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Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ
Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé
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Îáîíÿòåëüíàÿ âûñòèëêà (ÎÂ) ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî äî-
ñòóïíûì èñòî÷íèêîì, èç êîòîðîãî ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû
êóëüòóðû ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ íåéðàëüíûõ êëåòîê
äëÿ ïðèìåíåíèÿ èõ â çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè.
Íà äàííûé ìîìåíò íå ñóùåñòâóåò åäèíîãî ïðîòîêîëà âû-
äåëåíèÿ è ïðèãîòîâëåíèÿ êóëüòóð êëåòîê ÎÂ ÷åëîâåêà.
Èìåþùèåñÿ ìåòîäèêè âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê íå âñåãäà âîñïðîèçâîäèìû è èìåþò ðÿä íåäîñòàòêîâ.
Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëàñü îï-
òèìèçàöèÿ óñëîâèé âûäåëåíèÿ è íàêîïëåíèÿ áèîìàññû
êëåòîê ÎÂ â óñëîâèÿõ êóëüòóðû. Íàìè áûëà èçáðàíà ñòðà-
òåãèÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóð êëåòîê èç áèîïòàòîâ ÎÂ îáëàñòè
âåðõíèõ è ñðåäíèõ íîñîâûõ ðàêîâèí ÷åëîâåêà áåç íàïðàâ-
ëåííîãî âûäåëåíèÿ îïðåäåëåííûõ òèïîâ êëåòîê ïðè ïî-
ëó÷åíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Îñíîâîé ðàçðàáîòàííîãî
ïðîòîêîëà ïîëó÷åíèÿ êóëüòóð êëåòîê ÎÂ ñòàëà ìåòîäèêà
Roisen et al. (2001). Îáðàçöû òêàíè ïîäâåðãàëè ôåðìåíòà-
òèâíîé îáðàáîòêå ñìåñüþ 0.5%-íîãî ðàñòâîðà äèñïàçû è
0.5%-íîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíàçû â òå÷åíèå 30 ìèí. Âûäå-
ëåííûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïëàñòèêîâûõ êóëüòó-
ðàëüíûõ ôëàêîíàõ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â ðîñòî-
âîé ñðåäå ÄÌÅÌ/F12 ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè ýìá-
ðèîíîâ êîðîâ. Îöåíêó ðîñòà è ìîðôîëîãèè êóëüòóð
êëåòîê ïðîâîäèëè êàê ïðèæèçíåííî ñ èñïîëüçîâàíèåì ôà-
çîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè, òàê è íà îêðàøåííûõ ãå-
ìîòîêñèëèí-ýîçèíîì ïðåïàðàòàõ. Ôåíîòèïèðîâàíèå êëå-
òîê ïðîâîäèëè íåïðÿìûì ìåòîäîì ôëóîðåñöèðóþùèõ àí-
òèòåë ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíî- è ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ê ãëèàëüíîìó ôèáðèëëÿðíîìó êèñëîìó áåëêó (ÃÔÊÁ), öè-
òîêåðàòèíó 18, ôèáðîíåêòèíó è íåñòèíó. Ïðè íàáëþäå-
íèè çà êóëüòóðàìè îòìå÷åíî ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ
êëåòîê ÎÂ â òå÷åíèå 10—14 äíåé. Ìîðôîëîãè÷åñêèé ñî-
ñòàâ êëåòîê ïðåäñòàâëåí â îñíîâíîì äâóìÿ òèïàìè: êðóï-
íûìè ýïèòåëèîïîäîáíûìè êëåòêàìè ñ ìàëåíüêèì ÿäðîì
è îäíèì-äâóìÿ ÿäðûøêàìè; êëåòêàìè íåáîëüøèõ ðàçìå-
ðîâ ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû ñ äëèííûìè âåðåòåíîâèäíûìè

îòðîñòêàìè è êðóïíûì ÿäðîì, ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíûìè
ñ ãëèàëüíîé êëåòêàìè. Èìåëèñü î÷àãè ðîñòà ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûõ êëåòîê. Âûÿâëåíà ïîïóëÿöèÿ êëåòîê, ôîðìèðó-
þùàÿ ôëîòèðóþùèå ñòðóêòóðû â âèäå ñôåð. Â ìîíîñëîå
îòìå÷åíî ïîÿâëåíèå î÷àãîâ áûñòðî äåëÿùèõñÿ êëåòîê,
åäèíè÷íûå èç êîòîðûõ èëè èõ êëàñòåðû ñ òå÷åíèåì âðåìå-
íè îòäåëÿëèñü îò ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà è
äàëåå ïðîëèôåðèðîâàëè â ñóñïåíçèè, òàêæå äàâàÿ íà÷àëî
ñôåðàì. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàí-
íûìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé î òîì, ÷òî êëåòêè-ðîäîíà-
÷àëüíèêè ñôåð ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé ïóë íåéðàëüíûõ
ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ÎÂ ÷åëîâåêà. Â òå÷å-
íèå ðîñòà êëåòîê â êóëüòóðå îòìå÷åíî óñòàíîâëåíèå ðàâ-
íîâåñíîé ñèñòåìû èç ìîíîñëîéíîé è ñóñïåíçèîííîé ÷àñ-
òåé. Ïðè îòäåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ñôåð íàáëþ-
äàëè ñíèæåíèå ñòåïåíè èõ ïðîëèôåðàöèè â ñóáïàññàæàõ,
÷òî ïîäòâåðæäàåò çàâèñèìîñòü èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè îò ïðèñóòñòâèÿ ìîíîñëîéíîé ÷àñòè. Â ðåçóëüòàòå
ôåíîòèïèðîâàíèÿ ïîïóëÿöèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê âû-
ÿâëåíû ÃÔÊÁ-, öèòîêåðàòèí 18-, ôèáðîíåêòèí- è íå-
ñòèí-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î ïðèñóòñòâèè â êóëüòóðàõ êëåòîê ãëèàëüíîé ïðèðîäû,
êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ýïèòåëèÿ è ôèáðîáëàñòîâ. Íà-
ëè÷èå ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ íåéðàëüíûõ êëåòîê
áûëî õàðàêòåðíî äëÿ ôëîòèðóþùèõ ñôåð. Òàêèì îáðàçîì,
ðàçðàáîòàíà òåõíîëîãèÿ íàêîïëåíèÿ áèîìàññû êëåòîê in
vitro ÎÂ ÷åëîâåêà, îñíîâîé êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ ðàâíîâåñíîå
ñóùåñòâîâàíèå äâóõ ñèñòåì êëåòîê — â ìîíîñëîå è ñóñ-
ïåíçèè, ïîçâîëÿþùèõ ïîëó÷àòü ãåòåðîãåííóþ ïîïóëÿöèþ
êëåòîê ðàçíîé ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè. Âîçìîæíîñòü
âûäåëåíèÿ è íàêîïëåíèÿ â óñëîâèÿõ êóëüòóðû áèîìàññû
íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê èç ÎÂ
ÿâèòñÿ îñíîâîé äëÿ äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêè ïðîòîêîëîâ
ëå÷åíèÿ ïðè òðàâìàòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèÿõ è äåãåíåðà-
òèâíûõ çàáîëåâàíèÿõ ÖÍÑ ïóòåì òðàíñïëàíòàöèè àóòîëî-
ãè÷íîãî êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà.
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ÅÆÅÉ STRONGYLOCENTROTUS NUDUS ÂËÈßÅÒ ÍÀ
ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÍÅÉÐÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
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Òåîðåòè÷åñêèå è ïðèêëàäíûå èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññîâ
ìîðôîãåíåçà òêàíåé òðåáóþò èñïîëüçîâàíèÿ âåùåñòâ, â
ïåðâóþ î÷åðåäü áåëêîâ, ñïîñîáíûõ èíäóöèðîâàòü ðàçëè÷-
íûå ïðîöåññû â êëåòêàõ: ñòèìóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ,
ïîääåðæèâàòü âûæèâàíèå, ñïîñîáñòâîâàòü èëè ïðåïÿòñò-
âîâàòü äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê â îïðåäåëåííîì íàïðàâ-
ëåíèè. Îëôàêòîìåäèíñîäåðæàùèå áåëêè (èëè êîëìåäè-
íû), îòíîñÿùèåñÿ ê êîëëàãåíàì II òèïà, ïðåäñòàâëåíû
â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ â íåðâíîé òêàíè ïîçâîíî÷íûõ.
Îñîáåííîñòüþ òàêèõ áèîïîëèìåðîâ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå
ñïèðàëüíîé ÷àñòè — êîëëàãåíîâîãî äîìåíà — è îëôàêòî-
ìåäèíîâîãî äîìåíà, íàçâàííîãî â ÷åñòü ïåðâîãî áåëêà, â
êîòîðîì ýòà ñòðóêòóðà áûëà âûÿâëåíà. Îñíîâíûå ïðåäñòà-
âèòåëè ãðóïïû êîëìåäèíîâ ýêñïðåññèðóþòñÿ è ïðèñóòñò-
âóþò â ñòðóêòóðàõ íåðâíîé ñèñòåìû ïîçâîíî÷íûõ.
Äëÿ íåêîòîðûõ èç íèõ ïîêàçàíà ñïåöèôè÷åñêàÿ ðîëü â èí-
äóêöèè ðàçëè÷íûõ ïðîöåññîâ â ðàçâèâàþùåéñÿ òêàíè:
ñòèìóëÿöèÿ èëè, íàîáîðîò, ïîäàâëåíèå ýêñïàíñèè êëåòîê
ðàçâèâàþùèõñÿ íåðâíûõ ñòðóêòóð, èíäóêöèÿ äèôôåðåí-
öèðîâêè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â îïðåäåëåííûå òèïû
è ò. ä.

Ðàíåå èç öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè ìîðñêèõ åæåé Stron-
gylocentrotus purpuratus áûë âûäåëåí åäèíñòâåííûé îë-
ôàêòîìåäèíñîäåðæàùèé áåëîê ñ «íåíåéðàëüíûìè» ôóíê-
öèÿìè. Îäíàêî â äàëüíåéøåì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñ-
êðèïòû ãåíà àìàññèíà îáíàðóæèâàþòñÿ â ýëåìåíòàõ
íåðâíîé ñèñòåìû ýòèõ æèâîòíûõ (Hillier, Vacquier, 2003).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå âîç-
ìîæíîñòè âëèÿíèÿ àìàññèíà íà êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé
íåðâíîé òêàíè ìëåêîïèòàþùèõ.

Àìàññèí âûäåëÿëè èç öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè ìîð-
ñêèõ åæåé S. nudus (çàë. Ïåòðà Âåëèêîãî, Ïðèìîðñêèé
êðàé) â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, óêàçàííîé äëÿ S. pur-
puratu, ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè (Hillier, Vacquier,
2003). Ïðîôèëü ýëþöèè, ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ áåëêîâ ìåòîäîì èîíîîáìåííîé õðîìàòî-
ãðàôèè íà DEAE-Sepharose, à òàêæå ðåçóëüòàòû ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà (ýëåêòðîôîðåç ïî Ëýììëè, à òàêæå
íàòèâíûé ýëåêòðîôîðåç) âûäåëåííûõ ôðàêöèé ïîêàçàëè
ñîîòâåòñòâèå ïîëó÷åííîãî íàìè ïðåïàðàòà àìàññèíó, âû-
äåëåííîìó èç S. purpuratus.

Ïðåïàðàò àìàññèíà áûë èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå îäíî-
êîìïîíåíòíîé ïîäëîæêè äëÿ êóëüòèâèðîâàíèè íåéðàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê âåíòðàëüíîé îáëàñòè ñðåäíåãî
ìîçãà ýìáðèîíîâ êðûñ (Å14). Àìàññèí íàíîñèëè íà ïî-
âåðõíîñòü îïòè÷åñêîãî ñòåêëà â êîíöåíòðàöèÿõ 10 è
50 ìêã/ìë. Äëÿ ïðåäâàðèòåëüíîé îöåíêè âëèÿíèÿ áåëêà
ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî íåéðîñôåð ðàçëè÷íîé ìîðôî-
ëîãèè íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ (ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êîíò-
ðîëüíûõ).

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûëè ñäåëàíû ñëå-
äóþùèå âûâîäû: àìàññèí ñïîñîáñòâóåò ýêñïàíñèè íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà
êðûñ, óâåëè÷èâàÿ â êóëüòóðå â 3—6 ðàç îáùåå ÷èñëî íåé-
ðîñôåð ðàçëè÷íîé ìîðôîëîãèè. Ïðåïàðàò àìàññèíà, èñ-
ïîëüçîâàííûé â êà÷åñòâå îäíîêîìïîíåíòíîé ìàòðèöû,
ñïîñîáñòâóåò ïîääåðæàíèþ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà
êóëüòóðû íåðâíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñîõðàíÿÿ çíà÷èòåëü-
íîå êîëè÷åñòâî íåéðîñôåð äàæå íà 10-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åíû ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòà-
òû, äåìîíñòðèðóþùèå âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ àìàññè-
íà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ; ïîêàçàíà öåëåñîîáðàçíîñòü ïðîäîëæå-

íèÿ èññëåäîâàíèé àìàññèíà êàê ïåðñïåêòèâíîãî ôàêòîðà
äëÿ ïîääåðæàíèÿ íåéðîãåííûõ êóëüòóð ìëåêîïèòàþùèõ.
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© Â. Â. Áàçàðíûé, À. È. Èñàéêèí, Í. Ñ. Êèñåëåâ, Í. Á. Êðî-
õèíà. Óðàëüñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ,
Åêàòåðèíáóðã.

Ãðàíóëîöèòàðíûé êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð
(Ã-ÊÑÔ) — ïîëèôóíêöèîíàëüíàÿ ìîëåêóëà, îñíîâíàÿ
ôóíêöèÿ êîòîðîé ñâÿçàíà ñ ðåãóëÿöèåé ïðîäóêöèè è ñî-
çðåâàíèÿ ìèåëîèäíûõ êëåòîê. Âìåñòå ñ òåì â ïîñëåäíèå
ãîäû ïîêàçàíû è íåãåìîïîýòè÷åñêèå ýôôåêòû äàííîãî ðî-
ñòîâîãî ôàêòîðà. Îäíàêî îíè ÿâëÿþòñÿ ôðàãìåíòàðíûìè
è íåðåäêî ïðîòèâîðå÷èâûìè. Ìåæäó òåì, õîòÿ Ã-ÊÑÔ
óæå è èñïîëüçóåòñÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå, ðÿä ìåõàíèç-
ìîâ åãî äåéñòâèÿ òðåáóåò äåòàëèçàöèè.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå âëèÿíèÿ
Ã-ÊÑÔ íà ðåïàðàòèâíûå ïðîöåññû â òêàíÿõ ñ ðàçëè÷íûìè
òèïàìè èíäóöèðîâàííîé ðåãåíåðàöèè — â êîñòíîé òêàíè
è ìèîêàðäå.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî íà 48 êðûñàõ-ñàìöàõ ïîðîäû
Âèñòàð. Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ èçó÷åíèÿ ïîñòòðàâìàòè÷åñêî-
ãî ðåïàðàòèâíîãî îñòåîãåíåçà âûïîëíÿëè ðåçåêöèþ ôðàã-
ìåíòà áîëüøåáåðöîâîé êîñòè. Â äðóãîé ãðóïïå æèâîòíûõ
âîñïðîèçâîäèëè îñòðóþ èøåìèþ ìèîêàðäà ïóòåì âíóòðè-
ìèîêàðäèàëüíîãî ââåäåíèÿ ðàñòâîðà àäðåíàëèíà. Ðàçâè-
òèå îñòðîãî èíôàðêòà ó êðûñ áûëî äîêàçàíî ìîðôîëîãè-
÷åñêè, ýëåêòðîêàðäèîãðàôè÷åñêè è ïîäòâåðæäåíî áèîõè-
ìè÷åñêèìè êðèòåðèÿìè (êðåàòèíôîñôîêèíàçà). Òå÷åíèå
ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ îöåíèâàëè â ãèñòîëîãè÷åñêèõ
ïðåïàðàòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ìîðôîìåò-
ðèè.

Â êàæäîé ãðóïïå æèâîòíûõ âûäåëÿëè äâå ïîäãðóï-
ïû — êîíòðîëüíóþ è îñíîâíóþ; â ïîñëåäíåé êðûñàì ââî-
äèëè òðåõêðàòíî ïðåïàðàò Ã-ÊÑÔ — íåéïîãåí (ôèëãðà-
ñòèì, Roche) — â äîçå 50 ìêã íà 1 æèâîòíîå. Âñå ìàíèïó-
ëÿöèè ñ æèâîòíûìè ïðîâîäèëè ñ ñîáëþäåíèåì ïðàâèë
àñåïòèêè è ãóìàííîãî îáðàùåíèÿ ñ æèâîòíûìè. Ñòàòè-
ñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ âûïîëíÿëè íà îñíîâå
ïðèíöèïîâ âàðèàöèîííîé ñòàòèñòèêè ñ èñïîëüçîâàíèåì
íåïàðàìåòðè÷åñêèõ êðèòåðèåâ.

Èíäóöèðîâàííûé îñòåîãåíåç ó æèâîòíûõ êîíòðîëü-
íîé ãðóïïû ïðîòåêàë â ñîîòâåòñòâèè ñ èçâåñòíîé ìîðôî-
ëîãè÷åñêîé êàðòèíîé. Â ÷àñòíîñòè, ê 10 ñóò â îáëàñòè êî-
ñòíûõ îòëîìêîâ ñíèæàëàñü àêòèâíîñòü âîñïàëèòåëüíîé
ðåàêöèè, à â ñîåäèíèòåëüíîòêàííîé çîíå ðåãåíåðàòà îòìå-
÷àëàñü ïðîëèôåðàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ, õîíäðîáëàñòîâ è îñ-
òåîáëàñòîâ. Ïîä âëèÿíèåì Ã-ÊÑÔ âûðàæåííîñòü âîñïàëè-
òåëüíîé ðåàêöèè îñòàâàëàñü äîñòàòî÷íî çàìåòíîé. Â ðåãå-
íåðàòå áûëà âûñîêà ïðîëèôåðàöèÿ õîíäðîáëàñòîâ è
ôèáðîáëàñòîâ, à ïåðèîñòàëüíûé îñòåîãåíåç îñóùåñòâëÿë-
ñÿ ëèøü ïåðèõîíäðàëüíûì ñïîñîáîì ñ óìåðåííîé ïðîëè-
ôåðàöèåé îñòåîáëàñòîâ è óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà îñòåî-
êëàñòîâ. Òàêèì îáðàçîì, Ã-ÊÑÔ òîðìîçèë ðåïàðàòèâíûå
ïðîöåññû â êîñòíîé òêàíè.

Íà ìîäåëè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èíôàðêòà ìèîêàð-
äà ââåäåíèå íåéïîãåíà ñíèæàëî íåêðîòè÷åñêèå è äèñòðî-
ôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â êàðäèîìèîöèòàõ, â áîëåå ðàííèå
ñðîêè âûçûâàëî íîðìàëèçàöèþ ìèêðîöèðêóëÿöèè,
÷òî áûëî äîêàçàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ êðèòå-
ðèåâ (ìîðôîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ìèîêàðäà, ÝÊÃ è

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 725



óðîâåíü ôåðìåíòîâ â êðîâè), ò. å. íàìè áûëî óñòàíîâëå-
íî ïîçèòèâíîå âëèÿíèå Ã-ÊÑÔ íà âîññòàíîâèòåëüíûå ïðî-
öåññû â ñåðäå÷íîé ìûøöå â ïîñòèíôàðêòíîì ïåðèîäå.

Òàêèì îáðàçîì, Ã-ÊÑÔ ñïîñîáåí ìîäóëèðîâàòü ðåãå-
íåðàòîðíûé ïîòåíöèàë ðàçëè÷íûõ òêàíåé.

ÏÎÈÑÊ Â ÏÅÐÈÔÅÐÈ×ÅÑÊÎÉ ÊÐÎÂÈ ÁÈÎÕÈÌÈ×Å-
ÑÊÈÕ ÏÐÅÄÈÊÒÎÐÎÂ ÂÎÇÐÀÑÒÍÎÉ ÈÍÂÎËÞÖÈÈ
ÂÛÑÎÊÎÑÏÅÖÈÀËÈÇÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ © Ì. Â. Áàëóåâà, È. Ð. Âàëèåâà, Î. Î. Ìîëîñòîâà,
È. Â. Ãàâðèëîâ, Â. Í. Ìåùàíèíîâ. ÃÓÇ ÑÎ ÈÌÊÒ, ÃÎÓ
ÂÏÎ ÓÃÌÀ Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ è ÃÎÓÇ ÑÎÊÏ
Ãîñïèòàëü äëÿ âåòåðàíîâ âîéí, Åêàòåðèíáóðã.

Íà êëåòî÷íîì è ñóáêëåòî÷íîì óðîâíÿõ îðãàíèçàöèè
ïðîöåññ ñòàðåíèÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â íàðóøåíèè ñèíòåçà è ñåê-
ðåöèè ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, â òîì ÷èñëå ïðîäóöèðóåìûõ
âûñîêîñïåöèàëèçèðîâàííûìè êëåòêàìè (Áåëîêîíü, 2005;
Õàâèíñîí è äð., 2009). Ñóùåñòâóþùèå ãåðîïðîòåêòîðíûå
ìåðîïðèÿòèÿ ìàëîýôôåêòèâíû â òîì ÷èñëå è ïîòîìó, ÷òî
îíè íå íàïðàâëåíû íà ïðåäîòâðàùåíèå óãàñàíèÿ ôóíêöèé
îòäåëüíûõ, â òîì ÷èñëå âûñîêîñïåöèàëèçèðîâàííûõ, êëå-
òîê íåðâíîé è ýíäîêðèííîé ñèñòåì.

Öåëü ðàáîòû — áèîõèìè÷åñêèå ïðåäèêòîðû ñòàðåíèÿ
âûñîêîñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòîê íåðâíîé è ýíäîêðèí-
íîé ñèñòåì îðãàíèçìà ÷åëîâåêà â êðîâè: òèðåîòðîïíûé
ãîðìîí (ÒÒÃ), âûðàáàòûâàåìûé òèðîòðîïîöèòàìè àäåíî-
ãèïîôèçà; (òðèèîäòèðîíèí) Ò3 è (òèðîêñèí) Ò4 — ôîëëè-
êóëÿðíûìè ýíäîêðèíîöèòàìè ùèòîâèäíîé æåëåçû; áåëîê
S-100 — êëåòêàìè àñòðîöèòàðíîé íåéðîãëèè (Òðàèëèí è
äð., 2009); íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð ìîçãà (ÁÄÍÔ) —
ôèáðîáëàñòàìè, àñòðîöèòàìè è íåéðîíàìè.

Â èññëåäîâàíèè ïðèíÿëè ó÷àñòèå 92 ïàöèåíòà, êîòî-
ðûå áûëè ðàçäåëåíû íà 2 ãðóïïû. Ïåðâóþ ãðóïïó ñîñòàâè-
ëè 73 ÷åëîâåêà çðåëîãî âîçðàñòà (ñðåäíèé âîçðàñò 41 ãîä),
âòîðóþ ãðóïïó — 19 ÷åëîâåê ïîæèëîãî âîçðàñòà (ñðåäíèé
âîçðàñò 62 ãîäà). Êðèòåðèÿìè âêëþ÷åíèÿ ÿâèëîñü íàëè÷èå
ïîëèîðãàííîé ïàòîëîãèè ò. å. íå ìåíåå 5 õðîíè÷åñêèõ çà-
áîëåâàíèé â ñòàäèè ñòîéêîé ðåìèññèè. Êðèòåðèè èñêëþ-
÷åíèÿ — îáîñòðåíèå õðîíè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé, òðàâìû,
îïåðàöèè ìåíåå ÷åì çà 1 ãîä äî èññëåäîâàíèÿ, íàëè÷èå
îïóõîëåâûõ èëè èíôåêöèîííûõ ïðîöåññîâ, â òîì ÷èñëå
íåðâíîé èëè ýíäîêðèííîé ïðèðîäû. Èììóíîôåðìåíòíûé
àíàëèç êðîâè ïðîâîäèëè íà Chem Well, Awareness Techno-
logy ÑØÀ) íàáîðàìè ðåàãåíòîâ R&D (Àíãëèÿ). Ñêîðîñòü
ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ îöåíèâàëè ïî áèîëîãè÷åñêîìó âîçðàñ-
òó (ïî ÍÈÈ ãåðîíòîëîãèè ÀÍ Óêðàèíû). Ñòàòèñòè÷åñêàÿ
îáðàáîòêà ïðîâåäåíà â Statistic 6.0.

Âûÿâëåíà çíà÷èòåëüíàÿ îòðèöàòåëüíàÿ êîððåëÿöèîí-
íàÿ âçàèìîñâÿçü ìåæäó áèîâîçðàñòîì è óðîâíåì Ò4

(r = –0.658), âûñîêàÿ ïîëîæèòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó
áèîâîçðàñòîì è óðîâíåì Ò3, (r = 0.829, p < 0.05), ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ñíèæåíèè ïðîèçâîäñòâà ãîðìîíàëüíî àêòèâ-
íûìè êëåòêàìè ùèòîâèäíîé æåëåçû ïîëíîöåííîãî òèðî-
êñèíà è çàìåñòèòåëüíîì óñèëåíèè ïðîèçâîäñòâà ìåíåå ýô-
ôåêòèâíîãî òðèèîäòèðîíèíà. Ïðè ýòîì ñåêðåöèÿ ÒÒÃ
îñòàâàëàñü íà óðîâíå ïàöèåíòîâ çðåëîãî âîçðàñòà. Íàáëþ-
äàëàñü îòðèöàòåëüíàÿ óìåðåííî âûðàæåííàÿ êîððåëÿöèîí-
íàÿ âçàèìîñâÿçü ìåæäó áèîëîãè÷åñêèì âîçðàñòîì è ñîäåð-
æàíèåì â êðîâè áåëêà S-100 (r = –0.31, p < 0.05). Êàëåí-
äàðíûé âîçðàñò è ÁÄÍÔ ïðè ýòîì íå äàëè çíà÷èìûõ è
(èëè) äîñòîâåðíûõ êîððåëÿöèîííûõ ïîêàçàòåëåé ñ èçó÷àå-
ìûìè ïîòåíöèàëüíûìè ïðåäèêòîðàìè ñòàðåíèÿ. Îáíàðó-
æåííûé êëåòî÷íî-ìåòàáîëè÷åñêèé äèñáàëàíñ â ñèñòåìå

ýíäîêðèíîöèòîâ è íåéðîöèòîâ âíåñåò êîððåêòèâû â ñó-
ùåñòâóþùèå ñõåìû ëå÷åíèÿ çàâèñèìûõ îò âîçðàñòà òè-
ðåîèäíûõ äèñôóíêöèé â ñèñòåìå ãèïîôèç—ùèòîâèäíàÿ
æåëåçà è êëåòîê àñòðîãëèè.

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÐÅÀÊÖÈÉ c-kit+-ÊËÅÒÎÊ ÐÀÇËÈ×-
ÍÎÉ ËÎÊÀËÈÇÀÖÈÈ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÐÅÏÀÐÀÒÈÂ-
ÍÎÉ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ ÏÎ×ÅÊ. © È. À. Áðûêèíà. Èíñòè-
òóò èììóíîëîãèè è ôèçèîëîãèè ÓðÎ ÐÀÍ, Åêàòåðèíáóðã.

C-kit (CD117) — ýòî òðàíñìåìáðàííûé òèðîçèíêè-
íàçíûé ðåöåïòîð, âçàèìîäåéñòâèå êîòîðîãî ñ åãî ëèãàí-
äîì, ôàêòîðîì ñòâîëîâîé êëåòêè (SCF — stem cell factor),
çàïóñêàåò ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèè è äèôôå-
ðåíöèðîâêè ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Êðîìå
òîãî, â ïîñëåäíèå ãîäû íà÷àëè ïîÿâëÿòüñÿ ñîîáùåíèÿ î
ðîëè c-kit/SCF ðåöåïòîð-ëèãàíäíîé îñè â ðåãóëÿöèè ðå-
ïàðàòèâíîé ðåãåíåðàöèè ïî÷åê (Stokman G., 2010). Èçâå-
ñòíî, ÷òî äàííûé ðåöåïòîð ýêñïðåññèðóåòñÿ íåêîòîðûìè
êàíàëüöåâûìè ýïèòåëèîöèòàìè, îáðàçóþùèìè âûñòèëêó
äèñòàëüíûõ è ïðîêñèìàëüíûõ êàíàëüöåâ êîðêîâîãî âåùå-
ñòâà (Miliaras D., 2004). Àíàëèç ñïåöèôè÷åñêîé ëîêàëèçà-
öèè ñ-kit+-êàíàëüöåâ â ïî÷êå íàòàëêèâàåò íà ìûñëü î
òîì, ÷òî èìåííî îíè ôîðìèðóþò ðîñòêîâûå çîíû â äàí-
íîì îðãàíå. Êðîìå òîãî, óñòàíîâëåíî íàëè÷èå ñèíåðãåòè-
÷åñêîãî ýôôåêòà â äåéñòâèè SCF è íåêîòîðûõ ìàêðîôàãà-
ëüíûõ öèòîêèíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ðåãåíåðàöèþ (Ren,
2009). Äàííûé ôàêò óêàçûâàåò íà òî, ÷òî c-kit+-êëåòêè
ïî÷åê, à òàêæå ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, ýêñï-
ðåññèðóþùèå äàííûé àíòèãåí, ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ
êàê âåðîÿòíàÿ ìèøåíü äëÿ ðåãóëÿòîðíîãî âëèÿíèÿ ìàêðî-
ôàãîâ ïðè ïîâðåæäåíèè îðãàíà.

Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó-
÷èòü ðåàêöèþ ñ-kit+-êàíàëüöåâûõ ýïèòåëèîöèòîâ è
ñ-kit+-ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà íà ïîâðåæäåíèå
ïî÷åê â óñëîâèÿõ íîðìàëüíîãî è èíãèáèðîâàííîãî ôóíê-
öèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèé ìàêðîôàãîâ.

Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà áåëûõ áåñïîðîäíûõ ìû-
øàõ-ñàìöàõ, ðàçäåëåííûõ íà 4 ãðóïïû: 1) èíòàêòíûå;
2) ëîæíîîïåðèðîâàííûå; 3) ìûøè, êîòîðûì áûëà ïðîâå-
äåíà ÷àñòè÷íàÿ ëåâîñòîðîííÿÿ íåôðýêòîìèÿ; 4) æèâîò-
íûå, êîòîðûì çà 2 ÷ äî àíàëîãè÷íîé îïåðàöèè ââîäèë èí-
ãèáèòîð ìàêðîôàãîâ — êàððàãèíàí. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ íà ñðåçàõ ïîâðåæäåííîé è îïåðèðîâàííîé
ïî÷åê ìåòîäîì èììóíîãèñòîõèìèè èäåíòèôèöèðîâàëè
ìàêðîôàãè (anti-CD172a), ïðîëèôåðèðóþùèå êàíàëüöå-
âûå ýïèòåëèîöèòû (anti-Ki-67) è êëåòêè, ýêñïðåññèðóþ-
ùèå ñ-kit, ïîäñ÷èòûâàëè èõ êîëè÷åñòâî â 1 ìì2 òêàíè.
Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè îïðåäåëÿëè ñî-
äåðæàíèå CD45lowc-kit+Thy-1low ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â êîñòíîì ìîçãå è ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè.

Ïîñëå ÷àñòè÷íîé íåôðýêòîìèè íàáëþäàåòñÿ àêòèâà-
öèÿ ïðîëèôåðàöèè êàíàëüöåâûõ ýïèòåëèîöèòîâ â îïåðè-
ðîâàííîé è â ñèììåòðè÷íîé ïî÷êàõ, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ
óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà ìàêðîôàãîâ. Îòìå÷àåòñÿ ðîñò
÷èñëà c-kit+-êàíàëüöåâûõ ýïèòåëèîöèòîâ. Âñå ïåðå÷èñ-
ëåííûå èçìåíåíèÿ âûðàæåíû â áîëüøåé ñòåïåíè â îïåðè-
ðîâàííîé ïî÷êå. Çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî
CD45lowc-kit+Thy-1low êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â êîñò-
íîì ìîçãå è êðîâè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíòåíñèôèêà-
öèè èõ ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè. Ïðè èíãèáèðîâàíèè
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ìàêðîôàãîâ ïðîëèôåðàòèâ-
íûå ïðîöåññû â ïîâðåæäåííîé ïî÷êå çíà÷èòåëüíî çàìåä-
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ëÿþòñÿ, ÷òî ïðîèñõîäèò íà ôîíå ïàäåíèÿ êîëè÷åñòâà ôà-
ãîöèòèðóþùèõ ìîíîíóêëåàðîâ â äàííîì îðãàíå. Ðîñò
÷èñëà ñ-kit+-ýïèòåëèîöèòîâ, âåðîÿòíî, íîñèò êîìïåíñà-
òîðíûé õàðàêòåð è ñâÿçàí ñî ñíèæåíèåì ôóíêöèîíàëüíîé
àêòèâíîñòè ìàêðîôàãîâ. Ìèãðàöèÿ ìàêðîôàãîâ â ïðàâóþ
ïî÷êó è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà c-kit+-ýïèòåëèîöèòîâ
îáåñïå÷èâàþò äîñòàòî÷íî âûñîêèé óðîâåíü ïðîëèôåðà-
òèâíûõ ïðîöåññîâ â ñèììåòðè÷íîì îðãàíå. Ïðè ýòîì îá-
íàðóæèâàåòñÿ ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà CD45lowc-kit+Thy-1low

êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â êîñòíîì ìîçãå è êðîâè, ÷òî
ìîæåò óêàçûâàòü íà óñèëåíèå èõ ìèãðàöèè ê ðåãåíåðèðó-
þùèì îðãàíàì.

Òàêèì îáðàçîì, î÷åâèäíî, ÷òî ñ-kit+-ñòâîëîâûå êëåò-
êè êîñòíîãî ìîçãà è ýïèòåëèîöèòû ðîñòêîâîé çîíû ïî÷åê
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåïàðàòèâíîé ðåãåíåðàöèè îðãàíà,
ïðè÷åì ïðîöåññû àêòèâàöèè ñ-kit+-êëåòîê ðàçëè÷íîé ëî-
êàëèçàöèè â òîé èëè èíîé ñòåïåíè íàõîäÿòñÿ ïîä êîíòðî-
ëåì ìàêðîôàãîâ.

ÎÏÒÈÌÈÇÀÖÈß ÏÈÒÀÒÅËÜÍÎÉ ÑÐÅÄÛ ÄËß ÄËÈ-
ÒÅËÜÍÎÃÎ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß ÑÎÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÊËÅÒÎÊ ÌÅÄÎÍÎÑÍÎÉ Ï×ÅËÛ. © Â. À. Âàñèëüåâ,
À. Þ. Êóðìàíîâà, Â. Ò. Êàêïàêîâ. Âñåðîññèéñêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé âåòåðèíàðèè èì. ß. Ð. Êîâàëåíêî ÐÀÑÕÍ,
Ìîñêâà.

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ìåäîíîñíîé ï÷åëû in vitro
ÿâëÿåòñÿ íå ðåøåííîé ïðîáëåìîé â ìèðå. Ó÷åíûå ïûòà-
þòñÿ âûäåëèòü êóëüòóðó êëåòîê èç âñåâîçìîæíûõ îðãàíîâ
è òêàíåé ìåäîíîñíîé ï÷åëû, ïîäáèðàþò óñëîâèÿ äëÿ äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (Bergem, Norberg, 2006). Â íà-
øåé ðàáîòå âåäåòñÿ ïîäáîð îïòèìàëüíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êóëüòóðû êëåòîê ìåäîíîñíîé
ï÷åëû. Â êà÷åñòâå äîáàâêè ìû ïðèìåíÿëè ìàòî÷íîå ìî-
ëî÷êî è ïûëüöó äëÿ âûÿâëåíèÿ èõ ðîñòîñòèìóëèðóþùåãî
äåéñòâèÿ íà êóëüòóðó êëåòîê íàñåêîìûõ. Íà ïåðâîì ýòàïå
èçó÷àëè äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé ìàòî÷íîãî ìîëî÷êà è
ðàñòâîðîâ îáíîæêè (ïûëüöû).

Â êà÷åñòâå òåñò-êóëüòóðû áûëà èñïîëüçîâàíà ïîñòî-
ÿííàÿ ëèíèÿ êëåòîê øèíåëüíîé ìîëè Spodoptera frugiper-
da SF9K-àäàïòèðîâàííàÿ ê ñðåäå Êàêïàêîâà Ñ46 (Êàêïà-
êîâ, Êóðìàíîâà, 2009). Êðèòåðèåì îöåíêè êëåòî÷íîé
òåñò-ñèñòåìû ñëóæèëè: ëèçèñ êëåòêè, ñîêðàùåíèå, ñìîð-
ùèâàíèå è îòñóòñòâèå àäãåçèè, âàêóîëèçàöèÿ, çàìåòíàÿ
ãðàíóëÿöèÿ öèòîïëàçìû, îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà ìåðò-
âûõ êëåòîê ìåòîäîì âèòàëüíîé îêðàñêè 0.04%-íûì ðàñ-
òâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî (Ìåòîäû êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê, 2008). Â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè ýìáðèî-
íàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó ôèðìû HyClon (ÑØÀ). Èçó-
÷àëè äåéñòâèå ìàòî÷íîãî ìîëî÷êà äâóõ ñîðòîâ: àäñîðáè-
ðîâàííîå ãðàíóëèðîâàííîå ÌÌÁ1 ÃÎÑÒ Ð 52680-2006 è
àäñîðáèðîâàííîå ñûðîå ÌÌÁ2 (ïîëó÷åíû îò Ë. À. Áóð-
ìèñòðîâîé (ÂÍÈÈ ï÷åëîâîäñòâà ÐÀÑÕÍ, ã. Ðûáíîå). Ìà-
òî÷íîå ìîëî÷êî èìååò ñëîæíûé õèìè÷åñêèé ñîñòàâ è ñî-
äåðæèò ìíîãèå ëåãêîóñâîÿåìûå ïèòàòåëüíûå è áèîëîãè-
÷åñêè àêòèâíûå âåùåñòâà. Â ñîñòàâ ìàòî÷íîãî ìîëî÷êà
âõîäÿò àìèíîêèñëîòû (â òîì ÷èñëå íåçàìåíèìûå), ñàõàðà,
ñâîáîäíûå æèðíûå êèñëîòû (äåöåíîâûå, àçåëîèíîâàÿ, ïè-
ìåëèíîâàÿ è äð., êîòîðûå ñèíòåçèðóþòñÿ òîëüêî â îðãà-
íèçìå ï÷åëû) è ôîñôàòèäû (íàïðèìåð, ôðàêöèÿ ëèïîè-
äîâ, êîòîðàÿ ó÷àñòâóåò â îáðàçîâàíèè è îáíîâëåíèè îáî-
ëî÷êè êëåòêè). Â îïûòå ìû ïðèìåíèëè ñëåäóþùèå
êîíöåíòðàöèè ìàòî÷íîãî ìîëî÷êà 1, 0.1, 0.01, 0.001 è

0.0001 %. Íà 2-å ñóò ïîñëå ïîñåâà áûë çàðåãèñòðèðîâàí
íàèáîëüøèé ðîñò ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò â êóëüòóðàõ
êëåòîê ñ äîáàâëåíèåì 0.0001 % ðàçâåäåíèÿ ìàòî÷íîãî ìî-
ëî÷êà (ÌÌÁ1), òîãäà êàê â êîíòðîëå ðåçóëüòàòû áûëè â
2 ðàçà íèæå. Â îïûòàõ ñ ñûðûì ìàòî÷íûì ìîëî÷êîì
(ÌÌÁ2) ðîñòîñòèìóëèðóþùóþ àêòèâíîñòü ïîêàçàëè êîí-
öåíòðàöèè 0.01 è 0.1 %.

Â êà÷åñòâå ñëåäóþùåé áèîëîãè÷åñêîé äîáàâêè ê ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå Ñ46 ìû èñïîëüçîâàëè ïûëüöó, ïðè ýòîì
áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ðîñòîñòèìóëèðóþùåé àêòèâíîñòüþ
îáëàäàåò 1%-íûé ðàñòâîð ïûëüöû.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêàçû-
âàþò, ÷òî ðîñòîñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå íà êóëüòóðó
êëåòîê îêàçûâàþò àäñîðáèðîâàííîå ãðàíóëèðîâàííîå ìà-
òî÷íîå ìîëî÷êî ÌÌÁ1, àäñîðáèðîâàííîå ñûðîå ìàòî÷íîå
ìîëî÷êî ÌÌÁ2, à òàêæå ïûëüöà, ÷òî ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàíî ïðè ïîäáîðå îïòèìàëüíîãî ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé
ñðåäû, èñïîëüçóåìîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû êëåòîê ìå-
äîíîñíîé ï÷åëû.
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Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî íàíîìàòåðèàëû â ìèðå èñïîëüçó-
þòñÿ áîëåå 10 ëåò, äî ñèõ ïîð íè îäèí âèä íå áûë èçó÷åí
íà áèîáåçîïàñíîñòü â ïîëíîì îáúåìå. Èìåþùèåñÿ äàííûå
î ñâîéñòâàõ âåùåñòâ â íàíîðàçìåðíîì äèàïàçîíå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î íåîáõîäèìîñòè êîððåêöèè òðàäèöèîííûõ
ïîäõîäîâ ê îöåíêå èõ òîêñè÷íîñòè, ïîñêîëüêó ýôôåêòû
íàíî÷àñòèö çàâèñÿò íå ñòîëüêî îò èõ õèìè÷åñêîãî ñîñòà-
âà, ñêîëüêî îò ñóììàðíîé ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè íà ãðàíè-
öå ðàçäåëà ôàç.

Èññëåäîâàíèÿ íà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàëè ñïîñîáíîñòü âçâåñè íàíî÷àñòèö îðòîòàíòàëàòà
èòòðèÿ (äèàìåòð ÷àñòèö 20—40 íì) áîëåå èíòåíñèâíî ïî-
ãëîùàòü ðåíòãåíîâñêîå èçëó÷åíèå, ÷åì èçâåñòíûå ðåíòãå-
íîêîíòðàñòíûå âåùåñòâà íà îñíîâå ñîåäèíåíèé éîäà â ñî-
ïîñòàâèìûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Îäíàêî äàííûå î áèîáåçî-
ïàñíîñòè îðòîòàíòàëàòà èòòðèÿ, ïîëó÷åííûå in vivo,
îêàçàëèñü ìàëîèíôîðìàòèâíûìè íå òîëüêî â îòíîøåíèè
ýôôåêòîâ íà êëåòî÷íîì óðîâíå, íî è â ïðîãíîçèðîâàíèè
âîçìîæíûõ ïîâðåæäåíèé ãåíîìà. Ïîýòîìó ñôîðìóëè-
ðîâàííàÿ öåëü èññëåäîâàíèÿ ïðåäóñìàòðèâàëà îöåíêó
òîêñè÷íîñòè íàíî÷àñòèö îðòîòàíòàëàòà èòòðèÿ íà êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà.

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè êóëüòóðû äåðìàëü-
íûõ êëåòîê ïàöèåíòîâ 45—63 ëåò, õðàíÿùèåñÿ â êðèîáàí-
êå ëàáîðàòîðèè. Äëÿ èçó÷åíèÿ âîçìîæíîãî òîêñè÷åñêîãî
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äåéñòâèÿ íàíî÷àñòèö èçó÷àëè ïàðàìåòðû ìèòîõîíäðèàëü-
íîãî äûõàíèÿ (ïîñðåäñòâîì èçìåðåíèÿ ñóììàðíîé àêòèâ-
íîñòè ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèäðîãåíàç) è ãëèêîëèçà (àê-
òèâíîñòü ëàêòàòäåãèäðîãåíàçû). Ãåíîòîêñè÷íîñòü îöåíè-
âàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíàëèçà ïîëèìîðôèçìà äëèí
àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (ÏÄÀÔ) â íàøåé
ìîäèôèêàöèè. Â êà÷åñòâå ýòàëîííîé áàçû ñðàâíåíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè íàíî÷àñòèöû ñåðåáðà, èçâåñòíûå ñâîåé öèòî-
òîêñè÷íîñòüþ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîä
âëèÿíèåì íàíî÷àñòèö îðòîòàíòàëàòà èòòðèÿ íàáëþäàåòñÿ
íåêîòîðîå ñíèæåíèå êàê îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êóëüòóð,
òàê è êîìïëåêñà ìåòàáîëè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé, ÷òî ïîçâî-
ëÿåò ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèäðî-
ãåíàç è ãëèêîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ â ðåàëèçàöèè ìåõà-
íèçìà íåñïåöèôè÷åñêîãî äåéñòâèÿ èññëåäóåìîãî âåùåñò-
âà. Îäíàêî âûÿâëåííàÿ òåíäåíöèÿ â ïðåäåëàõ ñðîêîâ
ñîâìåñòíîãî ñ ÷àñòèöàìè êóëüòèâèðîâàíèÿ (8 ñóò) íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì. Â òî æå âðåìÿ íàíî÷àñòèöû ñåðåáðà óæå â 1å ñóò âîç-
äåéñòâèÿ â ñîïîñòàâèìûõ êîíöåíòðàöèÿõ â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè èíãèáèðóþò ýíåðãåòè÷åñêèå ïðîöåññû â äåðìàëü-
íûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ôðàãìåíòàöèè îáðàçöîâ
ÄÍÊ êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòîâ ïðîäåìîíñòðèðîâà-
ëè, ÷òî â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ êîýôôèöèåíò ôðàãìåí-
òàöèè ñîñòàâèë 0.221 ± 0.009. Â êóëüòóðàõ, ñîäåðæàùèõ
îðòîòàíòàëàò èòòðèÿ, êîýôôèöèåíò ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ
îïðåäåëåí êàê 0.234 ± 0.008 (p > 0.05), ÷òî óêàçûâàåò íà
îòñóòñòâèå ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ïîä äåéñòâèåì íàíî÷àñòèö
îðòîòàíòàëàòà èòòðèÿ. Â òî æå âðåìÿ ïðè âîçäåéñòâèè íà-
íî÷àñòèö ñåðåáðà ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ äîñòîâåðíî âîçðàñ-
òàåò áîëåå ÷åì â 2 ðàçà (êîýôôèöèåíò ôðàãìåíòàöèè
0.458 ± 0.009).

Òàêèì îáðàçîì, ïî ñðàâíåíèþ ñ íàíî÷àñòèöàìè ñåðåá-
ðà âçâåñü ÷àñòèö îðòîòàíòàëàòà èòòðèÿ â ïðèìåíÿåìûõ
äèàãíîñòè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ çà äâîéíîé ïåðèîä èõ
ïîëóâûâåäåíèÿ èç êðîâè íå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî òîê-
ñè÷åñêîãî è ãåíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà êóëüòèâèðóå-
ìûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî-
çâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ÷àñòèöû îðòîòàíòàëàòà èòòðèÿ â
íàíîðàçìåðíîì äèàïàçîíå â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíîãî
ðåíòãåíîêîíòðàñòíîãî âåùåñòâà.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÌÀÒÐÈÊÑÍÛÕ ÌÅÒÀË-
ËÎÏÐÎÒÅÈÍÀÇ È ÑÎÑÒÎßÍÈß ÍÅÊÎÒÎÐÛÕ ÁÅË-
ÊÎÂ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÀÒÐÈÊÑÀ Â ÒÊÀÍÈ ÀÎÐ-
ÒÛ Ó ÁÎËÜÍÛÕ Ñ ÀÍÅÂÐÈÇÌÎÉ ÂÎÑÕÎÄßÙÅÃÎ
ÎÒÄÅËÀ ÀÎÐÒÛ ÐÀÇËÈ×ÍÎÉ ÝÒÈÎËÎÃÈÈ. © È. Â. Âî-
ðîíêèíà,1 Ë. Â. Ñìàãèíà,1 Î. Á. Èðòþãà,2 Î. Ì. Ìîèñååâà.2
1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 Ôåäåðàëüíîå ãîñóäàðñò-
âåííîå ó÷ðåæäåíèå «Ôåäåðàëüíûé Öåíòð ñåðäöà, êðîâè è
ýíäîêðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà» Ìèíçäðàâñîöðàçâè-
òèÿ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïàòîãåíåòè÷åñêèå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå ðàç-
âèòèÿ àíåâðèçìû ãðóäíîãî îòäåëà àîðòû, äî ñèõ ïîð íåäî-
ñòàòî÷íî èçó÷åíû. Îäíà èç ñóùåñòâóþùèõ ãèïîòåç ôîð-
ìèðîâàíèÿ àíåâðèçìû àîðòû ñâÿçàíà ñ ïîâûøåíèåì àê-
òèâíîñòè òêàíåâûõ ïðîòåàç. Èçâåñòíî, ÷òî ìàòðèêñíûå
ìåòàëëîïðîòåèíàçû (ÌÌÏ) ïðèíèìàþò àêòèâíîå ó÷àñòèå
â ïðîöåññàõ ðåìîäåëèðîâàíèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.
Îäíàêî äîñòîâåðíî íåèçâåñòíî, ñóùåñòâóåò ëè ñâÿçü ìåæ-
äó ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè âîñõîäÿùåãî îòäåëà àîð-

òû, àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ è ñîñòàâîì áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà (ÂÊÌ). Äèññåêöèÿ àîðòû ñâÿçàíà ñ äåãåíåðàòèâ-
íûìè èçìåíåíèÿìè â ñðåäíåé îáîëî÷êå ñîñóäà, ïðè êîòî-
ðûõ ïðîèñõîäèò ôðàãìåíòàöèÿ ýëàñòè÷åñêèõ âîëîêîí, ÷òî
ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå âàæíûõ ïðè÷èí äèññåêöèè
àîðòû. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî îöåíèòü âëèÿíèå
ÌÌÏ è êà÷åñòâåííîãî è êîëè÷åñòâåííîãî ñîñòàâà ÂÊÌ
íà ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ àîðòû ó áîëüíûõ ñ àíåâðèçìîé
âîñõîäÿùåãî îòäåëà ðàçëè÷íîé ýòèîëîãèè.

Â èññëåäîâàíèè ó÷àñòâîâàëè 32 ïàöèåíòà ñ àíåâðèç-
ìîé âîñõîäÿùåãî îòäåëà àîðòû è ñ èøåìè÷åñêîé áî-
ëåçíüþ ñåðäöà áåç ïàòîëîãèè àîðòû. Ýòèîëîãèÿ ïîðà-
æåíèÿ àîðòû è àîðòàëüíîãî êëàïàíà ïîäòâåðæäàëàñü â
ïðîöåññå èíòðàîïåðàöèîííîãî ãèñòîëîãè÷åñêîãî èññëåäî-
âàíèÿ. Â çàâèñèìîñòè îò ýòèîëîãèè ïîðàæåíèÿ àîðòû ïà-
öèåíòû áûëè ðàçäåëåíû íà 3 ïîäãðóïïû: 1-ÿ ïîäãðóïïà —
ïàöèåíòû ñ àòåðîñêëåðîçîì, 2-ÿ — ïàöèåíòû ñ âðîæäåí-
íûì ïîðîêîì ñåðäöà — äâóñòâîð÷àòûì àîðòàëüíûì êëà-
ïàíîì (ÁÀÊ) è 3-ÿ — ïàöèåíòû ñ òðåõñòâîð÷àòûì êëàïà-
íîì (ÒÀÊ). Áûë ðàçðàáîòàí ñïîñîá àíàëèçà îáðàçöîâ òêà-
íè íà ïðèñóòñòâèå ÌÌÏ è íåêîòîðûõ áåëêîâ ÂÊÌ.
Â èíòðàîïåðàöèîííûõ áèîïòàòàõ îöåíèâàëè ñîäåðæàíèå
è àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, à òàêæå ñîäåðæàíèå ôèá-
ðèëëèíà, ýëàñòèíà è êîëëàãåíà I òèïà. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ,
ðàñùåïëÿþùèõ æåëàòèí, îïðåäåëÿëè ìåòîäîì çèìîãðà-
ôèè. Ñîäåðæàíèå ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, à òàêæå áåëêîâ ÂÊÌ
(êîëëàãåí I òèïà, ôèáðèëëèí è ýëàñòèí) â áèîïòàòàõ àîð-
òû îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà.

Ïî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ÌÌÏ-2 è
ÌÌÏ-9 âûÿâëåíà òåíäåíöèÿ ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ
ÌÌÏ-9 ó áîëüíûõ ñ àíåâðèçìîé âîñõîäÿùåãî îòäåëà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé. Ñðàâíèòåëüíûé àíà-
ëèç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â èññëåäóåìûõ ïîäãðóïïàõ ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàë íàèáîëüøåå ïîâûøåíèå äàííûõ ïîêàçàòå-
ëåé â ïîäãðóïïå ñ ÁÀÊ (ÌÌÏ-9 àêòèâíàÿ, 563.9 ± 79.9
óñë. åä. ïðè ÁÀÊ è 283.4 ± 82.0 óñë. åä. â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå, Ð = 0.04; ÌÌÏ-9 ëàòåíòíàÿ, 650.7 ± 74.5 è 277.9 ±
� 87.0 óñë. åä. ñîîòâåòñòâåííî, Ð = 0.01). Ó áîëüíûõ ñ
ÒÀÊ è àòåðîñêëåðîçîì ðàçëè÷èé â ñîäåðæàíèè è àêòèâíî-
ñòè ÌÌÏ âûÿâëåíî íå áûëî. Ïî äàííûì èññëåäîâàíèÿ
áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà àîðòû-ïîäãðóïïû íå ðàçëè÷àëèñü
ïî ñîäåðæàíèþ ôèáðèëëèíà. Âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå ñîîò-
íîøåíèÿ êîëëàãåí/ýëàñòèí â ñòîðîíó óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæà-
íèÿ êîëëàãåíà ó áîëüíûõ ñ àòåðîñêëåðîçîì è ÁÀÊ (1 : 1.5).

Ïî ðåçóëüòàòàì äàííîé ðàáîòû ìîæíî ñäåëàòü ñëåäó-
þùèå âûâîäû: ðàçâèòèå àíåâðèçìû âîñõîäÿùåãî îòäåëà
àîðòû ñâÿçàíî ñ ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè ÌÌÏ; ìàêñè-
ìàëüíûå çíà÷åíèÿ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 âûÿâëåíû ó áîëüíûõ
ñ ÁÀÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàöèåíòàìè ñ ÒÀÊ è àòåðîñêëåðî-
òè÷åñêèì ïîðàæåíèåì àîðòû. Ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè
ÌÌÏ ñîïðÿæåíî ñ óâåëè÷åíèåì ñîîòíîøåíèÿ êîëëà-
ãåí/ýëàñòèí â òêàíÿõ àîðòû.

ÊÓËÜÒÓÐÀ ÊËÅÒÎÊ ÊÈØÅ×ÍÈÊÀ ÑÂÈÍÜÈ: ÏÎËÓ-
×ÅÍÈÅ, ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ Â ÂÈÐÓÑÎËÎÃÈÈ.
© Ò. Â. Ãàëüíáåê, Ë. Ï. Äüÿêîíîâ , Å. Ñ. Ôåäîðîâà. Âñå-
ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé
èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé âåòåðèíàðèè èì. ß. Ð. Êîâà-
ëåíêî ÐÀÑÕÍ, Ìîñêâà.

Ðàçâèòèå ñîâðåìåííîé âèðóñîëîãèè â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå îïðåäåëÿåòñÿ íàëè÷èåì ýôôåêòèâíûõ êëåòî÷íûõ ñè-
ñòåì, ïîçâîëÿþùèõ ïðîâîäèòü ýêñïåðèìåíòû è îñóùåñòâ-
ëÿòü äèàãíîñòèêó è áèîïðîèçâîäñòñâî ñ ìàêñèìàëüíûì
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âûõîäîì ïðîäóêöèè (âèðóñíûå àíòèãåíû è áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûå âåùåñòâà). Ïîýòîìó îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷à
âûâåäåíèÿ íîâûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê
âèðóñàì — âîçáóäèòåëÿì áîëåçíåé ñåëüñêîõîçÿéñòâåí-
íûõ æèâîòíûõ.

Ïðèìåíèòåëüíî ê âèðóñàì, âûäåëÿåìûì îò ñâèíåé,
âàæíî ïîëó÷èòü êóëüòóðû êëåòîê, èñïîëüçîâàíèå êîòîðûõ
ïîçâîëèëî áû íàðÿäó ñ íàêîïëåíèåì äîñòàòî÷íîãî êîëè-
÷åñòâà áèîìàññû âèðóñîâ ñîçäàòü óñëîâèÿ äëÿ ìàêñèìàëü-
íîãî ñîõðàíåíèÿ èõ àíòèãåííûõ è èììóíîãåííûõ ñâîéñòâ.
Ýòî, â ÷àñòíîñòè, îòíîñèòñÿ ê êîðîíàâèðóñó — âîçáóäèòå-
ëþ òðàíñìèññèâíîãî ãàñòðîýíòåðèòà ñâèíåé (ÒÃÑ).

Äëÿ òêàíè êèøå÷íèêà ïëîäîâ ñâèíüè è ïîðîñÿò —
ãíîòîáèîòîâ — íåîáõîäèì ùàäÿùèé ñïîñîá òðèïñèíèçà-
öèè. Ïðèìåíåíèå äåçàãðåãèðóþùèõ ðàñòâîðîâ ñ ïîíèæåí-
íûì ñîäåðæàíèåì òðèïñèíà è äëèòåëüíîñòè äåçàãðåãàöèè
5—10 ìèí îáåñïå÷èâàåò âûõîä 50—70 % æèçíåñïî-
ñîáíûõ êëåòîê èç òêàíè êèøå÷íèêà ïëîäîâ ñâèíüè è ïî-
ðîñÿò — ãíîòîáèîòîâ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ýìáðèîíîâ ñâè-
íåé ðàçíûõ ñðîêîâ ðàçâèòèÿ (1.5—3.5-ìåñÿ÷íîãî) çàìå÷å-
íî, ÷òî öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü äëÿ äåçàãðåãàöèè è
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê òêàíü êèøå÷íèêà ïëîäîâ íà áî-
ëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ (2.5—
3.5 ìåñ).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñðåä ÃËÀ è Èãëà â ðàâíîì ñîîò-
íîøåíèè ñ äîáàâëåíèåì 15 % ñûâîðîòêè êðîâè êðóïíî-
ãî ðîãàòîãî ñêîòà êëåòêè àêòèâíî ðàñòóò è íà 5—6-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ ôîðìèðóþò ìîíîñëîé.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóáêóëüòóð êëåòîê êèøå÷íèêà ïëîäîâ
ñâèíüè è ïîðîñÿò — ãíîòîáèîòîâ — èñïîëüçîâàëè êóëüòó-
ðû êëåòîê ñ êîíôëþýíòíûì ìîíîñëîåì. Êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîâîäèëè íà ñìåñè ñðåä 0.5 % ãèäðîëèçàòà ëàêòàëüáóìè-
íà è ñðåäû 199 èëè Èãëà (1 : 1) ñ 15 % ñûâîðîòêè êðóïíî-
ãî ðîãàòîãî ñêîòà è 10 % êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû. Íà
öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ ïåðâè÷íî-òðèïñèíèçèðîâàí-
íûå êëåòêè êèøå÷íèêà ïëîäîâ ñâèíüè è ïîðîñÿò — ãíîòî-
áèîòîâ — ìîðôîëîãè÷åñêè íå èìåëè çàìåòíûõ ðàçëè÷èé.
Îíè ïðåäñòàâëåíû êëåòêàìè ýïèòåëèîïîäîáíîãî è ôè-
áðîáëàñòîïîäîáíîãî òèïîâ. Ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè —
ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû, ÿäðà êðóïíûå, îêðóãëîé èëè îâà-
ëüíîé ôîðìû. Êîëè÷åñòâî ÿäðûøåê îò 1 äî 3. ßäåðíûé
ìàòðèêñ èìååò êðóïíîñåò÷àòóþ ñòðóêòóðó, öèòîïëàçìà ñ
ìåëêîé âàêóîëèçàöèåé. Ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè
èìåþò ôîðìó âåðåòåíà è óäëèíåííîå ÿäðî. Ñðåäíèé ìèòî-
òè÷åñêèé èíäåêñ â êóëüòóðå ÊÝÑ íà 3-è ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ áûë ðàâåí 12.5—15 %, íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ — 5—8 %.

Èçó÷åíà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êóëüòóð ÊÝÑ, ÊÏÃ ê âèðó-
ñó ÒÃÑ. Öèòîïàòîãåííîå äåéñòâèå âèðóñà ÒÃÑ (øòàìì
«ÒÍÊ») íà êóëüòóðå êëåòîê ÊÝÑ, ÊÏÃ ïðîÿâëÿëàñü ñ
1-ãî ïàññàæà, à øòàììà ÂÃÑ-ÂÈÝÂ — ñî 2-ãî. Îíî õàðàê-
òåðèçîâàëîñü óâåëè÷åíèåì ðàçìåðîâ êëåòîê, à çàòåì èõ
îêðóãëåíèåì. Ê 72 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ âèðóñà êëåòêè ñìîð-
ùèâàëèñü è îòòîðãàëèñü îò ñòåêëà.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî êóëüòóðû
êëåòîê èç òêàíè êèøå÷íèêà ýìáðèîíîâ ñâèíåé è ïîðî-
ñÿò — ãíîòîáèîòîâ — ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñò-
âå êëåòî÷íîé ìîäåëè äëÿ âûðàùèâàíèÿ êîðîíàâèðóñà —
âîçáóäèòåëÿ ÒÃÑ.

ÍÎÂÛÅ ÁÈÎÒÅÕÍÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÏÎÄÕÎÄÛ Ê ÏÎ-
ËÓ×ÅÍÈÞ ÒÊÀÍÅÈÍÆÅÍÅÐÍÎÉ ÊÎÍÑÒÐÓÊÖÈÈ
ÝÏÈÒÅËÈß ÐÎÃÎÂÈÖÛ. © Ì. Þ. Ãåðàñèìîâ, À. Å. Çâå-
ðåâà, Ð. Ð. Ðàõìàòóëëèí, Å. Ñ. Êíÿçåâà, Î. Ã. Ìàêååâ,

Ñ. À. Êîðîòêèõ. Èíñòèòóò ìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ òåõíî-
ëîãèé, Óðàëüñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ
Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Åêàòåðèíáóðã, è Îðåíáóðã-
ñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Ëå÷åíèå ïàòîëîãèè ðîãîâèöû, ñâÿçàííîé ñ êëåòî÷íîé
íåäîñòàòî÷íîñòüþ ýïèòåëèÿ, ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé ïðîáëå-
ìîé îôòàëüìîëîãèè. ×àùå äåôèöèò ðåãèîíàðíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê îáóñëîâëåí îæîãîâûì ïîâðåæäåíèåì, êî-
òîðîìó â îñíîâíîì ïîäâåðæåíû ëèöà â òðóäîñïîñîáíîì
âîçðàñòå. Â çàâèñèìîñòè îò îáúåìà ïîðàæåíèÿ ëèìáà ðàç-
âèâàåòñÿ ÷àñòè÷íàÿ èëè ïîëíàÿ óòðàòà ñòâîëîâûõ êëåòîê
ýïèòåëèÿ (ýïèòåëèàëüíûõ ïðîãåíèòîðîâ), îòâå÷àþùèõ çà
åãî ïðèæèçíåííóþ ðåãåíåðàöèþ. Ýòî ïðèâîäèò ê çàìåùå-
íèþ ïðîçðà÷íîãî ýïèòåëèÿ íà íåïðîçðà÷íûé êîíúþíêòè-
âàëüíûé, ÷òî óìåíüøàåò ñâåòîïðîíèöàåìîñòü ðîãîâèöû è
òåì ñàìûì ñíèæàåò îñòðîòó çðåíèÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïåðñïåêòèâíîé ìåòîäèêîé ëå-
÷åíèÿ òàêèõ ñîñòîÿíèé ÿâëÿåòñÿ òðàíñïëàíòàöèÿ êóëü-
òèâèðîâàííûõ íà ìàòðèöå ýïèòåëèàëüíûõ ïðîãåíèòîðîâ
ðîãîâèöû. Ïðè ïåðåñàäêå ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå ïî-
ïóëÿöèè óòðà÷åííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñ âîññòàíîâëå-
íèåì ýïèòåëèÿ. Ýòî ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåò ïðîçðà÷-
íîñòü ðîãîâèöû è óëó÷øàåò îñòðîòó çðåíèÿ ïîâðåæäåííî-
ãî ãëàçà.

Â êà÷åñòâå ìàòðèöû íàìè âïåðâûå áûë èñïîëüçîâàí
áèîìàòåðèàë Ãèàìàòðèêñ® èç íåìîäèôèöèðîâàííîé ãèà-
ëóðîíîâîé êèñëîòû. Ïðè ïîëó÷åíèè òêàíåèíæåíåðíîé
êîíñòðóêöèè ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû íà äàííîì áèîìàòåðèàëå
ïðèìåíÿëñÿ íîâûé ïîäõîä, ïîçâîëèâøèé èñêëþ÷èòü èñ-
ïîëüçîâàíèå ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ â êà÷åñòâå ôèäåð-
íîãî ñëîÿ.

Èññëåäîâàëè ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñìåøàí-
íîé àóòîëîãè÷íîé êóëüòóðû êëåòîê ðîãîâèöû ÷åëîâåêà,
ñîäåðæàùåé êåðàòîöèòû è ýïèòåëèàëüíûå ïðîãåíèòîðû.
Áèîïòàò ðîãîâèöû èç îáëàñòè ëèìáà ïîëó÷àëè ïî îðèãè-
íàëüíîé òåõíîëîãèè (ïîëîæèòåëüíîå ðåøåíèå ïî çàÿâêå
¹ 2010130201/14) îò ïàöèåíòêè 84 ëåò ïîñëå çàïîëíåíèÿ
èñïûòóåìîé èíôîðìèðîâàííîãî äîáðîâîëüíîãî ñîãëàñèÿ,
îäîáðåííîãî ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì ÃÎÓ ÂÏÎ ÓÃÌÀ.
Â òå÷åíèå 3 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî îðèãèíàëüíîé ìåòî-
äèêå ïîëó÷àëè ñòàáèëüíóþ ñìåøàííóþ êóëüòóðó êëåòîê
ðîãîâèöû ÷åëîâåêà, ñîäåðæàùóþ 85 % êåðàòîöèòîâ è
15 % ýïèòåëèàëüíûõ ïðîãåíèòîðîâ.

Ñóñïåíçèþ ñìåøàííîé êóëüòóðû êëåòîê ðîãîâèöû íà-
íîñèëè íà ïîâåðõíîñòü áèîìàòåðèàëà Ãèàìàòðèêñ® èç
ðàñ÷åòà 105 íà 414 ñì2. Êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
2—3-õ íåä â ñðåäå DMEM ñ 10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêîé ïðè 5 % ÑÎ2 è 37 °Ñ ñî ñìåíîé ñðåäû
è âèòàëüíûì êîíòðîëåì êàæäûå 3 ñóò. Ïîëó÷åííûå îáðàç-
öû ôèêñèðîâàëè â 10%-íîì íåéòðàëüíîì ôîðìàëèíå ñ
ïðîâîäêîé ïî ñïèðòàì è çàëèâàëè â ïàðàôèíîâûå áëîêè.
Ñðåçû òîëùèíîé 5 ìêì îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèí-ýîçè-
íîì. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè íà ìèêðîñêîïå Leica DM 2500.

Âèòàëüíûé êîíòðîëü íà 7-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî-
çâîëèë âûÿâèòü àäãåçèþ êåðàòîöèòîâ íà îáðàçöàõ Ãèàìàò-
ðèêñ®. Â äàëüíåéøåì íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå êîëè÷åñò-
âà êëåòîê â òîëùå áèîìàòåðèàëà. Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ îöåí-
êà íà 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîêàçàëà íàëè÷èå íà
ïîâåðõíîñòè áèîìàòåðèàëà Ãèàìàòðèêñ® ïëîñêîñòíîé
ìîíîëèòíîé ìíîãîñëîéíîé ýïèòåëèàëüíîé êîíñòðóêöèè,
èìåþùåé ïðî÷íûé êîíòàêò íå òîëüêî ñ ïîäëåæàùåé ìàò-
ðèöåé, íî è ñ êëåòêàìè, ìåñòàìè â êîìïëåêñå ñ áàçàëüíîé
ìåìáðàíîé.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 729



Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî
äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ òêàíåèíæåíåðíîé êîíñòðóêöèè ýïèòå-
ëèÿ äîñòàòî÷íî èñïîëüçîâàòü êóëüòóðó êëåòîê ðîãîâèöû,
ñîäåðæàùóþ ðîãîâè÷íûå ôèáðîáëàñòû (êåðàòîöèòû), ÷òî
ïîçâîëÿåò èñêëþ÷èòü ïðèìåíåíèå êñåíîãåííîãî ôèäåðíî-
ãî ñëîÿ íà îñíîâå ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ.

ÎÒÑÓÒÑÒÂÈÅ ÐÅÀÊÒÈÂÀÖÈÈ ÍÅÀÊÒÈÂÍÎÉ Õ-ÕÐÎ-
ÌÎÑÎÌÛ ÏÐÈ ÐÅÏÐÎÃÐÀÌÌÈÐÎÂÀÍÈÈ ÄÈÔÔÅ-
ÐÅÍÖÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ Ê ÏËÞÐÈ-
ÏÎÒÅÍÒÍÎÌÓ ÑÎÑÒÎßÍÈÞ. © Å. À. Ãðà÷åâà,1 ,2

Ñ. Ï. Ìåäâåäåâ,1, 2 À. È. Øåâ÷åíêî,1, 2 Å. Â. Ãðèãîðüåâà,1, 2

À. À. Ìàëàõîâà,1, 2 Å. Â. Äåìåíòüåâà,1, 2 Ó. À. Áîÿðñêèõ,2

Ñ. Ì. Çàêèÿí.1, 2 1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ
è 2 Èíñòèòóò õèìè÷åñêîé áèîëîãèè è ôóíäàìåíòàëüíîé
ìåäèöèíû ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Ðåïðîãðàììèðîâàíèå äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ê
ïëþðèïîòåíòíîìó ñîñòîÿíèþ ïðèâîäèò ê ìîðôîëîãè÷å-
ñêèì, òðàíñêðèïöèîííûì è ýïèãåíåòè÷åñêèì èçìåíåíè-
ÿì. Â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ æåíùèí, êàê è â êëåòêàõ ñà-
ìîê äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ, íàáëþäàåòñÿ ñëó÷àéíàÿ
èíàêòèâàöèÿ îòöîâñêîé èëè ìàòåðèíñêîé Õ-õðîìîñîìû.
Äëÿ òîãî ÷òîáû ýòî íàáëþäàëîñü ïðè íàïðàâëåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêå èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (ÈÏÑÊ) â ñîìàòè÷åñêèå ïðîèçâîäíûå, íåîáõî-
äèìî èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ïîâåäåíèÿ Õ-õðîìîñîì ïðè
ïîëó÷åíèè ÈÏÑÊ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ïîëó÷åíèè ÈÏÑÊ èç
êëåòîê ñàìîê ìûøè Õ-õðîìîñîìà îáëèãàòíî ðåàêòèâèðó-
åòñÿ. Âîïðîñ î òîì, ïðîèñõîäèò ëè ýòî ïðè ðåïðîãðàììè-
ðîâàíèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ èçó÷åí íåäîñòàòî÷íî õîðîøî. Åñòü äàííûå î
òîì, ÷òî ïðè ïîëó÷åíèè ÈÏÑÊ ñ ïîìîùüþ ðåòðîâèðóñíîé
òðàíñäóêöèè ôèáðîáëàñòîâ ñ íàáîðîì ïîëîâûõ õðîìîñîì
ÕÕ îäíà èç Õ-õðîìîñîì îñòàåòñÿ íåàêòèâíîé. Îäíàêî
èç-çà ìíîãîîáðàçèÿ ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ ÈÏÑÊ ìîæíî
îæèäàòü, ÷òî, êàê è â ñëó÷àå ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê, âîçìîæíû ëèíèè êàê ñ îäíîé àêòèâíîé, òàê è ñ
äâóìÿ àêòèâíûìè Õ-õðîìîñîìàìè.

Â ðàáîòå èññëåäîâàíû ëèíèè ÈÏÑÊ, ïîëó÷åííûå èç
ôåòàëüíûõ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñ êàðèîòèïîì
46, ÕÕ òðàíñôåêöèåé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé ãåíû
Klf4, Sox2, c-Myc è Oct4. Ïðè ïîëó÷åíèè íåêîòîðûõ ëèíèé
â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ
äèàöåòèëàç âàëüïðîåâóþ êèñëîòó è BIX01294 — èíãè-
áèòîð ãèñòîíîâîé ìåòèëòðàíñôåðàçû G9a, êîòîðûå óâåëè-
÷èâàþò ýôôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíèÿ ÈÏÑÊ. Ïîëó÷åííûå
ëèíèè áûëè èññëåäîâàíû íà íàëè÷èå êîâàëåíòíûõ ãèñ-
òîíîâûõ ìîäèôèêàöèé, ñâîéñòâåííûõ íåàêòèâíîé Õ-õðî-
ìîñîìå, ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâà-
íèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì àíòèòåëàìè ê ìàð-
êåðàì íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà. Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-àíàëèçà
êÄÍÊ, ïîëó÷åííîé ñ ïîìîùüþ ìåòîäà öåïü-ñïåöèôè÷å-
ñêîé îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè, áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâà-
íèå íàëè÷èÿ ýêñïðåññèè ãåíà XIST. Ïàòòåðí ìåòèëèðîâà-
íèÿ ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà XIST áûë èçó÷åí ìåòîäîì
ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ áèñóëüôèäíî-ìîäèôèöèðîâàííîé
ÄÍÊ.

Âî âñåõ èññëåäîâàííûõ ëèíèÿõ âíå çàâèñèìîñòè îò
äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó âàëüïðîåâîé êèñëîòû
èëè âåùåñòâà BIX01294 íà÷èíàÿ ñ ñàìûõ ðàííèõ ïàññà-
æåé íà îäíîé èç Õ-õðîìîñîì ïðèñóòñòâóþò êîâàëåíòíûå
ãèñòîíîâûå ìîäèôèêàöèè, õàðàêòåðíûå äëÿ íåàêòèâíîãî
õðîìàòèíà. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÈÏÑÊ â ñòàíäàðòíûõ

óñëîâèÿõ ìàðêåðû íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà (H3K27me3 è
H3K9me3) ìîãóò óòðà÷èâàòüñÿ. Òåì íå ìåíåå, íå ïðèîáðå-
òàþòñÿ ìàðêåðû àêòèâíîãî õðîìàòèíà (H3K4me2). Â èñ-
ñëåäîâàííûõ ëèíèÿõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ãåí XIST, ÷òî òàêæå
ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè íåàêòèâíîé Õ-õðîìîñîìû. Èñ-
ñëåäîâàíèå ïàòòåðíà ìåòèëèðîâàíèÿ ïðîìîòîðà ãåíà XIST
ïîêàçàëî, ÷òî ïðè ðåïðîãðàììèðîâàíèè ê ïëþðèïîòåíò-
íîìó ñîñòîÿíèþ ïàòòåðí ìåòèëèðîâàíèÿ â ïîëó÷åííûõ
ëèíèÿõ ÈÏÑÊ ñîâïàäàåò ñ èñõîäíîé ëèíèåé êëåòîê. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðè ïîëó÷åíèè ÈÏÑÊ èç äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ êëåòîê ÷åëîâåêà âíå çàâèñèìîñòè îò èñõîäíîé ëèíèè,
òèïà âåêòîðîâ è èñïîëüçîâàíèÿ âåùåñòâ, ïîâûøàþùèõ
ýôôåêòèâíîñòü ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ, íå ïðîèñõîäèò ðå-
àêòèâàöèè íåàêòèâíîé Õ-õðîìîñîìû.

ÂÎÇÌÎÆÍÎÑÒÜ ÊÎÐÐÅÊÖÈÈ ÌÎÐÔÎÌÅÒÐÈ×Å-
ÑÊÈÕ ÏÎÊÀÇÀÒÅËÅÉ ÑÅËÅÇÅÍÊÈ Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Ä. Þ. Ãðåáíåâ, À. Ï. ßñòðå-
áîâ, È. Þ. Ìàêëàêîâà. Èíñòèòóò ìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ
òåõíîëîãèé è Óðàëüñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ìåäèöèíñêàÿ
àêàäåìèÿ Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Åêàòåðèíáóðã.

Ñòâîëîâûå êëåòêè îáëàäàþò óíèêàëüíîé ñïîñîá-
íîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ è äàâàòü ðîñòîê ëþáûì
òêàíÿì è ñòðóêòóðàì îðãàíèçìà íåçàâèñèìî îò èõ ñëîæíî-
ñòè è ðàçíîîáðàçèÿ. Ýòà ñïîñîáíîñòü äåëàåò ñòâîëîâûå
êëåòêè âàæíåéøèì âîññòàíîâèòåëüíûì ðåçåðâîì â îðãà-
íèçìå, êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿ äëÿ çàìåùåíèÿ äåôåêòîâ,
âîçíèêàþùèõ â ñèëó òåõ èëè èíûõ îáñòîÿòåëüñòâ. Â äàí-
íîì èññëåäîâàíèè èçó÷àëàñü âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ
ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê
(ÌÌÑÊ) äëÿ èçìåíåíèÿ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé
ñåëåçåíêè â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ è ïðè îñòðîé êðî-
âîïîòåðå.

Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíåíû íà 28 áåëûõ ëàáîðàòîðíûõ
êðûñàõ-ñàìöàõ âîçðàñòà 6—8 ìåñ, ìàññîé 200—250 ã. Ýê-
ñïåðèìåíòû ïî ïîëó÷åíèþ êóëüòóðû ÌÌÑÊ âûïîëíåíû
íà 8 ëàáîðàòîðíûõ êðûñàõ-ñàìêàõ âîçðàñòà 3—4 ìåñ, ìàñ-
ñîé 150—170 ã, ñðîê ãåñòàöèè — 18 ñóò. Êóëüòèâèðîâà-
íèå ïðîâîäèëè â óñëîâèÿõ ÑÎ2-èíêóáàòîðà ïðè 37 °Ñ â
óâëàæíåííîé àòìîñôåðå ñ ñîäåðæàíèåì óãëåêèñëîãî ãàçà
5 %. Ñìåíó ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïðîèçâîäèëè êàæäûå
3—4 ñóò. Ïîäñ÷åò êëåòîê ïðîèçâîäèëè â ãåìîöèòîìåòðå.
Æèçíåñïîñîáíîñòü âûäåëåííûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
95—97 %. Ìàññèâíóþ êðîâîïîòåðþ âûçûâàëè êðîâîïóñ-
êàíèåì èç õâîñòîâîé âåíû êðûñû â îáúåìå 2 % îò ìàññû
òåëà, ÷òî ñîñòàâëÿåò 25—35 % îò îáúåìà öèðêóëèðóþùåé
êðîâè. Æèâîòíûì îïûòíîé ïîäãðóïïû âíóòðèâåííî ââî-
äèëè ÌÌÑÊ èç ðàñ÷åòà 6 ìëí êëåòîê íà 1 êã, æèâîòíûì
êîíòðîëüíîé ïîäãðóïïû ââîäèëè ðàñòâîð õëîðèäà íàòðèÿ
(0.9 %, 0.5 ìë). Ââåäåíèÿ îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå
êðîâîïóñêàíèÿ îäíîêðàòíî. Àóòîïñèþ ñåëåçåíêè ïðîèç-
âîäèëè íà 5 ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ ÌÌÑÊ. Îöåíèâàëè óðî-
âåíü àïîïòîçà êëåòîê ëèìôàòè÷åñêèõ ôîëëèêóëîâ ñåëå-
çåíêè ñ ïîìîùüþ îïðåäåëåíèÿ àïîïòîòè÷åñêîãî èíäåêñà
íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçàõ. Ïîäñ÷èòûâàëè ëèìôîöèòû,
íàõîäÿùèåñÿ â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà, âñòðå÷àåìûå íà
500 êëåòîê, ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò âûðàæàëè â ‰. Ìîð-
ôîìåòðè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ñåëåçåíêè: îöåíèâàëè ñðåä-
íèé äèàìåòð ëèìôîèäíûõ ôîëëèêóëîâ, ðàññòîÿíèå ìåæäó
öåíòðàìè ôîëëèêóëîâ, îáùåå ñîäåðæàíèå êëåòî÷íûõ ýëå-
ìåíòîâ â êðàñíîé ïóëüïå, ñîäåðæàíèå ýðèòðîèäíûõ ýëå-
ìåíòîâ â êðàñíîé ïóëüïå, ñîäåðæàíèå ëåéêîöèòîâ â êðàñ-
íîé ïóëüïå.

730 Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



Â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ íà 5-å ñóò ïîñëå òðàíñ-
ïëàíòàöèè ÌÌÑÊ ïðè èçìåðåíèè ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïî-
êàçàòåëåé ñåëåçåíêè íå óñòàíîâëåíî äîñòîâåðíûõ ðàçëè-
÷èé â îïûòíîé ïîäãðóïïå îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ. Íà
5-å ñóò ïîñëå îñòðîé êðîâîïîòåðè â êîíòðîëüíîé ïîäãðóï-
ïå ïðè îïðåäåëåíèè äèàìåòðà ëèìôîèäíûõ ôîëëèêóëîâ
óñòàíîâëåíî äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíî êîíò-
ðîëÿ (352.71 ± 10.04, P < 0.05). Ïðè îïðåäåëåíèè ðàññòîÿ-
íèÿ ìåæäó öåíòðàìè ôîëëèêóëîâ îòìå÷åíî ñóùåñòâåííîå
óâåëè÷åíèå ñðàâíèâàåìîãî ïîêàçàòåëÿ (436.57 ± 8.49,
P < 0.05) îòíîñèòåëüíî èíòàêòíûõ æèâîòíûõ. Ýòî óâå-
ëè÷åíèå îáóñëîâëåíî ïîâûøåíèåì êëåòî÷íîñòè êðàñíîé
ïóëüïû êàê çà ñ÷åò ýðèòðîèäíûõ ýëåìåíòîâ (166.00 ± 5.43,
P < 0.05), òàê è çà ñ÷åò êëåòîê áåëîé êðîâè (171.14 ± 4.16,
P < 0.05). Âûðàæåííîñòü àïîïòîçà êëåòîê ëèìôîèäíûõ
ôîëëèêóëîâ áûëà ñóùåñòâåííî âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì (ÀÈ: 1.29 ± 0.69, P < 0.05).

Íà 5-å ñóò ïîñëå êðîâîïîòåðè â ïîäãðóïïå ëàáîðàòîð-
íûõ æèâîòíûõ, êîòîðûì áûëà ïðîâåäåíà òðàíñïëàíòàöèÿ
ÌÌÑÊ, ïðè îïðåäåëåíèè äèàìåòðà ëèìôîèäíûõ ôîëëè-
êóëîâ âûÿâëåíî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå äàííîãî ïîêàçàòåëÿ
(368.57 ± 5.06, P < 0.05) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ïîä-
ãðóïïîé. Ïðè îïðåäåëåíèè ðàññòîÿíèÿ ìåæäó öåíòðàìè
ôîëëèêóëîâ è ïîäñ÷åòå îáùåé êëåòî÷íîñòè êðàñíîé ïóëü-
ïû íå âûÿâëåíî äîñòîâåðíîãî èçìåíåíèÿ èçó÷àåìûõ ïîêà-
çàòåëåé îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîé ïîäãðóïïû. Ïðè ïîä-
ñ÷åòå ýðèòðîöèòîâ â êðàñíîé ïóëüïå óñòàíîâëåíî ñóùåñò-
âåííîå óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîé ïîäãðóïïû
(181.14 ± 7.02, P < 0.05). Ïðè ýòîì ñîäåðæàíèå ëåéêîöè-
òîâ â êðàñíîé ïóëüïå äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëîñü îò ñðàâ-
íèâàåìîãî ïîêàçàòåëÿ â êîíòðîëüíîé ïîäãðóïïå. Âûðà-
æåííîñòü àïîïòîçà áûëà âûøå, ÷åì â êîíòðîëå, íî äîñòî-
âåðíî íå îòëè÷àëàñü îò àíàëîãè÷íîãî ïîêàçàòåëÿ â
êîíòðîëüíîé ïîäãðóïïå.

Ýòè èçìåíåíèÿ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû êàê ïîâûøå-
íèåì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ôîëëèêóëîâ
ñåëåçåíêè, òàê è óñèëåííûì õîóìèíãîì ÊÎÅñ â ñåëåçåíêó
è ïîñëåäóþùèì óñèëåíèåì ýêñòðàìåäóëëÿðíîãî êðîâåò-
âîðåíèÿ. Óêàçàííûå èçìåíåíèÿ âî ìíîãîì ïîòåíöèðóþòñÿ
òðàíñïëàíòèðîâàííûìè ÌÌÑÊ. Òàêèì îáðàçîì, òðàíñ-
ïëàíòèðîâàííûå ÌÌÑÊ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ íå
ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé
ñåëåçåíêè, à ïðè îñòðîé ïîñòãåìîððàãè÷åñêîé àíåìèè âû-
çûâàþò óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ôîëëèêóëîâ ñåëåçåíêè, à
òàêæå ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ ýðèòðîèäíûõ ýëåìåíòîâ â
êðàñíîé ïóëüïå.

ÑÎÎÒÍÎØÅÍÈÅ ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ È
ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÃÈÁÅËÈ ÏÐÈ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ ÔÅÒÀËÜ-
ÍÎÉ ÏÅ×ÅÍÈ ÊÐÛÑ. © À. Â. Åëü÷àíèíîâ, Ã. Á. Áîëüøà-
êîâà. ÍÈÈ ìîðôîëîãèè ÷åëîâåêà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, elchand-
rey@yandex.ru.

Ó âçðîñëûõ ìëåêîïèòàþùèõ ïîñëå ðåçåêöèè ïå÷å-
íè íàðÿäó ñ àêòèâàöèåé ïðîëèôåðàöèè ãåïàòîöèòîâ îòìå-
÷àåòñÿ òàêæå ïîâûøåíèå óðîâíÿ àïîïòîçà (Chen et al.,
2010).

Öåëü íàøåé ðàáîòû — îöåíèòü àêòèâíîñòü ïðîëèôå-
ðàöèè è àïîïòîçà ãåïàòîöèòîâ ðåãåíåðèðóþùåé ôåòàëü-
íîé ïå÷åíè êðûñ.

Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ðàçðàáîòàííóþ íàìè
âîñïðîèçâîäèìóþ ìîäåëü ðåçåêöèè 20 % ïå÷åíè 17-ñó-
òî÷íûõ ïëîäîâ êðûñû (Åëü÷àíèíîâ, Áîëüøàêîâà, 2010).
Îïåðèðîâàííûå è êîíòðîëüíûå ïëîäû (íåîïåðèðîâàííûå

îäíîïîìåòíûå êðûñÿòà) âûâîäèëè èç îïûòà ÷åðåç êàæäûå
3 ÷ â òå÷åíèå 2 ñóò ïîñëå ðåçåêöèè ïå÷åíè. Îïûòíûå è
êîíòðîëüíûå ãðóïïû ñîñòîÿëè èç 7—10 æèâîòíûõ. Âñåãî
áûëî èññëåäîâàíî 200 ïëîäîâ. Ïå÷åíü ôèêñèðîâàëè â
æèäêîñòè Êàðíóà, äàëåå ïðîâîäèëè îáû÷íóþ ãèñòîëîãè-
÷åñêóþ îáðàáîòêó. Ïàðàôèíîâûå ñðåçû îêðàøèâàëè ãåìà-
òîêñèëèíîì è ýîçèíîì. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîëèôåðàöèè
ãåïàòîöèòîâ îïðåäåëÿëè èõ ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ (ÌÈ) â
ïðîìèëëå (‰), à òàêæå èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê ÿäåðíîìó áåëêó Ki67. Êëåòêè, ãèáíóùèå ïóòåì
àïîïòîçà, âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ê êàñïàçå 3. Íà ïðåïàðàòàõ â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïîäñ÷èòûâàëè
ìå÷åíûå êëåòêè, çàòåì âû÷èñëÿëè ñîîòâåòñòâóþùèé èí-
äåêñ êàê îòíîøåíèå ìå÷åíûõ ãåïàòîöèòîâ ê îáùåìó ÷èñ-
ëó ãåïàòîöèòîâ â ïðîöåíòàõ (%).

Ìåæãðóïïîâûå ñðàâíåíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ èíäåêñîâ,
èíäåêñîâ Ki67 è êàñïàçû 3 ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
z-êðèòåðèÿ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû SigmaStat 3.5.

ÌÈ ãåïàòîöèòîâ ÷åðåç 12 ÷ è äàëåå, âïëîòü äî 36 ÷ ïî-
ñëå îïåðàöèè âêëþ÷èòåëüíî, à òàêæå ÷åðåç 42 ÷ ïîñëå îïå-
ðàöèè ó ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ áûë äîñòîâåðíî âûøå,
÷åì â êîíòðîëå (P < 0.05), ÷åðåç 48 ÷ ðàçëè÷èé íå áûëî.
Ïðè ýòîì â ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ãåïàòîöèòîâ ðåãåíå-
ðèðóþùåé ïå÷åíè ïëîäà îòìå÷åíû äâà ïèêà: ÷åðåç 12 ÷
(14 ± 0.6 ‰) ïîñëå îïåðàöèè è ÷åðåç 24 ÷ (16.1 ± 0.6 ‰).
Èíäåêñ Ki67 ãåïàòîöèòîâ ðåãåíåðèðóþùåé ïå÷åíè ïëîäà
÷åðåç 12, 15 è 24 ÷ ïîñëå îïåðàöèè áûë ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå (P < 0.05). Íàèáîëüøåãî çíà-
÷åíèÿ èíäåêñ Ki67 ãåïàòîöèòîâ â îïûòå äîñòèãàë ÷åðåç
15 ÷ ïîñëå îïåðàöèè (8.4 ± 0.3 %). Òàêèì îáðàçîì, ïðè
âîññòàíîâëåíèè ìàññû ôåòàëüíîé ïå÷åíè ïðîëèôåðàöèÿ
îõâàòûâàåò áîëüøåå êîëè÷åñòâî ãåïàòîöèòîâ, ÷åì ïðåäïî-
ëàãàëîñü íà îñíîâàíèè äàííûõ î ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè. Íàëè÷èå ïèêîâ ïîêàçàòåëåé ïðîëèôåðàöèè ãåïàòîöè-
òîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé àêòèâíîñòè êëåòî÷íîãî
ðàçìíîæåíèÿ.

Êàê â îïåðèðîâàííîé, òàê è â èíòàêòíîé ïå÷åíè îïðå-
äåëÿëèñü ëèøü åäèíè÷íûå, â îñíîâíîì ãåìîïîýòè÷åñêèå,
êëåòêè, ìå÷åííûå ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê êàñïàçå 3. Ýòî,
âèäèìî, îòðàæàåò ïðîöåññ óãàñàíèÿ êðîâåòâîðíîé ôóíê-
öèè â ïå÷åíè ïëîäîâ êðûñû íà ýòîì ñðîêå ðàçâèòèÿ (Guo
et al., 2009).

Òàêèì îáðàçîì, âåäóùèì ïðîöåññîì ïðè ðåãåíåðàöèè
ôåòàëüíîé ïå÷åíè êðûñ ÿâëÿåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ ãåïàòîöè-
òîâ. Ãèáåëü ãåïàòîöèòîâ, âèäèìî, íå îêàçûâàåò ñóùåñò-
âåííîãî âëèÿíèÿ íà ïðîöåññ ðåãåíåðàöèè ïå÷åíè êðûñû â
ïðåíàòàëüíîì îíòîãåíåçå.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÌÅÒÀËËÈ×ÅÑÊÎÃÎ
ÑÒÅÐÆÍß ÍÀ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅÍÍÎÅ ÐÀÑÏÐÅÄÅËÅ-
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1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêàÿ ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ ïîñëåäèïëîì-
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïðèîáðåòåí-
íûõ èëè âðîæäåííûõ äåôåêòîâ òêàíåé ÷åëîâåêà óñïåøíî
èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå òèïû ñòâîëîâûõ êëåòîê. Äëÿ èñ-
ïðàâëåíèÿ êðóïíûõ äåôåêòîâ òêàíåé èëè íàðóøåíèÿ
ñòðóêòóðû îðãàíîâ èñïîëüçóþò òêàíåâûå òðàíñïëàíòàòû,
íàïðèìåð äåðìàëüíûé ýêâèâàëåíò, òðàíñïëàíòàòû íà
îñíîâå áèîäåãðàäèðóåìûõ ïîëèìåðîâ è äð. Îäíàêî ñòðóê-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 731



òóðó ïàðåíõèìàòîçíûõ îðãàíîâ, òàêèõ êàê ïå÷åíü, ïî÷êè è
äð., äî ñèõ ïîð âîñïðîèçâåñòè íå óäàåòñÿ.

Ñóùåñòâóåò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ñòðóêòóðà îð-
ãàíèçìà è åãî îðãàíîâ çàâèñèò îò çàêîíîìåðíîñòåé ñó-
ùåñòâîâàíèÿ ïðîñòðàíñòâåííûõ ôîðì ìàòåðèè è áèîëîãè-
÷åñêèõ ïîëåé (âåðîÿòíî, ýëåêòðîìàãíèòíûõ), êîòîðûå, ñ
îäíîé ñòîðîíû, ôîðìèðóþòñÿ æèâîé ìàòåðèåé, à ñ äðó-
ãîé — ñàìè ñïîñîáñòâóþò åå ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè.
Âëèÿíèå ôîðìû íà îðãàíîãåíåç áûëî ïîêàçàíî â êëàññè-
÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî ãåòåðîòîïíîé òðàíñïëàíòàöèè
ðàçîáùåííûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ìûøè ïîä êàïñóëó
ïî÷êè ïóòåì ïîìåùåíèÿ êëåòîê íà âíóòðåííþþ ïîâåðõ-
íîñòü ñîãíóòîãî ìèëëèïîðîâñêîãî ôèëüòðà.

Âåðîÿòíî, òàê æå êàê è, íàïðèìåð, êðèñòàëëè÷åñêèå
íåîðãàíè÷åñêèå ñòðóêòóðû, áèîëîãè÷åñêèå îáúåêòû èìå-
þò óçëîâûå ôîðìîîáðàçóþùèå òî÷êè. Èçâåñòíî, ÷òî ìíî-
ãîêëåòî÷íûå æèâîòíûå è âûñøèå ðàñòåíèÿ èìåþò áèîëî-
ãè÷åñêèå àêòèâíûå òî÷êè (ÁÀÒ), ñõîæèå ïî ñâîèì ýëåêò-
ðè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ñ òî÷êàìè àêóïóíêòóðû (ÒÀ)
÷åëîâåêà. Îñíîâíûì èíñòðóìåíòîì âîçäåéñòâèÿ íà ÒÀ ÿâ-
ëÿåòñÿ òîíêèé ñòåðæåíü òîãî èëè èíîãî èíåðòíîãî ìåòàë-
ëà. Îäíàêî äî ñèõ ïîð íèêàêèõ ñïåöèàëüíûõ ñòðóêòóð â
ÒÀ íå íàéäåíî. Ïðåäïîëàãàåòñÿ ñëàáîå ïîëåâîå (âåðîÿò-
íî, ýëåêòðîìàãíèòíîå) âîçäåéñòâèå àêóïóíêòóðû íà îðãà-
íèçì ÷åëîâåêà ÷åðåç ÒÀ. Â òî æå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî ó
ðàñòåíèé â ÁÀÒ íàõîäÿòñÿ êëåòêè êàìáèÿ. Â ïðîñòåéøåì
ñëó÷àå êàìáèàëüíàÿ êëåòêà â òî÷êå ðîñòà, äåëÿñü, îáðàçó-
åò ðàñøèðÿþùèéñÿ ê êîðíþ òîíêîñòåííûé öèëèíäð êàì-
áèàëüíûõ êëåòîê. Åñëè ñäåëàòü ñðåç ñòåáëÿ íà íåáîëüøîì
ðàññòîÿíèè íèæå òî÷êè ðîñòà, òî ìû óâèäèì ôèãóðó: â
öåíòðå áóäóò íàõîäèòüñÿ êëåòêè êàìáèÿ, òàêæå êëåòêè
êàìáèÿ áóäóò îáðàçîâûâàòü êðóã íà íåêîòîðîì ðàññòîÿ-
íèè îò öåíòðà. Äàííàÿ ñòðóêòóðà, ïî íàøåìó ìíåíèþ, ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðîñòåéøåé ñòðóêòóðîé ÒÀ, ãäå öåíòðàëüíàÿ òî÷-
êà — ôîðìîîáðàçóþùàÿ.

Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû ìû èñïîëüçîâàëè â êà÷å-
ñòâå ìåòàëëè÷åñêîãî ñòåðæíÿ ñòàíäàðòíûå êèòàéñêèå àêó-
ïóíêòóðíûå èãëû èç áèîëîãè÷åñêè èíåðòíîãî ìåòàëëà
0.3 ìì òîëùèíîé è 60 ìì äëèíîé. Ìåçåíõèìíûå ñòðîìà-
ëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÌÑÊÊÌ) êðûñû è ÷åëîâåêà
âûäåëÿëè è ãîòîâèëè ê ýêñïåðèìåíòó ïî ñòàíäàðòíîé ìå-
òîäèêå. Êëåòêè ðàññåâàëè â êîëè÷åñòâå 5—8 òûñ./ñì2 â
÷àøêè Ïåòðè ïëîùàäüþ 20 ñì2. Ñðàçó ïîñëå ðàññåâà êëå-
òîê â öåíòð ÷àøêè ïåðïåíäèêóëÿðíî âñòàâëÿëàñü àêóïóí-
êòóðíàÿ èãëà. Äëÿ ýòîãî â êðûøêå ÷àøêè è êðûøêå «ðó-
áàøêè» ïðåäâàðèòåëüíî äåëàëèñü ñîîòâåòñòâóþùèå îò-
âåðñòèÿ. Äàëåå êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òåðìîñòàòå ïðè
37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 â òå÷åíèå îò 1 äî 6 ñóò.

Îáíàðóæèëè, ÷òî â òå÷åíèå ïåðâûõ 2 ñóò èíêóáàöèè
ìîæíî íàáëþäàòü íåðàâíîìåðíîå ðàñïîëîæåíèå êëåòîê
ïî ïîâåðõíîñòè ÷àøêè. Íà íåêîòîðîì ðàññòîÿíèè îò èãëû
êëåòêè îáðàçóþò ñêîïëåíèå â âèäå êðóãà (òîð). Íà áîëåå
ïîçäíèõ ñðîêàõ èíêóáàöèè êëåòêè îáðàçóþò ìîíîñëîé, è
âûÿâëåííàÿ ôèãóðà ñòàíîâèòñÿ ìàëîçàìåòíîé. Êðîìå
òîãî, íà ðàííèõ ñðîêàõ èíêóáàöèè (äî 2 ñóò) êëåòêè â
îïûòå ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè â êîíòðîëå îáëàäàëè
áîëüøåé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ ïî ìåðå
óäëèíåíèÿ ñðîêîâ èíêóáàöèè êëåòîê íèâåëèðîâàëàñü.
Ôîðìèðîâàíèå òîðà áûëî âèçóàëüíî îáíàðóæåíî òàêæå â
àíàëîãè÷íûõ âûøåïðèâåäåííûì îïûòàõ ñ ñóñïåíçèîííîé
ôðàêöèåé ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ êðîâè ÷åëîâåêà.

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÌÓÒÀÍÒÍÛÕ ÔÎÐÌ ÎÁÅËÈÍÀ Â ÈÑ-
ÑËÅÄÎÂÀÍÈÈ ÐÅÃÓËßÒÎÐÍÛÕ ÊÀËÜÖÈÉÇÀÂÈÑÈ-

ÌÛÕ ÏÓÒÅÉ Â ÊËÅÒÊÀÕ ËÈÍÈÈ ÍÅÊ 293.
© À. Â. Åðåìååâ,1, 2 Í. Ï. Ìàëèêîâà,1 Þ. È. Øåèíà.2 1 Èí-
ñòèòóò áèîôèçèêè ÑÎ ÐÀÍ, Êðàñíîÿðñê, è 2 Êðàñíîÿðñêèé
öåíòð ðåïðîäóêòèâíîé ìåäèöèíû.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü áèîëþìèíåñöåíòíûå ñèñòåìû
ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç èíñòðóìåíòîâ íåèíâàçèâíîãî èññëåäî-
âàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïðîöåññîâ in vivo, îñîáåííî ñâÿçàííûõ ñ
ïåðåäà÷åé ñèãíàëîâ. Îäíè èç èçó÷åííûõ è óæå øèðîêî
ïðèìåíÿåìûõ â ðàçëè÷íûõ ñôåðàõ — àêâàðèíû, ñïîñîá-
íûå ê áèîëþìèíåñöåíòíîé ðåàêöèè ïðè ó÷àñòèè öåëåíòå-
ðàçèíà è èíäóêòîðîâ. Ýòî ïîçâîëèëî èñïîëüçîâàòü èõ äëÿ
èçó÷åíèÿ êàëüöèé-ñèãíàëüíûõ ïóòåé â êëåòêå. Ðàíåå ñ ïî-
ìîùüþ ñàéòíàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà áûëè ïîëó÷åíû
ìóòàíòíûå ôîðìû ñ çàìåíàìè àìèíîêèñëîò äðóãîãî êàëü-
öèéçàâèñèìîãî ôîòîïðîòåèíà — îáåëèíà ñ èçìåíåííûìè
áèîëþìèíåñöåíòíûìè ñïåêòðàìè. Ýòî äàëî ïðåäïîñûëêè
äëÿ ñîçäàíèÿ ñèñòåì äåòåêöèè êàëüöèÿ â ðàçëè÷íûõ êîì-
ïàðòìåíòàõ, èçëó÷àþùèõ â ðàçíûõ äèàïàçîíàõ ñïåêòðà.
Ìóòàíòû áûëè êëîíèðîâàíû â âåêòîðàõ pcMV/mito
(F88Y&F119W) äëÿ ýêñïðåññèè îáåëèíà â ìèòîõîíäðèÿõ
è pcDNA 133+ (I144H) â öèòîïëàçìå. Äëÿ àíàëèçà âîç-
ìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ïîëó÷åííûõ ìóòàíòîâ â èçó÷åíèè
êàëüöèéçàâèñèìûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå â êà÷åñòâå ìîäåëè
èññëåäîâàëè âçàèìîñâÿçü ðîëè êàëüöèÿ è ôîñôàòàçû ÐÐ2À
â ðåãóëÿöèè ãèñòàìèíèíäóöèðîâàííîãî àïîïòîçà. Ïî-
ñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî ÐÐ2À èìååò êàëüöèé-ñâÿçûâàþùèé
ó÷àñòîê, ïîçèòèâíî âëèÿþùèé íà åå àêòèâíîñòü, ìû ïðåä-
ïîëîæèëè, ÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ôîñôàòàç ñ ïîìî-
ùüþ âûñîêîñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà — îêàäàåâîé
êèñëîòû (ÎÀ) — äîëæíî ïðåäîòâðàùàòü ãèñòàìèíèíäó-
öèðîâàííûé â êëåòêàõ àïîïòîç.

Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííûõ çàäà÷ êëåòêè ëèíèè
ÍÅK293 òðàíñôèöèðîâàëè pcMV/mito F88Y&F119W è
pcDNA 133+ I144Í. Íà ñëåäóþùèé äåíü êëåòêè áûëè ïå-
ðåíåñåíû â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû äëÿ áèîëþìèíåñöåíò-
íûõ èññëåäîâàíèé èëè ñëàéä-ôëàêîíû äëÿ ïîñëåäóþùåãî
èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè
ÐÐ2À â ãèñòàìèíèíäóöèðîâàííîì àïîïòîçå êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè ñ ãèñòàìèíîì (100—200 ìêã/ìë) ïðè ïîñòîÿí-
íîì ïðèñóòñòâèè èëè êðàòêîâðåìåííîì (4 ÷) âîçäåéñòâèè
àíàëîãè÷íî ñ ÎÀ (1íÌ). Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè îá-
ðàáàòûâàëè ñî÷åòàííûì âîçäåéñòâèåì äâóõ ôàêòîðîâ. Êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê â àïîïòîçå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Âèçóàëèçàöèþ íåàêòèâíîé
ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ÐÐ2À îïðåäåëÿëè èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêè. Äåòåêöèþ êàëüöèÿ ñ ïîìîùüþ ôîòîïðî-
òåèíîâ èññëåäîâàëè ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé ýêñïîçèöèè
êëåòîê ñ êîôàêòîðîì öåëåíòåðàçèíîì ñ ïîñëåäóþùèì
âîçäåéñòâèåì èíäóêòîðîâ. Âèçóàëèçàöèþ ñâå÷åíèÿ ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ ïëàíøåòíîãî áèîëþìèíîìåòðà Ber-
thold Mythras LB940.

Íà ïåðâîì ýòàïå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ãèñòàìèí èí-
äóöèðóåò áèîëþìèíåñöåíöèþ â êëåòêàõ, òðàíñôèöèðî-
âàííûõ âåêòîðîì äëÿ ýêñïðåññèè îáåëèíà â öèòîçîëå è
ìèòîõîíäðèÿõ. Óâåëè÷åíèå ñâå÷åíèÿ (è ñâÿçàííîãî ñ ýòèì
óðîâíÿ êàëüöèÿ) â öèòîïëàçìå ñâÿçàíî, âåðîÿòíî, ñ âûáðî-
ñîì åãî èç ðåçóðâóàðîâ (ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì).
Âîçðàñòàíèå áèîëþìèíåñöåíòíîãî ñèãíàëà â ñëó÷àå ìèòî-
õîíäðèàëüíûõ ôîðì ôîòîïðîòåèíà ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî
çàêà÷êå â îðãàíåëëû (êîìïåíñàòîðíàÿ ðåàêöèÿ, íàïðàâ-
ëåííàÿ íà ñíèæåíèå öèòîïëàçìàòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè
èîíîâ êàëüöèÿ). Íà ñëåäóþùåì ýòàïå áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ãèñòàìèí èíäóöèðóåò àïîïòîç â êëåòêàõ, â òî æå âðå-
ìÿ ïðåäâàðèòåëüíàÿ ýêñïîçèöèÿ (4 ÷) ñ ÎÀ òîðìîçèò
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âñòóïëåíèå êëåòîê íà ïóòü ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷-
íîé ãèáåëè. Ïðè ýòîì èììóíîöèòîõèìè÷åñêè âûÿâëÿåòñÿ
óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó 307 ÐÐ2À.
Áîëåå òîãî, êðàòêîâðåìåííàÿ îáðàáîòêà êëåòîê ÎÀ çíà÷è-
òåëüíî ñíèæàåò áèîëþìèíåñöåíöèþ ôîòîïðîòåèíîâ (êàê
öèòîçîëüíîãî, òàê è ìèòîõîíäðèàëüíîãî), èíäóöèðîâàí-
íóþ ãèñòàìèíîì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âçàèìîñâÿçàííîé
ðîëè êàëüöèÿ è ÐÐ2À â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
â ïîëüçó ïðåäïîëîæåíèÿ î ïîçèòèâíîé ðîëè ÐÐ2À â ðåãó-
ëÿöèè àïîïòîçà â ÍÅK293 è î ñâÿçè àêòèâíîñòè ôîñôàòà-
çû ñ âíóòðèìèòîõîíäðèàëüíûì è öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ñî-
äåðæàíèåì êàëüöèÿ. Ðåçóëüòàòû ýòîãî ýêñïåðèìåíòà ïîêà-
çûâàþò âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáîòàííîé íàìè
ñèñòåìû íà îñíîâå îáåëèíà äëÿ èçó÷åíèÿ êàëüöèé-ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé ðåãóëÿöèè ñ âîâëå÷åíèåì êëþ÷åâûõ ðåãó-
ëÿòîðîâ æèçíåííîãî öèêëà êëåòêè. Äàííàÿ ñèñòåìà ìîæåò
ïðèìåíÿòüñÿ êàê â èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëÿõ äëÿ èçó÷åíèÿ
òåõ èëè èíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå, òàê è â êà÷åñòâå ñêðè-
íèíãîâîé ïðè òåñòèðîâàíèè ôàðìñðåäñòâ.

ÂÊËÀÄ ÖÈÒÎÑÒÈÌÓËÈÐÓÞÙÈÕ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ
Â ÃÅÐÎÏÐÎÒÅÊÒÎÐÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ L-ÀÐÃÈÍÈ-
ÍÀ È ÀËÜÔÀ-ÔÅÒÎÏÐÎÒÅÈÍÀ. © Ã. Â. Æèáîðêèí,
Í. Â. ßêîâëåâ, È. Â. Ãàâðèëîâ, Â. Í. Ìåùàíèíîâ. ÃÓÇ ÑÎ
ÈÌÊÒ, ÃÎÓ ÂÏÎ ÓÃÌÀ Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ è
ÃÎÓÇ ÑÎÊÏ Ãîñïèòàëü äëÿ âåòåðàíîâ âîéí, Åêàòåðèí-
áóðã.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå îá àëüôà-ôåòîïðîòåè-
íå êàê êëåòî÷íîì ñòèìóëÿòîðå (×åðåøíåâ, Ðîäèîíîâ,
2009). L-àðãèíèí ìîäóëèðóåò âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
ñòåíêîé êðîâåíîñíîãî ñîñóäà è öèðêóëèðóþùèìè ôîð-
ìåííûìè ýëåìåíòàìè êðîâè (Ñàëåé è äð., 2009). Àëüòåð-
íàòèâíàÿ êîððåêöèÿ ðàáîòû êëåòîê îðãàíèçìà ÷åëîâåêà
ïðè ñòàðåíèè ïóòåì ââåäåíèÿ êëåòî÷íûõ ñòèìóëÿòîðîâ, à
íå ñîáñòâåííî ñòâîëîâûõ êëåòîê èìååò ðÿä ïðåèìóùåñòâ.
Ñðåäè íèõ — îòíîñèòåëüíàÿ äåøåâèçíà, ìåòîäè÷åñêàÿ
ïðîñòîòà, ãèïîàëëåðãåííîñòü, íåèíâàçèâíîñòü (ýíòåðàëü-
íûé ïðèåì L-àðãèíèíà) è þðèäè÷åñêàÿ «îáëåã÷åííîñòü»
ìåòîäà. Öåëüþ áûëî èçó÷èòü ãåðîöèòîïðîòåêòîðíîå äåé-
ñòâèå L-àðãèíèíà è àëüôà-ôåòîïðîòåèíà â ýêñïåðèìåíòàõ
in vitro, in vivo è èññëåäîâàíèè íà ïàöèåíòàõ.

Â ýêñïåðèìåíòå in vitro â âàðèàíòå ïåðåæèâàþùèõ îð-
ãàíîâ èçó÷àëè âëèÿíèå L-àðãèíèíà (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ 16.7 ìÌ) («Âàçîòîí») è àëüôà-ôåòîïðîòåèíà (â êîí-
öåíòðàöèè 1 ìã íà 1 êã òêàíè) («Ïðîôåòàëü») íà ïîêàçàòå-
ëè ïåðåæèâàþùåãî â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 25 °Ñ ãîìîãåíàòà
ïå÷åíè è ñòàáèëèçèðîâàííîé ãåïàðèíîì êðîâè, îñìîòè÷å-
ñêóþ ðåçèñòåíòíîñòü ýðèòðîöèòîâ è ãåìàòîëîãè÷åñêèå ïî-
êàçàòåëè 12 êðûñ çðåëîãî (8 ìåñ) è 12 êðûñ ñòàðîãî
(20 ìåñ) âîçðàñòà êàê ìîäåëè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ êëå-
òîê è ñóáêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð. Â ýêñïåðèìåíòå in vivo
êðûñû (2 ãðóïïû — ñòàðûå è ìîëîäûå êðûñû, ïî 30 îñî-
áåé â ãðóïïå) ïîëó÷àëè L-àðãèíèí â âèäå ðàñòâîðà â ñâî-
áîäíîì äîñòóïå. Ëå÷åíèå L-àðãèíèíîì («Âàçîòîí», ÎÎÎ
«Àëòàéâèòàìèíû») ïî 1 êàïñóëå (500 ìã) 3 ðàçà â 1 ñóò
ïðîâîäèëè ïàöèåíòàì (ïî 12 ÷åëîâåê â êàæäîé ãðóïïå),
ëå÷åíèå «Ïðîôåòàëåì» — êóðñîì 7 èíúåêöèé ïî 75 ìêã
âíóòðèìûøå÷íî. Êðèòåðèÿìè âêëþ÷åíèÿ â èññëåäóåìóþ
ãðóïïó ÿâèëîñü íàëè÷èå ó ïàöèåíòîâ ïîëèîðãàííîé ïàòî-
ëîãèè. Ïîêàçàòåëè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè èññëåäîâàëè íà
ãåìàòîëîãè÷åñêîì àíàëèçàòîðå-àâòîìàòå ERMA PCE
90VET (Walpole, ÑØÀ), áèîëîãè÷åñêèé âîçðàñò — ïî Òî-

êàðü è äð. (1992), ïîêàçàòåëè îáìåíà âåùåñòâ, ïåðåêèñíî-
ãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ (ÏÎË) è àíòèîêèñëèòåëüíîé
àêòèâíîñòè (ÀÎÀ) — ñ ïîìîùüþ ëþìèíîìåòðà-ôîòîìåò-
ðà Lucy 3 (Anthos Labtec Instruments, ÑØÀ) è áèîõèìè÷å-
ñêîãî àíàëèçàòîðà (Chem Well, Awareness Technologi,
ÑØÀ), «Spinreact» (Èñïàíèÿ).

Â ýêñïåðèìåíòå in vitro L-àðãèíèí ïîêàçàë ñåáÿ ïðî-
îêñèäàíòîì, ñíèæàÿ îñìîòè÷åñêóþ ðåçèñòåíòíîñòü ýðèò-
ðîöèòîâ (õåìèëþìèíåñöåíöèÿ óâåëè÷èâàëàñü íà 27 %,
P < 0.05). In vivo L-àðãèíèí ó ñòàðûõ æèâîòíûõ ïðîÿâëÿë
öèòîïðîòåêòèâíîå äåéñòâèå (óâåëè÷åíèå îñìîòè÷åñêîé
ðåçèñòåíòíîñòè ýðèòðîöèòîâ íà 19 % (P = 0.05) çà ñ÷åò
íîðìàëèçàöèè ïàðöèàëüíîãî äàâëåíèÿ êèñëîðîäà â ïå÷å-
íè æèâîòíûõ è òîðìîæåíèÿ ÏÎË (Ñàëåéè äð., 2009). Ïðå-
ïàðàò ñíèæàë ó ïàöèåíòîâ êàðäèîïóëüìîíàëüíûé âîçðàñò
(íà 7 ëåò, P = 0.05), ÷òî ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî äåéñòâèåì
ïðåïàðàòà íà ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòóþ ñèñòåìó (ßñòðåáîâ,
Ìåùàíèíîâ, 2005—2010). Àëüôà-ôåòîïðîòåèí â ýêñïåðè-
ìåíòàõ in vivo è in vitro ïðîÿâëÿë ïðîîêñèäàíòíóþ àêòèâ-
íîñòü. Àêòèâàöèÿ êðàñíîãî ðîñòêà êðîâè (ðåòèêóëîöèòîç)
(íà 20 %, P < 0.05) ó ïàöèåíòîâ ñòàðøåé âîçðàñòíîé ãðóï-
ïû áûëà îïîñðåäîâàíà àêòèâàöèåé àíàýðîáíîãî ãëèêîëèçà
â ðåçóëüòàòå ïðîîêñèäàíòíîãî äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà. Ó ïà-
öèåíòîâ çðåëîãî âîçðàñòà ïðåïàðàò ñíèæàë áèîâîçðàñò, in
vivo è in vitro ïðîÿâëÿë àíòèîêñèäàíòíóþ, àíòèãèïîêñè÷å-
ñêóþ è öèòîïðîòåêòèâíóþ àêòèâíîñòü, òîðìîçèë ñîçðåâà-
íèå ðåòèêóëîöèòîâ (íà 48 %, P < 0.05). Òàêèì îáðàçîì,
ñòèìóëÿöèè ñîçðåâàíèÿ êëåòîê íå âíîñèëà ñóùåñòâåííîãî
âêëàäà â ãåðîïðîòåêòîðíóþ àêòèâíîñòü èçó÷àåìûõ ïðåïà-
ðàòîâ, à öèòîïðîòåêòîðíûå ìåõàíèçìû âíîñèëè âêëàä â
ãåðîïðîòåêòîðíóþ àêòèâíîñòü òîëüêî â òîì ñëó÷àå, êîãäà
ïðîÿâëÿëèñü îäíîâðåìåííî íà ìîäåëÿõ in vivo è in vitro
(àëüôà-ôåòîïðîòåèí).

ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈß ÀÓÒÎËÎÃÈ×ÍÛÕ
ÑÌÅØÀÍÍÛÕ ÊÓËÜÒÓÐ ÊËÅÒÎÊ ÄËß ËÅ×ÅÍÈß ßÇ-
ÂÅÍÍÛÕ ÄÅÔÅÊÒÎÂ ÊÎÆÈ Ó ÁÎËÜÍÛÕ ÑÀÕÀÐ-
ÍÛÌ ÄÈÀÁÅÒÎÌ. © À. Å. Çâåðåâà, Þ. Â. Êàðàêèíà,
Î. Ã. Ìàêååâ. Èíñòèòóò ìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ òåõíîëî-
ãèé è Óðàëüñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ
Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Åêàòåðèíáóðã.

Çàòðóäíåíèå çàæèâëåíèÿ ÿçâåííûõ äåôåêòîâ ïðè íåé-
ðîòðîôè÷åñêèõ ïîðàæåíèÿõ íèæíèõ êîíå÷íîñòåé ó áîëü-
íûõ ñàõàðíûì äèàáåòîì (ÑÄ) îáóñëîâëåíî äåôèöèòîì
êëåòîê, ñïîñîáíûõ àêòèâíî ïðîëèôåðèðîâàòü è ôóíêöèî-
íèðîâàòü â òêàíÿõ.

Íåóêëîííî âîçðàñòàþùåå êîëè÷åñòâî ïàöèåíòîâ,
íóæäàþùèõñÿ â îïåðàòèâíîì ëå÷åíèè, è íåýôôåêòèâ-
íîñòü õèðóðãè÷åñêèõ ìåòîäîâ ðåøåíèÿ ýòîé ïðîáëåìû
ïîçâîëèëè ñôîðìóëèðîâàòü öåëü èññëåäîâàíèÿ: îöåíèòü
öåëåñîîáðàçíîñòü ïðèìåíåíèÿ ñìåøàííûõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ôèáðîáëàñòîâ è ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîòðîôè÷å-
ñêèõ ÿçâ ó áîëüíûõ ÑÄ.

Èññëåäîâàíèå ïðîâåäåíî ó 10 ïàöèåíòîâ ñ ÑÄ II òèïà
òÿæåëîé ñòåïåíè â âîçðàñòå îò 50 äî 79 ëåò. Ïðè îáñëåäî-
âàíèè ó âñåõ ïàöèåíòîâ áûëè âûÿâëåíû ÿçâåííûå äåôåê-
òû ñòîï èëè ãîëåíåé ñ ðàçìåðàìè íå ìåíåå 35�10 è
65�50 ìì ñîîòâåòñòâåííî.

Ó âñåõ ïàöèåíòîâ ïîä ïðîâîäíèêîâîé àíåñòåçèåé
ñ ÿãîäè÷íîé îáëàñòè âûïîëíÿëè ýêñïëàíòàöèþ êîæè è
ïîäëåæàùåé ïîäêîæíî-æèðîâîé êëåò÷àòêè. Äåðìàëüíûå
ôèáðîáëàñòû è ÌÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè ïî îðèãèíàëüíîé

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 733



ìåòîäèêå. Ïîëó÷åííûé îáúåì æèðîâîé òêàíè ïîçâîëèë
ïîëó÷èòü âîñïðîèçâîäèìûå êóëüòóðû ÌÌÑÊ 3 èñïûòóå-
ìûõ.

Ïðè ïðîâåäåíèè èñïûòàíèé áûëî ïðåäïðèíÿòî îáîãà-
ùåíèå êóëüòóð äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÌÌÑÊ â àóòî-
ãåííîì âàðèàíòå. Ïðè ýòîì äîëÿ Stro-1-ïîçèòèâíûõ êëå-
òîê â ñìåøàííûõ êóëüòóðàõ âîçðàñòàëà äåñÿòèêðàòíî —
äî 0.6 %. Äëÿ ôèêñàöèè êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè ÿçâû èñ-
ïîëüçîâàëè àóòîëîãè÷íóþ ôèáðèíîâóþ ïîäëîæêó, îáîãà-
ùåííóþ òðîìáîöèòàìè, è ñïåöèàëüíóþ ïîâÿçêó, îáåñïå-
÷èâàþùóþ «âëàæíîå» çàæèâëåíèå ðàíû. Çàæèâëåíèå
ÿçâû îòñëåæèâàëè â äèíàìèêå íà ïðîòÿæåíèè 26 íåä.

Ïî ïðîøåñòâèè 1-é íåä ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ñîêðà-
ùåíèå ÿçâåííîé ïîâåðõíîñòè â ñðåäíåì íà 45 % íàáëþäà-
ëîñü ó ïîëîâèíû ïàöèåíòîâ, à ñ òðàíñïëàíòàöèåé êóëüòóð,
îáîãàùåííûõ ÌÌÑÊ, — â ñðåäíåì íà 70 %. Ñðåäè ïàöè-
åíòîâ, äëÿ êîòîðûõ èñïîëüçîâàëè ñìåøàííûå êóëüòóðû, ê
êîíöó 3-é íåä â îäíîì ñëó÷àå çàôèêñèðîâàíî ïîëíîå çà-
æèâëåíèå ÿçâû, à ó 2 äðóãèõ ïàöèåíòîâ ñïóñòÿ 4—6 íåä.
Ó ïàöèåíòîâ ñ ïðèìåíåíèåì ìîíîêóëüòóð ê ýòîìó ñðîêó
íàáëþäàëîñü çàêðûòèå äåôåêòîâ îò 58 äî 80 % ðàíåâîé
ïîâåðõíîñòè. Ê 11-é íåä ó 4 ïàöèåíòîâ ýòîé ãðóïïû çà-
ôèêñèðîâàíî ïîëíîå çàêðûòèå ðàíåâûõ äåôåêòîâ, åùå 2
íàõîäèëèñü íà çàâåðøàþùåì ýòàïå çàæèâëåíèÿ. Îêîí÷à-
òåëüíàÿ ýïèòåëèçàöèÿ ïðè ëå÷åíèè ìîíîêóëüòóðàìè áûëà
ïîäòâåðæäåíà ó 6 èç 7 ïàöèåíòîâ ê 21-é íåä íàáëþäåíèÿ.
Ó 1 ïàöèåíòêè íà ýòîì ñðîêå íàáëþäàëîñü 75 % çàæèâëå-
íèÿ. Ïîëíîé ýïèòåëèçàöèè ÿçâåííîãî äåôåêòà ó äàííîé
èñïûòóåìîé íå áûëî äîñòèãíóòî â ñâÿçè ñ íàðóøåíèåì
ðåêîìåíäîâàííîé ìåòîäèêè (èñïîëüçîâàíèå äëÿ çàêðûòèÿ
ðàíåâîé ïîâåðõíîñòè ñîðáèðóþùåé ìàðëåâîé ïîâÿçêè).

Ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü çàêðûòèÿ ÿçâåííûõ äå-
ôåêòîâ ìîíîêóëüòóðàìè ñ ìîìåíòà òðàíñïëàíòàöèè àóòî-
ôèáðîáëàñòîâ äî ýïèòåëèçàöèè ðàíû ïðè ëîêàëèçàöèè
ÿçâû íà ñòîïå ñîñòàâèëà 9.5 íåä, ïðè ëîêàëèçàöèè íà ãîëå-
íè — 19.3 íåä. Ïðè ýòîì ñðîê çàæèâëåíèÿ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì îáîãàùåííûõ ÌÌÑÊ êóëüòóð â àóòîãåííîì âàðèàí-
òå ñîñòàâèë 4.5 ± 1.5 íåä.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîäû î
öåëåñîîáðàçíîñòè ïðèìåíåíèÿ àóòîãåííûõ êóëüòèâèðî-
âàííûõ êëåòîê äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîòðîôè÷åñêèõ ÿçâ íèæ-
íèõ êîíå÷íîñòåé ñ áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðèìåíåíèÿ
îáîãàùåííûõ ÌÌÑÊ êóëüòóð.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÑÊÎÐÎÑÒÈ ÂÎÑÑÒÀÍÎÂËÅÍÈß
ÏÅÐÂÈ×ÍÎ-ÒÐÈÏÑÈÍÈÇÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÛ
ÊËÅÒÎÊ ÏÝÊ ÏÎÑËÅ ÊÐÈÎÊÎÍÑÅÐÂÀÖÈÈ.
© Þ. Ì. Êèðèëëîâà, Ý. Ì. Ïëîòíèêîâà, Å. Þ. Õàìçèíà.
ÔÃÓ «Ôåäåðàëüíûé öåíòð òîêñèêîëîãè÷åñêîé è ðàäèàöè-
îííîé áåçîïàñíîñòè æèâîòíûõ», Êàçàíü.

Ñîõðàíåíèå ýòàëîííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÿâëÿåòñÿ îä-
íîé èç ñàìûõ âàæíûõ ïðîáëåì êëåòî÷íîé òåõíîëîãèè. Èç-
âåñòíî, ÷òî êóëüòóðû êëåòîê in vitro ãåíåòè÷åñêè íåñòà-
áèëüíû. Ïðè èõ äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè íàêàï-
ëèâàþòñÿ èçìåíåíèÿ, êîòîðûå ìîãóò ïðèâåñòè ê óòðàòå
ñïåöèôè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé äàííîé êóëüòóðû. Êðèîêîí-
ñåðâàöèÿ ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ìåòîäîì äëè-
òåëüíîãî õðàíåíèÿ êëåòîê, øèðîêî èñïîëüçóåìûì â ïðàê-
òèêå êîëëåêöèé è áàíêîâ êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Êàê èçâåñò-
íî, ïðèãîòîâëåíèå ïåðâè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð è
ñóáêóëüòóð íåðåäêî çàòðóäíåíî îòñóòñòâèåì íåîáõîäè-
ìûõ òêàíåé äëÿ òðèïñèíèçàöèè. Ïîýòîìó íà ñåãîäíÿøíèé
äåíü àêòóàëüíîé ïðîáëåìîé îñòàåòñÿ îïòèìèçàöèÿ óñëî-

âèé êðèîêîíñåðâàöèè è âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå ïåðâè÷-
íî-òðèïñèíèçèðîâàííûõ êóëüòóð êëåòîê æèâîòíûõ è
÷åëîâåêà. Äàííàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà èññëåäîâàíèå
æèçíåñïîñîáíîñòè è ñêîðîñòè âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå êðè-
îêîíñåðâàöèè êëåòîê ïåðâè÷íî-òðèïñèíèçèðîâàííîé
êóëüòóðû ÏÝÊ ñ öåëüþ äàëüíåéøåãî óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ
óñëîâèé èõ ñîõðàíåíèÿ.

Íà ïåðâîì ýòàïå èññëåäîâàíèé ïåðâè÷íî-òðèïñèíèçè-
ðîâàííóþ êóëüòóðó êëåòîê ÏÝÊ, ïîëó÷åííóþ ïî ñòàíäàð-
òíîé ìåòîäèêå (Äüÿêîíîâ, 2009), çàìîðàæèâàëè â êîí-
öåíòðàöèè (1.9 ± 1.1)�106 êë./ìë. Ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ è
îêðàøèâàíèÿ òðèïàíîâûì ñèíèì óñòàíîâëåíî, ÷òî êîí-
öåíòðàöèÿ æèâûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 63 ± 2.81 % îò îáùå-
ãî ÷èñëà çàìîðîæåííûõ. Â ðàáîòå ïðèìåíÿëè êîìïëåêñ
ìåòîäîâ öèòîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, ïðåäóñìàòðèâàþ-
ùèõ èçó÷åíèå íå òîëüêî ñòðóêòóðíîé öåëîñòíîñòè êëåòîê
ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ, íî è íà÷àëüíîé àäãå-
çèè, ñïîñîáíîñòè ê ïðîëèôåðàöèè, ñêîðîñòè è êà÷åñòâà
ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ è ìèòîòè÷åñêîãî ðåæèìà. Íàè-
áîëåå äîñòîâåðíóþ îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòîê è âîññòàíîâëåííûõ ïîñëå êðèîêîíñåð-
âàöèè ìîæåò äàòü ó÷åò èíòåíñèâíîñòè ðîñòà ïðè âûñåâå
â êóëüòóðàëüíûå ñîñóäû. Êîëè÷åñòâî àäãåçèðîâàííûõ
êëåòîê ñ÷èòàëè íà 2, 4, 6, 24, 48 è 72 ÷ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íà 2, 4 è 6 ÷ ÷èñëî ïðèêðåïèâøèõ-
ñÿ êëåòîê íàõîäèëîñü íà îäíîì óðîâíå è ñîñòàâëÿëî (0.54 ±
� 0.1)�105 êë./ìë, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî 20 ± 1.3 % îò îáùå-
ãî ÷èñëà ðàçìîðîæåííûõ. ×åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè ÷èñëî
êëåòîê áûëî íåçíà÷èòåëüíî, íèæå –(0.49 ± 0.1)�105 êë./ìë
è ñîîòâåòñòâîâàëî 18.6 ± 2.18 %. Òàê êàê â òå÷åíèå 24 ÷
êîëè÷åñòâî àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê íàõîäèëîñü ïðèìåðíî
íà îäíîì óðîâíå, âåðîÿòíî, ÷òî ñåäèìåíòàöèÿ è àäãåçèÿ
êëåòîê ïðîèñõîäÿò óæå ÷åðåç 2 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, îäíà-
êî îêîí÷àòåëüíûé ïðîöåññ ïðèêðåïëåíèÿ íàñòóïàåò ê 24
÷, è, òàêèì îáðàçîì, èñòèííàÿ äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëå-
òîê ðàâíà 18.6 ± 2.18 % êë./ìë. ×åðåç 48 ÷ èíêóáàöèè ÷èñ-
ëî êëåòîê óâåëè÷èâàëîñü â 2.6 ðàçà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóþò
î íà÷àëå èíòåíñèâíîãî äåëåíèÿ êëåòîê è ïîäòâåðæäàåòñÿ
çíà÷åíèÿìè ìèòîòè÷åñêîãî èíäåêñà (ÌÈ). Íà 3-å ñóò ÷èñ-
ëî êëåòîê âîçðàñòàëî äî (3.09 ± 0.9)�105 êë./ìë. Êîíôëþ-
ýíòíûé ìîíîñëîé ôîðìèðîâàëñÿ íà 5-å ñóò. Ïî ðåçóëü-
òàòàì èññëåäîâàíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî ðåæèìà ïîêàçàíî,
÷òî ÷åðåç 24 ÷ ÌÈ áûë ðàâåí –21.33 ± 1.1 ‰, îäíàêî
93.8 ± 2.1 % èç íèõ ñîñòàâëÿëà ïàòîëîãè÷åñêàÿ ôîðìà ìè-
òîçà (ÏÔÌ). ×åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ çíà÷åíèå ÌÈ
ñîîòâåòñòâîâàëî –29.6 ± 1.12‰, íî óðîâåíü ÏÔÌ áûë
çíà÷èòåëüíî íèæå (42.6 ± 2.2 %). ×åðåç 72 ÷ ÌÈ áûë ðà-
âåí 60 ± 0.9 ‰, à ïðîöåíòíîå çíà÷åíèå ÏÌÔ îñòàâàëîñü
ïî-ïðåæíåìó âûñîêèì — 49 ± 1.85 %. Ñðåäè ÏÔÌ ïðåîá-
ëàäàë àìèòîç, êîòîðûé, êàê èçâåñòíî, ñîïóòñòâóåò êîì-
ïåíñàòîðíûì ïðîöåññàì, ïðîòåêàþùèì â òêàíÿõ (íàïðè-
ìåð, ïðè ôóíêöèîíàëüíûõ ïåðåãðóçêàõ, ãîëîäàíèè, ïîñëå
îòðàâëåíèÿ èëè äåíåðâàöèè). Îáû÷íî àìèòîç íàáëþäàåò-
ñÿ â òêàíÿõ ñî ñíèæåííîé ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ. ×òî
ïîäòâåðæäàåòñÿ íàøèìè äàííûìè.

Â öåëîì ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîç-
ìîæíîñòè óñïåøíîé êðèîêîíñåðâàöèè è äåêðèîêîíñåðâà-
öèè ïåðâè÷íî-òðèïñèíèçèðîâàííîé êóëüòóðû êëåòîê
ÏÝÊ.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÄËß ËÅ×ÅÍÈÅ ÎÑÒÐÛÕ È ÎÒÄÀËÅÍÍÛÕ
ËÓ×ÅÂÛÕ ÏÎÐÀÆÅÍÈÉ. © À. Ã. Êîíîïëÿíèêîâ,1 Ë. Â. Êóð-
ñîâà,1 Î. Â. Òåðåõîâ,1 Ì. À. Êîíîïëÿíèêîâ.2 1 ÔÃÁÓ Ìåäè-
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öèíñêèé ðàäèîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð, Îáíèíñê, è
2 Ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñè-
òåò, Ìîñêâà.

Äëÿ ëå÷åíèÿ òÿæåëûõ ôîðì îñòðîé ëó÷åâîé áîëåçíè
îáû÷íî ïðèíÿòî èñïîëüçîâàòü òðàíñïëàíòàöèè êîñòíîãî
ìîçãà èëè êîíöåíòðàòîâ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê (ÃÑÊ), âûäåëÿåìûõ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, à â ïî-
ñëåäíèå ãîäû äëÿ èõ çàìåíû íåêîòîðûå àâòîðû òàêæå ðå-
êîìåíäóþò èñïîëüçîâàòü êëåòî÷íûå êîíöåíòðàòû èç ïó-
ïîâèííîé êðîâè. Òðóäíîñòè â ðåàëèçàöèè ýòèõ ìåòîäîâ
ñâÿçàíû ñ íåîáõîäèìîñòüþ ïîëó÷åíèÿ èììóíîëîãè÷åñêè
ñîâìåñòèìûõ ñ îðãàíèçìîì ðåöèïèåíòà äîíîðñêèõ ÃÑÊ,
à òàêæå ñ òåì, ÷òî äëÿ òðàíñïëàíòàöèè òðåáóåòñÿ äîñòà-
òî÷íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ÃÑÊ, êîòîðîå ÷àñòî íå ìîæåò
áûòü äîñòèãíóòî ïðè èñïîëüçîâàíèè âñåõ âûøåïåðå÷èñ-
ëåííûõ èõ èñòî÷íèêîâ, à ðàçìíîæåíèå ÃÑÊ â êëåòî÷íîé
êóëüòóðå — äîñòàòî÷íî ñëîæíûé è äëèòåëüíûé ïðîöåññ.
Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîòàõ
óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ïðè ëåòàëüíîì îáùåì îáëó÷åíèè
ìûøåé è êðûñ ìîæíî äîñòèãíóòü äîñòàòî÷íî âûñîêîãî
óðîâíÿ 30-äíåâíîé âûæèâàåìîñòè, åñëè æèâîòíûì ðàç-
ëè÷íûìè ñïîñîáàìè ïîñëå îáëó÷åíèÿ ââîäèëè âûðàùåí-
íûå â êëåòî÷íîé êóëüòóðå àóòîëîãè÷íûå èëè àëëîãåííûå
ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) èëè ïðîäóêòû èõ
æèçíåäåÿòåëüíîñòè â ôîðìå êîíäèöèîííîé ñðåäû (ÊÑ)
èç-ïîä êóëüòóð ÌÑÊ. Ìåõàíèçì òàêîãî ïðîòèâîëó÷åâîãî
äåéñòâèÿ ÌÑÊ è âûäåëÿåìûõ èìè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
ïàðàêðèííûõ ôàêòîðîâ ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî ÌÑÊ
íå çàìåùàþò ïîãèáøèå ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÃÑÊ, à ñïîñîáñò-
âóþò ñâîåîáðàçíîìó «ñïàñåíèþ» íåáîëüøîé äîëè ÃÑÊ,
îñòàâøèõñÿ íåïîâðåæäåííûìè ïîñëå îáëó÷åíèÿ (îöåíè-
âàåòñÿ íà óðîâíå ìåíåå 1 % îò èñõîäíûõ ðàçìåðîâ ïóëà)
îò âîñïàëåíèÿ è äðóãèõ äåñòðóêòèâíûõ ïðîöåññîâ, êîòî-
ðûå ñïîñîáíû ïðèâåñòè ê ãèáåëè âûæèâøóþ ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ ôðàêöèþ ÃÑÊ. Ýòà «ñïàñåííàÿ» ôðàêöèÿ ÃÑÊ çà
ñ÷åò ïîñëåäóþùåé áûñòðîé ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåí-
öèðîâêè âîññòàíàâëèâàåò ãåìàòîïîýç è îáåñïå÷èâàåò âû-
æèâàíèå îáëó÷åííûõ æèâîòíûõ. Ýòó ãèïîòåçó ïðåäëîæè-
ëè è ïîäêðåïèëè äàííûìè îá îòñóòñòâèè ðàçìíîæåíèÿ
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÌÑÊ â îáëó÷åííîì îðãàíèçìå
Ëàíãå è ñîàâòîðû (Lange, 2010), à íàì óäàëîñü âûÿâèòü
ïîâûøåíèå âûõîäà ñåëåçåíî÷íûõ ýíäîêîëîíèé ó ñóáëåòà-
ëüíî è ëåòàëüíî îáëó÷åííûõ ìûøåé, åñëè èì ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ âíóòðèâåííî èëè âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè
(0.5—1)�106 ÌÑÊ èëè âíóòðèáðþøèííî 0.2 ìë ÊÑ èç-ïîä
êóëüòóð àóòîëîãè÷íûõ, àëëîãåííûõ è äàæå êñåíîãåííûõ
ÌÑÊ. Ðåçóëüòàòû äàííûõ èññëåäîâàíèé îòêðûâàþò íî-
âûå âîçìîæíîñòè äëÿ òåðàïèè íàðóøåíèé ãåìàòîïîýçà,
âûçâàííûõ äåéñòâèåì èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè îòäåëüíî
è â ñî÷åòàíèè ñ õèìèîïðåïàðàòàìè, êîòîðûå øèðîêî ïðè-
ìåíÿþòñÿ ïðè ëå÷åíèè îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ.

Â ÔÃÁÓ ÌÐÍÖ â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ ëåò òàêæå íà÷à-
òû êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïî èñïîëüçîâàíèþ òðàíñ-
ïëàíòàöèé ÌÑÊ ó áîëüíûõ ñ ïîçäíèìè ëó÷åâûìè ïî-
ðàæåíèÿìè, ðàçâèâøèìèñÿ ïîñëå ëó÷åâîé òåðàïèè çëî-
êà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïðîâåäåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ñèñòåìíûõ (âíóòðèâåí-
íûõ) òðàíñïëàíòàöèé àóòîëîãè÷íûõ èëè àëëîãåííûõ
ÌÑÊ (150—200 ìëí êëåòîê, ñóñïåíäèðîâàííûõ â 200 ìë
ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà) îñëàáëÿåò ïðîÿâëåíèÿ ëó÷å-
âûõ ïíåâìîôèáðîçîâ, ðåêòèòîâ è öèñòèòîâ. Ïðè òåðàïèè
äâóõ ïîñëåäíèõ òèïîâ ïîðàæåíèé ó ðÿäà ïàöèåíòîâ èñïî-
ëüçîâàëè òàêæå èíñòàëëÿöèè 20—30 ìë ÊÑ èç-ïîä êóëü-
òóð ÷åëîâå÷åñêèõ ÌÑÊ â ïîëîñòè ïîâðåæäåííîé îáëó÷å-

íèåì ïðÿìîé êèøêè è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ. Íàêîïëåííûé
êëèíè÷åñêèé îïûò ñâèäåòåëüñòâóåò î ïåðñïåêòèâíîñòè
èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ è ÊÑ ïðè ëå÷åíèè ïîçäíèõ ëó÷åâûõ
ïîðàæåíèé ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ è òêàíåé ÷åëîâåêà, õîòÿ
äëÿ øèðîêîãî âíåäðåíèÿ ýòîãî ìåòîäà â øèðîêóþ ìåäè-
öèíñêóþ ïðàêòèêó íåñîìíåííî íåîáõîäèìû äàëüíåéøåå
èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ëå÷åáíîãî ýôôåêòà ÌÑÊ è ÊÑ è
ðàçðàáîòêà îïòèìàëüíûõ ñõåì òàêîé òåðàïèè.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÀÄÀÏÒÈÂÍÎÃÎ ÏÅÐÅÍÎÑÀ ËÈÌ-
ÔÎÈÄÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÄËß ÑÒÈÌÓËßÖÈÈ ÏÐÎËÈÔÅ-
ÐÀÒÈÂÍÛÕ ÏÐÎÖÅÑÑÎÂ ÏÐÈ ÂÎÇÐÀÑÒÍÎÉ ÈÍÂÎ-
ËÞÖÈÈ ÎÐÃÀÍÈÇÌÀ. © Ê. À. Êîíûøåâ, Ñ. Â. Ñàçîíîâ.
ÃÓÇ ÑÎ Èíñòèòóò ìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé,
Åêàòåðèíáóðã. IMCT@yandex.ru.

Ñïîñîáíîñòü ëèìôîöèòîâ ñòèìóëèðîâàòü ïðîëèôåðà-
òèâíûå ïðîöåññû â òêàíÿõ èçó÷àëè â ñèñòåìå àäîïòèâíîãî
ïåðåíîñà (Áàáàåâà è äð., 1997). Â êà÷åñòâå äîíîðîâ ñïëå-
íîöèòîâ èñïîëüçîâàëè æèâîòíûõ èç ðàçíûõ âîçðàñòíûõ
ãðóïï, ïîäâåðãàâøèõñÿ îäíîñòîðîííåé íåôðýêòîìèè. Äî-
íîðñêèé èíòåðâàë ñîñòàâëÿë 19 ÷ ïîñëå âûïîëíåíèÿ îïå-
ðàöèè. Äëÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ïðè-
ìåíÿëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà è âèçóàëèçàöèîííóþ
ñèñòåìó äëÿ ïðîâåäåíèÿ ïåðîêñèäàçíî-àíòèïåðîêñèäàç-
íîé (ÏÀÏ) ìåòîäèêè (DAKO, ÑØÀ), âûïîëíÿåìîé íà àâ-
òîñòåéíåðå DAKO (ÑØÀ).

Ñîñòîÿíèå ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ êîìïëåêñà ìåòîäîâ. Êðîìå îïðåäåëåíèÿ âåëè-
÷èíû ìèòîòè÷åñêîãî èíäåêñà (ÌÈ) ðàññ÷èòûâàëè ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü ìèòîçà (Äîíäóà, 1990) è ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷-
íîãî öèòîìåòðà (ËÞÌÀÌ-ÃÎÈ) îïðåäåëÿëè êîëè÷åñòâî
ÄÍÊ (Ðîçàíîâ,1988) â ÿäðàõ êëåòîê ñ îäíîâðåìåííûì ðàñ-
ïðåäåëåíèåì àíàëèçèðóåìîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïî
ïëîèäíîñòè è ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Ðàññ÷èòûâàëè âðå-
ìåíí *ûå ïàðàìåòðû ìèòîòè÷åñêîãî öèêëà (Givan, 1992).
Àêòèâíîñòü ñèíòåçà ÄÍÊ â êëåòêàõ îïðåäåëÿëè ïî âêëþ-
÷åíèþ 3Í-òèìèäèíà ìåòîäîì æèäêîñòíîé ñöèíòèëëÿöèè,
âû÷èñëÿëè äîëþ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå.

Ïðè ìîðôîìåòðè÷åñêîì èññëåäîâàíèè òêàíè ïî÷êè
ñòàðûõ æèâîòíûõ áûëî îáíàðóæåíî óñèëåíèå èõ èíôèëü-
òðàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ îðãàíàìè áîëåå ìîëîäûõ æèâîò-
íûõ. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå èçó÷åíèå ôåíîòèïà ëèì-
ôîöèòîâ ïîçâîëèëî íàì èäåíòèôèöèðîâàòü èõ êàê Ò-êëåò-
êè (CD45+, CD45RO+, CD3+ è CD8–).

Èçó÷åíèå ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ëèìôîöèòîâ
èçó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê ñåëåçåíêè íåôðýêòîìè-
ðîâàííûõ æèâîòíûõ èç ðàçíûõ âîçðàñòíûõ ãðóïï â ñèñòå-
ìå àäîïòèâíîãî ïåðåíîñà. Ïðè òðàíñïëàíòàöèè ñïëåíîöè-
òîâ, ïîëó÷åííûõ îò ñòàðûõ äîíîðîâ, ñòàðûì ðåöèïèåíòàì
íå îáíàðóæåíî ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ
â ýïèòåëèè êàíàëüöåâ ïî÷åê ïîñëåäíèõ. Ïîäîáíûå èçìå-
íåíèÿ â ñèñòåìå àäîïòèâíîãî ïåðåíîñà ìîãóò ïðîèñõî-
äèòü êàê çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ
ëèìôîèäíûõ êëåòîê, òàê è çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðà-
òèâíûõ ïîòåíöèé êëåòîê ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ (èëè çà ñ÷åò
íàëè÷èÿ îáåèõ ïðè÷èí îäíîâðåìåííî). Îäíàêî ïåðåíîñ
ýòèõ æå ñïëåíîöèòîâ çðåëûì äîíîðàì ñîïðîâîæäàåòñÿ
ïðîÿâëåíèåì èõ ìîðôîãåíåòè÷åñêîé ôóíêöèè. Ïðè ýòîì
àêòèâíîñòü ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â ïî÷êàõ ðåöè-
ïèåíòîâ îêàçàëàñü âûðàæåíà íå ìåíüøå ÷åì â êîíòðîëü-
íîé ãðóïïå. Òðàíñïëàíòàöèÿ ñïëåíîöèòîâ îò çðåëûõ äîíî-
ðîâ ñòàðûì ðåöèïèåíòàì òàêæå ïðèâîäèò ê ïðîÿâëåíèþ
ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ëèìôîèäíûõ êëåòîê. Îäíàêî
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óðîâåíü àêòèâíîñòè ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â ïî÷-
êàõ ðåöèïèåíòîâ îêàçàëñÿ çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïå.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ïî-
çâîëÿåò ñäåëàòü îñíîâíîé âûâîä: ïðè ñòàðåíèè îðãàíèçìà
ñíèæåíèå óðîâíÿ ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ íå ñâÿçàíî
ñ îñëàáëåíèåì ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ëèìôîèäíûõ
êëåòîê, òàê êàê ïîñëåäíèå â ïîëíîé ìåðå ïðîÿâëÿþòñÿ â
îðãàíèçìå ìîëîäûõ æèâîòíûõ, õîòÿ çíà÷èòåëüíî ñíèæå-
íû ó ñòàðûõ. Îäíàêî ïðè ñòàðåíèè â îðãàíèçìå ïîäâåðãà-
þòñÿ âûðàæåííîìó óìåíüøåíèþ ïðîëèôåðàòèâíûå ïî-
òåíöèè òêàíåé, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â òîðìîæåíèè ðåàëèçàöèè
ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ëèìôîöèòîâ çðåëûõ æèâîò-
íûõ íåïîñðåäñòâåííî â ïàðåíõèìå (îäíîèìåííîãî ñ óäà-
ëåííûì) îðãàíà ó ñòàðûõ æèâîòíûõ.

ÑÎÇÄÀÍÈÅ ÒÐÅÕÌÅÐÍÎÃÎ ÌÈÊÐÎÎÊÐÓÆÅÍÈß ÍÀ
ÎÑÍÎÂÅ ÔÈÁÐÈÍÎÂÎÃÎ ÑÃÓÑÒÊÀ ÄËß ÕÎÍÄÐÎ-
ÃÅÍÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Â. Ñ. Êîñòþíèíà, Ê. Â. Æóð, Í. Â. Ãîí-
÷àðîâà, Ñ. Ì. Êîñìà÷åâà, Ì. Ï. Ïîòàïíåâ, Í. Â. Ïåò¸âêà.
ÐÍÏÖ ãåìàòîëîãèè è òðàíñôóçèîëîãèè, Ìèíñê, Áåëî-
ðóññèÿ.

Öåëü ðàáîòû — ñîçäàíèå òðåõìåðíîé êîíñòðóê-
öèè-íîñèòåëÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà íà îñíîâå èñ-
êóññòâåííîãî ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà äëÿ ðåïàðàöèè ïî-
âðåæäåíèé õðÿùåâîé òêàíè è èçó÷åíèå õîíäðîãåííîãî ïî-
òåíöèàëà êëåòîê â äàííîì ìèêðîîêðóæåíèè.

Êîíñòðóêöèþ ïîëó÷àëè ïðè èñïîëüçîâàíèè êîìïî-
íåíòîâ ãåìîñòàòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà «Ôèáðèíîñòàò» —
ôèáðèíîãåíà è òðîìáèíà ïðîèçâîäñòâà ÃÓ ÐÍÏÖ ÃÒ — è
êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà. Êóëüòóðó ìóëüòèïîòåíòíûõ ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÌÌÑÊ
ÊÌ) ïîëó÷àëè ìåòîäîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ íà ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè ôèêîëëà, êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè õîíäðî-
öèòîâ (ÊÏÕ) — ìåòîäîì âûñåâà èç ýêñïëàíòîâ ïîñëåîïå-
ðàöèîííîé õðÿùåâîé òêàíè. Ïðîâîäèëè àíàëèç ýêñïðåñ-
ñèè ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ õîíäðîäèôôåðåíöèðîâ-
êè — ãåíîâ êîëëàãåíà II òèïà è àããðåêàíà — ìåòîäîì ÏÖÐ
â ðåàëüíîì âðåìåíè. Áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó èñ-
ïîëüçóåìûìè êóëüòóðàìè êëåòîê ïî ýêñïðåññèè ýòèõ ãå-
íîâ, â òî âðåìÿ êàê ïî ôåíîòèïè÷åñêèì ìàðêåðàì CD45,
CD34, CD105 è CD90 çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé íå îáíàðó-
æåíî.

Òåñòèðîâàëè êîíñòðóêöèè ðàçëè÷íîé ïëîòíîñòè ôèá-
ðèíîâîãî ãåëÿ (2 è 8 ìã/ìë ôèáðèíîãåíà), ñîäåðæàùèå
ÌÌÑÊ ÊÌ ÷åëîâåêà 1-ãî ïàññàæà è ÊÏÕ 4—5-ãî ïàññà-
æåé. Õîíäðîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÌÑÊ ÊÌ è ÊÏÕ
â ñîñòàâå èñêóññòâåííîãî ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà ïðîâîäè-
ëè òðåìÿ ðàçëè÷íûìè ïðîòîêîëàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì
TGF-b1, TGF-b3, è BMP6 â êà÷åñòâå ôàêòîðîâ äèôôåðåí-
öèðîâêè. Ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè îöåíèâàëè ïî óäåð-
æàíèþ êîíñòðóêöèÿìè ñïåöèôè÷åñêèõ êðàñèòåëåé, ñâÿçû-
âàþùèõ ïðîòåîãëèêàíû, ãëèêîçàìèíîãëèêàíû è êèñëûå
ìóöèíû, êàê âèçóàëüíî, òàê è ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî-
ñëå ýêñòðàêöèè êðàñèòåëåé.

Êëåòêè â ñîñòàâå èñêóññòâåííûõ êîíñòðóêöèé ñîõðà-
íÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü, íàáëþäàëñÿ âûñåâ êëåòîê èç ãåëÿ
àíàëîãè÷íî âûñåâó èç ýêñïëàíòîâ õðÿùåâîé òêàíè.

Íàèáîëüøóþ ðàçíèöó ìåæäó îïûòíûìè è êîíò-
ðîëüíûìè îáðàçöàìè ïî ýêñïðåññèè ïðîòåîãëèêàíîâ, ãëè-
êîçàìèíîãëèêàíîâ è êèñëûõ ìóöèíîâ íàáëþäàëè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ñî÷åòàíèÿ äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ôàêòîðîâ

TGF-b3 è ÂÌÐ6 êàê äëÿ ÌÌÑÊ ÊÌ, òàê è äëÿ ÊÏÕ. Ïîêà-
çàíî, ÷òî TGF-b3 áîëåå ýôôåêòèâåí, ÷åì TGF-b1, ïðè èí-
äóêöèè õîíäðîãåíåçà â ôèáðèíîâîì ãåëå.

ÊÏÕ â ñîñòàâå êîíñòðóêöèé ñâÿçûâàëè â 2.5—3 ðàçà
áîëüøå êðàñèòåëÿ êàê â îïûòå, òàê è â êîíòðîëå ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ÌÌÑÊ ÊÌ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èõ ïðåêîì-
ìèòèðîâàííîñòè â õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèè.

Çàêëþ÷åííûå â êîíñòðóêöèè áîëüøåé ïëîòíîñòè
(8 ìã/ìë ôèáðèíîãåíà) êëåòêè ñîõðàíÿëè õîíäðîöèò-ïî-
äîáíóþ ìîðôîëîãèþ è ñèëüíåå ñâÿçûâàëè òîëóèäèíîâûé
ñèíèé è àëüöèàíîâûé ñèíèé â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâ-
êè, ÷òî óêàçûâàåò íà áîëüøóþ ïðîäóêöèþ ãëèêîçàìèíîã-
ëèêàíîâ è êèñëûõ ìóöèíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé â êîí-
ñòðóêöèÿõ ìåíüøåé ïëîòíîñòè ãåëÿ (2 ìã/ìë ôèáðèíîãå-
íà).

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ãåìîñòàòè÷å-
ñêîãî ïðåïàðàòà «Ôèáðèíîñòàò» äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðåõìåð-
íûõ êîíñòðóêöèé — íîñèòåëåé êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ
è äèôôåðåíöèðîâêè èõ â õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèè.

EX VIVO ÝÊÑÏÀÍÑÈß ÃÅÌÎÏÎÝÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÒÂÎ-
ËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÓÏÎÂÈÍÍÎÉ ÊÐÎÂÈ È ÊÎÑÒÍÎ-
ÃÎ ÌÎÇÃÀ ÏÐÈ ÑÎÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ Ñ ÌÅÇÅÍ-
ÕÈÌÍÛÌÈ ÑÒÂÎËÎÂÛÌÈ ÊËÅÒÊÀÌÈ. © Î. Â. Êóëå-
ìèíà, Ð. È. Äìèòðèåâà, È. Ð. Ìèíóëëèíà, À. Þ. Çàðèöêèé.
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíè-
âåðñèòåò èì. àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà è ÍÈË ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ÔÃÓ ÔÖÑÊÝ èì. àêàä. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Òðàíñïëàíòàöèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ÃÑÊ) èñïîëüçóåòñÿ c öåëüþ âîññòàíîâëåíèÿ ãåìîïîýçà
ïðè ðàçëè÷íûõ îíêîãåìàòîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ ïî-
ñëå èñïîëüçîâàíèÿ ñóáëåòàëüíûõ äîç õèìèîòåðàïåâòè÷å-
ñêèõ ïðåïàðàòîâ. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñïëàíòàöèè çàâèñèò
îò êîëè÷åñòâà ââåäåííûõ ÃÑÊ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ êàê
CD34+CD38–. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ÃÑÊ èñïîëüçóþò
êðîâü, êîñòíûé ìîçã (ÊÌ) è ïóïîâèííóþ êðîâü. In vivo
ïðîëèôåðàöèÿ ÃÑÊ ïðîèñõîäèò â òåñíîì êîíòàêòå ñî
ñòðîìàëüíûìè (ìåçåíõèìíûìè) êëåòêàìè. Ñîêóëüòèâèðî-
âàíèå ÃÑÊ ñ ìåçåíõèìíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè (ÌÑÊ)
ÊÌ ÿâëÿåòñÿ óïðîùåííîé ìîäåëüþ èññëåäîâàíèÿ ìåæê-
ëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé â ãåìîïîýòè÷åñêîé íèøå, è èñ-
ñëåäîâàíèå ýêñïàíñèè ÃÑÊ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ ìîæåò ïðè-
âåñòè ê âûÿâëåíèþ ïóòåé ex vivo ýêñïàíñèè ñóáïîïóëÿ-
öèé ÃÑÊ. Öåëü èññëåäîâàíèÿ: âûÿâëåíèå âêëàäà ÌÑÊ â ex
vivo ýêñïàíñèþ ÑD34+ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ïóïîâèííîé êðîâè (ÏÊ) è ÊÌ. Ìîíîíóêëåàðíûå êëåò-
êè áûëè âûäåëåíû èç îáðàçöîâ ÏÊ è ÊÌ è îòñîðòèðîâàíû
ñ ïîìîùüþ ìàãíèòíîãî ñîðòèíãà (ÌÀÑS) ïî CD34-ìàðêå-
ðó íà êîëîíêàõ 25 MS. Ïîëó÷åíèå êóëüòóð ÌÑÊ ïðîâî-
äèëè ïî ñòàíäàðòíûì ìåòîäèêàì. Ñòèìóëÿöèèþ äèôôå-
ðåíöèðîâîê ÌÑÊ â àäèïîöèòàðíîì è îñòåîãåííîì íà-
ïðàâëåíèÿõ ïðîèçâîäèëè ñî ñòàíäàðòíûì íàáîðîì
èíäóêòîðîâ. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ è CD34 ÃÑÊ ïðî-
âîäèëè â òå÷åíèå 4—8 ñóò â ãåìîïîýòè÷åñêîé ñðåäå Stem
Span â ïðèñóòñòâèè IL-3, Flt-3L è SCF. Èììóíîôåíîòèïè-
ðîâàíèå âûïîëíåíî ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè
(FACS Calibur), âûáðàííûå ôëóîðîõðîìû: ÑD34PE,
CD45FITC, CD38PCP5.1. Â ðåçóëüòàòå 6-ñóòî÷íîãî ñî-
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ äîíîðà è ÑD34+-êëåòîê ÏÊ îáùåå
êîëè÷åñòâî ÃÑÊ óâåëè÷èëîñü â 22 ðàçà, ïîïóëÿöèÿ êëå-
òîê-ÑD34+CD38– — â 47 ðàç, à ê 8-ì ñóò îáùåå êîëè÷åñò-
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âî ÃÑÊ è ÑD34+CD38– ÃÑÊ óâåëè÷èëèñü â 56 è 44 ðàçà
ñîîòâåòñòâåííî. Â ðåçóëüòàòå 4-ñóòî÷íîãî ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ ÌÑÊ äîíîðà è CD34+-êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà îáùåå
êîëè÷åñòâî ÃÑÊ óâåëè÷èëîñü â 6.3 ðàçà, CD34+CD38–
ÃÑÊ — â 6.6 ðàçà. Íà 5-å ñóò àíàëîãè÷íîãî ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ îáùåå êîëè÷åñòâî êëåòîê óâåëè÷èëîñü â 5.5 ðàçà,
ïîïóëÿöèè CD34+CD38– ÃÑÊ — â 11.4 ðàçà. ÌÑÊ, äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå â àäèïîöèòàðíîì (àäèïî) è îñòåîãåí-
íîì (îñòåî) íàïðàâëåíèÿõ, ïîääåðæèâàëè ýêñïàíñèþ
CD34+-ïîïóëÿöèè êàê ÏÊ, òàê è ÊÌ. Ïðè ýòîì ýêñïàíñèÿ
ÃÑÊ ÏÊ áûëà ñóùåñòâåííî âûøå (ÊÌ: ÌÑÊ — Àäèïî
5.7 ðàçà; ÌÑÊ — Îñòåî 6.7 ðàçà; ÏÊ: ÌÑÊ — Àäèïî
32 ðàçà, ÌÑÊ — Îñòåî 53 ðàçà). Îäíàêî ÌÑÊ — Àäèïî è
ÌÑÊ — Îñòåî íå ïîääåðæèâàëè ýêñïàíñèþ ÑD34+CD38–
ôðàêöèè ÊÌ, òîãäà êàê ïðèðîñò ÃÑÊ â ýòîé ôðàêöèè â
ÃÑÊ ÏÊ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ äèôôåðåíöèðîâàííû-
ìè ÌÑÊ òàêæå áûë ñóùåñòâåííûì: Àäèïî 6.1 ðàçà; Îñòåî
11.2 ðàçà. Ïîêàçàíî, ÷òî ìåçåíõèìíûå êëåòêè ñîâìåñòíî ñ
ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè ïðèâîäÿò ê áîëåå âûðàæåííîé ýêñ-
ïàíñèè ÃÑÊ, ÷åì ðîñòîâûå ôàêòîðû îòäåëüíî. ÌÑÊ, äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå â àäèïîöèòû è îñòåîãåííûå êëåòêè, íå
áûëè ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü ýêñïàíñèþ ÃÑÊ ÊÌ. Ýêñ-
ïàíñèÿ ÃÑÊ ÏÊ íå çàâèñåëà îò íàïðàâëåíèÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÌÑÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíò-
ðàêòà ¹ 14.740.11.0004.

ÑËÈßÍÈÅ ÍÅÉÐÎÍÎÂ È ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÌÍÎÃÎßÄÅÐ-
ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÎËËÞÑÊÀ. © À. À. Ëàêòèîíîâà. Èí-
ñòèòóò ôèçèîëîãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Äâóÿäåðíûå íåðâíûå êëåòêè âïåðâûå áûëè îáíàðóæå-
íû Ðåìàêîì â 1837 ã. Ñ òåõ ïîð îíè ñîòíè ðàç èññëåäîâà-
ëèñü ìíîãî÷èñëåííûìè ãèñòîëîãàìè (Ðàíâüå, Øòåð, Äî-
ãåëü, Øïèëüìàåð, Áèëüøîâñêèé, Êåëèêåð, Àëüöãåéìåð
è äð.). Äâóÿäåðíûå íåéðîíû îáíàðóæåíû â ðàçëè÷íûõ
öåíòðàëüíûõ è ïåðèôåðè÷åñêèõ îòäåëàõ íåðâíîé ñèñòåìû
ó ÷åëîâåêà, îáåçüÿíû, ëîøàäè, ñâèíüè, îâöû, êðîëèêà,
êîøêè, ñîáàêè, êðûñû, ìûøè, ìîðñêîé ñâèíêè, ëÿãóøêè,
ñåëüäè è äðóãèõ æèâîòíûõ êàê â íîðìå, òàê è ïðè ïàòî-
ëîãèè.

Âîïðîñ î äâóÿäåðíûõ è ìíîãîÿäåðíûõ íåðâíûõ êëåò-
êàõ çàòðàãèâàåò ôóíäàìåíòàëüíóþ ïðîáëåìó ñèíöèòèàëü-
íîé ñâÿçè â íåðâíîé ñèñòåìå è âîïðîñ íåäåëèìîñòè âûñî-
êîäèôôåðåíöèðîâàííûõ íåéðîíîâ. Äèñêóòèðóåòñÿ ìåõà-
íèçì ôîðìèðîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíîñòè ïóòåì ñëèÿíèÿ
íåéðîíîâ èëè èõ àìèòîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ.

Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ íåéðîíû îñâîáîæäàëè îò ñîå-
äèíèòåëüíîòêàííîé êàïñóëû ãàíãëèÿ è ñàòåëëèòíîé ãëèè
ñ ïîìîùüþ ïðîòåîëèòè÷åñêîé îáðàáîòêè. Çàòåì êëåòêè
ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó è ñ ïîìîùüþ öåíòðè-
ôóãèðîâàíèÿ (3000 îá./ìèí â òå÷åíèå 15 ìèí) àãðåãèðî-
âàëè è ñîõðàíÿëè â òàêîì âèäå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â
òå÷åíèå 2 ñóò. Çàòåì ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîé òðàíñìèññè-
îííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè èññëåäîâàëè óëüòðà-
ñòðóêòóðó ãðàíèö êîíòàêòèðóþùèõ íåéðîíîâ. Ïðè ýòèõ
óñëîâèÿõ æèâûå íåéðîíû îáðàçóþò ïàðíûå èëè ìíîãî-
êëåòî÷íûå àãðåãàòû. Êîíòàêòèðóþùèå òåëà íåéðîíîâ
ôîðìèðóþò 8-îáðàçíûå ñòðóêòóðû, êîòîðûå îòäåëÿþò-
ñÿ âàêóîëåïîäîáíûìè îáðàçîâàíèÿìè, îáðàçóþùèìèñÿ
ïóòåì çíà÷èòåëüíûõ ëîêàëüíûõ ðàñøèðåíèé ìåæêëåòî÷-
íûõ ùåëåé.

Íà ïîëóòîíêèõ ñðåçàõ âäîëü êîíòàêòèðóþùèõ ãðàíèö
íåéðîíîâ óäàåòñÿ îáíàðóæèòü ôîðìèðîâàíèå ìíîæåñò-
âåííûõ âûïÿ÷èâàíèé (öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìîñòèêîâ).
×åðåäóþùèåñÿ ìîñòèêè è âàêóëåîïîäîáíûå îáðàçîâàíèÿ
ðàñïîëàãàþòñÿ ÷åòêî ïî ãðàíèöàì êëåòîê è ìîãóò ñëóæèòü
äîñòîâåðíûì îðèåíòèðîì ýòèõ ãðàíèö ïîä ñâåòîâûì ìèê-
ðîñêîïîì. Ìîñòèêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñèíöèòèàëüíûå
ñâÿçè, îáúåäèíÿþùèå öèòîïëàçìó ñìåæíûõ êëåòîê.

Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà ïîêàçàíî, ÷òî
áîëüøèíñòâî ìåìáðàí, ðàçãðàíè÷èâàþùèõ öèòîïëàçìó
ñîñåäíèõ êëåòîê â îáëàñòè ìîñòèêîâ, îêàçûâàåòñÿ ðàçðó-
øåííûì. Ó ðÿäà êîíòàêòèðóþùèõ íåéðîíîâ âìåñòî íà-
ðóæíûõ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, ðàçãðàíè÷èâàþùèõ öè-
òîïëàçìó êëåòîê, îáíàðóæèâàþòñÿ òîëüêî êîðîòêèå îñòà-
òî÷íûå ìåìáðàííûå ôðàãìåíòû. Â îñòàëüíûõ ìåñòàõ
íåéðîïëàçìà íåïîñðåäñòâåííî ïåðåõîäèò èç îäíîé êëåòêè
â äðóãóþ.

Òàêèì îáðàçîì, â ýòèõ îïûòàõ óäàëîñü îñóùåñòâèòü
ñëèÿíèå íåéðîíîâ è ïîëó÷èòü ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè. Òåì
ñàìûì äîêàçàí ìåõàíèçì ôîðìèðîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíîñòè
ñ ïîìîùüþ ñèíöèòèàëüíîãî ñëèÿíèÿ è ïîäòâåðæäåíû ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðàíåå äàííûå î òîì, ÷òî â íåðâíîé ñèñòå-
ìå ïîìèìî õèìè÷åñêèõ ñèíàïñîâ è êîíòàêòíîé ìåìáðàí-
íîé ñâÿçè ñóùåñòâóåò òðåòèé òèï ìåæêëåòî÷íûõ êîììó-
íèêàöèé — ñèíöèòèàëüíàÿ ñâÿçü.
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ÒÅËß ÓÐÎÃÅÍÈÒÀËÜÍÎÃÎ ÒÐÈÕÎÌÎÍÈÀÇÀ.
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Óðîãåíèòàëüíûé òðèõîìîíèàç ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç øè-
ðîêî ðàñïðîñòðàíåííûõ çàáîëåâàíèé, ïåðåäàâàåìûõ ïðåè-
ìóùåñòâåííî ïîëîâûì ïóòåì. Åãî âîçáóäèòåëåì ÿâëÿåòñÿ
ýóêàðèîòè÷åñêîå ïðîñòåéøåå Trichomonas vaginalis. Ýòîò
ïàðàçèò ÿâëÿåòñÿ àíàýðîáíîé, ïëîõî êóëüòèâèðóåìîé ôîð-
ìîé. Ðåêîìåíäóåìûå â íàñòîÿùåå âðåìÿ êîìïëåêñíûå ïè-
òàòåëüíûå ñðåäû, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ñûâîðîòêè êðîâè,
íå ïîçâîëÿþò ïîääåðæèâàòü âèðóëåíòíûå øòàììû (Hobbs
et al., 2008). Ìåòîäû äëèòåëüíîãî ñîõðàíåíèÿ îðãàíèçìîâ
òàêîãî òèïà íåñîâåðøåííû. Îòñóòñòâèå äîñòóïíûõ ðåôå-
ðåíòíûõ øòàììîâ è äàííûõ ïî ìîëåêóëÿðíîìó òèïèðîâà-
íèþ ïðèâîäèò ê íåâîçìîæíîñòè àíàëèçà ýïèäåìèîëîãèè
òðèõîìîíèàçà. Ïðîáëåìà ñîçäàíèÿ è ïîääåðæàíèÿ îòå÷å-
ñòâåííîãî áàíêà êëèíè÷åñêèõ èçîëÿòîâ T. vaginalis ÷ðåç-
âû÷àéíî àêòóàëüíà. Îõàðàêòåðèçîâàííûå êîëëåêöèîííûå
ìîäåëè ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ ïðè òåñòèðîâàíèè ôàðìàöåâ-
òè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ è áîëåå óãëóáëåííîì èçó÷åíèè ìå-
õàíèçìîâ ïàòîãåíåçà.

Äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ äîëãîñðî÷íîé êðèîêîíñåðâàöèè
T. vaginalis áûëè ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå çàäà÷è: ïîäãî-
òîâêà ïîïóëÿöèè T. vaginalis â êîíöåíòðàöèè íå ìåíåå
2.0—3.0�107—108 êë./ìë â óñëîâèÿõ in vitro, ìàêñèìàëüíî
ïðèáëèæåííûõ ê åñòåñòâåííûì óñëîâèÿì, ïðè ñîâìåñò-
íîì êóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòî÷íûìè êóëüòóðàì (â ñèñòåìå
ïàðàçèò—õîçÿèí); îïòèìèçàöèÿ ñîñòàâà êðèîçàùèòíîé
ñðåäû è ïîäáîð ìèíèìàëüíîé ýôôåêòèâíîé êîíöåíòðàöèè
ÄÌÑÎ; îïòèìèçàöèÿ ðåæèìà îõëàæäåíèÿ äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåãî äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ â óñëîâèÿõ ãëóáîêîãî çàìîðà-
æèâàíèÿ (–196 °Ñ); ïîäãîòîâêà ïðîåêòà ïàñïîðòà øòàììà.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 737



Â èññëåäîâàíèå áûëî âêëþ÷åíî 6 øòàììîâ T. vagina-
lis, âûäåëåííûõ èç êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòîâ ñ
îñòðîé ôîðìîé òðèõîìîíèàçà. Èçîëÿòû ïîëó÷àëè íà ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå TYM â òå÷åíèå 3—4 äíåé ïðè òåìïåðàòóðå
37 °C. Ê êëåòî÷íîìó ìîíîñëîþ, âûðàùåííîìó â êóëüòó-
ðàëüíîì ïëàíøåòå, áûëà äîáàâëåíà ñóñïåíçèÿ êëåòîê òðè-
õîìîíàä â êîíöåíòðàöèè 5.0�(104—105) êë./ìë. Ïîñëå ðàç-
ðóøåíèÿ ìîíîñëîÿ (24—48 ÷) ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè â
íîâûé ïëàíøåò. Ìíîãîêðàòíûå ïàññàæè ñ ïðèìåíåíèåì
àíòèáàêòåðèàëüíûõ è àíòèìèêîòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ñïî-
ñîáñòâîâàëè ôîðìèðîâàíèþ ñóñïåíçèè ñ êîíöåíòðàöèåé
ïàðàçèòà, äîñòàòî÷íîé äëÿ êðèîçàìîðàæèâàíèÿ.

Èç 6 èñïîëüçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (HEp-2, L-41,
MA-104, MDCK, VERO è L-929) íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé
îêàçàëàñü ëèíèÿ L—41. Â ñìåñü äëÿ êðèîçàìîðàæèâàíèÿ
âõîäèëè: êðèîçàùèòíàÿ ñðåäà äëÿ êóëüòóð êëåòîê
(70—75 %), ñóñïåíçèÿ òðèõîìîíàä (107—108 êë./ìë), ñóñ-
ïåíçèÿ L-41 è DMSO (5 %), ñûâîðîòêà ÊÐÑ (20 %). Ïðè
êîíñåðâàöèè â òå÷åíèå 2—3 ëåò â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäëî-
æåííûì ïðîòîêîëîì âñå øòàììû ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ
ñîõðàíÿëè ïîäâèæíîñòü, õàðàêòåðíóþ ìîðôîëîãèþ è ñïî-
ñîáíîñòü ê ðàçðóøåíèþ ìîíîñëîÿ â ìîäåëè in vitro çà
1 ñóò (Ëèòâèí÷óê è äð., 2011).

Â ïàñïîðòå øòàììà â êà÷åñòâå îáúåêòèâíîãî êðèòåðèÿ
âèðóëåíòíîñòè ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü ñêîðîñòü ðàç-
ðóøåíèÿ ìîíîñëîÿ ïðè èíôèöèðîâàíèè ïðîñòåéøèìè â
ñòàíäàðòèçîâàííûõ óñëîâèÿõ.
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ÒÅÐÀÒÎÊÀÐÖÈÍÎÌÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÌÛØÈ, ÈÍÄÓ-
ÖÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ÐÅÒÈÍÎÅÂÎÉ ÊÈÑËÎÒÎÉ. © Í. Â. Ëè-
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Ñïîñîáíîñòü ïëþðèïîòåíòíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ïðîèçâîäíûå
òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ îòêðûâàåò øèðîêèå ïåðñïåê-
òèâû äëÿ èõ èñïîëüçîâàíèÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå
ïðè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ. Îäíàêî â íàñòîÿùèé ìî-
ìåíò êëèíè÷åñêîå ïðèìåíåíèÿ ÝÑÊ íåâîçìîæíî èç-çà ðè-
ñêà ôîðìèðîâàíèÿ òåðàòîì, òàê êàê â ïðîöåññå äèôôåðåí-
öèðîâêè ÝÑÊ â êóëüòóðå ñîõðàíÿþòñÿ íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûå êëåòêè. Ìåõàíèçìû íåïîëíîé äèôôåðåíöèðîâêè
ÝÑÊ äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåÿñíûìè, îäíàêî ñóùåñòâóåò
òî÷êà çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé ñîõðàíÿþùèåñÿ íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûìè ÝÑÊ ÿâëÿþòñÿ òðàíñôîðìèðîâàííûìè
êëåòêàìè. Â íàøåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ìåõàíèçìû
èíäóöèðîâàííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ è èõ ìàëèãíèçè-
ðîâàííûõ àíàëîãîâ — êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé òåðàòîêàð-
öèíîìû (ÝÒÊ). Ìûøèíûå ÝÑÊ R1 è ÝÒÊ F9 ïîäâåðãàëè
âîçäåéñòâèþ ðåòèíîåâîé êèñëîòîé â òå÷åíèå 10 ñóò.
Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ê 10 ñóò âîçäåéñòâèÿ ðå-
òèíîåâîé êèñëîòîé ïðîèñõîäèëî çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå
ðîñòà è ÷èñëà Oct4-ïîçèòèâíûõ êëåòîê â îáåèõ ïîïóëÿöè-
ÿõ, îäíàêî â òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ 3 ñóò ïîñëå îòìåíû ðå-
òèíîåâîé êèñëîòû ÷èñëî Oct4-ïîçèòèâíûõ êëåòîê â ïîïó-

ëÿöèè äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ÝÑÊ âíîâü âîçðàñòàëî, òîã-
äà êàê â ïîïóëÿöèÿõ ÝÒÊ èõ ÷èñëî íå èçìåíÿëîñü. Ïðè
òðàíñïëàíòàöèè â èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé Nude äèô-
ôåðåíöèðóþùèåñÿ ÝÑÊ ôîðìèðóþò òåðàòîìû, à ïðè
òðàíñïëàíòàöèè ÝÒÊ îïóõîëåé ó æèâîòíûõ-ðåöèïèåíòîâ
âûÿâëåíî íå áûëî. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîÿñíèòü ìåõàíèçìû,
ðåãóëèðóþùèå äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ è ÝÒÊ â ïîïóëÿ-
öèÿõ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê, áûë ïðîâåäåí àíàëèç
òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîôèëåé ãåíîâ-êîìïîíåíòîâ ðàçëè÷-
íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â ïðîöåññå
äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ è ÝÒÊ íå ïðîèñõîäèëî çíà÷èòåëü-
íûõ èçìåíåíèé â óðîâíå ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ Actr1,
Actr2, Bmpr1, Tgfbr1, Fgfr, Egfr è ôàêòîðîâ Tgfb1 è Bmp4,
òîãäà êàê ýêñïðåññèÿ ôàêòîðîâ Nodal, Lefty1, Lefty2 è Gdf3
ïîñòåïåííî ñíèæàëàñü ê 10-ì ñóò äèôôåðåíöèðîâêè è
êîððåëèðîâàëà ñ ýêñïðåññèåé ôàêòîðà Oct4. Íàèáîëåå ñó-
ùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÝÑÊ è ÝÒÊ áûëè âûÿâëåíû
â ýêñïðåññèè ôàêòîðîâ Fgf2, Egf è Activin A. Òàê, â äèô-
ôåðåíöèðóþùèõñÿ ÝÑÊ âîçðàñòàë óðîâåíü ýêñïðåññèè
ôàêòîðà Fgf2, à ýêñïðåññèÿ ôàêòîðà Egf íå äåòåêòèðîâà-
ëàñü. Íàïðîòèâ, â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè ÝÒÊ ìÐÍÊ ôàê-
òîðà Fgf2 íå áûëà âûÿâëåíà, à ýêñïðåññèÿ ôàêòîðà EGF
âîçðàñòàëà. Real-time PCR-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ ýêñïðåññèÿ Activin A áûëà â 160 ðàç
âûøå, ÷åì â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÒÊ. Ê 10-ì ñóò
äèôôåðåíöèðîâêè óðîâåíü ýêñïðåññèè âîçðàñòàë â îáåèõ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ, íî äèíàìèêà ýòîãî ïðîöåññà áûëà
ðàçëè÷íà äëÿ ÝÑÊ è ÝÒÊ. Â ÝÑÊ ýêñïðåññèÿ Activin A
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëàñü äî 5-õ ñóò äèôôåðåíöèðîâêè
è âîçðàñòàëà â 7.7 ðàçà ê 10-ì ñóò. Íàïðîòèâ, â ÝÒÊ ýêñï-
ðåññèÿ Activin A çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëàñü ñ 3-õ ñóò âîç-
äåéñòâèÿ, è ê 10-ì ñóò óðîâåíü ýêñïðåññèè âîçðàñòàë áî-
ëåå ÷åì â 1000 ðàç. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ðàçëè÷íàÿ äèíàìèêà äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÝÑÊ è ÝÒÊ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà ðàçëè÷íîé àê-
òèâíîñòüþ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, àêòèâèðóåìûõ ôàêòîðàìè
Activin A, Fgf2 è Egf.

Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 08-04-01307 è 11-04-00379).

ÈÌÌÓÍÎÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÊÓËÜÒÈ-
ÂÈÐÓÅÌÛÕ ÔÅÒÀËÜÍÛÕ ÍÅÉÐÎÊËÅÒÎÊ — ÏÐÅ-
ÊÓÐÑÎÐÎÂ (ÍÊÏ). © Ë. Ä. Ëþáè÷. ÄÓ «Èíñòèòóò íåéðî-
õèðóðãèè èì. àêàä. À. Ï. Ðîìîäàíîâà ÀÌÍ Óêðàèíû»,
Êèåâ.

Â ñâÿçè ñ ïåðñïåêòèâîé èñïîëüçîâàíèÿ êóëüòóð íåé-
ðîãåííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ
äëÿ òðàíñïëàíòàöèè ïðè ðÿäå íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáî-
ëåâàíèé ÖÍÑ âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü èçó÷åíèÿ äèíà-
ìèêè èõ ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè ñ ïîäáîðîì îïòèìàëü-
íûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî
èçó÷åíèå èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ êóëüòèâèðóåìûõ
ôåòàëüíûõ ÍÊÏ.

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ÍÊÏ ôåòàëü-
íîãî ìîçãà êðûñû (Å12-16) è ÍÊÏ ÷åëîâåêà èç íàòèâíîãî
àáîðòèâíîãî ìàòåðèàëà (5—12 íåä ãåñòàöèè). ÍÊÏ êóëü-
òèâèðîâàëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå ÄÌÅÌ/F12 (Sigma,
Ãåðìàíèÿ) ñ äîáàâëåíèåì ïðåïàðàòîâ èíñóëèí-òðàíñôåð-
ðèí-ñåëåíèò (ÈÒÑ) (PanEco Ltd., Ðîññèÿ), ðåòèíîëà àöåòà-
òà, FGF, EGF è ðåòèíîåâîé êèñëîòû (Sigma, Ãåðìàíèÿ).
Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÍÊÏ ïðîâîäèëè öèòîëîãè-

738 Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



÷åñêèå, èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå, èììóíîöèòîôëóîðè-
ìåòðè÷åñêèå è ÏÖÐ-èññëåäîâàíèÿ.

Â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íà-
áëþäåíèÿ (äî 22 ñóò) ÍÊÏ ñîõðàíÿëè øàðîâèäíóþ ôîð-
ìó áåç ïðèçíàêîâ äèôôåðåíöèðîâêè. Â îïûòàõ ñ äîáàâëå-
íèåì â êóëüòóðû ÍÊÏ ðåòèíîëà àöåòàòà íà 15-å ñóò íà-
áëþäåíèÿ ôîðìèðîâàëèñü ìíîãîêëåòî÷íûå øàðîâèäíûå
àãðåãàòû — íåéðîñôåðû. Ïðè ñî÷åòàííîì ïîñëåäîâàòåëü-
íîì äîáàâëåíèè èíñóëèíà è ðåòèíîëà àöåòàòà â ýòîò ñðîê
â êóëüòóðàõ ïîÿâëÿëèñü óíèïîëÿðíûå êëåòêè ãðóøåâèä-
íîé ôîðìû ñ êîðîòêèìè êîíóñîâèäíûìè îòðîñòêàìè
(äîëÿ òàêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 8.5 %). Ïðè äîáàâëåíèè â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ðåòèíîåâîé êèñëîòû ñðåäè îêðóã-
ëåííûõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ïîÿâëÿëèñü îòðî-
ñò÷àòûå êëåòêè ñ îáèëüíîé öèòîïëàçìîé è íàëè÷èåì îò-
ðîñòêîâ — êîðîòêèõ êîíóñîâèäíûõ, à òàêæå äëèííûõ, õî-
ðîøî âûðàæåííûõ, ñ ïðèçíàêàìè âåòâëåíèÿ. Â ÿäðàõ
20—30 % íåéðîêëåòîê òðåóãîëüíîé ôîðìû âûÿâëÿëèñü
÷åòêî âûðàæåííûå êðóïíûå ÿäðûøêè, õàðàêòåðíûå äëÿ
íåéðîáëàñòíûõ ôîðì. Ñ óâåëè÷åíèåì ñðîêà êóëüòèâèðî-
âàíèÿ âîçðàñòàëà äîëÿ ÍÊÏ, ýêñïðåññèðóþùèõ âèìåí-
òèí — ìàðêåð ñòâîëîâûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê, — ñ 25
äî 80—85 %. Êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
GFAP — ìàðêåð ãëèîáëàñòîâ è àñòðîöèòîâ, — óâåëè÷èâà-
ëîñü ñ 60 äî 80 %.

Êàê èçâåñòíî, óðîâåíü ýêñïðåññèè íåéðîêëåòêàìè àí-
òèãåíîâ ãèñòîñîâìåñòèìîñòè îáóñëîâëèâàåò èõ ðàñïîçíà-
âàíèå èììóíîêîìïåòåíòíûìè êëåòêàìè ïðè òðàíñïëàíòà-
öèè, à òàêæå èíäóêöèþ ñïåöèôè÷åñêîãî îòâåòà èììóííîé
ñèñòåìû è ïîñëåäóþùåå ïðèæèâëåíèå èëè îòòîðæåíèå in
vivo. Óñòàíîâëåíî, ÷òî äîëÿ HLA-A,B,C- è HLA-DR-ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ íåéðîêëåòîê â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
áûëà íàèìåíüøåé ñðåäè ÍÊÏ ÷åëîâåêà 5-é íåä ãåñòàöèè è
ïîâûøàëàñü ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÍÊÏ 8—9-é íåä ãåñòà-
öèè. Ïðè ýòîì ýêñïðåññèÿ èññëåäîâàííûõ àëëåëåé ìÐÍÊ
HLA-A1, îñîáåííî HLA-DRa1, âîçðàñòàëà îò ïîëíîãî îò-
ñóòñòâèÿ èëè íåçíà÷èòåëüíîãî óðîâíÿ â ÍÊÏ ÷åëîâåêà
5—9-é íåä ãåñòàöèè äî âûðàæåííîé ýêñïðåññèè â íåéðîê-
ëåòêàõ çðåëîãî ìîçãà. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÍÊÏ ÷åëîâå-
êà 5—9-é íåä ãåñòàöèè â ñðåäå DMEM+ðåòèíîëà àöåòàò
íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðó-
þùèõ àíòèãåíû HLA ² è ²² êëàññîâ êàê íà ïðîòåèíîâîì
óðîâíå, òàê è íà óðîâíå ìÐÍÊ, òîãäà êàê ïðèñóòñòâèå â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå FGF ñïîñîáñòâîâàëî ñîõðàíåíèþ èõ
êîëè÷åñòâà, à íàëè÷èå EGF — èõ íàðàñòàíèþ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîäáîð óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî-
çâîëÿåò ïîëó÷èòü êóëüòóðû ÍÊÏ ñ çàäàííûìè ñâîéñòâà-
ìè: îáîãàùåííûå âèìåíòèíîì + íåéðîãåííûìè ïðåäøå-
ñòâåííèêàìè, ñ îòñóòñòâèåì ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ ãèñòî-
ñîâìåñòèìîñòè, ñîõðàíÿþùèå ñâîþ ïîëèïîòåíòíîñòü è
ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â íåéðîíàëüíîì è ãëèà-
ëüíîì íàïðàâëåíèÿõ.

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÁÅÑÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÌÀÒÐÈÖ-ÍÎÑÈÒÅ-
ËÅÉ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÍÀÒÈÂÍÛÕ ÒÊÀÍÅÉ ÊÐÎÂÅÍÎÑ-
ÍÛÕ ÑÎÑÓÄÎÂ È ÌÈÎÊÀÐÄÀ ËÀÁÎÐÀÒÎÐÍÛÕ ÆÈ-
ÂÎÒÍÛÕ È ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ì. Â. Åãîðîâà, Ý. Ô. Ìóñëè-
ìîâà, Þ. Â. Ðîãîâñêàÿ, Ñ. À. Àôàíàñüåâ, Ø. Ä. Àõìåäîâ.
ÍÈÈ êàðäèîëîãèè ÑÎ ÐÀÌÍ, Òîìñê.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áûñòðîå ïðîãðåññèðîâàíèå ñåð-
äå÷íî-ñîñóäèñòîé õèðóðãèè âî ìíîãîì ñâÿçàíî ñ óñïåõà-
ìè êàðäèîâàñêóëÿðíîé òêàíåâîé èíæåíåðèè, â ÷àñòíîñòè
ñ ðàçðàáîòêîé òðàíñïëàíòàòîâ íà îñíîâå ñîåäèíèòåëüíî-

òêàííûõ êàðêàñîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôóíêöèîíàëüíûì
îñîáåííîñòÿì íàòèâíûõ òêàíåé.

Öåëü ðàáîòû — ðàçðàáîòêà ìåòîäèêè ïîëó÷åíèÿ áåñ-
êëåòî÷íûõ ìàòðèö-íîñèòåëåé íà îñíîâå íàòèâíûõ òêàíåé
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ è ìèîêàðäà ëàáîðàòîðíûõ æèâîò-
íûõ è ÷åëîâåêà.

Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà 40 âçðîñëûõ êðûñàõ ëèíèè Âèñ-
òàð è 20 èíòðàîïåðàöèîííûõ áèîïòàòàõ ñîñóäîâ ÷åëîâåêà
ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêòèâîâ ôèðìû Sigma (ÑØÀ). Ìîð-
ôîëîãè÷åñêèé êîíòðîëü ñîñòîÿíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíîé ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè.

Îòðàáîòêó îïòèìàëüíûõ ðåæèìîâ ïîëó÷åíèÿ áåñêëå-
òî÷íûõ ìàòðèö-íîñèòåëåé ïðîâîäèëè íà ñîñóäàõ ëàáîðà-
òîðíûõ æèâîòíûõ (êðûñû ëèíèè Âèñòàð). Ïðîâåäåíèå
ïðîáíûõ îòìûâîê ñîñóäîâ îò êëåòî÷íûõ ýëåìåíòîâ ïî
îïóáëèêîâàííûì â ëèòåðàòóðå ïðîòîêîëàì ïîêàçàëî, ÷òî
ñîñóäû íå âûäåðæèâàëè ïåðôóçèþ â òå÷åíèå 16—48 ÷ àã-
ðåññèâíûìè ðàñòâîðàìè äåòåðãåíòîâ è òðèïñèíà. Âñëåä-
ñòâèå ýòîãî ñóììàðíàÿ îáðàáîòêà áûëà ñâåäåíà äî 4—5 ÷,
ñ ìîðôîëîãè÷åñêèì êîíòðîëåì ïðè êàæäîé ñìåíå ðàñò-
âîðîâ.

Ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç âëèÿíèÿ ðàçëè÷-
íûõ ðàñòâîðîâ íà ñîñòîÿíèå ñîñóäà ïðè åãî ïåðôóçèè ýòè-
ìè ðàñòâîðàìè. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî íàèáîëåå ýô-
ôåêòèâíûì è ìàëîòðàâìàòè÷íûì ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
ðàñòâîðîâ äåòåðãåíòîâ SDS è TritonX-100. Äàëåå ýêñïåðè-
ìåíòû áûëè íàïðàâëåíû íà óìåíüøåíèå âðåìåíè âîçäåé-
ñòâèÿ äåòåðãåíòîâ íà ñîñóäû ñ ñîõðàíåíèåì ýôôåêòèâíî-
ñòè äåöåëëþëÿðèçàöèè. Â ðåçóëüòàòå íàìè áûë ðàçðàáî-
òàí óíèâåðñàëüíûé ïðîòîêîë äåöåëëþëÿðèçàöèè.

Ó êðûñû ïîä ýôèðíûì íàðêîçîì âûäåëÿëè åäèíûì
îðãàíîêîìïëåêñîì ñåðäöå è áðþøíóþ àîðòó. Îðãàíû ïî-
ìåùàëè â äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó, ïðåïàðèðîâàëè è îòñå-
êàëè àîðòó. Áèîïòàòû ñîñóäîâ ÷åëîâåêà áûëè ïîëó÷åíû
ïðè ïðîâåäåíèè ñîñóäèñòûõ îïåðàöèé. Àîðòó êðûñû è ñî-
ñóä ÷åëîâåêà (a. mammaria èëè a. radialis) ïîñëå î÷èñòêè
îò ñîïóòñòâóþùèõ òêàíåé ïîìåùàëè â ïåðôóçèîííóþ ñè-
ñòåìó, ãäå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïîäâåðãàëè äåöåë-
ëþëÿðèçàöèè. Ñîñóä 10—15 ìèí îòìûâàëè îò êðîâè äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäîé, çàòåì îáðàáàòûâàëè 1%-íûì âîä-
íûì ðàñòâîðîì SDS â òå÷åíèå 1 ÷, ïðîêà÷èâàÿ ðàñòâîð
ïåðèñòàëüòè÷åñêèì íàñîñîì ñî ñêîðîñòüþ 20 ìë/ìèí. Äà-
ëåå ðàñòâîð SDS çàìåíÿëè íà 1%-íûé âîäíûé ðàñòâîð Tri-
ton X-100 è ïåðôóçèðîâàëè 1 ÷. Ïîñëå ýòîãî â òå÷åíèå
10—15 ìèí ñîñóä îòìûâàëè îò äåòåðãåíòîâ äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäîé, çàòåì 10—15 ìèí ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñò-
âîðîì. Ïðè íåîáõîäèìîñòè ñîñóä îáðàáàòûâàëè ðàñòâî-
ðîì, ñîäåðæàùèì ïî 20 ìêã/ìë ÄÍÊàçû è ÐÍÊàçû, ïðèãî-
òîâëåííûì íà îñíîâå ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà, ðÍ 7.4.
Ðàñòâîð ïðîêà÷èâàëè ÷åðåç ñîñóä 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, çàòåì ñî-
ñóä îòìûâàëè îõëàæäåííûì ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì.

Òàêèì îáðàçîì, ïî ðàçðàáîòàííîé íàìè ìåòîäèêå
ñóììàðíîå âðåìÿ îáðàáîòêè ñîñóäà, íà÷èíàÿ ñ îòìûâàíèÿ
åãî îò êðîâè è çàêàí÷èâàÿ ýòàïîì õðàíåíèÿ, ñîñòàâëÿåò íå
áîëåå 4 ÷. Ãèñòîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå
ïîñëå âûïîëíåíèÿ îïèñàííîé òåõíîëîãèè, ïîäòâåðäèëè åå
óíèâåðñàëüíîñòü äëÿ ñîñóäîâ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. Ðàç-
ðàáîòàííûé ïðîòîêîë îêàçàëñÿ ýôôåêòèâíûì è äëÿ äåöåë-
ëþëÿðèçàöèè öåëîãî ñåðäöà êðûñû.

ÂÛßÂËÅÍÈÅ IN VITRO ÏÎÒÅÍÖÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎ×ÍÛÕ ÈÑÒÎ×ÍÈÊÎÂ ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ ÒÊÀÍÅÉ
ÃËÀÇÀ Ó ÍÈÇØÈÕ È ÂÛÑØÈÕ ÏÎÇÂÎÍÎ×ÍÛÕ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 739



© Þ. Ï. Íîâèêîâà, Þ. Â. Ìàðêèòàíòîâà, Ý. Í. Ãðèãîðÿí.
Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê ñåò÷àòêè ãëàçà â óñëî-
âèÿõ ïîâðåæäåíèÿ, à òàêæå ïîèñêà ôàêòîðîâ, ïîääåðæèâà-
þùèõ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê è èõ âçàèìîäåéñòâèÿ,
íóæíû àäåêâàòíûå ìîäåëè «in vivo-like in vitro». Òàêèå
ìîäåëè êðàéíå íåîáõîäèìû, â òîì ÷èñëå è äëÿ ïîèñêà è
õàðàêòåðèñòèêè ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê — èñ-
òî÷íèêîâ ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, à òàêæå ôàêòîðîâ, àêòè-
âèðóþùèõ ýòè èñòî÷íèêè ó íèçøèõ è âûñøèõ ïîçâîíî÷-
íûõ.

Íàì óäàëîñü ðàçðàáîòàòü ñïîñîá 3D-ðîëëåðíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ èçîëèðîâàííûõ òêàíåé ãëàçà è èõ êîìïëåê-
ñîâ, îáåñïå÷èâàþùèé íå òîëüêî äëèòåëüíîå âûæèâàíèå,
íî è âîññòàíîâëåíèå òêàíåé. Ïðè ýòîì ìåòîäå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ áëàãîäàðÿ ïîñòîÿííîé ðîòàöèè îáðàçöû òêàíåé
ãëàçà âçðîñëûõ æèâîòíûõ, íàõîäÿñü â îáíîâëÿåìîé ñðåäå
è íå âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ñóáñòðàòîì, îáðàçóþò çàìêíóòûå
ñòðóêòóðû, âíóòðè êîòîðûõ ïîääåðæèâàþòñÿ òêàíåâàÿ îð-
ãàíèçàöèÿ è ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Ýòî â ñâîþ
î÷åðåäü ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü çà èçìåíåíèÿìè êëåòî÷íîãî
ïîâåäåíèÿ ex vivo íà ïðîòÿæåíèè 30 ñóò è áîëåå. Ê íàñòî-
ÿùåìó âðåìåíè òàêèì ñïîñîáîì íàì óäàëîñü êóëüòèâèðî-
âàòü íåéðàëüíóþ ñåò÷àòêó è êîìïëåêñ «ïèãìåíòíûé ýïè-
òåëèé + ñîñóäèñòàÿ îáîëî÷êà (õîðîèä) + ñêëåðàëüíàÿ îáî-
ëî÷êà» âçðîñëûõ òðèòîíîâ (ïîëîâîçðåëûå Pl. waltl) è
êðûñ-àëüáèíîñîâ (2 ìåñ, ëèíèÿ Âèñòàð).

Ïðè îðãàíîòèïè÷åñêîì êóëüòèâèðîâàíèè in vitro ñåò-
÷àòêè òðèòîíà è êðûñû îáðàçîâûâàëè çàìêíóòûå øàðî-
âèäíûå ñòðóêòóðû (ñôåðîèäû), âíóòðè êîòîðûõ îáíàðó-
æèâàëàñü ÄÍÊ-ñèíòåçèðóþùàÿ è ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâ-
íîñòü âñåõ ñïîñîáíûõ ê ýòîìó êëåòîê. Â ñëó÷àå àìôèáèé
BrdU è PCNA ïîçèòèâíûå êëåòêè è êàðòèíû ìèòîçîâ âû-
ÿâëÿëèñü êàê â ðîñòîâîé çîíå ñåò÷àòêè (ora serrata), òàê è â
åå ÿäåðíûõ ñëîÿõ. Ýòî ïðèâîäèëî ê îáðàçîâàíèþ âíóòðè
ñôåðîèäà áîëüøîãî ïóëà ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëå-
òîê, ñïîñîáíûõ ê äåëåíèÿì, ìèãðàöèè è çàìåùåíèþ ïî-
ãèáøèõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå ôîòîðåöåïòîðîâ. Ñåò÷àòêà
êðûñ äåìîíñòðèðîâàëà àêòèâíûå êëåòî÷íûå ïåðåìåùåíèÿ
èëè òðàíñëîêàöèþ òåë íåéðîíîâ íàðóæíîãî ÿäåðíîãî ñëîÿ
âîâíóòðü, à òàêæå ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ãëèàëüíûõ
êëåòîê Ìþëëåðà è ðåçèäåíòíûõ ìàêðîôàãîâ. Ïðè ýòîì
ñëó÷àåâ äåäèôôåðåíöèðîâêè è(èëè) èçìåíåíèé ôåíîòèïà
êëåòîê â ñåò÷àòêå êðûñ çàðåãèñòðèðîâàíî íå áûëî.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êîìïëåêñà «ïèãìåíòíûé ýïèòå-
ëèé + õîðîèä + ñêëåðà», âûäåëåííîãî èç ãëàç òðèòîíîâ,
ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé íå ïðåòåðïåâàë ñóùåñòâåííûõ ìîð-
ôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé, áûñòðî çàêðûâàëñÿ íàïîëçàþ-
ùèìè êëåòêàìè ñêëåðû, íî â îòêðûòûõ ó÷àñòêàõ ïðîÿâëÿë
ñïîñîáíîñòü ýêñïðåññèðîâàòü ïàí-íåéðàëüíûé áåëîê
(ÍÔ-200). Â óñëîâèÿõ, íàïðàâëåííûõ íà ïðåäîòâðàùåíèå
çàêðûòèÿ ýïèòåëèÿ ôèáðîáëàñòàìè ñêëåðû, îí ïðåòåðïå-
âàë òðàíñäèôôåðåíöèðîâêó è îáðàçîâûâàë ðàííèé ðåãåíå-
ðàò ñåò÷àòêè ñõîäíûì ñ in vivo ñïîñîáîì. Ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè áåç ñêëåðàëüíîé îáîëî÷êè êëåòêè ïèãìåíòíîãî
ýïèòåëèÿ àêòèâíî âêëþ÷àëè ïðåäøåñòâåííèê ñèíòåçà
ÄÍÊ BrdU, íî ïðè ýòîì îäíà ÷àñòü êëåòîê ïðåâðàùàëàñü â
ìåëàíîôàãè, äðóãàÿ ôîðìèðîâàëà ñòðóêòóðó, íàïîìèíàþ-
ùóþ ëåíòîèä — àíàëîã õðóñòàëèêà. Êëåòêè ïèãìåíòíîãî
ýïèòåëèÿ êðûñ, êóëüòèâèðîâàííîãî â ñîñòàâå çàäíåé ñòåí-
êè ãëàçà, â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ òàêæå âõîäèëè â ôàçó M ìèòî-
òè÷åñêîãî öèêëà, âûìåùàëèñü èç ñëîÿ, ïðåòåðïåâàëè ôå-
íîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ è ýêñïðåññèðîâàëè ìàêðîôà-
ãàëüíûé àíòèãåí. Â îòñóòñòâèå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ

ñåò÷àòêîé, âûìåùàÿñü èëè ñîõðàíÿÿñü â ñëîå, îíè ïðîÿâ-
ëÿëè ñâîéñòâà ôàãîöèòîâ. Ýòè ñîáûòèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ñ
êëåòêàìè ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ êðûñû â óñëîâèÿõ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ in vitro, ñõîäíû ñ òåìè, ÷òî íàáëþäàþòñÿ ïðè
ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ ñåò÷àòêè in vivo ó æèâîòíûõ è ÷å-
ëîâåêà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìû ðàçðàáàòûâàåì ïîäõîäû
äëÿ íàïðàâëåííîãî èçìåíåíèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê ñåò÷àòêè
è ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ãëàçà ñ ïîìîùüþ ìàíèïóëèðîâà-
íèÿ ñî ñðåäîé êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ìîðôîëîãè-
÷åñêè è èììóíîõèìè÷åñêè, áûëî ïðîâåäåíî ìîëåêóëÿð-
íî-áèîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïðîôèëÿ ãåíîâ, êîäèðóþ-
ùèõ ìàðêåðíûå ñïåöèôè÷åñêèå è ðåãóëÿòîðíûå áåëêè â
íàòèâíûõ òêàíÿõ ãëàçà è ïðè ðîëëåðíîì êóëüòèâèðîâàíèè
â òå÷åíèå 14 ñóò.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå â öåëîì ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî îáíàðóæåííàÿ ìîðôîëîãè÷åñêè è ñ ïîìîùüþ èì-
ìóíîõèìè÷åñêèõ ìàðêåðîâ àêòèâàöèÿ êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ äëÿ ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè òðèòîíîâ â óñëîâèÿõ
in vitro íàõîäèò ïîäòâåðæäåíèå è â ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ.
Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò íàäåÿòüñÿ íà óñïåø-
íîå ïðèìåíåíèå ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà in vitro äëÿ ðåøå-
íèÿ âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ ñ ïîèñêîì êëåòîê èñòî÷íèêîâ
ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè è ñ óñèëåíèåì ðåãåíåðàöèîííûõ îò-
âåòîâ êëåòîê ãëàçà âçðîñëûõ ïîçâîíî÷íûõ è ÷åëîâåêà.

ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÅ ÏÅÐÅÂÈÂÀÅÌÛÕ ÊËÅÒÎ×-
ÍÛÕ ËÈÍÈÉ ÍÀ ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÒÈÏÀÕ ÓÃËÅÐÎÄ-
ÍÛÕ ÍÀÍÎÒÐÓÁÎÊ. © Ð. ß. Ïîä÷åðíÿåâà,1 Ã. Ð. Ìèõàé-
ëîâà,1 È. À. Ñóåòèíà,1 Î. À. Ëîïàòèíà,1 È. È. Áîáðèíåö-
êèé,2 Ð. À. Ìîðîçîâ,2 À. Ñ. Ñåëåçíåâ.2 1 ÔÃÓ «ÍÈÈ
âèðóñîëîãèè èì. Ä. È. Èâàíîâñêîãî» Ìèíçäðàâñîöðàçâè-
òèÿ ÐÔ, Ìîñêâà, è 2 Ãîñóäàðñòâåííîå îáðàçîâàòåëüíîå ó÷-
ðåæäåíèå âûñøåãî ïðîôåññèîíàëüíîãî îáðàçîâàíèÿ «Ìî-
ñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé èíñòèòóò ýëåêòðîííîé òåõíè-
êè (òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò)».

Ïðèìåíåíèå óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé íàíîòåõíîëîãèè. Óãëå-
ðîäíûå íàíîòðóáêè (ÓÍÒ) ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé â êà÷åñòâå êàðêàñíîãî
ìàòåðèàëà, êîòîðûé ñîçäàåò ìèêðîîêðóæåíèå êëåòîê,
îáåñïå÷èâàþùåå èõ ïðîëèôåðàöèþ, àêòèâíîñòü è æèçíå-
ñïîñîáíîñòü.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå áèîëî-
ãè÷åñêîé ñîâìåñòèìîñòè ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð êëåòîê è
ÓÍÒ îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà.

Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî êóëüòèâèðîâàíèþ èç Êîëëåê-
öèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà âèðóñîëîãèè áûëè âû-
áðàíû íîðìàëüíûå êëåòêè ôèáðîáëàñòîâ ýìáðèîíà ÷åëî-
âåêà (ÔÝ×), êëåòêè ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè (Vero) è
îïóõîëåâûå êëåòêè ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà (GL6).

Â êà÷åñòâå êàðêàñîîáðàçóþùåãî ìàòåðèàëà áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû îäíîñëîéíûå óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè
(ÎÑÍÒ) è ìíîãîñëîéíûå óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè (ÌÑÍÒ)
îò 3 êðóïíåéøèõ ðîññèéñêèõ ïðîèçâîäèòåëåé: ÎÑÍÒ —
îò Èíñòèòóòà ïðîáëåì õèìè÷åñêîé ôèçèêè ÐÀÍ, îáðàçåö
ÌÑÍÒ ¹ 1 — îò ÎÎÎ ÍÒÖ «ÃðàÍàÒ» è îáðàçåö ÌÑÍÒ
¹ 2 — îò ÎÎÎ «ÍàíîÒåõÖåíòð».

Êëåòî÷íûå ëèíèè â ïîñåâíîé äîçå 105 êë./ìë êóëüòè-
âèðîâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ ñ íàíåñåííûì íà íèõ ñëî-
åì ÓÍÒ â ñðåäå Èãëà ÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÎÎÎ «ÍÏÎ «ÏàíÝêî»,
Ìîñêâà) â òåðìîñòàòå ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 72 ÷. Äëÿ èçó-

740 Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



÷åíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè
àçóð-ýîçèíîì ïî Ðîìàíîâñêîìó ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè êëåòî÷íîé ëèíèè Vero îòìå÷åí
áîëåå àêòèâíûé ðîñò êëåòîê ñ îáðàçîâàíèåì ãóñòîãî êëå-
òî÷íîãî ìîíîñëîÿ íà ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ ÎÑÍÒ, â îòëè÷èå
îò ñòåêîë ñ ÌÑÍÒ. Ïîäîáíóþ ìîðôîëîãè÷åñêóþ êàðòèíó
òàêæå îòìå÷àëè ïðè èñïîëüçîâàíèè èçó÷àåìûõ âèäîâ íà-
íîòðóáîê äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ÔÝ×.

Êóëüòóðàëüíàÿ ëèíèÿ GL6 íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïî-
êðûòûõ ÎÑÍÒ è ÌÑÍÒ, ñîçäàâàëà ñòðóêòóðó ìîíîñëîÿ ñ
áåñïîðÿäî÷íûì ðàñïîëîæåíèåì è ôîðìîé êëåòîê.

Îñíîâíîé ïðè÷èíîé öèòîòîêñè÷íîñòè íàíîòðóáîê
ñ÷èòàåòñÿ ñèëüíîå âçàèìîäåéñòâèå íàíîòðóáîê ñ êëåòî÷-
íîé ìåìáðàíîé, ñâÿçàííîå ñ ïîñëåäóþùèì ïðîõîæäåíèåì
íàíîòðóáîê ÷åðåç ìåìáðàíó è äâèæåíèåì âíóòðè öèòî-
ïëàçìû. Ïðè ýòîì ñóùåñòâåííà ðîëü ðàçìåðà íàíîòðóáîê
è èõ àãðåãàöèîííîãî ñîñòîÿíèÿ: áîëåå êîðîòêèå, íàõîäÿ-
ùèåñÿ â ðàñòâîðå ÓÍÒ ìîãóò ïðîíèêàòü â êëåòêó, òîãäà
êàê äëèííûå íàíîòðóáêè, çàêðåïëåííûå íà íîñèòåëå, èç-çà
ñèëüíîãî Âàí-äåð-Âààëüñîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ïðàêòè÷å-
ñêè íåïîäâèæíû.

Òàêèì îáðàçîì, ñëåäóåò îæèäàòü ìåíüøèé òîêñè÷åñ-
êèé ýôôåêò ñî ñòîðîíû ÎÑÍÒ íà íîñèòåëå ïî ñðàâíåíèþ
ñ ÌÑÍÒ, ÷òî êîððåëèðóåò ñ ðåçóëüòàòàìè ïî ñíèæåíèþ
æèçíåñïîñîáíîñòè è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè íà
ÌÑÍÒ îïóõîëåâûõ êëåòîê ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà.

Íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé èçó÷åííûå
îáðàçöû ÓÍÒ îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà áûëè ìàëî-
òîêñè÷íû äëÿ âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé è â äàëüíåéøåì ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïåðåâèâàå-
ìûõ êóëüòóð êëåòîê.

ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÛ HDAC ÈÍÄÓÖÈÐÓÞÒ ÀÏÎÏÒÎÇ Â
E1A+RAS-ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀ-
ÑÒÀÕ, ÍÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÐÓÞÙÈÕ ÁÅËÎÊ GADD45a.
© À. Ê. Ïîæèäàåâà, Ì. Â. Àáðàìîâà, Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà,
Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã, leff0308@mail.ru.

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDAC) ñïîñîá-
íû ïîäàâëÿòü ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê, èíäóöè-
ðóÿ àïîïòîç è(èëè) îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ. Áëàãî-
äàðÿ ýòîìó â íàñòîÿùåå âðåìÿ áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿ-
åòñÿ èíãèáèòîðàì HDAC êàê íîâîìó ìíîãîîáåùàþùåìó
êëàññó ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ. Âûáîð àíòèïðî-
ëèôåðàòèâíîãî ýôôåêòà — àïîïòîç èëè îñòàíîâêà êëåòî÷-
íîãî öèêëà — çàâèñèò îò òèïà òðàíñôîðìàöèè è êëåòî÷-
íîãî êîíòåêñòà. Îäíàêî òî÷íûå ìåõàíèçìû àíòèïðîëèôå-
ðàòèâíîãî äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC îñòàþòñÿ
íåâûÿñíåííûìè.

Ìû èññëåäîâàëè ðîëü áåëêà Gadd45a â àíòèïðîëèôå-
ðàòèâíîì ýôôåêòå èíãèáèòîðîâ HDAC áóòèðàòà íàòðèÿ
(NaB) è òðèõîñòàòèíà À (TSA) â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòàõ ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è
cHa-ras. Gadd45a èçâåñòåí êàê áåëîê, èíäóöèðóåìûé ðàç-
ëè÷íûìè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèìè ôàêòîðàìè è ñòðåññàìè,
êîòîðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ áëîêîì ïðîëèôåðàöèè. Ðàíåå
áûëà óñòàíîâëåíà ðîëü Gadd45a â òàêèõ êëåòî÷íûõ ïðî-
öåññàõ, êàê ïðîëèôåðàöèÿ, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, êîíòðîëü êëå-
òî÷íîãî öèêëà è àïîïòîç.

Îòñóòñòâèå â êëåòêàõ áåëêà Gadd45? (êëåòêè Gadd-/-)
íå ïðèâîäèò ê èñ÷åçíîâåíèþ èíäóöèðîâàííîãî èíãèáè-
òîðàìè HDAC áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà, õàðàêòåðíîãî
äëÿ èñõîäíûõ òðàíñôîðìàíòîâ (êëåòêè MERas). Îäíàêî â

îòëè÷èå êëåòîê MERas, ãäå ïðîäîëæèòåëüíàÿ îáðàáîòêà
èíãèáèòîðàìè HDAC èíäóöèðóåò ïðåæäåâðåìåííîå êëå-
òî÷íîå ñòàðåíèå, êëåòêè Gadd-/- ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîòè-
÷åñêîé ãèáåëè ïðè äåéñòâèè NaB è TSA.

Èññëåäîâàëè àêòèâíîñòü àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB â ýêñïåðèìåíòàõ ïî òðàíñ-
ôåêöèè ðåïîðòåðíîãî âåêòîðà 3*kB-luc, êîäèðóþùåãî
ëþöèôåðàçó ïîä êîíòðîëåì NF-kB-ðåãóëèðóåìîãî ïðîìî-
òîðà. Îêàçàëîñü, ÷òî â îòëè÷èå îò òðàíñôîðìàíòîâ ME-
Ras, ãäå èíãèáèòîðû HDAC àêòèâèðóþò NF-kB â äåñÿòêè
ðàç, â êëåòêàõ Gadd45-/- íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå ïîâû-
øåíèå àêòèâíîñòè NF-kB-ðåãóëèðóåìîãî ïðîìîòîðà
(â 2 ðàçà) íà êîðîòêîå âðåìÿ (24 ÷). Ïðè äàëüíåéøåì âîç-
äåéñòâèè èíãèáèòîðàìè HDAC (48—72 ÷) àêòèâíîñòü ïà-
äàåò äî óðîâíÿ, íèæå áàçàëüíîãî. Ìåòîäîì èììóíîáëî-
òèíãà ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ Gadd45-/- ïðè âîçäåéñò-
âèè áóòèðàòà íàòðèÿ íàêàïëèâàþòñÿ ðàñùåïëåííûå
ôîðìû êàñïàçû 3, ÷òî ãîâîðèò îá àêòèâàöèè ýòîé ïðî-
òåàçû â êëåòêàõ. Äàëåå ýòè äàííûå áûëè ïîäòâåðæäåíû
â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ðàñùåïëåíèþ êàñïàçîé 3 ñèíòåòè÷å-
ñêîãî êîëîðèìåòðè÷åñêîãî ñóáñòðàòà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
àêòèâíîñòü êàñïàçû 3 ïðè âîçäåéñòâèè NaB â íå ýêñïåðñ-
ñèðóþùèõ Gadd45a êëåòêàõ âîçðàñòàåò â 10 ðàç, òîãäà êàê
â êîíòðîëüíûõ òðàíñôîðìàíòàõ NaB âûçûâàë ñíèæåíèå
àêòèâíîñòè êàñïàçû 3 â îòíîøåíèè ñèíòåòè÷åñêîãî ñóá-
ñòðàòà.

Èçâåñòíî, ÷òî MAP-êèíàçû p38 è JNK, ïðèíèìàþùèå
ó÷àñòèå â ïðîãðàììàõ ñòàðåíèÿ è àïîïòîçà, ÿâëÿþòñÿ ìè-
øåíÿìè Gadd45a. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìåòîäîì èììóíîáëîòèí-
ãà èññëåäîâàëè äèíàìèêó ñîäåðæàíèÿ ýòèõ áåëêîâ â êëåò-
êàõ ÌEras è Gadd45-/- ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòîðîì
HDAC. Ìû íå ïîêàçàëè óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì p38 è JNK ïîñëå îáðàáîòêè áóòèðàòîì
íàòðèÿ â íå ýêñïðåññèðóþùèõ Gadd45a ôèáðîáëàñòàõ, â
òî âðåìÿ êàê â èñõîäíûõ E1A+Ras-òðàíñôîðìàíòàõ ïðî-
èñõîäèëî ñóùåñòâåííîå íàêîïëåíèå äàííûõ ñòðåññ-êèíàç
ïîñëå 72 ÷ âîçäåéñòâèÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, ïî-âèäèìîìó, îò-
ñóòñòâèå â êëåòêàõ Gadd45a áëîêèðóåò çàïóñê äàííûõ êè-
íàçíûõ êàñêàäîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî àïîïòîç â ôèáðîá-
ëàñòàõ Gadd45-/-, âûçûâàåìûé äåéñòâèåì èíãèáèòîðîâ
HDAC, îïîñðåäóåòñÿ àêòèâàöèåé â êëåòêàõ êàñïàç è èíãè-
áèðîâàíèåì àêòèâíîñòè àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî ôàêòîðà
NFkB, à òàêæå ìîäóëèðîâàíèåì àêòèâíîñòè ñèãíàëüíûõ
êàñêàäîâ ñ ó÷àñòèåì p38 è JNK.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-04-00466) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

ÂÛÄÅËÅÍÈÅ ÏÐÅÄØÅÑÒÂÅÍÍÈÊÎÂ ÏÎËÎÂÛÕ
ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÒÊÀÍÈ ßÈ×ÍÈÊÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ.
© À. Ì. Ïîëñòÿíîé,1 À. Â. Åðåìååâ,1, 2 Þ. È. Øåèíà,1

Ã. Í. Ïîëñòÿíàÿ,1 À. Â. Ñâåòëàêîâ.1 1 ÎÎÎ «Êðàñíîÿðñêèé
öåíòð ðåïðîäóêòèâíîé ìåäèöèíû» è 2 Èíñòèòóò áèîôèçè-
êè ÑÎ ÐÀÍ, Êðàñíîÿðñê.

Èññëåäîâàíèÿ â îáëàñòè ðåïðîäóêòèâíîé áèîëîãèè,
ïîñâÿùåííûå âîçìîæíîñòè âîññòàíîâëåíèÿ ôóíêöèè ÿè÷-
íèêîâ, ñòàëè îäíèìè èç ñàìûõ èíòåðåñíûõ çà ïîñëåäíåå
äåñÿòèëåòèå. Â ýêñïåðèìåíòàõ èññëåäîâàòåëè äîáèëèñü
îïðåäåëåííûõ óñïåõîâ — âûäåëåíà êóëüòóðà êëåòîê èç
ÿè÷íèêîâ âçðîñëûõ ìûøåé è ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü âîñ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 741



ñòàíîâëåíèÿ ôåðòèëüíîñòè ïðè ââåäåíèè äàííîé êóëüòó-
ðû â ÿè÷íèêè ñòåðèëüíûõ ñàìîê. Áûëî âûäâèíóòî ïðåäïî-
ëîæåíèå î íàëè÷èè ïîäîáíûõ êëåòîê â òêàíè ÿè÷íèêîâ
÷åëîâåêà. Îäíàêî ðåçóëüòàòû ðàáîò ïðîòèâîðå÷èâû è íå
ïîçâîëÿþò îäíîçíà÷íî çàêëþ÷èòü î íàëè÷èè èëè îòñóòñò-
âèè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â òêàíè ÿè÷íèêà ÷åëîâåêà
è èõ âîçìîæíîé ðîëè â íåî-îîãåíåçå.

Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëî âûäåëåíèå êóëüòó-
ðû êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ïîëîâûõ èç òêàíè ÿè÷íèêà
æåíùèí â ðåïðîäóêòèâíîì âîçðàñòå.

Äëÿ ðàáîòû èñïîëüçîâàëè îáðàçöû òêàíè ÿè÷íèêîâ
ïîñëå ãèíåêîëîãè÷åñêèõ îïåðàòèâíûõ âìåøàòåëüñòâ ó
5 ïàöèåíòîê ñ èõ ïèñüìåííîãî ñîãëàñèÿ. Áåëî÷íóþ îáî-
ëî÷êó ôðàãìåíòèðîâàëè, âûñàæèâàëè â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó DMEM/F12 ñ 10 % ÝÒÑ è äîáàâëåíèåì àìèíîêèñ-
ëîò, âèòàìèíîâ èëè æå â ñðåäó mTeSR ñ çàìåñòèòåëåì ñû-
âîðîòêè. Êóëüòóðû âûðàùèâàëè íà 48-ëóíî÷íûõ ïëàøêàõ
â ãóìèäíûõ óñëîâèÿõ, ñî ñìåíîé ñðåäû 1 ðàç â 3—4 ñóò.
Ïîâåðõíîñòü ëóíîê ïîêðûâàëè æåëàòèíîì èëè Ìàòðèãå-
ëåì. Ïîëó÷åííûå êóëüòóðû áûëè õàðàêòåðèçîâàíû èììó-
íîöèòîõèìè÷åñêè ïî ìàðêåðàì SSEA3-4, c-kit, tra-80,
CD30 è klf-4 — ìàðêåðàì ñòâîëîâûõ êëåòîê, à òàêæå
cyt-19, CD90 è CD105. Ìåòîä ÏÖÐ äëÿ âûÿâëåíèÿ ìàðêå-
ðîâ ïîëîâûõ êëåòîê — ZP3 (îäèí èç êîìïîíåíòîâ áëåñòÿ-
ùåé îáîëî÷êè ÿéöåêëåòêè) è STELLA (ìàðêåð ðàííèõ ïî-
ëîâûõ êëåòîê).

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ èç âñåõ
5 îáðàçöîâ òêàíè ÿè÷íèêà áûëè ïîëó÷åíû ðàçëè÷íûå ïî
ñîñòàâó êóëüòóðû. Òèï êëåòîê, ïðîëèôåðèðóþùèõ â êóëü-
òóðå, âî ìíîãîì çàâèñåë îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Â êóëüòóðàõ, âûðàùåííûõ íà ñðåäå DMEM/F12, îáîãà-
ùåííîé ÝÒÑ, â îñíîâíîì ïðîëèôåðèðîâàëè êëåòêè, ýêñï-
ðåññèðóþùèå ìàðêåðû ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè (CD105+ è
CD90+). Îñíîâíóþ ìàññó êëåòîê ñîñòàâëÿëè ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûå êëåòêè ñ äîñòàòî÷íî âûñîêîé ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòüþ. Îäíàêî ê 3—5-ìó ïàññàæó îòìå÷à-
ëèñü ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ â ýòîé êóëüòóðå, è êëåòêè äåãåíå-
ðèðîâàëè. Äðóãèõ ìàðêåðîâ â äàííûõ êóëüòóðàõ âûÿâèòü
íå óäàëîñü. Ìàðêåðîâ æåíñêèõ ïîëîâûõ êëåòîê ìåòîäîì
ÏÖÐ âûÿâèòü íå óäàëîñü.

Â êóëüòóðàõ, âûðàùåííûõ íà ñðåäå mTeSR, îáîãà-
ùåííîé çàìåñòèòåëåì ñûâîðîòêè, áûëè ïîëó÷åíû êëåòêè,
ýêñïðåññèðóþùèå ìàðêåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Êëåòêè (îò 20 äî 40 ìêì) áûëè ñãðóïïèðîâàíû â
êîëîíèè. Îíè èìåëè îêðóãëóþ ôîðìó ñ íåáîëüøèì êîëè-
÷åñòâîì êîðîòêèõ îòðîñòêîâ, êðóïíîå ÿäðî è íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî öèòîïëàçìû, îòëè÷àëèñü äîñòàòî÷íî âûñîêîé
ïðîëèôåðàòèâíîé ñïîñîáíîñòüþ. Êóëüòóðà ïåðåæèëà áî-
ëåå 30 ïàññàæåé, çàòåì áûëà êðèîêîíñåðâèðîâàíà. Ïîñëå
ðàçìîðîçêè êóëüòóðà ïðîøëà 10 ïàññàæåé áåç èçìåíåíèÿ
ìîðôîëîãèè. Ïðè ïåðåâîäå ýòîé êóëüòóðû íà ñðåäó
DMEM/F12 ñ ÝÒÑ äàííûå êëåòêè ýêñïðåññèðîâàëè
SSEA3-4, c-kit, tra-80, cd30 è klf-4, à òàêæå áûëà âûÿâëåíà
ýêñïðåññèÿ CD90 è CD105. Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïî-
êàçàë íîðìàëüíûé êàðèîòèï 46, ÕÕ. Ìåòîäîì ÏÖÐ áûëà
âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ZP3 è STELLA.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàáîòû
áûëà ïîëó÷åíà êóëüòóðà êëåòîê, êîòîðûå, âåðîÿòíåå âñå-
ãî, ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè æåíñêèõ ãàìåò. Êóëüòó-
ðà èìååò âûñîêèé ïîòåíöèàë ê ñàìîâîñïðîèçâåäåíèþ áåç
íàðóøåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê è ñ ñîõðàíåíèåì èíòàêò-
íîãî êàðèîòèïà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êëåòêè ïîëó-
÷åííîé êóëüòóðû ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ìîãóò äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â çðåëûå ïîëîâûå
êëåòêè. Áîëåå òîãî, âûñîêà âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî íåîáõî-

äèìûå óñëîâèÿ ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ïðè òðàíñïëàíòàöèè
êóëüòóðû â ÿè÷íèê, ãäå ôèçèîëîãè÷åñêè ñóùåñòâóåò íåîá-
õîäèìàÿ íèøà äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ â ýòîì íàïðàâëåíèè ïîçâî-
ëÿò ðàñøèðèòü ïðåäñòàâëåíèÿ î ðåïðîäóêòèâíîé áèîëî-
ãèè ÷åëîâåêà. Ðåçóëüòàòû ýòîé ðàáîòû ìîãóò ëå÷ü â îñíî-
âó ìåäèöèíñêèõ ïðîòîêîëîâ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ ôîðì
æåíñêîãî áåñïëîäèÿ.

ÊÐÈÎÊÎÍÑÅÐÂÀÖÈß ÑÏÅÐÌÀÒÎÃÎÍÈÉ ÒÈÏÀ À
ÕÐßÊÀ. © Ì. Â. Ïîëÿêîâà, È. Ï. Ñàâ÷åíêîâà. Âñåðîññèé-
ñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòà-
ëüíîé âåòåðèíàðèè èì. ß. Ð. Êîâàëåíêî ÐÀÑÕÍ, Ìîñêâà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñïåøíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ ìåòî-
äû äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñòâîëîâûõ ñïåðìàòîãî-
íèàëüíûõ êëåòîê (ÑïÑÊ) ìëåêîïèòàþùèõ. Êðèîêîíñåðâà-
öèÿ ñïåðìàòîãîíèé ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ñ òî÷êè çðåíèÿ
ðåãåíåðàöèè òêàíåâûõ ñèñòåì â öåëîì. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ
èçîëÿöèÿ ÑïÑÊ èç áèîïòàòîâ ñåìåííèêîâ ïåðåä õèìèîòå-
ðàïèåé ïàöèåíòîâ è èõ êðèîêîíñåðâàöèÿ ÿâëÿþòñÿ àêòóà-
ëüíûìè. Ñïîñîáíîñòü ÑïÑÊ ñîõðàíÿòü æèçíåñïîñîáíîñòü
ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè è ïðîëèôåðèðîâàòü â êóëüòóðå îò-
êðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ ãåííîé è êëåòî÷íîé òå-
ðàïèè ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ, êîððåêöèè íàñëåäóåìûõ ãå-
íåòè÷åñêèõ íàðóøåíèé, ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ,
à òàêæå ñîõðàíåíèÿ ðåäêèõ è èñ÷åçàþùèõ âèäîâ. Öåëüþ
íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëî ðàçðàáîòàòü íàèáîëåå ýôôåê-
òèâíûé ñïîñîá äëÿ ñîõðàíåíèÿ ýòîãî öåííîãî ìàòåðèàëà è
îöåíèòü æèçíåñïîñîáíîñòü ñïåðìàòîãîíèé òèïà À õðÿêà
ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè â æèäêîì àçîòå (–196 °Ñ). Äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ êóëüòóð ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
ñåìåííèêè îò íåïîëîâîçðåëûõ ïîìåñíûõ õðÿêîâ 60-ñó-
òî÷íîãî âîçðàñòà. Ïîñëå äåêàïñóëÿöèè òåñòèêóëû ïîäâåð-
ãàëèñü ìåõàíè÷åñêîé, à çàòåì ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîò-
êàì. Î÷èñòêó ñïåðìàòîãîíèé îò ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ïðî-
âîäèëè ïî àäãåçèè. Ñðåäîé äëÿ çàìîðàæèâàíèÿ áûëà
ñðåäà ÄÌÅÌ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (4.5 ã/ë).
Êëåòêè çàìîðàæèâàëè â êîíöåíòðàöèÿõ 1�106 êë./ìë. Èçó-
÷àëè âëèÿíèå îáúåìà ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâ
(ÑÏÊ) ôèðìû HyClone è êðèîïðîòåêòîðà ÄÌÑÎ (ÏàíÝ-
êî) â ñðåäå äëÿ çàìîðàæèâàíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü
ñïåðìàòîãîíèé òèïà À õðÿêà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè çàìîðàæè-
âàëè â êðèïðîòåêòîðíûõ ñðåäàõ, êîòîðûå ñîäåðæàëè 20 è
40 % ÑÏÊ è 5, 10 è 15 % ÄÌÑÎ ñîîòâåòñòâåííî. Æèçíå-
ñïîñîáíîñòü êëåòîê ïîñëå îòòàèâàíèÿ îöåíèâàëè ïî îêðà-
ñêå òðèïàíîâûì ñèíèì (0.1%-íîãî ðàñòâîð). Äëÿ ïîäòâåð-
æäåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè ñïåðìàòîãîíèé èñïîëüçîâàëè
êðàòêîâðåìåííîå êóëüòèâèðîâàíèå èõ íà ôèäåðíûõ ñëî-
ÿõ. Îöåíêó ïðîâîäèëè âèçóàëüíî, ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
AxioVision Rel. 4.8 è ìèêðîñêîïà Carl Zeiss. Ðàíåå ïðîâå-
äåííûå íàìè ãèñòîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî îïòèìàëüíûì ñðîêîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáîãàùåííîé êó-
ëüòóðû ñïåðìàòîãîíèé òèïà À ÿâëÿþòñÿ 60—80 ñóò ïîñëå
ðîæäåíèÿ õðÿêà. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé
ïîêàçàëè, ÷òî êðèîïðîòåêòîðíàÿ ñðåäà, ñîäåðæàùàÿ 15 %
ÄÌÑÎ è 40 % ÑÏÊ, îáåñïå÷èâàåò íàèáîëåå âûñîêèé âû-
õîä æèâûõ êëåòîê (86 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè êîìáè-
íàöèÿìè, êîòîðûå èñïîëüçîâàëèñü â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ. Îäíàêî ïðè ïåðåíîñå ñïåðìàòîãîíèé íà ôèäåðíûå
ñëîè íàáëþäàëè èõ îñòàíîâêó â ðîñòå. Óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè ÑÏÊ â ñðåäå äëÿ çàìîðîçêè ñïîñîáñòâîâàëî
óâåëè÷åíèþ ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ ñïåðìàòîãîíèé õðÿ-
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êà. Íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè çàìîðàæè-
âàíèè êëåòîê â êðèîñðåäå, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà 50 %
ÄÌÅÌ, 40 % ÑÏÊ è 10 % ÄÌÑÎ. ×èñëî æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê îò îáùåãî ÷èñëà ñîñòàâëÿëî 68 % ñðàçó ïîñëå îòòà-
èâàíèÿ, à ïðè ïîñåâå èõ íà ôèäåðíûé ñëîé ýòè êëåòêè ñî-
õðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ê ðàçìíîæåíèþ. Òàêèì îáðàçîì,
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñïåðìàòîãîíèè òèïà À õðÿêà
ìîæíî ñîõðàíèòü, ïîäâåðãíóâ èõ êðèîêîíñåðâàöèè. Ó÷è-
òûâàÿ âûñîêóþ ñòåïåíü êîíñåðâàòèâíîñòè ñïåðìàòîãåíåçà
ìëåêîïèòàþùèõ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàçðàáîòàí-
íûå íàìè óñëîâèÿ äëÿ ñîõðàíåíèÿ ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà
áóäóò ïîëåçíû äëÿ äðóãèõ âèäîâ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà.
Äàëüíåéøàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà èçó÷åíèå ñîõðàíåíèÿ
ñïåðìàòîãîíèÿìè ñâîèõ ôóíêöèé ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ
ïî ñïîñîáíîñòè âîçîáíîâëÿòü ýêçîãåííûé ñïåðìàòîãåíåç.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜ-
ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀÍÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ È ÁÈÎ-
ÏÎËÈÌÅÐÍÛÕ ÌÀÒÐÈÊÑÎÂ ÄËß ÒÊÀÍÅÈÍÆÅÍÅÐ-
ÍÎÉ ÊÎÍÑÒÐÓÊÖÈÈ ÕÐßÙÀ. © À. Ñ. Ïîíîìàðåâà,1, 2

Â. À. Ñóðãó÷åâà,2, 3 Í. Ï. Ìîæåéêî,3 È. Ì. Èëüèíñêèé,3

Â. È. Ñåâàñòüÿíîâ.2, 3 1 Ìîñêîâñêèé ôèçèêî-òåõíè÷åñêèé
èíñòèòóò (Ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò), 2 ÀÍÎ «Èíñòè-
òóò ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è òåõíîëîãèé» è
3 ÔÃÓ «Ôåäåðàëüíûé íàó÷íûé öåíòð òðàíñïëàíòîëîãèè è
èñêóññòâåííûõ îðãàíîâ èì. àêàä. Â. È. Øóìàêîâà» Ìèí-
çäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Ìîñêâà.

Èñïîëüçîâàíèå òêàíåèíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé
(ÒÈÊ), ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ñî÷åòàíèå áèîñòàáèëüíîãî
èëè áèîäåãðàäèðóåìîãî ìàòðèêñà (êàðêàñà, íîñèòåëÿ) íà
îñíîâå ìàòåðèàëîâ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû è íàòèâíûõ áèî-
ëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð, ïîçâîëÿåò â òîé èëè èíîé ñòåïåíè
êîìïåíñèðîâàòü ôóíêöèè ïîâðåæäåííûõ èëè óòðà÷åííûõ
îðãàíîâ è òêàíåé. Äëÿ ñîçäàíèÿ ÒÈÊ íåîáõîäèìî âûáðàòü
èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ êëåòîê è áèîñîâìåñòèìûé ìàòðèêñ,
ñïîñîáíûé âûïîëíÿòü ôóíêöèè ñóáñòðàòà äëÿ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð è îáåñïå÷èâàòü èõ æèçíåäåÿòåëüíîñòü. Â êà÷åñòâå
êëåòî÷íîé êîìïîíåíòû ÒÈÊ èñïîëüçîâàëè ìåçåíõèìíûå
ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà
(Åãîðîâà è äð., 2009). Ìàòðèêñàìè äëÿ êëåòîê ñëóæèëè
áèîïîëèìåðíûå èìïëàíòàòû (ïðîèçâîäèòåëü ÇÀÎ «ÁÈÎ-
ÌÈÐ ñåðâèñ», Êðàñíîçíàìåíñê): êîìïîçèöèÿ ãåòåðîãåí-
íîãî èìïëàíòèðóåìîãî ãåëÿ Ñôåðî®ÃÅËÜ íà îñíîâå êîì-
ïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ
æèâîòíûõ è ìåìáðàíà èìïëàíòèðóåìàÿ áèîïîëèìåðíàÿ
ÝëàñòîÏÎÁ®-3D, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé òðåõìåðíûé
ïîðèñòûé ìàòðèêñ èç íàíîêîìïîçèòíîãî ìàòåðèàëà íà
îñíîâå áàêòåðèàëüíîãî ñîïîëèìåðà ïîëè(îêñèáóòè-
ðàò-ñî-îêñèâàëåðàò)à. Âûáðàííûå èìïëàíòàòû îáëàäàþò
âûñîêèìè áèîñîâìåñòèìûìè è áèîñòèìóëèðóþùèìè
ñâîéñòâàìè è ðàçðåøåíû ê êëèíè÷åñêîìó ïðèìåíåíèþ
(Ñåâàñòüÿíîâ, 2009). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñïîñîáíîñòè ÌÑÊ
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèè
10 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê â êîíöåíòðàöèè 16�106 êë./ìë
ïîìåùàëè â õîíäðîãåííóþ ñðåäó è êóëüòèâèðîâàëè
14 ñóò. Äëÿ èçó÷åíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ íà ïîâåðõ-
íîñòè Ñôåðî®ÃÅËÜ 9�105 êëåòîê ñìåøèâàëè ñ 0.5 ìë
ãåëÿ è êóëüòèâèðîâàëè â õîíäðîãåííîé ñðåäå 28 ñóò. Ïî-
âåðõíîñòü ÝëàñòîÏÎÁ®-3D çàñåâàëè ñóñïåíçèåé ÌÑÊ â
êîíöåíòðàöèè 6.1�106 êë./ìë è êóëüòèâèðîâàëè â õîíäðî-
ãåííîé ñðåäå 28 ñóò. Íà 2—3-è ñóò ïîñëå èíäóêöèè õîíä-
ðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â êóëüòóðå ÌÑÊ îáðàçîâûâà-
ëè òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó â âèäå íåïðîçðà÷íûõ ìèêðî-

ñôåð äèàìåòðîì ~1 ìì. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ ñî-
âìåñòíî ñî Ñôåðî®ÃÅËÜ íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå íåïðî-
çðà÷íûõ òðåõìåðíûõ ñòðóêòóð ðàçìåðîì ~6 ìì. Ðåçóëüòà-
òû ýêñïåðèìåíòîâ îöåíèâàëè ãèñòîëîãè÷åñêè. Âñå
ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû äàâàëè îêðàøèâàíèå àëüöèàíîâûì
ñèíèì íà ãëèêîçàìèíîãëèêàíû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îäíèì
èç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà õðÿ-
ùåâîé òêàíè. Àíàëèç ãèñòîëîãè÷åñêîé êàðòèíû ñðåçîâ ïî-
êàçàë íàëè÷èå ñòðóêòóð, õàðàêòåðíûõ äëÿ íîðìàëüíîé
õðÿùåâîé òêàíè. Â ïðåïàðàòàõ òàêæå îòñóòñòâîâàëè ïðè-
çíàêè òðàíñôîðìàöèè õîíäðîöèòîâ â ôèáðîáëàñòû. Â ðà-
áîòå ïîêàçàíà ýôôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíèÿ õðÿùåïîäîáíûõ
ñòðóêòóð èç ÌÑÊ ïîäêîæíî-æèðîâîé êëåò÷àòêè ÷åëîâåêà
â êóëüòóðå è íà îñíîâå áèîïîëèìåðíûõ ìàòðèêñîâ Ñôå-
ðî®ÃÅËÜ è ÝëàñòîÏÎÁ®-3D.
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Åãîðîâà Â. À., Ïîíîìàðåâà À. Ñ., Áîãäàíîâà Í. Á., Àáðà-
ìîâ Â. Þ., Ñåâàñòüÿíîâ Â. È. 2009. Õàðàêòåðèñòèêà ôåíîòèïà
ìåçåíõèìàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà
ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, Òåõíîëîãèè æèâûõ ñèñòåì.
6 (5) : 40—46.

Ñåâàñòüÿíîâ Â. È. 2009. Áèîìàòåðèàëû, ñèñòåìû äîñòàâêè
ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ è áèîèíæåíåðèÿ. Â êí.: Âåñòíèê òðàíñ-
ïëàíòîëîãèè è èñêóññòâåííûõ îðãàíîâ. 11 (3) : 69—80.

ÈÍÀÊÒÈÂÀÖÈß ÐÍÊ-ÕÅËÈÊÀÇÛ ð68 (ddx5) ÒÎÐÌÎ-
ÇÈÒ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÓÞ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÊËÅÒÎÊ
Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Í. Â. Ïîíîìàðöåâ, Ì. À. Ëèñêîâûõ,
Å. Í. Òîëêóíîâà, Í. È. Åíóêàøâèëè. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, natella@mail.cytspb.rssi.ru

Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìà ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê ÿâëÿåòñÿ âàæíîé ÷àñòüþ ïðîöåññà ïîèñêà íîâûõ
ðåøåíèé â òåðàïèè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé. Áåëîê p68
(ddx5) îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó áåëêîâ DEAD-áîêñ-ñîäåð-
æàùèõ ÐÍÊ-õåëèêàç. Ïîêàçàíî, ÷òî îí èãðàåò âàæíóþ
ðîëü âî ìíîãèõ ïðîöåññàõ êëåòêè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
ýòîò áåëîê ó÷àñòâóåò â ïðîöåññèíãå ðèáîñîìàëüíîé ÐÍÊ,
äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê è êëåòî÷íîì äåëåíèè.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
èíàêòèâàöèè òðàíñêðèïòà ddx5 íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü êëåòîê.

Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëàñü ìîíîöèòîïîäîáíàÿ
êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ Jurkat, ïîëó÷åííàÿ èç ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè áîëüíîãî ëåéêåìèåé. Êëåòêè òðàíñôèöèðîâàëèñü
ëåíòèâèðóñíîé êîíñòðóêöèåé, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà â òðàíñ-
êðèáèðóåìîé îáëàñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëÿ èíàêòèâà-
öèè òðàíñêðèïòà ddx5; àíàëîãè÷íîé êîíñòðóêöèåé, ãäå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòè-ddx5 áûëà çàìåíåíà íà ãåí áåë-
êà GFP äëÿ ïîäáîðà óñëîâèé òðàíñôåêöèè è îöåíêè åå ýô-
ôåêòèâíîñòè. ×åðåç 48 è 72 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ âèðóñà â êó-
ëüòóðàëüíóþ ñðåäó êëåòêè (íå òðàíñôèöèðîâàííûå GFP)
îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì CFDA äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Ñòàäèþ êëåòî÷íîãî öèêëà
êëåòîê, îòðèöàòåëüíûõ ïî ð68, îïðåäåëÿëè ìåòîäîì äâîé-
íîé îêðàñêè êëåòîê àíòèòåëàìè ê ð68 è éîäèñòûì ïðîïè-
äèåì. Äàííûå àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå.

Â îòëè÷èå îò êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ GFP-ñîäåð-
æàùèì ëåíòèâèðóñîì, 60 % àíòè-ð68-òðàíñôèöèðîâàí-
íûõ êëåòîê, îòðèöàòåëüíûõ ïî îêðàñêå íà ð68, ðàñïîëàãà-
åòñÿ â ôàçå G1, â êîíòðîëüíûõ (íè÷åì íå òðàíñôèöèðîâàí-
íûõ) êëåòêàõ â G1 ïîïàäàëî âñåãî 24 % êëåòîê. Ïðè ýòîì â

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 743



êîíòðîëüíîé ãðóïïå ïîëîâèíà êëåòîê â G1-ôàçå (12.6 % îò
îáùåãî ÷èñëà êëåòîê) òàêæå áûëà îòðèöàòåëüíîé ïî ddx5,
÷òî äîïîëíèòåëüíî ïîäòâåðæäàåò ðåçóëüòàòû òðàíñôåê-
öèè. Îêðàøèâàíèå êëåòîê CFDA ïîêàçàëî, ÷òî ó 57 %
òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè ïàäà-
ëà. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ òîëüêî 14 % èìåëè íèçêóþ
ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî áåëîê DDX5
(p68 ÐÍÊ-õåëèêàçà) ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïåðåõîäå êëåòêè
îò ôàçû G1 ê ôàçå S è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè.

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÏÐÅÏÀÐÀÒÎÂ ÍÈÇÊÎÌÎËÅÊÓËßÐ-
ÍÛÕ ÏÅÊÒÈÍÎÂ ÊÀÊ ÏÅÐÑÏÅÊÒÈÂÍÛÕ ÀÍÒÈÏÐÎ-
ËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÛÕ ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÎÂ ÁÈÎÏÎËÈÌÅÐ-
ÍÎ-ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÈÌÏËÀÍÒÀÍÒÎÂ. © Ï. À. Ïîïêîâà,1, 2

Í. Å. Çþì÷åíêî,2 À. Â. Ùåáëûêèíà,1 Í. Ï. Òîêìàêîâà,2

È. À. Êèðñàíîâà,2 Þ. Ñ. Õîòèì÷åíêî,1, 2 À. Ï. Àíèñèìîâ,2

Â. Â. Êîâàëåâ,1 Å. À. Êîëåí÷åíêî,1 Â. Â. Êóìåéêî1, 2 1 Èíñ-
òèòóò áèîëîãèè ìîðÿ èì. À. Â. Æèðìóíñêîãî ÄÂÎ ÐÀÍ è
2 Äàëüíåâîñòî÷íûé ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò, Âëàäè-
âîñòîê.

Ïåêòèíû — óãëåâîäû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ðàñòå-
íèé, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ôàðìà-
êîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñóáñòàíöèé, îáëàäàþò îòíîñèòåëü-
íî íèçêîé ñêîðîñòüþ áèîäåãðàäàöèè â îðãàíèçìàõ ìëåêî-
ïèòàþùèõ, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ïðîëîíãèðîâàííîå äåéñòâèå
è ýôôåêòèâíîñòü ïðåïàðàòà. Ïî óæå èìåþùèìñÿ ïåðâè÷-
íûì äàííûì ìîæíî ñóäèòü î òîì, ÷òî íèçêîìîëåêóëÿð-
íûå ïðîèçâîäíûå ïåêòèíîâ ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ïîäàâ-
ëåíèþ êàíöåðîãåíåçà â íåêîòîðûõ ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ.
Îäíàêî íåò ñâåäåíèé î òîì, êàêîâû äîëæíû áûòü ñòåïåíü
ïîëèìåðèçàöèè, ìîíîìåðíûé ñîñòàâ è ïðîñòðàíñòâåííàÿ
îðãàíèçàöèÿ ïåêòèíîâûõ âåùåñòâ äëÿ áîëåå ýôôåêòèâíî-
ãî ïðîÿâëåíèÿ èõ àíòèïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ. Èññëå-
äîâàíèÿ ïðîöåññîâ ïîëó÷åíèÿ è âûÿâëåíèÿ ôèçèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïðîèçâîäíûõ ðàñòè-
òåëüíûõ óãëåâîäîâ ìîãóò áûòü ïåðñïåêòèâíûìè â òîì
÷èñëå äëÿ ñîçäàíèÿ êîìïîçèöèîííûõ ìàòðèêñíûõ ìàòåðè-
àëîâ, ïðèìåíåíèå êîòîðûõ â ñîñòàâå áèîïîëèìåðíî-êëå-
òî÷íûõ èìïëàíòàòîâ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç èíòðèãóþùèõ çà-
äà÷ ñîâðåìåííîé îáëàñòè áèîìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèé. Â
ýòîé ñâÿçè îíè ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü èíòåðåñ êàê èììóíî-
ëîãè÷åñêè èíåðòíûå, íåòîêñè÷íûå, íî ýôôåêòèâíûå ðåãó-
ëÿòîðû, ñäåðæèâàþùèå àêòèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ êîììè-
òèðîâàííûõ êëåòîê â ñîñòàâå èìïëàíòàòà, îãðàíè÷èâàÿ
òåì ñàìûì âîçìîæíîñòü êàíöåðîãåíåçà.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ðàçðàáîòêà ðàçëè÷íûõ
ïðåïàðàòîâ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïåêòèíîâ êàê ïåðñïåê-
òèâíûõ àíòèïðîëèôåðàòèâíûõ àãåíòîâ è ïðîâåäåíèå ïåð-
âè÷íîé îöåíêè èõ ñâîéñòâ íà êóëüòóðàõ íåéðàëüíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà êðûñ, ïðèìåíÿåìûõ
â êà÷åñòâå ìîäåëè ïðè èññëåäîâàíèè ìàòåðèàëîâ äëÿ ðå-
êîíñòðóêòèâíîé òåðàïèè òðàâì öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñ-
òåìû.

Ðàçðàáîòàí ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ
ïðîèçâîäíûõ ïåêòèíà öèòðóñîâûõ ìåòîäîì îãðàíè÷åííî-
ãî êèñëîòíîãî ãèäðîëèçà, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü ðàçëè÷-
íûå ïî êà÷åñòâåííîìó ñîñòàâó è ìîëåêóëÿðíîé ìàññå ïðî-
äóêòû. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ â
ïðîöåññå ãèäðîëèçà íà ïåðâûõ ýòàïàõ ïðîèñõîäèò îòùåï-
ëåíèå ãîìîãàëàêòóðîíàíîâîãî è ðàìíîãàëàêòóðîíàíîâîãî
ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå ðàñïàäàþòñÿ äàëåå íà êîðîòêèå

ôðàãìåíòû ñ ìîë. ìàññîé 5.8—0.3 êÄà, ïðåäñòàâëåííûå
â òîì ÷èñëå è ðàçëè÷íûìè ïî ñîñòàâó ìåòàñòàáèëüíûìè
ïðîèçâîäíûìè. Â õîäå ðàáîò ïîëó÷åíû îòäåëüíûå ïðåïà-
ðàòû ðàçëè÷íûõ ïðîèçâîäíûõ ïåêòèíà.

Äðóãîé çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëàñü
ïåðâè÷íàÿ îöåíêà àíòèïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ ïî-
ëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ íà êóëüòóðå ñòâîëîâûõ êëåòîê ýì-
áðèîíàëüíîãî ìîçãà êðûñ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ òàêîé îöåíêè
íà äàííîì ýòàïå ðàáîò áûë èñïîëüçîâàí êîìïëåêñíûé
ïðåïàðàò íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïåêòèíîâ ñ ìîë. ìàññîé
0.3—1 êÄà, êîòîðûé âêëþ÷àë â ñåáÿ ðàçëè÷íûå ïî ñîñòàâó
íèçêîìîëåêóëÿðíûå ïðîèçâîäíûå ïåêòèíà öèòðóñîâûõ.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñóììàðíûé ïðåïàðàò, ñîñòîÿùèé èç
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïðîèçâîäíûõ ïåêòèíà â êîíöåíòðà-
öèÿõ 1, 10 è 100 ìêã/ìë, ñïîñîáåí ïðîÿâëÿòü àíòèïðîëè-
ôåðàòèâíûå ñâîéñòâà, óìåíüøàÿ â 8—12 ðàç êîëè÷åñòâî
àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ íåéðîñôåð â êóëüòóðå ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà êðûñ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
íèçêîìîëåêóëÿðíûå ïåêòèíû ìîãóò áûòü äåéñòâèòåëüíî
ïåðñïåêòèâíûìè ñóáñòàíöèÿìè äëÿ ñîçäàíèÿ ïðåïàðàòîâ
àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ è ìîãóò áûòü èñïîëü-
çîâàíû â êà÷åñòâå êîìïîíåíòà áèîäåãðàäèðóåìûõ êîìïî-
çèöèîííûõ ìàòðèêñíûõ ìàòåðèàëîâ, ñäåðæèâàþùåãî àê-
òèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê â î÷àãå èìïëàí-
òàöèè, îáëåã÷àÿ èõ âûõîä íà äèôôåðåíöèðîâêó ïîä
âîçäåéñòâèåì èíäóêòîðíûõ ìîëåêóë áèîïîëèìåðíî-êëå-
òî÷íîãî èìïëàíòàòà.

ÊËÅÒÎ×ÍÀß ÒÅÕÍÎËÎÃÈß Â ÏÐÎÈÇÂÎÄÑÒÂÅ ÂÀÊ-
ÖÈÍ — ÍÎÂÛÉ ÑÒÀÍÄÀÐÒ Â ÈÍÍÎÂÀÖÈÎÍÍÎÉ
ÇÀÙÈÒÅ ÎÒ ÂÈÐÓÑÍÎÉ ÃÐÈÏÏÎÇÍÎÉ ÈÍÔÅÊÖÈÈ.
© Ë. Ô. Ëèòâèí÷óê, Ì. Â. Ïîòàï÷óê, Î. Â. Ãàøèíñêàÿ,
Ë. Ì. Öûáàëîâà. ÔÃÁÓ «ÍÈÈ ãðèïïà» Ìèíçäðàâñîöðàç-
âèòèÿ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïî äàííûì ÂÎÇ (Ãëîáàëüíàÿ ñèñòåìà íàäçîðà çà ãðèï-
ïîì GISN) ãðèïï è ÎÐÂÈ ñîñòàâëÿþò 95 % îò âñåõ èíôåê-
öèîííûõ çàáîëåâàíèé. Åæåãîäíî ãðèïïîì çàáîëåâàåò
êàæäûé 5-é æèòåëü ïëàíåòû. Èç-çà ãðèïïà è åãî îñëîæíå-
íèé ãîñïèòàëèçàöèÿ âîçðàñòàåò â 2—5 ðàç è ïîãèáàåò äî
500 000 ÷åëîâåê. Îñîáî îïàñíû ïàíäåìè÷åñêèå âèðóñû,
áîðüáà ñ êîòîðûìè íà ýòàïå èõ âîçíèêíîâåíèÿ òðóäíà èëè
äàæå íåâîçìîæíà. Ïàíäåìèè, ðàçâèâøèåñÿ â 1918, 1957 è
â 1968 ãã., ñòîèëè æèçíè ìèëëèîíàì ëþäåé âî âñåì ìèðå.
Áåñïðåöåäåíòíîé ïî ñâîåé äðàìàòè÷íîñòè «èñïàíêîé» ïå-
ðåáîëåëî áîëåå 200 ìëí ÷åëîâåê è îò 20 äî 50 ìëí ïîãèá-
ëî — áîëüøå, ÷åì óíåñëà æèçíåé ïåðâàÿ ìèðîâàÿ âîéíà.
Ãðèïï ÿâëÿåòñÿ òðóäíî êîíòðîëèðóåìîé èíôåêöèåé, èñ-
òî÷íèê êîòîðîé íå óäàåòñÿ íåéòðàëèçîâàòü. Âàêöèíîïðî-
ôèëàêòèêà ñòàëà îäíèì èç îñíîâíûõ îïðàâäàííûõ ñïîñî-
áîâ ñäåðæèâàíèÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ ãðèïïà. Áîëåå äåñÿòêà
ñòðàí, âêëþ÷àÿ Ðîññèþ, ïðîèçâîäÿò âàêöèíû ïðîòèâ
ãðèïïà. Åäèíñòâåííîé ñõåìîé íàêîïëåíèÿ âèðóñíîé áèî-
ìàññû íà ïðîòÿæåíèè 60 ëåò áûëî âûðàùèâàíèå âèðóñà â
àëëàíòîèñíîé æèäêîñòè êóðèíûõ ýìáðèîíîâ. Íåñòàíäàðò-
íîñòü, àëëåðãè÷åñêèé êîìïîíåíò, âîçìîæíàÿ êîíòàìèíà-
öèÿ ðåòðîâèðóñàìè è äðóãèìè àãåíòàìè, íåâîçìîæíîñòü
áûñòðîãî íàðàùèâàíèÿ ïðîèçâîäñòâà ñäåëàëè ñóáñòðàò èç
êóðèíûõ ýìáðèîíîâ íå ñîîòâåòñòâóþùèì ñîâðåìåííûì
òðåáîâàíèÿì. Â ïðîôèëàêòèêå ãðèïïà, ïî ðåêîìåíäàöèÿì
ÂÎÇ, èìåííî ñîâåðøåíñòâîâàíèå âàêöèí ïîëó÷èëî ïðèî-
ðèòåò. Â ñëó÷àå óãðîçû ïàíäåìèè, êîòîðàÿ â îñîáûõ ñëó-
÷àÿõ ìîæåò áûòü ïðèðàâíåíà ê èíôåêöèîííîé áèîêàòàñò-
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ðîôå, áûëà îáîñíîâàíà íåîáõîäèìîñòü áûñòðîãî 10-êðàò-
íîãî óâåëè÷åíèÿ îáúåìà ïðîèçâîäñòâà âàêöèí. Ñîçäàíèå è
ïðîèçâîäñòâî âàêöèí — ïðåäìåò íàöèîíàëüíîé áåçîïàñ-
íîñòè ñòðàíû. Âûñîêîïàòîãåííûå âèðóñû ãðèïïà ÷åëîâå-
êà ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå àãåíòà áèîòåððî-
ðèçìà. Íà ñîâåùàíèè ÂÎÇ «Êëåòî÷íûå êóëüòóðû êàê ñóá-
ñòðàò äëÿ ïðîèçâîäñòâà ãðèïïîçíûõ âàêöèí» (1995 ã.)
áûëà ïðåäëîæåíà ñòðàòåãèÿ, ïîääåðæèâàåìàÿ ïðàâèòåëü-
ñòâàìè ìíîãèõ ñòðàí, — óâåëè÷åíèå èììóííîé ïðîñëîé-
êè â ãðóïïàõ ðèñêà äî 70 %. Áûëà ñôîðìóëèðîâàíà çàäà÷à
ïåðåõîäà íà íîâóþ êëåòî÷íóþ òåõíîëîãèþ è ñíÿò çàïðåò
íà èñïîëüçîâàíèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê â ïðîèç-
âîäñòâå ÌÈÁÏ. Ïðåèìóùåñòâà «êëåòî÷íûõ» âàêöèí áûëè
îïðåäåëåíû êàê ñëåäóþùèå: âûñîêàÿ ñòåïåíü óíèôèêà-
öèè êëåòî÷íîãî ñóáñòðàòà; óìåíüøåíèå ðèñêà ýíäîãåííûõ
è ýêçîãåííûõ êîíòàìèíàíòîâ; âîçìîæíîñòü âðåìåííoãî
ìàíåâðèðîâàíèÿ â ïðèãîòîâëåíèè íóæíîãî êîëè÷åñòâà
äîç âàêöèí (ïðîëîíãàöèÿ èëè îñòàíîâêà áèîðåàêòîðíîãî
ïðîöåññà); âîçìîæíîñòü îïåðàòèâíîãî ðåàãèðîâàíèÿ íà
ïîÿâëåíèå íîâîãî øòàììà; ÷èñòîòà ïîëó÷àåìûõ âèðóñíûõ
àíòèãåíîâ; âîçìîæíîñòü ïðÿìîãî èíôèöèðîâàíèÿ áåç ãå-
íåòè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé âèðóñà (â îòëè÷èå îò êóðèíûõ
ýìáðèîíîâ, òðåáóþùèõ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíåòè÷åñêèõ
èçìåíåíèé â âèðóñíîé ñòðóêòóðå).

Ïîä ýãèäîé ÂÎÇ ðàçðàáîòàíû ñòàíäàðòû ïðîèçâîäñò-
âà è êîíòðîëÿ âàêöèí íà îñíîâå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ.
Ñôîðìóëèðîâàíû òðåáîâàíèÿ ê àòòåñòàöèè êëåòî÷íûõ ìî-
äåëåé è ïîðÿäîê èõ ëèöåíçèðîâàíèÿ. Íà ñîâðåìåííîì
ðûíêå ïðåäñòàâëåíû âàêöèíû, èçãîòîâëåííûå ñ èñïîëüçî-
âàíèåì êëåòîê Vero è MDCK. Êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòü
âàêöèí íîâîãî ïîêîëåíèÿ ïî îòíîøåíèþ ê ýìáðèîíàëü-
íûì îïðåäåëÿåòñÿ âîçìîæíîñòüþ â êðàò÷àéøèå ñðîêè
óâåëè÷èòü ïðîèçâîäñòâî âàêöèí êàê ìèíèìóì â 10 ðàç è
ñîõðàíåíèåì ãåíåòè÷åñêèõ êîäèðóþùèõ ìóòàöèé ó âè-
ðóñíûõ âàêöèííûõ øòàììîâ. Ïåðâîé çàðåãèñòðèðîâàííîé
âàêöèíîé íà îñíîâå êëåòî÷íîé òåõíîëîãèè áûëà Optaflu
(Novatis Vaccines, ÑØÀ, 2007 ã.). Â Ðîññèè 23 èþíÿ 2009 ã.
áûëà çàðåãèñòðèðîâàíà è ïðèìåíÿåòñÿ âàêöèíà Ãðèïïîë-
ÍÅÎ («Ïåòðîâàêñ», Ðîññèÿ), ïðèãîòîâëåííàÿ íà îñíîâå
êëåòîê MDCK è ñîîòâåòñòâóþùàÿ ìåæäóíàðîäíûì òðå-
áîâàíèÿì. Êðîìå òîãî, äëÿ ïðîôèëàêòèêè ãðèïïà â Ðîññèè
èñïîëüçóþòñÿ êóëüòóðàëüíûå âàêöèíû Èíôëþâàê ÒÑ (Solvay
Pharma, Íèäåðëàíäû) è Optaflu (Novartis Vaccines, ÑØÀ).

ÂÈÐÓÑ ÃÐÈÏÏÀ ÏÒÈÖ À/H5N1 — ÏÐÎÁËÅÌÀ ÎÑÒÀ-
ÅÒÑß. © Ì. Â. Ïîòàï÷óê, Ë. Ô. Ëèòâèí÷óê, Î. Â. Ãàøèí-
ñêàÿ, À. Ê. Ñèðîòêèí, È. À. Ðåïêî, Ë. Ì. Öûáàëîâà. ÔÃÁÓ
«ÍÈÈ ãðèïïà» Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Càíêò-Ïåòåð-
áóðã.

Ïåðâûì ðåàëüíûì äîêàçàòåëüñòâîì ïîòåíöèàëüíîé
îïàñíîñòè âèðóñà ãðèïïà ïòèö (ÂÃÏ) äëÿ ÷åëîâåêà áûë çà-
ôèêñèðîâàííûé â 1997 ã. ñëó÷àé çàðàæåíèÿ è ãèáåëè
3-ëåòíåãî ðåáåíêà èç Ãîíêîíãà. Òåì ñàìûì áûëî ïîëîæå-
íî íà÷àëî ðàñïðîñòðàíåíèþ ÂÃÏ ñðåäè ëþäåé â 1997 ã.
Ñòàë î÷åâèäíûì ôàêò ïðåîäîëåíèÿ âûñîêîïàòîãåííûì
ÂÃÏ ìåæâèäîâîãî áàðüåðà, ò. å. çàðàæåíèå ÷åëîâåêà íåïî-
ñðåäñòâåííî îò ïòèö. ÂÃÏ îêàçàëñÿ íåïðåäñêàçóåìûì è
ñîöèàëüíî îïàñíûì çîîíîçîì ñ ëåòàëüíîñòüþ 50—80 % è
ÿâëåíèÿìè ïàíòðîïèçìà — ïðÿìûìè ïîðàæåíèÿìè ëåã-
êèõ, ïî÷åê è òÿæåëûìè ôîðìàìè ýíöåôàëèòîâ. Ñ 2003 ã.
ïî 16 ìàðòà 2010 ã. â ìèðå (15 ãîñóäàðñòâ Àçèè, Àôðèêè è
Åâðîïû) ïîäòâåðæäåíî îêîëî 500 ñëó÷àåâ çàðàæåíèÿ âè-
ðóñîì ãðèïïà H5N1. Â ïåðèîä 1997, 2003 è 2004—2005 ãã.

áûëè âûñêàçàíû ñàìûå ñìåëûå ïðåäïîëîæåíèÿ î ãðÿäó-
ùåé ýïèäåìèîëîãè÷åñêîé êàòàñòðîôå, à èìåííî: ïðè îä-
íîâðåìåííîì çàðàæåíèè ñâèíåé âèðóñàìè ãðèïïà ïòèö è
÷åëîâåêà ìîãóò ñôîðìèðîâàòüñÿ âûñîêîïàòîãåííûå ðåàñ-
ñîðòàíòû. Èíôîðìàöèÿ, ïðåäñòàâëåííàÿ íà ñîâåùàíèè
«Option for the control of influenza VII» (Ãîíêîíã, Êèòàé,
2010 ã.), ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîäîëæåíèè àêòèâíîé öèð-
êóëÿöèè ÂÃÏ â ïðèðîäíûõ ðåçåðâóàðàõ è ñîõðàíåíèè
ïàíäåìè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ýòîãî âèðóñà. Ñèòóàöèÿ
ïî-ïðåæíåìó íàõîäèòñÿ ïîä ïðèñòàëüíûì íàáëþäåíèåì
ÂÎÇ. Ïðèìåíåíèå êëàññè÷åñêèõ ìåòîäîâ â ðàáîòå ñ ãðèï-
ïîì H5N1 îêàçàëîñü ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíûì èç-çà åãî
âûñîêîé ïàòîãåííîñòè. Ñ ðàçðàáîòêîé òåõíèêè îáðàòíîé
ãåíåòèêè, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò óäàëèòü íóêëåîòèäíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, îïðåäåëÿþùèå âûñîêóþ ïàòîãåííîñòü
âèðóñà, áûëà ïîëó÷åíà óíèêàëüíàÿ âîçìîæíîñòü ìîäèôè-
öèðîâàíèÿ âûñîêîïàòîãåííîãî âèðóñà H5N1 â íåïàòîãåí-
íûé øòàìì â êîðîòêèå ñðîêè (íåñêîëüêî íåäåëü).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíà ðåïðîäóêöèÿ âàêöèííûõ
øòàììîâ ÂÃÏ À/H5N1, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì îáðàòíîé
ãåíåòèêè — A/AstanaRG/6:2/2009 è A/AstanaRG/5:3/2009.
Èñïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ìîäåëè, àòòåñòîâàííûå êàê ïðî-
èçâîäñòâåííûå ëèíèè: êëåòêè VeroB (Ðîññèÿ) è èíòåðôå-
ðîíîäåôèöèòíûå, àäàïòèðîâàííûå ê êóëüòèâèðîâàíèþ â
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå êëåòêè VeroÀ (êîìïàíèÿ Avir
Green Hills Biotechnology AG, Vienna, Àâñòðèÿ). Îïðåäå-
ëåíû íàèáîëåå ýôôåêòèâíûå èíèöèàòîðû èíôåêöèîííîãî
ïðîöåññà (ïðîòåîëèòè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå ãåìàããëþòèíè-
íà). Äëÿ êëåòîê VeroB — êîìïëåêñ ôèðìû Sigma 0.25 %
Trypsin-EDTA â ðàçâåäåíèÿõ 1 : 150—1 : 200. Äëÿ êëåòîê
VeroÀ — òðèïñèí â êîíöåíòðàöèè 1—2 ìêã/ìë. Èçó÷åíà
äèíàìèêà öèòîïàòîãåííîãî äåéñòâèÿ âèðóñíûõ øòàììîâ
ïðè ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèÿõ è íà îêðàøåííûõ ïðåïà-
ðàòàõ. Îïðåäåëåíû ãåìàããëþòèíèðóþùàÿ, ãåìàäñîðáèðó-
þùàÿ è èíôåêöèîííàÿ àêòèâíîñòè. Ïðîâåäåí àíàëèç âëè-
ÿíèÿ ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè íà ïîêàçàòåëè ðåïðî-
äóêöèè. Ëîêàëèçàöèÿ âèðóñíûõ àíòèãåíîâ ïðè ðàçâèòèè
èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà îïðåäåëÿëàñü ñ ïîìîùüþ ìåòî-
äà èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Ìîðôîëîãèÿ ôîðìèðóþùèõñÿ
âèðèîíîâ èçó÷àëàñü ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêî-
ïà. Áûëè ïðèãîòîâëåíû è çàëîæåíû íà õðàíåíèå îêîëî
100 àìïóë ëèîôèëèçèðîâàííîãî âèðóñíîãî ìàòåðèàëà, â
òîì ÷èñëå 45 àìïóë ñ âèðóñàìè A/AstanaRG/6:2/2009
(H5N1) è A/AstanaRG/5:3/2009 (H5N1) íà êëåòêàõ VeroÀ
è 30 àìïóë ñ âèðóñîì A/AstanaRG/6:2/2009 (H5N1) íà
êëåòêàõ VeroB. Ìàòåðèàë îõàðàêòåðèçîâàí ïî ïàðàìåòðàì
èíôåêöèîííîé è ãåìàããëþòèíèðóþùåé àêòèâíîñòè, ñïå-
öèôè÷íîñòè, à òàêæå ñòàáèëüíîñòè (óñòàíîâëåíû ïðåäåëû
ïàññèðîâàíèÿ). Ðåïðîäóêöèÿ íà «áåññûâîðîòî÷íûõ» êëåò-
êàõ VeroÀ îêàçàëàñü ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì íà VeroB, à
èìåííî: ïî ãåìàããëþòèíèðóþùåé àêòèâíîñòè â 2—4 ðàçà,
ïî èíôåêöèîííîé — íà 1.5—2 lg ÒÖÄ50. Òàêèì îáðàçîì,
ëèíèÿ VeroÀ ÿâëÿåòñÿ áîëåå ýôôåêòèâíîé ìîäåëüþ äëÿ
èññëåäîâàíèÿ âèðóñîâ ãðèïïà À/H5N1 è ïåðñïåêòèâíîé
ìîäåëüþ äëÿ ïðîèçâîäñòâà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ íàó÷íî-òåõíè÷åñêîé ïðî-
ãðàììû «Ðàçðàáîòêà âàêöèíû ïðîòèâ ãðèïïà A(H5N1)
äëÿ çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðåñïóáëèêè Êàçàõñòàí íà 2008—
2010 ãã.».

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ËÈÍÈÉ ÄËß ÂÎÑÏÐÎ-
ÈÇÂÅÄÅÍÈß ÂÈÐÓËÅÍÒÍÛÕ ÔÎÐÌ ÂÎÇÁÓÄÈÒÅËß
ÓÐÎÃÅÍÈÒÀËÜÍÎÃÎ ÒÐÈÕÎÌÎÍÈÀÇÀ. © Í. Â. Ðàç-
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äîëüñêàÿ,1 Ë. Ô. Ëèòâèí÷óê,2 À. Ì. Èâàíîâ, À. Á. Êðèâî-
ðó÷êî,1 Î. Â. Ãàâðèëîâà.1 1 ÔÃÂÎÓ ÂÏÎ «Âîåííî-ìåäè-
öèíñêàÿ àêàäåìèÿ èì. Ñ. Ì. Êèðîâà» ÌÎ ÐÔ è 2 ÔÃÁÓ
«ÍÈÈ ãðèïïà» Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ïàðàçèòè÷åñêîå îäíîêëåòî÷íîå ïðîñòåéøåå Tricho-
monas vaginalis ÿâëÿåòñÿ âîçáóäèòåëåì óðîãåíèòàëüíîãî
òðèõîìîíèàçà. Öèòîìîðôîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà âèðóëåíò-
íûõ øòàììîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ðåêîìåíäóåìûõ
ñëîæíûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ íå ñîõðàíÿþòñÿ (Benchimol,
2004). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ëàáîðàòîðíàÿ äèàãíîñòèêà òðè-
õîìîíèàçà îñíîâàíà íà îáíàðóæåíèè èñêëþ÷èòåëüíî òè-
ïè÷íûõ ïîäâèæíûõ ãðóøåâèäíûõ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî
êîíòàêò ïàðàçèòà ñ êëåòêàìè ñëèçèñòîãî ýïèòåëèÿ ïðèâî-
äèò ê òðàíñôîðìàöèè T. vaginalis â àìåáîèäíûå ôîðìû,
ëèøåííûå æãóòèêîâîé ïîäâèæíîñòè è, ïî-âèäèìîìó, ñ
èíûì òèïîì ïèòàíèÿ (Garcia, Bruckner, 1999; Pereira-
Neves, Benchimol, 2007). Êðîìå òîãî, èññëåäîâàòåëè óêà-
çûâàþò íà âîçìîæíîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ îêðóãëûõ íåïî-
äâèæíûõ ôîðì òðèõîìîíàä, íå èìåþùèõ õàðàêòåðíûõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ïðè ðóòèííûõ ìåòîäàõ
îêðàñêè. Áèîëîãè÷åñêèé ñìûñë è ñóùåñòâîâàíèå îêðóã-
ëûõ íåïîäâèæíûõ ôîðì T. vaginalis ÿâëÿþòñÿ ïðåäìåòîì
äèñêóññèé, è èõ ïðèíÿòî ðàññìàòðèâàòü êàê äåãåíåðàòèâ-
íûå ôîðìû (Äìèòðèåâ, 2003). Èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íûõ
ëèíèé äàåò âîçìîæíîñòü âîñïðîèçâåñòè èíôåêöèîííûé
ïðîöåññ in vitro è îïèñàòü æèçíåííûé öèêë ïàðàçèòà.

Â èññëåäîâàíèè áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ëè-
íèè: HEp-2 (êóëüòóðà êëåòîê êàðöèíîìû ãîðòàíè ÷åëîâå-
êà) è L-41 (êóëüòóðà êëåòîê ëèìôîáëàñòîèäíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ).

Ïðè èíôèöèðîâàíèè êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ ïîäâèæ-
íûìè ãðóøåâèäíûìè êëåòêàìè T. vaginalis íàáëþäàëè çà-
êîíîìåðíóþ ñìåíó ìîðôîòèïîâ. Ïåðåõîä îò ãðóøåâèä-
íûõ ê íåïîäâèæíûì àìåáîèäíûì ôîðìàì èíäóöèðîâàëñÿ
íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå êîíòàêòà ñ êëåòêàìè ìîíîñëîÿ.
Ó òðèõîìîíàä íàáëþäàëàñü âàêóîëèçàöèÿ öèòîïëàçìû è
÷àñòè÷íàÿ ðåäóêöèÿ àêñîñòèëÿ, ôîðìèðîâàëèñü ïñåâäîïî-
äèè, ñâîáîäíûå æãóòèêè òåðÿëè ïîäâèæíîñòü. Îêðàøèâà-
íèå ïî Ìàé-Ãðþíâàëüäó—Ãèìçå âûÿâèëî óâåëè÷åíèå
äîëè äåëÿùèõñÿ, à òàêæå ìíîãîÿäåðíûõ T. vaginalis, íè-
êîãäà íå îáíàðóæèâàþùèõñÿ â ïîïóëÿöèÿõ ãðóøåâèäíûõ
êëåòîê (Razdolskaya et al., 2007). Äåëåíèå ãðóøåâèäíûõ
êëåòîê öèòîëîãè÷åñêè îòëè÷àëîñü îò äåëåíèÿ àìåáîèä-
íûõ, ïîñëåäíèå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ðåïðîäóêòèâ-
íûå êëåòêè ñ îòëîæåííûì öèòîêèíåçîì. Â ïðîöåññå èí-
ôåêöèè àìåáîèäíûå êëåòêè ñïîíòàííî òåðÿëè êîíòàêò ñ
ïîâåðõíîñòüþ è ïðèñóòñòâîâàëè â ñóñïåíçèè â âèäå íåïî-
äâèæíûõ îêðóãëûõ ôîðì, íå îáðàçóþùèõ ïñåâäîïîäèé.
Ïîñëå ïîëíîé äåñòðóêöèè ìîíîñëîÿ ïðîèñõîäèë ïåðåõîä
ê òèïè÷íîìó ãðóøåâèäíîìó ìîðôîòèïó. Ïîëèìîðôèçì T.
vaginalis â ìîäåëè èíôåêöèè in vitro ïîäòâåðæäàåò òîò
ôàêò, ÷òî íàëè÷èå îêðóãëûõ ôîðì â êëèíè÷åñêîì ìàòåðè-
àëå ñâèäåòåëüñòâóåò î òå÷åíèè àêòèâíîãî èíôåêöèîííîãî
ïðîöåññà. Äëÿ ïîääåðæàíèÿ öèòîìîðôîëîãè÷åñêèõ
ñâîéñòâ âèðóëåíòíûõ øòàììîâ ðåêîìåíäóåòñÿ ïðîâîäèòü
ïàññàæè íà êëåòî÷íîé ëèíèè L-41.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Benchimol M. 2004. Microsc. Microanal. 10 : 528—550.
Pereira-Neves A., Benchimol M. 2007. Biol. Cell. 99 : 87—

101.
Garcia L. S., Bruckner D. A. 1999. Man. Clin. Microbiol. VII

ed. 1329—1335.

Äìèòðèåâ Ã. À. 2003. Ëàáîðàòîðíàÿ äèàãíîñòèêà áàêòåðè-
àëüíûõ óðîãåíèòàëüíûõ èíôåêöèé. Ì.: Ìåä êíèãà; Í. Íîâãî-
ðîä: ÍÃÌÀ.

Razdolskaya N., Gavrilova O. et al. 2007. Protistology. 5 :
66—67.

ÖÈÒÎÌÎÐÔÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈÈ ÊËÅ-
ÒÎ×ÍÎÃÎ ÌÎÍÎÑËÎß Vero-V ÏÐÈ ÐÅÏÐÎÄÓÊÖÈÈ
ÌÅÒÀÏÍÅÂÌÎÂÈÐÓÑÀ ÏÒÈÖ ÏÎÄÒÈÏÀ Â. © Ä. Â. Ðî-
ìåíñêàÿ, Ò. Á. Ìàíèí, Á. Ë. Ìàíèí. Ôåäåðàëüíûé öåíòð
îõðàíû çäîðîâüÿ æèâîòíûõ, ÔÃÓ «ÂÍÈÈÇÆ».

Ðåïðîäóêöèÿ âèðóñîâ æèâîòíûõ è ïòèö íà ÷óâñòâè-
òåëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé ïîëó÷åíèÿ
àíòèãåíîâ äëÿ ïðîèçâîäñòâà âàêöèí. Èññëåäîâàíèå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ âèðóñîâ è êëåòîê ïîçâîëÿåò èçó÷èòü ýòàïû è
äèíàìèêó ýòîãî ïðîöåññà, à òàêæå ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ
î âåðîÿòíûõ èçìåíåíèÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ â òêàíÿõ è êëåò-
êàõ ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ in vivo.

Ìåòàïíåâìîâèðóñ ïòèö (ÐÍÊ-ñîäåðæàùèé âèðóñ) ïî-
ðàæàåò àëüâåîëÿðíûé ýïèòåëèé öûïëÿò, âûçûâàÿ òÿæåëûé
ïàòîëîãè÷åñêèé ñèíäðîì, èìåíóåìûé SHS (èëè ñèíäðîì
«îïóõøåé ãîëîâû»). Ïðèìåíåíèå âàêöèí, ïîëó÷åííûõ íà
îñíîâå êóëüòóðàëüíîãî âèðóñà, ñîçäàåò ïîëíîöåííûé èì-
ìóíèòåò îò çàáîëåâàíèÿ ìåòàïíåâìîâèðóñíîé èíôåêöèè
ïòèö.

Íàìè áûëè èçó÷åíû ñòàäèè âçàèìîäåéñòâèÿ øòàììà
ìåòàïíåâìîâèðóñà ïîäòèïà Â ñ êëåòêàìè Vero-V â ïðî-
öåññå ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðàëüíîãî àíòèãåíà äëÿ ïðîèçâîä-
ñòâà âàêöèíû ïðîòèâ äàííîé èíôåêöèè. Öèòîïàòè÷åñêîå
äåéñòâèå âèðóñà èçó÷àëîñü ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñò-
íîé ìèêðîñêîïèè è öèòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà (îêðàøèâà-
íèå íàòèâíûõ ïðåïàðàòîâ àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì è
äàëüíåéøåå èõ èçó÷åíèå ñ ïîìîùüþ ëþìèíåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà).

Ïàòîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â êëåòêàõ Vero-V íà÷èíà-
þòñÿ ÷åðåç 20—24 ÷àñà ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì. Îñíîâ-
íûì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêîì ðåïðîäóêöèè ñëóæèò
îáðàçîâàíèå ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê. ×åðåç 36 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íà÷èíàþò ôîðìèðîâàòüñÿ ñèìïëàñòû, â êîòîðûõ
ìîæåò íàõîäèòüñÿ äî 50 ÿäåð è áîëåå. Ïðè íîðìàëüíîé ðå-
ïðîäóêöèè âèðóñà ñèìïëàñòû ôîðìèðóþòñÿ íà 70 % ïëî-
ùàäè ìîíîñëîÿ. Ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì ñèìïëà-
ñòû íà ýòîé ñòàäèè èìåþò íåðàçðóøåííóþ íàðóæíóþ
ìåìáðàíó. Âíóòðè ñèìïëàñòà, â öèòîïëàçìå, óñèëèâàåòñÿ
îðàíæåâîå ñâå÷åíèå — ïðèçíàê íàêîïëåíèÿ ÐÍÊ-ñîñòàâ-
ëÿþùåãî êîìïîíåíòà. ßäðà êëåòîê òàêæå èìåþò íàðàçðó-
øåííóþ îáîëî÷êó, ÷åòêóþ ñòðóêòóðó, â òî æå âðåìÿ óñè-
ëèâàåòñÿ îðàíæåâîå ñâå÷åíèå ÿäðûøåê. Íà 3-è ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â ñèìïëàñòàõ ôîðìèðóþòñÿ îäíîðîäíûå
ñôåðè÷åñêèå ñòðóêòóðû ÿðêî çåëåíîãî öâåòà ðàçìåðîì â
2—3 ðàçà ìåíüøå ÿäåð ñ îðàíæåâîé öåíòðàëüíîé ÷àñòüþ.
Ïîñëå ðàçðóøåíèÿ ñèìïëàñòîâ ñôåðè÷åñêèå ñòðóêòóðû
îêðàøèâàþòñÿ â îðàíæåâûé öâåò è ëèçèðóþòñÿ òîëüêî
ïîñëå ïðîìîðàæèâàíèÿ. Ôîðìèðîâàíèå òàêèõ ñôåðè÷å-
ñêèõ ñòðóêòóð êîððåëèðóåò ñ âûñîêèì òèòðîì ìåòàïíåâ-
ìîâèðóñà. Îñíîâíàÿ ìàññà ñôîðìèðîâàâøèõñÿ ñèìïëà-
ñòîâ íà êîíå÷íîé ñòàäèè ðåïðîäóêöèè âèðóñà ìîæåò îò-
ñëàèâàòüñÿ îò ñóáñòðàòà è ôîðìèðîâàòü òðåõìåðíûå
ñòðóêòóðû áåç ðàçðóøåíèÿ îáùåé íàðóæíîé êëåòî÷íîé
ìåìáðàíû. Íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ èíôåêöèîííîãî ïðîöåñ-
ñà (0—10 ÷) â êëåòêàõ Vero-V åùå íàáëþäàþòñÿ ìèòîçû,
íî óæå ê êîíöó 1-õ ñóò âñå êëåòêè âîâëåêàþòñÿ â ïðîöåññ
ôîðìèðîâàíèÿ ñèìïëàñòîâ è ðåïðîäóêöèè âèðóñà.
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Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â êëåòêàõ ïðè ðåïðîäóê-
öèè ìåòàïíåâìîâèðóñà ïòèö àíàëîãè÷íû ïàòîëîãè÷åñêî-
ìó ïðîöåññó âîçäåéñòâèÿ ìèêîáàêòåðèé íà àëüâåîëÿðíûé
ýïèòåëèé æèâîòíûõ.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå èçó÷åíèÿ ðåïðîäóêöèè
øòàììà ìåòàïíåâìîâèðóñà ïîäòèïà B â êëåòêàõ Vero-V
áûëî âûÿâëåíî, ÷òî äåñòðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ ïðîÿâëÿ-
þòñÿ â ñëèÿíèè êëåòîê, îáðàçîâàíèè ñèìïëàñòîâ è òðàíñ-
ôîðìàöèè ÿäåð â ñòîðîíó ñâåðõñïèðàëèçàöèè õðîìàòèíà
ÄÍÊ. Äèíàìèêà äåñòðóêòèâíûõ èçìåíåíèé (èëè öèòîïà-
òè÷åñêîå äåéñòâèå) íàõîäèëàñü â ïðÿìîé çàâèñèìîñòè îò
èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè êóëüòèâèðóåìîãî âèðóñà è
áûëà íåñêîëüêî âûøå, ÷åì ïðè ïðîâåäåíèè ïðåäûäóùèõ
èññëåäîâàíèé ñ èíûìè øòàììàìè äàííîãî âîçáóäèòåëÿ.

ÊÓËÜÒÓÐÀ ÑÏÅÐÌÀÒÎÃÎÍÈÉ ÒÈÏÀ À ÕÐßÊÀ: ÂËÈ-
ßÍÈÅ Î×ÈÑÒÊÈ ÏÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÍÀ ÈÕ ÐÀÇ-
ÌÍÎÆÅÍÈÅ. © È. Ï. Ñàâ÷åíêîâà, Ì. Â. Ïîëÿêîâà. ÃÍÓ
Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé âåòåðèíàðèè èì. ß. Ð. Êîâàëåíêî ÐÀÑÕÍ,
Ìîñêâà.

Ïîÿâèëèñü ñîîáùåíèÿ î äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâà-
íèè ñòâîëîâûõ ñïåðìàòîãîíèé ìûøè, êðûñû è õîìÿêà,
êîòîðûå áûëè íàçâàíû ïîëîâûìè ëèíèÿìè ñòâîëîâûõ
êëåòîê (GS). Ñîçäàíèå ëèíèé ïîëîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
in vitro íåîáõîäèìî â ïåðâóþ î÷åðåäü äëÿ èçó÷åíèÿ áèî-
ëîãèè ñòâîëîâûõ ñïåðìàòîãîíèàëüíûõ êëåòîê (ÑïÑÊ), êî-
òîðûå îáåñïå÷èâàþò íåïðåðûâíóþ ïðîäóêöèþ ñïåðìèåâ
â òå÷åíèå âñåé æèçíè ìëåêîïèòàþùèõ. Ýòè ðàáîòû ïîçâî-
ëÿò âûÿâèòü çàêîíîìåðíîñòè ðåãóëÿöèè ñàìîîáíîâëåíèÿ
è öèòîäèôôåðåíöèðîâêè ÑïÑÊ ìëåêîïèòàþùèõ in vitro
ïîä äåéñòâèåì êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ ðîñòà, öèòîêèíîâ è
ìèêðîîêðóæåíèÿ. Öåëüþ íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëî îöå-
íèòü âëèÿíèå î÷èñòêè ñïåðìàòîãîíèé òèïà À õðÿêà ïîñëå
âûäåëåíèÿ íà èõ ðàçìíîæåíèå â êóëüòóðå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
êóëüòóð ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñåìåííèêè
îò íåïîëîâîçðåëûõ ïîìåñíûõ õðÿêîâ 60-ñóòî÷íîãî âîçðà-
ñòà. Ïîñëå äåêàïñóëÿöèè òåñòèêóëû ïîäâåðãàëèñü ìåõà-
íè÷åñêîé è ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêàì. Âûäåëåííûå
êëåòêè äåëèëè ïîïîëàì, ÷àñòü êëåòîê âûñåâàëè ñðàçó íà
ôèäåðíûå ñëîè, ïðåäñòàâëåííûå êëåòêàìè STO, à âòîðóþ
÷àñòü ïðåäâàðèòåëüíî î÷èùàëè îò ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê
ïî àäãåçèè. Äëÿ ýòîãî âûäåëåííûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
ðîñòîâîé ñðåäå â òå÷åíèå 3 ÷, à çàòåì íåïðèêðåïèâøèåñÿ
ñïåðìàòîãîíèè ñîáèðàëè è ïåðåíîñèëè íà ôèäåðíûå ñëîè.
Ñðåäîé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé áûëà ñðåäà
ÄÌÅÌ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (4.5 ã/ë) è 15 %
ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâ. Îêðàñêó êëåòîê íà ùåëî÷-
íóþ ôîñôàòàçó ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêîãî íà-
áîðà (Sigma-Aldrich). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè è çàòåì îáðà-
áàòûâàëè ñâåæåïðèãîòîâëåííûì ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ
(ïðî÷íûé ñèíèé RR è ñóáñòðàò AS-MX ôîñôàò) ïî ðåêî-
ìåíäàöèè ôèðìû. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ñïåðìàòîãî-
íèé â òå÷åíèå 25 ñóò íà STO â ïðèñóòñòâèè ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòîê, êîòîðûå îêðóæàþò èõ â òåñòèêóëàõ, ïðåäñòàâëåí-
íûõ êëåòêàìè Ñåðòîëè, ïðèâîäèò ê äèôôåðåíöèðîâêå â
íàïðàâëåíèè ñïåðìàòîãåíåçà. Òàê, íà 11-å ñóò â êóëüòóðå
íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ, à
íà 25-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëè âûÿâëåíû ñïåðìàòèäû.
Íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî î÷èñòêà ïî àäãåçèè ïîçâîëÿ-
åò ïîëó÷èòü êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ, íà 78 % ïðåäñòàâëåí-
íóþ ñïåðìàòîãîíèÿìè õðÿêà. Äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâà-

íèå î÷èùåííûõ ñïåðìàòîãîíèé òèïà À õðÿêà íà êëåòêàõ
STO ïðèâîäèëî ê îäíîâðåìåííîé ïðîëèôåðàöèè ñïåðìà-
òîãîíèé è èõ äèôôåðåíöèðîâêå, êàê â åñòåñòâåííûõ óñëî-
âèÿõ. Òàê, íàðÿäó ñ êðóãëûìè ïî ôîðìå êëåòî÷íûìè êîëî-
íèÿìè íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå âûòÿíóòûõ öåïî÷êîé
êëîíîâ êëåòîê, ñîåäèíåííûõ ìåæäó ñîáîé öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèìè ìîñòèêàìè, êîòîðûå íàïîìèíàëè êëîíàëüíîå
ðàçìíîæåíèå ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê â òåñòèêóëàõ in
vivo. Êëîíû ðàçëè÷àëèñü êàê ïî ìîðôîëîãèè, òàê è ïî àä-
ãåçèâíûì ñïîñîáíîñòÿì. Îêðàñêà íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòà-
çó âûÿâèëà ïðèñóòñòâèå â îáåèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ãðóïïàõ êëåòîê, êîòîðûå ïîëîæèòåëüíî îêðàøèâàëèñü íà
ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î íà-
ëè÷èè â êóëüòóðå ÑïÑÊ. Ýòî áûëè êðóãëûå êðóïíûå êëåò-
êè ñ óçêèì îáîäêîì öèòîïëàçìû. Â êóëüòóðå áåç ïðåäâà-
ðèòåëüíîé î÷èñòêè ÷èñëî êëåòîê, îêðàøåííûõ íà ùåëî÷-
íóþ ôîñôàòàçó, áûëî â 20 ðàç ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïðåäâàðèòåëüíî î÷èùåííîé ïîïóëÿöèåé. Òå êëåòêè, êîòî-
ðûå ìåíÿëè ìîðôîëîãèþ è ðàçìíîæàëèñü â âèäå öåïî÷åê,
áûëè íåãàòèâíû ïî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçå. Êëîíû, ïðåä-
ñòàâëåííûå ìåëêèìè ïëîòíî óïàêîâàííûìè êëåòêàìè,
òàêæå íå îêðàøèâàëèñü íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó. Íàøè
ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî î÷èñòêà ïîëîâûõ
êëåòîê îò ñîìàòè÷åñêèõ ïîñëå âûäåëåíèÿ âëèÿåò íà ïîä-
äåðæàíèå è ðàçìíîæåíèå â êóëüòóðå ñïåðìàòîãîíèé òèïà
À õðÿêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
10-04-1471-à).

ÝÏÈÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ ÎÌÎËÀÆÈÂÀÞ-
ÙÅÉ ÐÅÏÀÐÀÖÈÈ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © À. Ñ. Ñà-
ïóí, Î. Â. Êâèòêî, È. È. Êîíåâà, ß. È. Øåéêî, Í. À. Áàëà-
øåíêî, Ñ. Å. Äðîìàøêî. Èíñòèòóò ãåíåòèêè è öèòîëîãèè
ÍÀÍ Áåëîðóññèè, Ìèíñê.

Ïðîáëåìà áèîëîãè÷åñêîãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíîé
èç âàæíåéøèõ â áèîëîãèè, ìåäèöèíå è öèâèëèçàöèè â öå-
ëîì. Â ðåçóëüòàòå ñòàðåíèÿ íàðóøàþòñÿ âîññòàíîâèòåëü-
íûå ïðîöåññû in vivo, à òàêæå çàòðóäíÿåòñÿ íàðàáîòêà
ñòâîëîâûõ êëåòîê in vitro äëÿ èõ ïðÿìîãî ëèáî îïîñðåäî-
âàííîãî (ïðè ñîçäàíèè èñêóññòâåííûõ îðãàíîâ) ââåäåíèÿ
â îðãàíèçì.

Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè, êàê ïðàâèëî, ñòàðåþò áûñò-
ðåå, ÷åì â îðãàíèçìå, ÷òî îãðàíè÷èâàåò íàðàáîòêó êëåòîê
äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè è òêàíåâîé èíæåíåðèè. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, ïðè íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè in vitro êëåò-
êè ìîãóò òðàíñôîðìèðîâàòüñÿ â íàïðàâëåíèè ðàêîâîãî
ôåíîòèïà.

Ïîèñê ñðåäñòâ çàìåäëåíèÿ èëè ðåâåðòèðîâàíèÿ ïðî-
öåññîâ ñòàðåíèÿ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ïðåäïîñûëêîé óñïåøíî-
ãî ïðèìåíåíèÿ êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé â ìåäèöèíå. Â ýòîì
ïëàíå ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî ýïèãå-
íåòè÷åñêîå îìîëîæåíèå ãåíîìà ìîæåò ïðîèñõîäèòü áåç
äåäèôôåðåíöèðîâêè, êîòîðàÿ âîçíèêàåò ïðè ïåðåíîñå
ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â öèòîïëàçìó ÿéöåêëåòêè èëè
ïðè ïîëó÷åíèè èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðàçâèòèéíîé òåîðèåé îìîëîæåíèÿ,
ïðåäëîæåííîé Î. Â. Êâèòêî, â ïåðèîä ýìáðèîãåíåçà
è ïîñòíàòàëüíîãî ðîñòà îñîáûé ñèãíàëüíûé ìåõàíèçì ðå-
ïàðèðóåò ýïèãåíåòè÷åñêèå îøèáêè (ýïèìóòàöèè) è òåì
ñàìûì îìîëàæèâàåò êëåòêè. Âîò ïî÷åìó âèäû ñ ïðî-
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äîëæèòåëüííûìè ïåðèîäàìè ðàçâèòèÿ è ðîñòà îáëàäàþò
è íàèáîëüøåé ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ æèçíè, à âèäû ñ
èíäåòåðìèíèðîâàííûì ðîñòîì òåëà ïðàêòè÷åñêè íå ñòà-
ðåþò (ïðåíåáðåæèìîå ñòàðåíèå — negligible sene-
scence).

Äàííûé ïðåäïîëàãàåìûé ìåõàíèçì îìîëîæåíèÿ ïðè-
âîäèòñÿ â äåéñòâèå ìîðôîãåíåòè÷åñêèìè áåëêàìè, êîòî-
ðûå ðåãóëèðóþò ðàçâèòèå è ðîñò, à òàêæå ïëåéîòðîïíî
(îäíîâðåìåííî) ñòèìóëèðóþò ðåïàðàöèþ ýïèãåíåòè÷å-
ñêèõ îøèáîê (ýïèìóòàöèé), ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé, â ÷à-
ñòíîñòè, èçìåíåíèÿ ìåòèëèðîâàíèÿ öèòîçèíà â ÄÍÊ è ìî-
äèôèêàöèè ãèñòîíîâ õðîìàòèíà. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ðàçâè-
òèÿ è ðîñòà ïðîäóêöèÿ ìîðôîãåíîâ çàòóõàåò, ÷òî è
ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ âîçðàñòíûõ íàðóøåíèé ãåííîé
ýêñïðåññèè.

Óêàçàííûé ïðèðîäîé îñíîâíîé ñïîñîá ïðîäëåíèÿ
æèçíè — ïðîäîëæåíèå ðàçâèòèÿ, êîòîðîå â ñëó÷àå ÷åëî-
âåêà ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ íå â èçìåíåíèè ñòðóêòóðû èëè
óâåëè÷åíèè ðàçìåðîâ òåëà, à â ñîâåðøåíñòâîâàíèè èíôîð-
ìàöèîííîãî ïðîöåññèíãà ìîçãà, ñîïðîâîæäàþùåãîñÿ ãå-
íåðàöèåé íåðâíûõ èìïóëüñîâ, ñòèìóëèðóþùèõ ïðîäóê-
öèþ ìîðôîãåíîâ ïðÿìîé èííåðâàöèåé òêàíåé ëèáî îïî-
ñðåäîâàííî, ïóòåì ýíäîêðèííîé ìîäóëÿöèè.

Ïðè ïîèñêå ñðåäñòâ îìîëîæåíèÿ êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê öåëåñîîáðàçíî àïðîáèðîâàòü âîçäåéñòâèÿ ñèãíàëà-
ìè, îáëàäàþùèìè ñïåöèôè÷åñêèìè ïàðàìåòðàìè (àìïëè-
òóäà, ÷àñòîòà è ôðàêòàëüíîñòü). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâ-
ëÿåò èíòåðåñ èñïîëüçîâàíèå ýëåêòðîìàãíèòíûõ ïîëåé, ïà-
ðàìåòðû êîòîðûõ ìîæíî âàðüèðîâàòü â áîëüøåé ñòåïåíè,
÷åì â ñëó÷àå «âåùåñòâåííûõ» âîçäåéñòâèé (Zhao et al.,
2005). Èìåþòñÿ äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå âîçìîæíîñòü
òðàíçèåíòíîé èíäóêöèè îìîëàæèâàþùåé èìïóëüñàöèè,
ïðèâîäÿùåé ê âîññòàíîâëåíèþ ñïåêòðà ãåíîìíîé àêòèâ-
íîñòè è òåëîìåðíîé ÄÍÊ â òêàíÿõ âçðîñëîãî îðãàíèçìà è
êóëüòóðàõ êëåòîê.

Äëÿ ïîèñêà âîçäåéñòâèé, èíäóöèðóþùèõ ïðîöåññû
ýïèãåíåòè÷åñêîãî îìîëîæåíèÿ, öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçî-
âàòü âèäåîìèêðîñêîïèþ æèâûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ïî-
çâîëÿþùóþ îòñëåæèâàòü ñóäüáó åäèíè÷íûõ êëåòîê è èõ
êëîíîâ. Äàííûé ïîäõîä ïðîäåìîíñòðèðîâàí íàìè ïðè ïî-
ëó÷åíèè ïîñòîÿííîé ëèíèè êëåòîê èç ôîëëèêóëîâ âîëîñ
÷åëîâåêà. Ýòà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ îáëàäàëà ñïîñîáíîñòüþ ê
íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå ïðè ïîíèæåííîé òåìïåðà-
òóðå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÛÅ ÏÎÄÕÎÄÛ Ê ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÅ
ÌÅÒÎÄÀ ÁÈÎÒÅÐÀÏÈÈ ÃËÈÎÌ ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÌÎÇ-
ÃÀ Â ÓÑËÎÂÈßÕ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß. © Â. Ì. Ñåìå-
íîâà, Ë. Í. Áåëüñêàÿ, Í. È. Ëèñÿíûé, Â. Ä. Ðîçóìåíêî,
Ë. Ï. Ñòàéíî. ÃÓ «Èíñòèòóò íåéðîõèðóðãèè èì. àêàä.
À. Ï. Ðîìîäàíîâà ÀÌÍ Óêðàèíû», Êèåâ.

Ëå÷åíèå íåéðîîíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ ñ ãëèîìàìè
ãîëîâíîãî ìîçãà ïðåäñòàâëÿåò íåðåøåííóþ ìåäèêî-ñîöè-
àëüíóþ ïðîáëåìó â ñâÿçè ñ èíôèëüòðàòèâíûì ðîñòîì
è ðåçèñòåíòíîñòüþ ê õèìèîëó÷åâîé òåðàïèè áîëüøèíñòâà
èç íèõ. Ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ïîâûøåíèÿ ýô-
ôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ ýòèõ áîëüíûõ ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà
òåõíîëîãèé áèîòåðàïèè, â ÷àñòíîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôåòàëüíûõ òêàíåé è èõ ôðàêöèé. Ñ ýòîé öåëüþ íàðÿäó ñ
èçó÷åíèåì âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ íåéðîêëåòîê ôåòîï-
ëàöåíòàðíîãî êîìïëåêñà ðàññìàòðèâàåòñÿ âàðèàíò èñ-
ïîëüçîâàíèÿ òêàíåâûõ ðåãóëÿòîðíûõ ïåïòèäîâ ñ ïðîòèâî-
îïóõîëåâûìè è èììóíîìîäåëèðóþùèìè ñâîéñòâàìè â

ñâÿçè ñ íàëè÷èåì íàðóøåíèé â çâåíüÿõ ïðîòèâîîïóõîëå-
âîãî èììóíèòåòà ó íåéðîîíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ.

Öåëü ðàáîòû — èññëåäîâàòü ïðÿìîå âëèÿíèå ïåïòè-
äîâ, âûäåëåííûõ èç ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà (ÏÝÌ) êðûñ
(Å17), íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê âíóòðèìîçãîâûõ ãëè-
îì ÷åëîâåêà è ëèìôîöèòîâ èõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè â
ñóñïåíçèîííûõ è ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè áèîïòàòû 27 ãëèîì, óäàëåí-
íûõ ïðè íåéðîõèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèÿõ, ãåïàðèíè-
çèðîâàííóþ êðîâü ýòèõ áîëüíûõ è 5 óñëîâíî çäîðîâûõ äî-
íîðîâ. Ãèñòîëîãè÷åñêè ñðåäè ãëèîì äèàãíîñòèðîâàíû
18 àñòðîöèòîì ²²—²²² ñòåïåíè àíàïëàçèè è 9 ãëèîáëàñòîì
(²V ñòåïåíü àíàïëàçèè). Ñóñïåíçèþ îïóõîëåé ïîëó÷à-
ëè ïóòåì ìåõàíè÷åñêîé äèññîöèàöèè. Ëèìôîöèòû ïåðè-
ôåðè÷åñêîé êðîâè âûäåëÿëè â ãðàäèåíòå ôèêîëëà/âåðî-
ãðàôèíà. Ëèìôîöèòû ôåíîòèïèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìîíî-
êëîíàëüíûõ àíòèòåë íåïðÿìûì èììóíîôëóîðåñöåíòíûì
ìåòîäîì ñ îïðåäåëåíèåì CD25+ (R IL-2) è CD95+ (FASR).
ÏÝÌ âûäåëÿëè èç ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà êðûñ ïî îðè-
ãèíàëüíîé ìåòîäèêå ïóòåì åå õèìè÷åñêîé îáðàáîòêè ñ ïî-
ñëåäóþùèì äèàëèçîì íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè è åå âû-
ñóøèâàíèåì. Ñòàíäàðòèçàöèþ ÏÝÌ ïðîâîäèëè ïî êî-
ëè÷åñòâó áåëêà (Ëèñÿíûé è äð., 1986). Âëèÿíèå ÏÝÌ
(10 è 100 ìã/ìë) íà îïóõîëåâûå êëåòêè è ëèìôîöèòû
îöåíèâàëè â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå ïîñëå 24-÷àñî-
âîé èíêóáàöèè ñ ïðåïàðàòîì, à òàêæå â ïåðâè÷íûõ êóëü-
òóðàõ ãëèîì ïîñëå 24- è 48-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ ïðåïà-
ðàòîì.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî â öèòîòîêñè÷åñêîì òåñòå ÷åðåç 24 ÷
èíêóáàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê àñòðîöèòîì ñ ÏÝÌ
(10 ìêã/ìë) âûÿâëÿåòñÿ ñëàáîå âëèÿíèå ïðåïàðàòà íà èõ
æèçíåñïîñîáíîñòü â îòëè÷èå îò ýôôåêòà âîçäåéñòâèÿ êîí-
öåíòðàöèè 100 ìêã/ìë, êîòîðàÿ ñíèæàåò ýòîò ïîêàçàòåëü
íà 35—40 %. Ìåíåå âûðàæåííîå òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå
ýòà êîíöåíòðàöèÿ ÏÝÌ îêàçàëà íà êëåòêè ãëèîáëàñòîìû
(öèòîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ ñîñòàâèë 16.5 + 5.2 %). Â òêàíå-
âûõ êóëüòóðàõ àñòðîöèòîì 24-÷àñîâàÿ èíêóáàöèÿ ñ ÏÝÌ
èíäóöèðîâàëà ïîÿâëåíèå îêðóãëåííûõ êëåòîê ñ ëèïèäíîé
è ãèäðîïè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèåé öèòîïëàçìû. Ïðè óäëè-
íåíèè èíêóáàöèè êóëüòóð ñ ÏÝÌ äî 48 ÷ äîëÿ ïîâðåæ-
äåííûõ êëåòîê íàðàñòàëà íà ôîíå ðàçðåæåíèÿ çîíû ðîñòà
êóëüòóð çà ñ÷åò äåñêâàìàöèè ÷àñòè ïîãèáøèõ êëåòîê.
Â êóëüòóðàõ ãëèîáëàñòîì, èíêóáèðîâàííûõ ñ ÏÝÌ â òå-
÷åíèå 24 è 48 ÷, ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðàìè àñòðîöèòîì
âûÿâëÿëàñü ìåíüøàÿ ñòåïåíü ïîâðåæäàåìîñòè îïóõîëå-
âûõ êëåòîê ïðè ñîõðàíåíèè îáùåé ñòðóêòóðû çîíû ðîñòà.
Âîçäåéñòâèå ÏÝÌ (100 ìêã/ìë) íà ëèìôîöèòû ïåðèôåðè-
÷åñêîé êðîâè íåéðîîíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ ïîâûøàåò
ýêñïðåññèþ CD25+-àíòèãåíà è ñíèæàåò âäâîå ýêñïðåññèþ
CD95+-àíòèãåíà, ÷òî îòðàæàåò ïðîàïîïòîòè÷åñêîå âëèÿ-
íèå ïðåïàðàòà.

Ïîêàçàíî, ÷òî ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå èç ýìáðèî-
íàëüíîãî ìîçãà êðûñ Å17, äîçîçàâèñèìî ïðîÿâëÿþò êàê
ïðîòèâîîïóõîëåâîå äåéñòâèå íà îïóõîëåâûå êëåòêè êóëü-
òèâèðóåìûõ ãëèîì ÷åëîâåêà, òàê è èììóíîìîäåëèðóþ-
ùóþ àêòèâíîñòü. Ýòè äàííûå ìîãóò áûòü ó÷òåíû ïðè ðàç-
ðàáîòêå íîâûõ ïîäõîäîâ â êîìïëåêñíîì ëå÷åíèè îïóõî-
ëåé ÖÍÑ.

ËÅ×ÅÍÈÅ ÈØÅÌÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÏÎÐÀÆÅÍÈß ÌÈÎÊÀÐ-
ÄÀ ÊËÅÒÊÀÌÈ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ Â ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍ-
ÒÅ. © Ä. Ñ. Ñåðãååâè÷åâ, Ï. Ì. Ëàðèîíîâ, À. È. Ñóááîòîâ-
ñêàÿ, Ä. Â. Ñóááîòèí. ÔÃÓ «ÍÍÈÈÏÊ èì. àêàä. Å. Í. Ìå-
øàëêèíà» Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Íîâîñèáèðñê.

748 Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



Èñïîëüçîâàíèå ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê â êà÷åñòâå
«áèîëîãè÷åñêîãî øóíòèðîâàíèÿ» ìèîêàðäà êàê àëüòåðíà-
òèâíûé âàðèàíò ïðÿìûì ìåòîäàì ðåâàñêóëÿðèçàöèè ïðåä-
ëîæåíî óæå áîëåå 15 ëåò íàçàä. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå èñòî÷íè-
êè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ. Íàìè ðàç-
ðàáîòàí ñïîñîá ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ìîíîíóêëåàðíûõ êëå-
òîê êîñòíîãî ìîçãà (ÌÍÊ) ñ ýíäîòåëèàëüíîé íàïðàâëåí-
íîñòüþ äèôôåðåíöèðîâêè çà ñ÷åò ðàçëè÷íîé ñêîðîñòè
àäãåçèè êëåòîê ê ïëàñòèêó. Íà ìîäåëè õðîíè÷åñêîé èøå-
ìè÷åñêîé áîëåçíè ñåðäöà (ÕÈÁÑ) ó ñîáàêè ñïóñòÿ 4 íåä
ïîñëå òðàíñýïèêàðäèàëüíîé èíúåêöèè ýòèõ êëåòîê â ëà-
çåðíûå êàíàëû ìû íàáëþäàëè ìîðôîëîãè÷åñêè çíà÷èìîå
óñèëåíèå ïðîöåññîâ àíãèîãåíåçà â çîíàõ èøåìèè ìèîêàð-
äà áåç ïðèçíàêîâ îññèôèêàöèè. Öåëü ðàáîòû — ïîêàçàòü
îòñóòñòâèå ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ ïîñëå èìïëàíòàöèè íå-
ïðèëèïàþùèõ ÌÍÊ â ìèîêàðä äëÿ ëå÷åíèÿ èøåìè÷åñêî-
ãî ïîðàæåíèÿ.

Âñå ýêñïåðèìåíòû ñ æèâîòíûìè ïðîâîäèëè ñîãëàñ-
íî òðåáîâàíèÿì Åâðîïåéñêîé êîíâåíöèè ïî çàùèòå æè-
âîòíûõ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è èíûõ
íàó÷íûõ öåëåé. Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ãðóïïà ñîñòîÿëà èç
9 ñîáàê îáîåãî ïîëà â âîçðàñòå 1.5—2 ãîäà ìàññîé
15—20 êã. ÕÈÁÑ ôîðìèðîâàëè âñåì æèâîòíûì â óñëîâè-
ÿõ íàðêîçà è èñêóññòâåííîé âåíòèëÿöèè ëåãêèõ ïóòåì ïå-
ðåâÿçêè ïåðåäíåé ìåææåëóäî÷êîâîé àðòåðèè è êîëëàòå-
ðàëüíûõ âåòâåé ïåðâîé äèàãîíàëüíîé àðòåðèè. Ñïóñòÿ
3 ìåñ èç òàçîâûõ êîñòåé ïóíêöèåé ïîëó÷àëè îáðàçöû
êîñòíîãî ìîçãà. ÌÍÊ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ Histopa-
que-1077, îòìûâàëè è èíêóáèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå
â êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ 30 ìèí. Â äàëüíåéøåì âñåì
æèâîòíûì ïåðèôîêàëüíî îáëàñòè èíôàðêòà ôîðìèðîâàëè
òðàíñýïèêàðäèàëüíûå ëàçåðíûå êàíàëû. Ïðè ýòîì 6 èç
íèõ â êàíàëû ââîäèëè íå óñïåâøèå ïðèëèïíóòü ÌÍÊ, à
îñòàëüíûì — îòìûòûå ÌÍÊ. Îñòàâøèåñÿ êëåòêè èñïîëü-
çîâàëè äëÿ èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ, à òàêæå àíàëèçà
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ îñòåîïîíòèíà è âàçîýíäî-
òåëèàëüíûõ ôàêòîðîâ ðîñòà. ×åðåç 4 íåä æèâîòíûõ âûâî-
äèëè èç ýêñïåðèìåíòà è çàáèðàëè îáðàçöû äëÿ ãèñòîëîãè-
÷åñêîãî àíàëèçà.

Ñ ïîìîùüþ ïîëóêîëè÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ â êëåòêàõ
íåïðèëèïàþùåé ôðàêöèè áûëà îáíàðóæåíà ïîâûøåííàÿ
ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãåíîâ VEGF-D è -B, â ìåíüøåé ñòåïå-
íè — VEGF-A. Â ÌÍÊ áûë çíà÷èòåëüíî ïîâûøåí óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ VEGF-C è îñòåîïîíòèíà.
Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå îáåèõ ãðóïï ïîêàçàëî ïðåîáëà-
äàíèå êëåòîê ñ ôåíîòèïîì êðîâåòâîðíîãî ðîñòêà è çðåëûõ
êëåòîê êðîâè. Îäíàêî ïðè àíàëèçå çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ
áûëè óñòàíîâëåíû òîëüêî äëÿ êëåòîê ôðàêöèé CD34–/45–

è CD34–/45+. Ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðîÿâëåíèåì èìïëàí-
òàöèè îòìûòûõ ÌÍÊ áûëà ðàñïðîñòðàíåííàÿ îññèôè-
êàöèÿ ýïèêàðäèàëüíîãî è ñóáýïèêàðäèàëüíîãî ñëîåâ ìèî-
êàðäà. Íåáîëüøèå êîñòíûå áàëêè îòëè÷àëèñü çíà÷èòåëü-
íîé ãåòåðîãåííîñòüþ è ðàñïîëàãàëèñü â ôèáðîçèðîâàííîé
ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Îíè ìîãëè îêóòûâàòüñÿ ìíîãî-
ÿäåðíûìè îñòåîêëàñòíûìè êëåòêàìè è ïîäâåðãàòüñÿ ÷àñ-
òè÷íîé ðåçîðáöèè. Â çîíàõ èìïëàíòàöèè íåïðèëèïàþùèõ
ÌÍÊ íå áûëî çàôèêñèðîâàíî âûøåîïèñàííûõ ñîáûòèé.
Çíà÷èìûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè áûëè ïðî-
ÿâëåíèÿ ðàñïðîñòðàíåííîãî àíãèîìàòîçà, îðèåíòèðîâàí-
íîãî íà çîíû âîçäåéñòâèÿ, è îáðàçîâàíèå ñòðóêòóð ïî
òèïó «ñîñóä â ñîñóäå». Àíàëèç ïîðÿäêà 800—1200 ñîñó-
äîâ ñ äèàìåòðîì äî 40 ìêì ïîêàçàë çíà÷åíèÿ ïëîòíîñòè
2970 è 2120 ñîñóäîâ/ìì2 â çîíàõ èìïëàíòàöèè íåïðèëèïà-
þùèõ è îòìûòûõ ÌÍÊ ñîîòâåòñòâåííî.

Òàêèì îáðàçîì, íàì óäàëîñü ïîêàçàòü áåçîïàñíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ íåïðèëèïàþùèõ ÌÍÊ ïðè ëå÷åíèè èøå-
ìè÷åñêîãî ïîðàæåíèÿ ìèîêàðäà. Ìû ïîëó÷èëè âàæíûå
ãèñòîëîãè÷åñêèå äàííûå î ïðîÿâëåíèÿõ àíãèîãåíåçà ïî-
ñëå èìïëàíòàöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà â ìèîêàðä.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÓÐÎÂÍß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÎÂ ÌÀÒ-
ÐÈÊÑÍÛÕ ÌÅÒÀËËÎÏÐÎÒÅÀÇ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ
ÏÅÐÂÈ×ÍÛÕ ÊÅÐÀÒÈÍÎÖÈÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÏÐÈ
ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÈ ÍÀ ÍÈÕ IL-17. © À. Ã. Ñîáîëåâà,1

Â. Â. Ñîáîëåâ,1 Í. Ë. Ñòàðîäóáöåâà,2 Àí. Ë. Ïèðóçÿí,3

Ñ. À. Áðóñêèí.1 1 Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè èì. Í. È. Âà-
âèëîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà, 2 Ìîñêîâñêèé ôèçèêî-òåõíè÷åñêèé
èíñòèòóò (Ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò) è 3 Öåíòð òåî-
ðåòè÷åñêèõ ïðîáëåì ôèçèêî-õèìè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè
ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ïñîðèàç — ñèñòåìíàÿ, èììóíîîïîñðåäîâàííàÿ, ìíî-
ãîôàêòîðíàÿ, ãåíåòè÷åñêè îáóñëîâëåííàÿ ïàòîëîãèÿ. Ïðè
ïñîðèàçå, êàê ïðè âîñïàëåíèè, â êîæå ïðîèñõîäèò àêòèâà-
öèÿ ðåçèäåíòíûõ Ò-êëåòîê è äåíäðèòíûõ êëåòîê, ÷òî â
ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ïðîôèëåé âîñïàëè-
òåëüíûõ öèòîêèíîâ, ïðèâëå÷åíèþ ìàêðîôàãîâ è íåéòðî-
ôèëîâ, óñêîðåííîé ïðîëèôåðàöèè êåðàòèíîöèòîâ è èõ
àáåððàíòíîé äèôôåðåíöèðîâêå. Àêòèâàöèÿ âîñïàëèòåëü-
íûõ êëåòîê â ñîâîêóïíîñòè ñ ïðîâîñïàëèòåëüíûìè öèòî-
êèíàìè ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ î÷àãà âîñïàëåíèÿ è ôîðìè-
ðîâàíèþ ïñîðèàòè÷åñêèõ áëÿøåê.

Èñïîëüçóÿ ïðîãðàììíûé ïðîäóêò MetaCore êîìïàíèè
GenåGo Inc, íàìè áûëà ïîñòðîåíà ñåòü ãåííûõ âçàèìîäåéñò-
âèé ïðè ïåðåäà÷å ñèãíàëà îò IL-17 ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ åãî
ðåöåïòîðàìè, êîòîðàÿ ÷åðåç àññîöèèðîâàííûå ñ ïñîðèàçîì
òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ýêñïðåñ-
ñèè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç ó áîëüíûõ ïñîðèàçîì.

Ïðè ïñîðèàçå ïðîèñõîäèò ãèïåðïëàçèÿ ýïèäåðìàëü-
íûõ êåðàòèíîöèòîâ, âûäåëÿþùèõ èììóíîàêòèâíûå ìîëå-
êóëû. Ïîêàçàíî, ÷òî îäíîé èç ôóíêöèé ÌÌÏ ÿâëÿåòñÿ ðå-
ãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè âîñïàëèòåëüíûõ ìåäèàòîðîâ — öèòî-
êèíîâ è õåìîêèíîâ — â ïðîöåññå ðàçâèòèè âîñïàëåíèÿ.
Òàêæå èçâåñòíî, ÷òî ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ MMÏ-12 ïî-
ìîãàåò ìàêðîôàãàì ðàñùåïëÿòü êîìïîíåíòû áàçàëüíîé
ìåìáðàíû è ïðîíèêàòü â ýïèäåðìèñ âî âðåìÿ âîñïàëèòå-
ëüíîãî ïðîöåññà ïðè ïñîðèàçå. Íà îñíîâàíèè âûøåèçëî-
æåííîãî ìû ðåøèëè èçó÷èòü èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2,
ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-12 â êóëüòóðå ïåðâè÷íûõ êåðàòèíîöèòîâ
÷åëîâåêà ïðè äåéñòâèè íà íèõ èíòåðëåéêèíà-17.

Èçâåñòíî, ÷òî Ò-êëåòêè áîëüíûõ ïñîðèàçîì ñåêðåòè-
ðóþò èíòåðôåðîí-g è èíòåðëåéêèí-17, ÿâëÿþùèåñÿ ìîù-
íûìè ïðîâîñïàëèòåëüíûìè öèòîêèíàìè. Â îïûòå èñïîëü-
çîâàëè ïåðâè÷íûå êåðàòèíîöèòû ÷åëîâåêà, âûäåëåííûå
èç êîæè ïàöèåíòà êîñìåòîëîãè÷åñêîãî êàáèíåòà. Êëåòêè
ïåðâè÷íûõ êåðàòèíîöèòîâ èíäóöèðîâàëè ðåêîìáèíàíò-
íûì IL-17 â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ.
Çàòåì, èñïîëüçóÿ ìåòîä ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â
ðåàëüíîì âðåìåíè, îïðåäåëèëè ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ãåíîâ
÷åòûðåõ ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç: ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2,
ÌÌÏ-9, ÌÌÏ-12.

Àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî èíäóêöèÿ ïåðâè÷íûõ êåðàòèíî-
öèòîâ öèòîêèíîì IL-17 ñïîñîáñòâîâàëà ïîâûøåíèþ ñî-
äåðæàíèÿ óðîâíÿ ìÐÍÊ ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç
ÌÌÐ-1, ÌÌÏ-9 è ÌÌÐ-12 ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ â
4.4, 1.2 è 5.2 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Óðîâåíü ýêñïðåññèè
ÌÌÏ-2 äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëñÿ îò êîíòðîëÿ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 749



Óðîâåíü ýêñïðåññèè ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-12 çíà÷èòåëüíî
âîçðîñ ïðè äàáàâëåíèè â ñîñòàâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû äëÿ
ïåðâè÷íûõ êåðàòèíîöèòîâ öèòîêèíà IL-17, ÷òî ñîâïàäàåò
ñ ðåçóëüòàòàìè àíàëèçà óðîâíÿ ýêñïðåññèè ýòèõ ìåòàëëîï-
ðîòåàç â ïîðàæåííîé ïñîðèàçîì êîæå ïî ñðàâíåíèþ ñ íå-
ïîðàæåííîé. Äàííûé ôàêò ÿâëÿåòñÿ îñíîâàíèåì äëÿ ïðåä-
ïîëîæåíèÿ î âîçìîæíîé êëþ÷åâîé ðîëè ÌÌÐ-1 è
ÌÌÐ-12 â ïàòîãåíåçå ïñîðèàçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ÃÊ-1309 «Êàäðû»
è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàó-
êè — ìåäèöèíå».

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÔÓÍÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈß ßÄÅÐÍÎÃÎ ÁÅË-
ÊÀ Ðiwi Â ÃÅÐÌÈÍÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ. © Î. À. Ñîêî-
ëîâà, Ì. Ñ. Êëåíîâ, Å. Þ. ßêóøåâ, Å. À. Ìèõàëåâà,
Â. À. Ãâîçäåâ. Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ÐÀÍ,
Ìîñêâà.

Áåëêè, ïðèíàäëåæàùèå ê ñåìåéñòâó Piwi, ó÷àñòâóþò â
ôîðìèðîâàíèè è ñàìîîáíîâëåíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê çàðî-
äûøåâîãî ïóòè, à òàêæå â ïîäàâëåíèè ýêñïðåññèè ãåíîâ
ïî ìåõàíèçìó ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè (ñàéëåíñèíãó) ó ðàç-
ëè÷íûõ æèâîòíûõ, âêëþ÷àÿ ìëåêîïèòàþùèõ. Â õîäå ñàé-
ëåíñèíãà êîðîòêèå ÐÍÊ â ñîñòàâå ðèáîíóêëåîïðîòåèíî-
âûõ êîìïëåêñîâ ñïîñîáíû óçíàâàòü êîìïëåìåíòàðíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÍÊ â êëåòêå è êàòàëèçèðîâàòü èõ
ðàçðåçàíèå, ÷òî ïðèâîäèò ê äåãðàäàöèè ÐÍÊ èëè òðàíñ-
êðèïöèîííîé ðåïðåññèè ãåíà â ÿäðå. Áåëêè Piwi ñâÿçûâà-
þò êîðîòêèå ÐÍÊ îñîáîãî òèïà, êîòîðûå áûëè íàçâàíû Pi-
wi-interacting RNA (piRNA). piRNA â îñíîâíîì êîìïëå-
ìåíòàðíû ìîáèëüíûì ýëåìåíòàì (òðàíñïîçîíàì) è
ïîâòîðåííûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ãåíîìà. Òàêèì îáðà-
çîì, áåëêè ñåìåéñòâà Piwi îñóùåñòâëÿþò ðåïðåññèþ ìî-
áèëüíûõ ýëåìåíòîâ, îáåñïå÷èâàÿ öåëîñòíîñòü ãåíîìà è
çàùèòó îò òðàíñïîçèöèé.

Drosophila melanogaster îáëàäàåò òðåìÿ áåëêàìè, îò-
íîñÿùèìèñÿ ê ñåìåéñòâó Piwi (Piwi, Aub è Ago3), îäèí èç
êîòîðûõ (ñîáñòâåííî Piwi) ëîêàëèçóåòñÿ â ÿäðàõ êëåòîê
ÿè÷íèêîâ, òîãäà êàê äâà äðóãèõ (Aub è Ago3) — â öèòî-
ïëàçìå. Îòñóòñòâèå ëþáîãî èç ýòèõ áåëêîâ ïðèâîäèò ê
ðåçêîìó óâåëè÷åíèþ ýêñïðåññèè ìîáèëüíûõ ãåíåòè÷å-
ñêèõ ýëåìåíòîâ. Ìóõè, ñîäåðæàùèå íóëü-ìóòàöèþ â ãåíå
piwi, èìåþò, êðîìå òîãî, íåðàçâèòûå ÿè÷íèêè âñëåäñòâèå
äåôåêòîâ â ïðîöåññàõ äåëåíèÿ ãåðìèíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Â ýòîé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ìóòàíòíûé áåëîê
Piwi (PiwiNt), â êîòîðîì ñîõðàíåíû äîìåíû, îñóùåñòâëÿ-
þùèå ñâÿçûâàíèå êîðîòêèõ ÐÍÊ è ðàñùåïëåíèå ÐÍÊ-ìè-
øåíè, îäíàêî îòñóòñòâóåò N-êîíåö, ïðåäïîëîæèòåëüíî
ñîäåðæàùèé ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè. Ìû ïîêàçàëè,
÷òî PiwiNt ëîêàëèçóåòñÿ íå â ÿäðå, à â öèòîïëàçìå ãåðìè-
íàëüíûõ êëåòîê ÿè÷íèêîâ. Ó piwiNt-ìóòàíòíûõ ìóõ ìû
îáíàðóæèëè çíà÷èòåëüíóþ äåðåïðåññèþ ðàçëè÷íûõ ðåò-
ðîòðàíñïîçîíîâ, àíàëîãè÷íóþ ýôôåêòó íóëü-ìóòàöèé â
ãåíå piwi, ïðè÷åì íàêîïëåíèå òðàíñêðèïòîâ ìîáèëüíûõ
ýëåìåíòîâ ïðîèñõîäèëî êàê â ÿäðàõ, òàê è â öèòîïëàçìå.
Òàêèì îáðàçîì, òðàíñïîðò áåëêà Piwi â ÿäðî íåîáõîäèì
äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû ñàéëåíñèí-
ãà òðàíñïîçîíîâ ñ ïîìîùüþ piRNA. Èíòåðåñíî, ÷òî â îò-
ëè÷èå îò íóëü-ìóòàöèé ãåíà piwi piwiNt-ìóòàíòû íå èìå-
þò íàðóøåíèé äåëåíèÿ ãåðìèíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.
Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ôóíêöèÿ áåëêà Piwi
â ïðîöåññå ïîääåðæàíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê íå ñâÿçàíà ñ
ñàéëåíñèíãîì òðàíñïîçîíîâ.

ÏÎÄÕÎÄÛ Ê ÏÎËÓ×ÅÍÈÞ ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÕ
ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÎËÅÂ-
ÊÈ MICROTUS ROSSIAEMERIDIONALIS, ÂÈÄÀ, ÍÅÏÅÐ-
ÌÈÑÑÈÂÍÎÃÎ Ê ÏÎÄÄÅÐÆÀÍÈÞ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒ-
ÍÎÃÎ ÑÎÑÒÎßÍÈß IN VITRO. © Ì. À. Ñîðîêèí. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê.

Ïîëó÷åíèå ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÏÑÊ)
æèâîòíûõ íåîáõîäèìî â ïåðâóþ î÷åðåäü äëÿ ñîçäà-
íèÿ òðàíñãåííûõ îðãàíèçìîâ. Â îáëàñòè ìåäèöèíû ýòè
îðãàíèçìû ïîçâîëÿþò ìîäåëèðîâàòü çàáîëåâàíèÿ ÷åëîâå-
êà, à êðóïíûå æèâîòíûå ìîãóò äàâàòü ãèñòîñîâìåñòèìûé
ìàòåðèàë äëÿ êëåòî÷íûõ è îðãàííûõ òðàíñïëàíòàöèé. Èç-
âåñòíî, ÷òî ó ìûøè ëèíèè C57BL/6 ïîëíîöåííûå ÏÑÊ
ìîæíî ïîëó÷èòü ðåïðîãðàììèðîâàíèåì äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê ïóòåì ýêñïðåññèè ÷åòûðåõ òðàíñêðèïöè-
îííûõ ôàêòîðîâ — Oct4, Sox2, Klf4 è Myc. Ýòè áåëêè ÿâ-
ëÿþòñÿ ÷àñòüþ «ìîëåêóëÿðíîé ìàøèíû» ïîääåðæàíèÿ
ïëþðèïîòåíòíîñòè, óñòðîéñòâî êîòîðîé ñõîäíî ó âñåõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ýòî ñõîäñòâî, ñîìà-
òè÷åñêèå êëåòêè áîëüøèíñòâà âèäîâ æèâîòíûõ äî ñèõ ïîð
íå ïîääàþòñÿ ïðÿìîìó ðåïðîãðàììèðîâàíèþ, òàê æå êàê
èõ ïëþðèïîòåíòíûå êëåòêè íå ïîääàþòñÿ âûäåëåíèþ è
êóëüòèâèðîâàíèþ in vitro. Ê ýòèì òàê íàçûâàåìûì «íå-
ïåðìèññèâíûì» âèäàì îòíîñèòñÿ, â ÷àñòíîñòè, âîñòî÷íî-
åâðîïåéñêàÿ ïîëåâêà Microtus rossiaemeridionalis.

Òðóäíîñòè ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ êëåòîê ïîëåâêè, âå-
ðîÿòíî, â êàêîé-òî ìåðå ñâÿçàíû ñ íåýôôåêòèâíîñòüþ àê-
òèâàöèè êëþ÷åâûõ ãåíîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè — Oct4 è
Nanog, à òàêæå ñ íåýôôåêòèâíûì ïîääåðæàíèåì ïëþðè-
ïîòåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êëþ÷åâûì
øàãîì ê óñïåõó ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ïðàâèëü-
íûé âûáîð èñõîäíîãî òèïà êëåòîê, íàèáîëåå ïðåäðàñïî-
ëîæåííûõ ê àêòèâàöèè ãåíîâ Oct4 è Nanog. Ñîñòîÿíèå àê-
òèâíîñòè ãåíà íàïðÿìóþ êîððåëèðóåò ñî ñòåïåíüþ ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ÄÍÊ åãî 5R-ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòåé, â ïåðâóþ
î÷åðåäü ìèíèìàëüíîãî ïðîìîòîðà è ýíõàíñåðîâ. Ìû ñåê-
âåíèðîâàëè 5R-îáëàñòè ãåíîâ Oct4 è Nanog ïîëåâêè è
ñðàâíèëè èõ ñ ãîìîëîãè÷íûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
ìûøè. Â ðåçóëüòàòå ìû îáíàðóæèëè ó ïîëåâêè ãîìîëîãè
ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíîâ Oct4 è Nanog è îïðåäåëè-
ëè ìèøåíè äëÿ àíàëèçà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ. Çàòåì ïðè
ïîìîùè áèñóëüôèòíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ìû ñðàâíèëè ìå-
òèëèðîâàíèå ãåíîâ Oct4 è Nanog â ÷åòûðåõ òèïàõ êëåòîê
ïîëåâêè: â òðîôîáëàñòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ, ñòâîëîâûõ
êëåòêàõ ýêñòðàýìáðèîíàëüíîé ýíòîäåðìû (XEN-êëåòêè),
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ è â îáðàçöàõ ïå÷åíè âçðîñ-
ëûõ ïîëåâîê. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ìèíèìàëüíûå ïðî-
ìîòîðû îáîèõ ãåíîâ ãèïåðìåòèëèðîâàíû âî âñåõ èçó÷åí-
íûõ êëåòêàõ è â îáðàçöàõ ïå÷åíè, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ îòñóò-
ñòâèåì èëè íèçêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè Oct4 è Nanog
â íåïëþðèïîòåíòíûõ êëåòêàõ. Îäíàêî, èíòåðåñíî, ÷òî äè-
ñòàëüíûé ýíõàíñåð ãåíà Oct4 áûë ãèïîìåòèëèðîâàí
â êëåòêàõ ýêñòðàýìáðèîíàëüíûõ ëèíèé, îñîáåííî â
XEN-êëåòêàõ, â êîòîðûõ óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ñîñòà-
âèë âñåãî 7 % ïðîòèâ 50 % â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòàõ. ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàë íèçêîóðîâíåâóþ ýêñïðåññèþ ãåíà
Oct4 â XEN-êëåòêàõ, íî íå â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòàõ. Ýòè äàííûå áûëè ïîäòâåðæäåíû ïðè ïîìîùè ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè. Ïðåäðàñïîëîæåííîñòü XEN-êëåòîê
ïîëåâêè ê ýêñïðåññèè ãåíà Oct4, âåðîÿòíî, ñâÿçàíà ñ èõ
ïðîèñõîæäåíèåì èç ãèïîáëàñòà. Èçâåñòíî, ÷òî â ïðåäûìï-
ëàíòàöèîííîì ýìáðèîíå ìûøè ðàçäåëåíèå ýïèáëàñòà è ãè-
ïîáëàñòà ñîïðîâîæäàåòñÿ ïèêîì ýêñïðåññèè Oct4 â ãèïî-
áëàñòå, ïîñëå ÷åãî ýêñïðåññèÿ Oct4 â íåì ðåçêî ñíèæàåòñÿ.

750 Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



Òàêèì îáðàçîì, ïî ýïèãåíåòè÷åñêîìó ñòàòóñó ëîêóñà
Oct4 ñòâîëîâûå êëåòêè ýêñòðàýìáðèîíàëüíîé ýíòîäåðìû
ïîëåâêè íàèáîëåå áëèçêè ê ïëþðèïîòåíòûì êëåòêàì. Öå-
ëåñîîáðàçíî ó ïîëåâêè èìåííî ýòè êëåòêè èñïîëüçîâàòü â
êà÷åñòâå èñõîäíîãî ìàòåðèàëà äëÿ ïðÿìîãî ðåïðîãðàììè-
ðîâàíèÿ.

ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÛÅ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÛÅ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÅ ÊËÅÒÊÈ ÊÐÛÑÛ ÊÀÊ ÌÎÄÅËÜ ÄËß ÁÈÎÌÅÄÈ-
ÖÈÍÑÊÈÕ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÉ. © À. Å. Ñòåêëåíåâà,1—3

Å. À. Âàñüêîâà,1—3 À. È. Øåâ÷åíêî,1— 3 À. Ã. Øèëîâ,1, 3

Ñ. Ï. Ìåäâåäåâ,1— 3 Ñ. Ì. Çàêèÿí.1— 4 1 Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, 2 Èíñòèòóò õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
è ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÑÎ ÐÀÍ, 3 ÔÃÓ «Íîâî-
ñèáèðñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ïàòîëî-
ãèè êðîâîîáðàùåíèÿ èìåíè àêàä. Å. Í. Ìåøàëêèíà» Ìèí-
çäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, 4 Íàó÷íûé öåíòð êëèíè÷åñêîé
è ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÑÎ ÐÀÌÍ, Íîâîñè-
áèðñê.

Äëÿ ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà
è ðàçðàáîòêè ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ èõ ëå÷åíèÿ òðå-
áóåòñÿ ìîäåëèðîâàíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ çàáîëåâàíèé
íà æèâîòíûõ. Ëàáîðàòîðíàÿ êðûñà Rattus norvegicus ÿâëÿ-
åòñÿ îäíèì èç ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ, íà êîòîðîì ïðîâîäèò-
ñÿ øèðîêèé ñïåêòð ôóíäàìåíòàëüíûõ è êëèíè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé. Òåõíîëîãèÿ ïîëó÷åíèÿ èíäóöèðîâàííûõ ïëþ-
ðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÈÏÑÊ) êðûñû,
îñíîâàííàÿ íà ââåäåíèè â äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè
îïðåäåëåííûõ ôàêòîðîâ äëÿ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ äî ñî-
ñòîÿíèÿ ïëþðèïîòåíòíîñòè, ìîæåò ñîçäàòü ïåðñïåêòèâíóþ
áàçó ïî èññëåäîâàíèþ âîçìîæíîñòåé è áåçîïàñíîñòè ïðè-
ìåíåíèÿ çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè â ëå÷åíèè çà-
áîëåâàíèé.

Ïîääåðæàíèå ñàìîîáíîâëåíèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê êðûñû òðåáóåò óñëîâèé, îòëè÷íûõ îò òàêî-
âûõ äëÿ ìûøè è ÷åëîâåêà. Ìíîãî÷èñëåííûå ïîïûòêè ïî-
ëó÷åíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è ÈÏÑÊ êðû-
ñû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî, âîçìîæíî, îïòèìàëüíûå
óñëîâèÿ åùå íå ïîäîáðàíû. Ïîýòîìó èñïûòàíèå íîâûõ
èëè ìîäèôèöèðîâàííûõ ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì íà
íàñòîÿùèé ìîìåíò.

Â êà÷åñòâå èñõîäíîé ëèíèè áûëè âûáðàíû íåéðàëü-
íûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå èç ìîçãà ýìáðèîíà ñàìêè êðûñû
ëèíèè Âèñòàð.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
óïðàâëÿåìóþ äîêñèöèêëèíîì ëåíòèâèðóñíóþ ñèñòåìó
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ Oct4, Sox2, Klf4 è c-Myc. Àíàëèç ðå-
ïðîãðàììèðîâàííûõ êëåòîê ïîêàçàë íàëè÷èå ìàðêå-
ðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè: àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôà-
òàçû è ýêñïðåññèþ ýíäîãåííûõ Nanog è Rex1. Ïðè
ýòîì ðåàêòèâàöèè Õ-õðîìîñîìû íå ïðîèñõîäèëî: àíàëèç
ïîëó÷åííûõ êëåòîê êðûñû ïîêàçàë íàëè÷èå ìàðêåðîâ
íåàêòèâíîãî õðîìàòèíà íà Õ-õðîìîñîìå. Ïðè äèô-
ôåðåíöèðîâêå ÈÏÑÊ â ýìáðèîèäíûõ òåëüöàõ íàáëþ-
äàëè ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ýíòî- è ìåçîäåðìû: Gata6,
Sox17 è T (Brachyury), ÷òî ãîâîðèò î äèôôåðåíöèðîâêå
â ðàçíûå çàðîäûøåâûå ëèñòêè è, ñëåäîâàòåëüíî, î ïðî-
õîæäåíèè ýòèõ êëåòîê ÷åðåç ñòàäèþ ïëþðèïîòåíò-
íîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå êëåòêè â äàëüíåéøåì ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâà-
íèé â îáëàñòè çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè ïðè ìî-
äåëèðóåìûõ íà êðûñå çàáîëåâàíèÿõ ÷åëîâåêà.

ÐÅÀÊÖÈß ÏÅÐÅÂÈÂÀÅÌÎÉ ËÈÍÈÈ ÊËÅÒÎÊ MDBK
ÍÀ ÂÍÅÑÅÍÈÅ Â ÐÎÑÒÎÂÓÞ ÑÐÅÄÓ ÀÄÐÅÍÀËÈÍÀ.
© Å. Þ. Õàìçèíà, Ý. Ì. Ïëîòíèêîâà, Þ. Ì. Êèðèëëîâà.
ÔÃÓ «Ôåäåðàëüíûé öåíòð òîêñèêîëîãè÷åñêîé è ðàäèàöè-
îííîé áåçîïàñíîñòè æèâîòíûõ — ÂÍÈÂÈ», Êàçàíü, lena-
hamzina@yandex.ru.

Ðîñò è äåëåíèå êëåòîê êàê in vivo, òàê è in vitro çàâè-
ñÿò îò âëèÿíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ. ×àñòîòà
äåëåíèÿ êëåòîê in vivo íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ðåïðåñ-
ñîðíûõ ãîðìîíîâ (êåéëîíîâ), âûðàáàòûâàþùèõñÿ â ìè-
òîòè÷åñêèõ êëåòêàõ, íî àêòèâíî äåéñòâîâàòü îíè ìîãóò
òîëüêî ïðè ñîåäèíåíèè ñ àäðåíàëèíîì (Çàéêî è äð., 1996).
In vitro âûñîêèå äîçû àäðåíàëèíà âûçûâàþò ñíèæåíèå ìè-
òîòè÷åñêîãî èíäåêñà ïåðâè÷íûõ êëåòîê â êóëüòóðå (Concz
et al., 1999; Djeli *c et al., 2008). Ïðè ýòîì îòìå÷àåòñÿ óìå-
íüøåíèå ðàçìåðîâ êëåòîê (Tripathi, 1984). Îäíàêî íåò
äàííûõ î âëèÿíèè ôèçèîëîãè÷åñêèõ äîç àäðåíàëèíà íà
ðîñò ïåðåâèâàåìûõ ëèíèé êëåòîê. Öåëü äàííîé ðàáîòû —
îïðåäåëèòü âëèÿíèå ôèçèîëîãè÷åñêîé äîçû àäðåíàëèíà
(1 ìêã/ìë) íà ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå ïîêàçàòåëè êëåòîê
ïåðåâèâàåìîé ëèíèè MDBK. ×åðåç 24, 48 è 72 ÷ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â òåðìîñòàòå ïðè 37 °Ñ èíäåêñû ïðîëèôåðàöèè
(ÈÏ) ïåðåâèâàåìîé ëèíèè êëåòîê MDBK â êîíòðîëå è
îïûòå çàêîíîìåðíî óâåëè÷èâàëèñü è äîñòîâåðíî äðóã îò
äðóãà íå îòëè÷àëèñü. Êîëè÷åñòâî ìèòîçîâ â êîíòðîëå è â
îïûòå ÷åðåç 24÷ çíà÷èòåëüíî äðóã îò äðóãà íå îòëè÷àëèñü.
Ê 48 ÷ ïðîèçîøëî óäâîåíèå ÷èñëà ìèòîçîâ êàê â êîíòðîëå
(Ð � 0.005), òàê è â îïûòå (Ð � 0.005) ïî ñðàâíåíèþ ñ
24 ÷, ïðè ýòîì äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè íå
áûëî. ×åðåç 72 ÷ ïðîèçîøëî íåäîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå
÷èñëà ìèòîçîâ â êîíòðîëå è îïûòå. Ðàçìåð êëåòîê MDBK
÷åðåç 24, 48 è 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â îïûòå áûë äîñòî-
âåðíî ìåíüøå ñîîòâåòñòâóþùåãî êîíòðîëÿ (Ð � 0.005).
Òàêèì îáðàçîì, íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî àäðåíàëèí â ôè-
çèîëîãè÷åñêîé äîçå ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà
ÈÏ è êîëè÷åñòâî ìèòîçîâ â ïåðåâèâàåìîé ëèíèè êëåòîê
MDÂÊ â òå÷åíèå 72 ÷. Îäíàêî ýòà êîíöåíòðàöèÿ àäðåíà-
ëèíà âûçûâàåò äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ êëåòîê
óæå ïîñëå 24 ÷ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ (Ð � 0.005). Äàííàÿ
òåíäåíöèÿ ñîõðàíÿåòñÿ íà ïðîòÿæåíèè 72 ÷ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Ýòîò ôàêò, áåçóñëîâíî, ñâèäåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè
àäðåíàëèíà â ìåòàáîëèçìå, ïðîöåññàõ ðîñòà è äåëåíèÿ
êëåòîê in vitro.

ÕÀÐÀÊÒÅÐ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÒÈÂÍÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ
ÊËÅÒÎÊ ÊÓËÜÒÓÐÛ Ñ6 È ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ×ÅËÎÂÅ-
ÊÀ ÏÐÈ ÈÇÌÅÍÅÍÈÈ ÍÀÏÐÀÂËÅÍÈß ÐÀÂÍÎÄÅÉ-
ÑÒÂÓÞÙÅÉ ÑÈËÛ. © Ì. Î. Ðîåâà (Õîòÿíîâè÷). Èíñòè-
òóò ôèçèîëîãèè ÍÀÍ Áåëîðóññèè, Íàöèîíàëüíàÿ àêàäå-
ìèÿ íàóê Áåëîðóññèè, Ìèíñê.

Èçâåñòíî, ÷òî íà ðàçâèòèå êëåòîê â óñëîâèÿõ in vivo è
in vitro îêàçûâàåò âëèÿíèå ìíîæåñòâî ðàçëè÷íûõ ïî ñâîåé
ïðèðîäå ôàêòîðîâ. Îòìå÷åíû ñäâèãè íà êëåòî÷íîì óðîâ-
íå, ïðîèñõîäÿùèå â óñëîâèÿõ èçìåíåíèÿ íàïðàâëåíèÿ
ðàâíîäåéñòâóþùåé ñèëû, íî ïðîòèâîðå÷èâîñòü ïîëó÷åí-
íûõ äàííûõ íå ïîçâîëÿåò â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñôîðìóëèðî-
âàòü îáùèå çàêîíîìåðíîñòè ýòîãî âîçäåéñòâèÿ. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê
ê ñäâèãàì íàïðàâëåíèÿ ðàâíîäåéñòâóþùåé ñèëû, êîòîðûå
âûçûâàþò êàê ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ, òàê è èçìåíåíèÿ
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 751



Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëñÿ àíàëèç ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè êëåòîê Fl è Ñ6 ïîñëå èçìåíåíèÿ íàïðàâëåíèÿ ðàâíî-
äåéñòâóþùåé ñèëû.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè (êîíöåíòðàöèÿ 1.3�105 êë./ìë)
âî ôëàêîíàõ 25 ìë â ñðåäå Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû ñ äî-
áàâëåíèåì 10 %-íîé ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè è
10–4 ã/ìë ðàñòâîðà ñóëüôàòà ãåíòàìèöèíà. Ôëàêîíû ðàçìå-
ùàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 5 % CO2 è 37 °Ñ.

Â ýêñïåðèìåíòàõ íà êóëüòóðå êëåòîê ãëèîìû Ñ6 è
ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà èçìåíÿëè íà 60° ïîëîæåíèå ôëà-
êîíîâ îòíîñèòåëüíî ãîðèçîíòàëüíîé ïëîñêîñòè. Ïîâîðîò
îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç 40—48 ÷ ïîñëå äîñòèæåíèÿ êîíôëþ-
ýíòíîñòè îêîëî 70 %.

Ñîïîñòàâëÿëè ðåçóëüòàòû íàáëþäåíèé ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê âî ôëàêîíàõ, îäèí èç êîòî-
ðûõ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà íàõîäèëñÿ â
ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè (ñåðèÿ 1), äðóãîé ðàñïîëàãàë-
ñÿ ïîä óãëîì 60° (ñåðèÿ 2). Âñåãî áûëî äâà ôëàêîíà â ïåð-
âîé ñåðèè è äâà ôëàêîíà — âî âòîðîé. Ìîíèòîðèíã àíàëî-
ãîâûõ ñîáûòèé íà ïðîòÿæåíèè 20 ÷ îñóùåñòâëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîñêîïà Opton ISM-405 ïðè óâåëè÷åíèè
îáúåêòèâà 16�, âèäåîêàìåðû Leica DC 300F è íàêàïëèâà-
ëè â öèôðîâîé ôîðìå íà êîìïüþòåðå ñ èíòåðâàëîì â
10 ìèí.

Âûÿñíåíî, ÷òî ïîñëå ïîâîðîòà ôëàêîíîâ íà 60° â
ñðàâíåíèè ñ ãîðèçîíòàëüíî ðàñïîëîæåííûìè êëåòêàìè
ãëèîìû Ñ6 ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ñíèæàåò-
ñÿ íà 52 % ÷åðåç 20 ÷ íàáëþäåíèÿ.

Èòàê, èçìåíåíèå íàïðàâëåíèÿ ðàâíîäåéñòâóþùåé
ñèëû îêàçûâàåò èíãèáèðóþùèé ýôôåêò íà ãëèàëüíûå
êëåòêè ãëèîìû Ñ6. Ñëåäîâàòåëüíî, ñäâèã äàííîãî ôàêòîðà
îòðàæàåòñÿ íà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ïàòîëîãè÷å-
ñêè èçìåíåííûõ êëåòîê, èçìåíÿÿ èõ ðàçâèòèå. Ýòîò ôàêò
èíòåðåñåí äëÿ ðàçâèòèÿ â áóäóùåì ñïîñîáîâ èíãèáèðîâà-
íèÿ ðîñòà çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé.

Îïðåäåëåíî, ÷òî ïîñëå èçìåíåíèÿ íàïðàâëåíèÿ ðàâíî-
äåéñòâóþùåé ñèëû óñèëèâàåòñÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü ôèáðîáëàñòîâ. Ýòîò ôàêò âàæåí äëÿ ïîíèìàíèÿ
ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â ðàçâèâàþùåìñÿ îðãàíèçìå â
ðàçëè÷íûå ïåðèîäû îíòîãåíåçà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî ïðè èçìåíåíèè íàïðàâëåíèÿ ðàâíîäåéñòâóþ-
ùåé ñèëû íàáëþäàåòñÿ òðàíñôîðìàöèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè êëåòîê. Â êóëüòóðå îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðî-
öåññû ïðîëèôåðàöèè èíãèáèðóþòñÿ. Ôèáðîáëàñòû, íàî-
áîðîò, óâåëè÷èâàþò ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü.

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÈÇ
ÊËÅÒÎÊ-ÏÐÅÄØÅÑÒÂÅÍÍÈÊÎÂ IN VITRO. © À. À. Õó-
äÿêîâ, À. Á. Ìàëàøè÷åâà. ÔÃÓ ÔÖÑÊÝ èì. Â. À. Àëìàçî-
âà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ çàáîëåâàíèÿ ñåðäöà ÿâëÿþòñÿ
îñíîâíîé ïðè÷èíîé ñìåðòè â ðàçâèòûõ ñòðàíàõ, òàêæå ïî-
ðÿäêà 1 % íîâîðîæäåííûõ èìåþò òå èëè èíûå ïîðîêè
ñåðäöà.

Â îñíîâå ïàòîãåíåçà ìíîãèõ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çà-
áîëåâàíèé ëåæèò èçìåíåíèå ôóíêöèé êëåòîê, ñîñòàâëÿþ-
ùèõ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòóþ ñèñòåìó, ïîýòîìó äëÿ èçó÷åíèÿ
òàêèõ ïàòîëîãèé íåîáõîäèìî ñóùåñòâîâàíèå óäîáíîé è
íàäåæíîé ñèñòåìû, íà êîòîðîé áûëî áû âîçìîæíî ìîäå-
ëèðîâàíèå òîãî èëè èíîãî çàáîëåâàíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ïðîòîêîëîâ ïîëó÷åíèÿ êàðäèî-

ìèîöèòîâ è êàðäèîìèîöèò-ïîäîáíûõ êëåòîê, èç êîòîðûõ
èññëåäîâàòåëþ íåîáõîäèìî âûáðàòü ïîäõîäÿùèé è ðàáî-
òàþùèé â óñëîâèÿõ äàííîé ëàáîðàòîðèè âàðèàíò.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ðàçðàáîòêà ìåòîäà ïî-
ëó÷åíèÿ êóëüòóðû êàðäèîìèîöèòîâ äëÿ äàëüíåéøåãî ïðè-
ìåíåíèÿ â èññëåäîâàíèÿõ, ïîñâÿùåííûõ ïàòîãåíåçó ðÿäà
âðîæäåííûõ ïîðîêîâ ñåðäöà.

Ïîñêîëüêó íàøà ëàáîðàòîðèÿ èìååò ïðÿìîé äîñòóï ê
îïåðàöèîííîìó ìàòåðèàëó, íàìè áûë âûáðàí ìåòîä ïîëó-
÷åíèÿ êóëüòóðû êàðäèîìèîöèòîâ èç ðåçèäåíòíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â ìèî-
êàðäå. Êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè êàðäèîìèîöèòîâ âûäå-
ëÿëè èç òêàíè ìèîêàðäà ÷åëîâåêà ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîé
äèññîöèàöèè êîëëàãåíàçîé A. Êëåòêè âûðàùèâàëè â êëî-
íàëüíîì ïîñåâå è çàòåì äèôôåðåíöèðîâàëè ïðè ïîìîùè
ñïåöèôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ.

Áûëè ïîëó÷åíû è îõàðàêòåðèçîâàíû êëåòêè-ïðåäøå-
ñòâåííèêè êàðäèîìèîöèòîâ. Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü äèô-
ôåðåíöèðîâêè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â êàðäèîìèî-
öèò-ïîäîáíûå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ñïåöèôè÷íûå
äëÿ êàðäèîìèîöèòîâ ìàðêåðû, øèðîêî èñïîëüçóåìûå ëà-
áîðàòîðèÿìè äëÿ õàðàêòåðèçàöèè êàðäèîìèîöèòîâ. Òàêè-
ìè ìàðêåðàìè ÿâëÿþòñÿ ñàðêîìåðíûå áåëêè a-àêòèíèí è
òðîïîíèí I (âûÿâëåíû ñ ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêîé îêðàñêè êëåòîê), à òàêæå ñåðäå÷íûé àêòèí, òðîïîíèí
Ò, GATA-4 è Nkx2.5 (ýêñïðåññèÿ îöåíèâàëàñü ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà îáðàòíîé ÏÖÐ).

Ïîëó÷åíî è îõàðàêòåðèçîâàíî íåñêîëüêî êëåòî÷íûõ
ëèíèé-ïðåäøåñòâåííèêîâ êàðäèîìèîöèòîâ. Ðàçðàáîòàíû
ìåòîä ââåäåíèÿ â êóëüòóðó ïðåäøåñòâåííèêîâ êàðäèîìè-
îöèòîâ è èõ ïîñëåäóþùàÿ äèôôåðåíöèðîâêà.

Â äàëüíåéøåé ðàáîòå ïëàíèðóþòñÿ ïðèìåíåíèå äðó-
ãèõ ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ è ñðàâíåíèå èõ ñ
èìåþùèìñÿ è âûáîð íàèáîëåå ýôôåêòèâíîãî. Ïëàíèðóåò-
ñÿ èñïîëüçîâàòü íåäàâíî îòêðûòîå ÿâëåíèå òðàíñäèôôå-
ðåíöèðîâêè, ïîçâîëÿþùåå ïîëó÷àòü èíäóöèðîâàííûå
ïëþðèïîòåíòíûå êëåòêè èç ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê âçðîñëî-
ãî îðãàíèçìà, «âîçâðàùàÿ» èõ â ýìáðèîíàëüíîå ñîñòîÿ-
íèå. Ïðåäïîëàãàåòñÿ âïåðâûå â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà èí-
äóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê èñïîëüçîâàòü
ìåçåíõèìíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè, ÷òî ïîìîæåò èñ-
ïîëüçîâàòü îðèåíòèðîâàííûé íà ïàöèåíòà ïîäõîä â äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ.

ÓÐÎÂÅÍÜ ÈÍÒÅÐËÅÉÊÈÍÀ-6 Â ÊÓËÜÒÓÐÀËÜÍÎÉ
ÑÐÅÄÅ ÏÐÈ ÀÏÏËÈÊÀÖÈÈ ÔÀÊÒÎÐÀ ÐÎÑÒÀ ÍÅÐ-
ÂÎÂ ÍÀ ÊËÅÒÊÈ ÏÅÐÂÈ×ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÍÅÉÐÎÝ-
ÏÈÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÎÏÓÕÎËÅÉ. © À. Í. ×åðíîâ. Èíñòè-
òóò ôèçèîëîãèè ÍÀÍ Áåëîðóññèè, Ìèíñê, al.cher-
nov@mail.ru.

Â ñòðóêòóðå äåòñêèõ îíêîçàáîëåâàíèé äîìèíèðóþ-
ùåå ïîëîæåíèå çàíèìàþò ìåäóëëîáëàñòîìû (40 %) —
çëîêà÷åñòâåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ ìîçæå÷êà è(èëè) çàä-
íåé ÷åðåïíîé ÿìêè. Ñðåäíèé âîçðàñò ïàöèåíòîâ ñ äàííûì
òèïîì ïàòîëîãèè — 6.9 ãîäà (Òàëàáàåâ, Êîíîïëÿ, 2009).
Îáùàÿ âûæèâàåìîñòü, ñòðàäàþùèõ ýòèì íåäóãîì ñîñòàâ-
ëÿåò 32 % (Ziegler et al., 2006). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
îñíîâíûìè ìåòîäàìè ëå÷åíèÿ èíòðàêðàíèàëüíûõ îïóõî-
ëåé ìîçãà îñòàþòñÿ õèðóðãè÷åñêàÿ ðåçåêöèÿ, ëó÷åâàÿ è
õèìèîòåðàïèÿ. Èõ ýôôåêòèâíîñòü â îòíîøåíèè ìåäóëëîá-
ëàñòîì íåâûñîêà, ïîýòîìó äëÿ èõ ëå÷åíèÿ ïåðñïåêòèâíî
ðàñêðûòèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ êàíöåðîãåíåçà, òàê
æå êàê è ïîèñê àíòèíåîïëàñòè÷åñêèõ àãåíòîâ. Â êà÷åñòâå
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òàêîâûõ ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ ðîñòîâûå ôàêòîðû, â
÷àñòíîñòè ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ (ÔÐÍ) è èíòåðëåéêèí-6
(ÈË-6). Ïîèñê íîâûõ àãåíòîâ ñ ó÷åòîì ýòè÷åñêèõ íîðì
ìîæåò ïðîâîäèòüñÿ ëèøü â óñëîâèÿõ in vitro. Ýòèì òðåáî-
âàíèÿì îòâå÷àþò ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé íà ïåðâè÷íûõ
êóëüòóðàõ ìåäóëëîáëàñòîì. Öåëü ðàáîòû — èçó÷èòü äåé-
ñòâèå ÔÐÍ è óðîâíè ÈË-6 íà ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ìå-
äóëëîáëàñòîìû ÷åëîâåêà.

Êóñî÷êè áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà ïîäâåðãàëè ìåõà-
íè÷åñêîé è ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå òðèïñèíîì è ïåðå-
íîñèëè â ÷àøêè Ïåòðè ñ ïîëíîöåííîé ñðåäîé, ñîäåðæà-
ùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Ñïóñòÿ
2 ñóò â êóëüòóðó äîáàâëÿëè 7S-ôîðìó ðåêîìáèíàíòíîãî
ÔÐÍ (100 íã/ìë). Íà ñëåäóþùèå ñóòêè îöåíèâàëè æèçíå-
ñïîñîáíîñòü êëåòîê ìåäóëëîáëàñòîìû ïî ðåçóëüòàòàì
öèôðîâîé ôîòîñúåìêè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì AnalySIS ge-
tIT è Image J. Óðîâíè ÈË-6 îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
÷åëîâå÷åñêîãî íàáîðà ÈË-6 äëÿ èììóíîôåðìåíòíîãî àíà-
ëèçà.

Âíåñåíèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó 7S-ôîðìû ÔÐÍ äî-
ñòîâåðíî (P < 0.05) óâåëè÷èâàëî ãèáåëü êëåòîê äî
45.7 ± 7.9 % ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ 26.4 ± 2.8 %
(n = 7). Èõ îòìèðàíèå ïðîèñõîäèëî ïî àïîïòîòè÷åñêîìó
òèïó, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò óìåíüøåíèå êëåòî÷íûõ ðàç-
ìåðîâ ñ 6.3 ± 0.5 ìêì â êîíòðîëå äî 2.9 ± 0.4 ìêì
(P < 0.0001) ïîä äåéñòâèåì ÔÐÍ, íàëè÷èåì íà öèôðîâûõ
ôîòîãðàôèÿõ àïîïòîòè÷åñêèõ òåë è ôðàãìåíòîâ êëåòîê.
Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû (Li et al., 2010), ê ïðîãðàì-
ìèðîâàííîé ñìåðòè êëåòîê ìåäóëëîáëàñòîìû ïðèâîäèò
àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíûõ ïóòåé JNK è Delta/Notch.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, óðîâíè áåëêà ÈË-6 â îáðàçöàõ êîí-
äèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè ìåäóëëîáëàñòîìû ñðåäû ñòà-
òèñòè÷åñêè çíà÷èìî (P < 0.05) óìåíüøàëèñü ñ 481.7 ±
� 63.6 ïã/ìë â êîíòðîëå äî 86.5 ± 2.3 ïã/ìë ïîä äåéñòâè-
åì ÔÐÍ. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ÈË-6 â êóëüòóðå ìåäóëëîáëàñòîìû ìîæåò âûñòóïàòü êàê
ìèòîãåííûé ôàêòîð, èíãèáèðóþùèé àïîïòîç. Èç ëèòåðà-
òóðû èçâåñòíî (Liu et al., 2010), ÷òî ÈË-6 àêòèâèðóåò ñèã-
íàëüíûå ïóòè JAK/STAT è b-êàäãåðèí /Wnt, ïîñëåäíèé èç
êîòîðûõ ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ îíêîãåíà
c-myc.

Òàêèì îáðàçîì, îäíèì èç ïóòåé ðåàëèçàöèè èíãè-
áèðóþùåãî âëèÿíèÿ ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ íà ðîñò êëå-
òîê íåéðîýïèòåëèàëüíûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà in vitro ìî-
æåò áûòü ÈË-6, ðåäóêöèÿ óðîâíÿ êîòîðîãî â êóëüòó-
ðå àññîöèèðóåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ãèáåëè îïóõîëåâûõ
êëåòîê.
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ÂËÈßÍÈÅ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀÍÈ ÍÀ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÞ ËÈÌÔÎ-
ÁËÀÑÒÎÈÄÍÎÉ ËÈÍÈÈ NAMALVA. © Î. À. Øàøêî-
âà, Ì. Ï. Ñàìîéëîâè÷, À. À. Ïèíåâè÷, Í. Ë. Âàðòàíÿí,
Ë. Í. Êèñåëåâà, Â. Á. Êëèìîâè÷. ÔÃÓ ÐÍÖ ðàäèîëîãèè è
õèðóðãè÷åñêèõ òåõíîëîãèé, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ñïîñîáíû óã-
íåòàòü èëè ñòèìóëèðîâàòü ðàçìíîæåíèå òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ãèñòîãåíåçà ïîñëåäíèõ, óðîâ-
íÿ èõ äèôôåðåíöèðîâêè è(èëè) óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Çàäà÷à ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ÌÑÊ æè-
ðîâîé òêàíè íà ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòîê
ëèíèè Namalva ïðè ðàçíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

ÌÑÊ âûäåëÿëè èç ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè, ïîëó-
÷åííîé îò ïàöèåíòîâ â õîäå âûïîëíåíèÿ ïëàíîâûõ õèðóð-
ãè÷åñêèõ îïåðàöèé. Òêàíü èçìåëü÷àëè è ïåðåâàðèâàëè
êîëëàãåíàçîé. Ïîëó÷åííóþ âçâåñü êëåòîê çàñåâàëè â êóëü-
òóðàëüíûå ôëàêîíû, ÷åðåç 1 ñóò óäàëÿëè ôðàêöèþ êëåòîê,
íå ïðèëèïàþùèõ ê ïëàñòèêó. Ëèìôîáëàñòîèäíàÿ ëèíèÿ
Namalva áûëà ïîëó÷åíà èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè òîãî è
äðóãîãî òèïîâ êóëüòèâèðîâàëè â àòìîñôåðå ñ 5 % ÑÎ2 è 5
èëè 20 % Î2 (ãèïîêñèÿ èëè íîðìîêñèÿ ñîîòâåòñòâåííî).
Èñïîëüçîâàëè ñðåäó DMEM/F12 ñ 5 % ñûâîðîòêè ýìáðèî-
íîâ êîðîâ. Äåôèöèò ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ñîçäàâàëè çà ñ÷åò
óìåíüøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ñûâîðîòêè äî 2.5 % èëè èñïîëü-
çîâàíèÿ ñåðèé ñûâîðîòêè ñî ñíèæåííîé ðîñòîñòèìóëèðó-
þùåé àêòèâíîñòüþ.

Äåéñòâèå ÌÑÊ íà êëåòêè Namalva èññëåäîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà êîíòàêòíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ. ÌÑÊ
ðàññåâàëè ïî 5 òûñ. êëåòîê íà 1 ñì2, ÷åðåç 1 ñóò âíîñèëè
êëåòêè Namalva â êîíöåíòðàöèè îò 5 äî 50 òûñ. êëåòîê â
1 ìë. Êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ñóò, ïîñëå ÷åãî êëåòêè
Namalva îòäåëÿëè îò ÌÑÊ è ïîäñ÷èòûâàëè íà êîíäóêòî-
ìåòðè÷åñêîì ñ÷åò÷èêå. Èññëåäîâàëè òàêæå âëèÿíèå íà
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê Namalva ðîñòîâîé ñðåäû, êîíäèöè-
îíèðîâàííîé ÌÑÊ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè Namalva,
êóëüòèâèðóåìûå áåç ÌÑÊ èëè êîíäèöèîíèðîâàííîé èìè
ñðåäû. Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè óñòàíîâëåíî,
÷òî âûäåëåííûå îò ïàöèåíòîâ êëåòêè ïî ôåíîòèïó ñîîò-
âåòñòâóþò ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè.

Ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå òåñ-
íûõ êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè Namalva è ÌÑÊ. ×èñëåí-
íîñòü ïîïóëÿöèè êëåòîê Namalva óâåëè÷èâàëàñü ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì â 1.5—2.5 ðàçà. Óñèëåíèå ïðîëèôåðà-
öèè â ïðèñóòñòâèè ÌÑÊ áûëî íàèáîëåå âûðàæåíî ïðè
íèçêèõ ïîñåâíûõ äîçàõ ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòîê. Ñðå-
äà, êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ÌÑÊ, ÷àñòè÷íî âîñïðîèçâîäèëà
ýòîò ýôôåêò ïðè âûñîêîé ïëîòíîñòè ïîñåâà êëåòîê Namal-
va. Ïðè äåôèöèòå ñûâîðîòî÷íûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ñî-
êóëüòèâèðîâàíèå ñ ÌÑÊ îáåñïå÷èâàëî âûæèâàíèå êëåòîê
Namalva, à òàêæå ñïîñîáñòâîâàëî èõ ïðîëèôåðàöèè. Êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ïðè ýòîì óâå-
ëè÷èâàëîñü â 2—20 ðàç â çàâèñèìîñòè îò ïîñåâíîé äîçû
ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòîê.

Êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè íå âëèÿëî íà
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê Namalva è ñòèìóëèðîâàëî èõ
ïðîëèôåðàöèþ. Êîëè÷åñòâî êëåòîê âîçðàñòàëî â
1.5—3.5 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ óñëîâèÿìè íîðìîêñèè êàê
ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÑÊ, òàê è â êîíòðîëå.

Òàêèì îáðàçîì, ÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè îáåñïå÷èâàþò
âûæèâàíèå è ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
B-ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòîê ëèíèè Namalva â óñëîâèÿõ
äåôèöèòà ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 753



ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÌÅÒÎÄÀ ÏÎËÓ×ÅÍÈß ÆÅÍÑÊÈÕ ÃÀ-
ÌÅÒ ÈÇ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ
×ÅËÎÂÅÊÀ. © Þ. È. Øåèíà, À. Â. Åðåìååâ, À. Ì. Ïîë-
ñòÿíîé, À. Â. Ñâåòëàêîâ. «ÎÎÎ Êðàñíîÿðñêèé öåíòð ðå-
ïðîäóêòèâíîé ìåäèöèíû».

Ñèíäðîì ðàííåãî èñòîùåíèÿ ÿè÷íèêà ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç íåèçëå÷èìûõ ôîðì æåíñêîãî áåñïëîäèÿ, êîòîðîå íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü ïðåîäîëåâàåòñÿ òîëüêî ïðè èñïîëüçîâà-
íèè äîíîðñêèõ ÿéöåêëåòîê. Òåì íå ìåíåå íåäàâíèå èññëå-
äîâàíèÿ â îáëàñòè êëåòî÷íîé áèîëîãèè ïî ïîëó÷åíèþ ïî-
ëîâûõ êëåòîê èç ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê äàþò
øàíñ â áóäóùåì òàêèì æåíùèíàì çàáåðåìåíåòü ñ ïî-
ìîùüþ ñâîèõ, ïîëó÷åííûõ de novo ÿéöåêëåòîê. Äëÿ
ðàçðàáîòêè ìåòîäà ïîëó÷åíèÿ æåíñêèõ ïîëîâûõ êëåòîê,
ïðèãîäíûõ äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íîé
òåðàïèè, íåîáõîäèì ïîäáîð óñëîâèé äëÿ èõ äèôôåðåíöè-
ðîâêè, èñêëþ÷àþùèé ñîäåðæàíèå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå
èììóíîãåííûõ àãåíòîâ, òàêèõ êàê ýìáðèîíàëüíàÿ áû÷üÿ
ñûâîðîòêè è ïèòàòåëüíûé ñëîé èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ìûøè. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ äàííîé ðàáîòû
áûëà ðàçðàáîòêà ìåòîäà ïîëó÷åíèÿ æåíñêèõ ãàìåò èç ýìá-
ðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà â óñëîâèÿõ îòñóò-
ñòâèÿ êîìïîíåíòîâ æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðàáîòû áûëà âçÿòà ëèíèÿ ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ESM-01. Íàðàùèâà-
íèå áèîìàññû êëåòîê äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ â
ýêñïåðèìåíòå ïðîèçâîäèëè â ñðåäå M-TesR1 íà êîììåð÷å-
ñêîé ïîäëîæêå Matrigel (Stem cells technology). Ïåðâûå
7 ñóò ýêñïåðèìåíòà ÝÑÊ ÷åëîâåêà êóëüòèâèðîâàëè â ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé â ñâîåì ñîñòàâå ìîðôîãåííûé áåëîê 4
(BMP4). Íà 8-å ñóò êóëüòóðû ïåðåâîäèëè íà ñðåäó, ñîäåð-
æàùóþ ðåòèíîåâóþ êèñëîòó. Íà 14-å ñóò ê ïðåäûäóùåìó
ñîñòàâó ñðåäû äîáàâëÿëè ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùèé è
ëþòåèíèçèðóþùèé ãîðìîíû. Êàæäûå 3 ñóò â õîäå ýêñïå-
ðèìåíòà ïðîèçâîäèë çàáîð êëåòîê äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ÎÒ-ÏÖÐ íà ãåíû-ìàðêåðû ãàìåòîãåíåçà oct4, blimp1,
dppa3, ifitm3, stra8 è zp3. Êðîìå òîãî, ïåðåä ïåðåâîäîì êó-
ëüòóðû íà ñðåäó ñ íîâûì ôàêòîðîì äèôôåðåíöèðîâêè
÷àñòü êîëîíèé ôèêñèðîâàëè äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêîãî àíàëèçà íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ oct4 è zp3.

Â õîäå ðàáîòû áûëî âûÿâëåíî, ÷òî íà ðàííèõ ýòàïàõ
äèôôåðåíöèðîâêè íàáëþäàëàñü âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ãåíà
blimp1. Óðîâåíü åãî ýêñïðåññèè ñíèæàëñÿ è ïîëíîñòüþ
èñ÷åçàë ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê êóëüòóðå êëåòîê ãîðìîíîâ.
Òàêàÿ æå êàðòèíà ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè íàáëþäàëàñü è ñ
oct4. Ãåí dppa3 íà÷èíàë àêòèâíî ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â
õîäå èíêóáàöèè êëåòîê ñ ðåòèíîåâîé êèñëîòîé è â ïðèñóò-
ñòâèè ãîðìîíîâ. Âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà Ifitm3
íàáëþäàëñÿ íà âñåõ ýòàïàõ äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðè äîáàâ-
ëåíèè â êóëüòóðó ãîðìîíîâ ïîÿâëÿëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíà
stra8. Êðîìå òîãî, â ïðèñóòñòâèè ðåòèíîåâîé êèñëîòû è
äàëåå ïðè äîáàâëåíèè â êóëüòóðó ëþòåèíèçèðóþùåãî è
ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùåãî ãîðìîíîâ íàáëþäàëàñü ñëà-
áàÿ ýñêïðåññèÿ ãåíà zp3. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî ïðèñóò-
ñòâèþ ýêñïðåññèè ãåíà zp3 â êóëüòóðå êëåòîê ïîäòâåðæäà-
þòñÿ è èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì, ïðè êîòîðîì
áûëî âûÿâëåíî ïðèñóòñòâèå áåëêà ZP3 â êóëüòóðå êëåòîê,
èíêóáèðîâàâøèõñÿ ñ ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùèì è ëþòå-
èíèçèðóþùèì ãîðìîíàìè.

Ïî ðåçóëüòàòàì äàííîé ðàáîòû ìîæíî ñäåëàòü âûâîä
î òîì, ÷òî ïîýòàïíîå äîáàâëåíèå â êóëüòóðó ôàêòîðîâ ãà-
ìåòîãåíåçà ñïîñîáñòâóåò ïðîõîæäåíèþ êëåòêàìè âñåõ
ñòàäèé îáðàçîâàíèÿ ïîëîâûõ êëåòîê äî îáðàçîâàíèÿ îîöè-
òîïîäîáíûõ ñòðóêòóð, íåñóùèõ â ñâîåì ñîñòàâå áåëîê

zona pellucida. Êðîìå òîãî, ðåçóëüòàòû àíàëèçà ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ-ìàðêåðîâ ãàìåòîãåíåçà ïîêàçûâàþò, ÷òî ïîëó-
÷åííàÿ êóëüòóðà êëåòîê ÿâëÿåòñÿ íåîäíîðîäíîé è íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè îäíîâðåìåííî â êóëü-
òóðå ïðèñóòñòâóþò êàê êëåòêè ðàííåãî ãàìåòîãåíåçà, òàê è
óæå ñîçðåâàþùèå îîöèòû, ÷òî ãîâîðèò î íåîáõîäèìîñòè
äîðàáîòêè ìåòîäà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÄÎÊËÈÍÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß
ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÃÅÍÍÎ-ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÒÅÐÀÏÈÈ
ÈØÅÌÈÈ ÌÈÎÊÀÐÄÀ. © Å. À. Øóìàí, À. Â. Êîðîòêîâ,
Î. Ã. Ìàêååâ. ÃÓÇ ÑÎ Èíñòèòóò ìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ
òåõíîëîãèé è ÃÎÓ ÂÏÎ Óðàëüñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ìå-
äèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ, Åêàòåðèí-
áóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâíîãî ïîä-
õîäà ê ëå÷åíèþ ïàöèåíòîâ ñ ñîñóäèñòîé íåäîñòàòî÷íî-
ñòüþ ìèîêàðäà ÿâëÿåòñÿ ïóòü, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ãåíå-
òè÷åñêóþ ìîäèôèêàöèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñ öåëüþ ïîâû-
øåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè èõ ïðèìåíåíèÿ çà ñ÷åò ñî÷åòàíèÿ
ãåííîé è êëåòî÷íîé òåðàïèè.

Â íàøåì èññëåäîâàíèè äëÿ ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêà-
öèè ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê êðîëèêà áûë èñïîëüçîâàí
ïëàçìèäíûé âåêòîð, íåñóùèé ÄÍÊ ãåíà ôàêòîðà ðîñòà ýí-
äîòåëèîöèòîâ, ïîñëåäíèé îáðàçóåòñÿ â êëåòêàõ ïîñëå èõ
òðàíñôåêöèè è îáóñëîâëèâàåò íîâîîáðàçîâàíèå êàïèëëÿ-
ðîâ

Ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè âûäåëÿëè èç æèðîâîé òêàíè
êðîëèêà ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäèêè, ðàçðàáîòàííîé
N. S. Hwang. Ïîëó÷åííûå êëåòêè òðàíñôèöèðîâàëè ïëàç-
ìèäîé ñ ÄÍÊ ãåíà ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèîöèòîâ (VEGF)
èëè ïëàçìèäîé ãåíà çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà
(EGFP).

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êðîëèêàõ ïîðîäû øèí-
øèëëà (ìàññîé 2.8—3.2 êã). Íåïîëíàÿ îêêëþçèÿ (80 %)
ëåâîé ïåðåäíåé íèñõîäÿùåé àðòåðèè äîñòèãàëàñü ïóòåì
ïåðåâÿçêè íà ìàäðåíå. Â õîäå âìåøàòåëüñòâà â çîíó èøå-
ìèè ìèîêàðäà ââîäèëè òðàíôèöèðîâàííûå VEGF èëè
EGFP ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè (1.0�106 êë./ñì2). Ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ãðóïïå æèâîòíûõ (n = 5) ââîäèëè ïðîãåíè-
òîðíûå êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå ïëàçìèäîé, ýêñïðåñ-
ñèðóþùåé VEGF, êîíòðîëüíîé ãðóïïå (n = 5) — êëåòêè c
EGFP.

Ïîêàçàòåëè àíãèîãåíåçà îöåíèâàëè ñïóñòÿ 30 ñóò ïî-
ñëå âìåøàòåëüñòâà ìåòîäàìè ìèêðîñêîïèè è ìèêðîìåò-
ðèè. Â îáðàçöàõ òêàíè îïðåäåëÿëè ÷èñëî êàïèëëÿðîâ è
ñðåäíèé äèàìåòð êàïèëëÿðà. Âåëè÷èíó ïàðöèàëüíîãî äàâ-
ëåíèÿ êèñëîðîäà (pO2) â ìèîêàðäå îïðåäåëÿëè ìåòîäîì
ïîëÿðîãðàôèè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ñïóñòÿ 30 ñóò ïîñëå ðàçâèòèÿ íåïîëíîé îêêëþçèè àðòåðèè
â îïûòíîé ãðóïïå æèâîòíûõ ïëîòíîñòü êàïèëëÿðíîé ñåòè
â çîíå èøåìèè áûëà âûøå, ÷åì â îáëàñòÿõ ìèîêàðäà ñ
ïåðôóçèåé. Â ïîâðåæäåííîé îáëàñòè îòìå÷àëàñü òåíäåí-
öèÿ ê îáðàçîâàíèþ ðàçâåòâëåííûõ àíàñòîìîçîâ. Îäíîâðå-
ìåííî â êîíòðîëüíîé ãðóïïå ïëîòíîñòü ñîñóäèñòîãî ðóñëà
áûëà ìåíåå âûðàæåíà, ÷åì â ñîñåäíèõ, íå çàòðîíóòûõ
èøåìèåé ó÷àñòêàõ ìèîêàðäà.

Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî õîòÿ ñðåäíèé
äèàìåòð êàïèëëÿðîâ â îïûòíîé è êîíòðîëüíîé ãðóïïàõ
ñóùåñòâåííî íå ðàçëè÷àëñÿ (ðàçíèöà êîíòðîëü/îïûò ñî-
ñòàâèëà 7.2 %, P > 0.1), îáùåå ÷èñëî ôóíêöèîíèðóþùèõ
êàïèëëÿðîâ â îïûòíîé ãðóïïå ñóùåñòâåííî ïðåâûøàë

754 Øêîëà-êîíôåðåíöèÿ äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ



àíàëîãè÷íûé ïàðàìåòð ãðóïïû êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ
(íà 224.2 %, P < 0.05). Ñðåäíÿÿ ïëîòíîñòü êàïèëëÿðíîé
ñåòè, ñóììàðíàÿ ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè è ïàðöèàëüíîå
äàâëåíèå êèñëîðîäà â îïûòå îêàçàëèñü òàêæå âûøå àíàëî-
ãè÷íûõ ïîêàçàòåëåé, çàðåãèñòðèðîâàííûõ â êîíòðîëå, íà
350.1 % (P < 0.01), 245.4 % (P < 0.01) è 282 % (P < 0.01)
ñîîòâåòñòâåííî.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò
ïåðñïåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê,
ñâåðõýêñïðåññèðóþùèõ VEGF, äëÿ ñòèìóëÿöèè àíãèîãå-
íåçà â îáëàñòè èøåìèè.

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÁÈÎÏÎËÈÌÅÐÍÛÕ ÌÀÒÐÈÊÑÍÛÕ
ÈÌÏËÀÍÒÀÒÎÂ ÄËß ÒÅÐÀÏÈÈ ÒÐÀÂÌ ÖÅÍÒÐÀËÜ-
ÍÎÉ ÍÅÐÂÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ. © À. Â. Ùåáëûêèíà,1, 3

È. Â. Äþéçåí,1 À. À. Àñòàõîâà,1 Å. Â. Äåìèäåíêî,1 Þ. Ñ. Õî-
òèì÷åíêî,1, 2 Â. Â. Êóìåéêî.1—3 1 Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ
èì. À. Â. Æèðìóíñêîãî ÄÂÎ ÐÀÍ, 2 Äàëüíåâîñòî÷íûé ôå-
äåðàëüíûé óíèâåðñèòåò è 3 Îáùåñòâî ñ îãðàíè÷åííîé îò-
âåòñòâåííîñòüþ «Áèîïëàíòåêñ-Âîñòîê», Âëàäèâîñòîê.

Â íàñòîÿùèé ìîìåíò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî èññëå-
äîâàíèé íàïðàâëåíî íà ðàçðàáîòêó ãèäðîãåëåé, èìèòèðó-
þùèõ âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, êàê îñíîâû áèîïîëèìåð-
íî-êëåòî÷íûõ èìïëàíòàòîâ äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ çà-
áîëåâàíèé è òðàâì íåðâíîé ñèñòåìû. Ìû ïðåäëàãàåì
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå îñíîâíîãî âåùåñòâà ãèäðîãåëåé
îðèãèíàëüíûé ïîëèñàõàðèäíûé êîìïëåêñ (ÌÏÊ).

Ðàçðàáîòàíà ñõåìà ïîëó÷åíèÿ îäíîêîìïîíåíòíîãî óã-
ëåâîäíîãî ãèäðîãåëÿ (ñîñòîÿùåãî òîëüêî èç ÌÏÊ) è èñ-
ñëåäîâàíà âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ åãî â êà÷åñòâå èìï-
ëàíòàòà íà ìîäåëè îñòðîé òðàâìû ñïèííîãî ìîçãà êðûñ.
Èìïëàíòàöèÿ ãåëåé íà îñíîâå ÌÏÊ êðûñàì ñ òðàâìîé

ñïèííîãî ìîçãà îêàçûâàëà âûðàæåííûé àíòèíåéðîïà-
òè÷åñêèé ýôôåêò: â 100 % ñëó÷àåâ ó æèâîòíûõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ ãðóïï îòñóòñòâîâàëè ïðèçíàêè àóòîòîìèè,
õàðàêòåðíûå äëÿ æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû. Îäíàêî
âîññòàíîâëåíèÿ äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè â çàäíèõ êîíå÷-
íîñòÿõ íå íàáëþäàëè ó æèâîòíûõ îáåèõ ãðóïï.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì â ðàçðàáîòêå áèîïîëèìåðíîãî
ìàòðèêñà, ñïîñîáñòâóþùåãî ðåãåíåðàöèè ñïèííîãî ìîçãà,
ñòàëî ñîçäàíèå êîìïîçèòíîãî ãèäðîãåëÿ, â ñîñòàâ êîòîðî-
ãî âõîäÿò òðè êîìïîíåíòà — óãëåâîäíûé (ÌÏÊ), ôèáðèë-
ëÿðíûé (ìîäèôèöèðîâàííàÿ ôîðìà êîëëàãåíà I òèïà) è
íåéðîèíäóêòîðíûé.

Èìïëàíòàöèÿ êîìïîçèòíîãî ãèäðîãåëÿ ñïîñîáñòâîâà-
ëà âîññòàíîâëåíèþ äâèãàòåëüíûõ ôóíêöèé çàäíèõ êîíå÷-
íîñòåé êðûñ. ×åðåç 3 ìåñ ïîñëå îïåðàöèè çíà÷èòåëüíîå
êîëè÷åñòâî æèâîòíûõ îïûòíîé ãðóïïû ïðîÿâëÿëî ñïî-
ñîáíîñòü ê ñàìîñòîÿòåëüíîìó ïåðåäâèæåíèþ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ïîäîøâåííûõ ïîâåðõíîñòåé îáåèõ çàäíèõ ëàï è ñ
ïåðèîäè÷åñêîé êîîðäèíàöèåé èõ ñ ïåðåäíèìè. Ïðèáëèçè-
òåëüíî ó 20 % êðûñ îáå çàäíèå ëàïû èñïîëüçîâàëèñü äëÿ
õîäüáû, õîòÿ ïðè ýòîì âåñ íå óäåðæèâàëñÿ ïîäîøâåííû-
ìè ïîâåðõíîñòÿìè ëàï. Ó íåêîòîðûõ æèâîòíûõ îïûòíîé
ãðóïïû ïðèçíàêè âîññòàíîâëåíèÿ äâèãàòåëüíîé ôóíêöèè
áûëè îòìå÷åíû ëèøü äëÿ îäíîé èç çàäíèõ êîíå÷íîñòåé.
Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûé êîìïîçèòíûé ìàòåðèàë êðî-
ìå àíòèíåéðîïàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ïðîÿâëÿåò íåéðîðåïà-
ðàòèâíûå ýôôåêòû, ñïîñîáñòâóÿ âîññòàíîâëåíèþ äâèãà-
òåëüíûõ ôóíêöèé êðûñ ïîñëå îñòðîé òðàâìû ñïèííîãî
ìîçãà.

Ðàçðàáîòàííûé ìàòðèêñ íà îñíîâå êîìïîçèòíîãî áèî-
äåãðàäèðóåìîãî ãèäðîãåëÿ â íàñòîÿùèé ìîìåíò ïðîõîäèò
èñïûòàíèÿ äëÿ ñîçäàíèÿ òðåõìåðíûõ áèîïîëèìåðíî-êëå-
òî÷íûõ èìïëàíòàòîâ, ïåðñïåêòèâíûõ äëÿ ðåêîíñòðóêòèâ-
íîé òåðàïèè òðàâì íåðâíîé ñèñòåìû.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 755
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