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Основные положения
• Чрезвычайно важная задача регенеративной медицины – нахождение решения эффективного 

наращивания и восстановления костной ткани, в том числе при помощи остеогенной дифферен-
цировки мезенхимальных стволовых клеток. Понимание того, какие молекулярные компоненты 
и каким образом они принимают участие на разных стадиях остеодифференцировки, является 
первым шагом к возможности управлять процессами остеогенеза. Способность модуляции кле-
точных сигналов, в том числе за счет активации или подавления работы ZBTB16, возможно, при-
близит нас к умению усиливать остеогенез либо предотвращать нежелательную остеогенную 
дифференцировку в местах эктопической оссификации. Это станет уникальным решением для 
лечения множества заболеваний.

АКТИВАЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА ZBTB16 
ПРИ ОСТЕОГЕННОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 

МЕЗЕНХИМНОГО РЯДА

Цель

Кальцинированный стеноз аортального клапана является третьей ведущей при-
чиной сердечно-сосудистых заболеваний. Механизмы, лежащие в основе это-
го процесса, остаются неясными, однако известно, что они во многом схожи с 
формированием костной ткани во время эмбрионального развития, а также в 
постнатальном периоде при регенерации. Существует множество подтвержде-
ний участия ZBTB16 в развитии скелета. При этом данные ряда исследований, 
проведенных на разных типах клеточных культур, свидетельствуют о противо-
речивом и неоднозначном влиянии ZBTB16 на экспрессию RUNX2. Понимание 
сходства и различий в механизмах, опосредующих остеогенную дифференци-
ровку клеток во время физиологического формирования кости и патологической 
оссификации тканей может дать предпосылки для возможности управления 
процессами остеогенной дифференцировки в организме человека. Таким обра-
зом, цель данного исследования состояла в изучении динамической вариабель-
ности экспрессии ZBTB16, а также его роли в кальцификации клапана аорты.

Материалы 
и методы

В исследовании использованы разные типы клеточных культур мезенхималь-
ного происхождения – интерстициальные клетки аортального клапана, мезен-
химальные стволовые клетки пупочного канатика, стволовые клетки связок 
и пульпы зуба. С помощью метода ПЦР в реальном времени анализировали 
изменения уровней экспрессии ZBTB16 и RUNX2 под влиянием остеогенных 
стимулов, а также при экзогенной активации ZBTB16. В интерстициальных 
клетках аортального клапана проанализированы уровни экспрессии некото-
рых остеогенных маркеров – BMP2,4, COL1A1, IBSP, DLX2, PDK4.

Результаты

Значительное повышение экспрессии ZBTB16 наблюдается при индукции 
остеогенной дифференцировки различных клеточных культур – интерстици-
альных клеток аортального клапана, мезенхимальных стволовых клеток пу-
почного канатика, стволовых клеток связок и пульпы зуба. Получены данные 
о том, что процессы остеогенной дифференцировки интерстициальных кле-
ток аортального клапана при использовании в среде для культивирования дек-
саметазона осуществляются посредством RUNX2-зависимого сигналинга, 
что необходимо для последующей активации остеогенных маркеров.
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Highlights
• Regenerative medicine strives to find a way to stimulate effective bone tissue regeneration with the 

help of osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells. Comprehensive understanding of molecular 
components and their role in different stages of osteodifferentiation is the first step to being able to 
control the processes of osteogenesis. Modulating cellular signals by either activating or suppressing 
ZBTB16 transcriptional factor may bring us closer to the ability to enhance the regenerative abilities of 
bone tissue cells or, conversely, prevent calcification of the aortic valve tissues. This could be a unique 
treatment modality for various diseases.

Aim

Calcified aortic valve stenosis is the third leading cause of cardiovascular disease. The 
mechanisms underlying this process remain unclear, however, it is known that they 
are largely similar to the formation of bone tissue during embryonic development, 
as well as in the postnatal period during regeneration. There is evidence for the 
involvement of Zinc Finger and BTB Domain Containing 16 (ZBTB16) in skeletal 
development. At the same time, a number of studies carried out on different types of 
cell cultures indicate a contradictory and ambiguous effect of ZBTB16 on RUNX2 
expression. Thus, the aim of this study was to investigate the dynamic variability of 
ZBTB16 expression, as well as its role in aortic valve calcification.

Methods

The study used different types of mesenchymal cells cultures – aortic valve 
interstitial cells, umbilical cord mesenchymal stem cells, ligament stem cells 
and dental pulp stem cells. Changes in ZBTB16 and RUNX2 expression levels 
under the influence of osteogenic stimuli, as well as during exogenous activation 
of ZBTB16, were analyzed using real-time PCR. Expression levels of some 
osteogenic markers – BMP2,4, COL1A1, IBSP, DLX2, PDK4 – were analyzed in 
the interstitial cells of the aortic valve.

Results

The results of the study indicate that a significant increase in the expression of 
ZBTB16 is observed during the induction of osteogenic differentiation of various 
cell cultures – interstitial cells of the aortic valve, mesenchymal stem cells of 
the umbilical cord, stem cells of the ligaments and dental pulp. Apparently, the 
processes of osteogenic differentiation of aortic valve interstitial cells, in the 
presence of dexamethasone in cultivation medium, are provided through RUNX2-
dependent signaling for the further activation of osteogenic markers.

Conclusion The study of modulation of cellular signals by ZBTB16, when activating or 
suppressing the work of a transcriptional factor, in the future may bring us closer
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ACTIVATION OF TRANSCRIPTIONAL FACTOR ZBTB16 EXPRESSION DURING 
OSTEOGENIC DIFFERENTIATION OF MESENCHYMAL STEM CELLS

Заключение
Изучение модуляции клеточных сигналов посредством ZBTB16 при активации 
либо подавлении работы транскрипционного фактора в будущем может прибли-
зить нас к умению усиливать регенеративные способности клеток костной ткани 
или, напротив, предотвращать кальцификацию тканей аортального клапана.

Ключевые слова Мезенхимальные стволовые клетки • Интерстициальные клетки клапана 
аорты • ZBTB16 • RUNX2 • Остеогенная дифференцировка

Поступила в редакцию: 09.07.2021; поступила после доработки: 26.08.2021; принята к печати: 05.09.2021



46 Экспрессия ZBTB16 при остеогенной дифференцировке клеток

Введение
Кальцинированный стеноз аортального клапана 

входит в тройку ведущих причин сердечно-сосуди-
стых заболеваний. Единственным существующим 
на сегодняшний день вариантом лечения является 
операция на сердце с имплантацией протеза клапа-
на. Риск кальцификации сердечного клапана уве-
личивается с возрастом [1]. Главной особенностью 
заболевания служит прогрессивная минерализация 
ткани клапана. Механизмы, лежащие в основе этого 
процесса, остаются неясными, однако принципы, 
обусловливающие патологические процессы, кото-
рые опосредуют развитие кальцификации аорталь-
ного клапана человека, во многом имеют сходство 
с формированием костной ткани скелета во время 
эмбрионального развития, а также в постнатальном 
периоде при регенерации [2]. Оссификация – про-
цесс закладки нового костного материала, в то вре-
мя как кальцификация представляет собой процесс, 
посредством которого соли кальция накапливаются 
в мягких тканях, что заставляет их затвердевать. 
Многие ключевые игроки, принимающие участие 
в кальцификации сосудов (моноциты, факторы 
транскрипции, костные морфогенетические белки 
(BMP) и т. д.), также являются регуляторами фор-
мирования костной ткани в осевом скелете [3].

На сегодняшний день мнение о пассивном про-
цессе дегенерации, лежащем в основе развития 
кальцификации аортального клапана, сменилось 
на наличие динамического сложно регулируемого 
клеточно-молекулярного патологического процес-
са, который приводит к описываемому дефекту. 
Кальцификация сосудов развивается в ответ на 
хронические воспалительные стимулы, которые в 
изобилии присутствуют в организме людей, стра-
дающих диабетом, гипертонией, гиперлипидеми-
ей и хронической болезнью почек [4]. Механизмы 
оссификации сосудов все еще находятся на стадии 
исследования, но, как было показано, они варьи-
руют в зависимости от лежащих в основе данной 
патофизиологии процессов кальцификации, пред-
шествующих оссификации тканей [5]. 

Во множестве лабораторий по всему миру за-
нимаются исследованиями, направленными на 
идентификацию молекулярных участников ранних 
механизмов остеогенной трансформации клеток. 
Существует несколько вариантов протоколов и 
методик моделирования прокальцифицирующих 
условий in vitro [6–9]. Однако наиболее часто ис-
пользуемым и стандартным подходом является до-
бавление в среду для культивирования клеточных 
культур трех специфичных остеогенных факто-
ров: аскорбиновой кислоты, бета-глицерофосфата 
и дексаметазона. Каждый из компонентов играет 
незаменимую роль в индукции остеогенной транс-
формации клеток мезенхимного ряда, способных 
к дифференцировке в данном направлении [10]. 
Показано, что дексаметазон индуцирует экспрес-
сию RUNX2 посредством активации транскрипции 
FHL2/β-катенина, а также повышает активность 
RUNX2 за счет усиления TAZ и MKP1 [11]. При-
менение аскорбиновой кислоты ведет к увеличе-
нию секреции коллагена I типа (COL1), что в свою 
очередь приводит к усилению COL1/α2β1-инте-
грин-опосредованной внутриклеточной передачи 
сигнала [12]. β-глицерофосфат служит источником 
фосфата в гидроксилапатите и, кроме того, влияет 
на внутриклеточные сигнальные молекулы [13].

Осуществление остеогенной дифференцировки 
регулируется различными факторами транскрип-
ции, в том числе такими как RUNX2, OSTERIX и 
β-катенин. RUNX состоит из runt-домена (ДНК-свя-
зывающий домен) и белка RUNX, которые обра-
зуют гетеродимеры с основным связывающим 
фактором β (Cbfβ). Во множестве исследований 
показано, что RUNX2 необходим для остеогенной 
дифференцировки. Фактор транскрипции RUNX2 
является важным регулятором образования костей 
и остеогенной дифференцировки мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК); заставляет МСК диффе-
ренцироваться в преостеобласты и подавляет ади-
по- и хондрогенную дифференцировку [14].

В рамках исследования молекулярно-генетиче-
ских механизмов, играющих инициаторные роли

to the ability to enhance the regenerative abilities of bone tissue cells or, conversely, 
prevent calcification of the aortic valve tissues.

Keywords Mesenchymal stem cells • Aortic valve interstitial cells • ZBTB16 • RUNX2 • 
Osteogenic differentiation
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в индукции кальцификации аортального клапа-
на, проведен транскриптомный анализ клеточных 
культур, полученных от пациентов с кальциниро-
ванным аортальным стенозом и здоровых людей. 
Выявлены данные, свидетельствующие об измене-
нии экспрессии большого количества генов в от-
вет на индукцию остеогенной дифференцировки в 
клетках аортального клапана. Одним из наиболее 
ярких маркеров, экспрессия которого значимо по-
вышалась во всех анализируемых образцах после 
запуска дифференцировки, являлся ген ZBTB16. 
В отличие от множества описанных в литературе 
генов и сигнальных путей, связанных с процессами 
остеогенеза, таких как RUNX2, BMP2, BMP4, ALP, 
BGLAP, COL1A1, IBSP, OPN, TNFRSF11B (OPG), 
SPRY1, а также многих других известных маркеров 
остеогенной дифференцировки, кроме того, генов, 
связанных с сигнальными путями Notch, Wnt/B-ка-
тенин, роль гена ZBTB16 в процессах остеогенной 
трансформации клеток остается невыясненной [15].

ZBTB16 является транскрипционным фактором с 
N-концевым BTB/POZ-доменом для белок-белково-
го взаимодействия и девятью C-концевыми домена-
ми типа цинковый палец для связывания ДНК [16]. 
В литературе представлены свидетельства об уча-
стии ZBTB16 в развитии скелета [17]. Показано, 
что ZBTB16 играет роль в спецификации паттер-
нов аксиального скелета и конечности. Кроме того, 
экспрессия ZBTB16 повышена в клетках пациен-
тов, страдающих эктопическим формированием 
костной ткани [18]. Известно, что ZBTB16 модули-
рует экспрессию COL1A1, BGLAP и ALP [18]. Су-
ществует ряд исследований, проведенных на раз-
ных типах клеточных культур, результаты которых 
демонстрируют противоречивое влияние ZBTB16 
на экспрессию RUNX2. В исследованиях показана 
важность функциональной активности ZBTB16 в 
дифференцировке стволовых клеток (СК) в остеоб-
ласты [19]. По всей видимости, ZBTB16 работает 
как важный маркер на более поздних стадиях осте-
областической дифференцировки СК. Работа, про-
веденная на МСК, полученных из костного мозга, 
свидетельствует о том, что экспрессия ZBTB16 
имеет решающее значение для индукции RUNX2 и 
прохождения остеогенной дифференцировки [20]. 
Однако одновременно с этим исследования, про-
веденные на клетках дентальных фолликулов, по-
казали независимые от RUNX2 процессы остео-
генеза с вовлечением индукции ZBTB16 [15, 21]. 
Вероятно, ZBTB16 необходим для активации более 
поздних маркеров остеогенной дифференцировки в 
клетках, таких как BGLAP и NR4A3 [22].

Цель данного исследования состояла в изу-
чении динамической вариабельности экспрессии 
ZBTB16, а также его роли в кальцификации клапа-
на аорты. Понимание сходств и различий в меха-
низмах, опосредующих остеогенную дифференци-

ровку клеток во время физиологического формиро-
вания кости и патологической оссификации тканей, 
может дать предпосылки для возможности управ-
ления процессами остеогенной дифференцировки 
в организме человека.

Таким образом, изучение динамической вариа-
бельности и изменений в экспрессии ZBTB16 при 
кальцификации клапана аорты, а также в процессах 
остеогенной дифференцировки СК мезенхимного 
ряда является новым и актуальным направлением.

Материалы и методы 
Клеточные культуры. Все процедуры, выпол-

ненные в исследовании с участием людей, соответ-
ствуют этическим стандартам национального ко-
митета по исследовательской этике и Хельсинкской 
декларации 1964 г. и ее последующим изменениям.

В качестве основного материала исследования 
использованы четыре типа клеточных культур ме-
зенхимального происхождения:

1. Интерстициальные клетки аортального клапа-
на человека (ИКАК). Фрагменты аортальных клапа-
нов пациентов с кальцифицированным аортальным 
стенозом (n = 2) получали в ходе плановых опе-
раций по замене клапана аорты, осуществляемых 
в ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» Минздрава 
России. Для получения интерстициальных клеток 
фрагмент створки аортального клапана оставляли в 
растворе коллагеназы IV типа при температуре 37 ºС
на 24 ч. После этого раствор с клапаном тщатель-
но ресуспендировали, промывали свежим раство-
ром PBS. Затем интерстициальные клетки пере-
мещали в чашку Петри. Клетки культивировали 
до появления характерных мезенхимных колоний. 
Среда для рутинного культивирования интерстици-
альных клеток клапана содержала DMEM (Gibco, 
CША), 15% FBS (Hyclone, США), 1% пенициллин/
стрептомицин (Invitrogene, США) и 1% L-глутамин 
(Invitrogene, США).

2. Мезенхимальные СК пупочного канатика че-
ловека (кМСК). После забора материала – пупочный 
канатик, полученный от донора (n = 2) – осущест-
влялось ферментативное выделение МСК. Для под-
тверждения принадлежности полученных культур 
к МСК на проточном цитометре GuavaEasyCyte6 
(Millipore, США) проводили иммунофенотипирова-
ние с использованием моноклональных антител про-
тив CD73, CD90, CD105 и CD166 (BD, США) [23]. 
Среда для культивирования содержала α-MEM 
(Панэко, Москва, Россия), 10% FBS (Hyclone), 1% 
пенициллин/стрептомицин (Invitrogene, США) и 
1% L-глутамин (Invitrogene, США).

3. СК периодонтальной пульпы человека (СК 
пульпы). Первичные культуры СК пульпы зуба по-
лучали от доноров (n = 2) без системных заболе-
ваний и заболеваний периодонта. Клетки выделяли 
ферментативным методом из фрагментов пульпы
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зуба, срезаемых с удаляемых зубов (третьих моля-
ров, показания к удалению – ретенция и/или дисто-
пия) [24].Среда для культивирования СК пульпы 
содержала α-МЕМ (Панэко), 10% Hyclone (Gibco), 
1% пенициллин/стрептомицин (Invitrogene) и 1% 
L-глутамин (Invitrogene).

4. СК периодонтальных связок человека (СК 
связок). Первичные культуры СК связок получали 
от доноров (n = 2) без системных заболеваний и за-
болеваний периодонта. Клетки выделяли фермен-
тативным методом из фрагментов периодонталь-
ных связок, срезаемых с удаляемых зубов (третьих 
моляров, показания к удалению – ретенция и/или 
дистопия). Иммунофенотипирование клеток про-
водили с использованием проточного цитометра 
Navios (Beckman Coulter, США) c использованием 
полупроводниковых диодных лазеров 488 и 638 
нм. Применяли следующие панели моноклональ-
ных антител (Beckman Coulter) для определения 
положительных и отрицательных маркеров имму-
нофенотипа мезенхимальных стромальных клеток, 
характерного и для СК связок: CD44-FITC/CD73-
PE/CD9-PC5/CD105-PC7 и CD34-FITC/CD117-PE/
CD14-PC5/CD45-PC7 [24]. Среда для культивиро-
вания СК связок содержала α-МЕМ (Панэко), 10% 
Hyclone (Gibco), 1% пенициллин/стрептомицин 
(Invitrogene) и 1% L-глутамин (Invitrogene).

Индукция остеогенной дифференцировки в 
клетках. Для дифференцировки в остеогенном на-
правлении использовали клетки 2–5 пассажей, на-
ходящиеся в логарифмической фазе роста. За сутки 
до индукции дифференцировки клетки сеяли на 
12-луночные или 24-луночные планшеты в необхо-
димой плотности (70×103 клеток/см2). Для запуска 
остеогенной дифференцировки клеток использова-
ли следующие факторы: 0,1 мкМ дексаметазона, 50 
мкМ аскорбиновой кислоты и 10 мМ β-глицерол-
фосфата (Sigma, США). Кроме того, остеогенную 
дифференцировку запускали в отсутствие дексаме-
тазона с внесением в среду для культивирования 
50 мкМ аскорбиновой кислоты и 10 мМ β-глице-
ролфосфата; напротив, в отсутствие аскорбиновой 
кислоты и β-глицеролфосфата – с добавлением 
только 0,1 мкМ дексаметазона. Дифференцировка 
клеток проходила в течение 18–21 дня. Смену диф-
ференцировочной среды проводили каждые 3 дня.

В качестве контроля в экспериментах использо-
вали клетки, в которых не была запущена диффе-
ренцировка.

Клонирование гена ZBTB16. С помощью ком-
мерческой плазмиды TetO-FUW (Addegene, https://
www.addgene.org/61543/) с необходимой вставкой, 
ZBTB16, проведена наработка продукта методом по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием 
праймеров к ZBTB16, содержащих специфические 
рестрикционные сайты. После этого осуществле-
но переосаждение ПЦР-продукта. Затем проводили 

рестрикцию необходимого вектора pCig3 (Addgene, 
https://www.addgene.org/78264/) с помощью рестрик-
таз BamhI и EcoRI. После этого выполнили лигиро-
вание вышеуказанного фрагмента в плазмиду pCIG3. 
В завершение проведена проверка конструкции при 
помощи ПЦР с использованием праймеров, специ-
фических к вектору, ресктрикция, а также секвени-
рование по Сэнгеру. Внедрение данной конструкции 
в клетки аортального клапана и МСК выполнено при 
помощи лентивирусной трансдукции.

Производство лентивирусных частиц. В основе 
метода по производству лентивирусных частиц ле-
жит протокол, разработанный в лаборатории Д. Тро-
но и модифицированный в нашей лаборатории [33].
Наработка лентивирусных частиц осуществлялась 
в клетках линии HEK293T. Клетки данной линии 
культивировали в среде DMEM (Gibco) с добавле-
нием 10% FBS (Gibco), 1% пенициллин/стрептоми-
цин (Invitrogen), 1% L-глутамин (Invitrogen, CША) 
в инкубаторе с 5% CO2 при 37 °С. 

Первый этап производства лентивирусных ча-
стиц осуществлен с использованием реагента PEI. К 
15 мкг векторной плазмиды, содержащей ген инте-
реса ZBTB16, добавляли 9,73 мкг psPAX2 и 5,27 мкг 
pMD2.G, перемешивали и добавляли к 500 мкл 
DMEM c добавлением 60 мкл PEI. Инкубировали 
смесь 10–15 мин при комнатной температуре, за-
тем раствор по каплям добавляли к клеткам. Клетки 
инкубировали в течение 12–17 ч, после чего среду 
меняли на 7 мл свежей. Через сутки проводили кон-
центрирование вирусных частиц путем ультрацен-
трифугирования. После чего осажденные частицы 
ресуспендировали в 1% BSA / PBS и замораживали 
в аликвотах при -80 ° С. Титр вируса определяли по 
количеству Green Fluorescent Protein (GFP) – экспрес-
сирующих клеток в культуре при трансдукции виру-
сом, несущим ген, кодирующий ZBTB16, а также 
последовательность гена GFP в том же векторе. Эф-
фективность трансдукции клеток составила 85–90%.

ПЦР в реальном времени. РНК из культиви-
руемых клеток выделяли с использованием реа-
гента ExtractRNA («Евроген», Россия). Тотальная 
РНК (1 мкг) была обратно транскрибирована при 
помощи набора MMLV RT («Евроген»). ПЦР в ре-
альном времени проводили в термоциклере ABI 
7500 (Applied Biosystems, США) со следующими 
температурными условиями: 10 мин при 95 °С, 15 с 
при 95 °С и 1 мин при 60 °С в течение 40 циклов с 
охлаждением в конце до 4 °C. Для проведения ПЦР 
использованы специфичные прямые и обратные 
праймеры на гены-мишени (ZBTB16, BMP2, BMP4, 
COL1A1, IBSP, DLX2, PDK4, последовательность 
праймеров предоставляется по требованию). Уро-
вень экспрессии исследуемого гена нормализовали 
по уровню экспрессии гена домашнего хозяйства 
GAPDH. Данные проанализированы с помощью 
программного обеспечения 7500 Software v2.0.6,
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получены значения Ct для каждого гена. Построе-
ние кривой плавления выполнено, чтобы убедиться, 
что продукт состоял из одного ампликона. Пороги 
и базовые показатели установлены в соответствии 
с инструкциями производителя (SABiosciences, 
Qiagen, США). Данные обработаны с использо-
ванием программного обеспечения Qiagen. Изме-
нение уровней экспрессии генов (по сравнению с 
контрольными образцами) рассчитывали с исполь-
зованием метода ΔΔCt. Все эксперименты выпол-
нены в трех биологических повторах, то есть в трех 
независимых экспериментах.

Расчет и обработка данных. Информация, 
полученная при помощи метода ПЦР в реальном 
времени, обработана с использованием программ 
Microsoft Exсel (Microsoft, США) и GraphPad Prism 
(GraphPad, США). Данные в результатах представ-
лены в виде среднего по всем проведенным экспе-
риментам. Также указаны показатели стандартного 
отклонения, рассчитанные исходя из полученных 
данных по трем выполненным биологическим по-
вторам экспериментов. Таким образом, указан раз-
брос данных вокруг среднего значения. В программе 
GraphPad Prism проводили расчет достоверности от-
личий при помощи непараметрического сравнения.

Иммуноблотинг. Для подтверждения содержа-
ния ZBTB16 в клеточных культурах использова-
ли стандартный метод иммуноблотинга. Сначала 
клетки культивировали 96 ч, промывали PBS, затем 
лизировали в 75 мкл лизирующего буфера (50мМ 
TrisHCl (ph = 8,0), 150мМ NaCl, 1% дезоксихолат, 1% 
тритон, 0,1%, коктейль ингибиторов протеаз Rouch), 
инкубировали 30 мин на льду и осаждали на центри-
фуге (4 °С, 10 мин, 14 000 g). К супернатанту добав-
ляли 25 мкл буфера для нанесения (4×SDS буфер) с 
меркаптоэтанолом (1,7 мкл). Далее пробы нагревали 
при 95 °С на термостате 5 мин и наносили на элек-
трофорез в 10% полиакриламидном геле с использо-
ванием электрофоретической камеры (BioRad) при 

режиме: 20 µА – 10 мин, 40 µА – >20 мин. Затем 
при помощи метода полусухого переноса в камере 
прибора BioRadTurbo пробы переносили из геля на 
нитроцеллюлозную мембрану с помощью электро-
дов и буфера для переноса (трис-глициновый буфер 
с метанолом) при 25V 30 мин, мембрану отмыва-
ли в PBS. Все последующие отмывки проводили в 
растворе PBS/0,1% Tween 20. Для блокирования не-
специфического окрашивания использовали раствор 
для забивки (5% молоко на PBS/0,1% Tween 20). 
Мембрану инкубировали в течение ночи на качалке 
при 4 °С с первичными антителами к белку ZBTB16 
и B-актину – в качестве проверки успешности мето-
дики (Santa Cruz, США; 1:250) и час при комнатной 
температуре со вторичными антителами, конъюги-
рованными с пероксидазой хрена (BioRad; 1:10000). 
После окрашивания детекцию осуществляли с по-
мощью системы усиленной хемилюминесценции 
(ThermoScientific, США) согласно инструкции про-
изводителя на приборе ChemiDoc (BioRad).

Результаты
Известно, что процессы, протекающие во время 

остеогенной дифференцировки при нормальном 
развитии костной ткани, близки по механизмам и 
молекулярным участникам с процессами формиро-
вания очагов оссификации тканей при различных 
патологиях. МСК различного происхождения спо-
собны к дифференцировке в остеогенное направле-
ние [26]. На первом этапе работы получены данные 
о том, что индукция остеогенной дифференциров-
ки путем культивирования клеток в присутствии 
аскорбиновой кислоты, β-глицерофосфата и дек-
саметазона приводит к значительному усилению 
экспрессии транскрипционного фактора ZBTB16 в 
различных культурах клеток мезенхимального про-
исхождения (рис. 1). Полученные данные подтвер-
ждают гипотезу о сходствах между процессами 
остеогенной трансформации клеток в различных

Рисунок 1. Экспрессия ZBTB16 значительно повышается через 96 ч в ответ на индукцию остеогенной дифференцировки в 
клеточных культурах ИКАК, кМСК, СК связки, СК пульпы

Figure 1. Expression of ZBTB16 significantly increased after 96 hours in response to the induction of osteogenic differentiation in 
VIC, uMSC, ligament SC, pulp SC cell cultures

Примечание: ИКАК – интерстициальные клетки аортального клапана человека; кМСК – мезенхимальные стволовые 
клетки пупочного канатика; мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота; СК – стволовые клетки.

Note: mRNA – messenger ribonucleic acid; SC – stem cells; uMSC – umbilical cord mesenchymal stem cells; VIC – valve interstitial cell.
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Это находит подтверждение в 
повышении экспрессии спец-
ифичных остеогенных марке-
ров. Для более глубокого из-
учения вопроса необходимо 
было создать плазмиду, несу-
щую ген ZBTB16, после чего 
был сконструирован ленти-
вирус, кодирующий данную 
последовательность, для до-
ставки экзогенного генетиче-
ского материала в клеточные 
культуры. В результате отме-
чено значительное усиление 
продукции белка ZBTB16 
через 96 ч после добавления 
вируса к культурам интерсти-

циальных клеток аортального клапана (рис. 2).
Полученная конструкция использована в экспе-

риментах, направленных на изучение того, каким 
образом осуществляется регуляция активности 
одного из основных транскрипционных факторов, 
принимающих участие в остеогенной трансформа-
ции клеток, – RUNX2.

В данном эксперименте проанализированы уров-
ни экспрессии ZBTB16 и RUNX2 на восьми времен-
ных точках: 12, 24, 48, 72, 96 ч и 9, 15, 19 дней после 
индукции остеогенной дифференцировки в интер-
стициальных клетках аортального клапана. Изучены 
изменения в уровнях экспрессии генов в трех раз-
личных условиях: 1) после индукции в клетках осте-
огенной дифференцировки с применением стан-
дартного протокола, в который входит аскорбиновая 
кислота, дексаметазон, β-глицерофосфат (рис. 3, a);

Рисунок 3. Экспрессия ZBTB16 и RUNX2 в ИКАК на разных временных точках (12, 
24, 48, 72, 96 ч; 9, 15 и 19-й дни) после индукции в клетках остеогенной дифференци-
ровки в присутствии полной остеогенной среды (аскорбиновая кислота, дексаметазон, 
β-глицерофосфат) (a); при индукции чрезмерной экспрессии ZBTB16 в клетках в от-
сутствие остеогенных индукторов (b); при добавлении в среду для культивирования 
только дексаметазона (c)

Figure 3. Expression of ZBTB16 and RUNX2 in VIC at different time points (12, 24, 48, 
72, 96 hours, 9, 15 and 19 days) after induction of osteogenic differentiation in cells in the 
presence of a full osteogenic medium (ascorbic acid, dexamethasone, β-glycerophosphate) 
(a). Induction of overexpression of ZBTB16 in cells without osteogenic inductors (b). In the 
presence of dexamethasone in cultivation medium (c).

Примечание: мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота.

Note: mRNA – messenger ribonucleic acid.

тканях организма: физиологическими процессами 
образования кости или эктопическим формирова-
нием очагов оссификации. 

Существуют данные, свидетельствующие о том, 
что изменения экспрессии ZBTB16 связаны с отве-
том на воздействие глюкокортикоидов, индуциру-
емое дексаметазоном в лимфоидных клетках [27]. 
Следующим этапом работы стояла задача выяснить, 
существует ли связь между воздействием на клетки 
дексаметазона во время индукции остеогенной диф-
ференцировки и изменениями экспрессии транс-
крипционного фактора ZBTB16 именно в клетках 
аортального клапана человека. Кроме того, задачей 
эксперимента являлось изучение того, существу-
ет ли связь между активацией ZBTB16, измене-
нием экспрессии RUNX2 и запуском остеогенной 
дифференцировки в клетках аортального клапана. 

Рисунок 2. Выявление экзогенного 
ZBTB16 в недифференцированных 
ИКАК, трансдуцированных виру-
сом, несущим последовательность, 
кодирующую транскрипционный 
фактор ZBTB16. В качестве контро-
ля – детекция белка В-актин

Figure 2. Detection of exogenous 
ZBTB16 in undifferentiated VIC 
transduced with a virus bearing the 
sequence encoding the transcription 
factor ZBTB16. Detection of В-actin 
protein was used as a control

Примечание: ИКАК – 
интерстициальные клетки 
аортального клапана человека.

Note: VIC – valve interstitial cell; 
ZBTB16 – Zinc Finger and BTB 
Domain Containing 16.
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Рисунок 4. Изменение уровней экспрессии ZBTB16, 
RUNX2 (a) и остеогенных маркеров BMP2, BMP4, 
COL1A1, IBSP, DLX2, PDK4 (b) под влиянием различных 
условий культивирования в ИКАК через 96 ч после нача-
ла эксперимента: 1 – культивирование с использованием 
полной дифференцировочной среды; 2 – культивирова-
ние с использованием дексаметазона; 3 – культивиро-
вание с использованием аскорбиновой кислоты и β-гли-
церофосфата; 4 – индукция сверхэкспрессии ZBTB16 
в клетках после лентивирусной трансдукции; 5 – куль-
тивирование с использованием аскорбиновой кислоты, 
β-глицерофосфата с одновременной трансдукцией кле-
ток лентивирусными частицами, несущими ZBTB16

Figure 4. Changes in the expression levels of ZBTB16, 
RUNX2 (a) and osteogenic markers – BMP2, BMP4, 
COL1A1, IBSP, DLX2, PDK4 (b) various cultivation 
conditions in VIC 96 hours after the start of the experiment: 
1. Cultivation using full differentiation medium; 2. 
Cultivation using dexamethasone; 3. Cultivation using 
ascorbic acid, β-glycerophosphate; 4. Induction of ZBTB16 
overexpression in cells after lentiviral transduction; 5. 
Cultivation using ascorbic acid, β-glycerophosphate with 
simultaneous transduction of cells with lentiviral particles 
carrying ZBTB16

Примечание: мРНК – матричная рибонуклеиновая 
кислота.

Note: mRNA – messenger ribonucleic acid.

2) после индукции в клетках чрезмерной экс-
прессии ZBTB16 (см. рис. 3, b); 3) после об-
работки клеток средой для культивирования, 
содержащей дексаметазон (см. рис. 3, c).

Отмечено значительное усиление экспрес-
сии ZBTB16 во всех трех условиях культиви-
рования в зависимости от временной точки. 
Также показано усиление экспрессии RUNX2. 
Полученные в данном эксперименте резуль-
таты свидетельствуют о том, что экспрессия 
RUNX2 связана с индукцией и повышением 
экспрессии ZBTB16 в интерстициальных клет-
ках аортального клапана (см. рис. 3). ZBTB16, 
вероятно, является вышестоящим регулято-
ром транскрипционного фактора RUNX2.

В свою очередь, активированный RUNX2 
впоследствии приводит к индукции некоторых 
известных маркеров остеогенной дифференци-
ровки и генов, ответственных за реорганизацию 
метаболических процессов в клетках: BMP2, 
BMP4, COL1A1, IBSP, DLX2, PDK4 (рис. 4, a). 

Следующие эксперименты подтвердили, 
что активация экспрессии ZBTB16 напря-
мую связана с ответом клеток на воздействие 
глюкокортикостероидов. Среда, содержащая 
в составе дексаметазон или лентивирусную 
конструкцию, непосредственно влияла на 
сверхэкспрессию ZBTB16, что в свою очередь 
приводило к индукции транскрипционного 
фактора RUNX2 (см. рис. 4, b) и далее – к ак-
тивации специфичных для остеогенеза генов: 
BMP2, BMP4, COL1A1, IBSP, DLX2, PDK4.

Проведенные исследования показали важ-
ность функциональной активности ZBTB16 в 
дифференцировке интерстициальных клеток
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аортального клапана человека. В частности изуче-
на его роль в усилении работы RUNX2 при остео-
генной дифференцировке клеток аортального кла-
пана. По всей видимости, ZBTB16 функционирует 
как важный маркер на различных стадиях остеоб-
ластической дифференцировки клеток.

Обсуждение
Данное исследование направлено на выявление 

сходств и различий в механизмах, опосредующих 
остеогенную дифференцировку клеток во время 
физиологического формирования кости и патоло-
гической оссификации тканей. Результаты нашего 
исследования свидетельствуют о том, что значи-
тельное повышение экспрессии ZBTB16 наблюда-
ется при индукции остеогенной дифференцировки 
различных клеточных культур – интерстициальных 
клеток аортального клапана, МСК пупочного ка-
натика, СК связок и пульпы зуба. Таким образом, 
мы можем подтвердить мнение о том, что транс-
крипционный фактор ZBTB16 вовлечен в процес-
сы остеогенной дифференцировки клеток, а также 
то, что эти процессы, по всей видимости, сходны в 
различных клеточных культурах. 

Модуляция уровней экспрессии транскрипци-
онных факторов важна для управления и регулиро-
вания экспрессии генов. Множество исследований, 
направленных на изучение различных физиологиче-
ских процессов, протекающих в организме показали, 
что транскрипционный фактор ZBTB16 является 
важным репрессором и активатором транскрип-
ции в зависимости от ткани, клеточного и времен-
ного контекста, при котором осуществляется его 
экспрессия [28]. Экспрессию ZBTB16 связывают 
с участием в различных онтогенетических и био-
логических процессах, таких как миелопоэз, спер-
матогенез, формирование скелетных образований 
задних конечностей, клеточный апоптоз, проти-
воопухолевый эффект [29]. ZBTB16 также играет 
роль в регулировании судьбы и гомеостаза гемо-
поэтических СК [30]. Существуют доказательства 
того, что ZBTB16 необходим при развитии костной 
ткани. ZBTB16 активируется в клетках, получен-
ных от пациентов, страдающих заболеванием, ко-
торое характеризуется эктопическим образованием 
оссификации тканей [18]. Кроме того, полная по-
теря ZBTB16 приводит к серьезной дисфункции в 
развитии скелета [17]. При изучении функциональ-

ной роли транскрипционного фактора ZBTB16 в 
дифференцировке остеобластов МСК подвергали 
остеобластической дифференцировке. Экспрессия 
ZBTB16 была значительно повышена в случае до-
бавления к клеткам остеогенной среды или только 
дексаметазона. Также показано, что дексаметазон 
приводит к усилению экспрессии маркеров остеоб-
ластов в культурах стромальных клеток костного 
мозга животных и человека, однако не вызывает 
полноценной дифференцировки остеобластов [31]. 
Следовательно, экспрессия ZBTB16, по-видимому, 
является маркером первоначального этапа диффе-
ренцировки остеобластов.

При помощи ПЦР в реальном времени нами 
получены данные, свидетельствующие о том, что 
процессы остеогенной дифференцировки интер-
стициальных клеток аортального клапана при ис-
пользовании в среде для культивирования дексаме-
тазона осуществляются посредством RUNX2-зави-
симого сигналинга, необходимого для дальнейшей 
активации остеогенных маркеров.

Заключение
С одной стороны, чрезвычайно важной задачей 

регенеративной медицины является нахождение 
решения эффективного наращивания и восстанов-
ления костной ткани, в том числе при помощи осте-
огенной дифференцировки МСК. Понимание того, 
какие молекулярные компоненты и каким образом 
они участвуют на разных стадиях остеодифферен-
цировки, является предпосылкой для возможности 
управлять процессами остеогенеза. С другой сто-
роны, способность модуляции клеточных сигна-
лов, в том числе управляя экспрессией ZBTB16, 
возможно, приблизит нас к умению предотвращать 
нежелательную остеогенную дифференцировку в 
местах эктопической оссификации.
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