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В плотных культурах гепатоцитов и кератино�
цитов обнаружен суммарный популяционный
ритм синтеза белка (последние работы: Бродский
и др., 2006, 2009, 2011). Ритм наблюдали вскоре по�
сле смены среды, что показывало самосинхрони�
зацию колебаний интенсивности синтеза в резуль�
тате прямых межклеточных взаимодействий. В не
взаимодействующих клетках (например, в разре�
женных культурах) ритм не выявлялся. В опытах с
агонистами и антагонистами внутриклеточных
процессов была обоснована многоступенчатая по�
следовательность взаимодействий между клетка�
ми, приводящих к ритму синтеза белка. Сигнал,
действуя на специфические рецепторы клеточной
мембраны, включал цепь процессов в цитоплазме,
приводящих к синхронизации фаз индивидуаль�
ных колебаний. Задача новой работы – изучение
кинетики синтеза белка в мезенхимных стромаль�
ных клетках (МСК) при действии мелатонина. Как
и в работах с эпителиальными клетками, ритм
синтеза белка в МСК мог быть показателем пря�
мых межклеточных взаимодействий. По некото�
рым данным (Bizik et al., 2004; Vaheri et al., 2009),
фибробласты, в отличие от эпителия, не контакти�
руют друг с другом. Сохраняются ли в фибробла�
стоподобных МСК прямые межклеточные взаи�
модействия? Способны ли МСК реагировать на
внешний синхронизирующий сигнал?

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В основных опытах исследовали МСК, выде�
ленные из биоптатов жировой ткани, полученных
после абдоминальной пластики (Киселева и др.,
2009). Клетки культивировали в среде ДМЕМ с
10% сыворотки, 5 мкг/мл инсулина, 10 мкг/мл
трансферрина и 10 нг/мл селенита натрия. Смену
среды осуществляли каждые 3�е суток. По дости�
жении монослоя клетки пассировали с использо�
ванием растворов 0.05% трипсина (Панэко) и Вер�
сена (Панэко). На 3–4 пассаже клетки заморажи�
вали для долгосрочного хранения (при –196°С), в
качестве криопротектора использовали 10%
ДМСО. Для экспериментов нашей работы клетки
размораживали и культивировали в течение 2–
3 недель. В работе использовали клетки 8–12 пас�
сажей. Затем клетки снимали с пластика по стан�
дартной методике с помощью растворов Версена и
трипсина, клетки суспендировали, центрифугиро�
вали 10 мин при 200 g. Клеточный осадок ресус�
пендировали в бессывороточной среде (среда 199 с
добавлением 0.5 мкг/мл инсулина (Sigma) и
0.2 мг/мл альбумина для клеточных культур (Sig�
ma) и далее содержали в этой среде. Суспензию,
содержащую около 106 клеток в мл среды, вносили
в чашку Петри с 30 мл среды над стеклами, покры�
тыми коллагеном. Через 3 часа культуры отмывали
и переносили в свежую среду. Еще через 2 часа
культуры вновь отмывали и через 15–60 мин ис�
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следовали кинетику синтеза белка. В части опытов
исследовали МСК из костного мозга крысы (Буе�
верова и др., 2008). 

Метод исследования кинетики синтеза белка
детально изложен ранее (Brodsky et al., 1992; Брод�
ский и др., 2006). Пробы, по три культуры каждая,
брали последовательно через 10 мин в течение 2 ч.
Каждую культуру инкубировали отдельно в тече�
ние 10 мин при 37°C в среде с 3Н�лейцином (25–
30 мкCi/мл, специфическая молярная активность
70–100 Ci/ммоль). Радиоактивность лейцина в
белках и небелковой кислоторастворимой фрак�
ции, т.е. свободного лейцина в клетках измеряли в
каждой культуре, используя сцинтилляционный
счетчик LKB 1214 Rackbeta (Швеция). Рассчиты�
вали относительное включение лейцина в белки с
поправкой на пул свободного лейцина (формулу
для расчетов см. в цитированных выше статьях).
Каждый опыт ставили на культурах одной крысы. 

Мелатонин в дозе 2 нМ вводили в среду с куль�
турами на 5 мин, после чего культуры отмывали и
переносили в свежую среду. Условия опытов с хе�
латором кальция ВАРТА�АМ и ингибитором про�
теинкиназ Н7 изложены в Результатах. Достовер�
ность изменений интенсивности синтеза белка
оценивали статистически.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При изучении 1–3�суточных плотных культур
гепатоцитов, через 10–15 мин после их отмывания
и помещения в свежую бессывороточную среду
выявляли околочасовой ритм синтеза белка (ссыл�
ки во Введении). Такой же ритм обнаружен и в
5�часовых культурах; различия между максимами
и минимумами кривой высоко достоверны (на�
пример, рисунок). На этой кривой обнаружены
два периода. В таких же по плотности культурах
МСК ритм не выявляется: все точки апроксимиру�
ются прямой. Но если в среду с такими культурами
ввести на 5 мин 2 наноМ мелатонина, затем куль�
туры отмыть и перенести в свежую среду без мела�
тонина, ритм синтеза белка выявляется (таблица).
Различия между максимумами и минимумами ки�
нетической кривой не менее достоверны, чем для
культур гепатоцитов. Принципиальные отличия
между клетками в том, что гепатоциты самосин�
хронизируются без какого�либо экзогенного сиг�
нала – аутокринно, а для синхронизации МСК
требуется экзогенный сигнал, введенный в среду.
Такие же результаты получены нами при изучении
МСК, выделенных из костного мозга крысы. 

Ранее был изучен внутриклеточный механизм
синхронизации гепатоцитов и кератиноцитов
(ссылки во Введении). В опытах с хелатором цито�
плазматического кальция ВАРТА�АМ было пока�
зано, что блокирование выброса ионов кальция из
внутренних депо ликвидирует ритм в плотных

550

350

150

Icorr

750

550

350

150
0 60 120

Время, мин

Кинетика синтеза белка в плотных культурах гепато�
цитов крысы (вверху) и в таких же по плотности куль�
турах мезенхимных стромальных клетках человека,
выделенных из жировой ткани (внизу). Результаты
двух опытов.
По оси абсцисс – время в мин. По оси ординат Icorr –
включение 3Н�лейцина в белки с поправкой на пул
свободного лейцина. 
Каждые 10 мин в течение 2�х ч брали пробы по
3 культуры и в каждой культуре отдельно определяли
Icorr (см. Методы). 
Прямые линии – среднее Icorr для каждого опыта
(36 культур).
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культурах и снимает синхронизирующий эффект
внешних сигналов – ганглиозидов или моноами�
нов. Инактивация протеинкиназ ингибитором Н7
также ликвидировала ритм синтеза белка в гепато�
цитах и кератиноцитах. Также и в исследовании
МСК блокирование изменений кальция ВАРТА�
АМ (20 мкМ, 1 час) с последующим введением в
среду 2 нМ мелатонина полностью снимало син�
хронизирующий эффект мелатонина. Таким же
был результат предобработки культур МСК инги�
битором протеинкиназ (в основном, протеинки�
назы С) с помощью Н7 (40 мкМ, 1 час).

Какова возможная причина различий органи�
зации кинетики синтеза белка в гепатоцитах и
МСК? В эпителии нарушение межклеточных свя�
зей включает апоптоз (Harper et al., 2003). Напро�
тив, экспериментальная инициация контактов
между фибробластами приводит к их гибели (Bizik
et al., 2004). Влияние связей между фибробласто�
подобными МСК на их жизнеспособность не ясна.
По нашему критерию прямых межклеточных вза�
имодействий – ритму синтеза белка – такие связи
в МСК, во всяком случае, ослаблены сравнитель�
но с эпителием. Но на внешний синхронизирую�
щий сигнал MCK реагируют, причем механизм их
синхронизации такой же, как в эпителии: сигнал
на мембране  изменения ионов кальция 

стимуляция протеинкиназ  фосфорилиро�
вание белков.

Благодарим В.С. Михайлова, В.Н. Симирского
и В.И. Старостина и О.В. Паюшину за замечания.
Авторы благодарят РФФИ за поддержку. 
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Примеры кинетики Icorr – включения 3Н�лейцина в белки поправкой на пул свободного лейцина (cpm) в плот�
ные культуры с 10�мин интервалами в течение 2�х часов. В таблице приведены максимумы (макс) и минимумы
(мин) кривой1

Объект 
Контроль Мелатонин ВАРТА�АМ или Н7 

предобработка до мелатонина 

макс мин макс мин макс мин 

Гепатоциты

 498 ± 66 250 ± 44 561 ± 46 382 ± 06

416 ± 15 239 ± 14 674 ± 76 400 ± 32

520 ± 68 566 ± 65  

Мезенхимные 
стромальные 
клетки

Все точки кривой достоверно 
не отличаются друг от друга и 
от средней для всего опыта 

204 ± 24

437 ± 52 254 ± 07

458 ± 14 322 ± 30

624 ± 54 214 ± 16

2285 ± 106 854 ± 91 Все точки кривой достоверно 
не отличаются друг от друга и 
от средней для всего опыта 1984 ±  43 1233 ± 112

1 На каждой строке слева – Icorr ± ошибка на первом максимуме кинетической кривой, правее – соответствующий минимум,
строкой ниже – следующий максимум и минимум, строкой ниже – следующие значения той же кривой. Кривая может начи�
наться с минимума.
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Mesenchymal Stromal Cells Synchronize the Rhythm of Protein Synthesis
under the Effect of an Exogenous Signal

        V. Ya. Brodsky, A. V. Vasil’ev, V. V. Terskikh, N. D. Zvezdina, V. I. Fateeva, 
L. A. Mal’chenko, E. V. Kiseleva, and E. I. Bueverova

      Kol’tsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
e#mail: brodsky.idb@bk.ru

Abstract—A comparative study was performed of dense 5�hour cultures of rat hepatocytes and equal�density
cultures of mesenchymal stromal cells (MSC) isolated from human adipose tissue of rat bone marrow. The
cells were grown on collagen�coated class slides in serum�free medium. Unlike in hepatocytes, no rhythm of
protein synthesis was initially revealed in MSC, but such a rhythm manifested itself when the culture medium
was supplemented with melatonin (2 nM, 5 min). The results of experiments with cytoplasmic calcium che�
lator BAPTA�AM and protein kinase inhibitor H7 indicate that the mechanism of protein synthesis synchro�
nization in MSC consists in calcium�dependent phosphorylation of cell proteins.

Keywords: mesenchymal stromal cells, hepatocytes, cell interactions, circahoralian rhythms, protein synthe�
sis rhythm.

Сдано в набор 11.01.2012 г. Подписано к печати 03.04.2012 г. Формат бумаги 60 � 881/8
Цифровая печать  Усл. печ. л. 9.0  Усл. кр.�отт. 1.0 тыс.  Уч.�изд. л. 9.0 Бум. л. 4.5 

Тираж 96 экз. Зак. 146

Учредитель: Российская академия наук,
Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН

Издатель: Российская академия наук. Издательство “Наука”, 117997 Москва, Профсоюзная ул., 90
Оригинал�макет подготовлен МАИК “Наука/Интерпериодика”

Отпечатано в ППП “Типография “Наука”, 121099 Москва, Шубинский пер., 6



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


