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Резюме

Применение мезенхимальных стволовых клеток (МСК), обладающих выраженной иммуномодулирующей ак-
тивностью, – перспективное направление развития биомедицинских клеточных препаратов (БМКП). В онкоге-
матологии использование БМКП, содержащих МСК, направлено на поддержку кроветворения при котрансплан-
тации с гемопоэтическими стволовыми клетками (ГСК) и подавление иммунных конфликтов при аллогенной 
неродственной трансплантации и тяжелых аутоиммунных процессах. Обязательный этап регистрации БМКП – 
подтверждение подлинности клеточной линии МСК, включающий в себя установление морфологических ха-
рактеристик, оценку экспрессии специфических маркеров и белков, подтверждение генетической стабильности 
клеточной линии в процессе культивирования. Определение маркеров генетической стабильности возмож-
но с использованием различных методик, однако, согласно рекомендациям American National Standardization 
Institute, эталоном является анализ коротких тандемных повторов (STR-анализ). Цель исследования – разработ-
ка алгоритма определения подлинности БМКП, содержащих МСК, включающего в себя STR-анализ. Материал 
и методы. Идентификацию МСК в БМКП проводили по наличию иммунологических маркеров и адгезии к 
пластику веретеновидных клеток. Количество жизнеспособных клеток подсчитывали в камере Горяева. Имму-
нофенотипические характеристики МСК определяли методом проточной цитометрии. Уровень продукции спе-
цифических белков оценивали с помощью иммуноферментного анализа. Маркеры генетической стабильности 
выявляли методом STR-анализа. Результаты и их обсуждение. Методики апробированы в трех повторностях 
для десяти образцов БМКП для подтверждения воспроизводимости и достоверности получаемых результатов. 
Разработанный алгоритм определения подлинности БМКП имеет высокую точность, так как включает в себя 
методику STR-анализа, позволяющего идентифицировать 19 полиморфных STR-маркеров, расположенных на 
разных аллелях. Использование способа позволит производителям БМКП проходить процедуру государствен-
ной регистрации препаратов. 

Ключевые слова: биомедицинский клеточный препарат, мезенхимальные стромальные стволовые клетки, 
идентичность (подлинность) клеточной линии, STR-анализ.
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Abstract 

The use of mesenchymal stem cells (MSCs), which have a pronounced immunomodulatory activity, is a promising 
direction in the development of biomedical cell preparations (BMCPs). In oncohematology, the use of BMCPs 
containing MSCs is aimed at supporting hematopoiesis during cotransplantation with hematopoietic stem cells (HSCs) 
and suppressing immune conflicts during allogeneic unrelated transplantation and severe autoimmune processes. An 
obligatory stage of registration of BMCPs is confirmation of the identity of the MSC cell line (CL), which includes 
the establishment of morphological characteristics, evaluation of the expression of specific markers and proteins, and 
confirmation of the genetic stability of CL during cultivation. Determination of markers of genetic stability is possible 
using various methods, however, according to the recommendations of the American National Standardization Institute, 
the standard is the analysis of short tandem repeats (STR analysis). The purpose of the study is to develop an algorithm 
for determining the authenticity of BMCPs containing MSCs, including STR analysis. Material and methods. 
Identification of MSC cells in BMCP was performed according to the criteria of the International Society for Cell 
Therapy. Viable cells were counted in a Goryaev chamber. Immunophenotypic characteristics of MSCs were determined 
by flow cytometry. The level of production of specific proteins was assessed using enzyme immunoassay. Genetic 
stability markers were identified by STR analysis. Results and discussion. The methods were tested in triplicate for ten 
BMCP samples to confirm the reproducibility and reliability of the results. The developed algorithm for determining 
the authenticity of BMCP has a high accuracy, as it includes the STR analysis technique, which makes it possible to 
identify 19 polymorphic STR markers located on different alleles. Using the method will allow BMCP manufacturers to 
go through the procedure of state registration of drugs.

Key words: biomedical cell preparation, mesenchymal stromal stem cells, cell line identity (authenticity), STR 
analysis.
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Введение

На сегодняшний день одним из наиболее 
эффективных методов лечения онкогематологи-
ческих заболеваний является высокодозная хи-
миотерапия с последующей трансплантацией 
аллогенных ГСК [1]. Несмотря на стремительное 
развитие технологий HLA-типирования (HLA, 
human leukocyte antigens), позволяющих под-
бирать гистосовместимого донора, что является 
важнейшим фактором приживления трансплан-
тата, частота развития посттрансплантационных 
осложнений остается крайне высокой: 30–50 % 
после родственной трансплантации аллогенных 
ГСК и 60–80 % после неродственной. Медика-

ментозная профилактика и лечение осложнений 
эффективны лишь в 50 % наблюдений [2]. Инно-
вационным подходом к решению этой проблемы 
может стать применение клеточной терапии, а 
именно использование биомедицинских клеточ-
ных препаратов (БМКП), содержащих мезенхи-
мальные стромальные стволовые клетки (МСК) 
доноров костного мозга.

Несмотря на то что исследования по получе-
нию и применению МСК в сфере транспланто-
логии и онкогематологии ведутся на протяжении 
длительного времени, в настоящее время в Рос-
сийской Федерации не зарегистрирован ни один 
препарат, содержащий МСК. При производстве 
и государственной регистрации БМКП, содержа-
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щих МСК, в соответствии с Приказом Министер-
ства здравоохранения № 14н от 31.01.2017 «Об 
утверждении формы спецификации на биомеди-
цинский клеточный продукт» в спецификацию 
на препарат должны быть включены сведения об 
идентичности (подлинности) клеточной линии, 
входящей в его состав [3]. На сегодняшний день 
в России отсутствует практический опыт прове-
дения процедуры подтверждения подлинности кле-
точных линий, которая также является востребован-
ной при создании банков и реестров клеток [4].

Наиболее вариабельной методикой определе-
ния подлинности клеточных линий, входящих в 
состав БМКП, является выявление маркеров ге-
нетической стабильности. Для аутентификации 
клеток возможно применение таких методов, 
как кариотипирование, изоферментный анализ, 
иммунофенотипирование, молекулярно-генети-
ческие методы (HLA-типирование, построение 
генного профиля, анализ экспрессии микро-
РНК, анализ эпигенетического профиля, ДНК-
фингерпринтинг) [5, 6].

Рабочей группой по биологическим ле-
карственным препаратам Европейского агент-
ства по лекарственным средствам установлено, 
что использование только проточной цитоме-
трии считается недостаточным для доказатель-
ства подлинности препарата. Рекомендованная 
ВОЗ методика, включающая в себя этап HLA-
типирования, является легко воспроизводимой, 
но недостаточно точной, так как позволяет опре-
делять группу генетических маркеров, локализо-
ванных лишь на одной хромосоме [7]. Методика, 
использующая определение однонуклеотидных 
полиморфизмов (SNP-анализ), имеет низкую ин-
формативность в расчете на локус из-за исполь-
зования биалелльных маркеров [8]. Методика, 
рекомендованная рабочей группой Европейско-
го агентства по лекарственным средствам, ос-
нованная на определении полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов, требует относи-
тельно большого количества ДНК (> 25 нг), не 
подверженной фрагментации, что в ряде случаев 
является труднодостижимым [9].

Метод коротких тандемных повторов (STR-
анализ, short tandem repeat analysis) – один из наи-
более качественных, чувствительных и точных 
методов оценки генома, признанный эталоном 
анализа подлинности клеточной линии, позво-
ляет выявлять 19 полиморфных STR-маркеров и 
локус амелогенина человека, что соответствует 
международным стандартам молекулярно-гене-
тической идентификации [10].

Цель исследования – разработать алгоритм 
определения подлинности биомедицинских кле-
точных препаратов, содержащих МСК доноров 

костного мозга, включающий в себя метод STR-
анализа.

Материал и методы

В качестве источника МСК использовали об-
разцы костного мозга, полученные при миелоэкс-
фузии у десяти доноров. Выделение миелокарио-
цитов выполнено путем разделения образца на 
фракции методом центрифугирования на гради-
енте плотности (условия: ρ = 1,077, 1500 об/мин, 
10–15 мин, температура 22 ± 1 °С). МСК культи-
вировали в среде αMEM (StemCells, Канада), со-
держащей богатую тромбоцитами плазму (4 %), 
гепарин (Sigma, США, 2 Ед/мл), L-глутамин 
2 мМ (StemCells, Канада), в СО2-инкубаторе (5 % 
CO2, температура 37 °С). После того, как форми-
ровался конфлюэнтный монослой, клетки обра-
батывали 0,25%-м раствором трипсина.

МСК в препаратах БМКП идентифицировали 
по наличию иммунологических маркеров и адге-
зии к пластику веретеновидных клеток. Для опре-
деления жизнеспособности клеток производили 
их окрашивание трипановым синим красителем 
и подсчитывали неокрашенные клетки в камере 
Горяева. Наличие иммунологических маркеров 
определяли методом проточной цитометрии с 
использованием набора реагентов «Human MSC 
Analysis Kit» (BD Biosciences, США). Резуль-
таты реакции оценивали на лазерном проточ-
ном цитофлуориметре BD FACS Canto II (BD 
Biosciences) с использованием программного 
обеспечения BD FACS Diva версии 6,0. По ре-
зультатам анализа делали выводы о наличии или 
отсутствии примеси ГСК, стабильности иммуно-
фенотипа МСК в процессе культивирования.

Для оценки жизнеспособности и иммуномо-
дулирующих свойств культуры МСК анализиро-
вали продукцию цитокинов (ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-6, 
ИЛ-12, фактора некроза опухоли альфа (TNFα) и 
трансформирующего фактора роста бета (TGF β)) 
в супернатантах культур МСК методом твердо-
фазного ИФА с использованием наборов реаген-
тов АО «Вектор-Бест» (Новосибирск) и Thermo 
Fisher Scientific (США) на анализаторе Tecan 
(TECAN, Австрия).

Для выявления маркеров генетической ста-
бильности из препаратов МСК методом коло-
ночной фильтрации с помощью наборов QIAamp 
DNA Blood Mini Kit (QIAgen GmbH, Германия) 
выделяли геномную ДНК. Концентрацию препа-
ратов ДНК определяли спектрофотометрически 
на приборе TECAN Infinite 200 (TECAN). Для 
минимизации рисков ингибирования реакции 
амплификации остаточными количествами гепа-
рина, добавляемого в среду для культивирования 
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МСК, использовали разведение препарата ДНК 
деионизированной водой с учетом оптимального 
количества вносимого в реакцию ДНК (0,5 нг при 
объеме не более 20 мкл). 

Аутентификацию клеточных линий выпол-
няли методом мультиплексной амплификации 19 
полиморфных STR-маркеров и локуса амелоге-
нина человека, указанных в табл. 1, с использова-
нием наборов COrDIS Plus («ГОРДИЗ», Россия).

По завершении амплификации проводили 
капиллярный электрофорез на генетическом ана-
лизаторе 3500xl (Thermo Fisher Scientific). Полу-
ченные данные оценивали с использованием про-
граммного обеспечения GeneMapper ID (Thermo 
Fisher Scientific).

Результаты

Определение подлинности БМКП, содер-
жащих МСК, осуществляли путем выполнения 
включенных в алгоритм аналитических методик. 
Во всех БМКП были идентифицированы МСК: 
клетки имели иммунологические маркеры, вере-

теновидную форму и адгезировались к пластику. 
Жизнеспособность МСК в течение всего срока 
наблюдения установлена на уровне 90 % и бо-
лее. Иммунологическая характеристика клеток и 
остаточное содержание ГСК – одни из наиболее 
значимых показателей качества культуры МСК. 
При анализе иммунофенотипа отмечена экспрес-
сия в высокой степени (более 60 %) таких марке-
ров, как CD90, CD73, CD44, CD105 (табл. 2).

Оценка популяции клеток первичного посева 
показала, что примесь ГСК составляет 3,5 ± 1,8 % 
от общего количества клеток, к концу первого 
пассажа данный показатель снизился до 0,5–1 %. 
Также выявлено снижение экспрессии антигенов 
гистосовместимости HLА класса II к пассажам 
2 и 3. При анализе результатов цитометрии про-
дукта культивирования подтверждается однород-
ность полученной клеточной популяции – нали-
чие одной фракции однотипных клеток.

Иммуномодулирующие свойства культуры 
МСК оценивали по продукции цитокинов, пред-
ставленной в табл. 3 в виде минимума, максиму-
ма и медианы.

Таблица 1. Сводная информация об анализируемых STR-локусах

Table 1. Summary of analyzed STR loci

Маркер
Референс-
ный номер 
GenBank®

Референс-
ный аллель 
GenBank®

Хромосомная 
локализация Характеристика локуса

D3S1358 NT_005997 18 3p21.31

Локусы стандартной панели 
CODIS

D5S818 AC008512 11 5q23.2
D7S820 AC004848 13 7q21.11
D8S1179 AF216671 13 8q24.13
D13S317 AL353628 11 13q31.1
D16S539 AC024591 11 16q24.1
D18S51 AP001534 18 18q21.33
D21S11 AP000433 29 21q21.1
CSF1PO X14720 12 5q33.1
FGA M64982 21 4q31.3
TH01 D00269 9 11p15.5
TPOX M68651 11 2p25.3
VWA M25858 18 12p13.31
D1S1656 NC_000001.9 17 1q42

Локусы, рекомендованные ENFSI 
для расширения европейских на-
циональных баз данных

D2S441 AL079112 12 2p14
D10S1248 AL391869 13 10q26.3
D12S391 G08921 19.3 12p13.2
D22S1045 AL022314 17 22q12.3

SE33 V00481 26.2 6q14 Наиболее полиморфный из из-
вестных STR-маркеров

Амелогенин X M55418 X Xp22.1-22.3 Продукты амплификации для 
хромосом X и Y различаются по 
длинеАмелогенин Y M55419 Y Yp11.2

Примечание: CODIS – Combined DNA Index System, система комбинированного индекса ДНК; ENFSI – The European 
Network of Forensic Science Institutes, европейская сеть институтов криминалистики.

Дружинина С.С. и др.  Алгоритм определения подлинности биомедицинских клеточных ...

СИБИРСКИЙ НАУЧНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ 2023; 43 (1): 88−95



92 

Основными белками, синтезируемыми МСК, 
являются ИЛ-6 (не менее 82,19 пг/мл/сут) и TGFβ 
(не менее 4,76 пг/мл/сут). Их продукция остава-
лась на стабильном уровне на протяжении всех 
этапов культивирования. Различия указанных 
показателей на пассажах Р0–Р3 статистически 
недостоверны (p > 0,05, критерий Фридмана). 
Синтез остальных изученных цитокинов был 
ниже, однако в процессе культивирования значи-
мых различий данных параметров не наблюдали 
(p > 0,05). 

В ходе проведения STR-анализа установле-
но полное соответствие генетических профилей, 
определенных в образцах ДНК, полученных из 
препаратов МСК до культивирования и на каж-
дом из трех этапов пассирования клеток. Экспе-
риментально полученные STR-профили образца 
D1 в нативном препарате МСК (D1P0) и после 

1-го, 2-го и 3-го пассажа (D1P1- D1P3) приведе-
ны в табл. 4.

В ходе исследования установлена полная 
идентичность STR-профилей референсных об-
разцов и соответствующих им образцов БМКП, 
полученных на этапах многократного пассиро-
вания клеточных культур, что свидетельствует о 
сохранении генетической стабильности в процес-
се культивирования. Методики, входящие в алго-
ритм определения подлинности БМКП, апроби-
рованы в трех повторностях для десяти образцов 
БМКП с целью подтверждения воспроизводимо-
сти и достоверности получаемых результатов.

Заключение

Алгоритм, состоящий из трех аналитических 
методик, позволяет получить все результаты, 
необходимые для подтверждения подлинности 

Таблица 2. Иммунофенотипическая характеристика образцов МСК

Table 2. Immunophenotypic characteristics of MSC samples

Иммунологический 
маркер

Номер пассажа
Первичный посев

 (n = 10)
P1

(n = 10)
P2

(n = 10)
P3

(n = 10)
CD90 85,4 ± 14,5 85,1 ± 14,3 74,5 ± 20,8 88,3 ± 13,7
CD105 70,6 ± 4,8 78,9 ± 13,1 77,2 ± 6,4 71,0 ± 4,6
CD73 85,3 ± 12,9 83,7 ± 13,2 66,1 ± 25,1 78,7 ± 12,7
CD44 86,3 ± 14,0 86,5 ± 9,6 61,6 ± 20,5 77,4 ± 15,6
CD34 4,0 ± 3,7 1,9 ± 0,9 1,1 ± 0,6 1,1 ± 0,5
CD45 5,2 ± 4,4 0 0 0,3 ± 0,1
CD31 0 6,3 ± 5,3 0,7 ± 0,3 0
CD54 14,3 ± 1,1 10,9 ± 6,6 2,6 ± 2,2 0
CD117 0 2,6 ± 2,3 0,2 ± 0,1 0
CD133 1,1 ± 1,0 3,8 ± 2,8 0,2 ± 0,2 0,8 ± 0,1
HLA-DR 10,9 ± 7,8 4,9 ± 2,6 4,9 ± 4,6 5,9 ± 5,8
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Таблица 3. Продукция цитокинов МСК доноров, пг/мл/сут

Table 3. Production of cytokines by donor MSCs, pg/ml/day

Содер-
жание 

цитокина 

Номер пассажа
Первичный посев 

(n = 10)
P1

(n = 10)
P2

(n = 10)
P3

(n = 10)

ИЛ-1β 0,57–0,83 (0,72) 0,51–0,95 (0,68) 0,59–1,07 (0,83) 0,57–1,01 (0,66)

ИЛ-2 0,37–0,70 (0,41) 0,26–1,79 (0,37) 0,22–2,47 (0,81) 0,29–1,59 (0,70)

ИЛ-6 82,19–233,25 (140,03) 124,85–240,46 (169,65) 126,39–233,95 (169,98) 123,93–168,52 (143,22)

ИЛ-12 0,09–0,55 (0,39) 0,08–0,78 (0,52) 0,11–0,75 (0,44) 0,12–0,55 (0,38)

ФНОα 0,14–0,55 (0,25) 0,05–0,21 (0,09) 0,04–0,29 (0,16) 0,03–0,18 (0,12)

TGFβ 5,76–19,59 (12,61) 4,76–28,91 (10,62) 5,26–18,11 (14,37) 6,26–17,01 (12,61)
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Таблица 4. Генетический STR-профиль образца D1 в нативном препарате МСК и после пассирования 
клеток в процессе культивирования

Table 4. Genetic STR profile of the D1 sample in the native MSC preparation and after cell passaging during 
cultivation

Маркер

Образец D1
Эксперимент № 1

(D1Р0)
Эксперименты № 2–4

(D1P1–D1P3)
Аллель 1 Аллель 2 Аллель 1 Аллель 2

AMEL X Y X Y

CSF1PO 10 12 10 12

D10S1248 14 16 14 16

D12S391 18.3 20 18.3 20

D13S317 8 9 8 9

D16S539 12 12

D18S51 13 13

D1S1656 17.3 18.3 17.3 18.3

D21S11 31 32.2 31 32.2

D22S1045 15 16 15 16

D2S441 11 11

D3S1358 16 16

D5S818 11 12 11 12

D7S820 11 12 11 12

D8S1179 13 16 13 16

FGA 19 26 19 26

SE33 23.2 28.2 23.2 28.2

TH01 9.3 9.3

TPOX 8 11 8 11

vWA 14 15 14 15

МСК, удовлетворяющие требованиям Приказа 
Минздрава России от 19.01.2017 № 14н «Об ут-
верждении формы спецификации на биомеди-
цинский клеточный продукт», поэтому может 
стать частью технологического регламента про-
изводства и способствовать прохождению до-
клинических испытаний и регистрации БМКП. 
Используемый в качестве метода подтверждения 
генетической стабильности STR-анализ, позво-
ляющий анализировать 19 полиморфных STR-
маркеров, расположенных на разных хромосо-
мах, повышает точность алгоритма, а применение 
во всех методиках стандартизованных реагентов 
и автоматического анализа минимизирует риск 
субъективных ошибок.
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