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È. Â. Âîðîíêèíà è äð.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç äèíàìèêè àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç...

Ïîäòâåðæäåíà ñïîñîáíîñòü ëèíèé ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà
(FetMSC) è çà÷àòêà êîíå÷íîñòè (Ì-FetMSC) ðàííåãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà è ïîëó÷åííûõ èç íèõ êëåòî÷-
íûõ ñôåðîèäîâ, äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ. Ïîêàçàíî íàëè÷èå
àêòèâíîñòåé ÌÌÏ-9, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-1 â ïðîöåññå ýòèõ äèôôåðåíöèðîâîê â îáåèõ ëèíèÿõ. Ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç äèíàìèêè àêòèâíîñòåé ýòèõ ÌÌÏ â òå÷åíèå 12 ñóò â ïðîöåññå àäèïîãåííîé è îñòåîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè ïîêàçàë ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ, à òàêæå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ìîíîñëîéíûìè êóëüòóðàìè
(2D) è êëåòî÷íûìè ñôåðîèäàìè (3D). Ïîêàçàíà ïðÿìàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâíåì àäèïîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè è óðîâíåì àêòèâíîñòè æåëàòèíàç ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2 â îáåèõ ëèíèÿõ ïðè 2D- è 3D-êóëüòèâè-
ðîâàíèè. Òàê, íèçêèé óðîâåíü àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â ëèíèè M-FetMSC (2D) ñîîòâåòñòâóåò
ñíèæåííîé àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2, à ïîâûøåíèå óðîâíÿ äèôôåðåíöèðîâêè (3D) ïðèâîäèò ê çíà-
÷èòåëüíîìó ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè îáåèõ ïðîòåèíàç. Ïðîòèâîïîëîæíûé ýôôåêò îáíàðóæåí ïðè àíàëè-
çå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1: íèçêèé óðîâåíü àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â ëèíèè M-FetMSC (2D) ñîîò-
âåòñòâóåò ïîâûøåííîé àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1, à óâåëè÷åíèå óðîâíÿ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè (3D)
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ÌÌÏ-1. Íàáëþäàåìàÿ äèíàìèêà àêòèâíîñòåé ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-1 íå ñâÿçàíà ñ
óðîâíåì îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, êîòîðûé íåèçìåíåí âî âñåõ âàðèàíòàõ, òîãäà êàê àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-2 è ñòåïåíü îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè íå èçìåíÿþòñÿ â îáåèõ ëèíèÿõ ïðè 2D- è 3D-êóëüòè-
âèðîâàíèè. Ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ðàçíîå ó÷àñòèå ÌÌÏ â ïðîöåññàõ äèôôåðåíöèðîâêè
ÌÑÊ. Ïîëó÷åííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó àêòèâíîñòÿìè ÌÌÏ â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ëèíèé FetMSC è
Ì-FetMSC ìîãóò áûòü ñâÿçàíû êàê ñ âëèÿíèåì ðàçíîãî èñõîäíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, òàê è ñ ðàçíûìè
ñâîéñòâàìè ÂÊÌ â 2D- è 3D-êóëüòóðàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, äèôôåðåíöèðîâêà, ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðî-
òåèíàçû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÌÌÏ — ìàòðèêñíàÿ ìåòàëëîïðîòåè-
íàçà, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà, âû-
äåëåííûå èç ðàçíûõ òêàíåé, ìîãóò îòíîñèòåëüíî áåçîïàñ-
íî èñïîëüçîâàòüñÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè, à òàêæå â êà÷åñò-
âå òåñò-ñèñòåì äëÿ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
(Zhang et al., 2012; Sharma et al., 2015). Êàæäàÿ âíîâü ïî-
ëó÷åííàÿ ìóëüòèïîòåíòíàÿ ëèíèÿ ÌÑÊ äîëæíà èìåòü ðÿä
õàðàêòåðèñòèê, êîòîðûå, ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Ìåæäó-
íàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðàïèè, ïîäòâåðæäàþò
ñòàòóñ ÌÑÊ (Dominici et al., 2006). Ê òàêèì õàðàêòåðèñòè-
êàì îòíîñÿòñÿ: àäãåçèâíîñòü ê êóëüòóðàëüíîìó ïëàñòèêó;
àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ; ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ ìàð-
êåðîâ CD105, CD90, CD73, CD44, HLA ABC è îòñóòñòâèå
ýêñïðåññèè CD34, CD45 è HLA DR; ñïîñîáíîñòü ê äèô-
ôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì è àäèïîãåí-
íîì íàïðàâëåíèÿõ. Íåñìîòðÿ íà îãðîìíûé èíòåðåñ ê
ÌÑÊ, îñòàåòñÿ ìíîãî âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ, â ÷àñòíîñòè, ñ
ìåõàíèçìàìè ìóëüòèïîòåíòíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ âåäóòñÿ îáøèðíûå èññëåäîâàíèÿ, ôîêóñè-

ðóþùèåñÿ íà èäåíòèôèêàöèè ôàêòîðîâ, ïðèíèìàþùèõ
ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè è êîíòðîëå ñïåöèôè÷åñêèõ ñâîéñòâ
ÌÑÊ, ïîçâîëÿþùèõ èõ èñïîëüçîâàòü â ðåãåíåðàòèâíîé
ìåäèöèíå.

Îäíèì èç íàïðàâëåíèé, èññëåäóþùèõ ôóíêöèîíàëü-
íûå îñîáåííîñòè ÌÑÊ, ÿâëÿåòñÿ âûÿñíåíèå ðîëè ìàòðèê-
ñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ) â ïðîöåññàõ èõ äèôôå-
ðåíöèðîâêè. ÌÌÏ ïðåäñòàâëÿþò ñåìåéñòâî Ca- è Zn-çà-
âèñèìûõ ýíäîïåïòèäàç, êîòîðûå ðåãóëèðóþò àêòèâíîñòü
ìíîãèõ áèîëîãè÷åñêèõ ìîëåêóë, ðàñùåïëÿÿ èëè áëîêèðóÿ
èõ. ÌÌÏ è èõ ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû âëèÿþò íà òà-
êèå ôóíäàìåíòàëüíûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, êàê ïðîëèôå-
ðàöèÿ, àïîïòîç, äèôôåðåíöèðîâêà è äð. ÌÌÏ ó÷àñòâóþò
â ðåìîäåëèðîâàíèè òêàíåé è ðàçâèòèè îðãàíîâ, ñïåöèôè-
÷åñêè ìîäóëèðóÿ ñèãíàëüíûå ïóòè ïîñðåäñòâîì âçàèìî-
äåéñòâèÿ c ñóáñòðàòàìè ðàçíîé ïðèðîäû, à òàêæå ïóòåì
ïåðåñòðîéêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) (Page-
McCaw et al., 2007; Kessenbrock et al., 2010). ÂÊÌ ïîäëå-
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æèò ïîñòîÿííîìó îáíîâëåíèþ çà ñ÷åò ïðîöåññîâ ñèíòåçà
è äåãðàäàöèè. Îñíîâíóþ ðîëü â ýòèõ ïðîöåññàõ èãðàþò
ÌÌÏ, ñïîñîáíûå ðàñùåïëÿòü âñå áåëêè ÂÊÌ (Nagase,
Woessner, 1999). ÌÌÏ ñèíòåçèðóþòñÿ êëåòêàìè ðàçíûõ
òèïîâ — ôèáðîáëàñòàìè, êåðàòèíîöèòàìè, ôàãîöèòàìè,
ëèìôîöèòàìè è òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè. Âñå
÷ëåíû ñåìåéñòâà ÌÌÏ îáëàäàþò îáùèìè õàðàêòåðíûìè
÷åðòàìè: îíè èìåþò îáùèå ó÷àñòêè àìèíîêèñëîòíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, ñèíòåçèðóþòñÿ â âèäå íåàêòèâíûõ
ïðîôåðìåíòîâ è âêëþ÷àþò â ñåáÿ öèíê â êà÷åñòâå êîôàê-
òîðà. Ïî ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ÌÌÏ îáúåäèíåíû
â ñëåäóþùèå ïîäñåìåéñòâà: êîëëàãåíàçû, æåëàòèíàçû,
ñòðîìåëèçèíû, ìàòðèëèçèíû è MMÏ ìåìáðàííîãî òèïà
(Nagase, Woessner, 1999).

ÂÊÌ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ ðåãóëÿòîðîâ êëå-
òî÷íûõ ïðîöåññîâ. Ðåãóëÿöèÿ ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâ-
êè îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ ÂÊÌ,
âûðàáàòûâàåìûõ ñàìèìè êëåòêàìè, ñ ÌÌÏ (Kessenbrock
et al., 2010).

Àêòèâíîå ó÷àñòèå ÌÌÏ â ðåãóëÿöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÌÑÊ â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ óáåäèòåëüíî ïðîàíà-
ëèçèðîâàíî â ðÿäå ðàáîò (Mannello et al., 2006; Ghajar
et al., 2010; Schneider et al., 2010; Polacek et al., 2011; Sillat
et al., 2012; Ould-Yahoui et al., 2013; Sassoli et al., 2014;
Tratwal et al., 2015). Ýòè èññëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû íà
ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ðàçíûõ òêàíåé è îò ðàçíûõ äîíîðîâ.
Íî íàì íåèçâåñòíû äàííûå î ñðàâíåíèè àêòèâíîñòè
ÌÌÏ ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ îò îäíî-
ãî äîíîðà, íî èç ðàçíûõ òêàíåé. Ðàíåå íàìè áûëè ïîëó÷å-
íû äâå ëèíèè ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà è èç çà÷àòêà êîíå÷-
íîñòè èç ðàííåãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà. Íåñìîòðÿ íà ïîä-
òâåðæäåíèå ñòàòóñà ÌÑÊ äëÿ îáåèõ ëèíèé, îáíàðóæåí
ðÿä ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè, ñâÿçàííûõ ñ ðîñòîâûìè õàðàê-
òåðèñòèêàìè è ñ äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì
(Êðûëîâà è äð., 2014). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâî-
ëÿþò ïðåäïîëîæèòü âëèÿíèå ðàçíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, â
êîòîðîì íàõîäèëèñü êëåòêè â îðãàíèçìå äî ïåðåâîäà èõ â
êóëüòóðó. Â ñâÿçè ñ ýòèì ñóùåñòâåííî ïðîâåñòè ñðàâíèòå-
ëüíîå èññëåäîâàíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ â ãåíåòè÷åñêè îä-
íîðîäíûõ, íî íàõîäÿùèõñÿ â ðàçíîì ìèêðîîêðóæåíèè
ÌÑÊ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî èññëåäóþòñÿ êëåòî÷íûå
ñôåðîèäû, ïîëó÷åííûå èç ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Óñëîâèÿ 3D-êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ ãîðàçäî áëèæå ê ôè-
çèîëîãè÷åñêèì óñëîâèÿì òêàíåé â îðãàíèçìå, ÷åì ìîíî-
ñëîéíîå (2D) êóëüòèâèðîâàíèå. Â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ
óñèëåíû ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, à òàêæå âçàèìî-
äåéñòâèÿ êëåòîê ñ ÂÊÌ, ÷òî ðàñøèðÿåò âîçìîæíîñòè èçó-
÷åíèÿ ïðèðîäíûõ êëåòî÷íûõ ñâîéñòâ, òàêèõ êàê ïðîëèôå-
ðàöèÿ, äèôôåðåöèðîâêà, àïîïòîç è äð. â îòñóòñòâèå ýêçî-
ãåííûõ (èñêóññòâåííûõ) ìàòðèêñîâ, êîòîðûå ìîãóò
ïðåïÿòñòâîâàòü ïðîÿâëåíèþ ýòèõ ñâîéñòâ (Baraniak,
McDevitt, 2012). Êëåòî÷íûå ñôåðîèäû ÌÑÊ îáëàäàþò
óñèëåííûì àíòèâîñïàëèòåëüíûì äåéñòâèåì, óâåëè÷åí-
íûì äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì, óâåëè÷åííîé
ýêñïðåññèåé ðÿäà öèòîêèíîâ è ïëþðèïîòåíòíûõ ãåíîâ è
ïîýòîìó ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûì îáúåêòîì êàê äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ îñíîâ îðãàíîãåíåçà, òàê è äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
èõ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå (Alimperti et al., 2014; Bog-
danova-Jatniece et al., 2014; Guo et al., 2014; Li et al., 2015).

Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå íàìè áûëè ïîëó÷åíû êëåòî÷-
íûå ñôåðîèäû èç ìîíîñëîéíûõ ëèíèé ÌÑÊ — FetMSC è
Ì-FetMSC. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç õàðàêòåðèñòèê ýòèõ
ëèíèé ïðè 2-ìåðíîì (2D) êóëüòèâèðîâàíèè â ìîíîñëîå è
3-ìåðíîì (3D) â ñôåðîèäàõ ïîäòâåðæäàåò ñòàòóñ ÌÑÊ

äëÿ êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ è ñâèäåòåëüñòâóåò, ïî-âèäèìî-
ìó, î ÷àñòè÷íîì ðàñøèðåíèè èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî
ïîòåíöèàëà ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîíîñëîéíûìè êóëüòóðàìè
(Êðûëîâà è äð., 2015).

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ÌÌÏ ÿâëÿþòñÿ âàæíåéøèìè ðåãóëÿ-
òîðàìè êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, â ÷àñòíîñòè äèôôåðåíöè-
ðîâêè, ñ÷èòàåì íåîáõîäèìûì ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíîå èñ-
ñëåäîâàíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, êóëü-
òèâèðóþùèõñÿ â 2D- è 3D-óñëîâèÿõ. Èíòåðåñ ê òàêîìó
èññëåäîâàíèþ ñâÿçàí åùå è ñ òåì, ÷òî õàðàêòåð âçàèìî-
äåéñòâèÿ êëåòîê ñ ÂÊÌ ðàçëè÷àåòñÿ ìåæäó ìîíîñëîéíîé
êóëüòóðîé è ñôåðîèäîì, à ÌÌÏ ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ
ðåìîäóëèðîâàíèÿ ÂÊÌ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü
â ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ýêñïðåññèè ÌÌÏ â äâóõ ëèíèÿõ
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçíûõ òêàíåé îäíîãî ãåíåòè÷åñêî-
ãî èíäèâèäóóìà, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè äâóìÿ ñïîñîáà-
ìè — â ìîíîñëîå (2D) è â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ (3D).
Èçó÷àëè ýêñïðåññèþ êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-1 è æåëàòèíàç
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, êîòîðûå àêòèâíî ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â
ïðîöåññàõ äèôôåðåíöèðîâêè â îñòåîãåííîì è àäèïîãåí-
íîì íàïðàâëåíèÿõ (Mannello et al., 2006).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïîëó÷åííûå â ÖÊÏ «Êîëëåê-
öèÿ êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ» Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) íåèììîðòàëèçîâàííûå êëåòî÷-
íûå ëèíèè FetMSC è Ì-FetMSC. Ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ è õà-
ðàêòåðèñòèêè ýòèõ ëèíèé è êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ îïèñà-
íû ðàíåå (Êðûëîâà è äð., 2012, 2014, 2015). Êóëüòèâèðî-
âàíèå êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ (3D-óñëîâèÿ) è êëåòîê ëèíèé
FetMSC è M-FetMSC (2D-óñëîâèÿ) ïðîâîäèëè â ñðåäå
DMEM/F12 (Gibco-Invitrogene, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 %
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (FBS) (Hyclone,
ÑØÀ), â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ è âëàæíîñòè 90 %.
Êëåòî÷íûå ëèíèè èñïîëüçîâàëè íà 6-ì ïàññàæå ïîñëå ïî-
ëó÷åíèÿ, à êëåòî÷íûå ñôåðîèäû — ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå èõ
îáðàçîâàíèÿ.

Í à ï ð à â ë å í í à ÿ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à Ì Ñ Ê.
Íàïðàâëåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó â àäèïîãåííîì è îñòåî-
ãåííîì íàïðàâëåíèÿõ ïðîâîäèëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó
ìåòîäó (Reyes et al., 2001). Äëÿ íàïðàâëåííîé àäèïîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòî÷íûå ñôåðîèäû è êëåòêè
FetMSC è M-FetMSC â êîíöåíòðàöèè 10 òûñ. êë./ñì2 âû-
ñåâàëè â ñðåäó ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 90 % a-MEM, 10 %
FBS, 10–8 Ì äåêñàìåòàçîíà, 50 ìêã/ìë àñêîðáàòà íàòðèÿ,
1-êðàòíûé ðàñòâîð ITS, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ èíñóëèí,
òðàíñôåððèí, ñåëåíèò íàòðèÿ (Invitrogen, ÑØÀ) è 1-êðàò-
íûé LA-BSA, ñîäåðæàùèé 1 ìêã/ìë ëèíîëåâîé êèñëîòû â
100 ìêã/ìë áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA).
Îáðàáîòêó êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ñóò. Ñðåäó ìå-
íÿëè ÷åðåç êàæäûå 3—4 ñóò. Äëÿ âûÿâëåíèÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêè â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè êëåòêè ïðîìûâàëè
PBS áåç èîíîâ Ca2+ è Mg2+, ôèêñèðîâàëè â ìåòàíîëå â òå-
÷åíèå 2 ìèí ïðè –20 °Ñ. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìû-
âàëè 50%-íûì ýòàíîëîì è îêðàøèâàëè êðàñíûì ìàñëÿ-
íûì (Oil Red O) â òå÷åíèå 10 ìèí. Îêðàøåííûå êëåòêè
ïðîìûâàëè 50%-íûì ýòàíîëîì, çàòåì äèñòèëëèðîâàííîé
âîäîé è âûñóøèâàëè íà âîçäóõå.

Â êà÷åñòâå ìàðêåðà îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå ñîëåé êàëüöèÿ âî âíåêëåòî÷-
íîì ìàòðèêñå êëåòîê. Äëÿ íàïðàâëåííîé îñòåîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòî÷íûå ñôåðîèäû è êëåòêè ëèíèé
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FetMSC è M-FetMSC (2D) â òîé æå êîíöåíòðàöèè âûñåâà-
ëè â èíäóêöèîííóþ ñðåäó ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 90 %
a-MEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 10 % FBS, 10 ìÌ b-ãëèöåðî-
ôîñôàòà íàòðèÿ (Sigma, ÑØÀ), 10–8 Ì äåêñàìåòàçîíà
(Sigma, ÑØÀ) è 50 ìêã/ìë àñêîðáàòà íàòðèÿ (ICN,
ÑØÀ). Äèôôåðåíöèðîâêó èíäóöèðîâàëè â òå÷åíèå 12
ñóò. Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç êàæäûå 3—4 ñóò. Âûÿâëåíèå â
ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå íåðàñòâîðèìûõ ñîëåé êàëü-
öèÿ (ðåàêöèþ von Kossa) ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè â ìåòàíîëå 2 ìèí ïðè (20 °Ñ, îêðà-
øèâàëè 1 ÷ 2%-íûì ðàñòâîðîì AgNO3 (Âåêòîí, Ðîññèÿ)
ïîä ëàìïîé ìîùíîñòüþ 60 Âò. Îêðàøåííûå êëåòêè ïðî-
ìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è íà 5 ìèí ïîìåùàëè â
2.5%-íûé ðàñòâîð òèîñóëüôàòà íàòðèÿ (Na2S2O5). Çàòåì
îêðàøåííûå êëåòêè ñíîâà ïðîìûâàëè âîäîé è âûñóøè-
âàëè.

Êîíòðîëåì äëÿ âñåõ ýêñïåðèìåíòîâ ñëóæèëî êóëüòè-
âèðîâàíèå â îáû÷íîé ðîñòîâîé ñðåäå â òå÷åíèå 3 ñóò. Âè-
çóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Zeiss
LSM 5 Pascal (Ãåðìàíèÿ).

Ç è ì î ã ð à ô è ÿ. Íàëè÷èå è àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1,
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â îáðàçöàõ ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè, îöåíèâàëè ìåòîäîì çè-
ìîãðàôèè íà æåëàòèíå è íà êàçåèíå. Âíåñåíèå êëåòîê â
èíäóêöèîííóþ ñðåäó ñ÷èòàëè íà÷àëîì ýêñïåðèìåíòà
(0 ñóò). Îáðàçöû îòáèðàëè ÷åðåç 0, 3, 6 è 12 ñóò îò íà÷àëà
ýêñïåðèìåíòà. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ çèìîãðàôèè ïðîáû ñðåäû
ãîòîâèëè, ñìåøèâàÿ ñ áóôåðîì äëÿ ïðîá ïî Ëýììëè, íå
ñîäåðæàùèì ìåðêàïòîýòàíîëà, áåç íàãðåâàíèÿ, èíêóáèðî-
âàëè ñìåñü â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ãåëü äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà (10 % àêðèëàìèäà)
ïîëèìåðèçîâàëè âìåñòå ñ ðàñòâîðîì æåëàòèíà èëè êàçåè-
íà. Ãåëü ñîäåðæàë 1 ìã/ìë æåëàòèíà (äëÿ èäåíòèôèêàöèè
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9) èëè 0.5 ìã/ìë êàçåèíà (äëÿ èäåíòèôè-
êàöèè ÌÌÏ-1). Äàëåå ïðîáû íàíîñèëè íà ãåëü â êîëè÷å-
ñòâå, ñîîòâåòñòâóþùåì 20 ìêã áåëêà íà äîðîæêó, è ðàçäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà. Ïîñëå 2-êðàòíîãî ïðî-
ìûâàíèÿ ïî 15 ìèí â 2.5%-íîì ðàñòâîðå òðèòîíà Õ-100
ãåëü èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ â áóôåðíîì ðàñòâîðå
(50 ìÌ Òðèñ-HCl è 5 ìÌ CaCl2, pH 7.4). Çàòåì ãåëü îêðà-
øèâàëè Êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ñèíèì (Sigma, ÑØÀ).
Ïðèñóòñòâèå ÌÌÏ, ðàñùåïëÿþùèõ ñóáñòðàò, îïðåäåëÿëè
ïî íàëè÷èþ íåîêðàøåííûõ ïîëîñ íà ãåëå. Äëÿ êîëè÷åñò-
âåííîãî àíàëèçà ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ãåëè ñêà-
íèðîâàëè è ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû QuantiScan (âåðñèÿ 3.0), âåëè÷èíó àê-
òèâíîñòè ÌÌÏ ïîëó÷àëè â óñë. åä., ïðèíÿòûõ â
ïðîãðàììå QuantiScan (ïðîèçâåäåíèå ÷èñëà îêðàøåííûõ
ïèêñåëåé è èíòåíñèâíîñòè èõ îêðàñêè). Êîëè÷åñòâî áåëêà
â ïðîáå îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðäà. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
ïîëîæåíèÿ çîí, ñîîòâåòñòâóþùèõ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, ïðè
çèìîãðàôèè èñïîëüçîâàëè ñðåäó, êîíäèöèîíèðîâàííóþ
ôèáðîáëàñòàìè ëèíèè HT-1080, ñîäåðæàùóþ ïðîôîðìû
è àêòèâíûå ôîðìû ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 (Oliver et al., 1998).
Ïðèíàäëåæíîñòü çîí ÌÌÏ èäåíòèôèöèðîâàëè ïî ñïåöè-
ôè÷åñêîìó èíãèáèðîâàíèþ àêòèâíîñòè ïðîòåàç ÝÄÒÀ è
èíãèáèòîðîì GM6001 (Calbiochem, ÑØÀ).

Èçìåíåíèÿ óðîâíåé àêòèâíîñòè äëÿ êàæäîé òî÷êè âû-
ðàæàëè â ïðîöåíòàõ îòíîñèòåëüíî óðîâíÿ ñîîòâåòñòâóþ-
ùåé ÌÌÏ â èñõîäíîé äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå áåç
êëåòîê (ïðèíÿòî çà 100 %). Íà ãðàôèêàõ ïðèâåäåíû ñðåä-
íèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïî 3 èçìåðåíèÿì â êàæäîé òî÷-
êå. Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòî-
âåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëåâîé ãèïîòåçû Ð < 0.01.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðè 2D- è 3D-êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â îáû÷íîé ðî-
ñòîâîé ñðåäå (áåç èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè) ïðèçíà-
êîâ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè íå îáíàðóæèâàåòñÿ
(ðèñ. 1, à, â, ä, æ). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â àäèïîãåí-
íîé ñðåäå ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ êëàñòåðîâ àäèïî-
öèòîâ, ïîêàçàííûõ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ êðàñèòåëåì
Oil Red O. Â îòëè÷èå îò êëåòîê FetMSC êëåòêè M-FetMSC
ìåíåå àêòèâíî ôîðìèðóþò æèðîâóþ òêàíü ïðè 2D-êóëü-
òèâèðîâàíèè ïîñëå 12-ñóòî÷íîé èíäóêöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè (ðèñ. 1, á, ã), ÷òî ïîäòâåðæäàåò ðåçóëüòàò áîëåå
ðàííèõ íàáëþäåíèé (Êðûëîâà è äð., 2014, 2015)

Ïðîâåäåíèå ðÿäà ïîâòîðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçà-
ëî, ÷òî â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ M-FetMSC àäèïîãåííàÿ
äèôôåðåíöèðîâêà èäåò áîëåå àêòèâíî, ÷åì â ñîîòâåòñòâó-
þùåé ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå, è ñîâïàäàåò ïî èíòåíñèâ-
íîñòè ñ 2D- è 3D-êóëüòóðàìè ëèíèè FetMSC (ðèñ. 1, á, ã,
å, ç).

Àíàëèçèðîâàëè àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2 è
ÌÌÏ-9 â êîíäèöèîíèðîâàííûõ êëåòêàìè èíäóêöèîííûõ
ñðåäàõ â ïðîöåññå àäèïîãåííîé è îñòåîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè â òå÷åíèå 12 ñóò â íåñêîëüêèõ âðåìåíí*ûõ òî÷-
êàõ, ïîñêîëüêó ðÿäîì àâòîðîâ ïîêàçàíî íàðàñòàíèå êîëè-
÷åñòâà äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê â òå÷åíèå èìåííî
ýòîãî âðåìåíè (Sillat et al., 2012; Alves et al., 2014; Wang
et al., 2015).

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâà-
íèå êëåòîê íåâîçìîæíî áåç ñûâîðîòêè. Ïîýòîìó â êà÷åñò-
âå êîíòðîëåé äëÿ îáîèõ âàðèàíòîâ äèôôåðåíöèðîâêè
áûëè âçÿòû ñîîòâåòñòâóþùèå èñõîäíûå èíäóöèðóþùèå
ñðåäû, ñîäåðæàùèå ñûâîðîòêó, è óðîâíè àêòèâíîñòè
ÌÌÏ ðàññ÷èòûâàëè îòíîñèòåëüíî òàêèõ ñðåä.

À ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ï - 9 âî âñåõ èññëåäîâàííûõ òî÷-
êàõ íèæå óðîâíÿ åå â èíäóêöèîííîé ñðåäå â íà÷àëüíûé
ìîìåíò, ò. å. ïåðåä êîíòàêòîì ñðåäû è êëåòîê. Ýòîò óðî-
âåíü àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 îáóñëîâëåí íàëè÷èåì â ðîñòî-
âîé ñðåäå FBS è ïðèíÿò çà 100 %. Â ïðîöåññå à ä è ï î -
ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â
2D-óñëîâèÿõ ÷åðåç 6 ñóò àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 èñ÷åçàåò â
îáåèõ ëèíèÿõ (ðèñ 2, à), à äî ýòîãî âðåìåíè óðîâåíü
ÌÌÏ-9 â ëèíèè FetMSC âûøå, ÷åì â M-FetMSC
(86 � 2.1 è 42 � 1.6 % ñîîòâåòñòâåííî Ð < 0.01). Äèíàìè-
êà àêòèâíîñòè ýòîé ÌÌÏ â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ îòëè÷à-
åòñÿ îò ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð. Òàê, ÷åðåç 6 ñóò äèôôå-
ðåíöèðîâêè íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ àêòèâíîñòü â êëå-
òî÷íûõ ñôåðîèäàõ ëèíèè M-FetMSC, òîãäà êàê â
2D-êóëüòóðå ýòèõ êëåòîê îíà îòñóòñòâóåò. Àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-9 â ñôåðîèäàõ èñ÷åçàåò íà áîëåå ïîçäíåì ñðîêå
äèôôåðåíöèðîâêè — ÷åðåç 12 ñóò. Òàêàÿ æå êàðòèíà èìå-
åò ìåñòî ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ñôåðîèäîâ è ìîíîñëîé-
íîé êóëüòóðû ëèíèè FetMSC. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 ñôåðî-
èäîâ ëèíèè M-FetMSC ìåíüøå, ÷åì ñôåðîèäîâ ëèíèè
FetMSC (Ð < 0.01), è ñîñòàâëÿåò íà 3-è è 6-å ñóò 24 � 2.1 è
34 � 3.0 % ñîîòâåòñòâåííî ïðîòèâ 50 � 1.6 è 74 � 2.4 %
ñîîòâåòñòâåííî ó ñôåðîèäîâ FetMSC. Ñîîòâåòñòâóþùèå
çèìîãðàììû, äåìîíñòðèðóþùèå àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9,
ïðèâåäåíû íà ðèñ. 2, àR. Óðîâåíü àäèïîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè ïîñòåïåííî âîçðàñòàåò â òå÷åíèå 12 ñóò äëÿ âñåõ
âàðèàíòîâ, ïðè ýòîì íà âñåõ ñðîêàõ óðîâåíü äèôôåðåíöè-
ðîâêè â ëèíèè M-FetMSC ñíèæåí ïî ñðàâíåíèþ ñ
FetMSC. Åñëè ñîïîñòàâèòü ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå äëÿ
àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9, ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ïðè
àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå (ðèñ. 1, à—ç), òî ìîæíî
âèäåòü, ÷òî â ìîíîñëîéíûõ êóëüòóðàõ ëèíèè M-FetMSC
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íèçêèé óðîâåíü àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êîððåëè-
ðóåò ñî ñíèæåííîé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-9 (3-è ñóò). Â êëå-
òî÷íûõ ñôåðîèäàõ M-FetMSC íàáëþäàåòñÿ óñèëåíèå àäè-
ïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïî ñðàâíåíèþ ñ ýòèìè êëåò-
êàìè â 2D-óñëîâèÿõ, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ
ñóùåñòâåííûì ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 (3-è è
6-å ñóò). Ñóùåñòâåííî, ÷òî ÷åðåç 6 èëè 12 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, íåñìîòðÿ íà ðàçíûé óðîâåíü äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê FetMSC è M-FetMSC ïðè 2D-êóëüòèâèðîâàíèè è
ñõîäíûé óðîâåíü äèôôåðåíöèðîâêè â êëåòî÷íûõ ñôåðîè-
äàõ ýòèõ ëèíèé, àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 èñ÷åçàåò âî âñåõ ñëó-
÷àÿõ. Íàáëþäàåìàÿ äèíàìèêà àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9, âîç-
ìîæíî, ñâÿçàíà ñ ðåìîäóëÿöèåé ÂÊÌ ýòèìè êëåòêàìè.
Îòñóòñòâèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 ÷åðåç 6 è 12 ñóò ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá îïòèìàëüíîì ñîñòîÿíèè ÂÊÌ íà
ýòèõ ñðîêàõ, íå òðåáóþùåì ðåìîäóëÿöèè ÂÊÌ â ïðîöåñ-
ñå äàëüíåéøåé äèôôåðåíöèðîâêè.

À ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ï - 2 ï ð 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 ê å â òå÷åíèå 12 ñóò â ìîíîñëîéíûõ
2D-êóëüòóðàõ FetMSC è M-FetMSC ðàçëè÷àåòñÿ (ðèñ. 2,
á). Òàê, àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè
â òå÷åíèå 12 ñóò â êëåòêàõ FetMSC íàõîäèòñÿ íà îäíîì
óðîâíå, áëèçêîì ê àêòèâíîñòè â èíäóöèðîâàííîé ñðåäå
áåç êëåòîê (êîíòðîëü), è ñîñòàâëÿåò ÷åðåç 3 è 6 ñóò
103 � 4.6 è 105 � 4.7 % ñîîòâåòñòâåííî. À ó êëåòîê
FetMSC àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 ñíèæàåòñÿ è ñîñòàâëÿåò ÷åðåç
3 è 6 ñóò 79 � 2.1 è 81 � 2.2 % ñîîòâåòñòâåííî (Ð < 0.01).
Íî íàèáîëåå çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2
ó êëåòîê M-FetMSC íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 12 ñóò (105 � 4.7
íà 6-å ñóò è 39 � 1.1 % íà 12-å ñóò, Ð < 0.01). Â êëåòî÷íûõ
ñôåðîèäàõ îáåèõ ëèíèé óðîâíè àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 ïðè
äèôôåðåíöèðîâêå â òå÷åíèå 12 ñóò áëèçêè (ðèñ. 2, á). Ñî-
îòâåòñòâóþùèå çèìîãðàììû, äåìîíñòðèðóþùèå àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ-2, ïðèâåäåíû íà ðèñ. 2, áR. Ïðè ñîïîñòàâëå-
íèè ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèÿ óðîâíåé àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 ñ

ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ
êëåòîê êðàñèòåëåì Oil Red O íà 12-å ñóò àäèïîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 1, à—ç) ìîæíî âèäåòü, ÷òî íèç-
êèé óðîâåíü àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â ìîíîñëîé-
íîé êóëüòóðå ëèíèè M-FetMSC (ïî ñðàâíåíèþ ñ FetMSC)
ñîîòâåòñòâóåò ñíèæåííîé àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 ó íèõ æå, à
ïîâûøåíèå óðîâíÿ äèôôåðåíöèðîâêè â êëåòî÷íûõ ñôå-
ðîèäàõ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïîâûøåíèþ àêòèâíî-
ñòè ÌÌÏ-2.

Íàëè÷èå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2, òàê æå êàê è ÌÌÏ-9, â
ïðîöåññå àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ïîêàçàíî
è îáñóæäåíî â ðÿäå ðàáîò (Brown et al., 1997; Bouloumie
et al., 2001; Mannello et al., 2006; Sillat et al., 2012). Àâòî-
ðû ïîëàãàþò, ÷òî ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 èãðàþò êëþ÷åâóþ
ðîëü â àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ ÷åðåç ðåìî-
äóëÿöèþ ÂÊÌ. Íàëè÷èå ïîñòîÿííîé àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2
(â îòëè÷èå îò ÌÌÏ-9) íà âñåõ èññëåäîâàííûõ ñðîêàõ ó
âñåõ êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîèñõîäÿùåé ðåìîäóëÿ-
öèè ÂÊÌ â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü àêòèâíîñòè
ÌÌÏ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ â îòëè÷èå îò êîëè÷åñòâà
ÌÌÏ â òîé æå ñðåäå ìîæåò çàâèñåòü, íàïðèìåð, îò ïðè-
ñóòñòâèÿ àíòèîêñèäàíòîâ, èíãèáèðóþùèõ íå ýêñïðåññèþ,
à àêòèâíîñòü ÌÌÏ, ÷òî ìîæåò âëèÿòü íà ñèíòåç êîëëàãå-
íà I è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ (Âîðîíêèíà è äð., 2008).
Íåêîòîðûå êîìïîíåíòû äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ñðåä òàê-
æå âëèÿþò íà ñèíòåç è ñåêðåöèþ ÌÌÏ. Íàïðèìåð, äåêñà-
ìåòàçîí ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü ÌÌÏ (Pross et al., 2002) â
ñðåäå, òàê æå äåéñòâóåò è èíñóëèí (Dandona et al., 2003).
Â òî æå âðåìÿ àñêîðáàò íàòðèÿ, âõîäÿùèé â ñîñòàâ òàêèõ
ñðåä, ñïîñîáñòâóåò ñèíòåçó êîëëàãåíà I è ÌÌÏ (Philips
et al., 2007). Âîçìîæíî, èìåííî ñîîòíîøåíèå ìåæäó êîì-
ïîíåíòàìè, èíãèáèðóþùèìè è ñòèìóëèðóþùèìè àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ â ðàçíûõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ñðåäàõ, è
ïðèâîäèò ê æåëàåìîé íàïðàâëåííîñòè äèôôåðåíöèðîâêè.

868 È. Â. Âîðîíêèíà è äð.

Ðèñ. 1. Äèôôåðåíöèðîâêà â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð (2D) è êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ (3D) ëèíèé FetMSC è
Ì-FetMSC.

à, â, ä, æ — êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â íåèíäóêöèîííîé ñðåäå (êîíòðîëü); á, ã, å, ç — 12 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â èíäóêöèîííîé ñðåäå (2D è 3D). Îêðà-
øèâàíèå êëåòîê ìàñëÿíûì êðàñíûì (ñòðåëêè) (Oil Red O). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 25 ìêì.
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Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü ìåòàëëîïðîòåèíàç ÌÌÏ-9, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-1 â ïðîöåññå àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà ëèíèé FetMSC è Ì-FetMSC è ïîëó÷åííûõ èç íèõ êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ.

à—â — èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-1 ñîîòâåòñòâåííî â òå÷åíèå 12 ñóò îò íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà; àR—âR — çèìîãðàììû ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ÌÌÏ. 1 — M-FetMSC (2D), 2 — M-FetMSC (3D), 3 — FetMSC (2D), 4 — FetMSC (3D). Çäåñü è íà ðèñ. 4 : àêòèâíîñòü ÌÌÏ ðàññ÷èòûâàëè ïî äàí-
íûì äåíñèòîìåòðèè, âûðàæàÿ â % îò íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà (0); Ê — èñõîäíàÿ èíäóêöèîííàÿ ñðåäà. Íà ãðàôèêàõ ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ

îøèáêè ïî òðåì èçìåðåíèÿì â êàæäîé òî÷êå.



À ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ï - 1 â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ êëå-
òîê èìååò â ïðîöåññå à ä è ï î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í -
ö è ð î â ê è ñîâåðøåííî èíîé õàðàêòåð ïðè 2D- è 3D-êóëü-
òèâèðîâàíèè (ðèñ. 2, â). Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî àê-
òèâíîñòü ÌÌÏ-1 â ñûâîðîòêå ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò
(â îòëè÷èå îò ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2). ×åðåç 3 ñóò ïîñëå íà÷à-
ëà äèôôåðåíöèðîâêè â ìîíîñëîéíûõ êóëüòóðàõ îáåèõ ëè-
íèé àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1 ðåçêî ïîâûøàåòñÿ è íå ñíèæàåòñÿ
â òå÷åíèå 12 ñóò. Íî â êëåòêàõ ëèíèè M-FetMSC îíà
âûøå, ÷åì â êëåòêàõ FetMSC (P < 0.01). Â êëåòî÷íûõ ñôå-
ðîèäàõ àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1 ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ìî-
íîñëîéíîé êóëüòóðîé. Ïðè÷åì â êëåòêàõ M-FetMSC ðàç-
ëè÷èÿ çàìåòíû óæå ÷åðåç 6 è 12 ñóò (P < 0.01), òîãäà êàê â
êëåòêàõ FetMSC çàìåòíîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1 â
ñôåðîèäàõ íàáëþäàåòñÿ òîëüêî ÷åðåç 12 ñóò (P < 0.01).
Òàêèì îáðàçîì, àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1 çíà÷èòåëüíî ïîâûøå-
íà â 2D-êóëüòóðå M-FetMSC, èìåþùåé íèçêèé óðîâåíü
àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, â îòëè÷èå îò àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-1 â 2D-êóëüòóðå ëèíèè FetMSC (ðèñ. 1, à—ç).
À ïðè óâåëè÷åíèè óðîâíÿ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè
â ñôåðîèäàõ M-FetMSC àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1 ñóùåñòâåííî
ñíèæàåòñÿ. Çèìîãðàììû, äåìîíñòðèðóþùèå àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-1, ïðèâåäåíû íà ðèñ. 2, âR. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò îá îáðàòíîé êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâíåì àäè-
ïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè è àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-1 â îò-
ëè÷èå îò ïðÿìîé êîððåëÿöèè â ñëó÷àå ñ àêòèâíîñòüþ
ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2. Ïî-âèäèìîìó, ýòî ñâÿçàíî ñ ó÷àñòèåì
ÌÌÏ â ïðîöåññàõ äèôôåðåíöèðîâêè ýòèõ êëåòîê.

Óêàçàíèåì íà òî, ÷òî ÌÌÏ ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå
â ìåòàáîëèçìå àäèïîöèòîâ, ìîãóò ñëóæèòü äàííûå, ïîëó-
÷åííûå ïðè èçó÷åíèè êëåòîê-ïðåêóðñîðîâ àäèïîöèòîâ
3T3L1 ìûøè. Â ïðîöåññå àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè êëåòîê 3T3L1 íàðàñòàåò ýêñïðåññèÿ ÌÌÏ-2, -3, -9,

-13 è -14. Ïðè ýòîì ÌÌÏ-1 íå ýêñïðåññèðîâàëàñü èëè åå
ýêñïðåññèÿ ñíèæàëàñü â ïðîöåññå àäèïîãåíåçà (Bernlohr
et al., 1984; Alexander et al., 2001; Croissandeau et al., 2002;
Chavey et al., 2003). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî çðåëûå æèðîâûå
êëåòêè è àäèïîöèòû â êóëüòóðå ñåêðåòèðóþò æåëàòèíàçû
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, à èõ àêòèâíîñòü âîçðàñòàåò â õîäå àäè-
ïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè (Brown et al., 1997). Ýòè
äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü íåîäèíàêîâóþ ðîëü
ðàçíûõ ÌÌÏ â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè àäèïîöèòîâ.

À í à ë è ç 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.
Äëÿ âñåõ âàðèàíòîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê (2D è 3D)
÷åðåç 12 ñóò â îñòåîãåííîé ñðåäå ïðîèñõîäèò àêòèâíîå
ôîðìèðîâàíèå ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ (íåðàñòâîðèìûõ
ñîëåé êàëüöèÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå) (ðèñ. 3, á, ã,
å, ç). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê îáåèõ ëèíèé â âàðèàíòàõ
2D è 3D â îáû÷íîé ðîñòîâîé ñðåäå (áåç èíäóêöèè äèôôå-
ðåíöèðîâêè) íå ïîêàçûâàåò ïðèçíàêîâ îñòåîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 3, à, â, ä, æ). Òåì íå ìåíåå à ê ò è â -
í î ñ ò ü Ì Ì Ï - 9 ñóùåñòâåííî êîëåáëåòñÿ â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ â èíäóêöèîííîé ñðåäå. Íåîáõîäèìî
ïîä÷åðêíóòü, ÷òî àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 âî âñåõ èññëåäîâàí-
íûõ òî÷êàõ íèæå óðîâíÿ åå â èíäóêöèîííîé ñðåäå â íà-
÷àëüíûé ìîìåíò, ò. å. ïåðåä íà÷àëîì äåéñòâèÿ ñðåäû,
èç-çà ïðèñóòñòâèÿ â ñðåäå ñûâîðîòêè, ñîäåðæàùåé àêòèâ-
íûå ÌÌÏ (ðèñ. 4, à). Êîëåáàíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 íàè-
áîëåå âûðàæåíû ÷åðåç 6 è 12 ñóò. Òàê, â êëåòêàõ ëèíèè
FetMSC â âàðèàíòàõ 2D è 3D ÷åðåç 6 è 12 ñóò äèôôåðåí-
öèðîâêè àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 ñíèæàåòñÿ äî íóëåâûõ çíà-
÷åíèé. ×åðåç 12 ñóò íàáëþäàþòñÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó ìîíî-
ñëîéíûìè êóëüòóðàìè è êëåòî÷íûìè ñôåðîèäàìè â ëè-
íèè M-FetMSC, ãäå â 3D-êóëüòóðå àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9
ïàäàåò äî íóëÿ, à â 2D-êóëüòóðå îñòàåòñÿ íà äîñòàòî÷íî
âûñîêîì óðîâíå. Â ñôåðîèäàõ FetMSC àêòèâíîñòü

870 È. Â. Âîðîíêèíà è äð.

Ðèñ. 3. Äèôôåðåíöèðîâêà â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð (2D) è êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ (3D) ëèíèé FetMSC è
Ì-FetMSC.

à, â, ä, æ — êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â íåèíäóêöèîííîé ñðåäå (êîíòðîëü); á, ã, å, ç — 12 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â èíäóêöèîííîé ñðåäå êëåòîê ëèíèé
FetMSC è Ì-FetMSC (2D è 3D). Ôîðìèðîâàíèå ìèíåðàëüíûõ êîìïëåêñîâ (ñòðåëêè) â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå ïî ðåàêöèè Van Kossa. Ìàñøòàá-

íûé îòðåçîê — 25 ìêì.



ÌÌÏ-9, íàîáîðîò, çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ 2D-êóëüòóðàìè. Çèìîãðàììû, äåìîíñòðèðóþùèå
àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9, ïðèâåäåíû íà ðèñ. 4, àR. Òàêèì îáðà-
çîì, â 2D-êóëüòóðàõ è â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ ëèíèé
FetMSC è Ì-FetMSC â õîäå îñòåîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 ìåíÿåòñÿ ïðîòèâîïîëîæíûì
îáðàçîì: ó êëåòîê FetMSC îíà ïîâûøåíà â ñôåðîèäàõ, à ó
Ì-FetMSC — â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå. Ýòî ìîæåò áûòü

ñâÿçàíî ñ ðàçíûì êîëè÷åñòâîì è ñòðóêòóðíîé îðãàíèçà-
öèåé ÂÊÌ ìåæäó 2D- è 3D-êóëüòóðàìè, à òàêæå c ðàçëè-
÷èåì ìåæäó ñàìèìè êëåòî÷íûìè ñôåðîèäàìè,
ïîëó÷åííûìè èç ðàçíûõ òêàíåé. Îíî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ
âëèÿíèåì ðàçíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, â êîòîðîì íàõîäè-
ëèñü êëåòêè â îðãàíèçìå äî ïåðåâîäà èõ â êóëüòóðó. Ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó ýòèìè ëèíèÿìè ïî äèôôåðåíöèðîâî÷íîìó
ïîòåíöèàëó áûëè ïîêàçàíû íàìè ðàíåå (Êðûëîâà è äð.,
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Ðèñ. 4. Àêòèâíîñòü ìåòàëëîïðîòåèíàç ÌÌÏ-9, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-1 â ïðîöåññå îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ÷åëîâåêà ëèíèé
FetMSC è Ì-FetMSC è ïîëó÷åííûõ èç íèõ êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ.

à—â — èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-1 ñîîòâåòñòâåííî â òå÷åíèå 12 ñóò îò íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà; àR—âR — çèìîãðàììû ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ÌÌÏ. 1 — M-FetMSC (2D), 2 — M-FetMSC (3D), 3 — FetMSC (2D), 4 — FetMSC (3D). Ê — èñõîäíàÿ èíäóêöèîííàÿ ñðåäà. Íà ãðàôèêàõ ïðèâåäå-

íû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïî òðåì èçìåðåíèÿì â êàæäîé òî÷êå.



2014, 2015). Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ðàçíàÿ àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-9 ÷åðåç 12 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â èíäóêöèîííîé
ñðåäå íå êîððåëèðóåò ñ óðîâíåì îñòåîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè, êîòîðûé íåèçìåíåí âî âñåõ âàðèàíòàõ.

À ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ï - 2 ï ð è 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 å çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ ÷åðåç
3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ó âñåõ êëåòîê è äàëåå ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè â èíäóêöèîííîé îñòåîãåííîé ñðåäå äî 12 ñóò
íàõîäèòñÿ ïðèìåðíî íà îäíîì óðîâíå (ðèñ. 4, á). Ìîæíî
òîëüêî îòìåòèòü, ÷òî àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 ÷åðåç 3 ñóò ó
2D-êóëüòóðû FetMSC áîëüøå, ÷åì ó ñôåðîèäîâ ýòîé æå
ëèíèè è ÷åì ó êëåòîê Ì-FetMSC ÷åðåç 3—12 ñóò
(Ð < 0.01). Çèìîãðàììû, äåìîíñòðèðóþùèå àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-2, ïðèâåäåíû íà ðèñ. 4, áR. Ýòè äàííûå â öåëîì êîð-
ðåëèðóþò ñ íåèçìåííûì óðîâíåì äèôôåðåíöèðîâêè ÷å-
ðåç 12 ñóò âî âñåõ âàðèàíòàõ. Ïîñòîÿííàÿ àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-2 íà âñåõ èññëåäîâàííûõ ñðîêàõ, êàê è ïîñòîÿííûé
óðîâåíü àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î íåîáõîäèìîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÌÏ-2 ñ
ÂÊÌ â ñâÿçè ñ ñèíòåçîì è ðåìîäóëÿöèåé ÂÊÌ â ïðîöåññå
îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîêàçàíî, ÷òî â ïðîöåñ-
ñå îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîç-
ãà àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 ñíèæàåòñÿ, ÷òî êîððåëèðóåò ñ îáðà-
çîâàíèåì ÂÊÌ, ñïîñîáíîãî ïîääåðæèâàòü íîðìàëüíîå
ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòîê (Rodriguez et al., 2000). Àâòî-
ðû ðàáîòû ïîä÷åðêèâàþò, ÷òî ÌÌÏ, â ÷àñòíîñòè ÌÌÏ-2,
àêòèâíî ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ îñòåîãåííîé äèôôåðåí-
öèðîâêè, ðåãóëèðóÿ ìèãðàöèþ êëåòîê è ðåìîäóëÿöèþ
ÂÊÌ (Schneider et al., 2010).

À ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ï - 1 ï ð è 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 å. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1
íîñèò èíîé õàðàêòåð, ÷åì ó ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2 ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè êëåòîê â 2D- è 3D-óñëîâèÿõ. Ó îáåèõ ëèíèé
íàáëþäàþòñÿ ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó âàðèàíòàìè
2D è 3D (ðèñ. 4, â). Ïîêàçàíî, ÷òî ñ íà÷àëîì äèôôåðåíöè-
ðîâêè íà÷èíàåòñÿ ðåçêîå óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1
â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå Ì-FetMSC è ÷òî îíà âûøå àê-
òèâíîñòè ÌÌÏ-1 â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå FetMSC íà
ñðîêàõ 3, 6 è 12 ñóò (Ð < 0.01). Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1 â êëå-
òî÷íûõ ñôåðîèäàõ ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì â ìîíîñëîé-
íûõ êóëüòóðàõ. Òîëüêî íà ñðîêå 3 ñóò àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1
â ñôåðîèäàõ FetMSC óâåëè÷åíà ïî ñðàâíåíèþ ñî ñôåðîè-
äàìè Ì-FetMSC (Ð < 0.01). Çèìîãðàììû, äåìîíñòðèðóþ-
ùèå àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1, ïðèâåäåíû íà ðèñ. 4, âR. Àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ-1, òàê æå êàê è ÌÌÏ-9, ÷åðåç 12 ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â èíäóêöèîííîé ñðåäå íå êîððåëèðóåò ñ
óðîâíåì îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, êîòîðûé îäèíà-
êîâ äëÿ âñåõ âàðèàíòîâ. Ïî-âèäèìîìó, íà ïðîòÿæåíèè
12 ñóò ïðîäîëæàþòñÿ ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ íåîáõîäè-
ìîñòüþ ïðèñóòñòâèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1, êîòîðàÿ ó÷àñò-
âóåò â ïðîöåññå ñèíòåçà êîëëàãåíà I, òðåáóåìîãî äëÿ îáðà-
çîâàíèÿ êîñòíîé òêàíè (Nagase, Woessner, 1999). Íî ðå-
çóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî óðîâíè àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1
ñóùåñòâåííî ðàçëè÷íû äëÿ îáåèõ ëèíèé.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî íàáëþäàåìàÿ
äèíàìèêà àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2 â òå÷åíèå 12 ñóò
äèôôåðåíöèðîâêè, áåçóñëîâíî, ñâÿçàíà ñ âçàèìîäåéñòâè-
åì êëåòîê è èíäóêöèîííîé ñðåäû, â êîòîðîé èçíà÷àëüíî
ïðèñóòñòâóåò ñûâîðîòêà, ñîäåðæàùàÿ ýòè ÌÌÏ. Ïîýòî-
ìó èç íàøèõ ðåçóëüòàòîâ íåëüçÿ ñäåëàòü îäíîçíà÷íûé âû-
âîä î ïðèñóòñòâèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè èìåííî êëåòî÷-
íûõ ÌÌÏ-9 è ÌÌÏ-2. Íî ìîæíî êîíñòàòèðîâàòü,
÷òî ýòè ÌÌÏ íåçàâèñèìî îò èõ ïðîèñõîæäåíèÿ íåîáõî-
äèìû äëÿ ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ. Èç ðåçóëü-
òàòîâ ïî ÌÌÏ-1 ìîæíî óâåðåííî óòâåðæäàòü, ÷òî èìåí-

íî êëåòî÷íàÿ ÌÌÏ-1 ñîïðîâîæäàåò ïðîöåññ äèôôåðåí-
öèðîâêè ÌÑÊ, òàê êàê â èíäóêöèîííîé ñðåäå îíà îòñóòñò-
âóåò.
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We have confirmed the ability of mesenchymal stem cell lines isolated from human early embryo bone
marrow (FetMSC) and limb bud (M-FetMSC) and from cell spheroids derived therefrom to differentiation in
osteogenic and adipogenic directions was confirmed. The presence of MMP-9, -2 and -1 during the process of
adipogenic and osteogenic differentiation was shown for both cell lines. Comparative analysis of the dynamics
of the MMP activities during the process of adipogenic and osteogenic differentiation showed the differences
among cell lines and also differences among monolayer cultures (2D) and cell spheroids (3D). The correlation
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between the level of adipogenic differentiation and levels of MMP-9 and -2 activities for both lines in 2D and
3D culture was shown. The low level of adipogenic differentiation in M-FetMSC line (2D) corresponds to redu-
ced activity of MMP-2 and MMP-9 and increase of differentiation level (3D) resulted in significant increase of
both MMP activities. Vice versa effect was shown for MMP-1 activity. The low level of adipogenic differentia-
tion in M-FetMSC line (2D) corresponds to reduced activity of MMP-1 and increase of the level of adipogenic
differentiation (3D) resulted in decrease of MMP-1 activity. The observed dynamics of MMP-1 and -9 activities
was not associated with the level of osteogenic differentiation, which was unchanged in all variants. But
MMP-2 activity and intensity of osteogenic differentiation were not changed in both cell lines at 2D and 3D
culture. The results suggest that MMP can positively or negatively influence the differentiation of MSCs, that is
related to the mechanism of MMPs action on the differentiation processes. Obtained differences in MMP activi-
ties during differentiation processes may exist both due to influence of different initial microenvironment and
to different properties of ECM in 2D and 3D cultures.
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