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Рис. Образование нейросфер из клеток,
выделенных из обонятельной области
слизистой оболочки носа человека, 10 дней
культивирования. Из Dev Dyn 2005 Epub
Mar 21, с изменениями.

Изучение спонтанной онкогенетической трансформации
мезенхимальных стволовых клеток человека в культуре

ных и гемопоэтических клеток. Тем не менее, вероятность
существования и пролиферации СD11b"клеток, контами"
нировавших трансплантат, была ничтожно мала. Таким об"
разом, результаты этих экспериментов подтвердили, что
клетки нейросфер ОСН крысы обладают способностью к
восстановлению гемопоэза и дифференцировке в клетки
крови. Вероятность слияния, как возможного механизма
«псевдодифференцировки», была также отвергнута рядом
экспериментов. При кокультивировании меченых клеток
нейросфер и костного мозга мыши, нейросфер мыши и
суспензии клеток гаструлы куриного эмбриона не было
выявлено ни одного факта слияния. Слияние клеток чело"
века после трансплантации в куриную гаструлу было также
исключено анализом ДНК и ядер. Таким образом, в работе
было доказано, что в ОСН человека (а также крысы и мыши)
существуют мультипотентные стволовые клетки. Остаётся
неясной природа этих клеток. Хотя их и можно считать ней"
рональными стволовыми, поскольку они образуют нейро"
сферы в культуре с экспрессией нестина и маркёров всех
типов нервных клеток. Однако, это могут быть как клетки
обонятельного нейроэпителия (olfactory ensheathing cells и
нейроклетки, выделенные Roisen F.J. и Zhang X. [4, 5]), так
и базальные клетки ОСН [7, 8]. Незначительная контами"
нация CD11b+ клетками (менее 1%) может быть объяснена
миграцией в ОСН дендритных клеток и макрофагов, однако
не отрицает факта дифференцировки. Отсутствие гемопо"
этических клеток в трансплантате и неспособность клеток
костного мозга образовывать сферы при культивировании
в аналогичных условиях культуры (с нейросферами из ОСН)
указывает на «чистоту» эксперимента и значительно сни"
жает вероятность артефактов. Исследователи выделили
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клетки с одинаковым потенциалом пластичности из 2"х ги"
стологических структур – «обонятельного эпителия» и со"
единительнотканной собственной пластинки (lamina propria).
«Производительность» метода составила 500"2000 сфер
(около 1000 клеток в каждой) из одного биоптата в тече"
ние 7"10 дней.

Таким образом, предложен новый альтернативный ауто"
логичный материал для регенеративной медицины. Кроме
того, в настоящее время хорошо отработана техника забо"
ра такого материала без потери функции обоняния.
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Мезенхимальные стволовые (стромальные стволовые)
клетки (МСК) человека считаются одним из самых перс"
пективных видов аутологичного материала для клеточной
терапии и тканевой инженерии. МСК были выделены из
различных тканей взрослого человека, эмбриона и ново"
рожденного и характеризуются рядом общих свойств, сре"
ди которых: высокая способность к пролиферации и адге"
зии, фибробласт"подобная морфология и образование
колоний в культуре, легко"индуцируемая дифференциров"
ка в остео", хондро", мио" и адипогенном направлениях.
Однозначного мнения по экспрессии маркёров не суще"
ствует, не описаны и уникальные маркёры МСК. Однако
большинство исследователей описывает эти клетки как SH"
2, SH"3, SH"4, STRO"1, Sca"1, Thy"1, CD44, CD29, CD71,
CD106, CD120a, CD124 " позитивные и CD34, CD45 "
негативные. В биологии МСК ещё очень много вопросов,

ответы на которые будут найдены годами кропотливых фун"
даментальных исследований. Однако уже сегодня начались
клинические испытания по введению этих клеток с целью
коррекции той или иной патологии. Вопрос об онкогенной
безопасности взрослых стволовых клеток вообще и МСК в
частности остаётся неизученным, но крайне актуальным,
важным и определяющим будущее регенеративной меди"
цины. Известно, что старение клетки сопряжено с укороче"
нием теломер (потерей активности теломеразы) и останов"
кой клеточного цикла [1]. При культивировании клеток, в
определённый момент неизбежно наступает «кризис» (ос"
тановка) клеточного цикла (фаза M1) [2]. Феномен спон"
танного обхода «кризиса» остановки клеточного цикла и
укорочения хромосом был установлен для человеческих
клеток недавно [3]. Варианты «обхода» этого неизбежного
процесса связаны с приобретением иммортальности при
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укороченных теломерах, возникновением хромосомных
аберраций и канцерогенезом. В конечном итоге, накопле�
ние хромосомных мутаций приводит к неизбежному апоп�
тозу (фаза M2) [2]. Логично было бы предположить суще�
ствование такого феномена и для взрослых стволовых
клеток, способных давать более 20�30 удвоений и поддер�
живаться в культуре до года.

Свойство иммортальности прямо связано с длиной те�
ломер и характерно для эмбриональных стволовых и рако�
вых клеток. Уровень теломеразы МСК человека, по мнению
некоторых авторов, неопределим [4]. Было показано, что
при размножении человеческих МСК in vitro наблюдается
укорочение теломер [5], что может быть связано с обходом
фазы M1. Однако имеется указание, что активность тело�
меразы у МСК, выделенных из жировой ткани, зачительно
выше, чем у МСК костного мозга [6]. Для продления жизни
МСК в культуре и их экспансии, предпринимались много�
численные попытки трансфекции различными «теломераз�
ными» ген�конструкциями (наиболее популярна hTERT).
Иммортализованные МСК не меняли кариотип, фенотип и
способность к дифференцировке в течение 2�3 лет [7, 8].
Но недавние исследования показывают, что иммортализа�
ция нормальных клеток человека теломеразными конструк�
циями, считавшаяся до этого безопасной, несёт в себе кан�
церогенный риск [9]. В исследовании Serakinci N. с соавт.
МСК «заставляли» делиться (под действием hTERT) 256
раз и получали при этом опухоли у 100% мышей�реципи�
ентов, а при введении линии МСК с количеством делений
95 не наблюдали развития опухолей. Интересно, что эта
разница наблюдалась при неизменном нормальном кари�
отипе обеих линий [10].

Не связана ли высокая способность МСК к пролифера�
ции с накоплением мутаций и онкогенным риском? Может
ли онкогенная трансформация МСК происходить
спонтанно? Ответы на эти вопросы можно найти в резуль�
татах недавнего исследования группы Rubio�Bernad, опуб�
ликованном в журнале Cancer Research. Исследователи вы�
деляли МСК человека из биоптатов жировой ткани
(взрослых и детей) по общепринятому методу Zuk. Клетки
имели типичную фибробласт�подобную морфологию, экс�
прессировали CD13, CD90, CD105 и CD106, индуцирова�
но дифференцировались в остео� и адипогенном направ�
лениях. Затем клеткам давали спонтанно пролиферировать,
поддерживая их стабильный фенотип и морфологию час�
тым пассированием. Способность к образованию опухолей
in vivo изучали на иммунодефицитных облучённых мышах.
Все свежевыделенные МСК имели нормальный кариотип и
не давали роста опухолей при внутривенном введении мы�
шам. В течение 2�х месяцев культивирования часть клеток
демонстрировала признаки старения с остановкой клеточ�
ного цикла (пре�M1), сохраняя при этом нормальный кари�
отип. Характерным положительным тестом на «клеточный
кризис» служила окраска beta�galactosidase (pH=6). Боль�
шая часть клеток, «пережившая кризис», спонтанно (пост�
М1) продолжала поддерживаться в культуре до фазы М2.
30% пост�М1 клеток имели трисомию по 8 хромосоме.
Следует отметить, что при трансплантации пост�М1 клеток
иммунодефицитным мышам не было обнаружено никаких
признаков туморогенеза (время наблюдения – 3 мес.). В
половине случаев пост�М1 клетки, характеризовались ус�
корением клеточного цикла, высокой пролиферативной ак�
тивностью и поддерживались в культуре до полугода. Эти
клетки теряли экспрессию CD90 и CD105 и изменяли стро�
ение веретена деления и свою морфологию. При кариоти�
пировании было выявлено, что большинство из них имело
трисомии, тетраплоидии и прочие мутации. Эти клетки ус�
ловно были названы туморогенные мезенхимальные

Рис. Изменение морфологии МСК в
процессе культивирования, а – МСК
в норме; б – «кризис» МСК при
культивировании; в – туморогенные
МСК. Из Cancer Res 2005; 65:
3035�3039, с изменениями.

(ТМСК). Через 4�6 недель после внутривенной трансплан�
тации ТМСК иммунодефицитным мышам наблюдали раз�
витие множественных опухолей почти во всех органах у всех
(n=38) животных. Идентификацией меток было подтверж�
дено, что все опухоли происходят из человеческих клеток.
Клетки, выделенные из этих опухолей, демонстрировали
сходные множественные мутации, те же, что и родительс�
кие ТМСК. Было показано, что развитие ТМСК с обходом
фаз М1 и М2, ассоциировано с высокими уровнями эксп�
рессии теломеразы, онкогена c�myc и ангиогенного фак�
тора VEGF. Аналогичные результаты были получены в экс�
периментах с МСК, выделенными из 2�х различных линий
мышей (C57BL/6 и CD1). Это говорит о том, что феномен
«спонтанной иммортализации и онкогенности» взрослых
МСК, впервые описанный авторами в этой работе, имеет
большое общебиологическое значение. Высокая частота
(50% образцов) спонтанной трансформации нормальных
клеток в культуре, также была впервые описана авторами
для человека. Интересно, что МСК всех исследованных
образцов миновали М1 фазу. Способность онкогеннной
трансформации МСК человека, выделенных из жировой
ткани, была показана ранее под влиянием генетической
конструкции hTERT [10], однако это происходило не спон�
танно. До сих пор нет данных о возможной онкогенной
трансформации (спонтанной или под влиянием теломераз�
ной конструкции) МСК костного мозга.

Таким образом, авторы впервые показали, что клетки
человека способны к спонтанной онкогенной трансформа�
ции в культуре без участия факторов роста. Работа приоб�
ретает особое значение в контексте потенциального кли�
нического применения мезенхимальных стволовых клеток
для клеточной терапии и тканевой инженерии. Можно сде�
лать вывод, что длительное культивирование МСК (в дан�
ной работе – более 2 месяцев) ассоциировано с высоким
онкогенным риском. По�видимому, все культуры МСК, при�
меняемые в клинике, должны быть как минимум  кариоти�
пированы на предмет исключения хромосомных мутаций.
Кроме того, можно предположить, что все протоколы по им�
мортализации МСК теломеразными конструкциями не име�
ют клинического будущего в связи с высоким онкогенным
риском.
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Муковисцидоз (МВ) ' одно из распространённых (среди
представителей европейской расы) аутосомно'рецессив'
ное наследственное заболевание, возникающее в резуль'
тате мутации гена CFTR (transmembrane conductance
regulator), регулирующего транспорт иона хлора через мем'
брану эпителиальной клетки. При этом усиливается абсор'
бция натрия и воды, и происходит «высушивание» слизи,
продуцируемой экзокринными железами. Избыточно вяз'
кий секрет закупоривает протоки, вследствие чего образу'
ются множественные кисты и развивается системная дис'
функция экзокринных желёз. МВ является актуальным в
структуре заболеваемости и смертности (основной причи'
ной которой является прогрессирующая дыхательная не'
достаточность и присоединение инфекций) среди детей
и подростков [1].

За последние несколько лет было предложено несколь'
ко протоколов генотерапии МВ, использующей генетичес'
кие конструкции CFTR [2'4]. Оптимальной терапевтичес'
кой мишенью для доставки вектора с CFTR считается
дыхательный эпителий (ДЭ), однако его трансфекции in vivo
препятствуют избыток слизи, отсутствие рецептора для
вируса на поверхности клетки, быстрая деградация ДНК и
плохая интеграция вектора [2'4]. Альтернативный подход
к заместительной клеточной генотерапии недавно был пред'
ложен группой Wang'Prockop. Он заключается в примене'
нии аутогенных мезенхимальных стволовых клеток костно'
го мозга (МСК), трансфецированных конструкцией CFTR, как
потенциального источника нового (здорового) ДЭ. Подоплё'
кой к применению МСК для терапии МВ послужили следу'
ющие данные:

' указания на возможность дифференцировки (или сли'
яния) МСК в эпителиальные клетки дыхательных путей
in vitro и in vivo [5, 6, 8];

' хорошая миграция МСК в дефектные лёгкие in vivo [7, 8];
' неплохая трансфецируемость МСК различными гене'

тическими  конструкциями с уверенной экспрессией транс'
гена [9];

' возможность использования аутологичного материа'
ла и экспансия МСК in vitro в миллиард раз за 2 месяца
культивирования [10, 11].

МСК забирали из крыла подвздошной кости от здоро'
вых волонтёров и от больных МВ. Клетки выделяли и куль'
тивировали по протоколу Sekiya'Prokop [10] с масштаби'
рованием в системе клеточной фабрики (Nunc). Клетки
модифицировали меткой GFP и трансгеном CFTR с после'
дующей лекарственной селекцией. Для дифференцировки
МСК применяли специальную систему кокультивирования

с линией дефектного (по CFTR) ДЭ или с первичными клет'
ками, выделенными из лёгких больных МВ. Клетки кокуль'
тивировали на границе раздела жидкой и газовой  (воз'
душной) фаз. Через 2 (и более) недели кокультивирования
нормальных МСК и дефектных клеток ДЭ в такой системе
наблюдали появление эпителио'подобных клеток, несущих
метку МСК. Кроме того, часть GFP+ (МСК) клеток положи'
тельно окрашивалась на эпителиальные маркёры ' СК'18
и occludin (~ 10% МСК), чего не наблюдалось в контрольных
экспериментах (культивирование МСК в сходных условиях).
После кокультивирования наблюдали экспрессию CFTR
дикого типа, что подтверждали методом RT'PCR отсорти'
рованных (FACS) GFP+ клеток. То есть, часть МСК от здоро'
вых доноров при кокультивировании подвергалась транс'
дифференцировке в клетки ДЭ. Феномен слияния
исключали отсутствием клеток, положительно  окрашива'
ющихся одновременно как по метке МСК ' GFP, так и по
метке ДЭ ' RFP.

Для оценки клинического потенциала метода выделяли
МСК от МВ ' гомозигот. Клетки больных МВ имели одина'
ковую со здоровыми способность к экспансии in vitro
и дифференцировке в ткани, имеющие мезенхимальное
происхождение – костную и жировую. Дефектные
МСК трансфецировали CFTR. Было показано, что генети'
ческая коррекция МСК не влияла на их способность
к делению, образованию колоний и способности к диффе'
ренцировке (по сравнению клетками до трансфекции
и нормальными МСК от здоровых доноров). Устойчивость
экспрессии CFTR подтверждали методом RT'PCR. Нако'
нец, при кокультивировании дефектных, трансфецирован'
ных CFTR МСК (от больных МВ) с дефектной линией ДЭ
через месяц наблюдали восстановление секреции аниона
хлора (по радиоактивной метке). Как и в физиологических
условиях, хлор секретировался с апикальной части мемб'
раны клеток в ответ на стимуляцию c AMP. Секреция хлора
не зависела от количества МСК (5, 10 или 20%) при ко'
культивирвании с дефектными клетками ДЭ. Оптимальное
соотношение кокультуры 1:5 (20% МСК).

Таким образом, предложен новый оригинальный метод
клеточно'генетической коррекции функции ДЭ у больных
МВ.  Исследование, проведенное на материале пациентов
с МВ, продемонстрировало возможность использования
аутологичных ген'модифицированных (или немодифициро'
ванных) МСК в клинической практике. Однако до начала
клинических испытаний необходимо подтвердить эффек'
тивность метода на животных моделях.
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