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Í. À. Ñìîëèíà è äð.
Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê

Äëÿ óñïåøíîãî èçó÷åíèÿ ïàòîãåíåçà ìûøå÷íûõ çàáîëåâàíèé òðåáóþòñÿ èíôîðìàòèâíûå êëåòî÷íûå
ìîäåëè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ñóùåñòâóåò óíèâåðñàëüíîé êóëüòóðû ìûøå÷íûõ êëåòîê, êîòîðàÿ ìîãëà
áû ÿâëÿòüñÿ åäèíûì ñòàíäàðòîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïàòîôèçèîëîãèè ìûøå÷íûõ è íåéðîìûøå÷íûõ çàáî-
ëåâàíèé. Ìíîãèå êëåòî÷íûå ëèíèè íå îáëàäàþò äîñòàòî÷íîé ñòåïåíüþ äèôôåðåíöèðîâêè, ôóíêöèî-
íàëüíî íåçðåëûå è íå âñåãäà ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ãåíåòè÷åñêèì ìîäèôèêàöèÿì. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
áûë âûáîð äîñòóïíîé è èíôîðìàòèâíîé êëåòî÷íîé ìîäåëè äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê, êî-
òîðàÿ áûëà áû ïðèãîäíà äëÿ êîìïëåêñíîãî èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ ìèîöèòîâ è ïàòîãåíåçà
ìûøå÷íûõ çàáîëåâàíèé in vitro. Àíàëèçèðîâàëè ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷å-
ëîâåêà, òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûå ìèîôèáðèëëû ìûøè è ïåðâè÷íûå ñàòåëëèòíûå êëåòêè ìû-
øè. Ïîêàçàíî, ÷òî ëèøü íåáîëüøàÿ ÷àñòü ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è òîëüêî ïðè ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè ñ êëåòêàìè ëèíèè C2C12 ñïîñîáíà ê äèôôåðåíöèðîâêå â ìûøå÷íîì íàïðàâëåíèè. Â ïåðâè÷íûõ ìè-
îôèáðèëëàõ ìûøè ëåíòèâèðóñíàÿ òðàíñäóêöèÿ îêàçûâàëàñü òîêñè÷íîé, è òðàíñäóöèðîâàííûå êëåòêè
áûëè íå ñïîñîáíû ðåàãèðîâàòü íà ñòèìóëÿöèþ, ò. å. áûëè ôèçèîëîãè÷åñêè íåàêòèâíû. Ñàòåëëèòíûå
êëåòêè íàèáîëåå ýôôåêòèâíî ïîäâåðãàëèñü ëåíòèâèðóñíîé òðàíñäóêöèè è áûëè ñïîñîáíû â óñëîâèÿõ
äèôôåðåíöèðîâêè ôîðìèðîâàòü ìèîòðóáêè. Ôóíêöèîíàëüíûé àíàëèç ïîëó÷åííûõ ìèîòðóáîê ïîêàçàë
èõ ñïîñîáíîñòü îòâå÷àòü ñîêðàùåíèåì íà ýëåêòðè÷åñêóþ è õèìè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèè. Íàëè÷èå êàëüöèå-
âûõ è íàòðèåâûõ êàíàëîâ â ìåìáðàíå ìèîòðóáîê áûëî ïîäòâåðæäåíî ìåòîäîì ïýò÷-êëàìï. Òàêèì îáðà-
çîì, íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ äàëüíåéøåãî ïðèìåíåíèÿ îêàçàëèñü ñàòåëëèòíûå êëåòêè, êîòîðûå â
äèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì è ôóíêöèîíàëüíûì ïðèçíàêàì íàèáîëåå ñõîæè
ñî çðåëûìè ìûøå÷íûìè êëåòêàìè, ìèîôèáðèëëàìè è, êðîìå òîãî, ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ãåíåòè÷åñêèì ìî-
äèôèêàöèÿì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìûøå÷íûå êëåòêè, ñàòåëëèòíûå êëåòêè, ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðî-
ìàëüíûå êëåòêè, ìèîôèáðèëëû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ìûøå÷íûõ êëå-
òîê êëþ÷åâûì ÿâëÿåòñÿ âûáîð îïòèìàëüíîé êëåòî÷íîé
ìîäåëè, êîòîðàÿ äàåò âîçìîæíîñòü èññëåäîâàòü ìåõàíèç-
ìû è ïðîöåññû, ëåæàùèå â îñíîâå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
çðåëûõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîôèáðèëë. Ïðîâåäåíèå
ôóíêöèîíàëüíûõ èññëåäîâàíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì èíôîð-
ìàòèâíûõ êëåòî÷íûõ ìîäåëåé âàæíî òàêæå äëÿ èçó÷åíèÿ
êëåòî÷íûõ è ìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé, ëåæàùèõ â
îñíîâå ïàòîãåíåçà ìíîæåñòâà çàáîëåâàíèé, â ÷àñòíîñòè
íåéðîìûøå÷íîé ïàòîëîãèè. Îñíîâíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ
íàãðóçêó â ìûøå÷íîé òêàíè âçðîñëîãî îðãàíèçìà âûïîë-
íÿþò âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííûå, ïîòåðÿâøèå ñïîñîá-
íîñòü ê äåëåíèþ ìíîãîÿäåðíûå ìûøå÷íûå âîëîêíà, êîòî-
ðûå ôîðìèðóþòñÿ â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ ïðîëèôåðèðóþ-
ùèõ è äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ìèîáëàñòîâ. Ðåãåíåðàöèÿ
ìûøå÷íîé òêàíè âî âçðîñëîì îðãàíèçìå îáåñïå÷èâàåòñÿ
çà ñ÷åò ïóëà ñàòåëëèòíûõ êëåòîê, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé
ðåçèäåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû,
ðàñïîëîæåííûå ìåæäó áàçàëüíîé ëàìèíîé è ñàðêîëåì-
ìîé ìûøå÷íîãî âîëîêíà (Mauro, 1961; Konigsberg, 1963;

Yaffe, 1969; Yablonka-Reuveni et al., 2008). Â îòâåò íà ïî-
âðåæäåíèå èëè ïîâûøåííóþ ôèçè÷åñêóþ íàãðóçêó ýòè
êëåòêè ñïîñîáíû àêòèâíî ïðîëèôåðèðîâàòü, äèôôåðåí-
öèðîâàòüñÿ è äàâàòü íà÷àëî íîâûì ìèîôèáðèëëàì (Snow,
1977; Hawke, Garry, 2001; Day et al., 2007).

Èçó÷åíèå áèîëîãèè çðåëûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê ÿâëÿåò-
ñÿ ñëîæíîé çàäà÷åé âñëåäñòâèå ðÿäà ìåòîäè÷åñêèõ ñëîæ-
íîñòåé, ïðåïÿòñòâóþùèõ ñîçäàíèþ ôóíêöèîíàëüíîé êëå-
òî÷íîé ìîäåëè. Ìûøå÷íûå âîëîêíà, èçîëèðîâàííûå èç
ñêåëåòíûõ ìûøö ìëåêîïèòàþùèõ, ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå
ôèçèîëîãè÷íîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû è ôóíê-
öèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê. Îäíàêî
âñëåäñòâèå îòñóòñòâèÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà èõ
ïðèìåíåíèå â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîòàõ in vitro êðàéíå
îãðàíè÷åííî (Pasut et al., 2013). Â òî æå âðåìÿ ñàòåëëèò-
íûå ìûøå÷íûå êëåòêè, îáëàäàþùèå áîëüøèì ïðîëèôå-
ðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, ìîãóò áûòü ëåãêî èçîëèðîâàíû
èç áèîïñèè ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû ïîñðåäñòâîì ôåðìåí-
òàòèâíîé îáðàáîòêè, ëåãêî êóëüòèâèðóþòñÿ è ïðîõîäÿò
äî 8—10 ïàññàæåé â êóëüòóðå (Musar +o, Barberi, 2010).
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Òåì íå ìåíåå îíè îáëàäàþò ëèøü íåáîëüøîé ÷àñòüþ
ñâîéñòâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìûøå÷-
íûõ êëåòîê, íå èìåþò õàðàêòåðíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð è îòëè÷íû ïî òèïó ìåòàáîëèçìà (Biressi et al.,
2007).

Èììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè òàêæå ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñÿ â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé
äëÿ èçó÷åíèÿ áèîëîãèè ìûøå÷íûõ êëåòîê. Òàê, îáùåïðè-
íÿòûì ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ëèíèè ìûøèíûõ ìèîáëà-
ñòîâ C2C12 èëè èììîðòàëèçîâàííûõ êàðäèîìèîöèòîâ
ìûøè ëèíèè HL-1. Îäíàêî ïðèìåíåíèå ñòàáèëüíûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé èìååò ðÿä íåäîñòàòêîâ, îäíèìè èç êîòîðûõ
ÿâëÿþòñÿ ìàëàÿ ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, ãåíå-
òè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü è ìåòàáîëè÷åñêèå ñâîéñòâà, áî-
ëåå õàðàêòåðíûå äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê (Burattini
et al., 2004; Ilkovski et al., 2005). Òàê, íàïðèìåð, ïðè àíà-
ëèçå ýêñïðåññèè ãåíîâ êëåòî÷íîé ëèíèè C2C12, èñïîëü-
çîâàííîé â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ ïàòîãåíåçà
ìèîäèñòðîôèè Äþøåíà, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòè êëåòêè â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ýêñïðåññèðóþò ãåíû, õàðàêòåðíûå
äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ñåð-
äå÷íûé àëüôà-àêòèí (Ravenscroft et al., 2007).

Âàæíûì ñâîéñòâîì êóëüòóðû êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ñïî-
ñîáíîñòü ýôôåêòèâíî ïîäâåðãàòüñÿ íàïðàâëåííîé ãåíåòè-
÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîé èëè âè-
ðóñîïîñðåäîâàííîé òðàíñôåêöèè. Òàêèå ìîäèôèêàöèè
ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü êóëüòóðû êëåòîê äëÿ ðàñøèô-
ðîâêè ïàòîãåíåçà ìíîãèõ ìîíîãåííûõ çàáîëåâàíèé ÷åëî-
âåêà. Ïðè ýòîì ýôôåêòèâíàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ
ïåðâè÷íûõ ìèîôèáðèëë, âûäåëåííûõ èç ñêåëåòíî-ìû-
øå÷íîé òêàíè, ÿâëÿåòñÿ äî ñèõ ïîð êðàéíå ñëîæíîé çàäà-
÷åé, çíà÷èòåëüíî îãðàíè÷èâàÿ âîçìîæíîñòè ìîäåëèðîâà-
íèÿ ãåíåòè÷åñêèõ äåôåêòîâ, ñâÿçàííûõ ñ ðàçâèòèåì íåé-
ðîìûøå÷íîé ïàòîëîãèè.

Ñóùåñòâóþò äàííûå î ïðîâåäåíèè ýôôåêòèâíîé
òðàíçèòîðíîé àäåíîâèðóñíîé òðàíñäóêöèè ìèîôèáðèëë
in vivo ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ââåäåííîãî ãåíà.
Îäíàêî â òàêîé ñèñòåìå âðåìÿ ýêñïðåññèè îãðàíè÷èâàåò-
ñÿ íåñêîëüêèìè íåäåëÿìè ïîñëå òðàíñäóêöèè, ñîïðîâîæ-
äàÿñü âûðàæåííûì âîñïàëèòåëüíûì è èììóííûì îòâå-
òîì (Nabel, 1995; Snyder et al., 1997). Èììîðòàëèçîâàííûå
êëåòî÷íûå ëèíèè òàêæå ëåãêî ïîääàþòñÿ ðàçëè÷íûì ñïî-
ñîáàì òðàíñôåêöèè — êàëüöèé-ôîñôàòíîìó, ëèïîôåê-
öèè, ýëåêòðîïîðàöèè è äð. Îäíàêî íàðÿäó ñ òðàíçèòîð-
íûì õàðàêòåðîì ýêñïðåññèè äàííûå êëåòî÷íûå ìîäåëè
îáëàäàþò íåäîñòàòêàìè (ïåðå÷èñëåííûìè âûøå), ñâÿçàí-
íûìè ñ íèçêîé ñòåïåíüþ èõ äèôôåðåíöèðîâêè.

Åùå îäíèì ïîäõîäîì ê ïîëó÷åíèþ äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ íàïðàâëåííàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ). Â 1995 ã. áûëî âïåðâûå ïîêàçàíî,
÷òî ÌÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç êîñòíîãî ìîçãà, ìîãóò äèôôå-
ðåíöèðîâàòüñÿ â ìèîãåííîì íàïðàâëåíèè (Saito et al.,
1995; Wakitani et al., 1995). Ñóùåñòâóþò ðàáîòû, ïîñâÿ-
ùåííûå èçó÷åíèþ ìèîãåííîãî ïîòåíöèàëà ÌÌÑÊ æèðî-
âîé òêàíè (Sterm et al., 2005). Îòíîñèòåëüíàÿ ïðîñòîòà ïî-
ëó÷åíèÿ îáðàçöîâ ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè îò ïàöèåíòîâ
îáóñëîâëèâàåò ïðèâëåêàòåëüíîñòü èõ èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ
ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ìîäåëåé íåéðîìûøå÷íûõ ïàòîëî-
ãèé ñ äîêàçàííûìè ãåíåòè÷åñêèìè äåôåêòàìè, êîãäà ýêçî-
ãåííîé ìîäèôèêàöèè ãåíîìà íå òðåáóåòñÿ. Èçó÷åíèå äè-
íàìèêè äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ â òàêèõ ìîäåëÿõ ìîæåò
ïîçâîëèòü âûÿâèòü íàðóøåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèç-
ìîâ ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, ñâÿçàííûõ ñ ðàçâèòè-
åì ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà. Îäíàêî áîëüøèíñòâî àâòî-

ðîâ óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ìèîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà
ÌÌÑÊ â êëåòî÷íîé êóëüòóðå áåç ìèêðîîêðóæåíèÿ, ñôîð-
ìèðîâàííîãî ìûøå÷íûìè êëåòêàìè, ïðîòåêàåò î÷åíü
îãðàíè÷åííî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÌÌÑÊ ïîä äåéñòâèåì
ñòèìóëîâ, çàïóñêàþùèõ ìèîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó,
íà÷èíàþò ýêñïðåññèðîâàòü êàê ðàííèå, òàê è ïîçäíèå
ìàðêåðû ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (MyoD, Myf5,
ìèîãåíèí è MRF4) (Zuk et al., 2001, 2002; Mizuno et al.,
2002; Rodrigues et al., 2005; Lee, Kemp, 2006). Ñëèÿíèå
êëåòîê è ôîðìèðîâàíèå ìèîòðóáîê â êóëüòóðå îñòàþòñÿ
ðåäêèì ñîáûòèåì, â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ñîñòàâëÿÿ ìåíåå
1 %, ÷òî äåëàåò äàííóþ ìîäåëü ìàëîïðèìåíèìîé äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ çíà÷èòåëüíîé ïîïóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ
ìûøå÷íûõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ìîäóëÿöèÿ íàïðàâëåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ â ìèîãåííîì íàïðàâëåíèè
ïîñðåäñòâîì ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ìûøèíûìè ìèîáëà-
ñòàìè ìîæåò ïîâûøàòü äîëþ ýôôåêòèâíî-äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê (Rodrigues et al., 2005; Di Rocco et al.,
2006).

Öåëü äàííîé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â âûáîðå äîñòóï-
íîé è èíôîðìàòèâíîé êëåòî÷íîé ìîäåëè ìûøå÷íîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè, êîòîðàÿ áûëà áû ïðèãîäíà äëÿ êîìïëåêñ-
íîãî èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ ìûøå÷íûõ êëå-
òîê è ïàòîãåíåçà ìûøå÷íûõ çàáîëåâàíèé in vitro.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í û õ ê ó ë ü ò ó ð Ì Ì Ñ Ê
ï î ä ê î æ í î é æ è ð î â î é ò ê à í è ÷ å ë î â å ê à. ÌÌÑÊ
âûäåëÿëè èç îáðàçöîâ àñïèðàòà ïîäêîæíîé æèðîâîé òêà-
íè ÷åëîâåêà. ÌÌÑÊ âûäåëÿëè, èñïîëüçóÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íî ýíçèìàòè÷åñêóþ äèññîöèàöèþ è ñåëåêöèþ êëåòîê ïî
ñòåïåíè àäãåçèè, ñîãëàñíî ìåòîäèêàì, îïèñàííûì íàìè
ðàíåå (Dmitrieva et al., 2012). Ýíçèìàòè÷åñêóþ äèññîöèà-
öèþ ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ 0.5%-íûé ðàñòâîð êîëëàãåíà-
çû III (Worthington, ÑØÀ). Çàòåì ôåðìåíò íåéòðàëèçîâà-
ëè äîáàâëåíèåì ê ñóñïåíçèè êëåòîê êóëüòóðàëüíîé ñðåäû
a-ÌÅÌ (ÏàíÝÊÎ, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 % L-ãëó-
òàìèíà (Invitrogen, ÑØÀ) è 1 % ñìåñè ïåíèöèëëèíà è
ñòðåïòîìèöèíà (Invitrogen, ÑØÀ). ×åðåç 24—48 ÷ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íåïðèêðåïëåííûå êëåòêè óáèðàëè, à ïðè-
êðåïëåííûå êëåòêè (ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ÌÌÑÊ) ïðî-
äîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü â ñâåæåé ïèòàòåëüíîé ñðåäå.
Ñìåíó ñðåäû îñóùåñòâëÿëè 1 ðàç â òå÷åíèå 2—3 ñóò.

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ï å ð â è ÷ í û õ ê ó ë ü ò ó ð
Ì Ì Ñ Ê. Ìåæäóíàðîäíûì îáùåñòâîì êëåòî÷íîé òåðàïèè
(ISCT) â 2006 ã. (Dominici et al., 2006) áûëî ïðåäëîæåíî
ïðèìåíÿòü òåðìèí ÌÌÑÊ ê ïîïóëÿöèÿì àäãåçèâíûõ ê
ïëàñòèêó ìóëüòèïîòåíòíûõ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
îïðåäåëåííûé íàáîð ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ: CD105+,
CD73+, CD90+, CD45–, CD34–, CD14–, èëè CD11b-4,
CD19–, èëè CD79a–. Â ïîëó÷åííîé íàìè ïîïóëÿöèè
ÌÌÑÊ îöåíèâàëè óðîâíè ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ, èñ-
ïîëüçóÿ àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôèêîýðèòðèíîì,
ôëóîðåñöåèíèçîöèàíàòîì è àëëîôèêîöèàíèíîì, ïðèáîð
BD FACS Calibur (Becton-Dickinson BioSciences, ÑØÀ) è
ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèÿ CELLQuest.

Ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ì Ì Ñ Ê è Ñ 2 Ñ 1 2, ô î ð -
ì è ð î â à í è å ì è î ò ð ó á î ê. ÌÌÑÊ ñîêóëüòèâèðîâàëè ñ
êëåòêàìè ëèíèè Ñ2Ñ12 (èììîðòàëèçîâàííûìè ìèîáëà-
ñòàìè ìûøè) â òå÷åíèå 2 ñóò â ñðåäå, ñòèìóëèðóþùåé
ïðîëèôåðàöèþ (àëüôà-ÌÅÌ, ñîäåðæàùàÿ 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, 1 % L-ãëóòàìèíà è 10 %

292 Í. À. Ñìîëèíà è äð.



ñìåñè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà). Ïîñëå ýòîãî ñðåäó
çàìåíÿëè íà ñðåäó, ñòèìóëèðóþùóþ ìèîãåííóþ äèô-
ôåðåíöèðîâêó (ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùóþ 2 % ëîøàäèíîé ñû-
âîðîòêè), è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàíèå â òå÷åíèå
4—6 ñóò, íàáëþäàÿ ôîðìèðîâàíèå ìèîòðóáîê. Ñîñòàâ
ìèîòðóáîê îöåíèâàëè ïî ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ, ñïåöè-
ôè÷íûõ äëÿ ìûøèíûõ êëåòîê è êëåòîê ÷åëîâåêà. ÌÌÑÊ
äîïîëíèòåëüíî ìåòèëè ñ ïîìîùüþ êàðáîêñèôëóîðåñ-
öåèíñóêöèìèäèëîâîãî ýôèðà CFSE (Invitrogen, ÑØÀ).
CFSE äèôôóçíî ïðîíèêàåò âíóòðü êëåòêè è ïîñëå äåéñò-
âèÿ ýñòåðàç íà÷èíàåò ôëóîðåñöèðîâàòü. Îáðàçóþùèåñÿ
êîíúþãàòû áåëêà ñ êðàñèòåëåì îñòàþòñÿ âî âíóòðèêëå-
òî÷íîì ïðîñòðàíñòâå è ïðè äàëüíåéøåì äåëåíèè èëè ñëè-
ÿíèè ïåðåäàþòñÿ äî÷åðíåé êëåòêå. Òàêèì îáðàçîì, CFSE
ÿâëÿåòñÿ óäîáíûì àãåíòîì äëÿ ìå÷åíèÿ êëåòîê in vivo è
ñëåæåíèÿ çà èõ äàëüíåéøåé ñóäüáîé. Îêðàñêó ïðîâîäè-
ëè ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ñ íåçíà-
÷èòåëüíûìè ìîäèôèêàöèÿìè: êîíôëþýíòíóþ êóëüòóðó
ÌÌÑÊ òðèïñèíèçèðîâàëè, êëåòêè îòìûâàëè îò ñðåäû
è òðèïñèíà ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì è ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â íàãðåòîì äî 37 °Ñ ôîñôàòíîì áóôåðå
(106 êë./ìë), äîáàâëÿëè CFSE (ðàáî÷àÿ êîíöåíòðàöèÿ
5 ìêÌ) è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí. Çà-
òåì êëåòêè îòìûâàëè è âûñåâàëè â êóëüòóðàëüíûé ôëà-
êîí (5000—10 000 êë./ñì2). ×åðåç 2—4 ñóò êëåòêè èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ. Äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî
îêðàøèâàíèÿ êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëü-
äåãèäîì. Äëÿ äåòåêöèè êëåòîê ÷åëîâåêà èñïîëüçîâàëè ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ÿäåðíîìó áåëêó ÷åëîâåêà (Milli-
pore, ÑØÀ).

Äëÿ óñèëåíèÿ ýôôåêòà äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè. Äëÿ ñíèæåíèÿ
óðîâíÿ êèñëîðîäà ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè èñïîëüçîâàëè
ìóëüòèãàçîâûé èíêóáàòîð MCO-18Ì (SANYO, ßïîíèÿ).
Ïàðöèàëüíîå äàâëåíèå Î2 â òêàíÿõ â íîðìå êîëåáëåòñÿ íà
óðîâíå 8—12 % (Lash et al., 2006), ïîýòîìó äëÿ ñîçäàíèÿ
óìåðåííîé ãèïîêñèè â óñëîâèÿõ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ
ìû ïîíèæàëè óðîâåíü Î2 â àòìîñôåðå äî 5 %.

Â û ä å ë å í è å ì è î ô è á ð è ë ë è ñ à ò å ë ë è ò í û õ
ê ë å ò î ê. Äëÿ âûäåëåíèÿ ìèîôèáðèëë è ñàòåëëèòíûõ êëå-
òîê èñïîëüçîâàëè ñàìöîâ ìûøåé ëèíèè C57BL/6 â âîçðà-
ñòå 8—12 íåä. Æèâîòíûõ óáèâàëè ìåòîäîì öåðâèêàëüíîé
äèñëîêàöèè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìèîôèáðèëë èñïîëüçîâàëè
ìûøöó m. flexor digitorum brevis, äëÿ âûäåëåíèÿ ñàòåë-
ëèòíûõ êëåòîê — ìûøöó m. soleus. Âûäåëåííûå ìûøöû
ïîìåùàëè â ñðåäó ÄÌÅÌ (Invitrogen, ÑØÀ) ñ àíòèáèîòè-
êîì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìèîôèáðèëë ìûøå÷íóþ òêàíü îáðà-
áàòûâàëè 0.3%-íûì ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû I òèïà (Sig-
ma, Ãåðìàíèÿ). Êîëëàãåíàçó ðàñòâîðÿëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ
àíòèáèîòèêàìè, à çàòåì ôèëüòðîâàëè ÷åðåç íèòðîöåë-
ëþëîçíûé ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0.22 ìì. Ìûøöû ïî-
ìåùàëè â ðàñòâîð êîëëàãåíàçû íà 90 ìèí ïðè 37 °C. Äëÿ
îòìûâêè îò ôåðìåíòà èñïîëüçîâàëè ñðåäó ÄÌÅÌ, ñîäåð-
æàùóþ 20 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Ôåð-
ìåíòàòèâíîîáðàáîòàííûå ìûøöû ðàçáèâàëè íà îòäåëü-
íûå ìûøå÷íûå âîëîêíà ïóòåì ìíîãîêðàòíîãî ïèïåòè-
ðîâàíèÿ (20 ðàç) ïèïåòêîé îáúåìîì 1 ìë, êîòîðîå ïðîâîäè-
ëè ëèáî â ñðåäå ÄÌÅÌ c òîé æå ñûâîðîòêîé, ëèáî â ñðåäå
ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé òó æå ñûâîðîòêó è êîíöåíòðèðî-
âàííûé âèðóñ, ëèáî â íåêîíöåíòðèðîâàííîé âèðóñíîé
ñóñïåíçèè. Êà÷åñòâî ðàçäåëåíèÿ ìûøö íà îòäåëüíûå âî-
ëîêíà îöåíèâàëè ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì. Ìèîôèá-
ðèëëû ñåÿëè íà 6-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû. Ëóíêè ïëàíøåòîâ
áûëè ïîêðûòû Geltrex LDEV-free ñî ñíèæåííûì êîëè÷å-
ñòâîì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (Invitrogen, ÑØÀ) äëÿ ëó÷øåé

àäãåçèè êëåòîê, êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàëàñü ïðèñóòñòâèåì ëà-
ìèíèíà, êîëëàãåíà IV, ýíòàêòèíà è ãåïàðàí-ñóëüôàò-ïðî-
òåîãëèêàíà.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé
20 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè.

Ñàòåëëèòíûå êëåòêè âûäåëÿëè ïî îïèñàííîìó ðàíåå
ìåòîäó (Keire et al., 2013). Äëÿ âûäåëåíèÿ ñàòåëëèòíûõ
êëåòîê èñïîëüçîâàëè 0.1%-íûé ðàñòâîð êîëëàãåíàçû. Èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 90 ìèí ïðè 37 °C. Ïîñëå èíêóáàöèè
ñ ôåðìåíòîì ïîëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïåðåíî-
ñèëè â ïðîáèðêó îáúåìîì 15 ìë è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
400 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñóïåð-
íàòàíò óäàëÿëè, à îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 2.5 ìë ñðå-
äû ÄÌÅÌ (ñ 10 % ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè), èíêóáèðîâàëè
1—2 ìèí, çàòåì ïåðåíîñèëè ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàùèé
êëåòêè, â íîâóþ 15-ìèëëèëèòðîâóþ ïðîáèðêó. Îòìûâêó
îò êîëëàãåíàçû ïîâòîðÿëè åùå ðàç. Äâàæäû ñîáðàííûé
ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå
10 ìèí, ïîñëå ÷åãî íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü óäàëÿëè, à
îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 0.5 ìë ñðåäû ÄÌÅÌ (ñîäåðæàùåé
20 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è 10 % ëîøàäè-
íîé ñûâîðîòêè è 1 % ýìáðèîíàëüíîãî ýêñòðàêòà öûïëåí-
êà). Çàòåì êëåòêè ïîìåùàëè íà ïîâåðõíîñòü ÷àøêè, ïî-
êðûòóþ Geltrex, èíêóáèðîâàëè 5 ìèí, ïîñëå ÷åãî ïî êàï-
ëÿì äîáàâëÿëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ÄÌÅÌ (ñ 20 %
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, 10 % ëîøàäèíîé ñû-
âîðîòêè, 1 % ýìáðèîíàëüíîãî ýêñòðàêòà öûïëåíêà). Ïîñ-
ëå íî÷íîé èíêóáàöèè êëåòêàì ìåíÿëè ñðåäó. Äëÿ èíäóê-
öèè äèôôåðåíöèðîâêè ïðîëèôåðàòèâíóþ ñðåäó çàìåíÿëè
äèôôåðåíöèðîâî÷íîé (ÄÌÅÌ, 2 % ëîøàäèíîé ñûâîðîò-
êè). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ìèîãåííîé ïðèðîäû âûäåëåííûõ
êëåòîê ïðîâîäèëè èììóíîöèòîõèìè÷åñêóþ îêðàñêó àíòè-
òåëàìè ê äåñìèíó — ìàðêåðó ìûøå÷íûõ êëåòîê.

Ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è. êÄÍÊ ãåíà GFP
êëîíèðîâàëè â ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð pLVTHM (Mala-
shicheva et al., 2007). Äëÿ ñîçäàíèÿ ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö
èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäû, íåñóùèå ïàêóþùèå è ôóíêöèî-
íàëüíûå ãåíû âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà, êàê ýòî
áûëî îïèñàíî ðàíåå (Ìàëàøè÷åâà è äð., 2008).

Ò ð à í ñ ä ó ê ö è ÿ ï å ð â è ÷ í û õ ì è î ô è á ð è ë ë è
ñ à ò å ë ë è ò í û õ ê ë å ò î ê ì û ø è ë å í ò è â è ð ó ñ í û ì è
ê î í ñ ò ð ó ê ò à ì è. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ýôôåêòèâíûé ïðîòî-
êîë ëåíòèâèðóñíîé òðàíñäóêöèè ïåðâè÷íûõ ìèîôèáðèëë
îòñóòñòâóåò, ìû ïðîáîâàëè ïðîâîäèòü åå, èñïîëüçóÿ ðàç-
ëè÷íûå ìîäèôèêàöèè ïðîòîêîëà è âûáèðàÿ íàèáîëåå ýô-
ôåêòèâíûé ïóòü çàðàæåíèÿ. Âî-ïåðâûõ, äëÿ çàðàæåíèÿ
èñïîëüçîâàëè íåêîíöåíòðèðîâàííûé è êîíöåíòðèðîâàí-
íûé âèðóñû. Âî-âòîðûõ, äëÿ ðàçáèåíèÿ ìûøå÷íîãî âî-
ëîêíà íà îòäåëüíûå ìèîôèáðèëëû ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîé
îáðàáîòêè èñïîëüçîâàëè ëèáî ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, ëèáî
íåêîíöåíòðèðîâàííûé âèðóñ. Â-òðåòüèõ, âàðüèðîâàëè
âðåìÿ ýêñïîçèöèè ìèîôèáðèëë âèðóñó äî ïîñàäêè íà
÷àøêè îò 1.5 äî 4.5 ÷. Â-÷åòâåðòûõ, ïîñàäêó îñóùåñòâëÿ-
ëè ëèáî íà ÷àøêè, ïîêðûòûå Geltrex, ëèáî íà ÷àøêè áåç
ïîêðûòèÿ ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåìåùåíèåì èõ íà ÷àøêè ñ
Geltrex. Åäèíñòâåííûì íåèçìåííûì ôàêòîðîì áûëî äî-
áàâëåíèå ê êëåòêàì ïîëèáðåíà (Sigma, Ãåðìàíèÿ) â êîí-
öåíòðàöèè 8 ìêã/ìë. Â ñëó÷àå òðàíñäóêöèè ïåðâè÷íûõ ñà-
òåëëèòíûõ êëåòîê êîíöåíòðèðîâàííûé ëåíòèâèðóñ äîáàâ-
ëÿëè ê êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 5 ìèí â ïðèñóòñòâèè ïîëèáðåíà è âûñàæèâàëè
íà ÷àøêè ñ ïîêðûòèåì.

Ïîñëå òðàíñäóêöèè êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è â CO2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ, íà ñëåäóþùåå óòðî
êëåòêè îòìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è ìåíÿëè èì ñðåäó. Ýô-

Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê 293



ôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè îöåíèâàëè ÷åðåç 72 ÷ ïîä ôëó-
îðåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ýêñ-
ïðåññèîííóþ ïëàçìèäó ñ çåëåíûì ôëóîðåñöèðóþùèì
áåëêîì.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å î ê ð à ø è â à í è å.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäå-
ãèäà 10 ìèí ïðè 4 °Ñ, ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â 0.05%-íîì
ðàñòâîðå Òðèòîíà X-100 â PBS â òå÷åíèå 5 ìèí è áëîêè-
ðîâàëè íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå â 15%-íîì ðàñòâîðå
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè â òå÷åíèå 30 ìèí.
Èíêóáàöèþ ñ ïåðâè÷íûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ äåñìèíà (D33, DAKO, Äàíèÿ) ïðîâîäèëè â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ñåðèè îòìûâîê
â PBS êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ AlexaFluor 546 (In-
vitrogen, ÑØÀ), â òå÷åíèå 45 ìèí. ßäðà äîïîëíèòåëüíî
îêðàøèâàëè DAPI.

Ñ à 2 +- ò î ê è â ì è î ô è á ð è ë ë à õ è ì è î ò ð ó á ê à õ
ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëîêàëüíîé ôèêñàöèè
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (ïýò÷-êëàìï) â êîíôèãóðàöèè
whole-cell. Òîêè çàïèñûâàëè, èñïîëüçóÿ óñèëèòåëü Axo-
patch 200B (Molecular Devices, ÑØÀ), ñîåäèíåííûé ñ
ïåðñîíàëüíûì êîìïüþòåðîì ÷åðåç àíàëîãî-öèôðîâîé
ïðåîáðàçîâàòåëü Digidata 1440A (Molecular Devices,
ÑØÀ). Ðåãèñòðàöèþ è ïåðâè÷íóþ îáðàáîòêó äàííûõ îñó-
ùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ
pClamp 10.2 (Molecular Devices, ÑØÀ). Ìèêðîïèïåòêè
äëÿ ïýò÷-êëàìï âûòÿãèâàëè èç ôèëàìåíòñîäåðæàùèõ êà-
ïèëëÿðîâ (World Precision Inst., ÑØÀ), èñïîëüçóÿ ãîðè-
çîíòàëüíóþ âûòÿæêó ìèêðîýëåêòðîäîâ P-1000 (Sutter Ins-
truments, ÑØÀ). Âèçóàëüíûå íàáëþäåíèÿ îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Axiovert 40 CFL
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), óñòàíîâëåííîãî íà àíòèâèáðàöè-
îííîì ñòîëå. Ñîïðîòèâëåíèå ìèêðîýëåêòðîäîâ ñîñòàâëÿ-
ëî 1.5—4 MÎì ïðè çàïîëíåíèè ïèïåòî÷íûì ðàñòâîðîì,
ñîäåðæàùèì (ìÌ): 120 CsCl, 5 MgÀÒÔ, 10 ÝÃÒÀ è
10 HEPES, ðÍ 7.4 (CsOH). Ðàñòâîð â ýêñïåðèìåíòàëüíîé

êàìåðå ñîäåðæàë (ìÌ): 120 ÒÅÀ-Cl, 10 CsCl, 1.8 CaCl2,
1 MgCl2, 10 HEPES, 0.001 ÒÒÕ è 10 ãëþêîçû, ðÍ 7.4
(ÒÅÀ-OH). Êàëüöèåâûé òîê âûçûâàëè ñåðèåé äåïîëÿðèçà-
öèîííûõ èìïóëüñîâ äëèòåëüíîñòüþ äî 200 ìñ îò –40 äî
60 ìÂ ñ øàãîì 10 ìÂ.

Êðîìå êàëüöèåâûõ òîêîâ ÷åðåç ìåìáðàíó îöåíèâàëè
îñöèëëÿöèè êàëüöèåâûõ êîíöåíòðàöèé â ñàðêîïëàçìå.
Ñàðêîïëàçìàòè÷åñêèé êàëüöèé äåòåêòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ fluo-3 AM (Invitrogen, ÑØÀ),
èìåþùåãî âûñîêîå ñðîäñòâî ê êàòèîíàì êàëüöèÿ âíóòðè
êëåòêè. Ìèîòðóáêè èíêóáèðîâàëè ñ 2 ìêÌ fluo-3 AM â
òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì íåñâÿçàâøèéñÿ êðàñèòåëü îòìûâà-
ëè â òèðîäíîì áóôåðå åùå â òå÷åíèå 20 ìèí. Êëåòêè ïîä-
âåðãàëè ñòèìóëÿöèè òîêîì ñ ÷àñòîòàìè 1, 10 è 100 Ãö ñ
äëèòåëüíîñòüþ îäíîãî èìïóëüñà 7 ñ. Êàëüöèåâûå îñöèë-
ëÿöèè ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ëîêàëüíîå óâåëè÷åíèå èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà â ñàðêîïëàçìå, êîòî-
ðûå ðåãèñòðèðîâàëè ïîä êîíôîêàëüíûì ìèêðîñêîïîì.
Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïðîãðàììû Image J. Èçìåðÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå èí-
òåíñèâíîñòè ïèêñåëåé â ñàðêîïëàçìå äî íà÷àëà ñòèìóëÿ-
öèè (F0) è â òå÷åíèå ñòèìóëÿöèè (F). Äëÿ îöåíêè ôîíîâî-
ãî ñèãíàëà òàêæå èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé â
ïðèëåãàþùåé ê êëåòêå îáëàñòè, ýòè çíà÷åíèÿ âïîñëåäñò-
âèè âû÷èòàëè èç ñðåäíèõ çíà÷åíèé, ïîëó÷åííûõ äëÿ öè-
òîïëàçìû. Èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè ñàðêîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî êàëüöèÿ âûðàæàëè êàê F/F0.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ô î ð ì è ð î â à í è å ì è î ò ð ó á î ê ï ó ò å ì í à ï ð à â-
ë å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è Ì Ì Ñ Ê â ï ð è ñ ó ò-
ñ ò â è è ê ë å ò î ê ë è í è è Ñ 2 Ñ 1 2. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîç-
ìîæíîñòè äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ â ìèîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè íàìè áûëà èñïîëüçîâàíà ìîäåëü ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà ñ êëåòêàìè ëèíèè Ñ2Ñ12. Äèñê-

294 Í. À. Ñìîëèíà è äð.

Ðèñ. 1. Äèôôåðåíöèðîâêà ÌÌÑÊ â ìûøå÷íîì íàïðàâëåíèè ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè C2C12.

à—â — ôîðìèðîâàíèå ìèîòðóáêè òîëüêî êëåòêàìè ÌÌÑÊ; ã—æ — ìåçåíõèìíàÿ êëåòêà, óñïåøíî äèôôåðåíöèðîâàííàÿ â ìûøå÷íîì íàïðàâëåíèè.
ßäðà îêðàøåíû DAPI (à, ä), êëåòêè — êðàñèòåëåì CFSE (â, å) è ìå÷åíû íà äåñìèí (æ).



ðèìèíàöèþ êëåòîê ÷åëîâåêà è êëåòîê ìûøèíûõ
ìèîáëàñòîâ ëèíèè Ñ2Ñ12 ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë
ê ÿäåðíîìó áåëêó ÷åëîâåêà. Äîïîëíèòåëüíî ôîðìèðîâà-
íèå òðóáîê èç ÌÌÑÊ äåòåêòèðîâàëè îêðàøèâàíèåì
CFSE. Ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè ëèíèè Ñ2Ñ12
(â ñîîòíîøåíèè 4 : 1) â ñðåäå, ñòèìóëèðóþùåé äèôôå-
ðåíöèðîâêó, ÌÌÑÊ íà÷èíàëè ýêñïðåññèðîâàòü ðàííèé
ìàðêåð ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè äåñìèí, ýêñïðåññèÿ
êîòîðîãî îòñóòñòâîâàëà â èñõîäíîé êóëüòóðå ÌÌÑÊ
(ðèñ. 1, æ), è ôîðìèðîâàòü ìèîòðóáêè (ðèñ. 1, â). Ìèî-
òðóáêè ôîðìèðîâàëèñü êàê ïóòåì ñëèÿíèÿ òîëüêî ÌÌÑÊ,
ýêñïðåññèðóþùèõ äåñìèí, òàê è âñëåäñòâèå ñëèÿíèÿ
ÌÌÑÊ ñ ìèîòðóáêàìè, îáðàçîâàííûìè êëåòêàìè ëèíèè
Ñ2Ñ12. Ê ñîæàëåíèþ, ôîðìèðîâàíèå òðóáîê êàê èç îäíèõ
ÌÌÑÊ, òàê è ïîñëå ñëèÿíèÿ ÌÌÑÊ è C2C12 áûëî äîñòà-
òî÷íî ðåäêèì ñîáûòèåì: íå áîëåå 2 % ÿäåð ÌÌÑÊ ó÷àñò-
âîâàëè â èõ ïîñòðîåíèè. Èçâåñòíî, ÷òî óìåðåííàÿ ãèïî-
êñèÿ ñòèìóëèðóåò ïðîöåññû ðåãåíåðàöèè òêàíåé (Torsney
et al., 2002), ïîýòîìó ìû èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòü óâåëè-
÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ
â óñëîâèÿõ óìåðåííîé ãèïîêñèè (5 % Î2) è ïðè ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèè ñ Ñ2Ñ12. Äåéñòâèòåëüíî, â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ñòè-
ìóëÿöèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ìèîòðóáîê ïðîèñõîäèëà áûñòðåå,
îäíàêî äîëÿ òðóáîê, ñôîðìèðîâàííûõ ÌÌÑÊ, è ÷àñòîòà
ñëèÿíèÿ ÌÌÑÊ ñ Ñ2Ñ12 ïî-ïðåæíåìó îñòàâàëèñü íåâûñî-
êèìè, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íå ïðåâûøàÿ 2—3 %.

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ó ë ü ò ó ð û ï å ð â è ÷ í û õ ì è î ô è á-
ð è ë ë è ñ à ò å ë ë è ò í û õ ê ë å ò î ê è î ö å í ê à è õ
ô ó í ê ö è î í à ë ü í û õ ñ â î é ñ ò â. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìèî-
ôèáðèëë ìû âûáðàëè m. flexor digitorum brevis, ìèîôèá-
ðèëëû êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íî êîðîòêèìè, ÷òî
îáåñïå÷èâàåò èõ èíòàêòíîñòü ïðè âûäåëåíèè è âîçìîæ-
íîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ ìíîãèõ ôèáðèëë â îäíîé êóëüòó-
ðàëüíîé ÷àøêå îäíîâðåìåííî, òîãäà êàê ïðè âûäåëåíèè
ïåðâè÷íûõ êëåòîê èç m. extensor digitorum longus ìèî-
ôèáðèëëû ÷àñòî ðàçðóøàþòñÿ è òðåáóþò èíäèâèäóàëüíî-
ãî êóëüòèâèðîâàíèÿ âñëåäñòâèå áîëüøîé äëèíû (Shefer,
Yablonka-Reuveni, 2005). Âûäåëåííûå ìèîôèáðèëëû
m. flexor digitorum brevis áûëè ñïîñîáíû íàõîäèòüñÿ â
êóëüòóðå â ñðåäíåì 3—4 ñóò, à â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ äàæå
1 íåä áåç ïðèçíàêîâ ðàçðóøåíèÿ è äåäèôôåðåíöèðîâêè,
ñîõðàíÿÿ ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð÷åííîñòü.

Ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íûõ ìèîôèáðèëë ñàòåëëèò-
íûå êëåòêè â ëóíêå ïîÿâëÿëèñü ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âûäåëå-
íèÿ (ðèñ. 2, à). Ìûøå÷íàÿ ïðèðîäà ïîëó÷åííûõ êëåòîê
ïîäòâåðæäàëàñü èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé îêðàñêîé íà
äåñìèí — áåëîê, ñïåöèôè÷íûé äëÿ êëåòîê ìèîãåííîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (ðèñ. 2, â, ã). Íå îáðàáîòàííûå âèðóñíû-
ìè ÷àñòèöàìè ìèîôèáðèëëû ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ðåà-
ãèðîâàòü íà ýëåêòðè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèþ, íàõîäÿñü â êóëü-
òóðå â òå÷åíèå ïåðâûõ 3 ñóò ïîñëå âûäåëåíèÿ.

Ã å í å ò è ÷ å ñ ê à ÿ ì î ä è ô è ê à ö è ÿ ï å ð â è ÷ í û õ
ì è î ô è á ð è ë ë è ñ à ò å ë ë è ò í û õ ê ë å ò î ê ñ ï î-
ì î ù ü þ ë å í ò è â è ð ó ñ í î é ò ð à í ñ ä ó ê ö è è. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ èññëåäîâàíèÿ, òðåáóþùèå èñïîëüçîâàíèÿ ãå-
íåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ìèîôèáðèëë, ïðîâîäÿòñÿ
ñ èñïîëüçîâàíèåì àäåíîâèðóñíîé òðàíñäóêöèè æèâîòíûõ
in vivo (Bachrach et al., 2004; Li et al., 2005) èëè òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ. Äàííûå îá èñïîëüçîâàíèè ëåíòèâè-
ðóñíîé òðàíñäóêöèè ïåðâè÷íûõ ìèîôèáðèëë in vitro îò-
ñóòñòâóþò.

Äëÿ îöåíêè âîçìîæíîñòè ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè
ïåðâè÷íûõ ìèîôèáðèëë è ñàòåëëèòíûõ êëåòîê ìû èñ-
ïîëüçîâàëè òðàíñäóêöèþ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðó-
ñîâ. Ïåðâè÷íûå ìèîôèáðèëëû è ñàòåëëèòíûå êëåòêè ïîä-

âåðãàëè òðàíñäóêöèè ëåíòèâèðóñíîé êîíñòðóêöèåé, íåñó-
ùåé çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (GFP). Ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñäóêöèè îöåíèâàëè ïî ôëóîðåñöåíòíîìó ñèã-
íàëó â ìèîôèáðèëëàõ è ñàòåëëèòíûõ êëåòêàõ. Â ïåð-
âè÷íûõ ìèîôèáðèëëàõ îíà îêàçàëàñü íåâûñîêîé.
Íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé òðàíñäóêöèÿ áûëà ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ïðîòîêîëà, â êîòîðîì ìèîôèáðèëëû ìåõàíè÷åñêè
ðàçáèâàëè â êîíöåíòðèðîâàííîé âèðóñíîé ñóñïåíçèè ñ
ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé â òå÷åíèå 3 ÷ è êóëüòèâèðîâà-
íèåì íà ÷àøêàõ, ïîêðûòûõ Geltrex: çåëåíûé ôëóîðåñöåí-
òíûé ñèãíàë ïîÿâëÿëñÿ ïðèáëèçèòåëüíî â 5 % ìèîôèá-
ðèëë (ðèñ. 3, à).
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Ðèñ. 2. Ìèîôèáðèëëà è ñàòåëëèòíûå êëåòêè ÷åðåç 24 (à) è 72
(á) ÷ ïîñëå âûäåëåíèÿ.

â — îêðàñêà ÿäåð DAPI, ã —îêðàñêà êëåòîê íà äåñìèí.

Ðèñ. 3. Ïåðâè÷íûå è ñàòåëëèòíûå êëåòêè, òðàíñäóöèðîâàííûå
çåëåíûì ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì.

à — ôàçîâûé êîíòðàñò; âèäíî, ÷òî äâå ìèîôèáðèëëû ïîòåðÿëè ïîïåðå÷-
íóþ èñ÷åð÷åííîñòü, à îäíà ñîõðàíèëà (çâåçäî÷êà). á — ôëóîðåñöåíöèÿ
(ýêñïðåññèÿ çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà). â — îêðàñêà íà äåñìèí
(êðàñíûé öâåò); ñòðåëêà ïîêàçûâàåò ïîëîæèòåëüíî òðàíñäóöèðîâàí-
íóþ ñàòåëëèòíóþ êëåòêó íà ïîâåðõíîñòè ìèîôèáðèëëû. ßäðà îêðàøå-

íû DAPI (ñèíèé öâåò).



Ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûå ïåðâè÷íûå ìèîôèá-
ðèëëû îêàçàëèñü ôóíêöèîíàëüíî íåàêòèâíû. Ýëåêòðè-
÷åñêàÿ ñòèìóëÿöèÿ íå âûçûâàëà ñîêðàùåíèÿ GFP-ïî-
ëîæèòåëüíûõ ìèîôèáðèëë, à ñîêðàòèòåëüíûé îòâåò
GFP-íåãàòèâíûõ ìèîôèáðèëë, íàõîäÿùèõñÿ â òîé æå
êóëüòóðàëüíîé ÷àøêå, ñîõðàíÿëñÿ. Êðîìå òîãî, àíàëèç
ìîðôîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ GFP-ïîçèòèâíûõ êëåòîê
ïîêàçàë, ÷òî îíè ñêëîííû òåðÿòü ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð÷åí-
íîñòü, ÷òî îòðàæàåò íàðóøåíèå ñòðóêòóðû ñàðêîìåðà,
îáåñïå÷èâàþùåé ïðîöåññ ñîêðàùåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì,
ëåíòèâèðóñíàÿ òðàíñäóêöèÿ â ïåðâè÷íûå ìèîôèáðèëëû
îêàçàëàñü ìàëîýôôåêòèâíîé è íå ïîçâîëÿëà ïðîâîäèòü
äàëüíåéøèå ôóíêöèîíàëüíûå èññëåäîâàíèÿ òðàíñäóöè-
ðîâàííûõ êëåòîê.

Ïîýòîìó äëÿ ðàçðàáîòêè in vitro ìîäåëè ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííûõ ìèîôèáðèëë âûáðàëè äðóãîé ïîä-
õîä — ñíà÷àëà ïîëó÷àëè ìîäèôèöèðîâàííûå ñàòåëëèò-
íûå êëåòêè, à çàòåì äîáèâàëèñü èõ äèôôåðåíöèðîâêè â
çðåëûå ôóíêöèîíàëüíûå ìèîòðóáêè.

Òðàíñäóêöèþ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê ïðîâîäèëè äî ïî-
ñàäêè êëåòîê íà ïîâåðõíîñòü ÷àøåê, êëåòêè èíêóáèðîâà-
ëè ñ êîíöåíòðèðîâàííîé ëåíòèâèðóñíîé ñóñïåíçèåé â òå-
÷åíèå 5 ìèí â ïðèñóòñòâèè ïîëèáðåíà. Àíàëèç ñàòåëëèò-
íûõ êëåòîê, ïîäâåðãøèõñÿ òðàíñäóêöèè, ïîêàçàë, ÷òî îíè
ýôôåêòèâíî òðàíñäóöèðóþòñÿ ëåíòèâèðóñíûìè êîíñò-

ðóêöèÿìè, äàæå íàõîäÿñü â íèøå ñàòåëëèòíûõ êëåòîê
ìåæäó ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è áàçàëüíîé ëà-
ìèíîé. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ GFP-ñèãíàë, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèé îá ýôôåêòèâíîé òðàíñäóêöèè, ñîõðàíÿëñÿ
ïðè ìèãðàöèè ñàòåëëèòíûõ êëåòîê èç-ïîä áàçàëüíîé ìåì-
áðàíû. Êîëè÷åñòâî ïîÿâèâøèõñÿ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê çà-
âèñåëî îò âðåìåíè èíêóáàöèè ñ âèðóñîì. ×åì äîëüøå
ìèîôèáðèëëû èíêóáèðîâàëè ñ âèðóñíîé ñóñïåíçèåé, òåì
ìåíüøå íàáëþäàëîñü ñàòåëëèòíûõ êëåòîê (äàííûå íå ïî-
êàçàíû). Âîçìîæíî, ýôôåêò ñâÿçàí ñ òîêñè÷åñêèì âëèÿíè-
åì ëåíòèâèðóñîâ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ ñïîñîáíîñòü êëå-
òîê. Ïîñëå òðàíñäóêöèè êëåòêè ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü
ïðîõîäèòü äî 4 ïàññàæåé è ñîõðàíÿòü ñïîñîáíîñòü ê ýêñï-
ðåññèè çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà ïîñëå çàìîðàæè-
âàíèÿ è ðàçìîðàæèâàíèÿ.

Ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à ò ð à í ñ ä ó ö è ð î â à í í û õ
ñ à ò å ë ë è ò í û õ ê ë å ò î ê â ç ð å ë û å ì è î ò ð ó á ê è è
î ö å í ê à è õ ô ó í ê ö è î í à ë ü í û õ ñ â î é ñ ò â. Ñàòåëëèò-
íûå êëåòêè íå ïðîÿâëÿþò ìíîãèõ ñâîéñòâ òåðìèíàëü-
íî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê, íå èìåþò
ðàçâèòîãî ñàðêîìåðà è Ò-ñèñòåìû, âñëåäñòâèå ÷åãî íå îá-
ëàäàþò ñâîéñòâåííîé çðåëûì ìûøå÷íûì êëåòêàì ñîê-
ðàòèìîñòüþ. Íàìè âïåðâûå áûëà ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà
ìèîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè òðàíñäóöèðîâàííûõ ñàòåë-
ëèòíûõ êëåòîê. Óæå ÷åðåç 12 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè
íàáëþäàëè àêòèâíîå ñëèÿíèå ñàòåëëèòíûõ êëåòîê è ôîð-
ìèðîâàíèå ìèîòðóáîê, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ïåðåõîäíîé
ñòàäèåé ìåæäó ïðîëèôåðèðóþùèìè ìèîáëàñòàìè è òåð-
ìèíàëüíî-äèôôåðåíöèðîâàííûìè ìèîôèáðèëëàìè â ñèñ-
òåìå in vitro (Mancini et al., 2011; Abmayr, Pavlath, 2012).
Ïîëó÷åííûå ìèîòðóáêè ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì è ôóíêöèî-
íàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì áûëè ñõîäíû ñî çðåëûìè ìû-
øå÷íûì âîëîêíàìè, èìåëè ïðèçíàêè ñàðêîìåðíîé ñòðóê-
òóðû â âèäå ïîïåðå÷íîé èñ÷åð÷åííîñòè è ýêñïðåññèðîâà-
ëè òÿæåëûå öåïè ìèîçèíà — áåëêà, õàðàêòåðíîãî äëÿ
òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ ñêåëåòíî-ìûøå÷íûõ
êëåòîê (ðèñ. 4).

Äëÿ àíàëèçà ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè îöåíèâàëè
ñïîñîáíîñòü ñôîðìèðîâàííûõ ìèîòðóáîê ê ñîêðàùåíèþ
â îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ ýëåêòðè÷åñêèì òîêîì. Äèôôåðåí-
öèðîâàííûå ìèîòðóáêè áûëè ñïîñîáíû ê ñîêðàùåíèþ, à
òàêæå îòâå÷àëè íà ïðèëîæåííóþ ýëåêòðè÷åñêóþ ñòèìó-
ëÿöèþ âûáðîñîì êàëüöèÿ èç ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòè-
êóëóìà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ðàçâèòîé ñèñòåìå äèãèä-
ðîïèðèäèíîâûõ è ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, õàðàêòåð-
íîé äëÿ òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîôèáðèëë.
Àíàëèç êàëüöèåâûõ îñöèëëÿöèé äîêàçàë ñïîñîáíîñòü

296 Í. À. Ñìîëèíà è äð.

Ðèñ. 4. Ìèîòðóáêè, îáðàçîâàííûå ïîñëå ñëèÿíèÿ ïåðâè÷íûõ ñàòåëëèòíûõ êëåòîê, òðàíñäóöèðîâàííûõ çåëåíûì ôëóîðåñöåíòíûì
áåëêîì.

à — îêðàñêà íà òÿæåëûå öåïè ìèîçèíà (êðàñíûé öâåò); á — ýêñïðåññèÿ çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà. ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò).

Ðèñ. 5. Äèíàìèêà êàëüöèåâûõ îñöèëëÿöèé â ñàðêîïëàçìå ìèî-
òðóáîê ïîä äåéñòâèåì ýëåêòðè÷åñêîãî òîêà.

F0 è F — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè fluo-3 (ïèê-
ñåëè) â ñàðêîïëàçìå äî íà÷àëà ñòèìóëÿöèè è â ïðîöåññå ñòèìóëÿöèè
ñîîòâåòñòâåííî. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ

îøèáîê.



ñôîðìèðîâàííûõ ìèîòðóáîê íå òîëüêî âûáðàñûâàòü
êàëüöèé â îòâåò íà âîçäåéñòâèå, íî è òðàíñïîðòèðîâàòü
åãî îáðàòíî â ñàðêîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì ïðè ïðå-
êðàùåíèè âîçäåéñòâèÿ (ðèñ. 5). Ìåòîä ïýò÷-êëàìï â êîí-
ôèãóðàöèè whole-cell ïîäòâåðäèë íàëè÷èå ïîòåíöèàëçà-
âèñèìûõ êàíàëîâ L-òèïà â ñôîðìèðîâàííûõ ìèîòðóáêàõ
(ðèñ. 6). Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè ïðèñóòñòâèå â ìèîòðóá-
êàõ òîêà âõîäÿùåãî íàïðàâëåíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùåãî ïðè
äàííûõ óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà êàëüöèåâîìó òîêó, ïîõî-
æåãî ïî õàðàêòåðèñòèêàì íà êàëüöèåâûé òîê L-òèïà. Ïðè
ïîäà÷å äåïîëÿðèçàöèîííûõ èìïóëüñîâ âèçóàëüíî íàáëþ-
äàëè ñîêðàùåíèÿ çàïèñûâàåìûõ êëåòîê. Çàðåãèñòðèðî-
âàííûé äëÿ ìèîòðóáîê êàëüöèåâûé òîê ïî ñâîèì õàðàêòå-
ðèñòèêàì ñõîäåí ñ êàëüöèåâûì òîêîì, çàïèñàííûì äëÿ
èíòàêòíûõ ìèîôèáðèëë, ÷òî òàêæå ãîâîðèò â ïîëüçó ôóí-
êöèîíàëüíîé çðåëîñòè ìèîòðóáîê. Òàêèì îáðàçîì, ïî
ìîðôîëîãè÷åñêèì è ôèçèîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì
ìèîòðóáêè, ïîëó÷åííûå èç äèôôåðåíöèðîâàííûõ ñàòåë-
ëèòíûõ êëåòîê, ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íî çðåëûìè, ñõîäíûìè
ïî ìíîãèì ôóíêöèîíàëüíûì ñâîéñòâàì ñ òåðìèíàëüíî
äèôôåðåíöèðîâàííûìè ìèîôèáðèëëàìè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû âîçìîæ-
íîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïåðâè÷íûõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð (ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà, çðåëûå ìèîôèáðèëëû è ñàòåë-
ëèòíûå êëåòêè ñêåëåòíîé ìóñêóëàòóðû ìûøè) â öåëÿõ ñî-
çäàíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ìîäåëåé èññëåäîâàíèÿ ìûøå÷-
íîé òêàíè in vitro. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî äèôôåðåíöèðîâî÷-
íûé ïîòåíöèàë ÌÌÑÊ â ìûøå÷íîì íàïðàâëåíèè î÷åíü
ìàë. ÌÌÑÊ íà÷èíàëè ýêñïðåññèðîâàòü äåñìèí — ìàðêåð
çðåëûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê — òîëüêî ïðè ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè ñ C2C12, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ðîëü ìèêðîîêðóæåíèÿ â
îïðåäåëåíèè êëåòî÷íîé ñóäüáû (Yin et al., 2013). Êðîìå
òîãî, â ýòèõ æå óñëîâèÿõ îíè áûëè ñïîñîáíû ê ôîðìèðî-
âàíèþ ìèîòðóáîê — êàê ñîñòîÿùèõ òîëüêî èç ÌÌÑÊ, òàê
è õèìåðíûõ ìèîòðóáîê, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ÿäðà ÌÌÑÊ

è ÿäðà êëåòîê ëèíèè C2C12. Îäíàêî äîëÿ ïîëîæèòåëü-
íî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê áûëà î÷åíü ìàëà è ìîãëà
áûòü ëèøü íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷åíà ïóòåì êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè. Ïðîâåäåííûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ âûÿâèëè êðàéíå îãðàíè÷åííóþ ñïîñîáíîñòü
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìèîôèáðèëë ïîäâåðãàòüñÿ ãåíåòè-
÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ïîñðåäñòâîì ëåíòèâèðóñíîé òðàíñ-
äóêöèè.

Íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûìè êëåòêàìè äëÿ ñîçäàíèÿ
ýôôåêòèâíîé ìîäåëè ìûøå÷íîé òêàíè in vitro îêàçàëèñü
ñàòåëëèòíûå êëåòêè, êîòîðûå ìîãóò áûòü ïðîñòî èçîëèðî-
âàíû è äëèòåëüíîå âðåìÿ íàõîäèòüñÿ â êóëüòóðå, à òàêæå
ýôôåêòèâíî ïîäâåðãàòüñÿ ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè
ïðè ïîìîùè ëåíòèâèðóñîâ. Ñàòåëëèòíûå êëåòêè ëåãêî
ïîääàþòñÿ äèôôåðåíöèðîâêå, òåðìèíàëüíûì ýòàïîì êî-
òîðîé ÿâëÿþòñÿ ìèîòðóáêè. Ôóíêöèîíàëüíûé àíàëèç
ñôîðìèðîâàííûõ ìèîòðóáîê ïîêàçàë èõ ñïîñîáíîñòü îò-
âå÷àòü íà ýëåêòðè÷åñêóþ ñòèìóëÿöèþ âûáðîñîì êàëüöèÿ
è ñîêðàùåíèåì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçâèòîé ñèñòåìå
ðèàíîäèíîâûõ è äèãèäðîïèðèäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ è ïîä-
òâåðæäàåò ñõîæåñòü ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåàëèçóåìûõ â
ìèîòðóáêàõ è ìèîôèáðèëëàõ. Òàêèì îáðàçîì, ñàòåëëèò-
íûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå èíôîðìàòèâíîé è ïåðñ-
ïåêòèâíîé êëåòî÷íîé ìîäåëüþ ñ òî÷êè çðåíèÿ àíàëèçà
ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â êëåòêàõ ìû-
øå÷íîé òêàíè â íîðìå è ïðè ðàçâèòèè ïàòîëîãè÷åñêîãî
ïðîöåññà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ â ðàìêàõ ÔÖÏ «Èñ-
ñëåäîâàíèÿ è ðàçðàáîòêè ïî ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëåíè-
ÿì ðàçâèòèÿ íàó÷íî-òåõíè÷åñêîãî êîìïëåêñà Ðîññèè íà
2007—2013 ãã.» (ÃÊ ¹ 11.519.11.2018) è ÔÖÏ «Íàó÷-
íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû ñîâðåìåííîé Ðîñ-
ñèè» (ÃÊ Ï1062, ñîãëàøåíèÿ ¹ 8105, 8786 è8809).
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Ðèñ. 6. Ïðèìåð çàïèñè êàëüöèåâîãî òîêà â äèôôåðåíöèðîâàííîé èç ìèîáëàñòîâ ìèîòðóáêå (à) è â âûäåëåííîé ìèîôèáðèëëå (á).

Òîê âûçâàí ñåðèåé äåïîëÿðèçàöèîííûõ èìïóëüñîâ îò –30 äî 40 ìÂ ñ øàãîì 10 ìÂ äëèòåëüíîñòüþ äî 200 ìñ.
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Relevant cell model is essential to study pathogenesis of muscle disorders. However, in the field of muscle
research there is no ultimate cell line considered as a standard for studying muscular and neuromuscular disea-
ses. Standard cell line claimed to be well differentiated in muscle lineage, be morphological and physiological
similar to mature muscle cells and be easily genetically modified. Therefore, the goal of our study was to pick
up available and fruitful cell model of muscle differentiation, that could be further applied for examination of
muscular disorder pathogenesis in vitro. We characterized human mesenchymal stem cells (MSC), mature mu-
rine muscle fibers and primary murine satellite cells. It has been shown that MSC have very small capacity to
myogenic differentiation; moreover, they were able to differentiate only in presence of C2C12 cells. Lentiviral
transduction exhibited rather high toxic effect on primary myofibers, and positively transduced cells were not
able to response to electrical stimulation, i. e. were functionally inactive. Satellite cells turned out to be the
most fruitful cell model since they were easily transduced via lentiviruses and rapidly formed myotubes in dif-
ferentiation media. Functional analysis of obtained myotubes has confirmed their ability to react to electrical
and chemical stimulations; besides, potassium and calcium channels availability has been also demonstrated via
patch-clump technique. Taken together, these results imply that satellite cells are the most promising cell line
for further experiments aimed at exploring the molecular pathways of muscle pathologies.

K e y w o r d s: muscle cells, satellite cells, mesenchymal stem cells, myofibrils.
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