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тканей человека: Вартонова студня пупочного канатика 
двух доноров (MSCWJ-1, MSCWJ-2), пульпы молочного 
зуба ребенка (MSC-DP), ткани десны (MSC-GNG), эпикар-
диальной жировой ткани (ADH-MSC). Цитогенетический 
анализ с  помощью окрашивания хромосом на  G-диски 
выполнен на ранних (6-й, 7-й) и поздних (13-й, MSCWJ-2; 
18-й, MSC-GNG; 25-й, MSC-DP; 28-й, MSCWJ-1) пас-
сажах культивирования клеток за  исключением ли-
нии ADH-MSC, кариотип которой анализировали на  8, 
12  и  16  пассажах. Кариотипировали 100  метафазных 
пластинок каждой линии на каждом пассаже. Сроки ана-
лиза разных линий МСК на  поздних пассажах опреде-
ляли на основании появления признаков старения: сни-
жения пролиферативной активности и  увеличения доли 
клеток с выраженной активностью β-галактозидазы.

Показано, что клеточные линии MSCWJ-1, MSCWJ-2, 
MSC-DP, MSC-GNG сохраняли диплоидное число хромо-
сом, равное 46, в течение всего срока культивирования. 
Только в линии MSC-DP на пассаже 25 в 11% клеток чис-
ло хромосом составляло 45 вследствие образования ди-
центрических хромосом. Доля полиплоидных клеток в по-
пуляции снижалась в процессе культивирования во всех 
клеточных линиях, за исключением MSCWJ-2.

Клональные и  неклональные хромосомные пере-
стройки в  разных клеточных линиях, а  также на  ран-
них и  поздних пассажах культивирования, отличались 
по  типу, частоте встречаемости и  составу вовлеченных 
хромосом. Так, на  ранних пассажах обнаружены следу-
ющие клональные перестройки: транслокация хромо-
сом 1 и 9 в 4% клеток MSCWJ-1, дупликация короткого 
плеча хромосомы 7  в  39% клеток MSCWJ-2, инверсия 
длинного плеча хромосомы 10 в 50% клеток MSC-GNG. 
В клетках MSC-DP выявлены неклональные перестройки 
хромосом X, 3, 5, 6 и 12. На поздних пассажах клональ-
ная перестройка сохранилась только в линии MSC-GNG 
(22% клеток). В  остальных линиях структурные пере-
стройки на поздних пассажах были представлены, в ос-
новном, дицентрическими хромосомами.

Особый интерес представляла клональная эволюция 
кариотипа в линии ADH-MSC. На пассаже 8 нормальный 
диплоидный кариотип обнаружен в 97% клеток, а в 3% 
клеток этой линии была выявлена трисомия по  хромо-
соме 2. К 12 пассажу доля клеток с кариотипом 47, XY, 
+2 достигла 50%, при этом как в клетках с дисомией, так 
и  с  трисомией хромосомы 2  наблюдали неклональные 
изменения хромосом. К  16  пассажу кариотипическая 
гетерогенность нарастала. Нормальный диплоидный 
кариотип обнаружен только в  6% клеток. В  29% кле-
ток единственной аномалией кариотипа была трисомия 
хромосомы 2. В остальных 65% клеток как с дисомией 
(39% клеток), так и с трисомией хромосомы 2 (26% кле-
ток) выявлены клональные и неклональные структурные 
перестройки преимущественно с  вовлечением одного 
из  гомологов хромосомы 21, локус 21р13. Результаты 
анализа линии ADH-MSC свидетельствуют о  необходи-
мости кариотипирования, по  меньшей мере, 100  кле-
ток для выявления потенциально «опасных» перестроек 
хромосом.

Таким образом, хромосомная нестабильность МСК, 
по-видимому, определяется особенностями генома до-
нора и  имеет индивидуальный характер. Появление 
клональных и неклональных перестроек хромосом в из-
ученных линиях МСК не предотвращает репликативного 
старения и гибели клеток.
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Никотинамидадениндинуклеотид (NAD) является ос-
новным коферментом в  окислительно-восстановитель-
ных реакциях центральных метаболических путей. Также 
NAD является субстратом для нескольких семейств регу-
ляторных белков, контролирующих важнейшие механиз-
мы жизнедеятельности клетки. На данный момент неиз-
вестно, каким образом регулируется митохондриальный 
пул NAD, который необходим для осуществления таких 
ключевых метаболических процессов, как цикл трикар-
боновых кислот, окисление жирных кислот и синтез ATP.

В  рамках данного исследования мы  проверяем воз-
можность регуляции митохондриального NAD за  счет 
его расщепления пирофосфатазой NUDT13. К  насто-
ящему моменту функции NUDT13  в  клетках человека 
не установлены.

Прежде всего, нами была подтверждена митохондри-
альная локализация рекомбинантного FLAG-слитого бел-
ка NUDT13 после сверхэкспрессии в клетках человека.

Далее для оценки изменения уровня митохондриаль-
ного NAD мы использовали клеточную модель, которая 
представляет собой сверхэкспрессию каталитического 
домена поли-АДФ-рибозилполимеразы PARP1  в  мито-
хондриальном матриксе (Mito-PARP). В присутствии NAD 
Mito-PARP авто-поли-АДФ-рибозилируется, при этом, 
чем выше концентрация NAD в митохондрии, тем больше 
образуется полимеров АДФ-рибозы (PAR). Уровень PAR 
оценивается методом иммуноблоттинга. Ко-экспрессия 
Mito-PARP с  белком NUDT13  приводит к  значительно-
му снижению уровня PAR в  митохондриальном матрик-
се. Это позволяет предположить, что пирофосфатаза 
NUDT13 может расщеплять NAD и таким образом регу-
лировать уровень данного динуклеотида в митохондрии.

Чтобы подтвердить способность NUDT13  расще-
плять NAD до  мононуклеотидов NMN и  AMP in  vitro, 
мы  оптимизировали метод аффинной очистки данного 
белка, слитого с  6xHis, после сверхэкспрессии в  E. coli. 
В  дальнейшей работе мы  охарактеризуем субстратную 
специфичность пирофосфатазы NUDT13.
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