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Êëåòêè ïîä÷åëþñòíîé ñëþííîé æåëåçû ìûøè â êóëüòóðå in vitro

Ïîëó÷åíà êóëüòóðà êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû ìûøè, ñîõðàíÿþùàÿ ñâîé ôåíîòèï ê 20-ìó ïàññà-
æó. Àíàëèç ãåòåðîãåííîé êóëüòóðû ñâèäåëüñòâóåò î íàëè÷èè íåñêîëüêèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ êëå-
òîê: ìåëêèõ ïëîòíî óïàêîâàííûõ êëåòîê êóáîâèäíîé, ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû è êðóïíûõ êëåòîê îêðóãëîé
ôîðìû. Êóëüòèâèðóåìûå â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ íåäåëü ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû ñïî-
ñîáíû ôîðìèðîâàòü òóáóëÿðíûå ñòðóêòóðû. Ïîêàçàíî, ÷òî èçó÷àåìàÿ íàìè êóëüòóðà ãëàíäóëîöèòîâ (êëå-
òîê æåëåçèñòîãî ýïèòåëèÿ) ïðåäñòàâëåíà êëåòêàìè K19(+) è NGF(+). Âàæíî îòìåòèòü òàêæå, ÷òî êàê èì-
ìóíîöèòîõèìè÷åñêè, òàê è ïðè ïîìîùè ÏÖÐ-àíàëèçà â èññëåäóåìîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè âûÿâëåíà ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè èíñóëèíà è ïðîèíñóëèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïîä÷åëþñòíàÿ ñëþííàÿ æåëåçà, ïîïóëÿöèÿ ãëàíäóëîöèòîâ â êóëüòóðå, ïðîèí-
ñóëèí, èíñóëèí.

Òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ, êëåòî÷íî-çàìåùàþùèå òåõ-
íîëîãèè è êëåòî÷íûå òðàíñïëàíòàöèè, ïðèìåíÿåìûå äëÿ
âîññòàíîâëåíèÿ òêàíåâûõ äåôåêòîâ, ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç
ñàìûõ ïåðñïåêòèâíûõ è ðàçâèâàþùèõñÿ íàïðàâëåíèé â
ñîâðåìåííîé ìåäèöèíå. Â êà÷åñòâå çàìåùàþùåãî ìàòåðè-
àëà íàèáîëåå îïòèìàëüíûì ñ÷èòàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê, êîòîðûå ñïîñîáíû
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè ðàçëè÷íûõ òèïîâ òêàíåé.
Òàê, ñîãëàñíî íåêîòîðûì äàííûì, ïðèâåäåííûì â ëèòåðà-
òóðå, ìóëüòèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà
íå òîëüêî ïðîÿâëÿþò ïîòåíöèè ê òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå,
íî è îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê âîññòàíîâëåíèþ äðóãèõ
íåãåìîïîýòè÷åñêèõ îðãàíîâ, âêëþ÷àÿ ñëþííûå æåëåçû
(Lombaert et al., 2006). Âî èçáåæàíèå âîçìîæíûõ èììóí-
íûõ êîíôëèêòîâ â êëåòî÷íîé òåðàïèè äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ
ðàçëè÷íûõ òèïîâ òêàíåé íàèáîëåå àäåêâàòíûì ÿâëÿåòñÿ
èñïîëüçîâàíèå òêàíåñïåöèôè÷íûõ àóòîëîãè÷íûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (Lombaert et al., 2008). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
âî âñåì ìèðå ïðîâîäÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ, ñâÿçàííûå ñ ïîèñ-
êîì íîâûõ ñïîñîáîâ ïîëó÷åíèÿ, êóëüòèâèðîâàíèÿ è íàðà-
ùèâàíèÿ äîíîðñêîãî êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà in vitro, èçó÷å-
íèåì ìåõàíèçìîâ äèôôåðåíöèðîâêè è ñïîñîáîâ ñîçäàíèÿ
ñïåöèôè÷åñêèõ òêàíåâûõ òðàíñïëàíòàòîâ äëÿ èõ äàëüíåé-
øåãî èñïîëüçîâàíèÿ â ìåäèöèíå.

Èññëåäîâàíèþ ñëþííûõ æåëåç ìëåêîïèòàþùèõ ïî-
ñâÿùåíî íåìàëî ðàáîò (Carson et al., 1982; Áðîäñêèé, Íå-
÷àåâà, 1988; Ïîãîäèíà è äð., 1989; Ãâàçàâà è äð., 1991;
Burford-Mason et al., 1993; Gresik, 1994; Takahashi et al.,
2000, 2004; Controneo et al., 2008, è äð.). Èçâåñòíî, ÷òî
ñëþííûå æåëåçû ìëåêîïèòàþùèõ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â
îáìåííûõ ïðîöåññàõ, âûïîëíÿÿ ýêçîêðèííóþ è ýíäîêðèí-
íóþ ôóíêöèè â îðãàíèçìå (Áàáàåâà, Øóáíèêîâà, 1979). Â
íèõ ñèíòåçèðóåòñÿ è íàêàïëèâàåòñÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî
ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå èíñóëèíîïîäîáíûé áåëîê
(Øóáíèêîâà è äð., 1980; Shubnikova et al., 1984; Gresik et

al., 1996). Èçâåñòíî, ÷òî ïîä÷åëþñòíûå æåëåçû âçðîñëûõ
æèâîòíûõ ñîñòîÿò èç êëåòîê ïÿòè îòäåëîâ: àöèíóñîâ,
âñòàâî÷íûõ, ãðàíóëÿðíûõ, èñ÷åð÷åííûõ è ýêñêðåòîðíûõ
ïðîòîêîâ. Ðåãåíåðàöèÿ æåëåçû ïðè åå ïîâðåæäåíèè ïðî-
èñõîäèò çà ñ÷åò ïðåäïîëàãàåìûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, êîòî-
ðûå íàõîäÿòñÿ â ïðîòîêîâîé ÷àñòè (Takahashi et al., 2000,
2004).

Ïîêàçàíî, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè òêàíåé ýíòîäåðìàëü-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (îâàëüíûå êëåòêè ïå÷åíè, ïðîãåíè-
òîðíûå êëåòêè ýïèòåëèÿ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è êëåò-
êè — ïðåäøåñòâåííèêè ñëþííûõ æåëåç) èìåþò ñõîäñòâî
â ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðàõ è òêàíåâîé ëîêàëèçàöèè (Hisa-
tomi et al., 2004). Îñîáûé èíòåðåñ âûçûâàþò ðåçóëüòàòû
èññëåäîâàíèé, ïðîâåäåííûõ íà êóëüòóðå êëåòîê ñëþííûõ
æåëåç, ïîñêîëüêó îíè ñóùåñòâåííû äëÿ ñîâðåìåííûõ ìå-
òîäîâ êëåòî÷íîé èíæåíåðèè (Sugito et al., 2004; Joraku et
al., 2005). Îäíàêî äàííûõ î ìåòîäàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû íåäîñòàòî÷íî.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àåòñÿ â ðàçðàáîòêå ìî-
äåëè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû
ìûøè è èçó÷åíèè ïîïóëÿöèè ýòèõ êëåòîê in vitro.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëà êóëüòóðà êëå-
òîê, ïîëó÷åííàÿ èç ïðîòîêîâ ïîä÷åëþñòíûõ æåëåç èíá-
ðåäíûõ ìûøåé ëèíèè C57Bl/6 (ñàìöû, 8—12 íåä).

Ï î ë ó ÷ å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê
ï î ä ÷ å ë þ ñ ò í î é æ å ë å ç û. Ïîä÷åëþñòíûå æåëåçû îò-
äåëÿëè îò ñîåäèíèòåëüíîòêàííîé êàïñóëû è ïðîìûâà-
ëè â ðàñòâîðå Õýíêñà c äîáàâëåíèåì ãåíòàìèöèíà
(0.16 ìêã/ìë). Òêàíü èçìåëü÷àëè ñ ïîìîùüþ ãëàçíûõ íîæ-
íèö è ïîäâåðãàëè ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå êîëëàãåíà-
çîé IV (0.4 ìã/ìë; Sigma, ÑØÀ). Ãîìîãåíèçèðîâàííóþ
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òêàíü ïðîìûâàëè õîëîäíûì ðàñòâîðîì Õýíêñà è çàòåì
êðàòêîâðåìåííûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì (30 ñ 400 g) 3 ðà-
çà îòìûâàëè êëåòêè ñðåäîé ñ àíòèáèîòèêàìè. Îñàäîê ñ
êëåòêàìè ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå F12 (90 %; HyClone,
Âåëèêîáðèòàíèÿ) ñ äîáàâëåíèåì ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðî-
âû (10 %; ÁèîËîò, Ðîññèÿ), 2 ìÌ L-ãëþòàìèíà (Sigma,
ÑØÀ) è ïðîïóñêàëè ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð. Ñóñïåí-
çèþ êëåòîê â êîíöåíòðàöèè 300 òûñ./ìë âûñåâàëè â êóëü-
òóðàëüíûé ôëàêîí, ïðåäâàðèòåëüíî ñîðáèðîâàíûé êîëëà-
ãåíîì 1-ãî òèïà. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñìåñè ñðåä
ÄÌÅÌ/F12 (1 : 1) c äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷åé ñûâîðîòêè, 4 ìÌ L-ãëþòàìèíà, ýïèäåðìàëüíîãî
ôàêòîðà ðîñòà (10 íã/ìë; Sigma, ÑØÀ), èíñóëèíà
(5 ìêã/ìë; Sigma, ÑØÀ), òðàíñôåððèíà (5 ìêã/ìë; Sigma,
ÑØÀ), ñåëåíèòà (5 ìêã/ìë; Sigma, ÑØÀ) (ITS), ïåíèöèë-
ëèíà (100 åä./ìë) è ñòðåïòîìèöèíà (100 ìêã/ìë) ïðè 37 °C
è 5 % CO2. Â ïåðâûé ðàç ñðåäó ìåíÿëè ÷àñòè÷íî ÷åðåç
5 ñóò, à çàòåì ÷åðåç êàæäûå 3 ñóò. Ïðè äîñòèæåíèè êîíô-
ëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ êëåòêè ïàññèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ðàñòâîðà òðèïñèíà—âåðñåíà (1 : 2; Áèîëîò, Ðîññèÿ).

È ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Äëÿ èì-
ìóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ìîíîñëîéíóþ êóëü-
òóðó êëåòîê ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì
(PFA) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 20 ìèí. Ïî-
ñëå ôèêñàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áó-
ôåðîì (PBS) è ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â 0.5%-íîì ðàñòâîðå
Òriton X-100 â òå÷åíèå 30 ìèí. Äëÿ óìåíüøåíèÿ íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì ñûâîðîòêó æèâîò-
íûõ, èç êîòîðûõ áûëè ïîëó÷åíû âòîðûå àíòèòåëà. Èíêó-
áàöèþ ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 18 ÷
ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ïðîìûâêè êëåòîê â PBS íàíîñèëè âòîðûå
àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðîõðîìîì (FITS, Ale-
xa, Molecular Probes, ÑØÀ) íà 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ öèòîêåðà-
òèíà 19, ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ (NGF) è âûñîêîñïåöèôè÷-
íûå àíòèòåëà ê ïðîèíñóëèíó è èíñóëèíó (Novus
Biologicals, Inc; R&D Systems, Inñ). Äàííûå àíòèòåëà íå
âñòóïàþò â ïåðåêðåñòíóþ ðåàêöèþ ñ NGF. Âîçìîæíîñòü
íåñïåöèôè÷åñêèõ ðåàêöèé áûëà òàêæå èñêëþ÷åíà â êîíò-
ðîëüíûõ îïûòàõ ñ ýòèìè àíòèòåëàìè. Äëÿ âûÿâëåíèÿ â
êëåòêàõ F-àêòèíà èñïîëüçîâàëè ôàëëîèäèí, ìå÷åííûé
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì. Ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè
è ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêî-
ïà Leica DM RXA2 c ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì Leica
LCS è (èëè) ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica DM
RXA, îñíàùåííîãî íàáîðîì ñâåòîôèëüòðîâ è ôîòîêàìå-
ðîé Olympus DP70.

Ï Ö Ð - à í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à. Âûäåëåíèå òî-
òàëüíîé ÐÍÊ (òÐÍÊ) èç êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû
ìûøè ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ TRI(r) Reagent (Sigma, ÑØÀ)

ïî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Èç òÐÍÊ âûäåëÿëè
ìÐÍÊ, èñïîëüçóÿ ìàãíèòíûå ÷àñòèöû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ).
Ñèíòåç ïåðâîé öåïè êÄÍÊ ïðîâîäèëè íà ìÐÍÊ ñ ïî-
ìîùüþ ôåðìåíòà Ì-MLV îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, ãåê-
ñàíóêëåîòèäîâ è ïðàéìåðà îëèãî-ä(Ò)18 (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ).
Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ïðàéìåðîâ äëÿ ïîëèìåðàçíîé öåï-
íîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) àíàëèçèðîâàëè äàííûå î ñòðóêòóðå èñ-
ñëåäóåìîãî ãåíà, èñïîëüçóÿ áàçó äàííûõ Íàöèîíàëüíîãî
öåíòðà áèîòåõíîëîãè÷åñêîé èíôîðìàöèè (NCBI BLAST,
GeneBank, ÑØÀ) è êîìïüþòåðíóþ ïðîãðàììó DNAStar.
ÏÖÐ ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ïðàéìåðàìè ïðîâîäèëè íà ìàò-
ðèöå êÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ColoredTag-ïîëèìåðà-
çû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ) íà àìïëèôèêàòîðå Mastercycler (Ep-
pendorf, Ãåðìàíèÿ). Ñòðóêòóðû ïðàéìåðîâ, à òàêæå óñëî-
âèÿ àìïëèôèêàöèè ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Óðîâåíü
ýêñïðåññèè ãåíà îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ
ïîëîñ, ïîëó÷åííûõ ïðè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîì ðàçäåëåíèè
ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå ñ áðîìèñòûì
ýòèäèåì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èçîëèðîâàííûå êëåòêè ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû, íàõî-
äÿñü â ñóñïåíçèè, îáðàçóþò àãðåãàòû, âîêðóã êîòîðûõ
ïëàâàþò îäèíî÷íûå êëåòêè. Ðàíåå áûëî îòìå÷åíî (Lom-
bàert et al., 2008), ÷òî ýòè ñêîïëåíèÿ èëè, êàê èõ íàçûâàþò,
ñàëèñôåðû ñîäåðæàò êëåòêè, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ìàð-
êåðû ñòâîëîâûõ êëåòîê Sca-1, c-Kit è Musashi-1. Êðîìå
òîãî, ýòè êëåòêè îáëàäàþò áîëüøîé ïîòåíöèåé è ñïîñîá-
íû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ïðîòîêîâûå êëåòêè ñëþííûõ
æåëåç è ìóöèí- èëè àìèëàçàïðîäóöèðóþùèå àöèíàðíûå
êëåòêè. Ïîäîáíûå cêîïëåíèÿ îïèñàíû â êóëüòóðå êåðàòè-
íîöèòîâ ÷åëîâåêà êàê «ìåëêèå àãðåãàòû» (Âîðîòåëÿê
è äð., 2005). Ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì, ÷åðåç 5—7 äíåé ýòè
ñêîïëåíèÿ íà÷èíàþò ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ñóáñòðàòó, îáåñ-
ïå÷èâàÿ æèçíåñïîñîáíîñòü ñóáñòðàòçàâèñèìûõ êëåòîê
æåëåçèñòîãî ýïèòåëèÿ (ãëàíäóëîöèòîâ). Ïðèêðåïèâøèåñÿ
êëåòêè íà÷èíàþò ðàñòè è äåëèòüñÿ, îáðàçóÿ ïëàñòû ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê. Îáðàçîâàíèå ïëàñòîâ, òàê íàçûâàåìûõ
êëàñòåðîâ, â êóëüòóðå îòðàæàåò òåíäåíöèþ ê ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè (Òåðñêèõ è äð., 2003). Â èçó÷àåìîé íàìè êëå-
òî÷íîé êóëüòóðå íàðÿäó ñ ïëîòíî óïàêîâàííûìè êëåòêà-
ìè êóáîâèäíîé èëè ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû â öåíòðå ïëàñ-
òà, ïî ïåðèôåðèè âèäíû õîðîøî ðàñïëàñòàííûå âûòÿíó-
òûå êëåòêè ñ îòðîñòêàìè. Ñ ïîìîùüþ ýòèõ îòðîñòêîâ
êëåòêè áëèçëåæàùèõ êëàñòåðîâ îáúåäèíÿþòñÿ è îáðàçóþò
êîíôëþýíòíûé ñëîé ÷åðåç 3 íåä ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Îäèíî÷íûå êëåòêè, ïðèñóòñòâóþùèå â ïåðâûå äíè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, ëèáî âõîäÿò â ñîñòàâ àãðåãàòîâ, ëèáî ïîãè-
áàþò. Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, êóëüòóðà êëåòîê ïîä÷å-
ëþñòíîé ñëþííîé æåëåçû ñîñòîèò èç áîëüøîãî êîëè÷åñò-
âà ãåòåðîãåííûõ êëåòîê: î÷åíü ìåëêèõ, êîòîðûå ìîãóò
áûòü ñòâîëîâûìè, è êðóïíûõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïî ðàçìå-
ðàì äèôôåðåíöèðîâàííûì ýëåìåíòàì. Â ñâîèõ ðàáîòàõ
Âîðîòåëÿê ñ ñîàâòîðàìè (2006) îïèñûâàëè ïîäîáíûå ýëå-
ìåíòû äëÿ ïîïóëÿöèè êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà. Êóëüòèâè-
ðóåìûå êëåòêè ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû ìûøè â ìîíîñëîå
ïëîòíî ïðèêðåïëåíû ê ñóáñòðàòó, îáëàäàþò âûñîêîé àäãå-
çèåé è âûðàæåííîé æèçíåñïîñîáíîñòüþ. Îíè ëåãêî ïåðå-
íîñÿò èçìåíåíèå ñîñòàâà ñðåäû, â êîòîðîé ðàñòóò, è ìîãóò
îáõîäèòüñÿ áåç ñûâîðîòêè è äîáàâîê ñðåäû (ITS). Ïðè íà-
áëþäåíèè çà ðîñòîì ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû ïîñëå 2-ãî è
3-ãî ïàññàæåé â íåêîòîðûõ ó÷àñòêàõ îáíàðóæèâàþòñÿ
ñêîïëåíèÿ êëåòîê â âèäå êîëîñêà. Âïîñëåäñòâèè èç íèõ
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Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ
äëÿ ÏÖÐ-àíàëèçà

Ãåí
Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòü ïðàéìåðà
Ðàçìåð ÏÖÐ-ôðàã-

ìåíòà, í. ï.

Èíñóëèí 1 5R atggccctgtggatgcgctt 3R
5R tagttgcagtagttctccagct 3R 249

Èíñóëèí 2 5R atggccctgtggatccgctt 3R

5R tagttgcagtagttctccagct 3R 331

HPRT 5R gctggtgaaaaggacctct 3R

5R cacaggactagaacacctgc 3R 209
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Ðèñ. 1. Êóëüòóðà êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé ñëþííîé æåëåçû ìûøè.

à — êîíôëþýíòíûé ìîíîñëîé, á — ôîðìèðîâàíèå òóáóëÿðíûõ ñòðóêòóð.

Ðèñ. 2. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ êóëüòóðû êëåòîê, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôàëëîèäèíà (êðàñíîå ñâå÷åíèå).

à — òðåõìåðíîå èçîáðàæåíèå ïîëîãî îáðàçîâàíèÿ â ìîíîñëîå êëåòîê (ñòðåëêà), á — îñíîâàíèå ïîëîãî îáðàçîâàíèÿ, â — àïèêàëüíàÿ ÷àñòü ïîëîñòè.
ßäðà îêðàøåíû Hoechst 33342 (ñèíåå ñâå÷åíèå).

Ðèñ. 3. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ Keratin19 (à) è ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ — NGF (á) êëåòîê, âûäå-
ëåííûõ èç ïîä÷åëþñòíîé ñëþííîé æåëåçû ìûøè.



ôîðìèðóþòñÿ òóáóëÿðíûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 1). Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî îáðàçîâàíèå òàê íàçûâàåìûõ òðóáî÷åê ïðîèñ-
õîäèò áåç âëèÿíèÿ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê (êëåòêè ðàñòóò íå
íà ôèäåðíîì ñëîå). Òàêèå ïñåâäîæåëåçèñòûå ñòðóêòóðû
îïèñàíû äëÿ îðãàííîé êóëüòóðû ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû
ìûøè (Wigley, Franks, 1976). Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì,
ïîëó÷åííûì ïðè ñêàíèðîâàíèè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðî-
ñêîïå, ïîäîáíûå ñòðóêòóðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîëûå
îáðàçîâàíèÿ (ðèñ. 2).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî (Wigley, Franks, 1976), ÷òî ïîëó-
÷åííàÿ ïðè îðãàííîì êóëüòèâèðîâàíèè ýïèòåëèàëüíàÿ
ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà æèâåò 6 ìåñ è íå ïðåòåðïåâàåò ïàññè-

ðîâàíèÿ, ïîñêîëüêó âòîðè÷íàÿ êóëüòóðà áûñòðî çàðàñòàåò
ìåçåíõèìíûìè êëåòêàìè. Ìû ïîëó÷èëè êóëüòóðó êëåòîê,
êîòîðàÿ, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ àäãåçèþ, õîðîøî ïåðåñåâà-
åòñÿ è ñîõðàíÿåò ñâîé ôåíîòèï ê 20-ìó ïàññàæó (äàëåå èñ-
ñëåäîâàíèÿ íå ïðîâîäèëè). Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðà-
øèâàíèå êóëüòóðû êëåòîê íà ìàðêåðû ýïèòåëèàëüíûõ
ïðîòîêîâûõ êëåòîê K18 è K19 (ðèñ. 3) ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî èçó÷àåìàÿ êóëüòóðà êëåòîê ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ýïèòåëèé ïðîòîêîâ ñëþííîé æåëåçû. Ïîêàçàíî, ÷òî äèô-
ôåðåíöèðóþùèåñÿ K19-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè ñîîòâåò-
ñòâóþò ýíäîêðèííûì ïðåäøåñòâåííèêàì, èìåþùèì ïðî-
òîêîâîå ïðîèñõîæäåíèå (Blyszczuk et al., 2004; Naujok et
al., 2008). À òàêæå, ó÷èòûâàÿ äàííûå (×åðìíûõ è äð.,
2007) î êåðàòèíå 19 êàê ìàðêåðå ñòâîëîâûõ êëåòîê ýïè-
äåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ïîëó÷åííàÿ íàìè êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ òàêæå îáëàäàåò
ïîòåíöèåé ê äèôôåðåíöèðîâêå. Îäíàêî ýòîò âîïðîñ îñòà-
åòñÿ íå äî êîíöà èçó÷åííûì è òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëå-
äîâàíèé. Èçâåñòíî, ÷òî ñëþííûå æåëåçû ìëåêîïèòàþùèõ
ïðîäóöèðóþò áîëüøîå êîëè÷åñòâî áèîëîãè÷åñêè àêòèâ-
íûõ âåùåñòâ (Gresik et al., 1996; Egea et al., 2000). Òàê, ó
ìûøåé ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ìëåêîïèòàþùèìè ñîäåð-
æàíèå ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ â êëåòêàõ ïîä÷åëþñòíîé æå-
ëåçû â òûñÿ÷è ðàç ïðåâûøàåò åãî ëîêàëèçàöèþ â äðóãèõ
òêàíÿõ (Carson et al., 1982). Ýòè äàííûå õîðîøî ñîãëà-
ñóþòñÿ ñ èíòåíñèâíûì îêðàøèâàíèåì ïîëó÷åííîé íàìè
êóëüòóðû êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû íà àíòèòåëà ïðî-
òèâ ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ (ðèñ. 4).

Âîïðîñ î âíåïàíêðåàòè÷åñêîé âûðàáîòêå èíñóëèíà
èëè ðîäñòâåííîãî åìó âåùåñòâà äèñêóòèðóåòñÿ äîâîëüíî
äàâíî. Õîòÿ ðàäèîèììóíîàíàëèòè÷åñêèì (ÐÈÀ) ìåòîäîì
èíñóëèí îáíàðóæåí âî ìíîãèõ îðãàíàõ è òêàíÿõ ìëåêîïè-
òàþùèõ (Rosenzweig et al., 1980), èììóíîöèòîõèìè÷åñêè
îí âûÿâëÿåòñÿ äàëåêî íå âî âñåõ èç íèõ (Øóáíèêîâà è äð.,
1980). Ïðèñóòñòâèå è ñèíòåç ýòîãî ãîðìîíà óñòàíîâëåíû
ïîìèìî ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû ëèøü â êëåòêàõ èñ÷åð÷åí-
íûõ ïðîòîêîâ ñëþííûõ îêîëîóøíûõ æåëåç êðûñû è ÷åëî-
âåêà (Murakami et al., 1982; Smith, Patel, 1984). Íàëè÷èå
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Ðèñ. 4. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ïðîèíñóëèíà (à) è èíñóëèíà (â) â êóëüòóðå êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé ñëþííîé æåëåçû
ìûøè.

ßäðà êëåòîê îêðàøåíû Hoechst 33342 (á, ã).

Ðèñ. 5. ÏÖÐ-àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ èíñóëèí 1
è èíñóëèí 2 â êóëüòóðå êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé ñëþííîé æåëåçû

ìûøè.

êÄÍÊ îòíîðìèðîâàíû ïî HPRT (Hypoxanthine Phosphoribosyltrans-
ferase).



èíñóëèíà äîêàçàíî â íåêîòîðûõ îòäåëàõ ãîëîâíîãî ìîçãà,
îäíàêî âîïðîñ î åãî ñèíòåçå â íåðâíûõ êëåòêàõ îêîí÷à-
òåëüíî íå ðåøåí (Øóáíèêîâà, Ïîãîäèíà, 2000). Â ñâîåé
ðàáîòå ìû ïðîâåëè èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè èíñóëèíà è
íàëè÷èÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà â êóëüòóðå êëåòîê ïîä-
÷åëþñòíîé æåëåçû ìûøè. Äàííûå ïî èììóíîöèòîõèìè-
÷åñêîìó îêðàøèâàíèþ èçó÷àåìîé íàìè êóëüòóðû êëåòîê
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷íûõ
àíòèòåë ïîêàçàíî íàëè÷èå áåëêîâ èíñóëèíà è åãî ïðåäøå-
ñòâåííèêà ïðîèíñóëèíà â êóëüòèâèðóåìûõ ãëàíäóëîöè-
òàõ. Ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõèìèè áûëè ïîäòâåðæäåíû
ìåòîäîì ÏÖÐ-àíàëèçà. Â êóëüòóðå êëåòîê ïîä÷åëþñòíîé
ñëþííîé æåëåçû áûëè îáíàðóæåíû òðàíñêðèïòû èíñóëè-
íà I è èíñóëèíà II, îäíàêî óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà, êîäè-
ðóþùåãî èíñóëèí I, áûë âûøå (ðèñ. 5). Òàêèì îáðàçîì,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êóëüòèâèðóåìûå in vitro êëåòêè
ïîä÷åëþñòíîé æåëåçû ñïîñîáíû ñèíòåçèðîâàòü è íàêàï-
ëèâàòü èíñóëèí.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìíîãî âíèìàíèÿ ñîñðåäîòî÷åíî íà
ïîèñêå íîâîãî èñòî÷íèêà èíñóëèíïðîäóöèðóþùèõ êëå-
òîê. Ïîèñê âêëþ÷àåò â ñåáÿ èçó÷åíèå ïîòåíöèàëà êàê ýìá-
ðèîíàëüíûõ, òàê è âçðîñëûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è èõ òðàíñ-
äèôôåðåíöèàöèþ â ñòîðîíó ñèíòåçà èíñóëèíà (Weir et al.,
2004). Çà ïîñëåäíèå 30 ëåò óðîâåíü çàáîëåâàåìîñòè ñàõàð-
íûì äèàáåòîì äîñòèã ýïèäåìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé, è ÷èñ-
ëî áîëüíûõ ïîñòîÿííî óâåëè÷èâàåòñÿ. Åæåãîäíî áîëüøîå
êîëè÷åñòâî îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ ñ ëîêàëèçàöèåé îïó-
õîëåé â îáëàñòè ãîëîâû è øåè â ðåçóëüòàòå îáëó÷åíèÿ ïî-
ëó÷àþò ñèíäðîì ãèïîñàëèâàöèè ñëþííûõ æåëåç (Vissinñ
et al., 2003). Âñå âûøåñêàçàííîå ñâèäåòåëüñòâóåò î ñâîå-
âðåìåííîñòè è àêòóàëüíîñòè äàííîé ðàáîòû.

Èòàê, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âû-
âîä î òîì, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå in vitro êëåòîê ïîä÷åëþ-
ñòíîé æåëåçû âîçìîæíî. Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ïîòåíöèà-
ëà ýòèõ êëåòîê îòêðûâàåò íîâûå ïåðñïåêòèâû â ñòðàòåãèè
ïðîèçâîäñòâà èíñóëèíïðîäóöèðóþùèõ êëåòîê äëÿ b-êëå-
òî÷íîé çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè ïðè ëå÷åíèè äèàáåòà, à
òàêæå äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ èõ â ñîâðåìåííûõ ìåòîäàõ òêà-
íåâîé èíæåíåðèè.
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STUDY OF CELL CULTURE OF MOUSE SUBMANDIBULAR SALIVARY GLAND IN VITRO
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Cell culture keeping its phenotype till the 20th passage was obtained from mouse submandibular salivary
glands. The analysis of the heterogeneous culture showed that there were some morphological types of cells:
densely packed small cells that had cuboidal or polygonal form and also large round cells. Epithelial cells of
submandibular gland cultured during several weeks were able to form tubular strucures. It was shown that glan-
dulocyte culture was presented by K19-positive and NGF-positive cells. It is important to note that expression of
genes coding proinsulin and insulin was detected by immunocytochemical staining and by PCR as well.

K e y w o r d s: submandibular salivary glands, mouse, population of glandulocytes in culture, proinsulin, in-
sulin.
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