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Связь публикации с плановыми научно-исследо-
вательскими работами. Исследование выполнено в 
рамках научно-исследовательской работы «Свойства 
криоконсервированных первичных культур клеток 
эндокринных желез неонатальных животных in vitro 
и in vivo при трансплантации», № государственной 
регистрации 0116U003494.

Вступление. Культуры клеток спинальных гангли-
ев (СГ) широко используются для оценки чувстви-
тельности нейронов к фармакологическим или ток-
сическим воздействиям ряда веществ. Кроме того, 
они являются ценным модельным объектом для 
изучения молекулярных механизмов нейрогенеза, 
нейротрансмиссии, нейрорегенерации, возникнове-
ния периферической нейропатии [1-3] и источником 
нейральных стволовых клеток [4-6] для регенератив-
ной медицины.

В настоящее время широко применяются куль-
туры клеток, полученные из СГ куриного эмбриона 
[7,8], лабораторных грызунов [9-12], собаки [13,14], 
быка [15], обезьяны [16]. В то же время, культуры 
клеток из СГ свиней практически не изучены, несмо-
тря на заявленную перспективность данного вида 
животных для биомедицинских целей [17].

Ранее нами были разработаны условия получе-
ния культуры клеток СГ неонатальных поросят [18]. В 
настоящей работе нами охарактеризована экспрес-
сия некоторых фенотипических маркеров в ней. 

Цель исследования – с помощью иммуноцитохи-
мического метода изучить экспрессию β-III-тубулина, 
глутаминсинтетазы, белка S100 и хромогранина А в 
культуре клеток спинальных ганглиев неонатальных 
поросят.

Объект и методы исследова-
ния. Эксперименты на животных 
проводились в соответствии с 
«Общими принципами экспе-
риментов на животных», одо-
бренными V Национальным кон-
грессом по биоэтике (2013 г.) и 
согласованными с положениями 
IV Европейской Конвенции (ETS 
N 123, Страсбург, Франция, 1986).

Суспензию клеток СГ получа-
ли от суточных поросят по методу 
de Luca и соавт. [9]. Полученные 
клетки в концентрации 5х105кл/
мл помещали на пластиковые 
чашки Петри с поверхностью, 
обработанной поли-D-лизином 
(«Orange Scientific», Бельгия), и 
культивировали при 37°С в ат-
мосфере с 5% СО2 на питательной 

среде α-МЕМ с добавлением 10% фетальной теля-
чьей сыворотки (ФТС, «ВioSera», Франция), гентами-
цина (100 мкг/мл) и амфотерицина В (2,5 мкг/мл). 
После достижения конфлюэнтного монослоя клетки 
первичной культуры открепляли от подложки 0,25% 
раствором трипсина-ЭДТА с солями Хенкса (НПП 
«ПанЭко», Россия), отмывали от ферментативной 
смеси путем центрифугирования, разводили до вы-
шеуказанной концентрации и пересевали в те же ус-
ловия. Процедуру пересева повторяли еще один раз.

Сформировавшийся на 7 сутки 2-го пассажа кле-
точный монослой подвергали иммуноцитохими-
ческой проводке и мечению антителами к маркеру 
нейронов β-III-тубулину, маркерам нейроглии глу-
таминсинтетазе (ГС) и белку S100, а также маркеру 
нейроэндокринных клеток хромогранину А (ХрА). 
Для этого монослой фиксировали в течение 15 минут 
в 4%-м параформальдегиде («Sigma»), а затем пер-
меабилизовали в течение 10 минут в 0,3% растворе 
Triton Х-100 («Sigma»). Для блокировки неспецифи-
ческого связывания антител использовали фосфат-
но-солевой буфер, содержащий 0,1% Triton Х-100, 
1% бычьего сывороточного альбумина («Биолот», 
Россия) и 0,3 М глицина («Reanal», Венгрия). Инку-
бацию с первыми антителами проводили в течение 
ночи при 4°С, со вторыми – 30 минут в темноте при 
комнатной температуре. Характеристики использо-
ванных в работе антител представлены в таблице.

Микрофотосъемку осуществляли с помощью 
флуоресцентного микроскопа Axio Observer Z1 («Carl 
Zeiss», Германия), анализ и обработку изображений 
– с помощью программ LSM Examiner («Carl Zeiss») и 
AxioVision Rel. 4.8 («Carl Zeiss»). 
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Таблица – Характеристики антител 
для иммуноцитохимического исследования

№
п/п Антитело Мишень Разведение Фирма, страна-

производитель

1 Mouse Anti-Neuron 
specific beta-III-Tubulin Нейрон, нейробласт 1:600 Abcam, 

Великобритания

2 Rabbit Anti-Glutamine 
Synthetase Мантийный глиоцит 1:600 Abcam, 

Великобритания

3 Mouse Anti-S100 Шванновская клетка 1:250 Abcam, 
Великобритания

4 Rabbit Anti-
Chromogranin A

Адренергический 
нейрон, адреноме-
дуллярная клетка

1:300 Abcam, 
Великобритания

5
Goat Secondary Antibody 

to Mouse, Hi Lyte Fluor 
488-конъюгированные

IgG 1:500 Abcam, 
Великобритания

6

Goat Secondary Antibody 
to Rabbit,

Alexa Fluor 
488-конъюгированные

IgG 1:750 Abcam, 
Великобритания
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Результаты исследований и их 
обсуждение. Если при получении 
первичной культуры не используют-
ся специальные приемы, позволяю-
щие обогатить исходную суспензию 
клетками определенного фенотипа 
(центрифугирование в градиенте 
плотности, иммуномагнитная се-
лекция и т.д.), то она содержит не-
сколько клеточных субпопуляций. 
Исходя из того, что анатомически 
в состав СГ входят чувствительные 
нейроны, мантийные глиоциты 
(МГ), Шванновские клетки, клетки 
эндотелия капилляров и фибробла-
сты, в полученной нами культуре 
могли пребывать все вышеназван-
ные типы. 

Известно, что выбранные усло-
вия культивировании (питательная 
среда, ростовые добавки, поверх-
ность культивирования, количество 
пассажей) являются селективным 
фактором, способным значительно 
изменять цитоморфологический и 
фенотипический состав культуры по 
сравнению с исходным. При этом 
возможна экспансия тех клеточных 
субпопуляций, которым созданы 
подходящие условия, и угасание 
остальных. Например, культивиро-
вание чувствительных нейронов 
проводят в средах, содержащих 
глюкозу и ростовые факторы, се-
кретируемые нейроглией [19,20]. Для размножения 
Шванновских клеток используют поверхности, об-
работанные ламинином, и питательную среду с до-
бавлением форсколина, инсулина и ростовых фак-
торов FGF, NGF, IGF [21,22]. Эндотелиальные клетки 
в культуре хорошо развиваются на желатинирован-
ной подложке в питательной среде с FGF, EGF в при-
сутствии инсулина, гепарина и трансферрина [23]. 
Использование питательной среды с достаточным 
содержанием фетальной телячьей сыворотки (10-
30%) позволяет получить из СГ первичную культуру 
клеток, обогащенную МГ [24,25]. Также нужно от-
метить, что среды с высоким содержанием ФТС спо-
собствуют пролиферации фибробластов. Учитывая 
вышесказанное, актуальным 
являлось охарактеризовать фено-
типический состав культуры, полу-
ченной из СГ неонатальных поро-
сят в условиях культивирования на 
поли-D-лизиновой подложке в при-
сутствии 10% ФТС.

Иммуноцитохимическое мече-
ние с антителами показало феноти-
пическую гетерогенность культуры. 

Клетки, экспрессирующие β-III-
тубулин, различались морфологи-
чески. Одни из них представляли 
собой мелкие клетки с длинными 
ветвящимися отростками, форми-
рующими сеть, поэтому были иден-
тифицированы как нейроны (рис. 1, 

а, б). Другие являлись крупными, распластанными 
клетками полигональной формы с небольшими от-
ростками (рис. 1, в, г). Поскольку морфологически 
данные клетки не принадлежат к нейронам, они 
могут относиться к другим клеткам-производным 
нервного гребня, которые, как было недавно показа-
но, тоже могут экспрессировать β-III-тубулин [26-28]. 
Для идентификации этой субпопуляции требуются 
дальнейшие исследования с привлечением допол-
нительных фенотипических маркеров.

Мелкие веретеновидные и крупные 
полигональные клетки экспрессировали ГС, что ха-
рактеризовало их как МГ (рис. 2). Они представля-
ли собой основную клеточную массу полученной 

Рисунок 1 – Имуноцитохимическое мечение антителами к β-III-тубулину культуры 
клеток СГ неонатальных поросят. А – мелкие клетки с длинными отростками (режим 

флуоресценции), Б – то же, что и А в режиме проходящего света, В – крупные 
полигональные клетки (режим флуоресценции), Г – то же, что и В в режиме 

проходящего света.

Рисунок 2 – Имуноцитохимическое мечение антителами к ГС культуры клеток СГ 
неонатальных поросят. А – фото в режиме флуоресценции, Б – фото в режиме 

проходящего света.
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культуры. S100-позитивных клеток в культуре не 
наблюдалось. Это свидетельствовало о том, что в 
выбранных нами условиях культивирования рост 
Шванновских клеток не поддерживается.

Интересно, что в культуре наблюдалось некото-
рое количество ХрА-позитивных клеток. Морфоло-
гически они представляли собой клетки различных 
размеров и форм, среди которых преобладали 
отростчатые клетки (рис. 3). 

Известно, что ХрА экспрессируется в соме боль-
шинства тормозных, возбуждающих и адренерги-
ческих нейронов головного и спинного мозга [29]. 
В работе Xue Z. и соавт. было показано появление 
нейронов адренергического фенотипа в культу-
ре клеток, полученной из СГ [30]. Это объясняется 

присутствием в ганглиях клеток-
производных нервного гребня, 
способных дифференцироваться в 
симпато-адреналовом направле-
нии [31].

Выводы. Результаты исследо-
вания позволяют сделать вывод 
о том, что культура клеток СГ 
неонатальных поросят, получен-
ная при использовании поли-D-
лизиновой подложки и питатель-
ной среды с 10% ФТС, является 
гетерогенной по фенотипическому 
составу. Основными клеточными 
субпопуляциями в ней являются 
нейроны и МГ. Это позволяет реко-
мендовать полученную культуру в 

качестве модельного объекта, содержащего комби-
нацию нейронов и глиальных клеток, физиологичес-
ки близкую к той, которая наблюдается в организме.

Перспективы дальнейших исследований. В 
современных исследованиях особое внимание уде-
ляется МГ как клеткам, участвующим в процессах 
развития нейронов, поддержания их функции, ре-
генерации повреждений чувствительных нервов. 
Кроме того, они играют ведущую роль в возникно-
вении нейропатической боли и являются возмож-
ной мишенью для ее терапевтического облегчения. 
Учитывая это, изучение МГ является перспективным, 
а полученная нами культура клеток позволяет прове-
дение исследований в данном направлении.
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ДЕЯКІ ФЕНОТИПОВІ ХАРАКТЕРИСТИКИ КУЛЬТУРИ КЛІТИН СПІНАЛЬНИХ ГАНГЛІЇВ НЕОНАТАЛЬНИХ  
ПОРОСЯТ

Алі С. Г., Коваленко І. Ф., Божок Г. А.
Резюме. Культури клітин спінальних гангліїв (СГ) є сучасною науковою платформою для дослідження ме-

ханізмів нейрогенезу, нейротрансмісії, нейрорегенерації, а також цінним джерелом нейральних стовбурових 
клітин для регенеративної медицини. Раніше нами були підібрані умови отримання культури клітин з СГ нео-
натальних поросят. Метою представленої роботи було вивчення в ній експресії фенотипових маркерів b-III-
тубуліну, глутамінсинтетази, білку S100 та хромограніну А. 

Суспензію клітин отримували зі СГ добових поросят ферментативним методом. Отримані клітини висівали 
на чашки Петрі з поверхнею, обробленої полі-D-лізином, та культивували на живильному середовищі α-МЕМ 
з додаванням 10% фетальної телячої сироватки (ФТС). Фенотипову характеристику моно шару, який утворив-
ся в процесі культивування, проводили за допомогою імуноцитохімічного методу.

Встановлено, що отримана в даних умовах культура клітин є гетерогенної за фенотиповим складом. В 
якості основних клітинних субпопуляцій в ній представлені нейрони, які експресують b-III-тубулін, і мантійні 
гліоціти, які експресують глутамінсінтетазу. Це дозволяє рекомендувати культуру клітин СГ неонатальних по-
росят в якості цінного модельного об'єкта, що містить комбінацію нейронів і гліальних клітин, фізіологічно 
близьку до тієї, яка спостерігається в організмі.

Ключові слова: спінальні ганглії, культура клітин, нейрони, мантійні гліоціти, b-III-тубулін, глутамінсинте-
таза, хромогранін А.

НЕКОТОРЫЕ ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК СПИНАЛЬНЫХ ГАНГЛИЕВ 
НЕОНАТАЛЬНЫХ ПОРОСЯТ

Али С. Г., Коваленко И. Ф., Божок Г. А.
Резюме. Культуры клеток спинальных ганглиев (СГ) являются современной научной платформой для ис-

следования механизмов нейрогенеза, нейротрансмиссии, нейрорегенерации, а также ценным источником 
нейральных стволовых клеток для регенеративной медицины. Ранее нами были подобраны условия полу-
чения культуры клеток из СГ неонатальных поросят. Целью представленной работы являлось изучение в ней 
экспрессии фенотипических маркеров b-III-тубулина, глутаминсинтетазы, белка S100 и хромогранина А.

Суспензию клеток получали из СГ суточных поросят ферментативным методом. Полученные клетки 
высевали на чашки Петри с поверхностью, обработанной поли-D-лизином, и культивировали на питательной 
среде α-МЕМ с добавлением 10% фетальной телячьей сыворотки (ФТС). Фенотипическую характеристику об-
разовавшегося в процессе культивирования монослоя проводили с помощью иммуноцитохимического ме-
тода.

Установлено, что полученная в данных условиях культура клеток является гетерогенной по фенотипичес-
кому составу. В качестве основных клеточных субпопуляций в ней представлены нейроны, экспрессирующие 
b-III-тубулин, и мантийные глиоциты, экспрессирующие глутаминсинтетазу. Это позволяет рекомендовать 
культуру клеток СГ неонатальных поросят в качестве ценного модельного объекта, содержащего комбина-
цию нейронов и глиальных клеток, физиологически близкую к той, которая наблюдается в организме.

Ключевые слова: спинальные ганглии, культура клеток, нейроны, мантийные глиоциты, b-III-тубулин, глу-
таминсинтетаза, хромогранин А.

SOME PHENOTYPIC CHARACTERISTICS OF THE DORSAL ROOT GALGLIA CELL CULTURE OF NEONATAL PIGLETS
Ali S. G., Kovalenko I. F., Bozhok G. A.
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Связь публикации с плановыми научно-иссле-
довательскими работами. Публикация подготовле-
на в рамках темы «Изучение механизмов модифи-
кации структурных параметров и метаболического 
состояния ядросодержащих клеток кордовой и эри-
троцитов донорской крови под влиянием различных 
криозащитных растворов и низких температур» (№ 
государственной регистрации 0109U00278).

Вступление. Глицерол, проникающий через плаз-
матическую мембрану, обеспечивает защиту эритро-
цитов человека при замораживании. Стабильность 
криоконсервированных клеток в физиологических 
условиях позволяет использовать их в практической 
трансфузиологии [1]. Однако технология криокон-
сервирования на основе глицерола включает много-
этапный процесс его отмывки из размороженных 
клеток, что требует значительных материальных 
затрат. Поэтому разработка безотмывочных мето-
дов на основе непроникающих криопротекторных 
агентов (КПА) остается актуальной проблемой крио-
биологических исследований. К числу таких КПА от-
носится полиэтиленгликоль с м.м. 1500 (ПЭГ), кото-
рый позволяет сохранить до 98% эритроцитов после 
размораживания. Однако в физиологических усло-

виях клетки демонстрируют нестабильность, т.е. ли-
зируют с течением времени [2]. Понимание причин 
данной проблемы может послужить основой для 
коррекции стабильности клеток, консервированных 
в присутствии ПЭГ и способствовать созданию безот-
мывочной технологии криоконсервирования крови. 

Ранее было показано, что ПЭГ вызывает сниже-
ние активности Са2+-АТФазы [3] и способствует входу 
Са2+ в эритроциты [4]. Однако последствия таких 
изменений для стабильности мембран и клеток, в 
целом, во многом не понятны. В частности, неиз-
вестно, как это влияет на асимметричное трансмем-
бранное распределение фосфолипидов. Маркером 
нарушения липидной асимметрии является экстер-
нализация фосфатидилсерина (ФС) на поверхности 
клетки, поскольку в норме он локализован только 
во внутреннем слое мембраны [5]. Важность оценки 
данного параметра обусловлена тем, что асимме-
тричное распределения ФС в мембране контроли-
рует активность и структурное состояние перифе-
рических и интегральных белков, и, следовательно, 
влияет на свойства мембраны в целом. Кроме того, 
экстернализация ФС является признаком эрипроза 
[6], вследствие чего макрофаги элиминируют такие 

DOI 10.29254/2077-4214-2019-3-152-50-54
УДК 577.352:57.053:577.15:576.3:57.086.13
Землянских Н. Г., Бабийчук Л. А., Мигунова Р. К.

АСИММЕТРИЧНОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ФОСФАТИДИЛСЕРИНА В МЕМБРАНЕ 
ЭРИТРОЦИТОВ ПРИ КРИОКОНСЕРВИРОВАНИИ С ГЛИЦЕРОЛОМ И 

ПОЛИЭТИЛЕНГЛИКОЛЕМ
Институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины (г. Харьков)

nzemliansky@gmail.com

Abstract. Cell culture of dorsal root ganglia (DRG) is a modern scientific platform for studying the mechanisms of 
neurogenesis, neurotransmission, neuroregeneration, as well as a valuable source of neural stem cells for regenera-
tive medicine. 

Goal. To study the expression of b-III-tubulin, glutamine synthetase, S100 protein and chromogranin A in the 
dorsal root ganglia cell culture of neonatal piglets by immunocytochemical method.

Methods. Cell suspension was obtained enzymatically from DRG of new-born piglets. Cells were seeded at a 
concentration of 5x105 cell/ml on plastic Petri dishes with a surface covered by poly-D-lysine, and cultured in a nu-
trient medium α-MEM with the addition of 10% fetal calf serum (FCS). After reaching the confluent monolayer, the 
cells of the primary culture were detached from the surface with a trypsin-EDTA mixture, washed by centrifugation, 
diluted to the above concentration and subcultured in the same conditions. The cell monolayer formed on day 7 of 
second passage was subjected to immunocytochemical labeling with antibody against neuronal marker b-III-tubulin, 
neuroglia markers glutamine synthetase (GS) and S100 protein, as well as neuroendocrine cell marker chromoranin 
A (ChrA).

Results. The immunocytochemical labeling showed a phenotypic heterogeneity of the culture. Cells expressing 
b-III-tubulin differed morphologically. Some of them were small with long branching processes that form a net-
work, so they were identified as neurons. Others were large elongated polygonal cells with small processes. Small 
spindle-shaped and large polygonal cells expressed GS, which characterized them as satellite glial cells (SGC). They 
represented the main cell mass of the obtained culture. S100-positive cells were not observed in the culture. A cer-
tain number of ChrA-positive cells were present in the culture. Morphologically, they were cells of various sizes and 
shapes, among which cells with processes prevailed. 

Conclusions. The results of the study allow us to conclude that neonatal piglets’ DRG derived cell culture ob-
tained in conditions of poly-D-lysine growth surface and 10% FCS supplemented nutrient medium is heterogeneous 
in phenotypic composition. The main cellular subpopulations in it are neurons and SGC. This allows us to recom-
mend the obtained culture as a valuable model containing a combination of neurons and glial cells, physiologically 
close to observed in the body.

Key words: dorsal root ganglia, cell culture, neurons, satellite glial cells, b-III-tubulin, glutamine synthetase, chro-
mogranin A.
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