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Óñòîé÷èâîñòü ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè ê àíîêñèè in vitro

Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ýôôåêòîâ àíîêñèè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) ïðè 20 è 5% Î2. Ïîêàçàíî, ÷òî îòñóòñòâèå êèñëîðîäà â ôàçå ðîñòà ñîïðî-
âîæäàëîñü àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèåé êëåòîê, óìåíüøåíèåì èõ ðàçìåðà è óâåëè÷åíèåì ãîìîãåííîñòè ïî-
ïóëÿöèè. Ïðè ýòîì àíîêñèÿ óìåíüøàëà äîëþ CD54+-êëåòîê è íå èçìåíÿëà êîëè÷åñòâî êëåòîê, íåñóùèõ
ìàðêåðû CD90 è ÑD73. Óðîâåíü ïðîäóêöèè ëàêòàòà â óñëîâèÿõ àíîêñèè áûë çíà÷èòåëüíî âûøå ó êëåòîê,
ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðîâàííûõ ïðè 20 % Î2. Îäíàêî íàèáîëåå âûñîêèì ìîëÿðíûì ñîîòíîøåíèåì
ïðîäóöèðóåìîãî ëàêòàòà è ïîòðåáëÿåìîé ãëþêîçû õàðàêòåðèçîâàëèñü ÌÌÑÊ, ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòè-
âèðîâàííûå ïðè 5% Î2. Ñíèæåíèå ýòîãî ñîîòíîøåíèÿ íàáëþäàëè â ÌÌÑÊ, ïîìåùåííûõ â óñëîâèÿ
àíîêñèè â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ. Ïðè ñîõðàíåíèè âûñîêîãî óðîâíÿ æèçíåñïîñîáíîñòè ïîñëå 10-ñóòî÷íîé
àíîêñèè êàê â ôàçå ðîñòà, òàê è â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ â êëåòêàõ çíà÷èòåëüíî ñíèæàëñÿ òðàíñìåìáðàí-
íûé ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèé. Ñîäåðæàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â ÌÌÑÊ óâåëè÷èâàëîñü òîëüêî
ïðè äåéñòâèè àíîêñèè â àêòèâíîé ôàçå ðîñòà êóëüòóð. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ÌÌÑÊ õîðîøî ïåðåíîñÿò äëèòåëüíóþ àíîêñèþ çà ñ÷åò àêòèâàöèè ãëèêîëèçà â ôàçå ðîñòà è ñíèæåíèÿ
åãî èíòåíñèâíîñòè â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ, ïðîèñõîäÿùèõ íà ôîíå óãíåòåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ ìèòîõîíäðèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ãèïîêñèÿ, àíîêñèÿ, ïðî-
ëèôåðàöèÿ, ìåòàáîëèçì.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìå-
çåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ
ïîêàçàëè, ÷òî êèñëîðîä ÿâëÿåòñÿ âàæíûì êîìïîíåíòîì
òêàíåâîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ è ãîìåîñòàçà ïðîãåíèòîðíûõ
êëåòîê. Îñîáûé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ê ìóëüòèïîòåíò-
íûì ìåçåíõèìíûì ñòðîìàëüíûì êëåòêàì (ÌÌÑÊ) âçðîñ-
ëîãî îðãàíèçìà è âîçäåéñòâèþ íà íèõ æåñòêîé ãèïîêñèè
(< 1 % Î2) âûçâàí íàêîïëåíèåì äàííûõ î ñâîéñòâàõ è
ôóíêöèÿõ ýòèõ êëåòîê â îðãàíèçìå. Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâ-
íàÿ òêàíåâàÿ íèøà ÌÌÑÊ — êîñòíûé ìîçã — õàðàêòåðè-
çóåòñÿ äîâîëüíî íèçêèì óðîâíåì ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà,
êîòîðûé ïîçâîëÿåò ïîääåðæèâàòü íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íîå ñîñòîÿíèå ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê, à òàêæå
ñòèìóëèðóåò èõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü (Chow
et al., 2000; Áóðàâêîâà è äð., 2007; Fehrer et al., 2007; Mo-
hyeldin et al., 2010). Ïî ìíåíèþ ìíîãèõ èññëåäîâàòåëåé,
ÌÌÑÊ âûõîäÿò èç ñâîåé íèøè è ìèãðèðóþò â î÷àã ïî-
âðåæäåíèÿ òêàíè äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ñâîåé òðîôè÷åñêîé
è ðåãåíåðàòèâíîé ôóíêöèè (Da Silva Meirelles et al., 2006;
Caplan, 2008). Ëîêàëüíàÿ æåñòêàÿ ãèïîêñèÿ â òêàíÿõ ìî-
æåò âîçíèêàòü â ðåçóëüòàòå ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ
ïðîöåññîâ, íàïðèìåð ïðè èøåìèè, âîñïàëåíèè èëè ìåõà-
íè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèÿõ òêàíåé. Ïðè ýòîì îäíîâðåìåííî
ñ ãèïîêñèåé ìîæåò ïðîèñõîäèòü èñòîùåíèå ïèòàòåëüíûõ
âåùåñòâ, ÷òî, áåçóñëîâíî, ìîæåò ñíèçèòü ýôôåêòèâíîñòü
èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è íàðóøèòü ïðîöåññ ðåïàðàöèè
òêàíè.

Ðàíåå â íàøèõ è â ðàáîòàõ äðóãèõ àâòîðîâ áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ãèïîêñèÿ äî 1 % Î2 è ìåíüøå íå îêàçûâàåò ïî-
âðåæäàþùåãî âîçäåéñòâèÿ íà ÌÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè
(Stubbs et al., 2012; Ðûëîâà è äð., 2013). Áîëåå òîãî, ïðåä-
êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ñïîñîáñòâóåò óñè-
ëåíèþ òåðàïåâòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ÌÌÑÊ (Rosova
et al., 2008). Òåì íå ìåíåå íåêîòîðûå äàííûå óêàçûâàþò
íà òî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè è îòñóò-
ñòâèÿ ñûâîðîòêè èíäóöèðóåò àïîïòîç ÌÌÑÊ (Zhu et al.,
2006; Potier et al., 2007).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå î
âëèÿíèè ãèïîêñèè íà îñíîâíûå ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå
ñâîéñòâà ÌÌÑÊ (Follmar et al., 2006; Grayson et al., 2006;
Lavrentieva et al., 2010; Buravkova et al., 2013). Îäíàêî ðà-
áîò ïî îöåíêå âëèÿíèÿ ïîëíîãî îòñóòñòâèÿ êèñëîðîäà
(àíîêñèè) íà ñâîéñòâà ÌÌÑÊ î÷åíü ìàëî. Â ðàáîòå Àíî-
õèíîé ñ ñîàâòîðàìè (2009), ïîñâÿùåííîé âëèÿíèþ àíîê-
ñèè íà ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà êðûñ, ïîêàçàíî, ÷òî àíîê-
ñèÿ íå ñòèìóëèðóåò êëåòî÷íóþ ãèáåëü è íå ïðèâîäèò ê
îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà.

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëà îöåíêà èì-
ìóíîôåíîòèïà, æèçíåñïîñîáíîñòè, ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïîòåíöèàëà è ìåòàáîëèçìà ãëþêîçû ÌÌÑÊ æèðîâîé òêà-
íè ÷åëîâåêà â óñëîâèÿõ àíîêñèè.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

ÌÌÑÊ âûäåëÿëè èç æèðîâîé òêàíè ïî îïèñàííîé ìå-
òîäèêå (Zuk et al., 2002) ñ ìîäèôèêàöèÿìè (Áóðàâêîâà
è äð., 2009). Òêàíü èçìåëü÷àëè è îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì
êîëëàãåíàçû IA â ñðåäå a-ÌÅÌ â òå÷åíèå 35 ìèí ïðè
37 °Ñ. Çàòåì ñóñïåíçèþ ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ôèëüòð ñ äèà-
ìåòðîì ïîð 10 ìêì è öåíòðèôóãèðîâàëè 2 ðàçà â òå÷åíèå
5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå
a-ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñû-
âîðîòêè, âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè è ïîìåùàëè â ÑÎ2-èí-
êóáàòîð (5 % ÑÎ2, 95 % N2, 20 % O2, 100%-íàÿ âëàæ-
íîñòü). Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäèëè ÷åðåç 72 ÷. Ïîñëå îáðàçî-
âàíèÿ ïðåäìîíîñëîÿ êëåòêè ïàññèðîâàëè è ïîìåùàëè â
ìóëüòèãàçîâûé èíêóáàòîð (Sanyo, ßïîíèÿ) â óñëîâèÿ ãè-
ïîêñèè ñ ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà 5 %. Ñî 2-ãî ïàññàæà
êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå ïðè ñîäåðæàíèè Î2 20 (íîðìîê-
ñèÿ) è 5 %, ïîìåùàëè â óñëîâèÿ àíîêñèè, êîòîðûå ñîçäà-
âàëè èñïîëüçóÿ ãåðìåòè÷íóþ êàìåðó (Stemcell Technolo-
gies, ÑØÀ), ìîäèôèöèðîâàííóþ äàò÷èêàìè äàâëåíèÿ,
êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà è ïðîäóâàëè ãàçîâîé ñìåñüþ
(95 % N2 è 5 % ÑÎ2) äî óñòàíîâëåíèÿ êîíöåíòðàöèè êèñ-
ëîðîäà ~ 0 %. ×àñòü êëåòîê ïîìåùàëè â óñëîâèÿ àíîêñèè
íà 10 ñóò áåç ñìåíû ñðåäû ñðàçó ïîñëå ïàññèðîâàíèÿ, äðó-
ãóþ ÷àñòü — íà 5 ñóò áåç ñìåíû ñðåäû ïîñëå äîñòèæåíèÿ
80 % êîíôëþýíòíîñòè. Óñëîâèÿ àíîêñèè ñîïðîâîæäàëèñü
åñòåñòâåííûì ñíèæåíèåì ïèòàòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ â
ñðåäå, òàê êàê âî âðåìÿ àíîêñèè çàìåíó êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû íå ïðîâîäèëè. Êîíòðîëüíûå êóëüòóðû ÌÌÑÊ
îñòàâàëèñü â óñëîâèÿõ ñ ñîäåðæàíèåì Î2 20 è 5 %, çàìåíó
ñðåäû òàêæå íå ïðîâîäèëè.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è ÌÌÑÊ
îöåíèâàëè ïî ìèêðîôîòîãðàôèÿì ñëó÷àéíî âûáðàííûõ
ïîëåé çðåíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâåòîâîãî ôàçîâî-êîíòðà-
ñòíîãî ìèêðîñêîïà Leica DM IL (Ãåðìàíèÿ) è öâåòíîé âè-
äåîêàìåðû DC500 (Leica, Ãåðìàíèÿ).

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ÌÌÑÊ îöå-
íèâàëè, àíàëèçèðóÿ íå ìåíåå 5 ïîëåé â êàæäîì ôëàêîíå.
Ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Sigma ScanPro 5.0 Image Analy-
sis Software (SPSS Inc., ÑØÀ) ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëå-
òîê è ðàññ÷èòûâàëè ÷èñëî óäâîåíèé ïîïóëÿöèé (PD) ïî
ôîðìóëå PD = log2N/No, ãäå No è N — íà÷àëüíîå è êîíå÷-
íîå êîëè÷åñòâî êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî (Wolfrom et al.,
1994).

Ä ë ÿ à í à ë è ç à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ï î â å ð õ í î ñ ò í û õ
ì à ð ê å ð î â ñóñïåíçèþ êëåòîê ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè
(íå ìåíåå 100 òûñ. êëåòîê íà ïðîáó), äîáàâëÿëè àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC)
èëè ôèêîýðèòðèíîì (PE), â ðàçâåäåíèè ïî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Immunotec, Ôðàíöèÿ), èíêóáèðî-
âàëè 20 ìèí ïðè 4 °Ñ è àíàëèçèðîâàëè ïî ñòàíäàðòíîé
ìåòîäèêå íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Epics XL (Bec-
kman Coulter, ÑØÀ).

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ÌÌÑÊ îöåíèâàëè ïî êîëè-
÷åñòâó àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ANNE-
XIN V-FITC—PI (Immunotech, Ôðàíöèÿ) ñîãëàñíî èíñò-
ðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè
îïðåäåëÿëè çà ñ÷åò âûñîêîàôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ àííåê-
ñèíà V, ìå÷åííîãî FITC, ñ ôîñôîëèïèäîì ôîñôàòèäèëñå-
ðèíîì, êîòîðûé â ïðîöåññå àïîïòîçà ïåðåìåùàåòñÿ íà
âíåøíèé ñëîé ìåìáðàíû êëåòêè. Íåêðîòè÷åñêèå êëåòêè
âûÿâëÿëè ïî ñâÿçûâàíèþ èîäèäà ïðîïèäèÿ (PI) ñ ÄÍÊ
ïðè ïîâðåæäåíèè öåëîñòíîñòè ìåìáðàí. Êëåòêè, îñòî-
ðîæíî ðåñóñïåíäèðóÿ, ïîìåùàëè â îõëàæäåííûé ïðè

4 °Ñ ñâÿçûâàþùèé áóôåð èç ðàñ÷åòà íå ìåíåå 100 òûñ. íà
100 ìêë áóôåðà â êàæäîé ïðîáå è âíîñèëè ïî 5 ìêë PI è
1 ìêë àííåêñèíà V-FITC, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí
ïðè 4 °Ñ, çàòåì äîáàâëÿëè â êàæäóþ ïðîáó 400 ìêë ñâÿ-
çûâàþùåãî áóôåðà, ðåñóñïåíäèðîâàëè è àíàëèçèðîâàëè
êîëè÷åñòâî ïîâðåæäåííûõ êëåòîê íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ôëóîðèìåòðå Epics XL (Beckman Coulter, ÑØÀ).

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ ë à ê ò à ò à è ã ë þ ê î ç û îïðåäå-
ëÿëè ôåðìåíòàòèâíûì êîëîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì ñî-
ãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ñïåöèàëüíûõ
ðåàãåíòîâ (Biocon, Ãåðìàíèÿ) íà ñïåêòðîôîòîìåòðå ïðè
äëèíå âîëíû 546 íì (îïòè÷åñêèé ïóòü 1 ñì, òåìïåðàòóðà
37 °Ñ) (Eppendorf, Ãåðìàíèÿ). Êîíöåíòðàöèþ (Ñ) ëàêòàòà
(ÑLa) è ãëþêîçû (ÑGlu) ïåðåñ÷èòûâàëè íà êîëè÷åñòâî êëå-
òîê ïî ôîðìóëå Ñ = [DMet]/Xv, ãäå [DMet] — âåëè÷èíà,
íà êîòîðóþ èçìåíèëàñü êîíöåíòðàöèÿ ãëþêîçû (ëàêòàòà)
â ñðåäå çà 24 ÷, Xv — ñðåäíåå êîëè÷åñòâî êëåòîê âî ôëà-
êîíå â äàííûé ìîìåíò âðåìåíè. Ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå
ïðîäóöèðóåìîãî ëàêòàòà è ïîòðåáëÿåìîé ãëþêîçû
(YLa/Glu) ðàññ÷èòûâàëè êàê ñîîòíîøåíèå ÑLa /ÑGlu.

Â û ÿ â ë å í è å ì è ò î õ î í ä ð è é â ÌÌÑÊ è îïðåäå-
ëåíèå èõ òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïðîâîäèëè ïîñëå
îêîí÷àíèÿ óñëîâèé àíîêñèè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî
êðàñèòåëÿ MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes,
ÑØÀ). Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàâøåãîñÿ êðà-
ñèòåëÿ ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà âåëè÷èíå òðàíñìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé. MitoTracker âíîñèëè â
ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
500 íã/ìë è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ è â
ñîîòâåòñòâóþùåé ãàçîâîé ñðåäå.

Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è â í û õ ô î ð ì ê è ñ ë î ð î ä à
(ÀÔÊ) â ÌÌÑÊ ïðîâîäèëè ïîñëå îêîí÷àíèÿ èõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ àíîêñèè ñ ïîìîùüþ àöåòèëîâîãî
ýôèðà ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ 5,6-õëîðìåòèë-2,7-
äèõëîðîäèãèäðîôëóîðåñöåèí-äèàöåòàòà (ÑÌ-H2DCFDA)
(Molecular Probes, ÑØÀ). Êðàñèòåëü âíîñèëè â ñðåäó êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ
è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ è â ñîîòâåò-
ñòâóþùåé ãàçîâîé ñðåäå. Èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà Co-
ulter Epics XL (Beckman Coulter, ÑØÀ).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðåçóëüòàòîâ
âñå ýêñïåðèìåíòû áûëè ïðîâåäåíû ìèíèìóì â òðåõ ïî-
âòîðàõ. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììó EXCEL äëÿ WinXP, äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé
ìåæäó äâóìÿ ãðóïïàìè äàííûõ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ íå-
ïàðàìåòðè÷åñêîãî U-êðèòåðèÿ (Ìàííà—Óèòíè) ïðè âû-
áðàííîì óðîâíå çíà÷èìîñòè P � 0.05.

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: ñðåäà a-ÌÅÌ
(MP Biomedicals, ÑØÀ); L-ãëóòàìèí (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ);
ðàñòâîð àíòèáèîòèêîâ â 0.85%-íîì ñîëåâîì áóôåðå, ñî-
äåðæàùåì 10 000 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 10 000 ìêã/ìë
ñòðåïòîìèöèíà (ÏàíÝêî èëè Áèîëîò, Ðîññèÿ); ýìáðèî-
íàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà (Hyclone, ÑØÀ); 20 ìÌ ôîñ-
ôàòíûé áóôåð (Áèîëîò, Ðîññèÿ); ðàñòâîð òðèïñèíà è
ÝÄÒÀ ñ êîíöåíòðàöèÿìè âåùåñòâ 0.5 è 0.2 ã/ë ñîîòâåòñò-
âåííî (Gibco èëè Sigma, ÑØÀ); 0.075%-íûé ðàñòâîð êîë-
ëàãåíàçû IA (Sigma, ÑØÀ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ïðîòèâ àíòèãåíîâ CD31, CD54, CD73, CD90 è CD105,
êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC èëè PE, è ñîîòâåòñòâóþùèå
èçîòèïè÷åñêèå êîíòðîëè (Immunotec, Ôðàíöèÿ); íàáîð
äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ëàêòàòà è ãëþêîçû (Bio-
con, Ãåðìàíèÿ); íàáîð ANNEXIN V-FITC—PI (Immuno-
tech, Ôðàíöèÿ); ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè MitoTracker
Red CMXRos è ÑÌ-H2DCFDA (Molecular Probes, ÑØÀ).
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Ðåçóëüòàòû

Ì î ð ô î ë î ã è ÿ è è ì ì ó í î ô å í î ò è ï è ÷ å ñ ê à ÿ
õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à Ì Ì Ñ Ê â ó ñ ë î â è ÿ õ à í î ê ñ è è.
Â ïîïóëÿöèÿõ ÌÌÑÊ, êóëüòèâèðîâàííûõ äî 2-ãî ïàññà-
æà â óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà 20 % è çàòåì ïîìå-
ùåííûõ íà 10 ñóò â óñëîâèÿ àíîêñèè â ôàçå ðîñòà, óâåëè-
÷èâàëàñü äîëÿ êëåòîê âåðåòåíîâèäíîé ôîðìû íåáîëüøîãî
ðàçìåðà (100 ìêì è ìåíåå). Êîíòðîëüíûå êëåòêè â óñëî-
âèÿõ 20%-íîãî ñîäåðæàíèÿ Î2 ïðè ýòîì ñîõðàíÿëè ñâîþ
ãåòåðîãåííóþ ìîðôîëîãèþ ñ ÿðêî âûðàæåííîé çåðíèñòî-
ñòüþ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè (ðèñ. 1, à, â). Êóëüòèâèðîâà-
íèå ÌÌÑÊ ïðè ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà 5 % â òå÷å-
íèå 10 ñóò áåç ñìåíû ñðåäû ïðèâîäèëî ê ïîÿâëåíèþ ðàñ-
ïëàñòàííûõ êëåòîê (äî 200 ìêì), òîãäà êàê ïåðåíîñ èõ â
ôàçå ðîñòà â óñëîâèÿ àíîêñèè ñïîñîáñòâîâàë ñîõðàíåíèþ
ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ôîðìû è ìåíüøåãî ðàçìåðà
(60—100 ìêì), ÷òî áûëî õàðàêòåðíî äëÿ êëåòîê, êóëüòè-
âèðóåìûõ ïðè 5 % Î2 è ñâîåâðåìåííîé ñìåíå ñðåäû
(ðèñ. 1, ä, æ). Âëèÿíèå àíîêñèè íà ÌÌÑÊ â ñîñòîÿíèè
ìîíîñëîÿ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ ñîäåðæàíèåì
Î2 20 è 5 % íå ïðèâîäèëî ê èçìåíåíèÿì ìîðôîëîãèè
(ðèñ. 1, á, ã, å, ç). Îäíàêî â ïîïóëÿöèè êëåòîê, ïðåäâàðè-
òåëüíî êóëüòèâèðîâàííûõ ïðè 5 % Î2, îáðàçîâûâàëèñü
ó÷àñòêè ñ áîëåå ïëîòíûì ðàñïîëîæåíèåì êëåòîê â âèäå
íîäóë (ðèñ. 1, å, ç).

Àíîêñèÿ íå èçìåíÿëà ñóùåñòâåííûì îáðàçîì èììó-
íîôåíîòèï êëåòîê. Äîëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ õàðàêòåð-
íûå äëÿ ÌÌÑÊ ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû CD90 è CD73,
îñòàâàëàñü íà óðîâíå êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé âíå çàâèñè-
ìîñòè îò ñòåïåíè êîíôëþýíòíîñòè êóëüòóðû. Òåì íå ìå-
íåå â óñëîâèÿõ àíîêñèè â ðàñòóùèõ êóëüòóðàõ, ïðåäâàðè-
òåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ ïðè 20 è 5 % Î2, çà 10 ñóò óìåíü-
øàëàñü äîëÿ êëåòîê, íåñóùèõ íà ïîâåðõíîñòè ìîëåêóëó
êëåòî÷íîé àäãåçèè ICAM-1 (CD54) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè ïîïóëÿöèÿìè (òàáë. 1).

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü Ì Ì Ñ Ê â ó ñ ë î â è ÿ õ
à í î ê ñ è è. Ïîñëå äåéñòâèÿ àíîêñèè ÌÌÑÊ îêðàøèâàëè
àííåêñèíîì V-FITC, êîòîðûé ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåò-
ñÿ ñ ôîñôàòèäèëñåðèíîì íà ïîâåðõíîñòè êëåòî÷íîé ìåì-
áðàíû â ïðîöåññå ãèáåëè êëåòêè ïóòåì àïîïòîçà
(AnnV+-êëåòêè), è PI, êîòîðûé, ïðîíèêàÿ ÷åðåç ïîâðåæ-
äåííóþ êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó, îêðàøèâàåò ÄÍÊ íåêðîòè-
÷åñêèõ êëåòîê (PI+-êëåòêè). Äåòåêòèðóåìîå ñìåøàííîå
îêðàøèâàíèå (AnnV+/PI+) àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê ñâèäå-
òåëüñòâîâàëî î ñìåíå ìåõàíèçìà èõ ãèáåëè, êîòîðûé ìî-
æåò íà÷èíàòüñÿ àïîïòîçîì è çàâåðøàòüñÿ ïîñòàïîïòîòè-
÷åñêèì íåêðîçîì, ÷òî íåðåäêî íàáëþäàåòñÿ â êóëüòóðàõ
êëåòîê ïðè äîñòèæåíèè èìè ñîñòîÿíèÿ ìîíîñëîÿ.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñîîòíîøåíèÿ ïîâðåæäåííûõ
è æèâûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ïîêàçàë, ÷òî ÌÌÑÊ, ïðåä-
âàðèòåëüíî êóëüòèâèðîâàííûå ïðè 20 % Î2, çà 10 ñóò â
ôàçå ðîñòà â óñëîâèÿõ àíîêñèè ñîäåðæàëè â 3 ðàçà áîëüøå
AnnV+-êëåòîê è â 1.5 ðàçà áîëüøå PI+-êëåòîê ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì. Â êëåòêàõ, ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðî-
âàííûõ ïðè 5 % Î2 è çàòåì ïîìåùåííûõ â óñëîâèÿ àíîê-
ñèè, ïðàêòè÷åñêè â 2 ðàçà âîçðîñëî ÷èñëî AnnV+/PI+-êëå-
òîê. Òåì íå ìåíåå âñå ïîïóëÿöèè ÌÌÑÊ ïðè äëèòåëüíîé
ýêñïîçèöèè â óñëîâèÿõ àíîêñèè áåç ñìåíû ïèòàòåëüíîé
ñðåäû ñîõðàíèëè âûñîêèé óðîâåíü æèçíåñïîñîáíîñòè,
äîëÿ æèâûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 88 % ïîïóëÿöèè.

Âîçäåéñòâèå àíîêñèè â òå÷åíèå 5 ñóò íà ÌÌÑÊ â ñî-
ñòîÿíèè ìîíîñëîÿ îêàçàëî åùå ìåíåå âûðàæåííûé ïî-
âðåæäàþùèé ýôôåêò, äîëÿ æèâûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ñî-
ñòàâëÿëà íå ìåíåå 90 %. Ïðè ýòîì â êîíòðîëüíûõ êóëüòó-

ðàõ ÌÌÑÊ áåç ñìåíû ïèòàòåëüíîé ñðåäû â ñîñòîÿíèè ìî-
íîñëîÿ êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ êëå-
òîê áûëî ìèíèìàëüíûì (òàáë. 2).

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ñ Ê â
ó ñ ë î â è ÿ õ à í î ê ñ è è. Ïåðåíîñ êóëüòèâèðîâàííûõ ïðè
20 % Î2 êëåòîê â óñëîâèÿ àíîêñèè ñïîñîáñòâîâàë óâåëè-
÷åíèþ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè. Ïîïóëÿöèÿ ÌÌÑÊ
â ôàçå ðîñòà, ïîäâåðãàåìàÿ àíîêñèè â òå÷åíèå 10 ñóò, ñî-
âåðøèëà â ñðåäíåì 1.8 óäâîåíèÿ, ÷òî â 1.4 ðàçà ïðåâûñèëî
êîëè÷åñòâî óäâîåíèé ïîïóëÿöèè êîíòðîëüíûõ êëåòîê ïðè
20 % Î2. Àíîêñèÿ ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïðè 5 % Î2 íå îêàçàëà âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ êëå-
òîê, ñîõðàíèâ â ñðåäíåì 2.4 óäâîåíèÿ â ñóòêè (ðèñ. 2).

Ì å ò à á î ë è ç ì ã ë þ ê î ç û ê ë å ò ê à ì è â ó ñ ë î â è -
ÿ õ à í î ê ñ è è. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ íå âûÿâèë èçìåíåíèÿ
ïîòðåáëåíèÿ ãëþêîçû ÌÌÑÊ ïðè àíîêñèè ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Ïðè ïåðåñ÷åòå êîëè÷åñòâà ïî-
òðåáëåííîé ãëþêîçû íà êëåòêó îêàçàëîñü, ÷òî ÌÌÑÊ, êó-
ëüòèâèðóåìûå ïðè 20 % Î2, ïîòðåáëÿëè â ñðåäíåì
63 � 9.1 ïìîëü íà 1 êëåòêó. Óñëîâèÿ àíîêñèè âûçûâàëè
íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ýòîãî ïàðàìåòðà äî
80 � 4.4 ïìîëü íà 1 êëåòêó (ðèñ. 3, à). Êóëüòèâèðîâàíèå
ïðè 5 % Î2 ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì ïîòðåáëåíèÿ ãëþ-
êîçû äî 43 � 6.1 ïìîëü íà 1 êëåòêó. Àíîêñèÿ â òå÷åíèå
10 ñóò íå âûçûâàëà äîïîëíèòåëüíîãî ñíèæåíèÿ ýòîãî ïî-
êàçàòåëÿ. Àíîêñèÿ â òå÷åíèå 5 ñóò äëÿ êëåòîê â ñîñòîÿíèè
ìîíîñëîÿ ñîïðîâîæäàëàñü ïîëíûì ïîòðåáëåíèåì ãëþêî-
çû èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì âñå ïîïóëÿöèè
êëåòîê ïîòðåáëÿëè îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî ãëþêîçû (îò
30 � 2.8 äî 35 � 4.0 ïìîëü íà 1 êëåòêó) (ðèñ. 3, á).

Ïåðåñ÷åò êîíöåíòðàöèè ïðîäóöèðóåìîãî âî âðåìÿ
ôàçû ðîñòà ïðè àíîêñèè ëàêòàòà íà 1 êëåòêó ïîêàçàë áî-
ëåå âûðàæåííóþ ïðîäóêöèþ ëàêòàòà (â 1.6 ðàçà) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ÌÌÑÊ, êóëüòèâèðîâàííûìè ïðè 20 %
(262 � 9.1 ïìîëü íà 1 êëåòêó). Äëÿ êëåòîê, ïðåäâàðèòåëü-
íî êóëüòèâèðîâàííûõ ïðè 5 % Î2, â óñëîâèÿõ àíîêñèè òà-
êîãî óâåëè÷åíèÿ íå áûëî, ïðîäóêöèÿ ëàêòàòà îñòàâàëàñü
íà óðîâíå 139 � 3.7 ïìîëü íà 1 êëåòêó (ðèñ. 3, à).
Â ÌÌÑÊ, ïîìåùåííûõ â óñëîâèÿ àíîêñèè â ñîñòîÿíèè
ìîíîñëîÿ, óðîâåíü ýòîãî ìåòàáîëèòà âàðüèðîâàë îò
73 � 1.1 äî 94 � 10.7 ïìîëü íà 1 êëåòêó (ðèñ. 3, á).

Îäíàêî äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü, èñïûòûâàþò ëè
êëåòêè íåäîñòàòîê êèñëîðîäà, íåäîñòàòî÷íî îïðåäåëÿòü
òîëüêî ñîäåðæàíèå ëàêòàòà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ
îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè êàòàáîëèçìà ãëþêîçû â ïðîöåññå
ãëèêîëèçà è îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìû èñïîëü-
çîâàëè ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå ïðîäóöèðóåìîãî ëàêòàòà è
ïîòðåáëÿåìîé ãëþêîçû (YLa/Glu). Àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïå-
ðåìåùåíèå ÌÌÑÊ â ôàçå ðîñòà, ïðåäêóëüòèâèðîâàííûõ
ïðè 20 % Î2, â óñëîâèÿ àíîêñèè ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëü-
íûì óâåëè÷åíèåì ìîëÿðíîãî ñîîòíîøåíèÿ YLa/Glu. Íåêî-
òîðîå óâåëè÷åíèå ýòîãî ñîîòíîøåíèÿ îòìå÷àåòñÿ è äëÿ
êëåòîê, ïðåäêóëüòèâèðîâàííûõ ïðè 5 % O2. Óâåëè÷åíèå
ñîîòíîøåíèÿ YLa/Glu ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè âêëà-
äà àíàýðîáíîãî ãëèêîëèçà â ìåòàáîëèçì ãëþêîçû. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ ïðè
àíîêñèè, íàîáîðîò, ýòîò ïàðàìåòð íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàë-
ñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè çíà÷åíèÿìè (òàáë. 3).

Ô ó í ê ö è î í à ë ü í î å ñ î ñ ò î ÿ í è å ì è ò î õ î í ä -
ð è é è ñ î ä å ð æ à í è å À Ô Ê â Ì Ì Ñ Ê â ó ñ ë î â è ÿ õ
à í î ê ñ è è. Ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé â
ÌÌÑÊ îöåíèâàëè ïîñëå äåéñòâèÿ àíîêñèè ñ ïîìîùüþ
ïîòåíöèàë-çàâèñèìîãî êðàñèòåëÿ MitoTracker Red
CMXRos, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîòîðîãî çàâè-
ñèò îò óðîâíÿ òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíä-
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ðèé. Ïðîòî÷íàÿ öèòîôëóîðèìåòðèÿ ïîêàçàëà, ÷òî êîíöåí-
òðàöèÿ êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå âëèÿåò íà
÷èñëî îêðàøåííûõ êëåòîê, êîòîðîå âî âñåõ ñëó÷àÿõ ñî-
ñòàâëÿëî áîëåå 95 %. À ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè çîíäà â ÌÌÑÊ, íàõîäÿùèõñÿ êàê â ôàçå ðîñòà,

òàê è â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ, ïîñëå äåéñòâèÿ àíîêñèè
óìåíüøàëàñü â ñðåäíåì íà 50 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì. Êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå ïðè 5 % Î2 òîæå èìåëè ñíè-
æåííûé òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèé (èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ íà 60 % íèæå, ÷åì
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Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ ÌÌÑÊ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: íîðìîêñèÿ (20 % O2, êîíòðîëü) (à, á); àíîêñèÿ ñ ïðåäâà-
ðèòåëüíûì êóëüòèâèðîâàíèåì â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè (â, ã); ãèïîêñèÿ (5 % O2, êîíòðîëü) (ä, å); àíîêñèÿ ñ ïðåäâàðèòåëüíûì êóëü-

òèâèðîâàíèåì â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè (æ, ç).

Ïðåäñòàâëåíû êëåòêè 2-ãî ïàññàæà â ôàçå ðîñòà (à, â, ä, æ) è â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ (á, ã, å, ç); ôàçîâûé êîíòðàñò; ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì.



ó êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ ïðè 20 % Î2), íî ïðè ïåðåíîñå
ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ ïðè 5 % Î2 ÌÌÑÊ â
óñëîâèÿ àíîêñèè äàëüíåéøåãî ñíèæåíèÿ ýòîãî ïîòåíöèà-
ëà íå áûëî (ðèñ. 4, à, á).

Â ïîïóëÿöèè ÌÌÑÊ â óñëîâèÿõ àíîêñèè óâåëè÷èâà-
åòñÿ äîëÿ êëåòîê, îêðàøåííûõ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòå-
ëåì ÑÌ-H2DCFDA, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî âûÿâëÿþò ÀÔÊ.
Â äåéñòâèòåëüíîñòè äîëÿ îêðàøèâàåìûõ ÑÌ-H2DCFDA
êëåòîê â ýòèõ êóëüòóðàõ áûëà íåâûñîêà è ñîñòàâëÿëà ÷óòü
áîëåå 4 % (ðèñ. 4, ã). Ïðè ýòîì àíîêñèÿ íå îêàçûâàëà ïî-
äîáíîãî äåéñòâèÿ íà ÌÌÑÊ â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ, ñðåä-
íÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ñîîòâåòñòâîâà-
ëà ôîíîâûì çíà÷åíèÿì (ðèñ. 4, ã).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñâîéñòâà ÌÌÑÊ âçðîñëîãî îðãà-
íèçìà äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíû. Ñîâðåìåííûå èññëå-
äîâàíèÿ ïîñâÿùåíû âûÿñíåíèþ è èçó÷åíèþ ìåõàíèçìîâ,
ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ ýòè êëåòêè îñóùåñòâëÿþò ñâîè
ôóíêöèè äëÿ ïîääåðæàíèÿ è âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæ-
äåííûõ òêàíåé (Rodrigues et al., 2010). Îñîáåííî âàæíà

èíôîðìàöèÿ î âëèÿíèè ýêñòðåìàëüíûõ ôàêòîðîâ íà ñâîé-
ñòâà ýòèõ êëåòîê. Ê òàêèì ôàêòîðàì îòíîñÿòñÿ êðàéíå
íèçêèé óðîâåíü êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà èëè ïîëíîå åãî
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Ò à á ë è ö à 1

Êîëè÷åñòâî ÌÌÑÊ, íåñóùèõ ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû,
â çàâèñèìîñòè îò ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå

Âðåìÿ àíîêñèè è
ñîñòîÿíèå êëåòîê

Ìàðêåðû

Äîëÿ êëåòîê, %, íåñóùèõ ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû ïðè ñîäåðæàíèè Î2

20 %
0 % ïîñëå ïåðåâîäà

èç 20 %
5 % (ãèïîêñèÿ)

0 % ïîñëå ïåðåâîäà
èç 5 %

10 ñóò,
ôàçà ðîñòà

CD54 62.9 � 5.7 45.9 � 7.7à 73.4 � 0.7 53.2 � 11.6á

CD90 93.9 � 2.8 77.2 � 16.8 94.0 � 1.1 97.7 � 0.3

CD73 95.7 � 3.2 98.4 � 1.4 98.2 � 1.0 98.4 � 1.3

CD31 1.5 � 0.2 1.9 � 0.2 1.7 � 0.3 1.7 � 0.1

5 ñóò,
ìîíîñëîé

CD54 45.7 � 12.0 35.4 � 9.9 71.3 � 17.0 69.8 � 5.3

CD90 78.0 � 9.4 75.8 � 4.9 90.1 � 5.1 90.7 � 3.7

CD73 94.1 � 0.3 89.3 � 1.3 98.0 � 1.7 99.0 � 0.6

CD31 0.6 � 0.2 1.0 � 0.1 0.9 � 0.1 0.7 � 0.3

à Îòëè÷èÿ îò 20%-íîãî ñîäåðæàíèÿ Î2 äîñòîâåðíû. á Îòëè÷èÿ îò ãèïîêñèè äîñòîâåðíû; P � 0.05, n = 3.

Ò à á ë è ö à 2

Êîëè÷åñòâî ïîâðåæäåííûõ ÌÌÑÊ â çàâèñèìîñòè îò ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå

Âðåìÿ àíîêñèè
è ñîñòîÿíèå êëåòîê

Ìàðêåðû
ïîâðåæäåíèÿ

Äîëÿ ïîâðåæäåííûõ êëåòîê, %, ïðè ñîäåðæàíèè Î2

20 %
0 % ïîñëå ïåðåâîäà

èç 20 %
5 % (ãèïîêñèÿ)

0 % ïîñëå ïåðåâîäà
èç 5 %

10 ñóò,
ôàçà ðîñòà

AnnV+ 0.66 � 0.07 1.90 � 0.61 3.14 � 1.04 3.62 � 1.20

PI+ 2.14 � 0.54 3.06 � 1.60 4.26 � 1.98 1.97 � 0.40

AnnV+/PI+ 6.79 � 0.85 6.64 � 1.36 3.55 � 0.53 6.68 � 1.76

AnnV–/PI– 90.40 � 0.43 88.4 � 0.37 89.10 � 3.48 87.80 � 2.50

5 ñóò,
ìîíîñëîé

AnnV+ 0.49 � 0.09 0.95 � 0.27 0.72 � 0.16 3.12 � 1.02

PI+ 3.05 � 1.44 4.27 � 0.51 2.27 � 1.72 2.49 � 1.61

AnnV+/PI+ 3.54 � 0.29 4.46 � 0.43 1.80 � 0.82 2.84 � 0.43

AnnV–/PI– 93.00 � 1.80 90.30 � 0.29 95.20 � 2.70 91.60 � 0.20

Ðèñ. 2. ×èñëî êëåòî÷íûõ óäâîåíèé ïîïóëÿöèè ÌÌÑÊ â ôàçå
ðîñòà.

Áåëûå ñòîëáöû — ïðåäêóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ñîîòâåòñòâåííî
20 è 5 % O2, ÷åðíûå ñòîëáöû — ïîñëåäóþùèé ïåðåâîä ýòèõ æå ÌÌÑÊ â
óñëîâèÿõ àíîêñèè íà 10 ñóò. Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ

îò çíà÷åíèÿ ëåâîãî ñòîëáöà (P � 0.05, n = 3).



îòñóòñòâèå è ñíèæåíèå ïèòàòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ â ìèê-
ðîîêðóæåíèè, êîòîðûì ÌÌÑÊ ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ â ó÷à-
ñòêàõ ïîâðåæäåííûõ òêàíåé.

Íåîáõîäèìûì ïàðàìåòðîì â èäåíòèôèêàöèè êóëü-
òèâèðóåìûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ïîäòâåðæäåíèå ñòàòóñà
ÌÌÑÊ. Íà êëåòêàõ 2-ãî ïàññàæà ÌÌÑÊ ìû ïîêàçàëè
ñòàáèëüíóþ ýêñïðåññèþ õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÌÑÊ ïîâåðõ-
íîñòíûõ ìàðêåðîâ CD73 è CD90 è îòñóòñòâèå ìàðêåðà
CD31, ñâîéñòâåííîãî ýíäîòåëèàëüíûì êëåòêàì. Óñëîâèÿ
àíîêñèè íå èçìåíÿëè ïðîöåíòíîãî ñîîòíîøåíèÿ êëåòîê â
ïîïóëÿöèè, íåñóùèõ ýòè ìàðêåðû. Îòìå÷àåìîå ñíèæåíèå
äîëè CD54+-êëåòîê ïðè ïåðåìåùåíèè ÌÌÑÊ â óñëîâèÿ
àíîêñèè â ôàçå ðîñòà ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñíèæå-
íèè âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê äðóã ñ äðóãîì. Êëåòêè â ýòèõ
êóëüòóðàõ ðàñïîëàãàëèñü ïî ïëàñòèêó äîñòàòî÷íî ðàâíî-
ìåðíî, ñîõðàíÿÿ íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî êîíòàêòîâ â
îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êóëüòóð, ãäå ÌÌÑÊ ïëîòíî ïðè-
ìûêàþò äðóã ê äðóãó ïî âñåé äëèíå êëåòêè. Â ñîñòîÿíèè
ìîíîñëîÿ êîëè÷åñòâî CD54+-êëåòîê íå ìåíÿëîñü, îíè íå
òåðÿëè êîíòàêòîâ äðóã ñ äðóãîì, à â ïîïóëÿöèÿõ, ïðåä-
êóëüòèâèðîâàííûõ ïðè 5%-íîì ñîäåðæàíèè Î2, îíè îáðà-
çîâûâàëè ó÷àñòêè ñ áîëåå ïëîòíûì ðàñïîëîæåíèåì êëå-
òîê â âèäå íîäóë. Ýòî íàáëþäåíèå ñîãëàñóåòñÿ ñ èññëåäî-

âàíèÿìè, ïðîâåäåííûìè íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, êî-
òîðûå ïðè âîçäåéñòâèè àíîêñèè òîæå ñîõðàíÿëè íåèçìåí-
íûé óðîâåíü ýêñïðåññèè CD54 (Jiang et al., 2003).

Íàáëþäàåìûå èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê è óìåíü-
øåíèå èõ ðàçìåðîâ ïðè ïåðåñòàíîâêå â óñëîâèÿ àíîêñèè â
ôàçå ðîñòà ïðîèñõîäèëè çà ñ÷åò ïîÿâëåíèÿ íîâûõ êëåòîê
â ïîïóëÿöèè, à íå çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ ôîðìû è ðàçìåðà óæå
ïðèñóòñòâóþùèõ êëåòîê â êóëüòóðå, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâó-
åò îòñóòñòâèå âûðàæåííûõ ðàçëè÷èé â ïîïóëÿöèÿõ
ÌÌÑÊ, ïîìåùåííûõ â àíîêñèþ â ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ.
Åñëè ðàññìàòðèâàòü êðóïíûå êëåòêè â êóëüòóðå ÌÌÑÊ
êàê ñòàðåþùèå èëè âñòàâøèå íà ïóòü äèôôåðåíöèðîâêè,
òî î÷åâèäíî, ÷òî àíîêñèÿ ñíèæàåò ãåòåðîãåííîñòü ïðîëè-
ôåðèðóþùåé ïîïóëÿöèè ÌÌÑÊ, íå îêàçûâàÿ ïîâðåæäà-
þùåãî âîçäåéñòâèÿ (Safwani et al., 2012). Îá ýòîì òàêæå
ñâèäåòåëüñòâóåò íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ïîâðåæäåí-
íûõ êëåòîê â êóëüòóðàõ, íåñìîòðÿ íà äëèòåëüíîñòü àíîê-
ñèè è ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå ïèòàòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ
ñðåäû.

Ïîäîáíàÿ ñõåìà ýêñïåðèìåíòà, íå ïðåäóñìàòðè-
âàþùàÿ ñìåíû ñðåäû, áûëà ïðèìåíåíà è äðóãèìè àâòîðà-
ìè äëÿ îöåíêè ïîâðåæäàþùåãî âîçäåéñòâèÿ ãèïîêñèè
(pO2 < 1.5 ìì Hg). Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî íà÷èíàÿ ñ
9-õ ñóò äåéñòâèÿ ãèïîêñèè êîëè÷åñòâî ïîâðåæäåííûõ
êëåòîê ðåçêî âîçðàñòàëî, òîãäà êàê êëåòêè â óñëîâèÿõ
20 % Î2 ìîãëè ïîääåðæèâàòü âûñîêèé óðîâåíü æèçíåñïî-
ñîáíîñòè áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ (Deschepper et al.,
2011). Êðîìå òîãî, ïðåäñòàâëåííûå äàííûå õîðîøî ñî-
ãëàñóþòñÿ ñ ðàíåå ïðîâåäåííûìè èññëåäîâàíèÿìè, ïîñâÿ-
ùåííûìè âîçäåéñòâèþ àíîêñèè íà ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîç-
ãà êðûñ: àíîêñèÿ â òå÷åíèå 96 ÷ íå ñîïðîâîæäàëàñü çíà÷è-
òåëüíîé êëåòî÷íîé ãèáåëüþ, à âûðàæåííîå ïîâðåæäåíèå
êëåòîê îòìå÷àëîñü ëèøü ïîñëå 14-ñóòî÷íîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ â ýòèõ óñëîâèÿõ (Àíîõèíà è äð., 2009).

Ôàêò âûñîêîé æèçíåñïîñîáíîñòè ÌÌÑÊ â óñëîâèÿõ
æåñòêîé ãèïîêñèè ïîäòâåðæäàåòñÿ èññëåäîâàíèÿìè ïî
êîìáèíèðîâàííîìó âîçäåéñòâèþ ãèïîêñèè è ñûâîðîòî÷-
íîãî ãîëîäàíèÿ. Â ÷àñòíîñòè, íå áûëî îòìå÷åíî áîëåå áû-
ñòðîé ãèáåëè êëåòîê ïðè 0.5—1 % Î2 â ïðèñóòñòâèè 10 %
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ) â ñðåäå. Îäíà-
êî îòñóòñòâèå ÝÒÑ ñîïðîâîæäàëîñü âûðàæåííîé ãèáåëüþ
êëåòîê êàê ïðè 1, òàê è ïðè 20 % Î2. Ýòî ïîçâîëèëî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ãèïîêñèÿ íå ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì, ëèìèòèðó-
þùèì æèçíåñïîñîáíîñòü ÌÌÑÊ (Zhu et al., 2006; Potier
et al., 2007).

Äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòîê ãëþêîçà ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå
âàæíûì ïèòàòåëüíûì êîìïîíåíòîì ñðåäû êóëüòèâèðîâà-
íèÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýíåðãèè, íåîáõîäèìîé äëÿ ðîñòà è
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Îòñóòñòâèå ñìåíû ñðåäû â ïðîöåññå
ðîñòà êóëüòóðû â òå÷åíèå 10 ñóò â íàñòîÿùåé ðàáîòå íå
ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ ÷èñëà óäâîåíèé ÌÌÑÊ â óñëîâè-
ÿõ êàê 20, òàê è 5 % Î2. Êîëè÷åñòâî êëåòî÷íûõ óäâîåíèé
ïîïóëÿöèè îñòàâàëîñü â ïðåäåëàõ ðàíåå ïîêàçàííûõ íàìè
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Ðèñ. 3. Êîëè÷åñòâî ïîòðåáëåííîé ãëþêîçû (áåëûå ñòîëáöû) è
ëàêòàòà (÷åðíûå ñòîëáöû), ïðîäóöèðóåìîãî â ñðåäó êëåòêàìè
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ àíîêñèè â ôàçå ðîñòà (à) è â

ñîñòîÿíèè ìîíîñëîÿ (á).

Êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðîâàëè ïðè 20 èëè 5 % O2. Çâåçäî÷êîé
ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò çíà÷åíèÿ ïðè 20%-íîì ñîäåðæàíèè

O2 (P � 0.05, n = 3).

Ò à á ë è ö à 3

Ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå ïðîäóöèðóåìîãî ëàêòàòà è ïîòðåáëÿåìîé ãëþêîçû (YLa/Glu) äëÿ ÌÌÑÊ,
êóëüòèâèðóåìûõ ïðè ðàçëè÷íîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà

Âðåìÿ àíîêñèè
è ñîñòîÿíèå êëåòîê

YLa/Glu (óñë. åä.) ïðè ñîäåðæàíèè Î2

20 %
0 ïîñëå ïåðåâîäà

èç 20 %
5 %

0 ïîñëå ïåðåâîäà
èç 5 %

10 ñóò, ôàçà ðîñòà 2.70 � 0.14 3.30 � 0.27 3.40 � 0.21 3.90 � 0.51

5 ñóò, ìîíîñëîé 2.70 � 0.17 2.20 � 0.31 3.70 � 0.39 3.00 � 0.20



çíà÷åíèé (Ðûëîâà è äð., 2013). Àíîêñèÿ ïîñëå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê ïðè 20 % Î2 ñòèìóëèðîâàëà èõ ïðîëèôå-
ðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, à ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ïðè 5 % Î2 íå óâåëè÷èâàëà ÷èñëî óäâîåíèé.
Â óñëîâèÿõ åùå áîëåå íèçêîãî óðîâíÿ êèñëîðîäà (3 è 1 %)
ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè 5 % Î2 ìû
òîæå íå îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè (Ðûëîâà
è äð., 2013).

Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî in vitro áèîýíåðãåòèêà
êëåòîê ïðè ïîíèæåííîì è ïðè àòìîñôåðíîì ñîäåðæàíèè
êèñëîðîäà áóäåò ðàçíîé. Íåñìîòðÿ íà íåêîòîðûå ðàçëè-
÷èÿ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïðîòîêîëàõ, îñíîâíàÿ ÷àñòü íà-
êîïëåííûõ äàííûõ î ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû ÌÌÑÊ èç
ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðåâàëèðîâà-
íèè ãëèêîëèòè÷åñêîãî ïóòè ìåòàáîëèçìà ãëþêîçû â óñëî-
âèÿõ ãèïîêñèè (Follmar et al., 2006; Dos Santos et al., 2010;
Lavrentieva et al., 2010; Deschepper et al., 2011; Buravkova
et al., 2013). Òàê, êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà
â óñëîâèÿõ 0.5%-íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà íå îêàçûâà-
ëî ïîâðåæäàþùåãî âîçäåéñòâèÿ è áîëåå 95 % êëåòîê ñî-
õðàíÿëè âûñîêèé óðîâåíü æèçíåñïîñîáíîñòè. Äîáàâëå-
íèå èíãèáèòîðà äûõàòåëüíîé öåïè 2,4-äèíèòðîôåíîëà â
óñëîâèÿõ 20%-íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà òîæå íå ñî-
ïðîâîæäàëîñü ãèáåëüþ êëåòîê è íå èçìåíÿëî òðàíñìåìá-
ðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé (Mylotte et al., 2008).
Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÌÌÑÊ èñïîëüçóþò
ïðåèìóùåñòâåííî ãëèêîëèòè÷åñêèé ïóòü ïîëó÷åíèÿ ýíåð-
ãèè. Äåïðèâàöèÿ ãëþêîçû ïðèâîäèëà ê ðåçêîìó óìåíüøå-
íèþ ïðîäóêöèè ÀÒÔ äî 20 %, êîòîðàÿ â äàëüíåéøåì óæå
íå ìåíÿëàñü, ïîäòâåðæäàÿ, ÷òî äàæå â ñòàíäàðòíûõ óñëî-

âèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ìåíåå 80 % îáùåãî êîëè÷åñòâà
ÀÒÔ â êëåòêå ñèíòåçèðóåòñÿ ãëèêîëèòè÷åñêèì ïóòåì
(Mylotte et al., 2008; Dos Santos et al., 2009).

Èçâåñòíî, ÷òî â ïðîöåññå ãëèêîëèçà ïðåâðàùåíèå îä-
íîé ìîëåêóëû ãëþêîçû çàêàí÷èâàåòñÿ îáðàçîâàíèåì
äâóõ ìîëåêóë ÀÒÔ è äâóõ ìîëåêóë ïèðóâàòà, êîòîðûé â
ïðèñóòñòâèè êèñëîðîäà ïîñòóïàåò â ìèòîõîíäðèè äëÿ
äàëüíåéøåãî îêèñëåíèÿ, à â îòñóòñòâèå êèñëîðîäà ïðå-
âðàùàåòñÿ â ëàêòàò. Òàêèì îáðàçîì, åñëè âñÿ ãëþêîçà
ïðåâðàùàåòñÿ â ëàêòàò, ñîîòíîøåíèå YLa/GLu ñîîòâåòñòâó-
åò çíà÷åíèþ 2. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìîëÿðíîå ñîîòíîøå-
íèå YLa/GLu ïðåâûøàåò ýòî çíà÷åíèå. Ïî âñåé âèäèìîñòè,
ïðè ïîëíîì èñòîùåíèè ãëþêîçû â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå
êëåòêè ìåòàáîëèçèðîâàëè äðóãèå êîìïîíåíòû ïèòàòåëü-
íîé ñðåäû, íàïðèìåð L-ãëþòàìèí è äðóãèå àìèíîêèñëî-
òû, êîòîðûå â ðåçóëüòàòå äåçàìèíèðîâàíèÿ è òðàíñàìè-
íèðîâàíèÿ ìîãóò âêëþ÷àòüñÿ â ãëþêîíåîãåíåç. Êðîìå
òîãî, íåäàâíèå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ãèïîêñè÷åñêîå
ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå ïðè 1 % Î2 ñïîñîáñòâóåò àêòèâà-
öèè íàêîïëåíèÿ ãëèêîãåíà äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÀÒÔ ïðè ïî-
ñëåäóþùåì êóëüòèâèðîâàíèè â îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè
è ãëþêîçû â ñðåäå, ïîçâîëÿÿ ñîõðàíÿòü æèçíåñïîñîáíîñòü
ÌÌÑÊ. Ïîñðåäñòâîì PI3K/Akt, HIF-1 è êèíàçû ãëèêî-
ãåíñèíòàçû-3b (GSK-3b) â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè àêòèâè-
ðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ òðàíñïîðòåðà ãëþêîçû-1
(GLUT-1), ãåêñîêèíàçû (HK), ãëèêîãåíñèíòàçû-1 (GS-1)
è ãëèêîãåíôîñôîðèëàçû (GP), êîòîðûå ðåãóëèðóþò íà-
êîïëåíèå è ðàñïàä ãëèêîãåíà â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè (Zhu
et al., 2014).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ïëîòíîñòü ïîñàäêè êëåòîê â
êóëüòóðå ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà ýôôåêòèâíîñòü ðåàê-

Óñòîé÷èâîñòü ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè ê àíîêñèè in vitro 887

Ðèñ. 4. Ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî êðàñèòåëÿ Mito Tracker Red CMXRos â ÌÌÑÊ (à, á) è äîëÿ
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ÀÔÊ-çàâèñèìûé êðàñèòåëü CM-H2DCFDA (â, ã) ïîñëå 10-ñóòî÷íîé àíîêñèè â ôàçå ðîñòà (à, â) è â ñîñòîÿíèè

ìîíîñëîÿ (á, ã).

Çâåçäî÷êîé è ðåøåòêîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò çíà÷åíèÿ â óñëîâèÿõ ñîîòâåòñòâåííî 20 è 5 % O2 (P � 0.05, n = 3).



öèé àíàýðîáíîãî ãëèêîëèçà ïðè 20 è 5 % Î2, ÷òî ñîîòâåò-
ñòâóåò îòñóòñòâèþ çàâèñèìîñòè ìîëÿðíîãî ñîîòíîøåíèÿ
YLa/Glu è íà÷àëüíîé ïëîòíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ (Higuera
et al., 2009). Ýòè äàííûå òàêæå ñâèäåòåëüñòâóþò îá èñ-
õîäíîì ïðåâàëèðîâàíèè ãëèêîëèçà íàä îêèñëèòåëüíûì
ôîñôîðèëèðîâàíèåì â ýòèõ êëåòêàõ. Îäíàêî ïðè ïîìåùå-
íèè ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð â óñëîâèÿ àíîêñèè ìû äåòåêòè-
ðîâàëè ñíèæåíèå ïîêàçàòåëÿ YLa/Glu, êîòîðûé, òåì íå ìå-
íåå, ïðåâûøàë çíà÷åíèå 2. Ñíèæåíèå ìîëÿðíîãî ñîîòíî-
øåíèÿ ïðîèñõîäèëî èç-çà ìåíüøåé ïðîäóêöèè ëàêòàòà
ïðè òîì æå ïîòðåáëåíèè ãëþêîçû.

Ïðåäñòàâëåííûå íàìè äàííûå îá óìåíüøåíèè ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèé â óñëîâèÿõ àíîêñèè
õîðîøî êîððåëèðóþò ñ ðåçóëüòàòàìè, óêàçûâàþùèìè
íà ðàâíîçíà÷íîå ñíèæåíèå ñêîðîñòè ïîòðåáëåíèÿ êèñëî-
ðîäà è òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé ïðè
1—5 % Î2 (Lavrentieva et al., 2010; Buravkova et al., 2013).

Â ðÿäå ðàáîò âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î òîì,
÷òî ïåðåêëþ÷åíèå ìåòàáîëèçìà ãëþêîçû íà àíàýðîáíûé
ãëèêîëèç îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñðåäñòâîì çàâèñèìûõ îò íà-
ïðÿæåíèÿ àíèîííûõ êàíàëîâ (VDAC) ìèòîõîíäðèé.
Â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ãåêñîêèíàçà, ïåðâûé ôåðìåíò ãëè-
êîëèçà, èíãèáèðóåò êàíàëû è ïðîèñõîäèò çàìåäëåíèå âñå-
ãî ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìåòàáîëèçìà è ñîäåéñòâèå ãëèêî-
ëèçó (Lemasters et al., 2006). Èññëåäîâàòåëè ïðåäïîëàãà-
þò, ÷òî â ýòè ìåõàíèçìû ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû òàêèå
ôàêòîðû, êàê öèòîêèíû, NADH, ÀÔÊ è àêòèâíûå ôîðìû
àçîòà, ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî çàêðûòèå
ìîæåò ïðîèñõîäèòü â ðåçóëüòàòå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðî-
òåèíêèíàçîé À (PKA), à îòêðûòèå VDAC2 — ïðè ó÷àñòèè
GSK-3b (Lemasters et al., 2012). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
VDAC, ïî-âèäèìîìó, äåéñòâóåò â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà
ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìåòàáîëèçìà, ÷òî ìîæåò áûòü ïîëåç-
íî äëÿ îãðàíè÷åíèÿ ýíåðãåòè÷åñêè íåâûãîäíîãî ãèäðîëè-
çà ÀÒÔ âî âðåìÿ èøåìèè èëè ãèïîêñèè.

Òàêèì îáðàçîì, îêàçàâøèñü â óñëîâèÿõ íåáëàãîïðè-
ÿòíîãî âîçäåéñòâèÿ ôàêòîðîâ ìèêðîîêðóæåíèÿ (ãèïî-
êñèÿ, àíîêñèÿ, ñíèæåíèå ïèòàòåëüíûõ êîìïîíåíòîâ)
ÌÌÑÊ ìîãóò ïîääåðæèâàòü íå òîëüêî âûñîêèé óðîâåíü
æèçíåñïîñîáíîñòè, íî è ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöè-
àë. Ýòî âîçìîæíî çà ñ÷åò ðàíåå çàïàñåííûõ â ïðîöåññå
àêòèâíîãî ãëèêîëèçà âíóòðèêëåòî÷íûõ ìåòàáîëèòîâ,
÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ çàâûøåííûì ìîëÿðíûì ñîîòíîøåíè-
åì YLa/Glu è îãðàíè÷åíèåì ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìåòàáî-
ëèçìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-00993).
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FROM ADIPOSE TISSUE TO ANOXIA IN VITRO
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We have compared the effects of anoxia on multipotent mesenchymal stromal cells (MMSCs) preconditio-
ned at 20 and 5 % O2. It has been shown that the lack of oxygen in the growth phase is accompanied by active
cell proliferation, the decrease in their size and increasing the homogeneity of the population. At the same time,
the anoxia reduced share of CD54-cells and did not change the number of cells expressing CD90 and CD73 sur-
face markers. Preconditioning at 20 % O2 increased the proliferative potential of cells, which nevertheless re-
mained significantly, lower than that of the cells preconditioned at 5 % O2. The level of lactate production was
also significantly higher for cells preconditioned at 20 % O2. However, the highest molar ration of lactate pro-
duction and glucose consumption (YLa/Glu) was typical for MMSC pre-cultured at 5 % O2. At anoxia, monolayer
MMSCs conversely showed a decrease in this ratio by comparison with control cells and the cells cultured in
growth phase. While maintaining a high level of viability under anoxia in the growth phase and in monolayer,
we detected significant decrease in mitochondrial transmembrane potential. At the same time, the level of reac-
tive oxygen species was increased only for MMSCs placed in anoxia in the active growth phase.

K e y w o r d s: multipotent mesenchymal stromal cells, hypoxia, anoxia, proliferation, metabolism.
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