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ÂËÈßÍÈÅ ÄÅÊÑÀÌÅÒÀÇÎÍÀ È ÔÈÒÎÑÁÎÐÎÂ ÍÀ
ÌÀÐÊÅÐÛ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÊÓËÜÒÓ-
ÐÛ ÏÎ×ÅÊ ÌÛØÈ. © À. À. Àëèåâà,1 Â. Ï. Ïàùåíêî,1
Ò. Ë. Êèñåëåâà,2 Í. À. Íàçàðåíêî.1 1 Ñåâåðíûé ãîñóäàðñò-
âåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò ÌÇ ÐÔ, Àðõàíãåëüñê,
è 2 Èíñòèòóò ãîìåîïàòèè è íàòóðîòåðàïèè Ôåäåðàëüíîãî
êëèíèêî-ýêñïåðèìåíòàëüíîãî öåíòðà òðàäèöèîííûõ ìå-
òîäîâ äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ ÌÇ ÐÔ, Ìîñêâà.

Îäíèì èç ýêñòðåìàëüíûõ ôàêòîðîâ âíåøíåé ñðåäû,
óõóäøàþùèì êà÷åñòâî æèçíè ÷åëîâåêà, ÿâëÿåòñÿ õîëîä.
Â ðàéîíàõ Êðàéíåãî Ñåâåðà åæåãîäíî ðåãèñòðèðóåòñÿ
áîëåå 11 òûñ. ñëó÷àåâ îêàçàíèÿ ìåäèöèíñêîé ïîìîùè
ïîñòðàäàâøèì îò ïåðåîõëàæäåíèÿ. Ïîýòîìó ïîèñê ëå-
êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ñ ôðèãîïðîòåêòîðíûì äåéñòâè-
åì ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç àêòóàëüíûõ íàó÷íûõ íàïðàâëåíèé.
Ðàíåå ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû íà ëàáîðàòîðíûõ æè-
âîòíûõ íà ìîäåëè îñòðîé õîëîäîâîé òðàâìû ïîêàçàëè
ïîëîæèòåëüíóþ äèíàìèêó íîðìàëèçàöèè íåêîòîðûõ ïî-
êàçàòåëåé ãîìåîñòàçà ïðè íàçíà÷åíèè ôèòîñáîðîâ (Àëèå-
âà è äð., 2006). Îäíàêî âñå åùå îñòàåòñÿ íåäîñòàòî÷íî
èçó÷åííûì âîçìîæíûé ìåõàíèçì èõ ôðèãîïðîòåêòîðíî-
ãî äåéñòâèÿ. Ïîýòîìó öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
ÿâèëîñü ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ äåêñàìåòàçîíà
è ôèòîñáîðîâ íà ìàðêåðû ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
â ñèñòåìå in vitro. Â îïûòàõ áûëà èñïîëüçîâàíà êóëüòóðà
ïî÷åê ìûøè, îáëàäàþùàÿ âûñîêèìè ïðîëèôåðàòèâíûìè
ïîòåíöèÿìè. Âîäíîå èçâëå÷åíèå ñáîðîâ (10%-íûé íà-
ñòîé) ãîòîâèëè ïî ìåòîäèêå èçäàíèÿ Ãîñóäàðñòâåííîé
ôàðìàêîïåè XI. Â ñîñòàâ «ÿäðà» ñáîðà ¹ 1 âõîäèëè ëè-
ñòüÿ áåðåçû áîðîäàâ÷àòîé è òðàâà äóøèöû îáûêíîâåí-
íîé, à ñáîðà ¹ 2 — òðàâà çâåðîáîÿ ïðîäûðÿâëåííîãî è
òðàâà òûñÿ÷åëèñòíèêà îáûêíîâåííîãî. Ôëàêîíû ñ êóëü-
òóðîé áûëè ðàçäåëåíû íà ÷åòûðå ãðóïïû: ê ïåðâûì äâóì
äîáàâëÿëè íàñòîè, ê òðåòüåé äåêñàìåòàçîí, ÷åòâåðòàÿ
ñëóæèëà êîíòðîëåì. Â îïûòíûõ ñåðèÿõ ãîòîâèëè 7 ðàáî-
÷èõ ðàçâåäåíèé íàñòîåâ ñ êîíå÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè â
êóëüòóðå 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.37, 0.25 è 0.125 %. Äåêñàìå-
òàçîí âíîñèëè â êóëüòóðó ñ êîíå÷íûìè ðàçâåäåíèÿìè
ðàñòâîðà 0.04, 0.02, 0.01 è 0.005 %. Ïîñëå èíêóáàöèè â
òå÷åíèå 2 ñóò â òåðìîñòàòå ïðè 37 °Ñ êëåòî÷íûé ìîíî-
ñëîé ôèêñèðîâàëè â æèäêîñòè Áóýíà, îêðàøèâàëè ãåìà-
òîêñèëèíîì ïî Êàðà÷÷è è ýîçèíîì. Áûëî èçãîòîâëåíî 80
ìèêðîïðåïàðàòîâ. Â ôèêñèðîâàííîé êóëüòóðå îïðåäåëÿ-
ëè óäåëüíóþ ïëîòíîñòü êëåòîê (÷èñëî êëåòîê íà åäèíèöó
ïëîùàäè) è äîëþ ìèòîçîâ (ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ). Ñòà-
òèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòîâ
Statistica 6.0, SPSS 11.5 è Sigma Plot 8.0. Îïûòû ïîêàçà-

ëè, ÷òî ñáîð ¹ 1 â îòëè÷èå îò ñáîðà ¹ 2 óâåëè÷èâàë ÷èñ-
ëåííîñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïî îòíîøåíèþ ê
ïîñåâíîé äîëå ïðè ðàçâåäåíèÿõ îò 1.5 äî 0.125 %. Íàñòîé
ñáîðà ¹ 2 èíãèáèðîâàë äàííûé ïîêàçàòåëü ïðè ðàçâåäå-
íèÿõ 1.0, 0.37, 0.25 è 0.125 %. Íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èå ïà-
ðàìåòðîâ ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèè â îïûòàõ ïî èçó÷åíèþ
äîëè ìèòîçîâ, áûëè ïîëó÷åíû ñõîäíûå õàðàêòåðèñòèêè
èçìåíåíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî èíäåêñà. Â îáåèõ îïûòíûõ ñå-
ðèÿõ ñ ôèòîñáîðàìè ÷èñëåííîñòü êëåòîê ñ ìèòîòè÷åñêè-
ìè ôèãóðàìè èçìåíÿëàñü âîëíîîáðàçíî. Ïðè âíåñåíèè â
êóëüòóðó äåêñàìåòàçîíà ðåãèñòðèðîâàëîñü äîçîçàâèñè-
ìîå èíãèáèðîâàíèå êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ. Ìàêñèìàëüíîå
ñíèæåíèå ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèè (íà 55 %) ðåãèñòðèðî-
âàëîñü â ïðîáå ñ êîíöåíòðàöèåé 0.04 %. Â ýòîé æå ïðîáå
îïðåäåëÿëñÿ ìèíèìàëüíûé ïîêàçàòåëü äîëè ìèòîçîâ. Òà-
êèì îáðàçîì, ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû. 1. Íà-
ñòîé ñáîðà ¹ 2 â îòëè÷èå îò íàñòîÿ ñáîðà ¹ 1 â ðàâíûõ
äîçèðîâêàõ èíãèáèðîâàë ÷èñëåííîñòü êëåòî÷íîãî ìîíî-
ñëîÿ in vitro. 2. Â îïûòàõ ñ îáîèìè íàñòîÿìè ìèòîòè÷å-
ñêèé èíäåêñ êëåòî÷íîé êóëüòóðû èçìåíÿëñÿ âîëíîîáðàç-
íî. 3. Äåêñàìåòàçîí â äîçèðîâàííîé ôîðìå ñíèæàë ÷èñ-
ëåííîñòü è ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÈÍ-
ÄÓÊÖÈÈ ÏÛËÜÖÅÂÎÃÎ ÝÌÁÐÈÎÃÅÍÅÇÀ Ó ÃÈÁ-
ÐÈÄÎÂ ÑÎÐÒÎÂ È ÄÈÃÀÏËÎÈÄÍÛÕ ËÈÍÈÉ ÌßÃ-
ÊÎÉ ÏØÅÍÈÖÛ ÏÅÐÂÎÃÎ È ÂÒÎÐÎÃÎ ÏÎÊÎËÅ-
ÍÈÉ. © Å. Â. Àíòîíåíêî. Èíñòèòóò ãåíåòèêè è öèòî-
ëîãèè ÍÀÍ Ðåñïóáëèêè Áåëàðóñü, Ìèíñê, E.Antonen-
ko@igc.bas-net.by.

Ìåòîä êóëüòóðû ïûëüíèêîâ ïîëó÷èë øèðîêîå ðàçâè-
òèå è íåïîñðåäñòâåííîå èñïîëüçîâàíèå â ñåëåêöèîííûõ
ïðîãðàììàõ ñàìûõ ðàçíûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëü-
òóð. Îäíàêî ìàññîâîìó âíåäðåíèþ ìåòîäà â ñåëåêöèîí-
íóþ ïðàêòèêó ïðåïÿòñòâóåò ðÿä îáñòîÿòåëüñòâ: íèçêàÿ
ýôôåêòèâíîñòü èíäóêöèè ïûëüöåâîãî ýìáðèîãåíåçà ó
ìíîãèõ ãåíîòèïîâ, ñðàâíèòåëüíî íèçêèé âûõîä ðàñòå-
íèé-ðåãåíåðàíòîâ è ïîÿâëåíèå ðàñòåíèé-àëüáèíîñîâ.
Î÷åíü ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè
èíäóêöèè ïûëüöåâîãî ýìáðèîãåíåçà, íà íàø âçãëÿä, ÿâ-
ëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ãèáðèäíûõ ãåíîòèïîâ, òàê êàê
ñêðåùèâàíèå ñîðòîâ ïøåíèöû, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ âû-
ñîêîé è íèçêîé àíäðîãåíåòè÷åñêîé ñïîñîáíîñòüþ â êóëü-
òóðå ïûëüíèêîâ, â ðÿäå ñëó÷àåâ ïðèâîäèò ê ïåðåäà÷å
ïðèçíàêà îò ëó÷øåãî ðîäèòåëÿ ãèáðèäàì F1, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î äîìèíàíòíîì õàðàêòåðå íàñëåäîâàíèÿ. Öå-
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ëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëñÿ ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýô-
ôåêòèâíîñòè èíäóêöèè ïûëüöåâîãî ýìáðèîãåíåçà ó ïî-
ëó÷åííûõ íàìè ãèáðèäîâ ïøåíèöû ïåðâîãî è âòîðîãî
ïîêîëåíèé. Èññëåäîâàëè 3 ñîðòà ïøåíèöû áåëîðóññêîé
ñåëåêöèè, äèãàïëîèäíàÿ ëèíèÿ ïøåíèöû 64-18 (Êèòò �
Ñêàëà), ñîçäàííàÿ â Ëàáîðàòîðèè ãåíåòèêè ìîðôîãåíåçà
íàøåãî èíñòèòóòà, 6 ãèáðèäîâ F1, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëü-
òàòå ñêðåùèâàíèÿ îçèìûõ è ÿðîâûõ ôîðì ïøåíèöû, è 6
ãèáðèäîâ F2. Èçîëÿöèþ è êóëüòèâèðîâàíèå ïûëüíèêîâ
ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ðàíåå îïóáëèêîâàííîé ìåòîäèêå.
Ïîëó÷åííûå ýìáðèîèäû ïåðåñàæèâàëè íà ðåãåíåðàöèîí-
íóþ ñðåäó Ìóðàñèãå—Ñêóãà. Ðåãåíåðàíòû âûðàùèâàëè
íà ñâåòó ïðè äëèíå ñâåòîâîãî äíÿ 16 ÷ è èíòåíñèâíîñòè
îñâåùåíèÿ 1500—2000 ëê. Â õîäå ýêñïåðèìåíòà îöåíè-
âàëè ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû: ÷àñòîòà èíäóêöèè ýìáðèî-
ãåíåçà (îò ÷èñëà ïîñàæåííûõ ïûëüíèêîâ), ÷àñòîòà ðåãå-
íåðàöèè çåëåíûõ ðàñòåíèé è ÷àñòîòà ðåãåíåðàöèè àëüáè-
íîñíûõ ðàñòåíèé. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î ñíèæåíèè ýìáðèîãåííîãî ïîòåíöèàëà
ó ãèáðèäîâ F2 ïî ñðàâíåíèþ ñ ãèáðèäàìè F1. Ïðåæäå âñå-
ãî íàáëþäàëîñü ðåçêîå óìåíüøåíèå ÷èñëà îáðàçóþùèõñÿ
ýìáðèîèäîâ è êàê êàê ñëåäñòâèå — ñíèæåíèå âûõîäà ðå-
ãåíåðàíòîâ. Ñðåäè ãèáðèäîâ F1 íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíû-
ìè îêàçàëèñü ðåöèïðîêíûå ãèáðèäû, ïîëó÷åííûå îò
ñêðåùèâàíèÿ äèãàïëîèäíûõ ëèíèé Dh 64-14 (Ñêàëà �
Èíèà 66) è Dh 222-1-1 (Ôëî � Äèàìàíò), ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè ïûëüíèêîâ êîòîðûõ áûëî ïîëó÷åíî 203.4 ýìá-
ðèîèäà è 35.7 çåëåíîãî ðåãåíåðàíòà â ðàñ÷åòå íà 100 ïûëü-
íèêîâ ïðè ïðÿìîì ñêðåùèâàíèè è 454.8 ýìáðèîèäà è
47.6 ðåãåíåðàíòà ïðè îáðàòíîì. Â ñëåäóþùåì ïîêîëåíèè
ñïîñîáíîñòü ê ýìáðèîãåíåçó è ðåãåíåðàöèè ïðîÿâèë
ëèøü îäèí èç íèõ (Dh 61-14 � Dh 222-1-1). Îäíàêî è â
ýòîì ñëó÷àå íàáëþäàåòñÿ ÿâíîå ñíèæåíèå âûõîäà êàê ýì-
áðèîèäîâ, òàê è ðåãåíåðàíòîâ. Íåñìîòðÿ íà óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà ïîñàæåííûõ ïûëüíèêîâ ñ 238 ó ãèáðèäîâ F1

äî 306 ó ãèáðèäîâ F2, êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâøèõñÿ ýì-
áðèîèäîâ ó ïîñëåäíèõ ñîêðàòèëîñü íà 166.8 (èç ðàñ÷åòà
íà 100 ïûëüíèêîâ), à âûõîä ðåãåíåðàíòîâ ñîîòâåòñòâåí-
íî ñíèçèëñÿ íà 31.5 (äëÿ çåëåíûõ) è íà 9.0 (äëÿ àëüáèíî-
ñîâ). Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ýìáðèîãåííàÿ ñïîñîáíîñòü ãèá-
ðèäîâ íåêîòîðûõ ãåíîòèïîâ óñèëèâàåòñÿ â ïåðâîì ïîêî-
ëåíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîäèòåëüñêèìè ôîðìàìè è çàòóõà-
åò âî âòîðîì. Íàøà äàëüíåéøàÿ ðàáîòà áóäåò íàïðàâëåíà
íà ïðîâåäåíèå äîïîëíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé ïî äàííî-
ìó âîïðîñó.

ÐÅÒÈÍÎÈÄÛ: ÈÍÄÓÊÒÎÐÛ ÍÅÉÐÎÃÅÍÍÎÉ ÈËÈ
ÀÄÈÏÎÃÅÍÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÀÖÈÈ ÊÓËÜÒÓÐÛ
ÊÎÑÒÍÎÌÎÇÃÎÂÛÕ ÌÓËÜÒÈÏÎÒÅÍÒÍÛÕ ÌÅÇÅÍ-
ÕÈÌÍÛÕ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ (ÌÌÑÊ) ÊÐÛ-
ÑÛ? © Í. Ñ. Áåçáîðîäîâ,1 Ã. À. Êðèåâèíÿ,2 Ä. À. Áàáà-
ðûêèí.2, 3 1 Ìåäèöèíñêèé ôàêóëüòåò Ðèæñêîãî óíèâåðñè-
òåòà, nikita@bezborodov@gmail.com, 2 Áèîëîãè÷åñêèé
ôàêóëüòåò Ëàòâèéñêîãî óíèâåðñèòåòà è 3 Ñëóæáà ìåäè-
öèíñêîé êîíñóëüòàöèè (Medical Consulting Sevice Ltd.),
Ðèãà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðåòèíîèäû àêòèâíî èñïîëüçóþò-
ñÿ â ðàáîòå ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ÝÑÊ, ÑÊ âçðîñëîãî îðãàíèçìà). Ïîñðåäñòâîì àêòèâàöèè
ýêñïðåññèè Cdc42 è òêàíåâîé òðàíñãëþòàìèíàçû â âîñ-
ïðèèì÷èâûõ, íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ðåòè-
íîèäû ñïîñîáíû âëèÿòü íà èõ äàëüíåéøóþ ñóäüáó (Joshi

et al., 2007). Â ëèòåðàòóðå ìíîãîêðàòíî áûëà îïèñàíà
ñïîñîáíîñòü ðåòèíîèäîâ â êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè áèîëî-
ãè÷åñêè àêòèâíûìè âåùåñòâàìè âûçûâàòü íåéðîãåííóþ,
îñòåîãåííóþ, êàðäèîìèîöèòàðíóþ, ãëàäêîìûøå÷íóþ è
äðóãèå äèôôåðåíöèàöèè â êóëüòóðàõ ÑÊ (Drab et al.,
1997; Huang et al., 2006; Yu et al., 2006; Joshi et al ., 2007).
Èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñû íàìè áûëà âûäåëåíà êëåòî÷íàÿ
êóëüòóðà, ïî ñâîèì èììóíîôåíîòèïè÷åñêèì è ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì (ñïîñîáíîñòü ê àäè-
ïîãåííîé, îñòåîãåííîé è õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèà-
öèè) îòâå÷àþùàÿ ìèíèìàëüíûì êðèòåðèÿì ÌÌÑÊ.
Ñ âûäåëåííîé êóëüòóðîé áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ñ öåëüþ ïðîâåðèòü ñïîñîáíîñòü ðåòèíîèäîâ ñòè-
ìóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ íåéðàëüíûõ ìàðêåðîâ â ÌÌÑÊ,
à òàêæå èíäóöèðîâàòü îáðàçîâàíèå íåéðîíîïîäîáíîãî
ôåíîòèïà. Ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç íàòèâíîé êóëüòó-
ðû ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì bFGF è ðåòè-
íîåâîé êèñëîòû (â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêìîëü/ë)
ïîêàçàë, ÷òî â ÷àñòè êëåòîê äåéñòâèòåëüíî ïðîèñõîäÿò
ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ (ðåòðàêöèÿ öèòîïëàçìû,
îáðàçîâàíèå ðàçâåòâëåííûõ ïåðèôåðè÷åñêèõ îòðîñòêîâ),
ïîçâîëÿþùèå íàçûâàòü ìîðôîëîãèþ òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê íåéðîíîïîäîáíîé. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé
àíàëèç êóëüòóðû ïîêàçàë, ÷òî èíäóêöèÿ ðåòèíîåâîé êèñ-
ëîòîé â ýêñïåðèìåíòå ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî ïîâû-
øàåò ýêñïðåññèþ ðàííåãî íåéðîíàëüíîãî ìàðêåðà — íå-
ñòèíà — â áîëüøåé ÷àñòè êëåòîê êóëüòóðû, íî íå âûçû-
âàåò ýêñïðåññèþ ìàðêåðà çðåëûõ íåéðîíîâ — NF-M è
àñòðîãëèàëüíîãî ìàðêåðà — GFAP. Â õîäå ýêñïåðèìåíòà
ïðè èññëåäîâàíèè äàííîé êóëüòóðû â ôàçîâî-êîíòðàñò-
íîì ìèêðîñêîïå áûëî çàìå÷åíî, ÷òî ïîä âîçäåéñòâèåì
ðåòèíîåâîé êèñëîòû ÌÌÑÊ íà÷èíàþò àêòèâíî íàêàïëè-
âàòü â öèòîïëàçìå êðóïíûå, õîðîøî êîíòðàñòèðóåìûå
ãðàíóëû. Ïðè îêðàøèâàíèè êóëüòóðû êðàñèòåëÿìè ñóäà-
íîâîãî òèïà (æèðîâîé êðàñíûé) áûëî äîêàçàíî, ÷òî ýòè
âêëþ÷åíèÿ èìåþò ëèïèäíóþ ïðèðîäó. Áûëè ïðîâåäåíû
äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû ñ öåëüþ îïðåäåëèòü ñïîñîá-
íîñòü ðåòèíîåâîé êèñëîòû âûçûâàòü àäèïîãåíåç â êóëü-
òóðå ÌÌÑÊ. Â ðåçóëüòàòå áûëî äîêàçàíî, ÷òî äîáàâëå-
íèå ðåòèíîåâîé êèñëîòû ê êóëüòèâàöèîííîé ñðåäå èíäó-
öèðóåò ìàññèâíûé àäèïîãåíåç âî âñåõ êëåòêàõ êóëüòóðû
(ðàâíî â ìîðôîëîãè÷åñêè íåèçìåíåííûõ êëåòêàõ è â
êëåòêàõ, ïðèîáðåòøèõ íåéðîíîïîäîáíûé ôåíîòèï). Îò-
êðûòûì îñòàåòñÿ âîïðîñ: ìîæíî ëè ñ÷èòàòü ñòîëü àêòèâ-
íûé àäèïîãåíåç íîðìàëüíûì ïðîöåññîì, ñîïóòñòâóþ-
ùèì íåéðîãåííîé äèôôåðåíöèàöèè ÌÌÑÊ, èëè ìû
ñòàëêèâàåìñÿ ñ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèàöèåé ÌÌÑÊ,
èëè ïàðàëëåëüíî èìåþò ìåñòî îáà ïðîöåññà? Âåäóòñÿ äà-
ëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

ÌÀÐÊÅÐÛ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ, ÄÈÔÔÅ-
ÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ È ÇËÎÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÎÑÒÈ ÏÐÈ ÄËÈ-
ÒÅËÜÍÎÉ ÝÊÑÏÎÇÈÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ ÍÅÌÅËÊÎÊËÅ-
ÒÎ×ÍÎÃÎ ÐÀÊÀ ËÅÃÊÎÃÎ Ñ ÈÍÒÅÐÔÅÐÎÍÎÌ
IN VITRO. © Í. À. Áåçäåíåæíûõ, Í. Þ. Ëóêüÿíîâà,
À. À. Ëèõîâà, Þ. È. Êóäðÿâåö. Èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ïàòîëîãèè, îíêîëîãèè è ðàäèîáèîëîãèè ÍÀÍ Óêðàè-
íû, Êèåâ.

Èíòåðôåðîí (ÈÔÍ) îáëàäàåò, êàê èçâåñòíî, ïîëèïî-
òåíòíûì äåéñòâèåì ïî îòíîøåíèþ ê îïóõîëåâûì êëåò-
êàì: îí ñïîñîáåí èíãèáèðîâàòü èõ ïðîëèôåðàöèþ è ïî-
äâèæíîñòü, óñèëèâàòü àïîïòîç, ìîäèôèöèðîâàòü ýêñ-
ïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ è àíòèãåíîâ,

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 795



ïîäàâëÿòü àíãèîãåíåç â îïóõîëåâîé òêàíè è ò. ä. Èíòåð-
ôåðîíîòåðàïèÿ, ÿâëÿþùàÿñÿ êîìïîíåíòîì êîìïëåêñíîé
òåðàïèè ðÿäà îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé, äëèòñÿ íà
ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ìåñÿöåâ, à òî è ëåò ñ èñïîëüçîâàíè-
åì äîñòàòî÷íî âûñîêèõ äîç öèòîêèíà. Â ýòèõ óñëîâèÿõ
ëîãè÷íî äîïóñòèòü ôîðìèðîâàíèå ðåçèñòåíòíîñòè îïó-
õîëåâûõ êëåòîê ê ÈÔÍ è èçìåíåíèå ðÿäà äðóãèõ èõ
ñâîéñòâ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî îïðåäåëèòü âëè-
ÿíèå äëèòåëüíîé ýêñïîçèöèè êëåòîê ðàêà ëåãêîãî ÷åëîâå-
êà ñ ÈÔÍ in vitro íà ýêñïðåññèþ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ, ñâÿ-
çàííûõ ñ ïðîëèôåðàöèåé, äèôôåðåíöèðîâêîé è çëîêà÷å-
ñòâåííîñòüþ îïóõîëåâûõ êëåòîê. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ìåòîäû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê in vitro è èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêèé ìåòîä âûÿâëåíèÿ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ. Êëåò-
êè ëèíèè À-549 ïîäâåðãàëè äëèòåëüíîé ýêñïîçèöèè (îò
22 äî 360 ñóò) ñ ðåêîìáèíàíòíûì ÈÔÍ-àëüôà2b in vitro â
íàðàñòàþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ îò 100 äî 10 000 ÌÅ/ìë.
Â ïðîöåññå ýêñïîçèöèè ñ ÈÔÍ â êëåòêàõ (ÈÔÍ-ìîä)
ôîðìèðîâàëàñü ðåçèñòåíòíîñòü ê àíòèïðîëèôåðàòèâíî-
ìó äåéñòâèþ öèòîêèíà è îòìå÷àëèñü ïðèçíàêè ðåâåðñèè
çëîêà÷åñòâåííîãî ôåíîòèïà: êëåòêè ïðèîáðåòàëè áîëåå
âûðàæåííóþ ýïèòåëèîèäíóþ ìîðôîëîãèþ, èõ óëüòðà-
ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ñâèäåòåëüñòâîâàëà î ïîâûøå-
íèè óðîâíÿ äèôôåðåíöèðîâêè; êëåòêè ïðàêòè÷åñêè óòðà-
÷èâàëè ñïîñîáíîñòü ê êîëîíèåîáðàçîâàíèþ â ïîëóæèä-
êîì àãàðå è áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, ïðèîáðåòàëè
âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ïðîàïîïòîòè÷åñêèì âîç-
äåéñòâèÿì; ïðîäóêöèÿ èìè êîìïëåêñà ôàêòîðîâ ñ àíãèî-
ãåííîé àêòèâíîñòüþ ñíèæàëàñü âòðîå îòíîñèòåëüíî êîí-
òðîëÿ. Âàæíî, ÷òî è â îòñóòñòâèå ÈÔÍ â ñðåäå êëåòêè
ïðîäîëæàþò ñîõðàíÿòü íîâûå ñâîéñòâà; áîëåå òîãî, â
êëåòêàõ ñîõðàíÿåòñÿ àíòèâèðóñíîå ñîñòîÿíèå, ÷òî óêàçû-
âàåò íà àêòèâàöèþ ýíäîãåííîãî ÈÔÍ â îïóõîëåâûõ êëåò-
êàõ. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÈÔÍ-ìîä-êëåòîê ñó-
ùåñòâåííî ñíèæàëàñü: âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòîê êîíòðîëü-
íîé êóëüòóðû À-549 ñîñòàâëÿëî 29 ÷, ÈÔÍ2-ìîä-êëåòîê
(2 òûñ. åä./ìë) — 48, à ÈÔÍ10-ìîä-êëåòîê (10 òûñ.
åä./ìë) — 53 ÷. Ìåòîäîì èììóíîöèòîõèìèè ýêñïðåññèÿ
áåëêîâûõ ìàðêåðîâ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê Ki-67 è ÈÏÎ-38
âûÿâëÿëàñü ñîîòâåòñòâåííî â 80 ± 3 è 95 ± 3 % êëåòîê â
êîíòðîëüíîé êóëüòóðå, â 68 ± 2 è 80 ± 4.5 % ÈÔÍ2-ìîä-
êëåòîê è â 60 ± 2.8 è 56 ± 3.1 % ÈÔÍ10-ìîä-êëåòîê. Àíà-
ëîãè÷íàÿ òåíäåíöèÿ ñîõðàíÿëàñü è ïðè èññëåäîâàíèè
áåëêà öèòîñêåëåòà êëåòîê âèìåíòèíà: êîëè÷åñòâî êëåòîê
ñ èññëåäóåìûì áåëêîì ñíèæàëîñü ñîîòâåòñòâåííî ñî
100 % â êîíòðîëå äî 81 ± 2.1 è 73 ± 0.7 % â ñóáëèíèÿõ
ÈÔÍ2-10-ìîä-êëåòîê. Äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëå-
òîê À-549 ñ ÈÔÍ ñîïðîâîæäàåòñÿ âîçðàñòàíèåì ïîïóëÿ-
öèè êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ Å-êàäãåðèí — ñóïðåññîð
èíâàçèè è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ: ÷èñëî ïîñëåäíèõ íàðàñòàåò
îò åäèíè÷íûõ êëåòîê â êîíòðîëå äî 42 ± 0.3 è 63 ± 0.2 %
â ÈÔÍ-ìîä-êëåòêàõ. Íàïðîòèâ, ýêñïðåññèÿ ðåöåïòîðà
EGF ïàäàåò ñî 100 % â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå äî 15 ± 2 %
â ÈÔÍ2-ìîä-ñóáëèíèè è äî 7 ± 0.1 % â ÈÔÍ10-ìîä-
êëåòêàõ. Èçó÷åíèå ïðîäóêöèè VEGF êëåòêàìè ðàêà ëåã-
êîãî ÷åëîâåêà ïîêàçàëî, ÷òî åå óðîâåíü ïðÿìî ïðîïîðöè-
îíàëåí ïðîëèôåðàòèâíîìó ñòàòóñó êëåòîê: â ýêñïîíåí-
öèàëüíîé ôàçå ðîñòà êóëüòóðû êëåòêè ñåêðåòèðóþò äî-
ñòîâåðíî áîëüøåVEGF, ÷åì â ôàçå ïîêîÿ (P < 0.001).
Èíòåðôåðîí-àëüôà ïðè äëèòåëüíîé ýêñïîçèöèè êëåòîê
çíà÷èòåëüíî (P < 0.001) è íåîáðàòèìî èíãèáèðóåò ñåêðå-
öèþ VEGF â êóëüòóðå, ïðè÷åì ïîäàâëåíèå ïðîäóêöèè
öèòîêèíà ÷åòêî àññîöèèðóåòñÿ ñ ïîäàâëåíèåì ýêñïðåñ-
ñèè äðóãèõ ïðèçíàêîâ çëîêà÷åñòâåííîñòè â ÈÔÍ-ìîäè-
ôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ýêñïðåññèÿ áåëêà VEGF â öèòî-

ïëàçìå êëåòîê, êîòîðàÿ, êàê èçâåñòíî, êîððåëèðóåò ñ ìå-
òàñòàçèðîâàíèåì è ñ àãðåññèâíûì ðîñòîì îïóõîëè, òàêæå
ñíèæàåòñÿ â êëåòêàõ À-549ÈÔÍ ïðè óâåëè÷åíèè âðåìå-
íè èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÈÔÍ ñ 80 ± 3.1 % â êîíòðîëü-
íîé êóëüòóðå äî 41 ± 0.3 è 21 ± 0.2 % â ìîä-ñóáëèíèÿõ
ÈÔÍ2 è ÈÔÍ10. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
ðåâåðñèè êëåòîê ðàêà ëåãêîãî ÷åëîâåêà ê íîðìàëüíîìó
ôåíîòèïó â ðåçóëüòàòå èõ äëèòåëüíîé ýêñïîçèöèè ñ ÈÔÍ
in vitro.

ÑÏÎÑÎÁ ÑÎÇÄÀÍÈß ÎÑÒÅÎÇÀÌÅÙÀÞÙÈÕ ÈÌÏ-
ËÀÍÒÀÒÎÂ ÄËß ÊÎÑÒÍÎÉ ÏËÀÑÒÈÊÈ Â ÊÓËÜÒÓ-
ÐÅ ÊËÅÒÎÊ IN VITRO. © Ä. È. Áèëüêî,1 Í. Ì. Áèëüêî,
Í. Ã. Àíòîíþê,2 Ì. Î. Õðàïàê.1 1 Öåíòð ìîëåêóëÿðíûõ è
êëåòî÷íûõ èññëåäîâàíèé Íàöèîíàëüíîãî óíèâåðñèòåòà
«Êèåâî-Ìîãèëÿíñêàÿ àêàäåìèÿ» è 2 Êàôåäðà õèìèè Íà-
öèîíàëüíîãî óíèâåðñèòåòà «Êèåâî-Ìîãèëÿíñêàÿ àêàäå-
ìèÿ», Êèåâ.

Â óñëîâèÿõ òÿæåëîãî ïîâðåæäåíèÿ êîñòè, â ðåçóëüòà-
òå êîòîðîãî ôîðìèðóåòñÿ çíà÷èòåëüíûé äåôåêò îðãàíà,
àóòîëîãè÷åñêèõ êëåòîê ñ îñòåîãåííûì ïîòåíöèàëîì ñî-
õðàíÿåòñÿ íåäîñòàòî÷íî. Áèîòåõíîëîãè÷åñêèå ïîäõîäû ê
ðàçðåøåíèþ ýòîé ïðîáëåìû òðåáóþò êóëüòèâèðîâàíèÿ
îñòåîãåííûõ êëåòîê ñ ïîñëåäóþùåé òðàíñïëàíòàöèåé èõ
â çîíó ïîðàæåíèÿ. Îäíîé èç ñàìûõ ñëîæíûõ ïðîáëåì ñî-
âðåìåííîé êëåòî÷íîé áèîòåõíîëîãèè ÿâëÿåòñÿ âûáîð
ñóáñòðàòà äëÿ êóëüòóðû êëåòîê, ïîñêîëüêó ïðîñòîå èíú-
åêöèîííîå ââåäåíèå êëåòîê íå äàåò äîëæíîãî ðåçóëüòàòà,
òàê êàê êëåòêè íå çàäåðæèâàþòñÿ â çîíå ïîðàæåíèÿ; ïî-
ýòîìó ïàðàëëåëüíî ñ ðàçðàáîòêîé ìåòîäîâ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê ñ îñòåîãåííûì ïîòåíöèàëîì âåëèñü ïîèñêè
îïòèìàëüíîãî íîñèòåëÿ. Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
íàèáîëåå áèîëîãè÷åñêè èíåðòíîé, ñîâìåñòèìîé è áèî-
äåãðàäèðóþùåé ñ íàèìåíüøåé öèòîòîêñè÷íîñòüþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïîëèàìèäíûìè è íèòðîöåëëþëîçíûìè ìåì-
áðàíàìè ÿâëÿåòñÿ ìåìáðàíà íà êîëëàãåíîâî-õèòîçàíîâîé
îñíîâå. Äàííûå ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíû. Äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ àäãåçèâíîçàâèñèìûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
ìûøè íà ìåìáðàíå èñïîëüçîâàëàñü ñðåäà RPMI-1640 ñ
15 % ôåòàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è ïîâûøåííûì ñî-
äåðæàíèåì ãëþêîçû ïðè 37 °Ñ. Òàêèå óñëîâèÿ îïòèìàëü-
íû äëÿ íàêîïëåíèÿ áèîìàññû êëåòîê íà ìåìáðàíàõ. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ èì-
ïëàíòàòà äëÿ ëå÷åíèÿ ñëîæíûõ êîñòíûõ äåôåêòîâ.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÑÒÐÎÍÖÈß-90 ÍÀ ÊÐÎÂÅ-
ÒÂÎÐÅÍÈÅ Ó ÊÐÛÑ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ IN VIVO.
© È. Ç. Áîðáóëÿê,1 Í. Ì. Áèëüêî,1 Í. Ê. Ðîäèîíîâà.2
1 Öåíòð ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ èññëåäîâàíèé Íàöè-
îíàëüíîãî óíèâåðñèòåòà «Êèåâî-Ìîãèëÿíñêàÿ àêàäåìèÿ»
è 2 Èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïàòîëîãèè, îíêîëîãèè è
ðàäèîáèîëîãèè ÍÀÍ Óêðàèíû, Êèåâ.

Êðîâåòâîðåíèå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíó èç ãëàâíûõ
ìèøåíåé äåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ. Îñîáåí-
íîñòüþ ñèòóàöèè, ñëîæèâøåéñÿ â ðåçóëüòàòå ×åðíîáûëü-
ñêîé êàòàñòðîôû, ñ÷èòàþò ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå
óðîâíÿ âëèÿíèÿ âíóòðåííåãî ïî ñðàâíåíèþ ñ âíåøíèì
îáëó÷åíèÿ êîñòíîãî ìîçãà çà ñ÷åò ïîñòóïàþùèõ â îðãà-
íèçì ðàäèîíóêëèäîâ. Ïðè ýòîì ñóùåñòâåííûì ñòàíîâèò-
ñÿ äåéñòâèå èìåííî ñòðîíöèÿ-90, ïîñêîëüêó îí ÿâëÿåòñÿ
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îñòåîòðîïíûì ýëåìåíòîì, ñïîñîáíûì íàêàïëèâàòüñÿ â
êîñòÿõ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê êîñòíîìó ìîçãó.
Ïîýòîìó öåëåñîîáðàçíûì ïðåäñòàâëÿëîñü èçó÷åíèå îñî-
áåííîñòåé êðîâåòâîðåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîò-
íûõ, îáëó÷åííûõ ýòèì ðàäèîíóêëèäîì. Äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ îñîáåííîñòåé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû ãåìîïîýçà
êðûñ, êîòîðûì â òå÷åíèå 6 ìåñ ââîäèëè ñòðîíöèé-90 àê-
òèâíîñòüþ 5 êÁê/ñóò, áûëî ïðîâåäåíî êóëüòèâèðîâàíèå
èõ êîñòíîìîçãîâûõ êëåòîê â êóëüòóðå in vivo. Êëåò-
êè-ïðåäøåñòâåííèêè â ïîëóæèäêîì àãàðå ïîìåùàëè â
ãåëåâûå äèôôóçèîííûå êàìåðû, êîòîðûå çàòåì èìïëàí-
òèðîâàëè â áðþøíóþ ïîëîñòü ìûøåé ëèíèè CBA, îáðà-
áîòàííûõ öèêëîôîñôàìèäîì çà 1 ñóò äî ýêñïåðèìåíòà.
Â ðåçóëüòàòå îöåíêè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êðî-
âåòâîðíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â êóëüòóðå áûëî
îïðåäåëåíî óãíåòåíèå êîëîíèåîáðàçîâàíèÿ, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâîâàëî î ñíèæåíèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
êëåòîê îáëó÷åííûõ ñòðîíöèåì-90 æèâîòíûõ. Áûëî òàêæå
îáíàðóæåíî ôîðìèðîâàíèå ýîçèíîôèëüíûõ êîëîíèé â
êóëüòóðå êëåòîê in vivo, ÷òî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì ñòè-
ìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ñòðîíöèÿ-90 íà öèòîêèíîâóþ ðå-
ãóëÿöèþ ýîçèíîôèëüíîãî ðîñòêà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû óêàçûâàþò íà ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå ýòîãî ðàäèî-
íóêëèäà íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ñèñòåìû êðîâåòâîðåíèÿ
îáëó÷åííûõ æèâîòíûõ.

ÊÐÈÎÊÎÍÑÅÐÂÀÖÈß ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ
ÌÎËËÞÑÊÎÂ È ÈÃËÎÊÎÆÈÕ. © À. Â. Áîðîäà,
Í. À. Îäèíöîâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè ìîðÿ ÄÂÎ ÐÀÍ,
Âëàäèâîñòîê, avboroda@yandex.ru.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êðèîêîíñåðâàöèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ ñïîñîáîâ ñîõðàíåíèÿ áèîëîãè-
÷åñêîãî ìàòåðèàëà â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè. Ìîð-
ñêèå áåñïîçâîíî÷íûå ÿâëÿþòñÿ ïîéêèëîòåðìíûìè æè-
âîòíûìè è íå ñïîñîáíû áûñòðî ìåíÿòü âÿçêîñòü ëèïèä-
íîãî ìàòðèêñà ìåìáðàí ïðè ðåçêèõ èçìåíåíèÿõ
òåìïåðàòóðû. Îñîáûé æèðíîêèñëîòíûé ñîñòàâ êëåòî÷-
íûõ ìåìáðàí ìîðñêèõ æèâîòíûõ è ðàñòåíèé, â êîòîðûõ
ïðåîáëàäàþò íåíàñûùåííûå æèðíûå êèñëîòû (ÆÊ), çíà-
÷èòåëüíî âëèÿåò íà êðèîóñòîé÷èâîñòü èõ êëåòîê. Îáû÷-
íûå êðèîïðîòåêòîðû, èñïîëüçóåìûå ïðè çàìîðàæèâàíèè
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, ÿâëÿþòñÿ íåýôôåêòèâíûìè äëÿ
äàííûõ îáúåêòîâ, ïîýòîìó öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâà-
íèÿ — ïîèñê íîâûõ êðèîïðîòåêòîðîâ äëÿ ìîðñêèõ ãèä-
ðîáèîíòîâ è ðàçðàáîòêà óñëîâèé èõ êðèîêîíñåðâàöèè
ïðè ñâåðõíèçêèõ òåìïåðàòóðàõ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî çàìî-
ðàæèâàíèå â æèäêîì àçîòå ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ìîð-
ñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ â ïðèñóòñòâèè òðàäèöèîííûõ êðèî-
ïðîòåêòîðîâ (äèìåòèëñóëüôîêñèäà è òðåãàëîçû) ïðèâî-
äèò ê ãèáåëè 90 % êëåòîê. Çàìîðàæèâàíèå ýòèõ êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè ðàçðàáîòàííîé íàìè êðèîïðîòåêòîðíîé
ñìåñè, ñîäåðæàùåé ïîìèìî ÄÌÑÎ è òðåãàëîçû ýêçîãåí-
íûå ëèïèäû è àíòèîêñèäàíòû, ñïîñîáñòâóåò çíà÷èòåëü-
íîìó óâåëè÷åíèþ âûõîäà æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê (îò 40
äî 60 %). Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü
ðàçðàáîòàííîé íàìè êðèîïðîòåêòîðíîé ñìåñè îáóñëîâ-
ëåíà ïðåæäå âñåãî ïðèñóòñòâèåì â åå ñîñòàâå ëèïèäíîãî
ýêñòðàêòà èç òêàíåé ìèäèè Crenomytilus grayanus. Äëÿ
âûñîêîíåíàñûùåííûõ ëèïèäîâ ìèäèè õàðàêòåðíà íèç-
êàÿ òåìïåðàòóðà ôàçîâîãî ïåðåõîäà, áîëüøàÿ ÷àñòü êîòî-
ðîãî ëåæèò â îáëàñòè íèæå 0 °Ñ. Òàêèå ñâîéñòâà ýêçîãåí-
íûõ ëèïèäîâ ñìÿã÷àþò íèçêîòåìïåðàòóðíûé øîê äëÿ
êëåòîê è ìîãóò ïðåïÿòñòâîâàòü êëåòî÷íîìó ëèçèñó ïðè

íèçêèõ òåìïåðàòóðàõ. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ýêçîãåííûå ëè-
ïèäû ñïîñîáíû ê ýôôåêòèâíîìó îáìåíó ñ ìåìáðàííûìè
ëèïèäàìè ïðè ðåçêîì ïîíèæåíèè òåìïåðàòóðû èëè ïðè
îêèñëåíèèÿ ïîëèåíîâûõ ÆÊ â ëèïèäàõ êëåòî÷íûõ ìåìá-
ðàí. Àíòèîêñèäàíòû êàê îòäåëüíûå êîìïîíåíòû êðèî-
ïðîòåêòîðíîé ñìåñè íå îáëàäàþò êðèîïðîòåêòîðíûìè
ñâîéñòâàìè. Îäíàêî ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå êðèîïðîòåê-
òîðîâ êîìáèíàöèè òðåõ âàæíåéøèõ êîìïîíåíòîâ, òàêèõ
êàê ìåìáðàííûé ñòàáèëèçàòîð òðåãàëîçà, ëèïèäíûé ýêñ-
òðàêò ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ïîëèíåíàñûùåííûõ ÆÊ è
ñïåöèôè÷åñêèå àíòèîêñèäàíòû, ïîçâîëèëî çíà÷èòåëüíî
ñíèçèòü ïîòåðè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìîð-
ñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ çà ñ÷åò ñèíåðãè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
âñåõ êîìïîíåíòîâ èñïîëüçóåìîé êðèîïðîòåêòîðíîé ñìå-
ñè. Êàæäûé èç êîìïîíåíòîâ âëèÿåò íà öåëîñòíîñòü êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàí. Òî÷íûå ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ
êîìïîíåíòîâ êðèîïðîòåêòîðíîé ñìåñè ñ ìåìáðàííûìè
ëèïèäàìè êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ (ìîëëþñêîâ
è èãëîêîæèõ) âî ìíîãîì îñòàþòñÿ åùå íåÿñíûìè. Íà÷àòà
ðàáîòà ïî àíàëèçó ôàêòîðîâ, âîâëå÷åííûõ â ñòàáèëèçà-
öèþ êðèîïðîòåêòîðíûõ ñìåñåé. Äàííàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ
ïåðâûì øàãîì ê ðàñøèôðîâêå ðîëè ýòèõ êîìïîíåíòîâ ñ
öåëüþ èõ ïîñëåäóþùåé íàïðàâëåííîé ìîäèôèêàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 07-04-00367 è 08-04-10162 Ê) è ÄÂÎ ÐÀÍ (ãðàíòû
06-2-06-020, 06-III -À-06-166 è ÍÒ-08-016-04).

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÌÅÒÎÄÀ ÑÎÌÀÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÃÈÁ-
ÐÈÄÈÇÀÖÈÈ ÏÐÈ ÏÎËÓ×ÅÍÈÈ ÒÐÀÍÑÏËÀÑÒÎÌ-
ÍÛÕ ÐÀÑÒÅÍÈÉ ÊÐÀÑÀÂÊÈ ÎÁÛÊÍÎÂÅÍÍÎÉ AT-
ROPA BELLADONNA. © Ì. Þ. Âàñèëåíêî, È. Ê. Êî-
ìàðíèöêèé, À. Ì. Øàõîâñêèé, Í. Â. Êó÷óê. Èíñòèòóò
êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ÍÀÍ
Óêðàèíû, Êèåâ, maxim@iicb.kiev.ua.

Òðàíñôîðìàöèÿ ïëàñòîìà âûñøèõ ðàñòåíèé — îòíî-
ñèòåëüíî íîâûé è ïåðñïåêòèâíûé ìåòîä â ðàñòèòåëüíîé
áèîòåõíîëîãèè è ãåíåòèêå, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü íî-
âûå ëèíèè ðàñòåíèé, öåííûå êàê â ïðèêëàäíûõ îáëàñòÿõ
ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà è ìåäèöèíû, òàê è íåîáõîäèìûå äëÿ
èçó÷åíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ àñïåêòîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ãåíîìà ïëàñòèä è ïð. Ìíîæåñòâî ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ, òàêèõ êàê ôîòîñèíòåç è ôîòîäûõàíèå, ñèíòåç
àìèíîêèñëîò, æèðíûõ êèñëîò è óãëåâîäîâ, ñîñðåäîòî÷å-
íî â ïëàñòèäàõ. Îò÷àñòè îíè îáóñëîâëåíû ýêñïðåññèåé
ïëàñòîìà, à òàêæå ñêîîðäèíèðîâàííûì âçàèìîäåéñòâèåì
ñ ÿäåðíûì ãåíîìîì, ïîýòîìó âîçìîæíîñòü âëèÿíèÿ íà
ýêñïðåññèþ ïëàñòèäíûõ ãåíîâ, ìîäèôèöèðîâàòü óæå ñó-
ùåñòâóþùèå èëè èíòåãðèðîâàòü íîâûå ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ïðåäñòàâëÿåòñÿ âåñüìà ïðèâëåêàòåëüíîé. Ãåíåòè÷å-
ñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ïëàñòîìà èìååò ðÿä ïðåèìóùåñòâ,
ñâÿçàííûõ ñ âîçìîæíîñòüþ äîñòèæåíèÿ áîëåå âûñîêèõ
óðîâíåé ýêñïðåññèè òðàíñãåíà è âîçìîæíîñòüþ îïðåäå-
ëåíèÿ ìåñòà åãî èíòåãðàöèè, îòñóòñòâèåì ýôôåêòà çàìîë-
êàíèÿ ãåíîâ. Êðîìå òîãî, ìàòåðèíñêèé òèï íàñëåäîâàíèÿ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ãåíîâ, õàðàêòåðíûé äëÿ áîëüøèíñò-
âà âûñøèõ ðàñòåíèé, îïðåäåëÿåò áîëåå âûñîêóþ ñòåïåíü
êîíòðîëÿ íàä ðàñïðîñòðàíåíèåì òðàíñãåíà â îêðóæàþ-
ùåé ñðåäå è äåëàåò òàêèå ðàñòåíèÿ áîëåå áèîáåçîïàñíû-
ìè. Ê ñîæàëåíèþ, íåâûñîêàÿ ÷àñòîòà ïëàñòîìíîé òðàíñ-
ôîðìàöèè (â ñðàâíåíèè ñ ÿäåðíîé) íå ïîçâîëÿåò ýôôåê-
òèâíî ïðèìåíÿòü åå äëÿ øèðîêîãî ñïåêòðà ðàñòåíèé.
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Íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî ïóáëèêàöèé, ïîñâÿùåííûõ ïëà-
ñòîìíîé òðàíñôîðìàöèè, îïèñûâàþò òðàíñôîðìàöèþ
äëÿ ìîäåëüíîãî îáúåêòà N. tabacum. Â ñâÿçè ñ ýòèì íàìè
ïðåäëîæåí ñïîñîá òðàíñôîðìàöèè ïëàñòîìà A. belladon-
na ñ èñïîëüçîâàíèåì öèáðèäíûõ ðàñòåíèé N. tabacum
(+A. belladonna). Ôåíîòèïè÷åñêè-ïîäîáíûé ðàñòåíèÿì
òàáàêà öèáðèä òðàíñôîðìèðîâàëè ìåòîäîì áîìáàðäè-
ðîâêè ìèêðî÷àñòèöàìè çîëîòà ñ ïðåöèïèòèðîâàííîé íà
íèõ âåêòîðíîé ÄÍÊ. Âåêòîð ñîäåðæàë îáëàñòè ãîìîëî-
ãèè ñ ó÷àñòêàìè òàáà÷íîãî ãåíîìà rpl32 è trnl-ndhD,
ìåæäó êîòîðûìè áûë êëîíèðîâàí ãåí àìèíîãëèêîçèäà-
äåíèëòðàíñôåðàçû (aadA) ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà
16S-ÐÍÊ è 3�-îáëàñòè ãåíà rbcL. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè
ëèñòîâûå ýêñïëàíòû êóëüòèâèðîâàëè íà ðåãåíåðàöèîí-
íûõ ñðåäàõ ñ äîáàâëåíèåì ñïåêòèíîìèöèíà è ñòðåïòîìè-
öèíà. Óñòîé÷èâûå êëåòî÷íûå ëèíèè îòáèðàëè ïî ñïîñîá-
íîñòè ñèíòåçèðîâàòü õëîðîôèëë íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå
è àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ ê aadA-ãåíó. Çàòåì ðåãåíå-
ðèðîâàâøèå ðàñòåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ÄÍÊ-
ãèáðèäèçàöèè ïî Ñàóçåðíó, ïîäòâåðæäàÿ ïëàñòîìíóþ
ëîêàëèçàöèþ òðàíñãåíà è ãîìîïëàñòîìíîñòü îòîáðàííûõ
ëèíèé. Íà çàêëþ÷èòåëüíîì ýòàïå ðàáîòû òðàíñôîðìèðî-
âàííûå ïëàñòèäû êðàñàâêè «ïåðåíîñèëè» èç êëåòîê öèá-
ðèäà N. tabacum(+A. belladonna) â êëåòêè ñîáñòâåííî
A. belladonna. Ëèñòüÿ öèáðèäà ýêñïîíèðîâàëè â ã-ëó÷àõ
äî äîñòèæåíèÿ äîçû â 500 Ãð, âûäåëÿëè èç íèõ ïðîòîïëà-
ñòû è çàòåì ïðîâîäèëè ñëèÿíèå ñ íåîáëó÷åííûìè ïðîòî-
ïëàñòàìè A. belladonna. Ïðîäóêòû ñëèÿíèÿ ñåëåêòèðîâà-
ëè ïî ñïîñîáíîñòè äåëèòüñÿ è îáðàçîâûâàòü êëåòî÷íûå
êîëîíèè íà ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ñïåêòèíîìèöèí è ñòðåï-
òîìèöèí. Ðåãåíåðèðîâàâøèå ðàñòåíèÿ êðàñàâêè ïîâòîð-
íî àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ÏÖÐ äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ
òðàíñãåííîé ïðèðîäû óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì.
Â äàííîé ðàáîòå áûëè âïåðâûå ïîëó÷åíû òðàíñïëàñòîì-
íûå ðàñòåíèÿ êðàñàâêè îáûêíîâåííîé A. belladonna. Ïî-
êàçàíà âîçìîæíîñòü ýôôåêòèâíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ãîìî-
ëîãè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé òàáàêà äëÿ ðåêîìáèíà-
öèè ñ ïëàñòîìîì ðîäñòâåííîãî âèäà. Ïëàñòèäíûé ãåíîì
êðàñàâêè îáûêíîâåííîé òðàíñôîðìèðîâàí â êëåòêàõ
öèáðèäíîãî ðàñòåíèÿ N. tabacum(+A. belladonna) ñ ïî-
ñëåäóþùèì èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ñîìàòè÷åñêîé ãèá-
ðèäèçàöèè äëÿ âîçâðàòíîãî ïåðåíîñà ìîäèôèöèðîâàí-
íûõ ïëàñòèä â èñõîäíûé âèä.

ÎÖÅÍÊÀ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈß ÄÎÊÑÎÐÓÁÈÖÈÍÀ ÊÀÊ
ÈÍÄÓÊÒÎÐÀ ÀÏÎÏÒÎÇÀ ÍÀ ÊËÅÒÊÈ ÕÐÎÍÈ×Å-
ÑÊÎÉ ÌÈÅËÎÃÅÍÍÎÉ ËÅÉÊÅÌÈÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ ËÈ-
ÍÈÈ K562. © Þ. ß. Âàòàæîê, À. Ñ. Öèìîõà, Í. Ä. Àêñå-
íîâ, È. Â. Êîæóõàðîâà, Â. À. Êóëè÷êîâà. 1 Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, julia-vatajok@mail.
cytspb.rssi.ru.

Àïîïòîç ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ çàùèòíûõ
ìåõàíèçìîâ è îáåñïå÷èâàåò êîíòðîëü íàä êà÷åñòâîì è
êîëè÷åñòâîì êëåòîê â ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå. Èçâå-
ñòíî, ÷òî çà÷àñòóþ âîçíèêíîâåíèå è ðàçâèòèå îïóõîëè
ñâÿçàíû ñ íåïðàâèëüíîé ðàáîòîé àïîïòîòè÷åñêîé ñèñòå-
ìû, ïîýòîìó èíäóêöèþ àïîïòîçà èñïîëüçóþò êàê îäèí èç
ïîäõîäîâ â òåðàïèè êàíöåðîãåíåçà è ðÿäà äðóãèõ çàáîëå-
âàíèé. Õðîíè÷åñêàÿ ìèåëîãåííàÿ ëåéêåìèÿ õàðàêòåðèçó-
åòñÿ íàðóøåíèÿìè õðîìîñîìíîãî íàáîðà, êîòîðûå âûðà-
æàþòñÿ â ïîÿâëåíèè ôèëàäåëüôèéñêîé õðîìîñîìû: ðå-
öèïðîêíîé òðàíñëîêàöèè äëèííûõ öåïåé õðîìîñîì 9 è

22. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî íàáëþäàåòñÿ êîíñòèòóòèâíàÿ àê-
òèâàöèÿ BCR-ABL òèðîçèíêèíàçû, ÷òî, ïî-âèäèìîìó,
âûçûâàåò ïîâûøåííóþ óñòîé÷èâîñòü êàê ê ëó÷åâîé òåðà-
ïèè, òàê è ê õèìèîòåðàïèè. Êëåòêè õðîíè÷åñêîé ìèåëî-
ãåííîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562 îáðàáàòûâàëè ñ
ïîìîùüþ ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà äîêñîðóáèöè-
íà (ÄÐ). Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè ÄÐ â êîíöåíòðàöèè
0.5 ìêÌ â òå÷åíèå 24 ÷ êëåòêè îñòàíàâëèâàþòñÿ â
G2/M-ôàçå, òîãäà êàê ÷åðåç 48 ÷ — â ôàçå S. Îäíàêî èç
ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî òàêàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÄÐ âûçû-
âàåò àïîïòîç âî ìíîãèõ êëåòêàõ îïóõîëåâîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ. Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ÄÐ äî 4 ìêÌ âûçûâàëî
áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â G0/G1 ÷åðåç 24 ÷, è òîëüêî ÷åðåç
48 ÷ îêîëî 20—30 % êëåòîê óõîäèëî â àïîïòîç. Îäíàêî
ïðè îöåíêå èíäóêöèè àïîïòîçà ïî èçìåíåíèþ ìîðôîëî-
ãèè ÿäåð (îêðàøèâàíèå êðàñèòåëåì Hoechst 33258) è
ìåæíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ îêàçàëîñü, ÷òî
êîíöåíòðàöèÿ ÄÐ 4 ìêÌ âûçûâàåò àïîïòîç îêîëî
6—10 % êëåòîê óæå è ÷åðåç 24 ÷. Ïîâûøåíèå êîíöåíòðà-
öèè ÄÐ ñ 4 äî 8 ìêÌ íå âûçûâàëî çíà÷èòåëüíûõ èçìåíå-
íèé â ïîâåäåíèè êëåòîê K562 êàê ïðè 24 ÷, òàê è ïðè 48 ÷
âîçäåéñòâèè äàííîãî àãåíòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00834), ôîíäà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäó-
ùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-774.2008.4) è ìîëîäûõ ðîññèé-
ñêèõ ó÷åíûõ (ÌÊ-779.2008.4) è ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðó-
äîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â ïåðå-
äîâûõ òåõíîëîãèÿõ»).

ÂËÈßÍÈÅ ÖÈÒÎÊÈÍÎÂ ÍÀ ÒÐÀÍÑÝÍÄÎÒÅËÈÀËÜ-
ÍÓÞ ÌÈÃÐÀÖÈÞ ÑÒÐÎÌÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒ-
ÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ. © Þ. Â, Ý. À. Ñòàðèêîâà, Ñ. À. Àëåêñàí-
äðîâà, Í. Ñ. Íèêîëàåíêî, Ã. Ï. Ïèíàåâ. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò ïðåäñòàâëåíèå î òîì,
÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) â îòâåò íà
îïðåäåëåííûå ñèãíàëû íàõîäÿò èç íèøè, ïîñòóïàþò â
êðîâåíîñíîå ðóñëî è äîñòèãàþò ïîâðåæäåííîãî ó÷àñòêà
òêàíè, ãäå, ïðåâðàùàÿñü â äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè,
ñïîñîáñòâóþò âîññòàíîâëåíèþ ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèî-
íàëüíîé öåëîñòíîñòè äàííîé òêàíè. Öåëüþ íàñòîÿùåé
ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíî-
âå ìèãðàöèè ÑÊÊÌ èç êðîâåíîñíîãî ðóñëà â òêàíè. Âû-
äåëåíèå ÑÊÊÌ ïðîâîäèëè ïî îòðàáîòàííîé ìåòîäèêå,
îáåñïå÷èâàþùåé ìàêñèìàëüíî ïîëíîå î÷èùåíèå ñòðîìà-
ëüíûõ êëåòîê îò êëåòîê ãåìîïîýòè÷åñêîãî ðÿäà. Ïðîâî-
äèëè îöåíêó âëèÿíèÿ öèòîêèíîâ TNFá, TGFâ è IL-8 íà
èíòåíñèâíîñòü òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè ñòðîìà-
ëüíûõ êëåòîê ÷åðåç ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê.
Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ïðîöåññà òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèã-
ðàöèè èñïîëüçîâàëè ìîäèôèöèðîâàííûå êàìåðû Áîé-
äåíà (òðàíñâåëëû). Â âåðõíþþ êàìåðó âíîñèëè ýíäîòå-
ëèàëüíûå êëåòêè ëèíèè EA.hy 926 è èíêóáèðîâàëè äî
ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ, êîòîðûé îöå-
íèâàëè ìèêðîñêîïè÷åñêè. Äàëåå â âåðõíþþ êàìåðó âíî-
ñèëè ñòðîìàëüíûå êëåòêè âòîðîãî ïàññàæà, à â íèæíþþ
êàìåðó — öèòîêèíû. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòðîìàëüíûå
êëåòêè âòîðîãî ïàññàæà ñïîíòàííî (â îòñóòñòâèå èíäóê-
òîðà) ÷åðåç ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê íå ìèãðè-
ðóþò. Ïîä âëèÿíèåì TNFá, TGFâ è IL-8 èíòåíñèâíîñòü

798 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé



ìèãðàöèè óñèëèâàëàñü. Íàèáîëåå ñèëüíûì ýôôåêòîì â
îòíîøåíèè òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê îáëàäàëè TNFá è TGFâ. Òàêèì îáðàçîì,
TNFá è TGFâ ìîãóò èãðàòü âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè
ìèãðàöèè ñòðîìàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê â ó÷àñòîê ïî-
âðåæäåíèÿ òêàíåé.

ÑÓÄÜÁÀ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÑÓÁÏÎÏÓËßÖÈÉ ÏÐÈ ÄËÈ-
ÒÅËÜÍÎÌ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ ÁËÀÑÒÎÖÈÑÒ ÌÛ-
ØÅÉ ËÈÍÈÈ C57BL/6-TGN(ACTBEGFP)10SB/J.
© Å. Ô. Âèõëÿíöåâà, À. À. Ñìèðíîâà, Í. Þ. Ñàõàðîâà,
Á. Ê. Ãàâðèëþê. Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ïóùèíî.

Êóëüòèâèðîâàíèå áëàñòîöèñò ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ýòà-
ïîì ïðè ïîëó÷åíèè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ, êîòîðîå çàâèñèò îò ñîñòîÿíèÿ êëåòîê
âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû (ÂÊÌ), à èìåííî îò ñîõðà-
íåíèÿ èìè òîòèïîòåíòíîñòè è ñïîñîáíîñòè ê ðàçìíîæå-
íèþ. Íà ìîäåëè äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìîé áëàñòîöèñòû
ìûøåé ìîæíî èññëåäîâàòü ïîâåäåíèå êëåòîê òðåõ âîçíè-
êàþùèõ ñóáïîïóëÿöèé (êëåòêè-ïîòîìêè êëåòîê ÂÊÌ,
âíåçàðîäûøåâîé ýíòîäåðìû è òðîôîáëàñòà). Â ýòîì îò-
íîøåíèè ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ýìáðèîíàëüíûé ìàòåðè-
àë, ïîëó÷åííûé îò æèâîòíûõ, â ãåíîì êîòîðûõ âêëþ÷åí
òðàíñãåí óëó÷øåííîãî çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåë-
êà (EGFP). Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà
ìîæíî ñëåäèòü çà ñóäüáîé «çåëåíûõ» êëåòîê è äîñòîâåð-
íî îòëè÷àòü èõ îò êëåòîê ôèäåðíîãî ñëîÿ. Äëÿ òîãî ÷òî-
áû âûÿñíèòü, âëèÿåò ëè EGFP íà ñóäüáó êëåòîê, ìû ñðàâ-
íèâàëè ñîñòîÿíèå áëàñòîöèñò, íåñóùèõ ãåí EGFP è íå
èìåþùèõ åãî. Çàðîäûøåé ïîëó÷àëè îò ñàìîê C57BL/6,
îïëîäîòâîðåííûõ ãåìèçèãîòíûìè ñàìöàìè EGFP. Áëàñ-
òîöèñòû ïîñëå âûëóïëåíèÿ èç zona pellucida áûëè ïåðå-
íåñåíû íà ôèäåðíûé ñëîé êëåòîê MEF. Êóëüòèâèðîâà-
íèå ïðîâîäèëè â CO2-èíêóáàòîðå â òå÷åíèå 10 ñóò â ñðå-
äå á-MEM ñ 20 % FBS + 1000 ÅÄ/ìë LIF. Ñìåíó ñðåäû
ïðîâîäèëè åæåäíåâíî. Íà ñëåäóþùèé äåíü ïîñëå ïðè-
êðåïëåíèÿ ê ôèäåðó áëàñòîöèñòû ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé
ïëîòíûå ñêîïëåíèÿ êëåòîê, ÿâëÿþùèõñÿ ïîòîìêàìè íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ÂÊÌ, îêðóæåííûå êëåòêà-
ìè âíåçàðîäûøåâîé ýíòîäåðìû è ãèãàíòñêèìè êëåòêàìè
òðîôîáëàñòà. Âî ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå êëåòêè
âñåõ òðåõ ñóáïîïóëÿöèé ïðîÿâëÿëè ñïåöèôè÷åñêîå ñâå-
÷åíèå. Ïîñëåäóþùèå íàáëþäåíèÿ ïðîâîäèëè â ñâåòëîì
ïîëå è ëèøü â ïîñëåäíèé äåíü èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñ-
öåíòíûé ìèêðîñêîï. ×åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âñå
áëàñòîöèñòû èìåëè ñõîäíûé âèä. Îíè ïðåäñòàâëÿëè ñî-
áîé ñêîïëåíèÿ êëåòîê-ïîòîìêîâ ÂÊÌ, îêðóæåííûå âû-
ñåëÿþùèìèñÿ êëåòêàìè âíåçàðîäûøåâîé ýíòîäåðìû è
ãèãàíòñêèìè êëåòêàìè òðîôîáëàñòà. ×åðåç 6 ñóò â öåíò-
ðàëüíîì ñêîïëåíèè ïîìèìî ïëîòíûõ êëàñòåðîâ ìåëêèõ
êëåòîê ÂÊÌ õîðîøî èäåíòèôèöèðîâàëèñü ãðóïïû êëå-
òîê, èìåþùèõ ñòðîåíèå, ñõîäíîå ñ ýïèòåëèàëüíûìè
êëåòêàìè ðàçëè÷íîãî òèïà. Ïëîòíûå ñêîïëåíèÿ ÷åòêî îò-
äåëÿëèñü îò êëåòîê âíåçàðîäûøåâîé ýíòîäåðìû. ×åðåç
7 ñóò áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â ñîñòîÿíèè êóëüòèâèðóå-
ìûõ áëàñòîöèñò. Íåêîòîðûå áëàñòîöèñòû ïðåäñòàâëÿëè
ñîáîé êðóïíûå êîíãëîìåðàòû êëåòîê ÂÊÌ ñ ÷åòêîé
âíåøíåé ãðàíèöåé. Âîêðóã ïëîòíûõ ñêîïëåíèé ðàñïîëà-
ãàëèñü ãèãàíòñêèå êëåòêè òðîôîáëàñòà è ýíòîäåðìàëü-
íûå êëåòêè. Ó äðóãèõ áëàñòîöèñò öåíòðàëüíîå ñêîïëåíèå
íå èìåëî ÷åòêî âûðàæåííûõ ãðàíèö. Ïî-âèäèìîìó, èç
ïëîòíîãî ñêîïëåíèÿ ïðîèñõîäèò èíòåíñèâíîå âûñåëåíèå

ýíòîäåðìàëüíûõ êëåòîê. ×åðåç 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
áëàñòîöèñòû òàêæå ðàçëè÷àëèñü ïî âíåøíåìó âèäó. Íå-
êîòîðûå èç íèõ ñîñòîÿëè èç ïëîòíûõ êëàñòåðîâ ìåëêèõ
êëåòîê, îòäåëåííûõ ÷åòêèìè ãðàíèöàìè îò êëåòîê âíåçà-
ðîäûøåâîé ýíòîäåðìû. Ó äðóãèõ áëàñòîöèñò íà ìåñòå
ïëîòíûõ ñêîïëåíèé êëåòîê-ïîòîìêîâ ÂÊÌ ðûõëî ðàñïî-
ëàãàëèñü êëåòêè âíåçàðîäûøåâîé ýíòîäåðìû. Îáíàðó-
æåííûå ðàçëè÷èÿ â ñòðîåíèè ãîâîðÿò î äâóõ ðàçíûõ ñî-
ñòîÿíèÿõ äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ áëàñòîöèñò. Â îä-
íèõ ñëó÷àÿõ ñîõðàíÿþòñÿ ñîáñòâåííî êëåòêè ÂÊÌ,
êîòîðûå ôîðìèðóþò ïëîòíûå êëàñòåðû, âåðîÿòíî çà ñ÷åò
àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè. Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ êëàñòåðû êëå-
òîê ÂÊÌ íå âûðàæåíû, íî ïðè ýòîì êëåòêè âíåçàðîäû-
øåâîé ýíòîäåðìû çàíèìàþò îáøèðíóþ ïëîùàäü. Ýòè íà-
áëþäåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî âîçìîæíû äâà ðàçíûõ íàïðàâëå-
íèÿ êëåòî÷íûõ èçìåíåíèé â äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ
áëàñòîöèñòàõ: 1) â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîõðàíÿ-
þòñÿ ïîòîìêè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ÂÊÌ â
âèäå ïëîòíûõ êëàñòåðîâ; 2) â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê-ïîòîìêîâ êëåòîê ÂÊÌ èíãèáèðó-
åòñÿ, è îíè, ïî-âèäèìîìó, äèôôåðåíöèðóþòñÿ â êëåòêè
âíåçàðîäûøåâîé ýíòîäåðìû. Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíò-
íîãî ìèêðîñêîïà ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñãåí çåëåíîãî áåëêà
íå âëèÿåò íà âûæèâàåìîñòü òðåõ ñóáïîïóëÿöèé êëåòîê.
Êóëüòèâèðîâàíèå áëàñòîöèñò, íåñóùèõ ãåí EGFP, òàêæå
ìîæåò èäòè ïî äâóì ðàçíûì íàïðàâëåíèÿì. Ýòî ãîâîðèò
î òîì, ÷òî çåëåíûé áåëîê íå âëèÿåò íà ñóäüáó êëåòîê êóëü-
òèâèðóåìûõ áëàñòîöèñò.

ÌÓËÜÒÈÏÎÒÅÍÒÍÛÅ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÅ ÑÒÐÎÌÀËÜ-
ÍÛÅ ÊËÅÒÊÈ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÊÀÊ
ÌÎÄÅËÜ ÄËß ÈÇÓ×ÅÍÈß ÃÐÀÂÈÐÅÖÅÏÖÈÈ ÊËÅ-
ÒÎÊ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ. © Þ. Ã. Ãåðøîâè÷, Ï. Ì. Ãåðøîâè÷,
Ë. Á. Áóðàâêîâà. ÃÍÖ ÐÔ Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëîãè÷å-
ñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, juliet_g@mail.ru.

Ãðàâèòàöèÿ ÿâëÿåòñÿ ôóíäàìåíòàëüíûì ìåõàíè÷å-
ñêèì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì îñîáåííîñòè ýâîëþöèè
è ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè æèâûõ îðãà-
íèçìîâ íà Çåìëå. Îäíèì èç ôàêòîðîâ êîñìè÷åñêîãî ïî-
ëåòà, ëèìèòèðóþùèì ââèäó åãî äåçàïòàöèîííîãî âîçäåé-
ñòâèÿ ïî îòíîøåíèþ ê çåìíûì óñëîâèÿì ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ïðåáûâàíèÿ ÷åëîâåêà â êîñìè÷åñêîì
ïðîñòðàíñòâå, ÿâëÿåòñÿ íåâåñîìîñòü, èëè ìèêðîãðàâèòà-
öèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî â óñëîâèÿõ ìèêðîãðàâèòàöèè ïðîèñ-
õîäÿò àòðîôè÷åñêèå ïåðåñòðîéêè îïîðíî-äâèãàòåëüíîãî
àïïàðàòà, ïðåèìóùåñòâåííî âûðàæåííûå â òåõ åãî îòäå-
ëàõ, êîòîðûå îòâå÷àþò çà ïðîòèâîäåéñòâèå ñèëå ãðàâèòà-
öèè. Òàêîé ëîêàëüíûé õàðàêòåð èçìåíåíèé êîñòíîé òêà-
íè ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåöåïöèÿ ìåõàíè÷åñêî-
ãî ñèãíàëà (èëè åãî îòñóòñòâèÿ) ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ â
òîì ÷èñëå è íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Âîïðîñ î òîì, êàêîé
èìåííî òèï êëåòîê êîñòíîé òêàíè íàèáîëåå âîñïðèèì÷èâ
ê ìåõàíè÷åñêèì âîçäåéñòâèÿì, îñòàåòñÿ â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå äèñêóññèîííûì. Â ìîäåëÿõ in vitro íàèáîëåå ïîïó-
ëÿðíûì îáúåêòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíè÷åñêîãî ñòðåññà
(íàïðèìåð, fluid shear stress) ÿâëÿþòñÿ ðàçëè÷íûå ëèíèè
îñòåîáëàñòîâ êàê íàèáîëåå âåðîÿòíûå ìåõàíîñåíñîðû
êîñòíîé òêàíè. Îäíàêî îáóñëîâëåííîå ìèêðîãðàâèòà-
öèåé èçìåíåíèå ñïîñîáíîñòè ê ñàìîâîçîáíîâëåíèþ è
äèôôåðåíöèðîâêå êîñòè óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â ýòè ïðî-
öåññû ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû è áîëåå ðàííèå êëåò-
êè-ïðåäøåñòâåííèêè. Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå
ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÌÑÊ) ïðè îïðåäå-
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ëåííûõ óñëîâèÿõ ñïîñîáû ê äèôôåðåíöèðîâêå â êîñò-
íîì, õðÿùåâîì è æèðîâîì íàïðàâëåíèÿõ. Âàæíûì ñâîé-
ñòâîì ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ðàçëè÷íûì
âîçäåéñòâèÿì, à òàêæå íàðÿäó ñ îñòåîáëàñòàìè ñïîñîá-
íîñòü ê âûðàáîòêå øèðîêîãî ñïåêòðà áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûõ âåùåñòâ, êîòîðûå ïîòåíöèàëüíî ìîãóò âûñòóïàòü
â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðîâ êîñòíîãî ãîìåîñòåçà. Íàèáîëåå
âåðîÿòíûìè êàíäèäàòàìè íà ðîëü ãðàâèòàöèîííî-÷óâñò-
âèòåëüíûõ ñòðóêòóð êëåòêè âûñòóïàþò ðåöåïòîðíûå áåë-
êè ñåìåéñòâà èíòåðãèíîâ. Èíòåãðèíû îïîñðåäóþò âçàè-
ìîäåéñòâèå êëåòîê äðóã ñ äðóãîì è âíåêëåòî÷íûì ìèê-
ðîîêðóæåíèåì, à òàêæå îñóùåñòâëÿþò âçàèìîñâÿçü
ìàòðèêñà ñ öèòîñêåëåòîì êëåòêè. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî íà
ìåìáðàíå ÌÑÊ ýêñïðåññèðóåòñÿ îãðîìíîå êîëè÷åñòâî
ìîëåêóë àäãåçèè è èíòåãðèíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ðàçëè÷-
íûå àñïåêòû ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå
è èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè. Â ñâÿçè ñ âûøåñêà-
çàííûì äàííûé òèï êëåòîê ïðåäñòàâëÿåòñÿ óíèêàëüíîé
ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôèçè÷åñêèõ è
õèìè÷åñêèõ ôàêòîðîâ in vitro. Íàøè èññëåäîâàíèÿ áûëè
ïîñâÿùåíû èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ýôôåêòîâ
ìèêðîãðàâèòàöèè (3D-êëèíîñòàòèðîâàíèå) íà àêòèíîâûé
öèòîñêåëåò è ýêñïðåññèþ ñâÿçàííûõ ñ íèì îòäåëüíûõ òè-
ïîâ èíòåãðèíîâ ó êóëüòèâèðóåìûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìà-
ëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâå-
êà. Òàêæå ìû èçó÷àëè äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë
ÌÑÊ ïðè ìîäåëèðîâàíèè ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè
in vitro. Îêàçàëîñü, ÷òî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ÌÑÊ â êî-
ðîòêèå ñðîêè (íà÷èíàÿ îò íåñêîëüêèõ ìèíóò) ðåàãèðóåò
íà èçìåíåííîå ãðàâèòàöèîííîå âîçäåéñòâèå, ÷òî âûðàæà-
åòñÿ â ðåîðãàíèçàöèè ñòðóêòóðû àêòèíîâûõ ôèáðèëë è
óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà âèíêóëèíîâûõ ñàéòîâ ôîêàëüíîé
àäãåçèè. Â ïðîöåññå 120-÷àñîâîãî êëèíîñòàòèðîâàíèÿ
óñèëèâàåòñÿ ýêñïðåññèÿ êëåòêàìè ñâÿçàííîãî ñ àêòèíîì
è âèíêóëèíîì èíòåãðèíà á2â1, ÷òî ðåãèñòðèðóåòñÿ ïî
óâåëè÷åíèþ èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷-
íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Äëèòåëüíîå êëèíîñòàòèðîâà-
íèå ïðèâîäèò ê ìîäèôèêàöèè îñòåîãåííîãî ïîòåíöèàëà
äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ, íå âûçûâàÿ âûðàæåííûõ èçìå-
íåíèé â ñïîñîáíîñòè êëåòîê äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â àäè-
ïîãåííîì íàïðàâëåíèè. Êóëüòóðû ÌÑÊ-ïðîèçâîäíûõ
õàðàêòåðèçóþòñÿ ðåäóöèðîâàííîé àêòèâíîñòüþ ùåëî÷-
íîé ôîñôàòàçû (ðàííåãî ìàðêåðà äèôôåðåíöèðîâêè îñ-
òåîáëàñòîâ), à òàêæå â ñóùåñòâåííî ìåíüøåé ñòåïåíè
ìèíåðàëèçóþò âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ. Îñîáåííî âàæíî
îòìåòèòü, ÷òî ïîä äåéñòâèåì êëèíîñòàòèðîâàíèÿ â êóëü-
òóðàõ ÌÑÊ, èíäóöèðîâàííûõ â îñòåîãåííîì íàïðàâëå-
íèè, àêòèâèðóþòñÿ ïðîöåññû, ïðèâîäÿùèå ê óâåëè÷åíèþ
÷èñëà êëåòîê, êîòîðûå ïðèîáðåòàþò àäèïîöèòîïîäîáíûé
ôåíîòèï. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû
ñîãëàñóþòñÿ ñ êîíöåïöèåé î ïîòåíöèàëüíîì ó÷àñòèè
íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â
ðåàëèçàöèè âîñïðèÿòèÿ òêàíüþ ðàçëè÷íîãî ðîäà ìåõàíè-
÷åñêèõ ñòèìóëîâ.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÖÈÒÎÒÎÊÑÈ×ÍÎÑÒÈ È ÏÐÎÒÈÂÎÎÏÓ-
ÕÎËÅÂÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÖÅÎËÈÒÎÂ ÊÓËÈÊÎÂ-
ÑÊÎÃÎ È ËÞËÜÈÍÑÊÎÃÎ ÌÅÑÒÎÐÎÆÄÅÍÈÉ ÍÀ
ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ HT-29 È JB6 C141. © Ê. Ñ. Ãîëî-
õâàñò,1 Ñ. Ï. Åðìàêîâà,2 À. Ì. Ïàíè÷åâ,3 Ì. È. Êó-
ñàéêèí.2 1 Èíñòèòóò íåôòè è ãàçà ÄÂÃÒÓ, 2 Òèõîîêåàí-
ñêèé èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÄÂÎ ÐÀÍ è
3 Òèõîîêåàíñêèé èíñòèòóò ãåîãðàôèè ÄÂÎ ÐÀÍ, Âëà-
äèâîñòîê.

Â çàðóáåæíîé ëèòåðàòóðå ïîÿâèëîñü íåñêîëüêî ñîîá-
ùåíèé î òîì, ÷òî ïðèðîäíûå ìèíåðàëû — öåîëèòû — â
êîíöåíòðàöèè 50 ìã/ìë ïðîÿâëÿþò àíòèêàíöåðîãåííûå
ñâîéñòâà in vitro (Pavelic K. et al., 2000, 2001, 2002). Öåëüþ
íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå öèòîòîêñè-
÷åñêîãî è âîçìîæíîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ öåî-
ëèòîâ Êóëèêîâñêîãî è Ëþëüèíñêîãî ìåñòîðîæäåíèé
in vitro â êîíöåíòðàöèÿõ 0.01, 0.1 è 1 ìã/ìë. Äëÿ îöåíêè
öèòîòîêñè÷íîñòè âåùåñòâ, ðîñòà êëåòîê è àíòèîïóõî-
ëåâîãî äåéñòâèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû îïóõîëåâûå êëåòêè
HT-29 (ðàê êèøå÷íèêà) è êëåòêè ëèíèè JB6 C141 ñ ïðè-
ìåíåíèåì MTS-ìåòîäà è ìåòîäà ìÿãêîãî àãàðà. MTS-ìå-
òîä îñíîâàí íà ñâîéñòâå æèâûõ êëåòîê òðàíñôîðìè-
ðîâàòü MTS-ðåàãåíò â ôîðìàçàí. Êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâ-
øåãîñÿ ôîðìàçàíà ïðîïîðöèîíàëüíî êîëè÷åñòâó
îñòàâøèõñÿ â æèâûõ êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ âåùåñòâà
è îïðåäåëÿåòñÿ ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè 492 íì.
Êëåòêè JB6 C141 (104 êëåòîê â 1 ìë) ðàññåâàëè â 96-ëó-
íî÷íûå ïëàíøåòû è êóëüòèâèðîâàëè â 200 ìêë 5%-íîé
ÌÅÌ â èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 24 ÷. Çàòåì êëåò-
êè îáðàáàòûâàëè öåîëèòàìè ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷. Ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ äî-
áàâëÿëè ïî 15 ìêë 3-(4,5-äèìåòèëñèàçîë-2-èë)-2,5-äèôå-
íèëòåòðàçîëèí áðîìèäà è ïîìåùàëè â èíêóáàòîð (37 °Ñ)
íà 4 ÷. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè íà ñïåêòðîôîòî-
ìåòðå ôèðìû Bio-Tek Instruments (ÑØÀ) ïðè äëèíå âîë-
íû 570 íì (A570). Ìåòîä ìÿãêîãî àãàðà (Colburn et al.,
1981) îñíîâàí íà òîì, ÷òî ðàêîâûå êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ
â íåïðèêðåïëåííîì ñîñòîÿíèè, â òîëùå ìÿãêîãî àãàðà
äàþò ðîñò êëåòî÷íûõ êîëîíèé, òîãäà êàê âåùåñòâà, îáëà-
äàþùèå àíòèîïóõîëåâûì äåéñòâèåì, èíãèáèðóþò ðîñò
êëåòî÷íûõ êîëîíèé. ×èñëî êëåòî÷íûõ êîëîíèé ïîäñ÷è-
òûâàëè â êîíòðîëüíîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïàõ.
Êëåòêè ðàêà êèøå÷íèêà ÷åëîâåêà HT-29 êóëüòèâèðîâàëè
â MEM, 10 % FBS. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû êîììåð-
÷åñêèå ïðåïàðàòû ôèðìû «Áèîëîò»: ïèòàòåëüíûå ñðåäû
MEM, BME, EGF, ôîñôàòíûé áóôåð, ïåíèöèëëèí, ñòðåï-
òîìèöèí, L-ãëóòàìèí, òðèïñèí, ÝÄÒÀ, ýìáðèîíàëüíûé
áû÷èé àëüáóìèí è NaHCO3. Êëåòî÷íûå ëèíèè JB6 C141
è HT-29 áûëè ïîëó÷åíû èç Hormel Institute University of
Minnesota (Austin, MN, ÑØÀ). Â êîíöåíòðàöèÿõ 0.01, 0.1
è 1 ìã/ìë öåîëèòû Êóëèêîâñêîãî è Ëþëüèíñêîãî ìåñòî-
ðîæäåíèé íå áûëè òîêñè÷íûìè äëÿ êëåòîê JB6 C141 è íå
èíãèáèðîâàëè ðîñò êîëîíèé êëåòîê HT-29 â ìÿãêîì àãà-
ðå.
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øåâ,1 Å. À. Àðèôóëèí,1 È. Ì. Áóæóðèíà,1 Å. Ì. Ëàçàðå-
âà,2 Â. Þ. Ïîëÿêîâ.1 1 Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòè-
òóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, sergei.golyshev@genebee.
msu.ru, è 2 Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Â ðàáîòå èçó÷åíà ðåàêöèÿ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê íà
òåðìè÷åñêèé ñòðåññ. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû èñ-
ïîëüçîâàíû êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ÑÏÝÂ. Êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè ïðè 44 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí, ïîñëå ÷åãî ôèê-
ñèðîâàëè ñïóñòÿ ðàçëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå
ïåðåíîñà â íîðìàëüíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîêà-
çàíî, ÷òî òåðìè÷åñêèé ñòðåññ íå ïðèâîäèò ê çàìåòíûì
ïîâðåæäåíèÿì èíòåðôàçíûõ êëåòîê. Âñå íàáëþäàåìûå
èçìåíåíèÿ îáðàòèìû. Êëåòêè ñîõðàíÿþò æèçíåñïîñîá-

800 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé



íîñòü è ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå ñíÿòèÿ âûñîêîé òåìïåðàòóðû
ñïîñîáíû ê âõîæäåíèþ â ìèòîç. Ïåðâè÷íîé ðåàêöèåé
ìèòîòè÷åñêîé êëåòêè íà òåðìè÷åñêèé ñòðåññ, íàáëþäàå-
ìîé ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå íà÷àëà òåðìè÷åñêîé îáðàáîòêè,
ÿâëÿåòñÿ ðàçðóøåíèå ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð, ñîïðîâîæäà-
þùååñÿ óêîðî÷åíèåì è óòîëùåíèåì èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîì. Ñïóñòÿ 60 ìèí â êëåòêå ôîðìèðóåòñÿ íåñêîëü-
êî àãðåãàòîâ ÄÍÊ-ñîäåðæàùåãî ìàòåðèàëà. Ýòè èçìåíå-
íèÿ íåîáðàòèìû. Êëåòêè ñ õàðàêòåðíûìè ïîâðåæäåíèÿ-
ìè õðîìîñîì ïðîñëåæèâàþòñÿ â ïîïóëÿöèè âïëîòü äî
14 ÷ ïîñëå ñíÿòèÿ âûñîêîé òåìïåðàòóðû. Êëåòêè, ñîäåð-
æàùèå ìîðôîëîãè÷åñêè èçìåíåííûå õðîìîñîìû, ñïî-
ñîáíû èíäóöèðîâàòü êîíäåíñàöèþ õðîìàòèíà ïðè ñëèÿ-
íèè ñ èíòåðôàçíûìè êëåòêàìè, ñîäåðæàò ýíåðãèçîâàí-
íûå ìèòîõîíäðèè è äåìîíñòðèðóþò ðåêîíñòðóêöèþ
ìèòîõîíäðèàëüíîãî ðåòèêóëóìà ñ òå÷åíèåì âðåìåíè.
Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî òåðìè÷åñêîå âîç-
äåéñòâèå íå ïðèâîäèò ê ïîòåðå æèçíåñïîñîáíîñòè ìèòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê, îäíàêî áëîêèðóåò íîðìàëüíîå çàâåðøå-
íèå äåëåíèÿ. Äåòàëüíîå èçó÷åíèå ìîðôîëîãèè õðîìîñîì
â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ òåðìè÷åñêîìó ñòðåññó, ïðîâî-
äèëè íà õðîìîñîìíûõ ïðåïàðàòàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî èíäè-
âèäóàëüíûå õðîìîñîìû îêðóæåíû ÄÍÊ-ñîäåðæàùèì
«ãàëî». Îêðàøèâàíèå íèòðàòîì ñåðåáðà íå âûÿâëÿåò ÿä-
ðûøêîâûõ îðãàíèçàòîðîâ. Íàáëþäàþòñÿ ñóùåñòâåííîå
óêîðî÷åíèå õðîìîñîì è ñåãðåãàöèÿ öåíòðàëüíûõ çîí
(«ñêýôôîëäà») îòäåëüíûõ õðîìàòèä. Â êà÷åñòâå òåñòà íà
ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå õðîìîñîì áûëî èçó÷åíî èõ
âçàèìîäåéñòâèå ñ êîìïîíåíòàìè ÿäåðíîé îáîëî÷êè —
ÿäåðíûìè ìåìáðàíàìè è ëàìèíàìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ñïóñòÿ 4 ÷ õðîìîñîìû èç êëåòîê, ïåðåíåñøèõ òåðìè÷å-
ñêèé ñòðåññ â ìèòîçå, íå âçàèìîäåéñòâóþò ñ ëàìèíàìè,
÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ìåòàôàçíûõ êëåòîê. Óëüòðàñòðóêòóð-
íûé àíàëèç ïîêàçàë îòñóòñòâèå êîíòàêòîâ ìåìáðàííûõ
öèñòåðí ñ õðîìîñîìàìè. Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî õðîìîñîìû
íå âçàèìîäåéñòâóþò ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òåðìè÷åñêèé ñòðåññ,
ïåðåíåñåííûé ìèòîòè÷åñêîé êëåòêîé, ïðèâîäèò ê íåîá-
ðàòèìîìó ïîâðåæäåíèþ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì è ðàç-
îáùåíèþ «õðîìîñîìíîãî» è «öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî»
öèêëîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49560-à).

ÊÐÀÒÊÎÂÐÅÌÅÍÍÎÅ ÓÂÅËÈ×ÅÍÈÅ ÒÅÌÏÅÐÀÒÓ-
ÐÛ ÏÐÈ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÊÈ-
ÒÀÉÑÊÎÃÎ ÕÎÌß×ÊÀ Ñ ÌËÓ ÓÑÊÎÐßÅÒ ÏÐÎÖÅÑÑ
ÄÅÑÒÀÁÈËÈÇÀÖÈÈ ÃÅÍÎÌÀ. © Ò. Ì. Ãðèí÷óê,
È. Â. Àðöûáàøåâà, Ë. Ë. Àëåêñååíêî, Í. Â. Âåñåëîâ. Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, gmdmk@mail.
cytspb.rssi.ru.

Êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç îêðàøåííûõ íà G-äèñêè
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ôèáðîáëàñòîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷-
êà CHL V-79 RJK ñ ÌËÓ, âûçâàííûé ñåëåêöèåé êëåòîê
íà óñòîé÷èâîñòü ê áðîìèñòîìó ýòèäèþ (ÁÝ), âûÿâèë ïðî-
ãðåññèðóþùóþ âî âðåìåíè èëè â ñâÿçè ñ óâåëè÷åíèåì
êîíöåíòðàöèè àãåíòà äåñòàáèëèçàöèþ ñòðóêòóðû êàðèî-
òèïà. Ïåðâûì åå ïðîÿâëåíèåì áûëà ìîðôîëîãè÷åñêàÿ íå-
ñòàáèëüíîñòü ëîêóñà 1q26, îòâåòñòâåííîãî çà ëîêàëèçà-
öèþ ãåíà mdr. Â íåáîëüøîì ÷èñëå ñëó÷àåâ ýòî áûëî ñâÿ-
çàíî ñ ïîëîìêîé õðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà â äàííîì

ëîêóñå è ïîñëåäóþùèì äåëåòèðîâàíèåì òåðìèíàëüíîé
÷àñòè p-ïëå÷à äàííîé õðîìîñîìû, â áîëüøåé ÷àñòè êëå-
òîê — ñ íàëè÷èåì äîïîëíèòåëüíîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà (ÄÃÌ), îðãàíèçîâàííîãî ïî òèïó ÃÎÎ èëè ÄÎÎ,
òðàêòóåìîãî êàê ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ àìïëèôè-
êàöèè ãåíà mdr. Â ñâÿçè ñ äëèòåëüíûì êóëüòèâèðîâàíè-
åì èëè ïîâûøåíèåì êîíöåíòðàöèè ÁÝ âîçíèêøàÿ íåñòà-
áèëüíîñòü ïðîãðåññèðîâàëà è áûëà ðàçíîíàïðàâëåííîé:
äëèíà ÃÎÎ (ÄÎÎ) â 1q26 âîçðàñòàëà, ïîÿâëÿëèñü ÄÎÎ
(ÃÎÎ) â äðóãèõ õðîìîñîìàõ íàáîðà è õðîìîñîìíûå ïî-
ëîìêè, ïðèâîäÿùèå ê îáðàçîâàíèþ íîâûõ ìàðêåðîâ.
Äàííûå èçìåíåíèÿ íîñèëè êàñêàäíûé õàðàêòåð è áûëè
ñâÿçàíû ñ îïðåäåëåííûì ýòàïîì ñåëåêöèè. Îáúåêò íà-
ñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — êëåòêè CHL V-79 RJK-ÁÝ,
ïåðâàÿ ñòóïåíü ñåëåêöèè, ðàííèé ïàññàæ. Îñíîâíîé êà-
ðèîòèïè÷åñêèé ìàðêåð êëåòîê — âàðüèðóþùèå ïî äëèíå
ÃÎÎ (ÄÎÎ) â 1q26 õðîìîñîìû Z6 ñ ïðåîáëàäàíèåì âàðè-
àíòîâ (50 % îò âñåõ êëåòîê ñ ÃÎÎ—ÄÎÎ), ó êîòîðûõ
äëèíà ÄÃÌ ïðåâûøàëà äëèíó p-ïëå÷à õðîìîñîìû-íîñè-
òåëÿ â 2.3 ðàçà. Öåëüþ ðàáîòû áûëî ïðîàíàëèçèðîâàòü
ñòðóêòóðó êàðèîòèïà óñòîé÷èâûõ ê ÁÝ êëåòîê â ñâÿçè ñ
èçìåíåíèåì òåìïåðàòóðíîãî ðåæèìà ïðè èõ êóëüòèâèðî-
âàíèè. Àíàëèç îêðàøåííûõ íà G-äèñêè ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîì ïîêàçàë, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê CHL V-79
RJK â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 40 °Ñ âìåñòî 37 °Ñ ñîïðÿæåíî ñ
äîïîëíèòåëüíîé äåñòàáèëèçàöèåé èõ êàðèîòèïà. Â 30 %
êëåòîê äëèíà ÃÎÎ (ÄÎÎ) âîçðîñëà è ïðåâûñèëà äëèíó
p-ïëå÷à õðîìîñîìû-íîñèòåëÿ â 3.3 ðàçà. ×èñëî êëåòîê ñ
ÃÎÎ (ÄÎÎ) ìåíüøåé äëèíû óìåíüøèëîñü. Â íåêîòîðûõ
êëåòêàõ âîçíèêëè êàê ñïåöèôè÷åñêèå, õàðàêòåðíûå äëÿ
óñòîé÷èâûõ ê áðîìèäó âàðèàíòîâ ïîëîìêè õðîìîñîìíî-
ãî ìàòåðèàëà, òàê è íå òèïè÷íûå äëÿ ðåçèñòåíòíûõ êëå-
òîê õðîìàòèäíûå ðàçðûâû. Â êëåòêàõ èñõîäíîé, ÷óâñòâè-
òåëüíîé ê ÁÝ ëèíèè, èñïîëüçîâàííîé â êà÷åñòâå êîíòðî-
ëÿ, ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðíîãî ðåæèìà ñòðóêòóðà
õðîìîñîì êàðèîòèïè÷åñêîãî íàáîðà îñòàâàëàñü ñòàáèëü-
íîé. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî êðàòêîâðåìåííîå ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê CHL V-79 RJK ñ ÌËÓ ïðèâî-
äèòü ê óñêîðåíèþ ïðîöåññà äåñòàáèëèçàöèè êëåòî÷íîãî
ãåíîìà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èíäóöèðîâàííàÿ ïîâûøåíè-
åì òåìïåðàòóðû êàðèîòèïè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü êëåòîê
CHL V-79 RJK ïðè÷èííî ñâÿçàíà ñ óñèëåíèåì ôóíêöèîíà-
ëüíîé àêòèâíîñòè ãåíà mdr â ñâÿçè ñ ïðèîáðåòåíèåì êëåò-
êàìè óñòîé÷èâîñòè ê ÁÝ — àãåíòó, âûçûâàþùåìó ÌËÓ.

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÒÅÐÌÎ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÛÕ ÏÎËÈ-
ÌÅÐÎÂ ÄËß ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß ÌÎÍÎÖÈÒÎÂ/
ÌÀÊÐÎÔÀÃÎÂ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Ñ. Â. Ãóñüêîâà,1
Å. Â. Ãðà÷åâà,1 Ä. Ñ. Çàéöåâà-Çîòîâà,2 È. È. Ñåëåçíåâà,3
Í. Í. Ñàìîâèëîâà.1 1 Ðîññèéñêèé êàðäèîëîãè÷åñêèé íà-
ó÷íî-ïðîèçâîäñòâåííûé êîìïëåêñ Ðîñìåäòåõíîëîãèé,
samovilova@cardio.ru, 2 Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õè-
ìèè ÐÀÍ è 3 Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Êóëüòèâèðóåìûå ìîíîöèòïðîèçâîäíûå ìàêðîôàãè
ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå àäåêâàòíîé ìîäåëüþ êëåòî÷íûõ ýëå-
ìåíòîâ, ôîðìèðóþùèõ àòåðîñêëåðîòè÷åñêèå ïîðàæåíèÿ
ó ÷åëîâåêà in vivo. Ðàçðàáîòêà òåõíîëîãèé ïîääåðæàíèÿ
äèôôåðåíöèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ è áèîëîãè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ìàêðîôàãîâ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ, êîòî-
ðàÿ ïîçâîëÿåò ïîñëåäóþùåå àòðàâìàòè÷íîå îòêðåïëåíèå
êëåòîê îò ïîäëîæêè, ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì è ïåðñïåêòèâ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 801



íûì íàïðàâëåíèåì ñîâðåìåííîé áèîëîãèè è ìåäèöèíû.
Øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ ñîçäàíèÿ òàêèõ òåõíîëîãèé
îòêðûâàåò èñïîëüçîâàíèå ïîäëîæåê èç òåðìî÷óâñòâèòå-
ëüíûõ ïîëèìåðîâ, êîòîðûå ðàñòâîðÿþòñÿ ïðè íåçíà÷èòå-
ëüíûõ èçìåíåíèÿõ òåìïåðàòóðû, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü
ñóñïåíçèþ íåïîâðåæäåííûõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ñóá-
ñòðàòçàâèñèìûõ êëåòîê. Ìîíîíóêëåàðû èç ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ âûäåëÿëè â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè 1.077 è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 7 ñóò
äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìîíîöèòïðîèçâîäíûõ ìàêðîôàãîâ ñîãëàñ-
íî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
íà îáû÷íîì êóëüòóðàëüíîì ïëàñòèêå (Ï) èëè ïëàñòèêå,
ïîêðûòîì òåðìî÷óâñòâèòåëüíîé ïëåíêîé (Ï-ÒÏ). Â ðà-
áîòå èñïîëüçîâàëè ñîïîëèìåð N-èçîïðîïèëàêðèëà-
ìèä/N-òðåòáóòèëàêðèëàìèä â ñîîòíîøåíèè 65 : 35, êîòî-
ðûé èñïûòûâàåò ôàçîâûé ïåðåõîä èç íåðàñòâîðèìîãî â
ðàñòâîðèìîå ñîñòîÿíèå ïðè òåìïåðàòóðå îêîëî 16 °Ñ.
Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ïëåíêè èñïîëüçîâàëè 5%-íûé ðàñ-
òâîð ñîïîëèìåðà â àáñîëþòèðîâàííîì ýòèëîâîì ñïèðòå.
Òîëùèíà ïîëó÷àåìîé ïëåíêè ñîñòàâëÿëà 5 ìêì. Ïîñëå
7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîëó÷àëè ñóñïåíçèè êëåòîê, âû-
ðàùåííûõ íà Ï è Ï-ÒÏ, è ñðàâíèâàëè æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê è ýêñïðåññèþ èìè äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ àíòèãå-
íîâ ìîíîöèòîâ/ìàêðîôàãîâ (CD14, CD206 è CD163) ñ
ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. ×åðåç 7 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòêè, âûñàæåííûå íà Ï è Ï-ÒÏ (Ï-êëåòêè è
Ï-ÒÏ-êëåòêè), ïðèîáðåòàëè ìîðôîëîãèþ òèïè÷íûõ ìàê-
ðîôàãîâ. Ï-êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñ ïîìîùüþ
ñêðàéáåðà. Ñóñïåíçèþ Ï-ÒÏ-êëåòîê ïîëó÷àëè, ðàñòâîðÿÿ
òåðìî÷óâñòâèòåëüíûå ïëåíêè ñíèæåíèåì òåìïåðàòóðû
êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 4 °Ñ. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê,
îïðåäåëåííàÿ â òåñòå ñ òðèïàíîâûì ñèíèì è ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèåé ñ èñïîëüçîâàíèåì 7-AAD, ñîñòàâëÿëà äëÿ
Ï- è Ï-ÒÏ-êëòîê 40 è 80 % ñîîòâåòñòâåííî. Êîëè÷åñòâî
ìîíîöèòïðîèçâîäíûõ ìàêðîôàãîâ (CD14+-êëåòîê), ýêñï-
ðåññèðóþùèõ CD206-àíòèãåí, áûëî ñõîäíî â Ï- è
Ï-ÒÏ-êëåòêàõ (îêîëî 65 %). Äîëÿ êëåòîê, íåñóùèõ
CD163-àíòèãåí, ñîñòàâëÿëà ñðåäè Ï- è Ï-ÒÏ-êëåòîê 27 è
15 % ñîîòâåòñòâåííî. Èñïîëüçîâàíèå òåðìî÷óâñòâèòåëü-
íûõ ïëåíîê äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïîçâîëÿåò ïî-
ëó÷èòü ñóñïåíçèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ ìàêðîôàãîâ ñî
çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêîé æèçíåñïîñîáíîñòüþ, ÷åì ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè íà ñòàíäàðòíîì ïëàñòèêå, ïðèãîäíûõ
äëÿ àíàëèçà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé è äëÿ ïðèìåíåíèÿ â
êëåòî÷íîé òåðàïèè. Ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè CD163-àíòèãå-
íà ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òèïû àêòèâàöèè ìàêðîôà-
ãîâ, êóëüòèâèðóåìûõ íà Ï- è Ï-ÒÏ, ðàçëè÷íû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48277-à).

ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÀ GD-2-ÑÈÍÒÅ-
ÒÀÇÛ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÍÅÉÐÎÁËÀÑÒÎÌÛ ËÈÍÈÉ
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Íåéðîáëàñòîìà — íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííàÿ ýêñò-
ðàêðàíèàëüíàÿ çëîêà÷åñòâåííàÿ ñîëèäíàÿ îïóõîëü ó äå-
òåé. Êëèíè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ çàáîëåâàíèÿ âàðüèðóþò â

øèðîêèõ ïðåäåëàõ îò ëîêàëèçîâàííûõ ôîðì ñ îòíîñèòå-
ëüíî áëàãîïðèÿòíûì ïðîãíîçîì äî äèññåìèíèðîâàííûõ,
÷àñòî ñ ôàòàëüíûì èñõîäîì. Ïîëèìîðôèçì êëèíè÷åñêèõ
ïðîÿâëåíèé ñâÿçàí ñ ðàçëè÷íûìè áèîëîãè÷åñêèìè îñî-
áåííîñòÿìè îïóõîëè. Âûÿâëåíèå êëåòîê íåéðîáëàñòîìû
â êîñòíîì ìîçãå âàæíî äëÿ êîððåêòíîãî îïðåäåëåíèÿ
êëèíè÷åñêîé ñòàäèè, ñòåïåíè ðèñêà è ìîíèòîðèíãà òåðà-
ïåâòè÷åñêîãî îòâåòà â òå÷åíèå ëå÷åíèÿ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðèìåíÿåòñÿ îïðåäåëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ: òèðîçèí-ãèäðîêñèëàçû,
GAGE, MAGE (1—4), GD-2-ñèíòåòàçû, äîôàìèíäåêàð-
áîêñèëàçû è äð. Ôåðìåíò GD-2-ñèíòåòàçà (1,4-N-àöåòèë-
ãàëàêòîçàìèíèëòðàíñôåðàçà) êàòàëèçèðóåò ïåðåõîä
1,4-N-ãàëàêòîçàìèíà â GD-3-ãàíãëèîçèä è ÿâëÿåòñÿ êëþ-
÷åâûì â ïðîöåññå áèîñèíòåçà äèñèàëîãàíãëèîçèäà GD-2.
Òðàíñêðèïò ãåíà GD-2-ñèíòåòàçû àêòèâíî ýêñïðåññèðó-
åòñÿ â êëåòêàõ íåéðîýêòîäåðìàëüíîé ïðèðîäû è ïîýòîìó
ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê
â êîñòíîì ìîçãå è â äèàãíîñòèêå ìèíèìàëüíîé îñòàòî÷-
íîé áîëåçíè ïðè íåéðîáëàñòîìå. Öåëüþ èññëåäîâàíèé
ÿâèëîñü îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ýêñïðåññèè ãåíà
GD-2-ñèíòåòàçû â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ëèíèé
SK-N-MC è IMR-32 ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàê-
öèè (ÏÖÐ) â ðåàëüíîì âðåìåíè. Êëåòî÷íûå ëèíèè
SK-N-MC è IMR-32, ïîëó÷åííûå èç Áàíêà êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã),
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM («Áèîëîò», Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñû-
âîðîòêè («Áèîëîò», Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è ãåíòàìèöèíà
(50 ìêã/ìë) âî âëàæíîé àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % CO2.
Êëåòêè ñíèìàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñìåñè 0.5%-íîãî ðàñ-
òâîðà òðèïñèíà è Âåðñåíà (1 : 3). Îöåíêó æèçíåñïîñîá-
íîñòè îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè òðèïàíîâîãî ñèíåãî.
Èç ïîëó÷åííîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè (îêîëî 4�106 êëå-
òîê) âûäåëÿëè ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ ïðåïàðàòà TriReagent
(Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ). Ñðàçó æå ïîñëå âûäåëåíèÿ
ÐÍÊ áûëà ïîñòàâëåíà ðåàêöèÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè.
Îòíîñèòåëüíóþ ýêñïðåññèþ ãåíà, êîäèðóþùåãî
GD-2-ñèíòåòàçó, îöåíèâàëè â õîäå ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ
â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì TaqF-ïîëèìåðàçû
(ÖÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè, Ìîñêâà). Â êà÷åñòâå êîíòðîëü-
íîãî ãåíà áûë èñïîëüçîâàí ãåí ABL. Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ
ñëó÷àéíîé îøèáêè âñå ïðîáû òåñòèðîâàëè â äâóõ ïîâòî-
ðàõ. Â ñîñòàâ ðåàêöèîííîé ñìåñè (êîíå÷íûé îáúåì
25 ìêë) âõîäèëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû è çîíäû: äëÿ ãåíà
GD-2 — 5�-AGC CGA AGC TAC CAG ACC AA-3�,
5�-GGA TAG TGA AAG CAG CCT CAT GT-3� è
ROX-ACA GCA GAC ACA GTC CGG TTC TCC
ACC-BHQ2; äëÿ ãåíà ABL — 5�-TGG AGA TAA CAC
TCT AAG CAT AAC TAA AGG T-3�,5�-GAT GTA GTT
GCT TGG GAC CCA-3� è FAM-CCA TTT TTG GTT TGG
GCT TCA CAC CAT T-BHQ1. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
ïðàéìåðîâ — 300 ììîëü/ìêë, çîíäîâ — 200 ììîëü/ìêë,
õëîðèäà ìàãíèÿ — 3.5 ììîëü/ìêë. Äèàïàçîí äîïóñòèìûõ
çíà÷åíèé ïîðîãîâîãî öèêëà ãåíà ABL âçÿò èñõîäÿ èç ðå-
êîìåíäàöèé îðãàíèçàöèè Europe against Cancer (Gabert et
al., 2003). Îáðàçöû, â êîòîðûõ óðîâåíü ïîðîãîâîãî öèêëà
ïðåâûøàë 30, ðàñöåíèâàëè êàê ñîìíèòåëüíûå è ðåçóëüòà-
òû èçìåðåíèÿ ýêñïðåññèè GD-2-ñèíòåòàçû íå àíàëèçèðî-
âàëè èç-çà íèçêîãî êà÷åñòâà èëè ìàëîãî êîëè÷åñòâà èñ-
õîäíîé ÐÍÊ. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ABL è GD-2 âûÿâëåíà âî
âñåõ îáðàçöàõ êëåòî÷íûõ ëèíèé íåéòðîáëàñòîìû. Âåëè-
÷èíà ïîðîãîâîãî öèêëà ãåíà ABL äëÿ êëåòîê SK-N-MC
ñîñòàâèëà 20.48 ± 0.29, äëÿ êëåòîê IMR-32 — 21.41 ±
� 0.29 (P = 0.049). Ýêñïðåññèÿ ãåíà GD-2 â äâóõ êëåòî÷-

802 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé



íûõ ëèíèÿõ ðàçëè÷àëàñü: SK-N-MC — 21.83 ± 0.26,
IMR-32 — 19.94 ± 0.37 (P = 0.002). Äàííûé ôåíîìåí, âå-
ðîÿòíî, ñâÿçàí ñ îòñóòñòâèåì àìïëèôèêàöèè îíêîãåíà
N-myc â êëåòêàõ SK-N-MC è åå íàëè÷èåì â êëåòêàõ
IMR-32 (25 êîïèé). Îïðåäåëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà GD-2 â
ëèíåéíûõ êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ýòè êëåòêè â êà÷å-
ñòâå ñòàíäàðòîâ äëÿ ïîñëåäóþùåãî âûÿâëåíèÿ ïîðàæå-
íèÿ êîñòíîãî ìîçãà ó ïàöèåíòîâ ñ íåéðîáëàñòîìîé.

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ È ÌÎÐÔÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÉ ÀÍÀËÈÇ ÊÓËÜ-
ÒÓÐÛ ÊËÅÒÎÊ ÈÇ ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÂÇÐÎÑËÎÃÎ
×ÅËÎÂÅÊÀ. © Þ. Á. Äüÿêîâà, À. Â. Øóêëèí, À. Ì. Ñà-
ìàðèíà, Ì. À. Àëåêñàíäðîâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà, center65@list.ru.

Íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå è ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè
(ÍÑÏÊ) ïðèñóòñòâóþò ïðè ðàçâèòèè è ñîõðàíÿþòñÿ âî
âçðîñëîì ìîçãå, ãäå îíè ñîñðåäîòî÷åíû â ñïåöèàëüíûõ
íèøàõ. Ýêñïðåññèÿ êèñëîãî ãëèàëüíîãî ôèáðèëëÿðíîãî
áåëêà (GFAP) ýòèìè êëåòêàìè ñòàâèò âîïðîñ îá èõ îíòî-
ãåíåòè÷åñêîé ñâÿçè ñ àñòðîöèòàìè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïîêàçàíî, ÷òî íàëè÷èå S100B â GFAP-ýêñïðåññèðóþùèõ
êëåòêàõ ñâèäåòåëüñòâóåò î ôåíîòèïå îòíîñèòåëüíî äèô-
ôåðåíöèðîâàííîãî àñòðîöèòà, à íàëè÷èå ìàðêåðà
LeX/CD15, íàïðîòèâ, ãîâîðèò î ñïîñîáíîñòè ê ïðîëèôå-
ðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå â ðàçëè÷íûå òèïû íåéðàëü-
íûõ êëåòîê. Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâèëñÿ àíàëèç òèïîâ
êëåòîê, âûñåâàåìûõ èç àóòîïñèéíîãî ìàòåðèàëà ÷åëîâå-
êà, è ïîëó÷åíèå íåéðàëüíûõ ïðîãåíèòîðíûõ/GFAP-ýêñï-
ðåññèðóþùèõ êëåòîê èç òîãî æå èñòî÷íèêà. Â ðàáîòå
áûëî èñïîëüçîâàíî 12 îáðàçöîâ ìîçãà ÷åëîâåêà ñïóñòÿ
12—26 ÷ ïîñëå ñìåðòè. Ïîëó÷åííûå êóëüòóðû áûëè ïðî-
àíàëèçèðîâàíû íà íàëè÷èå ìàðêåðîâ íåéðàëüíûõ êëåòîê
(GFAP, S100B, LeX/CD15, âIII-tubulin, Nestin, O4,
N-Cadh, TH, Calb, NF è Vimentin), ìåçåíõèìíûõ êëåòîê
(á-actin, smooth muscle á-actin, CD34, CD49, CD105,
hSTRO1, CD45 è CD11b), ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
(Ki67), êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (Cx43) è âíåêëåòî÷íî-
ãî ìàòðèêñà (Collagen I, Fibronectin). Êëåòêè âûäåëÿëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì 0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà èëè àê-
êóòàçû (Sigma). Äëÿ îòäåëåíèÿ ôðàêöèè æèâûõ êëåòîê
ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè â ãðàäèåíòå ñàõàðîçû.
Â ïðîöåññå âûáîðà íàèáîëåå ïîäõîäÿùèõ óñëîâèé êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ñðåäû: ñðåäà
DMEM:F12 (1 : 1) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ôåòàëüíîé ñûâî-
ðîòêè òåëåíêà (FBS), ñðåäà DMEM:F12 ñ äîáàâëåíèåì
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ EGF è bFGF (Sigma) è íåéðàëüíûìè
äîáàâêàìè N2 è B27 (Invitrogen) (áåññûâîðîòî÷íàÿ ñðå-
äà) è ñðåäà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (DMEM:F12 , 6 % FBS, 6 % Serum Replace-
ment (Invitrogen), EGF, bFGF è LIF). Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû
ñàæàëè íà ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé è ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû êëåòêè ïîñòåïåííî ïåðåâîäèëè
íà áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó è ïàññèðîâàëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì àêêóòàçû. Äëÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà
êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîðìàëüäå-
ãèäà â òå÷åíèå 15 ìèí. Èñïîëüçîâàëè äâîéíîå îêðàøèâà-
íèå êëåòîê, ïåðâè÷íûå àíòèòåëà âèçóàëèçèðîâàëè ïðè
ïîìîùè âòîðè÷íûõ anti-mouse Alexa 488 (Invitrogen,
1 : 200) è anti-rabbit Texas Red (Jackson, 1 : 100). ßäðà äî-
êðàøèâàëè ïðè ïîìîùè Hoechst 33342. Â ïîëó÷åííûõ
êóëüòóðàõ ìåòîäàìè ìîðôîëîãè÷åñêîãî è èììóíîãèñòî-

õèìè÷åñêîãî àíàëèçà áûëè âûÿâëåíû ñëåäóþùèå òèïû
êëåòîê: ôèáðîçíûå è ïðîòîïëàçìàòè÷åñêèå àñòðîöèòû,
ëåæàùèå îäèíî÷íî èëè ãðóïïàìè è ýêñïðåññèðóþùèå
GFAP, Vimentin, â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ — S100B; ìåëêèå
(30—40 ìêì) îòðîñò÷àòûå êëåòêè, èììóíîïîçèòèâíûå ê
LeX/CD15; îëèãîäåíäðîöèòû — îêðóãëûå ñèäÿ÷èå êëåò-
êè, èíîãäà ñ íåáîëüøèìè îòðîñòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèå
O4; ôèáðîáëàñòû — àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè,
ýêñïðåññèðóþùèå Ki67, Collagen I è fibronectin; ìåçåí-
õèìíûå êëåòêè, âñòàâøèå íà ïóòü ìèîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè ñ ýêñïðåññèåé á-actin. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà
ýìáðèîíàëüíîé ñðåäå îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå àñòðî-
öèòîâ è CD15-ïîçèòèâíûõ êëåòîê áûëî âûøå, ÷åì íà
ñðåäå ïðîñòî ñ 10 % ñûâîðîòêè. Âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòüþ âî âñåõ êóëüòóðàõ îáëàäàëè ïðåèìóùå-
ñòâåííî ôèáðîáëàñòû, êîòîðûå ÷åðåç íåñêîëüêî íåäåëü
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñòàíîâèëèñü ïðåîáëàäàþùèì òèïîì
êëåòîê. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå
áûëè ïîëó÷åíû ñâîáîäíîïëàâàþùèå àãðåãàòû êëåòîê, â
êîòîðûõ îòñóòñòâîâàëà ïðîëèôåðàöèÿ. Òàêèì îáðàçîì, â
êóëüòóðàõ àóòîïñèéíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà ïîìèìî ôèáðîá-
ëàñòîâ è ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ñîäåðæàòñÿ GFAP-ýêñï-
ðåññèðóþùèå êëåòêè îáîèõ òèïîâ, íî ñîäåðæàíèå èõ â
êóëüòóðàõ íåâåëèêî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00081).
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ÑÊÈÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ. © Â. À. Åìåëüÿíåíêî. ÔÃÓÏ Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò âàêöèí
è ñûâîðîòîê è ïðåäïðèÿòèå ïî ïðîèçâîäñòâó áàêòåðèé-
íûõ ïðåïàðàòîâ ÔÌÁÏ Ðîññèè.

Ïðîáèîòè÷åñêèå áàêòåðèè, ãëàâíûì îáðàçîì ïðåä-
ñòàâèòåëè ðîäîâ Bifidobacterium è Lactobacillus, ÿâëÿþò-
ñÿ îñíîâíûìè êîìïîíåíòàìè íîðìàëüíîé ìèêðîáèîòû
îðãàíèçìà ÷åëîâåêà è ìíîãèõ æèâîòíûõ, à òàêæå âõîäÿò
â ñîñòàâ òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðîáèîòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ,
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ äîáàâîê è ïðîäóêòîâ ôóíêöèî-
íàëüíîãî ïèòàíèÿ. Îäíèì èç óñëîâèé óñïåøíîé ðàáîòû
ýòèõ áàêòåðèé ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü ïðèêðåïëÿòüñÿ ê
ïîâåðõíîñòè ñëèçèñòûõ îáîëî÷åê êèøå÷íèêà è ðàçìíî-
æàòüñÿ òàì, âûòåñíÿÿ òàêèì îáðàçîì íåæåëàòåëüíûå
ìèêðîîðãàíèçìû çà ñ÷åò âûäåëåíèÿ àíòàãîíèñòè÷åñêè
àêòèâíûõ ïðîäóêòîâ ìåòàáîëèçìà è êîíêóðåíòíûõ âçàè-
ìîîòíîøåíèé. Â ñâÿçè ñ ýòèì èçó÷åíèå àäãåçèâíûõ
ñâîéñòâ áèôèäîáàêòåðèé è ëàêòîáàöèëë íåîáõîäèìî ïðè
óñòàíîâëåíèè èõ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Îöåíêó àä-
ãåçèâíîé àêòèâíîñòè öåëåñîîáðàçíî ïðîâîäèòü ó íîâûõ
øòàììîâ ïðîáèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, âûñòóïàþ-
ùèõ â êà÷åñòâå êàíäèäàòîâ äëÿ ïðîèçâîäñòâà íîâûõ ïðå-
ïàðàòîâ, ó âíîâü âûäåëåííûõ èçîëÿòîâ, ó ñåëåêöèîííûõ
âàðèàíòîâ óæå èçâåñòíûõ øòàììîâ. Êðîìå òîãî, íåîáõî-
äèìî âåñòè ïàðàëëåëüíûå èñïûòàíèÿ àíòàãîíèñòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè, êèñëîòîîáðàçîâàíèÿ, ñîñòàâà ïðîäóêòîâ ìå-
òàáîëèçìà, òåõíîëîãè÷åñêè ýòèõ øòàììîâ è èõ êëèíè÷å-
ñêîé ýôôåêòèâíîñòè. Ñîïîñòàâèâ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû è óñòàíîâèâ èõ êîððåëÿòèâíûå ñâÿçè, ìîæíî äåëàòü
âûâîä î âêëàäå êàæäîãî ïðîöåññà â ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ
èçó÷àåìûõ ïðîáèîòèêîâ. Äåëî â òîì, ÷òî äî ñèõ ïîð âå-
äóòñÿ ñïîðû îá àäåêâàòíîñòè íàøèõ ïðåäñòàâëåíèé î
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ïðîáèîòèêàõ è èõ ðåàëüíîì äåéñòâèè â ñîñòàâå ïðåïàðà-
òîâ è â ñîñòàâå ìèêðîáèîòû. Áîëüøèå íàäåæäû â ðàçðå-
øåíèè ýòîãî ñïîðà âîçëàãàþòñÿ èìåííî íà èçó÷åíèå àä-
ãåçèâíûõ ñâîéñòâ áèôèäî- è ëàêòîáàêòåðèé. Ñóùåñòâóåò
íåñêîëüêî ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ àäãåçèâíîé àêòèâíîñòè
áàêòåðèé. Ýòî äåëàþò ïóòåì ïðÿìîãî íàáëþäåíèÿ ñ ïî-
ìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîé, ðàñòðîâîé è ñêàíèðóþùåé
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Îïîñðåäîâàííûé ñïîñîá èçó-
÷åíèÿ àäãåçèè ìîæåò áûòü îñíîâàí íà óñòàíîâëåííîé àð-
ãåíòèíñêèìè èññëåäîâàòåëÿìè (P *erez et al., 1998) êîððå-
ëÿöèè ìåæäó ïðèêðåïëåíèåì øòàììîâ Bifidobacterium,
âûäåëåííûõ èç ôåêàëèé äåòåé è êîììåð÷åñêèõ ìîëî÷íî-
êèñëûõ ïðîäóêòîâ, ê ýíòåðîöèòîïîäîáíûì êëåòêàì è
àóòî- è ãåìàããëþòèíàöèåé ýòèõ îðãàíèçìîâ. Ïðèêðåïëå-
íèå ê ñòåêëó îêàçàëîñü íåñïåöèôè÷íûì è îòáðàñûâàëîñü
êàê êðèòåðèé ñåëåêöèè ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê. Àâòîðû
ñäåëàëè âûâîä î òîì, ÷òî äàííûå ðåçóëüòàòû îáåñïå÷èâà-
þò ìåòîä äëÿ ïðåäâàðèòåëüíîé ñåëåêöèè áàêòåðèé, êîòî-
ðûå ïîòåíöèàëüíî ìîãóò ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ýïèòåëèàëü-
íûì êëåòêàì ñ ïîìîùüþ àóòîàããëþòèíàöèè. Ýòè æå àâ-
òîðû îïèñûâàþò îïûòû íà ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå
êëåòîê Caco-2 (Bibiloni et al., 1999). Èñïîëüçîâàíèå êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð ñîïðÿæåíî ñ áîëüøèìè ìåòîäè÷åñêèìè
òðóäíîñòÿìè, òðåáóþùèìè ñïåöèàëüíûõ óñëîâèé, íî îíè
ïîçâîëÿò íàèëó÷øèì îáðàçîì îöåíèòü âêëàä àäãåçèâíûõ
ñâîéñòâ ïðîáèîòè÷åñêèõ áàêòåðèé â ìåõàíèçìû èõ äåé-
ñòâèÿ. Êëåòî÷íûå êóëüòóðû òàêæå ïîçâîëÿò îïðåäåëèòü
öèòîòîêñè÷íîñòü ìàëîèçó÷åííûõ øòàììîâ áàêòåðèé ïðè
ñîçäàíèè íîâûõ ïðîáèîòèêîâ.
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Âîññòàíîâëåíèå êîæíûõ ïîêðîâîâ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç
âàæíåéøèõ ïðîáëåì ëå÷åíèÿ áîëüíûõ ñ îáøèðíûìè è
ãëóáîêèìè îæîãàìè, òðîôè÷åñêèìè ÿçâàìè, äðóãèìè
òðàâìàòè÷åñêèìè ïîâðåæäåíèÿìè êîæè. Ìû ïðåäïîëî-
æèëè, ÷òî ðàçðàáîòàííûå ðàíåå êîëëàãåí-õèòîçàíîâûå
ìàòðèöû, ñîäåðæàùèå ãëèêîçàìèíîãëèêàíû è ôàêòîðû
ðîñòà, è ïðèìåíåíèå èõ ñ ìóëüòèïîòåíòíûìè êëåòêàìè
ïîçâîëÿò ñîçäàòü äåðìàëüíî-ýïèäåðìàëüíûé ýêâèâàëåíò
êîæè. Â ÷àñòíîñòè, áûëè ïîñòàâëåíû çàäà÷è ñðàâíèòü
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ è ïëþðèïîòåíòíûõ (ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ)
êëåòîê (ÝÑÊ) â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà
ðàíåâîì êîëëàãåí-õèòîçàíîâîì ïîêðûòèè «Êîëëà-
õèò-Áîë» (ïàòåíò ÐÔ ¹ 2252787 îò 27.05.2005). Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó ýìáðèîíàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ êðûñû 3-ãî ïàññàæà, ïîëó÷åííóþ èç 7—10-ñó-
òî÷íûõ ôåòóñîâ, è ñòðîìàëüíûå êëåòêè êðûñû èç ïîä-
êîæíîé æèðîâîé òêàíè ïîñëå åå äèñïåðãèðîâàíèÿ.
Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû ÝÑÊ è
ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åíèå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ è ïîñëåäóþùóþ ïðîöåäó-
ðó ïîëó÷åíèÿ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê äëÿ êàðèîòèïèðî-
âàíèÿ ïðîâîäèëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêå Íàçà-
ðåíêî è Âàñèëüåâà (2003). Èñïîëüçîâàëè ðàíåâûå ïîêðû-

òèÿ «Êîëëàõèò-Áîë» â êà÷åñòâå êëåòî÷íûõ ìàòðèö.
Â êëåòêàõ îïðåäåëÿëè ïðèçíàêè àïîïòîçà, óðîâåíü èîíîâ
Ca2+ è pH. Àïîïòîç îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ
Hoechst 33342 è èîäèäà ïðîïèäèÿ. Èñïîëüçîâàíèå ðå-
êîìáèíàíòíûõ ôàêòîðîâ ðîñòà ïðè äîáàâëåíèè â ìàòðè-
öó íå òîëüêî çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò åå ñòîèìîñòü, íî
òàêæå óâåëè÷èâàåò âîçìîæíîñòü èììóííîãî îòâåòà íà
÷óæåðîäíûé áåëîê. Äîáàâëåíèå ê ìàòðèöå ñðåäû, êîíäè-
öèîíèðîâàííîé êëåòêàìè, ìîæåò ïîìî÷ü èçáåæàòü âû-
øåóêàçàííûõ ïðîáëåì è ïîëó÷èòü ïîäëîæêè äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ, â òîì ÷èñëå ñòâîëîâûõ.
Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè ôèáðîáëàñòîâ êàæäûå 3-è ñóò îòáèðàëè êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó, êîòîðóþ ôèëüòðîâàëè è âíîñèëè âî ôëàêîí ñ
«Êîëëàõèò-Áîëîì». Â ýòó ñèñòåìó êðîìå ôèáðîáëàñòîâ
äîáàâëÿëè ñðåäó äëÿ ïëþðèïîíåíòíûõ êëåòîê â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 1, çàòåì âûñåâàëè ïëþðèïîòåíòíûå êëåòêè
Áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü òàêèõ êëåòîê äèôôåðåíöè-
ðîâàòüñÿ â êåðàòèíîöèòû â ïðèñóòñòâèè êóëüòèâèðóåìûõ
íà ïîêðûòèè ôèáðîáëàñòîâ. Ïîñåâ íà ìàòðèöû âûçûâàë
àïîïòîç ôèáðîáëàñòîâ â êóëüòóðå ÷åðåç 24 ÷ (52 % àïîï-
òîçíûõ êëåòîê). Â äàëüíåéøåì ÷èñëî àïîïòîçíûõ êëåòîê
óìåíüøàëîñü. Â òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ 9 ñóò èíêóáàöèè
òàêèå êëåòêè â êóëüòóðå ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæèâà-
ëèñü. Èçâåñòíî, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íûé êàëüöèé è pH ÿâ-
ëÿþòñÿ îäíèìè èç ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîöåññû
ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è àïîïòîçà. Äî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê êîíöåíòðàöèÿ Ca2+ â ôèáðîáëàñòàõ
áûëà 12.4 íÌ, à ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè óâåëè÷èâàëàñü äî
67 íÌ, âîçìîæíî âñëåäñòâèå èíòåíñèôèêàöèè àïîïòîòè-
÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Ïðè äàëüíåéøåé èíêóáàöèè ôèáðî-
áëàñòîâ íà ìàòðèöàõ ñîäåðæàíèå Ca2+ â êëåòêàõ íå ìåíÿ-
ëîñü. Àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü è äëÿ çíà÷åíèé
pH. Èññëåäîâàíèå ìîðôîëîãèè äèôôåðåíöèàëüíî îêðà-
øåííûõ õðîìîñîì ïîêàçàëî, ÷òî â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóå-
ìûõ íà êîëëàãåí-õèòîçàíîâûõ ìàòðèöàõ äî 5 ñóò, ÷èñëî
õðîìîñîì è èõ ìîðôîëîãèÿ íå èçìåíÿëèñü. Èññëåäîâà-
íèå ìîðôîëîãèè ÝÑÊ ïîêàçàëî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå íà
óêàçàííûõ ïîäëîæêàõ ìîæåò ïîääåðæèâàòü â òå÷åíèå
7 ñóò íîðìàëüíîå ìîðôîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå äèôôå-
ðåíöèðóþùèõñÿ êîëîíèé ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê. Òà-
êèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå êîëëàãåí-õèòîçàíîâîãî
êîìïëåêñà «Êîëëàõèò-Áîë» ïðèâîäèëî ê îáðàòèìûì èç-
ìåíåíèÿì ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ êëåòîê. Ýòî ñâè-
äåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè öèòîòîêñè÷åñêîé ðåàêöèè
ïðè êîíòàêòå ñ ìàòðèöàìè. Ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå
íà ðàíåâûõ ïîêðûòèÿõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ è
ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîäêîæíî-æèðîâîé êëåò÷àòêè ôîðìè-
ðóåò ïðèçíàêè äåðìàëüíî-ýïèäåðìàëüíîãî ýêâèâàëåíòà
êîæè, ÷òî ìîæåò èìåòü ïðèêëàäíîå çíà÷åíèå äëÿ ðåêîí-
ñòðóêöèè ïîðàæåííîé èëè îòñóòñòâóþùåé êîæè ïðè ãëó-
áîêîé è îáøèðíîé îæîãîâîé òðàâìå.
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Êëåòî÷íûå ëèíèè ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ èñïîëüçóþò-
ñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ ïðèðîäíûõ ñîåäè-
íåíèé è òåñòèðîâàíèÿ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ.
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Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè òåïëîâîãî øîêà (ÁÒØ) èãðàþò âàæ-
íóþ ðîëü â çàùèòå êëåòîê îò ðàçíîîáðàçíûõ ïîâðåæäàþ-
ùèõ ôàêòîðîâ, ïîýòîìó ïîèñê ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ ïî-
âûñèòü óðîâåíü äàííîãî áåëêà â êëåòêàõ è òêàíÿõ îðãà-
íèçìà, èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ
òåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ íîâîãî ïîêîëåíèÿ. Íàìè áûëî
èçó÷åíî âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ ðàçëè÷íîé õèìè÷åñêîé ïðè-
ðîäû, âûäåëåííûõ èç ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ, íà ìîäó-
ëÿöèþ óðîâíÿ ÁÒØ70 â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ.
Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî âåùåñòâà, îòíîñÿùèåñÿ ê òðèòåð-
ïåíîèäíîé ãðóïïå, òàêèå êàê ýõèíîöèñòîâàÿ êèñëîòà, âû-
çûâàþò óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ÁÒØ70 â êëåòêàõ ýðèòðîáëà-
ñòîìû ÷åëîâåêà Ê-562. Âàðàöèíàöåòàò, âûäåëåííûé èç
àñöèäèè, ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ ÁÒØ70 â êëåòêàõ Ò-98
è èíèöèèðóåò ïðîöåññ àïîïòîçà â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
ñõîäíûì îáðàçîì ñ êóðêóìèíîì — ïðåïàðàòîì, èñïûòà-
íèÿ êîòîðîãî ïðîõîäÿò â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ðàçëè÷íûõ
ìîäåëÿõ îíêîïàòîëîãèåé. Ñîåäèíåíèÿ àëêàëîèäíîé ïðè-
ðîäû ìàêàëóâàìèíû Æ è Ñ ïî-ðàçíîìó äåéñòâóþò íà
êëåòêè-ìîäåëè; îáðàáîòêà êëåòîê ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè
÷åëîâåêà U-937 ïåðâîé ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ
ÁÒØ70 è ñòèìóëèðóåò àïîïòîç, à ìàêàëóâàìèí Ñ, íàïðî-
òèâ, ñïîñîáåí óâåëè÷èâàòü ñîäåðæàíèå ÁÒØ70 â êëåòêàõ
ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà Ò-98 è âûçûâàòü ðàçâèòèå â íèõ
óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ öèòîòîêñè÷åñêèõ ôàêòîðîâ.
Ñõîäíûì ïðîòåêòèâíûì äåéñòâèåì è ñïîñîáíîñòüþ èí-
äóöèðîâàòü ñèíòåç è íàêîïëåíèå ÁÒØ70 â êëåòêàõ Ò-98
îáëàäàåò àëêàëîèä àïòàìèí, èçâåñòíûé ñâîåé íåéðîïðî-
òåêòîðíîé àêòèâíîñòüþ.
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Îðãàíîòèïè÷íûå êóëüòóðû íåðâíûõ òêàíåé ïîçâîëÿ-
þò ñîõðàíèòü âíå îðãàíèçìà õàðàêòåðíóþ öèòîàðõèòåê-
òîíèêó, ôóíêöèîíàëüíûå ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ
è èñêëþ÷èòü íåðâíûå, ãîðìîíàëüíûå è äðóãèå âëèÿíèÿ.
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ ÷àñòî èñ-
ïîëüçóþò ìîäåëü äèôôåðåíöèðîâêè ñïèííîìîçãîâûõ
ãàíãëèåâ (ÑÌÃ). Âàæíóþ ðîëü â êóëüòèâèðîâàíèè êëå-
òîê èãðàåò áèîñïåöèôè÷åñêàÿ àäãåçèÿ, òàê êàê ñóáñòðàò
ðîñòà ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùèì äëÿ ïîëó÷åíèÿ äèôôåðåí-
öèðîâàííîé êóëüòóðû. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûë ïîä-
áîð îïòèìàëüíûõ óñëîâèé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ îðãàíî-
òèïè÷íîé êóëüòóðû êëåòîê ÑÌÃ ýìáðèîíîâ öûïëåíêà.
Ïðîâîäèëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðîñòà êóëüòóðû íà
ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòàõ (ïîëèîðíèòèí-ëàìèíèí, æåëàòèí,
ïîëè-L-ëèçèí, ïîëèýòèëåíèìèí èëè êîëëàãåí) è â ðàç-
ëè÷íûõ ñðåäàõ (Ham’s F-14, Ham’s F-12, DMEM). Æèçíå-
ñïîñîáíîñòü êóëüòóð îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè ôîð-
ìèðîâàíèÿ çîíû ðîñòà, êîòîðàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàñ-
òóùèå íåéðèòû, ìèãðèðóþùèå è ïðîëèôåðèðóþùèå
ãëèàëüíûå êëåòêè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàèáîëüøóþ æèç-
íåñïîñîáíîñòü êóëüòóðà ñîõðàíÿëà ïðè âûðàùèâàíèè â
ñðåäå Ham’s F-14, ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ñóáñò-
ðàòà ïîëèîðíèòèí-ëàìèíèíà, æåëàòèíà èëè êîëëàãåíà.
Íà äðóãèõ ïðîòåñòèðîâàííûõ â ðàáîòå ñóáñòðàòàõ è ñðå-
äàõ ÑÌÃ íå ôîðìèðîâàëè çîíó ðîñòà. Êðîìå òîãî, èññëå-
äîâàëè âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ íà ìîð-

ôîôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè. Â ðåçóëüòàòå ðàáî-
òû áûëè ïîäîáðàíû óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÑÌÃ ýìá-
ðèîíîâ öûïëåíêà, ïîçâîëÿþùèå èñïîëüçîâàòü äàííóþ
êóëüòóðó äëÿ èññëåäîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ âå-
ùåñòâ, îáëàäàþùèõ íåéðîòðîïíûì äåéñòâèåì.
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Ïîëó÷åíèå äèãàïëîèäíûõ ëèíèé çëàêîâ ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç ñïîñîáîâ óñêîðåíèÿ ñåëåêöèîííîãî ïðîöåññà, òàê
êàê ïîçâîëÿåò ñîêðàòèòü ìèíèìóì âäâîå ñðîêè ïîëó÷å-
íèÿ íîâûõ ñîðòîâ. Äëÿ çëàêîâûõ êóëüòóð îïòèìàëüíûì
ñïîñîáîì ðåàëèçàöèè äàííîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ ïðèìå-
íåíèå êóëüòóðû ïûëüíèêîâ èëè ìèêðîñïîð in vitro. Äëÿ
ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè èíäóêöèè ïûëüöåâîãî ýìá-
ðèîãåíåçà èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå ñïîñîáû ñòðåññîâîãî
âîçäåéñòâèÿ íà ðàñòåíèÿ in situ è in vitro. Îäíîé èç íàè-
áîëåå ýôôåêòèâíûõ è ÷àñòî èñïîëüçóåìûõ äëÿ çëàêîâ ÿâ-
ëÿåòñÿ îáðàáîòêà êîëîñüåâ äîíîðíûõ ðàñòåíèé íèçêèìè
ïîëîæèòåëüíûìè òåìïåðàòóðàìè (îò 3 äî 5 °Ñ) â òå÷åíèå
2—28 ñóò. Äàííàÿ îáðàáîòêà ïîâûøàåò âûõîä íîâîîáðà-
çîâàíèé è çåëåíûõ ðàñòåíèé-ðåãåíåðàíòîâ. Âàæíûì ÿâ-
ëÿåòñÿ âîïðîñ î ïðîäîëæèòåëüíîñòè õîëîäîâîé îáðàáîò-
êè. Òàê, äëÿ ïøåíèöû íàèáîëåå ýôôåêòèâíî âîçäåéñòâèå
ïîíèæåííûõ òåìïåðàòóð â òå÷åíèå 7 ñóò. Ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè ïûëüíèêîâ ðæè è òðèòèêàëå ÷àù âñåãî èñïîëü-
çóåòñÿ îáðàáîòêà â òå÷åíèå 21—28 ñóò. Â ñâÿçè ñ ýòèì
öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå âëèÿíèå äëè-
òåëüíîñòè õîëîäîâîé ïðåäîáðàáîòêè íà ýôôåêòèâíîñòü
èíäóêöèè àíäðîãåíåçà ó ãèáðèäîâ ÿðîâîãî òðèòèêàëå.
Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèé ñëóæèëè 3 ãèáðèäà òðè-
òèêàëå � òðèêàëå (ïøåíèöà) è 1 áåêêðîññíûé ãèáðèä
ÿðîâîãî òðèòèêàëå. Êóëüòèâèðîâàíèå ïûëüíèêîâ ïðî-
âîäèëè ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå. Ïðè ïðîâåäå-
íèè èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè äâà ðåæèìà õîëîäîâîé
ïðåäîáðàáîòêè — â òå÷åíèå 7 è 21 ñóò. Ðåçóëüòàòû èñ-
ñëåäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî ñóùåñòâóþò ðàçëè÷èÿ ïî ñïî-
ñîáíîñòè ðàñòåíèé èçó÷åííûõ ãåíîòèïîâ ôîðìèðîâàòü
ýìáðèîãåííûå ñòðóêòóðû â çàâèñèìîñòè îò òèïà ïðåäî-
áðàáîòêè. Â ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ õîëîäîâîé ïðåäîáðàáîò-
êè â òå÷åíèå 21 ñóò âûõîä ýìáðèîäîâ áûë äîñòîâåðíî
âûøå ó 3 èç èññëåäîâàííûõ ãèáðèäîâ (ïðè P < 0.01).
Òîëüêî ãèáðèä Ëàíà � Óëüÿíà íå ïîêàçàë äîñòîâåðíûõ
ðàçëè÷èé ïî ÷àñòîòå èíäóêöèè ýìáðèîãåíåçà â çàâèñèìî-
ñòè îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè õîëîäîâîé îáðàáîòêè. Íàè-
áîëüøèì âûõîäîì ýìáðèîèäîâ â ðàñ÷åòå íà 100 ïûëüíè-
êîâ õàðàêòåðèçîâàëñÿ ãèáðèä Óçîð � Ìàòåéêî (42.1) ïðè
ïðåäîáðàáîòêå â òå÷åíèå 21 ñóò, íàèìåíüøèì — ãèáðèä
Kargo � Ðîñòàíü (5.0) ïðè õîëîäîâîé îáðàáîòêå â òå÷å-
íèå 7 ñóò. Ïðè àíàëèçå ãåíîòèïîâ ïî ïðèçíàêó «âûõîä
ðàñòåíèé-ðåãåíåðàíòîâ» ïðàêòè÷åñêè íå áûëî âûÿâëåíî
äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ãèáðèäàìè è òèïàìè ïðå-
äîáðàáîòêè. Âìåñòå ñ òåì ïîêàçàíî ïîëîæèòåëüíîå âëèÿ-
íèå õîëîäîâîé îáðàáîòêè â òå÷åíèå 21 ñóò íà âûõîä çå-
ëåíûõ ðàñòåíèé ðåãåíåðàíòîâ, òàê êàê òîëüêî ïðè äàííîì
óñëîâèè ãèáðèäû ïðîÿâëÿëè ñïîñîáíîñòü ê ãåíåðàöèè çå-
ëåíûõ ðàñòåíèé. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå õîëîäî-
âîé ïðåäîáðàáîòêè êîëîñüåâ ÿðîâîãî òðèòèêàëå ïåðåä
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ââåäåíèåì â êóëüòóðó ïûëüíèêîâ â òå÷åíèå 21 ñóò ìîæåò
ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü èíäóêöèè ïûëüöåâîãî ýìáðèî-
ãåíåçà è òàêèì îáðàçîì ñïîñîáñòâîâàòü ðàñøèðåíèþ ïðè-
ìåíåíèÿ äàííîãî áèîòåõíîëîãè÷åñêîãî ìåòîäà â ñåëåêöèè
ÿðîâîãî òðèòèêàëå. Â òî æå âðåìÿ äîëæíû ó÷èòûâàòüñÿ
ãåíîòèïè÷åñêèå îñîáåííîñòè èñïîëüçóåìûõ ôîðì.
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Ïîèñê ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ ðàêà âåäåòñÿ
â ðàçëè÷íûõ íàïðàâëåíèÿõ, îäíèì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ
ôîòîäèíàìè÷åñêàÿ òåðàïèÿ (ÔÄÒ). Îñíîâíûì ïðåè-
ìóùåñòâîì ÔÄÒ ïåðåä áîëüøèíñòâîì ñïîñîáîâ, èñïîëü-
çóåìûõ â îíêîëîãèè, ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòü îäíîâðå-
ìåííîãî ñî÷åòàíèÿ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ è ôèçè÷åñêèõ
ìåòîäîâ âîçäåéñòâèÿ, à èìåííî ñî÷åòàíèÿ ôîòîñåíñèáè-
ëèçàòîðà (ÔÑ) ñ íèçêîýíåðãåòè÷åñêèì ëàçåðíûì îáëó÷å-
íèåì, â òî âðåìÿ êàê îòäåëüíî âçÿòûå ÔÑ è îáëó÷åíèå
ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàþò äîëæíîãî âëèÿíèÿ. Â äàííîé
ðàáîòå â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî ÔÑ áûë âûáðàí õëîðèí e6
(Porphyrin Products; Logan, UT, ÑØÀ). Îöåíêó ýôôåêòîâ
ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ ïðîâîäèëè íà ìèêðî-
êàïñóëèðîâàííûõ îïóõîëåâûõ ñôåðîèäàõ íà îñíîâå êëå-
òî÷íîé ëèíèè àäåíîêàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëî-
âåêà (MCF-7). Ñïåêòð ìîäåëåé ýêñïåðèìåíòàëüíîé îíêî-
ëîãèè âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñïîíòàííûå, ïåðåâèâàåìûå è
èíäóöèðîâàííûå îïóõîëè æèâîòíûõ, êóëüòóðû îïóõîëåé
÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, îïóõîëè ÷åëîâåêà, ïåðåâèòûå æè-
âîòíûì, è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìîäåëè. Â ñâÿçè ñ
óæåñòî÷åíèåì òðåáîâàíèé ïðè èñïîëüçîâàíèè ìîäåëåé
íà æèâîòíûõ îñîáîå çíà÷åíèå ïðèîáðåòàþò ìîäåëè íà
îñíîâå êëåòî÷íûõ êóëüòóð, â òîì ÷èñëå è ìóëüòèêëåòî÷-
íûå îïóõîëåâûå ñôåðîèäû. Ïîêàçàíî, ÷òî òàêèå ñôåðîè-
äû ìîãóò èìèòèðîâàòü ìàëûå ñîëèäíûå îïóõîëè è ïîòî-
ìó ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ìîäåëåé in vitro
äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ ïðîòèâîðàêîâîé òå-
ðàïèè. Òåì íå ìåíåå ôîðìèðîâàíèå ñôåðîèäîâ — äîñòà-
òî÷íî ñëîæíàÿ çàäà÷à. Â ÷àñòíîñòè, èçâåñòíî, ÷òî íåêî-
òîðûå êëåòêè íå îáðàçóþò ñôåðîèäîâ ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè â ñóñïåíçèè. Ìèêðîêàïñóëèðîâàíèå îòêðûâàåò
íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ ãåíåðèðîâàíèÿ ìóëüòèêëåòî÷-
íûõ ñôåðîèäîâ. Â ðàáîòå ñôåðîèäû áûëè ñôîðìèðîâàíû
ìåòîäîì ìèêðîêàïñóëèðîâàíèÿ âíóòðè áèîñîâìåñòèìûõ
ïîëèýëåêòðîëèòíûõ ìèêðîêàïñóë ñðåäíåãî äèàìåòðà
600 ± 50 ìêì. Öèòîòîêñè÷íîñòü è ôîòîöèòîòîêñè÷íîñòü
õëîðèíà e6 áûëè èçó÷åíû íà ïîëó÷åííûõ ñôåðîèäàõ, à
òàêæå íà êëåòêàõ MCF-7, ðàñòóùèõ â ìîíîñëîå. Îáëó÷å-
íèå ïðîâîäèëè íà äèîäíîì ëàçåðå (Coherent, France) ïðè
äëèíå âîëíû 650 íì è ðàçíûõ èíòåíñèâíîñòÿõ ñâåòà îò
0.5 äî 7.0 Äæ/ñì2. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îïðåäåëÿëè
â àëèêâîòå ñôåðîèäîâ ÌÒÒ-òåñòîì. Êîíöåíòðàöèÿ õëî-
ðèíà e6, ïðè êîòîðîé æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê áûëà áî-
ëåå 80 %, ñîñòàâèëà 1.7 è 8.4 ìêÌ äëÿ êëåòî÷íîãî ìîíî-
ñëîÿ è ìèêðîêàïñóëèðîâàííûõ ñôåðîèäîâ ñîîòâåòñòâåí-
íî. Èìåííî ýòè êîíöåíòðàöèè áûëè âûáðàíû äëÿ
èññëåäîâàíèÿ ôîòîöèòîòîêñè÷íîñòè ÔÑ. ×åðåç 24 ÷ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè íàáëþäàëè â
îáîèõ ñëó÷àÿõ. Îäíàêî ìèêðîêàïñóëèðîâàííûå ñôåðîè-
äû áûëè çíà÷èòåëüíî áîëåå óñòîé÷èâû äàæå ïðè êîíöåí-

òðàöèè õëîðèíà e6, â 5 ðàç ïðåâûøàþùåé êîíöåíòðàöèþ
ÔÑ, ïîäîáðàííóþ äëÿ ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû. Òàê, ïðè
èíòåíñèâíîñòè ñâåòà 10 Äæ/ñì2 äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê â ñôåðîèäàõ áîëåå ÷åì â 3 ðàçà ïðåâûøàëà êîëè÷å-
ñòâî æèâûõ êëåòîê â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå. Äàëåå áûë
ïðîâåäåí ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ îáðàçöîâ
ñôåðîèäîâ êàê äî, òàê è ïîñëå ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåé-
ñòâèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ìèêðîèí-
êàïñóëèðîâàíèÿ ðàêîâûõ êëåòîê îòêðûâàåòñÿ âîçìîæíîñòü
ñîçäàíèÿ â áóäóùåì íîâîé ìîäåëè in vitro äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ ýôôåêòîâ ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà ìàëûõ
ñîëèäíûõ îïóõîëÿõ è äëÿ ñêðèíèíãà íîâûõ ôîðì öèòîñòà-
òè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôåäå-
ðàöèè åâðîïåéñêèõ áèîõèìè÷åñêèõ îáùåñòâ (FEBS).

ÈÌÌÓÍÎÃÈÑÒÎÕÈÌÈ×ÅÑÊÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ
ÊËÅÒÎÊ ÝÊÒÎÄÅÐÌÛ ÐÀÍÍÅÉ ÃÀÑÒÐÓËÛ XENO-
PUS LAEVIS. © Â. Í. Çåì÷èõèíà, Å. Â. Ãóñåâà. Èíñòèòóò
áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Øïîðöåâàÿ ëÿãóøêà Xenopus laevis ñ÷èòàåòñÿ íàèáî-
ëåå óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ òàêèõ ÿâëåíèé, êàê
ýìáðèîíàëüíàÿ èíäóêöèÿ, êëåòî÷íàÿ ïîäâèæíîñòü è
äèôôåðåíöèðîâêà. Âî-ïåðâûõ, çàðîäûøè àìôèáèé óäîá-
íû äëÿ ìèêðîõèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèé, â òîì ÷èñëå äëÿ
îïûòîâ ñ ïåðåñàäêîé òêàíåé. Âî-âòîðûõ, èç çàðîäûøåé
ìîæíî ëåãêî èçîëèðîâàòü è êóëüòèâèðîâàòü â ñîëåâûõ
ðàñòâîðàõ ýêñïëàíòàòû êîìïåòåíòíîé òêàíè, â òîì ÷èñëå
äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî ðåêîìáèíàöèè òêàíåé è â êà÷åñòâå
òåñò-ñèñòåì íà ïðåäïîëàãàåìûå èíäóêòîðû. Â-òðåòüèõ, â
èçîëèðîâàííûõ ýêòîäåðìàëüíûõ ýêñïëàíòàòàõ ìîæíî
èçó÷àòü äåéñòâèå ãåíîâ, äëÿ ÷åãî â áëàñòîìåðû çàðîäû-
øåé àìôèáèé íà ðàííèõ ñòàäèÿõ äðîáëåíèÿ èíúåöèðóþò
ñèíòåòè÷åñêóþ ìÐÍÊ èëè ÄÍÊ ïîä ðàçëè÷íûìè ïðîìî-
òîðàìè. Íàøè èññëåäîâàíèÿ èíäóêöèîííîé àêòèâíîñòè
áåëêîâ òêàíåé ãëàç ìåòîäè÷åñêè îïèðàþòñÿ íà ïîñòóëàò:
êëåòêè ýêòîäåðìû ðàííåé ãàñòðóëû X. laevis ÿâëÿþòñÿ
ïîëèïîòåíòíûìè. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ýòî ìíîãî ðàç äîêà-
çàíî ðàííèìè ðàáîòàìè ïî ýìáðèîíàëüíîé èíäóêöèè; ñ
äðóãîé ñòîðîíû, íåîáõîäèì áîëåå ãëóáîêèé è ñîâðåìåí-
íûé âçãëÿä íà ÿâëåíèå ïîëèïîòåíòíîñòè êëåòîê ýêòîäåð-
ìû ðàííåé ãàñòðóëû â êóëüòóðå. Äåéñòâèòåëüíî, â êëåò-
êàõ ýêòîäåðìû ðàííåé ãàñòðóëû X. laevis óæå íà ñòàäèè
ïîçäíåé ýïèòåëèàëüíîé áëàñòóëû ýêñïðåññèðóþòñÿ ãåíû
íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, ò. å. êëåòêè ÝÐÃ óæå ïðå-
äåòåðìèíèðîâàíû ê ðàçâèòèþ â íåðâíóþ òêàíü. Îäíàêî
ïîñëå âûäåëåíèÿ ó÷àñòêà àíèìàëüíîé øàïî÷êè èç öåëîãî
ýìáðèîíà â êóëüòóðó âñå ïðîöåññû íåéðîãåíåçà îñòàíàâ-
ëèâàþòñÿ. Âîçìîæíî, ýòî ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì îòñóòñò-
âèÿ ìèíèìàëüíîé ìàññû çàïóùåííûõ â íåéðîãåíåç êëå-
òîê; êàê ìû çíàåì, èõ äîëæíî áûòü íå ìåíåå 100 ëèáî ðà-
áîòà ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ íà ñòîëü ðàííåé ñòàäèè
ýìáðèîãåíåçà, äîëæíà ïîääåðæèâàòüñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè
ôàêòîðàìè èçâíå. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê ýêòîäåðìû
ðàííåé ãàñòðóëû êàê ïîëèïîòåíòíûõ êëåòîê. Â èññëåäî-
âàíèè èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê áåëêàì SSEA-1, SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, Oct-4, nestin è vimentin.

ÎÁÍÀÐÓÆÅÍÈÅ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÌÈÊÐÎ-ÐÍÊ Ñ ÏÎ-
ÌÎÙÜÞ ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÛÕ ÐÅÏÎÐÒÅÐÍÛÕ ÊÎÍ-

806 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé



ÑÒÐÓÊÖÈÉ. © Ä. Â. Èñëàìãóëîâ,1, 2 À. Ï. Ãðèãîðåíêî,2
Å. È. Ðîãà÷åâ.2 1 Èíñòèòóò áèîõèìèè è ãåíåòèêè Óôèì-
ñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ è 2 Íåéðîïñèõèàòðè÷åñêèé
èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò, Ìàññà÷óñåòñêèé ìåäèöèí-
ñêèé óíèâåðñèòåò, ÑØÀ.

Ìèêðî-ÐÍÊ — íîâûé êëàññ ìàëûõ íåêîäèðóþùèõ
ìîëåêóë ÐÍÊ, íåãàòèâíî ðåãóëèðóþùèõ ýêñïðåññèþ ãå-
íîâ ó ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ. Ìèêðî-ÐÍÊ, ðàçðóøàÿ
ìÐÍÊ-ìèøåíè èëè ïîäàâëÿÿ èõ òðàíñëÿöèþ, èãðàåò âàæ-
íóþ ðîëü â ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ. Äëÿ
èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ìèêðî-ÐÍÊ â êëåòêå íà åå ãåíû-ìèøå-
íè èñïîëüçóþòñÿ âåêòîðû, ýêñïðåññèðóþùèå ýêçîãåí-
íóþ ìèêðî-ÐÍÊ. Ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ ýôôåêòèâíî-
ñòè êîíñòðóêöèé, ýêñïðåññèðóþùèõ ìèêðî-ÐÍÊ, èñïîëü-
çîâàíû GFP-âåêòîðû, ñîäåðæàùèå â 3�-îáëàñòè
èäåàëüíûé ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ìèêðî-ÐÍÊ è èäåàëüíûé
ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñ ââåäåííîé ìóòàöèåé, íàðóøàþùåé
âçàèìîäåéñòâèå ÐÍÊ—ÐÍÊ. Êîòðàíñôåêöèþ ñ RFP èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ âèçóàëèçàöèè òðàíñôèöèðîâàííûõ êëå-
òîê. Íà ïåðâè÷íûõ êðûñèíûõ êîðòèêàëüíûõ íåéðîíàõ
ïîêàçàíî îòñóòñòâèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïðè
êîòðàíñôåêöèè êîíñòðóêöèè, ýêñïðåññèðóþùåé ìèê-
ðî-ÐÍÊ, ñ GFP-âåêòîðîì ñ èäåàëüíûì ñàéòîì ñâÿçûâà-
íèÿ äàííîé ìèêðî-ÐÍÊ. Ïðè êîòðàíñôåêöèè GFP-êîíñò-
ðóêöèè ñ ìóòàíòíûì ñàéòîì ñâÿçûâàíèÿ ìèêðî-ÐÍÊ íà
ôîíå óâåëè÷åíèÿ ýêñïðåññèè ìèêðî-ÐÍÊ íàáëþäàëèñü
GFP-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ñâè-
äåòåëüñòâóåò îá ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìèê-
ðî-ÐÍÊ-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåïîðòåðíûõ êîíñòðóêöèé äëÿ
îáíàðóæåíèÿ èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìèêðî-ÐÍÊ
è åå òêàíåñïåöèôè÷íîé ëîêàëèçàöèè.

ÌÎÄÓËßÒÎÐÛ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÔÎÑÔÎËÈÏÀÇÛ D
ÁÅËÊÈ RALA È ARF6: ÂËÈßÍÈÅ ÍÀ ÐÀÇËÈ×ÍÛÅ
ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÈ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÊËÅ-
ÒÎÊ. © À. Â. Êíèæíèê, Â. À. Ðûáêî, ß. À. Êàèíîâ,
À. Â. Êîìåëüêîâ, Å. Ì. ×åâêèíà. ÍÈÈ êàíöåðîãåíåçà, ÃÓ
Ðîññèéñêèé íàó÷íûé îíêîëîãè÷åñêèé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìî-
ñêâà.

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè õàðàêòåðèñòèêè òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ, àññîöèèðîâàííûå ñ ýêñïðåñ-
ñèåé ýêçîãåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìàëûõ ÃÒÔàç Ral
è Arf6, in vitro è in vivo íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîò-
íûõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî áåëêè RalA
è Arf6 ñîâìåñòíî ìîäóëèðóþò àêòèâíîñòü ôîñôîëèïàçû
D (PLD), êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü ó÷àñòâóåò â ìåòàáîëèç-
ìå ôîñôîëèïèäîâ è ñèíòåçå âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ,
âëèÿÿ íà ñîñòàâ ìåìáðàí, ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà è ïîäâèæíîñòü, à òàêæå îïîñðåäîâàííî àêòè-
âèðóåò íåêîòîðûå òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû. Â äàííîé
ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ëèíèþ HET-SR (ýìáðèîíàëüíûå
ôèáðîáëàñòû ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà, òðàíñôîðìèðîâàííûå
âèðóñîì ñàðêîìû Ðàóñà) è åå ïðîèçâîäíûå, ïîëó÷åííûå
ïðè ïîìîùè èíôåêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåòðîâèðóñíî-
ãî âåêòîðà pLXSN. Ëèíèÿ HET-SRRalAV23 ñòàáèëüíî
ýêñïðåññèðîâàëà êîíñòèòóòèâíî àêòèâíóþ ôîðìó RalA
(áåëîê ïîñòîÿííî ñâÿçàí ñ ÃÒÔ), HET-SRArf6Q67L è
HET-SRArf6T27N ýêñïðåññèðîâàëè êîíñòèòóòèâíî àê-
òèâíóþ è äîìèíàíòíî-íåãàòèâíóþ (áåëîê ïîñòîÿííî ñâÿ-
çàí ñ ÃÄÔ) ôîðìû Arf6 ñîîòâåòñòâåííî. Ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè PLD â ëèçàòàõ èñ-
ñëåäóåìûõ ëèíèé ïîêàçàë çíà÷èòåëüíîå åå ïîâûøåíèå â

ëèíèÿõ HET-SRArf6Q67L è HET-SRRalA6AV23 ïî ñðàâ-
íåíèþ êàê ñ êîíòðîëüíîé ëèíèåé HET-SRpLXSN, òàê è ñ
HET-SRArf6T27N. Òàêèì îáðàçîì, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ýêñïðåññèÿ àêòèâèðîâàííûõ ôîðì RalA è Arf6 ïðèâîäèò
ê ñòèìóëÿöèè àêòèâíîñòè PLD. Ñëåäóþùèì ýòàïîì áûëî
èññëåäîâàíèå ðÿäà êëåòî÷íûõ õàðàêòåðèñòèê ïîëó÷åí-
íûõ êóëüòóð, ïîòåíöèàëüíî àññîöèèðîâàííûõ ñ ïîâûøå-
íèåì àêòèâíîñòè PLD. Àíàëèç ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè
ïîêàçàë, ÷òî êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà HET-SRRalA6AV23 õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ ïîâûøåííîé ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè èññëåäîâàííûìè êëåòî÷íûìè
ëèíèÿìè. Ïðè èçó÷åíèè ïîäâèæíîñòè êëåòîê â êóëüòóðå
ìåòîäîì «çàðàñòàíèÿ ðàíû in vitro» áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî ýêñïðåññèÿ ýêçîãåííîãî RalA ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ
ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè êëåòîê â îòëè÷èå îò Arf6, ýêñ-
ïðåññèÿ êîòîðîãî íå âëèÿåò íà äàííóþ õàðàêòåðèñòèêó.
Èññëåäîâàíèå ñïîñîáíîñòè ê êîëîíèåîáðàçîâàíèþ ïîêà-
çàëî, ÷òî íè RalA, íè Arf6 íå âëèÿþò íà ÷èñëî êîëîíèé.
Ïðè ýòîì â îòëè÷èå îò Arf6 ýêñïðåññèÿ ýêçîãåííîãî RalA
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ðàçìåðà êîëîíèé, ÷òî ìîæåò
áûòü ñëåäñòâèåì óâåëè÷åíèÿ ñêîðîñòè ðîñòà. Ñðàâíåíèå
òóìîðîãåííîñòè in vivo ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè êëåòîê
ñèíãåííûì æèâîòíûì âûÿâèëî ðàçëè÷èÿ ìåæäó èññëå-
äóåìûìè êóëüòóðàìè: äàííàÿ õàðàêòåðèñòèêà íå èçìå-
íèëàñü ó ëèíèè HET-SRRalA6AV23 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîí-
òðîëüíîé, â òî âðåìÿ êàê òóìîðîãåííîñòü ëèíèè
HET-SRArf6Q67L ïîâûñèëàñü (ìèíèìàëüíàÿ ïðèâèâî÷-
íàÿ äîçà ñíèçèëàñü, ðàçìåðû îïóõîëåé óâåëè÷èëèñü). Òà-
êèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ àêòèâíûõ
ôîðì êàê RalA, òàê è Arf6 ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè PLD.
Ïðè ýòîì èçìåíåíèå âàæíåéøèõ êëåòî÷íûõ õàðàêòåðè-
ñòèê, òàêèõ êàê ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè, ïîäâèæíîñòü,
êîëîíèåîáðàçîâàíèå è òóìîðîãåííîñòü in vivo, íå ñâÿçà-
íî íåïîñðåäñòâåííî ñ àêòèâàöèåé PLD, à ÿâëÿåòñÿ ðåçó-
ëüòàòîì ìîäóëÿöèè äðóãèõ RalA- ëèáî Arf6-çàâèñèìûõ
ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ.

ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÌÎÐÔÎÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÂÎÉÑÒÂ
È ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊ ÊËÅ-
ÒÎ×ÍÎÉ ÏÎÏÓËßÖÈÈ ÀÄÅÍÎÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ËÅÃ-
ÊÎÃÎ ×ÅËÎÂÅÊÀ ËÈÍÈÈ A-549 ÏÎÄ ÂËÈßÍÈÅÌ ÈÍ-
ÒÅÐÔÅÐÎÍÀ IN VITRO. © Î. À. Êîâàëåâà, Í. Ñ. Ñòåïà-
íåíêî, Í. À. Áåçäåíåæíûõ, Þ. È. Êóäðÿâåö. Èíñòèòóò ýê-
ñïåðèìåíòàëüíîé ïàòîëîãèè, îíêîëîãèè è ðàäèîáèîëî-
ãèè ÍÀÍ Óêðàèíû, Êèåâ.

Ïðîòèâîîïóõîëåâàÿ àêòèâíîñòü èíòåðôåðîíà (ÈÔÍ)
ðåàëèçóåòñÿ, êàê èçâåñòíî, êàê íà óðîâíå îðãàíèçìà ÷åðåç
àêòèâàöèþ ðÿäà êîìïîíåíòîâ èììóííîé ñèñòåìû è ïî-
äàâëåíèå àíãèîãåíåçà, òàê è íà óðîâíå îïóõîëåâîé êëåò-
êè ïóòåì ïðÿìîãî âëèÿíèÿ öèòîêèíà íà ýêñïðåññèþ ìíî-
æåñòâà êëåòî÷íûõ ãåíîâ. Èíòåðôåðîí, îáëàäàþùèé àí-
òèêàíöåðîãåííûì è àíòèìóòàãåííûì äåéñòâèåì, ìîæåò
èíãèáèðîâàòü îïóõîëåâóþ ïðîãðåññèþ, ïðåïÿòñòâóÿ âîç-
íèêíîâåíèþ ãåíåòè÷åñêèõ è ôåíîòèïè÷åñêèõ îòêëîíå-
íèé è ïîäàâëÿÿ òåì ñàìûì êëîíàëüíóþ äèâåðñèôèêàöèþ
îïóõîëè. Èçâåñòíî, ÷òî ñõîäíûé ìåõàíèçì ëåæèò â îñíî-
âå öèòîãåíåòè÷åñêîé ðåìèññèè ïðè òåðàïèè ÈÔÍ õðîíè-
÷åñêîãî ìèåëîëåéêîçà. Öåëüþ ðàáîòû áûëà îöåíêà âîç-
ìîæíîñòè âëèÿíèÿ èíòåðôåðîíà íà ìîðôîôóíêöèîíàëü-
íûå è öèòîãåíåòè÷åñêèå ñâîéñòâà, à òàêæå êëåòî÷íûé
ñîñòàâ îïóõîëåâîé ïîïóëÿöèè íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà
ëåãêîãî ÷åëîâåêà. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ìîäåëè
êëåòî÷íîé ëèíèè àäåíîêàðöèíîìû ëåãêîãî ÷åëîâåêà

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 807



(A-549) è åå ñóáëèíèè, àäàïòèðîâàííîé ê âûñîêèì êîí-
öåíòðàöèÿì èíòåðôåðîíà (A-549ÈÔÍ, 104 ÌÅ/ìë,
360 ñóò). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìåòîäû êóëüòèâèðîâà-
íèÿ è êëîíèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå è öèòîãåíåòè÷åñêèå ìåòîäèêè. Â ïðîöåññå äëèòåëü-
íîé ýêñïîçèöèè ñ ÈÔÍ êëåòêè ïðèîáðåòàëè áîëåå âûðà-
æåííóþ ýïèòåëèîèäíóþ ìîðôîëîãèþ, âðåìÿ óäâîåíèÿ â
êóëüòóðå è êîëè÷åñòâî ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê óâåëè÷èâà-
ëèñü, ñíèæàëàñü ïëîòíîñòü ðîñòà, óñëîæíÿëàñü óëüòðà-
ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ êëåòîê. Êëåòêè A-549ÈÔÍ
ïðàêòè÷åñêè óòðàòèëè ñïîñîáíîñòü ê êîëîíèåîáðàçîâà-
íèþ â ñðåäå ñ ïîëóæèäêèì àãàðîì, à òàêæå ñïîñîáíîñòü
ê ðîñòó â ñðåäå ñ íåäîñòàòêîì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (â ÷à-
ñòíîñòè, â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå). Ïîä âëèÿíèåì ÈÔÍ
ïðîèçîøëè òàêæå ðåçêèå èçìåíåíèÿ â ðåàêöèè êëåòîê íà
ïðîàïîïòîòè÷åñêèå âîçäåéñòâèÿ, â òîì ÷èñëå íà ãèïåð-
òåðìèþ. Òàê, ïðè íåçíà÷èòåëüíîì ïîâûøåíèè òåìïåðà-
òóðû (äî 42 °Ñ) æèçíåñïîñîáíîñòü ìîäèôèöèðîâàííûõ
êëåòîê ðåçêî ïàäàåò, ïðè ýòîì êîíòðîëüíûå êëåòêè îñòà-
þòñÿ áåç èçìåíåíèé, à ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû äî
45 °Ñ íàáëþäàåòñÿ ïîëíàÿ ãèáåëü ìîäèôèöèðîâàííûõ
ÈÔÍ êëåòîê â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ, æèçíåñïîñîá-
íîñòü êîòîðûõ ïàäàåò íåçíà÷èòåëüíî. Êëåòêè A-549ÈÔÍ
îòëè÷àþòñÿ îò êëåòîê èñõîäíîé êóëüòóðû è ïî öèòîãåíå-
òè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì. Òàê, äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê
À-549 ìîäàëüíûé êëàññ ñîñòàâëÿåò 54—59 õðîìîñîì,
íàèáîëüøåå ÷èñëî êëåòîê (28 %) ñîäåðæàò 56 õðîìîñîì.
Ìîäàëüíûé êëàññ ìîäèôèöèðîâàííûõ öèòîêèíîì êëå-
òîê — 58—62 õðîìîñîìû, íàèáîëüøåå ÷èñëî êëåòîê ñ 62
õðîìîñîìàìè (19 %). Ïðè öèòîãåíåòè÷åñêîì àíàëèçå â
60 % ìåòàôàç êëåòîê èñõîäíîé ïîïóëÿöèè À-549 áûëè
îáíàðóæåíû áîëüøèå ñóáìåòàöåíòðè÷åñêèå ïåðåñòðîåí-
íûå õðîìîñîìû. Ñðåäè íèõ íàáëþäàëè der(6)t(6;1),
der(11)t(8;11), der(2)t(2;1), ïðè÷åì ïåðåñòðîåííàÿ õðîìî-
ñîìà der(6)t(6;1) âñòðå÷àåòñÿ ñ îòíîñèòåëüíî íèçêîé ÷àñ-
òîòîé (6—25 %). Ëèíèÿ A-549ÈÔÍ îòëè÷àåòñÿ îò èñõîä-
íîé óâåëè÷åíèåì (äî 80 %) êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ õðîìî-
ñîìíîé ïåðåñòðîéêîé der(6)t(6;1) è çíà÷èòåëüíûì
ñíèæåíèåì ÷èñëà êëåòîê ñ ïåðåñòðîéêîé der(2)t(2;1).
Êðîìå òîãî, ó êëåòîê ëèíèè A-549ÈÔÍ íàáëþäàþòñÿ
ñíèæåíèå ÷àñòîòû êëåòî÷íûõ äåëåíèé è âîçðàñòàíèå êî-
ëè÷åñòâà êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè (P < 0.05 äëÿ îáåèõ õà-
ðàêòåðèñòèê), ÷òî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì áîëüøîãî êî-
ëè÷åñòâà ÄÍÊ-ðàçðûâîâ. Òàêèì îáðàçîì, êëåòî÷íàÿ ïî-
ïóëÿöèÿ ëèíèè A-549ÈÔÍ âñëåäñòâèå äëèòåëüíîé
ýêñïîçèöèè ñ ÈÔÍ ïðèîáðåòàåò ñòîéêèå áèîëîãè÷åñêèå
è öèòîãåíåòè÷åñêèå îñîáåííîñòè, êîòîðûå ñóùåñòâåííî
îòëè÷àþò åå îò êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè èñõîäíîé ëèíèè.
Ïîÿâëåíèå ýòèõ îñîáåííîñòåé ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî ÈÔÍ ñïîñîáñòâóåò ãëóáîêèì èçìåíåíèÿì ñòðóêòóðû
ïîïóëÿöèè êëåòîê òàêèì îáðàçîì, ÷òî ïðåîáëàäàþùèé
îïóõîëåâûé êëîí óòðà÷èâàåò ñâîè ïðåèìóùåñòâà è äîìè-
íèðóþùèì ñòàíîâèòñÿ äðóãîé, ìåíåå çëîêà÷åñòâåííûé,
êëîí.

ÎÏÒÈÌÈÇÀÖÈß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÎ-
ÃÎ ÔÀÊÒÎÐÀ ÑÂÅÐÒÛÂÀÅÌÎÑÒÈ ÊÐÎÂÈ VIII Â
ÑÒÀÁÈËÜÍÎÉ ËÈÍÈÈ ÆÈÂÎÒÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ-ÏÐÎ-
ÄÓÖÅÍÒÎÂ. © Ñ. Â. Êîâíèð, È. È. Âîðîáüåâ. Ãåìàòîëî-
ãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà, kovnir.serge@
mail.com.

Ôàêòîð ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè VIII (ôVIII) èìååò áî-
ëüøîå ìåäèöèíñêîå çíà÷åíèå, ïîñêîëüêó åãî äåôèöèò

èëè îòñóòñòâèå â êðîâîòîêå ÿâëÿåòñÿ îñíîâíîé ïðè÷èíîé
ãåìîôèëèè. Â ðàáîòå áûëà ïðîâåäåíà êîíñòèòóòèâíàÿ
òðàíñôåêöèÿ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ëèíèè DG44 (ïðî-
èçâîäíîé îò ëèíèè CHO-K1), ëèøåííûõ äèãèäðîôîëàò-
ðåäóêòàçíîé àêòèâíîñòè (dhfr –), ýêñïðåññèîííûì ïëàç-
ìèäíûì âåêòîðîì, êîäèðóþùèì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ôVIII ïîä êîíòðîëåì êîíñòèòóòèâíîãî ýóêàðèîòè÷åñêîãî
ïðîìîòîðà CMV è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôàêòîðà óñòîé÷è-
âîñòè òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê ê âîçäåéñòâèþ ìåòîò-
ðåêñàòà — äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû (DHFR). Â ðåçóëüòà-
òå îòáîðà ïîä äåéñòâèåì ìåòîòðåêñàòà, â óñëîâèÿõ, îáåñ-
ïå÷èâàþùèõ àìïëèôèöèðîâàíèå òðàíñôåêòíûõ ïðèçíà-
êîâ, áûëè ïîëó÷åíû ñòàáèëüíûé êëîí-ïðîäóöåíò ðåêîì-
áèíàíòíîãî ôVIII è ìåòîäèêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîçäàí-
íîé êëåòî÷íîé ëèíèè, ïðèâîäÿùåé ê íàèáîëåå âûñîêîìó
óðîâíþ áèîñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíîãî ôVIII. Ìàñøòàáè-
ðîâàííàÿ ñèñòåìà áèîñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíîãî ôVIII
ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè â êóëüòèâèðóåìîé ëèíèè æèâîò-
íûõ êëåòîê èñïîëüçîâàíà äëÿ íàðàáîòêè ïðåïàðàòèâíûõ
êîëè÷åñòâ è êîíöåíòðèðîâàíèÿ êîíäèöèîíèðîâàííîé êó-
ëüòóðàëüíîé ñðåäû. Èç ïîëó÷åííîãî êîíöåíòðàòà ïðîèç-
âåäåíû âûäåëåíèå è î÷èñòêà ðåêîìáèíàíòíîãî ôVIII
ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè. Àíàëèç îïûòíûõ îáðàçöîâ ðå-
êîìáèíàíòíîãî ôVIII ïðîèçâåäåí ìåòîäàìè ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèè è èììóíîõèìèè. Ïîëó÷åíà êîëëåêöèÿ ðàáî-
÷èõ ìàñòåð-êëîíîâ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðîäóöåíòîâ ðå-
êîìáèíàíòíîãî ôVIII.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ èñïîëíåíèÿ ãîñçàêàçà
¹ 15019.7705587227.07.1.002.7.

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ËÈÍÈÉ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ ÈÇ ÏÐÅÄÈÌÏËÀÍÒÀÖÈ-
ÎÍÍÛÕ ÁËÀÑÒÎÖÈÑÒ. © À. Ì. Êîëüöîâà, Ò. À. Êðûëî-
âà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ÿâëÿþòñÿ
óíèêàëüíûìè êëåòî÷íûìè ïîïóëÿöèÿìè, îáëàäàþùèìè
òàêèìè ñâîéñòâàìè, êàê íåîãðàíè÷åííàÿ ïðîëèôåðàöèÿ è
ïëþðèïîòåíòíîñòü (ñïîñîáíîñòü êëåòîê äèôôåðåíöèðî-
âàòüñÿ â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ è â ëè-
íèþ ïîëîâûõ êëåòîê). Áëàãîäàðÿ ýòèì ñâîéñòâàì ïîëó÷å-
íèå è õàðàêòåðèñòèêè ïîñòîÿííûõ ëèíèé ÷åëîâåêà ÿâëÿ-
þòñÿ îäíèì èç ïðèîðèòåòíûõ íàïðàâëåíèé ñîâðåìåííîé
êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Êëåòî÷íûå ëèíèè ÝÑÊ ïåðñïåêòèâ-
íî èñïîëüçîâàòü äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé â
ðàçíûõ îáëàñòÿõ êëåòî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè.
Ýòè êëåòêè òàêæå ïåðñïåêòèâíû äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ èõ â
ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèÿõ, ê êîòîðûì, â ÷àñòíîñòè, îò-
íîñèòñÿ ìåäèöèíñêàÿ òðàíñïëàíòîëîãèÿ, ëåêàðñòâåííîå
è òåðàòîãåííîå òåñòèðîâàíèå. Êàæäàÿ èç ïîëó÷àåìûõ ëè-
íèé ÝÑÊ ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíîé, èìåþùåé ñâîè ñâîéñòâà,
îïðåäåëÿåìûå åå ãåíîìîì. Â òî æå âðåìÿ ëþáàÿ ïîñòîÿí-
íàÿ ëèíèÿ ÝÑÊ äîëæíà îòâå÷àòü îïðåäåëåííîìó íàáîðó
õàðàêòåðèñòèê, ìàðêåðîâ, äîêàçûâàþùèõ åå ñïîñîáíîñòü
ê íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè è ñîõðàíåíèþ ïëþðè-
ïîòåíòíîñòè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëü-
òàòû ïî ïîëó÷åíèþ è õàðàêòåðèñòèêå äâóõ ïîñòîÿííûõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ èç
ïðåäèìïëàíòàöèîííûõ áëàñòîöèñò áûëè èñïîëüçîâàíû
ìåòîä ìåõàíè÷åñêîãî âûäåëåíèÿ âíóòðåííåé êëåòî÷íîé
ìàññû è ïîñëåäóþùåå åå êóëüòèâèðîâàíèå íà ñëîå ìèòî-
òè÷åñêè èíàêòèâèðîâàííûõ ôèäåðíûõ êëåòîê. Ñ öåëüþ
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ïðèáëèæåíèÿ ê òðåáîâàíèÿì, ïðåäúÿâëÿåìûì ê ÝÑÊ ÷å-
ëîâåêà â ñâÿçè ñ áèîìåäèöèíñêîé êëåòî÷íîé òðàíñïëàí-
òîëîãèåé, â êà÷åñòâå ôèäåðà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÝÑÊ
áûëè èñïîëüçîâàíû ðàçíûå ôèáðîáëàñòû òîëüêî ÷åëîâå-
÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (ïîñòíàòàëüíûå ôèáðîáëàñòû
êðàéíåé ïëîòè è ìåçåíõèìíûå êëåòêè ýìáðèîíà). Êóëü-
òèâèðóåìûå ÝÑÊ ïðîøëè îêîëî 120 óäâîåíèé êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè, çíà÷èòåëüíî ïðåîäîëåâ ëèìèò Õåéôëèêà.
Âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ýòèõ ëèíèé ñî-
ñòàâëÿåò 37.5 ± 4.2 è 28.0 ± 2.5 ÷ (åæåäíåâíîå èçìåðåíèå
ïëîùàäåé êîëîíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
«WCIF imageJ»). Ñ ïîìîùüþ ïðåäâàðèòåëüíîãî êàðèîëî-
ãè÷åñêîãî àíàëèçà, ãèñòîõèìè÷åñêîãî è èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîãî àíàëèçà ïîëó÷åííûå ëèíèè îõàðàêòåðèçîâàíû
ïî ðÿäó ñâîéñòâ, ïîäòâåðæäàþùèõ ñòàòóñ ïîñòîÿííîé
ëèíèè ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Îíè ñîõðàíÿþò ñòàáèëüíóþ ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, èìåþò â êàðèîòèïå 46 õðîìî-
ñîì. Ýòè ëèíèè õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêèì óðîâíåì àê-
òèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è ýêñïðåññèåé òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ñòàòóñ
ëèíèé ÝÑÊ ðàçíîãî âèäîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, à íàëè÷èå
ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ (SSEA-4,
TRA-1-60 è TRA-1-81) ïîäòâåðæäàåò ñòàòóñ ÝÑÊ èìåííî
÷åëîâåêà. Ðåçóëüòàòû èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà
ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ ïðîèçâîäíûå
ýêòîäåðìû, ýíäîäåðìû è ìåçîäåðìû, ïîäòâåðäèëè íàëè-
÷èå ïëþðèïîòåíòíîñòè â ýòèõ ëèíèÿõ ÝÑÊ.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÌÅÒÎÄÀ ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒÍÎ-ÑÅ-
ËÅÊÒÈÂÍÎÃÎ ËÀÇÅÐÍÎÃÎ ÑÏÅÊÀÍÈß ÄËß ÔÎÐ-
ÌÈÐÎÂÀÍÈß ÒÐÅÕÌÅÐÍÛÕ ÌÀÒÐÈ×ÍÛÕ ÑÒÐÓÊ-
ÒÓÐ ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÏÎËÈÌÎËÎ×ÍÎÉ ÊÈÑËÎÒÛ Ñ
ÂÊËÞ×ÅÍÈÅÌ ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈ ÀÊÒÈÂÍÛÕ ÊÎÌ-
ÏÎÍÅÍÒÎÂ. © À. Í. Êîíîâàëîâ,1 È. È. Ñåëåçíåâà,1
À. Â. Ïîïîâà,2 Å. Í. Àíòîíîâ.2 1 Èíñòèòóò òåîðåòè÷å-
ñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîëîãèè ÐÀÍ, Ïóùèíî, è
2 Èíñòèòóò ëàçåðíûõ è èíôîðìàöèîííûõ òåõíîëîãèé
ÐÀÍ, Òðîèöê.

Áèîäåãðàäèðóåìûå ïîëèìåðû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ
äëÿ ñîçäàíèÿ íîâûõ êîìïîçèöèîííûõ ìàòåðèàëîâ, ïðåä-
íàçíà÷åííûõ äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ êîñòíîé òêàíè, óòðà-
÷åííîé â ðåçóëüòàòå òðàâìû èëè áîëåçíè. Îñîáûé èíòå-
ðåñ âûçûâàþò òðåõìåðíûå ìàòðè÷íûå ñòðóêòóðû, ïîðèñ-
òàÿ ñòðóêòóðà êîòîðûõ ñîçäàåò êàðêàñ äëÿ ìèãðèðóþùèõ
êëåòîê. Âûñîêîïîðèñòûå òðåõìåðíûå ìàòðè÷íûå ñòðóê-
òóðû, ãëàâíûì îáðàçîì êåðàìè÷åñêèå è ïîëèìåðíûå, ÿâ-
ëÿþòñÿ áàçîâûì ýëåìåíòîì ñîâðåìåííîé èíæåíåðèè êî-
ñòíûõ è õðÿùåâûõ òêàíåé. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìàòåðèàëîâ ñ
âûñîêîé ïîðèñòîñòüþ ïðèìåíÿþò ðàçíîîáðàçíûå ìåòî-
äû, â ÷àñòíîñòè ãàçîâîå âñïåíèâàíèå ïîëèìåðîâ, ââåäå-
íèå â ìàòåðèàë ñîëåé ñ èõ ïîñëåäóþùèì ðàñòâîðåíèåì, è
ìåòîäû áûñòðîãî ïðîòîòèïèðîâàíèÿ. Äàííûå ìåòîäû
èìåþò ñåðüåçíûå îãðàíè÷åíèÿ ïðè ââåäåíèè â ñîñòàâ ìà-
òåðèàëà áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ êîìïîíåíòîâ, íåîáõî-
äèìûõ äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷ â îáëàñòè ðåêîíñòðóêòèâíîé
õèðóðãèè. Äëÿ ñîçäàíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî ìàòåðè-
àëà, ñòèìóëèðóþùåãî ìèãðàöèþ êëåòîê è èõ äèôôåðåí-
öèðîâêó â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè, ïðèìåíÿþò ðàçëè÷-
íûå òèïû áèîìèìåòè÷åñêèõ ïîêðûòèé, ôîðìèðîâàíèå
êîòîðûõ â ñëó÷àå òðåõìåðíûõ ìàòðè÷íûõ ñòðóêòóð èìå-
åò ðÿä îãðàíè÷åíèé. Äëÿ âêëþ÷åíèé áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûõ êîìïîíåíòîâ íåïîñðåäñòâåííî â îáúåì òðåõìåð-
íîé ìàòðèöû øèðîêèå âîçìîæíîñòè îòêðûâàåò ìåòîä ïî-

âåðõíîñòíî-ñåëåêòèâíîãî ëàçåðíîãî ñïåêàíèÿ (ÏÑËÑ).
Ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî ìåòîäà èíèöèèðîâàíèå
ïðîöåññà ïëàâëåíèÿ ïîëèìåðà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì ïî-
ãëîùåíèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ äîáàâëåííûìè â ïîðî-
øîê ïîëèìåðà ÷àñòèöàìè ñåíñèáèëèçàòîðà è ñïåêàíèå
ìîæåò ïðîèñõîäèòü ïðè ïëàâëåíèè òîëüêî ïîâåðõíîñò-
íûõ ñëîåâ ÷àñòèö ïîëèìåðà áåç èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ èõ
âíóòðåííèõ îáëàñòåé. Äëÿ ðåàëèçàöèè ìåòîäà ÏÑËÑ â
èñõîäíûé ïîëèìåðíûé ïîðîøîê â êà÷åñòâå ñåíñèáèëèçà-
òîðà ââîäÿò ÷àñòèöû óãëåðîäà, äîáàâêè êîòîðîãî íåòîê-
ñè÷íû è íå îêàçûâàþò îòðèöàòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ðîñò
êëåòîê ñîåäèíèòåëüíîé è êîñòíîé òêàíåé (Popov et al.
Materials processing for properties and performance. 2005,
4: 152—154). Ñõåìà ÏÑËÑ ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî óìå-
íüøèòü òåìïåðàòóðíûå ãðàäèåíòû âíóòðè ìàòåðèàëà è
ïîçâîëÿåò ñíÿòü èìåþùèåñÿ îãðàíè÷åíèÿ íà ïðèìåíåíèå
ëàçåðíîãî ñïåêàíèÿ ïðè ôîðìèðîâàíèè áèîàêòèâíûõ ïî-
ëèìåðíûõ ìàòðèö äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè. Â äàííîé ðà-
áîòå ìåòîä ÏÑËÑ áûë ïðèìåíåí äëÿ ñîçäàíèÿ íà îñíîâå
ïîëèìîëî÷íîé êèñëîòû (PLA) òðåõìåðíûõ ìàòðè÷íûõ
ñòðóêòóð, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ çàìåíû è ðåãåíåðàöèè
êîñòíûõ è õðÿùåâûõ òêàíåé. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî
îïðåäåëåíèå âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà ÏÑËÑ
äëÿ ñîçäàíèÿ êîìïîçèòíûõ ìàòåðèàëîâ íà îñíîâå PLA ñ
âêëþ÷åíèåì ãèäðîêñèàïàòèòà, æåëàòèíà è õèòîçàíà êàê
ôàêòîðîâ, ïîâûøàþùèõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, è
èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ïîëó÷åííûõ ìàòåðèàëîâ ñ
êóëüòóðîé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé áûëà èñïîëüçîâàíà ïåðâè÷íàÿ
êóëüòóðà êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ýìáðèîíà ÷åëîâåêà íà
ñðîêå 6 íåä. Êóëüòóðà êëåòîê íà 11-ì ïàññàæå áûëà èñïî-
ëüçîâàíà äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ìàòåðèàëîâ. Îöåíêó æèçíå-
ñïîñîáíîñòè, àäãåçèîííîé è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè êëåòîê ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïå ËÞÌÀÌ-È2 ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìåòîäà îêðàøèâàíèÿ êëåòîê 0.0002%-íûì
ðàñòâîðîì àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî. Íà îñíîâàíèè âû-
ïîëíåííûõ èññëåäîâàíèé áûëà ïðîâåäåíà îïòèìèçàöèÿ
ñîñòàâà íåîðãàíè÷åñêèõ è îðãàíè÷åñêèõ êîìïîíåíòîâ
ìèíåðàë-ïîëèìåðíûõ êîìïîçèòîâ è ïàðàìåòðîâ ëàçåðíî-
ãî âîçäåéñòâèÿ è ïîêàçàíî, ÷òî ìåòîä ÏÑËÑ ìîæåò ïðè-
ìåíÿòüñÿ äëÿ ñîçäàíèÿ íà îñíîâå PLA òðåõìåðíûõ ìàò-
ðè÷íûõ ñòðóêòóð, îáëàäàþùèõ ïîâûøåííîé áèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòüþ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-02-00789).
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ËÜÍÓÞ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÓ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ
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© Í. À. Êîíñòàíòèíîâà,1 Å. Ñ. Ìàíóèëîâà,1 Å. Ë. Àðñå-
íüåâà,1 È. À. Ãðèâåííèêîâ,1 Ë. Á. Áóðàâêîâà.1 1 ÃÍÖ ÐÔ
Èíñòèòóò ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, nata-
ly_kon@mail.ru, è 2 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè
ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Âëèÿíèþ èçìåíåííîé ñèëû òÿæåñòè íà äèôôåðåíöè-
ðîâàííûå è íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè, òàêèå
êàê ôèáðîáëàñòû, ýíäîòåëèàëüíûå, ëèìôîöèòû, ìåçåí-
õèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè îñ-
òåîáëàñòîâ è äð., ïîñâÿùåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàáîò.
Èçâåñòíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ðåàëüíîé èëè ìîäåëèðóå-
ìîé ìèêðîãðàâèòàöèè ñíèæàåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê,
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â íèõ ðåîðãàíèçóåòñÿ àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, óâåëè÷èâà-
åòñÿ óðîâåíü ñòðåññîâîãî öèòîêèíà ÈË-6 è èçìåíÿþòñÿ
óðîâíè ýêñïðåññèè íåêîòîðûõ ãåíîâ (Cogoli et al., 1993;
Òàèðáåêîâ, 2000; Ðîìàíîâ è äð., 2001; Buravkova et al.,
2004; Facer, 2005). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàáîòû, â êîòîðûõ
ïîêàçàíî ïîäîáíîå âëèÿíèå íà ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëî-
âûå êëåòêè (ÝÑÊ), îòñóòñòâóþò. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî 3-ñóòî÷íîå êëèíîñòàòèðîâàíèå íå îêàçûâàåò
âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ, îäíàêî êëèíîñòàòèðîâà-
íèå ýìáðèîèäíûõ òåë (ÝÒ) ïðèâîäèëî ê çàìåäëåíèþ
ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â êàðäèîìèîöèòû
(Êîíñòàíòèíîâà è äð., 2006). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó-
÷àëè âëèÿíèå êëèíîñòàòèðîâàíèÿ íà ñïîíòàííóþ äèôôå-
ðåíöèðîâêó â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè. Äë ýòîãî ÝÑÊ
íà íà÷àëüíîé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè ïîäâåðãàëè êëè-
íîñòàòèðîâàíèþ â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåñå-
âîì îáðàçîâàâøèõñÿ ÝÒ íà 4-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ íåéðîíàëüíûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè-
÷åñêèå àíòèòåëà ê MAP2 è â3-òóáóëèíó. Îêðàñêó ïðîâî-
äèëè íà 13-å è 18-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò íàèáîëåå îïòèìàëüíûì ñðîêàì îáíàðóæåíèÿ
äàííûõ àíòèãåíîâ â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî êëèíîñòàòèðîâàíèå ÝÒ ñóùåñòâåííî óâå-
ëè÷èâàëî êîëè÷åñòâî â3-òóáóëèí-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê,
îäíàêî ñíèæàëî ÷èñëî MAP2-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â
õîäåé äàëüíåéøåé ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè.
Ïî-âèäèìîìó, îáíàðóæåíèå â êóëüòóðàõ ïîñëå êëèíîñòà-
òèðîâàíèÿ áîëüøåãî ÷èñëà êëåòîê, îêðàøåííûõ íà â3-òó-
áóëèí, ïî ñðàâíåíèþ ñ MAP2-ïîëîæèòåëüíûìè êëåòêà-
ìè (êàê íà 13-å, òàê è íà 18-å ñóò) ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
òåì, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêà ñóùåñòâåííîé ÷àñòè ÝÑÊ
îñòàíàâëèâàëàñü íà ñòàäèè íåéðîáëàñòîâ, à òåðìèíàëü-
íîé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè äîñòèãàëè çíà÷èòåëüíî
ìåíüøèå èõ ÷èñëà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êëèíîñòàòèðîâà-
íèå ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ îïðåäåëåííîé çàäåðæêå äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÝÑÊ â íåéîíàëüíîì íàïðàâëåíèè ïðèìåíè-
òåëüíî ê ïîçäíèì ñòàäèÿì ýòîãî ïðîöåññà.

ÂËÈßÍÈÅ ÂÈÐÓÑÀ ÏÐÎÑÒÎÃÎ ÃÅÐÏÅÑÀ ÏÅÐÂÎÃÎ
ÒÈÏÀ ÍÀ ÐÅÄÎÊÑ-ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ.
© Ñ. Â. Êîðåíü,1 Ç. Á. Êâà÷åâà,1 Ò. À. Êóëàãîâà,2 Ã. Í. Ñå-
ìåíêîâà,2 Ë. À. Õâàòîâà.1 1 ÃÓ Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêèé èíñòèòóò ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè ÌÇ Ðåñ-
ïóáëèêè Áåëàðóñü, korensv@tut.by, kvachzb@tut.by, è
2 Áåëîðóññêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, Ìèíñê.

Â ôóíêöèîíèðóþùèõ êëåòêàõ ïðîòåêàåò áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ðåàêöèé, ïðè
ýòîì ïîääåðæèâàþòñÿ îïðåäåëåííûé íàáîð è ñîîòíîøå-
íèå îêèñëèòåëåé è âîññòàíîâèòåëåé, èëè òàê íàçûâàåìîå
ðåäîê-ñîñòîÿíèå êëåòêè. Èçìåíåíèå âåëè÷èíû äàííîãî
ïàðàìåòðà ìîæåò ïðîèñõîäèòü ïðè ñòèìóëÿöèè ôóíêöèî-
íàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê, îòðàæàÿ ïðè ýòîì èõ ðå-
äîêñ-ñâîéñòâà, ò. å. ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü èëè óòè-
ëèçèðîâàòü ðåäîêñ-ìîëåêóëû, ê êîòîðûì îòíîñÿò è àê-
òèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Ðåäîêñ-ñèñòåìû êëåòîê
ÿâëÿþòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîé ìèøåíüþ ïðè äåéñòâèè âèðó-
ñîâ, è èçìåíåíèå ðåäîêñ-ñâîéñòâ ìîæåò îòðàæàòü ñïåöè-
ôè÷åñêèé îòâåò êëåòîê íà ïàòîãåí íà ðàííèõ ýòàïàõ èí-
ôåêöèè. Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå âëèÿíèÿ âèðóñà
ïðîñòîãî ãåðïåñà ïåðâîãî òèïà (ÂÏÃ-1) íà ðàííåé ñòàäèè
èíôåêöèè (4 ÷) íà ãåíåðàöèþ ÀÔÊ ìåçåíõèìíûìè ñòâî-
ëîâûìè êëåòêàìè (ÌÑÊ) êîñòíîãî ìîçãà. Èññëåäîâàíèÿ

ïðîâîäèëè íà ìîíîñëîéíûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ êîñòíîãî
ìîçãà ìûøè 1—2-ãî ïàññàæà, âûðàùåííûõ â ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå ÄÌÅÌ ñ 20 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ è ñ
äîáàâëåííûì ôàêòîðîì ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ. Ïîñëå äî-
ñòèæåíèÿ ìîíîñëîÿ êóëüòóðû èíôèöèðîâàëè ÂÏÃ-1 â
ðàçâåäåíèè 10–2 (òèòð 5.5 lg ÒÖÄ). Êîíòðîëåì ñëóæèëè
íåèíôèöèðîâàííûå êëåòêè è ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà ÄÌÅÌ.
Îáðàçîâàíèå ÀÔÊ ðåãèñòðèðîâàëè ìåòîäîì õåìèëþìè-
íåñöåíöèè (ÕË). Â êà÷åñòâå óñèëèòåëåé ÕË èñïîëüçîâà-
ëè ëþìèíîë è ëþöèãåíèí. Äëÿ ïîèñêà ñèñòåì ãåíåðàöèè
ÀÔÊ â ÌÑÊ èñïîëüçîâàëè ñòèìóëÿòîðû ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè êëåòîê, ïðèìåíÿåìûå äëÿ èññëåäîâàíèÿ
êèñëîðîäàêòèâèðóþùèõ ñâîéñòâ èììóííûõ êëåòîê, òà-
êèå êàê ëèïîïîëèñàõàðèä êëåòî÷íûõ ñòåíîê áàêòåðèé
(ËÏÑ), ôîðáîëîâûé ýôèð ìèðèñòàòàöåòàòà (ÔÌÀ) — àê-
òèâàòîð ïðîòåèíêèíàçû Ñ, ôåðìåíòà, ó÷àñòâóþùåãî â àê-
òèâàöèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé â êëåòêàõ. Îäíàêî ãåíåðàöèÿ
ÀÔÊ ïðè äåéñòâèè ýòèõ ïðåïàðàòîâ íà ÌÑÊ íå âûÿâëÿ-
ëàñü. Ïðè èíôèöèðîâàíèè êóëüòóð ÌÑÊ ÂÏÃ-1 ïîâûøà-
ëàñü èíòåíñèâíîñòü ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííîé ÕË, íî
íå ëþìèíîëîïîñðåäîâàííîé. Äëÿ èíäóöèðîâàíèÿ îêèñ-
ëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ïðîöåññîâ ê ÌÑÊ äîáàâëÿ-
ëè ìåíàäèîí — ðåäîêñ-àêòèâíûé õèíîí, èíäóêòîð îáðà-
çîâàíèÿ ñóïåðîêñèäíûõ àíèîí-ðàäèêàëîâ. Îòìå÷åíî, ÷òî
ïðè äîáàâëåíèè ê ÌÑÊ ìåíàäèîíà ðåãèñòðèðóåòñÿ ëþöè-
ãåíèíîïîñðåäîâàííàÿ ÕË, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîäóê-
öèè ÀÔÊ, â ÷àñòíîñòè ñóïåðîêñèäíûõ àíèîí-ðàäèêàëîâ.
Ïðè âíåñåíèè ìåíàäèîíà ê êëåòêàì â òå÷åíèå 2 ÷ ïîñëå
èíôèöèðîâàíèÿ ÂÏÃ-1 èíòåíñèâíîñòü ìåíàäèîíçàâèñè-
ìîé ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííîé ÕË òàêæå ïîâûøàåòñÿ,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâàöèè ðåäîêñ-ïðîöåññîâ â
ÌÑÊ. Äàëåå, ïîñëå ðàçâèòèÿ èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà â
òå÷åíèå 2 ÷, èíòåíñèâíîñòü ÕË ñíèæàåòñÿ. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè èíèöèèðîâàíèè
ÌÑÊ âèðóñîì ïðîñòîãî ãåðïåñà ïåðâîãî òèïà ïðîèñõî-
äèò ìîäèôèêàöèÿ ðåäîêñ-ñâîéñòâ ýòèõ êëåòîê, ÷òî õàðàê-
òåðèçóåòñÿ ïîâûøåíèåì óðîâíÿ îáðàçîâàíèÿ ñâîáîäíî-
ðàäèêàëüíûõ ïðîäóêòîâ.

ÀÏÐÎÁÀÖÈß ÌÅÒÎÄÀ ÂÛßÂËÅÍÈß ÒÐÎÃÎÖÈÒÎÇÀ
ÄËß ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÂÈÐÓÑ-ÐÅÀÊÒÈÂÍÛÕ Ò-ËÈÌ-
ÔÎÖÈÒÎÂ. © Ä. À. Êîðåíüêîâ, Ã. Ä. Ïåòóõîâà, Ò. Â. ×èð-
êîâà. Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ìåäèöèíû, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Òðîãîöèòîç — ïðîöåññ ïåðåíîñà êîìïîíåíòîâ ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ìåæäó êëåòêàìè, âñòóïèâøèìè â
êîíòàêòíîå âçàèìîäåéñòâèå. Äàííûé ôåíîìåí íàèáîëåå
ÿñíî îõàðàêòåðèçîâàí äëÿ êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû.
Â ÷àñòíîñòè, äëÿ Ò-ëèìôîöèòîâ îïðåäåëåíî, ÷òî ïðîöåññ
òðîãîöèòîçà âîçíèêàåò ïðè îáðàçîâàíèè ñèíàïòè÷åñêîãî
êîìïëåêñà, ôîðìèðîâàíèå êîòîðîãî çàâèñèò îò êîãíàòíî-
ãî âçàèìîäåéñòâèÿ ÷åðåç ÒÊÐ è ðÿäà êîñòèìóëÿöèîííûõ
âçàèìîäåéñòâèé ñ êëåòêîé-ìèøåíüþ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïî-
êàçàòåëè òðîãîöèòîçà èìåþò ïðÿìóþ çàâèñèìîñòü ñ
óðîâíÿìè ÌÍÑ-ïåïòèä òåòðàìåð-ïîçèòèâíûìè ïîïóëÿ-
öèÿìè, à òàêæå ñ ïîêàçàòåëÿìè àêòèâàöèîííûõ òåñòîâ ê
çàäàííûì àíòèãåíàì êëåòîê-ìèøåíåé. Öåëüþ íàøåé ðà-
áîòû ÿâëÿëàñü îöåíêà âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ òåñòà
âûÿâëåíèÿ òðîãîöèòîçà äëÿ îáíàðóæåíèÿ Ò-êëåòîê èììó-
íîëîãè÷åñêîé ïàìÿòè ó÷àñòâóþùèõ â îòâåòå â ãðèïïîç-
íîé èíôåêöèè. Â ìîäåëüíîé èíôåêöèè è èììóíèçàöèè
âèðóñîì ãðèïïà A/PR/8/34 íà ìûøàõ áûëî ïîêàçàíî óâå-
ëè÷åíèå äîëè òðîãîöèòîç-ðåàêòèâíûõ ïîïóëÿöèé ëèìôî-

810 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé



öèòîâ, óðîâíè êîòîðûõ êîððåëèðîâàëè ñ ïîêàçàòåëÿìè
òåñòà íà àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêóþ ïðîëèôåðàöèþ è
ÖÒË-òåñòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Áèî-
äèåì Ëòä, Ìåëüáóðí, Àâñòðàëèÿ.

ÇÀÙÈÒÍÎÅ ÄÅÉÑÒÂÈÅ ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜÍÎ-ÍÀ-
ÏÐÀÂËÅÍÍÛÕ ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÎÂ ÏÐÈ ÎÊÈÑËÈ-
ÒÅËÜÍÎÌ ÑÒÐÅÑÑÅ. © Ì. Â. Êîðîòåöêàÿ, Å. Â. Ìîñ-
òîâåíêî, Ä. Ñ. Èçþìîâ. ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëî-
ãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Äûõàòåëüíàÿ öåïü ìèòîõîíäðèé ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì
èñòî÷íèêîì àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), ïîâûøåí-
íàÿ ïðîäóêöèÿ êîòîðûõ ìîæåò ïðèâåñòè ê ðàçâèòèþ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è ïðîãðàììèðîâàííîé ãèáåëè
êëåòîê (àïîïòîçó). Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî äîáàâëåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè ïåðîêñèäà âîäîðî-
äà (H2O2) èíäóöèðóåò ïðîäîëæèòåëüíûé îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ, õîòÿ äîáàâëåííûé H2O2 ðàçëàãàåòñÿ â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå â òå÷åíèå 0.5—1.0 ÷. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî
äîáàâëåííûé H2O2 âûçûâàåò îáðàçîâàíèå ýíäîãåí-
íûõ ÀÔÊ â ìèòîõîíäðèÿõ, ÷òî è ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû
â äàííîé ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ìèòîõîíäðèàëü-
íî-íàïðàâëåííûå àíòèîêñèäàíòû (ÌÍÀ) MitoQ è SkQ1,
ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé êîíúþãàò óáèõèíîíà èëè ïëàñòè-
õèíîíà (ñîîòâåòñòâåííî), ñîåäèíåííîãî ñ îñòàòêîì òðè-
ôåíèëôîñôîíèÿ ñ ïîìîùüþ äåêàíîâîãî ëèíêåðà. Â êà÷å-
ñòâå îáúåêòà áûëè âûáðàíû ïîäêîæíûå ôèáðîáëàñòû ÷å-
ëîâåêà è êëåòêè êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè HeLa. Áûëî
îáíàðóæåíî, ÷òî SkQ1 ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿåò ïðîäóê-
öèþ ÀÔÊ è ãèáåëü êëåòîê, èíäóöèðîâàííóþ H2O2. Ïðè
äëèòåëüíûõ ïðåèíêóáàöèÿõ (6—7 ñóò) ýôôåêò äîñòè-
ãàëñÿ â ÷ðåçâû÷àéíî íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (0.02—
2.00 íÌ). Â ñëó÷àå MitoQ çàùèòíîå äåéñòâèå ïðîÿâëÿ-
ëîñü ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Äðóãèå àíòèîê-
ñèäàíòû, òàêèå êàê òðîëîêñ è N-àöåòèëöèñòåèí, ïðîÿâëÿ-
ëè ñâîå çàùèòíîå äåéñòâèå â êîíöåíòðàöèÿõ, ïðåâûøàþ-
ùèõ óêàçàííûå â 105—107 ðàç. Ýòè äàííûå ïîäòâåðäèëè
ñïðàâåäëèâîñòü ãèïîòåçû î ìèòîõîíäðèàëüíîé ïðèðîäå
ÀÔÊ, âîçíèêàþùèõ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê H2O2. Ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëîãà SkQ1, â êîòîðîì êàòè-
îííûé îñòàòîê áûë çàìåíåí íà ðîäàìèí-19 (SkQR1),
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî åãî íàêîïëåíèå â êëåòêàõ ïðîèñõîäèò
â òå÷åíèå 1—2 ÷ è ëîêàëèçîâàí îí èñêëþ÷èòåëüíî â ìè-
òîõîíäðèÿõ. SkQ1 (2—20 íÌ) ïðè êðàòêîâðåìåííîé ïðå-
èíêóáàöèè (2—3 ÷) çàùèùàë êëåòêè îò îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà (îêèñëåíèÿ ýíäîãåííîãî ãëóòàòèîíà) è ñâÿçàííî-
ãî ñ ýòèì äðîáëåíèÿ ìèòîõîíäðèé, íî íå âëèÿë íà ãèáåëü
êëåòîê. Â áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (0.1—1.0 ìêÌ)
êàê SkQ1, òàê è MitoQ ñòèìóëèðîâàëè îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ è ãèáåëü êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ñóáòîêñè÷åñêèõ
êîíöåíòðàöèé H2O2. Â ñëó÷àå ôèáðîáëàñòîâ èíêóáàöèÿ ñ
SkQ 1 (0.2—2.0 íÌ) â òå÷åíèå 1 ñóò çàùèùàëà êëåòêè îò
ãèáåëè. Ïðè îòìûâêå SkQ1 çàùèòíûé ýôôåêò ñîõðàíÿëñÿ
åùå â òå÷åíèå 1 ñóò è ïàäàë ëèøü ÷åðåç 2 ñóò. Â êëåòêàõ
HeLa èíêóáàöèÿ ñ SkQ1 â òå÷åíèå 1—2 ñóò íå âûçûâàëà
çàùèòíîãî ýôôåêòà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî çà 2—3 ÷
SkQ1 íàêàïëèâàåòñÿ â îñíîâíîé ÷àñòè ïîïóëÿöèè ìèòî-
õîíäðèé, èìåþùèõ âûñîêèé ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è
íèòåâèäíóþ ôîðìó, à â íåáîëüøîé ôðàêöèè ìåëêèõ ìè-
òîõîíäðèé ñ íèçêèì ïîòåíöèàëîì íàêîïëåíèÿ íå ïðîèñ-

õîäèò. Ïðè èíäóêöèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ìàëàÿ
ôðàêöèÿ ìèòîõîíäðèé îñòàåòñÿ íåçàùèùåííîé è çàïóñ-
êàåò ïðîãðàììó àïîïòîçà. Èíêóáàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ ñ
SkQ1 (0.2—2.0 íÌ) â òå÷åíèå 1 ñóò âûçûâàåò ñëèÿíèå
ìèòîõîíäðèé â åäèíóþ ñåòü, ÷òî äîëæíî âåñòè ê ðàâíî-
ìåðíîìó ðàñïðåäåëåíèþ ÌÍÀ è ïðîÿâëåíèþ åãî çàùèò-
íîãî äåéñòâèÿ. Â ñëó÷àå êëåòîê HeLa ñëèÿíèå ìèòîõîíä-
ðèé, âîçìîæíî, ïðîèñõîäèò ìåäëåííåå, ÷åì â ôèáðîáëà-
ñòàõ, è ñîîòâåòñòâåííî ìåäëåííåå ðàçâèâàåòñÿ çàùèòíûé
ýôôåêò. Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò
òîò ôàêò, ÷òî âûõîä SkQR1 èç ôèáðîáëàñòîâ ïðîèñõîäèë
çíà÷èòåëüíî ìåäëåííåå, ÷åì èç êëåòîê HeLa. Â îáîèõ òè-
ïàõ êëåòîê ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè ïðåäâàðèòåëüíîé
èíêóáàöèè ñ SkQR1 ñêîðîñòü åãî âûõîäà ñíèæàëàñü è
ñîâïàäàëà ñî ñêîðîñòüþ èñ÷åçíîâåíèÿ çàùèòíîãî ýôôåê-
òà. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî èçìåíåíèå
äèíàìè÷åñêîé ñòðóêòóðû ìèòîõîíäðèàëüíîé ñåòè îïðå-
äåëÿåò ìåäëåííîå ðàçâèòèå çàùèòíîãî ýôôåêòà ÌÍÀ.

ÌÎÐÔÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÉ È ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÛÉ ÀÍÀ-
ËÈÇ ÐÀÇËÈ×ÍÛÕ ÔÐÀÊÖÈÉ ÖÈÐÊÓËÈÐÓÞÙÈÕ
ÊËÅÒÎÊ ÈÃËÎÊÎÆÈÕ. © È. Â. Êóäðÿâöåâ,1 À. Í. Ñóõà-
÷åâ,1, 2 À. Â. Ïîëåâùèêîâ.1 1 ÃÓ ÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Áèîëîãî-ïî÷âåí-
íûé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà.

Ïîïûòêè ðàçäåëåíèÿ öèðêóëèðóþùèõ êëåòîê èãëî-
êîæèõ íà îòäåëüíûå ôðàêöèè ïðåäïðèíèìàëèñü è ðàíåå,
îäíàêî îñíîâíûì îáúåêòîì ïîäîáíîãî ðîäà èññëåäîâà-
íèé ÿâëÿëèñü ìîðñêèå åæè. Äëÿ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ êëå-
òîê ïðèìåíÿëèñü ãðàäèåíòû ïëîòíîñòè ñàõàðîçû (Edds,
1993), ñìåñè ôèêîëëà è òðèçîëà (Messer, Wardlaw, 1979)
èëè ïåðêîëëà (Smith et al., 1992), à ïîëó÷åííûå ôðàêöèè
êëåòîê èñïîëüçîâàëèñü äëÿ ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ
è áèîõèìè÷åñêèõ ðàáîò. Ôóíêöèîíàëüíûõ èññëåäîâàíèé
ïîëó÷åííûõ ôðàêöèé íå ïðîâîäèëîñü, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ
íåáîëüøèì îáúåìîì öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè ñ êëåòêà-
ìè, êîòîðûå ìîæíî ïîëó÷èòü îò îòäåëüíûõ îñîáåé ìîð-
ñêèõ åæåé. Èñïîëüçîâàíèåì ìîðñêèõ çâåçä â êà÷åñòâå
îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ, â öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè êîòî-
ðûõ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ñîñòàâëÿåò îò 3 äî 8 ìëí/ìë, à
îáúåì ïîëó÷àåìîãî ìàòåðèàëà â ñðåäíåì ñîñòàâëÿåò
20 ìë è áîëåå, ïîçâîëèëî ðåøèòü ýòè ïðîáëåìû è ïðîâåñ-
òè èññëåäîâàíèå ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé ïîëó-
÷åííûõ ôðàêöèé. Ðåçóëüòàòîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ öåëî-
ìîöèòîâ ìîðñêîé çâåçäû Asterias rubens â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè äèàòðèçîàòà íàòðèÿ ñòàëî ïîëó÷åíèå òðåõ
ôðàêöèé öåëîìîöèòîâ. Ïåðâàÿ ôðàêöèÿ öåëîìîöèòîâ
ôîðìèðîâàëàñü íà èíòåðôàçå öåëîìè÷åñêàÿ æèä-
êîñòü—10%-íûé ðàñòâîð äèàòðèçîàòà íàòðèÿ, âòîðàÿ
áûëà îáíàðóæåíà íà ãðàíèöå ãðàäèåíòîâ 10.0 è 12.5 %, à
òðåòüÿ — íà ãðàíèöå 12.5—15.0 % äèàòðèçîàòà íàòðèÿ.
Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ìåòî-
äîâ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Ïîêàçàíî, ÷òî îñíîâíûì òè-
ïîì êëåòîê ïåðâîé ôðàêöèè (äî 95 %) áûëè àìåáîöèòû ñ
âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì, âî
âòîðîé ôðàêöèè ïðåîáëàäàëè àìåáîöèòû ñ íåáîëüøèìè
ãðàíóëàìè (73—80 %), ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûìè
ïî öèòîïëàçìå, à â òðåòüåé — êðóïíûå àìåáîöèòû ñ âû-
ñîêèì ñîäåðæàíèåì êðóïíûõ ãðàíóë è âàêóîëåé
(75—85 %). Ïîëó÷åííûå îáðàçöû ôðàêöèé àíàëèçèðîâà-
ëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå COULTER EPICS ALTRA
(Beckman Coulter, Inc., ÑØÀ). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷-
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íûõ ôðàêöèé èñïîëüçîâàëè öèòîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû
FS (ïðÿìîå ñâåòîðàññåèâàíèå), ÐÌÒ1 (áîêîâîå ñâåòîðàñ-
ñåèâàíèå), ÐÌÒ2 (ÔÈÒÖ, 520 íì) è ÐÌÒ3 (èîäèñòûé
ïðîïèäèé, 575 íì), êîòîðûå îöåíèâàëè ïî 30 000 ñîáû-
òèÿì äëÿ êàæäîé èç ïðîá. ×èñëî ïîâðåæäåííûõ êëåòîê
(ñîäåðæàùèõ èîäèñòûé ïðîïèäèé) â ïåðâîé ôðàêöèè íå
ïðåâûøàåò 10 %, à âî âòîðîé è òðåòüåé — 5—7 %. Èññëå-
äîâàíèå ôàãîöèòàðíîé àêòèâíîñòè âûÿâèëî, ÷òî íàèáî-
ëåå àêòèâíûìè ôàãîöèòàìè ÿâëÿëèñü àìåáîöèòû âòîðîé
êëåòî÷íîé ôðàêöèè (äî 50 % êëåòîê âêëþ÷àþò ìå÷åíûõ
áàêòåðèé), òîãäà êàê â îñòàëüíûõ ôðàêöèÿõ ÔÈÒÖ-ìå-
÷åííûå áàêòåðèè îáíàðóæèâàëèñü íå áîëåå ÷åì â
35—38 % êëåòîê. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êëåòêàìè âñåõ ôðàêöèé
ãðàìîòðèöàòåëüíûå áàêòåðèè (E. coli) è ïîãëîùàëèñü äî-
ñòîâåðíî èíòåíñèâíåå, ÷åì ãðàìïîëîæèòåëüíûå
(St. aureus). Äëÿ ïåðâîé ôðàêöèè ýòè çíà÷åíèÿ ñîñòàâèëè
37.01 ± 0.01 è 28.41 ± 0.79 % (P < 0.01), äëÿ âòîðîé —
47.91 ± 1.42 è 39.71 ± 1.78 % (P < 0.01), à äëÿ òðåòüåé
ôðàêöèè — 36.08 ± 2.82 è 23.43 ± 3.17 % (P < 0.001) ñî-
îòâåòñòâåííî. Ñïîíòàííîå íàêîïëåíèå íåéòðàëüíîãî
êðàñíîãî â ëèçîñîìàõ è öèòîïëàçìå öåëîìîöèòîâ äîñòî-
âåðíî âîçðàñòàëî îò ïåðâîé ôðàêöèè ê òðåòüåé, àíàëî-
ãè÷íàÿ òåíäåíöèÿ ñîõðàíÿëàñü ïðè âíåñåíèè â ëóíêè
ïëàíøåòà ñòèìóëÿòîðà. Ïðè ýòîì äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ
áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû òîëüêî ìåæäó ïåðâîé è òðåòüåé
ôðàêöèÿìè (P < 0.01). Èññëåäîâàíèå ãåìîëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ïîêàçàëî, ÷òî ñïîñîáíîñòüþ ê ëèçèñó ýðèòðî-
öèòîâ ÷åëîâåêà îáëàäàþò âñå ïîëó÷åííûå ôðàêöèè êëå-
òîê, íî äàííàÿ àêòèâíîñòü áûëà áîëåå âûðàæåíà ó òðåòüåé
ôðàêöèè, îáîãàùåííîé ãðàíóëÿðíûìè êëåòêàìè, ÷òî óêà-
çûâàåò íà ïðåèìóùåñòâåííóþ ëîêàëèçàöèþ ãåìîëèòè÷å-
ñêèõ ôàêòîðîâ â êðóïíûõ îêîëîÿäåðíûõ ãðàíóëàõ öåëî-
ìîöèòîâ. Èòàê, ðàçëè÷èÿ ìåæäó ôðàêöèÿìè ñîñòàâëÿþò íå
áîëåå 15—25 % ïî ðåçóëüòàòàì íåñêîëüêèõ ôóíêöèîíàëü-
íûõ òåñòîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü
íàëè÷èå ó ìîðñêèõ çâåçä îäíîãî òèïà ïîëèôóíêöèîíàëü-
íûõ öèðêóëèðóþùèõ êëåòîê, êîòîðûå, ïî-âèäèìîìó, íà-
õîäÿòñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00083 è 08-04-00111).

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÌÎËÅÊÓËßÐÍÎ-ÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÌÅ-
ÒÎÄÎÂ ÂÈÄÎÂÎÉ ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÖÈÈ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ
ÊÓËÜÒÓÐ. © Ê. Â. Êóëåøîâ. ÂÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëüíîé
âåòåðèíàðèè ÐÀÑÕÍ, Ìîñêâà.

Âèäîâàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç îñíîâíûõ
ïðîöåäóð ñåðòèôèêàöèè è ïàñïîðòèçàöèè êóëüòóð êëå-
òîê. Òîò ôàêò, ÷òî â ïîñëåäíåå âðåìÿ ó÷àñòèëèñü ñëó÷àè
âûÿâëåíèÿ ìåæâèäîâîé êîíòàìèíàöèè è ïîäìåíû êóëü-
òóð êëåòîê, çàñòàâëÿåò ðàçðàáàòûâàòü íàèáîëåå ýôôåê-
òèâíûå ìåòîäû îïðåäåëåíèÿ âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè
êëåòîê â êóëüòóðå (Drexler et al., 2003; Buehring et al.,
2004). Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì êðèòåðèåì âèäîâîãî
ñîîòâåòñòâèÿ â êîëëåêöèÿõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð Ðîññèè
ÿâëÿåòñÿ êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç. Íî âûñîêàÿ êàðèîòè-
ïè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü, êîòîðàÿ îòðàæàåòñÿ â èçìåíåíèè
ìîäàëüíîãî êëàññà, ïîÿâëåíèå äåðåâèàòîâ è ìàðêåðíûõ
õðîìîñîì óñëîæíÿþò îöåíêó êàðèîòèïà. Òàêæå ñòîèò çà-
ìåòèòü, ÷òî àíàëèç êàðèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ òðåáóåò
äëèòåëüíîãî âðåìåíè è âûñîêîé ïðîôåññèîíàëüíîé ïîä-

ãîòîâêè èññëåäîâàòåëÿ. Öåëü íàøåãî èññëåäîâàíèÿ —
ïðèìåíèòü ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû äëÿ âèäî-
âîé èäåíòèôèêàöèè êóëüòóð êëåòîê, äåïîíèðîâàííûõ â
ñïåöèàëèçèðîâàííîé Êîëëåêöèè ïåðåâèâàåìûõ ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ è ïðî-
ìûñëîâûõ æèâîòíûõ; àäàïòèðîâàòü ðàíåå ïðåäëîæåííûå
ìåòîäèêè, îñíîâàííûå íà ÏÖÐ ñ ïðèìåíåíèåì âèäîñïå-
öèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ (Cooper et al., 2007) è ñåêâåíèðî-
âàíèè ó÷àñòêà ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ öèòîõðîì c-îêñè-
äàçû ñóáúåäèíèöû I; àïðîáèðîâàòü äàííûå ìåòîäû äëÿ
èäåíòèôèêàöèè êëåòî÷íûõ ëèíèé Êîëëåêöèè. Îáúåêòà-
ìè èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëè 35 êëåòî÷íûõ ëèíèé, ïîëó-
÷åííûõ îò 15 âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ è ðûá, äåïîíèðî-
âàííûõ â Ñïåöèàëèçèðîâàííîé êîëëåêöèè ïåðåâèâàåìûõ
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ
è ïðîìûñëîâûõ æèâîòíûõ. Â îïûòàõ èññëåäîâàëè ïî 3
çàêëàäêè êàæäîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Â êà÷åñòâå ñêðè-
íèíãîâîãî ìåòîäà äëÿ âèäîâîé èäåíòèôèêàöèè êóëüòóð
êëåòîê íàìè èñïîëüçîâàíà ÏÖÐ ñ ïðèìåíåíèåì âèäîñïå-
öèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ê ó÷àñòêàì ìèòîõîíäðèàëüíîãî
ãåíà öèòîõðîì c-îêñèäàçû ñóáúåäèíèöû I. Äàííûé ïîä-
õîä áûë àïðîáèðîâàí íàìè â ìîíîïëåêñíîì è ìóëüòè-
ïëåêñíîì ôîðìàòàõ. Îöåíåí àíàëèòè÷åñêèé ïðåäåë ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà, êîòîðûé â ìîíîïëåêñíîé ðåàêöèè
ñîñòàâèë îò 0.05 äî 0.10 ïêã ÄÍÊ íà ðåàêöèþ, â ìóëüòè-
ïëåêñíîì æå ôîðìàòå (òðè ïàðû ïðàéìåðîâ â îäíîé ðåàê-
öèè) ÷óâñòâèòåëüíîñòü ñíèçèëàñü äî 0.5—1.0 ïêã ÄÍÊ íà
ðåàêöèþ. ÏÖÐ ñî ñìåñüþ ÄÍÊ èç 12 âèäîâ æèâîòíûõ è
îïðåäåëåííûìè âèäîñïåöèôè÷åñêèìè ïðàéìåðàìè ïîêà-
çàëà âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü ðåàêöèè, êîòîðàÿ ñîñòàâè-
ëà ïîðÿäêà 0.0010—0.0001 % àíàëèçèðóåìîé ÄÍÊ â ñìå-
ñè. Äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ó÷àñòêà ìòÄÍÊ èñïîëüçîâàëè
ïðàéìåðû, ôëàíêèðóþùèå 650-íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ãåíà öèòîõðîì c-îêñèäàçû (Ivanova et al.,
2007). Äëÿ ñðàâíåíèÿ ñ ðåôåðåíòíûìè ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿìè èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó BOLD (Ratnasingham,
Herbert, 2007). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî,
÷òî îïèñàííûå âûøå ïîäõîäû ïðèãîäíû äëÿ âèäîâîé
èäåíòèôèêàöèè êóëüòóð êëåòîê. Àäàïòèðîâàííûé ìóëü-
òèïëåêñíûé ôîðìàò ÏÖÐ ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü 12 âèäîâ
â 4 ðåàêöèÿõ, ÷òî ñóùåñòâåííî ñíèæàåò âðåìÿ è êîëè÷å-
ñòâî ðåàãåíòîâ. Ðåçóëüòàòû ñåêâåíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòà
ìòÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìáèíàöèé ïðàéìåðîâ VR_t1,
VF1_t1, VR1d_t1 è VF1d_t1 ïîëíîñòüþ ñîâïàäàþò ñ àï-
ðîáèðîâàííîé íàìè ìóëüòèïëåêñíîé âèäîñïåöèôè÷å-
ñêîé ÏÖÐ; òàêæå äàííûé ìåòîä äàåò âîçìîæíîñòü ñ âû-
ñîêîé ñòåïåíüþ òî÷íîñòè îïðåäåëèòü âèäîâóþ ïðèíàä-
ëåæíîñòü êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ýêçîòè÷åñêèõ âèäîâ
ìëåêîïèòàþùèõ è ðûá, à òàêæå êëåòî÷íûõ ëèíèé.

ÂÛÄÅËÅÍÈÅ È ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎ-
ÂÅÊÀ, ÏÎÄÎÁÍÛÕ ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÛÌ ÑÒÂÎËÎ-
ÂÛÌ ÊËÅÒÊÀÌ, ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÈÇ ÒÊÀÍÈ ÊÎÆÈ
ÏÎÑËÅ ÃËÓÁÎÊÎÃÎ ÇÀÌÎÐÀÆÈÂÀÍÈß. © Å. Êóëü-
íåâà, Ñ. Ç. Øàðèôóëëèíà, Í. È. ×óïèêîâà, Ñ. Â. Êîðæè-
êîâà, À. Ñ. Òåïëÿøèí. ÎÎÎ Èíñòèòóò ñòâîëîâîé êëåòêè,
Ìîñêâà, ego-ekaterina@yandex.ru.

Öåëüþ íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëî ïîëó÷åíèå è ñðàâ-
íèòåëüíûé àíàëèç ïîïóëÿöèé ýïèäåðìàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÝïÑÊ), âûäåëåííûõ èç íàòèâíîé êîæè ÷åëîâåêà
è èç òêàíè êîæè ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ è õðàíåíèÿ ïðè
–70 °Ñ, à òàêæå îöåíêà ñïîñîáíîñòè ïîëó÷åííûõ ïîïóëÿ-
öèé ê ñîõðàíåíèþ ñâîéñòâ ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðî-
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âàíèè. Ìàòåðèàë äëÿ ðàáîòû ïîëó÷àëè ñ èíôîðìèðîâàí-
íîãî ñîãëàñèÿ ïàöèåíòîâ ïîñëå îïåðàöèé ïî àáäîìèíî-
ïëàñòèêå èëè êîíòóðíîãî ëèôòèíãà ëèöà ñ ïðèìåíåíèåì
ýíäîòðàõåàëüíîãî íàðêîçà îò 3 ïàöèåíòîâ. ×àñòü íàòèâ-
íîãî ìàòåðèàëà áûëà çàìîðîæåíà ïðè –70 °Ñ è õðàíèëàñü
â òå÷åíèå 3 ìåñ; èç äðóãîé ÷àñòè âûäåëåíèå ïðîâîäèëîñü
ñðàçó ïîñëå îïåðàöèè. Êëåòêè ýïèäåðìàëüíîãî ñëîÿ
êîæè âûäåëÿëè ñ ïðèìåíåíèåì ðàñòâîðà äèñïàçû (0.4 %)
è êîëëàãåíàçû òèïà IV (0.075 %). Êóëüòèâèðîâàíèå ïðî-
âîäèëè â ñòàíäàðòíîé ñðåäå äëÿ êåðàòèíîöèòîâ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ïîäëîæåê: ôèáðîíåêòèí, êîëëà-
ãåí òèïà IV, æåëàòèí, ìèòîòè÷åñêè çàáëîêèðîâàííûå
ìóëüòèïîíåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
(ÌÌÑÊ) äåðìàëüíîãî ñëîÿ êîæè. Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíà-
ëèç ïðîâîäèëè âèçóàëüíî ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñò-
íîé ìèêðîñêîïèè; äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà
èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê ñëåäóþùèì àíòèãåíàì: CD49f,
áåòà-1-èíòåãðèí, öèòîêåðàòèí 19 è Ki-67. Âèçóàëèçàöèþ
îêðàñêè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ DAB-õðîìî-
ãåíà. Èçâåñòíî, ÷òî ÝïÑÊ õàðàêòåðèçóþòñÿ àñèììåòðè÷-
íûì äåëåíèåì è íèçêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì.
Êðîìå òîãî, ýòè êëåòêè õàðàêòåðèçóþòñÿ ñïîñîáíîñòüþ
îáðàçîâûâàòü â êóëüòóðå íåñêîëüêî òèïîâ êîëîíèé.
Êëåòêè, âûäåëåííûå íàìè èç òêàíè, ïîäâåðæåííîé ãëó-
áîêîìó çàìîðàæèâàíèþ, èìåëè ñõîäíóþ ñ ÝïÑÊ ìîðôî-
ëîãèþ è ñîõðàíÿëè ñâîè ñâîéñòâà ïðè äëèòåëüíîì êóëü-
òèâèðîâàíèè. Êîëè÷åñòâî âûäåëåííûõ êëåòîê ñîîòíîñè-
ëîñü ñ êîëè÷åñòâîì ÝïÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç íàòèâíîé
êîæè, è ñîñòàâèëî 1�106 êëåòîê íà 1 ñì2 òêàíè. Èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ êëåòîê âûÿâèë ïî-
ëîæèòåëüíóþ îêðàñêó àíòèòåëàìè ê àíòèãåíàì CD49f,
áåòà-1-èíòåãðèíó, öèòîêåðàòèíó 19 è Ki-67, ÷òî ñîîòâåò-
ñòâóåò èììóíîôåíîòèïó ÝïÑÊ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà
ìèòîòè÷åñêè çàáëîêèðîâàííûõ ÌÌÑÊ è êîëëàãåíå IV
âûäåëåííûå êëåòêè ôîðìèðîâàëè õàðàêòåðíûå äëÿ ÝïÑÊ
òðè òèïà êîëîíèé. Èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ïîäëîæêè
êîëëàãåíà IV òèïà ñïîñîáñòâóåò äèôôåðåíöèðîâêå âûäå-
ëåííûõ êëåòîê â êåðàòèíîöèòû óæå íà 4-é íåä êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Ïîäëîæêà èç ôèáðîíåêòèíà è æåëàòèíà íå ñïî-
ñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ êëåòîê â íåäèôôåðåíöèðîâàííîì
ñîñòîÿíèè. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, êëåòêè, âûäå-
ëåííûå èç çàìîðîæåííîé òêàíè, èìåþò ìîðôîëîãèþ è
ñâîéñòâà, ïîäîáíûå ÝïÑÊ. Èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå
ïîäëîæêè ìèòîòè÷åñêè çàáëîêèðîâàííûõ ÌÌÑÊ ïîä-
äåðæèâàåò ÝïÑÊ â íåäèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè â
òå÷åíèå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñïîñîáñòâóåò
îáðàçîâàíèþ áàçàëüíîé ìåìáðàíû. Òàêèì îáðàçîì,
òêàíü êîæè âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ìîæåò ñëóæèòü èñòî÷íè-
êîì ÝïÑÊ è ïîñëå äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ ïðè –70 °Ñ.

ÎÏÒÈÌÈÇÀÖÈß ÓÑËÎÂÈÉ ÐÎÑÒÀ È ÍÀÊÎÏËÅÍÈß
Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÝÏÈÄÅÐÌÀËÜÍÛÕ ÊÅÐÀÒÈÍÎÖÈ-
ÒÎÂ, ÑÒÈÌÓËÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÔÀÊÒÎÐÎÌ ÐÎÑÒÀ ÊÅ-
ÐÀÒÈÍÎÖÈÒÎÂ. Ì. Â. Ëåâ÷åíÿ,1 Ç. Á. Êâà÷åâà,1
È. Å. Ãóðìàí÷óê,2 Þ. À. Êàáàíîâà,2 Î. Â. Ïåòðàêîâà,2
Å. Í. Ðîìàíþê.1 1 ÃÓ ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèî-
ëîãèè ÌÇ Ðåñïóáëèêè Áåëàðóñü è 2 Áåëîðóññêèé ãîñóäàð-
ñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò, Ìèíñê.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ çàêðûòèÿ ðàíåâûõ ïîâåðõíî-
ñòåé âñå øèðå èñïîëüçóþòñÿ êëåòî÷íûå òåõíîëîãèè. Äëÿ
çàæèâëåíèÿ ãëóáîêèõ îæîãîâ ñîáñòâåííûõ ðåñóðñîâ
ñòâîëîâûõ è ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ ýïèäåðìàëüíûõ
êëåòîê îðãàíèçìà áûâàåò íåäîñòàòî÷íî. Ïîýòîìó âûäå-

ëåíèå è ñòèìóëèðîâàíèå ê äåëåíèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê è
êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ êåðàòèíîöèòîâ (òðàíçèñòîð-
íûõ êëåòîê) êîæè â óñëîâèÿõ êóëüòóðû — íåîáõîäèìîå
óñëîâèå íàêîïëåíèÿ êëåòî÷íîé áèîìàññû. Öåëüþ èññëå-
äîâàíèé ÿâèëîñü èçó÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
è ôåíîòèïè÷åñêîãî ñîñòàâà êóëüòóð ýïèäåðìèñà êîæè
îæîãîâûõ áîëüíûõ â âîçðàñòå 9—72 ãîäà ñ èñïîëüçîâà-
íèåì â êà÷åñòâå ñòèìóëÿòîðà èõ ðîñòà ôàêòîðà ðîñòà êå-
ðàòèíîöèòîâ (KGF). Ýïèäåðìèñ îòäåëÿëè îò áàçàëüíîé
ìåìáðàíû ñ ïîìîùüþ 0.5%-íîãî ðàñòâîðà äèñïàçû, çà-
òåì äèññîöèèðîâàëè ïðîòåîëèòè÷åñêèìè ôåðìåíòàìè íà
îòäåëüíûå êëåòêè (êîëëàãåíàçà 0.1 % è òðèïñèí 0.25 %).
Ïîñëå èõ îñàæäåíèÿ öåíòðèôóãèðîâàíèåì äîâîäèëè êîí-
öåíòðàöèþ êëåòîê äî 500�103 â 1 ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäû
ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ
è KGF (20 íã/ìë) â ñðåäó ðîñòà. Ñóñïåíçèÿ êëåòîê áûëà
ðàññåÿíà â ïëàñòèêîâûå ôëàêîíû. Â ðåçóëüòàòå ïðîâå-
äåííûõ èññëåäîâàíèé óñòàíîâëåíî, ÷òî èñïîëüçóåìûé
ôàêòîð ðîñòà ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê êàê ïðè
èõ ðîñòå â ñóñïåíçèè, òàê è ïðè àäãåçèè íà ñóáñòðàòå â
âèäå êîëîíèé. ×åðåç 10—12 ñóò ðîñòà êëåòîê â êóëüòóðå
îñóùåñòâëÿëè èõ ïåðåñåâ. Èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
ñîñòàâèë ê 10-ì ñóò 2.8. Ïðè íàáëþäåíèè çà êóëüòóðàìè
â òå÷åíèå 3 ïåðåñåâîâ èõ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
ñîõðàíÿëàñü íà òîì æå óðîâíå. Ïðîâåäåí ôåíîòèïè÷å-
ñêèé ñîñòàâ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ìàðêåðàì êëåòî÷íûõ ïîâåðõ-
íîñòíûõ áåëêîâ — èíòåãðèíîâ (CD49F, FITC). Æèçíå-
ñïîñîáíîñòü, à òàêæå èììóíîôåíîòèï êóëüòèâèðîâàí-
íûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè è ïðÿìûì ìåòîäîì ôëóîðåñöèðóþùèõ àíòèòåë.
Èçâåñòíî, ÷òî ñ ïîìîùüþ èíòåãðèíîâ êëåòêè âçàèìîäåé-
ñòâóþò ñ áåëêàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà áàçàëüíîé
ìåìáðàíû. Íàìè áûëà âûÿâëåíà ðàçëè÷íàÿ ñòåïåíü ýêñï-
ðåññèè äàííîãî ìàðêåðà êëåòêàìè, íàõîäÿùèìèñÿ â ñóñ-
ïåíçèè è àäãåçèðîâàííûìè íà ïîâåðõíîñòè ôëàêîíà, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè â êóëüòóðå ïðîëèôåðèðóþ-
ùèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ êåðàòèíîöèòîâ è, âîç-
ìîæíî, ñòâîëîâûõ êëåòîê êîæè. Ïðè óäàëåíèè èç ñðåäû
ôàêòîðà ðîñòà êåðàòèíîöèòîâ íàáëþäàëèñü àäãåçèÿ êëå-
òîê ê ïîâåðõíîñòè ôëàêîíà è èõ äèôôåðåíöèðîâêà. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû âíåñóò âêëàä â èçó÷åíèå áèîëîãèè
ðàçâèòèÿ êëåòîê êîæè â êóëüòóðå, à òàêæå ëÿãóò â îñíîâó
ìåòîäà íàêîïëåíèÿ ïóëà ïðîëèôåðèðóþùèõ êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ äëÿ òðàíñïëàíòàöèè èõ áîëüíûì.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÏËÞÐÈÏÎÒÅÍÒÍÎÑÒÈ
È ÄÅÒÅÐÌÈÍÀÖÈÈ ÏÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÍÀ ÍÀ×À-
ËÜÍÛÕ ÑÒÀÄÈßÕ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ IN VITRO
ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ, ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜ-
ÍÛÕ ÃÅÐÌÈÍÀÒÈÂÍÛÕ È ÒÅÐÀÒÎÊÀÐÖÈÍÎÌ-
ÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © Í. Â. Ëèôàíöåâà, Î. Ô. Ãîðäååâà. Èí-
ñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà, olgagordee-
va@yandex.ru.

Ïëþðèïîòåíòíûå êëåòî÷íûå ëèíèè ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ, ýìáðèîíàëüíûõ ãåðìèíàòèâíûõ êëåòîê (ÝÑÊ
è ÝÃÊ) è êëåòîê òåðàòîêàðöèíîìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
óíèêàëüíûå êëåòî÷íûå ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ çàêîíîìåð-
íîñòåé ðàííåãî ðàçâèòèÿ ìëåêîïèòàþùèõ. Îñíîâíîé çà-
äà÷åé íàøåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ìåõàíèçìîì äå-
òåðìèíàöèè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê â ëèíèþ ïîëîâûõ
êëåòîê â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèñòåìàõ, èìåþ-
ùèõ ðàçëè÷íîå ïðîèñõîæäåíèå. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èñ-
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ñëåäîâàíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû ìûøèíûå ëèíèè ÝÑÊ
(ESR1), ÝÊÃ (EGC10), à òàêæå êëåòêè òåðàòîêàðöèíîìû
(ECF9). Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ äèôôåðåíöèðîâêè in vitro
ïëþðèïîòåíòíûõ è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòîê ïðîèñõî-
äèëî ôîðìèðîâàíèå ýìáðèîèäíûõ òåë, ÿâëÿþùèõñÿ àíà-
ëîãàìè ýìáðèîíîâ ïðåäãàñòðóëÿöèîííûõ ñòàäèé ðàçâè-
òèÿ, íà êîòîðûõ âïåðâûå ïîÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêè
ïåðâè÷íûõ ïîëîâûõ êëåòîê. Â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÝÑÊ, ÝÃÊ, êëåòêàõ òåðàòîêàðöèíîìû, à òàêæå â ýìáðèî-
èäíûõ òåëàõ, ôîðìèðóåìûõ ýòèìè êëåòêàìè, áûëà èññëå-
äîâàíà ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè ýêñï-
ðåññèðóþòñÿ â ïåðâè÷íûõ ïîëîâûõ êëåòêàõ (Oct-4, Na-
nog, Stella, Dazl, Vasa, Fragillis è C-kit), ïðîòîîíêîãåíîâ
E-ras, Her/Neu, Bmi è ãåíà-ñóïðåññîðà îïóõîëåâîãî ðîñòà
Pten. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â èçó÷åí-
íûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ ýêñïðåññèðóþòñÿ âñå ãåíû, ñïå-
öèôè÷åñêèå äëÿ ïëþðèïîòåíòíûõ è ïåðâè÷íûõ ïîëîâûõ
êëåòîê, à òàêæå îíêîãåíû Her/Neu, Bmi è Pten, ïðè÷åì
ïðîôèëè ýêñïðåññèè ñîõðàíÿþòñÿ áåç èçìåíåíèé íà âñåõ
ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ãåíà E-ras ïîñòåïåííî ñíèæàëñÿ â ïðî-
öåññå äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ è ÝÃÊ, îäíàêî ñîõðàíÿëñÿ
ñòàáèëüíûé óðîâåíü åãî ýêñïðåññèè â êëåòêàõ òåðàòîêàð-
öèíîìû. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè èçó÷àåìûõ
ãåíîâ â êëåòêàõ ïðåäãàñòðóëÿöèîííûõ ýìáðèîíîâ (E7.5),
ýìáðèîíàëüíûõ ñåìåííèêîâ (E14.5) è ãîíàä âçðîñëûõ
æèâîòíûõ ïðîäåìîíñòðèðîâàë çíà÷èòåëüíîå ñõîäñòâî èõ
òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîôèëåé è âûÿâëåííûõ â ÝÑÊ, ÝÃÊ
è òåðàòîêàðöèíîìíûõ êëåòêàõ. Âìåñòå ñ òåì ýêñïðåññèÿ
ãåíà E-ras íå áûëà âûÿâëåíà â êëåòêàõ ýïèáëàñòà (E7.5) è
ïîëîâûõ êëåòêàõ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ïëþðèïî-
òåíòíûõ êëåòîê â ëèíèþ ïîëîâûõ êëåòîê in vitro è in vivo
ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ãåíà E-ras, â òî âðåìÿ
êàê â êëåòêàõ òåðàòîêàðöèíîìû ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà íå
èçìåíÿåòñÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-01307).

ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÌÅÒÈËÈÐÎÂÀÍÈß ÄÍÊ È ÝÊÑÏ-
ÐÅÑÑÈß ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÕ ÌÀÐÊÅÐÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ
ËÈÍÈÉ A2780 È MCF-7, ÐÅÇÈÑÒÅÍÒÍÛÕ Ê ÏÐÎÒÈ-
ÂÎÎÏÓÕÎËÅÂÛÌ ÏÐÅÏÀÐÀÒÀÌ. © Í. Þ. Ëóêüÿíî-
âà, Ä. À. Ìèêèòåíêî, Í. Â. Ðóñåöêàÿ, Â. Ô. ×åõóí. Èíñòè-
òóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïàòîëîãèè, îíêîëîãèè è ðàäèî-
áèîëîãèè ÍÀÍ Óêðàèíû, Êèåâ.

Èçâåñòíî, ÷òî òåðàïåâòè÷åñêèå íåóäà÷è â ëå÷åíèè
çëîêà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíèé îáóñëîâëåíû ðåçèñòåíò-
íîñòüþ îïóõîëåâûõ êëåòîê ê öèòîñòàòè÷åñêèì ïðåïàðà-
òàì. Âûÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ ëåêàðñòâåí-
íîé ðåçèñòåíòíîñòè ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíûì ïðè äåòàëüíîì,
âñåñòîðîííåì èçó÷åíèè áèîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé
÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê è èõ ðåçèñòåíòíûõ àíàëîãîâ, ÷òî
ïîçâîëèò íå òîëüêî ïðîãíîçèðîâàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
õèìèîïðåïàðàòàì, íî è ðàçðàáîòàòü ïîäõîäû ê ïîâûøå-
íèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê. Ïîýòî-
ìó öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíûõ
îñîáåííîñòåé ÷óâñòâèòåëüíûõ è ðåçèñòåíòíûõ ê äåéñò-
âèþ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ êëåòîê ëèíèé
A2780 è MCF-7. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè êëåò-
êè ðàêà ÿè÷íèêà ÷åëîâåêà ëèíèè A2780 è ðàêà ìîëî÷íîé

æåëåçû ÷åëîâåêà ëèíèè MCF-7, èñõîäíûå è ñ èíäóöèðî-
âàííîé in vitro ðåçèñòåíòíîñòüþ ê ïðîòèâîîïóõîëåâûì
ïðåïàðàòàì. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ìåòîäû:
êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê in vitro, ÌÒÒ-êîëîðèìåòðèÿ,
èììóíîöèòîõèìèÿ è ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ. Â íà-
øåì èññëåäîâàíèè êëåòêè ëèíèè MCF-7, ðåçèñòåíòíûå ê
öèñïëàòèíó è äîêñîðóáèöèíó, õàðàêòåðèçîâàëèñü ãèïî-
ìåòèëèðîâàíèåì ïðîìîòîðîâ ãåíîâ mdr1 è GSTp, ÷òî ñî-
ïðîâîæäàëîñü ïîâûøåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè P-gp â
êëåòêàõ, ðåçèñòåíòíûõ ê äîêñîðóáèöèíó, à â êëåòêàõ, ðå-
çèñòåíòíûõ ê öèñïëàòèíó, — ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçû.
Ïîâûøåíèå åå ýêñïðåññèè ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì
ýêñïðåññèè ìåòàëëîòèîíåèíîâ. Êëåòêè, óñòîé÷èâûå ê
öèñïëàòèíó è äîêñîðóáèöèíó, õàðàêòåðèçîâàëàñü ãèïåð-
ìåòèëèðîâàíèåì ãåíîâ p53, p73 è bcl-2. Èçìåíåíèÿ â ñòà-
òóñå ìåòèëèðîâàíèÿ íå âëèÿëè íà óðîâåíü ýêñïðåññèè
áåëêà p53 â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé, ðåçèñòåíòíûõ ê öèòî-
ñòàòèêàì. Ïðè ýòîì ãèïåðìåòèëèðîâàíèå bcl-2 ñîïðî-
âîæäàëîñü íåçíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì ýêñïðåññèè bcl-2
â êëåòêàõ MCF-7/Dox è áîëåå âûðàæåííûì â êëåòêàõ
MCF-7/DDP. Â êëåòêàõ ëèíèè A2780 îòìå÷àëîñü óâå-
ëè÷åíèå êîëè÷åñòâà bcl-2-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïðè
ôîðìèðîâàíèè ðåçèñòåíòíîñòè ê äåéñòâèþ öèñïëàòèíà.
Ðàçâèòèå óñòîé÷èâîñòè êëåòîê MCF-7 ê äåéñòâèþ ïðîòè-
âîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ ñîïðîâîæäàëîñü ãèïåðìåòè-
ëèðîâàíèåì ïðîìîòîðà ãåíà CDH1, ÷òî îáóñëîâëèâàëî
ñíèæåíèå ýêñïðåññèè E-êàäãåðèíà. Äëÿ êëåòîê A2780 õà-
ðàêòåðíûì áûëî ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíà
CDH1 è ïîâûøåíèå åãî ýêñïðåññèè. Òàêèì îáðàçîì, âàæ-
íîé ñîñòàâëÿþùåé ìåõàíèçìà ôîðìèðîâàíèÿ ôåíîòè-
ïà ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè ÿâëÿþòñÿ íàðóøåíèÿ
ìåòèëèðîâàíèÿ ïðîìîòîðîâ ãåíîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ
ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòüþ. Îíè ñîïðîâîæäàþòñÿ
èçìåíåíèåì ýêñïðåññèè áåëêîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ àê-
òèâíîñòü çàùèòíûõ àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ, äåòîêñèêàöè-
îííûõ è ÀÒÔ-çàâèñèìûõ òðàíñïîðòíûõ ñèñòåì êëåòêè.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÁÅËÊÀ S100A11 È ÍÅÌÛØÅ×ÍÎÉ ÔÎÐ-
ÌÛ ÊÎÔÈËÈÍÀ Â ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÌÛØÅ×-
ÍÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ È ÇÐÅËÎÉ ÑÊÅËÅÒÍÎÉ ÌÛØÖÅ
×ÅËÎÂÅÊÀ. © À. À. Ìàêàðîâ,1 Ë. È. Êîâàëåâ,1 Ì. À. Êî-
âàëåâà,1 È. Þ. Òîðîïûãèí,2 Ñ. Ñ. Øèøêèí.1 1 Èíñòèòóò
áèîõèìèè ÐÀÍ, amkrv@mail.ru, è 2 ÍÈÈ áèîìåäèöèí-
ñêîé õèìèè ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Êàëüöèéñâÿçûâàþùèé áåëîê S100A11 ó÷àñòâóåò â
ðåàëèçàöèè ïîäàâëÿþùåãî ïðîëèôåðàöèþ äåéñòâèÿ
òðàíñôîðìèðóþùåãî ôàêòîðà ðîñòà-áåòà (ÒÔÐÁ) (Miya-
zaki et al., 2004). Íàðóøåíèÿ äàííîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè
ìîãóò ïðèâîäèòü ê ñíèæåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê
ïîäàâëÿþùèì ïðîëèôåðàöèþ ñèãíàëàì è êàê ñëåäñòâèå
ïðèâîäèòü ê èçëèøíåé ïðîëèôåðàöèè (Sonegawa et al.,
2007). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ñðàâíåíèå
óðîâíÿ äàííîãî áåëêà â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ ìû-
øå÷íûõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà è â ñêåëåò-
íî-ìûøå÷íîé òêàíè. Ñêåëåòíî-ìûøå÷íûå ìèîáëàñòû
÷åëîâåêà êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå F-12, ñîäåðæàùåé ïè-
ðóâàò íàòðèÿ, ãåíòàìèöèí è 12.5 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ-
÷üåé ñûâîðîòêè. Äèôôåðåíöèðîâêó ìèîáëàñòîâ èíäóöè-
ðîâàëè êóëüòèâèðîâàíèåì â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2 % ëî-
øàäèíîé ñûâîðîòêè, â òå÷åíèå 2—8 ñóò ñî ñìåíîé ñðåäû
êàæäûå 2 ñóò. Êëåòêè ðàáäîìèîñàðêîìû ÷åëîâåêà ëèíèé
RD è A-204 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM. Áåëêè, âû-
äåëåííûå èç êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê è ñêåëåòíî-ìûøå÷-

814 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé



íîé òêàíè, ôðàêöèîíèðîâàëè ìåòîäîì äâóõìåðíîãî ýëåê-
òðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ïî Î’Ôàððåëëó. Äå-
òåêöèþ áåëêîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ
Êóìàññè R-250 è àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà, ÷òî ïîçâîëÿëî
âûÿâëÿòü äî íåñêîëüêèõ ñîòåí áåëêîâûõ ôðàêöèé íà îä-
íîé ýëåêòðîôîðåãðàììå. Èäåíòèôèêàöèþ áåëêîâ ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì MALDI-TOF ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ïàêåòà ïðîãðàìì Mascot è áàçû äàííûõ
NCBI Protein. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî áåëîê S100A11 ïðè-
ñóòñòâóåò â ïðîëèôåðèðóþùèõ ìèîáëàñòàõ, ïðè÷åì åãî
êîëè÷åñòâî óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå ðîñòà êëåòîê â êóëü-
òóðå. Äèôôåðåíöèðîâêà ìèîáëàñòîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ âû-
ðàæåííûì óìåíüøåíèåì êîëè÷åñòâà äàííîãî áåëêà.
Â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ ðàáäîìèîñàðêîìû è â òêà-
íè ñêåëåòíûõ ìûøö áåëîê S100A11 óêàçàííûì ìåòîäîì
âûÿâèòü íå óäàëîñü. Íåìûøå÷íàÿ ôîðìà êîôèëèíà ïðè-
ñóòñòâîâàëà êàê â íîðìàëüíûõ, òàê è â îïóõîëåâûõ ïðî-
ëèôåðèðóþùèõ ìûøå÷íûõ êëåòêàõ, íî íå â äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ìèîáëàñòàõ è ñêåëåòíî-ìûøå÷íîé òêàíè.
Ýòè íàáëþäåíèÿ ìîãóò ïîçâîëèòü ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
êëåòêè ðàáäîìèîñàðêîìû ÿâëÿþòñÿ ÷àñòè÷íî äèôôåðåí-
öèðîâàííûìè, ïîñêîëüêó íà ôîíå àêòèâíîé ïðîëèôåðà-
öèè è íàëè÷èÿ íåìûøå÷íîé ôîðìû êîôèëèíà (õàðàêòåð-
íîé äëÿ ïðîëèôåðèðóþùèõ ìûøå÷íûõ êëåòîê) îòìå÷à-
åòñÿ îòñóòñòâèå õàðàêòåðíîãî äëÿ ïðîëèôåðèðóþùèõ
êëåòîê áåëêà S100A11. Èíòåðåñíî, ÷òî ìèîñòàòèí — ðîñ-
òîâûé ôàêòîð ñåìåéñòâà ÒÔÐÁ — àêòèâíî ñåêðåòèðóåòñÿ
êëåòêàìè ðàáäîìèîñàðêîìû. Äàííûé ðîñòîâîé ôàêòîð
ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ðàáäîìèîñàð-
êîìû. Îäíàêî â îòñóòñòâèå ìèîñòàòèíà (ïðè ïîäàâëåíèè
åãî ýêñïðåññèè â êëåòêàõ èëè äîáàâëåíèè â êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë) êëåòêè ðàáäîìèî-
ñàðêîìû ñïîñîáíû âûõîäèòü èç êëåòî÷íîãî öèêëà è
âñòóïàòü â òåðìèíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó (Ricaud et
al., 2003). Âîçìîæíàÿ ðîëü ñèãíàëüíîãî ïóòè, îïîñðåäî-
âàííîãî áåëêîì S100A11, â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè
ìûøå÷íûõ êëåòîê òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

ÏÅÏÒÈÄÍÛÅ ÔÐÀÃÌÅÍÒÛ ØÀÏÅÐÎÍÀ ÁÒØ70
ÊÀÊ ÊÀÍÄÈÄÀÒÛ ÍÀ ÐÎËÜ ÏÐÎÍÈÊÀÞÙÈÕ ÏÅÏ-
ÒÈÄÎÂ. © Å. Ñ. Ìàðòûíîâà. Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, elemartynova@gmail.com.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñîçäàíèå áåçîïàñíûõ òðàíñ-
ïîðòíûõ ñðåäñòâ äëÿ äîñòàâêè áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ
âåùåñòâ â êëåòêè ñòàëî îäíîé èç àêòóàëüíåéøèõ ïðîá-
ëåì â îíêîëîãèè è òåðàïèè ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëå-
âàíèé. Â ýòîì ïëàíå îäíèìè èç óäà÷íûõ ñðåäñòâ ÿâëÿþò-
ñÿ ïðîíèêàþùèå ïåïòèäû, òàê êàê îíè íåòîêñè÷íû, íå
ïðèâîäÿò ê ïîâðåæäåíèþ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí, íå
âûçûâàþò èììóííîãî îòâåòà è âîñïàëåíèÿ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ïðîíèêàþùèå ïåïòèäû èñïîëüçóþòñÿ â ïðîöåññàõ
ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà è ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ â êëåò-
êó, ïîýòîìó îíè â áóäóùåì ìîãóò áûòü âàæíûì èíñòðó-
ìåíòîì â ôàðìàöåâòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ è â êëèíèêå.
Â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëè ïîëó÷åíû äàííûå î òîì, ÷òî
ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû áåëêà-øàïåðîíà ÁÒØ70, êîòîðûå
ïîëó÷èëè íàçâàíèå KRN- è KST-ïåïòèä, óñïåøíî ïåðå-
ñåêàþò ìåìáðàíû êëåòîê è îñóùåñòâëÿþò íàïðàâëåííûé
òðàíñïîðò â öèòîïëàçìó êëåòîê íåêîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ
ñ íèìè ìîëåêóë áåëêîâ. Òàêèå äàííûå ïîçâîëÿþò íàì
ðàññìàòðèâàòü ýòè ïåïòèäû â êà÷åñòâå êàíäèäàòîâ íà
ðîëü ïðîíèêàþùèõ ïåïòèäîâ. Â äàëüíåéøåì ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè äîñòàâëÿå-
ìûõ òàêèì îáðàçîì â êëåòêè ÷åëîâåêà ìîëåêóë áåëêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôîí-
äà ñîäåéñòâèÿ ïðåäïðèÿòèÿì ìàëûõ ôîðì â íàó÷íî-òåõ-
íè÷åñêîé ñôåðå (ïðîãðàììû «Ó÷àñòíèê ìîëîäåæíîãî íà-
ó÷íî-èííîâàöèîííîãî êîíêóðñà (Ó. Ì. Í. È. Ê.)» è «Íî-
âûå òåõíîëîãèè â áèîëîãèè è ìåäèöèíå», ïðîåêò 7967).

ÊÓËÜÒÓÐÀ ÊËÅÒÎÊ ÐÑ12 ÊÀÊ ÎÁÚÅÊÒ ÄËß ÈÇÓ×Å-
ÍÈß ÍÅÉÐÎÏÐÎÒÅÊÒÈÂÍÎÃÎ ÄÅÉÑÒÂÈß ÏÅÏÒÈ-
ÄÎÂ. © Ê. Â. Ìàðòûíîâà, Ë. Â. Åôðåìîâà, Ñ. È. Øðàì,
Í. Ô. Ìÿñîåäîâ. Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ÐÀÍ,
Ìîñêâà, satera1@rambler.ru.

Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ôåîõðîìîöèòîìû êðûñû ÐÑ12 íà-
øëà øèðîêîå ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ìîäåëè in vitro äëÿ
èçó÷åíèÿ ïîâðåæäåíèé íåéðîíîâ ïðè ðÿäå ïàòîëîãèé
ìîçãà. Ïðè ïîìîùè êóëüòóðû ÐÑ12 ìîãóò èññëåäîâàòüñÿ
ôàêòîðû, îïðåäåëÿþùèå óñòîé÷èâîñòü íåéðîíîâ ê äåé-
ñòâèþ ïîâðåæäàþùèõ ñòèìóëîâ è ïðîâîäèòüñÿ ïîèñê ïî-
òåíöèàëüíûõ íåéðîïðîòåêòîðîâ. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
áûëî èññëåäîâàòü âëèÿíèå ðÿäà íîâûõ ïåïòèäîâ íà âû-
æèâàåìîñòü êëåòîê ÐÑ12 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà, âûçûâàþùåãî íåêðîòè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ.
Ñ ïîìîùüþ êóëüòóðû ÐÑ12 ìîäåëèðîâàëè ïðîöåññû, õà-
ðàêòåðíûå äëÿ èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà: ñíèæåíèå óðîâ-
íÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ â öåíòðå
èøåìè÷åñêîãî ïîðàæåíèÿ. Íåêðîòè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ
âûçûâàëè êðàòêîâðåìåííîé îáðàáîòêîé êëåòîê âûñîêè-
ìè êîíöåíòðàöèÿìè ïåðåêèñè âîäîðîäà (1—2 ìÌ) â
óñëîâèÿõ äåïðèâàöèè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Â ýòèõ óñëîâè-
ÿõ èçó÷àëè öèòîïðîòåêòèâíóþ àêòèâíîñòü ôðàãìåíòîâ
ïåïòèäà ñåìàêñà è ãëèöèí- è ïðîëèíñîäåðæàùèõ ïåïòè-
äîâ ñî ñòðóêòóðàìè (GP)n, (PG)n è (PGP)n (n = 1—3).
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïåïòèäû (PG)n-òèïà è PGP óâåëè÷è-
âàþò âûæèâàåìîñòü êëåòîê ÐÑ12, à ïåïòèäû PGPG è
PGPPGP ñíèæàþò åå. Â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
0.2—100.0 ìêÌ íàèáîëüøóþ àêòèâíîñòü ïðîÿâëÿëè ïåï-
òèäû GP è PGP. Ñðåäè îñíîâíûõ ìåòàáîëèòîâ ñåìàêñà
íàèáîëüøóþ àêòèâíîñòü ïðîÿâëÿë ïåïòèä PGP. Òàêèì
îáðàçîì, êóëüòóðà êëåòîê ÐÑ12 ÿâëÿåòñÿ óäîáíûì îáúåê-
òîì äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ íåêðîòè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ
íåéðîíîâ ïðè èøåìèè è ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ îöåí-
êè öèòîïðîòåêòèâíîé àêòèâíîñòè ïîòåíöèàëüíûõ íåé-
ðîïðîòåêòîðîâ.

ÍÎÂÛÉ ÌÅÒÎÄ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß IN VITRO
ÒÊÀÍÅÉ ÃËÀÇÀ ÂÇÐÎÑËÛÕ ÀÌÔÈÁÈÉ È ÌËÅÊÎ-
ÏÈÒÀÞÙÈÕ. © Þ. Ï. Íîâèêîâà. Èíñòèòóò áèîëîãèè
ðàçâèòèÿ ÐÀÍ, Ìîñêâà.

Ìíîãèå çàáîëåâàíèÿ ãëàçà ïîçâîíî÷íûõ, â òîì ÷èñëå
÷åëîâåêà, ñâÿçàíû ñ ïîâðåæäåíèåì ñåò÷àòêè è åå ïèãìåíò-
íîãî ýïèòåëèÿ. Äëÿ èçó÷åíèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê ýòèõ òêà-
íåé â óñëîâèÿõ ïîâðåæäåíèÿ, à òàêæå äëÿ ïîèñêà ôàêòî-
ðîâ, ïîääåðæèâàþùèõ æèçíåñïîñîáíîñòü, ñòðóêòóðó
òêàíåé è ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, íóæíû àäåêâàò-
íûå «in vivo-like in vitro» ìîäåëè. Òàêîãî ðîäà ìîäåëè
êóëüòèâèðîâàíèÿ íåîáõîäèìû òàêæå äëÿ ïðîâåäåíèÿ ïî-
èñêà è õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íûõ èñòî÷íèêîâ ðåãåíåðà-
öèè ñåò÷àòêè, à òàêæå ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ ñòèìóëèðî-
âàòü ýòè èñòî÷íèêè ó íèçøèõ è âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ æè-
âîòíûõ. Íàì óäàëîñü ðàçðàáîòàòü ñïîñîá 3D-ðîëëåðíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ îòäåëüíûõ òêàíåé ãëàçà, à òàêæå èõ
êîìïëåêñîâ, îáåñïå÷èâàþùèé íå òîëüêî äëèòåëüíîå âû-
æèâàíèå êëåòîê, íî è èíäóöèðóþùèé ðÿä èçìåíåíèé, íà-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 815



ïðàâëåííûõ íà âîññòàíîâëåíèå è ðåêîíñòðóêöèþ òêàíåé.
Áëàãîäàðÿ ïîñòîÿííîé ðîòàöèè îáðàçöû òêàíåé ãëàçà
âçðîñëûõ æèâîòíûõ íàõîäÿòñÿ â îáíîâëÿåìîé ñðåäå, íå
âçàèìîäåéñòâóþò ñ ñóáñòðàòîì è îáðàçóþò çàìêíóòûå
ñòðóêòóðû, âíóòðè êîòîðûõ ñîõðàíÿþòñÿ îðãàíèçàöèÿ è
ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü äàåò
âîçìîæíîñòü íàáëþäåíèÿ çà èçìåíåíèÿìè êëåòî÷íîãî
ïîâåäåíèÿ ex vivo íà ïðîòÿæåíèè áîëåå 30 ñóò. Ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè òàêèì ñïîñîáîì óäàëîñü êóëüòèâèðîâàòü
íåéðàëüíóþ ñåò÷àòêó è êîìïëåêñ «ïèãìåíòíûé ýïèòå-
ëèé + ñîñóäèñòàÿ îáîëî÷êà (õîðîèä) + ñêëåðàëüíàÿ îáî-
ëî÷êà» ïîëîâîçðåëûõ òðèòîíîâ Pl. waltl è 2-ìåñÿ÷íûõ
êðûñ-àëüáèíîñîâ Wistar. Ïðè îðãàíîòèïè÷åñêîì êóëüòè-
âèðîâàíèè in vitro ñåò÷àòêè òðèòîíà è êðûñû îáðàçîâû-
âàëè çàìêíóòûå øàðîâèäíûå ñòðóêòóðû (ñôåðîèäû),
âíóòðè êîòîðûõ íàáëþäàëàñü âûñîêàÿ ÄÍÊ-ñèíòåçèðóþ-
ùàÿ è ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü âñåõ ñïîñîáíûõ ê ýòîìó
êëåòîê. Â ñëó÷àå àìôèáèé ÁÄÓ- è PCNA-ïîçèòèâíûå
êëåòêè è ìèòîçû âûÿâëÿëèñü êàê â ðîñòîâîé çîíå ñåò÷àò-
êè (ora serrata), òàê è â åå ÿäåðíûõ ñëîÿõ. Ýòî ïðèâîäèëî
ê îáðàçîâàíèþ âíóòðè ñôåðîèäà áîëüøîãî ïóëà ìàëî-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê äåëåíèÿì,
ìèãðàöèè è çàìåùåíèþ ïîãèáøèõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå
ôîòîðåöåïòîðîâ. Ñåò÷àòêà êðûñ äåìîíñòðèðîâàëà àêòèâ-
íóþ ìèãðàöèþ êëåòîê íàðóæíîãî ÿäåðíîãî ñëîÿ âî-
âíóòðü è ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ãëèàëüíûõ êëåòîê
Ìþëëåðà è ðåçèäåíòíûõ ìàêðîôàãîâ, îäíàêî ñëó÷àåâ äå-
äèôôåðåíöèðîâêè è èçìåíåíèé ôåíîòèïà êëåòîê â ñåò-
÷àòêå êðûñ ïîêà íå çàðåãèñòðèðîâàíî. Äàííûé ðàçðàáî-
òàííûé íàìè âïåðâûå ïîäõîä îêàçàëñÿ õîðîøèì èíñòðó-
ìåíòîì äëÿ àêòèâàöèè êëåòîê — âîçìîæíûõ èñòî÷íèêîâ
ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ó âçðîñëûõ íèçøèõ è âûñøèõ ïî-
çâîíî÷íûõ. Ìåòîä ÿâëÿåòñÿ òàêæå õîðîøåé àëüòåðíàòè-
âîé ýêñïåðèìåíòàì in vivo ñ ïðèìåíåíèåì ðàçðóøåíèÿ
ñåò÷àòêè èëè ââåäåíèåì öèòîêèíîâ â êà÷åñòâå èíäóêòî-
ðîâ ïðîëèôåðàöèè. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êîìïëåêñà
«ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé + õîðîèä + ñêëåðà» ãëàç òðèòî-
íîâ ïèãìåíòíûé ýïèòåëèé íå ïðåòåðïåâàë ñóùåñòâåííûõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé, áûñòðî çàêðûâàëñÿ íàïîë-
çàþùèìè êëåòêàìè ñêëåðû, íî â îòêðûòûõ ó÷àñòêàõ ïðî-
ÿâëÿë ñïîñîáíîñòü ýêñïðåññèðîâàòü íåéðàëüíûé áåëîê
(ÍÔ-200). Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè áåç ñêëåðàëüíîé îáî-
ëî÷êè êëåòêè ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ àêòèâíî âêëþ÷àëè
ïðåäøåñòâåííèê ÄÍÊ áðîìäåçîêñèóðèäèí, îäíàêî ïðè
ýòîì ÷àñòü êëåòîê ïðåâðàùàëàñü â ìåëàíîôàãè, äðóãàÿ
ôîðìèðîâàëà ñòðóêòóðó, íàïîìèíàþùóþ ëåíòîèä —
àíàëîã õðóñòàëèêà in vitro. Êëåòêè ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ
êðûñ, êóëüòèâèðîâàííîãî â ñîñòàâå çàäíåé ñòåíêè ãëàçà,
â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ òàêæå âõîäèëè â ôàçó Ì, âûìåùàëèñü
èç ñëîÿ è ïðåòåðïåâàëè ôåíîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ —
ýêñïðåññèðîâàëè ìàêðîôàãàëüíûé àíòèãåí. Â îòñóòñòâèå
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ñåò÷àòêîé, âûìåùàÿñü èëè ñîõðàíÿÿñü
â ñëîå, îíè ïðîÿâëÿëè ñâîéñòâà ÷èñòèëüùèêîâ — ôàãî-
öèòîâ. Ýòè ñîáûòèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ñ êëåòêàìè ïèãìåíò-
íîãî ýïèòåëèÿ êðûñû â óñëîâèÿõ ðîëëåðíîãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ in vitro, ñõîäíû ñ òåìè, ÷òî íàáëþäàþòñÿ ïðè
ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ ñåò÷àòêè in vivo ó æèâîòíûõ è ÷å-
ëîâåêà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáàòûâàþòñÿ ïîäõîäû ê
íàïðàâëåííîìó èçìåíåíèþ ïîâåäåíèÿ êëåòîê ñåò÷àòêè è
ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ãëàçà ñ ïîìîùüþ ìàíèïóëèðîâà-
íèÿ ñî ñðåäîé êóëüòèâèðîâàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó-
÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò íàäåÿòüñÿ íà óñïåøíîå ïðè-
ìåíåíèå ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà ðîòàöèîííîãî îðãàíî-
òèïè÷åñêîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro äëÿ ðåøåíèÿ
âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ êàê ñ ðàçâèòèåì è ëå÷åíèåì êëåòî÷-

íîé ïàòîëîãèè, òàê è ñ èíäóêöèåé ðåãåíåðàöèîííûõ îò-
âåòîâ êëåòîê ãëàçà âçðîñëûõ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ è
÷åëîâåêà.

ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÀÖÈß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÄÂÓÕ ÈÇÎ-
ÔÎÐÌ ÃÅÍÀ Oct-4 (POU5F1) Â ÊËÅÒÊÀÕ ÒÅÐÀÒÎ-
ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ÐÀ-1. © Ä. Ïåðìèíîâ,1 Ý. ßùåíêî.2 1 Ëàò-
âèéñêèé öåíòð áèîìåäèöèíû è 2 Ëàòâèéñêèé èíñòèòóò
áèîðãàíè÷åñêîé õèìèè, Ðèãà.

Ââèäó áîëüøîãî èíòåðåñà ê èíäóöèðîâàííûì ýìáðèî-
íàëüíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì àêòóàëåí âîïðîñ ïîëîæè-
òåëüíîãî êîíòðîëÿ íà ìàðêåðû ýòèõ êëåòîê. Òåðàòîêàð-
öèíîìà ÐÀ-1, ïîëó÷åííàÿ íàìè èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ, ïðîèñõîäèò èç ÿè÷íèêà è ñîõðàíÿåò ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ-ìàðêåðîâ ïîëîâîãî ïóòè. Îäíèì èç íèõ
ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð Oct-4 (POU5F1), êî-
òîðûé èìååò äâå èçîôîðìû: À-ôîðìà ïîääåðæèâàåò ñà-
ìîîáíîâëåíèå è òîòèïîòåíòíîñòü, ôóíêöèÿ Â-ôîðìû íå-
èçâåñòíà. Ëîêàëèçàöèÿ À-ôîðìû ÿäåðíàÿ. Öèòîïëàçìà-
òè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ Â-ôîðìû ïðåäïîëàãàåò îòñóòñòâèå
ó íåå ôóíêöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà. Ïîýòîìó
âàæíà äèñêðèìèíàöèÿ ìåæäó äâóìÿ èçîôîðìàìè, êîòî-
ðàÿ äî ñèõ ïîð íå ó÷èòûâàëàñü. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
áûëî ïðîâåñòè äèôôåðåíöèàöèþ ìåæäó äâóìÿ ôîðìàìè,
èñïîëüçóÿ PT-PCR è íåïðÿìóþ èììóíîôëóîðåñöåíöèþ,
íà êëåòêàõ ÐÀ-1. Áûëè ïîäîáðàíû è àïðîáèðîâàíû íà
õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ïðàéìåðû íà îáå èçîôîðìû. Ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ýòèõ ïðàéìåðîâ âûÿâëåíà è ïîäòâåðæäåíà
ñåêâåíèðîâàíèåì òðàíñêðèïöèîííàÿ ýêñïðåññèÿ îáåèõ
èçîôîðì ãåíà â è-ÐÍÊ êëåòîê ÐÀ-1 ïðè îòñóòñòâèè òàêî-
âîé â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Èñïîëüçîâà-
íèå ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë AB19857 (Abcam), íå ðàç-
ëè÷àþùèõ èçîôîðìû Oct-4, ïîçâîëèëî âûÿâèòü èììó-
íîôëóîðåñöåíöèåé â êëåòêàõ ÐÀ-1 êàê ôîêóñíóþ
ÿäåðíóþ, òàê è äèôôóçíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ðåàêöèþ.
×ðåçâû÷àéíî ÿðêî îêðàøåíà ÿäåðíàÿ ñåòü â ïîëèïëîèä-
íûõ êëåòêàõ è â íåáîëüøîì ïðîöåíòå äèïëîèäíûõ êëå-
òîê. Öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ óñèëåíà â ñòàðåþùèõ
êëåòêàõ, ñîäåðæàùèõ àóòîôàãè÷åñêèå âàêóîëè. Ïðîâåðÿ-
åòñÿ ýêñïðåññèÿ À-ôîðìû ñïåöèôè÷åñêèì àíòèòåëîì.
Òàêèì îáðàçîì, òåðàòîêàðöèíîìà ÐÀ-1 ýêñïðåññèðóåò è
òðàíñëèðóåò îáå ôîðìû Oct-4. Ðàçðàáîòàíà ìîëåêóëÿð-
íàÿ ìåòîäèêà èõ äèôôåðåíöèàöèè.

ÊËÅÒÎ×ÍÛÅ ÒÅÑÒ-ÑÈÑÒÅÌÛ ÄËß ÏÎÈÑÊÀ ÌÎÄÓ-
ËßÒÎÐÎÂ ØÀÏÅÐÎÍÍÎÉ ÔÓÍÊÖÈÈ HSP70.
© À. À. Ïèìåíîâà, Á. À. Ìàðãóëèñ, È. Â. Ãóæîâà. Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, apimenova@yan-
dex.ru.

Íàêîïëåíèå â íåéðîíàõ èëè âáëèçè èõ ìåìáðàíû ìó-
òàíòíûõ áåëêîâ è èõ òîêñè÷åñêèõ àãðåãàòîâ ïðîèñõîäèò
â ïðîöåññå ïðàêòè÷åñêè âñåõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáî-
ëåâàíèé, âêëþ÷àÿ áîëåçíè Àëüöãåéìåðà, Ïàðêèíñîíà,
õîðåþ Ãåíòèíãòîíà è äð. Áîëüøèíñòâî èçâåñòíûõ ëåêàð-
ñòâåííûõ ñðåäñòâ íàïðàâëåíî íà ëå÷åíèå ïîñëåäñòâèé
ýòèõ ïàòîëîãèé, íî íå íà ïðåäóïðåæäåíèå àãðåãàöèè íà
íà÷àëüíîé ñòàäèè. Â òî æå âðåìÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíû-
ìè ñðåäñòâàìè áîðüáû ñ àãðåãàöèåé ìóòàíòíûõ áåëêîâ
ÿâëÿþòñÿ øàïåðîíû, óðîâåíü êîòîðûõ ìîæíî ïîâûøàòü
ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ. Èäåàëüíîé ñèñòå-
ìîé äëÿ èñïûòàíèÿ àêòèâíîñòè òàêèõ ïðåïàðàòîâ ÿâëÿ-
þòñÿ êóëüòóðû êëåòîê. Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ
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áûëî îïðåäåëèòü ýôôåêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ, âûáðàííûõ
íà îñíîâå ìîëåêóëÿðíîãî ñêðèíèíãà è íàïðàâëåííûõ íà
ìîäóëÿöèþ àêòèâíîñòè øàïåðîííîãî àïïàðàòà êëåòêè.
Ïîèñê âåùåñòâ, ñïîñîáíûõ àêòèâèðîâàòü íàêîïëåíèå
Hsp70 è äðóãèõ áåëêîâ øàïåðîííîãî àïïàðàòà, áûë ïðî-
âåäåí ñðåäè íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ñîåäèíåíèé, ñïîñîáíûõ
ñâÿçûâàòü ìîëåêóëó øàïåðîíà è ÷àñòè÷íî ïîäàâëÿòü åãî
àêòèâíîñòü; ïðåäïîëàãàåòñÿ ÷òî òàêîå äåéñòâèå ìîæåò
âûçâàòü äîïîëíèòåëüíûé ñèíòåç ÁÒØ70 êëåòêîé. Ñ ïî-
ìîùüþ âèðòóàëüíîãî ñêðèíèíãà áèáëèîòåêè õèìè÷åñêèõ
ñîåäèíåíèé, ïîñòàâëÿåìûõ êîìïàíèåé VitasM-Laborato-
ry, áûëî îòîáðàíî 18 âåùåñòâ, êîòîðûå äàëåå áûëè ïðî-
òåñòèðîâàíû íà ñïîñîáíîñòü âûçûâàòü íàêîïëåíèå
ÁÒØ70 â êëåòêàõ ãëèîáëàñòîìà ÷åëîâåêà T98G. Äëÿ ýòî-
ãî íàìè áûë ìîäèôèöèðîâàí ìåòîä êëåòî÷íîãî ÈÔÀ,
÷òî ïîçâîëèëî îöåíèòü óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ áåëêà â èí-
òàêòíûõ êëåòêàõ è êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ âîçäåéñòâèþ.
Ïîñëåäóþùàÿ îêðàñêà êëåòîê ãåíöèàí-ôèîëåòîâûì ïî-
çâîëèëà ïðîâåñòè àíàëèç ðåçóëüòàòîâ â ïåðåñ÷åòå íà îá-
ùèé áåëîê, ÷òî äåëàåò âîçìîæíûì ïðîâåäåíèå ñêðèíèí-
ãà áîëüøîãî êîëè÷åñòâà âåùåñòâ è ïîëó÷åíèå ïðè ýòîì
óíèâåðñàëüíûõ äàííûõ äëÿ ñðàâíåíèÿ. Â õîäå ýêñïåðè-
ìåíòîâ áûëè îòîáðàíû 3 âåùåñòâà, ïîâûøàþùèå êîëè-
÷åñòâî Hsp70 â êëåòêàõ, ÷òî òàêæå áûëî ïîäòâåðæäåíî ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà èììóíîáëîòèíãà. Ñïîñîáíîñòü ýòèõ âå-
ùåñòâ ìîäóëèðîâàòü ôóíêöèþ øàïåðîííîãî ìåõàíèçìà
áûëà ïîêàçàíà íà êëåòî÷íîé ìîäåëè in vitro è â òåñòå øà-
ïåðîííîãî ÈÔÀ. Ïðè ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè êëå-
òîê ñ îäíèì èç âåùåñòâ áûëà îáíàðóæåíà ïðîòåêòèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü íàêîïëåííîãî Hsp70 îò èìèòèðóþùåãî
ãèïîêñèþ äåéñòâèÿ õëîðèäà êîáàëüòà â êëåòî÷íîé êóëü-
òóðå. Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû äâå
ìîäèôèöèðîâàííûå êëåòî÷íûå òåñò-ñèñòåìû, ÷òî ïîçâî-
ëèëî âûÿâèòü ðåãóëÿòîðû ôóíêöèé êëåòî÷íîãî øàïåðîí-
íîãî ìåõàíèçìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììå «Èñ-
ñëåäîâàíèÿ è ðàçðàáîòêè ïî ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëå-
íèÿì ðàçâèòèÿ íàó÷íî-òåõíîëîãè÷åñêîãî êîìïëåêñà Ðîñ-
ñèè íà 2007—2012 ãîäû» ïî òåìå «Øàïåðîíû â òåðàïèè
íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé» (ëîò 3, øèôð
2007-2-1.2-05-01).

ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈÅ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÀÍÍÛÕ ÑÎÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÐÈ ÑÎ-
ÂÌÅÑÒÍÎÌ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÈ. © Å. Þ. Ïëîòíè-
êîâ,1 Ò. Ã. Õðÿïåíêîâà,1 Ì. Â. Ìàðåé,2 Ã. Ò. Ñóõèõ,2
Ä. Á. Çîðîâ.1 1 ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè Ìîñ-
êîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà è 2 ÔÃÓ Íàó÷-
íûé öåíòð àêóøåðñòâà, ãèíåêîëîãèè è ïåðèíàòîëîãèè
Ôåäåðàëüíîãî àãåíòñòâà ïî âûñîêîòåõíîëîãè÷íîé ìåäè-
öèíñêîé ïîìîùè, Ìîñêâà, plotnikov@genebee.msu.ru.

Èññëåäîâàíèå ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìîâ êëå-
òî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ÿâëÿåòñÿ çàëîãîì óñïåøíîé ðàç-
ðàáîòêè ìåòîäîâ êëåòî÷íîé òåðàïèè. Ìíîæåñòâî èññëå-
äîâàíèé, â òîì ÷èñëå è êëèíè÷åñêèõ, äåìîíñòðèðóåò ýô-
ôåêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ òèïîâ ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîð-
íûõ êëåòîê â âîññòàíîâëåíèè ôóíêöèé ïîâðåæäåííûõ
îðãàíîâ è òêàíåé. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûé
ïðîãðåññ â èññëåäîâàíèÿõ âîçìîæíîñòåé êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè, îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì ðÿä âîïðîñîâ: êàêèå òèïû
ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê íàèáîëåå ýôôåêòèâ-

íû äëÿ òåðàïèè, êàêîâû ìåõàíèçìû ïîëîæèòåëüíîãî
âëèÿíèÿ ââåäåíèÿ ýòèõ êëåòîê, íàñêîëüêî ïðîëîíãèðî-
âàííûé ýôôåêò ìîæåò èìåòü òàêàÿ òåðàïèÿ? Â ÷àñòíîñòè,
áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ñòåïåíü èíòåãðàöèè ÷ó-
æåðîäíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê â òêàíü îðãàíà ðåöèïèåíòà,
à òàêæå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ êëåòîê äðóã íà äðóãà, îïðå-
äåëÿþùèå äèôôåðåíöèðîâêó äîíîðñêèõ êëåòîê èëè ñòè-
ìóëÿöèþ êëåòîê ïîâðåæäåííîé òêàíè. Â äàííîé ðàáîòå
íàìè áûëà èññëåäîâàíà âîçìîæíîñòü òðàíñïîðòà öèòî-
ïëàçìû è îðãàíåëë ìåæäó ìåçåíõèìíûìè ñòâîëîâûìè
êëåòêàìè (ÌÑÊ) è êóëüòèâèðóåìûìè êàðäèîìèîöèòàìè
è ïî÷å÷íûì ýïèòåëèåì êðûñû â óñëîâèÿõ ñîâìåñòíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ìîäåëüþ êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè ïðè ñåðäå÷íûõ è íåôðîëîãè÷åñêèõ ïàòîëîãèÿõ. Îá-
íàðóæåíî, ÷òî ìåæäó ÌÑÊ è êàðäèîìèîöèòàìè êðûñû
ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ ìåæêëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ êëåòêè ìîãóò îáìå-
íèâàòüñÿ âíóòðèêëåòî÷íûì ñîäåðæèìûì. Ïðè ýòîì
òðàíñïîðò íèçêîìîëåêóëÿðíîãî öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
ñîäåðæèìîãî íå èìååò ñïåöèôè÷íîãî íàïðàâëåíèÿ. Ïðî-
öåññ òðàíñïîðòà öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ñîäåðæèìîãî ìî-
æåò èäòè êàê ÷åðåç ùåëåâûå êîíòàêòû, òàê è ÷åðåç òóííå-
ëüíûå íàíîòðóáî÷êè — óëüòðàòîíêèå ìåæêëåòî÷íûå
ñòðóêòóðû, ñîåäèíÿþùèå ñîñåäíèå êëåòêè. Êðîìå òîãî,
ìåæäó êëåòêàìè ïðîèñõîäèò îáìåí ìèòîõîíäðèÿìè.
Âîçìîæíîñòü òàêîãî æå îáìåíà öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ñî-
äåðæèìûì ïîêàçàíà íàìè è ïðè êîíòàêòå ÌÑÊ ñ êëåòêà-
ìè êàíàëüöåâîãî ýïèòåëèÿ ïî÷êè, ÷òî ãîâîðèò îá óíèâåð-
ñàëüíîñòè äàííîãî ìåõàíèçìà. Ïðè÷åì åñëè â ñëó÷àå
êàðäèîìèîöèòîâ òðàíñïîðò ìåæäó êëåòêàìè âûÿâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíûõ õèìè÷åñêèõ çîíäîâ, òî â ñëó-
÷àå ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû, òðàíñ-
ôèöèðîâàííûå ôëóîðåñöåíòíûìè áåëêàìè, â òîì ÷èñëå
ñî ñïåöèôè÷íûì ìèòîõîíäðèàëüíûì àäðåñîì. Êðîìå
òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âî âðåìÿ ñîâìåñòíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ÌÑÊ è êàðäèîìèîöèòîâ â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ
çàïóñêàåòñÿ ñèíòåç ìèîçèíà. Âîçìîæíî, èìåííî îáðàçî-
âàíèå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ïåðåäà÷à öèòîïëàçìà-
òè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íàïðàâëÿþò ÌÑÊ ïî ïóòè äèôôå-
ðåíöèðîâêè â ìèîöèòû. Â ñëó÷àå êîíòàêòèðîâàíèÿ ÌÑÊ
ñ êëåòêàìè ïî÷êè ïîäîáíûå èññëåäîâàíèÿ åùå íå ïðîâå-
äåíû, îäíàêî ïîêàçàíà èíòåãðàöèÿ òðàíñïëàíòèðîâàí-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê â èíòåðñòèöèé ïî÷êè. Ïðè ýòîì
êëåòêè îñòàâàëèñü â ïàðåíõèìå äëèòåëüíîå âðåìÿ, ñîõðà-
íÿÿ æèçíåñïîñîáíîñòü. Îáíàðóæåííûå ÿâëåíèÿ òðàíñ-
ïîðòà âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòîâ ìîãóò ñëóæèòü
îäíèì èç ïóòåé, îáåñïå÷èâàþùèõ òåðàïåâòè÷åñêèé ýô-
ôåêò ïðè ïåðåñàäêå ÌÑÊ â òêàíü ìèîêàðäà èëè ïî÷êè.
Â ÷àñòíîñòè, ÌÑÊ ìîãóò ñëóæèòü äîíîðàìè öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèõ ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, ñòèìóëèðóþùèõ ðåãåíå-
ðàöèþ êëåòîê îðãàíà è ïðåäîòâðàùàþùèõ èõ ïðîãðàì-
ìèðîâàííóþ ãèáåëü â óñëîâèÿõ èøåìèè èëè èíûõ ñòðåñ-
ñîðíûõ âîçäåéñòâèé. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, âîçìîæíûì
ïîñëåäñòâèåì òðàíñïîðòà öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ìàòåðèà-
ëà èç êëåòîê ñåðäöà (èëè ïî÷êè) â ÌÑÊ ìîæåò áûòü íà-
ïðàâëåíèå äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â ñîîòâåòñòâóþùèå
ñïåöèàëèçèðîâàííûå êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-01667).

ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÀËËÎÔÈÁ-
ÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÄËß ËÅ×ÅÍÈß ÏÎÂÐÅÆÄÅÍÈß ÁÀÐÀ-
ÁÀÍÍÎÉ ÏÅÐÅÏÎÍÊÈ. © Ä. È. Ïîíîìàðåâà,1, 2
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Í. Ë. Ñòàðîäóáöåâà,1, 2 Â. Ï. Òóìàíîâ,1, 3 À. À. Ïîìàòè-
ëîâ.4 1 ÎÎÎ «Öåíòð áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ»,
Ìîñêâà, 2 Ìîñêîâñêèé ôèçèêî-òåõíè÷åñêèé èíñòèòóò,
3 Ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñè-
òåò è 4 Ïåðâàÿ ãîðîäñêàÿ áîëüíèöà, Ìîñêâà, darena_
mipt@list.ru.

Â äàííîé ðàáîòå áûëî èçó÷åíî äåéñòâèå êóëüòèâèðî-
âàííûõ àëëîôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà ïðè òåðàïèè òðàâì
áàðàáàííîé ïåðåïîíêè. Ãëàâíîé öåëüþ áûëî âûÿâëåíèå
ïðåèìóùåñòâà òåðàïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êóëüòèâèðî-
âàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòíûìè
ìåòîäèêàìè ëå÷åíèÿ ïîâðåæäåíèÿ áàðàáàííîé ïåðåïîí-
êè. Èññëåäîâàëè áîëüíûõ ðàçëè÷íûõ âîçðàñòîâ ñ ðàçëè÷-
íîé ñòåïåíüþ òóãîóõîñòè, âîçíèêøåé â ðåçóëüòàòå òðàâ-
ìû áàðàáàííîé ïåðåïîíêè ïðè ìèííî-âçðûâíûõ äåéñò-
âèÿõ. Ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà êóëüòèâèðîâàëè äî
5—7-ãî ïàññàæà íà ñðåäå Èãëà ñ 10 % ýìáðèîíàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè è 2 % ãëóòàìèíà â CO2-èíêóáàòîðå.
Çàòåì êóëüòóðó ôèáðîáëàñòîâ íàíîñèëè íà ñèíòåòè÷å-
ñêóþ ïëåíêó, ñ îáåèõ ñòîðîí ïîêðûòóþ êîëëàãåíîì, êî-
òîðóþ çàòåì íàêëàäûâàëè íà ïîâðåæäåííóþ áàðàáàííóþ
ïåðåïîíêó. Èñïîëüçîâàííûé ìåòîä îáåñïå÷èë ñòîéêèå
äèíàìè÷åñêèå ðåçóëüòàòû ïî âîññòàíîâëåíèþ áàðàáàí-
íîé ïåðåïîíêè äî åå ïîëíîãî âîññòàíîâëåíèÿ ó âñåõ èñ-
ñëåäîâàííûõ áîëüíûõ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè,
÷òî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîäû î ïðèãîäíîñòè è âûñîêîé
ýôôåêòèâíîñòè äàííîãî ìåòîäà.

ÂËÈßÍÈÅ ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈÈ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅ-
ÌÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎ-
ÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ ÍÀ ÑÎÑÒÎßÍÈÅ ÊÎÃÍÈÒÈÂÍÛÕ
ÔÓÍÊÖÈÉ ÏÐÈ Î×ÀÃÎÂÛÕ ÒÐÀÂÌÀÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÏÎÂÐÅÆÄÅÍÈßÕ ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ. © È. Â. Ïû-
êî,1 À. Ñ. Ôåäóëîâ,1 Ç. Á. Êâà÷åâà.2 1 Áåëîðóññêèé ãîñó-
äàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò è 2 ÃÓ Íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðî-
áèîëîãèè Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðåñïóáëèêè
Áåëàðóñü, Ìèíñê.

Îäíèì èç ïóòåé ñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ñïîñîáîâ âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ ôóíêöèé öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû ïðè
î÷àãîâûõ òðàâìàòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèÿõ ãîëîâíîãî ìîç-
ãà (ÎÒÏÃÌ) ìîæåò ñòàòü èñïîëüçîâàíèå êóëüòóð ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ÷åëîâåêà êàê îäíîé èç òåõíîëîãèé ëå÷åíèÿ.
Â ðàáîòå èçó÷àëè êîãíèòèâíûå ôóíêöèè â ýêñïåðèìåíòå
ïî ñîçäàíèþ ìîäåëè ÎÒÏÃÌ ïðè òðàíñïëàíòàöèè ìåçåí-
õèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) è îöåíèâàëè âîçìîæ-
íîñòü õîóìèíãà è èíòåãðàöèè ÌÑÊ â òêàíåâûõ ñòðóêòó-
ðàõ ðåöèïèåíòà. Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ñàìöîâ
áåëûõ ðàíäîìáðåäíûõ ìûøåé è ñàìöîâ ìûøåé ëèíèé
C57BL è CBA ìàññîé 18 ã. ÌÑÊ âûäåëÿëè, èñïîëüçóÿ èõ
âûñîêóþ àäãåçèâíîñòü, êîãäà ñðåäó ïåðâûé ðàç ìåíÿëè
ñïóñòÿ 1 ñóò ïîñëå âûäåëåíèÿ, òåì ñàìûì îáåñïå÷èâàÿ
óäàëåíèå íåïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê. Ïðèãîòîâëåííóþ
êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ â ðîñòîâîé ñðåäå ïîìåùàëè â êó-
ëüòóðàëüíûå ïëàñòèêîâûå ôëàêîíû, îáðàáîòàííûå äëÿ
îïòèìàëüíîé êëåòî÷íîé àäãåçèè ïîëèàìèíîêèñëîòàìè,
êîëëàãåíîì. Â òå÷åíèå 5—14 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â òåð-
ìîñòàòå ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2 íàáëþäàëè
ðîñò êëåòîê â âèäå êîëîíèé ñ ïîñëåäóþùèì ôîðìèðîâà-
íèåì ìîíîñëîÿ êëåòîê, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ãåòåðîãåí-
íîñòüþ ïîïóëÿöèè: îêðóãëûå, ïîëèãîíàëüíûå, ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûå êëåòêè. Íà äîëþ ïîñëåäíèõ ïðèõîäè-

ëîñü 30—80 %. Ñîäåðæàíèå ÌÑÊ â ïîëó÷åííûõ êóëüòó-
ðàõ îïðåäåëÿëè ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèåé ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ìàðêåðîâ Cd 34, 44, 45 è 90. ÌÑÊ 3-ãî ïàññà-
æà èñïîëüçîâàëè äëÿ àëëîãåííîé òðàíñïëàíòàöèè ñàì-
öàì áåëûõ ðàíäîìáðåäíûõ ìûøåé è ñàìöàì ìûøåé
ëèíèé C57BL è CBA (ìàññà 18 ã) ñ ÎÒÏÃÌ. Òðàíñïëàí-
òàöèþ ÌÑÊ âûïîëíÿëè îäíîêðàòíî ïîä ýôèðíûì íàðêî-
çîì ìåòîäîì âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ èëè ââåäåíèÿ êëå-
òî÷íîé ñóñïåíçèè â î÷àã òðàâìàòè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ
íà 2-å ñóò ïîñëå ñîçäàíèÿ ìîäåëè ÎÒÏÃÌ. Âëèÿíèå àë-
ëîãåííîé òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ íà êîãíèòèâíûå ôóíê-
öèè îöåíèâàëè â óñëîâèÿõ âûñàäêè æèâîòíûõ â îòêðûòîå
ïîëå. Õîóìèíã è èíòåãðàöèþ ÌÑÊ, ìå÷åííûõ ëþìè-
íåñöåíòíûìè ìàðêåðàìè, â ñîñòàâå òêàíåâûõ ñòðóêòóð
ðåöèïèåíòà èçó÷àëè íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ ãî-
ëîâíîãî ìîçãà. Òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ ïðè ÎÒÏÃÌ óâå-
ëè÷èâàåò îðèåíòèðîâî÷íî-èññëåäîâàòåëüñêóþ àêòèâ-
íîñòü, ñíèæàåò ëàòåíòíûé ïåðèîä âûõîäà â öåíòð îòêðû-
òîãî ïîëÿ, ïîâûøàåò îòíîñèòåëüíóþ ÷àñòîòó ïðîõîäà
ìûøåé â öåíòð îòêðûòîãî ïîëÿ. Íå âûÿâëåíî ðàçëè÷èé
ïîêàçàòåëåé, õàðàêòåðèçóþùèõ êîãíèòèâíûå ôóíêöèè,
ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè ÌÑÊ èëè ââåäåíèè êëåòî÷-
íîé ñóñïåíçèè â î÷àã òðàâìàòè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ. Íà
ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ ãîëîâíîãî ìîçãà æèâîòíûõ,
ïîëó÷àâøèõ ÌÑÊ, ìå÷åííûå ëþìèíåñöåíòíûìè ìàðêå-
ðàìè, âûÿâëåíû ïðèçíàêè õîóìèíãà òðàíñïëàíòèðîâàí-
íûõ êëåòîê. Îáñóæäàþòñÿ ïóòè äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ
âîçìîæíîñòåé ïðèìåíåíèÿ òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ â êà÷å-
ñòâå ìåòîäà ðåãåíåðàòèâíîé òåðàïèè ïðè ÎÒÏÃÌ.

ÂËÈßÍÈÅ ÑÒÐÅÏÒÎÊÈÍÀÇÛ ÍÀ ÐÀÇÂÈÒÈÅ ÑÏÈÍ-
ÍÎÌÎÇÃÎÂÛÕ ÃÀÍÃËÈÅÂ ÊÐÛÑÛ Â ÊÓËÜÒÓÐÅ.
© À. À. Ðîìàíîâñêàÿ, Å. Ô. Ïîëóêîøêî, Â. Í. Íèêàíäðîâ.
Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè ÍÀÍ Ðåñïóáëèêè Áåëàðóñü,
Ìèíñê, a_romanovskaya@mail.ru.

Áåëîê ñòðåïòîêèíàçà (SK) ñèíòåçèðóåòñÿ â-ãåìîëè-
òè÷åñêèìè ñòðåïòîêîêêàìè ñåðîëîãè÷åñêèõ ãðóïï A, C è
G. Îäíèì èç ñâîéñòâ SK ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü àêòèâèðî-
âàòü ïëàçìèíîãåí ïî íåïðîòåèíàçíîìó ïóòè. Â ðÿäå èñ-
ñëåäîâàíèé ñîîáùàåòñÿ î íàëè÷èè ìèòîãåííîãî ýôôåêòà
ó ïëàçìèíîãåíà, à òàêæå ó åãî ïðîòåèíàçíûõ àêòèâàòîðîâ
(uPA è tPA) â îòíîøåíèè êëåòîê íåðâíîé òêàíè. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî äîáàâêà SK â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîääåð-
æèâàåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãëèîìû C6 è íåéðîáëàñòî-
ìû IMR-32 íà ïðîòÿæåíèè 3 ñóò íàáëþäåíèÿ äàæå â
óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîò-
êè. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå âëè-
ÿíèÿ SK íà íåòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè íåðâíîé òêà-
íè â îðãàíîòèïè÷åñêîé êóëüòóðå. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà
30 ýêñïëàíòàòàõ ñïèííîìîçãîâûõ ãàíãëèåâ íîâîðîæäåí-
íûõ êðûñ. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä íà÷àëîì êóëüòèâèðî-
âàíèÿ â îïûòíûå ÷àøêè äîáàâëÿëè 100 ÌÅ/ìë SK. Ìîð-
ôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ íà 1-å
è 4-å ñóò îò íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïðîâîäèëè â ïðî-
ãðàììå Image J. Â õîäå èññëåäîâàíèÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî
äîáàâêà SK â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïèííîìîçãîâûõ
ãàíãëèåâ ñïîñîáñòâóåò èíòåíñèâíîìó ðàçâèòèþ êóëüòó-
ðû. Ïëîùàäü çîíû ðîñòà áûëà íà 80 % áîëüøå, ÷åì â
êîíòðîëå, íà ïðîòÿæåíèè âñåãî âðåìåíè íàáëþäåíèÿ.
Ïàðàëëåëüíî ðåãèñòðèðîâàëè óâåëè÷åíèå ïëîòíîñòè
çîíû ðîñòà íà 40 % ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî SK îáëàäàåò ñâîéñòâîì
óñèëèâàòü ðîñò íåðâíîé òêàíè in vitro, è ïîçâîëÿþò îòíå-

818 Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé



ñòè äàííûé áåëîê ê ôàêòîðàì, îáëàäàþùèì ìèòîãåííîé
àêòèâíîñòüþ.

ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÏÎÑÅÂÍÎÃÎ È ÐÀÁÎ×ÅÃÎ ÁÀÍ-
ÊÎÂ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ËÈÍÈÈ CHO-Epo-2. © È. Í. Ñàâèíî-
âà, Â. Â. Èëüèíà, Ë. Â. Áåëîâà, Ò. Á. Êðîõèíà. ÎÎÎ
«ÔÀÐÌÀÏÀÐÊ», Ìîñêâà.

Êóëüòóðà êëåòîê CHO Epo-2 áûëà ïîëó÷åíà êàê ïðî-
äóöåíò ðåêîìáèíàíòíîãî ýðèòðîïîýòèíà ÷åëîâåêà (ÐÝ×)
Ì. Ã. Çåëåíèíûì ñ ñîàâòîðàìè â 1988 ã. (Ïàòåíò ÐÔ
¹ 2089611 Ñ1 îò 07.12.97) ïóòåì ââåäåíèÿ ðåêîìáèíàíò-
íîé ïëàçìèäû pSVdEpoLMo â ãåíîì êëåòîê CHO tk–.
Ýðèòðîïîýòèí — îäèí èç ãîðìîíîâ ïî÷åê, ãëèêîïðîòåèí,
ôèçèîëîãè÷åñêèé ñòèìóëÿòîð ýðèòðîïîýçà. Îí àêòèâèðó-
åò ìèòîç è ñîçðåâàíèå ýðèòðîöèòîâ èç êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ ýðèòðîöèòàðíîãî ðÿäà. Â êëèíè÷åñêîé ïðàê-
òèêå ïðåïàðàòû ýðèòðîïîýòèíà èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ëå÷å-
íèÿ àíåìèé ðàçëè÷íîé ýòèîëîãèè, äëÿ ñòèìóëÿöèè
ýðèòðîïîýçà â îíêîëîãè÷åñêîé ïðàêòèêå, îñîáåííî ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ õèìèî- è ðàäèîòåðàïèè. ÐÝ× ïîëó÷àþò èç
êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè ïóòåì ñåðèè ïîñëåäîâàòåëüíûõ
õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ î÷èñòîê. Äëÿ ïðîìûøëåííîãî ïðî-
èçâîäñòâà ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ îáû÷íî èñïîëüçó-
þò òîëüêî ëèíèè-ïðîäóöåíòû ñî ñòàáèëüíîé ìîðôîëî-
ãèåé è ñêîðîñòüþ ðîñòà, èìåþùèå ñòàáèëüíûé êàðèîòèï,
îíêîãåííî áåçîïàñíûå, íå ñîäåðæàùèå êîíòàìèíàíòîâ
è ñîõðàíÿþùèå âûñîêèé óðîâåíü ïðîäóêòèâíîñòè íà
ïðîòÿæåíèè óñòàíîâëåííîãî óðîâíÿ ïàññàæåé (ÐÄ
42-28-10-89). Äëÿ òîãî ÷òîáû ðàáîòàòü ñ êëåòêàìè, èìåþ-
ùèìè ñòàáèëüíûå õàðàêòåðèñòèêè íà ïðîòÿæåíèè âñåãî
öèêëà ïðîèçâîäñòâà ÐÝ×, áûëè ñîçäàíû è îõàðàêòåðèçî-
âàíû Ïîñåâíîé è Ðàáî÷èé áàíêè ëèíèè êëåòîê
CHO-Epo-2. Çàïàñ êëåòîê äëÿ Ïîñåâíîãî áàíêà ñîçäàí
10.04.06 íà 50-ì ïàññàæå â êîëè÷åñòâå 254 àìïóë ñ ñî-
äåðæàíèåì æèâûõ êëåòîê íå ìåíåå 4 ìëí, äëÿ Ðàáî÷åãî
áàíêà — 24.04.06 íà 9-ì ïàññàæå â êîëè÷åñòâå 233 àìïóë
ñ ñîäåðæàíèåì æèâûõ êëåòîê òàêæå íå ìåíåå 4 ìëí. Êó-
ëüòóðà CHO-Epo-2 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êëåòî÷íûé ìîíî-
ñëîé ñ î÷àãàìè ìíîãîñëîéíîãî ðîñòà ýïèòåëèî- è ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê ñ îâàëüíûìè ÿäðàìè, ñîäåð-
æàùèìè ìåëêèå ÿäðûøêè. Ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ
ïëîòíîñòè ñëîÿ êëåòêè óìåíüøàþòñÿ â ðàçìåðàõ è ïðè-
îáðåòàþò ñôåðè÷åñêóþ ôîðìó. Øòàìì CHO Epo-2 êóëü-
òèâèðóåòñÿ íà îòå÷åñòâåííûõ ñðåäàõ DMEM/F-12 (â ñî-
îòíîøåíèè 1 : 1) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè êðóïíî-
ãî ðîãàòîãî ñêîòà ïðè 37 °Ñ, ïîñåâíàÿ äîçà ñîñòàâëÿåò
2�104—8�104 êëåòîê íà 1 ñì2. Êðàòíîñòü ðàññåâà ñîñòàâ-
ëÿåò 1 : 3—1 : 4 ê 3—4-ì ñóò ïîñëå ïàññàæà. Îòäåëåíèå
êëåòîê îò ïîäëîæêè ïðîâîäÿò ðàñòâîðîì Âåðñåíà è
0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà. Øòàìì õðàíèòñÿ ïðè
òåìïåðàòóðå –196 °Ñ. Óñëîâèÿ êðèîêîíñåðâàöèè: ñðåäà
DMEM/F-12 (â ñîîòíîøåíèè 1 : 1) ñ äîáàâëåíèåì 20 %
ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è 7 % äèìåòèëñóëü-
ôîêñèäà, êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê 2�106—4�106 â 1 ìë.
Æèçíåñïîñîáíîñòü ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ ñîñòàâëÿåò
75 ± 5 %. Êàðèîòèï èññëåäîâàëè íà 10, 20 è 30-ì ïàññà-
æàõ. Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì — 32. Ñòàáèëüíîñòü êà-
ðèîòèïà, êóëüòóðàëüíûõ, ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ïðîäóêòèâ-
íûõ ñâîéñòâ ñîõðàíÿåòñÿ äî 30-ãî ïàññàæà. Êîíòàìèíà-
öèè áàêòåðèÿìè, ãðèáàìè, äðîææàìè, ìèêîïëàçìàìè è
âèðóñàìè íå îáíàðóæåíî. Ïîäòâåðæäåíî îòñóòñòâèå àê-
òèâíîñòè îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû â äàííîì êëåòî÷íîì
øòàììå è îòñóòñòâèå åãî òóìîðîãåííîãî ýôôåêòà íà ëè-

íèè ìûøåé CBA. Íà îñíîâàíèè ýòèõ èññëåäîâàíèé Ïî-
ñåâíîé è Ðàáî÷èé áàíêè CHO-Epo-2 áûëè îäîáðåíû
ÔÃÓÍ ÃÈÑÊ è ðàçðåøåíû ê èñïîëüçîâàíèþ â ïðîèçâîä-
ñòâå ÐÝ×.

ÝÍÓÊËÅÀÖÈß ÎÎÖÈÒÎÂ ÑÂÈÍÜÈ, ÑÎÇÐÅÂØÈÕ
IN VITRO, ÎÏÎÑÐÅÄÎÂÀÍÍÀß ÄÅÌÅÊÎËÜÖÈÍÎÌ.
© È. Ï. Ñàâ÷åíêîâà. Âñåðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé
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Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü äîñòîâåðíî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ïðè èíäóêöèè ê äèôôåðåíöèðîâêå ýìáðèîíàëüíûå ñòâî-
ëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ñïîñîáíû in vitro ôîðìèðîâàòü ïî-
ëîâûå ãàìåòû. Ýòî îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè â ñî-
õðàíåíèè áèîðàçíîîáðàçèÿ íàøåé ïðèðîäû è åå ãåíåòè-
÷åñêèõ ðåñóðñîâ. Ïåðåíîñ ÿäåð ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê
âçðîñëîãî îðãàíèçìà îäíîãî æèâîòíîãî â ýíóêëåèðîâàí-
íûé îîöèò äðóãîãî æèâîòíîãî ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðñ-
ïåêòèâíûé ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ ðåä-
êèõ è èñ÷åçàþùèõ âèäîâ æèâîòíûõ. Îäíèì èç êëþ÷åâûõ
ìîìåíòîâ â ìåòîäîëîãèè ïåðåíîñà ÿäåð ÿâëÿåòñÿ óäàëå-
íèå õðîìîñîì (ýíóêëåàöèÿ) èç îîöèòà íà ñòàäèè ìåòàôà-
çû âòîðîãî ìåéîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ (MII) (öèòîïëàñò).
Ó ìíîãèõ âèäîâ æèâîòíûõ (êðîëèê, îâöà, ñâèíüÿ, êîçà,
êðóïíûé ðîãàòûé ñêîò è ò. ä.) â íåîïëîäîòâîðåííûõ ÿé-
öåêëåòêàõ âèçóàëèçèðóþòñÿ â ìèêðîñêîïå òîëüêî ïîëÿð-
íûå òåëüöà, à õðîìàòèí ÿäåð íå âèäåí. Ýíóêëåàöèþ
îîöèòîâ ó òàêèõ âèäîâ æèâîòíûõ âûïîëíÿþò îòñàñûâà-
íèåì èëè âûäàâëèâàíèåì âìåñòå ñ ïîëÿðíûì òåëüöåì áî-
ëüøîãî êîëè÷åñòâà îîïëàçìû, ÷òî ñèëüíî ñíèæàåò êà÷å-
ñòâî öèòîïëàñòà è ýôôåêòèâíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàíèÿ
êëåòî÷íûõ êîìïëåêñîâ. Ïðåäïðèíèìàþòñÿ ïîïûòêè ðàç-
ðàáîòàòü ýôôåêòèâíûé ñïîñîá âèçóàëèçàöèè âñåãî ÿäåð-
íîãî ìàòåðèàëà ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîé îáðàáîòêè âå-
ùåñòâàìè, äåñòàáèëèçèðóþùèìè ìèêðîòðóáî÷êè, ñðåäè
êîòîðûõ èçâåñòíû íîêîäàçîë è äåìåêîëüöèí (êîëõàìèí).
Öåëüþ íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëî èçó÷èòü âëèÿíèå êðàò-
êîñðî÷íîé õèìè÷åñêîé îáðàáîòêè äåìåêîëüöèíîì íà ýô-
ôåêòèâíîñòü ýíóêëåàöèè ñîçðåâøèõ in vitro îîöèòîâ ñâè-
íüè. Îîöèòû àñïèðèðîâàëè èç ñðåäíèõ ôîëëèêóëîâ ðàç-
ìåðîì íå ìåíåå 5—6 ìê (ÿè÷íèêè ïîëó÷àëè îò óáèòûõ
ñàìîê íà ìÿñîêîìáèíàòå) è èíêóáèðîâàëè in vitro äî ñòà-
äèè MII. Ñðåäîé äëÿ ñîçðåâàíèÿ áûëà Ì-199, äîïîëíåí-
íàÿ 0.57 ìÌ öèñòåèíîì, 10 % ôîëëèêóëÿðíîé æèäêîñòè
ñâèíüè, àíòèáèîòèêàìè è 0.5 ìÅä õîðèîíè÷åñêîãî ãîíà-
äîòðîïèíà ëîøàäè (eCG). Êóìóëþñ-îîöèòíûå êîìïëåê-
ñû (20—40) êóëüòèâèðîâàëè â 500 ìêë ñðåäû â îäíîé
ëóíêå 4-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà â òå÷åíèå 18—20 ÷. Çàòåì
èõ îòìûâàëè îò ãîðìîíîâ è êóëüòèâèðîâàëè äîïîëíèòå-
ëüíî 20—22 ÷ â ñðåäå áåç ãîðìîíîâ ïðè 39 °Ñ â àòìîñôå-
ðå ñ 5 % CO2. Ñîçðåâøèå îîöèòû îòáèðàëè, óäàëÿëè êó-
ìóëþñíûå êëåòêè, ïåðåíîñèëè â ñðåäó, äîïîëíåííóþ
0.4 ìêã/ìë äåìåëüêîöèíîì è 0.05 Ì ñóêðîçîé, è èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí. Îîöèòû, ó êîòîðûõ íàáëþäàëè
âûïÿ÷èâàíèå ìåìáðàíû, ïåðåíîñèëè â ñðåäó, äîïîëíåí-
íóþ öèòîõàëàçèíîì Á (5 ìêã/ìë), è èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 10—20 ìèí. Ýíóêëåàöèþ ïðîâîäèëè ìåòîäîì âûäàâ-
ëèâàíèÿ. Äëÿ ýòîãî äåëàëè ðàçðåç â ïðîçðà÷íîé îáîëî÷êå
(ñî ñòîðîíû ðàñïîëîæåíèÿ ïîëÿðíîãî òåëüöà) ïîñðåäñò-
âîì ñîïðèêîñíîâåíèÿ ïðîçðà÷íîé îáîëî÷êè ñ ïîâåðõíî-
ñòüþ ïðèñàñûâàþùåé ïèïåòêè, ïðè ýòîì íå äîïóñêàëè
âíåäðåíèÿ ýíóêëåàöèîííîé ìèêðîïèïåòêè â ïåðèâèòåë-
ëèíîâîå ïðîñòðàíñòâî. Ýòó æå ìèêðîïèïåòêó ïîäíèìàëè
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è ñëåãêà ïðèäàâëèâàëè îîöèò, ÷òî ïîçâîëÿëî íàáëþäàòü
ñâîáîäíûé âûõîä â ñäåëàííûé ðàçðåç ÿäåðíîãî ìàòåðèà-
ëà. Îöåíêó ïîëíîãî îòñóòñòâèÿ ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè ó
ýíóêëåèðîâàííûõ îîöèòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îêðàñ-
êè öèòîïëàñòîâ Õ¸õñòîì 33342 (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
5 ìêã/ìë). Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ïîêà-
çàëè, ÷òî íåçðåëûå îîöèòû ñâèíüè ñïîñîáíû äîñòèãàòü
in vitro ñòàäèè MII â òå÷åíèå 38—44 ÷ â ñðåäå äëÿ ñîçðå-
âàíèÿ. Èç 980 îîöèòîâ 705 (72 %) äîñòèãëè ñòàäèè MII.
Êîãäà ñîçðåâøèå îîöèòû ñ ïåðâûì ïîëÿðíûì òåëüöåì
áûëè îáðàáîòàíû äåìåêîëüöèíîì, áîëåå ÷åì 78 % èç íèõ
èìåëè âûïÿ÷èâàíèå ìåìáðàíû è ìèãðàöèþ õðîìîñîìíîé
ìàññû â ïåðèâèòåëëèíîâîå ïðîñòðàíñòâî. Â ðåçóëüòàòå
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ýíóêëåàöèÿ îîöèòîâ ñ âûäàâëèâà-
íèåì ìèíèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà öèòîïëàçìû ïðîùå è ýô-
ôåêòèâíîñòü ýíóêëåàöèè âûñîêà (245 èç 273, 90 %) ïî
ñðàâíåíèþ ñ íå îáðàáîòàííûìè äåìåêîëüöèíîì îîöèòà-
ìè (171 èç 350, 49 %). Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êðàòêîñðî÷íàÿ îáðàáîòêà èíòàêò-
íûõ îîöèòîâ ñâèíüè äåìåêîëüöèíîì ïîçâîëÿåò ÷åòêî
âûÿâëÿòü ðàñïîëîæåíèå â íèõ ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà è òåì
ñàìûì ñïîñîáñòâîâàòü ïîëíîìó åãî èçâëå÷åíèþ è ïîâû-
øåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ýíóêëåàöèè.
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Íîîïåïò — ïðåïàðàò, ñîçäàííûé â ðåçóëüòàòå îðèãè-
íàëüíîãî ïîäõîäà — äèçàéíà êîðîòêèõ ïåïòèäîâ íà
îñíîâàíèè èìèòàöèè ñòðóêòóðû íåïåïòèäíîãî íåéðî-
òðîïíîãî ñðåäñòâà, â ÷àñòíîñòè äèçàéíà äèïåïòèäíûõ
íîîòðîïîâ, èìèòèðóþùèõ ñòðóêòóðó ïèðàöåòàìà. Îí îá-
ëàäàåò øèðîêèì ñïåêòðîì êîãíèòèâíûõ è íåéðîïðîòåê-
òèâíûõ ýôôåêòîâ è ïðîÿâëÿåò ñâîé òåðàïåâòè÷åñêèé ýô-
ôåêò â óñëîâèÿõ åãî ââåäåíèÿ íà ôîíå ðàçâèâøåéñÿ ïàòî-
ëîãèè. Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ íîîïåïòà
ïðàêòè÷åñêè íå èññëåäîâàíû. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿ-
åò áîëüøîé èíòåðåñ èçó÷åíèå ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè íåé-
ðîòðîôèíîâ â êëåòêàõ ìîçãà êàê îñíîâíîãî ôàêòîðà íåé-
ðîïðîòåêòèâíîãî äåéñòâèÿ íîîïåïòà. Ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ
â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè è èììóíîáëîòèíãà íàìè
èçó÷åíû ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ è óðîâåíü áåëêîâ-íåéðîòðî-
ôèíîâ BDNF (íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð, âûäåëåííûé èç
ìîçãà) è NGF (ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ) â ãèïïîêàìïå, ãèïî-
òàëàìóñå è ïðåôðîíòàëüíîé êîðå ìîçãà êðûñ ïðè õðîíè-
÷åñêîì ââåäåíèè íîîïåïòà (21 ñóò, 10 ìêã/êã, ïðè ìîäå-
ëèðîâàíèè êîãíèòèâíîé ïàòîëîãèè ââåäåíèåì òîêñèíà
ñòðåïòîçîöèíà â îáîíÿòåëüíóþ ëóêîâèöó ãîëîâíîãî ìîç-
ãà). Óñòàíîâëåíî, ÷òî â êëåòêàõ ãèïïîêàìïà ïðè êîãíè-
òèâíîé ïàòîëîãèè òåðàïèÿ íîîïåïòîì ïîâûøàåò óðîâåíü
NGF ïî÷òè â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè æè-
âîòíûìè, â òî âðåìÿ êàê â ãðóïïå ëîæíîîïåðèðîâàííûõ
æèâîòíûõ (áåç ââåäåíèÿ òîêñèíà) óðîâåíü NGF ïîíèæåí
è òåðàïèÿ íîîïåïòîì íå ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ñîäåð-
æàíèÿ íåéðîòðîôèíà. Ýêñïðåññèÿ ãåíà NGF â ãèïïîêàì-
ïå íåçíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ (íà 20 %) â ãðóïïå êðûñ ñ
êîãíèòèâíîé ïàòîëîãèåé è îñòàåòñÿ íà óðîâíå êîíòðîëü-
íûõ çíà÷åíèé â ãðóïïå ëîæíîîïåðèðîâàííûõ êðûñ. Îò-

ñóòñòâèå èçìåíåíèé â óðîâíå áåëêà NGF íàáëþäàåòñÿ â
êîðå ìîçãà, â òî æå âðåìÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà ïîíèæàåòñÿ
íåçíà÷èòåëüíî ïðè êîãíèòèâíîé ïàòîëîãèè è íà 50 %
ïðè ëîæíîé îïåðàöèè è òåðàïèè íîîïåïòîì. Ïðè èññëå-
äîâàíèè âëèÿíèÿ íîîïåïòà íà ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ BDNF â
ãèïïîêàìïå óñòàíîâëåíî, ÷òî â ãðóïïå ëîæíîîïåðèðî-
âàííûõ êðûñ äàííûé ïîêàçàòåëü óâåëè÷èâàåòñÿ â 2 ðàçà
ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè â ãðóïïå êðûñ ñ êîãíèòèâíîé
ïàòîëîãèåé. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
îäíèì èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ïðîÿâëåíèÿ íîîïåïòîì
íåéðîïðîòåêòîðíûõ è íîîòðîïíûõ àêòèâíîñòåé ÿâëÿåòñÿ
óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ íåéðîòðîôèíîâ â
îòäåëüíûõ ñòðóêòóðàõ ìîçãà, â îñîáåííîñòè â êëåòêàõ
ãèïïîêàìïà — âàæíåéøåì îòäåëå ìîçãà, ïðèíèìàþùåì
ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ïåðåðàáîòêè èíôîðìàöèè è ôîðìè-
ðîâàíèÿ ïàìÿòè.
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Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ïóòåé ïîâûøåíèÿ ýôôåê-
òèâíîñòè êîìïëåêñíîãî ëå÷åíèÿ îïóõîëåé ãîëîâíîãî
ìîçãà ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà ìåòîäèê èñïîëüçîâàíèÿ èí-
òåðôåðîíîâ, øèðîêî ïðèìåíÿþùèõñÿ â îáùåé îíêîëî-
ãèè â ñâÿçè ñ ìíîãîñòîðîííèìè ìåõàíèçìàìè ïðîòèâî-
îïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ (ïðÿìîé öèòîëèç îïóõîëåâûõ êëå-
òîê, ïîäàâëåíèå èõ ìèãðàöèè, óãíåòåíèå àíãèîãåíåçà è
ýêñïðåññèè îíêîãåíîâ, àêòèâàöèÿ ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ
îïóõîëåâîãî ðîñòà, àêòèâàöèÿ ãåíîâ ïðîàïîïòè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ). Äàííûå î ïðèìåíåíèè èíòåðôåðîíîòåðàïèè â
íåéðîîíêîëîãèè ìàëî÷èñëåííû è íåîäíîçíà÷íû. Â ñóñ-
ïåíçèîííûõ è òêàíåâûõ êóëüòóðàõ èçó÷åíî äåéñòâèå ëà-
ôåðîíà — ÷åëîâå÷åñêîãî ðåêîìáèíàíòíîãî á-2â-èíòåð-
ôåðîíà (á-ÈÔÍ) íà êëåòêè 62 ãëèàëüíûõ îïóõîëåé ìîçãà
(II, III è IV ñòåïåíåé çëîêà÷åñòâåííîñòè). Ñóñïåíçèîííûå
êóëüòóðû èíêóáèðîâàëè 24 ÷ ñ á-ÈÔÍ («Áèîôàðì»,
Êèåâ) â âîçðàñòàþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ (102, 103, 104 è
105 ÌÅ/ìë). Öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòà
îöåíèâàëè â ñòàíäàðòíîì òåñòå ñ òðèïàíîâûì ñèíèì.
×óâñòâèòåëüíîñòü ãëèîìû ê á-ÈÔÍ ñ÷èòàëè îòðèöàòåëü-
íîé ïðè ñíèæåíèè äîëè æèâûõ êëåòîê ìåíåå ÷åì íà
20 %, ñ÷èòàëè åå íèçêîé ïðè ñíèæåíèè òàêèõ êëåòîê íà
21—40 %, óìåðåííîé — ïðè ñíèæåíèè íà 41—60 % è
âûñîêîé — ïðè ñíèæåíèè áîëåå ÷åì íà 60 %. Äëÿ óòî÷-
íåíèÿ îäíîãî èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ðåàëèçàöèè öè-
òîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà á-ÈÔÍ îïðåäåëÿëè äîëþ àïîï-
òè÷åñêèõ êëåòîê â ïðîáàõ (n = 6) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïå-
öèôè÷åñêîãî ÄÍÊ-òðîïíîãî êðàñèòåëÿ Hoechst 33342.
Ýôôåêò âëèÿíèÿ á-ÈÔÍ íà ìîðôîëîãèþ îïóõîëåâûõ
êëåòîê ïðîñëåæåí â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ãëèîì â ñðàâ-
íåíèè ñ êîíòðîëüíûìè. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïî-
êàçàëè øèðîêèé ñïåêòð ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ
á-ÈÔÍ íà êëåòêè ãëèîì êàê â öèòîòîêñè÷åñêîì òåñòå,
òàê è â ýêñïëàíòàöèîííûõ êóëüòóðàõ. Ñîãëàñíî ïðèíÿòîé
ãðàäàöèè îòâåòà òåñòèðîâàííûõ îïóõîëåé îáíàðóæåíî,
÷òî 70—75 % àñòðîöèòîì II è III ñòåïåíåé çëîêà÷åñòâåí-
íîñòè ïðîÿâèëè âûñîêóþ è óìåðåííóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
ê âîçäåéñòâèþ á-ÈÔÍ â îòëè÷èå îò ãëèîáëàñòîì (IV ñòå-
ïåíü çëîêà÷åñòâåííîñòè), ñðåäè êîòîðûõ äîëÿ òàêèõ îïó-
õîëåé ñîñòàâèëà âñåãî 27.3 %, à äîëÿ ãëèîáëàñòîì ñ íèç-
êîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê á-ÈÔÍ îêàçàëàñü íàèáîëüøåé
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(36.3 %). Ñëåäóåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîöåññ îçëîêà÷å-
ñòâëåíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ãëèîì ñîïðîâîæäàåòñÿ ÷àñ-
òè÷íîé óòðàòîé èõ ðåöåïòîðîâ ê á-ÈÔÍ è, ñëåäîâàòåëü-
íî, ñíèæåíèåì èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ýòîìó öèòîêèíó.
Â ýêñïëàíòàöèîííûõ êóëüòóðàõ ãëèîì ïîñëå èíêóáàöèè
ñ á-ÈÔÍ îïðåäåëÿëè ýëèìèíàöèþ ìèòîòè÷åñêè äåëÿ-
ùèõñÿ êëåòîê, ïîÿâëåíèå ïðèçíàêîâ äèñòðîôèè, íåêðî-
áèîçà è ôèãóð àïîïòîçà â ÷àñòè êëåòîê, ðàçðåæåíèå çîíû
ðîñòà êóëüòóð â ñâÿçè ñ äåñêâàìàöèåé ïîâðåæäåííûõ
êëåòîê. Óñòîé÷èâîñòü ê ïðÿìîìó âîçäåéñòâèþ äàæå âû-
ñîêèõ êîíöåíòðàöèé á-ÈÔÍ îáíàðóæèâàþò êëåòêè ñ ñî-
õðàííîé öèòîòèïè÷åñêîé ãëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêîé.
Îäíàêî ïðîïîðöèîíàëüíàÿ äîçîçàâèñèìîñòü öèòîòîêñè-
÷åñêîãî ýôôåêòà íàáëþäàëàñü íå ïîñòîÿííî è íå çàâèñå-
ëà îò ñòåïåíè àíàïëàçèè èñõîäíîé îïóõîëè. Ñðàâíèòåëü-
íàÿ îöåíêà äèíàìèêè íàðàñòàíèÿ àïîïòè÷åñêèõ êëåòîê è
öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà óêàçûâàåò íà ïàðàëëåëèçì
ìåæäó ýòèìè ïîêàçàòåëÿìè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî á-ÈÔÍ
ìîæåò îêàçûâàòü ïðîàïîïòè÷åñêèé ýôôåêò íà êëåòêè
ãëèîì, äîñòèãàþùèé 30 % íàðàñòàíèÿ äîëè àïîïòè÷å-
ñêèõ êëåòîê ïðè âîçäåéñòâèè 104—105 ÌÅ/ìë á-ÈÔÍ.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îáîñíîâûâàþò öåëåñîîáðàç-
íîñòü ïðåäâàðèòåëüíîãî òåñòèðîâàíèÿ áèîïòàòîâ ãëèîì
íà èõ èíäèâèäóàëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê âîçäåéñòâèþ
á -ÈÔÍ ñ öåëüþ ïîñëåäóþùåé âûðàáîòêè ðàöèîíàëüíûõ
ñõåì àíòèáëàñòè÷åñêîé òåðàïèè äëÿ êàæäîãî êîíêðåòíî-
ãî áîëüíîãî.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÏÎÂÅÄÅÍÈß ÊËÅÒÎÊ ÑÒÐÎÌÛ
ÊÎÑÒÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ È ÏÈÃÌÅÍÒÍÎÃÎ ÝÏÈÒÅËÈß
ÃËÀÇÀ ÏÐÈ ÈÍÚÅÊÖÈÈ Â ÎÐÃÀÍÎÒÈÏÈ×ÅÑÊÈÅ
ÊÓËÜÒÓÐÛ ÑÅÒ×ÀÒÊÈ. © Ñ. À. Ñåðãååâ,1 Í. Â. Êî-
øåëåâà,1, 2 È. Í. Ñàáóðèíà,2 À. Â. Ðåâèùèí,3 Ì. Ë. Ñåìå-
íîâà.1 1 Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, emb-
ryossa@gmail.com, 2 ÍÈÈ îáùåé ïàòîëîãèè è ïàòîôè-
çèîëîãèè ÐÀÌÍ è 3 Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ,
Ìîñêâà.

Â ïîñëåäíèå ãîäû íàêîïëåí çíà÷èòåëüíûé òåîðåòè-
÷åñêèé ìàòåðèàë â îáëàñòè áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê è
ïðîâåäåíî áîëüøîå ÷èñëî êëèíè÷åñêèõ ðàáîò. Îäíàêî
âñå åùå îñòàþòñÿ îòêðûòûìè âîïðîñû î âçàèìîäåéñòâèè
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê ñ íîâûì ìèêðîîêðóæåíè-
åì ðåöèïèåíòà è èõ âûæèâàåìîñòè. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòèõ
âîïðîñîâ ïðåäñòàâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûìè ìîäåëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì îðãàíîòèïè÷åñêîãî ýêñïëàíòàöèîííîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñîõðàíÿþùåãî öèòîàðõèòåêòîíèêó
òêàíè è âçàèìîñâÿçü êëåòîê äðóã ñ äðóãîì. Â äàííîé ðà-
áîòå ìû èñïîëüçîâàëè ïðèêðåïëåííûå îðãàíîòèïè÷åñêèå
êóëüòóðû ñåò÷àòêè íîâîðîæäåííûõ êðûñ Wistar, ñëóæèâ-
øèå ìîäåëüþ ðàçâèâàþùåéñÿ íåéðîñåò÷àòêè. Êóëüòèâè-
ðîâàíèå ýêñïëàíòàòîâ ñåò÷àòêè ïðîâîäèëè â ñòàíäàðò-
íûõ óñëîâèÿõ â ìîäèôèöèðîâàííîé ñðåäå DMEM/F12 ñ
äîáàâëåíèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (FGF è EGF , 10 íã/ìë),
7 % Fetal clone I (ÏàíÝêî Ê049-1) è àíòèáèîòèêîâ. Íà
10-å ñóò â êóëüòóðû ñåò÷àòîê èíúåöèðîâàëè êñåíîãåí-
íûå êëåòêè ñòðîìû êîñòíîé ìîçãà ìûøåé ëèíèè
C57BL/6-Tg(ACTB-EGFp)/Osb/J (ÌÑÊ) èëè ïèãìåíòíîãî
ýïèòåëèÿ (ÏÝ) ãëàçà ÷åëîâåêà íà 3—5-ì ïàññàæàõ, ïðåä-
âàðèòåëüíî îêðàøåííûå ëèïîòðåéñåðîì DiI (Molecular
Probes V-22889). Ìèêðîèíúåêöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè
ñòåêëÿííûì êàïèëëÿðîì äèàìåòðîì 30 ìêì ïðè ïîìîùè
ìèêðîèíúåêöèîííîé ïðèñòàâêè. Äëÿ èììóíîãèñòîõèìè-
÷åñêîãî àíàëèçà îáðàçöû ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ïàðà-

ôîðìàëüäåãèäå è èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê FGFP (Sigma,
G9269) è ê â-III-òóáóëèíó (Chemicon, MAB1637). Ïîñëå
ââåäåíèÿ íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà ÌÑÊ (20—40 êëåòîê) â
ýêñïëàíòàò ñåò÷àòêè áîëüøèíñòâî ìå÷åíûõ êëåòîê â îá-
ëàñòè òðàíñïëàíòàöèè íå îáíàðóæèâàëîñü óæå íà 2-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ, îäíàêî åäèíè÷íûå êëåòêè ñîõðàíÿ-
ëèñü íà ïðîòÿæåíèè äëèòåëüíîãî âðåìåíè (äî 1.5 ìåñ).
Ïîñëå ââåäåíèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ÌÑÊ (500—700
êëåòîê) íàáëþäàëàñü èõ ìèãðàöèÿ èç çîíû òðàíñïëàíòà-
öèè â òå÷åíèå ïåðâûõ 2 ñóò ïîñëå èíúåêöèè. ÌÑÊ ÷àñ-
òè÷íî ìèãðèðîâàëè, óâåëè÷èâàÿ çîíó ðàñïðîñòðàíåíèÿ
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê, à ÷àñòè÷íî îñòàâàëèñü â
ìåñòå èíúåêöèè. Íà÷èíàÿ ñ 3-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â
ýêñïëàíòàòå ñåò÷àòêè ÷àñòü òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÌÑÊ
ìåíÿëà ìîðôîëîãèþ, îáðàçîâûâàÿ äëèííûå ðàçâåòâëåí-
íûå òîíêèå îòðîñòêè. Â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ êëåòîê
ÌÑÊ (êóëüòèâèðîâàíèå â ìîíîñëîå íà êîíäèöèîíèðî-
âàííîé ñåò÷àòêîé ñðåäå) ïîäîáíûõ èçìåíåíèé ìîðôîëî-
ãèè íå íàáëþäàëîñü. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç íà
íåéðàëüíûå (â-III-òóáóëèí) è ãëèàëüíûå (GFAP) ìàðêå-
ðû ïîêàçàë èõ îòñóòñòâèå â òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåò-
êàõ äàæå ïîñëå äîëãîñðî÷íîãî (äî 1.5 ìåñ) êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Ïîâåäåíèå ïîñëå èíúåêöèè âûñîêîäèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê ÏÝ âçðîñëîãî ÷åëîâåêà çíà÷èòåëüíî
îòëè÷àëîñü îò ïîâåäåíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñ øèðîêèìè
äèôôåðåíöèðîâî÷íûìè ñïîñîáíîñòÿìè (ÌÑÊ). Õîòÿ ïî-
ñëå òðàíñïëàíòàöèè òàêæå íàáëþäàëàñü õîðîøàÿ âûæè-
âàåìîñòü êëåòîê (íåãàòèâíîå îêðàøèâàíèå èîäèäîì ïðî-
ïèäèÿ), èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê ÏÝ îòñóòñòâîâà-
ëè äàæå ïîñëå äëèòåëüíîãî (äî 1.5 ìåñ) êóëüòèâèðîâàíèÿ
â ýêñïëàíòàòàõ ñåò÷àòîê. Òàêæå äëÿ êëåòîê ÏÝ â îòëè÷èå
îò ÌÑÊ áûëà õàðàêòåðíà íåáîëüøàÿ ìèãðàöèîííàÿ ñïî-
ñîáíîñòü, ñðàâíèìàÿ ñ òàêîâîé ñàìèõ êëåòîê ýêñïëàíòà-
òà. Âìåñòå ñ êðàåì ðàçðàñòàíèÿ êëåòêè ÏÝ âûñåëÿëèñü çà
ïðåäåëû ýêñïëàíòàòà, â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ðàñïëàñòûâà-
ëèñü ïî äíó êóëüòóðàëüíîé ÷àøêè. Êîëåáàíèå ÷èñëåííî-
ñòè ââåäåííûõ êëåòîê ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ ïðàêòè÷å-
ñêè îòñóòñòâîâàëî (â ïðîòèâîïîëîæíîñòü èíúåöèðîâàí-
íûì ÌÑÊ). Òàêèì îáðàçîì, áûëà ðàçðàáîòàíà àäåêâàòíàÿ
ìîäåëü ïîâåäåíèÿ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê ðàçëè÷-
íûõ òèïîâ â íåéðîñåò÷àòêå, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ëó÷-
øåãî ïîíèìàíèÿ ìèãðàöèîííîé è äèôôåðåíöèðîâî÷íîé
ñïîñîáíîñòè èíúåöèðîâàííûõ êëåòîê â ðåöèïèåíòíîé
òêàíè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå, ïðå-
äîñòàâëåííîé ïî ïðîãðàììå «Ðàçâèòèå íàó÷íîãî ïî-
òåíöèàëà âûñøåé øêîëû (2006—2008 ãã.)» (ãðàíò
ÐÍÏ.2.1.1.7842).

ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ â-ÊÀÒÅÍÈÍÀ
ÍÈÇÊÀ Â ÏÐÎËÈÔÅÐÈÐÓÞÙÈÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜ-
ÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÊÀÕ ÌÛØÈ È ÏÎÂÛØÀ-
ÅÒÑß ÏÐÈ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÅ. © Ã. Ñ. Ñèíåâà,
Ì. Ñ. Ëÿíãóçîâà, Â. À. Ïîñïåëîâ. Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, galsin2209@gmail.com.

Wnt-ñèãíàëüíûé ïóòü, åãî öåíòðàëüíûé ýôôåêòîð
â-êàòåíèí è íåãàòèâíûé ðåãóëÿòîð GSK3â ó÷àñòâóþò â
ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ìíîãèõ
òèïîâ êëåòîê. Ìû èçó÷èëè âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçà-
öèþ è òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü â-êàòåíèíà â ýìá-
ðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (ÝÑÊ) ìûøè ëèíèè
IOUD3 ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè è âðåìåííîé
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òðàíñôåêöèè êëåòîê ëþöèôåðàçíîé ðåïîðòåðíîé êîíñò-
ðóêöèåé TopFlash. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â-êàòåíèí íå âû-
ÿâëÿåòñÿ â ÿäðàõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ àêòèâíî ïðî-
ëèôåðèðóþùèõ ÝÑÊ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ åãî íèçêîé
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ. Ïîñëå îáðàáîòêè ñïå-
öèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì GSK3â BIO â-êàòåíèí íàêàï-
ëèâàåòñÿ è âûÿâëÿåòñÿ â ÿäðå, à åãî òðàíñêðèïöèîííàÿ
àêòèâíîñòü ïîâûøàåòñÿ. Íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ ñî-
ïðîâîæäàþòñÿ ñíèæåíèåì ñêîðîñòè ðîñòà êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè, ÷òî âûçâàíî ëåãêèì íàêîïëåíèåì êëåòîê â ôàçå
G1 áåç èíäóêöèè àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè. Êðîìå òîãî, îá-
ðàáîòàííûå BIO êëåòêè îáðàçóþò áîëåå êîìïàêòíûå êî-
ëîíèè, ÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîå âëèÿíèå îáðàáîòêè
íà êëåòî÷íûå êîíòàêòû. Èíãèáèòîð GSK3â òàêæå íå ïðå-
ïÿòñòâóåò âûçâàííîé ðåòèíîåâîé êèñëîòîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå ÝÑÊ ìûøè. Ïðè îáðàáîòêå äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ
êëåòîê BIO äîïîëíèòåëüíî ñíèæàåòñÿ ñòåïåíü ýêñïðåñ-
ñèè Oct-4, ìàðêåðà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ. Áîëåå
òîãî, BIO ñïîñîáåí îñëàáëÿòü ýêñïðåññèþ Oct-4 äàæå â
îòñóòñòâèå äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ñòèìóëîâ è â ïðèñóò-
ñòâèè LIF, à òàêæå èçìåíÿòü óðîâåíü ìÐÍÊ íåêîòîðûõ
ìàðêåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè (êîëëàãåíà 4 è âèìåíòèíà).
Â äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ êëåòêàõ â-êàòåíèí îáíàðóæèâà-
åòñÿ â ÿäðå, ñîîòâåòñòâåííî ïîâûøàåòñÿ åãî òðàíñêðèï-
öèîííàÿ àêòèâíîñòü. Òàêèì îáðàçîì, âûñîêàÿ òðàíñêðèï-
öèîííàÿ àêòèâíîñòü â-êàòåíèíà íå íóæíà äëÿ ïðîëèôå-
ðàöèè ÝÑÊ ìûøè, îäíàêî, ïî-âèäèìîìó, ïðèîáðåòàåò
çíà÷åíèå ïðè äèôôåðåíöèðîâêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-49058).

ÝÊÑÏÀÍÑÈß È ÍÀÏÐÀÂËÅÍÍÀß ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈ-
ÐÎÂÊÀ IN VITRO ÊËÎÍÎÃÅÍÍÛÕ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ/ÏÐÎÃÅÍÈÒÎÐÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÎÑÒÍÎ-
ÃÎ ÌÎÇÃÀ ×ÅËÎÂÅÊÀ. © Í. Ã. Ñêîðîáîãàòîâà,
Í. À. Ãîðîõîâà, À. Þ. Ïåòðåíêî. Èíñòèòóò ïðîáëåì êðèî-
áèîëîãèè è êðèîìåäèöèíû ÍÀÍ Óêðàèíû, Õàðüêîâ,
skorng@mail.ru.

Ìåçåíõèìíûå êëîíîãåííûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà
(ÊÌ) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíûé ðåçåðâíûé ïóë
ñòâîëîâûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà.
Â óñëîâèÿõ ìîíîñëîéíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ âûäåëåíû
îäèíî÷íûå êîëîíèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê ÊÌ
âçðîñëûõ äîíîðîâ. Ïðè ïîñëåäóþùåì ñóáêóëüòèâèðîâà-
íèè îïðåäåëåíû óñëîâèÿ ýêñïàíñèè ìåçåíõèìíûõ ñòâî-
ëîâûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò îäèíî÷íîé
êîëîíèè. Â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ in vitro ïðîâå-
äåíû èíäóöèðîâàííûå äèôôåðåíöèðîâêè èññëåäóåìûõ
êëåòîê â îñòåîãåííîì è àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ.
Äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ êëåòêè áûëè âûÿâëåíû ïî ýêñï-
ðåññèè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è ìèíåðàëèçàöèè âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà â ñëó÷àå îñòåîãåíåçà, ïî âíóòðèêëå-
òî÷íîìó íàêîïëåíèþ íåéòðàëüíûõ æèðîâ â ñëó÷àå àäè-
ïîãåíåçà. Ïðèìåíåíèå ñìåñè îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé
èíäóêòèâíûõ ñðåä ïðèâîäèëî ê ñäâèãó äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûõ ïðîöåññîâ â íàïðàâëåíèè îñòåîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ. Ïîñëå
êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ñóáêóëüòèâèðîâàííûõ ìåçåíõèì-
íûõ ñòâîëîâûõ/ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ÊÌ ÷åëîâåêà ïîä
çàùèòîé äèìåòèëñóëüôîêñèäà äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïî-
òåíöèè èññëåäóåìûõ êëåòîê ñîõðàíÿëèñü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêîãî ïðîåêòà «Áèîðåãóëÿòîðû ñòâîëîâûõ êëåòîê»
(0104U006440).

ÀÍÀËÈÇ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÃÅÍÎÂ-ÊÀÍÄÈÄÀÒÎÂ ÍÀ
ÐÀÇÂÈÒÈÅ ÏÑÎÐÈÀÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÏÐÎÖÅÑÑÀ Â ÊËÅÒ-
ÊÀÕ ÊÎÆÈ ÁÎËÜÍÛÕ ÏÑÎÐÈÀÇÎÌ. © À. Ã. Ñîáîëå-
âà,1 Ñ. À. Áðóñêèí,1 Ð. Ì. Àâäååâ.2 1 Èíñòèòóò îáùåé ãå-
íåòèêè ÐÀÍ è 2 Öåíòð òåîðåòè÷åñêèõ ïðîáëåì ôèçè-
êî-õèìè÷åñêîé ôàðìàêîëîãèè, Ìîñêâà, anna-sobo@
mail.ru.

Îñíîâíîé êëèíè÷åñêîé ñèìïòîìàòèêîé ïñîðèàçà ÿâ-
ëÿþòñÿ ãèïåðïðîëèôåðàöèÿ êåðàòèíîöèòîâ è íàðóøåíèå
ïðîöåññîâ èõ äèôôåðåíöèðîâêè, ÷òî ïðèâîäèò ê ôîðìè-
ðîâàíèþ äåôåêòíîãî ðîãîâîãî ñëîÿ íà ôîíå âîñïàëèòåëü-
íîãî õàðàêòåðà èçìåíåíèé â êîæå. Òðàíñêðèïöèîííàÿ ñè-
ñòåìà AP-1 îáåñïå÷èâàåò îòâåò êëåòîê íà äåéñòâèå ðàç-
ëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë (öèòîêèíîâ, ïåïòèäíûõ
ãîðìîíîâ, íåéðîòðàíñìèòòåðîâ è äð.). Àêòèâàöèÿ AP-1
ïðîèñõîäèò â ýêñòðåìàëüíûõ äëÿ êëåòîê óñëîâèÿõ (íà-
ïðèìåð, ïðè òåïëîâîì øîêå è ïîä äåéñòâèåì ÓÔ-îáëó÷å-
íèÿ). AP-1 êîíòðîëèðóåò ìíîãèå äåñÿòêè ãåíîâ, âîâëå-
÷åííûõ â ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè, ìîðôîãåíåçà, àïîïòî-
çà è äèôôåðåíöèðîâêè. Áåëêè AP-1 èãðàþò âàæíóþ ðîëü
â òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå ýïèäåðìàëüíûõ êåðà-
òèíîöèòîâ. Ïðîâåäåííûé íàìè áèîèíôîðìàöèîííûé
àíàëèç ñåòåâûõ âçàèìîäåéñòâèé ãåíîâ ïîçâîëèë îòîáðàòü
ãåíû, êîäèðóþùèå áåëêè-êîìïîíåíòû òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ôàêòîðà AP-1, êàê ãåíû-êàíäèäàòû, âëèÿþùèå íà
ðàçâèòèå ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà ïðè ïñîðèàçå. Ïðî-
âåäåííîå êîëè÷åñòâåííîå èçìåðåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ
JUNB, JUN è ATF ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðå-
àêöèè â ðåàëüíîì âðåìåíè ïîçâîëèëî ýêñïåðèìåíòàëüíî
ïîêàçàòü èçìåíåíèå ýêñïðåññèè äàííûõ ãåíîâ â ïîðàæåí-
íîé ïñîðèàçîì êîæå. Ñ ïîìîùüþ ïðîòåîìíîãî àíàëèçà
îáðàçöîâ ïñîðèàòè÷åñêîé êîæè óñòàíîâëåíî 10 ìàðêåð-
íûõ áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ òîëüêî â ïîðàæåííîé ïñî-
ðèàçîì êîæå. Äàííûå áåëêè ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê
ïîòåíöèàëüíûå ìèøåíè äåéñòâèÿ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ ïðè ëå÷åíèè ïñîðèàçà. Êóëüòèâèðîâàíèå ïñî-
ðèàòè÷åñêèõ êåðàòèíîöèòîâ in vitro ïîçâîëèò áîëåå äåòà-
ëüíî ðàññìîòðåòü ìåõàíèçìû íàðóøåíèé êëåòî÷íîé ïðî-
ëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ïðè ðàçâèòèè ïñîðèàòè-
÷åñêîãî ïîðàæåíèÿ, à òàêæå ïîñëóæèò óäîáíîé ìîäåëüþ
äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè òåñòèðóåìûõ ïðåïàðàòîâ.

ÂËÈßÍÈÅ ÖÈÊËÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÌÍÎÃÎÊÐÀÒÍÎÃÎ
ÊÐÈÎÃÅÍÍÎÃÎ ÇÀÌÎÐÀÆÈÂÀÍÈß—ÎÒÒÀÈÂÀ-
ÍÈß ÍÀ ÏÐÎÐÀÑÒÀÍÈÅ ÑÓÕÈÕ ÑÅÌßÍ ÌßÃÊÎÉ
ÏØÅÍÈÖÛ. © À. È. Ñîëîâüåâ. Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè
ðàñòåíèé ÐÀÍ, slvjova.aleksandra@rambler.ru.

Èçó÷àëè âëèÿíèå íà ïðîðàñòàíèå ñåìÿí ïøåíèöû
Triticum aestivum L. ñîðòà Ýíèòà ìíîæåñòâåííûõ öèêëîâ
çàìîðàæèâàíèÿ â æèäêîì àçîòå è îòòàèâàíèè íà âîçäóõå.
Ñóõèå ñåìåíà ïøåíèöû (9 % âëàæíîñòè) ïîìåùàëè â
êðèîàìïóëû è ïîãðóæàëè â æèäêèé àçîò íà 30 ìèí. Ïî-
ñëå îòòàèâàíèÿ íà âîçäóõå ñðàâíèâàëè òåìïû ïðîðàñòà-
íèÿ ñåìÿí èç ðàçíûõ âàðèàíòîâ. Îïûò ñîñòîÿë èç äâóõ
÷àñòåé. Â ïåðâóþ ÷àñòü áûëè âêëþ÷åíû ñëåäóþùèå âà-
ðèàíòû: êîíòðîëü áåç çàìîðàæèâàíèÿ; êîíòðîëü ñ îäíèì
çàìîðàæèâàíèåì è îòòàèâàíèåì; äâà çàìîðàæèâàíèÿ â
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æèäêîì àçîòå è îäíî èçâëå÷åíèå àìïóë íà âîçäóõ (íà 5 è
1 ìèí, 5 è 1 ñ) ñ ïîñëåäóþùèì îòòàèâàíèåì. Âî âòîðîé
÷àñòè ýêñïåðèìåíòà îáðàçöû çàìîðàæèâàëè 4, 5 èëè 6 ðàç
è ñîîòâåòñòâåííî èçâëåêàëè èç æèäêîãî àçîòà 3, 4 èëè 5
ðàç íà 1 èëè 5 ñ. Ïîñëå îòòàèâàíèÿ ñåìåíà ïîìåùàëè â
÷àøêè Ïåòðè íà âëàæíóþ ôèëüòðîâàëüíóþ áóìàãó è ïðî-
ðàùèâàëè ïðè 20 °Ñ è äíåâíîì îñâåùåíèè. Ó÷åò ïðîðîñ-
øèõ ñåìÿí ïðîâîäèëè ÷åðåç 3 è 7 ñóò ïîñëå îòòàèâàíèÿ.
Ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé ìåæäó âàðèàíòàìè ýêñïåðèìåí-
òà ïîñëå 3 ñóò ïðîðàùèâàíèÿ ñåìÿí âûÿâëåíî íå áûëî.
Îäíàêî íåçíà÷èòåëüíîå ñòèìóëèðîâàíèå ïðîðàñòàíèÿ
îòìå÷àëè ó ñåìÿí â êîíòðîëå ñ îäíèì çàìîðàæèâàíèåì
(35.6 %) è èíãèáèðîâàíèå ïðîðàñòàíèÿ â âàðèàíòàõ
5 ìèí, 1 ñ è 1 ñ 4 ðàçà (21.1 %). ×åðåç 1 íåä ïîñëå îòòàè-
âàíèÿ íàáëþäàëè ìàêñèìóì ãèáåëè ñåìÿí â âàðèàíòàõ
5 ìèí è 1 ñ 4 ðàçà (81.1 % è 80.0 % ñîîòâåòñòâåííî). Â âà-
ðèàíòå 1 ñ 3 ðàçà êîëè÷åñòâî âûæèâøèõ ñåìÿí ñîñòàâëÿ-
ëî 41.1 %. Ïîêàçàíî, ÷òî ìàêñèìàëüíîå ñíèæåíèå ïðîðà-
ñòàíèÿ ñåìÿí ïøåíèöû âûçûâàëè îäíîêðàòíîå èçúÿòèå
îáðàçöîâ èç æèäêîãî àçîòà íà 5 ìèí è ÷åòûðåõêðàòíîå
èçâëå÷åíèå àìïóë èç æèäêîãî àçîòà íà 1 ñ ñ ïîñëåäóþ-
ùèì èõ çàìîðàæèâàíèåì è îòòàèâàíèåì.

ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÈÇÌÅÍÅÍÈÉ Â ÊÎÆÅ ÏÎÑËÅ ÂÂÅÄÅ-
ÍÈß ÀÓÒÎËÎÃÈ×ÍÛÕ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÍÛÕ
ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ. © Í. Ë. Ñòàðîäóáöåâà,1, 2 Ä. È. Ïî-
íîìàðåâà,1, 2 Â. Ï. Òóìàíîâ.2, 3 1 Öåíòð áèîëîãè÷åñêèõ
ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ, Ìîñêâà, 2 Ìîñêîâñêèé ôèçèêî-òåõíè-
÷åñêèé èíñòèòóò è 3 Ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäè-
öèíñêèé óíèâåðñèòåò, Ìîñêâà, aurum19@mail.ru.

Â ðàáîòå áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå ââåäåíèÿ êóëü-
òèâèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ íà ñîñòîÿíèå êîæè ÷åëîâå-
êà. Îñíîâíîé öåëüþ áûëî èçó÷åíèå èçìåíåíèÿ êîëè÷åñò-
âà êîëëàãåíà III òèïà è òðîïîýëàñòèíà, ïîñêîëüêó îíè ÿâ-
ëÿþòñÿ ïîêàçàòåëÿìè ñîñòîÿíèÿ êîæè. Êîëëàãåí III òèïà
õàðàêòåðåí äëÿ ìîëîäîé êîæè, åãî êîëè÷åñòâî óìåíüøà-
åòñÿ ñ âîçðàñòîì, à òðîïîýëàñòèí îïðåäåëÿåò ýëàñòè÷-
íîñòü êîæè è òàêæå óìåíüøàåòñÿ ñ âîçðàñòîì. Ïðîâîäè-
ëè èññëåäîâàíèå ïðè ó÷àñòèè 5 äîáðîâîëüöåâ â âîçðàñòå
îò 41 äî 45 ëåò. Ôèáðîáëàñòû âûäåëÿëè èç íåáîëüøîãî
êóñî÷êà êîæè çà óõîì, çàòåì êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
1 ìåñ è êëåòêè íà 4—5-ì ïàññàæàõ ââîäèëè ïîäêîæíî
ìåòîäîì ìóëüòèèíúåêöèé â êîíöåíòðàöèè îêîëî 1 ìëí
ôèáðîáëàñòîâ â 1 ìë ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà. Ó äîá-
ðîâîëüöåâ áðàëè áèîïñèè êîæè äî è ïîñëå ââåäåíèÿ ôèá-
ðîáëàñòîâ. Ïðîâîäèëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç áèîïñèé
äî è ïîñëå ââåäåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ íà îáùåå ñîäåðæàíèå
êîëëàãåíà, êîëëàãåíà III òèïà, à òàêæå òðîïîýëàñòèíà.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå êîëëàãå-
íà III òèïà è ñîäåðæàíèå òðîïîýëàñòèíà âîçðàñòàþò ïîñ-
ëå ââåäåíèÿ êóëüòèâèðîâàííûõ àóòîôèáðîáëàñòîâ.

ÖÈÒÎÃÅÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÌÅÒÎÄÛ ÎÖÅÍÊÈ ÑÒÀÁÈ-
ËÜÍÎÑÒÈ ÁÈÎÒÅÕÍÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÕ ÏÀÐÀÌÅÒÐÎÂ
ÏÅÐÅÂÈÂÀÅÌÛÕ ÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ËÈÍÈÉ.
© Á. Ò. Ñòåãíèé, Ì. Þ. Ñòåãíèé, À. À. Ëàâðèê. Íàöèîíà-
ëüíûé íàó÷íûé öåíòð «Èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé è
êëèíè÷åñêîé âåòåðèíàðíîé ìåäèöèíû», Õàðüêîâ, Óêðàè-
íà, a_lavrik@rambler.ru.

Â ðàáîòàõ ìíîãèõ àâòîðîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îäíè-
ìè èç îñíîâíûõ êðèòåðèåâ, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ìîæíî

äàâàòü îöåíêó áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ êóëüòóðû, ÿâëÿþò-
ñÿ êàðèîòèïè÷åñêèå ïàðàìåòðû êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ,
îöåíèâàÿ ìèòîòè÷åñêèé ðåæèì èññëåäóåìûõ êëåòîê ñ
âûÿâëåíèåì ïàòîëîãèé èõ äåëåíèÿ, ìîæíî äàòü ïîäðîá-
íóþ õàðàêòåðèñòèêó ñòàáèëüíîñòè áèîëîãè÷åñêèõ ïàðà-
ìåòðîâ ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð, èñïîëüçóåìûõ â âèðóñî-
ëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ è áèîòåõíîëîãè÷åñêîì ïðîèç-
âîäñòâå (Àëîâ, 1966; Ñòåãíèé, 1995; Áåëîêîíü, 2003).
Áûëè èññëåäîâàíû ìèòîòè÷åñêèé ðåæèì è öèòîãåíåòè÷å-
ñêèå ïàðàìåòðû 17 ïåðåâèâàåìûõ ëèíèé êëåòîê, èìåþ-
ùèõ ðàçëè÷íîå âèäîâîå ïðîèñõîæäåíèå: ñâèíüè —
SPEV, PK-15-IECVM è PTP; êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà —
LEK, MDBK è PT; ñîáàêè — MDCK; ñèðèéñêîãî õîìÿ÷-
êà — BHK-21/2-17 è BHK clone 13/04; àôðèêàíñêîé çåëå-
íîé ìàðòûøêè — Vero è CV; êðûñû — NGUK; êîøêè —
F-81; îâöû — PO-2 è PO-2/04; êðîëèêà — RK-13; ñàéãà-
êà — PS-FGM. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ïîëó-
÷àëè îáùåïðèíÿòûì ìåòîäîì â ìîäèôèêàöèè Ìàìàåâîé
(1988). Ó÷èòûâàëè íå ìåíåå 100 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê.
Ìèòîòè÷åñêèé ðåæèì îïðåäåëÿëè ïî ÷èñëó äåëÿùèõñÿ
êëåòîê, îòíåñåííûõ ê îáùåìó êîëè÷åñòâó ïîñ÷èòàííûõ,
èç ðàñ÷åòà íà 1000 êëåòîê. Ïàòîëîãè÷åñêèå ìèòîçû ó÷è-
òûâàëè â ïðîöåíòàõ ïî îòíîøåíèþ ê ñðåäíåìó êîëè-
÷åñòâó âûÿâëåííûõ ìèòîçîâ. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðå-
çóëüòàòàì èññëåäîâàíèé öèòîãåíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ
êëåòîê, áûëè îïðåäåëåíû ëèíèè, êîòîðûå èìåþò íåñòà-
áèëüíûé êàðèîòèï, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ áîëüøîé âàðèà-
áåëüíîñòüþ ÷èñëà õðîìîñîì â êëåòêàõ (íàáëþäàëîñü íà-
ëè÷èå áîëåå ÷åì 15 íàáîðîâ êàðèîòèïà) ñ îòñóòñòâèåì èõ
ìîäàëüíîãî êëàññà (ãðóïïû). Ê òàêèì ëèíèÿì îòíåñåíû
êóëüòóðû CV, PO-2 è RK-13. Äðóãèå ëèíèè êëåòîê èìåëè
ñòàáèëüíûé êàðèîòèï ñ ìåíüøåé â ñðàâíåíèè ñ âûøåóêà-
çàííûìè êóëüòóðàìè êàðèîòèïè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòüþ,
ñ âûðàæåííûì ìîäàëüíûì êëàññîì (ãðóïïîé) õðîìîñîì.
Ïî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî ðåæèìà
êóëüòóð êëåòîê óñòàíîâëåíà ïðÿìàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó
îòñóòñòâèåì ìîäàëüíîãî êëàññà õðîìîñîì â êëåòêàõ è
äîëåé ïàòîëîãèé ìèòîçà îò ÷èñëà êëåòîê, êîòîðûå äåëÿò-
ñÿ. Ïðè ýòîì êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè rs ðàâåí +0.88,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé ñòåïåíè çàâèñèìîñòè
ìåæäó ýòèìè ïðèçíàêàìè. Â 3 âûøåóêàçàííûõ êóëüòóðàõ
(CV, PO-2 è RK-13) äîëÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ìèòîçîâ ïðåâû-
øàëà 20 % îò ÷èñëà êëåòîê, êîòîðûå äåëÿòñÿ. Áîëüøóþ
÷àñòü ïàòîëîãèé â ýòîì ñëó÷àå ñîñòàâëÿëè íàðóøåíèÿ
ìèòîçà, ñâÿçàííûå ñ ïîâðåæäåíèåì êàê ìèòîòè÷åñêîãî
àïïàðàòà, òàê è õðîìîñîì. Óêàçàííûå íàðóøåíèÿ ïðèâî-
äèëè ê íåðàâíîìåðíîìó ðàñïðåäåëåíèþ õðîìîñîì ìåæ-
äó äî÷åðíèìè êëåòêàìè, èëè ê ïîëèïëîèäèè (êîëõèöèíî-
ïîäîáíûé ìèòîç). Ïîýòîìó ïåðåâèâàåìûå êóëüòóðû CV,
PO-2 è RK-13 áûëè îòíåñåíû ê ãðóïïå êëåòî÷íûõ ëèíèé
ñ íåñáàëàíñèðîâàííûì êàðèîòèïîì, ïðèìåíåíèå êîòî-
ðûõ â áèîòåõíîëîãèè ìîæíî ïîñòàâèòü ïîä ñîìíåíèå.
Äàííûå ëèíèè òðåáóþò ïðîäîëæèòåëüíîé ðàáîòû ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ è îò-
áîðîì ñòàáèëüíûõ êëîíîâ êëåòîê ñî ñëåäóþùåé ïàñïîð-
òèçàöèåé ïîëó÷åííîé ñóáëèíèè. Èç 17 èññëåäîâàííûõ
ëèíèé â îñîáóþ ãðóïïó áûëè âûäåëåíû åùå 3 êóëüòóðû
(PTP, MDCK è NGUK), êîòîðûå ñîãëàñíî öèòîãåíåòè÷å-
ñêèì ïðèçíàêàì èìåþò ñòàáèëüíûé êàðèîòèï ñ áîëüøèì
êîëè÷åñòâîì (áîëåå 20 %) ïàòîëîãè÷åñêèõ ìèòîçîâ. Ðà-
áîòà ñ äàííûìè êóëüòóðàìè äîëæíà ïðîâîäèòüñÿ òàêæå
äî ñòàáèëèçàöèè èõ ìèòîòè÷åñêîãî ðåæèìà. 11 êóëüòóð
èç 17 (SPEV, PK-15-IECVM, LEK, BHK-21/2-17, BHK
clone 13/04, MDBK, Vero, F-81, PO-2/04, PS-FGM è TR)
õàðàêòåðèçîâàëèñü âûñîêîé öèòîãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëü-
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íîñòüþ, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿëàñü â íàëè÷èè ìîäàëüíîãî
êëàññà õðîìîñîì è â íåáîëüøîé äîëå ïàòîëîãè÷åñêèõ
ìèòîçîâ (ìåíåå 20 %).

ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÌÈÒÎÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÊÓËÜ-
ÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅÒÎÊ IEC-6 ÊËÎÍ 13 ÏÐÈ ÄÅÉÑÒ-
ÂÈÈ ÀÂÅÐÑÅÊÒÈÍÀ Ñ. © Ì. Þ. Ñòåãíèé, Í. Ä. Ïøåíè÷-
íàÿ. Íàöèîíàëüíûé íàó÷íûé öåíòð «Èíñòèòóò ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé è êëèíè÷åñêîé âåòåðèíàðíîé ìåäèöèíû»,
Õàðüêîâ, Óêðàèíà.

Àâåðñåêòèí Ñ (ñìåñü 8 àâåðìåêòèíîâ — À1à, À2à,
Â1à, Â2a, A1â, À2â, Â1â è Â2â) îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå èí-
ñåêòîàêàðîíåìàòîöèäíûõ ïðåïàðàòîâ è ÿâëÿåòñÿ ïðîäóê-
òîì ìåòàáîëèçìà ìèêðîìèöåòà øòàììà Streptomyces
avermitilis ÂÍÈÈÑÃÌ-54. Â Óêðàèíå àâåðñåêòèí Ñ èñïî-
ëüçóþò â ñîñòàâå ïðåïàðàòîâ äëÿ áîðüáû ñ âðåäèòåëÿìè
ðàñòåíèé («Ôèòîâåðì») è â áîðüáå ñ ýêòîïàðàçèòàìè
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ («Ôàðìàöèí» è äð.).
Âñëåäñòâèå øèðîêîãî èñïîëüçîâàíèÿ âûøåóêàçàííûõ
ïðåïàðàòîâ â ñåëüñêîì õîçÿéñòâå íå èñêëþ÷åí èõ äëèòå-
ëüíûé êîíòàêò ñ æèâîòíûìè, ÷òî îáóñëîâëèâàåò íåîáõî-
äèìîñòü òåñòèðîâàíèÿ ïðåïàðàòà íà òîêñè÷íîñòü è ìóòà-
ãåííîñòü. Â ñîâðåìåííîé íàó÷íîé ïðàêòèêå ïîäîáíûå
ýôôåêòû õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ (â òîì ÷èñëå è ôàðìàêîëî-
ãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ) âûÿâëÿþòñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì êó-
ëüòóð êëåòîê (ISO 10993—5A Practical Guide to Cytotoxi-
city). Äëÿ îöåíêè òîêñè÷íîãî âëèÿíèÿ àâåðñåêòèíà Ñ íà
êëåòêè èñïîëüçîâàëè ïåðåâèâàåìóþ ëèíèþ IEC-6 êëîí
13 èç Êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÍÍÖ «ÈÝÊÂÌ».
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñìåñè ïèòàòåëüíûõ ñðåä
DMEM è 199 (1 : 1) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè êðî-
âè ÊÐÑ ïðè 37 °Ñ, pH 7.0. Îïðåäåëåíèå ìèòîòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè (ÌÀ) è ïàòîëîãè÷åñêèõ ôîðì ìèòîçîâ
(ÏÔÌ) ïðîâîäèëè â êóëüòóðå êëåòîê, âûðàùåííûõ íà
ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ (1/2 24 � 24 ìì) âî ôëàêîíàõ îáúå-
ìîì 10 ñì3. Êàæäûå 24 ÷ îáðàçöû ñ êëåòî÷íîé êóëüòóðîé
ôèêñèðîâàëè â ñïèðò-óêñóñíîì ðàñòâîðå (1 : 3), îêðàøè-
âàëè ãåìàòîêñèëèíîì Êàðà÷÷è è ïðîâîäèëè äàëüíåéøóþ
îöåíêó ñîãëàñíî ìåòîäè÷åñêèì óêàçàíèÿì Áåëîêîíü è
ñîàâòîðîâ (1993). Öèòîãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê
IEC-6 êëîí 13 ïîä âëèÿíèåì àâåðñåêòèíà Ñ èçó÷àëè â ìî-
íîñëîå, ñôîðìèðîâàííîì ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà. Ïðè
ýòîì êîíöåíòðàöèÿ àâåðñåêòèíà Ñ ñîñòàâëÿëà
2�10–5 ã/äì3 (âàðèàíò 1) è 2�10–7 ã/äì3 (âàðèàíò 2).
Â êîíöåíòðàöèè Ñ 2�10–5 ã/äì3 àâåðñåêòèí Ñ â ïðåäûäó-
ùèõ èññëåäîâàíèÿõ íåçíà÷èòåëüíî ïîâðåæäàë èññëåäóå-
ìûå êëåòêè, ýòà êîíöåíòðàöèÿ â 100 ðàç íèæå, ÷åì ðàáî-
÷àÿ êîíöåíòðàöèÿ, êîòîðóþ èñïîëüçóþò äëÿ îáðàáîòêè
ðàñòåíèé. Â êîíöåíòðàöèè 2�10–7 ã/äì3 àâåðñåêòèí Ñ íå
âûçûâàåò âèäèìîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà è ÿâëÿåò-
ñÿ îñòàòî÷íîé êîíöåíòðàöèåé â òêàíÿõ æèâîòíûõ.
Â 1-å ñóò íàáëþäåíèÿ íå îòìå÷åíî èçìåíåíèÿ ÌÀ êëå-
òîê, êîòîðàÿ ñîñòàâëÿëà 14.25 ± 1.50 ‰ (äåéñòâóþùàÿ
êîíöåíòðàöèÿ 2�10–5 ã/äì3) è 16.75 � 1.50 ‰ (äåéñòâó-
þùàÿ êîíöåíòðàöèÿ 2�10–7 ã/äì3) â ñðàâíåíèè ñ èíòàêò-
íîé êóëüòóðîé êëåòîê, â êîòîðîé îíà ñîñòàâèëà
16.50 ± 4.65 ‰. Îäíàêî ïðè ýòîì äîñòîâåðíî (P < 0.005)
âîçðàñòàëî êîëè÷åñòâî ÏÔÌ äî 46.52 ± 11.33 % (âàðèàíò
1) è 32.54 ± 5.07 % (âàðèàíò 2), â êîíòðîëå êîëè÷åñòâî
ÏÔÌ ñîñòàâèëî 5.68 ± 8.60 %. Â ïîñëåäóþùèå 2 ñóò
äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà ÌÀ â âàðèàíòå 1 êóëüòèâèðîâàíèÿ
âîçðîñëà äî 35.00 ± 2.58 ‰ (íà 3-å ñóò äåéñòâèÿ ïðåïàðà-
òà), ÷òî äîñòîâåðíî (P < 0.005) íèæå, ÷åì ïðè êîíòðîëü-

íîì âàðèàíòå êóëüòèâèðîâàíèÿ (44.75 ± 2.50 ‰) è
ñíèçèëàñü íà 6-å ñóò ðîñòà êëåòîê äî 12.50 ± 1.73 ‰, ÷òî
äîñòîâåðíî (P < 0.005) íèæå ýòîãî ïîêàçàòåëÿ â êîíòðîëå
(19.50 ± 3.42 ‰), äîëÿ ÏÔÌ âîçðîñëà äî 49.42 ± 14.16 %
íà 6-å ñóò ðîñòà êëåòîê â âàðèàíòå 1 è äî 78.00 ± 2.88 % â
âàðèàíòå 2, òîãäà êàê â êîíòðîëå ýòîò ïîêàçàòåëü áûë òî-
ëüêî 19.15 ± 2.50 %, íèæå (P < 0.005) ïîêàçàòåëåé â âàðè-
àíòàõ 1 è 2. Âî 2-ì âàðèàíòå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà
2—3-è ñóò äåéñòâèÿ àâåðñåêòèíà Ñ ÌÀ âàðüèðîâàëà îò
41.00 ± 2.58 äî 30.50 ± 1.29 ‰ è ê 6-ì ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ñîñòàâèëà 22.75 ± 2.50 ‰, ÷òî âûøå (P < 0.005) ÌÀ â
êîíòðîëå. ÏÔÌ â 1—3-è ñóò âîçäåéñòâèÿ ïðåïàðàòà â âà-
ðèàíòå 2 êóëüòèâèðîâàíèÿ èçìåíèëàñü îò 21.95 ± 1.51 äî
78.00 ± 2.88 %. Òàêèì îáðàçîì, óñòàíîâëåíî, ÷òî àâåð-
ñåêòèí Ñ ïðîÿâëÿåò ìóòàãåííûå ñâîéñòâà. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïðè äåéñòâèè àâåðñåêòèíà Ñ â êîíöåíòðàöèÿõ, êîòîðûå
íå äàþò ÿâíîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà, íàáëþäàþòñÿ
ñíèæåíèå ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è çíà÷èòåëüíîå ïî-
âûøåíèå êîëè÷åñòâà ïàòîëîãè÷åñêèõ ôîðì ìèòîçîâ.
Ñðåäè ïàòîëîãèé ìèòîçà ïðåîáëàäàëè ïîâðåæäåíèÿ ìè-
òîòè÷åñêîãî àïïàðàòà, êîòîðûå âûðàæàëèñü â ïîÿâëåíèè
«êîëõèöèíîïîäîáíûõ» ìèòîçîâ, êîëüöåâûõ ìåòàôàç è
òðåõïîëþñíûõ ìèòîçîâ.

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÌÅÒÎÄÎÂ ÔÐÀÊÖÈÎÍÈÐÎÂÀÍÈß
ÖÈÐÊÓËÈÐÓÞÙÈÕ ÃÅÌÎÖÈÒÎÂ ÀÑÖÈÄÈÈ HALO-
CYNTHIA PURPUREAE. © À. Í. Ñóõà÷åâ,1, 2 È. Â. Êóä-
ðÿâöåâ,1 À. Â. Ïîëåâùèêîâ.1 1 ÃÓ ÍÈÈ ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, è 2 Áèîëî-
ãî-ïî÷âåííûé ôàêóëüòåò Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Ãåìîöèòû àñöèäèé îáû÷íî ïðèíÿòî ðàçäåëÿòü íà òðè
îñíîâíûõ òèïà — ãðàíóëîöèòû, ìàêðîôàãîïîäîáíûå è
ëèìôîöèòîïîäîáíûå êëåòêè. Ïðè ýòîì â êàæäîì òèïå
ìîæíî âûäåëèòü íåñêîëüêî ãðóïï êëåòîê. Òàê, íà îñíîâà-
íèè îêðàñêè ãðàíóë ãðàíóëîöèòû ïîäðàçäåëÿþòñÿ íà àçó-
ðîôèëüíûå, áàçîôèëüíûå è ýîçèíîôèëüíûå, ïðè÷åì ñðå-
äè ïîñëåäíèõ âûäåëÿþò ìîðóëÿðíûå êëåòêè è ýîçèíîôè-
ëüíûå ãðàíóëîöèòû. Îáúåêòîì äàííîãî èññëåäîâàíèÿ
áûëè ðîçîâûå àñöèäèè Halocynthia purpurea (H. aurant-
hum; Urochordata, Ascidiacea: Pyuridae), ñîáðàííûå â àâ-
ãóñòå 2007 ã. íà áàçå «Âîñòîê» Èíñòèòóòà áèîëîãèè ìîðÿ
ÄÂÎ ÐÀÍ. Ãåìîëèìôó ñ öèðêóëèðóþùèìè êëåòêàìè ïî-
ëó÷àëè ïóòåì ïóíêöèè ñóáýïèäåðìàëüíîãî ñèíóñà, äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ êîàãóëÿöèè ê ñóñïåíçèè ãåìîöèòîâ äî-
áàâëÿëè ðàñòâîð ÝÄÒÀ, ïîëó÷àÿ ôèíàëüíóþ êîíöåíòðà-
öèþ ÝÄÒÀ 30 ìÌ. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû ãåìîëèìôû
ìÿãêî öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 100 g â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè
4 °Ñ, îòìûâàëè ðàñòâîðîì Äàëüáåêêî áåç Ca2+ è Mg2+, ñî-
äåðæàâøèì 34 ã/ë NaCl. Îñàäîê èñïîëüçîâàëè äëÿ ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè ïîìîùè ñòóïåí÷àòîãî ãðàäè-
åíòà äèàòðèçîàòà íàòðèÿ è ðàñòâîðà Ficoll-Paque ñ ïëîò-
íîñòüþ 1.077 ã/ìë. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôðàêöèé ãåìîöèòîâ
ïåðâûì ñïîñîáîì êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ â îáúåìå 1 ìë
íàíîñèëè íà îõëàæäåííûå äî 0 °Ñ ôàçû äèàòðèçîàòà íà-
òðèÿ (MP Biochemicals Inc., ÑØÀ). Ãðàäèåíò ôîðìèðîâà-
ëè â öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêå îáúåìîì 10 ìë (Sarstedt,
ÑØÀ) ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî íàñëîåíèÿ ðàñòâîðîâ
äèàòðèçîàòà íàòðèÿ ñ êîíöåíòðàöèÿìè 10, 20, 25 è 30 %
íà èñêóññòâåííîé ìîðñêîé âîäå (3.4 ã NaCl â 100 ìë äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäû). Öåíòðèôóãèðîâàíèå îñóùåñòâëÿ-
ëè ïðè 100 g â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 4 °Ñ. Íà èíòåðôàçå ãå-
ìîëèìôà—10%-íûé ðàñòâîð äèàòðèçîàòà íàòðèÿ îñåäà-
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ëè ðàçðóøåííûå êëåòêè, ïåðâàÿ ôðàêöèÿ ãåìîöèòîâ
îáíàðóæèâàëàñü íà ãðàíèöå 10—20 % äèàòðèçîàòà íà-
òðèÿ, âòîðàÿ — íà ãðàíèöå 20—25 %, à òðåòüÿ ôðàê-
öèÿ — íà ãðàíèöå 25—30 %. Êëåòêè ïîëó÷åííûõ ôðàê-
öèé ñíèìàëè ñ èíòåðôàç, îòìûâàëè îõëàæäåííûì ðàñ-
òâîðîì Äàëüáåêêî áåç Ca2+ è Mg2+ â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè
100 g è àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ìåòîäîâ ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè. Äëÿ îêðàñêè êëåòîê èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð
Ðîìàíîâñêîãî—Ãèìçû, à òàêæå àçóð II è ýîçèí. Ïåðâàÿ,
èëè âåðõíÿÿ, ôðàêöèÿ êëåòîê, ôîðìèðîâàâøàÿñÿ íà èí-
òåðôàçå 10—20 % äèàòðèçîàòà íàòðèÿ, áûëà îáîãàùåíà
ìàêðîôàãîïîäîáíûìè êëåòêàìè, òàêæå âñòðå÷àëèñü îò-
äåëüíûå ëèìôîöèòîïîäîáíûå êëåòêè. Îñíîâíûì êëåòî÷-
íûì òèïîì âòîðîé ôðàêöèè (20—25 % äèàòðèçîàòà)
áûëè ãðàíóëÿðíûå àìåáîöèòû ñ íåâûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ìåëêèõ ãðàíóë â îáëàñòè ÿäðà. Êëåòêè ýòîé ôðàêöèè ïðè
êîíòàêòå ñî ñòåêëîì áûñòðî ðàñïëàñòûâàëèñü è ïðèîáðå-
òàëè äèñêîèäàëüíóþ ôîðìó. Â òðåòüþ ôðàêöèþ âõîäèëè
àìåáîöèòû ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ãðàíóë, êîòîðûå
áûëè ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïî öèòîïëàçìå, è ìíîãî-
÷èñëåííûå ìîðóëÿðíûå êëåòêè. Öåíòðèôóãèðîâàíèå êëå-
òîê ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà Ficoll-Paque ïðîèçâîäèëè ïðè
àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ, îäíàêî êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ íà-
íîñèëè íà Ficoll-Paque â îáúåìå 5 ìë. Ðåçóëüòàòîì öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ ãåìîöèòîâ àñöèäèè H. purpurea ñòàëî ïî-
ëó÷åíèå äâóõ ôðàêöèé êëåòîê, ïðè÷åì âåðõíÿÿ ôðàêöèÿ
ñîäåðæàëà âñå òèïû ãðàíóëîöèòîâ è ìàêðîôàãîïîäîáíûå
êëåòêè, òîãäà êàê íèæíÿÿ ôðàêöèÿ áûëà ïðåäñòàâëåíà
èñêëþ÷èòåëüíî ìîðóëÿðíûìè êëåòêàìè. Òàêèì îáðàçîì,
ñòóïåí÷àòûé ãðàäèåíò äèàòðèçîàòà íàòðèÿ ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí äëÿ ðàçäåëåíèÿ ìàêðîôàãîïîäîáíûõ êëåòîê
è ãðàíóëîöèòîâ, à ðàñòâîðà Ficoll-Paque — äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ ÷èñòîé ôðàêöèè ìîðóëÿðíûõ êëåòîê àñöèäèé. Â õîäå
äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé ïëàíèðóåòñÿ ïðîâåñòè ôóíê-
öèîíàëüíóþ õàðàêòåðèñòèêó âñåõ ïîëó÷åííûõ êëåòî÷-
íûõ ôðàêöèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 07-04-00083 è 08-04-00111).

ÑÐÀÂÍÅÍÈÅ ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÈ ÊËÅÒÎÊ ÐÀÇËÈ×ÍÎ-
ÃÎ ÃÅÍÅÇÀ Ê ÈÍÒÅÃÐÀÖÈÈ Â ÎÐÃÀÍÈÇÌÅ Ó ÌÛ-
ØÅÉ. © Ñ. Â. Òàçååâ,1 À. Ì. Ïîëñòÿíîé,2 Ó. Â. Çûêîâà,3
À. Â. Åðåìååâ.4, 2 1 Êðàñíîÿðñêèé íàó÷íûé öåíòð ÑÎ
ÐÀÍ, tazeeff@mail.ru, 2 Êðàñíîÿðñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ
ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ ÌÇ ÐÔ, 3 Èíñòèòóò ôóíäàìåíòà-
ëüíîé áèîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè Ñèáèðñêîãî ôåäåðàëü-
íîãî óíèâåðñèòåòà è 4 ÎÎÎ Öåíòð ðåïðîäóêòèâíîé ìåäè-
öèíû, Êðàñíîÿðñê.

Ìåõàíèçìû ìèãðàöèè è õîóìèíãà êëåòîê ðàçëè÷íîãî
ãåíåçà, ââîäèìûõ â îðãàíèçì â öåëÿõ òåðàïèè îðãàíîâ è
òêàíåé (ñòâîëîâûõ, ôåòàëüíûõ è ò. ï.), îñòàþòñÿ ìàëî-
èçó÷åííûìè, íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî èññëåäî-
âàíèé. Èññëåäîâàíà ýôôåêòèâíîñòü õîóìèíãà è ìèãðà-
öèè â îðãàíèçìå ðàçëè÷íûõ òèïîâ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ
êëåòîê. Îöåíèâàëè ýôôåêòèâíîñòü õîóìèíãà ýìáðèîíà-
ëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ), ôåòàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ è ôåòàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, èíêóáèðîâàííûõ ñ èí-
ãèáèòîðàìè ìåòèëàç. Èññëåäîâàëè ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê
ìèãðàöèè, âûæèâàåìîñòü è ïðèæèâàåìîñòü òðàíñïëàíòà-
òà ïðè ðàçëè÷íûõ ñïîñîáàõ ââåäåíèÿ. Îöåíèâàëè òàêæå
ñïîñîáíîñòü òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê ê äèôôåðåí-

öèðîâêå è èõ âêëàä â ðåïàðàöèþ ðàçëè÷íûõ òêàíåé. Ïðî-
âåäåíà ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà óðîâíÿ èììóííîãî îòâåòà ó
èíòàêòíûõ ìûøåé, ìûøåé ñ èíäóöèðîâàííûì èììóíî-
äåôèöèòîì, ìûøåé ñ ìîäåëèðîâàííîé òðàâìîé, ìûøåé ñ
ìîäåëèðîâàííîé òðàâìîé è èíäóöèðîâàííûì èììóíîäå-
ôèöèòîì. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðîëè ðàíåâîãî ïðîöåññà â èí-
äóêöèè ìèãðàöèè è èíòåãðàöèè òðàíñïëàíòèðîâàííûõ
êëåòîê ìûøàì ïðîèçâîäèëè ÷àñòè÷íóþ ãåïàòýêòîìèþ
(×ÃÝ). Èíòåãðàöèþ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê îöåíè-
âàëè ïî íàëè÷èþ SRY (Sex Region of Y chromosome) ìàð-
êåðíîãî ãåíà ïîëîâîé Y-õðîìîñîìû â êëåòêàõ. Êóëüòóðû
ïîëó÷àëè òîëüêî îò àáîðòóñîâ ìóæñêîãî ïîëà äëÿ ïîñëå-
äóþùåé òðàíñïëàíòàöèè ñàìêàì. Âèçóàëèçàöèþ îñóùå-
ñòâëÿëè ìåòîäîì ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîç-
íîì ãåëå. Óðîâåíü èíòåãðàöèè òðàíñïëàíòèðîâàííûõ
êëåòîê îöåíèâàëè íà îñíîâàíèè ãèñòîëîãè÷åñêîãî èññëå-
äîâàíèÿ ïðåäïîëàãàåìûõ îðãàíîâ-ìèøåíåé. Ïîêàçàíî,
÷òî èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðà ìåòèëàçû ïðèâîäèò ê ðå-
àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ oct-4 è nanog äî óðîâíåé,
ñðàâíèâàåìûõ ñ èõ ýêñïðåññèåé â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ.
Âûÿâëåíî, ÷òî ïðè èíäóöèðîâàííîì èììóíîäåôèöèòå
óñëîâèÿ äëÿ òðàíñïëàíòàöèè îïòèìàëüíû âíå çàâèñèìî-
ñòè îò íàëè÷èÿ òðàâìû. Äëèòåëüíîñòü öèðêóëÿöèè òðàíñ-
ïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê â êðîâÿíîì ðóñëå çàâèñåëà îò èõ
òèïà. Íàèáîëåå äëèòåëüíî ñîõðàíÿþùèìèñÿ è îáëàäàþ-
ùèìè ìàêñèìàëüíîé ñïîñîáíîñòüþ ê ìèãðàöèè èç êðîâÿ-
íîãî ðóñëà â îðãàíû îêàçàëèñü ÝÑÊ. Ïðè ìåñòíîì ââåäå-
íèè ñïîñîáíîñòüþ ê ìèãðàöèè â êðîâÿíîå ðóñëî è õèìå-
ðèçàöèè âñåãî îðãàíèçìà îáëàäàëè òîëüêî ÝÑÊ. Ïðè
àíàëèçå ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçîâ èç îðãàíîâ èññëåäóåìûõ
æèâîòíûõ áûëè âûÿâëåíû ÝÑÊ, ìèãðèðîâàâøèå â îðãàí
èç êðîâÿíîãî ðóñëà è èíòåãðèðîâàííûå â ñòðóêòóðó òêà-
íè ñ ïîñëåäóþùåé äèôôåðåíöèðîâêîé â ôóíêöèîíàëüíî
êîìïåòåíòíûå êëåòêè.

ÌÎÍÎÊËÎÍÀËÜÍÛÅ ÀÍÒÈÒÅËÀ ÏÐÎÒÈÂ ÁÅËÊÀ
CagA HELICOBACTER PYLORI: ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ È ÈÑ-
ÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÈÌÌÓÍÎÕÈÌÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÂÎÉÑÒÂ.
© Ë. À. Òåðåõèíà, È. Â. Ãðÿçåâà, Ì. Ï. Ñàìîéëîâè÷,
Â. Á. Êëèìîâè÷. ÔÃÓ Ðîññèéñêèé íàó÷íûé öåíòð ðàäèî-
ëîãèè è õèðóðãè÷åñêèõ òåõíîëîãèé, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èíôåêöèÿ H. pylori çàíèìàåò îäíî èç ïåðâûõ ìåñò â
ìèðå ïî ðàñïðîñòðàíåííîñòè: èíôèöèðîâàííîñòü ñîñòàâ-
ëÿåò ïðèáëèçèòåëüíî 60—70 % íàñåëåíèÿ çåìíîãî øàðà.
Îäíàêî òîëüêî ó íåáîëüøîãî ÷èñëà èíôèöèðîâàííûõ
ëþäåé (ìåíåå 10 %) ðàçâèâàþòñÿ àññîöèèðîâàííûå ñ
H. pylori çàáîëåâàíèÿ: õðîíè÷åñêèé ãàñòðèò, ÿçâåííàÿ áî-
ëåçíü æåëóäêà è äâåíàäöàòèïåðñòíîé êèøêè, ïðåäðàêî-
âûå èçìåíåíèÿ (àòðîôèÿ è êèøå÷íàÿ ìåòàïëàçèÿ) ãàñòðî-
äóîäåíàëüíîé çîíû, àäåíîêàðöèíîìà (H. pylori ïðèçíàí
êàíöåðîãåíîì 1-é ñòåïåíè) è âîçíèêíîâåíèå MALT-ëèì-
ôîìû æåëóäêà. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ çíà÷èòåëüíîé ãåòåðî-
ãåííîñòüþ ïîïóëÿöèè ïàòîãåíà ïî âèðóëåíòíîñòè. Ãåí
CagA, àññîöèèðîâàííûé ñ öèòîòîêñèíîì, îáíàðóæèâàåò-
ñÿ â ãåíîìå íåêîòîðûõ øòàììîâ H. pylori è ÿâëÿåòñÿ ìàð-
êåðîì ñåìåéñòâà ãåíîâ, òàê íàçûâàåìîãî îñòðîâêà ïàòî-
ãåííîñòè. Ýòîò ãåí êîäèðóåò áåëîê CagA, êîòîðûé ÿâëÿ-
åòñÿ èììóíîäîìèíàíòíûì àíòèãåíîì è îñíîâíûì
ôàêòîðîì ïàòîãåííîñòè øòàììà. Öåëüþ ðàáîòû áûëî ïî-
ëó÷åíèå è èññëåäîâàíèå èììóíîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìî-
íîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÊÀÒ), ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ
âûÿâëåíèÿ áåëêà CagA, íàëè÷èå êîòîðîãî êîððåëèðóåò ñ
òÿæåñòüþ ïàòîëîãèè ñëèçèñòîé æåëóäêà. Àíòèãåíîì äëÿ
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èììóíèçàöèè ñëóæèë ðåêîìáèíàíòíûé ôðàãìåíò öèòî-
òîêñèíàññîöèèðîâàííîãî áåëêà âèðóëåíòíûõ (óëüöåðî-
ãåííûõ) øòàììîâ H. pylori. Ìûøåé F1 (SJL � BALB/c)
èììóíèçèðîâàëè ñíà÷àëà â ïîëíîì, çàòåì â íåïîëíîì
àäúþâàíòå Ôðåéíäà âíóòðèáðþøèííî. Çà 4 ñóò äî ãèáðè-
äèçàöèè äîíîðó ëèìôîöèòîâ òðèæäû ñ èíòåðâàëîì â 24 ÷
âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè àíòèãåí. Ñëèÿíèå ñïëåíîöè-
òîâ ìûøè è êëåòîê ìèåëîìíîé ëèíèè 553A ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ÏÝÃ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Êóëüòóðû, ïðî-
äóöèðóþùèå àíòèòåëà, êëîíèðîâàëè ìåòîäîì ëèìèòèðó-
þùèõ ðàçâåäåíèé íà ôèäåðíîì ñëîå èç ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãîâ è íàðàùèâàëè â ìàññîâîé êóëüòóðå â ñðåäå
ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà. Ïîñëå ïåðâè÷íîãî òåñòèðîâàíèÿ íàäîñàäêîâ ñ ìå-
÷åíûì àíòèãåíîì è ïî ðåçóëüòàòàì îöåíêè ðîñòîâûõ õà-
ðàêòåðèñòèê ãèáðèäîì áûëî îòîáðàíî 6 àíòèòåëîïðîäó-
öèðóþùèõ êóëüòóð, êîòîðûå áûëè êëîíèðîâàíû, à çàòåì
ïðèâèòû ìûøàì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÌÊÀÒ-ñîäåðæàùèõ àñ-
öèòîâ. Ïîäòâåðæäåíèå ñïåöèôè÷íîñòè ÌÊÀÒ ïðîâîäè-
ëè â íåïðÿìîì ÈÔÀ ñ àäñîðáèðîâàííûìè è ìå÷åíûìè
ìîëåêóëàìè áåëêà CagA. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åòûðå
ÌÊÀÒ ðàñïîçíàþò ýïèòîïû áåëêà CagA , êàê íàõîäÿùå-
ãîñÿ â ðàñòâîðå, òàê è èììîáèëèçîâàííîãî íà òâåðäîé
ôàçå. Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ðàñïîçíàâàåìûå ýòèìè
ÌÊÀÒ ýïèòîïû óñòîé÷èâû ê èçìåíåíèÿì êîíôîðìàöèè,
ïðîèñõîäÿùåé ïðè àäñîðáöèè àíòèãåíà íà òâåðäîé ôàçå
è ïðèñîåäèíåíèè ê àíòèãåíó ôåðìåíòíîé ìåòêè. Îäíî
ÌÊÀÒ ñâÿçûâàåò ýïèòîï, èìåþùèéñÿ òîëüêî íà ðàñòâî-
ðåííîé ìîëåêóëå àíòèãåíà. Âîçìîæíî, ýòî óêàçûâàåò íà
êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ óçíàâàåìîé èì äåòåðìè-
íàíòû ïðè èììîáèëèçàöèè áåëêà CagA. È îäíî ÌÊÀÒ
ñâÿçûâàåò ïðåèìóùåñòâåííî àäñîðáèðîâàííóþ ìîëåêóëó
CagA è íå âçàèìîäåéñòâóåò ñ ìå÷åíûì àíòèãåíîì â ðàñ-
òâîðå. Âåðîÿòíî, ýïèòîï, ðàñïîçíàâàåìûé ýòèì ÌÊÀÒ,
èçìåíÿåò ñâîþ ïðîñòðàíñòâåííóþ êîíôèãóðàöèþ ïðè
ðàñòâîðåíèè àíòèãåíà èëè ïîñëå ïðèñîåäèíåíèÿ ê íåìó
ôåðìåíòíîé ìåòêè. Ñðåäè ïîëó÷åííûõ ÌÊÀÒ âûÿâëåíû
ðåàãåíòû, êîòîðûå ïîñëå àäñîðáöèè íà òâåðäîé ôàçå ñ
âûñîêèì àôôèíèòåòîì ñâÿçûâàþò ðåêîìáèíàíòíûé áå-
ëîê CagA. Ýïèòîïíóþ íàïðàâëåííîñòü ÌÊÀÒ èññëåäî-
âàëè â òåñòå êîíêóðåíòíîãî ÈÔÀ, êîãäà ïðåäâàðèòåëüíî
ñôîðìèðîâàííûé êîìïëåêñ ìå÷åííîãî ïåðîêñèäàçîé
CagA è íåìå÷åíûõ ÌÊÀÒ èíêóáèðîâàëè ñ ÌÊÀÒ, àäñîð-
áèðîâàííûìè íà òâåðäîé ôàçå. Èíãèáèðîâàíèå ðåàêöèè
ðàññìàòðèâàëè êàê äîêàçàòåëüñòâî ïðîñòðàíñòâåííîé
ñáëèæåííîñòè èëè èäåíòè÷íîñòè ýïèòîïîâ. Âûäåëèëè íå
ìåíåå 5 èçîëèðîâàííûõ äåòåðìèíàíò íà àíòèãåíå, ðàñïî-
çíàâàåìûõ ÌÊÀÒ. Áûëè ïîäîáðàíû ïàðû êîìïëåìåíòàð-
íûõ ÌÊÀÒ äëÿ äâóõäåòåðìèíàíòíîãî ÈÔÀ. Ìèíèìàëüíî
äåòåêòèðóåìàÿ êîíöåíòðàöèÿ CagA ïðè ýòîì ñîñòàâèëà
0.8 íã/ìë. Òàêèì îáðàçîì, îïèñàííûå ÌÊÀÒ ÿâëÿþòñÿ
ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ðåàãåíòîâ
â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ èììóíîàíàëèçà äëÿ âûÿâëåíèÿ Ca-
gA-ïîëîæèòåëüíûõ øòàììîâ H. pylori è äëÿ êîíòðîëÿ êà-
÷åñòâà àíòèãåíà, àäñîðáèðîâàííîãî íà òâåðäîé ôàçå.

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÊÓËÜÒÓÐ ÊËÅÒÎÊ ÄËß ÏÐÎÈÇ-
ÂÎÄÑÒÂÀ ÏÐÎÒÈÂÎÂÈÐÓÑÍÛÕ ÂÀÊÖÈÍ. © Å. Î. Òè-
ìîôååâà, Ã. Ñ. Øèòèêîâà. Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò âàêöèí è ñûâîðîòîê è Ïðåä-
ïðèÿòèå ïî ïðîèçâîäñòâó áàêòåðèéíûõ ïðåïàðàòîâ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð â ïðîèçâîäñòâå
ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèí ñîõðàíÿåò àêòóàëüíîñòü äî íà-

ñòîÿùåãî âðåìåíè. Íà ïðåäïðèÿòèè äîëæíû áûòü ñîçäà-
íû ãàðàíòèðîâàííûå áàíêè, êîòîðûå íåîáõîäèìî
îõàðàêòåðèçîâàòü è îòêîíòðîëèðîâàòü â ñîîòâåòñòâèè ñ
òðåáîâàíèÿìè, ïðåäúÿâëÿåìûìè ê ïðîèçâîäñòâó ïðîòè-
âîâèðóñíûõ âàêöèí. Îñíîâíûìè òðåáîâàíèÿìè, ïðåäúÿâ-
ëÿåìûìè ê êëåòî÷íûì ëèíèÿì, ïðèìåíÿåìûì â ïðîèç-
âîäñòâå âàêöèí, ÿâëÿåòñÿ ãàðàíòèÿ èõ âûñîêîé ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ê ðåïðîäóêöèè âèðóñíûõ àíòèãåíîâ,
áåçîïàñíîñòè, ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè, îòñóòñòâèÿ
ïîñòîðîííèõ êîíòàìèíàíòîâ, ïîñòîÿíñòâî îñíîâíûõ ïî-
êàçàòåëåé â ïðîöåññå ìíîãîëåòíåãî ïðîèçâîäñòâà. Ïåð-
âè÷íûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû (ÏÊÊ) èñïîëüçóþòñÿ äëÿ
ïðèãîòîâëåíèÿ âàêöèí óæå â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ äåñÿòè-
ëåòèé. Ïðèìåíÿþòñÿ êóðèíûå ýìáðèîíû (äëÿ âàêöèí
ïðîòèâ ãðèïïà, áåøåíñòâà, êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà è æåë-
òîé ëèõîðàäêè), ýìáðèîíû ÿïîíñêèõ ïåðåïåëîâ (äëÿ âàê-
öèí ïðîòèâ êîðè è ïàðîòèòà), êëåòêè VERO (âàêöèíà ïî-
ëèîìèåëèòíàÿ), êóëüòóðû êëåòîê ïî÷åê ñèðèéñêèõ õî-
ìÿ÷êîâ (âàêöèíà àíòèðàáè÷åñêàÿ) è äèïëîèäíûå êëåòêè
÷åëîâåêà (âàêöèíà äëÿ ïðîôèëàêòèêè êðàñíóõè). Äèïëî-
èäíûå êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà (ÄÊ×) âîñïðîèçâåäåíû
èç îäíîé êëåòêè — êëîíà êëåòîê çäîðîâîãî äîíîðà. ÄÊ×
îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ïîääåðæèâàòüñÿ â ïàññàæàõ
îïðåäåëåííîå âðåìÿ. Èõ ìîæíî ïåðåñåâàòü â òå÷åíèå ïî-
ëóãîäà (50—55 ïàññàæåé), íàêàïëèâàÿ çíà÷èòåëüíîå êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê, ïðåâîñõîäÿùåå èñõîäíîå ÷èñëî. Ïåðå-
âèâàÿñü, ÄÊ× õàðàêòåðèçóþòñÿ îãðàíè÷åííûì ñðî-
êîì æèçíè, ïîýòîìó íàçûâàþòñÿ åùå ïîëóïåðåâèâàåìîé
êóëüòóðîé êëåòîê. Îãðàíè÷åííûé ñðîê æèçíè ëèìèòèðó-
åò è êîëè÷åñòâî êëåòîê, ÷òî íå î÷åíü óäîáíî è âûãîäíî
äëÿ èçãîòîâëåíèÿ âàêöèí. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå
ïåðñïåêòèâíûìè ñ÷èòàþò ïåðåâèâàåìûå ëèíèè êëåòîê
(ÏËÊ), êîòîðûå îáëàäàþò ðÿäîì ñóùåñòâåííûõ ïðåèìó-
ùåñòâ ïåðåä ÏÊÊ è ÄÊ×. Ïðåæäå âñåãî îíè îáëàäàþò íå-
îãðàíè÷åííûì ñðîêîì æèçíè, ÷òî ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü
áàíêè òàêèõ êëåòîê — ïîñåâíîé-ìàòî÷íîé è ïðîèçâîäñò-
âåííîé êóëüòóð êëåòîê, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ åùå è ïðî-
äîëæèòåëüíûìè ñðîêàìè õðàíåíèÿ èõ â æèäêîì àçîòå.
Ãðèïï — ìàññîâàÿ ýïèäåìèÿ, ïîýòîìó ÷ðåçâû÷àéíî àê-
òóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà íîâîãî ïîêîëåíèÿ ãðèï-
ïîçíûõ âàêöèí ñ èñïîëüçîâàíèåì òêàíåâûõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ïðåäïðèÿòèÿõ-ïðîèçâî-
äèòåëÿõ âàêöèííûå øòàììû äëÿ ïðîèçâîäñòâà ãðèïïîç-
íûõ âàêöèí ãîòîâÿòñÿ â ðàçâèâàþùèõñÿ êóðèíûõ ýìáðè-
îíàõ (ÐÊÝ). Ïåðåâîä ïðîèçâîäñòâà âàêöèí ñ ÐÊÝ íà òêà-
íåâûå êóëüòóðû ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî ñâîåâðåìåííûì,
îñîáåííî â ñëó÷àå ïàíäåìè÷åñêîé ñèòóàöèè, êîãäà â êî-
ðîòêèå ñðîêè íóæíî ïðèãîòîâèòü áîëüøèå îáúåìû âàê-
öèíû äëÿ èììóíèçàöèè âñåõ âîçðàñòíûõ ãðóïï íàñåëå-
íèÿ. Â ñâÿçè ñ âûøåèçëîæåííûì âàæíîé ñòàíîâèòñÿ
ïðîáëåìà ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèè ïðîèçâîäñòâà òàêèõ êó-
ëüòóðàëüíûõ ãðèïïîçíûõ âàêöèí â Ðîññèè. Ïðåäïîñûë-
êîé ê ðåøåíèþ òàêîé ïðîáëåìû ìîæíî ñ÷èòàòü ñîçäàíèå
ðîññèéñêèìè àâòîðàìè îòå÷åñòâåííîé êëåòî÷íîé ëèíèè
VERO-B, àòòåñòîâàííîé â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè
ÂÎÇ è ðàçðåøåííîé äëÿ ïðîèçâîäñòâà âàêöèííûõ ïðåïà-
ðàòîâ (Ïîä÷åðíÿåâà è äð., 2000). Â ñëó÷àå àäàïòàöèè âàê-
öèííûõ ãðèïïîçíûõ øòàììîâ ê ðåïðîäóêöèè íà êëåòêàõ
VERO-B ñòàâèòñÿ âîïðîñ îá èñïîëüçîâàíèè åå êàê ñóáñò-
ðàòà äëÿ ïðîèçâîäñòâà è ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèè êóëü-
òóðàëüíîé ãðèïïîçíîé âàêöèíû. Ñ öåëüþ îáåñïå÷åíèÿ
ïðîèçâîäñòâà ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèí â ÑÏáÍÈÈÂÑ
ñîçäàþòñÿ ðàáî÷èé áàíê äèïëîèäíûõ êëåòîê êîæè è
ìûøö ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (øòàìì Ì-22), ïîëó÷åííûõ
èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà ïîëèîìèåëèòà è âèðóñíûõ ýíöå-
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ôàëèòîâ ÐÀÌÍ, è ðàáî÷èé áàíê ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê
ïî÷åê îáåçüÿí, ñðåäè êîòîðûõ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûå
ê ðåïðîäóêöèè âèðóñîâ êóëüòóðà îáåçüÿíüèõ êëåòîê
VERO-B, ïîëó÷åííàÿ èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà âèðóñîëî-
ãèè èì. Ä. È. Èâàíîâñêîãî. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàìè ïîëó-
÷åíû ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå îá àäàïòàöèè è äîñòîâåðíî
âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ãðèïïîçíûõ âàêöèííûõ øòàì-
ìîâ ê ðàçìíîæåíèþ íà êóëüòóðå êëåòîê VERO-B, ÷òî äå-
ëàåò ïåðñïåêòèâíîé ðàçðàáîòêó ïðîèçâîäñòâà âàêöèíû íà
îñíîâå ýòîé êëåòî÷íîé ëèíèè.

ÑÓÑËÈÊÈ SPERMOPHILIS UNDULATUS È ÌÛØÈ,
ÑÊÎÐÅÅ ÂÑÅÃÎ, ÈÌÅÞÒ ÐÀÇÍÛÅ ÌÅÕÀÍÈÇÌÛ
ÈÍÄÓÊÖÈÈ ÃÈÏÅÐÏËÀÇÈÈ ÁÓÐÎÉ ÆÈÐÎÂÎÉ ÒÊÀ-
ÍÈ. © Å. À. Òóðîâñêèé,1, 2 Ì. Â. Êîíàêîâ.1 1 Èíñòèòóò
áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, turovsky.84@mail.ru, è
2 Ïóùèíñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò.

Áóðàÿ æèðîâàÿ òêàíü (ÁÆÒ) ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì
òåðìîãåííûì îðãàíîì ïðè ïðîáóæäåíèè æèâîòíûõ îò
çèìíåé ñïÿ÷êè, à òàêæå çàùèùàåò îò ïåðåîõëàæäåíèÿ íî-
âîðîæäåííûõ ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå è ÷åëîâåêà.
Äîëãîå âðåìÿ ïðèíÿòî áûëî ñ÷èòàòü, ÷òî ðàçâèòèå ÁÆÒ ó
ñóñëèêîâ ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå àêêëèìàöèè ê õîëîäó,
òàê êàê ïåðèîäû ðàçâèòèÿ è èíâîëþöèè ÁÆÒ ñîâïàäàþò
ñ ñåçîííûìè ïåðèîäàìè ïîõîëîäàíèÿ è ïîòåïëåíèÿ. Òåì
íå ìåíåå àíàëèç äàííûõ ïî ýòîìó âîïðîñó óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî ðàçâèòèå ÁÆÒ ó ñóñëèêîâ áëèæå ê òèïó ðàçâèòèÿ
ÁÆÒ ó íîâîðîæäåííûõ ìëåêîïèòàþùèõ, ïðîèñõîäÿùåãî
â óòðîáå ìàòåðè ïðè ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðå. Ðàíåå ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ãèïåðïëàçèÿ ÁÆÒ ðåãóëèðóåòñÿ êàê íîðàä-
ðåíàëèíîì, òàê è íåêîòîðûìè íåéðîïåïòèäàìè; âòîðè÷-
íûìè ìåññåíæåðàìè â ýòîé ðåãóëÿöèè âûñòóïàþò cAMP
è èîíû Ca2+. Âñêîðå îêàçàëîñü, ÷òî Ca2+-ñèãíàëèçàöèÿ
òàêæå çàâèñèò îò cAMP. ×òîáû ïîíÿòü ðàçíèöó è ñõîäñò-
âî â ôóíêöèîíèðîâàíèè ñèãíàëèçàöèé â áóðûõ ïðåàäè-
ïîöèòàõ ìûøåé è ñóñëèêîâ, ýêñïåðèìåíòû áûëè ñäåëàíû
ïàðàëëåëüíî ñ ïðåäøåñòâåííèêàìè àäèïîöèòîâ îáîèõ
âèäîâ. Ôîðñêîëèí èíèöèèðóåò ñèíòåç cAMP â ðåçóëüòàòå
íåïîñðåäñòâåííîé àêòèâàöèè àäåíèëàòöèêëàçû. Äîáàâ-
ëåíèå ôîðñêîëèíà â ñóñïåíçèè ïðåàäèïîöèòîâ ÁÆÒ ìû-
øåé è ñóñëèêîâ ïîêàçàëî ñëåäóþùåå. 1. Ñêîðîñòü ïî-
ñòóïëåíèÿ èîíîâ Ca2+ â ïðåàäèïîöèòû ìûøè äîñòèãàëà
ìàêñèìóìà ïðè 10—15 ìêÌ, à çàòåì ðåçêî óìåíüøàëàñü
â 2—3 ðàçà è îñòàâàëàñü ïîñòîÿííîé âïëîòü äî 100 ìêÌ.
Òàêàÿ îòðèöàòåëüíàÿ îáðàòíàÿ ñâÿçü (êîëîêîëîîáðàçíàÿ
êðèâàÿ) íàáëþäàëàñü íàìè ðàíåå ïðè èñïîëüçîâàíèè
ïðàêòè÷åñêè âñåõ àäðåíåðãè÷åñêèõ àãîíèñòîâ (Dolgache-
va et al., 2003). 2. Ñêîðîñòü âõîäà èîíîâ Ca2+ â ïðåàäèïî-
öèòû ñóñëèêîâ äîñòèãàëà ïåðâîãî ìàêñèìóìà ïîä äåéñò-
âèåì 10 ìêÌ ôîðñêîëèíà, âòîðîé ìàêñèìóì íàáëþäàëñÿ
ïðè 20 ìêÌ; îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè íå íàáëþ-
äàëîñü äàæå ïðè 100 ìêÌ àãîíèñòà. Ýòè ïðîöåññû, èíãè-
áèðîâàíèå âõîäà èîíîâ Ca2+ â êëåòêàõ ìûøåé è îáå ïî-
ñëåäîâàòåëüíûå ñòóïåíè ðîñòà ñêîðîñòè âõîäà èîíîâ â
êëåòêàõ ñóñëèêîâ, ÿâëÿþòñÿ âûñîêîêîîïåðàòèâíûìè (êî-
ýôôèöèåíò Õèëëà ðàâåí 5), òîãäà êàê êèíåòèêà âõîäà
èîíîâ Ca2+ â ïðåàäèïîöèòàõ ìûøåé èìååò êîîïåðàòèâ-
íîñòü, ðàâíóþ äâóì. Âòîðîé ýòàï íàøåé ðàáîòû äîëæåí
äàòü îòâåò íà âîïðîñ î òîì, èçìåíÿåòñÿ ëè ïðîôèëü çàâè-
ñèìîñòè Ca2+-ñèãíàëèçàöèè îò êîíöåíòðàöèè ôîðñêîëè-
íà â êëåòêàõ îáîèõ âèäîâ â çàâèñèìîñòè îò óðîâíÿ äèô-
ôåðåíöèðîâêè àäèïîöèòîâ, ïëîòíîñòè êëåòî÷íîé êóëüòó-
ðû, ïðèñóòñòâèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ñûâîðîòêè èëè ýòî
ïîëíîñòüþ îïðåäåëÿåòñÿ âèäîì æèâîòíîãî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48942).

ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÓÅÌÛÕ ÊËÅÒÎÊ
ÄËß ÈÇÓ×ÅÍÈß ÝÔÔÅÊÒÎÂ ÔÎÒÎÄÈÍÀÌÈ×ÅÑÊÎ-
ÃÎ ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈß. © Î. Î. Óäàðöåâà, Å. Ð. Àíäðååâà,
Î. Ñ. Ãðèíàêîâñêàÿ, Ë. Á. Áóðàâêîâà. Èíñòèòóò ìåäè-
êî-áèîëîãè÷åñêèõ ïðîáëåì ÐÀÍ, Ìîñêâà, olja_udartse-
va@rambler.ru.

Ôîòîäèíàìè÷åñêîå âîçäåéñòâèå (ÔÄÂ) — ýòî íåèí-
âàçèâíûé ìåòîä, êîìïîíåíòàìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ëà-
çåðíîå îáëó÷åíèå è ôîòîñåíñèáèëèçàòîð (ÔÑ). ÔÑ ïîä
äåéñòâèåì ñâåòà îïðåäåëåííîé äëèíû âîëíû ïåðåõîäèò â
âîçáóæäåííîå ñîñòîÿíèå. Äàëåå ïðîòåêàåò ðÿä õèìè÷å-
ñêèõ ðåàêöèé, â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ îáðàçóþòñÿ àêòèâ-
íûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ), òîêñè÷íûå äëÿ êëåòîê.
Â îñíîâå ìåòîäà ëåæèò ðàçëè÷íàÿ ñïîñîáíîñòü êëåòîê
ðàçíûõ òèïîâ íàêàïëèâàòü ÔÑ, ÷òî ïîçâîëÿåò èçáèðà-
òåëüíî âëèÿòü íà îòäåëüíûå ïîïóëÿöèè êëåòîê. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ÔÄÂ øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â îíêîëîãè÷åñêîé
ïðàêòèêå. Êðîìå òîãî, ÔÄÂ èñïîëüçóåòñÿ òàêæå è äëÿ ëå-
÷åíèÿ íåîíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé (àêíå, äîáðîêà÷å-
ñòâåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ êîæè, ïðîëèôåðàòèâíûå çà-
áîëåâàíèÿ àðòåðèé). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæ-
íûì èññëåäîâàíèå ýôôåêòîâ ÔÄÂ íà ðàçëè÷íûå êëåòêè,
êîòîðûå ìîãóò îêàçàòüñÿ êëåòêàìè-ìèøåíÿìè ïðè ïðîâå-
äåíèè ÔÄÂ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿ-
íèå ÔÄÂ íà êëåòêè òðåõ òèïîâ: ìîíîöèò-ïðîèçâîäíûå
ìàêðîôàãè (Ìí/Ìô), ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè (ÝÊ) è
ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà. Ìí/Ìô èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðî-
âè ÷åëîâåêà è ÝÊ èç ïóïî÷íîé âåíû âûäåëÿëè è êóëüòè-
âèðîâàëè ñîãëàñíî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëàì. Ôèáðîáëà-
ñòû ÷åëîâåêà èñïîëüçîâàëè íà 5—10-ì ïàññàæàõ. ÔÑ
(ñóëüôîíèðîâàííûé ôòàëîöèàíèí àëþìèíèÿ (ÃÓÏ ÍÈÎ-
ÏÈÊ ÐÔ)) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë äîáàâëÿ-
ëè ê ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà 24 ÷ è îïðåäåëÿëè åãî íà-
êîïëåíèå â êëåòêàõ (â ïåðåñ÷åòå íà îáùèé êëåòî÷íûé áå-
ëîê). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÔÄÂ êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ÔÑ
24 ÷, îòìûâàëè îò ÔÑ è îáëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî
àïïàðàòà ÀÇÎÐ (ë = 675 íì) â äîçå — 1—100 Äæ/ñì2.
Îïðåäåëÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê (ÌÒÒ-òåñò), àïîï-
òîòè÷åñêèå/íåêðîòè÷åñêèå êëåòêè (íàáîð Àííåêñèí
V-FITC — PI) è ÀÔÊ (H2DCFDA). Íàèáîëüøåé ñïîñîá-
íîñòüþ íàêàïëèâàòü ÔÑ îáëàäàëè Ìí/Ìô (Ìí/Ìô —
2.1, ôèáðîáëàñòû — 0.57, ÝÊ — 0.27 íã ÔÑ íà 1 ìã áåë-
êà). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ïîñëå ÔÄÂ óìåíüøàëàñü
ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî â çàâèñèìîñòè îò äîçû îáëó÷å-
íèÿ. Ïðè âûñîêèõ äîçàõ îáëó÷åíèÿ ïîãèáàëî äî 100 %
êëåòîê. Ïðè ñðåäíèõ è âûñîêèõ äîçàõ îáëó÷åíèÿ êëåòêè
ïîãèáàëè ïóòåì íåêðîçà. Íèçêèå äîçû (äî 10 Äæ/ñì2) ëà-
çåðíîãî îáëó÷åíèÿ îáëàäàëè ìåíüøèì ïîâðåæäàþùèì
äåéñòâèåì, ãèáåëü êëåòîê â ýòîì ñëó÷àå ïðîèñõîäèëà ïî
ïóòè àïîïòîçà. Âûñîêèå, ñðåäíèå è íèçêèå äîçû ðàçëè÷à-
ëèñü äëÿ ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê. Ïðè ýòîì äîçà îáëó÷åíèÿ
LD50 äëÿ Ìí/Ìô ñîñòàâëÿëà 10—20, äëÿ ôèáðîáëà-
ñòîâ — 7—10, äëÿ ÝÊ — 0.5—1.0 Äæ/ñì2

.. ÔÄÂ ïðèâîäè-
ëî ê îáðàçîâàíèþ ÀÔÊ â êëåòêàõ. Òàêèì îáðàçîì, íà ìî-
äåëè in vitro ïîêàçàíî, ÷òî Ìí/Ìô, ÝÊ è ôèáðîáëàñòû
÷åëîâåêà ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñïîñîáíîñòè íàêàïëèâàòü ÔÑ è
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ÔÄÂ, ÷òî íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü
ïðè ðàçðàáîòêå ïðîòîêîëîâ ïðèìåíåíèÿ ÔÄÂ äëÿ ëå÷å-
íèÿ íåîíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 827



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 07-04-01504-à è ÌÍÒÖ 2579).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ËÅ×ÅÍÈß ÁÎËÜÍÛÕ Ñ ÔÀÐÌÀÊÎÐÅ-
ÇÈÑÒÅÍÒÍÛÌÈ ÔÎÐÌÀÌÈ ÐÀÑÑÅßÍÍÎÃÎ ÑÊËÅ-
ÐÎÇÀ ÏÎ ÒÅÕÍÎËÎÃÈÈ ÂÛÑÎÊÎÄÎÇÍÎÉ ÏÎËÈ-
ÕÈÌÈÎÒÅÐÀÏÈÈ Ñ ÏÎÄÄÅÐÆÊÎÉ ÀÓÒÎËÎÃÈ×-
ÍÎÉ ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÀÖÈÅÉ ÃÅÌÎÏÎÝÒÈ×ÅÑÊÈÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ. © À. Ñ. Ôåäóëîâ, À. Ë. Óññ,
Â. À. Çìà÷èíñêèé, Í. Ô. Ìèëàíîâè÷, À. Â. Áîðèñîâ,
Ë. Ñ. Äðàæèíà, À. Ã. Áàéäà, Ì. Ô. Ìèíçåð, Å. Å. ×åð-
íûø, È. Â. Áóëàåâ, Ë. Á. Ìèöêåâè÷, Â. Â. Ñìîëüíèêîâà,
Í. Ä. Âîëêîâåö, Å. Â. Äçþáà, Ì. Ì. Ìîðîçîâà, Í. Ñ. Ñîëî-
âüåâà, ß. Ì. Ìîòóçîâà. Áåëîðóññêèé ãîñóäàðñòâåííûé
ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò, Ðåñïóáëèêàíñêèé öåíòð
òðàíñïëàíòîëîãèè è êëåòî÷íûõ áèîòåõíîëîãèé è ÓÇ 9-ÿ
ãîðîäñêàÿ áîëüíèöà, Ìèíñê.

Ðàññåÿííûé ñêëåðîç (ÐÑ) — õðîíè÷åñêîå ïðîãðåññè-
ðóþùåå ìóëüòèôàêòîðèàëüíîå àóòîèììóííîå çàáîëåâà-
íèå öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû (ÖÍÑ), êîòîðîå ïîðà-
æàåò ïðåèìóùåñòâåííî ìîëîäûõ ëèö â âîçðàñòå îò 18 äî
50 ëåò è ïðè îòñóòñòâèè àäåêâàòíîãî ëå÷åíèÿ ïðèâîäèò ê
çíà÷èìûì íàðóøåíèÿì íåâðîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé
âïëîòü äî íåâîçìîæíîñòè ñàìîîáñëóæèâàíèÿ. Ê ñîæàëå-
íèþ, ñóùåñòâóþùèå â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîäû ëå÷åíèÿ
ÐÑ (íàïðèìåð, ïðèìåíåíèå èíòåðôåðîíîâ è ãëàòèðàìåðà
àöåòàòà) ÿâëÿþòñÿ ëèøü îò÷àñòè ýôôåêòèâíûìè; êðîìå
òîãî, äîâîëüíî çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ïàöèåíòîâ (äî
50—60 %) îñòàåòñÿ ðåçèñòåíòíîé ê ïðîâîäèìîé òåðàïèè.
Èñõîäÿ èç ñóùåñòâóþùèõ ïðåäñòàâëåíèé î ìåõàíèçìàõ
âîçíèêíîâåíèÿ è ðàçâèòèÿ ÐÑ íåäîñòàòî÷íîñòü è êðàòêî-
âðåìåííîñòü ïîëîæèòåëüíîãî ýôôåêòà îò ëå÷åíèÿ ïðè
ÐÑ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû ïðåæäå âñåãî ñîõðàíåíèåì â
îðãàíèçìå ïàòîëîãè÷åñêîãî êëîíà àóòîðåàêòèâíûõ
Ò-ëèìôîöèòîâ. Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ïàòîãåíå-
òè÷åñêèõ ìåòîäîâ òåðàïèè ÐÑ ÿâëÿåòñÿ âûñîêîäîçíàÿ ïî-
ëèõèìèîòåðàïèÿ ñ ïîääåðæêîé àóòîëîãè÷íîé òðàíñïëàí-
òàöèåé ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÀóÒÃÑÊ),
êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò îñóùåñòâèòü ôóíêöèîíàëüíóþ ïåðå-
óñòàíîâêó èììóííîé ñèñòåìû áîëüíîãî. Öåëüþ ðàáîòû
áûëà îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè âûñîêîäîçíîé ïîëèõèìèî-
òåðàïèè ñ ïîääåðæêîé àóòîëîãè÷íîé òðàíñïëàíòàöèåé
ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ó áîëüíûõ ñ ôàðìà-
êîðåçèñòåíòíûìè ôîðìàìè ÐÑ. Èññëåäîâàëè âëèÿíèå
ÀóÒÃÑÊ íà äèíàìèêó íåâðîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà; îöåíè-
âàëè ýâîëþöèþ ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé â ìîç-
ãå áîëüíûõ ÐÑ, êîòîðûì áûëà âûïîëíåíà ÀóÒÃÑÊ, ïî
äàííûì ÌÐÒ; óñòàíàâëèâàëè âëèÿíèå ÀóÒÃÑÊ íà ïàò-
òåðíû âûçâàííûõ ïîòåíöèàëîâ ìîçãà ðàçëè÷íûõ ìîäàëü-
íîñòåé. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè 15 áîëüíûõ ñ
ôàðìàêîðåçèñòåíòíûìè ôîðìàìè ÐÑ. Êîíòðîëüíàÿ ãðóï-
ïà âêëþ÷àëà â ñåáÿ 20 ïàöèåíòîâ ñ ÐÑ, êîòîðûå ïîëó÷àëè
ëå÷åíèå êîðòèêîñòåðîèäíûìè ïðåïàðàòàìè, à òàêæå ïðî-
õîäèëè êóðñû ïëàçìàôåðåçà. Äèàãíîç ÐÑ áûë âåðèôèöè-
ðîâàí ñîãëàñíî êðèòåðèÿì Ìàê-Äîíàëüäà. Ïåðèîä íà-
áëþäåíèÿ ïîñëå ÀóÒÃÑÊ ñîñòàâèë îò 1 äî 36 ìåñ. Èññëå-
äîâàíèå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà êëèíè÷åñêîãî
íàáëþäåíèÿ ñ îöåíêîé ñòåïåíè âûðàæåííîñòè íåâðîëî-
ãè÷åñêîé ñèìïòîìàòèêè ïî øêàëå EDSS, êëèíèêî-èììó-
íîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ìåòîäà íåéðîâèçóàëèçàöèè
(ÌÐÒ) ñ êîíòðàñòíûì óñèëåíèåì, ìåòîäà âûçâàííûõ ïî-
òåíöèàëîâ è ìåòîäîâ ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîé ñòàòèñòèêè.

Òåõíîëîãèÿ âûñîêîäîçíîé ïîëèõèìèîòåðàïèè ñ ïîääåð-
æêîé àóòîëîãè÷íîé òðàíñïëàíòàöèåé ãåìîïîýòè÷åñêèõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ñîñòîèò èç ñëåäóþùèõ ýòàïîâ: 1) ìî-
áèëèçàöèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÃÑÊ) öè-
òîêèíàìè â ïåðèôåðè÷åñêèé êðîâîòîê; 2) êîëëåêöèÿ ÃÑÊ
(ëåéêàôåðåç) íà àïïàðàòå «COBE Spectra» (COBE Labo-
ratories, Lakewood, CO); 3) çàìîðàæèâàíèå è õðàíåíèå
ÃÑÊ; 4) âûñîêîäîçíàÿ ïîëèõèìèîòåðàïèÿ (èììóíîàáëà-
öèÿ); 5) àóòîòðàíñïëàíòàöèÿ ÃÑÊ (ðåïîïóëÿöèÿ). Ïðè
îöåíêå äèíàìèêè íåâðîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà è âûðàæåí-
íîñòè èíâàëèäèçàöèè ó 14 ïàöèåíòîâ ñ ÐÑ, êîòîðûì ïðî-
âîäèëàñü ÀóÒÃÑÊ, â ïîñòòðàíñïëàíòàöèîííîì ïåðèîäå
îòìå÷àëàñü ñòàáèëèçàöèÿ ëèáî íåêîòîðîå ñíèæåíèå âû-
ðàæåííîñòè íåâðîëîãè÷åñêîãî äåôèöèòà (íà 0.5 áàëëà ïî
øêàëå EDSS). Ñðåäè áîëüíûõ ÐÑ, êîòîðûì ïðîâîäèëîñü
ÀóÒÃÑÊ, çà ïåðèîä íàáëþäåíèÿ íàðàñòàíèå èíâàëèäèçà-
öèè èìåëî ìåñòî ó 1 ïàöèåíòà (íà 0.5 áàëëà ïî øêàëå
EDSS). Ó 14 ïàöèåíòîâ â ñðîêè íàáëþäåíèÿ îò 1 äî
36 ìåñ íàáëþäàëàñü ñòàáèëèçàöèÿ èñõîäíûõ ÌÐÒ-äàí-
íûõ â Ò2-âçâåøåííîì ðåæèìå áåç ïðèçíàêîâ àêòèâíîñòè
ïðîöåññà. Ó 1 áîëüíîãî âûÿâëåíû íîâûå î÷àãè, íàêàïëè-
âàþùèå êîíòðàñò, íà ÌÐÒ ñïóñòÿ 12 ìåñ. Ïðîèçâåäåíà
îöåíêà äàííûõ ìåòîäà âûçâàííûõ ïîòåíöèàëîâ (ÂÏ) ðàç-
ëè÷íûõ ìîäàëüíîñòåé. Ïîñëå ÀóÒÃÑÊ ó 9 ïàöèåíòîâ îò-
ìå÷àëîñü óëó÷øåíèå ïî äàííûì àêóñòè÷åñêèõ ÂÏ, ó 6
ïàöèåíòîâ — çðèòåëüíûõ ÂÏ è ó 5 áîëüíûõ — ñîìàòî-
ñåíñîðíûõ ÂÏ âåðõíèõ êîíå÷íîñòåé. Îñëîæíåíèÿ â ïî-
ñòòðàíñïëàíòàöèîííîì ïåðèîäå âêëþ÷àëè â ñåáÿ ãåìàòî-
ëîãè÷åñêóþ òîêñè÷íîñòü, òîøíîòó, ðâîòó, äèàðåþ, ãåïà-
òîòîêñè÷íîñòü, ìóêîçèò è ñóáôåáðèëëèòåò. Â ðåçóëüòàòå
èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàíî ñëåäóþùåå. 1. Ïðèìåíåíèå
ÀóÒÃÑÊ ó áîëüíûõ ñ ôàðìàêîðåçèñòåíòíûìè ôîðìàìè
ÐÑ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ÷àñòîòû ýêçàöåðáàöèé â ñðîêè
íàáëþäåíèÿ äî 3 ëåò. 2. Ïðèìåíåíèå ÀóÒÃÑÊ ó áîëüíûõ
ñ ôàðìàêîðåçèñòåíòíûìè ôîðìàìè ÐÑ ñïîñîáñòâóåò ñíè-
æåíèþ òåìïîâ ïðîãðåññèðîâàíèÿ íåâðîëîãè÷åñêîé ñèìï-
òîìàòèêè â ñðîêè íàáëþäåíèÿ äî 3 ëåò. 3. Òåðàïåâòè÷å-
ñêèé ýôôåêò ÀóÒÃÑÊ ïîäòâåðæäàåòñÿ ñòàáèëèçàöèåé ïà-
òîìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé â ÖÍÑ áîëüíûõ ÐÑ,
âûÿâëÿåìûõ ïðè íåéðîâèçóàëèçàöèè (ÌÐÒ, ÌÐÒ â
Ò2-âçâåøåííîì ðåæèìå è ÌÐÒ ñ êîíòðàñòíûì óñèëåíè-
åì). 4. Ó áîëüíûõ ÐÑ, ïðîøåäøèõ ëå÷åíèå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì òåõíîëîãèè ÀóÒÃÑÊ, îòìå÷åíî óëó÷øåíèå ïîêàçà-
òåëåé âûçâàííûõ ïîòåíöèàëîâ ìîçãà ðàçëè÷íûõ ìîäàëü-
íîñòåé ëèáî èõ óñòîé÷èâàÿ ñòàáèëèçàöèÿ â ïåðèîä
íàáëþäåíèÿ äî 3 ëåò.

ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÃÅÒÅÐÎÃÅÍÍÎÑÒÈ ÏÅÐÂÈ×ÍÎÉ
ÊÓËÜÒÓÐÛ ÊËÅÒÎÊ ÑÅÐÄÖÀ ÝÌÁÐÈÎÍÎÂ ÊÐÛÑÛ
È ÂÛßÂËÅÍÈÅ ÌÀÐÊÅÐÎÂ ÄËß ÂÛÄÅËÅÍÈß ÊÀÐ-
ÄÈÎÌÈÎÁËÀÑÒÎÂ È ÊÀÐÄÈÎÌÈÎÖÈÒÎÂ. ©
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Âûäåëåíèå èñòèííûõ ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ
êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì â ñîâðå-
ìåííîé ìåäèöèíå â ñâÿçè ñ ðàçâèòèåì ìåòîäîâ êëåòî÷-
íîé òåðàïèè. Îäíèì èç àêòóàëüíûõ íàïðàâëåíèé ÿâëÿåò-
ñÿ âûäåëåíèå ÷èñòûõ êàðäèîìèîáëàñòîâ äëÿ ëå÷åíèÿ ðàç-
ëè÷íûõ ïàòîëîãèé ñåðäå÷íîé òêàíè. Â äàííîé ðàáîòå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ñåðäöà ñîäåðæèò
ïîìèìî êàðäèîìèîöèòîâ ðàçëè÷íûå äðóãèå òèïû êëåòîê,
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íå ïðåäñòàâëÿþùèå èíòåðåñà äëÿ êàðäèîìèîïëàñòèêè.
Òàê, èìåþòñÿ ðàçëè÷èÿ â ñòðîåíèè àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà: òîëüêî îêîëî 50 % êëåòîê èìåþò ïîïåðå÷íóþ èñ-
÷åð÷åííîñòü àêòèíîâûõ âîëîêîí, ò. å. îáëàäàþò ñôîðìè-
ðîâàííûì ñîêðàòèòåëüíûì àïïàðàòîì. Èìåííî ýòè êëåò-
êè ìû ñ÷èòàåì èñòèííûìè êàðäèîìèîáëàñòàìè. Òàêæå
ýòè êëåòêè ðàçëè÷àþòñÿ ïî ôëóêòóàöèÿì âíóòðèêëåòî÷-
íîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ. Êðîìå òîãî, íàìè îáíàðóæå-
íî óíèêàëüíîå ñâîéñòâî êàðäèîìèîáëàñòîâ — âûñîêèé
óðîâåíü ýíåðãåòèêè ýòèõ êëåòîê, îáåñïå÷èâàåìûé áîëü-
øèì êîëè÷åñòâîì ìèòîõîíäðèé. Ïðîàíàëèçèðîâàâ
âñå ïîëó÷åííûå äàííûå, ìû ïðèøëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî
êóëüòóðà êëåòîê ýìáðèîíàëüíîãî ìèîêàðäà ñîäåðæèò ìè-
íèìóì äâà òèïà êëåòîê: 1) êàðäèîìèîáëàñòû/êàðäèîìè-
îöèòû, ñïîñîáíûå ê ñàìîïðîèçâîëüíîìó ñîêðàùåíèþ,
îáëàäàþùèå áîëåå âûñîêèì òðàíñìåìáðàííûì ïîòåíöè-
àëîì, èìåþùèå ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð÷åííîñòü àêòèíîâûõ
âîëîêîí, â êîòîðûõ íàáëþäàþòñÿ ôëóêòóàöèè âíóòðè-
êëåòî÷íîãî êàëüöèÿ: 2) êëåòêè, íå îáëàäàþùèå âñåìè
âûøåïåðå÷èñëåííûìè ïðèçíàêàìè. Ýòî áàëëàñòíûå
êëåòêè, ïðåæäå âñåãî ôèáðîáëàñòû è êàðäèîôèáðîáëà-
ñòû. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî îêðàøèâàíèå ñìåøàííîé ïåðâè÷-
íîé êóëüòóðû ýìáðèîíàëüíîãî ìèîêàðäà âûñîêîñïåöè-
ôè÷íûì ôëóîðåñöåíòíûì ìèòîõîíäðèàëüíûì çîíäîì
äàåò ÷åòêîå ðàçäåëåíèå ñìåøàííîé ïîïóëÿöèè: ïîïóëÿ-
öèÿ êàðäèîìèîöèòîâ è êàðäèîìèîáëàñòîâ îáëàäàåò âû-
ñîêèì òðàíñìåìáðàííûì ïîòåíöèàëîì, à áàëëàñòíûå
êëåòêè — íèçêèì. Â ðåçóëüòàòå, ïðèìåíèâ ïðîòî÷íóþ
öèòîìåòðèþ, ñîïðîâîæäàþùóþñÿ ñîðòèíãîì êëåòîê ïî
ýòîìó ïðèçíàêó, ìû ìîæåì ïîëó÷èòü ïîïóëÿöèþ, îáîãà-
ùåííóþ èìåííî êàðäèîìèîöèòàìè è êàðäèîìèîáëàñòà-
ìè. À ïîñêîëüêó êðàñèòåëü íå îêàçûâàåò òîêñè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ íà êëåòêè è äîñòàòî÷íî áûñòðî ýëèìèíèðóåòñÿ,
ðèñê ïîâðåæäåíèÿ è ãèáåëè êëåòîê â ïðîöåññå ñîðòèíãà
çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàäèöèîííûìè
ìåòîäèêàìè. Òàêèì îáðàçîì, äàííîå èññëåäîâàíèå îò-
êðûâàåò âîçìîæíîñòè äëÿ ðàçðàáîòêè íîâîãî ñïåöèôè÷-
íîãî ìåòîäà âûäåëåíèÿ êóëüòóðû êàðäèîìèîöèòîâ èç ôå-
òàëüíûõ è ýìáðèîíàëüíûõ èñòî÷íèêîâ äëÿ äàëüíåéøåãî
èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè.
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Ìóëüòèêëåòî÷íûå îïóõîëåâûå ñôåðîèäû — ýòî
òðåõìåðíûå (3D) ìîäåëè íà îñíîâå æèâîòíûõ êëåòîê,
ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé áîëåå àäåêâàòíóþ ìîäåëü ìàëûõ
ñîëèäíûõ îïóõîëåé, ÷åì ñóñïåíçèîííûå èëè àäãåçèîí-
íûå (2D) êóëüòóðû. Â ÈÁÕ ÐÀÍ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñôåðîè-
äîâ áûë ïðåäëîæåí ìåòîä ìèêðîêàïñóëèðîâàíèÿ. Äëÿ
ýòîãî êëåòêè ïîìåùàþò â áèîñîâìåñòèìûå ïîëóïðîíèöà-
åìûå ïîëèìåðíûå ìèêðîêàïñóëû è êóëüòèâèðóþò ñ öå-
ëüþ ïîëó÷åíèÿ ìóëüòèêëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ äëÿ èõ äà-
ëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ìîäåëåé in vitro.
Êëàññè÷åñêèå ìåòîäû ôîðìèðîâàíèÿ ñôåðîèäîâ çàêëþ-
÷àþòñÿ â òîì, ÷òî ïîâåðõíîñòíî-çàâèñèìûå êëåòêè êóëü-
òèâèðóþò â ñóñïåíçèè ïðè ïåðåìåøèâàíèè, ãäå îíè âû-
íóæäåííî ðàñòóò â àãðåãàòàõ, îáðàçóÿ ñôåðîèäû. Â îòëè-
÷èå îò êëàññè÷åñêèõ ìåòîäîâ ìåòîä èíêàïñóëèðîâàíèÿ
ïîçâîëÿåò ôîðìèðîâàòü ñôåðîèäû íåîáõîäèìîãî äèà-

ìåòðà ñ óçêèì ðàñïðåäåëåíèåì ïî ðàçìåðàì, ãåíåðèðî-
âàòü ñôåðîèäû, ñîñòîÿùèå èç êóëüòóð êëåòîê, êîòîðûå íå
îáðàçóþò àãðåãàòîâ â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå, à òàêæå
îñóùåñòâëÿòü ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå ðàêîâûõ êëå-
òîê ñ äðóãèìè òèïàìè êëåòîê (ôèáðîáëàñòû, ýïèòåëèàëü-
íûå êëåòêè, ìàêðîôàãè è äð.). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìèêðîêàï-
ñóë â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïðèáîð ñ êîàêñèàëüíîé ïîäà-
÷åé âîçäóõà, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü ìèêðîêàïñóëû ñî
ñðåäíèì äèàìåòðîì 800—1000 ìêì. Îäíàêî äëÿ àäåêâàò-
íîé ìîäåëè ìàëîé îïóõëè in vivo îïòèìàëüíûì ðàçìå-
ðîì ñ÷èòàåòñÿ 300—600 ìêì. Ðàçðàáîòêà è èñïîëüçîâà-
íèå íîâîãî ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ãåíåðàòîðà ìèêðî÷àñ-
òèö ïîçâîëèëè ñíèçèòü ðàçìåð ìèêðîêàïñóë äî 300 ìêì.
Â äàííîé ðàáîòå èçó÷åíà âîçìîæíîñòü ãåíåðèðîâàíèÿ
ìèêðîêàïñóëèðîâàííûõ îïóõîëåâûõ ñôåðîèäîâ, ñôîð-
ìèðîâàííûõ íà îñíîâå ðàçëè÷íûõ ìîíîñëîéíûõ è ñóñ-
ïåíçèîííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà
(Sp2/0, MCF-7, M3, P388, HeLa, THP1 è äð.). Ìèêðîêàï-
ñóëèðîâàííûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
14—28 ñóò. Ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê îöåíèâàëè ïóòåì ïîä-
ñ÷åòà êëåòîê â ãåìîöèòîìåòðå ñ èñïîëüçîâàíèåì òðèïà-
íîâîãî ñèíåãî. Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûëè ïî-
ñòðîåíû êðèâûå ðîñòà è ïîêàçàíî, ÷òî õàðàêòåð ðîñòà
êëåòîê âíóòðè ìèêðîêàïñóë çàâèñèò îò òèïà êëåòî÷íîé
ëèíèè. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëîæåííûé íàìè ìåòîä ìèê-
ðîêàïñóëèðîâàíèÿ ïîçâîëÿåò ãåíåðèðîâàòü îïóõîëåâûå
ñôåðîèäû íà îñíîâå öåëîãî ñïåêòðà ðàçëè÷íûõ êëåòî÷-
íûõ ëèíèé, à òàêæå ïîëó÷àòü ñôåðîèäû íà îñíîâå íîðìà-
ëüíûõ ëèíèé êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà è ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê.
Â äàëüíåéøåì ïîëó÷åííûå ìèêðîêàïñóëèðîâàííûå ñôå-
ðîèäû ïëàíèðóåòñÿ èñïîëüçîâàòüñÿ â êà÷åñòâå íîâûõ ìî-
äåëåé in vitro äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé îíêîëîãèè.
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Íà 3-ñóòî÷íîé êóëüòóðå êðûñèíîé ãëèîìû Ñ6 öèòî-
ôîòîìåòðè÷åñêè îïðåäåëÿëè ðàçìåðû, ïëîùàäè, çàíèìà-
åìûå êëåòêàìè, èõ êîëè÷åñòâî, ñïîñîáíîñòü ê íåéðèòîãå-
íåçó, ñòåïåíü ýëîíãàöèè îòðîñòêîâ è èíäåêñ ïðîëèôåðà-
öèè êàê â «èíòàêòíûõ» óñëîâèÿõ (n = 5), òàê è ïîä
âëèÿíèåì ìûøèíîãî ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ (ÔÐÍ) â êîí-
öåíòðàöèè 100 íã/ìë (n = 3). Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå
Äóëüáåêêî, ñîäåðæàùåé 0.5 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé
ñûâîðîòêè. Èíäèâèäóàëüíûå ðàçìåðû îïóõîëåâûõ ãëèî-
öèòîâ, îöåíèâàåìûå ïî èõ äèàìåòðó, â ïåðâîé ñåðèè ñî-
ñòàâèëè 210 ± 0.83 ìêì è îêàçàëèñü äîñòîâåðíî ìåíüøè-
ìè (P < 0.05), ÷åì âî âòîðîé (22.02 ± 0.03 ìêì). Ñòàòè-
ñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ (P < 0.01) êîñíóëèñü è
ñòàíäàðòíîé ïëîùàäè êëåòîê â êàæäîì (n = 8) ïîñåâå.
Â îáðàáîòàííûõ íåéðîòðîôèíîâûì ïðîòåèíîì îíà íàõî-
äèëàñü íà óðîâíå 224.91 ± 12.66 ìêì2, òîãäà êàê â êîíò-
ðîëüíûõ ïðåïàðàòàõ — 214.00 ± 13.73 ìêì2. Ïîäàâëÿþ-
ùåå áîëüøèíñòâî íåîïëàñòè÷åñêèõ åäèíèö êàê â îïûòå
(44.70 ± 15.35 %), òàê è â êîíòðîëå (58.75 ± 5.19 %) èìå-
ëî ïî äâà âûðîñòà. Íî êîëè÷åñòâî òåõ èç íèõ, êîòîðûå ãå-
íåðèðîâàëè ïî îäíîìó (23.7 ± 1.3 %) èëè ïî òðè
(15.30 ± 0.25 %) îòðîñòêà íà ôîíå äåéñòâèÿ ÔÐÍ, äîñòî-
âåðíî (P < 0.05 è P < 0.01 ñîîòâåòñòâåííî) ïðåâûøàëî òà-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 829



êîâîå â ëèøåííûõ åãî îáðàçöàõ (18.50 ± 1.66 è
13.25 ± 2.95 %). Ýòî íå êàñàåòñÿ ñòåïåíè ýëîíãàöèè îòðî-
ñòêîâ. Ïðè ýêñïîçèöèè ñ íåéðîðîñòîâûì áåëêîì ñðåäíÿÿ
èõ ïðîòÿæåííîñòü ðàâíÿëàñü 125.60 ± 6.27 ìêì, à áåç
íåãî 68.60 ± 4.01 ìêì (P < 0.01). Èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè
êëåòî÷íûõ ýëåìåíòîâ íå ïðåòåðïåâàë ñóùåñòâåííûõ àëü-
òåðàöèé (P < 0.05), ñîñòàâèâ 5.210 ± 1.035 â ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ êóëüòóðàõ è 4.58 ± 0.52 â êîíòðîëüíûõ. Òàêèì
îáðàçîì, ïðè àïïëèêàöèè ÔÐÍ ñòèìóëèðóåò íåéðèòîãå-
íåç è ðîñò öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ âûðîñòîâ ïðè óâåëè÷å-
íèè ðàçìåðîâ è ïëîùàäåé îïóõîëåâûõ ãëèîöèòîâ íà
ôîíå îòñóòñòâèÿ äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â èíäåêñå ïðîëè-
ôåðàöèè îïûòíîé è êîíòðîëüíîé ñåðèé.
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Íà ðàçâèòèå ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ îêà-
çûâàåò âëèÿíèå ìíîæåñòâî ôàêòîðîâ. Âàæíóþ ðîëü â
ïðîöåññàõ êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ, äèôôåðåíöèðîâêè è ìîð-
ôîãåíåçà â ïåðèîä ýìáðèîãåíåçà ìëåêîïèòàþùèõ èãðàþò
ïåïòèäíûå ðîñòîâûå ôàêòîðû. Ïîëó÷åíî ìíîãî äàííûõ,
ïîäòâåðæäàþùèõ îãðîìíîå çíà÷åíèå ôàêòîðîâ ðîñòà è
èõ ðåöåïòîðîâ âî âðåìÿ äðîáëåíèÿ êëåòîê è îáðàçîâàíèÿ
áëàñòîöèñò. Îäíèì èç ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ íîðìà-
ëüíîå ðàçâèòèå ýìáðèîíîâ in vivo, ÿâëÿåòñÿ áåòà-ýíäîð-
ôèí, êîòîðûé ñåêðåòèðóåòñÿ ôîëëèêóëÿðíûìè êëåòêàìè,
îêðóæàþùèìè ÿéöåêëåòêó, è êëåòêàìè ýíäîìåòðèÿ âî
âðåìÿ èìïëàíòàöèè çàðîäûøà â ñòåíêó ìàòêè. Â íà÷àëå
1980-õ ãîäîâ Äæóëèàðä è ñîàâòîðû ïîëó÷èëè èç ýêñòðàê-
òà ïëàöåíòû ÷åëîâåêà ôðàãìåíò 364—377 òÿæåëîé öåïè
IgG (SLTCLVKGFYPSDI), êîòîðûé èìåë 50 % ïîäîáèÿ ñ
öåíòðàëüíîé ÷àñòüþ ìîëåêóëû áåòà-ýíäîðôèíà 10—23.
Ïîçäíåå â Ëàáîðàòîðèè ïåïòèäíûõ áèîðåãóëÿòîðîâ
ÔÈÁÕ ÐÀÍ áûëè ñèíòåçèðîâàíû áåòà-ýíäîðôèíîïîäîá-
íûå ïåïòèäû: èììóíîðôèí (SLTCLVKGFY) è åãî ôðàã-
ìåíòû 6—10 — ïåíòàðôèí (VKGFY) è öèêëîïåíòàðôèí
(cycloVKGFY). Ïîêàçàíî, ÷òî ýòè ôðàãìåíòû ÿâëÿþòñÿ
ñåëåêòèâíûìè àãîíèñòàìè íåîïèîèäíîãî (íå ÷óâñòâèòå-
ëüíîãî ê íàëîêñîíó) ðåöåïòîðà áåòà-ýíäîðôèíà, îáíàðó-
æåííîãî íà êëåòêàõ èììóííîé ñèñòåìû, à òàêæå òî, ÷òî
èììóíîðôèí (10–7 Ì) ñòèìóëèðóåò ðàííåå ðàçâèòèå çàðî-
äûøåé ìûøåé in vitro. Ïîñêîëüêó ïåíòàðôèí è öèêëî-
ïåíòàðôèí ÿâëÿþòñÿ ôðàãìåíòàìè èììóíîðôèíà, â äàí-
íîé ðàáîòå áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå ýòèõ ïåïòèäîâ è áå-
òà-ýíäîðôèíà (10–7 Ì) íà ðàçâèòèå 2-, 4- è 8-êëåòî÷íûõ
çàðîäûøåé ìûøè in vitro. Òàêæå áûëî èçó÷åíî äåéñòâèå
áåòà-ýíäîðôèíà, ïåíòàðôèíà è öèêëîïåíòàðôèíà â ïðè-
ñóòñòâèè áëîêàòîðà îïèîèäíûõ ðåöåïòîðîâ íàëîêñîíà
äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ èññëåäóåìûõ ïåïòè-
äîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âñå èññëåäóåìûå ïåïòèäû íå
îêàçûâàëè îòðèöàòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ðàííåå ðàçâèòèå
çàðîäûøåé ìûøè íà âñåõ ïðîòåñòèðîâàííûõ ñòàäèÿõ.
Ïåíòàðôèí, áåòà-ýíäîðôèí è öèêëîïåíòàðôèí óâåëè÷è-
âàëè æèçíåñïîñîáíîñòü 2-, 4- è 8-êëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ,
ñòèìóëèðîâàëè äåëåíèå áëàñòîìåðîâ, îáðàçîâàíèå è âû-
êëåâûâàíèå áëàñòîöèñò ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ðàííèõ ýìáðèîíîâ â ñðåäå ñ íàëîêñî-
íîì íàáëþäàëîñü áîëüøîå êîëè÷åñòâî àíîìàëèé è ìåíü-
øèé ïðîöåíò çàðîäûøåé äîñòèãàë ñòàäèè áëàñòîöèñòû.

Îäíàêî äîáàâëåíèå íàëîêñîíà â ñðåäó ñ ïåíòàðôèíîì,
öèêëîïåíòàðôèíîì è áåòà-ýíäîðôèíîì íå âëèÿëî íà ðàç-
âèòèå çàðîäûøåé. Ïðîöåññ ðàçâèòèÿ ýìáðèîíîâ è ôîð-
ìèðîâàíèå áëàñòîöèñò ïðîèñõîäèë òàê æå õîðîøî, êàê è
ñ èññëåäóåìûìè ïåïòèäàìè. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðåäïî-
ëîæèëè, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå áåòà-ýíäîðôèíà,
ïåíòàðôèíà è öèêëîïåíòàðôèíà íà ðàííèå çàðîäûøè
ìûøè îñóùåñòâëÿëîñü ÷åðåç íåîïèîèäíûå ðåöåïòîðû
áåòà-ýíäîðôèíà. Íàèáîëåå àêòèâíî íà ðàçâèòèå ðàííèõ
ýìáðèîíîâ âëèÿë öèêëîïåíòàðôèí (10–7 Ì). Êðîìå òîãî,
ïîêàçàíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè öèêëîïåíòàðôèíà íàáëþäà-
ëîñü óñêîðåíèå ðàçâèòèÿ çàðîäûøåé áåç óâåëè÷åíèÿ êî-
ëè÷åñòâà àíîìàëèé. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîç-
ìîæíûì èñïîëüçîâàíèå ïåíòàðôèíà è öèêëîïåíòàðôèíà
êàê íåñïåöèôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ ðîñòà ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè ðàííèõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ äëÿ óëó÷øåíèÿ
èõ êà÷åñòâà è ïîâûøåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè.

ÀÍÀËÈÇ ÇÀÊÎÍÎÌÅÐÍÎÑÒÅÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ ÒÊÀ-
ÍÅÑÏÅÖÈÔÈ×ÅÑÊÈÕ ÃÅÍÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ È ÊËÎ-
ÍÀÕ ÊÓËÜÒÓÐÛ ÏÐÎÒÎÊÎÂÎÉ ÀÄÅÍÎÊÀÐÖÈ-
ÍÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ MiaPaca2. © Ä. À. Øàâî÷êèíà,
È. Ô. Êóñòîâà, À. Ã. Êóçíåöîâà, Í. Ë. Ëàçàðåâè÷. ÍÈÈ
êàíöåðîãåíåçà Ðîññèéñêîãî îíêîëîãè÷åñêîãî íàó÷íîãî
öåíòðà ÐÀÌÍ, Ìîñêâà.

Ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ ýêñïðåññèè ãåïàòî-
öèòàðíûõ ÿäåðíûõ ôàêòîðîâ (HNF è ÃßÔ) è íåêîòîðûõ
äðóãèõ ãðóïï ãåíîâ â êóëüòóðå è êëîíàõ êóëüòóðû êëåòîê
ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà MiaPaca2. ÃßÔ áûëè
îïèñàíû êàê òêàíåñïåöèôè÷åñêèå òðàíñêðèïöèîííûå
ôàêòîðû, îïðåäåëÿþùèå ýêñïðåññèþ áîëüøèíñòâà ôóíê-
öèîíàëüíûõ ãåíîâ ïå÷åíè. Âçàèìîäåéñòâèå è âçàèìíûé
êîíòðîëü âñåõ ÃßÔ ñïîñîáñòâóåò óñòàíîâëåíèþ è ïîä-
äåðæàíèþ ãåïàòîöèòàðíîãî ôåíîòèïà, îòäåëüíûå ôàêòî-
ðû ýòîé ñåòè ýêñïðåññèðóþòñÿ è â äðóãèõ îðãàíàõ.
Òðàíñêðèïöèÿ HNF4á ìîæåò ïðîèñõîäèòü ñ äâóõ íåçàâè-
ñèìî ðåãóëèðóåìûõ ïðîìîòîðîâ — P1 è P2. Ïî-âèäèìî-
ìó, öåíòðàëüíàÿ ðîëü â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ñåòè ÃßÔ
ïðèíàäëåæèò HNF4á, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî îïðåäåëÿåò
îáðàçîâàíèå è äèôôåðåíöèðîâêó öåëîãî ðÿäà îðãàíîâ â
ýìáðèîãåíåçå. Âî âçðîñëîé ïå÷åíè ïðåîáëàäàåò ýêñïðåñ-
ñèÿ èçîôîðìû HNF4á1, òîãäà êàê â ïîäæåëóäî÷íîé æå-
ëåçå àêòèâåí ôàêòîð HNFá7, òðàíñêðèïöèÿ êîòîðîãî
èäåò ñ àëüòåðíàòèâíîãî ïðîìîòîðà. Íàìè ïðîâåäåí àíà-
ëèç ýêñïðåññèè ÃßÔ â êóëüòóðàõ êëåòîê ïðîòîêîâîé àäå-
íîêàðöèíîìû ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû, ðàçëè÷àþùèõñÿ
óðîâíåì êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè, ïðîëèôåðàöèè è
ñîõðàíåíèÿ ýïèòåëèàëüíîé ìîðôîëîãèè. Íàìè ïîêàçàíî,
÷òî ýêñïðåññèÿ èçîôîðìû HNF4á7 íàáëþäàåòñÿ â êóëü-
òóðàõ êëåòîê ñ âûñîêèì óðîâíåì äèôôåðåíöèðîâêè è
ñíèæàåòñÿ â êóëüòóðàõ êëåòîê, èìåþùèõ áîëåå çëîêà÷å-
ñòâåííûé ôåíîòèï. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âîçìîæíîé ðîëè
HNF4á7 â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, îáóñëîâëèâàþ-
ùèõ äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû,
íàìè áûëè ïîëó÷åíû êëîíû êëåòî÷íîé ëèíèè MiaPaca2,
ýêçîãåííî ýêñïðåññèðóþùèå ãåí HNF4á7. MiaPaca2
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííóþ êëåòî÷-
íóþ ëèíèþ ïðîòîêîâîé àäåíîêàðöèíîìû ïîäæåëóäî÷-
íîé æåëåçû. Âîññòàíîâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà HNF4á7
ñóùåñòâåííî ñíèæàåò óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, à
òàêæå èõ ñïîñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ êîëîíèé. Ìåòîäîì
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèåé (ÎÒ-ÏÖÐ) âûÿâëåíû èçìåíåíèÿ â ïàòòåðíå ýêñïðåñ-
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ñèè ãåíîâ, âõîäÿùèõ â ãðóïïó òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, à òàêæå ãåíîâ, àññîöèèðî-
âàííûõ ñ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèåé è ïîääåðæàíèåì
ýïèòåëèàëüíîãî ôåíîòèïà. Â êëîíàõ êóëüòóðû MiaPaca2
íàìè âûÿâëåíà çíà÷èòåëüíàÿ HNF4á7-çàâèñèìàÿ àêòèâà-
öèÿ ýêñïðåññèè ïàíêðåà-ñïåöèôè÷åñêîãî òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà Pdx1, ÿâëÿþùåãîñÿ äèôôåðåíöèðîâî÷-
íûì ìàðêåðîì â-êëåòîê ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû. Êðîìå
òîãî, ìû ïîêàçàëè àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè òêàíåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ãåíà àìèëàçû â êëåòêàõ HNF4á7-ýêñïðåññèðó-
þùèõ êëîíîâ. Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû HNF3ã,
HNF1 è vHNF1 â êëîíàõ, òàê æå êàê è â ñàìîé êóëüòóðå
MiaPaca2, íå ýêñïðåññèðóþòñÿ â îòëè÷èå îò íîðìàëüíîé
òêàíè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû. Îäíàêî íàìè îïèñàíà ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíà âèìåíòèíà â êëåòêàõ êëîíîâ è êóëüòóðû,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîèñõîäÿùåì â êëåòêàõ ýïèòåëè-
àëüíî-ìåçåíõèìàëüíîãî ïåðåõîäà â îòëè÷èå îò êëåòîê
íîðìàëüíîé òêàíè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû, â êîòîðîé ýê-
ñïðåññèðóåòñÿ ãåí Å-êàäõåðèíà. Òàê æå êàê è êëåòêè íîð-
ìàëüíîé òêàíè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû, êëåòêè êóëüòó-
ðû è åå HNF4á7-ïðîäóöèðóþùèõ êëîíîâ ýêñïðåññèðóþò
ãåíû òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ OC-2, C/EBPá è
C/EBPâ. Â îòëè÷èå îò íîðìàëüíîé òêàíè â êëåòêàõ êóëü-
òóðû è åå êëîíàõ ìû íå íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîãî óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ òðàíñôîðìèðóþùèõ ôàêòîðîâ ðîñòà
TGFâ1 è TGFâ2. Òàêèì îáðàçîì, ýêçîãåííàÿ ýêñïðåññèè
ãåíà HNF4á7 ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê, à òàêæå ê àêòèâàöèè ýêñïðåññèè òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà Pdx1 è òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî ãåíà
àìèëàçû, ÷òî ìîæåò ñëóæèòü ïîêàçàòåëåì ïðèîáðåòå-
íèÿ êëåòêàìè áîëåå äèôôåðåíöèðîâàííîãî ôåíîòèïà.
Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ãåíà òêàíåñïåöèôè÷åñêîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
HNF4á7 ìîæåò ÿâëÿòüñÿ êðèòåðèåì ðàçâèòèÿ çëîêà÷åñò-
âåííîãî ôåíîòèïà êëåòîê ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-12151-îôè è ãðàíò ïî ïðîãðàììå ïîääåðæêè âåäó-
ùèõ íàó÷íûõ øêîë ÍØ-5177.2008.4).

ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÅ ÊËÅÒÎÊ ÖÅËÎÌÈ×ÅÑÊÎÉ
ÆÈÄÊÎÑÒÈ È ÖÅËÎÌÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÝÏÈÒÅËÈß ÌÎÐ-
ÑÊÎÉ ÇÂÅÇÄÛ ASTERIAS RUBENS L., ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ
ÍÀ ÐÀÍÍÈÕ ÑÐÎÊÀÕ ÏÎÑËÅ ÍÀÍÅÑÅÍÈß ÐÀÍÛ.
© Í. Ñ. Øàðëàèìîâà, Î. À. Ïåòóõîâà. Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã.

Âàæíóþ ðîëü â ðåãåíåðàöèè è çàùèòíûõ ðåàêöèÿõ
èãëîêîæèõ îò ðàçëè÷íîãî ðîäà èíôåêöèé è ïîâðåæäåíèé
âûïîëíÿþò öåëîìîöèòû (ÖÖ). ÖÖ öèðêóëèðóþò â ñîñòà-
âå öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè (ÖÆ) è ñïîñîáíû ê ôàãîöè-
òîçó èíîðîäíûõ ÷àñòèö è ê îáðàçîâàíèþ àãðåãàòîâ â çî-
íàõ ñóùåñòâåííûõ ïîâðåæäåíèé òåëà, çàòðàãèâàþùèõ
öåëîìè÷åñêèå êàíàëû. Âîñïîëíåíèå êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè ÖÖ ïðè íàíåñåíèè ðàíû ïðîèñõîäèò äîñòàòî÷íî áû-
ñòðî, îäíàêî èñòî÷íèê è îñîáåííîñòè äèôôåðåíöèðîâêè
ýòèõ êëåòîê äî ñèõ ïîð ìàëî èçó÷åíû. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî âîññòàíîâëåíèå ïóëà ÖÖ ìîæåò ïðîèñõîäèòü ëèáî çà
ñ÷åò äåëåíèÿ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â îïðåäåëåííûõ
êàìáèàëüíûõ çîíàõ, ëèáî èñòî÷íèêîì ÿâëÿþòñÿ ìàëî-
äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè äåïî. Îäíèì èç òàêèõ
ïðåäïîëàãàåìûõ êëåòî÷íûõ äåïî ó Asteroidea ðàññìàòðè-
âàþò öåëîìè÷åñêèé ýïèòåëèé (ÖÝ). Ãèñòîëîãè÷åñêèé

àíàëèç êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ÖÖ è ÖÝ, ïðîâåäåííûé
ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì èñòîùåíèè ÖÆ, ïîçâîëèë âûäå-
ëèòü íåñêîëüêî òèïîâ êëåòîê. Àíàëèç äèíàìèêè ïîïóëÿ-
öèé â çàâèñèìîñòè îò ñðîêà âîññòàíîâëåíèÿ ïîêàçàë óâå-
ëè÷åíèå äîëè ÖÖ ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèì îòíîøåíèåì íà 3-å ñóò. Èìåííî ýòîò òèï êëåòîê
ñ÷èòàþò íåäèôôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè-ïðåäøåñò-
âåííèêàìè. Àíàëèç ïîïóëÿöèé êëåòîê ÖÝ ïîêàçàë, ÷òî
ïî êðàéíåé ìåðå íåêîòîðûå òèïû êëåòîê ÖÆ è ÖÝ èìåþò
îáùèå ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, â ÷àñòíîñòè
êëåòêè ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøå-
íèåì. Ïî ðàíåå ïîëó÷åííûì äàííûì, êëåòêè ÖÆ è ÖÝ
A. rubens îñòàþòñÿ æèçíåñïîñîáíûìè â óñëîâèÿõ in vitro
áîëåå 2 ìåñ. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ãèñòîëîãè-
÷åñêèé àíàëèç êëåòîê ÖÆ è ÖÝ â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, à òàêæå àíàëèç ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëå-
òîê in vitro. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà Áåëîìîðñêîé
áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Çîîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà ÐÀÍ.
Äëÿ íàíåñåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû îñîáÿì A. ru-
bens ðàçìåðîì 10—12 ñì îòðåçàëè êîí÷èê ëó÷à è ìàêñè-
ìàëüíî ñïóñêàëè öåëîìè÷åñêóþ æèäêîñòü, ïîñëå ÷åãî çà-
ìåùàëè åå ìîðñêîé âîäîé. Äàëåå êëåòêè ÖÆ è ÖÝ âûäå-
ëÿëè â êóëüòóðó íà ðàçíûõ ñðîêàõ âîññòàíîâëåíèÿ
ïîïóëÿöèé ìåòîäîì ôåðìåíòàòèâíîé äèññîöèàöèè, ïî-
ñëå ÷åãî êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ìîäèôèöèðîâàííîé
ñðåäå Ëåéáîâè÷à â ïðèñóòñòâèè 2 % ñûâîðîòêè. Â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðîâîäèëè ôèêñàöèþ è
äàëüíåéøóþ ãèñòîëîãè÷åñêóþ îêðàñêó ïðåïàðàòîâ, à
òàêæå îöåíèâàëè óðîâåíü âêëþ÷åíèÿ áðîìäåçîêñèóðèäè-
íà äëÿ êîíòðîëÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê.
Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ÖÖ, âûäåëåííûõ â êóëüòóðó
÷åðåç 5 ÷ ïîñëå ïîðàíåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå ñèíöè-
òèåâ. Â îñòàëüíûõ ñëó÷àÿõ êëåòêè ÖÆ â êóëüòóðå îáðàçó-
þò ñåòè; êðîìå òîãî, áûëè îáíàðóæåíû âñå òèïû êëåòîê,
îïèñàííûå ðàíåå ïðè àíàëèçå ñóñïåíçèè êëåòîê. Â îáðà-
çîâàíèè ñåòåé ó÷àñòâóþò ãðàíóëîöèòû è êðóïíûå àãðî-
íóëîöèòû. Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ÖÝ ôîð-
ìèðóþò íåñêîëüêî òèïîâ ìåæêëåòî÷íûõ îáðàçîâàíèé:
àãðåãàòû ìåëêèõ àãðîíóëîöèòîâ ñ òåìíîîêðàøåííûì ÿä-
ðîì; ðàñïëàñòàííûå êëåòêè, îáðàçóþùèå ñåòè, ïîäîáíûå
ñåòÿì ÖÖ (àãðîíóëîöèòû è ãðàíóëîöèòû); îäèíî÷íûå ãðà-
íóëîöèòû; ãðóïïû ðàñïëàñòàííûõ àãðàíóëîöèòîâ ñ áîëåå
ñâåòëûì ÿäðîì. ×àñòî íàáëþäàëè àãðåãàòû ìåëêèõ àãðà-
íóëîöèòîâ, ñèäÿùèõ íà ñåòÿõ. Ñïîñîáíîñòü êëåòîê ÖÝ
ôîðìèðîâàòü ñåòè, ïîäîáíû ñåòÿì ÖÖ, çàâèñåëà îò âðå-
ìåíí*îãî ïåðèîäà ïðîøåäøåãî ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ðàíû. Àíàëèç ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ÖÝ
ïîêàçàë, ÷òî ÷åðåç 2 ìåñ êóëüòèâèðîâàíèÿ îíè ñîõðàíÿþò
ñïîñîáíîñòü âêëþ÷àòü áðîìäåçîêñèóðèäèí (äî 5 %). Ìîð-
ôîëîãè÷åñêè ýòè êëåòêè ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü êàê
êëåòêè ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíè-
åì. Òàêèì îáðàçîì, ïîâåäåíèå êëåòîê ÖÆ è ÖÝ çàâèñèò îò
òîãî, â êàêîé ìîìåíò ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû êëåòêè âûäå-
ëÿëè â êóëüòóðó, ÷òî ìîæåò îòðàæàòü ôóíêöèîíàëüíîå ñî-
ñòîÿíèå êëåòîê, èçìåíåííîå â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòàëü-
íîãî èñòîùåíèÿ ÖÆ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ìîæíî îáíà-
ðóæèòü âñå òèïû êëåòîê, îïèñàííûå ðàíåå in vivo.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-10090-Ê).

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ËÈÍÈÈ ÊËÅÒÎÊ HEK293 ÑÎ ÑÒÀÁÈ-
ËÜÍÎÉ ÒÐÀÍÑÔÅÊÖÈÅÉ YFP-ÌÅ×ÅÍÍÎÃÎ ÝÔÐÈ-

Òåçèñû äîêëàäîâ è ñîîáùåíèé 831



ÍÎÂÎÃÎ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ EphA2 Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÔËÓÎ-
ÐÅÑÖÅÍÒÍÎ-ÀÊÒÈÂÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ÊËÅÒÎ×ÍÎÉ ÑÎÐ-
ÒÈÐÎÂÊÈ. © Ã. Â. Øàðîíîâ,1, 2 Ì. Â. Àñòàïîâà.1 1 Èí-
ñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ, Ìîñêâà, è 2 Ôàêó-
ëüòåò ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Ìîñêîâñêîãî ãîñó-
äàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, sharonov@gmail.com.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îáùåïðèíÿòûì ñòàíäàðòîì ïðè
èññëåäîâàíèè ôóíêöèè áåëêà â êëåòêå ÿâëÿåòñÿ èñïîëü-
çîâàíèå ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ â êà÷åñòâå çîíäîâ. Ïî-
ëó÷åíèå êëåòîê ñ òðàíçèåíòíîé òðàíñôåêöèåé èññëåäóå-
ìîãî õèìåðíîãî áåëêà íå ïðåäñòàâëÿåò ñóùåñòâåííûõ
ïðîáëåì, îäíàêî ðåçóëüòàòû, ïîëó÷àåìûå íà êëåòêàõ ñ
òðàíçèåíòíîé òðàíñôåêöèåé, íå âñåãäà âîñïðîèçâîäèìû.
Íàäåæíûé ïîäõîä äëÿ èçó÷åíèÿ õèìåðíûõ áåëêîâ ïîäðà-
çóìåâàåò ïîëó÷åíèå êëåòîê ñî ñòàáèëüíîé òðàíñôåêöèåé
äàííîãî áåëêà, ÷òî óæå ïðåäñòàâëÿåò îïðåäåëåííûå
òðóäíîñòè. Òðàäèöèîííûé ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ òàêîé ëè-
íèè, çàêëþ÷àþùèéñÿ â ñåëåêöèè òðàíñôèöèðîâàííûõ
êëåòîê ñ ïîìîùüþ àíòèáèîòèêà, çàíèìàåò íå ìåíåå 2 íåä
è äàëåêî íå âñåãäà îêàçûâàåòñÿ óñïåøíûì. Â äàííîé ðà-
áîòå â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû òðàäèöèîííîìó ñïîñîáó
îïðîáîâàí ìåòîä ôëóîðåñöåíòíî-àêòèâèðîâàííîé êëå-
òî÷íîé ñîðòèðîâêè (ÔÀÊÑ) ñ ïîìîùüþ êëåòî÷íîãî ñîð-
òåðà MoFlo (DAKO, Äàíèÿ). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ýêñï-
ðåññèÿ ýôðèíîâîãî ðåöåïòîðà EphA2, êîíúþãèðîâàííîãî
ñ ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì, ñóùåñòâåííî çàìåäëÿåò ðîñò
êëåòîê. Ñåëåêöèÿ àíòèáèîòèêîì â ýòîì ñëó÷àå âûçûâàëà
ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå ÷èñëà êàê EphA2-îòðèöàòåëüíûõ
(EphA2–-êëåòêè), òàê è EphA 2-ïîëîæèòåëüíûõ (Ep-
hA2+-êëåòêè) êëåòîê è â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèëà ê ïî-
òåðå êóëüòóðû èëè âûæèâàíèþ íåáîëüøîãî ÷èñëà Ep-
hA2–-êëåòîê. Ïðè ñîðòèðîâêå íà êëåòî÷íîì ñîðòåðå áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà çàìåäëåíèå ñêîðîñòè ðîñ-
òà EphA2+-êëåòîê, îíè ïðîäîëæàþò äåëèòüñÿ, õîòÿ è ìåä-
ëåííåå, ÷åì EphA2–-êëåòêè. Îòñóòñòâèå àíòèáèîòèêà ïî-
çâîëèëî óâåëè÷èâàòü ÷èñëî òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê â
10—50 ðàç çà 1 íåä. Ïðè ýòîì â êîíöå íåäåëè èç êóëüòó-
ðû âûäåëÿëè EphA2+-êëåòêè, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè
äàëåå. Äîëÿ EphA2+-êëåòîê ñîñòàâèëà 2, 5 è 32 % ïîñëå 1,
2 è 3-é íåä ñîîòâåòñòâåííî. Ðåçóëüòàò óêàçûâàåò íà òî,
÷òî â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ÔÀÊÑ ÿâëÿåòñÿ ïðåäïî÷òèòåëü-
íåå, ÷åì òðàäèöèîííûé ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíî
òðàíñôèöèðîâàííîé ëèíèè êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-01372-à) è ôîíäà ïðåçèäåíòà ÐÔ (ãðàíò
ÌÊ-3160.2008.4).

ÎÏÒÈÌÈÇÀÖÈß ÓÑËÎÂÈÉ ÂÈÒÐÈÔÈÊÀÖÈÈ ÍÀ
ÌÎÄÅËÜÍÎÉ ÊÓËÜÒÓÐÅ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ HEK293.
© Þ. È. Øåèíà, À. Â. Åðåìååâ. Öåíòð ðåïðîäóêòèâíîé
ìåäèöèíû, Êðàñíîÿðñê, shein1@mail.ru.

Â ñâÿçè ñ èíòåíñèâíûì ðàçâèòèåì êëåòî÷íûõ òåõíî-
ëîãèé â îáëàñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîÿâèëàñü íåîáõîäè-
ìîñòü ðàçðàáîòêè àäåêâàòíûõ ìåòîäîâ çàìîðîçêè äàííî-
ãî ìàòåðèàëà. Íà íàñòîÿùèé ìîìåíò íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûì ñïîñîáîì êðèîêîíñåðâàöèè ñòâîëîâûõ
êëåòîê ÿâëÿþòñÿ ìåòîä ìåäëåííîé çàìîðîçêè ñ ïðåäâà-
ðèòåëüíûì îõëàæäåíèåì äî –70 °Ñ è èíêóáàöèè ïðè
ýòîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ñóò. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ
ðàçðàáîòàíû íîâûå ìåòîäû çàìîðîçêè, îñíîâàííûå íà

ïðÿìîì ïîãðóæåíèè êëåòîê â æèäêèé àçîò, áåç ìåäëåí-
íîãî ïðåäâàðèòåëüíîãî îõëàæäåíèÿ (âèòðèôèêàöèÿ).
Ê íåé ìîæíî îòíåñòè ðàçíîîáðàçíûå ìåòîäèêè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ðàçëè÷íûõ êðèîïðîòåêòîðîâ è ðàçëè÷íûõ åì-
êîñòåé äëÿ çàìîðîçêè. Îäíàêî, êàê ïðàâèëî, âèòðèôèêà-
öèè ïîäâåðãàþò ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî êëå-
òî÷íîãî ìàòåðèàëà (íåñêîëüêî äåñÿòêîâ ìèêðîëèòðîâ).
Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ äàííîé ðàáîòû ñòàë ïîäáîð îïòè-
ìàëüíûõ óñëîâèé äëÿ çàìîðîçêè áîëüøèõ êîëè÷åñòâ
(îêîëî 1 ìë) êëåòîê ïðè ïðÿìîì ïîãðóæåíèè èõ â æèä-
êèé àçîò â êðèîïðîáèðêàõ ñ ïîñëåäóþùèì ñîõðàíåíèåì
èõ æèçíåñïîñîáíîñòè. Ïåðâîíà÷àëüíîé öåëüþ ðàáîòû
áûë âûáîð ïðèãîäíûõ äëÿ âèòðèôèêàöèè ñðåä è òåñòèðî-
âàíèå èõ íà ìîäåëüíîì îáúåêòå — êóëüòóðå êëåòîê ëè-
íèè HEK293. Â ðàáîòå îöåíèâàëè ïðîöåíòíîå ñîäåðæà-
íèå âûæèâøèõ êëåòîê ïîñëå çàìîðîçêè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìåòîäà ïðèæèçíåííîé îêðàñêè ýîçèíîì, à òàêæå
ïðîâîäèëè àíàëèç ñîäåðæàíèÿ â êóëüòóðå êëåòîê, âñòó-
ïèâøèõ â àïîïòîç è íåêðîç ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè.
Áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ñðåäû: 1) êîììåð÷åñêàÿ
ñðåäà äëÿ çàìîðîçêè ýìáðèîíîâ (1,2-ïðîïàíäèîë, ñàõàðî-
çà) ñ äîáàâëåíèåì 2 ìÌ äèìåòèëñóëüôîêñèäà; 2) ýìáðèî-
íàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà; 3) ñìåñü ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (80 %) è äèìåòèëñóëüôîêñèäà (20 %);
4) ñðåäà DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è 10 % äèìåòèëñóëüôîêñèäà. Ïîñëå
ðàçìîðîçêè ïðîâîäèëè àíàëèç êëåòîê íà æèçíåñïîñîá-
íîñòü ïðè îêðàøèâàíèè èõ ýîçèíîì è èññëåäîâàíèè îá-
ðàçöîâ â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå. Êðîìå òîãî, ïðîâîäèëè
àíàëèç íà âûÿâëåíèå êëåòîê, âñòóïèâøèõ â àïîïòîç è íå-
êðîç ïðè îêðàøèâàíèè èõ Hoechst 33342 è Propidium
iodide, ïîä ôëóîðåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì. Ðåçóëüòàòû
ñðàâíèëè ñ íåçàìîðîæåííûìè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè.
Áûëè ðàññ÷èòàíû ìåäèàíû è êâàðòèëè (25 è 75) äëÿ âñåõ
ïîêàçàòåëåé. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ ïî-
êàçàòåëåé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèò-
íè. Ïðè îöåíêå ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ âûæèâøèõ êëå-
òîê ïîñëå âèòðèôèêàöèè ÷åòûðüìÿ ñïîñîáàìè áûëî âû-
ÿâëåíî, ÷òî íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ÿâëÿåòñÿ ñïîñîá
çàìîðîçêè ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå êðèîïðîòåêòîðà
ñðåäû äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè ýìáðèîíîâ ñ 2 ìÌ äèìåòèë-
ñóëüôîêñèäà. Ïðè ýòîì ñïîñîáå äîëÿ âûæèâøèõ êëåòîê
äîñòîâåðíî ñíèæàåòñÿ íà 42.2 % â ñðàâíåíèè ñ äîëåé æè-
âûõ êëåòîê â èíòàêòíûõ êîëîíèÿõ (P = 0.049, n = 5). Àíà-
ëèç â êóëüòóðàõ ïîñëå ðàçìîðîçêè êëåòîê, âñòóïèâøèõ â
àïîïòîç è íåêðîç, âûÿâèë, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè âñåõ
âèäîâ ñðåä äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè ïîñëå ðàçìîðîçêè âî
âñåõ êóëüòóðàõ äîñòîâåðíî ïðåîáëàäàåò ïðîöåññ íåêðîçà
(P = 0.049). Â èíòàêòíîé æå êîëîíèè êëåòîê èìååòñÿ òåí-
äåíöèÿ ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà êëåòîê, âñòóïèâøèõ â
àïîïòîç (P = 0.127, n = 5). Òàêèì îáðàçîì, áûëî ïîëó÷å-
íî, ÷òî â ñðàâíåíèè ñ ïîêàçàòåëÿìè æèçíåñïîñîáíîñòè
èíòàêòíûõ íåçàìîðîæåííûõ êëåòîê äîëÿ æèâûõ êëåòîê
ïîñëå âèòðèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñðåäû äëÿ êðèî-
êîíñåðâàöèè ýìáðèîíîâ ñ 2 ìÌ äèìåòèëñóëüôîêñèäà äî-
ñòîâåðíî íàèáîëüøàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè èññëåäî-
âàííûìè ñðåäàìè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè âñåõ ñðåä äëÿ êðè-
îêîíñåðâàöèè ïîñëå ðàçìîðîçêè âî âñåõ êóëüòóðàõ
äîñòîâåðíî ïðåîáëàäàåò ïðîöåññ íåêðîçà.

ÃÅÍÛ ÏÐÎÒÅÈÍÀÇ ÊÀÊ ÏÎÒÅÍÖÈÀËÜÍÛÅ ÀÃÅÍ-
ÒÛ ÏÐÎÒÈÂÎÐÀÊÎÂÎÉ ÒÅÐÀÏÈÈ. © À. Â. Øóáèí,
Í. À. Ëóíèíà, Å. Â. Íîâîñàäîâà, È. Â. Äåìèäþê, Ñ. Â. Êî-
ñòðîâ. Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà,
shavlady@gmail.com.
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Îäíèì èç èíòåíñèâíî ðàçâèâàþùèõñÿ ñîâðåìåííûõ
ïîäõîäîâ ê ëå÷åíèþ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ÿâëÿ-
åòñÿ ãåííàÿ òåðàïèÿ. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïðîàíàëèçè-
ðîâàíî ïðîòèâîðàêîâîå äåéñòâèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
ãåíîâ, îäíàêî ëèøü íåêîòîðûå èç íèõ îêàçàëèñü ïðèãîä-
íûìè äëÿ êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì
àêòóàëüíîé çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ ïîèñê íîâûõ òåðàïåâòè÷å-
ñêèõ ãåíîâ, îáëàäàþùèõ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíî-
ñòüþ. Ïðîòåèíàçû èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â çàïóñêå êëå-
òî÷íîé ãèáåëè, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü ãåíû ýòèõ
ôåðìåíòîâ â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ ïðîòèâîðàêîâûõ
àãåíòîâ. Íà îñíîâå àíàëèçà ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ â êà÷å-
ñòâå êàíäèäàòíûõ áûëè âûáðàíû ãåíû ïðîòåèíàç 2A ïî-
ëèîâèðóñà ÷åëîâåêà è 3Ñ âèðóñà ãåïàòèòà A ÷åëîâåêà, à
òàêæå ãåíû ëèçîñîìàëüíûõ ïðîòåèíàç — êàòåïñèíîâ D è
B. Ðàíåå ñïîñîáíîñòü âûçûâàòü êëåòî÷íóþ ãèáåëü áûëà
ïîêàçàíà äëÿ ïðîòåèíàç 2A è 3C, à òàêæå äëÿ êàòåïñèíîâ
D è B ïðè èõ âûõîäå èç ëèçîñîì â öèòîïëàçìó. Äëÿ îöåí-
êè ñïîñîáíîñòè ïðîòåèíàç âûçûâàòü êëåòî÷íóþ ãèáåëü
áûë ïðåäëîæåí ïîäõîä, îñíîâàííûé íà ðåãóëèðóåìîé ýê-
ñïðåññèè êàíäèäàòíûõ ãåíîâ â ìîäèôèöèðîâàííîé ëè-
íèè êëåòîê HEK293 Tet-OFF, ïîëó÷åííîé íà îñíîâå êóëü-
òóðû êëåòîê HEK293. Ãåíû öåëåâûõ áåëêîâ ââîäèëè â
âåêòîð pBi-EGFP ïîä êîíòðîëü äâóíàïðàâëåííîãî òåòðà-
öèêëèíçàâèñèìîãî ïðîìîòîðà. Ïîä óïðàâëåíèåì òîãî æå
ïðîìîòîðà íàõîäèëñÿ ãåí çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
áåëêà, ÷òî ïîçâîëÿëî äåòåêòèðîâàòü íåñóùèå âåêòîð
êëåòêè. Ãëàâíûì äîñòîèíñòâîì òàêîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ
âîçìîæíîñòü ïðîâîäèòü îöåíêó ñïîñîáíîñòè êàíäèäàò-
íûõ ãåíîâ âûçûâàòü ãèáåëü êëåòîê áåç ïîëó÷åíèÿ ñòà-
áèëüíî òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Ñ èñïîëü-
çîâàíèåì îïèñàííîé ñèñòåìû íàìè áûëà ïðîâåäåíà
îöåíêà ñïîñîáíîñòè ãåíîâ ïðîòåèíàç 2A, 3C, à òàêæå êà-
òåïñèíîâ D è B è èõ âàðèàíòîâ ñ ìîäèôèöèðîâàííûìè
ñèãíàëàìè ñîðòèíãà âûçûâàòü ãèáåëü êëåòîê. Ìîäèôèêà-
öèÿ ñèãíàëîâ ñîðòèíãà êàòåïñèíîâ D è B áûëà ïðîâåäåíà
äëÿ îáåñïå÷åíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ëîêàëèçàöèè áåë-
êîâ. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ïðîòåèíàç 3C è 2A â ëèíèè êëåòîê
HEK293 Tet-OFF ïðèâîäèëà ê êëåòî÷íîé ãèáåëè, äåòåê-
òèðóåìîé ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå ïðîâåäåíèÿ òðàíñôåêöèè. Ðå-
çóëüòàòû äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûìè
ÿäåðíûìè êðàñèòåëÿìè (X¸õñòîì 33258 è èîäèäîì ïðî-
ïèäèÿ) ñâèäåòåëüñòâîâàëè î ãèáåëè êëåòîê ïî ïóòè àïîï-
òîçà. Â òî æå âðåìÿ ýêñïðåññèÿ âñåõ âàðèàíòîâ ãåíîâ êà-
òåïñèíîâ D è B ê êëåòî÷íîé ãèáåëè íå ïðèâîäèëà. Ïîëó-
÷åííûå íàìè äàííûå ïîäòâåðæäàþò, ÷òî ïðîòåèíàçû 2A
ïîëèîâèðóñà ÷åëîâåêà è 3Ñ âèðóñà ãåïàòèòà A ÷åëîâåêà

ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ àãåí-
òîâ ïðîòèâîðàêîâîé ãåííîé òåðàïèè, à òàêæå äåìîíñòðè-
ðóþò âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïðåäëîæåííîé íàìè
ñèñòåìû äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ñïîñîáíîñòè øèðîêîãî ñïåêò-
ðà ãåíîâ âûçûâàòü ãèáåëü êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
íàóêè (ëîò 5.2007-02-2.2-05-01).
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ÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÍÒÍÛÕ ÊÐÀÑÈÒÅ-
ËÅÉ ÊÀÊ ÑÏÎÑÎÁ ÏÀÑÏÎÐÒÈÇÀÖÈÈ ÊËÅÒÎÊ Â ÃÅ-
ÍÅÒÈ×ÅÑÊÈÕ ÊÐÈÎÁÀÍÊÀÕ (ÍÀ ÏÐÈÌÅÐÅ ÐÎÄÀ
SILENE). © À. Ï. ßêîâëåâ, À. Â. ßøêèíà, Ñ. Ã. ßøèíà.
Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïóùèíî, Ìîñêîâ-
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Íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ îïèñàíèÿ æèâûõ îðãàíèçìîâ
ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòèêà ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà. Æèâîé
ìàòåðèàë, êîíñåðâèðóåìûé â êðèîáàíêàõ, íóæäàåòñÿ â
ñèñòåìàòèçàöèè è ïàñïîðòèçàöèè. Äëÿ ýòèõ öåëåé íàèáî-
ëåå âûãîäíî èñïîëüçîâàòü êàðèîòèï êîíñåðâèðóåìîãî
îáúåêòà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êàðèîòèïà ðàñòåíèé ÷àñòî èñ-
ïîëüçóþò ìåòîäèêó ïðèãîòîâëåíèÿ âðåìåííûõ ïðåïàðà-
òîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì èç êîðåøêîâ ñ îêðàñêîé
ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûìè êðàñèòåëÿìè (àöåòîêàðìèíîì, àöå-
òîîðñåèíîì è äð.). Ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ îêðàñêè ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì ôëóîðåñöåíòíûå ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûå
êðàñèòåëè (Hoechst, DAPI è äð.) ñ ïîñëåäóþùèì èçó÷å-
íèåì ïðåïàðàòîâ íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå. Ïðåäëî-
æåí ìåòîä îêðàñêè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì èç êîðåøêîâ
íåêîòîðûõ âèäîâ ðîäà Silene ôëóîðåñöåíòíûì ÄÍÊ-ñïå-
öèôè÷íûì êðàñèòåëåì Hoechst 33342. Äàííûé êðàñèòåëü
èìååò ñðîäñòâî ê ïàðàì AT-îñíîâàíèé, õîðîøî ïðîêðà-
øèâàÿ ÿäåðíûé ìàòåðèàë. Î÷åâèäíûì ïðåèìóùåñòâîì
êðàñèòåëÿ Hoechst ÿâëÿþòñÿ áûñòðîòà ñâÿçûâàíèÿ ñ ÄÍÊ
è èíòåíñèâíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, ïðàêòè÷åñêè áåç âûöâåòà-
íèÿ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòåëåé
âðåìÿ ýêñïåðèìåíòà ñóùåñòâåííî ñîêðàùàåòñÿ. Îñíîâ-
íûì äîñòîèíñòâîì ïðåäëàãàåìîé ìåòîäèêè ÿâëÿåòñÿ âîç-
ìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ òðåõìåðíûõ èçîáðàæåíèé õðîìî-
ñîì, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïîçâîëÿåò ñ áîëüøåé òî÷íîñòüþ
ïîñòðîèòü êàðèîòèï. Èñïîëüçîâàíèå êîíôîêàëüíîé ìèê-
ðîñêîïèè èñêëþ÷àåò îøèáêè ïðè èäåíòèôèêàöèè îò-
äåëüíûõ õðîìîñîì, òàê êàê ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü îáú-
åêò ïî âñåé åãî ãëóáèíå.
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