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Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ) èç êîñòíîãî ìîçãà è çàðî-
äûøåâîé ïå÷åíè ïðåäñòàâëÿåò èñêëþ÷èòåëüíûé èíòåðåñ â ñâÿçè ñ âûïîëíåíèåì ýòèìè îðãàíàìè ñõîäíîé
ôóíêöèè ñîçäàíèÿ êðîâåòâîðíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ â ðàçíûå ïåðèîäû îíòîãåíåçà. Èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ â
ñîñòàâå êðîâåòâîðíîé ñòðîìû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè «íèøè» äëÿ êðîâåòâîðíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê. Íå èñêëþ÷àåòñÿ ãèñòîãåíåòè÷åñêîå ðîäñòâî ÌÑÊ èç ýòèõ äâóõ êðîâåòâîðíûõ îðãàíîâ. Àíà-
ëèç àíòèãåííîãî ïðîôèëÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì èììóíîöèòîõèìèè è ÏÖÐ-àíàëèçà ïîäòâåðäèë ïðèíàäëåæ-
íîñòü èçó÷àåìûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ê ÌÑÊ è îòñóòñòâèå ïðèìåñåé êðîâåòâîðíûõ, ëèìôîèäíûõ è ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê íà÷èíàÿ ñî 2-ãî ïàññàæà. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé
è àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâîê ïîêàçàë, ÷òî ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè îáëàäàþò áîëåå ñëàáûìè
ïîòåíöèÿìè ê àäèïîãåíåçó è êðàéíå íèçêîé ñïîñîáíîñòüþ ê òåðìèíàëüíîé îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâ-
êå â îòëè÷èå îò âûðàæåííûõ àäèïî- è îñòåîãåííûõ ïîòåíöèé ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà ïîëîâîçðåëûõ æè-
âîòíûõ. Cõîäíûé êëåòî÷íûé ôåíîòèï è íåîäèíàêîâûå äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè â ñðàâíèìûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, âåðîÿòíî, ñâÿçàíû ñ ðàçëè÷èåì â ïðîãðàììàõ ïðå- è ïîñòíà-
òàëüíîãî ãèñòîãåíåçà ýòèõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, êîñòíûé ìîçã, çàðîäûøåâàÿ ïå÷åíü, ïðå- è
ïîñòíàòàëüíîå ðàçâèòèå, îñòåîãåíåç, àäèïîãåíåç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÇÏ — çàðîäûøåâàÿ ïå÷åíü, ÊÌ — êîñòíûé ìîçã, ÊÑÊ — êðîâåòâîð-
íûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè.

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ìóëüòèïîòåíòíûå òêàíåñ-
ïåöèôè÷åñêèå ñòâîëîâûå è ðîäîíà÷àëüíûå êëåòêè âçðîñ-
ëîãî îðãàíèçìà, ñïîñîáíûå ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêå â îïðåäåëåííûå òèïû êëåòîê ñîåäèíèòåëüíîé
òêàíè, òàêèå êàê îñòåîáëàñòû, õîíäðîáëàñòû, àäèïîöèòû
è ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ñîçäàþùèå êðîâåòâîðíîå ìèêðî-
îêðóæåíèå (Dominici et al., 2006).

Âïåðâûå ÌÑÊ âûäåëåíû Ôðèäåíøòåéíîì è ñîàâòîðà-
ìè èç êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ) ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ è
îïèñàíû êàê åäèíèöû, îáðàçóþùèå êîëîíèè ôèáðîáëà-
ñòîâ ÊÎÅ-ô in vitro (Friedenstein et al., 1976).

Â îôèöèàëüíîì ïîñòàíîâëåíèè Ìåæäóíàðîäíîãî îá-
ùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè (Dominici et al., 2006) îïðåäå-
ëåíû òðè ìèíèìàëüíûõ êðèòåðèÿ äëÿ ÌÑÊ: àäãåçèÿ ê ïëà-
ñòèêó â ñòàíäàðòíûõ êóëüòóðàëüíûõ óñëîâèÿõ, ýêñïðåññèÿ
ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ CD90, CD105, CD73 è íàëè÷èå
ïîòåíöèé ê ìíîæåñòâåííîé äèôôåðåíöèðîâêå.

ÌÑÊ îáíàðóæåíû â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ è òêàíÿõ
âçðîñëîãî îðãàíèçìà, òàêèõ êàê æèðîâàÿ òêàíü, íàäêîñò-
íèöà, ñóõîæèëèÿ, ñòåíêè ñîñóäîâ, ñèíîâèàëüíàÿ ìåìá-
ðàíà è íåêîòîðûå äðóãèå. Òåì íå ìåíåå îñíîâíûì èñ-
òî÷íèêîì ýòèõ êëåòîê íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïîñòíàòàëüíî-
ãî îíòîãåíåçà ÿâëÿåòñÿ ÊÌ. ÌÑÊ òàêæå íàéäåíû â

êðîâåòâîðíîé ñòðîìå ýìáðèîíàëüíûõ îðãàíîâ ãåìîïîýçà,
â ÷àñòíîñòè â çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (ÇÏ), îñíîâíîãî òðàí-
çèòîðíîãî îðãàíà ìèåëîèäíîãî êðîâåòâîðåíèÿ â ýìáðèî-
ãåíåçå. Ïðèñóòñòâèå ÌÑÊ â ñîñòàâå ñòðîìû êðîâåòâîðíûõ
îðãàíîâ â ðàçíûå ïåðèîäû îíòîãåíåçà òåñíûì îáðàçîì
ñâÿçàíî ñ èñêëþ÷èòåëüíîé ðîëüþ ýòèõ êëåòîê è èõ ïðîèç-
âîäíûõ â ôîðìèðîâàíèè è ïîääåðæàíèè êðîâåòâîðíîãî
ìèêðîîêðóæåíèÿ, òàê íàçûâàåìîé íèøè êðîâåòâîðíîé
ñòâîëîâîé êëåòêè (ÊÑÊ) (Metcalf, Moore, 1971; Van Den
Heuvel et al., 1987; Mendes et al., 2005). Íå èñêëþ÷àþòñÿ
âîçìîæíîå ãèñòîãåíåòè÷åñêîå ðîäñòâî ìåæäó ïîïóëÿöèÿ-
ìè ÌÑÊ èç ÇÏ è ÊÌ ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ, à òàêæå ïî-
ñëåäîâàòåëüíàÿ ìèãðàöèÿ ýòèõ êëåòîê èç îäíèõ êðîâåò-
âîðíûõ îðãàíîâ â äðóãèå â õîäå îíòîãåíåçà. Òàêîå ïðåä-
ïîëîæåíèå êîñâåííî ïîäòâåðæäàåòñÿ èññëåäîâàíèÿìè
äèíàìèêè ÷èñëåííîñòè äðóãèõ òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê — êðîâåòâîðíûõ (ÊÑÊ) — â æåëòî÷íîì
ìåøêå, ÇÏ, ñåëåçåíêå è ÊÌ, êîòîðûå âûÿâèëè ÷åòêóþ
êîððåëÿöèþ ñ äèíàìèêîé ñîäåðæàíèÿ ÌÑÊ â ïåðå÷èñëåí-
íûõ ýìáðèîíàëüíûõ îðãàíàõ (Van den Heuvel et al., 1987).
ÌÑÊ íàéäåíû â öèðêóëèðóþùåé êðîâè â ïðåíàòàëüíîì
îíòîãåíåçå, ÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó äàííîé
ãèïîòåçû (Campagnoli et al., 2001; Mendes et al., 2005). Íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî äàííûå î íàõîæäåíèè ÌÑÊ â
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êðîâîòîêå âçðîñëîãî îðãàíèçìà íåäîñòàòî÷íû è òðåáóþò
äàëüíåéøèõ ïîäòâåðæäåíèé (Lazarus et al., 1997; Wexler et
al., 2003; Meirelles et al., 2006). Øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå
ÌÑÊ â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ è òêàíÿõ âçðîñëîãî îðãàíèçìà
è îòñóòñòâèå îäíîçíà÷íûõ äàííûõ î íàëè÷èè ýòèõ êëåòîê
â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ, âîç-
ìîæíî, ñâÿçàíû ñ ïðåèìóùåñòâåííîé ìèãðàöèåé ÌÑÊ â
ýìáðèîíàëüíîì ïåðèîäå ðàçâèòèÿ. Âïðî÷åì, ýòî óòâåðæ-
äåíèå òðåáóåò ñïåöèàëüíîãî äîêàçàòåëüñòâà.

Äàííûå ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçûâàþò, ÷òî ÊÑÊ èç ÇÏ è
ÊÌ ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ îáëàäàþò íåîäèíàêîâûìè
ôóíêöèîíàëüíûìè è èììóíîôåíîòèïè÷åñêèìè õàðàêòåðè-
ñòèêàìè, íåñìîòðÿ íà èõ îáùåå ãèñòîãåíåòè÷åñêîå ïðîèñ-
õîæäåíèå (Kim et al., 2007). Åñòü îñíîâàíèÿ ïðåäïîëàãàòü,
÷òî è ÌÑÊ èç ÇÏ è ÊÌ òàêæå èìåþò ðàçëè÷èÿ â àíòèãåííîì
ïðîôèëå è ïîòåíöèÿõ ê äèôôåðåíöèðîâêàì. Â ÷àñòíîñòè,
ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ èç óêàçàííûõ èñòî÷íèêîâ ðàçëè÷àþòñÿ
ïî ýêñïðåññèè öåëîãî ðÿäà áåëêîâ öèòîñêåëåòà, êëåòî÷íîé
àäãåçèè, ðåöåïòîðîâ è äð. (Charbord et al., 2002; Gotherstrom
et al., 2005; Chateauvieux et al., 2007; Guillot et al., 2007). Âìå-
ñòå ñ òåì ñâåäåíèÿ î äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ïîòåíöèÿõ ÌÑÊ
â ñîñòàâå ÇÏ íåïîëíû è ïðîòèâîðå÷èâû. Ðÿäîì àâòîðîâ ïîä-
òâåðæäåíà ñïîñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â
àäèïîãåííîì, îñòåîãåííîì è õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ
(Campagnoli et al., 2001; Gotherstrom et al., 2003, 2005; Guillot
et al., 2007), äðóãèìè æå èññëåäîâàòåëÿìè íàëè÷èå òàêèõ
ìíîæåñòâåííûõ ïîòåíöèé ñòàâèòñÿ ïîä ñîìíåíèå (Anker et
al., 2003; Fromigue et al., 2008). Òàêæå îñòàþòñÿ ñëàáî èçó-
÷åííûìè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåõàíèçìû äèôôåðåí-
öèðîâîê ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ, äëÿ ïîëíîãî ïîíèìàíèÿ êîòî-
ðûõ íåîáõîäèìî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè
ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ êëþ÷åâûå ýòàïû îñòåî-, àäèïî- è õîí-
äðîãåíåçà â ýòèõ êëåòêàõ. Â íàøåì èññëåäîâàíèè ìû àíàëè-
çèðîâàëè äâà íàïðàâëåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ, ïðèâî-
äÿùèõ â êîíå÷íîì ñ÷åòå ê ðàçâèòèþ äâóõ òèïîâ êëåòîê —
îñòåîáëàñòîâ è àäèïîöèòîâ, ÷üè ôóíêöèè in vivo äîñòàòî÷íî
ðàçîáùåíû. Îñòåîãåííûå êëåòêè ïðè÷èñëÿþòñÿ ê ìåõàíîöè-
òàì, âûïîëíÿþùèì ïðåæäå âñåãî îïîðíóþ ôóíêöèþ âìåñòå
ñ ïðîäóöèðóåìûì èìè ìåæêëåòî÷íûì âåùåñòâîì, òîãäà êàê
àäèïîöèòàì ïðèïèñûâàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî òðîôè÷åñêàÿ
ôóíêöèÿ.

Â ñâÿçè ñ âûøåèçëîæåííûì öåëü íàñòîÿùåãî èññëå-
äîâàíèÿ — ñðàâíèòåëüíûé ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé è
èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé àíàëèç àíòèãåííîãî ïðîôèëÿ, îñ-
òåîãåííûõ è àäèïîãåííûõ ïîòåíöèé ÌÑÊ èç ÇÏ è çðåëîãî
ÊÌ êðûñ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç ó å ì û å ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ a-MEM áåç äåç-
îêñèðèáîíóêëåîòèäîâ è ðèáîíóêëåîòèäîâ è 199 (Sigma,
ÑØÀ), L-ãëþòàìèí (Sigma, ÑØÀ), ñûâîðîòêà ïëîäîâ êî-
ðîâû (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí
(HyClone, ÑØÀ), PBS, ìîäèôèöèðîâàííûé Äóëüáåêêî
(Sigma, ÑØÀ), 0.25%-íûé ðàñòâîð òðèïñèíà (Áèîëîò,
Ðîññèÿ), 1 ìÌ ÝÄÒÀ (Áèîëîò, Ðîññèÿ), äåêñàìåòàçîí (Sig-
ma, ÑØÀ), ôîñôàò àñêîðáèíîâîé êèñëîòû (Fluka, Ãåðìà-
íèÿ), b-ãëèöåðîôîñôàò (Sigma, ÑØÀ), èíäîìåòàöèí (Sig-
ma, ÑØÀ), èíñóëèí (Sigma, ÑØÀ), àëèçàðèíîâûé êðàñ-
íûé S (Sigma, ÑØÀ), æèðîâîé êðàñíûé Î (Sigma, ÑØÀ),
ñóäàí III è IV, íàáîð «Alkaline Phosphatase» (Sigma,
ÑØÀ), ðàñòâîð ãåìàòîêñèëèíà (Sigma, ÑØÀ), ïåðâûå ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê CD90 (Abcam, Âåëèêîáðèòà-

íèÿ), CD73 (BD Pharmingen, ÑØÀ), CD45 (BioLegend,
ÑØÀ), CD34 (Santa Cruz, ÑØÀ), îñòåîêàëüöèíó (QED Bi-
oscience, ÑØÀ), êîëëàãåíó òèïà I (Sigma, ÑØÀ) è ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ê CD144 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ),
êîñòíîìó ñèàëîïðîòåèíó (Chemicon, ÑØÀ), Osterix (Ab-
cam, Âåëèêîáðèòàíèÿ), Runx2 (CeMines, ÑØÀ), PPARd
(Cayman Chemical, ÑØÀ) è ALBP (Abcam, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ), âòîðûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé
Alexa Fluor 488 èëè 568 (Invitrogen, ÑØÀ), Òðèòîí Õ-100
(Fluka, Ãåðìàíèÿ), Òâèí 20 (Ferak, Ãåðìàíèÿ), ãëèöåðèí ñ
4R,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîëîì (DAPI) (Vector, ÑØÀ),
TRI® Reagent (Sigma, ÑØÀ), îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà
Ì-ÌLV, îëèãî(äÒ)15-ïðàéìåðû (Ñèëåêñ Ì, Ðîññèÿ),
ÄÍÊàçà «Turbo» (Ambion, ÑØÀ), ColoredTaq-ïîëèìåðàçà
(Ñèëåêñ Ì, Ðîññèÿ), áðîìèñòûé ýòèäèé (Sigma, ÑØÀ),
àãàðîçà (Amresco, ÑØÀ).

Ï î ë ó ÷ å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ì Ñ Ê ê ð û -
ñ û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåèíáðåäíûõ êðûñ Wistar â
âîçðàñòå 3—4 ìåñ è ìàññîé 150—200 ã, à òàêæå çàðîäû-
øåé êðûñ íà 16-å ñóò ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Íàñòóï-
ëåíèå áåðåìåííîñòè îïðåäåëÿëè ïî ñîñòàâó âëàãàëèùíîãî
ìàçêà. Êðûñ óìåðùâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì õëîðîôîðìà.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû ÌÑÊ èç ÊÌ áåäðåííûå è áîëü-
øåáåðöîâûå êîñòè (îò 3—4 êðûñ) èññåêàëè, îñâîáîæäàëè
îò ìÿãêèõ òêàíåé è ïîñëå îòñå÷åíèÿ ýïèôèçîâ âûìûâàëè
ñîäåðæèìîå äèàôèçîâ êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé a-MEM ñ
ïîìîùüþ øïðèöà îáúåìîì 10 ñì3. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû
ÊÌ ñóñïåíäèðîâàëè ïîä äàâëåíèåì ñ ïîìîùüþ øïðèöà è
ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòð, d = 40 ìêì (BD Biosciences,
ÑØÀ). Ïîñëå ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëåòîê ñóñïåíçèþ
(5�106 êë./ìë) ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû ïëî-
ùàäüþ 75 ñì2 (Greiner, Ãåðìàíèÿ) è êóëüòèâèðîâàëè â
ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå a-MEM ñ äîáàâëåíèåì 2 ìÌ
L-ãëþòàìèíà, 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû, 100 åä./ìë
ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà â CO2-èíêóáà-
òîðå ïðè 37 °Ñ ñ 5 % CO2. Ñïóñòÿ 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà ïåð-
âè÷íîé êóëüòóðû íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, à
ïðèêðåïèâøèåñÿ äâàæäû ïðîìûâàëè PBS (pH 7.2—7.4)
è ïðîâîäèëè ñìåíó ñðåäû. Â äàëüíåéøåì ñðåäó ìåíÿëè
÷åðåç 3—4 ñóò â òå÷åíèå 14—15 ñóò. Ïðè äîñòèæåíèè
90—95%-íîãî êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ êëåòêè ïåðåñå-
âàëè ïî êóëüòóðàëüíûì ôëàêîíàì (3�104 êë./ìë) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì 0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà â 1 ìÌ ÝÄÒÀ
è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü â ðîñòîâîé ñðåäå áåç äî-
áàâëåíèÿ àíòèáèîòèêîâ äî î÷åðåäíîãî äîñòèæåíèÿ
90—95%-íîé êîíôëþýíòíîñòè.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷å-
íè áåðåìåííûì êðûñàì âñêðûâàëè áðþøíóþ ïîëîñòü, èñ-
ñåêàëè ðîãà ìàòêè è ïîìåùàëè èõ â îõëàæäåííóþ êóëüòó-
ðàëüíóþ ñðåäó 199 ñ àíòèáèîòèêàìè. Ïîä áèíîêóëÿðíîé
ëóïîé èçâëåêàëè çàðîäûøè, âûäåëÿëè ïå÷åíü (îò 12 äî
44 îáðàçöîâ), ïðèãîòîâëÿëè êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ìåõà-
íè÷åñêèì äåçàãðåãèðîâàíèåì ñ ïîìîùüþ øïðèöà îáúå-
ìîì 10 ñì3 è ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòð, d = 40 ìêì (BD Bi-
osciences, ÑØÀ). Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ òðèæäû îòìûâà-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â ñðåäå a-MEM. Ïîñëå
ïîñëåäíåãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè, ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû ïëîùàäüþ 75 ñì2

(Greiner, Ãåðìàíèÿ) è êóëüòèâèðîâàëè ïî îïèñàííîé âûøå
ìåòîäèêå äëÿ ÌÑÊ èç ÊÌ.

È í ä ó ê ö è ÿ î ñ ò å î ã å í í î é è à ä è ï î ã å í í î é
ä è ô ô å ð å í ö è ð î â î ê Ì Ñ Ê i n v i t r o. ÌÑÊ â êîíöåíò-
ðàöèè 0.2�104 êë./ñì2 âûñåâàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû
ïëîùàäüþ 25 ñì2 (Greiner, Ãåðìàíèÿ) äëÿ âûäåëåíèÿ òî-
òàëüíîé ÐÍÊ è â 12-ëóíî÷íûå ïëàòû (Greiner, Ãåðìàíèÿ)

Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé è èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé àíàëèç àíòèãåííîãî ïðîôèëÿ 527



äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî è ãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëè-
çîâ. Äëÿ èíäóêöèè îñòåîãåíåçà ÌÑÊ 3-ãî ïàññàæà êóëüòè-
âèðîâàëè â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì
10–8 M äåêñàìåòàçîíà, 50 ìêã/ìë ôîñôàòà àñêîðáèíîâîé
êèñëîòû è 10 ìÌ b-ãëèöåðîôîñôàòà (ñòàíäàðòíàÿ îñòåî-
ãåííàÿ/èíäóêöèîííàÿ ñðåäà) â òå÷åíèå 16—21 ñóò ñî ñìå-
íîé ñðåäû ÷åðåç 3—4 ñóò. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãå-
íîâ, êîäèðóþùèõ ìàðêåðû îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè, îöåíèâàëè íà 2, 5, 7, 12, 16 è 21-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÑÊ â êîíòðîëüíîé (áåç äîáàâëåíèÿ èíäóêòîðîâ îñòåîãå-
íåçà) è îñòåîãåííîé ñðåäàõ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ìèíåðàëü-
íûõ îòëîæåíèé âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå êëåòêè ïðîìû-
âàëè PBS, ôèêñèðîâàëè ëåäÿíûì 70%-íûì ýòàíîëîì â òå-
÷åíèå 1 ÷, ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è
îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì àëèçàðèíîâîãî êðàñíîãî S (pH 4.1)
â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî äâàæäû îòìûâàëè PBS è äî-
êðàøèâàëè ÿäðà ãåìàòîêñèëèíîì. Àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà «Alkaline
Phosphatase» ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ èíäóêöèè àäèïîãåíåçà ÌÑÊ 3-ãî ïàññàæà êóëüòè-
âèðîâàëè â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå c äîáàâëåíèåì
10–6 Ì äåêñàìåòàçîíà, 0.5 ìM èíäîìåòàöèíà è 100 íã/ìë
èíñóëèíà (ñòàíäàðòíàÿ àäèïîãåííàÿ/èíäóêöèîííàÿ ñðåäà)
â òå÷åíèå 10—16 ñóò. Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç 3—4 ñóò. Óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ìàðêåðû àäè-

ïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, îöåíèâàëè íà 3, 5, 7, 10-å ñóò
è íà 2, 7, 12, 16-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â êîíòðîëüíîé (áåç
äîáàâëåíèÿ èíäóêòîðîâ àäèïîãåíåçà) è àäèïîãåííîé ñðå-
äàõ ÌÑÊ èç ÊÌ è ÇÏ ñîîòâåòñòâåííî. Ïîÿâëåíèå êëåòîê ñ
æèðîâûìè âêëþ÷åíèÿìè êîíòðîëèðîâàëè â òå÷åíèå âñåãî
ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ôà-
çîâî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà Olympus IX51 (ßïîíèÿ).
Ìóëüòèëîêóëÿðíûå àäèïîöèòû ïîÿâëÿëèñü óæå íà
3—4-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÊÌ è íà
12—13-å ñóò èç ÇÏ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè æèðîâûõ âêëþ÷å-
íèé êëåòêè îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì æèðîâîãî êðàñíîãî Î
èëè ðàñòâîðàìè ñóäàíà III è IV (Ïèðñ, 1962). Ãèñòîõèìè-
÷åñêèå ðåàêöèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Olympus AH-3 (ßïîíèÿ). Îïûòû ïî îñòåîãåííîé è àäèïî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêàì ïîâòîðÿëè 3—5 ðàç.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ.
Èììóíîôåíîòèïè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó ÌÑÊ ïðîâîäè-
ëè íà 0—3-ì ïàññàæàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê CD90
(1 : 80), CD73 (1 : 750), CD45 (1 : 150), CD34 (1 : 20) è
CD144 (1 : 500). Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ äëÿ
ôåíîòèïè÷åñêèõ ìàðêåðîâ êðîâåòâîðíûõ êëåòîê CD45 è
CD34 èñïîëüçîâàëè îòïå÷àòêè ñåëåçåíêè ïîëîâîçðåëûõ
êðûñ, äëÿ ìàðêåðà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê CD144 — êðè-
îñòàòíûå ñðåçû ãëàçà ýìáðèîíà êðûñû ïåðâîãî òðèìåñòðà
áåðåìåííîñòè. Îñòåîãåííûå ïîòåíöèè ÌÑÊ èçó÷àëè ñ èñ-
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Ïðàéìåðû äëÿ ÏÖÐ

Íàçâàíèå
ãåíà

Èäåíòèôèêàöèîííûé
íîìåð

Íóêëåîòèäíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

Ðàçìåð ïðîäóêòà,
í. ï.

GAPDH NM_017008 5R tacaacctccttgcagctcc 3R
5R ggatcttcagaggtagtctgtc 3R

378

THY-1 NM_012673 5R gaacccagtcatcagcatcac 3R

5R gggcccaaccagtcacagag 3R

496

NT5E NM_021576 5R ccgggggccactagcacctca 3R

5R ggcctggaccacgggaacctt 3R

401

ENG NM_001010968 5R tccagctgcggcatgaaagtgaca 3R

5R gagcagggccccaatgaggaagg 3R

553

CD19 XM_344961 5R tggtttctatggcggcttttctct 3R

5R acggggtcatcctcagggttctca 3R

415

ITGAM NM_012711 5R gggggcaaggatctcacaatggac 3R

5R ttaaggcgcaggatgatgggactc 3R

473

RUNX2 XM_346016 5R ccgcacgacaaccgcaccat 3R

5R cgctccggcctacaaatctc 3R

289

ALPL NM_013059 5R tggccctccggatcctgacaaaga 3R

5R cgccgtgaagcaggtgagccatag 3R

477

COL1A1 NM_053304 5R cgttactaccgggccgatgatgc 3R

5R cttctccttggggtttgggctgat 3R

324

SPP1 NM_012881 5R tcccggtgaaagtggctgagt 3R

5R tgtgggggcgattggagtc 3R

362

BGLAP NM_013414 5R agactccggcgctacctcaa 3R

5R cagctgtgccgtcatactttc 3R

273

PPARD NM_013141 5R tttcattgccgccatcattctgtg 3R

5R tctgggccgtgtctggagtgttgt 3R

405

PPARG NM_013124 5R cgtccccgccttattattctga 3R

5R cctcgccttggctttggtc 3R

455

FABP4 NM_053365 5R ttgtggggacctggaaactcg 3R

5R tccaccaccagcttgtcacca 3R

373

LEP NM_013076 5R ccggttcctgtggctttggtc 3R

5R tatctgcagcacgttttgggaagg 3R

271



ïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
êîñòè êîëëàãåíó I òèïà (1 : 4000), îñòåîêàëüöèíó (1 : 10),
êîñòíîìó ñèàëîïðîòåèíó (1 : 3500) è ôàêòîðàì òðàíñ-
êðèïöèè Osterix (1 : 80) è Runx2 (1 : 600). Ïðè èçó÷åíèè
àäèïîãåííûõ ïîòåíöèé ÌÑÊ èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê
ÿäåðíîìó ðåöåïòîðó PPARd (1 : 125) è ìàðêåðó ôóíêöèî-
íàëüíî çðåëûõ àäèïîöèòîâ ALBP (1 : 100).

ÌÑÊ ïîìåùàëè â 12-ëóíî÷íûå ïëàòû â êîíöåíòðàöè-
ÿõ îò 0.5�103 äî 0.2�104 êë./ñì2. Êëåòêè ïðîìûâàëè PBS è
ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ôîðìàëèíîì (ïðè èíêóáàöèè êëå-
òîê ñ àíòèòåëàìè ê CD90) èëè ëåäÿíûì àöåòîíîì (ïðè èí-
êóáàöèè êëåòîê ñ àíòèòåëàìè ê êîëëàãåíó I òèïà) â òå÷å-
íèå 10 ìèí. Ïîñëå ôèêñàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè PBS è ïî-
ñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè â 0.25%-íîì ðàñòâîðå
Òðèòîíà Õ-100, ïðèãîòîâëåííîì íà òðèñ-ñîëåâîì áóôåðå
(TBS) ñ äîáàâëåíèåì 0.1 % Òâèí 20 â òå÷åíèå 30 ìèí, è â
áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå (3%-íûé ðàñòâîð ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà êîðîâû, ïðèãîòîâëåííûé íà TBS ñ 0.1 % Òâèíà
20) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 20 °Ñ. Êëåòêè ïðîìûâàëè PBS è
èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè â áëîêèðóþùåì
ðàñòâîðå â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ
ïåðâûìè àíòèòåëàìè êëåòêè ïðîìûâàëè PBS 4 ðàçà ïî 5
ìèí è èíêóáèðîâàëè â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå ñî âòîðû-
ìè àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé Ale-
xa Fluor 488 èëè 568, c ðàçâåäåíèåì 1 : 1000 30 ìèí ïðè 37
°Ñ. Ïîñëå èíêóáàöèè ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè êëåòêè ïðî-
ìûâàëè PBS è çàêëþ÷àëè ïîä ïîêðîâíûå ñòåêëà â ãëèöå-
ðèí ñ DAPI. Ñïåöèôè÷íîñòü âòîðûõ àíòèòåë ïîäòâåðæäà-
ëè ñ ïîìîùüþ êîíòðîëåé, â êîòîðûõ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè
â îòñóòñòâèå ïåðâûõ àíòèòåë. Îòñóòñòâèå ôëóîðåñöåíöèè
ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ñïåöèôè÷íîñòè ðåàêöèè. Ðåàêöèþ
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Leica DM RXA2
(Ãåðìàíèÿ). Àíàëèç èçîáðàæåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Image J.

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê è ñ è í ò å ç ê Ä Í Ê. Âûäåëåíèå
òîòàëüíîé ÐÍÊ èç êóëüòóðû ÌÑÊ ïå÷åíè çàðîäûøà è ÊÌ
ïîëîâîçðåëûõ êðûñ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà
TRI® Reagent. Ñèíòåç êÄÍÊ ïðîâîäèëè íà òîòàëüíîé ÐÍÊ
(5 ìêã) ñ ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû Ì-ÌLV è
îëèãî(äÒ)15-ïðàéìåðîâ, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàâ òîòà-
ëüíóþ ÐÍÊ ÄÍÊàçîé «Turbo» äëÿ èñêëþ÷åíèÿ êîíòàìè-
íàöèè áèáëèîòåêè êÄÍÊ ãåíîìíîé ÄÍÊ.

Ê î í ñ ò ð ó è ð î â à í è å ï ð à é ì å ð î â. Àíàëèç àíòè-
ãåííîãî ïðîôèëÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè-
÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ê ãåíàì CD90 (THY-1), CD73 (NT5E),
CD105 (ENG), CD11b (ITGAM), CD19 (CD19); àíàëèç îñ-
òåîãåííûõ ïîòåíöèé — ê ãåíàì îñòåîêàëüöèíà (BGLAP),
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (ALPL), êîëëàãåíà òèïà I (COL1A1),
îñòåîïîíòèíà (SPP1), ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè Runx2
(RUNX2); àíàëèç àäèïîãåííûõ ïîòåíöèé — ê ãåíàì ëåï-
òèíà (LEP), ALBP (FABP4), ÿäåðíûõ ðåöåïòîðîâ PPARd
(PPARD) è PPARg (PPARG). Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ïðàé-
ìåðîâ èñïîëüçîâàëè äàííûå î ñòðóêòóðå èññëåäóåìûõ ãå-
íîâ, ïîëó÷åííûå èç ìåæäóíàðîäíîé áàçû äàííûõ NCBI
(ÑØÀ) è êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû DNAStar (ÑØÀ) (cì.
òàáëèöó). Ïðàéìåðû êîíñòðóèðîâàëè ñ ó÷åòîì ýêçîí-èíò-
ðîííîé êîìïîçèöèè èññëåäóåìîãî ãåíà.

Í î ð ì è ð î â ê à á è á ë è î ò å ê ê Ä Í Ê. Ïðè êîëè÷åñò-
âåííîé îöåíêå óðîâíÿ ýêñïðåññèè èññëåäóåìûõ ãåíîâ
êÄÍÊ áûëà ïðåäâàðèòåëüíî íîðìèðîâàíà ïî GAPDH (ñì.
òàáëèöó).

Ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ (Ï Ö Ð). ÏÖÐ
ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ïðàéìåðàìè ïðîâîäèëè íà ìàòðèöå
êÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ColoredTaq-ïîëèìåðàçû íà àìï-
ëèôèêàòîðå Mastercycler (Eppendorf, Ãåðìàíèÿ). Óñëîâèÿ

àìïëèôèêàöèè âàðüèðîâàëè â çàâèñèìîñòè îò íóêëåîòèä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ (ñì. òàáëèöó).
ÏÖÐ-ïðîäóêòû ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 1%-íîì
àãàðîçíîì ãåëå ñ äîáàâëåíèåì áðîìèñòîãî ýòèäèÿ. Îöåíêó
èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ ÏÖÐ ïðîäóêòîâ ïðîâîäèëè íà
àíàëèçàòîðå ãåëåé (BIO-RAD, ÑØÀ) ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû äëÿ àíàëèçà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ Qu-
antityOne (BIO-RAD, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ð å ç ó ë ü ò à ò î â
è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ. Ïîäñ÷åò ñðåäíåêâàäðàòè÷åñêîé (ñòàí-
äàðòíîé) îøèáêè ñðåäíåãî ÷èñëà «êîñòíûõ óçåëêîâ» íà
1 ìì2 ïëîùàäè êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà îñíîâàí íà ýêñ-
ïðåññ-ìåòîäå ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì òàáëèö Ñòðåëêîâà (1999).

Ðåçóëüòàòû

À í ò è ã å í í û é ï ð î ô è ë ü Ì Ñ Ê. Ñ èñïîëüçîâàíèåì
èììóíîöèòîõèìèè è ÏÖÐ-àíàëèçà èññëåäîâàí àíòèãåí-
íûé ïðîôèëü ÌÑÊ èç ÊÌ è ÇÏ. Â îáåèõ êóëüòóðàõ íå âû-
ÿâëåíî ýêñïðåññèè îáùåãî ëåéêîöèòàðíîãî àíòèãåíà
CD45, ìàðêåðà ðàííèõ êðîâåòâîðíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ
CD34, àíòèãåíà Â-ëèìôîöèòîâ CD19 è ìàðêåðà ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòîê CD144 íà÷èíàÿ ñ 1-ãî ïàññàæà. Ïðèñóòñò-
âèå êðàéíå íåçíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà CD144+-êëåòîê
íàáëþäàëîñü òîëüêî â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå (0-é ïàññàæ)
ÌÑÊ èç ÇÏ è íå îáíàðóæåíî â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ÌÑÊ
èç ÊÌ ïðè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîì îêðàøèâàíèè. Ñ ïî-
ìîùüþ ÏÖÐ-àíàëèçà â êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ íà 1-ì ïàñ-
ñàæå âûÿâëåíà ìÐÍÊ ãåíà CD11b (ITGAM), ìàðêåðà ìîíî-
öèòîâ/ìàêðîôàãîâ è ãðàíóëîöèòîâ, îäíàêî ýêñïðåññèÿ
ýòîãî ãåíà íå îáíàðóæèâàëàñü ïðè äàëüíåéøåì êóëüòè-
âèðîâàíèè. Â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ èç ÇÏ ýêñïðåññèÿ
ITGAM èçíà÷àëüíî áûëà êðàéíå íèçêîé. ìÐÍÊ ãåíà CD19
íå îáíàðóæåíà â îáåèõ ïîïóëÿöèÿõ êëåòîê (ðèñ. 1, á). Èì-
ìóíîôåíîòèï, õàðàêòåðèçóþùèé êëåòêè êàê ÌÑÊ, îöåíè-
âàëè ïî ýêñïðåññèè CD90 è CD73. Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êîñòíîìîçãîâûõ ÌÑÊ (0—3-é ïàññàæè)
ïðàêòè÷åñêè âñå êëåòêè íåñëè íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè CD90
è CD73 (ðèñ. 2, à, á). ÌÑÊ èç ÇÏ òàêæå èìåëè ïîëîæè-
òåëüíóþ ðåàêöèþ íà CD90 (ðèñ. 2, â), íî ðàçëè÷àëèñü ãå-
òåðîãåííîñòüþ ïî ýêñïðåññèè CD73 (ðèñ. 2, ã). Ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ
ãåíîâ CD105 (ENG), CD90 (THY-1), CD73 (NT5E) â îáåèõ
ïîïóëÿöèÿõ ÌÑÊ (ðèñ. 1, à).

Î ñ ò å î ã å í í û å ï î ò å í ö è è Ì Ñ Ê. Â êóëüòóðå
ÌÑÊ èç ÊÌ îñòåîãåíåç èìåë î÷àãîâûé õàðàêòåð. Ïåðâûå
ïðåçóìïòèâíûå î÷àãè îñòåîãåíåçà — ó÷àñòêè îòëîæåíèÿ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — ïîÿâëÿëèñü óæå íà
10—12-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â îñòåîãåííîé ñðå-
äå (îïûòíàÿ êóëüòóðà/îïûò), ÷òî ïîäòâåðæäàëîñü èììó-
íîöèòîõèìè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê êîëëàãåíó
òèïà I è êîñòíîìó ñèàëîïðîòåèíó. Ýòè ó÷àñòêè òàêæå ñëà-
áî îêðàøèâàëèñü àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâîâàëî î íà÷àëå èõ ìèíåðàëèçàöèè. Íà 14—16-å ñóò
ýêñïåðèìåíòà óæå ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàíû «êîñòíûå
óçåëêè» — ñêîïëåíèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìèíåðàëèçîâàííîãî
ìàòðèêñà è ïîëèãîíàëüíûõ êëåòîê, ïîõîæèõ íà îñòåîáëàñ-
òû (ðèñ. 3). Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå ìå÷åíèå òàêèõ ñêîï-
ëåíèé àíòèòåëàìè ê îñòåîêàëüöèíó äàëî ïîëîæèòåëüíûé
ðåçóëüòàò (ðèñ. 3, ä, ä’). Ñðåäíåå ÷èñëî «êîñòíûõ óçåëêîâ»
ñîñòàâèëî 0.72 � 0.17 íà 1 ìì2 ïëîùàäè êóëüòóðàëüíîãî
ôëàêîíà. Ïðè ýòîì íà âñåõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ
èç ÊÌ â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëüíàÿ êóëü-

Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé è èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé àíàëèç àíòèãåííîãî ïðîôèëÿ 529



òóðà/êîíòðîëü) ýêñïðåññèÿ âûøåïåðå÷èñëåííûõ áåëêîâ
íå âûÿâëåíà.

Èíòåíñèâíîñòü ðåàêöèè íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó îöå-
íèâàëè íà 3, 9 è 16-å ñóò ýêñïåðèìåíòà. Ïî ìåðå óâåëè÷å-
íèÿ ñðîêîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â èíäóêöèîííîé ñðåäå
ïðîèñõîäèëî çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå àêòèâíîñòè ýòîãî
ôåðìåíòà, êîòîðàÿ äîñòèãàëà ìàêñèìàëüíûõ çíà÷åíèé â
ïðåäåëàõ «êîñòíûõ óçåëêîâ» íà 16-å ñóò ýêñïåðèìåíòà,
òîãäà êàê â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå óðîâåíü ýêñïðåññèè ùå-
ëî÷íîé ôîñôàòàçû îñòàâàëñÿ ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêî-
âûì â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà (ðèñ. 4, à).

Àíàëèç ýêñïðåññèè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè Osterix â
êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÊÌ âûÿâèë åãî ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ â
êëåòêàõ â ïðåäåëàõ î÷àãîâ îñòåîãåíåçà, ãäå åãî êîëè÷åñòâî
áûëî ìàêñèìàëüíûì. Çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå ýêñïðåññèè
ôàêòîðà Osterix íàáëþäàëîñü äîâîëüíî ðàíî, íà 10-å ñóò,
êîãäà îáîñîáëåíèÿ «êîñòíûõ óçåëêîâ» åùå íå ïðîèñõîäè-
ëî (ðèñ. 3, à, àR). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â êîíòðîëå
òàêæå îáíàðóæåíî ïîëîæèòåëüíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê
íà ýòîò ôàêòîð òðàíñêðèïöèè, îäíàêî óðîâåíü ñèãíàëà
áûë íàñòîëüêî íèçêèì, ÷òî ìîæíî ãîâîðèòü ëèøü î åãî
ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ.

Â ñðàâíèìûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ â êóëüòó-
ðå ÌÑÊ èç ÇÏ íàáëþäàëèñü ìîðôîãåíåòè÷åñêèå ïðåîáðà-
çîâàíèÿ, îò÷àñòè íàïîìèíàþùèå òàêîâûå â îñòåîãåííîé
êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÊÌ. Óæå ê 10-ì ñóò èíêóáàöèè â îñòåî-
ãåííîé ñðåäå êëåòêè ôîðìèðîâàëè ñêîïëåíèÿ, ñõîäíûå ñ
«êîñòíûìè óçåëêàìè». Ê 14—16-ì ñóò â òàêèõ ñêîïëåíèÿõ
âûÿâëÿëèñü îòëîæåíèÿ ìåæêëåòî÷íîãî âåùåñòâà, ïðåä-
ñòàâëåííûå êîëëàãåíîì òèïà I (ðèñ. 3, å, å’) è êîñòíûì ñè-
àëîïðîòåèíîì (ðèñ. 3, ã, ã’), îäíàêî ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîñòüþ îòñóòñòâîâàëà èõ ìèíåðàëèçàöèÿ (ðèñ. 4, ã). Ñëå-
äóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà òî, ÷òî êëåòêè â ñîñòàâå

ñêîïëåíèé ñîõðàíÿëè âåðåòåíîâèäíóþ ôîðìó, òåì ñàìûì
îòëè÷àÿñü îò òèïè÷íûõ îñòåîáëàñòîâ. Ñðåäíåå ÷èñëî ó÷à-
ñòêîâ ñ îòëîæåíèÿìè êàëüöèÿ áûëî íè÷òîæíî ìàëî è ñî-
ñòàâèëî 2�10–4 � 0.28 íà 1 ìì2 ïëîùàäè êóëüòóðàëüíîãî
ôëàêîíà. Â êëåòî÷íûõ ñêîïëåíèÿõ, íàïîìèíàþùèõ «êîñò-
íûå óçåëêè», ýêñïðåññèÿ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè Osterix è
îñòåîêàëüöèíà òàêæå îòñóòñòâîâàëà (ðèñ. 3, á, á’). Â íà÷à-
ëå ýêñïåðèìåíòà ëèøü åäèíè÷íûå ÌÑÊ äàâàëè ïîëîæè-
òåëüíóþ ðåàêöèþ íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó, îäíàêî ê
16-ì ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â îñòåîãåííîé ñðåäå ÷èñëåí-
íîñòü êëåòîê, ñèíòåçèðóþùèõ ýòîò ôåðìåíò, âîçðàñòàëà
(ðèñ. 4, á). Òåì íå ìåíåå â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÇÏ ÷èñëî êëå-
òîê, ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó,
à òàêæå èíòåíñèâíîñòü ðåàêöèè áûëè çàìåòíî íèæå ïî
ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÊÌ.

Âî âñåõ èññëåäîâàííûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ ýêñï-
ðåññèÿ ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ BGLAP, ALPL, SPP1 è COL1A1
äîñòèãàëà ïèêîâûõ çíà÷åíèé ê ïîçäíèì ñðîêàì êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÌÑÊ â îñòåîãåííîé ñðåäå (ðèñ. 5, à). Óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè RUNX2 â îïûòíûõ êóëüòóðàõ îñòàâàëñÿ âûñîêèì
íà÷èíàÿ ñ 5-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âïëîòü äî òåðìèíàëü-
íûõ ýòàïîâ äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ. Ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà
âûÿâëÿëàñü è â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ, íî áûëà ñóùåñò-
âåííî íèæå è èìåëà íåñòàáèëüíûé õàðàêòåð (ðèñ. 5, à).

Àíàëèç ïðîôèëåé ýêñïðåññèè BGLAP è ALPL â ÌÑÊ
èç ÇÏ íà âñåõ ñðîêàõ èíêóáàöèè êëåòîê â îñòåîãåííîé
ñðåäå âûÿâèë êðàéíå ñëàáóþ ýêñïðåññèþ óêàçàííûõ ãå-
íîâ. Â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ ýêñïðåññèÿ ALPL íå îáíà-
ðóæåíà, à êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ BGLAP ñðàâíèìî ñ òàêîâûì â
îïûòíîé êóëüòóðå, êàê ïîêàçàíî íà ðèñ 5, à. Íà ïðîòÿæå-
íèè âñåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ âûÿâëåíà
çíà÷èòåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ COL1A1 êàê â êîíòðîëå, òàê è â
îïûòå. Íà âñåõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â îïûòíîé êóëü-
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Ðèñ. 1. Äàííûå ÏÖÐ-àíàëèçà ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîçèòèâíûõ (à) è íåãàòèâíûõ (á) ìàðêåðîâ ÌÑÊ íà 1-ì ïàññàæå.

à — ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ýêñïðåññèè ãåíîâ NT5E, THY-1, ENG â ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (1) è çàðîäûøåé ïå÷åíè (2) íå âûÿâèëà ñóùåñòâåííûõ ðàçëè-
÷èé; á — ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ýêñïðåññèè ãåíîâ ITGAM è CD19 â ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (1) è çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (2). Ñïðàâà îáîçíà÷åí ìîëåêóëÿð-

íûé âåñ ôðàãìåíòîâ ÏÖÐ-ðåàêöèè â íóêëåîòèäíûõ ïàðàõ (í. ï.).



òóðå äåòåêòèðîâàíà ìÐÍÊ SPP1, ïðè÷åì âïëîòü äî 5-õ ñóò
ýêñïåðèìåíòà óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà ìàëî îòëè-
÷àëñÿ îò íàáëþäàåìîãî â êîíòðîëå è ñòàíîâèëñÿ íåñêîëüêî
âûøå íà÷èíàÿ ñ 8-õ ñóò (ðèñ. 5, à). Äèíàìèêà ýêñïðåññèè
RUNX2 â îïûòå íå îòëè÷àëàñü îò òàêîâîé â êîíòðîëå, è
ëèøü íà 11—16-å ñóò èíêóáàöèè êëåòîê â îñòåîãåííîé ñðå-
äå ïðîèñõîäèëî íåêîòîðîå óñèëåíèå ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà.

À ä è ï î ã å í í û å ï î ò å í ö è è Ì Ñ Ê. Ãèñòîõèìè÷å-
ñêîå îêðàøèâàíèå æèðîâûì êðàñíûì Î è cóäàíîì III è
IV æèðîâûõ âêëþ÷åíèé â êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ è ÇÏ
ïðîâîäèëè íà 10—16-å ñóò èíêóáàöèè êëåòîê â àäèïîãåí-
íîé ñðåäå, êîãäà áûëè ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàíû ãðóïïû
äèôôåðåíöèðîâàííûõ àäèïîöèòîâ. Àäèïîãåííàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà ÌÑÊ èç ÊÌ áûëà âûðàæåíà ñèëüíåå, ÷òî çà-
êëþ÷àëîñü â îòíîñèòåëüíî âûñîêîé ÷èñëåííîñòè àäèïî-
öèòîâ, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûõ ïî ïëîùàäè êóëüòó-
ðàëüíîãî ôëàêîíà, è áîëåå ðàííåì ïîÿâëåíèè ïåðâûõ
æèðîâûõ êëåòîê (3-è ñóò ýêñïåðèìåíòà) (ðèñ. 4, ä). Ïåð-
âûå ãðóïïû äèôôåðåíöèðîâàííûõ àäèïîöèòîâ â ïî-
ïóëÿöèè ÌÑÊ èç ÇÏ ïîÿâëÿëèñü ïîçæå, íà 14—16-å ñóò
èíêóáàöèè êëåòîê â àäèïîãåííîé ñðåäå. Ýòè ãðóïïû áûëè
îáîñîáëåíû îò îñòàëüíûõ êëåòîê, ñîõðàíÿþùèõ ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ. Ïîñëåäíèå òàêæå îáíàðó-
æèâàëèñü è ñðåäè àäèïîöèòîâ âíóòðè ãðóïïû (ðèñ. 4, å).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç âûÿâèë ÿäåðíóþ ëî-
êàëèçàöèþ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè PPARd êàê â êîíòðîëü-

íûõ, òàê è â îïûòíûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ (ðèñ. 6, à, á).
Â êîíòðîëå óðîâåíü ýêñïðåññèè ôàêòîðà PPARd áûë íå-
ñêîëüêî íèæå (ðèñ. 6, à, à"). Â îïûòíîé êóëüòóðå ÌÑÊ èç
ÇÏ ëèøü â îòäåëüíûõ êëåòêàõ óðîâåíü èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîãî ñèãíàëà ïðè îêðàøèâàíèè àíòèòåëàìè ê ôàêòîðó
òðàíñêðèïöèè PPARd áûë ñîïîñòàâèì ñ òàêîâûì â ÌÑÊ
èç ÊÌ (ðèñ. 6, ã, ã") è ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâîâàë â êëåòêàõ
êîíòðîëüíîé êóëüòóðû (ðèñ. 6, â, â"). Ñ ïîìîùüþ àíòèòåë
ê ìàðêåðó çðåëûõ àäèïîöèòîâ ALBP âûÿâëåíî, ÷òî íà
ïîçäíèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ èç ÊÌ â àäèïîãåí-
íîé ñðåäå ïðîèñõîäèò çàìåòíîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
ýòîãî áåëêà â öèòîïëàçìå êëåòîê. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â
êîíòðîëå (ðèñ. 7, à, à") è íà ðàííèõ ñðîêàõ èíêóáàöèè
ÌÑÊ èç ÊÌ â èíäóêöèîííîé ñðåäå áåëîê ALBP ïðåèìó-
ùåñòâåííî ëîêàëèçîâàëñÿ â ÿäðå. Èììóíîôëóîðåñöåíò-
íûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðà çðåëûõ àäèïîöèòîâ ALBP
â îïûòíîé êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÇÏ âûÿâèë, ÷òî ëèøü â îòäå-
ëüíûõ êëåòêàõ ëîêàëèçàöèÿ ýòîãî áåëêà â ðàâíîé ñòåïåíè
ïðèõîäèëàñü íà ÿäðî è öèòîïëàçìó, òîãäà êàê â îñòàëüíûõ
êëåòêàõ áåëîê ALBP ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïîëàãàëñÿ â ÿä-
ðàõ (ðèñ. 7, ã, ã"). Â êëåòêàõ êîíòðîëüíîé êóëüòóðû ÌÑÊ
èç ÇÏ ñîäåðæàíèå ìàðêåðà ALBP áûëî ñóùåñòâåííî
íèæå, ÷åì â êëåòêàõ îïûòíîé, ïðè ýòîì áåëîê ðàñïîëàãàë-
ñÿ òîëüêî â ÿäðàõ (ðèñ. 7, â, â").

Èçó÷åíèå ýêñïðåññèè PPARG âûÿâèëî ïðèñóòñòâèå
ìÐÍÊ ýòîãî ãåíà êàê â êîíòðîëüíîé, òàê è â îïûòíîé
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Ðèñ. 2. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD 90 è CD73 íà ïîâåðõíîñòè êóëüòèâèðóåìûõ ÌÑÊ èç êîñòíîãî
ìîçãà è çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (3-é ïàññàæ).

à, á — âûÿâëåíèå CD90 è CD73 â êóëüòóðå ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà; â, ã — âûÿâëåíèå CD90 è CD73 â êóëüòóðå ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè.



êóëüòóðàõ êîñòíîìîçãîâûõ ÌÑÊ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî
ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îäíàêî ïîä âëèÿíèåì àäèïîãåí-
íûõ èíäóêòîðîâ íàáëþäàëîñü óñèëåíèå ýêñïðåññèè
PPARG íà ïîçäíèõ ñðîêàõ ýêñïåðèìåíòà. Â àíàëîãè÷íûõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ ïå÷åíî÷íûå ÌÑÊ ýêñïðåñ-
ñèðîâàëè äàííûé ãåí ãîðàçäî ñëàáåå êàê â êîíòðîëå, òàê è
â îïûòå. Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ
PPARD, LEP è FABP4 ïðèõîäèëñÿ íà ïîçäíèå ñðîêè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êîñòíîìîçãîâûõ ÌÑÊ â èíäóêöèîííîé ñðå-
äå, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò 7—10-ì ñóò ýêñïåðèìåíòà. Òàêæå
îòìå÷åíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà LEP ãîðàçäî íèæå
òàêîâîãî ãåíà FABP4. Â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ êîëè÷å-
ñòâî ìÐÍÊ ãåíîâ PPARD, LEP è FABP4 áûëî íåâåëèêî
èëè âîâñå íå îáíàðóæèâàëîñü (ðèñ. 5, á). Àíàëèç ïðîôèëÿ
ýêñïðåññèè ãåíîâ PPARG, PPARD è FABP4 íà ïîçäíèõ
ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ âûÿâèë ïðè-
ñóòñòâèå ìÐÍÊ ýòèõ ãåíîâ â êðàéíå íåçíà÷èòåëüíîì êîëè-
÷åñòâå êàê â êîíòðîëüíûõ, òàê è â îïûòíûõ êóëüòóðàõ, çà
èñêëþ÷åíèåì ãåíà PPARD, ìàòðèöà êîòîðîãî îáíàðóæåíà
òîëüêî â îïûòå. Ýêñïðåññèÿ ãåíà LEP â êóëüòóðå ÌÑÊ èç
ÇÏ íå âûÿâëåíà (ðèñ. 5, á).

Îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî
è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà àíòèãåííîãî ïðî-
ôèëÿ ÌÑÊ íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ ñõîäíûì ôåíîòèïîì, à èìåííî ýêñïðåñ-

ñèåé ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ CD90, CD73 è CD105, ÷òî
ñ îïðåäåëåííîñòüþ äîêàçûâàåò èõ ïðèíàäëåæíîñòü ê òè-
ïè÷íûì ÌÑÊ (Dominici et al., 2006; Delorme, Charbord,
2007). Â òî æå âðåìÿ â êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ è ÇÏ íà÷è-
íàÿ ñî 2-ãî ïàññàæà íå îáíàðóæåíà ýêñïðåññèÿ àíòèãåíîâ
CD34, CD45, CD11b, CD19 è CD144, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
îá îòñóòñòâèè ïðèìåñåé êðîâåòâîðíûõ, ëèìôîèäíûõ è
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. CD144+-êëåòêè âûÿâëåíû íà ðàí-
íèõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ èç ÊÌ è ÇÏ è ïîëíî-
ñòüþ èñ÷åçàëè ïðè èõ ïîñëåäóþùåì ïàññèðîâàíèè. Âïåð-
âûå íàìè îáíàðóæåíû ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â óðîâíå
ýêñïðåññèè àíòèãåíà CD73 â ïðåäåëàõ ïîïóëÿöèè ÌÑÊ èç
ÇÏ. Âåðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ íåîäèíàêîâûì äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íûì ñòàòóñîì êëåòîê. Íàìè òàêæå íå èñêëþ÷åíî
ïðèñóòñòâèå äðóãèõ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâîê (Fukada
et al., 2002; Machaj et al., 2005). Êðîìå òîãî, ñðåäè ñòðîìà-
ëüíûõ êëåòîê ÇÏ â òîò ïåðèîä, êîãäà îíà âûïîëíÿåò ôóíê-
öèþ âðåìåííîãî êðîâåòâîðíîãî îðãàíà, èäåíòèôèöèðî-
âàíà îñîáàÿ ïîïóëÿöèÿ êëåòîê, íåñóùàÿ íà ñâîåé ïî-
âåðõíîñòè ìàðêåðû êàê ýïèòåëèÿ, òàê è ìåçåíõèìû.
Àâòîðû, îïèñàâøèå äàííóþ ïîïóëÿöèþ, ïðåäëîæèëè äëÿ
íåå òåðìèí «ýïèòåëèî-ìåçåíõèìíûå êëåòêè» (Chagraoui
et al., 2003). Âîçìîæíî, àíàëîãè÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ ïðèñóòñò-
âóåò â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê
ÇÏ è âíîñèò ñâîé âêëàä â ôåíîòèïè÷åñêóþ õàðàêòåðèñ-
òèêó ÌÑÊ, â ÷àñòíîñòè â ýêñïðåññèþ CD73. Òåì íå ìåíåå
äîìèíèðóþùåé ïîïóëÿöèåé â ýòîé êóëüòóðå îñòàþòñÿ
ÌÑÊ.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç îñòåîãåííûõ ïîòåíöèé ÌÑÊ
èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ â ñõîäíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëî-
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Ðèñ. 3. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà è çàðîäûøå-
âîé ïå÷åíè íà 16-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â îñòåîãåííîé ñðåäå (3-é ïàññàæ).

à, à�, á, á�— âûÿâëåíèå òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Osterix (Osx) â ïðåäåëàõ «êîñòíûõ óçåëêîâ» â êóëüòóðå ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (à, à�) è â îòäåëü-
íûõ êëåòêàõ â êóëüòóðå ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (á, á�); â, â�, ã, ã�— âûÿâëåíèå êîñòíîãî ñèàëîïðîòåèíà (BSP) â î÷àãàõ îñòåîãåíåçà â êóëüòóðå
ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (â, â�) è ñêîïëåíèÿ êëåòîê, íàïîìèíàþùèõ «êîñòíûå óçåëêè», â êóëüòóðå ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (ã, ã�); ä, ä�— âûÿâëå-
íèå îñòåîêàëüöèíà â êëåòêàõ, ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíûõ ñ îñòåîáëàñòàìè, â êóëüòóðå ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà; å, å� — îòëîæåíèÿ êîëëàãåíà I òèïà â
êóëüòóðå ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè. à�—å�— ñîâìåùåíèå èçîáðàæåíèé ðåçóëüòàòà èììóíîìå÷åíèÿ êëåòîê ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè è èõ

ÿäåð, îêðàøåííûõ DAPI.



âèÿõ ïîêàçàë êðàéíå íèçêóþ ñïîñîáíîñòü ê îñòåîãåíåçó
ÌÑÊ èç ÇÏ â îòëè÷èå îò âûðàæåííûõ îñòåîãåííûõ ïîòåí-
öèé ÌÑÊ èç ÊÌ ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ. Âî âñåõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ ïî îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå êîñòíîìîçãî-
âûõ ÌÑÊ ýêñïðåññèÿ îñíîâíûõ ìàðêåðíûõ áåëêîâ êîñò-
íîé òêàíè — îñòåîêàëüöèíà, êîñòíîãî ñèàëîïðîòåèíà è
êîëëàãåíà I òèïà — áûëà îãðàíè÷åíà «êîñòíûìè óçåëêà-
ìè», ÷òî õàðàêòåðèçóåò èõ êàê öåíòðàëüíûå î÷àãè îñòåî-
ãåíåçà in vitro. Ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðî-

ñêîïèè áûëî âûÿâëåíî, ÷òî êëåòêè â ýòèõ ó÷àñòêàõ ïðè-
îáðåòàëè ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó, à ÿäðà ñìåùàëèñü ê ïå-
ðèôåðèè, ò. å. ñòàíîâèëèñü ïîõîæèìè íà îñòåîáëàñòû.
Ñ óâåëè÷åíèåì ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ èç ÊÌ â îñ-
òåîãåííîé ñðåäå òàêæå âîçðàñòàëà àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû, ÷òî ñâÿçàíî ñ ó÷àñòèåì ýòîãî ôåðìåíòà â ôîð-
ìèðîâàíèè êðèñòàëëîâ ãèäðîêñèàïàòèòà âî âíåêëåòî÷íîì
ìàòðèêñå (Stevens, Lowe, 1993). Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìà-
íèå íà òî, ÷òî â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÇÏ ïðè àíàëîãè÷íûõ
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Ðèñ. 4. Ãèñòîõèìè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà îñòåîãåííûõ è àäèïîãåííûõ ïîòåíöèé ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà è çàðîäûøåâîé ïå÷åíè íà
ïîçäíèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ.

à, á — àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (à) è çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (á) íà 16-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â îñòåîãåííîé ñðåäå;
óâåë.: îá. 10�, îê. 10�. â, ã — âûÿâëåíèå àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S ó÷àñòêîâ ñêîïëåíèÿ ñîåäèíåíèé êàëüöèÿ â êóëüòóðå ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (â) è çà-
ðîäûøåâîé ïå÷åíè (ã); óâåë.: îá. 10�, îê. 10�. ä, å — âûÿâëåíèå ñ ïîìîùüþ ñóäàíà III è IV ëèïèäíûõ âêëþ÷åíèé â àäèïîöèòàõ, ïðîèçâîäíûõ ÌÑÊ èç
êîñòíîãî ìîçãà (ä) è çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (å), â îáåèõ ïîïóëÿöèÿõ îáíàðóæåíû òîëüêî ìóëüòèëîêóëÿðíûå àäèïîöèòû; óâåë.: îá. 20�, îê. 10�. Âî âñåõ

ñëó÷àÿõ ÿäðà îêðàøåíû ãåìàòîêñèëèíîì.



ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ óðîâåíü ýêñïðåññèè ùåëî÷-
íîé ôîñôàòàçû áûë ñóùåñòâåííî íèæå.

Çàâåðøåíèå îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ôîðìèðî-
âàíèåì çðåëûõ îñòåîáëàñòîâ è ìèíåðàëèçàöèåé âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà òàêæå ïîäòâåðæäàåòñÿ ìàêñèìàëüíîé
ýêñïðåññèåé ãåíîâ BGLAP, ALPL, SPP1 è COL1A1 íà
ïîçäíèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â îñòåîãåííîé ñðå-
äå. Íà÷èíàÿ ñ ñàìûõ ðàííèõ ýòàïîâ îñòåîãåíåçà ÌÑÊ èç
ÊÌ âûñîêàÿ ñòåïåíü ýêñïðåññèè ãåíà RUNX2 ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î åãî èñêëþ÷èòåëüíî âàæíîé ðîëè êàê ïðè çàïóñêå
ìîëåêóëÿðíîé ïðîãðàììû îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè, òàê è íà åå çàâåðøàþùèõ ýòàïàõ. Â êóëüòóðå ÌÑÊ èç
ÇÏ ïîäîáíîé êàðòèíû íå íàáëþäàëîñü. Â ïðîöåññå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â îñòåîãåííîé ñðåäå ÷àñòü êëåòîê ôîðìèðî-
âàëà ñêîïëåíèÿ ñ îòëîæåíèåì êîëëàãåíà òèïà I è êîñòíîãî
ñèàëîïðîòåèíà, îäíàêî îòñóòñòâèå ìèíåðàëèçàöèè âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è ñîõðàíåíèå êëåòêàìè ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèè â ïðåäåëàõ òàêèõ ñêîïëåíèé
óêàçûâàþò íà íåñïîñîáíîñòü ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ â çàäàí-
íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ çàâåðøèòü òåðìèíàëüíóþ

ôàçó îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Äàííûå ÏÖÐ-àíàëè-
çà íàõîäÿòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåçóëüòàòàìè èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêèõ è ãèñòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è
îäíîçíà÷íî ñâèäåòåëüñòâóþò î êðàéíå íåçíà÷èòåëüíîì
êîëè÷åñòâå ìÐÍÊ ãåíîâ îñòåîêàëüöèíà BGLAP è ùåëî÷-
íîé ôîñôàòàçû ALPL íà ôèíàëüíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ â îñòåîãåííîé ñðåäå. Âìåñòå ñ òåì
ýòè æå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè ìÐÍÊ ãåíà îñ-
òåîïîíòèíà SPP1 íà âñåõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ
èç ÇÏ. Íåîáõîäèìî ïîÿñíèòü, ÷òî îñòåîêàëüöèí è îñòåî-
ïîíòèí ÿâëÿþòñÿ âûñîêîñïåöèôè÷åñêèìè êàëüöèéñâÿçû-
âàþùèìè áåëêàìè êîñòíîãî âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Îä-
íàêî â îòëè÷èå îò ìàðêåðà ôóíêöèîíàëüíî çðåëûõ îñòåî-
áëàñòîâ îñòåêàëüöèíà ýêñïðåññèÿ îñòåîïîíòèíà â
îñíîâíîì îñóùåñòâëÿåòñÿ íåçðåëûìè îñòåîáëàñòàìè (Liu
et al., 2001). Êðîìå òîãî, îñòåîïîíòèí ðàññìàòðèâàåòñÿ
êàê ôåíîòèïè÷åñêèé ìàðêåð êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ (Charbord et al., 2002; Chagraoui et al., 2003).
Ïîýòîìó óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ êîäèðóþùåãî îñ-
òåîïîíòèí ãåíà SPP1 â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÇÏ íå ÿâëÿåòñÿ
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Ðèñ. 5. Äàííûå ÏÖÐ-àíàëèçà ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ îñòåîãåííûõ (à) è àäèïîãåííûõ (á) ìàðêåðîâ â êîíòðîëüíûõ (1, 3) è îïûòíûõ (2,
4) êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà (1, 2) è çàðîäûøåâîé ïå÷åíè (3, 4).

à — 16-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ â îñòåîãåííîé ñðåäå; á — 10-å è 16-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà è çàðîäû-
øåâîé ïå÷åíè â àäèïîãåííîé ñðåäå ñîîòâåòñòâåííî. Ñïðàâà îáîçíà÷åí ìîëåêóëÿðíûé âåñ ôðàãìåíòîâ ÏÖÐ-ðåàêöèè â íóêëåîòèäíûõ ïàðàõ (í. ï.).



äîñòàòî÷íûì ïðèçíàêîì ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû îñòåîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè.

Îñîáîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàåò ýêñïðåññèÿ ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè Osterix, ïîñêîëüêó íàðÿäó ñ ôàêòîðîì
òðàíñêðèïöèè Runx2 îí ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì
îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (Nakashima et al., 2002).
Íàìè âïåðâûå ïðîàíàëèçèðîâàí ðÿä îñîáåííîñòåé âðå-
ìåíí *îãî è ïðîñòðàíñòâåííîãî ïàòòåðíà ðàñïðåäåëåíèÿ
ýòîãî ôàêòîðà â ÌÑÊ èç ÊÌ in vitro. Êàê ïîêàçàëè íàøè
äàííûå, ýêñïðåññèÿ ôàêòîðà Osterix òîïîãðàôè÷åñêè ÷åò-
êî ñâÿçàíà ñ ôîðìèðîâàíèåì ïðåçóìïòèâíûõ «êîñòíûõ
óçåëêîâ», ãäå îíà äîñòèãàåò ñâîèõ ìàêñèìàëüíûõ çíà÷å-
íèé. Ýòè íàáëþäåíèÿ â ïîëíîé ìåðå ñîãëàñóþòñÿ ñ ýêñïå-
ðèìåíòàìè in vivo î âåäóùåé ðîëè ýòîãî òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ôàêòîðà â êîíòðîëå íàä òåðìèíàëüíûìè ýòàïàìè îñ-
òåîãåíåçà (Lee et al., 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî ó ìûøåé ñ

íîêàóòîì ïî ãåíó Osterix îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ îñòåî-
êàëüöèíà — ìàðêåðà ïîçäíèõ ýòàïîâ äèôôåðåíöèðîâêè
îñòåîáëàñòîâ, è íàáëþäàåòñÿ áëîêèðîâàíèå äèôôåðåíöè-
ðîâêè ïðåîñòåîáëàñòîâ â çðåëûå êëåòêè (Nakashima et al.,
2002). Íàïðîòèâ, ñðàâíèìàÿ ýêñïðåññèÿ ýòîãî ôàêòîðà â
êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÇÏ íàáëþäàëàñü ëèøü â îòäåëüíûõ
êëåòêàõ (ðèñ. 3, á) è ïîëíîñòüþ îòñóòñòâîâàëà â èõ ñêîï-
ëåíèÿõ, îòäàëåííî íàïîìèíàþùèõ «êîñòíûå óçåëêè», ÷òî
â î÷åðåäíîé ðàç äîêàçûâàåò êðàéíå ñëàáóþ ñïîñîáíîñòü
ýòèõ êëåòîê ê îñòåîãåíåçó in vitro. Òåì íå ìåíåå ïðèñóòñò-
âèå â ÇÏ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê îñòåîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå in vivo, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü íà îñíîâàíèè ðåçóëü-
òàòîâ ýêñïåðèìåíòîâ ïî åå òðàíñïëàíòàöèè ïîä êàïñóëó
ïî÷êè ìûøè, ÷òî ïðèâîäèëî ê îáðàçîâàíèþ â òðàíñ-
ïëàíòàòå êîñòíîé òêàíè ñ ïîñëåäóþùèì ôîðìèðîâà-
íèåì êðîâåòâîðÿùåãî êîñòíîìîçãîâîãî îðãàíà (Ñòàðî-
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Ðèñ. 6. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè PPARä ÌÑÊ íà 3-ì ïàññàæå.

à—àS — ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà, êóëüòèâèðóåìûå â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü); á—áS — ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà, êóëüòèâèðóåìûå â àäè-
ïîãåííîé ñðåäå (îïûò); â—âS — ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè, êóëüòèâèðóåìûå â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü); ã—ãS — ÌÑÊ èç çàðîäûøå-
âîé ïå÷åíè, êóëüòèâèðóåìûå â àäèïîãåííîé ñðåäå (îïûò). à�, á�, â�, ã�— ÿäðà êëåòîê, îêðàøåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì DAPI; àS, áS, âS, ãS — ñîâìåùåíèå
èçîáðàæåíèé ðåçóëüòàòà èììóíîìå÷åíèÿ êëåòîê ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè è èõ ÿäåð, îêðàøåííûõ DAPI. Ñòðåëêîé óêàçàíà åäèíè÷íàÿ êëåòêà ñ

âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè áåëêà PPARä.



ñòèí, Äîìàðàöêàÿ, 2001). Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ïðî-
âåäåííîãî íàìè àíàëèçà ýêñïðåññèè ñòðóêòóðíûõ è
ðåãóëÿòîðíûõ ãåíîâ îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè íà
ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ â èí-
äóêöèîííîé ñðåäå ìîæíî òàêæå ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå ó
ýòîé ïîïóëÿöèè êëåòîê ïîòåíöèé ê îñòåîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêå. Ïðèñóòñòâèå ìÐÍÊ ãåíà RUNX2 è âûñîêàÿ
ýêñïðåññèÿ ãåíà SPP1 îäíîçíà÷íî óêàçûâàþò íà ýòî. Òåì
íå ìåíåå ïîïóëÿöèÿ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ íå ñïîñîáíà ðåàëè-
çîâàòü òåðìèíàëüíûå ýòàïû îñòåîãåíåçà â ñîçäàííûõ
óñëîâèÿõ in vitro, òàê êàê íè ýêñïðåññèÿ áåëêà îñòåîêàëü-
öèíà, íè ìèíåðàëèçàöèÿ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íå îáíà-
ðóæåíû.

Îöåíêà îñòåîãåííûõ ïîòåíöèé ÌÑÊ èç ÇÏ ðàçíûìè
àâòîðàìè íåîäíîçíà÷íà. Òàê, èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ èç ïå÷å-

íè çàðîäûøåé ÷åëîâåêà ïåðâîãî òðèìåñòðà áåðåìåííîñòè
îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê èíäóöèðîâàííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå â íåñêîëüêèõ íàïðàâëåíèÿõ, â òîì ÷èñëå è ê îñòåî-
ãåíåçó (Campagnoli et al., 2001; Gotherstrom et al., 2003,
2005). Ïî äðóãèì äàííûì, îñòåîãåííûå ïîòåíöèè ÌÑÊ èç
ïå÷åíè çàðîäûøåé ÷åëîâåêà âòîðîãî òðèìåñòðà áåðåìåí-
íîñòè âûðàæåíû ñëàáåå, ÷åì ÌÑÊ èç äðóãèõ ýìáðèîíàëü-
íûõ îðãàíîâ — ÊÌ, ñåëåçåíêè è ëåãêîãî (Anker et al.,
2003). Êðîìå òîãî, ëèíèè ÌÑÊ èç ÇÏ ìûøè â îòëè÷èå îò
ëèíèé ÌÑÊ èç ÊÌ â ñðàâíèìûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
óñëîâèÿõ íå ñïîñîáíû ê îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå,
âûðàæåííîé â ôîðìèðîâàíèè ìèíåðàëèçîâàííîãî âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà (Fromigue et al., 2008). Ïî-âèäèìîìó,
èìåþò ìåñòî ñóùåñòâåííûå ìåæâèäîâûå ðàçëè÷èÿ â äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íûõ ïîòåíöèÿõ ÌÑÊ èç ÇÏ. Íàìè íå èñêëþ-
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Ðèñ. 7. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðà çðåëûõ àäèïîöèòîâ ALBP â ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà è çàðîäûøåâîé
ïå÷åíè íà 3-ì ïàññàæå.

à—àS — ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà, êóëüòèâèðóåìûå â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü); á—áS — ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà, êóëüòèâèðóåìûå â àäè-
ïîãåííîé ñðåäå (îïûò); â—âS — ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè, êóëüòèâèðóåìûå â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü); ã—ãS — ÌÑÊ èç çàðîäûøå-
âîé ïå÷åíè, êóëüòèâèðóåìûå â àäèïîãåííîé ñðåäå (îïûò). à�, á�, â�, ã�— ÿäðà êëåòîê, îêðàøåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì DAPI; àS, áS, âS, ãS — ñîâìåùåíèå
èçîáðàæåíèé ðåçóëüòàòà èììóíîìå÷åíèÿ êëåòîê ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè è èõ ÿäåð, îêðàøåííûõ DAPI. Ñòðåëêàìè óêàçàíû êëåòêè ñ âûñîêèì

ñîäåðæàíèåì áåëêà ALBP êàê â ÿäðàõ, òàê è â öèòîïëàçìå.



÷àåòñÿ âîçìîæíîñòü èíäóöèðîâàíèÿ îñòåîãåíåçà â êóëüòó-
ðàõ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ âíåñåíèåì äîïîëíèòåëüíûõ èíäóê-
òîðîâ â ñðåäó. Íåëüçÿ íå ó÷èòûâàòü, ÷òî ÊÌ ÿâëÿåòñÿ
îñíîâíûì îðãàíîì êðîâåòâîðåíèÿ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî
ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ, òîãäà êàê ÇÏ âûïîëíÿåò ñâîþ
êðîâåòâîðíóþ ôóíêöèþ â ñòðîãî îãðàíè÷åííûõ âðå-
ìåíí *ûõ ðàìêàõ. Òàêæå íåîáõîäèìî îòìåòèòü ðàçëè÷íóþ
ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ ýòèõ äâóõ êðîâåòâîðíûõ îðãà-
íîâ. Âñå ýòî, âåðîÿòíî, îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ìèêðîîêðó-
æåíèå ÌÑÊ (Fromigue et al., 2008) è îïðåäåëÿåò ñòàòóñ
ýòèõ êëåòîê è èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè.

Íà îñíîâàíèè ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà àäèïîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôàçîâî-êîíòðà-
ñòíîãî èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà è ãèñòîõèìè÷åñêî-
ãî îêðàøèâàíèÿ æèðîâûì êðàñíûì Î è ñóäàíîì III è IV
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïîÿâëåíèå ïåðâûõ æèðîâûõ êëåòîê
â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÊÌ ïðèõîäèòñÿ íà áîëåå ðàííèå ñðî-
êè, à ñàìà äèôôåðåíöèðîâêà ïðîòåêàåò èíòåíñèâíåå, ÷åì
â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÇÏ. Âåðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ ïðèñóòñò-
âèåì ñðåäè êîñòíîìîçãîâûõ ÌÑÊ áëèæàéøèõ ïðåäøåñò-
âåííèêîâ àäèïîöèòîâ, áûñòðî ðåàëèçóþùèõ ñâîþ äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íóþ ïðîãðàììó â èíäóêöèîííîé ñðåäå.
Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè
ÏÖÐ-àíàëèçà. Íà ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå ðåãó-
ëÿöèÿ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷å-
ðåç êîîðäèíèðîâàííóþ ðàáîòó öåëîãî êîìïëåêñà ðåãóëÿ-
òîðíûõ ôàêòîðîâ, ãäå êëþ÷åâóþ ðîëü èãðàåò ÿäåðíûé ðå-
öåïòîð PPARg. Óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà
PPARG íà ïîçäíèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êîñòíîìîçãî-
âûõ ÌÑÊ ïîä âëèÿíèåì èíäóêòîðîâ ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åíè-
åì ÷èñëà çðåëûõ æèðîâûõ êëåòîê â êóëüòóðå. ßäåðíûé ðå-
öåïòîð PPARg êîíòðîëèðóåò òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ ëåïòè-
íà LEP è ALBP FABP4, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ ñïåöèôè÷íà
äëÿ çðåëûõ àäèïîöèòîâ (Tontonoz et al., 1994; Hollenberg
et al., 1997). Äåéñòâèòåëüíî, â äàííîé ðàáîòå îòìå÷åíî
çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà FABP4 íà ïîçä-
íèõ ýòàïàõ àäèïîãåíåçà â êóëüòóðå ÌÑÊ èç ÊÌ. Ïðè ýòîì
èíòåíñèâíîñòü ýêñïðåññèè ãåíà LEP áûëà ãîðàçäî íèæå,
÷åì ýêñïðåññèÿ ãåíà FABP4. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò íàõî-
äèòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåçóëüòàòàìè èññëåäîâàíèé äðó-
ãèõ àâòîðîâ, óêàçûâàþùèõ íà çíà÷èòåëüíî ïîíèæåííóþ
ýêñïðåññèþ ãåíà ëåïòèíà â êëåòî÷íîé ëèíèè 3Ò3-L1 in
vitro ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëîé æèðîâîé òêàíüþ (MacDougald
et al., 1995). Íàëè÷èå ìÐÍÊ ãåíîâ PPARG, PPARD è
FABP4 â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ, âåðîÿòíî,
ñâÿçàíî ñ ïðèñóòñòâèåì â äîáàâëÿåìîé ê ñðåäå ñûâîðîòêå
ðàçëè÷íûõ öèòîêèíîâ, äîñòàòî÷íûõ äëÿ êîììèòèðîâàíèÿ
ÌÑÊ â òî èëè èíîå íàïðàâëåíèå äèôôåðåíöèðîâêè (De-
lorme et al., 2006). Íàïðîòèâ, íèçêàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ
PPARG, PPARD è FABP4 è îòñóòñòâèå ìÐÍÊ ãåíà LEP â
îïûòíûõ êóëüòóðàõ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ ñîãëàñóþòñÿ ñ ãèñ-
òîõèìè÷åñêèìè äàííûìè, ñîãëàñíî êîòîðûì ÷èñëåííîñòü
àäèïîöèòîâ â ýòîé ïîïóëÿöèè êëåòîê áûëà ñðàâíèòåëüíî
íåâûñîêîé.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ìàðêåðà çðåëûõ
àäèïîöèòîâ ALBP è ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà PPARd êàê â êîí-
òðîëüíûõ, òàê è â îïûòíûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ ïîëíî-
ñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ÏÖÐ-àíàëèçà è åùå ðàç
äîêàçûâàåò âîçìîæíîñòü ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû àäèïî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêàìè íå òîëüêî â ïðèñóòñò-
âèè èíäóêòîðîâ àäèïîãåíåçà, íî è â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé
ñðåäå. Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå òàêæå ïîäòâåðæäàåòñÿ ïî-
ÿâëåíèåì â êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÊÌ ñïîíòàííûõ äèôôåðåí-
öèðîâîê â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè, ò. å. â ðîñòîâîé ñðå-
äå áåç äîáàâëåíèÿ èíäóêòîðîâ.

Â ñõîäíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ â êóëüòóðå
ÌÑÊ è ÇÏ ýêñïðåññèÿ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè PPARd è
ìàðêåðà çðåëûõ àäèïîöèòîâ ALBP áûëà âûðàæåíà ñëàáåå
ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé â ÌÑÊ èç ÊÌ. Îòìå÷åíî, ÷òî
ALBP â îñíîâíîì ëîêàëèçîâàëñÿ â ÿäðå, çà èñêëþ÷åíèåì
íåêîòîðûõ êëåòîê, ó êîòîðûõ ýòîò áåëîê îáíàðóæèâàëñÿ è
â öèòîïëàçìå. Ïðîâåäåííûé èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíà-
ëèç ñâèäåòåëüñòâóåò î ìåíåå âûðàæåííûõ àäèïîãåííûõ
ïîòåíöèÿõ ïå÷åíî÷íûõ ÌÑÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè
ÌÑÊ èç ÊÌ. Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà òî, ÷òî áåëîê
ALBP îáíàðóæåí íå òîëüêî â öèòîïëàçìå, íî è â êëåòî÷-
íîì ÿäðå. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ åãî ðîëüþ òðàíñïîðòåðà æèð-
íûõ êèñëîò â ÿäðî êëåòêè, ãäå ïîñëåäíèå âûñòóïàþò â êà-
÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêèõ ëèãàíäîâ äëÿ ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà
PPARg (Helledie et al., 2002).

Èòàê, ñîâîêóïíîñòü ñîáñòâåííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
äàííûõ ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü: èññëåäîâàííûå êëåòî÷íûå
ïîïóëÿöèè èç äâóõ êðîâåòâîðíûõ îðãàíîâ — çàðîäûøå-
âîé ïå÷åíè è çðåëîãî êîñòíîãî ìîçãà — îòâå÷àþò êðèòå-
ðèÿì ÌÑÊ, îäíàêî èõ îñòåîãåííûå è àäèïîãåííûå ïîòåí-
öèè â ñðàâíèìûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íåîäèíàêîâû, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ
ðàçëè÷èåì â ïðîãðàììàõ ïðå- è ïîñòíàòàëüíîãî ãèñòîãå-
íåçà ýòèõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48209) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ïîääåðæêè âå-
äóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ, ïðîåêò 1134.2008.4).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ïèðñ Ý. 1962. Ãèñòîõèìèÿ. Ì.: Èçä-âî èíîñòð. ëèò-ðû.
962 ñ.

Ñòàðîñòèí Â. È., Äîìàðàöêàÿ Å. È. 2001. Õîíäðî- è îñ-
òåîãåíåç â ýêòîïè÷åñêèõ òðàíñïëàíòàíòàõ ïå÷åíè çàðîäûøåé
ìûøè. Îíòîãåíåç. 32 : 114—117.

Ñòðåëêîâ Ð. Á. 1999. Òàáëèöû Ñòðåëêîâà è ýêñïðåññ-ìåòîä
ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ. Ì.: ÏÀÈÌÑ. 96 ñ.

Anker P., Noort W. A., Scherjon S. A., Kleijburg-van der
Keur C., Kruisselbrink A. B., Bezooijen R. L., Beekhuizen W., Wil-
lemze R., Kanhai H., Fibbe W. E. 2003. Mesenchymal stem cells in
human second-trimester bone marrow, liver, lung and spleen exhi-
bit a similar immunophenotype but a heterogeneous multilineage
differentiation potential. Haematologica. 88 : 845—852.

Campagnoli C., Roberts I., Kumar S., Bennett P. R., Bellantuo-
no I., Fisk N. M. 2001. Identification of mesenchymal stem/proge-
nitor cells in human first-trimester fetal blood, liver, and bone mar-
row. Blood. 98 : 2396—2402.

Chagraoui J., Lepage-Noll A., Anjo A., Uzan G., Charbord P.
2003. Fetal liver stroma consists of cells in epithelial-to-mesenchy-
mal transition. Blood. 101 : 2973—2982.

Charbord P., Oostendorp R., Pang W., Hérault O., Noel F.,
Tsuji T., Dzierzakand E., Peault B. 2002. Comparative study of
stromal cell lines derived from embryonic, fetal, and postnatal mou-
se blood-forming tissues. Exp. Hematol. 30 : 1202—1210.

Chateauvieux S., Ichante J., Delorme B., Frouin V., Pietu G.,
Langonne A., Gallay N., Sensebe L., Martin M. T., Moore K. A.,
Charbord P. 2007. Molecular profile of mouse stromal mesenchy-
mal stem cells. Physiol. Genomics. 29 : 128—138.

Delorme B., Charbord P. 2007. Culture and characterization of
human bone marrow mesenchymal stem cells. In: Tissue enginee-
ring. 2nd ed. Totowa: Humana Press, 67—81.

Delorme B., Chateauvieux S., Charbord P. 2006. The concept
of mesenchymal stem cells. Regenerative Med. 1 : 497—509.

Dominici M., Le Blanc K., Mueller I., Slaper-Cortenbach I.,
Marini F., Krause D., Deans R., Keating A., Prockop D., Hor-
witz E. 2006. Minimal criteria for defining multipotent mesenchy-

Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé è èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé àíàëèç àíòèãåííîãî ïðîôèëÿ 537



mal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy
position statement. Cytotherapy. 8 : 315—317.

Friedenstein A. J., Gorskaja J. F., Kulagina N. N. 1976. Fib-
roblast precursors in normal and irradiated mouse hematopoietic or-
gans. Exp. Hematol. 4 : 267—274.

Fromigue O., Hamidouche Z., Chateauvieux S., Charbord P.,
Marie P. J. 2008. Distinct osteoblastic differentiation of murine fe-
tal liver and bone marrow stroma-derived mesenchymal stem cells.
J. Cell. Biochem. 104: 620—628.

Fukada S., Miyagoe-Suzuki Y., Tsukihara H., Yuasa K., Higu-
chi S., Ono S., Tsujikawa K., Takeda S., Yamamoto H. 2002. Muscle
regeneration by reconstitution with bone marrow or fetal liver cells
from green fluorescent protein-gene transgenic mice. J. Cell Sci.
115 : 1285—1293.

Gotherstrom C., Ringden O., Westgren M., Tammik C.,
Le Blanc K. 2003. Immunomodulatory effects of human foetal li-
ver-derived mesenchymal stem cells. Bone Marrow Transplantati-
on. 32 : 265—272.

Gotherstrom C., West A., Liden J., Uzunel M., Lahesmaa R.,
Le Blanc K. 2005. Difference in gene expression between human
fetal liver and adult bone marrow mesenchymal stem cells. Haema-
tologica. 90 : 1017—1026.

Guillot P. V., Gotherstrom C., Chan J., Kurata H., Fisk N. M.
2007. Human first-trimester fetal MSC express pluripotency mar-
kers and grow faster and have longer telomeres than adult MSC.
Stem Cells. 25 : 646—654.

Helledie T., Jorgensen C., Antonius M, Krogsdam A., Kratchma-
rova I., Kristiansen K., Mandrup S. 2002. Role of adipocyte lipid-bin-
ding protein (ALBP) and acyl-CoA binding protein (ACBP) in
PPAR-mediated transactivation. Mol. Cell. Biochem. 239 : 157—164.

Hollenberg A. N., Susulic V. S., Madura J. P., Zhang B., Mol-
ler D. E., Tontonoz P., Sarraf P., Spiegelman B. M., Lowell B. B.
1997. Functional antagonism between CCAAT/enhancer binding
protein-a and peroxisome proliferator-activated receptor-g on the
leptin promoter. J. Biol. Chem. 272 : 5283—5290.

Kim I., Saunders T. L., Morrison S. J. 2007. Sox17 dependence
distinguishes the transcriptional regulation of fetal from adult he-
matopoietic stem cells. Cell. 130 : 470—483.

Lazarus H. M., Haynesworth S. E., Gerson S. L., Caplan A. I.
1997. Human bone marrow-derived mesenchymal (stromal) proge-
nitor cells (MPCs) cannot be recovered from peripheral blood pro-
genitor cell collections. J. Hematother. 6 : 447—455.

Lee M. H., Kwon T. G., Park H. S., Wozney J. M., Ryoo H. M.
2003. BMP-2-induced Osterix expression is mediated by Dlx5 but

is independent of Runx2. Biochem. Biophys. Res. Commun. 309 :
689—694.

Liu W., Toyosawa S., Furuichi T., Kanatani N., Yoshida C.,
Liu Y., Himeno M., Narai S., Yamaguchi A., Komori T. 2001. Ove-
rexpression of Cbfa1 in osteoblasts inhibits osteoblast maturation
and causes osteopenia with multiple fractures. J. Cell Biol. 155 :
157—166.

MacDougald O. A., Hwang C. S., Fan H., Lane M. D. 1995.
Regulated expression of the obese gene product (leptin) in white
adipose tissue and 3T3-L1 adipocytes. Proc. Nat. Acad. Sci. USA.
92 : 9034—9037.

Machaj E. K., Grabowska I., Gajkowska A., Jastrzewska M.,
Oldak T.,3, Moraczewski J., Pojda Z. 2005. Differentiation potenti-
al of the fetal rat liver-derived cells. Folia Histochem. Cytobiol. 43 :
217—222.

Meirelles L., Chagastelles P. C., Nardi N. B. 2006. Mesenchy-
mal stem cells reside in virtually all post-natal organs and tissues. J.
Cell Sci. 119 : 2204—2213.

Mendes S. C., Robin C., Dzierzak E. 2005. Mesenchymal pro-
genitor cells localize within hematopoietic sites throughout ontoge-
ny. Development. 132 : 1127—1136.

Metcalf D., Moore M. A. S. 1971. Haemopoietic cells. Amster-
dam; London: North-Holland. 550 p.

Nakashima K., Zhou X., Kunkel G., Zhang Z., Deng J. M., Beh-
ringer R. R., Crombrugghe B. 2002. The novel zinc fingercontai-
ning transcription factor osterix is required for osteoblast differenti-
ation and bone formation. Cell. 108 : 17—29.

Stevens A., Lowe J. S. 1993. Musculoskeletal system. In: Histo-
logy. St. Louis etc.: Mosby. 226—248.

Tontonoz P., Graves R. A., Budavari A., Erdjument-Broma-
ge H., Lui M., Hu E., Tempst P., Spiegelman B. M. 1994. Adipocy-
te-specific transcription factor ARF6 is a heterodimeric complex of
two nuclear hormone receptors, PPARy and RXRoe. Nucl. Acids
Res. 22 : 5628—5634.

Van Den Heuvel R., Versele S., Schoeters G., Vanderborght O.
1987. Stromal stem cells (CFU-f) in yolk sac, liver, spleen
and bone marrow of pre- and postnatal mice. Br. J. Haematol. 66 :
15—20.

Wexler S. A., Donaldson C., Denning-Kendall P., Rice C.,
Brandley B., Hows J. M. 2003. Adult bone marrow is a rich source
of human mesenchymal «stem» cells but umbilical cord and mobili-
zed adult blood are not. Br. J. Haemotol. 121 : 368—374.

Ïîñòóïèëà 18 XI 2008

MOLECULAR GENETIC AND IMMUNOPHENOTYPIC ANALYSIS OF ANTIGEN PROFILING,

OSTEOGENIC AND ADIPOGENIC POTENTIALS OF MESENCHYMAL STROMAL CELLS

FROM FETAL LIVER AND ADULT BONE MARROW IN RATS

M. N. Kozhevnikova,1 A. S. Mikaelyan, V. I. Starostin

Koltzov Institute of Developmental Biology, RAS, Moscow;
1 e-mail: mn_kozhevnikova@mail.ru

Comparative characteristics of mesenchymal stromal cells (MSC) from fetal liver and adult bone marrow
are of great interest due to similar contribution to organization of the hematopoietic microenvironments in these
organs in different developmental periods. It is known that MSC play a pivotal role in organization of hemato-
poietic stem cells «niches». Moreover, the histogenetic affinity between MSC from both sources is not ruled out.
Antigen profiling using immunocytochemistry and RT-PCR confirmed that cell populations under study corres-
ponded to MSC criteria and had no hematopoietic, lymphoid and endothelial cells after second passage. Compa-
rative analysis of osteogenic and adipogenic marker expression revealed distinct differentiation potentials of
MSC from two hematopoietic organs: adipogenic potentials of hepatic MSC was weaker but ability to differenti-
ate to osteogenic lineage was extremely low, if any, in comparison with marked osteo- and adipogenic potentials
of adult bone marrow MSC. Similar cell phenotype but unequal differentiation potentials under identical condi-
tions in vitro may be attributed to a distinct developmental program in pre- and postnatal histogenesis of MSC
from different sources.

K e y w o r d s: mesenchymal stromal cells, bone marrow, fetal liver, pre- and postnatal development, osteo-
genesis, adipogenesis.
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