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Âëèÿíèå êâåðöåòèíà íà äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà

Ïîêàçàíà äèôôåðåíöèðîâêà ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà â
ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè ïîä âëèÿíèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ èíäóöèðîâàëè
êóëüòèâèðîâàíèåì êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ 4, ôàêòîðà ðîñòà ãåïàòîöèòîâ, îí-
êîñòàòèíà Ì è äåêñàìåòàçîíà. Èçó÷åíî âëèÿíèå êâåðöåòèíà íà ãåïàòîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ.
Ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå â èíäóêöèîííóþ ñðåäó êâåðöåòèíà â êîíöåíòðàöèè 1 èëè 10 ìêìîëü/ë óñèëè-
âàåò ïðîÿâëåíèå òàêèõ ïðèçíàêîâ ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ, êàê ñåêðåöèÿ ìî÷åâèíû, ñèí-
òåç êëåòêàìè öèòîêåðàòèíà 19 è a-ôåòîïðîòåèíà. Ïîêàçàíî òàêæå ìîäóëèðóþùåå âëèÿíèå êâåðöåòèíà
íà àêòèâíîñòü öèòîõðîìà Ð450 ïîäñåìåéñòâà CYP1A â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ. ÌÑÊ, äèôôåðåí-
öèðîâàííûå â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè â ïðèñóòñòâèè êâåðöåòèíà, õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëåå âûñîêîé
æèçíåñïîñîáíîñòüþ è óñòîé÷èâîñòüþ ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, êâåðöåòèí, ãåïàòîöèòàðíàÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ø å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÆÊ — æèðîâàÿ òêàíü,
ÒÁÃÏ — ãèäðîïåðåêèñü òðåò-áóòèëà, a-ÔÏ — a-ôåòîïðîòåèí, ÖÊ19 — öèòîêåðàòèí 19.

Çàáîëåâàíèÿ ïå÷åíè (ãåïàòîïàòèè) ðàçëè÷íîé ýòèîëî-
ãèè øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû è ÿâëÿþòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí
èíâàëèäèçàöèè è ñìåðòíîñòè íàñåëåíèÿ. Ñóùåñòâóþùèå
ìåòîäû ëå÷åíèÿ õðîíè÷åñêèõ ôîðì çàáîëåâàíèé ïå÷åíè
íå âñåãäà ýôôåêòèâíû, íîñÿò ñèìïòîìàòè÷åñêèé õàðàêòåð
è íå â ñîñòîÿíèè ïðåäîòâðàòèòü ïîñëåäóþùèå îñëîæíå-
íèÿ â âèäå ðàçâèòèÿ öèððîçà ïå÷åíè èëè ãåïàòîöåëëþëÿð-
íîé êàðöèíîìû. Â ðåçóëüòàòå åäèíñòâåííûì ñïîñîáîì
ñïàñòè æèçíè ïàöèåíòîâ îñòàåòñÿ ïðîâåäåíèå äîðîãîñòî-
ÿùåé îïåðàöèè ïî òðàíñïëàíòàöèè ïå÷åíè, êîòîðàÿ â
ñâîþ î÷åðåäü îãðàíè÷åíà íåõâàòêîé äîíîðñêèõ îðãàíîâ è
òðóäíîñòÿìè ïîäáîðà äîíîðà ñ áëèçêèì èììóíîñòàòóñîì.

Ðàçâèòèå ïîâðåæäåíèé â ïå÷åíè, êàê ïðàâèëî, èíäó-
öèðóåò çàïóñê â îðãàíå ðåãåíåðàöèîííûõ ïðîöåññîâ, íà-
ïðàâëåííûõ íà îáåñïå÷åíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
ñóùåñòâóþùåãî ïóëà ãåïàòîöèòîâ, à òàêæå ìèãðàöèþ â
çîíû ïîâðåæäåíèÿ, ïðîëèôåðàöèþ è ïîñëåäóþùóþ äèô-
ôåðåíöèðîâêó â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè ñîáñòâåí-
íûõ ïðîãåíèòîðíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (îâàëüíûõ êëåòîê)
(Ëþíäóï è äð., 2010). Â ñâÿçè ñ ýòèì îñîáûé èíòåðåñ
ïðåäñòàâëÿåò èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè ïîâûøåíèÿ ïîòåí-
öèàëà ðåãåíåðàöèè ïå÷åíè ñ ïîìîùüþ êëåòî÷íûõ òåõíî-
ëîãèé íà îñíîâå ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ),
âûäåëåííûõ èç æèðîâîé òêàíè èëè êîñòíîãî ìîçãà.

ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè (ÆÒ) ñïîñîáíû àêòèâíî ïðîëè-
ôåðèðîâàòü â êóëüòóðå è äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ðàçíûå
òèïû ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòîê, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàñ-
ñìàòðèâàòü èõ â êà÷åñòâå ðåñóðñà ïðè ñîçäàíèè êëåòî÷-
íûõ ïðîäóêòîâ äëÿ òåðàïèè øèðîêîãî êðóãà ïàòîëîãèé

(Áàðàíîâ è äð., 2013; Konno et al., 2013). Â îòíîøåíèè òå-
ðàïèè ãåïàòîïàòèé èíòåðåñ ê èñïîëüçîâàíèþ ÌÑÊ âûðîñ,
ïîñëå òîãî êàê áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü èõ äèôôåðåí-
öèðîâêè â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè â êóëüòóðå ïîä
âëèÿíèåì êîìáèíàöèé ðàçëè÷íûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.
Ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ ïðèîáðåòàþò ñâîéñòâà ãåïàòîöèòîâ
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè òàêèõ öèòîêèíîâ,
êàê ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ 4 (FGF4), ôàêòîð ðîñòà
ãåïàòîöèòîâ (HGF), îíêîñòàòèí Ì è äð. (Schwartz et al.,
2002; Banas et al., 2007; Dong et al., 2010; Wu, Tao, 2012).
Â ðåçóëüòàòå ÌÑÊ ïðèîáðåòàþò ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, èììóíîôåíîòèï è ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü, õàðàêòåðíûå äëÿ ãåïàòîöèòîâ. Â êóëüòó-
ðàõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ óâåëè÷èâàåòñÿ ñèíòåç ìî-
÷åâèíû, ãëèêîãåíà, àëüáóìèíà, a-ôåòîïðîòåèíà (a-ÔÏ),
âîçðàñòàåò ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
öèòîêåðàòèíà 18 (ÖÊ18) è öèòîêåðàòèíà 19 (ÖÊ19), ðàç-
ëè÷íûõ èçîôîðì öèòîõðîìà Ð450 (Schwartz et al., 2002;
Kang et al., 2005; Dong et al., 2010). Âìåñòå ñ òåì ïðîòîêî-
ëû ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ äî êîíöà íå
îòðàáîòàíû è ïðîáëåìû ïîâûøåíèÿ åå ýôôåêòèâíîñòè
îñòàþòñÿ àêòóàëüíûìè (Wu, Tao, 2012). Òàê, ïîêàçàíà âû-
ñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â ãåïàòîöè-
òàðíîì íàïðàâëåíèè ïðè äåéñòâèè íà äàííûå êëåòêè â
óñëîâèÿõ êóëüòóðû ôàêòîðîâ, ïðîäóöèðóåìûõ çâåçä÷àòû-
ìè êëåòêàìè ïå÷åíè (Ãóìåðîâà è äð., 2011).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â ðàçâèòèè ãåïàòîïàòèé íåçàâè-
ñèìî îò èõ ýòèîëîãèè îïðåäåëÿþùóþ ðîëü èãðàþò îêèñ-
ëèòåëüíûå ïîâðåæäåíèÿ â ãåïàòîöèòàõ, ÷òî ïîçâîëÿåò îò-
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íîñèòü äàííûé âèä çàáîëåâàíèé ê êëàññó «ñâîáîäíîðàäè-
êàëüíûõ» ïàòîëîãèé (Cichoz-Lach, Michalak, 2014).
Îáðàçóþùèåñÿ â èçáûòî÷íîì êîëè÷åñòâå ïðè ïðîòåêàíèè
ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â ãåïàòîöèòàõ ñâîáîäíûå ðà-
äèêàëû íàðóøàþò ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíóþ öåëîñò-
íîñòü ìåìáðàí, ìèòîõîíäðèé è äðóãèõ íàäìîëåêóëÿðíûõ
ñòðóêòóð êëåòîê, ÷òî ïðèâîäèò ê èõ ãèáåëè è ñíèæå-
íèþ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ïå÷åíè. Â ñâÿçè ñ ýòèì
äëÿ òåðàïèè ãåïàòîïàòèé øèðîêîå ïðèìåíåíèå ïîëó÷èëè
ïðåïàðàòû íà îñíîâå ïîëèôåíîëîâ — ïðèðîäíûõ ñîåäè-
íåíèé, îáëàäàþùèõ âûðàæåííûìè àíòèîêñèäàíòíûìè
ñâîéñòâàìè (Dhiman, Chawla, 2005). Ïðèìåíåíèå ýòèõ ñî-
åäèíåíèé ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãåïàòîïàòèÿõ çàìåòíî
ñíèæàåò ïîâðåæäåíèå ïå÷åíè è óñêîðÿåò âîññòàíîâëåíèå
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îðãàíà (Yoshikawa et al., 2002; Molina
et al., 2003; Tang et al., 2013). Âìåñòå ñ òåì ìåõàíèçìû
âëèÿíèÿ ïîëèôåíîëîâ íà ãåïàòîöèòû ìîãóò íå èñ÷åðïû-
âàòüñÿ òîëüêî èõ àíòèîêñèäàíòíûìè ñâîéñòâàìè. Ïîëó-
÷åííûå íàìè è èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîëèôåíîëû ñïîñîáíû îêàçûâàòü
âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü è äèôôåðåíöè-
ðîâêó íåêîòîðûõ òèïîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Zhou, Lin,
2014; Ïèí÷óê è äð., 2015). Âëèÿíèå ïîëèôåíîëîâ íà ãåïà-
òîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ è ôóíêöèîíèðîâà-
íèå êîììèòèðîâàííûõ êëåòîê äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå
èçó÷àëè. Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî ýòè ñîåäèíåíèÿ, íîðìàëè-
çóÿ ðåãåíåðàòîðíûå ïðîöåññû â ïå÷åíè, áóäóò îêàçûâàòü
âëèÿíèå è íà äèôôåðåíöèðîâêó ñòâîëîâûõ êëåòîê â ãåïà-
òîöèòû.

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü
èçó÷åíèå âëèÿíèÿ êâåðöåòèíà — ïðèðîäíîãî ïîëèôåíî-
ëà, îáëàäàþùåãî âûðàæåííîé àíòèîêñèäàíòíîé àêòèâ-
íîñòüþ, íà ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ÌÑÊ ÆÒ è ïðî-
öåññ èõ äèôôåðåíöèðîâêè â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâ-
ëåíèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Âûäåëåíèå ÌÑÊ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå, îïè-
ñàííîé ðàíåå (Áàðàíîâ è äð., 2013), èç ÆÒ, ïîëó÷åííîé
õèðóðãè÷åñêèì ïóòåì èç îáëàñòè ïóïêà. ÆÒ èññåêàëè
íîæíèöàìè, ãîìîãåíèçèðîâàëè â ñëàáî ïðèòåðòîì ãîìî-
ãåíèçàòîðå è îáðàáàòûâàëè 0.1 %-íûì ðàñòâîðîì êîëëà-
ãåíàçû I òèïà (Sigma, ÑØÀ) â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåð-
íîì ðàñòâîðå (PBS) (HyClone, ÑØÀ), ðÍ 7.2, ïðè 37 °Ñ â
òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ
ôèëüòðîâàëè ÷åðåç êàïðîíîâûé ôèëüòð (äèàìåòð ïîð
100 ìêì), öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 370 g â òå÷åíèå 10 ìèí.
Ïîñëå óäàëåíèÿ ñóïåðíàòàíòà îñàäîê çàëèâàëè ïîëíîé
ðîñòîâîé ñðåäîé ÄÌÅÌ ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû
(ñðåäà Èãëà, ìîäèôèöèðîâàííàÿ ïî ñïîñîáó Äþëüáåêêî;
Gibco, ÑØÀ) è ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ-
÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 2 ìÌ L-ãëþòàìèíà
(Sigma, ÑØÀ), 1 % áàçîâîãî ðàñòâîðà êîìïëåêñíîãî àí-
òèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà (Sigma, ÑØÀ). Çàòåì êëåòêè
âûñåâàëè â êîëè÷åñòâå 2�105 êë./ñì2 â êóëüòóðàëüíûå
ôëàêîíû (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ) è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
24 ÷ ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå âî âëàæíîé âîçäóøíîé
àòìîñôåðå ïðè 5 % ÑÎ2. Ïîñëå ýòîãî ñðåäó ñ íåàäãåçèðî-
âàííûìè êëåòêàìè óäàëÿëè è ïîñëå ïðîìûâêè PBS ìåíÿ-
ëè íà ñâåæóþ. Ïîñëåäóþùóþ ñìåíó ðîñòîâîé ñðåäû ïðî-
âîäèëè êàæäûå 72 ÷. Ïðè äîñòèæåíèè 70—80 % êîíôëþ-
ýíòíîñòè ìîíîñëîÿ êëåòêè ïåðåâîäèëè â ñóñïåíçèþ,
îáðàáàòûâàÿ èõ ðàñòâîðîì òðèïñèíà (0.25 %) è ÝÄÒÀ

(0.02 %) (Gibño, ÑØÀ), è ðàññåâàëè â êîëè÷åñòâå
5�103 êë./ñì2 íà ñëåäóþùèé ïàññàæ.

Äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëå-
íèè ïðîâîäèëè íà êóëüòóðå êëåòîê 3-ãî ïàññàæà ïîñëå äî-
ñòèæåíèÿ êîíôëþýíòíîñòè ìîíîñëîÿ 80 % â äâà ýòàïà. Íà
ïåðâîì ýòàïå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ñóò â
ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå â ïðèñóòñòâèè 10 íã/ìë FGF4
(Gibco, ÑØÀ) è 20 íã/ìë HGF (Gibco, ÑØÀ). Äàëåå êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå åùå 12 ñóò â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé 20 íã/ìë HGF, 10 íã/ìë îíêîñòàòèíà Ì (Gibco, ÑØÀ)
è 1 ìêìîëü/ë äåêñàìåòàçîíà (Sigma, ÑØÀ).

Êâåðöåòèí (Sigma, ÑØÀ) ðàñòâîðÿëè â ñìåñè ÄÌÑÎ
è ýòàíîëà â ñîîòíîøåíèè 2 : 1 äî êîíöåíòðàöèè
70 ììîëü/ë. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ñâåæåïðèãî-
òîâëåííûé ðàñòâîð.

ÌÑÊ äåëèëè íà 4 ýêñïåðèìåíòàëüíûå ãðóïïû. Ãðóï-
ïà 1: ÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå â òå-
÷åíèå 12 è 24 ñóò áåç äîáàâëåíèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.
Ãðóïïà 2: ÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12 è 24 ñóò â
ïðèñóòñòâèè êîìáèíàöèé ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ñîãëàñíî
ïðèâåäåííîé âûøå ñõåìå. Ãðóïïà 3: ÌÑÊ êóëüòèâè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 12 è 24 ñóò â ïðèñóòñòâèè êîìáèíàöèé
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è êâåðöåòèíà â êîíöåíòðàöèè
1 ìêìîëü/ë. Ãðóïïà 4 îòëè÷àåòñÿ îò ãðóïïû 3 òîëüêî êîí-
öåíòðàöèåé êâåðöåòèíà — 10 ìêìîëü/ë. Ñðåäó â êàæäîé
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïå ìåíÿëè êàæäûå 72 ÷, êâåðöå-
òèí äîáàâëÿëè âìåñòå ñ ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè ïðè ñìåíå
ñðåäû.

Æèçíåñïîñîáíîñòü ÌÑÊ îïðåäåëÿëè íà ïðîòî÷íîì
öèòîôëóîðèìåòðå FACSÑanto II (Becton Dickinson, ÑØÀ)
ñ èñïîëüçîâàíèåì êðàñèòåëåé èîäèäà ïðîïèäèóìà è äèà-
öåòàòà ôëóîðåñöåèíà (Sigma, ÑØÀ) (Ïèí÷óê è äð., 2015).
Ïðè ýòîì îöåíèâàëè äîëþ æèâûõ è ïîãèáøèõ êëåòîê ïî
ìåõàíèçìàì íåêðîçà è àïîïòîçà. Àíàëèç äàííûõ ïðîòî÷-
íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììû FACSDiva 6.1 (Becton Dickinson).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èììóíîôåíîòèïà ÌÑÊ êëåòêè
3-ãî ïàññàæà â êîëè÷åñòâå 1�105 ðåñóñïåíäèðîâàëè â
100 ìêë PBS, âíîñèëè â ñóñïåíçèþ ñâÿçàííûå ñ ôëóîðî-
ôîðàìè àíòèòåëà ïðîòèâ àíòèãåíîâ CD13, CD34 (ôëóîðî-
ôîð ÐÅ-Cy7 — ôèêîýðèòðèí-Cy7), CD44 (ôëóîðîôîð
APC — àëîôèêîöèàíèí), CD73, CD90, CD105 (FITC —
ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò) è CD45 (APC-Cy7 — àëîôè-
êîöèàíèí-Cy7) â ðàçâåäåíèÿõ ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Becton Dickinson, ÑØÀ). Êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, ïðîìûâàëè 2 ðàçà â PBS è àíàëèçèðîâàëè
íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ÌÑÊ, íå èíêóáèðîâàííûå ñ àíòèòåëàìè.

Ñîäåðæàíèå â êëåòêàõ ÖÊ19 è a-ÔÏ îöåíèâàëè ìåòî-
äîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñïåöèôè÷åñêèõ ê áåëêàì àíòèòåë, ìå÷åííûõ ôëóîðîõðî-
ìàìè (ÖÊ19-FITC, RD Systems, ÑØÀ; a-ÔÏ-ÐÅ, Abcam,
ÑØÀ). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå 4 %-íîãî ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 15 ìèí, àíòèòåëà äîáàâëÿëè â
ñóñïåíçèþ ÌÑÊ â 2%-íîì ðàñòâîðå ñàïîíèíà è èíêóáè-
ðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 45 ìèí.
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ, èíêóáèðîâàí-
íûå ñ ìå÷åííûìè ôëóîðîõðîìàìè íåñïåöèôè÷åñêèìè
èììóíîãëîáóëèíàìè òîãî æå èçîòèïà (èçîòèïè÷åñêèé
êîíòðîëü).

Êîíöåíòðàöèþ ìî÷åâèíû â ðîñòîâîé ñðåäå îïðåäåëÿ-
ëè äèàöåòèëìîíîîêñèäíûì ìåòîäîì ñîãëàñíî èíñòðóê-
öèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (ÍÒÏÊ Àíàëèç Õ, Áåëàðóñü) ñ
íåêîòîðûìè èçìåíåíèÿìè. Ðîñòîâóþ ñðåäó ïðåäâàðè-

518 Ñ. Â. Ïèí÷óê è äð.



òåëüíî äåïðîòåèíèçèðîâàëè 5%-íîé òðèõëîðóêñóñíîé
êèñëîòîé. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû èç-
ìåðÿëè óâåëè÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè èññëåäóåìûõ
îáðàçöîâ ïðè 540 íì ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ (ðîñòî-
âîé ñðåäå, èíêóáèðîâàííîé áåç ÌÑÊ). Êîíöåíòðàöèþ ìî-
÷åâèíû ðàññ÷èòûâàëè îòíîñèòåëüíî óâåëè÷åíèÿ îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè êîíòðîëüíîé ðîñòîâîé ñðåäû, ñîäåðæà-
ùåé 100 ìêìîëü/ë ìî÷åâèíû.

Ìîíîîêñèãåíàçíóþ àêòèâíîñòü öèòîõðîìà Ð450 ñå-
ìåéñòâà CYP1A â ÌÑÊ õàðàêòåðèçîâàëè ïî ñêîðîñòè
î-äåàëêèëèðîâàíèÿ 7-ýòîêñèðåçîðóôèíà ñ îáðàçîâàíèåì
ðåçîðóôèíà ñîãëàñíî îïèñàííîìó ìåòîäó (Behnia et al.,
2000). Ìîíîñëîé êëåòîê ïðîìûâàëè PBS, çàòåì äîáàâëÿ-
ëè ðàñòâîð Õýíêñà, ñîäåðæàùèé 5 ìêìîëü/ë 7-ýòîêñèðåçî-
ðóôèíà (Sigma, ÑØÀ), 50 ìêìîëü/ë äèêóìàðîëà (Sigma,
ÑØÀ), è èíêóáèðîâàëè 60 ìèí ïðè 37 °Ñ. Äàëåå ñðåäó îò-
áèðàëè è èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü åå ôëóîðåñöåíöèè ïðè
âîçáóæäåíèè ñâåòîì c äëèíîé âîëíû 560 íì è ðåãèñòðà-
öèè ïðè 590 íì. Êîíöåíòðàöèþ ðåçîðóôèíà â ñðåäå îïðå-
äåëÿëè ïî êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé, ïîëó÷åííîé ôëóîðè-
ìåòðèðîâàíèåì ðàñòâîðà ðåçîðóôèíà (Sigma, ÑØÀ) â
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 2—20 íìîëü/ë â ñðåäå Õýíêñà.
Çà 1 ñóò äî èçìåðåíèÿ ìîíîîêñèãåíàçíîé àêòèâíîñòè êëå-
òîê â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè èíäóêòîð CYP1A
áåíçî(à)ïèðåí (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêìîëü/ë.

Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ â ÌÑÊ èíäóöèðîâàëè äîáàâ-
ëåíèåì ê ñóñïåíçèè êëåòîê â ñðåäå ÄÌÅÌ (áåç ñûâîðîòêè
è àíòèáèîòèêîâ) ãèäðîïåðåêèñè òðåò-áóòèëà (ÒÁÃÏ) â
êîíöåíòðàöèè 150 ìêìîëü/ë è ïîñëåäóþùèì èíêóáèðîâà-
íèåì îáðàçöîâ â òåðìîñòàòå ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí
(Ïèí÷óê è äð., 2015).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ÆÒ òðåõ äî-
íîðîâ, âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðèâîäèëî ê ôîðìèðîâàíèþ ìîíî-
ñëîéíûõ êóëüòóð, ñîñòîÿùèõ èç êëåòîê ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíîé ôîðìû. Ðåçóëüòàòû èììóíîôåíîòèïè÷åñêîãî êîí-
òðîëÿ êëåòî÷íîé êóëüòóðû 3-ãî ïàññàæà, ïðèâåäåííûå íà
ðèñ. 1, ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê
òàêèõ õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ìàðêåðîâ, êàê CD13, CD44,
CD73, CD90 è CD105 (Òåïëÿøèí è äð., 2005; Kern et al.,
2006). Äîëÿ êëåòîê, ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ àíòèòåëà-
ìè ïðîòèâ CD13, ñîñòàâëÿëà 99.5—100 %, CD44-êëåòîê —
99.7—100, CD73-êëåòîê — 98.8—99.4, CD90-êëåòîê —
99.2—100 è CD105-êëåòîê — 89.8—92.5 %. Íàëè÷èå ìàð-
êåðîâ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê áûëî íåçíà÷èòåëüíûì
(ðèñ. 1): äîëÿ CD45-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
0.8—1.9, CD34-êëåòîê — 1.2—2.7 %. Ýòè ðåçóëüòàòû óêà-
çûâàþò íà òî, ÷òî èñïîëüçóåìàÿ ìåòîäèêà êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê èç ÆÒ â òå÷åíèå òðåõ ïàññàæåé ïðèâîäèò ê
ôîðìèðîâàíèþ êóëüòóðû, ñîñòîÿùåé èç ÌÑÊ.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ýôôåêòèâíîñòè ãåïàòîöèòàðíîé
äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ñðàâíèâàëè êîíöåíòðàöèþ ìî÷å-
âèíû â ðîñòîâîé ñðåäå, íàëè÷èå â êëåòêàõ áåëêîâ ÖÊ19 è
a-ÔÏ, àêòèâíîñòü CYP1A â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóï-
ïàõ 1 (êóëüòèâèðîâàíèå áåç ôàêòîðîâ) è 2 (êóëüòèâèðîâà-
íèå â ïðèñóòñòâèè FGF4, HGF, îíêîñòàòèíà Ì è äåêñàìå-
òàçîíà). Â ÌÑÊ ãðóïïû 1 êîíöåíòðàöèÿ ìî÷åâèíû â ðîñ-
òîâîé ñðåäå ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 12 èëè
24 ñóò ñîñòàâëÿåò 17 ìêìîëü/ë áåç äèíàìèêè ýòîãî ïîêà-
çàòåëÿ âî âðåìåíè. Â ñðåäå ÌÑÊ, êóëüòèâèðîâàííûõ â èí-
äóêöèîííûõ ñðåäàõ (ãðóïïà 2), êîíöåíòðàöèÿ ìî÷åâèíû
âîçðàñòàåò ÷åðåç 12 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 42 ìêìîëü/ë,

à ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 24 ñóò — äî
130.0 ìêìîëü/ë (ðèñ. 2).

Êàê âèäíî èç ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3
è 4, â ÌÑÊ 1-é ãðóïïû ñîäåðæàíèå ÖÊ19 è a-ÔÏ íàõî-
äèòñÿ íà íèçêîì óðîâíå â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàë, ÷òî â ýòîé ãðóï-
ïå äîëÿ ÖÊ19-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò 0.4 è 1.2,
a-ÔÏ-ïîçèòèâíûõ — 3.7 è 4.5 % ÷åðåç 12 è 24 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâåííî (òàáë. 1). Â ÌÑÊ, êóëüòèâè-
ðîâàííûõ â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ, ñîäåðæàíèå èññëåäóå-
ìûõ áåëêîâ óâåëè÷èâàåòñÿ (ðèñ. 3, 4). ×åðåç 12 è 24 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ äîëÿ ÖÊ19-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ñîñòàâ-
ëÿåò óæå 1.5 è 6.5, à a-ÔÏ-ïîçèòèâíûõ — 9.0 è 32.2 % ñî-
îòâåòñòâåííî (òàáë. 1).

Îäíîé èç îñíîâíûõ ôóíêöèé ãåïàòîöèòîâ ïå÷åíè ÿâ-
ëÿåòñÿ áèîòðàíñôîðìàöèÿ ðàçëè÷íûõ ñîåäèíåíèé â ðåàê-
öèÿõ ìîíîîêñèãåíàçíîãî îêèñëåíèÿ ñ ó÷àñòèåì öèòîõðî-
ìà Ð450. Â êëåòêàõ öèòîõðîì Ð450 ïðåäñòàâëåí â âèäå ñó-
ïåðñåìåéñòâà èçîôîðì, îòëè÷àþùèõñÿ ñóáñòðàòíîé
ñïåöèôè÷íîñòüþ. Öèòîõðîì Ð450 ïîäñåìåéñòâà CYP1A
èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â áèîòðàíñôîðìàöèè ãàëîãå-
íèðîâàííûõ è ïîëèöèêëè÷åñêèõ àðîìàòè÷åñêèõ óãëåâî-
äîðîäîâ è ñòðóêòóðíî ñõîäíûõ ñîåäèíåíèé. 7-ýòîêñèðå-
çîðóôèí ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ CYP1A. Îïðåäåëåíèå
àêòèâíîñòè CYP1A íà îñíîâå ðåàêöèè î-äåàëêèëèðîâàíèÿ
7-ýòîêñèðåçîðóôèíà (ÝÐÎÄ-ðåàêöèÿ) øèðîêî ïðèìå-
íÿåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìîíîîêñèãå-
íàçíûõ ñèñòåì ðàçëè÷íûõ êëåòîê (Behnia et al., 2000). Ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá óâåëè÷å-
íèè ìîíîîêñèãåíàçíîé àêòèâíîñòè â ÌÑÊ ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ãåïàòîöèòàð-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Êàê âèäíî íà ðèñ. 5, ñêîðîñòü
ÝÐÎÄ-ðåàêöèè â ÌÑÊ 1-é ãðóïïû ñîñòàâëÿåò 0.20—
0.25 ïìîëü/(ìèí�106 êë.) â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â èíäóêöèîííûõ ñðå-
äàõ â òå÷åíèå 12 è 24 ñóò ñêîðîñòü âîçðàñòàåò äî 0.7 è
1.4 ïìîëü/(ìèí�106 êë.) ñîîòâåòñòâåííî.

Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â òå÷å-
íèå 12 è 24 ñóò â ðîñòîâîé ñðåäå áåç äîáàâëåíèÿ ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ ñèíòåç êëåòêàìè ìî÷åâèíû, ýêñïðåññèÿ a-ÔÏ è
ìîíîîêñèãåíàçíàÿ àêòèâíîñòü íå èçìåíÿþòñÿ. Íà îñíîâà-
íèè ýòèõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä îá îòñóòñòâèè
ïðèçíàêîâ ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê áåç ôàêòîðîâ. Íåêîòîðîå óâåëè-
÷åíèå ýêñïðåññèè ÖÊ19 ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñî ñïîíòàí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêîé ÷àñòè ÌÑÊ â ýïèòåëèàëüíîì íà-
ïðàâëåíèè ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè, êîòîðàÿ íå
ñâÿçàíà ñ ãåïàòîöèòàðíîé (Ãóìåðîâà è äð., 2011). Óâåëè-
÷åíèå ñèíòåçà êëåòêàìè ìî÷åâèíû, ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ
ÖÊ19 è a-ÔÏ, ìîíîîêñèãåíàçíîé àêòèâíîñòè ïîñëå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ ñâèäåòåëüñò-
âóåò î ïðèîáðåòåíèè êëåòêàìè ôóíêöèîíàëüíûõ ïðèçíà-
êîâ ãåïàòîöèòîâ è î èõ êîììèòèðîâàíèè â ãåïàòîöèòàð-
íîì íàïðàâëåíèè.

Ïðèñóòñòâèå â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ êâåðöåòèíà îêà-
çûâàåò âëèÿíèå íà ãåïàòîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó
ÌÑÊ. Ïðîâåäåííûå íàìè ðàíåå èññëåäîâàíèÿ (Ïèí÷óê
è äð., 2015) ïîçâîëèëè âûÿâèòü ñëåäóþùèå çàêîíîìåðíî-
ñòè âëèÿíèÿ êâåðöåòèíà íà ÌÑÊ â îòñóòñòâèå ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â ðîñòîâîé ñðåäå
â ïðèñóòñòâèè êâåðöåòèíà â êîíöåíòðàöèÿõ 0.1, 1, 10 è
100 ìêìîëü/ë íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî
ñîäåðæàíèÿ âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, àêòèâíîñòè
ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçû è óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê îêèñëè-
òåëüíîìó ñòðåññó, ïðè ýòîì âëèÿíèå êâåðöåòèíà íà ïåðå-
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÷èñëåííûå ýôôåêòû âîçðàñòàåò ñ óâåëè÷åíèåì åãî êîí-
öåíòðàöèè â ñðåäå ðîñòà. Îäíàêî åñëè ïðè êîíöåíòðàöèÿõ
êâåðöåòèíà 0.1 è 1 ìêìîëü/ë ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
è èììóíîôåíîòèï ÌÑÊ îñòàâàëèñü áåç èçìåíåíèé, òî ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè äî 10 ìêìîëü/ë ïðîëèôåðàòèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ ñíèæàëàñü (íà 35 %), èçìåíÿëàñü ýê-
ñïðåññèÿ òàêèõ ìàðêåðîâ ÌÑÊ, êàê CD44 è CD90.

Ïðè êîíöåíòðàöèè êâåðöåòèíà 100 ìêìîëü/ë ÌÑÊ íå
ïðîëèôåðèðîâàëè âîâñå, à èçìåíåíèå èììóíîôåíîòèïà
áûëî åùå áîëåå âûðàæåííûì. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî âî
âñåì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé êâåðöåòèíà äîëÿ êëåòîê â
êóëüòóðå â ñîñòîÿíèè íåêðîçà èëè àïîïòîçà íå èçìåíÿ-
ëàñü, ò. å. êâåðöåòèí â äàííûõ óñëîâèÿõ íå ïðîÿâëÿë òîê-

ñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà ÌÑÊ. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êâåðöåòèí â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(áîëåå 1 ìêìîëü/ë) ìîæåò èíäóöèðîâàòü â ÌÑÊ ïðîöåñ-
ñû, íàïðàâëåííûå íà èõ äèôôåðåíöèðîâêó. Â ñâÿçè ñ
ýòèì èçó÷åíèå âëèÿíèÿ êâåðöåòèíà íà ãåïàòîöèòàðíóþ
äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ ïðîâåäåíî ïðè äâóõ êîíöåíòðà-
öèÿõ: 1 ìêìîëü/ë — ìàêñèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ, ïðè êî-
òîðîé êâåðöåòèí íå âûçûâàåò èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè è èììóíîôåíîòèïà êëåòîê (ãðóïïà 3), è
10 ìêìîëü/ë — êîíöåíòðàöèÿ, ïðè êîòîðîé êâåðöåòèí èí-
äóöèðóåò ýòè èçìåíåíèÿ (ãðóïïà 4).

Êàê âèäíî èç ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 2,
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 12 è 24 ñóò êîíöåíòðà-
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Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÌÑÊ 3-ãî ïàññàæà äî (à, ä, ç, ê) è ïîñëå èíêóáàöèè ñ àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ CD73 (á), CD90 (â), CD105 (ã), CD13 (å), CD34 (æ), CD44 (è), CD45 (ë). Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ.

Ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ñîáûòèé; ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè óêàçàííîãî ôëóîðîõðîìà, ñâÿçàííîãî ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòè-
òåëàìè, îòí. åä.



öèÿ ìî÷åâèíû â ñðåäå ÌÑÊ 3-é è 4-é ãðóïï âûøå, ÷åì
â ñðåäå ÌÑÊ, äèôôåðåíöèðîâàííûõ â èíäóêöèîííûõ
ñðåäàõ áåç êâåðöåòèíà. Ïîñêîëüêó êîíòðîëüíûå ýêñïåðè-
ìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî êâåðöåòèí â îòñóòñòâèå ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ñîäåðæàíèå ìî÷åâèíû
â ñðåäå ðîñòà, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåä-
ïîëàãàòü óñèëåíèå ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè ÌÑÊ â åãî ïðèñóòñòâèè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êîí-
öåíòðàöèÿ ìî÷åâèíû â ñðåäå ðîñòà áûëà ìàêñèìàëüíîé
(158 ìêìîëü/ë) ïðè èñïîëüçîâàíèè êâåðöåòèíà â êîíöåíò-
ðàöèè 1 ìêìîëü/ë. Îá óñèëåíèè ãåïàòîöèòàðíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè êâåðöåòèíà óêàçûâàþò è
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 3 è 4 äàííûå î ñîäåðæàíèè â
êëåòêàõ 3-é è 4-é ãðóïï ÖÊ19 è a-ÔÏ. Ïîñëå 24 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ äîëÿ ÖÊ19-ïîçèòèâíûõ è a-ÔÏ-ïîçè-

òèâíûõ êëåòîê â 3-é ãðóïïå ñîñòàâëÿåò 17.5 è 67.2 % ñîîò-
âåòñòâåííî (òàáë. 1), ÷òî âûøå, ÷åì â ñëó÷àå äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÌÑÊ â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ áåç êâåðöåòèíà. Ïðè
áîëüøåé êîíöåíòðàöèè êâåðöåòèíà (10 ìêìîëü/ë) äîëÿ
ÖÊ19-ïîçèòèâíûõ è a-ÔÏ-ïîçèòèâíûõ êëåòîê òàêæå
áûëà áîëåå âûñîêîé ïî ñðàâíåíèþ ñ ÌÑÊ 2-é ãðóïïû, îä-
íàêî åãî âëèÿíèå íà ýôôåêòèâíîñòü êîììèòèðîâàíèÿ ñíè-
æàëîñü, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåííûìè âûøå äàííû-
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Ðèñ. 2. Êîíöåíòðàöèÿ ìî÷åâèíû â ñðåäå ðîñòà ÌÑÊ â ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ 1—4 ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â òå-

÷åíèå 12 è 24 ñóò.

Çäåñü è íà ðèñ. 3—6: ãðóïïà 1 — ïîëíàÿ ðîñòîâàÿ ñðåäà áåç äîáàâëåíèÿ
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ; ãðóïïà 2 — ïðèñóòñòâèå â ðîñòîâîé ñðåäå FGF4 è
HGF â òå÷åíèå ïåðâûõ 12 ñóò, à ïîñëåäóþùèõ 12 ñóò — HGF, îíêîñòàòè-
íà Ì è äåêñàìåòàçîíà; ãðóïïû 3 è 4 — óñëîâèÿ 2-é ãðóïïû, íî äîáàâëåí

êâåðöåòèí â êîíöåíòðàöèè 1 (ãðóïïà 3) èëè 10 (ãðóïïà 4) ìêìîëü/ë.

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÌÑÊ, èíêóáèðîâàííûõ ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì (à, â,
ä, æ) èëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÖÊ19 (á, ã, å, ç), â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ 1 (à, á), 2 (â, ã), 3 (ä, å) è 4 (æ, ç).

Ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ñîáûòèé; ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè â êàíàëå FITC ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà, îòí. åä. Ð2 — îá-
ëàñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÖÊ19-ïîçèòèâíûõ êëåòîê. ÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ñóò.



ìè ïî ñîäåðæàíèþ ìî÷åâèíû â ñðåäå ðîñòà. Â îòñóòñòâèå
ôàêòîðîâ äèôôåðåíöèðîâêè êâåðöåòèí íå îêàçûâàë âëèÿ-
íèÿ íà ýêñïðåññèþ èññëåäóåìûõ áåëêîâ â ÌÑÊ.

Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
êâåðöåòèíà íà ñîïðÿæåííóþ ñ ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåí-
öèðîâêîé ìîíîîêñèãåíàçíóþ àêòèâíîñòü â ÌÑÊ. Èçâåñò-
íî, ÷òî ïîëèôåíîëû ñïîñîáíû îêàçûâàòü ìîäóëèðóþùåå

âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ìîíîîêñèãåíàçíîé ñèñòåìû â ãå-
ïàòîöèòàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî êâåðöåòèí ñíèæàåò àêòèâíîñòü
CYP1A è äðóãèõ èçîôîðì öèòîõðîìà Ð450, à òàêæå
èíäóêöèþ ýòîé àêòèâíîñòè êñåíîáèîòèêàìè (Chatuphon-
prasert et al., 2010; Tang et al., 2013). Èçìåðåíèå àêòèâíî-
ñòè CYP1A ïîêàçàëî, ÷òî ïîñëå äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â
ïðèñóòñòâèè êâåðöåòèíà ñêîðîñòü äåàëêèëèðîâàíèÿ
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Ðèñ. 4. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÌÑÊ, èíêóáèðîâàííûõ ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì (à, â,
ä, æ) èëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ a-ÔÏ (á, ã, å, ç), â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ 1 (à, á), 2 (â, ã), 3 (ä, å) è 4 (æ, ç).

Ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ñîáûòèé; ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè â êàíàëå ÐÅ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà, îòí. åä. Ð2 — îáëàñòü
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè a-ÔÏ-ïîçèòèâíûõ êëåòîê. ÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ñóò.

Ò à á ë è ö à 1

Äîëÿ ÖÊ19- è a-ÔÏ-ïîçèòèâíûõ ÌÑÊ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ 1—4
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â òå÷åíèå 12 è 24 ñóò

ÌÑÊ

Ãðóïïà ÌÑÊ

1 2 3 4

12 ñóò 24 ñóò 12 ñóò 24 ñóò 12 ñóò 24 ñóò 12 ñóò 24 ñóò

ÖÊ19+, % 0.4 � 0.1 1.2 � 0.3 1.5 � 0.3 6.5 � 0.8 1.6 � 0.2 17.5 � 0.8 1.5 � 0.3 11.0 � 1.5

a-ÔÏ+, % 3.7 � 0.7 4.5 � 1.1 9.0 � 1.5 32.2 � 3.5 12.2 � 2.1 67.2 � 7.1 12.0 � 1.2 48.5 � 3.8

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çäåñü è â òàáë. 2 ãðóïïû: 1 — ïîëíàÿ ðîñòîâàÿ ñðåäà áåç äîáàâëåíèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ; 2 — ïðèñóòñòâèå â ðîñòîâîé ñðåäå
FGF4 è HGF â òå÷åíèå ïåðâûõ 12 ñóò, à ïîñëåäóþùèõ 12 ñóò — HGF, îíêîñòàòèíà Ì è äåêñàìåòàçîíà; 3 è 4 — óñëîâèÿ 2-é ãðóïïû, íî äîáàâëåí
êâåðöåòèí â êîíöåíòðàöèè 1 (ãðóïïà 3) èëè 10 (ãðóïïà 4) ìêìîëü/ë.



7-ýòîêñèðåçîðóôèíà êëåòêàìè ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 5). Íàè-
áîëåå âûðàæåí äàííûé ýôôåêò â 4-é ãðóïïå ÌÑÊ
(10 ìêìîëü/ë êâåðöåòèíà) ÷åðåç 24 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ìåõàíèçìû
âëèÿíèÿ êâåðöåòèíà íà ìîíîîêñèãåíàçíóþ àêòèâíîñòü â
êîììèòèðîâàííûõ â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè ÌÑÊ
áëèçêè ê òàêîâûì äëÿ çðåëûõ ãåïàòîöèòîâ.

Ðàññìàòðèâàÿ âîçìîæíûå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ êâåð-
öåòèíà íà ãåïàòîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü òîò ôàêò, ÷òî ïðè ýòîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå â êëåòêàõ óâåëè÷èâàþòñÿ ñîäåðæàíèå àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà è îêèñëèòåëüíàÿ ìîäèôèêàöèÿ áåëêîâ è
ëèïèäîâ (Khajeniazi et al., 2013; Esmaeli et al., 2014). Î÷å-
âèäíî, ÷òî òàêîãî ðîäà ïðîöåññû ìîãóò îòðèöàòåëüíî ñêà-
çàòüñÿ íà ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè êëåòîê, â ÷àñòíîñòè
íà ýôôåêòèâíîñòè äèôôåðåíöèðîâêè (Mateos et al., 2013;
Sun et al., 2013). Â ñâîþ î÷åðåäü ñíèæåíèå îêèñëèòåëü-
íûõ ïîâðåæäåíèé êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ ìîæåò ïîëî-
æèòåëüíî ñêàçàòüñÿ íà ýôôåêòèâíîñòè äèôôåðåíöèðîâêè
ÌÑÊ.

Îêðàøèâàíèå âèòàëüíûìè êðàñèòåëÿìè (òàáë. 2) ïî-
êàçàëî ñíèæåíèå äîëè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê è óâåëè÷å-
íèå äîëè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà è íå-
êðîçà, â êóëüòóðå ÌÑÊ 2-é ãðóïïû ïî ñðàâíåíèþ ñ ÌÑÊ
1-é ãðóïïû. Â òî æå âðåìÿ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â
èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ êâåðöåòèí, äîëÿ æèç-
íåñïîñîáíûõ êëåòîê â êóëüòóðå áûëà áîëåå âûñîêîé
(òàáë. 2). Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó èí-
òåíñèôèêàöèè îêèñëèòåëüíûõ ïîâðåæäåíèé â ÌÑÊ ïðè
èõ êîììèòèðîâàíèè â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè è
ïðîòåêòîðíîì äåéñòâèè êâåðöåòèíà îò ðàçâèòèÿ â êëåòêàõ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Äëÿ îöåíêè óñòîé÷èâîñòè äèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÌÑÊ ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó åãî ìîäåëèðîâàëè èíêó-
áèðîâàíèåì ñóñïåíçèé êëåòîê â ñðåäå ÄÌÅÌ â ïðèñóòñò-
âèè 150 ìêìîëü/ë ÒÁÃÏ â òå÷åíèå 60 ìèí. Â ýòèõ óñëî-
âèÿõ ïðîèñõîäèò ãèáåëü ÌÑÊ ïî ìåõàíèçìó íåêðîçà è
àïîïòîçà (Ïèí÷óê è äð., 2015). Èíêóáàöèÿ ÌÑÊ 2-é ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïû, êóëüòèâèðîâàííûõ â òå÷åíèå
24 ñóò, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ äîëè æèçíåñïîñîáíûõ êëå-
òîê äî 37 % è óâåëè÷åíèþ äîëè íåêðîòè÷åñêèõ è àïîïòî-
òè÷åñêèõ äî 55 è 8 % ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 6). Â ñóñïåíçè-
ÿõ ÌÑÊ, äèôôåðåíöèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè êâåðöåòè-
íà, ãèáåëü êëåòîê ñíèæàåòñÿ. Òàê, â ñóñïåíçèè ÌÑÊ
3-é ãðóïïû (1 ìêìîëü/ë êâåðöåòèíà) äîëÿ æèçíåñïîñîá-
íûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò 56, à â ñîñòîÿíèè íåêðîçà è àïîï-
òîçà — 34 è 10 % ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ ÌÑÊ 4-é ãðóïïû
(10 ìêìîëü/ë êâåðöåòèíà) ýòè æå ïîêàçàòåëè ñîñòàâëÿþò
65, 20 è 15 % (ðèñ. 6). Òàêèì îáðàçîì, êâåðöåòèí óâåëè-
÷èâàåò óñòîé÷èâîñòü ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó ÌÑÊ,
äèôôåðåíöèðîâàííûõ â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè,
÷òî (ìîæíî ïðåäïîëàãàòü) ëåæèò â îñíîâå ïîâûøåíèÿ ýô-

ôåêòèâíîñòè ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â
åãî ïðèñóòñòâèè.

Âìåñòå ñ òåì ýôôåêòèâíîñòü ãåïàòîöèòàðíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè êâåðöåòèíà â êîíöåíòðà-
öèè 10 ìêìîëü/ë îêàçàëàñü íèæå, ÷åì â ñëó÷àå 1 ìêìîëü/ë
êâåðöåòèíà, íåñìîòðÿ íà áîëåå âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü
êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó â ñëó÷àå 10 ìêìîëü/ë
êâåðöåòèíà. Âåðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïðè âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ êâåðöåòèí ìîæåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå
èíäóêòîðà äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â äðóãèõ íàïðàâëåíè-
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Ðèñ. 5. Ñêîðîñòü (V) î-äåàëêèëèðîâàíèÿ 7-ýòîêñèðåçîðóôèíà
ÌÑÊ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ 1—4 ïîñëå êóëüòèâèðîâà-

íèÿ êëåòîê â òå÷åíèå 12 è 24 ñóò.

Ò à á ë è ö à 2

Äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ, àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ ÌÑÊ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ 1—4
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â òå÷åíèå 24 ñóò

ÌÑÊ, %
Ãðóïïà ÌÑÊ

1 2 3 4

Æèçíåñïîñîáíûå 94.2 � 1.1 90.3 � 1.5 93.2 � 1.1 93.7 � 1.2

Àïîïòîòè÷åñêèå 1.7 � 0.4 2.0 � 0.6 1.7 � 0.5 2.0 � 0.5

Íåêðîòè÷åñêèå 4.1 � 0.7 7.7 � 0.9 5.1 � 0.6 4.3 � 0.7

Ðèñ. 6. Âëèÿíèå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà íà äîëþ (N) æèçíåñïî-
ñîáíûõ, íåêðîòè÷åñêèõ è àïîïòîòè÷åñêèõ ÌÑÊ â ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ãðóïïàõ 2—4 ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â òå÷åíèå

24 ñóò.



ÿõ. Òàê, â êóëüòóðàõ ÌÑÊ, êóëüòèâèðîâàííûõ â ïðèñóòñò-
âèè êâåðöåòèíà â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ (áåç äî-
áàâëåíèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ), ðåãèñòðèðóåòñÿ óâåëè÷å-
íèå àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, ñèíòåçà êîëëàãåíà
I òèïà è îñòåîêàëüöèíà, ÿâëÿþùèõñÿ ïðèçíàêàìè îñòåî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê (Li et al., 2015). Ïðè
ýòîì íàèáîëüøèé ýôôåêò íàáëþäàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâà-
íèè êâåðöåòèíà â êîíöåíòðàöèè 10 ìêìîëü/ë, òîãäà êàê
ïðè ñíèæåíèè êîíöåíòðàöèè äî 1 ìêìîëü/ë èíäóêöèÿ îñ-
òåîãåíåçà ÌÑÊ çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ. Î÷åâèäíî, èç-
ìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ â ñòîðîíó îñòåîãå-
íåçà ñîñòàâëÿþò êîíêóðåíöèþ ãåïàòîöèòàðíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêå ÌÑÊ è ñíèæàþò ýôôåêòèâíîñòü ïîñëåäíåé
ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè êâåðöåòèíà.

Â öåëîì ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
äèôôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ ÆÒ ÷åëîâåêà â ãåïàòîöèòàðíîì
íàïðàâëåíèè ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè
FGF4, HGF, îíêîñòàòèíà Ì è äåêñàìåòàçîíà, ïðîÿâëÿþ-
ùåéñÿ â óâåëè÷åíèè ñåêðåöèè êëåòêàìè ìî÷åâèíû, ñèíòå-
çà áåëêîâ ÖÊ19 è a-ÔÏ è àêòèâíîñòè ìîíîîêñèãåíàçíîé
ñèñòåìû. Íàëè÷èå â èíäóêöèîííîé ñðåäå êâåðöåòèíà
â êîíöåíòðàöèè 1 èëè 10 ìêìîëü/ë óñèëèâàåò ïðîÿâëåíèå
òàêèõ ïðèçíàêîâ ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ,
êàê ñåêðåöèÿ ìî÷åâèíû, ñèíòåç ÖÊ19 è a-ÔÏ. Êîíöåíò-
ðàöèÿ êâåðöåòèíà 1 ìêìîëü/ë íàèáîëåå îïòèìàëüíà äëÿ
óñèëåíèÿ ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ. Äèô-
ôåðåíöèðîâàííûå â ãåïàòîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè â ïðè-
ñóòñòâèè êâåðöåòèíà ÌÑÊ õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëåå âûñî-
êîé æèçíåñïîñîáíîñòüþ è óñòîé÷èâîñòüþ ê îêèñëèòåëü-
íîìó ñòðåññó. Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ êâåðöåòèíà äëÿ îïòèìè-
çàöèè ãåïàòîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ÆÒ ÷åëî-
âåêà â êóëüòóðå ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ áèîìàññû òêàíåñïå-
öèôè÷åñêèõ êëåòîê ñ âûñîêèìè ôóíêöèîíàëüíûìè õàðàê-
òåðèñòèêàìè.
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THE INFLUENCE OF QUERCETIN ON THE HEPATIC DIFFERENTIATION

OF HUMAN ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS

S. V. Pinchuk,1 I. B. Vasilevich, Z. B. Kvacheva, I. D. Volotovski

Institute of Biophysics and Cell Engineering, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220072;
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The human adipose-derived mesenchymal stem cells was shown to be hepatic differentiated under influen-
ce of inductor factors. The differentiation of MSCs was induced by fibroblast growth factor-4, hepatocyte
growth factor, oncostatin M and dexamethasone. The influence of quercetin on the hepatic differentiation of
MSCs in culture was investigated. The adding quercetin into induction medium (1 or 10 mmol/l) enhanced the
manifestation of signs of hepatic differentiation MSCs such as urea secretion, cytokeratin 19 and a-fetoprotein
synthesis. Quercetin modulating action on the CYP1A — cytochrome P450 activity in differentiated cells was
found. MSCs which was differentiated in the presence of quercetin had a higher viability and resistance to oxi-
dative stress.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, quercetin, hepatic differentiation.

Âëèÿíèå êâåðöåòèíà íà äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà 525


