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Â ïðåäâàðèòåëüíûõ îïûòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìûøöû ìûøåé mdx, ñïàñåííûõ ïîñëå ðåíòãåíîâñêî-
ãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 7.5 Ãð âíóòðèâåííûì ââåäåíèåì êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé C57BL/6, ÷åðåç
2—3 ìåñ îáíàðóæèâàþò ïðèçíàêè óñèëåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëî-
êîí. Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ó÷àñòèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê â ýòîì ÿâëåíèè áûëè ïîñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòû ñ
êëåòêàìè êîñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé C57BL/6, ýêñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé ëþìèíåñöèðóþùèé
áåëîê GFP. Ïåðâàÿ ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ áûëà âûïîëíåíà íà õèìåðíûõ ìûøàõ C57BL/6 è mdx. Õèìåð-
íûõ ìûøåé ïîëó÷àëè ââåäåíèåì êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé C57BL/6, ýêñïðåññèðóþùèõ
áåëîê GFP, ìûøàì C57BL/6 èëè mdx ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ 5 â äîçå Ãð. ×åðåç 2 ìåñ ó ìû-
øåé-õèìåð ïîâðåæäàëè M. quadriceps femoris è åùå ÷åðåç 4—5 íåä èçó÷àëè ïðèñóòñòâèå â ìûøöå
GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí. Ó ìûøåé-õèìåð C57BL/6 äîëè GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ìûøå÷-
íûõ âîëîêîí äëÿ îïûòíîé è êîíòðëàòåðàëüíîé ìûøö ñîñòàâèëè 0.3 ± 0.5 è 0.2 ± 0.3 % ñîîòâåòñòâåííî.
Ó ìûøåé-õèìåð mdx äîëè GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí â îïûòíîé è êîíòðîëüíîé ãðóïïàõ
áûëè 1.7 ± 0.4 è 0.5 ± 0.3 % ñîîòâåòñòâåííî. Âî âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ìû-
øåé C57BL /6, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê GFP, ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî èñòîùåíèÿ ââîäèëè âíóòðèìû-
øå÷íî ìûøàì C57BL/6 è GFP. Ïðåäâàðèòåëüíî êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà âûäåëÿëè íà 63%-íîì Ïåðêîëëå è
çàòåì ýòó ôðàêöèþ èñòîùàëè îò äèôôåðåíöèðîâàííûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ìàãíèòíûì ñïîñîáîì íà
ñèñòåìå Dynal ñìåñüþ àíòèòåë ïðîòèâ àíòèãåíîâ CD4, CD8, CD38, CD45R, Ter119, Ly-6G è F4/80. Ïîñëå
èñòîùåíèÿ 2.5�105—4.0�105 êëåòîê èíúåöèðîâàëè â 8—9 òî÷åê M. quadriceps femoris ìûøåé C57BL/6
èëè mdx. ×åðåç 2—3 íåä ó ìûøåé C57BL/6 áûëî îáíàðóæåíî 0.15 ± 0.40 è 0.1 ± 0.2 % GFP-ïîëîæèòåëü-
íûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí â îïûòíîé è êîíòðëàòåðàëüíîé ìûøöàõ ñîîòâåòñòâåííî. Ó ìûøåé mdx äîëè
GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí ñîñòàâèëè 2.0 ± 0.8 è 1.2 ± 0.6 %. Ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî,
÷òî ó÷àñòèå ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà â äèôôåðåíöèðîâêå ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøö ìûøåé
mdx ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ïîñëå âíóòðèìûøå÷íîé òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ïðè ïîìîùè
èíúåêöèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: GFP-ýêñïðåññèðóþùèå ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, äèôôåðåíöèðîâêà,
ðåãåíåðàöèÿ, ñêåëåòíûå ìûøöû, ìûøè-õèìåðû C57BL/6 è mdx.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÏÌÂ — ïîïåðå÷íîïîëîñàòûå ìûøå÷íûå âîëîêíà, ÃÑÊÌÏ — ãåìî-
ïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøå÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ÊÊÌ — êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà.

Ïðè ìèîäèñòðîôèè Äþøåííà èç-çà ìóòàöèè ñòðóê-
òóðíîãî ãåíà íàðóøåí ñèíòåç öèòîñêåëåòíîãî áåëêà äè-
ñòðîôèíà, ÷òî âûçûâàåò ãèáåëü ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìû-
øå÷íûõ âîëîêîí (ÏÏÌÂ). Ïîòåðÿ ÏÏÌÂ êîìïåíñèðóåò-
ñÿ îáðàçîâàíèåì â ìûøöå íîâûõ ÏÏÌÂ. Ïîèñê ñïîñîáîâ
íîðìàëèçàöèè è ñòàáèëèçàöèè ïîïóëÿöèè ÏÏÌÂ ó áîëü-
íûõ ìèîäèñòðîôèåé ïðåäñòàâëÿåò êàê ïðàêòè÷åñêèé, òàê
è òåîðåòè÷åñêèé èíòåðåñ. Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå íà
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè áîëåçíè Äþøåííà — ìûøàõ
mdx, ïîêàçàëè, ÷òî áàëëèñòè÷åñêàÿ òðàíñôåêöèÿ ìûøö
ãåíîìà äèñòðîôèíà íîðìàëèçóåò ñòðóêòóðó ÏÏÌÂ òîëü-
êî íà êîðîòêîå âðåìÿ (Ìèõàéëîâ è äð., 1998, 2002). Ñêå-
ëåòíûå ìûøöû ìûøåé mdx, êàê è ìûøåé C57BL/6, ÿâëÿ-
þòñÿ îáíîâëÿþùåéñÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèåé (Tidball et
al., 1995), ÷òî èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòü äîñòèæåíèÿ äëè-
òåëüíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà ýêñïðåññèè äèñòðî-

ôèíà íà ñòðóêòóðó è ôóíêöèþ ÏÏÌÂ, òðàíñôèöèðîâàí-
íûõ ãåíîì äèñòðîôèíà.

Ïðè ãåíåòè÷åñêè îáóñëîâëåííîé ìèîäèñòðîôèè ñïî-
ñîáîì ñïàñåíèÿ ñêåëåòíûõ ìûøö îò èñ÷åçíîâåíèÿ èç-çà
ãèáåëè ÏÏÌÂ ìîæåò áûòü çàìåíà ìóòàíòíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê íà íîðìàëüíûå ïðè ïîìîùè òðàíñïëàíòàöèè â
ìûøöû ñòâîëîâûõ êëåòîê äèêîãî òèïà. Ýòà èäåÿ ïîñëó-
æèëà îñíîâàíèåì äëÿ íà÷àëà êëåòî÷íîé òåðàïèè ìèîäè-
ñòðîôèè Äþøåííà ó ÷åëîâåêà è ìûøåé mdx ïðè ïîìîùè
èíúåêöèé ìèîáëàñòîâ (êëåòîê-ñàòåëëèòîâ) îò çäîðîâûõ
äîíîðîâ (Partridge et al., 1989; Law et al., 1993; ßðûãèí è
äð., 2003). Îäíàêî âûñîêàÿ ãèáåëü ââåäåííûõ êëåòîê êàê
ó ÷åëîâåêà, òàê è ó ìûøåé mdx â ïåðâûå 24 ÷ ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè (Fan et al., 1996; Gussoni et al., 1997) è
íèçêèé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë ìèîáëàñòîâ îãðàíè-
÷èâàþò ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî òèïà êëå-
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òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ äëÿ êîððåêöèè ñîñòàâà ÏÏÌÂ ó
ìûøåé mdx (Lee-Pullen et al., 2004).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñêåëåòíûõ ìûøöàõ îáíàðóæåíà
ïîïóëÿöèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, êîòîðàÿ
ñïîñîáíà ó÷àñòâîâàòü â ðåãåíåðàöèè ÏÏÌÂ. Ãåìîïîý-
òè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøå÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(ÃÑÊÌÏ) òàêæå äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ãåìîïîýòè÷åñêîì
íàïðàâëåíèè (Seale, Rudnicki, 2000; Torrente et al., 2001;
LaBarge, Blau, 2002; Qu-Petersen et al., 2002; Huard et al.,
2003).

Áîëåå ðàííèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ñòâîëîâûå
êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) ó÷àñòâóþò â ðåãåíåðàöèè
ÏÏÌÂ ìûøåé-õèìåð mdx, îáëó÷åííûõ ëó÷àìè Ðåíòãåíà
(Ferrari et al., 1998; Bittner et al., 1999; Gussoni et al.,
1999). Ïðè èçó÷åíèè ñïîñîáíîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê êî-
ñòíîãî ìîçãà ó÷àñòâîâàòü â äèôôåðåíöèðîâêå ÏÏÌÂ
ìûøåé mdx â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ îáû÷íî èñïîëüçóþò
èëè Y-õðîìîñîìó, èëè CD-ìàðêåðû ñòâîëîâûõ êëåòîê,
èëè ýêñïðåññèþ äèñòðîôèíà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåä-
ñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîâåäåíèÿ òðàíñ-
ïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÊÊÌ) ìûøåé
C57BL/6, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê GFP, â îðãàíèçìå ìû-
øåé-õèìåð mdx è C57BL/6, à òàêæå ïîñëå ïðÿìûõ èíúåê-
öèé â ìûøöû ìûøåé mdx è C57BL/6.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû áûëè ïîñòàâëåíû íà ïîëîâîçðåëûõ
ìûøöàõ C57BL/6, òðàíñãåííûõ ìûøàõ C57BL/6, ÿâëÿþ-
ùèõñÿ íîñèòåëåì áåëêà GFP (Jackson Laboratory, ÑØÀ; äàð
Îêëåíäñêîãî äåòñêîãî ãîñïèòàëÿ, Êàëèôîðíèÿ, ÑØÀ), è íà
ìûøàõ mdx (äàð ïðîô. Ïàðòðèäæà, Âåëèêîáðèòàíèÿ) ìàñ-
ñîé 20—25 ã. Ìûøåé ñîäåðæàëè â âèâàðèè Èíñòèòóòà öè-
òîëîãèè ÐÀÍ íà îáû÷íîì ïèòàíèè è ïðè ñòàíäàðòíîì ñâå-
òîâîì ðåæèìå. Ïðè ýêñïåðèìåíòàõ ïî òðàíñïëàíòàöèè ó÷è-
òûâàëè ïîëîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü ìûøåé.

Äîíîðû ÊÊÌ, ìûøè C57BL/6 è ðåöèïèåíòû, ìûøè
mdx, ïðîèçâîäíûå ëèíèè C57BL/10, íå ðàçëè÷àþòñÿ
ìåæäó ñîáîé ïî ãëàâíûì ëîêóñàì ãåíîâ ãèñòîñîâìåñòè-
ìîñòè (Ìåäâåäåâ, 1968). Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè îòñóò-
ñòâóþò äàííûå îá èììóíîëîãè÷åñêîé íåñîâìåñòèìîñòè
êîëîíèé ìûøåé C57BL/6 è C57BL/10. Ïî íàøèì íàá-
ëþäåíèÿì, òðàíñïëàíòàöèÿ ìûøàì mdx ÊÊÌ ìûøåé
C57BL/6 íå âûçûâàåò èììóíîëîãè÷åñêîãî êîíôëèêòà.

Ó ìûøåé C57BL/6 âîçðàñòà 8—12 íåä ÊÊÌ âûìûâà-
ëè èç áåäðåííûõ êîñòåé ðàñòâîðîì Õýíêñà, íå ñîäåðæà-
ùèì èîíîâ Ca è Mg (GIBCO, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ñîáðàí-
íûå â îäíó ïðîáèðêó ÊÊÌ äîïîëíèòåëüíî äèññîöèèðî-
âàëè ïðè ïîìîùè øïðèöà. Ïðè ïðèãîòîâëåíèè õèìåð
îáëó÷åííûì â äîçå 5.0 èëè 7.5 Ãð ìûøàì C57BL/6 èëè
mdx â ÿðåìíóþ âåíó ââîäèëè 10�106—16�106 íåôðàêöè-
îíèðîâàííûõ ÊÊÌ òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP(+) C57BL/6
â îáúåìå 1 ìë.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ó÷àñòèÿ ÊÊÌ â ðåãåíåðàöèè ìûøö ó
ìûøåé áûëè èñïîëüçîâàíû äâà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîä-
õîäà. Ïðè ïåðâîì ÷åðåç 1—2 ìåñ ïîñëå ïðèãîòîâëåíèÿ
ìûøåé-õèìåð èçó÷àëè ðàñïðîñòðàíåíèå êëåòîê, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ GFP. Äëÿ ñîçäàíèÿ ðåãåíåðàöèîííîé ìîäåëè
M. quadriceps femoris ìûøåé-õèìåð ïîâðåæäàëè ñæàòè-
åì ìûøöû çàæèìîì Êîõåðà â òå÷åíèå 5 ìèí. ×åðåç 1 ìåñ
êàê îïûòíóþ, òàê è êîíòðëàòåðàëüíóþ, êîíòðîëüíóþ,
ìûøöû èçó÷àëè íà ïðèñóòñòâèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ
ìûøå÷íûõ âîëîêîí ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà LSM 5 Pascal (Carl Zeiss, ÔÐÃ).

Ïðè âòîðîì ýêñïåðèìåíòàëüíîì ïîäõîäå èñïîëüçî-
âàëè ïðåäâàðèòåëüíî ôðàêöèîíèðîâàííûå GFP(+) ÊÊÌ
ìûøåé C57BL/6. Ñóñïåíçèþ GFP(+) ÊÊÌ íàñëàèâàëè íà
63%-íûé Ïåðêîëë (Pharmacia, Øâåöèÿ) â ðàñòâîðå Õýíê-
ñà áåç èîíîâ Ca è Mg è öåíòðèôóãèðîâàëè 20 ìèí ïðè
3000 îá/ìèí (óñêîðåíèå 1100 g) è êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Êëåòêè, ëîêàëèçîâàííûå íà ãðàíèöå ðàçäåëà, îòìûâà-
ëè îò Ïåðêîëëà ðàñòâîðîì Õýíêñà è îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 2000 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí. Ôðàêöèþ
ÊÊÌ, âûäåëåííóþ íà 63%-íîì Ïåðêîëëå, èñòîùàëè îò
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ïðè ïîìî-
ùè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê àíòèãåíàì CD4, CD8a,
CD38, CD45R, Ter119 è F4/80 (Caltag, ÑØÀ) è ìàãíèò-
íûõ ÷àñòèö Dynabeads ïî ïðîòîêîëó ôèðìû DYNAL
(Íîðâåãèÿ). Â îñòàâøåéñÿ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè êîíöåíò-
ðàöèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê âîçðàñòàëà â 50—60 ðàç. Ïîñëå
èñòîùåíèÿ 2.5�105—4.0�105 ÊÊÌ â îáúåìå 100 ìêë èíúå-
öèðîâàëè â 8—9 òî÷åê M. quadriceps femoris. Èíúåêöèè
ÊÊÌ îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè øïðèöà Ëþýðà è èãë ¹ 27.
Â êîíòðëàòåðàëüíóþ ìûøöó ââîäèëè ðàñòâîð Õýíêñà.

Ñðåçû èç ñðåäíåé ÷àñòè M. quadriceps femoris òîëùè-
íîé 10 ìêì ïîëó÷àëè íà êðèîñòàòå Bright Co., Ltd. (Âåëè-
êîáðèòàíèÿ) ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî îõëàæäåíèÿ ìûøö
â æèäêîì àçîòå. Ñðåçû ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåòíûå ñòåê-
ëà ïî 10 øòóê. Ïîäñóøåííûå íà âîçäóõå ñðåçû ôèêñèðî-
âàëè 2 ìèí â ýòàíîëå èëè àöåòîíå ïðè –20 °Ñ. Òàêæå èñ-
ïîëüçîâàëè ôèêñàöèþ ñðåçîâ â 10%-íîì ôîðìàëèíå íà
çàáóôåðåííîì ñîëåâîì ðàñòâîðå (ÑÐ; 0.14 Ì NaCl è
0.01 Ì PO2–) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Ñðåçû èçó÷àëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå SML 5
PASCAL . ßäðà ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøèâàëè 5 ìèí èîäè-
äîì ïðîïèäèÿ â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë. Ïðîèñõîæäåíèå
çåëåíîãî öâåòà íà ñðåçàõ òêàíåé â ðåçóëüòàòå ëþìèíåñ-
öåíöèè GFP êîíòðîëèðîâàëè ïðè ïîìîùè êðîëè÷üèõ àí-
òèòåë ê GFP è àíòèòåë ïðîòèâ êðîëè÷üèõ IgG, ìå÷åííûõ
Cy3 (Sigma, ÑØÀ). Àâòîðû áëàãîäàðÿò ÷ë.-êîð. ÐÀÍ
Í. Â. Òîìèëèíà è ä. á. í. Â. À. Èâàíîâà çà êðîëè÷üè àí-
òèòåëà ê GFP-ïðîòåèíó. Ïðèñóòñòâèå CD45(+)-êëåòîê íà
ñðåçàõ ìûøö áûëî îïðåäåëåíî ïðè ïîìîùè êðûñèíûõ
àíòè-CD45 àíòèòåë è àíòèòåë ê IgG êðûñ, ìå÷åííûõ Cy3
(BD, ÑØÀ).

Ïðîöåäóðà èììóíîìîðôîëîãè÷åñêîé îêðàñêè âêëþ-
÷àëà â ñåáÿ íåñêîëüêî ýòàïîâ. Ýòî íàíåñåíèå íà ñðåçû
áëîêèðóþùåãî ðàñòâîðà (3 % ÁÑÀ, 0.1 % Òâèí 20 íà
4 � SSC); îòìûâêà â ÑÐ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ýê-
ñïîçèöèÿ ñðåçîâ ñ àíòèòåëàìè â ðàáî÷åì ðàçâåäåíèè ïðè
37 °Ñ; îòìûâêà â ÑÐ, íàíåñåíèå áëîêèðóþùåãî ðàñòâîðà;
îòìûâêà â ÑÐ, íàíåñåíèå íà ñðåçû âòîðè÷íûõ àíòèòåë
ïðè 37 °Ñ íà 30 ìèí; îòìûâêà â ÑÐ è çàêëþ÷åíèå ñðåçîâ
â ðåàãåíò, óìåíüøàþùèé íåñïåöèôè÷åñêóþ ôëóîðåñöåí-
öèþ (Anti-Fade Reagent, BioRad, ÑØÀ) (Serikov et al.,
2004).

Äëÿ îêðàñêè íà äèñòðîôèí èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè
àíòèòåëà P6 ê C-êîíöó ìîëåêóëû äèñòðîôèíà, ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåííûå ä-ðîì P. Strong è ä-ðîì C. Sewry (Ham-
mersmith Hospital, Âåëèêîáðèòàíèÿ), è ìåòîä ÏÀÏ (Sig-
ma, ÑØÀ). Äåòàëè ìåòîäà îïèñàíû ðàíåå (Ìèõàéëîâ è
äð., 1998, 2002). Êðèîñòàòíûå ñðåçû ôèêñèðîâàëè 1 ìèí
ïðè –20 °Ñ â ìåòàíîëå èëè àöåòîíå. Àíòèòåëà P6 ðàçâî-
äèëè 1 : 200 â 1%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà (ÁÑÀ) íà ÑÐ. Ñ àíòèòåëàìè P6 ñðåçû ýêñïîíè-
ðîâàëè íî÷ü ïðè 4 °Ñ, îòìûâàëè â 1%-íîì ÁÑÀ â ÑÐ è
ýêñïîíèðîâàëè ñ îñëèíûìè àíòèêðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè
(1 : 100; ÈÌÝ èì. Ãàìàëåè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà) è çàòåì ñ
ðàñòâîðîì ÏÀÏ 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïåðîê-
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ñèäàçíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äèà-
ìèíîáåíçèäèíà («ÑÏÎÔÀ», ×åøñêàÿ Ðåñïóáëèêà) ïî ìå-
òîäó Graham è Karnovsky (Ëóïïà, 1980). Ïîñëå ïåðîêñè-
äàçíîé ðåàêöèè ïðåïàðàòû äîêðàøèâàëè êðàñèòåëåì
Ðîìàíîâñêîãî—Ãèìçà. Íà ïðåïàðàòàõ îïðåäåëÿëè äîëþ
ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ è äîëþ ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíûõ ÿäåð.
Ê ïîãèáøèì ÏÏÌÂ áûëè îòíåñåíû ìûøå÷íûå âîëîêíà ñ
ïîâðåæäåííîé öèòîïëàçìîé è èíôèëüòðèðîâàííûå ëåé-
êîöèòàìè (Ìèõàéëîâ è äð., 1998, 2002). Â êàæäîé ìûøöå
íà ñðåçàõ èç ñðåäíåé ÷àñòè ìûøöû ïîäñ÷èòûâàëè äî-
ëþ ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ è âû÷èñëÿëè ñðåäíþþ. Ñðåäíèå îò
ãðóïïû ìûøö îáúåäèíÿëè â ãðóïïó, äëÿ êîòîðîé âû÷èñ-
ëÿëè ñðåäíþþ, ïðèíèìàÿ çà N êîëè÷åñòâî èñïîëüçî-
âàííûõ â îïûòå ìûøö (ìûøåé). Ïî àíàëîãè÷íîé ñõåìå
áûëà âû÷èñëåíà äîëÿ äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ
[(Ä(+) ÏÏÌÂ]. Ïîäñ÷åò ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíûõ ÿäåð
[Öß(–) ÏÏÌÂ] äåëàëè íà ñâåòîâûõ ïðåïàðàòàõ ïîñëå
îêðàñêè êðàñèòåëåì Ãèìçà. Ïðè ïîäñ÷åòå íà ñðåçàõ
GFP(+) ÏÏÌÂ îäíîìîìåíòíî îïðåäåëÿëè íàëè÷èå â ñàð-
êîïëàçìå ÿäåð è ðàññ÷èòûâàëè äîëþ ÏÏÌÂ áåç öåíòðà-
ëüíûõ ÿäåð. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè îöåíèâàëè ïî
t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìûøåé mdx â äîçå 7.5 Ãð è ââåäå-
íèÿ ÊÊÌ ìûøåé C57BL/6 â äîçå 15�106—18�106 íà
1 ìûøü ãèáåëü îáëó÷åííûõ ìûøåé mdx ñîñòàâèëà 50 %
÷åðåç 7—11 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ è 80 % ÷åðåç 1 ìåñ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ. Äî 2 ìåñ äîæèëè íå áîëåå 20 % ìûøåé.

Ãèáåëü ÏÏÌÂ ÷åðåç 2—3 íåä ïîñëå îáëó÷åíèÿ ó ìû-
øåé mdx, êîòîðûì ââîäèëè êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, äî-
ñòèãëà 7.9 ± 4.1 % îò îáùåãî ÷èñëà ìûøå÷íûõ âîëîêîí.
Ê 5—9-é íåä ãèáåëü ñíèæàëàñü äî 2.3 ± 0.3 % (òàáë. 1).
Íà 9-é íåä ãèáåëü äîñòèãàëà ìèíèìàëüíûõ çíà÷åíèé äëÿ
ìûøåé mdx — 1.2 ± 0.5 %. Òàêèì îáðàçîì, ó ìûøåé-õè-
ìåð mdx, ñïàñåííûõ ââåäåíèåì ÊÊÌ ìûøåé C57BL/6,
ãèáåëü ÏÏÌÂ íà 5—9-é íåä óìåíüøàåòñÿ äî çíà÷åíèé,
õàðàêòåðíûõ äëÿ íåîáëó÷åííûõ ìûøåé mdx. Íåñìîòðÿ
íà óìåíüøåíèå ãèáåëè ÏÏÌÂ, â èçó÷åííîì ïåðèîäå âðå-
ìåíè íàì íå óäàëîñü çàðåãèñòðèðîâàòü ó ñïàñåííûõ ìû-
øåé mdx äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå äîëè Ä(+) ÏÏÌÂ. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñõîäíû ñ îïèñàííûìè ðàíåå äàí-

íûìè (Gussoni et al., 1999). Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå,
÷òî ñðåäè Ä(+) ÏÏÌÂ äîëÿ Öß(–) ÏÏÌÂ äîñòîâåðíî
ïðåâûøàåò óðîâåíü êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ (23 ± 3 %),
äîñòèãàÿ 60 ± 2 % (òàáë. 1). Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ïîêàçà-
òåëÿ íå ÿâëÿåòñÿ íîâûì è ñîîòâåòñòâóåò äàííûì äðóãèõ
àâòîðîâ (Bornman et al., 1998). Èíîãäà èñïîëüçóåòñÿ
îöåíêà äîëè ÏÏÌÂ ñ öåíòðàëüíûìè ÿäðàìè (Hoyte et al.,
2004). Ó ìûøåé mdx äèôôåðåíöèðîâêà ÏÏÌÂ îãðàíè÷å-
íà ñòàäèåé ìûøå÷íîé òðóáî÷êè, íà êîòîðîé ÿäðà ëîêàëè-
çóþòñÿ â öåíòðå ÏÏÌÂ. Äîëÿ Öß(–) ÏÏÌÂ îòðàæàåò
äîëþ ÏÏÌÂ, äîñòèãøèõ îêîí÷àòåëüíîé èëè ïîëíîé
äèôôåðåíöèðîâêè (Ìèõàéëîâ è äð., 1998, 2002). Ïîâû-
øåíèå äîëè Öß(–) ÏÏÌÂ äî 60 % ñðåäè Ä(+) ÏÏÌÂ ÷å-
ðåç 5—9 íåä ïîñëå îáëó÷åíèÿ óêàçûâàåò íà ïðîãðåññ
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïðîöåññà â ìûøöàõ ìûøåé mdx
(òàáë. 1). Íàèáîëåå âåðîÿòíî, ÷òî óâåëè÷åíèå äîëè îêîí-
÷àòåëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÏÏÌÂ îáóñëîâëåíî ñëè-
ÿíèåì òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê C57BL/6 ñ ñàðêî-
ïëàçìîé ÏÏÌÂ ìûøåé mdx, êàê ýòî îïèñàíî äëÿ êëåòîê
ìûøåé C57BL/6 (LaBarge, Blau, 2002), è ïîñëåäóþùèì
óñèëåíèåì ñèíòåçà äèñòðîôèíà. Ïðîíèêíîâåíèå â ñàðêî-
ïëàçìó ÏÏÌÂ ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx ÿäåð «äèêîãî
òèïà» äîëæíî ïðèâîäèòü ê óñèëåíèþ ñèíòåçà äèñòðîôè-
íà, ïîÿâëåíèå êîòîðîãî â ñàðêîïëàçìå ñîïðîâîæäàåòñÿ
ïåðåìåùåíèåì ÿäåð ÏÏÌÂ â ïåðèôåðè÷åñêîå ïîëîæå-
íèå, ò. å. íàêîïëåíèåì ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíûõ ÿäåð.
Ñ óâåëè÷åíèåì ïðîìåæóòêà âðåìåíè ïîñëå îáëó÷åíèÿ
äèôôåðåíöèðîâî÷íîå ñîñòîÿíèå ÏÏÌÂ ó ñïàñåííûõ ìû-
øåé óëó÷øàåòñÿ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ðîñò äîëè Öß(–)
ÏÏÌÂ ñðåäè âñåõ ÏÏÌÂ íà 12—13-é íåä ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ äî 13.2 ± 1.6 %, ÷òî äîñòîâåðíî âûøå êîíòðîëüíîãî
óðîâíÿ — 8.1 ± 1.6 % (P < 0.05).

Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ó÷àñòèÿ ÑÊÊÌ â ðåãåíåðàöèè
ñêåëåòíûõ ìûøö áûëè èñïîëüçîâàíû ìûøè-õèìåðû mdx
è C57BL/6, ýêñïðåññèðóþùèå GFP (GFP(+)-êëåòêè).
Â ýòîé ñåðèè îïûòîâ èñïîëüçîâàëè ñóáëåòàëüíóþ äîçó
ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (5 Ãð). ×åðåç 1 ìåñ ïîñëå ñî-
çäàíèÿ õèìåðíûõ ìûøåé êàê ó õèìåð mdx, òàê è ó õèìåð-
íûõ ìûøåé C57BL/6 GFP(+)-êëåòêè ïîñòîÿííî âñòðå÷à-
þòñÿ â îðãàíàõ è òêàíÿõ. Âûáîð ñðîêà (1—2 ìåñ) áûë
ñäåëàí íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ïðåäûäóùåé ñåðèè. Íà
ýòîì ñðîêå â ìûøöàõ ìûøåé mdx óìåíüøàåòñÿ ãèáåëü
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Ò à á ë è ö à 1

Äèíàìèêà ïàðàìåòðîâ ìûøå÷íûõ âîëîêîí
M. quadriceps femoris ìûøåé mdx
ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ

Ãðóïïà
æèâîòíûõà

Õàðàêòåðèñòèêà ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ
ìûøå÷íûõ âîëîêîí (ÏÏÌÂ), x sx±

äëÿ ïî-
ãèáøèõ

ÏÏÌÂ, %

äèñòðîôèí
(+) ÏÏÌÂ
ñðåäè âñåõ
ÏÏÌÂ, %

Öß(–)
ÏÏÌÂ

ñðåäè âñåõ
ÏÏÌÂ, %

Öß(–)
ÏÏÌÂ

ñðåäè Ä(+)
ÏÏÌÂ, %

Íåîáëó÷åííûå
ìûøè (8)

2.1 ± 0.3 2.1 ± 0.1 8.1 ± 1.6 23 ± 3

2—3 íåä ïîñëå
îáëó÷åíèÿ (3)

7.9 ± 4.1 2.2 ± 0.3 Íå èññëå-
äîâàëè

30 ± 5

5—9 íåä ïîñëå
îáëó÷åíèÿ (5)

2.3 ± 0.3 2.7 ± 0.5 6.9 ± 1.1 60 ± 2

à Çäåñü è òàáë. 2 â ñêîáêàõ óêàçàíî êîëè÷åñòâî ìûøåé.

Ò à á ë è ö à 2

Íàêîïëåíèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ
ìûøå÷íûõ âîëîêîí â M. quadriceps femoris ìûøåé mdx

ïðè ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ

Ìûøèà Ýêñïåðèìåíò

GEP(+) ïîïåðå÷íîïî-
ëîñàòûå ìûøå÷íûå
âîëîêíà, % x sx±

îïûòíàÿ
ìûøöà

êîíòðëàòå-
ðàëüíàÿ
ìûøöà

Õèìåðíûå GFP(+),
C57BL/6(4)

Ïîâðåæäåíèå
ìûøöû

0.25 ± 0.50 0.2 ± 0.3

Õèìåðíûå GFP(+),
mdx (5)

Òî æå 1.7 ± 0.4 0.5 ± 0.3

C57BL (4) Âíóòðèìûøå÷-
íûå èíúåê-
öèè GFP(+)
CKKM

0.15 ± 0.40 0.1 ± 0.7

mdx (6) Òî æå 2.0 ± 0.8 1.2 ± 0.6



ÏÏÌÂ äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ. Íà òàêîì ôîíå ëåã÷å
âûÿâèòü ó÷àñòèå ÑÊÊÌ â ðåãåíåðàöèè ÏÏÌÂ. GFP(+)-
êëåòêè áûëè îáíàðóæåíû â ñêåëåòíûõ ìûøöàõ (òàáë. 2),
â ñåðäöå, ïå÷åíè, ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçå, ëåãêèõ, ñëèçè-
ñòîé òîíêîé êèøêè, äåðìå, ùèòîâèäíîé æåëåçå è â êðî-
âè. Èõ ðàñïðîñòðàíåíèå èìååò òêàíåñïåöèôè÷åñêèå îñî-
áåííîñòè. Ìû íå îáíàðóæèëè ïðèñóòñòâèÿ òàêèõ êëåòîê
â ñîñòàâå êîæíîãî ýïèòåëèÿ èëè ýïèòåëèÿ êèøêè (Ìè-
õàéëîâ è äð., 2004).

Íèçêàÿ ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè GFP(+) ÏÏÌÂ çàñòà-
âèëà îáðàòèòüñÿ ê äîïîëíèòåëüíûì âîçäåéñòâèÿì íà
ìûøöû õèìåðíûõ ìûøåé, êîòîðûå ñïîñîáñòâîâàëè áû
ó÷àñòèþ ÑÊÊÌ â äèôôåðåíöèðîâêå ÏÏÌÂ.

Ïîâðåæäåíèå ìûøö óâåëè÷èâàëî ÷àñòîòó ïîÿâëåíèÿ
GFP(+) ÏÏÌÂ â ìûøöàõ õèìåðíûõ ìûøåé êàê C57BL/6,
òàê è mdx. Îäíàêî íà ìûøàõ-õèìåðàõ C57BL/6 íàì íå
óäàëîñü ïîëó÷èòü ðåçóëüòàò, êîòîðûé ñâèäåòåëüñòâîâàë
áû î âûðàæåííîì ó÷àñòèè GFP(+) ÑÊÊÌ â äèôôåðåíöè-
ðîâêå ÏÏÌÂ ïðè ðåãåíåðàöèè ìûøö ìûøåé C57BL/6
(0.25 ± 0.50 %; òàáë. 2). Äàííûå î íèçêîé ÷àñòîòå îáíà-
ðóæåíèÿ GFP(+) ÏÏÌÂ ó ìûøåé C57BL è áîëåå âûñî-
êîé ÷àñòîòå èõ îáíàðóæåíèÿ ó ìûøåé mdx ñîâïàäàþò ñ
äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ (Ferrari et al., 1998; Bittner et al.,
1999). Â îïûòàõ (LaBarge, Blau, 2002) ó ìûøåé-õèìåð
C57BL/6 äîë GFP(+) ÏÏÌÂ, êàê è ó íàñ, íå ïðåâûøàëà
0.1 %. Òîëüêî ïîñëå ôèçè÷åñêèõ óïðàæíåíèé â òå÷åíèå
6 ìåñ àâòîðàì óäàëîñü ïîëó÷èòü 3.5 % GFP(+) ÏÏÌÂ.
Â íàøèõ îïûòàõ, òàêæå ïîñòàâëåííûõ íà ìûøàõ C57BL/6,
ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò — 0.25 ± 0.50 % GFP(+)
ÏÏÌÂ — áûë çàôèêñèðîâàí ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå ïîâðåæ-
äåíèÿ ìûøö õèìåðíûõ ìûøåé C57BL/6.

Ó ìûøåé-õèìåð mdx äîëÿ GFP(+) ÏÏÌÂ â ïîâðåæ-
äåííîé ìûøöå äîñòèãàëà 1.7 ± 0.4 %. Ýòîò ðåçóëüòàò ñî-
îòâåòñòâóåò îïèñàííûì ðàíåå äàííûì (Gussoni et al.,
1999) è ïîêàçûâàåò, ÷òî ÑÊÊÌ äîíîðà ó÷àñòâóþò â äèô-
ôåðåíöèðîâêå ÏÏÌÂ ìûøåé-õèìåð mdx. Â íåïîâðåæ-
äåííûõ ìûøöàõ äîëÿ GFP(+) ÏÏÌÂ áûëà â 3 ðàçà ìåíü-
øå (0.5 ± 0.3 %). Ôóíêöèîíèðîâàíèå ÿäåð «äèêîãî òèïà»
èíäóöèðóåò â ÏÏÌÂ ìûøåé-õèìåð mdx îáðàçîâàíèå
39 ± 11 % Öß(–) ÏÏÌÂ ñðåäè GFP(+) ÏÏÌÂ, ÷òî íåñêî-
ëüêî âûøå óðîâíÿ Öß(–) ÏÏÌÂ ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé
mdx è ñîîòâåòñòâóåò äîëå Öß(–) ÏÏÌÂ ñðåäè Ä(+) ÏÏÌÂ
ïîñëå áàëëèñòè÷åñêîé òðàíñôåêöèè ìûøö ìûøåé mdx
ãåíîì ìèíèäèñòðîôèíà â ñî÷åòàíèè ñ àíòèàïîïòîòè÷å-
ñêèìè ãåíàìè Bcl-xL èëè ïåðîêñèðåäîêñèíîì V ÷åðåç
3 íåä ïîñëå òðàíñôåêöèè (Ìèõàéëîâ è äð., 2002).

Â ñëåäóþùåé ñåðèè îïûòîâ áûëà èçó÷åíà âîçìîæ-
íîñòü ó÷àñòèÿ ÑÊÊÌ â äèôôåðåíöèðîâêå ÏÏÌÂ ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ â ìûøöû íåîáëó÷åííûõ ìûøåé
ïðè ïîìîùè èíúåêöèé. Èíúåêöèè ñàìè ïî ñåáå ÿâëÿþòñÿ
ïîâðåæäàþùèì âîçäåéñòâèåì. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â
ñëó÷àå ââåäåíèÿ GFP(+) ÊÊÌ ìûøåé C57BL/6 ìûøàì
C57BL/6 îáðàçîâàíèå GFP(+) ÏÏÌÂ ÷åðåç 2 íåä ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè áûëî íåçíà÷èòåëüíûì (0.15 ± 0.40 %;
òàáë. 2). 2-íåäåëüíûé ñðîê áûë âûáðàí ïîñëå ïðåäâàðè-
òåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, è îí ñîîòâåòñòâîâàë äîñòîâåð-
íîìó óðîâíþ íàêîïëåíèþ GFP(+) ÏÏÌÂ â ìûøöàõ íîð-
ìàëüíûõ ìûøåé. GFP(+) ÑÊÊÌ ìûøåé C57BL/6 ïðèíè-
ìàëè áîëåå èíòåíñèâíîå ó÷àñòèå â äèôôåðåíöèðîâêå
ÏÏÌÂ ó ìûøåé mdx, ÷åì ó ìûøåé C57BL/6, ñïîñîáñò-
âóÿ îáðàçîâàíèþ 2.0 ± 0.8 % GFP(+) ÏÏÌÂ. Â êîíòðëà-
òåðàëüíûõ ìûøöàõ ìûøåé mdx äîëÿ GFP(+) ÏÏÌÂ ñî-
ñòàâëÿëà 1.2 ± 0.6 %, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàñïðîñòðà-
íåíèè ÑÊÊÌ îò ìåñòà èíúåêöèé ïî êðîâåíîñíûì ñîñóäàì
ðåöèïèåíòà (ðèñ. 1, 2).

Ïîñòóïëåíèå ÿäåð «äèêîãî òèïà» â ñàðêîïëàçìó ÏÏÌÂ
ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx ñîïðîâîæäàåòñÿ óëó÷øåíèåì
äèôôåðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ. Ïî ïîëó÷åííûì äàííûì, ñðå-
äè GFP(+) ÏÏÌÂ äîëÿ Öß(–) ÏÏÌÂ äîñòèãàåò 78 ± 5 %,
÷òî çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì äîëÿ Öß(–) ÏÏÌÂ ñðåäè
Ä(+) ÏÏÌÂ îáû÷íûõ ìûøåé mdx (23 ± 3 %; òàáë. 1). Âå-
ëè÷èíà 78 ± 5 % òàêæå ïðåâûøàåò â 2 ðàçà âåëè÷èíó
Öß(–) ÏÏÌÂ ñðåäè Ä(+) ÏÏÌÂ ó ìûøåé mdx ïîñëå áàë-
ëèñòè÷åñêîé òðàíñôåêöèè ìûøö ãåíàìè ìèíèäèñòðîôè-
íà è àíòèîêñèäàíòíûìè ãåíàìè (31 ± 7 %; Ìèõàéëîâ è
äð., 2002), à òàêæå ñðåäè GFP(+) ÏÏÌÂ õèìåðíûõ ìû-
øåé mdx ïîñëå ñóáëåòàëüíîãî îáëó÷åíèÿ (39 ± 11 %).
Âåëè÷èíà 78 ± 5 % äîñòîâåðíî âûøå âåëè÷èíû 60 ± 2 %
(P < 0.05) (òàáë. 1), êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâóåò äîëå Öß(–) ÏÏÌÂ
ñðåäè Ä(+) ÏÏÌÂ ó ìûøåé mdx, ñïàñåííûõ âíóòðèâåí-
íûì ââåäåíèåì ÊÊÌ ìûøåé C57BL/6 ÷åðåç 5 íåä ïîñëå
ëåòàëüíîãî îáëó÷åíèÿ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî âåëè-
÷èíà 78 ± 5 % îòìå÷åíà ÷åðåç 2 íåä ïîñëå âíóòðèìûøå÷-
íîé òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ, òîãäà êàê ó ìûøåé mdx, ñïà-
ñåííûõ âíóòðèâåííûì ââåäåíèåì ÊÊÌ ïîñëå ëåòàëüíîãî
îáëó÷åíèÿ, âåëè÷èíà 60 ± 2 % çàðåãèñòðèðîâàíà ÷åðåç
5—9 íåä ïîñëå îáëó÷åíèÿ, à âåëè÷èíà 39 ± 11 % îòìå÷å-
íà ó ñóáëåòàëüíî îáëó÷åííûõ ìûøåé mdx ÷åðåç 1 ìåñ
ïîñëå âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ ÊÊÌ. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ïîêàçûâàþò, ÷òî äëÿ óëó÷øåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè
ÏÏÌÂ ìûøåé mdx òðàíñïëàíòàöèÿ îáîãàùåííûõ ñòâî-
ëîâûìè êëåòêàìè ÊÊÌ íåïîñðåäñòâåííî â ìûøöû áîëåå
ýôôåêòèâíà, ÷åì âíóòðèâåííàÿ òðàíñïëàíòàöèÿ ÊÊÌ ïî-
ñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ èëè ãåííàÿ òåðàïèÿ ìûøö
ãåíàìè ìèíèäèñòðîôèíà âìåñòå ñ àíòèàïîïòîòè÷åñêèìè
ãåíàìè.

Èñïîëüçîâàíèå àíòèòåë ê GFP ïîäòâåðäèëî äîíîð-
ñêîå ïðîèñõîæäåíèå êàê ýêñïðåññèè GFP â ÏÏÌÂ, òàê è
ìåëêèõ GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê. ×àñòü íåìûøå÷íûõ
êëåòîê GFP(+) áûëà CD45(+)-êëåòêàìè (ðèñ. 1, 2).

Ïîêàçàíî, ÷òî ÑÊÊÌ ïîñëå èíúåêöèè â ìûøöó íå
îáðàçóþò íîâûõ ÏÏÌÂ, à ó÷àñòâóþò â äèôôåðåíöèðîâ-
êå ÏÏÌÂ, âîñïîëíÿÿ ïóë êëåòîê-ñàòåëëèòîâ è çàòåì ñëè-
âàÿñü ñ ÏÏÌÂ (LaBarge, Blau, 2002). Òàêæå ïðèçíàåòñÿ
ïðÿìîå ó÷àñòèå ÑÊÊÌ â ðåãåíåðàöèè ÏÏÌÂ (Ferrari et
al., 1998; Bittner et al., 1999; Gussoni et al., 1999; Camargo
et al., 2003). Âûÿâëåííàÿ íàìè ñïîñîáíîñòü òðàíñïëàíòè-
ðîâàííûõ ÑÊÊÌ áîëåå ýôôåêòèâíî ó÷àñòâîâàòü â äèô-
ôåðåíöèðîâêå ÏÏÌÂ ìûøåé mdx îòðàæàåò åñòåñòâåí-
íûé ìåõàíèçì ïîääåðæàíèÿ ñòðóêòóðíîé öåëîñòíîñòè
ìûøö ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx ïðè ïîìîùè ýíäîãåííûõ
ÑÊÊÌ. Ó ìûøåé C57BL ïî ñðàâíåíèþ ñ ìûøàìè mdx
íåîáõîäèìîñòü èíòåíñèâíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ÑÊÊÌ íå
ñòîëü âûðàæåíà, âîçìîæíî, ïîòîìó, ÷òî ñðàâíèòåëüíî
íèçêèé óðîâåíü ôèçèîëîãè÷åñêîé ðåãåíåðàöèè ìûøö
îáåñïå÷èâàåòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü ïóëîì êëåòîê-ñàòåë-
ëèòîâ.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîâðåæäåíèå è ãèáåëü
ÏÏÌÂ ïîñëå òðàâìû èëè èç-çà îòñóòñòâèÿ äèñòðîôèíà ó
ìûøåé mdx óñèëèâàþò ïåðåõîä ÑÊÊÌ â ïîâðåæäåííûå
ìûøöû. Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ïî-
ñòóïëåíèÿ ÑÊÊÌ èç êðîâè â òêàíè ïðè ðàçëè÷íûõ ôóíê-
öèîíàëüíûõ ñîñòîÿíèÿõ îðãàíèçìà èëè ïðè ïîâðåæäåíè-
ÿõ ìûøö è äðóãèõ îðãàíîâ è òêàíåé.

Èñïîëüçîâàííàÿ äëÿ òðàíñïëàíòàöèè ïîïóëÿöèÿ ÊÊÌ
áûëà èñòîùåíà îò äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê è ñîîò-
âåòñòâåííî îáîãàùåíà ÑÊÊÌ â 50—60 ðàç. Îíà ñîäåðæà-
ëà CD45(+)- (îêîëî 10 %) è CD45(+)-êëåòêè, à òàêæå CD
34(+)- è CD117(+)-êëåòêè. Ñîãëàñíî äàííûì, ïîëó÷åí-
íûì íà ÃÑÊÌÏ, ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, ñïîñîáíûìè ó÷à-
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Ðèñ. 1. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí M. quadriceps femoris ìûøåé mdx ÷åðåç 2 íåä ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé C57BL/6, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê GFP. Îêðàñêà ÿäåð èîäèñòûì ïðîïèäèåì.

À — ñîâìåùåííîå èçîáðàæåíèå GFP(+) ìûøå÷íûõ âîëîêîí ïðè îñâåùåíèè ñðåçà ãåëèé-íåîíîâûì è àðãîíîâûì ëàçåðàìè. Îá. 40�. Á — ðàçäåëüíîå
èçîáðàæåíèå GFP(+) ìûøå÷íûõ âîëîêîí ïðè îñâåùåíèè ãåëèé-íåîíîâûì ëàçåðîì (à), àðãîíîâûì ëàçåðîì (á) è ïðè ñîâìåñòíîì îñâåùåíèè (â).
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Ðèñ. 2. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ GFP(+)- è CD45(+)-êëåòîê â ìûøöàõ ìûøåé mdx ÷åðåç 2 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè GFP
(+)-êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé C57BL/6 ïîñëå îêðàñêè ñïåöèôè÷åñêèìè èììóííûìè ñûâîðîòêàìè.

À — GFP(+)-êëåòêè â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ, âûÿâëåííûå ïðè ïîìîùè àíòè-GFP-êðîëè÷üèõ àíòèòåë è àíòèòåë ê êðîëè÷üèì IgG, ìå÷åííûõ Cy3: à —
èçîáðàæåíèå ïðè îñâåùåíèè ãåëèé-íåîíîâûì ëàçåðîì, á — ïðè îñâåùåíèè àðãîíîâûì ëàçåðîì, â — ïðè ñîâìåñòíîì îñâåùåíèè. Îá. 20�. Á —
CD45(+)-êëåòêè â ìûøöå ìûøåé mdx, âûÿâëåííûå ïðè ïîìîùè êðûñèíûõ àíòè-CD45 àíòèòåë è àíòèòåë ê IgG êðûñ, ìå÷åííûõ Cy3; îáîçíà÷åíèÿ òå

æå, ÷òî è íà ðèñ. 2, À.



ñòâîâàòü â ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêå, ÿâëÿþòñÿ êàê
CD45(+)-, òàê è CD45(+)-êëåòêè, à òàêæå CD34(+)- è
Sca-1(+)-êëåòêè (McKinney-Freeman et al., 2002; Camargo
et al., 2003). Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ äåòàëüíûé àíàëèç ôå-
íîòèïà(îâ) ÑÊÊÌ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â äèôôåðåí-
öèðîâêå ÏÏÌÂ ìûøåé mdx ïóòåì ñëèÿíèÿ ñ ìûøå÷íû-
ìè âîëîêíàìè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ïåðñïåêòèâ-
íîñòü èçó÷åíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà êàê èñ-
òî÷íèêà ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ ðåãåíåðàöèè ñêåëåòíûõ
ìûøö è äðóãèõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé
ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû 02-04-49870 è 05-04-49609), à òàê-
æå ïðîãðàììû «Çàìåñòèòåëüíàÿ êëåòî÷íàÿ òåðàïèÿ»
(¹ 01.2.00.314312).
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Two sets of experiments were carried out. The first one involved chimeric mice, obtained by intravenously
injections of bone marrow derived cells taken from transgenic C57BL/6 mice, expressing GFP, to 5 Gy X-ray ir-
radiated mdx or C57BL/6 mice. In 2 months M. quadriceps femoris of chimeric mice were destroyed by surgical
clamp. Following the next 4—5 weeks, the same muscles were studied for the presence of GFP-positive striated
muscle fibres. In the case of chimeric C57BL/6 mice GFP-positive striated muscle fibres were observed in
0.3 ± 0.5 and in 0.2 ± 0.3 % of destroyed muscle, and in lateral (control) muscle, consequently. In the case of
chimeric mdx mice, positive results were observed in 1.7 ± 0.4 and in 0.5 ± 0.3 % of destroyed and control mus-
cles, respectively. In the second set of experiments, the GFP-positive bone marrow cells were used for multiple
intramuscular injections to M. quadriceps femoris of C57BL/6 or mdx mice in a dose of 2�105—5�105 cells per
mouse. Before injection, GFP-positive bone marrow cells were fractionated in a 63 % Percoll solution and then
were exhausted from differentiated cells by magnetic manner using CD4, CD8, CD38, CD45R, CD119, Ly-6G,
and F4/80 antibodies. After 2—3 weeks, as many as 0.15 ± 0.40 and 0.1 ± 0.2 % of GFP-positive muscle fibres
were found in injected and control muscles of C57BL/6 mice, respectively. In the case of mdx mice, the frequen-
cy of GFP-positive striated muscle fibres was 2.0 ± 0.8 and 1.2 ± 0.6 % for injected and control muscles, respec-
tively. A conclusion is made that bone marrow stem cells can take part in differentiation of mdx mouse muscles
after their delivery by needle injections.

K e y w o r d s: Chimeric GFP-positive C57BL/6 and mdx mice, stem cells, skeletal muscle, regeneration,
differentiation.
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