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ÈÕ ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÉ ÏÎËÍÎÖÅÍÍÎÑÒÈ

Èíñòèòóò ïðîáëåì êðèîáèîëîãèè è êðèîìåäèöèíû ÍÀÍ Óêðàèíû (ã. Õàðüêîâ)

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ íàó÷íî-èññëåäî âà-
òåëüñêîé òåìû 2.2.6.35 «Îö³íêà ñòàíó ïóëà ñòîâáóðî âèõ 
ãåìîïîåòè÷íèõ êë³òèí ç ìåòîþ îïòèì³çàö³¿ ë³êóâàííÿ 
àóòî³ìóííèõ çàõâîðþâàíü êð³îêîíñåðâîâàíèìè ïðî-
äóêòàìè åìáð³îôåòîïëàöåíòàðíîãî êîìïëåêñó», 
¹ ãîñ.ðåãèñòðàöèè 0107U000535.

Âñòóïëåíèå. Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâ-
ëåíèé â ðåøåíèè ïðîáëåìû äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ 
ïðåïàðàòîâ êëåòî÷íîé è òêàíåâîé òåðàïèè ñ öåëüþ 
äàëüíåéøåãî êëèíè÷åñêîãî èõ èñïîëüçîâàíèÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ èõ íèçêîòåìïåðàòóðíîå êîíñåðâèðîâàíèå 
[4]. Èìåííî ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò íå òîëüêî õðà-
íèòü îáðàçöû íà ïðîòÿæåíèè äëèòåëüíîãî âðåìåíè 
è èñïîëüçîâàòü ïî ìåðå âîñòðåáîâàííîñòè, íî è 
îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ñåðòèôè-
öèðîâàííîãî è ñòàíäàðòèçîâàííîãî áèîìàòåðèàëà 
[14]. Ñâåäåíèÿ î ìîðôîëîãè÷åñêîé è ôóíêöèîíàëü-
íîé ñîõðàííîñòè êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ôåòàëü-
íûõ íåðâíûõ êëåòîê (ÔÍÊ) âåñüìà ïðîòèâîðå÷èâû 
[12,13,14,18]. Ïðè÷èíàìè ýòîãî ìîãóò áûòü êàê èñ-
õîäíîå ñîñòîÿíèå áèîîáúåêòà ïåðåä êðèîêîíñåðâè-
ðîâàíèåì, òàê è èñïîëüçîâàíèå ðàçíûõ ðåæèìîâ è 
ìåòîäîâ îöåíêè [5].

Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûé ïîòåíöèàë êðèî-
êîíñåðâèðîâàííîãî ìàòåðèàëà ìîæåò áûòü îöåíåí ñ 
ïîìîùüþ ðÿäà ìåòîäîâ, íà÷èíàÿ ñ ýêñïðåññ-îïðå-
äåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé ïîëíîöåííîñòè ÔÍÊ, çà-
êàí÷èâàÿ îöåíêîé ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà íåéðîò-
êàíè â ñèñòåìå in vivo è in vitro [3]. Êàæäûé èç ýòèõ 
ìåòîäîâ, èìåÿ ñâîè ïðåèìóùåñòâà è íåäîñòàòêè, 
ïðè êîìïëåêñíîì èñïîëüçîâàíèè ïîçâîëÿþò âñåñòî-
ðîííå îöåíèòü ñîñòîÿíèå äîíîðñêîãî ìàòåðèàëà.

Îäíèì èç îñíîâíûõ êðèòåðèåâ îöåíêè ôóíê-
öèîíàëüíîé ñîõðàííîñòè ÔÍÊ ïîñëå êðèîêîíñåð-
âèðîâàíèÿ â ñèñòåìå in vitro ìîæåò âûñòóïàòü èõ 
àäãåçèâíûé ïîòåíöèàë [2]. Îí îïðåäåëÿåò îäíî èç 
ãëàâíûõ ñâîéñòâ íåðâíûõ êëåòîê – ñïîñîáíîñòü ïðè-
êðåïëÿòüñÿ ê ñóáñòðàòó è îáðàçîâûâàòü ìåæêëåòî÷-
íûå êîíòàêòû [1]. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâ-
ëåíèÿì, ôåòàëüíàÿ íåðâíàÿ òêàíü, â çàâèñèìîñòè 
îò ñðîêà ãåñòàöèè, ñîñòîèò èç íåéðîýïèòåëèàëüíûõ 
êëåòîê, íåéðî- è ãëèîáëàñòîâ, ìàëîäèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ íåéðîíîâ è ãëèè, êîòîðûå ôîðìèðóþò 
îïðåäåëåííóþ öèòîàðõèòåêòîíèêó è íàõîäÿòñÿ â 
ñïåöèôè÷åñêèõ ìåæíåéðîíàëüíûõ è íåéðîãëèàëü-
íûõ âçàèìîîòíîøåíèÿõ [10,15,16]. Â ñâÿçè ñ ýòèì 
îïðåäåëåíèå àäãåçèâíîãî ïîòåíöèàëà êàæäîé 

ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê ôåòàëüíîãî ìîçãà, îáåñïå-
÷èâåìîãî ðàçíûìè òèïàìè ðåöåïòîðîâ, ïîçâîëèò 
äîñòàòî÷íî ïîëíî îöåíèòü ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü êðèîêîíñåðâèðîâàííîãî ìàòåðèàëà.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî îïðåäåëåíèå 
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êðèîêîíñåðâèðîâàí-
íûõ ïî ðàçíûì ðåæèìàì ÔÍÊ â ñèñòåìå in vitro ïî 
èõ ñïîñîáíîñòè îáðàçîâûâàòü ðàçëè÷íîãî òèïà àä-
ãåçèâíûå êîíòàêòû.

Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Ðàáîòà âû-
ïîëíåíà â ñîîòâåòñòâèè ñ «Îáùèìè ïðèíöèïàìè 
ýêñïåðèìåíòîâ íà æèâîòíûõ», îäîáðåííûìè III Íà-
öèîíàëüíûì êîíãðåññîì ïî áèîýòèêå (Êèåâ, 2007) è 
ñîãëàñîâàííûìè ñ ïîëîæåíèÿìè «Åâðîïåéñêîé êîí-
âåíöèè î çàùèòå ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, èñïîëüçó-
åìûõ äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èëè äðóãèõ íàó÷íûõ öåëåé» 
(Ñòðàñáóðã, 1985ã.). Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ 
ñëóæèëè íàòèâíûå è êðèîêîíñåðâèðîâàííûå â ðàç-
ëè÷íûõ ðåæèìàõ ÔÍÊ áåëûõ áåñïîðîäíûõ êðûñ 
11 ñóòîê ãåñòàöèè. 

Ïëîäû êðûñ ïîñëå âûäåëåíèÿ òðèæäû ïðîìûâà-
ëè â ñòåðèëüíîì ðàñòâîðå Õåíêñà (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) 
è ïåðåíîñèëè â ÷àøêó Ïåòðè äëÿ ïðåïàðèðîâàíèÿ. 
Èçâëåêàëè ãîëîâíîé ìîçã, îñâîáîæäàëè åãî îò ìå-
çåíõèìíîé îáîëî÷êè, ðàçðåçàëè íà ôðàãìåíòû è 
ãîìîãåíèçèðîâàëè â 3 ìë ðàñòâîðà Õåíêñà, ñîäåð-
æàùåãî 10% ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè 
(ÝÒÑ) («ÁèîËåê», ã.Ñ-Ïåòåðáóðã) [2].. 

Криоконсервирование ФНК. Ñóñïåíçèþ ÔÍÊ 
êðèîêîíñåðâèðîâàëè íà ïðîãðàììíîì çàìîðàæèâà-
òåëå ÓÎÏ-6 (ÑÊÒÁ ñ ÎÏ ÈÏÊèÊ ÍÀÍ Óêðàèíû ã. Õàðü-
êîâ) ñ êðèîïðîòåêòîðîì äèìåòèëñóëüôîêñèäîì 
(ÄÌÑÎ) (ÀÎ «Ãàëè÷ôàðì», Óêðàèíà, ã. Ëüâîâ) â ïëà-
ñòèêîâûõ àìïóëàõ Nunc (Ãåðìàíèÿ), îáúåìîì 1,8 ìë ñ 
êîíöåíòðàöèåé 5õ106êë/ìë ïî 3 ðåæèìàì (Ð): 

Ð1: îõëàæäåíèå ñî ñêîðîñòüþ 1°/ìèí äî -5°Ñ ñ 
ïîñëåäóþùåé èíèöèàöèåé êðèñòàëëîîáðàçîâàíèÿ 
â òå÷åíèè 5 ìèí, çàòåì îõëàæäåíèå ñî ñêîðîñòüþ 
2° ìèí äî -60°Ñ è ïîãðóæåíèå â æèäêèé àçîò [8].

Ð2: îõëàæäåíèå ñî ñêîðîñòüþ 1°/ìèí äî -80°Ñ è 
ïîãðóæåíèå â æèäêèé àçîò [18].

Ð3: îõëàæäåíèå ñî ñêîðîñòüþ 1°/ìèí äî -9°Ñ, 
îñòàíîâêà â òå÷åíèè 10 ìèí, çàòåì îõëàæäåíèå ñî 
ñêîðîñòüþ 1°/ìèí äî -25°Ñ, 10°/ìèí äî -60°Ñ è ïîãðó-
æåíèå â æèäêèé àçîò [9].
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Â êà÷åñòâå ñðåäû êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ èñïîëü-
çîâàëè ðàñòâîð Õåíêñà ñ äîáàâëåíèåì 0,6% ãëþêî-
çû, 10% ÝÒÑ, 0,2 Åä/ìë èíñóëèíà. 

Õðàíåíèå êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ÔÍÊ (êÔÍÊ) 
îñóùåñòâëÿëè ïðè òåìïåðàòóðå -196°Ñ â óñëîâèÿõ 
íèçêîòåìïåðàòóðíîãî áàíêà ÈÏÊèÊ ÍÀÍÓ â òå÷åíèè 
2-õ ìåñÿöåâ. Îòîãðåâ îáðàçöîâ ïðîâîäèëè íà âîäÿ-
íîé áàíå ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ [3]. Êëåòêè îòìûâà-
ëè îò ÄÌÑÎ îäíîêðàòíûì ìåäëåííûì äîáàâëåíèåì 
ðàâíîãî îáúåìà ðàñòâîðà Õåíêñà, ñîäåðæàùåãî 20% 
ÝÒÑ, ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì (1000 
îá/ìèí, 10 ìèí). 

Â ñóñïåíçèè ÔÍÊ âî âñåõ ñëó÷àÿõ äî è ïîñëå 
öèêëà çàìîðàæèâàíèÿ-îòòàèâàíèÿ îïðåäåëÿëè êî-
ëè÷åñòâî ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê è èõ æèçíåñïî-
ñîáíîñòü ñ ïîìîùüþ ñóïðàâèòàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ 
0,4% ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî â ñâåòîâîì 
ìèêðîñêîïå Zeiss Primo Star.

Оценка адгезивного потенциала глиальных и 
нейрональных клеток ФНК. Àäãåçèâíûé ïîòåíöèàë 
ãëèàëüíûõ è íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ áûë 
îöåíåí â ñèñòåìå in vitro ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÔÍÊ 
â ÷àøêàõ Ïåòðè, ïîâåðõíîñòü êîòîðûõ áûëà ïîêðûòà 
îïðåäåëåííîé êîìáèíàöèåé áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî 
ìàòðèêñà. Ýòî ñïîñîáñòâîâàëî ñåëåêòèâíîìó ïðè-
êðåïëåíèþ ê êóëüòóðàëüíîé ïîäëîæêå ãëèàëüíûõ 
è íåéðîíàëüíûõ ýëåìåíòîâ çà ñ÷åò èõ âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñ ðàçëè÷íûìè ìîëåêóëàìè âíåêëåòî÷íîãî 
ìàòðèêñà. Äëÿ ïðèêðåïëåíèÿ ãëèàëüíûõ êëåòîê èñ-
ïîëüçîâàëè ïîêðûòèå BioCoat Ëàìèíèí/Ôèáðî-
íåêòèí (BD PharmingenTM, ÑØÀ), äëÿ íåéðîíàëüíûõ 
ýëåìåíòîâ – BioCoat Ïîëè-D-ëèçèí/Ëàìèíèí (BD 
PharmingenTM, ÑØÀ). Èñõîäíûìè êîìïîíåíòàìè 
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëè: ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà 
DMEM «Serva» ñ äîáàâëåíèåì 10% ÝÒÑ, çàìåíè-
ìûõ è íåçàìåíèìûõ àìèíîêèñëîò, âèòàìèíîâ, ðàñ-
òâîðà ïèðóâàòà Na, L-ãëþòàìèíà, Hepes-áóôåðà è 
áèêàðáîíàòà Na (äëÿ ñòàáèëèçàöèè pH ðàñòâîðà). 
Â ñðåäó äîáàâëÿëèñü 0,5% ãëþêîçû è 0,5 Åä/ìë 
èíñóëèíàB. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè òåìïåðà-
òóðå 37Ñ â ÑÎ

2
-èíêóáàòîðå. Ïðèæèçíåííîå íàáëþ-

äåíèå ïðîâîäèëè â èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå 
ÁÈÎËÀÌ Ï3 («ËÎÌÎ», Ñàíêò-ïåòåðáóðã). ×åðåç 3 

ñóòîê êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîâîäèëè ó÷åò êîëè÷åñòâà 
ãëèàëüíûõ è íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ íà 
ñì2 êóëüòóðàëüíîé ïîâåðõíîñòè.

Оценка межклеточного адгезивного потенци-
ала клеток-предшественников ФНК. Ñïîñîáíîñòü 
êëåòîê ñòâîëîâîãî êîìïàðòìåíòà ê ìåæêëåòî÷íîìó 
âçàèìîäåéñòâèþ îöåíèâàëè â óñëîâèÿõ ñóñïåíçèîí-
íîé êóëüòóðû â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå DMEM:F12 
ñ äîáàâëåíèåì 20 ng/ml îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà 
ôèáðîáëàñòîâ (bFGF, Sigma) ïðè 37°Ñ ñ 5% ÑÎ

2
 â 

òå÷åíèå 7-9 ñóòîê ïðè èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè 2õ106 

êëåòîê/ìë. Ñ öåëüþ ïîääåðæàíèÿ íåéðîñôåð â íå-
äèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè â ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êàæäûå 2 äíÿ äîïîëíèòåëüíî âíîñèëè 
bFGF. Êàæäûå 4 ñóòîê ïðîèçâîäèëè 50%-óþ çàìåíó 
ñðåäû. Ïðè îáðàçîâàíèè àãðåãàòîâ êóëüòóðó ìíîãî-
êðàòíî ïèïïåòèðîâàëè è ðàññåâàëè ñ êîíöåíòðàöè-
åé 100 000 êëåòîê íà 1 ìë ñðåäû. 

Ôåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê â ñîñòà-
âå íåéðîñôåð îöåíèâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóî-
ðèìåòðå (FACS Calibur, BD, ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì 
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê nestin (BD PharmingenTM, 
ÑØÀ) è ïðåäâàðèòåëüíîé ïåðìåàáèëèçàöèåé êëåòîê.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ 
äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû 
STATISTICA 6.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Èçâåñòíî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêà íåðâíûõ è ãëèàëü-
íûõ êëåòîê, ôîðìèðîâàíèå è ðîñò îòðîñòêîâ íà÷èíà-
þòñÿ òîëüêî ïîñëå èõ ïðèêðåïëåíèÿ ê êàêîìó-ëèáî 
ñóáñòðàòó [1]. Ïðèêðåïëåíèå êëåòîê ê êîìïîíåíòàì 
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ëàìèíèí, ôèáðîíåêòèí, 
âèòðîíåêòèí è äð.) îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ òî-
÷å÷íûõ (ôîêàëüíûõ) àäãåçèîííûõ êîíòàêòîâ, à ïðè-
êðåïëåíèå êëåòîê äðóã ê äðóãó — ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ [15,19].

Ñîõðàííîñòü ÔÍÊ, êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ïî 
Ð1, áûëà íà äîñòàòî÷íî âûñîêîì óðîâíå (72,8±5,8%) 
ïðè íåçíà÷èòåëüíîì ñíèæåíèè êîëè÷åñòâà ÿäðîñî-
äåðæàùèõ ýëåìåíòîâ (íå áîëåå 15%) (ðèñ.1). Êî-
ëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ãëèàëüíûõ ýëåìåíòîâ ÔÍÊ, 
êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ïî ýòîìó ðåæèìó, êîòîðûå 
ïðèêðåïëÿëèñü ê ïîäëîæêå ñ êîìáèíèðîâàííûì 

Ðèñ.1. Èçìåíåíèå ïîêàçàòåëåé ÔÍÊ â çàâèñèìîñòè îò ðåæèìà êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. 
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ïîêðûòèåì Ëàìèíèí/Ôèáðîíåêòèí, ïîêàçàëà íàè-
ìåíüøåå îòêëîíåíèå äàííîãî ïîêàçàòåëÿ îò êîí-
òðîëüíîãî. Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî Ð1 îáå-
ñïå÷èâàë ìàêñèìàëüíîå ñíÿòèå ïåðåîõëàæäåíèÿ 
ïåðåä íà÷àëîì êðèñòàëëèçàöèè [8]. Äàííûé ôàêò 
îñîáåííî âàæåí, ó÷èòûâàÿ òî, ÷òî êðèòè÷åñêèì 
ýòàïîì ïðè êðèîêîíñåðâèðîâàíèè áèîìàòåðèàëà 
ÿâëÿåòñÿ îáëàñòü ôàçîâûõ ïåðåõîäîâ, êîãäà âåðî-
ÿòíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ ãëóáîêèõ êðèîïîâðåæäåíèé 
êîíñåðâèðîâàííîãî ìàòåðèàëà íàèáîëüøàÿ [6].

Ïðè êðèîêîíñåðâèðîâàíèè ïî Ð2 íàáëþäàëè 
ìèíèìàëüíóþ ñîõðàííîñòü ÔÍÊ (28,2%) ñ îäíî-
âðåìåííûì ñíèæåíèåì â 2 ðàçà êîëè÷åñòâà ÿäðî-
ñîäåðæàùèõ êëåòîê, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ 
ïîâðåæäåíèåì ìåìáðàí êëåòîê âñëåäñòâèå ìåõà-
íè÷åñêîãî íàïðÿæåíèÿ, âûçâàííîãî èçáûòî÷íîé äå-
ãèäðàòàöèåé è ïîñëåäóþùèì óìåíüøåíèåì îáúåìà 
êëåòêè äî êðèòè÷åñêîãî [6,7,14]. Óñòàíîâëåíî, ÷òî 
çàìîðàæèâàíèå ïî Ð2 ïðèâîäèëî ïî÷òè ê 50% âîç-
ðàñòàíèþ ñîäåðæàíèÿ ãëèàëüíûõ ýëåìåíòîâ. Òàêîãî 
ðîäà èçìåíåíèÿ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèåì ñóáïîïóëÿöèé ÔÍÊ â ñòîðîíó óâåëè-
÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ êëåòîê ãëèè íà ôîíå äâóêðàòíîãî 

ñíèæåíèÿ îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê ïîñëå êðèîêîí-
ñåðâèðîâàíèÿ ïî Ð2. Äåéñòâèòåëüíî, èçâåñòåí ôàêò 
áîëüøåé êðèîñòàáèëüíîñòè ãëèàëüíûõ êëåòîê ïî 
ñðàâíåíèþ ñ íåéðîíàëüíûìè [3,5], ÷òî ìîæåò áûòü 
ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷íîé áåëîê-ëèïèäíîé îðãàíèçàöèåé 
ìåìáðàí ýòèõ êëåòîê.

Çàìîðàæèâàíèå ÔÍÊ ïî ðåæèìó Ð3 ñïîñîá-
ñòâîâàëî ñîõðàíåíèþ ìàêñèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà 
ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê (89,1±7,8%) ïðè èõ âûñî-
êîé ñîõðàííîñòè (78,7±6,9%). Ïðè ýòîì íàáëþäàëè 
äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ãëèàëüíûõ àä-
ãåçèâíûõ êëåòîê (ðèñ.1), ÷òî âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ 
ìîäèôèêàöèåé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, â ÷àñòíîñòè, 
øåääèíãîì ðåöåïòîðîâ àäãåçèè ïîä äåéñòâèåì 
ôàêòîðîâ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. 

– Ðàçëè÷èÿ ïîêàçàòåëåé äîñòîâåðíû ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íÔÍÊ ïîñëå ýêñïîçèöèè ñ êðèîïðîòåêòî-
ðîì, ð< 0,05, çà 100% ïðèíÿòû ñîîòâåòñòâóþùèå 
õàðàêòåðèñòèêè ÔÍÊ ïîñëå ýòàïà ýêâèëèáðàöèè ñ 
êðèîïðîòåêòîðîì.

Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå â ïåðâóþ î÷åðåäü âûçû-
âàåò èçìåíåíèÿ â ìåìáðàííûõ ñòðóêòóðàõ êëåòêè 
[6,12], ÷òî ìîæåò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà àäãåçèâíûé 

Ðèñ.2. Àäãåçèÿ ïðåäøåñòâåííèêîâ íåéðîíîâ â êóëüòóðå íàòèâíûõ è êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ïî ðàçíûì 

ðåæèìàì ÔÍÊ (îêðàñêà ïî Ðîìàíîâñêîìó-Ãèìçå, õ400).
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ïîòåíöèàë ÔÍÊ. Èçâåñòíî, ÷òî êëåòî÷íûå ìîëåêó-
ëû àäãåçèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðàíñìåìáðàííûå 
èëè ñâÿçàííûå ñ ìåìáðàíîé ãëèêîïðîòåèíû, êîòî-
ðûå âî ìíîãîì ãîìîëîãè÷íû ïîñòîÿííûì äîìåíàì 
èììóíîãëîáóëèíîâ (Ig) è ôèáðîíåêòèíà 3 òèïà [19]. 
Ïðåäñòàâèòåëÿìè íàäñåìåéñòâà ýòèõ Ig ÿâëÿþòñÿ 
êëåòî÷íûå ìîëåêóëû àäãåçèè (N-CAM) – PSA-NCAM, 
D2-CAM è BSP-2, L1, íåéðîôàñöèí, ìîëåêóëû àäãå-
çèè íåéðîãëèè ÑÀÌ (NgCAM), TAG-1, MAG, è DCC83) 
[10]. Ýòè ìîëåêóëû îáåñïå÷èâàþò àäãåçèþ êëåòîê 
äðóã ê äðóãó ïîñðåäñòâîì ãåòåðîôèëüíûõ ñâÿçåé 
ìåæäó ðàçëè÷íûìè íàäñåìåéñòâàìè èììóíîãëîáó-
ëèíîâ (íàïðèìåð, ñâÿçü ìåæäó NrCAM è TAG-1) [15]. 

Ìîëåêóëû àäãåçèè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, 
âêëþ÷àÿ ëàìèíèí, ôèáðîíåêòèí, òåíàñöèí, ïåð-
ëåöàí, ÿâëÿþòñÿ áëàãîïðèÿòíûì ñóáñòðàòîì äëÿ 
ðîñòà íåðâíûõ îòðîñòêîâ [1]. Áåëêè âíåêëåòî÷íîãî 
ìàòðèêñà âçàèìîäåéñòâóþò ñ êëåòêàìè ÷åðåç ñå-
ìåéñòâî èíòåãðèíîâ [10]. Èíòåãðèíû îáåñïå÷èâàþò 
ñòðóêòóðíûå ñâÿçè ìåæäó áåëêàìè âíåêëåòî÷íî-
ãî ìàòðèêñà è âíóòðèêëåòî÷íûì àêòèíîâûì öèòî-
ñêåëåòîì, ðåãóëèðóÿ ôîðìó êëåòêè è åå ìèãðàöèþ 
[19]. Êðîìå òîãî, îíè àêòèâèðóþò âíóòðèêëåòî÷íûå 

Ðèñ.3. Ôîðìèðîâàíèå íåéðîñôåð â êóëüòóðå ÔÍÊ, êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ 

ïî ðàçíûì ðåæèìàì (ïðèæèçíåííîå ôîòî, õ100).

ñèãíàëüíûå ïóòè, êîòîðûå óïðàâëÿþò ðîñòîì êëåò-
êè, ïðîëèôåðàöèåé è äèôôåðåíöèðîâêîé [2].

Èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî 
ñóáñòðàòà, íåñóùåãî íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ïîëî-
æèòåëüíûé çàðÿä [17], à èìåííî ìîëåêóëÿðíûõ ïëå-
íîê ïîëèàìèíîêèñëîò (ïîëèîðíèòèíà, ïîëèëèçèíà), 
ïîçâîëÿåò â ñèñòåìå in vitro îöåíèòü [15] êîëè÷å-
ñòâåííîå ñîäåðæàíèå è àäãåçèâíûé ïîòåíöèàë íåé-
ðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ â ñóñïåíçèè êÔÍÊ. 
Äåéñòâèòåëüíî, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ê îáðàáîòàí-
íîé êîìáèíàöèåé Ïîëè-D-ëèçèí/Ëàìèíèí ïîäëîæ-
êå â îñíîâíîì êðåïèëèñü íåéðîíàëüíûå ýëåìåíòû 
ÔÍÊ (ðèñ.2), à ïðè ïðîëîíãàöèè ñðîêà êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå çðåëûõ, ìîð-
ôîëîãè÷åñêè èäåíòèôèöèðóåìûõ òèïîâ íåéðîíîâ 
(ïèðàìèäàëüíûõ, çâåçä÷àòûõ) è ðàçâèòîé ñèñòåìû 
íåéðîïèëÿ (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ). 

Îòìå÷åíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ðåàëè-
çàöèè àäãåçèâíîãî ïîòåíöèàëà íåéðîíàëüíûõ ïðåä-
øåñòâåííèêîâ îò ðåæèìà çàìîðàæèâàíèÿ-îòòàèâà-
íèÿ. Ñóùåñòâåííûõ îòëè÷èé â ñðàâíåíèè ñ íàòèâíûì 
ìàòåðèàëîì íå áûëî âûÿâëåíî ïðè êðèîêîíñåðâè-
ðîâàíèè ÔÍÊ ïî Ð1. Ñíèæåíèå àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ 
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íåéðîíàëüíûõ êëåòîê íàáëþäàëè ïîñëå êðèîêîíñåð-
âèðîâàíèÿ ïî Ð2 è åùå â áîëüøåé ñòåïåíè – ïî Ð3. 
Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî êàê ñ èçìåíåíèåì ìåòàáî-
ëèçìà ÔÍÊ, âûçûâàþùåãî ìîäèôèêàöèþ áåëîê-ëè-
ïèäíîãî ñîñòàâà ìåìáðàí íåéðîíàëüíûõ êëåòîê, òàê è 
êðèîñåëåêöèåé èç ñóñïåíçèè òåõ êëåòîê, êîòîðûå îá-
óñëîâëèâàþò äàëüíåéøèé ïðîöåññ íåéðîãåíåçà [13]. 

Òàêèì îáðàçîì, áûëè îöåíåíû àäãåçèâíûå êîí-
òàêòû, êîòîðûå îñóùåñòâëÿþòñÿ ïðè ïîìîùè íåéðî-
íàëüíûõ ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè [15].

Àäãåçèÿ êëåòîê, ñ ïîìîùüþ êîòîðîé îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ ïðî÷íàÿ ìåõàíè÷åñêàÿ ñâÿçü äâóõ òèïîâ êëåòîê, 
ÿâëÿåòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî âàæíîé â ïðîöåññàõ ôîð-
ìèðîâàíèÿ è ðàçâèòèÿ íåðâíîé ñèñòåìû [1].

Âçàèìîñâÿçü ìåæäó êëåòêàìè ñòâîëîâîãî êîì-
ïàðòìåíòà è èõ ïðîãåíèòîðàìè îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ 
ïîìîùüþ êàëüöèéçàâèñèìûõ ìîëåêóë – êàäõåðè-
íîâ [19]. Áîëüøèíñòâî êàäõåðèíîâ, òàêèå êàê E-, N-, 
P-êàäõåðèíû, ôóíêöèîíèðóþò â êà÷åñòâå òðàíñìåì-
áðàííûõ ëèíêåðíûõ áåëêîâ, îïîñðåäóþùèõ âçàèìî-
äåéñòâèÿ ìåæäó àêòèíîâûìè öèòîñêåëåòàìè êëåòîê. 
Îíè ÿâëÿþòñÿ àäãåçèâíûìè áåëêàìè, âîêðóã êîòî-
ðûõ ôîðìèðóþòñÿ ìåæêëåòî÷íûå àäãåçèâíûå êîí-
òàêòû [1].

Ýòè êîíòàêòû íàèáîëåå ÿðêî ìîæíî ïðîñëåäèòü 
â êóëüòóðå ïðè ôîðìèðîâàíèè íåéðîñôåð, êîòîðûå 
ÿâëÿþòñÿ ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèåé ìèòîòè÷åñêè 
àêòèâíûõ, ñàìîâîññòàíàâëèâàþùèõñÿ è ìóëüòèïî-
òåíòíûõ êëåòîê â ðàçâèâàþùåìñÿ ôåòàëüíîì ìîçãå 
[11]. Ôîðìèðîâàíèå òèïè÷íûõ íåéðîñôåð íàáëþäà-
ëè ÷åðåç 7 ñóòîê êóëüòèâèðîâàíèÿ íÔÍÊ (ðèñ.3). 

Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå ïðèâîäèëî ê íåêîòîðîé 
âðåìåííîé çàäåðæêå îáðàçîâàíèÿ íåéðîñôåð (â 
ñðåäíåì íà 2 ñóòîê), ïðè÷åì ýòîò ïîêàçàòåëü íå çà-
âèñåë îò ðåæèìà êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. Êîëè÷åñòâî 
æå ñôîðìèðîâàííûõ íåéðîñôåð íà 9 ñóòêè êóëüòè-
âèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëîñü ðåæèìîì çàìîðàæèâàíèÿ 

è áûëî ìàêñèìàëüíûì â êóëüòóðå ÔÍÊ, êðèîêîí-
ñåðâèðîâàííûõ ïî Ð3. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ 90±1,4% 
äèññîöèèðîâàííûõ êëåòîê â ñîñòàâå íåéðîñôåð 
îêðàøèâàëèñü ÌÀÒ ê nestin, ÷òî äîêàçûâàåò èõ ïðè-
íàäëåæíîñòü ê íåðâíûì ñòâîëîâûì/ïðîãåíèòîðíûì 
êëåòêàì. 

Âûâîäû. Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî 
ðàçëè÷íûå ðåæèìû çàìîðàæèâàíèÿ ìîãóò èíäóöè-
ðîâàòü ýêñïàíñèþ ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë àäãåçèè, îò 
ñòèìóëÿöèè äî èíãèáèöèè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè 
èñïîëüçîâàíèè îïðåäåëåííûõ ðåæèìîâ êðèîêîí-
ñåðâèðîâàíèÿ, â ÷àñòíîñòè Ð1, ñóùåñòâóåò âîçìîæ-
íîñòü ñîõðàíåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ïîòåíöèàëà 
êÔÍÊ ïîäîáíî íàòèâíîìó ìàòåðèàëó. Ð2 ñïîñîá-
ñòâîâàë îáîãàùåíèþ ïîïóëÿöèè ôåòàëüíîãî ìîçãà 
ãëèàëüíûìè ýëåìåíòàìè. Îñîáóþ çíà÷èìîñòü èìååò 
ôàêò îáîãàùåíèÿ ïóëà ÔÍÊ ñòâîëîâîêëåòî÷íûìè 
ýëåìåíòàìè ïîñëå èõ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ïî Ð3. 
Ýòî ÿâëÿåòñÿ âàæíûì â òåðàïåâòè÷åñêîì ïëàíå, ïî-
ñêîëüêó èìåííî ñòâîëîâîêëåòî÷íûå ýëåìåíòû ìîãóò 
äîñòèãàòü îðãàíà-ìèøåíè è äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â 
îïðåäåëåííîì íàïðàâëåíèè, à òàêæå ðåêîíñòðóèðî-
âàòü òðåõìåðíóþ àðõèòåêòóðó ìîçãà è óâåëè÷èâàòü 
÷èñëî ïîëíîöåííî ôóíêöèîíèðóþùèõ êëåòîê [3].

Èòàê, ó÷èòûâàÿ òîò ôàêò, ÷òî êà÷åñòâåííûå è 
êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè àäãåçèâ-
íûõ ìîëåêóë èãðàþò öåíòðàëüíóþ ðîëü â ôîðìè-
ðîâàíèè òêàíåé, òî èçìåíåíèå àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ 
ÔÍÊ ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ íåïîñðåäñòâåí-
íî îïðåäåëÿåò ôóíêöèîíàëüíûé ïîòåíöèàë ýòèõ 
êëåòîê. 

Ïåðñïåêòèâû äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. 
Ïîëó÷åííûå äàííûå â äàëüíåéøåì äîëæíû áûòü 
äîïîëíåíû èññëåäîâàíèÿìè in vivo íà ìîäåëüíûõ 
ïàòîëîãèÿõ öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû äëÿ 
îöåíêè èõ òåðàïåâòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà äî è ïîñëå 
êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. 
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The Adhesive Potential Of Cryopreserved Fetal Neural Cells As A Criterion For Their Functional Usefulness
Porozhan Ye.À., Babenko N.N., Dubrava T.G.,Goltsev A.N.
Summary. In the present work an influence of different cryopreservation regimens on adhesive potential of fetal 

neural cells of the 11th day of gestation (FNC-11) was analyzed. Freezing regimes which are used in various ways 
modify the expansion of adhesion molecules on the FNC-11. Low-temperature preservation is seen as a method of 
modifying the structural and functional state of biological object.
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