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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç íåéðîãåííîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ ÷åëîâåêà

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ìîãóò áûòü âûäåëåíû èç ìíîãèõ òêàíåé âçðîñëîãî îðãàíèç-
ìà è ÿâëÿþòñÿ öåííûì ñóáñòðàòîì çàìåñòèòåëüíîé è âîññòàíîâèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè ìíîãèõ çà-
áîëåâàíèé è òðàâì. Ïðè ýòîì ïëàñòè÷íîñòü ðàçíûõ òèïîâ ÌÑÊ íåîäèíàêîâà. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè
ïðîâîäèëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç íåéðîãåííîãî ïîòåíöèàëà òðåõ âèäîâ ÌÑÊ ÷åëîâåêà: ÌÑÊ êîñòíîãî
ìîçãà (ÊÌ), ÌÑÊ ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè (ÆÒ) è ÌÑÊ ýíäîìåòðèÿ (âûäåëåííûõ èç ìåíñòðóàëüíîé
êðîâè) (ýÌÑÊ). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èçíà÷àëüíî âñå òðè êóëüòóðû ÌÑÊ îáëàäàþò ìóëüòèïîòåíòíîé ïëà-
ñòè÷íîñòüþ è ïðåäðàñïîëîæåííîñòüþ ê íåéðîãåíåçó, ÷òî âûðàæàåòñÿ â ýêcïðåññèè ìàðêåðîâ ïëþðèïî-
òåíòíîñòè SSEA-4 è íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ — íåñòèíà è áåòà-III-òóáóëèíà. Äàëüíåéøèé àíà-
ëèç âûÿâèë íàëè÷èå òðàíñêðèïöèè íåéðîíàëüíîãî ìàðêåðíîãî ãåíà MAP2 è íåéðîòðîôèíà-3 (NT-3) â
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ, à â êóëüòóðå ýÌÑÊ — âûñîêèé áàçàëüíûé óðîâåíü ñèíòåçà
íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà ãîëîâíîãî ìîçãà (BDNF). Ñòèìóëÿöèÿ íåéðàëüíîé èíäóêöèè òàêèìè àãåí-
òàìè, êàê 5-àçàöèòèäèí, ðåêîìáèíàíòíûé îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (bFGF), ðåêîì-
áèíàíòíûé ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà ÷åëîâåêà (EGF), ðåêîìáèíàíòíûé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ
÷åëîâåêà 8 (FGF8), ìîðôîãåí SHH (sonic hedgehog), ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà (RA) è èçîáóòèëìåòèëêñàíòèí
(IBMX), ïîêàçàëà äîïîëíèòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â íåéðîãåííîì ïîòåíöèàëå èññëåäîâàííûõ ÌÑÊ. Êîìïî-
íåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òàêèå êàê ìàòðèãåëü è ëàìèíèí, òàêæå ÿâëÿëèñü âàæíûìè èíäóêòîðàìè
äèôôåðåíöèðîâêè. Òàê, â ÌÑÊ ÊÌ íàèáîëåå ýôôåêòèâíàÿ íåéðàëüíàÿ èíäóêöèÿ ïðîõîäèëà áåç ó÷àñòèÿ
RA ñ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêîé êëåòîê 5-àçàöèòèäèíîì, à äëÿ ýÌÑÊ RA ÿâëÿëàñü íåîáõîäèìûì àãåí-
òîì íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, ñòèìóëèðóÿ òðàíñêðèïöèþ íåéðîòðîôèíà-4 (NT-4) è óñèëåíèå ñåê-
ðåöèè BDNF. Ïðè ýòîì â ýÌÑÊ èñïîëüçîâàíèå ëàìèíèíà â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà áûëî ðåøàþùèì, à èíêó-
áèðîâàíèå êëåòîê ñ 5-àçàöèòèäèíîì íåîáÿçàòåëüíûì. Â ñëó÷àå ÌÑÊ èç ÆÒ RA â ñî÷åòàíèè ñ 5-àçàöèòè-
äèíîì âûçûâàëà àêòèâàöèþ ýêcïðåññèè ãåíà MAP2, íî óìåíüøàëà ñåêðåöèþ BDNF. Òàêèì îáðàçîì,
âëèÿíèå RA íà íåéðàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ ÆÒ ÿâëÿåòñÿ íåîäíîçíà÷íûì è íàðÿäó ñ èçó÷åíè-
åì ñèãíàëüíûõ ïóòåé åå âîçäåéñòâèÿ íà ÌÑÊ òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. Òåðàïåâòè÷åñêèé ýô-
ôåêò òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÌÑÊ, êàê ïðàâèëî, îáúÿñíÿåòñÿ èõ ïàðàêðèííîé àêòèâíîñòüþ. Âûñîêèé
áàçàëüíûé óðîâåíü ñèíòåçà BDNF â êóëüòóðå ýÌÑÊ íàðÿäó ñ âûñîêèì óðîâíåì ïðîëèôåðàöèè è íåèí-
âàçèâíûì ìåòîäîì âûäåëåíèÿ ýòèõ êëåòîê ñëóæèò âåñîìûì àðãóìåíòîì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ïðåäðàñïî-
ëîæåííûõ ê íåéðîãåíåçó èíòàêòíûõ ýÌÑÊ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà êëåòî÷íîé òåðàïèè äëÿ ðåãåíåðàöèè
íåðâíîé òêàíè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íàÿ òåðàïèÿ, ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÑÊ — ãåìîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÊÌ — êðàñíûé êîñòíûé
ìîçã, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÆÒ — æèðîâàÿ òêàíü, ýÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ýíäîìåòðèÿ, âûäåëåííûå èç ìåíñòðóàëüíîé êðîâè, ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ñòâîëîâûå è ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè âûïîëíÿþò in
vivo âàæíåéøèå áèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè, îïðåäåëÿÿ õîä
ïðîöåññîâ ðîñòà, ðàçâèòèÿ, àäàïòàöèè è ðåãåíåðàöèè. Ïðè
ýòîì íàðóøåíèå ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ öèðêóëèðóþ-
ùèõ è ðåçèäåíòíûõ ïðîãåíèòîðíûõ è ñòâîëîâûõ êëåòîê,
ðàçâèâàþùååñÿ â ðåçóëüòàòå ãåíåòè÷åñêèõ, ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ è èíûõ íàðóøåíèé, îïðåäåëÿåò çàäåðæêó ðîñòà è
ðàçâèòèÿ, ñíèæåíèå àäàïòèâíîãî è ðåãåíåðàòèâíîãî ïî-

òåíöèàëîâ îðãàíèçìà (Molero, 2009; Thornell, 2009). Íàè-
áîëåå îáøèðíîé íèøåé ñòâîëîâûõ êëåòîê âçðîñëîãî
îðãàíèçìà ÿâëÿåòñÿ êðàñíûé êîñòíûé ìîçã (ÊÌ), îñíîâ-
íûìè ïîïóëÿöèÿìè ñòâîëîâûõ êëåòîê â êîòîðîì ÿâëÿþò-
ñÿ ãåìîïîýòè÷åñêèå (êðîâåòâîðíûå) ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÃÑÊ) è ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ). ÌÑÊ èç
ÊÌ è èíûõ òêàíåé âûïîëíÿþò øèðîêèé ñïåêòð ôóíêöèé,
îáåñïå÷èâàÿ òðîôèêó è ïîääåðæêó êëåòîê äðóãèõ òèïîâ
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(â ÊÌ — ýòî ÃÑÊ), ñèíòåçèðóÿ è ñåêðåòèðóÿ ôàêòîðû ðî-
ñòà è êîìïîíåíòû ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, îáëàäàÿ ïðè ýòîì
âûñîêèì óðîâíåì ïëàñòè÷íîñòè (Prockop, 2009; Schraufs-
tatter, 2011).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÌÑÊ âçðîñëûõ øèðîêî èñïîëüçó-
þòñÿ â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèé ìåõàíèçìîâ ïðî-
ëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìî-
äåéñòâèé. Êðîìå ýòîãî, âåñüìà àêòóàëüíîé ÿâëÿåòñÿ ðàç-
ðàáîòêà ïîäõîäîâ ê ëå÷åíèþ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé è
òðàâì, îñíîâàííûõ íà ïðèíöèïàõ êëåòî÷íîé òåðàïèè ñ
ïîìîùüþ ÌÑÊ èëè èõ ïðîèçâîäíûõ. Ïî ñîâîêóïíîñòè
ñâîèõ ñâîéñòâ ÌÑÊ îáëàäàþò öåëûì ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ
ïåðåä âñåìè äðóãèìè òèïàìè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Õîòÿ ïî
ïðîëèôåðàòèâíîìó ïîòåíöèàëó ÌÑÊ óñòóïàþò ýìáðèî-
íàëüíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì (ÝÑÊ), èíäóöèðîâàííûì
ïëþðèïîòåíòíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì è ÃÑÊ, îíè ãåíåòè-
÷åñêè áîëåå ñòàáèëüíû, áîëåå äîñòóïíû äëÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ, êîòîðîå íå ñâÿçàíî ñ ýòè÷åñêèìè òðóäíîñòÿìè (Àíè-
ñèìîâ è äð., 2009).

Â òå÷åíèå ïîñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî óðîâåíü ïëàñòè÷íîñòè ÌÑÊ ãîðàçäî øèðå, ÷åì ñ÷èòà-
ëîñü ðàíåå: îíè ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ íå òîëüêî
â ìíîãî÷èñëåííûå òèïû êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ, âêëþ÷àÿ êëåòêè êîñòíîé, õðÿùåâîé, ìûøå÷íîé,
ñóõîæèëüíîé è æèðîâîé òêàíåé, íî òàêæå â êëåòêè äðó-
ãèõ íàïðàâëåíèé, âêëþ÷àÿ ãëèàëüíûå è íåéðîíû (Wood-
bury et al., 2000). Ýòî áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî êàê äëÿ
ÌÑÊ æèâîòíûõ, òàê è äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà. Ýòè îáñòîÿ-
òåëüñòâà îïðåäåëÿþò ïðèâëåêàòåëüíîñòü ÌÑÊ êàê ïîòåí-
öèàëüíîãî ñóáñòðàòà êëåòî÷íîé òåðàïèè, â òîì ÷èñëå íåé-
ðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé.

Õîòÿ ÌÑÊ îòíîñèòåëüíî ñêóïî ïðåäñòàâëåíû â ñîñòà-
âå ÊÌ (0.010—0.001 % îò îáùåãî ÷èñëà ÿäåðíûõ êëåòîê),
òåõíîëîãèÿ âûäåëåíèÿ ÌÑÊ èç àñïèðàòà ÊÌ íå ïðåäñòàâ-
ëÿåò òåõíè÷åñêèõ ñëîæíîñòåé. Îäíàêî ñàìî ïðîâåäåíèå
ïóíêöèè êîñòíîãî ìîçãà ñâÿçàíî ñ îïðåäåëåííûì êîëè÷å-
ñòâîì îñëîæíåíèé. Îíî áûâàåò çàòðóäíåíî â îïðåäåëåí-
íûõ êëèíè÷åñêèõ ñèòóàöèÿõ, à ìîáèëèçàöèÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ÊÌ â ïåðèôåðè÷åñêèé êðîâîòîê ïðè ïîìîùè ôàð-
ìàöåâòè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé (ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíè-
åñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà; íåéïîãåíà) ÿâëÿåòñÿ âåñüìà
äîðîãîñòîÿùåé ïðîöåäóðîé. Ïîýòîìó áîëüøîå çíà÷åíèå
èìååò âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ
êëåòî÷íîé òåðàïèè àëüòåðíàòèâíûõ êîñòíîìó ìîçãó èñ-
òî÷íèêîâ ÌÑÊ.

Êëåòêè ñî ñâîéñòâàìè ÌÑÊ âûäåëåíû èç øèðîêî-
ãî ñïåêòðà òêàíåé âçðîñëûõ, âêëþ÷àÿ ïîäêîæíóþ âèñöå-
ðàëüíóþ æèðîâóþ òêàíü, òêàíü ñêåëåòíûõ ìûøö, õðÿ-
ùåé, ñóõîæèëèé, ïóëüïû çóáà, ýíäîìåòðèÿ, ïåðèîäîí-
òàëüíóþ ñâÿçêó, ñèíîâèàëüíóþ ìåìáðàíó è ëåãêèå.
Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïîïóëÿöèè ðåçè-
äåíòíûõ ÌÑÊ ñóùåñòâóþò ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ îðãàíàõ
è òêàíÿõ âçðîñëûõ (Da Silva Meirelles et al., 2006); ïðè
ýòîì ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èìåþò íåêîòîðûå ðàç-
ëè÷èÿ ïî ðÿäó ïàðàìåòðîâ (Dmitrieva et al., 2012). Ïîä-
êîæíàÿ æèðîâàÿ òêàíü (ÆÒ) è ìåíñòðóàëüíàÿ êðîâü (ñî-
äåðæàùàÿ êëåòêè ýíäîìåòðèÿ) ðàñöåíèâàþòñÿ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ êàê íàèáîëåå äîñòóïíûå ñóáñòðàòû äëÿ
âûäåëåíèÿ ÌÑÊ.

Â íàñòîùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíà-
ëèç íåéðîãåííîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ ÊÌ, ïîäêîæíîé ÆÒ è
âûäåëåííûõ èç ìåíñòðóàëüíîé êðîâè ýíäîìåòðèàëüíûõ
ÌÑÊ (ýÌÑÊ) ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï ð î ö å ä ó ð ó ç à á î ð à î á ð à ç ö î â àñïèðàòà ÊÌ è
ïîäêîæíîé ÆÒ ïðîâîäèëè â êëèíèêå ÔÖÑÊÝ
èì. Â. À. Àëìàçîâà (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã); çàáîð îáðàçöîâ
ìåíñòðóàëüíîé êðîâè ïðîèçâîäèëè â Ìåæäóíàðîäíîì
öåíòðå ðåïðîäóêòèâíîé ìåäèöèíû (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòàìè
Õåëüñèíêñêîé äåêëàðàöèè (1989).

Àñïèðàöèþ ÊÌ ïðîâîäèëè â àñåïòè÷åñêîì áîêñå ïîä
ìåñòíîé àíåñòåçèåé ïóòåì îäíîêðàòíîé ïóíêöèè àñïèðà-
öèîííîé èãëîé (13G èëè 14G) èç ïîäâçäîøíîé êîñòè èëè
ðóêîÿòêè ãðóäèíû; îáùèé îáúåì àñïèðàòà ÊÌ ñîñòàâëÿë
3.0—6.0 ìë; àíòèêîàãóëÿöèþ ïðîâîäèëè â ãîòîâûõ ïðî-
áèðêàõ (BD Biosciences, ÑØÀ), ñîäåðæàùèõ äèêàëèåâóþ
ñîëü ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû (Ê2-ÝÄÒÀ) â
êîíöåíòðàöèè 1.8 ìã íà 1 ìë ÊÌ. Îáðàçöû òðàíñïîðòèðî-
âàëè â ëàáîðàòîðèþ ïðè 4 °C, âûäåëåíèå êëåòîê íà÷èíàëè
â òå÷åíèå 4 ÷ ïîñëå çàáîðà.

Àñïèðàöèþ ïîäêîæíîé ÆÒ ïðîâîäèëè â àñåïòè÷å-
ñêîì áîêñå ïîä ìåñòíîé àíåñòåçèåé èç ëåâîé îêîëîïóïî÷-
íîé îáëàñòè ïóòåì îäíîêðàòíîé ïóíêöèè òîëñòîé èãëîé
(19G); îáùèé îáúåì àñïèðàòà ÆÒ ñîñòàâëÿë 0.3—0.5 ìë.
Îáðàçöû òðàíñïîðòèðîâàëè â ëàáîðàòîðèþ ïðè 4 °Ñ, âû-
äåëåíèå êëåòîê íà÷èíàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïîñëå çàáîðà.

Çàáîð ìåíñòðóàëüíîé êðîâè ïðîâîäèëè íà 2-é äåíü
ìåíñòðóàëüíîãî öèêëà. Êðîâü ñîáèðàëè àñïèðàòîðîì Ipas
MVA plus c íàñàäêîé äèàìåòðîì 4 ìì, ââåäåííûì â öåð-
âèêàëüíûé êàíàë äî âíóòðåííåãî çåâà. Â ñðåäíåì îò êàæ-
äîé ïàöèåíòêè ïîëó÷àëè 1.0—2.0 ìë êðîâè. Ïîëó÷åííûé
îáðàçåö ïåðåíîñèëè â ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñ-
òâîð (PBS) (Sigma, ÑØÀ) c äîáàâëåíèåì öèòðàòà íàòðèÿ
è 1 % ñìåñè àíòèáèîòèêà è àíòèìèêîòèêà (ñìåñü ïåíè-
öèëëèíà, ñòðåïòîìèöèíà è àìôîòåðèöèíà) (Sigma, ÑØÀ).
Â ýòîì ðàñòâîðå ïðè 4 °Ñ ìåíñòðóàëüíóþ êðîâü äîñòàâëÿ-
ëè â ëàáîðàòîðèþ â òå÷åíèå 2—4 ÷.

Ï å ð â è ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û Ì Ñ Ê. Îáðàçöû àñïèðàòà
ÊÌ ðàçâîäèëè â 4 ðàçà ñòåðèëüíûì PBS è èñïîëüçîâàëè
äëÿ âûäåëåíèÿ ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê ÊÌ (ÌÊÊÌ) ìå-
òîäîì ñåïàðàöèè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè, ñ ïðèìåíåíèåì
ðåàãåíòà Ficoll-Paque PLUS (Amersham, ÑØÀ). ÌÊÊÌ
(10—20 ìëí) âûñàæèâàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû è êó-
ëüòèâèðîâàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (5 % ÑÎ2, 37 °Ñ)
ñíà÷àëà (1—2 ïàññàæà) â ïèòàòåëüíîé ñðåäå àëüôà-ÌÅÌ
(Áèîëîò, Ðîññèÿ), à çàòåì â DMEM/F12 (Invitrogen, ÑØÀ),
ñîäåðæàùåé 10 % îïòèìèçèðîâàííîé äëÿ ÌÑÊ ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (FBS; HyClone, ÑØÀ), 1 %
ñìåñè àíòèáèîòèêîâ (ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà) è
1 % ãëóòàìàêñà (Invitrogen, ÑØÀ). Íåàäãåçèâíûå êëåòêè
îòìûâàëè ÷åðåç 48 ÷; ïàññàæè ÌÑÊ ÊÌ ïðîâîäèëè ïî äî-
ñòèæåíèþ ñóáêîíôëþýíòíîñòè, èñïîëüçóÿ 0.05 % ðàñòâî-
ðà òðèïñèíà è ÝÄÒÀ (Invitrogen, ÑØÀ).

Îáðàçåö àñïèðàòà ÆÒ îòìûâàëè îò âèäèìûõ ñãóñòêîâ
êðîâè ñòåðèëüíûì ñáàëàíñèðîâàííîì ñîëåâûì ðàñòâîðîì
Õåíêñà (HBSS; Áèîëîò, Ðîññèÿ) è ìåõàíè÷åñêè äèññîöèè-
ðîâàëè. Ýíçèìàòè÷åñêóþ äèññîöèàöèþ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñòåðèëüíîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíàçû III
(5 ìã/ìë) (Worthington, ÑØÀ) íà ñòåðèëüíîì HBSS â òå-
÷åíèå 20—30 ìèí. Ïîñëå íåéòðàëèçàöèè êîëëàãåíàçû
10%-íîé FBS âñå êëåòêè âûñàæèâàëè â êóëüòóðàëüíûå
ôëàêîíû è êóëüòèâèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå äëÿ ÌÑÊ
ÊÌ.

Îáðàçåö ìåíñòðóàëüíîé êðîâè â ðàñòâîðå öåíòðèôó-
ãèðîâàëè. Îñàäîê, ñîäåðæàùèé ôðàãìåíòû ýíäîìåòðèÿ,
ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS, ñîäåðæàùåì 10 % ñìåñè àíòè-
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áèîòèêà è àíòèìèêîòèêà, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè 37 °Ñ. Ïîâòîðíî îòöåíòðèôóãèðîâàííûå êëåòêè ïåðå-
íîñèëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû Ò25 (Fisher Scientific,
ÑØÀ). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ àäãåçèâíîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12, ñîäåðæàùåé
10 % FBS, 1 % ñìåñè àíòèáèîòèêà è àíòèìèêîòèêà è 1 %
ãëóòàìàêñà. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëî-
âèÿõ â òå÷åíèå 3—7 ñóò, ìåíÿÿ ñðåäó íåñêîëüêî ðàç. Ïî-
ëó÷åííóþ àäãåçèâíóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê (4—9 ìëí) ïå-
ðåñåâàëè ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà è
EDTA 2 ðàçà â íåäåëþ â ñîîòíîøåíèè 1 : 3.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô î ò î ì å ò ð è ÿ. Ñóñïåíçèþ îäè-
íî÷íûõ êëåòîê ÌÑÊ ïîëó÷àëè ïðè ïîìîùè 0.05%-íîãî
òðèïñèíà è EDTA. Êëåòêè (1 ìëí/ìë) ðåñóñïåíäèðîâàëè â
ðàñòâîðå PBS, ñîäåðæàùåì 5 % FBS. Äëÿ àíàëèçà èñïîëü-
çîâàëè àíòèòåëà ê Ìàðêåðàì CD9, CD14, CD34, CD44,
CD45, CD90, CD11a, CD13, CD19, CD29, CD73, CD105,
CD117, CD146, HLA-DR, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôèêîýðèò-
ðèíîì (PE), èëè ñ ôëóîðåñöåèíèçîöèàíàòîì (FITC), èëè ñ
àëëîôèêîöèàíèíîì (APC) (Becton-Dickinson BioSciences,
ÑØÀ). Èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ
ýÌÑÊ íà ïîâåðõíîñòíûå CD-Ìàðêåðû ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîòî÷íûõ öèòîôëóîìåòðîâ Epics XL (Beck-
man Coulter, ÑØÀ) è BD FACS Calibur ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ CELLQuest.

Í å é ð à ë ü í à ÿ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à Ì Ñ Ê i n
v i t r o. ÌÑÊ äèññîöèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî
òðèïñèíà è EDTA è ïåðåñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåò-
ðàìè 35 (ïî 100 òûñ. êëåòîê) è 60 (ïî 300 òûñ. êëåòîê) ìì
ñ ïîêðîâíûìè ñòåêëàìè, ïîêðûòûìè ìàòðèãåëåì (Matri-
gel; BD Bioscience, ÑØÀ) èëè ëàìèíèíîì (50 ìêã/ìë)
(Sigma, ÑØÀ). Äëÿ èíäóêöèè íåéðàëüíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè èñïîëüçîâàëè äâà ïðîòîêîëà.

Ñîãëàñíî ïðîòîêîëó 1, íà ñëåäóþùèé äåíü ðîñòîâóþ
ñðåäó â ÷àøêàõ ìåíÿëè íà äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ áåññû-
âîðîòî÷íóþ ñðåäó, ñîñòîÿùóþ èç DMEM/F12, 1 % ñìåñè
àíòèáèîòèêà è àíòèìèêîòèêà, 1 % ãëóòàìàêñà, 1 % ðåà-
ãåíòà B27 (B27 supplement; Gibco, ÑØÀ), 1 % ðåàãåíòà
N2 (N2 supplement; Gibco, ÑØÀ), 25 íã/ìë ðåêîìáèíàíò-
íîãî îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà
(bFGF; BD Bioscience, ÑØÀ) è 25 íã/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî
ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà ÷åëîâåêà (EGF; CALBIO-
CHEM, ÑØÀ). ×åðåç 2 ñóò, íå ìåíÿÿ ñðåäó, â íåå äîáàâ-
ëÿëè 1 ìêÌ ðåòèíîåâîé êèñëîòû (RA; Sigma, ÑØÀ) è
0.25 ìÌ èçîáóòèë-ìåòèëêñàíòèíà (IBMX; Sigma, ÑØÀ)
íà 1—2 ñóò äëÿ ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ è íà 4 ñóò äëÿ ýÌÑÊ. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè íåéðàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè äëÿ ðàçëè÷íûõ ÌÑÊ ýêñïåðèìåíòû
ïðîâîäèëè êàê ñ ïðåäâàðèòåëüíûì èíêóáèðîâàíèåì êëå-
òîê ñ 10 ìêã/ìë 5-àçàöèòèäèíà â ðîñòîâîé ñðåäå â òå÷åíèå
2 ñóò, òàê è áåç äîáàâëåíèÿ ðåòèíîåâîé êèñëîòû.

Ñîãëàñíî ïðîòîêîëó 2, ðîñòîâóþ ñðåäó â ÷àøêàõ ÷å-
ðåç 1 ñóò çàìåíÿëè íà äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ, ñîñòîÿùóþ
èç DMEM/F12, 1 % ñìåñè àíòèáèîòèêà è àíòèìèêîòèêà,
1 % ãëóòàìàêñà, 1 % ðåàãåíòà B27, 1 % ðåàãåíòà N2,
250 íã/ìë SHH (sonic hedgehog, R@D, ÑØÀ), 50 íã/ìë
bFGF è 100 íã/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà 8 (FGF8; R@D, ÑØÀ). ×åðåç 2 ñóò
èíêóáàöèè áåç ñìåíû ñðåäû â íåå äîáàâëÿëè 1 ìêÌ RA è
0.25 ìÌ IBMX íà 1—2 ñóò äëÿ ÌÑÊ ÊÌ è íà 4 ñóò äëÿ
ýÌÑÊ.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Ôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâà-
íèå àíòèãåíîâ íåñòèíà, áåòà-III-òóáóëèíà, ïðîìåæóòî÷-
íûõ íåéðîíàëüíûõ ôèëàìåíòîâ (NF-H), íåéðîíàëüíûõ
ÿäåð (NeuN), ãëèàëüíîãî êèñëîãî ôèáðèëëÿðíîãî áåëêà

(GFAP) è âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ ìèêðîòóáî÷êàìè áåëêà
MAP2 ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà, ïåð-
ìåàáèëèçîâûâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100
(Merk, ÑØÀ). Íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå áëîêèðîâà-
ëè, èñïîëüçóÿ 1%-íûé ðàñòâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà (BSA; Sigma, ÑØÀ) è 5%-íûé ðàñòâîð êîçüåé
ñûâîðîòêè (Sigma, ÑØÀ) íà PBS, â òå÷åíèå 30 ìèí. Èñ-
ïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðî-
òèâ áåòà-III-òóáóëèíà â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 (Chemicon,
ÑØÀ), ïðîòèâ NF-H (Abcam, ÑØÀ), Neun (Millipore,
ÑØÀ) è MAP2 (Millipore, ÑØÀ) â ñîîòíîøåíèè 1 : 100, à
òàêæå êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ íåñòè-
íà (1 : 100; Chemicon, ÑØÀ), áåòà-III-òóáóëèíà (1 : 100;
Sigma, ÑØÀ) è GFAP (1 : 100; Abcam, ÑØÀ). Êëåòêè
ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè èíêóáèðîâàëè íå ìåíåå 12 ÷ (íî÷ü)
ïðè 4 °Ñ. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè
àíòèìûøèíûå èììóíîãëîáóëèíû îò êîìïàíèè Jack-
son Immunoresearch (ÑØÀ), Dylight 488 (1 : 400), CY3
(1 : 300) (Chemicon, ÑØÀ) èëè êîçüè àíòèêðîëè÷üè àíòè-
òåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ CY2 (1 : 300). ßäðà îêðàøèâàëè
ðàñòâîðîì DAPI (Merk, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë.
Ãîòîâûå ïîêðîâíûå ñòåêëà çàëèâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì
ïðîïèëãàëàòà è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
Axiovert 200M (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è êàìåðû Lieca DFC
420C (Ãåðìàíèÿ), à òàêæå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ñêà-
íèðóþùåãî ìèêðîñêîïà Leica TCS CL (Ãåðìàíèÿ). Äëÿ
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãå-
íà SSEA-4 æèâûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ìûøèíûìè ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ SSEA-4 (Chemicon,
ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 50 â òå÷åíèå 30—40 ìèí. Çàòåì
êëåòêè ôèêñèðîâàëè 15 ìèí 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëü-
äåãèäà (Sigma, ÑØÀ) íà PBS. Íåñâÿçàâøèåñÿ àíòèòåëà
îòìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1%-íûé Twe-
en-20, è áëîêèðîâàëè îò íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ
1%-íûì ðàñòâîðîì BSA. Äàëåå ñëåäîâàëè âûøåóêàçàííî-
ìó ïðîòîêîëó.

Îïðåäåëåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ñ ïîìîùüþ
ï î ë è ì å ð à ç í î é ö å ï í î é ð å à ê ö è è (Ï Ö Ð). Äëÿ àíà-
ëèçà ãåííîé ýêñïðåññèè òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ñèñòåìû RNAeàsy Micro Kit (QIAGEN, ÑØÀ) ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñèíòåç êÄÍÊ
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 500 íã òîòàëüíîé ÐÍÊ ïðè
ïîìîùè ñèñòåìû RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, Ëèòâà) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêî-
ìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñïåöèôè÷íûå ãåíû
áûëè àìïëèôèöèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèìåðàçû
Taq DNA polymerase (Fermentas, Ëèòâà) íà àìïëèôèêàòî-
ðå Cyclo Temp (ÑÒÌ, Ðîññèÿ) ïî ñëåäóþùåé ïðîãðàììå:
ãîðÿ÷èé ñòàðò — äåíàòóðàöèÿ ïðè 93 °Ñ â òå÷åíèå 3 ìèí,
îòæèã ïðàéìåðîâ ïðè 56—70 °Ñ â òå÷åíèå 2 ìèí, óäëèíå-
íèå öåïè ïðè 72 °Ñ â òå÷åíèå 1.5 ìèí, çàòåì 26—40 öèê-
ëîâ: äåíàòóðàöèÿ ïðè 93 °Ñ 45 ñ; îòæèã ïðàéìåðîâ ïðè
56—70 °Ñ 1 ìèí; óäëèíåíèå öåïè ïðè 72 °Ñ â òå÷åíèå
1.5 ìèí; çàâåðøàþùåå óäëèíåíèå öåïè — 72 °Ñ, 10 ìèí.
Äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ãåíîâ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþ-
ùèå ïðàéìåðû. NeuN: ïðÿìîé 5RTTTAACGAGCGGGGC-
TCCAAG3R è îáðàòíûé 5RTTCATGGTCCGAGAAGGAA-
ACG3R, òåìïåðàòóðà îòæèãà 65 °Ñ (ðàçìåð ïðîäóêòà àì-
ïëèôèêàöèè 578 ï. í.); ß-III-tubulin: ïðÿìîé
5RGGATTCGGTCCTGGATGTGG 3R è îáðàòíûé 5RAAGC-
CGGGCATGAAGAAGTG3R, òåìïåðàòóðà îòæèãà 61 °Ñ
(471 ï. í.); MAP2: ïðÿìîé 5RGGGAAGAGTGGTACCT-
CAACA3R è îáðàòíûé 5RTTGGCTGTCAATCTTGACAT3R,
òåìïåðàòóðà îòæèãà 61 °Ñ (525 ï. í.).; NF-H: ïðÿìîé
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5RGAAAAGCACCAAGGACTCAC3R è îáðàòíûé 5RGGTG-
ACTTTGCCTCTTCCTT3R, òåìïåðàòóðà îòæèãà 57 °Ñ (576
ï. í.); GFAP: ïðÿìîé 5’GTGGTACCGCTCCAAGTTTG-
CAG3R è îáðàòíûé 5RAATGGTGATCCGGTTCTCCTC3R,
òåìïåðàòóðà îòæèãà 65 °Ñ (373 ï. í.); íåéðîòðîôèí-3
(NT-3): ïðÿìîé 5RTACGCGGAGCATAAGAGTCAC3R è
îáðàòíûé 5RGGCACACACACAGGACGTGTC3R, òåìïåðà-
òóðà îòæèãà 65 °Ñ (333 ï. í.); íåéðîòðîôèí-4 (NT-4): ïðÿ-
ìîé 5RCTTTCGGGAGTCAGCAGGTGC3R è îáðàòíûé
5RCAGGCAGTGTCAATTCGAATCC3R, òåìïåðàòóðà îò-
æèãà 65°Ñ (399 ï. í.).

Â êà÷åñòâå êîëè÷åñòâåííîãî êîíòðîëÿ ÐÍÊ è èñêëþ-
÷åíèÿ êîíòàìèíàöèè ÄÍÊ â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè èñïîëüçîâàëè ãåí ß-actin: ïðÿìîé ïðàéìåð
5RGCCGAGCGGGAAATCGTGCGT3R è îáðàòíûé 5RCGG-
TGGACGATGGAGGGGCCG3R, òåìïåðàòóðà îòæèãà
70 °Ñ (507 ï. í.).

Ýëåêòðîôîðåç àìïëèôèöèðîâàííîãî ïðîäóêòà ïðîâî-
äèëè â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì áóôåð ÒÀÅ ñ
áðîìèñòûì ýòèäèåì (Sigma, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå ìàðêåðà
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû èñïîëüçîâàëè 100 Kb DNA ladder
(Gibco, ÑØÀ). Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè â óëüòðàôèîëå-
òîâîì ñâåòå (äëèíà âîëíû 302 íì) ïðè ïîìîùè ïðèáîðà
Transilluminator, ðåãèñòðèðóÿ èçîáðàæåíèÿ öèôðîâîé ôî-
òîêàìåðîé Canon.

Â û ÿ â ë å í è å ñ è í ò å ç à í å é ð î ò ð î ô è ÷ å ñ ê î ã î
ô à ê ò î ð à ã î ë î â í î ã î ì î ç ã à (B D N F) â ä è ô ô å -
ð å í ö è ð î â à í í û õ Ì Ñ Ê ì å ò î ä î ì E L I S A. Èììó-
íîôåðìåíòíûé àíàëèç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû íåéðàëü-
íî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ íà-
áîð ðåàãåíòîâ DuoSet ELISA Development System for
human BDNF (R&D systems, ÑØÀ). Ïðîòîêîë ñîãëàñíî
ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ñîñòîÿë â ñëåäóþ-
ùåì: íà ïîäãîòîâëåííûå 96-ëóíî÷íûå ïëàòû íàíîñèëè
ñòàíäàðòíûé ðåêîìáèíàíòíûé ôàêòîð BDNF ÷åëîâåêà â
êà÷åñòâå ïîçèòèâíîãî êîíòðîëÿ è ñóïåðíàòàíò êëåòîê äî è
ïîñëå äèôôåðåíöèðîâêè in vitro. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷å-
íèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äîáàâëÿëè áèîòèíè-
ëèðîâàííûå àíòèòåëà ïðîòèâ BDNF ÷åëîâåêà è âûäåðæè-
âàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ ñâÿçàâøèõñÿ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ñòðåïòàâèäèí,

êîíúþãèðîâàííûé ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ñóáñòðàòîì ðå-
àêöèè ñëóæèë ðàñòâîð òåòðàìåòèëáåíçèäèíà â ñìåñè ñ ïå-
ðåêèñüþ. Íà êàæäîì ýòàïå îáðàáîòêè ëóíêè ïðîìûâàëè
3 ðàçà 0.05%-íûì ðàñòâîðîì Tween-20 íà PBS. Öâåòíóþ
ðåàêöèþ ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èçìåðåíèÿ îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà ïðè äëèíå âîëíû 450 íì íà èì-
ìóíîõèìè÷åñêîì àíàëèçàòîðå ÔËÓÎÐÎÔÎÒ (Ãåðìàíèÿ).
Âñå èçìåðåíèÿ áûëè ïðîâåäåíû â äâóõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Çàìåñòèòåëüíàÿ è âîññòàíîâèòåëüíàÿ êëåòî÷íàÿ òåðà-
ïèÿ èìååò øèðîêèå ïåðñïåêòèâû â ëå÷åíèè ìíîãèõ çàáî-
ëåâàíèé. Ïðèìåíåíèå àóòîëîãè÷íûõ ÌÑÊ âçðîñëûõ íå
ñâÿçàíî ñ ýòè÷åñêèìè çàòðóäíåíèÿìè, à òàêæå ñíèìàåò
ðèñê òóìîðîãåííîñòè (Murphy et al., 2008) è èììóííîãî
îòòîðæåíèÿ, îãðàíè÷èâàþùèõ êëèíè÷åñêîå èñïîëüçîâà-
íèå ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Èçó÷åíèåì ÌÑÊ êàê àëüòåðíàòèâíîãî
èñòî÷íèêà ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðà-
òèâíûõ çàáîëåâàíèé, ñòàëè çàíèìàòüñÿ äîñòàòî÷íî äàâíî
(Woodbury et al., 2002; Jori et al., 2005). Ê íàñòîÿùåìó
âðåìåíè îïèñàíî íåñêîëüêî ýôôåêòèâíûõ ïðîòîêîëîâ
íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ in vitro (Blondheim
et al., 2006; Borlongan et al., 2010; Jang et al., 2010), â òîì
÷èñëå îñíîâàííûõ íà ïðèìåíåíèè 5-àçàöèòèäèíà (Kang
et al., 2003; Lee, Yoon, 2008) è ìîðôîãåíà SHH ñîâìåñòíî
c ðîñòîâûì ôàêòîðîì FGF8 (Long et al., 2005; Trzaska
et al., 2007). Îäíàêî íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì
îïûòîì ñèñòåìàòè÷åñêîãî àíàëèçà íåéðîãåííîãî ïîòåí-
öèàëà òðåõ òèïîâ ÌÑÊ ÷åëîâåêà: â ðàáîòå ñõîäíîãî äè-
çàéíà (Zhang et al., 2012) ñðàâíèâàëè ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ, íî
íå ýÌÑÊ.

È í ä å í ò è ô è ê à ö è ÿ è ô å í î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à -
ë è ç â û ä å ë å í í û õ Ì Ñ Ê ÷ å ë î â å ê à. Èììóíîôåíî-
òèï ÌÑÊ áûë îõàðàêòåðèçîâàí â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåí-
äàöèÿìè Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè
(ISCT) (Dominici et al., 2006). ×òîáû ïîäòâåðäèòü, ÷òî âû-
äåëåííûå íàìè èç ÊÌ, ïîäêîæíîé ÆÒ è òêàíè ýíäîìåò-
ðèÿ ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîïóëÿ-
öèè ÌÑÊ, àíàëèçèðîâàëè ñîäåðæàíèå ïîâåðõíîñòíûõ
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Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ
äëÿ ýÌÑÊ è ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ

Ïîâåðõíîñòíûé
ìàðêåð

Äîëÿ ìàðêåðà, %

ÌÑÊ ÊÌ ÌÑÊ ÆÒ ýÌÑÊ

CD9 ÍÈ ÍÈ 98.00 � 1.20

CD13 » » 99.75 � 0.15

C29 » » 99.90 � 0.10

CB44 » » 99.60 � 0.10

CD73 66.64 � 19.50 34.27 � 19.42 99.90 � 0.10

CD90 72.64 � 17.20 57.94 � 22.66 95.35 � 1.35

CD105 59.21 � 17.00 96.22 � 3.59 99.80 � 0.10

CD146 20.96 � 14.04 21.33 � 8.81 94.45 � 0.45

CB11a ÍÈ ÍÈ 3.32 � 2.76

CD19 4.03 � 0.10 » 0.28 � 0.10

CD34 2.35 � 0.10 0.55 � 0.10 0.22 � 0.20

CD45 0.07 � 0.10 0.47 � 0.10 0.80 � 0.10

CD117 ÍÈ ÍÈ 3.73 � 2.91

HLA-DR » » 0.93 � 0.47

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÍÈ — íå èçìåðÿëè.



ìàðêåðîâ ÌÑÊ ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôîòîìåòðèè. Â
ïðèâåäåííîé âûøå òàáëèöå îòðàæåí êîëè÷åñòâåííûé
àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ äëÿ ýÌÑÊ è
ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ. Òàê, âûäåëåííûå ýÌÑÊ ýêñïðåññèðóþò
òàêèå ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû, êàê ÑD9, CD13, CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, è íå ýêñïðåññèðóþò
ãåìîïîýòè÷åñêèå ìàðêåðû CD11a, CD19, ÑD 34, CD45,
CD117 è HLA-DR (êëàññà II), à ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ ýêñïðåññè-
ðóþò CD105, CD73 è CD90 è íå ýêñïðåññèðóþò CD45,
CD34 è CD14. Ýòè ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò íå òîëüêî ñ êðè-
òåðèÿìè ISCT äëÿ ôåíîòèïèðîâàíèÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà ïî ýê-
ñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, íî è ñ ìíîãî÷èñëåí-
íûìè ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé (Pettinger
et al., 1999; Buhring et al., 2007; Gargett, Masuda, 2010; Hu-
sein, Thiemermann, 2010). Ìîðôîëîãè÷åñêè âñå âûäå-
ëåííûå ÌÑÊ ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ìîíîñëîé ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûõ êëåòîê ñ õàðàêòåðíûìè êðóãîâûìè çàâèõðå-
íèÿìè.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç âñåõ ïîëó-
÷åííûõ êóëüòóð ÌÑÊ ïîêàçàë ôåíîòèïè÷åñêóþ ýêñïðåñ-
ñèþ (îêîëî 70 %) ìàðêåðà ìóëüòèïîòåíòíîñòè SSEA-4
(ðèñ. 1, ÊÌ à, ÆÒ à è ýÌÑÊ à), ìàðêåðà ðàííèõ íåéðîíà-
ëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ íåñòèíà (ðèñ. 1, ÊÌ á, ÆÒ á è
ýÌÑÊ á), à òàêæå ìàðêåðà ïîçäíèõ íåéðîíàëüíûõ ïðåä-
øåñòâåííèêîâ áåòà-III-òóáóëèíà (ðèñ. 1, ÊÌ â, ÆÒ â è
ýÌÑÊ â). Ýêñïðåññèÿ àíòèãåíà SSEA-4 õàðàêòåðíà äëÿ
ÝÑÊ. Íî â îòëè÷èå îò ðàâíîìåðíîãî åãî ðàñïðåäåëåíèÿ
ïî ìåìáðàíå ÝÑÊ ëîêàëèçàöèÿ ýòîãî ïîâåðõíîñòíîãî àí-
òèãåíà ó ÌÑÊ ñîñðåäîòî÷åíà â ìåñòàõ ôîêàëüíûõ êîíòàê-

òîâ. Ðàíåå óæå áûëà ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ýòîãî ìàðêåðà
ìóëüòèïîòåíòíîñòè äëÿ ÌÑÊ ÊÌ (Gang et al., 2007) è ÆÒ
(Riekstina et al., 2009) è äëÿ ýÌÑÊ (Patel et al., 2008; Çå-
ìåëüêî è äð., 2011).

Â 2006 ã. äëÿ ÌÑÊ ÊÌ ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ 12 íåéðî-
íàëüíûõ ãåíîâ (âêëþ÷àÿ ìàðêåð ðàííèõ íåéðîíàëüíûõ
ïðåäøåñòâåííèêîâ íåñòèí), 8 äîôàìèíåðãè÷åñêèõ ãåíîâ
è 11 íåéðîíàëüíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ åùå äî
âñòóïëåíèÿ ýòèõ êëåòîê â íåéðîãåíåç (Blondheim et al.,
2006). Ïîçæå îáíàðóæèëè ýêñïðåññèþ íåñòèíà è â ÌÑÊ
ïëàöåíòû (Chen et al., 2008), èììóíîôëóîðåñöåíòíîå
îêðàøèâàíèå ìàðêåðà ýêòîäåðìû áåòà-III-òóáóëèíà â
ÌÑÊ ïóïîâèííîé êðîâè (Zwart et al., 2008) è ýêñïðåññèþ
ýòèõ äâóõ ìàðêåðîâ â ýÌÑÊ (Çåìåëüêî è äð., 2011). Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ïóòåì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî è
ÏÖÐ-àíàëèçà (ðèñ. 3, à—â) âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòó-
ðû ÌÑÊ ÊÌ, ÆÒ è ýÌÑÊ îäèíàêîâî ýêñïðåññèðóþò íå
òîëüêî ìàðêåð ðàííèõ íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ
íåñòèí, íî è ìàðêåð ïîçäíèõ íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ áåòà-III-òóáóëèí. Òàêèì îáðàçîì, íà íàø âçãëÿä,
íåïðàâîìî÷íî ðàññìàòðèâàòü ýòè àíòèãåíû â êà÷åñòâå
ìàðêåðîâ íåéðàëüíîé èíäóêöèè â ÌÑÊ.

Â êóëüòóðàõ ÌÑÊ èç ÆÒ (íî íå èç ÊÌ) è ýÌÑÊ ìû
òàêæå âûÿâèëè ýêñïðåññèþ îäèíî÷íûìè êëåòêàìè àíòè-
ãåíà ïðîìåæóòî÷íûõ íåéðîíàëüíûõ ôèëàìåíòîâ (NF-H)
(ðèñ. 1, ÆÒ ã ýÌÑÊ ã ñîîòâåòñòâåííî). Â äðóãîé ðàáîòå
àâòîðû (Blondheim et al., 2006) ïîêàçûâàëè íåáîëüøîé
óðîâåíü ýêñïðåññèè NF-H â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÌÑÊ èç ÊÌ, õîòÿ â äàííîì èññëåäîâàíèè ìû ýòîãî íå

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç íåéðîãåííîãî ïîòåíöèàëà ÌÑÊ ÷åëîâåêà 105

Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ ôåíîòèïè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ), ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè (ÆÒ) è ýíäîìåòðèÿ (ýÌÑÊ).

à—â — ìàðêåðû SSEA-4, íåñòèí è áåòà-III-òóáóëèí ñîîòâåòñòâåííî; ã — ýêñïðåññèÿ àíòèãåíà ïðîìåæóòî÷íûõ íåéðîíàëüíûõ ôèëàìåíòîâ (NF-H).
Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: ÊÌ — 25 (à, â) è 15 (á) ìêì; ÆÒ — 25 (à, â, ã) è 15 (á) ìêì; ýÌÑÊ — 25 (à, â) è 15 (á, ã) ìêì.
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ïîäòâåðäèëè. Õàðàêòåðíàÿ ôåíîòèïè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ
ìàðêåðà SSEA-4 è àíòèãåíîâ íåñòèíà è áåòà-III-òóáóëèíà
â öèòîñêåëåòå ÌÑÊ ñâèäåòåëüñòâóåò îá èõ ìóëüòèïîòåíò-
íîé ïëàñòè÷íîñòè è ïðåäðàñïîëîæåííîñòè ê íåéðàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêå.

Ä ë ÿ è í ä ó ê ö è è í å é ð à ë ü í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è ïîëó÷åííûõ êóëüòóð ÌÑÊ èñïîëüçîâàëè òàêèå
àãåíòû, êàê 5-àçàöèòèäèí (õèìè÷åñêîå ñîåäèíåíèå, âûçû-
âàþùåå äåìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ), bFGF, EGF, SHH, FGF8,
RA è IBMX, èñïîëüçîâàííûå íàìè â äâóõ ïðîòîêîëàõ ýê-
ñïåðèìåíòîâ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Ïðè-
ìåíÿÿ ðàçëè÷íûå ïðîòîêîëû â çàâèñèìîñòè îò èñòî÷íèêà
ïðîèñõîæäåíèÿ ÌÑÊ è â ïðåäåëàõ îäíîãî òèïà ÌÑÊ êëå-
òîê, ìû îöåíèâàëè ýôôåêòèâíîñòü íåéðàëüíîé èíäóêöèè
íà îñíîâå ïîâûøåíèÿ òðàíñêðèïöèè ìàðêåðíûõ ãåíîâ è
ìàðêåðíûõ áåëêîâ, òàêèõ êàê MAP2, GFAP, NF-H è
NeuN. Êðîìå òîãî, àíàëèçèðîâàëè ñåêðåöèþ íåéðàëü-
íî-äèôôåðåíöèðîâàííûìè ÌÑÊ òàêèõ íåéðîòðîôè÷å-
ñêèõ ôàêòîðîâ, êàê BDNF (ïî èììóíîôëóîðåñöåíöèè),
íåéðîòðîôèí-3 è íåéðîòðîôèí-4 (ìåòîäîì ÏÖÐ). Â êà-
÷åñòâå êëåòî÷íîãî ñóáñòðàòà äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ
èñïîëüçîâàëè ìàòðèãåëü è ëàìèíèí.

Ñòèìóëèðîâàíèå íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè âî
âñåõ òèïàõ ÌÑÊ ïðèâîäèëî ê ïîñòåïåííîìó èçìåíåíèþ
ìîðôîëîãèè ÷àñòè êëåòîê, òåëî ó êîòîðûõ ñòàíîâèëîñü
áîëåå êîìïàêòíûì ñ ïîÿâëåíèåì äëèííûõ òîíêèõ îòðîñò-
êîâ. Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè ñ ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé íà
íåéðàëüíóþ äëÿ ÌÑÊ ÊÌ, ÆÒ è ýÌÑÊ îòðàæåíî íà
ðèñ. 2, à—â. Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè,
÷òî íàèáîëåå ýôôåêòèâíàÿ íåéðàëüíàÿ èíäóêöèÿ â ÌÑÊ
ÊÌ ïðîõîäèò áåç ó÷àñòèÿ RA ñ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðà-
áîòêîé 5-àçàöèòèäèíîì (ïðîòîêîë 1) (ðèñ. 3, à). Äîñòà-
òî÷íî ýôôåêòèâåí è ïðîòîêîë 2, ãäå âàæíûì àãåíòîì
äèôôåðåíöèðîâêè ÿâëÿåòñÿ ìîðôîãåí SHH, ãðàäèåíò êî-
òîðîãî èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðàçâèòèè è îðãàíèçàöèè
ìîçãà ýìáðèîíà ïîçâîíî÷íûõ (Johnson et al., 1994; Liting-
tung, Chiang, 2000; Kolpak et al., 2005). Ñóììàðíàÿ ýêñï-
ðåññèÿ ìàðêåðíûõ áåëêîâ MAP2, GFAP, NF-H è NeuN â
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ ÊÌ ïîêàçàíà íà ðèñ. 2, ÊÌ
ã—æ.

Â îòëè÷èå îò ÌÑÊ ÊÌ äëÿ êëåòîê ÌÑÊ èç ÆÒ è
ýÌÑÊ, îáëàäàþùèõ âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòüþ (Parker, Katz, 2006; Meng et al., 2007), RA, îñîáåí-
íî â ñî÷åòàíèè ñ 5-àçàöèòèäèíîì, ìîæåò ÿâëÿòüñÿ äîïîë-
íèòåëüíûì (ðèñ. 3, á; 2, ÆÒ ã—æ), à äëÿ ýÌÑÊ íåîáõîäè-
ìûì àãåíòîì íåéðàëüíîé èíäóêöèè (ðèñ. 2, ýÌÑÊ ã—è).
Èçâåñòíî, ÷òî RA îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ðàçâèòèå öåíò-
ðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû è ðåãóëèðóåò íåéðàëüíóþ äèô-
ôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ (Bain et al., 1995; Chen et al., 2010). Åå
äåéñòâèå îñíîâàíî íà óñèëåíèè òðàíñêðèïöèè ìíîãèõ
íåéðîí-ñïåöèôè÷åñêèõ ãåíîâ, íåñóùèõ RA-ðåñïîíñèâ-
íûé ýëåìåíò â ïðîìîòîðå ãåíîâ-ìèøåíåé. Âîçìîæíî, ÷òî
RA âìåñòå c IBMX, êîòîðûé âûçûâàåò ïîâûøåíèå âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ öÀÌÔ (Wang et al., 2007), èãðàåò
êëþ÷åâóþ ðîëü â îñòàíîâêå ïðîëèôåðàöèè è íåéðàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêå ýÌÑÊ.

ÏÖÐ-àíàëèç ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ãåíîâ è íåéðîòðî-
ôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ âûÿâèë â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ ýêñïðåññèþ MAP2 è NT-3. Ïðè ýòîì èí-
äóêöèÿ íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè â ýòèõ êëåòêàõ âû-
çûâàëà óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè MAP-2, íî ïðàêòè÷åñêè íå
ìåíÿëà óðîâåíü ýêñïðåññèè NT-3 (ðèñ. 3, à, á). Ýêñïðåññèÿ
NT-4 îòñóòñòâîâàëà. Â îòëè÷èå îò ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ íåé-
ðàëüíàÿ èíäóêöèÿ â êóëüòóðå ýÌÑÊ ñòèìóëèðîâàëà ýêñ-
ïðåññèþ NT-4, îñîáåííî íà ëàìèíèíå â êà÷åñòâå ïîäëîæ-
êè (ðèñ. 3, â).

Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû
íåéðàëüíî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ äëÿ âûÿâëåíèÿ
ñèíòåçà ôàêòîðà ãîëîâíîãî ìîçãà BDNF ñâèäåòåëüñòâîâàë
î òîì, ÷òî êëåòêè ðàçíûõ òèïîâ èìåþò ðàçëè÷íûé áàçàëü-
íûé óðîâåíü ñèíòåçà ýòîãî ôàêòîðà. Â êóëüòóðå ÌÑÊ ÊÌ
ñèíòåç BDNF íå áûë îáíàðóæåí, ÌÑÊ ÆÒ â êóëüòóðå ýê-
ñïðåññèðîâàëè íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî BDNF, ÷òî
ñîâïàäàåò ñ äðóãèìè äàííûìè (Zhang et al., 2012), à
ýÌÑÊ ýêñïðåññèðîâàëè äîñòàòî÷íî âûñîêîå êîëè÷åñòâî
BDNF â êîíòðîëå. Òàê êàê èñõîäíûå ìåçåíõèìíûå êëåòêè
ÊÌ è ÆÒ íå ñåêðåòèðîâàëè (èëè íåçíà÷èòåëüíî ñåêðåòè-
ðîâàëè) BDNF, äëÿ èçó÷åíèÿ èíäóêöèè BDNF àíàëèçèðî-
âàëè ñðåäó äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ, ïðåä-
âàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ 5-àçàöèòèäèíîì. ýÌÑÊ, íà
íàø âçãëÿä, íå òðåáîâàëè ïðåäâàðèòåëüíîãî äåìåòèëèðî-
âàíèÿ ïðè äèôôåðåíöèðîâêå. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ èíäóê-
öèè ñåêðåöèè BDNF â ïðîöåññå íàïðàâëåííîé íåéðàëü-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè ïîêàçàë, ÷òî âñå òðè òèïà ÌÑÊ
èìåþò ïîòåíöèàëüíûå âîçìîæíîñòè ïîÿâëåíèÿ èëè
óñèëåíèÿ ñåêðåöèè ýòîãî íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà
(ðèñ. 4). Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç âëèÿíèÿ RA â
êà÷åñòâå èíäóêòîðà äèôôåðåíöèðîâêè ïðèâåë ê çàêëþ÷å-
íèþ (ðèñ. 4) î òîì, ÷òî ïðèñóòñòâèå RA íåîáõîäèìî äëÿ
èíäóêöèè ýÌÑÊ â íåéðàëüíîì íàïðàâëåíèè, òîãäà êàê
äëÿ èíäóêöèè ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ åå ïðèñóòñòâèå íå ÿâëÿåòñÿ
íåîáõîäèìûì. Ïðè÷åì äëÿ óñèëåíèÿ ñåêðåöèè BDNF â
ýÌÑÊ èñïîëüçîâàíèå ëàìèíèíà â êà÷åñòâå ïîäëîæêè
áûëî ðåøàþùèì.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîâîäÿòñÿ àêòèâíûå èññëåäîâà-
íèÿ ðîëè RA â íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå ñòâîëîâûõ
êëåòîê, â òîì ÷èñëå è â ÌÑÊ (Kim et al., 2002; Scintu et al.,
2006), è äàííûå ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà âëèÿíèÿ ýòîãî
ôàêòîðà íà ýôôåêòèâíîñòü íåéðàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè
òðåõ òèïîâ ÌÑÊ ïðåäñòàâëÿþò çíà÷èòåëüíûé èíòåðåñ.
Êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, âêëþ÷àÿ ëàìèíèí,
ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ôàêòîðàìè èíäóêöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå íåéðàëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè (Êîæóõàðîâà et al., 2010; Suri, Schmidt, 2010).
Îäíàêî â íåäàâíåé ðàáîòå (Di Summa et al., 2012) áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ëàìèíèí íå âëèÿåò íà ñåêðåöèþ BDNF â
ÌÑÊ ÆÒ. Ïîëó÷åííûå â íàøåì ñîáñòâåííîì èññëåäîâà-
íèè ðàçíûå îòâåòû ÌÑÊ èç ÊÌ, èç ÆÒ è ýÌÑÊ íà ëàìè-
íèí âíîâü èëëþñòðèðóþò, ÷òî íåéðîãåííûé ïîòåíöèàë
òðåõ ýòèõ òèïîâ ÌÑÊ íåîäèíàêîâ.

Ñóììèðóÿ, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî èçíà÷àëüíî âñå òðè
êóëüòóðû ÌÑÊ îáëàäàþò ìóëüòèïîòåíòíîé ïëàñòè÷-
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Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ (à—â) è ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ â íåéðàëüíî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ èç ÊÌ, ÆÒ è ýÌÑÊ
(ã—è).

à — íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè; á — äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè; â — îêðàñêà íà áåòà-III-òóáóëèí; ã — ýêñïðåññèÿ áåëêà MAP2, âçàèìîäåéñò-
âóþùåãî ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè; ä — ýêñïðåññèÿ ãëèàëüíîãî êèñëîãî ôèáðèëëÿðíîãî áåëêà (GFAP); äëÿ ýÌÑÊ äâîéíîå ìå÷åíèå; GFAP (çåëåíûé) è ÿäðà
(DAPI ãîëóáîé); å — ýêñïðåññèÿ NF-H; æ — ýêñïðåññèÿ áåëêà íåéðîíàëüíûõ ÿäåð (NeuN); ç — äâîéíàÿ îêðàñêà íà áåòà-III-òóáóëèí (çåëåíûé) è MAP2
(êðàñíûé); è — äâîéíàÿ îêðàñêà íà GFAP (çåëåíûé) è áåòà-III-òóáóëèí (êðàñíûé ). Ôàçîâûé êîíòðàñò. Îá. 10� (à, á). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: ÊÌ —
15 (â), 25 (ä, å) è 47.5 (ã, æ) ìêì; ÆÒ — 15 (â, ã), 25 (å) è 47.5 (ä, æ) ìêì; ýÌÑÊ — 25 ìêì. Èñïîëüçîâàëè ïðîòîêîëû 1 è 2 äëÿ ÌÑÊ ÊÌ è ýÌÑÊ è ïðîòî-

êîë 1 äëÿ ÌÑÊ èç ÆÒ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).



íîñòüþ è ïðåäðàñïîëîæåííîñòüþ ê íåéðîãåíåçó, ÷òî âû-
ðàæàåòñÿ â ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè
SSEA-4 è íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ (íåñòèíà è
áåòà-III-òóáóëèíà). Äàëüíåéøèé àíàëèç âûÿâèë íàëè÷èå
òðàíñêðèïöèè ìàðêåðíîãî ãåíà MAP2 è NT-3 â íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ, à â êóëüòóðå ýÌÑÊ —
âûñîêèé áàçàëüíûé óðîâåíü ñèíòåçà BDNF. Ñòèìóëÿöèÿ
íåéðàëüíîé èíäóêöèè òàêèìè àãåíòàìè, êàê 5-àçàöèòè-
äèí, bFGF, EGF, SHH, FGF8, RA è IBMX, âêëþ÷àÿ êîì-
ïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ìàòðèãåëü è ëàìèíèí,
ïîêàçàëà äîïîëíèòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â íåéðîãåííîì ïîòåí-
öèàëå èññëåäîâàííûõ êëåòîê. Òàê, â ÌÑÊ ÊÌ íàèáîëåå
ýôôåêòèâíàÿ íåéðàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ïðîõîäèëà
áåç ó÷àñòèÿ RA ñ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêîé êëåòîê
5-àçàöèòèäèíîì, à äëÿ ýÌÑÊ RA ÿâëÿëàñü íåîáõîäèìûì
àãåíòîì íåéðàëüíîé èíäóêöèè, ñòèìóëèðóÿ òðàíñêðèï-
öèþ NF-4 è óñèëåíèå ñåêðåöèè BDNF. Ïðè ýòîì â ýÌÑÊ
èñïîëüçîâàíèå ëàìèíèíà â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà áûëî ðå-

øàþùèì, à èíêóáèðîâàíèå êëåòîê ñ 5-àçàöèòèäèíîì íåî-
áÿçàòåëüíûì.

Â ñëó÷àå ÌÑÊ ÆÒ RA â ñî÷åòàíèè ñ 5-àçàöèòèäèíîì
âûçûâàëà àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè MAP2, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ
ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Ëîïàòèíà è äð., 2008), íî óìåíü-
øàëà ñåêðåöèþ BDNF. Òàêèì îáðàçîì, âëèÿíèå RA
íà íåéðàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ ÆÒ ÿâëÿåòñÿ
íåîäíîçíà÷íûì è òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé
íàðÿäó ñ èçó÷åíèåì ñèãíàëüíûõ ïóòåé åå äåéñòâèÿ íà
ÌÑÊ.

Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîé ãèïîòåçîé òåðàïåâòè÷å-
ñêîãî ýôôåêòà òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ ïà-
ðàêðèííûé ìåõàíèçì, ñîãëàñíî êîòîðîìó òðàíñïëàíòèðî-
âàííûå êëåòêè âûñâîáîæäàþò ôàêòîðû, ñïîñîáñòâóþùèå
ðåïàðàöèè ïîâðåæäåííîé òêàíè. BDNF ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ñàìûõ àêòèâíûõ íåéðîòðîôèíîâ, êîòîðûé ïîääåðæèâàåò
æèçíåñïîñîáíîñòü ñóùåñòâóþùèõ íåéðîíîâ è ñïîñîáñò-
âóåò ðîñòó è äèôôåðåíöèðîâêå íîâûõ íåéðîíîâ è ñèíàï-
ñîâ (Acheson et al., 1995; Zigova et al., 1998; Huang et al.,
2001). Âûñîêèé áàçàëüíûé óðîâåíü ñèíòåçà BDNF â êóëü-
òóðå ýÌÑÊ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè íàðÿäó ñ âûñîêîé ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ è íåèíâàçèâíûì ìåòîäîì âû-
äåëåíèÿ ýòèõ êëåòîê ñëóæèò âåñîìûì àðãóìåíòîì äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ïðåäðàñïîëîæåííûõ ê íåéðîãåíåçó èíòàêòíûõ
ýÌÑÊ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà êëåòî÷íîé òåðàïèè äëÿ âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ íåðâíîé òêàíè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ è ñîöèàëüíîãî ðàçâèòèÿ ÐÔ
(Ãîñêîíòðàêò ¹ Ê-32-ÍÈÐ/111-3) â ðàìêàõ ïðîãðàììû
Ñîþçíîãî ãîñóäàðñòâà «Ñòâîëîâûå êëåòêè».
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Ðèñ. 4. Ñåêðåöèÿ íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà ãîëîâíîãî ìîçãà
(BDNF ) â äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ ÊÌ (÷åðíûå ñòîëáöû),
ÌÑÊ ÆÒ (ñåðûå ñòîëáöû) è ýÌÑÊ (çàøòðèõîâàííûå ñòîëá-

öû).

Ïî âåðòèêàëè: îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî BDNF, ïã íà 1 ìêã ÐÍÊ.
Èñïîëüçîâàëè ïðîòîêîë 1.

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ íåéðàëüíûõ ãåíîâ â êîíòðîëüíûõ è äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÑÊ ÊÌ (à), ÌÑÊ ÆÒ (á) è ýÌÑÊ (â).

Èñïîëüçîâàëè ïðîòîêîë 1.
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Mesenchymal stem cells (MSCs) can be isolated from many adult tissue sources. These cells are a valuable
substrate in cell therapy for many diseases and injuries. Different types of MSCs vary in plasticity. We perfor-
med a comparative study of the neurogenic potential of three types of human MSCs derived from bone marrow
(BMSCs), subcutaneous adipose tissue (ADSCs) and endometrium (isolated from the menstrual blood)
(eMSCs). It was shown that all three types of MSC cultures demonstrate multipotent plasticity and predispositi-
on to neurogenesis, based on the expression of pluripotency markers SSEA-4 and neuronal precursors’ markers
nestin and beta-III-tubulin. Further analysis revealed the transcription of the neuronal marker MAP2 and neu-
rotrophin-3 in undifferentiated BMSCs and ADSCs. Additionally, a significant basal level of synthesis of bra-
in-derived neurotrophic factor (BDNF) in eMSC culture was also observed. Stimulation of neural induction
with such agents as 5-azacytidine, recombinant human basic fibroblast growth factor (bFGF), recombinant hu-
man epidermal growth factor (EGF), a recombinant human fibroblast growth factor 8 (FGF8), morphogen SHH
(sonic hedgehog), retinoic acid (RA) and isobutyl-methyl-xanthine (IBMX), showed further differences in the
neurogenic potential of the MSCs. The components of the extracellular matrix, such as Matrigel and laminin,
were also the important inducers of differentiation. The most effective neural induction in BMSCs proceeded
without the RA participation while the cells pretreated with 5-azacytidine. In contrary, in the case of eMSCs
RA was a necessary agent of neural differentiation as it stimulated the transcription of neurotrophin-4 and the
elevation of secretion level of BDNF. The use of laminin as the substrate in eMSCs appeared to be critical, tho-
ugh an incubation of the cells with 5-azacytidine was optional. As far as ADSCs, RA in combination with
5-azacytidine caused the elevation of expression of MAP2, but reduced the secretion of BDNF. Thus, the effect
of RA on neural differentiation of ADSCs in ambiguous and, together with the study of its signaling pathways
in the MSCs, requires further research. The therapeutic effect of transplanted MSCs is commonly explained by
their paracrine activity. The high basal level of BDNF synthesis in the eMSCs, along with their high proliferati-
ve rate, non-invasive extraction and neural predisposition, is a powerful argument for the use of the intact
eMSCs as a substrate in cell therapy to repair nerve tissue.
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