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«Механизмы, контролирующие пролиферацию и дифференцировку клеток  
различного генеза в норме и при патологиях» 

 

Исследования развиваются в двух направлениях. Первое, изучение молекулярно-

клеточных механизмов регуляции пролиферации и дифференцировки соматических и 

стволовых клеток человека и животных. Второе, это разработка метода управления 

дифференцировкой и миграцией клеток в организме при трансплантации с помощью 

генетических векторов и изменением эпигенетического статуса клетки на матрицах на 

основе биополимеров коллагена и хитозана. 

Исследовано значение статуса метилирование на экспрессию генов плюрипотентности 

и физиологические функции клеток. Было показано, что использование 5-аза-2 

дезоксицитидина приводит к обратимым изменениям физико-химических свойств клеток, 

селективному отбору клеток в культуре через апоптоз и экспрессии генов плюрипотентности 

oct4, nanog. Большое значение регуляции поддержания дифференцированного состояния на 

уровне трансляции, поскольку подавление биосинтеза белка приводило к активации 

экспрессии генов плюрипотентности (Еремеев и др., 2007, Svetlakov et al., 2008).  

Использование данной методики при SNTP  при мониторинге хромосомной нестабильности 

может существенно облегчить репрограммирование соматических клеток с целью получения 

пациент-специфичных клеток. 

Разработаны плазмиды, несущие гены, контролирующие дифференцировку  половых 

клеток, показана возможность получения стволовых клеток яичника из ткани доноров, что 

дает возможность использовать данную митодику для разработки методов лечения женского 

бесплодия, связанного с синдромом истощения яичника или в случае перенесенной химио 

или лучевой терапии при онкологии (Еремеев, Шеина, 2009; Полстяной и др 2009). 



АННОТАЦИЯ К ДИССЕРТАЦИОННОЙ РАБОТЕ 
 

«Механизмы, контролирующие пролиферацию клеток печени» 

 

    Большинство процессов, протекающих в организме эукариот (эмбриогенез, нормальный и 
патологический рост, регенерация тканей) обусловлены размножением клеток. Глубокое 
понимание механизмов, контролирующих клеточный цикл, имеет важное значение для 
фундаментальной биологии и медицины, особенно нуждающейся в адекватных способах и 
методах управления процессами восстановления поврежденных тканей. 
    Клетки взрослого организма находятся в состоянии пролиферативного покоя, но могут 
вступать в пролиферативный цикл после повреждения (например, клетки печени). Основные 
сведения о механизмах, контролирующих пролиферацию клеток, получены в модельных 
культурах клеток. Что же касается механизмов, контролирующих пролиферацию клеток in 
vivo, то они изучены еще плохо. 
    Основная цель работы заключалась в выяснении характера внутриклеточного контроля 
пролиферации гепатоцитов в регенерирующей печени. Другой целью -  построение модели 
внутриклеточных и межклеточных взаимодействий в печени в норме и при регенерации. 
        Методология экспериментов и результаты: 
    Регенерация печени мыши после частичной гепатоэктомии является моделью 
управляемого восстановления массы ткани. Первоначально определяли срок восстановления 
массы печени и параллельно исследовали пролиферативную активность гепатоцитов в 
культуре, полученных из печени мышей в различные сроки после резекции. Оказалось, что 
масса печени восстанавливается на 15 день после операции. При этом, пролиферативная 
активность гепатоцитов к 15 дню снижалась. 
    Далее, предположили, что на 15 день в гепатоцитах появляются негативные регуляторы 
пролиферации. Если это так, то слияние таких гепатоцитов с пролиферирующими 
фибробластами должно приводить к подавлению пролиферативной активности ядер 
последних в гетерокарионах (гибридах). Покоящиеся и пролиферирующие фибробласты 
линии NIH 3Т3 были использованы для слияния с гепатоцитами нормальной (интактной) и 
регенерирующей печени в различные сроки (1-15 дней) после частичной резекции для того 
чтобы выяснить механизмы контроля пролиферации гепатоцитов на  момент окончания 
регенерации. Для оценки синтеза ДНК в ядрах слившихся и неслившихся клеток 
использовали метод радиоавтографии. Обнаружено, что гепатоциты, полученные из печени 
через 1-12 суток после частичной гепатоэктомии не подавляли синтез ДНК ядер 
фибробластов в гетерокарионах, тогда как гепатоциты, выделенные из печени через 15 дней 
после резекции, ингибировали вступление в S период ядра пролиферирующих фибробластов 
в гетерокарионах. Эти данные указывают на существование внутриклеточных ингибиторов 
пролиферации на завершающих этапах регенерации. 
    Поскольку было показано, что на 15 сутки в гепатоцитах появляются негативные 
регуляторы пролиферации, что проявляется в виде подавления синтеза ДНК в 
гетерокарионах, было сделано предположение, что эти негативные факторы имеют 
белковую природу и их образование в клетке зависит от биосинтеза белка. Для проверки 
этого предположения, гепатоциты, выделенные из печени через 15 суток после ЧГЭ 
преинкубировали в течение 1-4 часов с ингибитором биосинтеза белка – циклогексимидом, 
затем проводили их слияние с пролиферирующими фибробластами. Было показано полное 
снятие эффекта подавления синтеза ДНК ядрами таких гепатоцитов  на ядра 
пролиферирующих фибробластов. На следующем  этапе, мышам через 15 суток после ЧГЭ 
вводили внутрибрюшинно циклогексимид (3 мг/кг) и через 2 дня получали гепатоциты, с 
которыми проводили слияние с пролиферирующими фибробластами. Гепатоциты, 
полученные от таких мышей, также полностью теряли способность подавлять синтез ДНК 
ядер пролиферирующих фибробластов в гетерокарионах.  Все эти результаты указывали на 



то, что на завершающих регенерацию печени этапах появляются внутриклеточные 
ингибиторы  пролиферации белковой природы. 
    Подобные результаты были получены при использовании в аналогичных 
экспериментальных протоколах ингибитор протеин-фосфатазы типа 2А – окадаевую кислоту 
и ингибиторы внутриклеточных протеаз. Эти активные катаболические процессы 
необходимы для  негативного контроля пролиферации гепатоцитов in  vivo. На основании 
данных экспериментов и анализа данных мировой литературы была предложена модель 
двухэтапного перехода гепатоцитов в состояние пролиферативного покоя. На первом этапе в 
гепатоцитах появляются негативные регуляторы пролиферации белковой природы. На 
втором этапе активируются катаболические процессы, а белковые регуляторы исчезают. В 
этом состоянии гепатоциты могут находиться длительное время и выполнять свои функции. 
    В следующих экспериментах была использована модель химически индуцированного 
гепатоканцерогенеза  с помощью аминоазокрасителя – орто-аминоазотолуола (ОАТ). Были 
использованы инбредные линии мышей – чувствительные к нему (A/He, DD, SWR) и 
устойчивые (AKR, CC57Br, BALB/c). Оценивалась пролиферативная активность 
гепатоцитов на ранних и поздних этапах гепатоканцерогенеза. Также оценивался уровень 
экспрессии p53, p21Cip1, bax, mdm2, cyclin G, gadd45 генов клеточного цикла и апоптоза. 
Было обнаружено, что канцероген снижает пролиферативную активность гепатоцитов, 
вызванную частичной гепатоэктомией и увеличивает p53, p21Cip, bax, mdm2, и cyclin G  
экспрессию у мышей линий A/He, DD и SWR. Эксперименты по слиянию гепатоцитов из 
печени мышей линии A/He, длительное время получавших ОАТ,  с пролиферирующими 
фибробластами не показали подавляющего эффекта на синтез ДНК в ядрах последних. 
Напротив, при слиянии гепатоцитов из печени мышей через 15 дней после резекции BALB/c, 
также получавших канцероген, с пролиферирующими фибробластами был обнаружен 
эффект подавления синтеза ДНК в гетерокарионах.  На основании этих экспериментов 
делается вывод, что ОАТ нарушает работу эндогенных негативных факторов и регуляцию 
экспрессии генов у чувствительных к канцерогену линий мышей.  
 


