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Введение
Мезенхимальные стромальные клетки представляют собой гетерогенную популяцию клеток, ха­

рактеризуемую множеством функциональных свойств, включая способность секретировать паракрин- 
ные факторы, регулировать иммунные эффекторные клетки [8]— [11], поддерживать примитивные 
фенотипы других клеточных популяций [12], [13] и поддерживать регенерацию тканей [14], [15]. Ме­
зенхимальные стромальные клетки могут содержать субпопуляцию стволовых клеток или клеток-пред- 
шественников, которые демонстрируют самообновление и дифференцировку in vitro, что было четко 
продемонстрировано для клеток-предшественников, полученных из костного мозга [16].

Мезенхимальные стромальные клетки и мезенхимальные стволовые клетки имеют одинаковое 
сокращение «МСК» [17]. В настоящем стандарте аббревиатура «МСК» относится к мезенхимальным 
стромальным клеткам.

Функциональное определение МСК эволюционировало с течением времени по мере того, как био­
логия этих клеток становилась все более понятной. Несмотря на эти достижения, сохраняется суще­
ственная неопределенность в отношении номенклатуры, природы, идентичности, функционирования, 
способа выделения и работы с этими клетками в ходе исследований. МСК не могут быть полностью 
определены начальными минимальными критериями [18], предложенными Международным обще­
ством клеточной и генной терапии [International Society of Cell and Gene Therapy (ISCT)], и требуют под­
робной характеристики с помощью матрицы функциональных анализов [19], [20].

МСК были выделены из костного мозга [12], [21]— [24], пуповины [25] и некоторых других тканей и 
широко используются для неклинических исследований. МСК из разных тканей организма имеют раз­
ные свойства. В разных учреждениях используют разные методы выделения, обработки и биобанкиро- 
вания этих клеток, что осложняет сопоставление данных и результатов среди этих учреждений. Таким 
образом, возникла потребность в стандартизации подходов к выделению, обработке, размножению и 
криоконсервации МСК, полученных из конкретных источников ткани.

В настоящем стандарте представлены требования к биобанкированию мезенхимальных стро­
мальных клеток человека, полученных из костного мозга (МСК-КМ человека) для целей исследования. 
Настоящий стандарт применим для академических центров, общественных и частных учреждений, вы­
полняющих услуги по биобанкингу МСК-КМ человека для исследований и развития (R&D) и доклиниче­
ской практики, а не для клинического применения.

Важно отметить, что настоящий стандарт посвящен МСК, которые были выделены, подвергнуты 
манипуляциям и/или размножены при культивировании в исследовательских целях.

ISBT 128 [26] представляет терминологию и аббревиатуры для всех медицинских изделий, вклю­
чая клеточную терапию, и приводит сокращенное наименование «МСК(М)» для обозначения мезенхи­
мальных стромальных клеток из костного мозга. В настоящем стандарте признается это сокращение, 
но используется более широко применяемое в научных исследованиях условное обозначение мезенхи­
мальных стромальных клеток человека, полученных из костного мозга (МСК-КМ человека) [27].

IV
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Н А Ц И О Н А Л Ь Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т  Р О С С И Й С К О Й  Ф Е Д Е Р А Ц И И

Биотехнология

БИОБАНКИНГ

Требования к мезенхимальным стромальным клеткам человека, 
полученным из костного мозга

Biotechnology. Biobanking. Requirements for human mesenchymal 
stromal cells derived from bone marrow

Дата введения — 2025—03—01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает требования к биобанкингу мезенхимальных стромальных 

клеток человека, выделенных из костного мозга (МСК-КМ человека), включая сбор костного мозга и 
связанных с ним данных, выделение, культивирование, характеристику, контроль качества, криоконсер­
вацию, хранение, размораживание, утилизацию, распространение и транспортирование.

Настоящий стандарт применим ко всем организациям, выполняющим биобанкинг для МСК-КМ 
человека, используемых в научно-исследовательских целях.

Настоящий стандарт не распространяется на МСК-КМ человека для предполагаемого использо­
вания in vivo на людях, в том числе для клеточной терапии, тканевой инженерии и иного клинического 
или терапевтического применения.

П р и м е ч а н и е  — Международные, национальные и/или региональные регламенты/требования также мо­
гут применяться к конкретным положениям, рассматриваемым в настоящем стандарте.

2 Нормативные ссылки
В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты [для дати­

рованных ссылок применяют только указанное издание ссылочного стандарта, для недатированных — 
последнее издание (включая все изменения)]:

ISO 8601-1, Date and time — Representations for information interchange — Part 1: Basic rules (Дата 
и время. Представление для обмена информацией. Часть 1. Основные правила)

ISO 20387:2018, Biotechnology — Biobanking — General requirements for biobanking (Биотехноло­
гия. Биобанкинг. Общие требования)

ISO 21709:2020, Biotechnology — Biobanking — Process and quality requirements for establishment, 
maintenance and characterization of mammalian cell lines (Биотехнология. Биобанкинг. Требования к ор­
ганизации, обслуживанию, определению характеристик и контролю качества клеточных линий млеко­
питающих)

3 Термины и определения
В настоящем стандарте применены термины по ИСО 20387:2018, ИСО 21709:2020, а также следу­

ющие термины с соответствующими определениями.

Издание официальное
1
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Терминологические базы данных ИСО и МЭК доступны по следующим адресам:
- платформа онлайн-просмотра ИСО по адресу: https://www.iso.org/obp;
- Электропедия МЭК по адресу: https://www.electropedia.org/.
3.1 подлинность (authenticity): Истинность и правдивость.

[ISO/TS 22859:2022, 3.1]
3.2 биобанк (biobank): Юридическое лицо или часть юридического лица, осуществляющие био­

банкинг (3.3).
[ИСО 20387:2018, 3.5]
3.3 биобанкинг (biobanking): Процесс приобретения и хранения биологического материала, вклю­

чая конкретные действия или все действия, связанные со сбором, подготовкой, консервацией, испы­
танием, анализом и передачей определенного биологического материала, а также соответствующих 
информации и данных.

[ИСО 20387:2018, 3.6]
3.4 костный мозг; ткань костного мозга (bone marrow; bone marrow tissue): Мягкая, похожая на 

губку ткань, находящаяся в середине большинства костей, производящая лейкоциты (белые кровяные 
тельца), эритроциты (красные кровяные тельца) и тромбоциты.

3.5 культивирование клеток (cell culture): Выращивание клеток, отделенных от исходной ткани 
путем спонтанной миграции, механического или ферментативного диспергирования для размножения 
в условиях in vitro.

[ISO/TS 22859:2022, 3.5]
3.6 досье на клеточный образец (cell master file): Полное досье всех процедур и записей, ис­

пользуемых для получения клеточного образца.
[ISO/TS 22859:2022, 3.6]
3.7 морфология клетки (cell morphology): Форма и структура клетки.

П р и м е ч а н и е  1 — Морфология может быть представлена одним параметром или комбинацией двух или 
более параметров.

[ИСО 21709:2020, 3.3]
3.8 чистота клеточной популяции (cell population purity): Процент клеток определенного типа в 

популяции, обладающих одинаковыми специфическими биологическими характеристиками, такими как 
маркеры клеточной поверхности, генетические полиморфизмы и биологическая активность.

[ISO/TS 22859:2022, 3.8]
3.9 колониеобразующая единица фибробластов; КОЕ-Ф (colony forming unit fibroblast; CFU-F): 

Типичный анализ in vitro для демонстрации потенциала самообновления (3.22) клеток-предшественни- 
ков, засеянных на чашки с низкой частотой, в результате чего образуется колония клеток, похожих на 
фибробласты.

П р и м е ч а н и е  1 — Подсчет таких колоний является показательным для потенциала колониеобразования 
или способности к самообновлению этих клеток in vitro.

[ISO/TS 22859:2022, 3.9]
3.10 криоконсервация (cryopreservation): Хранение клеток и тканей в замороженном состоянии в 

условиях, когда их жизнеспособность сохраняется.
[ИСО 21709:2020/Amd 1:2021,3.6]
3.11 дифференцировка (differentiation): Процесс приведения клеток в определенное состояние 

или направление развития.
[ISO/TS 22859:2022, 3.11]
3.12 потенциал дифференцировки (differentiation potential): Способность, относящаяся к концеп­

ции, что стволовые клетки и клетки-предшественники могут продуцировать дочерние клетки, которые 
способны в дальнейшем дифференцировать в другие типы клеток.

[ISO/TS 22859:2022, 3.12]
3.13 проточная цитометрия (flow cytometry): Методологически ориентированная поддисциплина 

аналитической цитологии, которая измеряет количество клеток, находящихся во взвешенном состоя­
нии в жидком носителе, по мере их прохождения, обычно по одной клетке за раз, через измерительную 
станцию.

2

https://www.mosexp.ru# 
https://files.stroyinf.ru#   


ГОСТ Р ИСО 24651—2024

П р и м е ч а н и е  1 — Это измерение представляет преобразование изменений в выходной мощности детек­
тора (или детекторов) за счет изменения рассеяния света, поглощения света, испускания света (флуоресценция) 
клеткой или изменения электрического сопротивления по мере прохождения клеток через измерительную станцию.

П р и м е ч а н и е  2 — Проточная цитометрия позволяет провести одновременную оценку морфологических 
характеристик клеток (размер и внутренняя сложность) и мембранных или внутриклеточных антигенов.

[CLSI Н44-А2:2004, раздел 4, с изменениями — добавлено примечание 2]
3.14 гетерогенность (клеток) (heterogeneity <cells>): Неоднородность состава, качества или 

структуры популяции клеток.
[ISO/TS 22859:2022, 3.14]
3.15 мезенхимальная стромальная клетка, полученная из костного мозга человека; МСК-КМ 

человека (human mesenchymal stromal cell derived from bone marrow; hBM-MSC): Гетерогенная клеточ­
ная популяция, выделенная из костного мозга (3.4), которая способна модулировать иммунный ответ, 
секретировать паракринные факторы и проходить адипогенез, остеогенез и хондрогенез in vitro.

П р и м е ч а н и е  1 — Без каких-либо манипуляций выражение «адаптированные к культивации МСК» явля­
ется альтернативой термину, используемому для обозначения клеток, которые отличаются от клеток, обнаружен­
ных in vivo. Становится все более очевидным, что эти типы клеток обладают другими свойствами с точки зрения 
экспрессии генов, функциональности и фенотипа.

3.16 активация (мезенхимальных стромальных клеток) (licensing <mesenchymal stromal cells>): 
Стимулирующее действие в отношении МСК-КМ человека (3.15) с использованием воспалительных ци­
токинов для усиления иммуносупрессии.

П р и м е ч а н и е  1 — Термин «активация» в данном случае является биологическим термином, а не норма­
тивным или законодательным.

[ISO/TS 22859:2022, 3.17, с изменениями — в определении «hUC-MSCs» заменено на «МСК-КМ 
человека»]

3.17 пассаж; субкультивирование (passage; subculture): Процесс дальнейшего культивирования 
клеток в новом сосуде с питательной средой для получения большей площади поверхности/объема 
роста клеток.

[ISO/TS 22859:2022, 3.18, с изменениями — в определении добавлено слово «новом». Примеча­
ние 1 удалено]

3.18 число пассажей (passage number): Количество проведенных пассажей.

П р и м е ч а н и е  1 — В настоящем стандарте под Р0 понимается исходная популяция клеток.

[ИСО 21709:2020, 3.13, с изменениями — добавлено примечание 1]
3.19 время удвоения популяции; ВУП; время удвоения (population doubling time; PDT; doubling 

time): Время, необходимое для удвоения количества культивируемых клеток.

П р и м е ч а н и е  1 — Время измеряют в часах.

[ИСО 21709:2020, 3.8, с изменениями — «время удвоения популяции» и «ВУП» добавлены как 
предпочтительный термин. Добавлено примечание 1]

3.20 первичная культура (primary culture): Культура, происходящая из клеток, тканей или орга­
нов, взятых непосредственно из организма, и предшествующая стадии ее субкультурирования, размно­
жения и получения последовательных пассажей (3.17) in vitro.

[ИСО 21709:2020, 3.16, с изменениями — удалено примечание 1]
3.21 пролиферация (proliferation): Увеличение числа клеток за счет клеточного деления.
3.22 самообновление (self-renewal): Способность стволовых клеток (3.23) проводить деление 

симметрично, образуя две идентичные дочерние стволовые клетки.

П р и м е ч а н и е  1 — Взрослые стволовые клетки также могут делиться асимметрично и образовывать 
одну дочернюю клетку, которая может необратимо перейти к дифференцированной клеточной линии и в конечном 
счете привести к специализированным функционально дифференцированным клеткам, тогда как другая дочерняя 
клетка сохраняет характеристики родительской стволовой клетки.

[ISO/TS 22859:2022, 3.23]
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3.23 стволовая клетка (stem cell): Неспециализированные клетки, способные к самообновлению 
(3.22) и имеющие потенциал дифференцировки (3.12), а также способные дифференцироваться в один 
или несколько различных типов специализированных клеток.

П р и м е ч а н и е  1 — Большинство взрослых стволовых клеток являются мультипотентными стволовыми 
клетками.

[ISO/TS 22859:2022, 3.24]
3.24 жизнеспособность (viability): Признак живого организма (например, метаболически активно­

го, способного к воспроизводству, имеющего неповрежденную клеточную мембрану или обладающего 
способностью возобновлять эти функции), определенный на основе предполагаемого использования.

[ИСО 21709:2020, 3.17]
3.25 жизнеспособные клетки (viable cells): Клетки в пробе, обладающие признаком жизни (на­

пример, метаболически активны, способны к размножению, обладают неповрежденной клеточной мем­
браной или способны к возобновлению этих функций), определенным на основе предполагаемого ис­
пользования.

[ИСО 20391-1:2018, 3.29]

4 Сокращения
ACAN — аггрекан;
AHR — рецептор ароматических углеводородов;
ALP — щелочная фосфатаза;
ANGPT2 — ангиопоэтин 2;

АР2 — адипатит протеин-2;
BCL-2 — В-клеточная лимфома 2;
CCL2 — лиганд 2 С-С мотива хемокина;
CCL7 — лиганд 7 С-С мотива хемокина;

CCR7 — С-С-рецептор хемокина 7;
CCR10 — рецептор хемокина 10;
CD — кластеры дифференцировки;
СЕВРа — ССААТ/альфа-белок, связывающий энхансер;
CFSE — сукцинимидиловый эфир карбоксифлуоресцеина;

СИТА — трансактиватор основного комплекса гистосовместимости II класса;
С 0 2 — диоксид углерода;
С О И  0 — коллаген типа X;
COL2A1 — коллаген типа 2А1;
СОХ-2 — циклооксигексаназа 2;

CX3CR1 — рецептор 1 хемокина СХЗС;
CXCL9 — лиганд 9 С-Х-С мотива хемокина;
CXCL10 — лиганд 10 С-Х-С мотива хемокина;
CXCL11 — лиганд 11 С-Х-С мотива хемокина;
CXCL12 — лиганд 12 С-Х-С мотива хемокина;

CXCR1 — рецептор хемокина 1;
CXCR4 — рецептор хемокина 4;
CXCR6 — рецептор хемокина 6;
DMEM — модифицированная среда (Dulbecco’s modified eagle medium);
GAL-1 — галектин-1;

H LA— антиген лейкоцита человека;
HLA-DR — антиген лейкоцита человека DR;
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НО-1 — гемоксигеназа-1;
HSP70A — белок теплового шока 1;
HSP70B — белок теплового шока 70В;
ICAM-1 — молекула межклеточной адгезии 1;
IL-1RA — антагонист рецептора интерлейкина-1;
МТТ — 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолий бромид;
N — число собранных клеток;
А/0 — число высеянных клеток;
Р0 — исходная популяция клеток;
PBS — фосфатный забуференный физиологический раствор;
PDL-1 — лиганд-1 программируемой гибели клетки;
PPAR-y — рецептор, активируемый пероксисомным пролифератором гамма;
R&D — научные исследования и развитие;
RUNX2 — транскрипционный фактор 2, связанный с карликовостью;
SOX9 — HMG бокс-9, связанный с SRY;
Т — конечная точка инкубации, ч;
Т0 — начальная точка инкубации, ч;
TIMP-1 — тканевой ингибитор металлопротеиназ 1;
TIMP-2 — тканевой ингибитор металлопротеиназ 2;
TLR-4 — звоноподобный рецептор 4;
TSG-6 — белок, индуцируемый геном 6 фактора некроза опухоли;
ULBP-3 — UL16, связывающий белок 3;
VCAM-1 — васкулярная молекула клеточной адгезии 1;
БС — бледная спирохета;
ВГВ — вирус гепатита В;
ВГС — вирус гепатита С;
ВИЧ — вирус иммунодефицита человека;
ВУП — время удвоения популяции;
ИДО — индоламин 2,3-диоксигеназа 1;
ИЛ-6 — интерлейкин-6;
ИФН-у — интерферон гамма;
КК — контроль качества;
КОЕ-Ф — колониеобразующая единица фибробластов;
ЛПЛ — липопротеинлипаза;
МСК — мезенхинальные стромальные клетки;
МСК-КМ человека — мезенхимальные стромальные клетки человека, полученные из костного 

мозга;
ОПН — остеопонтин;
ОЦН — остеокальцин;
ПЦР — полимеразная цепная реакция;
ТРФ-бета — трансформирующий ростовой фактор бета;
ФРГ — фактор роста гепатоцитов;
ФРК — фактор роста кератиноцитов;
ФРЭС — фактор роста эндотелия сосудов;
ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота;
ЭТС — эмбриональная телячья сыворотка.
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5 Общие требования
5.1 Общие положения

Биобанк должен соблюдать требования ИСО 20387 и ИСО 21709 в дополнение к настоящему 
стандарту. В качестве дополнительной ссылки для внедрения ИСО 20387 допускается использовать 
ISO/TR 22758.

Биобанк обязан установить критерии и процедуры для выделения, культивирования, хранения, 
размораживания и транспортирования МСК-КМ человека.

Необходимо создать, задокументировать, внедрить, регулярно анализировать и обновлять про­
цедуру анализа данных.

Биобанк должен использовать валидированные и/или верифицированные методы и процедуры 
для всей деятельности, относящейся к МСК-КМ человека, в соответствии с ИСО 20387:2018, 7.9.2 и 
7.9.3, на всех стадиях жизненного цикла биологического материала (как определено в ИСО 20387:2018, 
3.29).

Необходимо создать, задокументировать, внедрить, регулярно анализировать и обновлять про­
цедуры, документы КК для процедур сбора, выделения, распространения, хранения, транспортирова­
ния, испытания и анализа данных в соответствии с характеристиками МСК-КМ человека.

Подлинность и свойства МСК-КМ человека подлежат мониторингу в течение всего процесса био­
банкинга, от выделения до распространения.

5.2 Персонал, помещения и оборудование

Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, раздел 6, и ИСО 21709:2020, 4.3, 4.4, 4.7.
Персонал биобанка должен быть обучен надлежащим образом, в особенности размножению, 

характеристике, культивированию, криоконсервации, размораживанию и транспортированию МСК-КМ 
человека.

Операторы внешних организаций, предоставляющие услуги для МСК-КМ человека, обязаны про­
демонстрировать соответствующие профессиональные знания, опыт и навыки, а также регулярно про­
водить документированное обучение и оценку квалификации персонала.

Биобанк должен обеспечить, чтобы помещения и условия окружающей среды не оказывали не­
гативного влияния на качество МСК-КМ человека или не аннулировали результаты анализов.

Следует разработать процедуры менеджмента оборудования, включая эксплуатацию оборудова­
ния и план технического обслуживания.

Биобанк должен контролировать рабочее оборудование и условия (например, температуру, влаж­
ность, чистоту) в соответствии с рассматриваемыми характеристиками МСК-КМ человека и потреб­
ностью в асептической обработке.

5.3 Реактивы, расходные материалы и другие принадлежности

Необходимо соблюдать требования ИСО 21709:2020, 4.5.
Биобанк должен разработать критерии приемлемости для материалов, включая реактивы и рас­

ходные материалы, необходимые для выделения, культивирования, хранения, размораживания и 
транспортирования МСК-КМ человека.

5.4 Управление информацией и данными

Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.8.3 и 7.10.
Биобанк должен управлять и поддерживать данные, связанные с МСК-КМ человека, включая, по­

мимо прочего, следующее:
a) техническую информацию: методы, используемые при выделении клеток, условия культивиро­

вания, данные о пассировании, включая число пассажей, характеристику и данные микробиологиче­
ских анализов;

b ) информацию о хранении и консервации;
c) данные по проверке безопасности.
Необходимо обеспечить определенные сроки и безопасность хранения данных, а также целост­

ность хранимых данных.
Необходимо установить минимальный срок хранения записей для МСК-КМ человека. Специаль­

ные требования к условиям и срокам хранения допускается применять в будущих задачах. Персональ-
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ные данные каждого донора-человека необходимо хранить в защищенном месте и управлять ими в 
соответствии с ИСО 20387:2018, 4.3.

Для обеспечения возможности просмотра данных и записей для конкретного применения необхо­
димо хранить досье на клеточный образец.

6 Отбор проб костного мозга и связанных с ними данных
6.1 Информация о доноре костного мозга

Необходимо выполнить и документально подтвердить оценку риска.
Чтобы защитить персональные данные донора, биобанк должен разработать методы защиты дан­

ных донора в соответствии с ИСО 20387:2018, 4.3.
Необходимо документировать информацию о доноре. При возможности необходимо подготовить 

документацию до отбора проб. Документация должна включать, помимо прочего:
a) идентификатор донора, который может иметь вид кода [например, псевдонимизированный 

(снабженный псевдонимом), анонимизированный (обезличенный)];
b ) информацию о состоянии здоровья донора костного мозга (например, справка о здоровье или 

пригодности донора, тип заболевания, сопутствующее заболевание, демографические данные, напри­
мер возраст, пол);

c) информацию о медицинском и специальном лечении до сбора костного мозга (например, дата, 
сроки лечения, принимаемые медикаменты, заключение медицинского специалиста);

d) отрицательный результат на гепатиты В и С, ВИЧ, БС и токсоплазмоз, если для конкретных 
целей исследования не требуется положительный результат.

П р и м е ч а н и е  1 — Возможно проведение дополнительного анализа на вирусы, при необходимости;

e) если применимо, данные об информированном добровольном согласии, данном донором (на­
пример, копия подписанного информированного добровольного согласия с отредактированными дан­
ными имени донора); см. ИСО 20387:2018, 7.2.3.4.

Документирование информации о доноре, при необходимости, должно включать географический 
регион донора в зависимости от цели исследования.

Доноры считаются непригодными для сдачи биологического материала (если иное не требуется 
для выполнения конкретной цели исследования) в том случае, если:

- были нездоровы на момент сдачи материала.

П р и м е ч а н и е  2 — Периоды воздержания от донорской деятельности могут существовать и/или варьиро­
ваться в зависимости от местных нормативных рекомендаций для отдельных клеточных и тканевых материалов;

- получили положительный результат по крайней мере на одно инфекционное заболевание, 
см. 6.1 d).

В процессе сбора клеток человека необходимо принять меры по защите здоровья и безопасности 
донора и персонала биобанка.

Выделение МСК-КМ человека не следует проводить от доноров, имеющих медицинские противо­
показания на извлечение пунктата костного мозга, на седативные средства или анестезию по результа­
там оценки соответствующего риска.

Выявлено, что статус доноров костного мозга, такой как возраст, вирусные инфекции, опухолевые 
и иммунологические нарушения, влияют на некоторые характеристики МСК [28].

6.2 Анатомическая область сбора материала

Что касается анатомической области сбора материала, применяют рекомендации протоколов [29].
Если сбор костного мозга проводят при помощи пункции интрамедуллярного канала, то его допу­

скается проводить из головки бедренной кости [12], [21], [30].
Для каждой процедуры анатомическую область сбора материала документируют.

6.3 Объем собранного материала

Выявлено, что объем собранного материала костного мозга влияет на число выделенных монону- 
клеарных клеток и, следовательно, играет важную роль в эффективном выделении МСК-КМ человека 
из костного мозга [21]. Таким образом:
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a) аспираты костного мозга следует отбирать в минимальном объеме, равном 10 мл, и докумен­
тально подтверждать этот объем по [24], [31]— [33];

b ) пробы, полученные пункцией интрамедуллярного канала, следует отбирать в минимальном 
объеме, равном 15 мл, и документально подтверждать этот объем по [12], [13], [21], [30].

6.4 Процедура сбора материала

6.4.1 Общие положения
Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.2.
Биобанк обязан разработать, внедрить, валидировать и задокументировать процедуру сбора 

костного мозга для каждого используемого метода (см. 6.4.2 и 6.4.3).
Все реактивы и материалы, используемые для сбора костного мозга, должны быть стерильными.
Биобанк обязан соблюдать требования ИСО 35001 или [34] при работе с биологическим матери­

алом, зараженным патогенами.
Риск микробиологической контаминации (бактериальной, грибковой, вирусной, паразитарной) 

следует снизить, акцентируя внимание на тех агентах, которые, вероятнее всего, могут стать контами- 
нантами, исходя из места проживания, когорты доноров и извлекаемой ткани.

6.4.2 Получение материала костного мозга пункцией из интрамедуллярного канала
Пробу собирают в стерильный контейнер однократного применения и наполняют антикоагулянтом.
Признанными на международном уровне и валидированными антикоагулянтами являются ЭДТА

(этилендиаминтетрауксусная кислота) или гепарин в концентрации от 15 до 25 МЕ/мл.
6.4.3 Получение костного мозга путем аспирации
Аспирацию костного мозга проводят в соответствии с протоколами [29].
Аспираты костного мозга следует собирать в шприцы, содержащие ЭДТА или гепарин в концен­

трации от 15 до 25 МЕ/мл [29].

7 Транспортирование проб костного мозга или МСК-КМ человека 
и связанных с ними данных в биобанк
Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.4. ISO/TS 20658 возможно применять для 

организации транспортирования и погрузочно-разгрузочных работ, а также для учета требований к без­
опасности помещений.

При обращении с биологическим материалом, зараженным патогенами, биобанк обязан соблю­
дать требования ИСО 35001 или [34].

Биобанк должен определить подходящие условия для транспортирования костного мозга из поме­
щения для сбора материала в биобанк. Следует применять инструкции по транспортированию костного 
мозга до места подготовки, а также транспортирование подготовленных МСК-КМ человека в биобанк.

Необходимо учитывать следующие факторы при транспортировании костного мозга:
a) упаковку, материал, контейнеры и вторичную упаковку;
b ) среду или растворитель;
c) продолжительность транспортирования, температуру и средства мониторинга температуры.
Среда и условия сбора исходного биологического материала должны быть установлены, внедре­

ны, задокументированы и валидированы для обеспечения поддержания жизнеспособности и других 
ключевых параметров.

Проба подлежит транспортированию в соответствующих условиях биобезопасности.
Необходимо установить, внедрить и задокументировать процедуру для критических контрольных 

точек.

8 Получение и прослеживаемость костного мозга или МСК-КМ человека 
и связанных с ними данных
Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.3.1, 7.3.2, 7.5.
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9 Выделение и размножение МСК-КМ человека
9.1 Процессы

Для создания линии МСК-КМ человека необходимо соблюдать требования ИСО 21709:2020, 5.1.
Биобанк обязан установить, внедрить, задокументировать, валидировать и поддерживать про­

цедуры выделения МСК-КМ человека в первичной культуре и субкультуре в зависимости от используе­
мого для сбора биоматериала метода (см. 6.4.2, 6.4.3).

Процедуры следует выполнять в боксе биологической безопасности или в ламинарном шкафу, 
используя соответствующие асептические техники.

9.2 Уникальная идентификация

Уникальную идентификацию МСК-КМ человека устанавливают согласно ИСО 20387:2018, 7.5. 
Она может включать уникальное имя клетки или номер пробы, номер биобанковской партии и номер 
пробирки биобанка. Клетки следует анонимизировать или деидентифицировать.

9.3 Анализы на возбудителей инфекции

Клетки, полученные из донорского биологического материала, следует анализировать на соответ­
ствующие передаваемые возбудители инфекции, например ВИЧ, ВГВ, ВГС, токсоплазмоз и ВС.

Аналитические данные и результаты, а также соответствующие анализы должны быть докумен­
тированы и доступны для персонала биобанка и исследователей, которые обрабатывают полученные 
клетки.

9.4 Выделение МСК-КМ человека из проб костного мозга, полученных пункцией
из интрамедуллярного канала, и первичное культивирование

Для оптимальной функциональности процедуру выделения МСК-КМ человека следует начинать в 
течение 2 ч, но не позднее 8 ч после сбора костного мозга (см. 6.4.2) [21], [35].

Процедуры выделения МСК-КМ человека из костного мозга могут отличаться. Необходимо выпол­
нить следующую последовательность действий:

a) выполнить стерильное механическое разрушение путем пункции интрамедуллярного канала 
для создания клеточной суспензии. Клеточная суспензия может быть приготовлена по процедуре, опи­
санной в приложении А, Ь);

b ) отфильтровать полученную пробу, например, как указано в приложении А, с);
c) собрать отфильтрованную пробу и центрифугировать ее, например, как указано в приложении 

A, d) и е);
d) собрать клетки (светлый слой кровяного сгустка) и разбавить с помощью PBS. Следует доба­

вить антибиотики. Затем мононуклеарные клетки необходимо отделить центрифугированием по гради­
енту плотности. См. примеры этапов рабочего процесса в приложении A, f)—j);

e) как только мононукреарные клетки будут отделены, выполнить подсчет клеток и определить 
жизнеспособность клеток, используя метод исключения красителя (например, трипанового голубого) 
либо вручную, либо при помощи автоматизированного устройства;

f) начинать культивирование клеток следует, когда их жизнеспособность превышает 90 %, а коли­
чество подсчитанных клеток составляет от 100 • 103 до 160 • 103 клеток/см2. Условия культивирования 
следует задокументировать, например давление 0 2, pH, температуру, условия влажности и условия 
нормального содержания кислорода (нормоксические) или нехватки кислорода (гипоксические);

д) спустя 72 ч удалить неприкрепившиеся клетки и добавить свежую питательную среду. Пита­
тельную среду не удаляют, чтобы наблюдать прикрепившиеся клетки (приблизительно от пяти до семи 
дней);

h) когда наблюдается слияние слипшихся клеток от 70 % до 80 %, произвести пассирование кле­
ток путем трипсинизации (обработки трипсином). Для культивирования следует использовать среды, не 
содержащие сыворотку крови. В качестве альтернативы также допускается использовать питательную 
среду с добавлением ЭТС (обычно от 5 % до 10 %), лизата тромбоцитов (обычно от 5 % до 10 %) или 
сыворотки крови человека (обычно от 5 % до 10 %).

9
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9.5 Выделение МСК-КМ человека из проб костного мозга, полученных аспирацией,
и первичное культивирование

Чтобы поддержать жизнеспособность МСК-КМ человека, необходимо выполнять процедуру вы­
деления МСК-КМ человека в рамках заранее определенного интервала времени.

a) Аспират костного мозга переносят в стерильную(ые) пробирку(и) и центрифугируют. Затем сно­
ва готовят суспензию клеток в питательной среде [35]— [37]. Примерная последовательность действий 
приведена в приложении А.

b ) Подсчитывают клетки и определяют их жизнеспособность.
c) Прямой посев: культивирование следует начинать при жизнеспособности клеток > 90 % и плот­

ности клеток 1 • 106 клеток/см2.
d) Инкубируют при температуре (36,5 ± 0,5) °С в атмосфере 5 %-ного С 0 2 и 95 %-ной относитель­

ной влажности. Затем следуют 9.4, f) и д).
e) МСК-КМ человека, полученные из аспирата костного мозга, должны выращиваться после пер­

вого пассажа при плотности от 3 • 103 до 7 • 103 клеток/см2.
МСК-КМ человека не рекомендуется использовать после пятого пассирования, поскольку вероят­

ность фенотипической и хромосомной нестабильности возрастает, см. [38]— [40].

9.6 Пассирование и ограниченное размножение

В целях дальнейшего биобанкинга культура может быть дополнительно размножена после успеш­
ного создания исходной культуры; такая культура известна как «субкультура». Каждое пассирование 
культуры называют «субкультивированием» или «пассажем».

Культуры следует проверять на присутствие микробиологических контаминантов (включая бак­
терии, грибы, дрожжи, микоплазму, эндотоксины и случайные вирусные возбудители болезней) перед 
последующим размножением.

Пассаж клеток происходит по соответствующим протоколам после создания исходной культуры. 
Размножение МСК-КМ человека рекомендуется проводить до трех пассажей, чтобы обеспечить до­
статочную жизнеспособность материала, сохраняя биологические особенности исходной культуры, и, 
таким образом, предотвращая адаптацию, связанную с культивированием. Биобанк должен следить за 
размножением, наблюдая за изменениями конкретных биологических характеристик (например, КОЕ-Ф, 
статус отсутствия дифференцировки и иммунофенотипирование).

10 Характеристика МСК-КМ человека
10.1 Общие положения

Биобанк обязан разработать, задокументировать и внедрить процедуры для характеристики 
МСК-КМ человека и регистрировать связанные с ними данные, так чтобы пользователи могли опреде­
лить их соответствие предполагаемому назначению.

Биобанк должен разработать матрицу анализов и набор маркеров по крайней мере на основе 
раздела 10.

Биобанк должен проводить постоянную характеристику МСК-КМ человека при культивировании. 
Такая характеристика должна включать среди прочего:

a) подтверждение подлинности;
b ) морфологию клеток;
c) кинетику роста: может быть вычислена с помощью ВУП;
d) жизнеспособность;
e) способность к дифференцировке in vitro;
f) иммунофенотип;
g) функциональную характеристику in vitro;
h) отсутствие микробной контаминации.

10.2 Жизнеспособность

Биобанк должен разработать, внедрить и задокументировать процедуру определения жизнеспо­
собности клеток.

10
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Контроль качества анализа жизнеспособности клеток проводят с использованием живых и мерт­
вых клеток. Необходимо определять и документировать показатель жизнеспособности клеток.

Биобанк обязан регулярно проводить оценку количества жизнеспособных клеток при культивиро­
вании, особенно после изменения условий культивирования клеток.

Жизнеспособность необходимо оценивать после размораживания криоконсерванных образцов.
Биобанк должен установить предельное значение приемлемого процента нежизнеспособных кле­

ток в популяции в процессе анализа.
Количество жизнеспособных МСК-КМ человека перед криоконсервацией должно составлять 

> 90 %.
Непосредственно после размораживания количество жизнеспособных МСК-КМ человека должно 

быть > 70 % при определении валидированным методом.

П р и м е ч а н и е  — Анализ на жизнеспособность обычно выполняют перед криоконсервацией и непосред­
ственно после размораживания. Жизнеспособность, определенная после размораживания клеток, обычно являет­
ся завышенной.

Следует выполнить автоматизированный анализ на жизнеспособность клеток.
Биобанк обязан разработать, внедрить и задокументировать процедуру оценки апоптоза клеток 

при культивировании.

10.3 Морфология

Под микроскопом высеянные МСК-КМ человека обычно имеют вид, подобный фибробластам (ве­
ретенообразная форма), и растут, прикрепляясь ко дну чашки, при этом размер/длина клетки >15 мкм. 
Колонии имеют спиральные или радиальные конфигурации. Необходимо определить морфологиче­
ские особенности, которые должны соответствовать характеристикам МСК-КМ человека, выделенных 
из костного мозга.

10.4 Время удвоения популяции и пассаж

10.4.1 ВУП
ВУП [41] — это время, ч, необходимое для удвоения популяции МСК-КМ человека. ВУП вычисля­

ют, используя подсчет клеток, полученных до и после собирания для исследования, по формуле

(Т - Т0) • log2 

(log N -  log N0)
(1)

где D — значение ВУП;
( Г -  Г0) — время инкубации, ч;

N — число собранных клеток;
Л/0 — число засеянных клеток.

П р и м е ч а н и е  1 — Формула (1) применима в линейном диапазоне размножения клеток.

Среднее значение ВУП для МСК-КМ человека, выделенных из костного мозга человека, находит­
ся в интервале от 40 до 100 ч [30], [42], [43].

П р и м е ч а н и е  2 — В зависимости от условий культивирования, пассажа культуры, плотности клеток и 
характеристик донора (например, возраст донора) значение ВУП может варьироваться.

Биобанку следует определить значение ВУП для МСК-КМ человека после вторичного культивиро­
вания.

ВУП может отражать кинетику роста МСК-КМ человека при культивировании. Биобанк может ис­
пользовать значение ВУП культур МСК-КМ человека при различных пассажах, чтобы оценить измене­
ния кинетики роста клеток при культивировании.

Значение ВУП необходимо документировать.
10.4.2 Пассаж
Р0, номер(а) пассажа(ей) вместе с указанием плотности при посеве и конечной плотности кле­

ток, а также площадь поверхности емкости для культивирования необходимо задокументировать. Ког­
да МСК-КМ человека покроют емкость для культивирования приблизительно на 70 % — 80 %, можно 
пассировать клетки.
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Лаборатории часто нумеруют пассажи. В то же время номер пассажа коррелирует с площадью 
поверхности/объемом емкости для культивирования и способом определения первоначального Р0. Ре­
комендуется, чтобы биобанк определил Р0 как первоначальный пассаж клеток костного мозга на чашки.

Документально подтвержденное значение ВУП наряду с номерами пассажей может облегчить и 
улучшить понимание динамики роста МСК-КМ человека и взаимосвязи между пассажами и ВУП.

10.5 Чистота популяции клеток

Биобанк обязан оценить чистоту МСК-КМ человека. Нежелательные популяции клеток, таких как 
кроветворные и эндотелиальные клетки (см. таблицу 1), должны присутствовать в количестве ниже 
определенных пределов, например < 5 %. Иммунофенотипирование МСК-КМ человека, приведенное 
в 10.9, допускается использовать для оценки и верификации чистоты и идентичности. Нежелательные 
микробные контаминанты должны быть определены и проверены в соответствии с 10.12.

П р и м е ч а н и е  — Верификация идентичности является частью процесса верификации подлинности кле­
точной линии, в которой происхождение клеток подтверждено генетически.

10.6 Оценка самообновления in vitro

Биобанк обязан разработать, внедрить и задокументировать процедуру оценки самообновления 
in vitro с использованием анализа КОЕ-Ф.

Клетки с ядрами, выделенные из аспирата костного мозга, должны быть использованы для анали­
за колониеобразования до каких-либо манипуляций.

Инкубируют клетки в течение от 10 до 14 дней при температуре (36,5 ± 0,5) °С в увлажненной ат­
мосфере 5 %-ного С 0 2 [44]— [46].

Пример — Ядросодержащие клетки, выделенные из аспирата костного мозга, культивируют в 
течение 14 дней при 5 %-ном содержании С02■ Клетки могут присутствовать в диапазоне концентра­
ций от 0,5 ■ 106 до 2,5 ■ 106 клеток. Клетки обычно культивируют в Альфа-среде с добавлением 20 %-ного 
ЭТС, но можно использовать другую среду и другие концентрации ЭТС. Замену среды выполняют после 
4-ного и после 7-ного дня. Клетки фиксируют в метаноле и окрашивают 1 %-ным кристаллическим фи­
олетовым для подсчета колоний с морфологией фибробласта под микроскопом (КОЕ-Ф) [47].

10.7 Пролиферация

Биобанк должен разработать, внедрить и задокументировать анализ пролиферации клеток.
Анализ пролиферации клеток необходимо задокументировать, включая внутренние критерии КК 

в соответствии с разделом 11.

П р и м е ч а н и е  — Пролиферацию клеток можно оценить валидированным методом, например, при по­
мощи CFSE или МТТ.

10.8 Способность к дифференцировке. Мультилинейная дифференцировка in vitro

10.8.1 Общие положения
ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ — Чтобы оценить мультилинейную дифференцировку МСК-КМ чело­

века in vitro, биобанку следует разработать, задокументировать и внедрить процедуры и тре­
бования к конкретным анализам (МСК-КМ человека, способных подвергаться мультилинейной 
дифференцировке in vitro). Следующие анализы мультилинейной дифференцировки in vitro яв­
ляются частью характеристики in vitro МСК-КМ человека, но не всегда отражают способность к 
дифференцировке этих клеток in vivo.

Мультилинейная дифференцировка in vitro в остеобласты, адипоциты и хондробласты в опреде­
ленных условиях является полезным инструментом для характеристики МСК-КМ человека. Эта инфор­
мация может быть полезна при оценке в формате количественного анализа, прошедшего валидацию и 
достаточно чувствительного для оценки МСК-КМ человека, выращенных в течение разных интервалов 
времени и в разных условиях.

10.8.2 Адипогенная дифференцировка in vitro
МСК-КМ человека могут дифференцировать в адипобласты in vitro в адипогенной индукцион­

ной среде. Обычно рекомендуется адипогенная индукционная среда, содержащая дексаметазон, 
З-изобутил-1-метилксантин, рекомбинантный инсулин человека и индометацин.
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Должны использоваться МСК-КМ человека с конфлуэнтностью > 80 % в третьем — пятом пасса­
жах. Не следует использовать культуры МСК-КМ человека после пятого пассажа. Рекомендуется ис­
пользовать контрольные группы без применения адипогенной дифференциальной среды.

Следует использовать окрашивание красителем Oil Red О для обнаружения адипогенной диф- 
ференцировки, особенно спустя три недели. Этот краситель окрашивает образованные нейтральные 
липидные вакуоли. Чтобы избежать ложных положительных результатов, необходимо строго контроли­
ровать время окрашивания и промывания.

Для дополнительного подтверждения адипогенной способности МСК-КМ человека необходимо 
оценить экспрессию генов, кодирующих белки, связанные со статусом адипогенной дифференцировки. 
Следует оценить экспрессию различных генов (аддитивные факторы), связанных с адипогенной диф- 
ференцировкой, такие как PPAR-y (рецептор, активируемый пероксисомным пролифератором гамма), 
СЕВРа (ССААТ/альфа-белок, связывающий энхансер), FABP4 (белок 4, связывающий жирные кислоты) 
и PREF-1 (преадипоцитарный фактор 1), АР2 (адипатит протеин-2) и ЛПЛ (липопротеиновая липаза), 
используя количественную реакцию ПЦР в реальном времени [48]— [50].

10.8.3 Хондрогенная дифференцировка in vitro
МСК-КМ человека могут дифференцировать в хондробласты in vitro в хондрогенной индукционной 

среде. Обычно рекомендуется хондрогенная индукционная среда, содержащая ТРФ-бета-3, дексаме- 
тазон, аскорбиновую кислоту, пируват натрия, инсулин, трансферрин, селеновую кислоту, альбумин из 
бычьей сыворотки и линолевую кислоту в глюкозе с высоким содержанием DMEM [48], [51], [52].

В дополнение к двумерной дифференцировке in vitro также можно выполнить хондроцитовую 
дифференцировку с использованием 3D культур микромассы, как было описано ранее для МСК [53].

Необходимо использовать культуры МСК-КМ человека с конфлуэнтностью > 80 % в третьем — 
пятом пассажах. Культуры МСК-КМ человека после пятого пассажа использовать не рекомендуется. 
Следует включить контрольные группы без хондрогенной дифференциальной среды или условий.

Хондрогенная дифференцировка должна сопровождаться образованием многослойной, богатой 
матриксом морфологии и внеклеточного матрикса, который после окрашивания Толуидиновым синим 
или азаном по Гейденгайну (Heidenhain) демонстрирует накопление сульфатного протеогликана и кол­
лагеновых волокон соответственно. Допускается использовать другие методы окрашивания, например, 
Альциановым синим или Сафранином О.

Для дополнительного подтверждения хондрогенной способности МСК-КМ человека необходимо 
оценить экспрессию генов, кодирующих белки, связанные со статусом хондрогенной дифференциров­
ки. Подмножество генов, таких как SOX9 (FIMG бокс-9, связанный с SRY), COL2A1 (коллаген типа 2А1), 
COL10 (коллаген типа X) и ACAN (аггрекан), следует оценивать, используя количественную реакцию 
ПЦР в реальном времени [48], [50], [51].

10.8.4 Остеогенная дифференцировка in vitro
МСК-КМ человека могут дифференцировать в остеобласты in vitro в остеогенной индукцион­

ной среде. Рекомендуемая остеогенная индукционная среда содержит дексаметазон, аскорбат и 
р-глицерофосфат.

П р и м е ч а н и е  — Плотность клеток, а также выбор определенных партий ЭТС влияют на дифференци­
ровку остеобластов.

Следует использовать культуры МСК-КМ человека с конфлуэнтностью > 80 % на третьем — пятом 
пассаже. После пятого пассажа МСК-КМ человека использовать не рекомендуется. Следует включить 
контрольные группы без остеогенной дифференциальной среды.

Остеогенную дифференцировку подтверждают после трехнедельной индукции по отложенному 
кальцию, выявляемому окрашиванием. В контрольной группе (без использования остеогенной среды) 
не должно наблюдаться остеогенного фенотипа.

Для выявления остеогенной дифференцировки следует использовать красители ализариновый 
красный S или краситель фон Косса (von Kossa). Время окрашивания и промывания следует строго 
контролировать, чтобы избежать ложных положительных результатов.

Для дополнительного подтверждения остеогенной способности МСК-КМ человека необходимо 
оценить экспрессию генов, кодирующих белки, связанные со статусом остеогенной дифференциров- 
кой. Эти гены, такие как ALP (щелочная фосфатаза), RUNX2 (транскрипционный фактор 2, связанный с 
карликовостью), ОЦН (остеокальцин) и ОПН (остеопонтин), следует оценивать, используя количествен­
ную реакцию ПЦР в реальном времени [48], [50]. Также внутриклеточное окрашивание поможет оценить 
экспрессию белка ОПН1 или другие маркеры костеобразования.
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10.9 Иммунофенотипирование посредством проточной цитометрии

МСК-КМ человека следует характеризовать с помощью набора, включающего по крайней мере 
маркеры (антигены) и экспрессии антигенов, перечисленных в таблице 1. Дополнительно, при необхо­
димости, допускается применять другие международные руководства.

П р и м е ч а н и е  — Антигены: CD146 и CD271 идентифицированы в МСК-КМ человека.

Т а б л и ц а  1 — Антигены и клоны антител, рекомендованные для иммунофенотипирования

Антиген Клоны антител [12], [13], [54]—[59] Необходимая скорость обнаружения, %

CD31- Недостаточно информации 
для предложения клонирования <5

CD34- а 581, Q-BEN 10, 8G12, АС136, 4Н11 <5

CD45-ь 2D1, t29/33, HI30 <5

HLA-DR± с L243 Зависит от питательной среды

CD44+ MEM-85, G44-26 >90

CD73+ AD2 >90

CD90+ Thy-1, F15-42-1,5Е10 >90

CD105+ SN6 >90

CD146+ Недостаточно информации 
для предложения клонирования >90

CD271+ Недостаточно информации 
для предложения клонирования >90

Неопределенность <5

а CD34- предполагает, что клетки негативны по отношению к эндотелиальным антигенам.
b CD45- предполагает, что клетки негативны по отношению к дополнительным гемопоэтическим антиге­

нам, включая CD11 b, CD14 и CD19.
с HLA-DR-. Несмотря на то, что нестимулированные МСК-КМ человека являются негативными для HLA- 

DR, это зависит от донора. Важно, что МСК-КМ человека синтезируют HLA-DR при стимуляции гамма-интерфе­
роном (ИФН-у).

10.10 Паракринная секреция/экспрессия (анализ секретома на основе белка)

Известно, что МСК-КМ человека секретируют/экспрессируют множество цитокинов, хемокинов и 
факторов роста, включая (но не ограничиваясь ими) ТРФ-бета, ИДО, СОХ-2, PDL-1, ФРЭС, WNTS, ФРГ, 
IL6, IL1RA, ФРК, CCL2, CXCL12, экзосомы, содержащие микро-РНК, липиды, митохондрии и другие 
карго-молекулы, где это применимо. Эти факторы могут воздействовать на местные и дистальные им­
мунные эффекторы и ткани, тем самым модулируя иммунный ответ и процессы восстановления тканей 
[19], [60]— [62].

Следует заранее определить, задокументировать и испытать набор соответствующих факторов в 
зависимости от цели исследования [61].

П р и м е ч а н и е  1 — Анализы на основе белка, такие как ИФА или мультиплекс, могут быть использованы 
для измерения секретируемых факторов с помощью МСК-КМ человека.

П р и м е ч а н и е  2 — Важно отметить, что, как показано, МСК-КМ человека требуют стимуляции для про­
явления своих иммуносупрессивных свойств. Это может быть осуществлено путем воздействия растворимых ме­
диаторов аллергического воспаления, таких как ИФН-у TNF, интерлейкин, или путем физического контакта с вос­
палительными клетками. Данный метод «активации» МСК-КМ человека имеет большое значение, и существует 
несколько вариантов его выполнения [63].

Неактивированные МСК-КМ человека могут служить в качестве контрольных.
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Уровни мРНК следует определять методами ПЦР в реальном времени или методом мультиплекс­
ной ПЦР Дополнительно измеряют уровни белка для паракринной секреции/экспрессии с помощью 
ИФА или мультиплексных методов в супернатанте клеточной культуры.

10.11 Иммунорегуляция (модуляция иммунных клеток)

Известно, что МСК-КМ человека модулируют иммунные клетки. Конкретный тип иммунных клеток 
может варьироваться в зависимости от доклинической модели, интересующего заболевания и меха­
низма изучаемого действия. Поэтому рекомендуется использовать конкретные популяции очищенных 
иммунных эффекторов при совместном культивировании с МСК-КМ человека, чтобы измерить влияние 
МСК на эту популяцию.

Факторы, которые характеризуют иммуномодулирующие свойства МСК-КМ человека и которые 
следует учитывать в этом функциональном анализе, включают соотношение МСК-КМ человека и им­
мунных эффекторных клеток, условия среды, активацию МСК-КМ человека, активацию иммунных эф­
фекторов и гетерогенность доноров иммунных эффекторов.

Матричный анализ должен применяться следующим образом [19]:
a) необходимо выполнить количественный анализ выбранных генных продуктов:

1) МСК-КМ человека должны быть активированными, неактивированные клетки МСК следует 
использовать в качестве контроля,

2) необходимо выполнить количественную экспрессию в реальном времени по меньшей мере 
трех генов; допускается измерить следующие гены (не конечный перечень): ИДО, CXCL10, CXCL9, 
CXCL11, СИТА, ICAM-1, CCL5, TRAIL, TLR-3, CCL7, VCAM-1, НLA-DR, ФРГ, ИЛ-6, CCL2, PI9, CCR7, 
ФРЭС, PDL-1, CX3CR1, СОХ-2, AHR, TSG-6, ФРК, TLR-4, CXCL12, CD46, PDL-2, ТРФ-бета, CXCR6, 
CCR10, TIMP-2, CD55, BCL-2, ANGPT2, А20, HSP70A, ИЛ-8, ULBP-3, HSP70B, CXCR1, GAL-1, CXCR4, 
НО-1, TIMP-1, ИЛ-1 РА [61], [64].

П р и м е ч а н и е  — Эти гены являются примерами, анализировать полный перечень необязательно. Поль­
зователю следует выбрать гены из этого перечня (или других перечней из литературных источников), разрабо­
тать набор показателей секретируемых/экспрессируемых факторов, подходящих для контекста доклинических 
исследований;

b) необходимо выполнить экспрессию белка выбранных секретируемых/экспрессируемых факто­
ров [см. 10.11, а) 2)];

c) иммуномодуляцию МСК следует оценивать с помощью анализа их влияния на пролиферацию 
in vitro иммунных эффекторов. С этой целью инкубацию МСК следует осуществлять с использованием 
либо общих периферических лимфоцитов из мононуклеарных клеток периферической крови (РВМС), 
либо очищенных суб-популяций лимфоцитов. Предпочтительно использовать стандартизованные ме­
тоды анализа, которые могут подтвердить клинические подходы на основе МСК в качестве теоретиче­
ски полезного метода лечения иммунологических заболеваний [62].

Дополнительно рекомендуют следующий подход к матричному анализу:
- количественный анализ выбранных генных продуктов;
- анализ функционально значимых поверхностных маркеров методом проточной цитометрии;
- белковый анализ секретома для тестирования иммуномодулирующих функций МСК [19].
Исследования показали, что функциональная гетерогенность МСК-КМ человека зависит, среди

прочего, от условий культивирования, числа пассажей и состояния активации. Поэтому в дополнение к 
мультилинейной дифференцировке in vitro, относящейся к иммуномодуляторной способности МСК-КМ 
человека, рекомендуется выполнять функциональную оценку, чтобы подтвердить их функциональный 
статус.

10.12 Микробная контаминация

Необходимо разработать, валидировать, внедрить и задокументировать процедуры анализа 
МСК-КМ человека на микробную контаминацию для всего процесса.

На протяжении всего процесса, начиная со сбора клеток у донора и их приобретения, подготов­
ки реактивов и оборудования для культивирования и заканчивая обслуживанием и криоконсервацией 
культур, важно придерживаться целостного подхода и проводить микробиологический контроль на всех 
критических этапах процесса. Кроме того, необходимо подготовить процедуры минимизации рисков 
для отдельных созданных культур. Хорошей практикой является поддержание процедур КК для пер­
вичных тканей или клеток, заново вносимых в биобанк. Такие культуры следует держать в специально
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отведенной зоне и использовать для них отдельное оборудование до тех пор, пока не будет получено 
достаточных данных для обоснования их перемещения.

Методы, используемые для микробиологических исследований, необходимо валидировать. Важ­
но подтвердить использование соответствующих уровней чувствительности, специфичности и устойчи­
вости в отношении анализируемых клеточных культур.

В течение всего процесса необходимо осуществлять менеджмент риска с оценкой микробной кон­
таминации.

МСК-КМ человека, используемые для исследований, не должны содержать контаминантов. Катим 
контаминантам относят, среди прочего, бактерии, дрожжи, грибы и микоплазму.

a) Анализы на присутствие бактерий, дрожжей, грибов и микоплазмы должны проводиться регу­
лярно. Следует по мере возможности избегать использования антибиотиков. В случае использования 
антибиотиков их следует удалить перед отбором проб.

b ) Также необходимо знать о влиянии, которое могут оказать контаминанты на биологические 
характеристики культивируемой клеточной популяции. Например, низкий уровень вирусной инфекции, 
вероятно, не окажет значительного воздействия на гибель клеток, но может заметно сказаться на био­
логической активности. Такой тип контаминантов может воздействовать на любые данные проводимых 
исследований.

Пример — Микоплазма считается обычным контаминантом клеточных культур ввиду риска кон­
таминации из различных источников. Микоплазму бывает очень трудно удалить из клеточной куль­
туры, поскольку маленький размер ограничивает фильтрование, при этом ее сложно обнаружить без 
повседневного анализа.

Риски, вызванные трансмиссивными губчатыми энцефалопатиями (TSE) в питательной среде 
(бычья сыворотка), следует учитывать независимо от происхождения или истории клеток. Существует 
ряд заболеваний TSE в мире, показывающих их способность передаваться человеку.

11 Контроль качества
Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.8, и ИСО 21709:2020, 5.5.
Биобанк обязан разработать, внедрить и задокументировать процедуру КК, включающую анализ 

биологических характеристик, связанных с функциональностью МСК-КМ человека in vitro в соответ­
ствии с разделом 10.

КК биологических характеристик (см. раздел 10) МСК-КМ человека должен выполняться для всех 
важных процедур, от выделения до размораживания.

Биобанк должен разработать, внедрить и задокументировать критерии приемлемости ККдля всех 
биологических характеристик МСК-КМ человека, включенных в раздел 10.

Биобанк должен разработать, внедрить и задокументировать критерии приемлемости ККдля всех 
важных контрольных точек, например питательных сред, реактивов, оборудования.

В ходе процессов биобанкинга необходимо периодически анализировать питательные среды на 
присутствие Mycoplasma spp.

КК разрабатывают с учетом риск-ориентированного подхода, связанного с безопасностью лабо­
ратории.

12 Хранение
Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.5, 7.7, пункт А.6, и ИСО 21709:2020, 5.3.4.
Оптимизация процедуры криоконсервации и методов минимизации повреждения клеток при за­

мораживании и размораживании является критической для обеспечения гарантированного присутствия 
жизнеспособных клеток.

П р и м е ч а н и е  — Контроль скорости замораживания с использованием подходящего криопротектора и 
поддержание стабильной температуры хранения может свести к минимуму негативное влияние на жизнеспособ­
ность клеток.

Для криоконсервированных МСК-КМ человека необходимо документировать следующую инфор­
мацию:

а) наименование клеток;
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b) номер партии консервированных МСК-КМ человека;
c) дату консервации в соответствии с ИСО 8601-1;
d) условия культивирования;
e) число пассажей;
f) ФИО оператора.
Каждая хранящаяся пробирка из одной и той же партии культивируемых клеток должна иметь 

уникальный идентификационный номер (т. е. номер биобанка или номер партии), прослеживаемый на 
протяжении сбора, выделения и размножения в соответствии с ИСО 20387:2018, 7.5.

Перед замораживанием необходимо проанализировать морфологию клеток (см. 10.3), иммуно­
фенотип, иммуномодуляторную функциональность (см. 10.11), жизнеспособность (см. 10.2) и паракрин- 
ную секрецию (см. 10.10); полученные результаты должны коррелировать со свойствами МСК, выде­
ленных из костного мозга. Для оценки способности к дифференцировке (см. 10.8), кинетики роста и 
анализа самовосстановления (см. 10.6) следует собирать репрезентативные пробы, результаты оценки 
могут быть использованы после криоконсервации. Результаты этих анализов следует документировать 
и включать в досье на клеточный образец.

Количество жизнеспособных клеток должно быть > 80 %, при этом они не должны содержать кон- 
таминантов.

Клетки должны быть в фазе роста, отцентрифугированы и суспендированы в среде для криокон­
сервации. Количество клеток должно оставаться в интервале от 500 000 до 5 000 000 клеток/мл.

Замораживание с контролируемой скоростью МСК-КМ человека выполняют следующим образом:
- документируют дату и время начала процесса криоконсервации в соответствии с ИСО 8601-1;
- начинают быстрое охлаждение от комнатной температуры до минус 10 °С со скоростью от 0,5 

до 1 °С/мин;
- выдерживают при температуре минус 10 °С в течение 5 мин; этот шаг является критическим для 

обеспечения формирования зародыша кристалла льда;
- понижают температуру до минус 80 °С со скоростью 1 °С/мин (целевая температура);
- переносят в жидкий азот для последующего хранения.
Биобанк обязан вести записи процесса криоконсервации, включая плотность, жизнеспособность 

клеток и контроль температуры.

13 Размораживание
В процессе размораживания замороженные клетки должны оттаивать при температуре 

(36,5 ± 0,5) °С или быть обработаны для культивирования с добавлением среды по каплям, введены в 
культуру и затем перенесены в инкубатор с соответствующей газовой атмосферой и влажностью. Для 
оптимизации процесса инкубатор следует установить на соответствующую температуру культивирова­
ния, обычно она равна (36,5 ± 0,5) °С.

Замороженные клетки следует быстро размораживать при помощи тепла и переноса непосред­
ственно в предварительно подогретую до температуры (36,5 ± 0,5) °С питательную среду, чтобы обе­
спечить максимальную жизнеспособность и биологическую активность МСК-КМ человека.

Для клеток, консервированных методами витрификации, этот этап может быть более критичным, 
поэтому следует получить консультацию специалиста.

Следующую информацию необходимо четко задокументировать, включая среди прочего:
a) номер партии, указанный на замороженных пробирках;
b ) наименование клеток;
c) число пассажей;
d) состояние культуры;
e) ФИО оператора;
f) дату проведения операции по размораживанию в соответствии с ИСО 8601-1;
д) время размораживания в соответствии с ИСО 8601-1 с момента, когда замороженные клетки 

покидают жидкий азот до момента, когда клетки вводят в культуру;
h) дату в соответствии с ИСО 8601-1, при которой культура достигает достаточной плотности ко­

лоний для пассирования.
После размораживания необходимо проверить жизнеспособность клеток.
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14 Утилизация
Для контроля утилизации отходов соблюдают требования ИСО 20387:2018, 4.1.8, 7.1.1, 7.5.3, 

8.4.2, пункт А.7, и ИСО 21709:2020, 5.3.6.
Утилизация МСК-КМ человека должна осуществляться в соответствии с действующими требова­

ниями по защите окружающей среды, биобезопасности и этики.

15 Распространение МСК-КМ человека. Информация для пользователей
Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.12.
Пользователям МСК-КМ человека предоставляют инструкции по использованию (IFU) и/или стан­

дартные рабочие процедуры выделения, консервации, хранения и транспортирования МСК-КМ чело­
века. IFU обычно содержат информацию с общими положениями, связанными с культивированием, 
методами и процедурами консервации.

Пользователям МСК-КМ человека должны быть предоставлены номера партий, прослеживаемые 
до партии или биобанка, и заявление или паспорт безопасности материала, содержащие опасности 
для поставляемых МСК-КМ человека.

Пользователям МСК-КМ человека в обязательном порядке предоставляют условия или гарантии, 
которые квалифицируют потенциал и характеристики МСК-КМ человека на основе анализов, выполнен­
ных биобанком.

Характеристика и данные микробиологических анализов от лица, внесшего МСК-КМ человека в 
биобанк, должны быть доступны пользователям.

Биобанк обязан разработать документированную политику по качеству и поиску источников сырья, 
которые могут воздействовать на качество клеточных препаратов, с учетом национальных или между­
народных ограничений, например фетальная бычья сыворотка, трипсин, факторы роста.

Биобанк должен обеспечить наличие сведений для облегчения эффективного выбора подходя­
щих клеток. Эти сведения должны включать, среди прочего:

a) дату сбора и консервации ткани в соответствии с ИСО 8601-1;
b ) дату, согласно ИСО 8601-1, попытки выделения (для МСК-КМ человека обычно принимают 

дату выделения клеток из костного мозга или посева на чашки in vitro)]
c) использование свежего или замороженного источника биологического материала;
d) где применимо, информацию, касающуюся информированного добровольного согласия, полу­

ченного от донора-человека на использование исходной ткани для исследования;
e) любые ограничения на использование производных клеток;
f) данные и их интерпретацию, полученные в результате характеристики и КК.

16 Транспортирование МСК-КМ человека
16.1 Общие положения

Необходимо соблюдать требования ИСО 20387:2018, 7.4, и ИСО 21709:2020, 5.4.4.
Биобанк обязан разработать, внедрить и задокументировать процедуры для транспортирования и 

обращения с МСК-КМ человека и связанных с ними данных.
Следует избегать непредусмотренного воздействия радиации в ходе перевозки.
МСК-КМ человека допускается транспортировать в виде замороженных ампул/пробирок или в 

виде живых культур; в любом из вариантов следует:
a) сообщить получателю дату предполагаемой отправки клеток;
b ) предоставить письменные инструкции, в т. ч.:

1) инструкции по получению МСК-КМ человека,
2) инструкции по размораживанию и восстановлению МСК-КМ человека,
3) инструкции по условиям вторичного хранения,
4) требуемую среду или сыворотку,
5) любые специальные дополнения,
6) режим пассирования;

c) прикрепить технический паспорт клеток и копию инструкций к внешней стороне упаковки, чтобы 
получатель знал, что делать, прежде чем открывать ее.
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Каждую замороженную ампулу/пробирку или контейнер с живой культурой (первичный контейнер) 
помещают в предварительно стерилизованную самоклеящуюся герметичную упаковку. На упаковку на­
носят следующую маркировку:

- данные о пробе;
- дату производства и окончания срока службы;
- наименование и контакты учреждения, осуществляющего биобанкинг.

16.2 МСК-КМ человека, замороженные в ампулах или криопробирках

При транспортировании на дальние расстояния МСК-КМ человека, замороженные в ампулах или 
криопробирках, следует перевозить помещенными в сухой лед или дьюар с жидким азотом.

П р и м е ч а н и е  1 — Оптимальное количество сухого льда или дьюаров с жидким азотом зависит от усло­
вий транспортирования, например продолжительности.

Наружный контейнер с теплоизоляцией, например толстостенный контейнер из пенополистирола, 
следует использовать для перевозки ампул и/или криопробирок. Если используют наружный контейнер, 
его необходимо дезинфицировать, наполнить соответствующим хладоносителем (например, сухим 
льдом), оснастить термометром-регистратором данных для температурного контроля.

П р и м е ч а н и е  2 — Если МСК-КМ человека оттаивают медленно, их жизнеспособность будет снижаться 
быстро.

Ампулы/криопробирки должны быть герметично укупорены во избежание утечки.

16.3 Живые культуры МСК-КМ человека

МСК-КМ человека можно транспортировать в виде живой культуры в питательной среде в соот­
ветствующих флаконах, обычно в течение небольшого периода, т. е. < 2 ч. В таких случаях для отправки 
следует использовать МСК-КМ человека на средней и последней стадии кривой роста. Температура 
при подготовке к отправке и отгрузке должна быть < 37 °С и > 2 °С.

Следует использовать как можно больше питательной среды (например, наполнять флакон пита­
тельной средой доверху).

П р и м е ч а н и е  1 — Если среда касается крышки флакона, это может привести к контаминации.

П р и м е ч а н и е  2 — Конфлуэнтные или сверхконфлуэнтные культуры быстрее истощают питательные 
среды и могут иметь тенденцию к отделению при транспортировании.
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Приложение А 
(справочное)

Получение мононуклеарных клеток костного мозга человека 
(МНК-КМ человека)

Используют только свежий костный мозг. Необходимо избегать замораживания и размораживания клеток 
костного мозга и выполнять все следующие шаги в стерильных условиях в вытяжном шкафу с ламинарным по­
током.

a) Отбирают пробу костного мозга в соответствии с 6.4.2 или 6.4.3.
b) Разбавляют пробу костного мозга в соотношении 7:1 буфером (PBS), например 30 мл костного мозга раз­

бавляют 5 мл буфера до конечного объема 35 мл.
c) Пропускают клетки через фильтр 100 мкм, чтобы удалить фрагменты костей и скопления клеток.
d) Осторожно наносят 35 мл разбавленной клеточной суспензии поверх 15 мл среды Ficoll-Paque в кониче­

скую пробирку вместимостью 50 мл.
e) Центрифугируют со скоростью 445д в течение 35 мин при температуре 20 °С в ротор-бакете без тормо­

жения.
f) Отсасывают верхний слой, оставляя слой мононуклеарных клеток нетронутым в межфазном промежутке.
д) Осторожно переносят клетки МНК-КМ человека в межфазном промежутке в новую коническую пробирку

вместимостью 50 мл.
h) Промывают клетки добавлением до 40 мл буфера (PBS). Осторожно перемешивают и центрифугируют со 

скоростью ЗООд в течение 10 мин при температуре 20 °С. Осторожно полностью удаляют надосадочную жидкость.
i) Для удаления тромбоцитов снова суспендируют клеточный осадок в 50 мл буфера и центрифугируют со 

скоростью 200д в течение 10—15 мин при температуре 20 °С. Затем осторожно полностью удаляют надосадочную 
жидкость.

j) Повторно суспендируют клеточный сгусток в соответствующем количестве буфера для последующего при­
менения.
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Приложение ДА 
(справочное)

Сведения о соответствии ссылочных международных стандартов 
национальным стандартам

Т а б л и ц а  ДА.1

Обозначение ссылочного 
международного стандарта

Степень
соответствия

Обозначение и наименование соответствующего 
национального стандарта

ISO 8601-1 — *

ISO 20387:2018 ЮТ ГОСТ Р ИСО 20387—2021 «Биотехнология. Биобанкинг. Общие 
требования»

ISO 21709:2020 ЮТ ГОСТ Р ИСО 21709—2024 «Биотехнология. Биобанкинг. Требо­
вания к процессу и качеству для создания, поддержания и ха­
рактеристики клеточных линий млекопитающих»

* Соответствующий национальный стандарт отсутствует. До его принятия рекомендуется использовать 
перевод на русский язык данного международного стандарта.

П р и м е ч а н и е  — В настоящей таблице использовано следующее условное обозначение степени со­
ответствия стандартов:

- ЮТ — идентичные стандарты.
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