
500     Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Medical series, 2020, vol. 17, no. 4, pp. 500–508

ISSN 1814-6023 (Print)
ISSN 2524-2350 (Online)

АГЛЯДЫ
REVIEWS

УДК 616.419-018.4+60]:616.71-018.4-003.93  Поступила в редакцию 03.06.2020
https://doi.org/10.29235/1814-6023-2020-17-4-500-508  Received 03.06.2020

А. А. Жерносеченко

Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии, 
д. Боровляны, Минский р-н, Республика Беларусь

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ ОБ ОСТЕОГЕННОМ ПОТЕНЦИАЛЕ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК И СОЗДАНИИ 

БИОИНЖЕНЕРНЫХ КОНСТРУКЦИЙ ДЛЯ РЕПАРАЦИИ КОСТНОЙ ТКАНИ

Аннотация. В статье суммируются современные представления об остеогенном потенциале мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК) и опыте применения различных носителей для восстановления костной ткани. Понимание 
реализации программы остеогенеза в МСК сможет существенно расширить возможности применения этих клеток 
в составе биоинженерных конструкций. На сегодняшний день накоплен большой объем экспериментальных данных 
по изучению механизма остеогенной дифференцировки МСК, индукторов трансформации МСК в предшественники 
остеогенеза и созданию эквивалентов костной ткани биоинженерным путем с применением различных носителей. 
Особое внимание уделяется разработке материалов носителей и их проектированию, методам получения конструк-
ций и взаимодействиям между скэффолдом и клетками, так как это имеет большое значение для дальнейшего функ-
ционирования биоинженерной ткани. 
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MODERN CONCEPTS OF THE OSTEOGENIC POTENTIAL OF MESENCHYMAL STEM CELLS 
AND THE CREATION OF BIOENGINEERING STRUCTURES FOR BONE TISSUE REPAIR

Abstract. The following review summarizes the latest studies on in vitro osteogenic mesenchymal stem cell differentiation 
and selection of scaffolds that can maintain the viability and functional activity of these cells for bone tissue repair. In the last 
time, there have been investigated a lot of issues such as the stimulation and development osteogenic differentiation of MSCs, 
the  growth  factors  –  inducers  of  osteogenesis  in MSCs,  the  creation  of  3D  constructions  of  cells  in  different  scaffolds. 
A deeper understanding of the osteogenic differentiation mechanisms can result in the novel therapeutic opportunities of bone 
disease treatment. Special attention is given to materials for scaffold designs and template–cell interactions, which is of great 
importance for the structuring and functioning of an engineered tissue.
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Остеогенная дифференцировка мезенхимальных стволовых клеток (МСК) впервые была опи-
сана Friedenstein с соавт. в конце 1960-х – начале 1970-х годов. Так как первые МСК были выделе-
ны из костного мозга,  то естественно наличие высокого потенциала дифференцировки у этих 
клеток в остеогенном направлении. В настоящее время известно, что МСК обладают высокой 
пластичностью, но впервые была описана именно остеогенная дифференцировка этих клеток [1‒3]. 
Первоначально  для  подтверждения  получения  in vitro  из МСК предшественников  остеоцитов 
оценивали  синтез  клетками щелочной фосфатазы, переход проколлагена  I  типа под  влиянием 
аскорбиновой кислоты в коллаген I типа, его депонирование во внеклеточном матриксе, богатом 
ростовыми факторами и протеинами [1, 4]. Последующие исследования выявили и другие марке-
ры остеогенеза, такие как остеокальцин, остеопонин, остеонектин, а в финальной фазе развития 
остеобластов – гидроксиапатит [1, 4]. 

В состав внеклеточного матрикса нативной костной ткани входят фибриллярные структуры, 
90 % из которых представлены коллагеном I типа, а также минорными коллагенами V и XII типа. 
Основная функция коллагенов заключается в поддержании адгезии, пролиферации и дифферен-
цировки клеток в остеоциты, а кроме того, они придают прочность и эластичность костной тка-
ни. Коллаген V типа связан с гепарансульфатсодержащими протеогликанами, молекулами тром-
боспондина и другими белками межклеточного матрикса. Коллаген XII типа взаимодействует 
с  хондротинсульфатсодержащими протеогликанами, фибронектином,  а  также  принимает  уча-
стие в связывании межклеточных структур с клеточными элементами кости, выступая посред-
ником между клетками и волокнами коллагенов І и V типа с неколлагеновыми протеинами [5]. 
Неколлагеновый компонент внеклеточного матрикса представлен гликопротеинами (остеонектин, 
фибронектин, ламинин), фосфопротеинами (остеопонтин) и протеогликанами (декорин), которые 
выполняют различные функции. Так, фибронектин, ламинин, остеонектин являются адгезивны-
ми белками. Остеокальцин – белок, связывающий и транспортирующий кальций, – прочно взаи-
мосвязан с гидроксиапатитом. Остеопонтин и остеонектин участвуют в минерализации внекле-
точного костного матрикса [5].

В начале процесса остеодифференцировки МСК in vitro важным моментом является наработ-
ка клетками коллагена I типа и его секреция во внеклеточный матрикс, который максимально 
аккумулируется уже после первой недели дифференцировки [1, 6]. Со второй недели начинается 
минерализация  внеклеточного  матрикса  [4].  После  формирования  конфлюэнтного  монослоя 
клетки приобретают чувствительность  к  дифференцировочным агентам, поэтому  этап проли- 
ферации  до  начала  минерализации  является  критическим  моментом  в  плане  объема  получа- 
емой костной ткани [1, 7, 8]. В серии исследований in vitro было показано, что остеогенез может 
быть индуцирован путем добавления питательных веществ и гидрокортизона, доказательством 
чего служил синтез щелочной фосфатазы, внеклеточного матрикса и внутриклеточного фосфата 
кальция [9].

Остеогенез является линейно последовательным процессом, контролируемым серией генов, 
при котором клетки проходят  этапы созревания от остеопрогениторных клеток,  преостеобла-
стов, остеобластов до остеоцитов. При этом остеогенные клетки синтезируют белки, формирую-
щие внеклеточный матрикс, в котором затем депонируется фосфат кальция в форме кристаллов 
гидроксиапатита. В начале остеогенной дифференцировки важные изменения можно отметить 
в морфологии МСК. Так, клетки изменяют форму от фибробластоподобной до близкой к шаровид-
ной [10, 11]. Согласно литературным данным, на остеодифференцировку МСК влияют два типа 
воздействия ‒ химические сигналы и физическое напряжение цитоскелета клеток [5].

Стабильность костной ткани сохраняется и регулируется комплексом взаимосвязей между 
остеобластами, остеоцитами и остеокластами. Остеобласты принимают участие в протеиновом 
синтезе, поддержании секреции матрикса и формировании здоровой ткани. В процессе минера-
лизации некоторые зрелые остеобласты встраиваются в окружающий их матрикс и становятся 
основными компонентами зрелой костной ткани – остеоцитами, контактирующими друг с дру-
гом посредством отростков. Остеокласты, являясь специализированными макрофагами, выраба-
тывают  спектр  протеолитических  ферментов  и  обеспечивают  резорбцию  костного  матрикса, 
участвуя таким образом в обновлении костной ткани при ремоделировании кости. Хотя точный 
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молекулярный механизм неизвестен, было показано, что остеоциты могут прямо или опосредо-
ванно (через Wnt сигнальный путь) регулировать активность остеобластов и остеокластов [12].

На сегодняшний день признано три транскриптационных фактора, которые оказывают наи-
большее  влияние  на  регуляцию  остеогенной  дифференцировки МСК: Runx2 (Runt-связанный 
транскриптационный фактор 2), Sp7 (или osterix (Osx)) и Dlx5 (Distal-less homeobox 5) [12]. 

В зависимости от этапа дифференцировки Runx2 регулирует и индуцирует экспрессию опре-
деленных молекулярных маркеров. Так, в начале реализации программы остеогенеза поддержи-
вается экспрессия генов, ответственных за пролиферацию, прогрессию клеточного цикла и био-
синтез внеклеточного матрикса. Позднее гены, ответственные за пролиферацию, подавляются, 
но в то же время происходит стимулирование генов, контролирующих созревание и организа-
цию внеклеточного матрикса [12‒14].

Первые данные о роли Runx2 в дифференцировке МСК в остеобласты были получены в 1997 г. [12]. 
Активность Runx2 зависит от его концентрации и времени дифференцировки. В начале диффе-
ренцировки отмечается его высокий уровень, а на поздних стадиях, начиная со стадии зрелых 
остеобластов, он постепенно снижается до полного отсутствия на стадии финальных остеоци- 
тов [12, 15]. Кроме того, высокий уровень Runx2 на поздних стадиях дифференцировки оказы- 
вает ингибиторных эффект, результатом чего становится редукция костной массы [12, 16].

Runx2  стимулирует  экспрессию  генов,  характерных  для  костной  ткани,  таких  как фактор 
транскрипции Osx, коллаген типа αI (Col1a1), остеокальцин и костный сиалопротеин. Runx2, ALP, 
Coll1, трансформирующий фактор роста β (TGFβ1), остеонектин и костный морфогенетический 
белок (BMP-2) являются ранними маркерами остеодифференцировки, остеокальцин и остеопон-
тин экспрессируются позднее [6].

Индуцированные МСК  экспрессируют  транскриптационные  факторы  Sox9  и  Runx2.  Sox9 
является преимущественно маркером хондрогенной дифференцировки, а Runx2 – остеогенной. 
Sox9 напрямую влияет на Runx2 и подавляет его активность. Экспериментально на мышах было 
показано, что снижение Sox9 является триггером остеогенеза, так как клетки дифференцируются в 
остеогенном направлении тогда, когда Sox9 экспрессируется на более низком уровне, чем Runx2. 
Ингибиторный эффект Sox9 на созревание остеобластов через подавление Runx2 ‒ это основной 
механизм для определения остеохондропрогениторной судьбы клеток [17‒19]. 

Кроме того, соотношение экспрессии генов Runx2/Sox9 можно считать индикатором остео-
генной чувствительности доноров. Было показано, что высокое соотношение Runx2/Sox9 на 7-й день 
приводит  к  высокой  активности  щелочной  фосфотазы  на  14-й  день,  а  45Ca  инкорпорации  ‒ 
на 28-й день [17].

Osx был идентифицирован около 10 лет назад. Согласно современным исследованиям, он во-
влечен в переключение клеток на остеогенную дифференцировку, играет важную роль в гомео-
стазе костной ткани, ингибирует поздние стадии остеогенеза. Ингибиторный эффект Osx подо-
бен Runx2 [12, 20]. Sp7 стимулирует экспрессию генов коллагена І типа, костного сиалопротеи-
на, остеопонтина, остеонектина, остеокальцина [5]. 

Еще одним  транскриптационным фактором,  который регулирует  дифференцировку  остео-
бластов в остеокласты, является Dlx5 – ключевой белок, регулирующий созревание остеобластов, 
который действует на ранних стадиях остеодифференцировки [5]. Dlx5 активируется BMP-2 [11, 21], 
а  затем  сам  активирует Runx2  [22]. Кроме  того,  он  способен  стимулировать  экспрессию ALP 
и  остеокальцина  Runx2-независимым  путем  [23].  Под  влиянием  гена  Dlx5  экспрессируется 
также Sp7. 

МСК, полученные из костного мозга, демонстрируют более высокий потенциал дифферен-
цировки в остеогенном направлении, чем МСК, полученные из жировой ткани [9]. Остеогенная 
дифференцировка  МСК  in vitro  легко  стимулируется  в  монослойной  культуре  клеток  путем 
добавления  β-глицеролфосфата,  гидрокортизона  или  дексаметазона  и  аскорбиновой  кислоты. 
β-глицеролфосфат  выступает  в  роли  источника  фосфата  для  минерализации  костной  ткани 
и  индуцирует  экспрессию  остеогенных  генов  [7].  Дексаметазон  –  ключевой  фактор,  который 
индуцирует остеогенную дифференцировку путем регулирования экспрессии основного фактора 
остеогенной дифференцировки Runx2 [7], а кроме того, он обеспечивает минерализацию in vitro [17]. 
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Аскорбиновая кислота способствует активации остеобластспецифических генов и является не-
обходимым кофактором для ферментов, которые гидроксилируют пролин и лизин в проколлаге-
не, обеспечивая таким образом секрецию Соll1 во внеклеточный матрикс. При ее отсутствии гидро-
ксилирования пролина не происходит и цепи коллагена не способны сформировать свойственную 
им спиральную структуру [7]. Протоколы остеогенной дифференцировки, включающие приме-
нение дексаметазона, аскорбиновой кислоты и β-глицеролфосфата, часто применяют в экспери-
ментальных тканеинженерных методиках или для подтверждения пластичности МСК, получен-
ных из различных источников [7]. 

BMP  ‒  семейство  ростовых  факторов,  локализованных  в  деминерализованном  матриксе 
костной ткани, которые стимулируют дифференцировку остеобластов в остеоциты и могут быть 
использованы при остеоиндукции в исследованиях по восстановлению костной ткани [12]. BMP 
участвуют в двух работающих синергично сигнальных путях индукции экспрессии транскрип-
ционных  факторов  Runx2,  Osx  и  Dlx5:  белок  связывается  с  рецепторами  на  клетках-предше-
ственницах остеобластов, что обеспечивает фосфорилирование белков цитоплазмы Smad-1, Smad-5, 
Smad-8, индуцирующих экспрессию генов остеогенеза, второй путь – через запуск системы пе-
редачи сигнала от рецепторов ВМР по каскадному принципу активации протеинкиназ к транс-
крипционным факторам,  отвечающим  за  остеогенез  [5]. Применение BMP в  качестве фактора 
дифференцировки увеличивает экспрессию как ранних остеобластспецифических маркеров, таких 
как щелочная фосфатаза, так и поздних ‒ остеокальцина, остеопонина [24‒26]. Тем не менее ряд 
авторов подтверждают дифференцировку МСК в остеогенном направлении и в отсутствие пред-
ставителей BMP-семейства [27‒29]. 

Индукторами остеогенеза в МСК могут выступать и другие ростовые факторы: представите-
ли  суперсемейства  TGFβ,  инсулиноподобный  трансформирующий  фактор  1  (IGF-1),  ростовой 
фактор фибробластов  (FGF),  факторы  роста  тромбоцитов  (PDGF)  и факторы  роста  эндотелия 
сосудов (VEGF) [12, 30]. 

Реконструкция обширного участка костной ткани требует тканеинженерного подхода, т. е. со- 
здания клеточной конструкции на основе носителя, при этом актуальным является сохранение 
жизнеспособности и функциональной активности клеток. Таким образом, материал, выбранный 
в качестве матрицы, играет ключевую роль, так как является каркасом, на котором будет происхо-
дить рост и образование костной ткани. Идеальный носитель для МСК должен обладать рядом 
характеристик: способностью к высокой клеточной адгезии и к сохранению клеток в импланта-
те; способностью к сохранению пролиферативного потенциала; биосовместимостью, предотвра-
щающей иммунные реакции у реципиента после имплантации; остеоиндуктивностью; биопро-
водимостью, обеспечивающей свободную диффузию питательных веществ и кислорода; структу-
рой и механическими свойствами, сходными с таковыми в нативной костной ткани. Кроме того, 
он должен обладать способностью поддерживать васкуляризацию и степень деградации носи- 
теля, соотносимую с образованием новой костной ткани [9, 11, 31]. 

Таким образом, выбор клеточного носителя для создания биотрансплантата имеет первосте-
пенное значение в исследованиях различных скэффолдов с целью их дальнейшего применения 
в клинической практике. 

Сегодня наиболее часто используются фибриновый гель, кальций фосфат, альгинат-гидро-
гель, бета-трикальцийфосфат, гидроксиапатит, коллаген.

Фибрин – это натуральный фиброзный высокомолекулярный протеин, включенный в про-
цесс свертывания крови. Он полимеризуется из фибриногена под воздействием фермента тром-
бина в  сетчатую структуру и формирует  гемостатический сгусток совместно с  тромбоцитами 
над  раневой  поверхностью. Фибриновый матрикс  способен  поддерживать  как  пролиферацию, 
так и дифференцировку внесенных в него МСК. Кроме того, его преимуществом является спо-
собность сформировать непрерывную границу с костной тканью в месте имплантации [32].

Кальций фосфат ‒ один из неорганических материалов, обнаруженных в костной ткани и обла-
дающих  биосовместимостью  и  остеоиндуктивностью  [9].  Установлено,  что  кальций  фосфат 
не только является матрицей для МСК, но может стимулировать остеогенную дифференциров- 
ку клеток, а также содействовать образованию костной ткани in vivo [33].
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Синтетический  бета-трикальцийфосфат  –  это  безводный фосфат  кальция,  который  создан 
в качестве заменителя костной ткани для устранения дефектов кости. Высокая пористость мате-
риала  способствует  легкому  проникновению  внутрь  клеток,  нанесенных  на  его  поверхность, 
и хорошей диффузии биологических жидкостей. Эти характеристики определяют его использова-
ние в различных исследованиях в качестве клеточного носителя при репарации костной ткани.

Альгинат-гидрогель ‒ натуральный полимер, получаемый из бурых водорослей. Существует 
способ  доставки  клеток  в  составе  альгинатных  микрошариков  и  кальция  фосфата,  который 
является составной частью нативной костной ткани [32].

H.  Yuan  с  соавт.  были  исследованы  два  типа  трикальций  фосфата  ‒  α-TCP  и  β-TCP.  Дан- 
ные носители были имплантированы в  спинную мускулатуру  собак. Гистологический  анализ 
на 30, 45 и 150-е сутки выявил более высокое заселение клетками внутри пор β-TCP, чем при при-
менении α-TCP. Отмечалось также образование костной ткани на 45-е и 150-е сутки при исполь-
зовании β-TCP, чего не наблюдалось при анализе α-TCP. С другой стороны, костная ткань при при-
менении β-TCP на 150-е сутки имела дегенеративные признаки [34]. J. Liu с соавт. [35] изучали 
влияние  α-TCP  на  остеогенную  дифференцировку МСК  у  крыс.  МСК  крыс  в  синтетическом 
α-TCP инкубировали  в  остеоиндуктивной  среде  с  последующим  анализом  уровня  экспрессии 
генов ALP, Runx2, Coll1 и Sp7 ПЦР-методом. Было установлено, что α-TCP имеет хорошую био-
совместимость  с  МСК  крыс  и  в  присутствии  остеоиндукционной  среды  способствует  росту 
уровней mRNA ALP, Runx2, Coll1  и Sp7. После  21  дня  культивирования  наблюдали  образова- 
ние кальция. 

Гидроксид фосфат кальция (гидроксиапатит) составляет около 50 % костной ткани. Поэтому 
искусственно созданный гидроксиапатит наряду с β-TCP находит широкое применение в регене-
ративной медицине и травматологии для заполнения костных дефектов. H. Yuan с соавт. имплан-
тировали в спинную мускулатуру собак гидроксиапатит с крупными порами, стенки которых 
имели неровности и содержали микропоры (S-HA), а также другой вариант гидроксиапатита ‒ 
с гладкими стенками пор с равномерно распределенными в них кристаллическими зернышками 
(J-HA). Спустя 3 и 6 мес. после введения проводили гистологический и микрорадиографический 
анализ. При использовании S-HA отмечалось формирование костной структуры и последующее 
ее увеличение к 6-му месяцу. В то же время при использовании J-HA не выявлено формирова- 
ния костной структуры ни на 3-й, ни на 6-й месяц наблюдений. Это исследование показало, что 
архитектура гидроксиапатита, используемого в качестве носителя, влияет на остеоиндуктивные 
свойства, которые может развить данный носитель [36]. 

Götz W. с соавт. исследовали остеоиндуктивные свойства коммерческого продукта NanoBone®, 
представляющего собой нанокристаллический гидроксиапатит, встроенный в кварцевый гель-
матрикс. Данный носитель был имплантирован подкожно и внутримышечно в спинную область 
18 свинок. Через 5 и 10 недель, 4 и 8 мес. исследуемые области были изучены с помощью гисто-
логического и гистоморфометрического методов. Признаки раннего остеогенеза с последующим 
его усилением внутри и вокруг гранул наблюдались уже через 5 недель, а формирование костно-
подобных структур ‒ на поздних сроках [37]. 

Коллаген ‒ отличный кандидат для 3D-носителя, поскольку, являясь нативным компонентом 
костной ткани, обладает биосовместимостью, биодеградируемостью, способностью стимулиро-
вать пролиферацию и дифференцировку МСК. Но слабые механические свойства не позволяют 
использовать коллаген в качестве 3D-носителя, поэтому его модифицируют путем добавления 
полимеров или других биомолекул [38]. Так, G. Calabrese с соавт. [39] продемонстрировали высо-
кий остеогенный потенциал МСК жировой ткани в составе носителя из комбинации коллагена 
и Mg-примесного гидроксиапатита. Примечательно, что МСК дифференцировались во взрослые 
остеобласты даже в отсутствие специфических индукционных факторов, а добавление ростовых 
факторов  заметно  ускоряло  остеогенный  процесс.  J.  I.  Dawson  с  соавт.  [40]  показали,  что 
матрица на основе коллагена I типа с включенными в ее состав кристаллами гидроксиапатита 
способна поддерживать остеодифференцировку МСК человека, что подтверждает интенсивный 
синтез клетками щелочной фосфатазы и внеклеточного матрикса с локализованными участками 
остеокальцина. 
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Таким образом, накоплен большой объем данных экспериментальных исследований по изуче-
нию механизмов остеогенной дифференцировки МСК и индукторов их трансформации в пред-
шественники  остеогенеза  и  по  созданию  эквивалентов  костной  ткани  биоинженерным  путем 
с  применением  различных  носителей.  Сегодня  с  участием  небольшого  числа  пациентов  про- 
водятся многочисленные клинические исследования по изучению регенерации костной ткани, 
и в случае эффективности проводимых исследований полученные результаты могут стать осно-
вой для расширения методов оказания помощи в травматологии и ортопедии.
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