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Ñôåðîîáðàçîâàíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ) ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ èõ ïîäãîòîâêè ê òðàíñïëàíòà-
öèè. Ìåòîäîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè èññëåäîâàíû ÑÊ, èçîëèðîâàííûå èç ñóáýïèêàðäèàëüíîé æèðî-
âîé òêàíè ÷åëîâåêà, íà ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñòàäèÿõ öèêëà ìîíîñëîé—ñôåðû—ìîíîñëîé. Ïðè èíäóöèðî-
âàíèè ñôåðîîáðàçîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ «íåàäãåçèâíîé ïîâåðõíîñòè» è «âèñÿ÷åé êàïëè» áû-
ëè ïîëó÷åíû ñõîäíûå ðåçóëüòàòû. Íà ïåðâûõ 2—3 ïàññàæàõ óëüòðàñòðóêòóðà èçîëèðîâàííûõ ÑÊ áûëà
ñõîäíà ñ óëüòðàñòðóêòóðîé ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê (ñòàäèÿ 1). Ïðè äàëüíåéøåì ïàññèðîâàíèè (ñòàäèÿ 2)
ÑÊ ñòàíîâèëèñü áîëåå ýëåêòðîííî-ïëîòíûìè ñ ëîá÷àòûì ÿäðîì, ðàçâèòûì øåðîõîâàòûì ýíäî-
ïëàçìàòè÷åñêèì ðåòèêóëóìîì (ØÝÐ), âûðàæåííûì àïïàðàòîì Ãîëüäæè è ìíîãî÷èñëåííûìè âàêóîëÿ-
ìè. ×åðåç 2 ÷ îò ìîìåíòà èíèöèàöèè ñôåðîîáðàçîâàíèÿ (ñòàäèÿ 3) ÑÊ ñîáèðàëèñü â êëàñòåðû ñ ôîðìèðî-
âàíèåì äåñìîñîìîïîäîáíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. ßäðà ÑÊ ñîäåðæàëè áîëüøèå ÿäðûøêè ñ ðûõëîé
ôèáðî-ãðàíóëÿðíîé îðãàíèçàöèåé, öèòîïëàçìà áûëà çàïîëíåíà ðàçðóøàþùèìèñÿ êàíàëüöàìè ØÝÐ, àï-
ïàðàò Ãîëüäæè íå îáíàðóæåí. ×åðåç 24 ÷ (ñòàäèÿ 4) ÑÊ â õîðîøî ñôîðìèðîâàííûõ ñôåðàõ èìåëè áîëü-
øèå ïëîòíûå ÿäðûøêè è ñëàáî ðàçâèòûå àïïàðàò Ãîëüäæè è ØÝÐ. Â òå÷åíèå 1-õ ñóò ïîñëå äèññîöèàöèè
ñôåð (ñòàäèÿ 5) óëüòðàñòðóêòóðà ÑÊ ñòàíîâèëàñü ïîäîáíîé óëüòðàñòðóêòóðå ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê è
ÑÊ ïåðâûõ ïàññàæåé, çà èñêëþ÷åíèåì íàëè÷èÿ áîëüøîãî ÿäðûøêà è íåñêîëüêèõ êîìïëåêñîâ Ãîëüäæè.
Åùå ÷åðåç 1 ñóò (ñòàäèÿ 6) ÑÊ íàïîìèíàëè ýëåêòðîííî-ïëîòíûå ÑÊ âòîðîé ñòàäèè — îíè ñîäåðæàëè íå-
ïðàâèëüíîé ôîðìû ÿäðî è öèòîïëàçìó, çàïîëíåííóþ êàíàëüöàìè ØÝÐ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìû èí-
òåðïðåòèðóåì êàê îìîëîæåíèå ÑÊ ñðàçó ïîñëå äèññîöèàöèè ñôåð è ñòàðåíèå ÑÊ ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ
ïîñëå èçîëÿöèè èç òêàíè è ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå äèññîöèàöèè ñôåð. Íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ
äëÿ âûÿâëåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ, áèîõèìè÷åñêèõ è ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ÑÊ íà óñòàíîâëåííûõ
ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷èìûõ ñòàäèÿõ ñôåðîîáðàçîâàíèÿ â öåëÿõ ïîëó÷åíèÿ âûñîêîêà÷åñòâåííîãî ìàòå-
ðèàëà äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñòâîëîâûå êëåòêè, ñóáýïèêàðäèàëüíàÿ æèðîâàÿ òêàíü, ñôåðîîáðàçîâàíèå, óëü-
òðàñòðóêòóðà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ÑÝÆÒ — ñóáýïèêàðäèàëüíàÿ æèðîâàÿ
òêàíü, ØÝÐ — øåðîõîâàòûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì.

Èñïîëüçîâàíèå ÑÊ â òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ ïîêàçàëî
ñâîþ ïåðñïåêòèâíîñòü ïðè ìíîãèõ çàáîëåâàíèÿõ. Â ïðî-
öåññå íàðàùèâàíèÿ êëåòî÷íîé ìàññû in vitro êóëüòóðàëü-
íûå óñëîâèÿ îêàçûâàþò ñèëüíîå âëèÿíèå íà ñâîéñòâà êëå-
òîê, è ëå÷åáíûé ýôôåêò ÑÊ ìîæåò áûòü óñèëåí îñîáûìè
ìåòîäàìè èõ ïðåäòðàíñïëàíòàöèîííîé ïîäãîòîâêè. Òåñ-
òèðóþò ðàçíûå ìåòîäû ïîäãîòîâêè ÑÊ ïåðåä òðàíñïëàí-
òàöèåé, â òîì ÷èñëå ñôåðîîáðàçîâàíèå. Ïðè ïåðåõîäå èç
ñòàäèè ìîíîñëîÿ â ñòàäèþ ñôåðû ÑÊ ïîäâåðãàþòñÿ ñóùå-
ñòâåííûì èçìåíåíèÿì. Òàê, ïîêàçàíî ðàçëè÷èå ïðîòåîì-
íîãî ïîðòðåòà ÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ â ôîðìå ìîíîñëîÿ è â
ôîðìå ñôåð (ñì. îáçîð: Kawaguchi et al., 2013). Ðàçëè÷èÿ
êàñàþòñÿ è òàêèõ õàðàêòåðèñòèê, êàê ýêñïðåññèÿ ïîâåðõ-
íîñòíûõ ìàðêåðîâ è ÿäåðíûõ áåëêîâ (Uchida et al., 2010).
Ñôåðîîáðàçîâàíèå ïðèâëåêàåò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé
â ñâÿçè ñ äâóìÿ îñíîâíûìè àñïåêòàìè. Ï å ð â û é ñâÿçàí ñ
ðàçðàáîòêîé ìåòîäîâ óëó÷øåíèÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî ïîòåí-
öèàëà ÑÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî â õîäå ôîðìèðîâàíèÿ ñôåð ÑÊ
ìîãóò ïðèîáðåòàòü áîëåå âûðàæåííûå àíòèâîñïàëèòåëü-

íûå, èììóííûå ñâîéñòâà (Bartosh et al., 2010; Bartosh,
Ylostalo, 2014), à òàêæå ïîâûøåííûé ìèîãåííûé ïîòåí-
öèàë (Hosoyama et al., 2014). Â ò î ð î é à ñ ï å ê ò ñâÿçàí ñ
îáíàðóæåíèåì â ñîñòàâå ÑÊ ïîâûøåííîãî êîëè÷åñòâà ðà-
êîâûõ ÑÊ (Liao et al., 2014). Ñïîñîáíîñòü ÑÊ ê ñôåðîîá-
ðàçîâàíèþ ñîïîñòàâëÿþò ñ èõ ñïîñîáíîñòüþ îáðàçîâû-
âàòü îïóõîëè è äàâàòü ìåòàñòàçû. Îáîñíîâàíèåì äëÿ òà-
êèõ ñîïîñòàâëåíèé ñëóæèò òî, ÷òî â îáîèõ ïðîöåññàõ
(ñôåðîîáðàçîâàíèÿ è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ) ïðîèñõîäèò ýïè-
òåëèàëüíî-ìåçåíõèìíàÿ òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê. Â ðÿäå
ðàáîò äåëàþòñÿ ïîïûòêè èñïîëüçîâàòü ìåòîä ñôåðîîáðà-
çîâàíèÿ äëÿ âûäåëåíèÿ ñóáïîïóëÿöèè ðàêîâûõ ÑÊ èç îá-
ùåé ïîïóëÿöèè ÑÊ (Fujii et al., 2009; Zhong et al., 2010;
Cao et al., 2011). Îäíàêî èìåþòñÿ è ðàáîòû, ïîêàçû-
âàþùèå íåýôôåêòèâíîñòü ýòîãî ìåòîäà äëÿ îáîãàùåíèÿ
êóëüòóðû ðàêîâûìè ÑÊ (Wu et al., 2014).

Ñôåðîîáðàçîâàíèå ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì ïðîöåññîì, è
êëåòêè ñôåð ìîãóò áûòü ñíîâà ïåðåâåäåíû â ìîíîñëîé èç-
ìåíåíèåì óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íåèçâåñòíî, âîçâðà-
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ùàþòñÿ ëè ïðè ýòîì ñâîéñòâà ÑÊ ê ïåðâîíà÷àëüíîìó ñî-
ñòîÿíèþ èëè ïðè ïðîõîæäåíèè ñòàäèè ñôåð ÑÊ ïðèîáðå-
òàþò è ñòàáèëüíî ñîõðàíÿþò êàêèå-òî íîâûå ñâîéñòâà,
îòëè÷íûå îò ïåðâîíà÷àëüíûõ.

Ñâîéñòâà ÑÊ, â ÷àñòíîñòè ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöè-
ðîâàòüñÿ â êëåòêè òîãî èëè èíîãî òèïà, ðàçëè÷àþòñÿ â çà-
âèñèìîñòè îò èõ òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Îñîáîé ïîïó-
ëÿðíîñòüþ ïîëüçóþòñÿ ÑÊ ìåçåíõèìíîé ïðèðîäû, ëîêà-
ëèçîâàííûå â ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè, ââèäó ëåãêîé
äîñòóïíîñòè è âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ èõ â áîëüøèõ êî-
ëè÷åñòâàõ. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóáýïèêàðäèàëü-
íàÿ æèðîâàÿ òêàíü (ÑÝÆÒ) ÷åëîâåêà ïîäîáíî ïîäêîæíîé
æèðîâîé òêàíè ñîäåðæèò ÑÊ ìåçåíõèìíîé ïðèðîäû (Bay-
es-Genis et al., 2010, 2013; Krylova et al., 2011). Ïî ñâîèì
ìîðôîëîãè÷åñêèì, áèîõèìè÷åñêèì è ôèçèîëîãè÷åñêèì
ñâîéñòâàì ÑÝÆÒ îòëè÷àåòñÿ îò æèðîâîé òêàíè äðóãèõ
ëîêàëèçàöèé. Ðàçëè÷èÿ êàñàþòñÿ ðàçìåðîâ àäèïîöèòîâ,
ñîäåðæàíèÿ æèðíûõ êèñëîò è áåëêîâ, ñêîðîñòè ìåòàáî-
ëèçìà è äð. (Rabkin, 2006). Òàêèì îáðàçîì, ÑÝÆÒ â êà÷å-
ñòâå íèøè äëÿ ÑÊ ñîçäàåò îñîáûå óñëîâèÿ, îïðåäåëÿþ-
ùèå ñïåöèôè÷åñêèå ñâîéñòâà ðåçèäåíòíûõ ÑÊ. Íàìè
áûëè âûÿâëåíû ïîíèæåííûé ýïèòåëèîãåííûé è îñòåî-
ãåííûé ïîòåíöèàë è ïîâûøåííûé êàðäèîãåííûé ïîòåí-
öèàë ÑÊ, èçîëèðîâàííûõ èç ÑÝÆÒ, ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊ,
èçîëèðîâàííûìè èç ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè (Êðûëîâà
è äð., 2014). Ëîêàëèçàöèÿ â ñåðäå÷íîé òêàíè è íåêîòîðûå
óæå âûÿâëåííûå õàðàêòåðèñòèêè ÑÊ èç ÑÝÆÒ ÷åëîâåêà
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ïåðñïåêòèâíîñòü èõ èñïîëüçî-
âàíèÿ â êà÷åñòâå ìàòåðèàëà äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé òåðàïèè
ñåðäå÷íûõ çàáîëåâàíèé.

Ôåíîìåí ïðèîáðåòåíèÿ êóëüòèâèðóåìûìè ÑÊ íîâûõ
ñâîéñòâ ïðè îáðàçîâàíèè ñôåð èçó÷åí íåäîñòàòî÷íî äëÿ
îñîçíàííîãî è öåëåíàïðàâëåííîãî ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà
ñôåðîîáðàçîâàíèÿ â öåëÿõ óëó÷øåíèÿ êà÷åñòâà òðàíñ-
ïëàíòèðóåìîãî ìàòåðèàëà. Íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå çíà÷è-
òåëüíîãî êîëè÷åñòâà ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ ýòîìó ïðîöåñ-
ñó, ñêîëüêî-íèáóäü ïîëíûå èññëåäîâàíèÿ óëüòðàñòðóê-
òóðíûõ ïðåîáðàçîâàíèé êëåòîê â õîäå ñôåðîîáðàçîâàíèÿ
îòñóòñòâóþò. Â êà÷åñòâå íà÷àëüíîãî ýòàïà èçó÷åíèÿ ýòîãî
ïðîöåññà â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîñòàâèëè çàäà÷ó ïðîà-
íàëèçèðîâàòü óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ÑÊ, èçîëè-
ðîâàííûõ èç ÑÝÆÒ ÷åëîâåêà, â öèêëå ïðåîáðàçîâàíèÿ ïî-
ïóëÿöèè ìîíîñëîé—ñôåðû—ìîíîñëîé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å è â å ä å í è å ê ó ë ü ò ó ð Ñ Ê. Êëåòêè
ïîëó÷àëè èç ñóáýïèêàðäèàëüíîé æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà
(ÑÝÆÒ). Îáðàçöû òêàíè áðàëè â îáëàñòè àòðèîâåíòðèêó-
ëÿðíîé áîðîçäû ëåâîãî ñåðäöà âî âðåìÿ õèðóðãè÷åñêîé
îïåðàöèè êîðîíàðíîãî øóíòèðîâàíèÿ îò ïàöèåíòîâ
40—50 ëåò â Ôåäåðàëüíîì öåíòðå ñåðäöà, êðîâè è ýíäî-
êðèíîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà ÌÇ ÐÔ (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Ïðîöåäóðó ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Õåëüñèíê-
ñêîé äåêëàðàöèåé ïðè ðàçðåøåíèè ãîñïèòàëüíîé êîìèñ-
ñèè ïî ýòèêå. Ïîñëå ìíîãîêðàòíîé ïðîìûâêè â ðàñòâîðå
PBS, íå ñîäåðæàùåì êàëüöèÿ è ìàãíèÿ, òêàíü ìåõàíè÷å-
ñêè èçìåëü÷àëè è äèññîöèèðîâàëè â ðàñòâîðå 0.1%-íîé
êîëëàãåíàçû I (GIBCO, ÑØÀ) ïðè 37 °C â òå÷åíèå 40 ìèí
ñ èñïîëüçîâàíèåì øåéêåðà. Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà çàòåì
íåéòðàëèçîâàëè ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêîé (FBS)
(HyClone, ÑØÀ). Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãè-
ðîâàëè ïðè 900 g â òå÷åíèå 7 ìèí, ïîëó÷åííûé ñãóñòîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå a-MEM (Sigma,

ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % FBS, 100 åä./ìë ïåíèöèëëè-
íà, 100 åä./ìë ñòðåïòîìèöèíà è 2 ìÌ ãëþòàìèíà (âñå îò
GIBCO, ÑØÀ), ôèëüòðîâàëè ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð ñ
ïîðàìè 100 ìêì è öåíòðèôóãèðîâàëè åùå ðàç. Êëåòêè âû-
ñåâàëè ïðè ïëîòíîñòè 3—104 êë./ñì2 è êóëüòèâèðîâàëè â
÷àøêàõ Ïåòðè èëè êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ ïðè 37 °Ñ âî
âëàæíîé àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % ÑÎ2. ×åðåç 48 ÷
êëåòêè íà÷èíàëè ïðèêðåïëÿòüñÿ êî äíó êóëüòóðàëüíûõ
ñîñóäîâ. Ñðåäó ìåíÿëè äâàæäû â íåäåëþ.

Ñôåðû ïîëó÷àëè äâóìÿ ìåòîäàìè: 1) ìåòîäîì «âèñÿ-
÷àÿ êàïëÿ» è 2) ïîñåâîì íà íåàäãåçèâíóþ ïîâåðõíîñòü,
â êà÷åñòâå êîòîðîé èñïîëüçîâàëè ïëàñòèê ôèðìû Thermo
Scientific (ÑØÀ). Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïåðâîãî ìåòîäà
êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ, ïðèãîòîâëåííóþ èç ìîíîñëîéíîé
êóëüòóðû (4—5-ãî ïàññàæà), íàíîñèëè íà êðûøêó ÷àøêè
Ïåòðè â âèäå êàïåëü, ñîäåðæàùèõ 2000—2500 êëåòîê,
îáúåìîì 25 ìêë. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ èñïàðåíèÿ â ÷àø-
êó äîáàâëÿëè 7—8 ìë ðîñòîâîé ñðåäû. Êóëüòèâèðîâàíèå
ñôåð ïðîâîäèëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ïðè 37 °Ñ è 5 %
ÑÎ2 â ñðåäå a-MEM, ñîäåðæàùåé 10 % FBA. Ïðè èñïîëü-
çîâàíèè âòîðîãî ìåòîäà êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ âíîñè-
ëè íåïîñðåäñòâåííî â ÷àøêè Ïåòðè. Óñëîâèÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ áûëè òå æå, ÷òî â ïåðâîì ìåòîäå. Äëÿ ïåðåâî-
äà êëåòîê ñíîâà â ìîíîñëîé ñôåðû ñîáèðàëè ïèïåòêîé â
öåíòðèôóæíóþ ïðîáèðêó, ïðîìûâàëè PBS è äèññîöèèðî-
âàëè ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì ñ ïîìîùüþ 0.25%-íîé
ñìåñè òðèïñèíà ñ ÝÄÒÀ (GIBCO) èëè ðàñòâîðîì Tryp-LE
Express (Invitrogen, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå
20—30 ìèí. Âðåìÿ ýêñïîçèöèè çàâèñåëî îò ðàçìåðà è âîç-
ðàñòà ñôåðîèäîâ. Äèññîöèèðîâàííûå ñôåðîèäû ïðîìûâà-
ëè â PBS è ïîìåùàëè â ÷àøêè Ïåòðè äëÿ ðàñïëàñòûâàíèÿ
è äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ. Êóëüòóðû ôîòîãðàôèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Nikon Eclipse TS 100 (ßïî-
íèÿ).

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êëåòêè ôèêñèðî-
âàëè 2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì íà 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì
áóôåðå, ñîäåðæàùåì 0.15 Ì ñàõàðîçû, ðÍ 7.4, â òå÷åíèå
1 ÷, ïîñòôèêñèðîâàëè â 1%-íîì OsO4, îáåçâîæèâàëè â
ñïèðòàõ âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè è çàëèâàëè â ñìåñü
Ýïîíà è Àðàëäèòà ïî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëàì. Óëüòðà-
òîíêèå ñðåçû èçãîòàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ àëìàçíîãî íîæà
íà óëüòðàòîìå LKB è êîíòðàñòèðîâàëè ðàñòâîðàìè óðà-
íèë-àöåòàòà è öèòðàòà ñâèíöà. Ìàòåðèàë ïðîñìàòðèâà-
ëè è ôîòîãðàôèðîâàëè íà ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Zeiss
Lbra 120 ïðè 80 êÂ. Êëåòêè íà ñòàäèÿõ ìîíîñëîÿ ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé 15-ìèíóòíîé ôèêñàöèè ñíèìàëè ñî ñòå-
êîë ñ ïîìîùüþ ñêðåáêà è ïîëó÷åííóþ òàêèì îáðàçîì ñóñ-
ïåíçèþ îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1000 îá/ìèí
íà êàæäîì ýòàïå ïðîâîäêè. Ñôåðû â ôèêñèðóþùèõ ðàñò-
âîðàõ îñåäàëè ïîä ñîáñòâåííîé òÿæåñòüþ. Ïîëóòîíêèå
ñðåçû (1 ìêì) îêðàøèâàëè òîëóèäèíîâûì ñèíèì è ôîòî-
ãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû Leica DFC420
(Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ) ìèêðîñêîïà AXIOVERT
200Ì (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòêè ïðîñëåæèâàëè íà ïî-
ñëåäîâàòåëüíûõ ñòàäèÿõ öèêëà ìîíîñëîé—ñôåðû—ìî-
íîñëîé îò ïåðâûõ ïàññàæåé ÑÊ, èçîëèðîâàííûõ èç
ÑÝÆÒ, äî íåñêîëüêèõ ÷àñîâ ïîñëå ïåðåâîäà êóëüòóðû èç
ñôåð â ìîíîñëîé. Ïðè ïðèìåíåíèè äâóõ ðàçíûõ ñïîñîáîâ
èíèöèàöèè ñôåðîîáðàçîâàíèÿ (ìåòîäà «íåàäãåçèâíîé ïî-
âåðõíîñòè» è ìåòîäà «âèñÿ÷åé êàïëè») ïîëó÷åíû ñõîä-

Èçìåíåíèå óëüòðàñòðóêòóðû ñòâîëîâûõ êëåòîê â öèêëå ìîíîñëîé—ñôåðû—ìîíîñëîé 17



18 Ì. Ã. Ìàðòûíîâà è äð.

Ðèñ. 1. Êóëüòóðà ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ), èçîëèðîâàííûõ èç ñóáýïèêàðäèàëüíîé æèðîâîé òêàíè (ÑÝÆÒ) ÷åëîâåêà, â ðàçíûå ñðîêè
ïîñëå ïîñåâà (à—ä) è èíèöèàöèè ñôåðîîáðàçîâàíèÿ (å—ê).

à, á — ÑÊ íà 3-ì ïàññàæå ïîñëå ïîñåâà: âèä êóëüòóðû (à) è åå óëüòðàñòðóêòóðà (á) — ýëåêòðîííî-ñâåòëûå ÿäðî (ÿäð) è öèòîïëàçìà, ìàëåíüêèå ïëîòíûå
ÿäðûøêè (äâîéíàÿ ñòðåëêà) è êîðîòêèå ðàñøèðåííûå êàíàëüöû ØÝÐ (ñòðåëêè). â—ä — ÑÊ íà 5-ì ïàññàæå ïîñëå ïîñåâà: âèä êóëüòóðû (â) è åå óëüòðà-
ñòðóêòóðà (ã) — ýëåêòðîííî-ïëîòíîå, ëîïàñòíîå ÿäðî, ýëåêòðîííî-ïëîòíûå öèòîïëàçìà è ÿäðûøêî (äâîéíàÿ ñòðåëêà), ìíîãî÷èñëåííûå âàêóîëè (âê)
è äëèííûå óçêèå êàíàëüöû ØÝÐ (ñòðåëêè), ðàçâèòûé àïïàðàò Ãîëüäæè, ïðåäñòàâëåííûé öèñòåðíàìè è ïóçûðüêàìè (ä). å—ê — ÑÊ ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå
èíèöèàöèè ñôåðîîáðàçîâàíèÿ: å — ïîëóòîíêèé ñðåç îáðàçóþùèõñÿ êëàñòåðîâ êëåòîê (îêðàñêà òîëóèäèíîâûì ñèíèì), æ — ÑÊ íà ïîâåðõíîñòè (çâåç-
äî÷êè) è âíóòðè êëàñòåðîâ, íå ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ôîðìå è óëüòðàñòðóêòóðå, ç — äåñìîñîìîïîäîáíûé êîíòàêò (ñòðåëêà) ìåæäó ÑÊ, è — öèòîïëàçìà
ÑÊ, çàïîëíåííàÿ ðàñïàäàþùèìèñÿ êàíàëüöàìè ØÝÐ, ê — ÿäðûøêî ñ ðûõëîé ôèáðîãðàíóëÿðíîé îðãàíèçàöèåé. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à, â, å — 100,

á, ä, ç, ê — 1, ã, æ, è — 5 ìêì.
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Ðèñ. 2. Êóëüòóðà ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ), èçîëèðîâàííûõ èç ÑÝÆÒ ÷åëîâåêà â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå íà÷àëà ñôåðîîáðàçîâàíèÿ
(à—å) è äèññîöèàöèè ñôåð (æ—ì).

à—å — ÑÊ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíèöèàöèè ñôåðîîáðàçîâàíèÿ: à — ïëàâàþùèå ñôåðè÷åñêèå êîëîíèè (ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ), á — ôðàãìåíò
ïîëóòîíêîãî ñðåçà ñôåðû (îêðàñêà òîëóèäèíîâûì ñèíèì), â — ðàñïëàñòàííûå ÑÊ íà ïîâåðõíîñòè ñôåðû, ã — ÑÊ íåïðàâèëüíîé ôîðìû ñ ëîïàñòíûì
ÿäðîì âíóòðè ñôåðû, ä — ôðàãìåíò öèòîïëàçìû ÑÊ ñ êîðîòêèìè êàíàëüöàìè ØÝÐ (ñòðåëêè) è çîíîé ìíîãî÷èñëåííûõ ïóçûðüêîâ àïïàðàòà Ãîëüäæè
(àÃ), å — ïëîòíîå ÿäðûøêî ÑÊ. æ—è — ÑÊ, ìèãðèðóþùèå èç ñôåð ïîñëå èõ äèññîöèàöèè: æ — ðàñïàäàþùàÿñÿ ñôåðà, ç — ÑÊ, ñõîäíûå ïî óëüòðà-
ñòðóêòóðå ñ êëåòêàìè 24-÷àñîâûõ ñôåð (ñð. ñ ôðàãìåíòîì â), è — ÑÊ ñ áîëåå ýëåêòðîííî-ñâåòëûì ÿäðîì è öèòîïëàçìîé è äëèííûìè óçêèìè êàíàëüöà-
ìè ØÝÐ (ñòðåëêà) è âûðàæåííûì àïïàðàòîì Ãîëüäæè (àÃ). ê, ë — ÑÊ ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå äèññîöèàöèè ñôåð: ê — ýëåêòðîííî-ñâåòëàÿ ÑÊ, ñîäåðæàùàÿ
ÿäðî (ÿäð) ñ ãëàäêîé ìåìáðàíîé è íåñêîëüêî íåáîëüøèõ êîìïëåêñîâ Ãîëüäæè (ñòðåëêè), ë — êðóïíîå ÿäðûøêî (ÿäð) ñ ðûõëîé ôèáðîãðàíóëÿðíîé îð-
ãàíèçàöèåé, ì — ýëåêòðîííî-ïëîòíàÿ ÑÊ ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå äèññîöèàöèè ñôåð ñîäåðæèò ëîïàñòíîå ÿäðî (ÿäð) ñ ðûõëûì ÿäðûøêîì (ñòðåëêà). Ìàñø-

òàáíûå îòðåçêè: à, æ — 100, á — 50, â, ã, ç, ì — 5, ä, å, è—ë — 1 ìêì.



íûå ðåçóëüòàòû. Çàìåòíûì ðàçëè÷èåì ÿâëÿëàñü áoëüøàÿ
âàðèàáåëüíîñòü ðàçìåðîâ ñôåð â ïåðâîì ñëó÷àå.

Èçîëèðîâàííûå èç ÑÝÆÒ ÑÊ îñåäàëè è ïðèêðåïëÿ-
ëèñü êî äíó êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà. Ïðèêðåïèâøèåñÿ
êëåòêè ïðèîáðåòàëè âåðåòåíîâèäíóþ ôîðìó (ðèñ. 1, à).

Ñ ò à ä è ÿ 1. Íà ïåðâûõ ïàññàæàõ (1—4) êëåòêè èìåëè
óëüòðàñòðóêòóðó, õàðàêòåðíóþ äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 1, á). Îêðóãëîå ÿäðî ñ
ãëàäêèìè î÷åðòàíèÿìè ñîäåðæàëî ðàçðåæåííûé ýóõðîìà-
òèí è íåáîëüøîå ïëîòíîå ÿäðûøêî. Â ýëåêòðîííî-ñâåò-
ëîé öèòîïëàçìå íàõîäèëèñü ìåëêèå ìèòîõîíäðèè, âàêóî-
ëè, êîðîòêèå ðàñøèðåííûå êàíàëüöû ØÝÐ è óìåðåííîå
êîëè÷åñòâî ñâîáîäíûõ ðèáîñîì. Íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê
áûëè ðàñïîëîæåíû îòäåëüíûå ìèêðîâîðñèíêè.

Ñ ò à ä è ÿ 2. ×åðåç 5—6 ïàññàæåé êóëüòóðà áûëà
ïðåäñòàâëåíà ìîíîñëîåì, îáðàçîâàííûì ìíîãîîòðîñò÷à-
òûìè êëåòêàìè áîëåå êðóïíûõ ðàçìåðîâ (ðèñ. 1, â). Ëîïà-
ñòíûå ÿäðà êðîìå ïëîòíî óïàêîâàííîãî ýóõðîìàòèíà ñî-
äåðæàëè íåáîëüøèå ãëûáêè ñóáìåìáðàííîãî ãåòîðîõðî-
ìàòèíà è áîëåå êðóïíûå, ÷åì íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè,
ïëîòíûå ÿäðûøêè (ðèñ. 1, ã). Â öèòîïëàçìå îáíàðóæèâà-
ëèñü ïó÷êè ìèêðîôèáðèëë è ìíîãî÷èñëåííûå õîðîøî
ñôîðìèðîâàííûå óçêèå êàíàëüöû ØÝÐ. Ñâîáîäíûå ðèáî-
ñîìû ãóñòî çàïîëíÿëè öèòîïëàçìó. Â îêîëîÿäåðíîé çîíå
ïîÿâèëèñü öèñòåðíû è ïóçûðüêè õîðîøî ðàçâèòîãî àïïà-
ðàòà Ãîëüäæè (ðèñ. 1, ä). Îáðàùàëî íà ñåáÿ âíèìàíèå
ïðèñóòñòâèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà âàêóîëåé. Ïîâåðõ-
íîñòü êëåòîê íåñëà ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîâîðñèíêè.

Ñ ò à ä è ÿ 3. Óæå ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå èíèöèàöèè ñôåðîîá-
ðàçîâàíèÿ ÑÊ îáúåäèíÿëèñü â íåáîëüøèå êëàñòåðû ðàç-
ìåðîì 20—40 ìêì (ðèñ. 1, å). Êëåòêè, ðàñïîëîæåííûå
âíóòðè è íà ïîâåðõíîñòè êëàñòåðà, èìåëè ñõîæóþ óëüòðà-
ñòðóêòóðó (ðèñ. 1, æ), âî ìíîãîì àíàëîãè÷íóþ óëüòðà-
ñòðóêòóðå êëåòîê ïðåäûäóùåé ñòàäèè. Ìåæäó êëåòêàìè
îáðàçîâûâàëèñü íåìíîãî÷èñëåííûå êîíòàêòû, ñõîæèå ñ
äåñìîñîìàìè (ðèñ. 1, ç). Ýëåìåíòîâ àïïàðàòà Ãîëüäæè îá-
íàðóæèòü íå óäàëîñü. Êàíàëüöû ØÝÐ ïîòåðÿëè ÷åòêèå
î÷åðòàíèÿ è èìåëè ïðèçíàêè äåñòðóêöèè (ðèñ. 1, è). ßäðà
ñîäåðæàëè êðóïíîå ðûõëîå ÿäðûøêî (ðèñ. 1, ê). ×åðåç 4 ÷
ðàçìåðû êëåòî÷íûõ êëàñòåðîâ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâà-
ëèñü, äîñòèãàÿ 50—80 ìêì.

Ñ ò à ä è ÿ 4. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå èíèöèàöèè ñôåðîîáðà-
çîâàíèÿ êóëüòóðà òðàíñôîðìèðîâàëàñü â ïîëíîñòüþ
ñôîðìèðîâàííûå ïëîòíûå ñôåðû äèàìåòðîì 100—
300 ìêì (ðèñ. 2, à). Íà ïîâåðõíîñòè ñôåð ðàñïîëàãàëîñü
íåñêîëüêî ðÿäîâ óïëîùåííûõ êëåòîê (ðèñ. 2, á), èìåþ-
ùèõ ÿäðî ñ ãëàäêîé ïîâåðõíîñòüþ è íåñóùèõ íà ïîâåðõ-
íîñòè ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîâîðñèíêè (ðèñ. 2, â). Êëåòêè
âíóòðè ñôåð èìåëè íåïðàâèëüíóþ ôîðìó è ñîäåðæàëè ëî-
ïàñòíîå ÿäðî. Ìèêðîâîðñèíêè íà ïîâåðõíîñòè âíóòðåí-
íèõ êëåòîê áûëè êîðî÷å è ðåæå ðàñïîëîæåíû, ÷åì ó
âíåøíèõ êëåòîê. Öèòîïëàçìà òåõ è äðóãèõ êëåòîê ñîäåð-
æàëà âàêóîëè è êîðîòêèå êàíàëüöû ØÝÐ. Ðåäêî íàáëþäà-
ëè ñêîïëåíèÿ ïóçûðüêîâ, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ýëåìåí-
òû àïïàðàòà Ãîëüäæè (ðèñ. 2, ä). Â ÿäðàõ ïîÿâëÿëñÿ ñóá-
ìåìáðàííûé ãåòåðîõðîìàòèí, è ÿäðûøêè ñòàíîâèëèñü
êîìïàêòíåå (ðèñ. 2, å).

Ñðàçó ïîñëå ïåðåíîñà ñôåð â ÷àøêè Ïåòðè äëÿ äèññî-
öèàöèè êëåòêè íà÷èíàëè àêòèâíî ìèãðèðîâàòü ïî ïîâåðõ-
íîñòè ñòåêëà (ðèñ. 2, æ). Ïîïóëÿöèÿ êëåòîê íà ýòîé ñòà-
äèè áûëà ïðåäñòàâëåíà ñìåñüþ êëåòîê ñ óëüòðàñòðóêòó-
ðîé, ïðèñóùåé êëåòêàì ñôîðìèðîâàííûõ ñôåð (ðèñ. 2, ç),
è êëåòîê, äåìîíñòðèðóþùèõ ïàðàìåòðû, ïåðåõîäíûå
ìåæäó ïàðàìåòðàìè ÑÊ ñôåð è ÑÊ ñëåäóþùåé ñòàäèè
(ðèñ. 2, è).

Ñ ò à ä è ÿ 5. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå äèññîöèàöèè ñôåð
êëåòêè ïî ìîðôîëîãèè ñòàíîâèëèñü ïîõîæèìè íà ýìáðèî-
íàëüíûå è èìåëè ýëåêòðîííî-ñâåòëûå ÿäðî è öèòîïëàçìó,
ñîäåðæàùóþ ìåëêèå ìèòîõîíäðèè, è êîðîòêèå êàíàëüöû
ØÝÐ. ßäðà îêðóãëûå è ñ ãëàäêîé ïîâåðõíîñòüþ çàïîëíå-
íû íåïëîòíûì ýóõðîìàòèíîì è íå ñîäåðæàëè ãåòîðîõðî-
ìàòèíà. Îäíàêî îò êóëüòóðû ÑÊ ïåðâîé ñòàäèè îíè îòëè-
÷àëèñü íàëè÷èåì ìíîãî÷èñëåííûõ íåáîëüøèõ ïî ðàçìåðó
êîìïëåêñîâ Ãîëüäæè (ðèñ. 2, ê) è êðóïíûõ õîðîøî ðàçâè-
òûõ ÿäðûøåê, â êîòîðûõ áûëè õîðîøî ðàçëè÷èìû ôèá-
ðèëëÿðíûé è ãðàíóëÿðíûé êîìïîíåíòû (ðèñ. 2, ë).

Ñ ò à ä è ÿ 6. ×åðåç 2 ñóò ÑÊ, âòîðè÷íî îáðàçîâàâøèå
ìîíîñëîé, äåìîíñòðèðîâàëè óëüòðàñòðóêòóðó êëåòîê âòî-
ðîé ñòàäèè; ÿäðî è öèòîïëàçìà ñòàíîâèëèñü ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûìè, ÿäðî ïðèîáðåòàëî ëîïàñòíóþ ôîðìó è ñóá-
ìåìáðàííûé ãåòåðîõðîìàòèí, â öèòîïëàçìå ïîÿâëÿëèñü
äëèííûå óçêèå êàíàëüöû ØÝÐ, ïó÷êè òîíêèõ ôèëàìåíòîâ
è âàêóîëè (ðèñ. 2, ì).

Îáñóæäåíèå

Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ÑÊ â öèêëå ìîíî-
ñëîé—ñôåðû—ìîíîñëîé ïðîõîäÿò ïî êðàéíåé ìåðå
øåñòü ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷èìûõ ñòàäèé: èçîëèðîâàí-
íûå èç òêàíè ÑÊ íà ðàííèõ ïàññàæàõ (ñòàäèÿ 1), ÑÊ íà
ïîçäíèõ ïàññàæàõ (ñòàäèÿ 2), ÑÊ, îáðàçóþùèå êëàñòåðû
(ñòàäèÿ 3), ÑÊ, îáðàçóþùèå ïëîòíûå ñôåðû (ñòàäèÿ 4),
ÑÊ ïîñëå äèññîöèàöèè ñôåð â 1-å (ñòàäèÿ 5) è 2-å (ñòà-
äèÿ 6) ñóò. Îñîáåííî çàìåòíûå èçìåíåíèÿ óëüòðàñòðóê-
òóðû ÑÊ â öèêëå ìîíîñëîé—ñôåðû—ìîíîñëîé êàñà-
þòñÿ òàêèõ ñòðóêòóð, êàê ÿäðûøêî, àïïàðàò Ãîëüäæè,
ØÝÐ. Ïîýòîìó ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî çíà÷èòåëüíûå ïðå-
îáðàçîâàíèÿ ïðåòåðïåâàåò áåëîêñèíòåçèðóþùèé àïïàðàò
êëåòêè.

Ïðè ïåðåõîäå ÑÊ èç ñòàäèè 1 ê ñòàäèè 2 è èç ñòàäèè 5
ê ñòàäèè 6 ïðîèñõîäÿò ñõîäíûå èçìåíåíèÿ óëüòðàñòðóê-
òóðû. Îíè çàêëþ÷àþòñÿ â ïîâûøåíèè ýëåêòðîííîé ïëîò-
íîñòè ÿäðà è öèòîïëàçìû, ïîÿâëåíèè ðàçâèòîé ñèñòåìû
êàíàëüöåâ ØÝÐ, àïïàðàòà Ãîëüäæè, íàêîïëåíèè ñâîáîä-
íûõ ðèáîñîì. Ïðè ýòîì íå çàìåòíî âûðàæåííûõ ïðèçíà-
êîâ äèôôåðåíöèàöèè â êàêîì-ëèáî îïðåäåëåííîì íàïðàâ-
ëåíèè, òàêèõ êàê, íàïðèìåð, ïîÿâëåíèå ìèîôèáðèëë è
ñïåöèôè÷åñêèõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ÷òî õàðàêòåðíî
äëÿ ìûøå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè, èëè ëèïèäíûõ êàïåëü,
ñâîéñòâåííûõ àäèïîöèòàì, è ò. ï. Èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè
ÑÊ ïðè ïàññèðîâàíèè îïèñàíû â ðÿäå ðàáîò, èõ ñâÿçûâà-
þò ñî ñòàðåíèåì êëåòîê â ðåçóëüòàòå êëåòî÷íûõ äåëåíèé
â õîäå êóëüòèâèðîâàíèÿ (Zhuang et al., 2015). Ïðè ýòîì ó
êëåòîê íàáëþäàþòñÿ ìíîæåñòâåííûå äèñôóíêöèè è íàðó-
øåíèÿ ìåòàáîëèçìà. Ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî êëåòî÷íîå
ñòàðåíèå ÑÊ ïðè ïàññèðîâàíèè ìîæåò óõóäøàòü èõ ðåãå-
íåðàòèâíûé ïîòåíöèàë è, ñëåäîâàòåëüíî, äåëàòü êëåòêè
ìåíåå ïðèãîäíûìè ê òðàíñïëàíòàöèè.

Âûðàæåííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ÑÊ íà íà÷àëüíûõ
ñòàäèÿõ îáðàçîâàíèÿ ñôåð ÿâëÿëèñü ðàçðóøåíèå êàíàëü-
öåâ ØÝÐ è åñëè íå ïîëíîå èñ÷åçíîâåíèå, òî, ñóäÿ ïî
òðóäíîñòè îáíàðóæåíèÿ, çíà÷èòåëüíàÿ äåãðàäàöèÿ êîìïî-
íåíòîâ àïïàðàòà Ãîëüäæè. Íà ýòàïå ôîðìèðîâàíèÿ «çðå-
ëûõ» ñôåð ýòè ñòðóêòóðû âíîâü ïîÿâëÿþòñÿ. Äàëüíåéøèå
èññëåäîâàíèÿ ïîìîãóò îïðåäåëèòü ôóíêöèîíàëüíóþ
îñíîâó òàêèõ èçìåíåíèé óëüòðàñòðóêòóðíûõ ïàðàìåòðîâ
ÑÊ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè ñâÿçàíû ñ ïåðåïðîã-
ðàììèðîâàíèåì êëåòîê â ñâÿçè ñ ðåçêèì èçìåíåíèåì ïðî-
ñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè êóëüòóðû.
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Ïðè ïåðåõîäå ÑÊ èç ñòàäèè 4 ê ñòàäèè 5 (äèññîöèà-
öèÿ ñôåð) ìû íàáëþäàåì èõ îìîëîæåíèå, êîòîðîå âûðà-
æàåòñÿ â ïðèîáðåòåíèè ìîðôîëîãè÷åñêîãî ñõîäñòâà ñ ýì-
áðèîíàëüíûìè êëåòêàìè è ÑÊ ñòàäèè 1. Ñëåäóåò, îäíàêî,
çàìåòèòü, ÷òî ïîëíîãî óïîäîáëåíèÿ, ò. å. âîçâðàùåíèÿ ê
èñõîäíîìó ñîñòîÿíèþ òîëüêî ÷òî èçîëèðîâàííûõ èç òêà-
íè ÑÊ, íå ïðîèñõîäèò. Â îòëè÷èå îò ÑÊ ñòàäèè 1 ÑÊ ñòà-
äèè 5 îáëàäàþò êðóïíûì õîðîøî ðàçâèòûì ÿäðûøêîì è
ìíîæåñòâîì êîìïëåêñîâ Ãîëüäæè. Òàêîå ñîñòîÿíèå äëèò-
ñÿ íåäîëãî, è íà 2-å ñóò ïîñëå äèññîöèàöèè ñôåð ÑÊ
âíîâü ïðèîáðåòàþò ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ (ñòàäèÿ 6).

Íà êðàòêîì ýòàïå îìîëîæåíèÿ ÑÊ ìîæíî îæèäàòü ïî-
âûøåíèÿ ïëþðèïîòåíòíîñòè, äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïî-
òåíöèàëà è äðóãèõ ñâîéñòâ, õàðàêòåðèçóþùèõ êëåòî÷íóþ
ñòâîëîâîñòü. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, îìîëîæåíèå êëåòîê ìî-
æåò ïðèâîäèòü ê âîçðàñòàíèþ èõ îíêîãåííîñòè. Áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ñôåðîîáðàçîâàíèå ïîâûøàåò ïëþðèïîòåíò-
íîñòü ÑÊ, ïðîèñõîäÿùèõ èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà
(Cheng et al., 2012), èíäóöèðóåò ðåïðîãðàììèðîâàíèå ìû-
øèíûõ ôèáðîáëàñòîâ â êëåòêè, ïîäîáíûå íåéðîíàëüíûì
ïðåäøåñòâåííèêàì (Su et al., 2013), è ÷òî ñàì ïðîöåññ
ôîðìèðîâàíèÿ êëåòêàìè ñôåð áåç âîçäåéñòâèÿ ýêçîãåí-
íûõ èíäóêòîðîâ âåäåò ê èõ ïåðåïðîãðàììèðîâàíèþ (Su
et al., 2013; Te Riele, 2009). Ïîâûøåíèå ïëþðèïîòåíòíî-
ñòè ÑÊ ñâÿçûâàþò ñ òåì, ÷òî ñôåðû ðåêàïèòóëèðóþò ìèê-
ðîîêðóæåíèå, ïîäîáíîå íèøàì ÑÊ â òêàíÿõ (Li et al.,
2010).

Îáíàðóæåíèå íåñêîëüêèõ ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷-
íûõ ñòàäèé ÑÊ â èõ öèêëå ìîíîñëîé—ñôåðû—ìîíîñëîé
âàæíî äëÿ äàëüíåéøåãî àêòèâíîãî èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ ÑÊ,
ïðîõîäÿùèõ öèêë ñôåðîîáðàçîâàíèÿ. Îíî óêàçûâàåò íà
ïîâîðîòíûå êðèòè÷åñêèå ìîìåíòû â ñîñòîÿíèè êëåòîê, íà
ïåðèîäû íåêîåãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî ðåìîäåëèðîâàíèÿ,
êîòîðûå, êàê ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ñâÿçàíû ñ ïåðåïðîã-
ðàììèðîâàíèåì è êîððåëèðóþò ñ îïðåäåëåííûìè ãåíåòè-
÷åñêèìè, áèîõèìè÷åñêèìè è ôèçèîëîãè÷åñêèìè ïðîöåñ-
ñàìè â êëåòêå. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ äîëæíû îõàðàê-
òåðèçîâàòü âûÿâëåííûå ñòàäèè ïî òàêèì ïàðàìåòðàì, êàê
ïëþðèïîòåíòíîñòü, äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë, îí-
êîãåííîñòü è äð. Íà êîíå÷íîì ýòàïå ìû ïðåäïîëàãàåì
ðàçðàáîòàòü ðåêîìåíäàöèè ïî îòáîðó ÑÊ íà ñòàäèÿõ, êîã-
äà îíè â íàèáîëüøåé ñòåïåíè ïðèãîäíû äëÿ êëåòî÷íîé
òåðàïèè.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðåøåíèå çàäà÷, ïîñòàâëåííûõ
â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè, ïîçâîëèò ëó÷øå ïîíÿòü öå-
ëûé ðÿä îáùåáèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì, âûõîäÿùèõ çà ðàì-
êè èçó÷åíèÿ ïîâåäåíèÿ ÑÊ â êóëüòóðå. Îáðàçîâàíèå ñôåð
êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè ÿâëÿåòñÿ ïî ñóùåñòâó ýïèòå-
ëèàëüíî-ìåçåíõèìíîé òðàíñôîðìàöèåé êëåòîê, èäóùåé in
vivo ïðè îðãàíîãåíåçå ó ýìáðèîíîâ, ïðè ðåãåíåðàöèè òêà-
íåé è äðóãèõ ïðîöåññàõ. Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî êëåòî÷íûå
è ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, çàäåéñòâîâàííûå âî âñåõ
ýòèõ ïðîöåññàõ, îêàæóòñÿ ñõîäíûìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ïîääåðæêå Ðîññèé-
ñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068) è ÔÀÍÎ
Ðîññèè.
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ULTRASTRUCTURAL CHANGES OF THE STEM CELLS IN THE CYCLE

MONOLAYER—SPHERES—MONOLAYER

M. G. Martynova,1 T. A. Krylova, O. A. Bystrova
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Sphere formation can be used to prepare stem cells (SCs) prior to transplantation. Here SCs isolated from
human subepicardial adipose tissue were analyzed at different stages of the monolayer—spheres—monolayer
cycle by transmission electron microscopy. The results obtained with both adherent-induced and hanging-drop
induced spheres were similar. At first 2—3 passages (stage 1), isolated SCs displayed embryonal cell-like ult-
rastructure. With increasing passage times (stage 2), SCs became bigger and more electron-dark with a mul-
ti-lobed nucleus, well-developed rough endoplasmic reticulum (RER), prominent Golgi apparatus and numero-
us vacuoles. After 2 h from the initiation of the formation of spheres (stage 3), SCs gathered into clusters and
formed desmosome-like intercellular contacts. Their nucleus possessed a large loose fibrillo-granular nucleoli,
the cytoplasm was densely packed with disintegrated cisternae of RER, Golgi apparatus was not detected. After
24 h from the initiation of spheres (stage 4), SCs in well-formed spheres exhibited large dense nucleoli and po-
orly developed Golgi apparatus and RER. One day after sphere dissociating (stage 5), SCs were embryonal
cell-like and morphologically similar to the cells of the first stage except for the presence of a large nucleolus
and numerous Golgi complexes. After 48 h from sphere dissociating (stage 6), SCs became electron-dark and
resembled the SCs of the second stage by the presence of irregularly shaped nuclei and the cetoplasm filled with
RER. We interpreted the results as senescence of the SCs with the number of passages after isolation from tis-
sue and a day after dissociation of the spheres and as rejuvenation of the SCs just after sphere dissociation. Fur-
ther research is needed to reveal the genetic, biochemical and physiological parameters of the SCs on establi-
shed morphologically distinct stages in order to provide higher-quality cellular material for disease cell therapy.

K e y w o r d s: stem cell, subepicardial adipose tissue, sphere formation, ultrastructure.
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