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Èçó÷åíèå ãèñòîãåíåçà êîñòíîé òêàíè â èíòåðåñàõ ñîâðå-
ìåííîãî íàïðàâëåíèÿ êëèíè÷åñêîé ìåäèöèíû � êëåòî÷íîé
òðàíñïëàíòàöèè è òêàíåâîé èíæåíåðèè � ÿâëÿåòñÿ àêòóàëü-
íîé çàäà÷åé áèîëîãèè è ìåäèöèíû. Îò ïîíèìàíèÿ çàêîíîìåð-
íîñòåé ôèçèîëîãè÷åñêîãî è ðåïàðàòèâíîãî îñòåîãèñòîãå-
íåçà çàâèñèò âûáîð âåðíûõ ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê
ñîçäàíèþ íîâûõ êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé. Ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñïëàíòàöèîííîãî ëå÷åíèÿ ñèñòåìíûõ çàáîëåâàíèé
ñêåëåòíûõ òêàíåé îöåíèâàåòñÿ íå òîëüêî â ýêñïåðèìåíòàõ
[1], íî óæå è â õîäå ëå÷åíèÿ ïàöèåíòîâ ñ íåñîâåðøåííûì
îñòåîãåíåçîì [2, 3].

Òðàäèöèîííûì èñòî÷íèêîì êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà äëÿ
ïîïîëíåíèÿ ïóëà êàìáèàëüíûõ êëåòîê ñêåëåòíûõ òêàíåé ÿâ-
ëÿåòñÿ êîñòíûé ìîçã, ÷üÿ ñòðîìàëüíàÿ ôðàêöèÿ ñîäåðæèò
ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìàëüíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
(ÌÌÑÊ) [4, 5]. Èõ ïîëó÷åíèå è íàêîïëåíèå íåîáõîäèìîãî êî-
ëè÷åñòâà ñîïðÿæåíî ñ êóëüòèâèðîâàíèåì in vitro. Âìåñòå ñ
òåì, èíòàêòíûé êîñòíûé ìîçã åñòåñòâåííûì îáðàçîì ñîäåð-
æèò ýòè êëåòêè, íî â íåñîïîñòàâèìî ìåíüøåì êîëè÷åñòâå.
Îäíàêî, èõ ââåäåíèå â îðãàíèçì ðåöèïèåíòîâ ñïîñîáíî
âëèÿòü íà ïðîòåêàíèå çàêîíîìåðíûõ ïðîöåññîâ âîññòàíî-
âèòåëüíîãî ãèñòîãåíåçà êîñòíîé òêàíè [6].

Öåëü èññëåäîâàíèÿ � èçó÷èòü ðåïàðàòèâíûé è ôèçèîëî-
ãè÷åñêèé îñòåîãåíåç ïîñëå òðàíñôóçèè ÿäðîñîäåðæàùèõ
êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíåíû íà ìûøàõ äâóõ ëèíèé � òðàíñ-

ãåííûå ìûøè Ñ57Âl/6-TgN(ACTbGFP)1Osb è Ñ57Bl/6.
Ïåðâûå èñïîëüçîâàëèñü â êà÷åñòâå äîíîðîâ êîñòíîãî ìîçãà,
÷òî ñâÿçàíî ñ íåîáõîäèìîñòüþ èäåíòèôèöèðîâàòü òðàíñôó-
çèðîâàííûå êëåòêè â îðãàíèçìå ðåöèïèåíòîâ, à âñå êëåòêè
ýòèõ ìûøåé âûðàáàòûâàþò çåëåíûé ôëþîðåñöèðóþùèé áåëîê
(green fluorescent protein � GFP). Ó ýòèõ æèâîòíûõ ïîëó÷àëè

Îñîáåííîñòè ôèçèîëîãè÷åñêîãî è ðåïàðàòèâíîãî
îñòåîãåíåçà ïîñëå òðàíñôóçèè ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà
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êîñòíûé ìîçã òðàäèöèîííûì ïóòåì è âûäåëÿëè ôðàêöèþ
ÿäðîñîäåðæàùèõ (ìîíîíóêëåàðíûõ) êëåòîê ïðè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèè (1600 g, 20 ìèí) â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ïåðêîëëà
(35 è 63 %).

Ðåöèïèåíòû � ìûøè ëèíèè Ñ57Bl/6, ïåðåä ìàíèïóëÿ-
öèÿìè îíè áûëè îáëó÷åíû â äîçå 7-7,5 Ãð. Â äàëüíåéøåì
ðåöèïèåíòîâ ðàçäåëèëè íà äâå ñåðèè. Æèâîòíûì ïåðâîé
ñåðèè (15 ìûøåé) â õâîñòîâóþ âåíó ââîäèëè âçâåñü ÿäðî-
ñîäåðæàùèõ êëåòîê ìûøåé-äîíîðîâ â êîëè÷åñòâå 1-2½106.
Æèâîòíûì âòîðîé ñåðèè (15 ìûøåé) ïåðåä òðàíñôóçèåé
îñóùåñòâëÿëè îñòåîêëàçèþ êîñòåé ãîëåíè, â ðåçóëüòàòå êî-
òîðîé ôîðìèðîâàëèñü ìíîãîîñêîëü÷àòûå ïåðåëîìû (ðèñ. 1).
Âûâåäåíèå æèâîòíûõ èç ýêñïåðèìåíòà îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç
15, 30 è  90 ñóòîê.

Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó îñóùåñòâëÿëè ñîãëàñíî ðåêî-
ìåíäàöèÿì ïðè ðàáîòå ñ ìàòåðèàëîì, ñîäåðæàùèì GFP [7].
Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû ïîâðåæäåííûõ êîíå÷íîñòåé èçãî-
òàâëèâàëè íà çàìîðàæèâàþùåì ìèêðîòîìå, äîêðàøèâàëè
ÿäðà èîäèäîì ïðîïèäèÿ è çàêëþ÷àëè ïîä ïîêðîâíûå ñòåêëà â
ïðîïèëãàëàò. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû èçó÷àëè â ëàçåðíîì êîí-
ôîêàëüíîì ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå LSM 5 PASCAL íà áàçå
AXIOVERT 200M â ðàçëè÷íûõ ðåæèìàõ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ìîð-
ôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ïîäñ÷èòûâàëè äîëþ «çåëåíûõ» êëå-
òîê íà 100 îñòåîöèòîâ íå ìåíåå ÷åì â 10 ïîëÿõ çðåíèÿ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ó÷àñòèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
â ôèçèîëîãè÷åñêîì îñòåîãåíåçå
Ó æèâîòíûõ ïåðâîé ñåðèè ïîñëå òðàíñôóçèè íàáëþäàëè êî-

ëîíèçàöèþ êîñòíîãî ìîçãà äîíîðñêèìè êëåòêàìè, âûÿâëåííû-
ìè ïî èõ ôëþîðåñöåíöèè. Êðîâåòâîðåíèå âîññòàíîâëèâàëîñü.
Ñî ñòîðîíû êîñòíîé òêàíè ÿâíûõ ïðèçíàêîâ àêòèâèçàöèè îñ-
òåîãåíåçà èëè ðåçîðáöèè îáíàðóæåíî íå áûëî. Äîíîðñêèå
êëåòêè íàõîäèëèñü ïðåèìóùåñòâåííî â ó÷àñòêàõ òèïè÷íîé

Íà ìîäåëè îáëó÷åííûõ ìûøåé Ñ57Bl/6 èçó÷åí ïðîöåññ ôèçè-
îëîãè÷åñêîé è ðåïàðàòèâíîé ðåãåíåðàöèè êîñòíîé òêàíè ïîñëå
òðàíñôóçèè GFP-ïîëîæèòåëüíûõ ÿäðîñîäåðæàùèõ (ìîíîíóêëåàðíûõ)
êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé ëèíèè Ñ57Âl/6-TgN(ACTbGFP)1Osb.
Ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåñàæåííûå êëåòêè ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòü-
ñÿ â îñòåîáëàñòû è îñòåöèòû êàê ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì, òàê è ïðè
ðåïàðàòèâíîì îñòåîãåíåçå, ïðè÷åì îíè èìåþò ïðèîðèòåòíîå ïðàâî
íà ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó â îðãàíèçìå îáëó÷åííîãî
ðåöèïèåíòà. Äîëÿ GFP-ïîëîæèòåëüíûõ îñòåîöèòîâ â êîìïàêòíîì
âåùåñòâå äèàôèçà äîñòèãàëà 31±8%.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êîñòíàÿ òêàíü, îñòåîãåíåç, ðåãåíåðàöèÿ,
çåëåíûé ôëþîðåñöèðóþùèé áåëîê.

Physiologic and reparative regeneration of bone tissue after
transfusion of bone marrow GFP-positive mononuclear cells of mice
C57B1/6-TgN(ACTbGFP)1Osb was studied in C57B1/6 mice
exposed to radiation. It is shown that transplanted cells are able to
differentiate into osteoblasts and osteocytes in both physiologic and
reparative osteogenesis, these cells having priority to proliferation and
differentiation in the recipient exposed to radiation. The GFP-positive
osteocytes number within the substance reached 31±8%.

Key words: bone tissue, osteogenesis, regeneration, green
fluorescenting protein
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ëîêàëèçàöèè ðàññðåäîòî÷åííîãî êàìáèÿ ñêåëåòíûõ òêàíåé �
ïåðèîñòå, ýíäîñòå, ñòðîìå êîñòíîãî ìîçãà, ïåðâàñêóëÿðíîì
êëåòî÷íîì îêðóæåíèè. Ïðè÷åì, êàê ïîêàçàëè îïûòû ñ äâóõöâåò-
íîé ôëþîðåñöåíöèåé, áîëüøèíñòâî èç íèõ èìååò ìèåëîèäíîå
ïðîèñõîæäåíèå è íå ÿâëÿåòñÿ êëåòêàìè îñòåîãåííîé ëèíèè
[8, 9]. Âìåñòå ñ òåì, îáðàùàëî íà ñåáÿ âíèìàíèå íàëè÷èå
áîëüøîãî ÷èñëà GFP-ïîëîæèòåëüíûõ îñòåîöèòîâ. Îíè ðàñïî-
ëàãàëèñü ìîçàè÷íî ïî õîäó êîìïàêòíîãî âåùåñòâà äèàôèçîâ
è îñîáåííî õîðîøî âûÿâëÿëèñü ïðè ïîñëåäîâàòåëüíîì ñêà-
íèðîâàíèè ïðåïàðàòîâ ïî îäíîìó èç êàíàëîâ è ïîñëåäóþùåì
êîìïüþòåðíîì ñîâìåùåíèè (ðèñ. 2, 3). Ïîäñ÷åò äîëè GFP-ïî-
ëîæèòåëüíûõ îñòåîöèòîâ ÷åðåç 60 ñóòîê ïîñëå òðàíñôóçèè ïî-
êàçàë, ÷òî îíà ñîñòàâëÿåò 31±8%. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå
ñîãëàñóþòñÿ ñ óñòàíîâëåííîé ýôôåêòèâíîñòüþ êîëîíèçàöèè
êîñòíîé òêàíè ðåöèïèåíòà ïðè ñèñòåìíîì ââåäåíèè GFP-ïî-
ëîæèòåëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà íå ñïîñîáíûõ ê àäãåçèè ê
ïëàñòèêó. Òàê, ïî äàííûì M. Dominici è ñîàâò. (2004), ïðè èõ
ââåäåíèè ïîòîìêàìè ïåðåñàæåííûõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ â ñðåä-
íåì 18% îñòåîáëàñòîâ è îñòåîöèòîâ, ïðè÷åì â íåêîòîðûõ
ó÷àñòêàõ êîñòíîé òêàíè èõ êîëè÷åñòâî äîñòèãàëî 50% [10].
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êàê íå óäèâèòåëüíî, ïðè èíôóçèè ïëàñ-
òèê-àäãåçèâíûõ äåðèâàòîâ êîñòíîãî ìîçãà äîëÿ GFP-ïîëî-
æèòåëüíûõ êîñòíûõ êëåòîê ñîñòàâèëà âñåãî 1,5%.

Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïåðåñìîòðåòü ïîêàçàííóþ ðàíåå îã-
ðàíè÷åííóþ ñïîñîáíîñòü òðàíñôóçèðîâàííûõ ÿäðîñîäåðæà-
ùèõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ê ïðîãðåññèâíîé äèôôåðåíöèðîâ-
êå â îñòåîöèòàðíîì íàïðàâëåíèè. Òàê, ïî äàííûì Wang L. è

ñîàâò. (2005), êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà îò GFP-ïîëîæèòåëüíûõ
ìûøåé îáíàðóæèâàëèñü èñêëþ÷èòåëüíî â ñîñòàâå ýíäîñòà,
âûñòèëàþùåãî òðàáåêóëû ãóá÷àòîãî âåùåñòâà êîñòè îáëó-
÷åííîé ìûøè ðåöèïèåíòà [8]. Òîëüêî âíóòðèêîñòíàÿ ïåðå-
ñàäêà äåòåðìèíèðîâàííûõ êëåòîê � îñòåîáëàñòîâ êðûøè
÷åðåïà ïðèâîäèëà ê âêëþ÷åíèþ êëåòîê ðåöèïèåíòà â îñòåî-
ãåíåç ó äîíîðà.

Îáíàðóæåíèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ îñòåîöèòîâ òðåáóåò
äàëüíåéøåé òùàòåëüíîé ïðîâåðêè äëÿ èñêëþ÷åíèÿ àðòåôàê-
òîâ. Îñòåîöèòû ïðîõîäÿò äëèòåëüíûé ïóòü äèôôåðåíöèðîâêè.
Ò. å., ïîïàâ â êðîâåíîñíîå ðóñëî è êîëîíèçèðîâàâ êîñòíûé ìîçã,
ñòðîìàëüíûå  êëåòêè èç âçâåñè äîíîðñêèõ ìîíîíóêëåàðîâ äîë-
æíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííûå êëåòêè, ïðåîñòå-
îáëàñòû, îñòåîáëàñòû, êîòîðûå, ñèíòåçèðîâàâ äîñòàòî÷íîå
êîëè÷åñòâî îñòåîèäà, «çàìóðîâûâàþò» ñåáÿ è ïåðåõîäÿò â òåð-
ìèíàëüíóþ ñòàäèþ äèôôåðåíöèðîâêè � îñòåîöèòû. Íà ýòî
òðàíñôóçèðîâàíûì êëåòêàì â íàøåì îïûòå ïîòðåáîâàëàñü
ìåíåå 60 ñóòîê. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìî-
ãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âûñîêîé ñêîðîñòè ðåìîäåëèðîâàíèÿ
ïëàñòèí÷àòîé êîñòíîé òêàíè ó ìûøåé. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íåîá-
õîäèìî ïîìíèòü î òîì, ÷òî êëåòêè â êîñòíîé òêàíè îáúåäèíåíû
â ôóíêöèîíàëüíûé ñèíöèòèé [11]. Åãî ìîðôîëîãè÷åñêîé îñ-
íîâîé ÿâëÿþòñÿ ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ìåæäó îñòåîáëàñòà-
ìè ïåðèîñòà è ýíäîñòà ñ îñòåîöèòàìè [12]. Âîçìîæíî, èìåííî
îíè îáóñëàâëèâàþò ïîïàäàíèå GFP â îñòåîöèòû. Îäíàêî, åñëè
ïðèíÿòü ýòó òî÷êó çðåíèÿ, îñòàåòñÿ íåïîíÿòíûì ìîçàè÷íûé õà-
ðàêòåð ðàñïîëîæåíèÿ GFP-ïîëîæèòåëüíûõ îñòåîöèòîâ.

Ðèñ. 1. Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà
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Ôåíîìåí ñëèÿíèÿ, êàê îáúÿñíåíèå ýêñïðåññèè îñòåîöè-
òàìè GFP, èñêëþ÷àåòñÿ ñàìîé àðõèòåêòîíèêîé êîñòíîé
òêàíè. Âìåñòå ñ òåì, íåñìîòðÿ íà ïîëó÷åííûå ïåðâûå ðå-
çóëüòàòû, îïðîâåðãàþùèå ñëèÿíèå òðàíñôóçèðîâàííûõ êëå-
òîê ñ êëåòêàìè ðåöèïèåíòíîãî ëîæà [10], íåëüçÿ èñêëþ÷èòü
ñëèÿíèå îñòåîãåííûõ êëåòîê ðåöèïèåíòà ñ êëåòêàìè äîíîðà
íà ðàííèõ ñòàäèÿõ îñòåîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè, êîãäà
îñòåîöèòû åùå íå áûëè «çàìóðîâàíû» â ìèíåðàëèçîâàííûé
ìàòðèêñ.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì îáùåïðèíÿòûì âçãëÿäàì, ôè-
çèîëîãè÷åñêàÿ ðåãåíåðàöèÿ èëè ðåìîäåëèðîâàíèå êîñòíîé
òêàíè ïðîèñõîäèò ïóòåì äåÿòåëüíîñòè îñíîâíûõ (áàçèñ-
íûõ) ìíîãîêëåòî÷íûõ åäèíèö (ÁÌÅ). Â êîìïàêòíîì âåùå-
ñòâå êîñòè îíè èìåþò âèä öèëèíäðà, õàðàêòåðèçóþùåãîñÿ

çîíàëüíîñòüþ, â öåíòðå êîòîðîãî ïðîõîäèò êðîâåíîñíûé
ñîñóä [13, 14]. Äëÿ êàæäîé çîíû îïèñàíî íàëè÷èå êëåòîê
îïðåäåëåííîãî ôåíîòèïà, êîòîðûå è îïðåäåëÿþò õàðàêòåð
ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â îïðåäåëåííîì ó÷àñòêå ÁÌÅ.

ÁÌÅ áûëè îáíàðóæåíû íàìè â êîìïàêòíîì âåùåñòâå,
ôîðìèðóþùåì äèàôèç áîëüøåáåðöîâîé êîñòè (ðèñ. 4).
Â çîíå à (êîíóñ ðåçîðáöèè), ÿâëÿþùåéñÿ âåðøèíîé öèëèíä-
ðà, îáíàðóæèâàëîñü ñîñðåäîòî÷åíèå ðåçîðáèðóþùèõ êîñòü
êëåòîê � îñòåîêëàñòîâ. Ïðè áîëüøîì óâåëè÷åíèè (ðèñ. 5À) îï-
ðåäåëÿëèñü ýðîçèîííûå ëàêóíû, à äàëåå âãëóáü ÁÌÅ �
ùåòî÷íàÿ êàåìêà è òåëà ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê, êîòîðûå ïî
ìîðôîëîãè÷åñêèì è òîïîãðàôè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì
ìîæíî îïðåäåëèòü êàê îñòåîêëàñòû. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýòè
êëåòêè òàêæå ýêñïðåññèðóþò ãåí çåëåíîãî áåëêà.

Ðèñ. 3. Äîíîðñêèå (GFP-ïîëîæèòåëüíûå) îñòåîöèòû â êîìïàêòíîì âåùåñòâå
êîñòíîé òêàíè äèàôèçà áîëüøåáåðöîâîé êîñòè ìûøè ïåðâîé ãðóïïû
(ôèçèîëîãè÷åñêèé îñòåîãèñòîãåíåç):
Àà � ïðè âîçáóæäåíèè Ar ëàçåðîì; Àb � ïðè âîçáóæäåíèè HeNe ëàçåðîì;
Àñ, Â � êîìáèíèðîâàííîå èçîáðàæåíèå
Îêðàñêà: èîäèä ïðîïèäèÿ. Óâ.: ½ 700

Ðèñ. 2. Îñòåîöèòû â êîìïàêòíîì âåùåñòâå êîñòíîé òêàíè äèàôèçà
áîëüøåáåðöîâîé êîñòè ìûøè ïåðâîé ãðóïïû (ôèçèîëîãè÷åñêèé
îñòåîãèñòîãåíåç):
À � ïðè âîçáóæäåíèè Ar ëàçåðîì; Â � ïðè âîçáóæäåíèè HeNe ëàçåðîì;
Ñ � êîìáèíèðîâàííîå èçîáðàæåíèå
Îêðàñêà: èîäèä ïðîïèäèÿ. Óâ.: ½ 400

Â

Ðèñ. 4. Áàçèñíàÿ ìíîãîêëåòî÷íàÿ åäèíèöà,
ðåìîäåëèðóþùàÿ êîñòíóþ òêàíü äèàôèçà
áîëüøåáåðöîâîé êîñòè, æèâîòíîå ïåðâîé ãðóïïû:
à � êîíóñ ðåçîðáöèè; b � çîíà ðåâåðñèè;
c � çàìûêàþùèé êîíóñ.
Ñòðåëêàìè óêàçàíû GFP-ïîëîæèòåëüíûå îñòåîöèòû
Îêðàñêà: èîäèä ïðîïèäèÿ. Óâ.: À ½ 350; Â ½ 600

À

Ðèñ. 5. Áàçèñíàÿ ìíîãîêëåòî÷íàÿ
åäèíèöà, ðåìîäåëèðóþùàÿ êîñòíóþ
òêàíü äèàôèçà áîëüøåáåðöîâîé êîñòè,
æèâîòíîå ïåðâîé ãðóïïû:
À (à) � êîíóñ ðåçîðáöèè ñ îñòåîêëàñòàìè,
ñòðåëêàìè óêàçàíî äíî ýðîçèîííûõ
ëàêóí, â âåðõíåé ëåâîé ÷àñòè ñíèìêà -
GFP-ïîëîæèòåëüíûå îñòåîöèòû;
Â (ñ) � çàìûêàòåëüíûé êîíóñ,
âûñòëàííûé ýíäîòåëèîöèòàìè
(óêàçàíû ñòðåëêàìè)
Îêðàñêà: èîäèä ïðîïèäèÿ. Óâ.: ½ 800
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Â ñëåäóþùåé çîíå ÁÌÅ (b) � çîíå ðåâåðñèè � ñîäåð-
æàòñÿ êëåòêè ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ôóíêöèè � ìàê-
ðîôàãè, ýíäîòåëèîöèòû, îñòåîáëàñòû è äð. Â èçó÷åííîì
íàìè ìàòåðèàëå äàííûé ó÷àñòîê áûë çàïîëíåí êëåòêàìè
ðàçëè÷íîé ìîðôîëîãèè, ÷àñòü èç íèõ ñèíòåçèðîâàëè çå-
ëåíûé áåëîê. Ñäåëàòü îáîñíîâàííûå ïðåäïîëîæåíèÿ îò-
íîñèòåëüíî èõ ãèñòîãåíåòè÷åñêîé ïðèíàäëåæíîñòè áûëî
íåâîçìîæíî.

Òðåòüÿ çîíà ÁÌÅ (ñ) � «çàìûêàþùèé êîíóñ» - ñîäåðæèò
â îñíîâíîì ýíäîòåëèîöèòû âðîñøåãî ñîñóäà è îñòåîáëàñ-
òû, ôîðìèðóþùèå íîâûé êîñòíûé ìàòðèêñ. Íà ïðåïàðàòàõ â
äàííîì ó÷àñòêå îïðåäåëÿëèñü â îñíîâíîì óïëîùåííûå GFP-
ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè, âûñòèëàþùèå óñòüå ÁÌÅ (ñì. ðèñ.
4Â). Ïî ìîðôî-òîïîãðàôè÷åñêèì ïðèçíàêàì èõ ìîæíî
îõàðàêòåðèçîâàòü êàê ýíäîòåëèîöèòû.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè èçó÷åíèè ýôôåêòîðà ðåìîäåëèðî-
âàíèÿ êîìïàêòíîé êîñòè � ÁÌÅ óñòàíîâëåíî, ÷òî îñíîâíûå
êëåòî÷íûå ýëåìåíòû � îñòåîêëàñòû, ýíäîòåëèîöèòû, îñòå-
îáëàñòû èìåëè äîíîðñêîå ïðîèñõîæäåíèå. Î÷åâèäíî, èõ
êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè íàõîäèëèñü ñðåäè èíôóçèðîâàí-
íûõ ÿäðîñîäåðæàùèõ êîìïîíåíòîâ êîñòíîãî ìîçãà. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî äëÿ òî÷íîé èäåíòèôèêàöèè êëåòî÷íûõ òèïîâ
ó÷àñòâóþùèõ â ðåìîäåëèðîâàíèè êîñòè, íåîáõîäèìà èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ïî ìàðêåðíûì ïðèçíà-
êàì: òàðòðàò-ðåçèñòåíòíîé êèñëîé ôîñôàòàçû è ðåöåïòîðîâ
ê êàëüöèòîíèíó ó îñòåîêëàñòîâ [15], ôàêòîðà ñâåðòûâàíèÿ
ôîí Âèëëèáðàíäà ó ýíäîòåëèîöèòîâ [16], îñíîâíûõ áåëêîâ
îñòåîáëàñòîâ � îñòåîêàëüöèíó, îñòåîïîíòèíó, ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçå [15].

Ó÷àñòèå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ðåïàðàòèâíîì
îñòåîãåíåçå
Ïðè èçó÷åíèè ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â êîñòè ïîñëå

ïåðåëîìà óñòàíîâëåíî íàëè÷èå GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
êàê â ýëåìåíòàõ åå ðàññðåäîòî÷åííîãî êàìáèÿ � ïåðèîñòå,
ýíäîñòå, ñòðîìå êîñòíîãî ìîçãà, ïåðèâàñêóëÿðíîì îêðóæå-
íèè, òàê è íåïîñðåäñòâåííî â êîñòíîé òêàíè.

Êëåòêè íàäêîñòíèöû è ýíäîñòà, â îñîáåííîñòè âáëèçè
ïåðåëîìà, àêòèâíî ñèíòåçèðîâàëè çåëåíûé áåëîê. Îíè èìå-
ëè ðàçëè÷íóþ ãåîìåòðè÷åñêóþ ôîðìó, îò âûòÿíóòûõ � âåðå-
òåíîâèäíûõ äî êóáè÷åñêèõ, ñ ýêñöåíòðè÷íî ðàñïîëîæåííûì
ÿäðîì, ëåæàùèìè íåïîñðåäñòâåííî íà ïîâåðõíîñòè êîñòíûõ
òðàáåêóë èëè âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè äèàôèçà. Ñëåäîâàòåëü-
íî, ïî ñâîèì ìîðôî-òîïîãðàôè÷åñêèì îñîáåííîñòÿì îíè
ìîãëè áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû êàê ïðåîñòåîáëàñòû, îñ-
òåîáëàñòû, âûñòèëàþùèå êîñòü êëåòêè. Èõ íåïîñðåäñòâåí-
íîå ó÷àñòèå â ïðîöåññå ðåïàðàòèâíîãî îñòåîãèñòîãåíåçà íå
âûçûâàëî ñîìíåíèé, ïðè÷åì ðåãåíåðàò áûë â ìåíüøåé ñòå-
ïåíè ìîçàè÷åí, ÷åì èíòàêòíàÿ êîñòü. Ïðàêòè÷åñêè âñå êëåòêè
ðåãåíåðàòà áûëè GFP-ïîëîæèòåëüíûå. Ðåãåíåðàò èìåë òè-
ïè÷íîå äëÿ ìíîãîîñêîëü÷àòûõ ïåðåëîìîâ ñòðîåíèå. Êîñòíûå
îñêîëêè âîâëåêàëèñü â åäèíóþ «êîñòíóþ ìîçîëü», áóäó÷è èñ-
òî÷íèêîì ðàçâèòèÿ ðåòèêóëîôèáðîçíîé êîñòíîé òêàíè ðå-
öèïèåíòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Èìåëèñü ó÷àñòêè, îáðàçîâàííûå
ãèàëèíîâîé õðÿùåâîé òêàíüþ. Òðàáåêóëû ðåãåíåðàòà ìîãëè
èìåòü îñòåîõîíäðîãåííîå ñòðîåíèå (ðèñ. 6). «Çåëåíûå êëåò-
êè» âîâëåêàëèñü â ïðîöåññ ýíõîíäðàëüíîãî îñòåîãåíåçà �
ïðîâèçîðíûé õðÿùåâîé ðåãåíåðàò ðàçâèâàëñÿ èç òðàíñôó-
çèðîâàííûõ êîñòíîìîçãîâûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ.

Òàêèì îáðàçîì, òðàíñôóçèðîâàííûå â ñîñòàâå ÿäðîñîäåð-
æàùåé ôðàêöèè êîñòíîãî ìîçãà êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè
äëÿ ìåõàíîöèòîâ íå òîëüêî êîëîíèçèðóþò è ñóùåñòâåííî

ïîïîëíÿþò ýëåìåíòû ðàññðåäîòî÷åííîãî êàìáèÿ êîñòíîé
òêàíè ðåöèïèåíòà, íî è ïðîãðåññèâíî äèôôåðåíöèðóþòñÿ â
êëåòêè-ïðîäóöåíòû õðÿùåâîãî èëè êîñòíîãî ìàòðèêñà. Ïðè-
÷åì, èìåííî êëåòêè äîíîðà îáëàäàþò ïðèîðèòåòíûì ïðàâîì
íà ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ ïîâðåæäåíèåì êëåòîê ðåöèïèåíòà â õîäå îáëó÷åíèÿ.
Äàííàÿ çàêîíîìåðíîñòü ñïðàâåäëèâà êàê äëÿ ôèçèîëîãè-
÷åñêîé ðåãåíåðàöèè, òàê è äëÿ ðåïàðàòèâíîé. Ýòî ïîëîæåíèå,
îäíàêî, íå èñêëþ÷àåò ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ïå-
ðåñàæåííûõ êëåòîê, íåñóùèõ GFP â îðãàíèçìå èíòàêòíîãî
ðåöèïèåíòà.

Äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë GFP-ïîëîæèòåëüíûõ
ÌÌÑÊ áûë èçó÷åí íà ìîäåëè ïåðèîäîíòàëüíîãî êîñòíîãî
äåôåêòà ó ñîáàê. Ïîñëå ýòàïà êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ áûëè
òðàíñïëàíòèðîâàíû â ïåðèîäîíòàëüíûå äåôåêòû. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî â õîäå ðåãåíåðàöèè â òå÷åíèå 1 ìåñ îíè àêòèâíî
ó÷àñòâîâàëè â âîññòàíîâëåíèè òêàíåé è äèôôåðåíöèðîâà-
ëèñü âî âñå ëîêàëüíûå âèäû ìåõàíîöèòîâ � ôèáðîáëàñòû,
îñòåîáëàñòû, îñòåîöèòû è äàæå öåìåíòîáëàñòû [17].

Íåäàâíî ïîëó÷åíû äàííûå, ÷òî òðàíñôåöèðîâàííûå ëåí-
òåâèðóñîì (GFP) ÷åëîâå÷åñêèå ÌÌÑÊ, âõîäÿùèå âî ôðàêöèþ
ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, ñïîñîáíû ó÷àñòâî-
âàòü â ãåòåðîòîïè÷åñêîì îñòåîãåíåçå (ïîäêîæíî) ó èììóíî-
êîìïðîìèññíûõ ìûøåé, ñ äèôôåðåíöèðîâêîé â îñòåîáëàñòû
è îñòåîöèòû [18]. Êëåòêè âûðàáàòûâàëè çåëåíûé áåëîê â
õîäå âñåãî ýêñïåðèìåíòà � 2 ìåñ.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè
òðàíñôóçèðîâàííûõ êëåòîê â ïðîäóêòèâíîì ðàçâèòèè êîñòíîé
òêàíè êàê â íîðìå, òàê è ïðè ïåðåëîìàõ. Çà ñ÷åò ïîëèïî-
òåíòíîñòè êîñòíîìîçãîâûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â
çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé ìèêðîîêðóæåíèÿ ýòè êëåòêè ñïîñîá-
íû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â õîíäðî- èëè îñòåîãåííîì íà-
ïðàâëåíèÿõ. Ïîñëå òðàíñôóçèè êîñòíàÿ òêàíü îáëó÷åííûõ
æèâîòíûõ ñòàíîâèòñÿ, ïî ñóòè, õèìåðíîé. Òðåáóåò äàëüíåé-
øåãî óòî÷íåíèÿ âîïðîñ î òîì, õàðàêòåðíà ëè ýòà çàêîíîìåð-
íîñòü äëÿ âñåõ ðåöèïèåíòîâ èëè òîëüêî äëÿ èììóíîêîìï-
ðîìèññíûõ æèâîòíûõ, æèâîòíûõ ñ êîìïðîìåòèðîâàííûì
ñîáñòâåííûì êëåòî÷íûì ðåçåðâîì � ðàññðåäîòî÷åííûì
êàìáèåì êîñòíîé òêàíè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Philip
Morris USA Inc. and Philip Morris International (V. Serikov).

Ðèñ. 6. Êîñòíî-õðÿùåâàÿ
òðàáåêóëà â ñîñòàâå
ðåãåíåðàòà ó æèâîòíûõ
âòîðîé ãðóïïû, ïîñòðîåííàÿ
èç GFP-ïîëîæèòåëüíûõ
êëåòîê
Îêðàñêà: èîäèä ïðîïèäèÿ
Óâ.: ½ 350
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