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Заживление переломов представляет собой сложный процесс, при котором основными источниками кле-
ток-предшественников остеобластов становятся надкостница и эндост. Однако клеточные механизмы и
сигнальные каскады, лежащие в основе начальных стадий дифференцировки предшественников остеоб-
ластов во взрослой кости, до сих пор недостаточно изучены. Поэтому мы провели протеомный анализ
первичной культуры изолированных остеобластов человека из бедренной кости взрослых доноров в не-
дифференцированных условиях и на пятый день остеогенной дифференцировки in vitro. Это ранняя вре-
менная точка, при которой ещe не наблюдается минерализация внеклеточного матрикса. В протеомный
анализ были включены 1612 белков, идентифицированных как минимум по двум пептидами. Данные до-
ступны через ProteomeXchange с идентификатором PXD033697. Несмотря на то, что минерализация мат-
рикса начинается только после индукции остеогенной дифференцировки, мы выявили неожиданно сла-
бый физиологический сдвиг, связанный со снижением пролиферативной активности клеток и изменени-
ем белков, участвующих в секреции и организации внеклеточного матрикса. Мы показали, что при
культивировании в стандартных условиях в остеобластах выявляются маркеры поздних стадий остеоген-
ной дифференцировки, в том числе BMP-2/4, остеокальцин, остеопонтин и RUNX2. Следовательно,
дальнейшая дифференцировка, необходимая для минерализации матрикса, требует минимальных физио-
логических изменений.
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Остеобласты представляют собой специализиро-
ванные мезенхимные клетки, ответственные за про-
дукцию костного внеклеточного матрикса и его ми-
нерализацию. In vivo остеогенная дифференцировка
происходит, главным образом, во время формирова-
ния кости путем эндохондральной или внутримем-

бранозной оссификации. В начале обоих процессов
мезенхимные клетки начинают уплотняться. При
внутримембранозной оссификации мезенхимные
клетки непосредственно дифференцируются в осте-
областы, начинают продуцировать остеоид (кост-
ный ВКМ) и формируют центр окостенения. При
эндохондральной оссификации, наоборот, происхо-
дит хондрогенная дифференцировка уплотненных
мезенхимных клеток, что приводит к образованию
надхрящницы. Затем хондроциты в области диафиза
гипертрофируются и продуцируют факторы роста
эндотелия сосудов, привлекающие сосуды. Нако-
нец, мезенхимные клетки и гипертрофированные
хондроциты подвергаются остеогенной дифферен-
цировке (Lobov, Malashicheva, 2022).

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс,
ВЭЖХ-МС-МС – высокоэффективная жидкостная хромато-
графия с тандемным масс-спектрометрическим детектирова-
нием; МСК – мезенхимные стволовые клетки, УВЖХ – ульт-
ра высокоэффективная жидкостная хроматография; FDR –
частота ложного обнаружения; PCA – метод главных компо-
нент; ФСБ – фосфатно-солевой буферый раствор; sPLS-DA –
разреженный дискриминантный анализ на основе частных
наименьших квадратов; ФБС – фетальная бычья сыворотка.
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Во взрослом организме аналогичные процессы
могут происходить при заживлении переломов ко-
стей. В отличие от формирования кости, основным
источником клеток-предшественников остеобла-
стов для заживления переломов становятся надкост-
ница и эндост. Мезенхимные стволовые клетки
костного мозга также участвуют в этом процессе, но
не в качестве основного источника клеток для осте-
областов. Их основная функция заключается в сек-
реции цитокинов и хемокинов, которые способству-
ют остеогенной или хондрогенной дифференциров-
ке (Bragdon, Bahney, 2018; Matthews et al., 2021).
Процесс заживления кости зависит от механических
воздействий и стабильности микроокружения. По-
этому клетки-предшественники дифференцируют-
ся в остеобласты преимущественно вдоль эндосталь-
ной и периостальной поверхностей и способствуют
заживлению перелома за счет внутримембранного
сращивания кости. В щели перелома подвижность
выше, поэтому периостальные клетки-предше-
ственники дифференцируются в хондроциты, обра-
зуя мягкую хрящевую мозоль, которая соединяет
концы сломанной кости (Bahney et al., 2019). Далее
по мере заживления перелома хондроциты транс-
формируются в остеобласты, которые участвуют в
окончательном восстановлении кости.

В то время как остеогенная дифференцировка в
зрелой кости обычно происходит от других клеток-
предшественников, большинство экспериментов по
остеогенной дифференцировке in vitro проводились
на модели МСК (Lobov, Malashicheva, 2022). In vitro
остеогенная дифференцировка МСК происходит в
три этапа: пролиферация, созревание ВКМ и мине-
рализация ВКМ (Pitkänen, 2020).

В отличие от МСК, предшественники остеобла-
стов могут иметь относительно высокие уровни экс-
прессии остеокальцина, щелочной фосфатазы и
коллагена I типа, поскольку они проходят через
остеогенную дифференцировку. Тем не менее, пред-
шественники остеобластов все еще способны про-
лиферировать и могут в дальнейшем дифференци-
роваться. Когда остеобласты заканчивают участво-
вать в процессе костеобразования, у них есть три
возможных пути развития: они подвергаются апо-
птозу, становятся покоящимися остеобластами или
остеоцитами (Florencio-Silva et al., 2015). В послед-
нем случае остеобласты окружаются минерализо-
ванным матриксом и претерпевают морфологиче-
ские изменения, в результате которых приобретают
звездчатую форму. Эти клетки образуют сеть и
участвуют в передаче сигналов через костную ткань
(Rutkovskiy et al., 2016).

Клеточные механизмы и сигнальные каскады, ле-
жащие в основе дифференцировки предшественни-
ков остеобластов во взрослой кости, до сих пор не-
достаточно изучены. Изучение ранних механизмов
дифференцировки остеобластов, выделенных из ко-
стей взрослых людей, важно для понимания молеку-

лярных механизмов индукции остеогенной диффе-
ренцировки в зрелой кости.

Мы провели анализ ранних стадий остеогенной
дифференцировки остеобластов, выделенных из ко-
сти взрослого человека, при помощи протеомики
дробовика. Для этого мы выделили первичные куль-
туры остеобластов из фрагментов бедренной кости
трех доноров. Затем мы индуцировали остеогенную
дифференцировку по стандартному протоколу
остеогенной дифференцировки in vitro, выделили
белки на 5-е сут остеогенной дифференцировки и
провели протеомный анализ. Чтобы сделать наши
данные более сопоставимыми с протеомами цель-
ных костей, мы использовали кислотную экстрак-
цию белков, аналогичную методам, используемым
для минерализованных тканей. В результате мы опи-
сали физиологический сдвиг, связанный с дальней-
шей дифференцировкой остеобластов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные культуры. Остеобластоподобные клет-
ки выделяли из фрагментов эпифизов костной губ-
чатой ткани бедренной кости, полученных во время
операции в Национальном медицинском исследова-
тельском центре травматологии и ортопедии им.
Р.Р. Вредена. От каждого участника, включенного в
исследование, было получено информированное
письменное согласие.

Выделение остеобластоподобных клеток из кост-
ной ткани осуществляли ферментативным методом.
Костную ткань промывали фосфатно-солевым бу-
ферным раствром (ФСБ), содержащем 1% раствора
пенициллина-стрептомицина. Эксплантат измель-
чали на фрагменты размером до 0.5 мм с помощью
твердосплавных фрез. Фрагменты соединительной
ткани удаляли, губчатую кость многократно промы-
вали в ФСБ и использовали для дальнейшего выде-
ления. Фрагменты губчатой кости инкубировали в
0.2%-ном растворе коллагеназы II типа (Worthington
Biochemical Corporation, США) в течение 30 мин при
37°С. Гомогенизированную массу промывали в
ФСБ, переносили в 0.2%-ный раствор коллагеназы
IV типа (Worthington Biochemical Corporation, США)
и инкубировали 16 ч при 37°С. После инкубации
коллагеназу IV типа инактивировали высокоглюкоз-
ной (4.5 г/л глюкозы) питательной средой DMEM
(Gibco, США), содержащей 15% фетальной бычьей
сыворотки (ФБC, HyClone, США), 2 мМ L-глутами-
на и 0.1% раствора аскорбиновой кислоты (Sigma-
Aldrich, США). Эта же среда в дальнейшем исполь-
зовалась для культивирования клеток. Полученную
суспензию переносили в культуральный флакон и
культивировали в течение нескольких недель в стан-
дартных условиях (37°С, 5% CO2). Для дальнейших
экспериментов использовали клетки после трех−четы-
рех пассажей. Клетки высевали с плотностью 22 × 103

на 1 см2.
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ХВОРОВА и др.

Для индукции остеогенной дифференцировки
использовали классическую остеогенную среду,
универсальную для клеток многих типов (Lobov,
Malashicheva, 2022): DMEM, содержащую 10% ФБС,
2 мМ L-глутамина, 100 Ед./мл пенициллина/стреп-
томицина, 50 мг/мл аскорбиновой кислоты, 0.1 мМ
дексаметазона (Sigma-Aldrich, США) и 10 мМ β-гли-
церофосфата натрия (Sigma-Aldrich, США). На пя-
тые сутки дифференцировки клетки снимали трип-
сином, центрифугировали (1500 g, 5 мин), промыва-
ли ФСБ и центрифугировали. Полученный сухой
осадок замораживали при −80°С. Отложение каль-
ция выявляли с помощью окраски ализариновым
красным (Sigma, США) на 14-й день дифференци-
ровки.

Экстракция белка. Для экстракции белка исполь-
зовали остеобласты от трех доноров в двух состояни-
ях (контрольном (без дифференцировки) и на 5-е сут
остеогенной дифференцировки). К осадку клеток
добавляли 100 мкл 0.2 N HCl и инкубировали в тече-
ние 30 мин при 4°С. Затем образцы центрифугирова-
ли (16000 g, 10 мин, 4°С), супернатант переносили в
новую пробирку и белок осаждали 4 объемами
ледяного ацетона (LC-MS Grade; LiChrosolv, Герма-
ния) в течение ночи при −20°С. Белковый осадок су-
шили на воздухе и ресуспендировали в 8 М мочевине
(Sigma Aldrich, США) в 50 мМ бикарбонате аммония
(Sigma Aldrich, США).

Трипсинолиз. Концентрацию белка измеряли с
помощью флуориметра Qubit (Thermo Fisher Sci,
США) с помощью набора QuDye Protein Quantification
Kit (Lumiprobe, Россия). Использовали по 20 мкг каж-
дого образца. Образцы инкубировали в течение 1 ч при
37°С с 5 мМ ДТТ (Sigma Aldrich, США) с последую-
щей инкубацией в 15 мМ йодацетамиде в течение
30 мин в темноте при комнатной температуре (Sigma
Aldrich, США) с последующим гашением иодацета-
мида дополнительным количеством 5 мМ ДТТ. За-
тем образцы разбавляли семью объемами 50 мМ би-
карбоната аммония и инкубировали в течение 16 ч
при 37°C с трипсином в соотношении 1 : 50 (Prome-
ga, США).

Образцы выпаривали в центрифужном концен-
траторе Labconco Centrivap (Labconco, США) и рас-
творяли в воде (LC-MS Grade; LiChrosolv, Герма-
ния), содержащей 0.1% муравьиной кислотой (Sigma
Aldrich, США). Триптические пептиды обессолива-
ли методом твердофазной экстракции с использова-
нием наконечников c 18 Zip-Tip (Merck, Германия) в
соответствии с рекомендациями производителя.
Обессоленные пептиды упаривали в центрифужном
концентраторе Labconco Centrivap (Labconco, США)
и растворяли в воде с 0.1% муравьиной кислоты для
дальнейшего ВЭЖХ-МС/МС-анализа.

ВЭЖХ-МС-МС-анализ. Приблизительно 600 нг
пептидов использовали для анализа протеомики дро-
бовика методом ВЭЖХ-МС-МС с ионной подвижно-
стью в масс-спектрометре TimsToF Pro (Bruker Dalton-

ics, Германия) с УВЭЖХ-хроматографом nanoElute
(Bruker Daltonics, Бремен, Германия). УВЭЖХ про-
водили в режиме двухколоночного разделения с ис-
пользованием трэп-колонки Acclaim™ Pep-Map™
5 мм (Thermo Fisher Scientific, США) и разделитель-
ной колонки Bruker Fifteen (C18 ReproSil AQ, 150 мм ×
× 0.75 мм, 1.9 мкм, 120 А; Bruker Daltonics, Германия) в
градиентном режиме со скоростью потока 400 нл/мин
при температуре колонки 40°C. Фаза A представляла
собой 0.1%-ный водный раствор муравьиной кисло-
ты, фаза B – 0.1%-ный раствор муравьиной кислоты
в ацетонитриле (LC-MS Grade; LiChrosolv, Герма-
ния). Градиент составлял от 2 до 30% фазы В в тече-
ние 42 мин, затем до 95% фазы В в течение 6 мин с
последующей промывкой 95%-ной фазы В в течение
6 мин. Колонку уравновешивали 4 объемами колон-
ки перед каждым образцом. Для ионизации электро-
распылением использовали ионный источник Cap-
tiveSpray (Bruker, Германия) с капиллярным напряже-
нием 1600 В, потоком азота 3 л/мин и температурой
источника 180°C. Масс-спектрометрию проводили в
автоматическом режиме DDA PASEF с циклом 0.5 с в
положительной полярности с фрагментацией ионов
с не менее чем двумя зарядами в диапазоне m/z от 100
до 1700 и диапазоне ионной подвижности от 0.85 до
1.30 1/K0.

Протеомные данные масс-спектрометрии доступ-
ны в базе данных ProteomeXchange через партнерский
репозиторий PRIDE (Perez-Riverol et al., 2022) с иден-
тификаторами набора данных PXD033697 и
10.6019/PXD033697.

Анализ протеомных данных. Идентификацию бел-
ков проводили в программном обеспечении Peaks
Xpro (Bioinformatics Solutions Inc., Канада) по базе
данных белков человека SwissProt (https://www.uni-
prot.org/; по состоянию на 28 марта 2021 г.; загружено
2 марта 2021 г.; 20394 последовательностей) с допусти-
мой ошибкой исходной массы 10 ppm и допустимой
ошибкой массы фрагмента 0.05 ppm, частотой ложно-
го обнаружения (FDR) белков и пептидов менее 1%
и двумя возможными пропущенными сайтами трип-
синолиза. За фиксированную модификацию прини-
мали карбамидометилирование цистеина. В качестве
переменных модификаций задавали окисление мети-
онина, ацетилирование N-конца белка, дезамиди-
рование аспарагина и глутамина.

Площади пиков (Area under the curve) были ис-
пользована для анализа данных в R (версия 4.1.2;
графический интерфейс 1.77, сборка High Sierra;
2021 г.). В первую очередь был проведен качествен-
ный анализ. Для каждой группы (недифференциро-
ванные (контрольные) и дифференцированные
остеобласты) отбирали белки, которые обнаружива-
лись не менее чем в двух из трех образцов, и количе-
ство уникальных белков для контрольных или диффе-
ренцированных остеобластов сравнивали с помощью
диаграммы Венна из пакета “ggvenn” (Yan, 2021).
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Для количественного анализа использовали бел-
ки, обнаруженные более чем в 4 образцах. Отсут-
ствующие значения были заполнены методом k-
ближайших соседей из пакета “imput” (Hastie et al.,
2022). Затем мы произвели логарифмическое преоб-
разование и квантильную нормализацию данных с
дальнейшим анализом дифференциальной экспрес-
сией с помощью пакета “limma” (Ritchie et al., 2015).
Мы также выполнили ординацию образцов с помо-
щью метода главных компонент (PCA) и разрежен-
ного дискриминантного анализа на основе частных
наименьших квадратов (sPLS-DA) из пакета “MixOm-
ics” (Rohart et al., 2017). Мы использовали пакеты
ggplot2 (Wickham, 2016) и EnhancedVolcano (Blighe et al.,
2022) для визуализации данных. На диаграмме рас-
сеивания мы представили дифференциально экс-
прессируемые белки между контрольными и диффе-
ренцированными остеобластами. На кратном изме-
нении Log2 мы показываем уровень изменения
экспрессии, на Log10P – логарифм скорректирован-
ного P-значения. Пунктирные линии отделяют дан-
ные со скорректированным значением P < 0.05 и
кратным изменением Log2 > |1|. Функциональная
аннотация белков была выполнена по Базе данных
для аннотации, визуализации и комплексного обна-
ружения (DAVID; версия 6.8) (https://david.ncifcrf.
gov/, по состоянию на 17 апреля 2022 г.).

Иммуноцитохимия. Для иммуноцитохимической
окраски клетки выращивали на покровных стеклах в
стандартных условиях культивирования. Затем клет-
ки промывали PBS и фиксировали 10 мин в 4%-ном
параформальдегиде, трижды промывали PBS и пер-
меабилизировали в 0.1%-ном Тритоне X-100 (на
PBS) в течение 10 мин с последующим блокировани-
ем в 1%-ном БСА (PBS) в течение 30 мин. Затем
клетки инкубировали в течение ночи при 4°С с пер-
вичными антителами к BMP-2/4 (sc-9003, Santa
Cruz, США), RUNX2 (ab76956; Abcam, США),
остеокальцину (ab93876; Abcam, США) и остеопон-
тину (sc-21742; Санта-Круз, США). Клетки трижды
промывали PBS и инкубировали со вторичными ан-
тителами, конъюгированными с Alexa488 (Invitro-
gen, США) в течение 1 ч при комнатной температу-
ре. Для визуализации ядер использовали краситель
DAPI. Микрофотографии были получены с помо-
щью микроскопа AxioObserver Microscope (Zeiss,
Германия) с программным обеспечением AxioVision
(Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Остеобласты положительны на поздние маркеры

остеогенной дифференцировки, но все еще не способ-
ны к минерализации внеклеточного матрикса. Сначала
мы проводили иммуноцитохимическую окраску ос-
новных маркеров более поздних стадий остеогенной
дифференцировки (BMP-2/4, остеокальцин, остео-
понтин, RUNX2) и оценивали уровень минерализа-
ции ВКМ окрашиванием ализариновым красным в

стандартных условиях культивирования и после ин-
дукции остеогенной дифференцировки. Остеобла-
сты были положительными по всем анализируемым
маркерам (рис. 1а). Тем не менее, в стандартных
условиях культивирования на среде DMEM мы не
выявили минерализации ВКМ: образцы обоих доно-
ров не окрашивались ализарином (рис. 1б, лунки сле-
ва). Добавление остеогенных индукторов индуцирова-
ло дифференцировку в обоих образцах, подтверждая,
что клетки способны к остеогенной дифференциров-
ке (рис. 1б, лунки справа).

Остеобластам требуется минимальный физиологи-
ческий сдвиг, чтобы начать минерализацию внеклеточ-
ного матрикса. Протеомный анализ методом дробо-
вика выявил 2207 белковых групп, которые были
идентифицированы как минимум по двум пептидам
с величиной FDR < 1%. Мы начали с качественного
анализа. Для каждой группы (контрольной или диф-
ференцированной) отбирали белки, которые обна-
руживались не менее чем в двух из трех образцов.
Только 1785 таких белков были общими для всех об-
разцов, в то время как 142 белка были уникальными
для контрольных (недифференцированных) остеоб-
ластов и 111 – для дифференцированных (рис. 2в).
Список уникальных идентификаторов белков, спе-
цифичных для контрольных и дифференцирован-
ных остеобластов, приведен в дополненных матери-
алах (см. Приложение 1).

Анализ обогащения по базе данных Gene Ontolo-
gy показал, что белки, уникальные для контрольных
(недифференцированных) остеобластов (142 белка),
связаны со многими биологическими процессами,
среди которых организация внеклеточного матрикса
(P = 3.6 × 10–2), ангиогенез (P = 3.0 × 10–2), клеточный
цикл (P = 4.0 × 10–2), ремоделирование хроматина (P =
= 11.8 × 10–3) и сплайсинг мРНК (P = 2.2 × 10–3).

Белки, специфичные для дифференцированных
остеобластов, были вовлечены в такие процессы, как
регуляция трансляции (p = 3.7 × 10–3), метаболизм пи-
рувата (P = 2.4 × 10–4) и углерода (P = 5.3 × 10–2), орга-
низация внеклеточного матрикса (P = 1.7 × 10–3),
включая организацию коллагеновых фибрилл (P =
= 3.1 × 10–4) и актиновых микрофиламентов (P =
= 7.5 × 10–3), а также адгезию (P = 2.7 × 10–2), меж-
клеточные контакты (P = 4.9 × 10–2) и ангиогенез
(P = 2.6 × 10–3).

Затем мы провели количественный анализ, кото-
рый включал 1612 белков. На основе этого набора
данных мы выполнили кластеризацию наших образ-
цов с помощью метода PCA и разреженного дискри-
минантного анализа sPLS-DA (рис. 2a). Оба метода
выявили два кластера, поэтому остеобласты имели
разные протеомные профили до и во время диффе-
ренцировки остеобластов, несмотря на раннюю вре-
менную точку дифференцировки, которую использо-
вали для анализа (рис. 2а). Кроме того, мы провели
анализ дифференциальной экспрессии и обнаружили
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только девять дифференциально экспрессируемых
белков со скорректированным значением P менее
0.05 (рис. 2б). Семь из этих белков активировались, а
два подавлялись в ходе дифференцировки.

Анализ обогащения по базе данных Gene Ontolo-
gy показал, что белки, активируемые при остеоген-
ной дифференцировке, участвуют в связывании ри-
босом (P = 2.0 × 10–4), биогенезе клеточных мембран
(P = 2.8 × 10–4), негативной регуляции центральных
сигнальных путей (P = 1.0 × 10–3), связывании угле-
водов (P = 1.6 × 10–3), адгезии и миграции клеток.
Выявленные белки с пониженной регуляцией связа-
ны с организацией коллагеновых фибрилл и восста-
новлением тканей.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы сравнили протеомы осте-

областов, выделенных из костей взрослых, при стан-
дартном культивировании in vitro и на ранней стадии
остеогенной дифференцировки (5-е сут).

Мы выявили неожиданно небольшие протеом-
ные различия между контрольными и дифференци-
рованными остеобластами и только девять статисти-
чески значимых дифференциально экспрессирую-
щихся белков между ними. Это можно объяснить
тем, что остеобласты уже дифференцированы и име-
ют высокий уровень экспрессии специфичных бел-
ков костного внеклеточного матрикса и RUNX2 –
главного регулятора остеогенной дифференцировки
(рис. 1а). Анализ обогащения белков, идентифици-
рованных в остеобластах, выявил 29 белков, связан-
ных с термином “дифференциация остеобластов”.
Следовательно, большинство белков, необходимых

для минерализации ВКМ, уже присутствуют в осте-
областах. Мы не можем сделать вывод, являются ли
анализируемые клетки зрелыми остеобластами или
их предшественниками. Тем не менее, остеобласты
способны осуществлять минерализацию ВКМ толь-
ко в остеогенной среде, и для их перехода от проли-
ферации к минерализации матрикса необходимы
некоторые физиологические изменения (рис. 1б). В
случае такого незначительного сдвига протеома из-
менения могут быть связаны не с экспрессией бел-
ков, а с их посттрансляционными модификациями,
локализацией, белок-белковыми взаимодействиями
и многими другими факторами, влияющими на био-
логические функции белков, но упущенными в на-
ших данных протеомики дробовика.

Другим фактором, снижающим количество иден-
тифицируемых белков, является используемый ме-
тод кислой экстракции белков. Известно, что кость
плохо поддается протеомному анализу, поскольку
она минерализована. Поэтому большинство прото-
колов экстракции белка основаны на деминерализа-
ции кости с последующей солюбилизацией белка
(Cleland et al., 2012 ; Cleland, Vashishth, 2015). Деми-
нерализация является важным этапом экстракции
костного белка, который значительно увеличивает
выход белка (Jiang et al., 2007; Cleland, Vashishth,
2015). Таким образом, экстракция белка в кислой среде
является часто используемым методом (Jiang et al.,
2007). Однако большинство исследований протео-
мики костей основано на системах in vitro, таких как
культивируемые остеобласты и остеокласты. Как
правило, для выделения белков из культивируемых
остеобластов используются стандартные методы
экстракции, подходящие для мягких тканей. Также

Рис. 1. Иммуноцитохимическое окрашивание остеобластов антителами к остеогенным маркерам (а) и окрашивание ализа-
риновым красным контрольных и дифференцированных остеобластов от двух доноров (б).
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отмечается, что разные методы экстракции позволя-
ют выделять разные типы белков (Jiang et al., 2007).
Подобно методам, используемым для цельной ко-
сти, мы использовали кислотную экстракцию, но в
нашем случае это приводит к более низкому охвату
протеома по сравнению с нашим исследованием
протеомики дробовика с методами экстракции бел-
ка, специализированными для клеточных культур
(данные не показаны).

Тем не менее, мы обнаружили, что протеомы
контрольных и дифференцированных остеобластов
образуют отдельные кластеры как на графиках PCA,
так и на графиках sPLS-DA. Эти данные подтвер-
ждают физиологический сдвиг и дальнейшую диффе-
ренцировку остеобластов, индуцированную остеоген-
ной средой. В соответствие с этим минерализация
ВКМ выявлялась только в дифференцированных осте-
областах.

Рис. 2. Сравнение протеомных профилей остеобластов человека в контроле и на пятые сутки остеогенной дифференцировки.
а – Метод главных компонент (PCA) и разреженный дискриминантный анализ на основе частных наименьших квадратов
(sPLS-DA), представляющие кластеризацию протеомов контрольных и дифференцированных остеобластов. б – Диаграмма
рассеивания, демонстрирующая дифференциально экспрессируемые белки между контрольными и дифференцированными
остеобластами; Log2 fold change – уровень изменения экспрессии, −Log10P – логарифм скорректированного значения P.
Пунктирные линии отсекают данные со скорректированным значением P < 0.05 и кратным изменением Log2 > |1|. в – Диа-
грамма Венна показывает количество уникальных белков для контрольных или дифференцированных остеобластов.
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Мы идентифицировали только девять дифферен-
циально экспрессируемых белков. Семь из них акти-
вируются: нексилин (регулирует миграцию клеток
посредством ассоциации с актиновым цитоскеле-
том), NOMO1-3 (противодействует передаче сигна-
лов Nodal), N-ацетил-D-глюкозаминкиназа, альфа-
кристаллин В-цепи (малый белок теплового шока),
GOLGA4 (участвует в везикулярном транспорте) и
два белка с подавленной регуляцией (белок альфа, со-
держащий малый богатый глутамином тетратрикопеп-
тидный повтор (ко-шаперон), и люмикан – малый
протеогликан с повтором, богатым лейцином).

В то время как известно, что люмикан является
важным компонентом ВКМ кости (Raouf et al.,
2002), сигнальный путь Nodal ранее не был описан
при дифференцировке остеобластов. Мы предпола-
гаем, что эти белки связаны с усилением образова-
ния кристаллов гидроксиапатита, но их молекуляр-
ные функции требуют изучения в будущем.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы охарактеризовали ранние стадии остеоген-
ной дифференцировки остеобластов, выделенных
из фрагментов бедренной кости взрослых людей, с
помощью протеомики дробовика при кислотной
экстракции белка. Мы обнаружили, что, несмотря
на способность к пролиферации in vitro, эти клетки
имеют сходный с остеобластами протеом на 5-е сут
остеогенной дифференцировки, но мы обнаружили
некоторый физиологический сдвиг, который может
быть необходим для перехода от пролиферации к ми-
нерализации матрикса. Эти изменения в дифференци-
рованных остеобластах связаны со снижением проли-
феративной активности клеток и их участием в орга-
низации внеклеточного матрикса.
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Osteogenic Differentiation in vitro off Human Osteoblasts is Associated with Only Slight 
Shift in Their Proteomics Profile

I. A. Khvorovaa, D. A. Kostinaa, B. R. Zainullinab, E. A. Fefilovaa, E. S. Gromovaa, R. M. Tikhilovc, 
S. A. Bozhkovac, A. P. Seredac, V. V. Karelkinc, A. B. Malashichevaa, and A. A. Lobova, *
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bResource Centre for Molecular and Cell Technologies, St. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia
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Fracture healing is a complex process in which the periosteum and endosteum become the main sources of osteo-
blast progenitor cells. However, cellular mechanisms and signaling cascades underlying the early stages of osteoblast
progenitors differentiation in adult bone are still not well understood. Therefore, we performed shotgun proteomics
analysis of primary culture of isolated human osteoblasts from femur of adult donors in undifferentiated conditions
and on the sixth day of osteogenic differentiation in vitro. This is an early timepoint in which we have observed no
extracellular matrix mineralization yet. 1612 proteins identified with at least two unique peptides were included in
proteomics analysis. Data are available via ProteomeXchange with identifier PXD033697. Despite the fact, that ma-
trix mineralization starts only after induction of osteogenic differentiation, we revealed unexpectedly weak physio-
logical shift associated with a decrease of cells proliferative activity and changes in proteins inVved in extracellular
matrix secretion and organization. We demonstrated that osteoblasts were positive for markers of later osteogenic
differentiation stages during standard cultivation: osteopontin, osteocalcin, BMP-2/4 and RUNX2. Therefore, fur-
ther differentiation required for matrix mineralization needs minimal physiological changes.

Keywords: osteoblasts, osteogenic differentiation, shotgun proteomics, bone, mass spectrometry


