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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî èññëåäóåòñÿ âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî
ìîçãà äëÿ êîððåêöèè ìûøå÷íîé äèñòðîôèè Äþøåííà (ÌÄÄ). Ñàìîé ðàñïðîñòðàíåííîé ëàáîðàòîðíîé
ìîäåëüþ ÌÄÄ ÿâëÿþòñÿ ìûøè mdx. Îäíèì èç ïîäõîäîâ êëåòî÷íîé òåðàïèè ìûøå÷íîé äèñòðîôèè ìû-
øåé mdx ÿâëÿåòñÿ çàìåíà êîñòíîãî ìîçãà ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìûøåé ðåíòãåíîâñêèìè ëó÷àìè. Ýòîò ìåòîä,
îäíàêî, íå ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èòü ñèíòåç äèñòðîôèíà â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ ìûøåé mdx. Ìû
äîïîëíèòåëüíî âîçäåéñòâîâàëè ñëàáûì êîìáèíèðîâàííûì ìàãíèòíûì ïîëåì, íàñòðîåííûì íà èîí-ïà-
ðàìåòðè÷åñêèé ðåçîíàíñ äëÿ Ñà2+ (Ñà2+-ÊÌÏ), íà ìûøåé mdx ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê êîñòíîãî
ìîçãà äëÿ èíòåíñèôèêàöèè ó÷àñòèÿ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê â ðåãåíåðàöèè ìûøö. Îáíàðóæåíî,
÷òî ó ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx 3 Ãð è 5 Ãð, äîïîëíèòåëüíî ïîäâåðãàâøèõñÿ â òå÷åíèå 1 ìåñ âîçäåéñò-
âèþ Ñà2+-ÊÌÏ, íàáëþäàëîñü äîñòîâåðíîå íàðàñòàíèå äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ìûøå÷íûõ âî-
ëîêîí äî 15.8 è 18.3 % ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ãðóïïàìè. Òàêæå âîçðàñòàëà äîëÿ
ìûøå÷íûõ âîëîêîí áåç öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð. Ïî-âèäèìîìó, ìàãíèòíîå ïîëå ñ äàííûìè ïà-
ðàìåòðàìè ìîæåò èíòåíñèôèöèðîâàòü ôóíêöèîíèðîâàíèå ÿäåð äîíîðñêèõ êëåòîê, âêëþ÷èâøèõñÿ â ñî-
ñòàâ ìûøå÷íûõ âîëîêîí.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìûøè mdx, äèñòðîôèí, ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, ñëàáîå êîìáèíèðî-
âàííîå ìàãíèòíîå ïîëå, íàñòðîåííîå íà èîí-ïàðàìåòðè÷åñêèé ðåçîíàíñ äëÿ Ñà2+.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÊÌ — êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, ÌÄÄ — ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Äþøåí-
íà, ÌÏÇ — ìàãíèòíîå ïîëå Çåìëè, ÏÏÌÂ — ïîïåðå÷íîïîëîñàòûå ìûøå÷íûå âîëîêíà, Ñà2+-ÊÌÏ — ñëà-
áîå êîìáèíèðîâàííîå ìàãíèòíîå ïîëå, íàñòðîåííîå íà èîí-ïàðàìåòðè÷åñêèé ðåçîíàíñ äëÿ Ñà2+.

Ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ Äþøåííà (ÌÄÄ) ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé îäíó èç ñàìûõ ðàñïðîñòðàíåííûõ è òÿæåëûõ ôîðì
ìûøå÷íîé äèñòðîôèè (Dalkilic, Kunkel, 2003). Ðàçâèòèå
ÌÄÄ ñâÿçàíî ñ äåôåêòîì ãåíà ñòðóêòóðíîãî áåëêà äèñò-
ðîôèíà. Íàèáîëåå àêòèâíî èñïîëüçóåìîé ëàáîðàòîðíîé
ìîäåëüþ ÌÄÄ ÿâëÿþòñÿ ìûøè mdx ñ òî÷å÷íîé ìóòàöèåé
â Õ-õðîìîñîìå, ïðèâîäÿùåé ê áëîêàäå ñèíòåçà äèñòðîôè-
íà (Bulfield et al., 1984; Sicinski et al., 1989). Äëÿ ìûøö
ìûøåé mdx õàðàêòåðåí âûñîêèé óðîâåíü ãèáåëè ïîïåðå÷-
íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí (ÏÏÌÂ) è ñîîòâåòñò-
âåííî âûñîêèé óðîâåíü èõ ðåãåíåðàöèè. Â ðåçóëüòàòå â
ñêåëåòíûõ ìûøöàõ ìûøåé mdx ïðåîáëàäàþò ÏÏÌÂ ñ
öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûìè ÿäðàìè, óêàçûâàþùèìè íà
òî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêà ÏÏÌÂ çàòîðìîæåíà íà ñòàäèè
ìûøå÷íûõ òðóáî÷åê. Îäíîé èç ïðè÷èí îñòàíîâêè äèôôå-
ðåíöèðîâêè ñ÷èòàþò îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ â ìûøöàõ
ìûøåé mdx (Tidball, Wehling-Henrics, 2006). Òàêèì îáðà-
çîì, íåêðîç è ðåãåíåðàöèÿ ÏÏÌÂ, à òàêæå ïðèñóòñòâèå â
íèõ öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð, óêàçûâàþùåå íà
íàðóøåíèå äèôôåðåíöèðîâêè, ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ÷åð-
òàìè ïàòîëîãèè ñêåëåòíûõ ìûøö ó ìûøåé mdx (Torres,
Duchen, 1987).

Äëÿ êîððåêöèè ÌÄÄ àêòèâíî èçó÷àþòñÿ âîçìîæíî-
ñòè èñïîëüçîâàíèÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè ñòâîëîâûìè êëåò-
êàìè. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ öåëåé
êëåòî÷íîé òåðàïèè ÌÄÄ ðàññìàòðèâàþòñÿ êëåòêè-ñàòåë-
ëèòû, ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøå÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
ñòâîëîâûå êëåòêè êðîâè è ìûøå÷íîé òêàíè, ïåðèöèòû,
ìåçîàíãèîáëàñòû è äð. (Galvez et al., 2006; Dellavalle
et al., 2007; P *eault et al., 2007; Otto et al., 2009). Îäíèì èç
îñíîâíûõ ïîäõîäîâ ê èñïîëüçîâàíèþ êîñòíîãî ìîçãà äëÿ
öåëåé êëåòî÷íîé òåðàïèè ÌÄÄ ÿâëÿåòñÿ çàìåíà êîñòíîãî
ìîçãà ïîñëå îáëó÷åíèÿ ëó÷àìè Ðåíòãåíà (Ferrari et al.,
1998; Bittner et al., 1999; Gussoni et al., 1999; Ìèõàéëîâ
è äð., 2006). Îñíîâíàÿ ÷àñòü îïèñàííûõ îïûòîâ ïðîâîäè-
ëàñü íà õèìåðàõ, ïîëó÷åííûõ ïóòåì îáëó÷åíèÿ ìûøåé
mdx ëåòàëüíûìè äîçàìè èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ ñ ïî-
ñëåäóþùåé òðàíñïëàíòàöèåé êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
(ÊÊÌ). Òðàíñïëàíòèðîâàííûå ÊÊÌ äèêîãî òèïà çàìåùà-
þò êîñòíûé ìîçã ó îáëó÷åííûõ ìûøåé mdx, ñïàñàÿ òåì
ñàìûì èõ îò ãèáåëè, à òàêæå èíòåãðèðóþòñÿ â ñàðêîïëàç-
ìó èõ ÏÏÌÂ. Îäíàêî ïðè ýòîì ýêñïðåññèÿ äèñòðîôèíà
èëè ñàðêîãëèêàíà íå àêòèâèðóåòñÿ (Gussoni et al., 1999;
Lapidos et al., 2004; Chretien et al., 2005; Wernig et al.,
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2005; Ìèõàéëîâ è äð., 2006). Âîçìîæíî, ÷òî îêèñëèòåëü-
íûé ñòðåññ áëîêèðóåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ «äèêîãî» òèïà
äîíîðñêèõ ÿäåð, ïðîíèêøèõ â ñàðêîïëàçìó ÏÏÌÂ ìû-
øåé mdx. Òàê êàê, íåñìîòðÿ íà âêëþ÷åíèå äîíîðñêèõ
ÿäåð â ÏÏÌÂ ìûøåé mdx óñèëåíèå ñèíòåçà äèñòðîôèíà
íåçíà÷èòåëüíî, âåðîÿòíî, ÷òî äëÿ àêòèâàöèè ýêñïðåññèè
äîíîðñêèõ ÿäåð òðåáóåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå âîçäåéñòâèå.
Â êà÷åñòâå òàêîãî âîçäåéñòâèÿ íàìè áûëî âûáðàíî ñëà-
áîå êîìáèíèðîâàííîå ìàãíèòíîå ïîëå, íàñòðîåííîå íà
èîí-ïàðàìåòðè÷åñêèé ðåçîíàíñ äëÿ Ñà2+ (Ñà2+-ÊÌÏ). Îá-
øèðíûå èññëåäîâàíèÿ, â ÷àñòíîñòè îòå÷åñòâåííûõ ó÷å-
íûõ, ïîêàçàëè, ÷òî ìàãíèòíûå ïîëÿ — êàê ïîñòîÿííûå è
ïåðåìåííûå, òàê è êîìáèíèðîâàííûå — ñïîñîáíû îêàçû-
âàòü âëèÿíèå íà ðàçëè÷íûå áèîëîãè÷åñêèå ñèñòåìû (Zha-
din, 2001). Îñîáîå âíèìàíèå áûëî ñêîíöåíòðèðîâàíî íà
âçàèìîäåéñòâèè áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì ñî ñëàáûìè ìàã-
íèòíûìè ïîëÿìè, âåëè÷èíà ìàãíèòíîé èíäóêöèè êîòî-
ðûõ ñîñòàâëÿåò 1—100 ìêÒë, ò. å. èìååò ïîðÿäîê èíäóê-
öèè ìàãíèòíîãî ïîëÿ Çåìëè. Äëÿ îáúÿñíåíèÿ íàáëþäàå-
ìûõ ýôôåêòîâ ñëàáûõ ìàãíèòíûõ ïîëåé Ëèáîâûì (Liboff,
1985) áûëà ïðåäëîæåíà òåîðèÿ öèêëîòðîííîãî ìàãíèòíî-
ãî ðåçîíàíñà, ñîãëàñíî êîòîðîé íåïîñðåäñòâåííîé ìèøå-
íüþ âîçäåéñòâèÿ ñëàáûõ êîìáèíèðîâàííûõ ìàãíèòíûõ
ïîëåé (ÊÌÏ) ñ áèîëîãè÷åñêèìè ñèñòåìàìè ìîãóò áûòü
èîíû Ca2+, Mg2+, K+, â ÷àñòíîñòè ñâîáîäíûå èîíû, íàõî-
äÿùèåñÿ â êàíàëàõ (Liboff, 1985; Liboff, Parkinson, 1991).
Ïðè ýòîì áûëà ïîêàçàíà çàâèñèìîñòü áèîýôôåêòà êàê îò
÷àñòîòû ïåðåìåííîãî ïîëÿ, òàê è îò âåëè÷èíû ìàãíèòíîé
èíäóêöèè ïîñòîÿííîé êîìïîíåíòû ìàãíèòíîãî ïîëÿ, ïðè
ýòîì äàííàÿ çàâèñèìîñòü èìååò ðåçîíàíñíûé õàðàêòåð.

Ëåäíåâ (1996) ïðåäïîëîæèë, ÷òî îñíîâíûå ðåçóëüòà-
òû, ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòàõ Ëèáîâà (Liboff, 1985) ñ
ÊÌÏ, ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû íà îñíîâå ïðåäñòàâëåíèé î
âîçäåéñòâèè òàêèõ ïîëåé íà ñâÿçàííûå èîíû, ïðåæäå âñå-
ãî Ñà2+, ðåãóëèðóþùèå ñêîðîñòü íåêîòîðûõ áèîõèìè÷å-
ñêèõ ðåàêöèé, çàâèñèìûõ îò Ñà2+-êàëüìîäóëèíà è ïðîòå-
èíêèíàçû Ñ. Ýòà ìîäåëü ïîëó÷èëà èçâåñòíîñòü êàê òåîðèÿ
ìàãíèòíîãî ïàðàìåòðè÷åñêîãî ðåçîíàíñà (â áèîñèñòåìàõ)
(Ëåäíåâ, 1996). Áèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû ñëàáûõ ÊÌÏ, ÷à-
ñòîòà ïåðåìåííîé êîìïîíåíòû êîòîðûõ ñîâïàäàëà ñ öèê-
ëîòðîííîé ÷àñòîòîé, áûëè ïîäòâåðæäåíû â ìíîãî÷èñëåí-
íûõ ýêñïåðèìåíòàõ, ïðîâåäåííûõ êàê in vitro, òàê è in vi-
vo (îáçîð ñì.: Liboff, 2003). Áèîýôôåêòû ÊÌÏ äîëæíû
ïðîÿâëÿòüñÿ ïðè äîñòàòî÷íî âûñîêèõ àêòèâíîñòÿõ Ñà-çà-
âèñèìûõ êèíàç, â ïåðâóþ î÷åðåäü â ïðîëèôåðèðóþùèõ
êëåòêàõ, êàê â óñëîâèÿõ in vivo, òàê è â êóëüòóðå êëåòîê â
ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà (Áåëîâà, 2011).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàêîïëåíû äàííûå î ïîëîæèòåëü-
íîì âëèÿíèè Ñà2+-ÊÌÏ íà ðåãåíåðàòîðíûå ïðîöåññû â
îáíîâëÿþùèõñÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ êàê in vivo, òàê è
in vitro. Ïîêàçàíî, ÷òî Ñà2+-ÊÌÏ óâåëè÷èâàåò äëèíó è
òîëùèíó áåäðåííûõ êîñòåé çàðîäûøåé öûïëÿò, ñòèìóëè-
ðóåò ðîñò è ðåãåíåðàöèþ êîñòåé ó êðîëèêîâ (Liboff et al.,
1990). Ñà2+-ÊÌÏ óñêîðÿåò ðåãåíåðàöèþ ïëàíàðèé, êîòî-
ðàÿ ïðîòåêàåò ñ ó÷àñòèåì ñòâîëîâûõ êëåòîê (Òèðàñ è äð.,
1996). Ñà2+-ÊÌÏ ïîëîæèòåëüíî âëèÿåò íà äèôôåðåíöè-
ðîâêó ìèîáëàñòîâ (De Carlo et al., 2012). Ïî íàøèì äàí-
íûì, Ñà2+-ÊÌÏ òàêæå óâåëè÷èâàåò ìàññó òåëà è àêòèâè-
çèðóåò ïðîöåññû ñèíòåçà ÄÍÊ â ðîñòêîâûõ çîíàõ äëèí-
íûõ êîñòåé ðàñòóùèõ ìûøåé C57BL/6 â âîçðàñòå
1—2 ìåñ. K+-ÊÌÏ òàêèì äåéñòâèåì íå îáëàäàåò (Àðñåíü-
åâ è äð., 2007). Ñâîéñòâà Ñà2+-ÊÌÏ îáóñëîâëèâàþò åãî
ïðèìåíåíèå äëÿ ëå÷åíèÿ áîëüíûõ ñ òðàâìàìè îïîð-
íî-äâèãàòåëüíîãî àïïàðàòà (Ïîíîìàðåíêî è äð., 1998) è
äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçíîâåëèêèõ êîíå÷íîñòåé ó äåòåé è ïîäðî-

ñòêîâ (Äóäèí è äð., 2003). Â ñâÿçè ñî ñêàçàííûì âûøå çà-
äà÷åé äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî èññëåäîâàòü
âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ Ñà2+-ÊÌÏ äëÿ àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÿäåð ÊÊÌ äîíîðîâ, ïðî-
íèêøèõ â ñàðêîïëàçìó ÏÏÌÂ îáëó÷åííûõ ðåöèïèåíòîâ
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Â õîäå ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ìûøåé
ëèíèè C57BL/6, ïîëó÷åííûõ èç ãîñóäàðñòâåííîãî ïèòîì-
íèêà «Ðàïïîëîâî» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ìóòàíòíûõ ìû-
øåé mdx, ÿâëÿþùèõñÿ äàðîì ïðîô. Ò. À. Ïàðòðèäæà
(T. A. Partridge, Hammersmith Hospital, Âåëèêîáðèòàíèÿ).
Ìûøåé ñîäåðæàëè â âèâàðèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ
íà îáû÷íîì ïèòàíèè è ïðè ñòàíäàðòíîì ñâåòîâîì ðåæèìå.

Ñ î ç ä à í è å ð à ä è à ö è î í í û õ õ è ì å ð. Ìûøåé mdx
îáëó÷àëè íà ðåíòãåíîâñêîì àïïàðàòå ÐÓÌ-17 (U =
= 200 êÂ, I = 13 ìÀ; ôèëüòð 0.5 ìì Cu + 1 ìì Al, ìîù-
íîñòü 45 Ð/ìèí) â äîçå 5 èëè 3 Ãð. Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà
(ÊÊÌ) âûäåëÿëè èç áåäðåííûõ è áîëüøèõ áåðöîâûõ êîñ-
òåé ìûøåé C57BL/6. Ìûøåé óìåðùâëÿëè ïîä ýôèðíûì
íàðêîçîì, âûäåëÿëè áåäðåííûå è áîëüøèå áåðöîâûå êîñ-
òè; âûìûâàëè êîñòíûé ìîçã èç êîñòè ðàñòâîðîì Äàëüáåê-
êî áåç èîíîâ Ñà2+ è Mg2+ (DPBS áåç Ñà2+ è Mg2+) (Áèîëîò,
Ðîññèÿ) è äîïîëíèòåëüíî äîâîäèëè êîñòíûé ìîçã äî ñî-
ñòîÿíèÿ îäíîðîäíîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, ïðîïóñêàÿ åãî
÷åðåç èãëó øïðèöà. Îáëó÷åííûõ ìûøåé mdx íàðêîòèçè-
ðîâàëè íåìáóòàëîì (40 ìã íà 1 êã ìàññû æèâîòíîãî). Ïî-
ëó÷åííûå ÊÊÌ â îáúåìå 0.2 ìë (15—20�106 êëåòîê) ââî-
äèëè îáëó÷åííûì ìûøàì â ÿðåìíóþ âåíó. Ââåäåíèå
ÊÊÌ ïðîèçâîäèëè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Â òå÷å-
íèå 1 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè â âîäó äëÿ ïèòüÿ, êîòî-
ðóþ ïîëó÷àëè ìûøè, äîáàâëÿëè ñòðåïòîìèöèí è áåíçïå-
íèöèëëèí (ïî 125 ìã íà 250 ìë âîäû).

Î á ë ó ÷ å í è å ð à ä è à ö è î í í û õ õ è ì å ð m d x ñ ë à -
á û ì ê î ì á è í è ð î â à í í û ì ì à ã í è ò í û ì ï î ë å ì.
Êîìáèíèðîâàííîå ìàãíèòíîå ïîëå, íàñòðîåííîå íà èîí-
ïàðàìåòðè÷åñêèé ðåçîíàíñ äëÿ Ñà2+ (Ñà2+-ÊÌÏ), ñîçäàâà-
ëè ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè, ñêîíñòðóèðîâàííîé Ã. Â. Ñîêî-
ëîâûì (ÖÍÈÈ èì. àêàä. À. Í. Êðûëîâà) (Äóäèí è äð.,
2003). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êîìáèíèðîâàííîå ìàãíèò-
íîå ïîëå, ãäå ïîñòîÿííàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ ìàãíèòíîãî ïîëÿ
ñêëàäûâàëàñü èç ìîäóëÿ èíäóêöèè ìàãíèòíîãî ïîëÿ Çåì-
ëè (ÌÏÇ) è âåðòèêàëüíîé ñîñòàâëÿþùåé ïîñòîÿííîãî
ìàãíèòíîãî ïîëÿ èíäóêòîðà, êîòîðûå, ñóììèðóÿñü, ñîçäà-
âàëè ñóììàðíûé ìîäóëü èíäóêöèè ìàãíèòíîãî ïîëÿ (Bdc),
ðàâíûé 65.7 ìêÒë. Ïåðåìåííàÿ êîìïîíåíòà ïîëÿ ÷àñòî-
òîé fac = 50 Ãö ñîçäàâàëàñü èíäóêòîðîì è áûëà íàïðàâëå-
íà âåðòèêàëüíî, àìïëèòóäà ìàãíèòíîé èíäóêöèè ïåðå-
ìåííîé êîìïîíåíòû (Bàñ) áûëà ðàâíà 90 ìêÒë.

Ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ
Ca2+-ÊÌÏ â òå÷åíèå 4 íåä ïî 30 ìèí êàæäûé äåíü (êðîìå
âûõîäíûõ). Âîçäåéñòâèå íà÷èíàëè ÷åðåç 4 íåä ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè ÊÊÌ. Êîíòðîëüíûå æèâîòíûå íàõîäè-
ëèñü â ïîñòîÿííîì ÌÏÇ (Bdc = 48 ìêÒë).

Òàêèì îáðàçîì, áûëè ñôîðìèðîâàíû 3 ãðóïïû æèâîò-
íûõ: 1) ìûøè mdx, íàõîäèâøèåñÿ â ïîñòîÿííîì ÌÏÇ;
2) õèìåðû mdx, íàõîäèâøèåñÿ òîëüêî â ïîñòîÿííîì
ÌÏÇ; 3) õèìåðû mdx, ïîäâåðãàâøèåñÿ â òå÷åíèå 1 ìåñ
âîçäåéñòâèþ Ñà2+-ÊÌÏ.

È ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è ÿ. Ïîïåðå÷íûå ñðåçû
÷åòûðåõãëàâûõ ìûøö áåäðà òîëùèíîé 10 ìêì ïîëó÷àëè
íà êðèîñòàòå Bright Co Ltd (Âåëèêîáðèòàíèÿ) ïîñëå ïðåä-

Ñëàáîå êîìáèíèðîâàííîå ìàãíèòíîå ïîëå, íàñòðîåííîå íà èîí-ïàðàìåòðè÷åñêèé ðåçîíàíñ äëÿ Ca
2+
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âàðèòåëüíîãî îõëàæäåíèÿ ìûøöû â æèäêîì àçîòå. Ïîä-
ñóøåííûå ñðåçû ôèêñèðîâàëè 1 ìèí â ñìåñè ýòàíîëà è
êàðáèíîëà (1 : 1) ïðè –20 °Ñ. Ãîòîâûå ñðåçû õðàíèëè ïðè
–20 °Ñ.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ äèñòðîôèíà íà ñðåçû íàíîñèëè
1%-íûé áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (BSA) íà 30 ìèí,
çàòåì ñðåçû îòìûâàëè 5 ìèí â áóôåðíîì ðàñòâîðå PBS
(Áèîëîò, Ðîññèÿ) è íàíîñèëè ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè
àíòèòåëà ê äèñòðîôèíó â ðàçâåäåíèè 1 : 100 (Abcam,
ÑØÀ). Ñðåçû èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ïðè 4 °Ñ â òå-
÷åíèå íî÷è. Íà ÷àñòü ñðåçîâ âìåñòî àíòèòåë íàíîñèëè
PBS äëÿ êîíòðîëÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë. Ïîñëå îòìûâêè â PBS 3 ðàçà ïî 5 ìèí íà
ñðåçû íàíîñèëè ðàñòâîð 0.03%-íîé Í2Î2 íà 30 ìèí. Äàëåå
ñðåçû ïðîìûâàëè â PBS 3 ðàçà ïî 5 ìèí è íàíîñèëè íà
ñðåçû ðåàãåíòû Avidin/Biotin Bloking Kit (Zymed Labora-
tories Inc., Invitrogen, ÑØÀ) äëÿ óìåíüøåíèÿ íåñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ñòðåïòîàâèäèíà ñ ýíäîãåííûì áèîòè-
íîì ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Çàòåì
ñðåçû îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí â PBS è íàíîñèëè âòî-
ðè÷íûå àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì êðîëèêà, ìå÷åí-
íûå áèîòèíîì â ðàçâåäåíèè 1 : 100 (Sigma, ÑØÀ) íà 1 ÷.
Äàëåå ïðîìûâàëè ñðåçû â PBS 3 ðàçà ïî 5 ìèí è íàíîñèëè
ñòðåïòîàâèäèí, êîíúþãèðîâàííûé ñ ïåðîêñèäàçîé, â ðàç-
âåäåíèè 1 : 200 (Sigma, ÑØÀ) íà 30 ìèí. Ñðåçû ïðîìûâà-
ëè â PBS 3 ðàçà ïî 5 ìèí è íà ñðåçû íàíîñèëè äèàìèíî-
áåíçèäèí (10 ìã äèàìèíîáåíçèäèíà ðàñòâîðÿëè â 10 ìë
PBS è ñìåøèâàëè ñ 0.5 ìë 0.1%-íîãî ðàñòâîðà Í2Î2

â PBS) íà 5 ìèí. Äàëåå ñðåçû ïðîìûâàëè â ïðîòî÷íîé
âîäå. Ïðè ñëàáîé ðåàêöèè ñðåçû äîïîëíèòåëüíî èíêóáè-
ðîâàëè â äèàìèíîáåíçèäèíå ñ àöåòàòîì êîáàëüòà â òå÷å-
íèå 5 ìèí è äàëåå îòìûâàëè â ïðîòî÷íîé âîäå (Ïîëàê,
Âàí Íîðäåí, 1987). ßäðà äîêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Ãèìçà,
çàòåì ñðåçû îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ âîçðàñòàþùåé êîí-
öåíòðàöèè, ïðîâîäèëè ÷åðåç 3 ïîðöèè êñèëîëà (â ïîñëåä-
íåé îñòàâëÿëè íå ìåíåå ÷åì íà 3 ÷) è çàêëþ÷àëè â êàíàä-
ñêèé áàëüçàì.

Íà ñðåçàõ, îêðàøåííûõ íà äèñòðîôèí, â ïðÿìîé
ìûøöå áåäðà ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî ÏÏÌÂ, ñîäåðæà-
ùèõ äèñòðîôèí, è çàòåì îïðåäåëÿëè äîëþ äèñòðîôèí-ïî-
ëîæèòåëüíûõ âîëîêîí â ïðÿìîé ìûøöå. Äîëþ ÏÏÌÂ, íå
ñîäåðæàùèõ öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð, îïðåäåëÿ-
ëè äëÿ îöåíêè ïåðåõîäà ìûøå÷íîé òðóáî÷êè â ìûøå÷-
íûé ñèìïëàñò, ò. å. äàííûé ïîêàçàòåëü èñïîëüçîâàëè êàê
êðèòåðèé äèôôåðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ. Îïðåäåëåíèå äîëè
ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíûõ ÿäåð, à òàêæå äîëè ïîãèáøèõ
ÏÏÌÂ ïðîâîäèëè ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå íà ãèñòî-
ëîãè÷åñêèõ ñðåçàõ.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: DPBS áåç Ñà2+ è
Mg2+, PBS (Áèîëîò, Ðîññèÿ); àíòèòåëà ê äèñòðîôèíó (Ab-
cam, ÑØÀ); Avidin/Biotin Bloking Kit (Zymed Laboratories
Inc., Invitrogen, ÑØÀ); BSA, àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëè-
íàì êðîëèêà, ìå÷åííûå áèîòèíîì, ñòðåïòîàâèäèí, êîíú-
þãèðîâàííûé ñ ïåðîêñèäàçîé (Sigma, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ïåðâîì ýêñïåðèìåíòå áûëî ïîëó÷åíî, ÷òî â ãðóïïå
ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx 5 Ãð, ïîäâåðãàâøåéñÿ äåéñò-
âèþ òîëüêî ïîñòîÿííîãî ìàãíèòíîãî ïîëÿ Çåìëè (ÌÏÇ),
íå íàáëþäàëè íàêîïëåíèÿ äèñòðîôèíà â ÏÏÌÂ, óâåëè÷å-
íèÿ äîëè ãèáíóùèõ ÏÏÌÂ, à òàêæå äîëè ÏÏÌÂ, íå èìå-
þùèõ öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð (òàáë. 1), ÷òî ïîä-
òâåðæäàåò íàøè ïðåäûäóùèå ðåçóëüòàòû (Ìèõàéëîâ
è äð., 2006). Ó ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx, äîïîëíèòåëüíî
ïîäâåðãàâøèõñÿ â òå÷åíèå 1 ìåñ âîçäåéñòâèþ Ñà2+-ÊÌÏ,
íàáëþäàëè äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå äîëè äèñòðîôèí-ïî-
ëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ äî 15.8 % ïî ñðàâíåíèþ ñ îáåèìè
êîíòðîëüíûìè ãðóïïàìè. Òàêæå âîçðàñòàëà äîëÿ ÏÏÌÂ
áåç öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð (òàáë. 1).

Êàê óæå áûëî óêàçàíî âûøå, íåñìîòðÿ íà ó÷àñòèå
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÊÊÌ â ðåãåíåðàöèè ÏÏÌÂ ìûøåé
mdx è âêëþ÷åíèå ÿäåð ââåäåííûõ êëåòîê â ñîñòàâ ÏÏÌÂ,
çíà÷èòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëü-
íûõ âîëîêîí íå íàáëþäàëîñü (Ìèõàéëîâ è äð., 2006). Ýòè
äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè äðóãè-
ìè ãðóïïàìè èññëåäîâàòåëåé (Gussoni et al., 1999; Chreti-
en et al., 2005; Wernig et al., 2005). Ïî-âèäèìîìó, äëÿ ýêñ-
ïðåññèè ãåíà äèñòðîôèíà íåäîñòàòî÷íî ïðîíèêíîâåíèÿ
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÿäåð ÊÊÌ äèêîãî òèïà â ñîñòàâ
ÏÏÌÂ ìûøåé mdx. Â ëèòåðàòóðå âûñêàçàíî ïðåäïîëî-
æåíèå î òîì, ÷òî ïîïóëÿöèÿ ñòâîëîâûõ ÊÊÌ èìååò î÷åíü
îãðàíè÷åííûé ïîòåíöèàë äëÿ ðåãåíåðàöèè ñêåëåòíûõ
ìûøö (Cossu, 2004; Lapidos et al., 2004). Ïî íàøåìó ìíå-
íèþ, òîðìîæåíèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÿäåð
ÊÊÌ, òðàíñïëàíòèðîâàííûõ â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ ìû-
øåé mdx, ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà,
õàðàêòåðíîãî äëÿ ìûøå÷íûõ âîëîêîí ìûøåé mdx (Tid-
ball, Wehling-Henricks, 2007). Âîçìîæíî, ÷òî â óñëîâèÿõ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà àêòèâíîñòü ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ
ìûøö ìûøåé mdx, ðåãóëèðóþùèõ òðàíñêðèïöèîííóþ
àêòèâíîñòü ÿäåð, óìåíüøàåòñÿ.

Ðàíåå äëÿ ïðåîäîëåíèÿ òîðìîæåíèÿ òðàíñêðèïöèîí-
íîé àêòèâíîñòè òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÿäåð ó ìûøåé-õè-
ìåð mdx íàìè áûëî ïðåäëîæåíî ïðîâîäèòü òðàíñïëàíòà-
öèþ êîñòíîãî ìîçãà ïîñëå îáëó÷åíèÿ â íåëåòàëüíîé äîçå
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Ò à á ë è ö à 1

Âëèÿíèå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð, òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è âîçäåéñòâèÿ Ñà2+-ÊÌÏ
íà ïîïåðå÷íîïîëîñàòûå ìûøå÷íûå âîëîêíà ìûøåé mdx

Âàðèàíò îïûòà
Äîëÿ äèñòðîôèí-
ïîëîæèòåëüíûõ

ÏÏÌÂ, %

Äîëÿ ïîãèáøèõ
ÏÏÌÂ, %

Äîëÿ ÏÏÌÂ áåç öåíòðàëüíî
ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð, %

Êîíòðîëü (3) 1.1 � 0.4 2.2 � 0.6 10.5 � 1.0

2 ìåñ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð è òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà (3)

1.2 � 0.6 1.6 � 0.2 11.2 � 1.5

2 ìåñ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 5 Ãð, òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà è âîçäåéñòâèÿ Ñà2+-ÊÌÏ (5)

15.8 � 3.8 2.1 � 0.6 22.8 � 3.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çäåñü è â òàáë. 2 â ñêîáêàõ óêàçàíî ÷èñëî æèâîòíûõ â ãðóïïå.



3 Ãð. Ïîêàçàíî, ÷òî äîíîðñêèé õèìåðèçì â êîñòíîì ìîçãå
ìûøåé ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà íà-
áëþäàåòñÿ è â ñëó÷àå, åñëè êëåòêè òðàíñïëàíòèðîâàëè
æèâîòíûì, ïðåäâàðèòåëüíî îáëó÷åííûì â äîçàõ 3 è
1.6 Ãð (Goebel et al., 2002), è äàæå íåîáëó÷åííûì ìûøàì
(Stewart et al., 1993). Îêàçàëîñü, ÷òî ó ðàäèàöèîííûõ õè-
ìåð mdx, îáëó÷åííûõ ëó÷àìè Ðåíòãåíà â äîçå 3 Ãð, ïîñëå-
äóþùàÿ çàìåíà êîñòíîãî ìîçãà íà êîñòíûé ìîçã ìûøåé
äèêîãî òèïà ïðèâîäèò ê ÷àñòè÷íîìó âîññòàíîâëåíèþ ñèí-
òåçà äèñòðîôèíà è áîëåå âûðàæåííîìó âîññòàíîâëåíèþ
ñòðóêòóðû è ôóíêöèè íåéðîìûøå÷íûõ ñîåäèíåíèé
ÏÏÌÂ (Ñîêîëîâà è äð., 2010; Êðàâöîâà è äð., 2011; Mi-
khailov et al., 2012). Îäíàêî íàáëþäàåìîå óâåëè÷åíèå
äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ äî 27 % çàíèìà-
ëî âåñüìà ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ (äî 6 ìåñ). Ïîýòîìó
áûëî ïðåäëîæåíî òàêæå èññëåäîâàòü âîçäåéñòâèå
Ñà2+-ÊÌÏ íà ðàäèàöèîííûõ õèìåð mdx 3 Ãð.

×åðåç 2 ìåñ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ó ìûøåé mdx,
íàõîäÿùèõñÿ òîëüêî â ÌÏÇ, óâåëè÷åíèÿ äîëè äèñò-
ðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ âîëîêîí è äîëè ÏÏÌÂ áåç öåíò-
ðàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ÿäåð ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé
ãðóïïîé, íå ïîäâåðãàâøåéñÿ êàêèì-ëèáî âîçäåéñòâèÿì,
íå íàáëþäàëè. Ó ìûøåé mdx, äîïîëíèòåëüíî ïîäâåðãàâ-
øèõñÿ âîçäåéñòâèþ Ñà2+-ÊÌÏ, íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå
óâåëè÷åíèå äîëè äèñòðîôèí-ïîëîæèòåëüíûõ âîëîêîí äî
18.3 % ïî ñðàâíåíèþ ñ îáåèìè êîíòðîëüíûìè ãðóïïàìè
(òàáë. 2). Òàêèì îáðàçîì, ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå äèñòðî-
ôèí-ïîëîæèòåëüíûõ ÏÏÌÂ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà ðàäèà-
öèîííûõ õèìåð Ñà2+-ÊÌÏ (15.8 è 18.3 %) çíà÷èòåëüíî
âûøå äàííîãî ïîêàçàòåëÿ ó õèìåð mdx, íàõîäÿùèõñÿ òî-
ëüêî â ÌÏÇ (1.2 è 5.7 % ñîîòâåòñòâåííî). Èñõîäÿ èç äàí-
íûõ Áåëîâîé ñ ñîàâòîðàìè (2010) î ïîäàâëåíèè íàêîïëå-
íèÿ ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ êèñëîðîäà â öèòîïëàçìå íåé-
òðîôèëîâ ìûøåé ïîä äåéñòâèåì Ñà2+-ÊÌÏ, ìû
ïðåäïîëàãàåì, ÷òî â ñëó÷àå õèìåð-ìûøåé mdx Ñà2+-ÊÌÏ
ïîäàâëÿåò îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Tidball, Wehling-Hen-
ricks, 2006). Ñëåäñòâèåì ïîäàâëåíèÿ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà ÿâëÿåòñÿ óñèëåíèå ñèíòåçà äèñòðîôèíà è äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÏÏÌÂ ìûøåé mdx. Àíàëîãè÷íûé ýôôåêò
áûë ïîëó÷åí â ðåçóëüòàòå ñîâìåñòíîé ãåííîé òåðàïèè
ìûøåé mdx ïðè áàëëèñòè÷åñêîé òðàíñôåêöèè ìèíè-ãå-
íîì äèñòðîôèíà âìåñòå ñ àíòèàïîïòîòè÷åñêèì ãåíîì
BCL-xL èëè PRDX5 (ACR-1). Â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ
óñèëåíèå ñèíòåçà äèñòðîôèíà è óìåíüøåíèå îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà âûçûâàëè óñèëåíèå äèôôåðåíöèðîâêè
ÏÏÌÂ, ÷òî ïðîÿâëÿëîñü â âèäå óâåëè÷åíèÿ äîëè ÏÏÌÂ
áåç öåíòðàëüíûõ ÿäåð (Ìèõàéëîâ è äð., 2002).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-

âàíèé (ïðîåêòû 14-04-32205 ìîë_à è 14-04-00259 à)
(îáåñïå÷åíèå ðàáîòû àíòèòåëàìè), à òàêæå ïðè ôèíàíñî-
âîé ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðî-
åêò 14-50-00068) è ÔÀÍÎ Ðîññèè.
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WEAK COMBINED MAGNETIC FIELDS ADJUSTED TO THE PARAMETRIC RESONANCE

FOR Ca2+ INTENSIFY DYSTROPHIN SYNTHESIS IN MDX MICE SKELETAL MUSCLES

AFTER CELL THERAPY
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The mdx mice are an X-linked myopathic mutants, an animal model for human Duchenne muscular dyst-
rophy (DMD). Mdx mice muscles are characterized by high level of striated muscle fibers (SMF) death follo-
wed by regeneration. As a result most SMFs of mdx mice have centrally located nuclei. The possibility of using
stem cells therapy for the correction of DMD is actively being studied. One of the approaches to the usage of
bone marrow stem cells for cellular therapy of DMD is the replacement of bone marrow after irradiation by
X-rays. This method however does not give significant increase of dystrophin synthesis in mdx mice muscles
fibers. We have tried to affect the mice after bone marrow transplantation by weak combined magnetic fields
adjusted to the parametric resonance for Ca2+(Ñà2+-MF) based on the data that the weak combined magnetic fi-
elds influence on tissues regeneration. We observed a significant increase in the proportion of dystrophin-posi-
tive SMFs in group of mdx mice radiation chimera 5 Gy and 3 Gy which was additionally exposed in Ñà2+-MF
in comparison with the control mdx mice and the group of mdx mice radiation chimera 5 Gy and 3 Gy which
was kept in terrestrial magnetic field 2 months after chimera preparation — up to 15.8 and 18.3 %, respectively.
Also, there was an accumulation of SMFs without central nuclei. These data indicate a significanly increased
efficacy of cell therapy in the case of additional exposition in Ñà2+-MF. Thus, the efficiency of bone marrow
transplantation mdx mice after both in doses 3 and 5 Gy was considerably enhanced by additional exposition to
Ñà2+-MF. Apparently, such magnetic field can intensify functioning of donor’s nuclei which had been incorpo-
rated into muscle fibers.

K e y w o r d s: mdx mice, dystrophin, bone marrow stem cells, weak combined magnetic fields adjusted to
the parametric resonance for Ca2+.
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