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РАЗВИТИЕ КОЛЛЕКЦИИ КУЛЬТУР КЛЕТОК ПОЗВОНОЧНЫХ, СОЗДАННОЙ 

ПРОФ. Г.П. ПИНАЕВЫМ 

Г. Г. Полянская 

Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург 

 poljansk@incras.ru 

 

В статье, посвященной памяти Заслуженного деятеля науки РФ, д.б.н., профессора Г.П. 

Пинаева, дана краткая историческая справка о создании Всесоюзной (Российской) коллекции 

клеточных культур (РККК), основоположником и координатором работы которой он был. 

Описаны принципы работы РККК. Представлена разносторонняя деятельность Коллекции 

культур клеток позвоночных (КККП) Института цитологии РАН, которая являлась 

Центральным банком Всесоюзной (Российской) коллекции клеточных культур.  

Ключевые слова: Российская коллекция клеточных культур, Коллекция культур клеток 

позвоночных, паспорт коллекционной клеточной линии, кариотипическая изменчивость, 

гибридомы, эмбриональные стволовые клетки, мезенхимные стволовые клетки.  

 

Одним из важнейших достижений Заслуженного деятеля науки РФ, д.б.н., профессора 

Георгия Петровича Пинаева явилось создание Коллекции клеточных культур. Обладая 

огромным организаторским талантом и высоким профессионализмом в разных областях 

биологии и, в частности, в клеточной биологии, Георгий Петрович был инициатором и 

основоположником создания Всесоюзной, а потом Российской коллекции клеточных культур 

(РККК). До последних дней своей жизни он был координатором деятельности РККК.  

Оценив состояние биологической науки в начале 70-х годов прошлого века, Георгий 

Петрович пришел к выводу, что необходимо создание в стране Коллекции клеточных культур, 

включающей в себя клеточные линии человека, животных и растений. К этому времени стало 

понятно, что отечественные перспективные фундаментальные и прикладные исследования в 

области молекулярной и клеточной биологии, генетики, эмбриологии неразрывно связаны с 

широким использованием культур клеток разного происхождения. Такие центральные 

общебиологические проблемы как дифференцировка, канцерогенез, клеточная подвижность, 

пролиферация, передача наследственной информации, регуляция экспрессии генов и другие 

решаются, в основном, на клеточных культурах. Клеточные культуры имеют также большое 
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значение для решения прикладных задач медицины, сельского хозяйства, биотехнологии и 

биологической промышленности. К основным задачам следует отнести массовое 

промышленное производство вакцин и физиологически активных соединений, получение 

моноклональных антител методами гибридомной технологии, лечение тяжелых заболеваний 

методами генотерапии и клеточной заместительной терапии, повышение продуктивности 

сельскохозяйственных животных и выведение новых сортов растений, сохранение 

биоразнообразия генофонда путем криоконсервации соматических и половых клеток 

животных и растений. 

Клетки в культуре подвержены высокой наследственной изменчивости при длительном 

культивировании под действием меняющихся условий внешней среды. В большинстве 

случаев невозможно определить, изменение каких конкретных свойств имело место. Поэтому 

при работе с клеточными культурами должны быть приняты меры, позволяющие избегать 

усиления генетической нестабильности. Успешное сохранение исходных или направленно 

измененных свойств клеточных линий, а также получение воспроизводимых 

экспериментальных результатов достигается путем соблюдения строго выдерживаемых 

условий культивирования и криоконсервации клеточных культур. Поддержание исходных 

клеточных свойств и контроль их состояния осуществляют Национальные коллекции разных 

стран, создание которых происходило, в основном, во второй половине XX века. К моменту 

создания Коллекции клеточных культур в нашей стране уже было создано несколько 

зарубежных коллекций. 

Наиболее крупными мировыми коллекциями являются Американская коллекция типовых 

культур – AТСС (www.atcc.org) и Европейская коллекция клеточных культур животных 

(www.hpacultures.org.uk/collections/ecacc.jsp). Бурное развитие биоиндустрии и 

стремительно возрастающая ценность клеточных линий с сопутствующим ограничением 

международного распространения клеток, имеющих практическое применение, 

стимулировало создание в течение последних десятилетий ряда новых Национальных 

коллекций клеточных культур в Германии, Англии, Японии, Китае, Франции, Италии, Дании. 

Национальные коллекции являются сейчас областью государственных и деловых интересов. 

В 70-х годах XX века в период бурного развития в мире молекулярной и клеточной 

биологии, молекулярной генетики и биотехнологии проявилась невозможность интенсивного 

развития в нашей стране исследований с широким использованием клеточных культур в связи 
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с отсутствием централизованной коллекции клеточных линий и с отсталостью материально-

технической базы. Существовавшие в отдельных институтах коллекции клеточных культур 

были невелики по объему, а по способу организации не предназначены для обеспечения 

клеточным материалом ведущихся в стране исследований. Клеточные линии и штаммы, 

хранящиеся в коллекциях, были, как правило, недостаточно охарактеризованы. Георгий 

Петрович привлек 8 институтов, в которых уже имелись клеточные линии, к созданию 

национальной коллекции на основе общих требований к клеточному материалу, имеющемуся 

в разных коллекциях. В связи с этим, 29.05.1978 г. на уровне Государственного комитета 

Совета Министров СССР по науке и технике и Президиума Академии наук СССР было 

принято решение о создании Всесоюзной коллекции клеточных культур путем 

организационного объединения уже имевшихся в отдельных институтах коллекций человека, 

животных и растений. Перед Всесоюзной коллекцией была поставлена задача сбора и 

сохранения клеточных культур человека, животных и растений, и обеспечения ими научных 

учреждений СССР. 

Постановлением от 13.02 1981 г. за № 24/25/13 Государственный комитет СССР по науке и 

технике, Госплан СССР и Президиум Академии наук СССР утвердили программу работ по 

созданию Всесоюзной коллекции клеточных культур. Головным учреждением по проблеме 

был определен Институт цитологии АН СССР. Всего в Коллекцию вошло 9 

специализированных коллекций клеточных культур человека, животных и растений.  

Необходимо отметить обширную научно-информационную деятельность, которую 

постоянно инициировал Георгий Петрович Пинаев. В результате совместных усилий разных 

коллекций была создана информационная база данных по клеточным линиям, имеющихся в 

фондах коллекции. В 1991 году был выпущен первый каталог клеточных линий Всесоюзной 

коллекции клеточных культур. В этом каталоге был приведен перечень культур с указанием 

отдельных их свойств и информацией об источнике получения (1). Но уже в 1999 году по 

инициативе Г.П. Пинаева был составлен и опубликован полный каталог всех клеточных 

линий, составляющих фонды РККК (2). В каталоге были представлены все паспорта 

клеточных линий согласно международным требованиям. Сведения давали все 9 коллекций 

РККК, но составителями всего сводного каталога, помимо ответственных редакторов, были 

сотрудники ИНЦ РАН Г.А. Сакута и М.С Богданова, внесшие большой вклад в его создание. 

Каталог был издан в русской и английской версиях. В 2004 году он был переиздан в связи с 
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большим спросом на представленную в нем информацию. Данные о фондах РККК в обеих 

версиях в настоящее время размещены в Интернете на сайте ИНЦ РАН (www.incras.ru) в 

рубрике – «Коллекции, каталоги» и «Collections, Сatalogs». Информация по возможности 

обновляется. Большинство подразделений РККК функционируют и в настоящее время. 

По инициативе и под руководством Георгия Петровича была создана межрегиональная 

общественно-научная организация «Ассоциация специалистов по клеточным культурам» 

(АСКК), которая просуществовала с начала 80-х годов до 2018 года. Целью создания этой 

организации было объединение научных сотрудников разных учреждений, занимающихся 

фундаментальными и прикладными исследованиями на клеточных культурах, что было важно 

для развития клеточной биологии в стране. Сотрудники всех подразделений РККК стали 

членами этой организации.  

С 1986 года под эгидой Института цитологии РАН и АСКК стал издаваться ежегодный 

сборник «Клеточные культуры» (Информационный бюллетень). В сборнике представлены 

экспериментальные статьи и обзоры по проблемам клеточной биологии. Всего издано 35 

выпусков. В разные годы в редакционную коллегию входили сотрудники ИНЦ РАН: Г.П. 

Пинаев, М.И. Блинова, А.Д. Тартаковский, И.И. Фридлянская, С.Ю Хайтлина, М.С. Богданова, 

А.М. Кольцова, Г.Г. Полянская. Следует подчеркнуть, что неоценимый вклад в подготовку и 

издание сборника, начиная с начала 90-х годов, вносит составитель и ответственный 

редактор М.С. Богданова.  

За годы существования Всесоюзной (Российской) коллекции клеточных культур был 

выпущен ряд учебно-методических сборников, способствующих теоретической подготовке и 

освоению навыков практической работы с клеточными культурами (3–8). 

В разные годы РККК являлась членом Европейского общества тканевых культур (ETCS), 

Всемирной федерации коллекций культур и Европейской организации коллекций Культур 

(ECCO). Информация о фондах коллекции представлена в Международных каталогах 

клеточных линий (9, 10).  

В 1987 году Государственным институтом патентной экспертизы была обоснована 

необходимость патентования штаммов культивируемых клеток животных и растений, 

представляющих практическую ценность для народного хозяйства. В число патентуемых 

клеточных линий входят: клетки-продуценты биологически активных веществ; клетки, 

используемые для производства иммунобиологических препаратов и диагностикумов, а также 
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гибридомы, продуцирующие моноклональные антитела, которые широко применяются в 

научных исследованиях и в практической медицине. Все патентуемые линии должны быть 

депонированы в одной из официальных коллекций для хранения и выдачи образцов 

референтных штаммов.  

В качестве официальных депонирующих организаций для клеточных культур человека и 

животных были утверждены Коллекция культур клеток позвоночных (КККП) Института 

цитологии РАН и Специализированная коллекция перевиваемых соматических клеточных 

культур сельскохозяйственных и промысловых животных (СХЖ) при Институте 

экспериментальной ветеринарии им. Я.Р. Коваленко РАСХН. Основанием для этого было 

совместное решение Комиссии по клеточным культурам Междуведомственного научно-

технического совета по проблемам физико-химической биологии и биотехнологии ГКНТ 

СССР, Академии наук СССР и Всесоюзного научно-исследовательского института 

государственной патентной экспертизы о правовой охране клеточных линий, представляющих 

интерес для народного хозяйства. Основой для разработки правил депонирования явился 

Будапештский договор о международном признании депонирования микроорганизмов для 

целей патентной процедуры (Будапешт, 28 апреля 1977 г.). Депонирование авторских 

клеточных линий проводится и в настоящее время.  

До 1995 года руководителем КККП была И. И. Фридлянская, которая вместе с 

Г.П.Пинаевым заложила основной фундамент коллекции. Совместно с сотрудниками КККП 

И.И. Фридлянской была начата разработка паспортов коллекционных клеточных линий 

согласно международным требованиям, что послужило основой для дальнейшего развития 

коллекции. С 1995 года по настоящее время коллекцией руководит Г.Г. Полянская. В фондах 

КККП содержится 146 клеточных линий человека и разных видов животных, включая как 

иммортализованные, так и неиммортализованные линии. Также в фондах КККП находятся 785 

авторских клеточных линий и гибридом, депонированных в связи с процедурой патентования. 

Фонды коллекции в настоящее время составляют около 23000 криопробирок с коллекционным 

клеточным материалом и 7840 криопробирок с депонированным клеточным материалом, 

хранящимся в жидком азоте в криокомплексе. С момента создания КККП и до сегодняшнего 

дня криокомплексом, который является неотъемлемой частью КККП, руководит Николай 

Аркадьевич Шубин. Являясь, с одной стороны, опытнейшим инженером по холодильным 

установкам, а с другой, понимая специфику криоконсервации живого клеточного материала, 
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Николай Аркадьевич создал криокомплекс, состоящий из ряда необходимых приборов и 

обеспечивающий в настоящее время не только потребности КККП, но и всего ИНЦ РАН в 

целом.  

Задачи работы Коллекции культур клеток позвоночных. Перечисленные ниже задачи 

работы КККП в целом совпадают с таковыми любой научно-исследовательской коллекции 

клеточных культур (11, 12).  

1. Создание, непрерывное поддержание и развитие фондов коллекции путем получения, 

паспортизации и хранения клеточных линий человека и животных.    

2. Разработка единых требований к качеству коллекционного материала: единые паспорта, 

методы анализа, хранения и контроля клеточных линий согласно международным 

требованиям. 

3. Совершенствование методов ведения коллекции и работы с клеточными линиями на 

основе проведения многолетних научных исследований, посвященных изучению влияния 

условий культивирования, криоконсервации и контаминации на генетическую изменчивость 

клеточных линий; получение и характеристика новых клеточных линий и гибридом. 

4. Депонирование авторских клеточных линий и гибридом в связи с процедурой 

патентования.   

5. Создание информационных баз данных по клеточным культурам.  

6. Обеспечение образцами стандартного и полностью охарактеризованного клеточного 

материала фундаментальных и прикладных биологических, медицинских и 

сельскохозяйственных исследований.  

7. Оказание научно-методической помощи сотрудникам научных учреждений страны по 

методам культивирования и анализа клеточных линий и издание методических руководств.  

 

Рассмотрим более подробно некоторые задачи, решаемые в КККП. Каждая коллекционная 

клеточная линия имеет паспорт, в котором представлены основные характеристики согласно 

международным требованиям, предъявляемым к коллекционным линиям. Паспорт является 

важнейшим документом, регламентирующим методы, которые необходимо использовать для 

принятия клеточной культуры в фонды коллекции и присвоения ей статуса коллекционной 

линии. При поступлении клеточной культуры в коллекционные фонды, прежде всего, проводят 

контроль на наличие микробной контаминации. При отсутствии контаминаций клетки 
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размножают и закладывают в криохранилище до тех пор, пока не будет от автора получен 

паспорт клеточной культуры, соответствующий требованиям международного паспорта, 

приведенного ниже. После паспортизации клеточные линии переходят в разряд 

коллекционных линий. Далее создается референтный посевной Банк, который постоянно 

хранится в криокомплексе. Из него образуют рабочий Банк, состоящий из 50 – 100 

криопробирок, который постоянно восполняется новыми закладками.  

Ниже представлены основные характеристики, входящие в паспорт коллекционной 

клеточной линии.  

1. Аббревиатура клеточной линии. 

2. Происхождение клеточной линии, включая источник литературы, в котором описывается    

    методика получения линии. 

3. Морфология клеток в культуре. 

4. Способ культивирования.  

5. Условия культивирования. 

6. Жизнеспособность после криоконсервации, определяемая на 0- пассаже. 

7. Контроль контаминации культуры микроорганизмами. Эта характеристика является 

первой и решающей для определения дальнейшей судьбы клеточной линии. Проводится 

исследование культуры на присутствие грибов, бактерий и микоплазм. Определение наличия 

контаминаций представляет для коллекций особую важность, так как в них культивирование 

клеточных линий ведется в отсутствии антибиотиков. Присутствие грибов и бактерий 

определяется обычными и широко распространенными микробиологическими методами (8). 

Наибольшую опасность для клеточных культур представляют микоплазмы. Источниками 

микоплазменной контаминации, как правило, являются сами исследователи, компоненты 

ростовых сред и лабораторное оборудование. К настоящему времени определено 6 видов 

микоплазм, наиболее часто (95% случаев) контаминирующих клеточные культуры: 

Mycoplasma arginini, M. fermentans, M. hominis, M. hyorinis, M. orale, Acholeplasma laidlawii (13). 

Микоплазмы относятся к персистирующим инфекциям, присутствие которых очень трудно 

обнаружить на ранних стадиях контаминации, так как в небольшом количестве они не 

оказывают видимого отрицательного влияния на клетку. Тем не менее, изменения некоторых 

характеристик могут иметь место, в частности, изменения транскрипционного профиля 

эукариотических клеток. При усилении контаминации возникают значительные 
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цитопатические эффекты. В настоящее время нет универсального индикатора, фиксирующего 

микоплазменную контаминацию. Для надежного выявления микоплазм в клеточных культурах 

рекомендуется использовать сочетание двух или трех способов. Основной метод выявления 

микоплазм – микробиологическое культивирование: высев на селективные питательные 

среды; 2-й рекомендуемый метод – окраска клеток флуорохромами Hoechst 33258, Dapi или 

оливомицином; 3-й метод – ПЦР анализ (13–15). Сложность использования только одного 

метода определения микоплазменной контаминации связана как с ограниченностью каждого 

метода, так и со специфическими свойствами микоплазм (15–18). Поэтому в коллекции всегда 

одновременно используется несколько методов детекции микоплазмы в клеточных линиях.  

8. Контроль видовой идентичности клеточной линии. В условиях культивирования клетки 

различных видов животных морфологически неразличимы. Кроме того, в результате 

технических ошибок персонала нередко происходит перекрестное заражение клетками разных 

линий – явление довольно частое, особенно в условиях исследовательских лабораторий, где 

не осуществляется постоянный контроль качества клеточной линии. Основным методом 

определения видовой идентичности является подробный кариологический анализ, 

позволяющий с помощью разных дифференциальных окрасок хромосом определить 

видоспецифичность данной клеточной линии. Причем, исходя из специфики 

дифференциального окрашивания у разных видов, для определения видоспецифичности в 

каждом конкретном случае используют наиболее информативный для данного вида тип 

окрашивания (19, 20). Еще одним методом, используемым для видовой идентификации 

клеточной линии, является изоферментный анализ, основанный на разной 

электрофоретической подвижности определенных ферментов у разных таксономических 

групп животных и человека. Для тестирования используются изоферменты: 

лактатдегидрогеназа и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (21). 

9. Кариология клеточной линии. Каждая клеточная линия должна иметь кариотипическую 

характеристику, которая строго специфична для каждой линии (5, 22).  

10. ДНК-профиль (STR) – для клеточных линий человека. Во все паспорта коллекционных 

линий человека, представленных в каталоге КККП, введен данный пункт. С помощью 

молекулярно-генетического анализа должна быть проведена аутентификация каждой линии с 

целью подтверждения соответствия данной линии источнику ее получения и отсутствия 

контаминации другими линиями (OOO «GORDIZ»).  
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Кроме перечисленных основных характеристик в паспорте каждой линии приводят 

конкретные данные, представляющие большую важность для исследователей, пользующихся 

коллекционными линиями. Эти характеристики определяют возможную область применения 

конкретной линии. К таким характеристикам, в частности, относятся: чувствительность к 

вирусам; специфические особенности линии, включающие ростовые характеристики, 

туморогенность, наличие биохимических и генетических маркеров и др. Основные работы 

КККП выполняются по разработанным стандартным операционным процедурам.  

Основы паспортизации изложены в ряде зарубежных изданий (23, 24). Современная 

версия каталога КККП ИНЦ РАН представлена в электронном виде на странице ЦКП сайта 

ИНЦ РАН http://www.incras.ru/rkkk/katalog_ccc_v_incras_2018_rus.pdf 

КККП ведет обширную деятельность в качестве Центра коллективного пользования (ЦКП). 

С момента своего создания, КККП осуществляла функции ЦКП. Но официально, по приказу, 

она стала отдельным подразделением ИНЦ РАН в 2004 году. Это подразделение имеет 

определенную инфраструктуру, которая позволяет ей обеспечивать коллекционную работу как 

в научных направлениях, так и в качестве ЦКП.  

Основными услугами, которые оказывает ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных», 

являются: 1) обеспечение образцами стандартного и полностью охарактеризованного 

клеточного материала фундаментальных и прикладных биологических, медицинских, 

сельскохозяйственных и биотехнологических исследований; 2) депонирование авторских 

клеточных линий и гибридом в связи с процедурой патентования; 3) оказание 

консультационных услуг по методам культивирования и анализа клеточных линий.   

Согласно требованиям Министерства науки и высшего образования РФ, ЦКП КККП имеет 

собственную страницу на сайте ИНЦ РАН – www.incras.ru/lab_ckp/ckp_lab_ru.htm  и на 

федеральном информационном портале http://ckp-rf.ru/ckp/3029/ . 

Работа КККП ИНЦ РАН была поддержана разными программами: программой Миннауки 

"Биоразнообразие"- до 2001 г, грантом РФФИ (2000–2003 гг.); Научной программой 

Президиума СПбНЦ РАН (2000, 2003–2008, 2010–2013 гг.); Программой РАН по молекулярной 

и клеточной биологии (2003–2007); государственными контрактами (2007–2009; 2011–2013 г.). 

В 2016–2017 гг. коллекция была поддержана существовавшим в то время Федеральным 

агентством научных исследований РФ по Программе развития биоресурсных коллекций. 

http://www.incras.ru/lab_ckp/ckp_lab_ru


12 

 

В течение 40 лет в КККП проводятся разносторонние научные исследования по биологии 

клетки в культуре.  

1. Получение и характеристика гибридом. Расширение фондов Коллекции культур клеток 

позвоночных ИНЦ РАН всегда определялось запросами фундаментальных исследований и 

практическими задачами здравоохранения. В 80-е годы прошлого столетия сотрудниками 

КККП под руководством и при активном участии И.И. Фридлянской было получено и 

охарактеризовано несколько гибридом, продуцирующих моноклональные антитела. 

Моноклональные антитела явились новым поколением иммунодиагностических и 

иммунотерапевтических препаратов, позволивших существенно расширить возможности 

фундаментальных и прикладных биомедицинских исследований (25, 26). В течение 1987–1990 

года было получено 4 авторских свидетельства, подтверждающих получение новых гибридом.  

2. Изучение влияния условий культивирования, криоконсервации и контаминации на 

кариотипическую изменчивость клеточных линий. Клеточная популяция in vitro как автономная 

система имеет свои особенности по сравнению с организмом. Для ее выживания необходимо 

образование сбалансированной кариотипической структуры, которой характеризуется стадия 

стабилизации клеточной линии (27). Клеточные популяции in vitro являются динамичными 

системами и, лишившись многоступенчатого организменного контроля, в значительной 

степени подвержены влиянию внешних факторов, которые способствуют, в частности, 

усилению кариотипической изменчивости. Для многих постоянных клеточных линий 

установление сбалансированной кариотипической структуры связано с наличием в кариотипе 

перестроенных, по сравнению с донором, постоянных маркерных хромосом. Помимо 

«маркерных» постоянных клеточных линий, есть и «безмаркерные» постоянные клеточные 

линии. Научные исследования, проведенные в КККП, посвящены выявлению закономерностей 

структурной и количественной кариотипической изменчивости в постоянных 

(иммортализованных), преимущественно «безмаркерных» клеточных линиях, при длительном 

культивировании в разных условиях. Существенный вклад, внесенный в решение 

фундаментальных проблем клеточной биологии, состоит в том, что впервые 

иммортализованные клеточные линии, не имеющие маркерных хромосом, были рассмотрены 

как особые биологические системы с характерными кариотипическими особенностями. В 

целом, проведенный кариотипический анализ позволил выдвинуть гипотезу о существовании 

двух способов адаптации клеточных линий к условиям in vitro: образование дицентриков 
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(теломерных ассоциаций) и изменения регуляции генной экспрессии; стабилизация 

определенной цитогенетической структуры в популяции на основе соотношения разных 

структурных вариантов кариотипа - СВК (число гомологичных хромосом каждого 

морфологического типа). В результате в клеточной популяции in vitro реализуется состояние, 

которое можно назвать кариотипическим гомеостазом. Выполненные цитогенетические 

исследования имеют и практическую значимость, связанную с необходимостью проведения 

периодического цитогенетического контроля в клеточных культурах (28–31). 

3. Получение и характеристика новых линий эмбриональных стволовых клеток человека. С 

начала XXI века большое внимание в КККП уделяется получению и характеристике линий 

стволовых клеток человека, перспективных для использования их как в фундаментальных 

исследованиях биологии клетки в культуре, так и в диагностике и биомедицинских 

технологиях. Прежде всего, это коснулось получения линий эмбриональных стволовых клеток 

(ЭСК) человека и их дифференцированных производных. Линии эмбриональных стволовых 

клеток (ЭСК), выделенных из ранних эмбрионов человека, являются уникальными 

плюрипотентными клеточными популяциями in vitro, обладающими способностью к 

самообновлению, т.е. к неограниченной пролиферации и одновременно способностью 

дифференцироваться во все типы соматических клеток и в линию половых клеток. В 

настоящее время в разных странах мира существуют уже несколько сотен постоянных линий 

ЭСК человека. Мы тоже получили и охарактеризовали несколько линий ЭСК человека (32–35). 

Основные характеристики этих линий следующие: 1) неограниченная пролиферация клеток, 

значительно превышающая 60 удвоений клеточной популяции (число Хейфлика) при 

отсутствии периода репликативного старения; 2) поддержание высокой теломеразной 

активности, обеспечивающей стабильную длину теломер, необходимую для поддержания 

пролиферативной активности; 3) нормальный кариотип; 4) наличие специфических 

поверхностных эмбриональных антигенов SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 и 

транскрипционных факторов Oct-4 и Nanog; 5) способность к ненаправленной 

дифференцировке в производные трех зародышевых листков и в линию половых клеток in 

vitro и in vivo. ЭСК человека действительно являются адекватной моделью для проведения 

многосторонних фундаментальных исследований.  

Тем не менее, для использования ЭСК человека в регенеративной медицине необходимо 

преодолеть ряд препятствий. В частности: 1) наличие гетерогенности клеточных культур; 2) 
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появление тератом при введении in vivo и их вероятная малигнизация; 3) иммунное 

отторжение производных ЭСК человека, для которых характерна экспрессия генов главного 

комплекса гистосовместимости (МНС), хотя и более слабая, чем у клеток взрослого 

организма; 4) повышенный уровень геномной нестабильности по сравнению с другими 

стволовыми клетками, который может быть частично связан с адаптивными геномными 

изменениями, способствующими малигнизации клеток. В настоящее время широко 

обсуждаются этические проблемы и проблемы биобезопасности использования для 

регенеративной медицины ЭСК человека.   

4. Получение и характеристика новых линий мезенхимных стволовых клеток человека. 

Получив и охарактеризовав несколько линий ЭСК от разных доноров, включая линии, 

созданные в фидерных и бесфидерных условиях, мы перешли к получению и характеристике 

линий различных мезенхимных стволовых клеток (МСК) человека, которые являются более 

стабильными, чем линии ЭСК. Известные в настоящее время данные по анализу 

цитогенетической нестабильности МСК свидетельствуют о том, что частота возникновения 

нестабильности в МСК значительно ниже, чем в ЭСК (36). Согласно требованиям 

Международного общества клеточной терапии, статус МСК разного происхождения 

определяется рядом определенных характеристик (37, 38).  

Известно, что МСК человека обладают иммуномодулирующими свойствами и 

способностью к мультипотентной дифференцировке. Сравнительное изучение свойств, 

являющихся определяющими в поддержании статуса МСК, а также других характеристик, 

ответственных за важнейшие клеточные процессы, актуально как для понимания механизмов 

биологических процессов в клетке, так и для расширения возможностей использования МСК в 

регенеративной медицине. Сравнительный анализ характеристик МСК разного 

происхождения важен в связи с особенностями взаимодействия их с уникальным 

микроокружением (нишей), характерным для определенной ткани, которое регулирует 

пролиферацию, выживаемость, миграцию, старение, дифференцировочный потенциал и 

другие клеточные свойства посредством межклеточных взаимодействий и различных 

биоактивных молекул (39–43). 

Показано, что важнейшим механизмом действия МСК на поврежденные ткани является 

способность их к миграции в эти участки и оказание трофического действия путем секреции 

биоактивных факторов, изменяющих микроокружение поврежденных клеток и тем самым 
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способствующих улучшению тканевой репарации. МСК могут оказывать трофическое 

действие посредством клеточных везикул, осуществляющих перенос биоактивных молекул в 

клетки-мишени. В литературе широко обсуждаются механизмы тканевой репарации с 

помощью МСК, связанные с продукцией цитокинов и паракринных факторов (44–59).  

К настоящему времени в КККП получено и охарактеризовано 14 линий МСК человека, 

полученных из разных источников (60–69). 9 линий включены в современную версию каталога 

КККП, а также в каталог на бумажном носителе, который включен в книгу, подробно 

излагающую историю создания и научную деятельность КККП (70).   

Между полученными линиями обнаружены количественные различия по ростовым 

характеристикам, по характеру репликативного старения и по кариотипической 

нестабильности. Причинами наблюдаемых различий могут быть: 1) эпигенетические факторы, 

связанные с условиями культивирования или с микроокружением, в котором существовали 

эти клетки до помещения их в условия in vitro; 2) генетические факторы, связанные, как с 

генетическими различиями между донорами, так и, возможно, с изначальной генетической 

предрасположенностью конкретных линий МСК к цитогенетической нестабильности (71).   

Несмотря на то, что в МСК уровень цитогенетической нестабильности ниже, чем в ЭСК, 

проблемы в оценке этой нестабильности существуют. Есть допустимый критерий только для 

клеточных линий, имеющих клональные хромосомные перестройки (72–74). Тем не менее, в 

ряде линий выявляется значительная хромосомная нестабильность, связанная с 

неклональными перестройками (63, 64, 67), которая может при продолжении культивирования 

обеспечить промежуточные этапы канцерогенеза (75). Также показано, что неклональные 

перестройки в процессе культивирования могут перейти в клональные аберрации (76). Многие 

данные, подтверждающие цитогенетическую гетерогенность МСК, свидетельствуют о том, что 

количество некоторых хромосомных нарушений в процессе длительного культивирования 

может либо увеличиваться, либо уменьшаться, либо совсем исчезать, что, возможно, связано 

с негативной селекцией (64, 67, 76–78). По-видимому, судьба цитогенетических нарушений в 

процессе длительного культивирования определяется степенью адаптивности конкретного 

хромосомного изменения. Тем не менее, вопросы о цитогенетической нестабильности весьма 

актуальны, особенно, при использовании МСК в биомедицинских исследованиях. Для 

понимания цитогенетических процессов в популяциях МСК человека необходимы 

исследования, анализирующие динамику кариотипических изменений в процессе длительного 
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культивирования, с учетом и сроков репликативного старения. Исследование динамики 

кариотипической изменчивости в процессе длительного культивирования позволит, в 

частности, выявить возможную предрасположенность некоторых МСК к генетическим 

нарушениям. Причем, необходимо исследовать как частоту возникновения клональных, так и 

неклональных хромосомных аберраций, возникающих в процессе культивирования.  

Несмотря на большое количество положительных эффектов при введении МСК пациентам 

для лечения некоторых заболеваний, есть и данные, свидетельствующие о возможности их 

влияния на опухолевый рост и метастазирование вследствие возникновения нежелательных 

дифференцировок, возникающих в связи с пластичностью МСК при трансплантациях. В 

частности, нежелательная дифференцировка трансплантированных МСК может 

способствовать подавлению противоопухолевого иммунного ответа и созданию новых 

кровеносных сосудов, которые могут способствовать росту опухоли и метастазированию. 

Учитывая это, необходимо фокусировать исследования при доклинических испытаниях на 

длительных наблюдениях за МСК, трансплантированных животным (79). Эта точка зрения 

согласуется с нашими рассуждениями о необходимости длительного культивирования 

мезенхимных стволовых клеток для выявления их предрасположенности к генетической 

нестабильности. Последнее направление исследований в наших работах продолжается и 

существенно расширяется.  
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(RCCC), the founder and coordinator of which he was. The principles of work of RCCC are 

described. The versatile activity of a collection of cultures of cells of vertebrates (CCCV) of Institute 

of Cytology of RAS which was the Central Bank of all-Union (Russian) collection of cell cultures is 

presented. 

Key words: Russian cell cultures collection, Collection cell cultures of vertebrate, passport 

collection cell line, karyotypic variability, hybridomas, embryonic stem cells, mesenchymal stem cells.  

 

 

 

ПРОДОЛЖЕНИЕ НАУКИ И ЖИЗНИ – ПЯТЬ ЛЕТ БЕЗ ГЕОРГИЯ ПЕТРОВИЧА ПИНАЕВА 

О. А. Петухова 

Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург 

petukhova@yandex.ru 

 

Статья посвящена памяти Георгия Петровича Пинаева. Описываются некоторые события 

из жизни сотрудников Отдела клеточных культур ИНЦ РАН, имевшие место во время 

экспедиций на Беломорскую биологическую станцию «Картеш». Приводятся результаты 

развития одного из направлений научной работы, основы которого были заложены Георгием 

Петровичем. 

Ключевые слова: Asterias rubens, регенерация, пролиферация, целомоциты, 

целомический эпителий, культивирование клеток, протеомика. 

 

Вот уже пять лет мы живем без Георгия Петровича Пинаева, заведующего Отделом 

клеточных культур. В текущем 2019 году мы бы праздновали его 90-летие. Вспоминаются 

события десятилетней давности, когда мы с упоением готовились отметить его 80-летие. 

Участие в торжествах принимал весь отдел и весь институт, и много гостей из Санкт-

Петербурга и других городов России и зарубежья. Приветствия, речи, танцы, балет, 

поставленный его ученицей Дашей Ивановой, белые девушки и черные юноши. И апофеоз – в 

строгой тайне приготовленное па-де-де в исполнении Георгия Петровича и Наташи 

Баландиной. Пинаев – премьер, в белой сорочке и черных трико, классические позы и танец, 

и поддержки.  

mailto:petukhova@yandex.ru
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С тех пор много изменений произошло в Отделе клеточных культур и в самом Институте 

цитологии. У нас дважды сменился директор института, ушел председатель 

Диссертационного совета Александр Львович Юдин, Отдел клеточных культур возглавила 

Галина Георгиевна Полянская, не стало одной из первых сотрудниц отдела Татьяны 

Алексеевны Крыловой. Основные направления деятельности, основы которых заложил 

Георгий Петрович, продолжают в настоящее время развиваться, чему он был бы очень рад. К 

активно развивающемуся направлению относятся исследования, проводимые на морских 

беспозвоночных, связанные с экспедициями на Беломорскую биологическую станцию ЗИН 

РАН на мысе Картеш. Эти исследования также не прекращаются. Совсем немного повторюсь 

и расскажу, куда мы продвинулись за эти 5 лет. 

События первых лет экспедиции, начиная с 1995 года, были в некоторой степени описаны 

в статье, посвященной памяти Пинаева, в сборнике «Клеточные культуры», который был 

издан в 2014 году (1). Общая научная задача была сформулирована следующим образом: 

создание культур клеток морских беспозвоночных (эти работы были начаты на Дальнем 

Востоке Миральдой Ивановной Блиновой) и характеристика защитных реакций морской 

звезды в ответ на травму. Работа велась по нескольким направлениям. На Белом море 

занимались культивированием клеток бластемы пескожила, Arenicola marina. Ирина 

Владимировна Воронкина работала на морской звезде Asterias rubens, анализировала состав 

целомической жидкости в процессе регенерации звезды, получала фракции целомической 

жидкости с помощью метода гель-хроматографии. Анализ влияния фракций целомической 

жидкости на клетки млекопитающих и беспозвоночных выполняли в течение нескольких лет 

ряд сотрудников: Татьяна Станиславовна Горячая, Галина Анатольевна Сакута, Александра 

Феликсовна Аре, Наталья Сергеевна Николаенко и Наталья Сергеевна Шарлаимова. 

Протестировали несколько клеточных линий, которые могли бы расти в термостате без 

стабилизации среды атмосферой СО2. Остановились на линии фибробластов подкожной 

соединительной ткани мыши NСTС, клон 929. В соответствии с влиянием на клетки выделили 

фракцию целомической жидкости, стимулирующую адгезию, фракцию, стимулирующую 

пролиферацию клеток, и цитотоксическую фракцию (2-4). Николай Аркадьевич Шубин вместе 

с Георгием Петровичем занимались замораживанием и, соответственно, размораживанием 

клеток целомической жидкости звезды. Критерием для оценки выживания клеток после 

замораживания являлась способность целомоцитов к тромбообразованию. Исследование 
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механизмов образования тромба целомоцитами морской звезды было еще одним 

направлением работ Георгия Петровича. Лев Николаевич Саломатин, бессменный участник 

первых экспедиций, обеспечивал техническую поддержку экспедиции и сбор материала. В 

составе экспедиции принимали однократное участие также Николай Румянцев, помогающий 

Г.П. Пинаеву, и Мария Даугавет, работающая с М.И. Блиновой, а также Александра Козлова, 

выполняющая дипломную работу под моим руководством, автор первой публикации по 

клеточному составу целомической жидкости морской звезды. 

Я присоединилась к тематике в 2000 году и первые три года работала с пескожилом, 

пробуя те или иные молекулярные подходы. После периода выбора объекта и обсуждений 

все члены экспедиции сосредоточились на работе с морской звездой A. rubens. Определились 

с экспериментальной моделью. Восстановление пула целомоцитов - наша экспериментальная 

модель физиологической регенерации. Собственные наблюдения, а также исследования 

других авторов показали, что однократный надрез луча A. rubens, связанный с 

незначительной потерей целомической жидкости, приводит через 6 часов к увеличению числа 

клеток в целомической полости в 3-4 раза (5). Целомическая полость – вторичная полость 

тела, выстланная целомическим эпителием, функционирует как внутренняя циркуляторная 

система, окружающая все внутренние органы. Требовалось выяснить, откуда появляются 

целомоциты в целомической полости. А также объяснить результаты молекулярных 

исследований, например, объяснить присутствие в экстрактах целомоцитов белков, 

узнаваемых антителами против белков-регуляторов клеточного цикла – ретинобластомы и 

циклина Д3. И, конечно, поработать в направлении создания культур клеток разных тканей 

морской звезды. Но сначала простые вопросы, знакомство с объектом, характеристика 

клеточного состава целомической жидкости и других тканей, получение первичных культур 

клеток разных тканей, характеристика пролиферативной активности клеток разных тканей in 

vivo и in vitro. 

Особенность звезды, как и других представителей иглокожих, заключается в способности к 

регенерации утраченных частей тела и органов. В литературе рассматриваются два процесса, 

обеспечивающие регенерацию иглокожих: 1) миграция клеток, их дедифференцировка и/или 

трансдифференцировка; 2) активность стволовых клеток. Участие процесса 

дедифференцировки в регенерации иглокожих убедительно показано на гистологическом и 

ультраструктурном уровнях (5, 6). Присутствие стволовых клеток и их вклад в регенерацию 
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иглокожих исследован недосаточно (7, 8), хотя экспрессия ряда маркеров стволовых клеток у 

иглокожих доказана (9, 10). Предполагается, что у морских звезд регенерация протекает в 

основном по типу морфаллаксиса, когда клетки существующих тканей мигрируют к месту 

заживления, дедифференцируются и/или трансдифференцируются, причем деление клеток 

может отсутствовать. В качестве таких тканей-депо рассматривались целомический эпителий 

(11), эпидермальный слой шнура радиального нерва (12), тидемановы тельца и аксиальный 

орган (13). 

Нами был исследован состав популяций клеток целомической жидкости и целомического 

эпителия морской звезды A. rubens после гистологического окрашивания азур - эозином, 

предложена собственная классификация клеток, причем состав суспензий клеток 

целомического эпителия был охарактеризован впервые. Выявлены морфологические типы 

клеток, общие для целомического эпителия и целомической жидкости. Это крупные 

агранулоциты и гранулоциты и малые клетки с высоким ядерно-цитоплазматическим 

отношением, характеризующиеся дискретно окрашенным ядром (эпителиоциты 1-го типа). 

Выявлены изменения доли именно этих клеток в составе целомического эпителия и 

целомической жидкости, вызванные потерей значительного количества целомической 

жидкости. Более того, была обнаружена новая субпопуляция клеток, слабо связанных с 

целомическим эпителием, обогащенная на 50 % малыми эпителиоцитами 1 типа, и показана 

возможность миграции малых эпителиоцитов-1 из состава эпителия. Следовательно, в 

целомическом эпителии присутствует значительный пул малодифференцированных клеток, 

готовых к выходу в целомическую полость и к дальнейшей дифференцировке (14, 15). 

Пролиферативной активностью характеризуется очень незначительная доля малых 

эпителиоцитов 1 типа, а также малые эпителиоциты 2 типа, клетки с высоким ядерно-

цитоплазматическим отношением меньшего размера и плотно окрашенным ядром. 

Были отработаны методы выделения и культивирования клеток различных тканей, при 

этом мы опирались на опыт наших коллег. Методика выделения ткани целомического 

эпителия от начала и до конца разработана Н.С. Шарлаимовой. Выяснили, что малые клетки с 

высоким ядерно-цитоплазматическим отношением сохраняют пролиферативную активность в 

условиях культуры по крайней мере 2 месяца (16).  

В поисках субстрата для культивирования клеток были охарактеризованы типы клеток 

целомической жидкости и целомического эпителия, способные прикрепляться к разным 
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субстратам и распластываться на них. В этих тканях мы выявили морфологически сходные 

типы клеток, два из которых являются вероятными кандидатами на роль клеток-

предшественников целомоцитов – целомоцитоподобные и малые эпителиоциты с высоким 

ядерно-цитоплазматическим отношением. Важными оказались результаты, демонстрирующие 

обогащение популяции прикрепленных клеток целомического эпителия малыми клетками при 

посадке на ламинин и сохранение жизнеспособности эпителиоцитов при культивировании на 

ламинине в течение 1 месяца (17). 

Таким образом, наиболее перспективным объектом для исследований оказался 

целомический эпителий, а морфология малых эпителиоцитов, их пролиферативная 

активность in vivo и in vitro, способность к миграции из состава эпителия в целом говорит о 

том, что эти клетки обладают характеристиками стволовых клеток или, по крайней мере, 

клеток-предшественников.  

После ухода Георгия Петровича в исследованиях принимают участие четыре человека: Н. 

С. Шарлаимова, Д.Е. Бобков, С. Шабельников и О.А. Петухова. У каждого есть своя любимая 

тема и каждый выполняет необходимую часть общей работы. Иногда в экспедиции участвует 

Николай Шуйский, бывший студент О.И. Подгорной. Работы в 2015-2017 годах проводились в 

рамках проекта РФФИ «Пролиферирующие клетки морской звезды A. rubens L. in vivo и in 

vitro». 

Работа была направлена на исследование морфологических характеристик и показателей 

пролиферативной активности клеток, принимающих участие в восстановлении клеточного 

состава целомической жидкости морской звезды после кровопотери. Предположение, что эти 

клетки выполняют роль клеток-предшественников, способных в процессе регенерации 

восстанавливать ткани и органы всего организма морской звезды, подтверждается 

результатами наших исследований. В частности, нами были выявлены клетки, подобные 

эпителиоцитам 1-го и 2-го типов в тканях аксиального органа, тидемановых тельцах, 

пилорических железах и околоанальных кожных выростах морской звезды. В желудке и 

ректальных выростах обнаружены особые, характерные для тканей этих органов клетки с 

высоким ядерно-цитоплазматическим отношением, морфологически отличающиеся от клеток 

других органов. 

Существование в разных органах морской звезды малодифференцированных клеток, 

морфологически сходных с клетками целомического эпителия и целомической жидкости, 
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говорит о возможности обмена клетками между этими органами и свидетельствует в пользу 

существования общих клеточных источников регенерации. Желудок, по-видимому, имеет 

независимые клеточные источники восстановления тканей. 

В этих же органах пролиферативная активность выявлена в малых клетках с высоким 

ядерно-цитоплазматическим отношением, подобных клеткам целомического эпителия. 

Помимо малых клеток, пролиферативную активность проявляют также более крупные клетки, 

ядерно-цитоплазматическое отношение которых ниже 0,7. Эти клетки характеризуются 

специфичной структурой тубулинового цитоскелета, выявляемой в виде тяжей после окраски 

антителами против альфа-тубулина. Желудок и ректальные выросты характеризуются 

собственным типом пролиферирующих клеток с высоким ядерно-цитоплазматическим 

отношением, а также содержат пролиферирующие клетки, подобные крупным клеткам с 

видимой цитоплазмой и тяжом тубулина, характерным для пролиферирующих клеток других 

тканей (18).  

Таким образом, в разных органах морской звезды выявлено 4 типа пролиферирующих 

клеток, 3 типа клеток с высоким ядерно-цитоплазматическим отношением и один тип более 

крупных клеток с видимой цитоплазмой.  

Существование значительного пула мелких клеток с высоким ядерно-цитоплазматическим 

отношением в целомическом эпителии не является уникальным свойством A. rubens. 

Морфологически подобные клетки целомического эпителия, способные пролиферировать, 

были обнаружены у родственного вида, дальневосточной звезды A. amurensis (19, 20). 

Все последующие научные достижения опубликованы полностью в отчетах РФФИ, 

частично в докладах на конференциях, частично подготовлены к печати. Результаты 

протеомного анализа целомической жидкости опубликовы в Journal Experimental Biology (21). 

Пониманию процесса восстановления популяции целомоцитов и общим представлениям о 

биологии клеток звезды способствовало использование методов ультраструктурного и 

иммунофлуоресцентного анализа. Сканирующая электронная микроскопия выявила 

неравномерность распределения малых эпителиоцитов на поверхности целомического 

эпителия аборальной части луча звезды. Ультраструктурный анализ, выполненный нашими 

коллегами из Лаборатории морфологии клетки, Ольгой Алексеевной Быстровой и Мариной 

Георгиевной Мартыновой установил мозаичный характер строения целомического эпителия, 

выявил малые клетки в значительном количестве в составе эпителия, а также в слое 
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соединительной ткани.  Крупные агранулоциты и малые эпителиоциты в составе эпителия 

демонстрируют фенотип мобильных клеток и выявляются на границе целомического эпителия 

и целома. Эти результаты в комбинации с данными о миграции клеток в экспериментах с 

условно-интактным целомическим эпителием и с общей моделью исследования – 

восстановление пула клеток целомической жидкости после полного удаления целомической 

жидкости из целома - свидетельствуют в пользу миграциии крупных агранулоцитов и малых 

эпителиоцитов из состава целомического эпителия. Электронно-микроскопический анализ 

позволил также разделить крупные агранулоциты целомической жидкости на два 

морфологических типа. С помощью иммуннофлуоресцентного анализа был выявлен 

специфический тип гранулоцитов, содержащих гранулы, окрашиваемые антителами против 

актинина 4. Такие гранулоциты встречались в разных тканях звезды, их пропорция менялась в 

ответ на травму. Удалось проследить последовательные стадии созревания актинин 4-

содержащих гранулоцитов. 

На пути постижения механизмов, контролирующих пролиферативную активность клеток A. 

rubens, выявлено, что в ядерных экстрактах тканей звезды присутствует несколько ДНК-

белковых комплексов, взаимодействующих с консенсусной последовательностью ДНК, 

узнаваемой транскрипционными факторами семейства E2F. Взаимодействие факторов 

транскрипции и белков-регуляторов, в том числе циклина Д и ретинобластомы, с E2F белком 

опосредует пролиферативную активность клеток. Памятуя об экспрессии белка-гомолога 

циклина Д3 в экстрактах целомоцитов, была исследована локализация этого белка в 

гетерогенных популяциях целомоцитов, целомического эпителия и тидемановых телец,  

выявлены особенности его локализации в клетках и исследована динамика появления клеток 

с различной локализацией циклина под влиянием травмы и показана возможность транспорта 

этого белка в ядро клеток.  

Первоначальные успехи культивирования пока что затормозились. За прошедшее время 

удалось установить поведение разных типов клеток (не всех) при культивировании и получить 

моделирование нескольких процессов, происходящих in vivo, например, образование 

синцитиев.  

Что касается модели тромбообразования, показано вовлечение тропомиозина, запасенного 

в виде белковых агрегатов в клетках, в организацию цитоскелетных структур, необходимых 
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для осуществления целомоцитами кальций-зависимых реакций, приводящих к агрегации 

клеток и сокращению клеточного сгустка (клоттинг). 

Прижизненные наблюдения за процессом агрегации целомоцитов под действием кальция с 

помощью метода конфокальной микроскопии показали, что активация целомоцитов путем 

добавления кальция не сопровождается входом кальция в клетки, а ингибиторы кальциевых 

каналов широкого спектра действия не влияют на процесс кальций-зависимой агрегации 

клеток. Прижизненные наблюдения позволили выявить различные функции клеток 

целомической жидкости, в частности, выявлен особый тип целомоцитов, не принимающих 

участие в формировании сетей в реакции тромбообразования. 

Значительный прогресс в исследовании, приближающий нас к пониманию молекулярных 

механизмов регенерации, был достигнут в результате протеомного анализа бесклеточной 

целомической жидкости методом LC – MALDI масс-спектрометрии. Были идентифицированы 

белки целомической жидкости, потенциально способные принимать участие в регенерации и 

защитных реакциях иглокожих, а также выявлены травмоспецифичные белки целомической 

жидкости. 

Сравнительный протеомный анализ целомоцитов, клеток целомического эпителия и 

субпопуляции целомического эпителия, обогащенной малодифференцированными клетками, 

позволил выявить белковые маркеры для каждой группы клеток и потенциальные регуляторы 

пролиферации. В целом, результаты протеомного анализа дают в руки инструменты для 

детального анализа молекулярных механизмов, участвующих в осуществлении защитных 

реакций у морской звезды. 

На основе полученных результатов была сформулирована рабочая гипотеза о 

закономерностях восполнения пула циркулирующих клеток целомической жидкости. 

Суммируя, можно сказать, что некоторые типы целомоцитов происходят из целомического 

эпителия. Новым является представление о пуле маргинальных целомоцитов, клеток, 

запасенных на поверхности целомического эпителия, готовых войти в циркуляцию. 

Маргинальный пул целомоцитов реализуется в быстрой реакции на физиологические 

раздражители, то есть на кормление, и на легкие травмы. Малые недифференцированные 

клетки целомического эпителия участвуют в восполнении целомоцитов после более сильных 

повреждений, связанных с потерей большой массы целомоцитов. Эти клетки хранятся на 

поверхности или внутри целомического эпителия в изобилии. Их происхождение остается 
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неясным, но, по нашему мнению, их появление в целоме не является следствием прямой 

трансдифференцировки ресничных клеток на поверхности целомического эпителия. Мы вовсе 

не отрицаем участие процессов трансдифференцировки, но склонны считать, что эти клетки 

могут возникать в результате временной активности стволовых клеток. 

С помощью протеомного анализа были выявлены общие и уникальные белки для трех 

клеточных пулов и подтвержден промежуточный статус клеток на границе целомического 

эпителия и целома. Были определены потенциальные участники, которые могут быть 

вовлечены в процессы регенерации. Работа обеспечивает основу для дальнейшего изучения 

клеточных и молекулярных механизмов регенерации.  

Задачи будущих исследований заключаются в поисках подтверждений или опровержений 

наших представлений о клеточных участниках процесса регенерации у A. rubens. Важно 

получить надежные молекулярные маркеры различных типов клеток, чтобы иметь 

возможность проследить за процессами дифференцировки/трансдифференцировки, 

активностью стволовых клеток, пролиферативной активностью. Будет проводиться 

протеомный анализ (LC – MALDI) популяций клеток, обогащенных определенными типами 

клеток, полученными в результате фракционирования клеток в градиентах плотности 

Перколла и белков субклеточных фракций – мембранных и ядерных, выделенных из 

контрольных и травмированных животных. Мечтаем: охарактеризовать транскриптомы 

обогащенных фракций клеток, особенно малодифференцированных; проводить 

прижизненные наблюдения за процессами дифференцировки/трансдифференцировки; 

установить причины блока пролиферации в клетках звезды и многое другое. Все это реально 

решаемые задачи в нашем коллективе. Было бы только финансирование. 

Пять лет без Георгия Петровича. Пришлось осознать, что никто не стоит между нами и 

всем остальным миром. И приходится самим добывать деньги на работу, участвовать в 

стахановской гонке за импакт-факторами. И все вокруг утверждает, что вовсе и не мы все 

решаем, а уже следующие поколения. И не стоит думать, а что было бы, если бы Георгий 

Петрович был жив. 
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SCIENCE AND LIFE TO BE CONTINUED - FIVE YEARS WITHOUT GEORGY PETROVICH 

PINAEV 

O.A. Petukhova  

Institute of Cytology RAS, Saint-Petersburg, petukhova@yandex.ru 

 

The article is dedicated to the memory of Georgy Petrovich Pinayev. Some events in the life of 

the staff of the Cell Cultures Department of the Institute of Cytology RAS, which took place during 

the expeditions to the White Sea biological station ―Kartesh‖, are described. The progress in one of 

the directions of scientific work, the foundations of which were laid by Georgy Petrovich, are 

presented.  

Key words: Asterias rubens, regeneration, proliferation, coelomocytes, coelomic epithelium, cell 

cultuгing, proteomics. 
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ОТ ПОЛИМОРФИЗМА СОКРАТИТЕЛЬНЫХ СИСТЕМ ДО РОЛИ ЦИТОСКЕЛЕТА В 

ПЕРЕДАЧЕ СИГНАЛА 

С. Ю. Хайтлина 
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Статья посвящена краткому описанию исследований Георгия Петровича Пинаева в области 

биологической подвижности, от изучения физико-химических свойств белков сократительного 

аппарата мышц до связи белков цитоскелета с регуляторными системами клетки, 

внеклеточным матриксом и компонентами сигнальной системы. Приведен большой список 

публикаций Г.П. Пинаева и его учеников и коллег, который поможет заинтересовавшимся 

читателям ближе познакомиться с этими работами.     

Ключевые слова: миогенез, изоформы астина, cократительные белки двустворчатых 

моллюсков, сократительная система кардиомиоцитов, внеклеточный матрикс, NF-kappaB, -
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актинин-4, цитоплазматические мультимолекулярные белковые комплексы, тропомиозин, 

миозин-9. 

 

Имя профессора Георгия Петровича Пинаева давно и прочно связано с активным 

внедрением в исследовательскую работу клеточных культур и клеточных технологий, 

организацией Коллекции клеточных культур, получением, паспортизацией и каталогизацией 

клеточных линий. Однако теперь уже мало кто помнит о том, что этому предшествовали, а 

потом сопутствовали его многолетние и тоже пионерские исследования сократительного 

аппарата мышц на разных стадиях его развития и формирования, перестроек сократительных 

структур клетки и цитоскелета и их связи с регуляторными системами клетки, внеклеточным 

матриксом и компонентами сигнальной системы. Настоящая статья будет посвящена этим 

исследованиям. В настоящее время исследования сократительных белков мышц и 

цитоскелета не рассматриваются как различные разделы науки, а представляют собой 

взаимосвязанные области биологической подвижности. Однако эта интеграция была принята 

только около 25-30 лет назад, и профессор Г.П. Пинаев был одним из немногих биохимиков – 

«мышечников» того времени, работы которых способствовали этому пониманию. Уже в 

первых работах Г.П. Пинаев выявил существенную разницу в физико-химических свойствах 

актомиозина и его составляющих, миозина и актина, выделенных на последовательных 

стадиях миогенеза скелетных мышц кролика. Эти результаты позволили предположить, что в 

ходе миогенеза происходит замена клеточных белков актомиозинового комплекса на 

изоформы этих белков, специфические для мышц (1-4). 

Действительно, с помощью метода изоэлектрического фокусирования в различных 

клеточных линиях и тканях млекопитающих были обнаружены множественные изоформы 

актина. При этом четыре «мышечные» изоформы (скелетный, -сердечный и два -

гладкомышечных актина) отличались от двух «цитоплазматических»» изоформ - и - 

актинов) (4). Дальнейшее развитие этих исследований показало, что синтез специфических 

изоформ актина сопровождается их субклеточной компартментализацией, причем оба 

процесса регулируются факторами пролиферации и дифференцировки клеток. Изоформы 

актина не могут заменить друг друга, а высокий уровень синтеза экзогенных актинов приводит 

к изменениям в организации и морфологии клеток. Это указывает на то, что высоко 

консервативные актины являются функционально специализированными для тканей, в 
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которых они преобладают, и различие их свойств коррелирует с динамикой актиновых 

микрофиламентов, с одной стороны, и стабильностью миофибриллярных систем, с другой 

стороны (5,6). В немышечных клетках изоформы актина различаются по скорости 

полимеризации (7-10) и эффективности стимуляции АТФазной активности 

цитоплазматических миозинов (11). Кроме того, получение тщательно отобранных 

моноклональных антител против клеточных изоформ актина выявило различную локализацию 

и функциональную активность β- и γ-цитоплазматических актинов в клетках разного 

происхождения (12, 13). Показано, в частности, что γ-актин способствует развитию опухоли, а 

β-актин подавляет опухолевый рост (14). Изоформы актина играют также разную роль в 

регуляции клеточного цикла (15). Более подробную информацию о функциональной 

специфичности изоформ актина можно найти в вышеупомянутых (5,6,13) и других (16,17) 

обзорах.   

Два других направления исследований Г.П. Пинаева и его коллег, связанные с изучением 

полиморфизма и динамики сократительных систем, были посвящены изучению специфики 

сократительных систем в разных мышцах и выявлению функциональных особенностей 

компонентов сократительной системы клетки – цитоскелета.  

В мышечных тканях двустворчатых моллюсков было выявлено присутствие 

многочисленных минорных белков (18) и показана специфичность некоторых белков 

моллюсков (19-23). Было также показано, что препараты актина, выделенные из 

амбулакральных ножек морской звезды, отличаются от актина скелетных мышц кролика и, 

возможно, содержат специфические актин-связывающие белки (24, 25). Со временем эти 

первоначальные исследования привели к систематическому изучению механизмов, лежащих 

в основе запирательного тонуса (catch-сокращения) гладких мышц моллюсков. Впервые была 

обнаружена способность твитчина, титиноподобного белка гладких мышц моллюсков, 

взаимодействовать с Ф-актином. Было показано, что взаимодействие твитчина с актином 

регулируется фосфорилированием твитчина. Эти данные свидетельствуют о том, что твитчин 

может механически связывать тонкие и толстые филаменты запирательных мышц, 

моллюсков, поддерживая catch-сокращение (26). Было также обнаружено, что 

фосфорилирование регулирует взаимодействие с актином и миозином другого белка гладких 

мышц моллюсков, миорода, локализованного на поверхности толстых нитей вместе с 

твитчином и миозином (27). Эти результаты, а также новые данные о свойствах кальпонино-
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подобного (28) и тропонино-подобного (29) белков значительно способствовали пониманию 

механизма catch-сокращения. Кроме того, результаты этих исследований поднимают важный 

вопрос о том, можно ли в модельных экспериментах использовать сократительные белки, 

выделенные из разных мышечных тканей (30). 

Еще одной привлекательной моделью для выяснения механизмов, регулирующих сборку и 

функции сократительных систем, оказалась реорганизация миофибриллярного аппарата 

кардиомиоцитов в процессе их культивирования. Во время длительного культивирования 

кардиомиоцитов новорожденных крыс их сократительная система претерпевает обратимое 

превращение типичных миофибрилл в структуры, подобные стресс-фибриллам, что приводит 

к потере сократимости (31). Это превращение сопровождается продукцией внеклеточного 

матрикса (ECM), который обычно не продуцируется кардиомиоцитами (32-34), а также 

переключением изоформ актина. Таким образом, появление -гладкомышечного актина 

предшествует превращению миофибрилл в структуры немышечного типа, в то время как 

постепенное накопление белков внеклеточного матрикса соответствует исчезновению α-

актина гладких мышц. Эти результаты показывают, что усиление экспрессии -

гладкомышечного актина может быть вызвано отсутствием внеклеточного матрикса, тогда как 

накопление соответствующего матрикса может быть сигналом для повторной экспрессии 

сердечной изоформы актина (34,35). 

Дальнейшие исследования культивируемых клеток подтвердили значительное влияние 

белков внеклеточного матрикса на перестройки актинового цитоскелета в немышечных 

клетках, указывающее на связь между специфическими взаимодействиями лиганда с 

рецептором и организацией цитоскелета (36). Исследование влияния элементов 

внеклеточного матрикса, фибронектина, ламинина 2/4 и антител к рецептору эпидермального 

фактора роста (ЭФР) при взаимодействии клеток А431 с этими лигандами показало, что ряд 

актин-связывающих белков фосфорилируется по тирозину, и их фосфорилированное 

состояние сохраняется на протяжении всего срока распластывания. Киназа фокальных 

контактов (РАК) фосфорилируется по тирозину при взаимодействии клеток со всеми 

исследованными лигандами и, в свою очередь, фосфорилирует белки-мишени (37).  

Оказалось, также, что субъединица RelA / p65 фактора транскрипции NF-kappaB, индуктора 

множества клеточных генов, взаимодействует с актин-содержащими структурами. Более того, 

с помощью аффинной хроматографии было продемонстрировано прямое связывание 
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субъединицы р65 с Ф-актином (38). Оказалось, также, что перераспределение RelA / p65 

происходит как при сборке стресс-фибрилл при адгезии клеток к фибронектину, так и при 

разборке стресс-фибрилл в ответ на обработку клеток цитохалазином D. При этом часть пула 

RelA / p65 сохранялась в тесной связи с актиновыми структурами, тогда как другая часть пула 

RelA / p65 одновременно перемещалась в ядро (39-41).  

Специальные исследования, направленные на то, чтобы выяснить, с какими белками 

цитоскелета взаимодействует RelA / p65, показали, что p65-субъединицы NF-kB не только ко-

локализуются в цитоплазме с актин-связывающим белком -актинином-4, но и совместно 

мигрируют в ядро под действием ростовых факторов и цитохалазина Д (42-44). Изоформы 

актинина-4 входят в состав различных ядерных белковых комплексов, которые выполняют 

разные функции. Показано, что количество -актинина-4 в ядерных белковых комплексах, 

cодержащих р65 субъединицу транскрипционного фактора NF-κB, различно при 

распластывании клеток на различных белках внеклеточного матрикса. Изменение содержания 

-актинина-4 коррелирует с уровнем экспрессиии генов-мишеней р65 – BAX и TNC, что 

свидетельствует о возможном участии -актинина-4 в регуляции активности 

транскрипционного фактора NF-κB. Помимо ассоциации с р65 субъединицей NF-κB α-актинин-

4 входит в состав ряда других ядерных комплексов, содержащих около 50 различных белков. 

Идентификация этих белков методом масс-спектрометрии показала, что в их число входят 

белки, регулирующие экспрессию генов на уровнях транскрипции и процессинга мРНК. (45,46). 

Кроме того, было показано, что альфа-актинин-4 усиливает зависимую от RelA / p65 

экспрессию нескольких генов, хотя актин-связывающие домены альфа-актинина-4 не 

являются критическими для транслокации RelA / p65 в ядро и ко-активации RelA / р65-

зависимой транскрипции (47). Эти исследования продолжаются в настоящее время и 

направлены на то, чтобы выявить регуляторную роль цитоскелета в стимуляции NF-kB. 

Необходимость связи между поверхностными рецепторами и актин-связывающими 

белками была также выявлена при кэппинге рецепторов эпидермального фактора роста (EGF-

R) на поверхности клеток А431. Оказалось, что для формирования EGF-R кэпов необходима 

связь рецепторных комплексов с интактным кортикальным актином, который аккумулировался 

под кэпами (48). При этом актин-связывающие белки спектрин, винкулин и аннексин I 

перемещались вместе с EGF-R и концентрировались под плазматической мембраной в 

областях, где происходило образование кэпа. Однако только спектрин был локализован с 
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EGF-R, что свидетельствует об основной роли спектрина как белка, связывающего рецептор с 

микрофиламентами (49). 

Хотелось бы завершить этот краткий обзор научной деятельности Г.П. Пинаева и его 

коллег описанием экспериментов, которые возвращают нас к механизмам сборки актина и ее 

регуляции. Оказалось, что в немышечных клетках тропомиозин, связанный в основном со 

стресс-фибриллами и пучками актиновых филаментов, также присутствует в специфических 

частицах («dots») (50). Стимуляция клеток факторами роста индуцирует быстрый рост 

ламеллоподий и филоподий, связанный с полимеризацией актина, и этот процесс 

сопровождается уменьшением количества частиц, содержащих тропомиозин, что позволяет 

предположить их возможное участие в формировании актиновых филаментов (51, 52). С 

помощью иммунофлуоресцентных методов, электрофореза и Вестерн-блот-анализа 

установлено, что изолированные частицы являются цитоплазматическими белковыми 

комплексами, не связанными с цитоскелетными структурами, в состав которых наряду с 

актином и тропомиозином входит миозин-9 (53). С помощью метода перекрестной 

иммунопреципитации показано, что при воздействии лизофосфатидиловой кислоты (ЛФК), 

вызывающей в клетках активацию сигнального пути RhoА и перестройки актинового 

цитоскелета, происходит быстрая разборка этих комплексов. Кроме того, ЛФК вызывает 

протеолитическую деградацию миозина-9, ассоциированного со структурами актинового 

цитоскелета. Полученные результаты свидетельствуют о том, что мультимолекулярные 

цитоплазматические белковые комплексы, содержащие миозин-9 и тропомиозин, принимают 

участие в регуляции клеточного ответа на стимуляцию ЛФК/ RhoА. Исследования в этом 

направлении также продолжаются. 
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В статье представлена информация о направлении исследований в области 

регенеративной медицины, ведущихся в настоящее время в Институте цитологии РАН: 

разработки биомедицинских клеточных продуктов (БМКП) в области урологии, ортопедии, 

офтальмологии, разработки скаффолдов для клеточных продуктов, технологии производства 

БМКП для клинического применения, а также использование культивируемых клеток для 

тестирования лекарственных средств.  

Ключевые слова: дифференцировка, регенерация, биомедицинский клеточный продукт, 

культивируемые клетки, офтальмология, ортопедия, урология.  

 

29 января 1929 г. родился Георгий Петрович Пинаев - доктор биологических наук, 

профессор, Заслуженный деятель науки РФ. Сейчас ему исполнилось бы 90 лет. Прожил он 

полнокровно и полноценно из этого срока 85 лет, работая практически до последнего дня без 

всяких скидок на возраст, усталость и т.п. Георгий Петрович был из разряда людей, которые 

по своей сути не могли решать только одну конкретную задачу и быть довольным полученным 

результатом. Если перед ним вставала какая-то задача, то он, прежде всего, определял ее 

место в соответствующей системе и, отталкиваясь от этого, решал уже не только эту задачу, 

но и, по возможности, системную проблему, вовлекая в ее решение своих коллег. 

На первых этапах своей научной деятельности Г.П. Пинаев занимался фундаментальными 

проблемами биологической подвижности. Логика дальнейших исследований привела его к 

необходимости использования в работе культивируемых клеток. Интерес к использованию в 

научных исследованиях клеток в культуре в 60-е годы ХХ века в нашей стране возрастал. В то 

время в Институте цитологии АН СССР, сотрудником которого был Георгий Петрович, клетки 

культивировали только в Лаборатории цитологии злокачественного роста, руководимой Ю.М. 

Оленовым. Деятельность Г.П. Пинаева по использованию культивируемых клеток в своих 

собственных исследованиях началась с создания в Институте цитологии в 1976 г. Отдела 
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клеточных культур. Георгий Петрович Пинаев до последнего дня жизни (22 ноября 2013 г.) 

руководил Отделом в течение почти 40 лет. 

В 1978 году были приняты Постановления ЦК КПСС, СМ СССР и АН СССР №662 и 807 о 

создании в стране Всесоюзной коллекции клеточных культур (ВККК). Для осуществления этой 

работы была создана Междуведомственная комиссия под руководством вице-президента АН 

СССР, академика Ю.А. Овчинникова. Руководителем ВККК был назначен Г.П. Пинаев. Эти 

постановления касались не только формального создания ВККК, но и выполнения задач по 

обеспечению страны отечественными приборами, посудой и материалами для 

культивирования клеток и биотехнологических разработок, по созданию отечественного 

интерферона и по ряду разделов научной программы. Большой заслугой Георгия Петровича 

было создание в Институте цитологии на базе ОКК Коллекции культур клеток позвоночных, 

которая была утверждена Центральным банком ВККК. 

Г.П. Пинаев уделял большое внимание системному подходу к проблеме подготовки кадров. 

Именно поэтому в Отделе клеточных культур всегда было достаточно молодежи. Помимо 

организации научных конференций и школ для молодых специалистов, по инициативе Георгия 

Петровича был сформирован курс лекций по биологии клетки в культуре, который вели 

сотрудники института для студентов Факультета медицинской физики и биоинженерии Санкт-

Петербургского государственного политехнического университета им. Петра Великого и 

студентов Биологического факультета Санкт-Петербургского государственного университета. 

До сих пор многочисленные студенты проходят в лабораториях института практику, выполняя 

свои бакалаврские и магистерские дипломные работы. За годы существования Отдела 

клеточных культур по инициативе Г.П. Пинаева был опубликован ряд учебно-методических 

сборников, способствующих теоретической подготовке начинающих ученых. Кроме того, в 

Институте цитологии постоянно проходили стажировку по методам культивирования клеток 

сотрудники учреждений из разных регионов страны и из государств – бывших союзных 

республик СССР (Казахстан, Узбекистан и др.).  

Проблемы биотехнологии и, в частности, клеточных технологий и их применение в 

медицине стали активно развиваться за рубежом в конце 70-х годов ХХ века. В США впервые 

в клинической практике для лечения ожогов были использованы клеточные продукты с 

культивируемыми кератиноцитами (эпидермальными клетками кожи человека) в виде 

многослойного пласта кератиноцитов, выращенного в условиях in vitro. Затем во Франции был 
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разработан дермальный эквивалент с дермальными фибробластами. С конца 80-х годов ХХ 

века началась активная эпоха развития клеточной биологии и биотехнологии и у нас в стране.  

В 1991 году по заданию Главного военно-медицинского управления МО СССР в рамках 

проекта «Биотехнологическое моделирование живой человеческой кожи с целью 

лечения критических и сверхкритических ожогов» была поставлена задача – разработать 

метод лечения ожогов с использованием культивируемых клеток кожи человека. Научно-

исследовательскую работу выполняли сотрудники Института цитологии РАН (в частности, в 

Отделе клеточных культур под руководством Георгия Петровича Пинаева) и сотрудники 

Клиники термических поражений Военно-медицинской академии им. С.М. Кирова МО СССР 

(руководитель Б.С. Вихриев). На первом этапе в работе принимали участие также сотрудники 

Института биологии развития им. Кольцова АН СССР (руководитель – В.В. Терских). Это были 

первые, предпринятые в нашей стране исследования по разработке клеточных продуктов для 

клинического применения.  

Поставленная задача была решена к 2000 г. На начальном этапе работы были освоены 

методы выделения из цельной ткани необходимых клеток; модифицированы, по сравнению с 

зарубежными, способы культивирования выделенных клеток с сохранением их структурной и 

функциональной активности, подобраны соответствующие условия культивирования с учетом 

того, что в стране отсутствовал ряд необходимых материалов и реактивов. В результате были 

разработаны 3 биомедицинских клеточных продукта (БМКП): «Эквивалент дермальный ЭД», 

«Пласт кератиноцитов многослойный – аналог эпидермиса кожи для трансплантации на 

ожоговые поверхности, стерильный, ПКМ-ЭК», «Эквивалент кожи полной, ЭКП». Для этих 

клеточных продуктов сотрудниками Института цитологии был разработан способ 

приготовления особого коллагена - «Коллаген желирующий I типа», поскольку в то время в 

нашей стране не было коллагена необходимого качества. Кроме того, впервые была 

разработана нормативно-технической документации на эти клеточные продукты, т.е. 

составлены «Технические условия». Были выполнены все необходимые испытания первых 

двух вышеупомянутых клеточных продуктов - клинические, технические и токсикологические. 

Клинические испытания проводились в 3-х клиниках: в Военно-медицинской академии МО РФ, 

в ГКВГ им. Н.Н. Бурденко МО РФ и в Институте скорой помощи им. И.И. Джанелидзе. На 

производство и клиническое применение этих БМКП были получены первые в стране 

разрешения: на «Пласт кератиноцитов многослойный» - в 2002 г. от Комитета по новой 
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медицинской технике МЗ РФ, на «Эквивалент дермальный ЭД» - в 2006 г. от 

Росздравнадзора. К настоящему времени при их применении в 17 медицинских учреждениях 

продемонстрирована эффективность восстановления нарушенной кожной поверхности у 

более 500 пациентов при заживлении различный ран: ожогов разной степени, в том числе 

критических и сверхкритических; травм различного происхождения, в том числе, 

огнестрельных ран; язв разной этиологии, в том числе, образовавшихся в результате диабета 

или радиационного облучения; свищей, пролежней и др.   

В Институте цитологии РАН после ухода из жизни Г. П. Пинаева, но уже в составе нового 

инфраструктурного подразделения – Центра клеточных технологий (зав. Н.А. Михайлова), 

продолжают развиваться начатые под руководством Георгия Петровича Пинаева 

исследования по направленной дифференцировке стволовых клеток. В частности, проводятся 

исследования мезенхимальных стволовых клеток костного мозга (МСК), способных к 

дифференцировке в хондрогенном, остеогенном, мышечном и других направлениях, с целью 

разработки на их основе биомедицинских клеточных продуктов, способствующих регенерации 

поврежденных тканей роговицы глаза, органов мочеполовой системы, хрящевой и костной 

тканей. В настоящее время предпринимаются исследования с использованием новых 

молекулярно-генетических методов, способствующих дифференцировке клеток в заданном 

направлении и разработке на их основе клеточных технологий для восстановления 

нарушенных тканей (в частности, роговицы глаза).  

Необходимость достижения максимального функционирования в процессе 

культивирования дифференцированных клеток различных органов и тканей (кожи, кости, 

хряща, уротелия, сердечной мышцы, эндотелия, лимба глаза) и применения их в клинической 

практике для регенерации поврежденных тканей поставила задачу создания комплексных 

продуктов этих клеток на основе биодеградируемых скаффолдов (белки внеклеточного 

матрикса, биодеградируемые полимеры различной природы). Фундаментальные 

исследования роли белков внеклеточного матрикса инициировались Георгием Петровичем 

еще раньше, в период изучения механизмов клеточной подвижности и роли цитоскелета в 

адгезии, миграции, пролиферации и дифференцировке клеток. В Отделе клеточных культур 

специалистами биохимиками были разработаны способы выделения ряда белков 

внеклеточного матрикса - желирующего коллагена I типа, ламинина, фибронектина, 

матригеля. На базе этих белков и некоторых природных полимеров (в частности, 
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полилактидов) разработаны резорбируемые матрицы. Матрицы, заселенные 

культивируемыми клетками, успешно используются в регенеративной медицине. Как показало 

время, подобная комплексность исследований и взаимодействие разных специалистов в 

одной и той же области расширяет возможности достижения эффективных результатов.  

При взаимодействии с рядом учреждений медицинского профиля (Военно-медицинская 

академия им. С.М. Кирова МО РФ, Институт фтизиопульмонологии МЗ РФ, Институт скорой 

помощи им. И.И. Джанелидзе, Госпиталь для ветеранов войн, ФГБУ МНТК «Микрохирургия 

глаза» им. акад. С.Н. Федорова МЗ РФ, Санкт-Петербургский государственный медицинский 

институт им. И.П. Павлова) выполняется ряд экспериментальных исследований в разных 

направлениях функциональной активности клеток, в частности, в процессах 

дифференцировки и трансдифференцировки стволовых клеток разного гистогенеза. 

Полученные результаты расширяют возможности разработки новых БМКП для решения 

проблем регенеративной медицины.   

1. Урология. Показана эффективность использования тканеинженерной конструкции на 

основе скаффолда из смеси полилактида и фиброина шелка, заселенного аллогенными 

мезенхимальными стволовыми клетками (МСК), для восстановления частичного повреждения 

ткани мочевого пузыря (МП) кролика. Продемонстрирована безопасность использования 

клеточной конструкции и ее интеграция с нативной тканью с сохранением емкости МП 

кролика. Участие МСК в восстановлении различных слоев поврежденной ткани МП кролика 

может свидетельствовать об их возможной дифференцировке в клетки мышечного слоя и в 

клетки уротелия. Показано, что после инкубирования клеточной конструкции в течение 3 мес в 

поврежденном участке стенки МП происходит процесс васкуляризации регенерирующей 

ткани. При этом, степень ее васкуляризации становится сопоставимой с таковой в интактной 

ткани МП кролика (1 - 9). 

2. Ортопедия. Продолжены исследования по разработке заселенных мезенхимальными 

стволовыми клетками моделей титановых протезов, предназначенных для протезирования 

нижних конечностей. Выполнены доклинические исследования таких протезов в 

экспериментах на лабораторных животных (mini pigs).   

Давно показано, что имплантаты на основе титана широко используются в 

реконструктивной хирургии и ортопедии, однако применение необработанных имплантатов 

часто приводит к недостаточной остеоинтеграции. Нанесение на поверхность титанового 
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имплантата наноструктурного рельефа способствует формированию нано- и 

микротопографических структур. Показано, что заселение обработанных имплантатов МСК, 

приводит к усиленной дифференцировке клеток в остеогенном направлении. Оценка in vivo 

остеоинтегративных свойств имплантатов демонстрирует прогрессивное новообразование 

кости в зоне контакта костного имплантата и повышенную прочность. Нанесение микро-

/нанотопографических покрытий на поверхность внутрикостных титановых имплантатов может 

быть использовано в трансляционных и клинических исследованиях в ортопедии и 

реконструктивной хирургии (10 - 14). 

3. Офтальмология. Отработаны условия заселения пористой тетрафторэтиленовой 

(ПТФЭ) мембраны дермальными фибробластами. С помощью метода сканирующей 

электронной микроскопии показана способность клеток нормально адгезировать, расти и 

образовывать монослой на таком скаффолде. В экспериментах in vivo на кроликах показана 

возможность восстановления целостности структуры поврежденной ткани глаза в результате 

трансплантации такой мембраны, заселенной клетками, но без восстановления прозрачности. 

Освоен ферментативный способ выделения лимбальных стволовых клеток глаза кролика. 

Подобраны условия культивирования и криосохранения их в атмосфере жидкого азота. 

Отработаны условия: формирования плотного коллагенового скаффолда (концентрация 

коллагена 14 мг/мл), заселения скаффолда выделенными клетками и трансплантации на 

модельную рану роговицы глаза кролика. Гистологический анализ биоптатов регенерирующей 

роговицы показал восстановление роговицы, но пока без достаточной степени ее 

прозрачности.  

Показана возможность применения стволовых клеток лимба и слизистой полости рта для 

терапии дисфункции лимбального эпителия. Источником клеток служили фрагменты лимба 

цельных энуклеированных глаз и биоптаты слизистой оболочки полости рта здоровых 

кроликов породы Шиншилла, а также освоен способ выделения и культивирования стволовых 

клеток ротовой полости человека. Полученные и введѐнные в культуру in vitro популяции 

клеток использовали в качестве клеточного элемента при создании БМКП со скаффолдами на 

основе коллагена I типа и амниотической мембраны (АМ). Созданные тканеинженерные 

конструкции трансплантировали кроликам с моделью лимбальной недостаточности. 

Полученные результаты показали, что примененные в эксперименте методики 

трансплантации разработанных тканеинженерных конструкций с культивируемыми 
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стволовыми клетками как лимба, так и слизистой полости рта, обеспечивают восстановление 

нормального эпителиального покрова роговицы у кролика. 

Проводятся экспериментальные исследования по разработке скаффолдов на основе 

синтетических полимерных материалов, в частности, полилактидов (поликапролактон, 

полилактид-ко- гликолид и полилактид-ко-капролактон), предназначенных для заселения их 

клетками с целью реконструкции роговицы глаза и оценки их биосовместимости в условиях in 

vitro. Результатом должны быть разработки по созданию БМКП. Использование стволовых 

клеток эпителия лимба или слизистой ротовой полости в комплексе с синтетическими 

полимерными скаффолдами откроет новые возможности для регенеративной 

офтальмохирургии по реконструкции тканей глаза (15 - 21).  

4. Хондро-остеогенез. Отработаны методы получения культуры хондрогенных клеток из 

суставного хряща кролика и заселение ими полилактидных матриц. Показано, что наиболее 

оптимальными условиями культивирования этих клеток является предобработка матриц 

ростовой средой и нанесение клеток на матрицу в составе коллагенового геля.  

Исследована способность мультипотентных мезенхимных стромальных клеток костного 

мозга пациента с остеоартрозом к дифференцировке в остеогенном и хондрогенном 

направлениях под воздействием электрического поля электрета. Показано, что в присутствии 

образцов с анодным оксидом в электретном состоянии в МСК костного мозга 

интенсифицируются процессы синтеза белков-маркеров дифференцировки. Проведено 

сравнение воздействия электретов с равномерным и линейным распределением заряда по 

поверхности. В процессе остеогенной дифференцировки МСК значительно усиливали 

экспрессию остеокальцина и коллагена I типа. В ходе хондрогенной дифференцировки 

обнаружено усиление экспрессии аггрекана и коллагена II типа. Эти признаки максимально 

выражены при воздействии на клетки образцов электрета с распределением заряда по 

поверхности, близким к линейному.  

Создание тканеинженерных конструкций имеет большое практическое значение в 

разработке новых методов терапии хряща. Отработана методика получения трехмерных 

полилактидных скаффолдов с порами различного диаметра. Проведен сравнительный анализ 

скаффолдов по следующим признакам: количество жизнеспособных МСК костного мозга в 

процессе культивирования; выработка клетками белков внеклеточного матрикса в процессе 
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хондрогенной дифференцировки. Сделан выбор в пользу скаффолдов с диаметром пор 0.04 – 

0.14 мм для дальнейшего использования в восстановительной терапии хрящевой ткани.  

Экспериментальная разработка биомедицинского клеточного продукта с МСК, 

культивируемыми в коллагеновом геле на скаффолде, приготовленном на основе 

гидрооксиапатита (вариант «Биоситалл») и факторов остеогенной дифференцировки 

показали, что как в условиях in vitro, так и в условиях in vivo, формируются новые элементы 

костной ткани (22 - 30). 

5. Формирование тканеподобных структур in vitro для регенеративной терапии и 

реконструктивной хирургии. Установлено, что для получения трехмерных полилактидных 

матриц с большим размером пор важную роль играют следующие параметры – 

количественное соотношение растворителей (диоксан и вода), присутствие используемых 

модификаторов (коллаген и хитозан), а также процесс замораживания (жидкий азот или лед). 

Структуру матриц и размер пор определяли с помощью метода сканирующей электронной 

микроскопии (31 - 38).  

6. Тестирование лекарственных средств. Разработана тест-система in vitro для оценки 

влияния фармакотерапии на клеточную составляющую тканеинженерных конструкций при 

заместительной офтальмохирургии. Одним из перспективных способов лечения заболеваний 

роговицы, связанных с дисфункцией лимбальных стволовых клеток роговицы, является 

трансплантация стволовых клеток на различных типах скаффолдов, которая всегда 

сопровождается фармакотерапией. Правильный подбор офтальмологических препаратов 

позволит минимизировать риски возникновения побочных эффектов, вызванных 

цитотоксическим действием препарата на клеточную составляющую тканеинженерных 

конструкций. Для оценки токсичности коммерческих препаратов в форме глазных капель, 

относящихся к группам: анестетики, антисептики, антибиотики и глюкокортикостероиды, в 

качестве тест-системы были выбраны лимбальные стволовые клетки (ЛСК). Выявлено, что 

внутри фармакологических групп препараты различаются по степени и характеру токсичности. 

Это позволяет косвенно прогнозировать, что неправильно подобранный препарат или его 

концентрация могут привести к гибели трансплантированных клеток и заметно снизить 

эффективность репаративных процессов (39 - 44). 

7. Использование БМКП в клинической практике. С момента получения разрешений на 

производство и клиническое применение БМКП на основе клеток кожи («Эквивалент 
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дермальный» и «Многослойный пласт кератиноцитов») постоянно поступают запросы из 

медицинских учреждений в соответствии решениями Этических комитетов этих учреждений на 

применение БМКП для заживления серьезных нарушений кожной поверхности, прежде всего, 

в результате ожогов различной степени и трофических язв разной этиологии. Количество 

БМКП, предоставленных в разное время разным клиникам до конца 2018 г. представлено в 

таблице (45 - 47). 

КОЛИЧЕСТВО КЛЕТОЧНЫХ ПРОДУКТОВ, ПРИГОТОВЛЕННЫХ НА 14.11. 2018 г.  

Наименование Количество В каком виде Медицинское учреждение 

Многослойный 
пласт 
кератиноцитов 

2486 см2 Пласт Военно-медицинская академия МО РФ 
(СПб);  
Детский ожоговый центр (СПб);  
Институт скорой помощи  им. И.И. 
Джанелидзе (Региональный ожоговый 
центр, СПб); Больница  Святителя Луки 
(СПб) 

Дермальный 
эквивалент на 
основе 
коллагена 
 

61 272 см2  

 
1951 мл 

 

Плотный гель 
 
Полужидкий 

Медсанчасть в Сосновом бору (СПб); 
Радиационный центр (Обнинск); 
Больница Святителя Луки (СПб); 
Детский ожоговый центр (СПб);  
Больница святого Георгия (СПб); 
Военно-медицинская академия МО 
РФ(СПб); 
Мед. ун-т им. И.П. Павлова (СПб); 
МАПО (СПб); 
ГВК МО РФ им. Н.Н. Бурденко (Москва);  
Институт скорой помощи им. И.И. 
Джанелидзе (СПб); 
Стоматология (СПб);  
Казанский университет; 
Клиника МЧС (С.-Петербург);  
Офтальмология (Больница №2, СПб);  
Госпиталь ветеранов войны (СПб) 
Гор. Больница №9 (СПб) 
Ин-т эксперимент.  медицины(СПб) 

Дермальный 
эквивалента на 
основе 
фибриногена 

70 мл 
160 см2 

Полужидкий  
Плотный гель 

Больница Святителя Луки (СПб) 

Эквивалент 
полной кожи 

290 см2 Дермальный 
эквивалент + 
кератиноциты 

Больница Святителя Луки (СПб) 

Суспензия 
фибробластов 

409х106 
клеток 

В растворе Стоматология (СПб) 
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Раствор 
коллагена + 
компоненты 
для 
желирования  

465 мл Раствор Медицинский радиологический научный 
центр РАМН (Обнинск) 

 

Общее количество переданного в клиники в 2018 г. материала «Эквивалент дермальный 

ЭД» для заживления ожогов, трофических язв разной этиологии, пролежней составило            

2 624 см2. Кроме того, было приготовлено 274 см2 кератиноцитов (для лечения ожогов). С 

помощью применения БМКП для лечения пациентов с критическими и сверхкритическими 

ожогами (65 и 90% повреждения кожной ткани) удалось спасти несколько жизней или 

избежать ампутаций. 

8. Разработана структура формирования банка клеток для медицинского 

применения. Ключевым элементом производства клеточных продуктов является создание 

банков клеток человека, используемых в качестве стандартизированного материала для 

восстановления поврежденных тканей пациентов. Для случаев, когда нельзя использовать 

собственные клетки пациента, создают банки аллогенных клеток (клеток доноров). 

Разработана структура двухуровневого банка для сохранения фибробластов кожи человека. С 

использованием инфраструктуры опытного производства клеточных продуктов, созданного в 

Институте цитологии, отработаны все этапы технологической цепочки по созданию такого 

банка. Банк должен состоять из 2-х разделов – референтный банк, в котором хранятся только 

что выделенные клетки, и рабочий, в котором представлен наработанный массив клеточного 

материала в результате пассирования клеток. С клеточным материалом этой части банка 

выполняются все необходимые контроли, характеризующие свойства клеток. А именно, 

определение наличия/отсутствия различных контаминаций, определение ростовых 

характеристик, наличие характерных поверхностных маркеров и дифференцировочного 

потенциала с целью подтверждения статуса линии мезенхимных стволовых клеток. Для 

характеристики ростовых характеристик определяются: время удвоения, индекс 

пролиферации, эффективность клонирования; также характеризуется фаза репликативного 

старения; проводится кариотипический анализ; определяются поверхностные маркеры с 

помощью метода проточной цитофлуориметрии, иммуннофлуоресцентного анализа, 

экспрессия коллагена I типа; определяется способность к дифференцировке в остеогенном, 

хондрогенном и адипогенном направлениях. Полная характеристика каждой клеточной линии 
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оформляется соответствующими протоколами. Создана необходимая нормативная 

документация – СОПы (стандартные оперативные процедуры). 

В США и ряде европейских государств существуют специальные криобанки клеток 

военнослужащих и людей, работающих в областях, связанных с риском. Подобные криобанки 

и клеточные технологии фактически обеспечивают биобезопасность страны. Таким образом, 

результаты фундаментальных исследований по биологии клетки в культуре создают 

непосредственную возможность для применения их в клинической практике (48). 

9. Инфраструктура для технологического производства БМКП. Следует отметить, что 

ввиду системного видения проблемы, присущего Георгию Петровичу, его беспокоило 

отсутствие в цепочке «разработка биомедицинского клеточного продукта – клиническое его 

применение» среднего звена – «технологическая наработка клеточного продукта». Но закрыть 

этот пробел ему не удалось из-за отсутствия необходимого финансирования. Уже позднее 

Институт цитологии, выиграв по конкурсу РНФ проект №14-50-00068 «Молекулярно-клеточные 

технологии для лечения социально значимых заболеваний», осуществил закрытие этого 

пробела. Инфраструктура организованного в Институте цитологии Центра клеточных 

технологий (руководитель Н.А. Михайлова) позволила создать опытное производство для 

внедрения технологии наработки биомедицинских клеточных продуктов по международным 

стандартам GMP и ГОСТ Р ИСО 14644-4-2002 и в соответствии с ФЗ №180 об обращении 

биомедицинских клеточных продуктов для обеспечения ими медицинских учреждений. Кроме 

того, это позволит производить клеточные продукты для клинических исследований, которые 

являются необходимым этапом, предшествующим регистрации и внедрению. Центр 

клеточных технологий - единственный в структуре РАН - имеет такую площадку. Поэтому 

отработка процедур опытного производства, создание необходимой нормативной 

документации приобретают особую значимость как для внедрения разработок ИНЦ РАН, так и 

разработок, выполненных в других организациях (руководитель М.Г. Хотин). В состав 

опытного производства входят: 

– Комплекс чистых помещений класс D (ISO8). 

– Изоляторные технологии. 

– Автоматизированная роботизированная система для культивирования клеток CompacT 

Select (позволяет стандартизировать процесс культивирование клеток, гарантировать 

отсутствие контаминации и кросс-контаминации, упрощать сертификацию процессов по 
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стандартам GMP и GLP, высвобождать рабочее время квалифицированного персонала, 

одновременно вести до 6 типов культур клеток в культуральных флаконах и планшетах).  

– Автоматическая система розлива по криопробиркам Fill-It TAP - для быстрого 

автоматизированного наполнения криопробирок суспензией клеток для минимизации их 

гибели после добавления криоконсерванта, стандартизации процесса криоконсервации, 

исключения контаминации на стадии заполнения криопробирок. 

– Микроскоп Evos FL Auto - автоматизированная система флуоресцентной визуализации 

клеток.  

– 4D Нуклеофектор Lonza - для проведения высокоэффективной трансфекции первичных 

культур и клеточных линий методом нуклеофекции. 

В 2017 г. заключено Соглашение о научно-техническом сотрудничестве между Институтом 

цитологии РАН, Sartorius Stedim Biotech S.A. и ООО «ОПТЭК» и создании на базе ИНЦ РАН 

Российско-Скандинавского референтного центра по клеточным технологиям (от 18.05.2017). 

Целью Соглашения является установление научно-технического сотрудничества в области 

клеточных технологий, совместной разработки новых методов автоматизированного 

культивирования клеточных культур и создания клеточных продуктов, предназначенных для 

клинического применения, и на их основе тест-систем для тестирования новых лекарственных 

препаратов.  

Таким образом, в цепочке: «разработка биомедицинского клеточного продукта – 

клиническое его применение» появилось среднее звено: «наработка клеточного продукта». В 

результате цепочка замкнулась, пробел был устранен. Дело, начатое Георгием Петровичем 

Пинаевым, продолжается и развивается. В Институте цитологии активно выполняются 

фундаментальные исследования по дифференцировке и функционированию культивируемых 

клеток, а полученные результаты служат основой для разработок на современном уровне 

новых биомедицинских клеточных препаратов, необходимых для клинического применения.  
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