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На каждый разработанный биомедицинский клеточный продукт (БМКП), прошедший доклинические ис-
следования, производитель (разработчик) составляет спецификацию, которая входит в состав регистра-
ционного досье при подаче заявления на государственную регистрацию БМКП. В соответствии с Прика-
зом Министерства здравоохранения Российской Федерации от 19 января 2017 г. № 14н «Об утверждении 
формы спецификации на биомедицинский клеточный продукт» спецификация должна содержать сведения 
об идентичности (подлинности) клеточной линии, входящей в состав БМКП, которая включает: морфологи-
ческие характеристики, экспрессию специфических маркеров, экспрессию специфических генов, экспрес-
сию специфических белков, а также маркеры стабильности клеточной линии. В Российской Федерации на 
сегодняшний день отсутствует практический опыт проведения экспертизы качества БМКП. Цель работы: 
обоснование методических подходов к определению идентичности (подлинности) клеточных линий, входя-
щих в состав БМКП, в рамках экспертизы качества на модельной клеточной линии DF-2 при использовании 
методов, позволяющих характеризовать морфологический, генетический, иммунофенотипический и цито-
генетический профиль клеточной линии. Материалы и методы: объектом исследования была клеточная 
линия DF-2 — дермальные фибробласты человека (мезенхимные стволовые клетки) — получена из Ин-
ститута цитологии РАН (Санкт-Петербург). В работе использовали следующие методы анализа: морфо-
логический анализ; метод проточной цитометрии для иммунофенотипирования модельной клеточной ли-
нии DF-2; метод коротких тандемных повторов для построения аллельного профиля модельной клеточной 
линии; цитогенетическое исследование — DAPI-дифференциальное окрашивание метафазных хромосом. 
Результаты: в статье представлены методические подходы к определению подлинности препаратов, со-
держащих жизнеспособные клетки человека (аналогов БМКП), используемые в мировой практике, а также 
представлены результаты экспериментального определения показателя «Идентичность (подлинность)» на 
модельной клеточной линии. Выводы: методы оценки подлинности БМКП должны гарантировать одно-
значную идентификацию клеточной линии в соответствии с представленной спецификацией. В результате 
проведенных исследований отработана процедура экспертной оценки идентичности (подлинности) модель-
ной клеточной линии. 
Ключевые слова: биомедицинский клеточный продукт; идентичность (подлинность); экспертиза каче-
ства; клеточная линия
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The manufacturer (developer) has to prepare a specification for each newly developed biomedical cell product 
(BCP) that has passed the stage of preclinical studies. The specification is included into the registration dossier 
when applying for marketing authorisation of a BCP. In accordance with the Order of the Ministry of Health of the 
Russian Federation No. 14n of 19 January 2017 «On approval of the specification format for a biomedical cell 
product» the specification should contain information about authenticity of the cell line used in the BCP, namely: 
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morphological characteristics, expression of specific markers, expression of specific genes, expression of specific 
proteins, as well as markers of cell line stability. At present Russia has no practical experience in BCP quality 
evaluation. The aim of the study was to substantiate methodological approaches to authentication of cell lines 
used in BCPs as illustrated by quality evaluation of the DF-2 model cell line using test methods that allow for char-
acterisation of the morphological, genetic, immunophenotypic, and cytogenetic profile of the cell line. Materials 
and methods: the study analysed the DF-2 cell line — human dermal fibroblasts (mesenchymal stem cells) ob-
tained from the Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences (St. Petersburg). The following analytical 
test methods were used in the study: morphological analysis; flow cytometry for immunophenotyping of the DF-2 
model cell line; short tandem repeats for creating an allelic profile of the model cell line; cytogenetic analysis — dif-
ferential DAPI staining of metaphase chromosomes. Results: the paper summarises methodological approaches 
to identification testing of medicines containing living human cells (BCP analogues) currently used in international 
practice, and presents the results of authentication of the model cell line. Conclusions: methods used for BCP 
identification testing should ensure unambiguous authentication of the cell line according to its specification. The 
study performed helped to work out the procedure of authentication of a model cell line.
Key words: biomedical cell product; identification; authentication; quality evaluation; cell line
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Одним из критических показателей качества препаратов 
для медицинского применения является подлинность, опреде-
ляющая соответствие формулы, состава, химической и биоло-
гической структуры препарата, предназначенного для примене-
ния в клинической практике, препарату, для которого доказана 
эффективность и безопасность в ходе проведения доклини-
ческих и клинических исследований. Учитывая сложность со-
става биомедицинских клеточных продуктов (БМКП) — нали-
чие жизнеспособных клеток, которые могут при введении их 
реципиенту не только вызвать не требуемое вмешательство 
в систему его гомеостаза с развитием нежелательных реакций, 
но и создавать реальную угрозу здоровью человека иницииро-
ванием опухолевого процесса — идентичность (подлинность) 
клеточного компонента БМКП играет важную роль в обеспече-
нии гарантий применения безопасного препарата. 

В Российской Федерации на сегодняшний день отсутствует 
опыт проведения экспертизы качества БМКП, однако мировой 
опыт оценки подлинности клеточных линий, входящих в состав 
препаратов клеточной терапии (аналогов БМКП), представлен 
достаточно широко. В настоящее время необходимо выделить 
следующие основные принципы определения подлинности 
клеточных линий (КЛ), принятые на мировом уровне.

В соответствии с монографией <1046> USP 41–NF 361 
одним из трендов определения подлинности (аутентифика-
ции — выявления принадлежности конкретной клеточной 
линии конкретному человеку) клеточных линий, получивших 
распространение в последнее время, является использование 
технологии ДНК-фингерпринтинга, например анализа корот-
ких тандемных повторов (short tandem repeat, STR), результаты 
которого должны содержаться в спецификации на готовый 
продукт на основе клеток и тканей человека. 

Рабочей группой по биологическим лекарственным пре-
паратам Европейского агентства по лекарственным средствам 

было обращено внимание, что «на сегодняшний день исполь-
зование проточной цитометрии считается недостаточным для 
доказательства подлинности препарата для клеточной тера-
пии»2. Например, могут быть использованы методы построе-
ния генного профиля, анализ экспрессии микро-РНК, которые 
контролируют экспрессию целых классов генов, анализ эпи-
генетического профиля, изучающего степень метилирования 
генных промоторов, методы ДНК-фингерпринтинга.

Согласно рекомендациям American Type Culture Collec-
tion Standards Development Organization Workgroup ASN-0002 
(2010), American National Standardization Institute (2012)3, эта-
лоном анализа подлинности (аутентификации) КЛ является 
STR-анализ наряду с исследованием кариотипа. Ведущие ми-
ровые коллекции в спецификациях на КЛ человека указывают 
характеристику кариотипа и STR-профиль [1].

В соответствии с рекомендациями ВОЗ (WHO/BS/10.2132)4 
и ICH Q5D5, при характеризации клеточных банков необходи-
мо подтверждать подлинность и генетическую стабильность 
КЛ (диплоидных, в том числе стволовых клеток) следующи-
ми методами: методы анализа профиля ДНК STR, SNP (Single 
nucleotide polymorphism) и др.; методы, основанные на HLA-
типировании (Human leucocyte antigens, HLA); изоферментный 
анализ; цитогенетические методы.

На каждый разработанный БМКП, прошедший доклини-
ческое исследование, разработчиком или производителем 
БМКП составляется спецификация, представляющая собой 
документ, содержащий сведения о его типе (аутологичный, 
аллогенный, комбинированный), качественном и количествен-
ном составе, биологических и иных характеристиках клеточ-
ной линии (клеточных линий) и БМКП. Форма спецификации 
утверждена Приказом Министерства здравоохранения РФ от 
19 января 2017 г. № 14н «Об утверждении формы специфика-
ции на биомедицинский клеточный продукт». В соответствии  

1 USP 41–NF 36 <1046> Cellular and tissue-based products.
2 SME Workshop on CMC of Biological Medicinal Products. EMA London 14–16.04.2015. CMC ISSUES for Cell Based ATMP. 

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Presentation/2015/05/WC500187353.pdf
3 American Type Culture Collection Standards Development Organization Workgroup ASN-0002. Cell line misidentification: the beginning of the end. 

Nat Rev Cancer. 2010;10(6):441–8. https://doi.org/10.1038/nrc2852
4 Expert committee on biological standardization. Recommendations for the evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture of 

biological medicinal products and for the characterization of cell banks (WHO/BS/10.2132). WHO; 2010. 
https://www.who.int/biologicals/BS2132_CS_Recommendations_CLEAN_19_July_2010.pdf

5 ICH Topic Q 5 D Quality of Biotechnological Products: Derivation and Characterisation of Cell Substrates Used for Production of Biotechnological/
Biological Products (CPMP/ICH/294/95). EMEA; 1998. https://www.ema.europa.eu/documents/scientific-guideline/ich-q-5-d-derivation-characterisation-
cell-substrates-used-production-biotechnological/biological-products-step-5_en.pdf
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со спецификацией определение «Идентичность (подлин-
ность)» КЛ, входящей в состав БМКП, включает:

- морфологические характеристики (форма, размер, сте-
пень гетерогенности, особенности роста клеток и др.);

- экспрессию специфических маркеров (поверхностные 
маркеры: CD+, CD–);

- экспрессию специфических генов (при генетической мо-
дификации или дифференцировке; например для генетически 
модифицированных клеток должны быть указаны использо-
ванные генетические конструкции, особенности их состава, 
методы оценки стабильности, описание целевого гена, ответ-
ственного за терапевтический эффект);

- экспрессию специфических белков — собственные спец-
ифические белки или целевые белки, экспрессия которых об-
условлена модификацией, связанной с терапевтическим дей-
ствием БМКП (в том числе их количественное определение);

- маркеры стабильности клеточной линии (формула кари-
отипа, наличие структурных и численных хромосомных анома-
лий; «ДНК-отпечаток» КЛ: STR-профиль или однонуклеотид-
ный полиморфизм (SNP-профиль КЛ). В данном случае под 
стабильностью КЛ подразумевается не классическое понятие 
стабильной (перевиваемой) КЛ, принятое в вирусологии, или 
стабильная экспрессия генно-инженерной конструкции, приня-
тая в молекулярной биологии, а генетическая стабильность КЛ. 

Таким образом, определение показателя «Идентичность 
(подлинность)» клеточного компонента зависит от происхожде-
ния КЛ и наличия модификации, при этом должен быть охарак-
теризован фенотипический и генотипический профиль клеток.

Кроме того, при обосновании стратегии контроля качества 
и состава спецификации необходимо учитывать сложность 

стандартизации клеточного компонента БМКП (учитывая вари-
абельность донорского материала) и отсутствие соответству-
ющих референс-препаратов, поэтому спецификация должна 
содержать диапазон приемлемых значений подлинности КЛ, 
входящей в состав БМКП.

Целью данной работы является обоснование методических 
подходов к определению идентичности (подлинности) клеточ-
ных линий, входящих в состав БМКП, в рамках экспертизы ка-
чества на примере клеточной линии DF-2 при использовании 
методов, позволяющих характеризовать морфологический, 
генетический, иммунофенотипический и цитогенетический 
профиль КЛ.

В настоящее время в России отсутствуют зарегистрирован-
ные БМКП, а также БМКП, представленные на государственную 
регистрацию. Учитывая данный факт, для отработки методов 
оценки идентичности (подлинности) КЛ в рамках экспертизы 
качества БМКП была выбрана модельная КЛ DF-2, которая 
может представлять собой БМКП или входить в состав БМКП. 
Более того, к настоящему времени известны примеры успеш-
ного использования подобного типа КЛ в клинической практи-
ке [2–6], в том числе в рамках новых медицинских технологий 
(рис. 1) [2, 7, 8].

Материалы и методы

Материалы

Клеточная линия DF-2 — дермальные фибробласты че-
ловека (мезенхимные стволовые клетки) из кожи век 45-лет-
него донора — получена из Института цитологии РАН (Санкт-
Петербург)6 на 8-м пассаже. КЛ имеет нормальный кариотип; 

6 Российская коллекция клеточных культур позвоночных (РККК П). Институт цитологии РАН. http://www.cytspb.rssi.ru/rkkk/katalog_rccc_v_2018_rus.pdf

Рис. 1. Пример использования дермальных фибробластов в клинической практике [2, 7, 8].
Fig. 1. An example of using dermal fibroblasts in clinical practice [2, 7, 8].

 
 
 
 

Дермальные фибробласты человека в составе медицинского изделия  
«Эквивалент дермальный, ЭД»  

Разработчик: Институт цитологии РАН (Санкт-Петербург)  

Первое изделие медицинского назначения, в котором использовались клетки кожи  
человека (было получено регистрационное удостоверение, срок действия которого истек)  

 Предназначено для лечения термических поражений,  
трофических язв и ран другой этиологии  

 
ЭД — гель из белков внеклеточного матрикса (коллагена I типа либо фибриногена)     

с дермальными фибробластами человека, заключенными внутри геля  
 

В процессе применения в клинической практике к 2012 г. было вылечено более  
450 пациентов с разнообразными повреждениями кожного покрова и другими ранами  

ЭД на основе коллагена (плотный и полужидкий) 
обеспечивает эффективное заживление всех типов 
ран. Плотный накладывается на неадгезивную повяз-
ку и переносится на раневую поверхность. Полужид-
кий вариант ЭД можно наносить на раневую 
поверхность из медицинского шприца без иглы

ЭД на основе фибриногена (менее плотный 
чем на основе коллагена) — для заживления 
неглубоких ран. У пациентов с аллергией 
коллаген может вызывать негативную 
реакцию, и в этих случаях целесообразнее 
применять ЭД на основе фибрина
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свободна от бактерий, микоплазм, грибов; экспрессирует по-
верхностные антигены, характерные для мезенхимных ство-
ловых клеток (МСК): CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-ABC; 
отсутствует экспрессия антигенов: CD34, CD45 и HLA-DR; КЛ 
способна к направленной дифференцировке в адипогенном, 
остеогенном и хондрогенном направлениях. Подробные ха-
рактеристики и работа с КЛ описаны в работе Т.А. Крыловой 
с соавт. [9]. 

Методы

1. Оценку подлинности модельной КЛ проводили на 12-м 
пассаже. Однако необходимо обратить внимание, что при про-
ведении экспертизы качества должны быть определены пока-
затели качества КЛ, входящей в состав БМКП, на том пассаже, 
который используется для его производства.

2. Культивирование КЛ DF-2 осуществляли на среде 
DMEM/F-12 с HEPES (Gibco, кат. № 31330-038) с содержанием 
10 % FBS (HyClone, кат. № SH30070.03), в условиях 5,0 % СО2 
при 37 °С и влажности 90 % в течение 21 сут (на протяжении 
4 пассажей). Плотность посева составляла 20·103 клеток/см2. 
Среднее время удвоения популяции составило 44,9 ± 5,2 ч. 
Жизнеспособность — 99 %.

3. Морфологическое исследование клеток проводили при 
окрашивании клеточных препаратов по стандартной методике 
красителем Азур-эозином (арт. 12000101, ООО «МиниМед», 
Россия) по Романовскому–Гимзе. Окрашенные препараты про-
сматривали в световом микроскопе MICROS (Австрия) (при 
увеличении ×40, ×100, ×1000). Фотографирование клеток осу-
ществляли встроенной цветной цифровой камерой высокого 
разрешения САМ V400/1.3M.

4. Определение иммунофенотипа КЛ проводили ме-
тодом проточной цитометрии с использованием прибора 
NovoСyte 3000 (ACEA, Biosciences, Inc., США) по стандартно-
му протоколу. Применяли моноклональные антитела (Sony 
Biotechnology, США) к антигенам человека для иммунофе-
нотипирования FITC anti-human CD90 (Thy1) (№ 2240535), PE 
anti-human CD44 (кат. № 2294035), PE/Cy7 anti-human CD73 
(Ecto-55’-nucleotidase) (кат. № 2320045), Alexa Fluor® 700  
anti-human CD45 (кат. № 2120115), APC anti-human CD105 
(кат. № 2216035), APC/Cy7 anti-human CD34 (кат. № 2317565),  
Brilliant Violet 421™ anti-human HLA-DR (кат. № 2138175). 

Рабочая концентрация суспензий клеток составляла 
1·106 клеток/мл. Для оценки жизнеспособности использова-
ли флуоресцентный маркер для ДНК 7-AAD Viability Staining 
Solution (кат. № 2702015, Sony Biotechnology, США).

Данные иммунофенотипического анализа обрабатывали 
с использованием программного обеспечения (NovoExpress 
1.1.0) для проточной цитометрии. Оценивали 10000 событий. 
Клеточный дебрис был исключен путем гейтирования согласно 
сигналам светорассеяния. Мертвые клетки были исключены 
в соответствии с флуоресценцией 7-AAD. Спектральное пере-
крытие компенсировали с помощью одноцветных контролей. 

5. Построение аллельного профиля модельной клеточной 
линии осуществляли методом коротких тандемных повторов 
с использованием двух наборов для определения STR-локусов: 
COrDIS Plus (арт. CP-192S, Gordiz, Россия) и AuthentiFiler™ PCR 
Amplification Kit (кат. № 4479566, Applied Biosystems, США) 
в соответствии с рекомендациями производителей. Выделе-
ние ДНК проводили при помощи набора PureLink gDNA (кат. 
№ K182002, Invitrogen, США). Концентрацию ДНК определяли 
по оптической плотности раствора ДНК на приборе Nanodrop 
2000 (Thermo Scientific, США). Амплификацию проводили 

с помощью прибора Т100 (Bio-Rad, Сингапур). Для получения 
полного STR-профиля проводили фрагментный анализ — 
электрофоретическое разделение продуктов амплификации 
на приборе Genetic Analyzer 3500 Series (Applied Biosystems, 
Сингапур), результаты обрабатывали с помощью программно-
го обеспечения GeneMapper ID-X 1.4 (Applied Biosystems).

6. Цитогенетическое исследование проводили методом 
DAPI-дифференциального (4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, DAPI)  
окрашивания метафазных хромосом. При приготовлении 
клеточной суспензии клетки выдерживали 20 мин в гипото-
ническом растворе 0,56 % KCl при температуре 37 °С, осаж-
дали клетки центрифугированием при 180 g в течение 5 мин 
и фиксировали в смеси ледяной уксусной кислоты и метанола 
в соотношении 3:1 со сменой фиксатора через 20 мин. Фикси-
рованную клеточную суспензию по каплям наносили на пред-
варительно очищенные и обезжиренные предметные стекла 
в оптимально подобранных с помощью метафазного спредера 
Hanabi-PO (ADSTEK Corporation, Япония) условиях. Полученные 
хромосомные препараты окрашивали флуоресцентным краси-
телем DAPI (Fluoroshield with DAPI, Sigma, США), нанося каплю 
красителя на препарат под покровное стекло. Анализ мета-
фазных хромосомных пластинок осуществляли на флуорес-
центном микроскопе BX43 (Olympus Corp., Япония) при увели-
чении ×200 и ×600. Фотографирование клеток осуществляли 
встроенной цветной цифровой камерой высокого разрешения 
BV 300 (ASI, Израиль). Полученные изображения обрабатыва-
ли с помощью программного обеспечения для автоматизиро-
ванных цитогенетических и морфологических исследований 
Band View System (ASI, Израиль).

Результаты и обсуждение

Требуемый профиль идентичности (подлинности) БМКП 
должен быть изученным и подтвержденным по цитогенети-
ческим, молекулярно-биологическим, иммунохимическим, 
физико-химическим показателям КЛ, входящих в его состав. 
Методы, выбранные для подтверждения требуемого профиля 
качества, эффективности и безопасности, должны быть на-
учно обоснованы, объективны и адекватны, информативны 
и стандартизованы.

В соответствии с требованиями спецификации7 к сведени-
ям о КЛ, входящей в состав БМКП, основным принципом оцен-
ки идентичности (подлинности) клеточного компонента БМКП 
является использование совокупности методов, позволяющих 
осуществить характеризацию морфологического, генетическо-
го, иммунофенотипического и цитогенетического профиля КЛ, 
входящей в состав БМКП.

Критерием приемлемости оценки подлинности КЛ явля-
ется соответствие определенных в ходе экспертизы качества 
характеристик представленной спецификации. В соответствии 
с данным принципом нами была осуществлена оценка идентич-
ности (подлинности) модельной КЛ, разработчики которой по-
казали стабильность ее свойств до 20 пассажа [9]. Необходи-
мо отметить, что КЛ, используемая для производства, должна 
быть стандартизирована на этапе разработки и доклинических 
исследований БМКП, также должно быть установлено число 
пассажей, при которых показатели качества КЛ остаются при-
емлемыми. Например, для лечения трофических язв венозной 
этиологии использовали фибробласты, культивированные в те-
чение 2–8 сут (до 3-го пассажа) [10]; при использовании ауто-
логичных фибробластов для коррекции возрастных изменений 
клетки культивировали 4–6 нед. (около 8–12 пассажей) [11].

7 Приказ Минздрава России от 19 января 2017 г. № 14н «Об утверждении формы спецификации на биомедицинский клеточный продукт».
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Полученные данные по оценке идентичности (подлинно-
сти) модельной КЛ сравнивали с паспортом на КЛ, предостав-
ленным Институтом цитологии РАН8. 

Учитывая отсутствие на сегодняшний день общих фар-
макопейных статей для БМКП использованные методы при 
определении показателя «Идентичность (подлинность)» соот-
ветствуют требованиям фармакопей США9 и ЕС10. 

Морфологический анализ

Морфологический анализ модельной клеточной линии 
DF-2 показал, что исследованная культура характеризуется 
низким уровнем гетерогенности. Большую часть клеток (до 
90 %) составляют фибробластоподобные клетки с четко раз-
личимым, центрально расположенным ядром, ядрышками (от 
2 до 7, преимущественно до 5), цитоплазмой с перинуклеарной 
зернистостью, четко выраженной поточностью роста и много-
численными завихрениями (рис. 2). 

Результаты морфологического анализа соответствуют 
описанным в работе Т.А. Крыловой с соавт. [9] и паспорте 
свойствам клеточной линии.

Определение поверхностных маркеров

При определении показателя «Идентичность (подлин-
ность)» клеточного компонента методом проточной цитоме-
трии проводят иммунофенотипирование клеток, входящих 
в его состав, с помощью меченных флуорохромами монокло-
нальных антител, специфичных к антигенам целевых клеток 
или другим важным для конкретного исследования марке-
рам11. Пробоподготовка для исследования методом проточной 
цитометрии подлинности клеточного компонента БМКП, кото-
рый представляет собой суспензию клеток, осуществляется по 
стандартной методике, однако пробоподготовка (получение 
суспензии клеток) при наличии в составе БМКП неклеточных 
компонентов, медицинского устройства, геля или других но-
сителей (скаффолдов) может быть затруднена, а в некоторых 
случаях практически неосуществима без потери жизнеспособ-
ности клеток. Определение жизнеспособности клеток после 
отделения клеточного компонента от неклеточного является 
необходимой процедурой перед проведением анализа [12]. 
Таким образом, при проведении иммунофенотипирования кле-

ток, входящих в состав БМКП, методом проточной цитометрии 
в случае наличия в составе БМКП неклеточного компонента 
производителем для проведения экспертизы качества должна 
быть предоставлена методика отделения клеточного компо-
нента от неклеточного.

При подтверждении фенотипа обеспечивают соблюдение 
следующих условий12,13 [13]:

- концентрация клеток в конечной суспензии должна быть 
определена по крайней мере трижды методикой, которая вали-
дирована для данного типа клеток (подсчет в камере Горяева, 
при использовании гемоцитометра или счетчиков клеток);

- между взятиями аликвот на анализ рекомендуется тща-
тельно суспендировать клетки для более точного определения; 
полученное усредненное значение концентрации клеток в су-
спензии должно соответствовать выбранной дозе клеток и вы-
бранному объему введения; 

- объем суспензии для анализа должен превышать рас-
считанный объем, необходимый для введения в прибор, в со-
ответствии с рекомендациями производителей приборов (для 
компенсации потерь препарата на этапе введения в прибор, свя-
занных с «мертвым» объемом шприцев и другими потерями); 

- суспензия должна быть стерильной; 
- суспензия не должна содержать примесей, информации 

о которых нет в регламенте подготовки клеток к введению. 
Наилучшим реагентом для разведения клеток является физио-
логический раствор или фосфатно-солевой буфер; от приме-
сей питательной среды рекомендуется избавиться путем трех-
кратного переосаждения клеток;

- поскольку затруднительно точно определить период от 
подготовки образца (например, суспензии клеток после оттаи-
вания) до его введения пациенту, то не рекомендуется хранить 
конечную суспензию клеток для анализа дольше, чем срок 
хранения до предполагаемого использования. По этой причине 
проводить тестирование продукта следует в течение периода 
не большего, чем время ожидания до инокуляции (например, 
2 ч), в том числе для того, чтобы гарантировать правильную 
дозу клеток, вводимую пациенту. 

В результате анализа иммунофенотипа модельной КЛ по-
казано (табл. 1), что полученная из Института цитологии РАН 

Рис. 2. Культура клеток DF-2. Окраска по Романовскому–Гимзе: a — увеличение ×40; b — увеличение ×100; c — увеличение 
×1000 (масляная иммерсия).
Fig. 2. The DF-2 cell culture. Romanovsky–Giemsa staining: a — 40× magnification; b — 100× magnification; c — 1000× magnification 
(oil immersion).

8 Паспорт коллекционной клеточной линии DF-2.
9 USP 41–NF 36 <1046> Cellular and tissue-based products.
10 European Pharmacopoeia 9th Ed. 
11 USP 41–NF 36 <1027> Flow Cytometry.
12 2.7.24. Flow cytometry. European Pharmacopoeia 9th Edition. 
13 USP 41–NF 36 <1027> Flow Cytometry.
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КЛ DF-2 соответствует паспорту по характеру и уровню экс-
прессии исследованных поверхностных антигенов — CD90, 
CD73, CD105, CD44, что свидетельствует о том, что культура 
DF-2 человека представляет собой популяцию МСК.

Известно, что фибробласты отвечают большинству пред-
ложенных минимальных критериев идентификации МСК и од-
ним из критериев, используемых для определения МСК, явля-
ется отсутствие экспрессии CD34, CD45 и HLA-DR по меньшей 
мере в 98 % клеток [14].

Отличие в результатах экспрессии маркеров CD34, CD45 
и HLA-DR по сравнению с данными паспорта клеточной линии 
свидетельствует о гетерогенности популяции модельной КЛ, 
что с высокой долей вероятности объясняется дифференци-
ровкой некоторого количества клеток КЛ. 

Необходимо также обратить внимание, что в настоящей 
статье была проанализирована модельная КЛ, которая не 
предназначена для производства БМКП. Для определения диа-
пазона соответствия анализируемых параметров необходимо 
проведение валидационных мероприятий.

Определение маркеров стабильности клеточной линии

STR-анализ — автоматизированный метод, позволяющий 
достаточно быстро аутентифицировать клеточную линию че-
ловека и получить результаты в формате, подходящем для 
сравнения со стандартной референсной базой данных, па-
спортом, спецификацией или STR-профилем, полученным на 
основе клинического материала (например, крови) донора. 
STR-анализ не может выявить контаминацию клетками дру-
гих биологических видов, для выявления которой рекомен-
дуется использовать метод ПЦР с видоспецифичными прай-
мерами [15].

Рабочей группой SDO ATCC (ASN-0002) и Международным 
комитетом по идентификации клеточных линий ICLAC для на-
глядного сравнения родственных клеточных линий (клеточной 
линии и донорского материала) рекомендованы восемь из наи-
более информативных полиморфных маркеров в геноме чело-
века (D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, vWA, TH01, TPOX, 
CSF1PO) и ген амелогенина (принадлежность к полу) [1].

Учет результатов STR-анализа основан на алгоритме, пред-
усматривающем определение числа общих аллелей между 
двумя клеточными линиями / между исходной клеточной  

линией и линией, входящей в состав БМКП / между донорским 
материалом и клеточной линией, входящей в состав БМКП, 
выраженного в процентах. Оценку результатов проводят с ис-
пользованием программного обеспечения к генетическому 
анализатору.

При необходимости производителем могут быть выбраны 
другие аналогичные методы (например, SNP-анализ [16]) или 
дано обоснование невозможности/нецелесообразности прове-
дения метода определения STR-профиля КЛ при оценке пока-
зателя «Идентичность (подлинность)». Производитель вправе 
также рекомендовать использование любого из существую-
щих наборов STR-анализа при условии доказательства целесо- 
образности их использования и валидации методики.

Для оценки возможности использования метода STR-
анализа для аутентификации КЛ человека, входящих в состав 
БМКП, в рамках экспертизы качества при определении пока-
зателя «Идентичность (подлинность)» нами была проведена 
аутентификация модельной КЛ. По итогу проведенных иссле-
дований были созданы STR-профили исследуемой модельной 
КЛ DF-2, которые сравнивали с данными паспорта (рис. 3, 4).

Полученные STR-профили клеточной линии DF-2 до-
казывают ее полное совпадение с представленным паспор-
том и происхождение от донора женского пола. В таблице 2 
представлены данные, характеризующие совпадение аллелей 
в одинаковых локусах клеточных линий, определенные разны-
ми наборами, а также их соответствие паспорту. 

При определении маркеров стабильности КЛ цитогене-
тическими методами могут быть использованы как методы, 
основанные на анализе метафазных хромосом (табл. 3)14 
[17], так и методы, основанные на анализе интерфазных ядер  
и ДНК клеток — в случае невозможности получения доста-
точного количества клеток на стадии митоза (табл. 4) [18–20].  
Для уточнения полученных результатов в некоторых случаях 
может возникнуть необходимость в применении нескольких 
цитогенетических методов. 

Таблица 1. Сравнение доли клеток, экспрессирующих по-
верхностные антигены в модельной клеточной линии DF-2, 
с данными литературы
Table 1. Comparison of the proportion of cells expressing 
surface antigens in the model DF-2 culture with literature data

Маркер
Доля клеток, несущих маркер, % 

DF-2 DF-2 [9]

CD44 99,63 ± 0,15 99,5 ± 0,3

CD73 99,73 ± 0,1 99,4 ± 0,2

CD90 99,76 ± 0,06 99,4 ± 0,04

CD105 98,22 ± 1,24 95,4 ± 3,0

CD34 3,62 ± 0,99 0,07 ± 0,05

CD45 0,23 ± 0,07 0,32 ± 0,15

HLA-DR 0,2 ± 0,08 0,07 ± 0,03

Примечание. Даны средние значения и их ошибки доли клеток (несу-
щих маркер) из 3 экспериментов.

Таблица 2. Данные экспериментально полученных STR-
профилей и паспорта клеточной линии DF-2
Table 2. Data of experimentally obtained STR-profiles and 
passport of DF-2 cell line 

Данные  
паспорта

Данные STR-профилей,  
определенные набором…

AuthentiFiler PCR 
Amplification Kit COrDIS plus

Amelogenin: Х, Х
CSF1PO: 10, 12
D13S317: 11, 11
D16S539: 11, 11
D5S818: 11, 13
D7S820: 13, 13

THO1: 6, 9
TPOX: 9, 9
vWA: 15, 17

Amelogenin: X, X
D10S1248: 14

D1S1656: 12, 18.3
D2S1338: 17, 24

D22S1045: 15, 17
D19S433: 14, 16

TH01: 6, 9
D2S441: 10, 14

D6S1043: 12, 14
D12S391: 16,19

Amelogenin: X, X
D10S1248: 14, 14
D1S1656: 12, 18.3
D3S1358: 15, 18

D22S1045: 15, 17
D7S820: 13, 13

TH01: 6,9
D2S441: 10,14

D12S391: 16,19
D13S317: 11,11
FGA: 20.2, 25.2

TPOX: 9, 9
D18S51: 11, 16

D16S539: 11, 11
D8S1179: 12, 12
CSF1PO: 10, 12
D5S818: 11, 13

vWA: 15, 17
D21S11: 28, 30
SE33: 21, 28.2

14 Рубцов НБ. Методы работы с хромосомами млекопитающих: учебное пособие. Новосибирск: Новосибирский гос. ун-т; 2006.
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Рис. 3. STR-профиль клеточной линии DF-2, полученный при амплификации набором AuthentiFiler PCR 
Amplification Kit.
Fig. 3. The STR-profile of the DF-2 cell line obtained by amplification using the AuthentiFiler PCR Amplification Kit.

Рис. 4. STR-профиль клеточной линии DF-2, полученный при амплификации набором COrDIS plus.
Fig. 4. The STR-profile of the DF-2 cell line obtained by amplification using the COrDIS plus kit.
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Таблица 3. Методы, основанные на анализе метафазных хромосом
Table 3. Methods based on the analysis of metaphase chromosomes 

Метод Возможности методов Ограничения 
методов Требование к материалу

Дифференциальное 
окрашивание, в том 
числе окрашивание 
хромосом красителем 
Гимзы и флуоресцент-
ными красителями

Гендерная принадлежность клеток.
Хромосомные перестройки, разме-
ром превышающие 10 млн п.н.:
- инверсии;
- дупликации/делеции;
- сбалансированные и несбаланси-
рованные транслокации;
- анеуплоидии.
Клональный мозаицизм

Хромосомные 
перестройки, не 
превышающие 
10 млн п.н.

Клеточный материал должен обла-
дать достаточным количеством клеток 
на стадии митоза. Культивирование 
перед отбором материала должно осу-
ществляться по требованиям методик 
анализа с возможным применением 
цитостатирующих и интеркалирующих 
хромосомы веществ. Таким образом, 
клеточная линия должна быть предо-
ставлена в состоянии, гарантирующем 
сохранение заявленных в паспорте 
свойств клеток и обеспечивающем 
возможность проведения цитогенети-
ческого анализа

Спектральное кари-
отипирование (SKY) 
и многоцветная FISH 
(М-FISH)

Гендерная принадлежность клеток.
Хромосомные перестройки,  
менее 10 млн п.н.:
- сбалансированные и несбаланси-
рованные транслокации;
- анеуплоидии.
Клональный мозаицизм

Внутрихромо-
сомные пере-
стройки

Таблица 4. Методы, основанные на анализе интерфазных ядер и ДНК клеток 
Table 4. Methods based on the analysis of interphase nuclei and DNA of cells 

Метод Возможности методов Ограничения методов Требование к материалу

Метафазная сравни-
тельная геномная ги-
бридизация (CGH) и 
матричная сравнитель-
ная геномная гибриди-
зация (array-CGH)

Гендерная принадлежность клеток.
Геномные изменения менее 10 млн. п.н.:
- изменение числа копий;
- дупликации/делеции;
- несбалансированные транслокации;
- анеуплоидии.
Клональный мозаицизм более 10 %

Сбалансированные 
транслокации.
Инверсии.
Клональный мозаи-
цизм менее 10 %

Количество клеточного ма-
териала, прописанное в ин-
струкции к реактивам для 
выделения ДНК

Флуоресцентная гибри-
дизация in situ (FISH)  
на ядрах

Гендерная принадлежность клеток  
(при использовании зондов, специфич-
ных к половым хромосомам).
Численные и, возможно, структур-
ные изменения районов хромосом,  
к которым выбраны локус-специфичные 
зонды

Перестройки районов 
хромосом, для кото-
рых не использова-
лись локус-специфич-
ные зонды

От 1·106 клеток клеточной 
линии в состоянии, гаран-
тирующем сохранение 
заявленных в паспорте 
свойств клеток и обеспечи-
вающем возможность про-
ведения анализа

Микроядерный тест Ацентрические фрагменты хромосом.
Отстающие хромосомы

Гендерная принад-
лежность клеток.
Численные хромосом-
ные аномалии.
Структурные хромо-
сомные аномалии без 
образования ацен-
тричных фрагментов 
хромосом

От 1·106 клеток клеточной 
линии в состоянии, гаран-
тирующем сохранение 
заявленных в паспорте 
свойств клеток и обеспечи-
вающем возможность про-
ведения анализа

В процессе цитогенетического анализа модельной КЛ DF-2 
общее число хромосом было посчитано в 540 клетках. Установ-
лено, что около 2 % клеток обладают тетраплоидным карио-
типом. Более 98 % клеток содержат околодиплоидный набор 
хромосом (45–46 хромосом). Такое процентное соотношение 
диплоидных и полиплоидных клеток не превышает значений 
(3–5 %), свойственных для тканей здорового человека.

Кариотипирование 17 метафазных пластинок выявило 
женский набор половых хромосом (45,XX или 46,XX) во всех 
исследованных клетках, что соответствует паспортным дан-
ным КЛ, полученной от донора женского пола [9]. 

Нормальный кариотип (46,XX) несут 53 % клеток —  
модальный класс (рис. 5). Формула кариотипа человека — ос-
новная характеристика, определяющая статус линий клеток15. 
47 % клеток исследованной клеточной линии обладают раз-
личными численными и/или структурными хромосомными 
аномалиями (рис. 5).

Подобная высокая вариабельность клеток по числу хро-
мосом и наличие межклеточной гетерогенности указывают на 
наличие генетической нестабильности у клеток исследуемой 
линии [21]. Генетическая нестабильность в клетках линии DF-2, 
возможно, свидетельствует о начальных стадиях старения этой 
клеточной линии [22].

Все выявленные в результате исследования хромосомные 
аномалии (анеуплоидии, внутрихромосомные перестройки, 
однохроматидные разрывы) носят неклональный характер, т.е. 
встречаются всего в одном из проанализированных кариотипов. 

В большинстве цитогенетических лабораторий на данный 
момент принято при стандартном анализе исследовать 11 или 
более клеток для исключения мозаицизма более 25 % [20]. 
Число исследованных в настоящей работе клеток позволяет 
с доверительной вероятностью 95 % исключить наличие клона, 
составляющего более 17 % популяции клеток. Анализ большего 
числа метафазных пластинок в рамках проведения экспертизы  

15 Shaffer LG, McGowan-Jordan J, Schmid M, eds. ISCN (2013): An International System for Human Cytogenetic Nomenclature. Basel: S. Karger; 2013.
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качества БМКП потребует большего количества клеточного ма-
териала и времени, что не всегда возможно получить в связи 
с ограниченным объемом и сроком годности БМКП. Таким обра-
зом, более полный цитогенетический анализ в целях подтверж-
дения стабильности генома клеточной линии целесообразнее 
проводить на этапе доклинических исследований.

Выводы

Методы оценки подлинности БМКП должны гарантировать 
однозначную идентификацию клеточной линии в соответствии 
с представленной спецификацией. В результате проведенных 
исследований отработана процедура экспертной оценки иден-
тичности (подлинности) модельной КЛ. 

Приемлемость использования той или иной КЛ для про-
изводства БМКП обосновывается разработчиком по результа-
там оценки качественных характеристик (идентичности (под-
линности) КЛ, стерильности, бактериальных эндотоксинов, 
инфекционной безопасности, активности), стабильности их 
сохранения в процессе производства, а также проведения до-
клинических исследований БМКП.

На основании проведенных испытаний клеточного ком-
понента БМКП по показателю «Идентичность (подлинность)» 
в нормативной документации (спецификации) рекомендуется 
внести следующие сведения о КЛ:

- форма, размер, степень гетерогенности, особенности 
строения и роста клеток; 

- STR-профиль КЛ;
- видовая принадлежность клеток;
- гендерная принадлежность клеток;
- процентное содержание клеток с увеличенной плоид-

ностью; 
- процентное содержание и формула кариотипа клеток 

с модальным классом хромосом; 
- процентное содержание клонов с кариотипом, отличным 

от клеток модального класса, или процентное содержание кле-
ток с неклональными перестройками (если применимо). В слу-
чае наличия клеток с хромосомными аномалиями (особенно 
носящими клональный характер) производитель должен обо-
сновать приемлемость использования данной клеточной ли-
нии при производстве препарата на ее основе;

- перечень и уровень экспрессии специфических генов 
(при генетической модификации или дифференцировке);

- перечень и уровень экспрессии специфических белков 
(собственных или белков, экспрессия которых обусловлена 
модификацией).

Учитывая сложность стандартизации клеточного компо-
нента БМКП и отсутствие референс-препаратов, спецификация 
на БМКП должна содержать диапазон приемлемых значений, 
в том числе по показателю «Идентичность (подлинность)».
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