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           24Проведено культивирование стромальных клеток в динамических и стационарных условиях в течение
—48 .          —ч Исследована их внутриклеточная ферментативная активность с помощью цитохимических методов  

      .    окраски на щелочную фосфатазу и неспецифическую эстеразу В условиях динамического культивирования 
         ,  активность щелочной фосфатазы была выше по сравнению со стационарными условиями что свидетель-

        .ствует об ускорении дифференцировки и созревания стромальных клеток человека

Ключевые слова: ,  ,  , культивирование стромальные клетки ферментативная активность однонаправленный 
 .поток жидкости

The culture of stromal stem cells was incubated under constant and dynamic conditions. The incubation period was lasting 48 h. Intracellular enzyme 

activity of stromal stem cells were carried out with cytochemical methods. Alkaline phosphatase activity was increased under dynamic conditions, differentiation of 

stromal stem cells being accelerated comparatively steady-state conditions.
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Введение
  Мультипотентные мезенхимальные стро-

  ( )   мальные клетки ММСК рассматривают как 
  клетки с фибро  .бластоподобной морфологией  

   ,Несмотря на многочисленные исследования  

     большинство сторон биологии ММСК до сих 
    [8].   пор остаются не изученными При этом 

  ,   только функциональные пробы такие как опре-
   , деление активности щелочной фосфатазы поз-

   воляют охарактеризовать процессы созревания 
,     ММСК прежде всего в остеогенном направле-

 [3]. нии
      Ни один из антигенных маркеров и секрети-
     руемых цитокинов не может быть надежным 

    параметром для анализа чистоты культуры 
.    ,  ММСК С одной стороны  даже долгосрочные 

    культуры могут показать некоторую разнород-
 ( , -    ность возможно из за связанной с клеточным 
  ),   ,циклом экспрессии маркера с другой стороны  

   функционально различные клеточные культуры 
   могут иметь сходные иммунофенотипические 

 [15].профили
   В настоящее время in vitro  достигнуты зна-

     чительные успехи в индукции созревания и 
    дифференцировки ММСК в различных направ-

,    лениях демонстрирующие широкие возможно-
    . сти для развития клеточных технологий Описа-
  (  ны метаболические посредством регуляторных 
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,     -молекул например дексаметазона и бета гли-
) [1, 10]   (церофосфата и биофизические посред-

     ством структурных свойств естественного и ис-
 ) [7]  кусственного микроокружения способы регу-

   . ляции функциональной активности ММСК
    Ранее было установлено воздействие одно-

  , направленного потока жидкости имитирующего 
ex vivo    ,  ее движение в организме на проявле-

  ние фибробластоидных морфофункциональных 
   свойств мононуклеарами периферической крови 
 [2],   человека предположительно относящихся к 

   циркулирующему пулу колониеобразующих еди-
  ( - ) [5]. ниц фибробластов КОЕ Ф

  —  Цель исследования экспериментальное 
   подтверждение возможности ускоренного созре-

    вания стромальных стволовых клеток человека 
  . в гидродинамических условиях

Материал и методы

    В качестве источника стромальных стволо-
    вых клеток применяли культуру фибробласто-

    (  «идных клеток легкого человека ООО Банк 
 », .стволовых клеток г  )Томск  ( .рис  1). Препара-

  4—5    ты после пассажей представляют собой мор-
   (  88%) фологически и функционально на однород-

     ную популяцию клеток с ограниченным сроком 
,     жизни сохраняющую при пассажах стабильный 

,    .   кариотип и онкогенно безопасную Клетки сво-
    ( , ,бодны от посторонних вирусных ВИЧ гепатит  
  .)   (герпес и др и бактериальных Treponema pal-

lidum, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma  .)и др  

.  , агентов Жизнеспособность клеток определяемая 
 ISO 10993-5   согласно по исключению окрашивания 

   0,4%-   ,  91в тесте с м трипановым синим составила
—93%.      4—8При культивировании в течение  сут 

   клетки проявляли фибробластоидную морфоло-
 ( .гию рис  1),    секретировали в культуральную 

    , среду щелочную и кислую фосфатазы остео-
,    кальцин что подтверждает их принадлежность 

  .к пулу ММСК

.Рис  1.      Культура фибробластов легкого человека на пласти-
. ке

  II- . . 400Окраска азуром эозином Ув

   Культуру клеток в концентрации 
5 ⋅  104 ./кл см2    24—48клонировали в течение   ч при 

 37температуре  °     С в чашках Петри диаметром 
35  (  )    ,мм стационарная культура и в системе  

  моделирующей однонаправленное движение 
  (  ).питательной среды динамическая культура  

    Предварительно в чашки Петри помещали 
,     фильтр аналогичный таковому в проточной си-

.   ,    стеме Проточная система как описано ранее 
[2],      представляет собой замкнутую систему с 

,   камерой содержащей полупроницаемый 
.     ,  фильтр Камера соединяется с емкостью за-

  ,  полненной питательной средой роликовым на-
,    сосом который снабжен поддерживающим 

,     клапаном и обеспечивает равномерное одно-
  .  направленное движение среды Камера снабже-

     на боковым клапанным отверстием для введе-
  ;  ния клеточного материала полупроницаемый 

     .фильтр служит местом для его размещения  

 « -01»    Аппарат Аспиратор работал в постоянном 
   1—2режиме со скоростью  мм3/ .  мин Данная ско-

    рость выбрана на основании эксперименталь-
    :ных исследований и является оптимальной  

    скорость меньшей величины недостаточна для 
  ,  достижения поставленной цели бó  льшая ско-

     рость ведет к механическому повреждению кле-
.ток

    В качестве культуральной среды применяли 
     200ДМЕМ в модификации Искова объемом  ,мл  

     в которую добавляли гентамицин из расчета 
50 / . мг л
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    По окончании культивирования фильтры из-
,   ,  влекали сушили на воздухе клеточный материал 

  фиксировали в  30течение     с в парах формали-
,      на окрашивали на щелочную фосфатазу и не-

  [6].специфическую эстеразу
   Просмотр и фотографирование результатов 

     окраски на прозрачных подложках проводили с 
   IBM  PCпомощью персонального компьютера  

Pentium,    Epson  ( )цифрового фотоаппарата Япония  

   Karl  Zeiss  и микроскопа фирмы Jena  ( ).Германия  

   Морфологию поверхности гибридных импланта-
 (    ) тов фильтр и окрашенные клетки исследова-

    ли в материаловедческом центре коллективного 
    пользования при Томском государственном уни-

 ( .верситете г  ).  Томск Оптическую микроскопию 
    непрозрачных объектов проводили в отражен-

    ном свете на металлографическом микроскопе 
Olympus GX-71 ( )   400. Япония при увеличении

   Методом компьютерной морфометрии циф-

  [1]   ровых изображений с использованием про-
 PhotoShop 6.0  , граммы определяли число площадь 

     . окрашенных клеток и их оптическую плотность
    Статистическую обработку выполняли с при-

  Statistica  for  Windows 6.0,  Microsoftменением программ  

Excel  2002.     Для описания изменчивости количе-
   ственных признаков использовали общепринятые 

статисти  ,   ческие процедуры включая расчет па-
  (  , раметров распределений средние значения их 

, ).   ошибки дисперсии Проверку на нормальность 
    распределений осуществляли с помощью кри-

 — . терия Колмогорова Смирнова
   В выборках наблюдалось распределение 

,   .  показателей отличное от нормального В связи 

     с этим для оценки статистической значимости 
   различий выборок применяли непараметриче-

 ский Z-  .   критерий Вилкоксона Различия счита-
    лись достоверными при уровне значимости 

р < 0,05.

Результаты

    При культивировании стромальных клеток в 
  (   )  стационарных условиях в чашках Петри на 

    (1—протяжении всего периода наблюдений
2 )     сут цитохимически в них отмечалась актив-

 ность   ( )неспецифической эстеразы НЭ  (табли-
, .ца рис  2)).      При этом с увеличением срока ис-

   следования незначительно повышалась плот-
    ность распределения клеток на искусственной 

,    поверхности их оптическая п ,  лотность однако 
    средняя площадь ферментативной окраски ста-

   (  31%;тистически значимо уменьшалась на  

p = 0,00001).   ( )  Щелочная фосфатаза ЩФ в клет-
,    ,ках культивируемых в стационарных условиях  

 .не выявлялась
     В проточной культуре количество клеток на 

фильт ,   ,  рах окрашенных НЭ ока  залось суще-
  (   10   ственно сниженным практически в раз и бо-

)      лее по сравнению с обычным ведением культу-
 ( .  ).    ры см таблицу Однако ко

2-м     сут эксперимента статистически значимо по-
     ( .вышалось восприятие красителя для ЩФ см  

).     таблицу Позитивно окрашенные клетки имели 
бó        льшую по сравнению с окраской на НЭ пло-

,  , , щадь неправильную форму располагались как 
,    (правило в углублениях поверхности .рис  3).

Морфометрические показатели культуры клеток легкого человека при различных способах 
и времени краткосрочного культивирования в минимальной питательной среде

Изучаемый 
фермент 
(n = 10)

 -Срок исследо
,  вания сут

 -Метод культивиро
 вания клеток

 Число окрашенных 
  1клеток в  мм2

 Площадь
, окраски мкм2

Оптическая 
, .плотность усл  

.ед

НЭ

1

Стационарный 45,74 119,77 22,56

Проточный Единичные — —

Z; р — — —

2

Стационарный 63,75 82,55 26,98

Проточный 6,77* 69,98 20,97

Z; р 2,66; 0,007 1,36; 0,173 0,17; 0,86

ЩФ
1

Стационарный 0 0 0

Проточный Единичные — —

Z; р — — —

2 Стационарный 0 0 0

Проточный 9,56* 400,87* 14,67*
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Z; р 2,66; 0,008 3,18; 0,001 3,17; 0,002

П р и м е ч а н и .  е n —       (    число просчитанных полей зрения на фильтре для каждой группы ис-
  ); * —     пользовали три фильтра статистически значимые различия согласно Z-   критерию Вилкоксона по 
   .сравнению со стационарным культивированием

.Рис  2.     Культура фибробластов легкого человека на 
, фильтре

   . . 400окрашенных на неспецифическую эстеразу Ув

.Рис  3.     Культура фибробластов легкого человека на 
, фильтре

   . . 400окрашенных на щелочную фосфатазу Ув

Обсуждение

  . .Согласно определению И Л    Черткова и со-
. (2005), « » —   авт стволовость это способность к 

  (  самоподдержанию популяции при множествен-
 ),  ных ретрансплантациях пролиферативный по-

,    тенциал достаточный для мультилинейного 
     восстановления гемопоэза у животных с ком-
   (прометированной кроветворной тканью облу-

,   ,  чение цитостатические препараты генетиче-
 , ) [8]. ские мутации иммунодефицит Основными 

    свойствами стволовых клеток являются способ-
   « »,  ность к самоподдержанию стволовости пла-

,    стичности коммитированию с последующей 
.дифференцировкой

 ,   Таким образом стволовие клетки проявляют 
    ,себя только в процессе функционирования  

     поэтому на современном этапе знаний наибо-
    лее адекватными методами их обнаружения 

 ,   считаются функциональные например цитохи-
,  .  ,   мические пробы Известно что стромальные 

 ( , ), клетки фибробласты остеобласты производ-
 ,     [4,ные ММСК позитивно окрашиваются на ЩФ  

5].      При этом активность ЩФ возрастает по 
   [4].  -   мере их созревания КОЕ Ф проявляют в 

  ( )  динамике культивирования созревания фи-
 ,    бробластоидный фенотип активность ЩФ и от-

    [12]. сутствие реакции на НЭ
    , Вместе с тем молодые гранулоциты эрит-

, ,   робласты мегакариоциты лимфоциты и моно-
,    циты производные стволовой кроветворной 
 ( ),    клетки СКК дают отрицательную реакцию на 

.     [6]. ЩФ НЭ считается маркером макрофагов
    На границе раздела искусственного матери-

 ( )   ( ) ала имплантата и клетки ткани происходят 
 ,   основные события связанные с жизнедеятель-

  ,  ностью стволовых клеток образованием тканей 
    на основе общебиологических процессов про-

, , лиферации коммитирования дифференцировки 
  [13].   и созревания Наиболее распространены 

   исследования ферментативной активности кле-
      ток при их прямом контакте с искусственными 

 [11],   поверхностями моделирующие местные ре-
   . акции на имплантируемые изделия Определен-

     ная тропность ММСК к искусственным подлож-
    кам показана в работе J.M. Vehof  . [15].и соавт

   Ведение культуры фибробластоидных клеток 
     легкого человека на фильтрах в стационарных 
 ,     условиях показало что в них проявляется ак-
      , тивность НЭ при размерах и форме клеток со-

  .  ответствующих кроветворным элементам В ди-
   намике эксперимента снижалась площадь 
      окраски на НЭ и несколько возрастала оптиче-

  ,  , -ская плотность клеток что свидетельствует по
,      видимому о принятии ими округлой формы 
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( .рис  2).  ,   Таким образом в культуре стромаль-
     ных клеток присутствует примесь элементов из 
 ,    пула СКК которые получают преимущества для 

.   , созревания Согласно собственным данным эта 
   12%,    примесь может достигать что было уста-
     новлено в отдельном эксперименте по наличию 

  ,    в супернатанте ЩФ не принадлежащей к фрак-
  , , ции костного изофермента синтезируемого как 

,  [3]. известно остеобластами
  ( )При биомеханическом гидравлическом  

   воздействии однонаправленного тока жидкости 
   клетки преобретали преимущественно фи-

  ( . , .бробластоидный фенотип см таблицу рис  3): 
 ,   неправильная форма увеличение площади 

      окраски на ЩФ вследствие прилипания к по-
.      верхности Обращает на себя внимание факт 
    ускорения дифференцировки и созревания кле-

    (48 ) ток при динамическом культивировании ч в 
   .  сравнении со стационарным способом Напри-

, ,    мер известно что оптимальный срок стандарт-
  -   ного культивирования КОЕ Ф человека состав-
 7—14ляет   [1, 5]. сут

,    Данные полученные при культивировании 
     стромальных клеток легкого человека в проточ-

 ,    ных условиях принципиально согласуются с 
   результатами исследования культуры монону-

    [2]. клеарных клеток периферической крови Об-
    наруженный феномен является скорее всего 

 . общебиологической закономерностью
    ,  При этом постановка эксперимента в 

    частности отсутствие в культуральной среде 
  ,  ключевых питательных добавок стимулирую-

  ,  щих жизнедеятельность клеток позволяет го-
    ворить о дифференцированном значении по-

     . тока жидкости для процессов их созревания
,   Возможно обеспечивая динамическое 

 ,  -напряжение цитоскелета пространственно вре-
  ,   менную ориентацию клеток направленный по-

     ток жидкости тем самым оказывает биомехани-
    ческое формообразующее влияние на морфо-

  функциональные особенности культивируемых 
.     клеток Прилипшие к трехмерной матрице клет-

- ,     ки предшественники находясь на пути движе-
  ,   ния питательной среды претерпевают серию 

,     трансформаций в ходе которых проявляется 
   .  активность разных ферментных систем По 

 ,    крайней мере влияние цитоскелета на измене-

     ние функциональной активности клеток не вы-
 ,   зывает сомнений обсуждаются механизмы 

-  структурно функционального опосредования 
  [9]. внеклеточных сигналов

Заключение

    Наряду с известными способами регуляции 
   (функциональной активности ММСК биологически 

 ,   активные молекулы биосовместимые поверхно-
)     сти доказана возможность ускорения диффе-

    ренцировки и созревания стромальных стволо-
    вых клеток человека посредством биомеханиче-

   ского воздействия однонаправленного потока 
.     жидкости Подобная технология может иметь как 

 ,   фундаментальное значение связанное с изуче-
   нием механизмов модификации морфофункцио-

нальных  ,    свойств клеток так и практический вы-
,     ход позволяющий наращивать массу диффе-

   ренцированных клеток посредством технологии 
«  биореактор in vitro». 

Исследование выполнено при поддержке фе-
деральной  целевой  программы «Исследования 
и  разработки по приоритетным направлени-
ям  развития  научно-технологического 
комплекса  России  на  2007—2012 гг.»  ГК 
№ 02.512.11.2285 от 10.03.2009). 
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