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Стимуляция экспрессии гена col2a1 низкоинтенсивным лазерным

излучением–инструмент для индукции образования хрящевой ткани
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Выявлено увеличение экспрессии гена col2a1, ответственного за синтез одного из основных белков

внеклеточного матрикса гиалинового хряща — коллагена II типа мультипотентными стволовыми клетками

костного мозга крысы, происходящим под воздействием низкоинтенсивного лазерного излучения длиной

волны 0.63 µm и мощностью 1.7mW. Результаты исследования свидетельствуют о возможности применения

данного воздействия в лечении заболеваний, развитие которых связано с повреждениями поверхности

суставного хряща.

Ключевые слова: низкоинтенсивное лазерное излучение, хондрогенез, коллаген II типа, гиалиновый хрящ.

DOI: 10.21883/JTF.2020.09.49694.29-20

На сегодняшний день проблема повреждения сустав-

ной поверхности затрагивает миллионы людей по всему

миру. Низкая регенеративная способность хрящевой тка-

ни приводит к быстрому прогрессированию заболеваний,

связанных с разрушением сустава. В настоящее время

ведется разработка новых способов решения данной про-

блемы [1]. Одной из возможностей является воздействие

лазерного излучения на поврежденный участок сустав-

ной поверхности с целью активации собственного ре-

генеративного потенциала [2,3]. Данная процедура про-

ста в исполнении, так как подразумевает возможность

относительно легкого доступа, а также экономически

оправдана. Например, в работе [4] приводятся резуль-

таты опытов, где показано, что воздействие лазерного

излучения на область повреждения суставного хряща

приводит к образованию устойчивого регенерата. При

этом механизм данного эффекта до конца не изучен.

Можно предположить, что лазерное излучение активи-

рует синтез белков внеклеточного матрикса гиалинового

хряща.

Экспрессия гена — это процесс, в ходе которо-

го информация от гена (последовательности нуклеоти-

дов ДНК) преобразуется в конечный функциональный

продукт (сначала рибонуклеиновая кислота (РНК), по-

том — белок). В нашем случае речь идет об экспрессии

гена col2a1, который отвечает за синтез соответству-

ющего белка — коллагена II типа. Именно этот белок

является одним из двух основных белков, составляющих

каркас хрящевой ткани поверхности суставов. Ниже

экспрессия гена col2a1 оценивается по изменению кон-

центрации матричной РНК в исследуемых образцах.

В настоящей работе проведена оценка изменения экс-

прессии гена col2a1, ответственного за продукцию кол-

лагена II типа. С этой целью использовались так назы-

ваемые мезенхимальные мультипотентные стромальные

клетки (ММСК), выделенные из костного мозга крысы.

После высевания на адгезивный культуральный пластик

чашки Петри, клетки помещали в CO2−инкубатор и

культивировали при 37◦C в атмосфере 5% CO2 в пи-

тательной среде DMEM с добавлением 10% сыворотки

FBS и в присутствии антибиотика пеницилин-стрепто-

мицина в концентрации 25µg/µl . Смена среды осу-

ществлялась через каждые трое суток. Первоначальное

количество клеток на одну чашку Петри составляло

(0.5± 0.1) · 106, подсчет клеток осуществлялся на каме-

ре Горяева.

Источником излучения являлся малогабаритный по-

лупроводниковый лазер длиной волны 634 nm и мощ-

ностью излучения порядка 1.7mW. При направлении

излучения на шероховатую поверхность наблюдалось

появление пространственного спекл-поля. Длина коге-

рентности составила более 3mm, что на два порядка

превышает линейные размеры облучаемых клеток.

В экспериментальной установке излучение лазера

проходит через коллиматор, в фокусе которого уста-

новлен входной торец оптоволокна. На выходе оптово-

локна зарегистрирована мощность излучения порядка

0.85mW, потери в коллиматоре и оптоволокне соста-

вили около 50%. По оптоволокну лазерное излучение
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вводится в CO2--инкубатор через герметичный шлюз

и направляется на чашки Петри с опытной культурой

клеток. Расходимость потока излучения на выходе во-

локна составила около 30◦, выход волокна располагался

на таком расстоянии от полки инкубатора, чтобы диа-

метр светового пятна составлял 80mm. Это позволило

одновременно облучать три чашки Петри с культурой

клеток, последовательно выводя их из эксперимента на

разных сроках. При прохождении через крышку чашки

Петри потери составили еще около 50%. Итоговая

расчетная плотность мощности излучения составляет

порядка 2.12 · 108 ± 0.3W/mm2. При пересчете на ко-

личество фотонов 6.5 · 1010 фотонов на mm2/s. Через

клетку диаметром около 10µm за 1 s проходит порядка

6.5 · 106 фотонов. Облучение выполнялось циклически

интервалами по 15min с перерывами на 45min по-

сле каждого включения. Управление осуществлялось

в автоматическом режиме в течение всего времени

эксперимента.

На сроках наблюдения 0, 7, 14 и 21 сутки культи-

вирование клеток в соответствующих чашках прекра-

щалось, а клетки хранили при температуре −80◦C до

последующего выделения матричной РНК. В качестве

контроля использовали клетки, которые не подвергались

облучению. После окончания всех сроков эксперимен-

та адгезивная клеточная культура размораживалась и

отделялась от пластика для дальнейших исследований.

При помощи набора RNAqueousTM-4PCR Total RNA

IsolationKit выделяли матричную РНК. Из матрицы РНК

выделялась комплементарная дезоксирибонуклеиновая

кислота (кДНК). Получившиеся концентрации кДНК

измерялись и нормировались для постановки полимераз-

ной цепной реакции (реакции ПЦР).
Одновременно выполнялось два параллельных экспе-

римента в одинаковых условиях за исключением об-

лучения: контрольные образцы культивировались без

облучения. По результатам световой микроскопии был

выявлен синтез белков внеклеточного матрикса в тех

образцах, которые подвергались воздействию лазерного

излучения.

В основе метода ПЦР лежит многократное удвоение

определенного участка ДНК при помощи ферментов в

искусственных условиях (in vitro). В результате нараба-

тываются количества ДНК, достаточные для детектиро-

вания. При этом происходит копирование только того

участка, который удовлетворяет заданным условиям, и

только в случае, если он присутствует в исследуемом

образце. За один цикл ПЦР происходит удвоение числа

интересующего нас ДНК в образце. Чем меньше исход-

ная концентрация, тем больше циклов ПЦР необходимо

выполнить для его обнаружения. По разности числа

циклов, которые необходимы для выявления искомого

гена в различных образцах, можно делать выводы об ис-

ходном соотношении их числа в исследуемых образцах.

После выделения РНК и постановки обратной тран-

скрипции, была успешно выделена кДНК в концентра-

ции не ниже 2µg/µl, пригодной для постановки реакции

Временная зависимость экспрессии гена col2a1 под действием

лазерного излучения: по левой вертикальной оси отложен

фактор размножения матричной РНК, по правой — скорость

изменения этого фактора, по горизонтальной оси отложе-

но время эксперимента Точки на кривой — эксперимент,

сплошная линия — аппроксимация логистической функцией

Больцмана: µ = A2 + A1−A2
(

1+exp

(

t−t0
dt

)) . Подгоночные параметры:

A1 = 1, A2 = 14, t0 = 7.5, dt = 1.05 дней.

РВ-ПЦР. После нормировки данных было обнаружено

увеличение концентрации кДНК тех образцов, кото-

рые подвергались воздействию лазерного излучения по

сравнению с контролем, что представлено на рисунке.

Можно предположить, что это связано с увеличением

продукции матричной РНК опытной культурой мезен-

химальных стволовых клеток (МСК) под воздействием

низкоинтенсивного лазерного излучения.

Исходя из вышесказанного, можно предположить, что

низкоинтенсивное лазерное излучение длиной волны

0.63µm стимулирует процесс экспрессии гена col2a1.
Из рисунка видно, что фактор умножения возрастает в

соответствии с логистической кривой Больцмана, однако

примерно к 12 дню эксперимента зависимость выходит

на насыщение, т. е. наступает адаптация системы клеток

к воздействию электромагнитного излучения данной

длины волны.

Как известно, ген col2a1 отвечает за продукцию кол-

лагена II типа и, следовательно, является индуктором

образования хрящевой ткани (хондрогенеза). Этот белок
синтезируется в клетке и секретируется в межклеточное

пространство. Коллаген II типа является одним из двух

важнейших белков внеклеточного матрикса гиалинового

хряща [5,6] наряду с аггреканом. Нами показано, что

воздействие на МСК низкоинтенсивным лазерным из-

лучением увеличивает экспрессию гена col2a1 в куль-

туре клеток. В работе Jones с соавторами [3] было

показано, что облучение поврежденной области хряща

in vivo способно приводить к значительному увеличению

числа клеток-индукторов образования хрящевой ткани.

Вероятно, в наблюдаемый нами эффект вносят вклад два
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фактора — активация экспрессии конкретного гена или

группы генов и стимуляция пролиферации клеток. Рас-

смотренный нами in vitro пример клеточной культуры

мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток

(ММСК) может быть успешно применен для объясне-

ния эффекта восстановления поврежденного хряща in

vivo, наблюдавшегося в работе [7], происходящего под

воздействием низкоинтенсивного лазерного излучения:

облучение поврежденной области хряща in vivo спо-

собно приводить к значительному увеличению числа

клеток-индукторов образования хрящевой ткани так же,

как это имеет место при облучении ММСК in vitro.
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