КАЗАНСКИЙ ФЕДЕРАЛЬНЫЙ УНИВЕРСИТЕТ
Институт фундаментальной медицины и биологии
Кафедра генетики




В.В. СОЛОВЬЕВА
Л.Г. ТАЗЕТДИНОВА
А.А. РИЗВАНОВ



ВЫДЕЛЕНИЕ, КУЛЬТИВИРОВАНИЕ
И БИОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
ПЕРВИЧНЫХ КЛЕТОК
ЧЕЛОВЕКА

Учебное пособие








[image: ]
КАЗАНЬ
2018
2
УДК 576.5
ББК 28.0
	С60

Печатается по рекомендации учебно-методической комиссии
Института фундаментальной медицины и биологии КФУ
(протокол № 2 от 15 октября 2018 г.)

Рецензенты:
доктор медицинских наук С.В. Бойчук;
доктор биологических наук Р.Г. Киямова

Соловьева В.В.
С60	Выделение, культивирование и биохимический анализ первичных клеток человека: учеб. пособие / В.В. Соловьева, Л.Г. Тазетдинова, А.А. Ризванов. – Казань: Изд-во Казан. ун-та, 2018. – 114 с.

ISBN 978-5-00130-121-9

В учебном пособии изложены методы выделения, разделения, культивирования и биохимического анализа первичных культур клеток человека. Учебное пособие составлено в соответствии с современной структурой изучения учебных медицинских дисциплин, является дополнением к теоретическим курсам и рекомендовано для изучения следующих дисциплин: Б1.В.02 «Методы исследования в биологии и медицине», Б1.В.ДВ.2 «Методы генетических исследований», Б1.В.ДВ.4 «Клиническая генетика», Б1.Б.48 «Медицинская генетика», Б1.Б.23 «Клеточная и молекулярная биология» и Б1.В.ДВ.2 «Методы клеточной и молекулярной биологии».
УДК 576.5
ББК 28.0
ISBN 978-5-00130-121-9

© Соловьева В.В., Тазетдинова Л.Г., Ризванов А.А., 2018
© Издательство Казанского университета, 2018

	ОГЛАВЛЕНИЕ

	Введение……………………………………………………………
	8

	ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ КУРС………………………………………
	10

	1. Характеристика стволовых клеток……………………………
	10

	2. Разнообразие стволовых клеток взрослого организма………
	14

	2.1. Гемопоэтические стволовые клетки……………………
	19

	2.2. Клеточный состав пуповинной крови……………………
	21

	2.3. Мезенхимные стволовые клетки костного мозга………
	23

	2.4. Мезенхимные стволовые клетки жировой ткани………
	24

	2.5. Другие источники стволовых клеток
взрослого организма……………………………………………
	
27

	2.5.1. Стволовые клетки из амниотической жидкости…………
	27

	2.5.2. Стволовые клетки из
зачатков и пульпы третьих моляров……………………………
	
27

	2.5.3. Стволовые клетки из Вартонового студня………………
	28

	2.6. Терапевтическое применение
мезенхимных стволовых клеток…………………………………
	
28

	2.7. Иммуномодулирующие свойства
мезенхимных стволовых клеток…………………………………
	
29

	3. Фибробласты кожи,
их терапевтическое применение…………………………………
	
32

	4. Эндотелиальные клетки пупочной вены………………………
	34

	5. Методы выделения и разделения
первичных культур клеток………………………………………
	
36

	ПРАКТИЧЕСКИЕ ЗАНЯТИЯ……………………………………
	40

	Лабораторная работа №1
Выделение мононуклеарных клеток из пуповинной
или периферической крови человека……………………………
	

40

	Лабораторная работа №2
Выделение мезенхимных стволовых клеток 
из костного мозга человека………………………………………
	

44

	
Лабораторная работа №3
Выделение и мезенхимных стволовых клеток
из жировой ткани человека………………………………………
	


47

	Лабораторная работа №4
Выделение мезенхимных стволовых клеток
из пульпы зуба человека…………………………………………
	

52

	Лабораторная работа №5
Пересев и криоконсервация первичных культур клеток,
оценка жизнеспособности клеток………………………………
	

55

	Лабораторная работа №6
Определение иммунофенотипа выделенных
мезенхимных стволовых клеток ………………………………
	

62

	Лабораторная работа №7
Анализ направленной дифференцировки 
мезенхимных стволовых клеток…………………………………
	

67

	Лабораторная работа №8
Выделение фибробластов из кожи человека……………………
	
75

	Лабораторная работа №9
Иммуномагнитная сепарация для отбора CD14+ клеток из лейкоцитарной фракции периферической 
крови человека……………………………………………………
	


78

	Лабораторная работа №10
Выделение и анализ эндотелиальных клеток
из пупочной вены человека………………………………………
	

82

	Лабораторная работа №11
Определение жизнеспособности клеток методом 
MTS-теста (оценка активности митохондриальных 
дегидрогеназ)……………………………………………………
	


87

	Вопросы для самостоятельного
контроля знаний……………………………………………………
	
92

	Эталоны ответов…………………………………………………...
	98

	Литература…………………………………………………………
	99




Список основных сокращений
	ALCAM
	Молекула клеточной адгезии активированных лейкоцитов
(англ. Activated leukocyte cell adhesion molecule)

	C/EBPα
	CCAAT-энхансер связывающий белок
(англ. CCAAT-enhancer-binding protein α)

	CD
	Кластер дифференцировки
(англ. Cluster of differentiation)

	DPBS
	Раствор Дюльбекко
(англ. Dulbecco's fhosphate-buffered saline)

	EGF
	Эпидермальный фактор роста
(англ. Epidermal growth factor)

	FBS
	Сыворотка крови плодов коровы
(англ. Fetal bovine serum)

	FGF2
	Фактор роста фибробластов 2
(англ. Fibroblast growth factor 2)

	G-CSF
	Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор 
(англ. Granulocyte colony-stimulating factor)

	HGF
	Фактор роста гепатоцитов
(англ. Hepatocyte growth factor)

	HLA
	Человеческий лейкоцитарный антиген
(англ. Human leukocyte antigen)

	HUVEC
	Эндотелиальные клетки пупочной вены
(англ. Human umbilical vein endothelial cells)

	ICAM
	Молекула межклеточной адгезии 1 типа
(англ. Intercellular adhesion molecule-1)

	IDO
	Индоламин 2,3-диоксигеназа
(англ. Indoleamine 2,3-dioxygenase)

	IGF-1
	Инсулиноподобный фактор роста-1
(англ. Insulin-like growth factor-1)




	ITGA11
	Интегрин α 11
(англ. Integrin α 11)

	M-CSF
	Макрофагальный колониестимулирующий фактор
(англ. Macrophage colony-stimulating factor)

	MHC
	Главный комплекс гистосовместимости
(англ. Major histo-compatibility complex)

	MMP
	Матриксная металлопротеиназа
(англ. Matrix metallo-proteinase)

	PECAM
	Эндотелиальная молекула адгезии тромбоцитов 1
(англ. Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1)

	PGE2
	Простагландин E2
(англ. Prostaglandin E2)

	PMS
	Феназинметасульфат
(англ. Phenasin methosulphate)

	SCF
	Фактор стволовых клеток
(англ. Stem cell factor)

	SDF-1
	Фактор стромальных клеток
(англ. Stromal cell-derived fac-tor-1)

	TGF-β
	Трансформирующий фактор роста β
(англ. Transforming growth factor β)

	TLR
	Toll-подобный рецептор
(англ. Toll-like receptor)

	TNF-α
	Фактор некроза опухоли α
(англ. Tumor necrosis factor α)

	VCAM
	Васкулярная молекула клеточной адгезии 1
(англ. Vascular cell adhesion molecule 1)

	VEGF
	Сосудистый эндотелиальный фактор роста
(англ. Vascular endothelial growth factor)

	vWF
	Фактор фон Виллебранда
(англ. von Willebrand factor)

	ГСК
	Гемопоэтическая стволовая клетка

	ДК
	Дендритная клетка

	ДМСО
	Диметилсульфоксид

	ИЛ
	Интерлейкин

	ИПСК
	Индуцированная плюрипотентная стволовая клетка

	МКПК
	Мононуклеарная клетка пуповинной крови

	МСК
	Мезенхимная стволовая клетка

	МСК-ЖТ
	Мезенхимная стволовая клетка жировой ткани

	МСК-КМ
	Мезенхимная стволовая клетка костного мозга

	ПКВЧ
	Периферическая кровь взрослого человека

	СВФ
	Стромальная васкулярная фракция

	ЭДТА
	Этилендиаминтетрауксусная кислота

	ЭПК
	Эндотелиальная прогениторная клетка

	ЭСК
	Эмбриональная стволовая клетка




[bookmark: _Toc528603186]Введение
Благодаря обширным исследованиям и достижениям в области клеточной биологии активно внедряются в клиническую практику новые технологии лечения многих заболеваний человека с использованием аутологичных или аллогенных клеток. В настоящее время исследовательские центры прилагают большие усилия для разработки новых методов клеточной терапии различных заболеваний. Стволовые и соматические клетки могут использоваться для трансплантации в различные типы тканей и стимулировать другие клетки, что опосредует процессы регенерации.
Стволовые клетки – уникальная популяция клеток, способных к самообновлению и дифференцировке в специализированные типы клеток, а также участвующих в процессах восстановления органов и тканей в организме. С 1980-х годов, когда впервые удалось выделить стволовые клетки, активно исследуются биологические свойства данных клеток и разрабатываются на их основе подходы для терапии различных гематологических, онкологических, дерматологических, офтальмологических и ортопедических заболеваний человека. Наблюдается значительный рост понимания биологии стволовых клеток. Показано, что стволовые клетки взрослого организма могут быть выделены из широкого спектра тканей, включая костный мозг, периферическую кровь, мышечную и жировую ткань.
Новые методы лечения кожных заболеваний являются одним из огромных достижений в области клеточной терапии. Внедрение клеточных технологий, особенно применение аутологичных стволовых клеток, привлекает значительное внимание. Соответственно, ведущие исследовательские центры по всему миру инициировали различные проекты в этой области, что привело к резкому развитию терапевтических технологий на основе стволовых клеток.
Выделение одного или нескольких типов клеток из гетерогенной популяции является неотъемлемой частью современных исследований в биологии и повседневной клинической практике для диагностики и лечения. Выделение определенных типов клеток имеет значение для исследования основ клеточной биологии, участия определенных типов клеток в различных патологиях и разработки методов клеточной терапии для регенеративной медицины.
Основной принцип разделения любого типа клеток из популяции заключается в использовании одного или нескольких свойств, которые являются уникальными для этого типа клеток. Наиболее широко используемые методы выделения и разделения клеток могут быть широко классифицированы, основываясь на морфологии клеток и их связывании определенных антител. Совершенствование методов выделения и разделения различных типов клеток, позволяющих с высокой чистотой и жизнеспособностью получать необходимые первичные культуры клеток, привело к значительным достижениям в области биологии стволовых клеток, онкологии и регенеративной медицины.
В учебном пособии изложены современные методы выделения, разделения, культивирования и биохимического анализа первичных культур клеток человека из различных источников.
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[bookmark: _Toc528603188]1. Характеристика стволовых клеток
Стволовые клетки представляют собой уникальную популяцию клеток, которые поддерживаются на протяжении всей жизни организма и способны к самообновлению и дифференцировке в несколько типов специализированных клеток. Существует несколько способов классификации стволовых клеток [1]:
1. по источнику происхождения (эмбриональные, фетальные, стволовые клетки взрослого организма, или постнатальные);
2. по дифференцирующему потенциалу (тотипотентные, плюрипотентные, мультипотентные, олигопотентные и унипотентные).
Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) получают из эмбрионов, находящихся на стадии бластоцисты, фетальные стволовые клетки – из абортированного материала, стволовые клетки взрослого организма получают из плацентарной или пуповинной крови, костного мозга, жировой ткани и т.д. [2]. Первые попытки получения стволовых клеток из эмбриональных тканей были начаты еще в 1960-х годах Дж. Пирсом с коллегами при анализе тератокарциномы. Было показано, что полученные эмбриональные клетки могут поддерживаться длительное время in vitro и давать начало тератокарциномам, в которых развиваются клетки всех трех зародышевых листков (эктодермы, эндодермы, мезодермы). Однако выделенные эмбриональные клетки имели генетические мутации и аномальный кариотип, и в настоящее время их называют эмбриональными клетками карциномы. Морфологические сходства с ЭСК и высокий потенциал дифференцировки эмбриональных клеток карциномы позволяет их использовать в качестве модельных объектов в различных исследованиях [3].
В начале 1980-х годов М. Эванс и М. Кауфман получили ЭСК из внутриклеточной массы бластоцисты эмбрионов мыши, используя иммобилизированные фибробласты для поддержания культуры [4], по аналогии культуру ЭСК получила Г. Мартин [5].
В 1998 году Дж. Томсон с коллегами из Висконсинского университета получили первую линию ЭСК из бластоцисты человека и опубликовали статью в журнале Science [6], который в свою очередь признал открытие ЭСК третьим по значимости событием в биологии после расшифровки двойной спирали ДНК и проекта «Геном человека». Стоит упомянуть, что на территории Российской Федерации использование ЭСК запрещено законодательством и регулируется федеральным законом 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах».
По мере роста и развития эмбриона способность стволовых клеток к дифференцировке снижается. Дифференцировка клеток – процесс специализации клеток, сопровождающийся приобретением определенных свойств, обусловленных заложенной генетической программой. Дифференцировка клеток долгое время считалась односторонним процессом, в котором клетка могла претерпевать изменения от недифференцированного состояния клетки-предшественника до физиологически зрелого состояния [7].
Самая первая дифференцировка происходит во время эмбрионального развития на стадии бластоцисты, когда клетки морулы разделяются на два типа: эмбриобласта и трофобласта. Клетки эмбриобласта дают начало всем типам клеток взрослого организма, которые насчитывают около 300 типов клеток. Трофобласт, внешняя оболочка зародыша, формирует цитотрофобласт и синцитиотрофобласт, играющие важную роль при имплантации плодного яйца в стенку матки и выполняющие иммуносорбцию антител из организма матери. Трофобласт изнутри выстлан клетками мезенхимы и называется хорионом, который срастается с тканями матки, образуя плаценту. Фактически, все клетки организма проходят путь от недифференцированной клетки к окончательному дифференцированному состоянию, но все же остается небольшой пул недифференцированных клеток, которых называют стволовыми клетками взрослого организма, необходимых для восстановления и самообновления поврежденных участков тканей и органов [1].
Способность стволовых клеток дифференцироваться в специализированные и зрелые типы клеток, называется потентностью (лат. potentia – сила). До стадии бластоцисты ЭСК являются тотипотентными (лат. totus – весь, целый), то есть способными дифференцироваться во все три типа клеток зародышевого листа. Клетки эмбрио-бластов являются плюрипотентными (лат. pluralis – множественный), означающее их способность дифференцироваться во все типы эмбриональных клеток, кроме клеток внезародышевого листа (клеток плаценты и желточного мешка). На следующих стадиях онтогенетического развития стволовые клетки человека теряют плюрипотентность и становятся мультипотентными (лат. multum – много), то есть способными дифференцироваться в зрелые клетки специализированных тканей (рис. 1). Следует отметить, что со временем, стволовая активность и способность стволовых клеток к самообновлению уменьшается. Олигопотентность клеток определяется их свойством давать начало лишь некоторым типам клеток, близким по свойствам. Клетки-предшественники, или незрелые клетки, являются унипотентными, то есть могут дать начало только клеткам одного типа [8].
Долгое время считалось, что клетки взрослого организма не способны к обратному процессу дедифференцировки, но в 2006 году в работах С. Яманаки и К. Такахаши было показано, что дифференцированные клетки могут быть перепрограммированы в эмбрионально-подобное состояние путем переноса ядерного содержимого в ооциты или путем слияния с ЭСК [9]. В 2007 году были получены индуцированные плюрипотентные стволовые клетки человека [10] путем трансдукции фибробластов кожи человека рекомбинантными ретровирусами, кодирующими гены следующих факторов транскрипции:
· фактор транскрипции Oct-3/4 участвует в самообновлении недифференцированных эмбриональных стволовых клеток);
· фактор транскрипции Sox-2 необходим для поддержания плюрипотентности недифференцированных эмбриональных стволовых клеток;
· протоонкогенный белок с-Myc является фактором транскрипции, контролирующем промоторы генов, отвечающих за клеточный цикл;
· фактор транскрипции Klf4 участвует в регуляции пролиферации, дифференцировки, апоптоза и перепрограммирования соматических клеток [11]. Полученные клетки по морфологии, антигенам и экспрессии генов были похожи на ЭСК и могли дифференцироваться в производные трех зародышевых листков in vitro [10].
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[bookmark: _Ref528251576]Рис. 1. Этапы дифференцировки стволовых клеток
Стволовые клетки характеризуются ассиметричным типом деления, то есть каждая стволовая клетка дает начало одной клетке, которая вступает в стадию дифференцировки, а вторая остается стволовой, сохраняя качества материнской клетки. Таким образом, поддерживается популяция стволовых клеток во взрослом организме. Одной из самых важных свойств стволовых клеток заключается в их длительной пролиферации как in vitro, так и in vivo. Пролиферация (лат. proliferatio, proles – отпрыск, потомство и fero – несу) – процесс деления клеток, за счет которого происходит разрастание ткани или органа [1].
[bookmark: _Toc528603189]2. Разнообразие стволовых клеток взрослого организма
Со дня открытия стволовых клеток прошло больше века, однако до сих пор эти «чудо клетки» вызывают большой интерес и являются актуальным объектом для исследований по всему миру. Еще в середине 1800-х годов обнаружено, что строительным материалом всего живого являются клетки, которые обладают способностью к делению и самообновлению. В начале 1900-х годов показано, что некоторые клетки обладают способностью генерировать кровяные клетки, о чем в своем докладе на съезде гематологов в Берлине сообщил русский ученый гистолог-эмбриолог Александр Александрович Максимов (Рис. 2А) в 1908 году, где впервые использовал термин «stammzelle» (с нем. стволовая клетка) для описания теории кроветворения. В своем докладе он говорил о стволовых клетках из периферической крови взрослого организма, которые называл «примитивные кровяные клетки». Под термином «стволовая клетка» А.А. Максимов понимал клетку, способную дифференцироваться в несколько специализированных типов кроветворных клеток [12]. Впоследствии данный термин был применен и к другим типам клеток. А.А. Максимов является автором унитарной теории кроветворения, которая подразумевает разделение клеток в кроветворных тканях на 4 класса:
1. клетки с неограниченным потенциалом развития;
2. клетки с частично ограниченным потенциалом развития;
3. клетки со строго ограниченным потенциалом развития;
4. полностью дифференцированные клетки.
Клетки с неограниченным потенциалом развития А.А. Максимов называл «индифферентными мезенхимными блуждающими лимфоцитоподобными клетками крови» и описал их как «малые лимфоциты, имеющие округлое ядро и узкий ободок цитоплазмы». По его мнению, эти клетки давали начало большим лимфоцитам (лимфобластам), которые в свою очередь давали начало малым лимфоцитам и полибластам, а также из этих клеток развивалась соединительная ткань. Научные труды А.А. Максимова дали начало развитию тканевой терапии для лечения тяжелых заболеваний человека (например, трофические язвы, болезни глаз, тяжелые кожные ожоги и другие) [13].
Негемопоэтические стволовые клетки в костном мозге впервые были описаны немецким патологоанатомом Юлиусом Фридрихом Конгеймом (Рис. 2Б) еще более 130 лет назад как фибробласто-подобные клетки костного мозга. В 1860–70 годах он изучал процесс восстановления ран у лабораторных животных с помощью окрашивания анилиновым красителем и пришел к выводу, что большинство клеток, появляющихся в ранах, поступают из кровотока и, как следствие, из костного мозга. Окрашенные анилиновым красителем клетки включали не только воспалительные клетки, но также клетки с фибробласто-подобной морфологией. Ю. Конгейм предположил, что костный мозг является источником фибробластов, которые выделяют коллагеновые волокна при нормальном процессе восстановления раны [14].
Огромный вклад в развитие изучения стволовых клеток внес русский гистолог и гематолог Александр Яковлевич Фриденштейн (Рис. 2В). В 1968 году он описал и экспериментально доказал существование клеток-предшественников в костном мозге и в лимфоидных органах взрослых мышей и человека, способных адгезивно прикрепляться на пластик и дифференцироваться в костную ткань [15-18]. Основоположником изучения стволовых клеток костного мозга также является российский ученый Иосиф Львович Чертков (Рис. 2Г), который исследовал пропердиновую систему организма, процессы цито- и гистофизиологии крови, взаимодействие кроветворных и стромальных клеток в костном мозге. Его исследования позволили установить, что стволовые кроветворные клетки обладают большим, но не безграничным пролиферативным потенциалом [14].
В 1980-х годах были проведены исследования по трансплантации фибробласто-подобных клеток костного мозга мышам после радиационного облучения. Клетки, полученные из костного мозга бедренной кости мышей-доноров, вводили в хвостовую вену мышей-реципиентов, подвергшихся радиационному облучению, которые соответствовали по возрасту мышам-донорам. В ходе экспериментов удалось определить происхождение каждой фибробласто-подобной клетки и установить, что гемопоэтические клетки не участвовали в восстановлении фибробласто-подобных клеток. Данное исследование показало, что в костном мозге можно обнаружить две популяции недифференцированных стволовых клеток, такие как гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) и мезенхимные стволовые клетки (МСК) [19], которые по-видимому поддерживают гемопоэз в строме и функциональную взаимосвязь между ГСК и компонентом костного мозга как органа [20, 21].
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[bookmark: _Ref520992195]Рис. 2. Основоположники изучения стволовых клеток.
А – гистолог и эмбриолог А.А. Максимов. Б – патологоанатом 
и патофизиолог Ю.Ф. Конгейм. В – гистолог, гематолог и иммунолог
А.Я. Фриденштейн. Г – гематолог И.Л. Чертков
В 1988 году было показано, что колонии фибробластов, образовавшиеся при культивировании клеток костного мозга in vitro, в условиях in vivo были способны к самообновлению и имели различный потенциал дифференцировки. Дальнейшие in vitro исследования также подтвердили гипотезу, что описанные колонии фибробластов представляют собой гетерогенную популяцию стволовых клеток и клеток-предшественников [22].
В 1978 году Раймонд Шофилд представил концепцию ниши стволовых клеток, где он предположил, что существование и правильное функционирование стволовых клеток зависит от их взаимодействия с конкретными анатомическими сайтами. Для стволовой клетки характерно ассиметричное деление, то есть одна дочерняя клетка начинает процесс дифференцировки, а вторая остается стволовой клеткой, эквивалентной материнской клетке. Роль каждой стволовой клетки в нише определяется скоростью пролиферации и степенью дифференцировки (или ее отсутствием) дочерних клеток [23]. Гипотеза нишевой стволовой клетки Р. Шофилда, в которой говорится, что ГСК регулируются их физической связью с дискретным клеточным микроокружением в костном мозге, подтверждена и другими исследователями [24-26].
С тех пор биология стволовых клеток развилась на основе парадигмы: при делении стволовой клетки одна дочерняя клетка начинает направленную дифференцировку, характерную для конкретной ткани, а вторая остается недифференцированной для поддержания числа стволовых клеток.
В 1991 году американский ученый Арнольд Каплан впервые предложил термин мезенхимная стволовая клетка, обозначив им полипотентные клетки-предшественники, полученные из стромальных тканей эмбриона или из костного мозга взрослого организма, способные к адгезии к пластику, дифференцировке в остеобласты, адипоциты и хондробласты, а также имеющие неограниченный потенциал деления [27].
Каждая клетка на своей мембране несет определенный белок, так называемый кластер дифференцировки (англ. cluster of dif-ferentiation, CD). CD-маркеры участвуют в различных каскадах сигнальных путей и способствуют взаимодействию клеток друг с другом. В большинстве случаев это лиганды или рецепторы, либо белки клеточной адгезии. Для идентификации стволовых клеток, которые относятся к той или иной популяции, были определены специфичные CD-маркеры.
Международное общество клеточной терапии в 2006 году следующие минимальные критерии, характеризующие МСК:
1. это гетерогенная клеточная группа, которые адгезивны к пластику в стандартных условиях культивирования;
2. должны экспрессировать определенные поверхностные маркеры, такие как CD73, CD90 и CD105, и не экспрессировать CD45, CD34, CD14 или CD11b, CD79a или CD19 и HLA-DR;
3. должны обладать способностью дифференцироваться in vitro в остеобласты, адипоциты и хондробласты.
Основным источником стволовых клеток взрослого организма служит строма костного мозга, которая богата ГСК, постоянно дифференцирующимися в клетки крови и иммунной системы, а также фибробласто-подобными МСК, которые способствуют сохранению недифференцированного состояния кроветворных стволовых клеток. Содержание МСК в тканях у взрослого организма составляет всего от 0,001 до 0,01 % от общего количества клеток в тканях. Несмотря на то, что МСК не были однозначно идентифицированы in vivo, растет количество доказательств, указывающих на то, что нативные МСК могут существовать в сосудистой нише, будучи либо идентичными, либо получаемыми из перицитов [28, 29]. Перициты расположены на абсорбирующей стороне кровеносных сосудов в тесном контакте с эндотелиальными клетками. Независимо от тканевого происхождения перициты проявляют фенотипические маркеры МСК и могут дифференцироваться in vitro в остеогенном, адипогенном и хондрогенном направлениях [28].
[bookmark: _Toc528603190]Таким образом, источником МСК может быть не только костный мозг, но также другие ткани и органы по всему телу [30]. Помимо костного мозга МСК присутствуют в жировой ткани, пуповинной крови и некоторых других тканях [31]. Тем не менее, следует иметь в виду, что МСК из негемопоэтических тканей не обязательно идентичны МСК из костного мозга [32].


2.1. Гемопоэтические стволовые клетки
Гемопоэтические стволовые клетки содержатся в костном мозге губчатых костей взрослого организма, особенно в области таза, бедренной кости и грудины. Они также встречаются в пуповинной крови и, в небольших количествах, в периферической крови [33]. Основным источником стволовых клеток взрослого организма служит строма костного мозга, которая богата ГСК, или ранними предшественниками всех типов клеток крови, которых еще называют гемоцитобластами, постоянно дифференцирующиеся в клетки крови и иммунной системы [34]. В строме костного мозга также присутствует популяция МСК, которая способствует сохранению недифференцированного состояния ГСК. Процесс созревания всех клеток крови называется гемопоэзом. Ежедневно образуются более 500 миллиардов клеток крови и гемопоэз регулирует баланс каждого типа клеток крови в кровообращении [35]. У позвоночных гемопоэз происходит в костном мозге из ограниченного числа ГСК, которые являются мультипотентными и способны к интенсивному самообновлению. Миелоидные и лимфоидные линии ГСК вовлечены в образование дендритных клеток. Миелоидные клетки включают моноциты, макрофаги, нейтрофилы, базофилы, эозинофилы, эритроциты, мегакариоциты и тромбоциты. Лимфоидные клетки включают Т-клетки, В-клетки и натуральные киллеры [31].
Что касается морфологии, то ГСК имеют округлое ядро и напоминают лимфоциты. Клетки не адгезивны, имеют округлую форму с низким соотношением цитоплазмы к ядру [33]. Для ГСК характерен ассиметричный тип деления, что позволяет процессу самообновления длиться дольше, следовательно, что приводит к поддержанию генерации массы клеток крови в течение всей жизни организма [36].
Гемопоэтические стволовые клетки находятся на вершине иерархии кроветворной системы [37] (Рис. 3). Функциональное состояние популяции ГСК в костном мозге регулируются балансом различных про- и анти-апоптотических белков, таких как Bcl2, Notch, трансформирующий фактор роста β (англ. transforming growth factor β, TGF-β), фактор стволовых клеток (англ. stem cell factor, SCF) и фактор стромальных клеток (англ. stromal cell-derived factor-1, SDF-1) [38-40], тогда как дифференцировка регулируется активацией специфических линий транскрипционных факторов, например антагонистическая линия GATA-1/PU.1 управляет эритроидной и миелоидной дифференцировкой [41].
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[bookmark: _Ref528338194]Рис. 3. Процесс дифференцировки гемопоэтической стволовой
клетки. Адаптировано из [37]
Другие транскрипционные и эпигенетические факторы, включая Bmi-1, p53, Ikaros и CCAAT-энхансер связывающий белок (англ. CCAAT-enhancer-binding protein α, C/EBPα), играют ключевую роль для поддержания ГСК в том или ином состоянии [41, 42].
Благодаря этим факторам происходит процесс гемопоэза, в котором регулируется дальнейшая судьба этих клеток в организме: размножаться, самовосстанавливаться или дифференцироваться, оставаться в состоянии покоя в нише костного мозга или мигрировать. В ответ на различные травмы или инфекции ГСК клетки начинают дифференцироваться преимущественно по миелоидному пути [43].
Для получения пункции костного мозга из губчатых костей, главным образом из грудины, используют метод Аринкина с помощью иглы Кассирского. Для выделения циркулирующих ГСК из периферической крови донорам вводят гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (англ. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF), который способствует миграции клеток в кровеносные сосуды [44].
Для ГСК классическим маркером является CD34, который представляет собой трансмембранный белок фосфогликопротеина, кодируемый геном CD34 у людей, мышей, крыс и других животных, функционирующий как фактор адгезии клеток: CD34 опосредует прикрепление ГСК к внеклеточному матриксу костного мозга или непосредственно к стромальным клеткам [45].
Не только CD34 является специфичным маркером для ГСК, к специфичным маркерам относятся также и многие другие, например CD45, CD34, CD14 или CD11b, CD79a, CD19 и HLA-DR. При использовании специфичных антител для определения кластера дифференцировки можно идентифицировать и сепаративно отделить гомогенную популяцию ГСК из биоптата костного мозга. Гемопоэтические стволовые клетки секретируют различные цитокины, среди которых наиболее важными являются интерлейкин-7, интерлейкин-8, интерлейкин-11 и SCF [37].
[bookmark: _Toc528603191]2.2. Клеточный состав пуповинной крови
Другим важным источником стволовых клеток является пуповинная кровь [46]. Методы получения и криоконсервации стволовых клеток из пуповинной крови являются рутинной процедурой и могут быть применены в дальнейшем для аутологичной трансплантации. Стволовые клетки из пуповинной крови являются гетерогенной популяцией, сочетающих в себе и плюрипотентный и мультипотентный потенциал, которые способны дифференцироваться в нервную, костную, хрящевую и жировую ткани [47].
[bookmark: _Toc420975939][bookmark: _Toc484215587]Пуповинная кровь человека содержит гетерогенную клеточную популяцию, в основном состоящую из лимфоцитов и моноцитов [48, 49]. Она имеет более высокую долю В-лимфоцитов по сравнению с периферической кровью взрослого человека (ПКВЧ), но более низкое общее количество Т-лимфоцитов, имеющих более высокое соотношение CD4+/CD8+ [50]. Популяции Т-лимфоцитов содержат значительную долю незрелых Т-клеток и низкое количество зрелых Т-клеток памяти [51]. Хотя клетки пуповинная кровь имеет большее количество естественных киллеров, число цитотоксических CD56+ Т-лимфоцитов ниже по сравнению с ПКВЧ [51]. Незрелые беспримесные Т-лимфоциты в пуповинной крови являются преимущественно супрессорами клеток, которые могут модулировать активацию лимфоцитов и естественных клеток-киллеров, сводя к минимуму реакцию тканевой несовместимости [52]. Кроме того, пуповинная кровь имеет ту же частоту встречаемости T-регуляторных клеток, которые участвуют в поддержании естественной иммунологической толерантности и гомеостаза, что и ПКВЧ [53]. Подгруппы моноцитов пуповинной крови по сравнению с ПКВЧ имеют более высокое количество CD14+ классических моноцитов и меньшее количество неклассических «патрулирующих» моноцитов. Пропорции нейтрофилов, естественных клеток-киллеров и дендритных клеток сходны с таковыми в ПКВЧ, тогда как в пуповинной крови преобладают эозинофилы [54].
В дополнение к перечисленным типам клеток пуповинная кровь содержит большую популяцию CD34+ ГСК, содержание которых в 1,5 раза выше, чем в ПКВЧ, или в 3 раза выше по сравнению со взрослым костным мозгом [55]. Пуповинная кровь обогащена МСК, хотя и в меньшей степени, чем костный мозг [56, 57]. Показано, что экспрессия некоторых антигенов МСК (особенно CD105 и CD44) в костном мозге и в пуповинной крови отличаются [58]. Примечательно, что по своей морфологии и потенциалу дифференциации или экспрессии поверхностных маркеров МСК пуповинной крови существенно не отличаются от МСК, выделенных из жировой ткани [59]. Негемопоэтические МСК представляют собой мультипотентные клетки, дающие начало костям, хрящам, мышцам и соединительной ткани. Интересно отметить, что в пуповинной крови была обнаружена уникальная популяция эндотелиальных прогениторных клеток (ЭПК) с высоким потенциалом пролиферации эндо-телиальных колониеобразующих клеток [60]. ЭПК, циркулирующие в пуповинной крови, вероятно, происходят из CD34+ ГСК [61] и могут быть успешно использованы для ангиогенной терапии.
Пуповинная кровь также содержит множество цитокинов и других белков, таких как TGF-β и инсулиноподобный фактор роста-1 (англ. insulin-like growth factor-1, IGF-1), которые способствуют пролиферации и выживаемости ГСК [62]. Кроме того, лимфоциты пуповинной крови экспрессируют различные рецепторы цитокинов (интерлейкины (ИЛ)-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-7, фактор некроза опухоли α (англ. tumor necrosis factor α, TNF-α) и интерферон-γ) на более низком уровне по сравнению с клетками ПКВЧ [63]. Важно отметить, что нативные лимфоциты пуповинной крови и естественные киллеры не экспрессируют рецептор ИЛ-1, который играет существенную роль в реакции тканевой несовместимости [52].
[bookmark: _Toc528603192]Таким образом, уникальный состав пуповинной крови в дополнение к низкой патогенности и нативному иммунному статусу этих клеток делает их привлекательным источником клеток с большими перспективами терапевтического использования в регенеративной медицине [64].
2.3. Мезенхимные стволовые клетки костного мозга
Большая часть информации о фенотипических и функциональных характеристиках МСК, выделенных из костного мозга (МСК-КМ), основана на ex vivo исследованиях, проводимых на культивируемых клетках.
В настоящее время выделение и идентификация МСК-КМ основаны главным образом на их адгезионной способности к культуральному пластику, иммунофенотипе и способности дифференцироваться в соответствующих условиях in vitro в остеогенном, адипогенном и хондрогенном направлениях [65]. Описана способность МСК-КМ дифференцироваться в гладкомышечные клетки сосудов, клетки скелетной и сердечной мышц, а также в эндотелиальные, нервные и клетки печени [66]. Тем не менее, не хватает доказательств дифференцировки МСК-КМ в немезенхимную ткань [67], за исключением их дифференцировки в гладкомышечные клетки сосудов [68].
В отношении иммунофенотипа показано, что культивируемые МСК-КМ экспрессируют множество CD-маркеров, включая рецептор гиалуронана (CD44), 5’-экто-нуклеотидазу (CD73), Thy1 (CD90), эндоглин (CD105), молекулу адгезии клеток меланомы (англ. melanoma cell adhesion molecule, Mel-CAM, CD146), тогда как у них отсутствует экспрессия СD-маркеров гемопоэтических клеток CD11b, CD14, CD45 и CD34 [69]. Кроме того, МСК-КМ могут экспрессировать молекулы главного комплекса гистосовместимости (англ. major histocompatibility complex, MHC) I класса, тогда как экспрессия молекул MHC класса II может быть обнаружена только после краткосрочной обработки клеток интерфероном-γ [70].
[bookmark: _Toc528603193]В оптимальных условиях культивирования МСК-КМ могут поддерживаются ex vivo до 50 удвоений популяции [66]. Примечательно, что хотя МСК-КМ кажутся однородными по морфологическим критериям, цитофлуориметрические исследования, а также оценка направлений дифференцировки показали, что эта популяция клеток на самом деле гетерогенна. Например, МСК-КМ демонстрируют мультимодальную экспрессию мембранных антигенов CD146 и CD200 [69], и только одна треть МСК-КМ-клонов, является мультипотентной [66].

2.4. Мезенхимные стволовые клетки жировой ткани
Первая популяция клеток, полученных из жировой ткани придатка яичка крыс, была получена в 1964 году обработкой ее протеолитическими ферментами и центрифугированием [71]. Эта популяция получила название стромальной васкулярной фракции (СВФ). В ее составе присутствуют различные типы мононуклеарных клеток: моноциты, макрофаги, эндотелиоциты, фибробласты, перициты, гладкомышечные клетки, преадипоциты. Впоследствии такие же типы клеток были выделены и из жировой ткани человека [72].
Чаще всего СВФ неудобно применять сразу же после выделения и поэтому для выделения определенных популяций стволовых или дифференцированных клеток проводят выделение адгезивных клеток путем культивирования на жесткой подложке. При таком культивировании происходит селекция клеток, имеющих адгезию к культуральному пластику. По сравнению с другими стволовыми клетками взрослого организма мезенхимные стволовые клетки жировой ткани (МСК-ЖТ) имеют ряд преимуществ [72].
Во-первых, количество МСК-ЖТ в СВФ составляет 1–5 %, в то время как МСК в аспирате костного мозга – лишь 0.005–0.01 %. Количество мультипотентных клеток, полученных из липоаспирата, намного превышает объемы, которые могут быть получены из других источников, к тому же, нет необходимости вводить в организм ростовые факторы с целью стимулировать выход стволовых клеток, как это предусмотрено в случае со стволовыми клетками костного мозга. Эффективность выделения МСК-ЖТ составляет от 5 × 103 до 8 × 105 клеток на 1 г жировой ткани, в зависимости от места и методики забора материала. Минимальный объем липоаспирата для эффективного выделения составляет около 200–250 мл, что достаточно для получения 107–108 клеток. Быстрый рост культуры позволяет нарастить клеточную массу за небольшой период времени. Жировая ткань живота наиболее предпочтительна для липоаспирации с целью получения стволовых клеток: МСК-ЖТ в СВФ из области живота составляют около 5 %, а из области бедра – 1 %. Их пролиферативный и дифференцировочный потенциалы почти не отличаются, однако было замечено, что место забора СВФ влияет на фенотип и направление дифференцировки. Также было показано, что белая жировая ткань паховой области обладает большей пластичностью, чем бурая. Кроме того, липоаспират может храниться до 24 часов при температуре не выше 8 °С, что дольше, чем в случае с МСК. Кроме адгезии к пластику МСК-ЖТ характеризуются определенным набором поверхностных мембранных маркеров и по своему фенотипу на 90 % подобны МСК из костного мозга. Среди большого разнообразия фенотипических характеристик МСК-ЖТ выделяют [73]:
1. молекулы адгезии – тетраспан (CD9), β1-интегрин (CD29), α4-интегрин (CD49d), молекула межклеточной адгезии 1 типа (англ. intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1/CD54), CD105, молекула клеточной адгезии активированных лейкоцитов (англ. activated leukocyte cell adhesion molecule, ALCAM/CD166);
2. CD44 и рецептор трансферина (CD71);
3. ферменты – аминопептидаза (CD13), CD73, цинксвязывающая металлопротеиназа (CD10);
4. молекулы экстрацелюлярного матрикса – CD90, Muc18 (CD146), коллаген I и III типа, остеопонтин, остеонектин;
5. молекулы цитоскелета – виментин и гладкомышечный альфа-актин;
6. компоненты системы комплемента – фактор, усиливающий распад комплемента (CD55), и протектин (CD59).
Культура МСК-ЖТ имеет максимальные темпы роста популяции до 4–5 пассажей, после чего ответы на стимулы пролиферации и дифференцировки замедляются [74]. Из множества сред для культивирования альфа-модифицированная среда Игла αMEM обеспечивает наиболее быструю экспансию культуры МСК-ЖТ даже в сравнении с классической комбинацией сред DMEM/F12 [75]. Важной особенностью МСК-ЖТ является их малая чувствительность к отсутствию белка, что дает возможность культивировать в средах, не содержащих сыворотку крови плодов коровы (англ. fetal bovine serum, FBS) или содержащих низкие концентрации аутологичной сыворотки пациента [74]. Это исключает возможность аллергической реакции пациента в регенеративной медицине и передачи прионовых заболеваний.
МСК-ЖТ мультипотентны, что позволяет клеткам самостоятельно в организме или искусственно в культуре дифференцироваться в различные типы специализированных клеток. Особенно часто уделяют внимание остео-, хондро- и адипогенному потенциалу МСК-ЖТ, так как именно дифференцировка в аутологичные специализированные клетки соединительной, костной и жировой ткани находит применение в регенеративной медицине.
[bookmark: _Toc528603194]2.5. Другие источники стволовых клеток взрослого организма
При получении пунктатов костного мозга и жировой ткани взрослого организма для получения стволовых клеток существует ряд недостатков, поскольку процедура забора является инвазивной и довольно болезненной, после которой требуется длительный период восстановления пациентов. Для решения данных проблем активно исследуются альтернативные источники получения стволовых клеток взрослого организма.
[bookmark: _Toc528603195]2.5.1. Стволовые клетки из амниотической жидкости
Клетки из амниотической жидкости в течение 50 лет использовались для пренатальной диагностики генетических аномалий плода. Однако интерес к этим клеткам за последние 5 лет вырос, поскольку было обнаружено, что амниотическая жидкость богата стволовыми клетками, которые могут быть использованы как потенциальный инструмент для регенеративной медицины [76, 77]. Стволовые клетки из амниотических тканей способны к длительной пролиферации и поддержанию in vitro и обладают фибробласто-подобной морфологией и выраженным потенциалом дифференцировки в различных направлениях [78].
МСК, полученные из 2 мл амниотической жидкости человека способны увеличиваться до 180 × 106 клеток в течение 4 недель in vitro [79] и обладают высоким пролиферативным потенциалом, а среднее время удвоения 25–38 часов [80, 81].
Кроме того, показано, что способность образовывать колонии одной клеткой из амниотической жидкости выше, чем у мезенхимной клетки, полученной из косного мозга взрослого организма (86 ± 4,3 по сравнению с 70 ± 5,1 колониями). Несмотря на высокий уровень пролиферации, мезенхимные клетки из амниотической жидкости сохраняют нормальный кариотип и не проявляют онкогенность даже после длительного культивирования in vitro [82].
[bookmark: _Toc528603196]2.5.2 Стволовые клетки из зачатков и пульпы
третьих моляров
[bookmark: _Toc528603197]Одним из перспективных источников стволовых клеток являются зачатки и пульпа третьих моляров (зубов мудрости) человека [83, 84]. По своим морфологическим и фенотипическим свойствам эти клеточные популяции аналогичны МСК человека, поскольку они обладают свойством клоногенности, способны пролиферировать как в условиях in vitro, так и in vivo, характеризуются мультипотентностью направлений дифференцировки [85, 86]. Стволовые клетки, выделенные из пульпы зуба [87] и зубного мешочка зуба мудрости [88] человека в постнатальном периоде, имеют свойства стволовой мезенхимной клетки, они сохраняют способность к самообновлению и дифференцировке in vitro в разные клеточные типы, а именно в остеобласты, цементобласты, хондробласты, адипоциты, мышечные и нервные клетки [89, 90]. Кроме того, клетки пульпы зуба, секретируют нейротрофические факторы и способствуют выживанию чувствительных нейронов in vitro и двигательных нейронов in vivo [91].
2.5.3. Стволовые клетки из Вартонового студня
Основная функция Вартонового студня заключается в недопущении пережатию магистральных сосудов пуповины при движении плода в утробе матери. В Вартоновом студне довольно в большом количестве присутствует несульфированный гликозаминогликан, гиалуроновая кислота, обеспечивающая эластичность пупочного канатика. МСК из Вартонового студня обладают свойствами истинных стволовых клеток, которые сохраняются даже после длительного культивирования in vitro [92], имеют высокую пролиферативную способность, обладают иммуномодулирующим действием на лимфоциты [93], а также не трансформируются в тератогенные или канцерогенные клетки в случае их трансплантации in vivo [94].
Данные МСК показывают эффективность в регенерации кожи [95], печени [96], сердца, поджелудочной железы, костной, хрящевой, нервной и жировой ткани и кровеносных сосудов при аллогенной трансплантации в экспериментах in vivo [92].
[bookmark: _Toc528603198]2.6. Терапевтическое применение мезенхимных
стволовых клеток
Благодаря обширной экспансии in vitro, способности дифференцироваться в несколько типов клеток и иммуномодулирующим свойствам МСК давно считаются привлекательным инструментом для регенерации тканей. После оценки эффективности в терапии несовершенного остеогенеза [97], МСК впоследствии были использованы для лечения и/или профилактики реакции трансплантат против хозяина после аллогенной трансплантации костного мозга [98]. Также оценивается терапевтическая эффективность МСК для лечения сердечнососудистых заболеваний, инсульта, болезни Крона, для восстановления кости и хряща, и ряда других патологий.
Несмотря на то, что в многочисленных исследованиях показан селективный хоминг трансплантированных МСК в поврежденные или воспаленные ткани, уровень приживления и дифференцировки в большинстве случаев был довольно низким для того, чтобы в значительной степени способствовать физической регенерации тканей. Мезенхимные стволовые клетки могут оказывать терапевтическое действие посредством клеточных контактов и паракринных факторов, опосредованных секрецией биологически активных молекул с пролиферативными, противовоспалительными, иммунорегуляторными, ангиогенными и антиапоптотическими свойствами [99].
[bookmark: _Toc528603199]2.7. Иммуномодулирующие свойства мезенхимных
стволовых клеток
Одной из наиболее привлекательных и клинически важных особенностей МСК является их уникальная способность избегать иммунного распознавания и ингибировать различные функции иммунной системы [66]. Низкая экспрессия МНС I класса, отсутствие экспрессии MHC II класса и ко-стимулирующих молекул, таких как CD40 и CD80, а также отсутствие пролиферативного ответа от аллогенных лимфоцитов обуславливают низкую иммуногенность МСК [100]. Однако в ряде исследований in vivo было показано, что в некоторых случаях МСК, введенные в аллогенных, несовпадающих по MHC мышей, были отторгнуты [101].
Иммуносупрессивный потенциал МСК впервые был описан для Т-клеток. Было показано, что МСК ингибируют пролиферацию и активацию Т-лимфоцитов в ответ на аллоантигены, неспецифические митогены, CD3 и CD28-антитела in vitro. Иммуносупрессия касается всех CD3+, CD4+ и CD8+ субпопуляций Т-лимфоцитов, может быть опосредована как аллогенными, так и аутологичными МСК и не ограничивается человеческим лейкоцитарным антигеном (англ. human leukocyte antigen, HLA, MHC человека) [100]. Интересно, что вышеописанная иммуносупрессия T-клеток может даже пересекать видовые барьеры, поскольку МСК могут подавлять ксеногенные реакции смешанных лимфоцитова [102].
Снижение пролиферации Т-лимфоцитов зависит от МСК-опосредованной остановки деления клеток в фазе G0–G1 клеточного цикла, что также связано с ингибированием экспрессии циклинаn D2. Следует отметить, что МСК не индуцируют апоптоз Т-клеток, кроме того, обнаружено, что МСК уменьшают продукцию интерферона-γ Т-хелперами 1 типа и увеличивают продукцию ИЛ-4 Т-хелперами 2 типа, тем самым предполагая переход от про-воспалительного к противовоспалительному состоянию [103]. МСК могут подавлять цитотоксичность цитотоксических Т-клеток и увеличивают в смешанных реакциях лимфоцитов долю CD4+ CD25+ FoxP3+ регуляторных Т-клеток, которые обладают мощной иммунносупрессивной активностью [104].
Молекулярные механизмы, ответственные за иммуномодулирующие эффекты МСК на Т-клетки, до конца не изучены, они могут опосредоваться межклеточными взаимодействиями, а также растворимыми факторами. Последние включают TGF-β1, фактор роста гепатоцитов (англ. hepatocyte growth factor, HGF), индоламин 2,3-диоксигеназу (англ. indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO), оксид азота (NO), простагландин E2 (англ. prostaglandin E2, PGE2) и растворимый HLA-G [100]. Toll-подобные рецепторы (англ. Toll-like receptors, TLR) также могут способствовать МСК-опосредованной иммуносупрессии Т-лимфоцитов. Эти молекулы распознают консервативные компоненты, полученные из патогенов, которые действительно экспрессируются МСК-КМ (TLR1-6) и могут усилить иммуносупрессивные свойства МСК (TLR3 и TLR4) частично посредством индукции IDO1 [105].
Что касается B-лимфоцитов, то большинство исследований, указывают на то, что МСК ингибируют пролиферацию B-клеток in vitro путем остановки клеточного деления. Кроме того, МСК ингибируют созревание В-клеток и секрецию антител, а также модулируют хемотаксические свойства В-клеток за счет снижения экспрессии хемокиновых рецепторов CXCR4, CXCR5, CCR7 и их хемотаксиса к CXCL12 и CXCL13 [106].
Иммуномодулирующие эффекты МСК могут распространяться и на дендритные клетки (ДК). МСК нарушают дифференцировку in vitro моноцитов периферической и пуповинной крови человека, а также CD34+ ГСК в ДК, а также подавляют способность ДК стимулировать пролиферацию Т-клеток. Кроме того, МСК ингибируют секрецию TNF миелоидными ДК, контролирующих уровень секреции ИЛ-10 плазмоцитоидными ДК, тем самым приводя к увеличению количества Т-хелперов 2 типа и регуляторных T-клеток. В совокупности эти данные свидетельствуют о том, что МСК направляют ДК к приобретению толерогенного фенотипа. Показано, что PGE2 участвует в нарушении производства цитокинов дендритными клетками. Кроме того, ИЛ-6, макрофагальный колониестимулирующий фактор (англ. macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) и межклеточные контакты могут также опосредовать эффекты МСК на функции дендритных клеток [103].
Также МСК могут влиять на функцию макрофагов и нейтрофилов. У человека МСК ингибируют продукцию TNF-α и ИЛ-12, увеличивают продукцию ИЛ-6 и ИЛ-10 макрофагами и повышают их фагоцитарную активность. Кроме того, МСК оказывают антиапоптотический эффект на нейтрофилы, по-видимому, который опосредуется ИЛ-6 [107].
МСК подавляют их пролиферацию, цитотоксичность и продукцию цитокинов у NK-клеток. Интересно, что МСК также могут быть эффективно лизированы как аутологичными, так и аллогенными IL-2-стимулированными NK-клетками [103]. Несмотря на широкие иммуносупрессорные свойства МСК, представляется, что они могут также функционировать как антиген-презентирующие клетки. Например, МСК, стимулированные интерфероном-γ, могут поглощать, обрабатывать и представлять экзогенные антигены через их активированные молекулы MHC II класса CD4+ T-клеткам. Аналогично, МСК могут представлять внеклеточные антигены через их молекулы MHC Ι класса и индуцировать иммунный ответ CD8+Т-клетками in vitro и in vivo [108].
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Клеточная терапия, впервые была проведена в девятнадцатом веке, и определяется как трансплантация аутологичного или аллогенного клеточного материала пациенту. Например, новым подходом к стимулированию регенерации кожи при заживлении ран является введение фибробластов в область раны. Фибробласты происходят из МСК и секретируют различные биологически активные молекулы и вещества, входящие в состав внеклеточного матрикса и необходимые для поддержания структурной целостности соединительных тканей. Например, фибробласты секретируют коллаген I, III и VII типов, эластин, гиалуроновую кислоту, матриксные металлопротеиназы (англ. matrix metalloproteinases, MMP) и др. [109].
При травме кожи заживление ран после гемостаза происходит в три перекрывающиеся стадии: воспаление, пролиферация и ремоделирование. Фибробласты играют ключевую роль во всех трех фазах, секретируя компоненты внеклеточного матрикса, уменьшая размер раны и ремоделируя новый внеклеточный матрикс. В многочисленных исследованиях показано, что популяция фибробластов кожи является гетерогенной, представляя собой несколько различных субпопуляций. Охарактеризовать субпопуляции фибробластов кожи используя маркеры клеточной поверхности достаточно сложно, поскольку у фибробластов нет ключевых маркеров для идентификации и многие маркеры схожи с маркерами МСК (Таблица 1) [110].
Фибробласты кожи возникают из двух различных линий. Верхняя линия фибробластов кожи связана с волосяными фолликулами, а нижняя синтезирует внеклеточный матрикс и взаимодействует с адипоцитами. Примечательно, что нижняя линия фибробластов кожи в значительной степени отвечает за регенерацию кожи после ранения, что объясняет, почему рубцовая ткань у людей особенно богата внеклеточным матриксом и не имеет волосяных фолликулов [109].
Также описана линия «рубцевых фибробластов», ответственных за отложение подавляющего большинства дорсальной рубцовой ткани у мышей. Данные клетки могут быть идентифицированы с помощью маркера CD26, удаление этих клеток приводит к уменьшению рубцов, хотя задерживает заживление ран [111].
Многочисленные исследования показали, что фибробласты, выделенные из хронических незаживающих ран, имеют аномальный фенотип, а именно характеризуются снижением пролиферации, ранним старением, нарушением секреции определенных цитокинов и аномальной активностью MMP и тканевых ингибиторов металлопротеиназ [112].
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Сравнение маркеров дифференцировки фибробластов 
и мезенхимных стволовых клеток
	Маркер дифференцировки
	МСК
	Фибробласты

	CD9
	+
	+

	CD10
	±
	+

	CD13
	+
	+

	CD26
	Варьирует
	+

	CD29
	+
	+

	CD44
	+
	+

	CD49a
	+
	+

	CD49b
	+
	+

	CD54
	+
	+

	CD71
	+
	+

	CD73
	+
	+

	CD90
	+
	+

	CD105
	+
	+

	CD106
	+
	–

	CD138
	Варьирует
	Варьирует

	CD146
	+
	±

	CD164
	+
	+

	CD166
	+
	+

	Интегрин α 11
	+
	–
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Первичная культура изолированных эндотелиальных клеток пупочной вены (англ. human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) является наиболее популярной культурой эндотелиальных клеток, используемой в исследованиях. Это объясняется тем, что клетки HUVEC более доступны, чем другие типы клеток кровеносных сосудов. HUVEC могут быть выделены из пупочной вены и поддерживаться в культуре с использованием стандартных протоколов с относительно минимальными требованиями [113].
Клетки HUVEC экспрессируют многие важные маркеры эндотелия, например, ICAM-1, васкулярную молекула клеточной адгезии 1 (англ. vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1) и селектины, а также сигнальные молекулы, такие как NO [114]. В определенных условиях HUVEC могут направленно дифференцироваться в трехмерные сфероидные культуры [115] или 3D ко-культуры [116] и использоваться в качестве передовых моделей для лучшего понимания поведения эндотелиальных клеток in vivo. HUVEC реагируют на физиологические и/или патологические стимулы, такие как повышение уровня глюкозы, липополисахариды и др. [117].
Помимо первичных клеток, разработаны иммортализованные линии путем слияния эндотелиальных клеток пупочной вены с трансформированными клеточными линиями, способными к бесконечному делению. Одной из самых популярных иммортализированных эндотелиальных клеточных линий является EA.hy 926, которая была получена путем слияния HUVEC с клетками аденокарциномы легких A549. Анализ экспрессии генов и белкового профиля показал, что клетки EA.hy 926 сохранили большую часть важных эндотелиальных маркеров, в частности фактор фон Виллебранда (англ. von Willebrand factor, vWF), эндотелиальную молекулу адгезии тромбоцитов 1 (англ. platelet/endothelial cell adhesion molecule 1, PECAM-1), ICAM-1, VCAM-1, E-селектин, рецепторы 1 и 2 сосудистого эндотелиального фактора роста (англ. vascular endothelial growth factor, VEGF) (VEGFR-1 и VEGFR-2) [118]. Тем не менее, фундаментальные различия между клетками HUVEC и EA.hy 926 могут проявляться при воздействии на них различных раздражителей. Например, клетки EA.hy 926 более восприимчивы к токсичности, вызванной окисленными липопротеинами низкой плотности, из за более низкого уровня антиоксидантных систем. Также клетки EA.hy 926 более чувствительны к излучению по сравнению с клетками HUVEC и менее чувствительны к VEGF, что связано с низкой экспрессией основных рецепторов интегрина, участвующих в ангиогенезе [119].
Следует отметить различия между HUVEC и эндотелиальными клетками из других источников. Например, в эндотелиальных клетках, выстилающих гематоэнцефалический барьер, отмечена экспрессия p-гликопротеина и рецептора трансферрина, тогда как их экспрессия отсутствует в клетках HUVEC [120]. Другим примером является то, что в отличие от клеток HUVEC эндотелиальные клетки микрососудов человека могут активироваться in vitro в ответ на добавление пальмитиновой кислоты [121].
Соматические клетки (например, фибробласты) могут быть перепрограммированы в ИПСК и далее дифференцированы в эндотелиальные клетки. Такие эндотелиальные клетки, полученные из ИПСК, имеют высокую степень чистоты и экспрессию эндотелиальных маркеров. Более того, анализ экспрессии генов показал, что эндотелиальные клетки, полученные из ИПСК и ЭСК человека, сходны [119]. Таким образом, эндотелиальные клетки, полученные из ИПСК, также могут использоваться в качестве модели для исследования процессов ангиогенеза in vitro.
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первичных культур клеток
Для выделения конкретного типа клеток из гетерогенной популяции необходимо использовать уникальные свойства данного типа клеток. Например, разделение различных типов клеток можно проводить по следующим характеристикам [122]:
· поверхностный заряд и адгезия. Данные параметры определяют степень прикрепления клеток к пластиковым и другим полимерным поверхностям и могут использоваться для разделения адгезивных клеток от суспензионных;
· размер и плотность клеток. Физические свойства размера и плотности обычно используют разделения клеток путем осаждения, фильтрации или центрифугирования в градиенте плотности;
· морфология клеток и физиология. Различные типы клеток можно различить по форме, гистологическому окрашиванию, селективному росту на питательных средах, окислительно-восстановительному потенциалу и другим визуальным и поведенческим характеристикам, которые затем могут быть использованы для выделения данных клеток;
· поверхностные маркеры. Специфическое связывание поверхностных антигенов с антителами может избирательно захватывать клетки со специфическим поверхностным фенотипом. Захваченные клетки впоследствии обнаруживаются с помощью специальных зондов, обычно флуорохромов и магнитных частиц, которыми помечены антитела.
Кроме того, два или более из вышеуказанных принципов могут быть объединены для дальнейшего увеличения специфичности выделяемых или разделяемых клеток [122].
Большинству процедур выделения клеток предшествует удаление постороннего биологического материала, в особенности, когда исходным материалом является мягкая или твердая ткань. Ниже перечислены некоторые из общих процедур [123]:
1. Расщепление/дезинтеграция тканей. Частицы целых тканей необходимо сначала разделить на одну клеточную суспензию. В таблице 2 обобщены основные методы получения однородной клеточной суспензии.
2. Отделение плазмы от крови. Плазма представляет собой жидкую часть крови, содержащую факторы свертывания крови, альбумин, соли, минералы и другие молекулы, которые могут влиять на свойства выделенных клеток. Таким образом, для цельной крови обычно предпочтительным является лейкоцитарный слой, который собирают в пробирки, покрытые антикоагулянтом и, затем центрифугируют при 200 × g без торможения. При этом образуется слой, обогащенный белыми клетками крови, находящийся между верхним слоем плазмы и нижним слоем красных клеток крови [124].

Таблица 2
Основные методы дезинтеграции тканей
	Метод
	Пример
	Тип ткани

	Механическая
гомогенизация
	Обработка ультразвуком, ручное измельчение, высокоскоростное смешивание
	Мягкие ткани

	Ферментативное расщепление
	Коллагеназа,
протеиназа К,
термолизин
	Мягкие ткани и хрящ

	Расщепление
кислотами
	HCl
	Костная и фиброзная ткани


3. Удаление мертвых клеток и их фрагментов. Первичные клетки и культивируемые клетки часто нуждаются в «очистке» от мертвых клеток и их фрагментов. Для этого применяют низкоскоростное центрифугирование при 200–300 × g, гравитационную седиментацию и просеивание клеток через сетку из нейлона.
Исходя из способности клеток прикрепляться к твердой поверхности культурального пластика, их можно классифицировать следующим образом:
1. Адгезивным клеткам для нормального роста и развития необходимо прикрепление к подходящей поверхности. Примером адгезивных клеток являются макрофаги, фибробласты, МСК и др. Связывание с твердой поверхностью происходит через взаимодействие между молекулами клеточной адгезии (англ. cell adhesion molecules, CAM) на поверхности клетки и соответствующими лигандами на культуральной поверхности. Семейство CAM имеет важное значение в процессах клеточной адгезии in vitro и содержит различные интегрины, способные присоединяться к коллагену, фибронектину и другим белкам внеклеточного матрикса [122].
2. Суспензионные клетки не требуют специальных поверхностей для прикрепления и существуют в организме в виде суспензии, обычно в биологических жидкостях, таких как кровь и лимфа. Примером суспензионных клеток являются лимфоциты, гранулоциты и другие иммунные клетки. Рост in vitro и выделение данных клеток также происходит в суспензии [124].
3. Опухолевые клетки, у которых отсутствует контактное торможение, в условиях роста в культуральных средах без сыворотки и на неадгезивных поверхностях культурального пластика могут образовывать сфероиды [122].

[bookmark: _Toc528603203]ПРАКТИЧЕСКИЕ ЗАНЯТИЯ
[bookmark: _Toc528603204]Лабораторная работа 1
Выделение мононуклеарных клеток
из пуповинной или периферической крови человека
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· центрифуга LMC-3000 (BioSan, Латвия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри для работы с суспензионными культурами (Кат. №Epp 0030 702.018, Хеликон, Россия, производитель Eppendorf);
· гемакон контейнер для сбора и хранения  крови с антикоагулянтом;
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 100–1000 мкл (Кат. №720060, Sartorius, Германия);
· наконечники до 1000 мкл (Кат. 791000, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar).

Реактивы:
· L-глутамин (Флакон 146 мг, Кат. №Ф032, ПанЭко, Россия);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· раствор Дюльбекко (Кат. №Р060п, DPBS, ПанЭко, Россия);
· раствор фиколла,  плотность 1,077 (Кат. №Р052п, ПанЭко, Россия);
· среда IMDM без глутамина (Кат. № С850п, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (англ. fetal bovine serum, FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США).
Приготовление среды для культивирования
мононуклеарных клеток
Для культивирования мононуклеарных клеток человека используйте среду IMDM с добавлением 10 % FBS, 584 мкг/мл L-глутамина и смеси антибиотиков пенициллин-стрептомицин (1 флакон).
Выделение мононуклеарных клеток
из пуповинной крови человека
1. Мононуклеарные клетки из крови человека получают методом седиментация в градиенте плотности фиколла. Для выделения мононуклеарных клеток можно использовать пуповинную или периферическую кровь.
2. Все манипуляции по непосредственной работе с кровью с целью нивелирования риска контаминации проводите в асептических условиях в ламинарном боксе.
3. Выделение ядросодержащих клеток проводите в 50 мл центрифужных пробирках. В каждую пробирку внесите по 25 мл фиколла плотностью 1,077 г/мл и аккуратно, при помощи автоматического дозатора, наслаивайте равный объём крови с антикоагулянтом (соотношение крови и антикоагулянта в диапазоне 1:1–1:3).
4. После 20 минут центрифугирования (без торможения) при 1900 об/мин получите чёткое разделение крови на 3 фракции: эритроциты, лейкоциты (мононуклеарные клетки) и плазму (Рис. 4).
[image: E:\Публикации\Методички\Учебное пособие\Рисунки\Мононуклеары.tif]
[bookmark: _Ref477178744]Рис. 4. Этапы выделения мононуклеарных клеток в градиенте 
плотности фиколла. А – наслаивание крови на раствор фиколла.
Б – разделение крови после центрифугирования 
на три фракции: плазма, мононуклеары и эритроциты
5. Мононуклеарные клетки отберите в отдельную 50 мл центрифужную пробирку, добавьте 45 мл раствора DPBS, полученную смесь ресуспендируйте пипетированием и центрифугируйте при 1400 об/мин в течение 15 минут. Супернатант удалите.
6. Полученный клеточный осадок ресуспендируйте в 25 мл раствора DPBS и повторно центрифугируйте при 1400 об/мин в течение 15 минут. Супернатант удалите.
7. Осадок клеток ресуспендируйте в 10 мл полной среды IMDM, содержащей FBS, L-глутамин и смесь антибиотиков пенициллин-стрептомицин.
8. Полученную смесь перенесите в стерильную 10 см неадгезиную культуральную чашку Петри и культивируйте в инкубаторе при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием СО2.
9. Морфологию выделенных клеток оцените с помощью фазово-контрастной микроскопии на инвертированном микроскопе (Рис. 5). Выделенные мононуклеары должны быть небольшими по размеру и округлыми клетками.
[image: G:\UCB-MC+Ad-EGFP 060112_c1.JPG correct scale bar.jpg]
[bookmark: _Ref477179113]Рис. 5. Мононуклеарные клетки, выделенные из пуповинной крови 
человека. Фазово-контрастная световая микроскопия.
Шкала: 100 мкм

[bookmark: _Toc528603205]Лабораторная работа 2
Выделение мезенхимных стволовых клеток
из костного мозга человека
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· центрифуга LMC-3000 (BioSan, Латвия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри (Кат. №430167, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar).
Реактивы:
· L-глутамин (Флакон 146 мг, Кат. №Ф032, ПанЭко, Россия);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· паствор фиколла, плотность 1,077 (Кат. №Р052п, ПанЭко, Россия);
· среда для культур клеток αMEM (Кат. №С180п, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США);
· физиологический раствор (0,9 % раствор NaCl, Кат. №Р010п, ПанЭко, Россия).
Приготовление среды для культивирования
МСК из костного мозга человека
Для культивирования МСК из костного мозга человека используйте среду αMEM с добавлением 10 % FBS, 292 мкг/мл L-глутамина и смеси антибиотиков пенициллин-стрептомицин (1 флакон).
Выделение МСК из аспиратов костного мозга человека
1. Для выделения МСК используйте аспираты костного мозга человека (5–10 мл). Разведите аспират костного мозга вдвое физиологическим раствором.
2. Все манипуляции по непосредственной работе с аспиратами костного мозга с целью нивелирования риска контаминации проводите в асептических условиях в ламинарном боксе.
3. В 50 мл центрифужную пробирку внесите раствор фиколла плотностью 1,077 г/мл в объеме, равном разведенной клеточной суспензии.
4. Аккуратно, при помощи автоматического дозатора, наслаивайте равный объём разведенного аспирата костного мозга.
5. После 20 минут центрифугирования (без торможения) при 1900 об/мин получите чёткое разделение суспензии костного мозга на 3 фракции: эритроциты, лейкоциты (мононуклеарные клетки) и плазму.
6. Мононуклеарные клетки отберите в отдельную 50 мл центрифужную пробирку, добавьте 45 мл физиологического раствора, полученную смесь ресуспендируйте пипетированием и центрифугируйте при 1400 об/мин в течение 15 минут. Супернатант удалите.
7. Полученный клеточный осадок ресуспендируйте в 25 мл физиологического раствора и повторно центрифугируйте при 1400 об/мин в течение 15 минут. Супернатант удалите.
8. Осадок клеток ресуспендируйте в 10 мл полной среды αMEM, содержащей FBS, L-глутамин и смесь антибиотиков пенициллин-стрептомицин.
9. Полученную смесь перенесите в стерильную 10 см адгезивную культуральную чашку Петри и культивируйте в инкубаторе при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием СО2.
10. Морфологию выделенных клеток оцените с помощью фазово-контрастной микроскопии на инвертированном микроскопе. Выделенные МСК должны иметь фибробласто-подобную морфологию: плоские, крупные и распластанные клетки (Рис. 6).
[image: G:\BM-MSCs p2 151216 10x\BM-MSCs p2 151216 10x.JPG]
[bookmark: _Ref484013808]Рис. 6. Мезенхимные стволовые клетки, выделенные из костного мозга человека. Фазово-контрастная световая микроскопия.
[bookmark: _Toc528603206]Шкала: 100 мкм

Лабораторная работа 3
Выделение и мезенхимных стволовых клеток
из жировой ткани человека
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· весы BK-600 (Масса-К, Россия);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· термостат/инкубатор с качалкой ES-20160 (BioSan, Латвия);
· центрифуга LMC-3000 (BioSan, Латвия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри (Кат. №430167, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· фильтрующая насадка шприцевая 30 мм, PES, размер пор 0,22 мкм, стерильная (Кат. №FPE204030, Росмедбио, Россия, производитель Jet Biofil);
· фильтрующая насадка шприцевая 30 мм, PES, размер пор 0,45 мкм, стерильная (Кат. № 1730014, Росмедбио, Россия, производитель Jet Biofil).

Реактивы:
· L-глутамин (Флакон 146 мг, Кат. №Ф032, ПанЭко, Россия);
· коллагеназа из гепатопанкреаса краба (159 ЕД/мг, Кат. № 1.4.8.2., Росмедбио, Россия);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· среда для культур клеток αMEM (Кат. №С180п, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США);
· физиологический раствор (0,9 % раствор NaCl, Кат. №Р010п, ПанЭко, Россия).
Приготовление 0,4 % раствора коллагеназы
из гепатопанкреаса краба
В стерильной пластиковой бутылке смешайте 1,5 г коллагеназы из гепатопанкреаса краба и 150 мл физиологического раствора. Полученный раствор перемешайте до гомогенного состояния и профильтруйте в чистые бутылки в два этапа:
1. через фильтр с размером пор 0,45 мкм;
2. через фильтр с размером пор 0,22 мкм.
Полученный раствор используйте для ферментативной обработки жировой ткани.
Приготовление среды для культивирования
МСК из жировой ткани человека
Для культивирования МСК из жировой ткани человека используйте среду αMEM с добавлением 10 % FBS, 292 мкг/мл L-глутамина и смеси антибиотиков пенициллин-стрептомицин (1 флакон).

Выделение МСК из жировой ткани человека
1. Образцы подкожной жировой клетчатки получают в ходе плановой косметологической операции (липосакции). В течение 30–40 минут ткань после липосакции должна быть доставлена в лабораторию.
2. В стерильных условиях ламинарного бокса перенесите 40 мл липоаспирата в стерильные 50 мл центрифужные пробирки. Центрифугируйте образцы при 1400 об/мин в течение 5 минут. После центрифугирования в пробирке образуется три фазы: верхняя – жир, средняя – жировая ткань, нижняя – кровь и местный анестетик (Рис. 7).
3. Удалите верхнюю и нижнюю фазы. К жировой ткани добавьте до 50 мл физиологического раствора. Повторно центрифугируйте образцы при 1400 об/мин в течение 5 минут. После центрифугирования супернатант (верхнюю фазу) удалите. Таким образом, проводят отмывку жировой ткани от крови.
4. Повторите отмывку жировой ткани еще два раза (пункт 3).
5. Перенесите по 25 мл жировой ткани в чистые 50 мл центрифужные пробирки. Добавьте 25 мл заранее приготовленного 0,4 % раствора коллагеназы из гепатопанкреаса краба. Перемешайте содержимое пробирки покачиванием.
6. Инкубируйте образцы в термостате при 37 °С на качалке при 200 об/мин в течение 45 минут.
7. После ферментативной обработки раствором коллагеназы образцы центрифугируйте при 1400 об/мин в течение 5 минут. После центрифугирования удалите супернатант, включающий ферментированную жировую ткань.
8. Для отмывки образца от коллагеназы к полученному осадку клеток добавьте 50 мл физиологического раствора и ресуспендируйте клетки пипетированием. Центрифугируйте смесь при 1400 об/мин в течение 5 минут. После центрифугирования супернатант удалите.
9. Повторите этап отмывки еще два раза (пункт 8).
10. К полученному осадку клеток добавьте 10 мл полной культуральной среды αMEM, ресуспендируйте клетки пипетированием и перенесите в 10 см культуральную чашку Петри.
[image: E:\Публикации\Методички\Учебное пособие\Рисунки\Рисунок4.tif]
[bookmark: _Ref476937498]Рис. 7. Жировая ткань человека содержит следующие компоненты:
перициты, адипоциты, мезенхимные стволовые клетки, пре-адипоциты,
эндотелиальные и клетки-предшественники, а также гемопоэтические 
клетки и моноциты/макрофаги. После центрифугирования липоаспирата 
жировой ткани образуется три фазы: верхняя – жир, средняя – жировая ткань,
нижняя – кровь и местный анестетик. Адаптировано из [125]
11. Инкубируйте культуральные чашки при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием СО2
12. Через 24 часа после инкубации замените культуральную среду на свежую. Меняйте культуральную среду один раз в два дня.
13. После 5–7 дней инкубации обычно отмечают формирование монослоя из клеток.
14. Морфологию клеток оцените с помощью фазово-контрастной световой микроскопии. Выделенные МСК должны иметь фибробласто-подобную морфологию: плоские, крупные и распластанные клетки (Рис. 8).
[image: E:\РАБОТА\ПРОЕКТЫ\Проект по SDF1 alpha и VEGF\Отчет\hadsc.jpg]
[bookmark: _Ref476939122]Рис. 8. Мезенхимные стволовые клетки, выделенные 
из жировой ткани человека. Фазово-контрастная 
[bookmark: _Toc528603207]световая микроскопия. Шкала: 200 мкм

Лабораторная работа 4
Выделение мезенхимных стволовых клеток 
из пульпы зуба человека
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри (Кат. №430167, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· птерильный скальпель.
Реактивы:
· L-глутамин (Флакон 146 мг, Кат. №Ф032, ПанЭко, Россия);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· среда Игла, модифицированная по методу Дюльбекко с содержанием глюкозы 1 г/л (англ. Dulbecco’s modified Eagle’s medium, DMEM, Кат. №С425п, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (англ. Fetal Bovine Serum, FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США);
· физиологический раствор (0,9 % раствор NaCl, Кат. №Р010п, ПанЭко, Россия).
Приготовление среды для культивирования МСК,
выделенных из пульпы зуба человека
Для культивирования МСК, выделенных из пульпы зуба человека, используйте среду Игла, модифицированную по методу Дюльбекко (DMEM) с добавлением 10 % FBS, 584 мкг/мл L-глутамина и смеси антибиотиков пенициллин-стрептомицин (1 флакон).
Выделение МСК из пульпы зуба человека
1. Для выделения МСК из пульпы зуба используйте непрорезавшиеся зачатки третьих моляров, извлеченных хирургическим путем у здоровых пациентов (11–17 лет).
2. В стерильных условиях ламинарного бокса вырежьте всю зародышевую ткань зуба, включая находящуюся внутри развивающуюся корону и окружающей его фолликул.
3. Поместите полученную ткань в физиологический раствор, содержащий смесь антибиотиков пенициллина и стрептомицина (2 флакона), на 15 минут.
4. Перенесите отделенную зародышевую часть зуба из физиологического раствора в стерильную 10 см культуральную чашку Петри.
5. Нарежьте ткань зуба на мелкие кусочки (1–2 мм) с помощью хирургических скальпелей со сменными лезвиями, равномерно распределите полученные кусочки по чашке.
6. Добавьте от 7 до 10 мл полной питательной среды DMEM в культуральную чашку так, чтобы кусочки ткани оставались прикрепленными к пластику.
7. Инкубируйте образцы в течение 72 часов при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием СО2.
8. После инкубации замену питательной среды проводите через день.
9. На 10-й день инкубации морфологию выделенных клеток оцените с помощью фазово-контрастной световой микроскопии. Выделенные клетки должны иметь фибробласто-подобную морфологию: плоские, крупные и распластанные клетки (Рис. 9).
10. После 10–15 дней инкубации обычно отмечается формирование плотного монослоя клеток.
[image: E:\Публикации\Методички\Учебное пособие\Рисунки\Зубы.tif]
[bookmark: _Ref478554407]Рис. 9. Рентгенограмма нижней челюсти справа. Зачаток (А) полностью 
удалили хирургическим методом. Минерализованная часть 
(Б) была отделена и мягкие ткани использованы для выделения
стволовых клеток. Причина удаления зачатка зуба – дистопия 
и ретенция зачатка третьего моляра. Фазово-контрастная микроскопия 
первичной культуры МСК, выделенных из пульпы зуба: 
В – клетки, растущие из фрагмента ткани зачатка зуба 
человека (эксплантант), Г – монослой клеток МСК, 
полученный через 10 дней после начала инкубации фрагментов 
зачатка зуба мудрости в культуральной среде. Шкала: 200 мкм

[bookmark: _Toc528603208]Лабораторная работа 5
Пересев и криоконсервация первичных культур клеток,
оценка жизнеспособности клеток
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· криохранилище LS3000 (Taylor-Wharton, Англия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· морозильная камера DW86L.628 (Haier Medical and Laboratory Products Co, Ltd, Китай);
· центрифуга LMC-3000 (BioSan, Латвия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри (Кат. №430167, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· камера Горяева (Линза, Россия);
· контейнер для замораживания (Кат. №5100-0001, Nalgene, Rochester, США);
· криопробирки (Кат. №430488, Corning Incorporated, США);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 0,1–2,5 мкл (Кат. №720010, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 100–1000 мкл (Кат. №720060, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 20–200 мкл (Кат. №720070, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 2–20 мкл (Кат. №720080, Sartorius, Германия);
· наконечники до 10 мкл (Кат. №790010, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 1000 мкл (Кат. 791000, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 200 мкл (Кат. 790200, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar).
Реактивы:
· Готовая среда для культивирования клеток;
· диметилсульфоксид для культур клеток (Кат. №1.4.7., ДМСО, Росмедбио, Россия);
· жидкий азот для криохранилища;
· изопропанол (Компонент-Реактив, Россия);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· раствор 0,25 % трипсин-ЭДТА (Кат. №25200072, Invitrogen, США);
· раствор Дюльбекко (Кат. №Р060п, DPBS, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США);
· трипановый синий (Кат. № О130, ПанЭко, Россия).
Процедура пересева (пассирования) первичных культур клеток (на примере клеток, культивируемых на 10 см чашке Петри)
1. Удалите старую культуральную среду.
2. С целью очищения от остатков среды монослой клеток обработайте DPBS: добавьте 10 мл раствора DPBS по стенке культуральной чашки, аккуратно промойте монослой клеток добавленным раствором покачиванием, после чего удалите раствор DPBS.
3. В культуральную чашку добавьте 3 мл 0,25 % раствора трипсин-ЭДТА, поверхность смочите покачиванием. Инкубируйте чашку при 37 °С в течение 4–5 минут. Объем используемых реактивов варьирует от используемого в работе культурального пластика (Таблица 3).
[bookmark: _Ref477206710]Таблица 3
Расход питательных сред и реагентов для культур клеток в
зависимости от используемого в работе культурального пластика
	Вид культурального пластика (площадь)
	Объем DPBS,
мл
	Объем 
трипсин-ЭДТА, мл
	Объем среды, мл

	96 лунок (0,6 см2)
	0,1
	0,05
	0,1

	48 лунок (0,95 см2)
	0,25
	0,1
	0,25

	24 лунки (1,9 см2)
	0,5
	0,2
	0,5

	12 лунок (3,8 см2)
	1
	0,3
	1

	6 лунок (9,5 см2)
	2
	0,5
	2

	3,5 см чашка (9 см2)
	2
	0,5
	2

	15 см чашка (152 см2)
	25
	7
	25

	10 см чашка (55 см2)
	10
	3
	10

	Флакон T25 (25 см2)
	5
	1
	5

	Флакон T75 (75 см2)
	15
	3
	15

	Флакон T175 (175 см2)
	30
	7
	30


4. После инкубации аккуратно постучите ладонью по дну культуральной чашки, удерживая ее горизонтально. С помощью фазово-контрастной световой микроскопии убедитесь, что все клетки открепились от культурального пластика.
5. Добавьте в культуральную чашку Петри свежую среду для инактивации трипсина. Клетки тщательно ресуспендируйте пипетированием. Клетки посчитайте в камере Горяева и необходимое количество клеток перенесите в чистый культуральный флакон или планшет.
6. Доведите объем среды в используемой чашке Петри с клетками до 10 мл и инкубируйте при стандартных условиях (Таблица 3).
Подсчет количества клеток в камере Горяева
Камера Горяева (счетная камера) состоит из толстого предметного стекла с нанесенными на него поперечными прорезями, которые образуют три отсека. Средний отсек разделяется прорезью на две площадки, каждая из которых имеет сетку для подсчета клеток. По обе стороны от среднего отсека находятся два других, на 0,1 мм выше среднего, которые необходимы для притирания покровного стекла (Рис. 10В).
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[bookmark: _Ref477208602]Рис. 10. Подсчет количества клеток в камере Горяева.
А – общий вид сетки камеры Горяева. Б – сетка камеры Горяева 
с суспензией клеток. 1 – большой квадрат сетки камеры Горяева. 
В – строение камеры Горяева
Притирать покровное стекло необходимо до появления Ньютоновских (концентрических) колец. После притирания покровного стекла образуется камера для внесения клеточной суспензии.
Сетка камеры Горяева содержит 225 больших квадратов (15 рядов, в каждом из которых 15 больших квадратов), разграфленных вертикально, горизонтально, крест на крест и неразграфленных (Рис. 10А, Б).
При работе с камерой Горяева рабочая поверхность камеры должна быть сухая и чистая. Для очистки камеры Горяева используйте раствор 70 % этанола, после чего протрите камеру сухой бумажной салфеткой.
После внесения клеточной суспензии необходимо убедиться, что на сетке камеры нет пузырьков воздуха.
1. Перед использованием очистите камеру Горяева и протрите покровное стекло к предметному стеклу до появления Ньютоновских колец.
2. Разведите суспензию клеток так, чтобы отдельные клетки были легко различимы после внесения в камеру. Необходимо хорошо ресуспендировать суспензию клеток пипетированием, чтобы исключить появления скоплений клеток и наложение их друг на друга при подсчете.
3. 10 мкл суспензии клеток перенесите в камеру Горяева. Для этого поднесите пипетку с суспензией к краю покровного стекла, заполнение камеры происходит под действием капиллярных сил. Сетка счетной камеры должна быть полностью покрыта жидкостью, однако жидкость не должна выходить из под покровного стекла.
4. С использованием фазово-контрастной световой микроскопии посчитайте количество клеток в 15 больших квадратах. Считайте только те клетки, которые находятся в зоне большого квадрата и не соприкасаются с его нижней и левой границами (Рис. 10Б).
5. Произведите подсчет количества клеток по следующей формуле, где х – искомое количество клеток в 1 мл раствора (суспензии), a – сумма клеток, посчитанных в 15 квадратах, b – фактор разведения:

6. Например, суспензию клеток развели в 10 раз, в 15 квадратах получилось 10 клеток. Для подсчета количества клеток в 1 мл суспензии, подставьте полученные данные в формулу:

7. Таким образом, получили 1,6 × 106 клеток в 1 мл суспензии.
Оценка жизнеспособности клеток окрашиванием 
раствором трипанового синего
Трипановый синий способен проникать внутрь клетки при повреждении мембраны и окрашивать ее ядро в синий цвет. Окрашенные клетки считают нежизнеспособными. Жизнеспособность клеток оценивают путем вычитания процента окрашенных клеток из 100 % клеточной популяции.
1. Приготовьте 0,4 % раствор трипанового синего в растворе DPBS. Тщательно перемешайте до гомогенного состояния.
2. Добавьте 10 мкл 0,4 % раствора трипанового синего к 100 мкл суспензии клеток.
3. 10 мкл окрашенной суспензии клеток нанести под покровное стекло камеры Горяева и посчитайте количество окрашенных в синий цвет клеток и общее количество клеток. Рассчитайте жизнеспособность клеточной популяции.
4. Для здоровых первичных культур клеток жизнеспособность должна быть не менее 95 %.

Криоконсервация первичных культур клеток
1. По достижению монослоя 60–70 % клетки при необходимости заморозьте в специальной среде для замораживания, содержащей криопротектор диметилсульфоксид (ДМСО): 10 % ДМСО и 90 % FBS.
2. Для этого снимите клетки с поверхности пластика трипсинизацией. Соберите суспензию клеток в стерильную 50 мл центрифужную пробирку. Центрифугируйте суспензию при 1400 об/мин в течение 5 минут. Супернатант удалите.
3. Осадок клеток ресуспендируйте в среде для замораживания, посчитайте количество клеток в камере Горяева. Доведите концентрацию клеток до 1 × 106/мл.
4. Перенесите 1 мл клеточной суспензии в криопробирку.
5. Криопробирки поместите при комнатной температуре в контейнер для замораживания с изопропанолом.
6. [bookmark: _Toc528603209]Контейнер поставьте на 24 часа в морозильную камеру при -80 °С, после чего перенесите криопробирки из контейнера в криохранилище с жидким азотом для длительного хранения при -196 °С.

Лабораторная работа 6
Определение иммунофенотипа выделенных
мезенхимных стволовых клеток
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· микроцентрифуга Micro200R (Hettich zentrifugen, Германия);
· проточный цитометр с функцией сортировки FACSAria (BD Biosciences, США);
· центрифуга LMC-3000 (BioSan, Латвия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри (Кат. №430167, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· камера Горяева (Линза, Россия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 0,1–2,5 мкл (Кат. №720010, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 100–1000 мкл (Кат. №720060, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 20–200 мкл (Кат. №720070, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 2–20 мкл (Кат. №720080, Sartorius, Германия);
· наконечники до 10 мкл (Кат. №790010, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 1000 мкл (Кат. 791000, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 200 мкл (Кат. 790200, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки микроцентрифужные типа Эппендорф 1,7 мл (Кат. №3620, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar).
Реактивы:
· Антитела к CD166 человека (Кат. №2319515, SONY, США);
· антитела к CD29 человека (Кат. №102208, BioLegend, США);
· буфер для окрашивания клеток Stain Buffer (Кат. № 554656, BD Biosciences, США);
· готовая среда для культивирования клеток;
· набор Human MSC Analysis Kit (Кат. №562245, BD Biosciences, США);
· раствор 0,25 % трипсин-ЭДТА (Кат. №25200072, Invitrogen, США);
· раствор Дюльбекко (Кат. №Р060п, DPBS, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США).
Иммунофлуоресцентное окрашивание МСК специфическими
антителами к CD маркерам (кластерам дифференцировки)
1. По достижению монослоя 60–70 % МСК снимите с поверхности культурального пластика трипсинизацией. Соберите суспензию клеток в стерильную 50 мл центрифужную пробирку. Посчитайте количество клеток в камере Горяева.
2. Центрифугируйте суспензию при 500 g в течение 5 минут при 4 °С. Супернатант удалите.
3. Осадок клеток ресуспендируйте в охлажденном буфере для окрашивания клеток до конечной концентрации 5 × 106 клеток/мл.
4. Перенесите по 50 мкл суспензии клеток в стерильную 1,7 мл микроцентрифужную пробирку.
5. В каждую пробирку добавьте необходимое количество соответствующего антитела (Таблица 4). Антитела конъюгированы с флуоресцентной меткой (Таблица 5). Добавлять антитела следует в темноте. Используйте антитела из набора Human MSC Analysis Kit и отдельно антитела к CD29 и CD166 человека (Таблица 4).
[bookmark: _Ref478655710]Таблица 4
Подготовка образцов для иммунофлуоресцентного 
окрашивания МСК
	№
	Антитела с флуоресцентной меткой
	Необходимый объем, мкл

	1
	Негативный коктейль антител (к CD34-PE, CD11b-PE, CD19-PE, CD45-PE и HLA-DR-PE человека) из набора
	20

	2
	Антитела к CD90-FITC человека из набора
	5

	3
	Антитела к CD44-PE человека из набора
	5

	4
	Антитела к CD105-PerCP-Cy5.5 человека из набора
	5

	5
	Антитела к CD73-APC человека из набора
	5

	6
	Антитела к CD29-PE человека
	5

	7
	Антитела к CD166-PE человека
	5

	8
	Неокрашенные клетки
	-


6. Инкубируйте клетки с антителами в течение 30–45 минут при 4 °С в темноте. Центрифугируйте клеточную суспензию при 500 g в течение 5 минут при 4 °С. Супернатант удалите.
7. После инкубации отмойте клетки дважды буфером для окрашивания клеток. Для этого добавьте 500 мкл буфера для окрашивания клеток, центрифугируйте клеточную суспензию при 500 g в течение 5 минут при 4 °С. Супернатант удалите.
8. Повторите отмывку клеток еще один раз.
[bookmark: _Ref478637027]Таблица 5
Антитела, используемые для иммунофлуоресцентного
окрашивания МСК
	Флуоресцентная метка
	Максимум 
поглощения (Ex)
	Максимум
испускания (Em)

	PE
	496 нм
	578 нм

	APC
	650 нм
	660 нм

	FITC
	494 нм
	520 нм

	PerCP-Cy5.5
	482 нм
	676 нм


9. Осадок клеток ресуспендируйте в 500 мкл буфера для окрашивания клеток.
10. Проанализируйте иммунофлуоресцентное окрашивание клеток на проточном цитометре. В качестве отрицательного контроля (контроль аутофлуоресценции) используйте образец клеток, не окрашенный антителами.
11. МСК должны положительно окрашиваться на следующие маркеры дифференцировки: CD29 (интегрин бета-1), CD44, CD73 (5'-нуклеотидаза), CD90 (Thy-1), CD105 (эндоглин), CD166 (молекула клеточной адгезии активированных лейкоцитов) (Рис. 11).
12. Негативный коктейль содержит маркеры гемопоэтических клеток (CD34, CD11b, CD19, CD45 и HLA-DR), не характерные для МСК. По вышеперечисленным маркерам окрашивания клеток быть не должно (Рис. 11).
[image: ]
[bookmark: _Ref478661699]Рис. 11. Иммуноцитофлуориметрическая характеристика поверхностных
антигенов (CD-маркеров) МСК, выделенных из костного мозга человека. А – CD44 (95,9 % позитивных клеток). Б – CD73 (98,2 %).
В – CD166 (79,6 %). Г – CD90 (79,2 %). Д – CD29 (98,5 %).
Е – CD105 (88,6 %). Ж – негативный коктейль: CD34, CD11b, CD19,
CD45, HLA-DR (0 % позитивных клеток)

[bookmark: _Toc528603210]Лабораторная работа 7
Анализ направленной дифференцировки 
мезенхимных стволовых клеток
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· весы BK-600 (Масса-К, Россия);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· центрифуга LMC-3000 (BioSan, Латвия);
Расходные материалы:
· 24-луночный культуральный планшет (Кат. №3524, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· бутылка 130 мл с градуировкой до 100 мл (Кат. № 5.1.81.5.1, Росмедбио, Россия);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 100–1000 мкл (Кат. №720060, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 2–20 мкл (Кат. №720080, Sartorius, Германия);
· наконечники до 1000 мкл (Кат. 791000, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 200 мкл (Кат. 790200, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar).
Реактивы:
· Oil Red O (Кат. №O0625, Sigma-Aldrich, США);
· альциановый синий (англ. Alcian Blue, Кат. №A5268, Sigma-Aldrich, США);
· гематоксилин 1 (Кат. №72804, Richard-Allan Scientific™ Modified Mayer's Hematoxylin, Thermo Fisher Scientific Inc., США);
· готовая среда для культивирования МСК – αMEM;
· нитрат серебра (Кат. №204390, Sigma-Aldrich, США);
· раствор Дюльбекко (Кат. №Р060п, DPBS, ПанЭко, Россия);
· соляная кислота (HCl, Кат. №258148, Sigma-Aldrich, США);
· среда для адипогенной дифференцировки StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit (Кат. №A10070-01, Thermo Fisher Scientific Inc., США);
· среда для остеогенной дифференцировки StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit (Кат. №A10072-01, Thermo Fisher Scientific Inc., США);
· среда для хондрогенной дифференцировки StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit (Кат. №A10071-01, Thermo Fisher Scientific Inc., США);
· формалин (40 % раствор формальдегида, Кат. №47608, Sigma-Aldrich, США).
Дифференцировка МСК в остеогенном направлении
Культивируйте МСК на полной среде αМЕМ в 24-луночном культуральном планшете до плотности клеточного монослоя 100 %, после чего используйте среду для остеогенной дифференцировки (500 мкл на лунку).
1. Клетки поддерживайте на среде для дифференцировки в течение 18 суток, меняя питательную среду раз в три дня. В качестве отрицательного контроля используйте МСК, культивируемые на полной среде αМЕМ.
2. Для определения минерализации, являющейся признаком остеогенной дифференцировки, проведите окрашивание культуры МСК по von Kossa.
Окрашивание по von Kossa
Реакция von Kossa используется для анализа степени минерализации ткани и визуализирует образовавшиеся в ткани нерастворимые фосфаты. Окрашивание происходит путем преципитации ионов серебра в кислой среде. Фотохимический распад образующихся фосфатов серебра до металлического серебра, происходящий под воздействием яркого источника света позволяет выявить наличие в ткани фосфатов кальция, которые окрашиваются в черный цвет.
1. Приготовьте 10 % раствор формалина (4 % раствор формальдегида). Для этого стоковый раствор формалина разведите в 10 раз раствором DPBS.
2. Приготовьте 2 % раствор нитрата серебра (AgNO3) в дистиллированной воде. Для этого 1 г нитрата серебра растворите в дистиллированной воде до конечного объема 50 мл. Храните приготовленный раствор в темноте.
3. Удалите культуральную среду из лунок 24-луночного планшета. Клетки промойте раствором DPBS.
4. Зафиксируйте клетки 10 % раствором формалина в течение 30 минут при комнатной температуре.
5. После фиксации удалите раствор 10 % формалина. К клеткам добавьте 500 мкл дистиллированной воду. Через 5 минут удалите воду и повторите процесс отмывки еще два раза.
6. Добавьте к клеткам 500 мкл 2 % раствора нитрата серебра и инкубируйте планшет в темноте в течение 10 минут.
7. После инкубации удалите 2 % раствор нитрата серебра. К клеткам добавьте 500 мкл дистиллированной воды. Через 5 минут удалите воду и повторите процесс отмывки еще два раза.
8. Поместите планшет под яркий источник света (60–100 Вт) на 15 минут.
9. К клеткам добавьте 500 мкл дистиллированной воды. Через 5 минут удалите воду и повторите процесс отмывки еще два раза.
10. Результаты проанализируйте с помощью фазово-контрастной световой микроскопии. При культивировании МСК в среде для остеогенной дифференцировки должно наблюдаться изменение формы клеток с веретеновидной на кубоидальную и полигональную, свойственную остеобластам. Маркером остеогенной дифференцировки является продукция кальций-содержащего матрикса, окрашиваемого нитратом серебра в черный цвет. В культуре МСК, культивируемых в контрольной среде, не должно наблюдаться изменение морфологии клеток и их окрашивание (Рис. 12).
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[bookmark: _Ref478056851]Рис. 12. МСК после индукции остеогенной дифференцировки в течение 18 суток. Окраска: реакция von Kossa. А – МСК, культивируемые в остеогенной среде. Б – МСК, культивируемые в среде αMEM. Шкала: 200 мкм
Дифференцировка МСК в хондрогенном направлении
1. Отберите 150 000 МСК в отдельную 15 мл центрифужную пробирку и центрифугируйте в течение 5 минут при 500 g. Супернатант удалите.
2. Осадок клеток ресуспендируйте в 500 мкл соответствующей среды: для хондрогенной дифференцировки или контрольной среде αMEM. Центрифугируйте в течение 5 минут при 500 g. Супернатант удалите.
3. Осадок клеток ресуспендируйте в 15 мкл соответствующей среды: для хондрогенной дифференцировки или контрольной среде αMEM.
4. Перенесите в лунку 24-луночного культурального планшета три капли по 5 мкл клеточной суспензии (содержащей 50 тысяч клеток) (Рис. 13).
5. Инкубируйте планшет в течение 4 часов при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием CO2.
6. Добавьте в каждую лунку 500 мкл среды для остеогенной дифференцировки. В качестве отрицательного контроля используйте полную среду αМЕМ. Клетки поддерживайте в течение 18 суток, меняя питательную среду раз в три дня.
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[bookmark: _Ref478147794]Рис. 13. Посев МСК в лунки 24-луночного культурального планшета 
для индукции хондрогенной дифференцировки. В каждой лунке должно
находиться три капли клеточной суспензии (50 000 клеток в 5 мкл)
Окрашивание для визуализации кислых мукополисахаридов
1. Для выявления хондрогенной дифференцировки проведите окрашивание на кислые мукополисахариды, являющиеся маркером хондрообразования.
2. Зафиксируйте клетки 10 % раствором формалина в течение 30 минут при комнатной температуре.
3. Приготовьте раствор альцианового синего: 1 г сухого вещества растворите в 100 мл 0,1 M соляной кислоте (HCl).
4. После фиксации удалите раствор 10 % формалина. К клеткам добавьте 500 мкл раствора DPBS. Через 5 минут удалите раствор DPBS и повторите процесс отмывки еще два раза.
5. Добавьте 500 мкл раствора альцианового синего. Инкубируйте планшет в течение 1 часа при комнатной температуре.
6. После инкубации удалите из лунок раствор альцианового синего и проведите промывку раствором DPBS трехкратно (как описано в пункте 4).
7. Результаты проанализируйте с помощью фазово-контрастной световой микроскопии. После индукции хондрогенной дифференцировки должно наблюдаться образование хрящеподобных структур, которые положительно окрашиваются альциановым синим на кислые мукополисахариды, характерные для хрящевой ткани (Рис. 14).
Дифференцировка МСК в адипогенном направлении
1. Культивируйте МСК на полной среде αМЕМ в 24-луночном культуральном планшете до плотности клеточного монослоя 100 %, после чего используйте среду для адипогенной дифференцировки (500 мкл на лунку).
2. Клетки поддерживайте на среде для дифференцировки в течение 18 суток, меняя питательную среду раз в три дня. В качестве отрицательного контроля используйте МСК, культивируемые на полной среде αМЕМ.
3. С 10–12 суток в цитоплазме МСК после индукции адипогенной дифференцировки должны появляться жировые микровезикулы, которые можно увидеть при витальной фазово-контрастной световой микроскопии.
[image: E:\Публикации\Методички\Учебное пособие\Рисунки\Хондро.tif]
[bookmark: _Ref478149995]Рис. 14. МСК после индукции хондрогенной дифференцировки в течение 18 суток. Окраска: альциановый синий. А – МСК, культивируемые в хондрогенной среде. Б – МСК, культивируемые в среде αMEM. Шкала: 200 мкм
Окрашивание нейтральных липидов красителем Oil Red O
1. Для выявления дифференцировки в адипогенном направлении, проведите окрашивание культуры МСК красителем Oil Red O для визуализации нейтральных липидов.
2. Приготовьте стоковый раствор Oil Red O. Для этого смешайте 0,5 г сухой краски со 100 мл изопропанола. Для приготовления рабочего раствора смешайте 20 мл дистиллированной воды с 30 мл стокового раствора Oil Red O.
3. Зафиксируйте клетки 10 % раствором формалина в течение 30 минут при комнатной температуре.
4. После фиксации удалите раствор 10 % формалина. К клеткам добавьте 500 мкл раствора DPBS. Через 5 минут удалите раствор DPBS и повторите процесс отмывки еще два раза.
5. Добавьте к клеткам 500 мкл рабочего раствора Oil Red O, после чего инкубируйте планшет в течение 30 минут при комнатной температуре.
6. После инкубации удалите из лунок раствор Oil Red O и проведите промывку раствором DPBS трехкратно (как описано в пункте 4).
7. Добавьте 500 мкл раствора гематоксилина 1 (окрашивает ядра клеток), инкубируйте планшет в течение 1 минуты.
8. После инкубации удалите из лунок раствор гематоксилина 1 и проведите промывку раствором DPBS трехкратно (как описано в пункте 4).
9. Результаты проанализируйте с помощью фазово-контрастной световой микроскопии. После индукции адипогенной дифференцировки должно наблюдаться образование большого количества клеток с морфологией, типичной для адипоцитов: обилие жировых везикул различных размеров, окрашенных Oil Red O красным цветом, и эксцентрично расположенное ядро (Рис. 15).
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[bookmark: _Ref478389316]Рис. 15. МСК после индукции адипогенной дифференцировки в течение 18 суток. Окраска: Oil Red O, гематоксилин 1. А – МСК, культивируемые 
в адипогенной среде. Б – МСК, культивируемые в среде αMEM. 
[bookmark: _Toc528603211]Шкала: 500 мкм


Лабораторная работа 8
Выделение фибробластов из кожи человека
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри (Кат. №430167, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· стерильный скальпель.
Реактивы:
· L-глутамин (Флакон 146 мг, Кат. №Ф032, ПанЭко, Россия);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· среда Игла, модифицированная по методу Дюльбекко с содержанием глюкозы 1 г/л (англ. Dulbecco’s modified Eagle’s medium, DMEM, Кат. №С425п, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США);
· физиологический раствор (0,9 % раствор NaCl, Кат. №Р010п, ПанЭко, Россия).

Приготовление среды для культивирования 
фибробластов человека
Для культивирования фибробластов человека используйте среду Игла, модифицированную по методу Дюльбекко (DMEM) с добавлением 5 % FBS, 584 мкг/мл L-глутамина и смеси антибиотиков пенициллин-стрептомицин (1 флакон).
Выделение фибробластов из кожи человека
1. Все работы с фрагментами кожи проводите в стерильных условиях ламинарного бокса. Для выделения фибробластов фрагменты кожи здорового пациента (могут быть получены в ходе косметической операции) поместите в физиологический раствор, содержащий смесь антибиотиков пенициллина и стрептомицина (2 флакона), на 15 минут.
2. Перенесите фрагменты кожи из физиологического раствора в стерильную 10 см культуральную чашку Петри и измельчите на мелкие кусочки (1–2 мм) с помощью хирургических скальпелей со сменными лезвиями. Равномерно распределите полученные кусочки кожи по культуральной чашке (Рис. 16).
3. Добавьте от 7 до 10 мл полной питательной среды DMEM в культуральную чашку так, чтобы кусочки кожи оставались прикрепленными к пластику.
4. Инкубируйте образцы в течение 72 часов при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием СО2. После инкубации замену питательной среды проводите через день.
5. На 10-й день инкубации морфологию выделенных клеток оцените с помощью фазово-контрастной световой микроскопии. Выделенные клетки должны иметь фибробласто-подобную морфологию: плоские, крупные и распластанные клетки (Рис. 17). После 16–21 дней инкубации обычно отмечается формирование плотного монослоя клеток.
[image: G:\Публикации\Методички\Учебное пособие\Рисунки\IMG_1084.JPG]
[bookmark: _Ref528276595]Рис. 16. Подготовка фрагментов кожи для выделения фибробластов
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[bookmark: _Ref476917607]Рис. 17. Фазово-контрастная микроскопия первичной культуры фибробластов человека. А, Б – клетки, растущие из фрагмента кожи человека (эксплантант) через 14 дней после начала инкубации фрагментов кожи в культуральной среде. B, Г – монослой фибробластов человека, полученный через 20 дней после начала инкубации фрагментов кожи в культуральной среде. Шкала: 200 мкм

[bookmark: _Toc528603212]Лабораторная работа 9
Иммуномагнитная сепарация для отбора CD14+ клеток
из лейкоцитарной фракции периферической крови человека
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· магнит EasySep (Кат. №18000, STEMCELL Technologies Inc., США);
· центрифуга LMC-3000 (BioSan, Латвия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри для работы с суспензионными культурами (Кат. №Epp 0030 702.018, Хеликон, Россия, производитель Eppendorf);
· гемакон контейнер для сбора и хранения крови с антикоагулянтом;
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 100–1000 мкл (Кат. №720060, Sartorius, Германия);
· наконечники до 1000 мкл (Кат. 791000, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки полистереновая 14 мл, круглодонная (17 × 100 мм) (Кат. №352057, Corning-Costar, США);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar).
Реактивы:
· L-глутамин (Флакон 146 мг, Кат. №Ф032, ПанЭко, Россия);
· набор для магнитной сепарации CD14+ клеток EasySep Human Buffy Coat CD14 Positive Selection Kit (Кат. №18088, STEMCELL Technologies Inc., США);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· среда IMDM без глутамина (Кат. №С850п, ПанЭко, Россия);
· сыворотка крови плодов коровы (англ. Fetal Bovine Serum, FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США);
· буфер фосфатный: без солей Ca2+ и Mg2+ (англ. Phosphate Buffered Saline, PBS).
Приготовление среды для культивирования CD14+ клеток
Для культивирования мононуклеарных клеток человека используйте среду IMDM с добавлением 10 % FBS, 584 мкг/мл L-глутамина и смеси антибиотиков пенициллин-стрептомицин (1 флакон).
Приготовление рекомендованной среды
Для приготовления рекомендованной среды к 100 мл раствора PBS добавьте 2 мл FBS и ЭДТА до конечной концентрации 1 мM. Рекомендованная среда не должна содержать ионов Ca2+ и Mg2+.
Подготовка лейкоцитарной фракции крови
1. Все манипуляции по непосредственной работе с кровью с целью нивелирования риска контаминации проводите в асептических условиях в ламинарном боксе.
2. В 50 мл центрифужной пробирке разбавьте образец крови эквивалентным объемом рекомендованной среды.
3. Центрифугируйте полученную смесь при 200 g в течение 10 минут при комнатной температуре (15–25 °C) без торможения.
4. Перенесите сконцентрированный лейкоцитарный слой (англ. buffy coat) с захватом небольшого количества плазмы и эритроцитарного слоя в чистую 50 мл центрифужную пробирку (Рис. 18).
5. Перенесите лейкоцитарный слой (максимальный объем 4,5 мл) в специальную круглодонную 14 мл пробирку (17 × 100 мм).
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[bookmark: _Ref488071789]Рис. 18. Разделение периферической крови человека на фракции
после центрифугирования. Верхний слой – плазма (55 % от общего объема крови). Средний слой – лейкоцитарный (менее 1 % от общего объема крови). 
Нижний слой – эритроциты (45 % от общего объема крови)
Выделение CD14+ клеток из лейкоцитарного слоя
1. К отобранному лейкоцитарному слою добавьте эквивалентный объем 1-кратного лизирующего буфера для эритроцитов (входит в состав набора). Полученную смесь перемешайте пипетированием.
2. Добавьте 50 мкл селективного коктейля (входит в состав набора) на 1 мл общей смеси, перемешайте и инкубируйте в течение 15 минут при комнатной температуре.
3. Перемешайте магнитные частицы (входит в состав набора) до гомогенного распределения частиц в растворе.
4. Добавьте 50 мкл магнитных частиц на 1 мл общей смеси, перемешайте и инкубируйте в течение 10 минут при комнатной температуре.
5. Доведите объем смеси рекомендованной средой до 5 мл (если объем лейкоцитарного слоя меньше 2,5 мл) или 10 мл (если объем лейкоцитарного слоя больше 2,5 мл). Аккуратно перемешайте смесь пипетированием.
6. Перенесите пробирку (без крышки) в магнит EasySep и инкубируйте в течение 10 минут при комнатной температуре. Во время инкубации CD14+ клетки будут прикрепляться к стенкам пробирки.
7. Удалите супернатант путем переворачивания магнита с пробиркой внутри (переворачивать магнит необходимо одним непрерывным движением во избежание открепления CD14+ клеток от стенок пробирки).
8. Удалите пробирку из магнита. Добавьте 5 мл (если объем лейкоцитарного слоя меньше 2,5 мл) или 10 мл (если объем лейкоцитарного слоя больше 2,5 мл) рекомендованной среды. Аккуратно перемешайте смесь пипетированием.
9. Перенесите пробирку (без крышки) в магнит EasySep и инкубируйте в течение 5 минут при комнатной температуре.
10. После завершения инкубации удалите из пробирки супернатант путем переворачивания магнита.
11. Повторите шаг 8.
12. Повторите процессы сепарации (1 раз в течение 10 минут и 2 раза в течение 5 минут).
13. Ресуспендируйте полученные CD14+ клетки в 10 мл полной среды IMDM, содержащей FBS, L-глутамин и смесь антибиотиков пенициллин-стрептомицин.
14. Полученную смесь перенесите в стерильную 10 см неадгезивную культуральную чашку Петри и культивируйте в инкубаторе при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием СО2.
15. [bookmark: _Toc528603213]Морфологию выделенных клеток оцените с помощью фазово-контрастной микроскопии на инвертированном микроскопе. Выделенные мононуклеары должны быть небольшими по размеру и округлыми клетками.

Лабораторная работа 10
Выделение и анализ эндотелиальных клеток
из пупочной вены человека
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· инвертированный флуоресцентный микроскоп исследовательского класса AxyObserver.Z1 (Carl Zeiss, Германия);
· каминарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия).
Расходные материалы:
· 10 см культуральные чашки Петри (Кат. №430167, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· 96-луночный культуральный планшет планшет (Кат. №3599, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· камера Горяева (Линза, Россия);
· катетер для вливания в малые вены/игла-бабочка 21G (Кат. №0501-00-21, Apexmed International B. V., Нидерланды);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 0,1–2,5 мкл (Кат. №720010, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 100–1000 мкл (Кат. №720060, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 20–200 мкл (Кат. №720070, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 2–20 мкл (Кат. №720080, Sartorius, Германия);
· наконечники до 10 мкл (Кат. №790010, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 1000 мкл (Кат. 791000, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 200 мкл (Кат. 790200, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· стерильный скальпель;
· стерильный стеклянный стакан на 500 мл.
Реактивы:
· L-глутамин (Флакон 146 мг, Кат. №Ф032, ПанЭко, Россия);
· гепарин (Кат. №H9399, Sigma-Aldrich, США);
· желатин (Кат. №Ф070, ПанЭко, Россия);
· среда для культивирования эндотелиальных клеток MCDB 131 (Кат. №M8537, Sigma-Aldrich, США);
· матригель (англ. matrigel, Кат. №354234, BD Biosciences, США);
· пенициллин-Стрептомицин, для культур клеток, сухой порошок, 50000 ЕД/фл пенициллина G и 50 мг/фл стрептомицина (Кат. №1.3.18, Росмедбио, Россия);
· раствор 0,25 % трипсин-ЭДТА (Кат. №25200072, Invitrogen, США);
· раствор Дюльбекко (Кат. №Р060п, DPBS, ПанЭко, Россия);
· раствор Хенкса (Кат. №Р020п, ПанЭко, Россия);
· сосудистый эндотелиальный фактор роста (англ. vascular endothelial growth factor, VEGF, Кат. №SRP3182-10UG, Sigma-Aldrich, США);
· сыворотка крови плодов коровы (FBS, Кат. №10500064, Invitrogen, США);
· фактор роста фибробластов 2 (англ. fibroblast growth factor 2, FGF2, Кат. №SRP4037-50UG, Sigma-Aldrich, США);
· эпидермальный фактор роста (англ. epidermal growth factor, EGF, Кат. №SRP3027-500UG, Sigma-Aldrich, США).
Приготовление среды для культивирования 
эндотелиальных клеток из пупочной вены человека
Для культивирования эндотелиальных клеток из пупочной вены (англ. Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) используйте среду MCDB 131 (Sigma-Aldrich, США) с добавлением 20 % FBS, 584 мкг/мл L-глутамина, смеси антибиотиков пенициллин-стрептомицин (1 флакон), 2 нг/мл фактора роста фибробластов 2 (FGF2), 10 нг/мл сосудистого эндотелиального фактора роста (VEGF), 10 нг/мл эпидермального фактора роста (EGF) и 10 мкг/мл гепарина.
Покрытие культурального пластика 
раствором желатина
1. В стерильную 10 см адгезивную культуральную чашку Петри добавьте 3 мл 0,2 % раствора желатина (сухой порошок желатина растворите в стерильной дистиллированной воде) и инкубируйте в ламинаре при комнатной температуре в течение 1 часа.
2. Раствор желатина удалите из культуральной чашки Петри.
Выделение эндотелиальных клеток 
из пупочной вены человека
1. Для выделения эндотелиальных клеток используйте пуповины длиной 20–30 см. В стерильных условиях ламинарного бокса внешнюю поверхность пуповины промойте стерильным раствором Хенкса с содержанием смеси антибиотиков пенициллина и стрептомицина (1 флакон), после чего стерильным скальпелем удалите концы пуповины (около 1 см с каждого конца).
2. С одного конца пуповины в пупочную вену вставьте катетер для вливания в малые вены и полость пупочной вены промойте стерильным раствором Хенкса до полного удаления крови.
3. Для ферментативной диссоциации полость пупочной вены заполните стерильным 0,25 % раствором трипсина-ЭДТА и перенесите пуповину в стакан с предварительно нагретым до 37 ºС раствором DPBS и инкубируйте при 37 ºС в течение 20 минут.
4. После инкубации соберите раствор трипсина-ЭДТА, содержащий клетки эндотелия, в 50 мл центрифужную пробирку с 2 мл FBS (для инактивации трипсина).
5. Клетки из полученного таким образом элюата осадите центрифугированием (1700 об/мин в течение 10 минут) и клеточный осадок ресуспендируйте в среде MCDB 131 с добавлением FBS и факторов роста.
6. Клетки высейте на 10 см культуральные чашки Петри, заранее покрытые 0,2 % раствором желатина, и культивируйте в инкубаторе при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержанием СО2.
7. Морфологию выделенных клеток оцените с помощью фазово-контрастной микроскопии на инвертированном микроскопе. Выделенные эндотелиальные клетки должны быть вытянутыми, преимущественно овальной формы, иногда с заостренными концами (Рис. 19А).
Покрытие культурального пластика Матригелем
Матригель – желатинизированная белковая смесь, секретируемая клетками мышиной саркомы Энгельбрета-Хольма-Сварма. Матригель является аналогом внеклеточного матрикса и используется в экспериментальной биологии в качестве субстрата для культивирования клеток [126, 127]. Способность Матригеля стимулировать сложное поведение клеток обусловлено его неоднородным составом: основные компоненты Матригеля структурные белки ламинин, энтактин и коллаген, также присутствуют факторы роста, которые способствуют дифференцировке и пролиферации многих клеточных типов. Способность клеток формировать капилляро-подобные структуры на Матригеле определяет их ангиогенный потенциал [128, 129].
1. Матригель поместите на лед для оттаивания.
2. Используя охлажденные носики для пипеток внесите 50 мкл Матригеля в лунки 96-луночного культурального плоскодонного планшета, охлажденного и находящегося на льду.
3. Поместите планшет в термостат при 37 °С на 30 минут для полимеризации Матригеля.
Формирование эндотелиальными клетками HUVEC
капилляро-подобных структур на Матригеле
1. При достижении плотности монослоя 70–80 % клетки HUVEC второго пассажа снимите с культурального пластика при помощи трипсинизации (см. лабораторная работа №4);
2. Клетки HUVEC ресуспендируйте в среде MCDB 131 без факторов роста, содержащей 10 % FBS, 2 мM L-глутамин, смесь антибиотиков пенициллин-стрептомицин;
3. Высейте клетки HUVEC в заранее покрытый Матригелем 96-луночный культуральный планшет в количестве 2 × 104 клеток на лунку (в 100 мкл среды). Планшет инкубируйте при 37 °С во влажной атмосфере, содержащей 5 % CO2.
4. Через 16–18 часов оцените формирование капилляро-подобных структур клетками HUVEC с помощью фазово-контрастной световой микроскопии (Рис. 19Б).
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[bookmark: _Ref476588395]Рис. 19. Эндотелиальные клетки HUVEC. А – монослой выделенных эндотелиальных клеток. Шкала: 200 мкм. Б – образование капилляро-подобных структур клетками на слое Матригеля. Шкала: 500 мкм. 
Фазово-контрастная световая микроскопия
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Определение жизнеспособности клеток методом MTS-теста (оценка активности митохондриальных дегидрогеназ)
Оборудование:
· CO2-инкубатор MCO-15AC (Sanyo, Япония);
· Ламинарный бокс второго класса защиты SafeFAST Elite 215S (Faster, Италия);
· Микропланшетный ридер Infinite M200Pro (Tecan, Швейцария);
· рН метр DELTA 320 (Mettler Toledo, США).
Расходные материалы:
· 96-луночный культуральный планшет планшет (Кат. №3599, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· ванночки-резервуары для многоканальных пипеток (Кат. №4870, ДиаМ, Россия, производитель Corning-Costar);
· дозатор Proline® Midi Plus 1-кан., 1–100 мл (Кат. №710931, Sartorius, Германия);
· камера Горяева (Линза, Россия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 0,1–2,5 мкл (Кат. №720010, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 100–1000 мкл (Кат. №720060, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 20–200 мкл (Кат. №720070, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 1-кан., 2–20 мкл (Кат. №720080, Sartorius, Германия);
· механический дозатор Proline®, 8-кан., 5–300 мкл (Кат. №720240, Sartorius, Германия);
· наконечники до 10 мкл (Кат. №790010, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 1000 мкл (Кат. 791000, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· наконечники до 200 мкл (Кат. 790200, ПанЭко, Россия, производитель Sartorius);
· пипетки серологические 10 мл (Кат. №4488, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пипетки серологические 5 мл (Кат. №4487, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки микроцентрифужные типа Эппендорф 1,7 мл (Кат. №3620, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar);
· пробирки центрифужные 50 мл, конические (Кат. №430828, ПанЭко, Россия, производитель Corning-Costar).
· фильтрующая насадка шприцевая 30 мм, PES, размер пор 0,22 мкм, стерильная (Кат. №FPE204030, Росмедбио, Россия, производитель Jet Biofil).
Реактивы:
· MTS реагент (CellTiter 96® AQueous MTS Reagent Powder, Кат. №G1111, Promega, США);
· готовая среда для культивирования клеток;
· паклитаксел-Тева 6 мг/мл (Pharmachemie, Нидерланды);
· раствор 0,25 % трипсин-ЭДТА (Кат. №25200072, Invitrogen, США);
· раствор Дюльбекко (Кат. №Р060п, DPBS, ПанЭко, Россия);
· феназин метасульфат 99,0 %, чда (англ. phenasin methosulphate, PMS, Кат. №S299116.0005, ДиаМ, Россия).
Приготовление растворов MTS и PMS
MTS-тест – колориметрический метод определения метаболитической активности клеток, который основан на способности митохондриальных дегидрогеназ в присутствии переносчика электронов феназинметасульфата (PMS) конвертировать тетразолиевое соединение MTS в растворимую форму формазана (Рис. 20), оптическую плотность (англ. optical density, OD) которого можно измерить при длине волны 490 нм. Способность клеток восстанавливать тетразолиевую соль до формазана служит показателем жизнеспособности и скорости полиферации клеток. MTS-тест активно используют в экспериментах по определению цитотоксичности веществ in vitro.
Реагенты MTS и PMS светочувствительны, работу с данными веществами проводите в темноте.
Для приготовления рабочего раствора MTS в концентрации 2 мг/мл в 50 мл центрифужной пробирке смешайте 42 мг реагента MTS и 21 мл раствора DPBS. Перемешивайте полученную смесь в течение 15 минут, доведите pH раствора до 6–6,5, после чего профильтруйте через фильтр с размером пор 0,22 мкм. Полученный раствор разделите на аликвоты по 1 мл и храните при температуре -20 °С.
 (
MTS
Формазан
)
[bookmark: _Ref477538089]Рис. 20. Структуры тетразолиевой соли МТS и ее продукта формазана
Для приготовления рабочего раствора PMS в концентрации 3 мМ/л в 50 мл центрифужной пробирке смешайте 18,5 мг PMS и 20 мл дистиллированной воды. Перемешивайте полученную смесь в течение 15 минут, после чего профильтруйте через фильтр с размером пор 0,22 мкм. Полученный раствор разделите на аликвоты по 1 мл и храните при температуре -20 °С.

Анализ жизнеспособности МСК после инкубации
с противоопухолевым препаратом паклитаксел
1. МСК высейте в количестве 5 × 103 клеток/лунку 96-лу-ночночного культурального планшета и культивируйте в течение 24 часов при 37 °С во влажной атмосфере, содержащей 5 % CO2. Крайние лунки планшета заполните раствором DPBS (100 мкл) (Рис. 21).
2. Приготовьте смеси культуральной среды с различными концентрациями паклитаксела: 120 мкг/мл, 60 мкг/мл и 30 мкг/мл. Для каждой концентрации препарата используйте 6 лунок с МСК. Расчет произведите на 7 лунок (общий объем смеси – 700 мкл) для предотвращения ошибки пипетирования.
3. После инкубации смените культуральную среду на новую (100 мкл) с содержанием различных концентраций паклитаксела (в 6-ти повторностях на каждую концентрацию, Рис. 21). Инкубируйте МСК с паклитаселом в течение 24 часов при 37 °С во влажной атмосфере, содержащей 5 % CO2.
[image: E:\Публикации\Методички\Учебное пособие\Рисунки\Планшет.tif]
[bookmark: _Ref477538107]Рис. 21. Планшет для анализа жизнеспособности МСК после инкубации с паклитакселом. Крайние лунки содержат 100 мкл DPBS. Концентрации паклитаксела: B2–G2 – 120 мкг/мл, B3–G3 – 60 мкг/мл, B4–G4 – 30 мкг/мл,
 B5–G5 – контрольные лунки без добавления паклитаксела
4. Смешайте в отдельной 50 мл центрифужной пробирке необходимое количество реагентов MTS и PMS в соотношении 20:1. Перемешайте пипетированием. Полученную смесь перенесите в стерильную ванночку для многоканальной пипетки. Многоканальной пипеткой добавьте по 20 мкл полученной смеси в каждую лунку культурального планшета.
5. Планшет инкубируйте в течение 1 часа при 37 °С во влажной атмосфере, содержащей 5 % CO2.
6. Оптическую плотность в лунках определите на микропланшетном ридере в двухволновом режиме: основной фильтр – 490 нм, референс-фильтр – 630 нм.
7. Проведите статистическую обработку полученных данных и постройте гистограмму, отражающую среднее значение ± стандартное отклонение (Рис. 22).

[bookmark: _Ref477538715]Рис. 22. Анализ жизнеспособности МСК после инкубации с противоопухолевым препаратом паклитаксел. 24 часа инкубации. MTS-тест. Жизнеспособность клеток без добавления паклитаксела принята за 100 % (контроль). 
Данные представлены как среднее
значение ± стандартное отклонение (n = 6)
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КОНТРОЛЯ ЗНАНИЙ
Вариант 1
1. ОТКУДА ПОЛУЧАЮТ ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ?
1) из абортивного материала
2) из бластоцисты
3) из пуповинной крови
4) из плацентарной крови
2. АВТОР УНИТАРНОЙ ТЕОРИИ КРОВЕТВОРЕНИЯ:
1) Ю.Ф. Конгейм
2) А.Я. Фриденштейн
3) А.А. Максимов
4) И.Л. Чертков
3. ОТМЕТЬТЕ ОШИБОЧНЫЙ КРИТЕРИЙ, ХАРАКТЕРИЗУЮЩИЙ МЕЗЕНХИМНУЮ СТВОЛОВУЮ КЛЕТКУ:
1) гетерогенные клетки, которые адгезивны к пластику в стандартных условиях культивирования
2) экспрессируют поверхностные маркеры CD73, CD90 и CD105
3) экспрессируют поверхностные маркеры CD45, CD34, CD11b, CD19 и HLA-DR
4) обладают способностью дифференцироваться in vitro в остеобласты, адипоциты и хондробласты
4. НИЗКАЯ ИММУНОГЕННОСТЬ МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ОБУСЛОВЛЕНА:
1) низкой экспрессией МНС I класса
2) отсутствием экспрессии MHC II класса
3) высокой экспрессией МНС I класса
4) высокой экспрессией MHC II класса
5. ДЛЯ ОЦЕНКИ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ КЛЕТОК ИСПОЛЬЗУЮТ МЕТОДЫ:
1) окрашивания клеток по von Kossa
2) окрашивания клеток трипановым синим
3) окрашивания клеток раствором Oil Red O
4) колориметрический MTS-тест

Вариант 2
1. ОТКУДА ПОЛУЧАЮТ ФЕТАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ?
1) из абортивного материала
2) из бластоцисты
3) из пуповинной крови
4) из плацентарной крови
2. ВПЕРВЫЕ ТЕРМИН «СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА» ИСПОЛЬЗОВАЛ:
1) Ю.Ф. Конгейм
2) А.Я. Фриденштейн
3) А.А. Максимов
4) И.Л. Чертков
3. СТРОМА КОСТНОГО МОЗГА СОДЕРЖИТ:
1) гемопоэтические стволовые клетки
2) мезенхимные стволовые клетки
3) фетальные стволовые клетки
4) эмбриональные стволовые клетки
4. КАКОЙ МАРКЕР НЕ ЭКСПРЕССИРУЮТ ФИБРОБЛАСТЫ?
1) CD73
2) CD166
3) CD106
4) CD44
5. ДЛЯ ОЦЕНКИ АДИПОГЕННОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК ИСПОЛЬЗУЮТ:
1) окрашивание клеток по von Kossa
2) окрашивание клеток трипановым синим
3) окрашивание клеток раствором Oil Red O
4) колориметрический MTS-тест

Вариант 3
1. КЛЕТКИ ЭМБРИОБЛАСТОВ ЯВЛЯЮТСЯ:
1) тотипотентными
2) плюрипотентными
3) мультипотентными
4) олигопотентными
2. НЕГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ В КОСТНОМ МОЗГЕ ВПЕРВЫЕ ОПИСАЛ:
1) Ю.Ф. Конгейм
2) А.Я. Фриденштейн
3) А.А. Максимов
4) И.Л. Чертков
3. ГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ДАЮТ НАЧАЛО:
1) миелоидным стволовым клеткам
2) мезенхимным стволовым клеткам
3) лимфоидным стволовым клеткам
4) эмбриональным стволовым клеткам
[bookmark: _GoBack]4. ФЕРМЕНТАТИВНОЕ РАСЩЕПЛЕНИЕ ТКАНИ ПРОВОДЯТ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ:
1) ультразвука
2) коллагеназы
3) лизирующего буфера
4) соляной кислоты
5. ДЛЯ ОЦЕНКИ ОСТЕОГЕННОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК ИСПОЛЬЗУЮТ:
1) окрашивание клеток по von Kossa
2) окрашивание клеток трипановым синим
3) окрашивание клеток раствором Oil Red O
4) колориметрический MTS-тест

Вариант 4
1. МЕЗЕНХИМНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ЯВЛЯЮТСЯ:
1) тотипотентными
2) плюрипотентными
3) мультипотентными
4) олигопотентными
2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО ДОКАЗАЛ СУЩЕСТВОВАНИЕ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ В КОСТНОМ МОЗГЕ И ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНАХ:
1) Ю.Ф. Конгейм
2) А.Я. Фриденштейн
3) А.А. Максимов
4) Р. Шофилд
3. СПЕЦИФИЧНЫЙ МАРКЕР ГЕМОПОЭТИЧЕСКОЙ СТВОЛОВОЙ КЛЕТКИ:
1) CD105
2) CD73
3) CD34
4) CD90
4. СУСПЕНЗИОННЫЕ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК:
1) лимфоциты
2) фибробласты
3) макрофаги
4) гранулоциты
5. ДЛЯ ОЦЕНКИ ХОНДРОГЕННОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК ИСПОЛЬЗУЮТ:
1) окрашивание клеток по von Kossa
2) окрашивание клеток альциановым синим
3) окрашивание клеток раствором Oil Red O
4) колориметрический MTS-тест

Вариант 5
1. АССИМЕТРИЧНЫМ ТИПОМ ДЕЛЕНИЯ ХАРАКТЕРИЗУЮТСЯ:
1) нервные клетки
2) мышечные клетки
3) стволовые клетки
4) белые клетки крови
2. ГИПОТЕЗУ НИШЕВОЙ СТВОЛОВОЙ КЛЕТКИ РАЗРАБОТАЛ:
1) Ю.Ф. Конгейм
2) А.Я. Фриденштейн
3) А.А. Максимов
4) Р. Шофилд
3. ОТЛИЧИЯ ПУПОВИННОЙ ОТ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ:
1) пуповинная кровь имеет более низкую долю В-лимфоцитов
2) пуповинная кровь имеет более низкое общее количество Т-лимфоцитов, имеющих более высокое соотношение CD4+/CD8+
3) пуповинная кровь имеет более высокую долю В-лимфоцитов
4) пуповинная кровь имеет более высокую долю NK-клеток
4. АДГЕЗИВНЫЕ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК:
1) лимфоциты
2) фибробласты
3) макрофаги
4) гранулоциты
5. МЕЗЕНХИМНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ИЗ ЖИРОВОЙ ТКАНИ ПОЛУЧАЮТ:
1) центрифугированием в градиенте плотности фиколла
2) ферментативной обработкой раствором коллагеназы
3) центрифугированием в градиенте плотности фиколла с последующей адгезией к культуральному пластику
4) обработкой жировой ткани HCl
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