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Õàðàêòåðèñòèêà ïåðâè÷íîé êóëüòóðû êëåòîê èç íåîíàòàëüíîé ùèòîâèäíîé æåëåçû ñâèíåé

Âïåðâûå ïðîâåäåíà êîìïëåêñíàÿ îöåíêà ïðîëèôåðàòèâíîé è ãîðìîíàëüíîé àêòèâíîñòè ïåðâè÷íîé
êóëüòóðû êëåòîê, ïîëó÷åííîé èç íåîíàòàëüíîé ùèòîâèäíîé æåëåçû ñâèíåé. Èçó÷åíû áàçàëüíàÿ è ñòèìó-
ëèðîâàííàÿ ñåêðåöèÿ òèðîêñèíà, à òàêæå ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè êóëüòóðû â çàâèñèìîñòè îò èñ-
õîäíîãî ñîñòîÿíèÿ ìàòåðèàëà, ïîìåùàåìîãî â óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, — â âèäå ëèáî îäèíî÷íûõ êëå-
òîê, ëèáî ôîëëèêóëÿðíûõ êîíãëîìåðàòîâ. Äëÿ ñòèìóëÿöèè ñåêðåöèè òèðîêñèíà â ñðåäó êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ââîäèëè òèðåîòðîïíûé ãîðìîí (ÒÒÃ). Â êóëüòóðå íàáëþäàëè ñïîíòàííûé è ñòèìóëèðîâàííûé ÒÒÃ
(õðîíè÷åñêè) ôîëëèêóëîãåíåç, à òàêæå ôîðìèðîâàíèå êóïîëîîáðàçíûõ ñòðóêòóð. Ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü
êëåòîê ýêñïðåññèðîâàòü b-III-òóáóëèí ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðà NGF.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ùèòîâèäíàÿ æåëåçà, ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà, ôîëëèêóë, òèðîöèò, òèðîêñèí, òèðå-
îòðîïíûé ãîðìîí ãèïîôèçà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÊ — ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà, ÒÒÃ — òèðåîòðîïíûé ãîðìîí, ÔÊÔ —
ôîëëèêóëÿðíî-êëåòî÷íàÿ ôðàêöèÿ, ÔÔ — ôîëëèêóëÿðíàÿ ôðàêöèÿ, ÙÆ — ùèòîâèäíàÿ æåëåçà, NGF —
ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ, PI — èîäèñòûé ïðîïèäèé.

Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû (ÏÊ) êëåòîê ýíäîêðèííûõ æå-
ëåç ÿâëÿþòñÿ îáùåïðèíÿòûì îáúåêòîì äëÿ èçó÷åíèÿ
îñíîâíûõ ïðîáëåì êëåòî÷íîé áèîëîãèè, â òîì ÷èñëå ðîñ-
òîâîé àêòèâíîñòè, îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà è îðãàíåëë,
îñîáåííîñòåé ðåãóëÿöèè ñèíòåçà è ñåêðåöèè ãîðìîíîâ.

ÏÊ êëåòîê ùèòîâèäíîé æåëåçû (ÙÆ) ïîëó÷àþò îò
÷åëîâåêà (Coclet et al., 1989; Toda et al., 1992) è ìíîãèõ
âèäîâ æèâîòíûõ (Kerkof et al., 1964; Remy et al., 1983;
Yap et al., 1995; Roger et al., 1997), â òîì ÷èñëå èç ýìáðèî-
íàëüíûõ æåëåç (Huber, Davies, 1990) è îïóõîëåé (Õîðó-
æåíêî, 2002; Lan et al., 2007; Fierabracci et al., 2008). Îä-
íàêî ïî÷òè íå âñòðå÷àåòñÿ ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ
ïðîëèôåðàòèâíîé è ãîðìîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê
íåîíàòàëüíîé ÙÆ ìëåêîïèòàþùèõ.

Èçâåñòíî, ÷òî ÙÆ âî âçðîñëîì ñîñòîÿíèè èìååò íèç-
êóþ ñêîðîñòü îáíîâëåíèÿ êëåòîê — ïðèáëèçèòåëüíî 5 äå-
ëåíèé â òå÷åíèå æèçíè (Coclet et al., 1989). Ïîñëå ðîæäå-
íèÿ ìàññà æåëåçû óâåëè÷èâàåòñÿ ïàðàëëåëüíî ñ ìàññîé
òåëà, à çàòåì îñòàåòñÿ ñòàáèëüíîé íà ïðîòÿæåíèè âñåé
âçðîñëîé æèçíè (Dumont et al., 1992). Òàêèì îáðàçîì,
íàäî ïîëàãàòü, ÷òî ïðîöåññ àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê ïðèñóù æåëåçå â ïåðèîä ðàííåãî ïîñòíàòàëüíîãî ðàç-
âèòèÿ.

Óâåëè÷åíèå êëåòî÷íîé ìàññû ÙÆ âîçìîæíî çà ñ÷åò
äåëåíèÿ êàê äèôôåðåíöèðîâàííûõ òèðîöèòîâ (Ramelli
et al., 1982; Coclet et al., 1989), òàê è ñòâîëîâûõ (ïðîãåíè-
òîðíûõ) êëåòîê, ëîêàëèçîâàííûõ â îðãàíå (Hoshi et al.,

2007; Fierabracci, 2012) èëè ïîñòóïàþùèõ èç êîñòíîãî
ìîçãà (Mikhailov et al., 2012).

ÏÊ êëåòîê ÙÆ, ïîëó÷åííàÿ ïóòåì òðèïñèíèçàöèè,
ïðè ïîääåðæàíèè â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìîíîñëîé. Îäíàêî ôóíêöèîíàëüíîé
åäèíèöåé ÙÆ ÿâëÿåòñÿ òðåõìåðíî-îðãàíèçîâàííûé ôîë-
ëèêóë. Âàæíîñòü ïîääåðæàíèÿ in vitro ôîëëèêóëÿðíîé îð-
ãàíèçàöèè, ïðè êîòîðîé ñîõðàíÿåòñÿ àïèêàëüíî-áàçàëüíàÿ
ïîëÿðíîñòü òèðåîèäíîãî ýïèòåëèÿ, ïîä÷åðêèâàëè ðàçíûå
àâòîðû (Kogai et al., 2000; Õîðóæåíêî, 2002; Bernier-Va-
lentin et al., 2006), îäíàêî äðóãèå íå îáíàðóæèâàëè íåîá-
õîäèìîñòè ñîõðàíåíèÿ ôîëëèêóëÿðíîé ñòðóêòóðû êóëü-
òèâèðóåìîãî ìàòåðèàëà (Roger et al., 1997).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷åíèå ïðîëèôåðàòèâ-
íîé è ãîðìîíàëüíîé àêòèâíîñòè ÏÊ êëåòîê ÙÆ íîâî-
ðîæäåííûõ ïîðîñÿò â çàâèñèìîñòè îò èñõîäíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ ïîìåùàåìîãî â óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàòåðèà-
ëà — â âèäå îäèíî÷íûõ êëåòîê, èëè ôîëëèêóëÿðíûõ
êîíãëîìåðàòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ä ë ÿ â û ä å ë å í è ÿ ê ë å ò î ê èñïîëüçîâàëè ÙÆ ïî-
ðîñÿò 1—2-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà. ÙÆ âûäåëÿëè â ñòåðèëü-
íûõ óñëîâèÿõ è ïîìåùàëè â îõëàæäåííûé ðàñòâîð ïèòà-
òåëüíîé ñðåäû DMEM/Ham’s F12, ñîäåðæàùåé 100 Åä/ìë
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ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà. Æåëåçû
èçìåëü÷àëè íà ôðàãìåíòû ïëîùàäüþ 2—3 ìì2 è òðèæäû
îòìûâàëè òåì æå ðàñòâîðîì. Ôðàãìåíòû ïîäâåðãàëè
3-ýòàïíîé ôåðìåíòàòèâíîé äåçàãðåãàöèè â ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì 1 ìêã/ìë êîëëàãåíàçû òèïà I À è 0.1 ìêã/ìë
äåçîêñèðèáîíóêëåàçû ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå êàæäîãî ýòàïà
ôåðìåíòàöèè ñìåñü ñîáèðàëè â ïðîáèðêè ñ ýìáðèîíàëü-
íîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêîé è ïîìåùàëè íà ëåä. Íà ïîñëåä-
íåì ýòàïå ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè òêàíü îñòîðîæíî
ïèïåòèðîâàëè, ïîëó÷åííûå êëåòêè îòìûâàëè 3 ðàçà ñ ïî-
ìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â îõëàæäåííîé ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé 0.2 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà. Ïîëó-
÷åííóþ ñóñïåíçèþ ôðàêöèîíèðîâàëè ïóòåì ïîñëåäîâà-
òåëüíîé ôèëüòðàöèè ÷åðåç ôèëüòðû (Consalt T. S.,
Èòàëèÿ) ñ äèàìåòðàìè ïîð 120 è 30 ìêì. Òàêèì îáðàçîì
ïîëó÷àëè ôîëëèêóëÿðíóþ ôðàêöèþ (ÔÔ), ñîäåðæàùóþ
òîëüêî ôîëëèêóëû è èõ êîíãëîìåðàòû, è ôîëëèêóëÿð-
íî-êëåòî÷íóþ ôðàêöèþ (ÔÊÔ), ñîäåðæàùóþ îäèíî÷íûå
êëåòêè è ìèêðîôîëëèêóëû.

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. ÔÔ c ïëîòíîñòüþ (0.3—1)�105

ôîëëèêóëîâ íà 1 ñì2 è ÔÊÔ c ïëîòíîñòüþ (0.5—1)�106

ôîëëèêóëîâ è êëåòîê íà 1 ñì2 êóëüòèâèðîâàëè â ïëàíøå-
òàõ 24V (PAA, Àâñòðèÿ) è êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ
(PAA, Àâñòðèÿ) íà ñðåäå DMEM/Ham’s F12, îáîãàùåííîé
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè è ñîäåðæàùåé 100 Åä/ìë
ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà è 5 ìêã/ìë àì-
ôîòåðèöèíà Â, ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 â òå÷åíèå
16 ñóò. Çàìåíó ñðåäû îñóùåñòâëÿëè êàæäûå 3 ñóò. Æèçíå-
ñïîñîáíîñòü êëåòîê ïîñëå ïîëó÷åíèÿ îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ îêðàøèâàíèÿ òðèïàíîâûì ñèíèì.

Â ÷àñòè ýêñïåðèìåíòîâ ÏÊ êëåòîê ÙÆ õðîíè÷åñêè
ñòèìóëèðîâàëè òèðåîòðîïíûì ãîðìîíîì (ÒÒÃ), âíîñÿ
â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó òèðåîòðîïèí â êîíöåíòðàöèè
10 ìÅä/ìë â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ íà÷è-
íàÿ ñ 1-õ ñóò. Àêòèâíîñòü ðîñòà êëåòîê îöåíèâàëè ïóòåì
èõ ïîäñ÷åòà â êàìåðå Ãîðÿåâà íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Äëÿ ýòîãî êëåòêè äåçàãðåãèðîâàëè ïóòåì èíêó-
áàöèè â 0.25%-íîì ðàñòâîðå òðèïñèíà, ñìåøàííîì ñ ðàñ-
òâîðîì Âåðñåíà (PAA, Àâñòðèÿ) â ñîîòíîøåíèè 1 : 1, ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 3 ìèí ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâëåíèåì ïèòà-
òåëüíîé ñðåäû DMEM/Ham’s F12, ñîäåðæàùåé 5 % ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ïèïåòèðîâà-
íèåì äî îòêðåïëåíèÿ ìîíîñëîÿ è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
1000 îá/ìèí.

ßäðà êëåòîê îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòå-
ëÿìè Hoechst 33342 è èîäèñòûì ïðîïèäèåì (PI): ïîñëå
óäàëåíèÿ ïèòàòåëüíîé ñðåäû êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ðàñ-
òâîðàõ, ñîäåðæàùèõ 5 ìêã/ìë Hoechst 33342 (â òå÷åíèå
90 ìèí), èëè 1 ìêã/ìë PI (â òå÷åíèå 20 ìèí). Ïåðåä ìèê-
ðîñêîïèðîâàíèåì êëåòîê êðàñèòåëè îòìûâàëè ñðåäîé
DMEM/Ham’s F12. Èñïîëüçîâàëè äëèíû âîëí âîçáóæäå-
íèÿ è ýìèññèè 350 è 455 íì ñîîòâåòñòâåííî.

Çîíû ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê âèçóàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ CFSE,
äîáàâëÿåìîãî â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ â êîíöåíòðàöèè
5 ìêã/ìë. Îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè
37 °Ñ è ïðè ïîñòîÿííîì âñòðÿõèâàíèè, óäàëÿëè êðàñè-
òåëü, ïîñëå ÷åãî ñðåäó çàìåíÿëè íà êóëüòóðàëüíóþ. Ôëóî-
ðåñöåíòíóþ ìèêðîñêîïèþ êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
6 ñóò, èñïîëüçóÿ äëèíû âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè 492
è 518 íì ñîîòâåòñòâåííî. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AxioVision
Rel.4,7 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Ñîäåðæàíèå òèðîêñèíà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÏÊ êëåòîê ÙÆ îïðåäåëÿëè ðàäèîèììóíîëîãè÷åñêèì ìå-

òîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíîãî òåñò-íàáîðà
RIAT4Kit (Immunotech, Ôðàíöèÿ). Ïðîáû äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ òèðîêñèíà îòáèðàëè íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå ïîë-
íîé çàìåíû ñðåäû â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êîíöåíò-
ðàöèþ ãîðìîíà ïåðåñ÷èòûâàëè íà êîíöåíòðàöèþ êëåòîê â
èññëåäóåìûõ êóëüòóðàõ. Ýêñïðåññèþ b-III-òóáóëèíà â ÏÊ
êëåòîê ÙÆ îïðåäåëÿëè ÷åðåç 16 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â
ïðèñóòñòâèè 10 íã/ìë ôàêòîðà NGF (Sigma, ÑØÀ). Ïîñëå
ôèêñàöèè â 4%-íîì ïàðàôîðìàëüäåãèäå (Sigma, ÑØÀ) â
òå÷åíèå 15 ìèí êëåòêè îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì ñàïîíè-
íîì (Calbiochem, ÑØÀ) è èíêóáèðîâàëè â 5%-íîé íîðìà-
ëüíîé ñûâîðîòêå êîçëà (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 1 ÷. Ìå-
÷åíèå ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ê b-III-òóáóëèíó (mouse
monoclonal, êëîí TU-20, ðàçâåäåíèå 1 : 500; Abcam, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ) ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëå-
âûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì è èíêóáèðîâàëè ñ âòîðûìè
FITC-êîíüþãèðîâàííûìè àíòèòåëàìè (goat anti-mouse,
ðàçâåäåíèå 1 : 1000; Abcam) â òå÷åíèå 30 ìèí.

Äëÿ ôàçîâî-êîíòðàñòíîé è ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðî-
ñêîïèè èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíûé ëàçåðíûé ìèêðîñêîï
Carl Zeiss Axio Observer Z1 (Ãåðìàíèÿ), äëÿ îáðàáîòêè
èçîáðàæåíèÿ — ïðîãðàììó AxioVision Rel.4,7 è LSM
Image Examiner (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïèòàòåëüíûå ñðåäû ïðîèçâîä-
ñòâà PAA (Àâñòðèÿ) è Sigma (ÑØÀ), àíòèáèîòèêè, ôåð-
ìåíòû, ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó, áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé
àëüáóìèí, ÒÒÃ, ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè — ôèðìû
Sigma (ÑØÀ).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà äëÿ çíà÷åíèé ñ
íîðìàëüíûì ðàñïðåäåëåíèåì è êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèò-
íè — äëÿ íåáîëüøèõ âûáîðîê áåç ó÷åòà ðàñïðåäåëåíèÿ
çíà÷åíèé. Ýêñïåðèìåíòû ïîâòîðÿëè òðèæäû, îïûòíûå âà-
ðèàíòû äóáëèðîâàëè â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå (n = 9).

Ðåçóëüòàòû

Æèçíåñïîñîáíîñòü ÏÊ êëåòîê ÙÆ, ïîëó÷åííîé èç
ÔÔ, ñîñòàâëÿëà 95.8 %, ÔÊÔ — 86.4 %. ÔÔ â îñíîâíîì
áûëà ïðåäñòàâëåíà êðóïíûìè è ñðåäíèìè ôîëëèêóëàìè è
èõ êîíãëîìåðàòàìè äèàìåòðîì îò 30 äî 120 ìêì (ðèñ. 1,
à), à ÔÊÔ — ìåëêèìè ôîëëèêóëàìè (< 30 ìêì) è íå-
ñêîëüêèìè ïîïóëÿöèÿìè êëåòîê — òèðîöèòàìè, ýðèòðî-
öèòàìè, êëåòêàìè ñòðîìû è ýíäîòåëèÿ (ðèñ. 1, á).

Ïîñëå ïîìåùåíèÿ â óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè
è ôîëëèêóëû ïðèêðåïëÿëèñü ê ñóáñòðàòó. Âûñåëåíèå êëå-
òîê èç ìàòåðèíñêèõ ôîëëèêóëîâ ïðîèñõîäèëî ÷åðåç 1 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âîêðóã ìà-
òåðèíñêèõ ôîëëèêóëîâ íàáëþäàëè ó÷àñòêè ìîíîñëîÿ
(ðèñ. 1, â, ã), ïðè÷åì êîëè÷åñòâî òàêèõ çîí ðîñòà â ÏÊ
êëåòîê ÙÆ, ïîëó÷åííîé èç ÔÔ, áûëî áîëüøå, ÷åì â
êóëüòóðå, ïîëó÷åííîé èç ÔÊÔ.

Ê 6-ì ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ÔÔ ôîðìèðîâàëñÿ êîíô-
ëþýíòíûé ìîíîñëîé ïðåèìóùåñòâåííî èç ýïèòåëèîèä-
íûõ êëåòîê, êîòîðûå ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿëèñü íà ïîä-
ëîæêå, èìåëè ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó, êðóïíîå ÿäðî ñ äâó-
ìÿ èëè íåñêîëüêèìè ÿäðûøêàìè (ðèñ. 2, à). Â ýòî æå
âðåìÿ â ÔÊÔ ìîíîñëîé ñîñòàâëÿë â ñðåäíåì 70 % è â
îñíîâíîì ñîñòîÿë èç ýïèòåëèîèäíûõ êëåòîê. Â êðàåâûõ
çîíàõ êëåòî÷íîãî ïëàñòà íàáëþäàëè ó÷àñòêè ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûõ êëåòîê (ðèñ. 2, á).

Íà 6—7-å ñóò â êóëüòóðàõ, ïîëó÷åííûõ èç îáåèõ
ôðàêöèé, íàáëþäàëè ïðîöåññû îðãàíèçàöèè äâóõ ìîðôî-
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ëîãè÷åñêè ðàçíûõ òèïîâ òðåõìåðíûõ ñòðóêòóð. Âî-ïåð-
âûõ, ôîðìèðîâàëèñü çîíû, ñîñòîÿùèå èç ôîëëèêóëî-
ïîäîáíûõ ñòðóêòóð ñ ïîëîñòÿìè, îêðóæåííûìè ïëîòíî
óïàêîâàííûìè êëåòêàìè (ðèñ. 2, â). Âî-âòîðûõ, èç ýïèòå-
ëèîèäíûõ êëåòîê îáðàçîâûâàëèñü êóïîëîîáðàçíûå äîìå-
íû, âîçâûøàþùèåñÿ íàä ìîíîñëîåì (ðèñ. 2, ã).

Íà 10-å ñóò ìîíîñëîé óïëîòíÿëñÿ, êëåòî÷íûå äîìåíû
îáúåäèíÿëèñü, âíóòðè íåêîòîðûõ èç íèõ ôîðìèðîâàëèñü
ôîëëèêóëîïîäîáíûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 2, ä). Õàðàêòåðíàÿ
îñîáåííîñòü ìîíîñëîÿ íà ýòîì ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ çà-
êëþ÷àëàñü â íàëè÷èè âíóòðè êëåòîê ÔÔ è ÔÊÔ ìíîãî-
÷èñëåííûõ êðóïíûõ è ìåëêèõ âåçèêóë (ðèñ. 2, å), êîòî-
ðûå, ñëèâàÿñü äðóã ñ äðóãîì, îáðàçîâûâàëè áîëåå êðóï-
íûå íàïîëíåííûå ïîëîñòè. Ïîäîáíûé ïðîöåññ áûë
îïèñàí ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÙÆ ÷åëîâåêà è ñâè-
íüè è ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå îäíîãî èç òèïîâ ôîëëè-
êóëîãåíåçà (Toda et al., 2001a, 2001b).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè îöå-
íèâàëè ïðèðîñò êëåòîê â êóëüòóðå â òå÷åíèå 16 ñóò
(ðèñ. 3). Êðèâàÿ ðîñòà êóëüòóðû, ïîëó÷åííîé èç ÔÔ, õà-
ðàêòåðèçîâàëàñü ðàâíîìåðíûì ðàñïðåäåëåíèåì êëåòîê ïî
êëåòî÷íîìó öèêëó â ãåîìåòðè÷åñêîé ïðîãðåññèè. Ôàçà ýê-
ñïîíåíöèàëüíîãî ðîñòà íà÷èíàëàñü ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå ïàñ-
ñàæà è ïðîäîëæàëàñü â òå÷åíèå 6 ñóò ñ óâåëè÷åíèåì êîí-
öåíòðàöèè êëåòîê â 4 ðàçà ÷åðåç 2 ñóò è ïîñëåäóþùèì óä-
âîåíèåì êîëè÷åñòâà ÷åðåç 3 è 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ôàçà ñòàöèîíàðíîãî ðîñòà íà÷èíàëàñü íà 5—6-å ñóò,
êëåòêè çàìåäëÿëè ðîñò è ïðèîáðåòàëè òåðìèíàëüíóþ
ïëîòíîñòü, êîãäà ìîíîñëîé äîñòèãàë 100 %.

Êðèâàÿ ðîñòà ÔÊÔ îòëè÷àëàñü îò ÔÔ (ðèñ. 3) íàëè-
÷èåì ôàçû îòíîñèòåëüíîãî ïîêîÿ â òå÷åíèå 48 ÷ ïîñëå

ïðèêðåïëåíèÿ. Ýêñïîíåíöèàëüíûé ðîñò íà÷èíàëñÿ ÷åðåç
72 ÷ ñ âûõîäîì íà ïëàòî ÷åðåç 7—8 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ,
ïîñëå ÷åãî íà÷èíàëàñü ôàçà ñòàöèîíàðíîãî ðîñòà. Ïðè
äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè â ìîíîñëîå íàáëþäàëè
ïëîòíóþ óïàêîâêó êëåòîê, íàëè÷èå çàâîðîòîâ è âåðòè-
êàëüíûõ êëåòî÷íûõ âûðîñòîâ.

Êîìïëåêñíàÿ îöåíêà ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîãî
ñîñòîÿíèÿ ÏÊ êëåòîê ÙÆ âêëþ÷àëà â ñåáÿ åùå èññëåäî-
âàíèå àïîïòîçà è çîí ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ñ ïîìîùüþ
îêðàøèâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè Hoechst
33342 è CFSE. Êîìïëåêñ Hoechst 33342 ñ ÄÍÊ èñïîëüçó-
åòñÿ äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî èçìåðåíèÿ ÄÍÊ è êà÷åñòâåííî-
ãî àíàëèçà ÿäåð êëåòîê (Ñèáèðöåâ, 2007). Èçâåñòíî, ÷òî
õàðàêòåðíûìè ïðèçíàêàìè àïîïòîçà ÿâëÿþòñÿ óòðàòà
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, áëåááèíã, äåãèäðàòàöèîííîå
ñæàòèå êëåòîê, ðàçðóøåíèå öèòîñêåëåòà, ôðàãìåíòàöèÿ
ÿäåð, êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà è äåãðàäàöèÿ ÄÍÊ (Øèðî-
êîâà, 2007). Îäíèì èç ïîêàçàòåëåé àïîïòîçà â êóëüòóðå
ÿâëÿåòñÿ îêðàøèâàíèå êëåòî÷íûõ ÿäåð Hoehst 33342
(Hawley, Hawley, 2004). Â êëåòêàõ ÏÊ ÙÆ ìû â îñíîâ-
íîì íàáëþäàëè îêðóãëûå êðóïíûå ÿäðà ñ èíòåíñèâíîé
ôëóîðåñöåíöèåé (ðèñ. 4, à). Íà 6-å ñóò â êóëüòóðàõ, ïîëó-
÷åííûõ èç îáåèõ ôðàêöèé, íàáëþäàëè íåçíà÷èòåëüíóþ
ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ, ñîñòàâëÿþùóþ 0.1—0.5 %.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè çîí ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ÏÊ êëåòîê ÙÆ èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü
CFSE, êîòîðûé èìååò ñâîéñòâî êîâàëåíòíî ñâÿçûâàòüñÿ ñ
âíóòðèêëåòî÷íûìè áåëêàìè è ðàñïðåäåëÿòüñÿ ïðè äåëå-
íèè êëåòîê. Ïðè ýòîì ñíèæàåòñÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè äî÷åðíèõ êëåòîê (Luzyanina et al., 2007; Yates
et al., 2007).

484 Ñ. Á. Áèëÿâñêàÿ è äð.

Ðèñ. 1. Ïðèêðåïëåíèå, ðàñïëàñòûâàíèå è ïîÿâëåíèå çîí ðîñòà êëåòîê â êóëüòóðå ôîëëèêóëÿðíîé ôðàêöèè (à, â) è ôîëëèêóëÿð-
íî-êëåòî÷íîé ôðàêöèè èç ùèòîâèäíîé æåëåçû ñâèíüè (á, ã) ÷åðåç 1 (à, á) è 3(â, ã) ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 50 (à, á) è 20 (â, ã) ìêì.



Íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå îêðàøèâàíèÿ â îáåèõ
êóëüòóðàõ íàáëþäàëè êëåòêè, èìåþùèå êàê èíòåíñèâ-
íóþ, òàê è ïîíèæåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ. Ðàñïðåäåëåíèå
òàêèõ êëåòîê áûëî ðàâíîìåðíûì ïî âñåìó ìîíîñëîþ
(ðèñ. 4, á). Âèçóàëüíî íå áûëî îòìå÷åíî çîí êëåòîê, èìå-
þùèõ àíîìàëüíî âûñîêóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè, ÷òî îçíà÷àëî áû òîðìîæåíèå ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè â ýòèõ ìåñòàõ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î òîì, ÷òî ïðî-
öåññû ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ïðîõîäÿò â êóëüòóðàõ
ðàâíîìåðíî. Íà 6-å ñóò ïîñëå îêðàøèâàíèÿ èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè â êëåòêàõ îáåèõ êóëüòóð ñíèæàëàñü
â ñðåäíåì â 2 ðàçà (ðèñ. 4, â, ã).

Ãîðìîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÏÊ êëåòîê ÙÆ, ïîëó÷åí-
íûõ èç ÔÔ è ÔÊÔ, èçó÷àëè ïî óðîâíþ òèðîêñèíà Ò4, ñåê-
ðåòèðóåìîãî â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ. Áàçàëüíûé óðî-

âåíü Ò4 â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ÏÊ, ïîëó÷åííîé
èç ÔÔ, áûë âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ÔÊÔ (ðèñ. 5). Êîíöåíò-
ðàöèÿ Ò4 â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÔÔ íà 2-å ñóò ñîñòàâ-
ëÿëà 102.2 � 2.9 íìîëü/ë, òîãäà êàê â êóëüòóðå, ïîëó÷åí-
íîé èç ÔÊÔ, â ýòî æå âðåìÿ óðîâåíü Ò4 ñîñòàâëÿë â ñðåä-
íåì 43.2 � 1.2 íìîëü/ë. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÔÔ
íàáëþäàëè ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå ñåêðåöèè ãîðìîíà,
îñîáåííî â òå÷åíèå ïåðâûõ 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íà
6-å ñóò óðîâåíü Ò4 ñîñòàâëÿë 84.4 � 10.9 íìîëü/ë
(Ð < 0.05), à íà 16-å — 53 � 1.5 (Ð < 0.05). Ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê ÔÊÔ óðîâåíü Ò4 íå èçìåíÿëñÿ â òå÷åíèå
8 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîñëå ÷åãî íà 10-å ñóò óìåíüøàë-
ñÿ äî 32.9 � 6.8 íìîëü/ë (Ð < 0.05).

Ñíèæåíèå ñèíòåçà òèðîêñèíà â ÏÊ êëåòîê ÙÆ íà-
áëþäàëè è â äðóãèõ ðàáîòàõ (Fayet et al., 1982; Roger
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Ðèñ. 2. Ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ êëåòêàìè ôîëëèêóëÿðíîé ôðàêöèè (à) è ôîëëèêóëÿðíî-êëåòî÷íîé ôðàêöèè (á) íà 6-å ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ, îáðàçîâàíèå ôîëëèêóëîïîäîáíûõ (â) è êóïîëîîáðàçíûõ (ã) ñòðóêòóð â ôîëëèêóëÿðíîé ôðàêöèè è ôîëëèêóëÿðíî-êëå-
òî÷íîé ôðàêöèè, ôîðìèðîâàíèå ôîëëèêóëîïîäîáíûõ ñòðóêòóð âíóòðè êóïîëà (ä) è ôîëëèêóëîãåíåç (å) íà 10-å ñóò êóëüòèâèðîâà-

íèÿ ôîëëèêóëÿðíîé ôðàêöèè è ôîëëèêóëÿðíî-êëåòî÷íîé ôðàêöèè.

Ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 50 (à, á, å) è 100 (â—ä) ìêì.



et al., 1997) è ñâÿçûâàþò åãî ñ óìåíüøåíèåì ñïîñîáíîñòè
êëåòîê ê äåéîäèðîâàíèþ òèðåîãëîáóëèíà ïðè ïåðåõîäå îò
íàòèâíîé ôîëëèêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè ê ìîíîñëîéíîé
(Roger, Dumont, 1983).

Ñåêðåöèÿ Ò4 êëåòêàìè ÏÊ, ïîëó÷åííîé èç ÔÔ, óâåëè-
÷èâàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçàëüíûì óðîâíåì ãîðìîíà ÷å-
ðåç 24 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ÒÒÃ (âíåñåíèÿ â ñðåäó)
(ðèñ. 5). Ïðîäîëæåíèå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè
ÒÒÃ ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ ðåàêöèè êëåòîê íà ñòèìó-
ëÿöèþ ÷åðåç 3—6 ñóò è åå îòñóòñòâèþ ÷åðåç 8 ñóò. Â ÏÊ

êëåòîê, ïîëó÷åííîé èç ÔÊÔ, íå íàáëþäàëè èçìåíåíèÿ
óðîâíÿ Ò4 â îòâåò íà äîáàâëåíèå ÒÒÃ íà âñåì ñðîêå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ.

ÒÒÃ, ïî ìíåíèþ ìíîãèõ àâòîðîâ, ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäè-
ìûì ôàêòîðîì ôîëëèêóëîãåíåçà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê ÙÆ (Dumont et al., 1992; Kogai et al., 2000; Lan
et al., 2007). Àíàëèçèðóÿ äàííûå ìîðôîëîãèè êëåòîê ÏÊ,
êóëüòèâèðîâàííîé â ïðèñóòñòâèè ÒÒÃ, ìû íå çàìåòèëè
çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ ñòèìóëÿòîðà íà ôîëëèêóëîãåíåç.
Îáðàçîâàíèå ôîëëèêóëîïîäîáíûõ ñòðóêòóð íàáëþäàëîñü
è â êóëüòóðàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ ÒÒÃ, è â êîíòðîëüíûõ,
ïîëó÷åííûõ èç îáåèõ ôðàêöèé. Îäíàêî êëåòêè êóëüòóð â
ïðèñóòñòâèè ÒÒÃ îòëè÷àëèñü áûñòðûì íàðàñòàíèåì áîëü-
øîãî êîëè÷åñòâà êðóïíûõ äîìåíîâ, ïðèîáðåòàþùèõ ôîë-
ëèêóëîïîäîáíîå ñòðîåíèå è ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûõ
ïî âñåé ïëîùàäè ìîíîñëîÿ (ðèñ. 6, à).

Ïðè ïîñëîéíîì ñêàíèðîâàíèè äîìåíà ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ìèêðîñêîïà âèäíî, ÷òî îí
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òðåõìåðíóþ çàìêíóòóþ ñòðóêòóðó ñ
ïîëîñòüþ âíóòðè. Ñòåíêè äîìåíà ïðåäñòàâëåíû êóáè÷å-
ñêèì ýïèòåëèåì ñ ôèçèîëîãè÷åñêîé ïðîñòðàíñòâåííîé
îðãàíèçàöèåé (ðèñ. 6, á), ðàçäåëÿþùèì ïîëîñòü íà ÿ÷åéêè
ôîëëèêóëÿðíîãî ñòðîåíèÿ (ðèñ. 6, â), äíî êóïîëà òàêæå
âûñòëàíî ýïèòåëèåì, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðîãî íà÷èíàåò
ôîðìèðîâàòüñÿ íåáîëüøàÿ ôîëëèêóëîïîäîáíàÿ ñòðóêòó-
ðà òåìíîãî öâåòà, ñîñòîÿùàÿ èç ïëîòíî óïàêîâàííûõ êëå-
òîê (ðèñ. 6, ã), îñíîâíàÿ ÷àñòü êîòîðîé ðàñïîëîæåíà â ñå-
ðåäèíå äîìåíà (ðèñ. 6, â).

Èçâåñòíî, ÷òî òêàíü ÙÆ ñîñòîèò èç ãåòåðîãåííîé ïî-
ïóëÿöèè êëåòîê, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ôóíêöèîíàëüíî ðàç-
ëè÷íûå òèïû êëåòîê, èìåþùèå ðàçíûõ ïðåäøåñòâåííè-
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðû ùèòîâèäíîé æåëåçû èç ôîëëèêóëÿðíîé
ôðàêöèè (÷åðíûå òî÷êè) è ôîëëèêóëÿðíî-êëåòî÷íîé ôðàêöèè

(áåëûå òî÷êè), â òå÷åíèå 16 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Òî÷êè — çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííûå äëÿ êàæäîãî ñëó÷àÿ; ëèíèè — ïîëèíîìè-
àëüíàÿ àïïðîêñèìàöèÿ.

Ðèñ. 4. Âèçóàëèçàöèÿ ÿäåð è äåëåíèÿ êëåòîê â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ùèòîâèäíîé æåëåçû ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëåé Hoechst 33342 (à)
è CFSE (á, â).

à—â — ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ; à — îêðóãëûå êðóïíûå ÿäðà ñ èíòåíñèâíîé ôëóîðåñöåíöèåé áåç ïðèçíàêîâ àïîïòîçà; á, â — óìåíüøåíèå ôëóî-
ðåñöåíöèè êëåòîê íà 2-å è 6-å ñóò ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ñîîòâåòñòâåííî; ã — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê âî âðåìåíè: òî÷êè —
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èç 10 ïîëåé çðåíèÿ; ëèíèÿ — ýêñïîíåíöèàëüíàÿ àïïðîêñèìàöèÿ, çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ

1-ìè ñóò (P < 0.05). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 50 ìêì.



êîâ, ïðîèñõîäÿùèõ îò âñåõ òðåõ ýìáðèîíàëüíûõ çàðîäû-
øåâûõ ëèñòêîâ: ïðåäøåñòâåííèêîâ ôîëëèêóëÿðíûõ
êëåòîê ýíäîäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, êëåòîê ìåçîäåð-
ìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ïîääåðæèâàþùèõ ìèêðîîêðó-
æåíèå, è ïàðàôîëëèêóëÿðíûõ êëåòîê íåéðàëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ (Thomas et al., 2006; Fierabracci, 2012). Âîçìîæ-
íîñòü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ÙÆ, â
íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè áûëà ïîêàçàíà â ðÿäå ðàáîò
(Fierabracci et al., 2008; Suzuki et al., 2011).

Ïðåäïîëîæèâ, ÷òî íåîíàòàëüíàÿ òêàíü ÙÆ ìîæåò ñî-
äåðæàòü ïóë ñòâîëîâûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ äîñòàòî÷íîé
ïëàñòè÷íîñòüþ, ìû ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó äèôôåðåíöè-
ðîâàòü êëåòêè ÏÊ â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè. Äëÿ ýòî-
ãî êëåòêè ÔÔ è ÔÊÔ êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ñóò â
ïðèñóòñòâèè ôàêòîðà NGF, ïîñëå ÷åãî èññëåäîâàëè ýêñï-
ðåññèþ b-III-òóáóëèíà. Òóáóëèí — ýòî îñíîâíîé áåëîê
ìèêðîòðóáî÷åê öèòîñêåëåòà, à åãî èçîòèï b-III ÿâëÿåòñÿ
êîìïîíåíòîì íåéðîòðóáî÷åê è øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â êà-
÷åñòâå íåéðîíàëüíîãî ìàðêåðà (Êîðæåâñêèé è äð., 2010).
Ìû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè, ïîëó÷åííûå êàê èç ÔÔ, òàê è èç
ÔÊÔ, ýêñïðåññèðîâàëè ýòîò ìàðêåð (ðèñ. 7).

Â êóëüòóðå êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ÔÔ, èíòåíñèâíîå
îêðàøèâàíèå èìåëè êðóïíûå ìíîãîîòðîñò÷àòûå êëåòêè,
ðàñïîëîæåííûå íà ìîíîñëîå èç ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëå-
òîê (ðèñ. 7, à). Â êóëüòóðå, ïîëó÷åííîé èç ÔÊÔ, ïðèñóò-
ñòâîâàëè êàê ìíîãîîòðîñò÷àòûå, òàê è ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíûå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå b-III-òóáóëèí (ðèñ. 7,
á). ÔÔ è ÔÊÔ, êóëüòèâèðîâàííûå áåç NGF, íå ýêñïðåññè-
ðîâàëè b-III-òóáóëèí, èõ ñîñòàâ áûë áîëåå îäíîðîäåí ñ
ïðåîáëàäàíèåì ýïèòåëèîèäíûõ êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Äëÿ èçó÷åíèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ in
vitro è in vivo íàðÿäó ñ ýìáðèîíàëüíûìè òêàíÿìè è òêàíÿ-
ìè âçðîñëîãî îðãàíèçìà îñîáîå ìåñòî çàíèìàåò íåîíà-
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Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå óðîâíÿ ñåêðåöèè T4 êëåòêàìè êóëüòóðû, ïî-
ëó÷åííîé èç ôîëëèêóëÿðíîé ôðàêöèè (1, 2) è ôîëëèêóëÿð-
íî-êëåòî÷íîé ôðàêöèè (3, 4) ùèòîâèäíîé æåëåçû ïðè ñòèìóëÿ-

öèè ÒÒÃ â êîíöåíòðàöèè 10 ìÅä/ìë.

1, 3 — áàçàëüíûé óðîâåíü, 2, 4 — ïîñëå ñòèìóëÿöèè; òèðåîòðîïíûé ãîð-
ìîí ââîäèëè â ñðåäó íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ íà÷è-
íàÿ ñ 1-õ ñóò. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé óðîâíÿ T4 (P < 0.05) ïî ñðàâíåíèþ
ñ áàçàëüíîé ñåêðåöèåé ñîîòâåòñòâóþùåé ãðóïïû ïîêàçàíà îäíîé çâåç-
äî÷êîé, ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòèìóëèðîâàííîé ñåêðåöèåé íà 2-å ñóò — äâóìÿ
çâåçäî÷êàìè, ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçàëüíîé ñåêðåöèåé íà 2-å ñóò êóëüòèâè-

ðîâàíèÿ — ðåøåòêîé (#).

Ðèñ. 6. Ôîðìèðîâàíèå êëåòî÷íûõ äîìåíîâ (à) â óñëîâèÿõ õðîíè÷åñêîé ÒÒÃ-ñòèìóëÿöèè íà 6-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïåðâè÷íîé
êóëüòóðû êëåòîê ùèòîâèäíîé æåëåçû.

Ïîñëîéíîå ñêàíèðîâàíèå äîìåíà: á — âåðøèíà, â — ñåðåäèíà, ã — äíî. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 200 (à) è 50 (á—ã) ìêì.



òàëüíàÿ òêàíü, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþ-
ùåé êëåòî÷íîé ñèñòåìîé è èìååò ïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ
(ïðîãåíèòîðíûõ) êëåòîê. Äëÿ ñîçäàíèÿ óñëîâèé, ñïîñîá-
ñòâóþùèõ ïîääåðæàíèþ ýíäîêðèííûõ êëåòîê in vitro,
ïðèíÿòî ñ÷èòàòü íàèáîëåå óäà÷íûìè 3D-ìîäåëè, îòðàæà-
þùèå ïðèðîäíóþ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíóþ îðãàíè-
çàöèþ æåëåç. Ïðåèìóùåñòâî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÙÆ â
âèäå ôîëëèêóëîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîíîñëîéíîé ñèñòåìîé
áûëî ïîêàçàíî âî ìíîãèõ ðàáîòàõ. Ïðè ïîëó÷åíèè êóëü-
òóð èç íîðìàëüíîé òêàíè æåëåçû ÷åëîâåêà èëè óçëîâîãî
çîáà íàëè÷èå òèðîãëîáóëèíà áûëî óñòàíîâëåíî ëèøü â
óñëîâèÿõ èíäóêöèè ôîëëèêóëÿðíîé îðãàíèçàöèè êëåòîê
(Õîðóæåíêî, 2002). Â îäíîé èç ðàáîò (Kogai et al., 2000)
íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå çàõâàòà èîäèäà
êëåòêàìè ÙÆ ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðóåìûìè â âèäå ìîíî-
ñëîÿ. Ýòî, âåðîÿòíåå âñåãî, ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíèåì ýêñï-
ðåññèè Na+/I-ñèìïîðòåðà, êîòîðîå ïîêàçàíî â äðóãîé ðà-
áîòå (Bernier-Valentin et al., 2006) ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíà-
ëèçå îñîáåííîñòåé ÏÊ ôîëëèêóëÿðíîé èëè ìîíîñëîéíîé
îðãàíèçàöèè èç ÙÆ ñâèíüè.

Îñíîâûâàÿñü íà ïðåäïîñûëêå, ÷òî ïðîëèôåðàòèâ-
íûé è ãîðìîíàëüíûé ïîòåíöèàë êëåòîê ÙÆ çàâèñèò îò
èñõîäíîãî ñîñòîÿíèÿ êóëüòèâèðóåìîãî ìàòåðèàëà, ìû
ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó ïîëó÷èòü ôîëëèêóëû, íå ðàçðóøàÿ
èõ öåëîñòíîñòü è ñîõðàíÿÿ èõ êîíãëîìåðàòû ïðè îïðåäå-
ëåííûõ óñëîâèÿõ ôåðìåíòàöèè òêàíè. Äëÿ ñðàâíåíèÿ
èñïîëüçîâàëè ìàòåðèàë, ïîëó÷åííûé ïðè îáû÷íûõ óñëî-
âèÿõ è ñîñòîÿùèé èç ìåëêèõ ôîëëèêóëîâ è îäèíî÷íûõ
êëåòîê.

Ïðè èññëåäîâàíèè ãîðìîíàëüíîé àêòèâíîñòè êóëüòó-
ðû, ïîëó÷åííîé èç íåîíàòàëüíîé ÙÆ, ìû óñòàíîâèëè
âëèÿíèå ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ êëåòîê íà óðîâåíü ãîðìîíîâ:
áîëåå âûñîêèé óðîâåíü Ò4 íàáëþäàëñÿ â êóëüòóðå, ïî-
ëó÷åííîé èç ÔÔ, ÷åì â êóëüòóðå èç ÔÊÔ. Ïðè àíàëèçå
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè äâóõ ôðàêöèé îòìå÷åíà ïî-
âûøåííàÿ ñêîðîñòü ðîñòà êëåòîê ÔÔ, ÷òî òàêæå ñâèäå-
òåëüñòâóåò î âàæíîñòè ñîõðàíåíèÿ ôîëëèêóëÿðíîé îðãà-
íèçàöèè ïðè ïîëó÷åíèè êóëüòóðû êëåòîê èç ÙÆ.

Â ëèòåðàòóðå îïèñàíî íåñêîëüêî òèïîâ òðåõìåðíûõ
êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, âîçíèêàþùèõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê ÙÆ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â îáû÷íûõ èëè
ñïåöèàëüíûõ óñëîâèÿõ — ôîëëèêóëîïîäîáíûå (Fayet
et al., 1982; Yap et al., 1995; Kogai et al., 2000; Bernier-Va-
lentin et al., 2006; Nobuo et al., 2007), êóïîëîîáðàçíûå
ñòðóêòóðû (Tonoli et al., 2000; Toda et al., 2001a, 2001b) è

ìíîãîêëåòî÷íûå ñôåðîèäû (Õîðóæåíêî, 2002; Lan et al.,
2007; Fierabracci et al., 2008).

Ôîðìèðîâàíèå ôîëëèêóëîâ â ìîíîñëîéíîé, 3D- è îð-
ãàíîòèïè÷åñêîé êóëüòóðàõ ïîäðîáíî îïèñàíî â èññëåäî-
âàíèÿõ Òîäà ñ êîëëåãàìè (Toda et al., 2001a, 2001b, 2003).
Ôîëëèêóëîãåíåç â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå íà÷èíàåòñÿ ñ
îáðàçîâàíèÿ ìåëêèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ âåçèêóë, êîòîðûå
âïîñëåäñòâèè ñëèâàþòñÿ â îáùóþ ìåæêëåòî÷íóþ ïî-
ëîñòü. Â îðãàíîòèïè÷åñêîé è 3D-êóëüòóðàõ, êðîìå îïè-
ñàííîãî âîçìîæåí ôîëëèêóëîãåíåç èç ìàòåðèíñêîãî ôîë-
ëèêóëà ïîñðåäñòâîì îòïî÷êîâûâàíèÿ îò íåãî èëè äåëå-
íèÿ åãî ïîëîñòè. Â ïîëó÷åííîé íàìè êóëüòóðå êëåòîê
íåîíàòàëüíîé ÙÆ ñâèíåé ìû íàáëþäàëè ôîëëèêóëîãå-
íåç ïóòåì îáðàçîâàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïîëîñòåé è èõ
ñëèÿíèÿ.

Çàâèñèìîñòü ôîëëèêóëîãåíåçà îò ïðèñóòñòâèÿ ÒÒÃ â
ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ îáñóæäàëàñü âî ìíîãèõ ðàáîòàõ
(Dumont et al., 1992; Kogai et al., 2000; Lan et al., 2007).
Îäíàêî íåêîòîðûå èññëåäîâàíèÿ óêàçûâàþò íà âîçìîæ-
íîñòü ôîðìèðîâàíèÿ ôîëëèêóëîâ â ÏÊ êëåòîê ÙÆ áåç
ÒÒÃ, íàïðèìåð ïðè äîñòàòî÷íî âûñîêîé (0.5—0.75 ìëí
êëåòîê/ñì2) ïëîòíîñòè ïîñåâà êëåòîê (Bernier-Valentin
et al., 2006), ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäàõ ñ íèçêèì ñî-
äåðæàíèåì ñûâîðîòêè (Fayet et al., 1982; Kogai et al.,
2000), ïðè èñïîëüçîâàíèè æåëàòèíîâîé (Takasu et al.,
1979) èëè êîëëàãåíîâîé (Toda et al., 2003) ïîäëîæêè. Ìû
íå íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ ïðèñóòñòâèÿ ÒÒÃ â
ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ôîëëèêóëîãåíåç ÏÊ êëåòîê
ÙÆ, âîçìîæíî çà ñ÷åò âûñîêîé ïëîòíîñòè ïîñåâà êëåòîê.

Ïîÿâëåíèå êóïîëîîáðàçíûõ ñòðóêòóð â ìîíîñëîå
îïèñàíî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ýïèòåëèÿ êèøå÷íè-
êà (Whitehead et al., 2008), ïî÷êè (Park et al., 2010), ýïèäè-
äèìóñà (Byers et al., 1992). Â êóëüòóðàõ, ïîëó÷åííûõ èç
ÙÆ ñâèíåé, òàêæå íàáëþäàåòñÿ êóïîëîîáðàçíàÿ îðãàíè-
çàöèÿ êëåòîê (Tonoli et al., 2000; Toda et al., 2001a, 2001b).
Ïðèðîäà ýòîãî ÿâëåíèÿ äî êîíöà íå âûÿñíåíà. Îäíè àâòî-
ðû ñ÷èòàþò äàííûå îáðàçîâàíèÿ îáëàñòÿìè ñëàáîãî ïðè-
êðåïëåíèÿ êëåòîê ê ñóáñòðàòó (Sugahara et al., 1984), òîãäà
êàê áîëüøèíñòâî èññëåäîâàòåëåé ñâÿçûâàþò ôåíîìåí ñ
àêòèâíûì òðàíñïîðòîì âîäû, èîíîâ è íàêîïëåíèåì âíå-
êëåòî÷íîé æèäêîñòè ïîä êóïîëîì, ñîñòîÿùèì èç ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê (Lechner et al., 2011). Ýïèòåëèé ìíîãèõ
îðãàíîâ îòâåòñòâåí çà ôîðìèðîâàíèå è ïîääåðæàíèå îáî-
ñîáëåííûõ îòñåêîâ ñ ñîäåðæàíèåì âåùåñòâ, îòëè÷íûì îò
ñîñòàâà âíåøíåé ñðåäû. Ýòî äîñòèãàåòñÿ çà ñ÷åò ñóùåñò-
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Ðèñ. 7. Ýêñïðåññèÿ Orchidaceae -III-òóáóëèíà êëåòêàìè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû, ïîëó÷åííîé èç ôîëëèêóëÿðíîé ôðàêöèè (à) è ôîëëè-
êóëÿðíî-êëåòî÷íîé ôðàêöèè (á) ùèòîâèäíîé æåëåçû íà 16-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè NGF.

ßäðà êëåòîê îêðàøåíû èîäèñòûì ïðîïèäèåì. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 20 ìêì.



âîâàíèÿ òðàíñýïèòåëèàëüíîãî áàðüåðà, à òàêæå íàïðàâ-
ëåííîãî òðàíñïîðòà ýëåêòðîëèòîâ, ýíåðãåòè÷åñêèõ ñóáñò-
ðàòîâ, áåëêîâ è ò. ï.

Òîäà ñ êîëëåãàìè (Toda et al., 2001a, 2001b) íå íàáëþ-
äàëè êëåòîê âíóòðè êóïîëîîáðàçíûõ äîìåíîâ â ÏÊ êëå-
òîê ÙÆ, òîãäà êàê ìû îáíàðóæèëè ïðèñóòñòâèå êëåòîê,
îðãàíèçîâàííûõ â ôîëëèêóëÿðíûå ñòðóêòóðû, êàê â ïîëî-
ñòè, òàê è ïðèêðåïëåííûå ê ïîäëîæêå íà äíå äîìåíà. Áî-
ëåå òîãî, â ïðèñóòñòâèè ÒÒÃ óâåëè÷èâàëèñü êîëè÷åñòâî è
ðàçìåð äîìåíîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî ÒÒÃ ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì ïðîëèôåðàöèè
è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ÙÆ (Dumont et al., 1992; Po-
stiglione et al., 2002). Ãîðìîí èíäóöèðóåò äèôôåðåíöè-
ðîâêó çðåëûõ òèðåîöèòîâ ïîñðåäñòâîì ýêñïðåññèè ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ãåíîâ, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ìåìáðàííûì ðåöåïòî-
ðîì (ðÒÒÃ). Ôîðìèðîâàíèå â ÏÊ ïîä âëèÿíèåì ÒÒÃ
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êðóïíûõ äîìåíîâ, èìåþùèõ âíóò-
ðè ôîëëèêóëîïîäîáíûå ñòðóêòóðû, ïðèâîäèò ê ìûñëè î
òîì, ÷òî â ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ êóïîëîîáðàçíûõ ñòðóê-
òóð òàêæå âîâëå÷åíû ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè è ôîë-
ëèêóëîãåíåçà òèðåîöèòîâ. Ê òàêîìó æå âûâîäó ïðèøëè è
äðóãèå àâòîðû, íàáëþäàâøèå òðàíñôîðìàöèþ äîìåíîâ â
çàìêíóòûå ôîëëèêóëÿðíûå ñòðóêòóðû, îñîáåííî âûðà-
æåííóþ â ïðèñóòñòâèè äèáóòèðèë-öÀÌÔ (Tonoli et al.,
2000).

Ìóëüòèêëåòî÷íûå îáðàçîâàíèÿ ñôåðè÷åñêîé ôîðìû
õàðàêòåðíû äëÿ êóëüòóð, âûäåëåííûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ
è îïóõîëåâûõ òêàíåé, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ ïðèñóòñòâèåì â
íèõ ïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ (ïðîãåíèòîðíûõ) êëåòîê (Ro-
hani et al., 2008; Hirschhaeuser et al., 2010). Îïèñàíî ïîëó-
÷åíèå ñôåðîèäîâ â êóëüòóðå, ïîëó÷åííîé èç óçëîâîãî
çîáà ÙÆ (Lan et al., 2007). Ïîêàçàíî, ÷òî â ñîñòàâå îñíîâ-
íîé ïîïóëÿöèè êëåòîê ÙÆ ìûøåé íàõîäèòñÿ íåáîëüøîé
ïóë ñòâîëîâûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ ìåäëåííûì ðîñòîì è
îòñóòñòâèåì äèôôåðåíöèðîâêè (Nobuo et al., 2007). Îïè-
ñàíà ñïîñîáíîñòü ñòâîëîâûõ êëåòîê, èçîëèðîâàííûõ èç
íîðìàëüíîé ÙÆ ÷åëîâåêà, äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â íåéðî-
íîïîäîáíûå êëåòêè è ýêñïðåññèðîâàòü b-III-òóáóëèí â
óñëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè ëèíèè íåéðî-
áëàñòîìû LAN5 (Fierabracci et al., 2008).

Â íàøåé ðàáîòå ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè â
ïðèñóòñòâèè NGF â ÏÊ êëåòîê ÙÆ ôîðìèðîâàëèñü êîëî-
íèè, ýêñïðåññèðóþùèå b-III-òóáóëèí. Ïîçèòèâíî-îêðà-
øåííûå êëåòêè èìåëè ìíîãîîòðîñò÷àòóþ èëè ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíóþ ôîðìó, ÷òî îòëè÷àëî èõ îò èñõîäíîé ýïèòå-
ëèîèäíîé ìîðôîëîãèè ìîíîñëîÿ.

Ëîêàëèçàöèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê â ÙÆ èçó÷åíà, ïîêà-
çàíî, ÷òî êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ýíäîäåðìàëüíûå ìàð-
êåðû Oct-4 è GATA-4, à òàêæå ÀÒÔ-çàâèñèìûé òðàí-
ñïîðòíûé áåëîê ABCG2, êîòîðûé øèðîêî ïðåäñòàâëåí â
ñòâîëîâûõ (ïðîãåíèòîðíûõ) êëåòêàõ, ëîêàëèçóþòñÿ â
îñíîâíîì â ìåæôîëëèêóëÿðíîé çîíå (Thomas et al., 2006;
Nobuo et al., 2007; Davies et al., 2011). Ìû íå íàáëþäàëè
çàâèñèìîñòè ýêñïðåññèè b-III-òóáóëèíà îò ñîõðàííîñòè
ìåæôîëëèêóëÿðíûõ çîí â êà÷åñòâå «íèøè» ñòâîëîâûõ
êëåòîê, òàê êàê ïîçèòèâíî-îêðàøåííûå êëåòêè áûëè
ïðåäñòàâëåíû â êóëüòóðàõ, ïîëó÷åííûõ êàê èç êîíãëîìå-
ðàòîâ ôîëëèêóëîâ (ÔÔ), òàê è èç îäèíî÷íûõ êëåòîê
(ÔÊÔ).

Ïîêàçàíî, ÷òî b-III-òóáóëèí ìîæåò ýêñïðåññèðîâàòü-
ñÿ â äåíäðèòíûõ êëåòêàõ ëèìôîóçëîâ (Lee et al., 2005),
ôèáðîáëàñòàõ, êåðàòèíîöèòàõ, îïóõîëÿõ ìîëî÷íîé è ïîä-
æåëóäî÷íîé æåëåç (Jouhilahti et al., 2008), êëåòêàõ îïóõî-
ëåé ãëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Katsetos et al., 2002), â
àñòðîöèòàõ íàðÿäó ñ àñòðîöèòàðíûì ìàðêåðîì GFAP

(Dr *aberov *a et al., 2008). Ñ îäíîé ñòîðîíû, âîçìîæíî, ÷òî
êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå b-III-òóáóëèí â ÏÊ êëåòîê
ÙÆ, íå îòíîñÿòñÿ ê íåéðîíîïîäîáíûì. Îäíàêî âåñüìà
âåðîÿòíî, ÷òî ïîÿâëåíèå ýòîãî ìàðêåðà â êëåòêàõ êóëüòó-
ðû ìîæåò ïîäòâåðæäàòü íàëè÷èå ñòâîëîâûõ êëåòîê â ïî-
ëó÷åííîé íàìè êóëüòóðå íåîíàòàëüíîé ÙÆ è ÿâëÿòüñÿ
ïðèçíàêîì èõ íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ïîä âîç-
äåéñòâèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.

Â çàêëþ÷åíèå ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ÏÊ êëåòîê, ïîëó-
÷åííàÿ èç íåîíàòàëüíîé ÙÆ ñâèíåé, ïðåäñòàâëåíà â
îñíîâíîì ýïèòåëèîèäíûìè êëåòêàìè ñ ôóíêöèîíàëüíîé
ïðèíàäëåæíîñòüþ ê ôîëëèêóëÿðíîìó ýïèòåëèþ è ÿâëÿåò-
ñÿ ãîðìîíàëüíî àêòèâíîé, áûñòðî ïðîëèôåðèðóþùåé ñè-
ñòåìîé, ñïîñîáíîé ê ôîëëèêóëîãåíåçó. Èñõîäíîå ñîñòîÿ-
íèå ïîìåùàåìîãî â óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàòåðèàëà
â âèäå ôîëëèêóëÿðíûõ êîíãëîìåðàòîâ èìååò ïîçèòèâíîå-
êàê âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ðîñòà è ãîðìîíàëüíóþ ïðîäóê-
öèþ ÏÊ íåîíàòàëüíîé ÙÆ. Ñïîñîáíîñòü ê ýêñïðåññèè
b-III-òóáóëèíà êëåòêàìè êóëüòóðû â óñëîâèÿõ èíäóêöèè
äèôôåðåíöèðîâêè â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè ìîæåò
áûòü ñâÿçàíà ñ íàëè÷èåì â íåé ñòâîëîâûõ (ïðîãåíèòîð-
íûõ) êëåòîê è òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äàëüíåéøèõ èññëåäî-
âàíèé ïî èäåíòèôèêàöèè òàêèõ ïîïóëÿöèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Óêðà-
èíñêîãî íàó÷íî-òåõíè÷åñêîãî öåíòðà â ðàìêàõ ïðîãðàì-
ìû «Öåëåâûå èññëåäîâàíèÿ è ðàçâèâàþùèå èíèöèàòè-
âû» (ïðîåêò 5509).
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CHARACTERISTICS OF PRIMARY CELL CULTURE FROM NEONATAL

THYROID GRAND OF PIGS: FOLLICULOGENESIS, HORMONE AND GROWTH

S. B. Bilyavskaya,1 G. A. Bozhok,1 E. I. Legach,1 I. A. Borovoy,2 I. M. Gella,2

Yu. V. Malyukin,2 T. P. Bondarenko1

1 Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine NAS of Ukraine
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In the study, comprehensive assessment of proliferative and hormonal activity of primary cell cultures de-
rived from neonatal pig thyroid has been carried out for the first time. We have evaluated the basal and TSH-sti-
mulated secretion of thyroxine and morphological features of culture, depending on the initial state of the mate-
rial placed in culture: in the form of single cells or follicular conglomerates. Folliculogenesis and formation of
dome structures were observed in culture spontaneous and under chronic TSH stimulation. The ability of the
cells to expression of b-III-tubulin during prolonged cultivation in the presence of NGF has been demonstrated
in the study.

K e y w o r d s: thyroid gland, primary culture, follicle, thyrocyte, thyroxine, thyroid-stimulating hormone.
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