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Застосування фетальних клітин в клінічній практиці визначає необхідність рішення питань, пов’язаних 

з їх безпекою. Досліджено рівень експресії генів src, abl, lck, jak1 в клітинах лімфогемопоетичного ком-

плексу мишей лінії СВА/Н та С3Н/Не до і після введення клітин фетальної печінки. Після застосування 

фетальних клітин суттєвих змін експресії генів у клітинах мишей обох ліній виявлено не було 
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клітинна терапія 

 

The application of fetal cells in clinical practice determines the necessity of solving the tasks related to their 

safety. Тhere was investigated the expression rate of genes src, abl, lck, jak1 in cells of lymphohemopoietic com-

plex of СВА/H and С3Н/Не mice before and after application of fetal liver cells. After application of fetal cells 

no significant changes in gene expression in cells of both mice lines were revealed 
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1. Вступ 

У загальному спектрі препаратів клітинної і 

тканинної терапії важливе місце займає фетальний 

матеріал, застосування якого визначається присутніс-

тю широкого спектру біологічно активних субстан-

цій, які мають значний функціонально-регуляторний 

потенціал [1, 2]. Застосування фетального матеріалу 

поширюється від лікування важких порушень стану 

різних систем організму до антиейджингової терапії 

[3]. Використання фетального матеріалу може бути 

зовсім не пов'язане з проблемами старіння, а стосува-

тися індивідуального прагнення «перевершити само-

го себе». Тобто це може стосуватися взаємодії введе-

ного матеріалу з організмом як в умовах розбалансу-

вання різних його систем, так і в фізіологічному ста-

ні. Однак клінічне використання фетального матеріа-

лу в більшості випадків випереджає темп проведення 

робіт з вивчення механізмів дії такої терапії і, тим бі-

льше, її безпеки. 

 

2. Літературний огляд 

Неодноразово відзначалося, що препаратам 

фетального походження властива висока імуномоду-

лююча активність [1, 2]. Отже, очевидна їх тропність 

до субстратів імунної системи (ІС) організму і мож-

ливість зміни їхнього стану на різних рівнях. Напри-

клад, модифікації погодженості сигнальних каскадів 

регуляції функції клітин, розвитку хромосомної не-

стабільності, зміни стану їх генетичного апарату та 

безконтрольної проліферації і т. п. Не виключена 

ймовірність розвитку небажаних наслідків, включа-

ючи індукцію бластомного процесу, початкові етапи 

якого можуть маніфестуватися, наприклад, оверексп-

ресією різних протоонкогенів [4, 5].  

Відомо, що однією з причин гіперекспресії 

протоонкогена є його переміщення під сильний про-

мотор іншого гена, що спостерігається коли в хромо-

сому клітини вбудовується слабоонкогенний ретро-

вірус з сильним промотором. До такого типу ретрові-

русів відноситься вірус пухлини молочної залози 

(ММТV) у мишей лінії С3Н/Не з переддетермінова-

ним розвитком цієї патології [6]. Експансія цього ві-

русу в організмі мишей лінії С3Н/Не призводить до 

того ж до порушення стану імунної системи (ІС) з 

маніфестацією визначених його ознак [7, 8]. У світлі 

сказаного вище, виникає питання, чи є ймовірність 

виникнення гіперекспресії протоонкогенів після за-

стосування фетального матеріалу. 

 

3. Мета та задачі дослідження 

Метою роботи було порівняти характер екс-

пресії генів src, lck, abl, а також взаємодіючого з ни-

ми у процесах непластичної трансформації гену jak1 

в клітинах лімфогемопоетичного комплексу (ЛГПК) 

мишей лінії CBA/H до та після застосування клітин 

фетальної печінки (КФП) та С3Н/Не. 

Для досягнення поставленої мети були вирі-

шені наступні задачі: 

1. Визначити кількість транскриптів генів src, 

lck, abl, jak1 в клітинах селезінки, лімфовузлів, кіст-

кового мозку і тимусу мишей лінії CBA/H та С3Н/Не. 

2. Дослідити характер експресії протоонкоге-

нів в клітинах лімфогемопоетичного комплексу після 

введення нативних і кріоконсервованих клітин фета-

льної печінки експериментальним тваринам. 

 

4. Матеріали і методи 

Об'єкт дослідження 

Експерименти виконані на 12–13 місячних 

мишах ліній СВА/Н, C57Bl/6J та С3Н/Не. В цей пері-

од маніфестується розвиток раку молочної залози 

(РМЗ) у мишей С3Н/Не [9]. Кількість мишей в кож-

ній з груп дорівнювала трьом. Експерименти з твари-

нами були виконані відповідно до Міжнародних 

принципів Європейської Конвенції про захист хребе-

тних тварин, які використовуються для експеримен-

тальних та інших наукових цілей (Страсбург, 1985).  

Отримання і кріоконсервування КФП  

Тварин декапітували під ефірним наркозом. 

Фетальну печінку (ФП), виділену з ембріонів мишей 
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лінії C57Bl/6J на 14-й поскоітальний день, дезінтег-

рували у гомогенізаторі Потера у середовищі 199 (Ін-

ститут поліомієліту та вірусних енцефалітів, Росія) з 

додаванням 10 % -ї ембріональної телячої сироватки 

(«Біолот», Росія) і 2 % -го цитрату натрію (далі в тек-

сті – робоче середовище) з подальшим пропущенням 

через голки зменшуючогося діаметра (0,9–0,4 мм) і 

капроновий фільтр для видалення конгломератів. 

Розчин для кріоконсервування КФП являв со-

бою робоче середовище з 20 % диметилсульфокси-

дом (ДМСО) («Arterium», Україна). До отриманої на 

робочому середовищі суспензії КФП по краплях до-

давали розчин для кріоконсервування у співвідно-

шенні 1:1 при температурі 18 °С протягом 2 хв (кін-

цева концентрація ДМСО склала 10 %). КФП з кон-

центрацією 1х106/мл і об'ємом 1,8 мл заморожували 

на програмному заморожувачі УОП-6 (СКТБ з ДВ 

ІПКіК НАН України) у пластикових пробірках 

(«Nunc», Германія), розморожували на водяній бані 

при 40°С, як описано раніше [7]. Кількість ядровміс-

них клітин у суспензіях підраховували в камері Горя-

єва на мікроскопі МБР-3 («ЛОМО», Росія). 

Експериментальним тваринам – мишам лінії 

СВА/Н одноразово внутрішньовенно вводили ало-

генні нативні або кріоконсервовані КФП (нКФП і 

кКФП відповідно) мишей лінії C57Bl/6J у дозі 

5х106/мишу в об’ємі 0,2 мл. У якості контролю про-

цедури введення матеріалу використовували клітини 

дорослої печінки (КДП) мишей тієї ж лінії і у тій же 

дозі. У якості позитивного контролю розвитку онко-

патології використовували мишей лінії С3Н/Не, не-

гативного контролю  інтактних мишей лінії СВА/Н. 

Контрольним тваринам обох ліній вводили забуфе-

рений фізіологічний розчин (ЗФР) в об’ємі 0,2 мл.  

Виділення клітин з органів ЛГПК тварин 

Через 30 діб після введення КФП тварин ви-

водили з експерименту дислокацією шийних хреб-

ців під легким ефірним наркозом. Клітини кістко-

вого мозку (КМ) отримували зі стегнових кісток 

шляхом вимивання шприцом з 2 мл робочого сере-

довища. Для отримання клітин з лімфоїдних орга-

нів, попередньо очищені і фрагментовані ножицями 

лімфатичні вузли, тимус, селезінку гомогенізували 

у гомогенізаторі Потера у 2 мл ЗФР. Отримані су-

спензії клітин пропускали через голки зменшуючо-

гося діаметра (0,9-0,4 мм) і капроновий фільтр. Кі-

лькість ядровмісних клітин у суспензіях підрахо- 

вували в камері Горяєва на мікроскопі МБР-3  

(«ЛОМО», Росія). 

Виділення нуклеїнових кислот 

Виділення нуклеїнових кислот здійснювали з 

1х106 клітин органів ЛГПК за допомогою наборів фі-

рми Diatom RNA Prep 100 (Isogene Lab, Ltd, Росія), 

відповідно до протоколу фірми виробника.  

Зворотня транскрипція (ЗТ)  

Реакцію ЗТ ставили з використанням специфі-

чних олігонуклеотидів і ревертази (М-Мlv) (ЦНДІЕ 

МОЗ РФ) відповідно до інструкції виробника. Реак-

цію проводили при температурі 37 °С протягом 30 хв 

із наступною інактивацією зворотньої транскриптази 

при 95 °С протягом 5 хв. 

 

Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) 
Праймери для протоонкогенів були сконстру-

йовані на основі бази даних, яка розміщена на сайті 
«GenBank» Національного центра біотехнологічної 
інформації (NCBI BLAST, USA): abl – AK 037887.1, 
src – AK 146056.1, lck – AK 088001.1, jak1 – AK 
134143.1, і синтезовані в АТЗТ «Медбіосервіс» (м. Ки-
їв, Україна). Ампліфікацію фрагментів ДНК викону-
вали в термостаті «Терцик» ЗАТ «НВФ ДНК-
технологія» (Росія). Денатурацію проводили при 94 oС 
протягом 30 с, гібридизацію матриці з праймерами 
при 60°С – 30 с, елонгацію – при 72 °С – 60 с. Кіль-
кість циклів – 40.  

Порівняння кількості транскриптів 

Порівняння кількості транскриптів досліджу-

ваних мішеней проводили на основі відносної напів-

кількісної оцінки продуктів ампліфікації з викорис-

танням методичних підходів, описаних раніше [10] і 

нашою модифікацією. З вихідного розчину нуклеїно-

вих кислот із кожного дослідженого зразка ми гото-

вили послідовні десятикратні розведення. До кожно-

го розведення додавали реакційну суміш і проводили 

реакцію ЗТ та ампліфікацію. При цьому, чим менше 

у вихідному препараті було послідовностей-мішеней, 

тим раніш (тобто при менших розведеннях) припиня-

лася ампліфікація. Транскрипти визначали у нерозве-

деному зразку нуклеїнових кислот, розведеному у 

співвідношенні 1:10, 1:100. 

Рівень експресії виражали як титр розведення 

вихідного розчину нуклеїнових кислот, переведений 

в логарифм (lg). 

Теоретично після етапу ЗТ кількість отрима- 

ної кДНК повинна дорівнювати кількості початко- 

вої мРНК. Таке положення висловлюють також інші 

автори [11]. В попередніх експериментах ми вибрали 

умови проведення ПЛР з різною кількістю клітин, 

щоб запобігти гальмуванню реакції, а також отрима-

ти лінійну залежність кількості ампліконів від конце-

нтрації матриці.  

Детекція продуктів ПЛР 

Детекцію продуктів ампліфікації проводили 

методом капілярного електрофорезу в чіп-аналізаторі 

(«Agilent 2100», США). Підготовка чіпів здійснюва-

лася відповідно до інструкції набору ДНК500 або 

ДНК1000 («Fermentas», Литва). Фрагменти нуклеїно-

вих кислот автоматично реєструвалися в сформова-

них мікроканалах чіпа і представлялися у вигляді 

смужок гелю або електрофореграм. Маркер молеку-

лярної маси, внесений в окрему лунку, був контролем 

для визначення розміру фрагментів ПЛР. За наявніс-

тю специфічного фрагмента ампліфікації розміром 

200–350 пар нуклеотидів (розмір ампліфікованого 

фрагмента визначався сумою розміру праймерів і ві-

дстані між їх 3'-кінцями) судили про присутність 

продукту в аналізованому матеріалі.  

Статистична обробка результатів 

Для статистичної обробки даних використову-

вали непараметричні методи. Рівень експресії вира-

жали як медіана (Ме) зворотнього значення логариф-

му розведення розчину мРНК. Довірчий інтервал не 

перевищував одного логарифму. Різницю в експресіїї 

між дослідними групами оцінювали за критерієм 



Scientific Journal «ScienceRise: Biological Science»                                                         №1(1) 2016 

 

 
42 

Мана-Уітні (U). Достовiрними вважали результати 

при р<0,05.  

 

5. Результати дослідження та їх обговорення 

Транскрипти кожного з обраних генів конституі-

тивно експресувалися в різній мірі в органах інтактних 

мишей СВА/Н (таблиця). Так, транскрипти гена jak1 

були експресовані у всіх досліджених органах ЛГПК. 

Мінімальна експресія була відзначена в КМ і тимусі, 

максимальна – у селезінці і лімфовузлах, що свідчить 

про активований стан цього гена і підтверджує важли-

вість тирозинової Januse кінази, яка кодується jak1 ге-

ном, в реалізації каскадних сигнальних шляхів у ткани-

нах ЛГПК мишей у фізіологічних умовах [12].  

 

Таблиця  

Зображення ампліконів генів src, lck, jak1, abl на смужках гелю в капілярному  

електрофорезі після проведення ЗТ-ПЛР 

Группа 

тварин 
Орган 

Наявність експресії генів при послідовному розведенні кДНК 

Маркер довжини фрагменту

 

  

 
src lck jak1 abl 

Розведення НК Розведення НК Розведення НК Розведення НК 

Поча-

тко-

вий 

1:10 1:100 

Поча-

тко-

вий 

1:10 1:100 

По-

чатк 

овий 

1:10 1:100 

По-

ча-

тко

вий 

1:10 
1:10

0 

СВА 

Селе-

зінка 
0 0 – 0 0 –       

Лім-

фовуз-

ли 

0 0 – 
 

0 –  
  0 0 – 

ККМ   
0 0 0 –  0 0 0 0 – 

Тимус 0 0 – 0 0 –  0 0 
   

С3Н/Не 

Селе-

зінка  0 – 0 0 – 0 – – 0 – – 

Лім-

фовуз-

ли 

0 0 – 0 0 – 0 – – 
  0 

ККМ 0 0 – 0 0 –    
0 – – 

Тимус 0 0 – 
 

0 – 
 

0 0 
  0 

СВА+ 

нКФП 

Селе-

зінка 
0 0 – 0 0 – 

 
0 0 

  
0 

Лім-

фовуз-

ли 
  

0 0 0 – 
  

0 0 0 – 

ККМ 0 0 – 0 0 – 
  

0 0 0 – 

Тимус 0 0 – 0 0 – 0 0 – 
 

 0 

СВА+ 

кКФП 

Селе-

зінка 
0 – – 0 – –  0 –   0 

Лім-

фовуз-

ли 
  

– 0 – –   0 0 – – 

ККМ 0 – – 0 – –  0 –  0 – 

Тимус 0 – – 0 – – 0 – –   – 

СВА+ 

клітини 

дорос-

лої пе-

чінки 

Селе-

зінка 
0 – –   – 0 – – 

 
0 – 

Лім-

фовуз-

ли 

0 0 – 0 0 –  0 – – – – 

ККМ 0 – – 
  –  0 – – – – 

Тимус – – – – – – – – – 0 0 – 

Примітки: ККМ – клітини кісткового мозку; «0» – експресія відсутня; «–» – експресію не визначали 
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Тільки в селезінці і тимусі цих мишей визнача-

вся максимальний рівень експресії транскриптів про-

тоонкогена abl. Менш експресувалися протоонкогени 

src і lck у кістковому мозку і лімфовузлах (рис. 1) 

Отримані нами результати свідчать, що у мишей 

лінії С3Н/Не має місце як інша топографія, так і різного 

рівня збільшення експресії src, abl, lck, jak1 генів прак-

тично у всіх досліджених органах ЛГПК (рис. 1). 
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Рис. 1. Рівень експресії генів src, lck, jak1, abl в клітинах лімфогемопоетичного комплексу мишей лінії СВА до і 

після введення КФП, КДП та у мишей лінії С3Н/Не. 

 

 Наприклад, транскрипти src-гена, на відміну 

від контрольних мишей, визначалися в селезінці ми-

шей С3Н/Не, що підтверджується даними [13] віднос-

но підвищення експресії Src-кіназ при РМЗ не тільки в 

епітеліальних клітинах, але й поза нею. Відомо, що 

експресія багатьох Src-кіназ у фізіологічних умовах 

відзначена, насамперед, в гемопоетичних клітинах  

[12, 13]. Цей факт підтверджується й отриманими на-

ми даними про досить високий рівень експресії src-

гена в кістковому мозку контрольних мишей СВА/Н. 

Але у мишей C3Н/Не експресія цього гена була визна-

чена у селезінці. З цього виходить, що саме цей орган 

може бути об'єктом розповсюдження вірусу ММТV, у 

якому він може індукувати збільшення експресії src у 

різних клітинах, що погоджується з вищезгаданими 

даними про розвиток спленомегалії у цих мишей [15].  

Iнша топографія експресії lck-гена була від-

значена нами в тимусі мишей С3Н/Не, у той час як у 

здорових тварин цей ген експресувався тільки в лім-

фовузлах (Рисунок). Експресія Lck тирозин кінази в 

лімфовузлах, що на 70–80 % представлені зрілими Т-

лімфоцитами, цілком закономірна, враховуючи роль 

цього ферменту в передачі внутрішньоклітинних си-

гналів саме Т-лімфоцитів [16]. У такому випадку ви-

значена активність lck-протоокогена в тимусі мишей 

С3Н/Не, більшість клітин якого представлена незрі-

лими Т-клітинами, може свідчити про підвищення 

його експресії.  

Нами встановлена інша топографія і збільшен-

ня рівня експресії транскриптів протоонкогена abl у 

лімфовузлах мишей С3Н/Не. Це може бути обумов-

лено як високою експансією ММТV у регіональних 

до молочної залози лімфоїдних структурах і актива-

цією вірусом цих генів в ІКК, так і розвитком пух-

линного процесу в організмі тварин, та імунологіч-

ною відповіддю на розвиток пухлин. 

Суттєве зростання у мишей С3Н/Не експресії 

jak1- гена відмічено у клітинах КМ. За даними [17] 

кількісний склад КМ мишей лінії С3Н/Не не відріз-

няється від здорових тварин, хоча їх якісний склад 

був другим. Наводяться дані про збільшення у КМ 

мишей С3Н/Не клітин із фенотипом СД44+, за раху-

нок яких можуть «зароджуватися» злоякісні процеси 

[18]. Відзначене підвищення колонієутворюючої ак-

тивності клітин КМ мишей С3Н/Не на певних етапах 

їхнього життя, що може бути обумовлено не тільки 

гіперпродукцією колонієстимулюючих факторів пух-

линними клітинами молочної залози [17], але й тими 

що формуються in situm. Така стимуляція приводить 

до підвищення проліферативного потенціалу кровот-

ворних клітин-попередників, процесу, в якому важ-

ливу роль відводять Jak1-кіназі [18].Таким чином, 

факт збільшення кількості транскриптів jak1 гена в 

клітинах КМ мишей С3Н/Не є цілком логічним. 

Обговорюючи можливу зміну експресії генів в 

організмі після застосування КФП, можна відзначити 

роботу [19], в якій показана здатність екстрактів з 

КФП стимулювати диференціювання еритроідних 

попередників з ембріональних тілець клітин людини 

за рахунок активації експресії деяких транскрипцій-
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них факторів (Gata1, Gata3, C-myb). У роботі інших 

авторів [20] також відзначено посилення експресії 

гемопоетичних регуляторних генів (Bmi-1, beta-Cate- 

nin, Hox B4, GATA-1) при культивуванні ембріона-

льних тілець або гемопоетичних колонієутворюючих 

одиниць у присутності фетальних клітин. Навіть ці 

дані свідчать про високий потенціал КФП «втручати-

ся» у метаболічні процеси в різних структурах орга-

нізму реципієнта. Наскільки КФП, що вводяться в 

організм, змінюють його генетичний профіль, при-

наймні, експресію зазначених вище генів. 

З представлених даних можна виділити деякі 

особливості зміни експресії протоонкогенів після 

введення КФП інтактним тваринам. Насамперед, то-

пографічно нКФП і кКФП не індукували експресію 

жодного з вивчених генів, що підвищенно експресу-

валися у мишей лінії С3Н/Не (табл. 1). Хоча слід за-

значити, що експресія деяких з них була встановлена 

в тих тканинах, в яких її не було у контрольних ми-

шей лінії СВА/Н або навпаки. Наприклад, транскри-

пти src-гена з'являлися в лімфовузлах тварин з нКФП 

і не були ідентифіковані в клітинах КМ. Поряд з цим, 

визначені і деякі зміни ступеня експресії протоонко-

генів після введення нКФП порівняно з контролем. 

Зокрема, експресія jak1-гена у цих мишей майже по-

вторювала топографію експресії у мишей лінії СВА, 

але її ступінь був меншим у селезінці і лімфовузлах. 

Подібна ситуація відзначена і для протоонкогена abl 

у селезінці і тимусі. Найбільш ймовірним пояснен-

ням таких змін може бути маніфестація відгуку орга-

нізму на маніпуляцію введення клітин. Підтверджен-

ням цього є зміна профілю експресії генів у мишей 

лінії СВА/Н після введення КДП. У цій групі тварин 

не було відзначено високого ступеня експресії про-

тоонкогенів подібно мишам С3Н/Не. Однак відмін-

ності, в порівнянні з мишами СВА/Н, були очевидні.  

Після введення кріоконсервованих клітин на-

ми також було відмічено зміну як в топографії, так і в 

ступені експресії досліджуваних генів порівняно з 

групою мишей позитивного контролю лінії С3Н/Не 

(табл. 1). У групах тварин з введенням кКФП спосте-

рігалася нова топографія експресії abl онкогену. На 

відміну від контрольних тварин підвищена кількість 

його транскриптів була ідентифікована в клітинах 

КМ. Аналогічно була встановлена підвищена експре-

сія протоонкогена src в клітинах лімфовузлів. Треба 

зазначити, що таку зміну ступеня експресії src гена 

ми спостерігали в клітинах лімфовузлів після вве-

дення нКФП, що доводить схожий механізм впливу 

нативних і кріоконсервованих клітин. Таким чином, 

очевидно, що глибоке охолодження як потужний 

стрес-індукуючий фактор приводить до змін ряду 

структурних і функціональних характеристик клітин, 

що вводяться, наприклад, шедингу мембраних рецеп-

торів і зміни імуногенного профілю [21], інгибіції 

синтезу одних білків чи зростанням напрацювання 

інших, а саме, білків теплового шока − БТШ [22]. 

Крім того, подібні зміни функціональної активності 

КФП можуть бути наслідком активуючого впливу 

кріоконсервування на генетичний апарат клітин. Під-

твердженням цьому є дані, які свідчать про актива-

цію експресії генів плюріпотентності в КФП: nanog, 

sox-2, oct-4, підвищення рівня експресії гена gata-2, 

контролюючого самопідтримку стовбурових кровот-

ворчих клітин [23]. Проте, треба зазначити, що після 

введення як нКФП, так і кКФП не було відзначено 

збільшення експресії протоонкогенів подібної екс-

пресії у мишей С3Н/Не.  
 

6. Висновки 

Узагальнюючи отримані результати, можна 

зробити наступні висновки: 

1. Транскрипти генів src, abl, lck, jak1 консти-

туiтивно в різній мірі експресувалися в органах 

ЛГПК інтактних мишей лінії СВА/Н. 

2. У мишей лінії С3Н/Не з переддетермінова-

ним розвитком РМЗ експресія зазначених генів від-

значалася в інших, у порівнянні з мишами лінії 

СВА/Н, органах ЛГПК і в іншій мірі. 

3. Введення як нКФП так і кКФП не індукува-

ло експресію визначених генів у мишей СВА/Н, по-

дібну тієї, яка визначалася у мишей С3Н/Не. 
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