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Введение. При проведении заместительной ферментной терапии у больных болезнью Гоше (БГ) рекомбинантной 
глюкоцереброзидазой (ГЦБ) наблюдаются изменения в костной ткани, которые могут быть обусловлены нарушени-
ем дифференцировки мультипотентных мезенхимных стромальных клеток (МСК).
Цель — изучить изменения в МСК здоровых доноров и больной БГ при культивировании в присутствии ГЦБ.
Методы. МСК выделяли из  костного мозга 17 здоровых доноров и 1 больной БГ стандартным методом, культи-
вировали в присутствии различных концентраций ГЦБ после второго пассажа от 2 до 7 недель. Анализировали 
пролиферацию клеток, способность к дифференцировке, в том числе после индукции. Оценку проводили методами 
дифференциального окрашивания, элюции и экспрессии генов — маркеров дифференцировки методом ПЦР в ре-
альном времени.
Результаты. Низкие дозы рекомбинантной ГЦБ (0,25–1,5 ед/мл) не влияли на пролиферативную активность МСК. 
Длительное культивирование МСК в присутствии низких концентраций ГЦБ приводило к изменению дифференци-
ровочного потенциала этих клеток в направлении адипогенеза. Дозы фермента 3–5 ед/мл угнетали пролиферацию 
МСК и вызывали существенные изменения в дифференцировке клеток. Высокие концентрации ГЦБ (7–10 ед/мл) 
обладали цитотоксическим эффектом и приводили к гибели клеток в течение одного пассажа. Пролиферативный 
и дифференцировочный потенциал МСК больной БГ существенно отличались от клеток здоровых доноров по иссле-
дованным параметрам.
Заключение. Культивирование МСК доноров в присутствии рекомбинантной ГЦБ изменяет пролиферацию и диф-
ференцировочный потенциал этих клеток. Эти изменения зависят от дозы фермента в среде и длительности культи-
вирования.
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Введение
Болезнь Гоше (БГ) — ферментопатия, обусловлен-
ная дефицитом активности кислой β-глюкозидазы, 
или глюкоцереброзидазы (ГЦБ), наследуемым по ау-
тосомно-рецессивному типу. Это одна из наиболее рас-
пространенных форм наследственных ферментопатий, 
объединенных в группу лизосомных болезней нако-
пления [1]. За счет дефицита ГЦБ в лизосомах клеток 
различных тканей накапливается глюкозилцерамид. 

В основном это происходит в клетках моноцитарно-
го-макрофагального ряда. БГ — первая лизосомная 
болезнь накопления, для которой было разработано 
эффективное патогенетическое лечение — замести-
тельная ферментная терапия (ЗФТ). Применение ЗФТ 
при БГ показало существенный регресс гематоло-
гических и висцеральных проявлений заболевания 
[2]. Наряду с этим некоторые костные проявления 
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Introduction. During enzyme replacement therapy in patients with Gaucher disease (GD) with recombinant glucocerebro-
sidase (GCase), regression of bone manifestations is possible, but with prolonged therapy osteonecrosis may occur. These 
changes may be due to impaired differentiation of multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs).
Aim: to study changes in the MSCs of healthy donors and a patient with GD when cultured in the presence of GCase.
Material and methods. MSCs were isolated from the bone marrow of 17 healthy donors and a female patient with GD by 
a standard method and cultured in the presence of various concentrations of GCase after the second passage from 2 to 7 
weeks. Cell proliferation and the ability to differentiate were analyzed, including after induction. The assessment was carried 
out by differential staining, elution, and expression of differentiation marker genes by real-time PCR.
Results. Low concentrations of recombinant GCase (0.25–1.5 U/ml) did not affect the proliferative activity of MSCs. Pro-
longed cultivation of MSCs in the presence of low doses of GCase led to a change in the differentiation potential of these 
cells in the direction of adipogenesis. Concentrations of GCase of 3–5 U/ml inhibited the proliferation of MSCs and caused 
signifi cant changes in cell differentiation. High doses of the enzyme (7–10 U/ml) had a cytotoxic effect and led to cell death 
within one passage. The proliferative and differentiation potential of the MSCs of a patient with GD differed signifi cantly from 
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potential of these cells. These changes depend on the dose of the enzyme in the medium and the duration of cultivation.
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БГ не отвечают на патогенетическое лечение, а асеп-
тические остеонекрозы могут возникать у больных, 
длительно получавших ЗФТ даже в высоких дозах. 
Поэтому костная патология при БГ остается откры-
той проблемой даже после внедрения в клиническую 
практику ЗФТ. Поражение скелета при БГ служит по-
казанием к назначению непрерывной длительной ЗФТ 
высокими дозами рекомбинантной ГЦБ (60 ед./кг 
каждые 2 недели) [3]. Однако костная ткань реаги-
рует на ЗФТ неодинаково, она в некоторой степени 
невосприимчива к терапии [4]. Напротив, описано, 
что комбинация высоких доз ГЦБ и многолетнего воз-
действия не предупреждает развития такой костной 
патологии, как остеонекроз, даже если гематологиче-
ские и висцеральные симптомы хорошо контролиру-
ются ЗФТ [5, 6].
Данные, полученные в экспериментах на мышах, 
свидетельствуют, что возникновение костной пато-
логии при БГ обусловлено нарушением функции 
остео бластов и их предшественников [7]. Нарушение 
пролиферации остеобластов зависит от снижения 
активности протеинкиназы С из-за накопления глю-
козилсфингозина и, в меньшей степени, глюкозилце-
рамида. Накопление сфингозина рассматривается 
как наиболее вероятная причина повреждения остео-
бластов в этой модели [8]. Самые ранние доступные 
для изучения in vitro предшественники остеобластов — 
мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 
костного мозга (МСК). Из этих клеток образуются все 
стромальные клетки костного мозга, включая остеоци-
ты, хондроциты и адипоциты. МСК также участвуют 
в регуляции костной массы [9, 10]. Возможно, МСК 
участвуют в развитии или прогрессии заболевания 
костей при БГ [11]. Показано, что в МСК больных 
БГ наблюдается сниженная активность ГЦБ. В связи 
с этим МСК больных склонны к апоптозу и старению 
из-за нарушения аутофагии и способности к репара-
ции ДНК [12].
Процесс обновления костной ткани включает ре-
зорбцию остеокластами и формирование костной 
ткани остеобластами. В физиологических условиях 
эти процессы строго регулируются, в том числе остео-
цитами, которые являются конечным этапом диффе-
ренцировки остеобластов. При БГ нарушена функция 
остеокластов, имеющих кроветворное происхождение. 
Некоторые данные свидетельствуют о том, что физио-
логические процессы, происходящие в остеобластах, 
тоже изменены [8, 13]. Остеобласты дифференциру-
ются из МСК, и изучение влияния ГЦБ на МСК и их 
потомки может помочь понять механизмы изменения 
костной ткани у больных БГ, получающих ЗФТ.
Несмотря на то что некоторые костные проявления 
БГ наблюдались у больных, длительно получавших 
ЗФТ [5, 6], до настоящего времени не исследовано вли-
яние рекомбинантной ГЦБ на МСК, в частности на их 
способность к дифференцировке и пролиферации. 

Для изу чения действия ЗФТ на человеческие МСК 
на сегодняшний день доступна только модель in vitro.
Целью работы было изучение клеточной пролифера-
ции и экспрессии генов — маркеров дифференциров-
ки в МСК здоровых доноров и больной БГ на различ-
ных сроках культивирования в присутствии ГЦБ.

Материалы и методы
МСК выделяли из 3–5 мл костного мозга, получен-
ного во время эксфузии у доноров и диагностической 
пункции у больной БГ после подписания ими инфор-
мированного согласия [14]. МСК культивировали 
в среде альфа-МЕМ (Hyclone, США) c 10 % эмбрио-
нальной телячьей сывороткой (Hyclone, США), 2 мМ 
глутамина (Hyclone, США), 100 ед/мл пенициллина 
(ОАО «Синтез», Россия) и 50 мг/мл стрептомици-
на (ООО «БиоФармГарант», Россия) при 37 оС и 5 % 
СО2. По достижении конфлюентности клетки про-
мывали 2 раза раствором Версена и снимали 0,25 % 
трипсином («ПанЭко», Россия). Клетки рассаживали 
по 4000 на 1 см 2 дна флакона.
В работе использовали МСК 17 здоровых доноров 

(8 мужчин и 9 женщин, медиана возраста 24 года) 
и 1 больной БГ (женщина, 53 года, ЗФТ в течение 
17 лет, в последние 5 лет в режиме 20 ед./кг 1 раз в ме-
сяц) с тяжелыми костными проявлениями заболева-
ния. Для анализа действия фермента МСК на втором 
пассаже, т. е. когда культура не содержала примесей 
макрофагов, сажали в 5 мл полной питательной среды 
по 100 000 на флакон с площадью дна 25 см 2 (Corning, 
США) и добавляли ГЦБ 1 раз в неделю во время сме-
ны среды или пассирования культуры. ГЦБ (препа-
раты «Велаглюцераза альфа» 10 мг (400 ЕД), Shire, 
США, и «Глуразим» 400 ЕД, «Генериум», Россия) 
растворяли в воде 10 ед./мкл. Фермент добавляли так, 
чтобы в 1 мл среды было 1, 2, 3, 4, 5, 7 и 9 ед. фер-
мента. Для изучения пролиферации МСК клетки рас-
саживали по 1000 на ячейку 96-луночного планшета 
(Sarstedt, США) и культивировали 7 дней в присут-
ствии различных концентраций ГЦБ. Тест проводи-
ли с помощью CellTiter 96 AQ MTS (Promega, США) 
по инструкции производителя. Оптическую плот-
ность (ОП) измеряли через 3 ч на приборе «Multiscan» 
(ThermoFisher, США), длина волны 492 нм. Количество 
клеток в лунке вычисляли с помощью калибровочной 
кривой по формуле:

У = 7768,5 × ОП — 342,08,

где У — число клеток в лунке.
Остеогенную дифференцировку индуцировали 
добавлением в стандартную культуральную среду 
0,1 мкM дексаметазона (Sigma), 0,15 мM 2-фосфата 
аскорбиновой кислоты тринатриевой соли (Sigma) 
и 3 мM NaH2PO4 (Sigma). Адипогенную дифференци-
ровку индуцировали с помощью 1 мкM дексаметазо-
на (Sigma), 60 мкM индометацина (Sigma) и 5 мкг/мл 
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инсулина (Sigma). Смену соответствующей среды осу-
ществляли каждые 3–4 дня, инкубацию проводили 
при 37 °C и 5 % СО2 в течение 14 дней для остеогенной 
дифференцировки и 21 день для адипогенной. По исте-
чении времени инкубации из части клеток выделяли 
тотальную РНК, а часть клеток окрашивали для фо-
тографирования и детекции дифференцировки мето-
дом элюции. Для детекции костной дифференцировки 
использовали краситель, количественно связывающий 
кальций, — ализариновый красный (ДиАМ, Россия). 
Из части образцов ализариновый красный элюирова-
ли в растворе 20 % метанола и 10 % уксусной кислоты. 
Планшеты встряхивали на шейкере в течение 15 мин, 
а затем измеряли адсорбцию при длине волны 450 нм. 
Для детекции жировой дифференцировки применяли 
окрашивание OilRed O (Sigma), количественно связы-
вающим жиры. Из части образцов OilRed O элюиро-
вали в изопропаноле. Планшеты встряхивали на шей-
кере в течение 15 мин, а затем измеряли адсорбцию 
при длине волны 492 нм.
Определение уровня экспрессии генов в МСК осу-
ществляли на всех пассажах методом обратной транс-
крипции с последующей полимеразной цепной ре-
акцией в режиме реального времени (модификация 
Taq-Man) на приборе «CFX96» (Bio-Rad). РНК вы-
деляли с помощью реагента Trizol (Life Technologies, 

США), используя стандартный протокол с неболь-
шими модификациями. Обратную транскриптазу 
(M–MLV, Promega) использовали для построения пер-
вых цепей ДНК после гибридизации мРНК со смесью 
поли-Т праймеров и случайных гексамеров. Гены «до-
машнего хозяйства» GAPDH (глицеральдегид-3-фос-
фат дегидрогеназа) и BACT (бета-актин) использовали 
для нормализации образцов; методом ΔΔCt [15] рас-
считывали относительный уровень экспрессии (ОУЭ) 
генов. Состав праймеров представлен в таблице 1.
Статистический анализ. Статистический анализ вы-
полняли с помощью программы GraphPad Prism вер-
сии 8–1 (GraphPad Software Inc.). Достоверными счи-
тали различия при р < 0,05.

Результаты
Влияние рекомбинантной ГЦБ 
на пролиферативную активность МСК
Добавление различных концентраций ГЦБ 
до 1,25 ед./мл не влияло на клеточную продукцию МСК, 
однако добавление от 2 до 5 ед./мл достоверно умень-
шало клеточную пролиферацию за 2–3 пассажа в за-
висимости от культивирования от 1,7 до 2 раз (рис. 1). 
Добавление ГЦБ в концентрации от 7 до 10 ед./мл при-
водило к гибели 50–100 % клеток.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности использованных олигонуклеотидов
Table 1. Nucleotide sequences of used Oligonucleotides

Ген
Gene

Роль олигонуклеотида
Oligonucleotide purpose

Последовательность
Sequence

BACT Праймер прямой/Primer, forward 5’-CAACCGCGAGAAGATGACC-3’
BACT Праймер обратный/Primer, reverse 5’-CAGAGGCGTACAGGGATAGC-3’
BACT Зонд/Probe ROX-AGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACG-BHQ2
GAPDH Праймер прямой/Primer, forward 5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’
GAPDH Праймер обратный/Primer, reverse 5’-TGGGTGGAATCATATTGGAACA-3’
GAPDH Зонд/Probe ROX–CTCTGGTAAAGTGGATATTGTTGCCATCA-BHQ2
PPARG Праймер прямой/Primer, forward 5’-TACTGTCGGTTTCAGAAATGC-3’
PPARG Праймер обратный/Primer, reverse 5’-CAACAGCTTCTCCTTCTCG-3’
PPARG Зонд/Probe FAM–CCATCAGGTTTGGGCGGATGCC-RTQ1
FABP4 Праймер прямой/Primer, forward 5’-ATGATAAACTGGTGGTGGAAT-3’
FABP4 Праймер обратный/Primer, reverse 5’-TCAATGCGAACTTCAGTCC-3’
FABP4 Зонд/Probe FAM-TGGCTTATGCTCTCTCATAAACTCTCG-RTQ1
ALPL Праймер прямой/Primer, forward 5’-GGTCACCTCCATCCTGCG-3’
ALPL Праймер обратный/Primer, reverse 5’-CATCTCGTTGTCTGAGTACC-3’
ALPL Зонд/Probe FAM- CAATGCCCACAGATTTCCCAGCGTCCT -RTQ1
PTHR1 Праймер прямой/Primer, forward 5’-ATCATCCAGGTGCCCATCC-3’
PTHR1 Праймер обратный/Primer, reverse 5’-GGTCTCCCGCAGCTTGGT-3’
PTHR1 Зонд/Probe FAM–CCTCCATTGTGCTCAACTTCATCCTCTTCA-RTQ1
SPP1 Праймер прямой/Primer, forward 5’-ATAGTGTGGTTTATGGACTGAG-3’
SPP1 Праймер обратный/Primer, reverse 5’-ATTCAACTCCTCGCTTTCC-3’
SPP1 Зонд/Probe FAM–CCAGTACCCTGATGCTACAGACGAG-RTQ1
BGLAP Праймер прямой/Primer, forward 5’-GCAGCGAGGTAGTGAAGAG-3’
BGLAP Праймер обратный/Primer, reverse 5’-GAAAGCCGATGTGGTCAG-3’
BGLAP Зонд/Probe FAM–CTCCCAGCCATTGATACAGGTAGC-RTQ1
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При анализе действия ГЦБ на МСК больной БГ 
была выявлена другая зависимость пролиферации 
этих клеток от концентрации ГЦБ в культуральной 
среде: концентрация 1–2 ед./мл увеличивала клеточ-
ную продукцию, тогда как более высокие концентра-
ции ее снижали (рис. 2 и 3).
Большие дозы фермента сильно влияли на пролифе-
рацию МСК, и клетки гибли после 2 недель культи-
вирования. В связи с этим эксперименты, связанные 
с длительным воздействием ГЦБ, были поставлены 
только для низких концентраций (от 0,25 до 1,5 ед./мл), 
которые не влияли на пролиферацию МСК.

Влияние рекомбинантной ГЦБ 
на дифференцировку МСК при длительном 
культивировании
При длительном культивировании МСК в присутст-
вии низких концентраций ГЦБ менялась экспрессия 
генов, участвующих в жировой и остеогенной диффе-

ренцировке. Через 48 дней экспрессия генов — мар-
керов жировой дифференцировки (PPARG и FABP4) 
увеличивалась в 2 раза при культивировании в среде 
с добавлением 1,5 ед./мл ГЦБ (рис. 3 А).
Экспрессия гена — маркера остеогенной диффе-
ренцировки ALPL, напротив, снижалась в 2 раза 
через 48 дней при добавлении 1,5 ед./мл ГЦБ (рис. 3 Б). 
При индукции жировой и остеогенной дифференци-
ровки МСК, культивированных в присутствии ГЦБ, 
уровень экспрессии PPARG и FABP4 снижался в клет-
ках доноров, индуцированных к обеим дифференци-
ровкам (достоверно только при адипогенной диффе-
ренцировке), тогда как в контрольных клетках, также 
обработанных ГЦБ, но не индуцированных к диф-
ференцировке, он значимо повышался (рис. 4 А, Б). 
Данные по индукции дифференцировки МСК, куль-
тивированных без ГЦБ представлены в таблице 2.
ОУЭ гена — маркера остеогенной дифференциров-
ки ALPL после индукции повышался в МСК доноров, 
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Рисунок 1. Относительная клеточная продукция МСК в  присутствии различных 
концентраций ГЦБ
Figure 1. Relative MSC cell production in the presence of GCase.
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Рисунок 2. Клеточная продукция МСК здоровых доноров и  больной БГ 
за 1 пассаж в присутствии ГЦБ
Figure 2. Cell production of MSCs of donors and Gaucher disease (GD) patient in the 
presence of GCase
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Рисунок 3. Относительный уровень экспрессии: А — генов жировой дифференцировки в МСК, культивированных в присутствии 1,5 ед./мл ГЦБ; Б — ALPL, гена — маркера 
остеогенной дифференцировки, в МСК, культивированных в присутствии 1,5 ед./мл ГЦБ
Figure 3. Relative expression level: А — of adipogenic differentiation marker genes PPARG and FABP4 in MSCs in the presence of 1,5U/mL of GCase and without it; В — of ALPL 
in MSCs in the presence of 1,5 U/mL of GCase and without it
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Рисунок 4. Относительный уровень экспрессии генов в МСК
А. Относительный уровень экспрессии PPARG в  МСК, индуцированных к  адипогенной и  остеогенной дифференцировкам, через 10  и  48  дней 
культивирования в  присутствии ГЦБ. Б. Относительный уровень экспрессии FABP4  в  МСК, индуцированных к  адипогенной и  остеогенной 
дифференцировкам, через 10 и 48 дней культивирования в присутствии ГЦБ. В. Относительный уровень экспрессии ALPL в МСК, индуцированных 
к адипогенной и остеогенной дифференцировкам через 10 и 48 дней культивирования в присутствии ГЦБ
Figure 4. Genes relative expression level in MSCs
А. PPARG relative expression level in MSCs induced to osteogenic or adipogenic differentiation after 10 or 48 days of cultivation in the presence of GCase. B. FABP4 relative expres-
sion level in MSCs induced to osteogenic or adipogenic differentiation after 10 or 48 days of cultivation in the presence of GCase. C. ALPL relative expression level in MSCs induced 
to osteogenic or adipogenic differentiation after 10 or 48 days of cultivation in the presence of GCase
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Без ГЦБ 
Without GCase

5 ед/мл ГЦБ 
5 U/mL of GCase

Контроль костной дифференцировки 
Osteogenic differentiation

Костная дифференцировка 
Osteogenic differentiation

Контроль жировой дифференцировки 
Adipogenic differentiation control

Жировая дифференцировка 
Adipogenic differentiation

Таблица 2. ОУЭ генов после индукции дифференцировки в МСК, культивированных без ГЦБ
Table 2. Relative expression levels of the genes after differentiation induction in the donors’ MSCs cultivated without GCase

Время 
культивирования, 

дни
Culture time, days

PPARG FABP4 ALPL

контроль
control

костная
osteogenic

жировая
adipogenic

контроль
control

костная
osteogenic

жировая
adipogenic

контроль
control

костная
osteogenic

жировая
adipogenic

10 2,19 13,15 13,77 0,22 10,38 312,08 0,61 1,18 1,18

48 4,18 7,73 8,83 1,08 4,82 25,92 0,52 1,67 1,27

Таблица 3. Коэффициент корреляции (Пирсон) между дозой ГЦБ и относительным уровнем экспрессии генов — маркеров жировой 
дифференцировки PPARG и FABP4 на 48-й день
Table 3. Pearson correlation coeffi cient of GCase concentration and RELs of PPARG and FABP4 at day 48

Ген / Gen PPARG FABP4
Дифференцировка
Differentiation

контроль
control

костная
osteogenic

жировая
adipogenic

контроль
control

костная
osteogenic

жировая
adipogenic

R (Пирсон/Pearson) 0,969* 0,411 0,857* 0,761* 0,262 0,807*

Примечание: * р < 0,05.
Note: * р < 0,05.

Рисунок 5. Индукция адипогенной и остеогенной дифференцировки в МСК донора без фермента и в присутствии 5 ЕД/мл ГЦБ.
Figure 5. Induction of adipogenic and osteogenic differentiation in donor MSCs without and in the presence of 5 U/ml GCase
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культивированных в присутствии ГЦБ (рис. 4В). В от-
сутствие ГЦБ индукция жировой дифференцировки 
повышала экспрессию ALPL через 10 и 48 дней куль-
тивирования (табл. 2). Однако при длительном куль-
тивировании в присутствии ГЦБ это повышение было 
достоверно ниже (рис. 4В).
После длительного культивирования в присутствии 
различных доз (0,5–1,5 ед./мл) ГЦБ и индукции диф-
ференцировки относительный уровень экспрессии ге-
нов PPARG и FABP4 прямо коррелировал с дозой фер-
мента при индукции адипогенной дифференцировки. 
Корреляция при индукции остеогенной дифференци-
ровки отсутствовала (табл. 3).
Таким образом, длительное воздействие ГЦБ изме-
няло ответ МСК на индукцию адипогенной и остео-
генной дифференцировки. Этот результат указывает 
на высокую чувствительность МСК к экзогенному 
ферменту.

Влияние дозы рекомбинантной ГЦБ 
на дифференцировку МСК при индукции 
остеогенной и адипогенной дифференцировки
Визуальный анализ индукции дифференциров-
ки в культуре МСК доноров после предварительно-
го культивирования в присутствии ГЦБ в концент-
рации 5 ед./мл показал активацию как остеогенной, 
так и адипогенной дифференцировки по сравнению 
с контролем без фермента (рис. 5).
При анализе в культуре МСК больной БГ наблю-
дали иную картину. В контроле остеогенной диффе-
ренцировки не наблюдали отложений кальция, тогда 
как при индукции остеогенной дифференцировки 
был виден избыток образования кальция в культу-
ре (рис. 6). Образование жировых клеток в культуре 
МСК больной БГ наблюдали и без индукции жировой 
дифференцировки, а индукция адипогенной диффе-
ренцировки повышала образование жировых капель. 

Без ГЦБ 
Without GCase

5 ед./мл ГЦБ 
5 U/mL of GCase

Контроль костной дифференцировки 
Osteogenic differentiation control

Костная дифференцировка 
Osteogenic differentiation

Контроль жировой дифференцировки 
Adipogenic differentiation control

Жировая 
дифференцировка 
Adipogenic differentiation

Рисунок 6. Индукция адипогенной и остеогенной дифференцировки в МСК больной БГ без фермента и в присутствии 5 ЕД/мл ГЦБ.
Figure 6. Induction of adipogenic and osteogenic differentiation in MSCs of GD patient without and in the presence of 5 U/ml GCase
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После культивирования МСК больной в присутст-
вии 5 ед./мл ГЦБ значительно повышалось отложение 
кальция. В случае жировой дифференцировки также 
виден выраженный эффект (рис. 6).
При анализе остеогенной дифференцировки после 
индукции методом элюции оказалось, что у доноров 
ОП окрашенного раствора в среднем 222,5 ± 69,8, 
тогда как у больной БГ этот показатель был увели-
чен больше, чем на порядок, до 3958. Подтверждение 
такой большой продукции кальция МСК можно ви-
деть при окрашивании (рис. 6). Адипогенная диффе-
ренцировка также активирована у МСК больной БГ. 
Средний показатель ОП у доноров составил 2,2 ± 0,2, 
а у больной был равен 5.
При культивировании МСК в присутствии 3–5 ед./мл 
ГЦБ при индукции остеогенной дифференцировки 
оптическая плотность окрашенного раствора снижа-
лась как в МСК здоровых доноров, так и в МСК боль-
ной БГ. Несмотря на то что оптическая плотность 
элюата, полученного из культуры МСК больной, была 
существенно выше, чем у элюатов культур донорских 
МСК, было отмечено снижение ОП в 6 раз по сравне-
нию с контрольной культурой МСК больной без фер-
мента (рис. 7А). При индукции адипогенной диффе-
ренцировки ОП элюатов из МСК больной БГ была 
повышена в случае культивирования без ГЦБ. В при-
сутствии ГЦБ ОП элюатов из МСК больной сущест-
венно уменьшалась и становилась меньше, чем среднее 
значение ОП элюатов из МСК доноров (рис. 7Б).
Экспрессия генов — маркеров жировой (PPARG 
и FABP4), костной (ALPL, PTHR1, BGLAP и SPP1) и хря-
щевой (SOX9) дифференцировок при кратковременном 

(2–3 пассажа) культивировании не индуцированных 
МСК доноров не зависела от концентрации фермента 
в среде культивирования (табл. 4, 5).
В МСК больной БГ без индукции дифференциров-
ки ОУЭ генов сильно отличался от средних значений 
у доноров (табл. 5). В МСК больной БГ была повыше-
на экспрессия генов, связанных с жировой (PPARG 
и FABP4), костной (ALPL, SPP1) и хрящевой (SOX9) 
дифференцировками. Кроме того, были значительно 
снижены уровни экспрессии рецептора к паратире-
оидному гормону (PTHR1) и гормона остеокальцина 
(BGLAP), что указывает напрямую на возможные на-
рушения костной дифференцировки. Повышение дозы 
ГЦБ приводило к снижению ОУЭ генов маркеров 
как адипогенной, так и остеогенной дифференцировки 
в культуре МСК больной БГ.
Индукция как остеогенной, так и адипогенной диф-
ференцировки приводила к повышению экспрессии 
всех изученных генов. Экспрессия PPARG повышалась 
примерно в 10 раз при индукции остеогенной диффе-
ренцировки и в 20 раз при индукции адипогенной диф-
ференцировки (рис. 8А и Б). Предварительное культи-
вирование с ферментом не изменяло экспрессию PPARG 
в МСК здоровых доноров, но в образце МСК больной 
БГ ОУЭ этого гена уменьшался на порядок после куль-
тивирования в присутствии ГЦБ при остеогенной диф-
ференцировке и значительно меньше при индукции 
адипогенной дифференцировки, что указывало на по-
вышенную чувствительность МСК больной к ферменту 
и нарушение остеогенной дифференцировки этих кле-
ток. Ген FABP4, участвующий в биогенезе липидов, был 
высоко экспрессирован в МСК больной БГ при индук-
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Рисунок 7. Изменение ОП элюатов. А. Изменение ОП элюатов по сравнению с контролем в МСК доноров и больной БГ после культивирования в присутствии ГЦБ при 
индукции костной дифференцировки. Б. Изменение ОП элюатов по сравнению с контролем в МСК доноров и больной БГ после культивирования в присутствии ГЦБ при 
индукции жировой дифференцировки
Figure 7. Fold change of eluted OD. A. Fold change of eluted alizarin red OD relative to undifferentiated control after osteogenic differentiation induction in MSCs of healthy donors 
and Gaucher disease patient’s (GD) MSCs in the presence of GCase. B. Fold change of eluted OD relative to undifferentiated control after osteogenic differentiation induction in 
MSCs of healthy donors and Gaucher disease (GD) patient MSCs in the presence of GCase
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ции дифференцировки (рис. 8В и Г). Предварительное 
культивирование в присутствии ГЦБ существенно 
снижало ОУЭ этого гена. Эффект был гораздо силь-
нее выражен в случае индукции адипогенной диффе-
ренцировки. Экспрессия всех генов, связанных с кост-
ной дифференцировкой, была существенно снижена 
в МСК больной БГ. Наибольшее снижение наблюда-
лось в экспрессии генов ALP и BGLAP (рис. 8Д, Е, Л).

Обсуждение
Использованная в исследовании модель имеет ряд 
ограничений. Известно, что in vivo экзогенная ГЦБ 
определяется в крови в течение нескольких минут 
после введения. Период полувыведения свободно-
го фермента из крови больного составляет от 5 до 12 
мин. Высокий клиренс фермента (6,7–7,6 мл/мин/кг) 
определяется быстрым поглощением фермента ма-
крофагами при участии рецепторов к маннозе [16, 
17]. Сколько времени активный фермент сохраняется 
в среде культивирования, неизвестно. В МСК больных 
БГ, как и во всех клетках организма, снижена актив-
ность ГЦБ [18]. Успевает ли фермент после введения 
попасть в МСК костного мозга больных — неизвестно. 
Еще одно ограничение модели связано с небольшим 
числом пассажей, которые могут пройти МСК.
Тем не менее результаты проведенных исследований 
указывают на существенные нарушения в пролифе-

рации и дифференцировке МСК здоровых доноров 
и МСК больной БГ при культивировании в присут-
ствии ГЦБ. Пролиферативная активность МСК 
как доноров, так и больной БГ зависела от концен-
трации ГЦБ. Низкие концентрации (0–1,25 ед./мл) 
не влияли на пролиферацию и суммарную клеточную 
продукцию МСК здоровых доноров. МСК больной БГ 
росли лучше в присутствии фермента при концентра-
ции до 2 ед/мл. При увеличении концентрации ГЦБ 
свыше 2 ед/мл суммарная клеточная продукция умень-
шалась как у МСК здоровых доноров, так и у МСК 
больной БГ. Высокие концентрации ГЦБ (7–10 ед./мл) 
обладали цитотоксическим эффектом.
При низких концентрациях ГЦБ в МСК здоро-
вых доноров через 10 дней культивирования отме-
чена тенденция к повышению относительного уров-
ня экспрессии PPARG и FABP4 — маркеров жировой 
дифференцировки, а еще через 38 дней увеличение 
относительного уровня экспрессии этих генов стано-
вилось выраженным. Повышение экспрессии PPARG 
как при индукции адипогенной дифференциров-
ки, так и при индукции остеогенной объяснимо тем, 
что в обе индуцирующие дифференцировку среды до-
бавляли дексаметазон, только в среде для адипогенной 
дифференцировки его концентрация была намного 
выше, чем в остеогенной. PPARG — ядерный рецептор 
полиненасыщенных жирных кислот, основные функ-

Таблица 4. Относительный уровень экспрессии генов, участвующих в дифференцировке МСК, в зависимости от концентрации ГЦБ при 
культивировании
Table 4. Relative expression levels of the differentiation marker genes in the MSCs cultivated in the presence of different concentrations of GCase

Ген / Gene
Концентрация ГЦБ / Gcase concentrations

0 ед./мл / U/mL 1 ед./мл / U/mL 3 ед./мл / U/mL 5 ед./мл / U/mL
PPARG 1,090 ± 0,300 1,158 ± 0,350 1,282 ± 0,370 1,282 ± 0,330
FABP4 0,085 ± 0,020 0,129 ± 0,050 0,085 ± 0,020 0,132 ± 0,060
PGC1A 0,017 ± 0,010 0,018 ± 0,010 0,011 ± 0,000 0,011 ± 0,000
ALPL 0,018 ± 0,010 0,031 ± 0,010 0,020 ± 0,010 0,026 ± 0,010
PTHR1 0,002 ± 0,000 0,001 ± 0,000 0,002 ± 0,000 0,002 ± 0,000
BGLAP 1,850 ± 0,590 1,826 ± 0,530 1,900 ± 0,540 1,986 ± 0,610
SPP1 0,062 ± 0,020 0,095 ± 0,040 0,067 ± 0,020 0,071 ± 0,020
SOX9 0,813 ± 0,090 0,860 ± 0,060 0,841 ± 0,130 0,959 ± 0,140

Таблица 5. ОУЭ генов, связанных с дифференцировкой, в МСК доноров и больной БГ после культивирования в присутствии ГЦБ
Table 5. Relative expression levels of the differentiation marker genes in the donors’ and the patient’s MSCs cultivated in the presence of glucocerebro-
sidase

Гены / Gene
МСК доноров / Donor MSCs МСК больной БГ / GD patient MSCs

0 ед./мл
U/ml

1 ед./мл
U/ml

3 ед./мл
U/ml

5 ед./мл
U/ml

0 ед./мл
U/ml

1 ед./мл
U/ml

3 ед./мл
U/ml

5 ед./мл
U/ml

PPARG 1,09 1,16 1,28 1,28 1,25 3,89 2,46 1,93

FABP4 0,08 0,13 0,09 0,13 0,12 2,42 1,08 0,15

ALPL 0,02 0,03 0,02 0,03 0,34 2,49 0,47 0,34

PTHR1 0,002 0,001 0,002 0,002 0,001 НД 0,0004 0,0002

BGLAP 1,85 1,83 1,90 1,99 0,91 0,68 0,50 0,36

SPP1 0,06 0,10 0,07 0,07 0,16 0,14 0,41 0,32
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ции которого — активация адипогенеза [19] и инги-
бирование остеогенеза [20]. Более того, PPARG инги-
бирует функции остеокластов, регулируя экспрессию 
гена c-Fos [21]. FABP4 — белок, связывающий жирные 
кислоты, 4, который в высокой степени экспрессирует-
ся в жировой ткани и функционирует как белок — ша-
перон липидов [22]. Экспрессия генов этих двух бел-
ков коррелирует с адипогенной дифференцировкой. 
Повышение экспрессии PPARG может ингибировать 
остеогенную дифференцировку.
У больной БГ была незначительно повышена экспрес-
сия PPARG без добавления ГЦБ. Культивирование 
в присутствии 1 ед./мл ГЦБ увеличивало экспрессию 

этого гена в 3,4 раза. ОУЭ PPARG снижался при по-
вышении концентрации ГЦБ до 3 и более ед./мл, всег-
да оставаясь выше, чем в МСК доноров, в 1,5–2 раза. 
Экспрессия FABP4 вела себя схожим образом, повыша-
ясь в присутствии 1 ед./мл ГЦБ в 18,8 раза. Эти данные 
перекликаются с результатами работы А. Crivaro и со-
авт. [23], работавших на клеточных линиях МСК, по-
лученных из индуцированных плюрипотентных кле-
ток. В этой работе наблюдалось снижение активности 
ALPL в МСК больных БГ. В настоящей работе были 
получены противоположные результаты, что может 
быть объяснено другим происхождением МСК. ОУЭ 
ALPL был повышен у больной БГ в 18 раз по сравне-
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Рисунок 8. Кратность изменения ОУЭ генов по сравнению с недифференцированным контролем (без индукции дифференцировки) в МСК доноров (обозначены черным) 
и больной БГ (обозначена красным) при индукции адипогенной и остеогенной дифференцировки при культивировании в присутствии ГЦБ. А. Разы изменения PPARG при 
костной дифференцировке. Б. Разы изменения PPARG при жировой дифференцировке. В. Разы изменения FABP4 при костной дифференцировке. Г. Разы изменения FABP4 
при жировой дифференцировке. Д. Разы изменения ALPL при костной дифференцировке. Е. Разы изменения ALPL при жировой дифференцировке. Ж. Разы изменения PTHR1 
при костной дифференцировке. З. Разы изменения PTHR1 при жировой дифференцировке. И. Разы изменения BGLAP при костной дифференцировке. К. Разы изменения 
BGLAP при жировой дифференцировке. Л. Разы изменения SPP1 при костной дифференцировке. М. Разы изменения SPP1 при жировой дифференцировке.
Figure 8. Fold change in the genes’ REL, compared to the control (without differentiation induction) in MSCs from donors (marked in black) and a GD patient (marked in red) during 
induction of adipogenic and osteogenic differentiation during cultivation in the presence of GCase. A. PPARG fold change in osteogenic differentiation. B. PPARG fold change in 
adipogenic differentiation. C. FABP4 fold change in osteogenic differentiation. D. FABP4 fold change in adipogenic differentiation. E. ALPL fold change in osteogenic differentiation. 
F. ALPL fold change in adipogenic differentiation. G. PTHR1 fold change in osteogenic differentiation. H. PTHR1 fold change in adipogenic differentiation. I. BGLAP fold change in 
osteogenic differentiation. J. BGLAP fold change in adipogenic differentiation. K. SPP1 fold change in osteogenic differentiation. L. SPP1 fold change in adipogenic differentiation.
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нию с донорами, еще сильнее повышался в присутст-
вии 1 ед./мл ГЦБ и снижался при повышении концен-
трации ГЦБ, оставаясь значительно выше, чем в МСК 
доноров с теми же концентрациями ГЦБ. Возможно, 
дальнейшее накопление данных позволит выявить 
причины этих несовпадений.
Еще 2 маркера костной дифференцировки — гены 

SPP1 и BGLAP. Без фермента и в его присутствии экс-
прессия SPP1 в МСК больного БГ выше, чем в МСК до-
норов, а BGLAP — ниже. При длительном культивиро-
вании МСК в присутствии малых концентраций ГЦБ 
заметно снижается относительный уровень экспрес-
сии ALPL (рис. 4 Б), а экспрессия SPP1 и BGLAP зна-
чительно не изменялась. Ген ALPL кодирует тканевую 
неспецифическую щелочную фосфатазу (TNSALP), 
центральный регулятор минерализации кости [24]. 
Щелочная фосфатаза необходима для процесса ми-
нерализации, при котором соли кальция и фосфо-
ра откладываются в развивающихся костях и зубах. 
Минерализация имеет решающее значение для фор-
мирования костей. Щелочная фосфатаза предотвра-
щает старение костей и участвует в дифференцировке 
костной ткани из МСК [25].
При индукции дифференцировки в МСК здоровых 
доноров добавление 5 ед./мл ГЦБ в среду культиви-
рования приводило к увеличению отложения кальция 
при индукции остеогенной дифференцировки и нако-
пления жировых капель при индукции адипогенной 
дифференцировки. У больной БГ без добавления ГЦБ 
значительно усилена остеогенная и адипогенная диф-
ференцировка, при этом жировая дифференцировка 
наблюдалась и без добавления индукторов. Усиление 
костной дифференцировки не совпадает с результата-
ми других авторов [23]. В другой работе той же груп-
пы [26] было отмечено уменьшение липидных капель 
в МСК больных БГ при индукции жировой диффе-
ренцировки, что также не совпадает с данными, по-
лученными в настоящем исследовании. Авторы [26] 

показывают, что у больных БГ происходит расщепле-
ние жиров, в то время как в настоящем исследовании 
наблюдалось их накопление. Более того, авторы [26] 
считают, что это связано и с нарушением синтеза ли-
пидов, что способствует дисбалансу костной ткани 
при БГ. Культивирование в присутствии 5 ед./мл ГЦБ 
еще больше усиливает жировую дифференцировку 
и уменьшает костную дифференцировку.
Экспрессия генов во всех случаях подтверждает 
индукцию дифференцировки. Индукционная среда 
как для остеогенной, так и для адипогенной диффе-
ренцировки содержит дексаметазон в разных концен-
трациях. Его наличие приводит к повышению экс-
прессии маркеров жировой дифференцировки PPARG 
и FABP4 и при индукции остеогенной дифференци-
ровки. В МСК больной БГ при культивировании 
в присутствии ГЦБ в концентрации 3 ед./мл и более 
ОУЭ этих генов значительно снижался. Это означает 
нарушение реакции МСК на индукторы дифферен-
цировки, что может приводить к дисбалансу костной 
ткани.
Экспрессия маркеров костной дифференцировки — 

ALPL, SPP1 и BGLAP — существенно повышалась по-
сле индукции как жировой, так и костной дифферен-
цировки в МСК доноров. При этом в МСК больной 
БГ ОУЭ этих генов повышался меньше, а инкубация 
в присутствии фермента не изменяла их экспрессию. 
Наиболее выраженно изменялся ОУЭ PTHR1, который 
значительно повышается при индукции адипогенной 
дифференцировки.
Таким образом, культивирование МСК в присут-
ствии ГЦБ изменяет пролиферацию и дифференци-
ровочный потенциал этих клеток. Изменения в МСК 
зависели от дозы ГЦБ в среде и длительности куль-
тивирования. Характеристики МСК больной БГ и их 
ответ на присутствие ГЦБ значительно отличались 
от клеток здоровых доноров, что требует проведения 
исследования у большего числа больных.
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