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Целью исследования была оценка пролиферативной 
активности мезенхимальных стволовых клеток при раз
личном состоянии опиатных рецепторов. В эксперимент 
были взяты культуры мезенхимальных стволовых клеток 
крыс, в качестве агонистов опиатных рецепторов были ис
пользованы даларгин и DAGO, в качестве блокатора -  
налоксон. Была получена зависимость состояния проли
феративной активности от типа активированных рецептов, 
связанная с временем культивирования клеток. Причем, 
как предварительная блокада рецепторов, так и примене
ние на ее фоне дексаметазона, вызывала повышение про
лиферативной активности относительно контроля во всех 
опытных группах, не зависимо от вида рецепторов, хотя их 
дополнительная неселективная стимуляция замедляла 
темпы роста клеток к концу эксперимента.
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В последние годы  исследователи уделяю т огромное вним ание использованию  
стволовы х клеток для лечения различны х патологий [1]. Причем , наиболее перспективны м  
является использование мезенхим альны х стволовы х клеток сам ого пациента. К ак известно, 
мезенхимальные стволовы е клетки, источником  которы х является костны й мозг, 
м ультипотентны , т.е. способны  дифф еренцироваться в клетки  костной, хрящ евой, м ы ш ечной 
тканей, а такж е в теноциты  и элем енты  стром ы , поддерживающ ие гем опоэз и нейральные 
клетки  [2, 3, 4]. О ни вы рабаты ваю т некоторые гем опоэтические и негем опоэтические ростовые 
ф акторы , интерлейкины  и хем окины . Подобно гем опоэтическим , мезенхимальные стволовые 
клетки  (М С К ) составляю т небольш ую часть клеток костного мозга, однако в определенных 
условиях при культивировании in  vitro  они активно пролиф ерирую т, не вступая в 
дифф еренцировку [5]. Э то  дает возм ож ность и зучи ть влияние различны х ф акторов и вещ еств 
на процессы  роста, дифф еренцировки и гибели данны х клеток, а такж е особенности и х 
метаболизма. Н а сегодняш нем  этапе исследователей интересует вопрос м играции М С К  из 
костного мозга в поврежденные органы  и ткани  с последую щ им разм ножением и 
дифференцировкой, механизмы  эти х процессов, а такж е роль ф акторов м одулирую щ их 
взаим оотнош ения пролиферации, диф ф еренцировки и апоптоза при адаптации 
трансплантируем ы х М С К [6, 7]. Особое значение им ею т исследования, связанны е с 
углублением  поним ания м олекулярны х механизмов регуляции апоптоза и пролиферации, а 
такж е возм ож ности использования и х ингибирования или активации в лечении целого ряда 
заболеваний [8 , 9].

П ри этом особый интерес вы зы вает влияние на пролиферативную  активность клеток 
состояния опиатны х рецепторов. О пиоидная систем а представляет собой обш ирную  и 
разнообразную  по своему влиянию  на организм  регуляторную  систем у. Она участвует в 
регуляции различны х ф изиологических ф ункций, в том числе сердечно-сосудистой систем ы, в 
модуляции боли, пролиферации и д ругих [10, 11]. Некоторы е исследователи показали важ ную  
роль состояния опиатны х рецепторов в процессах пролиферации при некоторы х видах рака, 
вклю чая рак яичников, а такж е при нейрогенезе и нейропротекции [12, 13, 14]. Н о для 
вы явления основны х механизмов влияния опиоидной систем ы  в процессах пролиферации, 
дифференцировки и апоптоза необходимы дальнейш ие исследования.

Связь работы с научными программами, темами : работа вы полнялась в рам ках 
научной програм м ы  М инистерства образования и науки Украи ны  «Исследование процессов 
пролиферации и дифф еренцировки м езенхим альных стволовы х клеток и и х влияние на реге
нерацию  тканей» (номер государственной регистрации 0111U002247).

Целью исследования была оценка пролиферативной активности мезенхим альны х 
стволовы х клеток при различном  состоянии опиатны х рецепторов.
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Материалы и методы.
Д ля исследования брали клетки  костного мозга путем  пром ы вания полости бедренной 

кости  взрослы х лабораторны х кры с. К летки  культивировали в среде И гл а М ЭМ  с добавлением 
эм бриональной телячьей сы воротки и антибиотиков в течение 14 дней со сменой питательной 
среды один раз в неделю. Ж изнеспособность клеток в культуре определяли по тесту с трипано- 
вым синим . В эксперим ент было взято 9 опы тны х групп: в первой серии групп  клетки  кул ьти 
вировали с неселективны м  агонистом  опиатны х рецепторов даларгином , с селективны м  агони 
стом д -о п и атн ы х рецепторов D AG O , с дексаметазоном, с даларгином  и дексаметазоном, DAG O  
с дексаметазоном. Во второй серии эксперим ента блокировались опиатны е рецепторы с помо
щ ью налоксона, а такж е добавляли к  налоксону дексаметазон, даларгин и D AG O . К летки  с пре
паратам и культивировали 24 и 48 часов. Контролем  служ ила и нтактная культура клеток.

Д ля определения уровня клеточной пролиферации нами был использован колорим ет
рический метод, основанный на том , что  дегидрогеназы  м итохондрий в ж изнеспособны х клет
ках, в которы х вы сокая м етаболическая активность, способны превращ ать добавленную в кул ь
туру водорастворимую  М ТТ-тетразолиевую  соль ж елтого цвета в кристаллы  нерастворим ого в 
воде формазана лилового цвета [15]. За  100% приним али количество формазана, образовавш е
гося в аликвоте свежевыделенных клеток костного м озга. Статистическую  обработку результа
тов исследования проводили на персональном ком пью тере Celeron 3 0 0 А  с применением стан 
дартны х пакетов прикладны х програм м [16].

Результаты и обсуждение.
П риним ая за 100% количество восстановленного формазана в растущ ей культуре кле

то к , без прим енения каки х -  либо препаратов, мы получили достаточно стабильны е показатели 
пролиферативной активности в контрольной группе в течение всего времени культивирования 
(рис. 1).

□ Контроль ОМСК + даларгин

□ МСК + DAGO □ МСК + дексаметазон

□ МСК + даларгин + дексаметазон ПМСК + DAGO + дексаметазон

Рис. 1. К оличество ф о р м азан а  в культуре МСК п р и  дей стви и  агонистов  
оп иатн ы х рец епторов(24  ч ас а  культи ви рован и я , %), * -р< 0,05 , 
р а зл и ч и я  п о казател ей  достоверн ы  по сравн ен и ю  с контролем

П ри культивировании М СК с неселективны м  стим улятором  опиатны х рецепторов дала- 
ргином  проходило значительное достоверное увеличение пролиферативной активности клеток 
в течение всего срока культивирования, которое достигало м аксим альной величины  ко вторым 
суткам  и превосходило контроль в 2,6 раза (p < 0 ,0 5 ). В то время как использование селективно
го агониста д -о п и атн ы х рецепторов в начале эксперим ента приводило к  увеличению  уровня 
формазана в 2,21 раза (p < 0 ,0 5 ), а к  концу опы та резко пониж алось в пределах опы тной группы  
и практически не отличалось от контроля (рис. 1, рис. 2).
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□ Контроль 0М СК + даларгин

S МСК + DAGO 0  МСК + дексаметазон

НМСК + даларгин + дексаметазон ОМСК + DAGO + дексаметазон

Рис. 2. К оличество ф о р м азан а  в культуре МСК п р и  дей стви и  агонистов  
оп иатн ы х рец епторов  ( 48  часов  к ул ьти ви рован и я , в  %), *-p < 0 ,05 , р а зл и ч и я  

п о казател ей  достоверн ы  по сравн ен и ю  с кон трол ем

П ри анализе пролиферативной активности клеток нельзя обойти один из важ нейш их 
факторов роста клеточны х культур -  глю кокортикоидны е горм оны , их действие на клетки  в 
различны х условиях культивирования. О ни м огут стим улировать или подавлять пролифера
цию  в культуре в зависим ости от типа клеток и плотности и х роста, а такж е изм енять и х ч ув 
ствительность по отнош ению  к  другим  ф акторам  роста. Глю кокортикоиды , относящ иеся к  л и - 
поф ильны м  гормонам, проходят плазм атическую  мембрану клетки  пассивно и затем связы ва
ю тся с внутриклеточны м и рецепторам и с образованием горм оно-рецепторного ком плекса. 
Д анны й ком плекс, в свою очередь, взаим одействует со специф ическим и областям и Д Н К  и ак
тивирует или инактивирует специф ические гены . Связы вание гормона с рецептором приводит 
к  изм енениям ф изико-хим ических свойств последнего, причем  на эти  процессы может влиять 
тем пературны й реж им культивирования, наличие А ТФ  и других ком понентов в питательной 
среде. Рецепторы  глю кокортикоидны х гормонов отличаю тся вы сокой специф ичностью  и им е
ю т достаточно сложное строение. Н аряду с этим  им ею тся данные, что  стероиды  вначале связы 
ваю тся специф ическим и белками мембраны клетки, которые транспортирую т и х к  цитоплаз
м атическом у рецептору или, м инуя его, непосредственно к  рецепторам ядра [17]. Э ф ф е кт дей
ствия стероидны х гормонов проявляется не сразу, а спустя определенное время, которое необ
ходимо для образования Р Н К  и последую щ его синтеза специф ического белка. П ри  анализе 
пролиферативной активности культуры  при действии дексаметазона учиты валась такж е его 
способность вы зы вать прикрепление клеток, а такж е индуцировать клеточную  диф ф еренци- 
ровку, причем  направленность дифф еренцировки определяется сочетанием  вводимых в состав 
полной питательной среды препаратов [18, 19]. П ри  добавлении к  клеткам  дексаметазона в 
начале культивирования произошло небольшое увеличение активности клеток, которое с течением 
времени уменьшалось и было ниже контроля. В условиях сочетанного действия дексаметазона и 
даларгина пролиферативная активность в первые сутки превосходила контроль и даже продолжала 
расти ко вторым (в 3,7 раза выше контроля), а такж е превышала значения группы  даларгина, хотя и 
сохраняла ее тенденцию (рис. 2). Тогда как применение в этих же условиях DAGO  меняло картину в 
противоположную сторону в сравнении с группой М СК + DAGO. Сочетание DAGO  и дексаметазона 
в начале эксперимента практически не изменяло уровень формазана, но с течением времени коли
чество формазана уменьшалось и было ниже контрольны х значений.

И нтересная картина наблю далась при действии на культуру клеток налоксона. Блокада 
опиатны х рецепторов налоксоном приводила в первые сутки  к  незначительном у увеличению  
пролиферативной активности клеток по отнош ению  к  контролю  и составила 137% (рис. 3), но с 
течением времени ш ло нарастание показателя, которое к  концу составило 186% (p < 0 ,0 5 ). П ри 
первичной блокаде опиатны х рецепторов и последующ ем добавлении даларгина, в первые сут
ки  резко увеличивалась активность м итохондриальны х дегидрогеназ, превы ш ая как контроль
ные значения в 2,8 раза (p < 0 ,0 5 ), та к  и значения групп  даларгина и налоксона. Однако на вто-
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рые сутки  наблю далось замедление пролиф еративны х процессов и концу эксперим ента соста
вило 188,3% (p < 0 ,0 5 ), что  превы ш ало контроль, но было достоверно ниж е значений группы  
даларгина.

24 48

□ Контроль О МСК + налоксон

В МСК + налоксон + DAGO ШМСК + налоксон + даларгин

В МСК + налоксон + дексаметазон

Рис.3. К оличество ф о р м азан а  в культуре МСК п ри  дей стви и  блокаторов  
о п и атн ы х  рец епторов  (%), *- р < 0 ,0 5 , р а зл и ч и я  п оказателей  достоверн ы  

по сравн ен и ю  с контролем

В группе сочетанного действия налоксона и DAG O  действие последнего сдерживало ак
тивирую щ ее влияние на пролиферативную  активность клеток налаксона (Рис. 3). Рост наблю 
дался по отнош ению  к  контролю , но не достигал значений группы  налоксона. П ри действии 
дексаметазона на фоне блокады опиатны х рецепторов количество формазана нарастало в тече
ние всего эксперим ента и составило на вторые сутки  149,9% (p < 0 ,0 5 ), что  является самым н и з
ким  показателем  из всех опы тны х групп  данной серии.

Полученны е данные позволяю т предполож ить зависим ость пролиферативной активно
сти  клеток от типа активированны х опиатны х рецепторов, причем  как на фоне блокады, так и в 
условиях прим енения дексаметазона.

Таким  образом, оценивая влияние на пролиферативную  активность М СК агонистов 
опиатны х рецепторов, бы ла получена зависим ость ее состояния от типа активированны х рецеп
тов, зависящ ая от времени культивирования клеток. П ричем , как предварительная блокада ре
цепторов, та к  и применение на ее фоне дексаметазона вы зы вало повы ш ение пролиферативной 
активности относительно контроля во всех опы тны х группах, не зависящ ей от вида рецепторов, 
хо тя и х дополнительная неселективная стим уляция замедляла тем пы  роста клеток к  концу экс
перимента.

Выводы.
Н еселективная активация опиатны х рецепторов приводит к  стим уляции пролифера

тивной активности клеток в первые сутки  эксперим ента, которое нарастает к  концу экспери
мента. Тогда как селективное стим улирование д -опи атны е рецепторов дает резкое повыш ение 
в первые сутки  и плавное, с течением времени, сниж ение пролиферативной способности кле
ток. Предварительная блокада опиатны х рецепторов с течением времени изм еняет на противо
положное влияние как селективны х, та к  и неселективны х и х агонистов на пролиферативную  
активность клеток.
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INFLUENCEOF OF OPIOID RECEPTORS ON THE STATE OF MITICHONDRIAL 
DEHYDROGENASES OF RATS MESENCHYMAL STEM CELLS IN VITRO

The aim of this study was to evaluate the proliferative activity of mes
enchymal stem cells depending on the state of opiate receptors. In  the exper
iment the culture of rats mesenchymal stem cells has been used, as an ago
nist of opioid receptors dalargin and DAGO, as blocker -naloxone also have 
been used. In  an experiment the dependence of the state of proliferative ac
tivity on the type of activated receptors and on time of cell cultivation was 
obtained. Besides , as a prelim inary locking of opiate receptors and the using 
on its background the dexamethasone caused an increasing of proliferative 
activity in  regard to controls in  all experimental groups, independently on 
the type of receptors; albeit the additional non-selective it stimulation has 
been retarding the cell growth by the end of the experiment.

Key words: opiate receptors, mesenchymal stem cells, mitochondrial 
dehydrogenase, proliferation.
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