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Èññëåäîâàíèå äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà ìóëüòèïîòåíòíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ (ÊÏ) â ýìáðèîãåíåçå èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìàíèÿ áèîëîãèè ýòèõ êëåòîê è èõ ðîëè â
ïðîöåññàõ ðåãåíåðàöèè òêàíåé âçðîñëîãî îðãàíèçìà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â óñëîâèÿõ ìîíîñëîéíîé êóëü-
òóðû èññëåäîâàëè îñòåîãåííûå è àäèïîãåííûå ïîòåíöèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ, ïîëó÷åííûõ èç ôå-
òàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà 8—11 íåä ãåñòàöèè, à òàêæå âëèÿíèå íà íèõ ýêñïîçèöèè ñ êðèîïðîòåêòîðîì äè-
ìåòèëñóëüôîêñèäîì (ÄÌÑÎ). Ïîêàçàíî, ÷òî â ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè êëåòîê ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà
ïðèñóòñòâóþò ðàííèå ñòðîìàëüíûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå ïðåäøåñòâåííèêè, ñïîñîáíûå ê èíäóöèðîâàí-
íîé îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå. Êðàòêîâðåìåííàÿ ýêñïîçèöèÿ ñâåæåâûäåëåííûõ êëåòîê
ñ ÄÌÑÎ ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ñâîéñòâ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ. Ïðè ñóáêóëüòèâèðîâàíèè âûÿâëåíî
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ïðåäøåñòâåííèêîâ, ñïîñîáíûõ ê èíäóöèðîâàííîé îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå
in vitro. Óñòàíîâëåííûé ôàêò âëèÿíèÿ ÄÌÑÎ íà äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè ôåòàëüíûõ ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûõ ÊÏ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, ôåòàëüíàÿ ïå÷åíü ÷åëîâåêà,
êóëüòóðà êëåòîê, îñòåîãåííàÿ è àäèïîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, ÄÌÑÎ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í èÿ: ÄÌÑÎ — äèìåòèëñóëüôîêñèä, ÊÌ — êîñòíûé ìîçã, ÊÎÅô — êîëî-
íèåîáðàçóþùèå åäèíèöû ôèáðîáëàñòîâ, ÊÏ — êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, á-ÌÅÌ — ìèíèìàëüíàÿ ñðåäà
Èãëà â àëüôà-ìîäèôèêàöèè, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ñðåäè ïîïóëÿöèé êëåòîê íåãåìîïîýòè÷åñêîãî ïóëà
êðîâåòâîðíîé òêàíè âàæíîå ìåñòî çàíèìàþò ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûå ïðåäøåñòâåííèêè, ñïîñîáíûå ê êîëîíèå-
îáðàçîâàíèþ in vitro, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ñîçäàíèè ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ äëÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê è ñàìè äàþò
íà÷àëî ñïåöèôè÷åñêèì ëèíèÿì äèôôåðåíöèðîâîê (Frie-
denstein et al., 1970; Castro-Malaspina et al., 1980; Owen,
1987). Èçâåñòíî, ÷òî ñòàíîâëåíèå êðîâåòâîðåíèÿ òåñíî
âçàèìîñâÿçàíî ñ ôîðìèðîâàíèåì è ôóíêöèîíèðîâàíèåì
ñòðîìû ãåìîïîýòè÷åñêîãî îðãàíà (Friedenstein et al., 1974;
×åðòêîâ, Ôðèäåíøòåéí, 1977). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðè-
çíàíî, ÷òî â ÷èñëî êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö ôèáðîá-
ëàñòîâ (ÊÎÅô) âõîäÿò ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÌÑÊ) (Pittenger et al., 1999). Óíèêàëüíûå ñâîéñòâà ÌÑÊ,
òàêèå êàê ñàìîïîääåðæàíèå è ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå â êëåòêè êîñòíîé, õðÿùåâîé, æèðîâîé, ìûøå÷íîé è
äðóãèõ òèïîâ òêàíåé (Galmiche et al., 1993; Ferrari et al.,
1998; Pittenger et al., 1999; Hughes, 2002), ïîðîæäàþò áî-
ëüøèå íàäåæäû â îáëàñòè êëåòî÷íîé áèîëîãèè, òêàíåâîé
èíæåíåðèè è ðåãåíåðàöèîííîé ìåäèöèíû. Áèîëîãè÷åñêèé
ïîòåíöèàë ÌÑÊ è èõ ðàííèõ íåçðåëûõ ïîòîìêîâ â ýìáðè-
îãåíåçå îñòàåòñÿ íåäîñòàòî÷íî èçó÷åííûì. Ïðåíàòàëüíûå
ÊÎÅô îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîñòíàòàëüíûìè (Versele et al.,
1987). Èçâåñòíî, ÷òî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ÊÎÅô â ýìá-
ðèîíàëüíûõ êðîâåòâîðíûõ îðãàíàõ (â æåëòî÷íîì ìåøêå,

ïå÷åíè, ñåëåçåíêå è êîñòíîì ìîçãå — ÊÌ) ïðåäøåñòâóåò
çàñåëåíèþ èõ ãåìîïîýòè÷åñêèìè êëåòêàìè (Van den Heu-
vel et al., 1987). Â ýòîì àñïåêòå ïå÷åíü ÷åëîâåêà ïåðâîãî
òðèìåñòðà ïðåíàòàëüíîãî ïåðèîäà ðàçâèòèÿ ïðåäñòàâëÿåò
îñîáûé èíòåðåñ, ïîñêîëüêó âõîäÿùèå â åå ñîñòàâ ãåìîïîý-
òè÷åñêèå êëåòêè ñïîñîáíû ìèãðèðîâàòü â äðóãèå îðãàíû â
õîäå ôîðìèðîâàíèÿ êðîâåòâîðíîé ñèñòåìû. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïå÷åíü ïëîäà ÷åëîâåêà ïåðâîãî òðèìåñòðà ïðåíàòàëüíîãî
ðàçâèòèÿ íàðÿäó ñ ïðåîáëàäàþùèìè â íåé ãåìîïîýòè÷å-
ñêèìè êëåòêàìè ñîäåðæèò ìóëüòèïîòåíòíûå ÌÑÊ è èõ
ðàííèå íåäèôôåðåíöèðîâàííûå ïîòîìêè (Campagnoli et
al., 2001; O’Donoghue, Fisk, 2004), êîòîðûå õàðàêòåðèçó-
þòñÿ âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì è òàêæå
ñïîñîáíû ê ìèãðàöèè.

Äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë ÌÑÊ, âûäåëåííûõ
èç ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ ïëîäà ÷åëîâåêà, íåîäèíàêîâ (In’t
Anker et al., 2003; Ãîðíîñòàåâà è äð., 2006), ïîýòîìó èñ-
ñëåäîâàíèå äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ñâîéñòâ ïðåíàòàëüíûõ
ÌÑÊ è èõ íåçðåëûõ ïîòîìêîâ íåîáõîäèìî äëÿ ïîíèìàíèÿ
ðàçâèòèÿ ýòèõ êëåòîê è îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè â
îáëàñòè êëåòî÷íîé áèîëîãèè.

Ðàáîòà ñ èçîëèðîâàííûìè êëåòêàìè âî ìíîãèõ ñëó÷à-
ÿõ ñâÿçàíà ñ íåîáõîäèìîñòüþ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ êëå-
òî÷íûõ ñóñïåíçèé. Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ çàùèòû êëåòîê ïðè
çàìîðàæèâàíèè òðàäèöèîííî ïðèìåíÿþò äèìåòèëüñóëü-
ôîêñèä (ÄÌÑÎ) â êîíöåíòðàöèè 0.7—1.4 Ì. Îäíàêî âëè-
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ÿíèå ýòîãî êðèîïðîòåêòîðà íà äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïî-
òåíöèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, âêëþ-
÷àÿ ÌÑÊ, äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå èçó÷àëîñü.

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — îöåíèòü ñïîñîá-
íîñòü ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ
(ÊÏ), âûäåëåííûõ èç ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà, ê èíäó-
öèðîâàííîé äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì è àäèïîãåí-
íîì íàïðàâëåíèÿõ â óñëîâèÿõ in vitro, à òàêæå èçó÷èòü
âëèÿíèå êðàòêîâðåìåííîé ýêñïîçèöèè ïåðâè÷íîé ñóñïåí-
çèè êëåòîê ñ êðèîïðîòåêòîðîì ÄÌÑÎ íà èññëåäóåìûå
äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñâîéñòâà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ôðàãìåíòû ïå÷åíè îò
9 ïëîäîâ ÷åëîâåêà 8—11 íåä ãåñòàöèè, ïîëó÷åííûå ïîñëå
ïëàíîâîãî ïðåðûâàíèÿ áåðåìåííîñòè ïî ñîöèàëüíûì ïî-
êàçàíèÿì ïðè ñîáëþäåíèè ýòè÷åñêèõ íîðì èñïîëüçîâàíèÿ
äàííîãî âèäà áèîìàòåðèàëà â èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëÿõ.
Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà èññëåäîâàíèé áûëè îäîáðåíû êî-
ìèññèåé ïî áèîýòèêå ÈÏÊèÊ ÍÀÍ Óêðàèíû.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í î é ñ ó ñ ï å í ç è è ê ë å ò î ê
îñóùåñòâëÿëè ôåðìåíòàòèâíûì ìåòîäîì (Äåìèäîâà è äð.,
1971). Â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ ôðàãìåíòû ôåòàëüíîé ïå-
÷åíè ÷åëîâåêà òùàòåëüíî ïðîìûâàëè â áåññûâîðîòî÷íîé
ñðåäå, èçìåëü÷àëè äî ðàçìåðîâ îêîëî 1 ìì3 è ïîìåùàëè â
ïðåäâàðèòåëüíî ïîäîãðåòûé (äî 37 °Ñ) ðàñòâîð òðèïñèíà
(0.25 %) íà 30 ìèí ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè.
Òðèïñèí èíàêòèâèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýìáðèîíàëüíîé ñû-
âîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (10 %) â òå÷åíèå
5—7 ìèí. Ïîëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïðîïóñêàëè
÷åðåç ôèëüòð îò ñèñòåìû äëÿ ïåðåëèâàíèÿ êðîâåçàìåíèòå-
ëåé. Çàòåì êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (200 g,
7 ìèí), îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 2 ìë ñðåäû 199. Êîëè-
÷åñòâî êëåòîê â ñóñïåíçèè îïðåäåëÿëè ïðè ñòàíäàðòíîì
ïîäñ÷åòå â êàìåðå Ãîðÿåâà.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê îöåíèâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ýêñïðåññ-òåñòà ïî ïðèæèçíåííîìó îêðàøèâàíèþ
ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî (0.4 %).

Ó ñ ë î â è ÿ ï ð î â å ä å í è ÿ ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à. Ïåðâè÷-
íóþ ñóñïåíçèþ îò êàæäîãî îáðàçöà ôåòàëüíîé ïå÷åíè ïå-
ðåä êóëüòèâèðîâàíèåì äåëèëè íà 2 ÷àñòè (îïûò è êîíò-
ðîëü). Êëåòêè îïûòíîé ãðóïïû ýêñïîíèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â
0.7 Ì ðàñòâîðå ÄÌÑÎ, ïðèãîòîâëåííîì íà îñíîâå ñðåäû
199 ñ 20 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Ïî îêîí÷àíèè âðå-
ìåíè ýêñïîçèöèè (30 ìèí) ÄÌÑÎ óäàëÿëè ïóòåì ìåäëåí-
íîãî ðàçáàâëåíèÿ ñóñïåíçèè êëåòîê 10-êðàòíûì îáúåìîì
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è ïîñëåäóþùåãî öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ (200 g, 10 ìèí). Êëåòêè êîíòðîëüíîé ãðóïïû õðàíèëè
â ñðåäå 199 ñ ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêîé (20 %) ïðè 4 °Ñ
â òå÷åíèå 30 ìèí.

Ï å ð â è ÷ í à ÿ ê ó ë ü ò ó ð à. Êóëüòèâèðîâàíèå àäãåçèâ-
íîé ôðàêöèè ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè êëåòîê ôåòàëüíîé ïå-
÷åíè ÷åëîâåêà ïðîâîäèëè íà îñíîâå ìåòîäà, ðàçðàáîòàí-
íîãî äëÿ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ÊÌ (Friedenstein et al.,
1970). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ìèíèìàëüíîé ñðåäå Èãëà
â àëüôà-ìîäèôèêàöèè (á-ÌÅÌ), äîïîëíåííîé ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêîé (20 %) è àíòèáèîòèêàìè (50 åä./ìë
ïåíèöèëëèíà è 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà), â êóëüòóðàëü-
íûõ ôëàêîíàõ îáúåìîì 25 ñì2 (Costar, ÑØÀ) â ñòàíäàðò-
íûõ óñëîâèÿõ (37 °Ñ, âëàæíîñòü 100 %, CO2 5 %). Ïëîò-
íîñòü ïîñåâà ñîñòàâëÿëà 200 000—400 000 êëåòîê/ñì2 Íà
3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäà-
ëÿëè, à àäãåçèðîâàâøèå êëåòêè ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðî-

âàòü â ìîíîñëîå, îñóùåñòâëÿÿ çàìåíó ñðåäû 1 ðàç â íåä.
Ïî äîñòèæåíèè êëåòêàìè ñóáêîíôëþåíòíîãî ðîñòà (îêî-
ëî 60—70 %) ïðîâîäèëè ñóáêóëüòèâèðîâàíèå. Äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ ÊÎÅô â ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè êëåòîê ôåòàëüíîé
ïå÷åíè ÷åëîâåêà èñïîëüçîâàëè ïîñåâíóþ äîçó 20 000—
40 000 êëåòîê/ñì2, îïðåäåëåííóþ íàìè ðàíåå (Ãðèùåíêî è
äð., 2005). Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 14 ñóò.
Çàòåì êóëüòóðû ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè àçóðîì-ýîçè-
íîì äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ.

Ñ ó á ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. Êëåòêè ìîíîñëîÿ ñíèìàëè
ñ ïîìîùüþ 0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà è ïåðåñåâàëè ñ
ïëîòíîñòüþ 20 000—40 000 êëåòîê/ñì2 â íîâóþ ïîñóäó â
ñðåäó MesenCult™ MSC Basal Medium (Human), äîïîë-
íåííóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè â ìîíîñëîå, ñìåíó ñðåäû îñóùåñòâëÿëè 1 ðàç
â íåä. Ïðè ïîâòîðíîì ïàññèðîâàíèè ïåðåä ïîñåâîì êëåò-
êè êàæäîé êóëüòóðû áûëè ðàçäåëåíû íà 3 ÷àñòè: 1) äëÿ
èíäóêöèè îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, 2) äëÿ èí-
äóêöèè àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, 3) äëÿ êîíòðî-
ëÿ ñïîíòàííûõ äèôôåðåíöèðîâîê. Çàòåì êëåòêè ïåðåñåâà-
ëè â ñîîòâåòñòâóþùèå ñðåäû äëÿ ïðîâåäåíèÿ èíäóöèðî-
âàííûõ â êóëüòóðå îñòåî- è àäèïîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâîê.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê â èíäóöèðóþùèõ
äèôôåðåíöèðîâêó ñðåäàõ ïðîâîäèëè â 24-ëóíî÷íûõ ïëàí-
øåòàõ (Costar, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëàì ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ (Stem Cell Technologies Inc., Êàíàäà). Èñïîëüçî-
âàëè íèçêóþ ïîñåâíóþ ïëîòíîñòü (3000 êëåòîê/ñì2) â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, ðàçðàáîòàííîé äëÿ ÊÌ (Bruder et
al., 1997). Èíäóêöèþ î ñ ò å î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è-
ð î â ê è îñóùåñòâëÿëè â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå Mesen-
Cult™ MSC Basal Medium (Human), â êîòîðóþ áûëè äî-
áàâëåíû ñïåöèàëüíûå êîìïîíåíòû — äåêñàìåòàçîí
(0.1 ìêÌ), àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà (0.05 ìÌ), ãëèöåðîë-2-
ôîñôàò (10 ìÌ) è ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà (10 %); äëÿ
èíäóêöèè à ä è ï î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäó MesenCult™ MSC Basal Medium (Hu-
man), äîïîëíåííóþ ñòèìóëèðóþùèìè àäèïîãåíåç êîìïî-
íåíòàìè — Adipogenic Stimulatory Supplements (Human).
Êóëüòèâèðîâàíèå èññëåäóåìûõ êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷å-
íèå 19 ñóò, ñìåíó ñðåä îñóùåñòâëÿëè êàæäûå 3 ñóò. Íåãà-
òèâíûìè êîíòðîëÿìè íà ñïîíòàííóþ äèôôåðåíöèðîâêó
ñëóæèëè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå ÊÏ îò òåõ æå îáðàçöîâ
èññëåäóåìûõ ñóñïåíçèé, êóëüòèâèðîâàííûå â ñðåäå Me-
senCult™ MSC Basal Medium (Human), äîïîëíåííîé ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêîé (10 %), íå ñîäåðæàâøåé óêàçàí-
íûõ ñïåöèôè÷åñêèõ êîìïîíåíòîâ.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ. Ïðèæèç-
íåííîå íàáëþäåíèå çà êóëüòóðàìè îñóùåñòâëÿëè åæåñó-
òî÷íî ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà (CETI,
Ïîðòóãàëèÿ). Ïî îêîí÷àíèè îïûòà êóëüòóðû òùàòåëüíî
ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì Õåíêñà è ôèêñèðîâàëè â Ca—ôîð-
ìîëå â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ. Îöåíêó ñïîñîáíîñòè èñ-
ñëåäóåìûõ ÊÏ ê îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ öèòîõèìè÷åñêîãî
îêðàøèâàíèÿ. Äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ îñòåîãåííûå êëåòêè
âûÿâëÿëè ïî îêðàøèâàíèþ íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó (ðàí-
íèé ïðèçíàê îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè) íàáîðîì
kit 85L-2 (ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ);
âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå íåéòðàëüíûõ ëèïèäîâ (ìàð-
êåð àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê) îïðåäåëÿëè
ïî îêðàøèâàíèþ Oil Red O (Kilrnan, 1990). Êîíòðîëüíûå
êóëüòóðû (íà ñïîíòàííóþ äèôôåðåíöèðîâêó) ôèêñèðîâà-
ëè è îêðàøèâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ. ×àñòü êóëüòóð â êàæ-
äîé ñåðèè ôèêñèðîâàëè 96%-íûì ýòàíîëîì â òå÷åíèå
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20 ìèí è îêðàøèâàëè àçóðîì—ýîçèíîì ïî Ðîìàíîâñêî-
ìó—Ãèìçà.

À í à ë è ç ï î ë ó ÷ å í í û õ ð å ç ó ë ü ò à ò î â. Âñå ýêñïå-
ðèìåíòû ïðîâîäèëè ñ òðîéíûì ïîâòîðîì. Â îñòåîãåííûõ
êóëüòóðàõ ïðè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè îïðåäåëÿëè îòíîñè-
òåëüíîå ñîäåðæàíèå ïîçèòèâíî îêðàøåííûõ íà ùåëî÷íóþ
ôîñôàòàçó êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê îáùåìó êîëè÷åñòâó
êëåòîê â êóëüòóðå (îöåíêó ïðîâîäèëè â 10—15 ñëó÷àéíî
âûáðàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ). Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â ïðî-
öåíòàõ. Íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ ïðèâåäåíû èçîáðàæå-
íèÿ, òèïè÷íûå äëÿ âñåõ êóëüòóð, èññëåäîâàííûõ â ýêñïå-
ðèìåíòå.

Ì à ò å ð è à ë û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè òðèïàíîâûé
ñèíèé, ìàñëÿíûé êðàñíûé (Oil Red O), íàáîð äëÿ âûÿâëå-
íèÿ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (Fast Blue RR Salt, Naphtol
AS-MX Phosphate Alkaline Solution kit 85L-2), àñêîðáèíî-
âóþ êèñëîòó, ãëèöåðîë-2-ôîñôàò, äåêñàìåòàçîí, ñðåäó
àëüôà-ÌÅÌ è òðèïñèí (Sigma, ÑØÀ); ñðåäó äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà — MesenCult™ MSC Basal Me-
dium (Human), Adipogenic Stimulatory Supplements (Hu-
man) (Stem Cell Technologies Inc., Êàíàäà); äèìåòèëñóëü-
ôîêñèä «÷äà» (Ìàêðîõèì, Óêðàèíà); ñðåäó 199 ñ ñîëÿìè
Õåíêñà è ãëóòàìèíîì (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ); ðàñòâîð Õåíêñà
(ÃÓÏ ÈÏÂÝ èì. Ì. Ï. ×óìàêîâà ÐÀÌÍ, Ðîññèÿ); ýìáðèî-
íàëüíóþ ñûâîðîòêó êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÁèîëîÒ,
Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ï å ð â è ÷ í î é ñ ó ñ ï å í ç è è ê ë å-
ò î ê ô å ò à ë ü í î é ï å ÷ å í è ÷ å ë î â å ê à. Æèçíåñïîñîá-
íîñòü ñâåæåâûäåëåííûõ êëåòîê ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâå-
êà (n = 9) â ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè ñîñòàâëÿëà â ñðåäíåì
95 %. Ýêñïîçèöèÿ êëåòîê ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè ñ ðàñòâî-
ðîì ÄÌÑÎ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ íå ïðèâîäèëà ê
ñíèæåíèþ ýòîãî ïîêàçàòåëÿ. Äëÿ îöåíêè íàëè÷èÿ ÊÎÅô
â ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè ÷àñòü êëåòîê ýêñïëàíòèðîâàëè
â ìîíîñëîéíóþ êóëüòóðó ñ ïîñåâíîé ïëîòíîñòüþ
20 000—40 000 êëåòîê/ñì2. Â äàííûõ óñëîâèÿõ â îáåèõ
èññëåäîâàííûõ ãðóïïàõ áûëî îòìå÷åíî îáðàçîâàíèå êî-
ëîíèé ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê. ×àñòîòà âñòðå÷àå-
ìîñòè ÊÎÅô â ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè ôåòàëüíîé ïå÷åíè
÷åëîâåêà íå îòëè÷àëàñü îò óñòàíîâëåííîé íàìè ðàíåå
(Ãðèùåíêî è äð., 2005) è ñîñòàâëÿëà 2—3 íà 100 000 ýêñï-
ëàíòèðîâàííûõ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê.

Íà 14-å ñóò â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ïðèñóòñòâîâàëè
òàêæå êëåòêè ãåìîïîýòè÷åñêîãî ðÿäà, ýïèòåëèîèäíûå êëå-
òî÷íûå ýëåìåíòû, åäèíè÷íûå è â âèäå íåáîëüøèõ î÷àãîâ
ðîñòà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå âûñîêèõ ïîñåâíûõ äîç
(200 000—400 000 êëåòîê/ñì2) íàáëþäàëè ðîñò ïðåèìó-
ùåñòâåííî ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê. Ïîñëå ñóáêóëü-
òèâèðîâàíèÿ â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ âî âñåõ êóëüòóðàõ
îòìå÷åí ðîñò ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê íà ôîíå ýëè-
ìèíàöèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ è ýïèòåëèàëüíûõ ýëåìåíòîâ.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ä è ô ô å ð å í ö è ð î â î ÷ í û õ ï î-
ò å í ö è é ô è á ð î á ë à ñ ò î ï î ä î á í û õ ñ ò ð î ì à ë ü í û õ
ê ë å ò î ê ô å ò à ë ü í î é ï å ÷ å í è ÷ å ë î â å ê à. Ïðè 2-ì ïàñ-
ñèðîâàíèè äàííûõ êóëüòóð êëåòêè ïåðåâîäèëè â ñïåöèà-
ëüíûå ñðåäû äëÿ èññëåäîâàíèÿ îñòåîãåííûõ è àäèïîãåí-
íûõ ñâîéñòâ ñòðîìàëüíûõ ÊÏ ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà
(n = 4).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê ÊÌ â îñòåîãåííîé
ñðåäå íàáëþäàþòñÿ õàðàêòåðíûå èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè

êëåòîê (îò âåðåòåíîâèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ äî êóáîèäàëü-
íûõ îñòåîáëàñòîâ), êîòîðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ ýêñïðåññèåé
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è ñîâìåñòíî îòðàæàþò íà÷àëüíûå
ýòàïû îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â êóëüòóðå
(Bruder et al., 1997). Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàøåì èññëåäîâàíèè
áûëà èçó÷åíà èíäóêöèÿ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà
ïî äàííûì ìîðôîôóíêöèîíàëüíûì ïðèçíàêàì.

Îñòåîãåííûå è àäèïîãåííûå ñâîéñòâà ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ 319

Ðèñ. 1. Êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ, ïîëó÷åííûõ èç ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà.

Êóëüòèâèðîâàíèå â îñòåîãåííîé (à, á) è àäèïîãåííîé (â) ñðåäàõ, 19-å ñóò;
à — îêðàøèâàíèå àçóðîì—ýîçèíîì, îá. 25�, îê. 10�; á — îêðàøèâàíèå
äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, îá. 12.5�, îê. 10�; â —
îêðàøèâàíèå ñïåöèôè÷åñêèì äëÿ òðèãëèöåðèäîâ êðàñèòåëåì Oil Red O
äëÿ âûÿâëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî íàêîïëåíèÿ íåéòðàëüíûõ ëèïèäîâ,

îá. 4�, îê. 10�.



Â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (íå ýêñïîíèðîâàííûõ ñ ÄÌÑÎ
êëåòîê) íà÷èíàÿ ñ 5-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñðåäè ôèáðîá-
ëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê âûÿâëÿëèñü åäèíè÷íûå êëåòêè ñ
îñòåîáëàñòè÷åñêîé ìîðôîëîãèåé — ïîëèãîíàëüíûå è êó-
áîèäàëüíûå êëåòî÷íûå ýëåìåíòû ñ áîëüøèì îáúåìîì öè-
òîïëàçìû è îêðóãëûì ÿäðîì, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ âîçðàñ-
òàëî â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 1, à). Íà
19-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäíåì 40 % êëåòîê áûëè
ïîçèòèâíûìè íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó (ðèñ. 1, á). Ïðè
ýòîì â íåêîòîðûõ èç èññëåäîâàííûõ êóëüòóð îòìå÷åíî
ïðèñóòñòâèå îñòåîêëàñòîâ — ìàêðîôàãîâ êîñòíîé òêàíè.
Ïî âñåé âèäèìîñòè, ïîñëå äâóêðàòíîãî ïàññèðîâàíèÿ
â «îñòåîãåííîé» êóëüòóðå ñîõðàíÿëèñü åäèíè÷íûå ãåìî-
ïîýòè÷åñêèå êëåòêè, êîòîðûå â äàííûõ óñëîâèÿõ äàâàëè
íà÷àëî îñòåîêëàñòàì. Â òî æå âðåìÿ â êîíòðîëüíûõ êóëü-
òóðàõ (íà ñïîíòàííóþ äèôôåðåíöèðîâêó) íàáëþäàëè òè-
ïè÷íûå âåðåòåíîâèäíûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè,
êîòîðûå áûëè íåãàòèâíûìè ïðè îêðàøèâàíèè íà ùåëî÷-
íóþ ôîñôàòàçó. Òàêèì îáðàçîì, ïðèâåäåííûå ðåçóëüòàòû

ñâèäåòåëüñòâîâàëè î íàïðàâëåííîé (èíäóöèðîâàííîé)
äèôôåðåíöèðîâêå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ ôåòàëüíîé
ïå÷åíè ÷åëîâåêà â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè â óñëîâèÿõ
in vitro.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê êîíòðîëüíîé ãðóïïû â
àäèïîãåííîé ñðåäå íàáëþäàëè ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê. Óæå ê êîíöó 1-é íåä êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòêè ôîðìèðîâàëè îêîëî 80 % êîíôëþåí-
òíîãî ìîíîñëîÿ. Â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà íàáëþäåíèÿ áîëü-
øèíñòâî êëåòîê ñîõðàíÿëî ìîðôîëîãèþ ôèáðîáëàñòîâ.
Ñðåäè íèõ âñòðå÷àëèñü áîëåå êðóïíûå ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíûå ýëåìåíòû ñ àñèììåòðè÷íî çàêðóãëåííûìè êðàÿ-
ìè, ñîäåðæàâøèå êàïåëüíûå âêëþ÷åíèÿ. Íà 19-å ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ïîñëå ôèêñàöèè è ñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøè-
âàíèÿ êëåòîê áûëè âûÿâëåíû ïðèçíàêè àäèïîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè èññëåäóåìûõ ÊÏ. Â ýòèõ êóëüòóðàõ
ïðèñóòñòâîâàëè êëåòêè, êîòîðûå ñîäåðæàëè çåðíèñòûå è
ìåëêîêàïåëüíûå ëèïèäíûå âíóòðèêëåòî÷íûå âêëþ÷åíèÿ,
ïîçèòèâíî îêðàøåííûå Oil Red O (ðèñ. 1, â). Â êîíòðîëü-
íûõ êóëüòóðàõ íà ñïîíòàííóþ àäèïîãåííóþ äèôôåðåíöè-
ðîâêó èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëå-
òîê è ïîçèòèâíîãî îêðàøèâàíèÿ Oil Red O âûÿâëåíî íå
áûëî.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê îïûòíîé ãðóïïû (ýêñïî-
íèðîâàííûõ ñ ÄÌÑÎ) â îñòåîãåííîé ñðåäå íàáëþäàëè
ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê è
ïðèçíàêè èõ èíäóöèðîâàííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Íà
19-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â äàí-
íîé êóëüòóðå îêîëî 80 % êëåòîê áûëè ïîçèòèâíûìè ïî
îêðàøèâàíèþ íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó (ðèñ. 2, à), ÷òî
âäâîå âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûì ïîêàçàòåëåì â
«îñòåîãåííîé» êóëüòóðå êëåòîê êîíòðîëüíîé ãðóïïû
(ðèñ. 2, á). Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ àçóðîì—ýîçèíîì äèôôå-
ðåíöèðîâàâøèõñÿ îñòåîãåííûõ ÊÏ îòìå÷åíî, ÷òî êðàòêî-
âðåìåííûé êîíòàêò êëåòîê ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè ñ ÄÌÑÎ
íå ïðèâîäèë âïîñëåäñòâèè ê ïîÿâëåíèþ àòèïè÷íûõ èçìå-
íåíèé â ìîðôîëîãèè êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê îïûòíîé ãðóïïû (ýêñïî-
íèðîâàííûõ ñ ÄÌÑÎ) â àäèïîãåííîé ñðåäå èññëåäóåìûå
êóëüòóðû äîñòèãàëè 90 % êîíôëþåíòíîãî ðîñòà ê
7—8-ì ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ê ìîìåíòó îêîí÷àíèÿ ýêñ-
ïåðèìåíòà (19-å ñóò) êëåòêè ðàñïîëàãàëèñü ïëîòíî óïàêî-
âàííûì ìîíîñëîåì, à â íåêîòîðûõ ó÷àñòêàõ ôîðìèðîâàëè
2—3-ñëîéíûå ñòðóêòóðû. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ èññëåäóå-
ìûõ êóëüòóð Oil Red O, òàê æå êàê â ñëó÷àå êîíòðîëüíîé
ãðóïïû, áûëî âûÿâëåíî çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî êëåòîê,
ïîçèòèâíûõ íà íàêîïëåíèå íåéòðàëüíûõ ëèïèäîâ. Îäíàêî
áûñòðîå ôîðìèðîâàíèå ïëîòíî óïàêîâàííîãî ìîíîñëîÿ
çàòðóäíÿëî îöåíêó èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè êëåòîê, îñî-
áåííîñòåé è ðàçëè÷èé â òå÷åíèå äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ
ïðîöåññîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðîé êëåòîê, íå ýêñïîíè-
ðîâàííûõ ñ ÄÌÑÎ (êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà).

Ñïîíòàííûõ ïðîöåññîâ îñòåîãåííîé è àäèïîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâîê â îïûòíîé ãðóïïå âûÿâëåíî íå
áûëî.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî èññëåäîâàíèþ îñòåîãåí-
íûõ è àäèïîãåííûõ ïîòåíöèé ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ
ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà 8—11 íåä ãåñòàöèè, íåñìîòðÿ
íà îòëè÷èòåëüíûå îñîáåííîñòè â ñïîñîáàõ âûäåëåíèÿ è
êóëüòèâèðîâàíèÿ èññëåäóåìûõ êëåòîê, ñîãëàñóþòñÿ ñ äàí-
íûìè àâòîðîâ ðàáîòû (Campagnoli et al., 2001). Íåîáõîäè-
ìî îòìåòèòü, ÷òî ïî èñòå÷åíèè âðåìåíè, íåîáõîäèìîãî
äëÿ èíäóöèðîâàííîé àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (íå
ìåíåå 2 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ), íà ôîíå àêòèâíûõ ïðîöåñ-
ñîâ ïðîëèôåðàöèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ ôåòàëüíîé
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Ðèñ. 2. Êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà â îñòåîãåííîé ñðåäå,

19-å ñóò.

Êëåòêè ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè, ýêñïîíèðîâàííûå ñ ÄÌÑÎ (à) è íå ýêñïî-
íèðîâàííûå ñ ÄÌÑÎ (á), ïîñåÿíû â ìîíîñëîéíóþ êóëüòóðó è ïîñëå 2-ãî
ïàññàæà ñóáêóëüòèâèðîâàíû â îñòåîãåííîé ñðåäå. Îêðàøèâàíèå êëåòîê

äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû.



ïå÷åíè ÷åëîâåêà ïðåîáëàäàëè êëåòêè ñ ìåëêîêàïåëüíûìè
ëèïèäíûìè âêëþ÷åíèÿìè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î íà÷à-
ëüíûõ ñòàäèÿõ àäèïîãåíåçà. Ðèäåí è ñîàâòîðû (Ryden et
al., 2003), ñðàâíèâàÿ àäèïîãåííûé ïîòåíöèàë ñòðîìàëü-
íûõ ÊÏ, âûäåëåííûõ èç ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà è ÊÌ
âçðîñëûõ äîíîðîâ, îïèñàëè ìåíåå èíòåíñèâíûå ïðîöåññû
èíäóöèðîâàííîé àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â ñëó÷àå
êëåòîê ôåòàëüíîé ïå÷åíè. Ïî ìíåíèþ ýòèõ àâòîðîâ, âûÿâ-
ëåííûå ðàçëè÷èÿ ìîãëè áûòü ñâÿçàíû êàê ñ ïðèñóòñòâèåì
â ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà áîëüøåãî êîëè÷åñòâà ðàí-
íèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, äëèòåëüíî ñîõðàíÿþùèõ ñïîñîá-
íîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â äðóãèå òèïû êëåòîê, òàê è ñ
íåñîâåðøåíñòâîì óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷òî îáóñëîâ-
ëèâàåò íåîáõîäèìîñòü ïîèñêà ýôôåêòèâíûõ ôàêòîðîâ èí-
äóöèðîâàííîãî àäèïîãåíåçà äëÿ ñòðîìàëüíûõ ÊÏ ôåòàëü-
íîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà.

Äàííûå î âëèÿíèè êðèîïðîòåêòîðà ÄÌÑÎ íà äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íûå ñâîéñòâà ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ â ëè-
òåðàòóðå ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
ýòî ñîåäèíåíèå òðàäèöèîííî ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ êðèîêîí-
ñåðâèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê, â òîì ÷èñëå è
ÌÑÊ (Bruder et al., 1997; Lee et al., 2004). Â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå ñâåæåâûäåëåííûå êëåòêè ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâå-
êà èíêóáèðîâàëè ñ ÄÌÑÎ â óñëîâèÿõ, êîòîðûå èñïîëüçó-
þòñÿ â ïðîòîêîëàõ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ñóñ-
ïåíçèé. Ïîñëå ýêñïîçèöèè ñ ÄÌÑÎ áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ìîðôîëîãèÿ àäãåçèðîâàâøèõ êëåòîê ôåòàëüíîé ïå-
÷åíè ÷åëîâåêà è èõ ïîâåäåíèå â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íå
èçìåíÿëèñü. Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êîëîíèåîáðàçóþùèõ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê ôå-
òàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî êðàòêî-
âðåìåííàÿ ýêñïîçèöèÿ ñ 0.7 Ì ðàñòâîðîì ÄÌÑÎ â óêàçàí-
íûõ óñëîâèÿõ íå ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ïðîöåññîâ àäãå-
çèè è ïðîëèôåðàöèè èññëåäóåìûõ ñòðîìàëüíûõ ÊÏ. Â òî
æå âðåìÿ ïðè ïîñëåäóþùåì ñóáêóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê
îïûòíîé ãðóïïû (ýêñïîíèðîâàííûõ ñ ÄÌÑÎ) âûÿâëåíî,
÷òî êîëè÷åñòâî ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ, ïðîÿâëÿâøèõ
ñïîñîáíîñòü ê èíäóöèðîâàííîé îñòåîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå, óâåëè÷èâàëîñü â ñðåäíåì íà 40 %. Â ëèòåðàòóðå
èìåþòñÿ åäèíè÷íûå ñâåäåíèÿ î âëèÿíèè ÄÌÑÎ íà äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íûå ñâîéñòâà ñòðîìàëüíûõ ïðåäøåñòâåííè-
êîâ ÊÌ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vitro (Woodburry et al.,
2000). Àâòîðû ñîîáùèëè îá ó÷àñòèè ÄÌÑÎ â ñîñòàâå
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû â èíäóêöèè íåéðîíàëüíîãî ôåíîòè-
ïà ó ÌÑÊ ïîñòíàòàëüíîãî ÊÌ. Â íàøåé ðàáîòå îïðåäåëå-
íî, ÷òî êðàòêîâðåìåííàÿ ýêñïîçèöèÿ ñâåæåâûäåëåííûõ
êëåòîê ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà ÄÌÑÎ â ãèïîòåðìè÷å-
ñêèõ óñëîâèÿõ (4 °Ñ) ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà
èíäóöèáåëüíûõ îñòåîãåííûõ ÊÏ ïðè ïîñëåäóþùåì êóëü-
òèâèðîâàíèè.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâà-
íèÿ ïîëó÷åíî ïîäòâåðæäåíèå ïðèñóòñòâèÿ â ïåðâè÷íîé
ñóñïåíçèè êëåòîê ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà ðàííèõ
ñòðîìàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ñïîñîáíûõ ê èíäóöèðî-
âàííîé â êóëüòóðå îñòåîãåííîé è àäèïîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêå. Âûÿâëåíî ìîäèôèöèðóþùåå âëèÿíèå êðèîïðî-
òåêòîðà ÄÌÑÎ íà äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñâîéñòâà ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ ôåòàëüíîé ïå÷åíè ÷åëîâåêà, â
÷àñòíîñòè íà ïðèìåðå èíäóöèðîâàííîé îñòåîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè in vitro. Óñòàíîâëåííûé â ðàáîòå ôàêò âëè-
ÿíèÿ ÄÌÑÎ íà äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè ôåòàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ÊÏ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü
ïðè ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê.
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OSTEOGENIC AND ADIPOGENIC CAPACITY OF FIBROBLAST-LIKE PROGENITOR CELLS

DERIVED FROW HUMAN FETAL LIVER

N. G. Skorobogatova,1 N. A. Volkova, A. Yu. Petrenko
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The study of differentiation potential of multiponent stromal progenitor cells (PCs) in embryogenesis is a
crucial issue for understanding their biology and role in tissue regeneration of an adult organism. In this study in
monolayer culture there were investigated osteogenic and adipogenic capacities of fibroblast-like PCs derived
from human fetal liver of 8—11 gestation weeks before and after exposure to cryoprotectant dimethyl sulphoxi-
de (DMSO). It was shown that the primary suspension of human fetal liver cells included immature stromal fib-
roblast-like PCs which were able to be induced into osteogenic and adipogenic differentiation. A short-time ex-
posure of freshly isolated human fetal liver cells to cryoprotectant DMSO led to altering properties of the fibro-
blast-like PCs. Under subculture conditions, it was found an increase in the number of fibroblast-like PCs which
were able to be induced to osteogenic differentiation in vitro. The established fact of DMSO influence on the
differentiation capacity of fetal fibroblast-like PCs is necessary to take into consideration while developing
cryopreservation methods for stem cells.

K e y w o r d s: fibroblast-like progenitor cells, human fetal liver, cell culture, osteogenic and adipogenic dif-
ferentiation, DMSO.
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