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Øèðîêî èñïîëüçóåìûé â ïîñëåäíåå âðåìÿ ìåòîä 3D-êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîëó÷åíèåì êëåòî÷íûõ ñôåðîè-
äîâ îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè ìîäåëèðîâàíèÿ è èçó÷åíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé, â òîì ÷èñëå è
â îôòàëüìîëîãèè, ïîçâîëÿÿ èçó÷àòü ñâîéñòâà è ïîâåäåíèå êëåòîê â óñëîâèÿõ, ïðèáëèæåííûõ ê óñëîâèÿì
in vivo. Îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ñòâîëîâûõ êëåòîê ãëàçà äëÿ ðåãåíåðàöèè ðîãîâèöû â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè
ñ÷èòàåòñÿ çîíà ëèìáà. Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè ëèìáà (ÌÌÑÊ-Ë), ÿâëÿþùèåñÿ
ïðîèçâîäíûìè íåðâíîãî ãðåáíÿ, îáëàäàþò øèðîêèì äèôôåðåíöèðîâî÷íûì è ðåãåíåðàòèâíûì ïîòåíöèà-
ëîì. Îäíèì èç óñëîâèé ñîâðåìåííûõ òðåáîâàíèé ê êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê, îñîáåííî äëÿ ïðèìåíåíèÿ
â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå, ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåä. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè èçó-
÷àëè îáðàçîâàíèå êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ÌÌÑÊ-Ë ïðè ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè ýì-
áðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ) â ðîñòîâîé ñðåäå. Ïîêàçàíî, ÷òî çà 7 ñóò. ñïîíòàííî ôîðìèðîâà-
ëèñü æèçíåñïîñîáíûå ñôåðîèäû ÌÌÑÊ-Ë êàê â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, òàê è â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 1% è
10% ÝÒÑ. Â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå âíåøíÿÿ ïîâåðõíîñòü ñôåðîèäîâ ñîñòîÿëà èç îêðóãëûõ êëåòîê. Â ïðè-
ñóòñòâèè ÝÒÑ íàáëþäàëîñü áîëåå ïëîòíîå ïðèìûêàíèå ïîâåðõíîñòíûõ êëåòîê ñ îáðàçîâàíèåì ÷åðåïèöå-
îáðàçíîãî íàðóæíåãî ñëîÿ. Â ñðåäå ñ ÝÒÑ ìåæäó êëåòêàìè âíóòðåííåé çîíû ñèíòåçèðîâàëñÿ âíåêëåòî÷íûé
ìàòðèêñ, íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà îáíàðóæåíî ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå
ñ 10% ÝÒÑ.
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Ââåäåíèå

Ëþáûì êëåòêàì in vitro äëÿ ïîääåðæàíèÿ æèçíåñïî-
ñîáíîñòè è ïðîëèôåðàöèè êðîìå áàçîâûõ ïèòàòåëüíûõ
âåùåñòâ, òàêèõ, êàê ñîëè, ñàõàðà, àìèíîêèñëîòû è âèòà-
ìèíû, íåîáõîäèìû êîìïîíåíòû, ñîäåðæàùèåñÿ â áèîëî-
ãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ è ýêñòðàêòàõ. Â êà÷åñòâå òàêîé äîáàâ-
êè ê ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïðîáîâàëè èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷-
íûå êîìïîíåíòû, íàïðèìåð, ýêñòðàêòû ýìáðèîíîâ, ñïè-
íàëüíóþ è àìíèîòè÷åñêóþ æèäêîñòè, ëèìôó, ìîëîêî, ìî-
ëîçèâî, à òàêæå ïëàçìó êðîâè è ñûâîðîòêè èç ðàçëè÷íûõ
èñòî÷íèêîâ [11]. Ïî äîñòóïíîñòè è ïðîñòîòå õðàíåíèÿ
ïðîùå âñåãî èñïîëüçîâàòü ñûâîðîòêó êðîâè. Ïîýòîìó ýì-
áðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà (ÝÒÑ) ïî-ïðåæíåìó
îñòàåòñÿ ýòàëîííûì êîìïîíåíòîì ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êëåòîê. ÝÒÑ ñîäåðæèò ïèòàòåëüíûé è ãîðìîíàëü-
íûé êîìïîíåíòû, à òàêæå ñâÿçûâàþùèå áåëêè, êîòîðûå
íåîáõîäèìû äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåí-
öèðîâêè è àäãåçèè êëåòîê [16, 26]. Â ðàçíûõ ïàðòèÿõ ÝÒÑ
ñèëüíî âàðüèðóåò ñîñòàâ, ÷òî íå ïîçâîëÿåò ñòàíäàðòèçî-
âàòü ýòîò êîìïîíåíò ðîñòîâûõ ñðåä äëÿ êëåòîê [30]. Êðîìå
òîãî, ïðè èñïîëüçîâàíèè ñûâîðîòêè æèâîòíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ÷åëîâåêà ñ öåëüþ
ïîñëåäóþùåé òðàíñïëàíòàöèè ñóùåñòâóåò îïàñíîñòü èì-
ìóííîãî îòâåòà íà êñåíîãåííûå êîìïîíåíòû ñûâîðîòêè è
âîçìîæíîñòü ïåðåíîñà âèðóñíûõ è ïðèîíîâûõ çàáîëåâà-
íèé. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîäîáíûõ çàäà÷ ðàçðàáàòûâàþò ðàçëè÷-
íûå âàðèàíòû ñèíòåòè÷åñêèõ çàìåíèòåëåé ñûâîðîòêè
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà [9]. Áåññûâîðîòî÷íûå ñðåäû ïðî-

ùå ñòàíäàðòèçîâàòü, îíè áåçîïàñíåå è äåøåâëå â ïðîèç-
âîäñòâå. Íî äëÿ ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê èç-çà íåïîëíîòû
çíàíèé îá èõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ìåòàáîëè÷åñêèõ îñîáåí-
íîñòÿõ òðóäíî çàìåíèòü ñðåäó ñ ÝÒÑ íà ðàñòâîð èçâåñòíûõ
ñîëåé è çàäàííûõ ñèíòåòè÷åñêèõ áåëêîâûõ äîáàâîê â ïî-
äîáðàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ñâåäåíèÿ î âëèÿíèè ñûâîðîò-
êè íà ìîðôîëîãèþ, ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâî÷-
íûé ïîòåíöèàë äëÿ ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê ïðîòèâîðå÷èâû.
Åñòü äàííûå î ïîääåðæàíèè íåäèôôåðåíöèðîâàííîãî
ñòàòóñà êëåòîê â îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè [18]. Íàïðîòèâ, íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûé ñòàòóñ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê íå óäàåòñÿ ïîääåðæàòü áåç äîáàâëåíèÿ ñûâîðîòêè
â ðîñòîâûå ñðåäû [13]. Íà êóëüòóðå ìóëüòèïîòåíòíûõ ìå-
çåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) êîñòíîãî ìîçãà
áûëî óñòàíîâëåíî ñíèæåíèå ýôôåêòèâíîñòè êîëîíèåîá-
ðàçîâàíèÿ â áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåäàõ, õîòÿ íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûé ôåíîòèï êëåòîê ñîõðàíÿëñÿ [19]. Îòñóòñòâèå
ñûâîðîòêè ïîâûøàëî ýôôåêòèâíîñòü èíäóöèðîâàííîé
äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ [8] è ñïîñîáñòâîâàëî õîíäðî-
ãåíåçó â òðåõìåðíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ [9, 20].

Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà è âíåäðåíèå áåññûâîðîòî÷íûõ
ñðåä ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç íåîáõîäèìûõ óñëîâèé ñîâðåìåí-
íûõ òðåáîâàíèé ê êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê, îñîáåííî äëÿ
ïðèìåíåíèÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå. Ýìáðèîíàëüíàÿ òå-
ëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà, êàê êîìïîíåíò æèâîòíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ ñ íåïîñòîÿííûì ñîñòàâîì, îáÿçàòåëüíî äîëæíà áûòü
ïî âîçìîæíîñòè èñêëþ÷åíà èç ñîñòàâà ðîñòîâûõ ñðåä ïî
ýòè÷åñêèì è íàó÷íî-ïðàêòè÷åñêèì ñîîáðàæåíèÿì. Íî
ðàçëè÷íûå ëèíèè è êóëüòóðû êëåòîê îòëè÷àþòñÿ äðóã îò
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äðóãà ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèìè ïàðàìåòðàìè, ïîýòî-
ìó, è ñîñòàâû ñðåä äîëæíû ïîäáèðàòüñÿ èíäèâèäóàëüíî
äëÿ êàæäîé êóëüòóðû. Â ïðîòîêîëàõ íàäëåæàùåé ëàáîðà-
òîðíîé ïðàêòèêè (GLP — good laboratory practice) ïî ðà-
áîòå ñ êóëüòóðàìè êëåòîê (GCCP — good cell culture practi-
ce) âûäåëÿþò ñëåäóþùèå òèïû ïîëíûõ ðîñòîâûõ ñðåä áåç
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè: áåññûâîðîòî÷íûå,
áåçáåëêîâûå ñðåäû, ñðåäû áåç êîìïîíåíòîâ æèâîòíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ è ñèíòåòè÷åñêèå ñðåäû. Â áåññûâîðîòî÷-
íûõ ñðåäàõ íå äîëæíî áûòü ñûâîðîòêè êðîâè, íî ìîãóò
ïðèñóòñòâîâàòü ýêñòðàãèðîâàííûå èç òêàíåé æèâîòíûõ
èëè ðàñòåíèé áåëêè. Áåçáåëêîâûå ñðåäû íå äîëæíû ñî-
äåðæàòü áåëêè ñ áîëüøîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé, íî ìîãóò
ñîäåðæàòü ôðàêöèè îòäåëüíûõ ïåïòèäîâ. Â ñðåäàõ áåç
êîìïîíåíòîâ æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ íå äîëæíî áûòü
ýëåìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ èç æèâîòíûõ èëè îò ÷åëîâåêà, íî
ìîãóò ñîäåðæàòüñÿ ýêñòðàêòû ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, ïðîäóêòû ñèíòåçà äðîææåé èëè áàêòåðèé. Äëÿ âñåõ
âûøåóêàçàííûõ ñðåä íåâîçìîæíî îïèñàòü ïîëíûé õèìè-
÷åñêèé ñîñòàâ. Õèìè÷åñêèé ñîñòàâ äîëæåí áûòü îïèñàí
äëÿ ñèíòåòè÷åñêèõ ñðåä, íå ñîäåðæàùèõ áåëêè, ëèçàòû è
ýêñòðàêòû íåèçâåñòíîãî ñîñòàâà. Ñèíòåòè÷åñêèå ñðåäû
ïðè íåîáõîäèìîñòè äîïîëíÿþò âûñîêîî÷èùåííûìè ãîð-
ìîíàìè è ôàêòîðàìè ðîñòà æèâîòíîãî èëè ðàñòèòåëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ èëè ðåêîìáèíàíòíûìè àíàëîãàìè [27].
Áåññûâîðîòî÷íûå ñðåäû íàõîäÿò ïðèìåíåíèå ïðè ðàçëè÷-
íûõ âàðèàíòàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ: êàê ïðè âåäåíèè êóëüòóð
êëåòîê â ìîíîñëîå — 2D-êóëüòóðà, òàê è ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè â òðåõìåðíûõ 3D-óñëîâèÿõ.

Ïîâåäåíèå, ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü è ôèçèîëî-
ãè÷åñêèå ñâîéñòâà êëåòîê â òðåõìåðíûõ ñèñòåìàõ, â îòëè-
÷èå îò ìîíîñëîÿ, ïðèáëèæåíû ê óñëîâèÿì in vivo. Ïîýòî-
ìó â ïîñëåäíåå âðåìÿ èìåííî â 3D-êóëüòóðàõ ïðîâîäÿò
ìîíèòîðèíã ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, àíàëèçèðóþò æèçíå-
ñïîñîáíîñòü, ìîðôîëîãèþ è äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê
â îòâåò íà ðàçíîîáðàçíûå ñòèìóëû, èçó÷àþò ìåæêëåòî÷-
íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ìèãðàöèþ è èíâàçèþ îïóõîëåâûõ
êëåòîê â îêðóæàþùèå òêàíè, ìåõàíèçìû àíãèîãåíåçà, ìå-
òàáîëèçì ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ [6]. Êðîìå òîãî, òîëüêî
3D-êóëüòóðû ìîæíî ïîääåðæèâàòü â êóëüòóðå â òå÷åíèå
äëèòåëüíîãî âðåìåíè — áîëåå ìåñÿöà, â îòëè÷èå îò ìîíî-
ñëîéíûõ êóëüòóð, êîòîðûå áûñòðî äîñòèãàþò êîíôëóåíò-
íîãî ñîñòîÿíèÿ è òðåáóþò ïîñòîÿííîãî ïåðåñåâà. Ïîýòîìó
èìåííî 3D-êóëüòóðû èñïîëüçóþò â äîëãîñðî÷íûõ èññëå-
äîâàíèÿõ, íàïðèìåð, ïðè èçó÷åíèè îòñðî÷åííûõ ýôôåê-
òîâ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ [10].

Âîçìîæíîñòü 3D-êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, òêàíåâàÿ
èíæåíåðèÿ, ñîâåðøåíñòâîâàíèå ìåòîäîâ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ è ñîñòàâà ðîñòîâûõ ñðåä ïîçâîëÿþò ñîçäàâàòü óíè-
êàëüíûå êëåòî÷íûå ìîäåëè äëÿ ôóíäàìåíòàëüíîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèé òêàíåé è çàáîëåâàíèé
[3]. Îòñóòñòâèå æèâîòíûõ ñî ñòðîåíèåì ãëàç ïîëíîñòüþ
èäåíòè÷íûì ÷åëîâåêó ñïîñîáñòâóåò ñîçäàíèþ ìîäåëåé
in vitro äëÿ èññëåäîâàíèÿ çàêîíîìåðíîñòåé ñòðîåíèÿ è òå-
ðàïèè çðèòåëüíîãî àïïàðàòà ÷åëîâåêà. Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ñòâîëîâûõ êëåòîê ãëàçà,
îñîáåííî äëÿ ðåãåíåðàöèè ðîãîâèöû â íîðìå è ïðè ïàòî-
ëîãèè, ñ÷èòàþò çîíó ëèìáà — 1,5—2 ìì íà ãðàíèöå ðîãî-
âèöû è êîíúþêòèâû. Ñòâîëîâûå êëåòêè ëèìáà ÷åëîâåêà,
îñîáåííî äëÿ ïîäåðæàíèÿ èõ ôåíîòèïà è ñîõðàíåíèÿ
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà êóëüòèâèðóþò
â 3D-ñèñòåìàõ ñ êîëëàãåíîì [15, 22] èëè ôèäåðíûìè
êëåòêàìè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ [17]. Äàæå â íîâûõ

òåõíîëîãèÿõ ñîçäàíèÿ 3D-ñýíäâè÷åé, êîãäà ôèäåðíûå
êëåòêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îòäåëåíû îò êëåòîê
÷åëîâåêà ìåìáðàíîé, ñîõðàíÿåòñÿ êîìïîíåíò æèâîòíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ñî âñåìè âîçìîæíûìè ðèñêàìè êîíòà-
ìèíàöèè ÷åðåç ñðåäó [23].

Øèðîêî èñïîëüçóåìûé â ïîñëåäíåå âðåìÿ âàðèàíò
3D-êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîëó÷åíèåì êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ
îòêðûâàåò íîâûå ïîäõîäû ìîäåëèðîâàíèÿ ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ ñîñòîÿíèé, ïîçâîëÿåò èçó÷àòü ãèñòîãåíåç ïðè ïîìå-
ùåíèè êëåòîê â óñëîâèÿ, âîñïðîèçâîäÿùèå ñòðîåíèå íà-
òèâíûõ òêàíåé. Êëåòî÷íûå ñôåðîèäû ïîëó÷àþò â «âèñÿ-
÷èõ êàïëÿõ» èëè íà íåàäãåçèâíûõ ñóáñòðàòàõ áåç ôèäåðà è
ìàòðèêñà æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Â íàøåé ëàáîðàòî-
ðèè äàâíî èäóò óñïåøíûå ðàáîòû ïî êóëüòèâèðîâàíèþ
ýïèòåëèàëüíûõ è ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ â 3D-óñëîâèÿõ ñ ïîëó÷åíèåì ñôåðîèäîâ [1, 2, 6,
7, 25].

Ïðîòèâîðå÷èâûå ñâåäåíèÿ î âëèÿíèè áåññûâîðîòî÷-
íûõ ñðåä íà ìîðôîëîãèþ è ôèçèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà
êëåòîê, ìàëî÷èñëåííûå äàííûå î ïîëó÷åíèè 3D-êóëüòóð
ÌÌÑÊ-Ë îïðåäåëèëè öåëü íàøåãî èññëåäîâàíèÿ — èçó-
÷åíèå è ñðàâíåíèå äèíàìèêè ôîðìèðîâàíèÿ ñôåðîèäîâ
ÌÌÑÊ-Ë ïðè èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè ÝÒÑ â ðîñòîâîé
ñðåäå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ïî ïðåäëîæåííîé ðàíåå òåõíîëîãèè ïîëó÷àëè ïåðâè÷-
íûå êóëüòóðû ÌÌÑÊ èç òêàíåâûõ ñåãìåíòîâ çîíû ëèìáà
ÌÌÑÊ-Ë ïîñòìîðòàëüíîãî ãëàçà ÷åëîâåêà [4, 5]. Ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ íà òêàíÿõ, âûäåëåííûõ èç
ïîñòìîðòàëüíûõ ãëàç ÷åëîâåêà, ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè
ñ îôèöèàëüíî ïðèíÿòûìè ïðîöåäóðàìè è ñïåöèàëüíûì
ðàçðåøåíèåì â ðàìêàõ çàêîíîäàòåëüñòâà ÐÔ.

Êëåòêè ÌÌÑÊ-Ë äî 4-ãî ïàññàæà êóëüòèâèðîâàëè íà
÷àøêàõ Ïåòðè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (37 Ñ, 5%ÑÎ2)
â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå DMEM/F12 (1:1, ÁèîëîÒ,
Ñàíêò- Ïåòåðáóðã) ñ äîáàâëåíèåì L-ãëóòàìèíà (2 ìÌ/ë,
ÏàíÝêî, Ìîñêâà), ãåíòàìèöèíà (50 ìêã/ìë, ÏàíÝêî), èí-
ñóëèíà-òðàíñôåððèíà-ñåëåíèòà (1:100, ÁèîëîÒ), 20 íã/ìë
bFGF (ProSpec, Èçðàèëü) è 10% ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé
ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ). Ñìåíó ïîëíîé ðîñòîâîé ñðå-
äû îñóùåñòâëÿëè 2—3 ðàçà â íåäåëþ. Ïðè äîñòèæåíèè
êóëüòóðîé 90% êîíôëóýíòíîñòè, ïàññèðîâàëè åå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðîâ âåðñåíà è 0,25% òðèïñèíà, äåé-
ñòâèå òðèïñèíà èíàêòèâèðîâàëè äîáàâëåíèåì ïîëíîé ðî-
ñòîâîé ñðåäû, ïëîòíîñòü êëåòîê ïðè ðàññåâå ñîñòàâëÿëà
100 òûñ.êë./ìë. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê è èõ
æèçíåñïîñîáíîñòè èñïîëüçîâàëè àâòîìàòè÷åñêèé ñ÷åò÷èê
êëåòîê Countess (Invitrogen, ÑØÀ).

Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ êóëüòóð ïðîâî-
äèëè ïî ñëåäóþùèì ìàðêåðíûì áåëêàì: CD29, CD90,
CD105, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD19. Äëÿ èììóíî-
ôåíîòèïèðîâàíèÿ êëåòêè îòìûâàëè îò ïîëíîé ðîñòîâîé
ñðåäû ðàñòâîðîì âåðñåíà, îáðàáàòûâàëè 0,25% ðàñòâîðîì
òðèïñèíà, èíàêòèâèðîâàëè äåéñòâèå ôåðìåíòà äîáàâëå-
íèåì ñðåäû, ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî êëåòîê è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè (7 ìèí, 1000g). Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåí-
äèðîâàëè è àëèêâîòèðîâàëè â ðàñòâîðå ôîñôàòíî-ñîëåâî-
ãî áóôåðà (ðÍ = 7,4) ñ 1% ñûâîðîòêè. Êàæäóþ ïðîáó èí-
êóáèðîâàëè â òåìíîòå (15 ìèí, 25 Ñ) ñ àíòèòåëàìè (10 ìêë
àíòèòåë íà 1 ìëí êëåòîê), êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñ-
öåíòíûìè ìåòêàìè (FITC — fluorescein isothiocyanate, PE

ISSN 2310-0435 5



— phycoerythrin, PC5 Phycoerythrin-Cyanin 5.1). Ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (5 ìèí, 400g) ïðîáû ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â 1 ìë ðàñòâîðà ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà (ðÍ = 7,4) c
1% ñûâîðîòêè â ïðîáèðêàõ äëÿ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðè-
ìåòðà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷-
íîì öèòîôëóîðèìåòðå Cytomics FC-500 (Beckman Coulter,
Inc, ÑØÀ).

Èç îõàðàêòåðèçîâàííûõ ìîíîñëîéíûõ 2D-êóëüòóð
4-ãî ïàññàæà ïîëó÷àëè 3D-êóëüòóðû ÌÌÑÊ-Ë — êëåòî÷-
íûå ñôåðîèäû ïî îðèãèíàëüíîé ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêå
êóëüòèâèðîâàíèÿ â àãàðîçíûõ ïëàíøåòàõ (MicrotissuesTM,
ÑØÀ), ïîñåâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâèëà 250 òûñ.êë./ìë.
Ïî ñîñòàâó ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäû äëÿ 3D-êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè òðè âàðèàíòà, îòëè÷àþùèåñÿ
ñîäåðæàíèåì ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (HyC-
lone, ÑØÀ): 0%, 1% è 10%.

Ñôåðîèäîîáðàçîâàíèå èçó÷àëè â òå÷åíèå 7 ñóòîê ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðèáîðà äëÿ äëèòåëüíîãî ïðèæèçíåííîãî
íàáëþäåíèÿ Cell-IQ (CM Technologies, Ôèíëÿíäèÿ). Ôî-
òîðåãèñòðàöèþ êàæäûå 30ìèí îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû Cell-IQ Imagen, îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðî-
âîäèëè â ïðîãðàììíîì ïàêåòå Cell-IQ Analyzer.

Ñôîðìèðîâàííûå 7-äíåâíûå ñôåðîèäû ôèêñèðîâàëè
è èññëåäîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ñâåòîâîé è ðàñ-
òðîâîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ôèêñàöèþ îñóùåñòâ-
ëÿëè â ãëþòàðîâîì àëüäåãèäå (1,5% ðàñòâîð íà 0,1Ì êà-
êîäèëàòíîì áóôåðå, ðÍ = 7,3, 1—2 ÷àñà), äîôèêñèðîâàëè
OsO4 (1% âîäíûé ðàñòâîð, 1—2 ÷àñà), îáåçâîæèâàëè
â ñïèðòàõ âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè (2 ñìåíû ïî 5 ìèí
â êàæäîé), àöåòîíå (3 ñìåíû ïî 10 ìèí) è çàêëþ÷àëè
â ñìåñü ýïîêñèäíûõ ñìîë Araldite Ì è Araldite Hardener
(Sigma, ÑØÀ), ñ äîáàâëåíèåì êàòàëèçàòîðà DMP30 è
ïëàñòèôèêàòîðà äèáóòèëôòàëàòà. Äëÿ ïîëèìåðèçàöèè
ñìîëû îáðàçöû èíêóáèðîâàëè ïðè +60°Ñ â òå÷åíèå 3—5
ñóòîê. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû ïîëó÷àëè íà óëüòðàòîìå
LKB-111 (Øâåöèÿ), êîíòðàñòèðîâàëè â 1% ðàñòâîðå óðà-
íèëàöåòàòà íà äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è èçó÷àëè ñ ïîìî-
ùüþ ïðîñâå÷èâàþùåãî ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà
JEM-1011. Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòîäà ðàñòðîâîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ñôåðîèäû
ïîñëå ôèêñàöèè è îáåçâîæèâàíèÿ âûñóøèâàëè â êðèòè-
÷åñêîé òî÷êå è ïåðåä ñåàíñîì îáðàçåö íàïûëÿëè â âàêóó-
ìå çîëîòîì, ïîëó÷àÿ ðåïëèêó (îòïå÷àòîê), ïîâòîðÿþùóþ
êîíòóðû îáðàçöà, êîòîðóþ âïîñëåäñòâèè ñêàíèðîâàëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñêàíèðóþùåãî ýëåêòðîííîãî ìèêðî-
ñêîïà CamScan.

×àñòü ðàáîòû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè áûëà âûïîëíåíà íà îáîðóäîâàíèè ëàáîðà-
òîðèè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ÖÊÏ Ìîñêîâñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. Ì.Â.Ëîìîíîñîâà ïðè
ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàó-
êè ÐÔ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

ÌÌÑÊ-Ë â óñëîâèÿõ ìîíîñëîéíîãî 2D-êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ôîðìèðîâàëè ìîíîñëîé è ñîõðàíÿëè âûñîêèé ïðî-
ëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë äî 4 ïàññàæà. ÌÌÑÊ-Ë èìåëè
õàðàêòåðíóþ âåðåòåíîâèäíóþ ôîðìó, äèàìåòð êëåòîê
â ñóñïåíçèè ïðè ïàññèðîâàíèè íå ïðåâûøàë 12 ìêì. Íà
4-ì ïàññàæå ÌÌÑÊ-Ë ýêñïðåññèðîâàëè õàðàêòåðíûå äëÿ
ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ìàðêåðû (CD105, CD90 è CD29),
ïðàêòè÷åñêè íå ýêñïðåññèðîâàëè ìàðêåðû ãåìîïîýòè÷å-
ñêîãî è ëèìôîöèòàðíîãî ðÿäà CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD19. Ñâåäåíèÿ îá èììóíîôåíîòèïè÷åñêîì àíà-
ëèçå êóëüòóðû ïðèâåäåíû â òàáëèöå.

Ïîëó÷åííàÿ êóëüòóðà ÌÌÑÊ-Ë ñîîòâåòñòâóåò ðåçóëü-
òàòàì äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé, âûäåëÿâøèõ ìåçåíõèìíóþ
ïîïóëÿöèþ èç ëèìáà ãëàçà ÷åëîâåêà. Óæå õîðîøî èçâåñò-
íî, ÷òî ÌÌÑÊ-Ë — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå êëåò-
êè, ïîäîáíûå ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà [21]. Áîëåå òîãî,
ÌÌÑÊ-Ë ÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî íèøåîáðàçóþùèìè êëåò-
êàìè äëÿ ýïèòåëèàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ëèìáà, ïðè
îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ îíè ìîãóò ìåíÿòü ôåíîòèï íà
ýïèòåëèàëüíûé è ó÷àñòâîâàòü â âîññòàíîâëåíèè, ïðåæäå
âñåãî ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû. ÌÌÑÊ-Ë â ýìáðèîãåíåçå áåðóò
íà÷àëî îò ïðîèçâîäíûõ íåðâíîãî ãðåáíÿ. Ýòà óíèêàëüíàÿ
ïîïóëÿöèÿ êëåòîê êîýêñïðåññèðóåò ìàðêåðû êëàññè÷å-
ñêèõ ÌÌÑÊ (CD13, CD29, CD44, CD56, CD73, CD105) è
ãåìîïîýòè÷åñêèå ìàðêåðû CD11b, CD34, CD133. Ïîëó-
÷åííûå íàìè äàííûå èììóíîôåíîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà
ÌÌÑÊ-Ë ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè àìåðèêàíñêèõ
ó÷¸íûõ [24].

ÌÌÑÊ-Ë ïîëó÷åííîé è îõàðàêòåðèçîâàííîé êóëüòó-
ðû 4-ãî ïàññàæà ïåðåâîäèëè â óñëîâèÿ 3D-êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â àãàðîçíûõ ïëàíøåòàõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ
ñôåðîèäîâ, ïîçâîëÿþùåé â êàæäîé ëóíêå ïëàíøåòà ïîëó-
÷àòü ñòàíäàðòíûå ñôåðîèäû èç îäèíàêîâîãî êîëè÷åñòâà
êëåòîê. Åäèíñòâåííûì êîìïîíåíòîì æèâîòíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ â òàêîé ñèñòåìå ÿâëÿëàñü ÝÒÑ. Äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ èñïîëüçîâàëè áåññûâîðîòî÷íóþ ðîñòîâóþ ñðåäó è
ñðåäû ñ äîáàâëåíèåì 1% è 10% ÝÒÑ.
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Òàáëèöà

Èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè çîíû ëèìáà ÷åëîâåêà (ÌÌÑÊ-Ë) íà 4-ì ïàññàæå

Àíàëèçèðóåìûå ìàðêåðû ÌÌÑÊ-Ë (ñòðîìàëüíûå êëåòêè çîíû ëèìáà)

CD105 (ýíäîãëèí) 99,5%

CD90 (Thy-1, ãëèêîïðîòåèí ñóïåðñåìåéñòâà èììóíîãëîáóëèíîâ) 100%

CD29 (ðåöåïòîð ôèáðîíåêòèíà, ñóáúåäèíèöà �1-èíòåãðèíà) 100%

CD45 (LCA, îáùèé àíòèãåí ëåéêîöèòîâ) 16,8%

CD34 (ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí ïðåäøåñòâåííèêîâ ãåìîïîýçà) 5%

CD14 (àêòèâèðóþùèé ìàêðîôàãè ðåöåïòîð ëèïîïîëèñàõàðèäîâ è ýíäîòîêñèíîâ) 11,0%

CD11b (èíòåãðèí �-Ì, ó÷àñòâóþùèé âî âçàèìîäåéñòâèè ëèìôîöèòîâ) 21,9%

CD19 (Â-ëèìôîöèòàðíûé àíòèãåí) 2,7%
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Ðèñ. 2. Ïîâåðõíîñòíàÿ çîíà ñôîðìèðîâàííûõ 7-äíåâíûõ ñôåðîèäîâ êóëüòèâèðîâàííûõ â ñðåäàõ ñ ðàçíûì ñîäåðæàíèåì ÝÒÑ:
À, Ã — áåññûâîðîòî÷íàÿ ñðåäà, Á, Ä — 1% ÝÒÑ; Â, Å — 10% ÝÒÑ.
À—Â — ïðîñâå÷èâàþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ; Ã—Å — ðàñòðîâàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ôîðìèðîâàíèÿ ñôåðîèäîâ ÌÌÑÊ-Ë ïðè ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè ÝÒÑ â ñðåäå:
À-Ã — áåññûâîðîòî÷íàÿ ñðåäà (À — 0 ÷àñîâ, Á — 24 ÷àñà, Â — 3 ñóòêè, Ã — 7 ñóòêè); Ä-Ç — 1% ÝÒÑ â ñðåäå (Ä — 0 ÷àñîâ, Å — 24 ÷àñà, Æ — 3 ñóòêè,
Ç — 7 ñóòêè); È—Ê — 10% ÝÒÑ â ñðåäå (È — 0 ÷àñîâ, Ê — 24 ÷àñà, Ë — 3 ñóòêè, Ì — 7 ñóòêè). Ïðèæèçíåííàÿ öåéòðàôåðíàÿ ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ
ñ ôàçîâûì êîíòðàñòîì. Èçìåðèòåëüíûé îòðåçîê 200 ìêì.



Ìåòîä ïðèæèçíåííîé öåéòðàôåðíîé ìèêðîñêîïèè íà
ïðèáîðå Cell-IQ (CM Technologies) ïîçâîëèë â äèíàìèêå
íàáëþäàòü ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ñôåðîèäîâ â 3D-êóëü-
òóðå â ðàçíûõ ðîñòîâûõ ñðåäàõ. Îáùàÿ äèíàìèêà ôîðìè-
ðîâàíèÿ ñôåðîèäîâ íå çàâèñåëà îò íàëè÷èÿ è êîëè÷åñòâà
ÝÒÑ â ñðåäå — ïðîöåññ êîìïàêòèçàöèè íà÷èíàëñÿ óæå
â ïåðâûå ñóòêè (ðèñ. 1Á,Å,Ê) 3D-êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïðî-
äîëæàëñÿ äî 7 ñóòîê (ðèñ. 1Ã,Ç,Ì). Îäíàêî ïðè ìàêñè-
ìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ÝÒÑ (10%) êîìïàêòèçàöèÿ ïðîõî-
äèëà áûñòðåå — óæå íà 3 ñóòêè ðàçìåð ñôåðîèäîâ áûë
ïðèáëèæåí ê äèàìåòðó ñôîðìèðîâàííîãî êîìïàêòíîãî
7-äíåâíîãî ñôåðîèäà (ðèñ. 1Ë). Ðàçìåð ñôîðìèðîâàííûõ
ñôåðîèäîâ ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ÝÒÑ ïðàêòè÷åñêè
íå îòëè÷àëñÿ è ñîñòàâëÿë ïðèìåðíî 200ìêì. Àíàëèç èçîá-
ðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè
ñ ôàçîâûì-êîíòðàñòîì, âûÿâèë ðàçíèöó â îáùåì ñòðîå-
íèè ñôåðîèäîâ ïðè ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè ÝÒÑ. Â áåñ-
ñûâîðîòî÷íîé ñðåäå (ðèñ. 1Ã) è ïðè 1% ÝÒÑ (ðèñ. 1Ç) ïî-
âåðõíîñòü ñôîðìèðîâàííûõ ñôåðîèäîâ áûëà ðûõëîé, â òî
âðåìÿ êàê íà ïîâåðõíîñòè ñôåðîèäîâ, êóëüòèâèðîâàííûõ
â ïðèñóòñòâèè 10% ÝÒÑ (ðèñ. 1Ì), íà ðîâíîé ïîâåðõíî-
ñòè ñôåðîèäîâ íàáëþäàëè ëèøü åäèíè÷íûå îêðóãëûå
êëåòêè. Ïîýòîìó áûë ïðîâåäåí äàëüíåéøèé àíàëèç ìîð-
ôîëîãèè ïîëó÷åííûõ çðåëûõ 7-äíåâíûõ ñôåðîèäîâ.

Êëåòî÷íûå ñôåðîèäû ñîñòîÿò èç ïîâåðõíîñòíîé è
âíóòðåííåé çîí, îòëè÷àþùèõñÿ ìîðôîëîãèåé è èììóíî-
ôåíîòèïîì êëåòîê [7, 25]. Àíàëèç ñòðîåíèÿ ïîâåðõíîñò-
íîé çîíû ñôåðîèäîâ ÌÌÑÊ-Ë ìåòîäàìè ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè ïîäòâåðäèë íàáëþäåíèÿ, ïîëó÷åííûå ìåòî-
äîì ïðèæèçíåííîé öåéòðàôåðíîé ìèêðîñêîïèè. Â áåñ-
ñûâîðîòî÷íîé ñðåäå ïîâåðõíîñòíûå êëåòêè áûëè îêðóã-
ëîé ôîðìû è ðàñïîëàãàëèñü ðûõëî (ðèñ. 2À,Ã), â òî âðåìÿ
êàê äîáàâëåíèå ìèíèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ñûâîðîòêè (1%
ÝÒÑ) ñòèìóëèðîâàëî ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà ïîâåðõ-
íîñòè ñôåðîèäîâ (ðèñ. 2Á,Ä). Ïðè äîáàâëåíèè â ðîñòîâóþ
ñðåäó 10% ÝÒÑ íàáëþäàëîñü ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ðàñïëà-
ñòûâàíèå íàðóæíûõ ñëîåâ êëåòîê è ïîñòåïåííîå óïëîòíå-
íèå ïîâåðõíîñòíîé çîíû â 3D-êóëüòóðå (ðèñ. 2Â,Å). Çà
ñ÷åò ðàñòÿæåíèÿ êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè ñôåðîèäà â ñðåäå
ñ äîáàâëåíèåì ÝÒÑ óâåëè÷èâàëñÿ èõ ðàçìåð — åñëè ðàç-
ìåð îãðóãëûõ êëåòîê â îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè ñîñòàâëÿë
â ñðåäíåì 5 ìêì, òî ïðè äîáàâëåíèè ÝÒÑ íàèáîëüøàÿ
ïðîòÿæåííîñòü âûòÿíóòûõ êëåòîê äîñòèãàëà 15 ìêì.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç ñòðîåíèÿ
âíóòðåííåé îáëàñòè ñôåðîèäîâ òàêæå âûÿâèë îïðåäåëåí-
íûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñôåðîèäàìè, êóëüòèâèðîâàííûìè

â ñðåäàõ ñ ðàçíûì ñîäåðæàíèåì ÝÒÑ. Â áåññûâîðîòî÷íîé
ñðåäå âíóòðåííÿÿ çîíà ñôåðîèäîâ áûëà ïðåäñòàâëåíà ðûõ-
ëî ðàñïîëîæåííûìè ïîëèãîíàëüíûìè êëåòêàìè. Â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê ïðèñóòñòâîâàëî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìèòî-
õîíäðèé, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î âûñîêîì óðîâíå ýíåð-
ãåòè÷åñêîãî îáìåíà â êëåòêàõ (ðèñ. 3À).

Îáùàÿ ìîðôîëîãèÿ êëåòîê âíóòðåííåé çîíû â ñôåðîè-
äàõ, êóëüòèâèðîâàííûõ â ðîñòîâîé ñðåäå ñ ÝÒÑ, íå îòëè-
÷àëàñü îò òàêîâîé â ñôåðîèäàõ èç áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû
— ìåëêîçåðíèñòàÿ öèòîïëàçìà, áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìè-
òîõîíäðèé. Ðàçëè÷èÿ âíóòðåííåé çîíû âûÿâèëè ïðè èçó-
÷åíèè ôîðìèðîâàíèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Äîáàâëå-
íèå â ðîñòîâóþ ñðåäó äàæå 1% ÝÒÑ çàïóñêàëî â êëåòêàõ
ñèíòåç íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
(ðèñ. 3Á). Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ÝÒÑ â ðîñòîâîé ñðåäå
äî 10% äîïîëíèòåëüíî ñòèìóëèðîâàëî ñèíòåç âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå âíóòðåííåé
çîíû ñôåðîèäîâ (ðèñ. 3Â). Âåðîÿòíî, èìåííî ýòîò ïðî-
öåññ ñïîñîáñòâîâàë ðàñïëàñòûâàíèþ êëåòîê ïîâåðõíîñò-
íîé çîíû è ïðèâîäèë ê óâåëè÷åíèþ ñêîðîñòè êîìïàêòèçà-
öèè ñôåðîèäîâ â ñðåäå ñ 10% ÝÒÑ.

Èçâåñòíî, ÷òî â áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåäàõ ÌÑÑÊ-Ë
ñïîíòàííî ôîðìèðóþò ñôåðîèäû [21]. Ìû ïîëó÷èëè ñôå-
ðîèäû ÌÌÑÊ-Ë êàê â áåññûâîðîòî÷íîé ðîñòîâîé ñðåäå,
òàê è â ñðåäàõ ñ 1% è 10% ÝÒÑ. Ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ
ñôåðîèäîâ âî âñåõ ñëó÷àÿõ çàíèìàë 7 ñóòîê, äèàìåòð
ñôîðìèðîâàííûõ ñôåðîèäîâ ñîñòàâëÿë 200 ìêì.

Ðàçðàáîòêà òåõíîëîãèè êóëüòèâèðîâàíèÿ áåç ñûâî-
ðîòêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ âàæíà äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåãî ïðèìåíåíèÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå. Ïîêà àêòèâ-
íî íàêàïëèâàþòñÿ ñâåäåíèÿ î ñòðîåíèè è ôóíêöèîíàëü-
íîì ïîòåíöèàëå êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ. Ðàáîòû ïî ïîëó-
÷åíèþ ñôåðîèäîâ â áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåäàõ åäèíè÷íû.
Íàïðèìåð, â ïîðàõ êîììåð÷åñêîãî ïðîäóêòà íà îñíîâå
àëüãèíàòîâ AlgiMatrix â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå óñïåøíî
ïîëó÷èëè æèçíåñïîñîáíûå ñôåðîèäû èç ÌÌÑÊ Âàðòî-
íîâîãî ñòóäíÿ ïóïîâèíû áûêà [12]. Íî, ê ñîæàëåíèþ, èñ-
ñëåäîâàòåëè íå îõàðàêòåðèçîâàëè ïîëó÷åííûå ñôåðîèäû.
Áîëüøèíñòâî èññëåäîâàòåëåé ïðè ïîëó÷åíèè ñôåðîèäîâ
â áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåäàõ êîìïåíñèðóþò ÝÒÑ ïëàçìîé
êðîâè è ôàêòîðàìè ðîñòà. Òàê, äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñôåðîèäîâ ÌÌÑÊ èç ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè ÷åëîâå-
êà èñïîëüçîâàëè 2% ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ñ äîáàâëåíè-
åì âûäåëÿåìîãî òðîìáîöèòàìè ôàêòîðà ðîñòà (PDGF) è
ãåïàðèíà. Â ïîëó÷åííûõ ñôåðîèäàõ îòñóòñòâîâàëè òàêèå
êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êàê êîëëàãåíû,
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Ðèñ. 3. Ñòðîåíèå êëåòîê âíóòðåííåé çîíû 7-äíåâíûõ ñôåðîèäîâ ÌÌÑÊ-Ë â ñðåäàõ ñ ðàçíûì ñîäåðæàíèåì ÝÒÑ:
À — áåññûâîðîòî÷íàÿ ñðåäà, ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ìèòîõîíäðèè; Á — 1% ÝÒÑ, ñèíòåç âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è ïîÿâëåíèå ðàçâèòîãî öèòîñêå-
ëåòà â êëåòêå; Â — 10% ÝÒÑ, âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå âíóòðåííåé çîíû ñôåðîèäà. Ïðîñâå÷èâàþùàÿ ýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ.



ôèáðîíåêòèí, ýëàñòèí è ãèàëóðîíîâàÿ êèñëîòà [14].
Ñôåðîèäû èç ìèîáëàñòîâ ìûøè êóëüòèâèðîâàëè â áåñ-
ñûâîðîòî÷íîé ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì ôàêòîðîâ ðîñòà ôèá-
ðîáëàñòîâ (bFGF), ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà
(hEGF) è B27 supplement, íî ïîëó÷åííûå ìèîñôåðû íå
áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû [28].

Êðîìå òîãî, ñóùåñòâóþò äàííûå î íåãàòèâíîì âëèÿ-
íèè ÝÒÑ íà êåðàòîöèòû — îñíîâíûå êëåòêè ðîãîâèöû,
ôîðìèðóþùèåñÿ â ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ëèìáà. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå ñ ÝÒÑ
êåðàòîöèòû òåðÿëè õàðàêòåðíûé äëÿ ñîñòîÿíèÿ in vivo ïî-
êîÿùèéñÿ ôåíîòèï è ïðèîáðåòàëè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûé
ôåíîòèï ñ èçìåíåííûìè ôèçèîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè.
Â ïðèñóòñòâèè 2-10% ÝÒÑ ñíèæàëàñü èëè ïðåêðàùàëàñü
ïðîäóêöèÿ îñíîâíîãî êîìïîíåíòà ðîãîâèöû — êåðàòàí
ñóëüôàòà, à ñèíòåç äåðìàòàí ñóëüôàòà, íàîáîðîò, ïîâû-
øàëñÿ. Èññëåäîâàòåëè èç ßïîíèè ïîêàçàëè, ÷òî áåññûâî-
ðîòî÷íûå ñðåäû ñïîñîáñòâîâàëè ïîääåðæàíèþ ìîðôîëî-
ãèè êåðàòîöèòîâ è ñîõðàíåíèþ ñèíòåçà êåðàòàí ñóëüôàòà,
êàê â 2D, òàê è â 3D-êóëüòóðàõ [29].

Â íàøåì èññëåäîâàíèè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
ÌÌÑÊ-Ë â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå ôîðìèðîâàëèñü æèç-
íåñïîñîáíûå ñôåðîèäû. Ïîâåðõíîñòíûå êëåòêè ñôåðîè-
äîâ ñîõðàíÿëè îêðóãëóþ ôîðìó, ìåæäó êëåòêàìè ïîâåðõ-
íîñòíîé è âíóòðåííåé çîí íå âûÿâëåíû êîìïîíåíòû âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ñèíòåç âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
â ñôåðîèäàõ ñòèìóëèðîâàëî äîáàâëåíèå ÝÒÑ â ðîñòîâóþ
ñðåäó. Îäíèì èç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà ÿâëÿåòñÿ ôèáðîíåêòèí, ïîâåðõíîñòíûé áåëîê,
íåîáõîäèìûé äëÿ êîíòðîëÿ ôîðìû êëåòîê è ìåæêëåòî÷-
íûõ âçàèìîäåéñòâèé [16]. Âåðîÿòíî, ÝÒÑ ñòèìóëèðóåò
ñèíòåç ôèáðîíåêòèíà ÌÌÑÊ-Ë. Ïîÿâëåíèå âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà, ðàçâèòûé öèòîñêåëåò, â ñðåäå ñ ÝÒÑ, âåðî-
ÿòíî, ñïîñîáñòâîâàëè èçìåíåíèþ ôîðìû ïîâåðõíîñòíûõ
êëåòîê, èõ ðàñïëàñòûâàíèþ. Íî, êîíå÷íî, ìåõàíèçìû
êîìïàêòèçàöèè è ôîðìèðîâàíèÿ ñôåðîèäîâ ÌÌÑÊ-Ë
â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå è â ïðèñóòñòâèè ÝÒÑ òðåáóþò
äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Ïîëó÷åííûå íàìè íîâûå äàííûå ñðàâíèòåëüíîãî àíà-
ëèçà ôîðìèðîâàíèÿ ñôåðîèäîâ ÌÌÑÊ-Ë â áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäå è â ïðèñóòñòâèè ÝÒÑ ðàñøèðÿþò è äîïîëíÿ-
þò ñâåäåíèÿ î êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ. Ïîêàçàííàÿ âîçìîæ-
íîñòü ïîëó÷åíèÿ æèçíåñïîñîáíûõ ñôåðîèäîâ ÌÌÑÊ-Ë
ñ ñîõðàíåíèåì âûñîêîé ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëå-
òîê â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îò-
êðûâàåò íîâûå ïåðñïåêòèâû â ðàçðàáîòêå òåðàïåâòè÷å-
ñêèõ êëåòî÷íûõ ïðåïàðàòîâ.

Çàêëþ÷åíèå

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû ïîëó÷èëè ñïîíòàííî
ñôîðìèðîâàâøèåñÿ æèçíåñïîñîáíûå ñôåðîèäû ÌÌÑÊ-Ë
êàê â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, òàê è â ñðåäå ñ ñîäåðæàíèåì
1 è 10% ÝÒÑ. Ôîðìèðîâàíèå ñôåðîèäîâ ïðîèñõîäèëî çà 7
ñóòîê, ïóñêîâûì ôàêòîðîì ÿâëÿëîñü îòñóòñòâèå àäãåçèè
ê ñóáñòðàòó, à íå íàëè÷èå ñûâîðîòêè â ñðåäå. Âî âñåõ âàðè-
àíòàõ ðîñòîâûõ ñðåä êëåòêè ñôåðîèäîâ èìåëè âûñîêóþ
ýíåðãåòè÷åñêóþ è ìåòàáîëè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, õîðîøî
áûëè ðàçâèòû ìèòîõîíäðèè è âåçèêóëÿðíûé òðàíñïîðò.
Îäíàêî ïðèñóòñòâèå ÝÒÑ â ñðåäå âëèÿëî íà êîìïàêòèçà-
öèþ ñôåðîèäîâ, òîëüêî ïðè 10% ñûâîðîòêè êëåòêè ïîâåðõ-
íîñòíîé çîíû áûëè óïëîùåíû. Â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå
êëåòêè ïîâåðõíîñòíîé çîíû áûëè îøàðåíû, äîáàâëåíèå

1% ÝÒÑ èíèöèèðîâàëî èõ ðàñïëàñòûâàíèå ïî ïîâåðõíîñòè
ñôåðîèäîâ. Â ñðåäå ñ ÝÒÑ ìåæäó êëåòêàìè âíóòðåííåé çî-
íû ñèíòåçèðîâàëñÿ âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, íàèáîëüøåå
êîëè÷åñòâî âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà îáíàðóæåíî ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ 10% ÝÒÑ. Âåðîÿòíî, èìåííî
âûçâàííûé íàëè÷èåì ÝÒÑ ñèíòåç âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
âëèÿë íà èçìåíåíèå ôîðìû êëåòêàìè ïîâåðõíîñòíîé çîíû,
ñòèìóëèðîâàë èõ ðàñïëàñòûâàíèå ñ ôîðìèðîâàíèåì ÷åðå-
ïèöåîáðàçíûõ ñëîåâ.

Ïîëó÷åíèå ñôåðîèäîâ êëåòîê òêàíåé ãëàçà, â òîì ÷èñ-
ëå ÌÌÑÊ-Ë, îòêðûâàåò íîâûå ïåðñïåêòèâû â ðàçðàáîòêå
òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ äëÿ êóïèðîâàíèÿ è ëå÷åíèÿ ïà-
òîëîãèè è áîëåçíåé çðèòåëüíîãî àïïàðàòà.
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Widely used 3D culture technique, which allows obtaining cellular spheroids, opens up new opportunities for
modelling and studying pathological conditions, including ophthalmological ones, studying cellular characteristics
and behavior in environment close to in vivo conditions. Limbal zone is considered to be the main source of eye
stem cells for cornea regeneration under both normal and pathological conditions. Limbal multipotent
mesenchymal stromal cells that are the derivative of neural crest have a wide potential for differentiation and re-
generation. One of the up-to-date requirements for cell cultures, especially in clinical practice, is the use of se-
rum-free media. The current article is concerned with studying formation of cellular spheroids from primary
L-MMSC cell culture in growth media containing different concentrations of fetal bovine serum (FBS). We showed
that both in serum-free and serum-containing (1% and 10%) media cells formed viable spheroids by the 7th day. In
serum-free medium spheroids’ surface was performed with round cells, whereas addition of different concentra-
tions of serum resulted in formation of tegular surface layer. In the media containing serum the inner cells of
spheroids synthesized intercellular matrix, with the greater amount of matrix after culturing in medium with 10% of
FBS.

Key words: 3D culture, cellular spheroids, limbal multipotent mesenchymal stromal cells, fetal bovine serum,
serum-free medium
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