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Ââåäåíèå
Ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ), èëè â çíà-

÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñèíîíèìè÷íûå èì ìóëüòèïîòåíòíûå
ìåçåíõèìàëüíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè ïðèâëåêàþò âñå áîëü-
øèé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé â ñâÿçè ñ ïîòåíöèàëüíîé âîç-
ìîæíîñòüþ ïðèìåíåíèÿ èõ â êà÷åñòâå èììóíîìîäóëÿòîðîâ
â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå, îñîáåííî â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ñòàí-
äàðòíàÿ òåðàïèÿ íå ïðèâîäèò ê ïîëîæèòåëüíûì ðåçóëüòàòàì.
ÑÊÊÌ îêàçûâàþò ñóïðåññèâíûé ýôôåêò íà èììóííóþ ñèñ-
òåìó ðåöèïèåíòà, à òàêæå ñïîñîáíû ê äèôôåðåíöèðîâêå â
ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê [1]. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðè ââåäåíèè
àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ ñ öåëüþ âîçäåéñòâèÿ íà ðåãåíåðàöèþ
ïîâðåæäåííûõ òêàíåé, à òàêæå ïðè èõ êîòðàíñïëàíòàöèè ñ
äðóãèìè êëåòêàìè (òêàíÿìè, îðãàíàìè) ìîæíî ñíèçèòü âå-
ðîÿòíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ è/èëè ñòåïåíü âûðàæåííîñòè
èììóíîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé, ïîëó÷èâøèõ íàçâàíèÿ «ðåàêöèÿ
òðàíñïëàíòàò ïðîòèâ õîçÿèíà» è «ðåàêöèÿ õîçÿèí ïðîòèâ
òðàíñïëàíòàòà» [2].

Ñóùåñòâóåò áîëüøîé ñïåêòð ïðîòèâîðå÷èâûõ äàííûõ êàê
î ôåíîòèïè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèêàõ ÑÊÊÌ, òàê è îá èõ ñïî-
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Õàðàêòåðèñòèêà ñòðîìàëüíûõ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà â ðåàêöèè ñìåøàííîé êóëüòóðû
ëèìôîöèòîâ

ñîáíîñòè âëèÿòü èëè äàæå ðåãóëèðîâàòü ïðîöåññû èììó-
íîãåíåçà. Ñâîéñòâî èììóíîñóïðåññèè ÑÊÊÌ ó ÷åëîâåêà îò-
ìå÷àåòñÿ â îïûòàõ in vitro (â ðåàêöèè ñìåøàííîé êóëüòóðû
ëèìôîöèòîâ), à òàêæå â ýêñïåðèìåíòàõ íà æèâîòíûõ [2�9].

Ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè ëèì-
ôîöèòîâ çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà ÑÊÊÌ. Áîëüøèå èõ êîëè-
÷åñòâà èíãèáèðóþò, à íèçêèå � óñèëèâàþò ïðîëèôåðàöèþ
ëèìôîöèòîâ â ðåàêöèè ñìåøàííîé êóëüòóðû. Ò-êëåòêè íå
ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè è íå âïàäàþò â ñîñòî-
ÿíèå àíåðãèè. Ïðè óäàëåíèè ÑÊÊÌ èç êóëüòóðû ëèìôîöèòû
ìîãóò áûòü ðåñòèìóëèðîâàíû ê ïðîëèôåðàöèè [5, 6]. Êðîìå
òîãî, àëëîãåííûå ÑÊÊÌ óâåëè÷èâàþò êîëè÷åñòâî ðåãóëÿòîð-
íûõ Ò-êëåòîê [11, 12].

Â òî æå âðåìÿ íàó÷íîé ãðóïïîé A.J. Nauta et al. â 2005 ãîäó
áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî àëëîãåííûå ÑÊÊÌ âûçûâà-
þò ðåàêöèþ îòòîðæåíèÿ ïðè êîòðàíñïëàíòàöèè ñ àëëîãåííûì
êîñòíûì ìîçãîì [13]. Òàêæå â 2006 ãîäó áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî ÑÊÊÌ, òðàíñïëàíòèðîâàííûå â ãîëîâíîé ìîçã âçðîñëûõ
æèâîòíûõ, âûçûâàþò âîñïàëèòåëüíóþ ðåàêöèþ, ïðèâîäÿùóþ
ê îòòîðæåíèþ òðàíñïëàíòàòà [14].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ)
ïðèâëåêàþò âñå áîëüøèé èíòåðåñ â ñâÿçè ñ ïîòåíöèàëüíîé âîçìîæ-
íîñòüþ ïðèìåíåíèÿ èõ â êà÷åñòâå èììóíîìîäóëÿòîðîâ â êëèíè÷åñêîé
ïðàêòèêå. Íåêîòîðûìè èññëåäîâàòåëÿìè áûë îòìå÷åí ñóïðåññèâ-
íûé ýôôåêò, îêàçûâàåìûé ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ â
ñìåøàííûõ êóëüòóðàõ. Â äàííîé ðàáîòå èçó÷åíû ñâîéñòâà àëëîãåí-
íûõ è ñèíãåííûõ ÑÊÊÌ in vitro. Â êà÷åñòâå ìåòîäà îöåíêè âîçäåé-
ñòâèÿ ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ áûëà âûáðàíà ðåàêöèÿ
ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ (ÐÑÊË), â êà÷åñòâå ìåòîäà âèçó-
àëèçàöèè ðåçóëüòàòà � èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êëåòîê,
íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, íà âêëþ÷åíèå áðîìäåçîêñèóðèäèíà (BrdU).
Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ÑÊÊÌ, ñïëåíîöèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ, èñïîëü-
çîâàâøèõñÿ â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ, áûëè âûáðàíû êðûñû ëèíèè
Âèñòàð è áåñïîðîäíûå êðûñû.

Ïîêàçàíî, ÷òî êàê àëëîãåííûå, òàê è ñèíãåííûå ÑÊÊÌ íå îêà-
çûâàþò ïîäàâëÿþùåãî âîçäåéñòâèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöè-
òîâ. Áîëåå òîãî, àëëîãåííûå ÑÊÊÌ ñòèìóëèðóþò ïðîëèôåðàöèþ
ëèìôîöèòîâ êàê â ÐÑÊË, òàê è ïðè îáû÷íîì ñîêóëüòèâèðîâàíèè. Ïðè
ýòîì ïðîëèôåðàöèÿ ëèìôîöèòîâ â îòâåò íà àëëîãåííûå ÑÊÊÌ äîñ-
òèãàåò ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÑÊÊÌ 85%, ÷òî ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìî âûøå óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè ëèìôîöèòîâ â îòâåò íà àëëî-
ãåííûå ôèáðîáëàñòû. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñóïåðíàòàíòû êóëüòóð ÑÊÊÌ
òàêæå âûçûâàþò ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, ðåàêöèÿ
ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ.

At present more and more attention has been given to stromal
cells of bone marrow (BMSCs) due to the possibility of using them as
immunomodulators in clinical practice. Some investigators have
noticed suppressive effect of bone marrow stromal cells on
lymphocytes proliferation in mixed cultures. Properties of allogenous
and syngeneic BMSCs in vitro have been studied. BMSCs influence
on lymphocytes proliferation was assessed by the lymphocytes mixed
culture response, the results were visualized with immune cytochemic
staining of cells in S-phase on Bromdesoxiuridin (BrdU) inclusion.
Bone marrow stromal cells, spleenocytes, and fibroblasts were
obtained from Wistar rats and outbred rats. Both allogenic and
syngeneic bone marrow stromal cells have not been shown to
suppress lymphocytes proliferation. Moreover, allogenous BMSCs
stimulate lymphocytes proliferation both in lymphocytes mixed culture
response and in co-culturing. At the same time, proliferation of
lymphocytes in response to allogenous BMSCs reaches 85% in BMSCs
high concentrations, that is relevantly more than proliferation of
lymphocytes in response to allogenous fibroblasts. It has been stated
that supernatants of BMSCs cultures produce proliferation of
lymphocytes as well.

Key words: bone marrow stromal cells, lymphocytes mixed culture
response.
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Âûøåèçëîæåííûå ïîëîæåíèÿ ïîñëóæèëè ïðåäïîñûëêà-
ìè ê ïëàíèðîâàíèþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ, öåëüþ êîòîðîãî
ñòàëî îáíàðóæåíèå âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ êîëè÷åñòâ àëëîãåí-
íûõ è ñèíãåííûõ ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ â
ðåàêöèè ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ (ÐÑÊË).

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Ðåàêöèÿ ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ
Öåëü ÐÑÊË � îöåíêà MHC-ñîâìåñòèìîñòè äîíîðà è ðå-

öèïèåíòà, äëÿ ÷åãî ïðîâîäèòñÿ ñîêóëüòèâèðîâàíèå ëèìôîöè-
òîâ äîíîðà (êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ) è ëèìôîöèòîâ ïîòåíöèàëü-
íîãî ðåöèïèåíòà (êëåòîê-ñòèìóëÿòîðîâ), ïðåäâàðèòåëüíî
îáðàáîòàííûõ àãåíòîì, ïîäàâëÿþùèì èõ ñîáñòâåííóþ ïðî-
ëèôåðàöèþ. Â äàííîì èññëåäîâàíèè ÐÑÊË ïðîâîäèëàñü â
ïðèñóòñòâèè èññëåäóåìûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê.

Â êà÷åñòâå àãåíòà, ïîäàâëÿþùåãî ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê-
ñòèìóëÿòîðîâ, áûë èñïîëüçîâàí ìèòîìèöèí Ñ â êîíöåíòðàöèè
50 ìêã/ìë (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàöèè ëèìôî-
öèòîâ-ðåñïîíäåðîâ áûë ïðèìåíåí èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé
ìåòîä îêðàøèâàíèÿ êëåòîê â S-ôàçå íà âêëþ÷åíèå â èõ ÄÍÊ
áðîìäåçîêñèóðèäèíà (BrdU) (Sigma, ÑØÀ). Îáðàáîòêà êëå-
òîê ìèòîìèöèíîì Ñ è èõ èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà
ïðîâîäèëèñü ïî ïðîòîêîëàì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ýêñïåðèìåíò âêëþ÷àë â ñåáÿ íåñêîëüêî ñåðèé:
1. Ïîñòàíîâêà ÐÑÊË â îòñóòñòâèè ÑÊÊÌ. Ïîäáîð îïòè-

ìàëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ (ñïëåíîöèòîâ
êðûñ ëèíèè Âèñòàð) è êëåòîê-ñòèìóëÿòîðîâ (ñïëåíîöèòîâ
áåñïîðîäíûõ êðûñ)1  è âðåìåíè èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, ïðè
êîòîðûõ äîñòèãàåòñÿ ìàêñèìàëüíûé ïðîëèôåðàòèâíûé îò-
âåò ñî ñòîðîíû êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ. Êàæäûé îòäåëüíûé
îïûò äëÿ ïîâûøåíèÿ äîñòîâåðíîñòè ðåçóëüòàòà ïðîâîäèëñÿ
â ÷åòûðåõ ïàðàëëåëÿõ. Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ áûëè ïîñòàâ-
ëåíû ñåðèè ÐÑÊË ïðè ñèíãåííîì ïðîèñõîæäåíèè êëåòîê-ðåñ-
ïîíäåðîâ è êëåòîê-ñòèìóëÿòîðîâ, à òàêæå îïðåäåëåí óðîâåíü
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ â îòñóòñòâèè êëåòîê-
ñòèìóëÿòîðîâ â áåññûâîðîòî÷íîé ðîñòîâîé ñðåäå αÌÅÌ è â
ñðåäå ñ 10% FBS.

2. Ïîñòàíîâêà ÐÑÊË â ïðèñóòñòâèè àëëîãåííûõ êëåòêàì-
ðåñïîíäåðàì ÑÊÊÌ â ðàçíûõ ñîîòíîøåíèÿõ. Îïðåäåëåíèå
ýôôåêòà, îêàçûâàåìîãî àëëîãåííûìè ÑÊÊÌ íà ïðîëèôå-
ðàöèþ ëèìôîöèòîâ ðåöèïèåíòà. Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ áûëè
ïîñòàâëåíû ñåðèè ÐÑÊË â ïðèñóòñòâèè àëëîãåííûõ êëåòêàì-
ðåñïîíäåðàì ôèáðîáëàñòîâ.

3. Ïîñòàíîâêà ÐÑÊË â ïðèñóòñòâèè ÑÊÊÌ, ïîëó÷åííûõ
îò ðàçëè÷íûõ áåñïîðîäíûõ êðûñ2 .

4. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñïëåíîöèòîâ ñ àëëîãåííûìè ÑÊÊÌ.
Îïðåäåëåíèå ýôôåêòà ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ ñïëåíîöè-
òîâ. Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ áûëî ïðîâåäåíî ñîêóëüòèâèðî-
âàíèå ñïëåíîöèòîâ êàê ñ àëëîãåííûìè, òàê è ñ ñèíãåííûìè
ôèáðîáëàñòàìè, áåç ïðèñóòñòâèÿ êëåòîê-ñòèìóëÿòîðîâ.

5. Êóëüòèâèðîâàíèå ñïëåíîöèòîâ â ðîñòîâîé ñðåäå, â êî-
òîðîé äî ýòîãî êóëüòèâèðîâàëèñü àëëîãåííûå ÑÊÊÌ.

6. Ïîñòàíîâêà ÐÑÊË â ïðèñóòñòâèè ñèíãåííûõ êëåòêàì-
ðåñïîíäåðàì ÑÊÊÌ â ðàçíûõ ñîîòíîøåíèÿõ. Îïðåäåëåíèå
ýôôåêòà, îêàçûâàåìîãî ñèíãåííûìè ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðà-
öèþ ëèìôîöèòîâ ðåöèïèåíòà. Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ áûëè
ïîñòàâëåíû ñåðèè ÐÑÊË â ïðèñóòñòâèè ñèíãåííûõ êëåòêàì-
ðåñïîíäåðàì ôèáðîáëàñòîâ.

Âñå ìàíèïóëÿöèè ñ êðûñàìè âûïîëíÿëèñü ñ ó÷åòîì ïðà-
âèë ãóìàííîãî îáðàùåíèÿ ñ æèâîòíûìè [15].

Âûäåëåíèå ñïëåíîöèòîâ
Ñåëåçåíêó ïîìåùàëè â ÷àøêó Ïåòðè â 8 ìë ñðåäû DMEM

ñ 10% FBS (HyClone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ), ôðàãìåíòèðîâàëè è
ãîìîãåíèçèðîâàëè. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ ôèëüòðîâàëè â
öåíòðèôóæíóþ ïðîáèðêó ÷åðåç íåéëîíîâîå ñèòî ñ äèàìåò-
ðîì îòâåðñòèé 200 íì.

Ïîñëå ýòîãî ïðîâîäèëîñü âûäåëåíèå ìîíîíóêëåàðíîé
ôðàêöèè íà ãðàäèåíòå ïåðêîëëà (ïëîòíîñòü � 1,086 ã/ë)
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 300g â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Êîëè÷åñòâî ïîëó÷åííûõ ñïëåíîöèòîâ
îïðåäåëÿëè ïîäñ÷åòîì êëåòîê â êàìåðå Ãîðÿåâà.

Âûäåëåíèå ÑÊÊÌ
Ïîëó÷åííûé êîñòíûé ìîçã ïîìåùàëè â ÷àøêó Ïåòðè, ñî-

äåðæàùóþ 5-6 ìë ñðåäû αÌÅÌ (ISN, ÑØÀ) ñ 10% FBS
(HyÑlone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ) è ãîìîãåíèçèðîâàëè. Çàòåì ïðî-
âîäèëè âûäåëåíèå ìîíîíóêëåàðíîé ôðàêöèè íà ãðàäèåíòå
ïåðêîëëà (ïëîòíîñòü � 1, 086 ã/ë) öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
300g â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Îòìûâêó
îò ïåðêîëëà ïðîèçâîäèëè ðàñòâîðîì Õýíêñà öåíòðèôóãèðî-
âàíèåì ïðè 200g 20 ìèí. Çàòåì êëåòêè âûñåèâàëè íà äâå
÷àøêè Ïåòðè è ïîìåùàëè â 5% ÑÎ

2
-èíêóáàòîð. Ñìåíó ñðåäû

ïðîèçâîäèëè ñïóñòÿ ñóòêè . ×åðåç íåñêîëüêî äíåé êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íà äíå êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà ìîæíî áûëî îáíàðó-
æèòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî àäãåçèðîâàâøèõñÿ ðàñïëàñòàííûõ
ìíîãîîòðîñ÷àòûõ êëåòîê, êîíòàêòèðîâàâøèõ ìåæäó ñîáîé
(ðèñ. 1).

1 Â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, îò êîòîðûõ áûë ïîëó÷åí êëåòî÷íûé ìàòåðèàë, èñïîëüçîâàëèñü ñàìêè êðûñ ëèíèè Âèñòàð è
ñàìêè áåñïîðîäíûõ êðûñ âîçðàñòà îò ÷åòûðåõ äî øåñòè ìåñÿöåâ, ïîëó÷åííûå èç ïèòîìíèêà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ ÐÀÍ «Ðàïïîëîâî».

2 Äàííûé ýòàï íåîáõîäèì, òàê êàê â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà àëëîãåííîãî ìàòåðèàëà â ýêïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëèñü áåñïîðîäíûå êðûñû.

Êóëüòèâèðîâàíèå ÑÊÊÌ
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå αÌÅÌ (ICN, ÑØÀ) ñ 10%

FBS (Hyclone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ) è ãåíòàìèöèíà ñóëüôàòà
(50 ìêã/ìë) íà ÷àøêàõ Ïåòðè â 5% ÑÎ

2
-èíêóáàòîðå. Äëÿ

ïàññèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíóþ ñìåñü òðèïñèíà
(0,25%) è ÝÄÒÀ (0,02%) (Gibco, ÑØÀ), â êîòîðîé êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè 3-4 ìèí.

Ðèñ. 1. Êóëüòóðà ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
êðûñû. Ìèêðîôîòîãðàôèÿ âûïîëíåíà ïîñëå ôèêñàöèè.
Óâåëè÷åíèå: × 400
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Âûäåëåíèå ôèáðîáëàñòîâ
Ùèïîê ïîäêîæíîé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè ðàçìåðîì îêî-

ëî 1 ñì2 ïîìåùàëè â ÷àøêó Ïåòðè è íàêðûâàëè ñòåðèëüíûì
ïîêðîâíûì ñòåêëîì, ïîñëå ÷åãî çàëèâàëè 5 ìë ñðåäû αÌÅÌ
(ICN, ÑØÀ) ñ 10% FBS (Hyclone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ) è ïîìå-
ùàëè â 5% ÑÎ

2
 èíêóáàòîð. Çàòåì ÷åðåç êàæäûå 4-5 ñóòîê

ïðîèçâîäèëè ñìåíó ñðåäû.

Êóëüòèâèðîâàíèå ôèáðîáëàñòîâ
Ïðèìåðíî ÷åðåç äâå íåäåëè ïîñëå íà÷àëà âûñåëåíèÿ

ôèáðîáëàñòîâ èç òêàíè îíè îáðàçîâûâàëè íà äíå ÷àøêè
Ïåòðè ìîíîñëîé. Ïîñëå ýòîãî ñòåðèëüíûì ïèíöåòîì èç
÷àøêè óäàëÿëè ïîêðîâíîå ñòåêëî è êóñî÷êè òêàíè è ïðîèç-
âîäèëè ïåðâûé ïàññàæ. Äëÿ ïàññèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
ñòàíäàðòíóþ ñìåñü òðèïñèíà (0,25%) è ÝÄÒÀ (0,02%)
(Gibco, ÑØÀ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå αÌÅÌ ôèð-
ìû ICN ñ 10% FBS (Hyñlone, ÑØÀ) è ãåíòàìèöèíà ñóëüôàòà
(50 ìêã/ìë) ëèáî â ñðåäå DME íà ÷àøêàõ Ïåòðè â 5%ÑO

2
-

èíêóáàòîðå.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà äàííûõ
Êîëè÷åñòâî êëåòîê â S-ôàçå, îêðàøåííûõ èììóíîöè-

òîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì íà âêëþ÷åíèå BrdU, áûëî ïîäñ÷è-
òàíî â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå èç ðàñ÷åòà íà 500 êëåòîê. Äëÿ
êàæäîãî îòäåëüíîãî îïûòà ïðîèçâîäèëè ïî 3 ïàðàëëåëü-
íûõ ïîäñ÷åòà, ïîñëå ÷åãî âûâîäèëè ñðåäíåå ÷èñëî êëåòîê â
S-ôàçå äëÿ êàæäîãî îïûòà. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè
äàííûõ áûë èñïîëüçîâàí îäíîôàêòîðíûé äèñïåðñèîííûé
àíàëèç.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
1. Ìàêñèìàëüíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ

íàáëþäàëàñü íà ïÿòûå ñóòêè èíêóáàöèè â ÐÑÊË ïðè êîëè÷å-
ñòâàõ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ îò 1,0×107 äî 2,0×107 è êëåòîê-
ñòèìóëÿòîðîâ � 4,0×107 è äîñòèãàëà 63%. Â êîíòðîëüíûõ
îïûòàõ ïðè ñèíãåííîì ïðîèñõîæäåíèè êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ
è êëåòîê-ñòèìóëÿòîðîâ óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè îòâå÷àþùèõ
ñïëåíîöèòîâ âåñüìà íèçîê, è, êàê â ðîñòîâîé ñðåäå ñ 10%
FBS, òàê è â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, ñîñòàâëÿåò îò 8 äî 12%,
÷òî ïîçâîëÿåò íàì ñ÷èòàòü ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ â
îòâåò íà êîìïîíåíòû ñûâîðîòêè «ôîíîâîé», òàê êàê óðîâåíü
ïðîëèôåðàöèè îòâå÷àþùèõ êëåòîê ïðè àëëîãåííîé ñòèìó-
ëÿöèè îêàçûâàëñÿ ãîðàçäî âûøå (ðèñ. 2).

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê in vitro çàâèñèò, â òîì
÷èñëå, îò ïëîòíîñòè êóëüòóðû, îáóñëàâëèâàþùåé ÷èñëî ìåæ-
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è êîíöåíòðàöèþ â ñðåäå ðàñòâîðèìûõ
ôàêòîðîâ, ïðîäóöèðóåìûõ êëåòêàìè. Äëÿ ïðîâåðêè íàøåãî
ïðåäïîëîæåíèÿ î íàëè÷èè ïîäîáíîé çàâèñèìîñòè ìû ïîñòà-
âèëè äîïîëíèòåëüíûé êîíòðîëüíûé îïûò, â êîòîðîì óñòàíîâè-
ëè âåñüìà ñëàáóþ çàâèñèìîñòü ïðîëèôåðàöèè ñïëåíîöèòîâ îò
èõ èñõîäíîãî êîëè÷åñòâà. Ìàêñèìàëüíûé ïðîëèôåðàòèâíûé
îòâåò äåéñòâèòåëüíî íàáëþäàëñÿ, êîãäà èñõîäíîå êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ áûëî îò 1,0×107 äî 2,0×107, íî
ïðîöåíò ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê îò îáùåãî èõ ÷èñëà ìå-
íÿëñÿ ñëàáî (â ñðåäíåì îò 4% äî 8%), ÷òî óêàçûâàåò íà òî,
÷òî ìû íàáëþäàëè ïðîëèôåðàöèþ îäíîé è òîé æå êëåòî÷íîé
ñóáïîïóëÿöèè â ïðåäåëàõ âûäåëåííîé èç ñåëåçåíêè ãåòåðî-
ãåííîé ïîïóëÿöèè ñïëåíîöèòîâ, è áîëüøåå êîëè÷åñòâî îòâå-
÷àþùèõ êëåòîê áûëî íåîáõîäèìî äëÿ ëó÷øåé âèçóàëèçàöèè
ðåçóëüòàòà. Îäíàêî íåêîòîðîå èçìåíåíèå óðîâíÿ ïðîëèôå-
ðàöèè â çàâèñèìîñòè îò ïëîòíîñòè êóëüòóðû âñå æå íàáëþ-
äàëîñü. Ïðè èñõîäíûõ êîëè÷åñòâàõ ñïëåíîöèòîâ îò 0,25×107

äî 0,5×107 â S-ôàçå íàõîäèëîñü îò 3,8% äî 6,2% êëåòîê îò
îáùåé ïîïóëÿöèè; ïðè èñõîäíûõ êîëè÷åñòâàõ ñïëåíîöèòîâ îò
1,0×107 äî 2,0×107 â S-ôàçå íàõîäèëîñü îêîëî 8% îò îá-
ùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê.

2. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî àëëîãåííûå ÑÊÊÌ íå òîëüêî íå
ïîäàâëÿþò, íî, íàïðîòèâ, ñòèìóëèðóþò ïðîëèôåðàöèþ êëå-
òîê-ðåñïîíäåðîâ. Íàáëþäàëîñü ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå
óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ îòíîñèòåëü-
íî óðîâíÿ èõ ìàêñèìàëüíîé ïðîëèôåðàöèè â ÐÑÊË ïðè îò-
ñóòñòâèè àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ. Ïðè ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ
êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ è àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ èçìåíÿëñÿ è õà-
ðàêòåð ñòèìóëÿöèè: ïðè ñîîòíîøåíèè 103:1 ñòèìóëÿöèè
ïðàêòè÷åñêè íå áûëî � ïðîëèôåðàöèÿ ëèìôîöèòîâ-ðåñïîí-
äåðîâ äàæå íåñêîëüêî ñíèæàëàñü, îäíàêî â îòäåëüíûõ îïû-
òàõ ýòîò ýôôåêò íå áûë ñòàáèëåí; ïðè ñîîòíîøåíèè 102:1
ñòèìóëÿöèÿ áûëà íåçíà÷èòåëüíîé (îêîëî 60%); ïðè ñîîòíî-
øåíèÿõ 10:1 è 1:1 ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ
äîñòèãàëà 85%, ò.å. ìîãëà ïðåâûøàòü ìàêñèìàëüíóþ ïðî-
ëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ-ðåñïîíäåðîâ â ÐÑÊË íà 12%.
Â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ áûëè ïðîâåäåíû ðåàêöèè ñìåøàííîé
êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ â ïðèñóòñòâèè ñèíãåííûõ (îòðèöàòåëü-
íûé êîíòðîëü) è àëëîãåííûõ (ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü) êëåò-
êàì-ðåñïîíäåðàì ôèáðîáëàñòîâ. Ñèíãåííûå ôèáðîáëàñòû
íå îêàçûâàëè ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ ñòè-
ìóëèðîâàííûõ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ; â ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ â
êóëüòóðó àëëîãåííûõ ôèáðîáëàñòîâ íàáëþäàëîñü óñèëåíèå
ïðîëèôåðàöèè ñïëåíîöèòîâ, îäíàêî äîñòîâåðíî ìåíüøåå,
íåæåëè â ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðó àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ
(ðèñ. 3).
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Ðèñ. 2. Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ â ÐÑÊË
(ð = 0, 05)

Ðèñ. 3. Ýôôåêò àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ
êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ â ÐÑÊË (ð = 0, 05)
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Òàêæå ñëåäóåò îñîáî îòìåòèòü òîò ôàêò, ÷òî ñëîé àëëî-
ãåííûõ ÑÊÊÌ ïîâðåæäàëñÿ â ÐÑÊË, ÷åãî íå ïðîèñõîäèëî â
êîíòðîëüíûõ îïûòàõ ñ ôèáðîáëàñòàìè. Ýòî ìîæíî áûëî íà-
áëþäàòü âèçóàëüíî � îáû÷íî ê ïÿòûì-øåñòûì ñóòêàì èí-
êóáàöèè â ÐÑÊË ñëîé àäãåçèâíûõ êëåòîê ñîõðàíÿëñÿ òîëüêî
ïî ïåðèôåðèè êóëüòóðàëüíîé ÷àøêè, îñíîâíàÿ æå åãî ÷àñòü
ïîäâåðãàëàñü ëèçèñó. Â ñóñïåíçèè îáíàðóæèâàëèñü êðóïíûå
êëåòî÷íûå àãðåãàòû, õàðàêòåðíûå äëÿ ïðîëèôåðèðóþùèõ
ëèìôîöèòîâ. Êîëè÷åñòâî ýòèõ àãðåãàòîâ òàêæå âèçóàëüíî
óâåëè÷èâàëîñü ïðè óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà ñòðîìàëüíûõ
êëåòîê, ïðèñóòñòâîâàâøèõ â ÐÑÊË.

Òàêèì îáðàçîì, ìû íå ïîëó÷èëè ïîäòâåðæäåíèÿ ëèòå-
ðàòóðíûõ äàííûõ î òîì, ÷òî ÑÊÊÌ âûçûâàþò ïîäàâëåíèå
ïðîëèôåðàöèè ëèìôîöèòîâ [10, 16-19]. Íàïðîòèâ, ìû íà-
áëþäàëè âûðàæåííóþ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ,
ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî áüëüøóþ, íåæåëè â îòâåò íà àë-
ëîãåííûå ôèáðîáëàñòû, èñïîëüçîâàâøèåñÿ â êà÷åñòâå
ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ ñåêðå-
öèåé ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè øèðîêîãî ñïåêòðà ôàêòîðîâ,
ðåãóëèðóþùèõ â íîðìå ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó
ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå è èììóíîêîìïåòåíò-
íûõ, êàê áûëî îòìå÷åíî ìíîãèìè èññëåäîâàòåëÿìè [20-22].

3. Ìû òàêæå ïðîâåðèëè, ñóùåñòâóþò ëè ðàçëè÷èÿ â ýô-
ôåêòàõ ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ ñïëåíîöèòîâ â ñëó÷àå ðàç-
ëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ÑÊÊÌ, ïîñêîëüêó â íàøèõ îïûòàõ
èñòî÷íèêîì àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ ñëóæèë êîñòíûé ìîçã áåñïî-
ðîäíûõ êðûñ. Òàêèõ ðàçëè÷èé âûÿâëåíî íå áûëî: àëëîãåííûå
ÑÊÊÌ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â îäèíàêîâîé ñòåïåíè ñòè-
ìóëèðîâàëè ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ-ðåñïîíäåðîâ, êî-
òîðàÿ äîñòèãàëà 80�85%.

4. Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò, îêàçûâàåìûé àëëîãåííûìè
ÑÊÊÌ íà ñïëåíîöèòû, áûë âûÿâëåí íàìè è â îòäåëüíûõ
îïûòàõ ïî ñîêóëüòèâèðîâàíèþ ëèìôîöèòîâ-ðåñïîíäåðîâ ñ
àëëîãåííûìè ÑÊÊÌ ïðè îòñóòñòâèè êëåòîê-ñòèìóëÿòîðîâ.
Â îòâåò íà àëëîãåííûå ÑÊÊÌ ñïëåíîöèòû ïðîëèôåðèðîâà-
ëè íåñêîëüêî ñèëüíåå, ÷åì â îòâåò íà àëëîãåííûå ôèáðîáëà-
ñòû â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ. Óðîâåíü èõ ïðîëèôåðàöèè ñîñòàâ-
ëÿë îò 20% äî 50% è òàêæå áûë ïðîïîðöèîíàëåí êîëè÷åñòâó
àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ (ðèñ. 4).

Ðèñ. 4. Ýôôåêò àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ
ñïëåíîöèòîâ (ð = 0, 05)
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Ðèñ. 6. Ýôôåêò ñèíãåííûõ ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ
êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ â ÐÑÊË (ð = 0, 05)
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5. Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ðîñòîâàÿ ñðåäà, â êîòîðîé êóëüòè-
âèðîâàëèñü àëëîãåííûå ÑÊÊÌ, ñîõðàíÿåò ñâîè ñòèìóëèðó-
þùèå ñâîéñòâà (ðèñ. 5), ÷òî ðàñõîäèòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè
äàííûìè î òîì, ÷òî, íàïðîòèâ, ñóïåðíàòàíòû êóëüòóð ÑÊÊÌ
îêàçûâàþò íà ïðîëèôåðàöèþ ëèìôîöèòîâ ñóïðåññèâíûé
ýôôåêò [3, 22]. Îáúÿñíåíèåì ýòîãî ôàêòà ìîæåò ñëóæèòü
òî, ÷òî çà ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò îòâåòñòâåííû ðàñòâîðè-
ìûå ôàêòîðû, ïðîäóöèðóåìûå ÑÊÊÌ, è íàáîð ýòèõ ôàêòî-
ðîâ çàâèñèò îò óñëîâèé, â êîòîðûõ êóëüòèâèðóþòñÿ êëåòêè, à
òàêæå îò ñòåïåíè ãåòåðîãåííîñòè ïîïóëÿöèè âûäåëåííûõ
ÑÊÊÌ [3].

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàöèþ ñïëåíîöèòîâ ðîñòîâîé
ñðåäû, â êîòîðîé äî ýòîãî â òå÷åíèå 5 ñóòîê
êóëüòèâèðîâàëè àëëîãåííûå ÑÊÊÌ (ð = 0, 05)
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6. Â íàøåé ðàáîòå áûë òàêæå ïðîâåðåí ýôôåêò ñèíãåí-
íûõ ÑÊÊÌ íà ïðîëèôåðàöèþ ñòèìóëèðîâàííûõ ñïëåíîöèòîâ
â ÐÑÊË. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ñèíãåííûå ÑÊÊÌ âíå çàâèñè-
ìîñòè îò èõ êîëè÷åñòâà íå ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê-
ðåñïîíäåðîâ (ðèñ. 6). Íà ïÿòûå ñóòêè èíêóáàöèè ïðîëèôåðà-
öèÿ êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ íå èìåëà äîñòîâåðíûõ îòëè÷èé îò
èõ ïðîëèôåðàöèè â îáû÷íîé ÐÑÊË â îòñóòñòâèè ñèíãåííûõ
ÑÊÊÌ è îñòàâàëàñü ðàâíîé îò 58% äî 63%. Â ýòîé ñåðèè
áûëè òàêæå ïîñòàâëåíû êîíòðîëüíûå îïûòû, àíàëîãè÷íûå
êîíòðîëüíûì îïûòàì âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ. Â ñëó÷àå
ïðèñóòñòâèÿ â ÐÑÊË ñèíãåííûõ ÑÊÊÌ óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè
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êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ áûë íåñêîëüêî âûøå, ÷åì â ïðèñóòñòâèè
ñèíãåííûõ êëåòêàì-ðåñïîíäåðàì ôèáðîáëàñòîâ, íî ýòè îò-
ëè÷èÿ íåëüçÿ ñ÷èòàòü ñóùåñòâåííûìè. Ðàçëè÷èé â ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ â ñëó÷àÿõ ïðèñóòñòâèÿ â ÐÑÊË
ñèíãåííûõ ÑÊÊÌ èëè àëëîãåííûõ ôèáðîáëàñòîâ ïðàêòè÷åñêè
íå áûëî. Â öåëîì ñèíãåííûå êëåòêàì-ðåñïîíäåðàì ÑÊÊÌ,
êàê è ñèíãåííûå èì ôèáðîáëàñòû, íå îêàçûâàþò ñóùåñòâåí-
íîãî âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ ñòèìóëèðîâàííûõ îòâå÷à-
þùèõ êëåòîê â ðåàêöèè ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ.
Òàêîé ðåçóëüòàò ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû î òîì,
÷òî ñîáñòâåííûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ðåöè-
ïèåíòà íå ñïîñîáíû êóïèðîâàòü èììóííûå ðåàêöèè, âîçíè-
êàþùèå ïðè ââåäåíèè ðåöèïèåíòó àëëîãåííîãî ìàòåðèàëà
[23, 24].

Çàêëþ÷åíèå
Â ïðèñóòñòâèè àëëîãåííûõ è ñèíãåííûõ ÑÊÊÌ íå ïðîèñ-

õîäèëî èíãèáèðîâàíèÿ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ
â ðåàêöèè ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ � íàîáîðîò,
êîëè÷åñòâî êëåòîê-ðåñïîíäåðîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ñèíòåòè-
÷åñêîé ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà, â ïðèñóòñòâèè àëëîãåííûõ
ÑÊÊÌ ìîãëî äîñòèãàòü 85% ïðè ðàâíîì ñîîòíîøåíèè êëå-
òîê-ðåñïîíäåðîâ è àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ.

Èçâåñòíî, ÷òî íàõîæäåíèå êëåòîê â S-ôàçå îçíà÷àåò óñè-
ëåíèå ñèíòåçà íóêëåèíîâûõ êèñëîò, íî íå îáÿçàòåëüíî ïðî-
ëèôåðàöèþ. ×òîáû ïðîÿñíèòü ýòîò ìîìåíò, ìû ïðîèçâîäèëè

ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà ñïëåíîöèòîâ â íà÷àëå è â êîíöå èõ
èíêóáàöèè â ñìåøàííîé êóëüòóðå è îïðåäåëèëè, ÷òî ñïëå-
íîöèòû äåéñòâèòåëüíî ïðîëèôåðèðóþò. Â òî æå âðåìÿ ÿñíî,
÷òî ñàìà ïî ñåáå ïðîëèôåðàöèÿ ëèìôîöèòîâ íå âñåãäà îç-
íà÷àåò èõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü. Ñàì ôàêò ïðîëèôåðà-
öèè ëèøü óêàçûâàåò íà âûñîêóþ âåðîÿòíîñòü ïîñëåäóþùåãî
êàñêàäà èììóííûõ ðåàêöèé â îòâåò íà ÷óæåðîäíûé àíòèãåí.
Òàêæå âîçìîæíî, ÷òî ÑÊÊÌ ñòèìóëèðóþò óñèëåíèå ìåòàáî-
ëèçìà è ïðîëèôåðàöèè íå òîëüêî ëèìôîöèòîâ, íî è ïðî÷èõ
òèïîâ êëåòîê, ïðèñóòñòâóþùèõ â ñìåøàííîé êóëüòóðå1. Ýòî
ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà, îêàçû-
âàåìîãî ÑÊÊÌ ïðè èõ êîòðàíñïëàíòàöèÿõ ñ àëëîãåííûì
ìàòåðèàëîì [25].

Àëëîãåííûå ÑÊÊÌ ñòèìóëèðóþò íà÷àëüíûå ýòàïû ðåàêöèè
ëèìôîöèòîâ íà àëëîàíòèãåíû, ò.å. óñèëåíèå ñèíòåçà íóêëåè-
íîâûõ êèñëîò è ïðîëèôåðàöèþ. Òåì íå ìåíåå, ýòî íå ìîæåò
áûòü äîêàçàòåëüñòâîì îòñóòñòâèÿ ó ÑÊÊÌ èììóíîìîäóëè-
ðóþùèõ ñâîéñòâ, òàê êàê íåèçâåñòíî, êàê âåäóò ñåáÿ ëèìôî-
öèòû ïîñëå ýòèõ ýòàïîâ: ïðîèñõîäèò ëè ïðîäóêöèÿ ïðî- èëè
ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ, îñóùåñòâëÿåòñÿ ëè ñïå-
öèôè÷åñêèé ëèçèñ àëëîãåííûõ ÑÊÊÌ è äð. Òàêèì îáðàçîì, â
äàëüíåéøåé ðàáîòå ïî õàðàêòåðèñòèêå ìîðôîôóíêöèîíàëü-
íûõ ñâîéñòâ ÑÊÊÌ òðåáóåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíûé àíàëèç âñåõ
ýòàïîâ âçàèìîäåéñòâèÿ àëëîãåííûõ è ñèíãåííûõ ÑÊÊÌ ñ
ëèìôîöèòàìè, òàê êàê äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè îòíîñèòåëü-
íî íèõ íå ñóùåñòâóåò åäèíîãî ìíåíèÿ.
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1 Îñîáåííî ìàêðîôàãîâ, òàêæå ñïîñîáíûõ ê àäãåçèè.


