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Î. Â. Ïàþøèíà, Î. Í. Õíûêîâà è äð.
Âëèÿíèå ïåðâè÷íûõ àäãåçèâíûõ âçàèìîäåéñòâèé ñ ôèáðîíåêòèíîì

Âçàèìîäåéñòâèÿ ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì, îäíèì èç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ
ôèáðîíåêòèí (Ôí), èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Îöåíèâàëè âëèÿ-
íèå Ôí è îòäåëüíûõ åãî äîìåíîâ íà ïåðâè÷íóþ àäãåçèþ è îñòåîãåííûå ïîòåíöèè ìåçåíõèìíûõ ñòðî-
ìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ) êðûñû. Àíàëèç ýôôåêòèâíîñòè ïðèêðåïëåíèÿ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà èëè çàðîäû-
øåâîé ïå÷åíè ïîêàçàë, ÷òî íà 7-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå ïîñàäêè íà Ôí ÷èñëî ïðèêðåïèâøèõñÿ êëî-
íîãåííûõ êëåòîê èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ ñîïîñòàâèìî ñ òàêîâûì íà ïëàñòèêå, íî ñîäåðæàíèå èõ âî âçâåñè,
êàê ïðàâèëî, ñíèæåíî. Ïðè ýòîì ïîïóëÿöèÿ ÌÑÊ èç çàðîäûøåâîé ïå÷åíè õàðàêòåðèçîâàëàñü áîëüøåé ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîñòíûì ìîçãîì äîëåé êëåòîê, ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê ñóáñòðàòó çà ýòîò ñðîê. Ïîêàçàíî âëèÿ-
íèå ïåðâè÷íîé àäãåçèè ê Ôí íà õàðàêòåð äàëüíåéøåé äèôôåðåíöèðîâêè. Òàê, â êóëüòóðàõ ÌÑÊ êîñòíîãî
ìîçãà ïðè èñïîëüçîâàíèè ïåðâè÷íîé àäãåçèè íà Ôí îòìå÷åíà ñíèæåííàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëàñòèêîì àê-
òèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, à ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â îñòåîãåííîé ñðåäå — çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå îò-
ëîæåíèå ñîëåé êàëüöèÿ â î÷àãàõ äèôôåðåíöèðîâêè. Êàê ïîêàçàëè ýêñïåðèìåíòû ïî êóëüòèâèðîâàíèþ
ÌÑÊ íà ôðàãìåíòàõ Ôí, îñíîâíóþ ðîëü â ïîäàâëåíèè îñòåîãåíåçà èãðàåò åãî äîìåí, ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ
êëåòêîé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ôèáðîíåêòèí, àä-
ãåçèÿ, îñòåîãåíåç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÊÎÅ-Ô — êîëîíèåîáðàçóþ-
ùèå åäèíèöû ôèáðîáëàñòîâ, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, Ôí — ôèáðîíåêòèí, ÙÔ —
ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà.

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëîíîãåííûå ïðåä-
øåñòâåííèêè, äàþùèå íà÷àëî êëåòêàì ðàçëè÷íûõ òèïîâ
ñîåäèíèòåëüíîé è äðóãèõ òêàíåé. Ìåæäóíàðîäíîå îáùå-
ñòâî êëåòî÷íîé òåðàïèè ðåêîìåíäóåò îïðåäåëÿòü ìóëüòè-
ïîòåíòíûå ÌÑÊ êàê àäãåçèâíûå ê ïëàñòèêó êëåòêè ñî ñïå-
öèôè÷åñêèì ïîâåðõíîñòíûì ôåíîòèïîì (CD73+CD90+

CD105+ ïðè îòñóòñòâèè êðîâåòâîðíûõ ìàðêåðîâ) è ïîòåí-
öèÿìè ê îñòåî-, àäèïî- è õîíäðîãåíåçó (Dominici et al.,
2006). ÌÑÊ, âïåðâûå îïèñàííûå â ñòðîìå êðîâåòâîðíûõ
îðãàíîâ Ôðèäåíøòåéíîì è ñîàâòîðàìè (Ôðèäåíøòåéí
è äð., 1970; Friedenstein et al., 1976) êàê êîëîíèåîáðàçóþ-
ùèå åäèíèöû ôèáðîáëàñòîâ (ÊÎÅ-Ô), ê íàñòîÿùåìó âðå-
ìåíè îáíàðóæåíû âî ìíîãèõ òêàíÿõ íà ïðå- è ïîñòíàòàëü-
íûõ ñòàäèÿõ îíòîãåíåçà (Van Den Heuvel et al., 1987; in’t
Anker et al., 2003; da Silva Meirelles et al., 2006). Ïî îñíîâ-
íûì õàðàêòåðèñòèêàì ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ ñõîä-
íû, íî ìåæäó íèìè èìåþòñÿ è ðàçëè÷èÿ. Â ÷àñòíîñòè,
ÌÑÊ çàðîäûøåâîé ïå÷åíè îòëè÷àþòñÿ îò êîñòíîìîçãî-
âûõ ïðîôèëåì ýêñïðåññèè ãåíîâ, à òàêæå áîëåå âûñîêîé
ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè è ñíèæåííûìè îñòåîãåííûìè
ïîòåíöèÿìè (in’t Anker et al., 2003; Götherström et al.,
2005; Guillot et al., 2007; Êîæåâíèêîâà è äð., 2008; Fromi-
gue et al., 2008).

Èññëåäîâàíèå ÌÑÊ — îäíî èç àêòóàëüíåéøèõ íàïðàâ-
ëåíèé êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Âûÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ ðåãó-
ëÿöèè èõ ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè âàæíî êàê äëÿ ôóíäà-
ìåíòàëüíîé íàóêè, òàê è äëÿ àêòèâíî ðàçâèâàþùåéñÿ â ïî-
ñëåäíèå ãîäû ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Ñóùåñòâåííóþ
ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè ÌÑÊ èãðàåò èõ ìèêðîîêðóæå-
íèå, â ÷àñòíîñòè âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, âçàèìîäåéñòâèå ñ
êîòîðûì âëèÿåò íà ìíîãèå àñïåêòû ôèçèîëîãèè êëåòîê
(Gronthos et al., 2001; Docheva et al., 2007). Îäíàêî îñòàåòñÿ
íåÿñíûì, îäèíàêîâî ëè ýòî âëèÿíèå äëÿ ÌÑÊ èç ðàçíûõ
îðãàíîâ è íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ îíòîãåíåçà.

Ôèáðîíåêòèí (Ôí) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ êîì-
ïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà êàê çðåëîãî êîñòíîãî
ìîçãà (Van der Velde-Zimmermann et al., 1997), òàê è ðàç-
âèâàþùåéñÿ ïå÷åíè (Amenta, Harrison, 1997). Îí ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ãëèêîïðîòåèä, ñîñòîÿùèé èç äâóõ ñóáúå-
äèíèö ñ ìîë. ìàññîé ïî 220—250 êÄà êàæäàÿ, ñâÿçàííûõ
äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè. Ìîëåêóëà Ôí ñîäåðæèò íå-
ñêîëüêî ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ äîìåíîâ, îñíîâíû-
ìè èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ êîëëàãåíñâÿçûâàþùèé, ñâÿçûâà-
þùèéñÿ ñ êëåòêîé è C-êîíöåâîé ãåïàðèíñâÿçûâàþùèé
äîìåíû (Yamada et al., 1986).

Àäãåçèâíûå âçàèìîäåéñòâèÿ Ôí ñ êëåòêàìè ðàçëè÷-
íûõ òèïîâ ðåãóëèðóþò èõ âûæèâàíèå, ìèãðàöèþ, ïðîëè-
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ôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó. Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíû óñè-
ëåííîå ïðèêðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå ÌÑÊ, êóëüòèâè-
ðóåìûõ íà Ôí (Ogura et al., 2004; Cool, Nurcombe, 2005),
ïîâûøåíèå èõ ñïîñîáíîñòè ê ìèãðàöèè (Rüster et al.,
2005), à ïî íåêîòîðûì äàííûì, òàêæå ñòèìóëÿöèÿ îñòåî-
ãåíåçà (Sogo et al., 2007) è ïîäàâëåíèå àäèïîãåíåçà
(O’Connor et al., 2003) â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ. Îäíàêî
âîïðîñ î ìåõàíèçìå ðåãóëÿòîðíîãî äåéñòâèÿ Ôí, â ÷àñò-
íîñòè î ðîëè ðàçëè÷íûõ äîìåíîâ ýòîãî áåëêà â åãî âëèÿ-
íèè íà òå èëè èíûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû â ÌÑÊ, îñòàåòñÿ
âî ìíîãîì íåèçó÷åííûì. Èñïîëüçîâàíèå â ðàáîòå ñ êëåò-
êàìè â êóëüòóðå ôðàãìåíòîâ Ôí, ñîäåðæàùèõ èíäèâèäó-
àëüíûå äîìåíû, ñ îöåíêîé èõ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì ê èññëåäîâàíèþ ýòîãî
âîïðîñà. Â ÷àñòíîñòè, äëÿ äðóãèõ êëåòîê òàêèì îáðàçîì
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî äîìåí, ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ êëåòêîé,
èãðàåò ãëàâíóþ ðîëü â àäãåçèè êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ ê
Ôí, îäíàêî äëÿ èõ ïîëíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ ñ îáðàçîâàíè-
åì ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ è ñòðåññ-ôèáðèëë íåîáõîäèì äî-
ïîëíèòåëüíûé ñèãíàë îò ãåïàðèíñâÿçûâàþùåãî äîìåíà
(Woods et al., 1986; Dalton et al., 1995; Kim et al., 2001; Pe-
terson et al., 2005). Êðîìå òîãî, ãåïàðèíñâÿçûâàþùèé äî-
ìåí ïðåïÿòñòâóåò îòêðåïëåíèþ è àïîïòîçó ôèáðîáëàñòîâ
â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå (Jeong et al., 2001). Ñîîáùàëîñü
î òîì, ÷òî â àäãåçèè, ìèãðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê
ìîæåò èãðàòü ðîëü è êîëëàãåíñâÿçûâàþùèé äîìåí Ôí
(Lesot et al., 1992; Schor et al., 1996; Akimov et al., 2000;
Priglinger et al., 2004). Îäíàêî ïî äàííûì íåêîòîðûõ èñ-
ñëåäîâàíèé, êëåòêè ðàçëè÷íûõ òèïîâ ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ
ìåæäó ñîáîé ïî ìåõàíèçìó âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Ôí, ÷òî âû-
ðàæàåòñÿ â èõ íåîäèíàêîâîì îòâåòå íà îäíè è òå æå åãî
ôðàãìåíòû (Dalton et al., 1995). Áîëüøèíñòâî ñâåäåíèé î
ôóíêöèÿõ Ôí è åãî äîìåíîâ ïîëó÷åíî â ýêñïåðèìåíòàõ íà
ôèáðîáëàñòàõ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îñòåîáëàñòàõ è
äðóãèõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Àíàëîãè÷íûõ äàí-
íûõ äëÿ ÌÑÊ íå õâàòàåò.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâà-
íèå ïåðâè÷íîé àäãåçèè ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà è çàðîäû-
øåâîé ïå÷åíè êðûñû íà Ôí è íà ïëàñòèêå ôëàêîíîâ äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ, îöåíêà âêëàäà ðàçëè÷íûõ äîìåíîâ Ôí â
ïîääåðæàíèè êëîíàëüíîãî ðîñòà ÌÑÊ, à òàêæå àíàëèç
âëèÿíèÿ Ôí è åãî äîìåíîâ íà ïîòåíöèè ÌÑÊ ê îñòåîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè áû÷èé ñûâîðî-
òî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ), a-õèìîòðèïñèí (Sigma, ÑØÀ),
áðîìöèàí-ñåôàðîçó, ãåïàðèí-ñåôàðîçó, ñåôàêðèë S200
(Pharmacia, Øâåöèÿ), ðàñòâîð Õýíêñà (Áèîëîò, Ðîññèÿ),
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó a-MEM, ñûâîðîòêó ïëîäîâ êîðîâû,
ðàñòâîðû L-ãëóòàìèíà, àíòèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà, ïåíè-
öèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà, 0.25%-íûé òðèïñèí ñ ÝÄÒÀ
(HyClone, ÑØÀ), 2-ôîñôî-L-àñêîðáàò (Fluka, Ãåðìàíèÿ),
äåêñàìåòàçîí, b-ãëèöåðîôîñôàò íàòðèÿ, íàáîð äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (ÙÔ), àëèçàðèíî-
âûé êðàñíûé S, ðàñòâîð ãåìàòîêñèëèíà Ãèëëà (Sigma,
ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å è ï ð î ò å î ë è ç Ô í ï ë à ç ì û ê ð î â è
÷ å ë î â å ê à. Ïðåïàðàò ïëàçìû êðîâè ðàçâîäèëè â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 20 áóôåðíûì ðàñòâîðîì À (10 ìÌ Òðèñ, ðÍ 7.5,
è 150 ìÌ NaCl) ïðè 37 °Ñ è íàíîñèëè íà êîëîíêó ñ æåëà-
òèí-ñåôàðîçîé, ïðèãîòîâëåííîé ïóòåì èììîáèëèçàöèè
ðàñòâîðèìîé æåëàòèíû íà áðîìöèàí-ñåôàðîçå. Ôí ýëþè-

ðîâàëè 4 Ì ðàñòâîðîì ìî÷åâèíû â áóôåðå À; ñîáðàííûå
ôðàêöèè ñ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ áîëåå 0.2 îáúåäèíÿëè
è äâóêðàòíî äèàëèçîâàëè ïðè 4 °Ñ ïðîòèâ 50 îáúåìîâ áó-
ôåðà À. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð Ôí äîâîäèëè áóôåðîì À äî
êîíöåíòðàöèè áåëêà îêîëî 1 ìã/ìë è äîáàâëÿëè ñóõîé
a-õèìîòðèïñèí â ñîîòíîøåíèè 1 : 100 ê êîëè÷åñòâó Ôí.
×åðåç 1—2 ÷ èíêóáàöèè ïðè 37 °Ñ ïðîòåîëèç îñòàíàâ-
ëèâàëè äîáàâëåíèåì ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà. Êîë-
ëàãåíñâÿçûâàþùèé ôðàãìåíò Ôí (60 êÄà) âûäåëÿëè èç
ëèçàòà ñ ïîìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà æåëà-
òèí-ñåôàðîçå, ýëþèðóÿ åãî 4 Ì ìî÷åâèíîé, à ãåïàðèíñâÿ-
çûâàþùèé (40 êÄà) — íà ãåïàðèí-ñåôàðîçå ñ ïîñëåäóþ-
ùåé ýëþöèåé ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 10 ìÌ Òðèñ,
ðÍ 7.5, è 500 ìÌ NaCl. Ðàñòâîð áåëêîâ, íå ñâÿçàâøèõñÿ
íè ñ æåëàòèí-ñåôàðîçîé, íè ñ ãåïàðèí-ñåôàðîçîé, èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôðàãìåíòà, âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ
êëåòêîé (120 êÄà). Ýëþàòû ñ îáåèõ êîëîíîê è ðàñòâîð íå
ñâÿçàâøèõñÿ ñ íèìè áåëêîâ âûñàëèâàëè ñóõèì ñóëüôàòîì
àììîíèÿ äî 80%-íîãî íàñûùåíèÿ, îñàäîê ðàñòâîðÿëè â
50 ìÌ öèòðàòå íàòðèÿ (ðÍ 7.5) è ïîäâåðãàëè ãåëü-ôèëü-
òðàöèè íà ñåôàêðèëå S200, ñîáèðàÿ è îáúåäèíÿÿ ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå, ïî äàííûì SDS-ýëåêòðîôîðåçà, ôðàãìåíòû ñ
ñîîòâåòñòâóþùåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé. Ðàñòâîðû Ôí è
åãî ôðàãìåíòîâ ëèîôèëüíî âûñóøèâàëè.

Ï î ê ð û ò è å ê ó ë ü ò ó ð à ë ü í î é ï î ñ ó ä û Ô í è
å ã î ô ð à ã ì å í ò à ì è. Ëèîôèëèçèðîâàííûé Ôí ðàñòâîðÿ-
ëè â êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë â ðàñòâîðå Õýíêñà â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè 37 °Ñ è ñòåðèëèçîâàëè ïðîïóñêàíèåì ÷åðåç
ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0.2 ìêì (Sigma, ÑØÀ). Ðàñòâîð
íàíîñèëè íà äíî ïëàñòèêîâûõ êóëüòóðàëüíûõ ôëàêî-
íîâ ïëîùàäüþ 25 ñì2 è 12-ëóíî÷íûõ ïëàò (Greiner, Ãåðìà-
íèÿ) è âûñóøèâàëè â ëàìèíàðíîì áîêñå â òå÷åíèå 2 ÷.
Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ôëàêîíû è ïëàòû ïîêðûâàëè ôðàã-
ìåíòàìè Ôí 120, 40 è 60 êÄà â òîé æå êîíöåíòðàöèè.
Ïðè ïîñåâå êëåòîê íà ïîñóäó, ïîêðûòóþ 120 êÄà-ôðàã-
ìåíòîì, ê ÷àñòè êóëüòóð äîïîëíèòåëüíî äîáàâëÿëè â ñðå-
äó ôðàãìåíò 40 êÄà äî êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë. Êîíò-
ðîëåì ñëóæèëà íåïîêðûòàÿ ïëàñòèêîâàÿ ïîñóäà; â ýêñïå-
ðèìåíòå ïî êóëüòèâèðîâàíèþ ÊÎÅ-Ô íà ôðàãìåíòàõ Ôí
êîíòðîëüíûå ôëàêîíû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ñ ðàñò-
âîðîì ÁÑÀ (50 ìêã/ìë) äëÿ áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöè-
ôè÷åñêîé àäñîðáöèè Ôí èç ñûâîðîòêè íà ïîâåðõíîñòè
ïëàñòèêà.

À í à ë è ç ê ë î í î ã å í í î ã î ð î ñ ò à Ì Ñ Ê. Â êà÷åñò-
âå èñòî÷íèêà êëåòîê áûëè èñïîëüçîâàíû êðûñû Wistar íå-
èíáðåäíîãî ðàçâåäåíèÿ (ñàìêè â âîçðàñòå 3—5 ìåñ è ìàñ-
ñîé 220—330 ã) è èõ ïëîäû 16 ñóò ðàçâèòèÿ. Ïåðâûì äíåì
ýìáðèîãåíåçà ñ÷èòàëè äåíü îáíàðóæåíèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ
âî âëàãàëèùíîì ìàçêå. Ñóñïåíçèþ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
ïîëîâîçðåëûõ êðûñ èëè ïå÷åíè ïëîäîâ ñ êîíöåíòðàöèåé
106 êë./ìë ïîìåùàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû, ïðåäâà-
ðèòåëüíî ïîêðûòûå Ôí èëè åãî ôðàãìåíòàìè, ëèáî â êîí-
òðîëüíûå ôëàêîíû. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è
5 % CO2 â ñðåäå a-MEM ñ 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû
ñ äîáàâëåíèåì L-ãëóòàìèíà, àíòèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà,
ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà. Ñïóñòÿ 7 ñóò ïðîâîäèëè
ñìåíó ñðåäû è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè êîñò-
íîãî ìîçãà â òå÷åíèå 4—5 ñóò, à êëåòêè çàðîäûøåâîé ïå-
÷åíè — â òå÷åíèå 1 ñóò, ïîñëå ÷åãî êóëüòóðû ôèêñè-
ðîâàëè äëÿ ïîäñ÷åòà êîëîíèé è àíàëèçà àêòèâíîñòè ÙÔ.
Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî îöåíêå ÷èñëà ÊÎÅ-Ô, ïðèêðåïëÿþ-
ùèõñÿ ê ñóáñòðàòó â ðàçíûå ñðîêè êóëüòèâèðîâàíèÿ, óäà-
ëÿåìóþ ïðè ñìåíå ñðåäó ñ íåïðèêðåïëåííûìè êëåòêàìè
ïåðåíîñèëè â íîâûå ôëàêîíû ñ òåì æå ïîêðûòèåì è êóëü-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå 7 (êîñòíûé ìîçã) èëè 5 (çàðîäûøå-
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âàÿ ïå÷åíü) cóò ñ ïîñëåäóþùåé ôèêñàöèåé è ðåàêöèåé
íà ÙÔ.

È í ä ó ê ö è ÿ 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 Ì Ñ Ê. Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà êóëüòèâèðîâàëè
ïî âûøåîïèñàííîé ìåòîäèêå âî ôëàêîíàõ áåç áåëêîâîãî
ïîêðûòèÿ. Ïîñëå ñëèÿíèÿ îáðàçîâàâøèõñÿ êîëîíèé êëåò-
êè ñíèìàëè òðèïñèíîì è ïðè êîíöåíòðàöèè
(1—5)�104 êë./ìë ïîìåùàëè â 12-ëóíî÷íûå ïëàòû, ïîêðû-
òûå Ôí èëè åãî ôðàãìåíòàìè, ëèáî â êîíòðîëüíûå íåïî-
êðûòûå ïëàòû. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 14—16
ñóò â ñðåäå a-MEM ñ 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû ñ äî-
áàâëåíèåì 10–8 M äåêñàìåòàçîíà, 50 ìêã/ìë 2-ôîñôî-L-àñ-
êîðáàòà è 10 ìÌ b-ãëèöåðîôîñôàòà íàòðèÿ, ìåíÿÿ ñðåäó
äâàæäû â íåäåëþ. Êîíòðîëåì áåç èíäóêöèè îñòåîãåíåçà
ñëóæèëè êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå a-MEM ñ 10 %
ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû.

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. Äëÿ îöåíêè
àêòèâíîñòè ÙÔ êóëüòóðû ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ öèòðàòà,
àöåòîíà è ôîðìàëüäåãèäà è ïðîâîäèëè ðåàêöèþ àçîñî÷å-
òàíèÿ ïðî÷íîãî êðàñíî-ôèîëåòîâîãî FRV ñ íàôòîëîì
AS-BI ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ïî èíäóêöèè îñòåîãåíåçà êóëüòóðû ôèêñèðî-
âàëè ýòàíîëîì (96 %) è âûÿâëÿëè îòëîæåíèÿ ñîëåé êàëü-
öèÿ ïóòåì îêðàøèâàíèÿ àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S â òå÷å-
íèå 10 ìèí ïðè pH 4.1 (Ïèðñ, 1962). ßäðà äîêðàøèâàëè
ãåìàòîêñèëèíîì.

À í à ë è ç ð å ç ó ë ü ò à ò î â. Ñîäåðæàíèå ÊÎÅ-Ô â èçó-
÷àåìûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ îïðåäåëÿëè ïîäñ÷åòîì êî-
ëîíèé, ñîäåðæàùèõ íå ìåíåå 50 êëåòîê; ýôôåêòèâíîñòü
êëîíèðîâàíèÿ âûðàæàëè êàê ÷èñëî ÊÎÅ-Ô íà 106 ïîñà-
æåííûõ êëåòîê. Ìîðôîëîãèþ êëåòîê è ðåçóëüòàòû öèòî-
õèìè÷åñêèõ ðåàêöèé àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
ñêîïà Olympus AH-3 (ßïîíèÿ). Ñòåïåíü ìèíåðàëèçàöèè
î÷àãîâ îñòåîãåíåçà îïðåäåëÿëè ïóòåì èçìåðåíèÿ ïëîùàäè
îáëàñòåé, îêðàøåííûõ àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S, íà îò-
ñêàíèðîâàííûõ èçîáðàæåíèÿõ ëóíîê ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû ImageJ (Abramoff et al., 2004). Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâà-
ëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì òàáëèö Ñòðåëêîâà
(1999).

Ðåçóëüòàòû

× è ñ ë å í í î ñ ò ü è î ñ ò å î ã å í í û å ï î ò å í ö è è
Ê Î Å - Ô â ï î ï ó ë ÿ ö è ÿ õ ê ë å ò î ê ê î ñ ò í î ã î ì î ç ã à
è ç à ð î ä û ø å â î é ï å ÷ å í è , ð à ç ë è ÷ à þ ù è õ ñ ÿ ï î
ñ ê î ð î ñ ò è ï ð è ê ð å ï ë å í è ÿ ê Ô í. Ýôôåêòèâíîñòü
êëîíèðîâàíèÿ ñóáïîïóëÿöèé ÊÎÅ-Ô, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê

ïëàñòèêó èëè Ôí â òå÷åíèå 1-é è 2-é íåä êóëüòèâèðîâà-
íèÿ, ïðåäñòàâëåíà â òàáë. 1. Êîëîíèè, îáðàçóåìûå íà îáî-
èõ ñóáñòðàòàõ êëåòêàìè êîñòíîãî ìîçãà, ñîñòîÿëè èç
òèïè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ âûòÿíóòîé èëè îòðîñò÷àòîé ôîð-
ìû è, êàê ïðàâèëî, áûëè áîëåå îäíîðîäíû ïî âåëè÷èíå
è ïëîòíîñòè äëÿ ÊÎÅ-Ô, ïðèêðåïèâøèõñÿ âî âòîðûå
7 ñóò, ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðèêðåïèâøèìèñÿ â áîëåå ðàííèé
ñðîê. ÊÎÅ-Ô èç ïå÷åíè ïëîäîâ íåçàâèñèìî îò ñðîêà ïðè-
êðåïëåíèÿ äàâàëè ãåòåðîãåííûå ïî ðàçìåðó è ïëîòíî-
ñòè êîëîíèè, ñîäåðæàùèå íå òîëüêî òèïè÷íûå ôèáðîáëà-
ñòû, íî è î÷åíü êðóïíûå ñèëüíî ðàñïëàñòàííûå êëåòêè.
Â êóëüòóðàõ çàðîäûøåâîé ïå÷åíè âñòðå÷àëèñü òàêæå êî-
ëîíèè, ñîñòîÿùèå èç ïëîòíî óïàêîâàííûõ ïîëèãîíàëü-
íûõ êëåòîê; è íà ïëàñòèêå, è íà Ôí èõ áûëî íå áîëåå 2 %
îò îáùåãî ÷èñëà êîëîíèé. Ïðè ñðàâíåíèè êóëüòóð ÊÎÅ-Ô
èç îáîèõ èñòî÷íèêîâ, ðàñòóùèõ íà ïëàñòèêå è Ôí, ÿâíîé
çàâèñèìîñòè ðàçìåðà è ïëîòíîñòè êîëîíèé èëè ìîðôîëî-
ãèè êëåòîê îò ñóáñòðàòà ïåðâè÷íîé àäãåçèè âûÿâëåíî íå
áûëî.

Èíàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü ïðè ñðàâíåíèè îñòåîãåí-
íîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê, àäãåçèðîâàííûõ íà ïëàñòèê è íà
Ôí. Öèòîõèìè÷åñêàÿ îöåíêà àêòèâíîñòè ÙÔ, ìàðêèðóþ-
ùåé ðàííèå ñòàäèè îñòåîãåíåçà, âûÿâèëà èíãèáèðóþùåå
âëèÿíèå Ôí íà ñîäåðæàíèå îñòåîãåííûõ êëåòîê â êîëîíè-
ÿõ, îáðàçóåìûõ ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà. Íà îáîèõ ñóáñòðà-
òàõ áîëüøèíñòâî êîëîíèé ñîäåðæàëî êëåòêè ñ ïîëîæè-
òåëüíîé ðåàêöèåé íà ÙÔ, íî íà Ôí äîëÿ òàêèõ êëåòîê â
ñîñòàâå êîëîíèè áûëà, êàê ïðàâèëî, íèæå, à ðåàêöèÿ â íèõ
ñëàáåå, ÷åì íà ïëàñòèêå (ðèñ. 1, à—ã). Ñîîòíîøåíèå ÷èñëà
êîëîíèé ñ ðàçëè÷íîé îêðàøèâàåìîñòüþ íà ÙÔ óêàçûâàëî
íà ìåíüøóþ âûðàæåííîñòü îñòåîãåííûõ ïîòåíöèé ó
ÊÎÅ-Ô, àäãåçèðîâàííûõ íà Ôí, ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè
íà ïëàñòèêå. Òàê, ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà, ïðèêðåïèâøèå-
ñÿ ê Ôí â ïåðâûå 7 ñóò, äàâàëè 49.62 ± 4.62 % íå îêðàøåí-
íûõ íà ÙÔ êîëîíèé, ÷òî ïðåâûøàëî (P < 0.001) èõ äîëþ
íà ïëàñòèêå (15.13 ± 6.48 %). Òà æå òåíäåíöèÿ íàáëþäà-
ëàñü è ñðåäè ìåíåå àäãåçèâíûõ êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ â
ïîñëåäóþùèå 7 ñóò: íà ïëàñòèêå ïîäàâëÿþùåå áîëüøèí-
ñòâî îáðàçîâàííûõ èìè êîëîíèé (83.30 ± 3.01 %) áûëî
îêðàøåíî íà ÙÔ ïîëíîñòüþ èëè ïî÷òè ïîëíîñòüþ; íà Ôí
òàêèõ êîëîíèé áûëî ëèøü 44.66 ± 21.50 %.

Â òî æå âðåìÿ â êóëüòóðàõ çàðîäûøåâîé ïå÷åíè ðåàê-
öèÿ íà ÙÔ îòìå÷àëàñü êàê î÷åíü ñëàáàÿ è ëèøü â îòäåëü-
íûõ êëåòêàõ èëè ìåëêèõ ãðóïïàõ êëåòîê íåêîòîðûõ êîëî-
íèé, ïðåäøåñòâåííèêè êîòîðûõ ïðèêðåïëÿëèñü ê ñóáñòðà-
òó â ïåðâûå 7 ñóò (ðèñ. 1, ä—ç). Ïðè ýòîì äîëÿ êîëîíèé,
ñîäåðæàùèõ îñòåîãåííûå êëåòêè, áûëà íèçêîé è íå çàâè-
ñåëà îò ïðèñóòñòâèÿ Ôí: â âûñîêîàäãåçèâíîé ïîïóëÿöèè
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×èñëåííîñòü ÊÎÅ-Ô, ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê ñóáñòðàòó
â ðàçëè÷íûå ñðîêè êóëüòèâèðîâàíèÿ

Èñòî÷íèê
êëåòîê

Ñóáñòðàò

Ïðèêðåïèâøèåñÿ çà ïåðâûå 7 ñóò Ïðèêðåïèâøèåñÿ çà âòîðûå 7 ñóò

÷èñëî íà
1 ìëí êëåòîê

äîëÿ â îáùåì
÷èñëå ÊÎÅ-Ô, %

÷èñëî íà
1 ìëí êëåòîê

äîëÿ â îáùåì
÷èñëå ÊÎÅ-Ô, %

Êîñòíûé ìîçã Ïëàñòèê 3.83 � 0.91 47.36 � 5.46 4.43 � 0.40 52.64 � 5.46

Ôèáðîíåêòèí 2.25 � 0.54 69.83 � 0.33à 1.28 � 0.75à 30.17 � 7.33à

Çàðîäûøåâàÿ
ïå÷åíü

Ïëàñòèê 9.20 � 0.85 78.40 � 0.30 4.40 � 0.45 21.60 � 10.30

Ôèáðîíåêòèí 6.28 � 0.10 98.54 � 0.57à 0.15 � 0.16 1.46 � 1.57à

à Ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì íà ïëàñòèêå äîñòîâåðíû, P < 0.05.



4.33 ± 1.41 % îáðàçîâàâøèõñÿ íà íåì êîëîíèé ñîäåðæàëè
êëåòêè ñ ïîëîæèòåëüíîé ðåàêöèåé, íà ïëàñòèêå æå èõ
äîëÿ ñîñòàâëÿëà 7.95 ± 1.11 %. Â ìàëîàäãåçèâíîé ïîïóëÿ-
öèè àêòèâíîñòü ÙÔ îòñóòñòâîâàëà êàê íà ïëàñòèêå, òàê è
íà Ôí.

Ê ë î í à ë ü í û é ð î ñ ò Ê Î Å - Ô ê î ñ ò í î ã î ì î ç ã à
í à ô ð à ã ì å í ò à õ Ô í. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ôóíêöèî-
íàëüíûõ äîìåíîâ Ôí â åãî âëèÿíèè íà àäãåçèþ è êëîíàëü-
íûé ðîñò ÌÑÊ ìû ñðàâíèëè îáðàçîâàíèå êîëîíèé êëåòêà-
ìè êîñòíîãî ìîçãà, ïðèêðåïèâøèìèñÿ çà ïåðâûå 7 ñóò ê

Ôí èç ïëàçìû ÷åëîâåêà è ê ôðàãìåíòàì Ôí ñ ìîë. ìàññîé
40, 60 èëè 120 êÄà, ñîäåðæàùèõ ñîîòâåòñòâåííî C-êîíöå-
âîé ãåïàðèíñâÿçûâàþùèé, êîëëàãåíñâÿçûâàþùèé è ñâÿ-
çûâàþùèéñÿ ñ êëåòêîé äîìåíû. Îäíàêî ïðåèìóùåñòâåí-
íîé àäãåçèè ÊÎÅ-Ô ê êàêîìó-ëèáî ôðàãìåíòó îáíàðóæå-
íî íå áûëî: íà êàæäîì èç íèõ, à òàêæå ïðè ñî÷åòàíèè íà
ïîâåðõíîñòè ôëàêîíà ôðàãìåíòîâ 40 è 120 êÄà â ñðåäå
÷èñëî êîëîíèé áûëî ñîïîñòàâèìî ñ òàêîâûì â ñëó÷àå èí-
òàêòíîãî Ôí. Ïðè ýòîì íè îäèí ñóáñòðàò íå ïîâûøàë ýô-
ôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíû-
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Ðèñ. 1. Êîëîíèè, îáðàçîâàííûå ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà è çàðîäûøåâîé ïå÷åíè íà ïëàñòèêå è ôèáðîíåêòèíå (Ôí) èç ïëàçìû ÷åëîâå-
êà.

à, á — ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà íà ïëàñòèêå; â, ã — ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà íà Ôí; ä, å — ÊÎÅ-Ô çàðîäûøåâîé ïå÷åíè íà ïëàñòèêå; æ, ç — ÊÎÅ-Ô çàðîäû-
øåâîé ïå÷åíè íà Ôí; à, â, ä, æ — ïðèêðåïèâøèåñÿ çà ïåðâûå 7 ñóò; á, ã, å, ç — ïðèêðåïèâøèåñÿ çà âòîðûå 7 ñóò. Öèòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà ùåëî÷íóþ

ôîñôàòàçó (ÙÔ), ÿäðà äîêðàøåíû ãåìàòîêñèëèíîì. Îá. 4�.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ôðàãìåíòîâ Ôí ñ ðàçíîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé (40, 60 è 120 êÄà) íà ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîçãà.

à — ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ; á — ñîîòíîøåíèå êîëîíèé ñ ðàçëè÷íîé âûðàæåííîñòüþ ýêñïðåññèè ÙÔ; â êàæäîì ñòîëáöå ñíèçó ââåðõ: áåëûì öâå-
òîì îáîçíà÷åíà äîëÿ êîëîíèé, ëèøåííûõ àêòèâíîñòè ÙÔ, ñåðûì — äîëÿ, ñîäåðæàùàÿ íå áîëåå 50 % ÙÔ+-êëåòîê, ÷åðíûì — äîëÿ ñ ïðåîáëàäàíèåì

ÙÔ´+-êëåòîê.



ìè ôëàêîíàìè, ïîêðûòûìè ÁÑÀ (ðèñ. 2, à). ßâíûõ ðàçëè-
÷èé â ìîðôîëîãèè êóëüòóð, ðàñòóùèõ íà ðàçíûõ
ôðàãìåíòàõ Ôí, íå îòìå÷åíî. Îäíàêî íà ôðàãìåíòå
120 êÄà (êàê â ïðèñóòñòâèè ôðàãìåíòà 40 êÄà, òàê è áåç
íåãî) äîëÿ îêðàøåííûõ íà ÙÔ êîëîíèé áûëà íèæå, ÷åì â
êîíòðîëå, òîãäà êàê ôðàãìåíòû 40 è 60 êÄà íà íåå íå âëè-
ÿëè (ðèñ. 2, á). Äàííûé ðåçóëüòàò ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî â ñíèæåíèè îñòåîãåííûõ ïîòåíöèé ÊÎÅ-Ô ïðè ïåð-
âè÷íîé àäãåçèè íà Ôí ãëàâíóþ ðîëü èãðàåò åãî äîìåí,
ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ êëåòêîé.

Â ë è ÿ í è å Ô í è å ã î ô ð à ã ì å í ò î â í à î ñ ò å î -
ã å í í ó þ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó Ì Ñ Ê ê î ñ ò í î ã î
ì î ç ã à. Â öåëÿõ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ Ôí è åãî
äîìåíîâ íà îñòåîãåííûå ïîòåíöèè ÌÑÊ ìû ñðàâíèëè
äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, àäãåçèðîâàí-
íûõ íà ïëàñòèêå, Ôí è åãî ôðàãìåíòàõ, â îñòåîãåííîé ñðå-
äå. ×åðåç 14—16 ñóò èíäóêöèè îñòåîãåíåçà íà âñåõ ñóáñò-
ðàòàõ îáðàçîâûâàëèñü ïëîòíûå ñêîïëåíèÿ êëåòîê ñ ìîð-
ôîëîãèåé îñòåîáëàñòîâ — êóáè÷åñêèå, ñ èíòåíñèâíî
áàçîôèëüíîé öèòîïëàçìîé (ðèñ. 3). Íà ïëàñòèêå â öåíòðå

áîëüøèíñòâà òàêèõ î÷àãîâ ïðèñóòñòâîâàëè îòëîæåíèÿ ìè-
íåðàëèçîâàííîãî ìàòðèêñà, ñîäåðæàíèå ñîëåé êàëüöèÿ â
êîòîðûõ, ñóäÿ ïî îêðàøèâàíèþ àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S,
çíà÷èòåëüíî âàðüèðîâàëî. Íà Ôí òàêæå âñòðå÷àëèñü ìíî-
ãî÷èñëåííûå î÷àãè îñòåîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, íî
ëèøü íåìíîãèå èç íèõ ñîäåðæàëè ñîëè êàëüöèÿ, ïðè÷åì,
êàê ïðàâèëî, â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå. Íà ôðàãìåíòå
120 êÄà (îñîáåííî â ñî÷åòàíèè ñ ôðàãìåíòîì 40 êÄà â
ñðåäå) îñòåîãåííûå óçåëêè òàêæå áûëè ìèíåðàëèçîâàíû
ñëàáåå, ÷åì íà ïëàñòèêå; íà ôðàãìåíòàõ 40 è 60 êÄà ïî-
äàâëåíèÿ îñòåîãåíåçà íå áûëî (òàáë. 2).

Îáñóæäåíèå

Êàê èçâåñòíî, àäãåçèÿ êëåòîê íà âíåêëåòî÷íûé ìàò-
ðèêñ ñîïðîâîæäàåòñÿ îáðàçîâàíèåì ôîêàëüíûõ êîíòàê-
òîâ è ïåðåñòðîéêîé öèòîñêåëåòà, ÷òî âåäåò ê èçìåíåíèþ
àêòèâíîñòè ãåíîâ, ðåçóëüòàòû êîòîðîãî ðàçëè÷íû äëÿ
ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê. Äëÿ ìíîãèõ êëåòîê ïðèêðåïëåíèå
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Ðèñ. 3. Äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà â îñòåîãåííîé ñðåäå.

Îáùèé âèä êóëüòóð: à — íà ïëàñòèêå; á — íà Ôí; â — íà ôðàãìåíòå Ôí 120 êÄà (ïðàâûå íèæíèå ëóíêè — êîíòðîëü áåç èíäóêòîðîâ îñòåîãåíåçà). Î÷àãè
îñòåîãåíåçà: ã — íà ïëàñòèêå; ä — íà Ôí; å — íà ôðàãìåíòå 120 êÄà. Îêðàñêà àëèçàðèíîâûì êðàñíûì S è ãåìàòîêñèëèíîì. Îá. 10�.



ê ïîâåðõíîñòè ñëóæèò íåîáõîäèìûì óñëîâèåì âñòóïëå-
íèÿ â öèêë; êðîìå òîãî, àäãåçèâíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìàò-
ðèêñîì ìîãóò âëèÿòü íà äèôôåðåíöèðîâêó, ÷òî áûëî íå-
îäíîêðàòíî ïîêàçàíî è äëÿ ÌÑÊ (O’Connor et al., 2003;
Salasznyk et al., 2004; Chen et al., 2007; Docheva et al.,
2007).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ðåãóëÿòîðíîå äåéñò-
âèå Ôí — îäíîãî èç âàæíûõ êîìïîíåíòîâ ìèêðîîêðóæå-
íèÿ ÌÑÊ. Ýòè êëåòêè, êàê è ðÿä äðóãèõ, ïðîäóöèðóþò
òêàíåâóþ ôîðìó Ôí, îòêëàäûâàåìóþ íà èõ ïîâåðõíîñòè
è â ìàòðèêñå (Van der Velde-Zimmermann et al., 1997). Ïî-
äîáíîå ëîêàëüíîå âîçäåéñòâèå Ôí ìû è ñòðåìèëèñü âîñ-
ïðîèçâåñòè, ïîêðûâàÿ èì ïîâåðõíîñòü êóëüòóðàëüíîé ïî-
ñóäû. Ìû íå îáíàðóæèëè îòìå÷åííûõ äðóãèìè àâòîðàìè
(Ogura et al., 2004; Salasznyk et al., 2004) êîëè÷åñòâåííûõ
ðàçëè÷èé â àäãåçèè ÌÑÊ ê êîíòðîëüíîìó ñóáñòðàòó (íå-
ïîêðûòûé ïëàñòèê èëè ÁÑÀ) è ê Ôí. Â óïîìÿíóòûõ ðà-
áîòàõ âëèÿíèå Ôí îöåíèâàëè ÷åðåç 10—50 ìèí èíêó-
áàöèè êëåòîê íà ñóáñòðàòå, òîãäà êàê ïðèìåíÿåìûé
íàìè êëîíàëüíûé àíàëèç ïðåäïîëàãàåò áîëåå äëèòåëüíîå
êóëüòèâèðîâàíèå, â òå÷åíèå êîòîðîãî äåéñòâèå ïðåäâàðè-
òåëüíî íàíåñåííîãî íà ïîâåðõíîñòü Ôí ìîæåò íèâåëèðî-
âàòüñÿ âëèÿíèåì ýòîãî è äðóãèõ àäãåçèâíûõ áåëêîâ, àä-
ñîðáèðîâàííûõ èç ñûâîðîòêè è (èëè) ñåêðåòèðîâàííûõ
êëåòêàìè. Â ÷àñòíîñòè, åñòü äàííûå î òîì, ÷òî ðàçëè÷èÿ â
àôôèííîñòè ÌÑÊ ê Ôí è äðóãèì áåëêàì ìàòðèêñà èñ÷åçà-
þò óæå ÷åðåç 3 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ (Cool, Nurcombe,
2005). Ñëåäóåò òàêæå èìåòü â âèäó âîçìîæíîñòü îòêðåï-
ëåíèÿ ýêçîãåííîãî Ôí ñ ïîâåðõíîñòè èëè ðàçðóøåíèÿ åãî
ïðîòåîëèòè÷åñêèìè ôåðìåíòàìè êëåòîê â ïðîöåññå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ.

Íàøè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ ñîîáùåíèÿìè ðÿäà
àâòîðîâ (Phinney et al., 1999; Chen et al., 2007), íå îáíàðó-
æèâøèõ óñèëåííîãî ïðèêðåïëåíèÿ ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîç-
ãà ìûøè ê Ôí ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðèêðåïëåíèåì ê ïëàñòèêó.
Ýêñïåðèìåíòû ïî ñðàâíåíèþ ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâà-
íèÿ ÊÎÅ-Ô íà ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòàõ Ôí íå âûÿâèëè äî-
ìåíà, èãðàþùåãî îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â àäãåçèè ÌÑÊ ê
ýòîìó áåëêó: êî âñåì òðåì åãî ôðàãìåíòàì ïðèêðåïëÿëîñü
ñõîäíîå ÷èñëî êëîíîãåííûõ êëåòîê. Êàê èçâåñòíî, àäãåçèÿ
ôèáðîáëàñòîâ ê Ôí îïîñðåäîâàíà â ïåðâóþ î÷åðåäü åãî
äîìåíîì, ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ êëåòêîé (Woods et al., 1986;
Jeong et al., 2001). Â ÷àñòíîñòè, äëÿ ÊÎÅ-Ô êîñòíîãî ìîç-
ãà ïîêàçàíî âçàèìîäåéñòâèå ñ Ôí ÷åðåç ðåöåïòîð ýòîãî
äîìåíà — èíòåãðèí a5b1 (Gronthos et al., 2001). Îäíàêî â
àäãåçèè êëåòîê ê Ôí ìîãóò ó÷àñòâîâàòü è äðóãèå åãî äîìå-
íû, â ÷àñòíîñòè êîëëàãåíñâÿçûâàþùèé, îáåñïå÷èâàþùèé
ïðèêðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå ÌÑÊ (Song et al., 2007) è
äðóãèõ òèïîâ êëåòîê (Akimov et al., 2000; Priglinger et al.,
2004) ÷åðåç òêàíåâóþ òðàíñãëóòàìèíàçó íà èõ ïîâåðõíî-
ñòè. Ìû íå îáíàðóæèëè â ëèòåðàòóðå äàííûõ îá àäãåçèè
ÌÑÊ ê ãåïàðèíñâÿçûâàþùåìó äîìåíó Ôí, îäíàêî åñòü
äàííûå î ïðèêðåïëåíèè ê íåìó ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ (Woods et al., 1986) è îñòåîáëàñòîâ (Dalton et al.,
1995). Â êà÷åñòâå ðåöåïòîðîâ ê ýòîìó äîìåíó ðàññìàò-
ðèâàþòñÿ òðàíñìåìáðàííûå ïðîòåîãëèêàíû, ïðåæäå âñåãî
ñèíäåêàíû (Woods et al., 1986; Jeong et al., 2001), à òàê-
æå èíòåãðèí a4b1 (Peterson et al., 2005). Ïðèñóòñòâèå äàí-
íûõ ìîëåêóë íà ïîâåðõíîñòè ÌÑÊ (Gronthos et al., 2001;
Djouad et al., 2007) ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü âîçìîæíîå
ó÷àñòèå ãåïàðèíñâÿçûâàþùåãî äîìåíà âî âçàèìîäåéñòâèè
Ôí ñ ýòèìè êëåòêàìè. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî îáðàçîâàíèå êî-
ëîíèé íà èññëåäóåìûõ íàìè ôðàãìåíòàõ Ôí îáóñëîâëåíî
ïðèêðåïëåíèåì ÊÎÅ-Ô ê ñóáñòðàòó ïîñðåäñòâîì âûøåó-
ïîìÿíóòûõ ðåöåïòîðîâ, îäíàêî äëÿ îêîí÷àòåëüíûõ âû-

âîäîâ òðåáóåòñÿ áîëåå äåòàëüíîå èçó÷åíèå ìåõàíèçìà àä-
ãåçèè.

Òåì íå ìåíåå èñïîëüçîâàííûå íàìè ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå ìîäåëè ïîçâîëèëè îáíàðóæèòü âëèÿíèå ïåðâè÷íîé
àäãåçèè ÌÑÊ íà Ôí íà îñòåîãåííûå ïîòåíöèè ýòèõ êëå-
òîê. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî, î÷åâèäíî, â ïåðâóþ î÷åðåäü
îíî îáóñëîâëåíî ïåðâîíà÷àëüíûì âçàèìîäåéñòâèåì êëå-
òî÷íûõ ðåöåïòîðîâ ñ äîìåíîì Ôí, ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ
êëåòêîé, â ìîìåíò ïðèêðåïëåíèÿ ÌÑÊ ê ñóáñòðàòó. Âîï-
ðîñû î âëèÿíèè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà íà äàëüíåéøóþ
ñóäüáó êëåòîê, à òàêæå ñàìèõ êëåòîê íà ñîñòàâ è ñâîéñòâà
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà çàñëóæèâàþò îòäåëüíîãî èññëå-
äîâàíèÿ, âûõîäÿùåãî çà ðàìêè çàäà÷ íàñòîÿùåé ðàáîòû.

Îñëàáëåíèå îñòåîãåííûõ ïîòåíöèé ÌÑÊ êîñòíîãî
ìîçãà íà Ôí ïðîÿâëÿëîñü êàê â ñíèæåíèè ñïîíòàííîé ýêñ-
ïðåññèè ÙÔ â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå, òàê è â áîëåå
ñëàáîé ìèíåðàëèçàöèè â ïðèñóòñòâèè èíäóêòîðîâ îñòåî-
ãåíåçà. Êàê èçâåñòíî, ìèíåðàëèçàöèÿ êîñòíîãî ìàòðèêñà
ïðîèñõîäèò ïðè ó÷àñòèè ÙÔ, òàê ÷òî, âîçìîæíî, ìåæäó
íàáëþäàåìûìè ýôôåêòàìè ñóùåñòâóåò íåïîñðåäñòâåííàÿ
ñâÿçü. Ñðàâíåíèå àêòèâíîñòè ÙÔ è âåëè÷èíû îòëîæåíèé
êàëüöèÿ íà ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòàõ Ôí ïîçâîëÿåò çàêëþ-
÷èòü, ÷òî â îáåèõ ñèòóàöèÿõ ïîäàâëåíèå îñòåîãåíåçà îïî-
ñðåäîâàíî ïðåæäå âñåãî äîìåíîì, ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ
êëåòêîé. Âåðîÿòíî, â ýòîì ïðîöåññå çàäåéñòâîâàíû èíòåã-
ðèíû, î ðîëè êîòîðûõ â ðåãóëÿöèè îñòåîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè íåîäíîêðàòíî ñîîáùàëîñü (Gronthos et al.,
2001; Docheva et al., 2007; Martino et al., 2009), îäíàêî âû-
ÿñíåíèå êîíêðåòíûõ ìåõàíèçìîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëà òðåáó-
åò äîïîëíèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Îñòàåòñÿ íåÿñíûì, èìåëî ìåñòî áëîêèðîâàíèå íà Ôí
îïðåäåëåííûõ ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè èëè çàìåäëåíèå
åå òåìïà. Ñóäÿ ïî ìîðôîëîãèè îáðàçóþùèõñÿ â èíäóêöè-
îííîé ñðåäå î÷àãîâ îñòåîãåíåçà, åãî ðàííèå ýòàïû íà Ôí
ïðîõîäèëè íîðìàëüíî; ÿâíûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ íàáëþ-
äàëèñü ëèøü íà ñòàäèè êàëüöèôèêàöèè ìàòðèêñà. Ãèïîòå-
çà î ïîäàâëåíèè ýòîãî ïðîöåññà Ôí íå ñîãëàñóåòñÿ ñ äàí-
íûìè î íåîáõîäèìîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ñ íèì äëÿ îáðàçî-
âàíèÿ ìèíåðàëèçîâàííûõ óçåëêîâ êîììèòèðîâàííûìè
îñòåîáëàñòàìè (Moursi et al., 1996). Ìîæíî ïðåäïîëî-
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Ò à á ë è ö à 2

Îñòåîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà
íà ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòàõ

Íîìåð
îïûòà

Ñóáñòðàò
Ïëîùàäü îòëîæå-

íèé Ca2+, %

1 Ïëàñòèê 0.13 � 0.06

Ôèáðîíåêòèí 0.02 � 0.01

2 Ïëàñòèê 1.77 � 0.28

Ôèáðîíåêòèí 0.14 � 0.01à

Ôðàãìåíò 120 êÄà 0.74 � 0.15á

Ôðàãìåíò 40 êÄà 2.40 � 0.36

Ôðàãìåíòû 120 è 40 êÄà 0.06 � 0.01à

3 Ïëàñòèê 1.88 � 0.21

Ôèáðîíåêòèí 0.75 � 0.09à

Ôðàãìåíò 60 êÄà 1.79 � 0.45

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Âûðàæåííîñòü äèôôåðåíöèðîâêè îöåíèâàëè ïî
ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè, çàíÿòîé îòëîæåíèÿìè Ca2+. Ïëîùàäü êàëüöèôè-
öèðîâàííûõ îáëàñòåé âûðàæåíà â ïðîöåíòàõ îò îáùåé ïëîùàäè ïîâåðõ-
íîñòè ëóíêè. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ñ êîíòðîëåì: à P < 0.001 èëè á P <
< 0.01.



æèòü, ÷òî îòìå÷åííûå íàìè ðàçëè÷èÿ â îñòåîãåííûõ ïî-
òåíöèÿõ êëåòîê íà ïëàñòèêå è Ôí îáóñëîâëåíû ïðèêðåï-
ëåíèåì ê Ôí ìåíåå çðåëûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, åùå íå
êîììèòèðîâàííûõ ê îñòåîãåíåçó è òðåáóþùèõ áîëüøåãî
âðåìåíè äëÿ åãî çàâåðøåíèÿ. Îäíàêî èìåþùèåñÿ äàííûå
îá óñèëåíèè ýêñïðåññèè öåïåé èíòåãðèíîâ a5 è b1 â õîäå
íà÷àëüíûõ ñòàäèé îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ
(Martino et al., 2009) ïðîòèâîðå÷àò ïðåäïîëîæåíèþ î ñíè-
æåííîé àäãåçèâíîñòè êîììèòèðîâàííûõ îñòåîãåííûõ
êëåòîê ê Ôí.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î ïîäàâëåíèè îñòåîãåíåçà
ïîä äåéñòâèåì Ôí íå íàõîäÿò ïîäòâåðæäåíèÿ â ëèòåðàòó-
ðå. Òàê, íàïðèìåð, â êóëüòóðàõ îñòåîáëàñòîâ (Moursi et al.,
1996) è ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê ñîñóäîâ (Ding et al.,
2006) îí, íàïðîòèâ, óñèëèâàåò îñòåîãåííóþ äèôôåðåíöè-
ðîâêó. Èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ î ñòèìóëèðóþùåì âëèÿíèè
Ôí íà îñòåîãåííûå ïîòåíöèè ÌÑÊ, îäíàêî îíî, ïî-âèäè-
ìîìó, îãðàíè÷èâàåòñÿ ðàííèìè ñòàäèÿìè äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Â ÷àñòíîñòè, ïðè èíäóêöèè îñòåîãåíåçà in vitro íà
ãèäðîêñèàïàòèòíîé êåðàìèêå ïîêàçàíî ïîâûøåíèå àêòèâ-
íîñòè ÙÔ ïðè ïîêðûòèè íîñèòåëÿ Ôí (Sogo et al., 2007),
à â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå íà Ôí îòìå÷åíà óñèëåííàÿ ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíà RUNX-2, ÿâëÿþùåãîñÿ ìàðêåðîì êîììèòè-
ðîâàíèÿ ê îñòåîãåíåçó, ïðè ñîïîñòàâèìîé ñ êîíòðîëåì íà
ïëàñòèêå àêòèâíîñòè ÙÔ (Cool, Nurcombe, 2005). Îäíàêî
ìû íå ìîæåì íåïîñðåäñòâåííî ñîïîñòàâëÿòü íàøè ðå-
çóëüòàòû ñ äàííûìè ýòèõ ðàáîò ââèäó íåñîîòâåòñòâèÿ èñ-
ñëåäóåìûõ ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè. Âîçìîæíî, ðàçëè-
÷èÿ â õîäå îñòåîãåíåçà, ïðèâîäÿùèå ê îáíàðóæåííîìó
íàìè îñëàáëåíèþ ìèíåðàëèçàöèè ìàòðèêñà ïîä âëèÿíèåì
ïåðâè÷íîé àäãåçèè êëåòîê ê Ôí, âîçíèêàþò ëèøü íà çà-
âåðøàþùåì ýòàïå äèôôåðåíöèðîâêè. Âïðî÷åì, â àíàëî-
ãè÷íîì èññëåäîâàíèè, ïðîâåäåííîì íà ÌÑÊ èç êîñòíîãî
ìîçãà ÷åëîâåêà, íå áûëî âûÿâëåíî ðàçëè÷èé â êîëè÷åñòâå
îòêëàäûâàåìîãî êàëüöèÿ ïðè èíäóêöèè îñòåîãåíåçà íà
ïëàñòèêå è Ôí (Salasznyk et al., 2004). Ïðè÷èíû ýòîãî ðàñ-
õîæäåíèÿ â ðåçóëüòàòàõ íå âïîëíå ÿñíû; íå èñêëþ÷åíî,
÷òî îíî îáóñëîâëåíî íåîäèíàêîâîé âèäîâîé ïðèíàäëåæ-
íîñòüþ èñïîëüçîâàííûõ êëåòîê.

Ïðîáëåìà âëèÿíèÿ Ôí íà àäãåçèþ, ðîñò è äèôôåðåí-
öèðîâêó ÌÑÊ èìååò íå òîëüêî òåîðåòè÷åñêîå, íî è ïðè-
êëàäíîå çíà÷åíèå. Èììîáèëèçàöèÿ àäãåçèâíûõ áåëêîâ íà
íîñèòåëÿõ, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ ñîçäàíèÿ òêàíåèíæåíåðíûõ
êîíñòðóêöèé, ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ïåðñïåêòèâíûé ñïîñîá
óëó÷øåíèÿ èõ çàñåëåíèÿ êëåòêàìè. Ïðè ýòîì áåëîê, èñïî-
ëüçóåìûé äëÿ ïîêðûòèÿ íîñèòåëÿ, äîëæåí íå òîëüêî îáåñ-
ïå÷èâàòü àäãåçèþ è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, íî è íå ïðå-
ïÿòñòâîâàòü èõ äèôôåðåíöèðîâêå. Îáíàðóæåííîå íàìè
ïîäàâëåíèå îñòåîãåíåçà íà Ôí ïîäíèìàåò âîïðîñ î ïðèìå-
íèìîñòè ýòîãî áåëêà â óêàçàííûõ öåëÿõ. Âïðî÷åì, ñëåäóåò
èìåòü â âèäó, ÷òî îòâåò êëåòîê íà âíåøíèå ñèãíàëû, â òîì
÷èñëå íà âçàèìîäåéñòâèå ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì,
â çíà÷èòåëüíîé ìåðå çàâèñèò îò ïðîñòðàíñòâåííîé îðãà-
íèçàöèè è ìîæåò áûòü íåîäèíàêîâûì â ìîíîñëîéíîé êó-
ëüòóðå è â îáúåìå íîñèòåëÿ. Èçâåñòíî, â ÷àñòíîñòè, ÷òî
â äâóìåðíîì è òðåõìåðíîì îêðóæåíèè ó êëåòîê íåîäè-
íàêîâûé óðîâåíü ýêñïðåññèè èíòåãðèíîâ è ðàçëè÷íûì îá-
ðàçîì îðãàíèçîâàíû ôîêàëüíûå êîíòàêòû (Docheva et al.,
2007). Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî â òðåõìåðíîì îêðóæåíèè
êàê in vitro (Sogo et al., 2007), òàê è in vivo (Dennis et al.,
1992) Ôí íå òîëüêî íå ïîäàâëÿåò, íî è óñèëèâàåò îñòåî-
ãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ. Àíàëèç çàâèñèìîñòè åãî
âëèÿíèÿ íà ÌÑÊ îò èõ ïðîñòðàíñòâåííîãî îêðóæåíèÿ
ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé òåìîé äëÿ äàëüíåéøèõ èñ-
ñëåäîâàíèé.
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INFLUENCE OF PRIMARY ADHESIVE INTERACTIONS WITH FIBRONECTIN ON CLONAL

GROWTH AND OSTEOGENIC POTENTIAL OF RAT MESENCHYMAL STROMAL CELLS

O. V. Payushina,1 O. N. Khnykova, N. N. Butorina, E. I. Bueverova, A. A. Minin, V. I. Starostin

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

Interactions with extracellular matrix including fibronectin (Fn) play an important role in regulation of cell
growth and differentiation. Influence of Fn and its individual domains on adhesion and osteogenic potencies of
rat mesenchymal stromal cells (MSCs) was estimated. Investigation of bone marrow or fetal liver MSCs adhesi-
on dynamics showed that after 7 days of cultivation on Fn the number of adhered clonogenic cells derived from
both sources was comparable to their number observed on plastic but their content in suspension was commonly
decreased. Population of fetal liver MSCs differed from bone marrow-derived population by greater fraction of
cells that adhered for the first 7 days. Bone marrow MSC cultures on Fn were characterized by reduced activity
of alkaline phosphatase as compared with cultivation on plastic; furthermore, they deposed significantly smaller
amount of calcium salts under cultivation in osteogenic medium. Cultivation of MSCs on Fn fragments demons-
trated the primary role of its cell-binding domain in the inhibition of osteogenesis.
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