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Âëèÿíèå êëèíîñòàòèðîâàíèÿ íà ìîðôîëîãèþ ýìáðèîèäíûõ òåë

Èçó÷àëè ýôôåêòû êîìïåíñàöèè ãðàâèòàöèîííîãî âëèÿíèÿ íà íà÷àëüíûå ñòàäèè ýìáðèîíàëüíîãî ðàç-
âèòèÿ íà ìîäåëè ìåäëåííîãî êëèíîñòàòèðîâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåë (ÝÒ), ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè ëèíèè R1. Àíàëèç ïîëóòîíêèõ ñðåçîâ ÝÒ òîëùèíîé 1—2 ìêì è ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå óëüòðàñòðóêòóðû êëåòîê ïîçâîëèëè âûÿâèòü îñîáåííîñòè ìîðôîëî-
ãèè ÝÒ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ñîçðåâàíèÿ. Ïðè ìîäåëèðîâàíèè ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè ñ ïîìîùüþ êëè-
íîñòàòà áûëè ïîêàçàíû äîñòîâåðíî çíà÷èìîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,
âñòóïèâøèõ â ïðîöåññû àïîïòîçà, è ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå îòíîñèòåëüíîé ïëîùàäè «ïóñòîò» â êëèíî-
ñòàòèðóåìûõ ÝÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè. Äåëàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îòñóòñòâèå áîëü-
øèõ öèñò ïðè êëèíîñòàòèðîâàíèè ìîæåò áûòü âûçâàíî çàìåäëåíèåì íà÷àëüíûõ ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâ-
êè è ìîðôîãåíåçà, ñâÿçàííûõ ñ ïðîöåññàìè àóòîôàãèè â ÝÒ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîèäíûå òåëà, ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, êëèíî-
ñòàòèðîâàíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè. ÝÒ — ýìáðèîèäíûå òåëà,
LIF — ôàêòîð, èíãèáèðóþùèé ëåéêåìèþ.

Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå ïðåäìåòîì èíòåíñèâíîãî
èçó÷åíèÿ ñòàëè ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ)
ìëåêîïèòàþùèõ. Âîçðîñøèé èíòåðåñ ê äàííîé ìîäåëè
îáóñëîâëåí íîâûìè âîçìîæíîñòÿìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå ïðî-
öåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñîñòîÿíèÿ èõ
ïëþðèïîòåíòíîñòè, à òàêæå ðîëè ýíäîãåííûõ è ýêçîãåí-
íûõ ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ òèï äèôôåðåíöèðîâêè
in vivo è in vitro.

ÝÑÊ — ýòî èçîëèðîâàííûå èç âíóòðåííåé êëåòî÷íîé
ìàññû áëàñòîöèñòû (Evans, Kaufmann, 1981; Martin, 1981).
Îáû÷íî äëÿ ïîääåðæàíèÿ ÝÑÊ â ïëþðèïîòåíòíîì ñîñ-
òîÿíèè èõ êóëüòèâèðóþò íà ïîäëîæêå èç ýìáðèîíàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè èëè ñ äîáàâëåíèåì â ñðåäó êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ôàêòîðà, èíãèáèðóþùåãî ëåéêåìèþ (LIF)
(Guan et al., 1999). Êóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ áåç ïîäëîæåê
èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ èëè áåç äîáàâëåíèÿ
â ñðåäó LIF ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ýìáðèîèäíûõ
òåë (ÝÒ). Èçâåñòíî, ÷òî íà÷àëüíûå ýòàïû ôîðìèðîâà-
íèÿ ÝÒ âêëþ÷àþò â ñåáÿ àãðåãàöèþ êëåòîê. Êëåòêè, îáðà-
çóþùèå ÝÒ, âñòóïàþò íà íà÷àëüíûé ïóòü ñïåöèàëèçàöèè,
èõ ïîñëåäóþùàÿ äèôôåðåíöèðîâêà îò÷àñòè íàïîìèíàåò
ðàííèå ñòàäèè ýìáðèîãåíåçà (Guan et al., 1999; Keller,
2005).

ÝÒ — ýòî òðåõìåðíàÿ øàðîîáðàçíàÿ ñòðóêòóðà, ñôå-
ðîèä, ñîñòîÿùèé èç íàðóæíîãî è âíóòðåííåãî ñëîåâ êëå-
òîê, êîòîðûå ðàçäåëåíû áàçàëüíîé ìåìáðàíîé. Êàê ïðàâè-
ëî, íàðóæíûé ñëîé ñîñòîèò èç äîâîëüíî êðóïíûõ êëåòîê,
èìåþùèõ îòðîñòêè è ñèíòåçèðóþùèõ êîìïîíåíòû áà-
çàëüíîé ìåìáðàíû. Èõ ïîâåðõíîñòü, îáðàùåííàÿ ê âíåø-

íåé ñðåäå, ïîêðûòà ìíîãî÷èñëåííûìè ìèêðîâîðñèíêàìè,
âíóòðåííèé ñëîé ñîñòîèò èç áîëüøîãî êîëè÷åñòâà äåëÿ-
ùèõñÿ êëåòîê. Â öåíòðå èíîãäà ðàñïîëàãàåòñÿ ïîëîñòü ñ
àïîïòîòè÷åñêèìè êëåòêàìè (Ìàíóèëîâà è äð., 2001).

Âî âíåøíåì êëåòî÷íîì ñëîå ÝÒ, êàê èçâåñòíî, èìåþò-
ñÿ âûñîêîàäãåçèâíûå ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû òèïà ùåëå-
âûõ, áëàãîäàðÿ êîòîðûì âíóòðü ÝÒ íå ñïîñîáíû ïðîíè-
êàòü âûñîêîìîëåêóëÿðíûå âåùåñòâà (Saitou et al., 1998).
Ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê âíóòðåííåãî ñëîÿ
îñóùåñòâëÿþòñÿ ïðè ïîìîùè êîíòàêòîâ òèïà ùåëåâûõ è
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ. Ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ÝÒ ê ñóáñòðàòó
ñèñòåìà ïëîòíûõ êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè âíåøíåãî
ñëîÿ ðàçðóøàåòñÿ, áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà äåçèíòåãðèðóåòñÿ,
êëåòêè íà÷èíàþò ìèãðèðîâàòü ïî ñóáñòðàòó, àêòèâíî ïðî-
ëèôåðèðîâàòü è ñïîíòàííî äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ (Ãîðäåå-
âà è äð., 2002).

Áîëüøîå ÷èñëî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, âûïîë-
íåííûõ íà ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê, ñâèäåòåëüñòâóåò îá
èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ñäâèãàì ãðàâèòàöèîííîé ñòèìóëÿ-
öèè, êîòîðûå âûçûâàþò êàê ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ, òàê è
èçìåíåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê (Cogoli,
1993; Òàèðáåêîâ, 2002; Crawford-Young, 2006; Áóðàâêîâà,
2008).

Îäíàêî äàííûõ î âëèÿíèè ãðàâèòàöèîííîé ñîñòàâëÿ-
þùåé íà ñîñòîÿíèå êóëüòèâèðóåìûõ ÝÑÊ êðàéíå ìàëî.
Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëèíîñòàòèðîâàíèå íå
âëèÿåò íà ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ, íî ñíèæàåò íà 30 % ïîñëå-
äóþùåå îáðàçîâàíèå ÝÒ è ïðèâîäèò ê çàäåðæêå äèôôå-
ðåíöèðîâêè â êàðäèîìèîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè. Êðîìå
òîãî, âíåøíèé âèä ÝÒ, ïîäâåðãàâøèõñÿ êëèíîñòàòèðîâà-
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íèþ â òå÷åíèå 72 ÷, èçìåíÿëñÿ (Êîíñòàíòèíîâà è äð.,
2006à, 2006á).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå ìîðôîëîãèè
ÝÒ ïîñëå êëèíîñòàòèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 72 ÷.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

ÝÑÊ áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Ëàáîðàòîðèåé ìî-
ëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê Èíñòèòóòà ìî-
ëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ÐÀÍ. Êóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ ïðîèñ-
õîäèëî ïî ìåòîäèêå, ïîäðîáíî ïðåäñòàâëåííîé ðàíåå
(Êîíñòàíòèíîâà è äð., 2006à). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÒ êëåòêè
ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
ìûøè, êëåòêè àãðåãèðîâàëè ñ îáðàçîâàíèåì ÝÒ, îáðàçî-
âàâøèåñÿ ÝÒ ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû (ïî
600 òåë íà ôëàêîí) è ïîäâåðãàëè êëèíîñòàòèðîâàíèþ
(ñêîðîñòü 6 îá/ìèí, ýêñïîçèöèÿ 72 ÷). Êîíòðîëüíûå ôëà-
êîíû ýêñïîíèðîâàëè â òå÷åíèå òîãî æå âðåìåíè â ãîðè-
çîíòàëüíîì ñòàòè÷åñêîì ïîëîæåíèè.

Ôèêñèðîâàíèå ÝÒ ïðîèñõîäèëî íåïîñðåäñòâåííî â
ñðåäå èíêóáàöèè ñ ïîìîùüþ ãëóòàðàëüäåãèäà â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 2.5 % â òå÷åíèå 2—4 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Äàëåå êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè ñêîðîñòè 1500 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí â ñòåêëÿííûõ
öåíòðèôóæíûõ ïðîáèðêàõ. Ïðîìûâàëè ïîëó÷åííûé îñà-
äîê â 5 ìë ôîñôàòíîãî áóôåðà (pH 7.4) â òå÷åíèå 15 ìèí.
Äîïîëíèòåëüíîå ôèêñèðîâàíèå îñàäêà â 1%-íîì OsO4 íà
ôîñôàòíîì áóôåðå ïðîèñõîäèëî â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ îáðàç-
öû ïðîìûâàëè â 5 ìë ôîñôàòíîãî áóôåðà 15 ìèí è îïÿòü
öåíòðèôóãèðîâàëè. Ïðåïàðàòû îáåçâîæèâàëè â ýòàíîëå
âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè (30, 50 è 70 %) ïî 5 ìë â òå-
÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ïîñëåäîâà-
òåëüíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Êîíòðàñòèðîâàíèå ïðîèç-
âîäèëè â 3 ìë 0.5%-íîãî ðàñòâîðà óðàíèë-àöåòàòà â
70%-íîì ýòàíîëå â õîëîäèëüíèêå â òå÷åíèå íî÷è, çàòåì
ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè â 70%-íîì ýòàíîëå 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå ïðîäîëæàëè îáåçâîæè-
âàíèå â 96%-íîì ýòàíîëå 30 ìèí. Îêîí÷àòåëüíîå îáåç-
âîæèâàíèå îñàäêà îñóùåñòâëÿëè â ïðîïèëåíîêñèäå (èëè â
100%-íîì ýòàíîëå) 30 ìèí. Îñàäîê ïðîïèòûâàëè â 1 ìë
ñìåñè Ýïîíà ñ ïðîïèëåíîêñèäîì (1 : 1) â òå÷åíèå íå ìå-
íåå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì ïðîâîäèëè
ñóñïåíäèðîâàíèå îñàäêà â 1 êàïëå ýïîêñèäíîé ñìîëû
ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì â ïëàñòìàññîâûå çàëèâî÷-
íûå êàïñóëû è äîâîäèëè îáúåì ñìîëû äî ïîëíîãî çàïîë-
íåíèÿ êàïñóëû. Ïîëèìåðèçàöèþ ýïîêñèäíîé ñìîëû
Ýïîí—Àðàëäèò â êàïñóëàõ îñóùåñòâëÿëè ïðè 60 °Ñ â òå-
÷åíèå 48 ÷.

Â äàëüíåéøåì èç êëåòî÷íîãî îñàäêà, çàëèòîãî â ýïîê-
ñèäíóþ ñìîëó, èçãîòîâëÿëè ñåðèéíûå ïîëóòîíêèå ñðåçû
òîëùèíîé 1—2 ìêì ñ ïîìîùüþ óëüòðàìèêðîòîìà Nova
(LKB, Øâåöèÿ). Ñðåçû ïîìåùàëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî è
îêðàøèâàëè ìåòèëåíîâûì ñèíèì ñ àçóðîì 2 è ôóêñèíîì.
Óëüòðàòîíêèå ñðåçû òîëùèíîé 70—90 íì ïîëó÷àëè ñ òåõ
æå ýïîêñèäíûõ áëîêîâ, ïåðåíîñèëè íà ìåäíûå ñåòî÷êè
äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, äîïîëíèòåëüíî îêðàøèâà-
ëè öèòðàòîì ñâèíöà ïî Ðåéíîëüäñó è ïðîñìàòðèâàëè â
òðàíñìèññèîííîì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEM 100CX
(ßïîíèÿ), îñíàùåííîì öèôðîâîé êàìåðîé Gatan
ES-500W.

Äëÿ îêðàøèâàíèÿ ïîëóòîíêèõ ñðåçîâ ñìîëó óäàëÿëè â
íàñûùåííîì ðàñòâîðå KOH â òå÷åíèå 5—7 ìèí (1.5—3 ã
KOH íà 100 ìë ìåòàíîëà). Äàëåå ñòåêëà ïðîìûâàëè â òðåõ

ñìåíàõ àáñîëþòíîãî ñïèðòà ïî 3—5 ìèí è â òðåõ ñìåíàõ
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû ïî 3—5 ìèí. Ñðåçû ñóøèëè íà
âîçäóõå èëè â òåðìîñòàòå. Çàòåì ïðîèçâîäèëè ñòàíäàðòíîå
äâîéíîå îêðàøèâàíèå ìåòèëåíîâûì ñèíèì ñ àçóðîì 2 è
ôóêñèíîì. Èññëåäîâàíèå ñðåçîâ ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêî-
ïàõ Axioskop 40 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è èíâåðòèðîâàííîì ìèê-
ðîñêîïå Axiovert 200 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîì öèô-
ðîâîé âèäåîêàìåðîé Axiocam HRc âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ.

Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ ÝÒ àíàëèçèðîâàëè â ïðî-
ãðàììå Sigma ScanPro 5, ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî àïîï-
òîòè÷åñêèõ êëåòîê â ðàñ÷åòå íà 1 ìì2 ïëîùàäè ïîëóòîí-
êîãî ñðåçà ÝÒ è ïëîùàäè ïîëîñòåé â ðàñ÷åòå íà îáùóþ
ïëîùàäü ñðåçà ÝÒ (òàê íàçûâàåìóþ îòíîñèòåëüíóþ ïëî-
ùàäü ñôîðìèðîâàííûõ ïîëîñòåé).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Àíàëèç ñòðîåíèÿ ÝÒ (êîíòðîëüíàÿ è îïûòíàÿ ñåðèè
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ êëèíîñòàòèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 72 ÷)
ïðîâîäèëè íà ïîëóòîíêèõ ñðåçàõ òîëùèíîé 1—2 ìêì. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ÝÒ áûëè íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ ñîçðåâàíèÿ, ïîñêîëüêó ñ ìîìåíòà ïàññèðîâàíèÿ
ÝÑÊ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÒ äî ìîìåíòà èçãîòîâëåíèÿ ïîëó-
òîíêèõ ñðåçîâ ïðîøëî 7—8 ñóò; âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî íå-
êîòîðûå ÝÒ óæå äîñòèãëè ïîëíîé ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ, à
äðóãèå — íåò, ïðè÷åì ïîäîáíîå ÿâëåíèå áûëî îáíàðóæå-
íî êàê â îïûòå, òàê è â êîíòðîëå.

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ïîëóòîíêèõ ñðåçîâ îêîëî 100 ÝÒ
áûëè îáíàðóæåíû òðè ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ ÝÒ êàê â îïûò-
íûõ, òàê è â êîíòðîëüíûõ ñåðèÿõ: ñôîðìèðîâàííîå ÝÒ áåç
áàçàëüíîé ìåìáðàíû, îãðàíè÷èâàþùåé âíóòðåííèé ñëîé
êëåòîê îò âíåøíåãî (ðèñ. 1, à), ñ ÷àñòè÷íî îáðàçîâàííîé
ìåìáðàíîé (ðèñ. 1, á) è ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàííûå, ñî-
çðåâøèå ÝÒ ñ ÷åòêî âûðàæåííîé ìåìáðàíîé (ðèñ. 1, â)
(ïðåäñòàâëåíû êîíòðîëüíûå ãðóïïû ÝÒ).

Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, ÝÒ áåç îáîëî÷êè (áàçàëüíîé ìåì-
áðàíû) ñîñòîÿò èç îäíîòèïíûõ êëåòîê, â êîòîðûõ ïðàêòè-
÷åñêè íå íàáëþäàëîñü âàêóîëèçàöèè öèòîïëàçìû. Îäíàêî
â ÝÒ, ãäå áûëà ÷åòêî ñôîðìèðîâàíà áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà,
âèäíû âàêóîëèçèðîâàííûå îáëàñòè. Îíè ïðåäñòàâëåíû
êàê âî âíóòðåííåì, òàê è âî âíåøíåì ñëîå, ãäå, êàê èç-
âåñòíî, êëåòêè áîëåå äèôôåðåíöèðîâàíû (Ãîðäååâà è äð.,
2002). Ê òîìó æå â ñôîðìèðîâàííûõ ÝÒ âî âíóòðåí-
íåì ïóëå êëåòîê, ãäå áûëè îáíàðóæåíû «ïóñòîòû», ÿäðà
áûëè ôðàãìåíòèðîâàííûìè, ñ ñèëüíî êîíäåíñèðîâàííûì
õðîìàòèíîì, ðàñïîëîæåííûì çà÷àñòóþ ïî ïåðèôåðèè
ÿäåð, ÷òî óêàçûâàåò íà ïðîöåññû àïîïòîçà (ßðèëèí, 1998;
Ñàìóèëîâ è äð., 2000). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àïîïòî-
òè÷åñêèå êëåòêè ðàñïîëàãàþòñÿ â îñíîâíîì öåíòðå ÝÒ
(Ìàíóèëîâà è äð., 2001; Ãîðäååâà è äð., 2002). Îäíàêî
â íàøåì èññëåäîâàíèè èõ ìîæíî áûëî âñòðåòèòü íå òîëü-
êî â öåíòðå, íî è ïî âñåìó ïðîñòðàíñòâó âíóòðåííåãî
ñëîÿ ÝÒ.

Âî âíåøíåì êëåòî÷íîì ñëîå ÝÒ áûëè îáíàðóæåíû
êëåòêè, èìåþùèå îòðîñòêè, ÷òî ïîäòâåðæäàåò äàííûå
äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé (Saitou et al., 1998; Ìàíóèëîâà
è äð., 2001) è ãîâîðèò îá èõ äèôôåðåíöèðîâàííîñòè
(ðèñ. 2). Âèäíî, ÷òî â îïûòíîé ãðóïïå êëåòêè âíóòðåííåãî
ñëîÿ ðàñïîëîæåíû ìåíåå ïëîòíî, ÷åì â êîíòðîëå; èìåþò-
ñÿ ïóñòûå ìåñòà (âîçìîæíî, îñòàòêè ïîãèáøèõ êëåòîê).
Âèäíî, ÷òî â òàêèõ êëåòêàõ â îïûòå òàêæå îáíàðóæåíû
ôðàãìåíòèðîâàííûå ÿäðà.

Àóòîôàãèÿ ìîæåò áûòü àêòèâèðîâàíà in vivo êàê êëå-
òî÷íûé çàùèòíûé ìåõàíèçì (Levine et al., 2005). Ïðè ýìá-
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ðèîíàëüíîì ðàçâèòèè ìëåêîïèòàþùèõ ïðîÿâëåíèåì ïðî-
ãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå
«ïóñòîò», êîãäà ÷àñòü êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé ýêòîäåðìû,
óõîäÿ â àïîïòîç, ôîðìèðóåò âïàäèíó (Coucouvanis, Mar-
tin, 1995). Ýòîò ïðîöåññ â óñëîâèÿõ in vitro ìîæåò áûòü
âîñïðîèçâåäåí ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÝÑÊ áåç «ôèäåð-
íîé» ïîäëîæêè è áåç äîáàâëåíèÿ ôàêòîðà LIF (Poirier
et al., 1991).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ìîäåëè ýìáðèîãåíåçà
ÝÒ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âî
âíóòðåííåì ýêòîäåðìàëüíîì ñëîå ÝÒ îáðàçîâûâàëèñü ïî-
ëîñòè, èëè êàâèòàöèè, êîòîðûå ñî âðåìåíåì óâåëè÷èâà-
ëèñü â ðàçìåðàõ (Qu et al., 2007). Â íàøåì ñëó÷àå êàê
áîëüøèå ïîëîñòè, òàê è ìàëåíüêèå «ïóñòîòû», îñòàâøèå-
ñÿ îò ãèáåëè åäèíè÷íûõ êëåòîê, âíóòðè ÝÒ áûëè îáíàðó-
æåíû ïðèìåðíî íà 6-å ñóò ñ íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ
(ðèñ. 3). Âîçìîæíî, ïîäîáíîå îòëè÷èå âðåìåíí *îãî èíòåð-
âàëà îáíàðóæåíèÿ «ïóñòîò» â íàøåé ðàáîòå îò äàííûõ
äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé ñâÿçàíî ñ èíäèâèäóàëüíûìè îñî-
áåííîñòÿìè ÝÒ. Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, â ÝÒ êîíòðîëüíîé
ãðóïïû â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ðàñïîëàãàëèñü äîñòàòî÷íî
áîëüøèå ïî ðàçìåðó «ïóñòîòû» ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÒ îïûò-
íîé ãðóïïîé (ñòðåëêè); ïðè÷åì âîêðóã íèõ ìîæíî áûëî
âñòðåòèòü êëåòêè, ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì íàïî-
ìèíàþùèå ýïèòåëèé.

Áûë ïðîâåäåí êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç âñåõ ïîëó-
÷åííûõ ñðåçîâ ÝÒ íà âûÿâëåíèå êàê êîëè÷åñòâà àïîïòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê â ðàñ÷åòå íà 1 ìì2 ïëîùàäè ñðåçà ÝÒ, òàê
è ïëîùàäè «ïóñòîò» â ðàñ÷åòå íà îáùóþ ïëîùàäü ñðåçà
ÝÒ (òàê íàçûâàåìóþ îòíîñèòåëüíóþ ïëîùàäü ñôîðìèðî-
âàííûõ «ïóñòîò»). Â ðåçóëüòàòå ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëåòîê,
âñòóïèâøèõ â ïðîöåññû àïîïòîçà, áûëî ïîêàçàíî (ðèñ. 4)
ñóùåñòâåííîå óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê, ïðèõîäÿùèõñÿ íà 1 ìì2 ïëîùàäè ñðåçà â êëèíî-
ñòàòèðóåìûõ ÝÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (P < 0.01;
êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè; n1 = 24 (îïûò), n2 = 67 (êîíò-
ðîëü)) (Ãëàíñ, 1999). Îòíîñèòåëüíàÿ ïëîùàäü «ïóñòîò» â
îïûòíîé ãðóïïå áûëà òàêæå ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì â
êîíòðîëüíîé (ðèñ. 5) (P < 0.05; êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè;
n1 = 24 (îïûò), n2 = 70 (êîíòðîëü) (Ãëàíñ, 1999).

Ïðè èññëåäîâàíèè ñ ïîìîùüþ òðàíñìèññèîííîé ýëåê-
òðîííîé ìèêðîñêîïèè ïåðèôåðèéíîé ÷àñòè êîíòðîëüíûõ
ÝÒ áûëà âûÿâëåíà óïëîùåííàÿ ôîðìà êëåòîê, íà ïîâåðõ-
íîñòè êîòîðûõ îòìå÷àëèñü ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîâîð-
ñèíêè. Ìîæíî âèäåòü õîðîøî îðãàíèçîâàííûå îðãàíåë-
ëû: ìèòîõîíäðèè, ãëàäêèé è øåðîõîâàòûé ýíäîïëàçìàòè-

÷åñêèé ðåòèêóëóì; ÿäðà âåðåòåíîîáðàçíîé, óïëîùåííîé
ôîðìû çàíèìàþò çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü êëåòêè (ðèñ. 6). Îò-
ñóòñòâèå êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà ñâèäåòåëüñòâóåò
îá èíòåðôàçíîì ñîñòîÿíèè ÿäðà.

Âëèÿíèå êëèíîñòàòèðîâàíèÿ íà ìîðôîëîãèþ ýìáðèîèäíûõ òåë 907

Ðèñ. 1. Òðè ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåë (ÝÒ, êîíòðîëüíûå ãðóïïû). Ïîëóòîíêèå ñðåçû (1—2 ìêì).

à — áåç áàçàëüíîé ìåìáðàíû, ÝÒ ñîñòîÿò èç îäíîòèïíûõ êëåòîê, â êîòîðûõ íå íàáëþäàëîñü âàêóîëèçàöèè öèòîïëàçìû; á — ñ ÷àñòè÷íî ñôîðìèðîâàí-
íîé áàçàëüíîé ìåìáðàíîé; â — ñ ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàííîé áàçàëüíîé ìåìáðàíîé; â êëåòêàõ ÝÒ âèäíû âàêóîëèçèðîâàííûå îáëàñòè êàê âî âíóòðåí-

íåì, òàê è âî âíåøíåì ñëîå, ãäå êëåòêè áîëåå äèôôåðåíöèðîâàíû. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 20 ìêì.

Ðèñ. 2. Ïîëóòîíêèå ñðåçû ÝÒ (òîëùèíà 1—2 ìêì), îêðàøåí-
íûå ìåòèëåíîâûì ñèíèì ñ àçóð—ôóêñèíîì.

à — êîíòðîëü; á — îïûò; òîëñòûìè ñòðåëêàìè ïîêàçàíû «ïóñòîòû» è
ÿäðà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê; òîíêèìè ñòðåëêàìè — êëåòêè âíåøíåãî

ñëîÿ. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 10 ìêì.
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Ðèñ. 3. Ïîëóòîíêèå ñðåçû ÝÒ (òîëùèíà 1—2 ìêì) êîíòðîëüíîé
(à) è ýêñïåðèìåíòàëüíîé (á) ãðóïï.

Âèäíû êàê áîëüøèå ïîëîñòè, òàê è ìàëåíüêèå «ïóñòîòû», îáðàçîâàâøèå-
ñÿ ïîñëå ãèáåëè åäèíè÷íûõ êëåòîê (ñòðåëêè), êîòîðûå áûëè îáíàðóæå-
íû âíóòðè ÝÒ ïðèìåðíî íà 6-å ñóò ñ íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îêðàñêà
ìåòèëåíîâûì ñèíèì ñ àçóð—ôóêñèíîì. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà —

10 ìêì.

Ðèñ. 4. ×èñëî ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè, âñòó-
ïèâøèõ â ïðîöåññû àïîïòîçà, â ðàñ÷åòå íà 1 ìì2 ïëîùàäè ïî-

ëóòîíêîãî ñðåçà ÝÒ.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû ñðåäíèõ çíà÷åíèé
(P < 0.01).

Ðèñ. 5. Âåëè÷èíà îòíîøåíèÿ ñóììàðíîé ïëîùàäè «ïóñòîò»
(â ìêì2) ê îáùåé ïëîùàäè ñðåçà ÝÒ (â ìêì2).

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû ñðåäíèõ çíà÷åíèé
(P < 0.05).

Ðèñ. 6. Òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ êëåòîê ïå-
ðèôåðèéíîé ÷àñòè ÝÒ â êîíòðîëå (à, á).

Â ïåðèôåðèéíîé ÷àñòè êîíòðîëüíûõ ÝÒ âûÿâëÿåòñÿ óïëîùåííàÿ ôîðìà
êëåòîê, íà ïîâåðõíîñòè îòìå÷àþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîâîðñèíêè.
Âèäíû õîðîøî îðãàíèçîâàííûå îðãàíåëëû: ìèòîõîíäðèè, ãëàäêèé è øå-
ðîõîâàòûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì; ÿäðà âåðåòåíîîáðàçíîé,
óïëîùåííîé ôîðìû çàíèìàþò çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü êëåòîê. Ìàñøòàá-

íàÿ ëèíåéêà — 1 ìêì.



Êëåòêè öåíòðàëüíîé ÷àñòè ñôåð èìåþò òðåóãîëüíóþ
èëè ñôåðè÷åñêóþ ôîðìó. Îíè òàêæå èìåþò ðàçâèòóþ óëüò-
ðàñòðóêòóðó, îäíàêî â íèõ ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ ëèçîñîìîïî-
äîáíûå òåëüöà è ôðàãìåíòèðîâàííûå ÿäðà ñ õàðàêòåðíûì
ïåðèíóêëåàðíûì ðàñïîëîæåíèåì õðîìàòèíà.

Ìîæíî îòìåòèòü ñôîðìèðîâàííûå ìåæêëåòî÷íûå
êîíòàêòû â âèäå ïëîòíûõ ñîåäèíåíèé (ðèñ. 7). Ìèòîõîíä-
ðèè èìåþò ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ìàòðèêñ ñ óâåëè÷åííû-
ìè êðèñòàìè è íàõîäÿòñÿ â ýíåðãèçîâàííîì ñîñòîÿíèè,
îáåñïå÷èâàÿ ýíåðãèåé ñèíòåòè÷åñêèå ïðîöåññû â êëåòêàõ.
Âûñîêàÿ ñèíòåòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê òàêæå ïîä-
òâåðæäàåòñÿ õîðîøî ðàçâèòîé ãðàíóëÿðíîé ýíäîïëàçìà-
òè÷åñêîé ñåòüþ. Âèäíû íåñêîëüêî ðàñøèðåííûå ìåæêëå-
òî÷íûå ïðîñòðàíñòâà, îáåñïå÷èâàþùèå ìåæêëåòî÷íûé
òðàíñïîðò âåùåñòâ. Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ âûÿâëÿåòñÿ êîí-
äåíñèðîâàííûé õðîìàòèí, à ìèòîõîíäðèè ïðèîáðåòàþò
îêðóãëóþ ôîðìó.

Íåðåäêî íàáëþäàþòñÿ ïðîñâåòëåíèå è âàêóîëèçàöèÿ
öèòîïëàçìû, â òàêèõ ñëó÷àÿõ êëåòêè òàêæå ñòàíîâÿòñÿ
îêðóãëûìè. Ñêîðåå âñåãî, ýòî ìîæåò ãîâîðèòü î íà÷àâ-
øåìñÿ äåñòðóêòèâíîì ïðîöåññå â êëåòêå. Èíîãäà â ÿäðàõ
îòìå÷àåòñÿ êîíäåíñèðîâàííîå ìàðãèíàëüíîå ðàñïîëîæå-
íèå õðîìàòèíà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ìîðôîëîãè÷åñêèõ
ïðèçíàêàõ ïðîÿâëÿþùåãîñÿ àïîïòîçà. Íàëè÷èå îäíîãî
èëè íåñêîëüêèõ ÿäðûøåê îïðåäåëÿåòñÿ, âåðîÿòíî, òåì,
êàê ïðîøåë ñðåç ÷åðåç êëåòêó.

Âñå îòìå÷åííûå îñîáåííîñòè ãîâîðÿò î òîì, ÷òî êëåò-
êè íàõîäÿòñÿ â ðàçíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ
è (èëè) íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ñâîåãî ðàçâèòèÿ. Èíîãäà ìîæíî
âñòðåòèòü âûðîñòû êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ ïîä íàðóæ-
íûì ñëîåì, äîõîäÿùèå äî ïîâåðõíîñòè ñôåð. Îäíàêî ïðè
ýòîì ïðîöåññîâ àêòèâíîãî ýíäî- èëè ýêçîöèòîçà íå îòìå-
÷àåòñÿ.

Äåéñòâèå êëèíîñòàòèðîâàíèÿ ïðèâîäèò ê âîçðàñòà-
íèþ ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè öèòîïëàçìû è ïëîõîé ðàçëè-
÷èìîñòè îðãàíåëë; ÿäðà êëåòîê ñòàíîâÿòñÿ âûòÿíóòûìè,
à â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ ÿäåðíàÿ ìåìáðàíà ïðèîáðåòàåò èç-
âèëèñòóþ ôîðìó (ðèñ. 8). Òàê æå êàê è â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå, ÷àñòî ìîæíî âñòðåòèòü äåãðàäàöèþ õðîìàòèíà â
êëåòêàõ.

Ñõîäíûå óëüòðàñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè áûëè îáíà-
ðóæåíû ïðè èññëåäîâàíèè îáðàçîâàíèÿ ÝÒ in vitro èç ðàç-
ëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé òåðàòîêàðöèíîìû (Martin,
Evans, 1975). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòêè âíóòðåííåãî ñëîÿ èìåþò òðåóãîëüíóþ âûòÿíó-
òóþ ôîðìó, ñîäåðæàò áîëüøîå ÿäðî, öèòîïëàçìà êëåòîê
áîãàòà ìèòîõîíäðèÿìè è õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëüøèì êîëè-
÷åñòâîì ñâîáîäíûõ ðèáîñîì (Martin, Evans, 1975). Â òî æå
âðåìÿ íàðóæíûé ñëîé êëåòîê îáëàäàë ñâîéñòâàìè ýíòî-
äåðìàëüíûõ êëåòîê, ýòè êëåòêè ñîäåðæàëè íàáóõøèé ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, à èõ íàðóæíàÿ ïîâåðõíîñòü
áûëà ïîêðûòà ìíîãî÷èñëåííûìè ìèêðîâîðñèíêàìè. Ïîä
ýòèì âíåøíèì ñëîåì ðàñïîëàãàëàñü áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà,
êîòîðàÿ îòäåëÿëà âíåøíèé ñëîé îò âíóòðåííåãî è õàðàê-
òåðèçîâàëàñü ôèáðèëëÿðíûìè ñòðóêòóðàìè (Pierce et al.,
1962).

Òàêèì îáðàçîì, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëèíîñòàòèðîâà-
íèå ÝÒ â òå÷åíèå 72 ÷ ïðèâîäèò ê äîñòîâåðíî çíà÷èìîìó

Âëèÿíèå êëèíîñòàòèðîâàíèÿ íà ìîðôîëîãèþ ýìáðèîèäíûõ òåë 909

Ðèñ. 7. Òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ êëåòîê ïå-
ðèôåðèéíîé ÷àñòè ÝÒ â êîíòðîëå.

Âèäíû õîðîøî ðàçâèòûå ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû â âèäå ïëîòíûõ ñîåäè-
íåíèé (ñòðåëêà). Ìèòîõîíäðèè èìåþò ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ìàòðèêñ, èõ
êðèñòû óâåëè÷åíû, õîðîøî ðàçâèòà ãðàíóëÿðíàÿ ýíäîïëàçìàòè÷åñêàÿ

ñåòü. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 1 ìêì.

Ðèñ. 8. Òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ÝÒ ïðè
âîçäåéñòâèè êëèíîñòàòèðîâàíèÿ (à, á).

Îòìå÷àåòñÿ âîçðàñòàíèå ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè öèòîïëàçìû; ÿäðà êëå-
òîê âûòÿíóòûå, èçâèëèñòîé ôîðìû, à â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ ÿäåðíàÿ ìåìá-
ðàíà ïðèîáðåòàåò èçâèëèñòóþ ôîðìó; âñòðå÷àåòñÿ äåãðàäàöèÿ õðîìàòèíà
â êëåòêàõ, êàê è â êîíòðîëüíîé ãðóïïå. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 1 ìêì.



ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,
âñòóïèâøèõ â ïðîöåññû àïîïòîçà. Êðîìå ýòîãî, íàáëþäà-
ëèñü îòñóòñòâèå áîëüøèõ ïî ðàçìåðó «ïóñòîò» è ñóùåñò-
âåííîå ñíèæåíèå èõ îòíîñèòåëüíîé ïëîùàäè â êëèíîñòà-
òèðóåìûõ ÝÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Âîçìîæíî, ýòî
ñâÿçàíî â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ çàìåäëåíèåì ïðîöåññà àóòî-
ôàãèè â ÝÒ. Ýòè èçìåíåíèÿ ìîãëè áûòü ïðè÷èíîé ïîñëå-
äóþùåé çàäåðæêè äèôôåðåíöèðîâêè, îáíàðóæåííîé
íàìè ïîñëå êëèíîñòàòèðîâàíèÿ (Êîíñòàíòèíîâà è äð.,
2006à).
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INFLUENCE OF CLINOROTATION ON EMBRYOID BODIES MORPHOLOGY

S. V. Buravkov,1, 2 V. P. Chernikov,1 N. A. Konstantinova,2 L. B. Buravkova2
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The compensative effects of gravitation at the first stages of embryonic development stages have been in-
vestigated using slow clinorotation of embryoid bodies from mouse R1 stem cell lines. Semithin sections
(1—2 ìm) analysis and electron microscopy study of embryonic bodies cells allowed to reveal morphological
features of cells at different maturation stages. Significant decrease in the number of embryonic stem cells un-
dergoing apoptosis as well as noticeable reduction of «lacunas» relative areas were found in clinorotated embry-
onic bodies compared to control. We propose that large cyst absence may be caused by initial differentiation and
morphogenesis stages delay associated with autophagy processes in embryonic bodies.
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