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Âëèÿíèå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà è ñòðîìàëüíûõ êëåòîê íà ïîääåðæàíèå ãåìîïîýòè÷åñêèõ...Å. Â. Ñîòíåçîâà (Ìàñëîâà) è äð.
Â ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíû ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå îñîáåííîñòè êëåòîê ïóïîâèííîé êðîâè (ÊÏÊ)

â óñëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ìóëüòèïîòåíòíûìè ìåçåíõèìíûìè ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè (ÌÌÑÊ)
æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà ïðè ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà, ïîíèæåííîì äî òêàíåâûõ çíà÷åíèé. Óñòàíîâëåíî,
÷òî ÌÌÑÊ ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü æèçíåñïîñîáíîñòü ÊÏÊ ïðè ðàçëè÷íîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà (1, 5
è 20 %). Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà â ïåðèîä êóëüòèâèðîâàíèÿ âëèÿåò íà êî-
ëè÷åñòâî êîëîíèé, îáðàçóåìûõ ÊÏÊ â ñåëåêòèâíîé ñðåäå. Â ÷àñòíîñòè, èñõîäíûå ÊÏÊ, êóëüòèâèðóåìûå
â ñåëåêòèâíîé ñðåäå ïðè 1 èëè 5 % êèñëîðîäà, îáðàçîâûâàëè áîëüøåå êîëè÷åñòâî êîëîíèé, ÷åì ïðè
20%-íîì ñîäåðæàíèè Î2. Ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÏÊ è ÌÌÑÊ ýòîò ðåçóëüòàò âûÿâëÿëñÿ òîëüêî â
ñëó÷àå 5%-íîãî ñîäåðæàíèÿ Î2 è áûë ìåíåå âûðàæåí. Íàðÿäó ñ ýòèì ïðè òêàíåâûõ êîíöåíòðàöèÿõ êèñ-
ëîðîäà ñîäåðæàíèå êîììèòèðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ (ÊÎÅ-Ã è ÊÎÅ-Ì) âîçðàñòàëî, à ìóëüòè- è áè-
ïîòåíòíûõ (ÊÎÅ-ÃÝÌÌ è ÊÎÅ-ÃÌ) óìåíüøàëîñü êàê ñðåäè èñõîäíûõ ÊÏÊ, òàê è ïîñëå ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ èõ ñ ÌÌÑÊ. Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå ñòðîìàëüíûõ êëåòîê è òêàíåâîå ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà âìå-
ñòå èëè ïî îòäåëüíîñòè îêàçûâàëè âëèÿíèå íà ÊÏÊ in vitro.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïóïîâèííàÿ êðîâü, ãåìîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè, ìóëüòèïîòåíòíûå ìå-
çåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ñîêóëüòèâèðîâàíèå, ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÎÅ — áóðñòîîáðàçóþùèå åäèíèöû; ÃÑÊ — ãåìîïîýòè÷åñêèå ñòâî-
ëîâûå êëåòêè, ÊÎÅ — êîëîíèåîáðàçóþùèå åäèíèöû, ÊÎÅ-Ã — ÊÎÅ ãðàíóëîöèòîâ, ÊÎÅ-ÃÌ — ÊÎÅ
ãðàíóëîöèòîâ è ìîíîöèòîâ, ÊÎÅ-ÃÝÌÌ — ÊÎÅ ãðàíóëîöèòîâ, ýðèòðîöèòîâ, ìîíîöèòîâ è ìåãàêàðèîöè-
òîâ, ÊÎÅ-Ì — ÊÎÅ ìîíîöèòîâ, ÊÏÊ — êëåòêè ïóïîâèííîé êðîâè, ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåí-
õèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè,

Ïóïîâèííàÿ êðîâü â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàåò-
ñÿ êàê ïîëíîöåííûé èñòî÷íèê ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (ÃÑÊ). Îäíèì èç ãëàâíûõ äîñòîèíñòâ ïðèìå-
íåíèÿ ïóïîâèííîé êðîâè â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû êîñò-
íîìó ìîçãó è ìîáèëèçîâàííîé ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü íåèíâàçèâíîãî ïîëó÷åíèÿ ÃÑÊ. Ê
äðóãèì ïðåèìóùåñòâàì ïóïîâèííîé êðîâè ìîæíî îòíåñ-
òè åå îòíîñèòåëüíî ëåãêóþ äîñòóïíîñòü, áåçîïàñíîñòü ïî-
ëó÷åíèÿ äëÿ äîíîðà è ìåíüøóþ (ïî ñðàâíåíèþ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì êîñòíîãî ìîçãà è ÃÑÊ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè)
÷àñòîòó è òÿæåñòü ðàçâèòèÿ ðåàêöèè «òðàíñïëàíòàò ïðî-
òèâ õîçÿèíà», ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü êëåòêè ïóïî-
âèííîé êðîâè (ÊÏÊ) ñ áîëüøåé ñòåïåíüþ íåñîîòâåòñòâèÿ
ïî àíòèãåíàì ñèñòåìû ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìå-
ñòèìîñòè, ÷åì ïðè òðàíñïëàíòàöèè êîñòíîãî ìîçãà (Brox-
meyer, 2005; Gluckman, Rocha, 2009).

Îòêðûòûì îñòàåòñÿ âîïðîñ î ñóäüáå ÊÏÊ â êîñòíîì
ìîçãå ðåöèïèåíòà. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â óñëîâèÿõ ïå-
ðèôåðè÷åñêîãî êðîâîòîêà (â êðîâè ïëîäà è ïóïîâèííîé
êðîâè) ÃÑÊ è ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè íàõîäÿòñÿ â îòñóòñò-

âèå êàêèõ-ëèáî êîíòàêòîâ â îòëè÷èå îò êîñòíîãî ìîçãà,
ãäå ÃÑÊ âçàèìîäåéñòâóþò ñî ñòðîìàëüíûìè ýëåìåíòàìè.
Êðîìå òîãî, ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà, õàðàêòåðíîå äëÿ ðàñ-
ïîëîæåíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê â êîñòíîì ìîçãå, ñîñòàâëÿåò
1—2 % (Chow et al., 2001; Harrison et al., 2002; Parmar
et al., 2007), â ïóïî÷íîé âåíå ïîñëå íîðìàëüíûõ ðîäîâ —
3—5 % (Lackman et al., 2001), à â ïëàöåíòå — 8—10 %
(Jauniaux et al., 2000; Sullivan et al., 2006). Ïîêàçàíî, ÷òî
íèçêîå ïàðöèàëüíîå äàâëåíèå êèñëîðîäà îêàçûâàåò ñóùå-
ñòâåííîå âëèÿíèå íà ãåìîïîýòè÷åñêèå è ñòðîìàëüíûå
êëåòêè, à òàêæå èõ âçàèìîäåéñòâèå. Îäíàêî ðàáîòû, äå-
ìîíñòðèðóþùèå ðîëü êèñëîðîäà âî âçàèìîäåéñòâèè êëå-
òîê ãåìîïîýòè÷åñêîãî è ñòðîìàëüíîãî äèôôåðîíà, ïðîâå-
äåíû â îñíîâíîì íà ïðåäøåñòâåííèêàõ, ïîëó÷åííûõ èç
êîñòíîãî ìîçãà (Cipolleschi et al., 1993; Danet et al., 2003).
Òàêèì îáðàçîì, âëèÿíèå ôàêòîðîâ êîñòíîìîçãîâîãî ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ íà êëåòêè ÏÊ èçó÷åíî íåäîñòàòî÷íî.

Èñïîëüçîâàíèå ÌÌÑÊ â êà÷åñòâå ôèäåðíîãî ïîäñëîÿ
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ
òðàäèöèîííûì è íàèáîëåå àäåêâàòíûì ïîäõîäîì (Çàõà-
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ðîâ, 1991; McNiece et al., 2004; Corre et al., 2006; Kilroy
et al., 2007; Æàìáàëîâà è äð., 2009; Nakao et al., 2010; De
Toni et al., 2011; Ïåò¸âêà è äð., 2012). Ïîêàçàíî, ÷òî ñòðî-
ìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà â Dexter-êóëüòóðàõ ìîãóò
ïîääåðæèâàòü êðîâåòâîðåíèå in vitro áîëåå 6 ìåñ (Dexter
et al., 1977). ÌÌÑÊ èç ñòðîìàëüíî-âàñêóëÿðíîé ôðàêöèè
æèðîâîé òêàíè ÿâëÿþòñÿ õîðîøåé àëüòåðíàòèâîé ÌÌÑÊ
èç êîñòíîãî ìîçãà, è â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñâîéñòâà ýòèõ
êëåòîê àêòèâíî èçó÷àþòñÿ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÌÑÊ èç
æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà, òàê æå êàê è ÌÌÑÊ èç êîñòíîãî
ìîçãà, ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü ãåìîïîýç in vitro (Corre
et al., 2006). Ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ èç æè-
ðîâîé òêàíè ñ ÊÏÊ íå òîëüêî ïîçâîëèò èññëåäîâàòü îñî-
áåííîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ è ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà 1 è 5 %, íî
òàêæå ñìîæåò â äàëüíåéøåì èñïîëüçîâàòüñÿ ïðè ðàçðà-
áîòêå ìåòîäèê, íàïðàâëåííûõ íà îáîãàùåíèå ãåìîïîýòè-
÷åñêèìè ïðåäøåñòâåííèêàìè òðàíñïëàíòàòîâ ïóïîâèí-
íîé êðîâè ex vivo.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ñòàëî èññëåäîâàíèå ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé ÿäðîñîäåðæàùèõ ÊÏÊ
ïðè ìîäåëèðîâàíèè íåêîòîðûõ ôàêòîðîâ èõ ìèêðîîêðó-
æåíèÿ: â ïðèñóòñòâèè ÌÌÑÊ èç ñòðîìàëüíî-âàñêóëÿðíîé
ôðàêöèè æèðîâîé òêàíè è ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè
êèñëîðîäà (1 è 5 %).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

ÌÌÑÊ âûäåëÿëè èç ïîäêîæíîé æèðîâîé êëåò÷àòêè
÷åëîâåêà. Ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó ÌÌÑÊ ïîëó÷àëè ïî îïè-
ñàííîìó ìåòîäó (Zuk et al., 2002) â ìîäèôèêàöèè Áó-
ðàâêîâîé c êîëëåãàìè (2009). ÌÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â
óñëîâèÿõ àòìîñôåðíîãî (20 %) è òêàíåâîãî (1 è 5 %) ñî-
äåðæàíèÿ êèñëîðîäà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè
3—5-ãî ïàññàæåé. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì ýêñïåðèìåíòà
ÌÌÑÊ èíêóáèðîâàëè 18 ÷ â ïðèñóòñòâèè ìèòîìèöèíà Ñ
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 1.5 ìêã/ìë äëÿ
îñòàíîâêè äåëåíèÿ êëåòîê, à çàòåì ïåðåñåâàëè íà ÷àøêè
Ïåòðè (35 ìì) ñ ïëîòíîñòüþ, ïîçâîëÿþùåé ïîëó÷èòü
70—80%-íûé ìîíîñëîé. ×åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÌÑÊ èñïîëüçîâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ.

Êðèîêîíñåðâèðîâàííûå îáðàçû ÿäðîñîäåðæàùèõ
ÊÏÊ áûëè ïðåäîñòàâëåíû Áàíêîì ñòâîëîâûõ êëåòîê
«ÊðèîÖåíòð» (Ìîñêâà). Çàãîòîâêó ïóïîâèííîé êðîâè
ïðîâîäèëè ñ ïèñüìåííîãî èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ
îáñëåäîâàííûõ çäîðîâûõ ðîæåíèö â àêóøåðñêèõ îòäåëå-
íèÿõ Íàó÷íîãî öåíòðà àêóøåðñòâà, ãèíåêîëîãèè è ïåðè-
íàòîëîãèè èì. àêàä. Â. È. Êóëàêîâà. Êðîâü ñîáèðàëè â
ìåøêè äîíîðñêîé ñèñòåìû ñ àíòèêîàãóëÿíòîì ÖÔÄÀ-1 è
èñïîëüçîâàëè äëÿ âûäåëåíèÿ ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê â
òå÷åíèå 24 ÷. Âûäåëåíèå ÊÏÊ ïðîâîäèëè ìåòîäîì äâîé-
íîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ çàðåãèñòðèðî-
âàííîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèåé (ÔÑ ¹ 2009/387 îò
23.11.2009 ã.). Ïîñëå ñåäèìåíòàöèè ýðèòðîöèòîâ è óäàëå-
íèÿ èçáûòêà ïëàçìû ôðàêöèþ ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â àóòîëîãè÷íîé ïëàçìå, äîáàâèâ 10 %
äèìåòèëñóëüôîêñèäà (Sigma, ÑØÀ) è 1 % äåêñòðàíà-40,
ðàñôàñîâûâàëè â êðèîïðîáèðêè è ïîäâåðãàëè ïðîãðàì-
ìíîìó çàìîðàæèâàíèþ äî êîíå÷íîé òåìïåðàòóðû –90 °Ñ
â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûìè îïåðàöèîííûìè ïðîöå-
äóðàìè Áàíêà ïóïîâèííîé êðîâè.

Â äåíü ýêñïåðèìåíòà ÊÏÊ ðàçìîðàæèâàëè íà âîäÿíîé
áàíå ïðè 37 °Ñ è îòìûâàëè îò êðèîïðîòåêòîðà â èçáûòêå
ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ RPMI 1640 (Gibco, ÑØÀ), ñîäåð-

æàùåé 2 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ,
HyClone, ÑØÀ). Ïîñëå îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè â òåñòå
ñ òðèïàíîâûì ñèíèì êîíöåíòðàöèþ ÊÏÊ äîâîäèëè äî
(1.5—2.5)�106 êë./ìë â ïîëíîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
(RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10 % ÝÒÑ, 100 åä./ìë ïåíèöèë-
ëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ)) è èñ-
ïîëüçîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí. Ñóñïåíçèþ ÊÏÊ íàñëàèâà-
ëè íà ñëîé ÌÌÑÊ èç ðàñ÷åòà (391—651)�103 êë./ñì2, çà-
òåì êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 72 ÷ ïðè 1, 5 èëè 20 % Î2.

Íàëè÷èå êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö (ÊÎÅ) îöåíè-
âàëè ïî ñïîñîáíîñòè êëåòîê îáðàçîâûâàòü êîëîíèè â ïî-
ëóæèäêîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîêòåéëü öèòîêèíîâ è ôàê-
òîðîâ ðîñòà ÃÑÊ (MethoCult H4034, STEMCELL Techno-
logies, Êàíàäà). Ñóñïåíçèþ ÊÏÊ âíîñèëè â ñðåäó èç
ðàñ÷åòà (3—5)�104 êëåòîê íà 1 ÷àøêó Ïåòðè äèàìåòðîì
35 ìì è êóëüòèâèðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè èñ-
õîäíûå (ïîñëå ðàçìîðîçêè) ÊÏÊ, âçÿòûå â òîé æå êîíöåí-
òðàöèè. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïðè 1, 5 è 20 % Î2

(5 % ÑÎ2, 37 °Ñ, âëàæíîñòü 100 %). Êëåòêè, ïîëó÷åííûå
ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÌÌÑÊ, êóëüòèâèðîâàëè â ïî-
ëóæèäêîé ñðåäå ïðè òàêîì æå ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà, ÷òî
è â ñîâìåñòíîé êóëüòóðå. ×èñëî è ñîñòàâ êîëîíèé îöåíè-
âàëè ÷åðåç 14 ñóò.

Äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè îòáèðàëè ïî
100 ìêë êîíå÷íîé ñóñïåíçèè, ñîäåðæàùåé 200—300 òûñ.
êëåòîê. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ÔÈÒÖ- èëè ôèêîýðèòðèí
(ÔÝ)-êîíúþãèðîâàííûå àíòèòåëà ê àíòèãåíàì ÷åëîâåêà
CD3, CD45, CD19, CD16, CD56, HLA-DR, CD25 è CD69
(Beckman Coulter, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå èçîòèïè÷åñêîãî êîí-
òðîëÿ èñïîëüçîâàëè ÔÈÒÖ- èëè ÔÝ-êîíúþãèðîâàííûå
èììóíîãëîáóëèíû òîãî æå ïîäêëàññà, ÷òî è àíòèòåëà.
Àíàëèç ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì
öèòîôëóîðèìåòðå Coulter Epics XL (Beckman Coulter,
ÑØÀ).

Âûÿâëåíèå àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê â
ñóñïåíçèîííîé ôðàêöèè ÊÏÊ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì íàáîðà ANNEXIN V KIT FITC/PI (Invitrogen, ÑØÀ) íà
öèòîôëóîðèìåòðå Coulter Epics XL. Êîëè÷åñòâî è æèçíå-
ñïîñîáíîñòü àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ îäíîâðåìåííîãî îêðàøèâàíèÿ ôëóîðåñöåèíäèàöåòà-
òîì (ÔÄÀ, Sigma, ÑØÀ) è èîäèäîì ïðîïèäèÿ (PI, Invitro-
gen, ÑØÀ) â êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ 0.05 è 300 ìêã/ìë
ñîîòâåòñòâåííî. Àíàëèç æèçíåñïîñîáíîñòè ïðîâîäèëè íà
ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Nikon Eclipse TiU. Æèâûå è
ìåðòâûå êëåòêè ðàçëè÷àëè ïî íàëè÷èþ çåëåíîé (ÔÄÀ,
lâîçá./èñï. = 470/515 íì) è êðàñíîé (PI, lâîçá./èñï. = 535/590 íì)
ôëóîðåñöåíöèè. Â êàæäîé êóëüòóðå àíàëèçèðîâàëè íå ìå-
íåå 5 ñëó÷àéíî âûáðàííûõ ïîëåé çðåíèÿ ïëîùàäüþ
0.6 ìì2 êàæäîå. Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé
ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå NIS-elements (Nikon, ßïîíèÿ).

Äëÿ ãèñòîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ìàçêè èëè ñòåêëà ñ
êëåòêàìè ôèêñèðîâàëè ëåäÿíûì ìåòàíîëîì â òå÷åíèå
5 ìèí è îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ Ãèìçà (AppliC-
hem, Ãåðìàíèÿ) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû-
ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ è âûñóøèâàíèÿ îá-
ðàçöû çàêëþ÷àëè â ñðåäó Poly-Mount. Ïðåïàðàòû èçó÷àëè
â òîì æå ìèêðîñêîïå. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè êëåòîê ãåìàòî-
ãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èñïîëüçîâàëè ãåìàòîëîãè÷åñêèé
àòëàñ (Àáðàìîâ, 1985).

Â êà÷åñòâå õàðàêòåðèñòèê ïîëó÷åííûõ âûáîðîê èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäíåå, ñòàíäàðòíóþ îøèáêó ñðåäíåãî, ìå-
äèàíó è ðàçáðîñ. Ó÷èòûâàÿ íåáîëüøîå ÷èñëî èññëåäîâàí-
íûõ îáðàçöîâ è âûÿâëåííóþ âûñîêóþ èíäèâèäóàëüíóþ
âàðèàáåëüíîñòü ïîêàçàòåëåé, ñòàòèñòè÷åñêóþ äîñòîâåð-
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Ðèñ. 1. Êëåòêè ïóïîâèííîé êðîâè (ÊÏÊ) ÷åðåç 72 ÷ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÌÌÑÊ â óñëîâèÿõ ðàçëè÷íîãî ñîäåðæàíèÿ
êèñëîðîäà.

à — êëåòêè, àäãåçèðóþùèå íà ñëîé ÌÌÑÊ (êðàñèòåëü Ãèìçà); á — ãåìîïîýòè÷åñêèå êîëîíèè, ïîëó÷åííûå èç ÊÏÊ â ñðåäå MethoCult H4034. Ë — ëèì-
ôîöèò, Ì — ìîíîöèò, ÍÃ — íåéòðîôèëüíûé ãðàíóëîöèò, ÝÃ — ýîçèíîôèëüíûé ãðàíóëîöèò. Îá. 60� (à) è 4� (á).



íîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
íåïàðàìåòðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè (äëÿ ìàëûõ
è ñðåäíèõ âûáîðîê). Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
P < 0.05. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Statistica 7.0 è ïàêåòà
ïðîãðàìì Microsoft Excel 2000.

Ðåçóëüòàòû

Ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÌÑÊ èç æèðî-
âîé òêàíè ÷åëîâåêà ÊÏÊ àäãåçèðîâàëè ê íèì è ñîõðàíÿëè
âûñîêèé óðîâåíü æèçíåñïîñîáíîñòè (îò 61.5 äî 90.1%,
Me = 86.4 %). ×åðåç 72 ÷ ìåäèàíà êîëè÷åñòâà àäãåçèðî-
âàâøèõ ÊÏÊ ñîîòâåòñòâîâàëà 44.5�103 êë./ñì2 (ðàçáðîñ îò
39.9�103 äî 69.8�103 êë./ñì2). ×àñòü ÊÏÊ ïðèêðåïëÿëàñü ê
ïîâåðõíîñòè ÌÌÑÊ, äðóãèå ìèãðèðîâàëè ïîä ìîíîñëîé.
Òàêîå ðàñïðåäåëåíèå áûëî õàðàêòåðíî è äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèÿ Î2 1 è 5 %. Â óñëîâèÿõ
òêàíåâîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà ìåäèàíà êîëè÷åñòâà àä-
ãåçèðîâàâøèõ êëåòîê ñîñòàâèëà 63.7�103 êë./ñì2

(31.4�103—89.6�103) ïðè 1 % Î2 è 78.6�103 êë./ñì2

(19.0�103—98.5�103) ïðè 5 % Î2; ïðè ýòîì ìåäèàíà êîëè-
÷åñòâà æèçíåñïîñîáíûõ ÊÏÊ ñîñòàâëÿëà 64.3 (46.3—
70.5 %) è 91.3% (40.8—91.3 %) ñîîòâåòñòâåííî.

Æèçíåñïîñîáíîñòü ÊÏÊ, íàõîäÿùèõñÿ â ñóñïåíçèè
íàä ñëîåì ÌÌÑÊ, îñòàâàëàñü íà óðîâíå, ñîïîñòàâèìîì ñ
èñõîäíûì, à èçìåíåíèå èõ ÷èñëà ïðîèñõîäèëî òîëüêî çà
ñ÷åò àäãåçèè.

×åðåç 72 ÷ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ íåêîòîðûå ÊÏÊ, àäãå-
çèðîâàâøèå ê ñòðîìàëüíîìó ïîäñëîþ, èìåëè õîðîøî ðàñ-
ïëàñòàííûé âèä ñ îòðîñòêàìè; äðóãèå êëåòêè, íàîáîðîò,
âûãëÿäåëè áîëåå êîìïàêòíûìè. Íåðåäêî íàáëþäàëîñü
ñìåùåíèå ÿäðà ê êðàþ êëåòêè. Íà ïîâåðõíîñòè ÌÌÑÊ
îáíàðóæèâàëèñü îòäåëüíî ëåæàùèå ãðàíóëû èç ðàçðó-
øåííûõ ýîçèíîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòîâ. Ñðåäè àäãåçèðî-
âàííûõ ÊÏÊ áûëè âûÿâëåíû ïðåèìóùåñòâåííî ïðåäøå-
ñòâåííèêè ãðàíóëîöèòîâ (ðèñ. 1, à). Íåéòðîôèëüíûå è
ýîçèíîôèëüíûå ãðàíóëîöèòû èìåëè íåñåãìåíòèðîâàííûå
ÿäðà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá èõ íåçðåëîñòè. Êëåòêè ñ
óçêèì îáîäêîì áàçîôèëüíîé öèòîïëàçìû ñîîòâåòñòâîâà-
ëè ïî ìîðôîëîãèè ëèìôîöèòàì, îäíàêî òàêæå ìîãëè ÿâ-
ëÿòüñÿ íåçðåëûìè áëàñòíûìè êëåòêàìè. Â êóëüòóðå òàêæå
âñòðå÷àëèñü ìîíîöèòàðíûå êëåòêè ñ êðóïíûìè ÿäðàìè è
ïðåäøåñòâåííèêè ýðèòðîèäíîãî ðÿäà ðàçíîé ñòåïåíè äèô-
ôåðåíöèðîâàííîñòè (áàçî-, ïîëèõðîìàòî- è îêñèôèëüíûå
ýðèòðîáëàñòû) (ðèñ. 1, à). Â ñóñïåíçèîííîé ôðàêöèè ñî-
ñòàâ êëåòîê áûë àíàëîãè÷åí àäãåçèðîâàâøèì ÊÏÊ. Ìîð-
ôîëîãè÷åñêèõ ðàçëè÷èé ÊÏÊ â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðà-
öèè êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ îòìå÷åíî íå áûëî.

Êîëè÷åñòâî êîëîíèé, îáðàçîâàííûõ ÊÏÊ â ñåëåêòèâ-
íîé ñðåäå (ðèñ. 1, á), çàâèñåëî îò ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â
ïåðèîä êóëüòèâèðîâàíèÿ. Èñõîäíûå ÊÏÊ, êóëüòèâèðóå-
ìûå â ïîëóæèäêîé ñðåäå ïðè 1 èëè 5 % êèñëîðîäà, îáðà-
çîâûâàëè áîëüøåå êîëè÷åñòâî êîëîíèé, ÷åì ïðè 20 % Î2.
Ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ýòîò ðåçóëüòàò âûÿâëÿëñÿ òîëü-
êî ïðè 5 % Î2 è áûë ìåíåå âûðàæåí (ðèñ. 2).

Ïðè àíàëèçå ñóáïîïóëÿöèîíííîãî ñîñòàâà ÊÎÅ èç
ÊÏÊ áûëà âûÿâëåíà òåíäåíöèÿ ê îáðàçîâàíèþ ìåíüøåãî
êîëè÷åñòâà êîëîíèé ÊÎÅ-ÃÝÌÌ (ãðàíóëîöèòàðíî-ýðèò-
ðîèäíî-ìîíîöèòàðíî-ìåãàêàðèîöèòàðíûõ) è ÊÎÅ-ÃÌ
(ãðàíóëîöèòàðíî-ìîíîöèòàðíûõ) â óñëîâèÿõ ïîíèæåí-
íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ñðàâíåíèè ñ 20%-íûì åãî
ñîäåðæàíèåì (òàáë. 1), ÷èñëî ìîíîöèòàðíûõ êîëîíèé
(ÊÎÅ-Ì) ïðè 1 % Î2 áûëî çíà÷èìî áîëüøèì.

Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ÊÏÊ ñ ÌÌÑÊ â òå÷åíèå 72 ÷
ïðèâîäèëî ê ïîÿâëåíèþ åùå áîëüøèõ ðàçëè÷èé â ñóáïî-
ïóëÿöèîííîì ñîñòàâå ÊÎÅ â çàâèñèìîñòè îò ñîäåðæàíèÿ
êèñëîðîäà (òàáë. 1). Ïî ñðàâíåíèþ ñ 20%-íûì ñîäåðæà-
íèåì Î2 ïðè òêàíåâîì åãî ñîäåðæàíèè ôîðìèðîâàëîñü
ìåíüøå ñìåøàííûõ êîëîíèé (ÊÎÅ-ÃÌ) è áîëüøå ãðàíó-
ëîöèòàðíûõ (ÊÎÅ-Ã) è ìîíîöèòàðíûõ (ÊÎÅ-Ì) (òàáë. 1).
Äîëÿ ýðèòðîèäíûõ áóðñòîîáðàçóþùèõ åäèíèö (ÁÎÅ-Ý) â
óñëîâèÿõ òêàíåâîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà çíà÷èìî íå
îòëè÷àëàñü îò òàêîâîé â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Îäíàêî ïðè ïîíèæåíèè êîíöåíòðàöèè Î2 â ñðå-
äå êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàçìåð êëîíà â ïîëèêëîíàëüíûõ êî-
ëîíèÿõ óìåíüøàëñÿ (ðèñ. 1, á).

Òàêèì îáðàçîì, òêàíåâûå êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà
ñïîñîáñòâîâàëè ôîðìèðîâàíèþ êîëîíèé áîëåå êîììèòè-
ðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ïðè÷åì â óñëîâèÿõ 1%-íî-
ãî ñîäåðæàíèÿ Î2 ïðåîáëàäàëè ìàêðîôàãàëüíûå êîëîíèè,
à â óñëîâèÿõ 5%-íîãî — ãðàíóëîöèòàðíûå. Ïîñëå ñîêóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÊÏÊ ñ ÌÌÑÊ ýòà çàâèñèìîñòü íå òîëüêî ñî-
õðàíÿëàñü, íî è óñèëèâàëàñü.

Íåñìîòðÿ íà îòíîñèòåëüíî âûñîêîå ñîäåðæàíèå ÃÑÊ,
ïóïîâèííàÿ êðîâü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðèôåðè÷åñêóþ
êðîâü íîâîðîæäåííûõ è ñîäåðæèò çðåëûå êëåòî÷íûå ýëå-
ìåíòû, õàðàêòåðíûå äëÿ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè âçðîñëî-
ãî ÷åëîâåêà. Ïî-âèäèìîìó, ñîêóëüòèâèðîâàíèå ÊÏÊ ñî
ñòðîìàëüíûìè ïðåäøåñòâåííèêàìè ìîæåò ïîâëèÿòü íà
ñîñòîÿíèå íå òîëüêî ãåìîïîýòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ,
íî è íà èõ äèôôåðåíöèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå.

×åðåç 72 ÷ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ â ñóñïåíçèè ÊÏÊ, íà-
õîäÿùåéñÿ íàä ïîäñëîåì ÌÌÑÊ, èçìåíÿëñÿ ïîïóëÿöèîí-
íûé ñîñòàâ ëèìôîöèòîâ çà ñ÷åò óìåíüøåíèÿ äîëè Â-êëå-
òîê è åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ (ÅÊ) êëåòîê (ðèñ. 3). Ñóá-

Âëèÿíèå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà è ñòðîìàëüíûõ êëåòîê íà ïîääåðæàíèå ãåìîïîýòè÷åñêèõ... 431

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà íà êîëè÷åñòâî ÊÎÅ
ñðåäè ÊÏÊ äî (à) è ïîñëå (á) êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ñëîå ÌÌÑÊ.

Çà åäèíèöó ïðèíÿòî êîëè÷åñòâî ÊÎÅ ïðè 20%-íîì ñîäåðæàíèè O2. Äàíû
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè (n = 4—7); çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòî-

âåðíîñòü îòëè÷èé îò çíà÷åíèé ïðè 20 % O2, P < 0.05.



432 Å. Â. Ñîòíåçîâà (Ìàñëîâà) è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Êîëè÷åñòâî ãåìîïîýòè÷åñêèõ êîëîíèé ðàçëè÷íîãî òèïà ñðåäè èñõîäíûõ ÊÏÊ
è ïîñëå èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÌÌÑÊ ïðè ðàçëè÷íîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà

ÊÎÅ
Äîëÿ îò îáùåãî ÷èñëà ÊÎÅ (%) ïðè ðàçíîì ñîäåðæàíèè O2

1 % 5 % 20 %

È ñ õ î ä í û å Ê Ï Ê

ÊÎÅ-ÃÝÌÌ 1.2 � 0.6 2.1 � 0.7 4.1 � 1.5

ÊÎÅ-Ã 16.6 � 6.1 18.7 � 4.5 18.3 � 2.7

ÊÎÅ-Ì 20.1 � 4.2à 7.5 � 1.8 8.3 � 2.9

ÊÎÅ-ÃÌ 4.6 � 1.7 5.1 � 0.7 8.0 � 2.0

ÁÎÅ-Ý 57.5 � 5.6 66.7 � 4.8 61.4 � 2.8

Ï î ñ ë å ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ

ÊÎÅ-ÃÝÌÌ 1.0 � 1.0 2.9 � 0.6 2.4 � 0.8

ÊÎÅ-Ã 30.0 � 9.5 24.9 � 5.0à 11.6 � 3.2

ÊÎÅ-Ì 17.5 � 2.4à 9.1 � 2.4 6.5 � 2.1

ÊÎÅ-ÃÌ 2.3 � 0.7à 3.4 � 1.0à 7.0 � 1.2

ÁÎÅ-Ý 49.2 � 10.4 59.7 � 7.5 72.5 � 4.3

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå è èõ îøèáêè (n = 3—7). à Äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò çíà÷åíèé ïðè
20%-íîì ñîäåðæàíèè O2 (P < 0.05).

Ðèñ. 3. Èììóíîôåíîòèï ÊÏÊ äî (ñòîëáöû 1) è ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ìóëüòèïîòåíòíûìè ìåçåíõèìíûìè ñòðîìàëüíûìè
êëåòêàìè (ÌÌÑÊ) â óñëîâèÿõ 5%-íîãî (ñòîëáöû 2) è 20%-íîãî (ñòîëáöû 3) ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà. Ïîïóëÿöèè ëèìôîöèòîâ (à)

è ñóáïîïóëÿöèè T-êëåòîê (á).

Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè (n = 6); çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èé îò èñõîäíîãî çíà÷åíèÿ P < 0.05. Íà âðåçêàõ ïîêàçàíû òå æå
ãðóïïû êëåòîê, íî ïðè ìåíüøåì ìàñøòàáå ïî âåðòèêàëè.



ïîïóëÿöèîííûé ñîñòàâ Ò-êëåòîê òàêæå ïðåòåðïåâàë
èçìåíåíèÿ, ÷òî áûëî ñâÿçàíî ñî çíà÷èòåëüíûì óìåíüøå-
íèåì äîëè êëåòîê Ò-ÅÊ (ðèñ. 3). Ïðè îöåíêå ýêñïðåññèè
ìîëåêóë, õàðàêòåðèçóþùèõ àêòèâàöèþ Ò-êëåòîê (CD69,
CD25 è ÍLA-DR), íàáëþäàëàñü òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ
äîëè êëåòîê CD69+ è CD25+, ïðè ýòîì äîëÿ êëåòîê
ÍLA-DR+ íå èçìåíÿëàñü (òàáë. 2). Òàêæå áûëî îòìå÷åíî
óìåíüøåíèå äîëè ìîíîöèòîâ (CD45+/CD14+), ÷òî îáóñëîâ-
ëåíî, ïî-âèäèìîìó, àêòèâíîé àäãåçèåé ýòèõ êëåòîê íà ïîä-
ñëîé ÌÌÑÊ. Íà ïîïóëÿöèîííûé ñîñòàâ ëèìôîöèòîâ ñî-
äåðæàíèå êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå âëèÿëî.

Òàêèì îáðàçîì, ñîêóëüòèâèðîâàíèå ÊÏÊ ñ ÌÌÑÊ ñî-
ïðîâîæäàëîñü çíà÷èòåëüíûì óìåíüøåíèåì äîëè ëèìôî-
öèòîâ, êîòîðûì äëÿ àêòèâàöèè íå òðåáóåòñÿ ïðåçåíòàöèÿ
àíòèãåíîâ äðóãèìè êëåòêàìè (Ò è ÅÊ), à òàêæå óìåíüøå-
íèåì äîëè Ò-êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåðû àêòèâàöèè CD25 è
CD69. Ïîäîáíûå èçìåíåíèÿ ïîïóëÿöèîííîãî ñîñòàâà,
ïî-âèäèìîìó, îïðåäåëÿþòñÿ îñîáåííîñòÿìè âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèé ëåéêîöèòîâ ïóïîâèííîé êðî-
âè ñ ÌÌÑÊ, â ÷àñòíîñòè ïðåèìóùåñòâåííîé àäãåçèåé
Â-êëåòîê, ÅÊ-êëåòîê, à òàêæå Ò-êëåòîê, íåñóùèõ ìàðêåðû
àêòèâàöèè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïîäîáíûì îáðàçîì ìîæåò ïðî-
ÿâëÿòüñÿ èììóíîñóïðåññèâíîå äåéñòâèå ÌÌÑÊ, õîðîøî
îïèñàííîå â îòíîøåíèè çðåëûõ êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè.

Îáñóæäåíèå

Áîëåå 20 ëåò íàçàä óñïåøíîå èñïîëüçîâàíèå ÊÏÊ ïî-
ëîæèëî íà÷àëî ðàçâèòèþ îáëàñòè èññëåäîâàíèé, ñâÿçàí-
íûõ ñ èõ çàãîòîâêîé, õðàíåíèåì, àìïëèôèêàöèåé è ïðè-
ìåíåíèåì â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ ìåäèöèíû (Ballen et al.,
2013).

Ýôôåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ ÊÏÊ áûëà ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàíà â îòíîøåíèè ìíîãèõ çàáîëåâàíèé è ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ ñîñòîÿíèé, îäíàêî ìåõàíèçì âîçäåéñòâèÿ è ñóäüáà
êëåòîê â îðãàíèçìå ðåöèïèåíòà èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî.
Èçâåñòíî, ÷òî ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÊÏÊ ìîãóò ïîäâåð-
ãàòüñÿ íàïðàâëåííîìó õîóìèíãó, â òîì ÷èñëå è â êîñòíûé
ìîçã. Â ýòîé ñâÿçè èíòåðåñ ê ïðîöåññàì, ïðîèñõîäÿùèì ñ
ÊÏÊ â óñëîâèÿõ êðîâåòâîðíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, î÷åâè-
äåí. Ïîñêîëüêó ïðîâåäåíèå ïîäîáíûõ èññëåäîâàíèé â êî-
ñòíîì ìîçãå ÷åëîâåêà in vivo íåâîçìîæíî, ïðåäñòàâëÿåòñÿ
èíòåðåñíûì ñîçäàíèå àäåêâàòíûõ êëåòî÷íûõ ìîäåëåé in
vitro. Â íàøåé ðàáîòå äëÿ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ ÊÏÊ â óñëî-
âèÿõ êðîâåòâîðíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ áûëà ñìîäåëèðîâà-
íà ãåìîïîýòè÷åñêàÿ íèøà, â êîòîðîé ñîäåðæàíèå êèñëî-
ðîäà ñîîòâåòñòâîâàëî òêàíåâûì çíà÷åíèÿì (1 èëè 5 %), à
â êà÷åñòâå ñòðîìàëüíîãî êîìïîíåíòà èñïîëüçîâàíû
ÌÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè.

Íåñìîòðÿ íà ñõîäñòâî ÌÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ,
îíè îêàçûâàþò ðàçëè÷íîå âëèÿíèå íà ñâîéñòâà ñîêóëüòè-
âèðóåìûõ ñ íèìè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî
ÌÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü ïðè-
ìèòèâíûå ãåìîïîýòè÷åñêèå ïðåäøåñòâåííèêè ñ ìåíüøåé
ýôôåêòèâíîñòüþ, ÷åì ÌÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (Kilroy
et al., 2007; Wagner et al., 2007; De Toni et al., 2011). Âìåñ-
òå ñ òåì ÌÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè ñïîñîáñòâóþò äèôôå-
ðåíöèðîâêå ÃÑÊ è áîëåå ýôôåêòèâíî ïîääåðæèâàþò äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå ãåìîïîýòè÷åñêèå ïðåäøåñòâåííèêè
(Nakao et al., 2010; De Toni et al., 2011). Äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå â èññëåäîâàíèÿõ in vivo, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ÌÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà ïðè ñîâìåñòíîì ââå-
äåíèè ñ ÃÑÊ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàþò õîóìèíã ãåìîïîý-
òè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ è ñíèæàþò ñìåðòíîñòü ó ëå-
òàëüíî îáëó÷åííûõ ìûøåé ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè (Nakao
et al., 2010). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî
ÌÌÑÊ èç ñòðîìàëüíî-âàñêóëÿðíîé ôðàêöèè æèðîâîé
òêàíè ïðè êîíöåíòðàöèÿõ êèñëîðîäà 1, 5 è 20 % ñïîñîáíû
ïîääåðæèâàòü æèçíåñïîñîáíîñòü ÊÏÊ, â òîì ÷èñëå è ãå-
ìîïîýòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ.

Ïðè âíåñåíèè ñóñïåíçèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà íà
ñëîé èç ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ÷àñòü ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëå-
òîê àäãåçèðóåò ê ïîäëîæêå è (èëè) ìèãðèðóåò ïîä íåå,
äðóãàÿ ÷àñòü îñòàåòñÿ â ñóñïåíçèè íàä íåé (Dexter et al.,
1977; Wagner et al., 2007; Jing et al., 2010). Ìû íàáëþäàëè
àíàëîãè÷íîå ðàñïðåäåëåíèå ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðî-
âàíèè ÊÏÊ è ÌÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè. Ïîíèæåííîå ñî-
äåðæàíèå êèñëîðîäà ïðè ýòîì íå âëèÿëî íà æèçíåñïîñîá-
íîñòü è äèíàìèêó ïðèêðåïëåíèÿ ÊÏÊ ê ïîäñëîþ ÌÌÑÊ.
Âñå ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ÌÌÑÊ âûïîëíÿþò íå
òîëüêî ôóíêöèþ ïèòàþùåé ïîäëîæêè, íî è ÷åðåç íåïî-
ñðåäñòâåííûå ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ðåãóëèðóþò ïîâå-
äåíèå ÃÑÊ, äåìîíñòðèðóÿ òåì ñàìûì ñâîéñòâà êîñòíî-
ìîçãîâîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ. Ïðèñóòñòâèå êëåòîê ðàçíîé
ñòåïåíè çðåëîñòè, òàêæå íàõîäÿùèõñÿ â êîíòàêòå ñî ñòðî-
ìîé, è ñîáñòâåííî êëåòîê ñòðîìû ñîçäàâàëî åñòåñòâåííîå
ìèêðîîêðóæåíèå äëÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ è ïðî-
ãåíèòîðíûõ êëåòîê.

Ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ ÃÑÊ â ñîâìåñòíîé êó-
ëüòóðå ñîïîñòàâèìà ñ èõ ðàñïðåäåëåíèåì â êîñòíîì ìîç-
ãå: êëåòêè ðàñïîëàãàþòñÿ â îáëàñòÿõ ñ ðàçëè÷íûì ñîäåð-
æàíèåì êèñëîðîäà è äîñòóïà ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ â çà-
âèñèìîñòè îò ñîñòîÿíèÿ — ïîêîÿ èëè àêòèâíîé
ïðîëèôåðàöèè. Òàê, ñðåäè ôðàêöèè êëåòîê, àäãåçèðóþ-
ùèõ íà ïîâåðõíîñòü ÌÌÑÊ, áûëà âûÿâëåíà íàèáîëüøàÿ
äîëÿ àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê
êëåòêè, ìèãðèðîâàâøèå ïîä ñòðîìàëüíûé ñëîé, äåëèëèñü
ðåäêî è ñîõðàíÿëè íåçðåëûé ôåíîòèï (Jing et al., 2010).
Áëàãîäàðÿ ñïîñîáíîñòè ÃÑÊ çàíèìàòü îïðåäåëåííîå ïî-
ëîæåíèå â ñîêóëüòóðå â çàâèñèìîñòè îò ïðîëèôåðàòèâíî-
ãî ïîòåíöèàëà ñòàíîâÿòñÿ âîçìîæíûìè èõ ôðàêöèîíèðî-

Âëèÿíèå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà è ñòðîìàëüíûõ êëåòîê íà ïîääåðæàíèå ãåìîïîýòè÷åñêèõ... 433

Ò à á ë è ö à 2

Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ àêòèâàöèè Ò-êëåòêàìè ïóïîâèííîé êðîâè

Êëåòêè è ñîäåðæàíèå O2

Äîëÿ Ò-êëåòîê ñ ìàðêåðàìè àêòèâàöèè, %

CD3+/HLA-DR CD3+/CD69+ CD3+/CD25+

ÊÏÊ 0.03—0.28 (0.10) 0.36—22.00 (3.50) 1.49—5.65 (4.19)

ÊÏÊ + ÌÌÑÊ, 5 % 0.00—0.15 (0.07) 0.12—12.90 (1.12) 1.67—9.80 (2.72)

ÊÏÊ + ÌÌÑÊ, 20 % 0.08—0.25 (0.12) 0.14—4.54 (0.92) 1.30—6.68 (2.90)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñêîáêàõ óêàçàíà ìåäèàíà.



âàíèå è âûäåëåíèå ïîïóëÿöèè êëåòîê ñ îïðåäåëåííûìè
ñâîéñòâàìè (Ìàñëîâà è äð., 2013).

Ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà íå òîëüêî âëèÿåò íà ðàñïðåäå-
ëåíèå êëåòîê â ñîâìåñòíîé êóëüòóðå, íî òàêæå îïðåäåëÿåò
ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë ÃÑÊ. Èçâåñòíî, ÷òî íèçêèé
óðîâåíü êèñëîðîäà (5 %) ñïîñîáñòâóåò ïðîëèôåðàöèè êó-
ëüòèâèðóåìûõ ÊÎÅ (Roy et al., 2002). Â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ äâà ôàêòîðà (ñòðîìà è òêàíåâîé óðîâåíü ñîäåð-
æàíèÿ êèñëîðîäà) âìåñòå èëè ïî îòäåëüíîñòè âëèÿëè
íà ãåìîïîýòè÷åñêèå ÊÎÅ èç ïóïîâèííîé êðîâè. Â ÷àñòíî-
ñòè, ïðîèñõîäèëî ñìåùåíèå ñîîòíîøåíèÿ òèïîâ ÊÎÅ
â ñòîðîíó áîëåå êîììèòèðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ
(ÊÎÅ-Ã è ÊÎÅ-Ì) è óìåíüøåíèÿ ñìåøàííûõ êîëîíèé
(ÊÎÅ-ÃÝÌÌ, ÊÎÅ-ÃÌ). Ïî-âèäèìîìó, òàêîé ýôôåêò äî-
ñòèãàëñÿ çà ñ÷åò óìåíüøåíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ïîâðåæäå-
íèÿ è óâåëè÷åíèÿ âîñïðèèì÷èâîñòè ê ðîñòîâûì ôàêòî-
ðàì, òàêèì êàê ýðèòðîïîýòèí è ìàêðîôàãàëüíûé êîëîíè-
åñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð, â óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî äî
òêàíåâûõ óðîâíåé ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (Noll et al., 2002).

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè
ÌÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè ïîääåðæèâàþò æèçíåñïîñîá-
íîñòü è ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèé
ÊÏÊ, âêëþ÷àÿ ãåìîïîýòè÷åñêèå ïðåäøåñòâåííèêè. Ñíè-
æåíèå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà äî òêàíåâûõ çíà÷åíèé èç-
ìåíÿåò ñîîòíîøåíèå ÊÎÅ ðàçëè÷íûõ êðîâåòâîðíûõ ðîñò-
êîâ, ñïîñîáñòâóÿ îáðàçîâàíèþ êîëîíèé èç áîëåå êîììè-
òèðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ (ÊÎÅ-Ã è ÊÎÅ-Ì).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå èññëåäîâà-
íèÿ äëÿ ðàçðàáîòêè áèîìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèé» è ñòè-
ïåíäèè ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÑÏ-3502.2015.4).
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EFFECT OF STROMAL CELLS AND OXYGEN CONCENTRATION ON THE MAINTENANCE

OF CORD BLOOD HEMATOPOIETIC PRECURSORS
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The paper analyses the morphological and functional features of cord blood cells (CBCs) in the co-culture
with multipotent mesenchymal stromal cells (MMSCs) from human adipose tissue under tissue-related oxygen.
We have established that MMSCs effectively maintained viability of CBCs at different oxygen concentrations
(1, 5 and 20 %). According to the data obtained, the oxygen concentration affected the number of colony-for-
ming units (CFUs) formed by CBCs in selective medium. In particular, not co-cultured CBCs the 1 and 5 % O2

than at 20 % O2. After co-culture with MMSCs, the CFUs numbers were similar at 1 and 20 % O2 and increased
by 30 at 5 % O2. Tissue related O2 concentrations had an impact on the proportion of lineage-resctricted CFCs
among CBCs: the number of more committed progenitors — CFU-G and CFU-M, increased, and multi and bi-
potent — CFU-GEMM and CFU-GM, decreased at low oxygen concentrations. This effect was more pronoun-
ced after co-culture compared to that of initial CBCs. Thus, the presence of stromal cells and tissue-related oxy-
gen jointly and severally influenced CBCs in vitro.

K e y w o r d s: cord blood, hematopoietic stem cells, multipotient mesenchymal stromal cells, co-culture,
oxygen.
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