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Àäèïîöèòàðíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà...

Ñóùåñòâóþò ïðîòîêîëû àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ñ
ïîýòàïíûì äîáàâëåíèåì â ïèòàòåëüíûå ñðåäû ðàçëè÷íûõ èíäóêòîðîâ, â òîì ÷èñëå è ñåëåêòèâíîãî àãî-
íèñòà ðåöåïòîðà PPARG ðîçèãëèòàçîíà, êîòîðûé, ïî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, ñïîñîáåí ïîâûøàòü ýôôåê-
òèâíîñòü ýòîé äèôôåðåíöèðîâêè in vitro. Îäíàêî ïðîòîêîë c ó÷àñòèåì ðîçèãëèòàçîíà äî ñèõ ïîð íå èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ)
(ýÌÑÊ-ÊÌ). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â êà÷åñòâå ýÌÑÊ-ÊÌ èñïîëüçîâàíà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ FetMSC è ïðåä-
ñòàâëåíû ðåçóëüòàòû åå àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðîçèãëèòàçîíà. Äîëÿ êëå-
òîê, ïðîøåäøèõ àäèïîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó, ñîñòàâèëà 31.0 � 1.9 % (îêðàñêà ìàñëÿíûì êðàñ-
íûì, n = 1121). Ýêñïðåññèÿ ãåíà PPARG, îäíîãî èç ãëàâíûõ ðåãóëÿòîðîâ àäèïîãåíåçà, óâåëè÷èâàëàñü â
ïðîöåññå àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Òàêèì îáðàçîì, ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ýÌÑÊ-ÊÌ ôîð-
ìèðóþò àäèïîöèòû in vitro â ïðèñóòñòâèè ðîçèãëèòàçîíà â äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, ôåòàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ÷åëî-
âåêà, àäèïîöèòàðíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, ðîçèãëèòàçîí, ýêñïðåññèÿ ãåíîâ.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÊÌ — êîñòíûé ìîçã,
ýÌÑÊ-ÊÌ — ýìáðèîíàëüíûå ÌÑÊ-ÊÌ, ÎÒ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ï. í. — ïàðà íóêëåîòèäîâ,
ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, GAPDH — ãëèöåðàëü-
äåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà, HDAC — ãèñòîí-äåàöåòèëàçà, PPARG — òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ãàì-
ìà-ðåöåïòîðà, àêòèâèðóåìûé ïðîëèôåðàòîðàìè ïåðîêñèñîì ÷åëîâåêà. Pparg — òðàíñêðèïöèîííûé ôàê-
òîð ãàììà-ðåöåïòîðà, àêòèâèðóåìûé ïðîëèôåðàòîðàìè ïåðîêñèñîì ìûøè.

Ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà îáëàäàþò òàêèìè ñâîéñò-
âàìè, êàê ïëàñòè÷íîñòü è ñïîñîáíîñòü ê ñàìîîáíîâëå-
íèþ, è ïîýòîìó àêòèâíî èçó÷àþòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ.
Íàó÷íûì ñîîáùåñòâîì îïèñàíû ñòâîëîâûå êëåòêè, âûäå-
ëåííûå èç ðàçëè÷íûõ òêàíåé ÷åëîâåêà, èíäóöèðîâàííûå
ñòâîëîâûå êëåòêè è ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÝÑÊ). Âïåðâûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ)
áûëè âûäåëåíû èç òêàíè êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ) âçðîñëîãî
÷åëîâåêà (ñì. îáçîð: Friedenstein, 1990) è âñêîðå ñòàëè èñ-
ïîëüçîâàòüñÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. ÌÑÊ-ÊÌ îá-
ëàäàþò óíèêàëüíûìè ñâîéñòâàìè — ñïîñîáíîñòüþ ìèã-
ðèðîâàòü â ïîâðåæäåííûå ó÷àñòêè òêàíè è ïðîäóöèðîâàòü
áèîàêòèâíûå ìîëåêóëû (Polymeri et al., 2016). Íî åñòü è
ñëîæíîñòè â ðàáîòå ñ ÌÑÊ-ÊÌ. Êà÷åñòâî è êîëè÷åñòâî
ïîëó÷àåìûõ êëåòîê çàâèñÿò îò ïðîöåññà âûäåëåíèÿ, êðî-
ìå ýòîãî, ÌÑÊ-ÊÌ èìåþò îãðàíè÷åííûé ïîòåíöèàë äåëå-
íèÿ è ìîãóò âûçûâàòü èììóííûé îòâåò ïðè òðàíñïëàíòà-
öèè îò äîíîðà ê ïàöèåíòó (Polymeri et al., 2016). Àëüòåð-
íàòèâîé ÌÑÊ-ÊÌ âçðîñëîãî îðãàíèçìà ñëóæàò ÌÑÊ-ÊÌ,
âûäåëåííûå èç êîñòíîãî ìîçãà ýìáðèîíà ÷åëîâåêà âîçðàñ-
òà 5—12 íåä (ýÌÑÊ-ÊÌ), êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ â êà÷å-
ñòâå ìàòåðèàëà äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè è ðåãåíåðàòèâíîé

ìåäèöèíû (O’Donoghue, Fisk, 2004; Balbi, Bollini, 2017;
Witt et al., 2017). Ïîêàçàíî, ÷òî ýÌÑÊ-ÊÌ îáëàäàþò
êàê îáùèìè ñ ÝÑÊ è âÌÑÊ-ÊÌ, òàê è îòëè÷íûìè îò íèõ
ñâîéñòâàìè, ÷òî ãîâîðèò îá èõ ïðîìåæóòî÷íîì ìåæ-
äó ÝÑÊ è âÌÑÊ-ÊÌ ôåíîòèïå. Ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÑÊ
ýÌÑÊ-ÊÌ èìåþò áîëåå îãðàíè÷åííûé ïîòåíöèàë äåëå-
íèÿ, íî íå ôîðìèðóþò òåðàòîìû in vitro, ÷òî ñíèæàåò
ðèñê ðàçâèòèÿ çëîêà÷åñòâåííîãî îáðàçîâàíèÿ ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè in vivo. Èíòåðåñíî, ÷òî ýÌÑÊ-ÊÌ, êàê è
ÝÑÊ, ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû êëåòî÷íîé ïëþðèïîòåíò-
íîñòè (Baghbaderani et al., 2008). Íî ïî ñðàâíåíèþ ñ
âÌÑÊ-ÊÌ, ó ýÌÑÊ-ÊÌ àêòèâíåå ôóíêöèîíèðóåò òåëîìåðàçà,
ïîýòîìó ýÌÑÊ-ÊÌ èìåþò áîëåå âûñîêèé ïîòåíöèàë äå-
ëåíèÿ. Äðóãèì âàæíûì ïðåèìóùåñòâîì ýÌÑÊ-ÊÌ ïåðåä
âÌÑÊ-ÊÌ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè íå îòòîðãàþòñÿ ïðè
òðàíñïëàíòàöèè; îäíàêî ýòî ñïðàâåäëèâî òîëüêî äëÿ
ÝÑÊ, âûäåëåííûõ äî 12 íåä âíóòðèóòðîáíîãî ðàçâèòèÿ
(O’Donoghue, Fisk, 2004).

Äëÿ ýÌÑÊ-ÊÌ, êàê è äëÿ ëþáûõ ÌÑÊ, ïîêàçàíà ñïî-
ñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â àäèïîãåííîì íàïðàâëå-
íèè in vitro (Êðûëîâà è äð., 2012). Àäèïîöèòàðíàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà ÌÑÊ in vitro ÿâëÿåòñÿ äîñòóïíûì è îòíîñèòå-
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ëüíî ïðîñòûì èíñòðóìåíòîì äëÿ èçó÷åíèÿ àäèïîãåíåçà è
æèðîâûõ êëåòîê. Èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ æèðîâûõ êëåòîê
äîñòàòî÷íî âåëèê, îí ðàñòåò ñ óâåëè÷åíèåì çíàíèé îá ýí-
äîêðèííîé ôóíêöèè æèðîâîé òêàíè â îðãàíèçìå â íîðìå
è ïàòàëîãèè (Turner et al., 2017). Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçëè÷íûå
çàáîëåâàíèÿ (îæèðåíèå, äèàáåò, õðîíè÷åñêàÿ ñåðäå÷íàÿ
íåäîñòàòî÷íîñòü è îñòåîïîðîç) ñîïðîâîæäàþòñÿ íàðóøå-
íèÿìè ëèïîëèçà, ëèïîãåíåçà è àäèïîãåíåçà (Bredella et al.,
2011; Wongdee, Charoenphandhu, 2011; Wang et al., 2014).
Àäèïîãåíåç — ýòî ñëîæíûé è ìíîãîêîìïîíåíòíûé ïðî-
öåññ, âîâëåêàþùèé â ñåáÿ âçàèìîäåéñòâèå íåñêîëüêèõ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (Rosen, Spiegelman, 2000;
Rosen, MacDougald, 2006), òàêèõ êàê CEBPB, CEBPG è
PPARG. PPARG ÿâëÿåòñÿ ðåöåïòîðîì ÿäåðíîé ìåìáðàíû
è òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì, âõîäÿùèì â ñåìåéñòâî
ðåöåïòîðîâ, àêòèâèðóåìûõ ïåðîêñèñîìíûìè ïðîëèôåðà-
òîðàìè. Ýòîò ðåöåïòîð èãðàåò öåíòðàëüíóþ ðîëü â àäèïî-
ãåíåçå (Kawai, Rosen, 2010), ïîñêîëüêó íîêàóò ïî ãåíó
Pparg ó ìûøåé âåäåò ê ïîëíîìó îòñóòñòâèþ ó íèõ æèðî-
âîé òêàíè (Kubota et al., 1999).

Èçâåñòíî, ÷òî PPARG ñâÿçûâàåòñÿ ñ ëèãàíäîì, ïîñëå
÷åãî îáðàçóåò ãåòåðîäèìåð ñ äðóãèì ëèãàíäàêòèâèðóå-
ìûì ÿäåðíûì ðåöåïòîðîì ðåòèíîèäîâ — Õ òèïà àëüôà.
Ýòîò ãåòåðîäèìåð ñâÿçûâàåòñÿ ñî ñïåöèôè÷åñêîé ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòüþ â ÄÍÊ è àêòèâèðóåò òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ-ìèøåíåé
(Willson et al., 2001; Farmer, 2006). PPARG ýêñïðåññèðóåò-
ñÿ â æèðîâîé òêàíè, òàêæå ýêñïðåññèÿ PPARG îáíàðóæå-
íà â âÌÑÊ-ÊÌ (Tontonoz et al., 1994à; Revittser et al.,
2014). Ïðè àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêå in vitro èñ-
ïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå ïðîòîêîëû, â òîì ÷èñëå ïðåäó-
ñìàòðèâàþùèå èñïîëüçîâàíèå ëèãàíäîâ PPARG.

Îäíèì èç ýòèõ ëèãàíäîâ PPARG ÿâëÿåòñÿ õèìè÷åñêîå
âåùåñòâî êëàññà òèàçîëèäèíäèîíîâ — ðîçèãëèòàçîí, ñå-
ëåêòèâíûé àãîíèñò ðåöåïòîðà PPARG (Zebisch et al.,
2012). Ïîêàçàíî, ÷òî ðîçèãëèòàçîí ñïîñîáåí óâåëè÷èâàòü
ýôôåêòèâíîñòü àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ôèá-
ðîáëàñòîâ in vitro (Tontonoz et al., 1994b), íî â ëèòåðàòóðå
íåò äàííûõ îá èñïîëüçîâàíèè ïèòàòåëüíûõ ñðåä, âêëþ÷à-
þùèõ â ñåáÿ ðîçèãëèòàçîí, äëÿ àäèïîöèòàðíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè ýÌÑÊ-ÊÌ.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî âûÿñíèòü, ñïîñîáíà ëè
äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà, ñîäåðæàùàÿ ðî-
çèãëèòàçîí, ñòèìóëèðîâàòü àäèïîöèòàðíóþ äèôôåðåíöè-
ðîâêó in vitro ýÌÑÊ-ÊÌ ëèíèè FetMSC (Êðûëîâà è äð.,
2012), ïîëó÷åííîé èç 5—6-íåäåëüíîãî ýìáðèîíà. Â ïðî-
öåññå àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè èçìåðåíû óðîâ-
íè ýêñïðåññèè ãåíà PPARG, îäíîãî èç âàæíåéøèõ ðåãóëÿ-
òîðîâ àäèïîãåíåçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í à ÿ ë è í è ÿ. Äëÿ ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ëè-
íèþ êëåòîê ÌÑÊ (FetMSC), âûäåëåííóþ èç ÊÌ ýìáðèîíà
÷åëîâåêà èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
ïîçâîíî÷íûõ (ÐÊÊÊ Ï) Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ýòè êëåòêè áûëè ïîëó÷åíû è îõàðàê-
òåðèçîâàíû ðàíåå Êðûëîâîé ñ ñîàâòîðàìè è áûëà ïîêàçà-
íà èõ ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â àäèïîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè (Kðûëîâà è äð., 2012). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå a-ÌÅÌ (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ñû-
âîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû (HyClone, ÑØÀ), 2 ìÌ L-ãëóòà-
ìèíà, ñìåñü ïåíèöèëëèíà (50 Åä/ìë) è ñòðåïòîìèöèíà
(50 ìêã/ìë) (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Ñðåäó ìåíÿëè 1 ðàç â
2—3 ñóò.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ ò à ò ó ñ à ê ë å ò î ê ñ ï î ì î ù ü þ
ï ð î ò î ÷ í î é ö è ò î ô ë ó î ì å ò ð è è. Êëåòêè êóëüòèâèðî-
âàëè â òå÷åíèå 5 ñóò, ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ñ ïîìîùüþ
0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà ñ âåðñåíîì (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ) è îòìûâàëè îò íåãî ðàñòâîðîì PBS (Õåëèêîí, Ðîñ-
ñèÿ). Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê (1 ìëí/ìë) àëèêâî-
òèðîâàëè íà ïðîáû 30 ìêë, äîáàâëÿëè ê êàæäîé èç íèõ ïî
3 ìêë àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðåñöåíòíûìè
ìåòêàìè — FITC èëè ôèòêîýðåòðèí (PE), — è èíêóáèðî-
âàëè èõ ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí. Äàëåå ïðîáû äîâîäèëè
äî îáúåìà 0.4 ìë ñ ïîìîùüþ áóôåðà FACS (PBS, ñîäåð-
æàùèé 1 % BSA è 0.05 % àçèäà íàòðèÿ). Öèòîôëóîìåòðè-
÷åêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ öèòîìåòðà Beckman
Coulter (ÑØÀ), èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ÑD44, ÑD73,
ÑD90, ÑD105 è ÑD146 (Beckman Coulter, ÑØÀ). Êàæäûé
ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè 1 ðàç.

Ä ë ÿ í à ï ð à â ë å í í î é à ä è ï î ö è ò à ð í î é ä è ô -
ô å ð å í ö è ð î â ê è èñïîëüçîâàëè èíäóêòîðû èç ïðîòîêî-
ëà, îïèñàííîãî äëÿ êëåòî÷íîé ëèíèè 3Ò3-L1 (Mus muscu-
lus) (Zebisch et al., 2012). Êëåòêè âûñåâàëè â ÷àøêó Ïåòðè
ïðè ïëîòíîñòè 10 000 íà 1 ñì2 â ñðåäó a-ÌÅÌ (Áèîëîò,
Ðîññèÿ), ñîäåðæàùóþ 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû
(HyClone, ÑØÀ), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, ñìåñü ïåíèöèëëèíà
(50 Åä/ìë) è ñòðåïòîìèöèíà (50 ìêã/ìë) (Áèîëîò, Ðîññèÿ).
Ñðåäó ìåíÿëè 1 ðàç â 2—3 ñóò. Êîãäà êëåòêè äîñòèãàëè
ñóáêîíôëþýíòíîñòè, ìû çàìåíÿëè èñïîëüçóåìóþ ñðåäó
ñðåäîé ñ èíäóêòîðàìè, ñîäåðæàùåé 0.5 ìÌ èçîáóòèëìå-
òèëêñàíòèíà, 0.5 ìêÌ äåêñàìåòàçîíà è 2 ìêÌ ðîçèãëèòà-
çîíà (âñå îò Sigma, ÑØÀ). Ýòà ñðåäà ñîõðàíÿëàñü ïåðâûå
4 ñóò. Â äàëüíåéøåì ðîçèãëèòàçîí íå äîáàâëÿëè. Íà
4—8-å ñóò èñïîëüçîâàëè ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 1 ìêã/ìë èí-
ñóëèíà (Sigma, ÑØÀ). Íà 8—2-å ñóò èñïîëüçîâàëè ñðåäó
áåç èíäóêòîðîâ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè
ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðà-
ôàðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå è îêðàøèâàëè êðàñíûì ìàñëÿíûì (Oil Red O, Sigma,
ÑØÀ) â òå÷åíèå 15 ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäîé. Ìèêðîñêîïè÷åñêèé êîíòðîëü ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Axio Ob-
server Z1 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê. Îáðàçöû ñóììàðíîé ÐÍÊ ñîáè-
ðàëè íà ðàçíûõ ýòàïàõ ýêñïåðèìåíòà: èç ñóáêîíôëþýíò-
íîé êóëüòóðû FetMSC íà 4, 8 è 12-å ñóò ïîñëå íà÷àëà àäè-
ïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Âûäåëåíèå ÐÍÊ ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà RNeasyMiniKit (QIAGEN, ÑØÀ)
ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ýëþ-
öèþ ïðîâîäèëè â 30 ìêë äâàæäû äèñòèëëèðîâàííîé âîäû
(ddH2O). Êîíöåíòðàöèþ âûäåëåííîé ÐÍÊ èçìåðÿëè íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå GeneQuant1300 (Biochrom, ÑØÀ).

Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ (ÎÒ). Ñèíòåç êÄÍÊ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè ÎÒ-1 (Ñèíòîë, Ðîññèÿ). Äëÿ ðåàêöèè ÎÒ èñïîëüçîâà-
ëè 1 ìêã ÐÍÊ, 1 ìêë ïðàéìåðà (Random-6 15 ÎÅ/ìë) è
ddH2O, îáùèé îáúåì ðåàêöèîííîé ñìåñè ñîñòàâëÿë
13 ìêë. Äàëåå ýòó ñìåñü èíêóáèðîâàëè ïðè 65 °Ñ 10 ìèí è
îõëàæäàëè 1 ìèí âî ëüäó. Äîáàâëÿëè 10 ìêë 2.5-êðàòíîé
ðåàêöèîííîé ñìåñè è 1 ìêë îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû
(MMLV-RT 50 åä./ìêë). Îáùóþ ñìåñü èíêóáèðîâàëè
75 ìèí ïðè 37 °Ñ è 10 ìèí ïðè 85 °Ñ. Ê ïîëó÷åííîé
êÄÍÊ äîáàâëÿëè 75 ìêë ddH2O.

Ï Ö Ð ï î ñ ë å Î Ò. Ïðàéìåðû äëÿ ÏÖÐ áûëè ñïðîåê-
òèðîâàíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû PrimerBlast (ÑØÀ) ñ
ó÷åòîì áàçû äàííûõ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
NCBI. Ãåíîì èíòåðåñà áûë PPARG. Â êà÷åñòâå ðåôåðåíñ-
íîãî ãåíà áûë âûáðàí GAPDH (Gorzelniak et al., 2001).
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ PPARG: ïðÿìîé
5R-CGAGGGCGATCTTGACAG-3R è îáðàòíûé 3R-TCTTT-
GCTCTGCTCCTG-5R (ðàçìåð àìïëèêîíà 130 ï. í.). Ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ GAPDH: ïðÿìîé 5R-AA-
TGAAGGGGTCATTGATGG-3R è îáðàòíûé 3R-AAGGT-
GAAGGTCGGAGTCAA-5R (ðàçìåð àìïëèêîíà 108 ï. í.).
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîìïëåìåíòàðíûå ïîëó÷åííûì
ïðàéìåðàì, íàõîäÿòñÿ â ðàçíûõ ýêçîíàõ ãåíà è òåì ñàìûì
îáåñïå÷èâàþò ñïåöèôè÷íîñòü àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ. ÏÖÐ
ïðîâîäèëè â îáúåìå 10 ìêë, â êîòîðûé âõîäèëè: 4 ìêë
ðàçâåäåííîé êÄÍÊ, ïî 0.5 ìêÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî
ïðàéìåðîâ, 0.2 ìÌ äÍÒÔ, 1.5 ìÌ MgCl2, Hot-Taq ïîëè-
ìåðàçíûé áóôåð è 1 åä. Hot-Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (Ñè-
ëåêñ, Ðîññèÿ). Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ÏÖÐ
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêöèîííîé ñìåñè áåç
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû. Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â ñëåäóþ-
ùåì ðåæèìå: 95 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí (àêòèâàöèÿ ïîëèìåðà-
çû), äàëåå 35 2-ñòàäèéíûõ öèêëîâ (60 °Ñ, 50 ñ è 95 °Ñ,
15 ñ). Ïðîäóêòû ÏÖÐ â îáúåìå 8 ìêë ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè
ðàçäåëÿëè â 6%-íîì ÏÀÀÃ, çàòåì îêðàøèâàëè áðîìè-
ñòûì ýòèäèåì. Ôîòîãðàôèðîâàëè ïðè óëüòðàôèîëåòîâîì
ñâåòå.

Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è. Èñïîëüçîâàëè àìï-
ëèôèêàòîð ABI Prism 7500 (AppliedBiosystems, ÑØÀ) è
ÏÖÐ-êîìïëåêò (R-414, Ñèíòîë, Ðîññèÿ). Ðåàêöèþ ïðîâî-
äèëè â îáúåìå 25 ìêë. Îíà âêëþ÷àëà â ñåáÿ 4 ìêë ðàçâå-
äåííîé ìàòðèöû êÄÍÊ, 250 ìêÌ äÍÒÔ, 2.5 ìêë 10-êðàò-
íîãî áóôåðà Á äëÿ ÏÖÐ (ñîäåðæàùåãî èíòåðêàëèðóþùèé
êðàñèòåëü SYBR Green I è ðåôåðåíñíûé êðàñèòåëü ROX),
25 ìÌ MgCl2, 1 åä. Syn Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, ïî 5 ìêÌ
ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ, ddH2O. Äëÿ âûáîðà îï-
òèìàëüíûõ óñëîâèé ðåàêöèè îöåíèâàëè ýôôåêòèâíîñòü
ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ìåòîäîì ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàç-
âåäåíèé ïðåïàðàòîâ êÄÍÊ. Òåìïåðàòóðíûé ïðîôèëü àìï-
ëèôèêàöèè áûë ñëåäóþùèì: 95 °Ñ, 5 ìèí è äàëåå 40 öèê-
ëîâ ïðè 60 °Ñ, 50 ñ (äåòåêöèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà) è
95 °Ñ, 15 ñ. Çàòåì ñòðîèëè êðèâóþ ïëàâëåíèÿ â äèàïàçîíå
òåìïåðàòóð 60—95 °Ñ. Âñå êðèâûå ïëàâëåíèÿ èìåëè îäèí
ïèê, ÷òî ãîâîðèò î ñïåöèôè÷íîñòè ïîäîáðàííûõ ïðàéìå-
ðîâ. Îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàìì ABI Prism (Applied Biosystems, ÑØÀ) è

Exñel (Microsoft, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ ìåòîä DDÑt (Livak,
2001). Âñå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà-
÷åíèé è èõ ñòàíäàðòíûõ îøèáîê (n — ÷èñëî ýêñïåðè-
ìåíòîâ), ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðåçóëüòàòû âûÿâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ïàðíîãî t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.
Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îòíîñèòåëüíûìè óðîâíÿìè ÐÍÊ íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê FetMSC è óðîâíÿìè ÐÍÊ êëå-
òîê FetMSC íà 4, 8 è 12-å ñóò àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåí-
öèðîâêè ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïðè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Ñ ò à ò ó ñ ê ë å ò î ê. Â îòëè÷èå îò àâòîðîâ ïîëó÷åííîé
ëèíèè FetMSC (Kðûëîâà è äð., 2012) ìû êóëüòèâèðîâàëè
êëåòêè íå â ñðåäå DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), à â ñðåäå
a-ÌÅÌ. Ïîýòîìó ìû âûÿñíÿëè, âëèÿåò ëè ñìåíà ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãå-
íîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà. Ïðîòî÷íàÿ öèòî-
ìåòðèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë ïî-
êàçàëà, ÷òî êëåòêè ëèíèè FetMSC â ñðåäå a-ÌÅÌ ýêñï-
ðåññèðóþò ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû ìåçåíõèìíîãî ðÿäà:
ÑD44 (99.8 %), ÑD73 (99.8 %), ÑD90 (100.0 %), ÑD105
(100.0 %) è ÑD146 (99.8 %) (n = 1). Ýòè äàííûå óêàçûâà-
þò íà ñîõðàíåíèå ìåçåíõèìíîãî ñòàòóñà êëåòîê â èçìå-
íåííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

À ä è ï î ö è ò à ð í ó þ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó FetMSC
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ñóò (Zebisch et al., 2012). Îñíîâ-
íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû íà 6-ì ïàññàæå.

Ðåçóëüòàòû ìèêðîñêîïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ FetMSC â
ïðîöåññå àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðåäñòàâëå-
íû íà ðèñ. 1. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè
îáúåêòèâ ñ ôàçîâûì êîíòðàñòîì. Íà ðèñ. 1, à ïîêàçàíû
íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè FetMSC ñ êëàññè÷åñêîé
âåðåòåíîâèäíîé ôîðìîé, õàðàêòåðíîé äëÿ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê (Kðûëîâà è äð., 2012). Íà ðèñ. 1, á, â, ïîëó÷åííîì íà
12-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè, âèäíî èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè
êëåòîê — ïîÿâëåíèå ëèïèäíûõ êàïåëü.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè íà 12-å ñóò ìû
îêðàøèâàëè êëåòêè ìàñëÿíûì êðàñíûì (ðèñ. 1, á). Ïîä
ìèêðîñêîïîì ñ ïîìîùüþ ôàçîâîãî êîíòðàñòà íàáëþäàëè

Àäèïîöèòàðíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà... 275

Ðèñ. 1. Àäèïîöèòàðíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèè FetMSC. Ðîçèãëèòàçîí (2 ìêÌ) äîáàâëÿëè â òå÷åíèå ïåðâûõ 4 ñóò äèôôå-
ðåíöèðîâêè.

à — íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè ëèíèè FetMSC; á, â — FetMSC íà 12-å ñóò àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè, ñòðåëêà (á) ïîêàçûâàåò ëèïèäíûå
êàïëè, îêðàøåííûå ìàñëÿíûì êðàñíûì. à, â — ôàçîâûé êîíòðàñò; á — äèôôåðåíöèàëüíî-èíòåðôåðåíöèîííûé êîíòðàñò. à, á — ôèêñèðîâàííûé ïðå-

ïàðàò; â — ïðèæèçíåííàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Îá. 20� (à), 63� (á) è 40� (â).



áîëåå êðóïíûå ëèïèäíûå êàïëè (ðèñ. 1, â), à ïðè äèôôå-
ðåíöèàëüíî-èíòåðôåðåíöèîííîì êîíòðàñòå õîðîøî ðàç-
ëè÷àëè ìåëêèå ëèïèäíûå êàïëè (ðèñ. 1, á, ñòðåëêà). Äëÿ
êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè àäèïîöèòàðíîé
äèôôåðåíöèðîâêè ñ÷èòàëè âñå êëåòêè â ïîëå çðåíèÿ ìèê-
ðîñêîïà è êëåòêè ñ ëèïèäíûìè êàïëÿìè, îêðàøåííûå
ìàñëÿíûì êðàñíûì, à äàëåå íàõîäèëè èõ ïðîöåíòíîå îò-
íîøåíèå (Liu et al., 2016). Äîëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê ñîñòàâèëà 31.0 � 1.9 % (n = 1121) è ñâèäåòåëüñò-
âóåò î íàëè÷èè â êóëüòóðå àäèïîöèòîâ.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ P P A R G. Äëÿ äîïîëíèòåëüíîãî ïîä-
òâåðæäåíèÿ àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè èçìåðÿëè
óðîâåíü ýêñïðåññèè PPARG ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåæèìå
ðåàëüíîãî âðåìåíè â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ
FetMSC è íà 4, 8 è 12-å ñóò èõ äèôôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 2).
Â êà÷åñòâå ðåôåðåíñíîãî ãåíà èñïîëüçîâàëè GAPDH
(Gorzelniak et al., 2001). Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ýêñïðåñ-
ñèþ PPARG íàáëþäàëè è ó íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
FetMSC (ðèñ. 2, à). Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
íà 4-å ñóò ýêñïðåññèÿ PPARG âîçðàñòàëà â 2 ðàçà (2.01 �
� 0.14, n = 3) è åùå áîëåå — íà 8-å ñóò (3.84 � 0.22,
n = 3). Îäíàêî ÷åðåç 12 ñóò äèôôåðåíöèðîâêè ýêñïðåññèÿ
PPARG ñíèæàëàñü (1.28 � 0.06, n = 3). Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ â
ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè áûëè ïîäòâåðæäåíû ðåçóëüòà-
òàìè ïðîâåäåííîãî êëàññè÷åñêîãî ÎÒ-ÏÖÐ (ðèñ. 2, á).
Â îòðèöàòåëüíûõ êîíòðîëÿõ ýêñïðåññèè PPARG îáíàðó-
æåíî íå áûëî. Òàêèì îáðàçîì, â ïðîöåññå àäèïîöèòàðíîé
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê FetMSC íàáëþäàëè èçìåíåíèå
ýêñïðåññèè PPARG.

Îáñóæäåíèå

Öèòîìåòðè÷åñêîå ôåíîòèïèðîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå a-ÌÅÌ êëåòêè ëèíèè
FetMSC ñîõðàíÿþò ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ,

õàðàêòåðíûõ äëÿ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê. Ïîëó÷åííûå íàìè
äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè Êðûëîâîé è ñîàâòî-
ðîâ (2012). Òåì íå ìåíåå íåèçâåñòíî, êàê èçìåíåíèå óñëî-
âèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîâëèÿëî íà ñïîñîáíîñòü FetMSÑ ê
àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêå. Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî âëèÿ-
íèå ñìåíû ñðåäû ìèíèìàëüíî, òàê êàê ñðåäà a-ÌÅÌ èñ-
ïîëüçóåòñÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ âçðîñëûõ ÌÑÊ-ÊÌ áåç
ïîòåðè õàðàêòåðíûõ äëÿ íèõ ñâîéñòâ (Meuleman et al.,
2006).

Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ïîëó÷åííûé â ïðîöåññå
àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè FetMSC ïðîôèëü ýêñï-
ðåññèè PPARG (÷åëîâåêà) (ðèñ. 2) èìååò ñõîäñòâî ñ ïðî-
ôèëåì ýêñïðåññèè Pparg (ìûøè) â ïðîöåññå äèôôåðåíöè-
ðîâêè ýòîé æå íàïðàâëåííîñòè êëåòîê ëèíèè 3Ò3-L1
(Ntambi et al., 2000; Watanabe et al., 2003). Ïðè äèôôåðåí-
öèðîâêå êëåòîê ëèíèè 3Ò3-L1 â àäèïîöèòàðíîì íàïðàâëå-
íèè in vitro îáíàðóæåíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ Pparg ñòèìóëè-
ðóåòñÿ â òå÷åíèå 2 ñóò àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè
çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ ñ ïðîìîòîðîì Pparg òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ CEBPB è CEBPG (Darlington et al., 1998).
Â ñâîþ î÷åðåäü ãåòåðîäèìåð PPARG ñâÿçûâàåòñÿ c ïðî-
ìîòîðîì Ñebpa è àêòèâèðóåò åãî ýêñïðåññèþ. CEBPA
(CCAAT/enhancer binding protein alpha) ìîæåò ñâÿçûâàòü-
ñÿ c ïðîìîòîðîì Pparg è àêòèâèðîâàòü ýêñïðåññèþ Pparg
ïî ìåõàíèçìó ïîëîæèòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè. Òàêèì îá-
ðàçîì, ýòè äâà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðà âçàèìíî ðåãó-
ëèðóþò äðóã äðóãà, è â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèÿ Pparg äî-
ñòèãàåò ìàêñèìóìà ïðèìåðíî ÷åðåç 4 ñóò äèôôåðåíöè-
ðîâêè â ìûøèíûõ êëåòêàõ 3Ò3-L1 (Ntambi, Young-Cheul,
2000), êàê è â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ êëåòêàìè FetMSC
÷åëîâåêà (ðèñ. 2).

Èçâåñòíî, ÷òî PPARG àêòèâèðóåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ ñïåöèôè÷íûå áåëêè è ôåðìåíòû, íåîáõîäè-
ìûå êëåòêå äëÿ äîñòèæåíèÿ àäèïîöèòàðíîãî ôåíîòèïà.
Ïîýòîìó ÷åðåç 5—7 ñóò êëåòêè 3Ò3-L1 ôîðìèðóþò æèðî-
âûå êàïëè è ïðèîáðåòàþò ôåíîòèï äèôôåðåíöèðîâàííûõ
àäèïîöèòîâ (Watanabe et al., 2003). Â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ íàêîïëåíèå æèðîâûõ êàïåëü â êëåòêàõ FetMSC ïðîèñ-
õîäèëî íà 7—8-å ñóò. Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü
òðàíñêðèïöèè Pparg ðåãóëèðóåòñÿ ìîäèôèêàöèåé ãèñòî-
íîâ (Guan et al., 2005). Â îòñóòñòâèå ëèãàíäîâ ðåöåïòîðà
PPARG ê áåëêîâîìó êîìïëåêñó PPARG ðåêðóòèðóåòñÿ
ãèñòîíäåàöåòèëàçà (HDAC), áëîêèðóåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ,
ïîýòîìó â êëåòêàõ 3Ò3-L1 íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ýêñï-
ðåññèè Pparg ÷åðåç 4 ñóò àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êè. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îáíàðóæåíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ
PPARG íà 12-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè íèæå, ÷åì íà 4-å
(ðèñ. 2).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ FetMSC äîëÿ äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê ñîñòàâèëà 31.0 � 1.9 %. Ñîãëàñíî äàí-
íûì èç ëèòåðàòóðû, ïðè äèôôåðåíöèðîâêå âçðîñëûõ
ÌÑÊ-ÊÌ ìîæíî ïîëó÷èòü áîëüøóþ äîëþ àäèïîöèòîâ —
äî 95 % (Pittenger et al., 1999), îäíàêî ýòî çíà÷åíèå ìîæåò
âàðüèðîâàòü â çàâèñèìîñòè îò êîíêðåòíîé êëåòî÷íîé ëè-
íèè âÌÑÊ-ÊÌ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ ãåòåðî-
ãåííîñòüþ âçðîñëûõ ÌÑÊ-ÊÌ, à èìåííî ñ ïðèñóòñòâèåì
â íèõ êîììèòèðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ àäèïîöèòîâ è
îñòåîáëàñòîâ (Post, 2008; Abdallah et al., 2015). Êîììèòè-
ðîâàííûå ïðåäøåñòâåííèêè àäèïîöèòîâ ôîðìèðóþò àäè-
ïîöèòû ïðè çàïóñêå àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè in
vitro, â òî âðåìÿ êàê êîììèòèðîâàííûå ïðåäøåñòâåííèêè
îñòåîáëàñòîâ — íåò (â òîì ÷èñëå è â ïðèñóòñòâèè ðîçèã-
ëèòàçîíà â äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå). Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ âåäåòñÿ ïîèñê ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ äëÿ ðàçäå-
ëåíèÿ ðàçëè÷íûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, à â êà÷åñòâå îäíîãî
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Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãåíà PPARG â êëåòêàõ FetMSC â ïðî-
öåññå àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè.

à — óðîâåíü ìÐÍÊ PPARG (ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè, íîðìàëèçîâàíî ïî
GAPDH, ìåòîä DDÑt); ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíàÿ
îøèáêà; îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíî ïðè Ð < 0.005 (îäíà çâåçäî÷êà)
è Ð < 0.05 (äâå çâåçäî÷êè). á — ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ PPARG (îòíîñèòåëüíî
GAPDH), ÎÒ-ÏÖÐ, ñòðåëêà ïîêàçûâàåò ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó ïðîäóê-

òîâ ÏÖÐ.



èç ïîòåíöèàëüíûõ ìàðêåðîâ ïðåäëàãàþò CD34 (Abdallah
et al., 2015). Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî íåáîëüøîé ïîêàçàòåëü
äèôôåðåíöèðîâêè â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îáúÿñíÿåòñÿ
ïðèñóòñòâèåì â êóëüòóðå FetMSC ðàçëè÷íûõ ñóáïîïó-
ëÿöèé.

Â óòðîáå ìàòåðè ýÌÑÊ-ÊÌ íå ôîðìèðóþò æèðîâîé
òêàíè â ÊÌ (Kawai et al., 2010), òåì íå ìåíåå ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî PPARG ýêñïðåññèðóåòñÿ â íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ FetMSC. Áîëåå òîãî, ìîðôîëîãèÿ êëåòîê è óðîâíè ýê-
ñïðåññèè PPARG ìåíÿþòñÿ â ïðîöåññå àäèïîöèòàðíîé
äèôôåðåíöèðîâêè, è ïðîèñõîäèò ôîðìèðîâàíèå àäèïîöè-
òîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ïðèñóòñòâèå òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà PPARG â FetMSC, êîòîðûé ìîæåò
àêòèâèðîâàòüñÿ ðîçèãëèòàçîíîì. Ðîçèãëèòàçîí ÿâëÿåòñÿ
ëåêàðñòâåííûì ïðåïàðàòîì è ïðèìåíÿåòñÿ ïðè ëå÷åíèè
äèàáåòà 2-ãî òèïà äëÿ óâåëè÷åíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè òêà-
íåé ê èíñóëèíó (Olefsky, 2000). Ðîçèãëèòàçîí èñïîëüçóåò-
ñÿ â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà è äëÿ áåðåìåííûõ
æåíùèí, ñòðàäàþùèõ äèàáåòîì 2-ãî òèïà è äèàáåòîì áå-
ðåìåííûõ (Yaris et al., 2004; Kalyoncu et al., 2005), ó êîòî-
ðûõ ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå ãëþêîçû â êðîâè êîððåëè-
ðóåò ñ óâåëè÷åííûì ðèñêîì ðàçâèòèÿ ïàòîëîãèé è ñìåðòè
ïëîäà (Landon, Gabbe, 1999).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èñïîëüçîâàíèå ðîçèãëèòàçîíà àñ-
ñîöèèðîâàíî ñ ðÿäîì ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ — óâåëè÷åíè-
åì âåñà ó äåòåé è âçðîñëûõ, ñíèæåíèåì êîñòíîé ïëîòíî-
ñòè è óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà æèðîâîé òêàíè â êîñòíîì
ìîçãå (Russo et al., 2016). Êðîìå òîãî, íà æèâîòíîé ìîäå-
ëè (Ovis aries, äîìàøíÿÿ îâöà) ïîêàçàíî, ÷òî ðîçèãëèòà-
çîí ñïîñîáåí ïðîõîäèòü ÷åðåç ïëàöåíòó è íàêàïëèâàòüñÿ
â êðîâè ýìáðèîíà è ïëîäà, ïðèâîäÿ ê íàðóøåíèþ åãî íîð-
ìàëüíîãî ðàçâèòèÿ (Bazargan et al., 2016). Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íåèçâåñòíî, êàê âëèÿåò ðîçèãëèòàçîí íà òêàíè ÷å-
ëîâåêà in utero è ìîæåò ëè îí, ñâÿçûâàÿñü ñ PPARG, âûçû-
âàòü êàêèå-ëèáî ïîáî÷íûå ýôôåêòû. Òàêèì îáðàçîì,
êëåòêè FetMSC ìîãóò áûòü îòíîñèòåëüíî äîñòóïíîé ìî-
äåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ in vitro âîçìîæíîãî âëèÿíèÿ ðîçèãëè-
òàçîíà è äðóãèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà êëåòêè ÊÌ ýì-
áðèîíà è ïëîäà ÷åëîâåêà. Ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî
êëåòêè FetMSC ôîðìèðóþò àäèïîöèòû in vitro è ÷òî íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûå FetMSC ýêñïðåññèðóþò PPARG,
êîäèðóþùèé îäèí èç âàæíåéøèõ òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ àäèïîãåíåçà.
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The adipogenic differentiation of human mesenchymal stem cells (MSC) in vitro is a common instrument
for studying an adipogenesis. There are a lot of published protocols for adipogenic differentiation of MSC. For
this study we have chosen the protocol with presence of rosiglitazone. Rosiglitazone is high-specific agonist of
PPARG. It has been shown that rosiglitazone can enhance the adipogenic differentiation in vitro. However, the
protocol for effective differentiation of cells with presence of rosiglitazone never has been used for adipogenic
differentiation of fetal bone marrow derived mesenchymal stem cells (F-BM-MSC). In the present study, we
showed adipogenic differentiation of F-BM-MSC in vitro using the protocol with presence of rosiglitazone.
We saw the presence of Oil Red stained cells after differentiation (31.0 � 1.9 %). Using Real-Time PCR we fo-
und increase of PPARG expression during adipogenic differentiation. The results show that F-BM-MSC have
formed adipocytes in vitro.
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