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Ìåõàíèçìû äåäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ðåòèíàëüíîãî ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ãëàçà...

Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî ïðîôèëÿ êëåòîê ðåòèíàëüíîãî ïèãìåíòíîãî
ýïèòåëèÿ (ÐÏÝ) ÷åëîâåêà in vitro èçó÷àëè ïðè âîçäåéñòâèè îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ
(îÔÐÔ). Ìîðôîëîãèþ êëåòîê îöåíèâàëè ïî ïëîùàäè è ïåðèìåòðó êëåòêè, êîýôôèöèåíòàì ðàñïëàñòûâà-
íèÿ è ïîëÿðèçàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôàêòîðà â êóëüòóðå óâåëè÷èâàëîñü ÷èñëî
êëåòîê âûòÿíóòîé (ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé) ôîðìû è ÷èñëî êëåòîê, ðàçìåð êîòîðûõ áûë ìåíüøå, ÷åì â
êîíòðîëå. Îäíîâðåìåííî ñíèæàëàñü ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê (ïî ÌÒÒ-òåñòó). Èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë ñíèæåíèå îêðàøèâàíèÿ íà êîííåêñèí Cx43 è óñèëåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðà-
øèâàíèÿ íà áåëîê íåéðîýïèòåëèÿ Otx2. Îäíîâðåìåííî óâåëè÷èâàëîñü êîëè÷åñòâî íåñòèí-ïîçèòèâíûõ
êëåòîê è bIII-òóáóëèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê. Ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè â êëåòêàõ
ÐÏÝ, îáðàáîòàííûõ îÔÐÔ, âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ KLF4, OCT4, NANOG, OTX2 è
NES ïðè îäíîâðåìåííîì ïîíèæåíèè óðîâíåé ìÐÍÊ ãåíîâ MITF è KRT18, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óñèëå-
íèè äåäèôôåðåíöèðîâêè. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþòñÿ ñíèæåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ COL1A1,
óêàçûâàþùåãî íà ïîíèæåíèå ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
îäíîêðàòíîå (êðàòêîâðåìåííîå) âîçäåéñòâèå îÔÐÔ ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íûì äëÿ àêòèâàöèè ìåõàíèçìà,
ïîíèæàþùåãî óðîâåíü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â ñòîðîíó íåéðîýïèòåëèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåòèíàëüíûé ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé, îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ,
ïëîùàäü êëåòêè, êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè, ìàðêåðû ïëþðèïîòåíòíîñòè

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÖÕ — èììóíîöèòîõèìèÿ, ÈÏÑÊ — èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíò-
íûå êëåòêè, êÏÖÐ — êîëè÷åñòâåííàÿ ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ â ðåàëüíîì âðåìåíè, îÔÐÔ —
îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ, ÐÏÝ — ðåòèíàëüíûé ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé.

Ðåòèíàëüíûé ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé (ÐÏÝ) ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé îäíîðÿäíûé ñëîé êëåòîê, ðàñïîëàãàþùèõñÿ
ìåæäó íåéðîíàëüíîé ñåò÷àòêîé è ñîñóäèñòîé îáîëî÷êîé
ãëàçà. Îí îáåñïå÷èâàåò æèçíåäåÿòåëüíîñòü ôîòîðåöåï-
òîðîâ, ãîìåîñòàç íåéðîíîâ ñåò÷àòêè, èîííûé áàëàíñ,
ôîðìèðîâàíèå ãåìàòîðåòèíàëüíîãî áàðüåðà è â öåëîì —
ôóíêöèþ çðåíèÿ. Ïîâðåæäåíèå êëåòîê ÐÏÝ ïðèâîäèò
ê ðàçâèòèþ ìíîãèõ äåãåíåðàòèâíî-äèñòðîôè÷åñêèõ è
ïðîëèôåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ñåò÷àòêè ãëàçà ÷åëîâå-
êà. Êëåòêè ÐÏÝ, â íîðìå âûñîêîñïåöèàëèçèðîâàííûå è
íåïðîëèôåðèðóþùèå, ïîä âëèÿíèåì ïàòîëîãè÷åñêèõ èí-
äóêòîðîâ ìîãóò ëèáî ïîãèáàòü îò àïîïòîçà, ëèáî ðåïðî-
ãðàììèðîâàòüñÿ è èçìåíÿòü ñâîå ïîâåäåíèå. Â íèõ àêòè-
âèðóþòñÿ ïðîöåññû äå- è òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè (ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèÿ), â îñíîâå êîòîðûõ ëåæàò íàðóøåíèå
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ïîòåðÿ ïèãìåíòàöèè, âîçîáíîâ-
ëåíèå êëåòî÷íîãî öèêëà è ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèÿ êëå-
òîê è ýêñïðåññèÿ íåñâîéñòâåííûõ äëÿ ÐÏÝ áåëêîâ, ÷òî
ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ êëåòî÷íîãî ôåíîòèïà (Fuhrmann
et al., 2014). Ýòè êëåòêè ìèãðèðóþò, ïîâðåæäàþò ñåò÷àòêó
è äðóãèå ñòðóêòóðû ãëàçà, ÷òî âûçûâàåò íàðóøåíèå çðå-

íèÿ è ñëåïîòó (Huang et al., 2012; Zhu et al., 2013; Chiba,
2014; Fuhrmann et al., 2014; Islam et al., 2014).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñòàíîâëåíî: êëåòêè ÐÏÝ ðàçëè-
÷àþòñÿ ïî ñâîèì ñâîéñòâàì (Burke, Hjelmeland, 2005;
Al-Hussaini et al., 2008), ÷òî ÷åòêî âûÿâëÿåòñÿ ïðè èõ
êóëüòèâèðîâàíèè (Ìèëþøèíà è äð., 2011; Êóçíåöîâà,
Àëåêñàíäðîâà, 2016). Òàê, êëåòêè ÐÏÝ ÷åëîâåêà in vitro
ïðîÿâëÿþò ðàçëè÷íîå ïîâåäåíèå, îñîáåííîñòè â äå- è
òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå, à ÷àñòü èç íèõ îáíàðóæèâàåò
ñâîéñòâà ñòâîëîâûõ êëåòîê (Ìèëþøèíà è äð., 2011, 2012;
Salero et al., 2012). Ïî õàðàêòåðèñòèêå (Salero et al.,
2012) ýòè ñòâîëîâûå êëåòêè íå ÿâëÿþòñÿ íè ïëþðèïîòåíò-
íûìè, íè íåéðàëüíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, íåñìîòðÿ
íà ýêñïðåññèþ èõ ìàðêåðîâ, à ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé «îñî-
áåííûé òèï ñòâîëîâûõ êëåòîê ÐÏÝ», ñïîñîáíûõ â îïðå-
äåëåííûõ óñëîâèÿõ âõîäèòü â êëåòî÷íûé öèêë è ãåíåðè-
ðîâàòü íåéðîíàëüíûå èëè ìåçåíõèìíûå êëåòêè. Âûñêàçà-
íà èäåÿ î òîì, ÷òî ðàñïîëîæåíèå ÐÏÝ â ñåò÷àòêå è åãî
áèîëîãè÷åñêàÿ ïëàñòè÷íîñòü äàþò ïðåäïîñûëêè èñïîëü-
çîâàòü åãî êàê èñòî÷íèê íîâûõ íåéðîíîâ (Wang et al.,
2010; Ezati et al., 2018). Ìíîãèå àâòîðû ðàçðàáàòûâàþò
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ïîäõîäû äëÿ ðåãóëÿöèè ÐÏÝ ýêçîãåííûìè ìîðôîãåíàìè
è ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëàìè, ñïîñîáíûìè ìîäóëèðîâàòü
ìåçåíõèìíóþ (Chen et al., 2014; Zhu et al., 2014) èëè àêòè-
âèðîâàòü íåéðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê (Kuz-
netsova et al., 2014). Ïîèñê ñðåäñòâ ðåãóëèðîâàíèÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè êëåòîê ÐÏÝ ïðè ïàòîëîãèè ïðåäñòàâëÿåò
ôóíäàìåíòàëüíûé è ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ (Liu et al.,
2013; Zhu et al., 2013; Kuznetsova et al., 2014; Xiao et al.,
2014).

Âàæíûì àêòèâàòîðîì íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëüíûé ïóòü îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà
ôèáðîáëàñòîâ (îÔÐÔ). Îí èãðàåò îäíó èç âåäóùèõ ðîëåé
â ðàçâèòèè íåéðîíîâ â ìîçãå è ñåò÷àòêå ãëàçà (â îíòîãåíå-
çå è ïðè åå ðåãåíåðàöèè), ó÷àñòâóåò â äèôôåðåíöèðîâêå
íåéðîíîâ èç ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ è èíäóöèðîâàí-
íûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÈÏÑÊ), à òàêæå
ñïîñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
â êóëüòóðå (Schwegler et al., 1997; Lotz et al., 2013;
Luz-Madrigal et al., 2014; Woodbury, Ikezu, 2014; Ferguson
et al., 2015). Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ïîñòîÿííîé
ëèíèè ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ARPE-19 ïîä âëèÿíèåì ýê-
çîãåííîãî îÔÐÔ ïðèîáðåòàþò ðÿä ïðîíåéðàëüíûõ
ñâîéñòâ, íåñìîòðÿ íà îäíîâðåìåííîå ñîõðàíåíèå ýïèòå-
ëèàëüíûõ ÷åðò (Øàôåè è äð., 2017). Îäíàêî èììîðòàëè-
çîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ÐÏÝ èìåþò çíà÷èìûå îòëè-
÷èÿ îò ëèíèé ñ îãðàíè÷åííûì ñðîêîì æèçíè ïî ïîâåäå-
íèþ è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèì ñâîéñòâàì êëåòîê (Tian
et al., 2005; Baldwin et al., 2014).

Â ñâÿçè ñî ñêàçàííûì âûøå öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
áûë êà÷åñòâåííûé è êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé êëåòîê
ÐÏÝ âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ïîä âëèÿíèåì îÔÐÔ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. Àóòîïñèéíûé ìàòåðèàë ïðåäî-
ñòàâëåí áàíêîì Ìîñêîâñêîãî ÍÈÈ ãëàçíûõ áîëåçíåé èì.
Ãåëüìãîëüöà. Èç ãëàçíîãî ÿáëîêà 50-ëåòíåé æåíùèíû â
ëàáîðàòîðèè ïîëó÷åíà ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ÐÏÝ ïî ðàíåå
îïèñàííîé ìåòîäèêå (Êóçíåöîâà è äð., 2011). Ïåðâè÷íóþ
è ïàññèðîâàííóþ êóëüòóðû ÐÏÝ âåëè íà ðîñòîâîé ñðåäå,
ñîñòîÿùåé èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû DMEM/F12 (1 : 1),
L-ãëóòàìèíà (2 ìM; Sigma-Aldrich, ÑØÀ), 100 Åä/ìë ïå-
íèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Pan Biotech, Ãåð-
ìàíèÿ) è 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (Gib-
co, ÑØÀ), ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2. Ñíÿòèå êëåòîê ñ ïîäëîæ-
êè ïðè ïàññèðîâàíèè ïðîâîäèëè ñìåñüþ ðàñòâîðîâ
òðèïñèíà (0.25 %) è âåðñåíà (0.48 ìÌ; Gibco, Invitrogen,
ÑØÀ) â ñîîòíîøåíèè 1 : 3 (v/v). Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè ÐÏÝ 4-ãî ïàññàæà, êîòîðûå âûñàæè-
âàëè íà ïîâåðõíîñòü êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà (Greiner
Bio-One GmbH, Ãåðìàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 1�104 êë./ñì2.
Äëÿ îöåíêè äåéñòâèÿ îÔÐÔ åãî äîáàâëÿëè â êîëè÷åñòâå
20 íã/ìë â ðîñòîâóþ ñðåäó òîãî æå ñîñòàâà, íî ñ ñîäåðæà-
íèåì ñûâîðîòêè 1 %. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, êóëüòè-
âèðîâàííûå áåç îÔÐÔ. Â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñðåäó íå ìåíÿëè.

Ì î ð ô î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Äëÿ îöåíêè ìîð-
ôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé êëåòêè ÐÏÝ âûñàæèâàëè â êó-
ëüòóðàëüíûå ôëàêîíû äëÿ àäãåçèâíûõ êóëüòóð Ò-25 Grei-
ner CELLSTAR® (Greiner Bio-One GmbH, Ãåðìàíèÿ). Ïî-
ñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 24, 48, 72, 96 è 120 ÷ â
ïðèñóòñòâèè îÔÐÔ èëè áåç íåãî (êîíòðîëü) êëåòêè ôîòî-
ãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Olympus (ßïîíèÿ) ñ

öèôðîâîé êàìåðîé DP70 (Olympus, ßïîíèÿ), çàòåì èç
êëåòîê âûäåëÿëè òîòàëüíóþ ÐÍÊ (ñì. íèæå). Îöåíêó ìîð-
ôîëîãèè êëåòîê ÐÏÝ ïðîâîäèëè ïî èçîáðàæåíèÿì ñëó-
÷àéíûõ ïîëåé çðåíèÿ (ôîðìàò JPEG, ðàçìåð èçîáðàæåíèÿ
1360 � 1024 ïèêñåëÿ). Â ïðîãðàììå ImageJ1.48 (Wayne
Rasband, National Institute of Mental Health, Bethesda, Ma-
ryland, ÑØÀ) íà èçîáðàæåíèÿõ âðó÷íóþ ñ ïîìîùüþ
ìûøè îáâîäèëè êàæäóþ êëåòêó, èñêëþ÷àÿ òå, êðàÿ êîòî-
ðûõ ñîïðèêàñàëèñü ñ ãðàíèöàìè èçîáðàæåíèÿ. Äëÿ êàæäî-
ãî ñðîêà ïðîàíàëèçèðîâàëè îò 200 äî 300 êëåòîê, èñïîëü-
çóÿ 3—5 ìèêðîôîòîãðàôèé íåçàâèñèìûõ ïîëåé çðåíèÿ,
ïîëó÷åííûõ ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà ìèêðîñêîïà 10�.
Ïðîãðàììà àâòîìàòè÷åñêè ðàññ÷èòûâàëà ïëîùàäü (Area)
ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêå (äàëåå ïëîùàäü êëåòêè),
ïåðèìåòð êëåòêè (Perimeter), áîëüøóþ (M) è ìàëóþ (m)
îñè ýëëèïñà, îïèñàííîãî âîêðóã êëåòêè (Kuz’minykh, Pet-
rov, 2004; Ïåòðîâ è äð., 2013). Ïëîùàäü è ïåðèìåòð êëå-
òîê áûëè ðàññ÷èòàíû â ïèêñåëÿõ áåç ïåðåâîäà â ìåòðè÷å-
ñêèå åäèíèöû èçìåðåíèÿ, ïîñêîëüêó äëÿ àíàëèçà âàæíû
íå àáñîëþòíûå çíà÷åíèÿ, à îòíîñèòåëüíûå. Ðàñ÷åò êîýô-
ôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ (îòíîøåíèÿ ðàäèóñà, âû÷èñ-
ëåííîãî ïî ïåðèìåòðó êëåòêè, ê ðàäèóñó, âû÷èñëåííîìó
ïî ïëîùàäè êëåòêè, Rp/Ra), êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè
(âûòÿíóòîñòè, M/m) (Ïåòðîâ è äð., 2013) è ñòàòèñòè÷å-
ñêèõ ïàðàìåòðîâ âûïîëíÿëè â ïðîãðàììå Excel 2007
(Microsoft Corporation, ÑØÀ). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ñïåêòðîâ
ðàñïðåäåëåíèÿ ëèíåéíûõ õàðàêòåðèñòèê êëåòîê (ïëîùà-
äè, ïåðèìåòðà, êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðè-
çàöèè) èõ çíà÷åíèÿ äëÿ êàæäîé êëåòêè áûëè ðàçäåëåíû íà
êîíñòàíòó, ïîäîáðàííóþ òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îñíîâíàÿ
÷àñòü çíà÷åíèé ðàñïîëàãàëàñü ìåæäó 12—18 êâàðòèëÿìè.
Äàëåå îò ïîëó÷åííûõ öåëûõ ÷èñåë ñ÷èòàëè äîëþ êëåòîê ñ
ñîîòâåòñòâóþùåé ÷àñòîòîé âñòðå÷àåìîñòè, âûïàäàþùåé
íà ñîîòâåòñòâóþùèé êâàðòèëü. Äîïîëíèòåëüíî â ïðî-
ãðàììå CellsCount3 (Ðîññèÿ) îïðåäåëÿëè ïðîöåíòíîå ñî-
îòíîøåíèå êëåòîê âûòÿíóòîé (óäëèíåííîé, ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíîé) è ïîëèãîíàëüíîé (ýïèòåëèîïîäîáíîé) ôîðì
ê îáùåìó êîëè÷åñòâó êëåòîê ïóòåì ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëå-
òîê ñîîòâåòñòâóþùåé ôîðìû. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè
3—5 ìèêðîôîòîãðàôèé íåçàâèñèìûõ ïîëåé çðåíèÿ ïðè
óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 4�. Äëÿ îöåíêè ñòàòèñòè÷åñêîé
çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè èñïîëüçîâàëè
t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè
ïðè óðîâíÿõ çíà÷èìîñòè P < 0.01 è P < 0.05.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è é (È Ö Õ) à í à ë è ç.
Êëåòêè âûñàæèâàëè íà êðóãëûå ïîêðîâíûå ñòåêëà (Cell-
Star, Ãåðìàíèÿ) â 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû è ïîñëå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â îòñóòñòâèå (êîíòðîëü) èëè â ïðèñóòñòâèè
îÔÐÔ ÷åðåç 24, 48, 72 è 120 ÷ ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå
15 ìèí 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì (Sigma-Aldrich).
Äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê îöåíèâàëè ïî èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè, èñïîëüçóÿ ïåðâè÷íûå àíòèòåëà (Abcam, Âåëèêî-
áðèòàíèÿ) ê íåñòèíó (ab22035, ìûøèíûå, 1 : 100), bIII-òó-
áóëèíó (ab7751, ìûøèíûå, 1 : 100) è àíòèòåëà (Sigma-
Aldrich, ÑØÀ) ê êîííåêñèíó 43 (Ñõ43; C6219, 1 : 200) è
áåëêó Otx2 (AV32439, êðîëè÷üè, 1 : 100), ðàçâåäåííûå
â 0.1%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà
(ÁÑÀ; Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

Ïðåïàðàòû ýêñïåðèìåíòàëüíîé è êîíòðîëüíîé ãðóïï
êëåòîê ÐÏÝ îáðàáàòûâàëè ïàðàëëåëüíî äëÿ ïîñëåäóþùå-
ãî ïðîâåäåíèÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà. ÈÖÕ-àíàëèç ïðå-
ïàðàòîâ âêëþ÷àë â ñåáÿ áëîêèðîâêó íåñïåöèôè÷åñêîãî
ñâÿçûâàíèÿ 1%-íûì ÁÑÀ â òå÷åíèå 20 ìèí, èíêóáàöèþ ñ
ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è, ñâÿçû-
âàíèå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè âòîðè÷-

Ìåõàíèçìû äåäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ðåòèíàëüíîãî ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ãëàçà... 997



íûìè àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè ôëóîðîõðîìàìè Alexa Flu-
or® 488 èëè 594 (Molecular Probes, ÑØÀ), â òå÷åíèå
40 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàêëþ÷åíèå â ñðåäó c
ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI (Vectashield®, Vector Labo-
ratories, ÑØÀ). Îöåíêó ðåçóëüòàòîâ ÈÖÕ-àíàëèçà è ôî-
òîãðàôèðîâàíèå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Olympus (ßïîíèÿ) ñ öèôðîâîé êàìåðîé DP70. Äëÿ ïîä-
ñ÷åòà àíòèãåí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê íà ôîòîãðàôèÿõ (ïðè
óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 20�) èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó
ImageJ1.48.

Î ö å í ê à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é à ê ò è â í î ñ ò è
ê ë å ò î ê (Ì Ò Ò - ò å ñ ò). Êëåòêè âûñàæèâàëè â 96-ëóíî÷-
íûå ïëàíøåòû è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷ â
îòñóòñòâèå (êîíòðîëü) è â ïðèñóòñòâèè îÔÐÔ. Äëÿ îöåí-
êè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê çà 3 ÷ äî îêîí÷à-
íèÿ ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ â êàæäóþ ëóíêó äîáàâëÿëè
ìàòî÷íûé ðàñòâîð (5 ìã/ìë) ìåòèëòèàçîëèëäèôåíèë-òåò-
ðàçîëèóì áðîìèäà (ÌÒÒ; Sigma-Aldrich, ÑØÀ; ñèíîíèì:
3-(4,5-äèìåòèë-2-òèàçîëèë)-2,5-äèôåíèë-2Í-òåòðàçîëèóì
áðîìèä) â ñîîòíîøåíèè 1 : 10 ïî îòíîøåíèþ ê îáúåìó
ðîñòîâîé ñðåäû. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè óäàëÿëè ðîñòî-
âóþ ñðåäó, çàòåì äëÿ èçâëå÷åíèÿ èç êëåòîê îáðàçîâàâøå-
ãîñÿ òåìíîîêðàøåííîãî ôîðìàçàíà äîáàâëÿëè 100 ìêë
ÄÌÑÎ (Applichem, Ãåðìàíèÿ) è ðåñóñïåíäèðîâàëè îñà-

äîê. Àíàëèç îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îêðàøåííîãî ðàñòâîðà
ïðîâîäèëè íà ïëàíøåòíîì àíàëèçàòîðå StatFax 2100
(Awareness Technology INC, ÑØÀ) ïðè 545 íì è êîððåê-
òèðóþùåì ôèëüòðå 630 íì. Äëÿ âû÷èñëåíèÿ ñðåäíèõ çíà-
÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îêðàøåííûõ ðàñòâîðîâ
(8 ïîâòîðíîñòåé íà êàæäóþ âðåìåíí*óþ òî÷êó) è ñòàíäàð-
òíûõ îòêëîíåíèé ïðèìåíÿëè ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå
Excel 2007 (Microsoft Corporation, ÑØÀ). Ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê (%) îöåíèâàëè ïî èçìåíåíèþ
ñðåäíèõ çíà÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ ïî îò-
íîøåíèþ ê êîíòðîëþ, ïðèíÿòîìó çà 100 %. Äëÿ îöåíêè
ñòàòèñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè
èñïîëüçîâàëè t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà. Âëèÿíèå îÔÐÔ íà
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ñ÷èòàëè âûÿâëåí-
íûì ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.01.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å -
í è (ê Ï Ö Ð). Âûäåëåíèå òîòàëüíîé ÐÍÊ èç êóëüòóðû êëå-
òîê ïðîâîäèëè ñ TRI® Reagent (Sigma-Aldrich) â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ýòîãî
ëèçèðóþùèé ðàñòâîð çàëèâàëè âî ôëàêîíû Ò25 ÷åðåç 24,
48, 72 è 120 ÷ ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê ÐÏÝ â ñðåäó ñ îÔÐÔ
èëè áåç íåãî (êîíòðîëü) è èõ ôîòîãðàôèðîâàíèÿ äëÿ ìîð-
ôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà. Äëÿ ðåôåðåíòíîãî êîíòðîëÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ëèíèþ êëåòîê KYOU-DXR0109B Human In-

998 À. Â. Êóçíåöîâà è äð.

Ïðàéìåðû äëÿ êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè

Ãåí (íîìåð ïî áàçå äàííûõ) Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ ïðÿìîãî (F) è îáðàòíîãî (R); çîíä Ðàçìåð àìïëèêîíà, ï. í.

GAPDH (NM_001289746) F: 5R-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3R 220

R: 5R-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3R

Çîíä: 5R-FAM-CCATCAATGACCCCTTCATTGACC-BHQ1-3R

OCT4 (NM_002701) F: 5R-GAACCGAGTGAGAGGCAACC-3R 163

R: 5R-ATAGTCGCTGCTTGATCGCTT-3R

Çîíä: 5R-FAM-CAGTGCCCGAAACCCACACTGC-BHQ1-3R

NANOG (NM_024865) F: 5R-GAAATACCTCAGCCTCCAGCA-3R 111

R: 5R-TGCCACCTCTTAGATTTCATTCTC-3R

Çîíä: 5R-FAM-CTCTCCAACATCCTGAACCTCAGCTACA-BHQ1-3R

KLF4 (NM_001314052.1) F: 5R-ACCAGGCACTACCGTAAACACA-3R 79

R: 5R-GGTCCGACCTGGAAAATGCT-3R

Êðàñèòåëü: EveGreen

OTX2 (NM_001270525;
NM_021728)

F: 5R-ATGGACTTGCTGCACCCCT-3R 109

R: 5R-CAAACAGTGCTTCCAGCACATC-3R

Çîíä: 5R-VIC-GGGCTACCCGGCCACCCC-BHQ1-3R

PAX6 (NM_001604) F: 5R-CAATTCCACAACCCACCACAC-3R 88

R: 5R-CTGTAGGTGTTTGTGAGGGCTGT-3R

Çîíä: 5R-FAM-TCCTCCTTCACATCTGGCTCCATGT-BHQ1

MITF (NM_198159) F: 5R-CACCAGCCATAAACGTCAGTGT-3R 87

R: 5R-CGAGGTGGGTCTGCACCTT-3R

Çîíä: 5R-FAM-CCACCACCCTTCCCTCTGCCAC-BHQ1

KRT18 (NM_199187.1;
NM_000224.2)

F: 5R-GAGGACCTGAGGGCTCAGA-3R 98

R: 5R-GACTCTAAAGTCATCAGCAGCAA-3R

Çîíä: 5R-FAM-ACTGTGGACAATGCCCGCATC-BHQ1-3R

TUBB3 (NM_006086) F: 5R-GGGCCAAGTTCTGGGAAGTC-3R 71

R: 5R-CGAGTCGCCCACGTAGTTG-3R

Çîíä: 5R-FAM-ATGAGCATGGCATCGACCCCAGC-BHQ1-3R

NESTIN (NM_006616.1) Hs04187831_g1(Applied Biosystems, ÑØÀ) 58

COL1A1 (NM_000088.3) F: 5R-GTCGAGGGCCAAGACGA-3R 71

R: 5R-CAGGTCTCGGTCATGGTAC-3R

Çîíä: 5R-FAM-CATCCCACCAATCACCTGCGTAC-BHQ1-3R



duced Pluripotent Stem Cells (ÈÏÑÊ) [201B7] (ATCC®
ACS-1023™) 14—16-ãî ïàññàæåé, ïîëó÷åííóþ èç äåð-
ìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (ëèíèÿ ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåíà Ý. Á. Äàøèíèìàåâûì; Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ), è íåèììîðòàëèçîâàííóþ
êëåòî÷íóþ ëèíèþ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ 15-ãî ïàñ-
ñàæà, ïîëó÷åííóþ èç êîæè æåíùèíû 52 ëåò (ïðåäî-
ñòàâëåíà Î. Ñ. Ðîãîâîé; Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ
èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ). Ñèíòåç êÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ íàáîðà RevertAid H Minus Kit (Fermentas, Ëèòâà) â
îáúåìå 20 ìêë, èñïîëüçóÿ 1 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ, îáðàáî-
òàííîé ÄÍÊàçîé.

Ñ ïîìîùüþ êÏÖÐ îöåíèâàëè èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè ìÐÍÊ ñëåäóþùèõ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ òðàíñêðèï-
öèîííûå ôàêòîðû, ñèãíàëüíûå áåëêè è ìàðêåðû äèôôå-
ðåíöèðîâêè: OCT4, NANOG, OTX2, PAX6, MITF, KRT18,
COL1A1, ßIII-òóáóëèí (TUBB3) (ïðàéìåðû è çîíäû îò
ÄÍÊ-Ñèíòåç, Ðîññèÿ), KLF4 (ïðàéìåðû ïðåäîñòàâëåíû
Ý. Á. Äàøèíèìàåâûì, Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì.
Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ) è NES (Applied Biosystems, ÑØÀ).
Â êà÷åñòâå ýíäîãåííîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ãëèöå-
ðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçó (GAPDH) (ïðàéìåðû è
çîíä îò ÄÍÊ-Ñèíòåç, Ðîññèÿ). Ñìåñü ðåàãåíòîâ äëÿ êÏÖÐ
(25 ìêë) âêëþ÷àëà â ñåáÿ 2 ìÌ MgCl2, 200 ìêÌ dNTPs,
1 åä. Maxima HS Taq-ïîëèìåðàçû (Fermentas, Ëàòâèÿ),
5 ìêë ðàçâåäåííîé êÄÍÊ (ýêâèâàëåíòíîé 4 íã èñõîäíîé
òîòàëüíîé ÐÍÊ), 250 íM ïðàéìåðîâ è 250 íM çîíäà (ñì.
òàáëèöó). êÏÖÐ ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå ABI Prism 7500
PCR system (Applied Biosystems, ÑØÀ). Ïðîãðàììà äëÿ
ÏÖÐ âêëþ÷àëà â ñåáÿ 1 öèêë äåíàòóðàöèè ïðè 95 °C
3 ìèí, 40 öèêëîâ äåíàòóðàöèè ïðè 95 °C 15 ñ è ñîâìåùåí-
íûé ýòàï îòæèãà—ñèíòåçà ïðè 60 °C 1 ìèí. Ïîðîãîâûé
öèêë îïðåäåëÿëè, ïðèìåíÿÿ ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå
7500 Software v2.0.1 (Applied Biosystems, ÑØÀ). Ýêñïðåñ-
ñèþ êàæäîé ìÐÍÊ îïðåäåëÿëè ïîñòàíîâêîé ÏÖÐ â äâóõ
ïîâòîðàõ. Îáðàáîòêà äàííûõ qPCR âêëþ÷àëà â ñåáÿ
óñðåäíåíèå çíà÷åíèé Ct äëÿ ïîâòîðíûõ òî÷åê â ýêñïåðè-
ìåíòå è ðàñ÷åò çíà÷åíèé îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè èñ-
ñëåäóåìûõ ãåíîâ ìåòîäîì DDCt äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ñ
èñïîëüçîâàíèåì çíà÷åíèÿ Ct ïî ãåíó GAPDH â êà÷åñòâå
íîðìèðóþùåãî. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíèå
çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêà. Äëÿ îöåíêè ñòàòèñòè÷åñêîé çíà÷è-
ìîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè èñïîëüçîâàëè t-êðèòå-
ðèé Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.01.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ÐÏÝ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå è ïðè
ñóáêóëüòèâèðîâàíèè èìåëà ñõîäñòâî ñ êëåòêàìè â êóëüòó-
ðàõ, ïîëó÷åííûõ íàìè îò äðóãèõ äîíîðîâ è îïèñàííûõ
ðàíåå (Ìèëþøèíà è äð., 2011; Kuznetsova et al., 2016).
Êóëüòóðû êëåòîê ÐÏÝ 4-ãî ïàññàæà ñîñòîÿëè èç íå-
ïèãìåíòèðîâàííûõ è ñëàáîïèãìåíòèðîâàííûõ ïîëèãî-
íàëüíîé ôîðìû ýïèòåëèîïîäîáíûõ è âûòÿíóòîé ôîðìû
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èõ
äåäèôôåðåíöèðîâêå in vitro. Ïîñëå îäíîêðàòíîãî âîçäåé-
ñòâèÿ îÔÐÔ â êëåòêàõ âûÿâëÿëèñü ìîðôîëîãè÷åñêèå îò-
ëè÷èÿ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Ïîä ôàçîâî-êîíòðàñòíûì
ìèêðîñêîïîì îíè èìåþò ìåñòî âî âñåõ âðåìåíí*ûõ òî÷-
êàõ. Çíà÷èòåëüíóþ âûðàæåííîñòü èçìåíåíèé êóëüòóðû
îòìå÷àëè ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôàêòîðà, êîòîðàÿ è
çàêëþ÷àëàñü â óâåëè÷åíèè ÷èñëà êëåòîê âûòÿíóòîé (ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíîé) ôîðìû (ðèñ. 1).

Äàííûå, ïîëó÷åííûå íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå
(ðèñ. 2, à), ïîäòâåðæäàþòñÿ ðåçóëüòàòàìè êîëè÷åñòâåííî-
ãî àíàëèçà, ïðîâåäåííîãî ïî ìèêðîôîòîãðàôèÿì â ïðî-
ãðàììå CellsCount3. Òàê, â ãðóïïå êëåòîê ÐÏÝ, îáðàáî-
òàííûõ îÔÐÔ, ÷èñëî êëåòîê âûòÿíóòîé ôîðìû óâåëè÷è-
âàåòñÿ ÷åðåç 24 ÷ ñ ìàêñèìóìîì çíà÷åíèÿ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå
äîáàâëåíèÿ ôàêòîðà (ðèñ. 2, á). Ñõîäíûå ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå èçìåíåíèÿ â êóëüòóðå êëåòîê ÐÏÝ ïîä âëèÿíèåì
îÔÐÔ áûëè ïîëó÷åíû â èññëåäîâàíèÿõ íà ãëàçå öûïëåí-
êà in vivo (Luz-Madrigal et al., 2014) è íà ÐÏÝ ÷åëîâåêà
in vitro (Ìèëþøèíà è äð., 2011).

Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 3. Îíè ïîêàçûâàþò èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ
ïàðàìåòðîâ êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ ñ òå÷åíèåì
âðåìåíè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Íà âñåõ ñðîêàõ íà-
áëþäåíèÿ ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïëîùàäè êëåòîê â ýêñïåðè-
ìåíòå íèæå, ÷åì â êîíòðîëå (ðèñ. 3, à), è èõ ðàçëè÷èÿ ïî-
ñòåïåííî óâåëè÷èâàþòñÿ ñ òå÷åíèåì âðåìåíè: íà 14
(24 ÷), 20 (48 ÷), 27 (72 ÷), 31 (96 ÷) è 37 (120 ÷) %. Óìåíü-
øåíèå ïëîùàäè êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìåíåíèè èõ
ðàçìåðà èëè ïîÿâëåíèè ñóáïîïóëÿöèé íîâûõ êëåòîê ìå-
íüøåãî ðàçìåðà ïîä âëèÿíèåì îÔÐÔ. Â ýòîé æå ãðóïïå
íàáëþäàëè ñíèæåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïåðèìåòðà êëå-
òîê ÷åðåç 96 è 120 ÷ (ðèñ. 3, á). Îäíàêî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
êîýôôèöèåíòîâ ïîëÿðèçàöèè (âûòÿíóòîñòè) è ðàñïëàñòû-
âàíèÿ áûëè âûøå â ïðîìåæóòêå 48—96 ÷ (ðèñ. 3, â, ã).
Óâåëè÷åíèå êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè ïîäòâåðæäàåò
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Ðèñ. 1. Êóëüòóðà êëåòîê ðåòèíàëüíîãî ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ãëàçà âçðîñëîãî ÷åëîâåêà â îòñóòñòâèå (êîíòðîëü) è â ïðèñóòñòâèè 20
íã/ìë îÔÐÔ. Â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ñðåäó íå ìåíÿëè.

Ôàçîâûé êîíòðàñò. Îá. 10�.
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Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãè÷åñêèå ôîðìû êëåòîê (à) è ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå äîëåé êëåòîê ðàçíîé ôîðìû (á) â êóëüòóðå ðåòèíàëüíîãî
ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ (ÐÏÝ) ïîñëå äîáàâëåíèÿ îÔÐÔ.

à — ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ïîëèãîíàëüíîé (1) è âûòÿíóòîé (2) ôîðìû, ôðàãìåíò èçîáðàæåíèÿ êóëüòóðû êëåòîê â ïðèñóòñòâèè îÔÐÔ, ôàçîâûé êîíòðàñò,
îá. 10�; á — ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå êëåòîê âûòÿíóòîé (÷åðíûé öâåò) è ïîëèãîíàëüíîé (ñåðûé öâåò) ôîðì â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè îÔÐÔ; ïîä

ñòîëáöàìè óêàçàíî âðåìÿ, ÷.

Ðèñ. 3. Ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû êëåòîê ÐÏÝ â îòñóòñòâèå (êîíòðîëü, ñåðûå ñòîëáèêè) è â ïðèñóòñòâèè 20 íã/ìë îÔÐÔ (÷åð-

íûå ñòîëáèêè) â ðàçíûå âðåìåíí *ûå ïðîìåæóòêè ïîñëå ââåäåíèÿ â ñðåäó îÔÐÔ.

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ, ÷. Ïëîùàäü (à) è ïåðèìåòð (á) êëåòîê óêàçàíû â ïèêñåëÿõ, M/m — êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè (â), Rp/Ra — êîýôôèöèåíò ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ (ã). Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû ïðè *P < 0.01

èëè **P < 0.05.



äàííûå, ïîëó÷åííûå íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå, è ãîâî-
ðèò â ïîëüçó óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà êëåòîê âûòÿíóòîé ôîðìû.

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå
÷àñòîòû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè
ïëîùàäè (à), ïåðèìåòðà (á), êîýôôèöèåíòàìè ïîëÿðèçà-
öèè (â) è ðàñïëàñòûâàíèÿ (ã) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. Íåñìîòðÿ íà êóïîëîîáðàçíûé âèä, õàðàêòåð-
íûé äëÿ íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ, ìîæíî èäåíòèôè-
öèðîâàòü àñèììåòðè÷íûå â òîé èëè èíîé ñòåïåíè ôîðìû
êðèâîé ñ ïèêàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè îòäåëüíûì áîëåå
îäíîðîäíûì ãðóïïàì êëåòîê èëè ñóáïîïóëÿöèÿì (Ïåòðîâ
è äð., 2013). ×åðåç 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ îòìå÷à-
åòñÿ ðàñõîæäåíèå ïèêîâ ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé ïëîùà-
äè è ïåðèìåòðà êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, êîòî-
ðûå ïîñòåïåííî ñìåùàþòñÿ â ñòîðîíó ìåíüøèõ çíà÷åíèé
è äîñòèãàþò ìàêñèìàëüíî âûðàæåííûõ ðàçëè÷èé ê 120 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò

î ïîÿâëåíèè êëåòîê ÐÏÝ ìåíüøåãî ðàçìåðà. ×åðåç 48 ÷
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ íàáëþäàåòñÿ ðàçìûâàíèå
îñíîâíûõ ïèêîâ âû÷èñëÿåìûõ ïàðàìåòðîâ M/m è Rp/Ra â
ñòîðîíó á*îëüøèõ çíà÷åíèé, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâå-
ëè÷åíèè êîëè÷åñòâà âûòÿíóòûõ êëåòîê è ïîÿâëåíèè êëå-
òîê ñ îòðîñòêàìè. Ìàêñèìóì ýôôåêòà îÔÐÔ íàáëþäàåòñÿ
÷åðåç 72 ÷ ïîñëå åãî äîáàâëåíèÿ, êîòîðûé ñïàäàåò ê 120 ÷.

Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà, ïðîâåäåííîãî
âïåðâûå, íàãëÿäíî ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ãåòåðîãåííîñòü
êëåòîê ÐÏÝ ÷åëîâåêà ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïàðàìåòðàì,
÷òî äîïîëíÿåò ìèêðîñêîïè÷åñêèå íàáëþäåíèÿ, ïðåäñòàâ-
ëåííûå â ðàíåå îïóáëèêîâàííûõ ðàáîòàõ (Burke, Hjelme-
land, 2005; Al-Hussaini et al., 2008). Òîò ôàêò, ÷òî êëåòêè
óìåíüøàþòñÿ â ðàçìåðå, ìîæåò óêàçûâàòü íà äåäèôôå-
ðåíöèðîâêó êëåòîê ÐÏÝ â ñòîðîíó íåéðîýïèòåëèÿ ïîä
âëèÿíèåì îÔÐÔ, ÷òî îïèñàíî â ðÿäå ðàáîò (Luz-Madrigal
et al., 2014; Zhu et al., 2014). Êðîìå òîãî, êðàòêîâðåìåííîå
(äî 72 ÷) ïîÿâëåíèå êëåòîê ñ âûòÿíóòûìè îòðîñòêàìè ïî-
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Ðèñ. 4. Ãèñòîãðàììû ÷àñòîò ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ÐÏÝ ïî âåëè÷èíàì ïëîùàäè (à), ïåðèìåòðà (á), êîýôôèöèåíòó ïîëÿðèçàöèè
(M/m, â) è êîýôôèöèåíòó ðàñïëàñòûâàíèÿ (Rp/Ra, â) â êîíòðîëå (ñïëîøíûå ëèíèè) è â ïðèñóòñòâèè 20 íã/ìë îÔÐÔ (ïóíêòèðíûå

ëèíèè) â ðàçíûå âðåìåíí *ûå ïðîìåæóòêè ïîñëå åãî ââåäåíèÿ â ñðåäó.



çâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòü ïîïóëÿ-
öèè êëåòîê ñïîñîáíà ïðîÿâëÿòü ïðîíåéðàëüíûå ñâîéñò-
âà äàæå ïðè îäíîêðàòíîì âîçäåéñòâèè ôàêòîðà. Ïîëó÷åí-
íûé ðåçóëüòàò âûÿâèë ïåðâè÷íûé ýòàï âîçäåéñòâèÿ
îÔÐÔ, ÷òî ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ, ïîñêîëüêó èçâåñò-
íî, ÷òî àêòèâàöèÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ÐÏÝ è
êîíâåðñèÿ èõ â íåéðîíû ó ðàçíûõ âèäîâ ïîçâîíî÷íûõ in
vivo è in vitro òðåáóþò ïîääåðæàíèÿ âûñîêîãî óðîâíÿ
îÔÐÔ ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ (Pittack et al., 1991; Saka-
guchi et al., 1997; Spence et al., 2007; Luz-Madrigal et al.,
2014).

Íàáëþäåíèå çà êëåòêàìè ÐÏÝ íà ñâåòîîïòè÷åñêîì
óðîâíå ïîêàçàëî óâåëè÷åíèå èõ ÷èñëà îò ìîìåíòà ïîñàä-
êè ñ òå÷åíèåì âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 1), ÷òî ïîä-
òâåðäèë êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ â
ïðîãðàììå CellsCount3 (ðèñ. 5, à). Õîòÿ ïðîëèôåðàöèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ åñòåñòâåííûì ïðîöåññîì, äëÿ êëåòîê ÐÏÝ in vitro
îêàçàëîñü, ÷òî ÷èñëî êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ
áûëî ñòàòèñòè÷åñêè íèæå, ÷åì â êîíòðîëå, íà ñðîêå 48 ÷.
Äàííûå êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà óêàçûâàþò íà ñíèæå-
íèå ïðîëèôåðàöèè è ñîâïàäàþò ñ ðåçóëüòàòàìè ÌÒÒ-òåñ-
òà íà ñðîêå 48 ÷ (ðèñ. 5, á). îÔÐÔ ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîíèæàë ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê ÐÏÝ âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ñ 24 äî 48 ÷, ÷òî ìîæåò

ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èçìåíåíèè äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî
ñòàòóñà. Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû (Zhao et al., 1995) èçâåñò-
íî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ êðûñ êîíâåðñèÿ êëåòîê ÐÏÝ â íåéðî-
íû íà ðàííèõ ýòàïàõ íå ñîïðÿæåíà ñ ïðîëèôåðàöèåé, è
ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îÔÐÔ ìîæåò íàïðÿìóþ (áåç äåëåíèÿ êëå-
òîê) èçìåíÿòü òðàíñêðèïöèþ â êëåòêàõ ÐÏÝ. Ïîõîæèå ðå-
çóëüòàòû ïîëó÷åíû íà áåñõâîñòûõ àìôèáèÿõ. Íàïðèìåð,
ó òðèòîíîâ íà÷àëüíûå ñòàäèè òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè
ÐÏÝ â ñåò÷àòêó íå ñîïðîâîæäàþòñÿ ïðîëèôåðàöèåé êëå-
òîê, õîòÿ â äàëüíåéøåì îíà î÷åíü âûñîêàÿ (Ãðèãîðÿí
è äð., 2013).

×òîáû ïîíÿòü îñíîâíûå ìåõàíèçìû ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ èçìåíåíèé â êëåòêàõ ÐÏÝ, íàáëþäàåìûõ ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ îÔÐÔ, ïðîâåëè ÈÖÕ-àíàëèç è êÏÖÐ.
ÈÖÕ-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî âî âñåõ êëåòêàõ ÐÏÝ — êàê êîí-
òðîëüíûõ, òàê è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ — äåòåêòèðîâàëñÿ
ìàðêåð ÐÏÝ è íåéðîýïèòåëèÿ áåëîê Otx2, îí ëîêàëèçî-
âàëñÿ â ÿäðå è èìåë ðàçëè÷íóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ñèãíàëà — îò ñëàáîé äî ñèëüíîé. Ïîä äåéñòâè-
åì îÔÐÔ ÷åðåç 24 (äàííûå íå ïîêàçàíû), 48 (ðèñ. 6) è 72 ÷
èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ áûëà âûøå, ÷åðåç 120 ÷ —
íèæå, ÷åì â êîíòðîëå (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Èçâåñòíî, ÷òî â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ íåðâíîé ñèñòåìû
Otx2 àêòèâíî ýêñïðåññèðóåòñÿ â íåéðîýïèòåëèè ïåðåäíå-
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Ðèñ. 4 (ïðîäîëæåíèå).



ãî ìîçãà è ñîîòâåòñòâåííî âî âñåì îïòè÷åñêîì ïóçûðüêå
(Martinez-Morales et al., 2003; Westenskow et al., 2010).
Otx2 ñîâìåñòíî ñ òðàíñêðèïöèîíûì ôàêòîðîì Mitf íà-
ïðàâëÿåò äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê íåéðîýïèòåëèÿ â ÐÏÝ
(Martinez-Morales et al., 2001, 2003). Îáà òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðà íåîáõîäèìû äëÿ ðàçâèòèÿ ïèãìåíòíûõ êëå-
òîê ñåò÷àòêè, è îíè ïîääåðæèâàþòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå â
çðåëîì ÐÏÝ. Ïîìèìî ýòîãî, Otx2 ó÷àñòâóåò â äèôôåðåí-

öèðîâêå ôîòîðåöåïòîðîâ è áèïîëÿðíûõ íåéðîíîâ (Koike
et al., 2007) è ñîõðàíÿåòñÿ â äåôèíèòèâíûõ êëåòêàõ. Ïîý-
òîìó íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî â ïðîöåññå ðåïðîãðàììèðî-
âàíèÿ ÐÏÝ ÷åëîâåêà òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð Otx2 èã-
ðàåò äâîéñòâåííóþ ðîëü, îäíîâðåìåííî ìàðêèðóÿ ïðî-
íåéðàëüíóþ è ýïèòåëèàëüíóþ ïîïóëÿöèè êëåòîê.

Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî â ôóíêöèîíèðîâàíèè êëåòîê ÐÏÝ
âàæíóþ ðîëü èãðàþò ìåæêëåòî÷íûå ùåëåâûå êîíòàêòû
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Ðèñ. 5. ×èñëî êëåòîê ÐÏÝ (à) â êîíòðîëå (ñâåòëûå ñòîëáèêè) è ÷åðåç ðàçíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå äîáàâëåíèÿ îÔÐÔ (÷åð-
íûå ñòîëáèêè), à òàêæå ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê (ÏÀ, á).

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ, ÷. Êëåòêè ñ÷èòàëè â ïðîãðàììå CellsCount3 íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ íåçàâèñèìûõ ïîëåé ïðè îá. 4�. á — ÏÀ-àêòèâíîñòü êëå-
òîê (ÌÒÒ-òåñò) ïîñëå ââåäåíèÿ â ñðåäó îÔÐÔ, % îò êîíòðîëÿ, ïðèíÿòîãî çà 100 % (øòðèõîâàÿ ëèíèÿ). Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû ïðè *P < 0.01

è **P < 0.05.

Ðèñ. 6. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç êëåòîê ÐÏÝ íà ìàðêåðû Otx2, Cx43, íåñòèí, bIII-òóáóëèí â êîíòðîëå è ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå
äîáàâëåíèÿ â ñðåäó 20 íã/ìë îÔÐÔ.

ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò). Îá. 20�.



(Kojima et al., 2008), ìû èçó÷èëè îêðàñêó áåëêà ùåëåâûõ
êîíòàêòîâ Cx43. Ïîñëå äåéñòâèÿ îÔÐÔ ÷åðåç 24 (äàííûå
íå ïîêàçàíû), 48 (ðèñ. 6) è 72 ÷ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ñèãíàëà â êëåòêàõ áûëà íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè òåõ æå ñðîêîâ. Ñíèæåíèå èíòåí-
ñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ Cx43 ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ

ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîòåðå ýïèòåëèàëüíûõ ñâîéñòâ êëåòîê
ÐÏÝ in vitro, êîòîðàÿ óñêîðÿåòñÿ ïîä äåéñòâèåì îÔÐÔ.
Îòíîñèòåëüíî áåëêà Cx43 èçâåñòíî, ÷òî îí íåõàðàêòåðåí
äëÿ íåéðîíîâ, çà èñêëþ÷åíèåì ïîäòèïà àìàêðèíîâûõ êëå-
òîê ñåò÷àòêè (Theofilas et al., 2017). Â òî æå âðåìÿ åãî ýêñ-
ïðåññèÿ îáíàðóæåíà â ÈÏÑÊ (Beckmann et al., 2016), ÷òî

1004 À. Â. Êóçíåöîâà è äð.

Ðèñ. 7. Ðåçóëüòàòû êÏÖÐ, èëëþñòðèðóþùèå îòíîñèòåëüíóþ ýêñïðåññèþ ãåíîâ OCT4, NANOG, KLF4, OTX2, PAX6, MITF, KRT18,
TUBB3, NES è COL1A1 â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ÈÏÑÊ (÷åðíûå ñòîëáèêè), äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (áåëûå ñòîëáèêè) è ÐÏÝ

âçðîñëîãî ÷åëîâåêà (çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè).

Â êà÷åñòâå ãåíà äëÿ íîðìèðîâêè èñïîëüçîâàí GAPDH. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èç äâóõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ (êàæäûé â
äâóõ ïîâòîðàõ) è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ. Ðàçëè÷èÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ öåëåâûõ ãåíîâ â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ ÐÏÝ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåôåðåíòíûìè

êóëüòóðàìè ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ïðè *P < 0.05.

Ðèñ. 8. Âëèÿíèå îÔÐÔ ðàçíîé äëèòåëüíîñòè íà ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè è ïëþðèïîòåíòíîñòè êëåòîê ÐÏÝ.

Ñòîëáöû: 1 — 24 ÷, 2 — 48 ÷, 3 — 72 ÷, 4 — 120 ÷. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ïîêàçàíî îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíûõ êëåòîê ÐÏÝ (â îòñóòñòâèå îÔÐÔ) íà òåõ
æå ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêè ñðåäíåãî. Ðàçëè÷èÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ ÐÏÝ ïî ñðàâíå-

íèþ ñ êîíòðîëåì ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ïðè *P < 0.05.



óêàçûâàåò íà íàëè÷èå ùåëåâûõ êîíòàêòîâ äàæå â íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ.

Îêðàñêà êëåòîê àíòèòåëàìè íà íåñòèí (áåëîê-ìàðêåð
íåéðîýïèòåëèàëüíûõ è íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê)
ïîêàçàëà, ÷òî êîëè÷åñòâî ìàðêèðîâàííûõ êëåòîê óâåëè-
÷èâàåòñÿ ÷åðåç 24 (äàííûå íå ïîêàçàíû) è 48 ÷ (ðèñ. 6) ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ è çàòåì óìåíüøàåòñÿ ÷åðåç 72 è
120 ÷ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî â êóëüòóðå ÐÏÝ èçíà÷àëüíî ïðèñóòñòâóþò
íåñòèí-ïîçèòèâíûå êëåòêè, ÷èñëî êîòîðûõ âîçðàñòàåò
ïðè âîçäåéñòâèè îÔÐÔ. Òðàíçèòîðíîå óâåëè÷åíèå èõ
÷èñëà, âåðîÿòíî, íå ñâÿçàíî ñ äåëåíèåì íåñòèí-ïîçèòèâ-
íûõ êëåòîê, ïîñêîëüêó â äàííûé èíòåðâàë âðåìåíè ïðî-
ëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì (ðèñ. 5, á). Ðåçóëüòàòû â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
äîïîëíÿþò äàííûå èññëåäîâàíèé ïî ðåïðîãðàììèðîâà-
íèþ ÐÏÝ ïîä âëèÿíèåì îÔÐÔ ó ðàçíûõ âèäîâ ïîçâîíî÷-
íûõ è ÷åëîâåêà (Spence et al., 2007; Luz-Madrigal et al.,
2014).

ÈÖÕ-àíàëèç bIII-òóáóëèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê (ìàð-
êåð ðàííåé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè íåéðîíîâ ñåò÷àòêè)
âûÿâèë, ÷òî ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ â êóëüòó-
ðå óâåëè÷èâàëîñü êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ëàìèíàðíûì îêðà-
øèâàíèåì íà bIII-òóáóëèí ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.
Îäíàêî ÷åðåç 48 (ðèñ. 6), 72 è 120 ÷ íàáëþäàëè ñíèæåíèå
èõ êîëè÷åñòâà, ÷òî ïîääåðæèâàåò âûøåïðèâåäåííûå íà-
áëþäåíèÿ î ïîíèæåíèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê.

Â öåëîì ðåçóëüòàòû ÈÖÕ-àíàëèçà ïîêàçûâàþò, ÷òî
îäíîêðàòíîå (êðàòêîâðåìåííîå) âîçäåéñòâèå îÔÐÔ ÿâëÿ-
åòñÿ äîñòàòî÷íûì äëÿ àêòèâàöèè ìåõàíèçìà, ïîíèæàþ-
ùåãî óðîâåíü äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â ñòîðîíó íåéðî-
ýïèòåëèÿ.

×òîáû ïîíÿòü ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè êîíòðîëü-
íûõ êëåòîê ÐÏÝ, ìû ñðàâíèëè óðîâíè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, ñèã-
íàëüíûå áåëêè è ìàðêåðû äèôôåðåíöèðîâêè â íèõ, ñ òà-
êîâûìè â êóëüòóðàõ ÈÏÑÊ è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
÷åëîâåêà (ðèñ. 7). Â êëåòêàõ ÐÏÝ óðîâåíü ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ ãåíîâ-ìàðêåðîâ ÐÏÝ (OTX2, PAX6, MITF è KRT18)
áûë âûøå, ÷åì â ðåôåðåíòíîé êóëüòóðå, ïîëó÷åííîé èç
äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ãåíîâ-ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè (OCT4, NANOG è KLF4)
â êóëüòóðå ÐÏÝ î÷åíü íèçêèé â ñðàâíåíèè ñ ÈÏÑÊ. Çíà-
÷åíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà-ìàðêåðà áåëêà âíåêëåòî÷íî-
ãî ìàòðèêñà (COL1A1) çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â ðåôåðåíò-
íîé êóëüòóðå äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ÷òî óêàçûâàåò
íà òî, ÷òî ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè íå ÿâëÿþòñÿ èñ-
òèííûìè ôèáðîáëàñòàìè, à òîëüêî èìåþò ñõîäíóþ ìîð-
ôîëîãèþ. Â öåëîì â êëåòêàõ ÐÏÝ ìîæíî íàáëþäàòü ýêñï-
ðåññèþ êàê ãåíîâ-ìàðêåðîâ ÐÏÝ, òàê è ãåíîâ-ìàðêåðîâ
íåéðàëüíûõ è ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ÷òî ãî-
âîðèò â ïîëüçó èõ ïëàñòè÷íîñòè.

×åðåç 48 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ îÔÐÔ â êëåòêàõ ÐÏÝ
óâåëè÷èâàëñÿ óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà NES â 2.7 ðàçà, îäíî-
âðåìåííî ñíèæàëèñü óðîâíè ìÐÍÊ ãåíîâ MITF â 1.8 ðàçà
è COL1A1 â 3.1 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 8).
×åðåç 72 ÷ îòìå÷àëè óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà KLF4
â 2.4 ðàçà è ñíèæåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà KRT18 â 1.9 ðàçà.
×åðåç 120 ÷ ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ãåíîâ OCT4 â 2.1 ðàçà, NANOG â 2.6 ðàçà è OTX2 áîëåå
÷åì â 1.5 ðàçà. Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî óâåëè÷åíèå â êëåòêàõ
ÐÏÝ óðîâíåé ìÐÍÊ ãåíîâ-ìàðêåðîâ íåéðàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (NES) è íåéðîýïèòåëèÿ (OTX2) ñîâìåñòíî ñ
ïîíèæåíèåì óðîâíåé ìÐÍÊ ãåíîâ-ìàðêåðîâ ÐÏÝ (MITF è
KRT18) âî âðåìåíí*îì èíòåðâàëå 24—72 ÷ ñâèäåòåëüñòâó-

åò î äåäèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê â ñòîðîíó íåéðîýïèòåëèÿ
ïîä âëèÿíèåì îÔÐÔ. Â òî âðåìÿ êàê ïîâûøåíèå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ-ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè (KLF4, OCT4 è
NANOG) âî âðåìåíí*îì èíòåðâàëå 72—120 ÷, âåðîÿòíî,
ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè ñðåäè äåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êëåòîê ÐÏÝ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, êîòî-
ðûå èõ ýêñïðåññèðóþò (Murrell et al., 2013; Sandberg et al.,
2014; Vincent et al., 2017). Ýòè äàííûå ëîãè÷íî ñîïîñòà-
âèòü ñ èññëåäîâàíèÿìè òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
Ìþëëåðîâîé ãëèè ÷åðåç äåäèôôåðåíöèðîâêó â íåéðîíû
ñåò÷àòêè, êîòîðàÿ àêòèâíî ïðîòåêàåò ó ðûá, íî ïîäàâëåíà
ó ìûøåé. Àâòîðû îáíàðóæèëè òðàíçèòîðíîå ïîâûøåíèå
ýêñïðåññèè ïëþðèïîòåíòíûõ ãåíîâ â êëåòêàõ Ìþëëåðî-
âîé ãëèè ó ìûøåé, ïðîèñõîäÿùåå â ïåðâûå ÷àñû ïîñëå
òðàâìû, è ïðåäïîëîæèëè, ÷òî äåäèôôåðåíöèðîâêó áëîêè-
ðóåò áûñòðîå ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, ïîäàâëÿþùåå ïîÿâëå-
íèå ìóëüòèïîòåíòíûõ êëåòîê (Reyes-Aguirre, Lamas,
2016). Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî ïîäîáíûå ïðîöåññû ñîïðî-
âîæäàþò äåäèôôåðåíöèðîâêó ÐÏÝ ó ÷åëîâåêà.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êëåòêè ÐÏÝ ÷å-
ëîâåêà in vitro ñóùåñòâóþò â ëàáèëüíîì ñîñòîÿíèè, äå-
ìîíñòðèðóÿ îäíîâðåìåííî ñâîéñòâà ñòâîëîâûõ êëåòîê è
êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, íî òàêæå ñîõðàíÿÿ îñîáåííî-
ñòè äèôôåðåíöèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ. Îäíîêðàòíîå âîç-
äåéñòâèå îÔÐÔ ïîêàçûâàåò, ÷òî ïåðâîíà÷àëüíî ìåõàíèçì
åãî äåéñòâèÿ íå ñâÿçàí ñ àêòèâàöèåé ïðîëèôåðàöèè, à íà-
ïðàâëåí íà ïîíèæåíèå äèôôåðåíöèðîâêè ÐÏÝ ïóòåì àê-
òèâàöèè ïëþðèïîòåíòíûõ ãåíîâ (OCT4, NANOG, KLF4 è
OTX2) è ãåíîâ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (NES), ÷òî
ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì ðàçìåðîâ êëåòîê. Îïèñàí-
íûå ïðîöåññû íå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðàíñäèôôåðåíöè-
ðîâêó â êëàññè÷åñêîì ñìûñëå, ïîñêîëüêó êëåòêè ÐÏÝ íå
äèôôåðåíöèðóþòñÿ â íåéðîíû ñåò÷àòêè. Òåì íå ìåíåå ðå-
çóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî â çðåëîì ÐÏÝ ïîä âëèÿíèåì
îÔÐÔ ìîãóò àêòèâèðîâàòüñÿ ìåõàíèçìû äèôôåðåíöèðîâ-
êè â íåéðîýïèòåëèàëüíîì íàïðàâëåíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ðàçäåëà Ãîñçàäàíèÿ ÈÁÐ
ÐÀÍ ïî òåìå ¹ 0108-2018-0004 ñ èñïîëüçîâàíèåì îáî-
ðóäîâàíèÿ ÖÊÏ ÈÁÐ ÐÀÍ.
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MECHANISMS OF DEDIFFERENTIATION OF THE ADULT HUMAN RETINAL

PIGMENT EPITHELIAL CELLS IN VITRO.
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The change in the morphology and molecular-genetic profile of human retinal pigment epithelial (RPE)
cells in vitro was studied under the influence of the basic fibroblast growth factor (bFGF). The cell morphology
was assessed by the parameters of the area and perimeter of the cell, the spreading and polarization coefficients.
It was shown that, 48 hours after the addition of the factor to the culture, the number of elongated (fibroblast-li-
ke) increased as well as the number of cells which size was smaller cells than in the control increased. Simulta-
neously, the proliferative activity of the cells decreased, which was determined by MTT test. Immunocytoche-
mical analysis showed a decrease in staining for Cx43 and an intensification of staining for OTX2. Quantitative
real-time PCR in RPE cells treated with bFGF revealed an increase in mRNA expression levels of KLF4,
OCT4, NANOG, OTX2, and NES genes, with a simultaneous decrease in mRNA levels of MITF and KRT18 ge-
nes, which indicates enhanced dedifferentiation. These data are confirmed by a decrease in the expression
mRNA level of COL1A1, indicating a decline in the synthetic activity of the cells. The results indicate that a
single (short-term) effect of bFGF is sufficient to activate a mechanism that lowers the level of cell differentia-
tion toward the neuroepithelium.

K e y w o r d s: adult human retinal pigment epithelium cells, basic fibroblast growth factor, cell area, cell
perimeter, spreading coefficient, polarization coefficient, pluripotent markers
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