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Â ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ è êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèÿõ øèðîêî èñïîëüçóþò êëåòî÷íûå è îðãàííûå êóëüòó-
ðû ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò
èçó÷åíèå âîçìîæíûõ èñòî÷íèêîâ îáðàçîâàíèÿ ýíäîêðèí-
íûõ êëåòîê â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â êà÷åñòâå îáú-
åêòîâ èññëåäîâàíèÿ â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû îðãàí-
íûå êóëüòóðû ýìáðèîíàëüíîé ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû
êðûñû. Â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ èçâëåêàëè ïîäæåëóäî÷-
íóþ æåëåçó, ïðîìûâàëè â ðàñòâîðå Õýíêñà ñ àíòèáèîòèêà-
ìè (ïî 300 ÅÄ/ìë ïåíèöèëëèíà è 300 ìêã/ìë ñòðåïòîìè-
öèíà) è ðàçðåçàëè íà êóñî÷êè ñ ðàçìåðîì ñòîðîí 1—2 ìì.
Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó ìíîæåñòâåííûõ
îðãàííûõ êóëüòóð (Ëóðèÿ, 1972).

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ íàìè èññëåäîâàíèé áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ýêñïëàí-
òàòàõ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûìè âî âñå ñðîêè êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ îñòàþòñÿ B-êëåòêè, ñêîïëåíèÿ êîòîðûõ îáíàðó-
æèâàþòñÿ âáëèçè ýïèòåëèàëüíûõ òðóáîê. Öèòîïëàçìà
B-êëåòîê õàðàêòåðèçóåòñÿ õîðîøî ðàçâèòîé øåðîõîâàòîé
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòüþ. Îíà îáðàçîâàíà êîðîòêèìè
êàíàëüöàìè è íåáîëüøèìè âàêóîëÿìè, íà ìåìáðàíàõ êî-
òîðûõ íàõîäÿòñÿ ñâÿçàííûå ðèáîñîìû. Ýëåìåíòû ýíäîï-
ëàçìàòè÷åñêîé ñåòè ðàññåÿíû ðàâíîìåðíî ïî âñåé öèòî-
ïëàçìå. Èìååòñÿ òàêæå çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ñâîáîäíûõ
ðèáîñîì, ðàñïîëîæåííûõ ïîîäèíî÷êå èëè â âèäå ïîëè-
ñîì. Â êëåòêàõ âûÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ñåêðåòîðíûå
ãðàíóëû ðàçëè÷íîé ñòåïåíè çðåëîñòè. Îòìå÷àåòñÿ ãèïåðò-
ðîôèÿ êîìïëåêñà Ãîëüäæè, ïðåäñòàâëåííîãî áîëüøèì
÷èñëîì öèñòåðí, êðóïíûõ è ìåëêèõ âàêóîëåé, â êîòîðûõ
ïðîèñõîäÿò èíòåíñèâíîå ôîðìèðîâàíèå è ñîçðåâàíèå ãðà-
íóë ñåêðåòà. Â íåêîòîðûõ B-êëåòêàõ âñòðå÷àþòñÿ ìèòî-
çû. Íà ïåðèôåðèè ýêñïëàíòàòîâ îòìå÷àåòñÿ èíòåíñèâíîå
ðàçðàñòàíèå ýíäîêðèííîé ïàðåíõèìû. Íàáëþäàåòñÿ ñëèÿ-
íèå îòäåëüíûõ îñòðîâêîâ â áîëüøèå ìàññû ýíäîêðèííîé
òêàíè. Â öèòîïëàçìå B-êëåòîê âûÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåí-
íûå ñåêðåòîðíûå ãðàíóëû íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâà-
íèÿ ñåêðåòà. Òåñíûé êîíòàêò ãðàíóë ñ ïëàçìàëåììîé è íà-
ëè÷èå â öèòîïëàçìå ïóñòûõ âàêóîëåé ÿâëÿþòñÿ äîêàçà-
òåëüñòâîì àêòèâíîãî âûâåäåíèÿ ñåêðåòà. Âñòðå÷àþòñÿ
òàêæå êëåòêè, îäíîâðåìåííî ñîäåðæàùèå â öèòîïëàçìå

ãðàíóëû çèìîãåíà è ýíäîêðèííûå ñåêðåòîðíûå ãðàíóëû,
÷òî óêàçûâàåò íà ïðîöåññ àöèíî-èíñóëÿðíîé òðàíñôîðìà-
öèè. Ïîÿâëåíèå ýíäîêðèííûõ êëåòîê îòìå÷àåòñÿ â ñîñòàâå
ýïèòåëèàëüíûõ òðóáîê è âûâîäíûõ ïðîòîêîâ, ýïèòåëèé
êîòîðûõ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê èñòî÷íèê îáðàçîâàíèÿ
èíñóëîöèòîâ. Âñòðå÷àþòñÿ àöèíî-èíñóëÿðíûå êëåòêè.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àöèíî-èíñóëÿðíàÿ òðàíñôîð-
ìàöèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç èñòî÷íèêîâ îáðàçîâàíèÿ èíñó-
ëîöèòîâ ïðè ðàçëè÷íûõ ñîñòîÿíèÿõ, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ
ïîâûøåííîé ôóíêöèîíàëüíîé íàãðóçêîé íà ýíäîêðèííûé
àïïàðàò ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû. Â ïðîöåññå îðãàííîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ èíñóëîöèòû ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü ê
äåëåíèþ.

ÂËÈßÍÈÅ ÃÈÏÅÐÃËÈÊÅÌÈÈ ÍÀ ÔÓÍÊÖÈÎ-
ÍÀËÜÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ
ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀÍÈ. © Æ. À. Àêîïÿí, Ò. Í. Êî÷åãóðà,
Ã. À. Øàðîíîâ, Í. È. Êàëèíèíà, Å. Â. Ïàðôåíîâà. Ôàêóëü-
òåò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
òðàíñïëàíòàöèÿ àóòîëîãè÷íûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê æèðî-
âîé òêàíè ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì äëÿ ñòèìó-
ëÿöèè àíãèîãåíåçà â èøåìèçèðîâàííûõ òêàíÿõ. Èçâåñòíî,
÷òî õðîíè÷åñêàÿ ãèïåðãëèêåìèÿ âûçûâàåò íàðóøåíèå
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê êðîâåíîñíûõ ñîñó-
äîâ, à òàêæå ïðåäøåñòâåííèêîâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê,
îáóñëîâëèâàÿ òåì ñàìûì ïàòîëîãè÷åñêèé ðîñò êðî-
âåíîñíûõ ñîñóäîâ ïðè ñàõàðíîì äèàáåòå. Îäíàêî âëèÿíèå
ãèïåðãëèêåìèè íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè äî ñèõ ïîð íå èçó÷åíî. Â íà-
øåé ðàáîòå ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè âëèÿíèå ãèïåðãëèêå-
ìèè íà æèçíåñïîñîáíîñòü è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè, à òàêæå íà ýêñïðåñ-
ñèþ àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ ðîñòà ýòèìè êëåòêàìè. Ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ñòðîìàëüíûõ êëåòîê æèðî-
âîé òêàíè â óñëîâèÿõ ãèïåðãëèêåìèè íå âëèÿåò íà êîëè÷å-
ñòâî ìåçåíõèìíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ è ïåðèöèòîâ â ïî-
ïóëÿöèè ýòèõ êëåòîê, à òàêæå íà èõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü, æèçíåñïîñîáíîñòü è àïîïòîç. Îäíàêî ïðè
àíàëèçå ýêñïðåññèè àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ ðîñòà ñ ïî-
ìîùüþ ÷èïîâ-ìèêðîïëàíøåò äëÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìå-
íè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ñòðîìàëüíûõ
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êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïåðãëèêåìèè âûçûâàåò â íèõ èçìåíå-
íèå ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðåãóëÿòîðû ðîñ-
òà êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâî-
ëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äëèòåëüíîå âîçäåéñòâèå ãèïåð-
ãëèêåìèè âûçûâàåò ñíèæåíèå àíãèîãåííîé àêòèâíîñòè
ïîñðåäñòâîì âëèÿíèÿ íà ýêñïðåññèþ ôàêòîðîâ, ðåãóëèðó-
þùèõ ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÀß ÎÖÅÍÊÀ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß
ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛ-
ÑÛ ÍÀ ÊÎËËÀÃÅÍÅ I ÒÈÏÀ, ÏÎËÓ×ÅÍÍÎÌ ÐÀÇÍÛ-
ÌÈ ÌÅÒÎÄÀÌÈ. © À. À. Áàðìàøåâà,1 È. À. Øàðóòèíà,2

Í. Ñ. Íèêîëàåíêî,3 Ë. Â. Êóõàðåâà,3 È. È. Øàìîëèíà,2
Ã. Ï. Ïèíàåâ.3 1 Ñ.-Ïåòåðáóðñêèé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñè-
òåò èì. àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà, 2 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé óíèâåðñè-
òåò òåõíîëîãèè è äèçàéíà è 3 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Êîëëàãåí ÿâëÿåòñÿ ôèáðèëëÿðíûì áåëêîì, îäíèì èç
ãëèêîïðîòåèíîâ ìåæêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Êîëëàãåí
I òèïà øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â ìåäèöèíå è áèîòåõíîëîãèè
áëàãîäàðÿ îòíîñèòåëüíîé ïðîñòîòå ïîëó÷åíèÿ, íèçêîé
èììóíîãåííîñòè, ñïîñîáíîñòè ê áèîäåãðàäàöèè, ãåìîñòà-
òè÷åñêèì ñâîéñòâàì è âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ â êà-
÷åñòâå íîñèòåëÿ êëåòîê. Âëèÿíèå îðãàíèçàöèè êîëëàãåíî-
âîé ïîäëîæêè íà ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà
(ÑÊÊÌ) íå èññëåäîâàëîñü. Ïîýòîìó öåëüþ äàííîé ðàáî-
òû ñòàëî èññëåäîâàíèå ïðîëèôåðàöèè, ðàñïëàñòûâàíèÿ è
îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÑÊÊÌ êðûñû íà ðàçëè÷-
íûõ ôèáðèëëÿðíûõ êîëëàãåíîâûõ ñóáñòðàòàõ, à äëÿ æåëè-
ðóþùèõ êîëëàãåíîâ è ïðè òðåõìåðíîì êóëüòèâèðîâàíèè
â ãåëÿõ.

ßäðîñîäåðæàùèå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà áåñïîðîäíûõ
êðûñ ïîëó÷àëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì íà ãðàäèåíòå ãèñòî-
ïàêà ïëîòíîñòè 1.077 ã/ìë è êóëüòèâèðîâàëè â ðîñòîâîé
ñðåäå, ñîñòîÿùåé èç áÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîò-
êè ýìáðèîíîâ êîðîâ è ñìåñè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöè-
íà â ñòàíäàðòíîé êîíöåíòðàöèè. Êëåòêè ïàññèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ñìåñè 0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà è
0.02%-íîãî ðàñòâîðà ÝÄÒÀ â ôèçèîëîãè÷åñêîì áóôåðå.
Ïðåïàðàòû êîëëàãåíà áûë ïîëó÷åíû èç øêóðû îâöû èëè
ìîëîäîãî áûêà ìåòîäîì ùåëî÷íî-ñîëåâîé ýêñòðàêöèè.
Êîíòðîëüíûé ñòàíäàðòíûé êîëëàãåí áûë ïîëó÷åí ñ ïî-
ìîùüþ êèñëîòíîé ýêñòðàêöèè èç õâîñòîâ êðûñ. Äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ôèáðèëëÿðíîé ôîðìû êîëëàãåíà èñïîëüçîâàëè
ìåòîä Þ. Øâåä è Ë. Â. Êóõàðåâîé. Àêòèíîâûé öèòîñêå-
ëåò ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíà. Èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíûé ìèêðî-
ñêîï Leica TCS SL (ÔÐÃ). Èçìåðåíèÿ ïëîùàäè è ïåðèìåò-
ðà ðàñïëàñòàííûõ è îêðàøåííûõ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì
êëåòîê ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Axiophot ïðè ïîìîùè
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ÂèäåîÒåñÒ-Ðàçìåð 5.0. Îïðå-
äåëÿëè èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè ÑÊÊÌ âòîðîãî ïàññàæà â
ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà êëåòîê ÷åðåç 4 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Êîëëàãåíîâûé ãåëü (2.5 ìã/ìë) ïîëó÷àëè èç êîí-
öåíòðèðîâàííîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíà I òèïà ïóòåì ðàçâå-
äåíèÿ èñõîäíîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíà äî íóæíîé êîíöåíò-
ðàöèè 10�-ñðåäîé 199 ñ ïîäâåäåíèåì pH ñ ïîìîùüþ
ùåëî÷è. Êëåòî÷íóþ âçâåñü ââîäèëè â ðàñòâîð êîëëàãåíà,
çàòåì ïîâåðõ ãåëÿ äîáàâëÿëè 1 ìë ðîñòîâîé ñðåäû. Äëÿ
èíäóêöèè îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÑÊÊÌ èñïîëü-
çîâàëè äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ðîñòî-
âóþ ñðåäó, â-ãëèöåðîôîñôàò íàòðèÿ, äåêñàìåòàçîí è àñ-
êîðáàò íàòðèÿ. Ëîêàëèçàöèþ ìàðêåðà îñòåîãåííîé äèôôå-

ðåíöèðîâêè — ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû — âûÿâëÿëè ãèñòî-
õèìè÷åñêè ñ ïîìîùüþ ñìåñè BCIP/NBT.

Â ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàèáîëüøàÿ ïëîùàäü
ðàñïëàñòûâàíèÿ áûëà ó ÑÊÊÌ íà êîíòðîëüíîì ôèáðèë-
ëÿðíîì êîëëàãåíå I òèïà (èç õâîñòîâ êðûñ), à òàêæå íà îä-
íîì èç ôèáðèëëÿðíûõ êîëëàãåíîâ I òèïà èç øêóðû îâöû.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê íà ýòèõ ïðåïàðàòàõ íàáëþ-
äàëèñü íàèáîëüøàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü è îñòåî-
ãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ÑÊÊÌ. Îáà êîëëàãåíà äàâà-
ëè óñòîé÷èâûå ãåëè, â êîòîðûõ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
äî 2 íåä è èíäóöèðîâàëè èõ îñòåîãåííóþ äèôôåðåíöè-
ðîâêó.

Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëüøåå ðàñïëàñòûâàíèå ÑÊÊÌ è
ìàêñèìàëüíûé èíäåêñ èõ ïðîëèôåðàöèè íàáëþäàëèñü íà
îáðàçöàõ êîíòðîëüíîãî êîëëàãåíà èç õâîñòîâ êðûñ è ãåëå-
îáðàçóþùåãî êîëëàãåíà èç øêóðû îâöû. Ýòè æå îáðàçöû
îêàçàëèñü íàèáîëåå ïðèåìëåìûìè äëÿ ïðîâåäåíèÿ îñòåî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê è èõ òðåõ-
ìåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â ãåëå in vitro. Ãåëåîáðàçóþ-
ùèé îáðàçåö êîëëàãåíà I òèïà, ïîëó÷åííîãî èç øêóðû
îâöû ñ ïîìîùüþ ùåëî÷íî-ñîëåâîé ýêñòðàêöèè, ìîæíî
ðåêîìåíäîâàòü äëÿ ïðèìåíåíèÿ â çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷-
íîé òåðàïèè â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ ñòðîìàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê.

ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÅ ÏÎÒÎÌÊÎÂ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÐÛÑÛ ÍÀ ÕÈÒÎÇÀÍÎÂÛÕ
ÌÀÒÐÈÖÀÕ Ñ ÖÅËËÞËÎÇÍÛÌÈ È ÊÅÐÀÒÈÍÎÂÛ-
ÌÈ ÂÎËÎÊÍÀÌÈ. © Ä. È. Áèëüêî, Í. Â. Øàíÿâñêàÿ. Íà-
öèîíàëüíûé óíèâåðñèòåò «Êèåâî-Ìîãèëÿíñêàÿ àêàäå-
ìèÿ», Êèåâ, nbilko@ukma.kiev.ua.

Ñòðîìàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ ìîãó÷èì
èñòî÷íèêîì àäãåçèâíî-çàâèñèìûõ êëåòîê, êîòîðûå íàõî-
äÿò âñå áîëüøåå ïðèìåíåíèå â çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè è
ðåãåíåðàòîðíîé ìåäèöèíå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ öåëüþ íà-
êîïëåíèÿ êëåòî÷íîé áèîìàññû ex vivo èñïîëüçóþòñÿ
äâóõìåðíûå êóëüòóðû, êîòîðûå íå óäîâëåòâîðÿþò ïî-
òðåáíîñòè â êîëè÷åñòâåííîì óâåëè÷åíèè êóëüòèâèðî-
âàííûõ êëåòîê, ïîñêîëüêó ïîâåðõíîñòü ïëàñòèêà èìååò
îãðàíè÷åííóþ ïëîùàäü è ïðè äîñòèæåíèè êëåòêàìè
ñïëîøíîãî ìîíîñëîÿ ðîñò êëåòîê ïîäàâëÿåòñÿ. Ñîâðåìåí-
íûå ðàçðàáîòêè â ñôåðå áèîòåõíîëîãèè è êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè òðåáóþò ïîèñêîâ íîâûõ ìåòîäîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê.

Èñïîëüçîâàíèå áèîëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìûõ ìàòðèö íà
îñíîâå õèòîçàíà, ìîäèôèöèðîâàííîãî âîëîêíàìè öåëëþ-
ëîçû è êåðàòèíà, èìåþùèõ òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó, ïîçâî-
ëÿåò â íåñêîëüêî ðàç óâåëè÷èòü ïëîùàäü êóëüòèâèðîâàíèÿ
àäãåçèâíî-çàâèñèìûõ êëåòîê è îáåñïå÷èâàåò âûñîêóþ
ñòåïåíü äèôôóçèè ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ. Êðîìå òîãî, ñ
òî÷êè çðåíèÿ êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêè òðàíñïëàíòàöèÿ èëè
ïåðåíîñ êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê âìåñòå ñî ñôîðìèðî-
âàííîé ìàòðèöåé ÿâëÿåòñÿ òåõíè÷åñêè áîëåå îïðàâäàí-
íûì è öåëåñîîáðàçíûì, ÷åì ïåðåíîñ è òðàíñïëàíòàöèÿ
êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé.

Êóëüòóðó ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà êðûñ
ïîëó÷àëè ïóòåì èçâëå÷åíèÿ èõ èç áåäðåííîé êîñòè êðûñû
Âèñòàð è êóëüòèâèðîâàíèÿ íà õèòîçàíîâûõ ìàòðèöàõ, ìî-
äèôèöèðîâàííûõ âîëîêíàìè öåëëþëîçû è êåðàòèíà, êî-
òîðûå ñòåðèëèçîâàëè àâòîêëàâèðîâàíèåì. Ìàòðèöû ôîð-
ìèðîâàëè ïóòåì ñøèâàíèÿ õèòîçàíà ãëóòàð-àëüäåãèäîì,
ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè âûñóøèâàëè è ìíîãîêðàòíî îòìû-
âàëè îò îñòàòêîâ íåïîëèìåðèçîâàâøèõñÿ ðåàãåíòîâ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 753



Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â ðåçóëüòà-
òå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà öåëëþëîçíûõ è êåðàòè-
íîâûõ âîëîêíàõ â òå÷åíèå 2-íåäåëüíîãî ñðîêà â ïîëíîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäå îáðàçóåòñÿ ìîíîñëîé ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíûõ êëåòîê, êîòîðûå õàðàêòåðèçèðóþòñÿ âûñîêîé ñòå-
ïåíüþ àäãåçèè è ïîâûøåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, êóëüòèâèðîâàííûìè íà
ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà. Ðàçëè÷èÿ ñòàòè-
ñòè÷åñêè äîñòîâåðíû (p < 0.05).

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå òðåõìåðíûõ ìàòðèö íà
îñíîâå õèòîçàíà ñ äîáàâëåíèåì âîëîêîí öåëëþëîçû è êå-
ðàòèíà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ àäãåçèâíî-çàâèñèìûõ êëåòîê
ÿâëÿåòñÿ àäåêâàòíûì ìåòîäîì äëÿ ïîâûøåíèÿ áèîìàññû
êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê in vitro è îòêðûâàåò ïåðñïåêòè-
âû èõ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ è ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçî-
âàíèÿ â êà÷åñòâå òðàíñïëàíòàòîâ.

ÂËÈßÍÈÅ ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ FLt3 ÍÀ ÔÓÍÊÖÈÎ-
ÍÀËÜÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÃÅÌÎÏÎÝÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÊËÅÒÎÊ ÀÑ133+ ÊÎÐÄÎÂÎÉ ÊÐÎÂÈ. © Í. Ì. Áèëüêî,
Ñ. Â. Âàñèëîâñêàÿ, Ä. È. Áèëüêî. Íàöèîíàëüíûé óíèâåðñè-
òåò «Êèåâî-Ìîãèëÿíñêàÿ àêàäåìèÿ», Êèåâ, nbilko@ukma.
kiev.ua.

Áëèæàéøèìè ïîòîìêàìè ïîëèïîòåíòíûõ ãåìîïîýòè-
÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðèíÿòî ñ÷èòàòü êëåòêè, ïîçè-
òèâíûå ïî ìàðêåðó ÀÑ133+. Îíè ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâ-
íîé ìîäåëüþ äëÿ ýêñïàíñèè ðàííèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ ãåìîïîýçà. Âûäåëåíèå ÀÑ133+-êëåòîê èç êîðäîâîé
êðîâè îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì ïîçèòèâíîé ìàãíèòíîé ñå-
ëåêöèè (Miltenyi Biotech, Ãåðìàíèÿ), ðàçâîäèëè â 1 ìë
ñðåäû (DMEM + 15 % FCS) è èíêóáèðîâàëè íà ïðîòÿæå-
íèè 12, 16 è 18 ÷ ñ ôàêòîðîì ðîñòà Flt-3L â êîíöåíòðàöèè
10 íã/ìë (Sigma, ÑØÀ) ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ. Çàòåì
äîáàâëÿëè êîìïëåêñ öèòîêèíîâ â êîíöåíòðàöèÿõ 10 íã/ìë
IL-3 è 10 íã/ìë GM-CSF (Sigma, ÑØÀ) è êóëüòèâèðîâàëè
â òå÷åíèå 5 íåä. Åæåíåäåëüíî ïðîâîäèëè èññëåäîâàíèå
êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè êëåòîê â ïîëóæèäêîì àãàðå è
ñðàâíèâàëè ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ñ òàêîâûìè äëÿ èñõîä-
íîé ôðàêöèè ÀÑ133+-êëåòîê. Ïðîøåäøèå èíêóáàöèþ
êëåòêè ïåðåíîñèëè â ãåëåâûå äèôôóçèîííûå êàìåðû,
èìåþùèå ïàòåíòíóþ çàùèòó, è êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóò-
ñòâèè öèòîêèíîâ. Ïðîäëåíèå ñðîêà èíêóáàöèè ñ Flt3 äî
16 ÷ ïîçâîëèëî çíà÷èòåëüíî ïîâûñèòü êëîíîãåííóþ àê-
òèâíîñòü êëåòîê ôðàêöèè ÀÑ133+. Ñóììà êîëîíèåîáðàçó-
þùèõ åäèíèö óâåëè÷èâàëàñü äî 212.50 ± 24.95, ÷òî ïðè-
áëèçèòåëüíî â 3.2 ðàçà ïðåâûøàåò äàííûé ïîêàçàòåëü ïðè
èíêóáàöèè â òå÷åíèå 12 ÷ (66.69 ± 19.07; Ð < 0.001) è ïðè-
áëèçèòåëüíî â 6.8 ðàçà âûøå äàííûõ êîíòðîëÿ (31.40 ±
� 8.18; Ð < 0.001). 18-÷àñîâàÿ èíêóáàöèÿ íå ïðèâîäèëà ê
óâåëè÷åíèþ êëîíîãåííîé àêòèâíîñòè êëåòîê (180.43 ±
� 15.82) ïî îòíîøåíèþ ê äàííûì çíà÷åíèÿì ïîñëå 16 ÷,
õîòÿ äàííûé ïîêàçàòåëü çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàë òàêîâîé
ïðè 12-÷àñîâîé èíêóáàöèè (66.69 ± 19.07; Ð < 0.001) è â
êîíòðîëå (31.4 ± 8.18; Ð < 0.001). Ðåçóëüòàòû êëîíîãåííî-
ãî àíàëèçà ÀÑ133+-êëåòîê, âûäåëåííûõ èç êîðäîâîé êðî-
âè, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò
ôàêòîðà ðîñòà Flt3 îïðåäåëÿåòñÿ íà ïðîòÿæåíèè 12—18 ÷,
îäíàêî åãî äåéñòâèå íàèáîëåå âûðàæåíî ïîñëå 16-÷àñîâîé
èíêóáàöèè. Ðåöåïòîð Flt3, èëè CD135, ïðèíàäëåæèò ê
êëàññó ðåöåïòîðîâ ôàêòîðîâ ðîñòà, âîâëå÷åííûõ â ðàííèé
ãåìîïîýç. Îí îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó êëåòî÷íûõ áåëêîâ,
êîòîðûå ñîâìåùàþò â ñåáå ôóíêöèè ðåöåïòîðà è âíóòðè-
êëåòî÷íîé òèðîçèíêèíàçû è ñïîñîáñòâóåò ïðîëèôåðàöèè

è äèôôåðåíöèðîâêå ðàííèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ãå-
ìîïîýçà. Îäíàêî òîëüêî â ñèíåðãèçìå ñ äðóãèìè ãåìîïîý-
òè÷åñêèìè ôàêòîðàìè, íàïðèìåð IL-3 è GÌ-CSF, îí
ñïîñîáñòâîâàë ðîñòó êëîíîãåííûõ ìèåëîèäíûõ êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ. Ðîñò ïîêàçàòåëåé êëîíîãåííîé àê-
òèâíîñòè â êóëüòóðå ñâèäåòåëüñòâîâàë î âêëþ÷åíèè â
ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ðàííèõ êëåòîê-ïðåä-
øåñòâåííèêîâ ôðàêöèè ÀÑ133+-êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â
ôàçå ïîêîÿ â èñõîäíîì ñîñòîÿíèè. Èñõîäÿ èç âûøåñêàçàí-
íîãî Flt3 â ïåðâóþ î÷åðåäü ñïîñîáñòâóåò ïðîäâèæåíèþ
ðàííåé ïîïóëÿöèè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ íà ïîñëåäó-
þùèå ýòàïû ðàçâèòèÿ, â ïðîöåññå êîòîðîãî ïîâûøàåòñÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê öèòîêèíàì è íàáëþäàåòñÿ íà-
êîïëåíèå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ïîòîìêîâ ñòâîëîâîé
êëåòêè â ðåçóëüòàòå äîñòèãàåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ïîêàçà-
òåëåé êîëîíèåîáðàçîâàíèÿ â êóëüòóðå in vitro. Òàêèì îá-
ðàçîì, â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÀÑ133+-êëåòîê â
äèôôóçèîííûõ êàìåðàõ, ïîìåùåííûõ â êóëüòóðàëüíóþ
ñèñòåìó, ñîäåðæàùóþ êîìïëåêñ ðåêîìáèíàíòíûõ öèòîêè-
íîâ, ñ ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèåé ñ ôàêòîðîì Flt3 ïðî-
èñõîäèò äëèòåëüíîå ïîääåðæàíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê, ÷òî îòðàæàåòñÿ â èõ
ïîñòîÿííîé ýêñïàíñèè íà ïðîòÿæåíèè 5 íåä, à òàêæå ñî-
õðàíåíèè âûñîêèõ ïîêàçàòåëåé ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè.

ÂËÈßÍÈÅ ÏÎÂÐÅÆÄÅÍÍÎÉ ÒÊÀÍÈ ÌÎÐÑÊÎÉ
ÇÂÅÇÄÛ ASTERIAS RUBENS ÍÀ ÏÎÂÅÄÅÍÈÅ ÖÅËÎ-
ÌÎÖÈÒÎÂ Â ÓÑËÎÂÈßÕ IN VITRO. © Ì. È. Áëèíîâà,
Ä. Å. Áîáêîâ, À. Í. Ãîðøêîâ, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, mira.blinova@mail.ru.

Ìîðñêèå áåñïîçâîíî÷íûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíè-
êàëüíóþ ïðèðîäíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíäàìåíòàëü-
íûõ ïðîöåññîâ ðåãåíåðàöèè. Îäíèì èç ïðåäïîëàãàåìûõ
êëåòî÷íûõ èñòî÷íèêîâ ïðîöåññîâ çàæèâëåíèÿ ðàí è ðåãå-
íåðàöèè ó ýòèõ âèäîâ ðàññìàòðèâàþòñÿ öåëîìîöèòû. Îíè
ïåðâûìè ðåàãèðóþò íà ëþáîå ïîâðåæäåíèå ïî÷òè ìîìåí-
òàëüíîé êîàãóëÿöèåé èõ è îáðàçîâàíèåì ñãóñòêà, çàêðûâà-
þùåãî ðàíó.

Âî âðåìÿ ýêñïåäèöèé íà Áåëîìîðñêóþ áèîëîãè÷å-
ñêóþ ñòàíöèþ «Êàðòåø» (Çîîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò ÐÀÍ)
áûëà îòðàáîòàíà in vitro ìîäåëü îáðàçîâàíèÿ ñãóñòêà öå-
ëîìîöèòîâ. Îáðàçîâàíèå òàêîãî ñãóñòêà â óñëîâèÿõ in vit-
ro âûðàæàëîñü â âèäå ôîðìèðîâàíèÿ ñåòè öåëîìîöèòîâ è
åå ñîêðàùåíèÿ ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ. Àêòèâíî ýòîò
ïðîöåññ ïðîòåêàë ëèøü ïðè ó÷àñòèè öåëîìîöèòîâ ïîðà-
íåííîé çâåçäû. Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ðàíà âûïîëíÿëàñü ïó-
òåì íåáîëüøîãî íàäðåçà ñ ïîìîùüþ ñêàëüïåëÿ íà îäíîì
èç ëó÷åé. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ýòîé
îïåðàöèè ðàíà ïîëíîñòüþ çàêðûâàëàñü è íèêàêîãî âûòå-
êàíèÿ öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè áîëüøå íå ïðîèñõîäèëî.
Íî ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû êîëè÷åñòâî öåëîìîöè-
òîâ â öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè çâåçäû çíà÷èòåëüíî óâåëè-
÷èâàëîñü. Êðîìå òîãî, ó çâåçä ñ òàêèìè ïîâðåæäåíèÿìè
âûäåëÿëè ôðàãìåíòû öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ è êóëüòè-
âèðîâàëè èõ â òå÷åíèå 10—12 ñóò. Èç ôðàãìåíòîâ â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèëà àêòèâíàÿ ìèãðàöèÿ
êëåòîê è íàáëþäàëîñü îáðàçîâàíèå ìíîãîêëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð.

Ó ïîðàíåííûõ çâåçä ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ
ëó÷à âûäåëÿëè öåëîìîöèòû è áðàëè ôðàãìåíòû öåëî-
ìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ. Ôðàãìåíòû ýïèòåëèÿ ïîìåùàëè â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó è òóäà æå âíîñèëè âûäåëåííûå öå-
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ëîìîöèòû. Âëèÿíèå ôðàãìåíòîâ òêàíè íà ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü öåëîìîöèòîâ îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè
ôîðìèðîâàíèÿ èìè ñåòè è âðåìåíè åå ñîêðàùåíèÿ.

Áûëî ïîêàçàíî ñëåäóþùåå. 1. Â ïðèñóòñòâèè ôðàã-
ìåíòà öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ ñòàíäàðòíî îáðàçóåòñÿ
ñåòü öåëîìîöèòîâ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ðàñòâîðà Ñà2+, äâèæå-
íèå åå ïðè ñîêðàùåíèè íàïðàâëåíî â ñòîðîíó ôðàãìåíòà,
òîãäà êàê â êîíòðîëå (â îòñóòñòâèå ôðàãìåíòà) ñåòü ñîêðà-
ùàåòñÿ ê öåíòðó ëóíêè ñ îáðàçîâàíèåì ñãóñòêà. 2. Â ïðè-
ñóòñòâèè íåñêîëüêèõ ôðàãìåíòîâ, ðàñïðåäåëåííûõ â ðàç-
íûõ ìåñòàõ ëóíêè, èëè ñïëîøíîãî êîëüöà ýïèòåëèÿ, ðàñ-
ïîëîæåííîãî ïî ïåðèôåðèè ëóíêè, îáðàçîâàâøàÿñÿ ñåòü
íå ìîãëà ñîêðàòèòüñÿ äî êîíöà è îñòàâàëàñü ìåæäó ôðàã-
ìåíòàìè èëè â ïðîñâåòå êîëüöà ôðàãìåíòîâ ýïèòåëèÿ â
ïðèêðåïëåííîì ê íèì ñîñòîÿíèè. 3. Ïðè ñîêðàùåíèè ñåòè
öåëîìîöèòîâ ñëàáî ïðèêðåïëåííûå ê ñòåíêå ëóíêè ôðàã-
ìåíòû òêàíè ìîãëè âìåñòå ñ ñåòüþ ïðè ñîêðàùåíèè åå ïå-
ðåìåùàòüñÿ ê ìåñòó îáðàçîâàíèÿ ñãóñòêà. 4. Ôîðìèðî-
âàíèå è ñîêðàùåíèå ñåòè â ïðèñóòñòâèè ôðàãìåíòîâ óñêî-
ðÿþòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. 5. Â ïðèñóòñòâèè
ñóñïåíçèè êëåòîê ýïèòåëèÿ, ìèãðèðîâàâøèõ èç êóëüòèâè-
ðóåìûõ ôðàãìåíòîâ, íàáëþäàëèñü òàêæå óñêîðåííîå îá-
ðàçîâàíèå è ñîêðàùåíèå ñåòè öåëîìîöèòîâ ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì. 6. Ñóïåðíàòàíò ðàñòâîðà, â êîòîðîì íàõîäè-
ëèñü êëåòêè, ìèãðèðîâàâøèå èç êóëüòèâèðóåìûõ ôðàã-
ìåíòîâ ýïèòåëèÿ, îêàçûâàë ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà
îáðàçîâàíèå è ñîêðàùåíèå ñåòè öåëîìîöèòîâ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì, õîòÿ ñàì ïðîöåññ ïðîòåêàë áîëåå ìåä-
ëåííî, ÷åì â ïðèñóòñòâèè öåëüíûõ ôðàãìåíòîâ òêàíè. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âëèÿíèè
ïîâðåæäåííîãî öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ íà ôóíêöèîíè-
ðîâàíèå öåëîìîöèòîâ.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïîïóëÿ-
öèè öåëîìîöèòîâ è òêàíè öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ íåïî-
âðåæäåííîé çâåçäû äàåò îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî âîññòà-
íîâëåíèå è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà öåëîìîöèòîâ ÷åðåç íå-
êîòîðîå âðåìÿ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ìîãóò ïðîèñõîäèòü çà
ñ÷åò êëåòîê öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ.

ÍÅÀÄÃÅÇÈÂÍÛÅ ÑÓÁÏÎÏÓËßÖÈÈ ÊËÎÍÎÃÅÍÍÛÕ
ÐÎÄÎÍÀ×ÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÐÎÂÅÒÂÎÐÍÎÉ ÑÒÐÎ-
ÌÛ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑÛ È ×ÅËÎÂÅÊÀ — ÌÎ-
ÄÅËÜ ÄËß ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß ÃÅÒÅÐÎÃÅÍÍÎÃÎ ÏÓ-
ËÀ ÏÎËÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜ-
ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ (ÌÑÊ) IN VITRO. © Ý. È. Áóåâåðîâà,
Å. À. Ìîë÷àíîâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì.
Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, bueverova_e@mail.ru.

ÌÑÊ â êóëüòóðå ÿâëÿþòñÿ íåîäíîðîäíîé êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèåé, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ãåòåðîãåííîñòü ïðî-
ëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà, èõ àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ, ðàçëè÷íàÿ
ñòåïåíü çðåëîñòè êëåòîê, ìîðôîëîãè÷åñêîå ðàçíîîáðàçèå
è íåîäèíàêîâûå ïîòåíöèè ê äèôôåðåíöèðîâêå. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå èçó÷àëè ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè ÌÑÊ, îïðåäå-
ëÿåìûõ ïî ñîäåðæàíèþ êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö ôèá-
ðîáëàñòîâ (ÊÎÅ-Ô) êîñòíîãî ìîçãà êðûñû è ÷åëîâåêà, â
ïîïóëÿöèè êëåòîê, íå ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ïîâåðõíîñòè
ïëàñòèêà â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà êðûñû è ÷åëîâåêà ñïóñòÿ 7 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro îñòàþòñÿ â ñóñïåíçèè íå ïðèêðå-
ïèâøèõñÿ ê ïëàñòèêó êëåòîê, îáëàäàÿ âûñîêîêëîíîãåííîé
ñïîñîáíîñòüþ. Ïðè áîëåå äëèòåëüíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ýòà íåàäãåçèâíàÿ ïîïóëÿöèÿ äàëà íà÷àëî ïîñëåäóþ-
ùèì íåàäãåçèâíûì ñóáïîïóëÿöèÿì ïðè åæåíåäåëüíîì ïå-

ðåíîñå êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè â íîâûå êóëüòóðàëüíûå ôëà-
êîíû. Â íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèÿõ êîñòíîãî ìîçãà
êðûñû íàáëþäàëè èñòîùåíèå ïóëà ÊÎÅ-Ô ê 42-ì ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ (6 íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé), à
ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà ñîõðàíÿëèñü äî 49 ñóò
(6 íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé). Îáíàðóæåíî, ÷òî îñî-
áåííîñòüþ ÊÎÅ-Ô íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé êîñòíîãî
ìîçãà êðûñû è ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ ñîêðàùåíèå âðåìåíè
ôîðìèðîâàíèÿ êîëîíèé ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê äî
7 ñóò (ò. å. îíè îáðàçóþòñÿ â 1.5—2.0 ðàçà áûñòðåå, ÷åì â
ïåðâè÷íîé êóëüòóðå). Âîçìîæíîñòü ïîñòåïåííîãî è ïîý-
òàïíîãî èñòîùåíèÿ ïóëà ðîäîíà÷àëüíûõ ñòðîìàëüíûõ
êëåòîê àäãåçèåé ê ïëàñòèêó â äàííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà êðûñû è ÷åëîâåêà ìîæåò
ñòàòü îñíîâîé ýêñïåðèìåíòàëüíîãî àíàëèçà èåðàðõè÷å-
ñêèõ îòíîøåíèé âíóòðè ïîïóëÿöèè ÌÑÊ in vitro. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà êðûñû èç ÷åòûðåõ íåàäãå-
çèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé íå îòëè÷àëèñü ïî èññëåäîâàííûì
ôåíîòèïè÷åñêèì ìàðêåðàì — CD90 è ÑD73 — îò êîíò-
ðîëüíîé àäãåçèâíîé ïîïóëÿöèè â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå, à
òàêæå äåìîíñòðèðîâàëè îäèíàêîâóþ ñïîñîáíîñòü ê îñòåî-
ãåííîé è àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêàì â ñòàíäàðòíûõ
èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ, ÷òî õàðàêòåðèçóåò èõ ñîîòâåòñòâèå
îñíîâíûì êðèòåðèÿì ÌÑÊ. Ñóììàðíîå ÷èñëî êîëîíèé,
îáðàçîâàííûõ ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà èç âñåõ íåàäãåçèâ-
íûõ êëåòî÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé, ïðèìåðíî â 6 ðàç ïðåâîñ-
õîäèëî òàêîâîå àäãåçèâíîé ïîïóëÿöèè â ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðå. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî êîñòíûé ìîçã ÿâëÿåòñÿ ïðåäïî÷òè-
òåëüíûì èñòî÷íèêîì ÌÑÊ, èñïîëüçîâàíèå íåàäãåçèâíûõ
êëåòî÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, ñïî-
ñîáíûõ äàòü çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî äèñêðåòíûõ êîëîíèé, ñî-
äåðæàùèõ êëåòêè ñ âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèà-
ëîì, ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî ïîâûñèòü êîëè÷åñòâî ÌÑÊ â
ïðåäñòàâëåííîé íàìè êóëüòóðàëüíîé ñèñòåìå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00002) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷íûå
øêîëû» (ÍØ-1134.2008.4).

ÌÅÄÈÊÎ-ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÁÈÎÐÅÇÎÐ-
ÁÈÐÓÅÌÛÕ ÍÎÑÈÒÅËÅÉ ÄËß ÒÊÀÍÅÂÎÉ ÈÍÆÅÍÅ-
ÐÈÈ, ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÌÅÒÎÄÎÌ ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒÍÎÃÎ
ÑÅËÅÊÒÈÂÍÎÃÎ ËÀÇÅÐÍÎÃÎ ÑÏÅÊÀÍÈß. © Ò. Á. Áó-
õàðîâà,1, 3 Â. Ê. Ïîïîâ,2 Å. Í. Àíòîíîâ,2 Ò. Õ. Ôàòõóäè-
íîâ,1, 4 À. Â. Ïîïîâà,2 À. Â. Âîëêîâ,1, 4 Ñ. À. Áî÷êîâà,2
Â. Í. Áàãðàòàøâèëè,2 Ä. Â. Ãîëüäøòåéí.1, 3 1 ÇÀÎ «ÐåÌå-
Òýêñ», Ìîñêâà, 2 ÈÏËÈÒ ÐÀÍ, Òðîèöê, 3 ÃÓ ÌÃÍÖ
ÐÀÌÍ è 4 ÃÓ ÍÈÈ Ì× ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé ñî-
âðåìåííîé òêàíåâîé èíæåíåðèè ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà òêà-
íåèíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé (ÒÈÊ) íà îñíîâå òðåõìåðíûõ
áèîðåçîðáèðóåìûõ ìàòðèö-íîñèòåëåé è ìóëüòèïîòåíòíûõ
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Èçãîòîâëåíèå íîñèòåëåé
ÒÈÊ ïóòåì áûñòðîãî ëàçåðíîãî ïðîòîòèïèðîâàíèÿ (ïî-
ñëîéíîãî èçãîòîâëåíèÿ òðåõìåðíûõ ñòðóêòóð) ïîçâîëÿåò â
øèðîêèõ ïðåäåëàõ âàðüèðîâàòü ñòðóêòóðîé è ïîðèñ-
òîñòüþ íîñèòåëÿ. Ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå êëåòî÷íîãî êîì-
ïîíåíòà êîíñòðóêöèè ÌÑÊ ïðèâîäèò ê èíäóêöèè ðåãåíå-
ðàöèè òêàíè çà ñ÷åò âûäåëåíèÿ ôàêòîðîâ ðîñòà è äèôôå-
ðåíöèðîâêè, ê ñòèìóëÿöèè ñèíòåçà ìåæêëåòî÷íîãî
âåùåñòâà è, âîçìîæíî, ê çàìåùåíèþ óòðà÷åííûõ êëåòîê,
÷òî çíà÷èòåëüíî óñêîðÿåò âîññòàíîâëåíèå ïîâðåæäåííîé
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òêàíè. Èììîáèëèçàöèÿ êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê íà ìàò-
ðèöå-íîñèòåëå îáåñïå÷èâàåò ìàêñèìàëüíî âûñîêóþ êîí-
öåíòðàöèþ êëåòîê â îáëàñòè ïîâðåæäåíèÿ, ïîâûøàåò âû-
æèâàåìîñòü êëåòîê ïðè òðàíñïëàíòàöèè è îïðåäåëÿåò ãèñ-
òîòèïè÷åñêóþ äèôôåðåíöèðîâêó.

Äàííîå èññëåäîâàíèå íàïðàâëåíî íà èçó÷åíèå áèî-
ñîâìåñòèìîñòè íîñèòåëåé, ïîëó÷åííûõ èç ïîëèìîëî÷íîé
êèñëîòû ìåòîäîì ïîâåðõíîñòíî-ñåëåêòèâíîãî ëàçåðíîãî
ñïåêàíèÿ, è ðàçðàáîòêó ÒÈÊ íà èõ îñíîâå ñ ïðèìåíåíèåì
ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Íîñèòåëè èçãîòàâëèâàëè ìåòîäîì ïîâåðõíîñòíî-ñå-
ëåêòèâíîãî ëàçåðíîãî ñïåêàíèÿ (ÏÑËÑ) èç ïîðîøêîâ ïî-
ëèìîëî÷íîé êèñëîòû (Poly(D,L)-lactic acid, Mw = 83 êÄà,
Alkermes, ÑØÀ) ñ ðàçìåðîì ÷àñòèö ~200 ìêì íà óñòàíîâ-
êå ñåëåêòèâíîãî ëàçåðíîãî ñïåêàíèÿ ÑËÑ-100 (ÈÏËÈÒ
ÐÀÍ, Øàòóðà). Äëèíà âîëíû ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ
l = 1.06 ìêì, ìîùíîñòü äî 10 Âò. Öèòîòîêñè÷íîñòü îáðàç-
öîâ íîñèòåëåé îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà. Ïðè-
êðåïëåíèå, ðàñïëàñòûâàíèå è ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ
ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà íà ïîâåðõíîñòè íîñèòåëÿ îöåíèâàëè
ñ ïðèìåíåíèåì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
(ÑÝÌ). Ñêîðîñòü ðåçîðáöèè è õàðàêòåð ðåãåíåðàöèè ïðè
òðàíñïëàíòàöèè ÒÈÊ èçó÷àëè ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè
êîíñòðóêöèè â îáëàñòü ñïèíû êðûñû.

Ðåçóëüòàòû

Äàííûå ÌÒÒ-òåñòà ñâèäåòåëüñòâóþò îá îòñóòñòâèè
öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà íîñèòåëåé. Ñ ïîìîùüþ ÑÝÌ
ïîêàçàíà ýôôåêòèâíàÿ êëåòî÷íàÿ àäãåçèÿ ÌÑÊ íà ïîâåðõ-
íîñòè íîñèòåëåé: êëåòêè õîðîøî ðàñïëàñòàíû, èìåþò õà-
ðàêòåðíóþ âåðåòåíîâèäíóþ ôîðìó. Ïîñëå 3 ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ÌÑÊ íà ïîâåðõíîñòè íîñèòåëåé âûÿâëÿþòñÿ
îòäåëüíûå ïðèêðåïëåííûå êëåòêè, íà 7-å ñóò êëåòêè ðàñ-
ïîëàãàþòñÿ ãðóïïàìè, èõ êîëè÷åñòâî çíà÷èòåëüíî óâåëè-
÷èâàåòñÿ, ìåñòàìè âûÿâëÿþòñÿ ìíîãîñëîéíûå ñòðóêòóðû.

ÒÈÊ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîðèñòûé ïîëèëàêòèäíûé
íîñèòåëü öèëèíäðè÷åñêîé ôîðìû ñ äèàìåòðîì îñíîâàíèÿ
12 ìì è âûñîòîé 4 ìì, çàñåëåííûé ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà,
êóëüòèâèðîâàííûìè îò 1 äî 3 ïàññàæåé. Íà îäíîì íî-
ñèòåëå èììîáèëèçîâàíî îò 200 äî 300 òûñ. êëåòîê. Êëåòêè
èíêóáèðîâàëè íà íîñèòåëå â òå÷åíèå 7 ñóò. Âèòàëüíîñòü
êëåòîê ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 85 %. Ñ ïîìîùüþ èììóíîôå-
íîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà îïðåäåëÿþòñÿ ýêñïðåññèÿ ñòðî-
ìàëüíûõ ìàðêåðîâ CD90 è CD105 ó 60—90 % êëåòîê è îò-
ñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34.

Íà 90-å ñóò ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÒÈÊ êðûñàì ïî ïå-
ðèôåðèè òðàíñïëàíòàò îêðóæåí âàëèêîì ðûõëîé âîëîêíè-
ñòîé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè, êîòîðàÿ ïðîðàñòàåò â ïîðû
ÒÈÊ. Ðàçìåð òðàíñïëàíòàòà âìåñòå ñ êàïñóëîé ñîñòàâ-
ëÿë 8 ± 5 ìì. Â îêðóæàþùèõ òêàíÿõ íå áûëî âûÿâëåíî êà-
êèõ-ëèáî ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé, âûðàæåííîé âîñïà-
ëèòåëüíîé èíôèëüòðàöèè, íåîïëàñòè÷åñêèõ èçìåíåíèé è
äð. Îáùåå ñîñòîÿíèå æèâîòíûõ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñ-
ïåðèìåíòà ñîõðàíÿëîñü óäîâëåòâîðèòåëüíûì. Âîêðóã è
âíóòðè òðàíñïëàíòàòà îáðàçîâàëàñü ãðàíóëÿöèîííàÿ
òêàíü ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, èí-
ôèëüòðîâàííàÿ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè-ïðåä-
øåñòâåííèêàìè, ÷òî ÿâëÿåòñÿ õîðîøåé ïðåäïîñûëêîé äëÿ
îðãàíîòèïè÷åñêîé ðåãåíåðàöèè.
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ËÈ×ÍÛÕ ÁÈÎÄÅÃÐÀÄÈÐÓÅÌÛÕ ÏÎËÈÌÅÐÎÂ ÄËß
ÈÌÌÎÁÈËÈÇÀÖÈÈ ÊÅÐÀÒÈÍÎÖÈÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© À. Â. Âàëàõàíîâè÷,1 Ç. Á. Êâà÷åâà,1 Ñ. À. Áåëÿåâ,2
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Í. È. Ìåçåí,3 Å. Í. Ðîìàíþê,1 Ñ. Â. Êîðåíü.1 1 ÃÓ «Íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýïèäåìèîëîãèè è èììó-
íîëîãèè» Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðåñïóáëèêè Áå-
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òåò, Ìèíñê.

Ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì äëÿ ëå÷åíèÿ îæîãîâûõ
áîëüíûõ ÿâëÿåòñÿ ïðèìåíåíèå íàêîïëåííîé â êóëüòóðå
áèîìàññû àóòîëîãè÷íûõ èëè àëëîãåííûõ ýïèäåðìàëüíûõ
êåðàòèíîöèòîâ. Òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê ìîæåò ïðîèçâî-
äèòüñÿ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè è ñïîñîáàìè — ñîçäàíèåì
ñïåöèàëüíîé ïîâÿçêè èç áèîäåãðàäèðóþùåãî ìàòåðèàëà,
îáåñïå÷èâàþùåãî èììîáèëèçàöèþ è ïåðåæèâàíèå âûðà-
ùåííûõ êëåòîê, à òàêæå ìàòðèöû-íîñèòåëÿ (ñóáñòðàòà),
íà êîòîðîì êëåòêè ìîãëè áû àäãåçèðîâàòüñÿ, ïðîëèôå-
ðèðîâàòü è áûòü ïåðåíåñåííûìè íà ðàíû, ò. e. èñïîëüçî-
âàòüñÿ â êà÷åñòâå ïîâÿçêè. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷å-
ñòâî êîììåð÷åñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ è áèîäåãðàäè-
ðóþùèõ ìàòåðèàëîâ äëÿ èììîáèëèçàöèè êëåòîê, îíè äî
ñèõ ïîð ÿâëÿþòñÿ íåäîñòóïíûìè äëÿ øèðîêîãî èñïîëüçî-
âàíèÿ â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå âñëåäñòâèå èõ âûñîêîé
ñòîèìîñòè. Ïîýòîìó äî ñèõ ïîð âåäóòñÿ ïîèñê è èññëåäî-
âàíèå íåäîðîãèõ ýôôåêòèâíûõ áèîäåãðàäèðóþùèõ ñóáñò-
ðàòîâ äëÿ èììîáèëèçàöèè êåðàòèíîöèòîâ è èõ òðàíñïëàí-
òàöèè.

Öåëü íàøåãî èññëåäîâàíèÿ — ðàçðàáîòêà è îòáîð ñóá-
ñòðàòîâ â âèäå ïîâÿçêè íà îñíîâå ðàçëè÷íûõ ôîðì îêèñ-
ëåííîé öåëëþëîçû è ãåëÿ íà îñíîâå äåêñòðàíà ñ äîáàâêà-
ìè ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîò äëÿ èììîáèëèçàöèè êåðàòè-
íîöèòîâ. Çà êðèòåðèé îòáîðà áûëè ïðèíÿòû ñòàáèëüíîñòü
ðÍ ñðåäû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê íà ñóáñòðàòå
(ðÍ 6.8—7.2), ñïîñîáíîñòü êëåòîê ñîõðàíÿòü æèçíåñïî-
ñîáíîñòü è ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü, à òàêæå âîçìîæ-
íîñòü áèîäåãðàäàöèè ñóáñòðàòà è ãåëÿ.

Ì å ò î ä û. Êóëüòóðû êåðàòèíîöèòîâ ïîëó÷àëè ïî ìå-
òîäèêå, àäàïòèðîâàííîé è îïòèìèçèðîâàííîé â íàøåé ëà-
áîðàòîðèè. Èñòî÷íèêîì êëåòîê ÿâèëèñü 12 áèîïñèéíûõ
îáðàçöîâ êîæè ÷åëîâåêà. Äëÿ îòäåëåíèÿ ýïèäåðìèñà îò
äåðìû îáðàçöû îáðàáàòûâàëè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì äèñ-
ïàçû íà PBS áåç Ñà2+ è Mg2+, ðÍ 7.2, â òå÷åíèå 18—20 ÷
ïðè 4 °Ñ. Çàòåì îòäåëÿëè ýïèäåðìèñ îò äåðìû ïî ëèíèè
áàçàëüíîé ìåìáðàíû. Êóñî÷êè ýïèäåðìèñà èçìåëü÷àëè íà
îòäåëüíûå ôðàãìåíòû, òðåõêðàòíî îáðàáàòûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû è 0.25%-íûì ðàñòâî-
ðîì òðèïñèíà (1 : 1) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ôåðìåí-
òû íåéòðàëèçîâàëè äîáàâëåíèåì ïèòàòåëüíîé ñðåäû ñ
10 % FBS. Ïîëó÷åííóþ âçâåñü êëåòîê ïðîïóñêàëè ÷åðåç
ñòåðèëüíûå ôèëüòðû ñ äèàìåòðîì ïîð 200 ìêì, öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 1200 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí. Îñàäîê ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ÄÌÅÌ ñ 10 % FBS è
ãåíòàìèöèíîì — 50 ìêã/ìë. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê îïðåäåëÿëè ïðè èõ îêðàñêå 0.5%-íûì ðàñòâîðîì
òðèïàíîâîãî ñèíåãî. Ïîñåâíàÿ äîçà êëåòîê ñîñòàâëÿëà
500 òûñ. â 1 ìë ðîñòîâîé ñðåäû. Êëåòêè ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà êóëüòèâèðîâàëè â ïëàñòè-
êîâûõ ôëàêîíàõ, ïîêðûòûõ êîëëàãåíîì I òèïà, ïî ðàíåå
îòðàáîòàííîé ìåòîäèêå â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â òå-
÷åíèå 10—14 ñóò. Ñìåíó ñðåäû îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç êàæ-
äûå 3 ñóò. Ïîñëå íàêîïëåíèÿ äîñòàòî÷íîé áèîìàññû,
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êëåòêè ñíèìàëè, ïåðåâîäèëè â ñóñïåíçèþ è èììîáèëèçî-
âûâàëè íà èññëåäóåìûå ñóáñòðàòû è ãåëü, ïîìåùàëè âî
ôëàêîí ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé è èíêóáèðîâàëè â òåðìîñòà-
òå â òå÷åíèå 2—3 íåä. Â ðåçóëüòàòå òåñòèðîâàíèÿ ðÍ ñðå-
äû, æèçíåñïîñîáíîñòè êåðàòèíîöèòîâ, ñòåïåíè áèîäåãðà-
äàöèè ðàçëè÷íûõ ôîðì ñóáñòðàòîâ è ãåëåé áûëè îòîáðà-
íû íàèáîëåå ýôôåêòèâíûå. Íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû áûëè
óñòàíîâëåíû ïðè ïðèìåíåíèè êàëüöèåâîé ôîðìû îêèñ-
ëåííîé öåëëþëîçû è ãåëÿ íà îñíîâå äåêñòðàíà ñ äîáàâëå-
íèåì àìèíîêèñëîò. Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè â äàííûõ
óñëîâèÿõ äëèòåëüíî ñîõðàíÿëè ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü,
÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î õîðîøåé èõ áèîñîâìåñòèìîñòè ñ
ñóáñòðàòîì è ãåëåì è îòñóòñòâèè òîêñè÷íîñòè. Îòîáðàí-
íûé íàìè ñóáñòðàò íà îñíîâå ìîäèôèêàöèè îêèñëåííîé
öåëëþëîçû è ãåëü íà îñíîâå ìîäèôèêàöèè äåêñòðàíà ìî-
ãóò áûòü ðåêîìåíäîâàíû äëÿ èììîáèëèçàöèè êëåòîê è ñî-
çäàíèÿ íåäîðîãèõ ïîâÿçîê äëÿ çàêðûòèÿ ðàíåâûõ è îæîãî-
âûõ äåôåêòîâ êîæè è èõ âîññòàíîâëåíèÿ.
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1 Âñåðîññèéñêèé ÍÈÈ Ýêñïåðèìåíòàëüíîé âåòåðèíàðèè
èì. ß. Ð. Êîâàëåíêî (ÂÈÝÂ) è 2 ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè è
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Ýíäîòåëèé, âûñòèëàþùèé âíóòðåííþþ ïîâåðõíîñòü
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ (ÝÑ), êîíòàêòèðóåò ñ êðîâüþ è îá-
ëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ïîëó÷àòü è ïåðåäàâàòü áèîõèìè÷å-
ñêóþ è ôèçè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ, ïðåäñòàâëÿòü àíòèãåí,
êîîðäèíèðóÿ òàêèì îáðàçîì æèçíåäåÿòåëüíîñòü îðãàíîâ è
òêàíåé îðãàíèçìà è ó÷àñòâóÿ íàðÿäó ñ äðóãèìè èììóíî-
êîìïåòåíòíûìè êëåòêàìè â ðàáîòå èììóííîé ñèñòåìû.
Ýòè ôóíêöèè îñóùåñòâëÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ ôàêòîðîâ, ýêñ-
ïðåññèðóåìûõ è ñèíòåçèðóåìûõ êëåòêàìè ÝÑ. Ïðîâîñïà-
ëèòåëüíûå öèòîêèíû è õåìîêèíû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â
âîñïàëåíèè, óâåëè÷èâàÿ òðàíñìèãðàöèþ êëåòîê êðîâè â
î÷àã âîñïàëåíèÿ, ïîâûøàÿ ñåêðåòîðíóþ àêòèâíîñòü ìàê-
ðîôàãîâ. Ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû, èñïîëüçóåìûå
äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ áîëåçíåé, ïîïàäàþò â êðîâîòîê è
êîíòàêòèðóþò ñ ÝÑ. Ðåçóëüòàòîì òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
ìîæåò áûòü êàê òåðàïåâòè÷åñêèé, òàê è íåáëàãîïðèÿòíûé
ýôôåêò, óñóãóáëÿþùèé çàáîëåâàíèå èëè ïðèâîäÿùèé ê
ðàçâèòèþ äðóãèõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Öåëü èññëå-
äîâàíèé, ðåçóëüòàòû êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû â íàñòîÿùåé
ðàáîòå, çàêëþ÷àëàñü â èñïîëüçîâàíèè ïåðâè÷íûõ êóëüòóð
êëåòîê ÝÑ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è ÷åëîâåêà äëÿ îöåíêè
ñïîñîáíîñòè òðåõ ïðåïàðàòîâ — áåðåñòû ýêñòðàêòà ñóõî-
ãî (ÁÝÑ), ïîëèîêñèäîíèÿ è ëèêîïèäà — èíäóöèðîâàòü
ïðîäóêöèþ öèòîêèíîâ ÈÔÍ-a, ÔÍÎ-a, ÈË-1, ÈË-6 è
ÈË-8. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå öèòîêèíîâ îñóùåñòâ-
ëÿëè òâåðäîôàçíûì èììóíîôåðìåíòíûì ìåòîäîì (ÈÔÀ)
ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ Pro Con, à
ÈÔÍ — áèîòåñòèðîâàíèåì. ÁÝÑ èíäóöèðîâàë â êóëüòóðå
êëåòîê ÝÑ ñèíòåç ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ ÈË-6 è
ÈË-8. ×åðåç 6 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ ïðåïàðàòà â êîíöåíòðàöèè
0.5 ìã/ìë óðîâåíü ÈË-6 ñîñòàâèë 270.1 ïã/ìë ïðè 15 ïã/ìë
â êîíòðîëå. Óðîâåíü ÈË-8 â ýòî âðåìÿ ñîñòàâèë
789.84 ïã/ìë ïðè 80.01 ïã/ìë â êîíòðîëå. ÁÝÑ íå èíäóöè-
ðîâàë ñèíòåç äðóãèõ öèòîêèíîâ â êóëüòóðå ÝÑ. Òàêèì îá-
ðàçîì, ðàíåå óñòàíîâëåííîå ëå÷åáíî-ïðîôèëàêòè÷åñêîå è
èììóíîìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå ýòîãî ïðåïàðàòà ïðè âè-
ðóñíûõ èíôåêöèÿõ (Í. Í. Íîñèê, Â. Â. Áàëàêøèí è äð.,

2004; Ñ. Ñ. ßìíèêîâà, È. Ò. Ôåäÿêèíà è äð., 2005;
Ã. Í. Âåëè÷êî, À. Ô. Øóëÿê è äð., 2005) ñâÿçàíî â òîì
÷èñëå è ñ àêòèâèðîâàíèåì öèòîêèíîâîé ñåòè. Ëèêîïèä â
îòëè÷èå îò ÁÝÑ ïîäàâëÿë ïðîäóêöèþ ÈË-8 êëåòêàìè ÝÑ,
÷òî êîððåëèðóåò ñ ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîé àêòèâíîñòüþ
ïðåïàðàòà, è íå èíäóöèðîâàë ñèíòåç äðóãèõ èññëåäîâàí-
íûõ öèòîêèíîâ. Ïîëèîêñèäîíèé íå èíäóöèðîâàë â êóëü-
òóðå ÝÑ âûðàáîòêè íè îäíîãî èç èññëåäóåìûõ öèòîêèíîâ.
Èñïîëüçîâàíèå êóëüòóð êëåòîê ÝÑ äëÿ èçó÷åíèÿ âîçäåéñò-
âèÿ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ìîæåò ñòàòü ïîëåçíûì
èíñòðóìåíòîì äëÿ áîëåå ïîëíîé è ìíîãîñòîðîííåé õàðàê-
òåðèñòèêè ýòèõ ïðåïàðàòîâ ïðè äîêëèíè÷åñêèõ è êëèíè-
÷åñêèõ èñïûòàíèÿõ.

ÀÍÀËÈÇ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÎÃÎ
ÔÀÊÒÎÐÀ Pax6 È ÌÀÐÊÅÐÎÂ ÍÅÉÒÐÀËÜÍÎÉ ÄÈÔ-
ÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ Â ÍÅÎÊÎÐÒÅÊÑÅ È ÑÅÒ×ÀÒÊÅ
ÏËÎÄÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ IN VIVO È IN VITRO. © Á. È. Âåð-
äèåâ,1 Ð. À. Ïîëòàâöåâà,1 Ì. Â. Ìàðåé,2 Î. Â. Ïîäãîðíûé,1

Ã. Ò. Ñóõèõ,2 Ð. Ä. Çèíîâüåâà,1 Ì. À. Àëåêñàíäðîâà. 1 Ó÷-
ðåæäåíèå ÐÀÍ Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëü-
öîâà ÐÀÍ è 2 ÔÃÓ Íàó÷íûé öåíòð àêóøåðñòâà, ãèíåêîëî-
ãèè è ïåðèíàòîëîãèè èì. Â. È. Êóëàêîâà Ìèíçäðàâñîöðàç-
âèòèÿ, Ìîñêâà, mariaaleks@inbox.ru.

Èññëåäîâàíèÿ â îáëàñòè êëåòî÷íîé òåðàïèè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ ñòâîëîâûõ/ïðîãåíè-
òîðíûõ êëåòîê (ÑÏÊ) îòíîñÿò ê íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì
äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ÖÍÑ.
Óñïåõ òðàíñïëàíòàöèé ñêëàäûâàåòñÿ èç ñïîñîáíîñòåé ÑÏÊ
ê ìèãðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêå, èíòåãðàöèè è ýêñïðåññèè
ñïåöèôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ â ìîçãå ðåöèïèåíòà. Ýòè ñâîéñò-
âà, îïðåäåëÿþùèå ñóäüáó êëåòîê ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè,
çàâèñÿò îò èñòî÷íèêà, èç êîòîðîãî âûäåëÿþòñÿ êëåòêè, è
óñëîâèé èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ ðåàëèçàöèè ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ïîòåíöèé ïðè êëåòî÷íîé òåðàïèè íåéðàëüíûå ÑÏÊ â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ äîëæíû îáëàäàòü ñïîñîá-
íîñòüþ ýêñïðåññèðîâàòü íåîáõîäèìûå òðàíñêðèïöèîííûå
ôàêòîðû, ðåãóëèðóþùèå èõ ïðàâèëüíîå ðàçâèòèå è äèôôå-
ðåíöèðîâêó. Äëÿ íåîêîðòåêñà è ñåò÷àòêè îäíèì èç âàæíåé-
øèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ÿâëÿåòñÿ Pax6, êîòîðûé
ðåãóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ íåéðîýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê,
ðàäèàëüíîé ãëèè è êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, âûõîä èç
êëåòî÷íîãî öèêëà, íàïðàâëåíèå äèôôåðåíöèðîâêè, àäãå-
çèþ è ìèãðàöèþ íåéðîáëàñòîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ ðàáî-
òû áûëî ïðîâåäåíèå ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî è èììó-
íîôåíîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
Pax6 è ìàðêåðîâ íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè â ÑÏÊ
íåîêîðòåêñà è ñåò÷àòêå ïëîäîâ ÷åëîâåêà in vivo è in vitro.
Â èññëåäîâàíèè ïðèìåíÿëè êóëüòèâèðîâàíèå òêàíåé, ÏÖÐ,
ÏÖÐ ðåàëüíîãî âðåìåíè è èììóíîãèñòîõèìèþ.

Êóëüòóðû êëåòîê âûðàùèâàëè ïî äâóì ïðîòîêîëàì.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ àäãåçèâíûõ êóëüòóð èñïîëüçîâàëè ñðåäó
DMEM/F12 (1 : 1), ñîäåðæàùóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèîííûõ êóëü-
òóð (íåéðî- è ðåòèíîñôåð) èñïîëüçîâàëè ñðåäó
DMEM/F12 (1 : 1), ñîäåðæàùóþ ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëà-
ñòîâ 2 (FGF-2; 20 íã/ìë), ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà
(EGF; 20 íã/ìë), ôàêòîð èíãèáèðîâàíèÿ ëåéêåìèè (LIF;
10 íã/ìë), ãåïàðèí (8 ìêã/ìë) è ïåíèöèëëèí/ñòðåïòîìè-
öèí. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå, ñî-
äåðæàùåé 5 % ÑÎ2. ÏÖÐ è ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïðî-
âîäèëè íà êÄÍÊ-áèáëèîòåêàõ, ñèíòåçèðîâàííûõ íà îáðà-
áîòàííîé ÄÍÊàçîé òîòàëüíîé ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 757



îëèãî-äÒ-ïðàéìåðà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðî-
òèâ Pax6 (Chemicon, 1 : 100), íåñòèíà (Chemicon, 1 : 100),
ÊÃÔÁ (Chemicon, 1 : 200), bIII-òóáóëèíà (Chemicon,
1 : 400), ðåêîâåðèíà (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ïðîô.
Ï. Ï. Ôèëèïïîâûì, ÌÃÓ), âèìåíòèíà (Chemicon, 1 : 4),
Ki67 (Abcam, 1 : 50), NeuN (Chemicon, 1 : 1000), íåéðîôè-
ëàìåíòû 68 è 200 êÄà (ICN, 1 : 10).

Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî íàìè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêîãî è èììóíîôåíîòèïè÷åñêîãî ñðàâíèòåëüíîãî àíà-
ëèçà ýêñïðåññèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Pax6 è íåé-
ðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè â íåîêîðòåêñå è ñåò÷àòêå ïëî-
äîâ ÷åëîâåêà in vivo è in vitro âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî â
ðàçâèâàþùåéñÿ ñåò÷àòêå è íåîêîðòåêñå ìîçãà ïëîäîâ ÷å-
ëîâåêà â ïåðèîä àêòèâíîãî íåéðîãåíåçà ìåòîäîì ÏÖÐ äå-
òåêòèðóåòñÿ ìÐÍÊ ãåíà Pax6. Ïî äàííûì êîëè÷åñòâåííî-
ãî ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè, óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà
Pax6 â ñåò÷àòêå çíà÷èòåëüíî âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ íåî-
êîðòåêñîì, ÷òî çíà÷èòåëüíî îòëè÷àëî èññëåäîâàííûå òêà-
íè. Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè àíàëèçå êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð. Â êóëüòóðàõ ÑÏÊ ñåò÷àòêè ýêñïðåññèÿ
Pax6 áûëà âûøå, ÷åì â êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ ìîçãà,
÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ðåçóëüòàòàì, ïîëó÷åííûì íà íàòèâ-
íûõ òêàíÿõ. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîäòâåðäèë,
÷òî èñïîëüçîâàííûå íàìè óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÑÏÊ
íåîêîðòåêñà è ñåò÷àòêè íå áëîêèðóþò èõ ðåãèîíàëüíóþ
ñïåöèôè÷íîñòü. Áûëî ïîêàçàíî ñõîäñòâî ïî ýêñïðåññèè
íåñòèíà è bIII-òóáóëèíà â íåîêîðòåêñå è ñåò÷àòêå íà ðàí-
íèõ ñðîêàõ ðàçâèòèÿ, à ïîçæå — ðàçëè÷èÿ ïî ôåíîòèïàì
êëåòîê è èõ ðàñïðåäåëåíèþ. Â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ (áåç
ñïåöèôè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè) íàáëþäàåòñÿ äèôôåðåí-
öèðîâêà, â õîäå êîòîðîé ðåàëèçóþòñÿ ãåíåòè÷åñêè äå-
òåðìèíèðîâàííûå êëåòî÷íûå ïîòåíöèè, ñâîéñòâåííûå íà-
òèâíûì òêàíÿì. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ïðè
ãåòåðîòðàíñïëàíòàöèè ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ìîçãà â ñåò-
÷àòêó ãëàçà ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ áóäåò ðåàëè-
çîâàíî íåéðîòðîôè÷åñêîå âëèÿíèå êëåòîê, íî íå èõ ôóíê-
öèîíàëüíàÿ èíòåãðàöèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00081) è ïî êîíòðàêòó ñ Ôåäåðàëüíûì àãåíòñò-
âîì ïî íàóêå è èííîâàöèÿì ¹ 02.512.12.2008.

ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈß È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÊËÅÒÎÊ
ÑÀÕÀËÈÍÑÊÎÃÎ ÎÑÅÒÐÀ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Õ. Ñ. Âèø-
íÿêîâà. Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè èì. Â. À. Ýí-
ãåëüãàðäòà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ñàõàëèíñêèé îñåòð Acipencer mikadoi ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ðåäêèé èñ÷åçàþùèé âèä. Êóëüòóðà êëåòîê ñàõàëèí-
ñêîãî îñåòðà áûëà ïîëó÷åíà èç ôðàãìåíòà ãðóäíîãî ïëàâ-
íèêà ñ çàõâàòîì ïðèëåæàùèõ ìÿãêèõ òêàíåé. Íà íà÷àëü-
íîì ýòàïå ðîñòà â êóëüòóðå èìåëèñü êëåòêè ðàçíûõ òèïîâ,
ñðåäè êîòîðûõ ìîæíî áûëî âûäåëèòü êàê òèïè÷íûå ôèá-
ðîáëàñòû, òàê è êëåòêè ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
ìèîôèáðîáëàñòû è äð. Ïîñëå ïðèìåðíî ïÿòè ïåðåñåâîâ â
êóëüòóðå ñòàëè ïðåîáëàäàòü êëåòêè ôèáðîáëàñòíîé ìîð-
ôîëîãèè. Ýòè êëåòêè ðîñëè ñ ïîñòîÿííîé ñêîðîñòüþ áîëåå
1 ãîäà, ïðîéäÿ çà ýòî âðåìÿ îêîëî 80 óäâîåíèé ïîïóëÿöèè.
Â îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè êëåòêè ïåðåõîäèëè â ïðîëèôåðà-
òèâíûé ïîêîé (G0-ïîêîé). Ïðè äëèòåëüíîì ïðåáûâàíèè
áåç çàìåíû ñðåäû êëåòêè ñëèâàëèñü, îáðàçóÿ ìûøå÷íûå
ôèáðèëëû äëèíîé â íåñêîëüêî ñàíòèìåòðîâ. Ýòè ôèáðèë-
ëû ìîãëè âåòâèòüñÿ è ñî âðåìåíåì ïðèîáðåòàëè ïîïåðå÷-

íóþ èñ÷åð÷åííîñòü. Ïðèìåðíî ÷åðåç 40 ñóò ïîñëå
îáðàçîâàíèÿ, ôèáðèëëû ïîäâåðãàëèñü îáðàòíîé èíâîëþ-
öèè: òåðÿëè ôîðìó, îòêðåïëÿëèñü è ïîãèáàëè. Èíäóêöèÿ
àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðèâîäèëà ê ïðåêðàùå-
íèþ ïðîëèôåðàöèè è ïîÿâëåíèþ â ñóùåñòâåííîé ÷àñòè
êëåòîê ëèïîôèëüíûõ âêëþ÷åíèé. Îäíàêî êîëè÷åñòâî ýòèõ
âêëþ÷åíèé áûëî îãðàíè÷åííûì, êëåòêè ñ âêëþ÷åíèÿìè
èìåëè ðàçíîîáðàçíóþ ìîðôîëîãèþ è íå áûëè ïîõîæè íà
àäèïîöèòû. Èíäóêöèÿ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
ïðèâîäèëà ê ïîÿâëåíèþ êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ ìèíåðà-
ëèçîâàííûé âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, è îáðàçîâàíèþ êîñò-
íûõ óçåëêîâ. Êëåòêè îáëàäàëè òåëîìåðàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ. Äëèíà òåëîìåð áûëà î÷åíü ãåòåðîãåííîé è ñî-
ñòàâëÿëà îò íåñêîëüêèõ äî 20 ò. ï. í. Õðîìîñîìíûé
àíàëèç âûÿâèë òèïè÷íûé äëÿ îñåòðîâ íàáîð õðîìîñîì.
Âàðèàáåëüíîñòü êîëè÷åñòâà õðîìîñîì îêàçàëàñü î÷åíü
âûñîêîé (â ñðåäíåì 247 ± 33 ïðè ìîäå â 248 õðîìîñîì).
Âî âñåõ õðîìîñîìàõ â òåëîìåðíûõ è öåíòðîìåðíûõ ðàéî-
íàõ ðàñïîëîæåíû GC-áîãàòûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Îáíà-
ðóæåíà ãåòåðîãåííîñòü ïî ðàñïðåäåëåíèþ AT- è GC-áîãà-
òûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìåæäó õðîìîñîìàìè. Äëèííûå
õðîìîñîìû ïðåèìóùåñòâåííî AT-áîãàòûå, ìåëêèå ñîäåð-
æàò áîëüøå GC-áîãàòûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Íåñêîëüêî
ìåëêèõ õðîìîñîì îòëè÷àþòñÿ îñîáåííî âûñîêèì ñîäåð-
æàíèåì GC-áîãàòûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ðàáîòà ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ïåðâûé îïûò ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû êëåòîê
ñàõàëèíñêîãî îñåòðà è àíàëèçà åãî êàðèîòèïà.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÁÅËÊÎÂ ÁÀÇÀËÜ-
ÍÎÉ ÌÅÌÁÐÀÍÛ È ÈÕ ÄÂÓÕÊÎÌÏÎÍÅÍÒÍÛÕ
ÑÌÅÑÅÉ ÍÀ ÃÈÄÐÎÔÎÁÍÛÕ ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒßÕ.
© Ä. À. Ãàìàçèí,1 Å. Á. Ðåâíîâà,1 È. È. Âîðîíêèíà,2

Ã. Ï. Ïèíàåâ.2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ïî-
ëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò. dklimenok@mail.ru, è 2 Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè îð-
ãàíèçàöèè òêàíåé è îðãàíîâ, âëèÿÿ íà ìîðôîëîãèþ è ôóí-
êöèîíèðîâàíèå êîíòàêòèðóþùèõ ñ íèì êëåòîê, ïðîöåññû
ìîðôîãåíåçà è äèôôåðåíöèðîâêè. In vivo êëåòêè âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ òðåõìåðíîé ñòðóêòóðîé, îáðàçóåìîé áåëêàìè
è ïðîòåîãëèêàíàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïðèìåðîì
òàêîé ñòðóêòóðû ÿâëÿåòñÿ áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà. Åå áåëêî-
âûå êîìïîíåíòû èñïîëüçóþòñÿ äëÿ àäãåçèè êëåòîê in vit-
ro. Ïåðâîíà÷àëüíî ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî íàíåñåííûå áåëêè
ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî ïîäëîæêå ðàâíîìåðíî. Îäíàêî ïîëó-
÷åííûå íàìè ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî ïî-
âåðõíîñòü, íà êîòîðóþ çàòåì íàíîñÿò êóëüòèâèðóåìûå
êëåòêè, ïîêðûòà áåëêàìè íå ïîëíîñòüþ, à ñàìî áåëêîâîå
ïîêðûòèå â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé íàíåñåíèÿ èìååò ðàç-
íóþ ñòðóêòóðó. Â ñâÿçè ñ ýòèì íàñòîÿùàÿ ðàáîòà áûëà ïî-
ñâÿùåíà èçó÷åíèþ ðàñïðåäåëåíèÿ íà ãèäðîôîáíîé ïîâåð-
õíîñòè ìàæîðíûõ áåëêîâ áàçàëüíîé ìåìáðàíû. Â äàëü-
íåéøåì òàêèå ìîäèôèöèðîâàííûå ïîâåðõíîñòè áóäóò
èñïîëüçîâàíû äëÿ îöåíêè èõ âëèÿíèÿ íà ïîâåäåíèå êëå-
òîê ìîäåëüíûõ ëèíèé (ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431,
êåðàòèíîöèòîâ). Ðàñòâîðû ôèáðîíåêòèíà, ëàìèíèíà, êîë-
ëàãåíà IV òèïà è èõ äâóõêîìïîíåíòíûå ñìåñè (ïî 1 ìêã
êàæäîãî áåëêà) íàíîñèëè íà ñèëèêîíèçèðîâàííûå ñòåê-
ëà è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 6 °C ëèáî â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè 37 °C. Áåëêè âûÿâëÿëè ìåòîäîì íåïðÿìîãî
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ; òðåõìåðíóþ
ñòðóêòóðó îáðàçóåìîãî ïîêðûòèÿ èçó÷àëè ìåòîäîì ñêàíè-
ðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

758 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì ïî áèîëîãèè êëåòêè â êóëüòóðå



Èçó÷åííûå êîìïëåêñû áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà îáðàçîâûâàëè ñòðóêòóðû ðàçëè÷íîãî òèïà. Ôèáðîíåê-
òèí è ëàìèíèí êàê ïî îòäåëüíîñòè, òàê è â äâóõêîìïîíåí-
òíîé ñìåñè ïîêðûâàëè ïîäëîæêó íåðàâíîìåðíî. Ïðè èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîì îêðàøèâàíèè áåëêîâûå êîàöåðâàòû
âûÿâëÿëèñü â âèäå ÿ÷åèñòîé ñåòè; ïî êðàþ íàíåñåííîé
êàïëè îáðàçîâûâàëèñü îòäåëüíûå áåëêîâûå ïðåöèïèòàòû
è èõ âåòâÿùèåñÿ êëàñòåðû, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ èçâåñòíûìè
äàííûìè î êîíöåíòðè÷åñêîì ñòðóêòóðèðîâàíèè áåëêî-
âî-ñîëåâûõ êàïåëü. Ëàìèíèí 2/4 îáðàçîâûâàë áîëåå îäíî-
ðîäíîå ïîêðûòèå ïðè èíêóáàöèè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °C.
Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè áåëêà (äî 100 ìêã/ìë) è ïðè-
ñóòñòâèå CaCl2 ïðèâîäèëè ê íàðóøåíèþ îäíîðîäíîñòè: â
ïðåïàðàòå ïîÿâëÿëèñü ìíîãî÷èñëåííûå áåëêîâûå àãðåãà-
òû, âîçìîæíî ÿâëÿþùèåñÿ çàðîäûøàìè ìóëüòèìåðèçàöèè
áåëêà. Â ñëó÷àå ôèáðîíåêòèíà ïî êðàþ êàïëè âñåãäà ïðè-
ñóòñòâîâàëè âåòâÿùèåñÿ äðåâîâèäíûå ñòðóêòóðû; íå íà-
áëþäàëîñü çàìåòíîãî âëèÿíèÿ óñëîâèé èíêóáàöèè è ïðè-
ñóòñòâèÿ èîíîâ Ca2+.

Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîçâîëèëà
óñòàíîâèòü, ÷òî õàðàêòåðíûå äëÿ ëàìèíèíîâîãî è ôèáðî-
íåêòèíîâîãî ìàòðèêñîâ ÿ÷åéêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îïòè-
÷åñêèå ñðåçû ÷åøóé÷àòûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ, îðèåíòè-
ðîâàííûõ ïåðïåíäèêóëÿðíî ïîâåðõíîñòè ïðåïàðàòà.
Ñòðóêòóðû, îáðàçóåìûå êàê ôèáðîíåêòèíîì è ëàìèíèíîì
2/4 ïî îòäåëüíîñòè, òàê è èõ äâóõêîìïîíåíòíîé ñìåñüþ,
áûëè ïðèíöèïèàëüíî îäèíàêîâû. Êîëëàãåí IV ôîðìèðî-
âàë ãîìîãåííóþ ïëåíêó ñ ïðîòÿæåííûìè ñêëàäêàìè. Ïî-
äîáíûì îáðàçîì âûãëÿäåëè ñìåñè ôèáðîíåêòèíà è ëàìè-
íèíà ñ êîëëàãåíîì. Ïî-âèäèìîìó, ôèáðîíåêòèí è ëàìè-
íèí âêëþ÷àëèñü â ôîðìèðóåìûé êîëëàãåíîì ãåëü.

Òàêèì îáðàçîì, ñìåñè áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà ïðè àäñîðáöèè èç âîäíî-ñîëåâîãî ðàñòâîðà íà ãèäðî-
ôîáíóþ ïîâåðõíîñòü îáðàçóþò ðàçëè÷íûå ñòðóêòóðû, êî-
òîðûå ìîãóò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ïîâåäåíèå êëåòîê â
êóëüòóðå. Ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì âàðüèðîâàòü õàðàê-
òåðèñòèêè ïîêðûòèÿ, èçìåíÿÿ ñïîñîá íàíåñåíèÿ áåëêà, è
îêàçûâàòü íàïðàâëåííîå âëèÿíèå íà ñâîéñòâà êóëüòèâèðó-
åìûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïî
ãîñêîíòðàêòó 2007 ã. ¹ 02.522.11.2006/03.

ÏÐÎÈÑÕÎÆÄÅÍÈÅ Â ÎÍÒÎÃÅÍÅÇÅ È ÄÈÔÔÅÐÅÍ-
ÖÈÐÎÂÎ×ÍÛÉ ÏÎÒÅÍÖÈÀË ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
ÄÅÐÌÀËÜÍÎÉ ÏÀÏÈËËÛ ÂÎËÎÑßÍÎÃÎ ÔÎËËÈ-
ÊÓËÀ. © Ê. Þ. Ãíåäåâà,1, 2 Ý. Ñ. ×åðìíûõ,2 Å. À. Âîðîòå-
ëÿê,2 À. Â. Âàñèëüåâ,2 À. Â. Òåðñêèõ,1 Â. Â. Òåðñêèõ.2 1 Burn-
ham Institute for Medical Research, San Diego, USA. Èíñòè-
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Âîëîñÿíîé ôîëëèêóë ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíî îð-
ãàíèçîâàííûé îðãàí, âîçíèêàþùèé â îíòîãåíåçå â ðåçóëü-
òàòå ñåðèè ýïèòåëèî-ìåçåíõèìíûõ âçàèìîäåéñòâèé. Ìå-
çåíõèìíûé êîìïîíåíò âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ñîñòàâëÿþò
êëåòêè äåðìàëüíîé ïàïèëëû (ÄÏ). Âî âçðîñëîì îðãà-
íèçìå ÄÏ èãðàåò êðèòè÷åñêóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè öèêëà ðî-
ñòà âîëîñà. Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå îòíîñèòåëüíî
àäèïî- è îñòåîãåííîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê ÄÏ, ÷òî ïîçâî-
ëÿåò èññëåäîâàòåëÿì îòíîñèòü èõ ê ìåçåíõèìíûì ñòâîëî-
âûì êëåòêàì. Îäíàêî â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü óêàçà-
íèÿ íà òî, ÷òî ÄÏ ìîæåò áûòü íèøåé òàê íàçûâàåìûõ
ìóëüòèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ïðîèñõîæäåíèå êëå-

òîê ÄÏ â îíòîãåíåçå íå âûÿñíåíî. Èñïîëüçóÿ òðàíñãåííûõ
ìûøåé Wnt1-Cre/Floxed-EGFP ëèíèè Ñ57 black 6, ìû ïî-
êàçàëè, ÷òî â ñîñòàâ ÄÏ âõîäèò áîëüøîå êîëè÷åñòâî êëå-
òîê, ïîçèòèâíûõ ïî ýêñïðåññèè ðåïîðòåðíîãî ãåíà GFP,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èõ ïðîèñõîæäåíèè èç íåðâíîãî
ãðåáíÿ. Ïðè ýòîì ïîçèòèâíûå êëåòêè îáíàðóæåíû â ÄÏ
êàê âèáðèññ, òàê è âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ òóëîâèùà æè-
âîòíîãî.

Êëåòêè ÄÏ ìîãóò áûòü âûäåëåíû è êóëüòèâèðîâàíû.
Ìû ðàçðàáîòàëè ìåòîä âûäåëåíèÿ êëåòîê ÄÏ ÷åëîâåêà è
æèâîòíûõ, ïîçâîëÿþùèé óâåëè÷èòü èõ âûõîä. Ïðè ýòîì
ïîëó÷åííûå êóëüòóðû èìåëè ïðèçíàêè, õàðàêòåðíûå äëÿ
ÄÏ êëåòîê: ìîðôîëîãèÿ, õàðàêòåð ðîñòà è ýêñïðåññèÿ ùå-
ëî÷íîé ôîñôàòàçû. Êëåòêè ÄÏ â îòëè÷èå îò äðóãèõ òèïîâ
ìåçåíõèìíûõ êëåòîê áûëè ñïîñîáíû èíäóöèðîâàòü ýïè-
äåðìàëüíûé òóáóëîãåíåç. Ïðè èíêóáèðîâàíèè â èíäóêöè-
îííûõ ñðåäàõ îíè áûëè ñïîñîáíû ê àäèïî- è îñòåîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêå è ýêñïðåññèðîâàëè ñîîòâåòñòâóþùèå
ìàðêåðû. Êðîìå òîãî, âûÿñíèëîñü, ÷òî îíè ìîãóò áûòü
òàêæå ïîäâåðãíóòû íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå è ïîñëå
èíäóêöèè ýêñïðåññèðîâàòü íåéðàëüíûå ìàðêåðû GFAP è
map2.

Äàííûå ëèòåðàòóðû è íàøè ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðó-
þò, ÷òî ÄÏ ìîæåò áûòü íèøåé ìóëüòèïîòåíòíûõ êëåòîê,
ïðîèñõîäÿùèõ â îíòîãåíåçå èç íåðâíîãî ãðåáíÿ. Òàêèì
îáðàçîì, îíè ïîòåíöèàëüíî ìîãóò áûòü óäîáíûì èñòî÷-
íèêîì âçðîñëûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.

ÑÈÃÍÀËÜÍÛÅ ÏÓÒÈ, ÐÅÃÓËÈÐÓÞÙÈÅ ÍÎÐÌÀËÜ-
ÍÎÅ È ÏÀÒÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÅ ÐÀÇÂÈÒÈÅ ÏËÞÐÈÏÎ-
ÒÅÍÒÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Î. Ô. Ãîðäååâà.
Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ. ÐÀÍ, Ìîñêâà, olgagordee-
va@yandex.ru.

Ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé óíèêàëüíóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷å-
íèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìîâ, âîâëå÷åííûõ â ðåãó-
ëÿöèþ ïðîöåññîâ ðàííåãî ðàçâèòèÿ ìëåêîïèòàþùèõ, à
òàêæå ýìáðèîíàëüíûõ íåîïëàçèé. Ëèíèè ïëþðèïîòåíò-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûå èç ðàçëè÷íûõ êëåòî÷-
íûõ èñòî÷íèêîâ, îáëàäàþò ñõîäíûìè áèîëîãè÷åñêèìè
ñâîéñòâàìè — íåîãðàíè÷åííûì ñàìîîáíîâëåíèåì è ñïî-
ñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ âî âñå òèïû ñîìàòè-
÷åñêèõ è ïîëîâûõ êëåòîê. Äèñáàëàíñ â ðåãóëÿöèè ïðîöåñ-
ñîâ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè, âîçíèêàþùèé
â ðåçóëüòàòå ãåíåòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé, ïðèâîäèò ê
ìàëèãíèçàöèè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê è ðàçâèòèþ
ýìáðèîíàëüíîé òåðàòîêàðöèíîìû. Êëåòî÷íûå ëèíèè
ýìáðèîíàëüíîé òåðàòîêàðöèíîìû èìåþò âàðèàáåëüíûé
ïîòåíöèàë ê äèôôåðåíöèðîâêå è ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ
äëÿ èçó÷åíèÿ íàðóøåíèé ïðîãðàììû ñïåöèàëèçàöèè ðàí-
íèõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê.

Ñèãíàëüíûå ïóòè ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà TGFb, èíòåãðè-
ðîâàííûå â åäèíóþ ðåãóëÿòîðíóþ ñåòü êëåòîê, âîâëå÷åíû
â êîíòðîëü ðàçëè÷íûõ ïðîöåññîâ ðàçâèòèÿ — äèôôåðåí-
öèðîâêè ðàííèõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê è âíåçàðîäûøå-
âûõ ñòðóêòóð, ôîðìèðîâàíèÿ îñåé ïîëÿðíîñòè è ìîðôîãå-
íåòè÷åñêèõ ïðåîáðàçîâàíèé çàðîäûøà, à òàêæå ó÷àñòâóþò
â ïðîöåññàõ îïóõîëåâîãî ðîñòà â òêàíÿõ ðàçâèâàþùåãîñÿ
è âçðîñëîãî îðãàíèçìà. Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâà-
íèé ðàçëè÷íûõ âåòâåé ñèãíàëüíûõ ïóòåé ñåìåéñòâà TGFb,
ðåãóëèðóþùèõ ñàìûå ðàííèå ýòàïû äåòåðìèíàöèè êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ è ëè-
íèè ïîëîâûõ êëåòîê èç ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ
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êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è êëåòîê òåðàòîêàðöè-
íîìû, ïîêàçàëè, ÷òî îïðåäåëåíèå êëåòî÷íîé ñóäüáû ïðî-
èñõîäèò âñëåäñòâèå èçìåíåíèÿ áàëàíñà ôàêòîðîâ Nodal,
Activin, Lefty, BMP, TGFb è GDF. Ñðàâíèòåëüíîå èññëå-
äîâàíèå òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîôèëåé ôàêòîðîâ ñåìåéñò-
âà TGFb (Activin, Nodal, Lefty1, Lefty2, BMP4, TGFb1 è
GDF3), èõ ðåöåïòîðîâ (Actr1, Actr2, Bmpr1 è Tbr1), áåë-
êîâ-òðàíñäüþñåðîâ Smad 2, 4, 5, ñïåöèôè÷åñêèõ è òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ Oct4, Nanog, Gata4, 6, Afp, Bry,
Pitx2, Nestin, Pax6 è Tdgf1/cripto â 42 ðàçëè÷íûõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ ñèòóàöèÿõ ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü ðÿä êîððå-
ëÿöèé â ýêñïðåññèè ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ñàìîîáíîâëå-
íèå è äåòåðìèíàöèþ ïëþðèïîòåíòíûõ è òåðàòîêàðöèíîì-
íûõ êëåòîê. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ýêñïðåññèÿ ôàêòîðîâ Nodal, Lefty1, Lefty2 è GDF3
ñíèæàåòñÿ ïàðàëëåëüíî ñ ýêñïðåññèåé ãåíîâ Oct4 è Nanog
â ïðîöåññå ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè â ïðîèçâîäíûå
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ è âíåçàðîäûøåâóþ ýíòîäåð-
ìó, à òàêæå â ïðîöåññå èíäóöèðîâàííîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè, ìîäåëèðóþùåé äèôôåðåíöèðîâêó ïåðåäíèõ ñòðóêòóð
çàðîäûøà íà ñòàäèè ãàñòðóëÿöèè (anterior pattern). Ïîêà-
çàíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòèõ ôàêòîðîâ â ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ (ÝÑÊ) è ýìáðèîíàëüíûõ ãåðìèíà-
òèâíûõ (ÝÃÊ) êëåòêàõ çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ â ñðåäå
ôàêòîðà èíãèáèðîâàíèÿ ëåéêåìèè LIF, ÷òî ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé Nodal, Lefty1, Lefty2, GDF3 è LIF/Jak/STAT3 â
ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ìûøè. Âïåðâûå ïî-
ëó÷åíû äàííûå î ìóëüòèôóíêöèîíàëüíîé ðîëè ôàêòîðîâ
Activin íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ è
ÝÃÊ. Îáíàðóæåíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ôàêòîðà ActivinA ðåçêî
ñíèæàåòñÿ â ýìáðèîèäíûõ òåëàõ è ïîñëå óäàëåíèÿ ôàêòî-
ðà LIF èç ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ è ÝÃÊ, îäíàêî
çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò ïðè èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè
ðåòèíîåâîé êèñëîòîé. Â òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ â îò-
ëè÷èå îò ÝÑÊ è ÝÃÊ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ôàêòîðîâ Activin
íå âûÿâëåíà íè â îäíîé èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèòóàöèé.
Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî â ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ â îòëè-
÷èå îò òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê óñòàíàâëèâàåòñÿ ñïå-
öèôè÷åñêàÿ ñèãíàëüíàÿ ðåãóëÿòîðíàÿ ñåòü, ôîðìèðóåìàÿ
ôàêòîðàìè ñåìåéñòâà TGFb, êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò ðåãó-
ëÿöèþ èõ ïðîëèôåðàöèè è ïåðåêëþ÷åíèå ïðîãðàìì äèô-
ôåðåíöèðîâêè â ðàçëè÷íûõ íàïðàâëåíèÿõ ïðè íîðìàëü-
íîì ðàçâèòèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-01307).

ÀÌÍÈÎÒÈ×ÅÑÊÀß ÆÈÄÊÎÑÒÜ — ÏÅÐÑÏÅÊÒÈÂ-
ÍÛÉ ÈÑÒÎ×ÍÈÊ ÊËÅÒÎÊ ÄËß ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÒÅÐÀ-
ÏÈÈ. © Ä. À. Äàâûäîâà,1 Å. À. Âîðîòåëÿê,1 Þ. À. Ñìèðíî-
âà Þ. À. Ðîìàíîâà,2 À. Â. Âàñèëüåâ,1 Â. Â. Òåðñêèõ.1 Èí-
ñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ,
davydovad@mail.com, è 2 ÔÃÓ Ðîññèéñêèé êàðäèîëîãè÷å-
ñêèé íàó÷íî-ïðîèçâîäñòâåííûé êîìïëåêñ, Ìîñêâà.

Èñïîëüçîâàíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê â êëåòî÷íûõ òåõíî-
ëîãèÿõ èìååò îïðåäåëåííûå îãðàíè÷åíèÿ. Ïðèìåíåíèå
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ íàèáîëåå
øèðîêèì ïîòåíöèàëîì, ñâÿçàíî ñ ðÿäîì òðóäíîðàçðåøè-
ìûõ âîïðîñîâ. Â òî æå âðåìÿ ïðîöåäóðà ïîëó÷åíèÿ ïîñò-
íàòàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷àñòî áûâàåò òåõíè÷åñêè

ñëîæíîé, à èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë, êàê ïðà-
âèëî, îãðàíè÷åí. Ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â
êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèÿõ ìîãóò îêàçàòüñÿ çàíèìàþùèå
ïðîìåæóòî÷íîå ïîëîæåíèå ôåòàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
è â îñîáåííîñòè êëåòêè èç ýêñòðàýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé,
âûäåëåíèå êîòîðûõ íå âûçûâàåò íèêàêèõ ýòè÷åñêèõ ñïî-
ðîâ. Àìíèîòè÷åñêàÿ æèäêîñòü ÷åëîâåêà ñîäåðæèò ãåòåðî-
ãåííóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî è ôåòàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü äàííûå î
ïðèñóòñòâèè â íåé êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê äëèòåëüíîé ïðî-
ëèôåðàöèè in vitro è äèôôåðåíöèðîâêå â ïðîèçâîäíûå
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Öåëü äàííîé ðàáîòû — âûäå-
ëåíèå êëåòîê èç àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè ÷åëîâåêà è
îïðåäåëåíèå èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà. Êëåò-
êè, âûäåëåííûå èç àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè òðåõ ïàöèåí-
òîâ, áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõè-
ìèè, ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè è ÎÒ-ÏÖÐ. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè îò òðåõ äîíîðîâ
ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû ðàçíûõ òèïîâ äèôôåðåíöèðîâêè:
ìåçåíõèìíîãî (CD90, CD73, CD105, CD13, CD44, CD71 è
CD29), íåéðàëüíîãî (â3-tubulin, Nestin, GFAP è Pax6), à
òàêæå ýïèòåëèàëüíîãî (Êåðàòèí 10 è p63). Êðîìå òîãî, ïî-
êàçàíà ýêñïðåññèÿ ýòèìè êëåòêàìè íåêîòîðûõ ìàðêåðîâ
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, òàêèõ êàê Oct4, Nanog,
Rex-1, à òàêæå Pitx-2. Â òî æå âðåìÿ ýêñïðåññèÿ äðóãèõ
ìàðêåðîâ (Sox2 è Stella) íå íàáëþäàåòñÿ. Òðàíñïëàíòàöèÿ
êëåòîê àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè èììóíîäåôèöèòíûì æè-
âîòíûì íå ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ òåðàòîì. Ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ êëåòêè ñïîñîáíû äèô-
ôåðåíöèðîâàòüñÿ â àäèïî- è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ.
Êëåòêè àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè íå êîíòðàêòèðóþò êîë-
ëàãåíîâûé ãåëü â òå÷åíèå ïåðâûõ 5—7 ñóò, ÷òî îòëè÷àåò
èõ îò ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ íà-
áëþäàþòñÿ àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê è îáðàçîâàíèå
òóáóëÿðíûõ ñòðóêòóð è öèñò, îêðàøèâàþùèõñÿ àíòèòåëà-
ìè ê öèòîêåðàòèíàì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âûäåëåííûå êëåòêè îáëàäàþò øèðîêè-
ìè äèôôåðåíöèðîâî÷íûìè è ìîðôîãåíåòè÷åñêèìè ïîòåí-
öèÿìè. Ýòî íàðÿäó ñ îòñóòñòâèåì ôîðìèðîâàíèÿ òåðàòîì
ïðè òðàíñïëàíòàöèè àìíèîòè÷åñêèõ êëåòîê in vivo äåëàåò
èõ ïðèâëåêàòåëüíûì îáúåêòîì äëÿ èññëåäîâàíèé â îáëàñ-
òè êëåòî÷íîé òåðàïèè.

ÊÓËÜÒÓÐÀ ÑÊÅËÅÒÎÃÅÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÀÊ ÎÑÍÎ-
ÂÀ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÒÅÕÍÎËÎÃÈÉ Â ÒÐÀÂÌÀÒÎËÎ-
ÃÈÈ È ÎÐÒÎÏÅÄÈÈ. © Ð. Â. Äååâ,1 Í. Â. Öóïêèíà,2
È. ß. Áîçî,1 Â. Ñ. Ñåðãååâ,1 À. À. Èñàåâ,3 Â. Â. Çåíèí,2

Â. Ñ. Ãîðíîñòàåâ,4 Ò. À. Êóëÿáà,5 Í. Í. Êîðíèëîâ,5

Â. Ã. Ãîëîëîáîâ,1 Ð. Ì. Òèõèëîâ,5 Ã. Ï. Ïèíàåâ.2 1 Âîåí-
íî-ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ èì. Ñ. Ì. Êèðîâà, 2 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 3 ÎÀÎ «Èíñòèòóò
ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà», Ìîñêâà, 4 ÎÎÎ «Áèîëîò»,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 5 Ðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêèé èíñòèòóò òðàâìàòîëîãèè è îðòîïåäèè èì. Ð. Ð. Âðå-
äåíà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïîâðåæäåíèÿ îðãàíîâ ñêåëåòà, ïîñòðîåííûõ èç êîñò-
íîé è õðÿùåâîé òêàíåé, ïî-ïðåæíåìó ñîñòàâëÿþò çíà÷è-
ìóþ ïðîáëåìó ñîâðåìåííîé êëèíè÷åñêîé ìåäèöèíû.
Â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïîòåíöèàë õèðóðãè÷åñêîé òåõíè-
êè äëÿ êîððåêöèè äàííîé ïàòîëîãèè èñ÷åðïàí, â ñâÿçè ñ
÷åì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì âíåäðåíèå êëåòî÷íûõ
áèîòåõíîëîãèé â îðòîïåäè÷åñêóþ ïðàêòèêó. Ñîâìåñòíûå
èññëåäîâàíèÿ â ýòîé îáëàñòè íàøèìè êîëëåêòèâàìè áûëè

760 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì ïî áèîëîãèè êëåòêè â êóëüòóðå



íà÷àòû ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé îêîëî 10 ëåò
íàçàä. Íà ïåðâîì ýòàïå îòðàáàòûâàëîñü ïîëó÷åíèå êóëü-
òóðû ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëå-
òîê (ÌÌÑÊ) ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ — êðîëèêîâ.
ÌÌÑÊ ïîëó÷àëè èç êîñòíîãî ìîçãà æèâîòíûõ. Ïîñëå èí-
äóêöèè íàïðàâëåííîé îñòåîãåííîé è õîíäðîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè êëåòêè èññëåäîâàëè ìåòîäàìè ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè, öèòîõèìèè, èììóíîöèòîõèìèè è ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷àñòü êëåòîê
êóëüòóðû îáëàäàåò îñòåîãåííûì è õîíäðîãåííûì ïîòåí-
öèàëîì. Âëèÿíèå äàííûõ êëåòîê íà ðåïàðàòèâíûå ïðîöåñ-
ñû â êîñòíîé è õðÿùåâîé ðàíàõ áûëè èññëåäîâàíû â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ in vivo. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ ïîâðåæäåíèé
íà ïåðâîíà÷àëüíîì ýòàïå íàìè èñïîëüçîâàëèñü äåôåêò êî-
ñòåé ñâîäà ÷åðåïà è äåôåêò ãèàëèíîâîãî õðÿùà êîëåííîãî
ñóñòàâà. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîâðåìåííûõ ëó÷åâûõ ìåòî-
äîâ ìåäèöèíñêîé âèçóàëèçàöèè ïîêàçàíî ïîëîæèòåëüíîå
âëèÿíèå ïåðåñàæåííûõ àóòîãåííûõ êóëüòóð íà ðåïàðàòèâ-
íûå ïðîöåññû â ïîâðåæäåííûõ îðãàíàõ. Äëÿ óäîâëåòâîðå-
íèÿ êëèíè÷åñêèõ çàïðîñîâ â çàìåùåíèè áîëüøèõ ïî ïðî-
òÿæåííîñòè äåôåêòîâ îïîðíûõ êîñòåé èñïîëüçîâàíà òàê-
òèêà òêàíåâîé èíæåíåðèè, ïðè êîòîðîé ïîëó÷åííàÿ
êóëüòóðà êëåòîê ñîâìåùàåòñÿ ñ áèîðåçîðáèðóåìûì íîñè-
òåëåì. Â êà÷åñòâå ìîäåëè èñïîëüçîâàí äåôåêò áîëüøåáåð-
öîâîé êîñòè êðîëèêîâ, â êîòîðûé ïåðåñàæèâàëèñü ôðàã-
ìåíòû äåìèíåðàëèçîâàííîãî êîñòíîãî ìàòðèêñà, çàñåëåí-
íîãî îñòåîãåííûìè êëåòêàìè. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà
ïîäòâåðäèëè ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå êëåòî÷íûõ òåõíî-
ëîãèé.

Íàêîïëåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîçâîëèëè
èíèöèèðîâàòü îãðàíè÷åííûå êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ íà
áàçå ñïåöèàëèçèðîâàííîãî ñòàöèîíàðà. Ìàíèïóëÿöèè âû-
ïîëíÿëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåøåíèåì ó÷åíîãî ñîâåòà è ðàç-
ðåøåíèÿ ýòè÷åñêîãî êîìèòåòà Èíñòèòóòà, à òàêæå íà
îñíîâàíèè äîáðîâîëüíîãî èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ
ïàöèåíòîâ. Íà ïåðâîì ýòàïå â õîäå äèàãíîñòè÷åñêîé àðò-
ðîñêîïèè ïîëó÷àëè ôðàãìåíò æèðîâîãî òåëà êîëåííî-
ãî ñóñòàâà â îáúåìå îêîëî 1 ñì3. Â äàëüíåéøåì ïîëó÷àëè
êóëüòóðó êëåòîê, îáëàäàâøèõ ñâîéñòâàìè ÌÌÑÊ. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî âûäåëåííàÿ ïîïóëÿöèÿ êëåòîê àäãåçèðóåòñÿ
ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà; îáëàäàåò íàáî-
ðîì ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, áëèçêèõ ê ìàðêåðàì
ÌÌÑÊ: CD73 (96.3—100.0 %), CD44 (92.1—99.4 %),
CD105 (94.9—100.0 %), CD90 (94.9—99.0 %); â ìèíè-
ìàëüíîì êîëè÷åñòâå ýêñïðåññèðóåò ãåìîïîýòè÷åñêèå ìàð-
êåðû CD34 (0.05—3.0 %), CD45 (0.01—22.0 %), CD71 (–),
CD106 (2.03—13.20 %), CD11b (3.7 %), CD10 (2.8—4.0 %)
è íå ýêñïðåññèðóåò CD133. Ïðè èíäóêöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè â îðòîäîêñàëüíûõ íàïðàâëåíèÿõ — îñòåîãåííîì,
õîíäðîãåííîì è àäèïîöèòàðíîì — ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè
ïîëó÷åííîé êóëüòóðû îáëàäàþò øèðîêèì äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûì ïîòåíöèàëîì. Îñòåîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà
áûëà âûÿâëåíà îáíàðóæåíèåì âûñîêîé ñèíòåòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, ýêñïðåññèè îñòåîêàëüöè-
íà è ñïîñîáíîñòè ôîðìèðîâàòü ìèíåðàëüíûå ïðåöèïèòà-
òû; õîíäðîãåííàÿ — ôîðìèðîâàíèåì õîíäðîöèòàðíûõ
ñôåðîèäîâ, ãèñòîõèìè÷åñêèì îáíàðóæåíèåì ãëèêîçàìè-
íîãëèêàíîâ è êîëëàãåíà II òèïà; àäèïîãåííàÿ — íàêîïëå-
íèåì â öèòîïëàçìå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà æèðîâûõ êàïåëü,
ïîëîæèòåëüíî îêðàøèâàþùèõñÿ ñóäàíîì III.

Òàêèì îáðàçîì, â õîäå ðàáîòû îòðàáîòàíû ïðîòîêîëû
ïîëó÷åíèÿ ÌÌÑÊ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà, îïðåäåëåíû ìå-
òîäè÷åñêèå ïîäõîäû äëÿ èõ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ â
èíòåðåñàõ ïàöèåíòîâ òðàâìàòîëîãî-îðòîïåäè÷åñêîãî ïðî-
ôèëÿ.

ÝÔÔÅÊÒ ÝÑÒÐÀÄÈÎËÀ ÍÀ ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÂÍÓÒÐÈ-
ÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ Ñà2+ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÃÐÀÍÓËÅÇÛ ÑÂÈÍÜÈ,
ÑÒÈÌÓËÈÐÎÂÀÍÍÎÅ ÏÐÎËÀÊÒÈÍÎÌ È ÒÅÎÔÈË-
ËÈÍÎÌ. © Â. Þ. Äåíèñåíêî, Ò. È. Êóçüìèíà. Âñåðîññèé-
ñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíåòèêè è ðàç-
âåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí, prof.kouzmina@mail.ru.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ýñòðà-
äèîëà íà âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ïðîëàêòèíîì è òåîôèë-
ëèíîì ïðè èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêî-
ãî Ñà2+ â êëåòêàõ ãðàíóëåçû ñâèíåé. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñ-
ïîëüçîâàëè ÿè÷íèêè ñâèíåé íà ñòàäèè ôîëëèêóëÿðíîãî
ðîñòà, áåç âèäèìîé ïàòîëîãèè. Êëåòêè ãðàíóëåçû âûäåëÿ-
ëè èç ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 3—6 ìì. Èíêóáàöèþ êëå-
òîê ãðàíóëåçû ïðîâîäèëè â ñðåäå Äþëüáåêî â îòñóòñòâèå
êàëüöèÿ. Êîíöåíòðàöèþ öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî êàëüöèÿ â
êëåòêàõ ãðàíóëåçû ñâèíåé èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî çîíäà Ôóðà-2ÀÌ. Äëÿ èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè çîíäà èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé
ñïåêòðîôîòîìåòð «Hitachi».

Òàê êàê â èíêóáàöèîííîé ñðåäå îòñóòñòâîâàë Ñà2+,
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ â öèòîïëàçìå áûëî
ñâÿçàíî ñ îñâîáîæäåíèåì Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Îòäåëüíî ïðîëàêòèí â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë èëè òåî-
ôèëëèí â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ âûçûâàë â êëåòêàõ ãðàíó-
ëåçû óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
Ca2+. Îäíàêî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è òåî-
ôèëëèíà â êëåòêàõ ãðàíóëåçû íå îòìå÷àëè äîïîëíèòåëü-
íîãî óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî Ñà2+

â ñðàâíåíèè ñ äåéñòâèåì îòäåëüíî êàæäîãî èç ðåàãåíòîâ.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, èç êîòîðûõ
îñâîáîæäàþò Ñà2+ ïðîëàêòèí è òåîôèëëèí, èñïîëüçîâàëè
èíãèáèòîð Ñà2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèí (10 ìêÌ). Ñ ïîìî-
ùüþ ýòîãî èíãèáèòîðà íà êëåòêàõ ãðàíóëåçû ñâèíüè áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïðîëàêòèí è òåîôèëëèí îñâîáîæäàþò Ñà2+

èç ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî (ïðîëàêòèí èç
IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ, òåîôèëëèí — èç ðèàíîäèí-÷óâñòâè-
òåëüíûõ). Âíåñåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè ñ êëåòêàìè ãðàíó-
ëåçû èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ Ro 31-8220 (10 íã/ìë)
ïðèâîäèëî ê ðîñòó êîíöåíòðàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
Ñà2+. Ïîñëå îáðàáîòêè ãðàíóëåçû èíãèáèòîðîì ïðîòåèí-
êèíàçû Ñ äîáàâëåíèå ïðîëàêòèíà èëè òåîôèëëèíà, à òàê-
æå ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà íå ñòè-
ìóëèðîâàëî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî Ñà2+. Äîáàâëåíèå ýñòðàäèîëà â êîíöåíòðàöèè
1 ìêã/ìë íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ íà öèòîïëàçìàòè÷åñêèé
Ñà2+ â êëåòêàõ ãðàíóëåçû. Â îáðàáîòàííûõ ýñòðàäèîëîì
êëåòêàõ èñïîëüçîâàíèå îòäåëüíî ïðîëàêòèíà èëè òåîôèë-
ëèíà ñòèìóëèðîâàëî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîãî Ñà2+. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà
è òåîôèëëèíà â ïðèñóòñòâèè ýñòðàäèîëà â êëåòêàõ ãðàíó-
ëåçû îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíûé ðîñò êîíöåíòðàöèè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîãî Ñà2+. Èíãèáèðîâàíèå ïðîòåèíêèíàçû Ñ
ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî Ñà2+. Ïîñëåäóþùåå äîáàâëåíèå ê îáðàáîòàííûì èí-
ãèáèòîðîì êëåòêàì ïðîëàêòèíà èëè òåîôèëëèíà íå îêàçû-
âàëî âëèÿíèÿ íà êîíöåíòðàöèþ öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
Ñà2+, â òî âðåìÿ êàê ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñò-
âèåì ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî Ñà2+ ñíèæàëîñü â ïðèñóòñòâèè èíãè-
áèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà
è òåîôèëëèíà â ïðèñóòñòâèè ýñòðàäèîëà äîïîëíèòåëüíî
óâåëè÷èâàåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ Ñà2+ â öèòîïëàçìå êëåòîê

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 761



ãðàíóëåçû. Ïðîëàêòèí è òåîôèëëèí àêòèâèðóþò äâà ðàç-
ëè÷íûõ íåçàâèñèìûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, è ýñòðàäè-
îë, âîçìîæíî, ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ ñâÿçè ìåæäó
ýòèìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî. Êðîìå òîãî, â ïðîöåññå
îáðàçîâàíèÿ âîçìîæíîé ñâÿçè ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè
äåïî àêòèâíîå ó÷àñòèå ïðèíèìàåò ïðîòåèíêèíàçà Ñ.

ÂËÈßÍÈÅ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÌÈÒÎÇÀ ÍÀ ÔÓÍÊÖÈÎ-
ÍÀËÜÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÀÄÅÍÈËÀÒÖÈÊËÀÇÍÎÉ
ÑÈÑÒÅÌÛ ÈÍÔÓÇÎÐÈÈ DILEPTUS ANSER. © Ê. Â. Äåð-
êà÷,1 À. Î. Øïàêîâ,1 Ç. È. Óñïåíñêàÿ,1 Ë. À. Êóçíåöîâà,1

Ë. À. Þäèí.2 1 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è
áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, alyudin@mail.ru.

Â êëåòêàõ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ñîñòîÿíèå ìèêðî-
òðóáî÷åê è ìèêðîôèëàìåíòîâ èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ôóí-
êöèîíèðîâàíèè ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì, âêëþ-
÷àþùèõ â ñåáÿ â êà÷åñòâå ñîïðÿãàþùåãî êîìïîíåíòà ãåòå-
ðîòðèìåðíûå G-áåëêè. Â òî æå âðåìÿ äàííûå î
âçàèìîñâÿçè öèòîñêåëåòà è ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ó îäíî-
êëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ ôðàãìåíòàðíû è ïðîòèâîðå÷èâû.
Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãóàíèíîâûå íóêëåîòèäû,
ôòîðèä íàòðèÿ è ôîðñêîëèí, àêòèâàòîðû G-áåëêîâ è àäå-
íèëàòöèêëàçû (ÀÖ), à òàêæå ãîðìîíû ïîçâîíî÷íûõ æè-
âîòíûõ (áèîãåííûå àìèíû, ïåïòèäû èíñóëèíîâîãî ñóïåð-
ñåìåéñòâà è ãëþêàãîí) âëèÿþò íà àêòèâíîñòü àäåíèëàò-
öèêëàçíîé ñèñòåìû (ÀÖÑ) ñâîáîäíîæèâóùåé èíôóçîðèè
Dileptus anser. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷å-
íèè âëèÿíèÿ èíãèáèòîðîâ ìèòîçà — êîëõèöèíà è âèíáëà-
ñòèíà — íà ÀÖÑ ýòîé èíôóçîðèè è åå ðåãóëÿöèþ ãîðìî-
íàëüíûìè è íåãîðìîíàëüíûìè àãåíòàìè. Îáðàáîòêà êëå-
òîê D. anser êîëõèöèíîì è âèíáëàñòèíîì (10 ìêÌ,
40 ìèí, 25 °Ñ) in vivo âûçûâàëà íåáîëüøîå ñíèæåíèå áà-
çàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ, íî ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëà íà àê-
òèâíîñòü ôåðìåíòà, ñòèìóëèðîâàííóþ ôîðñêîëèíîì,
âçàèìîäåéñòâóþùèì ñ êàòàëèòè÷åñêèì ñàéòîì ÀÖ. Ýòè
äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñàì ôåðìåíò ÀÖ íå ÿâëÿåòñÿ
ìèøåíüþ äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ. Ïðè ýòîì îáðàáîòêà
êîëõèöèíîì è âèíáëàñòèíîì ïðèâîäèëà ê çíà÷èòåëüíîìó
ñíèæåíèþ, à â ðÿäå ñëó÷àåâ è ê ïîëíîìó áëîêèðîâàíèþ
ñòèìóëèðóþùèõ ÀÖ ýôôåêòîâ ãóàíèíîâûõ íóêëåîòèäîâ
(ÃÒÔ è ÃÒÔgS) è ãîðìîíîâ (àäðåíàëèíà è ãëþêàãîíà),
äåéñòâóþùèõ êàê ïî îòäåëüíîñòè, òàê è ñîâìåñòíî. Íà
ïðèìåðå êîëõèöèíà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî IC50 äëÿ åãî èíãè-
áèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà ñòèìóëÿöèþ ÀÖ ãîðìîíàìè è ãóà-
íèíîâûìè íóêëåîòèäàìè ñîñòàâëÿþò îò 2 äî 5 ìêÌ. Íàè-
áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê äåéñòâèþ èíãèáèòîðîâ îêàçà-
ëèñü ÀÖ-ýôôåêòû àäðåíàëèíà è ñîâìåñòíî àäðåíàëèíà è
ãóàíèíîâûõ íóêëåîòèäîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ìèòîçà
â öåëûõ êëåòêàõ íàðóøàåòñÿ ôóíêöèîíàëüíîå ñîïðÿæåíèå
ðåöåïòîðîâ ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, ïîêàçàíî, ÷òî êîëõèöèí è âèíáëàñòèí ïðàêòè÷å-
ñêè íå âëèÿþò íà àêòèâíîñòü ÀÖÑ â ãîìîãåíàòå èíôóçî-
ðèé. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â îñíîâå èõ èíãèáèðóþùåãî
âëèÿíèÿ íà ÀÖÑ ëåæàò ïðîöåññû íàðóøåíèÿ ñáîðêè ìèê-
ðîòðóáî÷åê (ïðåäîòâðàùåíèå ïîëèìåðèçàöèè òóáóëèíà â
ñëó÷àå êîëõèöèíà è åãî äåïîëèìåðèçàöèÿ â ñëó÷àå âèí-
áëàñòèíà), à íå âçàèìîäåéñòâèå ñ ñèãíàëüíûìè áåëêàìè,
êîìïîíåíòàìè ÀÖÑ. Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêà-
çàíî, ÷òî èíãèáèòîðû ìèòîçà ïîäàâëÿþò ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü ÷óâñòâèòåëüíîé ê ãîðìîíàì ÀÖÑ èíôó-
çîðèè D. anser, à èõ äåéñòâèå, êàê ìû ïîëàãàåì, ñâÿçàíî ñ

íàðóøåíèåì ñáîðêè ìèêðîòðóáî÷åê, àññîöèèðîâàííûõ ñ
êîìïîíåíòàìè ÀÖÑ — ðåöåïòîðàìè è G-áåëêàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00672à).

ÈÃËÎÊÎÆÈÅ ÊÀÊ ÌÎÄÅËÜ ÄËß ÈÇÓ×ÅÍÈß ÌÅÕÀ-
ÍÈÇÌÎÂ ÄÅÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ È ÍÀÏÐÀÂËÅÍ-
ÍÎÉ ÑÏÅÖÈÀËÈÇÀÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ. © È. Þ. Äîëìàòîâ.
Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ èì. À. Â. Æèðìóíñêîãî ÄÂÎ
ÐÀÍ, Âëàäèâîñòîê.

Ñîâðåìåííûå ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû ê ïîëó÷åíèþ
êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà è ñîçäàíèþ èñêóññòâåííûõ îðãàíîâ
ðàçäåëÿþòñÿ íà äâà íàïðàâëåíèÿ. Îäíî èç íèõ, ñòàâøåå
óæå òðàäèöèîííûì, âêëþ÷àåò â ñåáÿ èçó÷åíèå ñâîéñòâ
ñòâîëîâûõ êëåòîê è ìåõàíèçìîâ èõ íàïðàâëåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Äðóãîå íàïðàâëåíèå, âîçíèêøåå â ïîñëåäíèå
ãîäû, ïîäðàçóìåâàåò èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ äåäèôôåðåí-
öèðîâêè ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòîê. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
êðàòêîâðåìåííîå âîçäåéñòâèå ðÿäà ãåíîâ, â ÷àñòíîñòè
Oct4 è Sox2, òðàíñôîðìèðóåò ôèáðîáëàñòû â êëåòêè, ïî
ñâîèì ñâîéñòâàì áëèçêèå ê ñòâîëîâûì. Â òî æå âðåìÿ èç-
âåñòíî, ÷òî ó ìíîãèõ æèâîòíûõ èìåþòñÿ ãåíåòè÷åñêè çà-
ïðîãðàììèðîâàííûå ìåõàíèçìû êàê äåäèôôåðåíöèðîâêè
è òðàíñôîðìàöèè ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòîê â ïëþðè-
ïîòåíòíîå ñîñòîÿíèå, òàê è îáðàòíûé ïðîöåññ ðå- è òðàíñ-
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Â ïîëíîì îáúåìå ýòè ìåõà-
íèçìû àêòèâèðóþòñÿ ïðè ðåãåíåðàöèè, îñîáåííî ó òåõ
æèâîòíûõ, ó êîòîðûõ èñòî÷íèêîì ðåãåíåðàöèîííîãî ìà-
òåðèàëà ÿâëÿþòñÿ äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè. Â ðåçóëü-
òàòå äåäèôôåðåíöèðîâêè ñïåöèàëèçèðîâàííûå êëåòêè
óïðîùàþòñÿ, âñòóïàþò â ìèòîòè÷åñêèé öèêë, ïðîëèôåðè-
ðóþò è ó÷àñòâóþò â ìîðôîãåíåçå. Ìåõàíèçìû âîññòàíîâ-
ëåíèÿ, îñíîâàííûå íà äåäèôôåðåíöèðîâêå, øèðîêî ðàñ-
ïðîñòðàíåíû â ïðèðîäå è îáóñëîâëèâàþò ÿðêî âûðàæåí-
íóþ ðåãåíåðàöèþ ìíîãèõ âèäîâ êàê ïîçâîíî÷íûõ, òàê è
áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ.

Ïðèìåðîì æèâîòíûõ, ó êîòîðûõ âîññòàíîâëåíèå ïðî-
èñõîäèò èñêëþ÷èòåëüíî çà ñ÷åò äåäèôôåðåíöèðîâêè, ÿâ-
ëÿþòñÿ èãëîêîæèå. Ïðåäñòàâèòåëè ýòîé ãðóïïû ìîãóò ðå-
ãåíåðèðîâàòü ðàçëè÷íûå òêàíè è îðãàíû, à òàêæå âîññòà-
íàâëèâàòü çíà÷èòåëüíûå ÷àñòè òåëà. Ïîäîáíî ïëàíàðèÿì,
íåêîòîðûå âèäû ãîëîòóðèé è ìîðñêèõ çâåçä õîðîøî ðå-
ãåíåðèðóþò ïîñëå ðàçäåëåíèÿ èõ òåëà íà íåñêîëüêî ôðàã-
ìåíòîâ. Èãëîêîæèå ñïîñîáíû ê ðåãåíåðàöèè íà âñåõ
ñòàäèÿõ îíòîãåíåçà, îò ýìáðèîíîâ äî âçðîñëûõ îñîáåé.
Êðîìå òîãî, ýòè æèâîòíûå ñïîñîáíû ê áåñïîëîìó ðàçìíî-
æåíèþ è àóòîòîìèè. Òàêèå õîðîøèå ðåãåíåðàòîðíûå ñïî-
ñîáíîñòè è âûñîêàÿ ñêîðîñòü âîññòàíîâèòåëüíîãî ïðîöåñ-
ñà ó èãëîêîæèõ îáóñëîâëèâàþòñÿ ëåãêîñòüþ ñïåöèàëèçè-
ðîâàííûõ êëåòîê ê äåäèôôåðåíöèðîâêå.

Â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ è òèïà òêàíè
óðîâåíü äåäèôôåðåíöèðîâêè è ñóäüáà êëåòîê ìîãóò áûòü
ðàçëè÷íûìè. Â ÷àñòíîñòè, äîñòàòî÷íî ëàáèëüíû ýíòåðî-
öèòû, íåéðîíû è ãëèàëüíûå êëåòêè. Ïîñëåäíèå ìîãóò äà-
âàòü êàê îñíîâíûå òèïû ãëèè, òàê è ðàçëè÷íûå òèïû íåé-
ðîíîâ. Îäíèì èç ÿðêèõ ïðèìåðîâ òàêîé ëàáèëüíîñòè ÿâëÿ-
þòñÿ ìèîýïèòåëèàëüíûå êëåòêè öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ.
Ïðè ëþáîì òèïå ïîâðåæäåíèÿ îíè ïîëíîñòüþ èçáàâëÿþò-
ñÿ îò ìèîôèëàìåíòîâ è ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì êðèòåðèÿì
íåîòëè÷èìû îò ýïèòåëèàëüíûõ. Òåì íå ìåíåå óðîâåíü èõ
äåäèôôåðåíöèðîâêè çàâèñèò îò ðåãåíåðèðóþùåãî îðãàíà.

762 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì ïî áèîëîãèè êëåòêè â êóëüòóðå



Ïðè âîññòàíîâëåíèè äûõàòåëüíîé ñèñòåìû ãîëîòóðèé, âî-
äíûõ ëåãêèõ, ýòè êëåòêè ñîõðàíÿþò ñâîþ ñïåöèôè÷íîñòü
è ïîñëå íåñêîëüêèõ öèêëîâ äåëåíèÿ âíîâü äèôôåðåíöèðó-
þòñÿ â ìèîýïèòåëèàëüíûå êëåòêè. Â ïðîöåññå ðåãåíåðà-
öèè êèøå÷íèêà ïðîèñõîäèò áîëåå ãëóáîêàÿ òðàíñôîðìà-
öèÿ ìèîýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, òðàíñäèôôåðåíöèðîâêà.
Â ýòîì ñëó÷àå ïîñëå äåäèôôåðåíöèðîâêè è 3—4 äåëå-
íèé îíè äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ïèùåâàðèòåëüíûå êëåòêè
êèøêè. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ó èãëîêîæèõ èìåþòñÿ ìåõàíèç-
ìû ãëóáîêîé ïåðåñòðîéêè ðàáîòû ãåíîìà êëåòîê, ýòè æè-
âîòíûå ÿâëÿþòñÿ õîðîøèìè ìîäåëüíûìè îáúåêòàìè äëÿ
èçó÷åíèÿ äåäèôôåðåíöèðîâêè è íàïðàâëåííîé ñïåöèàëè-
çàöèè êëåòîê. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðåãå-
íåðàöèè ó èãëîêîæèõ àêòèâèðóåòñÿ ðÿä ãåíîâ, êîíòðîëè-
ðóþùèõ ôîðìèðîâàíèå îñåé òåëà è òêàíåñïåöèôè÷íóþ
äèôôåðåíöèðîâêó. Ýòî òàêèå ãåíû, êàê BMP, Wnt, òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð GATA, ôàêòîð äèôôåðåíöèðîâêè
CD34 è íåêîòîðûå äðóãèå. Äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå
ïðîöåññîâ äåäèôôåðåíöèðîâêè è òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè
ó èãëîêîæèõ ìîæåò âíåñòè îïðåäåëåííûé âêëàä â ïîíè-
ìàíèå ìåõàíèçìîâ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00284).

ÌÈÎÃÅÍÍÀß È ÍÅÉÐÎÍÀËÜÍÀß ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÊÀ ÊËÅÒÎÊ ËÈ×ÈÍÎÊ ÌÈÄÈÈ MYTILUS TROS-
SULUS IN VITRO. © Â. À. Äÿ÷óê, Í. À. Îäèíöîâà. Èíñòè-
òóò áèîëîãèè ìîðÿ èì. À. Â. Æèðìóíñêîãî ÄÂÎ ÐÀÍ,
Âëàäèâîñòîê, slavad83@gmail.com.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ðàçðàáîòàííûå òåõíîëîãèè ïî-
ëó÷åíèÿ ïåðâè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð äâóñòâîð÷àòûõ
ìîëëþñêîâ èç ýìáðèîíàëüíîãî è ëè÷èíî÷íîãî ìàòåðèàëà
ïîçâîëÿþò óñïåøíî èçó÷àòü äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê
ýòèõ æèâîòíûõ in vitro. Öåëü äàííîé ðàáîòû — èññëåäî-
âàòü ìèîãåííóþ è íåéðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ëè÷è-
íî÷íûõ êëåòîê ìèäèè è âçàèìîäåéñòâèå ìûøå÷íûõ êëå-
òîê è íåéðîíîâ in vitro.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî in vivo ìûøå÷íûå áåëêè òîë-
ñòûõ ôèëàìåíòîâ ýêñïðåññèðóþòñÿ îäíîâðåìåííî â ïåð-
âûõ ìûøå÷íûõ êëåòêàõ ëè÷èíîê ìèäèè è çàäîëãî äî íà-
÷àëà ôîðìèðîâàíèÿ ìûøå÷íîé ñèñòåìû ëè÷èíêè ìèäèè
(Dyachuk, Odintsova, 2009). Ìûøöû âçðîñëîãî ìîëëþñêà
çàêëàäûâàþòñÿ íà ñòàäèè ðàííåãî âåëèãåðà è ðàçâèâàþòñÿ
ïàðàëëåëüíî ñ ìóñêóëàòóðîé ëè÷èíêè. Îáíàðóæåíî, ÷òî
íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ëè÷èíîê ïîÿâëÿþòñÿ ïîïå-
ðå÷íîïîëîñàòûå ìèîôèáðèëëû. Âî âðåìÿ ìåòàìîðôîçà
ïðîèñõîäèò êàðäèíàëüíàÿ ïåðåñòðîéêà ìûøå÷íîé ñèñòå-
ìû ëè÷èíêè, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé ðàçâèâàåòñÿ ïîëíîöåí-
íàÿ ãëàäêàÿ ìóñêóëàòóðà âçðîñëûõ ìîëëþñêîâ, ñïîñîáíàÿ
ê ñîñòîÿíèþ çàïèðàòåëüíîãî òîíóñà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ïåðâûå íåðâíûå êëåòêè ïîÿâëÿþòñÿ ðàíüøå ìûøå÷íûõ
êëåòîê ëè÷èíîê äâóñòâîð÷àòûõ ìîëëþñêîâ.

Â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê ìèäèè, èñïîëüçóÿ èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîå ìàðêèðîâàíèå, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÷å-
ðåç 2 ÷ íà ïåðèôåðèè êëåòîê ïîÿâëÿþòñÿ íèòè Ô-àêòèíà, à
÷åðåç 6 ÷ ýêñïðåññèðóþòñÿ îäíîâðåìåííî ìûøå÷íûå áåë-
êè òîëñòûõ íèòåé. ×åðåç 12 ÷ ìû îáíàðóæèëè ÷åðåäóþùå-
åñÿ ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ òîëñòûõ íèòåé è àêòèíà, ñîçäà-
þùåå ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð÷åííîñòü. Èìåííî â ýòî âðåìÿ
áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû ïåðâûå ñïîíòàííûå ñîêðàùåíèÿ
êëåòîê. ×åðåç 20 ñóò ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ èñ-

÷åð÷åííîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ òîëñòûõ è òîíêèõ íèòåé ñìå-
íèëàñü íà äèôôóçíîå ðàñïîëîæåíèå áåëêîâ â öèòîïëàçìå
êëåòîê, ñâîéñòâåííîå ãëàäêèì ìûøöàì âçðîñëîé ìèäèè.
Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ èíãèáèòîðàìè ðåöåïòîðîâ èíòåãðèíîâ
óñòàíîâëåíî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè ìûøå÷íûõ áåëêîâ
òîëñòûõ íèòåé. Âåðîÿòíî, ñáîðêà ìûøå÷íûõ ôèëàìåíòîâ
â êëåòêàõ ëè÷èíîê ìèäèè — ýòî èíòåãðèíçàâèñèìûé ïðî-
öåññ.

Îáíàðóæåíî, ÷òî ïåðâûå ñåðîòîíèí- è FMRFàìèä-
èììóíîðåàêòèâíûå êëåòêè ïîÿâëÿþòñÿ ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå èõ
ïîñàäêè â ÷àøêè. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ðàñïîëîæåíèå ìûøå÷íûõ è íåéðîíàëüíûõ êëåòîê õàîòè÷-
íî. Îäíàêî íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïî-
ñëå òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ìèîãåííûõ è íåé-
ðîíàëüíûõ êëåòîê, ïðîèñõîäèëà àññîöèàöèÿ êëåòîê â êî-
ëîíèè. Èíòåðåñíî, ÷òî â öåíòðå êàæäîé êîëîíèè
ðàñïîëàãàëèñü ñåðîòîíèí- è FMRFàìèä-èììóíîðåàêòèâ-
íûå êëåòêè, à ìèîöèòû ðàñïîëàãàëèñü íà ïåðèôåðèè è
îáúåäèíÿëèñü ñ äðóãèìè àãðåãàòàìè, ôîðìèðóÿ ñåòü ñî-
êðàùàþùèõñÿ êëåòîê. Ïîëíîöåííîé ìèîäèôôåðåíöèðîâ-
êè êëåòîê ìèäèè, ñîïðîâîæäàþùåéñÿ ñáîðêîé ìûøå÷íûõ
áåëêîâ â ñàðêîìåðû, íå ïðîèñõîäèëè â êëåòêàõ, êóëüòèâè-
ðîâàííûõ íà êîëëàãåíå (1 ìã/ìë). Â ýòîì ñëó÷àå ìû íà-
áëþäàëè îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè áåëêîâ òîëñòûõ íèòåé íà
íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (24 ÷) è ðåäêî ôîð-
ìèðóþùèåñÿ íåïðàâèëüíî îðèåíòèðîâàííûå ñàðêîìåðû
íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (20 ñóò). Â òàêèõ
êëåòêàõ àêòèíîâûå è ïàðàìèîçèíîâûå (èëè ìèîçèíîâûå)
ôèáðèëëû îêàçûâàëèñü çàêðó÷åííûìè âîêðóã ÿäðà êëå-
òîê, îáðàçóÿ òàê íàçûâàåìûå ìèîáîëëû. Â ìûøå÷íûõ
êëåòêàõ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ òàêèå ñòðóêòóðû îáðàçó-
þòñÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èõ íà íåàäãåçèâíûõ ñóáñòðà-
òàõ èëè â ïðèñóòñòâèè àãåíòîâ, äåïîëèìåðèçóþùèõ ìèê-
ðîòðóáî÷êè.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ïåðâè÷íûå
êóëüòóðû êëåòîê ëè÷èíîê, ïîëó÷åííûå ñ ðàííèõ ñòàäèé
ðàçâèòèÿ ìèäèè, ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ìèî-
ãåííîì è íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèÿõ. Äàííàÿ ìîäåëü ÿâ-
ëÿåòñÿ àäåêâàòíîé ñèñòåìîé äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ
ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèàöèè
ìûøö è íåéðîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 09-04-01326-à è 09-04-98529-ð_âîñòîê_à) è ÄÂÎ
ÐÀÍ (ïðîåêòû 09-II-Ñ0-06-001, 09-I-Ï22-04 è
09-III-B-06-252).

ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÉ ÁÅËÎÊ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ 70 êÄà
ÇÀÏÓÑÊÀÅÒ ÒÐÀÍÑÀÊÒÈÂÀÖÈÞ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ ÝÔÐ
Â ÊËÅÒÊÀÕ À431. © À. Ï. Åâäîíèí, Ä. À. Ïîïîâà,
Í. Ä. Ìåäâåäåâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Èçâåñòíî, ÷òî ëèãàíäíåçàâèñèìóþ àêòèâàöèþ ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ, êîòîðóþ íàçûâàþò òðàíñàêòèâàöèåé ðåöåïòîðà
ÝÔÐ, âûçûâàþò äâå ãðóïïû ôàêòîðîâ — àãîíèñòû äðóãèõ
ðåöåïòîðîâ è ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêó. Ìåõà-
íèçì òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðè äåéñòâèè àãîíè-
ñòîâ äðóãèõ ðåöåïòîðîâ, òàêèõ êàê ãîðìîíû èëè öèòîêè-
íû, ïîäðîáíî èçó÷åí. Ïðè ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ ìîëå-
êóëÿðíûé ôàêòîð, êîòîðûé äåéñòâóåò íà êëåòêó è
çàïóñêàåò ïðîöåññ ïåðåäà÷è ñèãíàëà, íåî÷åâèäåí. Ðàíåå
ìû îáíàðóæèëè, ÷òî íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ òåïëîâîãî øîêà

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 763



êëåòêè êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 ñåêðåòèðóþò âî âíåêëå-
òî÷íóþ ñðåäó áåëîê òåïëîâîãî øîêà 70 êÄà (Hsp70) è îä-
íîâðåìåííî ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî èìåííî Hsp70 âûçûâàåò àêòèâàöèþ
ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ
èññëåäîâàëè äåéñòâèå êîíäèöèîííîé ñðåäû êëåòîê, ïîä-
âåðãíóòûõ òåïëîâîìó øîêó, è äåéñòâèå âíåêëåòî÷íîãî
Hsp70 íà êëåòêè À431. Ñðåäà êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ íà-
ãðåâàíèþ, çàïóñêàëà òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà ÝÔÐ â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, â òî æå âðåìÿ ïðè óäàëåíèè èç ýòîé
ñðåäû Hsp70 òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ íå íàáëþäà-
ëîñü. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðè òåïëîâîì øîêå ðåöåïòîð ÝÔÐ
àêòèâèðóåòñÿ ïî àóòîêðèííîìó ìåõàíèçìó è âíåêëåòî÷-
íûé Hsp70 èãðàåò ðåøàþùóþ ðîëü â ýòîì ïðîöåññå. Èçâå-
ñòíî, ÷òî âíåêëåòî÷íûé Hsp70 àêòèâèðóåò ãðóïïó ðåöåï-
òîðîâ, â ÷èñëå êîòîðûõ toll-like-ðåöåïòîðû 2 è 4 (TLR2/4),
êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñÿ â êëåòêàõ À431. Îáíàðóæåíî,
÷òî âíåêëåòî÷íûé Hsp70 àêòèâèðóåò TLR2/4 â êëåòêàõ
À431, î ÷åì ñóäèëè ïî ïðèñîåäèíåíèþ àäàïòîðíîãî áåëêà
MyD88 è àêòèâàöèè NF-kB, ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò îáðàçî-
âàíèå êîìïëåêñîâ TLR2/4 ñ ðåöåïòîðîì ÝÔÐ. Äåéñòâèå
íà êëåòêè Hsp70 âûçûâàëî òàêæå àêòèâàöèþ ðåöåïòîðà
ÝÔÐ, ERK1/2, ôîñôîëèïàçû Ñ è òðàíñêðèïöèîííîãî ôàê-
òîðà STAT3. Íåéòðàëèçóþùèå àíòèòåëà ê TLR2/4 ïîäàâ-
ëÿëè òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà ÝÔÐ, âûçâàííóþ òåïëî-
âûì øîêîì è âíåêëåòî÷íûì Hsp70. Òàêèì îáðàçîì,
òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðè òåïëîâîì øîêå ÿâëÿ-
åòñÿ ðåçóëüòàòîì âûõîäà èç êëåòîê Hsp70, àêòèâàöèè
TLR2/4 è ïåðåêðåñòà ñèãíàëüíûõ ïóòåé, çàïóñêàåìûõ ðå-
öåïòîðîì ÝÔÐ è TLR2/4.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00579à).

ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈß È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÐÀÇËÈ×-
ÍÛÕ ÒÅËÎÌÅÐÈÇÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© Å. Å. Åãîðîâ. Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè
èì. Â. À. Ýíãåëüãàðäòà ÐÀÍ, Ìîñêâà, yegorov@genome.
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Ñ ïîìîùüþ ââåäåíèÿ ãåíà êàòàëèòè÷åñêîãî êîìïî-
íåíòà òåëîìåðàçû (hTERT) áûë ïîëó÷åí ðÿä êóëüòóð èì-
ìîðòàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Ýòè êóëüòóðû âêëþ÷àþò â
ñåáÿ êîæíûå ôèáðîáëàñòû, ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå
êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà è æèðîâîé òêàíè, ñòðîìàëüíûå
êëåòêè èç òðåïàíàòà ãóá÷àòîé êîñòè, êëåòêè âîëîñÿíîãî
ñîñî÷êà è íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè. Èñòî÷íèêîì
êëåòîê ñëóæèëè òêàíè âçðîñëîãî ÷åëîâåêà, çà èñêëþ÷åíè-
åì íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ôåòàëü-
íîãî ìàòåðèàëà. Âñå èñõîäíûå êëåòêè îáëàäàëè îãðàíè-
÷åííîé ñïîñîáíîñòüþ ê ïðîëèôåðàöèè, à ïîñëå òðàíñôåê-
öèè ïðèîáðåòàëè ñïîñîáíîñòü ê íåîãðàíè÷åííîìó ðîñòó.
Ýêñïåðèìåíòû ñ íåïðåðûâíûì êóëüòèâèðîâàíèåì ïðî-
äîëæàëèñü îò ïîëóãîäà äî äâóõ ëåò. Ïîñëå ïðåîäîëåíèÿ
ïðåäåëà Õåéôëèêà íå íàáëþäàëè òåíäåíöèé ê çàìåäëå-
íèþ èëè óñêîðåíèþ ðîñòà êóëüòóð. Äëÿ ðÿäà êóëüòóð
áûëè ïîêàçàíû ïîÿâëåíèå â êëåòêàõ òåëîìåðàçíîé àêòèâ-
íîñòè, óäëèíåíèå òåëîìåð, ëîêàëèçàöèÿ òåëîìåðàçíîãî
áåëêà, ñîõðàíåíèå äèïëîèäíîãî êàðèîòèïà, ñîõðàíåíèå
ñïîñîáíîñòè ïåðåõîäèòü â ñîñòîÿíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïîêîÿ è ïîäâåðæåííîñòü êëåòîê êîíòàêòíîìó òîðìîæå-
íèþ ïðîëèôåðàöèè. Èììîðòàëèçîâàííûå êëåòêè ñîõðàíÿ-
ëè ñïîñîáíîñòè ê äèôôåðåíöèðîâêàì, ïðèñóùèå èñõîä-

íûì êëåòêàì. Èììîðòàëèçîâàííûå íåéðàëüíûå êëåòêè
áûëè ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü òèïè÷íûå íåéðîñôåðû. Òà-
êèì îáðàçîì, ïî âñåì èçó÷åííûì ïðèçíàêàì òåëîìåðèçî-
âàííûå êëåòêè íå îòëè÷àëèñü îò èñõîäíûõ. Ïðè èçó÷åíèè
ýôôåêòèâíîñòè êîëîíèåîáðàçîâàíèÿ òåëîìåðèçîâàííûõ
êëåòîê âûÿñíèëîñü, ÷òî ýòî ñâîéñòâî íå âîçðàñòàåò ïîñëå
òåëîìåðèçàöèè. Áûëè ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ
êîëîíèåîáðàçîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ, ïîçâîëÿþùèå óâåëè-
÷èòü äîëþ äåëÿùèõñÿ ïðè ðàçðåæåííîì ïîñåâå êëåòîê äî
öèôð, õàðàêòåðíûõ äëÿ ìàññîâîé êóëüòóðû. Òàêèì îáðà-
çîì, ñ ïîìîùüþ òåëîìåðèçîâàííûõ êëåòîê áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ãåòåðîãåííîñòü ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà
ôèáðîáëàñòîâ, îïðåäåëÿåìàÿ ñ ïîìîùüþ êëîíèðîâàíèÿ
îòäåëüíûõ êëåòîê, âî ìíîãîì îòðàæàåò íåñîâåðøåíñòâî
òåõíîëîãèè êëîíèðîâàíèÿ, à íå ÿâëÿåòñÿ âíóòðåííèì
ñâîéñòâîì êëåòîê. Ïðè îïòèìèçàöèè óñëîâèé êëîíèðîâà-
íèÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îäíèì èç ãëàâíûõ óñëîâèé, ñïî-
ñîáñòâóþùèõ ïðîëèôåðàöèè îäèíî÷íûõ êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ
ñíèæåíèå ïàðöèàëüíîãî äàâëåíèÿ êèñëîðîäà. Â óñëîâèÿõ
ñíèæåííîãî êèñëîðîäà áûëè ïîëó÷åíû áåññìåðòíûå òåëî-
ìåðèçîâàííûå êëåòêè, êîòîðûå ïðè ïåðåíîñå â óñëîâèÿ
àòìîñôåðíîãî êèñëîðîäà áûñòðî îãðàíè÷èâàëè ñâîþ ïðî-
ëèôåðàöèþ. Áûë ïðîâåäåí ïðîòåîìíûé (MALDI-TOF)
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç òåëîìåðèçîâàííûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ. Îáíàðóæåíû èçìåíåíèÿ â ñîäåðæàíèè 74 áåë-
êîâ. Íàèáîëåå èíòåðåñíûì èçìåíåíèåì ÿâëÿåòñÿ ïîâûøå-
íèå êîíòðîëÿ çà êîíôîðìàöèÿìè áåëêîâ, ÷òî ïðîÿâèëîñü â
óâåëè÷åííîì êîëè÷åñòâå ðàçëè÷íûõ øàïåðîíîâ. Òàêæå â
òåëîìåðèçîâàííûõ êëåòêàõ èçìåíåíà ðåäîêñ-ðåãóëÿöèÿ:
ñíèæåíî ñîäåðæàíèå ñóïåðîêñèä-äèñìóòàç 1 è 2 è ïîâû-
øåíî ñîäåðæàíèå òèîðåäîêñèíà è ïåðîêñèðåäîêñèíà 6.

ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÀß ÐÅÎÐÃÀÍÈÇÀÖÈß ÃÅÒÅÐÎ-
ÕÐÎÌÀÒÈÍÀ È ÅÃÎ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÀß ÀÊÒÈÂ-
ÍÎÑÒÜ Â ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ E-14 È IOUD2 ÌÛØÈ.
© Í. È. Åíóêàøâèëè,1 È. Ñ.-Ð. Âàéñåðòðåéãåð. 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòêàõ îðãàíèçàöèÿ ãåòåðî-
õðîìàòèíà, ñòðóêòóðíîé îñíîâîé êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ñà-
òåëëèòíàÿ ÄÍÊ, ïðåòåðïåâàåò çíà÷èòåëüíûå ñòðóêòóðíûå
èçìåíåíèÿ. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ïðîñëåäèòü èçìå-
íåíèÿ â ïðîñòðàíñòâåííîì ïîëîæåíèè, âçàèìîäåéñòâèè ñ
íåêîòîðûìè áåëêàìè è òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè
öåíòðîìåðíîé (ìèíîðíûé ñàòåëëèò, ìèÑàò) è ïðèöåíòðî-
ìåðíîé (ìàæîðíûé ñàòåëëèò, ìàÑàò) ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ â
ìûøèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ Å-14 è
IOUD2, èíäóöèðîâàííûõ ðåòèíîåâîé êèñëîòîé. Ìû îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ìèÑàò è ìàÑàò ïåðåìåùàþòñÿ â õðîìîöåíò-
ðû òîëüêî íà 4-å ñóò ïîñëå èíäóêöèè. Îäíîâðåìåííî ñ
ýòèì ïðîèñõîäèëè àññîöèèðîâàíèå ñ áåëêîì HP1a è
òðàíñêðèïöèÿ ïðèöåíòðîìåðíîé (ìàÑàò), íî íå öåíòðî-
ìåðíîé (ìèÑàò) ÄÍÊ. Êîëè÷åñòâî òðàíñêðèïòà ïëàâíî
óâåëè÷èâàëîñü è äîñòèãàëî ìàêñèìóìà ê 4-ì ñóò ïîñëå
èíäóêöèè. Îáíàðóæåííàÿ ÐÍÊ áûëà ïîëèàäåíèëèðîâàíà
è òðàíñêðèáèðîâàëàñü ñ ëèäèðóþùåé öåïè. Òðàíñêðèïòû
áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ êÄÍÊ. Ìåòîäîì ôëóî-
ðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ïîêàçàíî, ÷òî çîíäû,
ïðèãîòîâëåííûå èç ýòîé êÄÍÊ, ãèáðèäèçîâàëèñü ñ öåíò-
ðîìåðàìè âñåõ õðîìîñîì, ò. å. òðàíñêðèïò íå ÿâëÿåòñÿ
õðîìîñîì-ñïåöèôè÷íûì. Òàêæå ãèáðèäèçàöèîííûé ñèã-
íàë áûë îáíàðóæåí â ìåæõðîìîñîìíîé íèòè, ñîñòîÿùåé
èç ïîçäíîòðàíñêðèáèðóåìîé ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ. Ìåòîäîì
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ÐÍÊ-ÄÍÊ FISH ïîêàçàíî, ÷òî â äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ
ñòâîëîâûõ êëåòêàõ òðàíñêðèïò ëîêàëèçîâàí èñêëþ÷èòåëü-
íî âíóòðè õðîìîöåíòðîâ. Â êóëüòóðå L929, ïîëó÷åííîé èç
ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ, òðàíñêðèïò ôîðìèðîâàë
1—2 êðóïíûõ êëàñòåðà çà ïðåäåëàìè õðîìîöåíòðîâ. Ìå-
òîäàìè õðîìàòèí-èììóíîïðåöèïèòàöèè è èììóíîîêðà-
ñêè ïîêàçàíî, ÷òî â èíäóöèðîâàííûõ êëåòêàõ íàáëþäàåò-
ñÿ âçàèìîäåéñòâèå ìàÑàò è áåëêà ÐÍÊ-õåëèêàçû ð68 (ðå-
ãóëÿòîðà òðàíñêðèïöèè è âìåñòå ñ òåì ó÷àñòíèêà
ñïëàéñèíãà), âîâëå÷åííîãî â ïðîöåññû äèôôåðåíöèðîâêè.

ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÜ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ÏËÞÐÈÏÎ-
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Êðàñíîÿðñê, Ðîññèÿ, 2 Êðàñíîÿðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìå-
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Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ìîäèôèêàöèè êîë-
ëàãåí-õèòîçàíîâîãî êîìïëåêñà äëÿ ñîçäàíèÿ àäåêâàòíûõ
óñëîâèé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â êåðàòèíîöèòû. Â ýòîé
ñâÿçè áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî èçìåíåíèå
ñîñòàâà ìàòðèöû ïóòåì äîáàâëåíèÿ íåéðîíàëüíûõ ìîðôî-
ãåíîâ ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü äèôôåðåíöèðîâêå êóëüòèâè-
ðóåìûõ íà íèõ ÝÑÊ â íåéðîíàëüíûå äåðèâàòû. Òàêæå èñ-
ïîëüçîâàíèå äàííûõ ìàòðèö äîëæíî, ïî íàøåìó ïðåäïî-
ëîæåíèþ, ñíèæàòü ðèñê îáðàçîâàíèÿ òåðàòîì, ïîñêîëüêó
èçâåñòíî, ÷òî ìèêðîîêðóæåíèå êîíòðîëèðóåò äèôôåðåí-
öèðîâêó ÝÑÊ â ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè.

Òàêèì îáðàçîì âèäèòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ñîçäàíèå ìàò-
ðèöû íå òîëüêî äëÿ òðàíñïëàíòàöèè, íî è äëÿ äèôôåðåí-
öèðîâêè è ìèãðàöèè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê. Öåëåñîîá-
ðàçíî ïîëó÷èòü òàêóþ ìàòðèöó, ïðè íàíåñåíèè íà êîòî-
ðóþ ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ìîãëè áû
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè è äàí-
íàÿ êîíñòðóêöèÿ áûëà áû ïðèãîäíà äëÿ òðàíñïëàíòà-
öèè. Íàëè÷èå òàêîãî ñî÷åòàíèÿ î÷åíü âàæíî, îñîáåííî
äëÿ ñðî÷íûõ òðàíñïëàíòàöèé, êîãäà íåîáõîäèìî áûñòðî
âîññòàíîâèòü óòðà÷åííóþ íåðâíóþ òêàíü è îáåñïå÷èòü
êà÷åñòâåííóþ ðåãåíåðàöèþ. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êóëü-
òèâèðîâàíèå íà êîëëàãåí-õèòîçàíîâûõ ìàòðèöàõ ÝÑÊ ÷å-
ëîâåêà â êîíäèöèîíèðîâàííîé ýìáðèîíàëüíûìè íåéðî-
íàëüíûìè êëåòêàìè ìûøè ñðåäå èëè ïðè âíåñåíèè â ñðå-
äó äîáàâêè N2 ìîæåò ïðèâîäèòü ê íåéðîíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêå.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ïðîòî-
êîëû ïîëó÷åíèÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ äåðèâàòîâ íåéðî-
íàëüíûõ êëåòîê èç ñòâîëîâûõ. Îäíàêî â ýòèõ ïðîòîêîëàõ
äëÿ ïåðåíîñà êëåòîê ñ êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíîâ èñïîëü-
çóþò ðàñòâîðû ýíçèìîâ (òðèïñèíà, êîëëàãåíàçû, äåñïàçû
è ò. ï.), ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ àïîïòîçà, êëå-
òî÷íîé ãèáåëè, ïîâðåæäåíèþ ïîâåðõíîñòíûõ êëåòî÷-
íûõ ðåöåïòîðîâ. Âîçðàñòàåò âåðîÿòíîñòü êîíòàìèíàöèè,
óñëîæíÿåòñÿ ïðîöåäóðà òðàíñïëàíòàöèè. Â ýòîé ñâÿçè, èñ-
ïîëüçîâàíèå ìàòðèö äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ è íàïðàâ-
ëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ýëèìèíèðóåò âûøåîïèñàííûå
ïðîáëåìû. Õîòÿ â ýòîì ñëó÷àå íåîáõîäèìîñòü â äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íûõ ôàêòîðàõ âñå æå îñòàåòñÿ. Âìåñòå ñ ýòèì
èñïîëüçîâàíèå ðåêîìáèíàíòíûõ ôàêòîðîâ ðîñòà è ìîðôî-
ãåíîâ ïðè äîáàâëåíèè â ìàòðèöó çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàåò åå ñòîèìîñòü, íî òàêæå óâåëè÷èâàåò âåðîÿòíîñòü èì-

ìóííîãî îòâåòà íà ÷óæåðîäíûé áåëîê. Èçâåñòíî, ÷òî
êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ñåêðåòèðóþò â ñðåäó ðàçëè÷íûå
ôàêòîðû, ïîääåðæèâàþùèå ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
èëè ñîñòîÿíèå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Èñïîëüçîâàíèå
êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè ñðåäû â êà÷åñòâå äîáàâêè
ê ìàòðèöå ìîæåò ïîìî÷ü èçáåæàòü âûøåóêàçàííûõ ïðîá-
ëåì è äàòü ïðåäïîñûëêè äëÿ ñîçäàíèÿ ïîäëîæåê äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ, â òîì ÷èñëå è ñòâîëî-
âûõ. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè íà ìàòðèöå ÝÑÊ äîáàâëÿëè êîíäèöèîíèðîâàííóþ
ýìáðèîíàëüíûìè íåéðîíàëüíûìè êëåòêàìè ñðåäó, êîòî-
ðóþ ìåíÿëè êàæäûå 3-è ñóò. Áûëî ïîëó÷åíî, ÷òî äîáàâëå-
íèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó êîìïîíåíòà N2 èëè êîíäèöèî-
íèðîâàííîé ñðåäû ïðèâîäèëî ê íåéðîíàëüíîé äèôôåðåí-
öèðîâêå ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Îöåíèâàëè âîçìîæíîñòü òàêèõ
êëåòîê äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè.

Èññëåäîâàíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê ïîêàçàëî, ÷òî ÝÑÊ
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â âûøåîïèñàííûõ óñëîâèÿõ ñïî-
ñîáíû ïðèîáðåòàòü íåéðîíàëüíûé ôåíîòèï. Äàëüíåéøèå
èññëåäîâàíèÿ, äîêàçûâàþùèå ñïîñîáíîñòü ÝÑÊ äèôôå-
ðåíöèðîâàòüñÿ â äàííûõ óñëîâèÿõ â íåéðîíàëüíûå äåðè-
âàòû, áûëè ïðîâåäåíû ñ ïîìîøüþ èììóíîöèòîõèìèè.
Ïåðâîíà÷àëüíî áûëà èññëåäîâàíà äèíàìèêà ýêñïðåññèè
îäíîãî èç íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ — íåéðîôèëàìåíòà.
Áûëî ïîëó÷åíî, ÷òî íà 1-å ñóò â îáîèõ ñëó÷àÿõ îòñóòñòâó-
þò ñèãíàëû ôëóîðåñöåíöèè ïî äàííîìó ìàðêåðó. Íà
5-å ñóò íàáëþäàëîñü ïîÿâëåíèå ýêñïðåññèè íåéðîôèëà-
ìåíòà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÝÑÊ â êîíäèöèîíèðîâàííîé
ýìáðèîíàëüíûìè íåéðîíàëüíûìè êëåòêàìè ñðåäå, à íà
7-å ñóò — è â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå ñ äîáàâ-
ëåíèåì êîìïîíåíòà N2.

Òàêèì îáðàçîì, áûëî ïîëó÷åíî, ÷òî êàê è ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè íà ìàòðèöàõ â êîíäèöèîíèðîâàííîé ýìáðèî-
íàëüíûìè íåéðîíàëüíûìè êëåòêàìè ñðåäå, òàê è â ñðåäå ñ
äîáàâëåíèåì êîìïîíåíòà N2 ÝÑÊ íà 14-å ñóò ýêñïðåññè-
ðóþò ìàðêåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ íåéðîíàëüíûõ êëåòîê è
ïðèîáðåòàþò èõ ìîðôîëîãèþ.
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Äèôôåðåíöèðîâêà ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñëîæíûé ïðîöåññ, ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû êîòîðî-
ãî äî ñèõ ïîð äî êîíöà íåÿñíû. Ñóùåñòâåííóþ ðîëü â
ýòîì ïðîöåññå èãðàåò ìèêðîîêðóæåíèå êëåòîê. Èññëåäî-
âàíèå âëèÿíèÿ âêÄÍÊ íà äèôôåðåíöèðîâêó ñòâîëîâûõ
êëåòîê ïðåäñòàâëÿåò íàó÷íûé è ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ.
Ñîñòàâ âêÄÍÊ çíà÷èòåëüíî èçìåíåí ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîñ-
òàâîì ÄÍÊ, ôóíêöèîíèðóþùåé â êëåòêå. Â âêÄÍÊ çäîðî-
âûõ ëþäåé, îñîáåííî ïðè ïàòîëîãèè, óâåëè÷èâàåòñÿ ñî-
äåðæàíèå CpG-áîãàòûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîìà
(CpG—DNA) è ñíèæàåòñÿ ñîäåðæàíèå ÀÒ-áîãàòûõ. Ìàð-
êåðîì íàêîïëåíèÿ CpG—DNA ðàíåå ïðåäëîæåíî èñïîëü-
çîâàòü òðàíñêðèáèðóåìóþ îáëàñòü ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà
(ÒÎðÄÍÊ). Óâåëè÷åíèå â êðîâè êîíöåíòðàöèè öèðêóëè-
ðóþùèõ ôðàãìåíòîâ CpG—DNA ïðèâîäèò ê âçàèìîäåé-
ñòâèþ ñ ðåöåïòîðàìè, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñÿ íà ïîâåð-
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õíîñòè ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê îðãàíèçìà, íàïðèìåð ñ áåëêà-
ìè èçâåñòíîãî ñåìåéñòâà toll-like ðåöåïòîðîâ (TLR9).

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûë àíàëèç âëèÿíèÿ
âêÄÍÊ ÷åëîâåêà, ìîäåëüíûõ CpG—DNA (ôðàãìåíò
ÒÎðÄÍÊ) è ÀÒ—ÄÍÊ (ôðàãìåíò ñàòåëëèòà III, ÑàòIII) è
êëàññè÷åñêîãî ëèãàíäà äëÿ TLR9 (ÄÍÊ Å. coli) íà ôèçèî-
ëîãèþ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè
(ÌÑÊ). Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå âêÄÍÊ,
ÒÎðÄÍÊ è ÄÍÊ Å. coli (1—100 íã/ìë) â ñðåäó êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÌÑÊ ñòèìóëèðóåò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ÐÍÊ â
2—6 ðàç. Êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ TLR9 âîçðàñòàåò â 2.5—5 ðàç,
íàèáîëåå ñèëüíûé ñòèìóëÿòîð ýêñïðåññèè — ôðàãìåíò
ÒÎðÄÍÊ. Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè íàáëþäàëè
àêòèâíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ â àäèïîöèòû â ïðèñóò-
ñòâèè ÄÍÊ Å. coli èëè ñòàíäàðòíîãî èíäóêòîðà (StemCell
Technologies, Êàíàäà). ÂêÄÍÊ è ÒÎðÄÍÊ ñíèæàëè ñêî-
ðîñòü äèôôåðåíöèðîâêè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì è
ôðàãìåíòàìè ÑàòIII. Íåñìîòðÿ íà ïðîäóêöèþ æèðà, äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå â ïðèñóòñòâèè âêÄÍÊ êëåòêè ïî ìîð-
ôîëîãèè êàðäèíàëüíî îòëè÷àëèñü îò àäèïîöèòîâ. ×åðåç
3 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ ïëîòíîñòü êëåòîê â ïðèñóòñòâèè
âêÄÍÊ è ÒÎðÄÍÊ áûëà íà 30—50 % âûøå, ÷åì â êîíòðî-
ëå. Ïðîâåäåííûå íàìè èññëåäîâàíèÿ in vitro ïîêàçàëè, ÷òî
ôðàãìåíòû ÄÍÊ ÷åëîâåêà ñ ðàçëè÷íîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ âëèÿþò íà ôèçèîëîãèþ êóëüòèâèðóåìûõ ÌÑÊ ÷å-
ëîâåêà è íà ñêîðîñòü èõ äèôôåðåíöèðîâêè. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðè ââåäåíèè ÌÑÊ â îðãàíèçì ñ öåëüþ òåðàïèè öåëå-
ñîîáðàçíî ïðîâåñòè àíàëèç ñâîéñòâ âêÄÍÊ ïëàçìû êðîâè
áîëüíîãî è îïðåäåëèòü in vitro åå âîçìîæíîå äåéñòâèå íà
ââîäèìûå êëåòêè.
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Ïîëèìåðíûå áèîìàòåðèàëû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â
ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå íå òîëüêî â êà÷åñòâå èìïëàíòàí-
òîâ, íî è êàê ñðåäñòâî íàïðàâëåííîé òðàíñïîðòèðîâêè ëå-
êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ê ìåñòó ïîâðåæäåíèÿ. Ìàòåðèà-
ëû, ñïîñîáñòâóþùèå ðåãåíåðàöèè òêàíåé, âêëþ÷àÿ êîæó,
êðîâåíîñíûå ñîñóäû è ò. ï., äîëæíû îáëàäàòü, ñ îäíîé
ñòîðîíû, ìåõàíè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòüþ, ÷òîáû ïîääåðæè-
âàòü ñòðóêòóðó òêàíè, ñ äðóãîé — îáåñïå÷èâàòü ïðî÷íîå
ìåõàíè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå êëåòîê íà íà÷àëüíîì ýòàïå èõ
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ èñêóññòâåííîé ïîâåðõíîñòüþ. Îäíèì
èç ñóùåñòâåííûõ àñïåêòîâ òêàíåâîãî ìîäåëèðîâàíèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ îáåñïå÷åíèå êîíòðîëèðóåìîãî ïðîöåññà êëåòî÷íîé
àäãåçèè. Î÷åâèäíî, ÷òî ñòåïåíü êëåòî÷íîãî ïðèêðåïëåíèÿ
çàâèñèò êàê îò òèïà êëåòîê, òàê è îò ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ïîâåðõíîñòè ïðèêðåïëåíèÿ. Îñíîâíàÿ çàäà÷à ïðè
ñîçäàíèè ñèíòåòè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ ñâîäèòñÿ, òàêèì îá-
ðàçîì, ê óñèëåíèþ êëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé ñ èñêóññò-
âåííûìè íîñèòåëÿìè, êîòîðûå ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ íå
òîëüêî â âèäå ïîäëîæêè, íî è â êàïñóëèðîâàííîé ôîðìå
ïðè íàïðàâëåííîé äîñòàâêå îïðåäåëåííûõ êëåòîê ê ìåñòó
ïîâðåæäåíèÿ òêàíåé. Íå ìåíåå âàæíûì íàïðàâëåíèåì ÿâ-
ëÿåòñÿ èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ýêçîãåííûõ ðàñòâîðèìûõ ôàêòî-
ðîâ, âêëþ÷àÿ è ïîëèìåðíûå ãèäðîôèëüíûå ñîåäèíåíèÿ,
íà àäãåçèîííûå ñâîéñòâà êëåòîê, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû â ïåðñïåêòèâå â êà÷åñòâå áèîìàòåðèàëà äëÿ
óñêîðåíèÿ ðåãåíåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ.

Öåëü ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ
ñèíòåòè÷åñêîãî ïîëèêàòèîíà ïîëèàëëèëàìèíà íà àäãåçèþ
ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà ëèíèè CHL V-79 RJK ñ
ðàçíîé ñòåïåíüþ óñòîé÷èâîñòè ê òåìïåðàòóðå (40 °Ñ), à
òàêæå ñòåïåíü ïðèêðåïëåíèÿ óêàçàííûõ êëåòîê ê ïîëèêà-
òèîíó, èììîáèëèçîâàííîìó íà ïëàñòèêå. Êëåòêè (106/ìë)
èíêóáèðîâàëè â 96-ëóíî÷íûõ ïëàòàõ, îáðàáîòàííûõ èëè
íå îáðàáîòàííûõ ïîëèìåðîì. Âî âòîðîì ñëó÷àå êëåòêè
ïðåèíêóáèðîâàëè ñ ïîëèìåðîì â êîíöåíòðàöèè îò 0.01 äî
100 ìêã/ìë èëè áåç íåãî 30 ìèí ïðè 37 °Ñ, ïîñëå ÷åãî ïå-
ðåíîñèëè ñóñïåíçèþ â ïëàíøåò è âûäåðæèâàëè 1 ÷ â òåõ
æå óñëîâèÿõ. Ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè îêðàøèâàëè êðèñ-
òàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì. Èììîáèëèçàöèþ ïîëèìåðà
ïðîâîäèëè â êîíöåíòðàöèÿõ 10, 20 è 50 ìêã/ìë â òå÷åíèå
18 ÷ ïðè 4 °Ñ, ïîñëå ÷åãî â ëóíêè ïëàíøåòà âíîñèëè êëå-
òî÷íóþ ñóñïåíçèþ è ïðîâîäèëè ïîñòàíîâêó ðåàêöèè, êàê
îïèñàíî âûøå. Öèòîòîêñè÷íîñòü äåéñòâèÿ ïîëèìåðà îöå-
íèâàëè ïî âûæèâàåìîñòè êëåòîê, êîòîðóþ îïðåäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà.

Ïîêàçàíî, ÷òî ñòåïåíü ïðèêðåïëåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ê
èììîáèëèçîâàííîìó íà ïëàñòèêå ïîëèìåðó çàâèñåëà îò
êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà. Ïðè íàèìåíüøåé èç èñïîëü-
çîâàííûõ êîíöåíòðàöèé ïîëèìåð óñèëèâàë ïðèêðåïëå-
íèå êëåòîê êàê òåðìîðåçèñòåíòíîé, òàê è ÷óâñòâèòåëüíîé
ê òåìïåðàòóðå êëåòî÷íûõ ëèíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ àäãåçèåé
ýòèõ êëåòîê ê ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè, íå îáðàáîòàí-
íîé ïîëèìåðîì. Óâåëè÷åíèå äîçû ïîëèìåðà, èñïîëü-
çîâàííîé äëÿ åãî èììîáèëèçàöèè, ïðèâîäèëî ê äîçîçà-
âèñèìîìó èíãèáèðîâàíèþ àäãåçèè îáåèõ èññëåäîâàííûõ
ëèíèé. Óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî ïîñëå ïðåäâàðèòåëü-
íîé îáðàáîòêè ôèáðîáëàñòîâ îáåèõ ëèíèé ïîëèìåðîì
â äîçå 100 ìêã/ìë êîëè÷åñòâî ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê
ê ïëàñòèêó ñóùåñòâåííî ñîêðàùàëîñü. Â îòëè÷èå îò òåð-
ìîðåçèñòåíòíîé ëèíèè êëåòîê, ñïîñîáíîñòü ê ïðèêðåï-
ëåíèþ êîòîðûõ ïîñëå îáðàáîòêè ïîëèìåðîì ïðè ìåíü-
øèõ äîçàõ ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëüíûõ
êëåòîê, àäãåçèâíûå ñâîéñòâà êëåòîê ÷óâñòâèòåëüíîé ê
òåìïåðàòóðå ëèíèè ÷àñòè÷íî èíãèáèðîâàëèñü ïîä äåéñò-
âèåì ïîëèêàòèîíà, äàæå ïðè íàèìåíüøåé èç èññëåäî-
âàííûõ êîíöåíòðàöèé ïðåïàðàòà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîäàâ-
ëåíèå êëåòî÷íîé àäãåçèè ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê îáåèõ
ëèíèé ïîëèìåðîì â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ ñíèæåíèåì ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê, âìåñòå
ñ òåì ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â îáî-
èõ êëåòî÷íûõ âàðèàíòàõ ñóùåñòâåííî íå ìåíÿëàñü. Â ìå-
íüøèõ äîçàõ ïîëèìåð ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàë öèòîòîê-
ñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà ôèáðîáëàñòû èçó÷åííûõ ëèíèé.
Òàêèì îáðàçîì, ýôôåêò ñíèæåíèÿ àäãåçèè ôèáðîáëàñòîâ
÷óâñòâèòåëüíîé ê òåìïåðàòóðå ëèíèè ïðè âîçäåéñòâèè íà
íèõ ïîëèìåðîì (â êîíöåíòðàöèè îò 0.01 äî 10 ìêã/ìë) íå
ñâÿçàí ñ ïîäàâëåíèåì æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, à ñêîðåå
âñåãî îáóñëîâëåí ìåìáðàíîòðîïíîé àêòèâíîñòüþ ïðå-
ïàðàòà.

Âûÿâëåííàÿ ñïîñîáíîñòü ïîëèìåðà àêòèâèðîâàòü èëè
èíãèáèðîâàòü êëåòî÷íóþ àäãåçèþ â çàâèñèìîñòè îò ñïî-
ñîáà âîçäåéñòâèÿ (â ðàñòâîðå èëè íà òâåðäîé ïîâåðõíî-
ñòè) è ïðèìåíÿåìîé äîçû ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü èññëå-
äîâàííûé ïîëèêàòèîí íå òîëüêî â êà÷åñòâå âîçìîæíîãî
áèîàäãåçèâíîãî ìàòåðèàëà, íî è êàê ïåðñïåêòèâíûé ïðå-
ïàðàò ñ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ.

ÏÐÎÌÎÒÎÐ ÁÅËÊÀ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ ÄÐÎÇÎÔÈ-
ËÛ ÊÀÊ ÐÅÃÓËßÒÎÐ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÒÐÀÍÑÔÈÖÈ-
ÐÎÂÀÍÍÛÕ ÃÅÍÎÂ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌËÅÊÎ-
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Íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ (ïàðêèíñîíèçì,
áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, ìàêóëîäèñòðîôèÿ ñåò÷àòêè è äð.), à
òàêæå èøåìè÷åñêèé èíñóëüò èìåþò îãðîìíîå ñîöèàëüíîå
çíà÷åíèå, òàê êàê âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ ýòî îäíà èç îñíîâíûõ
ïðè÷èí èíâàëèäíîñòè è ñìåðòíîñòè ëþäåé òðóäîñïîñîá-
íîãî è ïîæèëîãî âîçðàñòà. Òðàäèöèîííàÿ ìåäèêàìåíòîç-
íàÿ òåðàïèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé äàåò íåñî-
ìíåííîå óëó÷øåíèå êà÷åñòâà æèçíè, îäíàêî â áîëüøèíñò-
âå ñëó÷àåâ ïðîâîäèìîå ëå÷åíèå íå âëèÿåò íà òå÷åíèå
áîëåçíè è íå ïðåäîòâðàùàåò äàëüíåéøóþ ãèáåëü íåéðî-
íîâ. Öåëûé ðÿä ïðîáëåì, âîçíèêàþùèõ ïðè íåéðîäåãåíå-
ðàòèâíûõ çàáîëåâàíèÿõ, ìîæåò áûòü ðåøåí ïóòåì òðàíñ-
ïëàíòàöèé çäîðîâûõ êëåòîê â îáëàñòü ïîðàæåíèÿ. Ðàíåå
ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñïëàíòàöèÿ ñîáñòâåííûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÑÊ) â îáëàñòü ïîðàæåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âîç-
ìîæíûõ ëå÷åáíûõ âîçäåéñòâèé ïðè íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ
çàáîëåâàíèÿõ. Âàæíûì àñïåêòîì ÿâëÿåòñÿ ïðîáëåìà ïðè-
æèâëÿåìîñòè è íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÑÊ ïî-
ñëå èõ òðàíñïëàíòàöèè â ìîçã, à òàêæå îáåñïå÷åíèå óïðàâ-
ëåíèÿ ïðîëèôåðàöèåé è äèôôåðåíöèðîâêîé ÑÊ â êóëüòó-
ðå. Îäèí èç âîçìîæíûõ ïóòåé óñèëåíèÿ ïðèæèâëÿåìîñòè
è äèôôåðåíöèðîâêè ïåðåñàæåííûõ êëåòîê ñîñòîèò â âîç-
äåéñòâèè íà òêàíè íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, òàêèõ êàê
GDNF. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò èñïîëüçîâàíèå ÑÊ
êàê íîñèòåëåé GDNF äëÿ óïðàâëåíèÿ íåéðàëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêîé íå òîëüêî òðàíñïëàíòèðóåìûõ êëåòîê, íî è
êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â òêàíÿõ ïàöèåíòà. Êîíñòðóê-
öèÿ, ïîëó÷åííàÿ íà áàçå âåêòîðà EGFP-N 1 è ñîäåðæàùàÿ
ãåíû áåëêîâ GDNF è GFP, áûëà ââåäåíà â ýìáðèîíàëüíûå
êëåòêè ëèíèè ÍÅK 293. Ñ ïîìîùüþ Western- è Íî-
çåðí-áëîò-ãèáðèäèçàöèè, à òàêæå èììóíîãèñòîõèìè÷å-
ñêîé òåõíèêè áûëî ïîêàçàíî àêòèâíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå
îáîèõ ãåíîâ. Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ â ÍÅK-êëåòêè ââîäè-
ëè òîëüêî ãåí çåëåíîãî áåëêà. Îáà òèïà êëåòîê òðàíñ-
ïëàíòèðîâàëè â ãîëîâíîé ìîçã ìûøàì. Â ñëó÷àå òðàíñ-
ïëàíòàöèè «êîíòðîëüíûõ» êëåòîê íàáëþäàëîñü ôîð-
ìèðîâàíèå îáøèðíîãî ðóáöà âîêðóã òðàíñïëàíòàòà,
âûÿâëÿåìîãî èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèìè ðåàêöèÿìè êàê
íà ôèáðîíåêòèí, òàê è íà êèñëûé ãëèàëüíûé ôèáðèëëÿð-
íûé áåëîê. Îäíàêî òðàíñïëàíòàöèåé «îïûòíîãî» ìàòåðè-
àëà îáðàçîâàíèå ðóáöîâîé òêàíè ïðàêòè÷åñêè áëîêèðîâà-
ëîñü. Íå ñëåäóåò çàáûâàòü î êîíòðîëå çà àêòèâíîñòüþ
òðàíñãåíà. Íåîáõîäèìî óìåòü ðåãóëèðîâàòü «âêëþ÷åíèå»
è «âûêëþ÷åíèå» íîâîââåäåííîãî ãåíà ñ öåëüþ ñíèæåíèÿ
îïàñíîñòè äëÿ ïàöèåíòà. Ìû ïðåäëàãàåì äëÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ ïðîìîòîð ãåíà áåëêà òåïëîâîãî øîêà hsp70, êîòîðûé
ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû äî 39 °Ñ àêòèâèðóåò ãåí, à
çàòåì âûêëþ÷àåò åãî äî ñëåäóþùåãî õèò-øîêîâîãî òåìïå-
ðàòóðíîãî âîçäåéñòâèÿ. Ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ïî ïðî-
âåðêå âîçìîæíîãî óïðàâëåíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèåì ÷óæå-
ðîäíûõ ãåíîâ, ââåäåííûõ â CÊ ìëåêîïèòàþùèõ, ñ ïîìî-
ùüþ ïðîìîòîðà òåïëîâîãî øîêà äðîçîôèëû. Íà ïðèìåðå
àêòèâàöèè ãåíà ñèíåãî áåëêà ïîêàçàíà òàêàÿ âîçìîæíîñòü.
Áûëà ñîçäàíà ìîäåëüíàÿ ñèñòåìà äëÿ èçó÷åíèÿ ÑÊ, òðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ ãåíàìè ÷åëîâåêà, è öâåòíûõ (ñèíåãî è
êðàñíîãî) áåëêîâ ïîä êîíòðîëåì õèò-øîêîâîãî ïðîìîòîðà
äðîçîôèëû. Íà ýòîé ìîäåëüíîé ñèñòåìå èçó÷àëè âîçìîæ-
íîñòü ýôôåêòèâíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ãåíîìà ÑÊ ÷åëîâåêà
è ìëåêîïèòàþùèõ ñ êîíòðîëèðóþùèìè ýëåìåíòàìè äðî-
çîôèëû.

ÂÊËÀÄ ÒÅÒÐÀÏËÎÈÄÍÛÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎ-
ËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ (ËÈÍÈß D3Ò) Â ÎÐÃÀÍÛ È ÒÊÀÍÈ
ÕÈÌÅÐÍÛÕ ÌÛØÅÉ. © Å. À. Êèçèëîâà, Í. Ì. Ìàòâååâà,
À. Í. Ãîëóáèöà, À. È. Æåëåçîâà, Í. Ñ. Íàçàðêî, Å. À. Áà-
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Îäíî èç âàæíåéøèõ ñâîéñòâ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (ÝÑÊ) — èõ ñïîñîáíîñòü ê ñàìîîáíîâëåíèþ
ïîïóëÿöèè in vitro ïðè ñîõðàíåíèè ñòàáèëüíîãî äèïëîèä-
íîãî êàðèîòèïà è âûñîêîãî ïëþðèïîòåíòíîãî ñòàòóñà.
Îäíàêî äî ñèõ ïîð ìàëîïîíÿòíî, íàñêîëüêî âàæíîé ÿâëÿ-
åòñÿ èìåííî ïëîèäíîñòü ÝÑÊ äëÿ ñîõðàíåíèÿ èõ ïëþðè-
ïîòåíòíîñòè in vivo. Òàê, íåäàâíî áûëà ïîêàçàíà ïðèí-
öèïèàëüíàÿ âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ õèìåðíûõ ìûøåé ñ
èñïîëüçîâàíèåì îêîëîòåòðàïëîèäíûõ ãèáðèäíûõ ÝÑÊ,
ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ äèïëîèäíûõ ÝÑÊ è
äèïëîèäíûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
áûë àíàëèç ïëþðèïîòåíòíîñòè in vivo ãèáðèäíîé ëèíèè
ÝÑÊ ìûøè (D3T), ïîëó÷åííîé ñëèÿíèåì äâóõ äèïëîèä-
íûõ ëèíèé ÝÑÊ (tg2a è GFP-ìàðêèðîâàííàÿ ëèíèÿ
E14Tg2aSc4TP6.3). Ëèíèÿ D3T èìååò óñòîé÷èâûé òåòðàï-
ëîèäíûé êàðèîòèï è äåìîíñòðèðóåò in vitro ýêñïðåññèþ
ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè. Äàííàÿ ìîäåëü ïîçâîëÿåò
ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü ýôôåêò, îáóñëîâëåííûé ðàçíûìè
ãåíîòèïàìè ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ (ïîñêîëüêó îáå èñõîä-
íûå ëèíèè ÝÑÊ ïîëó÷åíû èç ýìáðèîíîâ èíáðåäíûõ ìû-
øåé ëèíèè 129/Ola), à òàêæå âîçìîæíîå ýïèãåíåòè÷åñêîå
âëèÿíèå ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ, êîòîðûå íàõîäÿòñÿ íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ öèòîäèôôåðåíöèðîâêè (ïîñêîëüêó îáå
ëèíèè — ýòî ÝÑÊ). Òàêèì îáðàçîì, ñîçäàþòñÿ íåïëîõèå
óñëîâèÿ äëÿ ïðÿìîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêè âîç-
ìîæíîãî âëèÿíèÿ äâóêðàòíîãî óâåëè÷åíèÿ ïëîèäíîñòè
ÝÑÊ íà ïëþðèïîòåíòíîñòü in vivo. Â íàøåé ðàáîòå â òðåõ
îäíîâðåìåííûõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè äâà íåçàâè-
ñèìûõ îòâîäêà ëèíèè D3T (D3T-14 è D3T-7). Õèìåð ïî-
ëó÷àëè èíúåêöèåé ÝÑÊ â áëàñòîöèñòó ìûøåé ëèíèè
C57Black/6J. Áûëî òðàíñïëàíòèðîâàíî 245 áëàñòîöèñò ñ
êëåòêàìè D3T-14 è 414 áëàñòîöèñò ñ êëåòêàìè D3T-14.
Õèìåð îïðåäåëÿëè íà 28—30 dpn (ïî êîíòðàñòíûì ïÿò-
íàì øåðñòè), à òàêæå in utero íà ñðîêàõ 12 dpc è 17—19
dpc (ïî ñïåöèôè÷åñêîìó GFP-ñâå÷åíèþ â òêàíÿõ ýìáðèî-
íîâ/ïëîäîâ). Ê 12 dpñ âûõîä õèìåð ñîñòàâèë 19 % (4 ýìá-
ðèîíà) äëÿ D3T-14 è 44 % (16 ýìáðèîíîâ) äëÿ D3T-7. Íà
17—19 dpc âûõîä õèìåð ñîñòàâèë 43 % (9 ïëîäîâ) è 33 %
(9 ïëîäîâ) ñîîòâåòñòâåííî. Â ýêñïåðèìåíòå, êîòîðûé çà-
âåðøèëñÿ íîðìàëüíûìè ðîäàìè è âñêàðìëèâàíèåì, âûõîä
õèìåð ñîñòàâèë 44 % (11 îñîáåé) è 24 % (7 îñîáåé) ñîîò-
âåòñòâåííî. Ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ïî âûõîäó õèìåð
ìåæäó îòâîäêàìè íå íàáëþäàëîñü. Âêëàä ïîòîìêîâ òåò-
ðàïëîèäíûõ ÝÑÊ, âèçóàëüíî îöåíåííûé ïî ðàçìåðàì êîí-
òðàñòíûõ ïÿòåí øåðñòè, âàðüèðîâàë îò 5 äî 80 %. Îáùåå
ðàçâèòèå, âåñ è ôåðòèëüíîñòü ó õèìåð èç ãðóïïû D3T-14 â
öåëîì áûëè ñîïîñòàâèìû ñ òàêîâûìè ó ìûøåé èñõîäíûõ
ëèíèé. Íåñêîëüêî õèìåð, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì
êëåòîê D3T-7, çíà÷èòåëüíî îòñòàâàëè â ðîñòå, èìåëè äèñ-
ïðîïîðöèè ñêåëåòà îáîèõ ïîÿñîâ êîíå÷íîñòåé è âûðàæåí-
íóþ ïîëèäàêòèëèþ. Ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç îáðàçöîâ
23 îðãàíîâ õèìåðíûõ æèâîòíûõ ïîêàçàë, ÷òî ïîòîìêè
D3T äàþò âêëàä ïðåèìóùåñòâåííî â ïðîèçâîäíûå ìåçî-
äåðìû è ýêòîäåðìû. Çàñåëåíèå ñïåðìàòîãåííîãî ýïèòåëèÿ
â íîðìàëüíî ñôîðìèðîâàííûõ ñåìåííèêàõ õèìåðû èç
ãðóïïû D3T-7 ìîæíî òàêæå èíòåðïðåòèðîâàòü êàê ôàêò
ñîõðàíåíèÿ in vivo âûñîêîãî ïëþðèïîòåíòíîãî ñòàòóñà
êëåòîê òåòðàïëîèäíûõ ÝÑÊ. Ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïî-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 767



êàçàë ïðèñóòñòâèå ïîòîìêîâ ëèíèè D3T êàê â ñòðîìå, òàê
è â ãåíåðàòèâíîé ÷àñòè ýìáðèîíàëüíûõ ãîíàä ó 18 õèìåð-
íûõ ïëîäîâ îáîåãî ïîëà. Îäíàêî ïðè âèçóàëèçàöèè áåë-
êîâ ñèíàïòîíåìíîãî êîìïëåêñà íà ðàñïëàñòàííûõ ïðåïà-
ðàòàõ îîöèòîâ íàáëþäàëè íîðìàëüíî ðàçâèâàþùèåñÿ ÿäðà
òîëüêî äèïëîèäíûõ îîöèòîâ íà ñòàäèè ïàõèòåíû. Àíàëèç
ñèíàïòîíåìàëüíûõ êîìïëåêñîâ â ãàìåòîãåíåçå õè-
ìåð-ñàìöîâ ïðåäïîëàãàåòñÿ âûïîëíèòü ïîñëå äîñòèæåíèÿ
èìè âîçðàñòà ðåïðîäóêòèâíîé çðåëîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäïðèíÿòûå íàìè ýêñïåðèìåíòû ñ
èñïîëüçîâàíèåì ãèáðèäíîé òåòðàïëîèäíîé ëèíèè ÝÑÊ
D3T ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ïëîèäíîñòè
(äî 4n) íå âëèÿåò íà ïëþðèïîòåíòíîñòü ýòîé ëèíèè in vi-
vo. Â åñòåñòâåííîì ãóìîðàëüíîì è òêàíåâîì îêðóæåíèè,
êîòîðîå ïðåäîñòàâëÿåò ñîáîé ðàçâèâàþùèéñÿ íîðìàëü-
íûé äèïëîèäíûé îðãàíèçì, ìîæíî íàáëþäàòü âåñüìà ñó-
ùåñòâåííûé âêëàä ïîòîìêîâ ýòîé òåòðàïëîèäíîé ÝÑÊ â
ðàçíûå îðãàíû è òêàíè, âêëþ÷àÿ è ãåíåðàòèâíûå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-01369à) è êîìïàíèè Carl Zeiss.

ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈß, ÑÎÏÐÎÂÎÆÄÀ-
ÞÙÈÅ ÈÍÄÓÊÖÈÞ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÃÎ ÑÎÑÒÎ-
ßÍÈß Â ÊËÅÒÊÀÕ ÝÍÄÎÒÅËÈß ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© Ñ. Ë. Êèñåëåâ, Ì. À. Ëàãàðüêîâà, Ì. Â. Øóòîâà, À. Í. Áî-
ãîìàçîâà, Å. Âàñèíà, È. Â. ×åñòêîâ. Èíñòèòóò îáùåé ãå-
íåòèêè èì. Í.È. Âàâèëîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà. Sl_kise-
lev@yahoo.com, kiselev@vigg.ru.

Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü
âî âñåõ ïðîöåññàõ êàê â ñîìàòè÷åñêèõ, òàê è â ïëþðèïî-
òåíòíûõ êëåòêàõ. Ïîñëåäíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
ðàííåãî ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ ìëåêîïèòàþùèõ âûøå,
÷åì òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê. Ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè, â êîòîðûõ îêàçûâàëñÿ ïî-
âûøåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòî-
ðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê, ëåãêî ïå-
ðåõîäèëè â ñîñòîÿíèå, ïî ñâîèì ìîðôîëîãè÷åñêèì è ôóí-
êöèîíàëüíûì ñâîéñòâàì íàïîìèíàâøåå ýìáðèîíàëüíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè. Ê ñåãîäíÿøíåìó äíþ êëåòêè ñ èíäóöè-
ðîâàííîé ïëþðèïîòåíòíîñòüþ (iPS) ïîëó÷åíû èç ôèáðîá-
ëàñòîâ, êåðàòèíîöèòîâ, ãåìîïîýòè÷åñêèõ, íåéðîíàëüíûõ è
äðóãèõ òèïîâ êëåòîê.

Íàìè âïåðâûå áûëè ïîëó÷åíû è îõàðàêòåðèçîâàíû
ëèíèè iPS êëåòîê èç ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷íîé
âåíû ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åííûå ëèíèè áûëè îõàðàêòåðèçîâà-
íû íà ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ,
öåëîñòíîñòü ãåíîìà è ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â
êëåòêè òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Áûëî ïðîâåäåíî èçó-
÷åíèå ñòàòóñà ìåòèëèðîâàíèÿ ïðîìîòîðíûõ ðàéîíîâ
14 000 ãåíîâ ìåòîäîì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñêðè-
íèíãà. Îêàçàëîñü, ÷òî èíäóêöèÿ ïëþðèïîòåíòíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà ïðèâîäèò ê ðàäè-
êàëüíîìó èçìåíåíèþ ñòàòóñà ìåòèëèðîâàíèÿ. Îäíîâðå-
ìåííî ñ èçìåíåíèåì ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïðîèñõîäÿò
çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå õðîìàòèíà ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòîê, çàòðàãèâàþùèå ìåõàíèçìû èíàêòèâàöèè
Õ-õðîìîñîìû. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò
íà ãëîáàëüíûå ýïèãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿ-
ùèå âî âðåìÿ èíäóêöèè ïëþðèïîòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ â îò-
äåëüíûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà.

ÈÍÃÈÁÈÐÎÂÀÍÈÅ ï-ÍÈÒÐÎÔÅÍÈË-b-D-ÊÑÈËÎÏÈ-
ÐÀÍÎÇÈÄÎÌ ÑÈÍÒÅÇÀ ÏÐÎÒÅÎÃËÈÊÀÍÎÂ Â ÌÈ-
ÎÁËÀÑÒÀÕ ÊÐÛÑÛ L6J1 ÏÎÄÀÂËßÅÒ ÐÎÑÒ È
ÓÑÊÎÐßÅÒ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÓ ÝÒÈÕ ÊËÅÒÎÊ.
© Ì. Ñ. Êëèìîâà,1 È. È. Åðìàêîâà,1 À. À. Êóëüìèíñêàÿ,2

Ä. Ð. Èâàíåí,2 Ã. À. Ñàêóòà,1 Â. È. Ìîðîçîâ.1 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã è 2 Ïåòåðáóðãñêèé èí-
ñòèòóò ÿäåðíîé ôèçèêè ÐÀÍ èì. Á. Ï. Êîíñòàíòèíîâà,
Ãàò÷èíà.

Ïðîòåîãëèêàíû (ÏÃ) ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè êîìïîíåíòà-
ìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) íå òîëüêî êàê ýëåìåíò
ñòðóêòóðû, íî è êàê ìîäóëÿòîðû àêòèâíîñòè ðàçëè÷íûõ
ðåãóëÿòîðíûõ ìîëåêóë (Åðìàêîâà è äð., 2007, 2008). Èí-
òåðåñíûå âîçìîæíîñòè èçó÷åíèÿ ðîëè ÏÃ â ðåãóëÿöèè ïî-
âåäåíèÿ êëåòîê ïðåäîñòàâëÿþò èíãèáèòîðû ñèíòåçà ÏÃ
êñèëîïèðàíîçèäû, â ÷àñòíîñòè ï-íèòðîôåíèë-b-D-êñèëî-
ïèðàíîçèä (ÏÍÔ b-êñèëîçèä). Ïîïàâ â êëåòêó, ýòè ñîåäè-
íåíèÿ ñëóæàò çàòðàâêîé äëÿ ñèíòåçà öåïåé ãëèêîçàìèíî-
ãëèêàíîâ, êîòîðûå îñòàþòñÿ â ñâîáîäíîì, íå ñâÿçàííîì ñ
êîðîâûì áåëêîì ñîñòîÿíèè è âûâîäÿòñÿ èç êëåòêè. Öåëü
äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ÏÍÔ b-êñè-
ëîçèäà íà ðîñò è äèôôåðåíöèðîâêó ìèîáëàñòîâ êðûñû
L6J1. Ïðè ïðîâåäåíèè îïûòà â ÿ÷åéêè 24-ëóíî÷íîãî ïëàí-
øåòà âûñåâàëè ïî 104 ìèîáëàñòîâ L6J1, ïðîøåäøèõ
5—7-é ïàññàæè, â ñðåäå DMEM, äîïîëíåííîé 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè. Ïî ïðîøåñòâèè 1 ñóò êó-
ëüòóðàëüíóþ ñðåäó çàìåíÿëè íà òàêóþ æå ñðåäó, ñîäåðæà-
ùóþ 0.1, 1 è 5 ìÌ ÏÍÔ b-êñèëîçèäà. Íàáëþäåíèå çà ðîñ-
òîì êëåòîê âåëè â òå÷åíèå 3—7 ñóò. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ðîñò ìèîáëàñòîâ â ïðèñóòñòâèè ÏÍÔ b-êñèëîçèäà ïðîèñ-
õîäèë äîñòîâåðíî ìåäëåííåå, ÷òî ñî÷åòàëîñü ñ äîñòîâåð-
íî áîëåå âûñîêèì êîëè÷åñòâîì îáðàçóþùèõñÿ ìèîòóá
(Ð < 0.05), ïðè÷åì ýòîò ýôôåêò óñèëèâàëñÿ ïðè óâå-
ëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè êñèëîçèäà îò 0.1 äî 5 ìÌ. Òàêèì
îáðàçîì, èíãèáèðîâàíèå ñèíòåçà ÏÃ ìèîáëàñòàìè ïîä
äåéñòâèåì ÏÍÔ b-êñèëîçèäà óñèëèâàåò äèôôåðåíöèðîâ-
êó ìèîáëàñòîâ, î÷åâèäíî â ðåçóëüòàòå ïîäàâëåíèÿ èõ ïðî-
ëèôåðàöèè.

ÏÅÐÑÏÅÊÒÈÂÛ È ÏÐÎÁËÅÌÛ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈß ÌÅ-
ÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ (ÌÑÊ) Â ÊÀ×Å-
ÑÒÂÅ ÑÐÅÄÑÒÂÀ ÈÌÌÓÍÎÄÅÏÐÅÑÑÈÂÍÎÉ ÒÅÐÀ-
ÏÈÈ. © Â. Á. Êëèìîâè÷. Ðîññèéñêèé íàó÷íûé öåíòð ðàäèî-
ëîãèè è õèðóðãè÷åñêèõ òåõíîëîãèé Ðîñìåäòåõíîëîãèé,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èññëåäîâàíèÿ ÌÑÊ ñîñðåäîòî÷å-
íû íà ïðèìåíåíèè èõ â êà÷åñòâå ñðåäñòâà âîññòàíîâèòåëü-
íîé òåðàïèè ïðè òðàâìàõ, ïàòîëîãèè îïîðíî-äâèãàòåëüíî-
ãî àïïàðàòà, íåâðîëîãè÷åñêèõ, ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ è íå-
êîòîðûõ äðóãèõ çàáîëåâàíèÿõ. Àíàëèç ïóáëèêàöèé
ïîñëåäíèõ 10 ëåò ïðèâîäèò ê âûâîäó î íàëè÷èè ó ÌÑÊ
òàêæå ñâîéñòâ èììóíîäåïðåññèðóþùèõ àãåíòîâ (Êëåòî÷-
íàÿ òðàíñïëàíòàöèÿ è òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ, 2006, ¹ 3(5),
ñ. 36; Trends in Immunol., 2007, vol. 28, p. 219). Â îïûòàõ
íà æèâîòíûõ ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåñàäêà ÌÑÊ ðåöèïèåíòàì
àëëîãåííûõ òêàíåé ìîæåò óâåëè÷èâàòü âðåìÿ æèçíè
òðàíñïëàíòàòîâ è òîðìîçèòü ðàçâèòèå ðåàêöèè «òðàíñ-
ïëàíòàò ïðîòèâ õîçÿèíà». Óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî ÌÑÊ
ïîäàâëÿþò äèôôåðåíöèðîâêó è ïðîëèôåðàöèþ êóëüòèâè-
ðóåìûõ Ò- è Â-ëèìôîöèòîâ, åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ è
äåíäðèòíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Ïðè ïåðåñàäêå îðãàíîâ è
òêàíåé ïàöèåíòàì íàçíà÷àþò èììóíîäåïðåññèâíóþ òåðà-
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ïèþ, ÷òî ñîçäàåò îïàñíîñòü èíôåêöèîííûõ è îíêîëîãè÷å-
ñêèõ îñëîæíåíèé, òîãäà êàê ìèíèìèçàöèÿ èììóíîäåïðåñ-
ñèè ÷ðåâàòà ïðîÿâëåíèÿìè ðåàêöèé íåñîâìåñòèìîñòè. Ýòî
äèêòóåò ïîòðåáíîñòü â ðàçðàáîòêå íîâûõ ïîäõîäîâ ê êîíò-
ðîëþ àêòèâíîñòè èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê äîíîðà è
ðåöèïèåíòà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ÌÑÊ ìîãóò áûòü ïîëåç-
íû ïðè ïðîôèëàêòèêå îòòîðæåíèÿ òðàíñïëàíòàòîâ, áîëåç-
íè «òðàíñïëàíòàò ïðîòèâ õîçÿèíà», ïðè ëå÷åíèè àëëåðãè-
÷åñêèõ è àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé. Ýòî ìîæåò îòêðûòü
ïðèíöèïèàëüíî íîâûå âîçìîæíîñòè â òðàíñïëàíòîëîãèè
è â ñôåðå ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ. Ìèðîâîé îïûò ïðèìåíåíèÿ
ÌÑÊ â êà÷åñòâå èììóíîäåïðåññîðîâ ïðè ïåðåñàäêàõ
îðãàíîâ ïîêà êðàéíå îãðàíè÷åí. Ó íåñêîëüêèõ ïàöèåíòîâ
ñ ïåðåñàæåííûìè îðãàíàìè (ïî÷êà, ïå÷åíü) ïåðåñàäêà
êîñòíîãî ìîçãà ïîçâîëèëà îòêàçàòüñÿ îò ïðèìåíåíèÿ õè-
ìè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ-èììóíîäåïðåññàíòîâ. Â õîäå êëè-
íè÷åñêèõ èñïûòàíèé, ïðîâåäåííûõ â ÐÍÖ ÐÕÒ, áûëî îá-
íàðóæåíî áëàãîïðèÿòíîå âëèÿíèå ÌÑÊ, ââåäåííûõ êàð-
äèîëîãè÷åñêèì áîëüíûì, íà òå÷åíèå àëëåðãè÷åñêèõ
çàáîëåâàíèé (Ïàòåíò ¹ 2250773, 27.04.2005).

Ìíîãèå àñïåêòû ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ òðåáóþò äàëüíåé-
øèõ óãëóáëåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé è
êëèíè÷åñêèõ íàáëþäåíèé. Äî íåäàâíåãî âðåìåíè îñíîâ-
íûìè èñòî÷íèêàìè ÌÑÊ ñ÷èòàëè êîñòíûé ìîçã è ïóïî-
âèííóþ êðîâü. Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ 6—7 ëåò èíòåíñèâíî
èçó÷àþò ñâîéñòâà è âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ, ïðî-
èñõîäÿùèõ èç ñòðîìû æèðîâîé òêàíè. Èñïîëüçîâàíèå ýòî-
ãî èñòî÷íèêà ÌÑÊ èìååò öåëûé ðÿä ïðåèìóùåñòâ. Ïðîöå-
äóðà ïîëó÷åíèÿ æèðîâîé òêàíè íàðÿäó ñ ìàëîé èíâàçèâ-
íîñòüþ è ìèíèìàëüíûì ðèñêîì îñëîæíåíèé ïîçâîëÿåò
ïîëó÷àòü áîëüøîé îáúåì èñõîäíîãî ìàòåðèàëà. Òåõíîëî-
ãèÿ âûäåëåíèÿ ôðàêöèè ñòðîìàëüíûõ ýëåìåíòîâ ëåãêî
âîñïðîèçâîäèìà. Ïîëó÷åííûå êëåòêè ôóíêöèîíàëüíî è
ôåíîòèïè÷åñêè ïîäîáíû ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà. Îíè îá-
ëàäàþò òàêèì æå äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì,
âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, îòëè÷àþòñÿ ìå-
íüøåé çàâèñèìîñòüþ îò ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé ñðåäû. Âîç-
ìîæíî, â áóäóùåì èìåííî æèðîâàÿ òêàíü ñòàíåò îñíîâ-
íûì èñòî÷íèêîì ÌÑÊ äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Äðóãèå íåðåøåííûå ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ ïåðñïåê-
òèâàìè êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ, ñîñòîÿò â òîì,
÷òî ïîêà íå îïðåäåëåíû îïòèìàëüíûå ðåæèìû êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÌÑÊ è ïðîòîêîëû ââåäåíèÿ èõ ïàöèåíòàì. Íåò
ñâåäåíèé î ãëóáèíå è ñòîéêîñòè èììóíîäåïðåññèâíûõ ýô-
ôåêòîâ ÌÑÊ, î ñîâìåñòèìîñòè öèòîòåðàïèè ÌÑÊ ñ ïðè-
ìåíÿåìûìè â êëèíèêå ìåòîäàìè ëåêàðñòâåííîé èììóíî-
äåïðåññèè, î ñïåêòðå è õàðàêòåðå âîçìîæíûõ îñëîæíå-
íèé. Àêòóàëüíà òàêæå ðàçðàáîòêà ìîäåëüíûõ ñèñòåì è
áèîëîãè÷åñêèõ òåñòîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïðîãíîçèðîâàòü è
àäåêâàòíî îöåíèâàòü èììóíîäåïðåññèâíóþ àêòèâíîñòü
òðàíñïëàíòèðóåìûõ ÌÑÊ.

MAP-ÊÈÍÀÇÀ p38 Â ÐÅÃÓËßÖÈÈ ÀÏÎÏÒÎÇÀ ÊËÅ-
ÒÎÊ ÝÏÈÄÅÐÌÎÈÄÍÎÉ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ À431 ÏÐÈ
ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÈ ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÎÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑ-
ÒÀ © Ï. Þ. Êîçþëèíà, Ï. Ñ. Ãðóäèíêèí, Â. Â. Çåíèí,
Í. Í. Íèêîëüñêèé. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431 õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé ðåöåïòîðà ýïè-
äåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (EGF) è ïîäâåðãàþòñÿ àïîï-
òîçó è îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè äåéñòâèè EGF â
âûñîêèõ (íàíîìîëÿðíûõ) êîíöåíòðàöèÿõ. Äëÿ ðåàëèçàöèè

ýòèõ îòâåòîâ íåîáõîäèìû ðåöåïòîð EGF, òèðîçèíêèíàçû
ñåìåéñòâà Src è òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð STAT1.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëà èññëåäîâàíà ðîëü ÌÀÐ-êè-
íàçû ð38 â ðåàëèçàöèè EGF-çàâèñèìûõ ýôôåêòîâ â êëåò-
êàõ À431. Ïðè âîçäåéñòâèè EGF íà ôîíå áëîêèðîâàíèÿ
ð38 èíãèáèòîðîì SB203580 óìåíüøåíèå ñóììàðíîé àê-
òèâíîñòè ìèòîõîíäðèé, îöåíèâàåìîå ìåòîäîì ÌÒÒ, áûëî
âûðàæåíî ñëàáåå, ïðè÷åì ñòåïåíü îñëàáëåíèÿ ýôôåêòà
EGF çàâèñåëà îò êîíöåíòðàöèè èíãèáèòîðà è EGF. Â ïðè-
ñóòñòâèè 5 ìêÌ SB203580 EGF âûçûâàë ñòàáèëèçàöèþ
êîëè÷åñòâà êëåòîê. Áëîêèðîâàíèå EGF-èíäóöèðóåìîãî
àïîïòîçà ïðè äåéñòâèè SB203580 áûëî ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíî ìåòîäàìè âûÿâëåíèÿ àïîïòîòè÷åñêîé ôðàãìåíòàöèè
ÿäåð è èììóíîáëîòà àíòèòåëàìè ïðîòèâ àêòèâíîé (ðàñ-
ùåïëåííîé) êàñïàçû 3. Êëåòêè ïðè âîçäåéñòâèè EGF íà
ôîíå SB203580 íå îêðóãëÿëèñü, à óïëîùàëèñü ñ óìåíüøå-
íèåì êîëè÷åñòâà ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ïîÿâëåíèåì
îòðîñòêîâ. Ïðîòî÷íàÿ öèòîôëóîðèìåòðèÿ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì îêðàñêè ÄÍÊ èîäèäîì ïðîïèäèÿ è ìåòîäà ðàçáàâëå-
íèÿ êðàñèòåëÿ ïîêàçàëà, ÷òî SB203580 íå ïðåïÿòñòâîâàë
EGF-èíäóöèðóåìîìó áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçàõ G2

è G1. Òàêèì îáðàçîì, ÌÀÐ-êèíàçà ð38 ìîæåò áûòü âîâëå-
÷åíà â ïåðåäà÷ó ñèãíàëà îò EGF íà àïîïòîç, íî íå íà áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà.

Àêòèâàöèÿ ÌÀÐ-êèíàçû ð38 áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâà-
íà ïðè ðàçëè÷íûõ âðåìåíàõ âîçäåéñòâèÿ EGF ìåòîäîì
èììóíîáëîòà. Èíãèáèðîâàíèå ð38 ïðèâîäèëî ê óñèëåíèþ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÌÀÐ-êèíàçû ERK è ê îñëàáëåíèþ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñàìîé ð38, à òàêæå ê îñëàáëåíèþ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà EGF è STAT1. Íà-
êîïëåíèå STAT1 íà óðîâíå áåëêà, îáû÷íî çàâèñèìîå îò
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ñàìîãî STAT1, òàêæå
áûëî ìåíåå âûðàæåíî â ïðèñóòñòâèè SB203580. Òàêèì
îáðàçîì, ïðîàïîïòîòè÷åñêîå äåéñòâèå ÌÀÐ-êèíàçû ð38
ìîæåò áûòü, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî, îáúÿñíåíî óñèëå-
íèåì àêòèâàöèè STAT1. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, EGF-èíäóöè-
ðóåìîå íàêîïëåíèå èíãèáèòîðà êëåòî÷íîãî öèêëà p21waf1

íå çàâèñåëî îò àêòèâíîñòè ÌÀÐ-êèíàçû ð38.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-01186-à) è Ôåäåðàëüíîé ïðîãðàììû «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÅ ÑÒÂÎËÎÂÛÅ ÊËÅÒÊÈ ×ÅËÎÂÅ-
ÊÀ. © À. Ì. Êîëüöîâà, Ò. À. Êðûëîâà, Â. Â. Çåíèí,
À. Ñ. Ìóñîðèíà, Ò. Ê. ßêîâëåâà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ. Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ), âûäåëåí-
íûå èç ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ ÷åëî-
âåêà, ÿâëÿþòñÿ íîñèòåëÿìè èíôîðìàöèè ðàçâèòèÿ âñåãî
îðãàíèçìà â îíòîãåíåçå. ÝÑÊ, ñ îäíîé ñòîðîíû, îáëàäàþò
ñïîñîáíîñòüþ ê íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè, à ñ äðó-
ãîé — ÿâëÿþòñÿ ïëþðèïîòåíòíûìè. Áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ
ýòèõ óíèêàëüíûõ ñâîéñòâ ïîïóëÿöèè ÝÑÊ øèðîêî èñ-
ïîëüçóþòñÿ äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé â ðàçíûõ
îáëàñòÿõ êëåòî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, à òàêæå
äëÿ ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèé, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ìå-
äèöèíñêàÿ òðàíñïëàíòîëîãèÿ, ëåêàðñòâåííîå è òåðàòîãåí-
íîå òåñòèðîâàíèå. Êàæäàÿ âíîâü ïîëó÷åííàÿ ëèíèÿ ÝÑÊ
ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíîé, èìåþùåé ñâîè ñâîéñòâà, îïðåäåëÿå-
ìûå åå ãåíîìîì. Â òî æå âðåìÿ ëþáàÿ ïîñòîÿííàÿ ëèíèÿ
ÝÑÊ äîëæíà îòâå÷àòü îïðåäåëåííîìó íàáîðó õàðàêòåðè-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 769



ñòèê, äîêàçûâàþùèõ åå ñïîñîáíîñòü ê íåîãðàíè÷åííîé
ïðîëèôåðàöèè è ñîõðàíåíèþ ïëþðèïîòåíòíîñòè. Â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïî âûäåëåíèþ è
õàðàêòåðèñòèêå ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ èç
ïðåäèìïëàíòàöèîííûõ áëàñòîöèñò áûëè èñïîëüçîâàíû
ìåòîä ìåõàíè÷åñêîãî âûäåëåíèÿ âíóòðåííåé êëåòî÷íîé
ìàññû è ïîñëåäóþùåå åå êóëüòèâèðîâàíèå íà ñëîå ôèäåð-
íûõ êëåòîê, â êà÷åñòâå êîòîðûõ áûëè èñïîëüçîâàíû ìèòî-
òè÷åñêè èíàêòèâèðîâàííûå ìèòîìèöèíîì-Ñ ìåçåíõèì-
íûå êëåòêè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà, âûäåëåííûå íàìè ðàíåå.
Èç äâóõ áëàñòîöèñò áûëè âûäåëåíû àêòèâíî ïðîëèôåðè-
ðóþùèå ÝÑÊ. Ñ ïîìîùüþ ãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ïî-
êàçàíà âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû. Ê íà-
ñòîÿùåìó âðåìåíè èç ÝÑÊ îäíîé áëàñòîöèñòû ïîëó÷åíà
ïîñòîÿííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ (SC5), ïðîøåäøàÿ áîëåå
100 óäâîåíèé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, ÷òî çíà÷èòåëüíî ïðå-
âûøàåò ëèìèò Õåéôëèêà. Âðåìÿ óäâîåíèÿ îöåíèâàëè,
ïðîèçâîäÿ åæåäíåâíûå èçìåðåíèÿ ïëîùàäåé 10 êîëîíèé ñ
ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû WCIF imageJ, è îíî
ðàâíî 29.0 � 2.1 ÷. ÝÑÊ èç 2-é áëàñòîöèñòû ê íàñòîÿùåìó
ìîìåíòó íàõîäÿòñÿ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïîêà íå
ïðåîäîëåëè ëèìèò Õåéôëèêà. Ñ ïîìîùüþ êàðèîëîãè÷å-
ñêîãî è èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïîëó÷åííàÿ êëå-
òî÷íàÿ ëèíèÿ îõàðàêòåðèçîâàíà ïî ðÿäó ñâîéñòâ, ïîäòâåð-
æäàþùèõ ñòàòóñ ïîñòîÿííîé ëèíèè ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Êëåò-
êè ñîõðàíÿþò ñòàáèëüíóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü,
èìåþò â êàðèîòèïå 46 íîðìàëüíûõ õðîìîñîì ÷åëîâåêà
(ÕÕ). Ýòà ëèíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ýêñïðåññèåé òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ OCT-4 è NANOG, ÷òî ïîäòâåðæäàåò
ñòàòóñ ëèíèé ÝÑÊ ðàçíîãî âèäîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, à íà-
ëè÷èå ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ (SSEA-4 è
TRA-1-60) ïîäòâåðæäàåò ñòàòóñ ÝÑÊ èìåííî ÷åëîâåêà.
Ðåçóëüòàòû èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ýêñïðåññèè
àíòèãåíîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ ïðîèçâîäíûå ýêòîäåðìû,
ýíäîäåðìû è ìåçîäåðìû, ïîäòâåðäèëè íàëè÷èå ïëþðèïî-
òåíòíîñòè â ýòîé ëèíèè ÝÑÊ. Èññëåäîâàíèå ðàñïðåäåëå-
íèÿ êëåòîê ýòîé ëèíèè ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ìåòî-
äîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïîêàçàëî åãî ñõîäñòâî
ñ äðóãèìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè. Ïîêàçàíî íàëè÷èå â íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ ÷åëîâåêà ýêñïðåññèè Ð-ãëè-
êîïðîòåèíà, ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùåãî ABCG-òðàíñïîðòåðà,
êîòîðûé, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ çà-
ùèòû ÝÑÊ îò ïîâðåæäåíèé. Ïðèìåìáðàííàÿ îêðàñêà ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ABCG2 òðàíñïîðòåðà
îáíàðóæåíà íå âî âñåõ êëåòêàõ êîëîíèè, ÷òî ñâÿçàíî,
ïî-âèäèìîìó, ñ íåîäíîðîäíîñòüþ èññëåäóåìûõ êëåòî÷-
íûõ ïîïóëÿöèé ÝÑÊ.

ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ Â ÒÊÀÍßÕ ÏËÀÍÀÐÈÉ GIRARDIA TIGRINA
ÏÐÈ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ ÃËÎÒÊÈ È ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÊÎÍÖÀ
ÒÅËÀ. © Êðåùåíêî Í. Ä. Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè
ÐÀÍ, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë., nkreshch@rambler.ru.

Ïëàíàðèè ÿâëÿþòñÿ ïðåäñòàâèòåëÿìè áåñïîçâîíî÷-
íûõ æèâîòíûõ (òèï Platyhelminthes, êëàññ Turbellaria), õà-
ðàêòåðèçóþùèõñÿ âûñîêèì ðåãåíåðàöèîííûì ïîòåíöèà-
ëîì. Ïëàíàðèè îáëàäàþò îñîáûì òèïîì òîòèïîòåíòíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê — íåîáëàñòîâ, àíàëîãîâ ñòîëîâûõ êëå-
òîê ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ. Ýòè êëåòêè ñëóæàò èñòî÷íè-
êîì äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ óòðà÷åííûõ òêàíåé, îðãàíîâ è ÷à-
ñòåé òåëà ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ, àìïóòàöèè èëè â õîäå áåñ-
ïîëîãî ðàçìíîæåíèÿ, à òàêæå ñîñòàâëÿþò îñíîâó äëÿ
ïîñòîÿííîãî êëåòî÷íîãî ñàìîîáíîâëåíèÿ îðãàíèçìà.

Còâîëîâûå êëåòêè äåëÿòñÿ è îáðàçóþò íà ðàíåâîé ïîâåðõ-
íîñòè ñêîïëåíèå, ðåãåíåðàöèîííóþ áëàñòåìó, ãäå îíè
äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ñïåöèàëèçèðîâàííûå êëåòêè òåëà
(íåðâíûå, ìûøå÷íûå, êèøå÷íûå, ïàðåíõèìíûå è äð.).
Ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ñîñòàâëÿþùèõ êîìïîíåíòîâ ðåãå-
íåðàöèîííîãî ïðîöåññà ó ïëàíàðèé îñòàþòñÿ íåèçâåñò-
íûìè.

Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü èçó÷àëè â õîäå ðåãåíå-
ðàöèè ãîëîâíîãî ãàíãëèÿ è ãëîòêè ó ïëàíàðèé áåñïîëîé
ëàáîðàòîðíîé ðàñû Girardia tigrina. Ñóñïåíçèþ êëåòîê
îêðàøèâàëè ïðèæèçíåííûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
Hoechst 33342. Äëÿ àêêóìóëÿöèè ìèòîòè÷åñêèõ êàðòèí
èñïîëüçîâàëè êîëõèöèí. Ïîä ôëóîðåñöåíòíûì ìèêðîñêî-
ïîì ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî ìèòîçîâ è îïðåäåëÿëè ìèòîòè-
÷åñêèé èíäåêñ (MI) â ïðåäãëîòî÷íîé, îêîëîãëîòî÷íîé è
õâîñòîâîé îáëàñòÿõ òåëà ó èíòàêòíûõ ïëàíàðèé ÷åðåç 2, 4,
8, 12, 24, 48, 72 è 96 ÷ ñ ìîìåíòà óäàëåíèÿ ãëîòêè; ÷åðåç 2,
4, 8, 12, 24 è 48 ÷ ïîñëå îòñå÷åíèÿ ãîëîâíîãî êîíöà òåëà
âìåñòå ñ öåðåáðàëüíûì ãàíãëèåì. Èçó÷àëè âëèÿíèå íåé-
ðîïåïòèäîâ (NPF, FMRF, GYIRF è ÍÍÀ) íà ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü. Ñ ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ
ìàðêåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ íåðâíûõ è ìûøå÷íûõ êëå-
òîê, è ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè íàáëþäàëè çà
äèôôåðåíöèðîâêîé íåðâíîé ñèñòåìû è ìóñêóëàòóðû â
õîäå ðåãåíåðàöèè. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ó èíòàêòíûõ
ïëàíàðèé ÌI áûë îäèíàêîâûì â ðàçíûõ îáëàñòÿõ òåëà
(0.2—0.3). Ïðè ðåãåíåðàöèè ãëîòêè óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìè-
òîçîâ íàáëþäàëè â îêîëîãëîòî÷íîé îáëàñòè ÷åðåç 2 (0.6) è
24 (0.7) ÷, à òàêæå íà 3-è ñóò. Â ïðåäãëîòî÷íîé îáëàñòè ÌI
äîñòèãàë ìàêñèìóìà ê 12 ÷ ðåãåíåðàöèè (0.5), âòîðîé
ïîäúåì ÌI íàáëþäàëè íà 3-è è 4-å ñóò. Äîáàâëåíèå ìîð-
ôîãåíà ãèäðû (HHA, 0.1 ìêÌ) âûçûâàëî èçìåíåíèå äèíà-
ìèêè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è ïîâûøåíèå çíà÷å-
íèÿ MI â îêîëîãëîòî÷íîé îáëàñòè è â ïðåäãëîòî÷íîé çîíå
òåëà ïëàíàðèé. Ïîñëå îòñå÷åíèÿ ãîëîâíîãî êîíöà òåëà ó
ïëàíàðèé íàáëþäàëè ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå MI â ïðåä-
ãëîòî÷íîé îáëàñòè òåëà ñ ìàêñèìàëüíûì åãî çíà÷åíèåì ê
24 ÷ ðåãåíåðàöèè. Âîçäåéñòâèå íåéðîïåïòèäîì NPF (0.1 è
1 ìêÌ) óâåëè÷èâàëî ÷èñëî ìèòîçîâ ÷åðåç 4, 12 è 24 ÷ ðå-
ãåíåðàöèè. Çíà÷åíèå MI ó ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ âàðüè-
ðîâàëî îò 125 äî 160 % îò ïîêàçàòåëÿ ó êîíòðîëüíûõ ïëà-
íàðèé. GYIRF è FMRF (0.01, 0.1 è 1 ìêÌ) íå ïðîÿâèëè
ìèòîãåííîãî äåéñòâèÿ ÷åðåç 24 ÷ ðåãåíåðàöèè. Èòàê, ó
ïëàíàðèé ïîñëå óäàëåíèÿ ãëîòêè è ãîëîâíîãî ãàíãëèÿ
ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ñòâîëîâûõ êëåòîê êàê â îáëàñòè ðåãåíåðàöèè, òàê è â îá-
ëàñòÿõ, óäàëåííûõ îò ìåñòà ðåãåíåðàöèè. Ýòè èçìåíåíèÿ
íîñèëè âîëíîîáðàçíûé õàðàêòåð è ïðîèñõîäèëè íå îäíî-
âðåìåííî â îáëàñòè ðåãåíåðàöèè è â îáëàñòè óäàëåííîé
îò ìåñòà ðåãåíåðàöèè. Äèíàìèêà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè óêàçûâàëà íà òî, ÷òî â ïîçäíèå ñðîêè ðåãåíåðàöèè
(2—4 ñóò) èñïîëüçîâàëèñü ðåçåðâû ñòâîëîâûõ êëåòîê èç
áîëåå óäàëåííûõ îò ìåñòà ðåãåíåðàöèè îáëàñòåé. Áûëî
îáíàðóæåíî, ÷òî ïðèðîäíûå íåéðîïåïòèäû ìîãóò ôóíê-
öèîíèðîâàòü â êà÷åñòâå ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþùèõ ìîðôî-
ãåíåòè÷åñêèå ïðîöåññû ó ïëàíàðèé. Äèôôåðåíöèðîâêà
íåðâíîé ñèñòåìû è ìóñêóëàòóðû ó ðåãåíåðèðóþùèõ ïëà-
íàðèé ïðîèñõîäèëà â ñæàòûå ñðîêè, òàê ÷òî ê 5—7-ì ñóò
íîâûå ãëîòêà è ãîëîâíîé ãàíãëèé íîðìàëüíî ôóíêöèîíè-
ðîâàëè.

Â ñâåòå çíà÷èòåëüíîãî òåîðåòè÷åñêîãî èíòåðåñà ê ýì-
áðèîíàëüíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì ÷åëîâåêà è äðóãèõ îðãà-
íèçìîâ è âîçìîæíîñòüþ èõ ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ â
áèîëîãèè è ìåäèöèíå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâîäèìûå ó òàêîãî
äîñòóïíîãî è õîðîøî èçó÷åííîãî ìîäåëüíîãî îáúåêòà, êà-
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êèì ÿâëÿþòñÿ ïëàíàðèè, ïðåäñòàâëÿþòñÿ îñîáåííî ïåðñ-
ïåêòèâíûìè è ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü íîâûå ñâåäåíèÿ î
äðåâíåéøèõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ â æèâîòíîì öàðñòâå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 07-04-00452à è 09-04-00243à).

Ê ÏÐÎÁËÅÌÅ ÌÎÐÔÎÃÅÍÅÇÀ IN VITRO ÊËÅÒÎÊ ÀÍ-
ÄÐÎÊËÈÍÍÎÃÎ ÊÀËËÓÑÀ ÏØÅÍÈÖÛ. © Í. Í. Êðóã-
ëîâà. Ó÷ðåæäåíèå ÐÀÍ Èíñòèòóò áèîëîãèè Óôèìñêîãî
ÍÖ ÐÀÍ, Óôà, Kruglova@anrb.ru.

Ìîðôîãåíåç ðàñòåíèé êàê ñîâîêóïíîñòü ïðîòåêàþ-
ùèõ â ðàçâèâàþùåìñÿ îðãàíèçìå ïðîöåññîâ äèôôåðåíöè-
àöèè êëåòîê ñ îáðàçîâàíèåì ñïåöèàëèçèðîâàííûõ òêàíåé
è îðãàíîâ (Ìàð÷åíêî, 1996) âûçûâàåò áîëüøîé èíòåðåñ ñ
ïîçèöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðîáëåìà
ñóùåñòâîâàíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ó ðàñòåíèé îñòàåòñÿ îò-
êðûòîé (Èâàíîâ, 2003; Áàòûãèíà è äð., 2004; Áàòûãèíà,
Ðóäñêèé, 2006). Îäíî èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé èñ-
ñëåäîâàíèé â ýòîé îáëàñòè — èçó÷åíèå â êîíòðîëèðóå-
ìûõ óñëîâèÿõ in vitro ìîðôîãåíåçà êëåòîê àíäðîêëèííîãî
êàëëóñà, îáðàçîâàâøåãîñÿ â êóëüòèâèðóåìîì ïûëüíèêå èç
îäíîé ãàïëîèäíîé êëåòêè — ìèêðîñïîðû, ðåàëèçóþùåé â
äàííîì ñëó÷àå ñïîðîôèòíóþ ïðîãðàììó ðàçâèòèÿ íà
îñíîâå áèîëîãè÷åñêîãî ôåíîìåíà àíäðîêëèíèè (Ýìáðèî-
ëîãè÷åñêèå îñíîâû àíäðîêëèíèè, 2005).

Íà ïðèìåðå êîëëåêöèè ñîðòîâ è ãèáðèäíûõ ëèíèé
ÿðîâîé ìÿãêîé ïøåíèöû ìåòîäàìè ñâåòîâîé è ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè óñòàíîâëåíî, ÷òî àíäðîêëèííûå êàëëó-
ñû, ïîÿâèâøèåñÿ íà ïîâåðõíîñòè ïûëüíèêîâ, êóëüòèâèðó-
åìûõ in vitro íà èíäóêöèîííîé ñðåäå (ïî ïðîïèñè: Muras-
hige, Skoog, 1962), ñîñòîÿò èç ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòîê.
Ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ðàñòèòåëüíûõ îá-
ðàçöîâ (Êóäîÿðîâà è äð., 1986) â àíäðîêëèííûõ êàëëóñàõ
âûÿâèëè ñîäåðæàíèå ýíäîãåííîãî ãîðìîíà — àóêñèíà èí-
äîëèë-3-óêñóñíîé êèñëîòû, çàòåì ïåðåíåñëè èõ íà ðåãåíå-
ðàöèîííóþ ñðåäó (ïî ïðîïèñè: Blaydes, 1978) â âàðèàí-
òàõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ êîíöåíòðàöèåé ýêçîãåííîãî àóêñèíà
èíäîëèë-3-óêñóñíîé êèñëîòû. Ìåòîäàìè ñâåòîâîé è ýëåê-
òðîííîé ìèêðîñêîïèè âûÿâëåíî, ÷òî ïî ìåðå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ in vitro íà ðåãåíåðàöèîííîé ñðåäå ìåðèñòåìàòè÷å-
ñêèå êàëëóñíûå êëåòêè ðàçâèâàþòñÿ ïî ðàçëè÷íûì ïóòÿì
ìîðôîãåíåçà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â óñëîâèÿõ âûïîëíåííûõ
ýêñïåðèìåíòîâ ê äàëüíåéøåìó ôîðìèðîâàíèþ ïîëíîöåí-
íûõ ôåðòèëüíûõ ðàñòåíèé-ðåãåíåðàíòîâ ïøåíèöû âåäóò
òàêèå ïóòè ìîðôîãåíåçà in vitro ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê àíäðîêëèííîãî êàëëóñà, êàê ýìáðèîèäîãåíåç (ñîñòîèò
â ôîðìèðîâàíèè â òîëùå êàëëóñà ýìáðèîèäà — çàðîäû-
øåïîäîáíîé ñòðóêòðóðû) è ãåììîðèçîãåíåç (ñîñòîèò â
ôîðìèðîâàíèè â òîëùå êàëëóñà ïî÷êè è êîðíÿ). Ïîêàçàíî,
÷òî îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â èíäóêöèè òîãî èëè èíîãî ïóòè
ìîðôîãåíåçà in vitro ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ êëåòîê èãðàåò áà-
ëàíñ ìåæäó ýíäîãåííûì ñîäåðæàíèåì èíäîëèë-3-óêñóñ-
íîé êèñëîòû (âíóòðåííèé ñèãíàë) è êîíöåíòðàöèåé ýêçî-
ãåííîé èíäîëèë-3-óêñóñíîé êèñëîòû (âíåøíèé ñèãíàë).
Åñòü âñå îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî ìåðèñòåìàòè÷åñêèå
êëåòêè êàëëóñà ñëåäóåò îöåíèâàòü ñ ïîçèöèè êîíöåïöèè
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê-ìèøåíåé, âîñïðèèì÷èâûõ ê äåéñò-
âèþ âíåøíåãî ñèãíàëà. ×ðåçâû÷àéíî âàæåí âîïðîñ î òîì,
êàêàÿ èìåííî ìåðèñòåìàòè÷åñêàÿ êëåòêà àíäðîêëèííîãî
êàëëóñà âñòóïèò íà ïóòü ìîðôîãåíåçà è äàñò íà÷àëî ëèáî
ýìáðèîèäó, ëèáî òîìó èëè èíîìó îðãàíó (ïî÷êå, êîðíþ).

Îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ñïîñîáíîñòè ìåðèñòåìàòè÷åñêîé
êëåòêè ê ìîðôîãåíåçó â ñèñòåìå àíäðîêëèííîãî êàëëóñà
èãðàþò êàê ðàñïîëîæåíèå ýòîé êëåòêè â ñòðóêòóðå êàë-
ëóñà (à èìåííî â åãî òîëùå), òàê è ìåæêëåòî÷íûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ â ðàçâèâàþùåìñÿ êàëëóñå, â ñîîòâåòñòâèè ñ
ìåõàíèçìàìè ïîçèöèîííîãî êîíòðîëÿ ìîðôîãåíåçà.
Ïî-âèäèìîìó, ìåðèñòåìàòè÷åñêèå êàëëóñíûå êëåòêè,
ñïîñîáíûå ê ðàçâèòèþ ïî îïðåäåëåííîìó ïóòè ìîðôîãå-
íåçà in vitro ñ ôîðìèðîâàíèåì ýìáðèîèäîâ èëè îðãàíîâ è
äàëåå ðàñòåíèé-ðåãåíåðàíòîâ, ìîæíî îöåíèâàòü êàê ñòâî-
ëîâûå. Îäíàêî ýòè ìåðèñòåìàòè÷åñêèå êëåòêè ñàìè áåðóò
íà÷àëî îò îäíîé êëåòêè — ìèêðîñïîðû. Òàêèì îáðàçîì,
ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò
ðàíåå âûñêàçàííîå ìíåíèå Ò. Á. Áàòûãèíîé è ñîàâòîðîâ
(2004, 2006) î ìèêðîñïîðå êàê î ñòâîëîâîé êëåòêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-97045) è ïðîãðàììû «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû
ÐÔ» (ïðîåêò ÍØ-2096.2008.4).

ÍÅÉÐÀËÜÍÛÅ ÏÐÅÄØÅÑÒÂÅÍÍÈÊÈ ÈÇ ÐÅÒÈÍÀËÜ-
ÍÎÃÎ ÏÈÃÌÅÍÒÍÎÃÎ ÝÏÈÒÅËÈß ÃËÀÇÀ ÂÇÐÎÑËÎ-
ÃÎ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © À. Â. Êóçíåöîâà, Ë. À. Ìèëþøèíà,
À. Ñ. Ìèêàåëÿí, Ì. À. Àëåêñàíäðîâà. Ó÷ðåæäåíèå ÐÀÍ
Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ,
Ìîñêâà.

Ïðè ëå÷åíèè íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ÖÍÑ
áîëüøèå íàäåæäû âîçëàãàþòñÿ íà òåðàïèþ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê (ÑÏÊ). Â ñâÿçè ñ
ýòèì ïðîâîäèòñÿ ïîèñê âîçìîæíûõ èñòî÷íèêîâ ÑÏÊ, êî-
òîðûå áûëè áû óæå êîììèòèðîâàíû â íàïðàâëåíèè íåé-
ðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ ñóùåñòâîâà-
íèå íåñêîëüêèõ èñòî÷íèêîâ ïðåäøåñòâåííèêîâ íåéðàëü-
íûõ êëåòîê ó ìëåêîïèòàþùèõ è ÷åëîâåêà, íåêîòîðûå èç
êîòîðûõ ðàñïîëàãàþòñÿ â ãëàçå. Òàê, êëåòêè, îáëàäàþùèå
ñâîéñòâàìè ñòâîëîâîñòè, îáíàðóæåíû â ðåòèíàëüíîì ïèã-
ìåíòíîì ýïèòåëèè (ÐÏÝ). Ïîñêîëüêó ÐÏÝ è êëåòêè ìîçãà
èìåþò îáùåå íåéðîýïèòåëèàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå, ýòî
äåëàåò ÐÏÝ èììóíîëîãè÷åñêè ïðèâèëåãèðîâàííûì ïðè
òðàíñïëàíòàöèè íå òîëüêî â ãëàç, íî è â ÖÍÑ. Öåëüþ èñ-
ñëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü èçó÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ÐÏÝ âçðîñëîãî
÷åëîâåêà â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå. Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû
ÐÏÝ áûëè ïîëó÷åíû èç àóòîïñèéíîãî ìàòåðèàëà, îò äîíî-
ðîâ ñ íåèçâåñòíûì àíàìíåçîì. Ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó âû-
ðàùèâàëè íà äâóõ àëüòåðíàòèâíûõ ñðåäàõ, ñûâîðîòî÷íîé
è áåññûâîðîòî÷íîé, â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ ïëîùàäüþ
25 ñì2 è íà ïîâåðõíîñòè âêëàäûøåé â 24-ëóíî÷íûõ ïëàòàõ
äëÿ äàëüíåéøåé èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé (ÈÖÕ) îöåíêè.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê,
ïîëó÷àåìûõ èç ÐÏÝ, äîáèâàëèñü ïîëó÷åíèÿ ìîíîñëîéíîé
êóëüòóðû, èñïîëüçóÿ ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé. Áåññûâîðîòî÷-
íàÿ ñðåäà ñ ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè èñïîëüçîâàëàñü äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ñôåð â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå. Äëÿ ÈÖÕ-õàðàê-
òåðèñòèêè êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè Ki-67, íåñòèí, âèìåí-
òèí, beta III tubulin, neurofilaments, GFAP, calbendin,
Tyrosine hydroxylase, CRALB, Cx43, recoverin, Pax6, Oct4,
Nanog è ôèáðîíåêòèí. Ïðè ÏÖÐ êóëüòóð ÐÏÝ èññëåäîâà-
ëè òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû è ìàðêåðû äèôôåðåíöè-
ðîâêè Pax6, Oct4, Nanog, NS, beta III tubulin, Nestin, GFAP,
GS, FoxC1, Pitx2, pigment epithelium-derived factor (PEDF),
RPE65 è Recoverin. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïîëó÷àëè ìå-
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õàíè÷åñêèì îòäåëåíèåì ïëàñòîâ ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ îò
ñîñóäèñòîé îáîëî÷êè çàäíåãî ñåêòîðà ãëàçà. Ïåðâûìè
ïðèêðåïëÿëèñü è ðàñïëàñòûâàëèñü êðóïíûå ñèëüíîïèã-
ìåíòèðîâàííûå ýïèòåëèîïîäîáíûå (ÝÏ) êëåòêè, à ÷åðåç
1 íåä. ïîÿâëÿëèñü ìàëîïèãìåíòèðîâàííûå êëåòêè (ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè — ÔÏ). Â ñëó÷àÿõ ñîõðàííîãî
ÐÏÝ êëåòêè ïðèêðåïëÿëèñü è áóðíî ïðîëèôåðèðîâàëè,
îáðàçóÿ óæå ÷åðåç 2 íåä. ïëîòíûé ìîíîñëîé èç ñëèâøèõñÿ
ìåëêèõ ñëàáîïèãìåíòèðîâàííûõ ÝÏ-êëåòîê ñ åäèíè÷-
íûìè ñèëüíîïèãìåíòèðîâàííûìè êðóïíûìè êëåòêàìè.
Â ñëó÷àÿõ íà÷àëà ãèáåëè ÐÏÝ êðóïíûå ñèëüíîïèãìåíòè-
ðîâàííûå ÝÏ-êëåòêè â êóëüòóðå áûëè åäèíè÷íûìè, ìåë-
êèå ñëàáîïèãìåíòèðîâàííûå êëåòêè îòñóòñòâîâàëè, à ÷å-
ðåç 7 ñóò îòìå÷àëîñü ðàçðàñòàíèå êîëîíèé ÔÏ-êëåòîê.
Ïðè ÈÖÕ â êóëüòóðàõ ñ ÝÏ-êîëîíèÿìè êëåòêè ýêñïðåññè-
ðîâàëè Cx43, N-Cad, âèìåíòèí è ôèáðîíåêòèí. Êóëüòóðû
ñ ÔÏ ìîðôîëîãèåé ýêñïðåññèðîâàëè íåñòèí, âèìåíòèí,
Pax6 è beta III tubulin, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá èõ ñïî-
ñîáíîñòè ê íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå. Ïðîëèôåðàòèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå áûëà âûøå, ÷åì â
ñóñïåíçèîííîé, ÷òî ïîäòâåðæäåíî ýêñïðåññèåé Ki-67.
Ïðè ÈÖÕ-îêðàøèâàíèè ñôåð â íèõ îòìå÷åíî ïðåèìóùå-
ñòâåííîå ñîäåðæàíèå íåñòèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê. Ïðè
ÏÖÐ ÐÏÝ ïîêàçàíî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè Pitx2, FoxC1 è
Recoverin, íàëè÷èå PEDF, RPE65, Oct4, Nanog, NS è Pax6.
Ïðè÷åì â ñôåðàõ îòìå÷åíî ðåçêîå óñèëåíèå ýêñïðåññèè
ýòèõ ãåíîâ, îñîáåííî Nanog. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåä-
ïîëàãàòü âîçìîæíîñòü äåäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ïðè
îáðàçîâàíèè ñôåðîèäíûõ ñòðóêòóð. Òàêèì îáðàçîì, â êó-
ëüòóðå êëåòîê èç ÐÏÝ ãëàçà âçðîñëîãî ÷åëîâåêà âûÿâëÿ-
þòñÿ ÷åðòû íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00081) è Ôåäåðàëüíîãî àãåíòñòâà ïî íàóêå è
èííîâàöèÿì (ïðîåêò 02.512.12.2008).

ÊÎÌÏÅÒÅÍÒÍÎÑÒÜ Ê ÏÀÐÒÅÍÎÃÅÍÅÇÓ ÎÎÖÈÒÎÂ
ÊÎÐÎÂ, ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÔÎËËÈÊÓËÎÂ ÐÀÇÍÎÃÎ
ÄÈÀÌÅÒÐÀ. © Ò. È. Êóçüìèíà, Î. Ñ. Ñêîòòè, Ã. Â. Ìóð-
çà. Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ãåíå-
òèêè è ðàçâåäåíèÿ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ÐÀÑÕÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí, prof.kouzmina@mail.ru.

Ïàðòåíîãåíåç ìëåêîïèòàþùèõ — èíôîðìàòèâíàÿ ìî-
äåëü äëÿ ðåøåíèÿ ðÿäà àêòóàëüíûõ çàäà÷ ãåíåòèêè ðàçâè-
òèÿ è ýêñïåðèìåíòàëüíîé ýìáðèîëîãèè. Ó ìëåêîïèòàþ-
ùèõ îïèñàí êàê ñïîíòàííûé (Êóçüìèíà, 1990), òàê è èíäó-
öèðîâàííûé ïàðòåíîãåíåç (Lagutina et al., 2004). Èçâåñòíû
ñëó÷àè ðîæäåíèÿ æèâîãî ïîòîìñòâà ó ìûøåé (Tomohiro
Kono et al., 2004). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïàðòåíîãåíåòè-
÷åñêèå çàðîäûøè ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ íà
ñòàäèè áëàñòîöèñòû ïîëó÷åíû ó ñâèíåé, êîðîâ è ëîøàäåé
(Yoshida et al.,1990; Carneiro et al., 2001; Somfai et al.,
2006; Milazzotto et al., 2007). Æèçíåñïîñîáíîñòü ïàðòåíî-
ãåíåòè÷åñêèõ ýìáðèîíîâ íèçêàÿ. Âûÿâëåíèå ôàêòîðîâ,
âëèÿþùèõ íà ïîòåíöèè îîöèòà ê ïàðòåíîãåíåçó, ñîçäàñò
âîçìîæíîñòü íàïðàâëåííîãî ïîëó÷åíèÿ ãàïëîèäíûõ èëè
äèïëîèäíûõ çàðîäûøåé. Íàìè èññëåäîâàíà êîìïåòåíò-
íîñòü îîöèòîâ êîðîâ, âûäåëåííûõ èç ôîëëèêóëîâ ðàçíîãî
äèàìåòðà (d) (I ãðóïïà — <3 ìì, II ãðóïïà — 3—5 ìì,
III ãðóïïà — 5—8 ìì), ê èíäóöèðîâàííîìó ïàðòåíîãå-
íåçó. Îîöèòû êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÒÑ-199 ñ 10 %
ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè è 50 íã/ìë áû÷üåãî ïðîëàê-

òèíà (Èíñòèòóò õèìèè ãîðìîíîâ, Ìîñêâà) ñîâìåñòíî ñ
êëåòêàìè ãðàíóëåçû (106 êë./ìë). Èíäóêöèþ îîöèòîâ ê
ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîìó ðàçâèòèþ ïðîâîäèëè õîëîäîâûì
øîêîì â òå÷åíèå 20 ìèí íà ñòàäèè ìåòàôàçû I ÷åðåç 18 ÷
ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ (Ýðíñò è äð., Ïàòåíò
¹ 1086808, 1983). Îòáîð äðîáÿùèõñÿ çàðîäûøåé ïðîâî-
äèëè ÷åðåç 28 ÷ ïîñëå àêòèâàöèè, äàëüíåéøåå êóëüòèâè-
ðîâàíèå ýìáðèîíîâ îñóùåñòâëÿëè â ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå
SOF (Sigma). Ñòàòóñ õðîìàòèíà îîöèòîâ è çàðîäûøåé
îöåíèâàëè ìåòîäîì Òàðêîâñêîãî (Tarkowsky, 1966). Âñåãî
ïðîöåäóðå àêòèâàöèè ïîäâåðãëèñü 320 îîöèòîâ. ×åðåç
48 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè îîöèòîâ ê ïàðòåíîãåíåçó äîëÿ äðî-
áÿùèõñÿ çàðîäûøåé ñîñòàâèëà: â ãðóïïå I — 14.5 %
(12/83), â ãðóïïå II — 39.8 (70/176), â ãðóïïå III — 55.7 %
(34/61). Íàèáîëüøèé ïðîöåíò äðîáÿùèõñÿ çàðîäûøåé îò-
ìå÷åí â ãðóïïå îîöèòîâ èç ôîëëèêóëîâ d îò 5 äî 8 ìì.
Âûÿâëåíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ â ÷èñëå ïàðòåíîãåíîâ íà
ñòàäèè 2—4 êëåòîê ìåæäó I è II, I è III ãðóïïàìè (P <
0.001). Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 7 ñóò â ãðóïïå I
íå áûëî îáíàðóæåíî ýìáðèîíîâ, ïðîäîëæèâøèõ ðàçâè-
òèå, â ãðóïïå II 28.9 % (51/176) çàðîäûøåé íàõîäèëèñü íà
ïðîëîíãèðîâàííûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ (îò 6—8-êëåòî÷íûõ
äî ïîçäíèõ ìîðóë, â òîì ÷èñëå 2 áëàñòîöèñòû). Â ãðóïïå,
ãäå àêòèâàöèè ê ïàðòåíîãåíåçó ïîäâåðãëèñü îîöèòû èç
ôîëëèêóëîâ d 5—8 ìì, ðàçâèòèå ïðîäîëæèëè 39.3 %
(24/61), 2 ýìáðèîíà íàõîäèëîñü íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû.
Íå âûÿâëåíî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó âñåìè ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûìè ãðóïïàìè ïî ÷èñëó ýìáðèîíîâ, ïðîäîë-
æèâøèõ ðàçâèòèå ïîñëå ïåðâîãî—âòîðîãî äðîáëåíèé.
43 ïàðòåíîãåíåòè÷åñêèõ çàðîäûøà è 78 çàðîäûøåé, ïîëó-
÷åííûõ ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ, íà ñòàäèè 8—16 êëåòîê
áûëè îöåíåíû ïî íàëè÷èþ â íèõ áëàñòîìåðîâ ñ àïîï-
òîçíûìè ÿäðàìè (TUNEL). ×èñëî ïàðòåíîãåíåòè÷åñêèõ
çàðîäûøåé ñ ïðèçíàêàìè àïîïòîçà çíà÷èòåëüíî ïðåâûñè-
ëî òàêîâîå â ãðóïïå ýìáðèîíîâ, ðàçâèâøèõñÿ èç îïëîäî-
òâîðèâøèõñÿ îîöèòîâ: 72 % (31/43) ïðîòèâ 27 % (21/78),
P < 0.001.
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© À. À. Êóëàêîâ, À. È. Ãðóäÿíîâ, È. È. Ñòåïàíîâà,
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Óñïåõè ñîâðåìåííîé ýñòåòè÷åñêîé ñòîìàòîëîãèè âî
ìíîãîì îïðåäåëÿþòñÿ íàó÷íîé ðàçðàáîòêîé è âíåäðåíèåì
â ïðàêòèêó íîâûõ òåõíîëîãèé, êîòîðûå ñóùåñòâåííî ìå-
íÿþò òðàäèöèîííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î âîçìîæíîñòÿõ ëå÷å-
íèÿ. Ñ ñåíòÿáðÿ 2006 ã. íà áàçå ÔÃÓ «ÖÍÈÈÑ è ×ËÕ Ðîñ-
ìåäòåõíîëîãèé» ñîâìåñòíî ñ ÎÎÎ «Ìåäèêî-áèîëîãè÷å-
ñêàÿ êîìïàíèÿ» ïðîâåäåíû îãðàíè÷åííûå êëèíè÷åñêèå
èññëåäîâàíèÿ ïî ïðèìåíåíèþ àóòîëîãè÷íûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ñëèçèñòîé îáîëî÷êè ðòà ÷åëîâåêà äëÿ âîññòàíîâëå-
íèÿ óòðà÷åííûõ ìåæçóáíûõ äåñíåâûõ ñîñî÷êîâ è âîññîç-
äàíèÿ äîñòàòî÷íîãî îáúåìà äåñíû.

Â ãðóïïó èññëåäîâàíèÿ âîøëè 20 ïàöèåíòîâ-äîáðî-
âîëüöåâ, èç íèõ 16 æåíùèí è 4 ìóæ÷èí â âîçðàñòå îò 20 äî
45 ëåò áåç âûðàæåííîé ñîìàòè÷åñêîé ïàòîëîãèè ñ íàëè÷è-
åì òîíêîãî áèîòîïà äåñíû, ðåöåññèé äåñíû I—IV êëàññà
ïî Ìèëëåðó, «÷åðíûõ òðåóãîëüíèêîâ», ðåòðàêöèè êðàåâîé
äåñíû ïîñëå îïåðàöèè âíóòðèêîñòíîé èìïëàíòàöèè. Âñå-
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ãî îáñëåäîâàíî 120 çóáîâ, èç íèõ 18 èìïëàíòàòîâ èç
102 çóáà ñ ðåöåññèÿìè äåñíû, âîçíèêøèìè ïîñëå ëå÷åíèÿ
õðîíè÷åñêîãî ïàðîäîíòèòà. Ïåðåä çàáîðîì áèîïòàòà âñå
ïàöèåíòû ïðîõîäèëè ñòàíäàðòíîå êëèíèêî-ëàáîðàòîðíîå
îáñëåäîâàíèå, âêëþ÷àþùåå â ñåáÿ àíàëèç êðîâè íà èí-
ôåêöèè. Áèîïñèþ ñëèçèñòîé îáîëî÷êè ïðîâîäèëè ñî ñòî-
ðîíû ïðåääâåðèÿ ïîëîñòè ðòà, òâåðäîãî íåáà èëè ðåòðî-
ìîëÿðíîãî ïðîñòðàíñòâà, ïîñëå ÷åãî ìàòåðèàë ïîñòàâëÿëè
â ëàáîðàòîðèþ äëÿ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèá-
ðîáëàñòîâ. Ïîñëå ïîëó÷åíèÿ íåîáõîäèìîãî êîëè÷åñòâà
êëåòîê ÷àñòü èç íèõ êðèîêîíñåðâèðîâàëè äëÿ äàëüíåé-
øåãî õðàíåíèÿ è èñïîëüçîâàíèÿ. Êóëüòèâèðîâàííûå àóòî-
ëîãè÷íûå ôèáðîáëàñòû ñëèçèñòîé îáîëî÷êè ðòà ÷åëîâå-
êà ïîñòàâëÿëè â êëèíèêó â ìåäèöèíñêîì òåðìîêîíòåéíåðå
â ñòåðèëüíûõ ïðîáèðêàõ. Êëåòî÷íûé ìàòåðèàë ââîäèëè â
ñîáñòâåííî ñëèçèñòóþ îáîëî÷êó äåñíû, ïðèëåæàùóþ ê
øåéêå çóáà, è (èëè) â ìåæçóáíûå äåñíåâûå ñîñî÷êè íà
ãëóáèíó 1 ìì â êîëè÷åñòâå 2�106—5�106 êëåòîê â
200—400 ìêë. Äëÿ èíòåðïðåòàöèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ ïðèìåíÿëè êëèíè÷åñêèå âèçóàëüíûå, êîëè÷åñòâåííûå
è èíñòðóìåíòàëüíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü ñëåäóþ-
ùèå âûâîäû. 1. Çàáîð èñõîäíîãî ìàòåðèàëà äëÿ ïîñëåäó-
þùåãî âûðàùèâàíèÿ êóëüòóðû àóòîôèáðîáëàñòîâ öåëåñî-
îáðàçíî ïðîâîäèòü èç îáëàñòè áóãðîâ âåðõíåé ÷åëþñòè,
íåáà èëè èç ïðåääâåðèÿ ïîëîñòè ðòà. 2. Èíôåêöèîííîå
ââåäåíèå àóòîôèáðîáëàñòîâ ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ
ñóáñòðàòà ìÿãêèõ òêàíåé â ìåñòå ââåäåíèÿ êëåòîê è ïîçâî-
ëÿåò óìåíüøèòü èëè óñòðàíèòü ðåöåññèþ äåñíû, âîçíèê-
øóþ ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ïàðîäîíòîëîãè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ è
èìïëàíòîëîãè÷åñêèõ âìåøàòåëüñòâ. 3. Êëèíè÷åñêèå è
ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ îáóñëîâëåíû íå ðåàêòèâíûì
ìåñòíûì îòâåòîì íà òðàâìó ïðè ââåäåíèè ñóñïåíçèè, à
âëèÿíèåì ââåäåííîé êóëüòóðû àóòîôèáðîáëàñòîâ. Ýòî
ïîäòâåðæäåíî ðåçóëüòàòàìè îïòè÷åñêîé êîãåðåíòíîé òî-
ìîãðàôèè: óâåëè÷åíèåì òîëùèíû äåñíû ÷åðåç 2 íåä íà
200 ìêì, ÷åðåç 2 ìåñ — íà 230 ìêì, ñ 5-ãî ïî 9-é ìåñ ðå-
çóëüòàò îêàçûâàëñÿ ìàêñèìàëüíûì — 254 ìêì. Êðîìå
óâåëè÷åíèÿ òîëùèíû ñëèçèñòîé îòìå÷àëîñü ôîðìèðîâà-
íèå áîëåå êîíòðàñòíûõ è óïîðÿäî÷åííûõ ñëîåâ ñëèçèñòîé
îáîëî÷êè. 4. Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå êëèíèêî-ôóíêöèî-
íàëüíûõ èçìåíåíèé â òêàíÿõ äåñíû ïîêàçàëî, ÷òî íåò ðàç-
íèöû â êëèíè÷åñêîì ýôôåêòå ïðè ââåäåíèè àóòîôèáðî-
áëàñòîâ â ó÷àñòêè ñ ðàçíûì èñõîäíûì ñîñòîÿíèåì òêàíå-
âîãî ñóáñòðàòà è ñ ðàçíûìè âðåìåíí *ûìè èíòåðâàëàìè
ìåæäó èíúåêöèÿìè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû êëèíè÷åñêèõ, ïëàíèìåòðè÷å-
ñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè áåçîïàñ-
íîñòü è ýôôåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ àóòîëîãè÷íûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ äëÿ óñòðàíåíèÿ äåôåêòà ìÿãêèõ òêàíåé ïîñëå
ïàðîäîíòîëîãè÷åñêèõ è èìïëàíòîëîãè÷åñêèõ âìåøà-
òåëüñòâ.

ÊËÅÒÎ×ÍÛÅ ÒÅÕÍÎËÎÃÈÈ Â ËÅ×ÅÍÈÈ ÒÐÎÔÈ×Å-
ÑÊÈÕ ßÇÂ, ÎÁÓÑËÎÂËÅÍÍÛÕ ÕÐÎÍÈ×ÅÑÊÎÉ ÂÅ-
ÍÎÇÍÎÉ ÍÅÄÎÑÒÀÒÎ×ÍÎÑÒÜÞ. © À. Þ. Ëàïèí,
Ý. Ã. Òîïóçîâ, Ì. À. Ðóáöîâ, Ã. Ï. Ïèíàåâ, Ì. È. Áëèíîâà.
Ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ èì. È. È. Ìå÷íèêîâà è Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, andlap73@yandex.ru.

Òðîôè÷åñêèå ÿçâû (Òß) íèæíèõ êîíå÷íîñòåé — ïðîá-
ëåìíîå è íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àåìîå îñëîæíåíèå âàðè-
êîçíîé áîëåçíè (ÂÁ) è õðîíè÷åñêîé âåíîçíîé íåäîñòà-
òî÷íîñòè (ÕÂÍ). Ìåõàíèçì ðàçâèòèÿ ÕÂÍ è ïàòîãåíåç îá-

ðàçîâàíèÿ Òß íèæíèõ êîíå÷íîñòåé ðàñêðûòû è ïðåäñòàâ-
ëåíû â ìíîãî÷èñëåííûõ ïóáëèêàöèÿõ. Öåëüþ è çàäà÷àìè
èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëèñü: îïðåäåëåíèå âîçìîæíîñòè è öå-
ëåñîîáðàçíîñòè ïðèìåíåíèÿ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ â ëå÷å-
íèè Òß íèæíèõ êîíå÷íîñòåé, îáóñëîâëåííûõ ÕÂÍ; ðàç-
ðàáîòêà ìåòîäèêè è òåõíèêè ïåðåñàäêè êëåòî÷íûõ ïðî-
äóêòîâ íà ÿçâåííûé äåôåêò; îöåíêà ïðåèìóùåñòâ,
íåäîñòàòêîâ è ïåðñïåêòèâ ïðåäëàãàåìîãî ñïîñîáà ëå÷å-
íèÿ. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïî èñïîëüçîâàíèþ ìåòîäà
çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè äëÿ ëå÷åíèÿ Òß íèæ-
íèõ êîíå÷íîñòåé, îáóñëîâëåííûõ õðîíè÷åñêîé âåíîçíîé
íåäîñòàòî÷íîñòüþ. Èñïîëüçîâàëèñü êëåòî÷íûå ïðîäóê-
òû — ôèáðîáëàñòû è ìíîãîñëîéíûå ïëàñòû êåðàòèíîöè-
òîâ (àíàëîãè äåðìû è ýïèäåðìèñà êîæè), ïðèãîòîâëåííûå
íà îñíîâå êóëüòèâèðóåìûõ íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ è
êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà, ðàçðàáîòàííûå â Èíñòèòóòå öè-
òîëîãèè ÐÀÍ. Ñðîê ñóùåñòâîâàíèÿ òðîôè÷åñêèõ ÿçâ ó ïà-
öèåíòîâ ñîñòàâëÿë îò 2 äî 14 ëåò, â ñðåäíåì —
8.9 � 0.6 ãîäà. Â êîíòðîëüíûå ñðîêè ÿçâû çàêðûëèñü ó
73 ïàöèåíòîâ (99.1 %) îñíîâíîé ãðóïïû è ó 20 ïàöèåíòîâ
(66.7 %) ãðóïïû ñðàâíåíèÿ, à ñðåäíèå ñðîêè äîñòèæåíèÿ
ïîëíîé ýïèòåëèçàöèè Òß ó îñíîâíîé ãðóïïû îêàçàëèñü
ïî÷òè âäâîå êîðî÷å (16.2 � 0.5 ñóò), íåæåëè ó ãðóïïû
ñðàâíåíèÿ (32.2 � 1.1), ïðè Ð < 0.001, äåìîíñòðèðóÿ ÿâ-
íîå ïðåèìóùåñòâî êëåòî÷íîé òåðàïèè â ñðàâíåíèè ñ òðà-
äèöèîííûìè ñïîñîáàìè ëå÷åíèÿ. Äîñòè÷ü ïîëíîãî çàêðû-
òèÿ Òß ê 90-ì ñóò â îñíîâíîé ãðóïïå íå óäàëîñü ó 7 ïàöè-
åíòîâ, ÷òî ñîñòàâèëî 8.75 %. Ðåöèäèâ ÿçâû â óêàçàííûå
ñðîêè íàñòóïèë òîëüêî ó 1 áîëüíîãî (1.25 %). Â ãðóïïå
ñðàâíåíèÿ ê 90-ì ñóò íàáëþäåíèÿ äîñòè÷ü ïîëíîãî çàêðû-
òèÿ Òß íå óäàëîñü ó 6 ïàöèåíòîâ èç 30, ÷òî ñîñòàâèëî
20 % è ñóùåñòâåííî ïðåâûøàëî ïîêàçàòåëè îñíîâíîé
ãðóïïû (Ð < 0.001). Ðåöèäèâ ÿçâû â ãðóïïå ñðàâíåíèÿ òàê-
æå áûë áîëåå ÷àñòûì ÿâëåíèåì è íàñòóïèë ó 4 ïàöèåíòîâ
(13.3 %). Â îñíîâíîé ãðóïïå è â ãðóïïå ñðàâíåíèÿ ó ëèö, ó
êîòîðûõ íå óäàëîñü äîñòè÷ü ïîëíîãî çàêðûòèÿ Òß, ïëî-
ùàäü ÿçâû ê 90-ì ñóò íàáëþäåíèÿ áûëà äîñòîâåðíî ìåíü-
øå èñõîäíîé áîëåå ÷åì íà 50 % (Ð < 0.001). Òàêèì îáðà-
çîì, ïðèçíàòü áåçóêîðèçíåííî èäåàëüíûìè ðåçóëüòàòû
ëå÷åíèÿ Òß ñ ïðèìåíåíèåì êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ íåëüçÿ,
îäíàêî ñðàâíèòåëüíûé ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïî îñíîâ-
íûì ïàðàìåòðàì (ôàêò çàêðûòèÿ ÿçâû, ñðîêè íàñòóïëåíèÿ
ýïèòåëèçàöèè, ÷èñëî ðåöèäèâîâ) äåìîíñòðèðóåò ñóùåñò-
âåííîå ïðåèìóùåñòâî êëåòî÷íîãî ìåòîäà ïåðåä òðàäèöè-
îííîé ñõåìîé ëå÷åíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî èäåò
ðàáîòà ïî èñïîëüçîâàíèþ êîìáèíèðîâàííîãî ñïîñîáà ëå-
÷åíèÿ, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñî÷åòàíèå ïåðåñàäêè êëå-
òî÷íûõ ïðîäóêòîâ è ïðèìåíåíèå ýíäîâèäåîõèðóðãè÷åñêî-
ãî ñïîñîáà îïåðàöèè äëÿ óñòðàíåíèÿ îñíîâíîé ýòèîëîãè-
÷åñêîé ïðè÷èíû ðàçâèòèÿ Òß. Äàííàÿ ìåòîäèêà ÿâëÿåòñÿ
ïåðåäîâîé è åå ïåðâûå ðåçóëüòàòû âûãëÿäÿò âåñüìà îïòè-
ìèñòè÷íî.

ÐÅÈÍÈÖÈÀÖÈß ÌÅÉÎÇÀ IN VITRO Â ÈÇÎËÈÐÎÂÀÍ-
ÍÛÕ È ÎÊÐÓÆÅÍÍÛÕ ÊÓÌÓËÞÑÎÌ ÎÎÖÈÒÀÕ
ÊÎÐÎÂ Â ÏÐÈÑÓÒÑÒÂÈÈ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÔÎÑÔÎ-
ÄÈÝÑÒÅÐÀÇ È ÏÐÎËÀÊÒÈÍÀ. © È. Þ. Ëåáåäåâà,1, 2

Ã. Í. Ñèíãèíà.2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé àã-
ðàðíûé óíèâåðñèòåò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã—Ïóøêèí, è 2 Âñå-
ðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò æèâîò-
íîâîäñòâà ÐÀÑÕÍ, Ïîäîëüñê—Äóáðîâèöû.

Ìåõàíèçìû ïîääåðæàíèÿ è ñíÿòèÿ áëîêàäû ìåéîçà â
îîöèòàõ ìëåêîïèòàþùèõ äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåäîñòà-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 773



òî÷íî èññëåäîâàííûìè. Â ðåãóëÿöèè âîçîáíîâëåíèÿ ìåé-
îçà ó÷àñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû,
öåíòðàëüíóþ ðîëü ñðåäè êîòîðûõ èãðàåò öÀÌÔ (Conti et
al., 2002). Ðàíåå íàìè áûëî âûÿâëåíî âçàèìîäåéñòâèå ñèã-
íàëüíûõ êàñêàäîâ, àêòèâèðóåìûõ öÀÌÔ è ãèïîôèçàðíûì
ãîðìîíîì ïðîëàêòèíîì (ÏÐË) â êóëüòèâèðóåìûõ
îîöèò-êóìóëþñíûõ êîìïëåêñàõ (ÎÊÊ) êîðîâ, ïðè÷åì ó÷à-
ñòîê ñîïðÿæåíèÿ ýòèõ êàñêàäîâ â îîöèòàõ îòëè÷àëñÿ îò
òàêîâîãî â êëåòêàõ êóìóëþñà (Ëåáåäåâà è äð., 2008). Ïîý-
òîìó â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå
èññëåäîâàíèå in vitro ñîâìåñòíîãî âëèÿíèÿ ÏÐË è ðàçëè÷-
íûõ èíãèáèòîðîâ ôîñôîäèýñòåðàç, ó÷àñòâóþùèõ â äåãðà-
äàöèè öÀÌÔ, íà ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà â èçîëèðîâàííûõ è
îêðóæåííûõ êóìóëþñîì îîöèòàõ êîðîâ. ÎÊÊ âûäåëÿëè
èç ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 2—8 ìì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ äåíó-
äèðîâàííûõ îîöèòîâ (ÄÎ) ïðîâîäèëè äèññîöèàöèþ êëå-
òîê êóìóëþñà ïóòåì îáðàáîòêè ÎÊÊ êîëëàãåíàçîé II
(1 ìã/ìë) â òå÷åíèå 25 ìèí ïðè 37 °Ñ. Â ïðîìûâíóþ ñðåäó
äîáàâëÿëè 0.5 ìÌ íåñåëåêòèâíîãî èíãèáèòîðà ôîñôîäè-
ýñòåðàç èçîáóòèëìåòèëêñàíòèíà (ÈÁÌÊ) äëÿ òîðìîæåíèÿ
ïðåæäåâðåìåííîãî ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè öÀÌÔ â
êëåòêàõ. ÎÊÊ è ÄÎ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÒÑ-199, ñî-
äåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (êîíòðîëü).
Â ïåðâîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ â ñðåäó âíîñèëè 0.5 ìÌ
ÈÁÌÊ (Sigma, ÑØÀ) è 20 ìêÌ àêòèâàòîðà àäåíèëàòöèê-
ëàçû ôîðñêîëèíà (ÔÊ; Biaffin GmbH & Co KG, Ãåðìàíèÿ)
è(èëè) áû÷èé ÏÐË (20 ÌÅ/ìã; Ýíäîêðèíîëîãè÷åñêèé íà-
ó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà) â êîíöåíòðàöèè 0, 5, 50 èëè
500 íã/ìë. Âî âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ êóëüòóðàëüíàÿ
ñðåäà ñîäåðæàëà èëè 20 ìêÌ öèëîñòàìèäà (ÖÌ), èíãèáè-
òîðà ôîñôîäèýñòåðàçû 3, èëè 100 ìêÌ ðîëèïðàìà (ÐÏ),
èíãèáèòîðà ôîñôîäèýñòåðàçû 4, èëè 50 íã/ìë áû÷üåãî
ÏÐË, à òàêæå ÖÌ+ÏÐË èëè ÐÏ+ÏÐË â óêàçàííûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ. Ìîðôîëîãè÷åñêè íîðìàëüíûå ÎÊÊ è ÄÎ êóëü-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå 6.5 ÷ ïðè 38.5 °Ñ â àòìîñôåðå ñ 5 %
ÑÎ2 è 90%-íîé âëàæíîñòüþ. Îîöèòû ôèêñèðîâàëè ïî ìå-
òîäó Òàðêîâñêîãî è èñïîëüçîâàëè äëÿ öèòîãåíåòè÷åñêîãî
àíàëèçà ñîñòîÿíèÿ ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà. Ýêñïåðèìåíòû ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ îîöèòîâ áûëè âûïîëíåíû â 3—4 íåçà-
âèñèìûõ ïîâòîðíîñòÿõ. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó
ñðàâíèâàåìûìè çíà÷åíèÿìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êðèòå-
ðèÿ c2. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÏÐË âî âñåõ èñïîëüçîâàí-
íûõ êîíöåíòðàöèÿõ íå âëèÿåò íà âîçîáíîâëåíèå ìåéîçà â
ÎÊÊ è ÄÎ, êóëüòèâèðóåìûõ â êîíòðîëüíîé ñðåäå. Âíåñå-
íèå ÈÁÌÊ è ÔÊ â êîíòðîëüíóþ ñðåäó ïðèâîäèëî ê ïîâû-
øåíèþ (P < 0.001) äîëè îîöèòîâ, îñòàþùèõñÿ íà ñòàäèè
äèïëîòåíû ÷åðåç 6.5 ÷ èíêóáàöèè ÄÎ (ñ 37.8 äî 89.6 %) è
ÎÊÊ (ñ 22.2 äî 85.7 %). ÏÐË ñíèæàë (äî 64.4 %, P < 0.01)
îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî ÄÎ, íå âîçîáíîâèâøèõ ìåéîç â ïðè-
ñóòñòâèè ÈÁÌÊ è ÔÊ, òîëüêî ïðè êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë.
Â òî æå âðåìÿ ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÏÐË íà ðåèíèöè-
àöèþ ìåéîçà â îîöèòàõ, îêðóæåííûõ êóìóëþñîì, áûëî
îáíàðóæåíî â ýòèõ óñëîâèÿõ óæå ïðè 5 íã/ìë (P < 0.05),
õîòÿ ìàêñèìàëüíûé ýôôåêò äîñòèãàëñÿ ïðè ãîðìîíàëüíîé
êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë (60.5 % îîöèòîâ íà ñòàäèè äèï-
ëîòåíû, P < 0.01). Íå áûëî âûÿâëåíî òîðìîçÿùåãî äåéñò-
âèÿ ÐÏ, ñåëåêòèâíîãî èíãèáèòîðà ôîñôîäèýñòåðàçû 4,
íà âîçîáíîâëåíèå ìåéîçà â ÄÎ èëè ÎÊÊ. Ñðåäà, ñîäåðæà-
ùàÿ ÐÏ+ÏÐË, òàêæå íå âëèÿëà íà ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà.
Íàïðîòèâ, ÖÌ, ñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð ôîñôîäèýñòå-
ðàçû 3, óâåëè÷èâàë (P < 0.001) îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî îîöè-
òîâ, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòàäèè äèïëîòåíû, ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì êàê â ñëó÷àå ÄÎ (ñ 37.3 äî 79.5 %), òàê è â ñëó-
÷àå ÎÊÊ (ñ 16.9 äî 79.4 %). Âíåñåíèå ÏÐË â ñðåäó, ñî-
äåðæàùóþ ÖÌ, ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ äîëè îîöèòîâ,

íå âîçîáíîâèâøèõ ìåéîç, òîëüêî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
ÄÎ (äî 53.8 %, P < 0.001). Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÏÐË íà
ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà îáóñëîâëåíî, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñ-
òè÷íî, àêòèâàöèåé ôîñôîäèýñòåðàçû 3 â îîöèòàõ êîðîâ.
Êðîìå òîãî, ýòè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî êëåòêè êóìóëþ-
ñà, ñîïðÿæåííûå ñ îîöèòàìè, ïîâûøàþò ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ïîñëåäíèõ ê ìåéîçñòèìóëèðóþùåìó äåéñòâèþ
ÏÐË.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01485).
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ÑÒÈÒÅËÜÍÎÉ ÒÅÐÀÏÈÈ Ó ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ì. À. Ëèñ-
êîâûõ,1 Å. Í. Òîëêóíîâà,1 Þ. À. Ìèíèíà,2 À. Ã. Øèëîâ,2

Í. Ñ. Ïåòðîâ,1 Á. Â. Ïîïîâ,1 Å. Â. ×èõèðæèíà,1 Å. È. Êîñ-
òûëåâà,1 Í. Ñ. Æäàíîâà,2 À. Í. Òîìèëèí.1 1 Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, antom111@hotmail.com,
è 2 Íîâîñèáèðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â îáëàñòè èçó÷å-
íèÿ áèîëîãèè ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, òàêèõ
êàê ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå (ÝÑ) è íåäàâíî îòêðûòûå
èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå (èÏÑ) êëåò-
êè, îäíèì èç âàæíåéøèõ ôàêòîðîâ, ñòîÿùèõ íà ïóòè ïðàê-
òè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ýòèõ êëåòîê â êëèíèêå, ÿâëÿåòñÿ èõ
òóìîðîãåííîñòü. Èçâåñòíî, ÷òî ïîïàäàíèå â îðãàíèçì
âçðîñëîé ìûøè õîòÿ áû íåñêîëüêèõ ÝÑ-êëåòîê ïðèâîäèò
ê âîçíèêíîâåíèþ òåðàòîì. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñóùåñòâóþ-
ùèå ïðîòîêîëû íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑ-êëå-
òîê in vitro ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü âåñüìà ãåòåðîãåííûå ïî-
ïóëÿöèè êëåòîê, â êîòîðûõ ïðàêòè÷åñêè âñåãäà ïðèñóòñò-
âóþò ðåçèäóàëüíûå íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè,
îáëàäàþùèå âûñîêèì òóìîðîãåííûì ïîòåíöèàëîì. Îïè-
ñàííàÿ âûøå ñèòóàöèÿ â ïîëíîé ìåðå îòíîñèòñÿ è ê
èÏÑ-êëåòêàì. Òàêèì îáðàçîì, ïðèñóòñòâèå äàæå íåáîëü-
øîãî êîëè÷åñòâå íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑ/èÏÑ-êëåòîê
(è äàæå îäíîé òàêîé êëåòêè) â òðàíñïëàíòèðóåìîì ïàöè-
åíòó êëåòî÷íîì ìàòåðèàëå íåäîïóñòèìî ââèäó âîçìîæíî-
ñòè âîçíèêíîâåíèÿ òåðàòîìû. Ñîîòâåòñòâåííî ðàçðàáîòêà
òåõíîëîãèé, ãàðàíòèðóþùèõ ïîëíîå óäàëåíèå ðåçèäóàëü-
íûõ ÝÑ/èÏÑ-êëåòîê èç ãåòåðîãåííûõ êëåòî÷íûõ ñóñïåí-
çèé èëè æå îáåñïå÷èâàþùèõ ïîëó÷åíèå äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê äëÿ òêàíåçàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè âîîáùå
áåç èñïîëüçîâàíèÿ ÝÑ/èÏÑ-êëåòîê, îñòàåòñÿ îäíîé èç ñà-
ìûõ àêòóàëüíûõ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü çàäà÷ â îáëàñòè
áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Äàííîå èññëåäîâàíèå íà-
ïðàâëåíî íà ðåøåíèå ýòîé ïðîáëåìû, äëÿ ÷åãî íàìè íàìå-
÷åíû è óæå ÷àñòè÷íî ðåàëèçîâàíû 2 ïîäõîäà. Ïåðâûì
ïîäõîäîì áóäåò ÿâëÿòüñÿ ãåíåòè÷åñêàÿ ñåíñèáèëèçàöèÿ;
ïðè ýòîì â ÝÑ/èÏÑ-êëåòêè ââîäÿòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ-ñàìîóáèéö, íàïðèìåð ãåíà òèìè-
äèíêèíàçû (ÒÊ) èëè ðåöåïòîðà òîêñèíà äèôòåðèè (ÄÒÐ)
ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðîâ, ïîääåðæèâàþùèõ ýêñïðåñ-
ñèþ ýòèõ ìàðêåðîâ èñêëþ÷èòåëüíî â ÝÑ/èÏÑ-êëåòêàõ
(íàïðèìåð, ïðîìîòîðîâ ãåíîâ Oct4 èëè Nanog). Ãåíåòè÷å-
ñêè ìîäèôèöèðîâàííûå ÝÑ/èÏÑ-êëåòêè çàòåì íàïðàâëÿ-
þò äèôôåðåíöèðîâêó â æåëàåìîì íàïðàâëåíèè, ïîñëå
÷åãî îñòàòî÷íûå ÝÑ/èÏÑ-êëåòêè ýëèìèíèðóþòñÿ äîáàâ-
ëåíèåì â ñðåäó ãàíöèêëîâèðà èëè òîêñèíà äèôòåðèè (ÄÒ).
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Ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ââåäåíèå ãàíöèêëîâèðà ïàöèåíòó
ìîæåò áûòü ïðîäîëæåíî â òå÷åíèå íåêîòîðîãî âðåìåíè
äëÿ ãàðàíòèðîâàííîãî óäàëåíèÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ãàíöèêëîâèð ÿâëÿåòñÿ
îäîáðåííûì FDA (Food and Drug Administration, ÑØÀ)
ïðåïàðàòîì. Ñî÷åòàíèå ýòèõ äâóõ ìàðêåðîâ-ñàìîóáèéö
ñîçäàñò äîïîëíèòåëüíûé óðîâåíü áåçîïàñíîñòè. Òàê, ÒÊ
ïîä ïðîìîòîðîì Oct4 ïîçâîëèò óäàëÿòü, êàê ýòî îïèñàíî
âûøå, òîëüêî ïëþðèïîòåíòíûå, òîãäà êàê äîïîëíèòåëüíî
ââåäåííûé ìÄÒÐ ïîä òðàíñêðèïöèîííûì êîíòðîëåì ïî-
âñåìåñòíîãî ïðîìîòîðà (EF-1, CMV èëè äð.) ïîçâîëèò
ýëèìèíèðîâàòü âñå òðàíñïëàíòàöèîííûå êëåòêè. Äðóãèì
ïîäõîäîì áóäåò ÿâëÿòüñÿ èíäóöèðîâàííàÿ òðàíñäèôôå-
ðåíöèðîâêà. Ïðè òàêîì ïîäõîäå ëåãêîäîñòóïíûå ñîìàòè-
÷åñêèå êëåòêè, íàïðèìåð ôèáðîáëàñòû êîæè èëè êëåòêè
êðîâè, áóäóò òðàíñäèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè íàèáî-
ëåå êëèíè÷åñêè âîñòðåáîâàííûõ è ìàëîäîñòóïíûõ òèïîâ
(íàïðèìåð, â ìîòîðíûå íåéðîíû èëè êàðäèîìèîöèòû) íà-
ïðÿìóþ, ò. å. âîîáùå íå ïðèáåãàÿ ê ñîçäàíèþ òóìîðîãåí-
íûõ èÏÑ-êëåòîê. Òàêàÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêà áóäåò
îñóùåñòâëÿòüñÿ ÷åðåç ôîðñèðîâàííóþ ýêñïðåññèþ íàìå-
÷åííûõ íàìè òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ìàñòåð-ðåãóëÿòîðîâ.
Ñàìà ïî ñåáå âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ èÏÑ-êëåòîê ïîçâî-
ëÿåò îæèäàòü, ÷òî ôîðñèðîâàííàÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêà
òàêæå äîñòèæèìà. Ýòîò ïîäõîä, íàèáîëåå íàóêîåìêèé, ïî-
ìèìî åãî ïðèêëàäíîé öåííîñòè áóäåò èìåòü è ôóíäàìåí-
òàëüíóþ çíà÷èìîñòü.

ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀÍÈ ÑÏÎ-
ÑÎÁÍÛ ÑÒÈÌÓËÈÐÎÂÀÒÜ ÐÎÑÒ ÍÅÐÂÍÛÕ ÂÎËÎ-
ÊÎÍ IN VITRO È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÀÒÜÑß Â ÍÅÉÐÀ-
ËÜÍÎÌ ÍÀÏÐÀÂËÅÍÈÈ. © Ò. Â. Ëîïàòèíà, È. À. Ñïè-
ðîâà, Í. È. Êàëèíèíà, Å. Â. Ïàðôåíîâà, Â. À. Òêà÷óê.
Ôàêóëüòåò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ æèðîâàÿ òêàíü èññëåäóåòñÿ êàê ïî-
òåíöèàëüíûé èñòî÷íèê àóòîëîãè÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.
Ñòðîìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè (ÑÊÆÒ) îáëàäàþò
òàêèìè æå ñâîéñòâàìè ìåçåíçèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,
êàê è êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, íî èõ çíà÷èòåëüíî ëåã÷å ïî-
ëó÷èòü â äîñòàòî÷íîì êîëè÷åñòâå äëÿ ëþáîãî ïàöèåíòà.
ÑÊÆÒ ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ âî ìíîãèå òèïû
êëåòîê è ñåêðåòèðîâàòü ôàêòîðû ðîñòà (Traktuev et al.,
2006), ñòèìóëèðóþùèå âîññòàíîâëåíèå òêàíåé, âêëþ÷àÿ
çàæèâëåíèå ðàí (Ebrahimian et al., 2009) è àêòèâàöèþ ðîñ-
òà êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ (Rubina et al., 2009). Â òî æå âðå-
ìÿ èçâåñòíî, ÷òî àíãèîãåíåç ñîïðÿæåí ñ ðîñòîì íåðâîâ: ó
ýòèõ ïðîöåññîâ îáùèé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè è êîíòðîëè-
ðóþùèå èõ ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû (Carmeliet, 2003). Ïîý-
òîìó ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ÑÊÆÒ ñïîñîáíû ñòèìóëèðî-
âàòü ðîñò íåðâíûõ âîëîêîí. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû
ìû èñïîëüçîâàëè ìîäåëü ðîñòà êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ â
ïîäêîæíîì èìïëàíòàòå Ìàòðèãåëÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî ÑÊÆÒ
ñòèìóëèðóåò ðîñò íåðâíûõ âîëîêîí de novo, ïðè÷åì êóëü-
òèâèðîâàíèå ÑÊÆÒ ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëî-
ðîäà (1 % O2) óñèëèâàåò ýòîò ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò.
×òîáû èçó÷èòü âëèÿíèå ÑÊÆÒ íà ðàñòóùèå íåðâíûå
îêîí÷àíèÿ, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ íåéðîòðî-
ôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ â ÑÊÆÒ è èõ ñïîñîáíîñòü ê íåéðàëü-
íîé äèôôåðåíöèðîâêå. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÑÊÆÒ ñåêðåòè-
ðóþò íåéðîòðîôè÷åñêèå ôàêòîðû BDNF (brain derived ne-
urotrophic factor), NGF (nerve growth factor) è GDNF (glial
cell derived neurotrophic factor). Èçâåñòíî, ÷òî ýòè íåé-

ðîòðîôè÷åñêèå ôàêòîðû ñåêðåòèðóþòñÿ â òêàíÿõ, íóæ-
äàþùèõñÿ â èííåðâàöèè, è ïðèâëåêàþò ðàñòóùèå
íåðâíûå îêîí÷àíèÿ. Êóëüòèâèðîâàíèå ÑÊÆÒ â óñëîâèÿõ
ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà (1 %) ïîâûøàåò óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ýòèõ ôàêòîðîâ. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÆÒ â èøåìè-
çèðîâàííóþ òêàíü ýòè êëåòêè òàêæå áóäóò óñèëåííî ñåê-
ðåòèðîâàòü ôàêòîðû ðîñòà. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè,
÷òî ñåêðåòîðíàÿ àêòèâíîñòü ÑÊÆÒ ñòèìóëèðóåò ðîñò íåð-
âîâ. Â òî æå âðåìÿ åñòü äàííûå ïî íåéðàëüíîé äèôôåðåí-
öèðîâêå ÑÊÆÒ, ïîýòîìó ìû ðåøèëè ïðîâåðèòü èõ ñïî-
ñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ è âñòðàèâàòüñÿ â ðàñòóùèå
íåðâíûå âîëîêíà. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâ-
ëåíèå â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàê-
òîðà BDNF èëè ðåòèíîåâîé êèñëîòû â ñî÷åòàíèè ñ äåìå-
òèëèðóþùèì àãåíòîì 5-àçàöèòèäîíîì èíäóöèðóåò íåé-
ðàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÑÊÆÒ (Ëîïàòèíà è äð., 2009).
Ïîýòîìó ìû â ýòèõ óñëîâèÿõ ïîëó÷èëè äèôôåðåíöèðî-
âàííûå ÑÊÆÒ ìûøè, ýêñïðåññèðóþùèå ìàðêåðíûé áå-
ëîê GFP, è îáíàðóæèëè, ÷òî òàêèå êëåòêè ïîâûøàþò óðî-
âåíü ýêñïðåññèè íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ è ñèëüíåå
ñòèìóëèðóþò ðîñò íåðâíûõ âîëîêîí â Ìàòðèãåëü. Íåðâû
â èìïëàíòàòå ìû äåòåêòèðîâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà
ðàñòóùèõ íåðâíûõ îêîí÷àíèé è ïðåäøåñòâåííèêîâ øâàí-
íîâñêèõ êëåòîê GAP43. Ïðè àíàëèçå ñðåçîâ Ìàòðèãåëÿ
ìû îáíàðóæèëè êëåòêè, ïîçèòèâíûå ïî áåëêàì GFP è
GFP43. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî òðàíñïëàíòèðîâàííûå ÑÊÆÒ,
ýêñïðåññèðóþùèå GFP, ïðè ââåäåíèè â ñîñòàâå Ìàòðèãå-
ëÿ ïîä êîæó ìûøàì íà÷èíàþò ýêñïðåññèðîâàòü GFP43.
Âåðîÿòíî, â ïîïóëÿöèè ÑÊÆÒ åñòü ïðåäøåñòâåííèêè
øâàííîâñêèõ êëåòîê. ×òîáû èçó÷èòü ïîïóëÿöèþ ÑÊÆÒ
íà ïðåäìåò ñîäåðæàíèÿ íåéðàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ,
ìû ïîïûòàëèñü âûäåëèòü ïîïóëÿöèþ êëåòîê, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ ðåöåïòîðû íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Äëÿ
ýòîãî ÑÊÆÒ áûëè ïðèæèçíåííî îêðàøåíû àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ðåöåïòîðà BDNF áåëêà TrkB è ìåòîäîì ïðîòî÷íî-
ãî ñîðòèíãà TrkB-ïîçèòèâíûå êëåòêè áûëè îòäåëåíû îò
îñòàëüíûõ. Ïðè èçó÷åíèè äèôôåðåíöèàëüíîé ýêñïðåññèè
ãåíîâ â TrkB+- è TrkB–-ïîïóëÿöèÿõ ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
TrkB+-êëåòêè èìåþò ïîâûøåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè
íåéðàëüíûõ ìàðêåðîâ. Òàêæå ýòè êëåòêè ýêñïðåññèðóþò
äðóãèå ðåöåïòîðû íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ — áåëêè
p75, TrkA, TrkC è ðåöåïòîð neuropilin1, ïðèñóòñòâóþùèé
íà ïîâåðõíîñòè íåéðàëüíûõ êëåòîê. Ñîäåðæàíèå
TrkB+-êëåòîê â ïîïóëÿöèè ÑÊÆÒ áûëî îêîëî 10 ± 5 %.
Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî ÑÊÆÒ ñîäåðæàò ñóáïîïóëÿöèþ êëåòîê, êîòîðûå
ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â íåéðàëüíîì íàïðàâëå-
íèè, ñòèìóëèðîâàòü ðîñò íåðâíûõ âîëîêîí è íåïîñðåäñò-
âåííî ó÷àñòâîâàòü â èõ ôîðìèðîâàíèè.
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ÍÈß. © Ë. Ä. Ëþáè÷, Í. È. Ëèñÿíûé, Â. Ì. Ñåìåíîâà,
Ë. Ï. Ñòàéíî. ÃÓ «Èíñòèòóò íåéðîõèðóðãèè èì. àêàä.
À. Ï. Ðîìîäàíîâà ÀÌÍ Óêðàèíû», Êèåâ.

Èñïîëüçîâàíèå íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÍÑÊ)
îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè â ëå÷åíèè è ïîääåðæè-
âàþùåé òåðàïèè òàêèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâà-
íèé íåðâíîé ñèñòåìû, êàê áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, áîëåçíü
Àëüöãåéìåðà, ðàññåÿííûé ñêëåðîç, ïîñòèíñóëüòíûå è ïî-
ñòòðàâìàòè÷åñêèå ñîñòîÿíèÿ. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ ïîëî-
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æèòåëüíûì ëå÷åáíûì ýôôåêòîì ïðèìåíåíèÿ ÍÑÊ â ýêñ-
ïåðèìåíòå íà ðÿäå ìîäåëåé, âîñïðîèçâîäÿùèõ öåðå-
áðàëüíóþ è ñïèíàëüíóþ ïàòîëîãèþ. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà
ÿâëÿåòñÿ ïðîäîëæåíèåì èññëåäîâàíèÿ áèîëîãèè ðåãèî-
íàðíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ), ïîëó÷åííûõ âî âðåìÿ
îïåðàöèè èç îëüôàêòîðíîé ëóêîâèöû (ÎË) îò âçðîñëûõ
ïàöèåíòîâ. ÎË êàê äèíàìè÷åñêàÿ ìàêðîñèñòåìà ñ íåéðî-
ãåíåðàòîðíûìè ñâîéñòâàìè ñîäåðæèò ÍÑÊ, ìèãðèðóþ-
ùèå â íåå èç ñóáâåíòðèêóëÿðíîé çîíû ñ ïîñëåäóþùåé
äèôôåðåíöèàöèåé â çðåëûå íåéðîöèòû è ãëèîöèòû. Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå ñ ìèòîãåíàìè ÍÑÊ èç ÎË ñïî-
ñîáíû ê ñàìîâîñïðîèçâåäåíèþ ñ ôîðìèðîâàíèåì íåéðî-
ñôåð, à â ïðèñóòñòâèè ðåòèíîåâîé êèñëîòû äèôôåðåí-
öèðóþòñÿ â ìóëüòèïîëÿðíûå íåéðîíû. Â ðàáîòå ñîîáùà-
þòñÿ ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ àíòèãåííîãî ôåíîòèïà
êóëüòèâèðîâàííûõ íåéðîêëåòîê èç ÎË, ïîñêîëüêó îñòà-
þòñÿ íåÿñíûìè ìåõàíèçìû âûæèâàíèÿ è îòòîðæåíèÿ êëå-
òî÷íûõ èìïëàíòàòîâ, à òàêæå âëèÿíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ
íà ïðîöåññû èõ èíòåãðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè â íåð-
âíîé òêàíè ðåöèïèåíòà. Äàííûå ëèòåðàòóðû ïî ýòîìó âî-
ïðîñó íåìíîãî÷èñëåííû è íåîäíîçíà÷íû, ÷òî îáîñíîâû-
âàåò àêòóàëüíîñòü èññëåäîâàíèé ïî ýòîé ïðîáëåìå.

Ì à ò å ð è à ë è ì å ò î ä è ê à. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ,
ïîëó÷åííóþ èç òêàíè ÎË (n = 6) äèññîöèèðîâàíèåì â êîë-
ëàãåíàçå, êóëüòèâèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñòàí-
äàðòíîãî ñîñòàâà (DMEM, ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâî-
ðîòêà (40 %), ãëþêîçà (800 ìã %), èíñóëèí (0.2 åä./ìë))
ñ íàëè÷èåì ôàêòîðîâ ðîñòà. Íà 0, 10 è 20-å ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íà ïîâåðõíîñòè íåéðîêëåòîê èññëåäîâàíà ýêñï-
ðåññèÿ àíòèãåíîâ CD34 (ìàðêåð ðàííèõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ
ÑÊ), CD38 (ìàðêåð ïîçäíèõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ÑÊ), CD56
(ìîëåêóëà íåéðîíàëüíîé àäãåçèè), HLA-A, B, C (àíòèãå-
íû ãèñòîñîâìåñòèìîñòè I êëàññà) è HLA-DR (àíòèãåíû
ãèñòîñòîâìåñòèìîñòè II êëàññà) ñ ïîìîùüþ èììóíîôå-
íîòèïèðîâàíèÿ íåïðÿìûì èììóíîôëóîðåñöåíòíûì ìå-
òîäîì.

Ð å ç ó ë ü ò à ò û. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïåðâîíà÷àëüíûé
êëåòî÷íûé ñîñòàâ íåéðîêëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ÎË âçðîñ-
ëûõ ïàöèåíòîâ, ïî àíòèãåííîìó ïðîôèëþ ÿâëÿåòñÿ ãåòå-
ðîãåííûì è ìåíÿåòñÿ â õîäå äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå â äèíàìèêå íàáëþäåíèÿ
êîëè÷åñòâî íåéðîêëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåð ïîçä-
íèõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ÑÊ (CD38), íåñêîëüêî ñíèæàëîñü,
òîãäà êàê äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåð ðàííèõ
ãåìîïîýòè÷åñêèõ ÑÊ (CD34) è ìîëåêóëó íåéðîíàëüíîé
àäãåçèè (CD56), èçìåíÿëàñü íåñóùåñòâåííî. Â òî æå âðå-
ìÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ àíòèãåíû ãèñòî-
ñòîâìåñòèìîñòè I è II êëàññîâ, ñíèæàëîñü áîëåå çíà÷è-
òåëüíî — â 2—5 ðàç. Îáíàðóæåííàÿ äèíàìèêà àíòèãåííî-
ãî ïðîôèëÿ â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ÎË íåñêîëüêî
îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé â êóëüòóðàõ ôåòàëüíîãî è ýìáðèî-
íàëüíîãî ìîçãà, èññëåäîâàííûõ íàìè ðàíåå. Òàê, äîëÿ
HLA-A, B, C- è HLA-DR-ýêñïðåññèðóþùèõ êëåòîê áûëà
íàèìåíüøåé ñðåäè íåéðîêëåòîê ÷åëîâåêà 5 íåä ãåñòàöèè,
ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàÿñü äî 8—9 íåä ãåñòàöèè. Êóëüòè-
âèðîâàíèå íåéðîêëåòîê ÷åëîâåêà 5—9 íåä ãåñòàöèè â ñðå-
äå ñ äîáàâëåíèåì ðåòèíîëà àöåòàòà ñïîñîáñòâîâàëî ñíè-
æåíèþ â 2—5 ðàç êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
àíòèãåíû ãèñòîñîâìåñòèìîñòè I è II êëàññîâ, òîãäà êàê äî-
áàâëåíèå â ñðåäó ôàêòîðîâ ðîñòà ñîõðàíÿëî êîëè÷åñòâî
ýòèõ êëåòîê (FGF) â òå÷åíèå êóëüòèâèðîâàíèÿ èëè óâåëè-
÷èâàëî èõ êîëè÷åñòâî (EGF) äî 14-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò ïðåäâàðèòåëüíûé âû-
âîä î òîì, ÷òî â óêàçàííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ àí-
òèãåíû ãèñòîñîâìåñòèìîñòè ïîäâåðãàþòñÿ ìîäóëÿöèè,

òîãäà êàê èçó÷åííûå äèôôåðåíöèðîâî÷íûå àíòèãåíû
(CD34, -38, -56) ïîäâåðæåíû ìîäóëÿöèè â ìåíüøåé ñòå-
ïåíè.

Òàêèì îáðàçîì, îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ
ÌÍÑ íà ïîâåðõíîñòè ÍÑÊ ýìáðèîíàëüíîãî è çðåëîãî
ìîçãà îáíàðóæèâàþò îïðåäåëåííûå ðàçëè÷èÿ, ÷òî íåîáõî-
äèìî ó÷èòûâàòü ïðè èõ ïðàêòè÷åñêîì ïðèìåíåíèè.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ 5�-ÍÓÊËÅÎÒÈÄÀÇÛ ÝÍ-
ÄÎÒÅËÈß ÏÎÄ ÄÅÉÑÒÂÈÅÌ ÍÅÉÐÎÍÀËÜÍÛÕ È
ÀÍÃÈÎÃÅÍÍÛÕ ÔÀÊÒÎÐÎÂ. © È. Â. Ëÿìèíà, Å. Ï. Êè-

ñåëåâà. ÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÑÇÎ ÐÀÌÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

5�-íóêëåîòèäàçà — ôåðìåíò ïóðèíîâîãî îáìåíà, èã-
ðàþùèé âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ñîñóäèñòîé ïðîíèöàå-
ìîñòè. Îí ðàñïîëàãàåòñÿ íà ìåìáðàíå ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê è äåôîñôîðèëèðóåò ÀÌÔ ñ îáðàçîâàíèåì ñâîáîä-
íîãî àäåíîçèíà, êîòîðûé, êàê ñ÷èòàþò íåêîòîðûå àâòîðû,
ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü òðàíñýíäîòåëèàëüíóþ ìèãðàöèþ ëåé-
êîöèòîâ è èõ âûõîä â î÷àã âîñïàëåíèÿ (Jalkanen, Salmi,
2007). Â óñëîâèÿõ ïîâðåæäåíèÿ òêàíè è ïîñëåäóþùåé ðå-
ãåíåðàöèè â îðãàíèçìå ïîâûøàåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ íåéðî-
íàëüíûõ è àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò âíîñèòü
ñóùåñòâåííûé âêëàä â ðåãóëÿöèþ ñîñóäèñòîé ïðîíèöàå-
ìîñòè. Â ÷àñòíîñòè, èçâåñòíî, ÷òî íåéðîíàëüíûé ôàêòîð
ñåìàôîðèí 3A è ôàêòîð ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ (VEGF)
îáà óñèëèâàþò ïðîíèöàåìîñòü ýíäîòåëèÿ, ïðè÷åì èõ ýô-
ôåêòû ñóììèðóþòñÿ (Acevedo et al., 2008). Èõ âëèÿíèå íà
àêòèâíîñòü 5�-íóêëåîòèäàçû íå èçó÷åíî. Öåëüþ íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ïîñëóæèëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ VEGF è ñåìà-
ôîðèíà 3A íà 5�-íóêëåîòèäàçó ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
in vitro.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè 5�-íóêëåîòèäàçû êëåòêè
ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà ëèíèè EA.hy926 âíîñèëè â 96-ëóíî÷-
íûé ïëàíøåò ïî 4�105 íà ëóíêó â ñðåäå DMEM ñ 10 %
FCS è ïðåèíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ â CO2-èíêóáàòîðå
ïðè 37 °Ñ äî ïîëó÷åíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Çàòåì
ê êëåòêàì äîáàâëÿëè èññëåäóåìûå ôàêòîðû â ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèÿõ è èíêóáèðîâàëè åùå 24 ÷, ïîñëå ÷åãî ìî-
íîñëîé îòìûâàëè 3 ðàçà áåñôîñôàòíûì ôèçèîëîãè÷åñêèì
ðàñòâîðîì. Çàòåì â êàæäóþ ëóíêó äîáàâëÿëè ñóáñòðàò
2.2 ìÌ 5�-ÀÌÔ è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ðàñòâîðè-
ìûé íåîðãàíè÷åñêèé ôîñôàò îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêè ïðè äëèíå âîëíû 750 íì. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè 5�-íóêëåîòèäàçû èç ïîêàçàòå-
ëÿ îáùåé ôîñôàòíîé àêòèâíîñòè, îïèñàííîãî âûøå, âû-
÷èòàëè íåñïåöèôè÷åñêóþ ôîñôàòàçíóþ àêòèâíîñòü, äëÿ
ïîëó÷åíèÿ êîòîðîé â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà âìåñòî ÀÌÔ èñ-
ïîëüçîâàëè â-ãëèöåðîôîñôàò â òîé æå ìîëÿðíîñòè. Ôîñ-
ôàòàçíóþ àêòèâíîñòü âûðàæàëè â âèäå ìêÌ íåîðãàíè÷å-
ñêîãî P, ïðîäóöèðîâàííîãî 1 ìëí êëåòîê çà 1 ÷. Êîëè÷åñò-
âî êëåòîê ïîñëå âíåñåíèÿ â ëóíêè â òå÷åíèå ñóòîê íå
èçìåíÿëîñü, ÷òî áûëî óñòàíîâëåíî ïðè èíêóáàöèè êëåòîê
â îòäåëüíîì ïëàíøåòå. Êëåòêè ýíäîòåëèÿ ñíèìàëè ñî äíà
ëóíîê ðàñòâîðîì Âåðñåíà è ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãî-
ðÿåâà.

Áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû. Àêòèâíîñòü
5�-íóêëåîòèäàçû â îòñóòñòâèå ôàêòîðîâ ñîñòàâèëà
18.35 ± 0.18 ìêÌ/÷ íà 106 êëåòîê. Â êà÷åñòâå ïðåïàðàòà
ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè TNF-á (50 åä./ìë) êàê èçâåñò-
íûé ñòèìóëÿòîð êëåòîê ýíäîòåëèÿ è ôàêòîð, óñèëèâàþ-
ùèé òðàíñýíäîòåëèàëüíóþ ìèãðàöèþ ëåéêîöèòîâ. TNF-á
äîñòîâåðíî ñíèæàë àêòèâíîñòü ôåðìåíòà 15.45 ± 0.26
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(P < 0.001, n = 14), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû
(Kalsi et al., 2002). VEGF â êîíöåíòðàöèè 1—100 íã/ìë
îêàçûâàë äîçîçàâèñèìîå ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè 5�-íóê-
ëåîòèäàçû ñ ìàêñèìàëüíûì ýôôåêòîì â äîçå 10 íã/ìë
17.25 ± 0.32 (P < 0.001, n = 15). Ñåìàôîðèí 3A, íàîáîðîò,
â êîíöåíòðàöèè 1—500 íã/ìë äîçîçàâèñèìî óñèëèâàë àê-
òèâíîñòü ýêòîôåðìåíòà ñ ìàêñèìàëüíûì ýôôåêòîì â äîçå
100 íã/ìë 20.05 ± 0.37 (P < 0.05, n = 15). Êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê ýíäîòåëèÿ ñ äâóìÿ ôàêòîðàìè îäíîâðåìåííî â ýêâè-
ìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ àêòèâ-
íîñòè 5�-íóêëåîòèäàçû 20.05 ± 0.37 0.37 (P < 0.001, n = 9).

Òàêèì îáðàçîì, VEGF è ñåìàôîðèí 3A îêàçûâàþò
ðàçíîíàïðàâëåííîå äåéñòâèå â îòíîøåíèè ôåðìåíòà
5�-íóêëåîòèäàçû íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëî-
âåêà, ÷òî ìîæåò èìåòü ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå äëÿ ðåãóëÿ-
öèè ñîñóäèñòîé ïðîíèöàåìîñòè â óñëîâèÿõ òêàíåâîãî ïî-
âðåæäåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00429).

ØÀÏÅÐÎÍÛ ÊÀÊ «ÈÄÅÀËÜÍÛÅ» ÒÅÐÀÏÅÂÒÈ×Å-
ÑÊÈÅ ÑÐÅÄÑÒÂÀ. © Á. À. Ìàðãóëèñ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïðè÷èíà ìíîãèõ çàáîëåâàíèé, â òîì ÷èñëå íåéðîäåãå-
íåðàòèâíûõ, ìûøå÷íûõ, ìåòàáîëè÷åñêèõ è èíûõ ïàòîëî-
ãèé, çàêëþ÷àåòñÿ â ïîÿâëåíèè âíóòðè èëè âíå êëåòêè áåë-
êîâ ñ íåïðàâèëüíîé êîíôîðìàöèåé, êîòîðûå èëè ñàìè,
èëè èõ àãðåãàòû ÿâëÿþòñÿ öèòîòîêñè÷åñêèìè. Êëàññè÷å-
ñêèìè ïðèìåðàìè ïîäîáíûõ ïàòîëîãèé ÿâëÿþòñÿ áîëåçíè
Àëüöãåéìåðà, Ãåíòèíãòîíà, ïðèîííàÿ áîëåçíü è ìíîãèå
äðóãèå, ïðàêòè÷åñêè âñå èç êîòîðûõ îñíîâàíû íà ðàçëè÷-
íûõ (è ñïåöèôè÷åñêèõ) ïàòîãåííûõ áåëêàõ. Â êëåòêàõ îð-
ãàíèçìà ñóùåñòâóåò áîëüøîå ÷èñëî ñèñòåì, ïðèçâàííûõ
áîðîòüñÿ ñ àãðåãàöèåé ïàòîãåííûõ áåëêîâ è îñíîâàííûõ
íà øàïåðîíàõ. Øàïåðîíû, â ÷àñòíîñòè Hsp70 è
Hdj1/Hsp40, ñïîñîáíû óçíàâàòü ãèäðîôîáíûå ôåðìåíòû
ïîâðåæäåííûõ èëè ìóòàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ è âûïðàâ-
ëÿòü èõ ñòðóêòóðó â ÀÒÔ-çàâèñèìîì öèêëå ñâÿçûâà-
íèÿ—âûñâîáîæäåíèÿ. «Íåèñïðàâèìûå» áåëêè òàêæå ïðè
ñîäåéñòâèè Hsp70 ïîäâåðãàþòñÿ ïðîòåîëèçó â ïðîòåàñî-
ìàõ è ëèçîñîìàõ. Ñ øàïåðîííîé àêòèâíîñòüþ ñâÿçûâàþò
çàùèòíûå ýôôåêòû, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò áåëêè Hsp70
è Hdj1 â ðàçëè÷íûõ ñòèìóëÿöèÿõ óïîìÿíóòûõ âûøå ïàòî-
ëîãèé in vitro è in vivo. Áåçóñëîâíî âàæíûì ÿâëÿåòñÿ òî,
÷òî øàïåðîí Hsp70 ïðîÿâëÿåò ïðîòåêòîðíóþ àêòèâíîñòü
ïî îáå ñòîðîíû êëåòî÷íîé ìåìáðàíû: íàõîäÿñü âíóòðè
êëåòêè, îí çàùèùàåò åå, à âûõîäÿ âî âíåêëåòî÷íîå ïðî-
ñòðàíñòâî, êðîâîòîê, øàïåðîí çàùèùàåò óæå âåñü îðãà-
íèçì. Ñîáðàííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè äàííûå ïîçâîëÿ-
þò óòâåðæäàòü, ÷òî ïðèíöèï äåéñòâèÿ ìíîãèõ èçâåñòíûõ
ëåêàðñòâ èëè ñðåäñòâ íàðîäíîé ìåäèöèíû çàêëþ÷àåòñÿ â
òîì, ÷òî îíè àêòèâèðóþò ñèíòåç øàïåðîíîâ è èõ ýêñïîðò
êëåòêàìè. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î íåîáõî-
äèìîñòè ðàçðàáîòêè øàïåðîííûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå
ñàìèõ áåëêîâ èëè íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ñîåäèíåíèé, ýô-
ôåêòèâíî ïîâûøàþùèõ ýêñïðåññèþ øàïåðîíîâ. Â ýòîé
ðàáîòå ñëåäóåò èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå ìîäå-
ëè çàáîëåâàíèé, ñîöèàëüíî çíà÷èìûõ è ñ óñòàíîâëåííûìè
ìåõàíèçìàìè. Ìíîãèå èç òàêèõ ìîäåëåé óæå ðàçðàáîòàíû,
è îïûò ïîêàçûâàåò, ÷òî îíè äåéñòâèòåëüíî óäîáíû äëÿ
âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñêðèíèíãà ðàçëè÷íûõ øàïå-

ðîííûõ ïðåïàðàòîâ. Â ïîäîáíûõ èññëåäîâàíèÿõ èñïîëü-
çóþò 96-ëóíî÷íûå ïëàòû ñ êëåòêàìè, ìîäåëèðóþùèìè
êàêóþ-ëèáî ïàòîëîãèþ è êîòîðûå îáðàáàòûâàþò îïðåäå-
ëåííûìè ôàêòîðàìè. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà äåéñòâèÿ ýòîé
òåõíîëîãèè â äîêëàäå áóäóò ïðåäñòàâëåíû äàííûå î ïîèñ-
êå ôàêòîðîâ, ñíèæàþùèõ óðîâåíü àãðåãàöèè ïðîäóêòà ìó-
òàíòíîãî ãåíà õàíòèíãòèíà â ìîäåëè ñîîòâåòñòâóþùåé ïà-
òîëîãèè.

ÁÈÎÄÅÃÐÀÄÈÐÓÅÌÛÅ ÌÈÊÐÎÍÎÑÈÒÅËÈ Ñ ÂÊËÞ-
×ÅÍÍÛÌÈ Â ÍÈÕ ÁÈÎÀÊÒÈÂÍÛÌÈ ÏÅÏÒÈÄÀÌÈ
ÄËß ÒÊÀÍÅÂÎÉ ÈÍÆÅÍÅÐÈÈ. © Å. À. Ìàðêâè÷åâà,1
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Áèîäåãðàäèðóåìûå ìèêðîíîñèòåëè ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåê-
òèâíûìè ìàòåðèàëàìè äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè. Ìèêðî-
íîñèòåëè èìåþò ðÿä ïðåèìóùåñòâ ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãè-
ìè èìïëàíòèðóåìûìè ïîëèìåðíûìè ìàòðèöàìè (scaf-
folds), â ÷àñòíîñòè èõ ìîæíî ëåãêî ââîäèòü â îðãàíèçì â
âèäå ñóñïåíçèè â âîäíûõ ðàñòâîðàõ ÷åðåç èãëó, îíè èìå-
þò çíà÷èòåëüíóþ ïîâåðõíîñòü, êîòîðóþ ìîæíî ïðåäâàðè-
òåëüíî ìîäèôèöèðîâàòü è ôóíêöèîíàëèçèðîâàòü äëÿ
îáåñïå÷åíèÿ íàèëó÷øåé àäãåçèè êëåòîê.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå íîâûõ áèî-
äåãðàäèðóåìûõ ìèêðîíîñèòåëåé íà îñíîâå ñîïîëèìåðà
ìîëî÷íîé è ãëèêîëåâîé êèñëîò (PLGA), â êîòîðûå èíêàï-
ñóëèðîâàíû áèîàêòèâíûå ïåïòèäû, óñêîðÿþùèå ïðîöåññ
ðåïàðàöèè òêàíåé. Òàêèì îáðàçîì, ìèêðîíîñèòåëè äîë-
æíû âûïîëíÿòü 2 ôóíêöèè: ñëóæèòü ìàòðèêñîì äëÿ ïðè-
êðåïëåíèÿ è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê è îáåñïå÷èâàòü êîíò-
ðîëèðóåìîå âûñâîáîæäåíèå áèîàêòèâíûõ ïåïòèäîâ, óñêî-
ðÿþùèõ ðîñò è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Äëÿ ìîäèôèêàöèè
ïîâåðõíîñòè ìèêðîíîñèòåëåé áûëè èñïîëüçîâàíû ðàçëè÷-
íûå ïðèðîäíûå è ñèíòåòè÷åñêèå áèîñîâìåñòèìûå ïîëè-
ìåðû. Ñðåäè ïðî÷èõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ,
ñïîñîáíûõ óñêîðÿòü ïðîöåññ ðåïàðàöèè òêàíåé, â ïîñëåä-
íåå âðåìÿ ïîâûøåííîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ áåëêàì è ïåï-
òèäàì (ãîðìîíàì, ðàçëè÷íûì ôàêòîðàì ðîñòà äð.). Îñîáîå
ìåñòî ñðåäè íèõ çàíèìàåò òðîìáèí (ñåðèíîâàÿ ïðîòåàçà
ñåìåéñòâà òðèïñèíà), êîòîðûé íå òîëüêî ðåãóëèðóåò ñâåð-
òûâàþùèå è ïðîòèâîñâåðòûâàþùèå ìåõàíèçìû è àíãèî-
ãåíåç, ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì ðîñòà, íî òàêæå âêëþ÷àåòñÿ â
âîñïàëèòåëüíóþ è ïðîëèôåðàòèâíóþ ôàçû ðàíîçàæèâëå-
íèÿ, ïðè ýòîì ñòèìóëèðóÿ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ýíäîòå-
ëèÿ, ôèáðîáëàñòîâ è ïðîäóêöèþ ïîñëåäíèìè êîëëàãåíà.
Îäíàêî ïðèìåíåíèå òðîìáèíà îãðàíè÷åíî åãî âûñîêîé
ëàáèëüíîñòüþ è âûñîêîé ñòîèìîñòüþ. Íåêîòîðûå ñèíòå-
òè÷åñêèå ïåïòèäû ìîãóò èìèòèðîâàòü äåéñòâèå òðîìáèíà
â ïðîöåññå ðåãåíåðàöèè òêàíè. ßâëÿÿñü áîëåå äåøåâûìè
ïî ñðàâíåíèþ ñ òðîìáèíîì, ïåïòèäû, îäíàêî, î÷åíü áûñò-
ðî ðàñùåïëÿþòñÿ ïåïòèäàçàìè â îðãàíèçìå. Èíêàïñóëè-
ðîâàíèå ïåïòèäîâ â áèîñîâìåñòèìûå ïîëèìåðíûå ìàòðè-
öû (ìèêðîíîñèòåëè) ïîçâîëÿåò êàê çàùèòèòü ïåïòèäû îò
ðàçðóøåíèÿ, òàê è íàïðàâëåííî ðåãóëèðîâàòü èõ âûñâî-
áîæäåíèå in vivo. Â äàííîé ðàáîòå â êà÷åñòâå áèîàêòèâ-
íûõ ïåïòèäîâ èñïîëüçîâàëè ïåïòèä-àãîíèñò òðîìáèíîâî-
ãî ðåöåïòîðà TRAP-6 (thrombin receptor agonist peptide) è
åãî àíàëîã TRAP-6(M), îòëè÷àþùèéñÿ îò TRAP-6 îäíîé
àìèíîêèñëîòîé. Îáà ïåïòèäà áûëè ñèíòåçèðîâàíû â ÈÁÕ
ÐÀÍ. TRAP-6 ÿâëÿåòñÿ íèçêîìîëåêóëÿðíûì ãåêñàïåïòè-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 777



äîì ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Ser-Phe-Leu-
Leu-Arg-Asn (SFLLRN). Ðàíåå ýòè ïåïòèäû áûëè íàìè
óñïåøíî èñïîëüçîâàíû äëÿ óñêîðåíèÿ çàæèâëåíèÿ êîæ-
íûõ ðàí (â ìîäåëÿõ íà ìûøàõ è êðûñàõ) è ëå÷åíèÿ ÿçâû
æåëóäêà â ìîäåëè íà êðûñàõ. Â ðàáîòå áûëà ñèíòåçèðî-
âàíà ñåðèÿ ìèêðîíîñèòåëåé ñ âêëþ÷åííûìè â íèõ ïåïòè-
äàìè, èññëåäîâàíû íåêîòîðûå ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîé-
ñòâà (ðàñïðåäåëåíèå ïî ðàçìåðàì, ðåëüåô ïîâåðõíîñòè,
Z-ïîòåíöèàë ïîâåðõíîñòè è äð.), èññëåäîâàíà êèíåòèêà
âûñâîáîæäåíèÿ ïåïòèäîâ â ìîäåëè in vitro, à òàêæå ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíà ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïîëó÷åí-
íûõ ìèêðîíîñèòåëåé äëÿ ðîñòà êëåòîê. Â êà÷åñòâå ìî-
äåëüíûõ êëåòîê áûëè, â ÷àñòíîñòè, èñïîëüçîâàíû ëèíèÿ
ôèáðîáëàñòîâ ìûøè L-929 è íåêîòîðûå äðóãèå êëåòî÷-
íûå êóëüòóðû.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàííûå áèîäåãðàäèðóåìûå
ìèêðîíîñèòåëè ìîãóò áûòü ïðåäëîæåíû â êà÷åñòâå ïåðñ-
ïåêòèâíûõ ìàòåðèàëîâ äëÿ êëåòî÷íîé è òêàíåâîé èíæåíå-
ðèè.
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Ïðåäñòàâëåíèÿ îá îáðàòèìîñòè äèôôåðåíöèðîâêè —
îäíîãî èç ôóíäàìåíòàëüíûõ âîïðîñîâ áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ — çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèëèñü â ïîñëåäíåå âðåìÿ áëà-
ãîäàðÿ ðàçâèòèþ ñîâðåìåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ òåõ-
íîëîãèé. Óñïåøíûå ýêñïåðèìåíòû ïî ïîëó÷åíèþ êëî-
íèðîâàííûõ æèâîòíûõ ðàçíûõ âèäîâ ïîêàçàëè, ÷òî
öèòîïëàçìà ýíóêëåèðîâàííîãî îîöèòà ñïîñîáíà ðåïðîã-
ðàììèðîâàòü âíåñåííîå ÿäðî äèôôåðåíöèðîâàííîé êëåò-
êè äî òîòèïîòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ. Äðóãîé ýêñïåðèìåíòàëü-
íûé ïîäõîä ê èññëåäîâàíèþ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà
îñíîâàí íà ãèáðèäèçàöèè ïëþðèïîòåíòíûõ ýìáðèîíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Ê íàñòîÿùåìó
âðåìåíè õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî òàêèå ãèáðèäíûå êëåòêè
äîìèíàíòíî ïðîÿâëÿþò ïëþðèïîòåíòíûå ñâîéñòâà ýìáðè-
îíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ), à ãåíîì ñîìàòè÷åñêîé
êëåòêè â íèõ ïîäâåðãàåòñÿ ðåïðîãðàììèðîâàíèþ. Îäíàêî
îäíîçíà÷íîãî îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, ìîæåò ëè öèòîïëàç-
ìà ÝÑÊ ïîäîáíî öèòîïëàçìå îîöèòîâ ðåïðîãðàììèðîâàòü
ÿäðî ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè èëè íåîáõîäèìî âçàèìîäåéñò-
âèå äâóõ ãåíîìîâ â ãèáðèäíîé êëåòêå, â ýòèõ èññëåäîâà-
íèÿõ íå áûëî ïîëó÷åíî. Äîìèíèðîâàíèå ãåíîìà ÝÑÊ â
ãèáðèäíûõ êëåòêàõ íå çàâèñèò îò òèïà ó÷àñòâóþùèõ â
ñëèÿíèè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê è íå ñâÿçàíî ñ ïîòåðåé õðî-
ìîñîì ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà, êàê ïîêàçàíî â ðàáîòàõ
íàøåé ãðóïïû è â äðóãèõ èññëåäîâàíèÿõ. Ïðè ýòîì ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî âñå èññëåäîâàíèÿ òàêîãî ðîäà áûëè ïðî-
âåäåíû òîëüêî íà äèïëîèäíûõ êëåòêàõ îáîèõ ïàðòíåðîâ
ïî ñëèÿíèþ.

Ïðîòèâîïîëîæíûå ðåçóëüòàòû ìû ïîëó÷èëè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè â ãèáðèäèçàöèè ñ ÝÑÊ òåòðàïëîèäíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ: âñå êëîíû ãèáðèäíûõ êëåòîê èìåëè ôåíîòèï è
ñâîéñòâà ôèáðîáëàñòîâ, â íèõ ïðîèñõîäèëà ýêñïðåññèÿ
êîëëàãåíà 1-ãî òèïà è ôèáðîíåêòèíà è îòñóòñòâîâàëè ìàð-
êåðû ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê (Oct-4 è Nanog). Ïðè÷åì
ó÷àñòâóþùèå â äâóõ íåçàâèñèìûõ ãèáðèäèçàöèÿõ ôèá-
ðîáëàñòû áûëè ïîëó÷åíû â ðåçóëüòàòå ñïîíòàííîé òåò-

ðàïëîèäèçàöèè â êóëüòóðàõ êëåòîê ìûøåé äâóõ ðàçíûõ
ëèíèé — DD/c è Ñ57Bl/6-I(I)1RK. Òàêèì îáðàçîì, â ãèá-
ðèäíûõ êëåòêàõ òèïà ÝÑÊ-òåòðàïëîèäíûé ôèáðîáëàñò
äîìèíèðîâàë ãåíîì ôèáðîáëàñòîâ â îòëè÷èå îò ãèáðèä-
íûõ êëåòîê òèïà ÝÑÊ-äèïëîèäíûé ôèáðîáëàñò ïðè ïðàê-
òè÷åñêè ïîëíîì ñîõðàíåíèè õðîìîñîì îáåèõ ðîäèòåëü-
ñêèõ êëåòîê â îáîèõ ñëó÷àÿõ.

×òîáû îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, ñïîñîáíà ëè öèòî-
ïëàçìà òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê âëèÿòü íà èçìåíåíèå äîìè-
íèðîâàíèÿ ãåíîìîâ â ãèáðèäíîé êëåòêå, ìû ïðîâåëè ñå-
ðèþ ñëèÿíèé ÝÑÊ êàê ñ öèòîïëàñòàìè (áåçúÿäåðíûìè
ôðàãìåíòàìè), òàê è ñ êàðèîïëàñòàìè, âûäåëåííûìè èç
òåòðàïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ öèòîïëàñ-
òîâ è êàðèîïëàñòîâ áûë ïðèìåíåí ìåòîä âûñîêîñêîðîñò-
íîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå ôèêîëëà. Ôèáðîáëà-
ñòû ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè ñ ìèêðîôëóîðîñôåðà-
ìè, ñâåòÿùèìèñÿ â ñèíåì ñïåêòðå, âñëåäñòâèå ôàãîöèòîçà
îíè ïðîíèêàëè â öèòîïëàçìó è ñëóæèëè åå ìàðêåðàìè.
Â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ ÝÑÊ, ýêñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé
ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, ñ öèòîïëàñòàìè òåòðàïëîèäíûõ
ôèáðîáëàñòîâ, ìàðêèðîâàííûìè ôëóîðîñôåðàìè, ìû ìîã-
ëè èäåíòèôèöèðîâàòü ãèáðèäíûå êëåòêè ñ ìîìåíòà èõ îá-
ðàçîâàíèÿ. Âñå ãèáðèäíûå êëåòêè (öèáðèäû) èìåëè ôåíî-
òèï ÝÑÊ è ýêñïðåññèðîâàëè Oct-4 è Nanog. Íàïðîòèâ, ïðè
ñëèÿíèè ÝÑÊ è òåòðàïëîèäíûõ êàðèîïëàñòîâ êîëîíèè
ãèáðèäíûõ êëåòîê èìåëè ôåíîòèï è ñâîéñòâà ôèáðîáëà-
ñòîâ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî ÿäðî, íî íå öèòîïëàçìà òåòðàïëîèäíîãî
ôèáðîáëàñòà îïðåäåëÿåò äîìèíèðîâàíèå ãåíîìà ôèáðîá-
ëàñòà â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ òèïà ÝÑÊ-òåòðàïëîèäíûé
ôèáðîáëàñò. Âåðîÿòíî, ýòî ñîáûòèå îáóñëîâëåíî äîçîé
ãåíîâ ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 07-04-00528).

ÂËÈßÍÈÅ ÀÓÒÎËÎÃÈ×ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ
ÌÎÇÃÀ ÍÀ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÞ ÈØÅÌÈÇÈÐÎÂÀÍÍÛÕ
ÒÊÀÍÅÉ Ó ËÀÁÎÐÀÒÎÐÍÛÕ ÆÈÂÎÒÍÛÕ.
© À. À. Ìàòþêîâ,1 Í. Â. Öóïêèíà,2 Â. Â. Äàâûäåíêî,1
Â. Â. Ãðèöåíêî,1 Ã. Ï. Ïèíàåâ.2 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò èì. àêàä.
È. Ï. Ïàâëîâà è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå óñïåõè ñîâðåìåííîé ìåäè-
öèíû, ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáîëåâàíèÿ ïî-ïðåæíåìó
îñòàþòñÿ ãëàâíîé ïðè÷èíîé ñìåðòíîñòè ñðåäè íàñåëåíèÿ.
Èñïîëüçóåìûå â íàñòîÿùåå âðåìÿ êîíñåðâàòèâíûå è îïå-
ðàòèâíûå ìåòîäû ëå÷åíèÿ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëåâà-
íèé íå âñåãäà ýôôåêòèâíû èëè íå ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû
ïî ðÿäó ïðè÷èí. Â ñâÿçè ñ ýòèì ðàçðàáàòûâàþòñÿ íîâûå
ñïîñîáû ðåãåíåðàöèè ïîâðåæäåííûõ òêàíåé íà îñíîâå ñî-
âðåìåííûõ äîñòèæåíèé ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèî-
ëîãèè. Òàê, â ïîñëåäíèå 5—7 ëåò óñïåøíî ðåàëèçóåòñÿ
èäåÿ êëåòî÷íîé òðàíñïëàíòàöèè äëÿ ëå÷åíèÿ èøåìè÷å-
ñêîé áîëåçíè ñåðäöà è îáëèòåðèðóþùèõ çàáîëåâàíèé àð-
òåðèé.

Ýêïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ â ýòîé îáëàñòè íà-
øèìè êîëëåêòèâàìè áûëè íà÷àòû áîëåå 5 ëåò íàçàä. Öåëü
èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â ñðàâíåíèè âëèÿíèÿ ìóëüòèïî-
òåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) è
íåôðàêöèîíèðîâàííûõ ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê (ßÑÊ)
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êîñòíîãî ìîçãà íà ðåãåíåðàöèþ èøåìèçèðîâàííûõ òêàíåé
êðîëèêà. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû íà êðîëèêàõ-ñàìöàõ
ëèíèè Øèíøèëëà, êîòîðûì áûëè ñìîäåëèðîâàíû èí-
ôàðêò ìèîêàðäà ïîñðåäñòâîì ëèãèðîâàíèÿ íèñõîäÿùåé
âåòâè ëåâîé êîðîíàðíîé àðòåðèè è èøåìèÿ çàäíåé êîíå÷-
íîñòè ïóòåì ïåðåâÿçêè áåäðåííîé àðòåðèè. Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè êóëüòóðû ÌÌÑÊ è ßÑÊ, ïîëó÷åííûå èç àñïè-
ðàòà êîñòíîãî ìîçãà. Õàðàêòåðèñòèêó êëåòî÷íûõ êóëüòóð
ïðîâîäèëè ïóòåì îêðàøèâàíèÿ ñòàíäàðòíîé ñìåñüþ ðåàê-
òèâîâ BCIP-NBT (Sigma, ÑØÀ) íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó
äëÿ èäåíòèôèêàöèè êëåòîê îñòåîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè è ñóäàíîì-III (BDH Chemicals Ltd., Àíãëèÿ) äëÿ
èäåíòèôèêàöèè êëåòîê àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðîêàðäèîãðàôèè, ýõîêàðäèîãðàôèè, îäíî-
ôîòîííîé ýìèñèîííîé êîìïüþòåðíîé òîìîãðàôèè, óëüò-
ðàçâóêîâîé äîïïëåðîâñêîé ôëîóìåòðèè, èììóíîãèñòîõè-
ìè÷åñêèõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî êëåòêè àóòîëîãè÷íîãî êîñòíîãî ìîçãà ïîëîæèòå-
ëüíî âëèÿþò íà ðåïàðàòèâíûå ïðîöåññû â èøåìèçèðîâàí-
íûõ òêàíÿõ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òðàíñïëàíòèðî-
âàííûå ÌÌÑÊ ãëàâíûì îáðàçîì âëèÿþò íà ðåïàðàòèâíûå
ïðîöåññû çà ñ÷åò ñòèìóëÿöèè íåîàíãèîãåíåçà ïóòåì èõ
äèôôåðåíöèðîâêè â ñîñóäèñòûå ñòðóêòóðû è âûðàáîòêè
àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ, à ßÑÊ — çà ñ÷åò ñåêðåöèè ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ. Îäíàêî ìåõàíèçì âëèÿíèÿ àóòîëîãè÷íûõ
êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà äî êîíöà íå èçó÷åí, ÷òî òðåáóåò
ïðîâåäåíèÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

ÂËÈßÍÈÅ ÔÀÊÒÎÐÎÂ ÐÎÑÒÀ ÍÀ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÅ
ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ ÍÅÀÄÃÅÇÈÂÍÛÕ ÑÓÁÏÎ-
ÏÓËßÖÈÉ ÈÇ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑÛ.
© Å. À. Ìîë÷àíîâà, Ý. È. Áóåâåðîâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè
ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, molchano-
va_jane@mail.ru.

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) îáëàäàþò
âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê äåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ, â ÷àñòíîñòè ê îñíîâíîìó ôàêòîðó ðîñòà
ôèáðîáëàñòîâ (bFGF), ýïèäåðìàëüíîìó ôàêòîðó ðîñòà
(EGF) è ôàêòîðó ðîñòà òðîìáîöèòîâ (PDGF). Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå èçó÷àëè âëèÿíèå ôàêòîðîâ ðîñòà íà ýôôåêòèâ-
íîñòü êëîíèðîâàíèÿ è ïîòåíöèè ê îñòåîãåííîé è àäèïî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêàì ÌÑÊ íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïó-
ëÿöèé èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñû. ÌÑÊ, îáëàäàþùèå âûñî-
êîé êëîíîãåííîé ñïîñîáíîñòüþ, èäåíòèôèöèðîâàëè êàê
êîëîíèåîáðàçóþùèå åäèíèöû ôèáðîáëàñòîâ (ÊÎÅ-Ô) èç
ñóñïåíçèè êëåòîê, íå ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ïîâåðõíîñòè ïëà-
ñòèêà â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ñïóñòÿ 7 ñóò in vitro. Ïðè áî-
ëåå äëèòåëüíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ýòà íåàäãåçèâíàÿ
ïîïóëÿöèÿ ïðè åæåíåäåëüíîì ïåðåñåâå ñòàíîâèòñÿ èñòî÷-
íèêîì ïîñëåäóþùèõ íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé. Ïîä-
ñ÷åò ÷èñëà ÊÎÅ-Ô ïîêàçàë, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðî-
âàíèÿ ÌÑÊ íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé âîçðàñòàåò ïîä
äåéñòâèåì ôàêòîðîâ EGF è PDGF â êîíöåíòðàöèè
10 íã/ìë, à ôàêòîð ðîñòà bFGF (5 íã/ìë) ïîäàâëÿåò êîëî-
íèåîáðàçîâàíèå. EGF è PDGF íå ìåíÿþò êîëè÷åñòâî êî-
ëîíèé ÌÑÊ íåàäãåçèâûõ ñóáïîïóëÿöèé, îêðàøèâàþùèõ-
ñÿ íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó, ÿâëÿþùóþñÿ ìàðêåðîì ðàí-
íèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ îñòåîãåííûõ êëåòîê, â òî âðåìÿ
êàê PDGF â èíäóêöèîííîé ñðåäå âûçûâàåò óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà è ðàçìåðîâ î÷àãîâ ñêîïëåíèÿ ïîëèãîíàëüíûõ
îñòåîãåííûõ êëåòîê ñ îòëîæåíèÿìè ìèíåðàëèçîâàííîãî

âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (êîñòíûõ óçåëêîâ). Ôàêòîð bFGF
âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ îñòåîãåííûõ ïîòåíöèé
ÌÑÊ íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé — óâåëè÷åíèå ÷èñëà
êîëîíèé, ñîäåðæàùèõ êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ùå-
ëî÷íóþ ôîñôàòàçó, ìíîãîêðàòíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
ôîðìèðóåìûõ â êóëüòóðå êîñòíûõ óçåëêîâ è èõ ðàçìåðû,
à òàêæå óñêîðåíèå ñàìîãî ïðîöåññà îñòåîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Âëèÿíèå bFGF íà îñòåîãåííûå ïîòåíöèè
ÌÑÊ íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé óñèëèâàåòñÿ ïðè èçìå-
íåíèè åãî êîíöåíòðàöèè ñ 5 äî 20 íã/ìë. Ïîêàçàíî òàêæå
ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå bFGF íà àäèïîãåííóþ äèôôå-
ðåíöèðîâêó ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ íåàäãåçèâíûõ
ñóáïîïóëÿöèé â ñòàíäàðíîé èíäóêöèîííîé ñðåäå. Êîëè-
÷åñòâî ñêîïëåíèé àäèïîöèòîâ ðàçíîé ñòåïåíè çðåëîñòè, à
òàêæå èíòåíñèâíîñòü èõ ôîðìèðîâàíèÿ íàõîäÿòñÿ â ïðÿ-
ìîé çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè bFGF (5—20 íã/ìë).
Òàêèì îáðàçîì, ÌÑÊ íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé ïðîÿâ-
ëÿþò âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ ôàêòîðîâ ðî-
ñòà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Àíàëèç èäåíòè÷íîñòè ïðîëè-
ôåðàòèâíîãî è äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëîâ ÌÑÊ
íåàäãåçèâíûõ ñóáïîïóëÿöèé è ïåðâè÷íîé àäãåçèâíîé ïî-
ïóëÿöèè ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì íàøèõ äàëüíåéøèõ èññëåäî-
âàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00002) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íà-
ó÷íûå øêîëû» (ÍØ-1134.2008.4).

ÎÁÎÑÍÎÂÀÍÈÅ ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÈ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈß
ÌÀÊÐÎÔÀÃÎÂ ÄËß ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ/ÐÅÏÀÐÀÖÈÈ
ÍÅÐÂÍÎÉ ÒÊÀÍÈ. © À. À. Îñòàíèí, Å. ß. Øåâåëà,
Ë. Â. Ñàõíî, Å. Ð. ×åðíûõ. ÍÈÈ êëèíè÷åñêîé èììóíîëî-
ãèè ÑÎ ÐÀÌÍ, Íîâîñèáèðñê ct_lab@mail.ru.

Ñðåäè ðàçëè÷íûõ êëåòîê ìàêðîôàãè èãðàþò èñêëþ÷è-
òåëüíî âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññàõ òêàíåâîé ðåïàðàöèè. Îä-
íàêî ïðè ïîâðåæäåíèÿõ íåðâíîé òêàíè ïðîöåññû ðåïàðà-
öèè ïðîèñõîäÿò ìåíåå ýôôåêòèâíî, ÷òî îò÷àñòè ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíî èììóíîëîãè÷åñêîé ïðèâèëåãèðîâàííî-
ñòüþ öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû (ÖÍÑ). Ââåäåíèå
ìàêðîôàãîâ â ìîäåëè òðàâìû ñïèííîãî ìîçãà ó ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ñóùåñòâåííî óëó÷øàåò âîññòàíîâ-
ëåíèå íåâðîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà [Franzen, 1998; Rapalino,
1998; Schwartz, 1999]. Áîëåå òîãî, ïåðâàÿ ôàçà êëèíè÷å-
ñêèõ èñïûòàíèé ìàêðîôàãîâ â ëå÷åíèè áîëüíûõ ñïèíàëü-
íîé òðàâìîé (ñòàäèÿ À ïî øêàëå ASIA) ïîêàçàëà áåçîïàñ-
íîñòü è êëèíè÷åñêóþ ýôôåêòèâíîñòü èõ èñïîëüçîâàíèÿ
ïðè ââåäåíèè â îáëàñòü ïîâðåæäåíèÿ (Schwartz, 2004).

Ìåõàíèçìû ïîçèòèâíîãî ýôôåêòà ìàêðîôàãîâ îñòà-
þòñÿ âî ìíîãîì íåèññëåäîâàííûìè. Èçâåñòíî, ÷òî òðàâ-
ìàòè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå ÖÍÑ ïðèâîäèò ê ðàçðûâó àêñî-
íîâ, èíäóöèðóåò ôóíêöèîíàëüíóþ ýíåðãèþ íåðâíûõ êëå-
òîê, ãèáåëü êëåòîê ìàêðî- è ìèêðîãëèè. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî
ìàêðîôàãè ñïîñîáíû ïðîäóöèðîâàòü íåéðîòðîôè÷åñêèå
ôàêòîðû, à òàêæå öèòîêèíû, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè
ïðîöåññîâ àïîïòîçà, âîñïàëåíèÿ è îðãàíèçàöèè âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü èõ âûðàæåí-
íîå âëèÿíèå è íà ïðîöåññû ðåïàðàöèè íåðâíîé òêàíè.
Áûëè èñïîëüçîâàíû äâà ïðîòîêîëà ãåíåðàöèè ìàêðîôàãîâ
èç ïðèëèïàþùåé ôðàêöèè ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê
(5�106/ìë, 18 ÷) ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ. Â ïåðâîì ïðîòîêîëå ïîïóëÿöèþ ìàêðîôàãîâ (ÌÔ1)
ïîëó÷àëè â 6-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ â ñðåäå RPMI-1640,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 779



äîïîëíåííîé 5 % àóòîïëàçìû è 2 % FCS (Áèîëîò,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), 2-ìåðêàïòîýòàíîëîì (5�10–5 Ì), ïèðó-
âàòîì Na (2�10–3 Ì), 1%-íûì ðàñòâîðîì íåçàìåíèìûõ
àìèíîêèñëîò, L-ãëþòàìèíîì (0.3 ìã/ìë) â ïðèñóòñòâèè
GM-CSF (50 íã/ìë), â òå÷åíèå 6 ñóò. Âî âòîðîì ïðîòîêîëå
ïîïóëÿöèþ ìàêðîôàãîâ (ÌÔ2) ïîëó÷àëè â êóëüòóðàëüíûõ
ôëàêîíàõ (Nunc, 75 ñì2) â ñðåäå RPMI-1640, äîïîëíåííîé
2 % àóòîïëàçìû, 2-ìåðêàïòîýòàíîëîì, ïèðóâàòîì Na,
1%-íûì ðàñòâîðîì íåçàìåíèìûõ àìèíîêèñëîò, L-ãëþòà-
ìèíîì â ïðèñóòñòâèè GM-CSF (50 íã/ìë), â òå÷åíèå
7—8 ñóò.

Èññëåäîâàíèå ôåíîòèïà è ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè ÌÔ1 è ÌÔ2 ïîêàçàëî, ÷òî ñðåäè íèõ ñîäåðæàòñÿ
81—82 % CD14-ìàêðîôàãîâ. Îäíàêî â ïîïóëÿöèè ÌÔ2

êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ àíòèãåíû HLA-DR
è êîñòèìóëÿòîðíûå ìîëåêóëû CD86, áûëî äîñòîâåðíî
íèæå, ÷åì ñðåäè ÌÔ1 (Median 81 ïðîòèâ 93 % è 16 ïðîòèâ
37 % ñîîòâåòñòâåííî). Êðîìå òîãî, ïîïóëÿöèÿ ÌÔ2 õàðàê-
òåðèçîâàëàñü áîëåå íèçêîé àëëîñòèìóëÿòîðíîé àêòèâíî-
ñòüþ â ÑÊË (èíäåêñ âëèÿíèÿ 2.7 ïðîòèâ 18.4 ðàñ÷. åä.,
P < 0.01). Îöåíêà ñîäåðæàíèÿ 23 öèòîêèíîâ â ñóïåðíàòàí-
òàõ êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê ïîêàçàëà, ÷òî ïî ñðàâíåíèþ
ñ ÌÔ1 ïîïóëÿöèÿ ÌÔ2 êëåòîê õàðàêòåðèçîâàëàñü áîëåå
íèçêèì óðîâíåì ïðîäóêöèè Th1/ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öè-
òîêèíîâ (IFN-g, IL-2, IL-1b, TNF-a è IL-18), õåìîêèíîâ
(IL-8 è MCP-1) è IL-4. Â òî æå âðåìÿ ÌÔ2 äîñòîâåðíî
âûøå ñåêðåòèðîâàëè èíñóëèíîïîäîáíûé ðîñòîâîé ôàê-
òîð-1 (IGF-1; 8310 ïðîòèâ 322 ïã/ìë), ôàêòîð ðîñòà ýíäî-
òåëèÿ ñîñóäîâ (VEGF; 1100 ïðîòèâ 97 ïã/ìë), ýðèòðî-
ïîýòèí (4.3 ïðîòèâ 2.4 mIU/ìë) è IL-6 (15 730 ïðîòèâ
4530 ïã/ìë). Óðîâåíü ïðîäóêöèè äðóãèõ ðîñòîâûõ ôàê-
òîðîâ — ýïèäåðìàëüíîãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà (EGF),
îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ (FGF-basic),
G-CSF, GM-CSF — è öèòîêèíîâ (IL-5, IL-10, IL-13, IL-12,
IL-17, IL-7 è MIP1-b) áûë ñîïîñòàâèì â êóëüòóðàõ ÌÔ1

è ÌÔ2.
Â öåëîì îöåíêà öèòîêèí-ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè ãå-

íåðèðîâàííûõ in vitro ìàêðîôàãîâ ïîêàçàëà, ÷òî ÌÔ2 óìå-
ðåííî ïðîäóöèðóþò TNF-a è IL-1b, êîòîðûå â ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, êàê èçâåñòíî, ñòèìóëèðóþò ïðî-
öåññ ìèåëèíèçàöèè ïîâðåæäåííûõ àêñîíîâ, à òàêæå
G-CSF è GM-CSF, êîòîðûå ìîãóò àêòèâèðîâàòü êëåòêè
ìèêðîãëèè â î÷àãå ïîâðåæäåíèÿ. Â òî æå âðåìÿ ÌÔ2 àê-
òèâíî ñåêðåòèðóþò íåéðîòðîôè÷åñêèå ôàêòîðû (IL-6 è
IGF-1) è ðÿä äðóãèõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (VEGF, ýðèòðîïî-
ýòèí, EGF è FGF-basic), êîòîðûå ìîãóò ïîâûøàòü âûæè-
âàåìîñòü, óñèëèâàòü ïðîëèôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâ-
êó/äåëåíèå àñòðîöèòîâ, îëèãîäåíäðîöèòîâ, íåéðîíîâ è
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, à òàêæå ñòèìóëèðîâàòü ýíäîãåí-
íûå, â òîì ÷èñëå è íåéðàëüíûå ïðîãåíèòîðíûå, êëåòêè
(Lotan, 1994; Simard, 2006). Òàêèì îáðàçîì, ïî ñâîåé ôóí-
êöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ïîïóëÿöèÿ ÌÔ2 îáëàäàåò ïîòåí-
öèàëîì, íåîáõîäèìûì äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàöèè/ðåïà-
ðàöèè íåðâíîé òêàíè â î÷àãå ïîâðåæäåíèÿ, â ñî÷åòàíèè ñ
ìèíèìàëüíûì ðèñêîì ðàçâèòèÿ âûðàæåííûõ ìåñòíûõ
âîñïàëèòåëüíûõ ðåàêöèé (ôèçèîëîãè÷åñêèé óðîâåíü ïðî-
äóêöèè Th1/ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ è õåìîêèíîâ,
ñíèæåííàÿ ýêñïðåññèÿ HLA-DR è CD86, íèçêàÿ àëëîñòè-
ìóëÿòîðíàÿ àêòèâíîñòü).

ÑÎÇÄÀÍÈÅ ÍÎÂÛÕ ÐÀÑÑÀÑÛÂÀÞÙÈÕÑß ÌÀ-
ÒÅÐÈÀËÎÂ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÏÐÈÐÎÄÍÛÕ ÏÎËÈÑÀÕÀ-
ÐÈÄÎÂ ÄËß ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß ÊËÅÒÎÊ ÊÎÆÈ
×ÅËÎÂÅÊÀ, ÏÐÅÄÍÀÇÍÀ×ÅÍÍÛÕ ÄËß ÇÀÌÅÑÒÈ-
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Èíòåíñèâíîå ðàçâèòèå êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé, ïðèìå-
íÿåìûõ â íîâîé îáëàñòè ìåäèöèíû — ðåãåíåðàòèâíîé ìå-
äèöèíå, òðåáóåò ðàçðàáîòêè íîâûõ ìàòåðèàëîâ, êîòîðûå
ìîãóò ñëóæèòü ñóáñòðàòàìè äëÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê.
Îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì äëÿ òàêèõ ìàòåðèàëîâ ÿâëÿåòñÿ
èõ ðåçîðáöèÿ ïðè èìïëàíòàöèè â îðãàíèçì ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ. Â òå÷åíèå ðÿäà ëåò ÈÂÑ ÐÀÍ
è ÈÖ ÐÀÍ ïðîâîäèëè ñîâìåñòíóþ ðàáîòó ïî ñîçäàíèþ
áèîäåãðàäèðóåìûõ ìàòðèö íà îñíîâå ïîëèñàõàðèäîâ —
õèòèíà è õèòîçàíà è èõ êîìïîçèöèé ñ ñèíòåòè÷åñêèìè ïî-
ëèìåðàìè è ñ êîëëàãåíîì. Öåëü äàííîé ðàáîòû — ñîçäà-
íèå è âñåñòîðîííÿÿ õàðàêòåðèñòèêà ïîðèñòûõ ïëåíî÷íûõ
è ãóá÷àòûõ êîìïîçèöèîííûõ ìàòðè÷íûõ ìàòåðèàëîâ, èçó-
÷åíèå âëèÿíèÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ïîëèìåðîâ, ñî-
ñòàâà ìàòðèö è èõ ìîðôîëîãèè íà âîçìîæíîñòü ôîðìè-
ðîâàíèÿ íà ïîâåðõíîñòè ìíîãîñëîéíûõ ïëàñòîâ êåðà-
òèíîöèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ, à òàêæå èçó÷åíèå ðåçîðáöèè
ïîëó÷åííûõ ìàòðèö â ïðîöåññå çàæèâëåíèÿ ðàí â ðåçóëü-
òàòå èõ òðàíñïëàíòàöèè â ìîäåëüíóþ ðàíó ëàáîðàòîðíûõ
æèâîòíûõ. Â ïðîöåññå ðàáîòû áûëè ñîçäàíû è èññëåäîâà-
íû ïëåíî÷íûå ìàòðèöû íà îñíîâå ÷àñòè÷íî äåçàöåòèëè-
ðîâàííîãî õèòèíà, õèòîçàíà è êîìïîçèöèé õèòîçàíà ñ êîë-
ëàãåíîì, à òàêæå òðåõìåðíûå ãóá÷àòûå ìàòðèöû íà îñíî-
âå õèòîçàíà è êîìïîçèöèé õèòîçàíà ñ êîëëàãåíîì.

Èññëåäîâàíèÿ áûëè ïðîäîëæåíû â íàïðàâëåíèè ñî-
çäàíèÿ êîìïîçèöèîííûõ ïëåíîê íà îñíîâå õèòèíà è õèòî-
çàíà ñ óëó÷øåííûìè ôèçèêî-ìåõàíè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè
ïðè ñîõðàíåíèè õàðàêòåðèñòèê, íåîáõîäèìûõ äëÿ àäãåçèè
è ïðîëèôåðàöèè ôèáðîáëàñòîâ è êåðàòèíîöèòîâ. Äîáàâêè
íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâ ïîëèìåðà—ìîäèôèêàòîðà ñóùåñò-
âåííî èçìåíÿþò äåôîðìàöèîííî-ïðî÷íîñòíûå ñâîéñòâà
âîëîêîí è ïëåíîê. Â êà÷åñòâå ìîäèôèöèðóþùèõ ïîëèìå-
ðîâ áûëè èñïîëüçîâàíû íåòîêñè÷íûå ïîëèìåðû, øèðîêî
èñïîëüçóåìûå â ìåäèöèíå: ïîëèâèíèëîâûé ñïèðò (ÏÂÑ),
öåëëþëîçà è ñïåöèàëüíî ïîäãîòîâëåííûé êîëëàãåí. Ïëåí-
êè èç êîìïîçèöèé íà îñíîâå õèòèíà ôîðìîâàëè ñóõî-ìîê-
ðûì ñïîñîáîì, îòìûâàëè îò õëîðèäà ëèòèÿ è õðàíèëè â
50%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå ýòàíîëà. Ïëåíêè íà îñíîâå õè-
òîçàíà ôîðìîâàëè ñóõèì ñïîñîáîì è ïðîãðåâàëè ïðè
120 °Ñ, õðàíèëè â ñóõîì ñîñòîÿíèè íà âîçäóõå. Êîìïîçè-
öèîííûå ïëåíî÷íûå ìàòåðèàëû ôîðìîâàëè ñóõèì ñïîñî-
áîì èç âîäíûõ ðàñòâîðîâ õèòîçàíà è êîëëàãåíà â ðàçáàâ-
ëåííûõ óêñóñíîé è ãëóòàìèíîâîé êèñëîòàõ. Ãóá÷àòûå ìà-
òåðèàëû ïîëó÷àëè ïóòåì ëèîôèëüíîé ñóøêè ðàñòâîðîâ
ñìåñåé ïîëèìåðîâ. Ïîëó÷åííûå ìàòåðèàëû ïðîãðåâàëè
ïðè 50 °Ñ.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ôèáðîáëàñòîâ íà êîìïîçèöèîí-
íûõ ïëåíêàõ óñòàíîâëåíî, ÷òî ââåäåíèå â õèòèí ÏÂÑ è
öåëëþëîçû ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó óõóäøåíèþ óñëî-
âèé ðîñòà êëåòîê íà êîìïîçèöèîííûõ ïëåíêàõ — íàáëþ-
äàëèñü ëèøü ÷àñòè÷íàÿ àäãåçèÿ ôèáðîáëàñòîâ è îòñóòñò-
âèå îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Ââåäåíèå êîëëàãåíà â õèòîçàí,
íàïðîòèâ, ïðèâîäèò ê óëó÷øåíèþ àäãåçèè è ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê. Ïðè ïîñåâå íîðìàëüíûõ äåðìàëüíûõ ôèáðîá-
ëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà íà îáðàçöû êîìïîçèöèîííûõ ïëå-
íîê õèòîçàíà ñ êîëëàãåíîì (5 è 10 %) ÷åðåç 1 ñóò íàáëþ-
äàëèñü àäãåçèÿ êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè ïëåíîê è
íîðìàëüíàÿ ìîðôîëîãèÿ êëåòîê, ñîïîñòàâèìàÿ ñ êîíòðî-
ëåì. ×åðåç 6 ñóò êëåòêè ñôîðìèðîâàëè ìîíîñëîé.

780 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì ïî áèîëîãèè êëåòêè â êóëüòóðå



Áûëà èçó÷åíà ðåçîðáöèÿ ïîëó÷åííûõ ïëåíî÷íûõ è
ãóá÷àòûõ ìàòðè÷íûõ ìàòåðèàëîâ â ïðîöåññå çàæèâëåíèÿ
ðàí â ðåçóëüòàòå òðàíñïëàíòàöèè â ìîäåëüíóþ ðàíó ëàáî-
ðàòîðíûõ æèâîòíûõ ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà, êóëü-
òèâèðóåìûõ íà óêàçàííûõ ìàòðèöàõ. Î ñîñòîÿíèè ìàò-
ðè÷íûõ ìàòåðèàëîâ, íà êîòîðûõ êóëüòèâèðîâàëèñü êëåòêè
çàæèâëåíèÿ, ñóäèëè ïî ãèñòîëîãè÷åñêîìó àíàëèçó áèî-
ïòàòîâ ðåãåíåðèðóþùåé òêàíè, çàáèðàåìûõ ÷åðåç 10 è
15 ñóò ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè. Êîíòðîëüíûìè ñëóæèëè
ðàíû, â êîòîðûå òðàíñïëàíòèðîâàëè ìàòðè÷íûå ìàòåðèà-
ëû áåç êëåòîê («òðàíñïëàíòàò áåç êëåòîê»). Îáùèé êîíò-
ðîëü êî âñåì âàðèàíòàì áûë ïðåäñòàâëåí «îñòðîé ðàíîé»
áåç òðàíñïëàíòàòîâ, ãäå ïðîöåññû âîññòàíîâëåíèÿ è íîâî-
îáðàçîâàíèÿ äåðìû ïðîõîäèëè åñòåñòâåííûì ïóòåì. Äî-
ïîëíèòåëüíî ïðîâåðÿëè ðåçîðáöèþ óêàçàííûõ ìàòðèö â
óñëîâèÿõ in vitro â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà íèõ êëå-
òîê â òå÷åíèå 35 ñóò. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
íà âñåõ îïûòíûõ îáðàçöàõ â óñëîâèÿõ in vitro â òå÷åíèå
35 ñóò íå îòìå÷åíî íèêàêîé ðåçîðáöèè ìàòðè÷íûõ ìàòå-
ðèàëîâ. Â îïûòíûõ âàðèàíòàõ ñ ïëåíêàìè è â êîíòðîëå
«òðàíñïëàíòàò áåç êëåòîê» íà ñðîêàõ 10 è 15 ñóò ñëåäîâ
ïëåíî÷íûõ ìàòðèö â ðàíå íå ñîõðàíèëîñü è íå îáíàðóæå-
íî â áèîïòàòå, ò. å. îíè ïîëíîñòüþ ðåçîðáèðîâàëè â îðãà-
íèçìå. Ïðîöåññû àíãèî- è ìèîãåíåçà â îïûòíûõ âàðèàí-
òàõ ïðîòåêàþò óæå íà ðàííèõ ñðîêàõ (10 ñóò) è óñèëèâà-
þòñÿ ê 15-ì ñóò. Âî âñåõ îïûòíûõ âàðèàíòàõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ îáùèì êîíòðîëåì (îñòðàÿ ðàíà) îòìå÷àåòñÿ
ñëàáîå ðàçâèòèå âîñïàëèòåëüíûõ ðåàêöèé. Ýòî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò îá îòñóòñòâèè òîêñè÷íîñòè ìàòðè÷íûõ ìàòåðèàëîâ
è î íîðìàëüíî èäóùèõ ïðîöåññàõ âîññòàíîâëåíèÿ äåðìû.

Òàêèì îáðàçîì, èñïûòàííûå ìàòðèöû ñ êóëüòèâèðî-
âàííûìè íà íèõ äåðìàëüíûìè êëåòêàìè â òå÷åíèå 15 ñóò
ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî ðåçîðáèðóþò â îðãàíèçìå ëàáî-
ðàòîðíûõ æèâîòíûõ.
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Ñîçäàíèå òðàíñïëàíòàáåëüíûõ àíàëîãîâ ñêåëåòíûõ
òêàíåé ïóòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê (ÌÑÊ) íà òðåõìåðíûõ íîñèòåëÿõ ÿâëÿåòñÿ àê-
òóàëüíûì íàïðàâëåíèåì òêàíåâîé èíæåíåðèè. Îäèí èç
êëàññîâ ïîòåíöèàëüíûõ íîñèòåëåé äëÿ ñîçäàíèÿ ïîäîá-
íûõ êîíñòðóêöèé — ïîëèìåðíûå êðèîãåëè. Èõ ïðåèìó-
ùåñòâà ñîñòîÿò â øèðîêîïîðèñòîé ìîðôîëîãèè, áëàãî-
ïðèÿòñòâóþùåé çàðàñòàíèþ òêàíüþ, è âîçìîæíîñòè âàðü-
èðîâàíèÿ õèìè÷åñêîãî ñîñòàâà ïîâåðõíîñòè ìàêðîïîð.
Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â îöåíêå ïðèãîä-
íîñòè êðèîãåëåé íà îñíîâå àãàðîçû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÑÊ êðûñû è èõ ñîâìåñòèìîñòè ñ îðãàíèçìîì æèâîò-
íûõ-ðåöèïèåíòîâ. ÌÑÊ âûäåëÿëè èç êîñòíîãî ìîçãà ïî-
ëîâîçðåëûõ êðûñ èëè ïå÷åíè 16-ñóòî÷íûõ ïëîäîâ. Êðèî-
ãåëè êóëüòèâèðîâàëè ñ 2.4�105—1.5�106 êëåòîê â òå÷åíèå
3—28 ñóò, ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ ñðåçîâ ëèáî òðàíñïëàíòèðîâàëè â ïî÷êó è ïîä êîæó
êðûñ íà 35 ñóò. Àíàëèç ñðåçîâ íîñèòåëåé ïîêàçàë ñëàáóþ

ñïîñîáíîñòü êðèîãåëÿ èç íåìîäèôèöèðîâàííîé àãàðîçû
îáåñïå÷èâàòü àäãåçèþ ÌÑÊ. Ïîñëå 3—10 ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ñ ÌÑÊ èç ïå÷åíè ïëîäîâ íà ïîâåðõíîñòè è â ïîðàõ
ýòîãî íîñèòåëÿ ïðèñóòñòâîâàëè íåìíîãî÷èñëåííûå, êàê
ïðàâèëî íåðàñïëàñòàííûå, êëåòêè. Áîëåå ïðîäîëæèòåëü-
íîå (21—28 ñóò) êóëüòèâèðîâàíèå ñîïðîâîæäàëîñü èõ îò-
êðåïëåíèåì è/èëè ãèáåëüþ. Ìîäèôèêàöèÿ íîñèòåëÿ ïðè-
âèâêîé àëêèëüíûõ ãðóïï èç 8 èëè 12 àòîìîâ óãëåðîäà íå
ñïîñîáñòâîâàëà ëó÷øåìó ïðèêðåïëåíèþ è ðîñòó ÌÑÊ.
Áîëåå ïåðñïåêòèâíûì ïóòåì ê óëó÷øåíèþ àäãåçèâíûõ
ñâîéñòâ àãàðîçíîãî êðèîãåëÿ ïðåäñòàâëÿåòñÿ âêëþ÷åíèå â
åãî ñîñòàâ æåëàòèíû. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ çàðîäû-
øåâîé ïå÷åíè íà êðèîãåëÿõ èç àãàðîçû ñ 1.5 èëè 2.5 %
ïðèâèòîé æåëàòèíû áîëüøèíñòâî êëåòîê ðàñïëàñòûâà-
ëîñü ïî ñòåíêàì ïîð, òîãäà êàê íà íîñèòåëå ñ 0.5 % æåëà-
òèíû îíè ñîõðàíÿëè îêðóãëóþ ôîðìó. Ïðè ýòîì ñòåïåíü
çàñåëåíèÿ íîñèòåëÿ êëåòêàìè ïðÿìî çàâèñåëà îò êîíöåíò-
ðàöèè æåëàòèíû â åãî ñîñòàâå. Òåíäåíöèÿ ê ñòèìóëèðóþ-
ùåìó âëèÿíèþ æåëàòèíû íà àäãåçèþ ÌÑÊ íàáëþäàëàñü è
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà íà êðèîãåëÿõ
èç ñìåñè àãàðîçû ñ æåëàòèíîé â ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíè-
ÿõ. Ïî êîëè÷åñòâó è ñòåïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íîñè-
òåëè ñ íàèáîëüøèì ñîäåðæàíèåì æåëàòèíû áûëè ñðàâíè-
ìû ñ êîëëàãåíîâûì êðèîãåëåì. Ïðè òðàíñïëàíòàöèè êðû-
ñàì êðèîãåëè èç àãàðîçû ñ ïðèâèòîé æåëàòèíîé çàðàñòàëè
áîãàòî âàñêóëÿðèçîâàííîé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíüþ áåç
ïðèçíàêîâ âîñïàëåíèÿ. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î íå-
òîêñè÷íîñòè êðèîãåëåé íà îñíîâå àãàðîçû è èõ ñïîñîáíî-
ñòè îáåñïå÷èâàòü ïðîíèêíîâåíèå êëåòîê è âðàñòàíèå êðî-
âåíîñíûõ ñîñóäîâ â íîñèòåëü. Ýòî äåëàåò èõ ïåðñïåêòèâ-
íûìè ìàòåðèàëàìè äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè, îäíàêî
íåâûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü àäãåçèè ÌÑÊ ê àãàðîçíîìó êðè-
îãåëþ òðåáóåò ìîäèôèêàöèè åãî ïîâåðõíîñòíûõ ñâîéñòâ è
(èëè) ñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ìåòîäîâ çàñåâà êëåòêàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 07-04-12025 è 08-04-12049) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ
«Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-1134.2008.4).
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ÕÐÎÌÎÑÎÌ Â ÃÈÁÐÈÄÀÕ ÌÅÆÄÓ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜ-
ÍÛÌÈ ÑÒÂÎËÎÂÛÌÈ È ÑÎÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÌÈ ÊËÅÒ-
ÊÀÌÈ © Î. Ë. Ïîäðÿä÷èêîâà, È. Å. Ïðèñòÿæíþê,
Í. Ì. Ìàòâååâà, Î. Ë. Ñåðîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíå-
òèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, olgapodr@yandex.ru.

Ãèáðèäíûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå ñëèÿíèåì ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ (ÝÑ) è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê, èìåþò
âûñîêèé óðîâåíü ïëþðèïîòåíòíîñòè è ìíîãèå õàðàêòåðè-
ñòèêè, ñâîéñòâåííûå ÝÑ-êëåòêàì. Áîëåå òîãî, òàêèå ãèá-
ðèäíûå êëåòêè ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ýôôåêòèâíûé ñïîñîá
ïåðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà ñîìàòè÷åñêîãî ïàðòíåðà.
Ìåõàíèçìû ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ îñòàþòñÿ âî ìíîãîì ìà-
ëîèçó÷åííûìè, íî, íåñîìíåííî, ñîïðîâîæäàþòñÿ ãëî-
áàëüíûì èëè ëîêàëüíûì ðåìîäåëèðîâàíèåì õðîìàòèíà è
èçìåíåíèåì ñòàòóñà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì
âñòàåò âîïðîñ: êàêîâ õàðàêòåð ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ â
ãèáðèäíûõ êëåòêàõ òàêîãî òèïà è ìîæåò ëè îí ñëóæèòü
õðîìîñîìíûì èíäèêàòîðîì ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ? Ó÷è-
òûâàÿ, ÷òî ãîìîëîãè õðîìîñîì ïðîèñõîäÿò îò ðàçíûõ
ïàðòíåðîâ ïî ñëèÿíèþ, èçíà÷àëüíî èìåâøèõ ðàçíûé ñòà-
òóñ äèôôåðåíöèðîâêè è ðàçíóþ äëèíó êëåòî÷íîãî öèêëà,
ïðåäñòàâëÿåò íåñîìíåííûé èíòåðåñ âûÿñíèòü, ñîõðàíÿ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 781



þòñÿ èëè íåò ýòè ðàçëè÷èÿ â ðåïëèêàöèè ãîìîëîãîâ â ãèá-
ðèäíûõ êëåòêàõ òèïà ÝÑÊ—ñîìàòè÷åñêàÿ êëåòêà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ âèçóàëèçàöèè ðåïëèêàöèè ýô-
ôåêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ in situ-ãèáðèäèçà-
öèÿ (FISH) ìå÷åíûõ çîíäîâ ÄÍÊ áîëüøîãî ðàçìåðà (ôàãè,
êîñìèäû, BAC-êëîíû). Ìåòîä îñíîâàí íà ïîäñ÷åòå êîëè-
÷åñòâà ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ, äåòåêòèðóåìûõ â èí-
òåðôàçíûõ ÿäðàõ, ïðè÷åì íàëè÷èå îäèíàðíîãî ñèãíàëà (S,
single dot) ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ðåïëèêàöèÿ â ýòîì
ó÷àñòêå õðîìîñîìû îòñóòñòâóåò, òîãäà êàê ïðèñóòñòâèå
äâóõ áëèçêî ðàñïîëîæåííûõ ñèãíàëîâ (D, double dot) ñâè-
äåòåëüñòâóåò î ðåïëèêàöèè â èçó÷àåìîì ðàéîíå õðîìîñî-
ìû. Äðóãîé óíèêàëüíîé îñîáåííîñòüþ ìåòîäà in situ-ãèá-
ðèäèçàöèè íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü
âèçóàëèçèðîâàòü àñèíõðîííîñòü ðåïëèêàöèè àëëåëåé èëè
ëîêàëüíûõ ðàéîíîâ â ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ. Â ýòîì
ñëó÷àå â ÿäðå íà îäíîì ãîìîëîãå âûÿâëÿåòñÿ îäèíàðíûé
ñèãíàë, òîãäà êàê íà äðóãîì — äâîéíîé. Íàì ïðåäñòàâëÿ-
ëîñü ïåðñïåêòèâíûì èñïîëüçîâàòü in situ-ãèáðèäèçàöèþ
äëÿ âèçóàëèçàöèè ðåïëèêàöèè ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì â
ãèáðèäíûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ ñëèÿíèåì ÝÑ-êëåòîê ñ
ñîìàòè÷åñêèìè. Äëÿ àíàëèçà áûëè âûáðàíû ïÿòü ñóáêëî-
íîâ êëîíà ÍÌÑ29. Êëåòêè êëîíîâ ñåðèè ÍÌÑ ïîëó÷åíû
ñëèÿíèåì ÝÑÊ ëèíèè ÍÌ-1 Mus. musculus è ñïëåíîöèòîâ
M. caroli. Â áîëüøèíñòâå êëîíîâ ýòîé ñåðèè â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëàñü ïîòåðÿ õðîìîñîì ñîìàòè-
÷åñêîãî ïàðòíåðà ïî ñëèÿíèþ. Îäíàêî â íåêîòîðûõ êëî-
íàõ ïðîèñõîäèëà äâóõñòîðîííÿÿ ñåãðåãàöèÿ õðîìîñîì
îáîèõ ðîäèòåëåé, íàèáîëåå âûðàæåííàÿ â êëîíå ÍÌÑ29.
Â ðåçóëüòàòå êëîí èìååò îêîëîäèïëîèäíûé ñîñòàâ õðîìî-
ñîì (40—45) è âîñåìü õðîìîñîì ïðåäñòàâëåíû äâóìÿ ãî-
ìîëîãàìè îò ðàçíûõ ðîäèòåëåé. Ýòî õðîìîñîìû 2, 3, 5, 10,
16, 18, 19 è Õ. Ïÿòü õðîìîñîì ïðåäñòàâëåíû òîëüêî ãîìî-
ëîãàìè M. musculus (õðîìîñîìû 4, 6, 7, 9, 15 è 17). Èç èí-
äèâèäóàëüíûõ êëåòîê êëîíà ÍÌÑ29 áûëà ïîëó÷åíà ñåðèÿ
ñóáêëîíîâ, èìåþùèõ îêîëîäèïëîèäíûé, âàðèàáåëüíûé
õðîìîñîìíûé ñîñòàâ. Òàê, â êëåòêàõ ÷åòûðåõ ñóáêëîíîâ
ñîäåðæàëîñü ïî äâà ãîìîëîãà õðîìîñîìû 3, ïðè÷åì îäèí
èç íèõ ïðîèñõîäèë îò ïëþðèïîòåíòíîãî ïàðòíåðà ïî ñëè-
ÿíèþ (M. musculus), à âòîðîé — îò ñîìàòè÷åñêîãî (M. ca-
roli). Àíàëèç ðåïëèêàöèè õðîìîñîìû 3 ñ ïîìîùüþ FISH
íà èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ êëåòîê ñóáêëîíîâ HMC29-3,
HMC29-4, HMC29-5 è HMC29-7 íå âûÿâèë äîñòîâåðíûõ
ðàçëè÷èé â õàðàêòåðå ðàñïðåäåëåíèÿ ñèíõðîííûõ è íå-
ñèíõðîííûõ ñèãíàëîâ ñ ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì â ñðàâ-
íåíèè ñ äàííûìè ïî äèïëîèäíûì êëåòêàì (ÝÑÊ ëèíèè
ÍÌ-1 è ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû). Ïîëó÷åííûå ðåçó-
ëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ðåïëèêàöèÿ äâóõ ãî-
ìîëîãîâ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ
ïðîèñõîäèò ñèíõðîííî.

Ðàáîòà áûëà ïðîâåäåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Èíòåãðàöèîííûõ ïðîåêòîâ ÑÎ ÐÀÍ ¹ 5.2 è 14.2.
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Êðàñíîÿðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåð-
ñèòåò èì. ïðîô. Â. Ô. Âîéíî-ßñåíåöêîãî Ðîñçäðàâà è
2ÎÎÎ «Öåíòð ðåïðîäóêòèâíîé ìåäèöèíû», Êðàñíîÿðñê.

Áåñïëîäèå ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé ïðîáëåìîé ñîâðåìåí-
íîãî çäðàâîîõðàíåíèÿ. Ïðÿìàÿ óãðîçà âîñïðîèçâîäñòâà

íàñåëåíèÿ ïîÿâëÿåòñÿ â ñëó÷àå, åñëè 15 % ñóïðóæåñêèõ
ïàð â ïîïóëÿöèè áåñïëîäíû. Â íàøåé ñòðàíå, ïî äàííûì
Î. Ñ. Ôèëëèïîâà, êîëè÷åñòâî áåñïëîäíûõ ñóïðóæåñêèõ
ïàð ñîñòàâëÿåò îò 18 äî 20 %. Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå
óñïåõè â ýòîé îáëàñòè ìåäèöèíû, íå âñå ôîðìû æåíñêîãî
áåñïëîäèÿ êîððèãèðóþòñÿ äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíî. Ê òà-
êèì ýòèîëîãè÷åñêèì òèïàì ìîæíî îòíåñòè áåñïëîäèå,
îáóñëîâëåííîå ðàííèì èñòîùåíèåì ôîëëèêóëÿðíîãî çà-
ïàñà, è ñèíäðîì Ñýâèäæà. Ëå÷åíèå áåñïëîäèÿ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì äîíîðñêèõ êëåòîê íå âñåãäà ÿâëÿåòñÿ ïðèåìëåìûì
äëÿ ïàöèåíòîâ, òàê êàê äàëåêî íå êàæäàÿ ñåìåéíàÿ ïàðà
ãîòîâà ïðèíÿòü ãåíåòè÷åñêè íåðîäíîãî ðåáåíêà. Êðîìå
òîãî, äîíîðñòâî ÿéöåêëåòîê — ñëîæíûé è òðóäîåìêèé
ïðîöåññ, íåãàòèâíî âëèÿþùèé íà îðãàíèçì äîíîðà. Îä-
íèì èç êëþ÷åé ê ðåøåíèþ äàííîé ïðîáëåìû ìîãóò ñòàòü
ñòâîëîâûå êëåòêè (ÑÊ). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ïîêàçàíà
âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ãàìåòîïîäîáíûõ êëåòîê èç ýìá-
ðèîíàëüíûõ ÑÊ. Äî íåäàâíåãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî âñå
æåíñêèå îñîáè ðîæäàþòñÿ ñ çàäàííûì êîëè÷åñòâîì ãàìåò
è â òå÷åíèå æèçíè íîâûå íå îáðàçóþòñÿ. Â ýêñïåðèìåíòàõ
ñ êóëüòóðàìè ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè â ëàáîðàòîðíûõ
óñëîâèÿõ áûë ïðîäåìîíñòðèðîâàí îîãåíåç, à â ÿè÷íèêàõ
ìûøåé è ïðèìàòîâ áûëè âûÿâëåíû ìèòîòè÷åñêè àêòèâ-
íûå ãåðìèíàëüíûå êëåòêè. Íà îñíîâàíèè ýòîãî áûëî âû-
äâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î íàëè÷èè ÑÊ â ÿè÷íèêàõ ÷åëîâå-
êà. Òåì íå ìåíåå äî ñèõ ïîð íå áûëà âûäåëåíà êóëüòóðà
ÑÊ èç ÿè÷íèêîâ. Ñòîëü ïðîòèâîðå÷èâûå ðåçóëüòàòû èñ-
ñëåäîâàòåëåé íå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü îêîí÷àòåëüíûé âûâîä
î íàëè÷èè èëè îòñóòñòâèè ÑÊ â òêàíè ÿè÷íèêîâ âçðîñëûõ
æåíùèí. Â ýòîé ñâÿçè öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàë
ïîèñê êëåòîê ñ õàðàêòåðèñòèêàìè ÑÊ, ýêñïðåññèðóþùèõ
ñîîòâåòñòâóþùèå ìàðêåðû â òêàíÿõ ÿè÷íèêîâ æåíùèí â
ðåïðîäóêòèâíîì âîçðàñòå.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ èç 5 êó-
ñî÷êîâ òêàíè ÿè÷íèêà îò ïÿòè ïàöèåíòîê áûëè ïîëó÷åíû
ðàçëè÷íûå ïî êëåòî÷íîìó ñîñòàâó êóëüòóðû. Òèï êëåòîê
â êóëüòóðå âî ìíîãîì çàâèñåë îò âèäà êóëüòóðàëüíîé ñðå-
äû è àäãåçèîííûõ êîìïîíåíòîâ, èñïîëüçîâàííûõ ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè. Â êóëüòóðàõ, âûðàùåííûõ íà ñðåäàõ
DMEM/F12 êàê íà æåëàòèíîâîì ìàòðèêñå, òàê è íà Ìàò-
ðèãåëå ñ äîáàâëåíèåì 10 % ÝÒÑ, êëåòêè ýêñïðåññèðîâàëè
ìàðêåðû CD90 è CD105. Îñíîâíóþ ìàññó ñîñòàâëÿëè
êëåòêè ñ õàðàêòåðíîé ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëî-
ãèåé. Ïàññèðîâàíèå ïðîâîäèëîñü â ñðåäíåì 1.5—2 ìåñ.
Ê êîíöó ýòîãî âðåìåíè êëåòêè â êóëüòóðå ïîäâåðãàëèñü
ïîëèïëîäèçàöèè, ôðàãìåíòàöèè öèòîïëàçìû è êîíå÷íîé
äåãåíåðàöèè (â ñðåäíåì 5—7 ïàññàæåé). Ýêñïðåññèþ ìàð-
êåðîâ (SSEA3-4, c-kit, cyt-19, tra-80, CD30 è klf-4), õàðàê-
òåðíûõ äëÿ ÑÊ â äàííûõ êóëüòóðàõ, âûÿâèòü íå óäàëîñü.
Â êóëüòóðàõ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ñðåäû mTeSR ñ äî-
áàâëåíèåì çàìåíèòåëÿ ñûâîðîòêè, áûëè ïîëó÷åíû êëåò-
êè, ýêñïðåññèðóþùèå ìàðêåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ÑÊ
(SSEA3-4, c-kit, tra-80, cd30 è klf-4). Ýòè êëåòêè áûëè îð-
ãàíèçîâàíû â êîëîíèè ðàçìåðîì îêîëî 300—400 ìêì.
Êëåòêè áûëè îêðóãëîé ôîðìû ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì
êîðîòêèõ îòðîñòêîâ, äîñòàòî÷íî êðóïíûì ÿäðîì è íå-
áîëüøèì êîëè÷åñòâîì öèòîïëàçìû. Îäíàêî ïîìèìî ýòîãî
áûëà âûÿâëåíà è ýêñïðåññèÿ ìåçåíõèìíûõ ìàðêåðîâ
CD90 è CD105. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ñóùåñòâîâà-
íèÿ â òêàíÿõ ÿè÷íèêà ÑÊ ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Êóëüòóðà èìååò íîðìàëüíûé êàðèîòèï 46XX è ñîõðàíÿåò
õðîìîñîìíóþ è ìîðôîëîãè÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü óæå íà
ïðîòÿæåíèè 7 ìåñ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ìîãóò ëè ýòè êëåòêè
áûòü ïðåäøåñòâåííèêàìè ãàìåò, ïîêàæóò ïîñëåäóþùèå
èññëåäîâàíèÿ. Òàêæå íåèçâåñòíî, êàêóþ ðîëü èãðàþò ýòè
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êëåòêè â ÿè÷íèêå. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòè êëåòêè
ó÷àñòâóþò â ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññàõ ïîñëå îâóëÿöèè —
ñïîñîáñòâóþò çàæèâëåíèþ áåëî÷íîé îáîëî÷êè ÿè÷íèêà.
Òàêæå íåáåçûíòåðåñíûì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè
äèôôåðåíöèðîâêè äàííûõ êëåòîê.
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Ïðîáëåìà ðåàáèëèòàöèè ïàöèåíòîâ ñ äåôåêòàìè ÷å-
ëþñòíûõ êîñòåé îñòàåòñÿ îäíîé èç ñàìûõ àêòóàëüíûõ çà-
äà÷ ñòîìàòîëîãèè íà ñåãîäíÿøíèé äåíü. Èçâåñòíî, ÷òî ñó-
ùåñòâóåò ãðóïïà ïàöèåíòîâ, ïðîòåçèðîâàíèå ó êîòîðûõ
çàòðóäíåíî, à â ðÿäå ñëó÷àåâ íåâîçìîæíî èç-çà âûðàæåí-
íîé óòðàòû àëüâåîëÿðíîé êîñòè. Ó òàêèõ ïàöèåíòîâ ïîñëå
óäàëåíèÿ çóáîâ â ðåçóëüòàòå âîñïàëèòåëüíî-äåñòðóêòèâ-
íûõ ïðîöåññîâ â ïàðîäîíòå ïðîèñõîäèò îñòåîêëàñòè÷å-
ñêàÿ ðåçîðáöèÿ, êîòîðàÿ çàêàí÷èâàåòñÿ íåïîëíîöåííûì
ðåìîäåëèðîâàíèåì êîñòè, ÷òî íåèçáåæíî ïðèâîäèò ê àò-
ðîôèè àëüâåîëÿðíîãî ãðåáíÿ è äåôåêòàì êîñòíîé òêàíè

Èçâåñòíî, ÷òî ñòðîìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè
(ÑÊÆÒ) èìåþò âûñîêèé àíãèîãåííûé ïîòåíöèàë. Àíãèî-
ãåííîå äåéñòâèå ÑÊÆÒ îñíîâàíî íà èõ ñïîñîáíîñòè ñåê-
ðåòèðîâàòü ôàêòîðû ðîñòà, â òîì ÷èñëå ôàêòîð ðîñòà ýí-
äîòåëèÿ ñîñóäîâ (VEGF) è ôàêòîð ðîñòà ãåïàòîöèòîâ
(HGF). Êðîìå òîãî, ââåäåíèå ÑÊÆÒ â çîíó ïîâðåæäåíèÿ
àêòèâèðóåò ðåïàðàòèâíûå ïðîöåññû çà ñ÷åò àêòèâàöèè ëî-
êàëüíîé ïðîëèôåðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê è ñòèìó-
ëÿöèè âûõîäà ýíäîòåëèàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ èç êî-
ñòíîãî ìîçãà. Àêòèâèðîâàííûå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè
ìèãðèðóþò â îáëàñòü ïîâðåæäåíèÿ è ïðèíèìàþò ó÷àñòèå
â ôîðìèðîâàíèè íîâûõ ñîñóäîâ. Êðîìå òîãî, èçâåñòíî,
÷òî ÑÊÆÒ ñîäåðæàò ñóáïîïóëÿöèþ êëåòîê-ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ, ñïîñîáíûõ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â íåñêîëüêèõ íà-
ïðàâëåíèÿõ — ýíäîòåëèàëüíîì, õîíäðîãåííîì, àäèïîãåí-
íîì è îñòåîãåííîì. Òàêèì îáðàçîì, îïèñàííûå ñâîéñòâà
ÑÊÆÒ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ýòè êëåòêè ÿâëÿþòñÿ
ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè
â ñòîìàòîëîãèè äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ
è íàðàùèâàíèÿ óòåðÿííîãî êîñòíîãî ñóáñòðàòà.

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ÑÊÆÒ ÷åëîâåêà, âûäå-
ëåííûå è êóëüòèâèðîâàííûå â ñðåäå, ïîääåðæèâàþùåé
ðîñò íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê, ñ äî-
áàâëåíèåì 10 % àóòîëîãè÷íîé ñûâîðîòêè. Ïðè ýòîì îöå-
íèâàëè ïðîëèôåðàòèâíûå è àïîïòîòè÷åñêèå õàðàêòåðè-
ñòèêè ïîëó÷àåìîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè â îïèñàííûõ
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êëåòêè, êóëüòèâèðîâàííûå â
ïðèñóòñòâèè àóòîëîãè÷íîé ñûâîðîòêè, òàêæå òåñòèðîâàëè
íà ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ÷åòûðåõ íàïðàâëå-
íèÿõ — îñòåîãåííîì, ýíäîòåëèàëüíîì, àäèïîãåííîì è
õîíäðîãåííîì. Êðîìå òîãî, â äàííîé ðàáîòå áûëè îòðàáî-
òàíû óñëîâèÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÑÊÆÒ íà íîñèòå-
ëÿõ — êîëëàïàíå è ãèäðîêñèàïïàòèòå ñ öåëüþ äàëüíåéøå-
ãî ïðèìåíåíèÿ â ñòîìàòîëîãèè.
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Ïîëîâûå êëåòêè — ýòî âûñîêîñïåöèàëèçèðîâàííàÿ
êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ, êîòîðàÿ íåñåò îòâåòñòâåííîñòü çà
ïåðåäà÷ó ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè è ïðåäíàçíà÷åíà äëÿ
ïðîäîëæåíèÿ è ýâîëþöèè âèäîâ. Íàêàïëèâàþòñÿ äîñòî-
âåðíûå äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î âîçìîæíîñòè ðàç-
âèòèÿ èç ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ìûøè
ïîëîâûõ êëåòîê in vitro. Âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ â ãàìåòû — ýòî
îáðàòíûé ïðîöåññ. Ìû ïîëó÷èëè ðåçóëüòàòû, ñîãëàñóþ-
ùèåñÿ ñ äàííûì ìíåíèåì. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñïåðìàòîãîíèé òèïà À õðÿêà íàìè áûëè ïîëó÷åíû êîëî-
íèè ñ ôåíîòèïîì, ïîäîáíûì ÝÑÊ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóð
ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñåìåííèêè îò íåïî-
ëîâîçðåëûõ ïîìåñíûõ õðÿêîâ. Êàñòðàöèþ ïðîâîäèëè ïîä
àíåñòåçèåé. Ïîñëå äåêàïñóëÿöèè òåñòèêóëû ïîäâåðãàëè
ìåõàíè÷åñêîé, à çàòåì ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêàì. Äëÿ
î÷èñòêè ñïåðìàòîãîíèé îò äðóãèõ êëåòî÷íûõ òèïîâ èñïî-
ëüçîâàëè ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì, îñíîâàííûé íà ðàçíûõ àä-
ãåçèâíûõ ñïîñîáíîñòÿõ êëåòîê (Ñàâ÷åíêîâà è äð., 2000).
Â êà÷åñòâå ôèäåðíûõ ñëîåâ èñïîëüçîâàëè ëèíèþ ïåðåâè-
âàåìûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè STO è êëåòè
Ñåðòîëè, âûäåëåííûå èç òåñòèêóë 4-ìåñÿ÷íûõ õðÿêîâ.
Ñðåäîé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé áûëà ñðåäà,
èñïîëüçóåìàÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ ìûøè (Ñàâ÷åí-
êîâà, 1996). Ðàíåå ïðîâåäåííûå íàìè ãèñòîëîãè÷åñêèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî îïòèìàëüíûì ñðîêîì äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ îáîãàùåííîé êóëüòóðû ñïåðìàòîãîíèé òèïà À ÿâ-
ëÿþòñÿ 60—80 ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ õðÿêà. Òàê êàê ìû íå
èìåëè âîçìîæíîñòè èäåíòèôèöèðîâàòü ñòâîëîâûå ñïåð-
ìàòîãîíèè òèïà À0 ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ,
ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ïîëó÷åííàÿ ñóñïåíçèÿ ìîãëà áûòü
ïðåäñòàâëåíà êàê ñòâîëîâûìè ñïåðìàòîãîíèÿìè òèïà À0,
òàê è, âîçìîæíî, èõ áîëåå êîììèòèðîâàííûìè ôîðìàìè
(À1—À4). Íàëè÷èå â êóëüòóðå ñòâîëîâûõ êëåòîê áûëî
ïîäòâåðæäåíî ôóíêöèîíàëüíûì òåñòîì ïîñðåäñòâîì ïå-
ðåíîñà èçîëèðîâàííûõ êëåòîê â ñåìåííèê õðÿêîâ-ðåöèïè-
åíòîâ. Âûäåëåííûå êëåòêè ïîêàçàëè ñïîñîáíîñòü âîçîá-
íîâëÿòü ýêçîãåííûé ñïåðìàòîãåíåç â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ
õðÿêîâ â òå÷åíèå 1 ìåñ (Ñàâ÷åíêîâà è äð., 2006). Ïðè êó-
ëüòèâèðîâàíèè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê ìû ñòîëêíóëèñü ñ
ðÿäîì òðóäíîñòåé. Áåç ôèäåðíîãî ñëîÿ ñïåðìàòîãîíèè ñî-
õðàíÿëè ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü òîëüêî íà ïðîòÿæåíèè
24—48 ÷. Êóëüòèâèðîâàíèå ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê íà
ôèäåðíûõ ñëîÿõ ïîçâîëèëî ïîääåðæèâàòü êëåòêè â òå÷å-
íèå 7—10 ñóò. Íà ôèäåðíîì ñëîå, ïðåäñòàâëåííîì STO,
áûëè ïîëó÷åíû êëåòî÷íûå êîëîíèè ñ ÷åòêî î÷åð÷åííûìè
ãðàíèöàìè, â êîòîðûõ âèçóàëèçèðîâàëèñü ìåëêèå ïëîòíî
óïàêîâàííûå êëåòêè, ïî ìîðôîëîãèè íàïîìèíàþùèå êî-
ëîíèè ÝÑÊ. Ïîëó÷åííûå êîëîíèè êëåòîê íå îêðàøèâà-
ëèñü íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó. Êëîíèðîâàíèå ýòèõ êîëî-
íèé íà íîâûå ôèäåðíûå ñëîè ñ öåëüþ ðàñøèðåíèÿ êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè è äîáàâëåíèå â ðîñòîâóþ ñðåäó LIF
ïðèâîäèëè â òå÷åíèå 3—4 íåä ê ôîðìèðîâàíèþ êîëîíèé,
êîòîðûå èìåëè ìîðôîëîãèþ, ïîäîáíóþ ÝÑÊ, è îòëè÷à-
ëèñü âûñîêîé àêòèâíîñòüþ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû. Òàêèì
îáðàçîì, ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ íàìè èññëåäîâàíèé ïî-
êàçàëè, ÷òî êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ, îáîãàùåííàÿ ñïåðìàòî-
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ãîíèÿìè òèïà À õðÿêà, ìîæåò áûòü èñòî÷íèêîì äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ in vitro êîëîíèé ñ ôåíîòèïîì, ïîäîáíûì ÝÑÊ. Ýòî
îòêðûâàåò íîâûå ïåðñïåêòèâû äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ êðóï-
íûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ (ëîøàäü, êðóïíûé
ðîãàòûé ñêîò), ó êîòîðûõ ñóùåñòâóåò ïðîáëåìà äåôèöèòà
áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà — ïðåäèìïëàíòàöèîíûõ çàðî-
äûøåé.
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È. Â. Ìûñëåâöåâ,2 À. Þ. Ôåäîòîâ. 1 ÔÃÓ «Ìîñêîâñêèé
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Ëîãè÷åñêèì ïðîäîëæåíèåì èñïîëüçîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ
3D-áèîìàòåðèàëîâ ñ îñòåîçàìåùàþùèìè ïîòåíöèÿìè ÿâ-
ëÿåòñÿ ñîçäàíèå íà èõ îñíîâå òêàíåèíæåíåðíûõ êîíñòðóê-
öèé (ÒêÈÊ), ýâîëþöèÿ êîòîðûõ â îðãàíèçìå áîëüíîãî-ðå-
öèïèåíòà ìîãëà áû ïðèâåñòè ê âîññòàíîâëåíèþ êàê ñòðóê-
òóðíîé, òàê è ôóíêöèîíàëüíîé öåëîñòíîñòè êîñòíîé
òêàíè. Öåëüþ ðàáîòû áûëî ñðàâíåíèå îñòåîèíäóêòèâíûõ
ñâîéñòâ áèîìàòåðèàëîâ (ãèäðîêñèàïàòèò (ÃÀ), êàðáîíàò-
ãèäðîêñèàïàòèò (ÊÃÀ), õèòîçàí-êàðáîíàòãèäðîêñèàïàòèò
(Õèò-ÊÃÀ), ñêåëåò íàòóðàëüíûõ êîðàëëîâ (ÍÊ) ñåì. Acro-
pora) è ÒêÈÊ íà èõ îñíîâå (àóòîëîãè÷íûå ìóëüòèïîòåíò-
íûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè ÌÌÑÊ, èììîáè-
ëèçîâàííûå íà ñîîòâåòñòâóþùåì áèîìàòåðèàëå — ìàò-
ðèêñå) ó ìåëêèõ è êðóïíûõ ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ.

Îñòåîèíäóêòèâíûå ïîòåíöèè ìàòåðèàëîâ èçó÷àëè íà
ìîäåëÿõ îñòåîòîìèè ãîëåíè êðûñ ëèíèè Wistar è ñåãìåí-
òàðíîé ðåçåêöèè áåäðåííîé êîñòè áàðàíîâ. ÌÌÑÊ âûäå-
ëÿëè èç êîñòíîãî ìîçãà æèâîòíûõ è êóëüòèâèðîâàëè â
ïàññàæàõ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. ÒêÈÊ ôîðìèðîâàëè
ïóòåì ïðåôàáðèêàöèè (7—10 ñóò) in vitro 3D-ìàòåðèàëîâ
ñ ÌÌÑÊ 2—3 ïàññàæåé. Êîñòíûå äåôåêòû ó êðûñ çàïîë-
íÿëè ãðàíóëàìè áèîìàòåðèàëà (300—600 ìêì) èëè ÒêÈÊ
íà èõ îñíîâå. Ðåçåöèðîâàííûé ñåãìåíò áåäðåííîé êîñòè
áàðàíà çàìåùàëè åäèíûì èìïëàíòàòîì èç áèîìàòåðèàëà
èëè ÒêÈÊ íà åãî îñíîâå. Èìïëàíòàòû ó áàðàíîâ äîïîëíè-
òåëüíî óêðåïëÿëè òèòàíîâûìè ïëàñòèíàìè. Âñåì æèâîò-
íûì â äèíàìèêå íàáëþäåíèÿ (äî 12 ìåñ — êðûñû è äî
6 ìåñ — áàðàíû) ïðîèçâîäèëè ðåíòãåíîëîãè÷åñêèå è ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ çîíû îïåðàöèè.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî âñå èñïûòàííûå áèîìàòåðèàëû îá-
ëàäàëè îñòåîèíäóêòèâíûìè ñâîéñòâàìè è ïîñòåïåííî çà-
ìåùàëèñü êîñòíîé òêàíüþ â çîíå äåôåêòà. Ó êðûñ ïî ñêî-
ðîñòè áèîðåçîðáöèè, îñòåîçàìåùàþùèì ïîòåíöèÿì è
ñïîñîáíîñòè ê èíòåãðàöèè ñ îêðóæàþùèìè òêàíÿìè â ðå-
öèïèåíòíîì ëîæå îíè ïðåäñòàâëÿëè ñëåäóþùèé ðÿä:
ÍÊ>Õèò-ÊÃÀ>ÊÃÀ>ÃÀ; ïðè ýòîì ëèøü ÍÊ-èìïëàíòàòû
ïîëíîñòüþ çàìåùàëèñü êîñòíîé òêàíüþ. Ïðè èìïëàíòà-
öèè ÒêÈÊ ðåïàðàòèâíûé îñòåîãåíåç ïðîòåêàë áîëåå èí-
òåíñèâíî çà ñ÷åò àêòèâàöèè íå òîëüêî ïåðèîñòàëüíîãî, íî
è ýíõîíäðàëüíîãî ìåõàíèçìà, ÷òî ïðèâîäèëî ê ôîðìèðî-
âàíèþ îðãàíîòèïè÷åñêè çðåëîé êîñòíîé òêàíè.

Âñå èçó÷åííûå áèîìàòåðèàëû îáëàäàþò îñòåîèíäóê-
òèâíûìè ñâîéñòâàìè ðàçíîé ñòåïåíè âûðàæåííîñòè. Áî-
ëåå àêòèâíîå ôîðìèðîâàíèå êîñòíîé òêàíè de novo â çîíå
äåôåêòà ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå èìïëàíòàòà ÒêÈÊ
íà îñíîâå áèîìàòåðèàëîâ è àóòîëîãè÷íûõ ÌÌÑÊ (â ñðàâ-
íåíèè ñ áèîìàòåðèàëàìè áåç êëåòîê) îáóñëîâëåíî ðåàêòè-
âàöèåé ýíõîíäðàëüíîãî îñòåîãåíåçà äîïîëíèòåëüíî ê ïå-
ðèîñòàëüíîìó.

ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈÈ ÊÓËÜÒÈÂÈ-
ÐÓÅÌÛÕ ÍÅÉÐÎÊËÅÒÎÊ ÎÁÎÍßÒÅËÜÍÎÉ ËÓÊÎ-
ÂÈÖÛ È ÈÌÏËÀÍÒÀÖÈÈ ÑÈÍÒÅÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÌÀÊ-
ÐÎÏÎÐÈÑÒÎÃÎ ÃÈÄÐÎÃÅËß ÏÐÈ ÒÐÀÂÌÅ ÑÏÈÍÍÎ-
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Âîññòàíîâèòåëüíîå ëå÷åíèå òðàâìû ñïèííîãî ìîçãà
ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé ïðîáëåìîé â ñâÿçè ñ íåóêëîííûì ðî-
ñòîì ýòîé ïàòîëîãèè ñðåäè áîëüíûõ ðàáîòîñïîñîáíîãî
âîçðàñòà, ïðèâîäÿùåé ê èõ èíâàëèäèçàöèè. Ñ öåëüþ ïî-
âûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè òðàäèöèîííîãî íåéðîõèðóðãè-
÷åñêîãî ëå÷åíèÿ òàêèõ áîëüíûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðà-
áàòûâàþòñÿ âîçìîæíûå âàðèàíòû òðàíñïëàíòàöèè â î÷àã
ïîâðåæäåíèÿ êóëüòèâèðóåìûõ íåéðîêëåòîê èç ðàçëè÷íûõ
èñòî÷íèêîâ, à òàêæå ñïîñîáû èìïëàíòàöèè ñèíòåòè÷åñêèõ
èëè ïîëóñèíòåòè÷åñêèõ ìàòðèêñîâ, îáëàäàþùèõ ñëîæíîé
òðåõìåðíîé ñòðóêòóðîé è îáåñïå÷èâàþùèõ ïðàâèëüíóþ
ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ ðåïàðàòèâíûõ òêàíåâûõ
ïðîöåññîâ â çîíå òðàâìû.

Öåëü ðàáîòû — èçó÷èòü âëèÿíèå èçîëèðîâàíîé è êîì-
áèíèðîâàíîé èìïëàíòàöèé ñèíòåòè÷åñêîãî ãèäðîãåëÿ è
àëëîãåííîé òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê îáîíÿòåëüíîé ëóêîâè-
öû (ÒÊÎË) íà ðåãåíåðàöèîííûå ïðîöåññû â ñïèííîì ìîç-
ãå ïîëîâîçðåëûõ êðûñ ïîñëå ìîäåëèðîâàíèÿ åãî ëåâîñòî-
ðîííåãî ïîëîâèííîãî ïåðåñå÷åíèÿ (ËÏÏ) â íèæíåãðóä-
íîì îòäåëå.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ãðóïïû æèâîòíûõ: ² — ãðóïïà
ñðàâíåíèÿ — ìîäåëèðîâàíèå ËÏÏ ñïèííîãî ìîçãà
(n = 24); ²² — ãðóïïà «ãèäðîãåëü»: èìïëàíòàöèÿ ñèíòå-
òè÷åñêîãî ãèäðîãåëÿ (ïîëè[N-(2-ãèäðîêñèïðîïèë)-ìåò-
àêðèëàìèä]; ëàáîðàòîðèÿ E. Pinet, FISO Technologies Inc.,
Êâåáåê, Êàíàäà) â çîíó ËÏÏ íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå íàíå-
ñåíèÿ òðàâìû (n = 37); ²²² è ²V ãðóïïû — ââåäåíèå ñóñ-
ïåíçèè êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê îáîíÿòåëüíîé ëóêîâè-
öû (ÎË) â òêàíü ñïèííîãî ìîçãà ÷åðåç 4 (n = 12) è 8 (n = 8)
íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ãèäðîãåëÿ. Êëåòêè âûäåëÿëè èç
ÎË ïîëîâîçðåëûõ êðûñ è êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè
ôàêòîðîâ ðîñòà hEGF è hFGF. Ó÷åò ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäè-
ëè ñîãëàñíî øêàëå äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè D. M. Basso,
M. S. Beattie è J. C. Bresnahan (BBB) è ìåòîäîì ýëåêòðî-
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íåéðîìèîãðàôèè. Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ
ïðîâîäèëè ñâåòîîïòè÷åñêèé è ýëåêòðîííî-ìèñêðîñêîïè-
÷åñêèé êîíòðîëü äèíàìèêè ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ñïèí-
íîãî ìîçãà.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íåéðîêëåòîê èç ÎË â ïðèñóòñò-
âèè ìèòîãåíîâ hEGF è hFGF íàáëþäàëàñü ïðîëèôåðàöèÿ
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ íåéðîêëåòîê ñ ìèíèìàëüíûì ôå-
íîòèïîì, ôîðìèðóþùèõ êîëîíèè è êîìïàêòíûå ñôåðîèä-
íûå ìèêðîàãðåãàòû èç âèìåíòèí-ïîëîæèòåëüíûõ ïðîãå-
íèòîðíûõ íåéðîêëåòîê. Íà 16-é íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè
ãèäðîãåëÿ áåç íåéðîêëåòîê îòìå÷àëîñü äîñòîâåðíîå óëó÷-
øåíèå ôóíêöèè çàäíèõ êîíå÷íîñòåé íà 2.00—2.44 áàëëà
ïî øêàëå ÂÂÂ â ñðàâíåíèè ñ æèâîòíûìè, ïåðåíåñøèìè
èçîëèðîâàíîå ËÏÏ. Ïðè èçîëèðîâàííîé èìïëàíòàöèè
ãèäðîãåëÿ ôîðìèðîâàëàñü ÷åòûðåõôàçíàÿ äèíàìèêà ïîêà-
çàòåëåé ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè: ôàçà ðîñòà (1—7 íåä),
ñòàáèëèçàöèÿ (7—23 íåä), ïèê è ðåãðåññèÿ (26—32 íåä).
Ïðîâåäåíèå ÒÊÎË ÷åðåç 4 íåä ïîñëå èìïëàíòàöèè ãèäðî-
ãåëÿ ñîïðîâîæäàëîñü äîñòîâåðíûì ïèêîì ñêîðîñòè ðîñòà
ôóíêöèè çàäíåé èïñèëàòåðàëüíîé êîíå÷íîñòè íà 4—6 íåä
ïî îòíîøåíèþ ê ãðóïïå ñðàâíåíèÿ, à òàêæå ìåíåå âûðà-
æåííûì ñíèæåíèåì âåëè÷èíû ìàêñèìàëüíîé àìïëèòóäû
Ì-îòâåòà èññëåäóåìîé ìûøöû îáåèõ çàäíèõ êîíå÷íî-
ñòåé, ÷òî óêàçûâàåò íà íåîäíîçíà÷íîñòü âëèÿíèÿ ãèäðîãå-
ëÿ íà èçìåíåíèå àêòèâíîñòè íåéðîíàëüíîãî àïïàðàòà
ñïèííîãî ìîçãà íèæå óðîâíÿ òðàâìû. Âûÿâëåííûå îñî-
áåííîñòè òå÷åíèÿ ïîñòòðàâìàòè÷åñêîãî ïðîöåññà â ñïèí-
íîì ìîçãå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ âî âñåõ ãðóïïàõ
îïûòîâ êîððåëèðóþò ñ äèíàìèêîé ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèõ
èçìåíåíèé ñïèííîãî ìîçãà íà ñâåòîîïòè÷åñêîì è ýëåêò-
ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíÿõ.

Èñïîëüçîâàíèå ãèäðîãåëÿ â ïðåäëîæåííîì âàðèàíòå
îáåñïå÷èâàåò äëèòåëüíîå è â öåëîì ïîëîæèòåëüíîå âëèÿ-
íèå íà âîññòàíîâèòåëüíûå ïðîöåññû â ñïèííîì ìîçãå.
ÒÊÎË, ïðîâåäåííàÿ â îòäàëåííîì ïåðèîäå ïîñòòðàâìàòè-
÷åñêîãî ïðîöåññà, âûçûâàåò ñëàáîïîëîæèòåëüíûé ôóíê-
öèîíàëüíûé ýôôåêò, êîòîðûé ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì
÷ðåçìåðíîé ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè â ýôôåðåíòíûõ îò-
äåëàõ äâèãàòåëüíîé ñèñòåìû. Êîìáèíèðîâàííîå ïðèìåíå-
íèå èìïëàíòàöèè ãèäðîãåëÿ è ïîñëåäóþùåé ÒÊÎË ìîæíî
ðàññìàòðèâàòü êàê îäíî èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé
ðàçâèòèÿ ðåãåíåðàöèîííîé òêàíåâîé íåéðîèíæåíåðèè.

ÐÀÍÍÈÅ ÑÒÀÄÈÈ ÏÅÐÅÏÐÎÃÐÀÌÌÈÐÎÂÀÍÈß
ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ Â ÃÅÒÅÐÎ- È ÑÈÍÊÀÐÈÎÍÀÕ È
ÏÐÈ ÈÍÄÓÊÖÈÈ Â ÍÈÕ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ Ñ
ÏÎÌÎÙÜÞ ÒÐÀÍÑÔÅÊÖÈÈ ÂÅÊÒÎÐÀÌÈ, ÝÊÑÏ-
ÐÅÑÑÈÐÓÞÙÈÌÈ Oct4/Sox2 È Nanog/Lin28.
© Î. Ë. Ñåðîâ, À. À. Êðóãëîâà, Í. Ì. Ìàòâååâà, Ì. À. Ãðè-
äèíà, Å. À. Êèçèëîâà, Í. Ð. Áàòòóëèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, serov@bionet.nsc.ru.

Èññëåäîâàëè ïîâåäåíèå ãåíîìà ôèáðîáëàñòà íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ îáðàçîâàíèÿ ãåòåðîêàðèîíîâ è ñèíêàðèîíîâ
ïðè ñëèÿíèè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ñ
ôèáðîáëàñòàìè è ðàííèå ñòàäèè èíäóêöèè ïëþðèïîòåíò-
íîñòè â ôèáðîáëàñòàõ ïîä äåéñòâèåì òðàíçèòîðíîé òðàíñ-
ôåêöèè èõ âåêòîðàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè Oct4/Sox2 è
Nanog/Lin28. Â ãèáðèäíûõ êëåòêàõ òèïà ÝÑÊ-ôèáðîáëàñò
íàáëþäàåòñÿ ïåðåïðîãðàììèðîâàíèå ãåíîìà ñîìàòè÷å-
ñêîãî ïàðòíåðà (àêòèâàöèÿ ãåíîâ Oct4 è Nanog è äåìåòè-
ëèðîâàíèå ïðîìîòîðîâ ýòèõ ãåíîâ), à ñàìè ãèáðèäíûå
êëåòêè ïðèîáðåòàþò ïîòåíöèàë, ñîïîñòàâèìûé ñ òàêîâûì
ÝÑÊ, ò. å. ïëþðèïîòåíòíîñòü ïðîÿâëÿëàñü êàê äîìèíàíò-

íûé ïðèçíàê. Èçó÷åíèå ðàííèõ ñòàäèé îáðàçîâàíèÿ ãåòå-
ðîêàðèîíîâ (4—20 ÷ ïîñëå ñëèÿíèÿ êëåòîê) ïîêàçàëî, ÷òî
òîëüêî 20 % ñëèâøèõñÿ êëåòîê ïðèîáðåòàþò ôåíîòèï
ÝÑÊ (ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíû ñ ÝÑÊ, ïîçèòèâíûå ïî
Oct4 è Nanog, â íèõ íàáëþäàåòñÿ ðåàêòèâàöèÿ íåàêòèâíîé
Õ-õðîìîñîìû, íî âñå íåãàòèâíû ïî êîëëàãåíó V òèïà),
òîãäà êàê 80 % ãåòåðîêàðèîíîâ èìåëè ìíîãèå õàðàêòåðè-
ñòèêè ôèáðîáëàñòà. Â ãåòåðîêàðèîíàõ òèïà ÝÑÊ ìîæíî íà-
áëþäàòü àêòèâàöèþ ãåíà Oct4 â ÿäðå ôèáðîáëàñòà ÷åðåç
8—20 ÷ ïîñëå ñëèÿíèÿ. Àíàëèç îáðàçîâàíèÿ ïåðâè÷íûõ êî-
ëîíèé ñèíêàðèîíîâ ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè ñî ñõîäíîé ìîðôî-
ëîãèåé ÝÑÊ ôîðìèðóþò àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèå êîëî-
íèè ê 3—4-ì ñóò ïîñëå ñëèÿíèÿ, òîãäà êàê ãèáðèäíûå êëåò-
êè ôèáðîáëàñòíîãî òèïà óòðà÷èâàþò ïðîëèôåðàòèâíóþ
àêòèâíîñòü è âñêîðå äåãðàäèðóþò. Òàêèì îáðàçîì, ïåðå-
ïðîãðàììèðîâàíèå ãåíîìà ôèáðîáëàñòà ïðîèñõîäèò íà ñòà-
äèè ãåòåðîêàðèîíà, íà ýòîé æå ñòàäèè ïðîèñõîäèò âûáîð
«ñóäüáû» — ïîéäåò ðàçâèòèå ïî ïóòè ÝÑÊ èëè ôèáðîáëà-
ñòà, ò. å. «ñóäüáà» ãåòåðîêàðèîíà äóàëèñòè÷íà. Ïðè èíäóê-
öèè ïëþðèïîòåíòíîñòè â ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà (òåõíîëî-
ãèÿ ïîëó÷åíèÿ iPS-êëåòîê) ïîä äåéñòèåì òðàíçèòîðíîé
òðàíñôåêöèè ïëàçìèäàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè Oct4/Sox2 è
Nanog/Lin28, ìû íàáëþäàëè èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè ôèá-
ðîáëàñòîâ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îíè ïðèîáðåòàëè ñõîäñòâî ñ
ÝÑÊ íà 4—5-å ñóò ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê-ìèøåíåé. ×å-
ðåç 14—16 ñóò ïîñëå òðàíçèòîðíîé òðàíñôåêöèè íàìè
áûëè âûÿâëåíû êîëîíèè, ñîäåðæàùèå òèïè÷íûå ÝÑÊ ÷å-
ëîâåêà, ïîçèòèâíûå ïî Oct4 è Nanog. Ñëåäóåò òàêæå îòìå-
òèòü, ÷òî ÷àñòü ïåðâè÷íûõ êîëîíèé óòðà÷èâàëà ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü è äåãðàäèðîâàëà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî ýòî ðåçóëüòàò íåïîëíîãî ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ãåíîìà
êëåòîê-ìèøåíåé. Àíàëèç äèíàìèêè ïîÿâëåíèÿ iPS-êëåòîê
ïîêàçàë, ÷òî ïåðåïðîãðàììèðîâàíèå ôèáðîáëàñòîâ ïðîèñ-
õîäèò ëèáî äî ïåðâîãî ìèòîçà, ëèáî âñêîðå ïîñëå åãî çà-
âåðøåíèÿ, ò. å. èìååò ñõîäñòâî ñ ïðîöåññàìè ïåðåïðîãðàì-
ìèðîâàíèÿ, ïðîòåêàþùèìè â ãåòåðîêàðèîíàõ.

ÂËÈßÍÈE ÊÓËÜÒÓÐÀËÜÍÎÉ ÑÐÅÄÛ, ÊÎÍÄÈÖÈÎ-
ÍÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÌÈ ÊËÅÒÊÀÌÈ
ËÈÍÈÈ EA.hy 926, ÍÀ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÊÐÛÑÛ. © Î. Å. Ñèäî-
ðåíêî,1 Þ. Â. Âèëêîâà,2 Ý. À. Ñòàðèêîâà,3 Ñ. À. Àëåêñàíä-
ðîâà,1 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
ïîëèòåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò, 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ è 3 ÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÑÇÎ ÐÀÌÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Äëÿ ó÷àñòèÿ â ðåãåíåðàöèîííûõ ïðîöåññàõ ñòðîìàëü-
íûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) äîëæíû ìèãðèðîâàòü
èç êîñòíîãî ìîçãà â êðîâåíîñíîå ðóñëî è äàëåå â ó÷àñòîê
ïîâðåæäåíèÿ. Ýòè ïðîöåññû ñîïðîâîæäàþòñÿ òåñíûì
âçàèìîäåéñòâèåì ÑÊÊÌ ñ ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè
(ÝÊ), ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ ñâîéñòâ ìèãðè-
ðóþùèõ êëåòîê. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷å-
íèå âëèÿíèÿ ñåêðåòîðíûõ ïðîäóêòîâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê íà ïîâåðõíîñòíûé ôåíîòèï, ñïîñîáíîñòü ê êëîíîîá-
ðàçîâàíèþ, ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå
â îðòîäîêñàëüíûõ íàïðàâëåíèÿõ. Â ðàáîòå áûëè èñïîëü-
çîâàíû ÑÊÊÌ áåñïîðîäíûõ êðûñ 6-ìåñÿ÷íîãî âîçðàñòà.
Îöåíèâàëè ñâîéñòâà ÑÊÊÌ ïîñëå èíêóáàöèè ýòèõ êëåòîê
â aÌÅÌ ñ 10 % ÝÒÑ (êîíòðîëü) è ïîñëå èíêóáàöèè â òà-
êîé æå êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, êîíäèöèîíèðîâàííîé ÝÊ
ëèíèè EA. hy 926. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ
ìàðêåðîâ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 785



Êîëè÷åñòâî êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö ïîäñ÷èòûâàëè
ìèêðîñêîïè÷åñêè. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ êîíäèöèîíèðî-
âàííîé ÝÊ ñðåäû íà ìèãðàöèþ ÑÊÊÌ èñïîëüçîâàëè ìî-
äåëü «ðàíû». Èíòåíñèâíîñòü ïðîëèôåðàöèè îïðåäåëÿëè
ìåòîäîì, îñíîâàííûì íà îêðàñêå âíóòðèêëåòî÷íîãî áåëêà
êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì. Ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåí-
öèðîâêàì ÑÊÊÌ èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ
ãèñòîõèìè÷åñêèõ îêðàñîê — æèðîâûì êðàñíûì (â ñëó÷àå
àäèïîöèòàðíîé) è ðåàêöèåé Âàí Êîññà (â ñëó÷àå îñòåîãåí-
íîé) ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ñðå-
äàõ. Ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâîäèëè èçó÷åíèå ïîâåðõíîñòíî-
ãî ôåíîòèïà ÑÊÊÌ êðûñû íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïðèáëèçèòåëüíî
70 % ñâåæåâûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà ìîíîíóêëåàð-
íûõ êëåòîê ýêñïðåññèðîâàëè ìàðêåð ãåìîïîýòè÷åñêèõ
êëåòîê CD45 è 15 % êëåòîê — ìàðêåð ñòðîìàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê CD90. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñ-
õîäèëî çàêîíîìåðíîå ñíèæåíèå ÷èñëà êëåòîê, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ CD45, ïðè îäíîâðåìåííîì óâåëè÷åíèè ÷èñëà
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD90. Óæå íà 2-ì ïàññàæå
90 % êëåòîê ýêñïðåññèðîâàëè CD90 è òîëüêî 2 % —
CD45, ÷òî ïîëíîñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû.
Èíêóáàöèÿ ÑÊÊÌ â êîíäèöèîíèðîâàííîé ÝÊ ñðåäå ïðè-
âîäèëà ê äâóêðàòíîìó óñèëåíèþ óðîâíåé ýêñïðåññèè
CD90 è CD29, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññàõ àäãåçèè è ìèãðà-
öèè. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÑÊÊÌ, êóëüòèâèðî-
âàâøèåñÿ â êîíäèöèîíèðîâàííîé ÝÊ ñðåäå, äàâàëè íà ïî-
ðÿäîê áîëüøå êëîíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÊÌ, ðàñòóùèìè
â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ. Òàêæå èíêóáàöèÿ ÑÊÊÌ â êîí-
äèöèîíèðîâàííîé ñðåäå ïðèâîäèëà ê äîñòîâåðíîìó ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì óñêîðåíèþ ñîêðàùåíèÿ ïëîùàäè
«ðàíû» â ñðåäíåì íà 12—15 %, ÷òî ÿâëÿëîñü ïîêàçàòåëåì
óñèëåíèÿ ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè ýòèõ êëåòîê. Â îáîèõ
âàðèàíòàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè àêòèâíî âñòóïàëè â
îñòåîãåííóþ è àäèïîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêè, îäíàêî
êîëè÷åñòâî àäèïîöèòîâ â îïûòå áûëî çíà÷èòåëüíî ìåíü-
øå. Ñåêðåòîðíûå ïðîäóêòû ÝÊ, íàõîäÿùèåñÿ â êîíäèöèî-
íèðîâàííîé ñðåäå, íå âëèÿëè íà ïðîëèôåðàöèþ ÑÊÊÌ.
Ïîëó÷åííûå â äàííîé ðàáîòå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî
ñåêðåòîðíûå ïðîäóêòû ÝÊ óñèëèâàþò ýêñïðåññèþ ïîâåð-
õíîñòíûõ ìîëåêóë CD90 è CD45, ñïîñîáíîñòü ÑÊÊÌ ê
êëîíîîáðàçîâàíèþ è ìèãðàöèè. Âàæíî âûÿñíèòü â äàëü-
íåéøåì, êàêèå ôàêòîðû, ñåêðåòèðóåìûå ÝÊ, ñïîñîáñòâó-
þò èçìåíåíèþ ñâîéñòâ ÑÊÊÌ.

ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈß Lin(–) ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÄÈÊÎÃÎ ÒÈÏÀ ÓËÓ×ØÀÅÒ
ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÓ ÏÎÏÅÐÅ×ÍÎÏÎËÎÑÀÒÛÕ
ÌÛØÅ×ÍÛÕ ÂÎËÎÊÎÍ ÌÓÒÀÍÒÍÛÕ ÌÛØÅÉ
mdx. © À. Â. Ñîêîëîâà, Â. Â. Çåíèí, Â. Ì. Ìèõàéëîâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðè-
âëåêàåò èçó÷åíèå ó÷àñòèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê â ïðîöåññàõ
ðåãåíåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè, èìåþùèõ ìåñòî â ïî-
âðåæäåííûõ òêàíÿõ è îðãàíàõ. Ïðè èçó÷åíèè äèôôå-
ðåíöèðîâêè ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí
(ÏÏÌÂ) ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx ñ íàðóøåííûì ñèíòåçîì
äèñòðîôèíà ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå âíóòðèìûøå÷íîé òðàíñ-
ïëàíòàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ), ýê-
ñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (GFP),
íàáëþäàþòñÿ âêëþ÷åíèå ÑÊÊÌ â ìûøå÷íûå âîëîêíà
è óñèëåíèå ñèíòåçà äèñòðîôèíà. Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ
áîëåå äåòàëüíûé àíàëèç ðàçâèòèÿ äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ

ñîáûòèé â ìûøöàõ ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx ïîñëå òðàí-
ñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ äèêîãî òèïà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ïîïóëÿöèþ Lin(–) ÑÊÊÌ.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ÑÊÊÌ Lin(–) êîñòíûé ìîçã íîð-
ìàëüíûõ ìûøåé C57BL/6 èñòîùàëè îò äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê ãåìîïîýòè÷åñêîãî ðÿäà ìàãíèòíûì ñïîñî-
áîì íà ñèñòåìå Dynal (Norway) ñìåñüþ àíòèòåë ïðîòèâ
àíòèãåíîâ CD3, CD4, CD8, CD38, CD45R, Ter119, Ly-6G è
F4/80 (Caltag, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå ÑÊÊÌ Lin(–) èíúåöè-
ðîâàëè â 8—9 òî÷åê M. quadriceps femoris ìûøåé mdx â
äîçå (0.5—1.0)�106 êëåòîê íà ìûøöó. Èññëåäîâàíèÿ
ìûøö ïðîèçâîäèëè ÷åðåç 4, 8, 16 è 24 íåä ïîñëå òðàíñ-
ïëàíòàöèè. Íà ñðåçàõ ìûøö îïðåäåëÿëè äîëþ ÏÏÌÂ áåç
öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð, äîëþ ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ
è äîëþ ÏÏÌÂ, ýêñïðåññèðóþùèõ äèñòðîôèí. Äëÿ èññëå-
äîâàíèÿ ñòðóêòóðû íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé (ÍÌÑ)
ïðîäîëüíûå è ïîïåðå÷íûå ñðåçû ìûøö îêðàøèâàëè òåò-
ðàìåòèëðîäàìèíîì-a-áóíãàðîòîêñèíîì (Biotium, ÑØÀ),
êîòîðûé ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåòñÿ ñ àöåòèëõîëèíîâûìè
ðåöåïòîðàìè. Ïðåïàðàòû èññëåäîâàëè íà êîíôîêàëüíûõ
ìèêðîñêîïàõ LSM 5 PASCAL (Carl Zeiss) è Leica (Leica
Microsystems).

Èçâåñòíî, ÷òî èç-çà îòñóòñòâèÿ äèñòðîôèíà â ÏÏÌÂ
ìûøåé mdx ðàçâèâàåòñÿ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ãèáåëè ÏÏÌÂ, äîñòèãøåé â íàøèõ
îïûòàõ 2.2 � 0.6 %. ×åðåç 4 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
ÑÊÊÌ Lin(–) íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå äîëè ïîãèáøèõ
ÏÏÌÂ äî 1.0 � 0.2 %. Äîëÿ ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíûõ ÿäåð
äîñòîâåðíî âîçðàñòàëà, íà÷èíàÿ ñ 8 íåä. Äîëÿ ÏÏÌÂ, ñî-
äåðæàùèõ äèñòðîôèí, äîñòîâåðíî óâåëè÷èâàëàñü ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì òîëüêî ÷åðåç 16 íåä ïîñëå òðàíñïëàí-
òàöèè ñ 0.47 � 0.09 äî 1.5 � 0.2 %, è ýòî óâåëè÷åíèå ñî-
õðàíÿëîñü íà ñðîêå íàáëþäåíèÿ â 24 íåä. Òàêæå
ïðîèñõîäèëî óëó÷øåíèå ñòðóêòóðû ÍÌÑ. ×åðåç 4 íåä ïî-
ñëå òðàíñïëàíòàöèè â ìûøöàõ ìûøåé mdx ïëîùàäü ÍÌÑ
íà ïîïåðå÷íûõ ñðåçàõ ìûøö óâåëè÷èëàñü ñ 78.4 � 5.1 äî
106.9 � 3.4 ìêì2, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïëîùàäè ÍÌÑ íîð-
ìàëüíûõ ìûøåé C57BL/6 — 102.8 � 3.0 ìêì2. Óâåëè÷åí-
íûå ïëîùàäè ÍÌÑ ó ìûøåé mdx ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
ÑÊÊÌ ñîõðàíÿëèñü íà âñåõ ïîñëåäóþùèõ ñðîêàõ íàáëþ-
äåíèÿ. Íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî óâå-
ëè÷åíèå ïëîùàäè îòäåëüíûõ êëàñòåðîâ àöåòèëõîëèíîâûõ
ðåöåïòîðîâ, ñîñòàâëÿþùèõ ÍÌÑ, ñ 58.0 � 3.9 äî 80.0 �
� 4.9 ìêì2. Îäíîâðåìåííî ïðîèñõîäèëî óìåíüøåíèå êî-
ëè÷åñòâà êëàñòåðîâ àöåòèëõîëèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, ñîñòàâ-
ëÿþùèõ ÍÌÑ, ñ 4.7 � 0.3 äî 3.7 � 0.1. Òàêèì îáðàçîì,
ÑÊÊÌ Lin(–) äèêîãî òèïà âûçûâàþò èçìåíåíèå ñòðóêòóðû
ÍÌÑ ñêåëåòíûõ ìûøö ó ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx, ïðèáëè-
æàÿ åå ê ñòðóêòóðå ÍÌÑ íîðìàëüíûõ ÏÏÌÂ. Îáðàùàåò íà
ñåáÿ âíèìàíèå, ÷òî ñîáûòèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ ó
ìóòàíòíûõ ìûøåé mdx ïîñëå îäíîêðàòíîãî ââåäåíèÿ
ÑÊÊÌ Lin(–) äèêîãî òèïà ðàçâèâàþòñÿ â îïðåäåëåííîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè. Â ïåðâóþ î÷åðåäü óìåíüøàåòñÿ óðîâåíü
ãèáåëè ÏÏÌÂ è óëó÷øàåòñÿ ñòðóêòóðà ÍÌÑ. Íà áîëåå
ïîçäíèõ ñðîêàõ íàáëþäåíèÿ óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ ÏÏÌÂ,
íå èìåþùèõ öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð. Óâåëè÷åíèå
äîëè ÏÏÌÂ, ýêñïðåññèðóþùèõ äèñòðîôèí, ïðîèñõîäèò
ïîçäíåå âñåãî. Ðåçóëüòàòû îáñóæäàþòñÿ ñ òî÷êè çðåíèÿ
êîíêóðåíòíûõ âçàèìîîòíîøåíèé òðàíñïëàíòèðîâàííûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê äèêîãî òèïà è ïðåäñóùåñòâóþùèõ â
ìûøöàõ ìóòàíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, îáåñïå÷èâàþùèõ
ðåãåíåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ÏÏÌÂ ìûøåé mdx.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-

786 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì ïî áèîëîãèè êëåòêè â êóëüòóðå



òû 05-04-49609 è 06-04-08388îôè) è êîíòðàêòà ÃÊ
¹ 02.512.11.2219 Ôåäåðàëüíîãî àãåíòñòâà ïî íàóêå è èí-
íîâàöèÿì.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÎÉ ÌÎÄÅ-
ËÈ ÑÎÂÌÅÑÒÍÎÃÎ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß ÌÎÍÎ-
ÖÈÒÎÂ È ÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÄËß ÈÇÓ×Å-
ÍÈß ÈÕ ÂÇÀÈÌÍÎÃÎ ÂËÈßÍÈß. © Ý. À. Ñòàðèêîâà,
È. Ñ. Ôðåéäëèí. ÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÑÇÎ
ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ðàçðàáîòàíà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü, êîòîðàÿ ïî-
çâîëÿåò â óñëîâèÿõ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê ïåðåâèâàåìîé ëèíèè EA.Hy926 è êëåòîê
ïåðåâèâàåìûõ ìîíîöèòîïîäîáíûõ ëèíèè THP-1 ïðîâî-
äèòü êîìïëåêñíîå èçó÷åíèå âçàèìíîãî âëèÿíèÿ ýíäîòåëè-
àëüíûõ è ìîíîöèòîïîäîáíûõ êëåòîê, âêëþ÷àÿ èçó÷åíèå
âçàèìíîãî âëèÿíèÿ ïðîäóêòîâ èõ ñåêðåöèè — öèòîêèíîâ
è õåìîêèíîâ. Íàèáîëåå ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ ýêñï-
ðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë íà êëåòêàõ ìîíîöèòîïî-
äîáíîé ëèíèè THP-1 íàáëþäàëè ïðè èõ òðàíñýíäîòåëè-
àëüíîé ìèãðàöèè ÷åðåç ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
ëèíèè EA.Hy926. Ôåíîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ îöåíèâàëè,
ïðîâîäÿ ñðàâíåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ
ìîëåêóë íà êëåòêàõ THP-1, êîòîðûå ìèãðèðîâàëè â îòñóò-
ñòâèå ìîíîñëîÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê èëè òðàíñìèãðè-
ðîâàëè ÷åðåç ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ìîëåêó-
ëû CD11b, HLA-DR è CD14 êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðî-
âàëèñü íà êëåòêàõ THP-1. Òðàíñýíäîòåëèàëüíàÿ ìèãðàöèÿ
ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ôåíîòèïà êëåòîê ëèíèè THP-1,
÷òî âûðàæàëîñü â äîñòîâåðíîì ïîâûøåíèè óðîâíåé ýêñï-
ðåññèè ìîëåêóë CD11b è HLA-DR. Óðîâåíü ýêñïðåññèè
èññëåäóåìûõ ìàðêåðîâ íà êëåòêàõ THP-1, êîòîðûå íå ïðî-
øëè òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè (îñòàëèñü íàä ìîíî-
ñëîåì ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê), íå îòëè÷àëñÿ îò óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ íà èíòàêòíûõ êëåòêàõ THP-1.
Â ïðîöåññå òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè ìû èçó÷àëè
èçìåíåíèÿ ñåêðåöèè öèòîêèíà IL-6 è õåìîêèíîâ IL-8,
RANTES, MCP-1 è IP-10, êîòîðûå, ñîãëàñíî äàííûì ëèòå-
ðàòóðû, ìîãóò ñåêðåòèðîâàòüñÿ è ýíäîòåëèàëüíûìè êëåò-
êàìè, è ìîíîöèòàìè. Â óñëîâèÿõ òðàíñýíäîòåëèàëüíîé
ìèãðàöèè êëåòêàìè ñåêðåòèðîâàëèñü âñå èçó÷åííûå õåìî-
êèíû è IL-6. Ïðè ýòîì ñåêðåöèÿ IP-10 è RANTES ïðîÿâëÿ-
ëàñü òîëüêî ïðè òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè â îòëè-
÷èå îò ìîíîêóëüòóðû êëåòîê THP-1, êîíöåíòðàöèÿ IL-6 íå
èçìåíÿëàñü, êîíöåíòðàöèÿ IL-8 ñíèæàëàñü íåçíà÷èòåëüíî,
à êîíöåíòðàöèÿ MCP-1 áûëà â 10 ðàç íèæå, ÷åì â ìîíî-
êóëüòóðå êëåòîê THP-1. Ïðè èçó÷åíèè «öèòîêèíîâîãî
îêðóæåíèÿ» êëåòîê, ôîðìèðóþùåãîñÿ â óñëîâèÿõ ñîâìå-
ñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ è ìîíîöèòîïî-
äîáíûõ êëåòîê, áûëè âûÿâëåíû ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ.
Â ñâÿçè ñ ýòèì âñòàë âîïðîñ î âîçìîæíîñòè âëèÿíèÿ öèòî-
êèíîâ íà ñâîéñòâà ìîíîöèòîïîäîáíûõ êëåòîê THP-1. Äëÿ
ýòîãî ñðàâíèâàëè ñâîéñòâà êëåòîê THP-1, êîòîðûå òðàíñ-
ìèãðèðîâàëè ÷åðåç èíòàêòíûé ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê èëè ÷åðåç ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â ïðè-
ñóòñòâèè öèòîêèíîâ TNFa, IFNg è IL-4. Òðàíñýíäîòåëèà-
ëüíàÿ ìèãðàöèÿ â ïðèñóòñòâèè TNFa è IFNg âûçûâàëà äî-
ñòîâåðíî áîëåå ñèëüíûå èçìåíåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè
âñåõ èññëåäóåìûõ ìàðêåðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíÿìè ýê-
ñïðåññèè ýòèõ æå ìàðêåðîâ íà êëåòêàõ THP-1, êîòîðûå
òðàíñìèãðèðîâàëè ÷åðåç èíòàêòíûé ýíäîòåëèé, âêëþ÷àÿ
äîñòîâåðíîå óñèëåíèå ýêñïðåññèè CD14, êîòîðàÿ íå èçìå-
íÿëàñü â ñëó÷àå òðàíñìèãðàöèè â îòñóòñòâèå öèòîêèíîâ.

Â óñëîâèÿõ òðàíñìèãðàöèè â ïðèñóòñòâèè TNFa ñòàòèñòè-
÷åñêè äîñòîâåðíî âîçðàñòàëà ñåêðåöèÿ âñåõ õåìîêèíîâ,
êðîìå RANTES. Â ïðèñóòñòâèè TNFa ñåêðåöèÿ IL-8 è
IL-6 âîçðàñòàëà â 3 ðàçà. Ïðè òðàíñìèãðàöèè â ïðèñóòñò-
âèè IFNg è IL-4 íå èçìåíÿëèñü óðîâíè ñåêðåöèè IL-6,
IL-8, RANTES è MCP-1. IL-4 îêàçûâàë ñòàòèñòè÷åñêè äî-
ñòîâåðíîå èíãèáèðóùåå âëèÿíèå íà ñåêðåöèþ IP-10 ïî
ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì, õàðàêòåðíûì äëÿ òðàíñìèãðàöèè â
îòñóòñòâèå öèòîêèíîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî
ïðè èçó÷åíèè âçàèìîäåéñòâèÿ äâóõ òèïîâ êëåòîê (ýíäîòå-
ëèàëüíûõ è ìîíîöèòîïîäîáíûõ) íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü
âëèÿíèå èõ íåïîñðåäñòâåííûõ êîíòàêòîâ è ïðîäóêòîâ èõ
ñåêðåöèè.

ÑÒÀÐÅÍÈÅ ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÏÎÄÀÂËÅÍÈÅ ÀÍÃÈÎÃÅÍ-
ÍÛÕ ÑÂÎÉÑÒÂ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÆÈÐÎÂÎÉ
ÒÊÀÍÈ. © Å. Å. Ñòàðîñòèíà, À. Þ. Åôèìåíêî, Í. È. Êà-
ëèíèíà, Å. Â. Ïàðôåíîâà. Ôàêóëüòåò ôóíäàìåíòàëüíîé
ìåäèöèíû.

Ñðåäè ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ
êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà ñòðîìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé
òêàíè (ÑÊÆÒ) ñ÷èòàþòñÿ îäíèìè èç ñàìûõ ïåðñïåêòèâíûõ
äëÿ ïðèìåíåíèÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
îíè îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñòèìóëèðîâàòü ðîñò êðîâå-
íîñíûõ ñîñóäîâ, â òîì ÷èñëå ïóòåì ñåêðåöèè àíãèîãåííûõ
ôàêòîðîâ ðîñòà. Îäíàêî ðàçëè÷íûå ôàêòîðû, âêëþ÷àÿ âîç-
ðàñò ïàöèåíòîâ, ìîãóò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà èõ ôóíêöèî-
íàëüíûå ñâîéñòâà. Ïîýòîìó öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî
îöåíèòü âëèÿíèå âîçðàñòíîãî ôàêòîðà íà ïðîëèôåðàöèþ,
æèçíåñïîñîáíîñòü è àíãèîãåííóþ àêòèâíîñòü ÑÊÆÒ.

ÑÊÆÒ áûëè âûäåëåíû èç æèðîâîé òêàíè ìûøåé ëè-
íèè BalB/ñ, âîçðàñò æèâîòíûõ ñîñòàâëÿë 2 ìåñ
(ÑÊÆÒìîë, n = 9) èëè 18 ìåñ (ÑÊÆÒñòàð, n = 9). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè äî 2-ãî ïàññàæà. Çàòåì â òå÷åíèå 48 ÷ èõ
âûðàùèâàëè â óñëîâèÿõ 1 (ãèïîêñèÿ) èëè 20 % (íîð-
ìîêñèÿ) ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà. Ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêîãî ÌÒÒ-òåñòà (In-
vitrogen). Äëèíó òåëîìåð îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïî-
ëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â ðåàëüíîì âðåìåíè. Æèç-
íåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé
öèòîôëóîðèìåòðèè ïî ñâÿçûâàíèþ àííåêñèíà-V è íàêîï-
ëåíèþ 7-àìèíîàêòèíîìèöèíà D. Àíàëèç èçìåíåíèÿ ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè â ðåàëüíîì âðåìåíè. Àíãèîãåííóþ àêòèâíîñòü
ñóììàðíûõ ïðîäóêòîâ ñåêðåöèè êëåòîê îöåíèâàëè ïî âëè-
ÿíèþ êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû (ÊÑ) íà îáðàçîâàíèå
êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè
(HUVEC) íà Ìàòðèãåëå in vitro.

CÊÆÒ ñòàðûõ æèâîòíûõ îáëàäàþò â 2 ðàçà ìåíüøèì
ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
ìîëîäûõ æèâîòíûõ. Äëèíà òåëîìåð ó êëåòîê ñòàðûõ æè-
âîòíûõ áûëà â 3 ðàçà ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÆÒ ìî-
ëîäûõ ìûøåé. Áîëåå òîãî, â ïîïóëÿöèè ÑÊÆÒ ñòàðûõ
æèâîòíûõ äîëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ
àïîïòîçà, áûëà â 3 ðàçà áîëüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
ìîëîäûõ æèâîòíûõ. Ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ôàêòîðà ðîñòà ýí-
äîòåëèÿ ñîñóäîâ (VEGF) è ïëàöåíòàðíîãî ôàêòîðà ðîñòà
(PlGF) áûëî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî áîëüøå â ÑÊÆÒìîë,
â òî âðåìÿ êàê óðîâåíü ôàêòîðà ðîñòà ãåïàòîöèòîâ (HGF)
áûë âûøå â ÑÊÆÒñòàð. Ãèïîêñèÿ ïðèâîäèëà ê âûðàâíè-
âàíèþ ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ HGF â ÑÊÆÒìîë è ÑÊÆÒñòàð.
Ýêñïðåññèÿ àíòèàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ ýíäîñòàòèíà è

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 787



òðîìáîñïîíäèíà çíà÷èìî íå îòëè÷àëàñü â êëåòêàõ îò æè-
âîòíûõ ðàçíîãî âîçðàñòà è â ñõîæåé ñòåïåíè ñíèæàëàñü â
ãèïîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ. Íàáëþäàëîñü ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìîå ïîâûøåíèå ôàêòîðîâ ñèñòåìû óðîêèíàçû (óðî-
êèíàçà, ðåöåïòîð ê óðîêèíàçå, ìåòàëëîïðîòåèíàçû 2-ãî è
9-ãî òèïîâ, èíãèáèòîð àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãåíà-1) â
ÑÊÆÒñòàð ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÆÒìîë êàê â íîðìîêñè÷å-
ñêèõ, òàê è â ãèïîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ. Ñóììàðíàÿ äëèíà
êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð, îáðàçîâàííûõ HUVEC íà
Ìàòðèãåëå â ïðèñóòñòâèè ÊÑ îò ÑÊÆÒìîë, áûëà ñòàòèñòè-
÷åñêè çíà÷èìî áîëüøå, ÷åì îò ÑÊÆÒñòàð, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î áîëåå âûðàæåííîé ñåêðåöèè àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ
êëåòêàìè ìîëîäûõ æèâîòíûõ. Â êëåòêàõ, êóëüòèâèðîâàí-
íûõ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, ñïîñîáíîñòü ñòèìóëèðîâàòü îá-
ðàçîâàíèå òàêèõ ñòðóêòóð ïîâûøàëàñü â ðàâíîé ñòåïåíè.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ñòàðåíèè ïðîèñõîäèò ïîäàâëåíèå
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è æèçíåñïîñîáíîñòè ñòðî-
ìàëüíûõ êëåòîê æèðîâîé òêàíè, à òàêæå ïðîäóêöèè àíãè-
îãåííûõ ôàêòîðîâ ýòèìè êëåòêàìè. Îäíàêî ñòèìóëÿöèÿ
àíãèîãåííîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê ïîä äåéñòâèåì ãèïîêñèè
íå çàâèñèò îò âîçðàñòà, ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî êóëüòèâè-
ðîâàíèå êëåòîê ïåðåä òðàíñïëàíòàöèåé â óñëîâèÿõ ïîíè-
æåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà ìîæåò ïîâûøàòü ýôôåê-
òèâíîñòü êëåòî÷íîé òåðàïèè.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÄÈÍÀÌÈÊÈ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÏÎ-
ÏÓËßÖÈÉ È ÐÅÏÀÐÀÒÈÂÍÎÉ ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÈ ÀÑ-
ÖÈÄÈÈ HALOCYNTHIA PURPUREA. © À. Í. Ñóõà÷åâ,
È. Â. Êóäðÿâöåâ, À. Â. Ïîëåâùèêîâ. ÃÓ ÍÈÈ ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èññëåäîâàíèÿ çàùèòíûõ ðåàêöèé àñöèäèé ïðèîáðåòà-
þò âñå áîëüøóþ ïîïóëÿðíîñòü áëàãîäàðÿ èõ ôèëîãåíåòè-
÷åñêîìó ïîëîæåíèþ. Îáîëî÷íèêè çàíèìàþò ïðîìåæóòî÷-
íîå ïîëîæåíèå ìåæäó ïîçâîíî÷íûìè è áåñïîçâîíî÷íûìè
æèâîòíûìè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èììóííóþ ñèñòåìó
îáîëî÷íèêîâ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðåäêîâóþ äëÿ
ýâîëþöèîííî ïðîäâèíóòûõ îðãàíèçìîâ. Ìåõàíèçìû èì-
ìóííîãî îòâåòà àñöèäèé èìåþò ìíîãî îáùèõ ÷åðò ñ çà-
ùèòíûìè ìåõàíèçìàìè, ñâîéñòâåííûìè áîëüøèíñòâó
áåñïîçâîíî÷íûõ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ýòè ðåàêöèè àñöèäèé
î÷åíü ñõîæè ñ ðåàêöèÿìè âðîæäåííîãî èììóíèòåòà ïî-
çâîíî÷íûõ. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå ïðîâîäèëîñü ðàáîò
ïî èçó÷åíèþ öèðêóëèðóþùèõ êëåòîê àñöèäèé ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, â òî âðåìÿ êàê ýòîò ìåòîä óæå çà-
ðåêîìåíäîâàë ñåáÿ â ðàáîòàõ íà âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ æè-
âîòíûõ è àêòèâíî âíåäðÿåòñÿ â èçó÷åíèå áåñïîçâîíî÷íûõ
æèâîòíûõ. Â õîäå ñîáñòâåííûõ èññëåäîâàíèé äàííûé ìå-
òîä áûë ïðèìåíåí äëÿ èçó÷åíèÿ ãåìîöèòîâ àñöèäèè Halo-
cynthia purpurea. Áûë ðàçðàáîòàí òðåõïàðàìåòðè÷åñêèé
àëãîðèòì àíàëèçà, îñíîâàííûé íà îïðåäåëåíèè ïðÿìîãî
(ìàëîóãëîâîãî) è áîêîâîãî ñâåòîðàññåèâàíèÿ, ÷òî ïîçâî-
ëÿåò âûäåëÿòü ïîïóëÿöèè êëåòîê, îñíîâûâàÿñü íà ðàçìå-
ðàõ è ñòðóêòóðå öèòîïëàçìû, à òàêæå àâòîôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê ïî êàíàëó PMT2.

Ïîêàçàíî, ÷òî ïóë öèðêóëèðóþùèõ ãåìîöèòîâ ñîäåð-
æèò êàê ìèíèìóì 6 ïîïóëÿöèé êëåòîê, ðàçëè÷íûõ ïî ðàç-
ìåðàì, ãðàíóëÿðíîñòè è ñïîñîáíîñòè ê àâòîôëóîðåñöåí-
öèè. Ïî êàíàëó PMT2 ÷åòêî âûäåëÿþòñÿ àâòîôëóîðåñöè-
ðóþùèå ìîðóëÿðíûå êëåòêè. Èõ â ñâîþ î÷åðåäü ìîæíî
ðàçäåëèòü íà 2 ïîïóëÿöèè ïî ðàçìåðó è ãðàíóëÿðíîñòè.
Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû (Parrinello, Cammarata,
1996), ýòî ìîðóëÿðíûå êëåòêè òèïà À è òèïà Â. Â öåëîì
ìîðóëÿðíûå êëåòêå àñöèäèè ìîæíî îïèñàòü êàê ãðàíóëÿð-

íûå êëåòêè ñðåäíèõ è êðóïíûõ ðàçìåðîâ, îáëàäàþùèå àâ-
òîôëóîðåñöåíöèåé. Ñàìûå ìàëåíüêèå êëåòêè áåç ãðàíóë,
ñîîòâåòñòâîâàëè ãåìîáëàñòàì. Ãåìîöèòû, ñîäåðæàùèå áî-
ëüøîå êîëè÷åñòâî ãðàíóë îïðåäåëÿëè êàê ãðàíóëîöèòû.
Ñðåäè ôàãîöèòîâ àñöèäèè H. purpurea âûäåëÿëèñü 2 ïî-
ïóëÿöèè, ðàçëè÷àþùèåñÿ â îñíîâíîì ïî ñîäåðæàíèþ ãðà-
íóë: ãèàëèíîâûå àìåáîöèòû è ìàêðîôàãîïîäîáíûå êëåò-
êè ñîîòâåòñòâåííî. Èññëåäîâàíèå êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîäòâåðæäàþò
äàííûå ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè.

Âàæíûì àñïåêòîì ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå îòâåòà
öèðêóëèðóþùèõ êëåòîê àñöèäèè â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå
ïîêðîâîâ in vivo. Èññëåäîâàëè äèíàìèêó ðàçëè÷íûõ òè-
ïîâ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ñðîêà ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ.
Íàèáîëüøèì èçìåíåíèÿì ïîäâåðæåíû ìîðóëÿðíûå êëåò-
êè è ôàãîöèòû. Ó èíòàêòíûõ æèâîòíûõ ñðåäíåå ñîäåðæà-
íèå ìîðóëÿðíûõ êëåòîê Â-òèïà â öèðêóëÿöèè ðàâíî
43.73 � 4.04 %. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ òóíèêè èõ
÷èñëî ñíèæàåòñÿ äî 34.2 � 5.16 %, à ÷åðåç 48 ÷ ýòîò ïîêà-
çàòåëü ñòàíîâèòñÿ ðàâíûì 30.84 � 2.65 %. Ïîïóëÿöèÿ ãè-
àëèíîâûõ àìåáîöèòîâ, íàïðîòèâ, óâåëè÷èâàåòñÿ. Ó èíòàê-
òíûõ àñöèäèé îíà ðàâíà 20.86 � 3.06 %, ÷åðåç 24 ÷
24.89 � 5.77 %, ÷åðåç 48 ÷ 38.86 � 0.61 %. Ìàêðîôàãè ïî-
êàçûâàþò ñíà÷àëà óâåëè÷åíèå ïîïóëÿöèè ñ 23.52 �
� 4.97 % äî 30.63 � 2.63 %, à ÷åðåç 48 ÷ ïîíèæåíèå ÷èñ-
ëåííîñòè êëåòîê äî 19.43 � 3.26 %. Â îñòàëüíûõ ïîïóëÿ-
öèÿõ êëåòîê äèíàìèêè íå îáíàðóæèâàëîñü. Áûëî ïîêàçàíî
íåçíà÷èòåëüíîå ïîíèæåíèå ÷èñëåííîñòè ìîðóëÿðíûõ êëå-
òîê òèïà À ñ 3.72 � 0.77 % äî 2.23 � 0.14 % ÷åðåç 24 ÷, è
äî 1.3 � 0.14 %. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ìîðóëÿðíûå êëåòêè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â çà-
æèâëåíèè ðàíû, ÷òî òàêæå ïîäòâåðæäàåòñÿ ëèòåðàòóðíû-
ìè äàííûìè. Íå ìåíåå âàæíóþ ðîëü èãðàþò ôàãîöèòû,
îòâåòñòâåííûå çà ýëèìèíàöèþ ïàòîãåíà, ïîïàâøåãî â êðî-
âîòîê ïðè ïîâðåæäåíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 08-04-00084 è 08-04-00111).

ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÀß ÌÈÃÐÀÖÈß ÌÎÍÎÍÓÊËÅÀÐÎÂ
ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÏÐÈ ÈÍÒÐÀÊÎÐÎÍÀÐÍÎÌ
ÒÐÀÍÑÂÅÍÒÐÈÊÓËßÐÍÎÌ ÂÂÅÄÅÍÈÈ. © Ò. Õ. Ôàò-
õóäèíîâ,1, 3 Ã. À. Ñëàùåâà,2 Ã. Á. Áîëüøàêîâà,3 Î. Í. Õîõëî-
âà,2 È. À. Àðóòþíÿí,1 È. À. Èëþøêèíà,2 À. Í. Ìóðàøåâ,2
Ä. Â. Ãîëüäøòåéí.1 1 ÇÀÎ «Ðåìåòýêñ», Ìîñêâà, 2 Ôèëèàë
Èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè èì. àêàäåìèêîâ
Ì. Ì. Øåìÿêèíà è Þ. À. Îâ÷èííèêîâà ÐÀÍ, Ïóùèíî, è
3 ÃÓ ÍÈÈ ìîðôîëîãèè ÷åëîâåêà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü îòñóòñòâóþò ÷åòêèå ïðåäñòàâ-
ëåíèÿ î ìåõàíèçìàõ ñòèìóëÿöèè ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ
ìèîêàðäà ïðè òðàíñïëàíòàöèè ñòâîëîâûõ/ïðîãåíèòîðíûõ
êëåòîê. Îñòàåòñÿ íåÿñíîé ðîëü òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëå-
òîê â ðåïàðàöèè ìèîêàðäà: ìîãóò ëè îíè ìèãðèðîâàòü â
îáëàñòü ïîâðåæäåíèÿ è äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êàðäèîìè-
îöèòû è êëåòêè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ?

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — èçó÷èòü íàïðàâëåíèÿ ìèãðà-
öèè, âûæèâàåìîñòü è äèôôåðåíöèðîâêó ìîíîíóêëåàðîâ
êîñòíîãî ìîçãà ïðè èíòðàêîðîíàðíîì òðàíñâåíòðèêóëÿð-
íîì ñïîñîáå ââåäåíèÿ.

Ìå÷åííûå PkH26 (Sigma) àóòîãåííûå ìîíîíóêëåàðû
êîñòíîãî ìîçãà, 5 ìëí êëåòîê â 1 ìë ôèçèîëîãè÷åñêîãî
ðàñòâîðà, âûäåëåííûå ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå ïî ãðàäè-
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åíòó ïëîòíîñòè, ââîäèëè èíòðàêîðîíàðíî êðûñàì (n = 4)
÷åðåç 30 ñóò ïîñëå ïåðåíåñåííîãî îñòðîãî èíôàðêòà ìèî-
êàðäà ñ ðåïåðôóçèåé. Äëÿ ýòîãî áûë âïåðâûå ðàçðàáîòàí
èíòðàêîðîíàðíûé òðàíñâåíòðèêóëÿðíûé ñïîñîá äîñòàâêè
êëåòîê, êîòîðûé ïîçâîëÿåò ââîäèòü êëåòêè â êîðîíàðíûå
ñîñóäû ìåëêèì ëàáîðàòîðíûì æèâîòíûì áåç ðåíòãåíîëî-
ãè÷åñêîãî êîíòðîëÿ ëîêàëèçàöèè êàòåòåðà. Êëåòêè ââîäè-
ëè â ïîëîñòü ëåâîãî æåëóäî÷êà ïðè îäíîâðåìåííîì ïå-
ðåæàòèè àîðòû íà íåñêîëüêî ñåêóíä, ÷òî ïðèâîäèëî ê ïî-
ïàäàíèþ áîëüøåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê â ïðàâóþ è ëåâóþ
êîðîíàðíûå àðòåðèè. ×åðåç 2 è 4 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
æèâîòíûõ âûâîäèëè èç ýêñïåðèìåíòà è èçó÷àëè íàëè÷èå è
ëîêàëèçàöèþ ìå÷åíûõ êëåòîê â ñåðäöå, ñåëåçåíêå, ïå÷åíè è
ëåãêèõ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà.

×åðåç 2 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ñêîïëåíèÿ ìå÷å-
íûõ ìîíîíóêëåàðîâ íàáëþäàëè â ñåðäöå è ñåëåçåíêå, â òî
âðåìÿ êàê â ïå÷åíè è ëåãêèõ ïðèñóòñòâîâàëè ëèøü åäè-
íè÷íûå êëåòêè. Â ñåðäöå ìàðêèðîâàííûå êëåòêè îáíàðó-
æèâàëè òîëüêî â ðóáöîâîé òêàíè â ñðåäíåì êîëè÷åñòâå
55.5 � 17.7 êëåòêè â ïîëå çðåíèÿ ïðè óâåëè÷åíèè â
400 ðàç. Â ñåëåçåíêå òàêæå íàáëþäàëè áîëüøîå êîëè÷åñò-
âî êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ — 52.3 � 9.5 êëåòêè, òîãäà êàê â
ïå÷åíè è ëåãêèõ âûÿâëÿëè åäèíè÷íûå êëåòêè — ñîîòâåò-
ñòâåííî 2.9 � 1.9 è 1.4 � 1.7 êëåòêè. ×åðåç 4 íåä ïîñëå
ââåäåíèÿ â ñåðäöå ìå÷åíûå êëåòêè áûëè ëîêàëèçîâà-
íû ïî-ïðåæíåìó òîëüêî â çîíå ðóáöà, èõ êîëè÷åñòâî â
ñðåäíåì ñîñòàâèëî 34.5 � 13.4. Â ñåëåçåíêå òàêæå âûÿ-
âèëè áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìå÷åíûõ ìîíîíóêëåàðîâ —
43.8 � 13.1 êëåòêè. Â ïå÷åíè è ëåãêèõ íàáëþäàëè
7.6 � 3.1 è 3.1 � 4.0 êëåòêè ñîîòâåòñòâåííî. Íà âñåõ ñðî-
êàõ â òêàíÿõ ñåðäöà òðàíñïëàíòèðîâàííûå ìå÷åíûå êëåò-
êè áûëè âûÿâëåíû òîëüêî â ðóáöîâîé òêàíè, ïðè ýòîì îíè
íå âõîäèëè â ñîñòàâ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ñîåäèíèòåëü-
íîé òêàíè, áûëè îêðóæåíû òîëñòûìè ïó÷êàìè êîëëàãåíî-
âûõ âîëîêîí è, ïî-âèäèìîìó, äèôôåðåíöèðîâàëèñü â
ôèáðîáëàñòû. Ìå÷åíûõ êëåòîê íå áûëî âûÿâëåíî íè â îá-
ëàñòè èíôàðêòà, íè â çîíå íåïîâðåæäåííûõ êàðäèîìèîöè-
òîâ. Â ñåëåçåíêå òðàíñïëàíòèðîâàííûå êëåòêè íàáëþäàëè
òîëüêî â çîíå êðàñíîé ïóëüïû.

Äàííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ðàçðàáîòàí-
íûé ìåòîä òðàíñâåíòðèêóëÿðíîé èíòðàêîðîíàðíîé òðàíñ-
ïëàíòàöèè êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì è îáåñïå÷èâàåò
äîñòàâêó êëåòîê â îáëàñòü ïîâðåæäåíèÿ. Ëîêàëèçàöèÿ ìî-
íîíóêëåàðîâ â çîíå ðóáöà óêàçûâàåò íà èõ ìèãðàöèþ â
çîíó ïîâðåæäåíèÿ ïðè èõ ðàâíîìåðíîì ðàñïðåäåëåíèè
âî âðåìÿ ââåäåíèÿ â ïðàâóþ è ëåâóþ êîðîíàðíûå àðòåðèè.
Ìàññèâíûé õîóìèíã â ñåëåçåíêó ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî ñåëå-
çåíêà ÿâëÿåòñÿ îðãàíîì êðîâåòâîðåíèÿ, ò. å. åñòåñòâåííîé
íèøåé ââåäåííîãî íàìè êëåòî÷íîãî òðàíñïëàíòàòà.
Òðàíñïëàíòèðîâàííûå êëåòêè â ñåðäöå ëîêàëèçóþòñÿ
òîëüêî â ðóáöîâîé òêàíè, íå äèôôåðåíöèðóþòñÿ â êàðäè-
îìèîöèòû è êëåòêè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ.

ÌÅÆÒÊÀÍÅÂÛÅ ÂÀÐÈÀÖÈÈ Â ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÈ
ÝËÈÌÈÍÀÖÈÈ ÃÈÑÒÎÍÀ g-Í2ÀÕ Â ÒÊÀÍßÕ ÏÎÑËÅ
ÐÅÍÒÃÅÍÎÂÑÊÎÃÎ ÎÁËÓ×ÅÍÈß. © Ä. Â. Ôèðñàíîâ,
Â. Ì. Ìèõàéëîâ, Í. Â. Òîìèëèí. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Äâîéíûå ðàçðûâû (ÄÐ) ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå îïàñ-
íûìè ïîâðåæäåíèÿìè ãåíîìà è ìîãóò ïðèâîäèòü ê õðîìî-
ñîìíûì ïåðåñòðîéêàì, ãèáåëè êëåòîê è íåîïëàñòè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè. Âîçíèêíîâåíèå ÄÐ èíäóöèðóåò áûñòðîå
ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî 139-ñåðèíó ãèñòîíà Í2ÀÕ â ìåãà-

áàçíûõ äîìåíàõ õðîìàòèíà. Ýòî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
â ÿäðàõ äèñêðåòíûõ ôîêóñîâ, ñîäåðæàùèõ ôîñôîðèëèðî-
âàííóþ ôîðìó Í2ÀÕ (g-Í2ÀÕ). Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ìàê-
ñèìàëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå Í2ÀÕ íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç
1 ÷ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ. Çàòåì, êàê ïîêàçàíî
ñ ïîìîùüþ ìåòîäèêè èììóíîáëîòèíãà è ïîäñ÷åòà ôîêó-
ñîâ g-Í2ÀÕ, ïðîèñõîäèò åãî ìåäëåííàÿ ýëèìèíàöèÿ èç
õðîìàòèíà. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷å-
ñòâà g-Í2ÀÕ, ïî-âèäèìîìó, îòðàæàåò äèíàìèêó ðåïàðà-
öèè ÄÐ ÄÍÊ. Íåñìîòðÿ íà îáèëèå äàííûõ ïî ýëèìèíàöèè
g-Í2ÀÕ â êóëüòóðàõ êëåòîê ïîñëå îáëó÷åíèÿ, ìåæòêàíå-
âûå âàðèàöèè ýòîãî ïàðàìåòðà ïëîõî èçó÷åíû. Äàííûå,
ïîëó÷åííûå íà ìûøàõ, óêàçûâàþò íà çíà÷èòåëüíûå âàðè-
àöèè â ýôôåêòèâíîñòè ýëèìèíàöèè ãèñòîíà g-Í2ÀÕ â òåð-
ìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñåðäöà è ïî÷êè.
×åðåç 23 ÷ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ ~50 % ÿäåð
êëåòîê ñåðäöà ìûøåé C57BL ÿâëÿþòñÿ g-Í2ÀÕ-ïîëîæè-
òåëüíûìè. Ýòè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå äàííûå óêàçûâà-
þò íà ñèëüíóþ çàäåðæêó â âîññòàíîâëåíèè õðîìàòèíà â
êëåòêàõ ñåðäöà ìûøåé ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ.
Ýëèìèíàöèÿ g-Í2ÀÕ ìîæåò ïðîèñõîäèòü ïóòåì îáìåíà
ãèñòîíîâ, è äàííûå, ïîëó÷åííûå íà äðîææàõ, ýòî ïîä-
òâåðæäàþò. Óðîâåíü èñ÷åçíîâåíèÿ g-Í2ÀÕ ìîæåò áûòü
ñâÿçàí ñ âëèÿíèåì áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïåðåñòðîéêàõ
õðîìàòèíà. Ó ÷åëîâåêà ýêñïðåññèÿ ãåíà hTip60 â íåîáëó-
÷åííûõ òêàíÿõ ñåðäöà ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïî÷êîé.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòî ìîæåò îáúÿñíèòü íèçêèé óðîâåíü
èñ÷åçíîâåíèÿ g-Í2ÀÕ â ñåðäöå ó ìûøåé ïîñëå ðåíòãåíîâ-
ñêîãî îáëó÷åíèÿ. Â íàøåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ ìåòîäèêè
èììóíîáëîòèíãà ìû èññëåäîâàëè äèíàìèêó ýëèìèíàöèè
ãèñòîíà g-Í2ÀÕ â òêàíÿõ ñåðäöà è ïå÷åíè ñèðèéñêîãî õî-
ìÿ÷êà in situ. Ïî íàøèì äàííûì, âàðèàöèè â ýôôåêòèâíî-
ñòè ýëèìèíàöèè ãèñòîíà g-Í2ÀÕ ìåæäó òêàíÿìè ñåðäöà è
ïå÷åíè îòñóòñòâóþò. Ãèñòîí g-Í2ÀÕ ïîëíîñòüþ ýëèìè-
íèðóåòñÿ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â
äîçå 5 Ãð äî çíà÷åíèÿ ó íåîáëó÷åííûõ æèâîòíûõ. Ïðîàíà-
ëèçèðîâàâ ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíîâ õðîìàòèíðåìîäóëèðóþùèõ êîìïëåêñîâ Tip60
è SSRP1, ìû ïîëó÷èëè, ÷òî â ñåðäöå è ïå÷åíè õîìÿ÷êà ýòè
ãåíû ýêñïðåññèðóþòñÿ íà îäíîì óðîâíå. Òàêèå ïðîòèâî-
ðå÷èâûå ðåçóëüòàòû ìîæíî îáúÿñíèòü êàê ðàçíèöåé â ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ìåòîäîâ, èñïîëüçóåìûõ â äâóõ ðàáîòàõ, òàê
è ìåæâèäîâûìè âàðèàöèÿìè â ýôôåêòèâíîñòè ýëèìèíà-
öèè ãèñòîíà g-Í2ÀÕ â ñåðäöå ó ñèðèéñêèõ õîìÿ÷êîâ è ëà-
áîðàòîðíûõ ìûøåé. Â äàëüíåéøåì ìû ñîáèðàåìñÿ óãëó-
áèòü èññëåäîâàíèÿ â ýòîì íàïðàâëåíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00315).

ÑÏÎÍÒÀÍÍÀß È ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÀß ÌÈÎÃÅÍÍÀß
ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÏÐÈ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ
ÊËÅÒÎÊ ÏÅ×ÅÍÈ ÇÀÐÎÄÛØÅÉ ÊÐÛÑÛ. © Î. Í. Õíû-
êîâà, Î. Â. Ïàþøèíà, Ì. Í. Êîæåâíèêîâà, Í. Í. Áóòîðè-
íà, Â. È. Ñòàðîñòèí. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì.
Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, olga-khnykova@mail.ru.

Çàðîäûøåâàÿ ïå÷åíü ÿâëÿåòñÿ èñòî÷íèêîì ìåçåíõèì-
íûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ
èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ ÌÑÊ ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðî-
âàòüñÿ â ðàçëè÷íûõ íàïðàâëåíèÿõ: îñòåîãåííîì, àäèïî-
ãåííîì, õîíäðîãåííîì, à òàêæå, ïî íåêîòîðûì äàííûì, â
íåéðàëüíîì è ìèîãåííîì. Â äàííîé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 789



â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå çàðîäûøåâîé ïå÷åíè êðûñû ñïîí-
òàííî ôîðìèðóþòñÿ ìèîñèìïëàñòû ñêåëåòíîé ìûøå÷íîé
òêàíè. Êëåòêè ïå÷åíè 16—17-ñóòî÷íûõ ïëîäîâ êðûñ ïî-
ðîäû Wistar êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ 10 % ñûâî-
ðîòêè ïëîäîâ êîðîâû; ïðèñóòñòâèå ìàðêåðîâ ìèîãåíåçà
àíàëèçèðîâàëè ìåòîäàìè èììóíîöèòîõèìèè. Íà 3-è ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÿäðàõ îòäåëüíûõ êëåòîê áûë âûÿâëåí
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ñêåëåòíûõ ìûøö MyoD, íà 5-å
îòìå÷åíî ôîðìèðîâàíèå ìíîãîÿäåðíûõ ìèîòóá. Íà
10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ìû íàáëþäàëè ñïîíòàííûå ñî-
êðàùåíèÿ ìèîñèìïëàñòîâ. Â ýòîò æå ñðîê áûëî ïîêàçàíî
ïðèñóòñòâèå â êëåòêàõ äåñìèíà è ìèîçèíà; ñîõðàíÿëàñü
òàêæå è ýêñïðåññèÿ MyoD. ×èñëî ìèîòóá è ÷àñòîòà èõ îá-
ðàçîâàíèÿ óâåëè÷èâàëèñü ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê
ïå÷åíè íà ôèáðîíåêòèíîâîì ïîêðûòèè: íà ïëàñòèêå îáðà-
çîâûâàëîñü 0.61 � 0.34 ìèîòóáû íà 1 ñì2, íà ôèáðîíåêòè-
íå â òåõ æå óñëîâèÿõ — 7.30 � 1.55. Ïðè ýòîì äîáàâëåíèå
ôèáðîíåêòèíà â ñðåäó íå âûçûâàëî äîñòîâåðíîãî ïîâû-
øåíèÿ ÷èñëà ìèîòóá: îíî ñîñòàâëÿëî 0.77 � 0.53 íà 1 ñì2.
Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá óñèëåííîé àäãåçèè ìèî-
ãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ê ôèáðîíåêòèíó ïî ñðàâíåíèþ
ñ ïëàñòèêîì. Ñïîíòàííûé ìèîãåíåç íàáëþäàëñÿ òîëüêî â
ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê èç ïå÷åíè ïëîäîâ. Íà 1-ì ïàñ-
ñàæå êëåòêè çàðîäûøåâîé ïå÷åíè, êóëüòèâèðóåìûå â àíà-
ëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ, â òîì ÷èñëå íà ôèáðîíåêòèíå, íå ýêñ-
ïðåññèðîâàëè MyoD è íå ôîðìèðîâàëè ìèîòóá. Â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, ÿâëÿþùåãîñÿ, êàê è
çàðîäûøåâàÿ ïå÷åíü, èñòî÷íèêîì ÌÑÊ, ìèîãåííûõ ïðåä-
øåñòâåííèêîâ îáíàðóæåíî íå áûëî. Ïîïûòêà èíäóêöèè
ìèîãåíåçà â êóëüòóðå ÌÑÊ çàðîäûøåâîé ïå÷åíè íà 4-ì
ïàññàæå 5-àçàöèòèäèíîì íå äàëà ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëü-
òàòîâ. Ïðè èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè íà 5-ì ïàññàæå â
ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 2 % FCS, EGF, PDGF, ITS+1,
2-ôîñôî-L-àñêîðáàò íàòðèÿ è 5-àçàöèòèäèí, ìèîòóáû òàê-
æå íå ôîðìèðîâàëèñü. Íà 14-å ñóò èíäóêöèè â êóëüòóðå
îòñóòñòâîâàëà ýêñïðåññèÿ MyoD, îäíàêî â íåêîòîðûõ ÿä-
ðàõ áûë âûÿâëåí ôàêòîð òðàíñêðèïöèè GATA-4, ñïåöè-
ôè÷íûé äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè êàðäèîìèîöèòîâ. Êàê ïîêà-
çàëî èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êðèîñòàòíûõ
ñðåçîâ ïå÷åíè ïëîäîâ êðûñû, ÿäðà îòäåëüíûõ êëåòîê ñî-
äåðæàëè MyoD, ÷òî ãîâîðèò î ïðèñóòñòâèè â ïå÷åíè ìèî-
ãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî èìåííî ýòè
êëåòêè, à íå ÌÑÊ îòâåòñòâåííû çà ñïîíòàííîå îáðàçîâàíèå
ìèîòóá â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå çàðîäûøåâîé ïå÷åíè. Âûÿñ-
íåíèå ýòîãî âîïðîñà òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.
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Áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè
êîìïîíåíòàìè ìèêðîîêðóæåíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê (ÌÑÊ). Èçó÷åíèå àäãåçèâíûõ âçàèìîäåéñòâèé
ÌÑÊ ñ ìàòðèêñîì èìååò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ âûÿñíåíèÿ
ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè èõ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöè-

ðîâêè è ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ äëÿ ðàçðàáîòêè ìåòîäîâ
êëåòî÷íîé òåðàïèè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâà-
íî âëèÿíèå ðÿäà áåëêîâ ìàòðèêñà — êîëëàãåíà I òèïà, ëà-
ìèíèíà è ôèáðîíåêòèíà — íà êëîíàëüíûé ðîñò è îñ-
òåîãåííûå ïîòåíöèè ÌÑÊ êðûñû. ÌÑÊ èäåíòèôèöè-
ðîâàëè êàê êîëîíèåîáðàçóþùèå åäèíèöû ôèáðîáëàñòîâ
(ÊÎÅ-Ô). Äëÿ îöåíêè ÷èñëà ÊÎÅ-Ô, ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê
ñóáñòðàòó â ðàçëè÷íûå ñðîêè êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñóñïåí-
çèþ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ïîëîâîçðåëûõ êðûñ èëè ïå÷å-
íè 16-ñóòî÷íûõ ïëîäîâ êðûñû ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå
êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû, ïîêðûòûå èçó÷àåìûìè áåëêàìè.
Êîíòðîëåì ñëóæèëè ôëàêîíû áåç áåëêîâîãî ïîêðûòèÿ.
Ñïóñòÿ 7 ñóò ïðîâîäèëè ñìåíó ñðåäû, ïîñëå ÷åãî ïðèêðå-
ïèâøèåñÿ çà ýòî âðåìÿ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè äî îáðàçî-
âàíèÿ ñòðîìàëüíûõ êîëîíèé, à óäàëÿåìóþ ñðåäó ñ íåïðè-
êðåïèâøèìèñÿ êëåòêàìè ïåðåíîñèëè â íîâûå ôëàêîíû ñ
òåì æå ïîêðûòèåì è òàêæå êóëüòèâèðîâàëè äî îáðàçîâà-
íèÿ êîëîíèé. Êàê ïîêàçàë ïîäñ÷åò ÷èñëà êîëîíèé, ïîñëå
7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïëàñòèêå ÷àñòü ÊÎÅ-Ô çàðîäû-
øåâîé ïå÷åíè è åùå áîëåå âûñîêàÿ äîëÿ ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî
ìîçãà îñòàâàëèñü íåïðèêðåïëåííûìè. Ïîêðûòèå ôëàêî-
íîâ ôèáðîíåêòèíîì, êîëëàãåíîì I òèïà è â ìåíüøåé ñòå-
ïåíè ëàìèíèíîì çíà÷èòåëüíî ïîâûøàëî äîëþ ÊÎÅ-Ô,
ïðèêðåïèâøèõñÿ â ïåðâûå 7 ñóò, â ïîïóëÿöèÿõ êëåòîê èç
îáîèõ îðãàíîâ. Â öåëîì, ñóäÿ ïî ñîîòíîøåíèþ ÷èñëà êî-
ëîíèé, îáðàçîâàííûõ ïðèêðåïèâøèìèñÿ è íå ïðèêðåïèâ-
øèìèñÿ çà ýòîò ñðîê êëåòêàìè, ÊÎÅ-Ô çàðîäûøåâîé ïå-
÷åíè áûëè áîëåå àäãåçèâíû êî âñåì èçó÷àåìûì áåëêàì,
÷åì ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà. Îöåíêà àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû, ìàðêèðóþùåé ðàííèå ñòàäèè îñòåîãåíåçà, ïî-
êàçàëà, ÷òî ñðåäè ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà, êóëüòèâèðóå-
ìûõ íà êîëëàãåíå I òèïà èëè ëàìèíèíå, äîëÿ îñòåîãåííûõ
êëåòîê ñîïîñòàâèìà ñ òàêîâîé íà ïëàñòèêå, òîãäà êàê íà
ôèáðîíåêòèíå îíà ñóùåñòâåííî ñíèæåíà. Äîëÿ îñòåîãåí-
íûõ êëåòîê ñðåäè ÊÎÅ-Ô èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè áûëà
êðàéíå íèçêîé íåçàâèñèìî îò ïðèñóòñòâèÿ áåëêîâ ìàòðèê-
ñà. Èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ôèáðîíåêòèíà íà îñòåîãåí-
íóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà áûëî ïîêàçà-
íî è ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â èíäóêöèîííîé ñðåäå: íà
ôèáðîíåêòèíå â î÷àãàõ îñòåîãåíåçà îòêëàäûâàëîñü çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøå ñîëåé êàëüöèÿ, ÷åì íà ïëàñòèêå, òîãäà êàê
êîëëàãåí è ëàìèíèí íå îêàçûâàëè äîñòîâåðíîãî ýôôåêòà.
Â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ áóäåò ïðîäîëæåíà îöåíêà
âëèÿíèÿ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íà äèôôåðåíöè-
ðîâêó ÌÑÊ è ïðîàíàëèçèðîâàíû ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèç-
ìû ýòîãî âëèÿíèÿ.
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Ðàçëè÷íûå ñïîñîáû ìåæêëåòî÷íûõ êîììóíèêàöèé àê-
òèâíî èçó÷àþòñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü âî âñåì ìèðå. Îñî-
áûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò âçàèìîäåéñòâèÿ â ñìåøàííûõ
êóëüòóðàõ, ñîäåðæàùèõ êëåòêè ðàçíûõ òèïîâ. Âî ìíîãîì
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ïîâûøåííûé èíòåðåñ ê ýòîé òåìå ñâÿçàí ñ ðàçâèòèåì ðå-
ãåíåðàòèâíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè è èçó÷åíèåì åå ìåõàíèç-
ìîâ íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðîäâèæå-
íèÿ êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé íåîáõîäèìî âûÿñíèòü, êàêèå
êîíòàêòû âîçíèêàþò ìåæäó ðàçëè÷íûìè êëåòêàìè è êàêî-
âà èõ ðîëü â òåðàïåâòè÷åñêîì êîíòåêñòå. Íîâåéøèì íà-
ïðàâëåíèåì â ýòîé îáëàñòè ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå êîí-
òàêòîâ, îñíîâàííûõ íà îáðàçîâàíèè òîíêèõ ìåìáðàííûõ
ñòðóêòóð, íàçâàííûõ òóííåëüíûìè íàíîòðóáî÷êàìè
(ÒÍÒ). ÒÍÒ ñïîñîáíû îñóùåñòâëÿòü ïåðåäà÷ó ðàçëè÷íûõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ ìåæäó êëåòêàìè, ðàñïîëî-
æåííûìè íà äîñòàòî÷íîì óäàëåíèè äðóã îò äðóãà, ÷òî îò-
ëè÷àåò èõ îò äðóãèõ êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Â äàííîé ðàáî-
òå áûëà èññëåäîâàíà âîçìîæíîñòü ìåæêëåòî÷íîãî òðàíñ-
ïîðòà ïîñðåäñòâîì ÒÍÒ íà ïðèìåðå ÌÌÑÊ è êëåòîê
ýïèòåëèÿ ïî÷å÷íûõ êàíàëüöåâ êðûñ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè
ìèòîõîíäðèé, öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ñîäåðæèìîãî è ëè-
ïèäíûõ ìåìáðàí èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû
Mitotracker Green, Calcein-AM è DiO ñîîòâåòñòâåííî.
Ìèêðîñêîïè÷åñêîå èçó÷åíèå êëåòîê ñìåøàííîé êóëüòóðû
ïðîâîäèëè íà êîíôîêàëüíîì ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì
ìèêðîñêîïå LSM510; ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç òðàíñïîðòà
ðàçëè÷íûõ çîíäîâ â êëåòêàõ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ñîêóëüòè-
âèðîâàíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà
CyFlow (Partec GmbH, Ãåðìàíèÿ). Ñîâìåñòíóþ êóëüòóðó
ïîääåðæèâàëè â òå÷åíèå 3—24 ÷. Îáíàðóæåíî, ÷òî ìåæäó
ÌÌÑÊ è êëåòêàìè ïî÷êè ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå ìåæê-
ëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ êëåòêè ìîãóò
îáìåíèâàòüñÿ âíóòðèêëåòî÷íûì ñîäåðæèìûì. Â óñëî-
âèÿõ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê
îáðàçîâûâàòü ÒÍÒ ñóùåñòâåííî âîçðàñòàëà, òîãäà êàê â
ìîíîêóëüòóðå ÌÌÑÊ èëè êëåòîê ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ
êîíòàêòîâ òàêîãî òèïà ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàëîñü. Öè-
òîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî óæå ÷åðåç 3 ÷ íàáëþ-
äàåòñÿ óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ïî-
ïóëÿöèè, íàãðóæåííîé Mitotracker, è ñîîòâåòñòâåííî óâå-
ëè÷èâàåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ èçíà÷àëüíî íåîêðàøåííûõ
êëåòîê. Ýòà òåíäåíöèÿ ïðîäîëæàëà ðàçâèâàòüñÿ ê 24 ÷; ê
48 ÷ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ïèêè ôëóîðåñöåíöèè îáåèõ ïîïó-
ëÿöèé ïðàêòè÷åñêè ñëèâàëèñü. Ýòî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î
òîì, ÷òî ïðîèñõîäèò òðàíñïîðò ìèòîõîíäðèàëüíîãî êðà-
ñèòåëÿ, ò. å. ÌÌÑÊ ïåðåäàþò îêðàøåííûå Mitotracker ìè-
òîõîíäðèè â êëåòêè ïî÷êè. Àíàëîãè÷íî èññëåäîâàëè îá-
ìåí öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ñîäåðæèìûì è ìåìáðàííûìè
êîìïîíåíòàìè. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ñðàçó ïîñëå ñìåøè-
âàíèÿ â êóëüòóðå âûäåëÿþòñÿ äâå ïîïóëÿöèè ñ ðàçíîé èí-
òåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè Calcein èëè DiO: íåîêðà-
øåííûå êëåòêè ïî÷êè ïîïàäàþò â ïîïóëÿöèþ ñ íèçêîé
èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, à êëåòêè, íåñóùèå
çîíä, — â ïèê ñ âûñîêîé åå èíòåíñèâíîñòüþ. Ïðè ñîêóëü-
òèâèðîâàíèè ïðîèñõîäÿò óìåíüøåíèå îáåèõ íà÷àëüíûõ
ïîïóëÿöèé è ïîÿâëåíèå áîëüøîãî ÷èñëà êëåòîê ñ ïðîìå-
æóòî÷íûìè çíà÷åíèÿìè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè,
ò. å. êëåòîê ïî÷êè, â êîòîðûå ïåðåøåë çîíä èç ÌÌÑÊ.
Â ñëó÷àå ñ Calcein ÷åðåç 6 ÷ äîëÿ òàêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
19.4 %, ÷åðåç 24 ÷ — 32 %, à ÷åðåç 48 ÷ — áîëåå 38 % âñåé
êóëüòóðû. Ïðè îêðàøèâàíèè ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ DiO
÷åðåç 6 ÷ äîëÿ êëåòîê, ïîëó÷èâøèõ çîíä îò ÌÌÑÊ, ñî-
ñòàâëÿëà 14.7 %, à ÷åðåç 24 è 48 ÷ — îêîëî 45 % âñåé
êóëüòóðû. Î÷åâèäíî, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê
ñî ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè îòðàæàåò ïå-
ðåíîñ êîìïîíåíòîâ öèòîïëàçìû èëè ìåìáðàí èç ÌÌÑÊ â
íåîêðàøåííûå êëåòêè ïî÷êè. Ïîäâîäÿ èòîã, ìîæíî ñêà-
çàòü, ÷òî ìóëüòèïîòåíòíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè è êëåòêè
ýïèòåëèÿ ïî÷êè âçàèìîäåéñòâóþò ìåæäó ñîáîé â ñîâìåñò-

íîé êóëüòóðå ïîñðåäñòâîì ñïåöèôè÷åñêèõ êîíòàêòîâ,
ñïîñîáíûõ îñóùåñòâëÿòü ïåðåäà÷ó ìèòîõîíäðèé è ðàç-
ëè÷íûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è ìåìáðàííûõ êîìïîíåíòîâ.
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Ìåòîä êëåòî÷íîé òðàíñïëàíòàöèè â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñ÷èòàåòñÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåãå-
íåðàòèâíî-ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â îðãàíèçìå. Ïîýòî-
ìó èçó÷åíèå ïîâåäåíèÿ êëåòîê, èçîëèðîâàííûõ èç èõ
íèøè (óñëîâèé in vivo), à çàòåì ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ in
vitro âîçâðàùåííûõ îáðàòíî, ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì íà-
ïðàâëåíèåì êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé. Äëÿ ðåøåíèÿ òàêîé
ïðîáëåìû, êàê îáëûñåíèå, ìîæåò áûòü ïðèìåíåíà òðàíñ-
ïëàíòàöèÿ êëåòîê âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà. Äëÿ âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ðîñòà âîëîñ íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàíèå äâóõ êëå-
òî÷íûõ êîìïîíåíòîâ âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà — ýïèòåëè-
àëüíûõ è ìåçåíõèìíûõ êëåòîê. Ïîïóëÿöèÿ ìåçåíõèìíûõ
êëåòîê âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, êîòîðûå ôîðìèðóþò ìîðôîëî-
ãè÷åñêè îòëè÷èìóþ ñòðóêòóðó, íàçûâàåìóþ äåðìàëüíîé
ïàïèëëîé (ÄÏ). Ýòè êëåòêè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ýìáðè-
îíàëüíîì ðàçâèòèè è ïîääåðæàíèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà è êîíòðîëÿ öèêëà ðîñòà âîëîñà â
ïîñòíàòàëüíîì îðãàíèçìå.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû èíúåöèðîâàëè êëåòî÷-
íûå ïîïóëÿöèè âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ïîä ýïèäåðìèñ
ôðàãìåíòîâ êîæè ÷åëîâåêà ñ ïîñëåäóþùåé òðàíñïëàíòà-
öèåé ýòèõ ôðàãìåíòîâ áåñòèìóñíûì ìûøàì. Ôðàãìåíòû
äàëåå ïîäøèâàëè ïîä êîæó ñïèíû áåñòèìóñíûì ìûøàì.
Òàêàÿ ñèñòåìà ïîçâîëèëà èçó÷àòü ïîâåäåíèå êëåòîê â
óñëîâèÿõ, ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåííûõ ê ñèòóàöèè in vi-
vo. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè èíúåöèðîâàííûõ êëåòîê èñïîëü-
çîâàëè ëåíòèâèðóñíóþ ìåòêó. ×åðåç 4 è 8 íåä ïðîâîäèëè
èññëåäîâàíèå ñðåçîâ ôðàãìåíòîâ êîæè ñ ïîìîùüþ ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïîêà-
çàëè, ÷òî èíúåöèðîâàííûå êëåòêè âûæèâàþò â òå÷åíèå
âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà è ðàñïîëàãàþòñÿ â ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ñòðóêòóðàõ êîæè. Ýïèäåðìàëüíûå êåðàòèíîöèòû
áûëè ãëàâíûì îáðàçîì íàéäåíû â ñîñòàâå âîëîñÿíûõ ôîë-
ëèêóëîâ è ÷àñòè÷íî â çîíå ìåæôîëëèêóëÿðíîãî ýïèäåð-
ìèñà, à êëåòêè ÄÏ — â ïàïèëëÿðíîé äåðìå. Ìå÷åíûå
êëåòêè ÄÏ áûëè îáíàðóæåíû íå òîëüêî â ìåñòå èíúåêöèè,
íî è â ïðèìûêàþùåé äåðìå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî ïðîèñõîäèëà ìèãðàöèÿ êëåòîê â íàïðàâëåíèè îò ìåñòà
âêîëà. Íåêîòîðûå îêðàøåííûå êëåòêè îáíàðóæèâàëèñü â
îêðóæåíèè âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà, â ìåñòå, ñîîòâåòñòâóþ-
ùåì ÄÏ è íàðóæíîìó ñîåäèíèòåëüíîòêàííîìó ÷åõëèêó
âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà. Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåãî èññëåäî-
âàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî êóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè âîëîñÿíîãî
ôîëëèêóëà ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü âñòðàè-
âàòüñÿ â ñòðóêòóðó êîæè, íàõîäÿ òàì ñâîþ íèøó. Òàêèì
îáðàçîì, âûðàùåííûå ýïèäåðìàëüíûå è ìåçåíõèìíûå
êëåòêè â êóëüòóðå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ðåêîíñò-
ðóêöèè âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ.

ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈß ÀÓÒÎËÎÃÈ×ÍÛÕ ÊÎÑÒÍÎ-
ÌÎÇÃÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ Â ËÅ×ÅÍÈÈ ÒÐÀÂÌÀÒÈ×Å-
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Òðàâìàòè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ ñïèííîãî ìîçãà
(ÒÏÑÌ) îñòàþòñÿ ñåðüåçíîé ìåäèöèíñêîé ïðîáëåìîé â
ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ. Áîëü-
øèå íàäåæäû â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñâÿçûâàþò ñ ìåòîäàìè
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû, â ÷àñòíîñòè, ïðèìåíåíèåì
êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
ÿâèëîñü ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå êîñòíîìîçãîâûõ
êëåòîê äîíîðîâ è áîëüíûõ ñ ÒÏÑÌ è èçó÷åíèå áåçîïàñíî-
ñòè è êëèíè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòè òðàíñïëàíòàöèè àóòî-
ëîãè÷íûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (àóòî-ÒÊÌ) â ëå÷åíèè
áîëüíûõ ñ ïîëíûì ïîâðåæäåíèåì ñïèííîãî ìîçãà â ïîçä-
íåì ïåðèîäå.

Ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè (ÌÍÊ) àñïèðàòà êîñòíîãî
ìîçãà âûäåëÿëè ìåòîäîì ãðàäèåíòíîãî öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ è îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî è ôóíêöèè îñíîâíûõ ñóáïî-
ïóëÿöèé ëèìôîöèòîâ, ñòâîëîâûõ êðîâåòâîðíûõ êëåòîê è
ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê. ÌÍÊ ðàçäåëÿëè íà
ôðàêöèþ ïðèëèïàþùèõ è íåïðèëèïàþùèõ êëåòîê è ââî-
äèëè â 2 ðåæèìàõ: âíóòðèâåííî è â çîíó ïîâðåæäåíèÿ
ñïèííîãî ìîçãà (I ïðîòîêîë) ëèáî âíóòðèâåííî è ýíäî-
ëþìáàëüíî (II ïðîòîêîë). Îáñëåäîâàíèå áîëüíûõ âêëþ÷à-
ëî â ñåáÿ îöåíêó íåâðîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà (ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ñòàíäàðòîâ ASIA è øêàëû Ôðàíêåëÿ), ôóíêöèî-
íàëüíîé àäàïòàöèîííîé àêòèâíîñòè (øêàëà Áàðòåëà),
âûðàæåííîñòè ñïàñòè÷åñêîãî ñèíäðîìà, à òàêæå ýëåêòðî-
ôèçèîëîãè÷åñêîå îáñëåäîâàíèå è ìàãíèòíî-ðåçîíàíñíóþ
òîìîãðàôèþ.

Îöåíêà êîñòíîìîçãîâûõ êëåòîê ó áîëüíûõ c ïîëíûì
ôóíêöèîíàëüíûì ïîâðåæäåíèåì ñïèííîãî ìîçãà (n = 20)
è äîíîðîâ (n = 12) ïîêàçàëà, ÷òî êîñòíûé ìîçã ïàöèåíòîâ
íå îòëè÷àåòñÿ îò äîíîðîâ ïî ñòðóêòóðå îñíîâíûõ ñóáïî-
ïóëÿöèé (CD3, CD4, CD8, CD16 è CD20) è ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè ëèìôîöèòîâ, ÿâëÿåòñÿ ïîëíîöåííûì èñ-
òî÷íèêîì ãåìîïîýòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ è ìåçåí-
õèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê è, ñëåäîâàòåëüíî, ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ àóòîëîãè÷íûõ òðàíñïëàíòàöèé. Äëÿ
àíàëèçà áåçîïàñíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè ïåðâîãî ðåæèìà
ââåäåíèÿ êëåòîê áûëè îòîáðàíû 36 ïàöèåíòîâ. Áîëüíûå
êîíòðîëüíîé ãðóïïû (18) ïîëó÷àëè õèðóðãè÷åñêîå ëå÷å-
íèå (ìèåëîðàäèêóëîëèç), èññëåäóåìîé ãðóïïû — õèðóð-
ãè÷åñêîå ëå÷åíèå è òðàíñïëàíòàöèþ àóòîëîãè÷íûõ êîñò-
íîìîçãîâûõ êëåòîê. Èññëåäîâàíèå ýôôåêòèâíîñòè è áåçî-
ïàñíîñòè âòîðîãî ðåæèìà ââåäåíèÿ êîñòíîìîçãîâûõ
êëåòîê áûë ïðîâåäåíî â ãðóïïå 16 ïàöèåíòîâ. Îäíîâðå-
ìåííîå ââåäåíèå êîñòíîìîçãîâûõ êëåòîê âíóòðèâåííî è
íåïîñðåäñòâåííî â ñïèííîé ìîçã (èëè ýíäîëþìáàëüíî)
õàðàêòåðèçîâàëîñü õîðîøåé ïåðåíîñèìîñòüþ è íå âûçû-
âàëî êàêèõ-ëèáî ëîêàëüíûõ èëè ñèñòåìíûõ ïîáî÷íûõ ðå-
àêöèé, ýêòîïè÷åñêîé îññèôèêàöèè â îáëàñòè ââåäåíèÿ
êëåòîê è îáðàçîâàíèÿ îïóõîëåé â çîíå ïîâðåæäåíèÿ ñïèí-
íîãî ìîçãà. Íåâðîëîãè÷åñêîå óëó÷øåíèå â èññëåäóåìîé
ãðóïïå (I ïðîòîêîë) ðåãèñòðèðîâàëîñü äîñòîâåðíî ÷àùå,
÷åì â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (66.7 ïðîòèâ 27.8 %; PÒÌÔ =
= 0.04), è ïðîÿâëÿëîñü óëó÷øåíèåì äâèãàòåëüíîé (n = 9) è
÷óâñòâèòåëüíîé ñåãìåíòàðíîé àêòèâíîñòè (n = 12), ïðî-
âîäíèêîâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè (n = 4) è ôóíêöèè òàçîâûõ

îðãàíîâ (n = 4). Óëó÷øåíèå íåâðîëîãè÷åñêèõ èñõîäîâ â
èññëåäóåìîé ãðóïïå ñîïðîâîæäàëîñü äîñòîâåðíûì ñíè-
æåíèåì ñïàñòè÷íîñòè è óñèëåíèåì ôóíêöèîíàëüíûõ
àäàïòàöèîííûõ âîçìîæíîñòåé. Ïðè ñî÷åòàííîì âíóòðè-
âåííîì è ýíäîëþìáàëüíîì ââåäåíèè êîñòíîìîçãîâûõ
êëåòîê ïîëîæèòåëüíàÿ íåâðîëîãè÷åñêàÿ äèíàìèêà íàáëþ-
äàëàñü ó ïîëîâèíû áîëüíûõ è ïðîÿâëÿëàñü óëó÷øåíèåì
ìîòîðíîé ôóíêöèè ó 8 èç 16 ïàöèåíòîâ è ñåãìåíòàðíîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè — ó 10 èç 16 áîëüíûõ. Ó 4 îòâåòèâøèõ
íà òåðàïèþ ïàöèåíòîâ áûëî îòìå÷åíî óëó÷øåíèå ïðîâîä-
íèêîâîé ÷óâñòâèòåëüíîé àêòèâíîñòè è ôóíêöèè òàçîâûõ
îðãàíîâ.

Òàêèì îáðàçîì, îäíîâðåìåííîå ââåäåíèå àóòîëîãè÷-
íûõ êîñòíîìîçãîâûõ êëåòîê âíóòðèâåííî è íåïîñðåäñò-
âåííî â ïîðàæåííûé ñïèííîé ìîçã (èëè ýíäîëþìáàëüíî)
õàðàêòåðèçóåòñÿ óäîâëåòâîðèòåëüíî ïåðåíîñèìîñòüþ, îò-
ñóòñòâèåì ïîáî÷íûõ ðåàêöèé è óëó÷øåíèåì íåâðîëîãè÷å-
ñêîãî ñòàòóñà. Îäíàêî äëÿ áîëåå òî÷íîé îöåíêè ýôôåê-
òèâíîñòè êîñòíîìîçãîâûõ êëåòîê â ëå÷åíèè áîëüíûõ ñ
ÒÏÑÌ íåîáõîäèìû ðàíäîìèçèðîâàííûå èññëåäîâàíèÿ â
áîëåå ïðåäñòàâèòåëüíûõ âûáîðêàõ ïàöèåíòîâ è ñ áîëåå
äëèòåëüíûì ïðîñïåêòèâíûì íàáëþäåíèåì.

ÍÅÉÐÎÍÀËÜÍÀß ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÀ ÊËÅÒÎÊ
ÍÅÉÐÎÁËÀÑÒÎÌÛ NEURO2A ÏÎÄ ÄÅÉÑÒÂÈÅÌ ÈÍ-
ÃÈÁÈÒÎÐÎÂ ÃÈÑÒÎÍÎÂÛÕ ÄÅÀÖÅÒÈËÀÇ ÒÐÈÕÎ-
ÑÒÀÒÈÍÀ À È ÂÀËÜÏÐÎÅÂÎÉ ÊÈÑËÎÒÛ. © È. À. ×è-
ñòÿêîâà, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Êëåòêè íåéðîáëàñòîì ïðîèñõîäÿò èç íåéðîýïèòåëè-
àëüíûõ êëåòîê íåðâíîãî ãðåáíÿ, ÿâëÿþùèõñÿ ñëàáîäèô-
ôåðåíöèðîâàííûìè ïðåäøåñòâåííèêàìè íåéðîíîâ è
ãëèè. Ïîä âîçäåéñòâèåì ñïåöèôè÷åñêèõ èíäóêòîðîâ äèô-
ôåðåíöèðîâêè êëåòêè íåéðîáëàñòîì ñïîñîáíû äàâàòü
äëèííûå îòðîñòêè è ôîðìèðîâàòü ñåòè in vitro. Ïîýòîìó
ëèíèè ýòèõ êëåòîê èñïîëüçóþò äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ
êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ
äåàöåòèëàç (HDAC), òàêèå êàê òðèõîñòàòèí À (TSA), âàëü-
ïðîåâàÿ êèñëîòà (VPA) è áóòèðàò íàòðèÿ, ñïîñîáíû âûçû-
âàòü íåéðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ïðîãåíèòîðíûõ
êëåòîê ìîçãà è êëåòîê íåêîòîðûõ ëèíèé íåéðîáëàñòîì è
ýìáðèîíàëüíûõ êàðöèíîì. Îñíîâíîé êëåòî÷íûé ýôôåêò
èíãèáèòîðîâ HDAC â ïåðâóþ î÷åðåäü ñâÿçàí ñ ãèïåðàöå-
òèëèðîâàíèåì ãèñòîíîâ, äåêîìïàêòèçàöèåé õðîìàòèíà è
îáëåã÷åíèåì äîñòóïà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ê ïðî-
ìîòîðíûì ó÷àñòêàì ãåíîâ. Òàêèì îáðàçîì, èíãèáèòîðû
HDAC ïåðåîðèåíòèðóþò òðàíñêðèïöèîííóþ ïðîãðàììó
êëåòêè, ÷òî âåäåò ê áûñòðîìó èçìåíåíèþ åå ôóíêöèî-
íàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äèôôåðåíöèðîâêå
ïîä äåéñòâèåì èíãèáèòîðîâ HDAC ïðîèñõîäèò óñèëåíèå
òðàíñêðèïöèè öåëîãî ðÿäà ãåíîâ. Îäíàêî â õîäå äèôôåðåí-
öèðîâî÷íîãî ïðîöåññà îäíè ãåíû äîëæíû ýêñïðåññèðîâà-
òüñÿ ïîñòîÿííî èëè âðåìåííî, â îïðåäåëåííîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè, à äðóãèå äîëæíû ïðåêðàòèòü ñâîþ àêòèâíîñòü.

Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû îðèãèíàëüíûå ìåòîäû
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê íåéðîáëàñòîìû Neuro2a ñ ïî-
ìîùüþ èíãèáèòîðîâ HDAC, TSA è VPA. Ãëàâíîé îòëè÷è-
òåëüíîé îñîáåííîñòüþ ýòèõ ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ îäíîêðàò-
íîå ââåäåíèå TSA è VPA â îòëè÷èå îò îáùåïðèíÿòîãî
ìíîãîêðàòíîãî ââåäåíèÿ èíäóêòîðîâ äèôôåðåíöèðîâêè.
Îäíîêðàòíîãî ââåäåíèÿ â êóëüòóðó TSA è VPA îêàçàëîñü
äîñòàòî÷íî äëÿ ðàçâèòèÿ â òå÷åíèå 6 ñóò ìîðôîëîãè÷åñêè
âûðàæåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ñ ôîðìèðîâàíèåì ñåòè èç

792 Âñåðîññèéñêèé ñèìïîçèóì ïî áèîëîãèè êëåòêè â êóëüòóðå



îòäåëüíûõ êëåòîê è êëåòî÷íûõ àãðåãàòîâ. Òàê êàê TSA ñî-
õðàíÿåò ñâîþ àêòèâíîñòü â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè,
êëåòêè íåéðîáëàñòîìû îòìûâàëè îò TSA ÷åðåç 2 ñóò èí-
äóêöèè (âðåìÿ, ÿâëÿþùååñÿ ìèíèìàëüíûì äëÿ ðàçâèòèÿ â
äàëüíåéøåì âûðàæåííîé ìîðôîëîãè÷åñêîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè). VPA ÿâëÿåòñÿ íåóñòîé÷èâûì âåùåñòâîì, ïîýòîìó
êëåòêè íå îòìûâàëè ñïåöèàëüíî îò ýòîãî èíäóêòîðà. Ïîä
äåéñòâèåì îáîèõ èíäóêòîðîâ îáíàðóæèâàåòñÿ ñõîäñòâî
èäóùåé ìîðôîëîãè÷åñêîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðè ðàçëè-
÷èè âðåìåíí*ûõ ïàðàìåòðîâ äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ïåðèî-
äîâ. Ãëàâíûì îòëè÷èåì òðèõîñòàòèíîâîé äèôôåðåíöèðî-
âî÷íîé ìîäåëè ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå äëèòåëüíîãî (4 ñóò) ëà-
òåíòíîãî ïåðèîäà äèôôåðåíöèðîâêè (âðåìÿ îò ìîìåíòà
ââåäåíèÿ èíäóêòîðà äî íà÷àëà ðîñòà îòðîñòêîâ). Äëÿ VPA
ýòî âðåìÿ ñîñòàâëÿåò 2 ñóò. Ðàçíåñåííîñòü âðåìåíè ââåäå-
íèÿ èíäóêòîðîâ è íà÷àëà ðîñòà îòðîñòêîâ äàåò âîçìîæ-
íîñòü îïðåäåëÿòü ýêñïðåññèþ ñèãíàëüíûõ è ñòðóêòóðíûõ
áåëêîâ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ ìîðôîëîãè÷åñêîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Êðîìå òîãî, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïîâòîð-
íîå ââåäåíèå TSA èëè VPA â îïðåäåëåííîé âðåìåíí *îé
òî÷êå ïåðåä íà÷àëîì ðîñòà îòðîñòêîâ, ò. å. â ìîìåíò ïðåä-
ïîëàãàåìîé ñìåíû òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîãðàìì, ïðåïÿò-
ñòâóåò ðîñòó îòðîñòêîâ. Ïîýòîìó áûëè òàêæå ñîçäàíû ìî-
äåëüíûå êëåòî÷íûå ñèñòåìû òîðìîæåíèÿ íåéðîíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè ñ ïîìîùüþ ïîâòîðíîãî ââåäåíèÿ èí-
äóêòîðîâ. Ïîâûøåíèå èëè ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ðàçëè÷-
íûõ áåëêîâ â ìîäåëÿõ òîðìîæåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ïî-
çâîëèò îïðåäåëÿòü áåëêè, íåîáõîäèìûå (îáÿçàòåëüíûå)
äëÿ ðîñòà îòðîñòêîâ è ïðåïÿòñòâóþùèå èõ ðîñòó. Ðîñò îò-
ðîñòêîâ ïðè íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå ñâÿçàí â
ïåðâóþ î÷åðåäü ñ ñèíòåçîì öèòîñêåëåòíûõ áåëêîâ. Ìåòî-
äîì áåëêîâîãî ýëåêòðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþùèì Âåñ-
òåðí-áëîò-àíàëèçîì áûëî îïðåäåëåíî ñîäåðæàíèå íà ðàç-
íûõ ñðîêàõ äèôôåðåíöèðîâêè íåñêîëüêèõ àêòèíñâÿçûâà-
þùèõ áåëêîâ, íàõîäÿùèõñÿ â öèòîïëàçìå â ñâîáîäíîì, íå
ñâÿçàííîì ñ öèòîñêåëåòîì ñîñòîÿíèè. Áûëî îáíàðóæåíî
ìíîãîêðàòíîå óñèëåíèå ýêñïðåññèè â êëåòêàõ äâóõ áåë-
êîâ — àêòèíèíà-1 è àêòèíèíà-4 — ïî âðåìåíí *ûì ïàðà-
ìåòðàì ñîâïàäàþùåå ñ ëàòåíòíûì ïåðèîäîì äèôôåðåí-
öèðîâêè. Íà ìîìåíò íà÷àëà ðîñòà îòðîñòêîâ óðîâåíü ýòèõ
áåëêîâ â öèòîïëàçìå êëåòîê ïàäàë äî áàçàëüíîãî. Â òî æå
âðåìÿ â ìîäåëè òîðìîæåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì VPA íàáëþäàëè ïîñòîÿííûé ïîâûøåííûé óðî-
âåíü àêòèíèíà-4 â öèòîïëàçìå êëåòîê è îòñóòñòâèå ðîñòà
îòðîñòêîâ â êóëüòóðå. Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåííûé óðî-
âåíü íå ñâÿçàííîãî ñ öèòîñêåëåòîì àêòèíèíà-4, ïî-âèäè-
ìîìó, ïðåïÿòñòâóåò ðîñòó îòðîñòêîâ. Â ñâÿçè ñî çíà÷èòå-
ëüíûì ïîâûøåíèåì ñîäåðæàíèÿ îáîèõ áåëêîâ â ëàòåíò-
íûé ïåðèîä äèôôåðåíöèðîâêè ìîæíî ïðåäïîëîæèòü èõ
ïðè÷àñòíîñòü ê ïðîâåäåíèþ äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ñèãíà-
ëà. Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàííûå ìîäåëè óäîáíû äëÿ
èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ çàïóñêà, òå÷åíèÿ è
ðåãóëÿöèè íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè.

ÈÍÊÀÏÑÓËßÖÈß ÊËÅÒÎÊ ÃËÈÎÌÛ U251 ÌÅÇÅÍ-
ÕÈÌÍÛÌÈ ÑÒÂÎËÎÂÛÌÈ ÊËÅÒÊÀÌÈ ÊÎÑÒÍÎÃÎ
ÌÎÇÃÀ ×ÅËÎÂÅÊÀ IN VITRO. © È. À. ×èñòÿêîâà,1
Í. Â. Àáðàìîâà,1 À. Ô. Ãóð÷èí,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 Èíñòèòóò ìîçãà ÷åëîâåêà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ñóùåñòâóåò ýôôåêòèâíîãî ëå-
÷åíèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì, íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåí-
íîé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ìîçãà âçðîñëîãî ÷åëîâåêà,

è âðåìÿ æèçíè ïàöèåíòîâ ïðè ñëîæíîì êîìáèíèðîâàííîì
ëå÷åíèè ñîñòàâëÿåò â ëó÷øåì ñëó÷àå 1 ãîä. Ïëîõîé ïðî-
ãíîç ñâÿçàí â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ âûñîêîé ÷àñòîòîé ðåöèäè-
âîâ, îáóñëîâëåííîé ïîâûøåííîé âûæèâàåìîñòüþ êëåòîê
ãëèîì. Â ñâÿçè ñ ýòèì âåäåòñÿ ïîèñê íîâûõ ïîäõîäîâ ê ëå-
÷åíèþ ýòèõ ñîëèäíûõ îïóõîëåé. Ñîãëàñíî ñóùåñòâóþùåé
êîíöåïöèè, êîñòíûé ìîçã ÿâëÿåòñÿ èñòî÷íèêîì öèðêóëè-
ðóþùèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, êîòîðûå ïîñòóïàþò â îðãàíû
è òêàíè â îòâåò íà òêàíåâîé ñòðåññ èëè ïîâðåæäåíèå.
Ìèêðîîêðóæåíèå ñîëèäíûõ îïóõîëåé ñõîäíî ñ ìèêðîîê-
ðóæåíèåì ïîâðåæäåííûõ èëè ñòðåññèðîâàííûõ òêàíåé.
Â íåäàâíèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåçåíõèì-
íûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) êîñòíîãî ìîçãà èìåþò òðî-
ïèçì ïî îòíîøåíèþ ê ñîëèäíûì îïóõîëÿì, â òîì ÷èñëå ê
ãëèîìíûì, è ñïîñîáíû ìèãðèðîâàòü âíóòðü îïóõîëè. Ïîý-
òîìó ÌÑÊ ðàññìàòðèâàþò êàê âîçìîæíûé íîñèòåëü âåê-
òîðîâ ïðè îïóõîëåâîé òåðàïèè. Â äàííîé ðàáîòå áûëî èñ-
ñëåäîâàíî âçàèìíîå âëèÿíèå êëåòîê ãëèîìû ÷åëîâåêà ëè-
íèè U251 è ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà
÷åëîâåêà â ñìåøàííîé êóëüòóðå. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
÷åðåç íåñêîëüêî ñóòîê ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ýòèõ
êëåòîê â íåñêîëüêî ðàç óñèëèâàåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ ÌÑÊ.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå
èëè íà ñóáñòðàòå, ñèíòåçèðóåìîì êëåòêàìè ãëèîìû, ýô-
ôåêòà óñèëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè âûÿâëåíî íå áûëî. Âîç-
ìîæíî, ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàöèþ îêà-
çûâàåò òîëüêî ñî÷åòàííîå äåéñòâèå ðàñòâîðèìûõ ôàêòî-
ðîâ è áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ñåêðåòèðóåìûõ
ãëèîìíûìè êëåòêàìè. Ïðè ïðîñòðàíñòâåííîì ðàçíåñåíèè
êëåòîê ãëèîìû è ÌÑÊ, êîãäà êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
ðàçíûõ ïîëîâèíàõ ÷àøêè Ïåòðè, ìèãðàöèè ÌÑÊ ê ìîíî-
ñëîéíîìó ïëàñòó ãëèîìíûõ êëåòîê îáíàðóæåíî íå áûëî.
Îäíàêî ïðè ïîñåâå ñìåøàííîé ñóñïåíçèè äâóõ òèïîâ êëå-
òîê â óñëîâèÿõ ñðåäíåé ïëîòíîñòè (ñóáêîíôëþýíòíàÿ êó-
ëüòóðà) íàáëþäàëàñü êàðòèíà èíêàïñóëÿöèè îñòðîâêîâ
ãëèîìíûõ êëåòîê êîíòàêòèðóþùèìè ñ íèìè êëåòêàìè
ÌÑÊ. Ïî ãðàíèöå ãëèîìíûõ îñòðîâêîâ íàáëþäàëîñü
ïëîòíîå ïðèëåãàíèå êëåòîê ÌÑÊ äðóã ê äðóãó, ÷òî ïðå-
ïÿòñòâîâàëî ðàçðàñòàíèþ îñòðîâêîâ íà ïëîñêîñòè ÷àøêè
Ïåòðè. Â ýòèõ óñëîâèÿõ ÷àñòü êëåòîê ãëèîìû, ïðîäîëæà-
þùèõ äåëèòüñÿ, âûòåñíÿëàñü íàâåðõ. Â ðåçóëüòàòå ôîðìè-
ðîâàëèñü ìíîãîñëîéíûå ãëèîìíûå îñòðîâêè. Ïðè ýòîì
êëåòêè âåðõíèõ ñëîåâ ïîñòåïåííî ãèáëè. Òàêèì îáðàçîì,
ãëèîìíûå îñòðîâêè îêàçûâàëèñü èçîëèðîâàííûìè íà
ïëîñêîñòè ÷àøêè Ïåòðè, à ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè
ÌÑÊ çàïîëíÿëè ïðîñòðàíñòâî ìåæäó îñòðîâêàìè. Äëÿ
ñðàâíåíèÿ áûëî ïðîâåäåíî ñîêóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê
ãëèîìû U251 ñ ôèáðîáëàñòàìè êîæè ÷åëîâåêà. Âûñîêèé
ïðîëèôåðàòèâíûé óðîâåíü ôèáðîáëàñòîâ êîæè ïðèâîäèë
ê áûñòðîìó çàïîëíåíèþ ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà ÷àøêè
Ïåòðè ýòèìè êëåòêàìè. Ïðè ýòîì, îäíàêî, íå áûëî îáíà-
ðóæåíî ýôôåêòà èíêàïñóëÿöèè ôèáðîáëàñòàìè ãëèîìíûõ
îñòðîâêîâ. Ôèáðîáëàñòû êîæè íå îãðàíè÷èâàëè óâåëè÷å-
íèå â ðàçìåðå îñòðîâêîâ. Îñòðîâêè îñòàâàëèñü íåïðàâèëü-
íîé ôîðìû, è êëåòêè ãëèîìû ìîãëè êàê çàïîëíÿòü ïðî-
ñòðàíñòâà ìåæäó ôèáðîáëàñòàìè, òàê è ðàçìåùàòüñÿ íà
íèõ ñâåðõó. Òàêèì îáðàçîì, ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà îãðàíè-
÷èâàþò ðîñò è æèçíåñïîñîáíîñòü ãëèîìíûõ êëåòîê è ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè ðàçðàáîòêå ñïîñîáîâ òåðàïèè
çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì.

ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÑÓÁÏÎÏÓËßÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ,
ÑËÀÁÎ ÑÂßÇÀÍÍÛÕ Ñ ÖÅËÎÌÈ×ÅÑÊÈÌ ÝÏÈÒÅËÈ-
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Âîñïîëíåíèå êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè öåëîìîöèòîâ
(ÖÖ) Asteroidea ïðè òðàâìèðîâàíèè ïðîèñõîäèò äîñòàòî÷-
íî áûñòðî, îäíàêî èñòî÷íèê è îñîáåííîñòè äèôôåðåíöè-
ðîâêè ýòèõ êëåòîê äî ñèõ ïîð ìàëî èçó÷åíû. Îäíèì èç
ïðåäïîëàãàåìûõ èñòî÷íèêîâ ÖÖ ïðè çíà÷èòåëüíîé ïîòåðå
öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè (ÖÆ) ÿâëÿþòñÿ ìàëîäèôôåðåí-
öèðîâàííûå êëåòêè öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ (ÖÝ). Ïðîâå-
äåííûé ðàíåå ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç äèíàìèêè ñîñòàâà
ýòîãî òèïà êëåòîê â ïîïóëÿöèè êëåòîê ÖÝ ìîðñêîé çâåçäû
Asterias rubens L., à òàêæå àíàëèç èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè íå âûÿâèëè çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé â ñóñïåí-
çèè êëåòîê ÖÝ íà ðàçíûõ ñðîêàõ ïîñëå òðàâìèðîâàíèÿ.
Îäíàêî óäàëîñü ïîëó÷èòü îáîãàùåíèå ïîïóëÿöèè ýòèì
òèïîì êëåòîê ïîñëå ïîñàäêè ñóñïåíçèè êëåòîê ÖÝ íà ëà-
ìèíèí (Ëì). Â ïðîöåññå ôåðìåíòàòèâíîãî âûäåëåíèÿ êëå-
òîê áûëà îáíàðóæåíà ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê, ñëàáî ñâÿçàí-
íûõ ñ ÖÝ (ÖÝñ), êîòîðûå ìîãóò áûòü âûäåëåíû áåç äî-
ïîëíèòåëüíîé ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè. Äàííàÿ
ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê íå áûëà èññëåäîâàíà ðàíåå, à åå ñïî-
ñîáíîñòü äèññîöèèðîâàòü îò ÖÝ â îïðåäåëåííûõ óñëîâè-
ÿõ óêàçûâàåò íà åå îñîáûå ôóíêöèè, êîòîðûå ìîãóò áûòü
ñâÿçàíû ñ âîñïîëíåíèåì êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ÖÖ. Öå-
ëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëñÿ ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç íî-
âîé ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê ÖÝ ñ ïîïóëÿöèåé êëåòîê ÖÝ,
âûäåëåííûõ îò êîíòðîëüíûõ è òðàâìèðîâàííûõ æèâîò-
íûõ, — ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñóììàðíîãî êëåòî÷íîãî
ñîñòàâà, ñîñòàâà ïîïóëÿöèè ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê Ëì, à
òàêæå èññëåäîâàíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ñóì-
ìàðíîé ïîïóëÿöèè êëåòîê â óñëîâèÿõ in vitro ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè íà Ëì. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñóììàðíîé
êëåòî÷íîé ñóáïîïóëÿöèè ÖÝñ ïîñëå îêðàñêè àçóðýîçèíîì
ïîêàçàë, ÷òî äîëÿ ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ñî-
ñòàâëÿåò îêîëî 50 % , â òî âðåìÿ êàê â ïîïóëÿöèè ÖÝ äîëÿ
äàííîãî òèïà êëåòîê ñîñòàâëÿåò ëèøü 5—6 %. Ïðè àíàëè-
çå êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ÖÝ êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ ïî-
ñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê Ëì ïîñëå îêðàñêè ðîäàìèí-ôàëëîè-
äèíîì (äëÿ âûÿâëåíèÿ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà) è DAPI
(äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòðóêòóðû ÿäåðíîãî àïïàðàòà) óäàëîñü
âûäåëèòü ñëåäóþùèå òèïû êëåòîê — ìàëîäèôôåðåíöèðî-
âàííûå êëåòêè ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îò-
íîøåíèåì (40 %), êëåòêè ñ ïîëÿðíûì F-àêòèíîì (20 %),
ÖÖ-ïîäîáíûå (5 %) è ïåòàëîèäíûå êëåòêè (30 %). Ïîïó-
ëÿöèÿ êëåòîê ÖÝ, âûäåëåííûõ ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå òðàâìèðî-
âàíèÿ, ñîäåðæàëà òå æå òèïû êëåòîê, îäíàêî äîëÿ íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, ïðèêðåïëåííûõ ê Ëì, ñîñòàâëÿ-
ëà 70 %. Ïîïóëÿöèÿ êëåòîê ÖÝñ, âûäåëåííûõ êàê îò
êîíòðîëüíûõ, òàê è òðàâìèðîâàííûõ æèâîòíûõ ÷åðåç 1 ÷
ïîñëå ïîñàäêè íà Ëì, ñîäåðæàëà 80—90 % ìàëîäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, à òàêæå íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñò-
âî ïåòàëîèäíûõ è ðàñïëàñòàííûõ ÖÖ-ïîäîáíûõ êëåòîê ñî
ñòðåññ-ôèáðèëëàìè. ×åðåç 8 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïîïó-
ëÿöèè êëåòîê ÖÝñ óâåëè÷èâàëàñü äîëÿ êëåòîê ñ ïîëÿðíûì
F-àêòèíîì, à ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè îáíàðóæè-
âàëèñü â êîëîíèåïîäîáíûõ àãðåãàòàõ è íà ïîâåðõíîñòè ðàñ-
ïëàñòàííûõ ÖÖ-ïîäîáíûõ êëåòîê. Àíàëèç âêëþ÷åíèÿ BrdU
ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè, ïðèêðåïëåííûå ê Ëì, îáëàäàþò âûñî-
êîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ. Íà ðàííèõ ýòàïàõ ñî-
äåðæàíèÿ in vitro (äî 5 ñóò) âêëþ÷åíèÿ áûëè îáíàðóæåíû
â ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ, â òî âðåìÿ êàê ÷åðåç
8 ñóò âêëþ÷åíèÿ áûëè îáíàðóæåíû â êîëîíèåïîäîáíûõ
àãðåãàòàõ è â ðàñïëàñòàííûõ êëåòêàõ ñ öèòîïëàçìîé. Àíà-

ëèç ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê, ïåðåøåäøèõ â
ñóñïåíçèîííîå ñîñòîÿíèå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè, ïîêàçàë,
÷òî ñïîñîáíîñòüþ âêëþ÷àòü BrdU îáëàäàþò òàêæå êëåòêè ñ
öèòîïëàçìîé. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ñóáïîïóëÿöèè
êëåòîê ÖÝñ ñîõðàíÿåòñÿ äî 2 ìåñ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íîâàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ
êëåòîê ÖÝ, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà áåç äîïîëíèòåëü-
íîé ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè, õàðàêòåðèçóåòñÿ ñîäåðæà-
íèåì âûñîêîé äîëè ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, îá-
ëàäàþùèõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, ïðè÷åì ïðè ïî-
ñàäêå íà Ëì äîëÿ äàííîãî òèïà êëåòîê ñóùåñòâåííî
óâåëè÷èâàåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, áûëà ïðîâåäåíà ñåëåêöèÿ
ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ÖÝñ, îáëàäàþùèõ âûñî-
êîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-10090-ê (ýêñïåäèöèÿ)).

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÓÑËÎÂÈÉ ÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈß ÒÐÅÕ-
ÌÅÐÍÛÕ ÏÎÐÈÑÒÛÕ ÌÀÒÐÈÖ, ÏÐÅÄÍÀÇÍÀ×ÅÍ-
ÍÛÕ ÄËß ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß ÊËÅÒÎÊ ÊÎÆÈ ×Å-
ËÎÂÅÊÀ. © Þ. À. Øâåä,1, 2 Ì. È. Áëèíîâà,1 À. Þ. Áèëè-
áèí,2 Ã. Ï. Ïèíàåâ.1 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Õèìè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ëå÷åíèå ïîâðåæäåííûõ îðãàíîâ è òêàíåé ïóòåì ââå-
äåíèÿ â îðãàíèçì ÷åëîâåêà ñòâîëîâûõ èëè äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ñî-
âðåìåííîé ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Îäíèìè èç îñíîâî-
ïîëàãàþùèõ ýòàïîâ òàêîãî ìåòîäà ëå÷åíèÿ ÿâëÿþòñÿ
êóëüòèçèðîâàíèå è òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê íà ðàíó. Áîëü-
øèíñòâî êëåòîê â îðãàíèçìå íàõîäèòñÿ â òðåõìåðíîì
îêðóæåíèè, ñîñòîÿùåì èç áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà, ãëèêîïðîòåèíîâ, ïðîòåîãëèêàíîâ è äðóãèõ êîìïîíåí-
òîâ òêàíè. Îäíàêî, êàê ïðàâèëî, in vitro ðîñò è ðàçìíîæå-
íèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð îñóùåñòâëÿþò â âèäå ìîíîñëîÿ íà
ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà, ÷òî èçìåíÿåò êëå-
òî÷íûå ôóíêöèè. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â òðåõìåðíîì
ïðîñòðàíñòâå ìîæåò ìàêñèìàëüíî ïðèáëèçèòü óñëîâèÿ
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòîê ê óñëîâèÿì â îðãàíèçìå, ÷òî â
ïåðñïåêòèâå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî ïðè ñîçäàíèè òêà-
íåïîäîáíûõ ñòðóêòóð â êóëüòóðå è äàëüíåéøåé èõ òðàíñ-
ïëàíòàöèè äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæäåííûõ îðãàíîâ è
òêàíåé. Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî ñîçäàíèå òðåõ-
ìåðíîé ïîðèñòîé ìàòðèöû, ïðåäíàçíà÷åííîé äëÿ ðîñòà è
ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê. Ê òàêîé ìàòðèöå ïðåäúÿâëÿåòñÿ ðÿä
òðåáîâàíèé, à èìåííî íåòîêñè÷íîñòü, ðåçîáèðóåìîñòü,
áèî- è öèòîñîâìåñòèìîñòü, à òàêæå äîñòàòî÷íàÿ ìåõàíè-
÷åñêàÿ ïðî÷íîñòü. Ïåðñïåêòèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ òàêèõ ìàòðèö ÿâëÿåòñÿ ïîëèìåð íà îñíîâå ìîëî÷-
íîé êèñëîòû — ïîëè(D,L-ëàêòèä). Â êà÷åñòâå êëåòîê
áûëè âûáðàíû êëåòêè êîæè ÷åëîâåêà — ôèáðîáëàñòû. Èç
øèðîêîãî ñïåêòðà ïðåäëîæåííûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñïî-
ñîáîâ ôîðìèðîâàíèÿ ïîðèñòûõ ìàòðèö áûë èñïîëüçîâàí
ìåòîä ñìåøèâàíèÿ ïîëèìåðà ñ íåîðãàíè÷åñêîé ñîëüþ
(NaCl) ñ ïîñëåäóþùèì ðàñòâîðåíèåì ïîñëåäíåé â âîäíîé
ñðåäå. Áûëè ðàçðàáîòàíû óñëîâèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ïîðèñ-
òûõ ïîëèëàêòèäíûõ ìàòðèö. Âàðüèðîâàíèå êîëè÷åñòâåí-
íîãî ñîîòíîøåíèÿ ïîëèìåðà è ñîëè ïîçâîëÿåò èçìåíÿòü
îáùóþ ïîðèñòîñòü ìàòðèöû, ðàçìåð è ðàñïðåäåëåíèå ïîð.
Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ýòèõ ïàðàìåòðîâ íà ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü ôèáðîáëàñòîâ. Ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé
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ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè îöåíèâàëè ðàñïðåäåëåíèå êëå-
òîê âíóòðè ìàòðèöû.

ÖÈÊËÈ×ÅÑÊÈÉ ÀÄÅÍÎÇÈÍÌÎÍÎÔÎÑÔÀÒ ÊÀÊ
ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÉ ÀÊÒÈÂÀÒÎÐ ÀÄÅÍÈËÀÒÖÈÊËÀ-
ÇÛ Ó ÈÍÔÓÇÎÐÈÈ DILEPTUS ANSER. © À. Î. Øïàêîâ,1
Ê. Â. Äåðêà÷,1 Ç. È. Óñïåíñêàÿ,2 Ë. À. Þäèí.2 1 Èíñòèòóò
ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷å-
íîâà ÐÀÍ, alex_shpakov@list.ru, è 2 Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Öèêëè÷åñêèé àäåíîçèíìîíîôîñôàò (öÀÌÔ) ñèíòåçè-
ðóåòñÿ ôåðìåíòîì àäåíèëàòöèêëàçîé (ÀÖ) è âûïîëíÿåò
ôóíêöèè âòîðè÷íîãî ïîñðåäíèêà, îñóùåñòâëÿÿ ïåðåäà÷ó
ñèãíàëà îò àêòèâèðîâàííîé ãîðìîíîì àäåíèëàòöèêëàçíîé
ñèñòåìû (ÀÖÑ) ê öÀÌÔ-çàâèñèìûì ýôôåêòîðíûì áåë-
êàì. Åùå ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî ñ÷èòàëè, ÷òî öÀÌÔ ó
ýóêàðèîò ôóíêöèîíèðóåò èñêëþ÷èòåëüíî êàê âòîðè÷íûé
ïîñðåäíèê. Èìåëèñü ëèøü åäèíè÷íûå ñîîáùåíèÿ î òîì,
÷òî îí ìîæåò âûïîëíÿòü ôóíêöèè ãîðìîíà (ïåðâè÷íîãî
ïîñðåäíèêà) ó ãðèáîâ Dictyostelium discoideum è Neuros-
pora crassa. Öåëü èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿ-
íèÿ âíåêëåòî÷íîãî öÀÌÔ íà àêòèâíîñòü ÀÖÑ èíôóçîðèè
Dileptus anser è âûÿñíåíèè ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ åãî
ðåãóëÿòîðíîãî äåéñòâèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ìå÷åíûé öÀÌÔ
ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåòñÿ ñ êëåòêàìè D. anser ñî çíà÷å-
íèÿìè KD (27 íÌ) è Bmax (2.65 ôìîëü öÀÌÔ íà
50 000 êëåòîê). Íåìå÷åíûé öÀÌÔ êîíêóðåíòíî âûòåñíÿë
[8-3Í]öÀÌÔ (IC50, 48 íÌ; Ki, 17 íÌ), â òî âðåìÿ êàê äèáó-
òèðèë-öÀÌÔ, àäåíîçèí è öÃÌÔ â ýòîì îòíîøåíèè áûëè
íåýôôåêòèâíûìè. Â ïðèñóòñòâèè ÃÒÔ íàáëþäàëîñü ñíè-
æåíèå àôôèííîñòè öÀÌÔ ê ðåöåïòîðàì, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò â ïîëüçó ñîïðÿæåíèÿ öÀÌÔ-ðåöåïòîðîâ èíôóçîðèè
ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè. öÀÌÔ (10—7—10–4 Ì)
îò÷åòëèâî ñòèìóëèðîâàë ÀÖ (EC50, 2 ìêÌ), è åãî ýôôåêò
óñèëèâàëñÿ â ïðèñóòñòâèè ãóàíèíîâûõ íóêëåîòèäîâ
(GppNHp). öÀÌÔ òàêæå ñòèìóëèðîâàë ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå
G-áåëêîâ (EC50, 8 ìêÌ). Â ïðèñóòñòâèè ñóðàìèíà, ñïåöè-
ôè÷íîãî èíãèáèòîðà ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ, âûçûâà-
åìàÿ öÀÌÔ ñòèìóëÿöèÿ ÀÖ ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿëàñü. Áëî-
êèðîâàëèñü òàêæå ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ ýôôåêòû GppNHp
è ñîâìåñòíî GppNHp è öÀÌÔ. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêà-
çûâàþò íà òî, ÷òî öÀÌÔ ðåàëèçóåò ñâîå âëèÿíèå íà ÀÖ
÷åðåç ãåòåðîòðèìåðíûå G-áåëêè ñòèìóëèðóþùåãî òèïà,
ðîäñòâåííûå Gs-áåëêàì ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ. Ïóðèíî-
âûå íóêëåîòèäû (ÀÌÔ, ÃÌÔ è öÃÌÔ) è àäåíîçèí ïðàê-
òè÷åñêè íå âëèÿëè íà áàçàëüíóþ è ñòèìóëèðîâàííóþ
öÀÌÔ àêòèâíîñòü ÀÖ. Òîëüêî äèáóòèðèë-öÀÌÔ (10–4 Ì)
ïîâûøàë áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ è ñíèæàë ñòèìóëèðó-
þùèé ýôôåêò öÀÌÔ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò
íà âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü ðåãóëÿòîðíîãî äåéñòâèÿ
öÀÌÔ íà ÀÖÑ èíôóçîðèè, à òàêæå íà îòñóòñòâèå çàìåò-
íîãî âëèÿíèÿ äðóãèõ ïóðèíîâûõ íóêëåîòèäîâ íà öÀÌÔ-
çàâèñèìûå ñèãíàëüíûå ïóòè.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ÀÖÑ ñâî-
áîäíîæèâóùèõ èíôóçîðèé D. anser ñòèìóëèðóåòñÿ âíå-

êëåòî÷íûì öÀÌÔ, êîòîðûé ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàåòñÿ ñ
ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè è ðåàëèçóåò ñâîå ðåãóëÿ-
òîðíîå âëèÿíèå íà ôåðìåíò ÀÖ ÷åðåç ïîñðåäñòâî ãåòåðî-
òðèìåðíûõ G-áåëêîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî öÀÌÔ ó èíôóçîðèé ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî âòîðè÷-
íûì ïîñðåäíèêîì, ðåãóëèðóþùèì öÀÌÔ-çàâèñèìûå ñèã-
íàëüíûå êàñêàäû, íî è âûïîëíÿåò ôóíêöèþ âíåøíåãî
ñèãíàëà, çàïóñêàþùåãî ýòè êàñêàäû èçâíå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00672à).

ÂËÈßÍÈÅ ÌÈÊÐÎÎÊÐÓÆÅÍÈß ÍÀ ÌÎÐÔÎËÎÃÈ×Å-
ÑÊÓÞ È ÑÈÍÒÅÒÈ×ÅÑÊÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ Â ÊÓËÜ-
ÒÓÐÅ ÄÅÐÌÀËÜÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÐÀÇÍÎÃÎ
ÏÐÎÈÑÕÎÆÄÅÍÈß. © Í. Ì. Þäèíöåâà, Ì. È. Áëèíîâà,
Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ êîæíîé ïî-
âåðõíîñòè øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ äåðìàëüíûå ýêâèâàëåí-
òû íà îñíîâå êîëëàãåíà ñ çàêëþ÷åííûìè â íèõ ôèáðîáëà-
ñòàìè. Îäíàêî ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ íà ñèíòåç êëåòêàìè
áåëêîâ ÂÊÌ àêòèâíî âëèÿåò ìèêðîîêðóæåíèå, â äàííîì
ñëó÷àå ñàì êîëëàãåí. Â êà÷åñòâå áîëåå àäåêâàòíîãî êîì-
ïîíåíòà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ôèáðèíîâûé ãåëü, ïî-
ñêîëüêó êëåòêè â ôèáðèíîâîì ãåëå ìîäåëèðóþò òå ïðî-
öåññû, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò â óñëîâèÿõ çàæèâëåíèÿ ðàíû.
Áîëüøîå çíà÷åíèå â ôîðìèðîâàíèè òêàíè èìååò ìèêðîîê-
ðóæåíèå êëåòîê, êîòîðîå àêòèâíî âëèÿåò íà ïðîöåññ ñèí-
òåçà ôèáðîáëàñòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïî ïîñëåä-
íèì ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ôèáðîáëàñòû ìîãóò ðàçëè-
÷àòüñÿ ìåæäó ñîáîé ïî êîëè÷åñòâåííîìó è êà÷åñòâåííîìó
ñîñòàâó ñèíòåçèðóåìûõ áåëêîâ, ÷òî äîëæíî ïðèâîäèòü ê
ñîçäàíèþ ñïåöèôè÷åñêîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ êëåòîê ñîîò-
âåòñòâóþùåé òêàíè èëè îðãàíà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâ-
ëÿåò èíòåðåñ èññëåäîâàíèå ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, âûäåëåííûõ èç íîðìàëüíîé,
ðóáöîâîé è ýìáðèîíàëüíîé êîæè ÷åëîâåêà. Ìîæíî ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî ýòè êëåòêè áóäóò èìåòü ðàçëè÷íûå ìîðôî-
ëîãè÷åñêèå è ñèíòåòè÷åñêèå îñîáåííîñòè. Â ïðîâåäåííîì
èññëåäîâàíèè èçó÷àëè èçìåíåíèÿ ñîñòàâà âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà, ñèíòåçèðîâàííîãî ðàçëè÷íûìè äåðìàëüíûìè
ôèáðîáëàñòàìè, çàêëþ÷åííûìè â êîëëàãåíîâûé èëè ôèá-
ðèíîâûé ãåëü, â ïðîöåññå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Áûëè ïðî-
àíàëèçèðîâàíû êîëëàãåíîâûå è ôèáðèíîâûå ýêâèâàëåíòû
íà ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ îò 1 äî 10 ñóò. Êîíòðîëåì
ñëóæèëè ãåëè áåç ââåäåííûõ â íèõ êëåòîê. Ìåòîäàìè
ýëåêòðîôîðåçà è Âåñòåðí-áëîòà áûëà ïîêàçàíà ðàçíèöà â
ñîñòàâå è êîëè÷åñòâå áåëêà, ñèíòåçèðóåìîãî ðàçíûìè
ôèáðîáëàñòàìè â òå÷åíèå ýòîãî ïåðèîäà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè â ðàìêàõ Ãîñêîíòðàêòà
¹ 2007-2-2-2-06-01.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 795


