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Ì. Ðàéäàí, Í. À. Øóáèí è äð.
Óñòîé÷èâîñòü ê äåéñòâèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà

Íà îñíîâå ðàíåå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ îá óñòîé÷èâîñòè ê õîëîäó ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè êå-
ðàòèíîöèòîâ â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè èõ äèôôåðåíöèðîâêè èçó÷àëè in vitro óñòîé÷èâîñòü ñòðîìàëüíûõ
êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) êðûñ ê õîëîäó äî è ïîñëå èõ äèôôåðåíöèðîâêè â àäèïîãåííîì èëè îñòåî-
ãåííîì íàïðàâëåíèè. Ïîêàçàëè, ÷òî ÑÊÊÌ ïîñëå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè íàèìåíåå óñòîé÷èâû ê
âîçäåéñòâèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ïîñëóæèòü îñíîâîé äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷å-
íèÿ ïðîöåññîâ è ìåõàíèçìîâ, âëèÿþùèõ íà óñòîé÷èâîñòü ÑÊÊÌ ê õîëîäó â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè èõ
äèôôåðåíöèðîâêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÑÊÊÌ, àäèïîöèòàðíàÿ è îñòåîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, íèçêàÿ òåìïåðàòóðà.

Ïðè âîçäåéñòâèè õîëîäîì íà îðãàíû è òêàíè îðãàíèç-
ìà èññëåäîâàòåëè îáðàòèëè âíèìàíèå íà ñïåöèôè÷åñêóþ
ðåàêöèþ êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ. Àâòîðû, èçó÷àâøèå âëèÿ-
íèå íèçêèõ òåìïåðàòóð íà äåñòðóêöèþ êëåòîê, çàìåòèëè,
÷òî îïòèìàëüíàÿ ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ äëÿ êëåòîê ðàçëè÷-
íûõ òèïîâ ðàçëè÷íà (McGrath, 1974; Mazur, 1977; Tery-
man, 1974). Ïî èõ ìíåíèþ, ýòè ðàçëè÷èÿ ìîãëè çàâèñåòü
îò ðàçìåðà êëåòêè, ãåîìåòðèè åå ïîâåðõíîñòè, ñîäåðæàíèÿ
â íåé âîäû è ïðîíèöàåìîñòè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí.
Ñîâðåìåííûå èññëåäîâàòåëè ñòàëè èçó÷àòü ïðîöåññû ýíò-
ðîïèè, ïðåäïîëàãàÿ, ÷òî îíè ìîãóò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà
óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê âîçäåéñòâèþ õîëîäîì (Wolf, 2002).
Ýòî ïðåäïîëîæåíèå îñòàåòñÿ è â íàñòîÿùåå âðåìÿ, à âñå
îñíîâíûå ïîäõîäû ê ëå÷åíèþ áîëåçíåé ñ ïîìîùüþ êðèî-
õèðóðãèè ñôîðìèðîâàëèñü íà îñíîâå äàííûõ êëàññè÷å-
ñêîé êðèîáèîëîãèè è ìåòîäîâ, ðàçðàáîòàííûõ äëÿ êðèî-
êîíñåðâàöèè êëåòîê. Êîíêðåòíûå ìåõàíèçìû óñòîé÷èâî-
ñòè êëåòîê è òêàíåé îðãàíèçìà â ïðîöåññå èõ îõëàæäåíèÿ
îñòàþòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåÿñíûìè è òðåáóþò ñèñòå-
ìàòè÷åñêîãî èçó÷åíèÿ.

Ðàíåå ìû èññëåäîâàëè óñòîé÷èâîñòü ê äåéñòâèþ íèç-
êèõ òåìïåðàòóð êåðàòèíîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêà-
çàëè, ÷òî ñòâîëîâûå è òðàíçèòîðíûå êëåòêè ïðè îïòè-
ìàëüíûõ ðåæèìàõ îõëàæäåíèÿ äåéñòâèòåëüíî îáëàäàþò
áîëüøåé óñòîé÷èâîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê äèôôåðåíöèðî-
âàííûå ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ ãèáíóò (Ðàéäàí è äð., 2011),
÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèÿìè êðèîõèðóðãîâ î õàðàê-
òåðå âëèÿíèÿ íèçêèõ òåìïåðàòóð íà êîæó ÷åëîâåêà. Äàëåå
âñòàë âîïðîñ î òîì, ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ ëè âûÿâëåííàÿ çà-
êîíîìåðíîñòü íà äðóãèå êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè, èëè îíà ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé
òîëüêî äëÿ êåðàòèíîöèòîâ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷å-
íèþ óñòîé÷èâîñòè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà

(ÑÊÊÌ) ê íèçêèì òåìïåðàòóðàì äî è ïîñëå èõ äèôôåðåí-
öèðîâêè â àäèïîãåííîì èëè îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòðî-
ìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè
èõ äèôôåðåíöèðîâêè òàêæå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñòåïåíè èõ
óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ õîëîäà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å Ñ Ê Ê Ì ê ð û ñ û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâà-
ëè áåñïîðîäíûõ êðûñ 2-ìåñÿ÷íîãî âîçðàñòà. Æèâîòíûõ
óñûïëÿëè ñ ïîìîùüþ ýôèðà, óìåðùâëÿëè ðàñòÿãèâàíèåì
ïîçâîíî÷íèêà è ñòåðèëèçîâàëè â 70%-íîì ñïèðòå â òå÷å-
íèå 10—15 ìèí. Äëÿ âûäåëåíèÿ êîñòíîãî ìîçãà áðàëè
áåäðåííûå êîñòè. Ïðîìûâàëè èõ â ôîñôàòíîì áóôåðå
(PBS) áåç êàëüöèÿ è ìàãíèÿ ñ äîáàâëåíèåì ãåíòàìèöèíà
(Invitrogen, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë,
îòñåêàëè ýïèôèçû è îñòîðîæíî âûìûâàëè êîñòíûé ìîçã
ïðè ïîìîùè øïðèöà ñ èãëîé 23G. Äëÿ âûäåëåíèÿ ÿäðîñî-
äåðæàùèõ êëåòîê ïîëó÷åííóþ ñìåñü ñóñïåíäèðîâàëè â
2 ìë PBS, íàñëàèâàëè íà 5 ìë ðàñòâîðà ãèñòîïàêà (Sigma,
ÑØÀ) ñ ïëîòíîñòüþ 1.077 ã/ìë è öåíòðèôóãèðîâàëè
20 ìèí ïðè 800 g ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Êëåòêè, íà-
õîäÿùèåñÿ â èíòåðôàçíîì ñëîå ãèñòîïàêà (â îñíîâíîì ÿä-
ðîñîäåðæàùèå), ïåðåíîñèëè â äðóãóþ ïðîáèðêó è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â 10 îáüåìàõ ðàñòâîðà PBS ïðè 600 g â òå÷å-
íèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äëÿ î÷èñòêè îò
ãèñòîïàêà. Îòìûòûå êëåòêè ïåðåíîñèëè â ïëàñòèêîâûå
÷àøêè Ïåòðè (Nunc, Äàíèÿ) è êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
aMEM (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ýìá-
ðèîíîâ êîðîâ (HyClone, ÑØÀ) è ñìåñü ïåíèöèëëèíà è
ñòðåïòîìèöèíà (1 : 100; Invitrogen, Âåëèêîáðèòàíèÿ) ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2. Ïîäñ÷åò êëåòîê ïðîâîäèëè
ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì ñ ïîìîùüþ êàìåðû
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Ãîðÿåâà. Êëåòêè ïåðåñåâàëè, èñïîëüçóÿ ñìåñü 0.25%-íîãî
ðàñòâîðà òðèïñèíà è 0.02%-íîãî ðàñòâîðà ÝÄÒÀ â ôèçèî-
ëîãè÷åñêîì áóôåðå (Invitrogen, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à â à ä è ï î ö è ò à ð í î ì í à -
ï ð à â ë å í è è. Äëÿ èíäóêöèè àäèïîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè èñïîëüçîâàëè îïèñàííûé ìåòîä (Reyes et al., 2001).
Ñóñïåíçèþ ÑÊÊÌ (2�104 êë./ñì2) êóëüòèâèðîâàëè â ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé 90 % ñðåäû aÌÅÌ, 10 % ëîøàäèíîé ñû-
âîðîòêè (Sigma, ÑØÀ), 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (Invitro-
gen, Âåëèêîáðèòàíèÿ), 10–9 Ì äåêñàìåòàçîíà (Sigma,
ÑØÀ), 50 ìêã/ìë àñêîðáèíàòà íàòðèÿ (ICN, ÑØÀ),
1-êðàòíûé ðàñòâîð ITS (100-êðàòíûé ðàñòâîð, âêëþ÷àþ-
ùèé â ñåáÿ èíñóëèí, òðàíñôåððèí è ñåëåíèò íàòðèÿ â êîí-

öåíòðàöèÿõ, íå óêàçàííûõ ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì) (In-
vitrogen, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è 1-êðàòíûé ðàñòâîð LA-BSA
(100-êðàòíûé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 1 ìêã/ìë ëèíîëèåâîé
êèñëîòû è 100 ìêã/ìë áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà)
(Sigma, ÑØÀ). Èíäóêöèþ äèôôåðåíöèðîâêè îñóùåñòâëÿ-
ëè â òå÷åíèå 2 íåä. Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäèëè êàæäûå 3—4
ñóò. Ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê îöåíèâàëè ïî ñî-
äåðæàíèþ â íèõ ëèïèäîâ (Reyes et al., 2001). Ðàñòâîð æè-
ðîâîãî êðàñíîãî (Sigma, ÑØÀ) ãîòîâèëè íåïîñðåäñòâåí-
íî ïåðåä îêðàøèâàíèåì êëåòîê. Äëÿ ýòîãî 0.5%-íûé ðàñ-
òâîð êðàñèòåëÿ â èçîïðîïàíîëå ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè
3 : 2 äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è ôèëüòðîâàëè ÷åðåç
ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0.2 ìêì. Êëåòêè ïðîìûâàëè PBS,
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Ðèñ. 1. Ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) ïîñëå äèôôåðåíöèðîâêè â àäèïîãåííîì èëè îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè.

à, á — ôàçîâûé êîíòðàñò; â — ãèñòîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà æèðîâûõ êàïåëü ñ ïîìîùüþ æèðîâîãî êðàñíîãî; ã — ãèñòîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà íà ùåëî÷íóþ
ôîñôàòàçó ñ ïîìîùüþ ñìåñè BCIP-NBT. Îá. 10�.



ôèêñèðîâàëè ìåòàíîëîì â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè 20 °Ñ, ïðî-
ìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì è îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì æè-
ðîâîãî êðàñíîãî â òå÷åíèå 10 ìèí. Îêðàøåííûå êëåòêè
ñíîâà ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì, îïîëàñêèâàëè äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäîé è ñóøèëè íà âîçäóõå.

Ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à â î ñ ò å î ã å í í î ì í à ï ð à â -
ë å í è è. Ñóñïåçèþ ÑÊÊÌ (1�104 êë./ñì2) ïåðåíîñèëè â
èíäóöèðóþùóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 90 % aÌÅÌ, 10 %
ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè (Sigma, ÑØÀ), 50 ìêã/ìë ãåíòàìè-
öèíà (Invitrogen, Âåëèêîáðèòàíèÿ), 10–8 Ì äåêñàìåòàçîíà
(Sigma, ÑØÀ), 50 ìêã/ìë àñêîðáèíàòà íàòðèÿ (ICN,
ÑØÀ) è 10 ìÌ b-ãëèöèðîôîñôàòà íàòðèÿ (Sigma, ÑØÀ),
è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 2 íåä. Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäè-
ëè ÷åðåç êàæäûå 3—4 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ðåàêöèè íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó. Êëåòêè 3 ðàçà
ïðîìûâàëè PBS è ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðì-
àëüäåãèäà (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà
ðàñòâîðîì PBS, ïîñëå ÷åãî îêðàøèâàëè íà ùåëî÷íóþ
ôîñôàòàçó ñìåñüþ BCIP-NBT (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå
20—40 ìèí â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Îêðà-
øåííûå ïðåïàðàòû 3—4 ðàçà ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàí-
íîé âîäîé è âûñóøèâàëè.

Äîëþ îêðàøåííûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ôîòî-
êîëîðèìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà. Êëåòêè 2 ðàçà ïðîìûâàëè
ðàñòâîðîì PBS, çàòåì ôèêñèðîâàëè â 70%-íîì ýòàíîëå â
òå÷åíèå 30 ìèí, äîáàâëÿëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà ãåíöèàíà
ôèîëåòîâîãî â êàæäóþ ëóíêó íà 30 ìèí. Çàòåì ïðîìûâàëè
âîäîé è âûñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷å-
íèå 24 ÷. Êëåòêè ëèçèðîâàëè 10%-íîé óêñóñíîé êèñëîòîé
â òå÷åíèå 15 ìèí, çàòåì èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü
ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà «Ñharity» (ÎÎÎ ÑÊÁ Ïðîáàíàó÷-
ïðèáîð, Ðîññèÿ).

Ä å é ñ ò â è å í è ç ê è õ ò å ì ï å ð à ò ó ð. Ñâåæåâûäå-
ëåííûå ÑÊÊÌ êðûñ êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè
äî âòîðîãî ïàññàæà, ïîñëå ÷åãî èíäóöèðîâàëè äèôôå-
ðåíöèðîâêó â àäèïîãåííîì èëè îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè.
Çàòåì êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ïåðåâîäèëè â ñóñïåíçèþ.
Äàëåå êëåòêè â âèäå ñóñïåíçèè, à òàêæå êëåòêè â âèäå
îñàäêà, ïîëó÷åííûå ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ êëåòî÷íîé
ñóñïåíçèè, ïîäâåðãàëè îõëàæäåíèþ ïðè ðàçíûõ òåìïåðà-
òóðàõ ïàðàìè æèäêîãî àçîòà â êðèîàìïóëàõ îáúåìîì
1.8 ìë (NUNC, Äàíèÿ) â êàìåðå ïðîãðàììíîãî çàìîðàæè-

âàòåëÿ (Ice cube 1810, CSYLAB, Àâñòðèÿ) ñ ýëåêòðîííûì
áëîêîì êîíòðîëÿ. Ñêîðîñòü îõëàæäåíèÿ äî òåìïåðàòóð
–10, –20 è –30 °Ñ ñîñòàâëÿëà 5 °Ñ/ìèí, à äî –40 °Ñ è
íèæå — äî –12 °Ñ/ìèí. Âðåìÿ íàõîæäåíèÿ êëåòîê ïðè êî-
íå÷íîé òåìïåðàòóðå âñåãäà ñîñòàâëÿëî 5 ìèí. Ñêîðîñòü îõ-
ëàæäåíèÿ è âðåìÿ ýêñïîçèöèè âûáðàíû íà îñíîâàíèè ðà-
íåå ïðîâåäåííîãî íàìè èññëåäîâàíèÿ (Ðàéäàí è äð., 2011).

Ðåçóëüòàòû

Òàê êàê ÷åðåç 3 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ â èíäóöèðóþ-
ùåé ñðåäå äîëÿ ÑÊÊÌ, äèôôåðåíöèðîâàííûõ â àäèïîãåí-
íîì (ðèñ. 1, à, á) èëè îñòåîãåííîì (ðèñ. 1, â, ã) íàïðàâëå-
íèè áûëà ìàêñèìàëüíîé, â ýêñïåðèìåíòû áðàëè êëåòêè
ïîñëå ýòîãî ñðîêà èíäóêöèè.

Ñíà÷àëà äåéñòâèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð ïîäâåðãàëè èñ-
õîäíûå è äèôôåðåíöèðîâàííûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, íà-
õîäÿùèåñÿ â ñóñïåíçèè. Ôîòîêîëîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå îõëàæäåíèÿ èñ-
õîäíûõ ÑÊÊÌ ïðè –20 °Ñ äîëÿ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê äàëü-
íåéøåìó ðîñòó â êóëüòóðå, îñòàâàëàñü îêîëî 70 %. Ïðè
ýòèõ æå óñëîâèÿõ îõëàæäåíèÿ ñóñïåíçèé ÑÊÊÌ, äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ â àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì íàïðàâëå-
íèÿõ, äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñíèæàëàñü äî 50 % îò
îáùåãî ÷èñëà êëåòîê.

Ïðè âîçäåéñòâèè áîëåå íèçêîé òåìïåðàòóðû (–40 °Ñ)
íå áûëî çàôèêñèðîâàíî ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ïî óñ-
òîé÷èâîñòè ê õîëîäó ìåæäó äèôôåðåíöèðîâàííûìè è íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûìè ÑÊÊÌ. Äîëÿ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê
ðîñòó â êóëüòóðå, âî âñåõ âàðèàíòàõ ñîñòàâëÿëà 40 % îò
èñõîäíîãî êîëè÷åñòâà.

Äàëüíåéøåå ïîíèæåíèå òåìïåðàòóðû äî –50 °Ñ ïðè-
âîäèëî êëåòêè ê ãèáåëè. Êëåòêè ïîëíîñòüþ óòðà÷èâàëè
ñïîñîáíîñòü ê ðàñïëàñòûâàíèþ è ïðîëèôåðàöèè (ðèñ. 2,
à). Ïðè îäíîì è òîì æå ðåæèìå îõëàæäåíèÿ ÑÊÊÌ, íàõî-
äÿùèåñÿ â îñàäêå, ñîõðàíÿëè áîëüøåå êîëè÷åñòâî êàê
äèôôåðåíöèðîâàííûõ, òàê è íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëå-
òîê, ñïîñîáíûõ ê ðîñòó â êóëüòóðå, ÷åì ÑÊÊÌ â ñîñòîÿ-
íèè ñóñïåíçèè.

Ðåçóëüòàòû ôîòîêîëîðèìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçûâà-
þò, ÷òî ïîñëå îõëàæäåíèÿ èñõîäíûõ ÑÊÊÌ â âèäå îñàäêà
ïðè –20 °Ñ äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê áûëà îêîëî 90, à
ïðè –40 °Ñ — îêîëî 70 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê.

Óñòîé÷èâîñòü ê äåéñòâèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà 223

Ðèñ. 2. Âûæèâàåìîñòü íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ (ÍÄ) è äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÑÊÊÌ ïîñëå îõëàæäåíèÿ èõ äî íèçêèõ òåìïåðàòóð.

Êëåòêè, îõëàæäåííûå â ñóñïåíçèè (à) èëè â îñàäêå (á). Òåìïåðàòóðà îõëàæäåíèÿ, °Ñ: 37 (1), –20 (2), –40 (3), –50 (4).



Ïðè äàëüíåéøåì ñíèæåíèè òåìïåðàòóðû äî –50 °Ñ
íåçíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êëåòîê â îñàäêå (20 %) âñå-òàêè âû-
äåðæèâàëà îõëàæäåíèå, â òî âðåìÿ êàê êëåòêè â ñóñïåíçèè
ïîëíîñòüþ ïîãèáàëè.

Ïðè îõëàæäåíèè äî –20 °Ñ ÑÊÊÌ ñ àäèïîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêîé æèçíåñïîñîáíûìè îñòàâàëèñü 70 %
êëåòîê, à ïðè îõëàæäåíèè äî –40 °Ñ — îêîëî 50 %.
ÑÊÊÌ, äèôôåðåíöèðîâàííûå â îñòåîãåííîì íàïðàâëå-
íèè, ïðè îõëàæäåíèè â îñàäêå áûëè ìåíåå óñòîé÷èâû ê
äåéñòâèþ õîëîäà. Ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ òåìïåðàòóðû
–20 °Ñ äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 60 %, à
ïðè îõëàæäåíèè äî –40 °Ñ æèçíåñïîñîáíûìè îñòàâàëèñü
40 % êëåòîê (ðèñ. 2, á). Â òî æå âðåìÿ ÑÊÊÌ â îñàäêå,
äèôôåðåíöèðîâàííûå â àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì íà-
ïðàâëåíèÿõ, ñîâñåì íå âûäåðæèâàëè îõëàæäåíèÿ äî
–50 °Ñ è ïîãèáàëè.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé ïîêàçàëè, ÷òî óñòîé÷èâîñòü ÑÊÊÌ ê âîçäåéñòâèþ
íèçêèõ òåìïåðàòóð ñíèæàåòñÿ ïîñëå èõ äèôôåðåíöèðîâêè
â àäèïîãåííîì èëè îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè.

Îáñóæäåíèå

Â õîäå ðàíåå ïðîâåäåííûõ íàìè èññëåäîâàíèé êëåòîê
ýïèäåðìèñà ÷åëîâåêà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ñòâîëîâûå è
òðàíçèòîðíûå êåðàòèíîöèòû îáëàäàþò çíà÷èòåëüíî áîëü-

øåé óñòîé÷èâîñòüþ ê äåéñòâèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð ïî
ñðàâíåíèþ ñ äèôôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè (Ðàéäàí
è äð., 2011). Ïðè÷åì îíè ñîõðàíÿþò ýòè ðàçëè÷èÿ êàê â
êóëüòóðå, òàê è â ñîñòàâå ôðàãìåíòîâ êîæè, ÷òî ñîãëàñóåò-
ñÿ ñ íàáëþäåíèÿìè êðèîõèðóðãîâ, èñïîëüçóþùèõ îáðà-
áîòêó ïîâåðõíîñòè êîæè ïàðàìè æèäêîãî àçîòà äëÿ åå
îìîëîæåíèÿ. Îäíàêî ïðè ýòîì âîçíèêàåò âîïðîñ î òîì,
ÿâëÿåòñÿ ýòà óñòîé÷èâîñòü ê õîëîäó îñîáåííîñòüþ êëåòîê
êîæè èëè îíà õàðàêòåðíà è äëÿ äðóãèõ ñòâîëîâûõ è ïðîãå-
íèòîðíûõ êëåòîê. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîëó÷èòü îòâåò íà ýòîò
âîïðîñ, ìû èññëåäîâàëè ñòåïåíü óñòîé÷èâîñòè ê äåéñò-
âèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð ÑÊÊÌ â èõ èñõîäíîì ñîñòîÿíèè
è ïîñëå íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â àäèïîãåííîì è
îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ.

Êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ,
ÑÊÊÌ äåéñòâèòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñòåïåíè óñòîé÷è-
âîñòè ê õîëîäó â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè èõ äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â âèäå ñóñïåíçèè, ïîñëå èí-
äóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè â àäèïîãåííîì èëè îñòåîãåí-
íîì íàïðàâëåíèè ñòàíîâÿòñÿ ìåíåå óñòîé÷èâûìè ê
õîëîäîâîìó âîçäåéñòâèþ. Íî ïðè ïîíèæåíèè òåìïåðàòó-
ðû äî –40 °Ñ äîëÿ îñòàâøèõñÿ æèçíåñïîñîáíûõ, êàê äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ, òàê è íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê,
ñíèæàåòñÿ äî 40 %. Ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ýòî ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïðè âûáðàííîì ðåæèìå îõëàæäåíèÿ ïî-
âðåæäàþòñÿ îäíè è òå æå çàùèòíûå ñèñòåìû êëåòêè êàê ó
èñõîäíûõ ÑÊÊÌ, òàê è ó äèôôåðåíöèðîâàííûõ, ñîõðà-
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Ðèñ. 3. Ìèêðîôîòîãðàôèÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ è íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ (ÍÄ) ÑÊÊÌ, ñîõðàíèâøèõñÿ ïîñëå îõëàæäåíèÿ.

Âèäíî, ÷òî ïëîòíîñòü êëåòîê ïðè îõëàæäåíèè äî –40 °Ñ ðåçêî óìåíüøàåòñÿ âî âñåõ âàðèàíòàõ. Îá. 10�.



íèâøèåñÿ â ïðîöåññå èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîýòî-
ìó èçáèðàòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ îõëàæäåíèÿ –40 °Ñ ìû íå
íàáëþäàåì.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, êëåòêè íàõîäÿùèåñÿ â âèäå îñàäêà,
âûäåðæèâàëè áîëåå íèçêèå òåìïåðàòóðû îõëàæäåíèÿ, ÷åì
êëåòêè, îõëàæäåííûå â ñóñïåíçèè. Êðîìå òîãî, áîëü-
øàÿ óñòîé÷èâîñòü ÷àñòè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÑÊÊÌ ê
õîëîäó (–50 °Ñ) ïîäòâåðæäàåò íàøå ïðåäïîëîæåíèå îá
èçìåíåíèè óñòîé÷èâîñòè ÑÊÊÌ ïîñëå èõ äèôôåðåíöè-
ðîâêè.

Íåçíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â óñòîé÷èâîñòè ê õîëîäó,
ïîëó÷åííûå ìåæäó àäèïîãåííûìè è îñòåîãåííûìè êëåòêà-
ìè ïðè èõ îõëàæäåíèè â âèäå îñàäêà, ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ
ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ èçìåíåíèÿ çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ ïðè
èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â ðàçíûõ íàïðàâëåíè-
ÿõ. Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå óñòîé÷èâîñòè îñòåîöèòîâ è
àäèïîöèòîâ òðåáóåò áîëåå äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ.

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ïîëíîñòüþ ñî-
ãëàñóþòñÿ ñ íàøèìè ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè î ïî-
âûøåííîé óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ õîëîäà ñòâîëîâûõ è
òðàíçèòîðíûõ êåðàòèíîöèòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ äèôôåðåí-
öèðîâàííûìè êëåòêàìè (Ðàéäàí è äð., 2011). Ïðè ýòîì,
îäíàêî, ñòåïåíü óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ íèçêèõ òåìïå-
ðàòóð ó êëåòîê ýòèõ äâóõ òèïîâ ðàçëè÷àåòñÿ.

Òàê, íàïðèìåð, îïòèìàëüíûé ðåæèì îõëàæäåíèÿ ñóñ-
ïåíçèè êåðàòèíîöèòîâ ñîñòàâëÿë –40 °Ñ, 5 ìèí, äëÿ ñóñ-
ïåíçèè ÑÊÊÌ îí áûë –20 °Ñ, 5 ìèí, à äëÿ äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ÑÊÊÌ òåìïåðàòóðà äîëæíà áûòü åùå âûøå.
Åùå áîëüøèå ðàçëè÷èÿ â óñòîé÷èâîñòè íàáëþäàþòñÿ
ó êëåòîê ýòèõ äâóõ òèïîâ ïðè îõëàæäåíèè íå â ñóñïåí-
çèè, à â âèäå îñàäêà, ãäå îíè ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü
äðóã ñ äðóãîì. Òàê, êåðàòèíîöèòû â îñàäêå âûäåðæèâà-
ëè áîëåå íèçêèé òåìïåðàòóðíûé ðåæèì (–70 °Ñ, 5 ìèí),
÷åì ÑÊÊÌ â òàêîì æå ñîñòîÿíèè (–50 °Ñ, 5 ìèí). Ýòè ðàç-
ëè÷èÿ â ñòåïåíè óñòîé÷èâîñòè âïîëíå ïîíÿòíû, òàê êàê
ðàçíûå êëåòêè â çàâèñèìîñòè îò òèïà òêàíè è îò èõ ëîêà-
ëèçàöèè â îðãàíèçìå ïî-ðàçíîìó ïîäâåðãàþòñÿ âîçäåéñò-
âèþ èçìåíåíèé òåìïåðàòóðû îêðóæàþùåé ñðåäû è ïîýòî-
ìó â ðàçíîé ñòåïåíè àäàïòèðîâàíû ê íèçêèì òåìïåðà-
òóðàì.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîçâî-
ëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè îáëàäàþò ïîâû-
øåííîé óñòîé÷èâîñòüþ ê õîëîäó ïî ñðàâíåíèþ ñ äèôôå-
ðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè. Ïðè ýòîì ñóùåñòâåííîå çíà-
÷åíèå èìåþò êàê ðåæèì îõëàæäåíèÿ, òàê è ñîñòîÿíèå, â
êîòîðîì êëåòêè ïîäâåðãàþòñÿ îõëàæäåíèþ (ðèñ. 3).

Â îòëè÷èå îò ìíîãî÷èñëåííûõ ðàáîò, ñâÿçàííûõ ñ èñ-
ñëåäîâàíèåì êëåòî÷íûõ ñòðåññîâ ïðè ãèïåðòåðìèè, ðàáîò
ïî ðåàêöèè êëåòîê â îòâåò íà ãèïîòåðìèþ ñðàâíèòåëüíî
ìàëî (Holland et al., 1993). Èçó÷àòü êëåòî÷íóþ ðåçèñòåíò-
íîñòü ê õîëîäó íåïðîñòî, ïîòîìó ÷òî îíà íå êîíòðîëèðó-
åòñÿ îïðåäåëåííûì ãåíîì è ñâÿçàíà ñ ñîâîêóïíîñòüþ ðàç-
íûõ ôàêòîðîâ (Beck et al., 2004). Ê ýòèì ôàêòîðàì îòíî-
ñÿòñÿ ñòåïåíü ãèäðîôèëüíîñòè (èëè ãèäðîôîáíîñòè)
êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (Scott et al., 2005; Byrant, Wolfe
1989), èçìåíåíèå ñòðóêòóðû êëåòêè â ðåçóëüòàòå íåðàâíî-
ìåðíîãî îñìîòè÷åñêîãî ñòðåññà ïðè îõëàæäåíèè (Batysky
et al., 1997), îáðàçîâàíèå âíóòðè è âíå êëåòêè êðèñòàëëîâ
ëüäà (Guenther et al., 2006; Mazur et al., 2008), îáðàòèìàÿ è
íåîáðàòèìàÿ äåíàòóðàöèÿ áåëêîâ (Bischov et al., 2005), èç-
ìåíåíèå ñèíòåçà è ëîêàëèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íûõ âûñîêî-
ìîëåêóëÿðíûõ êðèîïðîòåêòîðîâ (Breton et al., 2000), â
ïåðâóþ î÷åðåäü áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (HSP 70), ïðè ãè-
ïîòåðìèè (Alegna et al., 2005), à òàêæå êëåòî÷íàÿ äåãèäðà-
öèÿ (Curry et al., 1994).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âûÿñíèëè, ÷òî ñòåïåíü äèôôå-
ðåíöèðîâêè ó êëåòîê ÑÊÊÌ òàêæå èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
èõ óñòîé÷èâîñòè ê êðàòêîâðåìåííîìó âîçäåéñòâèþ íèç-
êèõ òåìïåðàòóð. Äëÿ ïîíèìàíèÿ ïðè÷èí ïîâûøåííîé
óñòîé÷èâîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê ê õîëîäó ÷ðåçâû÷àéíî
âàæíî âûÿâèòü, êàêèå èç ïåðå÷èñëåííûõ ôàêòîðîâ âàæ-
íû äëÿ èçìåíåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ÑÊÊÌ ïðè äèôôåðåíöè-
ðîâêå.
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STABILITY OF BONE MARROW STROMAL CELLS TO LOW TEMPERATURES ACCORDING

TO THEIR DEGREE OF DIFFERENTIATION

M. Raydan,1 N. A. Shubin,1 N. S. Nikolayenko,1 M. I. Blinova, G. G. Prokhorov,2 G. P. Pinaev1

1 Institute of Cytology RAS and 2 International Institute of Cryomedicine, St. Petersburg;
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On the bases of earlier conducted research about the stability of heterogeneous population of keratinocytes
to low temperatures according to their stages of differentiation this experiment’ studies in vitro the stability to
low temperatures of rat bone marrow stromal cells before and after their adipocyte and osteocyte differentiation.
Results show that bone marrow stromal cells after their differentiation into either adipocytes or octeocytes beca-
me least stable to low temperatures. Findings may serve as foundation for further studies that may explain the
changes of processes and mechanisms that play a major role in BMSC stability to low temperatures according to
their stage of differentiation.

K e y w o r d s: BMSC, adipocyte and osteocyte differentiation, low temperatures.
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