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Увеличение размера головного мозга челове-
ка, сопровождающееся развитием уникальных 
когнитивных навыков, является одним из фун-
даментальных эволюционных изменений, кото-
рое отличает человека от других приматов. Раз-
витие коры головного мозга представляет собой 
сложный процесс, в  ходе которого нейральные 
предшественники пролиферируют и дифферен-
цируются, образуя высокоспециализированные 
клетки  – нейроны (Sun, Hevner, 2014; Casas 
Gimeno, Paridaen, 2022). Параметры пролифера-
ции нейральных предшественников во многом 
и  определяют размер головного мозга. Любые 
отклонения в этом процессе, будь то нарушения 
баланса между симметричным и  асимметрич-
ным делением, изменение длительности стадий 
клеточного цикла или дефекты центросом, при-
водят к  аномалиям развития головного мозга 
(Bettencourt-Dias et al., 2011).

Первичная микроцефалия (MCPH, 
OMIM251200)  – врожденная аномалия разви-
тия головного мозга, характеризующаяся умень-
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шением его размера и  умственной отсталостью 
разной степени тяжести (Mochida, Walsh, 2001). 
При микроцефалии наблюдается уменьшение 
объема белого вещества, при этом сама архитек-
тура мозга не нарушена. К  настоящему време-
ни (08.04.2024) идентифицировано 30 локусов, 
ассоциированных с  первичной микроцефалией 
(https://omim.org/entry/251200), и благодаря раз-
витию геномных технологий этот список по-
стоянно пополняется. Гены, мутации в которых 
вызывают микроцефалию, чаще всего связаны 
с  регуляцией митоза, биогенезом центросом, 
а  также со сборкой и  функционированием ве-
ретена деления, что еще раз подчеркивает важ-
ность клеточного деления при формировании 
кортикального слоя головного мозга (Bond, 
Woods, 2006; Jean et al., 2020).

Первым описанным геном, ассоциирован-
ным с  первичной микроцефалией, является 
микроцефалин 1 (MCPH1) (Jackson et al., 1998, 
2002). Мутации в  этом гене обнаруживают-
ся в  1–9% случаев первичной микроцефалии, 
их частота отличается в  разных популяциях, 
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достигая максимума в пакистанской популяции 
с  высокой частотой близкородственных браков 
(Kumar et al., 2002; Woods et al., 2005).

В этом обзоре мы проанализируем опубли
кованные в  настоящее время клинические 
случаи MCPH1-опосредованной микроцефалии, 
опишем животные модели (мыши и  макаки), 
созданные для изучения функций белка 
MCPH1 и рассмотрим возможную роль MCPH1 
в  эволюции головного мозга человека.

СТРУКТУРА MCPH1

Ген MCPH1 расположен на коротком плече 
хромосомы 8 (8p23) и  состоит из 14 экзонов, 
занимая около 241 кб геномной ДНК. Среди 
структурных особенностей гена – большое число 
инсерций Alu-элементов (Britten, 2010). Они ло-
кализуются как в интронах, так и в экзонах гена; 
их общее количество насчитывает тысячи копий, 
составляя до 57% последовательности гена. При 
этом последний экзон (14) состоит из Alu-эле
ментов на 88% (Britten, 2010). Известно, что 
инвазия и  амплификация мобильных элементов 
генома вносят значительный вклад в  формиро-
вание разнообразия, обеспечивая изменчивость 
генома (Cordaux, Batzer, 2009; Erwin et al., 2014). 
Alu-повторы влияют на регуляцию экспрессии 
генов, полиаденилирование и  сплайсинг РНК 
(Häsler, Strub, 2006; Shen et al., 2011; Payer et al., 
2019, 2021). В  то же время Alu-элементы могут 
нарушать функцию генов, участвуя в  неаллель-
ной рекомбинации, которая приводит к вариаци-
ям числа копий, и, как результат, к заболеваниям 
и  нарушениям  развития организма (Ade et 
al., 2013; Payer et al., 2019).  Вероятно, из-за 
большого содержания Alu-повторов MCPH1 
может являться “горячей точкой” возникновения 
мутаций. Недавно для транскриптов MCPH1 
в префронтальной коре головного мозга человека 
было впервые описано явление Alu-экзонизации 
(Florea et al., 2021). В этом случае благодаря аль-
тернативному сплайсингу происходит инсерция 
дополнительного экзона между 13 и  14-м экзо
нами, а  также добавление  11  нуклеотидов к  эк
зону 14 с  нарушением рамки считывания.  Спе
цифичен ли этот транскрипт для мозга чело
века, и  обладает ли эта изоформа белка 
дополнительными функциями остается под 
вопросом и  требует дальнейшего изучения.

СТРУКТУРА И  ЛОКАЛИЗАЦИЯ MCPH1 
В  КЛЕТКЕ

Белок, кодируемый MCPH1, имеет назва
ние по ассоциированному заболеванию  – 
микроцефалин (MCPH1). У  человека его 
полноразмерная форма (MCPH1-FL) включает 
835 аминокислот и содержит три BRCT-домена 
(от англ. breast cancer type 1 C-terminus); один 
из них локализуется на N-конце белка (ак 
1–93), два других  – на C-конце (ак 672–730 
и 751–833 соответственно). BRCT-домены име-
ют высоко консервативную структуру и опосре-
дуют белок-белковые взаимодействия (Manke et 
al., 2003; Yu et al., 2003). Центральный регион 
MCPH1 представляет особый интерес, поскольку 
включает несколько малоизученных доменов, 
которые отвечают за связывание с  белками 
комплексов конденсина II и шелтерина, а также 
с топоизомеразой TopBP1 (Yamashita et al., 2011; 
Zhang et al., 2014; Cicconi et al., 2020; Houlard 
et al., 2021). Наряду с  полноразмерной формой 
предсказано существование еще нескольких 
изоформ, но функциональной считается лишь 
одна из них – MCPH1 ∆e9–14 (611 ак) (Gavvovidis 
et al., 2012). MCPH1-FL локализуется в  фоку-
сах репарации ДНК после индукции поврежде-
ний, а  MCPH1∆e9–14 равномерно распределен 
в ядре. Помимо того, что эти изоформы обладают 
разными функциями и  локализацией в  клетке, 
для них показана различная представленность 
на протяжении клеточного цикла. Количество 
мРНК полноразмерной формы MCPH1-FL 
убывает в ходе фаз S-G2 клеточного цикла, в то 
время как количество MCPH1∆e9–14, наобо-
рот, достигает максимума в  S-фазе (Gavvovidis 
et al., 2012). В митозе активность обеих изоформ 
снижается за счет фосфорилирования киназами 
клеточного цикла и  деградации комплексом 
APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) 
(Liu et al., 2017; Meyer et al., 2019; Houlard et 
al., 2021).

Удивительно, но вопрос о  распределении 
MCPH1 в клетке до сих пор является открытым. 
В  большинстве исследований показана исклю
чительно его ядерная локализация (Xu et al., 
2004; Wood et al., 2007, 2008; Wu et al., 2009; 
Gavvovidis et al., 2012; Zhang et al., 2013; Mai 
et al., 2014; Houlard et al., 2021). Однако ряд 
работ свидетельствует о  том, что MCPH1 вхо
дит в  состав центросом, локализуясь вместе 
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с  γ-тубулином на всем протяжении клеточного 
цикла (Zhong et al., 2006; Jeffers et al., 2008; Rai et 
al., 2008; Tibelius et al., 2009; Brown et al., 2010). 
Еще одна работа описывает митохондриальную 
локализацию MCPH1, которая опосредуется 
его взаимодействием с  митохондриальными 
белками ионных каналов (Journiac et al., 2020).

Высокий уровень экспрессии MCPH1 
характерен для развивающегося мозга на 
эмбриональной стадии развития, а  также для 
семенников, печени, почек и  лимфоцитов 
(Gavvovidis et al., 2012; Oluwole, 2024). При 
этом для изоформ MCPH1 показан дифферен
циальный паттерн экспрессии как в  ходе 
развития, так и  в  разных тканях и  органах. 
Так, например, MCPH1Δe9–14 имеет при-
мерно в  пять раз больший уровень экспрес-
сии в  развивающемся эмбриональном мозге 
чем в  мозге взрослого организма (Gavvovidis 
et al., 2012). На  более низком уровне MCPH1 
экспрессируется в  сердце, легких, тимусе 
и  селезенке (Gavvovidis et al., 2012). Были 
детально изучены параметры экспрессии 
MCPH1 в  головном мозге развивающихся эмб
рионов человека и  мыши, а  также его субкле-
точная локализация (Journiac et al., 2020). Так, 
у  обоих исследованных видов пик экспрессии 
наблюдается преимущественно в  клетках ра-
диальной глии на ранних стадиях развития 
неокортекса, в  период, характеризующийся 
их активной пролиферацией. Однако имеются 
и  важные различия: Mcph1 локализуется пре
имущественно в цитоплазме, тогда как MCPH1 
широко представлен и  в  цитоплазме, и  в  ядре. 
Кроме того, экспрессия MCPH1 наблюдается 
и на поздних стадиях развития неокортекса, хо-
тя и  на более низком уровне.

ФУНКЦИИ MCPH1

Репарация ДНК. В  настоящий момент 
накоплено большое количество данных, свиде
тельствующих об участии MCPH1 в  репарации 
ДНК (рис. 1). Показано, что С-концевые 
BRCT-домены MCPH1 связываются с  фосфо
рилированными гистонами H2AX и привлекают 
к месту разрыва ДНК факторы репарации, такие 
как BRCA2 и  RAD51 (Lin et al., 2005; Rai et 
al., 2006; Wood et al., 2007; Wu et al., 2009; 
Chang et al., 2020). Известно, что RAD51 яв-
ляется ключевым эффектором гомологичной 

рекомбинации (ГР), способствуя инвазии 
одноцепочечной ДНК и  поиску гомологии 
(Renkawitz et al., 2014). N-концевой BRCT 
домен MCPH1 связывается с  комплексом 
ремоделирования хроматина SWI–SNF, кото-
рый деконденсирует и  релаксирует хроматин, 
облегчая факторам репарации доступ к  месту 
повреждения ДНК (Peng et al., 2009). Деплеция 
MCPH1 приводит к  снижению эффективности 
репарации ДНК как по типу ГР, так и  по типу 
негомологичного соединения концов,  – основ-
ных путей репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК (Peng et al., 2009). Путем привлечения 
TopBP1 MCPH1 поддерживает и  усиливает 
ATR-сигнальный каскад, способствуя разреше-
нию репликативного стресса (Zhang et al., 2014).

Поддержание целостности теломер. 
Центральный домен MCPH1 взаимодействует 
с белком TRF2 (входит в комплекс шелтерина), 
и  при дисфункции теломер способствует 
позиционированию факторов ГР на теломерах 
(Kim et al., 2009; Cicconi et al., 2020) (рис.  1). 
MCPH1 локализуется на репликативных 
вилках по всему геному, привлекая факторы 
ГР к  одноцепочечной ДНК и  предотвращая 
коллапс репликативных вилок (Cicconi et al., 
2020). Это особенно важно для теломерной 
ДНК, являющейся сложной мишенью для 
репликативного комплекса за счет своей 
структуры (Cicconi et al., 2020). Помимо этого, 
MCPH1 участвует в  репрессии гена теломеразы 
hTERT, и  при нарушении его функции наблю-
дается увеличение длины теломер (Shi et al., 
2012). Примечательно, что впервые MCPH1 
был идентифицирован при скрининге генов, 
влияющих на экспрессию hTERT, и  его перво-
начальное название BRIT1 (от англ. BRCT: re-
peat inhibitor of hTERT expression) (Lin, Elledge, 
2003). Поэтому в  литературе часто встречается 
такой вариант названия этого гена: MCPH1/
BRIT1.

Регуляция трехмерной организации генома. 
N-терминальный и  центральный доме-
ны MCPH1 взаимодействуют с  комплексом 
конденсина II, предотвращая его преждевремен-
ное связывание с хроматином в интерфазе (Wood 
et al., 2008; Yamashita et al., 2011; Houlard et al., 
2021) (рис. 1). При нарушении функции MCPH1 
происходит преждевременная конденсация 
хроматина, что выражается в  увеличенной 
доле клеток с  “профазоподобными” хромосо-
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мами в  интерфазе (Trimborn et al., 2004). При-
мечательно, что деплеция MCPH1 сказывается 
и  на морфологии митотических хромосом: они 
гиперконденсированы и  в  силу этого более 
короткие (примерно на 25%), чем в норме. Это 
сопровождается увеличением длительности ми-
тоза и  нарушением расхождения сестринских 
хроматид (Arroyo et al., 2017).

Регуляция клеточного цикла. Путем 
модулирования сигнального пути ATR-
CHK1 MCPH1 регулирует клеточный цикл 
в  контрольных точках клеточного цикла S 

и  G2/M (рис.  1). Это осуществляется следу-
ющими путями: во-первых, MCPH1 через 
взаимодействие с транскрипционным фактором 
E2F1 активирует экспрессию CHK1 (киназы 
контрольной точки  1); во-вторых, MCPH1 
напрямую связывается с  CHK1, обеспечивая 
центросомную локализацию этого белка (Al-
derton et al., 2006; Tibelius et al., 2009). Помимо 
этого, MCPH1 способствует деградации 
фосфатазы Cdc25A посредством участия в сборке 
убиквитин-лигазного комплекса SCF-βTrCP2 
(Liu et al., 2017). При нарушении функции 

Рис. 1. Функции микроцефалина (MCPH1): 1) участвует в репарации ДНК посредством деконденсации хроматина 
(через комплекс SWI/SNF), привлечения факторов репарации (BRCA2 и  RAD51), а  также путем усиления 
сигнала амплификации ATR-сигнального пути за счет взаимодействия с  TopBP1; 2) регулирует стабильность 
теломер и  в  случае их дисфункции привлекает факторы репарации ДНК, а  также способствует разрешению 
репликационного стресса в теломерных районах; 3) в интерфазном ядре поддерживает трехмерную организацию 
хроматина путем ингибирования взаимодействие комплексов конденсина II с  хроматином; контролирует 
клеточный цикл посредством регуляции Chk1–Cdc25b; 4) через взаимодействие с  E2F1 активирует экспрессию 
белков, участвующих в  репарации ДНК, контроле клеточного цикла и  апоптоза; 5) репрессирует экспрессию 
hTERT. Красными крестами отмечены те взаимосвязи, которые оказываются нарушенным при деплеции MCPH1. 
Рисунок выполнен с  помощью сервиса BioRender (https://biorender.com).
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MCPH1 наблюдается гипофосфорилирование 
Cdc25B, активация комплекса Циклин-B/CDK1 
и  преждевременный выход в  митоз (Tibelius et 
al., 2009). Это сопровождается увеличением 
количества центриолей, повышением частоты 
хромосомных повреждений и анеуплоидией (Al-
derton et al., 2006; Rai et al., 2008; Brown et al., 
2010).

Регуляция экспрессии генов. MCPH1 взаи
модействует с  транскрипционным фактором 
Е2F1 и участвует в активации экспрессии генов, 
регулирующих клеточный цикл и  репарацию 
ДНК, в  том числе CHK1, RAD51, а  также генов 
проапоптотических белков – p73, APAF1, каспаз 
3 и 7, запускающих программу апоптоза в ответ 
на повреждение ДНК (Yang et al., 2008) (рис. 1).

МУТАЦИИ MCPH1 У  ЧЕЛОВЕКА

Благодаря своей поразительной многофунк
циональности MCPH1 участвует во многих 
фундаментальных биологических процессах. 
Неудивительно, что мутации MCPH1 и  нару
шение его экспрессии могут приводить к  раз
витию заболеваний у  человека. К  настоящему 
моменту собран целый ряд работ, которые 
демонстрируют связь мутаций MCPH1 c  онко
логическими заболеваниями (Rai et al., 2006; 
Brüning-Richardson et al., 2011; Giallongo et 
al., 2011; Bhattacharya et al., 2013; Zhang et 
al., 2013; Mantere et al., 2016). Появляются 
свидетельства возможной связи мутаций 
MCPH1 с  несиндромальным нарушением слуха 
(Oluwole, 2024), а также с такими психическими 
расстройствами, как шизофрения, биполярное 
расстройство (Al Eissa et al., 2019) и аутизм (Oz-
gen et al., 2009).

Самой известной патологией, для которой 
связь с  MCPH1 достоверно установлена, явля
ется первичная микроцефалия (Jackson et al., 
1998, 2002). К  настоящему времени описаны 
несколько десятков клинических случаев, 
вызванных мутациями MCPH1. Большинство 
из них сопровождается умственной отсталостью 
разной степени тяжести. Удивительным в  этой 
связи является семейный случай, в  котором 
у  одного из двух сибсов с  микроцефалией, 
вызванной одной и  той же гомозиготной 
мутацией, интеллектуальное развитие не 
пострадало (Ghafouri-Fard et al., 2015). Другие 
серьезные неврологические нарушения или 

краниофациальные дисморфозы у  пациентов 
диагностируются достаточно редко (Hemmat et 
al., 2017; Naseer et al., 2018; Caraffi et al., 2022).

Еще одна отличительная особенность многих 
пациентов с мутациями MCPH1 обнаруживается 
при цитогенетическом анализе. За редким 
исключением (Ghafouri-Fard et al., 2015), куль-
туры клеток пациентов демонстрируют повы-
шенное количество профазоподобных клеток 
по причине преждевременной конденсации 
хромосом (Trimborn et al., 2004). Такая осо-
бенность даже легла в  основу альтернативного 
названия первичной микроцефалии, вызванной 
мутациями MCPH1 – синдром преждевременной 
конденсации хромосом, однако широкого 
распространения он не получил.

Фенотипически большинство пациентов 
имеют схожие клинические проявления, однако 
мутации в  гене у  них демонстрируют большое 
разнообразие (рис. 2). К  настоящему моменту 
описано почти три десятка уникальных мутаций, 
варьирующих как по локализации, так и  раз-
меру. Важно отметить, что подавляющее боль-
шинство из них затрагивают N-концевую часть 
белка, где расположен N-концевой BRCT-до-
мен (кодируется экзонами 1–4), а  также реги
оны связывания с  комплексом конденсина II 
(кодируются экзонами 1–6, 8). Среди мутаций 
обнаружены точечные, включая небольшие 
инсерции, дупликации и  делеции, большая 
часть из которых расположены в  экзонах 2, 3, 
5 и  8. Более крупные мутации, представленные 
исключительно делециями, затрагивают как от-
дельные экзоны, так и  более продолжительные 
участки с  несколькими экзонами. Многие из 
таких мутаций затрагивают часть межгенного 
участка, в  котором могут располагаться 
различные регуляторные цис-элементы, удале-
ние которых может потенциально усиливать 
эффект мутации. Однако эта проблема до сих 
пор остается неизученной. Кроме того, есть 
несколько описанных клинических случаев 
тяжелого нарушения развития, вызванного 
крупными хромосомными делециями, которые 
включают сразу несколько генов, в  том числе 
MCPH1 (Glancy et al., 2009; Sheth et al., 2013; 
Marques et al., 2021). Оценить вклад делеции 
конкретного гена в  синергетическом эффекте 
крупной делеции в  подобных случаях не 
представляется возможным.
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Первичная микроцефалия, вызванная мута
циями MCPH1, имеет аутосомно-рецессивный 
тип наследования. При этом большинство опи-
санных клинических случаев представляют со-
бой пациентов с  гомозиготными мутациями, 
в то время как компаунд-гетерозиготные встре-
чаются довольно редко (Naseer et al., 2018). Это 
связано с  тем, что подавляющее большинство 
пациентов рождено в  близкородственных бра-
ках (Jackson et al., 1998; Garshasbi et al., 2006; 
Ghani-Kakhki et al., 2012; Pfau et al., 2013; Gha-
fouri-Fard et al., 2015; Hemmat et al., 2017; Caraffi 
et al., 2022). Описано несколько клинических 
случаев с  гетерозиготными мутациями MCPH1 
(Perche et al., 2013; Duerinckx et al., 2017). Однако 
в этих случаях пациенты также были носителями 
клинически значимых мутаций в  других генах. 
В связи с этим было выдвинуто предположение, 
что в гетерозиготном состоянии мутации MCPH1 
могут усиливать эффект мутаций в других генах.

Благодаря описанным клиническим случаям 
связь первичной микроцефалии с  мутациями 
MCPH1 не вызывает сомнений. Однако оста
ется много открытых вопросов. Есть ли корре
ляция между положением мутации в  гене 
и фенотипическими особенностями пациентов? 
Какие молекулярные механизмы могут лежать 
в  основе данной патологии, учитывая много
функциональность данного белка?

Клиническая картина пациентов с  мутаци
ями MCPH1 в  основном ограничивается врож
денными патологиями развития головного 
мозга. Следовательно, MCPH1 играет особую 
роль в  нейрогенезе, и  для того, чтобы понять 
молекулярные механизмы, лежащие в  основе 
MCPH1-опосредованной микроцефалии, необ
ходимо использовать модели, позволяющие 
изучать раннее развитие головного мозга, на
пример, животные модели.

ЖИВОТНЫЕ МОДЕЛИ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ 
MCPH1-ОПОСРЕДОВАННОЙ 

МИКРОЦЕФАЛИИ

I. Трансгенные мыши с  мутациями Mcph1

В период с 2010 по 2020 г. научными группами, 
сфокусированными на изучении MCPH1, 
было получено несколько линий трансгенных 
мышей с  мутациями Mcph1. Результаты этих 
экспериментов очень интересны, а  иногда 
и  крайне неожиданны (рис. 3).

Линия Mcph1−/−. Первая мышиная модель 
с  нокаутом Mcph1 была получена путем тар
гетного удаления экзона 2, приводящего 
к  сдвигу рамки считывания и  образованию 
нефункционального белка (Lin et al., 2010) 
(рис. 3). Вес мутантных мышей меньше, чем 
у  мышей дикого типа (до 80%). Кроме того, 

Рис. 2. Схематичное строение гена MCPH1 и расположение мутаций, описанных у пациентов с микроцефалией. 
Экзоны обозначены черными прямоугольниками; Δ  – делеции экзонов. Мутации, выделенные красным, иден-
тифицированы в  базе данных проекта DECIPHER у  пациентов, имеющих признаки микроцефалии и  задержки 
роста. Рисунок выполнен с  помощью сервиса BioRender (https://biorender.com).
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в  клетках животных нарушено формирование 
фокусов репарации разрывов ДНК, в  частно-
сти Rad51/Brca2, вследствие чего животные 
гиперчувствительны к  облучению. Описана 
полная стерильность мышей, сопряженная 
с уменьшением размера гонад. Частота рождения 
мышей Mcph1−/− отклоняется от менделевского 
наследования и  составляет около 10%, что 
может свидетельствовать о  сублетальности 
мутации Mcph1 в  раннем развитии. Как это не 
удивительно, несмотря на полное отсутствие 
функционального продукта с мутантного аллеля 
Mcph1, подтвержденное методами саузерн-
блотинга и  вестерн-блотинга, у  Mcph1−/−-
мышей не обнаружено микроцефалии. Было 
бы интересно узнать степень конденсации 
хромосом в  интерфазе, однако исследователи 
не предоставляют данных об этом важном 
фенотипическом проявлении. И  хотя для 
изучения микроцефалии эта линия оказалась 
непригодной, тем не менее она используется 
для изучения дефектов систем репарации путем 
скрещивания с  линиями, несущими мутации 
в  других компонентах систем репарации ДНК 
(Lin et al., 2010; Liang et al., 2015; Yen et al., 
2017).

Линия Mcph1gt/gt. Линия мышей получена 
с  помощью инсерционного мутагенеза, приво
дящего к  удалению большей части последнего 

C-концевого BRCT-домена (Trimborn et al., 
2010) (рис. 3). Авторы отмечают значительно 
сниженный уровень экспрессии укороченного 
белка. Трансгенные мыши имеют нормальный 
размер тела и  головного мозга. При этом они 
фертильны, нарушений в  мейозе не обнару-
жено. Отмечается лишь несколько сниженная 
продолжительность жизни. Среди значимых от-
личий от мышей дикого типа  – преждевремен-
ная конденсация хромосом в  интерфазе, клас-
сический признак, наблюдаемый у  пациентов 
с  MCPH1-опосредованной микроцефалией. 
Транскриптомный анализ различных тканей 
мутантных мышей не выявил отличий от дикого 
типа, в  том числе в  уровне экспрессии генов 
Chk1, Brca1, Topbp1, Rad51, Ddb2, p73, Apaf1 
и  каспазы, которые, как показано на кле-
точных моделях, регулируются посредством 
взаимодействия MCPH1 с  транскрипционным 
фактором E2F1 (Yang et al., 2008). Также не 
обнаружено нарушений формирования фо-
кусов репарации ДНК, хотя в  многочислен-
ных работах установлено, что именно послед-
ний BRCT3-домен играет наибольшую роль 
в  восстановлении повреждений ДНК путем 
взаимодействия с другими факторами репарации. 
Таким образом, фенотип линии Mcph1gt/gt явно 
расходится с другими описанными в литературе 

Рис. 3. Схематическое расположение мутаций и  их фенотипическое проявление в  трансгенных мышах с  мута-
циями Mcph1. Треугольники, расположенные в интронах фланкируют удаленные экзоны в трансгенных линиях 
мышей. Треугольники над интронами указывают место интеграции кассеты для создания делеций. Рисунок 
выполнен с  помощью сервиса BioRender (https://biorender.com).
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экспериментальными данными, полученными 
на клеточных моделях.

Линия Mcph1Δ/Δ. Это наиболее изучен-
ная мышиная модель Mcph1-опосредованной 
микроцефалии получена путем таргетного 
удаления экзонов 4–5, что приводит к  форми-
рованию стоп-кодона в  экзоне 6; полное от-
сутствие белка подтверждено вестерн-блотин-
гом (Gruber et al., 2011) (рис. 3). Клетки мы-
шей Mcph1Δ/Δ имеют классический фенотип 
с  преждевременно конденсированными 
хромосомами в  интерфазе. Мутантные мыши 
стерильны и имеют уменьшенный размер гонад 
(Zhou et al., 2013). Кроме того, у них наблюдается 
уменьшение размера мозга: мозг новорожденных 
мышат на 20% меньше, чем у контрольных. Это 
обусловлено нарушением развития неокортекса 
из-за асимметричного деления нейральных 
предшественников, приводящего к  истощению 
их пула и  раннему формированию нейронов 
в  вентрикулярной и  субвентрикулярных зонах. 
Механизм данной патологии реализуется при 
участии сигнального каскада Chk1–Cdc25b 
и заключается в нарушении созревания центро
сом и связанных с этим дефектов митотического 
веретена деления (рис. 4). Эти результаты хоро-
шо согласуются с данными, полученными ранее 
на клетках пациентов с  MCPH1-опосредован-

ной микроцефалией (Alderton et al., 2006), что 
говорит в  пользу того, что линия Mcph1Δ/Δ 
рекапитулирует фенотип микроцефалии, наблю
даемой у пациентов, и может быть использована 
для изучения патогенеза этой врожденной ано
малии развития мозга.

Исследование причин микроцефалии на 
этой мышиной модели было продолжено той 
же научной группой, но на этот раз авторы 
сконцентрировались на изучении аспектов 
репарации ДНК (Zhou et al., 2013). Оказалось, 
что на поздней эмбриональной стадии развития 
в мозге мышей Mcph1Δ/Δ значительно увеличено 
число апоптирующих клеток. Поскольку в  этих 
клетках не было повышенного формирования 
фокусов репарации γ-H2AX, авторы связывают 
их гибель с митотической катастрофой. Помимо 
этого, клетки неокортекса оказались менее 
устойчивы к  радиооблучению, а  наиболь-
шая доля апоптирующих клеток наблюдается 
в зоне нейральных предшественников и ранних 
нейронов. В  этой же работе показано, что 
MCPH1 не задействован в  миграции нейронов. 
Мутантные мыши также не демонстрируют 
отклонений в строении мозжечка, следовательно, 
роль Mcph1 в  нейрогенезе мыши ограничена 
неокортексом (Zhou et al., 2013).

Рис. 4. MCPH1 поддерживает баланс между симметричным и асимметричным делением нейральных предшествен-
ников. Деплеция MCPH1 (Mcph1–/–) приводит к снижению центросомального пула Chk1 и активации Cdk1. Это 
в  свою очередь вызывает преждевременный переход фаз клеточного цикла G2–M, когда созревание дочерней 
центросомы еще не завершено. В  результате, в  митозе центросомы имеют разный потенциал к  организации 
микротрубочек, что является причиной асимметрии веретена деления. При симметричном делении происходит 
равномерное наследование белков и обе дочерние клетки сохраняют пролиферативный потенциал. Асимметрич-
ное деление приводит к  неравному наследованию апикальных белков и  дифференцировке клеток в  нейроны. 
Адаптировано из: Gruber et al., 2011. Рисунок выполнен с  помощью сервиса BioRender (https://biorender.com).
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Линия Mcph1tm1a/tm1a. Получена путем 
таргетного удаления экзона 4 и  является гипо
морфной; остаточный уровень транскриптов 
Mcph1 в мутантных мышах содержится на уровне 
1–4% от нормы (Chen et al., 2013) (рис.  3). 
Гомозиготные мыши стерильны и  имеют 
несколько меньший размер черепа. Авторы 
также отмечают отклонения от менделевского 
наследования в  частоте рождения потомков 
с  гомозиготной мутацией Mcph1 (около 14%) 
(Chen et al., 2013). Фокус этой исследователь-
ской группы (Chen et al., 2013) изначально 
был направлен на изучение роли MCPH1 
в  воспалении среднего уха и  вызванной этим 
потери слуха. Поскольку ранее в  нескольких 
исследованиях была показана центросомальная 
локализация MCPH1, исследователи предпо-
ложили, что нарушение его функций может 
сказаться на структуре цилий ольфакторного 
эпителия, составным компонентом которых 
являются центриоли. Действительно, при 
детальном гистологическом анализе мышей 
Mcph1tm1a/tm1a обнаружили множественные 
аномалии развития слухового аппарата, а также 
глаз. При этом для мутантных мышей оказалась 
характерна потеря слуха легкой или средней 
степени тяжести с  пенетрантностью 70% (Chen 
et al., 2013). Авторы предполагают, что это может 
быть обусловлено нарушением мукоцилиарного 
клиренса и накоплением слизи. Интересно, что 
этот фенотип не был описан ранее ни для других 
мутантных мышиных моделей MCPH1-опосре-
дованной микроцефалии, ни для пациентов 
за исключением одного случая (Oluwole et al., 
2021). Вероятно, такой признак, как глухота, 
может быть легко упущен при анализе фенотипа 
на мышиных моделях. Однако эта информация 
крайне важна для диагностики пациентов, 
поскольку вовремя не выявленный средний отит 
может привести к  потере слуха. Дефективность 
цилий также может объяснить дезорганизацию 
и  дегенерацию слоя фоторецепторных клеток, 
а  также мужскую стерильность. Однако стоит 
отметить, что для мышей линии Mcph1tm1a/
tm1a не описано других характерных для цилио
патий фенотипических проявлений, например, 
таких, как поликистозная болезнь почек и неф
ронофтиз.

Линия Mcph1lox/lox; Emx1kiCre/+. Транс
генная линия мышей с  условным нокаутом 
гена Mcph1 в  кортикальных предшественниках 

(Journiac et al., 2020). Для мышей этой линии 
описана микроцефалия, которая вызвана массо-
вой гибелью нейральных предшественников из-
за нарушений в  митозе. Анализ транскриптома 
нейральных стволовых клеток, выделенных из 
неокортекса мутантных мышей, наряду с  отли
чиями экспрессии генов-регуляторов клеточного 
цикла, в том числе Cdk1 и Chk1, выявил значи-
тельное изменения в активности генов митохон-
дриальных белков и  окислительного фосфори-
лирования (Journiac et al., 2020). Было показано, 
что в нейральных стволовых клетках и человека, 
и мыши Mcph1 локализуется в непосредственной 
близости от внешней мембраны митохондрий, 
взаимодействуя с  белками GRP75 (из семей
ства белков теплового шока) и  VDAC1 (мито
хондриальный потенциал-зависимый анионный 
канал), и  регулирует активность митохондрий 
(Journiac et al., 2020). Помимо этого, через 
сигнальный путь ATF4/PCK2 MCPH1 участвует 
в  глутаминолизе  – процессе пополнения уров
ня промежуточных продуктов в  цикле три
карбоновых кислот, чрезвычайно важном для 
пролиферации и  выживания клеток в  условиях 
метаболического стресса (Colombo et al., 2011; 
Méndez-Lucas et al., 2014; Vincent et al., 2015). 
В  клетках мутантных мышей с  нокаутом Mcph1 
отмечено нарушение митохондриальной сети 
с повышенной долей фрагментированных мито
хондрий (Journiac et al., 2020). Эти дефекты со-
провождаются значительным снижением уровня 
ATФ, свидетельствуя об изменении митохон-
дриальной активности. Известно, что в  ходе 
развития неокортекса активно пролиферирую-
щие клетки радиальной глии синтезируют АТФ 
преимущественно за счет гликолиза (Lange et 
al., 2016). Авторы полагают, что глутаминолиз 
может быть использован клетками радиальной 
глии в  дополнение к  гликолизу (Journiac et al., 
2020). И  нарушение этого биохимического пу-
ти при нокауте Mcph1 играет немаловажную 
роль в  гибели клеток радиальной глии и  также 
способствует микроцефалии (Journiac et al., 
2020).

Линия Mcph1-ΔBR1. Эта трансгенная линия 
мышей была получена для изучения функции 
N-концевого домена MCPH1 путем удаления 
экзонов 2–3; укороченный белок детектируется 
на уровне 70% от исходного (Liu et al., 2021) 
(рис. 3). Примечательно, что эта линия мышей 
рекапитулирует все признаки полного нокаута 
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Mcph1: микроцефалию, стерильность, снижение 
эффективности систем репарации ДНК, а  так-
же увеличенное количество клеток с  прежде
временно конденсированными хромосомами 
в интерфазе (Liu et al., 2021). Анализ структуры 
мозга мышей на стадии E17.5 выявил истон-
чение кортикальной пластинки за счет умень-
шения пула нейральных предшественников 
и  ранней дифференцировки в  нейроны, что 
соответствует ранее полученным данным на 
мышиных моделях с  микроцефалией (Gruber et 
al., 2011; Zhou et al., 2013; Journiac et al., 2020; 
Liu et al., 2021). Наряду с  недоразвитием гонад 
и  полной стерильностью обоих полов у  самок 
обнаружена высокая частота рака яичника (Liu 
et al., 2021). Это важное исследование показыва-
ет функциональную эквивалентность полнораз-
мерного белка и  N-концевого домена MCPH1 
и  свидетельствует о  чрезвычайной важности 
этого домена в  нейрогенезе, по крайней мере 
на мышиной модели.

Индукция микроцефалии посредством инги
бирования VIP. В ряд описанных выше моделей 
можно добавить также фармакологическую 
индукцию микроцефалии путем блокады 
вазоактивного интестинального полипептида 
(VIP). Материнский фактор VIP контролирует 
пролиферацию нейральных предшественников 
плода посредством регуляции длины клеточного 
цикла (Gressens et al., 1998). Более 30 лет назад 
было установлено, что инъекция беременным 
самкам мыши VA (антагониста VIP) на стадиях 
раннего нейрогенеза (E9–E11) приводит к кри-
тическим изменениям коры головного мозга 
эмбрионов. Эти изменения не затрагивают 
архитектуру головного мозга, но влияют на 
его размер (уменьшение на 20%), имитируя 
микроцефалию у человека (Gressens et al., 1994). 
В  2011 г. был описан механизм, приводящий 
к  микроцефалии при блокаде VIP; и  в  основе 
этого механизма стоит MCPH1 (Passemard et al., 
2011). Авторы полагают, что VA, действуя через 
сигнальный путь VPAC1/PKA, негативно регу-
лирует экспрессию гена Mcph1. При этом дей-
ствие VA специфично: среди генов MCPH-локу-
сов только Mcph1 имеет значительно сниженный 
уровень экспрессии в конечном мозге эмбрионов 
при инъекции VA. На молекулярном уровне 
ингибирование VIP влечет за собой нарушение 
активности сигнального пути Chk1, и  при 
участии сигнального каскада циклин B/Chk1–

Cdc25 способствует ранней дифференциров-
ке нейральных предшественников в  нейроны. 
Это соответствует данным, полученным при 
использовании других мышиных моделей 
с  мутациями Mcph1, рекапитулирующих фено-
тип микроцефалии и  дополняет их, добавляя 
нового участника регуляции Mcph1  – материн-
ский фактор VIP. Пока новых исследований, 
расширяющих наши знания об этом типе 
регуляции, нет.

II. Трансгенные обезьяны  
с  мутациями MCPH1

Итак, не все мышиные модели воспроизво-
дят ключевой фенотип мутации MCPH1  – ми-
кроцефалию. Помимо этого, для мутантных 
мышей описано увеличение частоты разви-
тия онкологических заболеваний и  в  одном 
случае – потеря слуха (Gruber et al., 2011; Chen 
et al., 2013). В данных литературы не встречается 
упоминание о  таких признаках в  клинической 
картине MCPH1-опосредованной микроцефалии 
(Kristofova et al., 2022). Были показаны отли-
чия временного интервала экспрессии MCPH1 
в  раннем развитии мыши и  человека, а  также 
локализации MCPH1 в  субкомпартментах 
клетки и  степени вовлеченности в  регуляцию 
транскрипции генов (Yang et al., 2008; Trim-
born et al., 2010; Journiac et al., 2020). Все это 
свидетельствует о видоспецифических функциях 
MCPH1 у  человека и  других млекопитающих, 
часть из которых невозможно изучить на 
мышиных моделях. Таким образом, MCPH1 
и  его роль в  нейрогенезе человека требует де
тального изучения на более релевантной модели, 
например на приматах. К  настоящему времени 
получена одна трансгенная линия обезьян 
с  нокаутом гена MCPH1.

Линия MCPH1mt/mt. Эта трансгенная линия 
макак-крабоедов получена путем удаления 
экзонов 2–3 гена Mcph1 (Ke et al., 2016). Обе-
зьяны MCPH1mt/mt отличаются меньшим 
размером тела и головного мозга по сравнению 
с  обезьянами дикого типа. Среди других 
значимых различий  – гипоплазия мозолистого 
тела,  – признак, описанный и  для некото-
рых пациентов с  MCPH1-опосредованной ми-
кроцефалией (Neitzel et al., 2002; Trimborn et 
al., 2004; Ghani-Kakhki et al., 2012; Pfau et al., 
2013). Для трансгенных животных характерны 
увеличенная доля клеток с  преждевременно 
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конденсированными хромосомами и  повышен
ная активность теломеразы, что согласуется 
с  результатами, полученными на клеточных 
линиях с  деплецией MCPH1 (Kim et al., 
2009). Помимо этого, для трансгенных жи-
вотных описана спастичность мышц, что 
встречается и в клинической картине пациентов 
с мутациями MCPH1 (Neitzel et al., 2002). Связь 
спастичности с  патологией мозолистого тела 
уже была описана при мутациях в  других генах 
(Ma et al., 2014; Heimer et al., 2015). Все вместе 
это может свидетельствовать о влиянии MCPH1 
на двигательные навыки посредством участия 
в  развитии мозолистого тела (Ke et al., 2016).

Отсутствие неврологических симптомов 
у  трансгенных мышей с  Mcph1-опосредован-
ной микроцефалией, позволяет предполо-
жить, что у  приматов MCPH1 играет более 
важную роль в  развитии мозга, чем у  мышей. 
В  основе этого может лежать функциональная 
дивергенция. Установлено, что MCPH1 
отличается высокой скоростью эволюции 
(Wang, Su, 2004), которая подразумевает наличие 
значительного количества несинонимичных 
замен, и  как следствие, изменения в  белковой 
последовательности. Такие структурные изме
нения могут приводить к  модификации име
ющихся функций или появлению новых 
уникальных. Так, было показано, что видо
специфические отличия аминокислотных после
довательностей MCPH1 человека, макак-резуса 
и  гиббона сказываются на его активности (Shi 
et al., 2013). В  частности, были показаны зна-
чительные изменения уровня экспрессии целе-
вых генов белкового комплекса MCPH1-E2F1: 
p73, CyclinE1 и  p14ARF. Кроме того, внесение 
мутаций в  сайты, специфичные для человека, 
также приводят к изменению экспрессии генов, 
регулируемых MCPH1 (Shi et al., 2013).

Еще одним свидетельством функциональной 
дивергенции может служить впечатляющая 
работа, в  которой были получены трансгенные 
макак-резусы, несущие в  геноме копии 
MCPH1 человека (Shi et al., 2019). Было 
показано, что трансгенные животные не 
обладают бóльшим размером головного моз
га, но демонстрируют признаки неотении, 
характерные для мозга человека: задержку 
дифференцировки и  созревания нейронов (Shi 
et al., 2019). Транскриптомный анализ мозга 
на разных стадиях развития выявил изменения 

в  профиле экспрессии генов в  нейральных 
предшественниках и  нейронах. Эти изменения 
касаются временного сдвига в  экспрессии 
генов, связанных с  формированием синапсов. 
Так, для генов MEF2A и  SYP у  трансгенных 
животных наблюдается задержка экспрессии, 
а  сам временной профиль экспрессии схож 
с таковым у человека (Shi et al., 2019). Примеча-
тельно, что когнитивные тесты показали улуч-
шение кратковременной памяти у  трансгенных 
макак-резусов (Shi et al., 2019). Авторы предпо-
лагают, что помимо регуляции пролиферации 
нейральных предшественников, MCPH1 так
же играет важную роль в  обеспечении синап
тической пластичности нейронов в  мозге чело
века (Shi et al., 2019). Вкупе с  фактом, что ак-
тивность MCPH1 напрямую связана с размером 
мозга, это позволяет предположить особую роль 
MCPH1 в  эволюции головного мозга человека.

РОЛЬ MCPH1 В  ЭВОЛЮЦИИ  
ГОЛОВНОГО МОЗГА ЧЕЛОВЕКА

Последний общий предок шимпанзе и чело-
века жил около пяти миллионов лет назад. За 
это время человек успел претерпеть целый ряд 
масштабных эволюционных изменений, напри-
мер, значительные преобразования в  скелете, 
репродуктивной системе и коже. Однако самым 
выдающимся эволюционным приобретением 
стал большой размер головного мозга. Увели-
чение размеров сопровождалось появлением но-
вых или совершенствованием уже имеющихся 
у приматов уникальных навыков: самопознание, 
речь, использование инструментов. В основе та-
ких глобальных морфологических и  функцио
нальных преобразований лежит масштабное 
изменение сложных молекулярно-генетических 
систем, регулирующих процесс развития голов-
ного мозга. Однако точные механизмы до сих 
пор мало изучены.

Гены, ассоциированные с  микроцефалией, 
сразу же после их открытия привлекли к  себе 
пристальное внимание как возможные гены-
кандидаты, играющие важную роль в эволюции 
головного мозга человека (Gilbert et al., 2005; 
Ponting, Jackson, 2005; Woods et al., 2005; Evans 
et al., 2006). Еще в  XIX в. Карл Фогт предпо
ложил, что микроцефалия является реверсией 
к предковым формам. И до сих пор в литературе 
нередко встречается трактовка первичной 
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микроцефалии как атавистического признака 
(Ponting, Jackson, 2005; Woods et al., 2005). С од-
ной стороны, в  пользу этого говорит тот факт, 
что размер мозга пациентов с  микроцефалией 
сравним с размером мозга ранних гоминид, при 
этом краниофациальный дисморфизм и  другие 
явные неврологические нарушения отсутствуют. 
Однако все же считается, что такая трактовка 
остается в  сфере спекуляций. Во-первых, пер
вичная микроцефалия и  ее молекулярные 
и клеточные механизмы изучены к настоящему 
времени недостаточно. Во-вторых, наши знания 
о  нейроанатомии предковых форм человека 
являются лишь экстраполяцией на основе 
сравнительного анализа структуры мозга совре
менных видов приматов (Gilbert et al., 2005; Pul-
vers, 2015).

В поисках генетической основы эволю
ционных изменений, была проведена масш
табная работа по изучению генов, участвующих 
в  различных аспектах биологии нервной 
системы у  нескольких видов млекопитающих 
(Dorus et al., 2004). Сравнительный ана-
лиз последовательностей показал, что тем-
пы эволюции генов, вовлеченных в  разви-
тие головного мозга, ускоряются у  прима-
тов относительно других млекопитающих, 
и  это ускорение особенно заметно в  линии, 
ведущей к  человеку (Dorus et al., 2004). 
MCPH1 оказался одним из обнаруженных 
генов с  динамичными молекулярными изме
нениями. Возросшая скорость эволюции 
гена может иметь две трактовки: с  одной 
стороны, это может свидетельствовать об 
ослаблении функциональных ограничений, 
с  другой стороны, напротив, о  действии 
сильного положительного отбора. Учитывая 
важную роль MCPH1 в  развитии головного 
мозга человека и  других млекопитающих, 
наиболее вероятным сценарием развития 
событий считается адаптивная эволюция, 
действовавшая через сильный положительный 
отбор, что было подтверждено в  нескольких 
независимых исследованиях (Evans, 2004; 
Wang, Su, 2004; Montgomery et al., 2011). Более 
детальный анализ молекулярной эволюции 
MCPH1 выявил, что наиболее выраженное 
ускорение обнаруживается в  ранние периоды 
линии, ведущей к человеку (Evans, 2004; Wang, 
Su, 2004). При этом действие положительного 
отбора не ограничилось только ранним 

периодом в  ветке гоминид, а  продолжилось 
после появления анатомически современных 
людей (Evans et al., 2005). Кроме того, по мере 
увеличения видового разнообразия в  иссле-
дованиях, было установлено, что ускоренная 
эволюция MCPH1 характерна не только для 
ветви ведущей к человеку, но и  для других 
видов приматов (Montgomery et al., 2011). А  со-
гласно более поздним исследованиям, такая 
тенденция распространена гораздо шире и на-
блюдается у  разных видов плацентарных мле-
копитающих (McGowen et al., 2011; Montgomery, 
Mundy, 2014).

Помимо высокой скорости эволюции 
MCPH1 у  разных видов млекопитающих, бы
ла обнаружена еще одна отличительная осо
бенность данного гена  – высокая полиморф
ность в  современных популяциях человека 
(Wang, Su, 2004; Scala et al., 2010). Поскольку 
размеры головного мозга в популяциях человека 
варьируют и  вероятнее всего генетически обу
словлены, было выдвинуто предположение, что 
полиморфизмы в  генах, вызывающих микро
цефалию, могут быть ассоциированы с данным 
признаком (Atwood et al., 2004). Однако ана-
лиз полиморфизмов в  современных популя-
циях человека не позволил выявить четкой 
связи между отдельными SNP в  гене MCPH1 
и  размерами головного мозга или уровнем 
интеллекта (Woods et al., 2006; Dobson-Stone et 
al., 2007; Mekel-Bobrov et al., 2007; Rushton et al., 
2007; Bates et al., 2008; Pierzak-Sominka et al., 
2016). В  связи с  этим считается, что вариация 
в  объеме головного мозга либо нейтральная, 
либо находится под очень слабым действием 
отбора.

Поскольку наличие сильного положительного 
отбора в случае самого гена MCPH1 не ставится 
под сомнение, выдвинуто предположение, что 
его действие может быть направлено на другие 
признаки. Об этом косвенно свидетельствуют 
филогенетические исследования, проведенные 
на представителях инфраотряда китообразных. 
В  данном случае выбор объекта исследования 
не случаен, поскольку представители этого 
инфраотряда демонстрируют значительную 
энцефализацию, характерную также для эво-
люционной ветви, ведущей к  приматам.   Ки-
тообразные имеют развитые социальные на-
выки и  сложное когнитивное поведение. Та-
ким образом, они могут служить своеобраз-
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ным контролем для изучения роли MCPH1 
в  эволюции размера головного мозга. И  хотя 
в  этой работе авторы также показали наличие 
положительного отбора, связь MCPH1 с  раз-
мером головного мозга не была установлена 
(McGowen et al., 2011). Однако исследователи 
обратили внимание и  на другие физиологиче-
ские и  анатомические особенности китообраз-
ных: наибольшие абсолютные размеры тела 
среди животных, долгая продолжительность 
жизни и  очень высокая скорость роста на 
эмбриональной стадии развития. Поскольку 
одна из функций MCPH1  – контроль клеточ-
ного цикла и участие в репарации ДНК, – было 
выдвинуто предположение, что действие поло-
жительного отбора может быть направлено на 
скорость пролиферации и  абсолютное количе-
ство клеток в  организме, а  также обеспечение 
онкосупрессорной функции (McGowen et al., 
2011). Также нельзя исключить, что в  каче-
стве еще одного возможного “субстрата” для 
отбора может рассматриваться половая систе-
ма (Nielsen et al., 2005). В  частности, известно, 
что MCPH1 важен для формирования половых 
клеток, о чем свидетельствуют высокий уровень 
его экспрессии в  семенниках и  стерильность 
нокаутных мышей (Liang et al., 2010; Gruber et 
al., 2011; Liu et al., 2021).

Таким образом, роль MCPH1 в  эволюции 
человека и  других млекопитающих до сих пор 
не установлена. Тем не менее, несмотря на от-
сутствие очевидного признака для действия от-
бора, к  настоящему моменту наличие адаптив-
ной эволюции MCPH1 не вызывает сомнений, 
поскольку подтверждено многочисленными 
данными сравнительной геномики.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

MCPH1  – многофункциональный белок, 
участвующий во множестве клеточных про
цессов, нарушение каждого из которых потен
циально приводит к  патологии развития мозга. 
Тем не менее вопрос о  том, что именно вызы-
вает микроцефалию при мутации MCPH1, до 
сих пор остается без однозначного ответа. Связь 
MCPH1 с  сигнальным путем ATR, изначально 
считалась определяющей для развития микроце-
фалии (Alderton et al., 2006; Rai et al., 2006; Zhang 
et al., 2014). Этому способствовал тот факт, что 
мутации сигнальных путей ATM и ATR, играю-

щих центральную роль в  репарации поврежде-
ний ДНК, также ассоциированы с  микроцефа-
лией (синдром Секкеля и  синдром Неймегена) 
(McKinnon, 2009; Taylor et al., 2019). Однако 
стоит отметить, что для пациентов с мутациями 
MCPH1 не описаны случаи злокачественных 
новообразований и  дисморфозов, характерных 
для синдромов, связанных с  дефектами систем 
репарации ДНК (Kristofova et al., 2022). Клеточ-
ные культуры пациентов с  мутациями MCPH1 
не демонстрируют тяжелых нарушений в  виде 
остановки клеточного цикла и/или апоптоза 
в  ответ на индукцию повреждений ДНК (Al-
derton et al., 2006; Gavvovidis et al., 2010).

Несмотря на различную этиологию, в  боль
шинстве случаев в  основе первичной микро
цефалии лежат мутации в  генах, связанных 
с  архитектурой цитоскелета и  клеточным 
делением: например, ASPM (Li et al., 2017), CD-
K5RAP2 (Lancaster et al., 2013), CENPJ (Gabriel 
et al., 2016), WDR62 (Xu et al., 2014; Zhang et 
al., 2019). Установлено, что дефекты веретена 
деления и  нарушения биогенеза центросом 
приводят к  митотической катастрофе и  вы
зывают массовую гибель нейральных пред
шественников (Rauch et al., 2008; Yingling 
et al., 2008; Nigg, Holland, 2018). Данные 
о  центросомальной локализации MCPH1 и  его 
влиянии на регуляцию биогенеза центросом 
противоречивы, но связывают MCPH1-опо-
средованную микроцефалию с  другими хоро-
шо охарактеризованными случаями первичной 
микроцефалии.

Важно отметить, что роль MCPH1 в  под
держании стабильности теломер, и организации 
интерфазного хроматина совсем не изучена на 
существующих моделях MCPH1-опосредованной 
микроцефалии. Между тем накоплено много до-
казательств важности поддержания функциони-
рования теломер в нейрогенезе: их дисфункция 
приводит к  массовой гибели нейральных пред
шественников через активацию сигнальных 
путей, задействованных в  репарации ДНК 
(Zhang et al., 2006; Lee et al., 2014; Lobanova et 
al., 2017). Синдром Хойераала–Хрейдарссона, 
вызванный мутациями либо белков комплек-
са шелтерина, либо мутациями теломеразы, 
включает среди фенотипических проявлений 
и  микроцефалию (Kocak et al., 2014; Glousker 
et al., 2015).
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Примечательно, что и  мутации комплексов 
конденсинов приводят к  многочисленным на
рушениям развития организма, в  том чис
ле микроцефалии (Perche et al., 2013; Martin 
et al., 2016; Khan et al., 2019). Этот спектр 
заболеваний был назван отдельным термином – 
конденсинопатии. Показано, что в случае дефек-
тов комплексов конденсинов также происходит 
нарушение декатенации и  сегрегации сестрин
ских хроматид, что негативно сказывается на 
пролиферации и  выживаемости нейральных 
предшественников (Nishide, Hirano, 2014). Та-
ким образом, нарушение длительности ми-
тоза и  расхождения сестринских хроматид 
в  MCPH1-дефицитных клетках также может 
играть важную роль в  нарушении нейрогенеза, 
приводящего к  микроцефалии.

Животные модели MCPH1-опосредованной 
микроцефалии позволили исследователям полу-
чить целый ряд важной информации о  молеку-
лярных основах патогенеза этой патологии разви-
тия. Согласно им можно полагать, что основной 
причиной микроцефалии является нарушение 
регуляции клеточного деления в  нейральных 
предшественниках, вызванное подавлением 
активности сигнального пути киназы клеточного 
цикла Chk1 (Gruber et al., 2011; Journiac et al., 
2020; Liu et al., 2021). Одновременно с  этим 
были выявлены видоспецифические различия, 
которые не позволяют должным образом 
оценить вклад других аспектов функциональной 
активности MCPH1 при данном типе нарушения 
нейрогенеза. Так, например, действие MCPH1 
как транскрипционного фактора и  его участие 
в  поддержании целостности теломер показано 
только на линиях клеток человека, но не мыши. 
Исследований по изучению роли MCPH1 на 
приматах очень ограниченное количество (Shi 
et al., 2013; Ke et al., 2016). Однако даже эти 
немногие показали существование важных 
функций MCPH1 в нейрогенезе, отсутствующих 
у  мышей.

Видоспецифические особенности в  форми
ровании мозга человека ограничивают изучение 
различных его патологий на модельных живот
ных. В  течение долгого времени исследователям 
не удавалось преодолеть эти ограничения, однако 
с  развитием технологий репрограммирования 
и  редактирования генома был сделан большой 
прорыв в этой области (Takahashi, Yamanaka, 2006). 
Получение пациент-специфичных индуцирован-

ных плюрипотентных стволовых клеток и  воз-
можность их дифференцировки в  нейральные 
стволовые клетки и  нейроны, а  также создание 
любых направленных модификаций генома 
позволили не только изучать последствия мутаций, 
но также тестировать лекарственные препараты 
и  проводить скрининги химических соединений 
(Rowe, Daley, 2019). В 2013 году была опубликована 
ключевая работа (Lancaster et al., 2013), где впер-
вые было описано получение трехмерных струк-
тур, названных церебральными органоидами. 
Церебральные органоиды точно воспроизводят 
процессы, происходящие при развитии коры 
головного мозга аналогично первым трем ме
сяцам эмбрионального развития человека. 
Измерение различных морфометрических 
параметров органоидов исключительно удобно 
и  информативно в  случае микроцефалии (Lan-
caster et al., 2013; Cugola et al., 2016; Fair et al., 
2023). Удивительно, но MCPH1  – исторически 
первый описанный ген, ассоциированный 
с  микроцефалией, еще не был изучен на мо
дели церебральных органоидов. Мы полагаем, 
что использование такой модели также может 
принести важные результаты и  пролить свет на 
роль MCPH1 в  развитии и  эволюции головного 
мозга человека.
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FUNCTIONS OF MICROCEPHALIN IN NEUROGENESIS  
AND HUMAN BRAIN EVOLUTION
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Primary microcephaly is a brain growth disorder of which the main phenotypic hallmarks is a reduction of 
brain size with varying degrees of intellectual disability. MCPH1 is the first gene reported to cause primary 
microcephaly. Microcephalin (MCPH1), the encoded protein product, has been implicated in various cellular 
processes deregulation of which can negatively affects neurogenesis. In our review we will discuss the clinical 
cases of MCPH1 primary microcephaly and summarize the knowledge about the functions of MCPH1 
employing animal models with mutations in various domains of MCPH1. We also pay special attention to 
the role of MCPH1 in in the evolution of the human brain.

Keywords: primary microcephaly, microcephalin (MCPH1), animal models of MCPH1 primary microcephaly, 
human brain evolution
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Разработка новых способов терапии 
онкологических заболеваний требует посто­
янного совершенствования технологий вос­
произведения канцерогенеза in vitro и  in vivo 
для объективного отображения патологических 
изменений, протекающих в  организме онко­
логических больных. В связи с этим сохраняется 
актуальность создания и валидации трехмерных 
моделей культивирования клеток (Colella et 
al., 2018). Преодолевая недостатки двумерных 
культур, такие модели способны имитировать 
нативную гистологическую архитектуру опухоли, 
клеточную гетерогенность, взаимодействие 
опухолевых клеток с  внеклеточным матриксом 
и  в  целом более точно воспроизводить фено­
типическое поведение исходных опухолей 
(Zanoni et al., 2020).

Одним из видов трехмерных моделей являются 
«многоклеточные сфероиды» или тумороиды. 
Они представляют собой самособирающиеся 
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В настоящей работе на модели меланомы оценивали жизнеспособность и адгезивные свойства клеток 
линий BRO и SK-MEL-2. Показано, что в клетках линии BRO развитие апоптоза после воздействия 
дакарбазином сочеталось с  переходом доли клеток в  фазу G0 клеточного цикла, что подтвержда­
ет ранее полученные результаты. В  клетках меланомы SK-MEL-2 наблюдали отсутствие апоптоза 
в  3D-сфероидах и  отсутствие выхода из клеточного цикла. Также выявлено, что в  контрольных 
сфероидах (клетки без воздействия) линий меланомы BRO и  SK-MEL-2 адгезия к  фибронектину 
была выше по сравнению с  клетками монослоя контроля, что объясняется трехмерной структу­
рой, требующей коммуникации клеток с  внеклеточным матриксом. В  сфероидах, сформированных 
клетками SK-MEL-2, дакарбазин индуцировал снижение адгезии к  фибронектину, что может быть 
связано с  развитием лекарственной устойчивости. После воздействия дакарбазином повышаются 
уровни экспрессии интегринов αV и  β8 в  клетках BRO и  SK-MEL-2, а  также интегрина β5 в  клет­
ках SK-MEL-2, что может указывать на участие этих молекул в  утрате пролиферативного статуса 
опухолевых клеток. 
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структуры, возникающие за счет клеточной 
агрегации и  взаимодействия между клетками. 
Сфероиды могут содержать различные клеточ­
ные типы подобно гетерогенности опухоли. 
Как и  солидные опухоли, клеточные сфероиды 
состоят из трёх основных областей: внешней 
пролиферативной области, содержащей 
высокопролиферирующие клетки, средней 
зоны покоя, содержащей клетки с  признаками 
старения, а  также внутренней области, где 
находятся клетки в  состоянии некроза (Zanoni 
et al., 2016) (рис. 1).

Сфероиды являются привлекательной мо­
делью для изучения межклеточной комму­
никации. Фокальная адгезия  – это процесс, 
в  ходе которого клетки активно взаимо­
действуют с  окружающим внеклеточным 
матриксом и  другими клетками, что, в  свою 
очередь, способно влиять не только на рост 
и  дифференцировку опухолевых клеток, но 
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и  обеспечивать формирование новых мета­
статических очагов опухоли (Sakalem et 
al., 2021). Механизм взаимосвязи адгезии 
и  клеточного цикла изучен пока недостаточно 
ясно. Тем не менее известно, что внеклеточный 
матрикс посредством интегринов способен 
влиять на ход клеточного цикла и  его конт­
рольные точки. Так, сигнальный модуль FAK 
(киназы фокальной адгезии) FAK/Rac передает 
зависимые от упругой силы внеклеточного 
матрикса сигналы на контрольную точку G1/S; 
повышенная жесткость внеклеточного матрикса 
влияет на прогрессию клеточного цикла путем 
активирования пути Hippo; киназа FAK, 
необходимая для переориентации митотического 
веретена, в  ответ на механическое сжатие или 
растяжение может направлять киназу ATR 
к  ядерной оболочке, где она предотвращает 
ошибки репликации. Известно, что тесная 
координация процессов пролиферации и  ад­
гезии у  опухолевых клеток нарушена, хотя точ­
ные механизмы и  особенности этого не уста­
новлены (Zhou et al., 2019).

Ранее нами на двумерной культуре клеток 
меланомы было показано, что химиотерапев­
тический агент дакарбазин индуцирует переход 
клеток меланомы в  фазу покоя клеточного 
цикла G0; кроме того, было показано, что такие 
клетки демонстрируют повышенные адгезивные 
свойства к экстраклеточному матриксу (Esimbe­
kova et al., 2023).

В связи с  этим цель данного исследования 
заключалась в  культивировании клеток мела­
номы в  виде трехмерных структур, оценке 
их жизнеспособности, адгезии и  экспрессии 
молекул, непосредственно опосредующих про­
цесс адгезии. Для этого клетки меланомы 
BRO и  SK-MEL-2 подвергали воздейст­
вию дакарбазином и  формировали из них 

сфероиды. Далее оценивали жизнеспособность 
получившихся структур, а  затем адгезивные 
свойства клеток, входящих в  эти структуры.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Культивирование клеток. Клетки линии 
меланомы SK-MEL-2 (“БиоЛот”, Россия) и BRO 
(любезно предоставлена НИИ фундаментальной 
и  клинической иммунологии, Новосибирск, 
Россия), а также сфероиды культивировали в пи­
тательной среде ДМЕМ, содержащей глутамин 
и глюкозу (4.5 г/л; “ПанЭко”, Россия), а также 
10% фетальной бычьей сыворотки (FBS) (Cytiva, 
США) и  1% пенициллина-стрептомицина 
(“ПанЭко”, Россия), в  инкубаторе MSO-
5ACCO2 (Sanyo Electric Co., Ltd., Япония) при 
температуре 37о С в  атмосфере 5% СО2.

Формирование сфероидов. Использовали метод 
«висячей капли» на чашах Петри (Nest, Китай). 
Суспензию клеток линии BRO и  SK-MEL-2 
наносили по 20 капель (в  каждой 2500  клеток 
в  20 мкл полной питательной среды) на крыш­
ку чаши Петри, затем крышку переворачивали. 
В саму чашу добавляли 4 мл фосфатно-солевого 
буферного раствора (PBS) (“ЭкоСервис”, Рос­
сия) для избегания испарения капель. Расчет 
клеток производили с помощью камеры Горяева. 
Клетки формировали сфероиды в течение 4 сут.

Воздействие цитотоксическим агентом дакар­
базин. Перед формированием клеточных сфе­
роидов к  клеткам меланомы BRO и  SK-MEL-2 
в  концентрации 105 кл./мл добавляли 1.2  мМ 
раствора дакарбазина (Sigma-Aldrich, США), 
растворенного в ДМСО (“ПанЭко”, Россия) 
и культивировали в течение 72 ч при 37о C. Затем 
клетки промывали PBS и далее культивировали 
в  полной питательной среде без дакарбазина 
в течение 48 ч для элиминации апоптотических 
клеток. В  качестве контроля использовали 
исходные культуры клеток, обработанные 1% 
ДМСО.

Иммуноцитохимия. Метод использовали 
согласно описанному протоколу (Liu, Sheikh, 
2014). В  первые сутки клетки высевали 
в лунки 24-луночного планшета в концентрации 
9 × 103 кл./мл и культивировали при температуре 
37о С и  концентрации СО2 5%.

На вторые сутки клетки фиксировали в 15%-
ном формалине в  24-луночном планшете 
1  ч при комнатной температуре. Сфероиды 

Рис. 1. Структура сфероида (по: Zanoni et al., 2020).
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предварительно осаждали с  помощью цент­
рифугирования в  течение 4 мин при  
1000 об/мин. Далее клетки промывали 2 раза 
300  мкл PBS. Затем к  клеткам добавляли 
200  мкл 0.1%-ного TritonX-100 (Gerbu, Гер­
мания) для пермеабилизации и  инкубировали 
20  мин при комнатной температуре. Далее 
клетки вновь промывали PBS, затем вносили 
200  мкл блокирующего буфера (0.5% Tween 20 
(v/v; Gerbu, Германия), 0.2% (v/v) TritonX-100 
и  3% бычьего сывороточного альбумина 
(“ПанЭко”, Россия) и  инкубировали 1 ч  при 
комнатной температуре. Затем удаляли буфер 
и  вносили первичные антитела к  Ki-67 (MA5-
14520; ThermoFisher Scientific, США), предва­
рительно разведенные в  блокирующем буфере 
(1:50). Инкубировали смесь ночь при темпера­
туре 4о С на лабораторном шейкере.

На третьи сутки удаляли раствор первичных 
антител и  промывали клетки 300 мкл 
промывочного буфера 0.1% (v/v) Tween 20 (Gerbu, 
Германия), 0.2% (v/v) TritonX-100 (Gerbu, Гер­
мания) и  100 мл 1-кратного PBS) 2  раза. Далее 
добавляли вторичные антикроличьи антитела 
(H+L) (А11034; ThermoFisher Scientific, США), 
предварительно разведенные в  блокирующем 
буфере (1:100) и  инкубировали 1 ч  при ком­
натной температуре. После инкубации раствор 
вторичных антител удаляли и промывали клетки 
300 мкл PBS 2 раза. Далее добавляли 100  мкл 
DAPI (PanReacApplichem, США) (1:1000), также 
предварительно разведенного в  блокирующем 
буфере, и инкубировали 20 мин при комнатной 
температуре. Далее раствор DAPI удаляли, 
промывали PBS 2 раза и добавляли 100 мкл PBS 
во избежание высыхания лунок. Флуоресцен­
цию оценивали в  системе визуализации Floid 
(ThermoFisher Scientific, США) с  помощью си­
него и  зеленого светофильтров.

Определение уровня апоптоза в  монослое 
и  сфероидах. Для оценки уровня апоптоза 
в  монослое использовали набор AnnexinV-
FITC Apoptosis Kit (FineTest, США). Согласно 
протоколу производителя, в  каждую лунку 
вносили 195 мкл 1-кратного связующего бу­
фера, 5 мкл аннексина, 10 мкл йодистого 
пропидия (PI) и  инкубировали при комнатной 
температуре в темноте 10 мин. После инкубации 
удаляли смесь из лунок, добавляли 15%-ный 
раствор формалина и  инкубировали 20 мин 
при комнатной температуре тоже в  темноте. 

Затем аккуратно промывали 300 мкл PBS 2 раза. 
Далее в  лунки добавляли100 мкл PBS. Флуо­
ресценцию оценивали в  системе визуализации 
Floid с  помощью зеленого светофильтра для 
аннексина и  красного светофильтра для PI.

Для оценки апоптотических клеток в  сфе­
роидах их предварительно собирали в пробирки 
и  осаждали. После осаждения сфероидов 
супернатант удаляли и  далее действовали со­
гласно указанному выше протоколу произ­
водителя.

Оценка уровня адгезии клеток к фибронектину 
в монослое и сфероидах. В первые сутки экспе­
римента создавали фибронектиновую под­
ложку, как описано (Chen et al., 2008). Для 
этого лиофилизат фибронектина (Sigma-Al­
drich, США) разводили в  дистиллированной 
воде до конечной концентрации 100 мкг/мл 
и  в  каждую лунку вносили по 30 мкл полу­
чившегося раствора. Планшет выдерживали 
ночь при температуре 4о С. На 2-е сут раствор 
из лунок удаляли и  промывали лунки 300  мкл 
PBS 3  раза. В  каждую лунку вносили 500 мкл 
полной питательной среды ДМЕМ, содержащей 
глутамин, 10% FBS, 1%. В каждую лунку добав­
ляли 4500 клеток. Для оценки уровня адгезии 
сфероидов к  фибронектиновой подложке их 
предварительно разрушали механически до 
получения однородной клеточной суспензии 
и  культивировали 2.5 ч  в  CO2-инкубаторе. Далее 
визуально оценивали прикрепленные клетки. 
Затем удаляли питательную среду из лунок, 
промывали PBS 3 раза. После промывки в каждую 
лунку вносили по 150 мкл красителя метиленового 
синего на 1–3 мин при комнатной температуре. 
Затем краситель из лунок удаляли, промывали 
PBS 3 раза, в  каждую лунку вносили 150  мкл 
ДМСО (“ПанЭко”, Россия) и инкубировали еще 
1–3 мин. Интенсивность окраски оценивали на 
спектрофотометре Эфос (“Сапфир”, Россия) при 
длине волны 620–660  нм.

Выделение РНК и  реакция обратной транс­
крипции. Выделение РНК из культур клеток 
проводили с помощью набора реагентов DiaGene 
(“Диаэм”, Россия) согласно протоколу произво­
дителя. Выделение тотальной РНК осуществ­
ляли после двойной отмывки клеток от пита­
тельной среды стерильным PBS с  дальнейшим 
лизисом клеток лизирующим раствором, 
входящим в  состав набора. Полученные РНК-
элюаты объёмом 30 мкл использовали сразу, 
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выполняя дальнейшие этапы исследования, или 
сохраняли при температуре –70° С.

Для синтеза первой цепи кДНК проводили 
реакцию обратной транскрипции набором MMLV 
RT kit (Евроген, Россия) согласно протоколу про­
изводителя. Каждый образец состоял из 3 мкл 
раствора полученной РНК, 1.5 мкл случайного 
декануклеотидного праймера и  5.5  мкл реак­
ционной смеси, состоящей из 1 мкл смеси дезок­
синуклеозидтрифосфатов (dNTP), 1 мкл 1,4-ди­
тиотреитола (DTT), 2  мкл 5-кратного реакцион­
ного буфера, 0.5  мкл обратной транскриптазы 
MMLV и  1 мкл безнуклеазной воды. Образец 
инкубировали в  термостате при 40° C в  течение 
50 мин, а затем реакцию останавливали, нагревая 
образцы в  течение 10  мин при 70° C.

Полимеразная цепная реакция в  реальном 
времени (ПЦР-РВ). Реакционная смесь для 
каждой реакции амплификации в  общем 
объеме 20 мкл состояла из 2 мкл кДНК, 1 мкл 
специфичных праймеров, 8 мкл 2.5-кратной ре­
акционной смеси для ПЦР в  присутствии ROX 
(Синтол, Россия), 1.2 мкл раствора хлорида 
магния (MgCl2) и  6.8 мкл безнуклеазной 
воды. ПЦР-РВ выполняли на амплификаторе 
StepOneTM (AppliedBiosystems, Сингапур) 
с  протоколом термоциклирования: 1 цикл 
50° C  – 2  мин, 95° C  – 10 мин, затем 40 циклов 
95° C  – 15 с,  60° C  – 1 мин.

Используемые прймеры и зонды для 
определения экспрессии мРНК: ITGB8, ITGAV 
и  ITGB5; в  качестве эндогенных контролей 
использовали HPRT1 и  GAPDH (все от “ДНК-
синтез”, Россия).

Данные анализировали количественно 
с  определением относительных уровней 
экспрессии исследуемых молекул при помощи 
метода ∆∆Ct (Livak, Schmittgen, 2001). Для 
этого относительные уровни экспрессии генов 
по каждому эндогенному контролю рассчи­
тывали по формуле 2–ΔΔCT, где СТ  – средние 
пороговые циклы образцов, при которых кривая 
флуоресценции ROX пересекала заданную 
линию фона, а  ΔCT определяли разницей 
СТ исследуемого маркера и  СТ эндогенного 
нормирующего контроля для данного маркера. 
Кроме нормализации по эндогенному 
контролю осуществляли нормализацию по 
эталонному образцу. ΔΔCT  – разница ΔCT 
образца после воздействия и  ΔCT интактного 
образца без какого-либо воздействия. Для 

каждой исследуемой пробы методом ПЦР-РВ 
выполняли два технологических повтора.

Статистическая обработка. Все эксперименты 
проводили в  трех повторностях. Получен­
ные результаты представлены в  виде среднего 
значения из трех повторов и  его стандартной 
ошибки. Различия считали статистически зна­
чимыми при Р  < 0.05. Достоверность различий 
оценивали на основе критерия Краскелла-
Уоллеса с  дальнейшим сравнением попарно 
с  помощью критерия Манна–Уитни. Исполь­
зовали программное обеспечение Statistica 7.0 
(StatSoft, Россия). Статистические результаты 
обработаны с  использованием GraphPadPrism 
(GraphPadSoftware, USA).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Валидация сфероидов. Визуально сфероиды, 
сформированные клетками меланомы BRO 
(рис.  2а, б) и  SK-MEL-2 (рис. 2в, г) имели 
плотную шарообразную структуру до 100  мкм 
в  диаметре и  не подвергались распаду при 
пипетировании. Известно, что клеточная плот­
ность является одним из ключевых признаков 
сфероида (Achill et al., 2012). В  полученных 
структурах регистрировали области, состоящие 
из апоптотических и пролиферирующих клеток 
в  сфероидах как линии BRO (рис. 2а, б;  3а, б), 
так и  линии SK-MEL-2 (рис. 2в, г;  3в, г).

Влияние дакарбазина на жизнеспособность кле­
ток в 3D-структурах. В клетках линии BRO, ко­
торые были подвергнуты действию дакарбазина 
и  которые в  дальнейшем культивировались 
в  3D-структурах, было обнаружено повышение 
уровня Ki-67-негативных клеток, соответству­
ющих клеткам в  фазе G0 клеточного цикла, 
по сравнению с  клетками контрольной группы 
3D-сфероидов без воздействия, (P = 0.0092) 
(рис. 4а). В  3D-структурах контрольных клеток 
меланомы SK-MEL-2 наблюдали увеличение 
доли Ki-67-негативных клеток по сравнению 
с  клетками, культивируемыми в  виде монослоя 
(Р < 0.05). В 3D-структурах контрольных клеток 
меланомы SK-MEL-2 наблюдали увеличение 
доли Ki-67-негативных клеток по сравнению 
с  клетками, культивируемыми в  виде монослоя 
(Р  < 0.05). После воздействия дакарбазином 
на клетки SK-MEL-2 и  культивирования их 
в  виде 3D-структур доля Ki67-негативных кле­
ток уменьшалась по сравнению со сфероидами 
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Рис. 2. Сфероиды, состоящие из клеток линии BRO (а, б) и SK-MEL-2 (в, г). Ядра клеток окрашены DAPI (синий 
цвет), зеленый цвет (вторичные антитела) – экспрессия Ki67, иммуноцитохимия, флуоресцентная микроскопия.

Рис. 3. Распределение апоптотических клеток в  сфероидах линий BRO (а,  б) и  SK-MEL-2 (в,  г). Зеленый цвет 
(аннексин)  – апоптотические клетки.
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контрольной группы (P = 0.0045) (рис. 4б). Та­
ким образом, алкилирующий агент дакарбазин 
оказывает разнонаправленное действие на 
экспрессию маркера пролиферации Ki-67 
в  3D-структурах, образованных опухолевыми 
клетками.

В клетках меланомы BRО после воздействия 
дакарбазином в  3D-сфероидах отмечено уве­
личение доли клеток в  состоянии апоптоза по 
сравнению с  их долей в  монослойных клетках 
(Р  = 0.0006) и  по сравнению с  3D-сфероидами 
BRО контрольной группы (Р  = 0.0213) 
(рис.  5а). В  SK-MEL-2 в  3D-структурах конт­
рольной группы отмечено повышение доли 
апоптотических клеток по сравнению клетками 
в  монослое, обработанном ДМСО (P = 0.0055) 
(рис. 5б).

Адгезия клеток меланомы, устойчивых 
к действию дакарбазина, к фибронектину. Оценку 
проводили спектрофотометрическим методом 
(рис. 6а). В  клеточной линии BRO в  монослое 
наблюдали повышение адгезии к фибронектину 

после воздействия дакарбазином по сравнению 
с  контрольным монослоем без воздействия 
(P  =  0.0495). В  сфероидах контрольной группы 
адгезия к  фибронектину была выше, чем 
в  монослое  BRO (Р  = 0.0495). В  сфероидах, 
сформированных BRO и  состоящих из клеток, 
подвергнутых воздействию 1% ДМСО, адге­
зия к  фибронектину снижалась по сравнению 
с  этими клетками в  монослое, также обрабо­
танными ДМСО (Р  = 0.0495). В  сфероидах 
BRO, подвергнутых воздействию дакарбазином, 
адгезия к  фибронектину была ниже, чем 
в клетках монослоя после этого же воздействия 
(P  =  0.0495) (рис. 6б).

У клеток SK-MEL-2 в  монослое адгезия 
к  фибронектину после воздействия ДМСО 
увеличивалась по сравнению с  SK-MEL-2, 
культивируемыми в  монослое без воздействия 
(P  =  0.0495). В  сфероидах, состоящих из кле­
ток, подвергнутых воздействию дакарбазином, 
адгезиия к  фибронектину снижалась по 
сравнению со сфероидами, клетки которых 

Рис. 4. Доля Ki-67-негативных клеток в  монослое (Мон) и  сфероидах (Сф) клеток BRO (а) и  SK-MEL-2 (б) 
в  контроле (К,  без воздействий) и  после действия ДМСО и  дакарбазина (Дак). Показаны средние значения 
(n  =  3) и  их стандартные отклонения; различия достоверны при: *P = 0.0092, **Р < 0.05 и  ***Р = 0.0045 (кри­
терий Манна–Уитни).
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Рис. 5. Доля апоптотических клеток в  монослое и  сфероидах клеток BRO (а) и  SK-MEL-2 (б) в  контроле (К) 
и  после действия ДМСО и  дакарбазина. Показаны средние значения (n = 3) и  их стандартные отклонения; 
различия достоверны при: *Р = 0.0213, **Р = 0.0006 и  *** Р  = 0.0055 (критерий Манна–Уитни). Обозначения 
те же, что на рис. 4.

Рис. 6. Интенсивность цвета при разных степенях адгезии к  фибронектиновой подложке (а,  чем ярче цвет, тем 
выше степень адгезии) и степень адгезии к фибронектиновой подложке клеток линии BRO (б) и SK-MEL-2 (в). 
Показаны данные для монослоя и  сфероидов в  контроле и  после действия ДМСО и  дакарбазина. Обозначения 
те же, что на рис. 4. Даны средние значения (n = 3) и  их стандартные отклонения; различия достоверны при: 
*Р = 0.0495 (критерий Манна–Уитни).
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подвергали обработке ДМСО (P = 0.0495). 
У  сфероидов SK-MEL-2 из клеток, не под­
вергавшихся никаким воздействиям, адгезия 
к  фибронектину  была выше по сравнению 
с  монослойными SK-MEL-2 без воздействия 
(Р  = 0.0495) (рис. 6в).

Уровень экспрессии адгезивных молекул 
в  клетках меланомы после воздействия дакар­
базином. В  сфероидах клеток BRO уровень 
экспрессии генов интегринов ITGB8 (рис.  7а) 
и  ITGAV (рис. 7б) после воздействия дакар­
базином повышался по сравнению с  пока­
зателями в  3D-структурах без воздействий 
(P  = 0.0495). В  сфероидах клеток SK-MEL-2 
дакарбазин повышал уровень экспрессии 
гена ITGB8 (P = 0.0495), ITGAV (P = 0.0495) 
и  ITGB5 (P = 0.0495) (рис. 7г–е) по сравнению 
со структурами, клетки которых не подвергали 
никаким воздействиям.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для повышения репрезентативности резуль­
татов экспериментальных исследований, выпол­
няемых in vitro, были разработаны методы 
3D-культивирования, которые способны со­

здать более приближенную модель к  опухоли 
(Zanoni et al., 2016; Srisongkram et al., 2020; Lee 
et al., 2023).

Дакарбазин  – противоопухолевый препарат, 
используемый для терапии различных видов 
злокачественных новообразований. Этот 
препарат представляет собой алкилирующий 
агент, который способен инициировать повреж­
дения ДНК (Kewitz et al., 2014). Известно, 
что процессы деления и  адгезии клетки тесно 
связаны. Соответственно арест клеточного 
цикла может приводить к изменению адгезивных 
свойств опухолевых клеток, изменению репер­
туара адгезивных молекул на поверхности клет­
ки и  внутриклеточных сигнальных каскадов. 
Понимание механизмов взаимосвязи этих 
процессов может иметь значение для оценки 
эффектов противоопухолевой терапии, прогно­
зирования течения новообразований и развития 
лекарственной устойчивости.

В клетках линии BRO, культивируе­
мых в  виде 3D-структур было выявлено, что 
дакарбазин повышает долю Ki-67-негативных 
клеток (т.  е. клеток, которые перешли в  фа­
зу G0 клеточного цикла), а  также долю апоп­
тотических клеток. Также после воздействия 

Рис. 7. Относительная экспрессии генов интегрина ITGВ5 (а), ITGB8 (б) и  ITGAV (в), в  сфероидах клеточной 
линии BRO и  SK-MEL-2 и  после воздействия ДМСО и  дакарбазином (ДАК). Экспрессию генов интегринов 
в клетках после воздействия дакарбазином оценивали относительно клеток, подвергнутых действию ДМСО. Даны 
средние значения (n = 3) и  их стандартные отклонения; (*)  – различия достоверны при P = 0.0495 (критерий 
Манна–Уитни).
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дакарбазином в  3D-структурах увеличивается 
доля клеток в состоянии апоптоза по сравнению 
с  монослоем, а  также со сфероидами, клетки 
в  которых не подвергали никаким воздействи­
ям. Этот результат предполагает, что дакарбазин 
индуцирует в  клетках меланомы как апоптоз, 
так и  выход из клеточного цикла.

В 3D-сфероидах клеток меланомы линии 
SK-MEL-2 регистрировали повышение доли 
апоптотических клеток и доли Ki-67-негативных 
клеток по сравнению с  клетками монослоя, 
что можно объяснить строением 3D-клеточных 
структур, предполагающим неравномерный 
доступ клеток к  кислороду и  нутриентам. По­
сле воздействия дакарбазином на SK-MEL-2 
в  3D-структурах по сравнению с  3D-структура­
ми контрольной группы наблюдали уменьшение 
доли Ki-67-негативных клеток. В  клетках BRO, 
у  которых регистрировали развитие апоптоза 
после воздействия дакарбазином, наблюдали 
и  переход определенной доли клеток в  фазу G0 
клеточного цикла. В SK-MEL-2 регистрировали 
и отсутствие апоптоза в 3D-сфероидах, и отсут­
ствие индукции их выхода из клеточного цикла.

Фибронектин рассматривается как протумо­
рогенный компонент внеклеточного матрикса, 
коммуникация которого с  интегринами опухо­
левых клеток индуцирует формирование метаста­
тических ниш и  поддержание у  опухолевых 
клеток фенотипа, аналогичному стволовым 
клеткам (Wu et al., 2023). Фибронектин рас­
сматривается как белок, участвующий 
в  ремоделировании органов, в  том числе, при 
изменениях редокс-статуса и  гипоксии (Ak­
senenko et al., 2019; Syed et al., 2022).

Адгезия клеток BRO и  SK-MEL-2 в  сфе­
роидах в  контроле (без воздействия) к  фиб­
ронектину была выше по сравнению с  конт­
рольными клетками, культивируемыми 
в  монослое, что может быть обусловлено 
самой трехмерной структурой, требующей 
более выраженной коммуникации клеток 
с  внеклеточным матриксом. Вместе с  тем 
в сфероидах SK-MEL-2 дакарбазин индуцировал 
снижение адгезии к  фибронектину. В  условиях 
in vivo фибронектин обычно продуцируется 
фибробластами и  макрофагами и  стимулирует 
инвазию и  миграцию опухолевых клеток. 
Таким образом, внеклеточный фибронекин 
активирует метастазирование и  прогрессию 
опухолевого роста. Напротив, снижение адгезии 

к фибронектину может быть связано с развитием 
лекарственной устойчивости и  поддержанием 
дормантного, а  не пролиферативного или ми­
грационного фенотипа клеток (Azimian-Zavareh 
et al., 2019; Lin et al., 2019). Установлено, что 
интегрины αV, α5, α8 гетеродимеризуются 
с  интегринами β1, β3, β5, β6, β8 при взаимо­
действии с  фибронектином, приводя к  акти­
вации FAK (Azimian-Zavareh et al., 2019; Ko­
mina et al., 2019). Стоит отметить, что оценку 
адгезии и  экспрессионный анализ интегринов 
мы выполняли в разных сериях экспериментов, 
что не позволяет соотнести эти данные, а  дает 
возможность оценивать только действие дакар­
базина на вышеуказанные параметры. В нашем 
исследовании было определено повышение 
уровня экспрессии интегринов αV и  β8 в  BRO, 
повышение уровня экспрессии интегринов αV, 
β5 и  β8 в  SK-MEL-2, что может указывать на 
участие этих молекул в  фенотипическом пере­
ключении опухолевых клеток.

Таким образом, при воздействии алки­
лирующим агентом дакарбазином определяется 
разница в  выраженности критических для 
опухолевых клеток параметров (биологических 
процессов) – апоптоза, пролиферации, взаимо­
действия с внеклеточным матриксом. В клетках 
3D-моделей под действием дакарбазина 
наблюдается фенотипическое переключение, 
а  также регистрируется апоптоз-индуцирующее 
действие данного препарата. В  это же время 
апоптоз-резистентные клетки сохраняли про­
лиферативный фенотип.
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MELANOMA CELLS ADHESIVE PROPERTIES ACTIVATION IN 3D SPHEROIDS
D. V. Chernykha, I. S. Zinchenkoa, T. G. Rukshaa, *

a Voino-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, 660022, Russia
* E-mail: tatyana_ruksha@mail.ru

In this study, the viability and adhesive features of BRO and SK-MEL-2 cell lines were evaluated using 
a melanoma model. It was revealed that in BRO cells, the development of apoptosis after exposure to 
dacarbazine was combined with the transition of the proportion of cells to the G0 phase of the cell cycle, 
that corresponded to previously obtained results. The absence of apoptosis in 3D spheroids and the absence of 
exit from the cell cycle were observed in SK-MEL-2 melanoma cells. It was also revealed that in the control 
spheroids (cells without exposure) of the BRO and SK-MEL-2 melanoma lines, adhesion to fibronectin 
was higher compared with the cells of the control monolayer, which is explained by the three-dimensional 
structure requiring cell communication with the extracellular matrix. In spheroids formed by SK-MEL-2 cells, 
dacarbazine induced a decrease in adhesion to fibronectin, which may be associated with the development 
of drug resistance. An increase in the expression of integrins AV and β8 in BRO and SK-MEL-2, as well 
as integrin β5 in SK-MEL-2, was determined in cells after exposure to dacarbazine, which may indicate 
the involvement of aforementioned molecules in the exit from proliferative stage of tumor cells.

Keywords: melanoma, spheroids, solid tumors, dacarbazine, adhesion, apoptosis, fibronectin
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В настоящее время продолжается активное 
использование мезенхимных стволовых клеток 
(МСК) человека для биомедицинских исследо-
ваний, связанных с  широким спектром заболе-
ваний (Alavi-Dana et al., 2023; Bruckner et al., 
2023; Cui et al., 2023; Faria et al., 2023; Mou et 
al., 2023; Sousa et al., 2023; Turano et al., 2023; 
Ashoobi et al., 2024; Gorio et al 2024; Kanafi, 
Bronde, 2024) и  расширяется спектр фундамен-
тальных исследований, необходимых для пони-
мания механизмов воздействия МСК на разные 
аномальные процессы в  организме (Мусорина 
и  др., 2023; Ashiba et al., 2023; Chen et al., 2023; 
Chopra et al., 2023; Drobiova et al., 2023; Hsu 
et al., 2023; Kim et al., 2023; Lifshagerd, Safari., 
2023; Tan et al., 2023; Tomcy, Sindhu, 2023; Zhao 
et al., 2023; Fard et al., 2024; Mahmoodi et al., 

УДК 57.085.23

НОВАЯ ЛИНИЯ МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, ВЫДЕЛЕННАЯ  
ИЗ ВАРТОНОВА СТУДНЯ ПУПОЧНОГО КАНАТИКА  

ДОНОРА МУЖСКОГО ПОЛА
© 2024 г.    А. М. Кольцова1, *, А. С. Мусорина1, В. И. Турилова1, А. Н. Шатрова1,  

Т. К. Яковлева1, Г. Г. Полянская1, **
1 Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, 194064, Россия 

* E-mail: koltsova.am@mail.ru 
** E-mail: gpolanskaya@gmail.com 

Поступила в  редакцию 27.04.2024
После доработки 05.06.2024

Принята к  публикации 07.06.2024

Получена и  охарактеризована новая неиммортализованная фибробластоподобная клеточная линия, 
названная MSCWJ-3. Характеристики в процессе длительного культивирования (6–24 пассажи), под-
тверждают статус МСК. Показано: 1) постепенное увеличение доли стареющих клеток в  процессе 
длительного культивирования; 2) значительное снижение индекса пролиферации к  24-му пасса-
жу; 3) сохранение нормального диплоидного кариотипа мужчины (46, XY) в  процессе всего срока 
культивирования, трисомия по разным аутосомам в  единичных клетках, отсутствие структурных 
хромосомных перестроек; 4) высокая доля клеток, несущих поверхностные антигены, характерные 
для МСК: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC и низкая – с антигенами CD34, CD45 и HLA-DR 
на протяжении 24 пассажей. Клетки линии MSCWJ-3 способны дифференцироваться в остеогенном 
и  адипогенном направлениях на ранних и  поздних пассажах; дифференцировка в  хондрогенном 
направлении отсутствует. В  целом отмечаются некоторые различия с  ранее полученными линиями, 
выделенными из этого же источника и  связанные, в  основном, со степенью выраженности ряда 
статусных характеристик.

Ключевые слова: мезенхимные стволовые клетки человека, репликативное старение, пролиферативная 
активность, поверхностные клеточные маркеры, кариотип, дифференцировка
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2024; Poblano-Perez et al., 2024; Rojas et al., 2024; 
Sattar et al., 2024; Saxena et al., 2024; Selvaraj et 
al., 2024).

Важная задача клеточной биологии состоит 
в  получении и  сравнении между собой линий 
МСК человека, выделенных из разных источ-
ников, к  которым относятся, в  частности, оди-
наковые ткани от разных доноров. Актуальность 
таких исследований связана с  особенностями 
взаимодействия клеток с  их микроокруже-
нием, специфичным для конкретного донора 
(Poljanskaya et al., 2022).

МСК, независимо от источника получения, 
характеризуются рядом определенных (статус-
ных) свойств (Dominici et al., 2006; Sensebé et 
al., 2010; Barkholt et al., 2013).
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Данные литературы указывают на то, что 
степень выраженности статусных характери-
стик у  линий МСК разная (Stanko et al., 2014; 
Topoluk et al., 2017; Полянская, 2018; Li et al., 
2018; Jin et at., 2019; Мусорина и др., 2019, 2023; 
Ельцова и  др., 2020; Semenova et al., 2021; Shin 
et al., 2021; Tai et al., 2021; Yigitbilek et al., 2021; 
Wu et al., 2022; Yi et al., 2022; Zou et al., 2022; 
Mert et al., 2023; Zhu et al., 2023).

Линии МСК, как неиммортализованные кле-
точные линии, в  процессе длительного культи-
вирования подвергаются репликативному ста-
рению (РС), которое является комплексным 
процессом и  индуцировано генетическими 
и  эпигенетическими изменениями (Poljanskaya 
et al., 2022). Исследования линий МСК, охарак-
теризованные на ранних и на поздних пассажах, 
позволяют расширить фундаментальные знания 
об этих линиях и  регламентировать сроки ис-
пользования разных линий в  биомедицинских 
технологиях.

Привлекает внимание выделение МСК из 
тканей, получаемых без использования инва-
зивных процедур, в  частности как побочного 
продукта оперативного вмешательства. К таким 
источникам МСК относятся, в  частности, вне-
зародышевые органы, десна, пульпа зуба, груд-
ное молоко (Крылова и  др., 2012, 2017; Коль-
цова и  др., 2018, 2022; Rahmani-Moghadam et 
al., 2022). Одним из внезародышевых органов 
является пупочный канатик, состоящий из не-
скольких компартментов, включающих и  Вар-
тонов студень. Сравнительный анализ основных 
характеристик МСК из разных компартментов 
пупочного канатика показал, что МСК из Вар-
тонова студня являются лучшим источником 
для использования в  биомедицинских техноло-
гиях. (Conconi et al., 2011).

Ранее нами получены 2 линии (MSCWJ-1 
и  MSCWJ-2), выделенные из Вартонова студ-
ня пупочного канатика двух доноров (соответ-
ственно женского и  мужского пола) и  показа-
но сходство основных статусных характеристик 
(Крылова и  др, 2017; Кольцова и  др., 2017). 
Исключение составили кариотипичекие раз-
личия  – одна клональная перестройка в  клет-
ках MSCWJ-2 на раннем пассаже, вызвавшая 
ряд изменений в  процессе РС. Поэтому цель 
настоящей работы заключалась в  выделении 
еще  одной линии из той же ткани донора 
мужского  пола, подтверждения ее МСК-стату-

са, исследования ее в  процессе РС и  сравне-
нии с  ранее полученными линиями (MSCWJ-1 
и  MSCWJ-2).

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Выделение клеток. Клетки были выделены из 
Вартонова студня пупочного канатика от донора 
мужского пола. Из фрагмента пупочного кана-
тика (7–9 см в  длину), тщательно отмытого от 
клеток крови в среде, содержащей гентамицин, 
стерильным одноразовым хирургическим скаль-
пелем вырезали участок Вартонова студня, рас-
положенного между двумя пупочными венами 
и  артерией. Клетки выделяли ферментативным 
методом, который состоит в  следующем: фраг-
мент Вартонова студня механически измельчали 
и  инкубировали в  диссоциирующем растворе, 
состоящем из 10 частей дезоксирибонуклеазы 
в концентрации 400 мкг/мл (Worthington, США) 
и  1 части коллагеназы I типа в  концентрации 
1 мг/мл (Worthington, США), в  течение 30 мин 
при температуре 37о С при легком покачивании. 
Затем суспензию пропускали через нейлоновый 
фильтр с размером пор 70 мкм и осаждали цен-
трифугированием при 400 g в  течение 4  мин. 
Для элиминации оставшихся эритроцитов клет-
ки в  осадке обрабатывали лизирующим буфе-
ром ACK (Gibco, США) в течении 3–5 мин при 
комнатной температуре и трижды отмывали из-
бытком среды DMEM/F12 (Gibco-Invitrogene, 
США) с  использованием центрифугирования 
при 400 g в  течение 4 мин. Полученные клетки 
высевали на чашки Петри [(5—6)×104 кл/см2] 
и культивировали в ростовой среде, содержащей 
90% среды DMEM/F12 и  10% эмбриональной 
бычьей сыворотки (FBS) в условиях 5% СО2 при 
37о С и  влажности 90%. Среду меняли каждые 
2–3 сут до образования 80%-ного конфлюен-
та. Культивировали на протяжении 5 пассажей, 
получив в  результате неиммортализованную 
клеточную линию, названную MSCWJ-3. Все 
характеристики этой линий получали на 6-м 
пассаже; динамику их изменений отслеживали 
при длительном культивировании (24 пассажа).

Микробиологический анализ подтвердил от-
сутствие бактериальной, грибковой и микоплаз-
менной контаминации.

Репликативное старение клеток оценивали по 
активности фермента SA-β-галактозидазы на 
протяжении 24 пассажей. Клетки выращивали 
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в чашках Петри 35 мм (Nunc, Дания) в течение 
24 ч. Затем среду удаляли и окрашивали клетки 
с  помощью набора реактивов (Senescence Cells 
Histochemikal Staining Kit, SIGMA, США), со-
гласно инструкции. В  реакционную смесь до-
полнительно вводили Hoechst 33342 (Invitrogene, 
США) для визуализации ядер. У  клеток, всту-
пающих в  фазу РС, цитоплазма окрашивается 
в  ярко синий цвет. Количественную оценку 
проводили с  использованием программного 
обеспечения Mosaic 2.4 (Tucsen, Китай).

Характеристика пролиферативной активности. 
Эффективность клонирования клеточных линий 
определяли в чашках Петри в условиях редкого 
посева  – не более 4 кл./см2 (120 кл. на 1  чаш-
ку 70 мм). Через 21 сут клетки окрашивали 
1%-ным водным раствором кристалл-виолета 
и  считали колонии. Эффективность клониро-
вания (%) определяли как отношение числа вы-
росших колоний (клонов) к  числу посеянных 
клеток. Учитывали колонии, состоящие из не 
менее 50 клеток. Эффективность клонирования 
анализировали на 6-м, 16-м и  24-м пассажах.

Индекс пролиферации (ИП) определяли как 
отношение числа клеток в  текущий момент 
Mt к  исходному числу Mo посеянных клеток 
и  строили кривые роста клеточных популяций 
согласно ИП в  определенный момент. Среднее 
время одного удвоения клеточной популяции 
ao определяли по формуле (Седова, 2008): ao  = 
=  t ln2/ln (Mt  /Mo), где t  – время логарифмиче-
ской фазы роста культуры. Для оценки сред-
него времени удвоения клеточной популяции 
каждый экспериментальный вариант повторяли 
3 раза. Клетки считали клетки ежедневно на 
протяжении 144 ч. Анализировали пассажи 6, 
16 и  24.

Кариотипический анализ полученной линии. 
Для получения препаратов метафазных хро-
мосом за 2 ч  до фиксации в  культуру вводили 
колцемид (Demecolcine, 10 мкг/мл в  растворе 
Хэнкса; Sigma, США) до конечной концентра-
ции 0.1 мкг/мл, клетки снимали с  поверхности 
чашки с помощью 0.05%-ного раствора трипси-
на с  EDTA (Gibco, США), проводили гипото-
ническую обработку смесью 0.075 М  раствора 
KSi и 1%-ного раствора цитрата натрия. Клетки 
фиксировали смесью метанола с ледяной уксус-
ной кислотой (3:1). Для количественного ка-
риотипического анализа препараты метафазных 
хромосом окрашивали водным раствором Гимза 

(1:50). Модальное число хромосом и  пределы 
изменчивости клеток по числу хромосом опре-
деляли при анализе 100 метафазных пластинок; 
долю полиплоидных клеток оценивали при ана-
лизе 1000 метафазных пластинок.

Для структурного кариотипического анализа 
проводили дифференциальное G-окрашивание 
хромосом в  соответствии с  ранее описанной 
методикой (Ozkinay, Mitelman, 1979). Анализи-
ровали 100 метафаз. Клетки исследуемой линии 
анализировали на пассажах 6, 16, и  24. Кари-
отипы анализировали с  помощью микроскопа 
Axio Imager.M1 (Carl Zeiss, ФРГ) с  системой 
автоматического кариотипирования Ikaros  4 
Karyotyping System (MetaSystems, Германия) 
и  описывали в  соответствии с  Международ-
ной номенклатурой хромосом человека ISCN 
(McGowan-Jordan et al., 2016).

Иммунофлуоресцентный анализ. Для иммуно-
флуоресцентного анализа присутствия марке-
ров ранней дифференцировки в  производные 
трех зародышевых листков использовали анти-
тела против α-актинина (тест на мезодерму), 
α-фетопротеина (тест на энтодерму) (Sigma, 
США) и  нестина (тест на эктодерму) (Santa 
Cruz Biotechnology, США). Клетки выращивали 
на покровных стеклах, фиксировали 10%-ным 
раствором формалина (Sigma-Aldrich, США) 
в  течение 20 мин при комнатной температуре, 
пермеабилизовали 0.1%-ным раствором Трито-
на Х100 в течение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре, неспецифичные сайты связывания анти-
тел блокировали 0.1%-ным раствором бычьего 
сывороточного альбумина (BSA; Sigma, США) 
в  течение 1 ч  при 37° С. Затем инкубировали 
с  перечисленными выше антителами в  течение 
ночи при 4° С. Все антитела разводили в  соот-
ношении 1:50. Для выявления локализации свя-
занных с белками антител инкубировали препа-
раты в  течение 2 ч  при 4° С с  антителами про-
тив иммуноглобулинов мыши (FITC; Chemicon, 
США), разведенных в соотношении 1:500. Каж
дому этапу предшествовала трехкратная отмыв-
ка препаратов PBS, не содержащем ионов Са2+ 
и  Mg2+ (“Биолот”, Россия). Для визуализации 
морфологии клеток (актинового цитоскелета) 
и  их ядер препараты последовательно окраши-
вали родамин-фаллоидином  (Invitrogen, США) 
в  концентрации 0.1  мкМ/мл и  Hoechst  33342 
в  концентрации 0.1  мкг/мл в  течение 10  мин 
при комнатной температуре. В качестве отрица-
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тельного контроля использовали клетки, инку-
бированные только с антителами против имму-
ноглобулинов мыши (FITC; Chemicon, США). 
Визуализацию проводили с  помощью лазерно-
го сканирующего конфокального микроскопа 
OLYMPUS FV3000 (Япония). Анализ проводили 
на раннем 6-м пассаже.

Определение статуса МСК с помощью проточ-
ной цитофлуориметрии. Анализировали наличие 
поверхностных антигенов с  помощью проточ-
ной цитофлуориметрии на цитометре Beckman 
Coulter (США). Экспрессию каждого маркера 
оценивали по результатам трех эксперимен-
тов для клеток, находящихся на пассажах 6, 
16 и  25. Иммунофенотипирование полученных 
клеточных линий проводили с  помощью пане-
ли конъюгатов CD-маркерных моноклональных 
антител с  флуорохромами. В  работе использо-
вали моноклональные антитела против CD-34, 
HLA-ABC и  HLA-DR (Caltac, США), CD-44, 
CD-73, CD-105 (Beckman Coulter, США), СD-90 
(Chemicon, США). В качестве негативного кон-
троля использовали очищенные мышиные ан-
титела IgG1/FITC и IgG1/RFE (DAKO, Дания). 
Клетки снимали с  поверхности чашки с  помо-
щью 0.05%-ного раствора трипсина с  EDTA 
(Gibco, США) и  отмывали от него раствором 
РВS, не содержащем ионов Са2+ и Mg2+ (“Био-
лот”, Россия). Полученную суспензию клеток 
(1  млн/мл) в  PBS делили на пробы по 30 мкл, 
добавляли к  каждой из них по 3 мкл антител 
и инкубировали при 4° С в течение 30 мин. Да-
лее пробы доводили до оптимального объема 
(0.3–0.4 мл) буфером FACS (PBS, содержащий 
1% BSA и  0.05% азида натрия).

Индукция остеогенной, адипогенной и хондро-
генной дифференцировки для определения ста-
туса МСК. Использовали модифицированный 
метод (Reyes et al., 2001). Клетки высевали на 
в культуральные чашки Петри диаметром 35 мм 
(50  000  клеток на 1 чашку). Через 1 сут меня-
ли обычную ростовую среду на среду для ади-
погенной или остеогенной дифференцировок 
(StemPro, Gibco, США). Хондрогенную диффе-
ренцировку проводили в  культуре микромасс 
в  хондрогенной дифференцировочной среде 
(StemPro, Gibco, США). Индукцию проводи-
ли в  течение 3 нед., меняя среду через каждые 
7  сут.

Идентификацию остеогенной дифференци-
ровки проводили с  помощью выявления солей 

кальция двумя методами. 1. По модифициро-
ванному методу Мак–Ги–Рассела (Луппа, 1980): 
клетки однократно промывали PBS без ионов 
Ca2+ и  Mg2+ и  фиксировали 4%-ным раство-
ром параформальдегида в течение 20 мин, окра-
шивали ализариновым красным (Alizarin Red 
Solution; Merck, Германия) в течение 5 мин при 
комнатной температуре; визуализацию окрашен-
ных в оранжево-красный цвет отложений каль-
ция проводили с  помощью микроскопа Zeiss 
LSM 5 Pascal (Германия). 2. Для реакции Вон 
Косса: клетки фиксировали 2 мин в  метаноле 
при  –20° С и  окрашивали 2%-ным раствором 
нитрата серебра (“Вектон”, Россия) в  течение 
1  ч  под лампой мощностью 60 Вт. Окрашенные 
клетки промывали дистиллированной водой 
и  помещали на 5 мин в  2.5%-ный раствор тио-
сульфата натрия. Затем клетки снова промывали 
водой и  заливали 70%-ным глицерином. Визу-
ализацию проводили с  помощью микроскопа 
Zeiss LSM 5 Pascal (Германия).

Для идентификации адипогенной диффе-
ренцировки клетки промывали PBS без ионов 
Ca2+ и  Mg2+, фиксировали в  метаноле в  тече-
ние 2 мин при  –20° С. Фиксированные клетки 
промывали 50%-ным этанолом и  окрашивали 
красным масляным (Oil Red O, Sigma, США) 
в течение 10 мин. Далее клетки промывали 50%-
ным этанолом, затем дистиллированной водой 
и  заливали 70%-ным глицерином. Визуализа-
цию окрашенных в  оранжево-красный капель 
жира проводили с  помощью микроскопа Zeiss 
LSM 5 Pascal (Германия).

Для идентификации хондрогенной диффе-
ренцировки из сформированных микромасс 
готовили мазки на трех предметных стеклах, 
фиксировали их содержимое 4%-ным раство-
ром параформальдегида в течение 20 мин. Далее 
каждый из мазков окрашивали в течение 30 мин 
при комнатной температуре 1%-ным раствором 
толуидинового синего в 50%-ном изопропаноле, 
или 0.1%-ным водным раствором сафранина, 
или 1%-ным раствором альцианового сине-
го в  3%-ной уксусной кислоте (Sigma, США). 
Окрашенные мазки промывали дистиллиро-
ванной водой, высушивали и  монтировали под 
покровное стекло.

Идентификацию дифференцировок для ли-
нии MSCWJ-3 проводили на 6-м и  24-м пас-
сажах.
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Полученные в  работе количественные ре-
зультаты обрабатывали статистически с  ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Различия 
считали достоверными при вероятности нулевой 
гипотезы Р  < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологический анализ. Выделенные фи-
бробластоподобные клетки культивировали 
в  течение 24 пассажей. В  результате получена 
линия, названная, согласно источнику получе-
ния, MSCWJ-3. Морфологический анализ этой 
линии показал однородность клеточных попу-
ляций со средними по размеру вытянутыми 
фибробластоподобными клетками на 6-м пас-
саже и  существенно увеличенными по размеру 
вытянутыми клетками на 24-м пассаже (рис. 1).

Репликативное старение. Репликативное ста-
рение клеток MSCWJ-3 оценивали по актив-
ности фермента SA-β-галактозидазы (табл. 1). 
На пассажах 6 и 17 обнаружена небольшая доля 
стареющих клеток, а  на пассаже 24 увеличива-
ется доля окрашенных клеток, что свидетель-
ствует о  вступлении клеток в  активную стадию 
РС. По времени вступления в активную стадию 
РС клетки MSCWJ-3 совпадают с  ранее ис-
следованной линией MSCWJ-1. Сравнение по 
этому показателю с  другой линией, MSCWJ-2, 
свидетельствует о  различиях: клетки MSCWJ-2 
вступают в  стадию активного РС значительно 
раньше, что, возможно, связано с  наличием 

у  них клональной хромосомной перестройки 
(Кольцова и  др., 2017).

Ростовые характеристики. Анализ показал, 
что на 6-м пассаже эффективность клонирова-
ния клеток низкая и  составляет 3.20 ± 1.31%. 
На 16-м и 24-м пассажах клоны не образуются. 
В линиях, выделенных из Вартонова студня пу-
почного канатика человека двух других доноров, 
уровень эффективности клонирования на ран-
нем пассаже тоже низкий (Крылова и др. 2017). 
В целом анализ разных линий МСК свидетель-
ствует, что клоногенная активность постепенно 
снижается вплоть до исчезновения в  процессе 
РС (Szepesi et al., 2016; Кольцова и  др., 2018, 
2019, 2020; Мусорина и  др., 2023).

Клеточная линия MSCWJ-3 на 6-м пасса-
же характеризуется активной пролиферацией 
(рис.  2). Индексы пролиферации (ИП) свиде-
тельствуют о  длительности логарифмической 
фазы роста, равной 72 ч  (в  интервале роста 
24–96 ч). Средний ИП составляет 4.9. Среднее 

Рис. 1. Морфология клеток линии MSCWJ-3 на пассажах 6 и 24. Прижизненные фотографии. Инвертированный 
световой микроскоп Nicon Eclipse TS100 (Япония). Масштабная линейка: 200 мкм.

Таблица 1. Доля клеток с  выраженной активностью 
β-галактозидазы (β-гал) в линии MSCWJ-3 в процес-
се длительного культивирования

Пассаж Число клеток Клетки с активно-
стью β-гал,%

6 1109 11.36 ± 0.95

17 1133 9.18 ± 0.86

24 1001 34.47 ± 1.50

Примечание. Показаны средние значения и их ошиб-
ки на 1000 клеток.
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время одного удвоения клеточной популяции 
составляет 26.1 ± 0.4.

На 16-м пассаже ИП постоянно повышается 
от 72 до 120 ч,  т.е. активная логарифмическая 
фаза составляет 72 ч (72–144) (рис. 2). Средний 
ИП составляет 4.4, т.  е. существенной разницы 
между 6-м и 16-м пассажами по интенсивности 
пролиферации нет.

Среднее время одного удвоения клеточной 
популяции составляет 23.7 ± 0.2. Несмотря на 
очень небольшую разницу по времени удвоения 
между 6-м и  16-м пассажами, она достоверна 
(Р < 0.01). Таким образом, к 16-му пассажу про-
лиферативная активность несколько замедля-
ется. Отметим, что, согласно табл.  1, заметные 
процессы РС еще не начались.

На 24-м пассаже в  стадии активного РС 
(табл.  1) наблюдается существенное уменьше-
ние ИП. Через 24 ч после посева ИП снижается 
из-за гибели клеток. Уровень ИП начинает пре-
вышать единицу только после 48 ч. Наблюдает-
ся тенденция к  постепенному увеличению ИП 
в процессе культивирования от 72 до 144 ч; мак-
симальный уровень его достигается к 144 ч, ко-
торый уже значимо отличается от 72 ч (Р < 0.05). 
Активной логарифмической фазой роста можно 
условно считать 72 ч  в  период от 72 до 144  ч. 
Средний ИП составляет 1.5. Среднее время од-
ного удвоения клеточной популяции составляет 
64.5 ± 1.3 ч, что свидетельствует о значительном 
снижении пролиферативной активности в  про-
цессе РС. Сравнение по пролиферативной ак-

тивности линии MSCWJ-3 с ранее полученными 
линиями MSCWJ-1 и  MSCWJ-2 показало, что 
при длительном культивировании во всех трех 
линиях увеличивается среднее время удвоения 
клеточных популяций. Различия выражаются 
только степенью увеличения (Кольцова и  др., 
2017).

Кариотипический анализ вновь полученной 
линии MSCWJ-3, выделенной из Вартонова 
студня пупочного канатика донора мужского 
пола проведен на 6-м, 16-м и  24-м пассажах. 
Клетки сохраняли нормальный диплоидный ка-
риотип мужчины (46, XY) на протяжении все-
го срока культивирования. Тем не менее при 
анализе 100 клеток на каждом исследуемом 
пассаже в  единичных клетках были выявлены 
трисомии по разным аутосомам (рис. 3). Так, на 
пассаже 6  – трисомия по хромосоме 2 в  одной 
клетке и  трисомия по хромосоме 20  – в  дру-
гой; на пассаже 16  – трисомия по хромосомам 
2 и  17 также в  двух разных клетках; на пассаже 
24  – трисомия по хромосомам 1, 8 и  11 в  трех 
разных клетках. Таким образом, доля трисо-
мий на 100  клеток составила 2% на 6-м и  16-м 
пассаже по 2 клетки и  3% (3 клетки) на 24-м 
пассаже. В  этих клетках было по 47 хромосом. 
Структурные хромосомные перестройки не бы-
ли обнаружены ни на одном из исследованных 
пассажей. Доля полиплоидных клеток в популя-

Рис. 2. Кривые роста клеток линии MSCWJ-3 на 
пассажах 6 (кривая 1), 16 (кривая 2) и 24 (кривая 3).

Рис. 3. Кариотип клеточной линии MSCWJ-3. Нор-
мальный кариотип: 46, XY. На врезках показаны 
трисомии по разным аутосомам, выявленные в еди-
ничных клетках с числом хромосом 47, на пассажах 
6, 16 и  24.
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ции, оцененная по 1000 метафазных пластинок, 
составляла 2, 3.1 и  0.6% на пассажах 6, 16 и  24 
соответственно.

Надо отметить, что трисомии в  МСК встре-
чаются редко. Ранее нами были проанализиро-
ваны 19 линий МСК, выделенные из разных 
источников. 9 линий были проанализированы 
только на ранних пассажах, а  10 линий  – на 
ранних и  поздних пассажах, включая РС. Ана-
лиз 10 линий показал, что только в  одной ли-
нии – ADH-MSC, выделенной из эпикардиаль-
ной жировой ткани человека в  процессе аорто-
коронарного шунтирования, выявили трисомию 
на раннем и позднем пассажах (Мусорина и др., 
2019). Имеющийся небольшой материал пока 
не позволяет делать выводы о систематическом 
появлении трисомий в линиях МСК в процессе 
длительного культивирования, включая актив-
ную стадию РС.

Иммунофлуоресцентный анализ. В  получен-
ной линии показано наличие маркеров ранней 
дифференцировки эмбриональных стволовых 
клеток в  производные трех зародышевых лист-
ков (рис. 4). Идентифицированы следующие 
маркеры: α-актинин (маркер мезодермы), α-фе-
топротеин (маркер энтодерму). Нестин (мар-
кер эктодермы) визуализировался в  единичных 
клетках. Полученнные клетки MSCWJ-3 по 
маркерам мезодермы и  энтодермы совпадают 
c ранее полученными MSCWJ-1 и  MSCWJ-2 
(Крылова и  др., 2017). Есть много совпадений 
не только между линиями МСК, выделенными 
из одного органа, но и  между линиями МСК 
разного происхождения (Riekstina et al., 2009; 
Кольцова и  др, 2015, 2018, 2020, 2022, Мусо-
рина 2019, 2023). Предположительно, функ-

циональная роль этих маркеров связана либо 
с  дифференцировочной пластичностью МСК, 
либо с  эмбриональным происхождением МСК. 
Известно, что МСК могут дифференцироваться 
в производные всех трех зародышевых листков. 
Так, в наших работах показано, что в клеточных 
линиях, выделенных из пульпы зуба и  десны, 
наблюдается экспрессия гена нейроспецифи-
ческой элоназы (NSE), участвующего в  нейро-
нальной дифференцировке, соответствующей 
эктодермальному направлению (Кольцова и др., 
2018, 2019). ПЦР-анализ в  других исследова-
ниях показал экспрессию нестина (эктодерма), 
TGF-P и  GATA4 (мезодерма), PDX1 (эндодер-
ма) в  разных по происхождению линиях МСК 
(Huang et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi 
et al., 2011).

Статус МСК. Поверхностные антигены полу-
ченной линии, оцененные с  помощью проточ-
ной цитофлуориметрии, в  целом подтвердили 
наличие у  них статуса МСК (табл. 2). Так, на 
пассаже 6 большая доля клеток несет антигены 
CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA- ABC, а ма-
лая – антигены CD34, CD45 и HLA-DR. В про-
цессе РС на пассаже 16 все соотношение этих 
долей остается на том же уровне. В  активной 
стадии РС на 25-м пассаже принципиальных 
изменений не наблюдали. Эти результаты оди-
наковы для разных линий МСК. (Полянская, 
2018).

Остеогенная, адипогенная и  хондрогенная 
дифференцировки. Результаты анализа диффе-
ренцировочного потенциала в клеточной линии 
MSCWJ-3 представлены на рис. 5 и  свидетель-
ствуют об активной адипогенной дифференци-
ровке на 6-м пассаже и  ее ослаблении на 24-м 

Рис. 4. Идентификация маркеров ранней дифференцировки эмбриональных стволовых клеток человека в клетках 
линии MSCWJ-3 на 6-м пассаже по флуоресценции соответствующих моноклональных антител.
Зеленым цветом показаны маркеры эктодермы (нестин), мезодермы (α-актинин), энтодермы (α-фетопротеин). 
Ядра окрашены Hoechst 33342. Масштабная линейка: 100 мкм.
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Таблица 2. Доли клеток линии MSCWJ-3 с разными поверхностными маркерами (%)

Маркер Пассаж 6 Пассаж 16 Пассаж 25

CD44 99.92 ± 0.02 99.88 ± 0.09 98,24 ± 0.09

CD73 99.67 ± 0.74 86.19 ± 2.51 98.71 ± 0.08

CD90 99.96 ± 0.02 99.88 ± 0.15 98.24 ± 0.85

CD105 95.73 ± 1.75 99.17 ± 0.70 91.26 ± 3.19

HLA-ABC 62.86 ± 1.32 99.52 ± 0.12 92.00 ± 3.15

HLA-DR 0.14 ± 0.06 0.39 ± 0.06 0.92 ± 0.27

CD45 0.54 ± 0.02 0.28 ± 0.07 0.87 ± 0.26

CD34 1.63 ± 0.25 0.63 ± 0.10 3.17 ± 0.87

Примечание. Показаны средние значения и их ошибки из трех экспериментов.

Рис. 5. Визуализация дифференцировки клеток линии MSCWJ-3 в  адипогенном и  остеогенном направлении на 
пассажах 6 и 24. Жировые включения (адипогенная дифференцировка) окрашены масляным красным (масштаб-
ная линейка: 100 мкм), соли кальция в межклеточном пространстве выявлены окраской ализариновым красным 
и  реакцией Вон Косса (масштабная линейка: 200 мкм).



	 НОВАЯ ЛИНИЯ МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК...	 349

ЦИТОЛОГИЯ    том 66    №  4    2024

пассаже. Наблюдается и  активная остеогенная 
дифференцировка на пассаже 6, идентифициро-
ванная по окраске ализариновым красным и ре-
акция Вон Косса. На 24-м пассаже эта диффе-
ренцировка значительно слабеет. Хондрогенная 
дифференцировка, индуцированная при культи-
вировании клеток в  микромассе, отсутствовала 
полностью и на раннем и позднем пассажах (не 
показано).

Следует отметить, что в  большинстве слу-
чаев на ранних пассажах имеют место все три 
дифференцировки. Но, тем не менее, встре-
чаются исключения, когда проявляются две 
дифференцировки. Так, нами и  рядом других 
авторов обнаружено отсутствие адипогенной 
дифференцировки на раннем пассаже линии 
МСК, выделенной из пульпы зуба, (Zhang et 
al., 2006; Sonoyama et al., 2008; Кольцова и  др., 
2018; Monterubbianesi et al., 2019). Данные об от-
сутствии хондрогенной дифференцировки в ли-
нии, выделенной из Вартонова студня пупочно-
го канатика, получены впервые. В  двух ранее 
полученных линиях, MSCWJ-1 и  MSCWJ-2, 
выделенных из этой же ткани, но от разных 
доноров, на ранних пассажах присутствовали 
все три дифференцировки (Крылова и др. 2017). 
Причины этих различий пока неясны. Основы-
ваясь на результатах других исследований, мож-
но предположить, что условия культивирования 
или гетерогенность клеточных популяций могут 
влиять на уровень дифференцировки (Chen et 
al., 2023; Hatori et al., 2023; Hsu et al., 2023; Sattar 
et al., 2024). Можно предположить, что и в дан-
ном случае имеет место одна из этих причин. 
В нашем ранее проведенном исследовании трех 
популяций клеток, выделенных из одной линии 
эмбриональных стволовых клеток человека (ли-
ния SC7), показано, что все три выделенные 
клеточные популяции принципиально разли-
чаются между собой по дифференцировочному 
потенциалу (Кольцова и  др., 2022).

В целом, анализ всех статусных характери-
стик линии MSCWJ-3, выделенной из Вартоно-
ва студня пупочного канатика донора мужского 
пола и сравнение их с ранее полученными дву-
мя линиями этого же происхождения, свиде-
тельствует о том, что, несмотря на ряд различий 
между ними, линия MSCWJ-3, как и  ранее по-
лученные MSCWJ- 1 и  MSCWJ-2 соответствует 
статусу МСК (Крылова и  др. 2017; Кольцова 
и  др., 2017). Межлинейные различия связаны, 

в  основном, со степенью выраженности ряда 
статусных характеристик. Причем наибольшие 
различия наблюдаются между вновь получен-
ной линией MSCWJ-3 и линией MSCWJ-2, что, 
по-видимому, связано с  наличием на ранних 
пассажах клеток линии MSCWJ-2 клональной 
хромосомной перестройки, которая, возможно, 
влияет и  на наступление в  этой линии ранней 
активной стадии РС. Также надо подчеркнуть, 
что сравнение трех полученных линий свиде-
тельствует об отсутствии гендерных различий 
по статусным характеристикам, что совпадает 
с ранее полученными сравнительными данными 
по разным МСК, выделенных из пульпы зуба 
(Мусорина и  др., 2023).
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Все процедуры, выполненные в  исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской эти-
ке и  Хельсинкской декларации 1964 года и  ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. От пациентки, являющейся до-
нором ткани, было получено подписанное ин-
формированное добровольное согласие на пре-
доставление гистологического материала для 
проведения научных исследований.
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NEW LINE OF MESENCHYMAL STEM CELL ISOLATED FROM WARTON’S JELLY 
OF THE UMBICAL CORD OF MALE HUMAN DONOR

A. M. Koltsovaа, *, A. S. Musorinaa, A. N. Shatrovaa, V. I. Turilovaa,  
T. K. Yakovlevaa, G. G. Poljanskayaа, **

a Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064, Russia 
* E-mail: koltsova.am@mail.ru

** E-mail: gpolanskaya@gmail.com

A new non-immortalized fibroblast-like cell line, named MSCWJ-3, was generated and characterized. 
Characteristics during long-term cultivation (6–24 passages) confirm the status of MSCs. It is shown: 1) a 
gradual increase in the proportion of senescent cells during long-term cultivation; 2) a significant decrease 
in the proliferation index by the 24th passage; 3) preservation of the normal diploid karyotype of the man 
(46, XY) during the entire period of cultivation, trisomy for different autosomes in single cells, absence of 
structural chromosomal rearrangements; 4) a high proportion of cells carrying surface antigens characteristic 
of MSCs: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC and a low proportion with antigens CD34, CD45 and 
HLA-DR over 24 passages. Cells of the MSCWJ-3 line are capable of differentiation in the osteogenic and 
adipogenic directions at early and late passages; differentiation in the chondrogenic direction is absent. In 
general, there are some differences with previously obtained lines isolated from the same source and are 
associated mainly with the degree of expression of a number of status characteristics.

Keywords: human mesenchymal stem cells, replicative senescence, proliferative activity, cell surface markers, 
karyotype, differentiation
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Клетки, выделенные из разных источников 
тканей, таких как костный мозг (КМ), жировая 
ткань (ЖТ), пуповинная кровь (ПК), плацента, 
дентин пульпы зуба, дерма кожи, с  фенотипом 
мезенхимных стволовых/стромальных клеток 
(МСК) у  разных видов животных, в  том числе 
и  человека, демонстрируют схожие свойства 
при адаптации их к условиям культивирования. 
Это вытянутые веретенообразные клетки 
с  фибробластоподобной морфологией, с  круг­
лым или овальным ядром, в  котором хорошо 
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Мезенхимные стволовые/стромальные клетки (МСК), выделенные из жировой ткани (ЖТ) 
лошадей, представляют собой перспективный материал для создания биоветеринарных про­
дуктов с  целью профилактики и  лечения многих заболеваний. Производство этих клеток для 
клинического применения требует совершенствования условий бессывороточного культивирования. 
Микроокружение может оказывать влияние на свойства МСК. Считается, что требования к условиям 
культивирования без сыворотки крови животных являются видоспецифичными. Целью настоящего 
исследования было оценить коммерчески доступную бессывороточную среду (БС) MesenCult 
(STEMCELL Technologies, США), созданную для МСК человека, для культивирования МСК(ЖТ) 
лошади. Одну часть клеток размножали в течение 10 пассажей в стандартной среде ДМЕМ с низким 
содержанием глюкозы (1 г/л) и  10% сыворотки крови плодов коров (СКПК), а  вторую  – в  БС. 
Результаты показывают, что размножение МСК лошади в  БС (MesenCult), предназначенной для 
культивирования МСК человека, возможно, так как клетки хорошо к  ней адаптируются и  сохра­
няют свойства, характерные для клеток, которые культивируются в  ДМЕМ с  СКПК: морфологию, 
скорость роста, время удвоения и митотический индекс, клонообразующие способности, диплоидный 
набор хромосом, большое количество клеток с  фенотипом CD90 (90.8%) и  низкое с  фенотипом 
CD31 (0.8%), CD34 (0.9%), а  также потенции при индукции к  дифференцировке в  адипо-, остео- 
и  хондорогенном направлениях.  МСК(ЖТ) лошади демонстрировали стабильные характеристики 
после культивирования в течение 10 пассажей в БС, что обеспечивает многообещающую основу для 
их дальнейшего использования. Наши результаты демонстрируют, что среда MesenCult может быть 
альтернативой для бессывороточного культивирования МСК(ЖТ) лошади с  целью их размножения 
в  предклинических исследованиях.
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визуализируются 2–4 ядрышка. Они обладают 
высокой адгезивной способностью, быстро 
прикрепляются ко дну культурального фла­
кона, размножаются, образуя монослой, имеют 
клонообразующие способности и  сохраняют во 
время длительного культивирования геномную 
стабильность при самообновлении (более 
50–55 цитогенераций). До сих пор не найден 
специфический маркер (ген), экспрессия которого 
бы на транскрипционном или трансляционном 
уровнях, подтверждала их происхождение. 
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Поэтому эти клетки оцениваются по транск­
риптому (комплексу мРНК) и/или имму­
нофенотипу (комплексу CD-маркеров), кото­
рый характеризуется наличием поверхностных 
антигенов CD73, CD90, CD105 и  отсутствием 
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a или CD19 
или антигенов комплекса гистосовместимости 
класса II (HLA II, лейкоцитарные антигены 
класса II человека). Основным критерием при­
надлежности клеток к  популяции МСК остает­
ся функциональный тест in vitro  – способность 
при индукции к  дифференцировке в  адипо-, 
остео- и  хондрогенном направлениях. Эти 
клетки должны обладать прогениторными 
свойствами – дифференцироваться во все типы 
клеток костной, хрящевой и  жировой тканей 
(Dominici et al., 2006; Bianco et al., 2008; An­
drzejewska et al., 2019).

В последние годы МСК исследуются на 
предмет их потенциального клинического 
применения при различных заболеваниях, 
включая ортопедические травмы и  воспали­
тельные/иммуноопосредованные заболевания 
(Jones, McTaggart, 2008; Menard et al., 2020; 
Watanabe et al., 2021; Паюшина и  др., 2022). 
Учитывая иммуномодулирующие и  противо­
воспалительные свойства, Каплан (Caplan, 
2017) предложил называть их медицинскими 
сигнальными клетками (medicinal signaling 
cells). Для лечения широкого спектра заболе­
ваний разрабатываются клеточные, на основе 
МСК, (Wang et al., 2016) и  неклеточные 
(кондиционированная среда, экзосомы) 
продукты (Huang, Lai, 2019; Han et al., 2022). 
Число клинических исследований, успешно 
завершивших фазу II и  вошедших в  фазу 
III, растет с  каждым годом (Moll et al., 2019; 
Viswanathan et al., 2021). Чтобы получить те­
рапевтически значимое количество МСК, не­
обходимо адаптировать их к  условиям in vitro 
и  размножить. Микрооружение может оказать 
огромное влияние на свойства клеток. Стан­
дартные условия их культивирования требуют 
наличия среды ДМЕМ с  низким содержанием 
глюкозы (1 г/л), которую дополняют 10% сы­
воротки крови плодов коров (СКПК или FBS 
в  англоязычной литературе) (Zuk et al., 2002; 
Тепляшин и  др., 2005).

Ростовые среды на основе СКПК пред­
ставляют потенциальную угрозу заражения 
клеток патогенами, такими как микоплазмы, 

вирусы и прионы; последние из перечисленных 
могут быть источником распространения 
трансмиссивной губчатой энцефалопатии. 
Сыворотка крови животных  – самый 
нестабильный компонент питательной среды 
вследствие ее изменчивости от партии к партии 
(сохраняются проблемы, касающиеся ее сбора), 
а  также ожидаемой нехватки в  будущем, ког­
да клеточная терапия будет использоваться 
более интенсивно. В  качестве замены СКПК 
в  среде для культивирования МСК человека, 
рассматривается лизат тромбоцитов (Got­
tipamula et al., 2013). Продемонстрирова­
но, что добавление его в  среду увеличивает 
пролиферацию МСК человека по сравнению со 
средой, которая содержит СКПК, и  не влияет 
на экспрессию генов поверхностных антигенов 
клеток (Jung et al., 2012; Kinzebach, Bieback, 
2013), кроме HLA-DR (Dam et al., 2021). 
С  точки зрения вариабельности состава лизата 
тромбоцитов от партии к  партии, возможно­
го загрязнения патогенами, а  также вероятно­
сти нехватки поставок в  будущем, эта добавка 
имеет те же недостатки, что и сыворотка крови 
животных. Многие работники по-прежнему 
выращивают МСК в среде с добавлением СКПК. 
Международное общество клеточной терапии 
(ISCT) недавно обратилось к  этому вопросу, 
стремясь к  достижению соглашения по поводу 
заменителей сыворотки и  бессывороточных 
сред (БС) для клеточной терапии (Karnieli at 
al., 2017).

Поиск условий культивирования, свободных 
от ксенобелков, для снижения вероятности 
возникновения иммунных реакций на 
чужеродные белки и  передачи инфекционных 
заболеваний, позволил разработать для МСК 
человека подходящее микроокружение без 
сыворотки крови животных (Gottipamula et 
al., 2013; Bhat et al., 2021). Эти среды, напри­
мер, StemPro®MSC SFM XenoFree (Thrermo FS, 
США), StemMACS™ MSC Expansion Media Kit 
XF (Miltenyi Biotec, Германия), CellCorTMCDMSC 
(XCELL, Республика Корея) и  другие содержат 
очищенные или рекомбинантные белки 
и синтетические пептиды. БС были разработаны 
для размножения МСК человека и  изучены 
в такой же степени, как и среды на основе лизата 
тромбоцитов. Было продемонстрировано, что 
МСК человека пролиферируют в таких условиях 
и  сохраняют способность к  дифференцировке 
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при индукции, однако имеются также сообщения 
об индуцированном старении клеток in vitro 
(Lee et al., 2022). Анализ данных, приведенных 
в  вышеперечисленных источниках научной 
литературы по использованию БС для МСК 
человека, носят противоречивый характер. 
БС могут отличаться от партии к  партии, 
их состав недоступен исследователям, что 
усложняет поиск наиболее подходящей среды 
для размножения МСК с  целью создания кле­
точного продукта и  их клинического приме­
нения. В  соответствии с  рекомендациями, 
опубликованными ISCT (Karnieli at al., 2017), 
крайне важно оценить влияние конкретных 
условий бессывороточного культивирования на 
конкретный тип МСК, предназначенных для 
клеточной терапии. В  идеале переход на БС 
должен быть осуществлен на ранней стадии 
таких исследований, чтобы можно было изучить 
эффективность и  механизм ее действия.

Опубликованные исследования по пригод­
ности БС в  основном сосредоточены на куль­
тивировании МСК(КМ) и  МСК(ЖТ) чело­
века. Бессыворотоная культура МСК крупных 
животных рассматривалась лишь в  очень 
небольшом количестве исследований (Naskou 
et al., 2018; Hagen et al., 2022; Pilgrim et al., 
2022). Аутологичные модели животных часто 
используются при трансляционной разработке 
терапии МСК для медицины человека, при 
этом было бы желательно работать с  МСК, 
культивируемыми в сравнимых условиях культи­
вирования, которые предназначены для оценки 
конечного клеточного продукта. Более того, 
клеточная терапия разрабатывается не только 
для медицины, но и  для ветеринарии, что 
требует адекватных производственных процессов 
и  одобрения регулирующих органов (Borjesson, 
Peroni, 2011). Поскольку клеточные продукты 
на основе МСК все чаще используются для 
лечения собак и лошадей (Victorova, Savchenkova, 
2020; Platonova et al., 2021), производство этих 
клеток для клинического применения требует 
совершенствования систем культивирования 
для удовлетворения потребностей в их большом 
количестве и  удалении ксенобелков.

Следует отметить, что в  настоящее время 
имеется недостаточно данных по созданию БС 
для поддержания МСК животных. У  лошадей 
МСК выделяют из разных источников тканей 
(Vidal et al., 2012; Коровина и  др., 2015). Их 

функциональные свойства в  значительной 
степени охарактеризованы (Коровина и  др., 
2017; de Schauwer et al., 2011), и накапливаются 
данные об успешном применении их в клеточной 
терапии лечения ортопедических заболеваний 
лошадей (Govoni, 2015; Jammes et al., 2023, Petro­
va, Vachkova 2023). В  связи с  этим поведение 
МСК лошадей в  бессывороточных условиях 
культивирования представляет интерес.

Цель данного исследования заключалась 
в  оценке коммерчески доступной БС Mes­
enCult (STEMCELL Technologies, США) для 
культивирования МСК(ЖТ) лошадей.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Клетки и  их культивирование. В  работе 
использовали клетки с  фенотипом, подобным 
МСК, полученные из ЖТ здоровых лошадей 
в  возрасте 5 ± 2.5 лет, которые были охарак­
теризованы, заморожены на 2–3 пассажах 
культивирования и  хранились в  криобанке 
Лаборатории стволовых клеток ФНЦ Всерос­
сийского научно-исследовательского инсти­
тута экспериментальной ветеринарии РАН 
(Москва). Одну ампулу клеток размораживали 
в  один культуральный флакон с  площадью 
роста 25 см2 и  после образования клеточного 
монослоя пересевали в два одинаковых флакона 
в  соотношении 1:2 (0-й пассаж). Клетки 1-го 
флакона культивировали в  обычных условиях 
(контроль), т.  е. в  среде Игла в  модификации 
Дюльбекко (ДМЕМ; “ПанЭко”, Россия), 
которая содержала 1 г/л глюкозы, 10% СКПК 
(INTL KANG, Китай) и  однократный раствор 
заменимых аминокислот (Gibco, Invitrogene, 
Life Technologies, США) без антибиотиков. 
Клетки 2-го флакона культивировали в  БС 
MesenCult human (STEMCELL Technologies, 
США), как рекомендовано производителем. 
Среда MesenCult представляет собой стандарти­
зированную базальную среду, в которую вносят 
дополнительно добавку MesenCult, стимулирую­
щую размножение МСК человека in vitro.

Для культивирования клеток использовали 
стандартные культуральные флаконы с  пло­
щадью посева 25 см2 (SPL, Корея). Клетки 
пассировали в  соотношении 1:5. Плотность 
клеток при пассировании составляла 5 · 103 
клеток на 1 см2. Для отделения клеток от дна 
флакона при пассировании их обрабатывали 
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0.4%-ным раствором Версена (“ПанЭко”, Рос­
сия), а  затем 0.25%-ным раствором трипсина 
(“ПанЭко”, Россия). Культивирование прово­
дили в  стандартных условиях при 37° С и  5% 
CO2 в увлажненной атмосфере, меняя среду два 
раза в неделю. Клетки культивировали до 10-го 
пассажа включительно.

Оценка свойств МСК(ЖТ) в  культуре. 
МСК оценивали по морфологии, адгезии ко 
дну культурального пластика, скорости и  ка­
честву формируемого клеточного монослоя, 
способности клеток к  размножению.

Морфологический анализ клеток, растущих 
в  разных средах, проводили на 4-е сут после 
посева, на 4-м и  10-м пассажах в  окрашенных 
препаратах (краситель “Гимза”, “ПанЭко”, 
Россия) визуально с  помощью инвертирован­
ного фазово-контрастного микроскопа (Carl 
Zeiss, Германия) и  программного обеспечения 
AxioVision Rel. 4.8. (htpp:www.zeiss.com)

Скорость формирования монослоя клеточных 
популяций, посеянных в  одной и  той же кон­
центрации, оценивали по динамике изменения 
количества клеток, вплоть до момента обра­
зования ими 100%-ного монослоя.

Продолжительность клеточного цикла в  ис­
следуемых МСК определяли на основании 
данных о  времени удвоения числа клеток. До­
лю  клеток в  фазе G0 не учитывали. Среднее 
время удвоения числа клеток рассчитывали по 
формуле td = t / log2(Nt / N0), где td − время удво­
ения числа клеток, t – время между начальным 
и конечным подсчeтом клеток, N0 и Nt – число 
клеток в  начале и  конце эксперимента соот­
ветственно.

Митотический индекс для каждой популяции 
клеток рассчитывали в  фазе логарифмического 
роста как отношение числа митозов к  общему 
числу подсчитанных клеток, умноженное на 
1000 (в  ‰).

Способность клонообразования анализировали 
на 10-м пассаже культивирования клеток 
в  разных средах. Для этого МСК пассировали 
при плотности 1 ⋅ 103 в  культуральные флаконы 
(25 см2). Эффективность клонообразования 
рассчитывали в  процентах, как отношение 
числа сформированных клонов к общему числу 
посеянных клеток.

Кариотипический анализ МСК(ЖТ) лошади. 
Митоз МСК в  логарифмической фазе роста 
блокировали 100-кратным раствором колхицина 

(“Биолот”, Россия) в  конечной концентрации 
0.1 мкг/мл в  течение 4 ч. Клетки снимали 
с  субстрата как описано выше, осаждали 
высокоскоростным центрифугирование (500 g, 
10 мин), затем проводили гипотоническую об­
работку смесью 0.075 М раствора КСl и 1%-ного 
раствора цитрата натрия. Клетки фиксировали 
(трижды) смесью метанола с  ледяной уксусной 
кислотой (3 : 1) с  последовательным их осажде­
нием высокоскоростным центрифугированием 
(500 g, 10 мин). Клетки раскапывали на пред­
метное стекло и  окрашивали 1%-ным раство­
ром Гимза для количественного кариотипиче­
ского анализа. Для каждой группы МСК(ЖТ) 
лошади на 10-м пассаже оценивали не менее 
20 метафазных пластинок.

Иммуноцитохимический анализ. Наличие 
поверхностных антигенов (АГ) на МСК(ЖТ) 
анализировали с помощью проточной цитофлу­
ориметрии на цитометре Epics Elite Cоulter 
(США). Для этого клетки на 10-м пассаже 
после культивирования в  разных средах (стан­
дартная и  БС) снимали с  субстрата 0.25%-ным 
раствором трипсина, считали, отмывали и алик­
воты по 2 ∙ 105 клеток инкубировали с  мыши­
ными антителами против антигенов человека: 
CD31, CD34, CD90 (Becton Dickinson, США), 
в  разведении 1:30 (PBS, дополненный 2% 
СКПК) при 4° С в  течение 45 мин в  темноте. 
В качестве вторых использовали анти-мышиные 
IgG, меченые FITC той же фирмы. Присутствие 
каждого антигена оценивали по результатам 
трех экспериментов.

Индукция адипо-, остео- и  хондрогенной 
дифференцировок МСК(ЖТ). Способность 
МСК к  дифференцировке в  трех направлени­
ях in vitro изучали с  использованием наборов 
для дифференцировки StemPro® (Gibco by Life 
Technologies, США). Клетки на 4-м и  10-м пас­
сажах переносили в  24-луночные планшеты 
при плотности 1 ⋅ 104 кл./см2. По достижении 
70–80%-ного монослоя питательную среду 
удаляли и  добавляли соответствующую индук­
ционную, которую меняли каждые 3–4 сут. Эф­
фективность дифференцировки оценивали на 
21 сут культивирования. Клетки фиксировали 
метанолом, охлаждeнным до –20° С (Macron 
Fine Chemicals, США) в  течение 30 мин, 
и  окрашивали специфическими красителями. 
Липидные включения в  цитоплазме клеток 
при адипогенной дифференцировке выявляли 
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визуально под микроскопом. Эффективность 
остеогенной дифференцировки анализировали 
по окраске карбонатов и  фосфатов кальция 
методом серебрения по Ван Косса с  помощью 
набора (Bio-Optica, Италия). Дифференцировку 
в хондрогенном направлении в монослое выяв­
ляли окрашиванием полисахаридов и  муцинов 
альциановым синим (“БиоВитрум”, Россия), 
в  сочетании с  гематоксилином Гарриса (“Лаб­
поинт”, Россия).

Статистический анализ. Все эксперименты 
повторяли трижды. Полученные результаты 
представлены в  виде средних значений и  их 
стандартных отклонений. Статистические срав­
нения между экспериментальными группами 
проводили с  использованием t-критерия Стью­
дента. Различия считали достоверными при 
вероятности P < 0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологический анализ. Морфологические 
различия между МСК(ЖТ) лошади на 4-е сут 
после посева в  разные экспериментальные 
группы (стандартные условия культивирования 
(ДМЕМ с 10% СКПК) и БС MesenCult для МСК 
человека) не были обнаружены. Клеточные по­
пуляции представлены узкими веретенообраз­
ными клетками с  фибробластоподобной мор­
фологией (рис. 1а, б), которые имели овальное 
или круглое ядро, расположенное в  центре, 
с  2–4 ядрышками и  однородную незернистую 
цитоплазму. В  условиях короткого (4 пассажа) 
и более длительного культивирования (10 пасса­
жей) в клеточной популяции, находящейся в БС, 
изменений морфологии клеток не наблюдали 
(рис. 1г, е) по сравнению с контрольной группой 
(рис. 1в, д) соответственно.

Ростовые характеристики. В  стандартных 
условиях культивирования на ранних пассажах 
среднее время удвоения популяции МСК(ЖТ) 
лошади составляло 46 ± 0.01 ч,  митотический 
индекс  – 34‰, а  в  среде MеsenСult эти по­
казатели составляли 48 ± 0.03 и  33‰ соот­
ветственно. К  10-му пассажу эти показатели 
менялись незначительно. Так, время удвоения 
в  стандартных условиях было 48 ± 0.07 с  ми­
тотическим индексом 33‰, а  в  среде БС 46  ± 
± 0.01 и 33‰ соответственно. По скорости роста 
МСК в  двух экспериментальных группах не 

различалась между собой ни в одном временном 
интервале их размножения (P ≤ 0.01). При 
посеве клеток в  плотности 2 · 103 на см2 они 
формировали 100%-ный монослой в  обеих 
группах через 8 ± 0.001 сут культивирования.

Одной из характеристик МСК животных 
является способность их при низкой плотности 
посева образовывать клоны. Результаты наших 
исследований показали, что эффективность 
клонобразования МСК(ЖТ) не зависела от 
способа их культивирования в  среде ДМЕМ 
с  СПКП или в  среде MesenСult и  составляла 
89 ± 0.1% и  87 ± 0.01% соответственно.

Кариотипический анализ. В  табл. 1 пред­
ставлены результаты кариотипического ана­
лиза, выполненные на 4-м и  10-м пассажах 
культивирования МСК в стандартных условиях 
(контроль) и  БС MesenCult соответственно. 
Количественный анализ хромосом показал, 
что МСК(ЖТ) лошади, культивируемые в  сре­
де с  сывороткой крови и  без нее, сохраняли 
диплоидный набор хромосом. Анеуплоидия, по­
липлоидия и случайные потери числа хромосом 
не были обнаружены.

Рис. 1. Морфология МСК(ЖТ) лошади, куль­
тивируемых в обычной среде (a, в, д) и БС MesenСult 
(б, г, е) на 4-е сут после посева (а, б) и на пассажах 
4 (в,  г) и  10 (д,  е). Увел: об. 10×, ок. 10×.
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Иммунофенотипирование. При связывании 
с  соответствующими меченными антителами 
МСК лошади окрашиваются на CD44, СD90, 
CD105 и  не окрашиваются на CD31, CD34 
и  CD45. Ранее мы показали, что мышиные 
антитела против антигенов человека обладают 
специфичностью при выявлении экспрессии 
генов некоторых поверхностных антигенов 
(СD31, СD34, СD90) на МСК, выделенных из 
пуповинной крови (ПК) лошади (Коровина 
и  др., 2017). Мы использовали мышиные анти­
тела против антигенов человека, основываясь 
на результатах работы, в  которой было про­
анализировано 379 мышиных антител против 
кластера молекул дифференцировки человека 
на межвидовую кросс-реактивность с  лейко­
цитами лошади и  показана возможность их 
использования (Ibrahim et al., 2007). В  связи 
с  этим, не имея специфичных антител против 
антигенов лошади, мы окрашивали МСК(ЖТ), 
культивируемые в  разных условиях на 10-м 
пассаже, антителами против тех же антигенов, 
что и  МСК(ПК) лошади.

Как видно из результатов, представленных на 
рис. 2, МСК(ЖТ) лошади не окрашивались на 
CD34 (сиаломуцин) и CD31 (PECAM), которые 
выявляются на поверхности гемопоэтических 
стволовых и  эндотелиальных клеток соответ­
ственно. Количество клеток с фенотипом CD90+ 
в  условиях бессывороточного культивирования 
было сопоставимо с  контролем и  не менялось. 
Результаты показывают, что статистически 
значимых различий экспрессии одного из 
маркеров фенотипа МСК (CD90) не обнаружено 
(P ≤ 0.01). Ранее другими авторами (Shubert et al., 
2018) было показано, что при культивировании 
МСК лошадей в  БС (среде MACX) на 3-м 

пассаже доля клеток положительно окрашенных 
на CD29 и  CD90 варьировала от 60.3 до 99.3% 
и  от 5.21 до 36.7% соответственно. Клетки, 
культивируемые в  DMEM, показали более ста­
бильную популяцию с фенотипом CD90+ (86.2–
99.5%).

Прогениторные свойства МСК(ЖТ) лошади. 
Из-за отсутствия панели специфичных антител 
против антигенов лошади в  настоящих экс­
периментах оценивали влияние условий куль­
тивирования в  присутствии и  отсутствии 
СКПК на функциональные свойства МСК, 
а  именно формировать при индукции клет­
ки  жировой, костной и  хрящевой тканей. 
На 21-е сут культивирования МСК в  среде, 
содержащей индукторы, которые направляют 
дифференцировку в  направлении жировой 
ткани, наблюдали формирование адипоцитов 
с  липидными везикулами как в  клетках, 
культивируемых в  стандартных условиях, так 
и  в  БС MesenСult (рис.  3а, б). При индукции 
МСК(ЖТ) в остеогенном направлении на 21-е сут 
окраска методом серебрения по Косса выявила 
наличие солей кальция в  межклеточном прост­
ранстве в  обеих группах, которые окрашива­
лись в черный цвет (рис. 3в, г), а при индукции 
в  хондрогенном направлении в  это же время 
отмечали формирование клеточных пучков, 
которые окрашивались альциановым синим 
в  синий цвет (рис. 3д, е). Таким образом, 
МСК(ЖТ) лошади in vitro сохраняли свои 
прогениторные свойства при индукции 
к  дифференцировке независимо от способа их 
культивирования в  течение 10 пассажей.

Результаты наших экспериментов по­
казали, что МСК(ЖТ) лошади могут быть 
размножены в  коммерчески доступной среде 

Таблица 1. Кариотипический анализ МСК(ЖТ) лошади на ранних и  поздних пассажах культивирования 
в разных условиях

Среда культи­
вирования

№ 
пассажа

Мета­
фазные 

пластинки
(число)

Метафазы/
число клеток

Анеупло­
идия
(%)

Полиплои­
дия, %

Случайные 
потери (число 

хромосом)

Кариотип  
(число хромо­

сом, %)

ДМЕМ + 
+10% СКПК

4 20 34/1000 0 0 0 64, XX (100)

10 29 33/1000 0 0 0 64, XX (100)

БС MesenCult
4 21 33/1000 0 0 0 64, XX (100)

10 20 36/1200 0 0 0 64, XX (100)
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Среда  
культивирования Доля CD-клеток, %

ДМЕМ +  
+ 10% СКПК

CD90: 91.2% CD34: 1.2% CD31: 0.6%

MesenCult

CD90: 90.8% CD34: 0.9% CD31: 0.8%

Рис. 2. Гистограммы проточной цитометрии с использованием специфических антител, демонстрирующие коли­
чество клеток, несущих антигены CD31, CD34, CD90. Серым цветом выделены гистограммы, соответствующие 
контрольному окрашиванию клеток IgG, меченными FITC; белым  – гистограммы, соответствующие окраши­
ванию специфическими АТ, меченными FITC.

Рис. 3. Способность МСК(ЖТ) лошади формировать 
клетки жировой (а,  б), костной (в,  г) и  хрящевой 
(д,  е) тканей при индукции к  дифференциров­
ке после культивирования в  течение 10 пассажей 
в  стандартной среде и  БС. Увел.: об. 20×, ок. 10×.

MesenCult, не  содержащей СКПК, которая 
предназначена  для культивирования МСК 
человека (www.stemcell.com). МСК сохраняли 
единообразную морфологию, характерную для 
этого типа клеток, на протяжении 10 пассажей 
и  экспрессию гена поверхностного антигена 
CD90, сопоставимую с  контрольной группой 
(P ≤ 0.01), а также при индукции были способ­
ны к дифференцировке в адипо-, остео- и хон­
дрогенном направлениях.

В настоящее время сообщений о результатах, 
демонстрирующих возможность использования 
такой среды для поддержания клеток с феноти­
пом МСК других видов животных недостаточно. 
Высказывается предположение, что требования 
к  условиям культивирования в  БС являются 
видоспецифичными (Schubert et al., 2018). Это 
указывает на необходимость оптимизации БС 
для МСК соответствующих видов животных. 
Так, имеются данные о  подержании без 
ксенобелков МСК(ЖТ) собак и лошадей, кото­
рые не теряют свои прогениторные свойства 
(Clark et al., 2016). Однако удаление СКПК из 
систем культивирования МСК собак и лошадей 
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привело к снижению пролиферации этих клеток 
и изменению их иммуномодулирующих свойств 
in vitro. МСК лошади секретировали значительно 
меньше простагландина 2 (PGE2) и  утрачивали 
способность ингибировать секрецию интер­
ферона γ (IFNγ) активированными Т-лимфо­
цитами, в  то время как у  МСК(ЖТ) собак 
такого влияния не выявлено (Clark et al., 2016). 
Требуются дополнительные исследования для 
перехода к условиям размножения МСК живот­
ных в БС. Следует отметить, что в большинстве 
исследований на МСК животных, включая че­
ловека, не всегда проводился анализ влияния 
той или иной БС на экспрессию генов поверх­
ностных антигенов, подтверждающих иммуно­
фенотип МСК. Прогениторные свойства МСК 
после бессывороточного культивирования также 
оценивали в разной степени и эти данные тоже 
носят противоречивый характер (Lee et al., 2022; 
Chen et al., 2023).

В связи с  этим предпринимаются попытки 
с помощью подбора комбинаций факторов роста 
разработать свою БС, способную поддерживать 
пролиферацию и клонообразующую способность 
МСК определенного вида in vitro. В  результате 
такого подбора была создана БС, пригодная для 
культивирования МСК(ЖТ) собак (Devireddy 
et al., 2019), в  которой характеристики роста 
клеток были сопоставимы с  характеристиками, 
полученными в  стандартной среде ДМЕМ, со­
держащей 10% СКПК. Кроме того, наличие 
поверхностных белков на клеточной поверх­
ности и  прогениторный потенциал МСК(ЖТ) 
собак в  БС и  в  стандартных условиях также 
были схожими. Однако коммерческая БС, 
разработанная для культивирования МСК 
человека, не способствовала росту МСК(ЖТ) 
собак. В  этой работе (Devireddy et al., 2019), 
продемонстрировано, что требования к  фак­
торам роста для выделения и  размножения 
МСК(ЖТ) собак отличались от требований, 
предъявляемых к  росту МСК(ЖТ) человека. 
Например, bFGF и TGF-β1 способствуют росту 
МС(ЖТ) человека в культурах с БС. bFGF также 
поддерживает рост МСК(ЖТ) собак, в то время 
как TGF-β1 негативно влияет на эти клетки 
и  снижает клеточную пролиферацию.

Анализ научных данных, полученных 
другими коллективами, показал, что условия 
бессывороточного культивирования МСК 
интенсивно изучаются применительно к  чело­

веку (Gottiparmula et al., 2013; Oikonomopoulos 
et al., 2015; Bui et al., 2021) лошади и  собаке 
(Pilgrim et al, 2022). При этом используются БС, 
большинство из которых коммерчески доступ­
ны, поэтому их составы не раскрыты и не могут 
сравниваться. Расшифровка компонентов БС 
все еще редко встречается в литературе. Ослож­
няет оценку перспективности использования 
этих сред неоднородность клеточных популяций 
МСК из-за отсутствия стандартных методов их 
выделения различными группами, что уменьшает 
возможность сопоставлять результаты. Кроме 
того, существенным сдерживающим фактором 
является как отсутствие специфических антител 
против антигенов лошади, так и  отсутствие 
гена-маркера, экспрессия которого была бы 
специфична именно для этих клеток.

Таким образом, результаты проведенных нами 
исследований показывают, что размножение 
МСК лошади в БС MesenCult, предназначенной 
для культивирования МСК человека, возможно, 
так как клетки хорошо к  ней адаптируются 
и  сохраняют свойства, характерные для них при 
культивировании в  среде ДМЕМ с  СКПК: мор­
фологию, скорость роста, время удвоения и  ми­
тотический индекс, клонообразующие способно­
сти, диплоидный набор хромосом, высокую долю 
клеток с фенотипом CD90 и низкое с фенотипом 
CD31, CD34, способности к  дифференцировке 
в адипо-, остео- и хондорогенном направлениях. 
МСК(ЖТ) лошади демонстрировали стабильные 
характеристики после культивирования в течение 
10 пассажей в  БС, что обеспечивает многообе­
щающую основу для их дальнейшего использо­
вания. Наши результаты подчеркивают важность 
контроля качества, включая функциональные 
анализы, всех отдельных образцов МСК, 
которые будут использоваться в  доклинических 
исследованиях или ветеринарной терапии.
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THE CULTURE OF EQUINE ADIPOSE TISSUE-DERIVED MESENCHYMAL CELLS 
IN SERUM-FREE MEDIA

I. P. Savchenkova*
Federal Science Center Skryabin and Kovalenko All-Russian Research Institute of Experimental Veterinary RAS, 24/1,  

Ryazanskii pr., Moscow, 109428, Russia

* E-mail: s-ip@mail.ru

Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) isolated from equine adipose tissue (AT) represent a promising 
material for the creation of bioveterinary products for the prevention and treatment of many diseases. 
The production of these cells for clinical use requires improved serum-free culture conditions. The 
microenvironment can influence the properties of MSCs. It is believed that the requirements for culture 
conditions without animal blood serum are species specific. The purpose of this study was to evaluate the 
commercially available serum-free media (SFM) MesenCult (STEMCELL Technologies, USA), created for 
human MSCs, for the cultivation of equine MSC(AT). One part of the cells was propagated for 10 passages 
in the standard DMEM medium with a low glucose content (1 g/l) and 10% fetal bovine serum (FBS), 
and the second in SFM. The results show that the propagation of equine MSCs in MesenCult serum free, 
intended for the cultivation of human MSCs, is possible, since the cells adapt well to it and retain properties 
characteristic of cells that are cultured in DMEM with FBS: morphology, growth rate, doubling time and 
mitotic index, clone-forming abilities, diploid set of chromosomes, a large number of cells with the CD90 
phenotype (90.8%) and low with the CD31 (0.8%), CD34 (0.9%) phenotype, as well as the potency for 
induction of differentiation into adipo-, osteo- and chondrogenic directions. Equine MSC(AT) showed stable 
characteristics after being cultured for 10 passages in SFM, providing a promising basis for their further 
use. Our results demonstrate that MesenCult media may be an alternative for serum-free culture of equine 
MSC(AT) for expansion in preclinical studies.

Keywords: mesenchymal stem/stromal cells, horse, adipose tissue, cultivation, MesenСult serum-free medium
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Макрофаги представляют собой пластичные 
и  гетерогенные иммунные клетки (Taylor et al., 
2005). Они присутствуют практически во всех 
тканях, участвуют в распознавании, фагоцитозе 
и  деградации клеточного мусора и  патогенов 
(Rogler, 2017). Они играют важную роль в  пре-
зентации антигенов Т-клеткам, а также в индук-
ции экспрессии костимулирующих молекул на 
других типах антигенпрезентирующих клеток, 
что инициирует адаптивный иммунный ответ 
(Jackson, 2016). Кроме того, макрофаги за-
действованы в  инициации воспаления путем 
высвобождения цитокинов и  хемокинов, кото-
рые, в свою очередь, привлекают другие иммун-
ные клетки к  очагам воспаления (Duan, 2016).

В зависимости от того, какие цитоки
ны, факторы роста, эффекторные молеку
лы секретируют макрофаги, их традицион
но подразделяют на классически и  альтер
нативно активированные (М1 и  М2 соответ
ственно). Именно пластичность макрофагов, 
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способность менять фенотип и  функцио
нальную активность в  зависимости от харак
тера микроокружения делает эти клетки чрезвы
чайно привлекательными при разработке лекар
ственных средств.

Макрофаги играют решающую роль в  рас
познавании, обработке и  клиренсе чужеродных 
частиц, в  том числе наночастиц (Dobrovolskaia 
et al., 2007). Между тем наночастицы могут 
направлять макрофаги к  различным поляриза-
ционным состояниям в  качестве стимула ми-
кроокружения (Lucarelli et al., 2004; Bartneck et 
al., 2012; Laskar et al., 2013). Перепрограмми-
рование макрофагов с  фенотипа М1 на фено-
тип М2 может быть использовано для лечения 
хронических воспалительных заболеваний (Liu 
et al., 2014). Фенотипический сдвиг макрофагов 
М2 в  сторону подтипа М1 полезен на ранних 
фазах воспаления и  иммунотерапии рака (Su 
et al., 2015).

Адресная доставка лекарственных препаратов 
с  использованием наночастиц для повышения 
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безопасности и терапевтической эффективности 
инкапсулированных лекарственных средств 
относится к  одному из интенсивно развива
ющихся направлений нанотехнологии (Caruthers 
et al., 2007; Dutta, 2007). Более глубокое 
понимание влияния наночастиц на поляризацию 
макрофагов имеет важное значение для моду
ляции биологических эффектов in vivo и  раз
работки методов лечения, основанных на 
использовании наночастиц.

Соединения, известные как нанокластерные 
полиоксометаллаты с  кеплератной структурой 
(ПОМ) впервые были синтезированы под ру-
ководством Мюллера (Müller et al., 1998, 1999). 
Представители этого класса привлекают внима-
ние высокосимметричной структурой молекул 
сферической формы и  размерами порядка 
нескольких нанометров. ПОМ обладают ря
дом интересных свойств, которые делают их 
перспективными для использования в  качестве 
наночастиц для адресной доставки лекарств 
(Ostroushko et al., 2021). Нанокластерные, а так-
же более простые ПОМ обладают собственной 
биологической активностью (Yamase, 2013; Bijelic 
et al., 2019). Многие ПОМ содержат молибден 
в  двух степенях окисления (+5 и  +6); присут-
ствие пятивалентного молибдена обуславливает 
их токсическое действие. ПОМ {Mo72Fe30}, со-
держащий молибден только в  высшей степени 
окисления (Mo+6), представляется нам наибо-
лее перспективным представителем данного 
класса соединений в  качестве основы средства 
адресной доставки. Обладая размером молекулы 
2.5 нм, растворимый в воде, {Mo72Fe30} способен 
разлагаться в  средах организма на более про-
стые соединения молибдена и  железа (Остро-
ушко и др., 2011), которые в дальнейшем вклю-
чаются в естественные для организма процессы 
метаболизма.

{Mo72Fe30} состоит из кислородных поли-
эдров молибдена и  железа, стабилизирован-
ных ацетатными и  водными лигандами, име-
ет внутреннюю полость (Müller et al., 1999) 
и  способен связывать лекарственные препа-
раты, флуоресцентные метки, биосовмести-
мые полимеры, белки (Grzhegorzhevskii et al., 
2023; Ostroushko et al., 2018; Tonkushina et al., 
2022) и  осуществлять движение под действием 
слабых электрических полей, в  частности, при 
чрезкожном ионофорезе (Ostroushko et al., 
2021). Ранее нами было продемонстрировано 

пролонгированное высвобождение противоопу
холевого лекарственного препарата из комплекса 
с  {Mo72Fe30} в  эксперименте, моделирующем 
высвобождение препарата в  крови (Tonkushina 
et al., 2022). Формула соединения:

[Mo72Fe30O252(CH3COO)12{Mo2O7(H2O)}2 
{H2Mo2O8(H2O)}(H2O)91] · ≈150H2O.

Однако исследований действия этого ПОМ 
на культуру макрофагов, а  также возможности 
их перепрограммирования при действии ПОМ 
ранее не проводили.

Цель настоящей работы заключалась в  оцен
ке влияния {Мо72Fe30} на культуру макро
фагов, а  также изучение возможности по
ляризации клеток при действии этого ПОМ. 
Оценивали влияние {Мо72Fe30} на морфологию, 
жизнеспособность, фагоцитарную активность 
и  активность α-нафтилацетатэстеразы (специ
фического фермента моноцитов/макрофагов), 
а  также на фенотип перитонеальных и  альве
олярных макрофагов.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

ПОМ кеплератного типа {Mo72Fe30} для 
проведения исследований был синтезирован 
с  использованием отработанной двухстадийной 
методики (Müller et al., 1998, 1999). При 
культивировании клеток с  {Mo72Fe30} его 
вводили в  дозе 100 мкл (водного раствора 
в концентрации 2.0 г/л) на 900 мкл питательной 
среды. Доза была отработана в  предыдущих 
исследованиях (Остроушко и  др., 2018). Так 
как {Mo72Fe30} в  питательной среде постепенно 
деструктирует на более простые молибден 
и  железосодержащие ионы, использовали 
и  продукты деструкции ПОМ (ПД) в  качестве 
образцов сравнения для выявления влияния 
непосредственно нанокластерной структуры 
{Mo72Fe30}. ПД получали кипячением раствора 
{Mo72Fe30} в  концентрации 2.0 г/л в  течение 
3  ч  и  также вводили в  дозе 100 мкл раствора 
на 900 мкл питательной среды. {Mo72Fe30} 
устойчив до температуры ~70° C, и  кипячение 
водного раствора позволяет гарантировать его 
деструкцию до более простых ионов молибдена 
и  железа.

Животные. В  работе использовали популя
ции макрофагов различной тканевой при
надлежности (альвеолярные и перитонеальные), 
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полученные из самцов крыс трехмесячного 
возраста породы Wistar. Условия содержания 
и  обращение с  используемыми в  эксперимен-
те животными соответствовали рекомендациям 
международных этических комитетов (директи-
ва Совета ЕС 2010/63/EU).

Выделение и культивирование макрофагов. Для 
выделения перитонеальных макрофагов вводили 
внутрибрюшинно 5 мл ледяного раствора Хэнк
са, содержащего 100 ЕД пенициллина и 100 мкг 
стрептомицина на 1  мл (Li et al., 2012). Вы-
полняли легкий массаж брюшной полости, 
а  затем осторожно собирали жидкость. По-
лученную перитонеальную жидкость центри
фугировали при 250 g в течение 10 мин. Клетки 
промывали раствором Хэнкса и  повторно 
центрифугировали. Надосадочную жидкость 
сливали, а клеточный осадок ресуспендировали 
в  5 мл полной питательной среды и  разливали 
по 500 мкл на покровные стекла, уложенные 
в  6-луночный планшет, и  оставляли для при
крепления в  течение 60 мин в  инкубаторе при 
37° С, 5% CO2  и  95% воздуха.

Для приготовления полной питательной среды 
использовали культуральную среду RPMI-1640 
(90% от общего объема) (“Биолот”, Россия), эм-
бриональную телячью сыворотку FBS (“Биолот”, 
Россия) (10% от общего объема среды), и гента-
мицин в  концентрации 10 мкг/мл.

Альвеолярные макрофаги получали из 
бронхоальвеолярной жидкости методом альвео
лярного лаважа тeплым раствором Хэнкса 
в объeме 3–4 мл, подогретым до температуры тела 
(36–37° С) (Wiggins, 1991). Полученную лаважную 
жидкость легких центрифугировали при 250  g 
в течение 10 мин. Клетки промывали раствором 
Хэнка и  центрифугировали. Надосадочную 
жидкость сливали, а  клеточный осадок ресус
пендировали в  5 мл полной питательной среды 
и  разливали по 500 мкл на покровные стекла, 
уложенные в  6-луночный планшет и  оставляли 
для прикрепления в течение 60 мин в инкубаторе 
при 37° С, 5% CO2  и  95% воздуха.

За это время макрофаги прикреплялись 
к  культуральной поверхности. По истечении 
1  ч  среду с  не прикрепившимися клетками 
сливали, лунки промывали раствором Хенкса, 
после чего вновь заливали нужный объем 
питательной культуральной среды. Далее клетки 
культивировали при 37° С в  СО2-инкубаторе 
в  атмосфере 5% СO2 и  95% воздуха.

Определение фенотипических маркеров 
макрофагов. Фенотип полученных клеток 
оценивали методом иммуноцитохимического 
окрашивания. В  качестве фенотипического 
маркера использовали маркер F4/80, который 
позволяет определить дифференцировку клеток 
в макрофаги (McKnight et al., 1996; Dos Anjos Cas-
sado, 2017; Khazen et al., 2005). По маркеру CD163 
определяли дифференцировку макрофагов 
в  противовоспалительный фенотип М2 (Schaer 
et al., 2006; Шарафутдинова и  др., 2014). При 
связывании моноклонального антитела к CD163 
с  соответствующим гликопротеином клеток 
наблюдается диффузное окрашивание мембран 
и  цитоплазмы макрофагов М2 (Hu et al., 2017). 
Кроме того, этот маркер представляет собой 
скавенджер-рецептор, повышенная экспрес-
сия которого связана с  активацией эндоци-
тоза (Onofre et al., 2009; Etzerodt et al., 2013). 
Исследование проводили через 24 ч  после 
культивирования макрофагов с  {Mo72Fe30} или 
ПД в  CO2-инкубаторе. Для идентификации 
вышеперечисленных маркеров применяли 
непрямой пероксидазный метод окрашивания. 
Процедура окрашивания одинакова для всех 
идентифицируемых антигенов.

Покровные стeкла фиксировали в  10%-ном 
формалине. После высушивания их подвергали 
депарафинизации, дегидратации и  промывке 
в  фосфатно-солевом буфере (PBS), содержа-
щем Tween 20 (PanReac AppliChem GmbH, 
Германия), pH 7.6. Фиксация в  формалине 
может приводить к  изменению трехмерной 
структуры белков. При этом может происходить 
модификация антигенных эпитопов и изменение 
электростатического взаимодействия, что при
водит к невозможности взаимодействия эпитопа 
антигена с  паратопом антитела. Поэтому, 
до нанесения первичных антител проводили 
демаскировку эпитопов протеазами.

Для минимизации фонового окрашивания 
проводили блокировку активности эндогенной 
пероксидазы путeм нанесения на срезы 3%-ного 
раствора пероксида водорода, последующей 
промывки и нанесения на 30 мин протеинового 
блока на основе бычьего сывороточного аль
бумина.

Следующий этап включал инкубацию 
с  первичными антителами в  течение 60 мин 
при 37° С. Несвязавшиеся реагенты отмывали 
в  буфере PBS + Tween 20 (3 раза по 5 мин) 
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и  после проводили инкубацию с  вторичными 
антителами в  течение 60 мин при 37° С, затем 
повторяли промывку в  то же буфере.

Для визуализации антигенреактивных кле
ток использовали хромогенный субстрат 
3,3-диаминобензидин (DAB) в  забуферен
ном растворе. DAB-позитивные клетки иден
тифицировали по коричневому окрашиванию. 
После окрашивания покровные стекла про
мывали в  дистиллированной воде 5 мин, 
окрашивали гематоксилином и  промывали 
в  водопроводной воде 5 мин. На стеклах 
подсчитывали общее число клеток и  число 
клеток, положительно окрашенных соответст
вующим антителом.

Влияние ПОМ. Полученные культуры 
перитонеальных и  альвеолярных макрофагов 
делили на три группы: нестимулированные 
(контроль), стимулированные макрофаги, к ко-
торым через 24 ч культивирования в CO2-инкуба-
торе добавляли {Mo72Fe30} или ПД и продолжали 
культивировать еще 24 ч.

Оценка жизнеспособности макрофагов. 
Жизнеспособность оценивали через сутки 
после добавления {Mo72Fe30} или ПД. Старую 
среду сливали и  промывали клетки 2 раза 
PBS Дюльбекко (DPBS, “ПанЭко”, Россия), 
рН  7.0–7.1, осмолярность 300 ± 20 мосмоль/кг.  
Культуры клеток переводили в  суспензию 
путем инкубации в  смеси 0.25%-го раство-
ра трипсина с  раствором Версена (1:1 при 
37° С) в  течение 10 мин при 37° С в  CO2-ин-
кубаторе. Далее добавляли питательную среду 
и  повторно суспендировали клетки, аккуратно 
пипетируя их. Затем клетки центрифугирова-
ли при 300 g в  течение 5 мин. Надосадочную 
жидкость сливали, клетки ресуспендировали 
в  DPBS комнатной температуры, чтобы смыть 
остатки клеточного мусора и белков. Затем этап 
с  центрифугированием и  промывкой в  DPBS 
повторяли еще раз.

Далее клетки окрашивали раствором трипа
нового синего (100 мкл 0.4%-ного трипанового 
синего на 100 мкл полученной клеточной 
суспензии). Инкубировали смесь в  течение 
3  мин при комнатной температуре (Strober, 
2015). Считали окрашенные (нежизнеспособ-
ные) и  неокрашенные (живые) клетки.

Жизнеспособность клеток оценивали 
согласно международному стандарту ISO 
10993-5 и  определяли, как отношение числа 

жизнеспособных клеток аликвоты к  общему 
числу клеток на 1 мл аликвоты. Оценивали 
среднее значение жизнеспособности по трем 
параллельным измерениям.

Морфометрическая характеристика мак­
рофагов. В  качестве морфометрических пока
зателей определяли площадь клетки и  ядра 
в  мкм2, а  также ядерно-цитоплазматическое 
отношение (ЯЦО). Визуализацию осущест-
вляли с  помощью оптического микроскопа 
Olympus BX-51 (Япония), оснащенного флу-
оресцентным модулем LED ADF FL-LED-
BGUV (ADF, Китай) и  подключенной к  нему 
монохроматической камерой ADF FLM07 (ADF, 
Китай) с  охладителем Пельтье. Для обработки 
изображений использовали программное 
обеспечение камеры ADF Image Capture (http://
adfmicroscopy.com/).

Ферментативная активность. В  группу 
ферментов, гидролизирующих эфиры карбо
новых кислот, входят неспецифические эстеразы 
(EC 3.1.1). Ферментативную (секреторную) 
активность макрофагов оценивали, окрашивая 
их на неспецифическую α-нафтилацетатэстеразу, 
характерную для них и  их идентификации (En-
nist et al., 1983), и  определяли цитохимический 
индекс (ЦХИ) (Hayhoe et al., 1980). Как и другие 
неспецифические эстеразы, α-нафтилацетатэстер
аза катализирует реакцию гидролиза производных 
нафтилацетата (Wang et al., 2021) и,  кроме 
того, участвует в  детоксикации эндотоксинов 
и  ксенобиотиков (Terriere, 1984; Zvereva et al., 
2003). Для выявления ее активности макрофаги 
фиксировали в  формалине в  течение 5  мин. 
Затем инкубировали при комнатной температуре 
30 мин в  рабочем растворе, состоящем из 10 мг 
а-нафтилацетата, растворенного в  1 мл ацетона, 
50 мл фосфатного буфера (рН 7.4) и 50 мг проч-
ного синего. Затем клетки промывали в дистил-
лированной воде 2–3 мин. Докрашивали ядра 
гематоксилином Карацци (“Диахим-ЦитоСтейн-
ГК”; “АБРИС+”, Россия) в  течение 5 мин. 
α-Нафтилацетатэстераза ускоряет гидролизное 
расщепление α-нафтилацетата до уксусной 
кислоты и  α-нафтола, соединение которого 
с  диазониевой солью образует красно-корич
невое окрашивание, нерастворимое в  воде.

Подсчет макрофагов проводили под 
микроскопои ZEISS Primo Star (ZEISS, Гер
мания) с  помощью компьютерной программы 
ToupView 3.7 (http://touptek.com/product/
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showproduct.php?lang=en&id=103). Активность 
фермента выявляли по коричнево-черным гра
нулам в  цитоплазме клеток.

Степень активности неспецифической 
эстеразы оценивали по описанной методике 
(Hayhoe et al., 1980). Подсчет результатов 
проводили, используя принцип Астальди 
(Astaldi et al., 1952; Astaldi et al., 1957). Клетки 
делили на 3  группы по активности эстеразы: 
1-я – площадь, занимаемая гранулами не более 
1/3 площади ядра; 2-я  – площадь, занимаемая 
гранулами более 1/3 площади яда, но не более 
площади всего ядра; 3-я – площадь, занимаемая 
гранулами более площади ядра. Степень 
эстеразной активности определяли по формуле:

ЦХИ
1 2 3 ,B C D

N
× + × + ×=

где В  – число клеток с  активностью 1; С  – 
с активностью 2; D – с активностью 3; N – об
щее число посчитанных клеток.

Полученные показатели ЦХИ сравнивали 
с  референсными значениями: для макрофагов 
ЦХИ в  норме составляет 0.94–0.98 (Кост, 1975; 
Dhingra et al., 1982).

Фагоцитарная активность. Использовали 
частицы латекса (10%-ная полистирольная 
суспензия) диаметром 1.5 мкм (“ПанЭко”, 
США). Макрофаги делили на три группы: 
контрольную и  2 опытные  – с  {Mo72Fe30} 
и  с  ПД и  культивировали в  течение 24 ч. 
Далее вносили 10 мкл суспензии частиц ла
текса на 500 мкл полной питательной среды 
в  6-луночные планшеты (примерно от 
350  частиц на 1  клетку). Затем альвеолярные 
и  перитонеальные макрофаги инкубировали 
с  частицами латекса течение 1 ч  при 37° С 
в  CO2-инкубаторе. По окончании питательную 
среду удаляли и  макрофаги окрашивали по 
Романовскому. Подсчет числа поглощенных 
частиц латекса осуществляли с  помощью 
светового микроскопа, используя компьютерную 
программу ADF (Китай, http://adfmicroscopy.
com/). Определяли фагоцитарное число (ФЧ) − 
среднее число частиц, поглощенных одним 
макрофагом (Sharma et al., 2014).

Полученные данные анализировали с  помо
щью программы STATISTICA.10 и  Microsoft 
Excel. Вычисляли среднее арифметическое 
значение, ошибку среднего (SE) и  стандартное 
отклонение (σ). Использовали непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни для определения 

значимости разницы в  опытных группах по 
сравнению с  контролем. Различия считали до-
стоверными при Р  < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Жизнеспособность макрофагов. В контрольной 
группе жизнеспособность перитонеальных 
и  альвеолярных макрофагов по трeм парал
лельным измерениям составила 94.7 ± 3.9 
и  93.2 ± 3.8% соответственно. При культивиро-
вании клеток с  {Mo72Fe30} или с  ПД в  течение 
24 часов статистически значимых различий 
показателей жизнеспособности не было (табл. 1).

Морфологическая и морфометрическая харак­
теристика макрофагов. Морфометрический 
анализ перитонеальных макрофагов позволил 
выявить следующие закономерности: перито
неальные макрофаги контрольной груп
пы представлены клетками округлой формы 
с  округлым или бобовидным ядром, распо
ложенным на периферии, что свидетельствует 

Таблица 1. Влияние {Mo72Fe30} и  продуктов его 
деструкции (ПД) на жизнеспособность и  морфо
метрические характеристики макрофагов

Макрофаги Контроль ПОМ ПД

Жизнеспособность, %

Перитонеальные 94.7 ± 3.9 94.1 ± 4.4 93.1 ± 3.8

Альвеолярные 93.2 ± 3.8 94.2 ± 2.6 94.6 ± 3.4

Площадь клетки, мкм2

Перитонеальные 285.3 ± 7.1 307.3 ± 8.2 281.7 ± 3.6

Альвеолярные 246.8 ± 8.3 260.7 ± 6.0 241.6 ± 6.9

Площадь ядра, мкм2

Перитонеальные 74.8 ± 4.3 73.7 ± 5.7 71.2 ± 2.6

Альвеолярные 246.8 ± 8.3 260.7 ± 6.0 241.6 ± 6.9

ЯЦО

Перитонеальные 0.35 ± 0.02 0.32 ± 0.01 0.34 ± 0.01

Альвеолярные 0.45 ± 0.01 0.47 ± 0.02 0.52 ± 0.01

ЦХИ, усл. ед.

Перитонеальные 0.93 ± 0.02 0.88 ± 0.07 0.92 ± 0.05

Альвеолярные 0.98 ± 0.02 0.98 ± 0.02 0.95 ± 0.03

ФЧ, усл. ед.

Перитонеальные 72.9 ± 3.9 55.9* ± 4.1 65.8 ± 2.0

Альвеолярные 70.8 ± 4.5 45.6* ± 3.6 42.0* ± 3.4

Примечание к табл. 1 и 2. Показаны средние значе-
ния и их ошибки.
* – Различие с контролем достоверно при Р < 0.05.
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о нормальной морфологии изучаемых клеточных 
культур. При культивировании перитонеальных 
макрофагов с  {Mo72Fe30} или с  ПД в  течение 
24 часов изменения формы клеток и  ядер не 
наблюдали.

Статистически значимых различий морфо
метрических показателей между контрольной 
группой и  группой макрофагов с  ПД или 
с {Mo72Fe30} обнаружено не было (табл. 1). Однако 
отмечали тенденцию к  увеличению площади 
клеток при культивировании их с {Mo72Fe30}. 
Статистически значимых различий площадей 
ядер и  величин ЯЦО при культивировании 
с {Mo72Fe30} или ПД нет (табл. 1). Не наблюдали 
и изменения формы клеток и  ядер.

Активность неспецифической эстеразы. 
Показатели ЦХИ α-нафтилацетатэстеразы 
перитонеальных и  альвеолярных макрофагов 
находятся в  пределах референсных значений 
и  согласуются с  данными литературы (Кост, 
1975; Dhingra et al., 1982). В контрольной группе 
ЦХИ составил 0.93 ± 0.02 и  0.98 ± 0.02 для 
перитонеальных и  альвеолярных макрофагов 

соответственно. Статистически значимых 
отличий от ЦХИ клеток, культивируемых с  ПД 
или {Mo72Fe30} в  течение суток не обнаружено 
(см. табл. 1).

Таким образом, как {Mo72Fe30}, так и  ПД не 
влияют на активность α-нафтилацетатэстеразы. 
Следовательно, можно предположить, что про
цесс детоксикации эндотоксинов и  ксенобио
тиков (Terriere, 1984; Zvereva et al., 2003), осу-
ществляемый макрофагами благодаря наличию 
в клетках неспецифических эстераз (в том числе 
α-нафтилацетатэстеразы) не нарушается при их 
взаимодействии с  ПОМ.

Фагоцитарная активность. У  перитонеальных 
и  альвеолярных макрофагов контрольной груп
пы значение ФЧ (фагоцитирование латексных 
частиц) составило соответственно 72.9 ± 3.9 
и  70.8 ± 4.5. В  группах макрофагов обоих 
видов, культивируемых с  {Mo72Fe30} в  течение 
24 часов, ФЧ значимо уменьшилось. Разница 
фагоцитарной активности показана на рис.  1. 
При культивировании с  ПД (в  течение суток) 

Рис. 1. Фагоцитоз латексных частиц перитонеальными (а, б) и альвеолярными (в,  г) макрофагами. а, в – в кон-
троле; б,  г  – после действия {Mo72Fe30}.
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статистически значимых различий не наблюдали 
(табл. 1).

Таким образом, полученные данные свиде
тельствуют о  снижении фагоцитарной актив
ности макрофагов при их культивировании 
с  {Mo72Fe30}. Можно предположить, что сни-
жение фагоцитоза обусловлено поляризацией 
макрофагов с  последующей сменой феноти-
па. Макрофаги разных фенотипов отличают-
ся друг от друга функциональной активно-
стью, в  том числе и  фагоцитарной. Имеются 
данные о  том, что макрофаги М2 активнее 
фагоцитируют латексные шарики, чем М1, 
которые иммунологически ориентированы на 
захват бактерий и  вирусов (Stangel et al., 2000; 
Yunna et al., 2020).

Фенотипические маркеры макрофагов. 
Принадлежность полученных клеток к  популя
ции резидентных тканевых макрофагов оце
нивали по экспрессии специфического маркера 
F4/80 (является частью семейства EGF-TM7). 

Клетки F4/80+ перитонеальных и альвеолярных 
макрофагов показаны на рисунках 2б и  3б, 
клетки F4/80– – на рис. 2a и 3а соответственно. 
Маркер CD163 определяет дифференцировку 
макрофагов в противовоспалительный фенотип 
М2 (Шарафутдинова и  др., 2014; Schaer et 
al., 2006). Перитонеальные макрофаги CD16– 

и  CD163+ продемонстрированы на рис. 2в и  2г, 
альвеолярные − на рис. 3в и  3г.

Выделенные в  первичную культуру перито
неальные макрофаги контрольной группы по 
своему составу содержали 84.02±3.8% положи-
тельно окрашенных на F4/80 клеток, что сви-
детельствует о  высокой чистоте выделенных 
культур. Доля макрофагов CD163+ (маркер 
М2 макрофагов) среди клеток, выделенных 
в  первичную культуру, составила 47.06 ± 4.4% 
для контрольной группы. Культивирование 
перитонеальных макрофагов с  {Mo72Fe30} или 
с ПД в течение суток не изменило долю F4/80+-
клеток (табл. 2). Однако доля CD163+-макрофа-

Рис. 2. Фенотипическое окрашивание перитонеальных макрофагов. а  – F4/80–-клетки, б  – F4/80+-клетки,  
в  – CD163–-клетки, г  – CD163+-клетки.
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гов снизилась в группе клеток, культивируемых 
с  {Mo72Fe30}.

В первичной культуре альвеолярные макро
фаги контрольной группы содержали 85.55  ±  
±  5.7% F4/80+-клеток и  49.91 ± 5.2% CD163+-
клеток. Действие {Mo72Fe30} или ПД в  течение 
24 часов не изменило долю F4/80+-клеток 
(табл. 2), но снижалась доля CD163+-макрофа-
гов и  перитонеальных, и  альвеолярных в  слу
чае действия и  {Mo72Fe30}, и  ПД (табл.  2). Для 
перитонеальных макрофагов это может сви
детельствовать об уменьшении доли макрофагов 
М2 в  культуре.

Снижение доли CD163+-клеток в  культу
ре альвеолярных макрофагов при инкуби
ровании с  ПД может объясняться тем, что 
альвеолярные макрофаги характеризуются 
высокой чувствительностью к  железу, могут 
приобретать как связанное с  трансферрином 
железо, высвобождаемое альвеолярными эпите
лиальными клетками, так и  вдыхаемое железо 

в  результате воздействия окружающей среды 
(например, дыма и  загрязнения воздуха) (Ho-
lian et al., 1990; Corhay et al., 2000). Снижение 
доли макрофагов М2 может указывать на 
возможную поляризацию макрофагов в провос
палительный фенотип М1. Эти данные согла
суются со снижением фагоцитарной актив
ности, поскольку CD163 представляет собой 
скавенджер-рецептор, повышенная экспрессия 

Рис. 3. Фенотипическое окрашивание альвеолярных макрофагов: а  – F4/80–-клетки, б  – F4/80+-клетки,  
в  – CD163–-клетки, г  – CD163+-клетки.

Таблица 2. Влияние {Mo72Fe30} и  продуктов его 
деструкции на фенотипические маркеры макрофагов

Макрофаги Контроль ПОМ ПД

Доля F4/80+-клеток, %

Перитонеальные 84.0 ± 3.8 85.0 ± 3.5 86.5 ± 5.2

Альвеолярные 85.5 ± 5.7 91.6 ± 2.5 87.8 ± 2.1

Доля CD163+-клеток. %

Перитонеальные 47.1 ± 4.4 32.7 ±1.9* 43.5 ± 2.3

Альвеолярные 49.9 ± 5.2 33.4 ± 2.5* 37.9 ± 3.5*

Примечание. См. табл. 1.
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которого связана с  эндоцитозом (Onofre et al., 
2009; Etzerodt et al., 2013). Соответственно, 
уменьшение экспрессии данного рецептора на 
поверхности мембраны клетки способствует пе-
реходу макрофага от противовоспалительного 
фенотипа М2, который наиболее активно 
поглощает частицы латекса за счет эндоцитоза 
(фагоцитоза) к провоспалительному М1 (Stangel 
et al., 2000; Yunna et al., 2020).

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты настоящей работы показали, 
что {Mo72Fe30} и  его ПД не оказывают значи-
мого влияния на жизнеспособность перито
неальных и  альвеолярных макрофагов, не 
приводят к  значимому изменению морфо
логических показателей клетки и  активнос
ти неспецифической эстеразы (α-нафтилаце
татэстеразы), важного компонента системы де-
токсикации клетки. Таким образом, не обнару-
жено токсического действия ПОМ на культуры 
перитонеальных и  альвеолярных макрофагов.

В ходе исследования отмечено снижение 
фагоцитарной активности макрофагов в  экс
периментальных группах. Мы предположили, 
что это может быть связано с  изменением 
фенотипа макрофагов, поэтому провели 
иммуноцитохимическое окрашивание клеток 
на маркер CD163. Полученные данные проде-
монстрировали снижение доли CD163+-клеток 
в  присутствии {Mo72Fe30}, что согласуется 
с  результатами оценки фагоцитарной актив
ности. В  литературе имеются сведения о  том, 
что фагоцитоз именно М2-макрофагов более 
эффективен по отношению к  латексным 
шарикам и  частицам зимозана по сравнению 
с фенотипом М1 (Martinez et al., 2008; Stangel et 
al., 2000). Стоит отметить также, что поскольку 
CD163 представляет собой скавенджер-рецептор, 
связанный с  эндоцитозом (Onofre et al., 2009; 
Etzerodt et al., 2013), уменьшение его экспрес-
сии на поверхности мембраны способствует 
переходу макрофага от противовоспалительного 
фенотипа М2, который наиболее активно 
поглощает частицы латекса за счет эндоцитоза 
(фагоцитоза) к провоспалительному М1 (Stangel 
et al., 2000; Yunna et al., 2020).

Полученные данные о влиянии {Mo72Fe30} на 
поляризацию макрофагов в провоспалительный 
фенотип М1 делает его еще более перспективным 

объектом исследования в  области онкологии. 
Кроме того, изучение влияния наночастиц на 
поляризацию макрофагов, становится важным 
звеном в  понимании механизма действия дан
ных соединений на клетку.

В настоящее время есть примеры изменения 
поляризации макрофагов с  помощью железо
содержащих наночастиц. Например, супер
парамагнитные наночастицы оксида железа 
(SPION), покрытые полиэтиленимином, инду-
цируют поляризацию М1, характеризующуюся 
заметной апрегуляцией типичных генов, 
связанных с  М1, таких как CD80, IL-1β, 
TNF-α (Mulens-Arias et al., 2015). Поскольку 
макрофаги вносят вклад в  опухолевое им
мунное микрокружение, их взаимодейст
вие с  наночастицами оксида железа может 
определять тераностичный результат и  предо
ставлять важный инструмент для перепрог
раммирования фенотипа опухолеассоцииро
ванных макрофагов (Mulens-Arias et al., 2021).

В настоящее время необходим поиск 
стратегий, способных усилить действие су
ществующих лекарств за счет разработки новых 
терапевтических подходов. Лекарственные 
препараты могут быть конъюгированы с  нано
частицами с  целью повышения их фарма
кологического действия или придания им 
новых специфических свойств. Например, 
лечение только доксорубицином снижало 
секрецию макрофагами ФНО-α − важного 
цитокина, который активирует специфические 
рецепторы, определяющие раковую клетку, 
блокирует дальнейшее деление клетки и  спо
собствует ее гибели (Reichel et al., 2019). 
Аналогичным образом ФНО-α воздействует на 
клетки, инфицированные вирусами и  другими 
патогенами. Наночастицы оксида цинка 
незначительно увеличивали секрецию ФНО-α 
макрофагами. В  отличие от предыдущих 
групп, комплекс ZnO-доксорубицин значимо 
увеличивал секрецию ФНО-α макрофагами, 
а  также секрецию IL-6 − еще одного важного 
провоспалительного цитокина (Reichel et al., 
2019). Макрофаги, обработанные ZnO-доксо-
рубицином, демонстрировали повышенную 
экспрессию CD80, CD86 и MHCII по сравнению 
с  наночастицами оксида цинка или свободным 
доксорубицином (Reichel et al., 2019).

Как показали исследования, проведенные 
в  последние десятилетия, ПОМ обладают 
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перспективной биологической активностью, 
в  том числе противоопухолевой и  противо
инфекционной благодаря своей особой 
структуре и свойствам (Wang, 2022). Их высокая 
биосовместимость, структурная стабильность 
и  модифицируемость предоставляют широкие 
возможности для исследований в  области 
диагностики и  лечения рака.

Иммунотерапия антигенпрезентирующими 
клетками инициирует мощный Т-клеточный 
ответ при онкологических, вирусных и  ин
фекционных заболеваниях (Masson et al., 
2008; Gardner et al., 2020). Использова-
ние аутологичных макрофагальных вакцин 
в  клинических испытаниях представляет собой 
индивидуальную форму клеточной терапии, 
требующей генерации макрофагов типа М2 
или М1 в  зависимости от вида и  тяжести 
заболевания.

Таким образом, исследуемый нами ПОМ 
{Mo72Fe30} может представлять большой интерес 
для биомедицины и онкологии. Предполагаемая 
способность обеспечивать поляризацию 
макрофагов делает его интересным объектом для 
онкологических исследований. Мы показали, 
что исследованный ПОМ {Mo72Fe30} эффективно 
поляризуют макрофаги в направлении фенотипа 
М1. В дальнейшем мы планируем использовать 
ПОМ для стимуляции образования М1-
макрофагов и  возможного использования 
полученной культуры в  экспериментальных 
моделях ряда онкологических и воспалительных 
заболеваний.
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EFFECT OF NANOCLUSTER POLYOXOMETALATE {Mo72Fe30}  
ON MORPHOFUNCTIONAL STATE OF MACROPHAGES IN CULTURES
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The aim of this work was to study the effect of nanocluster polyoxometalate {Mo72Fe30} on the macrophage 
link of the immune system. In vitro studies of polyoxometalate on macrophage cultures allowed us to evaluate 
the reaction of immune system cells (in particular, peritonial and alveolar macrophages) to nanoparticles. 
The analysis of the obtained data allowed to establish that {Mo72Fe30} is not toxic for peritonial and 
alveolar macrophages, has no significant effect on the morphology of cells, as well as on the activity of 
α-naphthylacetate esterase. However, it significantly reduces phagocytic activity when cells are cultured with 
POM, which may indicate possible polarisation of macrophages. The obtained results confirm the possibility 
of using {Mo72Fe30} in the field of biomedicine.

Keywords: macrophages, nanoclusters, polyoxometalates, cell cultures
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Мышечные дистрофии являются первичным 
поражением мышечной ткани, котрое разви­
вается непрерывно-проградиентно, приводя 
к  инвалидности в  трудоспособном возрас­
те, а  при некоторых нозологических формах 
и к смерти в детском и подростковом возрастах. 
Общая распространенность мышечных дист­
рофий составляет 4:100 000 (Salari et al., 
2022), наиболее часто встречающиеся  – мио­
дистрофия Дюшенна (3:100 000 общего населе­
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Для разработки методов генной терапии и геномного редактирования при моногенных заболеваниях 
необходимы клеточные модели из тканей человека, полученных малоинвазивными методами, 
позволяющие провести скрининг и  выбрать наиболее эффективный подход по восстановлению 
синтеза целевого белка. В работе применена система транскрипционной активации CRISPR/dCas9-
SAM, обеспечивающая экспрессию гена DYSF в  клетках линии HEK293Т, а  также в  фибробластах 
десны пациента с дисферлинопатией (с гомозиготной мутацией c.2779delG (Ala927LeufsX21)). После 
активации гена DYSF удалось детектировать его функциональные продукты (мРНК гена и  белок) 
в транскрипционно активированных (ТА) клетках HEK293Т (HEK293Т_ТА) и мРНК в фибробластах. 
Активация транскрипции интересующего гена в  фибробластах и  клеточной линии HEK293Т_ТА 
может быть использована для in vitro оценки эффективности геномного редактирования и  генной 
терапии дисферлинопатии. Активируя ген, участвующий в развитии той или иной патологии, можно 
впоследствии использовать системы редактирования генома, а  также конструкции для генной те­
рапии. Это позволит более точно изучать вклад различных мутаций в  патогенез заболевания и  раз­
рабатывать этиотропное лечение.

Ключевые слова: миодистрофии, дисферлинопатия, дисферлин, геномное редактирование, транскрип­
ционная активация, модели заболеваний, CRISPR/dCas9, фибробласты

Принятые сокращения: ТА –транскрипционная активация; ОТ-ПЦР –полимеразная цепная реакция 
(ПЦР) с  обратной транскрипцией (ОТ); ПКМД  –поясно-конечностная мышечная дистрофия
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ния и 20:100 000 живых новорожденных мальчи­
ков) (Crisafulli et al., 2020) и  группа поясно-ко­
нечностных мышечных дистрофий (от 1:14500 
до 1:123 000) (Umakhanova et al., 2017; Liu et 
al., 2019). Миодистрофии вызваны мутациями 
в  генах, кодирующих белки, вовлеченные 
в  гистогенез и  функционирование скелетной 
мышечной ткани. Этиотропного лечения этих 
заболеваний не существует (Деев и  др., 2014).
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Дисферлин относится к подгруппе ферлинов 
семейства белков, состоящих из Ca2+-чувст­
вительных доменов C2, которые участвуют в сли­
янии везикул, транспортировке и  восстановле­
нии мембран (Lek et al., 2012). Мутации в  гене 
DYSF способствуют развитию нескольких типов 
мышечных дистрофий: дистальной миопатии, 
поясно-конечностной мышечной дистрофии R2 
(ПКМД R2) и миопатии Миоши. Это дегенера­
тивные заболевания скелетных мышц, которые 
обычно появляются в  подростковом возрасте 
и  в  конечном итоге приводят к  потере мышеч­
ной массы и мобильности (Bouchard et al., 2023).

Аутосомно-рецессивная мутация c.2779delG 
связана с делецией гуанина в позиции 927 экзона 
26 в  гене DYSF. Это вызывает сдвиг рамки 
считывания и  образуется преждевременный 
стоп-кодон (p.Ala927LeufsX21). В  результате 
синтезируется либо нефункциональный белок, 
либо происходит нонсенс-опосредованный 
распад мРНК (Leshinsky-Silver et al., 2007; Khai­
boullina et al., 2017; Исаев и  др., 2023).

В настоящее время этиотропного лечения 
ПКМД R2 не существует. В  качестве 
наиболее оптимального терапевтического 
подхода миодистрофий научное сообщество 
рассматривает методы генной терапии, позво­
ляющие вносить изменения в  генетический 
материал клетки (ДНК или РНК) (Яковлев и др., 
2016; Chamberlain et al., 2017). Для разработки 
и  оценки работоспособности такой стратегии 
необходимы модели in vitro, с помощью которых 
можно провести скрининг технологий (редакти­
рования ДНК, РНК, доставки терапевтических 
молекул различными векторами) и  выбрать 
наиболее точные и  эффективные возможности 
для восстановления синтеза целевого белка. Для 
этого используют линии HEK293, HeLa, Caco-2 
и  другие. Такие модели обладают рядом харак­
теристик, важных для исследований: простота 
культивирования, быстрая скорость деления, 
высокая эффективность трансфекции и  про­
дукции белка (Thomas et al., 2005).

Однако этого недостаточно для детальной 
проверки генетических конструкций. Чтобы 
иметь полное представление о  возможностях 
терапевтических агентов, направленно воз­
действующих на конкретные участки ДНК 
или РНК, исследователи работают с  пациент-
специфичными клетками. Для исследований 

в  области наследственных заболеваниях мы­
шечной ткани могут применяться:

•	  миобласты от здоровых доноров и  паци­
ентов с  дисферлинопатией (Mamchaoui et al., 
2011);

•	  индуцированные плюрипотентные ство­
ловые клетки с  последующей миогенной диф­
ференцировкой (Ulman et al., 2021; Bruge et al., 
2022);

•	  искусственные миобласты, полученные 
в результате лентивирусной трансдукции MyoD 
фибробластов (Kabadi et al, 2015; Rossi et al., 
2023);

•	  клетки, в  которых с  помощью системы 
CRISPR/dCas9-SAM активирована транск­
рипция интересующего гена (Jiang et al., 2019; 
Heidersbach et al., 2023; Jensen et al., 2021).

В связи с  низкой распространенностью 
орфанных заболеваний и,  в  частности, миоди­
строфий, а  также многообразием мутаций 
и  форм заболеваний (Illarioshkin et al., 1996; 
Argov et al., 2000; Urtizberea et al., 2008), за­
бор биоптата для выделения первичных ми­
областов в  условиях лаборатории зачастую 
весьма затруднителен. Для решения пробле­
мы получения биоматериала мы создали кле­
точную тест-систему (модель заболевания) 
из имеющихся клеточных линий с  помощью 
ТА-системы CRISPR/dCas9-SAM (версии 
CRISPR/Cas9 технологии c инактивированным 
нуклеазным доменом Cas9) и дополнительными 
компонентами активации SAM (synergistic 
activation mediator). С  помощью направля­
ющей РНК (sgRNA) SAM целенаправленно 
рекрутирует комбинации белков MS2-P65-HSF1 
к  области целевого промотора и  за счет этого 
включает транскрипцию интересующего гена 
(рис. 1) (Hunt et al., 2021).

CRISPR/dCas9-SAM состоит из: 1) гибри­
да инактивированной нуклеазы dCas9 и  бел­
ка VP64, 2) гидовой РНК (sgRNA) с  двумя 
РНК-аптамерами MS2 и  3) вспомогатель­
ного белка активации MS2-P65-HSF1. До­
ставка комплекса осуществляется трансдук­
цией трех отдельных лентивирусных частиц, 
содержащих каждый из компонентов. Внутри 
клетки комплекс из sgRNA-MS2 и  dCas9-VP64 
рекрутирует комбинацию белков MS2-P65-
HSF1 к  области целевого промотора и  таким 
образом обеспечивает его активацию и  начало 
трансляции белка (Konermann et al., 2015).



382	 ЯКОВЛЕВ и  др.

ЦИТОЛОГИЯ    том 66    №  4    2024

В качестве клеточной модели для включения 
транскрипции гена мы выбрали линию 
HEK293Т, в  которой, согласно данным (The 
human protein atlas; https://www.proteinatlas.org), 
эндогенный дисферлин не обнаруживается, 
исследуемый белок не продуцируется, и  его 
детекция возможна только после активации, 
что подтверждено различными исследованиями 
(Старостина и  др., 2012; Tominaga et al., 
2021). Мы также использовали фибробласты 
пациента с  дисферлинопатией [c.2779delG 
(Ala927LeufsX21)] (далее  – DYSF-нокаутные 
фиброласты) (Khaiboullina et al., 2017; Исаев 
и  др., 2023).

Цель работы заключалась в  получении 
транскрипционно активированных (ТА) 
клеток HEK293Т (HEK293Т_ТА) и  мутантных 
фибробластов из десны пациента с последующим 
их использованием в  качестве in vitro модели 
для генной терапии. В  работе мы успешно 
применили систему CRISPR/dCas9-SAM 
и  обеспечили включение гена DYSF. В  полу­
ченных клетках HEK293Т_ТА детектировали  
мРНК гена DYSF и белок дисферлин; мРНК DYSF 
также была обнаружена в  фибробластах после 
ТА. Это дает нам возможность использовать 
их для более глубокой оценки эффективности 
терапевтических конструкций.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Клетки и  их культивирование. Фибробласты 
десны пациента с  мутацией c.2779delG 
(Ala927LeufsX21) в 26-м экзоне гена дисферлина 
были выделены из биоптата экплантационным 
методом по стандартному протоколу (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8071911/). 
Биоптаты десны пациента были получены в ходе 
операции, с  предварительным получением 

информированного согласия пациента (Zorin et 
al., 2017).

В работе использовали клеточные линии 
НЕК293Т (ATCC, США), С2С12 (ATCC, США) 
и  миобласты человека без дисферлинопатии 
(получены из ЦКП “Биобанк” Медико-
генетического научного центра им. академика 
Н.П. Бочкова, Москва). Клетки культивировали 
в среде DMEM (“ПанЭко”, Россия), содержащей 
фетальную бычью сыворотку (FBS; Gibco, 
США) в  количестве 10% (фибробласты), 5% 
(НЕК293Т) или 15% (миообласты), 1мМ глу­
тамина (“ПанЭко”, Россия), 50 ед./мл пе­
нициллин–стрептомицина (“ПанЭко”, Рос­
сия) в  пластиковых культуральных чашках без 
дополнительного покрытия в  CO2-инкубаторе 
при 5% CO2, 37° C и  влажности 80%. Среду 
меняли каждые 72 ч. Как только клетки дости­
гали желаемой конфлюэнтности, их промы­
вали фосфатно-солевым буферным раствором 
(PBS; “ПанЭко”, Россия), а  затем пассировали 
с использованием 0.25%-ного раствора трипсина 
(“ПанЭко”, Россия). Клетки инкубировали 
в течение 5 минут для нарушения межклеточных 
контактов и  отделения от культурального 
пластика. После этого инактивировали трип­
син эквивалентным объемом среды. Клетки 
собирали, промывая культуральную чашку 
потоком среды, переносили в  пробирку емко­
стью 15 мл и  центрифугировали при 200  g 
в течение 5 мин. Супернатант удаляли и клетки 
ресуспендировали в культуральной среде. Затем 
необходимое количество клеточной суспензии 
высевали на культуральный пластик.

Для криоконсервации клетки, снятые 
с чашки, ресуспендировали в FBS и переносили 
в криопробирку. К суспензии по каплям добав­
ляли равный объем смеси FBS и  20% ДМСО 
(“ПанЭко”, Россия) и замораживали при –70° С. 
На следующий день замороженные клетки пе­
реносили в  жидкий азот для длительного хра­
нения.

Проточная цитометрия. Антигенные свойства 
фибробластов человека анализировали 
с  помощью проточной цитофлуориметрии на 
приборе FACS Aria III (BD Bioscience, США) 
согласно инструкции производителя (BD Biosci­
ence, США) с  использованием набора антител 
Stemflow™ hMSC Analysis Kit (BD Bioscience, 
США) к  CD73, CD90, CD105 и  коктейль ан­
тител к  CD11b, CD19, CD34, CD45, HLA-

Рис. 1. Система транскрипционной активации 
CRISPR/Cas9-SAM.
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DR, контроли для проведения компенсации 
и  изотипические контроли.

Охарактеризованные клетки были иммор­
тализованы посредством нокаута гена p53. Но­
каут осуществляли трансдукцией лентивируса, 
собранного с  помощью плазмиды pLVUHshp53 
(#11653; Addgene plasmid, Patrick Aebischer, http://
n2t.net/addgene:11653; RRID:Addgene_11653), 
содержащей зеленый флуоресцирующий белок 
(gfp) (Szulc et al., 2006). Для получения чистой 
популяции клеток, несущих LVUHshp53-gfp, 
клетки сортировали с  помощью проточного 
цитофлуориметра-сортера BD FACS Aria III 
(BD Bioscience, США).

Вестерн-блот-анализ. Электрофорез прово­
дили по методу Лэммли с  использованием 
6%-ного концентрирующего и  10%-ного разде­
ляющего полиакриламидных гелей. Разделение 
белков осуществляли при силе тока 30 мА на 
один гель в трис-глициновом электродном буфе­
ре (BioRad, США). Электрофорез останавлива­
ли после достижения фронтом бромфенолового 
синего конца геля.

Далее проводили электроперенос белков из 
полиакриламидного геля на PVDF-мембрану 
(BioRad, США), предварительно активирован­
ную 96%-ным этанолом в течение 1 мин при силе 
тока 0.8 мА/см2 с  использованием прибора для 
полусухого переноса TE77XP (Serva, Германия). 
PVDF-мембраны инкубировали в блокирующем 
буфере с  первичными поликлональными 
антителами к  белку p53 (ab131442; Abcam, 
Великобритания; разведение 1:200) в  те­
чение ночи при 4° С. Для приготовления 
отмывочного раствора использовали PBS, со­
держащий 0.1% Tween 20 (Sigma, США). От­
мывку от несвязавшихся первичных антител 
проводили 3 раза в  течение 10 минут при 
комнатной температуре и  перемешивании на 
шейкере. Затем мембраны инкубировали при 
комнатной температуре в  течение часа со 
вторичными поликлональными антителами, 
конъюгированными с  пероксидазой хрена 
(a6154; Sigma, США; разведение 1:2000).

Для оценки наработки белка DYSF исполь­
зовали первичные поликлональные антитела 
к дисферлину в блокирующем буфере (ab15108; 
Abcam, Великобритания; разведение 1:200) 
и  вторичными поликлональными антителами, 
конъюгированными с  пероксидазой хрена 
(a6154; Sigma, США; разведение 1:2000). Для 

нормализации данных использовали β-актин 
(8227; Abcam, Великобритания).

Визуализацию иммунного преципитата про­
водили с  помощью хромогенного субстрата 
Peroxidase substrate solution (Vector Laboratories, 
США). Реакцию останавливали отмывкой 
PVDF-мембраны в  дистиллированной воде. 
Мембраны высушивали на фильтровальной 
бумаге, оцифровывали на сканере ChemiDoc 
(BioRad, США). Денситометрию осуществляли 
с  помощью стандартной программы ImageJ.

Сборка лентивирусных конструкций. В  ходе 
работы использовали плазмидные конст­
рукции: оболочечную плазмиду для ленти­
вирусов pCMV-VSV-G (Lab. Bob Weinberg; 
#8454, Addgene plasmid: http://n2t.net/
addgene:8454; RRID:Addgene_8454) (Stewart 
et al., 2003), упаковочную лентивирусную 
плазмиду psPAX2 (Lab. Didier Trono, #12260, 
Addgene plasmid: http://n2t.net/addgene:12260; 
RRID:Addgene_12260), векторные плазмиды 
lenti MS2-P65-HSF1_Hygro (Feng Zhang; #61426, 
Addgene plasmid: http://n2t.net/addgene:61426; 
RRID:Addgene_61426), lenti dCAS-VP64_Blast 
(Feng Zhang, #61425A, ddgene plasmid: http://n2t.
net/addgene:61425; RRID:Addgene_61425), lenti 
sgRNA(MS2)_zeo backbone (gRNA_1, gRNA_4) 
(Feng Zhang, #61427, Addgene plasmid: http://
n2t.net/addgene:61427; RRID:Addgene_61427) 
(Konermann et al., 2015), pLVUHshp53 
(Patrick Aebischer & Didier Trono, #11653, 
Addgene plasmid: http://n2t.net/addgene:11653; 
RRID:Addgene_11653) (Szulc et al., 2006). 
Для получения рекомбинантного репликаци­
онно-дефектного лентивируса проводили 
котрансфекцию пакующей клеточной линии 
HEK293А тремя плазмидами (оболочечной, упа­
ковочной и  векторной), согласно стандартному 
протоколу (Salmon et al., 2006).

Оптимизация концентраций антибиотиков. 
Для определения концентрации антибиотиков 
максимального ингибирования клеток (IC100) 
проводили MTS-тест по стандартному 
протоколу (Arab-Bafrani et al., 2016). Количество 
жизнеспособных клеток оценивали путем 
измерения флуоресценции образовавшегося 
формазана (CellTiter 96® AQueous One Solution 
Reagent, Promega, США) на микропланшетном 
спектрофотометре Tecan Infinite M200 Pro 
(Tecan Group Ltd., Швейцария) при длине вол­
ны 490  нм. MTS-тест проводили в  соответствии 
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с инструкцией производителя (Promega™ CellTiter 
96™ AQueous one solution cell proliferation assay, 
США). Для селекции использовали антибиоти­
ки бластицидин (10 мг/мл; Invivogen, США), 
гигромицин (50 мг/мл; Invivogen, США), зеоцин 
(100 мг/мл; Invivogen, США). Для выбора кон­
центрации, при которой происходит гибель 
всех клеток использовали разведения, согласно  
протоколам производителя: бластицидин: 
2–15  мкг/мл, гигромицин: 50–250  мкг/мл, 
зеоцин: 100–500 мкг/мл. Замену среды с  анти­
биотиком производили каждые 3–4 сут. После 
этого выбирали концентрацию, при которой 
происходит гибель клеток в  течение 1–2 нед.

Транскрипционная активация. ТА-система 
CRISPR/dCas9-SAM состоит из гибрида 
инактивированной нуклеазы dCas9 и  белка 
VP64, гидовой РНК (sgRNA) с  двумя РНК-ап­
тамерами MS2 и  вспомогательного белка ак­
тивации MS2-P65-HSF1. Доставка комплекса 
осуществлена трансдукцией трех отдельных 
лентивирусных частиц, содержащих каждый из 
компонентов. Внутри клетки комплекс sgRNA–
MS2 и  dCas9–VP64 рекрутирует комбинацию 
белков MS2–P65–HSF1 к  области целевого 
промотора и  таким образом обеспечивают его 
включение и начало трансляции целевого белка 
(Konermann et al., 2015).

Для специфичной работы системы была 
использована коммерчески доступная гидовая 
РНК, нацеленная на первые 200 п.н. выше 
сайта начала транскрипции (TSS) гена DYSF 
(GenScript, США). Итоговая последовательность 
sgRNA1 (CGCCGCGGGCAGGGCGGATC) 
клонирована в  gRNA-экспрессионный вектор 
pLenti_sgRNA(MS2)_zeo.

Фибробласты с  мутацией в  26-м экзоне гена 
DYSF, нокаутные по гену p53 (HF-mut26-p53) 
и  фибробласты с  мутацией в  26 экзоне гена 
DYSF без нокаута гена p53 (HF-mut26) рассеи­
вали в  6-луночный культуральный планшет по 
30 000 клеток на 1 лунку. Смешивали 250 мкл 
концентрированного вируса (множественность 
заражения –5 MOI/кл.) с 750 мкл среды альфа-
МЕМ (“ПанЭко”, Россия) и  4 мкл протамина 
сульфата (5 мг/мл; Sigma, США). Через 6 ч  ме­
няли среду в лунках на свежую по 2 мл на лунку. 
Лентивирус dCAS-VP64 имеет селективный мар­
кер – устойчивость к антибиотику бластицидину. 
В  качестве контроля для селекции использова­
ли интактные клетки HF-mut26-p53, контро­

лем эффективности трансдукции служили HF-
mut26. Селекцию начинали через 5 сут после 
трансдукции. Через 3 нед. выжившие клетки 
со вставкой лентивируса с  dCAS-VP64 пересе­
ивали в  культуральный флакон Т25 и  растили 
до образования монослоя. Затем часть клеток 
замораживали и  хранили при –80° С, а  часть 
сеяли для трансдукции следующим фактором. 
Таким образом, получили клеточную линию 
HF-mut26-p53 + dCAS-VP64.

Аналогично проводили трансдукцию 
фибробластов HF-mut26-p53 и HF-mut26 ленти­
вирусом, кодирующим транскрипционный фак­
тор MS2-P65 HSF1, который имеет маркер 
для селекции  – устойчивость к  гигромицину. 
Далее иммортализованные клетки HF-mut26+ 
dCAS-VP64+MS2-P65_HSF1 трансдуцировали 
лентивирусом, кодирующим гидовую РНК 
sgRNA(MS2). Проводили селекцию с  помо­
щью антибиотика зеоцина. Получили клеточ­
ную линию иммортализованных дисферлин-
дефицитных фибробластов десны пациента 
с  дисферлинопатией, с  ТА-геном дисферлина 
H F - m u t 2 6 - p 5 3 + d C A S - V P 6 4 + M S 2 - P 6 5 _
HSF1+sgRNA(MS2) (далее – HF-mut26-p53_ТА).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) с  об
ратной транскрипцией (ОТ). Осадок фибробластов 
собирали с  помощью центрифугирования при 
500 g в  течение 5  мин. Общую РНК выделяли 
с  использованием реагента TRIzol (Invitrogen, 
США) по методике, рекомендованной произ­
водителем. Количественную ПЦР проводили на 
амплификаторе CFX96 Touch (BioRad, США) 
в  объеме 20 мкл с  применением готовой смеси 
для ПЦР qPCRmix-HS (“Евроген”, Россия) 
и  5  пмоль каждого праймера. Режим амплифи­
кации: 1 цикл 94° С – 180 с; 40 циклов 95° С – 
15 с; 60° С–15 с; 72° С – 15 с. Кривая плавления: 
62–94° С с  шагом 0.5° С – 15 с. В  качестве ма­
трицы выступала кДНК, полученная в ходе ОТ. 
Праймеры для DYSF человека (и клеток C2C12): 
прямой CGTGATGGATGACAAGAGTGA 
( C A T G G T G G A T G A C A A G A G C G A ) ; 
и  обратный CGATGGCATAGGGATCAGAAA 
(CGATGGCGTAGGGATCAGAGA). 

Количество кДНК, соответствующей 
транскриптам целевых и  референсных генов 
определяли по разности порогового цикла 
реакции (Ct) для каждого образца. В  качестве 
референсного гена был выбран ген глицераль­
дегид-3-фосфат дегидрогеназы (GAPDH). Для 
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количественного анализа экспрессии генов 
использовали метод ∆∆Ct. На первом этапе 
проводили нормализацию данных, исполь­
зуя усредненные значения Ct референсного 
гена GAPDH и  рассчитывали значения ∆Ct, 
путем вычитания значения Ct референсного 
гена из значения Ct исследуемого гена. Далее 
рассчитывали значения ∆∆Ct, вычитая значе­
ния ∆Ct контрольного образца из значения ∆Ct 
экспериментального образца. 

В качестве положительных контролей 
использовали миобласты человека без дисфер­
линопатии и  клеточную линию С2С12. Экс­
прессия DYSF в  С2С12 была описана в  раннее 
проведенных исследованиях (Belanto et al., 2010; 
Defour et al., 2014). Отрицательным контролем 
при анализе клеток НЕК293Т_ТА служили 
клетки НЕК293Т, в  которых ген DYSF не был 
активирован.

Статистический анализ. Статистическую 
обработку полученных результатов проводили 
с  помощью пакета прикладных программ 
Microsoft Excel. Достоверность различий опре­
деляли с помощью t-критерия Стьюдента (двух­
выборочный). Различия считали достоверными 
при P < 0.05.

Использованные реактивы: набор анти­
тел Stemflow™ hMSC Analysis Kit (BD, США), 
плазмида pLVUHshp53 (#11653; Addgene 
plasmid, Patrick Aebischer & Didier Trono); 
оболочечная плазмида для лентивирусов 
pCMV-VSV-G (#8454; Addgene plasmid, Bob 
Weinberg); упаковочная лентивирусная плазмида 
psPAX2 (#12260; Addgene plasmid, Didier 
Trono); векторные плазмиды lenti MS2-P65-
HSF1_Hygro (#61426), lenti dCAS-VP64_Blast 
(#61425) и  lenti sgRNA(MS2)_zeo backbone 
(gRNA_1, gRNA_4) (#61427; Addgene plasmid, 
Feng Zhang); последовательность sgRNA1 
CGCCGCGGGCAGGGCGGATC (GenSсript, 
США), бластицидин, гигромицин, зеоцин 
и  TRIzol (Invitrogen, США); qPCRmix-HS 
(Евроген, Россия), поликлональные антитела 
кролика к  белку p53 (#ab131442), дисферлину 
(#ab15108) и β-актину (#8227) (Abcam, Велико­
британия); вторичные поликлональные антитела 
козы к  иммуноглобулину G кролика, конъюги­
рованные с пероксидазой хрена (#A6154; Sigma, 
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Типирование фибробластов и  получение 
иммортализованной культуры. Иммунофено­
типирование показало специфичность кле­
ток, выделенных из биоптата десны по 
поверхностным мезенхимным маркерам 
(мультипотентных мезенхимных стромальных 
клеток и  фибробластов). Проведена харак­
теризация выделенной популяции пер­
вичных фибробластов (рис. 2а–г). Для им­
мортализации нативные фибробласты гене­
тически модифицировали рекомбинантным 
лентивирусом (pLVUHshp53), кодирующим 
короткими шпилечными РНК (кшРНК) к  ну­
клеотидной последовательности РНК p53. Да­
лее с  помощью проточного цитофлуориметра-
сортера получали чистую популяцию клеток, 
несущих LVUHshp53-gfp.

Для проверки успешного нокаута p53 проведен 
анализ с  помощью вестерн-блотинга (рис.  3). 
В  качестве контрольных клеток использовали 
немодифицированные фибробласты десны, 
полученные от пациента (см. раздел “Материал 
и методика”), и детектировали продукт, соответ­
ствующий по молекулярной массе белку p53 
(53  кДа).

Активация транскрипции гена DYSF 
в  фибробластах и  клетках HEK293. Детек­
ция продуктов экспрессии гена. Гидовая 
РНК (GenScript, США) для специфич­
ной работы системы SAM (sgRNA1  –
CGCCGCGGGCAGGGCGGATC) нацелена 
на первые 200 п.н. выше сайта начала транс­
крипции  –(TSS) гена DYSF и  лигирована 
в  gRNA-экспрессионный вектор (pLenti_
sgRNA(MS2)_zeo. Далее для осуществления 
ТА гена DYSF лентивирусами, кодирующими 
SAM-gRNA1, dCas9-VP64, MS2-P65-HSF1 бы­
ли трансдуцированы фибробласты из десны 
пациента с  дисферлинопатией и  клетки 
HEK293Т. После этого проводили селекцию 
клеток антибиотиками: фибробластов  – гиг­
ромицином (в  концентрации 200 мкг/мл), 
зеоцином  (225 мкг/мл) и  бластицидином  
(10 мкг/мл); клеток HEK293Т – гигроми­
цином (150 мкг/мл), зеоцином (200 мкг/мл) 
и  бластицидином (7.5 мкг/мл). После селекции 
получили клетки, в  которых прошла генетиче­
ская модификация вирусами и, соответственно, 
ТА целевого гена.
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Детекция мРНК и  белка, кодируемого геном 
DYSF. Методом ОТ-ПЦР было показано, что 
после активации гена DYSF в  фибробластах 
экспрессируется мРНК этого гена (рис. 4а). 
В  качестве положительного контроля исполь­
зовали миобласты человека (HMb) без мута­
ции в  гене DYSF, полученные по ранее опи­
санной методике (Буев и  др., 2020); в  качестве 
отрицательного контроля  – фибробласты 

с  мутацией в  26 экзоне гена DYSF, которые не 
несут компоненты CRISPR/dCas9-SAM.

В культуре клеток HEK293Т_ТА с помощью 
ОТ-ПЦР-анализа выявили увеличение уровня 
экспрессии DYSF при использовании праймеров 
к  кДНК дисферлина (рис. 4б). Чтобы убедить­
ся в  том, что происходит наработка белка 
дисферлина, мы проводили иммуноблотинг. 
По результатам реакции детектировали бэнд, 

Рис. 2. Распределение фибробластов, выделенных из десны пациента с  дисферлинопатией, по поверхностным 
маркерам (иммунофенотипирование). По вертикали – число клеток; по горизонтали – интенсивность свечения 
зонда, связанного с соответствующим антителом. а – Клетки, негативные по маркерам CD45, CD34, CD11b, CD19 
и HLA-DR; б – клетки CD90+ (94.4%), б – клетки CD105+ (90.5%), г – клетки CD73+ (91.5%); д, е – гистограмма 
распределения клеточной популяции по интенсивности флуоресцентного сигнала GFP соответственно до и после 
сортировки. Проточная цитометрия.
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Рис. 3. Детекция нокаута p53 в фибробластах. а – Фибробласты пациента с дисферлинопатией, трансдуцированные 
лентивирусом LVUHshp53-gfp.3. б  – Вестерн-блот: КО  – иммортализованные фибробласты кожи пациента 
с  дисферлинопатией, полученные путем нокаута гена-онкосупрессора p53 (53 кДа), WT  – фибробласты кожи 
пациента с  дисферлинопатией. М  – мол. маркер.

соответствующий ожидаемому размеру белка 
дисферлина (рис. 4в). Дополнительно оцени­
вали результаты с  помощью денситометрии 
(рис.  4г).

ОБСУЖДЕНИЕ

Метод для транскрипционной активации 
генов с применением CRISPR/Cas был впервые 
описан в  2015 г. (Konermann et al., 2015) и  на­
шел применение в  создании подходов к  лече­
нию онкологических заболеваний (Liu et al., 
2019), ожирения (Wang, 2020), фиброза печени 
(Luo et al., 2022) и  других. Были разработаны 
индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки (iPSC), постоянно экспрессирующие 
элементы комплекса SAM–SAM-iPSC (Xiong 
et al., 2016) и  трансгенные мыши (Hunt et al., 
2021). SAM-iPSC представляют собой новый 
полезный инструмент для изучения генетической 
регуляции пролиферации и  дифференцировки 
стволовых клеток посредством CRISPR-опо­
средованной активации генов. На модели мышей 
SAM также можно модулировать всевозможные 
состояния с  помощью разных направляющих 
РНК. Такие платформы ТА-генов с  CRISPR/
dCas9-SAM позволяют направленно изучать 
патогенез заболеваний и  являются удобной 
моделью для разработки терапии. Ключевыми 
аспектами и  преимуществами CRISPR/dCas9-
SAM являются:

1. Эффективность и  специфичность. Техно­
логия CRISPR/dCas9-SAM обладает высокой 

специфичностью к  целевому гену, что снижает 
вероятность случайных мутаций и  влияния на 
другие гены, а  также сравнительно высокой 
эффективностью (Konermann al., 2015; Wang et 
al., 2016).

2. Усиленная транскрипция. Система акти­
вации позволяет значительно усилить транс­
крипцию выбранных генов, что может быть 
весьма полезно при изучении их функций или 
при разработке генной терапии (Konermann et 
al., 2015).

Модели in vitro являются отправной точкой 
в ​​биологических и медицинских исследованиях. 
Ученые используют разные типы моделей  –
двумерные (2D) модели (монослойные кле­
точные линии) (Mamchaoui et al., 2011; Xiong et 
al., 2016; Bruge et al., 2022; Rossi et al., 2023), ко­
торые легко изучаются на молекулярном уровне 
и трехмерные (3D) модели (органоиды и органы 
на чипах), которые имитируют функциональные 
свойства нативной ткани (Agrawal et al., 2017; 
Shin et al., 2022). Основная цель состоит в  том, 
чтобы разработать модели, которые сокращают 
стоимость и время измерений и дают все необ­
ходимые объемы экспериментальных данных.

In vitro платформы используют уже многие 
десятилетия для большого числа заболеваний: 
остеоартрита (Johnson. et al., 2016), псориаза 
(Jean et al., 2009), заболеваний сердца (Tumiati et 
al., 1994; Vunjak Novakovic et al., 2014), болезни 
Альцгеймера (Stoppelkamp et al., 2011), тром­
бозов (Zhang et al., 2017), разных видов рака 
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(Katt et al., 2016) и  миодистрофий (Barthelemy 
et al., 2022; Bruge et al., 2022). Но существует 
сложность с  получением пациент-специфич­
ных линий из-за необходимости проведения 
высокоинвазивных вмешательств (например, 
биопсия мышечной ткани). В  этом случае 
возможно применение ТА. Источниками для 
создания тест-систем в  таком случае могут 
выступать как клетки пациента, относительно 
легко полученные в  амбулаторных условиях 
(например, фибробласты кожи и  десны) (Zorin 
et al., 2017), так и  клетки, которые широко ис­

пользуются в  биомедицинских исследованиях 
(HEK293).

Клеточные культуры, с актированными инте­
ресующими генами – это удобная и экономичная 
платформа для редактирования генома (исполь­
зование систем редактирования генома в  та­
ких культурах позволяет моделировать различ­
ные заболевания, а  также вносить мутации 
и  изучать влияние той или иной на пато­
генез) и  тестирования генотерапевтических 
конструкций. Функционирующие в  мышечной 
ткани белки, мутации в  которых становятся 

Рис. 4. Детекция мРНК и белка гена DYSF в фибробластах и HEK293T до (wo TA) и после (TA) транскрипционной 
активации гена DYSF с помощью CRISPR/dCas9 SAM. а – Относительная экспрессия мРНК дисферлина (ΔΔCT, 
ОТ-ПЦР) в  миобластах человека без мутации в  гене DYSF, использованных в  качестве контрольных клеток 
(HMb), фибробластах пациента после транскрипционной активации (ТА) DYSF (HF-mut26-p53_TA) и  фи­
бробластах пациента, не несущих компонент системы активации (HF-mut26-p53 wo TA). б  – Относительная 
(ΔΔCT) экспрессия мРНК дисферлина в  клетках HEK293Т до и  после ТА DYSF и  клетках С2С12, которые 
служили положительным контролем. в,  г  – Соответственно вестерн-блоты с  антителами к  белку дисферлин 
и  их денситограммы (D  – оптическая плотность). а,  б: Данные представлены в  виде среднего ± стандартная 
ошибка среднего.
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причиной различных мышечных дистрофий, 
как правило неактивны в  указанных выше 
видах клеток. Тогда для восстановления 
синтеза белка возможно применение системы 
активации CRISPR/dCAS9-SAM c отработкой 
методики по следующему пути: 1) получение 
клеток из биоптата пациента; 2) актива­
ция целевого гена (внесение dCAS9-SAM); 
3)  коррекция мутации в  целевом гене (с  по­
мощью технологии CRISPR/Cas9, внесени­
ем генотерапевтических конструкций или на 
уровне РНК с  использованием микроРНК, 
кшРНК и  др.); 4) детекция продуктов экспрес­
сии гена. Для клеток HEK293, не имеющих па­
тогенных мутаций в “мышечных” генах, можно 
искусственно активировать транскрипцию та­
ких генов и  затем применять методы генной 
инженерии для разработки терапии или изуче­
ния развития заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе продемонстрирована концепция 
создания ТА-клеточных культур. Нами была 
успешно использована технология CRISPR/
dCas9-SAM для создания in vitro модели 
дисферлинопатии с  применением нокаутных 
фибробластов из десны пациентов с  мутацией 
в  гене DYSF и  клеток HEK293Т_ТА. В  куль­
турах, несущих компоненты SAM, была акти­
вирована транскрипция DYSF путем внесения 
специфической sgRNA. В  полученных клет­
ках HEK293Т_ТА детектировали мРНК ге­
на DYSF и  белок дисферлин. мРНК гена 
DYSF была обнаружена и  в  фибробластах 
после ТА. Далее созданные тест-системы 
дисферлинопатии будут использованы для 
оценки эффективности генотерапевтических 
конструкций и перманентного экзон-скиппинга 
(пропуска экзонов).
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DEVELOPMENT OF AN IN VITRO MODEL OF DYSFERLINOPATHY VIA CRISPR/
CAS-MEDIATED TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION OF THE DYSF GENE
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Scientists need cell models from human tissues to develop methods of gene therapy and genome editing 
for monogenic diseases. It is preferable to use minimally invasive methods to obtain samples; these tissues 
can be applied for further screening in order to select the most effective approach to restore the synthesis 
of the target protein. We used the CRISPR/Cas9-SAM transcriptional activation system, which ensures 
expression of the DYSF gene in HEK293Т cells, as well as in fibroblasts from patients with dysferlinopathy 
(c.2779delG (Ala927LeufsX21)). After targeted activation of DYSF, it was possible to detect the main gene 
products: mRNA and protein (HEK293Т_ТА) and mRNA (fibroblasts). Transcriptionally activated dysfer­
lin-deficient fibroblasts and HEK293 cells can be used to evaluate the in vitro efficacy of gene therapy for 
dysferlinopathies.

Keywords: muscular dystrophy, dysferlinopathy, dysferlin, genome editing, transcriptional activation, disease 
models, CRISPR/Cas9, fibroblasts
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