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Â ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç íåðâíîé, êðîâå-
òâîðíîé è ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íîé òêàíåé ÷åëîâåêà, îáðàçîâûâàòü ñôåðû â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
in vitro. Íà îñíîâå àíàëèçà ñîáñòâåííûõ è ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ âûäâèãàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
îáðàçîâàíèå êîëîíèé â âèäå ñôåð â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro ÿâëÿåòñÿ îáùèì ïðèçíàêîì ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ðàçëè÷íîé ñòåïåíè çðåëîñòè. Ïðè ýòîì ôîðìèðîâàíèå ñôåð,
âîçìîæíî, îáåñïå÷èâàåò ðàçâèòèå ñòâîëîâûõ êëåòîê â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ ïðîñòðàíñòâåííûì ðàñïîëîæå-
íèåì, à òàêæå ñîãëàñíî òåìïîðàëüíîé ïðîãðàììû ðàçâèòèÿ, ñïåöèôè÷åñêîé äëÿ êàæäîãî òèïà êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîí, ñòâîëîâàÿ êëåòêà, êîëîíèåîáðàçîâàíèå, ñôåðà, íåéðîñôåðà, êóëüòóðà
êëåòîê.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ÝÍÊ — ýìáðèîíàëüíàÿ íåðâíàÿ êëåòêà,
ÝÒ — ýìáðèîèäíûå òåëüöà, hbFGF — îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, hEGF — ýïèäåð-
ìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà ÷åëîâåêà, FBS — ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà òåëÿò.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàáëþäàåòñÿ âñå âîçðàñòàþùèé
èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ê èçó÷åíèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ÑÊ) æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. Èíòåðåñ ýòîò íîñèò êàê ôóí-
äàìåíòàëüíûé, òàê è ïðèêëàäíîé õàðàêòåð. Îäíàêî ïðî-
öåññ èçó÷åíèÿ ÑÊ, â îñîáåííîñòè ÷åëîâåêà, îñëîæíÿåòñÿ
íàëè÷èåì íåêîòîðûõ òðóäíîðàçðåøèìûõ â íàñòîÿùåå
âðåìÿ çàäà÷. Òàê, òåõíè÷åñêè ñëîæíîé ÿâëÿåòñÿ çàäà÷à
èäåíòèôèêàöèè è î÷èñòêè ÑÊ èç-çà íåáîëüøîãî ñîäåðæà-
íèÿ èõ â òêàíè è íåäîñòàòêà óíèâåðñàëüíûõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ îñîáåííîñòåé (Blau et al., 2001). Áîëüøèíñòâî ïðîòî-
êîëîâ îáîãàùåíèÿ ÑÊ îñíîâûâàåòñÿ íà èììóíîñîðòèðîâà-
íèè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ àíòèòåë ê ïîâåðõíîñòíûì
êëåòî÷íûì áåëêàì. Îäíàêî òàêîé ìåòîä òðåáóåò èñïîëü-
çîâàíèÿ äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ, à òàêæå îãðàíè÷è-
âàåòñÿ íåäîñòàòêîì ïîâåðõíîñòíûõ êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ,
ñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ è íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ êëåòîê îïðåäåëåííîé òêàíè. Ïîìèìî ýòîãî,
ýêñïàíñèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ÑÊ îãðàíè÷èâàåòñÿ íåäîñòàò-
êîì ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðîòîêîëîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vit-
ro, ñîçäàþùèõ óñëîâèÿ äëÿ èõ ïðîëèôåðàöèè â íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè, ïîäîáíûå óñëîâèÿì in vivo.
Ðàçðàáîòêà òàêîãî ïðîòîêîëà äëÿ íåðâíûõ ÑÊ, ïîçâîëÿþ-
ùåãî êóëüòèâèðîâàòü íåäèôôåðåíöèðîâàííûå íåðâíûå
êëåòêè â ñóñïåíçèè â âèäå íåéðîñôåð (Reynolds, Weiss,
1996; Weiss et al., 1996), ïîñëóæèëà èíñòðóìåíòîì â ðàç-
ëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèñòåìàõ, íàïðàâëåííûõ íà
îáîãàùåíèå ÑÊ (Uchida et al., 2000) è ñðàâíåíèå ïðîôèëåé
ýêñïðåññèè ãåíîâ ÑÊ (Geschwind et al., 2001) â ìîäåëÿõ ðàç-
âèòèÿ íåðâíîé ñèñòåìû in vitro (Caldwell et al., 2001).

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå íà îñíîâàíèè èçó÷åíèÿ
ñïîñîáíîñòè ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê íåðâíîé, êðîâåòâîð-

íîé è ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íîé òêàíåé ÷åëîâåêà îáðàçî-
âûâàòü â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro ñôåðû, à
òàêæå èñõîäÿ èç äàííûõ ëèòåðàòóðû ïðåäïðèíèìàåòñÿ
ïîïûòêà îáîñíîâàòü ñôåðîîáðàçîâàíèå êàê ñâîéñòâî ÑÊ.
Âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ñôåðîîáðàçî-
âàíèå, ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîçâîëèò îñóùåñòâèòü ýêñïàíñèþ
ÑÊ ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê, äîñòàòî÷íîãî
äëÿ íàó÷íûõ è ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèé, à ñ äðóãîé —
ñîçäàòü àäåêâàòíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ in vitro ïðî-
öåññîâ ñàìîâîçîáíîâëåíèÿ, êîììèòèðîâàíèÿ, ïðîëè-
ôåðàöèè, äèôôåðåíöèàöèè è ìèãðàöèè ìóëüòèïîòåíòíûõ
ÑÊ ýìáðèîíàëüíûõ è âçðîñëûõ òêàíåé ÷åëîâåêà è æè-
âîòíûõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å ê ë å ò î ê. Ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè èçî-
ëèðîâàëè èç òêàíåé ìîçãà, ïå÷åíè è ýïèòåëèàëüíî-ìû-
øå÷íûõ òêàíåé ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà 6—12 íåä ãåñòàöèè,
ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ëåãàëüíûõ àáîðòîâ è ïðè ñîîò-
âåòñòâóþùåé ôîðìå ñîãëàñèÿ æåíùèí. Òêàíè èçîëèðîâà-
ëè, ïîìåùàëè â ñòåðèëüíûé ñîëåâîé ðàñòâîð Õåíêñà (Sig-
ma, ÑØÀ), ñîäåðæàùèé ïåíèöèëëèí (100 U/ìë), ñòðåïòî-
ìèöèí (100 ìêã/ìë) è ãåíòàìèöèí (50 U/ìë), èññåêàëè è
ìåõàíè÷åñêè äåçàãðåãèðîâàëè íà åäèíè÷íûå êëåòêè (Ãðè-
ùåíêî è äð., 2001). Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ôèëü-
òðîâàëè ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð. Æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê îöåíèâàëè ïî îêðàøèâàíèþ òðèïàíîâûì ñèíèì
(0.4 %; Sigma, ÑØÀ) è âûðàæàëè â %. Ïîäñ÷åò ÷èñëà êëå-
òîê ïðîèçâîäèëè â êàìåðå Ãîðÿåâà.
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Ê ë å ò î ÷ í à ÿ ê ó ë ü ò ó ð à. Êëåòêè âûñåâàëè â ðîñòî-
âóþ ñðåäó â êîíöåíòðàöèè (1—2)�106 êë./ìë áåç ïðåäâàðè-
òåëüíîé îòìûâêè. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïðîâîäèëè â
24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (Corning, Êàíàäà) ïðè 37 °C â àò-
ìîñôåðå 5 % CO2. Ïîëîâèíó îáúåìà ñðåäû êóëüòèâèðîâà-
íèÿ çàìåíÿëè íà ñâåæóþ êàæäûå 3—4 ñóò. Ïðè äîñòèæå-
íèè êëåòêàìè 80 % ñëèòíîãî ðîñòà èõ ïåðåñåâàëè, ïðåäâà-
ðèòåëüíî îáðàáîòàâ ëóíêè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà,
ñîäåðæàùèì 1 ìÌ ÝÄÒÀ, â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 37 °C.

Êëåòêè, ïîëó÷åííûå èç ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè è ýïè-
òåëèàëüíî-ìûøå÷íûõ òêàíåé, êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
òåëÿò (FBS), 3 ìÌ áèêàðáîíàòà íàòðèÿ, 10 ìÌ HEPES,
0.01 ìÌ â-ìåðêàïòîýòàíîëà, 2 ìÌ ãëþòàìèíà è 7.5 ìÌ
ãëþêîçû. ×åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íåïðèêðåïëåííûå
êëåòêè óäàëÿëè.

Ýìáðèîíàëüíûå íåðâíûå êëåòêè (ÝÍÊ) êóëüòèâèðî-
âàëè â ñðåäå DMEM /F12. Ñðåäó îáîãàùàëè 0.6 % ãëþêî-
çû, 100 ìêã/ìë òðàíñôåððèíà, 25 ìêã/ìë èíñóëèíà, 20 íÌ
ïðîãåñòåðîíà, 30 íÌ ñåëåíèòà íàòðèÿ, 60 ìêÌ ïóòðåñöè-
íà, 2 ìÌ ãëóòàìèíà, 3 ìÌ áèêàðáîíàòà íàòðèÿ, 5 ìÌ HE-
PES è 2 ìêã/ìë ãåïàðèíà. Êóëüòèâèðîâàíèå ÝÍÊ ïðîâî-
äèëè â ïðèñóòñòâèè 10 % FBS è áåç íåå. Â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ ñðåäó îáîãàùàëè ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà
(hEGF, 200 íã/ìë) è îñíîâíûì ôàêòîðîì ðîñòà ôèáðîáëà-
ñòîâ ÷åëîâåêà (hbFGF, 20 íã/ìë). ×åðåç 3—4 ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ïðîèçâîäèëè ïåðåñåâ íåðâíûõ êëåòîê íà ïî-
êðîâíûå ñòåêëà, ïîêðûòûå ïîëèîðíèòèíîì. Äàëüíåéøåå
êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè â îáîãàùåííîé ñðåäå
DMEM/F12 â ïðèñóòñòâèè FBS.

Âñå ñðåäû ñîäåðæàëè 100 U/ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë
ñòðåïòîìèöèíà è 250 íã/ìë ôóíãèçîíà. Ñðåäû, âñå äîáàâ-
êè â íèõ, à òàêæå ïîëèîðíèòèí áûëè îò ôèðìû Sigma
(ÑØÀ).

Äëÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê î ã î à í à ë è ç à êóëüòóð èñ-
ïîëüçîâàëè ñâåòîâîé ìèêðîñêîï Olympus I 70� è öèôðî-
âóþ ôîòîêàìåðó Olympus (ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ñðåäíÿÿ æèçíåñïîñîáíîñòü ñóñïåíçèè êëåòîê, ïîëó÷åí-
íîé èç ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íîé òêàíè, ñîñòàâëÿëà 47 %. ×å-
ðåç 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèëî ïðèêðåïëåíèå è
ðàñïëàñòûâàíèå çíà÷èòåëüíîãî ÷èñëà êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ
íàáëþäàëîñü ïðèñóòñòâèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà áåñôîðìåí-
íûõ àãðåãàòîâ êëåòîê è ïëàâàþùåãî äåòðèòà. Íà 4-å ñóò êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå óäàëåíèÿ íåïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê,
àãðåãàòîâ è äåòðèòà ïðîèñõîäèë èíòåíñèâíûé ðîñò ïðèêðåï-
ëåííûõ êëåòîê, êîòîðûå óæå ÷åðåç 7—8 ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ íà÷èíàëè ôîðìèðîâàòü ìîíîñëîé (ðèñ. 1, à). Â íåêîòî-
ðûõ ñëó÷àÿõ ðîñò êëåòîê áûë î÷åíü èíòåíñèâíûì, âîçíèêíî-
âåíèå ó÷àñòêîâ ìîíîñëîÿ êëåòîê îòìå÷àëè óæå ÷åðåç
3—4 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. ×åðåç 6—8 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîèñõîäèëî ïîÿâëåíèå ñôåðè÷åñêèõ êëåòî÷íûõ êîëîíèé
(ðèñ. 1, á), êîòîðûå ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè óâå-
ëè÷èâàëèñü â ðàçìåðàõ. Íåêîòîðûå èç íèõ ïðè ýòîì îòêðåï-
ëÿëèñü. Íà 17-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïëàâàþùèå êîëîíèè
ïðèêðåïëÿëèñü è ñîñòàâëÿþùèå èõ êëåòêè íà÷èíàëè äèôôå-
ðåíöèðîâàòüñÿ è ìèãðèðîâàòü.

Ïðè ïåðåñåâå ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íûõ êëåòîê, îáðà-
çîâàâøèõ ìîíîñëîé, â ëóíêè, îáðàáîòàííûå æåëàòèíîì,
óæå íà ñëåäóþùèå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèëî
ïðèêðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå ïðàêòè÷åñêè âñåõ ïîñå-
ÿííûõ êëåòîê. ×åðåç 3—4 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷àñòî ïðî-

èñõîäèëî îáðàçîâàíèå çâåçä÷àòûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð.
×åðåç 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëè ïîÿâëåíèå ïðè-
êðåïëåííûõ ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé êëåòîê (ðèñ. 1, â), êîòî-
ðûå äîñòàòî÷íî ÷àñòî ôîðìèðîâàëèñü èìåííî íà çâåçä÷à-
òûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
êîëîíèè îòêðåïëÿëèñü è ïëàâàëè â ñóñïåíçèè, óâåëè÷èâà-
ÿñü â ðàçìåðàõ (ðèñ. 1, ã). Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâà-
íèè êîëîíèè ïðèêðåïëÿëèñü, ñîñòàâëÿþùèå èõ êëåòêè
äèôôåðåíöèðîâàëèñü è ìèãðèðîâàëè. Ïðè ýòîì êëåòêè,
îáðàçóþùèåñÿ èç ýòèõ ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé, ìîðôîëîãè-
÷åñêè áûëè ñõîäíû ñ êëåòêàìè, îáðàçóþùèìè ïåðâè÷íûé
ìîíîñëîé.

Æèçíåñïîñîáíîñòü èñõîäíîé ñóñïåíçèè ñòðîìàëüíûõ
êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè íàõîäèëàñü â ïðåäåëàõ
60—70 %. Êàê è â ñëó÷àå ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íûõ êëå-
òîê, êóëüòèâèðîâàíèå â òå÷åíèå 2 ñóò ïîìèìî íàëè÷èÿ
ïðèêðåïëåííûõ è ðàñïëàñòàííûõ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ
êëåòîê õàðàêòåðèçîâàëîñü ïðèñóòñòâèåì áåñôîðìåííûõ
êëåòî÷íûõ àãðåãàòîâ è äåòðèòà. Íà 14-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïîÿâëÿëèñü ïðèêðåïëåííûå êîëîíèè êëåòîê â âèäå
ñôåð (ðèñ. 2, à ), êîòîðûå â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ îò-
êðåïëÿëèñü è óâåëè÷èâàëèñü â ðàçìåðàõ (ðèñ. 2, á). Ïðè
äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè ñôåðè÷åñêèå êîëîíèè ïî-
ÿâëÿëèñü ñ ïåðèîäè÷íîñòüþ 3—4 ñóò. Ïîñëå ïåðåñåâà ýòè
êîëîíèè ïðèêðåïëÿëèñü, ñîñòàâëÿþùèå èõ êëåòêè äèôôå-
ðåíöèðîâàëèñü è ìèãðèðîâàëè, ôîðìèðóÿ â äàëüíåéøåì
ìîíîñëîé. Ìîðôîëîãè÷åñêè êëåòêè ìîíîñëîÿ èìåëè ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûé âèä. Âîçìîæíî, ýòè êëåòêè ÿâëÿþòñÿ
ìåçåíõèìíûìè. Îäíàêî ýòî ïðåäïîëîæåíèå òðåáóåò äî-
ïîëíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Æèçíåñïîñîáíîñòü ñâåæåâûäåëåííûõ ÝÍÊ êîëåáà-
ëàñü â ïðåäåëàõ îò 23 äî 0 %, ÷òî, î÷åâèäíî, çàâèñåëî îò
âðåìåíè èøåìèè ýìáðèîíîâ. Ïðè ïîñåâå â ñðåäó, íå ñî-
äåðæàùóþ FBS è îáîãàùåííóþ ôàêòîðàìè ðîñòà hbFGF
è hEGF, ÷åðåç 5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëè ïðèêðåï-
ëåíèå ÷àñòè åäèíè÷íûõ êëåòîê ê ïîâåðõíîñòè ëóíîê. ×å-
ðåç 3 ñóò ÷àñòü ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê ïðîëèôåðèðîâàëà è
îáðàçîâûâàëà ñôåðè÷åñêèå êîëîíè íåðâíûõ êëåòîê —
íåéðîñôåðû (ðèñ. 3, à), êîòîðûå çàòåì îòäåëÿëèñü îò ïëà-
ñòèêà è ïëàâàëè â ñóñïåíçèè, óâåëè÷èâàÿñü â ðàçìåðàõ
(ðèñ. 3, á). Ïîñëå ïåðåíîñà èõ íà ïîêðûòûå ïîëèîðíèòè-
íîì ïðåäìåòíûå ñòåêëà â ñðåäó áåç ìèòîãåíîâ, ñîäåðæà-
ùóþ FBS, âñå íåéðîñôåðû ïðèêðåïëÿëèñü, ñîñòàâëÿþùèå
èõ êëåòêè àêòèâíî äèôôåðåíöèðîâàëèñü è ìèãðèðîâàëè.
Ïðè ýòîì ìîðôîëîãè÷åñêè ýòè êëåòêè íàïîìèíàëè íåéðî-
íû è àñòðîöèòû.

Êóëüòèâèðîâàíèå ÝÍÊ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé FBS,
ïðèâîäèëî ê ïðèêðåïëåíèþ íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëå-
òîê, íåêîòîðûå èç êîòîðûõ íà÷èíàëè ðàñïëàñòûâàòüñÿ.
Íåïðèêðåïëåííûå êëåòêè îáðàçîâûâàëè ñôåðè÷åñêèå ïëà-
âàþùèå àãðåãàòû (Ñóêà÷, 2005), ðàçìåðû, ñòðóêòóðà è êî-
ëè÷åñòâî êîòîðûõ çàâèñåëè îò êîíöåíòðàöèè ïîñåÿííûõ
êëåòîê è èõ èñõîäíîé æèçíåñïîñîáíîñòè. ×åðåç 3 ñóò êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ àãðåãàòû êëåòîê äåçàãðåãèðîâàëè ïóòåì
ïèïåòèðîâàíèÿ, ïåðåñåâàëè íà ïîêðûòûå ïîëèîðíèòèíîì
ïîêðîâíûå ñòåêëà è êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè FBS.
Ïðè ýòîì óæå ÷åðåç íåñêîëüêî ÷àñîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîèñõîäèëî ïðèêðåïëåíèå åäèíè÷íûõ êëåòîê è ÷àñòåé
ðàçðóøåííûõ êëåòî÷íûõ àãðåãàòîâ. Åäèíè÷íûå êëåòêè
â ïðîöåññå äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàñïëàñòûâà-
ëèñü, à êëåòêè, ñîñòàâëÿþùèå ôðàãìåíòû àãðåãàòîâ, äèô-
ôåðåíöèðîâàëèñü è ìèãðèðîâàëè. Â êîíå÷íîì èòîãå ïðî-
èñõîäèëî îáðàçîâàíèå ìîíîñëîÿ êëåòîê. Íà 4-å è
8—9-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîÿâëÿëèñü ïðèêðåïëåííûå
ñôåðè÷åñêèå êîëîíèè (íåéðîñôåðû) (ðèñ. 3, â), êîòîðûå â
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918 À. Í. Ñóêà÷, Ý. Í. Èâàíîâ

Ðèñ. 1. Ðàñïëàñòûâàíèå è ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ êëåòêàìè ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íîé òêàíè ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà (à), êîòîðûå
îáðàçóþò ñôåðè÷åñêèå êëåòî÷íûå êîëîíèè (á), è îáðàçîâàíèå ïðèêðåïëåííûõ êîëîíèé (â), êîòîðûå â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ

îòêðåïëÿþòñÿ è ïëàâàþò â ñóñïåíçèè(ã).

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì.

Ðèñ. 2. Îáðàçîâàíèå ýìáðèîíàëüíûìè êëåòêàìè ïå÷åíè ïðèêðåïëåííûõ ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé (à), êîòîðûå â ïðîöåññå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ îòêðåïëÿþòñÿ è óâåëè÷èâàþòñÿ â ðàçìåðàõ (á).

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì.



äàëüíåéøåì îòêðåïëÿëèñü è ïëàâàëè â ñðåäå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ (ðèñ. 3, ã). Ïðè ýòîì îíè, êàê ïðàâèëî, óâåëè÷èâà-
ëèñü â ðàçìåðàõ. ×åðåç 11 ñóò ïëàâàþùèå íåéðîñôåðû íà-
÷èíàëè ïðèêðåïëÿòüñÿ è äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ. ×åðåç
13 ñóò ïðîèñõîäèëî ïðèêðåïëåíèå âñåõ ïëàâàþùèõ íåé-
ðîñôåð. Â ïðîöåññå äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîÿâ-
ëåíèå íåéðîñôåð ïðîèñõîäèëî ñ ïåðèîäè÷íîñòüþ
3—4 ñóò. Íà ïðîòÿæåíèè ñëåäóþùèõ 3—4 ñóò îíè ïëàâà-
ëè â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ, óâåëè÷èâàÿñü â ðàçìåðàõ, ïî-
ñëå ÷åãî ïðèêðåïëÿëèñü, ñîñòàâëÿþùèå èõ êëåòêè äèôôå-
ðåíöèðîâàëèñü è ìèãðèðîâàëè. Ïðè ýòîì îáðàçîâûâàëèñü
êàê íåéðîíû, òàê è êëåòêè ãëèè (Ñóêà÷, 2005).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî, êàê ïðàâèëî, âî âñåõ èññëåäóå-
ìûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ àêòèâíîå îáðàçîâàíèå ñôåðè÷å-
ñêèõ êîëîíèé íàáëþäàëîñü íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå çà-
ìåíû ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå, à òàêæå äàííûå ëèòåðàòóðû óêàçûâàþò íà òî,
÷òî îáðàçîâàíèå êîëîíèé â âèäå íåïðèêðåïëåííûõ ñôåð â
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro õàðàêòåðíî êàê äëÿ ýì-

áðèîíàëüíûõ (Doetschman et al., 1985; Keller, 1995; Rey-
nolds, Weiss, 1996), òàê è äëÿ «âçðîñëûõ» (Romero-Ramos
et al., 2002; Dontu et al., 2003; Hermann et al., 2004; Kang et
al., 2004; Yokoo et al., 2005) ñòâîëîâûõ (ïðîãåíèòîðíûõ)
êëåòîê. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êîëîíèè â âèäå
ñôåð îáðàçóþò êàê ïëþðèïîòåíòíûå ÑÊ, ïîëó÷åííûå èç
êëåòîê âíóòðåííåé ìàññû ýìáðèîíîâ ñòàäèè áëàñòîöèñòû
(Doetschman et al., 1985; Keller, 1995), òàê è ìóëüòèïîòåí-
òíûå ÑÊ áîëåå ïîçäíèõ ñðîêîâ ýìáðèîíàëüíîãî è ïîñòíà-
òàëüíîãî ðàçâèòèÿ, ïðîèñõîäÿùèå èç ðàçëè÷íûõ çàðîäû-
øåâûõ ñëîåâ (Reynolds, Weiss, 1996; Romero-Ramos et al.,
2002; Duntu et al., 2003; Hermann et al., 2004; Kang et al.,
2004; Yokoo et al., 2005).

Êàê ïîêàçûâàþò íàøè ýêñïåðèìåíòû, ñâåæåâûäåëåí-
íûå ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè íåðâíîé òêàíè ÷åëîâåêà in vitro
îáðàçóþò ïëàâàþùèå íåéðîñôåðû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êàê â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé FBS â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ
ðîñòà (hbFGF è hEGF), òàê è â ñðåäå, ñîäåðæàùåé FBS. Ïðè
ýòîì ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ íåéðîñôåðû àêòèâíî äèôôåðåí-
öèðóþòñÿ â íåéðîíû è êëåòêè ãëèè (Ñóêà÷, 2005).

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî åñëè îáðàçîâàíèå íåéðîñôåð â
ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ â îòñóòñòâèå FBS è â ïðèñóòñò-
âèè ôàêòîðîâ ðîñòà (hEFG è hbFGF) è ãîðìîíîâ (èíñóëè-
íà) îïèñàíî äîñòàòî÷íî õîðîøî (Reynolds, Weiss, 1996;
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Ðèñ. 3. Ïðèìåðû îáðàçîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûìè íåðâíûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà íåéðîñôåð ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â îòñóòñòâèå
ñûâîðîòêè, íî â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà hFGF è hbEGF (à, á) è â ïðèñóòñòâèè ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò (â, ã).

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à—â — 50, ã — 100 ìêì.



Weiss et al., 1996), òî îáðàçîâàíèå íåéðîñôåð â óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñïîñîáñòâóþùèõ äèôôåðåíöèàöèè ñòâî-
ëîâûõ (ïðîãåíèòîðíûõ) êëåòîê, â äîñòóïíîé íàì ëèòåðà-
òóðå íå îïèñàíî.

Êàê èçâåñòíî (Suslov et al., 2002), íåéðîñôåðû îáðàçó-
þòñÿ êëîíîôîðìèðóþùèìè ÑÊ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè çðåëî-
ñòè. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ïðèñóòñò-
âèå òàêèõ êëåòîê â äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êóëüòóðàõ íåð-
âíûõ ñòâîëîâûõ (ïðîãåíèòîðíûõ) êëåòîê ïî êðàéíåé ìåðå
íà ïðîòÿæåíèè 9 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì, èñõîäÿ èç
ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ïîÿâëåíèå íîâûõ íåéðîñôåð áûëî ñâÿ-
çàíî ñ çàìåíîé ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñîäåðæàùåé FBS,
êîòîðàÿ, êàê èçâåñòíî, ÿâëÿåòñÿ èñòî÷íèêîì öèòîêèíîâ è
ôàêòîðîâ ðîñòà, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü åå ñòèìóëèðó-
þùåå âëèÿíèå íà îáðàçîâàíèå íåéðîñôåð ÑÊ. Âîçìîæíî,
ïðè÷èíîé, âûçûâàþùåé îáðàçîâàíèå íåéðîñôåð â ýòèõ êó-
ëüòóðàõ, ÿâëÿåòñÿ êîìïëåêñíîå âëèÿíèå FBS è êëåòî÷íîãî
îêðóæåíèÿ íà íåðâíûå ÑÊ. Óìåíüøåíèå ñôåðîîáðàçîâàíèÿ
â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÍÊ â óñëîâèÿõ, ñòèìóëèðóþ-
ùèõ äèôôåðåíöèàöèþ, óêàçûâàåò íà èñòîùåíèå êîëîíèåîá-
ðàçóþùèõ êëåòîê, êîòîðîå ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì êàê êîì-
ìèòèðîâàíèÿ ÑÊ, òàê è íèçêîãî óðîâíÿ èõ ñàìîâîçîáíîâ-
ëåíèÿ â ýòîé ñèñòåìå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îäíàêî ýòî ïðåä-
ïîëîæåíèå òðåáóåò äîïîëíèòåëüíûõ äîêàçàòåëüñòâ.

Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå òàêæå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå ýìá-
ðèîíàëüíûå êëåòêè ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íûõ òêàíåé è
êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà òàêæå îáðàçóþò
ïðèêðåïëåííûå êîëîíèè â âèäå ñôåð (ðèñ. 1, 2), êîòîðûå â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ îòêðåïëÿþòñÿ è ðàñòóò, óâåëè-
÷èâàÿñü â ðàçìåðàõ. Â êîíå÷íîì èòîãå ýòè ñôåðû ïðèêðåï-
ëÿþòñÿ, ñîñòàâëÿþùèå èõ êëåòêè àêòèâíî äèôôåðåíöèðó-
þòñÿ è ìèãðèðóþò. Ïðè ýòîì îáðàçóþùèåñÿ â ðåçóëüòàòå
äèôôåðåíöèàöèè êëåòêè ìîðôîëîãè÷åñêè íå èìåþò ñõîä-
ñòâà ñ íåéðîíàìè è êëåòêàìè íåéðîãëèè, â ïðîòèâîïîëîæ-
íîñòü òîìó, êàê ýòî íàáëþäàåòñÿ â ñëó÷àå äèôôåðåíöèà-
öèè êëåòîê, ñîñòàâëÿþùèõ íåéðîñôåðû.

Îáðàçîâàíèå êîëîíèé â âèäå ñôåð ýïèòåëèàëüíî-ìû-
øå÷íûìè êëåòêàìè è êëåòêàìè ïå÷åíè ýìáðèîíîâ ÷åëî-
âåêà óêàçûâàåò íà ñóùåñòâîâàíèå â ýòèõ êóëüòóðàõ ñòâî-
ëîâûõ êîëîíèåôîðìèðóþùèõ êëåòîê. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
îáðàçîâàíèå êîëîíèé â âèäå ñôåð ýìáðèîíàëüíûìè êëåò-
êàìè ïå÷åíè, íåðâíîé è ýïèòåëèàëüíî-ìûøå÷íîé òêàíåé
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ñôåðîîáðàçîâàíèå íå îãðàíè÷èâàåòñÿ
òîëüêî íåðâíûìè ÑÊ, à ÿâëÿåòñÿ îáùèì ïðèçíàêîì ñòâî-
ëîâûõ (ïðîãåíèòîðíûõ) êëåòîê. Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ýêñïåðèìåíòà-
ëüíûå äàííûå, îïèñûâàþùèå îáðàçîâàíèå «íåéðîñôåð»
íå íåðâíûìè ÑÊ, êóëüòèâèðóåìûìè â óñëîâèÿõ, ðàçðàáî-
òàííûõ äëÿ íåðâíûõ êëåòîê: ÑÊ ñòðîìû êîñòíîãî ìîçãà
êðûñ (Lu et al., 2002), îáåçüÿí (Kang, 2004) è ÷åëîâåêà
(Hermann et al., 2004); ÑÊ, ïîëó÷åííûìè èç òêàíè ìûøö
âçðîñëûõ ìûøåé (Romero-Ramos et al., 2002); ÑÊ æèðî-
âîé òêàíè âçðîñëûõ îáåçüÿí (Kang, 2004); ýíäîòåëèàëüíû-
ìè ÑÊ ðîãîâèöû ãëàçà ÷åëîâåêà (Yokoo et al., 2005).

Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå òåðìèíà «íåéðîñôåðà» äëÿ
ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé, îáðàçîâàííûõ íå íåðâíûìè ÑÊ, íà
íàø âçãëÿä, ïðåäñòàâëÿåòñÿ äîâîëüíî ñïîðíûì, õîòÿ è ïî-
êàçàíî, ÷òî êëåòêè, ñîñòàâëÿþùèå ýòè ñôåðû, ýêñïðåññè-
ðóþò ìàðêåðû íåðâíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (Hermann et al.,
2004; Kang, 2004; Yokoo et al., 2005). Ýòî òåì áîëåå ñïîð-
íî, ÷òî äàííûå îá îáðàçîâàíèè íåðâíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
íå íåðâíûìè ìóëüòèïîòåíòíûìè ÑÊ in vivo äîñòàòî÷íî
ïðîòèâîðå÷èâû è ìíîãèìè èññëåäîâàòåëÿìè ïîäâåðãàþò-
ñÿ ñîìíåíèþ (Bertani et al., 2005; Massengale et al., 2005).

Âîçìîæíî, óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ðàçðàáîòàííûå äëÿ
íåðâíûõ ÑÊ, ñïîñîáñòâóþò âûæèâàíèþ, ðàçâèòèþ è ïðî-
ëèôåðàöèè òîëüêî íåðâíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, óãíåòàÿ
ïðè ýòîì äðóãèå êëåòî÷íûå ëèíèè.

Î÷åâèäíî, ìîæíî ïîäîáðàòü óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ
ìóëüòèïîòåíòíûå íåíåðâíûå ÑÊ áóäóò îáðàçîâûâàòü ñôå-
ðè÷åñêèå êîëîíèè êëåòî÷íûõ ëèíèé, ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ
äàííîé òêàíè. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå ïîìèìî íàøèõ äàííûõ
ïîäòâåðæäàåò ðàçðàáîòêà ïðîòîêîëà, ïîçâîëÿþùåãî âûðà-
ùèâàòü ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ãðóäíîé æåëåçû âçðîñëîãî
÷åëîâåêà â âèäå ïëàâàþùèõ ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé (àâòî-
ðû íàçâàëè èõ «ìàììîñôåðàìè») (Dontu, 2003). Ïîäîáíî
îáðàçîâàíèþ íåéðîñôåð, ôîðìèðîâàíèå ìàììîñôåð ïðî-
èñõîäèò â îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè, íî â ïðèñóòñòâèè EGF
èëè bFGF. Ïðè ýòîì êëåòêè, îáðàçóþùèå ìàììîñôåðû,
ïðåòåðïåâàþò îãðàíè÷åííîå ñàìîâîçîáíîâëåíèå è ñïî-
ñîáíû ê ìóëüòèëèíåéíîé äèôôåðåíöèàöèè â êëåòî÷íûå
ëèíèè ãðóäíîé æåëåçû. Áîëüøèíñòâî áåëêîâ âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà, îáíàðóæåííûõ â ìàììîñôåðàõ, àññîöèè-
ðóþòñÿ ñ ýìáðèîíàëüíûì ðàçâèòèåì. Ñðàâíèòåëüíûé àíà-
ëèç êîíôèãóðàöèè òðàíñêðèïöèè êëåòîê, ñîñòàâëÿþùèõ
ìàììîñôåðû, ñ êîíôèãóðàöèåé òðàíñêðèïöèè ýìáðèî-
íàëüíûõ è âçðîñëûõ íåðâíûõ è ãåìîïîýòè÷åñêèõ ÑÊ
(Ivanova et al., 2002) ïîêàçàë âûñîêóþ ñòåïåíü íàëîæå-
íèÿ ãåíîâ, ýêñïðåññèðîâàííûõ â êëåòêàõ, ñîñòàâëÿþùèõ
ìàììîñôåðû, è âî âçðîñëûõ, è ýìáðèîíàëüíûõ ãåìîïîý-
òè÷åñêèõ, è íåéðîíàëüíûõ ÑÊ. Ñõîäíûå ïðîôèëè ýêñï-
ðåññèè îáóñëîâëèâàþò è ñõîäíûé ôåíîòèï êëåòîê, à òàê-
æå ïîõîæåå èõ ïîâåäåíèå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â îäèíà-
êîâûõ èëè áëèçêèõ óñëîâèÿõ. Ïðè ýòîì ÑÊ ðàçëè÷íûõ
òêàíåé ìîãóò îáðàçîâûâàòü êîëîíèè â âèäå ñôåð.

Êàê óæå óïîìèíàëîñü ðàíåå, îáðàçîâàíèå ñôåð ñâîé-
ñòâåííî íå òîëüêî ìóëüòèïîòåíòíûì, íî è ïëþðèïîòåíò-
íûì ÑÊ (êëåòêàì âíóòðåííåé ìàññû ýìáðèîíîâ ñòàäèè
áëàñòîöèñòû), êîòîðûå â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in
vitro îáðàçóþò ñôåðè÷åñêèå êîëîíèè, íàçûâàåìûå ýìá-
ðèîèäíûìè òåëüöàìè (ÝÒ). ÝÒ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðåõ-
ìåðíûå êîëîíèè ýìáðèîíàëüíûõ ÑÊ, êîòîðûå ïåðâîíà÷à-
ëüíî îáðàçóþòñÿ â ðåçóëüòàòå èõ àãðåãàöèè. Ñ÷èòàåòñÿ,
÷òî òðåõìåðíàÿ ñòðóêòóðà ÝÒ, êîòîðàÿ óâåëè÷èâàåò ìåæ-
êëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ìîæåò áûòü âàæíîé äëÿ íåêî-
òîðûõ ïðîãðàìì ðàçâèòèÿ. Òàê, áûëî ïîêàçàíî (Hamazaki
et al., 2004), ÷òî ïðîöåññ àãðåãàöèè èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ; ê òîìó æå â ÝÒ ïðîèñõîäèò
îáðàçîâàíèå öèòîêèíîâ è èíäóöèðóþùèõ ôàêòîðîâ, îáåñ-
ïå÷èâàþùèõ êîììèòèðîâàíèå ÑÊ â ëèíåéíîì íàïðàâ-
ëåíèè òðåõ ýìáðèîíàëüíûõ çàðîäûøåâûõ ñëîåâ — ìåçî-
äåðìû, ýíäîäåðìû è ýêòîäåðìû. Ïî ìíåíèþ ìíîãèõ èñ-
ñëåäîâàòåëåé, ÝÒ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìîäåëü ðàííåãî
ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ.

Â ñâîþ î÷åðåäü íåéðîñôåðû ïðåäñòàâëÿþòñÿ ìíîãè-
ìè èññëåäîâàòåëÿìè êàê in vitro-ìîäåëü ýìáðèîíàëüíîãî
íåéðîãåíåçà (Suslov et al., 2002). Ïðè ýòîì â íåéðîñôåðàõ
ïðîèñõîäÿò äîâîëüíî ñëîæíûå ïðîöåññû, îáóñëîâëåííûå
êàê ñòåïåíüþ çðåëîñòè ñôåðîôîðìèðóþùåé êëåòêè, òàê è
ìåæêëåòî÷íûìè âçàèìîäåéñòâèÿìè è âëèÿíèåì ìèêðîîê-
ðóæåíèÿ, ïðèâîäÿùèìè êàê ê ñàìîâîçîáíîâëåíèþ ÑÊ, òàê
è ê èõ êîììèòèðîâàíèþ è äàëüíåéøåé ïðîëèôåðàöèè
(Suslov et al., 2002). Äàííûå î êëåòî÷íîì ñîñòàâå ìàììî-
ñôåð òàêæå ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî îíè ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé in vitro-ìîäåëü ðàçâèòèÿ ãðóäíîé æåëåçû
(Dontu et al., 2003). Òàêèì æå îáðàçîì ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ÑÊ è äðóãèõ òêàíåé in vitro ñïîñîáíû ôîðìèðî-
âàòü êîëîíèè â âèäå ñôåð, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ìîäåëü
èõ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ.
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Êàæäûé ýòàï ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ õàðàêòåðèçó-
åòñÿ ðåàëèçàöèåé îïðåäåëåííîé ïðîãðàììû, çàëîæåííîé â
ãåíîìå ÑÊ, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â åå ñàìîâîçîáíîâëåíèè,
êîììèòèðîâàíèè, ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèàöèè. Â
óñëîâèÿõ in vivo ðåàëèçàöèÿ ýòîé ïðîãðàììû çàâèñèò îò
ïðîñòðàíñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ êëåòêè, ïëîòíîñòè êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè, ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé è ñòå-
ïåíè çðåëîñòè êëåòêè (Gehring, 1996; Cai et al., 1997; Bell
et al., 1999; Hagedorn et al., 2000; Su, 2000), ò. å. ðåãóëèðó-
åòñÿ ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *ûìè ôàêòîðàìè. Îòñóòñò-
âèå êàêîãî-ëèáî èç ýòèõ ôàêòîðîâ ïðèâîäèò ê àíîìàëèÿì
ðàçâèòèÿ ëèáî ê êëåòî÷íîé ñìåðòè. Âåðîÿòíî, ñôåðîîáðà-
çîâàíèå â óñëîâèÿõ in vitro ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì «ñòðåì-
ëåíèÿ» ÑÊ âîññîçäàòü óñëîâèÿ, ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåí-
íûå ê óñëîâèÿì èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ in vivo. Äåéñòâèòå-
ëüíî, êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ âûøå äàííûõ, â
ñôåðàõ ïðîèñõîäÿò ïðîöåññû, õàðàêòåðíûå äëÿ ýìáðèîíà-
ëüíîãî ðàçâèòèÿ ÑÊ, — ñàìîâîçîáíîâëåíèå, êîììèòèðî-
âàíèå è ïðîëèôåðàöèÿ.

Î÷åâèäíî, ÷òî ñôåðû, îáðàçóåìûå ïëþðèïîòåíòíûìè
è ìóëüòèïîòåíòíûìè êëåòêàìè, ðàçëè÷àþòñÿ. Òàê, ñôåðû,
îáðàçîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûìè ÑÊ, ïîâòîðÿþò ðàçâè-
òèå ðàííåãî ýìáðèîíà, ñîñòîÿò èç êëåòîê òðåõ çàðîäûøå-
âûõ ñëîåâ è õàðàêòåðèçóþòñÿ ñàìîâîçîáíîâëåíèåì ÑÊ.
Ñôåðû, îáðàçîâàííûå ìóëüòèïîòåíòíûìè ÑÊ, ïîâòîðÿÿ
ðàçâèòèå òêàíè, èç êîòîðîé îíè ïðîèñõîäÿò, ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ãåòåðîãåííóþ êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ, ñîñòîÿ-
ùóþ èç ñàìîâîçîáíîâëÿþùèõñÿ ÑÊ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè
çðåëîñòè è êîììèòèðîâàííûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê ïðîëè-
ôåðàöèè è äèôôåðåíöèàöèè. Îäíàêî ôóíêöèîíàëüíî îá-
ðàçîâàíèå ñôåð â îáîèõ ñëó÷àÿõ îäèíàêîâî è ÿâëÿåòñÿ
ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðîé, â êîòîðîé âîçìîæíà ðåà-
ëèçàöèÿ çàâèñèìîé îò âðåìåíè ïðîãðàììû ðàçâèòèÿ, çàëî-
æåííîé â ãåíîìå ÑÊ.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáðàçîâà-
íèå êîëîíèé â âèäå ñôåð â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ in
vitro ÿâëÿåòñÿ îáùèì ïðèçíàêîì ÑÊ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè
çðåëîñòè, ïîçâîëÿþùèì îáåñïå÷èòü èõ ðàçâèòèå â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *ûìè ôàêòîðàìè.

Â çàêëþ÷åíèå ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ñôåðû ïðåäñòàâëÿ-
þò èíòåðåñ íå òîëüêî êàê ìîäåëü ýìáðèîíàëüíîãî ðàç-
âèòèÿ ÑÊ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè çðåëîñòè, ïîçâîëÿþùóþ èñ-
ñëåäîâàòü îñîáåííîñòè ïðîöåññîâ èõ ñàìîâîçîáíîâëåíèÿ,
ñîçðåâàíèÿ, êîììèòèðîâàíèÿ, ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåí-
öèàöèè. Ñôåðû ìîãóò òàêæå ÿâëÿòüñÿ ýôôåêòèâíûì èñ-
òî÷íèêîì êëåòîê äëÿ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé è ïðèêëàäíî-
ãî ïðèìåíåíèÿ, âêëþ÷àÿ ãåííóþ èíæåíåðèþ, êëåòî÷íóþ
òåðàïèþ, òîêñèêîëîãèþ è ñêðèíèíã ëåêàðñòâåííûõ ïðåïà-
ðàòîâ. Ïîýòîìó ñîçäàíèå ïðîòîêîëîâ, ïîçâîëÿþùèõ âûðà-
ùèâàòü ñòâîëîâûå (ïðîãåíèòîðíûå) êëåòêè ðàçëè÷íûõ
òêàíåé â âèäå ñôåð, ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæíîé çàäà÷åé íà
ïóòè èññëåäîâàíèÿ è ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ÑÊ ÷åëî-
âåêà è æèâîòíûõ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ä-ðó Äæîó Ãàíí
(Zhou Qun, Jilin University, Êèòàé) çà ïîìîùü â ïðèîáðå-
òåíèè àíòèòåë è ìèòîãåíîâ, à òàêæå Î. À. Ñåìåí÷åíêî çà
ïîìîùü â ïîäãîòîâêå ðóêîïèñè.
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FORMATION OF SPHERICAL COLONIES AS A PROPERTY OF STEM CELLS
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The report deals with the ability of embryonic cells harvested from the nervous, hematopoietic and epitheli-
al-muscular human tissues to form spheres during in vitro culturing. Judging from their own data and those re-
ported elsewhere, the authors have hypothesized that formation of spherical colonies in vitro is a common featu-
re of stem cells of various origin and varying degree of maturation. Probably, the formation of spheres provides
for development of stem cells according to the locations and their inner temporal programs, which are specific
and particular for every type of cells.
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