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ИНДУКЦИОННАЯ АКТИВНОСТЬ ПЕПТИДОВ СЕТЧАТКИ

В.Х.Х••инсов,В.В.~алинив,С.В.Трофимо.а,В.Н.3ем,ихина·

Саш:т-Пеmербургскuuинститут бuорегУЛЯ/{Ull u геронтологии СЗО РАМН; *Инс~

mumуm БUОЛQгUll гена РАН, Москва

Исс.ледовали индукционное БJ1.И.ЯНие ретинаЛ3МJtНа - полилелпщноro препарата, BЫДt~·

ленного 113 сетчатки, ~Ia полипотентные клетки эктодермы ранней гacтpy.'1hI XellQPUS lal!Vis.
В заВИСИМОСТИ от концентрации ретнналамина Dэктодерме ранней rdcTpY,1bl развива~

ется Н~ЙpФIьная дифференuировка, включая :.fоэг, сетч.атку, пигментныА ЭПlfте..lIIЙ.

"-"'ooteawe C!loвa: ретuнШltJ.ЧUН, индукция, экmодеРМtJ ранней гаструды, дuфференцuровко

Проблемы возникновения ~uюжества к."'е'ТОЧНbL'I(

типов В проuессе развития органf1зма ~IЗ оrшодо­

100реннuй яйцеклетки, Т.е. проБJlемы диффереН­

цировкн тканей и обусловливающих ее молеку­

лярных факторов, всегда являлись одними ИЗ

труднейших If интереснейuшхв биолоГiШ раЗВIf­

тия. В резульТ'Зте rщательноro биохимичесКОI'Q

ана.rnза НoTiedemannD 1956 г. yCI'aHOBIUJ, что 6

основе ИНДУКЦИИ лежит действие низкомолеку­

лярных белков. ДалънеЙIUI'lе ~lсс.;'Тсдова.нЩI были

напраВ..'IенЬ! на ю:: более точную JЩеНТНФIlКВЦИЮ.

Они uоказа..1И, что зntМ веществом Я8.'LSIется У'А:е

ювестнмй естественный продукт сосудов взрос­

лых млекопитающих - активин (tgf-~) [Ю,12,141.

Однако это открытие не только завершило мно­

голетние труды, но и указало на определенные

проблемы. Кроме аКТli81fНЗ (tgf-~) мсзоДермаль­

ные образования IfНДУЦИруют многие ростовые

фапоры. Их действие различается тем, что в от­

ношеltllif осей тела позвоночных одни преllМУ­

шественно юt1Iуцируют ткани веРХН}lХ уровней,

а .цруше - НIIЖFПfX. Тот же эффеК1' может DoeHI­
гаться прнмене-Rием рaзJlJtЧНы.х канuентрациА

ОДНОГО и тoro же вещества [11]. ПОМИМО мето­

да биохимического выделения искомых индук­

ционных факторов, нами бьш примепен метод

влияния белками, секретируемыми клетками жи­

8ЫХ тканей, трансфильтрово [4,7,13IIfЯИ прямо

на no..-пшотtн'Т'ную ткань Эk'ТОДермы раЮiей гаст­

рулы (ПТЭ), что позволяет наиболее точно ис­

следовать действие тканеспеш1.фичных факторов

(6,71. Возникает вопрос, каскOJlЫ(О Прllсyrетвие

всего набора различных тканеспеuифичеСКIIХ

диффереНШIРОВОК может быть обусловлено 00­
ше<.."ТВаМlI l1tпа аКПlВина (tgf-p) 1I ДРУГl1Х росто­

вых факторов, ИЛИ в ЭТОМ принимают учаСТllе

и другие белки.

В этой связи необходимо отметить появле­

ние отдельного юшсса прегшратов - пептидных

биорегуляторов, выделенных из разлИЧНblХ орга­

нов 1I тканей 11 содеР~<}ШIIХ наборы ПО.illtпеrпи­

Дов с молекулярной массой 1-10 кл 18.9J. При
ВЫnО;lнении ряда работ, вроведенных на клеточ­

ных культурах, yeтaHO~leHa тканеспецифичпостъ

деi1crвия пеm,шиых бlЮреryляторов fl-3,51. Воз­

мож.но, ЧТО набор пептИ)lОВ, uолученныЙ' из оп­

ределенной ткани 1tЛ(~ органа, имеет в своем

составе те пептиДы, которые опосредуют такое

явление, как ауюиндylCЦИЮ - нодпержаиие тка­

невой спеUНфlrчности в процессе фушщиониро­

ваНltя тканей взрослого организма.

Це..1ЬЮ нашей работы. ЯWIЯ.llОСЬ изучение ИН­

ДУКЦl1ОННОЙ 3J..'ТII.ВНОСТИ петкдного биореI)'ЛЯ­

тора ретина.лаr.шна, выделенного If3 сетчатк!!

глаза, на ПТЗ lШIорuевой ляryшюt Xe"Oplts laevis
8 р33J1ичнЫ'Х концентрациs:tх.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

в качестве экспериментального объекта ИСUОЛЬ­

зовали ЗЗРОдЫШl1 шпорuевbIX ляryшек х: laellis.
И"-'РУ получали при ПОМОШJt IlcкyccтвeHHoi1 сти­

муляции самца и саМКI1 ГО"адотропином. Для

этоrо из Ifмеюшегося стада ляryшек отбирали

пары, которые 8 течение последних 6 мес да­

Вади полноценную икру (количество ЖItВЫХ НК-
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Покззатель

---"--
Число I',сследованных/учтенных

пр~ анализе культур

Тип ткани атwП"'......ый эпидермl'IС

эпидермис

меланофоры

I'ервная

uоэг

сетчатка

пигментный эпителий

2~ 2С

100

-,
200

!Ю!б4

100

39

00185

90

40

"

90/БО

90

15

12

l'

90/40

100

40

2Q

90180

83

42

10

33

6

3

1

90ПО

92

38

8

15

8

рино" не мс-нее 70%). Затем отобранным сам­

цу и самке вводили в спинные лимфатические

мешки !1О 200 И 400 ед. гонадотропина соот­

ветственно,

Зародышей на неоБХОДИМОЙ стадкtI p<:IЗRlПИЯ

стерИЛIlЗОвали в 70% сlIИртОООМ растворе- в 'rc~

чение 30 с, _заreм ПРОМЫВОДI1 2 раза в стеридь­

НОI1 oo,;rc 11 nомешалll в стеральную чашку Пе·r­

Рll ДO~laMeTpoM 3.5 СМ со стерильным Co,leBblM

раствором для амфибий Нну-ТВИIТ~! С дООаВ­

.lением антибиотиков. После стерилизациис за­

ропышей снимали все оболочки и присrупали

к вьщелекию неоБХОДIIJ.[hlХ ДJ1H опытов у'шсr­

ков тканей.

В каЧ~'"IНe-tect-СИC'reМЫ(полипотентиойтка­

НII, сtl0с0бной ПОД во:ыеЙствие,.f тою ИЛИ ино­

го 11НДУUJfрующе'гоareита приступитьк опреде-

.1енноЙ .:ll1фференuировке)использовалиэктодер­

му paHHl':fl [·аструлы Х laevi,,'. Из крыши полос­

ти дроб,lения ранних гаструл Х laevis на стадии

]0.5 вырезалИ участки. не захватывая краевую

эктолерм)', которая благодаря тангенuиальному

l\iIИЯНIIЮ окружающих ее частей могла быть час­

11fЧНО прошшуцирована. ЭТ1I участки помещали

в испытуемые растворы It 8шерж:ивали Б тече­

ние 1 4, IIOKa ОНII не соораЧllБалl1СЬ в замкнугые

пузырьки. Далее ЭТИ свернугые пузырьки пере­

носили в стерильный раствор Ниу-Твнтги ДНЯ

амфибий. содержащий антибиотики, и культи~

ВИРОВМII Uпоследнем 4-5 суг при 20"С u J[Нкуба­

'Юре. В качестве контроля u ctePJ-1ЛЬНОМ соле­

во'-1 растворе Н~!У~ТВИiТи ннк.убнровали крыши

поло<:rl{ дробления ранних гаструл Х. Jaevis на

сталJl11 10.5 rакже в течение 4-5 сут. Затем экс·

Рис. 1. Культура зкто­

дермы ранней гаструпы.

рззвиеше"ся через 5 с.ут

noеле воздействия 1-18 нее

ретинзлзмина в концент­

рации 2 нг/мл, время экс,

позиции 1 ч. Стрелкой

указан мозг.



562

плактаты фиксировали ЖJ{.]Ко.....ыо Б~")На. про­

ВОДИШJ через ряд спиртов. ГОТОБit.lИ ,,"р:зы тол­

щиной 5 МКМ И окраШllва.l\\ З30карW(ном с .:]0­
краской по МЭJVIори.

Исследовали стандартный раствор ретина­

;тзмина в КОНЦентрauиях 200, 100. 50. 10. 10 и

1 нг/мл. С кажпой КОНllентраUllей СТЭВУwll1 по

30 КУЛЬТУР. в качестве KOhtpo.-rn - 10 ",!'.lbТYp.

В контрольных культурах разви.1СЯ .111ШЬ апmич­

ный эпидермис.

Поскольку 8 работе неоБХОJ1И\1O быта учесть

з.зВI1СКМоеть восприятия IIНЛУКЦlIOННОГО сита­

ла полнлmеНТКЫМIt клетка).1I! оТ гeO~leТPlm тка­

ни в момент 8ОСпрИЯТИЯ, в I серии БЪLIО IIСПО.IЬ~

зовано несколько схем постановки опыта.

В первом варианте :жтодеР\1У ранней гаСТ­

рулы стадии 10.5 помещали в испытуемый раСТ­

вор ateDt8НОЙ стороной наверх. где оиз постепен­

но свораqивалаеь в течение 1 ч: в .18р. ..1PYlll'\:

вариантах эктодерму. уложенную аКПiВНОЙ сто­

роной на фll.'tьrp или наверх, прижю.tа.lll rpузо\{.

'IТO не давало ей ВОЗМОЖНОСП1 свернуться ргн<'<'

I Ч ЭКСП03ИЦltJI. Далее свернувшуюся IL1Jl не­

сВt=рнувшуюсяэктодерму(после сняrnя груза) ПО­

:'Iеща.ли в физиологическийраствор Ниу-Твит­

ш для амфибий с антибиотиками 11 Ку.1ЬШВИро­

ваlШ. как указано выше.

Обра6<nка реЗУllЬтатов I серии опытов по;.:а~

3З..1а.. что геомстрi1Я TKaH~ IS момент восприятия

И1Щ)'КЦИонноro сигнала не влияет на возникаю·

шую дифференцировку TкaHII, поэто~су следую­

uще 2 серl1И опытов ставюJИ со свервувшейся

экто.uермоЙ.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛ~ОВАНИЯ

Под действием ретltналамина отмечена HelipaJlb­
ная ШJдую.шя, включая мозг. сетчатку, пиrмент­

НЬ1Й эшпедий (таблица; рис 1; рис. 2, а). Про­

цент ПРОИJil1уцированных эктодерм (около 12-15)
невысок. но СПСШlфичен для пептидов.

При во:шействии ретиналамина в концент­

рации 50 нг/мл в ряде случаев не только разви­

аа.:тся мох, но, по всей видимости, в его соетаве

возникал и эпифиз, однако данное предположе­

ние требует лодтвсрждеНI1Я спеUИфl1Ческими ИМ­

~fyНОXlfмическнми методам" ИСС.'l:едоваНlfЯ. По­

с.'е инкубашПl с ретиначаЩIНОМ в конuеН1рации

10 нг/мл лишь в 2 культурах из 80. взятых в нс­

c.,e.ilOMHHe, ра.3видась СС1'{зrк.a, и в 1 - пиrnент­

ный ЭlНггеЛНI1 (рис. 2, 6).
Сопостзмяя данные наших ,IСС.о1едованиЙ С

результатами работ, в которых ИЗУЧ::l.lОСЬ влия­

ние нептидных биорегулиторов на к.,СТО'lные

КУ.1Ы)'РЫ, необходимо отметить, что при в.пияни.и

юuукшtOННЫХбелков В концентрациях 10 Hr/M.1l
11 ниже IIНДУКUlЮННЫЙ ответ npaKTIt\leCK~1 не на­

б.lюда'lСЯ. При Itсследоваюш ре11fНаламинз ока·

РItC. 2. Гистологические срезы i5 "0('" ('yr..--pt>l эктодермы ранней гаструлы. раЭ6И!Jwейся через 5 сут пос­

ле воздействия на нее ретинала,..О'I-'; в .;:;~ ..et<Трации 2 (а) и 10 нг/мл (6), время экспозиции 1 '1. )(250.
АЗ - атипичный эпидермис, Эп - З'"ле~ ....с М - мозг, С ~ сетчатка, ПЭ - nигментный эпидермис.



1а.'lИсь активными ~()оГ-:;::~:-:"":"р3ШО{ 50, IO и 2 нг/мл,

т_е. имеет место I-:~Сp-ot:a5I 1аВИСИМоеть индук­

:шонноro эффекrd 0:- J.,:Оili.1еНipЗ.UИИ:индуцирую­

~eгo фактора. ПРI!Ч~1о[ 7U..~«:пеuифическаядиф­

ференциропкзОТ~i~'i.l.:.з..::ь :rpH воздействии ре'Г1I­

наламина в lоfl1Нil\(а::ъ~:..-""'\ 1t.."'C.luyeмыx концент­

раuиях.

Таким образо~l. 3СС..:.~:!-=·пше оргзкных пеrrш­

.10В на полltпотеНТ!iь'":~ i! ';ТВQ.10Bble клетки МО­

:а:ет рассматриваться.м.к ,).1io1H из путей направ­

.'l:енноЙ тканеспеЦИФjfЧ,;"'L~ОЙ .lИфференцировки.
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