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РЕЗЮМЕ

В статье анализируется структурно-функциональная организация костномозговых ниш гемопоэтических стволовых клеток, сравнива-
ется роль межклеточных контактных взаимодействий и факторов гуморальной регуляции в нишах, особенно цитокинов CXCL12, SCF  
и TGFβ, а также внутриклеточных сигнальных путей Notch, Wnt, Shh. Выделяются два типа переходящих друг в друга ниш: эндостальные, 
расположенные по поверхности эндоста на границе с костномозговой полостью, и сосудистые, включенные в костномозговую парен-
химу. Подчеркивается, что главную роль в формировании ниш обоих типов играют мультипотентные стромальные клетки, из которых 
дифференцируются остеобласты, веретенообразные N кадгерин+CD45- остеобласты (SNO-клетки), клетки, экспрессирующие нестин 
(Nes+ клетки), клетки с лептиновым рецептором (Lepr+ клетки), обильно продуцирующие CXCL12 ретикулярные клетки (CAR-клетки)  
и NG2-перициты. Большое значение имеют и эндотелиальные клетки. В функционировании ниш принимают участие также адипоциты, 
остеокласты, макрофаги, мегакариоциты, регуляторные Т-клетки и нейральные клетки. Постулируется, что в генезе клеток иммун-
ной системы: общих лимфоидных предшественников, В-лимфоцитов, NK- и дендритных клеток основную роль играют остеобласты  
и CAR-клетки.
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ОБЗОРЫ

характеризующих своим количеством напряженность кроветворения 
[1], создаваемую функционированием гемопоэтической стволовой 
клетки (ГСК) в кооперации со стромальными элементами на терри-
тории костномозговых ниш. 

ГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ –  
САМОПОДДЕРЖАНИЕ И ПОЛИПОТЕНТНОСТЬ

Исключительными свойствами ГСК являются самоподдержа-
ние и полипотентность. Как было постулировано в начале XX века  
А. А. Максимовым и окончательно установлено в конце прошлого 
столетия, не только количество, но и все известное многообразие 
клеточных элементов систем иммунитета и кроветворения проис-
ходит всего лишь из одного типа родоначальных элементов – ГСК 
(унитарная теория) [2].

«Жизненная сила» и производительность ГСК видна, напри-
мер, из того, что у облученных мышей может погибнуть 99,9 % всех 
кроветворных клеток, включая и ГСК, а сохранившиеся стволовые 
клетки быстро восстанавливают кроветворение, в том числе свою 
собственную популяцию, а также все типы коммитированных пред-
шественников [3]. В этом же ряду находится факт неистощаемости 
кроветворения после многократных повреждающих воздействий, 
также объясняющийся наличием и функционированием ГСК [1].

Иммунная система представляет собой структурно-функцио-
нальную и взаимосвязанную общность гемопоэтических и стромаль-
ных клеток. Различные по происхождению, структуре и функциям 
популяции и субпопуляции лимфоидных и миелоидных клеток объ-
единены в определенные ткани и органы, где они функционируют 
при тесном взаимодействии с негемопоэтическими элементами. 
Постоянная и строго регулируемая интенсивность гемопоэза с про-
дукцией разнообразных типов клеток также обусловлена и кон-
тролируется кооперацией гемопоэтических и стромальных клеток.  
А своевременное пополнение иммунной системы вновь созревающи-
ми в костном мозге гемопоэтическими клетками-предшественника-
ми, лимфоцитами, лейкоцитами и стромальными клетками является 
главным условием эффективного функционирования иммунной си-
стемы. Количество образующихся в единицу времени клеток очень 
велико. Так, приводятся данные о том, что за сутки в организме че-
ловека образуется и выходит в кровоток около 1011 нейтрофилов, 
что по массе составляет около 100 г. В крови человека содержится 
7•109 нейтрофилов и моноцитов на 1 л, составляющих 50-70 % от 
общего количества лейкоцитов крови. Остальное огромное количе-
ство клеток крови представлено лимфоцитами и клетками минорных 
популяций. К этому нужно добавить, что ежедневно в организме че-
ловека продуцируется и впечатляющее число (250•109) эритроцитов, 
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ГСК – это родоначальные высокоспециализированные клетки 
взрослого и фетального периодов онтогенеза, пребывающие в кост-
ном мозге (КМ) в состоянии покоя, способные вместе с кроветвор-
ным микроокружением к реализации заложенных в них программ 
самоподдержания и полипотентности, позволяющей им при сохра-
нении константного количества ГСК выводить необходимое количе-
ство клеток в дифференцировку по различным направлениям, что  
в итоге приводит к образованию всех форменных элементов крови, 
в том числе и клеток иммунной системы.

Следует отметить, что свойство самоподдержания не тожде-
ственно понятию бессмертия. Для стволовых клеток характерна 
довольно большая продолжительность жизни, соизмеримая с про-
должительностью жизни всего организма. Обнаружено несколько 
генетических регуляторных программ, имеющих большое значение 
в процессе самоподдержания ГСК. Известно также, что стволовые 
клетки в различных тканях управляются общими генетическими про-
граммами, поддерживающими их природу [4, 5]. Существует пред-
ставление о том, что стволовые клетки представляют собой клоно-
генные единицы и в определенных условиях могут увеличиваться  
в количестве за счет клональной экспансии. Это свойство авторы 
также считают обязательным для стволовых клеток.

Тем не менее, по отношению к потенциалу самообновления ГСК 
проявляют большую гетерогенность [6]. У мышей высокообогащен-
ной ГСК является фракция костномозговых клеток CD34-c-Kit+Sca-
1+lin-. А самой высокой способностью к самообновлению в ней об-
ладают клетки минорной субпопуляции, экспрессирующие CD150 
[7-9]. Потенциал самообновления обычно обратно пропорционален 
числу делений, которые претерпела отдельная клетка [10]. Боль-
шинство ГСК входят в клеточный цикл один раз в месяц [11-13].  
А остальные, так называемые «покоящиеся», включаются в него зна-
чительно реже [14], но обе субпопуляции исходно находятся в фазе 
G0. Исследования трансплантации отдельных клеток выявили редкую 
субпопуляцию латентных ГСК, которые проявляют значительную ре-
популирующую активность только в результате их серийной транс-
плантации, свидетельствуя о том, что латентные ГСК имеют более 
длительные периоды покоя [9]. Кроме того, в периоды покоя ГСК 
могут находиться под влиянием микроокружения. Так, являющиеся 
функционально активными, костномозговые и селезеночные ГСК 
имеют различную по длительности фазу покоя [15].

Исследования свойства полипотентности также развиваются. 
Считается, что она реализуется процессами коммитирования, диф-
ференцировки и созревания. Первым этапом дифференцировки яв-
ляется коммитирование, в результате которого у ГСК уменьшается  
и способность к самоподдержанию, и потентность. В результате  
в пуле ГСК возникает выраженная дифференцировочная иерархия. 
Последующие этапы являются ключевыми в окончательном выборе 
пути дифференцировки, по завершении которой образуются моно-
потентные клетки-предшественники. Процесс дальнейшего развития 
этих клеток по открытому направлению с образованием зрелых кро-
ветворных элементов (созревание) зачастую обозначается как «тер-
минальная дифференцировка», а о возникающих клетках говорят 
как о «тупиковых» [1].

Степень потентности у различных типов стволовых клеток силь-
но различается. Так, оплодотворенные яйцеклетки и примордиаль-
ные зародышевые клетки могут дать начало всему организму (тоти-
потентность), из клеток внутренней массы бластоцисты образуются 
клетки всех трех зародышевых листков (плюрипотентность). Родона-
чальные для 1-2 зародышевых листков стволовые клетки считаются 
мульти- или полипотентными, а клетки-предшественники уже могут 
быть ограничены в возможностях вплоть до олигопотентности. 

Между ГСК и их ближайшими потомками имеются существен-
ные различия по механизмам регуляции их активности: если для ГСК 
последняя определяется величиной и качеством микроокружения 
кроветворных территорий с главенствующей ролью межклеточных 
контактов, то их потомки, вышедшие в дифференцировку, сильно 

зависят от гуморальной, главным образом цитокиновой, регуляции 
[16]. Еще в 80-х годах прошлого века сформировано представление 
о континууме ГСК, в значительной мере объясняющее высокую ге-
терогенность в свойствах этих клеток. В состав континуума входят 
клеточные элементы, различающиеся по длительности самопод-
держания и клоногенности, потентности и чувствительности к раз-
личным регуляторным влияниям. Он включает три совокупности 
клеток: 1) ГСК, которые находятся в нишах, обладают максимальной 
способностью к самоподдержанию и наиболее высокой полипо-
тентностью, не чувствительны к гуморальной регуляции; 2) ГСК вне 
ниш, когда существенно снижается способность к самоподдержанию  
и ограничивается потентность, появляется заметная чувствитель-
ность к гуморальной регуляции; 3) не полипотентные коммитирован-
ные предшественники, потерявшие практически полностью способ-
ность к самоподдержанию.

По мнению авторов [1], деление достаточно условное, однако 
оно упорядочивает представления о системе ГСК и объясняет многие 
научные факты. Так, например, вероятно, что на границе с классом 
коммитированных предшественников располагается основная масса 
колониеобразующих единиц селезенки (КОЕс). Они дают транзитор-
ные колонии, которые можно наблюдать только через 7-8 суток по-
сле введения костномозговых клеток летально облученным мышам, 
а далее КОЕс исчезают за счет полного созревания входящих в их со-
став кроветворных клеток и через 10-11 суток выявить эти колонии 
в селезенке уже не удается. В транзиторных колониях не образуются 
дочерние КОЕс [17].

При трансплантации КМ облученным мышам в восстановлении 
гемопоэза отмечается три волны: первая – за счет клеток 3-й ка-
тегории континуума (линейно рестриктированных клеток, которые  
в результате дифференцировки и пролиферации быстро пополняют 
пул зрелых лейкоцитов); вторая обусловлена дифференцировкой  
и пролиферацией прогениторов 2-й категории (мультипотентные ко-
ротко репопулирующие ГСК – short-term HSCs, ST-HSCs); и третья, 
отражающая функционирование собственно ГСК (длительно репопу-
лирующие ГСК – long-term HSCs, LT-HSCs) [18].

Развитие ГСК у мышей и становление гемопоэза происходит  
в несколько, зависимых в том числе и от особенностей микроокруже-
ния, этапов, начиная с эмбрионального. Расселению ГСК сопутству-
ют мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (МСК). 
Показано, что эмбриональные МСК, способные к линейной диффе-
ренцировке, рассредоточены по местам нахождения ГСК. Впервые 
они появляются в области аорто-гонадо-мезонефроса. Значительно,  
с выходом на плато, количество МСК увеличивается во взрослом КМ.  
К тому же важно отметить, что МСК у эмбриона циркулирует в крови. 
Таким образом, совместная локализация МСК и ГСК в онтогенезе на 
определенных территориях очевидна и свидетельствует о возможной 
кооперации этих клеток в процессе гемопоэза [19, 20].

Пройдя этапные изменения в аорто-гонадо-мезонефральной 
(АГМ) зоне, ГСК по не вполне понятным причинам и механизмам 
переносятся в эмбриональную печень, а затем – в селезенку и кост-
ный мозг, где они находят микроокружение, необходимое для их 
поддержки и функционирования на протяжении всей жизни инди-
видуума. Исключение, по-видимому, составляет инволюционизиру-
ющий КМ (желтый), содержащий большое количество адипоцитов, 
расположенных перисинусоидально и, вероятно, происходящих из 
адвентиция [1]. Обычно имеется обратная зависимость между со-
держанием адипоцитов и интенсивностью гемопоэза [21]. Жировой 
костный мозг может превращаться в красный во время сильного 
гемопоэтического стресса (фенилгидразиновая анемия). Однако по 
завершению регенерации в обновленных участках восстанавливает-
ся структура жирового костного мозга. Содержание жира в клетках 
КМ не снижается во время голодания и, таким образом, вряд ли они 
служат простым жировым депо [21].

У человека кроветворение в КМ устанавливается во втором 
триместре [22, 23]. В длинных костях оно прекращается между 5-м  
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стромальной регуляции. Фенотипически плейотропная мутация по 
гену Sl выражается в тяжелой макроцитарной анемии, стерильности, 
связанной с отсутствием зародышевых клеток, и белом цвете шер-
сти у животных [37]. ГСК у мутантов нормальны, что выявляется при 
трансплантации их облученным сингенным мышам дикого типа (+/+), 
у которых полностью при этом восстанавливается кроветворение. Од-
нако, при обратной схеме опыта, при трансплантации нормальных ГСК 
мутантам, восстановления кроветворения не происходит и анемию  
у мутантов не удается излечить трансплантацией нормального КМ [38].

Если перенести селезенку мышей Sl/Sld спленэктомированным 
однопометным сибсам, через некоторое время облучить их и ввести 
нормальные ГСК, то в перенесенной селезенке кроветворные коло-
нии не возникают. Наоборот, в случае трансплантации +/+ селезенки 
мышам Sl/Sld на возникающей кроветворной территории происходит 
интенсивный гемопоэз, достаточный даже для коррекции анемии 
[39]. Далее, селезенку +/+ мышей подшивали к селезенке мутантов 
или наоборот. Затем мышей облучали и трансплантировали им КМ. 
В обоих случаях в селезенке типа +/+ колоний было больше, чем  
в Sl/Sld селезенке. Можно ввести строму КМ мутантов в селезенку 
+/+ мышей или наоборот, после чего облучить их и защитить син-
генным нормальным КМ. В первом случае активный эритропоэз 
выявлялся только в селезенке, окружающей имплантат, во втором – 
только в имплантированной строме КМ [40].

Таким образом, у мышей с генетически нарушенной стромой 
кроветворных органов выявляется отсутствие какого-либо дистант-
но и системно действующего фактора регуляции ГСК. В одном и том 
же организме может происходить нормальное кроветворение в од-
них участках и патологическое – в соседних. Все это однозначно сви-
детельствует о локальном характере регуляции пролиферации ГСК 
стромальным гемопоэтическим микроокружением.

В последующем представления о ГИМ расширились до выделе-
ния объясняющего основные закономерности участия ГСК в крове- 
творении положения о нишах, где ГСК могут сохраняться, само-
обновляться и дифференцироваться [41]. Основу ниш составляют 
МСК, остеобласты, ретикулярные и эндотелиальные клетки. Остео-
класты, макрофаги, перициты, мегекариоциты, адипоциты и внекле-
точный матрикс ее дополняют.

Роль стромы КМ в функционировании ГСК, как и многие дру-
гие взаимосвязи, наиболее удобно изучать в культуре клеток вне 
сложных организменных процессов. Однако в течение десятилетий 
создать длительную культуру кроветворных клеток не удавалось. Как 
оказалось, неудачные попытки объясняются отсутствием в культурах 
необходимых для жизнедеятельности ГСК стромальных элементов.

Со временем удалось наладить длительное поддержание орган-
ных культур, во многом сохраняющих тканевую цитоархитектонику. 
Было установлено, что в органной культуре эмбриональной печени 
происходит поддержание ГСК, формирующих in vitro различные ко-
лонии кроветворных клеток. In vivo клетки этих культур защищают 
летально облученных мышей. Причем интенсивно пролиферируют 
только глубоко расположенные ГСК, находящиеся в непосредствен-
ном контакте с печеночным микроокружением [42].

Прорывной технологией стала разработка монослойных «дек-
стеровских» культур ГСК с участием стромальных элементов [43-
45]. При посеве в культуру костномозговых клеток можно увидеть 
образование колоний фибробластов, синтезирующих входящее  
в клеточное микроокружение молекулы в виде коллагена І, ІІІ типов 
и фибронектина [46]. В монослойных культурах КМ [43] гемопоэти-
ческие клетки часто располагаются поверх фибробластов, создавая 
вид «булыжной мостовой» (cobblestone area). Считается, что именно 
в этих участках происходит взаимодействие ГСК и МСК, индуцирует-
ся активное кроветворение и в культуре стабильно поддерживаются 
ГСК и пролиферирующие клетки-предшественники. Это происходит 
только в условиях прямого контакта кроветворных клеток с клетками 
подслоя. При разделении их фильтром, не проницаемым для клеток, 
гемопоэз быстро истощается [47]. Причем, по некоторым данным, 

и 7-м годами жизни с замещением красного костного мозга желтым 
[24]. Селезенка после рождения в кроветворении не участвует, хотя 
экстрамедуллярный гемопоэз в ней может осуществляться во время 
гемопоэтического стресса за счет пролиферации коммитированных 
предшественников [25], по-видимому, третьей и второй части кон-
тинуума. У грызунов селезенка остается гемопоэтически активной  
в течение всей жизни [26].

Все же главным и несравненно более важным местом крове- 
творения, особенно у человека, является КМ – по сути, единственный 
специализированный орган гемопоэза, где ГСК и гемопоэтические 
прогениторы формируют сам процесс гемопоэза, тесно взаимодей-
ствуя со стромальными элементами в нишах [27-29].

ГЕМОПОЭТИЧЕСКАЯ ИНДУКТИВНАЯ МИКРОСРЕДА (ГИМ)
Ниши ГСК являются анатомо-функциональными образованиями, 

в которых ГСК располагаются в поддерживающей их жизнедеятель-
ность строме, самообновляются и дифференцируются, знаменуя 
старт процесса производства гемопоэтических клеток всех линий, 
включая лимфоидные и миелоидные элементы, формирующие си-
стемы адаптивного и врожденного иммунитета.

Впервые активная роль стромальных клеток в функционирова-
нии ГСК, по-видимому, показана более сорока лет тому назад. Уча-
ствующие в этом процессе элементы стромы были обозначены как 
гемопоэтическая индуктивная микросреда (ГИМ) [30].

При трансплантации костного мозга в селезенку облученных мы-
шей обнаружили, что колонии в центральных участках введенного 
КМ были преимущественно гранулоцитарными, в то время как клет-
ки КМ, окруженные стромой селезенки, давали, главным образом, 
эритроидные колонии. В то же время в области перекрывающихся 
границ обоих типов стромы располагались смешанные колонии [31], 
что явно указывало на большую роль стромы в функционировании 
собственно гемопоэтических клеток.

Исследователям удалось перенести кроветворное микроокруже-
ние методом гетеротопной трансплантации стромальных клеток КМ 
[30, 32]. При трансплантации КМ фрагментом ткани гемопоэтиче-
ские клетки покидают трансплантат, а стромальные предшественни-
ки строят новое микроокружение, заселяющееся репопулирующими 
гемопоэтическими клетками реципиента. Исследования такого про-
цесса формирования очагов эктопического кроветворения принесли 
убедительные доказательства в пользу огромной роли взаимодей-
ствия ГСК со стромой [33, 34].

Доказательства донорского происхождения стромы в эктопи-
ческих очагах впервые получены в тонких экспериментах с исполь-
зованием иммунологического подхода. КМ мышей линии C57BL/6 
имплантировали гибридам первого поколения этой и аллогенной ей 
линии RIII. В силу кодоминантного наследования трансплантацион-
ных антигенов гибрид F1 принимает ткани от обеих родительских 
линий, в связи с чем трансплантат не отторгается и образуется очаг 
эктопического кроветворения. Через 4 недели его переносили жи-
вотным линии донора или F1 гибридам. В обоих случаях возникали 
и длительно функционировали вторичные эктопические очаги, что, 
безусловно, доказывает донорское происхождение строящей очаг 
стромы. При трансплантации очага, действующего даже 12-14 ме-
сяцев, он хорошо приживается у родителей и, следовательно, за это 
время не пополняется потенциально способными к формированию 
очага стромальными клетками реципиента [35]. 

Кариологический и антигенный анализ выявил, что в очаге реци-
пиенту принадлежат только кроветворные клетки. Стромальные клет-
ки, в частности фибробластоподобные, в эктопических очагах имеют 
донорское происхождение. Если имплантировать КМ в непроницае-
мой для клеток диффузионной камере, в ней также возникает кость  
и кроветворное микроокружение, пригодное для заселения кроветвор-
ными клетками, например, после нарушения целостности камеры [36].

Важные данные по изучению стромальной регуляции ГСК полу-
чены на мышах-мутантах с генетически обусловленным дефектом 
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состояние клеточного цикла культивируемых ГСК. Уместно отметить, 
что, по литературным данным, сразу после выделения ГСК из пери-
ферической крови они находятся в фазе G0/G1 [55] и их статус из-
меняется в пользу пролиферирующих клеток при выращивании со 
стимулирующими факторами [56]. В рассматриваемой работе при 
совместном культивировании ГСК и МСК значительное и последо-
вательное увеличение G2/M-клеток наблюдалось над слоем МСК,  
а не среди неприлипающих клеток или находящихся под слоем МСК. 
Таким образом, межклеточные контакты на поверхности слоя МСК 
способствуют делению клеток, а ГСК, мигрировавшие под слой МСК, 
сохраняют фенотип и значительно замедленную скорость деления. 
Формирование подслойной фракции ГСК замедлялось при блоки-
ровании β1-интегринов или CXCR4. Эффект еще более усиливался 
при комбинированной блокаде, указывая на синергическую роль  
β1-интегринов и оси SDF1/CXCR4 в образовании этой фракции. Неяс-
но, поддерживает ли активно среда под слоем МСК незрелое состоя-
ние ГСК или МСК создают обстановку ниши, которая своими механиз-
мами привлекает покоящиеся ГСК. Участвовать могут оба механизма.  
В одной из работ авторам удалось показать, что мигрируют через 
слой МСК преимущественно CD34+CD38- ГСК [57].

ЭНДОСТАЛЬНАЯ НИША И ОСТЕОБЛАСТЫ
Самоподдержание, дифференцировка и пролиферация ГСК  

происходит в нишах двух типов: эндостальной и сосудистой, в каждой 
из которых осуществляется особое контактное и гуморальное взаи-
модействие между различными субпопуляциями стромальных клеток  
и ГСК, определяющее дальнейшее развитие последних.

У мышей кроветворение осуществляется в костном мозге, рас-
положенном в полостях костей. КМ хорошо васкуляризирован [58]. 
Через паренхиму КМ проходит центральная продольная артерия, от 
которой отходят радиальные артерии меньшего калибра, уменьшаю-
щиеся постепенно в диаметре и переходящие в артериолы. Ветвясь, 
последние образуют возле эндоста густую сосудистую сеть [59]. 
Здесь наблюдается переход к венозным сосудам, выстланным Sca-1- 
эндотелием. Венозные синусоиды укрупняются и ближе к централь-
ной части КМ впадают в центральный синус. Синусоиды содержат 
фенестральные участки, обеспечивающие выход в кровь образую-
щихся в КМ клеток [60]. 

Костная ткань подвергается постоянному ремоделированию 
путем тесной кооперации созидающих стромальных клеток-остео-
бластов и остеокластов, гемопоэтических по происхождению, резор-
бирующих определенные участки ткани [61]. Разрушая компоненты 
эндоста, остеокласты индуцируют также мобилизацию ГСК [62]. 
Остеобласты обнаруживаются вдоль эндоста на границе раздела 
между костью и КМ. Веретенообразные N-кадгерин+CD45- остеобла-
сты (spindle-shaped N-cadherin+CD45- osteoblastic cells – SNO-клетки), 
экспрессирующие высокий уровень N-кадгерина, представляют со-
бой незрелые остеобласты и также расположены вдоль костномоз-
говой поверхности эндоста. Морфологически SNO-клетки значи-
тельно отличаются от кубических зрелых остеобластов [63]. 

Основной функцией остеобластов при костном ремоделирова-
нии является секреция протеинов неминерализированного костно-
го матрикса, именуемого остеоидом. Внеклеточный матрикс играет 
большую роль в функционировании ниш, в частности, во влиянии 
на миграцию ГСК. Коллаген I, IV типов и фибронектин находятся  
в эндосте. Коллаген IV типа и ламинин связаны с костномозговыми 
сосудами, включая артериолы, вены и синусы. Фибронектин рас-
пределен и в центральной части КМ. Все белки, за исключением 
коллагена IV типа, присутствуют в кости. Фибронектин, коллаген III, 
IV типов и ламинин находятся также в периосте [64]. Синтез мат-
риксных белков интенсифицируется клетками остеобластической 
линии по мере их дифференцировки от преостеобластов к зрелым 
остеобластам. Остеокальцин практически продуцируется только зре-
лыми клетками. Они производят в большом количестве и коллаген 
І типа, остеопонтин, сиалопротеин и щелочную фосфатазу [65-67].  

именно фибробласты КМ, но не селезенки, кожи или кости, значи-
тельно улучшали выживание ГСК in vitro [48].

Были обнаружены клетки, поддерживающие кровотворение  
в длительной культуре костного мозга (long term culture initiating 
cells – LTC-ICs), получившие такое название, поскольку проявляли 
невиданную способность к колониеобразованию в течение 5 не-
дель и более, и только при кокультивировании со стромальными 
фибробластами. Последние продуцировали SCF (stem cell factor), 
ИЛ-3 и гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (КСФ-Г). 
CD34+CD38- клетки в этих условиях обнаруживали способность  
к самообновлению в пределах 6-недельного периода. Инкубация ГСК  
и клеток-предшественников в бессывороточной среде с добавлением 
FLT3-лиганда, SCF, ИЛ-3, ИЛ-6, КСФ-Г и фактора роста нервов (NGF) 
индуцировала пролиферацию с образованием через 10 дней колоний, 
содержащих от 4 до 1000 клеток, 40 % из которых включали более 
одной LTC-IC. В течение первых 10 дней количество LTC-IC возрастало 
в 30 раз, а к концу 1-3 недели – в 50 раз. В отсутствие растворимых 
стромальных факторов отмечалось снижение эффекта [10]. 

Лучшие результаты получены при культивировании ГСК в тесном 
контакте со стромой. Авторы пришли к выводу, что для увеличения 
количества и улучшения свойств ГСК, культивируемых с цитокинами, 
необходим контакт ГСК со стромальными клетками [49]. 

Тем не менее значительная роль в реализации эффекта стро-
мальных клеток цитокинов очевидна. МСК конститутивно экспрес-
сируют mРНК ИЛ-6, ИЛ-11, ингибиторный фактор лейкемии (LIF), 
моноцитарный колониестимулирующий фактор (КСФ-М) и SCF.  
В МСК, стимулированных ИЛ-1, усиливается экспрессия mРНК  
ИЛ-6, ИЛ-11, LIF, а также начинается экспрессия КСФ-Г и грануло-
цито-моноцитарного колониестимулирующего фактора (КСФ-ГМ).  
У культивируемых в остеогенной среде МСК уровень mРНК ИЛ-6,  
ИЛ-11 и LIF снижается, тогда как экспрессия КСФ-М и SCF не наруша-
ется; КСФ-Г и КСФ-ГМ не определяются, а ИЛ-3 не обнаруживается  
в МСК ни при каких обстоятельствах. Однако  МСК, преинкубирован-
ные в контрольной или остеогенной среде, имеют сходную способ-
ность к поддержанию LTC-ICs [50]. 

При сокультивировании CD34+-клеток пуповинной крови и МСК 
КМ в присутствии SCF, flt3-лиганда и ИЛ-3, прикрепленные к МСК 
клетки располагались в двух уровнях: на и под монослоем МСК. 
С МСК связывались преимущественно эритроидные и мультипо-
тентные предшественники. Открепленные гемопоэтические клетки 
имели фенотип CD34+CD45low, аналогичный по этим маркерам у све-
жевыделенных CD34+-клеток пуповинной крови. Относительное со-
держание CD34+CD38--ГСК (ранние, репопулирующие ГСК) возраста-
ло с 4-9 % до 53-55 % [51]. Также показано многократное увеличение 
количества CD34+ клеток пуповинной крови, культивируемых с МСК 
пуповинно-плацентарного происхождения [52].

Предприняты исследования по моделированию ниши ГСК ex vivo.  
Одной из предпосылок стало обнаружение необходимости для со-
хранения покоя ГСК iv vivo и in vitro взаимодействия их с МСК [53]. 
Показано также, что межклеточные контакты in vitro оказывают зна-
чительное влияние на функциональные, фенотипические и клоно-
генные показатели ГСК. Непосредственный контакт с МСК действует 
на миграцию ГСК и профиль экспрессии генов поддержания ГСК  
во время экспансии ex vivo [54].

При совместном культивировании ГСК и МСК удалось выде-
лить по объективным критериям три различных компартмента:  
1) среда, в которой ГСК растут без перманентного контакта с МСК; 
2) поверхность МСК; 3) окружающая среда под слоем МСК. При 
выполнении фазовоконтрастной, конфокальной и электронной 
микроскопии были идентифицированы неприлипающие клетки, 
прилипающие к поверхности МСК и клетки, которые мигрировали 
под фидерный слой. При этом слившийся монослой МСК может 
служить в качестве границы двух различных компартментов. При-
чем эти пространственные ограничения влияют на пролиферацию  
и дифференцировку ГСК. Так, примечательным признаком стало  
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82-85] и это соответствует данным о том, что длительно репопули-
рующие и удерживающие бромдезоксиуридин (BrdU) ГСК преимуще-
ственно локализированы вблизи SNO-клеток в эндосте [60].

Таким образом, экспансия SNO-остеобластов в результате по-
вышенной функциональной нагрузки системы PTH/PPR [78] или  
в результате условной инактивации BMPRIa ассоциируется с возрас-
танием количества ГСК, а истощение остеобластов ганцикловиром 
у соответствующих трансгенных мышей приводит к определенному 
снижению содержания ГСК в КМ и значительной редукции В-клеток 
и эритроидных прогениторов [80, 86]. Приведенных данных казалось 
бы достаточно для закрепления за остеобластами основной роли  
в создании ниш ГСК.

Однако PPR, BMPRIa и Colα1(I) экспрессируются и CAR-клетками 
(CXCL12-abundent reticular cells), находящимися в некотором от-
далении от эндоста [87]. К тому же данные о вкладе остеобластов, 
особенно зрелых, в поддержании ГСК при дальнейшем рассмотре-
нии оказались противоречивым. Показано, что обработка паратгор-
моном увеличивает количество короткоживущих ГСК не вследствие 
экспансии остеобластов, а благодаря продукции Wnt-лиганда Wnt10B 
Т-клетками [88]. Более того, не всегда увеличение количества осте-
областов достаточно для экспансии ГСК. Обработка мышей костным 
анаболиком стронтином (strontin) ведет к экспансии зрелых остео-
бластов, но не оказывает влияния ни на количество, ни на функцию 
ГСК [89]. Наоборот, у мышей с хроническим воспалительным артри-
том, истощающим количество остеобластов, ГСК остаются нормаль-
ными [90]. Ранее также было установлено, что количество ГСК не 
уменьшалось у мышей с редуцированным количеством зрелых остео- 
бластов [53, 91]. И наконец, условная делеция CXCL12 [92-96] или 
SCF [94] в зрелых остеобластах не оказывает влияния на содержание 
ГСК в КМ. 

В оценке ситуации важно то обстоятельство, что линия остеоген-
ных клеток гетерогенна и клетки различной степени зрелости могут 
обладать разной функциональной активностью. Так, примитивные 
остеогенные клетки экспрессируют более высокий уровень CXCL12  
и SCF и поддерживают длительную репопулирующую активность ГСК 
лучше, чем более дифференцированные клетки [97]. Исследования 
в системе сигнализации CXCL12-CXCR4 выявило ее необходимость 
для хоуминга и поддержания ГСК и развивающихся иммунных кле-
ток, включая В-лимфоциты, плазмоидные дендритные клетки (pDC) 
и NK-клетки в КМ [92, 93, 98-107].

На завершающем этапе остеогенной дифференцировки экс-
прессируется транскрипционный фактор Osx (Osterix), известный 
также как Sp7 и экспрессируемый в основном остеогенными клет-
ками [108, 109]. В его отсутствие остеогенной дифференцировки не 
происходит и у Osx-null мышей костная ткань отсутствует. У таких 
мышей сохранена экспрессия Runx2, но экспрессия других остеоген-
ных маркеров резко снижена, вплоть до полного их исчезновения 
[110]. У нормальных Osx+ преостеобластов экспрессируются марке-
ры экстрацеллюлярного матрикса [110], среди которых коллаген I, 
остеопонтин, костный сиалопротеин и щелочная фосфатаза. Боль-
шинство Osx+ клеток в костном мозге представлены эндостальны-
ми остеобластами и субэндостальными преостеобластами. Эти Osx+ 
клетки также экспрессируют CXCL12. Jung Y. и др. показали, что  
in vitro CXCL12 секретируется, главным образом, на ранних этапах 
дифференцировки и практически исчезает в зрелых остеобластах 
[111]. Если cxcl12 ген селективно подавить в Osx+ клетках, значитель-
ных изменений в количестве и функции ГСК не происходит. Вместе  
с тем усиливалась мобилизация из КМ гемопоэтических прогени-
торов так, что в крови и селезенке их количество возрастало в 10  
и 8 раз соответственно [93].

Условная делеция CXCL12 в Osx+ клетках [93], Col2,3-Cre остео-
бластах [92, 95] или BGLAP-Cre остеобластах [96] не приводит к ка-
ким-либо дефектам собственно ГСК. В то же время делеция CXCL12 
в остеобластах (Col2,3-Cre) сопровождается уменьшением в КМ об-
щих лимфоидных предшественников [92], а делеция в Osx+ остеоген-

Определенное место в нише принадлежит также и полисахаридам,  
в частности, гиалуроновой кислоте [68]. Введение гиалуронидазы 
мышам способствует мобилизации МСК [69].

Также важно, что остеобласты регулируют дифференцировку 
остеокластов [61, 70]. Как и адипоциты, остеобласты происходят 
из дифференцирующихся МСК [71, 72]. Способность МСК к муль-
тилинейной дифференцировке и наличие изначально общих меж-
линейных генетических механизмов в ее процессе подтверждается 
временной экспрессией в преадипоцитах продуктов, характерных 
для остеобластической линии, и наоборот [73].

Было установлено, что первичные человеческие остеобласты 
поддерживают пролиферацию примитивных гемопоэтических про-
гениторов in vitro, что может свидетельствовать о возможном уча-
стии остеобластов в гемопоэзе [74-77].

Активная роль остеобластов в качестве регулятора ГСК в нишах 
in vivo была показана в двух взаимодополняющих работах. Calvi L.  
и др. использовали влияние конститутивно активированной системы 
паратгормон (PTH)/пептидный рецептор паратгормона (PPR), нахо-
дящейся под контролем остеобластного промотора коллагена α1 (I) –  
Colα1(I) [78]. У PPR-трансгенных мышей значительно увеличивалось 
содержание ГСК в КМ в сочетании с расширением площади губча-
той кости и повышением количества трабекулярных остеобластов, 
экспрессирующих высокий уровень Jagged-1 – лиганда сигнального 
пути Notch. Активация PPR паратиреоидным гормоном приводила 
к возрастанию количества остеобластов в стромальных культурах, 
а добавление ингибитора γ-секретазы, подавляющей активацию 
Notch, предотвращало этот эффект. Наконец, при исследовании 
стромальных культур мышей дикого типа, стимулированных парат-
гормоном, воспроизводилась ситуация, наблюдавшаяся в культуре 
клеток PPR-трансгенных мышей, что позволило авторам сделать вы-
вод об участии остеобластов в качестве регуляторного компонента 
при формировании костномозговых ниш ГСК. 

Иной подход продемонстрировали Zhang J. и др., которые с ис-
пользованием системы Mx1-Cre/loxP осуществляли условный нокаут 
остеобластного гена рецептора костного морфогенетического протеи-
на Ia (BMPRIa) и исследовали таким образом роль в функционировании 
ниши передачи сигналов, опосредованных взаимодействием костного 
морфогенетического протеина (BMP) со своим рецептором [63]. В си-
стеме loxP/Cre целевой ген фланкируется последовательностями loxP, 
узнаваемыми Cre-рекомбиназой, а ген Cre помещается под промотор 
гена, активирующегося только при определенных условиях. Известно, 
что путь сигнализации BMP-BMPRIa играет большую роль в форми-
ровании эмбрионального и постнатального гемопоэза. В результате 
проведенного эксперимента у животных наблюдалось формирование 
эктопических трабекулярных губчатых костных зон и значительное 
увеличение в них количества веретенообразных N-кадгерин+ SNO-
клеток. В 2,2 раза возрастала и численность LT-HSCs, прилипающих 
к этим клеткам через N-кадгерин. При этом наблюдалась корреляция 
между количеством SNO-клеток на эктопически расположенной кост-
ной поверхности и возрастанием в ткани числа ГСК.

Обнаружено, что резистентные к 5-фторурацилу (5-ФУ) и экс- 
прессирующие Tie2 и N-кадгерин ГСК пребывают в контакте  
с синтезирующими остеокальцин остеобластами [79], а истощение 
остеобластов, экспрессирующих тимидинкиназу (Col2,3Δtk), введе-
нием ганцикловира нарушало развитие клеток эритроидного ряда 
и В-лимфоцитов. По-видимому, компенсаторно происходила ак-
тивация экстрамедулярного гемопоэза в селезенке и печени [80].  
В результате абляции эндостальных остеобластов нарушался про-
цесс самообновления LT-HSCs и в то же время ускорялось разви-
тие лейкемии [81]. Таким образом, также была продемонстрирована  
существенная роль клеток остеобластной линии в гемопоэзе и полу-
чены данные о том, что вне костного мозга также имеются клеточные 
элементы, способные поддерживать кроветворение.

Во многих исследованиях с мечеными ГСК установлена их лока-
лизация после трансплантации в эндостальном регионе [43, 58-60, 
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эти клетки практически не мигрировали. Они оставались в централь-
ной части смешанного сфероида, сформированного остеоиндуциро-
ванными клетками, что свидетельствует о существенных различиях  
в активности адгезии в зависимости от свойств стромальных клеток. 
Важно также отметить, что у адгезирующих к остеоиндуцированным 
МСК ГСК в значительной мере угнетается пролиферативная актив-
ность, что наблюдается и в нишах ГСК in vivo. [134].

Остеобластная ниша поддерживает ГСК в покоящемся состоянии 
в фазе G0, а известно, что наибольшая активность в восстановле-
нии гемопоэза обусловлена ГСК, находящимися в состоянии покоя  
[12, 19, 79, 135, 136].

Покоящиеся ГСК входят также в SP (side population) – небольшую 
фракцию клеток, занимающих боковые положения на гистограммах 
при фенотипировании методом проточной цитометрии и слабо ме-
тящихся красителем Hoechst 33342 (Ho) [137]. Клетки этой фракции 
экспрессируют транспортер ABC (ABCG2), который обеспечивает 
удаление красителя из клетки [138].

Анализ состояния клеточного цикла LSK-клеток, составляющих 
фракцию SP-клеток, по окрашиванию пиронином Y (pyronin Y – PY) 
показывает, что более 90 % LSK SP-клеток находятся в фазе G0 [79]. 
PYlow/- и PY+ клетки находятся в фазах клеточного цикла G0 и G1 соот-
ветственно [139]. LSK-SP-клетки проявляют резистентность к 5-фто-
рурацилу, в то время как не-SP-фракция LSK-клеток чувствительна 
к нему [79]. Поскольку 5-ФУ индуцирует апоптоз активно делящихся 
клеток, ясно, что SP-клетки являются митотически не активными. 
При этом показано, что ГСК мышей, получавших 5-ФУ, экспресси-
рующие Tie2, N-кадгерин и остеокальцин, находились в контакте  
с выстилающими кость остеобластами [79].

Считается, что состояние покоя ГСК достигается взаимодействи-
ем молекул на поверхности остеобластов (N-кадгерин, ангиопоэ-
тин-1 и тромбопоэтин) со своими рецепторами на ГСК (N-кадгерин, 
Tie-2 или Mp1, соответственно) [53, 63, 79, 119, 120, 140, 141].  
А избыточная экспрессия канонического Wnt ингибитора Dikkopf 1 
приводит к утрате состояния покоя ГСК, сопровождающейся сни-
жением серийного трансплантационного потенциала [126]. Также 
обнаружена поддерживающая роль Wnt в регуляции остеобластами 
В-лимфоцитопоэза [142].

В эндостальной области располагаются длительно репопулиру-
ющие и сохраняющие метку BrdU ГСК [11]. Однако только 6 % дли-
тельно репопулирующих ГСК, идентифицированных по маркерам 
SLAM (signaling lymphocytic activation molecule), были положитель-
ны по BrdU [135]. Дискуссионное значение имеют и данные о том, 
что в некоторых экспериментах количество ГСК не уменьшалось  
у мышей с редуцированным количеством остеобластов [53, 91]. Так-
же количество ГСК не снижалось и при условном дефиците у остео-
бластов N-кадгерина [112] и CXCL12 [92-96]. А некоторые последу-
ющие исследования не подтвердили значимой ассоциации между 
остеобластами и ГСК [59, 143]. К тому же определенное влияние  
на ГСК соответствующих лигандов в экспериментах с изучением 
роли PPR и BMPRIa может быть связано с экспрессией этих молекул 
на CAR-клетках.

Тем не менее совершенно очевидно, что остеогенные клетки 
играют определенную роль в формировании микроокружения ГСК 
в эндосте, формируя так называемую эндостальную нишу. Ее вли-
яние на функционирование ГСК и гемопоэз может определяться 
мембранными контактными взаимодействиями и цитокин-рецептор-
ными связями, реализация которых во многом зависит от субпопу-
ляционной принадлежности и степени зрелости взаимодействующих 
клеток, что не всегда может быть учтено в экспериментах.

И все же исключительность роли остеогенных клеток в формиро-
вании костномозговой ниши оспаривается еще и тем, что в онтогене-
зе кроветворение последовательно развивается в желточном мешке, 
АГМ-области, фетальной печени, плаценте и может осуществляться  
в селезенке. Однако во всех этих областях, из которых могут быть 
выделены ГСК, отсутствуют остеобласты, но зато везде содержатся 

ных клетках приводит к снижению численности коммитированных 
предшественников В-лимфоцитов [93]. Складывается впечатление, 
что в развитии различных субпопуляций ГСК и их прогениторов при-
нимают участие разные определенные субпопуляции стромальных 
клеток. По-видимому, эндостальный регион представляет собой 
микроокружение, включающее остеогенные клетки разной степе-
ни зрелости, подходящее для поддержания лимфоидных предше-
ственников, и, возможно, большую роль в этом отношении играет 
N-кадгерин. Последний является кальций-зависимой гомофильной 
молекулой, формирующей адгезивные соединения. Он экспресси-
руется субпопуляциями остеогенных клеток с высокой активностью 
у незрелых клеток, а также ГСК и их клетками-предшественниками 
[97]. По крайней мере, некоторые субпопуляции ГСК локализируются 
вблизи SNO-клеток [60, 84, 85] и N-кадгерин включается в адгезию 
ГСК к остеогенным прогениторам [97]. Предполагалось, что остео-
бласты контактируют с ГСК путем прямого взаимодействия через 
N-кадгернин-опосредованную адгезию [63]. Однако при использова-
нии условного нокаута N-кадгерина (Cdh2) в гемопоэтических клет-
ках [112], остеопрогениторах [113] и остеобластах [114] не обнару-
жено существенных изменений в числе ГСК, хотя суперэкспрессия 
N-кадгерина несколько увеличивала их количество [115, 116].

Продуцируя остеопонтин, остеобласты могут снижать пул кост-
номозговых ГСК [117]. Экспрессия ангиопоэтина и тромбопоэтина, 
которые связываются с Tie2 и Mpl соответственно, также препятству-
ет увеличению количества ГСК [118-120].

При резорбции кости остеокластами происходит высвобождение 
кальция, который может активировать N-кадгериновые взамодей-
ствия. Это может способствовать сохранению ГСК в эндостальном 
регионе [121], но по другим данным активация остеокластов вызы-
вает мобилизацию ГСК [62].

Можно предположить, что определенная противоречивость не-
которых результатов обусловлена тем, что либо в нише функциони-
руют различные специфические популяции остеобластов, либо для 
осуществления определенных функций не требуются исключитель-
но остеобласты, и они могут вытесняться другими типами клеток, 
компенсируя количественную или функциональную нестабильность 
остеопрогениторов.

Положительным регулятором ГСК является также Jagged-1 при 
условии активации PPR [78, 79, 119]. Несмотря на то что Jagged-1 
проявляет себя как решающий фактор при PPR-активированном 
остеобластом наращивании ГСК, он не участвует в их гомеостазе 
[121]. Связанными с остеобластами негативными регуляторами 
считаются остеопонтин и Dikkopf 1 (ингибитор Wnt/β-катенин-
сигнализации) [117, 123-127].

Экспрессируемый остеобластами CXCL12 вместе с CXCR4 играют 
одну из главных ролей в хемотаксисе, выживании и удержании ГСК  
в КМ [105, 128-130]. Большое значение имеют также SCF, ИЛ-8 и мень-
ше – некоторые другие цитокины, активирующие клетки через LFA-1, 
VLA-4, VLA-5, CD44 и MT1-матриксную металлопротеиназу [131]. 

Выделение ГСК из различных регионов КМ показало, что 
CD150+CD48- LSK (Lin-Sca-1+c-Kit+)-клетки из эндостальной ниши 
обладают более высоким пролиферативным и хоуминговым потен-
циалом, чем ГСК такого же фенотипа, полученные из центральной 
части КМ. Установлено также, что CD150+CD48+ LSK-клетки, ранее 
определенные как предшественники В-лимфоцитов, способны  
к мультилинейной дифференцировке, однако только в случае, если 
они изолированы из эндостальной области [29].

После трансплантации КМ ГСК мигрируют внутрь КМ, а затем ча-
стично из него в течение нескольких часов [132]. Это свойство лучше 
выражено у CD34+ клеток кордовой крови, которые быстрее и эффек-
тивнее приживляются при трансплантации мышам NOD/SCID [133]. 

В другой работе на 3D-модели ex vivo двунаправленная миграция 
CD34+ клеток достигала пика через 24 часа культивирования в про-
стых, состоящих из неиндуцированных МСК, сфероидах. А из сфе-
роидов, состоящих из остеоиндуцированных МСК, или смешанных, 



88 Клітинна та органна трансплантологія    Том 4, № 1, травень 2016

ОБЗОРЫ

Lepr на периваскулярных клетках специфичен к активирующему 
метаболизм и секретируемому адипоцитами гормону лептину [155]. 
Lepr+ клетки имеют фенотип предшественников МСК, составляют 
70 % CD45-TER119-PDGFRa+ МСК КМ и синтезируют SCF и CXCL12. 
При фенотипировании они частично перекрываются с клетками, по-
зитивными на нестин [143, 156], и являются самообновляющейся 
популяцией, необходимой для остео- и адипогенной регенерации  
[157, 158].

В контакте с CAR-клетками обнаруживается большинство 
CD150+CD48-CD41- ГСК (97 %), ранних предшественников В-клеток, 
плазматических клеток, pDCs и NK-клеток, свидетельствуя, что они 
функционируют как элементы ниши для ГСК и предшественников 
всех иммунных клеток, генерируемых костным мозгом (так называе-
мые «ретикулярные ниши») [103, 105-107].

CAR-клетки тесно прилегают к синусоидальному эндотелию 
[105]. Однако они не экспрессируют пан-эндотелиальный маркер 
PECAM-1 и маркер гладкомышечных клеток α-актин (SMαA), свиде-
тельствуя, что CAR-клетки представляют собой популяцию, отличную 
от эндотелиальных и гладкомышечных клеток [103]. CAR-клетки не 
экспрессируют также CD45, Sca-1, но обнаруживают VCAM-1, CD44, 
PDGFRα и PDGFRβ, свидетельствуя, что они представляют собой от-
носительно гомогенную популяцию стромальных клеток [87].

Для освещения роли CAR-клеток in vivo использована модель 
трансфекции рецептора дифтерийного токсина (DTR). Комплекс 
DTR-GFP был внедрен в cxcl12-локус (cxcl12-DTR-GFP), что позво-
лило удалять CXCL12-экспрессирующие клетки введением мышам 
дифтерийного токсина [159]. Укрывающие кость остеобласты и эн-
дотелиальные клетки в этих условиях не поражались, но наблюда-
лась выраженная деплеция CAR-клеток с 2-кратным уменьшением 
содержания в КМ ГСК; снижалось также и количество пролифери-
рующих В-клеточных и эритроидных прогениторов. Большинство из 
оставшихся ГСК пребывало в состоянии покоя с высокой экспресси-
ей генов, ответственных за миелоидный путь развития [87].

У отсортированных CAR-клеток CXCL12-GFP-мышей экспрессия 
CXCL12 и SCF была выше, нежели в других костномозговых попу-
ляциях. В соответствии с этим краткосрочная абляция CAR-клеток  
in vivo заметно угнетала продукцию SCF и CXCL12, указывая, что CAR-
клетки являются главным продуцентом CXCL12 и SCF в КМ. Причем 
индивидуальные CAR-клетки экспрессируют и CXCL12, и SCF [87].

В целом результаты показывают, что CAR-клетки являются 
адипо-остегенными клетками-предшественниками, продуцирую-
щими большое количество критически важных для функциониро-
вания ниши цитокинов и которые необходимы для пролиферации 
В-клеточных, эритроидных прогениторов и в то же время сохранения 
ГСК в недифференцированном состоянии.

У человека CAR-клетками, возможно, являются обильно проду-
цирующие CXCL12 костномозговые стромальные предшественники, 
экспрессирующие ассоциированную с меланомой молекулу клеточ-
ной адгезии MCAM, именуемую также CD146 [160]. 

Клетки, экспрессирующие нестин
Белок промежуточных филаментов нестин (nestin – Nes) экс-

прессируется нейрональными клетками [161], а также выявляется  
в различных периваскулярных и эндотелиальных клетках [162]. В КМ 
трансгенных мышей, у которых GFP экспрессируется под контролем 
нейроспецифического регуляторного элемента Nes-гена, Nes-GFP+ 

клетки обнаруживают исключительно периваскулярное расположе-
ние. Установлено, что Nes-GFP+-клетки экспрессируют различные 
уровни GFP в зависимости от локализации. Периартериально рас-
положены Nes-GFPbright клетки, а перисинусоидально – Nes-GFPdim 

клетки. С первыми ассоциируются покоящиеся ГСК, сохраняющи-
еся после введения 5-ФУ. Маркер перицитов NG2 ассоциируется  
с Nes-GFPbright клетками, а Lepr обнаруживается преимущественно на 
Nes-GFPdim клетках. Делеция NG2-клеток приводит к переходу ГСК  
в процесс пролиферации и смене места пребывания [143].

периваскулярные клетки, пространственно тесно связанные с генера-
цией ГСК. Также было показано, что линия эндотелиальных клеток фе-
тальной печени AFT024 эффективно поддерживает ГСК in vitro [144]. 

Отмеченная противоречивость результатов изучения роли остео-
бластов и других стромальных клеток в формировании эндосталь-
ной ниши ГСК и, с другой стороны, появление данных об участии 
в процессе эндотелиальных и периваскулярных клеток аргументи-
ровали исследования их значения и способствовали формированию 
представлений о сосудистой нише.

СОСУДИСТАЯ НИША
Периваскулярные и эндотелиальные клетки
Важную роль в качестве компонентов ниши играют периваску-

лярные и эндотелиальные клетки. Изучение сосудистого компонен-
та в формировании ниш ГСК позволило по-новому взглянуть и на 
эндостальную нишу, так как стало понятно, что влияние этого ре-
гиона не ограничивается собственно эндостальной поверхностью, 
как предполагалось изначально [145, 146]. Как уже упоминалось, 
КМ в области эндоста хорошо васкуляризирован и артериолами,  
и венозными синусоидами с CAR-клетками [105]. После сингенной 
трансплантации нормальным мышам ГСК распределяются в КМ 
случайным образом. Однако при пересадке облученным животным 
они собираются преимущественно у эндостальной поверхности. Это 
объясняется тесной близостью кровеносных сосудов и остеобластов 
в слое, покрывающем эндостальную поверхность [85, 147], а также 
повреждающим сосуды действием облучения с выходом ГСК из со-
судов и прикреплением их к остеобластам [148]. 

Именно поблизости от синусоидальных сосудов эндоста обнару-
жили ГСК по SLAM-маркерам (CD150+, CD48- и CD41-) [7]. С исполь-
зованием линии мышей, экспрессирующей GFP (green fluorescent 
protein – зелёный флуоресцентный белок) вследствие внедрения 
гена белка в cxcl12-локус, выявляли CAR-клетки в контакте с ГСК 
как в эндостальном, так и в неэндостальном слое, но, главным об-
разом, возле синусоидов [105]. В синусоидальных участках губча-
той кости обнаруживаются зоны с высокой экспрессией CXCL12  
и Е-селектинов, важных для хоуминга и расселения нормальных  
и лейкемических ГСК [58]. О тесной ассоциации ГСК с сосудами  
и периваскулярными клетками свидетельствуют и результаты актива-
ции симпатических нервов, окончания которых оплетают периваску-
лярные клетки, что позволяет регулировать циркадную, стрессовую 
и индуцированную мобилизацию ГСК посредством освобождения 
норадреналина, изменяющего сосудистую проницаемость и моду-
лирующего экспрессию CXCL12 [149, 150]. К тому же симпатиче-
ская нервная система играет критическую роль в регенерации КМ,  
по-видимому, путем реализации схожих механизмов, когда вызван-
ная химиотерапией абляция адренергической иннервации тормозит 
восстановление численности ГСК [151].

CAR–клетки
Популяция периваскулярных отросчатых стромальных клеток, 

экспрессирующих большое количество CXCL12, известна как CAR–
клетки. Они являются мезенхимальными прогениторами, способ-
ными к дифференцировке в адипоциты и остеобласты [105]. Боль-
шинство индивидуальных CAR-клеток экспрессируют одновременно 
и адипогенные, и остеогенные гены, включая pparγ, runx2 и osx,  
а также имеют потенциал к дифференцировке в адипоциты и остео-
бласты в культуре. В соответствии с этим, кратковременная абляция 
CAR-клеток in vivo нарушает адипогенный и остеогенный дифферен-
цировочный потенциал костномозговых клеток [87]. Точный клеточ-
ный состав CAR-субпопуляции не известен, хотя установлено, что  
в ней представлены клетки, экспрессирующие лептиновый рецептор 
(Lepr), нестин, Mx-1, транскрипционный фактор Prx-1, выявляемый 
у 95 % CD45-TER119-PDGFRa+  МСК КМ, и транскрипционный фактор 
Osx, который необходим для дифференцировки МСК в остеобласты 
[93, 94, 152-154].
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участие эндотелиальных клеток в гемопоэзе можно также предпо-
лагать на том основании, что они экспрессируют E-селектин [172] 
и секретируют высокоактивные ангиогенные факторы: FGF2, DLL-1, 
IGFBP2, ANGPT 1 (ангиопоэтин 1), DHH и EGF [148, 173-176]. Ангио-
генные факторы Akt-активированных эндотелиальных клеток могут 
играть ключевую роль в поддержании баланса между процессами 
самообновления и дифференцировки ГСК. Селективная активация 
AKT1 в эндотелиальных клетках взрослых мышей мосле миелоабля-
ции увеличивает количество ГСК и ускоряет гематологическое вос-
становление [174].

Показано, что синусоидальные эндотелиальные клетки поддер-
живают самообновление и предотвращают истощение ГСК в бессы-
вороточной культуре и in vivo через Notch-сигнализацию. Большую 
роль в этих процессах играют VEGF2 и VE-кадгерин-зависимые сиг-
нальные пути [177]. Таким образом, то, что эндотелиальные клетки 
способствуют самообновлению ГСК, следует также из эксперимен-
тов с делецией Jagged1 при использавании VE-кадгерин-cre, когда 
периваскулярные клетки, включая PDGFRa+CD51+ МСК, не изменя-
ются ни количественно, ни функционально [178]. В то же время 
установлено, что CD31hiendomucinhi эндотелиальные клетки моду-
лируют неоангиогенез опосредованно через Notch-сигнализацию  
в периваскулярных прогениторах [179, 180]. Прямое участие эндо-
телиальных клеток в поддержании ГСК показано с использованием 
Tie-Cre-мышей [92-94].

Продукция CXCL12 васкулярным эндотелием укрепляет адгезию 
CD34+ клеток посредством усиления экспрессии взаимодействую-
щих интегринов VLA-4 и LFA-1 с соответствующими эндотелиальны-
ми лигандами – VCAM-1 и ICAM-1. Известно также, что эндотелиаль-
ные клетки, полученные из различных тканей, могут поддерживать 
ГСК в культуре клеток [181-183]. Высказывается предположение, что 
влияние на ГСК оказывает SCF, продуцируемый эндотелиальными 
клетками и вне ниш [94].

Экспрессия Е-селектина (находящегося исключительно на эн-
дотелиальных клетках) способствует ГСК-пролиферации, тогда как 
антагонисты Е-селектина способствуют состоянию покоя и самооб- 
новлению [184]. Возможно, эндостальная ниша обеспечивает ги-
поксическую среду для поддержания ГСК в состоянии покоя, в то 
время как сосудистая ниша позволяет ГСК пролиферировать и диф-
ференцироваться в среде с более высоким содержанием кислорода  
[14, 185]. 

ГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ И ГИПОКСИЯ
Кислород играет хорошо известную роль в клеточном дыхании, 

и его напряжение существенно сказывается на функциональном со-
стоянии различных клеток, тканей, органов и систем. Не составляют 
исключение и МСК, ГСК, а также такие структурно-функциональные 
единицы ниши. КМ представляет собой уникальный тканевой тип, 
имеющий сложную иерархическую организацию, основанную на 
взаимодействии различных типов стромальных и гемопоэтических 
стволовых клеток в пределах определенных компартментов, не-
которые из которых для эффективного функционирования могут 
нуждаться в пониженном, физиологичном именно для них, уровне 
насыщения кислородом [186-188]. 

Показано, что гемопоэз улучшается ex vivo при выдерживании 
культуры клеток при 1-3 % насыщении кислородом. Этот прием 
стал использоваться как один из наиболее эффективных подходов  
к улучшению условий культивирования стромальных и гемопоэтиче-
ских клеток [189-191]. В культуре мышиных костномозговых клеток 
при 1 % насыщении кислорода лучше сохраняется баланс между 
самообновлением LT-HSCs и клоногенной экспансией прогениторов, 
чем при 20 % кислорода. Эти результаты интересны для работы ex 
vivo с человеческими клетками-предшественниками, так как низкое 
напряжение кислорода может сдерживать избыточный пролифера-
тивный потенциал клеток, получаемых методом афереза. Так, напри-
мер, экспансия СD34+ клеток и клоногенных клеток-предшественников  

К Nes-GFP+ клеткам прилегают 60 % CD150+CD48-Lin- ГСК. Экс-
прессия mРНК CXCL12 и SCF много выше у отсортированных 
CD45-Nes-GFP+ клеток в сравнении с отсортированными CD45-Nes-
GFP- [153]. После in vivo деплеции нестин-положительных клеток  
с использованием DTR-опосредованной нокаутной технологии коли-
чество ГСК в КМ редуцировалось в 2 раза, но возрастало в селезенке, 
что свидетельствует о вовлечении нестин-экспрессирующих клеток  
в удержание ГСК в КМ.

Отсортированная фракция Nes-GFP+ содержала клетки, фор-
мирующие мезенхимальные сферы, колониеобразующие единицы 
фибробластов (КОЕ-Ф), а также дифференцирующиеся в адипоциты  
и остеобласты. С учетом указанных свойств, клетки квалифицирова-
ны как МСК [153]. Считается, что последние вносят очень существен-
ный вклад в формирование ниши [163-165]. Нестин обнаруживается 
также в субпопуляции CD146+ клеток у человека и экспрессируется 
большой фракцией периваскулярных стромальных клеток мышей 
вместе с тромбоцитарным рецептором ростового фактора PDGFR-α 
[153, 156]. По тесту образования КОЕ-Ф эти клетки составляют прак-
тически все костномозговые МСК [156]. Они располагаются вблизи 
ГСК у волокон симпатических нервов и экспрессируют гены, ответ-
ственные за сохранение и удерживание ГСК в КМ, включая контроли-
рующие CXCL12 и SCF [156].

В КМ человека содержатся периваскулярные CD146+CD45- МСК. 
Они способны к формированию гетеротопических ниш ГСК и ини- 
циации гемопоэза [159]. Им близки мышиные CD51+CD105+CD90−

CD45−Tie2- МСК, также способные индуцировать ниши ГСК, созда-
вая костномозговую полость с сосудами и ГСК хозяйского проис-
хождения в донорской эктопической кости [166]. Большое значение 
костномозговых МСК для формирования гемопоэтического микро-
окружения подчеркивается и данными о способности PDGFRα+Sca-
1+CD45-Ter119- МСК дифференцироваться в остеобласты, ретикулоциты  
и адипоциты in vivo [167].

Ясно, что МСК – один из основных элементов ниши, поддержива-
ющих самообновление ГСК. Важно отметить, что по отношению к при-
митивным CD34+CD38- эта способность наиболее выражена у МСК из 
КМ, кордовой крови и менее – у МСК адипозного происхождения, что, 
при отсутствии корреляции по цитокиновому профилю, согласуется  
с высокой степенью адгезии к ГСК стромальных клеток костного мозга 
и кордовой крови против МСК адипозного происхождения. Известно, 
что только МСК КМ и кордовой крови продуцируют большое количе-
ство N-кадгерина, VCAM-1, NCAM-1 и интегринов. По мнению авторов, 
все вместе взятое свидетельствует о том, что один из основных ме-
ханизмов поддержки самообновления ГСК посредством МСК состоит  
в межклеточном контактном взаимодействии [168].

Эндотелиальные клетки
Эндотелиальные клетки, выстилающие синусоидальные крове-

носные сосуды в КМ, также являются претендентами на одну из 
главных ролей в регуляции функций ГСК. Важность сосудистого 
компонента в формировании ниш можно было предположить уже 
на основании тесной структурной связи гемопоэза с сосудистой 
сетью.

Сосудистую сеть КМ начинают артерии, которые входят в КМ 
через кортикальную кость [169] и продолжаются типичными капил-
лярами, которые сливаются с системой тонкостенных синусоидов, 
ветвящихся по всей костномозговой полости. Некоторые из этих 
капилляров имеют «открытые окна» (lumen) и характеризуются мед-
ленным кровотоком с переносом клеток, генерированных в КМ.

С синусоидальным эндотелием ассоциируются высокообогащен-
ные LT-HSCs (CD150+CD48-CD41-Lin-) [7, 170] и Hoxb5+ ГСК, непосред-
ственно прилегающие к VE-кадгерин+ клеткам [171]. VE-кадгерин 
(CD144) – гомофильный адгезивный белок, экспрессируемый сосу-
дистым эндотелием, что уже само по себе может рассматриваться 
в качестве веского аргумента в пользу эндотелиальных клеток как 
элементов, определяющих основные свойства ниши. Эффективное 
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ОБЗОРЫ

Тропный к гипоксическим клеткам цитотоксин тирапазамин 
(TPZ) селективно уменьшает количество ГСК в костном мозге. По-
сле обработки TPZ происходит выраженное уменьшение количества 
клеток, экспрессирующих SP-фенотип, вплоть до 5 % от исходной 
численности. Действие вещества обусловлено тем, что в условиях 
гипоксии TPZ редуцируется в бензотриазиниловый радикал и другие 
промежуточные соединения, что в конце концов приводит к разрыву 
двойной спирали ДНК и клеточной смерти. А в присутствии кисло-
рода TPZ-радикал окисляется в нетоксическое исходное соединение 
[205].

Полученные данные свидетельствуют о том, что ниши ГСК в кост-
ном мозге организованы относительно кровоснабжения и уровня ок-
сигенации. Более того, по-видимому, относительно низкий уровень 
оксигенации может являться критерием костномозговой ниши ГСК. 
Вероятно, кислородный градиент может осуществлять позиционный 
эффект, определяющий пространственную конфигурацию гемопоэ-
тической системы и защищающий ГСК от токсических и мутагенных 
эффектов свободных кислородных радикалов. Так как длительно 
репопулирующие ГСК в основном являются медленно делящимися 
клетками с небольшой потребностью в эффективном кислородном 
дыхании, для их поддержания в состоянии покоя просто необходи-
мо пребывание в адекватных гипоксических условиях [206]. К этому 
нужно добавить, что некоторые костномозговые клетки экспресси-
руют высокий уровень гликолитических ферментов [207], что свиде-
тельствует об их адаптации к анаэробному метаболизму [208, 209].

Имеются данные о контроле фактором HIF-1α хемокина CXCL12, 
ведущим, с учетом существующих в норме инверсионных взаимоот-
ношений между уровнем кислорода и CXCL12, к возможности фор-
мирования механизма хоуминга, посредством которого ГСК удер-
живаются в нишах, а трансплантированные ГСК находят свои ниши. 
Индуцируемые гипоксией транскрипционные факторы участвуют 
также в контроле генов, ассоциированных с самообновлением ГСК, 
включая гены теломеразы [210, 211], Oct4 [49] и Notch [212]. Угнете-
ние синтеза HIF-1α приводит к потере у ГСК состояния покоя и сни-
жению репопулирующей активности, в то время как стабилизация 
уровня HIF-1α индуцирует состояние покоя и усиливает репопулиру-
ющую активность ГСК [213, 214].

ФАКТОРЫ ГУМОРАЛЬНОЙ РЕГУЛЯЦИИ В НИШАХ
CXCL12 и SCF
CXCL12 и SCF являются факторами, регулирующими такие 

важные свойства ГСК, как сохранение их в КМ, поддержание покоя  
и мультипотентности [93, 215]. SCF синтезируется эндотелиальными 
клетками, остеобластами, костномозговыми фибробластами, CAR-
клетками, Nestin- и Lepr-экспрессирующими МСК [78, 87, 153, 216-
218]. Однако существенное уменьшение количества костномозговых 
ГСК наблюдалось только в результате условной Cre-делеции SCF  
в эндотелиальных клетках и Lepr-экспрессирующих периваскуляр-
ных стромальных клетках, а наибольший эффект предопределялся 
делецией SCF в этих обоих типах клеток [94].

CXCL12 продуцируется многими типами стромальных и гемопоэ-
тических клеток. Значение этого цитокина для отправления функций 
ГСК довольно существенно. Делеция CXCL12 в эндотелиальных клет-
ках с использованием Tie2-Cre приводила к снижению количества 
ГСК в КМ и их способности к репликации [92, 93]. Выхода из состоя-
ния покоя и выраженного снижения численности CD34-cKit+Sca1+Lin- 
ГСК можно достичь делецией у Mx1-Cre-мышей CXCL12 – рецептора 
CXCR4 [105]. Lepr-Cre-делеция или истощение CXCL12 в CAR-клетках 
с использованием Osx-Cre-системы было наиболее эффективным  
в плане снижения тканевого уровня CXCL12, что приводило к моби-
лизации ГСК в кровь [93]. Однако концентрация CXCL12 не всегда 
является определяющей. Условная делеция CXCL12 в остеобластах 
(Col2,3-Cre или BGLAP-Cre) не влияла на свойства ГСК [95, 96]. Одна-
ко при этом угнеталось развитие ранних лимфоидных прадшествен-
ников и В-лимфоцитов [92]. 

(CFU-GM, CFU-E, CFU-Mix) была значительно ниже в культурах  
с 1 % кислорода, чем при 20 %. Напротив, человеческие LT-HSCs 
лучше сохранялись и росли при 1 % кислорода [190].

Chow D. и др., использовав математическую модель распределе-
ния кислорода в костном мозге, высказали мнение о том, что ство-
ловые клетки находятся в области с очень низким, почти до аноксии, 
уровнем кислорода и это предохраняет их от действия кислородных 
радикалов [192]. Совершенствование техники использования ги-
поксических клеточных маркеров вместе с применением рутинных 
методов измерения перфузии крови, используемыми изначально 
для изучения биологии опухолей, в настоящее время представляет 
достаточно возможностей для исследования кислородных градиен-
тов в костном мозге. В результате получены прямые данные о том, 
что ГСК в костном мозге изолированы в гипоксическом микроокру-
жении, из чего следует, что низкий уровень кислорода играет фун-
даментальную роль в сохранении нормальной функции стволовых 
клеток. 

В большом количестве исследований для визуализации зон ги-
поксии применялось внутривенное ведение красителя Hoechst 33342 
с последующей флуоресцентной микроскопией. Установлено, что 
гипоксические клетки с низкой флуоресценцией локализуются на 
более или менее постоянной и относительно большой дистанции 
от кровеносных сосудов в гипоксических областях с низким окра-
шиванием Hoechst [193-195]. При использовании цитометрического 
анализа дезагрегированных клеток удается выявить количественное 
распределение градиента внутриклеточной концентрации красителя 
Hoechst, что позволяет установить корреляцию между интенсивно-
стью окрашивания и степенью оксигенации [196-199]. Так, после 
внутривенного введения красителя среди клеток костного мозга 
наблюдалось широкое распределение интенсивности флуоресцен-
ции (от интенсивной до малой) с формированием таким образом 
четкого градиента. Это контрастировало с высоким уровнем флуо-
ресценции в хорошо оксигенированных лейкоцитах крови, которые 
практически не изгоняли краситель, и очень низким уровнем окра-
шивания в тимусе, где большинство клеток пребывает в относитель-
но гипоксическом состоянии [199]. В КМ наиболее гипоксическим 
оказался эндостальный регион, где находятся дормантные (от англ. 
«dormancy» – состояние покоя) ГСК [14, 198, 200].

Методами проточной цитометрии и флуоресцентной микроско-
пии установлено, что имеется большое соответствие между кисло-
родным градиентом и окрашиванием клеток после внутривенного 
введения красителя Hoechst. Показана возможность сортировки 
костномозговых клеток по исключению красителя Hoechst и таким 
образом изолированы различные субпопуляции ГСК [193-196].

Для определения клеток с низким напряжением кислорода,  
производных из костного мозга, используется также и методический 
подход с применением качестве химического маркера гипоксии со-
единения 2-нитроимидазола – пимонидазола (PIM), который при 
введении in vivo формирует стабильные отложения в гипоксических 
регионах и может быть затем идентифицирован анти-PIM антитела-
ми. Обработкой in vitro PIM-клеток, изолированных из SP, подтверж-
дено, что этот маркер в самом деле селективен для костномозговых 
клеток, находящихся в гипоксических условиях. Наиболее интен-
сивное окрашивание анти-PIM антителами наблюдалось в условиях 
экспозиции при аноксии (95 % N2 c 5 % CО2). В костном мозге не-
SP-клетки демонстрировали только небольшое PIM-окрашивание. 
В SP-клетках низкое содержание краскителя Hoechst сочеталось  
с усиленным анти-PIM окрашиванием. Наиболее способные к исклю-
чению красителя Hoechst SP-клетки имели самый высокий уровень 
PIM-окраски [201]. Показано, что формирование отложений PIM за-
висит от напряжения кислорода в клетках и является эффективным 
маркером для клеток с напряжением кислорода менее 10 мм рт.  
ст. [202]. Интенсивное анти-PIM-окрашивание наблюдалось во фрак-
ции «tip»-SP-клеток, в которой имеется самая высокая концентрация 
ГСК [201, 203, 204].
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β-катенин (кодируется геном CTNNB1) – наиболее важный компо-
нент Wnt пути, активируясь в ГСК, ведет к экспансии клеток in vitro 
при сохранении незрелого статуса ГСК [237, 238].  Делеция лиганда 
Wnt3а канонического Wnt ведет к уменьшению количества ГСК и про-
гениторов в фетальной печени, угнетает их самообновление и спо-
собность к длительной репопуляции [239], также подтверждая роль 
канонического Wnt в регуляции самообновления ГСК.

Хотя большинство исследований посвящено каноническому Wnt, 
показано, что и неканонический Wnt-путь также влияет на свойства 
ГСК. Установлено, что неканонический Wnt-лиганд Wnt5a угнетает 
Wnt-сигнализацию, клеточную пролиферацию in vitro и повышает 
репопулирующую способность ГСК в опытах на мышиной модели 
[240], действуя через рецептороподобную тирозинкиназу (Ryk) [241].

Установлено, что LT-HSCs экспрессируют неканонический Wnt 
сигнальный белок flamingo (Fmi, также называемый Celsr) и frizzled 8 
(Fzd8), которые промотируют состояние покоя в течение гомеостати-
ческой регуляции, предотвращая нуклеарную локализацию нуклеар-
ного фактора активированных Т-клеток, супрессируют экспрессию 
интерферона-γ и выступают антагонистами канонической Wnt сигна-
лизации. Frizzled 6 (Fzd6) регулируют экспансию ГСК. Дефицит Fzd6 
приводит к уменьшению способности ГСК к самоподдержанию [242]. 
Стресс-индуцированная активация ГСК у мышей может приводить  
к регрессии неканонической Wnt сигнализации и усиливать канони-
ческую Wnt сигнализацию, способствуя активации ГСК [243].

Очевидна важность генерации градиента уровней канонической 
Wnt-сигнализации. Это подтверждается различиями, обнаруженны-
ми в поведении ГСК: в одном случае для ГСК предпочтителен низ-
кий уровень Wnt-сигнализации, ведущий к поддержанию незрелого 
фенотипа и усиленной длительной регулирующей способности – что 
противоположно среднему и высокому уровню, когда способность 
ГСК к репопуляции повреждается. Однако полная потеря Wnt-
сигнализации также повреждает самообновление, что демонстриру-
ет высокую дозозависимость [244].

Таким образом, существуют довольно сложные механизмы конт-
роля ГСК посредством Notch- и Wnt-сигнализации, требующие учета 
экспрессии канонического и неканонического Wnt определенным 
типом клеток, количественных отношений, сочетания различных 
факторов, времени их действия, исходного состояния рецепторного 
аппарата и других влияний, происходящих в определенным образом 
устроенной композиции ниши.

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ ФАКТОРЫ
Важную роль в жизнедеятельности ниши и ГСК могут играть  

и универсальные внутриклеточные факторы: антиапоптотические 
белки (Bcl-2, Mcl-1), факторы транскрипции (Tel/Etv 6, c-myc, HoxB4, 
HoxA4, HoxC4, Gfi1, STAT5, NF-Yα, Hmgb3, SCL), ингибиторы клеточ-
ного цикла (p21, p27), белки семейства Polycomb group – PcG (Bmi-1, 
Mel18 , Rae28), белки, вовлеченные в процесс модификации хромо-
сом (теломераза) [245, 246]. 

Важно отметить заметную роль в рассматриваемых процессах 
микро РНК. Так, усиление экспрессии miR-132 в КМ мышей ведет  
к стимуляции пролиферации ГСК с уменьшением их количества. При 
этом установлено, что эффект miR-132 опосредуется транскрип- 
ционным фактором FOXO3 [146].

Вместе взятые данные о регуляции ниши растворимыми факто-
рами и сигнальными путями подтверждают представления о васку-
лярной нише как регуляторе поддержания и самообновления ГСК.

ДРУГИЕ КЛЕТКИ И МОЛЕКУЛЫ, УЧАСТВУЮЩИЕ  
В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ НИШИ 
Симпатическая иннервация 
Благодаря симпатической иннервации и поступающим в КМ 

адренергическим сигналам, выход ГСК в циркуляцию подчиняется 
циркадному ритму [150]. Во многом это осуществляется потому, что 
окончания симпатических нервов оплетают нестин-положительные 

TGF-β
TGF-β контролирует широкий спектр биологических процессов, 

участвует в гомеостазе иммунной системы, поддержании и самообнов-
лении ГСК [219]. Немиелинизированные Шванновские клетки, облега-
ющие нервные волокна в КМ, могут секретировать активаторные мо-
лекулы для TGF-β в нише и индуцировать TGF-β/SMAD-сигнализацию 
в ГСК, с вкладом в их поддержание и самообновление посредством 
возрастающего фосфорилирования SMAD2 и SMAD3, вызывающих 
дормантность ГСК [220]. Показано, что миелоидные потомки ГСК 
под влиянием TGF-β стимулируются к пролиферации, в то время как 
лимфоидные прогениторы угнетаются [221]. Блокада TGF-β у мышей 
показала, что угнетение TGF-β вскоре после химиотерапии приводит 
к ускорению восстановления гемопоэза, в то время как ингибиция  
в ходе гомеостаза не влияет на ГСК-циклинг [222]. Это свидетельству-
ет о том, что блок TGF-β-сигнализации может усиливать гемопоэтиче-
ское восстановление главным образом в течение регенерации.

Cripto – белок, блокирующий TGF-β-сигнализацию, связыва-
ется с GRP78, также известным как HSPA5, на гипоксических ГСК  
и активирует P13K-Akt-путь, который приводит к поддержанию ГСК, 
находящихся в эндостальной нише. Блокирование Cripto-GRP78-
сигнализации блокирующими антителами N-20 ведет к мобилизации 
ГСК из эндостального региона в центральную часть КМ, но не может 
изменить численности ГСК в КМ, периферической крови и селезен-
ке, показывая, что локальная мобилизация может происходить без 
таковой в периферическую кровь [223]. Эндостальные клетки, экс-
прессирующие Cripto на поверхности, включают ALCAM-Sca-1+ и,  
в меньшей степени, ALCAM-Sca-1- клетки [223].

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ
Sonic hedgehog (Shh)
Shh – классический путь регуляции эмбриогенеза. В последнее 

время рассматривается и как регулятор функциональной активности 
ГСК. Shh и его рецепторы Patches и Smoothened экспрессируются  
в субпопуляции CD34+Lin-CD38- ГСК. In vitro растворимые Shh-белки 
стимулируют увеличение количества ГСК и повышают их репопули-
рующую способность [224].

Notch
Notch-сигнализация играет важную роль во многих процессах 

эмбрионального и постнатального развития и регулирует судьбу раз-
личных популяций взрослых стволовых клеток [222, 226]. Notch уча-
ствует в самоподдержании ГСК. Активация Notch происходит в резуль-
тате связывания лигандов Jagged-1, Jagged-2 или DLL-1 с рецептором 
Notch [227] и формирования транскрипционного активатора с после-
дующей транскрипцией генов-мишеней Notch, вовлеченных в процесс 
самоподдержания [173, 174, 228]. Подобным образом действуют и ан-
гиопоэтин-подобные белки [229]. Ингибирование сигнала Notch в ГСК 
ведет к их ускоренной дифференцировке in vitro и истощению in vivo, 
из чего следует, что Notch-сигнал играет важную роль в сохранении 
ГСК в недифференцированном состоянии [230], и что канонический 
Notch-путь промотирует самообновление и поддержание ГСК [178].

Однако хотя Notch стимулирует восстановление ГСК у мышей по-
сле повреждения, остается неясным, вносит ли вклад канонический 
Notch-путь в гомеостатическое поддержание ГСК [173, 226, 231-233]. 
Экспрессия Notch-рецепторов на ранних стадиях гемопоэза, вероят-
но, вовлечена в выбор пути дифференцировки и может быть исполь-
зована для идентификации специфических прогениторных клеток  
с предопределенной судьбой [233]. Так, установлено, что Notch1  
облегчает коммитирование Т-клеток и направляет развитие мега- 
кариоцитов, тогда как Notch2 маркирует первичные эритроидные 
прогениторы [232-234].

Wnt
Wnt, подобно Notch, является еще одним путем регуляции фор-

мирования различных тканей, включая гемопоэтическую [235, 236]. 
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Ретиноевая кислота
Прилипающие к пластику стромальные клетки секретируют ре-

тин-альдегид-инактивирующий энзим CYP26 для поддержки низкого 
уровня сигнализации ретиноевой кислотой, что может промотиро-
вать примитивный фенотип ГСК и их самообновление in vivo и in vitro 
[260]. Другие клеточные типы КМ – эндотелий и остеобласты – так-
же секретируют CYP26, но их индивидуальная роль в поддержании 
низкого уровня сигнализации ретиноевой кислотой не подтверждена 
[260, 261].

Таким образом, к настоящему времени убедительно показано, 
что для успешного кроветворения с генерацией всех типов гемо- 
поэтических клеток необходима кооперация ГСК, МСК и их прогени-
торов, хотя долгое время до и после провозглашения А. А. Максимо-
вым унитарной теории кроветворения в центре внимания исследо-
вателей гемопоэза были, главным образом, наделенные свойством 
стволовости гемопоэтические клетки. Подтверждением этому стал 
убедительный экспериментальный материал, доказавший, что все 
клетки крови происходят от единственного уникального клеточного 
типа – гемопоэтических стволовых клеток.

Однако вскоре выяснилось, что полноценное культивирование 
ГСК возможно только в присутствии стромальных клеток – в так 
называемых декстеровских культурах. В экспериментах с транс-
плантацией костного мозга также обнаружилось, что нормальное 
функционирование ГСК и гемопоэз может осуществляться только  
в окружении стромы. В 1978 году R. Shophild выдвинута теория 
костномозговых ниш ГСК, как уникальных морфо-функциональных 
образований, призванных обеспечить деятельность ГСК, их самопод-
держание, самообновление, полипотентность, дифференцировку, 
удержание в костном мозге и миграционную способность. В нишах 
проходят свой жизненный цикл долгоживущие LT-HSCs, наибо-
лее отвечающие критериям ГСК. Они находятся в top SP-фракции, 
имеют фенотип LSK CD34- клеток, характеризуются также по SLAM-
маркерам как CD150+CD49 CD41-, находятся в фазе G0 и долго со-
храняют метку BrdU. В нишах функционируют и короткоживущие 
ST-HSCs CD34+ LSK клетки (более продвинутые на пути дифферен-
цировки), пребывающие в фазе G1, а также клетки-предшественники 
эритроидного, лимфоидного и стромального ростков.

Ниши подразделяют на два вида: эндостальные и сосудистые. 
Первые расположены близко к эндостальной поверхности и ос-
новными их функциональными единицами являются остеобласты  
и менее зрелые клетки этой линии – SNO-клетки, экспрессирующие 
N-кадгерин, играющий роль во взаимодействии с ГСК. Благодаря 
этому, а также продукции CXCL12, тромбопоэтина и некоторых дру-
гих цитокинов ГСК удерживаются в костном мозге в дормантном со-
стоянии.

Однако большая часть ГСК различной степени дифференциров-
ки находится в сосудистых нишах, образованных эндотелиальными 
и периваскулярными клетками: МСК, CAR-клетками, Lepr+ клетками, 
Nestin+ клетками и NG2+ перицитами. На функции ГСК стромальные 
клетки оказывают влияние путем контактного взаимодействия и се-
креции биологически активных веществ: ангиопоэтина, CXCL12, SCF 
и некоторых других цитокинов, при участии нейрональной активации 
и секреции TGF-β глиальными клетками. Большое значение имеет 
и активность Notch-, Wnt- и Shh-сигнальных путей, а также много-
численных внутриклеточных регуляторов: PcG (polycomb group), Gfi1 
(Growth factor independence), белков суперсемейства HMG, ингиби-
торов CDK (cyclin-dependent kinase), RAS- и PI3K-сигнальных путей, 
теломеразы и некоторых других факторов.

Эндостальная и сосудистая ниши по большей части находятся 
рядом и практически являются продолжением друг друга и результа-
ты экспериментов показывают, что, например, в функционировании 
эндостальной ниши, кроме костных клеток, принимают участие пе-
риваскулярные клетки, в частности CAR-клетки. При определенных 
обстоятельствах ГСК мигрируют из эндостальной ниши в сосудистую 
(внутрикостномозговая мобилизация).

МСК, которые экспрессируют гены поддержания ГСК. Эти клетки 
реагируют на раздражители вместе с симпатической нервной си-
стемой через β3-адренергические рецепторы, что ведет к угнетению 
экспрессии вышеупомянутых генов CXCL12, ANGPT 1, c-Kit, VCAM-1.  
В результате происходит миграция ГСК из КМ в циркуляцию [149, 
153]. Мобилизирующую ГСК роль может играть нейропептид  
Y (NPY). У NPY-дефицитных мышей количество ГСК в КМ значитель-
но снижено [149].

Мегакариоциты
Мегакариоциты, локализованные рядом с ГСК, поддержива-

ют их покой посредством CXCL4 (тромбоцитарный фактор-4) [247]  
и TGF-β1 [248]. Продукция мегакариоцитами FGF1 промотирует экс-
пансию ГСК при стрессе [248].

Макрофаги
Макрофаги являются центральной единицей в эритробластиче-

ских островках, тем самым как бы образуя нишу для поддержа-
ния эритропоэтических клеток в норме, после гемолитического  
и миелоаблативного стрессов и при развитии гемобластозов [249, 
250]. Показано, что истощение КМ резидентными макрофагами 
усиливает пролиферацию ГСК и увеличивает пул покоящихся ГСК 
[134]. Макрофаги были отнесены к пулу регулирующих свойства 
ГСК клеток, благодаря их гуморальному влиянию через неиден-
тифицированные цитокины на нестин-положительные клетки, по-
буждающему их к секреции CXCL12 и, тем самым, удержанию ГСК  
в нише [251, 252].

Введение животным КСФ-Г, ведущее к мобилизации ГСК и про-
дукции гранулоцитов, угнетает и макрофаги, и остеобласты [252, 
253], и при этом активирует секрецию норадреналина симпатически-
ми нейронами костномозгового микроокружения [254]. Поскольку 
остеобласты не экспрессируют рецептор к КСФ-Г, можно полагать, 
что супрессия остеобластов происходит опосредованно, возможно, 
через активацию макрофагов [252, 253] и симпатических нейронов 
[149, 254]. Также показано, что макрофаги могут задерживать ГСК  
в селезенке с помощью молекулы адгезии VCAM-1 [255].

Адипоциты, остеокласты, регуляторные Т-клетки
Некоторые клеточные типы влияют отрицательно на ГСК. После 

облучения или химиотерапии в КМ возрастает количество адипо-
цитов вследствие усиленной адипогенной дифференцировки МСК 
[256]. Большое количество адипоцитов затрудняет гемопоэтическую 
регенерацию и может служить диагностическим критерием аплазии 
КМ [256]. 

Остеокласты не влияют на поддержание ГСК у мышей, что пока-
зано на модели с дефицитом цитокинов для дифференцировки осте-
окластов, а также на c-Fоs-дефицитных и Rankl-дефицитных мышах 
с дефицитом остеокластов [62, 257]. Однако, разрушая эндост, осте-
окласты способствуют выходу ГСК из КМ в циркуляцию. Регулятор-
ные Т-клетки могут создавать в КМ привилегированные зоны, защи-
щающие донорские клетки в нишах после аллотрансплантации [258].

Плейотрофин
Ростовой фактор плейотрофин, известный также как связы-

вающий гепарин мозговой митоген (HBBM), кодируется геном PTN  
и экспрессируется клетками экто- и мезодермального происхожде-
ния. Секреция плейотрофина костномозговыми синусоидальными 
эндотелиальными клетками регулирует поддержание ГСК посред-
ством связывания и инактивации трансмембранного белкового ре-
цептора тирозинфосфатазы типа Z (PTRZ) и задержки в КМ через 
ось CXCR4-CXCL12 [175, 259]. Интересно, что плейотрофин из раз-
ных первичных стромальных клеточных линий, полученных из аор-
то-гонадо-мезонефроса мышиного эмбриона, также способствует 
гемопоэтической регенерации [259], свидетельствуя, что разные ис-
точники плейотрофина могут поддерживать ГСК и их регенерацию. 
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CAR-клетками обнаруживаются 97 % CD150+CD48-CD41- ГСК, ранние 
В-клеточные предшественники, плазматические клетки и NK-клетки. 
Истощение КМ CAR-клетками ведет к существенной потере перечис-
ленных элементов, свидетельствуя, что в ретикулярной сети сосуди-
стых ниш развиваются все типы иммунных клеток костномозгового 
происхождения.

В некотором роде уникальны относительно редкие SNO+ и Nestin+ 
клетки, играющие большую роль в функционировании собственно 
ГСК. Напротив, CAR-клетки, формирующие ретикулярную сеть бла-
годаря своим длинным отросткам, встречаются в большом количе-
стве. Они важны для жизнедеятельности более дифференцирован-
ных прогениторов, включая клетки иммунной системы. В контакте с 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Клеточная композиция эндостальных и сосудистых костномозговых ниш ГСК обустроенна так, что разные типы стромальных клеток 
рассредоточены определенным образом и могут осуществлять контактное взаимодействие с ГСК, которое считают основным в со-
хранении или изменении свойств последних. При этом особенности клеточных субпопуляций позволяют осуществлять и гуморальную 
регуляцию в нишах, особенно такими стромальными хемокинами, как CXCL12, SCF, TGFβ, а также внутриклеточными сигнальными 
путями Notch, Wnt, Shh и некоторыми другими факторами. В кооперацию между ГСК и МСК включены SNO-клетки, Nes+ клетки, Lepr+ 
клетки, CAR-клетки, NG2-перициты и эндотелиальные клетки. Адипоциты, остеокласты, макрофаги, мегакариоциты, нейральные клетки  
и регуляторные Т-клетки также играют определенную, больше вспомогательную, роль.
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