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Требования,  предъявляемые к линиям 
диплоидных аллогенных клеток,  

предназначенных для регенеративной медицины
О.И. Конюшко, В.Б. Хватов, С.В. Смирнов, В.С. Бочарова

НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского, Москва

Requirements for diploid allogenic cell lines used for regenerative medicine

O.I. Konyushko, B.V. Khvatov, S.V. Smirnov, V.S. Bocharova 
N.V. Sklifosovsky Research Institute of Emergency Care, Moscow

Cell transplantation becomes a mode of correcting the functional failure of organs and tissues in injury and a number of diseases. The paper

considers the issues concerning the biological safety of therapy with differential cells: in vitro cultured fibroblasts. The Russian line M-22

derived from the skin and muscle of diploid human embryonic cells has persisted just for more than 40 years and successfully used to treat

patients with severe burns. 

Key words: stem cell transplantation, biological safety, diploid cell line.

иммунокомплексного патологического процесса [20]. Под-

тверждением продолжающегося иммунопатологического

процесса служило нарушение функции трансплантата у па-

циентов 3-й группы, что проявлялось в значительном уве-

личении содержания билирубина и ферментов печени.

При монокомпонентной терапии циклоспорином

А наблюдали побочные эффекты, проявляющиеся АГ, неф-

ропатией; при применении такролимуса у больных отмеча-

лась тенденция к гипергликемии, однако эти данные по

группам иммуносупрессии были недостоверны. Монотера-

пия CNI не приводила к увеличению частоты острых и хро-

нических кризов отторжения.

Представленные результаты клинических, биохими-

ческих и иммунологических исследований пациентов,

получавших монотерапию CNI после ОТП, подтвердили

эффективность и достаточность монокомпонентной им-

муносупрессии кальциневриновыми препаратами у этой

категории пациентов. Результаты обследования больных

3-й группы выявляют у них зависимость проводимой им-

муносупрессивной терапии от этиологического фактора

развития цирроза печени, что может служить основанием

для дифференцированного подхода к снижению прово-

димой иммуносупрессивной терапии в отдаленные сроки

после ОТП.
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Конец ХХ в. ознаменовался рядом крупнейших дости-

жений молекулярной и клеточной биологии, создавших ос-

нову для становления клеточных технологий, выделивших-

ся в самостоятельное направление — регенеративную меди-

цину [1]. Метод клеточной трансплантации рассматривает-

ся как способ коррекции функциональной несостоятельно-

сти органов и тканей при травме и ряде заболеваний. Такие

повсеместно используемые медицинские манипуляции,

как переливание крови и ее форменных элементов, а также

трансплантация костного мозга, бесспорно, относятся

к методам клеточной терапии. В настоящее время замести-

тельная клеточная терапия представляется самостоятель-

ным клиническим направлением, основанным на введении

в организм пациента живых аутологичных, аллогенных

и ксеногенных клеток для направленного терапевтического

воздействия на организм с целью восстановления или заме-

ны утраченной функции органа или ткани [2]. Стремитель-

ное развитие методов и совершенствование технологий

длительного культивирования диплоидных клеток млеко-

питающих послужили основой для реализации теоретиче-

ских представлений об использовании искусственно раз-

множенных клеток с терапевтическими целями. 

Восстановление поврежденных тканей происходит за

счет стволовых клеток. Показана высокая эффективность

трансплантации мезенхимальных стволовых клеток кост-

ного мозга в клинической практике [3, 4]. Для стимуляции

заживления ран дифференцированные клетки используют

локально [2, 5]. Однако в нашей стране отсутствует законо-

дательная база применения стволовых клеток, что сущест-

венно ограничивает их широкое клиническое использова-

ние. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) пред-

лагает странам самостоятельно формировать собственную

законодательную базу по этой проблеме. В 2009 г., после

широкого обсуждения, опубликовано «Руководство для пе-

редачи в клинику стволовых клеток» (Guidelines for the clin-

ical transplantation of stem cell research), представляющее

мнение группы экспертов Международного общества ство-

ловых клеток (ISSCR) из 13 стран. Согласно основным ре-

комендациям необходимы проведение независимого науч-

ного и этического контроля на каждом этапе изучения кле-

точных материалов, индивидуальной экспертизы особен-

ностей стволовых клеток, оценки возможных рисков в ре-

зультате применения клеточных продуктов с измененными

функциями, проведение in vitro и in vivo доклинических ис-

следований, клинических исследований, тщательный мо-

ниторинг и обеспечение своевременной информацией о ре-

зультатах исследований. Проведение доклинических испы-

таний необходимо для доказательства безопасности клеточ-

ного материала и постоянства терапевтического действия.

Клинические испытания должны проводиться с тем же са-

мым клеточным материалом и по тому же направлению ис-

следований, что и доклинические. Проведение клиниче-

ских испытаний возможно только при добровольном ин-

формированном согласии пациента.

Определенная регламентация деятельности в области

клеточных технологий закреплена в законах РФ «Об охране

здоровья населения Российской Федерации», «О транс-

плантации органов и тканей человека», во «Временной ин-

струкции о порядке исследований в области клеточных тех-

нологий и их использования в учреждениях здравоохране-

ния» от 18.04.2002 г., в Приказе МЗ РФ № 325 от

25.07.2003 г. «О развитии клеточных технологий в Россий-

ской Федерации». Федеральная служба по надзору в сфере

здравоохранения и социального развития принимает к ре-

гистрации только технологии применения клеточного ма-

териала для лечения конкретных заболеваний, но не прово-

дит сертификацию конкретных клеточных линий, предла-

гаемых для клинического применения.

Настоящее сообщение посвящено анализу и предложе-

ниям по системному контролю обеспечения безопасности

клинического применения линий диплоидных аллогенных

фибробластов. 

К линиям диплоидных клеток (ЛДК) отнесены клеточ-

ные линии с морфологически однородной популяцией кле-

ток (стабилизированной в процессе культивирования in

vitro), имеющие ограниченный срок жизни с тремя фазами

развития (становление, активный рост и старение), сохра-

няющие в процессе пассирования кариотип, свойственный

исходной ткани, свободные от контаминантов и не облада-

ющие туморогенной активностью при трансплантации им-

мунодепрессированным животным [6].

Изначально эти клеточные системы создавались для

обеспечения производства медицинских вакцин, требовав-

шего большого количества стандартного и безопасного суб-

страта для размножения вакцинных штаммов вирусов. Раз-

рабатывалась и постоянно совершенствовалась система

контроля безопасности ЛДК, подробно изложенная в доку-

ментах ВОЗ [7]. В РФ существует регламент, определяющий

требования к качеству клеточного материала, предназна-

ченного для использования в производстве медицинских

иммунобиологических препаратов — МИБП, и после необ-

ходимых дополнений он может быть принят как система

контроля и аттестации линий диплоидных аллогенных фи-

бробластов, которые могут применяться в клинике [8].

Приготовление клеточного материала для медицинского

использования — сложный, многоступенчатый процесс,

включающий в себя ряд манипуляций: выделение, сортиров-

ку, культивирование, консервирование и подготовку к транс-

плантации, которые в разной степени оказывают влияние на

биологические свойства клеток [1, 9, 10]. Требования к усло-

виям подготовки клеточных препаратов в целом должны со-

ответствовать стандартам GMP (Good Manufacturing

Practice) — системе норм, правил и указаний в отношении

производства, позволяющей гарантировать получение стан-

дартного и безопасного клеточного материала при работе

с любыми типами клеток. Стандарт GMP отражает целост-

ный подход, регулирует и оценивает именно параметры про-

изводства и лабораторной проверки. Все работы, связанные

с получением и применением клеток в клинике, должны вы-

полняться только организациями, располагающими специа-

лизированными производственными помещениями, осна-

щенными современным оборудованием для выполнения ра-

бот по культивированию клеток и имеющими подготовлен-

ные квалифицированные кадры, т.е. способными обеспечить

работу в соответствии со стандартами GMP.

В соответствии с Методическими указаниями аттеста-

ции перевиваемых клеточных линий — субстратов произ-

водства и контроля МИБП [11] — система аттестации

включает контроль инфекционной безопасности доноров

ткани, собственно ткани и клеточного материала, получен-

ного из этой ткани, изучение культуральных, биологиче-

ских и цитогенетических свойств линии клеток; контроль,

касающийся внутривидовой и межвидовой контаминации

клеток в целях ее исключения, и контроль онкогенности.
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Основные положения системы аттестации 
перевиваемых клеточных линий
1. Контроль инфекционной безопасности доноров ткани

и клеточного материала — общее положение, касающееся

всех типов клеток и тканей. Его необходимо проводить на

всех этапах подготовки клеточного материала для выявле-

ния возможных контаминантов. Контроль инфекционной

безопасности первичного клеточного материала следует на-

чинать на этапе забора тканей, который должен выполнять-

ся в стерильных условиях. Инфекционная безопасность ис-

ходного материала — наиболее проработанная тема, отра-

женная в законодательстве РФ. Требования по обеспече-

нию инфекционной безопасности суммированы коллекти-

вом автором под руководством К.Н. Ярыгина [12, 13] и за-

ключаются в следующем:

— биопсийный материал и сыворотка крови донора

должны быть обследованы микробиологическими методами

на бактерии и грибы, методами иммуноферментного анали-

за и полимеразной цепной реакции (ПЦР) на отсутствие

ДНК- и РНК-содержащих вирусов, хламидий, токсо- и ми-

коплазм, даже если в последующем предполагается исполь-

зование клеток для самого донора (в связи с необходимо-

стью обеспечить инфекционную безопасность банка) [14];

— культуры клеток подвергаются анализу методом

ПЦР для выявления провирусной ДНК и вирусной РНК

ВИЧ-1 и ВИЧ-2, РНК вируса гепатита С, ДНК вируса гепа-

тита В, ДНК вирусов простого герпеса 1-го и 2-го типов,

ДНК цитомегаловируса, ДНК вируса Эпштейна — Барр,

ДНК микоплазмы, ДНК токсоплазмы [12, 13]; 

— при использовании абортного или послеродового

материала необходимо проводить тестирование в целях вы-

явления возбудителя урогенитальных инфекций, при ис-

пользовании кожи — на наличие папилломавирусов 6-го

и 11-го типов [13].

2. Обследование ЛДК на онкогенность проводят перито-

неальным введением тестируемой клеточной суспензии им-

мунодепрессированным животным. Выявление ретровиру-

сов, способных вызывать образование опухолей, проводят

путем определения в клетках активности обратной транс-

криптазы [15, 16].

3. Кариологический анализ культивируемых клеток.
В процессе культивирования in vitro возможно появление

клеток с измененными генетическими характеристиками,

способных к неограниченному размножению и образованию

опухолей [10, 17, 18]. В связи с этим проводят кариотипиро-

вание клеток на каждом 10-м пассаже при изучении жизнен-

ного цикла диплоидной линии, анализируя по 1000 метафаз-

ных пластинок. Это тестирование приобретает особое значе-

ние при искусственном размножении аутологичных клеток

in vitro. Форсированное размножение мезенхимальных кле-

ток костного мозга приводит к появлению хромосомных

аномалий уже на 6—10-м пассажах [3, 10]. В связи с этим ка-

риологическое тестирование нелинейных клеток необходи-

мо проводить перед их непосредственным применением

в клинике. В отличие от клеток костного мозга линии дипло-

идных фибробластов обладают исключительно стабильным

кариотипом в фазе активного роста. Накопление хромосом-

ных аномалий наблюдается только в фазе старения. Поэтому

проведение трудоемкого кариологического анализа клеточ-

ной линии и банков посевных и рабочих клеток оправдыва-

ется возможностью работать в течение многих лет с клетка-

ми, сохраняющими нормальный кариотип донора.

4. Контроль видоспецифичности. Для клеток, длительно

культивируемых in vitro, возможна контаминация другими

клетками. Для выявления межвидовой контаминации прово-

дят определение электрофоретической подвижности в поли-

акриламидном геле изоэнзимов глюкозо-6-фосфатдегидроге-

назы и лактатдегидрогеназы. Межвидовая контаминация

также может быть обнаружена при кариологическом анализе.

Для первичных клеток проведение этих методов контроля не

требуется. Для определения внутривидовой контаминации

применяется HLA-генотипирование клеток. Такую индиви-

дуальную идентификацию материала желательно проводить

и при обследовании первичного клеточного материала. 

5. Криоконсервирование клеточного материала [5, 19].

Процедура криоконсервирования должна выполняться толь-

ко с использованием программируемого замораживания.

Программа замораживания подбирается для каждого типа

клеток индивидуально на основе оценки их жизнеспособно-

сти после реконсервации. Протокол программного криоза-

мораживания составляет неотъемлемую часть паспорта кле-

точного материала, используемого в клинике. Для успешно-

го криоконсервирования необходим подбор криопротекто-

ра, состава криозащитной среды, концентрации клеточного

материала, режимов замораживания (программируемое за-

мораживание с обязательным протоколом проведения про-

цедуры для архивного хранения) и реконсервации.

Особенностью ЛДК является возможность их длительно-

го хранения (более 30 лет — срок наблюдения) в жидком азоте

(при температуре -196°С). Однако для использования клеток

в клинике после такого длительного хранения банк посевных

клеток необходимо повторно проверить на онкогенность.

6. Паспортизация клеточного материала линии дипло-

идных фибробластов [8, 15, 16].

По результатам проведенных исследований свойств

клеточного материала и его безопасности составляется пас-

порт — документ, отражающий его качество и биологиче-

скую безопасность. Для линий диплоидных фибробластов

предложена стандартная форма паспорта [8].

В дополнение к этому паспорту для ЛДК, применяемых

в клинике, определение HLA-фенотипа клеток позволило

бы выявить возможную внутривидовую контаминацию

клеток и четко контролировать использование клеточного

материала.

В клинике перед использованием с клетками проводят

ряд манипуляций, в результате которых получают клеточ-

ный продукт, пригодный для трансплантации. Его характе-

ристики также должны быть отражены в паспорте клеточно-

го продукта. Предложенный паспорт клеточных продуктов

мезенхимального происхождения [12], в частности мезенхи-

мальных клеток из пуповины человека, включает следую-

щие данные: название и происхождение клеток; маркировка

образца; сведения о доноре; количество живых клеток;

внешний вид (цвет, консистенция), стерильность, величина

рН, концентрация клеток и объем образца; время выдачи,

срок годности, условия хранения; результаты тестирования

образца на отсутствие инфекционных агентов, общих для

всех типов клеток и специфических для данного типа.

7. Создание и аттестация банка клеток [16, 19]. Повсед-

невные потребности клиники могут быть обеспечены толь-

ко клеточным банком, содержащим стандартный, всесто-

ронне обследованный клеточный материал, находящийся

в условиях, способных обеспечить его длительное хранение

без изменения свойств. Клеточные линии должны быть ли-
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Л И Т Е Р А Т У Р А

цензированы соответствующей национальной контролиру-

ющей организацией.

Для сохранения генетических характеристик коллекци-

онных клеток необходимо строгое соблюдение режима кри-

оконсервации, возможное лишь при автоматическом про-

граммном замораживании.

Банк линии клеток содержит запас однородного мате-

риала, полученного от одного донора. Для линий диплоид-

ных фибробластов необходимо иметь аттестованные банки

посевных и рабочих клеток. Посевной и рабочие банки

ЛДК обязательно должны быть лицензированы ГНИИСК

МИБП им. Л.А. Тарасевича. При аттестации банка клеток

приводят данные о количестве заложенных в нем единиц

хранения (суммарное количество клеток).

Стандартная единица хранения — аликвота (криопро-

бирка), содержащая одинаковое количество клеток.

Банк посевных ЛДК — одновременно замороженное

максимальное, не менее 200, число криопробирок, содер-

жащих одинаковое количество (6—8 млн) клеток ранних

пассажей (с 12-го по 16-й). В дальнейшем при необходимо-

сти из каждой криопробирки банка посевных клеток может

быть приготовлен один банк рабочих клеток.

Банк рабочих ЛДК состоит из аликвот клеточной сус-

пензии. Для его приготовления используют клетки 20—25

пассажей, находящиеся в фазе активного роста.

В маркировке криопробирок указывают название ли-

нии, номер пассажа, количество клеток в криопробирке,

дату замораживания.

Протоколы программируемого замораживания форми-

руют архив криобанка.

ЛДК кожи и мышц эмбриона человека М-22
ЛДК кожи и мышц эмбриона человека М-22 была устано-

влена более 40 лет назад. Она прошла все виды контроля на

безопасность, рекомендуемые национальным и международ-

ным контрольными органами, и была лицензирована

ГНИИСК МИБП им. Л.А. Тарасевича в качестве субстрата для

производства любых видов медицинских вакцин. На уровне

9-го пассажа был заложен банк посевных клеток, который хра-

нится в жидком азоте более 30 лет. Проведено изучение сохра-

нения клетками морфологических, биологических, цитогене-

тических свойств и чувствительности к вирусам после длитель-

ного пребывания при сверхнизкой температуре. Показано, что

при восстановлении клетки банка сохраняли высокую жизне-

способность, достигавшую 75±5%. При пассировании дважды

в неделю с коэффициентом рассева 1:2 — 1:3 монослой форми-

ровался каждые 3—4 сут. Он состоял из фибробластоподобных

клеток, образующих характерный рисунок в виде потоков.

Дополнительно к системе аттестации, применяемой для

ЛДК — субстратов для производства МИБП, для линии М-22

было проведено HLA-генотипирование класса I и II методом

PSR-SSP (HLA-A*24,31; HLA-B*35,40; HLA-Cw*04,03; HLA-

DRB1*01,12; HLA-DRB3*; HLA-DQB1*05,03), дающее воз-

можность ее индивидуальной идентификации.

Клетки были применены для лечения ожогов II—IIIа

степени у 130 пациентов. При этом применяли биологиче-

ские повязки с аллогенными фибробластами линии М-22

в активной фазе роста (12—20-й пассаж). Независимо от

уровня пассажа клеток клинические результаты примене-

ния были равнозначными [17]. 

Таким образом, предлагаемая система аттестации

ЛДК — субстратов для производства МИБП в основном

может быть применена для аттестации линий диплоидных

фибробластов, предназначенных для трансплантации.

Банк криоконсервированных стандартных ЛДК позво-

ляет на протяжении длительного времени в любой момент

располагать стандартными, биологически безопасными

и доступными клетками, которые могут быть предоставле-

ны в необходимом количестве по запросу клиники.

Применение клеточного материала для клинических

целей надо вводить с разумной осторожностью для исклю-

чения возможных рисков. Это позволит приблизиться

к формированию нормативной базы, регламентирующей

клиническое применение клеточных культур, и практиче-

ски расширить возможности клеточной терапии.


