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Ñòðóêòóðà íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé è äèôôåðåíöèðîâêà ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí

Ìûøè mdx ÿâëÿþòñÿ æèâîòíîé ìîäåëüþ ìûøå÷íîé äèñòðîôèè Äþøåííà, âûçûâàåìîé ìóòàöèåé â
ãåíå áåëêà äèñòðîôèíà. Äëÿ ìûøö ìûøåé mdx õàðàêòåðíû ïîñòîÿííî ïîâòîðÿþùèåñÿ öèêëû äåãåíåðà-
öèè-ðåãåíåðàöèè. Êðîìå òîãî, ñòðóêòóðà íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé ó ìûøåé mdx íàðóøåíà. Â ðàáîòå
èññëåäîâàëè èçìåíåíèå ñòðóêòóðû íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé ìûøåé mdx íà ôîíå óñèëåíèÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè ïîñëå îäíîêðàòíîé âíóòðèìûøå÷íîé òðàíñïëàíòàöèè Lin(–)-ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî
ìîçãà ìûøåé C57BL/6. Ìûøöû èññëåäîâàëè ÷åðåç 4, 8, 16 è 24 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè. Îáíàðóæèëè,
÷òî óðîâåíü ãèáåëè ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí ñíèæàëñÿ íà÷èíàÿ ñ 4-é íåä ïîñëå ââåäåíèÿ
ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà. Íàêîïëåíèå ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí áåç öåíòðàëüíî
ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð íà÷èíàëîñü ñ 8-é íåä, à ñèíòåç äèñòðîôèíà âîçðàñòàë â òå÷åíèå 16-é è 24-é íåä ïî-
ñëå òðàíñïëàíòàöèè. Íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ ìûøö â òå÷åíèå 4-é íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè óìåíüøàëîñü
êîëè÷åñòâî êëàñòåðîâ àöåòèëõîëèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, ñîñòàâëÿþùèõ íåéðîìûøå÷íîå ñîåäèíåíèå ïðè îä-
íîâðåìåííîì óâåëè÷åíèè èõ ïëîùàäè. ×åðåç 16 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè óâåëè÷èâàëàñü îáùàÿ ïëî-
ùàäü íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé èç-çà ðîñòà ïëîùàäè êëàñòåðîâ àöåòèëõîëèíîâûõ ðåöåïòîðîâ è îäíî-
âðåìåííîãî óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà ýòèõ êëàñòåðîâ. Òàêèì îáðàçîì, îäíîêðàòíîå âíóòðèìûøå÷íîå ââå-
äåíèå ìûøàì mdx Lin(–)-ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà óñèëèâàåò ïðîöåññû äèôôåðåíöèðîâêè
ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí è óëó÷øàåò ñòðóêòóðó íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìûøè mdx, êëåòî÷íàÿ òåðàïèÿ, íåéðîìûøå÷íûå ñîåäèíåíèÿ, Lin(–)-ñòâîëî-
âûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÕÐ — àöåòèëõîëèíîâûå ðåöåïòîðû, ÍÌÑ — íåéðîìûøå÷íîå ñîåäè-
íåíèå, ÏÏÌÂ — ïîïåðå÷íîïîëîñàòûå ìûøå÷íûå âîëîêíà, ÑÊÊÌ — ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà,
TMR-a-BTX — Tetramethylrhodamine-a-bungarotoxin.

Ìûøå÷íûå äèñòðîôèè — ãåòåðîãåííàÿ ãðóïïà ãåíå-
òè÷åñêèõ ðàññòðîéñòâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ïðîãðåññèðó-
þùåé ïîòåðåé ñèëû ñêåëåòíûõ ìûøö. Îäíîé èç ðàñïðî-
ñòðàíåííûõ ôîðì ìûøå÷íîé äèñòðîôèè ÿâëÿåòñÿ Õ-ñöåï-
ëåííàÿ ðåöåññèâíàÿ ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Äþøåííà
(Dalkilic, Kunkel, 2003).

Ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ ìûøå÷íîé äèñòðîôèè
Äþøåííà ÿâëÿþòñÿ ìûøè mdx ñ òî÷å÷íîé ìóòàöèåé â
Õ-õðîìîñîìå, ïðèâîäÿùåé ê áëîêàäå ñèíòåçà ìåìáðàí-
íî-àññîöèèðîâàííîãî áåëêà äèñòðîôèíà (Sicinski et al.,
1989). Îáøèðíûå èññëåäîâàíèÿ ìûøåé mdx ïîêàçàëè, ÷òî
ñ âîçðàñòîì ñíà÷àëà äèàôðàãìà, à ïîçæå è äðóãèå ìûøöû
ïîäâåðãàþòñÿ ñòðóêòóðíûì è ôóíêöèîíàëüíûì èçìåíå-
íèÿì, ñõîäíûì ñ òåìè, êîòîðûå íàáëþäàþòñÿ ïðè ìûøå÷-
íîé äèñòðîôèè Äþøåííà (Partridge, 1997). Â ìûøå÷íûõ
âîëîêíàõ ìûøåé mdx ðàçâèâàåòñÿ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ
(Niebr*oj-Dobosz, Hausmanowa-Petrusewicz, 2005; Tidball,
Wehling-Henricks, 2007), ïðèâîäÿùèé ê ãèáåëè ìûøå÷-
íûõ âîëîêîí, ïðîòåêàþùåé ïî òèïó àïîïòîçà (Matsuda et
al., 1995; Tidball et al., 1995; Spencer et al., 1997; Ìèõàéëîâ
è äð., 1998). Çà ãèáåëüþ ìûøå÷íûõ âîëîêîí ñëåäó-
åò èõ ðåãåíåðàöèÿ. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ìûøö ìûøåé mdx

õàðàêòåðíû ïîñòîÿííî ïîâòîðÿþùèåñÿ öèêëû äåãåíå-
ðàöèè—ðåãåíåðàöèè, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê òîìó, ÷òî â
ìûøöàõ ìûøåé mdx áîëüøàÿ ÷àñòü ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ
ìûøå÷íûõ âîëîêîí (ÏÏÌÂ) èìååò öåíòðàëüíî ðàñïîëî-
æåííûå ÿäðà (Torres, Duchen, 1987). Öåíòðàëüíîå ðàñïî-
ëîæåíèå ÿäåð óêàçûâàåò íà òî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêà
ÏÏÌÂ çàòîðìîæåíà íà ñòàäèè ìûøå÷íûõ òðóáî÷åê (Ìè-
õàéëîâ è äð., 1998). Êðîìå òîãî, â ñêåëåòíûõ ìûøöàõ ìû-
øåé mdx íàáëþäàþòñÿ íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû íåéðîìû-
øå÷íûõ ñîåäèíåíèé (ÍÌÑ) (Torres, Duchen, 1987; Kitaoka
et al., 1997).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî ïðîâîäÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ,
íàïðàâëåííûå íà íàõîæäåíèå ïóòåé âîññòàíîâëåíèÿ íîð-
ìàëüíîé ñòðóêòóðû ÏÏÌÂ ìûøåé mdx. Â ðàáîòàõ èñ-
ïîëüçóþò êàê ôàðìàêîëîãè÷åñêèå ïîäõîäû, òàê è ìåòîäû
ãåííîé è êëåòî÷íîé òåðàïèè. Òàê êàê íàðóøåíèå öèòî-
äèôôåðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ ìûøåé mdx ðàçâèâàåòñÿ íà
ôîíå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, äëÿ åå âîññòàíîâëåíèÿ íå-
îáõîäèì íå òîëüêî ñèíòåç äèñòðîôèíà, íî è ñíÿòèå ñîñòî-
ÿíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Îïûòû ïî áàëëèñòè÷åñêîé
òðàíñôåêöèè ÏÏÌÂ ìûøåé mdx ìèíè-ãåíîì äèñòðîôèíà
â ñî÷åòàíèè ñ ãåíàìè Bcl-xL èëè ïåðîêñèðåäîêñèíà V ïî-
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êàçàëè, ÷òî òðàíñôåêöèÿ ýòèìè ãåíàìè ñîïðîâîæäàåòñÿ
áîëåå ýôôåêòèâíîé äèôôåðåíöèðîâêîé, ïðîÿâëÿþùåéñÿ
â çíà÷èòåëüíîì óñèëåíèè ñèíòåçà äèñòðîôèíà è ðîñòà
äîëè ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð. Îäíàêî
ýôôåêò ãåííîé òåðàïèè êðàòêîâðåìåíåí. Â ÏÏÌÂ, òðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ ãåíàìè äèñòðîôèíà èëè ìèíè-äèñòðîôè-
íà, íå âîçíèêàåò èõ ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèè, â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü èç-çà îòñóòñòâèÿ èëè ñëàáîé ðåãóëÿöèè òðàíñêðèï-
öèè âåêòîðíûõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé (Ìèõàéëîâ è
äð., 2002). Ïîýòîìó ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî çàìåíà ìóòàíò-
íûõ êëåòîê íà êëåòêè äèêîãî òèïà ïðè ïîìîùè òðàíñ-
ïëàíòàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê áóäåò áîëåå ýôôåêòèâíûì è
áåçîïàñíûì ìåòîäîì èñïðàâëåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ äåôåêòîâ
êëåòîê è òêàíåé.

Âõîæäåíèå â ñîñòàâ ìóòàíòíûõ ÏÏÌÂ ÿäåð ñòâîëî-
âûõ êëåòîê äèêîãî òèïà ñïîñîáíî èñïðàâèòü ìåòàáîëèçì
ÏÏÌÂ è ïðåâðàòèòü èõ â íîðìàëüíûå ñîêðàòèòåëüíûå
êëåòêè, òàê êàê ÿäðà äèêîãî òèïà ñîõðàíÿþò íåíàðóøåí-
íîé ñèñòåìó ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ. Èñòî÷íèêàìè
ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ òðàíñïëàíòàöèè ÿâëÿþòñÿ â ïåðâóþ
î÷åðåäü êîñòíûé ìîçã (Ferrari et al., 1998; Bittner et al.,
1999) è ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè (Peault et al.,
2007). Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè êëåòêàìè îêàçàëèñü ìåçî-
àíãèîáëàñòû è ïåðèöèòû (Galvez et al., 2006; Dellavalle et
al., 2007).

Òåì íå ìåíåå êîñòíûé ìîçã îñòàåòñÿ íàèáîëåå äî-
ñòóïíûì èñòî÷íèêîì ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ öåëåé êëåòî÷-
íîé òåðàïèè. Äðóãèì ïðåèìóùåñòâîì ñòâîëîâûõ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå íåîáõîäèìî-
ñòè â êóëüòèâèðîâàíèè èõ ïåðåä òðàíñïëàíòàöèåé. Ðàíåå
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âíóòðèìûøå÷íîé òðàíñ-
ïëàíòàöèè ÑÊÊÌ äîíîðîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ çåëåíûé
ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê (GFP), ÿäðà ýòèõ êëåòîê âêëþ-
÷àëèñü â ÏÏÌÂ, ÷òî îïðåäåëÿëîñü ïî ýêñïðåññèè GFP â
ÏÏÌÂ (Ìèõàéëîâ è äð., 2006). Îäíàêî ñàìî âêëþ÷åíèå
ÿäåð â ìûøå÷íûå âîëîêíà íå ãîâîðèò îá èçìåíåíèè
ñòðóêòóðû ÏÏÌÂ ðåöèïèåíòà.

Ïîýòîìó öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷èòü âëèÿíèå
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÑÊÊÌ ìûøåé C57BL/6 íà äèôôå-
ðåíöèðîâêó ÏÏÌÂ ìûøåé mdx. Ìû îöåíèâàëè òàêèå
äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñîáûòèÿ ÏÏÌÂ ìûøåé mdx, êàê
ýêñïðåññèÿ äèñòðîôèíà è äîëÿ ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ. Êðîìå
òîãî, îïðåäåëÿëè ðàçìåðû ìûøå÷íûõ âîëîêîí è äîëþ
ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð, êîòîðûå âîç-
ðàñòàþò ïîñëå òåðàïèè ãåíàìè äèñòðîôèíà (Ìèõàéëîâ è
äð., 1998, 2002). Òàê êàê äîñòèæåíèå ñòàáèëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ìûøö âîçìîæíî òîëüêî ïðè âçàèìîäåéñòâèè
ÏÏÌÂ ñ íåðâíûìè îêîí÷àíèÿìè è ôîðìèðîâàíèè çðåëî-
ãî ÍÌÑ, ìû îöåíèâàëè âëèÿíèå êëåòî÷íîé òåðàïèè íà
ñòðóêòóðó íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé íà ôîíå äðóãèõ
äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ñîáûòèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Â õîäå ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ìûøåé ëè-
íèè C57BL/6, ïîëó÷åííûõ èç ãîñóäàðñòâåííîãî ïèòîìíè-
êà «Ðàïïîëîâî» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ìóòàíòíûå ìûøè
mdx ÿâëÿþòñÿ äàðîì ïðîô. Ò. À. Ïàðòðèäæà (T. A. Partrid-
ge, Hammersmith Hospital, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ìûøåé ñî-
äåðæàëè â âèâàðèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ íà îáû÷-
íîì ïèòàíèè è ïðè ñòàíäàðòíîì ñâåòîâîì ðåæèìå.

Â û ä å ë å í è å L i n ( – ) - Ñ Ê Ê Ì. Êëåòêè êîñòíîãî
ìîçãà ïîëó÷àëè èç áåäðåííûõ è áîëüøèõ áåðöîâûõ êîñòåé
ìûøåé ëèíèè Ñ57ÂL/6. Ìûøåé çàáèâàëè ïîä ýôèðíûì

íàðêîçîì, âûäåëÿëè áåäðåííûå è áîëüøèå áåðöîâûå êîñ-
òè; âûìûâàëè êîñòíûé ìîçã èç êîñòè ðàñòâîðîì Äàëüáåê-
êî áåç Ñà2+ è Mg2+ (DPBS áåç Ñà2+ è Mg2+) (Áèîëîò, Ðîññèÿ)
è äîïîëíèòåëüíî ðàçðóøàëè êîñòíûé ìîçã äî îäíîðîäíîé
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, ïðîïóñêàÿ åãî ÷åðåç èãëó øïðèöà.

Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà íàñëà-
èâàëè íà 63%-íûé Ïåðêîëë, öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
1500 g â òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì îòáèðàëè êëåòêè íà ãðàíè-
öå Ïåðêîëëà è áóôåðà. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ äâàæäû îò-
ìûâàëè, äîáàâëÿÿ 7 ìë òîãî æå áóôåðíîãî ðàñòâîðà è çà-
òåì îñàæäàÿ êëåòêè ïðè 700 g â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïîëó÷åí-
íûå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â DPBS áåç Ñà2+ è Mg2+

(10·106 êëåòîê â 1 ìë áóôåðà). Ê ñóñïåíçèè êëåòîê êîñòíî-
ãî ìîçãà äîáàâëÿëè àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíûõ àíòèãåíîâ
CD3, CD8à, CD38, CD45R, Ter119, Ly-6G è F4/80 ìûøè
(Caltag, ÑØÀ) èç ðàñ÷åòà 1 ìêë êàæäîãî àíòèòåëà íà
106 êëåòîê. Èíêóáèðîâàëè ïðè 10—12 °Ñ â òå÷åíèå
30 ìèí, ïîñòîÿííî ïåðåìåøèâàÿ. Îñàæäàëè êëåòêè ïðè
300 g, óáèðàëè ñóïåðíàòàíò è ðåñóñïåíäèðîâàëè êëåòêè â
ïðåæíåì îáúåìå áóôåðà. Ê ñóñïåíçèè êëåòîê äîáàâëÿëè
ìàãíèòíûå øàðèêè, ïîêðûòûå àíòèòåëàìè ê êðûñèíûì
àíòèãåíàì (Dynabeads® Sheep anti-Rat IgG (Dynal Biotech
ASA, Íîðâåãèÿ)), ïðåäâàðèòåëüíî îòìûòûå â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ôèðìåííîé ïðîïèñüþ. Ñóñïåíçèþ êëåòîê âìåñòå ñ
øàðèêàìè èíêóáèðîâàëè ïðè 10—12 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí,
ïîñòîÿííî ïåðåìåøèâàÿ. Äàëåå ïîìåùàëè ñóñïåíçèþ êëå-
òîê â ìàãíèò íà 2 ìèí è îòáèðàëè æèäêîñòü, ñîäåðæàùóþ
êëåòêè, íå ñâÿçàâøèåñÿ ñ øàðèêàìè. Òàêèì îáðàçîì ïîëó-
÷àëè êëåòêè, ó êîòîðûõ îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ lineage
ìàðêåðîâ (ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê) è êî-
òîðûå íàçûâàþò Lin(–)-ÑÊÊÌ (Spangrude et al., 1988; Or-
lic et al., 2001).

Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ Lin(–)-ÑÊÊÌ èññëåäîâàëè íà
ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Epics XL (Beckman Coulter,
ÑØÀ). Êëåòêè îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí àíòèòåëà-
ìè ê àíòèãåíàì CD38, CD34, CD117, Sca-1, êîíúþãèðî-
âàííûìè ñ ôèêîýðèòðèíîì (PE), è àíòèòåëàìè ê CD45,
êîíúþãèðîâàííûìè ñ FITC. Óäàëåíèå èç ñóñïåíçèè êëå-
òîê êîñòíîãî ìîçãà äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê êîíò-
ðîëèðîâàëè ïî ýêñïðåññèè àíòèãåíà CD38. Äàííûå öè-
òîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçûâàþò, ÷òî â ñóñïåíçèè
Lin(–)-ÑÊÊÌ êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå àíòèãåí CD38,
ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò (ðèñ. 1). Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå äðóãèå àí-
òèãåíû, àíòèòåëà ê êîòîðûì ìû èñïîëüçîâàëè ïðè î÷èñò-
êå, òàêæå îòñóòñòâóþò. Êðîìå òîãî, ïðèìåðíî 93 % ïîëó-
÷åííûõ ÑÊÊÌ ýêñïðåññèðóþò CD45. Ïîñëå î÷èñòêè äâó-
êðàòíî óâåëè÷èâàëîñü êîëè÷åñòâî CD34-, CD117- è
Sca-1-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé
ñóñïåíçèåé êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà.

Ò ð à í ñ ï ë à í ò à ö è ÿ L i n ( – ) - Ñ Ê Ê Ì. Ìûøåé mdx
íàðêîòèçèðîâàëè íåìáóòàëîì (40 ìã íà 1 êã ìàññû æèâîò-
íîãî). Ñóñïåíçèþ Lin(–)-ÑÊÊÌ ââîäèëè ìûøàì mdx ïî
(0.5—0.8)�106 êëåòîê â 250 ìêë â 7—9 òî÷åê ÷åòûðåõãëà-
âîé ìûøöû áåäðà (m. quadriceps femoris). Ìûøöû, â êî-
òîðûå âîäèëè ÑÊÊÌ, èññëåäîâàëè ÷åðåç 4, 8, 16 è 24 íåä
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè.

È ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è ÿ. Ïîïåðå÷íûå è ïðîäîëüíûå
ñðåçû ÷åòûðåõãëàâûõ ìûøö áåäðà òîëùèíîé 10 ìêì ïî-
ëó÷àëè íà êðèîñòàòå Bright Co., Ltd. (Âåëèêîáðèòàíèÿ) ïî-
ñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî îõëàæäåíèÿ ìûøöû â æèäêîì àçî-
òå. Ïîäñóøåííûå ñðåçû ôèêñèðîâàëè 1 ìèí â ñìåñè ýòà-
íîëà è êàðáèíîëà (1 : 1) ïðè –20 °Ñ èëè 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â 10%-íîì ôîðìàëèíå (Bio Opti-
ca, Èòàëèÿ). Ãîòîâûå ñðåçû õðàíèëè ïðè –20 °Ñ.
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Äàëåå ñðåçû îêðàøèâàëè íà äèñòðîôèí. Äëÿ ýòîãî íà
ñðåçû, ôèêñèðîâàííûå â ñìåñè ýòàíîëà è êàðáèíîëà, íà-
íîñèëè 1%-íûé áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (BSA) íà
30 ìèí, çàòåì ñðåçû îòìûâàëè 5 ìèí â áóôåðíîì ðàñòâîðå
PBS (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è íàíîñèëè ïîëèêëîíàëüíûå êðî-
ëè÷üè àíòèòåëà ê äèñòðîôèíó â ðàçâåäåíèè 1 : 100 (Abcam,
ÑØÀ) íà 1 ÷. Ñðåçû îòìûâàëè â PBS 3 ðàçà ïî 5 ìèí è äà-
ëåå íàíîñèëè âòîðè÷íûå àíòèòåëà (goat anti-rabbit), ìå÷åí-
íûå FITC, â ðàçâåäåíèè 1 : 150 (Sigma, ÑØÀ) íà 1 ÷. Ïî-
ñëå ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêè â PBS 3 ðàçà ïî 5 ìèí ÿäðà
äîêðàøèâàëè DAPI èëè èîäèäîì ïðîïèäèÿ è ñðåçû çà-
êëþ÷àëè â ãëèöåðèí. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû èññëåäîâàëè
íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå LSM 5 Pascal (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ). Íà ñðåçàõ â öåíòðàëüíîé ìûøöå ïîäñ÷èòûâà-
ëè êîëè÷åñòâî ÏÏÌÂ, ñîäåðæàùèõ äèñòðîôèí, è çàòåì
îïðåäåëÿëè äîëþ äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ âîëîêîí â
öåíòðàëüíîé ìûøöå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîëè ÏÏÌÂ, íå ñîäåðæàùèõ öåíò-
ðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð, à òàêæå äîëè ïîãèáøèõ
ÏÏÌÂ ñðåçû î ê ð à ø è â à ë è ã å ì à ò î ê ñ è ë è í î ì è
ý î ç è í î ì, ïðîâîäèëè ÷åðåç ñåðèþ ñïèðòîâ è êñèëîëîâ è
çàêëþ÷àëè â êàíàäñêèé áàëüçàì. Îêðàøåííûå ñðåçû èñ-

ñëåäîâàëè íà ìèêðîñêîïå Axiophot (Zeiss, Ãåðìàíèÿ),
èçîáðàæåíèå ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ êàìåðû Baumer optro-
nic è âûâîäèëè íà ýêðàí ìîíèòîðà. Äàëåå ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû ÂèäèîÒåñò-Ðàçìåð5.0 (Ðîññèÿ) èçìåðÿëè ï ë î-
ù à ä ü Ï Ï Ì Â.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å Í Ì Ñ. Íà ïðîäîëüíûå è ïîïåðå÷-
íûå ñðåçû ìûøö, ôèêñèðîâàííûå â ôîðìàëèíå, íàíîñèëè
íà 1 ÷ Tetramethylrhodamine-a-bungarotoxin (TMR-a-BTX)
(Biotium, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë. TMR-a-BTX
ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåòñÿ ñ àöåòèëõîëèíîâûìè ðåöåïòî-
ðàìè (ÀÕÐ). Çàòåì ñðåçû ïðîìûâàëè â PBS 3 ðàçà ïî
5 ìèí è çàêëþ÷àëè â ðåàãåíò, óìåíüøàþùèé íåñïåöèôè-
÷åñêóþ ôëóîðåñöåíöèþ (Biomeda Co., ÑØÀ). Ïðèãîòîâ-
ëåííûå ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèê-
ðîñêîïå LSM 5 Pascal (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) èëè Leica
TCS SL (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ). Íà ïîëó÷åííûõ
ñíèìêàõ îòäåëüíûõ ÍÌÑ àíàëèçèðîâàëè ñòðóêòóðó ÍÌÑ.

Íà ñíèìêàõ ïîïåðå÷íûõ ñðåçîâ ìûøö â ïðîãðàììå
ImageJ (National Institutes of Health, ÑØÀ) îïðåäåëÿëè
ïëîùàäü ÍÌÑ. Íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ òêàíè â òîé æå ïðî-
ãðàììå ImageJ èçìåðÿëè ïëîùàäü, çàíèìàåìóþ ÍÌÑ, íà
ÏÏÌÂ, ïëîùàäè îòäåëüíûõ êëàñòåðîâ ÀÕÐ, ñîñòàâëÿþ-
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Ðèñ. 1. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê öåëüíîãî êîñòíîãî ìîçãà (à, á) è Lin(–)-ÑÊÊÌ (â, ã).

Ïî ãîðèçîíòàëè — FS, ìàëîóãëîâîå ñâåòîðàññåÿíèå (à, â) èëè ôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê, ñâÿçàâøèõ FITC-ìå÷åíûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD45 (á, ã); ïî âåðòè-
êàëè — SS, áîêîâîå ñâåòîðàññåÿíèå (à, â) èëè ôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê, ñâÿçàâøèõ PE-ìå÷åíûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD38 (á, ã).



ùèõ ÍÌÑ, è ÷èñëî òàêèõ êëàñòåðîâ â êàæäîì ÍÌÑ. Ïëî-
ùàäü ÍÌÑ èçìåðÿëè ïî ìèíèìàëüíîé âíåøíåé ãðàíèöå,
çàêëþ÷àþùåé âñå êëàñòåðû ÀÕÐ, ñîñòàâëÿþùèõ ÍÌÑ.
Ñîîòâåòñòâåííî â ïëîùàäü ÍÌÑ ïîìèìî ïëîùàäè ñàìèõ
êëàñòåðîâ ÀÕÐ, ñîñòàâëÿþùèõ ÍÌÑ, òàêæå âîøëè è ïëî-
ùàäè ïðîìåæóòêîâ ìåæäó îòäåëüíûìè êëàñòåðàìè.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñòàòèñòè÷åñêè îáðàáàòûâàëè â
ïðîãðàììå Microsoft Excel. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæ-
äó ãðóïïàìè îöåíèâàëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè-
÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè
P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Òàê êàê ìûøè mdx íåñóò òî÷å÷íóþ ìóòàöèþ â ãåíå
áåëêà äèñòðîôèíà, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé âîçíèêàåò
ñòîï-êîäîí, è äèñòðîôèí â êëåòêàõ ýòèõ ìûøåé íå ýêñï-
ðåññèðóåòñÿ (Sicinski et al., 1989), äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíî-
ñòè êëåòî÷íîé òåðàïèè ìû â ïåðâóþ î÷åðåäü ïîäñ÷èòûâà-
ëè äîëþ äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ó êîíòðîëü-
íûõ ìûøåé mdx è ó ìûøåé mdx ïîñëå âíóòðèìûøå÷íîé
òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ. Èçâåñòíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà äå-
ôåêò ãåíà äèñòðîôèíà, è ó áîëüíûõ ìûøå÷íîé äèñòðî-
ôèåé Äþøåííà (Nicholson et al., 1993), è ó ìûøåé mdx
(Crawford et al., 2001) â ìûøöàõ ïðèñóòñòâóåò íåáîëüøàÿ
äîëÿ ÏÏÌÂ, ñîäåðæàùèõ äèñòðîôèí, òàê íàçûâàåìûõ ðå-
âåðòàíòíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí. Â íàøåì èññëåäîâàíèè ó
êîíòðîëüíûõ ìûøåé mdx, íå ïîäâåðãàâøèõñÿ òðàíñïëàí-
òàöèè ÑÊÊÌ, òàêæå áûëè îáíàðóæåíû îòäåëüíûå íåáîëü-
øèå ãðóïïû ÏÏÌÂ, ýêñïðåññèðóþùèå äèñòðîôèí (ðèñ. 2,
á). Ïîñëå ââåäåíèÿ Lin(–)-ÑÊÊÌ íà ñðîêàõ 4 è 8 íåä óâå-
ëè÷åíèÿ äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ìû íå
íàáëþäàëè (òàáë. 1). Îäíàêî íà áîëåå äëèòåëüíûõ ñðîêàõ
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè (16 è 24 íåä) (òàáë. 1) ìû çàðåãèñò-
ðèðîâàëè íàðàñòàíèå äîëè ÏÏÌÂ, ñîäåðæàùèõ äèñòðî-
ôèí (ðèñ. 2, â).

Îòñóòñòâèå äèñòðîôèíà ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà â ÏÏÌÂ ó ìûøåé mdx è äàëüíåéøåé ãè-

áåëè ýòèõ âîëîêîí. Çà ãèáåëüþ âîëîêîí ñëåäóåò èõ
ðåãåíåðàöèÿ. Òàêèì îáðàçîì, â ìûøöàõ ìûøåé mdx ïðè-
ñóòñòâóåò îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ
(ðèñ. 3, á). Ñíèæåíèå äîëè ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ ðåãèñòðèðó-
åòñÿ íà÷èíàÿ ñ 4-é íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè (òàáë. 1)
(ðèñ. 3, â). Ïîñòîÿííî ïîâòîðÿþùèåñÿ öèêëû äåãåíåðà-
öèè—ðåãåíåðàöèè ïðèâîäÿò ê òîìó, ÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü
ÏÏÌÂ ó ìûøåé mdx èìååò öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûå
ÿäðà (Torres, Duchenn, 1987) (ðèñ. 3, ã). Òàêîå ðàñïîëîæå-
íèå ÿäåð õàðàêòåðíî äëÿ íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÏÏÌÂ, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòàäèè ìûøå÷íûõ òðóáî÷åê. Íà-
÷èíàÿ ñ 8-é íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè äîëÿ ÏÏÌÂ áåç
öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð ïðåâûøàåò õàðàêòåðíóþ
äëÿ ìûøåé mdx äîëþ (ðèñ. 3, ä) è íå óìåíüøàåòñÿ íà áî-
ëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè (òàáë. 1).

Ïîìèìî ïðèñóòñòâèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïîãèáøèõ
ÏÏÌÂ è ÏÏÌÂ ñ öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûìè ÿäðàìè
äëÿ ìûøåé mdx õàðàêòåðíî óìåíüøåíèå ñðåäíèõ ïîïå-
ðå÷íûõ ðàçìåðîâ ìûøå÷íûõ âîëîêîí. Êðîìå òîãî, ó ýòèõ
ìûøåé íàáëþäàåòñÿ áîëüøèé ðàçáðîñ äèàìåòðîâ ÏÏÌÂ
ïî ñðàâíåíèþ ñ ìûøàìè äèêîãî òèïà (Torres, Duchen
1987; Ìèõàéëîâ è äð., 1998) (ðèñ. 3, à, ã). Òàê, ó êîíòðîëü-
íûõ ìûøåé mdx ïëîùàäü ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ÏÏÌÂ
ñîñòàâëÿåò 2064.6 ± 195.3 ìêì2, ÷åðåç 4 è 16 íåä ïîñëå ââå-
äåíèÿ ÑÊÊÌ — 2263.2 ± 138.1 è 2429.7 ± 211.4 ìêì2 ñî-
îòâåòñòâåííî. Ó íîðìàëüíûõ ìûøåé C57BL/6 ïëî-
ùàäü ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ÏÏÌÂ ñîñòàâèëà 2615.6 ±
� 107.2 ìêì2.

È ç ì å í å í è å ñ ò ð ó ê ò ó ð û Í Ì Ñ ì û ø å é m d x
ï î ñ ë å â í ó ò ð è ì û ø å ÷ í î ã î â â å ä å í è ÿ Ñ Ê Ê Ì. Ìû
èçìåðèëè ïëîùàäè ÍÌÑ íà ïîïåðå÷íûõ ñðåçàõ ìûøö ó
êîíòðîëüíûõ ìûøåé mdx è ìûøåé mdx ïîñëå âíóòðèìû-
øå÷íîé òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ, à òàêæå ó íîðìàëüíûõ
ìûøåé Ñ57BL/6. Ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé mdx ïëîùàäü
ÍÌÑ ñîñòàâèëà 78.4 ± 5.1 ìêì2. Ïîñëå âíóòðèìûøå÷íîãî
ââåäåíèÿ ÑÊÊÌ íà ñðîêå 4 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
ïëîùàäü ÍÌÑ ïðåâûøàåò çíà÷åíèå (P < 0.05), ïîëó÷åí-
íîå äëÿ êîíòðîëüíûõ ìûøåé mdx, ïðèáëèæàåòñÿ ê ñîîò-
âåòñòâóþùåìó çíà÷åíèþ íîðìàëüíûõ äëÿ ìûøåé
Ñ57BL/6 (102.8 ± 3.0 ìêì2) è ñîñòàâëÿåò 106.9 ± 3.4 ìêì2

(ðèñ. 4). ×åðåç 8, 16 è 24 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ
ïëîùàäü ÍÌÑ ñîîòâåòñòâåííî ðàâíà 91.6 ± 2.7, 104.3 ±
� 10.5 è 97.2 ± 6.2 ìêì2, ÷òî íå îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëÿ
(P < 0.05).

Íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ ìûøö ó ìûøåé mdx ÍÌÑ
ñôîðìèðîâàíî èç îòäåëüíûõ êëàñòåðîâ ÀÕÐ, èìåþùèõ
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Ðèñ. 2. Äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûå ÏÏÌÂ íà ïîïåðå÷íûõ ñðå-
çàõ ÷åòûðåõãëàâûõ ìûøö áåäðà ìûøåé C57BL/6 (à), mdx (á) è
mdx ÷åðåç 16 íåä ïîñëå âíóòðèìûøå÷íîé òðàíñïëàíòàöèè

ÑÊÊÌ (â).

Âîëîêíà ìå÷åíû àíòèòåëàìè ê äèñòðîôèíó, âòîðè÷íûå — FITC. ßäðà
îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.

Ò à á ë è ö à 1

Õàðàêòåðèñòèêà ÏÏÌÂ â ÷åòûðåõãëàâîé ìûøöå áåäðà
êîíòðîëüíûõ ìûøåé mdx è ìûøåé mdx

ïîñëå âíóòðèìûøå÷íîé òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ

Âðåìÿ ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè

ÑÊÊÌ, íåä

Äîëÿ äèñòðî-
ôèí-ïîëîæè-

òåëüíûõ ÏÏÌÂ,
%

Äîëÿ ÏÏÌÂ,
íå èìåþùèõ
öåíòðàëüíî

ðàñïîëîæåííûõ
ÿäåð, %

Äîëÿ ïîãèáøèõ
ÏÏÌÂ, %

0 (êîíòðîëü) 0.47 ± 0.09 (3) 10.5 ± 1.0 (11) 2.2 ± 0.3 (11)

4 (3) 0.69 ± 0.20 12.5 ± 1.8 1.0 ± 0.2

8 (5) 0.57 ± 0.07 18.0 ± 1.0 1.2 ± 0.2

16 (6) 1.69 ± 0.30 18.1 ± 0.8 1.4 ± 0.2

24 (5) 1.79 ± 0.40 16.0 ± 1.2 0.95 ± 0.07

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñêîáêàõ óêàçàíî êîëè÷åñòâî æèâîòíûõ.



ôîðìó îñòðîâêîâ, ÷òî ñîâïàäàåò ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû
(Torres, Duchenn, 1987; Kong, Anderson, 1999; Rafael et al.,
2000; Minatel et al., 2001; Marques et al., 2007a, 2007b).
Ïðè ýòîì ÷èñëî êëàñòåðîâ ÀÕÐ, ñîñòàâëÿþùèõ ÍÌÑ, óâå-
ëè÷åíî ïî ñðàâíåíèþ ñ ÍÌÑ äèêîãî òèïà, à ïëîùàäü îò-
äåëüíûõ êëàñòåðîâ ñíèæåíà (òàáë. 2). Óæå ÷åðåç 4 íåä
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ êîëè÷åñòâî êëàñòåðîâ ÀÕÐ,
ñîñòàâëÿþùèõ ÍÌÑ, óìåíüøàåòñÿ. Îäíîâðåìåííî èõ
ïëîùàäü óâåëè÷èâàåòñÿ (òàáë. 2). Îáðàùàåò íà ñåáÿ
âíèìàíèå, ÷òî óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ êëàñòåðîâ ÀÕÐ íå

ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì êàê âåëè÷èíû îáùåé ïëîùà-
äè ÍÌÑ, òàê è ñóììàðíîé ïëîùàäè êëàñòåðîâ ÀÕÐ
(ðèñ. 5, â).

×åðåç 16 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ êîëè-
÷åñòâî êëàñòåðîâ ÀÕÐ, ñîñòàâëÿþùèõ ÍÌÑ, âîçðàñòàåò
äî óðîâíÿ, õàðàêòåðíîãî äëÿ êîíòðîëüíûõ ìûøåé mdx, è
ïðè ýòîì ïëîùàäü îòäåëüíûõ êëàñòåðîâ ÀÕÐ îñòàåòñÿ
âûøå ïëîùàäè êëàñòåðîâ ÀÕÐ ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé
mdx (òàáë. 2). Îäíîâðåìåííî íàáëþäàåòñÿ ðîñò îáùåé
ïëîùàäè ÍÌÑ (ðèñ. 5, ã).

Ñòðóêòóðà íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé è äèôôåðåíöèðîâêà ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí 403

Ðèñ. 4. Íåéðîìûøå÷íûå ñîåäèíåíèÿ íà ïîïåðå÷íûõ ñðåçàõ ÷å-
òûðåõãëàâîé ìûøöû áåäðà íîðìàëüíûõ ìûøåé C57BL/6 (à),
ìûøåé mdx â êîíòðîëå (á) è ÷åðåç 4 íåä ïîñëå âíóòðèìûøå÷-

íîãî ââåäåíèÿ ÑÊÊÌ (â).

Îêðàñêà TMR-á-BTX. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 20 ìêì.

Ò à á ë è ö à 2

Õàðàêòåðèñòèêà ÍÌÑ ïî ïðîäîëüíûì ñðåçàì
ìûøö ìûøåé mdx ïîñëå êëåòî÷íîé òåðàïèè

è íîðìàëüíûõ ìûøåé C57BL/6

Èññëåäóåìûå
æèâîòíûå

Ïëîùàäü
îòäåëüíûõ
êëàñòåðîâ
ÀÕÐ, ìêì2

Ñðåäíåå
÷èñëî êëàñ-
òåðîâ ÀÕÐ

â ÍÌÑ

Ïëîùàäü
ÍÌÑ,
ìêì2

Ñóììà ïëî-
ùàäåé êëàñ-
òåðîâ ÀÕÐ,
ñîñòàâëÿþ-
ùèõ ÍÌÑ,

ìêì2

C57BL/6 (3) 129.2 ± 23.1 2.22 ± 0.04 403.8 ± 77.1 291.5 ± 50.3

mdx (êîíò-
ðîëü) (3)

58.0 ± 3.9 4.7 ± 0.3 385.4 ± 51.6 273.6 ± 30.5

mdx, ÷åðåç
4 íåä ïîñ-
ëå òðàíñ-
ïëàíòàöèè
ÑÊÊÌ (3)

80.0 ± 4.9 3.7 ± 0.1 364.2 ± 10.9 296.5 ± 12.9

mdx, ÷åðåç
16 íåä ïîñ-
ëå òðàíñ-
ïëàíòàöèè
ÑÊÊÌ (3)

93.9 ± 4.6 4.7 ± 0.1 666.0 ± 46.1 438.7 ± 13.7

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñêîáêàõ óêàçàíî êîëè÷åñòâî æèâîòíûõ.

Ðèñ. 3. Ïîïåðå÷íûé ñðåç ÷åòûðåõãëàâîé ìûøöû áåäðà ìûøåé íîðìàëüíûõ C57BL/6 (à), mdx (á, ã) è mdx ÷åðåç 16 íåä ïîñëå âíóò-
ðèìûøå÷íîé òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ (â, ä).

à — ÏÏÌÂ îäèíàêîâîãî ðàçìåðà ñ ïåðèôåðè÷åñêè ðàñïîëîæåííûìè ÿäðàìè; á — î÷àã ãèáåëè ÏÏÌÂ; â — óìåíüøåíèå îáëàñòè äåãåíåðàöèè ÏÏÌÂ ÷å-
ðåç 16 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ; ã — öåíòðàëüíîå ðàñïîëîæåíèå ÿäåð ó îñíîâíîé ÷àñòè ÏÏÌÂ; ä — âîçðàñòàíèå ÷èñëà ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíî

ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð ÷åðåç 16 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ. Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì. Îá. 20�.



Îáñóæäåíèå

Ïî äàííûì öèòîôëóîðèìåòðèè, á*îëüøàÿ ÷àñòü
Lin(–)-ÑÊÊÌ (93 %) ýêñïðåññèðîâàëà àíòèãåí CD45. Ìè-
îãåííûé ïîòåíöèàë CD45-ïîëîæèòåëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê êàê ìûøå÷íîãî, òàê è êîñòíîìîçãîâîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, îïèñàí íåêîòîðûìè àâòîðàìè (McKinney-Freeman et
al., 2002; Cao et al., 2003; Shi, Garry, 2006).

Â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ ïî âíóòðèìû-
øå÷íîìó ââåäåíèþ ÑÊÊÌ, ýêñïðåññèðóþùèõ GFP (Ìè-
õàéëîâ è äð., 2006), ìû íàáëþäàëè GFP-ïîëîæèòåëüíûå
ÏÏÌÂ óæå ÷åðåç 2 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè. Ïðèñóòñò-
âèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ñâèäåòåëüñòâóåò î âêëþ-
÷åíèè ÿäåð ââåäåííûõ êëåòîê â ÏÏÌÂ ìûøåé mdx. Îäíà-
êî ïîñëå ââåäåíèÿ Lin(–)-ÑÊÊÌ ìûøåé C57BL/6 óâåëè-
÷åíèÿ äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ìû íå
íàáëþäàëè íè ÷åðåç 4, íè ÷åðåç 8 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòà-
öèè. Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè î òîì, ÷òî
âêëþ÷åíèå êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà â ÏÏÌÂ íåäîñòàòî÷íî
äëÿ óñèëåíèÿ ýêñïðåññèè äèñòðîôèíà (Chretien et al.,
2005). Îòñóòñòâèå ñèíòåçà äèñòðîôèíà â ìûøöàõ ìûøåé
mdx ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè â íèõ ÑÊÊÌ äèêîãî òèïà îò-
ìå÷åíî ìíîãèìè àâòîðàìè è, ïî ìíåíèþ îäíîãî èç íèõ
(Cossu, 2004), îòðàæàåò áëîêàäó ýêñïðåññèè ìûøå÷íûõ
ãåíîâ â ÿäðàõ äèêîãî òèïà, âêëþ÷èâøèõñÿ â ñîñòàâ ìó-
òàíòíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí. Òåì íå ìåíåå ÷åðåç 16 íåä
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ìû çàðåãèñòðèðîâàëè íàðàñòàíèå
äîëè ÏÏÌÂ, ñîäåðæàùèõ äèñòðîôèí. Óâåëè÷åíèå äîëè
äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ñâèäåòåëüñòâóåò î íà-
÷àëå ýêñïðåññèè ãåíà äèñòðîôèíà äîíîðñêèõ ÿäåð â ñîñòà-
âå ÏÏÌÂ ìûøåé mdx è ñîîòâåòñòâåííî îá óñèëåíèè äèô-
ôåðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ (Ìèõàéëîâ è äð., 1998).

Êðîìå òîãî, îá óñèëåíèè äèôôåðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ
ïîñëå âíóòðèìûøå÷íîé òðàíñïëàíòàöèè Lin(–)-ÑÊÊÌ
ñâèäåòåëüñòâóþò ñíèæåíèå äîëè ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ è íà-
ðàñòàíèå äîëè ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ
ÿäåð. Êðîìå òîãî, ïî íàøèì äàííûì, ïîñëå ââåäåíèÿ
ÑÊÊÌ ó ìûøåé mdx ïîÿâëÿåòñÿ òåíäåíöèÿ ê óâåëè÷åíèþ
ïëîùàäè ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ÏÏÌÂ íà÷èíàÿ ñ 4-é íåä
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, âíóòðèìûøå÷íàÿ òðàíñïëàíòàöèÿ
Lin(–)-ÑÊÊÌ äèêîãî òèïà óñèëèâàåò äèôôåðåíöèðîâêó
ÏÏÌÂ ìûøåé mdx, íî ñòàáèëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà
ÏÏÌÂ íåâîçìîæíà áåç âçàèìîäåéñòâèÿ ñ íåðâíîé ñèñòå-
ìîé è îáðàçîâàíèÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÍÌÑ. Ôîðìè-
ðîâàíèå ÍÌÑ òðåáóåò êîìïëåêñíîãî îáìåíà ñèãíàëàìè
ìåæäó ïðåñèíàïòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ìîòîðíûõ íåéðî-
íîâ è ìûøå÷íûìè âîëîêíàìè, âåäóùåãî ê íàêîïëåíèþ
áåëêîâ, âêëþ÷àÿ ÀÕÐ, â ïîñòñèíàïòè÷åñêîé ìûøå÷íîé
ìåìáðàíå (Kim et al., 2008). Ñõåìà ôîðìèðîâàíèÿ ïîñòñè-
íàïòè÷åñêîãî àïïàðàòà ÍÌÑ ïðåäïîëàãàåò, ÷òî íåðâíîå
îêîí÷àíèå îðãàíèçóåò äèôôåðåíöèðîâêó ïîñòñèíàïòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû, âûñâîáîæäàÿ ïðîòåîãëèêàí, íàçâàííûé
àãðèíîì. Íà ïîâåðõíîñòè ìûøå÷íîé òðóáî÷êè àãðèí àê-
òèâèçèðóåò ðåöåïòîð ñ òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ, íà-
çâàííîé ìûøå÷íî-ñïåöèôè÷åñêîé êèíàçîé (MuSK). Ôóí-
êöèîíèðîâàíèå MuSK âåäåò ê îáðàçîâàíèþ ñêîïëåíèé
ÀÕÐ è äðóãèõ ïîñòñèíàïòè÷åñêèõ êîìïîíåíòîâ ïóòåì àñ-
ñîöèàöèè ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì áåëêîì ðàïñèíîì (Sane,
Lichtman, 2001; Burden, 2002; Liyanage et al., 2002; Witze-
mann, 2006). Êðîìå òîãî, â ôîðìèðîâàíèè çðåëîãî ÍÌÑ
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå áåëêè, ñîñòàâëÿþùèå óòðîôèí (äèñò-
ðîôèí)-àññîöèèðîâàííûé êîìïëåêñ (Jacobson et al., 2001;
Banks et al., 2003).

Â ðåçóëüòàòå âûøåîïèñàííûõ ñîáûòèé ôîðìèðóåòñÿ
çðåëîå ÍÌÑ, êîòîðîå ó ìûøåé C57BL/6 ñîñòîèò èç íåñ-
êîëüêèõ êëàñòåðîâ ÀÕÐ. Ýòè êëàñòåðû èìåþò ôîðìó âåò-
âåé è îäíîðîäíî îêðàøèâàþòñÿ TMR-a-BTX. Ó ìûøåé
mdx ñòðóêòóðà ÍÌÑ íàðóøåíà, ÷òî âûðàæàåòñÿ â ðàñïàäå
áîëüøèõ êëàñòåðîâ ÀÕÐ íà áîëåå ìåëêèå è ïðèîáðåòåíèè
èìè ôîðìû îòäåëüíûõ îñòðîâêîâ, ó êîòîðûõ ïåðèôåðè÷å-
ñêàÿ ÷àñòü èíòåíñèâíî îêðàøåíà, à öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü
òåìíàÿ (Marques et al., 2007b). Êðîìå òîãî, ó ìûøåé mdx
íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå ÷èñëà è ãëóáèíû ïîñòñèíàïòè-
÷åñêèõ ñêëàäîê (Torres, Duchen, 1987; Banks et al., 2009).
Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ÍÌÑ ìûøåé mdx èìåþò íåêîòîðîå
ñõîäñòâî ñ ÍÌÑ íîðìàëüíûõ ìûøåé ïîñëå äåíåðâàöèè.
Òàê, ÀÕÐ â èííåðâèðîâàííûõ ìûøöàõ ìûøåé mdx äåãðà-
äèðóþò òàê æå, êàê ïðè äåíåðâàöèè (Xu, Salpeter, 1997).
Êðîìå òîãî, íåðâíûå òåðìèíàëè âëèÿþò íà ïðîñòðàíñò-
âåííóþ îðãàíèçàöèþ ÀÕÐ â äèñòðîôè÷åñêîé ìûøöå
(Marques et al., 2007b).

×åðåç 4 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ ðàñïðîñòðà-
íÿþòñÿ ìåæäó ÏÏÌÂ ðåöèïèåíòîâ êëåòîê, à ÿäðà ÑÊÊÌ
ïðîíèêàþò â ñàðêîïëàçìó ìûøå÷íûõ âîëîêîí ìûøåé
mdx (Ìèõàéëîâ è äð., 2006). Ïîýòîìó íàáëþäàåìûå ïðî-
ÿâëåíèÿ óñèëåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ ìûøåé mdx
÷åðåç 4 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ (óìåíüøåíèå
ãèáåëè ÏÏÌÂ, óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ÏÏÌÂ) ìîæíî îáú-
ÿñíèòü êàê ôóíêöèîíèðîâàíèåì ÿäåð ÑÊÊÌ â ñîñòàâå
ñàðêîïëàçìû âîëîêîí ìûøåé mdx, òàê è ïàðàêðèííûì
âëèÿíèåì ÑÊÊÌ, ëîêàëèçîâàííûõ â ìûøöå ìåæäó
ÏÏÌÂ. Â ýòî âðåìÿ ñíèæàåòñÿ ÷èñëî êëàñòåðîâ ÀÕÐ, ñî-
ñòàâëÿþùèõ ÍÌÑ, è óâåëè÷èâàåòñÿ èõ ïëîùàäü. Ïðè
ýòîì óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ êëàñòåðîâ ÀÕÐ íå ñîïðîâîæäà-
åòñÿ óâåëè÷åíèåì êàê âåëè÷èíû ïëîùàäè ÍÌÑ, òàê è
ñóììàðíîé ïëîùàäè êëàñòåðîâ ÀÕÐ. Ìîæíî çàêëþ÷èòü,
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Ðèñ. 5. Íåéðîìûøå÷íûå ñîåäèíåíèÿ íà ïðîäîëüíûõ ñðåçàõ ÷å-
òûðåõãëàâîé ìûøöû áåäðà ìûøåé C57BL/6 (à), ìûøåé mdx
êîíòðîëüíûõ (á), ÷åðåç 4 (â) è 16 (ã) íåä ïîñëå ââåäåíèÿ ÑÊÊÌ.

à — ó íîðìàëüíûõ ìûøåé C57BL/6 ÍÌÑ ñîñòîèò èç êëàñòåðîâ ÀÕÐ, èìå-
þùèõ ôîðìó ïðîòÿæåííûõ âåòâåé; á — ðàçðóøåíèå áîëüøèõ êëàñòåðîâ
ÀÕÐ â ÍÌÑ ìûøåé mdx íà áîëåå ìåëêèå, èìåþùèå ôîðìó îòäåëüíûõ
îñòðîâêîâ; â — ÷åðåç 4 íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ óìåíüøàåòñÿ
÷èñëî êëàñòåðîâ ÀÕÐ â ÍÌÑ è âîçðàñòàåò èõ ïëîùàäü; ã — ÷åðåç 16 íåä
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ ïëîùàäü êëàñòåðîâ ÀÕÐ âîçðàñòàåò, à èõ
êîëè÷åñòâî óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê ðîñòó îáùåé ïëîùàäè ÍÌÑ.

Îêðàñêà TMR-á-BTX. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 37.5 ìêì.



÷òî óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ êëàñòåðîâ ÀÕÐ â ðàííèõ ñðîêàõ
ïîñëå êëåòî÷íîé òåðàïèè ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ñëèÿíèÿ
ÀÕÐ â ïðîñòðàíñòâå ÍÌÑ. Íàèáîëåå âåðîÿòíî, ÷òî íà-
áëþäàåìîå íàìè óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ îòäåëüíûõ êëàñòå-
ðîâ ÀÕÐ íà 4-é íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÿâëÿåòñÿ ñëåä-
ñòâèåì ïàðàêðèííîãî âëèÿíèÿ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ è
ïðèæèâøèõñÿ â ìûøöå ÑÊÊÌ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò åäèíîé òî÷êè çðåíèÿ íà ïðè-
÷èíû íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû ÍÌÑ ó ìûøåé mdx. Åñòü
ìíåíèå (Kong, Anderson, 1999) î òîì, ÷òî äèñòðîôèí íå-
ïîñðåäñòâåííî âîâëå÷åí â îðãàíèçàöèþ áîëüøèõ àãðåãà-
òîâ ÀÕÐ èç ìàëåíüêèõ âî âðåìÿ ðåãåíåðàöèè ìûøöû,
õîòÿ îí íå òðåáóåòñÿ äëÿ èíèöèàöèè ïåðâè÷íîé êëàñòåðè-
çàöèè ÀÕÐ. Ïîýòîìó îòñóòñòâèå èìåííî äèñòðîôèíà âû-
çûâàåò íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû ÍÌÑ. Ïîêàçàíî, ÷òî ó ìû-
øåé mdx, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåí ìèíè-äèñòðîôèíà, ïðåä-
îòâðàùàþòñÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÍÌÑ è ïîòåðÿ
ïîñòñèíàïòè÷åñêèõ ñêëàäîê (Banks, 2009). Îäíàêî íåêî-
òîðûå àâòîðû ñ÷èòàþò, ÷òî äèñòðîôèí íåïîñðåäñòâåííî
íå âëèÿåò íà ðàñïðåäåëåíèå ÀÕÐ â ÍÌÑ (Marques et al.,
2007a) è ÷òî ÍÌÑ ìûøåé mdx èìåþò èçìåíåííóþ ñòðóê-
òóðó â ñâÿçè ñ ïîñòîÿííûìè öèêëàìè äåãåíåðàöèè—ðåãå-
íåðàöèè (Minatel et al., 2001).

Â íàøèõ îïûòàõ óëó÷øåíèå ñòðóêòóðû ÍÌÑ íà÷èíà-
åòñÿ íà 4-é íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ, êîãäà äîëÿ
äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ íàõîäèòñÿ íà óðîâíå
êîíòðîëüíûõ ìûøåé mdx. Â òî æå âðåìÿ âîçíèêàþùåå
íà 16-é íåä óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëàñòåðîâ ÀÕÐ è èõ ðàçìå-
ðîâ êîððåëèðóåò ñ óñèëåíèåì â ÏÏÌÂ ñèíòåçà äèñòðîôè-
íà. Â ñîîòâåòñòâèè ñ óïîìÿíóòîé âûøå ãèïîòåçîé (Cossu,
2004) ñëåäóåò ïðèçíàòü, ÷òî ìûøå÷íûå ãåíû â òðàíñïëàí-
òèðîâàííûõ ÿäðàõ íà÷èíàþò ôóíêöèîíèðîâàòü ñ 16-é íåä
ïîñëå ïîïàäàíèÿ â ìûøöû ðåöèïèåíòîâ. Íàøè äàííûå
ïîêàçûâàþò, ÷òî íà ðàííèõ ñðîêàõ òðàíñïëàíòàöèÿ ÑÊÊÌ
èíäóöèðóåò ñëèÿíèå êëàñòåðîâ ÀÕÐ, òîãäà êàê íà áîëåå
ïîçäíèõ ñðîêàõ â ìûøöàõ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå êàê
ðàçìåðîâ êëàñòåðîâ ÀÕÐ, òàê è èõ ÷èñëà.

Íàøè äàííûå íå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î ìîëåêó-
ëÿðíûõ ìåõàíèçìàõ ñâÿçè ñèíòåçà äèñòðîôèíà è óâåëè÷å-
íèÿ ðàçìåðîâ è êîëè÷åñòâà êëàñòåðîâ ÀÕÐ, à òàêæå èõ
ñáëèæåíèÿ íà 16-é íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÑÊÊÌ. Îíè
òîëüêî ïîêàçûâàþò, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà è ðàçìåðîâ êëà-
ñòåðîâ ÀÕÐ è èõ ñáëèæåíèå êîððåëèðóþò ñ óñèëåíèåì â
ìûøöå ñèíòåçà äèñòðîôèíà.

Òàêèì îáðàçîì, îäíîêðàòíàÿ âíóòðèìûøå÷íàÿ òðàíñ-
ïëàíòàöèÿ Lin(–)-ÑÊÊÌ äèêîãî òèïà âûçûâàåò ÷àñòè÷íîå
âîññòàíîâëåíèå ñòðóêòóðû ÍÌÑ ñêåëåòíûõ ìûøö ó ìó-
òàíòíûõ ìûøåé mdx, ïðèáëèæàÿ åå ê ñòðóêòóðå ÍÌÑ
ÏÏÌÂ íîðìàëüíûõ ìûøåé Ñ57BL/6. Óëó÷øåíèå ñòðóê-
òóðû íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé ìûøåé mdx ïîñëå êëå-
òî÷íîé òåðàïèè ÑÊÊÌ ïðîèñõîäèò íà ôîíå ðàçâèòèÿ äèô-
ôåðåíöèðîâêè ìóòàíòíûõ ÏÏÌÂ, êîòîðîå âûðàæàåòñÿ â
óñèëåíèè ýêñïðåññèè äèñòðîôèíà è óâåëè÷åíèè äîëè
ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð, à òàêæå â
óìåíüøåíèè äîëè ïîãèáøèõ ÏÏÌÂ. Âîññòàíîâëåíèå
ñòðóêòóðû ÍÌÑ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ îöåíêè óñïåõà
êëåòî÷íîé òåðàïèè ìóòàíòíûõ ÏÏÌÂ ó ìûøåé mdx.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêòû 05-04-46609 è 06-04-08338).
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STRUCTURE OF NEUROMUSCULAR JUNCTIONS AND DIFFERENTIATION
OF STRIATED MUSCLE FIBERS OF MDX MICE AFTER BONE MARROW STEM CELLS THERAPY

A. V. Sokolova,1 V. V. Zenin, V. M. Mikhailov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; 1 e-mail: avsokolova@inbox.ru

Mdx mice are a model of Duchenne muscular dystrophy caused by deficiency of dystrophin. Muscles of
mdx mice are characterized by high levels of striated muscle fibers death and, accordingly, by a high level of its
regeneration. Moreover, the structure of neuromuscular junctions in mdx mice is altered. Changes in the structu-
re of mdx mice neuromuscular junctions against a background of increasing differentiation of striated muscle fi-
bers after C57BL/6 Lin (–) bone marrow stem cells transplantation were investigated. The muscles were studied
in 4, 8, 16 and 24 weeks after transplantation. We observed that the level of striated muscle fibers loss was dec-
reased from the 4th week after transplantation of bone marrow stem cells. Accumulation of muscle fibers witho-
ut centrally located nuclei began from the 8th week, and dystrophin synthesis was increased at the 16th and 24th
weeks after bone marrow stem cells transplantation. Longitudinal sections of quadriceps muscles of mdx mice
showed decrease in the number of acetylcholine receptors clusters in neuromuscular junctions and a simultaneo-
us increase in acetylcholine receptor clusters area during the 4th week after transplantation. In 16 weeks after
bone marrow stem cells transplantation, total neuromuscular junction area was increased due to increase in the
area of acetylcholine receptors clusters and to increase in their number as well. Thus, single intramuscular trans-
plantation of C57BL/6 Lin (–) bone marrow stem cells induces an increase in differentiation of mdx mice stria-
ted muscle fibers and improves the structure of neuromuscular junctions.

K e y w o r d s: mdx mice, cell therapy, neuromuscular junctions, Lin (–) bone marrow stem cells.
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