIK3R2-PI3K/Akt [60].

Интересным аспектом регуляции miR-126  яв-
ляется то, что она механочувствительна. Как 
только у плода начинает биться сердце, а сосуды 
приобретают способность к  регуляции тонуса, 
происходит переключение с  проангиогенных 
на антиангиогенные свойства этой микроРНК 
с  участием фактора транскрипции ETS-2 [48, 
61–63]. При этом снижается экспрессия EGFL, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Campagnolo L%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Soncin+F&cauthor_id=14592969
https://www.nature.com/articles/s12276-020-0439-4
https://www.nature.com/articles/s12276-020-0439-4


59–81

70 |  Регенерация органов и тканей. 2024;2(2)

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 
Климович П.С. и соавт. 
Участие микроРНК в ангиогенезе

VEGFA, MMP9, хемокина CXCL12, а также инсули-
нового рецептора (IR). Это, в свою очередь, при-
водит к подавлению пролиферации и миграции, 
но способствует поддержанию зрелого фено-
типа ЭК и целостности сосудов  [35, 53]. Помимо 
Spred-1 и PIK3R2, VCAM-1 также является мише-
нью miR-126, что влияет на адгезию лейкоцитов 
к ЭК и предполагает роль miR-126-126 в воспале-
нии  [64, 65]. Сообщалось также, что miR-126 ин-
гибирует опухолевый рост и  инвазию раковых 
клеток. При этом CRK (adapter molecule crk, proto-
oncogene c-Crk, p38) и  PIK3R2  являются основ-
ными мишенями для репрессии с участием miR-
126 в раковых клетках [66–68].

Влияние гемодинамики на экспрессию miR-
126  и  роль этой микроРНК при атеросклерозе 
пока остается неясными. Генетический нока-
ут miR-126  у  мышей ингибировал формиро-
вание неоинтимы на модели полного лигиро-
вания сонных артерий, тогда как локальное 
введение miR-126 нокаутным мышам усили-
вало образование неоинтимы  [69]. Это позво-
лило авторам высказать предположение о том, 
что miR-126 обладает проатерогенными свойст-
вами. В  другом исследовании, наоборот, было 
показано, что локальное применение специ-
фичного для miR-126-5p, но не для miR-126-3p 
антагомира (синтезированные химически мо-
дифицированные антисмысловые РНК-олиго-
нуклеотиды) уменьшало формирование ате-
росклеротических поражений сонных артерий 
у  мышей Apoe  −/− [70]. Важным результатом 
данного исследования оказалось то, что 5р 
цепь miR-126 также является активной. Авторы 
связывали антиатерогенный эффект miR-126-
5p с  тем, что ее мишенью является ингибитор 
Notch1 — DLP1 (гомолог дельта-подобного пеп-
тида 1), который способствует пролиферации 
ЭК. Однако основные механизмы, с  помощью 
которых miR-126-5p ингибирует атеросклероз, 
еще предстоит выяснить. [35, 62].

miR-21
Схожий механизм регуляции был описан 
для miR-21, роль которой в  ангиогенезе опо-
средуется изменением гемодинамических 
сил, а именно, изменением напряжения сдвига 
на эндотелий (shear stress on the endothelium, 
SS) стенки сосуда. Повышенная экспрессия miR-
21 после сосудистого повреждения способствует 
росту неоинтимы, вероятно, за счет подавления 
PTEN и  активации Bcl-2. В  ЭК miR-21, индуци-
рованная высоким напряжением сдвига (HSS), 

подавляет PTEN. Напротив, низкое напряжение 
сдвига повышает экспрессию miR-21, которая 
активирует PPARα (рецептор-α, активируемый 
пролифератором пероксисом), и  запускает по-
ложительную обратную связь, подавляя онко-
ген Jun (AP-1) (табл.) [48].

miR-129-1 и miR-133
Еще одним примером микроРНК с двумя фун-
кциональными цепями и играющими роль в ан-
гиогенезе являются miR-129-1 и miR-133. Однако 
результаты исследований, посвященных изуче-
нию их экспрессии в ЭК в процессе формирова-
ния кровеносных сосудов, противоречивы.

Так, было показано, что VEGFR2 и FGFR1 явля-
ются мишенями miR-129-1  и  miR-133  соответ-
ственно. miR-133a является одной из так назы-
ваемых myo-miRNAs, которая экспрессируется 
преимущественно в  мышечной ткани. ЭК эк-
спрессируют очень низкий уровень miR-133a 
в физиологических условиях, однако ее экспрес-
сия сильно увеличивается в эндотелии при по-
вреждении [71]. Было обнаружено, что miR-129-
1  и miR-133, подавляя экспрессию мРНК своих 
мишеней, снижают жизнеспособность, проли-
ферацию и миграцию ЭК пупочной вены чело-
века HUVEC в условиях in vitro [16]. Также сооб-
щалось, что ингибирование miR-133a улучшает 
реперфузию ишемизированных конечностей 
у мышей с диабетом [72].

В то же время в исследовании Чжу и др. (2021) была 
продемонстрирована противоположная роль 
miR-133a и обнаружены ее эффекты как положи-
тельного регулятора ангиогенеза  [73]. Впослед-
ствии было показано, что данное противоречие 
объясняется разными мишенями двух зрелых 
цепей miR-133a. Гиперэкспресия как miR-133a-3р, 
так и miR-133a-5р ингибировала формирование 
капилляроподобных структур, пролиферацию 
и  миграцию HUVEC, стимулированных VEGFA. 
Аналогичный эффект был продемонстрирован 
на клетках эндотелия аорты человека (Human 
Aortic Endothelial Cells, HAoEC). Однако эффек-
ты miR-133a-5р были менее эффективны. Было 
показано, что miR-133a-3р реализует свой анти-
ангиогенный эффект через повышение экспрес-
сии генов, кодирующих белки сигнального пути 
DLL4/Notch, активация которых подавляет ан-
гиогенез (DLL4, Hey1, Jag2, Notch4, NRARP, Hes4), 
тогда как miR-133a-5р в  основном не оказывала 
на эти гены никакого влияния (за исключением 
DLL4). При этом miR-133a-3p и -5p в одинаковой 
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степени подавляли экспрессию CD44  и  ID1, ко-
торые известны как стимуляторы ангиогенеза. 
Снижение уровня экспрессии CD44 и ID1 в клет-
ках, экспрессирующих miR-133a, коррелировало 
с негативным влиянием miR-133a на формирова-
ние капилляроподобных структур.

В клетках HUVEC и  HAoEC, трансфицирован-
ных miR-133a-3p, было обнаружено значительное 
снижение экспрессии генов, кодирующих ре-
гуляторы клеточного цикла, такие как циклин-
зависимая киназа 1 (CDK1), циклин A2 (CCNA2) 
и циклин B1 (CCNB1), а  также генов инициации 
репликации генома, таких как белок поддержа-
ния мини-хромосомы 2 (MCM2) и 4 (MCM4). В то 
же время уровни экспрессии генов, кодирующих 
циклин D3 (CCND3) и G1 (CCNG1), были повыше-
ны. miR-133a-5p оказывала аналогичный эффект 
на гены, ингибируемые miR-133a-3p, но не изме-
нила экспрессию CCNG1 и CCND3, что позволило 
предположить, что эти два гена специфично свя-
зываются с  цепью miR-133a-3p  [12]. Эти резуль-
таты опосредованных miR-133a-3p изменений 
в экспрессии ключевых регуляторов клеточного 
цикла совпадают с  наблюдаемым снижением 
пролиферации клеток и  данными проточной 
цитометрии, согласно которым в  популяции 
HUVEC, трансфицированных miR-133a-3p, был 
обнаружен более высокий процент клеток в фа-
зах G0/G1, но меньший — в фазах S и G2/M кле-
точного цикла  [12]. Кроме того, экспрессия 
miR-133a-3p подавляла экспрессию ключевых 
медиаторов миграции эндотелиальных клеток, 
таких как uPAR и моэзин [12].

В дополнение к описанной роли микроРНК в ре-
гуляции ангиогенеза Nikolajevic с  соавторами 
(2022) недавно опубликовали данные о  роли 
микроРНК в старении ЭК [74]. Так, было показа-
но, что miR-217 ингибирует SIRT1 и регулирует 
FoxO1, что приводит к  нарушению процессов 
ангиогенеза и старению ЭК, о чем свидетельст-
вовало увеличение процента клеток, положи-
тельных по SA-β-gal, и  снижение активности 
теломеразы (табл.) [74, 75].

Plaur-miR1
Совсем недавно (Rysenkova et al., 2022) была 
идентифицирована абсолютно новая микроРНК 
Plaur-miR1, которая экспрессируется с гена Plaur 
и процессируется с  образованием двух зрелых 
форм Plaur-miR1-3p и Plaur-miR1-5p [76]. Однако 
функции Plaur-miR1 в настоящий момент оста-
ются малоизученными.

Урокиназный рецептор (uPAR), являясь частью 
системы активаторов плазминогена, фокуси-
рует протеолитическую активность урокиназы 
(uPA), активатора плазминогена урокиназного 
типа, на поверхности ЭК, тем самым способст-
вуя ангиогенезу. uPA при связывании с uPAR вы-
зывает превращение плазминогена в  плазмин, 
который разрушает внеклеточный матрикс, об-
легчая миграцию ЭК [77]. Урокиназная система 
продолжает интенсивно изучаться, в  том чи-
сле нашей группой  [78–80] и  нашими коллега-
ми [81–83]. Уже известны ее различные эффекты 
в  сердечно-сосудистой системе, включая ин-
дукцию экспрессии матриксной металлопроте-
иназы 2 (ММР-2), активацию рецептора VEGF 2 
(VEGFR2; Flk-1/KDR), стимуляцию формиро-
вания ламеллоподий за счет взаимодействия 
с  витронектином, и  др.  [84]. Кроме того, пока-
зано, что в отсутствие uPAR процессы ангиоге-
неза ингибируются. Так, в  миокарде у  мышей 
C57BL/129 (uPAR-/-) с нокаутом гена Plaur наблю-
даются признаки васкулопатии: уменьшение 
количества капилляров/артериол, ремодели-
рование сосудистой стенки и  отложение ком-
понентов внеклеточного матрикса. Эти изме-
нения коррелируют с  увеличением экспрессии 
урокиназы и активных форм Tgfb1 [85]. Однако 
наблюдаемые множественные эффекты нокаута 
гена Plaur сложно объяснить одними лишь бел-
ковыми взаимодействиями, что позволило нам 
сделать предположение о том, что эти процессы 
могут регулироваться на уровне экспрессии ми-
кроРНК с гена Plaur.

Ген Plaur состоит из семи экзонов и шести ин-
тронов, и  прежде в  нем не было обнаружено 
последовательностей микроРНК. Общий раз-
мер гена Plaur составляет 16  000  п.н., тогда 
как зрелая мРНК (только экзоны) состоит всего 
из 1000  п.н.  [86]. Предполагается, что некоди-
рующие РНК, включая микроРНК, могут быть 
закодированы в  этом гене. В  итоге мы под-
твердили Plaur-зависимую экспрессию Plaur 
miR1-3p и Plaur miR1-5p в мозге мыши и в клет-
ках мышиной нейробластомы Neuro2a [76]. Воз-
можные функции Plaur miR1-3p и Plaur miR1-5p 
заключаются в  определении судьбы клеток 
и имеют решающую роль в апоптозе нейронов 
в  развивающейся центральной нервной систе-
ме, что реализуется через целевые гены этих 
микроРНК: Emx2  и Mef2d, Nrip3  и  Snrnp200. Эк-
спрессия Emx2, Mef2d и Snrnp200 в мозге мыши, 
а  также Mef2d и  Snrnp200  в  клетках Neuro2a 
коррелирует с  экспрессией самого гена Plaur, 
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а  также с  экспрессией Plaur-miR1-3p и  Plaur-
miR1-5p. Кроме того, показана Plaur-miR1-5p-
опосредованная активация экспрессии гена 
Mef2d в клетках Neuro2a и мозге мыши. Эти дан-
ные подтверждают гипотезу о том, что, помимо 
классического механизма действия микроРНК, 
основанного на подавлении генов-мишеней, 
возникающего при связывании микроРНК 
с  3’-нетранслируемой областью гена-мишени, 
существует активирующая функция микроРНК, 
реализуемая посредством взаимодействия 
микроРНК с  3’-UTR. Доказательства, подтвер-
ждающие эту концепцию, были опубликованы 
в 2020 году Chu и соавторами [87], а также и ра-
нее другими научными группами  [19]. Кроме 
того, недавно (апрель 2022  г.) был предложен 
механизм, включающий белки, которые свя-
зывают микроРНК Argonaute 2 (AGO-2) и белок 
FXR. Показано, например, что микроРНК повы-
шают экспрессию белков и гликанов посредст-
вом прямой активации в  пролиферирующих 
клетках [88]. Таким образом, накопленные дан-
ные требуют дальнейшего изучения канониче-
ского и неканонического действия микроРНК.

Широко известно, что функции многих ми-
кроРНК не ограничиваются их внутриклеточной 
экспрессией, но также возможна их секреция 
в кондиционированную среду в составе везикул 
(экзосом), что также характерно и для МСК [89]. 
Было показано, что одна из зрелых форм (Plaur-
miR1-5р) входит в  состав везикул, выделенных 
из кондиционированной среды от МСК из жиро-
вой ткани мышей дикого типа, при этом Plaur-
miR1-3p там обнаружено не было, а  значит, 3р 
микроРНК действует только внутриклеточ-
но [76]. Отличия в регуляции и функциях 3р и 5р 
микроРНК до сих пор недостаточно изучены. 
Например, имеются данные литературы о том, 
что одна из цепей может являться менее ста-
бильной и лишь «направляющей», необходимой 
для того, чтобы микроРНК проходила процес-
синг комплексом RISC, после чего она дегради-
рует. В то же время другие данные литературы 
свидетельствуют о  том, что каждая из цепей 
микроРНК может быть стабильна и имеет свои 
мишени  [3]. Возможно, Plaur-miR1-5p более 
стабильна, чем Plaur-miR1-3p, благодаря чему 
может быть упакована в  мультивезикулярные 
тельца. С другой стороны, мультивезикулярные 
тельца, как и  экзосомы, защищают молекулы 
микроРНК от деградации РНКазой фосфоли-
пидного бислоя. Фактически экзосомальные 
микроРНК более стабильны и устойчивы к дег-

радации во времени и циклов замораживания-
оттаивания, чем клеточные микроРНК [36]. 

Среди мишеней Plaur-miR1-5р оказались гены 
как стимулирующие (Emcn, Prkx, Rhoj, Col4a3, 
Prokr1), так и подавляющие ангиогенез (Mmrn2). 
На эксплантной модели сосудистого колечка 
в Матригеле [90, 91] было показано, что везикулы 
от МСК из жировой ткани мышей стимулируют 
миграцию сосудистых клеток Plaur-зависимым 
образом. При этом везикулы от МСК из жировой 
ткани мышей Plaur-/-, не экспрессирующих Plaur-
miR1-5p, стимулируют миграцию сосудистых 
клеток еще сильнее, однако при этом не ока-
зывая стимулирующего эффекта на миграцию 
ЭК и  формирование ими капилляроподобных 
структур  [76]. Однако эти везикулы усиливали 
миграцию/пролиферацию других сосудистых 
клеток, не экспрессирующих VE-кадгерин  — 
основной маркер эндотелиальных клеток  [92]. 
Известно, что в  данной модели из эксплантов 
в  Матригель помимо эндотелиальных клеток 
могут мигрировать гладкомышечные клетки, 
перициты или МСК [13, 90, 93]. Предполагается, 
что экзосомальная Plaur-miR1-5p, полученная 
из кондиционированной среды МСК жировой 
ткани мышей дикого типа, может транспор-
тироваться и непосредственно проникать в ЭК 
сосудов нашей модели либо оказывать на них 
действие паракринным образом и  тем самым 
способствовать миграции ЭК. Однако это утвер-
ждение является дискуссионным и требует ряда 
дополнительных исследований.

Эти новые данные углубляют понимание фунда-
ментальных процессов регуляции ангиогенеза 
с участием внеклеточных везикул и содержащих-
ся в них микроРНК, а также расширяют представ-
ления о функции самого гена Plaur как ангиоген-
ном факторе ЭК, реализующим свое действие 
через Plaur-miR1-5p.

Таким образом, на примерах рассмотренных 
микроРНК становится очевидно, насколько 
сложна регуляция с участием этих малых моле-
кул, способных влиять на развитие целого орга-
низма в эмбриогенезе, а также процессы регене-
рации в норме и в контексте патологий.

Терапевтическая и клиническая значимость 
микроРНК в ЭК
МикроРНК представляют собой привлекатель-
ную мишень для терапии широкого спектра 
заболеваний, включая патологии, связанные 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32501500/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25092989/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37776452/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37776452/
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с  нарушением ангиогенеза  [94]. Однако основ-
ным ограничением микроРНК в данном контек-
сте является их низкая стабильность и проблема 
доставки в ​​клетки. Одним из способов доставки 
микроРНК в  клетки является использование 
углеродных нанотрубок [95].

Другой и  более перспективный способ достав-
ки  — это разработка аналогов экзосом с  ис-
пользованием липидов. Липидные наночасти-
цы представляют собой передовую платформу 
для клинически одобренной доставки РНК-пре-
паратов  [96]. Aday и  коллеги (2021) показали, 
что искусственные экзосомы на основе липид-
ных наночастиц, несущие let-7b-5p, способст-
вуют ангиогенезу in vitro и  in vivo  [96]. Другая 
научная группа, используя каркас из коллаген-
наногидроксиапатита (coll-nHA) в  сочетании 
с наночастицами проникающего в клетки пеп-
тида (RALA), разработала эффективную систе-
му доставки miR-26a для регенерации дефектов 
костей in vivo. Этими авторами был разработан 
и  внедрен новый готовый продукт, способный 
лечить сложные травмы костей [97]. Кроме того, 
было показано, что использование miR-542-3p 
в составе экзосом, полученных из МСК костно-
го мозга, для обработки кожной раны у мышей 
способствует заживлению [98].

Стоит также сказать о  перспективной роли ми-
кроРНК, индуцирующих ангиогенез, в  такой ак-
тивно развивающейся области, как тканевая ин-
женерия. Регулирующие ангиогенез микроРНК, 
а также их антагомиры или миметики [99] явля-
ются многообещающими инструментами для со-
здания тканеинженерных конструкций, для кото-
рых необходимым условием функциональности 
является обеспечение кровоснабжением. Следует 
отметить, что в ближайшем будущем особое вни-
мание следует уделить оптимизации способов 
доставки микроРНК для повышения их эффек-
тивности. Однако также следует с  осторожно-
стью рассматривать возможность использования 
описанных микроРНК для активации ангиогене-
за при недостаточности кровоснабжения в связи 
с их потенциальным стимулирующим влиянием 
на опухолевый рост [100].

Заключение и перспективы
Описанные в обзоре данные указывают на слож-
ность и многообразие генетических механизмов 
регуляции с участием микроРНК, помимо хоро-
шо известных и давно описанных белок-белко-
вых взаимодействий. МикроРНК представляют 

собой один из крупнейших классов регуляторов 
генов, обладающих способностью контролиро-
вать экспрессию множества различных мРНК, 
что делает их биологическую активность чрез-
вычайно многообразной. Вероятно, эволюция 
привела к развитию целой плеяды механизмов 
для осуществления четкого контроля за функ
ционированием микроРНК на уровне тран-
скрипции, процессинга и взаимодействия с ми-
шенями микроРНК.

Эндотелий играет ключевую роль в  регенера-
ции тканей, вовлечен в процессы атеросклеро-
за и  опухолевого роста. Возможность влиять 
на процессы дифференцировки, специализации 
и  функционирования эндотелиальных клеток 
кажется перспективной стратегией для лечения 
целого ряда заболеваний человека. МикроРНК, 
обладающие как про-, так и  антиангиогенной 
активностью, представляют собой уникальный 
инструмент, позволяющий осуществлять тон-
кие настройки в  регуляции дифференцировки 
и  функционирования эндотелиальных кле-
ток. Возможность управлять процессами роста 
и  регрессии сосудов с  помощью микроРНК ка-
жется исключительно привлекательной.

Идентификация микроРНК ЭК как ключевых 
регуляторов ангиогенеза открывает новые воз-
можности для терапии сердечно-сосудистых 
заболеваний. Использование микроРНК мо-
жет в  будущем оказаться высоко эффективно 
при лечении целого ряда сердечно-сосудистых 
заболеваний, не обладая при этом побочными 
эффектами в  виде токсичности или развиваю-
щейся лекарственной устойчивости. Регулиру-
ющие ангиогенез микроРНК и  их антагомиры 
или миметики с  про- либо антиангиогенной 
активностью могут быть использованы для сти-
муляции ангиогенеза в  патологических усло-
виях недостаточного кровоснабжения, таких 
как инфаркт миокарда и  ишемия, и, наоборот, 
при патологической васкуляризации (опухо-
левый неоангиогенез или ретинопатии). Так, 
например, поскольку известно, что miR-126 не-
обходима для стимуляции ангиогенеза после 
инфаркта миокарда, использование миметиков 
miR-126 может оказаться эффективно для улуч-
шения кровоснабжения при этой патологии.

Потенциальные проблемы в  клинике, кото-
рые могут возникнуть при использовании ми-
кроРНК ЭК, включают недостаточную эффектив-
ность системы доставки и неполное понимание 
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биологических механизмов действия отдельных 
микроРНК  [100]. Ожидается, что исследования 
в  ближайшем будущем будут сосредоточены 
на выявлении новых функций все расширяюще-
гося семейства микроРНК, регулирующих ан-
гиогенез in vivo. Особое внимание будет уделено 

идентификации спектра мишеней этих микроРНК, 
специфического для каждого типа ткани и  кле-
ток, а также комбинаторным эффектам родствен-
ных микроРНК. Между тем набор специфичных 
для каждого конкретного заболевания микроРНК 
еще предстоит идентифицировать.
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