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В митотически неактивных мультипотентных мезенхимальных стромальных клетках (МСК) из жи-
ровой ткани человека проанализирована динамика изменения экспрессии генов, связанных с
остео- и адипокоммитированием при культивировании в условиях 20% (стандартный лаборатор-
ный) и 5% (близкий к тканевому) уровнях О2. На 14 сутки культивирования при 5% О2 в МСК спон-
танно увеличивалась транскрипция генов, связанных с остео- (RUNX2, SP7, BGLAP, SPP1) и адипо-
дифференцировкой (CEBPA, PPGA, ADIPOQ) (p < 0.05). Таким образом, культивирование при тка-
невом уровне О2 обеспечивает формирование бипотентного транскрипционного профиля МСК,
что может способствовать улучшению их гемопоэз-поддерживающих свойств.
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Мультипотентные мезенхимальные стромаль-
ные клетки (МСК) являются одним из наиболее
востребованных продуктов для регенеративной
медицины в связи с их высокой пролифератив-
ной и паракринной активностью, а также мульти-
линейным диффренцировочным потенциалом
[1]. Способность поддерживать функционирова-
ние различных типов клеток является одним из
наиболее привлекательных свойств МСК, вос-
требованным в различных экспериментальных
протоколах, в частности, для ex vivo экспансии ге-
мопоэтических стволовых и прогениторных кле-
ток (ГСПК) [2]. Эффективность реализации
стромальной функции МСК зависит от целого
ряда внешних и внутренних факторов, сочетание
которых может позволить дополнительно улуч-
шить потенциал МСК при подготовке к строма-
зависимой экспансии [3]. Низкий уровень О2 –
“физиологическая” гипоксия (0.5–5%), является
одним из важных параметров, регулирующих
функциональную активность клеток в костном
мозге, в том числе и МСК. Известно, что культи-

вирование при значениях О2, близких к ткане-
вым, приводит к изменению функциональной
активности МСК. В частности, показано увели-
чение пролиферативной активности и снижение
остео- и адипо-индуцированной дифференци-
ровки [4–7]. Ранее мы показали, что сокультиви-
рование ГСПК из пуповинной крови и МСК из
жировой ткани при “физиологической” гипо-
ксии (5% О2) позволяет увеличить долю CD34+

клеток в популяции ГСПК и обеспечить преиму-
щественное развитие определенных гемопоэти-
ческих ростков [8]. Поскольку в гемопоэтической
нише МСК не пролиферируют, для ex vivo экс-
пансии ГСПК предпочтительно использование
митотически неактивных клеток после гамма-об-
лучения или обработки митомицином С. При со-
четании факторов, характерных для тканевой ни-
ши ГСПК – стромального слоя из непролифери-
рующих МСК и тканевого содержания О2, мы
продемонстрировали обогащение популяции
ГСПК некоммитированными предшественника-
ми, которые могут обеспечивать длительное под-
держание кроветворения in vivo (LTC-IC) [9].

Особый интерес представляют сигналы, регу-
лирующие остео- и адиподифференцировку
МСК, поскольку гемопоэтическое микроокруже-
ние формируют стромальные клетки разной сте-
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пени коммитирования [10]. Немногочисленные
работы по изучению вклада различных типов
стромальных клеток – производных МСК кост-
ного мозга в поддержание гемопоэза, показали,
что более высокую гемопоэз-поддерживающую
активность демонстрируют ранние стромальные
предшественники, обладающие бипотентным
остео/адипо-диффренцировочным потенциа-
лом. Это обеспечивается существенным измене-
нием профиля транскрипции за счет снижения
активности генов, опосредующих связь клетка–
матрикс, и увеличением активности генов хемо-
кинов семейства СХС [11, 12].

Целью настоящей работы была оценка дина-
мики изменения бипотентного транскриптомно-
го профиля митотически неактивных МСК, куль-
тивируемых при различном уровне О2.

МСК из жировой ткани человека выделяли и
культивировали при 5% О2 (мультигазовый инку-
батор Sanyo, Япония), как описано [9]. Использо-
вали МСК 2–4 пассажей. Иммунофенотип
(CD73+, CD90+, CD105+, CD45–, CD34–) под-
тверждали при помощи специфических антител
(IO Test, Beckman Coulter) методом проточной
цитофлуориметрии на приборе Accuri C6 (BD,
США). Для получения митотически неактивных
клеток МСК инкубировали 18 ч с 1.5 мкг/мл ми-
томицина С (Sigma-Aldrich, США). Затем пересе-
вали в чашки Петри D35 мм (Corning, США) с
плотностью 70–80% от конфлуэнта, и далее куль-
тивировали при 20 и 5% О2 в течение 2 недель.

Для оценки динамики профиля транскрипции
МСК определяли экспрессию генов с помощью
ОТ-ПЦР в реальном времени на 7 и 14 сутки куль-
тивирования. Тотальную РНК выделяли с ис-
пользованием лизирующего реагента QIAzol
(Qiagen, США). Обратную транскрипцию осу-
ществляли с помощью набора QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen, США). Полученную
кДНК использовали для определения уровня экс-
прессии генов. Для нормализации уровня тран-
скрипции в качестве хаускиппинг-гена использо-
вали HPRT1. Количественную ПЦР-РВ проводи-
ли на приборе Mx3000P (Stratagene, США) с
использованием SYBR Green 1 ПЦР-микс (Син-
тол, Россия).

Достоверность различий между группами оце-
нивали с помощью критерия Манна–Уитни. Раз-
личия считали достоверными при p < 0.05.

Динамику транскрипционной активности
оценивали по изменению экспрессии генов, ха-
рактерных для ранних (транскрипционные фак-
торы остерикс (SP7) и RUNX2) и поздних (остео-
кальцин – BGLAP, остеопонтин – SPP1) стадий
остеокоммитирования МСК, согласно [13].
Адипогенный потенциал оценивали по экспрес-
сии генов, кодирующих продукты, характерные для
раннего (транскрипционные факторы C/EBPα

(CEBPA) и PPARγ (PPRG) и позднего (адипонек-
тин ADIPOQ адипокоммитирования [13].

В табл. 1 представлены результаты анализа
транскрипционной активности генов, связанных
с остеогенным коммитированием МСК. Экс-
прессия транскрипционных факторов в МСК
между 7 и 14 сутками культивирования при 20%
О2 изменялась разнонаправленно: транскрипция
RUNX2 – достоверно увеличивалась, а SP7 – сни-
жалась. При 5% О2, напротив, экспрессия
RUNX2 не изменялась, тогда как SP7 – суще-
ственно увеличивалась. RUNX2 и остерикс явля-
ются ключевыми транскрипционными фактора-
ми остеогенной дифференцировки. RUNX2 регу-
лирует инициацию и развитие всех этапов
остеокоммитирования. Остерикс контролирует
экспрессию генов остеогенных белков по
RUNX2-независимому пути. Предполагается, что
транскрипционная активность этих двух факто-
ров может быть разделена во времени, и остерикс
контролирует более поздние фазы остеодиффе-
ренцировки, связанные с продукцией матрикса, в
который входят такие белки как коллаген I-го ти-
па, остеопонтин, остеонектин, остеокальцин,
костный сиалопротеин, фибронектин и др. [13].
Гены BGLAP и SPP1, кодирующие целевые остео-
генные белки этих регуляторных молекул, демон-
стрировали существенное возрастание экспрес-
сии только при “физиологической” гипоксии.
По-видимому, при 5% О2 RUNX2-независимая
регуляция остеокоммитирования через SP7 мо-
жет вносить более значимый вклад в остеодиффе-
ренцировку МСК.

Адиподиффренцировка МСК находится под
контролем ключевых регуляторов PPARγ и C/EBPα,
β, δ. C/EBPβ и C/EBPδ являются мишенями
адипогенных гормонов и, в свою очередь, кон-
тролируют PPARγ и C/EBPα. Активность PPARγ
и C/EBPα координируется в процессе адипогене-
за по механизму положительной обратной связи,
обеспечивая увеличение экспрессии генов, про-
дукты которых вовлечены в адипогенез, таких как
адипонектин (ADIPOQ) – гормон, продуцируе-
мый клетками жировой ткани [13]. При анализе
транскрипции генов адиподифференцировки
только в условиях “физиологической” гипоксии
после 14 суток культивирования выявлено увели-
чение экспрессии транскрипционных факторов
CEBPA и PPRG, а также “позднего” гена адипо-
дифференцировки – ADIPOQ. При 20% О2 тран-
скрипция этих генов не изменялась или снижа-
лась (табл. 1).

Таким образом, при культивировании в усло-
виях “физиологической” гипоксии митотически
неактивные МСК демонстрируют транскриптом-
ный профиль, характерный для бипотентных
ранних стромальных предшественников. Пред-
полагается, что именно такие клетки будут более
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эффективно поддерживать ex vivo экспансию
ГСПК.
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DIFFERENTIAL EXPRESSION OF BIPOTENT COMMITTMENT-RELATED 
GENES IN MULTIPOTENT MESENCHYMAL STROMAL CELLS 

AT DIFFERENT O2 LEVELS
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The transcriptomic profile associated with osteo- and adipodifferentiation in growth-arrested multipotent
mesenchymal stromal cells (MSCs) from human adipose tissue was analyzed in vitro at 20% (standard labo-
ratory) and 5% (tissue-related) O2 levels. Compared with day 7, at 5% O2 spontaneous upregulation of osteo-
(RUNX2, SP7, BGLAP, SPP1) and adipodifferentiation (CEBPA, PPGA, ADIPOQ) genes in MSCs was
observed on day 14 (p < 0.05). Thus, upon expansion under tissue-related O2 MSCs demonstrated a bipotent
transcriptomic profile, which can contribute to the improvement of their hematopoiesis-supportive function.

Keywords: multipotential mesenchymal stromal cells, commitment, gene expression

Таблица 1. Экспрессия генов остео- и адиподифференцировки в МСК при различном уровне О2

Примечания. Данные нормализованы на значения экспрессии гена домашнего хозяйства HPRT1 представлены как М ± SD.
* – Достоверное отличие от значения на 7 сутки эксперимента, при p < 0.05; ** – достоверное отличие от значения при 20%
О2, при p < 0.05

Стадии 
дифференцировки

Остео-/ 
Адипомаркеры

20% O2 5% O2

7 сутки 14 сутки 7 сутки 14 сутки
Остеогенные клетки-
предшественники SP7 5.4 ± 0.2 1.3 ± 0.9* 1.7 ± 0.2** 7.2 ± 0.9*,**

Преостеобласты RUNX2 101.8 ± 0.3 227.1 ± 48.05* 164.9 ± 81.3** 122.8 ± 67.7

Зрелые остеобласты
BGLAP 12.3 ± 8.9 1.4 ± 0.7* 5.1 ± 1.2** 20.7 ± 1.8*,**

SPP1 3.4 ± 0.8 2.4 ± 1.3 5.9 ± 0.6 54.8 ± 20.4*,**
Адипогенные клетки-
предшественники PPARG 2.6 ± 1.2 1.1 ± 0.1* 6.0 ± 2.7** 11.8 ± 3.2 *,**

Преадипоциты CEBPA 2.6 ± 1.3 0.4 ± 0.2* 5.1 ± 0.1** 14.4 ± 2.3*,**
Зрелые адипоциты ADIPOQ 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.1 1.3 ± 0.3 2.9 ± 0.8*,**
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