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Аннотация
Цель данного исследования — изучение влияния гепарина в концентрации 1 МЕ/мл на 
изменение остеодифференцировочного потенциала культуры МСК жировой ткани че-
ловека в условиях сокультивирования in vitro.
Материалы и методы. Оценка фенотипического профиля культуры МСК жировой тка-
ни человека при культивировании в  присутствии/отсутствии гепарина проводилась 
с  помощью метода проточной цитометрии с  использованием соответствующих кра-
сителей согласно протоколу фирмы-производителя на проточном цитофлуориметре 
MACS Quant после 14-суточного культивирования. Для оценки миграционного и проли-
феративного потенциала МСК в присутствии гепарина использовалась электродная си-
стема непрерывного наблюдения — xCELLigence® RTCA DP. После 14-суточного культи-
вирования МСК с гепарином производилась оценка внутриклеточной экспрессии генов 
остеодифференцировки методом ПЦР в реальном времени; кроме того, производилась 
оценка дифференцировочного профиля МСК жировой ткани человека при сокультиви-
ровании с гепарином методом цитологического окрашивания ализариновым красным 
с целью обнаружения островков минерализации спустя 21 сутки культивирования. Так-
же в  супернатантах 14-дневных культур оценивалось количество ростовых факторов, 
хемокинов, молекул с про- и противовоспалительной активностью.
Результаты. Выявлено достоверное снижение (относительно контрольной группы ис-
следования) количества клеток, несущих на клеточной поверхности маркеры МСК (CD73, 
CD90, CD105) культуры в модели МСК + гепарин; повышение пролиферативной и сниже-
ние миграционной активности МСК при сокультивировании с гепарином; повышение 
уровней относительной экспрессии мРНК генов остеодифференцировки (ALPL, RUNX2, 
BMP2, BMP6) и клеточной адгезии (CD49d); увеличение площади минерализации в мо-
дели исследования в присутствии гепарина после 21-суточного культивирования. Отме-
чена тенденция к увеличению секреции ростового фактора VEGF и провоспалительного 
фактора IL-6 в модели МСК + гепарин.
Заключение. Полученные результаты могут служить базисом для разработки новых 
терапевтических тактик ведения пациентов хирургического профиля при операциях 
остеосинтеза с высоким риском тромбообразования.
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Abstract
The aim of this study was to investigate the effect of heparin at a concentration of 1  IU/mL 
on  changes in the osteodifferentiation potential of MSC from human adipose tissue under 
in vitro cocultivation.
Materials and methods. Assessment of the phenotypic profile of MSC from human adipose tis-
sue during cultivation in the presence/absence of heparin was performed by the flow cytometry 
method using the appropriate dyes according to the manufacturer’s protocol on a MACS Quant 
flow cytometer after 14 days of cultivation. To evaluate the migration and proliferation potential 
of MSCs in the presence of heparin, we were using a continuous monitoring electrode system, 
xCELLigence ® RTCA DP. After cultivation MSCs with heparin for 14 days, the intracellular ex-
pression of osteodifferentiation genes was evaluated by real-time PCR. In addition, the differen-
tiation profile of MSCs from human adipose tissue cultured with heparin was evaluated by cyto-
logical staining with alizarin red to detect islands of mineralization after 21 days of cultivation. 
In addition, the amount of growth factors, chemokines, molecules with pro- and antiinflamma-
tory activity was estimated in the supernatants of the 14-day cultures.
Results. There was a  significant decrease (compared with the control group of the study) 
in the number of cells with stem markers (CD73, CD90, CD105) on the cell surface of the culture 
in the MSC + heparin model; increase in proliferative and decrease in migratory activity of MSCs 
during co-cultivation with heparin; increased levels of relative mRNA expression of genes for os-
teodifferentiation (ALPL, RUNX2, BMP2, BMP6) and cell adhesion (CD49d); increase in miner-
alization area in the study model in the presence of heparin after 21 days of cultivation. There 
was a  tendency to increase secretion of growth factor VEGF and pro-inflammatory factor 
IL -6 in the MSC + heparin model.
Conclusion. The obtained results may serve as a basis for the development of new therapeutic 
tactics for the treatment of surgical patients undergoing osteosynthesis operations with a high 
risk of thrombosis.
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Список сокращений:
ЖТ — жировая ткань
ИКМ — индекс клеточной миграции
ИКП — индекс клеточной пролиферации
МСК — мезенхимальные стволовые клетки
ППС — полная питательная среда
ALPL (от англ. alkaline phosphatase) — щелочная фосфатаза
BMP (от англ. bone morphogenetic protein) — костный морфогенетический белок
CD (англ. cluster of differentiation) — кластер дифференцировки
HGF (от англ. hepatocyte growth factor) — фактор роста гепатоцитов
IL (от англ. interleukin) — интерлейкин
LIF (от англ. leukemia inhibitory factor) — лейкемия-ингибирующий фактор
MCP-1 (от англ. monocyte chemoattractant protein 1) — моноцитарный хемотаксический 
фактор-1
M-CSF (от англ. macrophage colony-stimulating factor) — макрофагальный колониестиму-
лирующий фактор
RUNX2 (от англ. runt-related transcription factor 2) — связанный с Runt транскрипцион-
ный фактор 2
SCF (от англ. stem cell factor) — фактор стволовых клеток
SDF-1α (от англ. stromal cell-derived factor-1) — фактор стромальных клеток 1 альфа
TNF (от англ. tumor necrosis factor) — фактор некроза опухоли
TRAIL (от англ. tumor necrosis factor ligand superfamily member 10) — цитокин семейства 
факторов некроза опухоли
VEGF (от англ. vascular endothelial growth factor) — фактор роста эндотелия сосудов

Введение
В регенеративной медицине репарация кост-
ных дефектов зачастую осуществляется посред-
ством имплантации искусственных материа-
лов, имитирующих топографию поверхности 
костной ткани. Контакт костнозамещающего 
имплантата и  тканей реципиента индуцирует 
развитие воспалительной реакции после про-
ведения хирургических операций остеосинтеза 
или ремоделирования костей. Развитие локаль-
ного острого неинфекционного воспалитель-
ного процесса  — необходимый этап для более 
эффективного ремоделирования повреждений 
костных тканей [1].

Имплантация материала при контакте с  тка-
нями реципиента сопровождается осаждением 
на поверхности имплантата слоя белков кро-
ви и  интерстициальной жидкости. Адсорби-
рованные белки, в  свою очередь, активируют 
систему комплемента, компоненты врожден-
ного иммунитета, что способствует инициа-
ции коагуляционного гемостаза, приводящее 
к образованию сгустка фибрина на поверхности 
материала  [2]. Внеклеточный матрикс, обра-

зовавшийся на поверхности материала, состо-
ит из молекул фибрина, коллагена и  эластина, 
что служит базисом для формирования новой 
тканевой структуры посредством миграции 
и  адгезии к  образованному сгустку стволовых 
клеток, что, в конечном счете, приводит к фор-
мированию костного регенерата. Таким обра-
зом, происходит образование стабильной связи 
между костной тканью реципиента и поверхно-
стью имплантата с его дальнейшей остеоинтег-
рацией [3].

Однако существуют патологические состоя-
ния, характеризующиеся нарушением системы 
гемостаза и  гиперкоагуляцией, которые ча-
сто наблюдаются у  пациентов хирургического 
профиля. Для предотвращения развития по-
слеоперационных патологических состояний, 
вызванных гиперкоагуляционным синдромом 
(например, тромбообразование, тромбоэмбо-
лии крупных артерий, инфаркт и  т.п.), исполь-
зуют терапевтические стратегии с  применени-
ем антитромботических или антикоагулянтных 
лекарственных препаратов (например, аспирин, 
клопидогрель, гепарин, варфарин и другие)  [1]. 
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Тем не менее использование прямых антико-
агулянтов, в  частности гепарина, способству-
ет ограничению нормального формирования 
фибринового сгустка in situ на поверхности 
имплантата, тем самым ингибируя миграцию 
и  адгезию мезенхимальных стволовых кле-
ток (МСК) к  образовавшейся костной мозоли, 
что, в целом, нарушает процессы остеоинтегра-
ции имплантатов и  ремоделирования костной 
ткани. Также весьма противоречивы совре-
менные данные о  влиянии гепарина на остео-
дифференцировочный профиль культуры МСК. 
L. Ling и  коллеги (2010) продемонстрировали, 
что гепарин активирует Wnt-сигнальный путь 
за счет взаимодействия с  Wnt3a, увеличивая 
тем самым остеодифференцировку МСК  [4]. 
В  другом исследовании было показано инги-
бирование гепарином BMP6-индуцированного 
образования новых костей и хрящей на модели 
крыс [5].

Таким образом, целью данного исследования 
стало изучение влияния гепарина в концентра-
ции 1  МЕ/мл на изменение остеодифференци-
ровочного потенциала культуры МСК жировой 
ткани человека в  условиях сокультивирования 
in vitro.

материалы	и методы
МСК получали из липоаспирата жировой тка-
ни человека (Разрешение № 1  от 28.02.2019  ло-
кального этического комитета Инновацион-
ного парка БФУ имени И. Канта). Выделенная 
культура соответствовала всем минимальным 
критериям, предъявляемым к  этой культу-
ре: способность клеток к  адгезии на поверхно-
сти культурального пластика; положительная 
экспрессия поверхностных маркеров CD105, 
CD73 и CD90 в сочетании с минимальной (до 2%) 
экспрессией маркеров CD45/CD34; способность 
к дифференцировке в мезодермальном направ-
лении (остео-, хондро- и адипогенное) [6].

Нами было предварительно протестировано 
воздействие на морфофункциональное состо-
яние МСК жировой ткани человека следующих 
концентраций гепарина: 0,5–0,75–1  МЕ/мл, до-
стоверные изменения (при условии сохранения 
высокой жизнеспособности клеточной куль-
туры) изучаемых нами параметров были вы-
явлены только при действии на МСК 1  МЕ/мл 
(8 мкг/мл) гепарина; данная концентрация была 
в дальнейшем использована в настоящем in vitro 
исследовании.

Двумерная (2D) модель культивирования 
на пластике без гепарина служила контролем 
для оценки морфофункционального состояния 
клеток, сокультивируемых с  гепарином («Бел-
медпрепараты», Беларусь) в  концентрации 
1 МЕ/мл — «МСК + гепарин».

Для оценки морфофункциональных реакций 
клеток в  присутствии гепарина МСК культиви-
ровали в 12-луночных стерильных пластиковых 
культуральных плоскодонных планшетах («Or-
ange Scientific», Бельгия). МСК культивировали 
(1×105кл/мл) в  2  мл полной питательной среды 
(ППС) следующего состава: 90% DMEM/F12 (1:1) 
(«Gibco Life Technologies», США), 10% FBS («Sigma 
Aldrich», США), 50  мг/л гентамицина («Invitro-
gen», Великобритания), 280  мг/л L-глутамина 
(«Sigma Aldrich», США). Сроки культивирования 
составили 92 часа, 14 дней и 21 день при темпе-
ратуре 37 °С, 100% влажности в  атмосфере 5% 
СО2. Смена питательной среды производилась 
каждые 3–4 суток.

Оценка жизнеспособности исследуемых кле-
точных культур и подсчет общего числа клеток 
до и  после культивирования производились 
с  использованием слайдов на автоматическом 
счетчике клеток Countess TM Automated Cell 
Counter (Invitrogen, США). 5  мкл клеточной су-
спензии смешивали с  5  мкл раствора 0,4% три-
панового синего. В исследовании использовали 
культуры МСК жировой ткани человека с  жиз-
неспособностью не менее 90%.

Определение фенотипического профиля МСК 
проводили методом проточной цитометрии 
с использованием MSC Phenatyping Kit human — 
130-095-198 («MiltenyiBiotec», США) согласно 
протоколу фирмы-производителя на прото-
чном цитофлуориметре MACS Quant («Miltenyi 
Biotec», Германия). Полученные данные обра-
батывали с  помощью программного обеспе-
чения «KALUZA Analysis Software» («Beckman 
Coulter», США).

Миграционную и  пролиферативную активно-
сти МСК оценивали с  использованием элек-
тродной системы для непрерывного наблю-
дения (real-time cell analysis)  — xCELLigence ® 
RTCA DP («ACEA Biosciences Inc.», США), срав-
нивая результаты исследования контрольной 
группы клеток без гепарина с  эксперименталь-
ной группой исследования клеточной культу-
ры с  добавлением гепарина в  концентрации 
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1 МЕ/мл. CIM-планшет — 16-луночный планшет, 
представляющий систему из 2  полостей, раз-
деленных мембраной. В  верхние микролунки 
планшета (максимальный объем 180  мкл) по-
мещали МСК (2×104кл/мл) с  гепарином/без ге-
парина. Обратная сторона мембраны, разделя-
ющая микролунки, на 80% покрыта ячейками 
из золотых электродов. Данные, основанные 
на полученном импедансе, снятом с  электро-
дов, демонстрируют площадь, занятую клетка-
ми в указанный промежуток времени. Площадь, 
занятая клетками, напрямую зависит от скоро-
сти их миграции (инвазии) через микропоры 
CIM-планшета диаметром 8 мкм. Это позволяет 
отслеживать миграционную активность в опре-
деленный промежуток времени. Результаты из-
мерений представлены в  виде индекса клеточ-
ной миграции (ИКМ). Сигналы для определения 
ИКМ с  помощью программного обеспечения 
RTCA Software фиксировали каждые 15  минут 
в течение 92 часов.

Для оценки пролиферативной активности МСК 
использовали 16-луночный Е-планшет. За счет 
контакта исследуемых клеточных культур 
с  электродами, расположенными на дне лунки 
планшета, осуществляется детекция клеточного 
импеданса (индекса клеточной пролиферации — 
ИКП). Величина ИКП зависит от количества кле-
ток, их формы и  размера, а  также от качества 
прикрепления клеток к субстрату Е-планшета.

Оценка уровня относительной экспрессии мРНК 
генов остеодифференцировки (ALPL, RUNX2, 
BMP2, BMP6) и  гена-субъединицы интегрина 
VLA-4 (CD49d) проводилась методом полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени 
после 14 суток культивирования. Из полученных 
нами образцов выделяли тотальную РНК с  ис-
пользованием реагента Extract RNA kit («Евро-
ген», Россия) согласно протоколу фирмы-произ-
водителя. Далее проводилась реакция обратной 
транскрипции с  целью получения ДНК-матриц 
с  использованием реакционной смеси, содержа-
щей фермент ревертазу, РНК-матрицу и прайме-
ры oligo(dT)23-primer («Beagle», Россия). Опреде-
ление уровня относительной экспрессии генов 
проводили методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР), используя реагенты qPCRmixHS («Ев-
роген», Россия) и специфические зонды TaqMan 
и  праймеры (10пМ) («Beagle», Россия). Уровни 
относительной экспрессии мРНК для каждого 
исследуемого гена рассчитывали с  использова-
нием модифицированной формулы Пфаффла.

Оценку концентрации исследуемых ростовых 
факторов (HGF, LIF, M-CSF, SCF, IL-3, VEGF), хе-
мокинов (SDF-1α, MCP-1, IL-8) и  молекул с  про- 
и противовоспалительной активностью (TNF-α, 
IL-6, TRAIL) осуществляли в  супернатантах 
14-дневных клеточных культур МСК. Анализ 
проводился методом проточной флуориметрии 
с применением коммерческих тест-систем (Bio-
Plex Pro Human Cytokine 48-plex Assay, «Bio-Rad», 
США) и  программного обеспечения BioPlex-
Manager («Bio-Rad», США) на двухлучевом ла-
зерном автоматическом анализаторе (Bio-Plex® 
200  Systems, «Bio-Rad», США) согласно прото-
колу фирмы-производителя. Отобранные су-
пернатанты центрифугировали при 500 об/мин 
в  течение 10  минут (при 4 °С) для получения 
фракции биологически активных молекул. Да-
лее определяли концентрацию биологически 
активных молекул по стандартной кривой при-
меняемого набора (определяемый диапазон со-
ставлял 2–32 000  пг/мл) согласно инструкции 
производителя. Нижняя граница чувствитель-
ности метода составила <2 пг/мл. Концентрация 
исследуемых факторов, значения которых было 
ниже порога чувствительности методики, при-
равнивалась к 1 пг/мл.

Оценка остеодифференцировочного потенциала 
под влиянием гепарина проводилась методом 
цитологического окрашивания ализариновым 
красным после 21-суточного культивирования 
культур МСК в  присутствии/отсутствии гепа-
рина. По истечении 21  дня культивирования 
исследуемые культуры дважды отмывали фос-
фатным солевым буфером. Адгезированные 
клетки оставляли сушиться на воздухе, затем 
фиксировали в парах формалина и окрашивали 
2% водным раствором ализаринового красного 
S (Sigma-Aldrich, США) для оценки минерализа-
ции межклеточного матрикса согласно инструк-
ции фирмы-производителя. Негативным конт-
ролем дифференцировки служила двумерная 2D 
контрольная культура МСК в  стандартной ППС, 
не контактировавшая с гепарином в течение все-
го срока культивирования (21  сутки). Фотогра-
фии окрашенных ализариновым красным куль-
тур получали с  использованием программного 
обеспечения («Olympus Corporation», Филиппи-
ны) на лабораторном биологическом микроско-
пе для фазового контраста и документирования 
IX 51 S8F. Морфометрическое исследование окра-
шенных культур МСК проводили с  использова-
нием программного обеспечения Image-J Soft-
ware (National Institutes of Health, США) согласно 
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алгоритму, представленному в  руководстве  [7]. 
Очаги минерализации межклеточного матрик-
са на микрофотографиях выделяли с  помощью 
инструмента «Treshold». Для каждой микрофо-
тографии индивидуально подбирался допуск 
инструмента согласно цветовой характеристи-
ке минерализата. После проведения измерений 
площадь общей минерализации всех микрофо-
тографий (мм2/см2) заносили в таблицу для про-
ведения дальнейшего статистического анализа.

Статистический анализ полученных результатов 
проводили с помощью методов статистического 
описания, методов проверки гипотез. Проверка 
выборки на нормальность распределения про-
водили с  использованием критерия Колмого-
рова  — Смирнова. Данные не подчинялись нор-
мальному закону распределения, в  связи с  чем 
для описательной статистики определяли меди-
ану (M), 25%-ный (Q1) и  75%-ный (Q3) квартили. 
Статистическую значимость различий между 
исследуемыми группами проверяли с помощью 
непараметрического критерия Манна  — Уитни 
для независимых выборок. Различия считались 
статистически достоверными при р  <  0,05. Ста-
тистический анализ результатов был проведен 
с  использованием пакета программ Graph Pad 
Prism version 8.0.1 (Graph Pad Software Inc, США).

Результаты
Оценка жизнеспособности МСК
Оценка жизнеспособности клеточных культур 
была произведена по истечении 14  суток куль-
тивирования во всех группах исследования 
(табл. 1).

Количество живых клеток в контрольной группе 
составило 94,93 (93,76–95,07)%; доля апоптоти-
ческих форм и мертвых клеток — 3,17 (3,01–4,95) 
и  1,81 (1,29–1,96)% соответственно. Статисти-
ческий анализ полученных данных не выявил 
достоверных различий между исследуемыми 
группами. Все исследуемые параметры (количе-
ство живых, апоптотических и мертвых клеток) 
были сопоставимы со значениями контрольной 
группы (табл. 1).

Анализ фенотипического профиля МСК
По истечении срока культивирования (14  су-
ток) доля клеток, экспрессирующих марке-
ры кроветворных клеток  [CD45, 34, 14, 20]+ 
в  контрольной группе составила 0,41 (0,17–
0,52)% (табл.  2). Значимых различий по изме-
нению числа клеток с  фенотипом гемопоэти-
ческих среди исследуемых групп обнаружено 
не было. В  экспериментальной модели с  гепа-
рином регистрировалось достоверное умень-

Таблица	1. Процентное содержание живых и мертвых форм мезенхимальных стволовых клеток при in vitro культи-
вировании в присутствии/отсутствии гепарина (1 МЕ/мл), Me (Q1–Q3)

Группы	 
исследования

Количество	 
живых	клеток,	%

Количество	 
апоптотических	клеток,	%

Количество	 
мертвых	клеток,	%

Контрольная	группа
n = 6

94,93 
(93,76–95,07)

3,17 
(3,01–4,95)

1,81 
(1,29–1,96)

мСК	+	гепарин
n = 6

92,69 
(92,13–94,29)

5,53 
(4,65–5,85)

1,79 
(1,07–2,03)

Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контрольной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе иссле-
дования.

Таблица	2.	Анализ фенотипического состава культур мезенхимальных стволовых клеток при in vitro культивиро-
вании в присутствии/отсутствии гепарина, Me (Q1–Q3) (срок культивирования — 14 дней)

Группы	исследования [cd90]+ [cd105]+ [cd73]+ [cd45, 34, 14, 20]+

Контрольная	группа
n = 6

92,83
(92,02–93,94)

91,52
(91,21 — 92,42)

84,89
(83,84–85,99)

0,41
(0,17–0,52)

мСК	+	гепарин
n = 6

81,26
(79,64–85,62)

p0 < 0,05

80,31
(80,11–82,73)

p0 < 0,05

71,51
(68,74–72,81)

p0 < 0,05

0,45
(0,28–0,67)

Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контрольной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе иссле-
дования.
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шение доли клеток, экспрессирующих на своей 
поверхности маркеры МСК CD90, CD105 и CD73, 
относительно значений, полученных в  контр-
ольной группе (p < 0,05).

Оценка миграционной активности МСК
Результаты миграционной активности МСК 
в присутствии/отсутствии гепарина представле-
ны на рисунке 1 и в таблице 3. График представ-
ляет собой логарифмическую кривую, которая 
демонстрирует динамику миграционной (инва-
зивной) активности культуры МСК через пори-
стую мембрану двухуровневого CIM-планшета. 
Кривые, отражающие динамику миграционной 
(инвазивной) активности клеточной культуры 
через пористую мембрану CIM-планшета, были 
автоматически построены с  помощью систе-
мы xCELLigence и могут быть разделены на две 
фазы: Фаза 1 (0–8  часов)  — фаза линейного ро-
ста; Фаза 2 (8–92 часа) — фаза логарифмического 
роста с  постепенным увеличением показателя 
ИКМ. Выход логарифмической кривой на плато 
произошел через 8 часов после начала экспери-
мента. Резкое повышение ИКМ первой фазы мо-
жет быть объяснено инвазией клеточных куль-
тур МСК из верхней камеры CIM-планшета в его 
нижнюю камеру через микропоры мембраны, 
что является имитацией миграции подвижных 
клеток из кровеносного русла в  ткани живого 
организма. Изменение показателей ИКМ во вто-
рой фазе может быть вызвано распластыванием 
клеток МСК на поверхности электродов.

Данные на рисунке 1, полученные с  помощью 
системы RTCA, демонстрируют первоначальное 
резкое увеличение индекса клеточной мигра-
ции клеточных культур МСК во всех исследуе-
мых группах в  связи с  высокой миграционной 
активностью клеток в  течение первых 8  часов. 
По истечении 8  часов in vitro культивирования 
клеточность в  нижней камере CIM-планшета 
переходила в  фазу логарифмического роста, 
что напрямую связанно со снижением скорости 
прироста индекса клеточной миграции. ИКМ 
резко увеличился во всех группах исследования 
после добавления гепарина (1  МЕ/мл) в  лунки 
планшета согласно дизайну эксперимента (спу-
стя 22  часа от его начала). Затем происходи-
ло снижение ИКМ клеточных культур во всех 

Рис.	1.	Кривые миграционной (инвазивной) активности мезенхимальных стволовых клеток при in vitro культивирова-
нии в присутствии/отсутствии гепарина в электродной системе RTCA (92-часовое наблюдение). Фаза 1 — фаза линей-
ного роста; Фаза 2 — фаза логарифмического роста. * — статистически значимые различия между группами.

Таблица	3. Индекс клеточной миграции мезенхимальных 
стволовых клеток при in vitro культивировании в  при-
сутствии/отсутствии гепарина (срок культивирова-
ния — 92 часа), Me (Q1–Q3)

Группы	
исследования

Индекс	клеточной	миграции,	
усл.	ед.

Контрольная	группа
n = 4

2,16
(1,54–2,95)

мСК	+	гепарин
n = 4

1,76
(1,64–1,79)

p0 < 0,05
Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контроль-
ной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе ис-
следования.
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исследуемых группах, после чего наступала 
фаза логарифмического роста ИКМ (по истече-
нии 30 часов от начала эксперимента).

Моделирование миграции и инвазии МСК с по-
мощью системы RTCA при in vitro сокульти-
вировании с  гепарином позволило получить 
значимые результаты по прошествии 92  часов 
эксперимента (рис.  1). Присутствие гепарина 
статистически значимо снижало миграцион-
ную активность МСК относительно контроль-
ной группы (p < 0,05) (табл. 3).

Анализ пролиферативной активности МСК
Результаты пролиферативной активности МСК 
в  присутствии/отсутствии гепарина представ-
лены на рисунке 2  и  в таблице 4. На графике 
представлена логарифмическая кривая, опи-
сывающая динамику индекса клеточной про-
лиферации (ИКП) МСК, величина которого 
зависит от количества клеток, формы и разме-
ра клеток, а  также от качества прикрепления 
клеток к  субстрату 16-луночного Е-планшета. 
Кривые, характеризующие динамику ИКП, ав-
томатически построены системой xCELLigence, 
основываясь на полученных в  указанный про-
межуток времени данных, и  визуально разде-
ляются на две фазы: Фаза 1 (0–8 часов) — фаза 
линейного роста; Фаза 2 (8–92 часа) — фаза ло-
гарифмического роста с постепенным увеличе-
нием показателя ИКП.

Согласно полученным данным наивысший 
показатель индекса клеточной пролифера-
ции во всех группах исследования наблю-
дался на третий час от начала эксперимента, 
что подтверждает успешную адгезию клеток 
к  субстрату Е-планшета (рис. 2). Затем, в  пе-
риод от 3  до  22  часов эксперимента, наблюда-
лось резкое снижение числа клеток в процессе 
активной пролиферации во всех исследуемых 
группах. Далее клетки начинали входить в фазу 
логарифмического роста.

В соответствии с  дизайном эксперимента 
в  лунки был добавлен гепарин в  концентра-
ции 1  МЕ/мл спустя 22  часа культивирования 

Рис.	2.	Кривые клеточной пролиферации мезенхимальных стволовых клеток при in vitro культивировании в присут-
ствии/отсутствии гепарина в электродной системе RTCA (92-часовое наблюдение). Фаза 1 — фаза линейного роста; 
Фаза 2 — фаза логарифмического роста. * — статистически значимые различия между группами.

Таблица	 4.	 Изменение индекса клеточной пролифера-
ции (ИКП, усл. ед.) мезенхимальных стволовых клеток 
при in vitro культивировании в присутствии/отсутствии 
гепарина (срок культивирования — 92 часа), Me (Q1–Q3)

Группы	 
исследования

Индекс	клеточной	
пролиферации,	усл.	ед.

Контрольная	группа
n = 4

2,85
(2,67–3,02)

мСК	+	гепарин
n = 4

3,95
(3,92–3,98)
p0 < 0,05

Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контроль-
ной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе ис-
следования.
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от начала эксперимента. На момент окончания 
эксперимента (спустя 92  часа) ИКП культуры 
МСК в  модели культивирования в  присутст-
вии гепарина оказался значимо выше в сравне-
нии с  контрольной моделью (p  <  0,05) (рис. 2, 
табл.  4). Исходя из полученных данных добав-
ление гепарина в культуру МСК оказывало мо-
дулирующее влияние на их способность к рас-
пластыванию.

Оценка уровня относительной экспрессии 
мРНК генов остеодифференцировки 
и клеточной адгезии
По истечении 14  суток культивирования было 
выявлено, что добавление в среду культивирова-
ния МСК гепарина способствовало достоверно-
му увеличению уровня относительной экспрес-
сии мРНК генов остеодиференцировки (RUNX2, 
ALPL, BMP2  и  BMP6) и  гена α-субъединицы ин-
тегрина VLA-4 (CD49d) (табл. 5).

Оценка уровня относительной экспрессии мРНК 
гена RUNX2  выявила статистически значимое 
увеличение экспрессии данного гена в  модели 
культивирования с гепарином (МСК + гепарин) 
относительно контрольной группы (p  <  0,05) 
(табл. 5, рис. 3). Также нами получено статисти-
чески значимое повышение экспрессии мРНК 
гена ALPL в группе «МСК + гепарин» относитель-
но контрольной группы исследования (p < 0,05) 
(табл. 5, рис. 3).

Таблица	5. Уровни относительной экспрессии мРНК ге-
нов остеодифференцировки и клеточной адгезии в ме-
зенхимальных стволовых клетках при сокультивирова-
нии in vitro в присутствии/отсутствии гепарина (срок 
культивирования — 14 суток), Me (Q1–Q3)

Определяемый	
ген,	 

усл.	ед.

Группы	исследования
Контрольная	группа

n = 6
мСК	+	гепарин

n = 6

RUNX2 1,09
(0,57–1,52)

2,41
(1,73–3,23)

p0 < 0,05

ALPL 0,37
(0,26–0,66)

6,23
(5,29–8,51)

p0 < 0,05

BMP2 0,94
(0,52–1,25)

4,05
(3,21–5,71)
p0 < 0,05

BMP6 0,37
(0,26–0,64)

2,08
(0,98–3,59)

p0 < 0,05

CD49d 0,43
(0,29–0,46)

4,89
(3,29–6,86)

p0 < 0,05

Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контроль-
ной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе ис-
следования.

В группе «МСК + гепарин» был зарегистрирован 
достоверный рост относительного уровня эк-
спрессии мРНК гена BMP2  относительно значе-
ний, полученных при оценке контрольной груп-
пы (p < 0,05) (табл. 5, рис. 4). Похожие результаты 

Рис.	3.	Уровни относительной экспрессии (усл. ед.) мРНК 
генов RUNX2 и ALPL в мезенхимальных стволовых клет-
ках при in vitro сокультивировании в  присутствии/от-
сутствии гепарина, срок культивирования  — 14  суток.  
* — статистически значимые различия между группами

Рис.	4.	Уровни относительной экспрессии (усл. ед.) мРНК 
генов BMP2 и BMP6 в мезенхимальных стволовых клет-
ках при in vitro сокультивировании в  присутствии/от-
сутствии гепарина, срок культивирования  — 14  суток.  
* — статистически значимые различия между группами
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были получены при анализе уровня относитель-
ной экспрессии мРНК гена BMP6 (табл. 5, рис. 4).

Уровень экспрессии мРНК гена CD49d в  группе 
«МСК  +  гепарин» превышал значения, получен-
ные при оценке контрольной группы (p  <  0,05) 
(табл. 5, рис. 5).

Анализ продукции ростовых факторов, 
хемокинов, провоспалительных цитокинов 
культурой МСК
Результаты, полученные методом мультиплек-
сного анализа, представлены в  таблицах 6  и  7. 
Согласно полученным данным в супернатантах 
14-дневных культур МСК контрольной группы 
исследования нами было зафиксирована се-
креция культурой МСК не менее 40  факторов 
роста, хемокинов, про- и  противовоспалитель-
ных цитокинов в данной модели исследования. 
Для более детального анализа из всего спектра 
продуцируемых цитокинов нами были выбра-
ны ростовые факторы (HGF, LIF, M-CSF, SCF, IL-3, 

Рис.	 5.	 Уровни относительной экспрессии гена CD49d 
в мезенхимальных стволовых клетках при in vitro сокуль-
тивировании в  присутствии/отсутствии гепарина, срок 
культивирования  — 14  суток. *  — статистически значи-
мые различия между группами

Таблица 6.	Концентрация (пг/мл) ростовых факторов (HGF, LIF, M-CSF, SCF, IL-3, VEGF) в супернатантах культур 
мезенхимальных стволовых клеток в условиях культивирования in vitro в присутствии/отсутствии гепарина (срок 
культивирования — 14 дней), Me (Q1–Q3)

Исследуемые	факторы,	 
пг/мл HgF liF m-csF scF il-3 vEgF

Гр
уп
пы

	
ис
сл
ед

ов
ан

ия Контрольная	группа
n = 6

35,62
(32,63–38,6)

19,05
(18,79–19,31)

5,04
(4,55–5,67)

5,94
(5,45–6,21)

0,21
(0,19–0,22)

120,04
(115,32–128,09)

мСК	+	гепарин
n = 6

8,59
(6,37–10,81)

p0 < 0,05

1,02
(0,92–1,29)
p0 < 0,05

1,23
(0,98–1,92)
p0 < 0,05

1,09
(1,05–1,21)
p0 < 0,05

0,00
(0,00–0,00)

p0 < 0,05

165,66
(154,21–172,23)

p0 < 0,05

Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контроль ной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе иссле-
дования.

Таблица	7. Концентрация (пг/мл) хемокинов (SDF-1α, MCP-1, IL-8) и молекул с про- и противовоспалительной актив-
ностью (TNF-a, IL-6, TRAIL) в супернатантах культур мезенхимальных стволовых клеток в условиях культивирова-
ния in vitro в присутствии/отсутствии гепарина (срок культивирования — 14 дней), Me (Q1–Q3)

Исследуемые	факторы,	 
пг/мл sdF-1α mcp-1 il-8 tnF-α il-6 trail

Гр
уп
пы

	
ис
сл
ед

ов
ан

ия Контрольная	группа
n = 6

105,9
(103,8–118,1)

198,98
(182,13–201,11)

103,15
(69,23–115,23)

2,06
(1,80–3,31)

44,81
(38,15–47,23)

17,01
(15,04–19,02)

мСК	+	гепарин
n = 6

5,34
(3,28–6,40)

p0 < 0,05

23,82
(19,12–26,21)

p0 < 0,05

15,65
(14,11–25,34)

p0 < 0,05

0,94
(0,79–1,02)
p0 < 0,05

92,79
(87,13–98,22)

p0 < 0,05

2,42
(1,81–3,21)
p0 < 0,05

Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контроль ной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе иссле-
дования.
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VEGF), хемокины (SDF-1α, MCP-1, IL-8) и молеку-
лы с  про- и  противовоспалительной активно-
стью (TNF-α, TRAIL, IL-6).

Согласно полученным данным продукция ро-
стового фактора HGF культурой МСК в  группе 
«МСК  +  гепарин» была статистически значи-
мо ниже значений, полученных при анализе 
контрольной группы (p < 0,05) (табл. 6). В при-
сутствии гепарина в  2D-культуре наблюда-
лось снижение уровня ростового фактора LIF 
и  M-CSF относительно контроля (p  <  0,05). По-
хожие результаты были получены при анализе 
уровней ростового фактора SCF и  IL-3: значи-
мое снижение в группе «МСК + гепарин» отно-
сительно контрольной группы исследования 
(p  <  0,05). Также нами были получены резуль-
таты, согласно которым в модели «МСК + гепа-
рин» было задетектировано повышение кон-
центрации VEGF относительно контрольной 
группы исследования (p < 0,05).

При сокультивировании МСК с  гепарином на-
блюдалось статистически значимое уменьше-
ние продукции хемокинового фактора SDF-1α 
относительно контроля (p < 0,05) (табл. 7). Ана-
логичные результаты были получены при ана-
лизе хемокинового фактора MCP-1, цитоки-
на IL-8, провоспалительного фактора TNF-α 
и провоспалительного/проапоптотического 
фак  тора TRAIL (p  <  0,05) (табл. 7). Интересно, 
что в  модели «МСК  +  гепарин» концентрация 
провоспалительного цитокина IL-6  превыша-
ла уровень значений в  контрольной модели 
(p < 0,05).

Дифференцировочный потенциал 
культуры МСК
Для выявления способности культур МСК к осте-
оинтеграции в  разных условиях культивирова-
ния in vitro на 21  сутки культивирования была 
проведена цифровая съемка клеточных культур 
на инвертированном микроскопе после фикса-
ции культуры формалином и предварительного 
окрашивания ализариновым красным (рис. 6).

Анализ результатов, полученных по истечении 
21-суточного культивирования методом цито-
логического окрашивания, показал достоверное 
увеличение (в сравнении контрольной моделью) 
площади минерализации межклеточного веще-
ства в группе «МСК + гепарин» (p < 0,05) (табл. 8).

Рис.	6. Морфологическое состояние 21-суточной культуры МСК после сравнительного цитологического окрашивания 
ализариновым красным участков минерализации межклеточного вещества: 1 — контрольная группа, 2 — МСК + гепа-
рин. Линейка в углу снимков соответствует 50 мкм

Таблица	8.	Суммарная площадь островков минерализа-
ции на дне лунки культурального пластика при окраске 
ализариновым красным в  культурах мезенхимальных 
стволовых клеток, культивируемых in vitro в  присут-
ствии/отсутствии гепарина (срок культивирования — 
21 день), Me (Q1–Q3)

Группы	 
исследования

Площадь	островков	
минерализации,	мм2/см2

Контрольная	группа
n = 6
n1 = 55

0,0 (0,00–0,01)

мСК	+	гепарин
n = 6
n1 = 100

1,29 (0,92–1,35)
p0 < 0,05

Примечание: p0 < 0,05 — достоверные различия с контроль-
ной группой; n — кол-во наблюдений в каж дой группе ис-
следования; n1 — число снимков для группы исследова-
ния.
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Таким образом, в условиях сокультивирования 
МСК с гепарином in vitro усиление минерализа-
ции межклеточного вещества может свидетель-
ствовать о  дифференцировке МСК в  остеоген-
ном направлении.

Обсуждение
Многочисленные исследования по влиянию 
гепарина на остеогенез in vitro и  на животных 
моделях демонстрируют противоречивые ре-
зультаты относительно остеогенного исхода 
в  зависимости от вида животных или системы 
культивирования клеток, а  также от концен-
траций, продолжительности и  типов исполь-
зуемых фракций гепарина  [8]. В  исследова-
нии M.  Simann et al. (2015) при использовании  
20  ЕД/мл нефракционированного гепарина 
на модели стромальных клеток костного мозга 
было выявлено повышение остеогенной и  сни-
жение их адипогенной дифференцировки  [8]. 
В  отличие от этих результатов, другие авторы 
показали, что длительное культивирование 
МСК, полученных из костного мозга, с  гепари-
ном (в концентрации 160  нг/мл) практически 
не влияло на их дифференцировку в  остеоген-
ном, хондрогенном и  адипогенном направле-
ниях  [9]. Как уже упоминалось ранее, гепарин 
за счет физического взаимодействия с лигандом 
Wnt3a усиливает передачу сигналов в  канони-
ческом Wnt-сигнальном пути через повышение 
уровней β-катенина, что в конечном итоге вли-
яет на выработку щелочной фосфатазы, генери-
руя таким образом более мощный остеогенный 
сигнал линии преостеобластов [4].

Нами было выявлено, что in vitro сокультивиро-
вание (в течение 14 дней) МСК в разных услови-
ях (с гепарином и  без него) значимо не влияло 
на жизнеспособность клеточных культур  — со-
держание живых клеток было сопоставимо 
с аналогичными значениями контрольной груп-
пы и варьировало в пределах 94% (табл. 1). Полу-
ченные нами результаты в  отношении культур 
МСК, культивируемых с гепарином, в целом со-
поставимы с данными исследования, проведен-
ного Y. Li et al. (2016), демонстрирующего отсут-
ствие влияния гепарина на жизнеспособность 
МСК жировой ткани in vitro [10].

Обнаруженное снижение экспрессии класте-
ров дифференцировки CD90, CD73  и  CD105  на 
поверхности клеточной мембраны МСК в  мо-
дели культивирования в  присутствии гепари-
на может играть решающую роль в  решение 

судьбы клеточной культуры посредством мо-
дуляции дифференцировки в  сторону остео-
бластов (табл. 2). Согласно данным литературы, 
CD90  высоко экспрессируется во всех типах 
МСК, что обусловлено недифференцирован-
ным статусом культуры  [11]. В  исследовании 
D.A. Moraes (2016) было показано, что снижение 
уровня экспрессии CD90  усиливает дифферен-
цировку МСК в остеогенном и адипогенном на-
правлениях [12].

Отсутствие/снижение экспрессии эндоглина 
(CD105) на поверхности МСК идентифицирует 
данную культуру клеток как более восприим-
чивую к остеогенной дифференцировке [13]. Со-
общалось о  прогрессирующей со временем по-
тере экспрессии CD105  на поверхности клеток 
во время культивирования МСК, полученных 
как из мыши, так и из человека, что в очередной 
раз подтверждает участие данного рецептора 
в поддержании стволового состояния культуры 
МСК [14].

CD73, наряду с  CD90  и  CD105, является одним 
из классических маркеров, которые специфи-
чески определяют и  подтверждают популя-
цию МСK  [15]. К. Kimura et al. (2021) сообщают, 
что МСК с положительной экспрессией CD73 на 
своей поверхности демонстрируют повышен-
ную стволовость и  потенциал к  остеогенной 
дифференцировке in vitro и in vivo [16].

Резюмируя вышесказанное: можно отметить, 
что полученные нами данные о снижении числа 
клеток, экспрессирующих поверхностные диф-
ференцировочные маркеры МСК (CD90, CD105, 
CD73), могут свидетельствовать об утрате ство-
лового состояния культуры МСК и приобретении 
ею состояния, более восприимчивого к  диффе-
ренцировке в остеогенном направлении.

Использование системы RTCA в  проведенном 
исследовании позволило получить и  проана-
лизировать данные относительно влияния 
гепарина (1  МЕ/мл) на способность МСК к  ин-
вазии и  пролиферации в  условиях сокуль-
тивирования in vitro. Согласно полученным 
результатам было выявлено, что гепарин в кон-
центрации 1  МЕ/мл оказывает ингибирующее 
влияние на миграционную способность куль-
туры МСК (в сравнении с данными, полученны-
ми при оценке конт рольной группы), что про-
демонстрировано снижением уровня индекса 
клеточной миграции в модели «МСК + гепарин» 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
К.А. Юрова и др.
Изменение остеодифференцировочного потенциала культуры МСК-ЖТ при in vitro сокультивировании с гепарином



53–71

65Tissue and organ regeneration. 2023;1(1) | 

ORIGINAL ARTICLES
Kristina A. Yurova et al.

Changes of osteodifferentiation potential of MSC-AT during in vitro co-cultivation with heparin

(p < 0,05). Ранее в одной из наших работ было по-
казано, что гепарин в  высоких концентрациях 
(1,3; 13; 130; 260  МЕ/мл) проявлял индуцирую-
щее влияние на миграционную активность МСК 
при их in vitro сокультивировании, тем самым 
повышая миграционную способность данной 
культуры [17]. F. Seeger et al. (2012) убедительно 
продемонстрировали, что гепарин блокирует 
сигнальную передачу между SDF1/CXCR4  по-
средством физического взаимодействия и  свя-
зывания как с  рецептором, так и  с лигандом, 
таким образом нарушая процессы миграции 
и  хоуминга мононуклеарных клеток костного 
мозга  [18]. Данные зарубежных исследователей 
соответствуют полученным нами результатам.

Кроме того, согласно полученным нами дан-
ным, можно сделать вывод о  повышении про-
лиферативной способности МСК в  2D модели 
при сокультивировании с гепарином (1 МЕ/мл): 
индекс клеточной пролиферации (ИКП) в  этой 
группе по истечении 92  часов культивирова-
ния вырос относительно контрольной модели 
исследования. Полученные результаты согла-
суются с данными, предполагающими индуци-
рующее влияние гепарина на пролиферативную 
и  функциональную активность МСК, что было 
показано в  исследовании S. Laner-Plamberger 
et al. (2015) [19].

Резюмируя вышесказанное, необходимо от-
метить, что in vitro культивирование МСК в  те-
чение 92  часов в  присутствии гепарина в  кон-
центрации 1  МЕ/мл позволило наблюдать его 
ингибирующее действие на миграционную 
активность МСК наряду с  индуцирующим вли-
янием на пролиферативную активность куль-
туры МСК. Логичным представляется тот факт, 
что если культура МСК утрачивает способность 
к  миграции (при сохранении жизнеспособно-
сти), значит происходит переключение про-
цессов и  активируются процессы дифференци-
ровки и  созревания, заложенные в  программе 
клеток  [20]. В  данном случае, в  контексте на-
стоящего эксперимента, определяющими фак-
торами клеточного поведения МСК могут быть 
молекулы гепарина.

Результаты по оценке экспрессии мРНК генов 
остеодифференцировки: RUNX2, BMP2, BMP6, 
ALPL и  гена клеточной адгезии CD49d демон-
стрировали высокие уровни в модели «МСК + ге-
парин» (1  МЕ/мл) относительно контрольной 
группы.

Ранее было показано влияние гепарина на Wnt-
сигнальные пути и  другие факторы роста, ко-
торые могут регулировать Wnt-зависимую про-
лиферацию и  дифференцировку остеобластов. 
Через активацию BMP2 гепарин опосредованно 
регулировал уровни RUNX2  и, соответственно, 
продукцию и активность щелочной фосфатазы 
(ALPL), тем самым управляя ранней дифферен-
цировкой в сторону остеобластов [4].

Известно, что RUNX2  контролирует развитие 
скелета и дифференцировку остеобластов за счет 
увеличения экспрессии ряда остеодифферен-
цировочных генов. Кроме того, RUNX2  инду-
цирует активность щелочной фосфатазы (ALPL) 
и минерализацию матрикса в мезенхимальных 
и остеобластных клетках in vitro [21, 22].

Выявленный нами рост уровня экспрессии гена 
ALPL в  14-дневных культурах МСК в  моделях 
культивирования в  присутствии гепарина так-
же может свидетельствовать в  пользу диффе-
ренцировки МСК в  остеогенном направлении. 
ALPL является маркером костной ткани, эк-
спрессия которого стимулируется обработкой 
морфогенетическим белком-2 (BMP2), акти-
вацией рецепторов BMP, а  также экспрессией 
Dlx5  и  RUNX2  [23]. В  целом внутриклеточная 
экспрессия гена щелочной фосфатазы (ALPL) 
проявляется на ранних этапах остеогенеза [24]. 
Присутствие данного белка в  межклеточной 
среде необходимо для процесса минерализации 
внеклеточного матрикса [25]. W. Liu et al. (2018) 
показали, что мутация ALPL нарушает остео-
генную дифференцировку МСК, полученных 
из костного мозга, из-за препятствия актива-
ции пути Wnt/β-катенин [26].

Факт повышения экспрессии мРНК гена 
BMP2  в  модели «МСК  +  гепарин» может свиде-
тельствовать в  пользу инициации раннего эта-
па остеодифференцировки в  данной модели 
исследования в связи с тем, что гепарин за счет 
физического взаимодействия с  антагонистами 
белка BMP2  способен увеличивать его нара-
ботку внутри клетки и  активность, что, соот-
ветственно, положительно влияет на процесс 
остеодифференцировки. Гепарин проявляет 
множество типов биологической активности, 
связываясь с  различными внеклеточными мо-
лекулами, тем самым играет ключевую роль 
в  метаболизме различных тканей, в  том числе 
костей. Также гепарин оказывает комплексное 
воздействие на остеогенную биологическую 
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активность BMP2. Так, продолжительное куль-
тивирование с  гепарином стимулировало 
BMP2-индуцированную остеогенную актив-
ность посредством подавления антагонистов 
BMP2 и опосредуя дифференцировку культуры 
преостеобластов в сторону остеобластов [27].

BMP6  является костным морфогенетическим 
белком, проявляющим значительную остео-
генную активность. У  мышей с  делецией гена 
BMP6  размер длинных костей был уменьшен, 
а процесс окостенения грудины занимал больше 
времени [28]. Было показано, что BMP6 привлека-
ет недифференцированные МСК из окружающих 
тканевых источников и может стимулировать их 
пролиферацию и дифференцировку (в остеоген-
ном и хондрогенном направле ниях) [29].

Параметры адгезии, включая плотность рас-
пределения клеток, межклеточные контак-
ты и  форму клеток, могут оказывать влияние 
на клеточную дифференцировку  [30]. Напри-
мер, в  работе R. Peng et al. (2011) однозначно 
показано, что на дифференцировку отдельной 
клетки, как адипогенную, так и  остеогенную, 
в  значительной степени влияет ее форма  [31]. 
В исследовании Dr. L. Zhang et al. (2019) описано 
использование потенциально чувствительных 
поверхностей для регуляции адгезии, а  так-
же влияние на управление дифференцировкой 
стволовых клеток через адгезивную актив-
ность [32]. Интересно, что G. Saux et al. (2020) по-
казали, что остеогенная дифференцировка МСК 
человека ограничивается кадгерин-опосредо-
ванными межклеточными сигналами адгезии 
и  стимулируется интегрин-опосредованными 
сигналами за счет усиления напряжения цито-
скелета  [33]. Так, интегрин VLA-4, экспрессиру-
ющийся на поверхности МСК, состоит из двух 
субъединиц — α4 и β1 (CD49d и CD29 соответст-
венно) и принимает непосредственное участие 
в процессах клеточной адгезии и миграции [34]. 
Это было убедительно показано в  эксперимен-
тах по миграции клеток ex vivo, свидетельствую-
щих об участии CD49d в миграции Т-лимфоци-
тов в мышечную ткань [35].

Интересно отметить, что уровень относитель-
ной экспрессии мРНК гена CD49d в  модели 
«МСК + гепарин» (1 МЕ/мл) был выше значений, 
полученных при оценке контрольной модели 
исследования. Мы предполагаем, что высокая 
экспрессия CD49d может носить компенсатор-
ный характер в связи со способностью молекулы 

гепарина связываться с интегрином VLA-4  [36]. 
Известно, что чем меньше мономеров в составе 
молекулы гепарина (например, НМГ), тем менее 
выражен его ингибирующий эффект на адгезию 
клеток.

Согласно данным литературы, гепарин взаи-
модействует с  большим количеством биоло-
гически активных молекул (в т.ч. цитокины, 
хемокины, факторы роста)  [37], потенциально 
продлевая период их полужизни за счет защиты 
от протеолитической деградации или усиления 
их сигнальной способности, опосредованной 
взаимодействием с  рецептором на клеточной 
поверхности [38].

Анализ уровня секреции ростовых факторов, 
хемокинов и  молекул с  про- и  противовоспа-
лительным действием в  супернатантах клеточ-
ных культур на 14-е сутки позволил установить, 
что при сокультивировании МСК в  присутст-
вии гепарина их секреторная способность пре-
терпевала значительные изменения. Концен-
трация исследуемых нами факторов (HGF, LIF, 
M-CSF, SCF, IL-3, TNFα, TRAIL, SDF-1α, MCP-1, 
IL-8, за исключением VEGF и  IL-6), определяе-
мых нами в  супернатантах культур МСК в  мо-
дели «МСК + гепарин» была ниже аналогичных 
значений контрольной группы. Таким образом, 
гепарин в группе «МСК + гепарин» оказывал ин-
гибирующее влияние на цитокинпродуцирую-
щую активность МСК, за исключением продук-
ции этими клетками VEGF и  IL-6, что требует 
дополнительного исследования.

Причиной выявленных нами изменений, 
а  именно низкого содержания биологически 
активных молекул в  группе «МСК  +  гепарин», 
может быть способность гепарина дестабили-
зировать мРНК цитокинов посредством конку-
ренции с  этими транскриптами мРНК за РНК-
связывающие белки  [39]. Кроме того, также 
было показано, что основной сульфатирован-
ный гликозаминогликан стромы костного мозга 
мыши, гепарансульфат, обладает способностью 
адсорбировать как GM-CSF, так и IL-3.

Однако наши результаты в  отношении про-
дукции VEGF и  IL-6  находят подтверждение 
в  источниках современной литературы. Так, 
группой ученых выявлено, что в  культуре кле-
ток костного мозга (12  суток), обработанной 
100 и 1000 ЕД/мл гепарина натрия, регистриро-
вались высокие уровни продукции VEGF и IL-6, 
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что предполагает активную экспрессию этих 
факторов in vitro [40]. Эти же авторы предполага-
ют, что гепарин влияет на ряд взаимодействий 
цитокинов и  рецепторов, которые изменяют 
внутриклеточные сигнальные каскады и  про-
фили клеточной экспрессии, включая VEGF 
и IL-6.

VEGF является мощным ангиогенным факто-
ром, усиливающим дифференцировку эндо-
телиальных клеток in vitro и  потенцирующим 
неоваскуляризацию  [41]. Косвенным эффектом 
VEGF является инициация клеточной судьбы 
МСК в сторону остеогенной линии, что индуци-
рует большее количество остеобластов в  месте 
заживления, за счет чего проявляется двойной 
эффект фактора VEGF  [42]. Если ориентиро-
ваться на данные литературы, то повышенная 
продукция VEGF в группе исследования с гепа-
рином может быть связана с процессами ангио-
генеза и остеогенным потенциалом воздейству-
ющих на МСК факторов [43].

Спустя 14  дней сокультивирования уровень 
ростового фактора HGF (Hepatocyte growth fac-
tor) в  модели «МСК  +  гепарин» был значитель-
но ниже относительно уровня в  контрольной 
группе исследования. Ранее было продемон-
стрировано, что ростовой фактор HGF вносит 
решающий вклад в миграцию, пролиферацию, 
дифференцировку и  выживаемость культуры 
МСК  [44]. HGF инициирует клеточную переда-
чу сигналов посредством связывания с  рецеп-
тором тирозинкиназы МЕТ (cMET), что может 
привести к  усилению миграции, снижению 
пролиферации и  потере стволовых маркеров 
через активацию сигнальных путей (PI3K-
Akt, MEK-MAPK и  STAT3)  [45]. Таким образом, 
снижение продукции HGF может повышать 
миграционную активность и  снижать проли-
феративную активность МСК, что было проде-
монстрировано нами полученными результа-
тами с помощью методики RTCA.

Далее нами было оценено влияние гепарина 
(1 МЕ/мл) в условиях сокультивирования с МСК 
на формирование культурой участков минера-
лизации межклеточного матрикса на 21-е  сут-
ки. Полученные нами данные демонстрировали 
статистически значимое увеличение площади 
минерализованной области на пластике в моде-

лях, культивируемых с  гепарином (относитель-
но контрольной группы исследования).

Становится очевидным, что минерализация 
внеклеточного матрикса в  культуре МСК, выз-
ванная их созреванием и  дифференцировкой 
в  остеогенном направлении при сокульти-
вировании с  гепарином (1  МЕ/мл) протекает 
в  условиях не только изменения иммунофено-
типического профиля МСК и  экспрессии генов 
остеодифференцировки и  клеточной адгезии, 
но и секреции важных функциональных биомо-
лекул (ростовых факторов, хемокинов, прово-
спалительных цитокинов и т.д.).

заключение
Резюмируя вышесказанное, выявленное нами 
в  модели «МСК  +  гепарин» повышение (в срав-
нении с  контролем) уровней относительной эк-
спрессии мРНК генов остеодифференцировки 
(ALPL, RUNX2, BMP2, BMP6) и  адгезии (CD49d), 
увеличение пролиферативной и снижение миг-
рационной активности, а  также статистически 
значимое снижение количества клеток, несу-
щих на себе маркеры МСК (CD73, CD90, CD105), 
наряду с увеличением площади минерализации 
в  исследуемой клеточной культуре с  добавле-
нием гепарина (1 МЕ/мл), может свидетельство-
вать об участии гепарина в инициации процесса 
дифференцировки МСК в  остеогенном направ-
лении в условиях культивирования in vitro.

Полученные результаты интересны в  области 
регенеративной медицины, связанной с  си-
стемным введением МСК для коррекции хрони-
ческих заболеваний. С  другой стороны, их сле-
дует учитывать в  послеоперационной тактике 
ведения пациентов при эндопротезировании 
крупных суставов. Данные могут послужить ба-
зисом для разработки новых стратегий и тактик 
ведения для пациентов хирургического про-
филя с  высоким риском послеоперационного 
тромбообразования, в том числе при операциях 
остеосинтеза.

Финансирование исследования: Данное исследование 
выполнено при поддержке Государственного задания 
(FZWM-2020-0010).
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