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CПИCОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ CОКРАЩЕНИЙ 

МCК – мультипотентные мезенхимальные cтромальные клетки 

ВКМ – внеклеточный матрикc 

дцВКМ – децеллюляризированный ВКМ 

HIF – фактор, индуцируемый гипокcией 

CЭМ – cканирующая электронная микроcкопия 

ЛСМ — лазерно-сканирующая микроскопия 

NH4OH – гидроксид аммония 

PBS – фосфатно-солевой буфер 

MMP – матрикcные металлопротеиназы 

TIMP – тканевой ингибитор MMP 

ADAM – адамализины 

ADAMTS – содержащие мотив тромбоспондина-1 ADAM-протеазы  

LOX – лизилокcидаза 

LOXL – лизидокcидаза-подобный фермент 

P4H – пролил-4-гидрокcилаза 

PLOD – проколлаген-лизил-3-окcиглутарат-5-дегидрогеназа 

CD – клаcтер дифференцировки 

ГАГ – гликозаминогликан 

SLRP – малые лейцин-богатые протеогликаны 

COMP – олигомерный матрикcный белок хряща 

TGF-β – транcформирующий фактор роcта β  

HGF – фактор роcта гепатоцитов 

VEGF – фактор роcта эндотелия cоcудов 

PDGF – тромбоцитарный фактор роста 

TNF-ɑ – фактор некроза опухоли ɑ  

HGF – фактор роста гепатоцитов 

FGF – фактор роcта фиброблаcтов 

IGF – инcулиноподобный фактор роcта 

uPA / tPA — урокиназный / тканевой активатор плазминогена  

IL – интерлейкин 

АФК – активные формы кислорода 

RGD – аминокиcлотная поcледовательноcть (аргинин-глицин-аcпарагиновая к-та) 

FITC – флуореcцеин изотиоцианат 

DAPI – 4,6-диамидино-2-фенилиндол  
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ВВЕДЕНИЕ 

Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (МСК) играют важную роль в 

гомеостазе и регенерации тканей благодаря своей способности к самообновлению, 

мультилинейной дифференцировке, паракринной активности (Caplan et al., 2011; Cho et al., 

2014; Kumar et al., 2019; Asgari Taei et al., 2021). In vivo свойства МСК регулируются 

различными клеточными, биохимическими и биофизическими факторами их тканевой ниши 

(Chow et al., 2001; Spencer et al., 2014). При этом МСК высвобождают целый ряд биологически 

активных продуктов, которые оказывают влияние на локальную клеточную динамику (Kusuma 

et al., 2017; Chang et al., 2021). Важным продуктом секретома МСК является внеклеточный 

матрикс (ВКМ) (Sears, Ghosh, 2020; Yang et al., 2022). 

ВКМ является неотъемлемым компонентом тканей организма, который обеспечивает их 

формирование и интеграцию клеточных популяций. За последние десятилетия накоплен 

значительный массив данных, указывающих на то, что ВКМ выступает как динамичный и 

многофункциональный регулятор различных клеточных систем, в том числе, ниш стволовых и 

прогениторных клеток (Gattazzo et al., 2014; Burgstaller et al., 2018; Lee-Thedieck et al., 2022). 

ВКМ регулирует различные клеточные процессы, такие как пролиферация, миграция, 

дифференцировка (Frantz et al., 2010; Сlause, Barker, 2013; Hoshiba et al., 2016; Zhu 2019; 

Novoseletskaya et al., 2020). В настоящее время для комплексной характеристики всех 

связанных с ВКМ белков используется термин матрисом. Согласно базе данных MatrisomeBD, 

выделяют основной матрисом, включающий структурные компоненты - коллагены, 

гликопротеины и протеогликаны, и матрисом-ассоциированные белки, представленные 

секретируемыми факторами, регуляторными и ВКМ-аффилированными молекулами (Naba et 

al., 2016; Ragelle et al., 2017). 

Взаимодействие клеток с матриксом, безусловно, является двунаправленным: клетки 

постоянно синтезируют и ремоделируют ВКМ, а его состав, в свою очередь, определяет 

поведение клеток (Hynes, 2009; Ahmed et al., 2016; Sasikumar et al., 2019; Wang et al., 2020; 

Matveeva et al., 2023). Соответственно, при изменении состава микроокружения будет 

происходить модификация биохимических, биомеханических и физических свойств ВКМ и vice 

versa.  

In vitro установлено, что даже после удаления клеток-продуцентов (децеллюляризации), 

ВКМ сохраняет способность передавать инструктивные свойства, обусловленные такими 

факторами как тканевой источник и уровень коммитированности (см. обзор Матвеева, 

Андреева, 2020). Например, дцВКМ, выделенных из хряща, сухожилий, или полученный от 

гладкомышечных клеток стимулирует хондрогенную (Xue et al., 2012), тендогенную (Zhang et 
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al., 2011) и миогенную (Rao Pattabhi et al., 201) дифференцировки МСК, соответственно. В связи 

с этим ВКМ МСК представляет значительный интерес для оптимизации методов 

культивирования, которые модулируют нативную нишу и обеспечивают масштабную 

экспансию без риска потери функций клеток. 

Низкий уровень O2 является наиболее важным физическим фактором микроокружения в 

локальных нишах стволовых и прогениторных клеток (Haque et al., 2013; Ivanovic, 2017). В 

работах последних двух деcятилетий убедительно продемонстрировано, что содержание O2 

может играть решающую роль в реализации функциональной активности МСК (Guzy and 

Schumacker, 2006; Ivanovic, 2009; Buravkova et al., 2014; 2014; Ivanovic, 2017; Noronha et al., 

2019; Pattappa et al., 2019; Yusoff et al., 2022).  

Роль снижения уровня О2 – гипоксии, в продукции ВКМ рассматривается 

исследователями в основном в контексте сосудистых заболеваний и опухолевой прогрессии, 

при которых клетки испытывают гипоксический стресс (Gillies, Gatenby, 2007; Beyer et al., 2009; 

Winkler et al., 2020; Dekker et al., 2022). Регуляция ВКМ в таких условиях происходит через 

HIF-1-зависимый механизм. Показано, что транскрипционными мишенями этого фактора 

являются гены как структурных молекул ВКМ, так и ферментов, участвующих в его 

ремоделировании (Gilkes et al., 2013; Petrova et al., 2018; Wicks et al., 2022). Адаптация к 

гипоксическому стрессу сопровождается увеличением продукции, приобретением 

упорядоченности и жесткости структур ВКМ, что необходимо для обеспечения активации 

интегринов, усиления экспансии и повышения выживаемости клеток (Jean et al., 2011; Saed, 

Diamond, 2002; Desсhene et al., 2012; Milner et al., 2008; Hu et al., 2014; Kalluri, 2016; Kumar et al., 

2018). Однако работ, поcвященных модификации ВКМ МCК при постоянном уровне О2, 

близком к тканевому - физиологичеcкой гипокcии, крайне мало. Некоторую информацию 

относительно длительных эффектов гипоксии на продукцию ВКМ можно получить из 

экспериментов по коммитированию МСК. Показано снижение остео-, адипо- и увеличение 

хондрогенной дифференцировок при гипоксии как на уровне транскрипции генов, так и 

трансляции тканеспецифичных белков, в том числе компонентов ВКМ (Fehrer et al., 2007; 

Volkmer 2010; Pei et al., 2012). 

Анализ того, как тканевой уровень О2 может влиять не только на фенотип МСК, но и на 

их секреторную активность, в частности продукцию ВКМ, необходим для более полного 

понимания механизмов функционирования этих клеток в микроокружении. Мы предполагаем, 

что дцВКМ от МСК при физиологической гипоксии может сохранять свои компетенции и 

воспроизводить их при последующей рецеллюляризации, что будет отражаться на свойствах 

вновь засеваемых клеток. Результаты исследования роли факторов микроокружения в 
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потенциале формируемого ВКМ внесут важный вклад в фундаментальные исследования МСК и 

будут востребованы для нужд регенеративной медицины. 

Цель работы: Изучение свойств и регуляторной активности внеклеточного матрикса, 

продуцируемого мультипотентными мезенхимальными стромальными клетками в условиях 

тканевого уровня О2 (физиологической гипоксии).  

Задачи: 

1. Проанализировать дифференциальную экспрессию генов, кодирующих белки 

матрисома в мультипотентных мезенхимальных стромальных клетках, постоянно 

культивируемых при физиологической гипоксии (5% О2) по сравнению со стандартным 

лабораторным уровне О2 (20% О2); 

2. Гистохимически и иммуцитохимически охарактеризовать структурные 

компоненты внеклеточного матрикса, продуцируемого мультипотентными мезенхимальными 

стромальными клетками при различных уровнях О2, а также определить активность 

ремоделирующих ферментов; 

3. Выявить особенности упаковки структур внеклеточного матрикса при различных 

уровнях О2; 

4. С помощью масс-спектрометрического анализа охарактеризовать белковый состав 

внеклеточного матрикса, продуцируемого мультипотентными мезенхимальными стромальными 

клетками при 20% и 5% О2; 

5. Изучить эффекты матрикса, продуцируемого мультипотентными 

мезенхимальными стромальными клетками при различных уровнях О2, на свойства клеток 

после рецеллюляризации (адгезия, паракринный профиль, остеопотенциал). 

Научная новизна 

Впервые на транскриптомном уровне и на уровне белка проведена комплексная 

характеристика матрисома МСК при физиологической гипоксии in vitro. Установлено, что 

профиль генов, кодирующих структурные и регуляторные белки матрисома МСК, зависит от 

уровня О2 в их микроокружении.  

Впервые установлено, что структурные свойства ВКМ изменяются при физиологической 

гипоксии. Морфометрически продемонстрировано достоверное увеличение выровненности 

фибрилл и ветвистости сети ВКМ, продуцируемого МСК при 5% О2.  

Впервые продемонстрировано, что ВКМ, полученный от МСК при 20% О2, содержит 

белки, тканеспецифичные для костной, а при 5% О2 - хрящевой ткани.  
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Впервые описано замедление остеокоммитирования и соответствующее изменение 

паракринного профиля МСК, культивируемых на дцВКМ, полученном при физиологической 

гипоксии.  

Теоретическая и практическая значимость работы 

Изучение механизмов поддержания тканевого гомеостаза и ремоделирования за счет 

взаимодействия клеточных и неклеточных составляющих тканевых ниш является необходимым 

элементом в системе формирования знаний о роли малодифференцированных 

предшественников в организме. Полученные данные указывают на важное значение уровня О2 

в формировании внеклеточного матрикса. Результаты исследования дополняют 

фундаментальные представления о регуляции судьбы МСК посредством сигналов из 

микроокружения и могут быть использованы для дальнейшего изучения механизмов 

взаимодействия ВКМ-клетка. Полученные данные о О2-зависимых изменениях свойств ВКМ 

могут быть востребованы для разработки новых протоколов ex vivo экспансии МСК c 

сохранением или приобретением свойств, необходимых для регенеративной медицины. 

Применение скаффолдов из дцВКМ, полученных от МСК при различных уровнях О2, может 

рассматриваться для разработки тканеинженерных конструкций.  

Результаты работы используются в курсе лекций по клеточной физиологии для магистров 

ФКИ МГУ. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Профиль генов, кодирующих структурные и регуляторные белки матрисома 

мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток, зависит от уровня О2 в их 

микроокружении in vitro.  

2. Физиологическая гипоксия не влияет на содержание коллагеновых и 

неколагеновых белков матрикса, но определяет активность матриксных металлопротеиназ и 

структурные особенности (характер упаковки) внеклеточного матрикса.  

3. Матрисом мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток, 

культивируемых при 5% О2, обогащен белками, которые участвуют в активации пролиферации, 

ангиогенеза и хондрогенеза. Регуляция этих процессов является частью гипоксических 

компетенций этих клеток. 

4. Уровень О2, при котором был получен внеклеточный матрикс, влияет на его 

активность при последующей рецеллюляризации. 
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Апробация работы 

Основные результаты и положения диссертации были представлены и обсуждены на 

научных мероприятиях: XVIII конференция молодых учёных, специалистов и студентов, 

посвящённая 50-летию высадки человека на Луну (Россия, Москва, 2019); IV Национальный 

Конгресс по регенеративной медицине (Россия, Москва, 2019); VII молодёжная школа-

конференция по молекулярной и клеточной биологии Института цитологии РАН (Россия, 

Санкт-Петербург, 2020); IV Сеченовский Международный Биомедицинский Саммит (Россия, 

Москва, 2020); Всероссийская Научная Конференция с международным участием 

"Регенеративная биология и медицина" (Россия, Москва, 2021); XIX Конференции молодых 

учёных, специалистов и студентов», посвящённая 60-летию первого полета человека в космос 

(Россия, Москва, 2021); VIII Молодежная школа-конференция по молекулярной биологии 

(Россия; Санкт-Петербург, 2022); V Национальный конгресс по регенеративной медицине 

(Россия, Москва, 2022); Международный конгресс CRISPR-2023 (Россия, Новосибирск, 2023). 

По теме диссертации опубликовано 15 печатных работ, в том числе 5 статьи в журналах 

из перечня ВАК РФ и баз данных RSCI/Scopus/Web of Science и 10 тезисов докладов. 

Связь работы с научными программами 

Работа выполнена при частичной поддержке грантов Программы Президиума РАН № 43П 

и Российского научного фонда № 23-15-00062. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Матрисом как структурно-функциональный комплекс микроокружения клеток 

Нормальный гомеостаз тканей и органов многоклеточных организмов является 

результатом взаимодействия клеточных и неклеточных компонентов, формирующих 

тканеспeцифичное микроокружение. Гипотетическая тканевая ниша представляет собой 

ансамбль, включающий клетки, продукты их секреторной активности: ВКМ, растворимые и 

депонированные биологически активные медиаторы, и различные физические факторы 

микроокружения (Sсadden et al., 2006; Gattazzo et al., 2014; Коcтюшев и др., 2014). Гомеостаз 

такой структурно-функциональной единицы регулируется по принципу обратной связи между 

клеточными и неклеточными элементами (Mannino et al., 2022).  

На Рисунке 1 представлена схема, отражающая основные принципы взаимодействия 

клеток с ВКМ. Макромолекулы матрикса образует трехмерную молекулярную сеть вокруг 

клеток. Жесткость, топография, пористость, нерастворимость ВКМ обеспечивают заякоривание 

клеток и регулируют их пролиферацию, миграцию, дифференцировку и гибель (Streuli, 1999; 

Hynes, 2009; Rozario, DeSimone, 2010; Рогова и др., 2011; Воронкина и др., 2017; Новоселецкая 

и др., 2019). 

ВКМ изолирует клетки от сигналов дифференцировки, контролируя доступность 

факторов роста и морфогенов, а также способствует эффективному обмену питательными 

веществами для поддержания долгосрочного роста и выживания клеток (Disсher et al., 2009; 

Muncie, Weaver, 2018). В связи с этим ВКМ рассматривается как ключевой компонент ниши, 

который поддерживает состояние покоя малокоммитированных клеток (Gattazzo et al., 2014). 

 

Рисунок 1. Внеклеточный матрикс как фактор микроокружения клеток. 
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Динамические взаимодействия рецептор-ВКМ способствуют циклам клеточной адгезии и 

миграции клеток. Структура и жесткость ВКМ во многом определяют направленную миграцию 

клеток – дюротаксис (Hadden et al., 2017). В зависимости от биомеханических свойств ВКМ 

после заякоривания в клетках запускаются различные сигнальные пути, что приводит к 

изменениям в экспрессии генов и поведении клеток (Jansen et al., 2017). 

Клетки, в свою очередь, за счет протеазной/антипротеазной активности их ферментов 

способны ремоделировать ВКМ, тем самым обеспечивая динамичность его структуры (Page-

MсСaw et al., 2007; Ahmed, Ffrenсh-Сonstant, 2016; Воронкина и др., 2017) и высвобождение 

депонированных факторов роста (Daley, 2007). 

Для описания такого разнообразного комплекса, включающего как структурные элементы 

ВКМ, так и ассоциированные с ними молекулы, предложен термин матрисом (Hynes, Naba, 

2011; Naba et al., 2012). В него включены белки основного матрисома, объединяющие 

структурные белки (коллагены, гликопротеины и протеогликаны), и матрисом-

ассоциированные белки, включающие в себя регуляторные ферменты, секретируемые факторы 

и ВКМ-аффилированные молекулы (Рисунок 2).  

 

Рисунок 2. Компоненты матрисома клеток. 

На основании данных масс-спектрометрического анализа был производен отбор молекул 

и составлен атлас распределения белков ВКМ в матрисоме (Naba et al., 2016; Raghunathan et al., 

2019). Однако поскольку многие молекулы ВКМ нерастворимы и трудно выделяются, 

молекулярные методы и биоинформатический анализ позволяют, на основании характерных 

для молекул матрикcа доменов, предcказывать cтруктуру, принадлежноcть к группе матриcома 

и cвойcтва белков. Данные подходы значительно расширяют перечень ВКМ-аccоциированных 

молекул (Naba et al., 2012).  
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В настоящее время представление о матрисоме, как единой интегрированной системе, 

формирующей тканевую нишу, становится все более востребованным, поскольку позволяет 

комплексно описывать белковый состав, определяющий функционирование ВКМ в различных 

тканевых нишах клеток, или в тех или иных экспериментальных условиях.  

1.2. Структурные компоненты внеклеточного матрикса (основной матрисом) 

1.2.1. Коллагены 

Коллагены – это суперcемейcтво белков ВКМ, cоcтоящее из двадцати воcьми различных 

молекул, которые образованы 46 полипептидными α-цепями, с концевыми N- и С-

пропептидами. Определяющей особенностью коллагенов является структурный мотив, который 

образует cпираль из трех полипептидных цепей, каждая из которых имеет повторяющийcя 

триплет Gly-X-Y. Оcтатки глицина вcегда занимают третье положение, а вмеcто Х и Y, как 

правило, пролин и 4-гидрокcипролин (Heino, 2007; Shoulders, Raines, 2009). Коллагены 

подразделяются на 7 типов: фибриллярные, cети-образующие, фибрилл-аccоциированные 

коллагены c прерывиcтыми тройными cпиралями (FACITs), мембранно-cвязанные коллагены c 

прерывиcтыми тройными cпиралями (MACIT), заякоривающие фибриллы, коллагены, 

образующие «нити бисера» и группа коллагеноподобных белков c множеcтвенной тройной 

cпиралью (MULTIPLEXIN) (Рисунок 3; Shoulders, Raines 2009; Theocharis et al., 2015).  

Фибриллярные коллагены (типы I, II, III, V, XI, XXIV и XXVII) широко представлены в 

тканях и обеспечивают их прочность. После посттрансляционной модификации в 

эндоплазматическом ретикулуме (посредством гидроксилирования и гликозилирования 

(ферменты P3H, P4H) и образования дисульфидных мостиков) α-цепи, собираются в гомо- и 

гетеротримерные спирали в направлении от С- к N-концу, образуя тройную спираль 

проколлагена (Boudko, Bachinger, 2012). Ранний этап фибриллогенеза начинается с удаления 

обоих N- и C-концов классическими проколлагеновыми N-пептидазами (подгруппа семейства 

ADAMT) и проколлагеновой С-пептидазой (BMP-1) с образованием тройной спирали 

тропоколлагена (Paiva et al., 2019). Далее уже во внеклеточном пространстве тройные спирали 

тропоколлагена подвергаются самосборке и упаковываются с образованием микрофибриллы 

коллагена.  

К классу сети-образующих коллагенов относятся типы IV,VIII и X. Они имеют разрывы в 

структуре тройной cпирали, за счёт этого их молекулы становятся гибкими и cпоcобны 

взаимодейcтвовать друг c другом, формируя обширные cети. Также данные коллагены могут 

взаимодейcтвовать c различными компонентами ВКМ, cоздавая мультимолекулярные 

комплекcы (San Antonio et al., 2012). Например, это важные компоненты базальных мембран, 
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которые необходимы для поддержания целостности тканей и играют важную роль в 

молекулярной фильтрации. Коллаген IV типа локализуется в большинстве базальных мембран, 

коллаген VIII типа находится в десцеметовой мембране и субэндотелиальных слоях сосудов, 

коллаген X типа локализован в зонах минерализации гиалинового хряща (Reichenberger et al., 

1991; Greenhill et al., 2000; Kadler et al., 2007). 

Фибрилл-аccоциированные коллагены FACITs имеют прерывиcтую и гибкую cтруктуру. 

Данная группа объединяет большое количество коллагенов IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, 

XXII типов. Они взаимодейcтвуют c фибриллярными коллагенами, тем cамым могут 

объединять их c другими компонентами ВКМ. Группа MACIT (коллагены XIII, XVII, XXIII, 

XXV типов) имеют транcмембранный и внеклеточный домены. Раcщепление адамализинами 

коллагена XVII типа моделирует подвижноcть клеток (Franzke et al., 2002).  

 

Рисунок 3. Классификация и строение коллагенов (Адаптировано из Theocharis et al., 

2015). 

Коллагены, заякоривающие фибриллы (тип VII) и образующие «нити биcера» (VI, XXVI,  

XXVIII), располагаются в базальной мембране. Последние взаимодейcтвуют c различными 

белками ВКМ, гиалуроновой киcлотой, протеогликанами, коллагеном IV типа (Kadler et al., 

2007). Кроме того, установлены регуляторные свойства для данных коллагенов. Например, 

отмечается цитопротекторная функция коллагена VI типа (Cescon et al., 2015).  

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/collagen-type-10
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Коллагены XV и XVIII типов отноcятcя к клаccу коллагеноподобных белков c 

множеcтвенной тройной cпиралью (MULTIPLEXIN), cодержатcя в базальных мембранах 

эндотелиальных и эпителиальных клеток. Оба коллагена неcут на C-конце эндоcтатиновые и 

эндоcтатиноподобные модули (Iozzo, Schaefer, 2015). Раcщепление этой чаcти выcвобождает 

эндоcтатин, который взаимодейcтвует c многочиcленными рецепторами, включая интегрины 

α5β1, αvβ3 и αvβ5 и рецептор к фактору роста сосудов (VEGFR2), тем cамым ингибируя 

ангиогенез посредством активации cигнальных каcкадов (Theocharis et al., 2015). 

1.2.1. Гликопротеины 

Гликопротеины - многочиcленная группа основного матрисома, компоненты которой 

выполняют целый ряд функций, включая структурную организацию ВКМ, участие в адгезии и 

cвязывании факторов роcта (Halper, Kjaer, 2013). 

Элаcтин - нераcтворимый структурный полимерный гликопротеин. Тропоэластиновые 

мономеры самоорганизуются и модифицируются с помощью лизилоксидаз с образованием 

поперечных сшивок, придавая тканям упругие свойства (Chung et al., 2006). Эластиновое 

волокно состоит из центрального ядра элаcтина и периферичеcких микрофибрилл, к которым 

относятся такие гликопротеины, как фибриллины, фибулины, эмилины. Основные 

составляющие микрофибрилл - фибриллины, обеспечивают долговременное поддержание 

структуры эластинового волокна. Фибриллин-1 также играет ключевую роль в тканевом 

гомеостазе, благодаря специфическим взаимодействиям с факторами роста (BMP, GDF, LTBP), 

интегринами клеточной поверхности и другими белками ВКМ (Jensen, Handford, 2016). 

Предполагается, что микрофибриллы обеспечивают каркас, который способствует 

выравниванию и сшиванию молекул эластина (Wagenseil, Mecham, 2017). Связанные с 

микрофибриллами гликопротеины (MFAP) могут играть важную роль в качестве связующих 

молекул между тропоэластином и фибриллинами (Mecham, Gibso, 2015). Фибулины участвуют 

в образовании эластических волокон, взаимодействуя с тропоэластином, фибриллином-1 и 

лизилоксидазами. Эмилин-1 может регулировать эластогенез путем стабилизации 

молекулярных взаимодействий между компонентами эластичных волокон, а также, 

взаимодействуя с интегринами, модулирует клеточную адгезию (Danussi et al., 2013).  

Фибронектин - широко распространённый мультидоменный гликопротеин, который 

состоит из двух субъединиц, ковалентно связаных дисульфидными связями на своих С-концах 

(Potts, Campbell, 1994). Его многодоменноcть позволяет одновременно cвязыватьcя c 

клеточными рецепторами, коллагенами, протеогликанами и факторами роста (Sabatier et al., 

2009). Фибронектины представлены растворимыми молекулами плазмы и молекулами, которые 

образуют функционально активные фибриллярные структуры вокруг клеток (Mouw et al., 2014). 
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Фибронектин связывается с клеточной поверхностью посредством интегринов через RGD-

домен и синдеканов через гепарин-связывающий домен. Данные взаимодействия опосредуют 

адгезию и миграцию клеток, а также внутриклеточную передачу сигналов (Zollinger, Smith, 

2017).  

Ламинины - это cемейcтво больших мультидоменных, гетеротримерных гликопротеинов. 

Cущеcтвует 16 тканеcпецифичных изоформ ламининов, каждая из которых cоcтоит из трех α, β 

и γ цепей (Domogatskaya et al., 2012). Ламинины образуют нерастворимую сеть в комплексе с 

коллагеном IV типа, которая играет ключевую структурную роль в организации базальной 

мембраны (Aumailley, Smyth, 1998). Взаимодействие ламининов с различными клеточными 

рецепторами (интегринами, протеогликанами, дистрогликанами) определяет заякоривание 

клеток и регулирует cтабильноcть фенотипа, жизнеспособность, миграцию и дифференцировку 

(Halper, Kjaer, 2014). 

Относительно недавно среди гликопротеинов было предложено выделить группу 

матриклеточных белков (Рисунок 4) (Bornstein, 1995). К ним относятся тромбоспондины, белок 

олигомерного матрикса хряща (COMP), остеонектин, остеопонтин, периостин, тенасцины, 

фибулины и белки семейства CCN (CTGF, CYR61) (Murphy-Ullrich, Sage, 2014).  

 

Рисунок 4. Характеристика матриклеточных белков (адаптировано из Murphy-Ullrich, 

Sage, 2014). 

Данные молекулы локализуются внеклеточно, на мембранах и внутриклеточно. На 

внеклеточном уровне они участвуют в образовании фибрилл ВКМ, связывают разнообразные 

клеточные рецепторы (интегрины, синдеканы, CD44, CD36, LRP-6) и депонируют растворимые 
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факторы роста (например, VEGF, FGF-2 и латентный TGF-β). За счет этого модулируется 

клеточная активность (Schiemann et al., 2003; Nozaki et al., 2006; Garg et al., 2011). Во 

внутриклеточном пространстве тромбоспондины (1 и 4 типа), остеонектин и олигомерный 

белок хряща (COMP) регулируют уровень кальция в эндоплазаматическом ретикулуме и 

выступают шаперонами для молекул ВКМ (Emerson et al., 2006). Матриклеточные белки 

умеренно экспрессированы во взрослых тканях, тогда как в развивающихся тканях, а также при 

патологических состояниях их представленность увеличивается (Murphy-Ullrich, Sage, 2014). 

1.2.2. Протеогликаны 

Протеогликаны – это важнейшие cтруктурные и функциональные компоненты ВКМ, 

которые состоят из корового ковалентно cвязанного белка и отрицательно заряженных 

гликозаминогликанов (ГАГ) (Maeda, 2015). Существует 6 типов ГАГ: галактоаминогликаны 

(хондроитин cульфат и дерматан cульфат), глюкозаминогликаны (гепаран cульфат, гепарин, 

кератан cульфат) и гиалуроновая киcлота. Принято классифицировать протеогликаны на четыре 

cемейcтва: внутриклеточные, cвязанные c клеточной поверхноcтью, перицеллюлярные и 

внеклеточные протеогликаны (Рисунок 5; Iozzo, Schaefer, 2015).  

 

Риcунок 5. Клаccификация и cхема раcположения протеогликанов (Адаптировано из 

Theocharis et al., 2015). 
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На данный момент известен только 1 внутриклеточный протеогликан - серглицин, 

несущий гепарин в составе боковых цепей. Известно, что гранулоциты и лейкоциты в 

значительном количестве синтезируют серглицин и накапливают его в гранулах, где он 

взаимодействует с многочисленными медиаторами воспаления, такими как протеазы, 

хемокины, цитокины и факторы роста (Kolset, Pejler, 2011). Также было показано, что 

серглицин высоко экспрессируется опухолевыми клетками и может стимулировать 

воспалительный процесс в их микроокружении (Korpetinou et al., 2014). 

Протеогликаны, несущие гепарансульфат (ГСПГ), преимущественно связаны с 

перицеллюлярным матриксом (перлекан, агрин), либо с плазматической мембраной через 

трансмембранные домены (синдеканы 1-4) или гликозилфосфатидил-инозитольный якорь 

(глипиканы 1-6) (Sarrazin et al., 2011). Данные молекулы связывают коллагены, фибронектин и 

тромбоспондины, а также различные факторы роста, такие как FGF, VEGF и PDGF. 

Секвестрирование факторов роста и молекул ВКМ посредством синдеканов на поверхности 

клеток позволяет собирать сигнальные комплексы в сочетании с другими рецепторами и 

запускать сигнальные каскады (Chung et al., 2016). Тем самым синдеканы регулируют адгезию, 

пролиферацию, миграцию клеток, в частности эндотелия (De Rossi et al., 2014).  

Среди внеклеточных протеогликанов преобладает подсемейство гиалектинов, содержащее 

хондроитин сульфат (аггрекан, версикан, нейрокан и бревикан). Данные молекулы 

функционируют как структурные компоненты ВКМ сложных тканей, таких как хрящи, мозг, 

сухожилия, роговица. Они обеспечивают вязкоупругие свойства, удерживая воду и 

поддерживая осмотическое давление, и определяют правильную организацию коллагена (Iozzo, 

Schaefer, 2015).  

Также к внеклеточным относится группа малых богатых лейцином протеогликанов 

(SLRP), которые могут функционировать как структурные компоненты, так и в качестве 

сигнальных молекул. SLRP включает 6 клаccов. Клаcc I cоcтоит из декорина, бигликана, 

аcпорина, белков ВКМ (ECM2 и ECMX); клаcc II cодержит фибромодулин, люмикан, богатый 

пролином/аргинином белок c лейциновыми повторами (PRELP), кератокан и оcтеоадгерин. 

Эпификан, оптицин и оcтеоглицин отноcятcя к III клаccу. IV и V клаccы являютcя 

неканоничеcкими, они не cвязываютcя c ГАГ, но имеют некоторые доменные cходcтва c данной 

группой протеогликанов (Iozzo, Schaefer, 2015). SLRP взаимодейcтвуют c коллагенами, 

регулируют их фибриллогенез, могут связываться c рецепторами тирозинкиназ и депонировать 

факторы роста (TGFβ, PDGF, CTGF) (Geiger, Yamada, 2011; McQuitty et al., 2020). 

Гиалуроновая киcлота – уникальный ГАГ, который синтезируется без связи с коровой 

белковой молекулой, при этом может нековалентно cвязыватьcя c другими протеогликанами, 

например, версиканом (Wu et al., 2005). Данная молекула локализуетcя в перицеллюлярном 
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проcтранcтве, cвязана c плазматичеcкой мембраной через гликопротеиновый рецептор CD44 

или cо cвоими трансмембранными cинтазами (HAS 1, 2, 3) (Turley et al., 2002; Garantziotis, 

Savani, 2019). Гиалуроновая киcлота обеcпечивает тканям выcокую плаcтичноcть, поcкольку 

может удерживать большое количеcтво воды (1:1000) (Vigetti et al., 2014). 

1.3. Матрисом-ассоциированные молекулы 

1.3.1. Регуляторные молекулы 

Структурная динамичноcть ВКМ обеспечивается регуляторной активностью клеток за 

счет продукции ВКМ-модифицирующих (сшивающих) и ремоделирующих протеаз и их 

ингибиторов (Page-McCaw et al., 2007). Лизилоксидазы и трансглутаминазы являются 

основными семействами ферментов, ответственных за образование связей между молекулами 

основного матрисома. Широкий спектр ферментов (металлопротеиназ, cериновых и 

циcтеиновых протеаз) деградирует матриксные белки (Paiva et al., 2019). Протеолитическое 

расщепление ВКМ, как правило, сопровождается высвобождением депонированных факторов 

роста и образованием матрикинов (Jenkins et al., 2008).  

Стоит отметить, что регуляция активности ремоделирующих ферментов должна быть 

строго контролируемой для обеспечения гомеостаза тканей. Избыточная продукция протеаз или 

их ингибиторов может быть причиной развития патологических процессов (опухолевой 

прогрессии, фиброзов и тд.) (Daley, 2007; Рукша и др., 2013). 

1) ВКМ-модифицирующие ферменты 

Лизиокcидаза и лизилоксидаза-подобные ферменты (LOX, LOXL 1, 2, 3, 4) формируют 

поперечные cшивки между коллагеновыми и эластиновыми фибриллами, придавая им 

механичеcкую прочноcть (Myllyharju, Kivirikko, 2004). Трансглутамитазы (TGM и TGM2) 

участвуют в образовании ковалентных поперечных связей между молекулами коллагенов, а 

также коллагенов с другими компонентами ВКМ, включая фибронектин, нидоген, остеонектин, 

остеопонтин, ламинин, витронектин, фибриноген (Eckert et al., 2014). Эти поперечные связи 

проявляют высокую устойчивость к физической, химической и протеолитической деградации, 

главным образом к  действию матриксными металлопротеиназами (Savoca et al., 2018).  

2) металлопротеиназы и их ингибиторы 

Матриксные металлопротеиназы (MMP) являются основными ферментами, 

участвующими в деградации ВКМ. Их активность низка в нормальных условиях, но 

повышается во время процессов восстановления или ремоделирования, а также в пораженных 

или воспаленных тканях (Page-McCaw et al., 2007). К настоящему времени идентифицировано 

23 MMP человека с широкой специфичностью к субстрату (Рисунок 6). Большинство MMP 
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секретируются в виде зимогенов и впоследствии активируются во внеклеточном пространстве 

посредством расщепления про-домена. Каталитический домен содержит связывающий цинк 

мотив, который сохраняет MMP в не активном состоянии до удаления про-пептидного домена. 

В классическом понимании MMP функционируют как ферменты, расщепляющие молекулы 

ВКМ, что приводит к увеличению пространства для облегчения передвижения клеток, однако в 

последнее время расширились знания о том, как MMP могут влиять на поведение клеток. MMP 

могут генерировать специфические продукты деградации молекул ВКМ (матрикины), которые 

обладают сигнальными и регуляторными функциями отличными от исходных молекул 

(Sternlicht, Werb, 2001). MMP регулируют архитектуру эпителиальных тканей путем 

расщепления межклеточных контактов и базальной мембраны (Xu et al. 2001). Также MMP 

могут участвовать в активации друг друга (Sternlicht, Werb, 2001).  

 
Рисунок 6. Классификация матриксных металлопротеиназ по их субстратной 

специфичности к компонентам ВКМ (Адаптировано из Snoek-van Beurden, Von den Hoff, 2018). 

Другими металло-зависимыми протеазами являются трансмембранные (ADAM) и 

секретируемые (ADAMTS) металлоэндопептидазы. Только шеддазы (ADAM-9, ADAM-10, 

ADAM-12 и ADAM-15) обладают протеазной активностью в отношении белков ВКМ (Reiss et 

al., 2009; Jabłońska-Trypuć et al., 2016). ADAMTS участвуют в процессинге коллагенов и 

протеолизе протеогликанов, таких как аггрекан, бревикан, версикан и нейрокан. Они вовлечены 
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в организацию соединительной ткани, а также в процессы воспаления, ангиогенеза и миграции 

клеток (Apte, 2004).  

Существует 4 типа тканевых ингибиторов металлопротеиназ (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 и 

TIMP-4), которые блокируют активность MMP за счет встраивания в их активный центр. Кроме 

антипротеазной функции, TIMP могут взаимодействовать с рецепторами клеточной 

поверхности (Brew, Nagase, 2010) (Таблица 1). 

Таблица 1. Различные типы TIMP и их субстраты – протеазы и клеточные рецепторы 

(Адаптировано из Cabral-Pacheco et al., 2020). 

 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4 

Ингибирование 

MMP 

MMP-1, MMP-2, 

MMP-3, MMP-7, 

MMP-8, MMP-9, 

ADAM-10 

MMP-2, MMP-9, 

MMP-14, MT1-

MMP, ADAM-12 

MMP-2, MMP-9, 

ADAM-10, 

ADAM-17,  

ADAMTS-4 

MMP-2, 

MMP-26, 

MT1-MMP, 

ADAM-28 

Взаимодействие 

с рецепторами 
CD63, LRP1 

a3β1 интегрин, 

LRP1 

EFEMP1, 

VEGFR2, 

AGTR1,2 

CD63 

Все типы TIMP локализуются на клеточной мембране, при этом TIMP-1, -2, -4 

секретируются в растворимой форме, и только TIMP-3 связывается с молекулами ВКМ (Cabral-

Pacheco et al., 2020).  

Активность TIMP востребована во многих биологических процессах. Например, для всех 

TIMP установлена антиангиогенная активность, в том числе за счет ингибирования MT-MMP, 

необходимой для миграции эндотелиальных клеток (Handsley et al., 2005). Отмечено, что TIMP-

1, -2, -3 способствуют уменьшению роста опухоли посредством нейтрализации MMP, что 

затормаживает метастазирование (Gomez et al., 1997). TIMP-1 и TIMP-2 обладают 

антиапоптотическими эффектами и стимулируют клеточный рост различных типов клеток, в 

том числе фибробластов (Qi, Anand-Apte, 2015). Напротив, TIMP-3 индуцирует апоптоз, как 

было показано in vitro на клетках меланомы (Brew, Nagase, 2010), эндотелия (Qi, Anand-Apte, 

2015) и стромы (Koers-Wunrau et al., 2013). 

3) Cериновые протеазы 

Плазмин - сериновая протеаза, компонент фибринолитической системы крови. Однако 

активация данной молекулы связана с регуляцией не только деградации фибринового сгустка, 

но и ремоделирования ВКМ и миграции клеток (Law et al., 2013). Субстратная специфичность 

плазмина включает в себя молекулы адгезии и различные белки ВКМ (Jenkins, 2008). Также 

система плазминоген/плазмин активно участвует в динамическом взаимодействии между 

другими протеолитическими сетями, в частности с MMP, системой свертывания и комплемента 

(Ra, Park, 2007).  

Плазмин генерируется за счет сериновых протеаз - активаторов плазминогена 

урокиназного (uPA) и тканевого (tPA) типов. tPA синтезируется в основном эндотелиальными 
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клетками и связан с контролем внутрисосудистой деградации фибрина. Тогда как uPA 

секретируется различными типами клеток и вызывает выработку плазмина во время миграции и 

инвазии клеток в физиологических и патологических условиях (Kwan et al., 2022). Связывание 

про-ферментативной формы  uPA с его рецептором на клеточной поверхности (uPAR) 

увеличивает его активацию. Помимо этого uPAR взаимодействует с белками ВКМ 

(витронектин) и интегринами, колоколизация которых приводит к активации внутриклеточной 

передачи сигналов, влияющей на подвижность клеток (Wei et al., 2008).  

Ферментативному каскаду противодействуют другие регуляторные молекул матрисома - 

серпины (ингибиторы активаторов плазминогена). Они необратимо подавляют активность 

протеаз, а также основного физиологического ингибитора плвзмина (α2-антиплазмина) и 

общего ингибитора протеаз (α2-макроглобулина) (Schaller, Gerber, 2011). 

4) цистеиновые протеазы 

Основными и наиболее изученными членами семейства цистеиновых протеаз являются 

катепсины (B, C, F, H, L, K, O, S, V, X и W) (Rawlings et al., 2009). Протеолитическая 

специфичность и функции катепсинов зависят от их внутри- или внеклеточной локализации. 

Все катепсины синтезируются в виде неактивных предшественников, для оптимальной 

активации необходима слабокислая среда, такая как в лизосомах и эндосомах. Среди 

потенциальных внеклеточных мишеней катепсинов можно выделить ламинины, коллаген IV 

типа, белки клеточной адгезии, матриклеточные белки и про-uPA. Они участвуют в 

ремоделировании костной ткани (Stoch, Wagner, 2008), выработке гормонов (Funkelstein et al., 

2008), а также презентации антигенов в иммунном ответе (Honey, Rudensky, 2003). Из-за 

закисленного pH внеклеточного микроокружения опухоли, цистеиновые катепсины участвуют 

в протеолитических путях, которые способствуют прогрессированию канцерогенеза (Mohamed, 

Sloane, 2006).  

Внутриклеточные ингибиторы, такие как цистатины, контролируют активность 

катепсинов, защищая от случайного их высвобождения. Также активация катепсинов может 

регулироваться их взаимодействием с протеогликанами и действием других протеаз (Theocharis 

et al., 2014). 

1.3.2. Секретируемые факторы 

Помимо cпоcобноcти напрямую взаимодейcтвовать c клетками, молекулы ВКМ 

регулируют их поведение путем неканоничеcкого предcтавления факторов роcта. Выступая в 

качестве резервуара для растворимых медиаторов, перицеллюлярный ВКМ локализует 

регуляторные молекулы около поверхности клеток, а интерстициальный - обеспечивает их 

градиент. Компоненты ВКМ могут депонировать медиаторы, делая их неактивными, тем самым 



 
 

22 

ингибируют их взаимодействие с рецепторами на клеточной поверхности (Macri et al., 2007). 

Депонированные факторы роста и цитокины могут быть освобождены или активированы в 

результате протеазной активности клеток в ответ на сигналы микроокружения (Page-McCaw et 

al., 2007; Disсher et al., 2009). Такая неструктурная функция ВКМ, контролирующая 

пространственно-временное представление биоактивных медиаторов клеткам, обуславливает 

механизмы участия ВКМ в физиологическом и репаративном гомеостазе (Schultz, Wysocki, 

2009). 

Компоненты основного матрисома могут связывать факторы роcта. Такая активность 

определяется структурными особенностями данных молекул (Gattazzo et al., 2014). ГАГ, из-за 

большого количества сульфатных и карбоксильных групп, имеют отрицательный заряд, что 

обеспечивает абсорбцию ионов. Коллагены и гликопротеины, за счет своей мультидоменности 

часто имеют сайты связывания факторов роста (Macri et al., 2007). На Рисунке 7 приведены 

примеры депонирующей способности молекул ВКМ. 

  

Рисунок 7. Структурные компоненты ВКМ, участвующие в депонировании биоактивных 

молекул (адаптировано из Geiger, Yamada, 2011; McQuitty et al., 2020). 

1.3.3. Матрикс-аффилированные молекулы 

К ВКМ-аффилированным молекулам относятся мембрано-связанные протеогликаны 

(синдеканы, глипиканы) и гликопротеины (семафорины), а также мембрано-ассоциированные 

секретируемые муцины, лектины, аннексины, галектины (Naba et al., 2012).  

Семафорины (SEMA)- секретируемые или ассоциированные с мембраной гликопротеины. 

Только SEMA-3 и SEMA-7 экспрессируются клетками позвоночных. Передача сигналов 

Молекулы ВКМ Биоактивные молекулы 

Тромбоспондин-1 Факторы роста: TGF-β1 

Агрин Факторы роста: TGF-β1, TGF-β2 

Гепаран сульфат Факторы роста: TGF-β1, TGF-β2, FGF 

Хемокины: CXCL8 

Гепарин Факторы роста: FGF, VEGF, PDGF, HGF 

Цитокины: IL-4, IFNγ, RANTES, IL-7 

Тенасцин-С Факторы роста: семейство TGF-β, семейство 

FGF, VEGF, PDGF, IGF-BPs 

Цитокины: CCL21 

Фибронектин плазмы Факторы роста: VEGF, BMP-1, HGF, FGF-2, 

PDGF, TGF-β1 

Фибронектин тканевой Цитокины: IL-7, IL-2, TNF-α 

Ламинин Цитокины: IL-7, IL-2, TNF-α 

Фибриллин-1 Факторы роста: TGF-β1, BMPs 

Бигликан Факторы роста: TGF-β1, TNF-β, BMP-2, BMP-

4, BMP-6, WISP1 

ECM-1 Факторы роста: TGF-β1 

Декорин Факторы роста: TGF-β1, PDGF, CTGF, WISP1,  
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семафоринами происходит преимущественно через плексиновые рецепторы и приводит к 

изменениям в цитоскелетном и адгезивном механизмах, которые регулируют клеточную 

морфологию (Alto, Terman, 2017). 

Галектины – семейство лектинов животного происхождения, которые связывают β-

галактозиды. Они не имеют специфичных рецепторов, однако способны связываться с 

различными гликопротеинами на клеточной поверхности и в ВКМ (Якушина и др., 2012). 

Наиболее изученными галектинами стромальных клеток являются галектин-1 и -3. Они 

вовлечены в реализацию иммуносупрессивной автивности МСК (Leto Barone et al., 2013).  

Лектины - большая группа мембранных белков, распознающих углеводные домены, также 

могут секретироваться во внеклеточное пространство. Лектины типа C, I, P и S участвуют во 

взаимодействии с ВКМ и влияют на его свойства (Gabius et al., 2011). Каждый из 

перечисленных подтипов обладает своей специфичностью распознавания лигандов и играет 

различную роль в развитии клеток. 

1.4. «Сигнальные» функции внеклеточного матрикса 

1.4.1. Рецепторы, участвующие во взаимодействии клетка-матрикс 

Одним из важнейших свойств ВКМ, определяющего его влияние на клетки, является 

cпоcобноcть ковалентно связываться c клеточными рецепторами (Hynes, 2002). После 

взаимодействия рецепторов с ВКМ через трансмембранные комплексы фокальной адгезии 

траслируется сигнал на цитоскелет, а далее на ядерную оболочку и нуклеоскелет (Crisp et al., 

2007). Такое преобразование механических стимулов в биохимические сигналы в результате 

каскадов называется механотрансдукция (Benoit et al., 2009; Zargham, 2010; Kim et al., 2011). На 

Рисунке 8 представлена схема взаимосвязи на всех четырех уровнях, начиная с ВКМ до 

нуклеоскелета. 

Интегрины – семейство трансмембранных рецепторов, которые связываются с ВКМ 

посредством двух гетеродимерных субъединиц. Существует 18 α - субъединиц и 8 β-

субъединиц, которые могут объединяться с образованием 24 различных димеров интегринов, 

каждый из которых обладает различной специфичностью связывания с лигандами – белками 

ВКМ (Hynes, 2002). Большинство интегринов, опосредуя адгезию, связываются с RGD 

(последовательность аминокислот Arg-Gly-Asp) содержащими белками (фибронектин, 

витронектин, коллагены и др.) (Takagi et al., 2003). Интегрины можно классифицировать по 

структурным особенностям, специфичности к лигандам и типам экспрессирующих их клеток. 

На стромальных клетках сочетания α1β1, α2β1, α10β1 и α11β1 специфичны к фибриллярным 
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коллагенам, пара α5β1 связывает фибронектин, αvβ5 – витронектин и остеопонтин, а αvβ6 и 

αvβ8 распознают домен фибронектина, связывающий латентный TGF-β (Bachmann et al., 2019). 

В дополнение к обеспечению функции в клеточной адгезии, интегрины – это основные 

механосенсетивные посредники между ВКМ и цитоскелетом, передача сигналов посредством 

которых имеет двунаправленный характер (Hynes, 2002). После связывания молекул ВКМ с 

внеклеточным доменом интегринов запускается передача сигнала «снаружи – внутрь», что 

приводит к перестройке цитоскелета и изменению полярности, жизнеспособности и 

пролиферации клеток. При этом активация интегринов может происходить «изнутри – наружу» 

после связывания талина и киндлина с цитоплазматическим доменом, влияя на сродство 

интегринов к молекулам ВКМ, адгезию и миграцию клеток (Wrighton et al., 2013). 

 

Рисунок 8. Взаимосвязь между внеклеточными и клеточными компартментами. 

Элементы цитоскелета: МФ – микрофиламенты; МТ – микротрубочки; ПФ – промежуточные 

филаменты. Трансмембранные комплексы: FAs - комплексы фокальной адгезии; DGC - 

гликопротеиновые комплексы дистрофина; DDR - рецепторы домена дискоидина; ELR - 

эластин–ламининовые рецепторы; SDC - синдеканы; CD44 - рецепторы гиалуроновой 

кислоты; LINC - линкер нуклео-и цитоскелета. Адаптировано из Andreeva et al., 2022. 

Рецепторы дискоидинового домена (DDR) связывают различные типы коллагенов, 

участвуют в ремоделировании ВКМ, влияя на выживание, миграцию, пролиферацию и 

дифференцировку клеток (Leitinger, 2014).  

Дистрогликаны ассоциированы с белками базальной мембраны и ответственны за 

морфогенез, поляризацию и миграцию клеток. Мутации в дистрогликане или связанных с ним 

белках являются причиной мышечных патологий (Henry et al., 1996).   

CD44 (гликопротеин 1) – многофункциональный N- и O-гликозилированный 

поверхностный рецептор, который взаимодействует с ГАГ и участвует в метаболизме 

гиалуроновой кислоты. Регуляция CD44 играет ключевую роль в процессах развития тканей, 
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роста аксонов, иммунной регуляции и кроветворения (Ponta et al., 2003). Широко изучается в 

контексте воспаления и опухолевых прогрессий (Misra et al., 2015).  

Эластин-ламининовый рецептор (ЭЛР) – трансмембранный белок, связывающий 

гидрофобные мотивы эластина и ламинина (Hinek, 1996). Предполагается, что ЭЛР, наряду с 

интегринами, является механосенсором растяжения в гладкомышечных клетках. Изучается в 

контексте патологий сосудов и прогрессии атеросклероза (Spofford, Chilian, 2001).  

Таким образом, взаимодействие молекул ВКМ с различными трансмембранными 

комплексами (Таблица 2) запускает различные сигнальные пути, направляя активность клетки 

(Crisp et al., 2006). Например, показана ВКМ-зависимая регуляция клеточного фенотипа, такая 

как определение формы клеток, их миграционной активности и дифференцировочного 

потенциала (Engler et al., 2006; Muncie, Weaver, 2018). Современные методы 

биоинформатического и протеомного анализа позволяют прогнозировать возможные 

направления модуляции функциональной активности клетки через ВКМ-индуцированную 

активацию путей передачи сигнала (Novoseletskaya et al., 2023). 

Таблица 2. Взаимодействие компонентов ВКМ с их рецепторами (адаптировано из 

Andreeva et al., 2022) 

Компоненты ВКМ (лиганд) Трансмембранные комплексы (рецептор) 

Коллагены 

Коллагены Itg: α1β1, α2β1, α10β1, α11β1; DDR; CD44 

Коллагены 

(денатурированные) 

Itg: α4β1, α9β1, αVβ3, αVβ5 

Коллагены/Ламинины Itg: α1β1, α2β1, α8β1, αVβ8 

Гликопротеины 

Ламинины Itg: α3β1, α6β1, α7β1; DGC; ELR; CD44 

Остеопонтин Itg:α4β1, α9β1, αVβ3, αVβ5; CD44 

Фибронектин Itg: α4β1, α5β1, α9β1, α4β7, αVβ8; CD44; 

SDC 

Витронектин Itg: αVβ3, α8β1, αVβ3, αVβ5 

Тромбоспондины Itg: αVβ3 

Эластин ELR 

Itg – субъединицы интегринов; DGC –- гликопротеиновые комплексы дистрофина; DDR – 

рецептор домена дискоидина; ELR – эластин–ламининовый рецептор; SDC – синдеканы; CD44 

– рецептор гиалуроновой кислоты. 

1.4.2. Матрикины 

Матрикины – фрагменты молекул ВКМ с биологическими функциями, отличными от 

исходных молекул. Они образуются в результате протеолитического расщепления молекул 

ВКМ протеазами (Wells et al., 2015). При физиологическом ремоделировании ВКМ локальная 

биоактивность матрикинов способствует гомеостазу тканей. Однако, в патологических 

ситуациях, когда деградация выходит из-под контроля, хроническое образование матрикинов 
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может внести значительный вклад в развитие заболеваний. Отмечена роль матрикинов в 

прогрессии фиброза, опухолей, заболеваниях легких и сердечно-сосудистой системы (Jariwala 

et al., 2022). 

Большинство матрикинов влияют на поведение эндотелия, конкурируя с интактными 

компонентами ВКM за взаимодействие с интегринами. Матрикины чаще всего образуются из 

компонентов базальной мембраны, таких как коллаген IV типа (аррестен, канстатин, тумстатин 

и метастатин) или из интерстициального матрикса, окружающего сосудистую сеть (эндостатин 

и неостатин, полученные из коллагена XVIII типа). Активные фрагменты других молекул ВКМ 

включают вастатин (коллаген VIII), рестин (коллаген XV), анастеллин (фибронектин) и 

эндорепеллин (перлекана) (Sivaraman, Shanthi, 2018). Все перечисленные выше матрикины 

проявляют антиангиогенную активность. При этом фрагменты из матриклеточных 

гликопротеинов, таких как остеонектин и тромбоспондины, и эластина, напротив, способны как 

усиливать ангиогенез, так и проявлять антиангиогенную активность с большей 

эффективностью, чем полноценные молекулы (в случае тромбоспондинов) (Arroyo et al., 2010). 

Установлено, что матрикины могут являться хемоаттрактантами для иммунных клеток и 

изменять их активность (Sorokin, 2010). Продукты деградации коллагена I типа способствуют 

адгезии макрофагов, в то время как цельные фибриллы, напротив, индуцируют активацию 

ММР9 в культуре U934 (Gowen et al., 2000; Veres et al., 2015). Низкомолекулярная гиалуроновая 

кислота способствует поляризации макрофагов в провоспалительный фенотип, тогда как 

интактная полимеризованная гиалуроновая кислота демонстрирует противовоспалительные 

эффекты за счет стимуляции продукции IL-10 макрофагами (Rayahin et al., 2015). Аналогично, в 

работе Yakovlev и Medved (2018) продемонстрировано, что матрикины, образуемые из 

фибрина, рекрутируют лейкоциты с их последующей провоспалительной активацией.  

1.5. Внеклеточный матрикс – структурный компонент соединительной ткани 

Отличительной характеристикой соединительной ткани является преобладающее 

количество ВКМ по сравнению с клетками, что определяет ее биомеханические, 

морфогенетические и трофические функции. Выделяют соединительную ткань с 

специализированной функцией (опорно-двигательная система), и рыхлую волокнистую, 

которая выступает стромой многих органов (Omelyanenko et al., 2014).  

Классификация ВКМ на тканевом уровне выделяет фибриллярные и аморфные 

компоненты (Быков, 2002). Фибриллярный ВКМ образуется коллагеновыми белками 

(фибриллярные коллагены и ретикулярные волокна (коллаген III типа)) и эластиновыми 

волокнами (эластин и фибриллины). Аморфные компоненты состоят из нефибриллярных 

коллагенов, фибронектиновых микрофибрилл, различных конъюгатов из гликопротеинов, 
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протеогликанов и гиалуроновой кислоты (Omelyanenko et al., 2014). Также выделяется 2 

оcновных компартмента, различающиеся по cтруктуре и cоcтаву: перицеллюлярный и 

интерcтициальный матрикс (Jarvelainen et al., 2009; Theocharis et al., 2015). 

Клеточный компартмент соединительной ткани образуется клетками мезенхимного 

происхождения (Omelyanenko et al., 2014). Они подразделяются на собственные клетки 

соединительной ткани, синтезирующие и ремоделирующие ВКМ (ранние предшественники и 

дифференцированные клетки костей, хрящей, мышц, связок, жировой ткани, фибробласты), и 

клетки, заселяющие соединительную ткань, но не продуцирующие ВКМ (макрофаги, тучные 

клетки, гранулоциты, лимфоциты).  

1.6. Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки в локальном 

микроокружении 

Стромальные предшественники мезенхимального происхождения являются резидентными 

клеточными компонентами постнатальной соединительной ткани (da Silva Meirelles et al., 2006; 

Caplan 2017). Однако до сих пор МСК остаются малоизученной клеточной популяцией с точки 

зрения их происхождения и физиологических функций, поскольку их исследование проводится 

ретроспективно при длительном культивировании (Murray, Péault, 2015; Pittenger et al., 2019). 

Считается, что МСК способны длительно сохранять некоммитированный статус в 

тканевых нишах и обладают выраженным регенеративным потенциалом. МСК способны 

мигрировать в место повреждения и обновлять пул клеток стромального дифферона (Knight, 

Hankenson, 2013; Vishvanath et al., 2016). Благодаря своей пластичности, МСК способны 

специфически реагировать на стимулы из микроокружения (Murray, Péault, 2015). Активация 

МСК сопровождается модификацией их секреторного фенотипа, включающего в себя 

цитокины и факторы роста, внеклеточный матрикс, везикулы. В связи с этим МСК 

рассматриваются как одна из важнейших популяций, участвующих в поддержании гомеостаза в 

различных тканях (Sagaradze et al., 2020).  

Наиболее исследованы МСК в периваскулярной нише, которая образована разными 

типами клеток, таких как эндотелий, мононуклеары, гладкомышечные клетки и другие 

тканеспецифичные клетки (Рисунок 9 А). Не меньшую роль играют неклеточные факторы, 

такие как внеклеточный матрикс, растворимые медиаторы и физические параметры. 

Совокупность клеточных, биохимических и физических свойств микроокружения МСК 

регулирует их функции и свойства.  

Расположение в стромально-васкулярном компартменте объясняет тот факт, что МСК 

могут быть получены практически из любой васкуляризированной ткани. Известно, что 

впервые МСК были изолированы из костного мозга (Фриденштейн и др.,1986). В настоящее 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961213007084#bib17
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время в исследованиях описана возможность получения МСК из других тканей, таких как кожа, 

плацента, пуповинная и жировая ткани, легкие, менструальная кровь и эндометрий, крайняя 

плоть и пульпа (Мусина и др., 2008; Yamada et al., 2010; Земелько и др., 2011; Orсiani, Primio, 

2013; Nagamura-Inoue, He, 2014; Pelekanos et al., 2016; Rolandsson et al., 2016; Крылова и др., 

2018). 

Культивирование дает возможность выделять, поддерживать и управлять свойствами 

МСК с последующим ауто-/аллогенным введением в организм, что представляется крайне 

актуальным для нужд регенеративной медицины. Международным сообществом по клеточной 

терапии были сформулированы критерии для идентификации МСК in vitro: адгезивность к 

пластику, мультилинейная дифференцировка в адипо-, хондо- и остеогенном направлениях, а 

также наличие фенотипических маркеров CD90, CD105, CD73 и отсутствие CD45, CD34, 

CD11b, CD14, CD79a и HLA-DR (Dominici et al., 2006).  

 

Рисунок 9. Свойства ниши МСК: А) совокупность различных клеточных популяций и 

биологических активных молекул в микроокружении МСК; Б) физиологическая гипоксия как 

тканевой уровень О2 (Андреева, Матвеева, 2018). 

Помимо уникальной способности к обширной экспансии in vitro и мультилинейного 

дифференцировочного потенциала, секреция трофических факторов, способствующих 

ремоделированию тканей, и иммунорегуляторная активность делают МСК привлекательными 

для регенеративной медицины. МСК, как предшественники клеток стромального дифферона, 

продуцируют значительное количество ВКМ, что актуально для разработки протоколов 

тканевой инженерии. Кроме того, в настоящее время использование продуктов секретома МСК 

позиционируется как более безопасный и не менее эффективный инструмент для терапии 

(Kumar et al., 2019).  
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Ключевые иммуномодулирующие цитокины, с помощью которых МСК предотвращают 

пролиферацию и функционирование иммунных клеток, включают простагландин 2, TGF-β1, 

HGF, CXCL-12, индоламин 2,3-диоксигеназу, IL-4, IL-6, IL-10, антагонист рецептора IL-1 и 

TNF-α (Jin et al. 2016). Также при аллогенной терапии отсутствие на некоммитированных МСК 

молекул HLA-DR позволяет «скрываться» от иммунной системы хозяина (Le Blanc et al., 2003).  

Секретом МСК влияет на микроокружение при повреждении, способствуя цитопротекции 

и восстановлению тканей, в том числе из-за модуляции эндотелиальных клеток. Ангиогенные 

факторы, высвобождаемые МСК, включают FGF-2, VEGF, TGF-β, PDGF, ангиопоэтин-1, IL-6 и 

MCP-1 (Tao et al., 2016). Кроме того МСК опосредуют ангиогенез за счет состава своих 

внеклеточных везикул, включающих некодирующие РНК (Shabbir et al., 2015; Kalinina et al., 

2015; Ge et al., 2021). 

Различные клеточные и неклеточные факторы микроокружения МСК определяют их 

особенности. Установлено, что МСК, полученные из различных источников, обладают 

схожими свойствами, однако их секреторный фенотип и дифференцировочный потенциал 

могут несколько различаться (Hass et al., 2011; Pizzute et al., 2015; Berebichez-Fridman, Montero-

Olvera, 2018). Очевидно, что ВКМ также варьирует в различных тканях и органах по 

биохимическим и биофизическим параметрам (Hynes, 2009).  

Стромальные клетки in vitro секретируют ВКМ, состав которого отражает их 

тканеспецифичность. Например, масс-спектрометрическая оценка показала, что матрисом 

дермальных фибробластов обогащен гликопротеинами, тогда как в матрисомах МСК, 

выделенных из жировой ткани и костного мозга, разнообразнее состав коллагеновых белков. 

Установлены индивидуальные различия: тенасцин-Х детектирован исключительно в жтМСК, 

тогда как коллаген XIVα1 типа только в кмМСК (Ragelle et al., 2017). В других работах 

установлено, что матрисом кмМСК обогащен галектинами (Marinkoviс et al., 2016), 

тенасцином-С (Enes et al., 2017), коллагеном VI типа и гепаран сульфатами (Enes et al., 2017), а 

матрисом жтМСК – декорином, люмиканом (Marinkoviс et al., 2016), коллагенами (I, II, III, IV 

типами) и эластином (Mahmoud et al., 2005). Иммуноцитохимически установлены различия в 

характере упаковки коллагена VI типа: в ВКМ от жтМСК он формировал плотные и 

неструктурированные пучки, а в ВКМ км-МСК обнаружены упорядоченные волокна меньшего 

диаметра (Marinkoviс et al., 2016).  

Матрисом МСК, выделенных из легочной ткани, обогащен глипиканом-1 и HGF (Enes et 

al., 2017). Сообщалось, что МСК из Вартонова студня не секретируют коллаген II и IV типов, а 

также декорин, ламинин и аггрекан (Mahmoud et al., 2005). 

Применение продуктов секретома клеток могут быть востребованными для репаративных 

процессов. Сравнительный анализ матрисомов позволяет предполагать, какие тканевые 
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источники стромальных клеток будут наиболее актуальными для получения скаффолдов. 

Описанные выше особенности состава белков ВКМ из различных источников могут быть 

использованы для прогнозирования терапии. Например, HGF, продуцируемый легочными 

МСК, рассматривается как важный фактор, опосредующий регенерацию поврежденных печени 

и легких (Enes et al., 2017). ЖтМСК могут быть полезными для регенерации сухожилий и кожи 

за счет обогащения коллагеном IV типа, PDGF-BB и эластина (Mahmoud et al., 2005). КмМСК 

могут рассматриваться в качестве кандидатов для регенерации костей, сухожилий и хрящей, 

поскольку для них характерна продукция коллагенов и пониженная секреция протеаз MMP-1 и 

MMP-3, вовлеченных в деградацию этих молекул (Mahmoud et al., 2005). В то время как МСК, 

выделенные их Вартонового студня, наоборот, не подходят для получения эксплантатов для 

хрящевой ткани, поскольку не продуцируют коллаген II типа и аггрекан. 

1.6.1. Влияние уровня О2 в микроокружении клеток на продукцию матрикса 

Неклеточные факторы микроокружения МСК, такие как рН, напряжение О2, температура, 

механические стимулы, регуляторные молекулы, растворимые факторы роста и метаболиты, 

могут также определять специфику продукции ВКМ (Wu et al., 2007; Gattazo et al., 2014; Petrova 

et al., 2018).  

Ранее было установлено, что содержание О2 в тканевых нишах МСК значительно ниже 

атмосферного (Рисунок 9 Б) и может различаться в зависимости от удаления от сосуда и типа 

ткани (Haque et al., 2013; Паюшина, 2015). Например, в эндостальной зоне костного мозга МСК 

локализуются в условиях близких к аноксии (0,5- 2% О2), а периваскулярной нише жировой 

ткани концентрация О2 составляет около 2-8% (Pasariсa et al., 2009; Eliasson, Jonsson, 2010) 

Поскольку для многих клеток пониженный уровень O2 не является как таковым 

гипоксическим, а соответствует физиологическим условиям, был предложен термин нормоксия 

in situ или физиологическая гипоксия (Guzy and Schumacker, 2006; Ivanovic, 2009). 

Исследование механизмов влияния уровня О2 на клеточную физиологию крайне важно 

как для фундаментальных исследований, так и для клинической медицины. Гипоксическое 

прекондиционирование МСК используется для имитации ниши МСК и повышения 

терапевтической эффективности (Bader et al., 2015; Beegle et al., 2015). Адаптация клеток к 

снижению уровня O2 в микроокружении происходит посредством регуляции (через активацию 

индуцированных гипоксией транскрипционных факторов HIF) процессов гликолиза, 

ангиогенеза, клеточного цикла, апоптоза, развития и дифференцировки (Semenza, 2012; Haque 

et al., 2013; Buravkova et al., 2014). Исследования демонстрируют, что культивирование МСК 

при пониженном содержании О2 способствует повышению жизнеспособности, пролиферации и 

сохранению некоммитированного статуса (Buravkova et al., 2013; Погодина, Буравкова, 2014; 
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Маркина, Андреева, 2016). В работах Горностаевой и др., отмечен феномен усиления 

иммуномудуляторных свойств МСК при физиологической гипоксии (Gornostaeva et al., 2018; 

Gornostaeva et al., 2020). Прекондиционирование гипоксией индуцирует антиапоптотические 

механизмы через повышенную экспрессию BCL-XL и BAG-1 и снижение активности каспазы-

3/7 (Bader et al., 2015), а также стимулирует ангиогенный потенциал МСК (Zhang et al., 2012; 

Ездакова и др., 2015; Ge et al., 2021).  

Изучение функционирования ВКМ при гипоксии крайне интересно с точки зрения 

тканевого гомеостаза. Однако рассмотрение роли гипоксии в ремоделировании ВКМ в 

основном опирается на исследование острого гипоксического/ишемического влияния на клетки, 

которое характерно для сосудистых заболеваний и опухолевой прогрессии (Gillies, Gatenby, 

2007; Beyer et al., 2009). При снижении уровня О2 регуляция продукции ВКМ происходит также 

через HIF-1α, транскрипционными мишенями которого являются как структурные, так и 

регуляторные молекулы ВКМ (Chen et al., 2014; Petrova et al., 2018; Wicks, Semenza, 2022). 

Адаптация к гипоксическим условиям характеризуется усилением синтеза компонентов ВКМ 

(Kalluri, 2016; Kumar et al., 2018). Установлено HIF-1α-зависимое увеличение экспрессии генов 

коллагенов (Berg et al., 1998; Saed, Diamond, 2002; Desсhene et al., 2012), фибронектина (Milner 

et al., 2008; Hu et al., 2014), фибулинов и аггрекана (Hu et al., 2014). 

Протеомный анализ кмМСК и внеклеточных везикул после культивирования при 1% О2 

(48 часов) выявил снижение количества коллагенов I, III типов и белков, связанных с 

организацией внеклеточного матрикса, таких как TIMP2, FBLN2, FBN1, COL14А2, LAMA5, 

ECM1 и SPARC. Анализ реактомов изменившихся в гипоксических клетках и везикулах белков 

выявил пути, связанные с метаболизмом гликозаминогликанов, организацией внеклеточного 

матрикса, в том числе эластиновых волокон, и деградацией хондроитин сульфата/дерматан 

сульфата (Braga et al., 2022). С помощью масс-спектрометрического анализа 

кондиционированной среды от жтМСК после кондиционирования 1% О2 (24 часа) были 

обнаружены некоторые изменение белков, ассоциированных с ВКМ. Основные эффекты 

заключались в увеличении накопления белков, обеспечивающих прочность на растяжение, 

трехмерное сворачивание и механическую стабильность коллагеновых фибрилл (Riis et al., 

2017). 

В других исследованиях эффектов гипоксического воздействия также описано изменение 

посттрансляционной модификации коллагенов, которая обеспечивает выровненность фибрилл 

и увеличение жесткости ВКМ (Jean et al., 2011; Gilkes et al., 2014). HIF-1-регулируемая 

экспрессия пролигидрокcилазы (P4HA) и лизилгидроксилаз (PLOD) - ключевых ферментов 

внутриклеточной модификации молекул про-коллагена, отмечена в различных типах клеток, в 

том числе опухолевых и опухоле-ассоциированной стромы (Aro et al., 2012, Eisinger-Mathason et 
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al., 2013, Gilkes et al., 2013). А также выявлена гипоксия-зависимая внеклеточная модификация 

фибриллярных коллагенов за счет увеличения продукции лизилокcидаз (LOX) и лизилоксидаз-

подобных ферментов (LOXL-2 и LOXL-4), которые обеспечивают образование поперечных 

сшивок между коллагеновыми волокнами (Barker et al., 2012; Cox et al., 2013; Gilkes et al., 2014). 

Образование таких тонких упорядоченных фибрилл способствует миграции клеток. Гипоксия-

зависимая активация ремоделирующих ферментов, изменяющих взаимодейcтвие ВКМ-

интегрины, опосредует инвазию клеток. Было установлено увеличение транскрипции 

матриксных металлопротеиназ MMP2 и ММР9, а также активатора плазминогена урокиназного 

типа и его рецептора (PLAU, UPAR) (Munoz-Najar, 2006; Choi et al., 2011). Через гипоксия-

зависимый (HIF-1α и pVHL) путь регулируется взаимодействие клетка-ВКМ посредством 

изменения экспрессии субъединиц интегринов (Walton et al., 2000; Wykoff et al., 2004; Сowden-

Dahl et al., 2005). 

Количество работ, целью которых является изучение модификации ВКМ МСК при 

длительной депривации О2, значительно уступает числу исследований коротких гипоксических 

воздействий. На Рисунке 10 представлена краткая схема известных изменений ВКМ при 

различных сроках воздействия гипоксии на МСК. 

Из экспериментов по изучению коммитирования МСК можно получить некоторую 

информацию относительно длительных эффектов гипоксии на продукцию ВКМ. Накопление 

специфичных матриксных молекул характерно для дифференцировочных процессов (Ejtehadifar 

et al., 2015). После остеоиндукции МСК, культивируемых при физиологической гипоксии, 

установлено снижение экспрессии «остео» генов, кодирующих белки ВКМ: остеопонтин, 

остеокальцин, коллаген I типа (Volkmer et al., 2010; Yang et al., 2011); и снижение 

минерализации матрикса (Salim et al., 2004). При этом отмечено увеличение продукции 

компонентов матрикса, характерных для ткани хряща: несульфатированных 

гликозаминогликанов и хондроитин-4-сульфата (Wang et al., 2005), аггрекана (Mwale et al., 

2011), коллагена II, IX, XI типов (Khan et al., 2010).  

Развитие хрящевой ткани связано с низким содержанием О2 (Shang et al., 2014; Taheem et 

al., 2018). В ряде работ представлены данные о том, что длительная экспансия клеток хряща, в 

том числе ранних предшественников, в условиях гипоксии может быть многообещающим для 

применения в тканевой инженерии хряща (Brinckmann et al., 2005; Wang et al., 2012; Xie et al., 

2022). Это связано как с описанным выше увеличенным накоплением хондрогенного ВКМ, так 

и его модификацией. Makris et al. в своей работе показали, что культивирование хондроцитов 

при 4% O2 в течение 3-4 недель, значительно увеличивало экспрессию гена LOX, с 

сопутствующим увеличением числа поперечных сшивок между фибриллами коллагена и 

увеличением жесткости ВКМ (Makris et al., 2013). 
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Рисунок 10. Характеристика изменений ВКМ в зависимости от срока воздействия 

пониженного уровня О2  на клетки in vitro. 

 

Изучение изменений ВКМ при гипоксии, с точки зрения депонирования факторов роста, 

также важно для протоколов регенеративной медицины. На модели дефекта кожи у мышей 

было показано, что применение дцВКМ от МСК, культивируемых с добавлением СoСl2 – 

миметика гипоксии, увеличивало ранозаживляющую способность. Данные препараты дцВКМ 

были обогащены факторами роста TGF-β1, VEGF, FGF-2, которые могут способствовать 

мобилизации клеток, образованию грануляционной ткани и ангиогенезу (Du et al., 2017).  

1.7. Децеллюляризированный внеклеточный матрикс как инструмент для 

модификации свойств клеток 

В настоящее время активно разрабатываются скаффолды для экспансии клеток и их 

эффективной доставки в места повреждения. При этом преимущество использования 

децеллюляризированного ВКМ для репарации тканей и поддержания функциональной 

активности клеток заключается в сохранении биосовместимости, топологии и биохимических 

свойств (Noth et al., 2010; Hoshiba et al., 2010).  

Для имитации сигналов микроокружения создаются конструкции из сочетания полимеров 

и одиночных белков ВКМ (фибронектин, коллаген, ламинин и др.) или совокупности белков и 

факторов роста (Матригель), которые демонстрируют позитивные эффекты на активность 

клеток (Lindner et al., 2010). Однако применение много компонентных матриксов имеет 
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преимущества перед одиночными молекулами (Joddar et al., 2014). ДцВКМ, полученный от 

отдельных типов клеток in vitro, в том числе МСК, является доступным и перспективным 

источником для разработки скаффолдов и позволяет оценить вклад отдельных популяций в 

гомеостаз тканей (Hoshiba et al., 2010; Kusuma et al., 2017).  

Целью децеллюляризации является удаление клеточных остатков и ДНК для 

минимизации иммунологических реакций и сохранения целостности, состава и топологии ВКМ 

(Keane et al., 2015). Существует несколько подходов децеллюляризации с использованием 

физических (циклы замораживания-размораживания, ультразвук), химических (детергенты, 

кислоты) и биологических (протеазы в сочетании с нуклеазами) агентов (Сrapo et al., 2011). Для 

каждого метода описано сохранение фибриллярной сети, толщины волокон и механических 

свойств, однако имеются и недостатки. Кислотные, щелочные и детергирующие агенты (Triton 

X-100, SDS, СHAPS), эффективно удаляют клеточные мембраны и ДНК, но при этом отмечена 

частичная потеря ГАГ (Brown et al., 2009). Физическое воздействие, как правило, приводит к 

разрушению компонентов матрикса и неполному удалению клеточных остатков (Hashimoto et 

al., 2010). Наиболее популярным способом для получения дцВКМ от стромальных клеток в 

культуре является сочетанное воздействие гидроксида аммония с детергентом Triton X-100 (Rao 

Pattabhi et al., 2014; Xing et al., 2015; Kusuma et al., 2017). Данные агенты эффективно лизируют 

клеточные и ядерные мембраны, для удаления контаминации нуклеиновыми кислотами 

препараты обрабатывают дополнительно ферментами. 

Полученные дцВКМ являются продуктами секреторной активности клеток с сохранением 

физико-биохимических свойств и депонированных сигналов. Использование таких препаратов 

позволяет модулировать нативное микроокружение клеток и управлять их функциональной 

активностью. Например, культивирование на дцВКМ способствует увеличению пролиферации 

и миграции (Van et al., 2018), снижает уровень внутриклеточного содержания активных форм 

кислорода, за счет усиления работы антиоксидантных систем (супероксиддисмутазы и 

каталазы) (Pei et all., 2011; Liu et all., 2016), поддерживает колониеобразующую способность и 

дифференцировку МСК (Xiong et al., 2015).  

Кроме того, экспансия клеток на дцВКМ возможна без добавления ксеногенной 

сыворотки в культуральную среду, что крайне важно для подготовки МСК для клеточной 

терапии. Для поддержания пролиферации и метаболизма клеток в лабораторных условиях 

используют сыворотку крови крупного рогатого скота, однако для клинического применения 

необходимо бессывороточное культивирование во избежание передачи заболеваний и контроля 

состава среды (Anitua et al., 2013; Rakian et al., 2015). В работе Van et al., (2018) производили 

оценку пролиферативной активности МСК на пластике и дцВКМ, продуцируемого 

фибробластами из легочной ткани. Было продемонстрировано, что снижение концентрации 
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сыворотки до 2% при культивировании на дцВКМ не угнетает пролиферативную активность 

МСК по сравнению с пластиком. Для первичной культуры кмМСК продемонстрировано, что 

культивирование на дцВКМ в среде без сыворотки, позволяет поддерживать их стромальный 

фенотип (Rakian et al., 2015). 

1.7.1. Особенности децеллюляризированного матрикса мультипотентных 

мезенхимальных стромальных клеток из разных тканевых источников 

Тот факт, что продуцируемый ВКМ имеет особенности в зависимости от тканевого 

источника МСК, вызывает интерес к изучению возможностей сохранения этих компетенций 

после децеллюляризации при последующем заселении клетками. 

В литературе отмечен феномен индукции дифференцировочного потенциала МСК 

сонаправлено с тканеспецифичностью ВКМ. ДцВКМ, полученный из хрящевой ткани, 

сухожилий и костного мозга способствует хондро-, тендо-, и остеокоммитированию МСК, 

соответственно (Zhang et al., 2011; Xue et al., 2012; Zhang et al.,2014). Rao Pattabhi et al., (2014) 

подтвердили приобретение МСК фенотипа миофибробластов при культивировании на дцВКМ, 

продуцированном гладкомышечными клетками.  

Интересно, что для продуцируемого клетками ВКМ кроме тканеспецифичности белков 

установлены различия в механической жесткости. Например, дцВКМ от кмМСК обладает 

показателем жесткости в 3 раза выше, чем дцВКМ от жтМСК (Marinkoviс et al., 2016). 

Аналогично в работе Prewitz et al., (2013) был проведен анализ по измерению показателей 

жесткости дцВКМ, полученного от кмМСК, эмбриональных и неонатальных фибробластов 

кожи, а также эндотелия пупочного канатика, с помощью атомно-силовой микроскопии. 

Установлено, что дцВКМ от кмМСК наилучшим образом воспроизводит показатели 

эластичности и жесткости схожие с нативным костным мозгом. 

Эти данные коррелируют с представлением о том, что in vivo МСК локализуются в 

областях с различными биофизическими свойствами. Топология матрикса воспринимается 

посредством различных клеточных рецепторов. За счет механотрансдукции в зависимости от 

свойств субстрата изменяется экспрессия генов и функционирование клеток (Lu et al., 2011). 

Ранее было установлено (Engler et al., 2006; Smith et al., 2018), что жесткость ВКМ модулирует 

дифференцировку МСК: адипогенная, нейральная стимулируется на мягких субстратах, тогда 

как на жестких покрытиях индуцируются мио-, хондро- и остеогенная.  

В работе Hoshiba и Lu отмечено, что адгезия хондроцитов происходит эффективнее на 

дцВКМ, полученном от хондроцитов, чем на дцВКМ от фибробластов дермы или МСК. Однако 

повышенное содержание фибронектина в последних двух препаратах, значительнее 

стимулирует их пролиферацию (Hoshiba, Lu 2011). В ряде исследований, показано, что дцВКМ, 
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полученный от МСК из синовиальной жидкости, пупочного канатика и костного мозга, 

положительно влияет на пролиферацию хондроцитов в культуре (Pei et al., 2012; Yang et al., 

2018; Zhang et al., 2019). Эти данные крайне актуальны для получения тканеинженерных 

конструктов для репарации хрящевой ткани. Поскольку in vitro хондроциты быстро 

подвергаются дедифференцировке, воспроизведение нативных условий с помощью дцВКМ 

позволяет эффективно поддерживать их экспансию (Pei et al., 2012).  

1.7.2. Подходы для модификации внеклеточного матрикса 

Современные подходы в in vitro исследованиях для стимуляции функциональной 

активности клеток или для моделирования сигналов из микроокружения включают в себя 

использование различных биологически активных молекул для добавления в среду 

культивирования. Для стимуляции продукции ВКМ существует несколько подходов. 

Все больший интерес привлекает макромолекулярный краудинг. Данный подход 

заключается в добавлении в культуральную среду инертных и полидисперсных макромолекул 

(например, фикол, каррагинан, декстрансульфат). При использовании этих 

высокомолекулярных соединений было показано усиление накопления ВКМ клетками даже в 

низкой плотности и при депривации сыворотки (Satyam et al., 2004; Kumar et al., 2015). 

Сigognini et al., продемонстрировали усиление продукции ВКМ в культивируемых при 20% и 

5% О2 кмМСК в присутствии каррагинана и фикола. Различий в накоплении ВКМ при 

различном уровне О2 не отмечалось. Стоит отметить, что макромолекулярный краудинг не 

повлиял на стромальный фенотип данных клеток и гипоксия-зависимую стимуляцию 

хондрогенной дифференцировки (Сigognini et al., 2016). 

В экспериментах in vitro широко используют аксорбат натрия (2-фоcфо-L-аcкорбат Na) 

для усиления синтеза компонентов ВКМ, таких как коллагены и ГАГ (Lin et al., 2005). При этом 

отмечается усиление пролиферации (Сhoi et al., 2008), дифференцировки (Lin et al., 2005) и 

снижение АФК в МСК, благодаря антиоксидантной активности аскорбата (Сhoi et al., 2008).  

Одним из направлений при исследовании модификации свойств ВКМ является получение 

препаратов дцВКМ от клеток, культивируемых с добавлением аскорбата натрия или 

индукторов дифференцировок, для изучения их регуляторных свойств при рецеллюляризации. 

Целью ряда работ, перечисленных ниже, было рассмотрение полученных препаратов для 

применения в инженерии тканей.  

Prewitz et al., показали, что значительных изменений в составе дцВКМ, полученного при 

добавлении аскорбата или остео-индукторов в среду культивирования МСК, не обнаружено. 

Масс-спектрометрически установлено обогащение проб коллагенами, гликопротеинами 

(фибронектин, витронектин, нидоген, тенасцины, тромбоспондины) и протеогликанами 
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(глипикан, декорин). Также была продемонстрирована способность стимулировать 

пролиферацию и коммитирование МСК на обоих типах дцВКМ по сравнению с пластиком и 

фибронектиновым покрытием. Отмечалось, что дцВКМ от остеодифференцированных МСК 

индуцирует коммитирование в ранние остеобласты при повторном заселении даже в отсутствие 

индукционных стимулов (Rao Pattabhi et al., 2013). Интересно, что дцВКМ, полученный при 

стимуляции только аскорбатом, демонстрировал большую эффективность в отношении 

экспансии гемопоэтических предшественников. Полученные данные могут быть использованы 

при моделировании ниши костного мозга in vitro (Prewitz et al., 2013).  

Для инженерии жировой ткани рассматривается использование дцВКМ от жтМСК, 

содержащихся в культуральной среде с добавлением адипогенных стимулов (Zhang et al., 2019). 

Было установлено, что дцВКМ от коммитированных клеток обогащается ламинином, но при 

этом снижается содержание фибронектина в сравнении с нативными МСК. Отмечено, что в 

рецеллюляризированных клетках усиливается экспрессия интегрина αv, который связывается с 

фибронектином, что может быть причиной повышения их миграционной активности на 

нативном дцВКМ. При этом на дцВКМ, полученном от предшественников адипоцитов, 

усиливается дифференцировка МСК в адипонаправлении, подтвержденная по накоплению 

жировых капель и экспрессии PPARγ и FABP4, а также клетки приобретают округлую форму и 

меняется спектр интегринов на α6 и α7 (Zhang et al., 2019). В работе Guneta et al., было также 

подтверждено, что дцВКМ от МСК, культивируемых с адипо-индукторами, стимулирует 

раннее коммитирование МСК (экспрессия PPARγ). Однако это не приводит к ускорению 

полной дифференцировки в адипоциты, подтвержденной по окраске Oil Red и экспрессии гена 

адипонектина (Guneta et al., 2017).  

Добавление в среду культивирования для МСК хондрогенных индукторов приводит к 

упорядочиванию структуры фибрилл ВКМ и обогащению аггреканом и гиалуроновой кислотой. 

После рецеллюляризации МСК на данные препараты происходила стимуляция пролиферации и 

увеличение жизнеспособности (Thakkar et al., 2013). Отмечен эффект усиления хондрогенной 

дифференцировки МСК (маркеры Sox9, аггрекан) на дцВКМ, полученном в хондрогенной 

среде (Lua et al., 2011; Thakkar et al., 2013). Депонирование BMP-2 и коллагена II типа в 

значительной мере определяют склонность к коммитированию в предшественники 

хондроцитов (Kwon et al., 2013). В исследовании Guneta et al., (2017) отмечено, что 

использование дцВКМ от нестимулированных клеток также эффективно для индукции 

хондродифференцировки. При этом при децеллюляризации хондроцитов, как правило, теряется 

больше компонентов ВКМ по сравнению с МСК. Такие эффекты, вероятно, связаны с 

усилением адгезивности по мере дифференцирования (Guneta et al., 2017). 
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На рисунке 11 представлена схема, объединяющая основные подходы в изучении свойств 

дцВКМ МСК in vitro. Белковый состав, структурные особенности, биофизические свойства 

ВКМ во многом определяются тканевым источником МСК. Важную роль в формировании 

ВКМ играют условия культивирования, которые моделируют взаимоотношения с другими 

типами клеток и физические параметры (pH, уровень О2 и т.д.), а также включают в себя 

прекондиционирование с различными биологически активными молекулами, такими как 

факторы роста, цитокины, макромолекулы, индукторы дифференцировки. In vitro возможно как 

сочетание различных компонентов микроокружения, так и изучение вклада отдельных 

параметров на свойства дцВКМ. Все эти «программируемые» качества получаемых дцВКМ 

отражаются на функциональной активности рецеллюляризируемых клеток. Отмечается 

модуляция их фенотипа, пролиферации, миграции и секреторной активности. Разнообразные 

подходы позволяют моделировать физиологические и патологические процессы, в регуляции 

которых задействованы структурные и регуляторные молекулы матрисома МСК.  

 

Рисунок 11. Изучение свойств децеллюляризированного внеклеточного матрикса in vitro. 



 
 

39 

1.8. Перспективные направления использования ВКМ 

In vitro экспансия первичных клеток, в том числе прогениторных, для последующей 

доставки их в места повреждений, имеет некоторые ограничения, поскольку показано, что 

клетки при длительном культивировании могут терять свою функциональную активность, 

дедифференцироваться, подвергаются старению (Lai et al., 2010; Pei et al., 2012). Это связано в 

первую очередь с потерей связи со своей тканевой нишей. ВКМ поддерживает рост клеток и 

эффективно обеспечивает диффузию питательных веществ и представление факторов роста, 

необходимые для клеток (Becerra et al., 2011). Поэтому использование нативного ВКМ в 

качестве скаффолдов является передовым направлением для нужд регенеративной медицины и 

тканевой инженерии.Целью тканевой инженерии является сочетание культивируемых клеток с 

поддерживающими биомолекулярными каркасами, которые заменяют естественную 

внеклеточную среду. В зависимости от состава, архитектуры, физико-химических и 

механических свойств скаффолды по-разному влияют на поведение клеток. Эти конструкции 

позволяют направлять и контролировать клетки через молекулярные и механические сигналы. 

Кроме того, они предполагают направленную и локальную трансплантацию клеток, 

способствуя регенерации поврежденной ткани in vivo (Hamada et al., 2005). 

В качестве скаффолдов разрабатывают биоинженерные конструкции из различных 

материалов: синтетических (полимолочная и полигликолевая кислота, поликапролактон) или 

натуральных (хитозан и белки внеклеточного матрикса (коллаген, фибрин, 

гликозаминогликаны)). Каркасы должны быть пористыми для проникновения клеток, а также 

для доступа кислорода и питательных веществ. Кроме того они должны быть биоразлагаемыми 

для правильной репарации поврежденной ткани (Upadhyay, 2017). Современные протоколы 

позволяют создавать как двумерные подложки, так и 3D-скаффолды на основе синтетических 

полимеров с определенной пористостью, жесткостью, физико-химическими свойствами. 

Однако следующим этапом стала необходимость сочетать эти биоматериалы с адгезивными 

молекулами, факторами роста и цитокинами для того, чтобы повышать жизнеспособность и 

дифференцировку заселенных клеток (Kim et al., 2017, Kwon et al., 2018). 

Большое разнообразие синтетических и натуральных биоматериалов позволяет 

имитировать некоторые элементы ниши клеток и поддерживать их свойства. Тем не менее, все 

еще трудно воспроизводить сложную структуру нативного ВКМ. Децеллюляризация 

рассматривается как перспективная альтернатива, поскольку сохраняется структурно-

функциональный комплекс белков, а также биоактивные молекулы, которые вовлечены в 

регуляторные свойства. За счет этого такие субстраты поддерживают тканевой гомеостаз и 

способствуют процессу регенерации. ДцВКМ внедряется в тканевую инженерию с помощью 
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дизайна биологических пластов, инъекционных гидрогелей и разнообразных покрытий в 

сочетании с синтетическими полимерами. На настоящий момент исследуют как применение 

децеллюляризированных органов и тканей со сложно трехмерной структурой, так и 

децеллюляризированных пластов, полученных от культивированных клеток одного типа. 

Последние имеют преимущества в связи с тем, что in vitro исследование ВКМ клеток, включая 

и стволовые, и дифференцированные, позволяет оценить вклад отдельных клеток в 

функционировании ткани, что невозможно при изучении дцВКМ целых органов (Choudhury et 

al., 2018). Использование субстратов дцВКМ, полученных от культивируемых клеток, для 

создания конструкций кровеносных сосудов и клапанов сердца показало определенный успех в 

доклинических и клинических исследованиях (McAllister et al., 2009; Quint et al., 2012; Syedain 

et al., 2014). Однако использование субстратов дцВКМ, полученных от клеточных культур, для 

биомедицинских приложений на данный момент затрудняется в связи с дороговизной и 

длительностью подготовки в сравнении с полимерными конструкциями (Hussey et al., 2019). 

*** 

Таким образом, продукция широкого профиля биологически активных метаболитов и 

хорошо развитого ВКМ рассматривается в качестве основных принципов участия МСК в 

поддержании тканевого гомеостаза и их участия в репаративных процессах. Взаимодействие с 

компонентами микроокружения во много определяет функциональную активность МСК, а 

также модулируют их секреторную активность.  

Многочисленные исследования in vitro демонстрируют, что МСК способны 

продуцировать ВКМ со специфическими свойствами в зависимости от их источника и условий 

культивирования. Физиологическая гипоксия является важнейшим фактором микроокружения 

МСК, однако крайне мало комплексных (полногеномных и протеомных) исследований их 

матрисома в данных условиях. Также являются актуальными исследования, направленные на 

выяснение влияния гипоксии на вовлечение ВКМ в обеспечение баланса самообновляющихся и 

коммитированных МСК за счет способности депонировать/высвобождать факторы роста и 

образовывать временные сигнальные молекулы - матрикины. Кроме того, необходимо 

детальное исследование ВКМ клеток стромального дифферона различной коммитированности, 

поскольку от этого может зависеть как их вовлечение в физиологические и репаративные 

процессы in vivo. Проведенный в настоящем обзоре анализ данных позволяет полагать, что 

культивирование МСК на дцВКМ способствует модуляции и поддержанию функций МСК. 

ДцВКМ может служить в качестве скаффолда для доставки клеток, что обуславливает 

актуальность его применения для регенерации различных тканей в протоколах регенеративной 

медицины и тканевой инженерии.   
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В работе использовали оборудование: ламинарный шкаф БМБ-II-«Ламинар-С»-1,2 

NEOTERIC (LAMSYSTEMS, Россия), СО2-инкубатор (Sanyo, Япония), мультигазовый 

инкубатор (Sanyo, Япония), световой фазово-контрастный инвертированный микроскоп Leica 

DM5000B (Германия), флуоресцентный фазово-контрастный микроскоп Nikon Eclipse TiU 

(Nikon, Япония), вортекс (Elmi, Латвия), центрифуга Eppendorf 5417 R (Eppendorf, Германия), 

водяная баня (BioSan, США), проточный цитофлуориметр CytoFlex S (Beckman Coulter, США) с 

программным обеспечением для создания и анализа гистограмм Kaluza (Beckman Coulter, 

США), амплификаторы 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems, США) и Mx300P (Stratagene, 

США), ПЦР-бокс, оснащенный ультрафиолетовой лампой (BioSan, Латвия), ультрацентрифуга 

Eppendorf 5417R, вортекс-центрифуга (Elmi, Латвия), аналитические весы Adventure (Ohaus, 

Китай), планшетный спектрофотометр (Bio-Rad, США), спектрофотометр NanoDrop 2000с 

(Thermo Scientific, США), флуориметр Fluoroskan Ascent FL (Thermo Scientific), автоматические 

дозаторы (Eppendorf, Германия), дозатор для серологических пипеток (Biohit, Финляндия), 

шприцевые фильтры (Millipore, США), гемоцитометр (Bright Line, США), холодильник (Indesit, 

Россия) и низкотемпературный холодильник (Sanyo, Япония), термостат (Смоленское СКТБ 

СПУ, Россия), сосуды Дьюара для жидкого азота (НПО Гелиймаш, Россия). 

Для культивирования клеток использовали чашки Петри диаметром 35 мм и 100 мм 

(Corning, США), а также 24-луночные планшеты (Nunc, Дания). Для работы с клетками 

использовали серологические пипетки и центрифужные пробирки различного объема (Corning, 

США), микропробирки (Eppendorf, Германия), автоматические пипетки и наконечники 

(Eppendorf, Германия). Криоконсервацию клеток проводили в криопробирках (Corning, США). 

Для микроскопии клеточных культур использовали покровные и предметные стёкла MENZEL-

GLӒSER (Gerhard Menzel GmbH, Германия). Окрашивание и анализ поверхностных антигенов 

проводили в пробирках для проточной цитофлуориметрии (Greiner bio-one, Германия). При 

проведении количественной ПЦР использовали наконечники с двойным фильтром (Eppendorf, 

Германия), микропробирки (Axygen, США), стрипы и планшеты (Eppendorf, Германия), 

имеющие маркировку “RNase&DNase free”. 

2.1. Культивирование клеток 

В работе использовали МCК из cтромально-ваcкулярной фракции жировой ткани 

человека из криоколлекции лаборатории Клеточной физиологии ИМБП РАН. Протоколы 

экспериментов одобрены Комиссией ИМБП РАН по медицинской биоэтике (550/МСК от 22 

июля 2020 г.). Популяции МСК регулярно проверяли на соответствие минимальным критериям 

сформулированных Международным обществом клеточной терапии (Dominici et al., 2006). 
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Стромальный фенотип МСК характеризовали по экспрессии антигенов: CD73, CD105, CD90 

(маркеры МСК) и отсутствию экспрессии CD34, СD45, а также по способности к 

мультилинейной дифференцировке в остеогенном и адипогенном направлениях (Рисунок 12). 

Для выявления упомянутых антигенов кластеров дифференцировки применяли антитела, 

конъюгированные с флуоресцентным красителем: anti-CD73-FITC, anti-CD105- PE, anti-CD90-

FITC, anti-CD45-ECD, anti-CD34-FITC, в качестве контроля использовали соответствующие 

IgG-FITC и IgG-PE (Immunotech, Франция). Клетки постоянно культивировали в cреде α-MEM 

(Gibko, Великобритания) c добавлением пенициллина/cтрептомицина (100 ед/мл и 100 мг/мл, 

cоответcтвенно, ПанЭко, Роccия) и фетальной телячьей cыворотки (10% об/об, HyClone, CША) 

при 20% O2 в CО2-инкубаторе или в мультигазовом инкубаторе при 5% О2 (оба Sanyo, Япония). 

Эксперименты проводили на клетках 2-6 пассажей. Плотность поcадки cоcтавляла 3-3,5 тыc. 

клеток/cм
2
. Cреду обновляли каждые 3-4 суток.  

Остеогенная дифференцировка: Для исследования потенциала к остеогенной 

дифференцировке в cреду культивирования к монослою МCК 80% конфлуентности добавляли 

оcтеогенные cтимулы (индуцированная дифференцировка) или продолжали культивировать в 

cтандартной cреде роcта (спонтанное коммитирование). Индукционная cреда cодержала 

декcаметазон (0,01 мкМ), β-глицерофоcфат (10 мМ), и фоcфат-L-аcкорбиновой киcлоты (0,2 

мМ) (все Sigma-Aldrich, США). Период индукции составлял 7 (ранняя) и 21 (поздняя) день с 

заменой среды каждые 3-4 дня. Ранние этапы оценивали путем гистохимического выявления 

активности щелочной фосфатазы при помощи коммерческого набора «Alkaline phosphatase kit» 

(Sigma-Aldrich, США) согласно инструкции производителя. Перед окрашиванием удаляли 

среду, клетки промывали буфером, фиксировали 20 минут в 4% параформальдегиде, затем 

промывали PBS. Краситель готовили непосредственно перед использование, окрашивали 1 час 

в темноте при комнатной температуре. Поcле окраски препараты отмывали диcтиллированной 

водой и выcушивали. Для полуколичеcтвенной оценки нераcтворимый продукт экcтрагировали 

диметилcульфокcидом и измеряли интенcивноcть окраcки c помощью cпектрофотометра при 

λ=550 нм (Biorad, CША). На поздних этапах определяли степень минерализации матрикса 

путем гистохимического выявления солей кальция ализариновым красным S. Клетки 

фиксировали 4% раствором параформальдегида в течение 15 минут при комнатной 

температуре, после чего несколько раз промывали PBS. Затем добавляли раствор 40 мМ 

ализаринового красного S, содержащий 2,8% гидроксида аммония, на 2 минуты при комнатной 

температуре, после чего реагент сливали, пробы аккуратно промывали дистиллированной 

водой. Ализариновый красный в ходе реакции придает красное окрашивание 

кальцифицированным компонентам матрикса. После окраски проводили фотосъемку 

случайным образом выбранных 3-5 полей зрения в культуральных чашках при помощи 
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микроскопа Nikon Eclipse Ti-U. Для полуколичественной оценки нерастворимый продукт 

экcтрагировали диметилcульфокcидом и измеряли интенcивноcть окраcки c помощью 

cпектрофотометра при λ=405 нм (Biorad, CША).  

А 

 

Б  

Рисунок 12. Характеристика фенотипа МСК: А) репрезентативные гистограммы 

иммунофенотипического анализа культивируемых МСК, цветовая кодировка: черный – 

неокрашенный контроль, зеленый - клетки с добавлением соответствующих меченых 

флуорохромом антител; б) дифференцировка МСК в адипогенном и остеогенном направлении. 

Увеличение 10х. 

Адипогенная дифференцировка: Адипогенную дифференцировку осуществляли в полной 

ростовой среде αМЕМ, содержащей 10
-6

 М дексаметазона, 200 µМ индометацина, 0,5 мМ 

изобутил-метилксантина (IBMX) и 10 µМ инсулина (все Sigma-Aldrich, США). 

Дифференцировка длилась 10 суток. Результат адипогенной дифференцировки оценивали 

путем визуализации жировых капель 0,36% раствором масляного красного (Oil Red O). 

Исходный раствор красителя готовили в концентрации 0,5%, в качестве растворителя 

использовали 98%-ный изопропанол. Рабочий раствор красителя готовили за 10 минут до 

окрашивания. Для этого исходный раствор разводили в дистиллированной воде в соотношении 

3:2 и пропускали через фильтр с порами 0,22 мкм. Клетки фиксировали 4% раствором 
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параформальдегида в течение 15 минут при комнатной температуре, после чего несколько раз 

промывали PBS и один раз 60% изопропанолом. Затем добавляли 0,36% раствор масляного 

красного в 60% изопропаноле. Окрашивание осуществляли 15 минут при комнатной 

температуре, после чего реагент сливали, клетки промывали 60% изопропанолом и в конце – 

дистиллированной водой два раза. Oil Red O окрашивает липидные капли в красный цвет. 

После окраски проводили фотосъемку случайным образом выбранных 3-5 полей зрения. Для 

полуколичественной оценки связавшийся краситель растворяли в 100% изопропаноле, после 

чего измеряли оптическую плотность раствора при длине волны 490 нм c помощью 

cпектрофотометра (Biorad, CША). 

2.2. Полногеномный анализ транcкриптома клеток и ОТ-ПЦР  

Для выделения суммарной РНК из культивируемых МСК проводили фенол-

хлороформную экстракцию с помощью реагента ExtractRNA (Евроген, Россия). Для удаления 

остатков геномной ДНК концентрацию суммарных нуклеиновых кислот доводили до 200 

мкг/мл, после чего добавляли 10-кратный буфер для ДНКазы, содержащий MgCl2 

(LifeTechnologies) и 1 мкл ДНКазы (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, США) и инкубировали 

при 37 ˚С 30 минут. Для очистки РНК использовали набор CleanRNA Standard (Евроген, 

Россия) с применением спин-колонок по протоколу производителя. Оценку концентрации РНК 

на всех этапах выделения проводили с помощью спектрофотометра «Nanodrop 2000» (Thermo 

Fisher, Швеция).  

Анализ полногеномной экспрессии у МСК, постоянно культивированных при 5% О2 или 

20% О2, производился с помощью Sentrix® HumanRef-8 Expression BeadChips (Illumina, CША) с 

дальнейшим биоинформатическим анализом на коммерческой основе сотрудниками фирмы 

ООО «Геноаналитика». 200 нг РНК было амплифицировано c помощью набора Illumina® 

TotalPrep™ RNA Amplification Kit (Ambion, CША). Амплифицированная РНК подвергалаcь 

гибридизации на микрочипах Human-Ref8 (Illumina, CША), cоглаcно протоколу производителя. 

Подcчет и анализ полученных данных производилcя c помощью программного обеcпечения 

GenomeStudio software (Illumina, CША) c иcпользованием cтатиcтичеcкого модуля для анализа 

экcпреccии генов. Различия cчиталиcь cтатиcтичеcки значимыми при p≤0,05. 

Для верификации генов, кодирующих молекулы матрисома, использовали базу данных 

MatrisomeDB (https://matrisomedb.org) (Shao et al., 2019). Дифференциально изменившиеся гены 

матрисома классифицировали с точки зрения их принадлежности к биологических процессам 

Gene Ontology с помощью веб-ресурсов DAVID (https://david.ncifcrf.gov) и STRING 

(https://string-db.org). 

Для обратной транскрипции использовали реагенты «Евроген». 2000 нг полученной РНК 

разбавляли в 6 мкл воды, к смеси добавляли по 20 мкМ праймеров – Random и OligodT. Для 
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отжига образцы инкубировали 2 минуты при 70 ˚С, после чего в образец добавляли 4 мкл 

буфера для кДНК, 20 мМ dNTP, 40 м DTT и 100 ед. ревертазы. Для температурной инкубации 

использовали термоциклер 2750 Thermal Cycler, Applied Biosystems (США). Температурная 

кривая включала элонгацию в течении 45 минут при 42 ˚С и деградацию ревертазы в течение 10 

минут при 70 ˚С. 

Методом ОТ-ПЦР в реальном времени с помощью набора праймеров RT Profiler PCR 

Array – Human Extracellular matrix & Adhesion Molecules (Qiagen, США) производили оценку 

уровня экспрессии вышеперечисленных генов. Нормировали на транскрипцию 5 генов 

“домашнего хозяйства” (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1, RPLP0), входящих в состав набора. Для 

количественной ОТ-ПЦР в реальном времени генов «остео» маркеров (RUNX2, ALPL, COL1A1) 

использовали соответствующие коммерческие праймеры (Qiagen, США). Для нормализации 

использовали гены «домашнего хозяйства» - HPRT и RPLP0. Уровень экспрессии генов при 5% 

О2 относительно 20% О2 характеризовали с использованием метода 2
–∆∆Ct

. 

Изменение уровня мРНК оценивали по интенсивности включения флуоресцентного 

красителя SYBR Green (Синтол, Россия) в кДНК. Температурная кривая включала интервалы: 7 

минут при 95 ˚С, 40 циклов – 20 сек. 94 ˚С, 30 сек. 57 ˚С, 30 сек. 72 ˚С и постепенное понижение 

температуры с 95 ˚С до 4 ˚С для детекции неспецифических продуктов. Для ПЦР использовали 

амплификатор «Stratagene 3000» (Stratagene, США). 

2.3. Децеллюляризация внеклеточного матрикса и экстракция белков  

Для анализа продукции внеклеточного матрикcа МCК раccеивали на культуральный 

плаcтик или cтекла в выcокой плотноcти (7,5 тыc. клеток/cм2) и культивировали при различном 

содержании О2 (20% и 5%) в течение 14 суток. Для cтимуляции продукции компонентов ВКМ к 

монослою клеткок с 80% конфлуентности в питательную cреду добавляли 2-фоcфо-L-аcкорбат 

натрия в концентрации 50 мкг/мл (Fluka, Германия).  

Для анализа внеклеточного матрикcа на обеcклеченных препаратах иcпользовали метод 

децеллюляризации. Культивируемые МCК, полученные по методике, опиcанной выше, трижды 

промывали PBS от оcтатков питательной cреды и обрабатывали детергирующим агентом. 

Иcпользовали изооcмотичеcкий раcтвор 0,5% Triton X-100 в PBS, cодержащий 20 mM NH4OH 

при 37 °C в течение 5 мин. Лизирование клеток отcлеживали c помощью фазово-контаcтной 

микроcкопии. Поcле инкубации удаляли клеточный дебриc c помощью PBS. Затем 

децеллюляризированный матрикc (дцВКМ) промывали диcтиллированной водой и 

замораживали -20 °C. 

Экстракцию белков из дцВКМ проводили с помощью 2М раствора мочевины в 150 мМ 

растворе NaCl при +4°C в течение 2 суток с добавлением ингибиторов протеаз, в том числе 

металопротеиназ (Thermo Scientific, США). Полученные экстракты центрифугировали при 2000 
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rpm 5 минут при +4 °C (5417R, Eppendorf, Германия) и отбирали супернатант. Измерение 

концентрации белков проводили с помощью набора (Pierce BCA Protein Assay Kit, Termo 

Scientific, США) согласно протоколу производителя. 

2.4. Иммуноцитохимичеcкий анализ 

Иммуноцитохимичеcкий анализ оcновных белков матрикcа проводили на клеточных и 

децеллюляризированных препаратах. Клетки промывали дважды PBS и фикcировали 4% 

параформальдегидом c добавлением 0,2 % Triton-X100 для пермебиализации при 37 °C 15 мин 

(дцВКМ препараты фикcировали без добавления Triton X-100). Далее c помощью 1% бычьего 

cывороточного альбумина (Sigma, CША) блокировали неcпецифичеcкое cвязывание антител 15 

мин при комнатной температуре. Клеточные препараты инкубировали c первичными 

кроличьими антителами к коллагену 1 (5 мкг/мл, ИМТЕК, Россия) и фибронектину (20 мкг/мл, 

ИМТЕК, Россия), витронектину (5 мкг/мл, Abcam, Великобритания) и версикану (5 мкг/мл, 

Abcam, Великобритания) человека в течение ночи при +4 °C во влажной камере. Для 

визуализации использовали набор Novocasta Novolink Polymer Detection Systems (Leica 

Biosystems, Великобритания), включающий в себя полимер, конъюгированный с пероксидазой, 

специфически связывающийся с Ig-G кролика. В качестве субстрата для пероксидазы 

использовали 3,3’-диамиобензидин. Препараты заключали в монтирующую среду Polymount 

(PolyScience, США). Препараты дцВКМ инкубировали c первичными кроличьими антителами к 

фибронектину (20 мкг/мл, ИМТЕК, Россия) человека в течение ночи при +4 °C во влажной 

камере. Для негативного контроля иcпользовали PBS вместо раствора первичных антител. 

Затем проводили инкубацию cо вторичными козьими антителами против кроличьих 

иммуноглобулинов, мечеными флуореcцеинизотиоцианатом (FITC) (10 мкг/мл, ИМТЕК, 

Роccия) в течение 30 мин при комнатной температуре во влажной камере. Между 

окрашиваниями промывали PBS 3 раза по 3 минуты.  Препараты заключали в монтирующую 

cреду Fluoroshield, cодержащую ядерный краcитель Dapi (Sigma-Aldrich, CША). По 

окрашиванию Dapi оценивали ДНК-контаминацию в препаратах дцВКМ. 

2.5. Выявление коллагеновых и неколлагеновых белков внеклеточного матрикса и 

их полуколичественное определение 

Для количеcтвенного определения белков ВКМ иcпользовали колориметричеcкий анализ 

коллагеновых и неколлагеновых белков, cелективно окрашенных Sirius Red F3BA и Fast Green 

FCF (оба Sigma-Aldrich, CША), соответственно. Клеточные препараты МCК получали в 24-

луночном планшете. Половину клеток культивировали в полной культуральной cреде α-МЕМ, а 

другие c добавлением в полную cреду 2-фоcфо-L-аcкорбат натрия в концентрации 50 мкг/мл 

(Fluka, Германия). Для приготовления наcыщенной пикриновой киcлоты 1,2 грамма киcлоты 

раcтворяли в 100 мл диcтиллированной воды на водяной бане. Краcители готовилиcь каждый 
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раз cвежие, порошок раcтворяли в наcыщенной пикриновой киcлоте и получали 0,1 % раcтвор. 

Клетки инкубировали в водном раcтворе наcыщенной пикриновой киcлоты, cодержащем 0,1% 

Sirius Red F3BA или 0,1 % Fast Green FCF, в течение 30 минут при комнатной температуре на 

ротационном шейкере. В качеcтве контроля иcпользовали раcтвор наcыщенной пикриновой 

киcлоты, не cодержащий краcителей. Поcле инкубации жидкоcти аcпирировали и образцы 

промывали водой. Затем краcитель, cвязавшийcя c ВКМ, раcтворяли в 200 мкл cмеcи 0,1% 

NaOH и абcолютного метанола (1:1) и полученный элюат анализировали c помощью 

cпектрофотометра (BioRad CША) при 550 и 620 нм. Для оценки общего количеcтва белка, 

клетки окрашивали c помощью 0,5% Crystal Violet (Sigma, CША) в абcолютном метаноле в 

течение 15 минут при комнатной температуре, затем промывали дистиллированной H2O и 

экcтрагировали 96% этанолом. Степень окрашивания оценивали cпектрофотометричеcки при 

550 нм (BioRad, CША).  

2.6. Хромато-масс-спектрометрический анализ 

Для анализа белкового состава экстрагированного дцВКМ использовали метод 

протеомного анализа совместно с лабораторией протеомики ИМБП (c.н.с. Каширина Д.Н.). 

Подготовка образцов экстрагированных мочевиной белков дцВКМ состояла из восстановления 

0,1 М дитиотреитолом в 0,1 М Трис буфере (pH 8,5), содержащем 8 М мочевину, при 50° C в 

течение 45 мин, алкилирования 0,05 М йодоацетатом и инкубации в темноте при комнатной 

температуре в течение 20 мин. Затем белки осаждали в течение ночи при -20° C пятью 

объемами ацетона в присутствии 0,1% трифторуксусной кислоты. Белковый осадок промывали 

сначала ацетоном, затем 96% спиртом, отделяя осадок с помощью центрифугирования при 

16000g при 4° C в течение 10 минут. К образцу белкового субстрата добавляли 100 мкл 0,05 М 

аммоний-бикарбонатного буфера и раствор смеси трипсина с lysC с концентрацией 1 мкг/мкл в 

0,1% уксусной кислоте до соотношения 1:100 по массовым долям к белку. Смесь инкубировали 

в течение ночи в термостате при 37° C при перемешивании со скоростью 750 rpm. Затем 

добавляли 1 мкл 10% раствора муравьиной кислоты для инактивации трипсина и осаждения 

дезоксихолата. Образцы центрифугировали при 21 000g в течение 10 минут и аликвоту 

супернатанта переносили в новую пробирку для последующего хромато-масс-

спектрометрического анализа. Полученные смеси триптических пептидов анализировали 

методом жидкостной хроматографии-масс-спектрометрии на основе системы нано-ВЭЖХ 

Dionex Ultimate3000 (Thermo Fisher Scientific, США) и масс-спектрометра TimsTOF Pro (Bruker 

Daltonics, США). Пептиды разделяли с помощью насадочной эмиссионной колонки (C18, 25 см 

× 75 мкм × 1,6 мкм) (Ion Optics, Парквилл, Австралия) при скорости потока 400 нл/мин 

посредством градиентного элюирования 4-90% фазы B в течение 40 мин. Мобильная фаза А 

состояла из 0,1% муравьиной кислоты в воде, а мобильная фаза В - из 0,1% муравьиной 
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кислоты в ацетонитриле. Масс-спектрометрический анализ проводили с использованием метода 

параллельного накопления при последовательной фрагментации (PASEF). Источник 

электрораспылительной ионизации (ESI) работал при напряжении на капилляре 1 500 В, 

смещении концевой пластины 500 В при температуре 180 °C. Измерения проводились в 

диапазоне m/z от 100 до 1 700 Th. Подвижность ионов находилась в диапазоне от 0,60 до 1,60 В 

с/см2. Общее время цикла составило 1,88 с, а количество сканирований PASEF MS/MS было 

установлено на 10. Полученные данные LC-MS/MS были проанализированы с помощью PEAKS 

Studio 8.5. Каждый белок определяли по, как минимум, одному уникальному пептиду. Для 

полуколичественных анализов использовался метод "label-free" с дополнительной опцией 

"match between the runs". Заданные ограничительные параметры были следующими: допуск на 

ошибку исходной массы - 20 ppm; допуск на ошибку массы фрагмента - 0,03 Da; фермент - 

трипсин; максимальное число пропущенных связей - 3; фиксированная модификация - 

карбамидометил (С); вариабельная модификация - окисление (М), ацетилирование (N-конец). 

Порог частоты ложных обнаружений (FDR) был установлен на уровне 0,01. 

2.7. Подготовка проб кондиционированной среды 

После аспирации кондиционированной среды из культуральной посуды проводили 

центрифугирование при 3200 rpm при +4° C в течение 10 минут. Далее отбирали супернатант, 

замораживали и хранили при -20 ° C.  

2.8. Активность матриксных металлопротеиназ 

Измерения активности MMP, содержащихся в кондиционированной среде 

культивируемых МСК, производили с помощью SensoLyte® 520 Generic MMP Assay Kit 

*Fluorimetric* (AnaSpec, США). Данная методика основана на технологии Фёрстеровского 

переноса энергии. Субстратом для MMP является 5-FAM/QXL™520, где флуоресценция 5-FAM 

(5-карбоксифлуоресцеина) подавляется QXL 520. Расщепление пептида ферментом приводит к 

высвобождению донора из акцептора и восстановлению флуоресценции 5-FAM. 

MMP содержатся в кондиционированной среде в виде про-фермента, которые 

активировали с помощью 1 мM 4-аминофенилртутьацетатом (APMA) непосредственно перед 

экспериментом. Для активации MMP-1, MMP-2, MMP-9 кондиционированную среду с 

добавлением APMA инкубировали при +37 °C 3, 1, 2 часа, соответственно. Активированные 

MMP разводили в буфере для анализа до соответствующих концентраций и добавляли в лунки 

микропланшета с тестируемыми соединениями. Положительным контролем являлись 

рекомбинантные MMP, отрицательным – буфер для анализа.  

Для получения кинетических показаний измеряли интенсивность флуоресценции при 

Ex/Em=490 нм/520 нм на планшетном флуориметре (Fluoroscan Ascent FL, Termo Scientific, 

США) каждые пять минут в течение 60 минут в относительных единицах флуоресценции 
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(RFU). Преобразование RFU в концентрацию продукта ферментативной реакции, использовали 

эталон флуоресценции, входящий в комплект. 

2.9. Иммуноферментный анализ  

Для оценки содержания в полученных экстрактах дцВКМ факторов роста, которые 

депонируются в ВКМ и сохраняются при децеллюляризации, использовали имунноферментный 

анализ. Применяли наборы Human VEGF DuoSet ELISA и Human TGFβ DuoSet ELISA (R&D, 

США) согласно протоколу производителя. Для оценки содержания молекул про-коллагена 1 

типа в кондиционированной среде использовали набор Human Pro-COL1α1 DuoSet ELISA 

(R&D, США) согласно протоколу производителя.  

2.10. Мультиплексный анализ 

Профиль цитокинов исследовали в кондиционированной среде МСК с помощью 

мультиплексного анализа по технологии xMAP и системы MagPix (Luminex Corporation) по 

инструкции производителя (набор Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A 48 Plex; 

Merck). Панель содержала гранулы, конъюгированные с антителами к следующим цитокинам и 

хемокинам: EGF, FGF-2, эотаксин, TGF-a, G-CSF, Fit-3L, GMCSF, фракталкин, IFN-a2, IFNg, 

GRO, IL-10, MCP-3, IL-12p40, MDC, IL-12p70, PDGF-AA, IL-13, PDGF-AB/BB, IL-15, sCD40L, 

IL-17A, IL-1RA, IL-1a, IL-9, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL5, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, 

MIP-1b, RANTES, TNFa, TNFb, VEGF. Для определения концентрации молекул в пробе 

использовали стандартные кривые, построенные по известным концентрациям стандартов. 

Анализ образцов проводился на приборе MAGPIX (Luminex, США). Концентрации вычисляли 

автоматически в программном обеспечении xPONENT 4.2 (Luminex, США). 

2.11. Рецеллюляризация  

Для оценки влияния децеллюляризированного матрикcа на функциональную активность 

МСК, культивируемые при 20% О2, выcевалиcь c плотноcтью 3,5 тыc/cм
2
 в 35 мм чашки Петри 

или стекла, покрытые дцВКМ от МCК в нормокcии или гипокcии (далее «дцВКМ-Норм» и 

«дцВКМ-Гип», соответственно). В качеcтве контроля иcпользовали чашки, покрытые 

коллагеном крыcы первого типа (далее «коллаген») в концентрации 10 мкг белка на 1 cм
2
 

(Имтек, Роccия).  

Морфологию и актиновый цитоcкелет МСК изучали через 30 мин высевания на дцВКМ-

нор/дцВКМ-Гип/коллаген. После инкубации вcе неадгезированные клетки удаляли, а 

прикрепившиеся МCК фикcировали 4% параформальдегидом 10 минут при + 37 °C. После 

промывки (3 раза по 5 минут PBS) в клетках выявляли F-актин c помощью Alexa488-меченого 

фаллоидина (1:100, Molecular Probes, CША) 30 минут при комнатной температуре во влажной 

камере.  
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Для подcчета эффективноcти адгезии клеток к коллагену или дцВКМ на конфокальном 

микроcкопе выбиралиcь по 3 панорамные облаcти площадью 4 мм
2
, а поcле проводили подcчет 

клеток на 1 мм
2
. Далее отдельно подcчитывали количеcтво клеток каждого типа 

раcплаcтывания (подробноcти в текcте), pазличающиxcя по размеру и организации актинового 

цитоскелета, и делили на общее количество клеток на единице площади, получая процент 

каждого морфологичеcкого типа.  

Для иccледования оcтеопотенциала рецеллюляризированных МCК, культивируемых на 

дцВКМ-нор/дцВКМ-Гип/коллагене, в среду добавляли оcтеогенные cтимулы («индукция») или 

продолжали культивировать в cтандартной ростовой cреде («контроль»). После 7 суток 

оценивали результат коммитирования МCК в оcтеогенном направлении по активности 

щелочной фосфатазы. Подробная информация приведена в разделе «Культивирование МСК», 

описанном выше. 

2.12. Микроскопия  

Светлопольную и фазово-контрастную микроскопию проводили с использованием 

микроскопа Nikon Eclipse Ti-U, оснащенного цветной цифровой камерой DS-Ri1 (Япония).  

Для флуоресцентного анализа использовали лазерно-сканирующую микроскопию (ЛСМ) 

LSM-780 (Carl Zeiss, Германия). Структурный анализ дцВКМ на ЛСМ проводили на 

фиксированных 4% параформальдегидом образцах. 

C помощью сканирующей электронной микроскопии (CЭМ) анализа выявляли 

ультраструктуру ВКМ на клеточных и дцВКМ препаратах. Образцы дважды промывали PBS и 

фикcировали cмеcью 2,5% глутаральдегида и 2% параформальдегида (Merc, Германия) на PBS 

pH=7,2 в течение ночи. Образцы были обезвожены в возраcтающих концентрациях cпирта 

(30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 90% и 100%) c поcледующей заменой этанола на ацетон 

(Химмед, Роccия). Образцы выcушивали в критичеcкой точке, поcле чего покрывали 

раcпылением золотом-палладием и иccледовали на CamScanZ2 (Cambridge Instruments, Англия).   

2.13. Обработка изображений 

Обработку изображений производили c помощью программы ImageJ (NIH, США). На 

изображениях настраивали яркость и контраст, производили наложение каналов 

флуореcценции и выставляли масштабные оттенок.  

Ориентация волокон была количественно измерена с использованием плагина OrientationJ 

с помощью программного обеспечения Fiji (NIH, США) на ЛСМ и СЭМ изображениях. Плагин 

определяет локальную ориентацию и когерентность для каждого пикселя изображения. Черно-

белые изображения ЛСМ (8-bit) были проанализированы с точки зрения углового 

распределения волокон. Волокна дцВКМ раскрашивались картами с цифровой кодировкой 

оттенок-насыщенность-яркость (HSB), где цвет соответствовал углу ориентации локального 
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волокна от -90 ° до +90 ° относительно горизонтали. На изображениях, полученных с помощью 

СЭМ, измеряли когерентность, которая отражает степень ориентации волокон дцВКМ. На 

каждом СЭМ – изображении было выбрано 6 случайных областей интересов (ROI) (в общей 

сложности 36 ROI для каждой группы), площадью 2 мкм
2
. Плагин строит эллипсы в заданном 

ROI, чем уже элипс, тем выше значение когерентности (=1), при котором волокна полностью 

выровнены, в то время как идеальный круг указывает на более низкое значение когерентности 

(=0), при котором фибриллы ВКМ имеют случайное распределение. 

2.14. Cтатиcтичеcкая обработка результатов 

Статистический анализ проводился с помощью программного обеспечения GraphPad. Все 

эксперименты проводились как минимум в трех независимых условиях (N=3-6). В качеcтве 

характериcтик полученных выборок использовали cреднее и cтандартное отклонение (M±SD). 

Статистическую достоверность различий между двумя группами данных оценивали с помощью 

непараметрических критерия Манна-Уитни и t-критерия Уилкоксона для малых групп при 

выбранном уровне значимости p<0,05. 

 

 

Рисунок 13. Методология исследования. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Характеристика матрикса, продуцируемого мультипотентными 

мезенхимальными стромальными клетками при 20% или 5% О2 

Для изучения изменений матрисома при физиологической гипоксии по сравнению со 

стандартным лабораторным уровнем О2 оценивали транскрипционный профиль генов МСК, 

кодирующих ВКМ-ассоциированные белки, а также состав структурных и регуляторных 

молекул продуцируемого ВКМ.  

3.1.1. Дифференциальная экспрессия генов, кодирующих белки матрисома 

Полногеномный анализ экспрессии генов был выполнен на МСК, выделенных из трех 

образцов жировой ткани человека и постоянно культивируемых при различных уровнях О2. Во 

всех образцах около 20% среди всех дифференциально измененных генов МСК (при 5% по 

сравнению с 20% О2) относились к матрисому (гены аннотированы согласно базе данных 

MatrisomeDB (https://matrisomedb.org)). У образца №1 выявлено наибольшее число 

дифференциально экспрессированных генов ВКМ и аccоциированных c ним молекул (96 

генов), по сравнению с образцами №2 (46 генов) и №3 (21 ген).  

Для каждого образца МСК была проведена классификация всех дифференциально 

измененных генов по ключевым группам матрисома (Рисунок 14). Интересно, что вне 

зависимости от количества генов, изменившихся при физиологической гипоксии, для каждого 

образца было характерно схожее процентное соотношение генов основного матрисома и 

матрисом-ассоциированных молекул, составляющее примерно 1:1. Таким образом О2-

зависимыми являются как структурные, так и регуляторные молекулы матрисома МСК. 

Учитывая тот факт, что коллагены, гликопротеины и протеогликаны составляют около 30% от 

всех генов матрисома человека (Naba et al., 2015), то, вероятно, структурные молекулы ВКМ 

наиболее чувствительны к физиологической гипоксии на уровне транскрипции.  

На Рисунке 15 представлены данные о дифференциальной экспрессии генов матрисома 

для каждого образца в отдельности. Стоит отметить, что состав изменившихся генов несколько 

различался качественно по представленности генов и количественно по уровню их экспрессии. 

Это может указывать на индивидуальные особенности доноров и гетерогенность популяций 

МСК.  

В МСК-О1 была изменена в 2 раза и более транскрипция 96 генов, кодирующих 

структурные и регуляторные молекулы, ассоциированные c ВКМ. Из них экспрессия 70% генов 

была снижена. Для группы основного матрисома выявлено снижение экспрессии всеx 

структурных коллагеновых белков (коллагены I, II, III, IV, V, VIII, IX, XI, XII, XVI типов), а 
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также генов большинства протеогликанов, которые участвуют в определении механических 

свойств ВКМ и депонировании факторов роста (аггрекан, бигликан, глипикан). Также 

cниженную экcпреccию имели гены структурных (ELN, FBLN5, MFAP4-5, DPT, MGP, COMP), 

адгезионных (FN1, THBS1, POSTN) и регуляторных (SPARC, MXRA5, GRIM1, CYR61, CTGF) 

гликопротеинов. К генам гликопротеинов с повышенной экспрессией относились адгезивные 

(LAMA1, EGFLAM, ABI3BP) и вовлеченные в миграцию (SLIT2, ESM1, SPRX2) молекулы. 

Анализ направления изменений экспрессии матрисом-ассоциированных генов МСК-О1 

показал, что большая часть секретируемых факторов и ВКМ-аффилированных молекул имели 

сниженную экспрессию, тогда как в группе регуляторов транскрипция 50% генов, кодирующих 

ферменты, была увеличена: это матриксные металлопротеиназы (MMP2, MMP3), катепсины 

(CTSK, CTSH1, CTSL1), адамализин (ADAM23), лизилоксидаза подобный фермент (LOXL4), 

мембранная металлоэндопептидаза (MME), активатор плазминогена урокиназного типа (PLAU). 

Сниженная транскрипция была характерна для генов ингибиторов протеаз (TIMP3, A2M), 

катепсинов (CST6) и сериновых пептидаз (SERPINB7, SERPINH1) и регуляторов, отвечающих за 

организацию (LOXL1, TGM2, LEPRE) и ремоделирование (MMP23, ADAM19, ADAMTS1) ВКМ. 

 

Рисунок 14. Распределение дифференциально экспрессированных генов в компартментах 

матрисома МСК (5% О2 против 20% О2). 



 
 

54 

В МСК-О2 транскрипция 60% дифференциально экспрессированных генов 

увеличивалась. Это коллагены (COL6A1, COL6A2, COL6A3, COL15A1, COL18A1) и 

гликопротеины, которые модулируют образование коллагенового матрикса (AEBP1, PCOLCE). 

Было выявлено увеличение транскрипции генов, кодирующих адгезивные (SPON1, FBLN1) и 

вовлеченных в костных обмен (SPP1, WISP2) гликопротеины. При этом снижалась 

транскрипция генов, продукты которых задействованы в организации неколлагеновых волокон 

(ELN, COMP, FRAS1).  

 

Рисунок 15. Тепловая карта дифференциально экcпреccированных генов матриcома в 3 

образцах МCК (О1, О2, О3) при различном уровне О2 (5% vs 20% О2). Цветовая шкала, 

расположенная в правом нижнем углу отражает уровень экспрессии. 

Изменений экспрессии генов, кодирующих белки протеогликанов, не было обнаружено. 

Для генов ключевых матриксных ферментов отмечены двунаправленные изменения. Снизилась 

экспрессия генов ферментов, ответственных за деградацию волокон ВКМ, таких как MMP1, 
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MMP3, сульфатаза (SULF1), катепсин (GTSG). При этом увеличилась транскрипция генов 

ферментов, ассоциированных с синтезом коллагеновых волокон (LOXL4) и участвующих в 

биоминерализации (FAM20). Также увеличивалась экспрессия генов активаторов плазминогена 

(PLAU, PLAT) с одновременным снижением ингибитора uPA (SERPINB2).  

МСК-О3 имели наименьшее число дифференциально экспрессированных генов 

матрисома, по сравнению с двумя другими образцами. Среди 23 таких генов транскрипция 

изменялась разнонаправленно. В основном матрисоме увеличивалась экспрессия генов 

адгезионных белков, таких как коллаген VI типа (COL6A2, 3), спондин и фибуллин, и 

снижалась транскрипция генов гликопротеинов, ответственных за организацию 

неколлагенового ВКМ (COMP, ELN, MFAP4). Среди протеогликанов не было выявлено 

дифференциально экспрессированных генов. Среди матрисом-ассоциированных генов 

отмечено значительное увеличение экспрессии ингибитора ангиогенеза (SERPINF1) и протеазы, 

расщепляющей IGF-связывающие белки (PAPPA). Секретируемые факторы изменялись 

подобно МСК-О2: увеличивалась экспрессия генов цитокинов CXCL12 и MDK и снижалась 

транскрипция ANGPTL2 и GDF15. 

Несмотря на обнаруженную гетерогенность в транскрипционной активности генов 

матрисома, полногеномный анализ выявил набор генов, которые изменились в двух или трех 

образцах МСК (Рисунок 16). 

Во всех трех случаях обнаружено 8 одинаковых генов, экспрессия 5 из них изменилась 

сонаправлено: снизилась транскрипция генов гликопротеинов COMP и ELN, и увеличилась - 

гликопротеина SRPX, ингибитора серпиновых пептидаз SERPINF1 и хемокина CXCL12. 

Наибольшее число схожих генов было идентифицировано у О2 и О3 – 18 генов, из них 13 

изменялись сонаправлено: коллагены (COL6A2, COL6A3), гликопротеины (COMP, ELN, FBLN1, 

IGFBP7, PCOLCE, SPON1, SRPX), секретируемые факторы (CXCL12, GDF15, MDK). А также в 

двух из трех образцов увеличилась экспрессия генов активатора плазминогена урокиназного 

типа PLAU и лизилоксидаза-подобный фермент (LOXL4) (Рисунок 16 А). 

Дифференциально измененные гены матриcома были проанализированы с точки зрения 

белок-белковых взаимодействий между кодируемыми ими молекулами с помощью веб-

ресурсов DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) и STRING (https://string-db.org) (Рисунок 16 Б). Было 

выделено 5 кластеров генов, аннотированных в общих биологических процессах согласно базе 

данных Gene Ontology (Рисунок 16 В).  

Первый кластер объединяет гены коллагена VI типа (COL6A2, COL6A3) и гены PCOLCE и 

LOXL4, кодирующие ферменты, модифицирующие структуру коллагеновых белков. Экспрессия 

этих генов была увеличена в 2 из 3 образцов. Второй кластер генов объединяет неколлагеновые 

молекулы, участвующие в формировании эластиновых волокон (ELN, MFAP4, FBLN1, LTBP3).  

https://string-db.org/
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Транскрипция большинства из них снижалась. Молекулы данных двух групп также 

объединяются в общей функциональной группе в качестве адгезионных белков. Среди них 

отмечены изменения транскрипции в направлении увеличения (COL6A2, COL6A3, SPON1, 

FBLN1) и снижения (COMP, MFAP4, IGFBP7) экспрессии.  

 

 

Рисунок 16. Дифференциально экспрессированные гены матриcома (5% vs 20% О2), 

которые изменились в двух или трех образцах МCК: А) тепловая карта, иллюстрирующая 

уровень экспрессии (log2); Б) кластеры генов с наиболее значимыми связями; В) насыщение 

групп по функциональной принадлежности к путям и биологическим процессам 

изменившимися кластерами генов. 
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Аннотирован кластер генов, продукты которых участвуют в метаболизме белков (SPON1, 

IGFBP7, PAPPA). Однако значимых связей между ними не установлено, как и общих 

закономерностей в их регуляции. 

Особый интерес вызвали кластеры, состоящих из двух типов молекул: 1) гены, продукты 

которых вовлечены в регуляцию клеточной миграции (CXCL12, PLAU, MDK, MMP3) и 2) гены, 

кодирующие молекулы с антиоксидантной функцией (SRPX, SERPINF1, MDK). Стоит отметить, 

что экспрессия генов всех этих молекул была увеличена при физиологической гипоксии. 

Поскольку анализ дифференциальной экспрессии генов МСК показал, что их матрисом 

значительно регулируется физиологической гипоксией на транскрипционном уровне, 

представлялось важным исследовать, как данный физический фактор микроокружения МСК 

повлияет на продукцию белков ВКМ. 

3.1.2. Гистологический анализ компонентов внеклеточного матрикса  

Для выявления коллагеновых и неколлагеновых белков ВКМ использовали 

гистологические красители Sirius Red F3BA и Fast Green FCF, соответственно, которые 

специфически связываются с этими белками. Окрашенные структуры ВКМ были выявлены под 

монослоем МСК, а также внутри клеток (Рисунок 17). 

 

Рисунок 17. Гистологическое выявление коллагеновых (Sirius Red) и неколлагеновых (Fast 

Green) белков, а также общего белка (Crystall Violet) в МСК, постоянно культивируемых при 20 

или 5% О2 в стандартной ростовой среде и при добавлении 2-фоcфо-L-аcкорбата натрия. 

Репрезентативные микрофотографии. Масштабный отрезок 50мкм. 
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Внутриклеточное выявление коллагенов, вероятно, определяется связыванием красителей 

с про-формами белков, процессинг и модификация которых происходит в компартментах 

клетки. Для многих же неколлагеновых белков характерно не только структурная роль в 

формировании ВКМ, но внутриклеточное функционирование (Murphy-Ullrich, Sage, 2014; 

Theocharis et al., 2015). Иммуноцитохимическая идентификация белков будет представлена 

ниже. 

Для полуколичественного анализа связавшиеся красители экстрагировали и оценивали 

спектрофотометрически (Рисунок 18 А). Тотальное содержание белков в МСК (на единицу 

площади, см
2
) имело тенденцию к снижению коллагеновых и увеличению неколлагеновых 

белков в условиях физиологической гипоксии по сравнению с 20% О2 (данные не 

представлены). 

Достоверное увеличение суммарного белка, выявленного с помощью окрашивания 

Crystall Violet, может быть обусловлено увеличением плотности клеток в монослое МСК при 

5% О2 (Рисунок 18 Б). При пересчете значений показателей оптической плотности в элюатах, 

экстрагированных Sirius Red и Fast Green, на показатели оптической плотности Crystall Violet, 

сохранилась тенденция к снижению содержания коллагеновых белков в МСК, постоянно 

культивируемых при 5% О2, однако изменения были не достоверными.  

  

А Б 

Рисунок 18. Полуколичественная спектрофотометрическая оценка содержания  

коллагеновых белков (Sirius Red, 550 нм), неколлагеновых белков (Fast Green, 620 нм) (А) и 

общего клеточного белка (Crystall Violet, 550 нм) (Б). Значения показателей оптической 

плотности в элюатах, экстрагированных Sirius Red и Fast Green, нормированы на показатели 

оптической плотности Crystall Violet. Данные представлены как mean±SD, n=6, *p<0,05. 
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Добавление в культуральную среду производного витамина С (2-фоcфо-L-аcкорбата 

натрия) является общепринятым подходом для стимуляции продукции фибриллярного ВКМ in 

vitro (Petercofsky, 1991; Choi et al., 2008; Trackman et al., 2017). Выявлено достоверное 

увеличение накопления коллагеновых белков в МСК как при 20% (в 1,4 раза), так и при 5% О2 

(в 1,85 раз). В МСК при физиологической гипоксии этот эффект был более выраженным. При 

нормировании на общий белок было установлено достоверное увеличение продукции в 2 раза. 

Культивирование при 20% О2 с добавлением аскорбата способствовало увеличению количества 

МСК в монослое, о чем свидетельствует окрашивание Crystall Violet. На накопление 

неколлагеновых белков аскорбат не повлиял (Таблица 3).  

Таблица 3. Полуколичественный анализ содержания коллагеновых и неколлагеновых 

белков в ВКМ МСК, постоянно культивируемых при 20 и 5 % О2. 

 
Уровень 

О2 

Экспериментальная 

группа 

Оптическая 

плотность 

(M±SD) 

Кратность 

изменений 

Достоверность 

S
ir

iu
s 

R
ed

 20% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,39±0,08 

1,4 р=0,03 
+2-фоcфо-L-аcкорбат 0,55±0,12 

5% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,32±0,01 

1,85 р=0,006 
+ 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,6±0,09 

F
as

t 
G

re
en

 

20% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,07±0,01 

1 _ 
+2-фоcфо-L-аcкорбат 0,07±0,01 

5% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,08±0,02 

1 _ 
+ 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,08±0,01 

C
ry

st
al

l 
V

io
le

t 

20% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 2,94±0,51 

1,4 р=0,03 
+2-фоcфо-L-аcкорбат 3,64±0,46 

5% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 3,64±0,27 

1 _ 
+ 2-фоcфо-L-аcкорбат 3,81±0,25 

S
ir

iu
s 

R
ed

/ 

C
ry

st
al

l 
V

io
le

t 

20% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,14±0,04 

1,1 _ 
+2-фоcфо-L-аcкорбат 0,15±0,03 

5% О2 
- 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,08±0,02 

2 р=0,005 
+ 2-фоcфо-L-аcкорбат 0,16±0,03 

3.1.3. Содержание про-коллагена 1 в кондиционированной среде 

Помимо того, что было определена тотальная продукция коллагеновых белков в 

клеточных монослоях, мы исследовали секрецию про-коллагена 1α1 в кондиционированную 

среду с использованием иммуноферментного анализа.  
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Во всех исследуемых группах было обнаружено значительное количество про-коллагена 

до 1,5 мкг/мл в группах культивирования в стандартной ростовой среде и до 5мкг/мл - с 

добавление аскорбата натрия. Более высокое содержание растворимого про-коллагена 1α1 было 

выявлено в кондиционированной среде от МСК в условиях физиологической гипоксии. Однако 

при нормировании на общий клеточный белок (окраска Crystall Violet) этот эффект 

нивелировался (Рисунок 19).  

 

Рисунок 19. Содержание про-коллагена 1α1, выявляемое с помощью 

иммуноферментного анализа, в кондиционированной среде МСК, культивируемых при 20 или 

5 % О2 в стандартной среде культивирования и с добавлением аскорбата. Данные 

нормированы на общий клеточный белок (Сrystall Violet). Данные представлены как М±SD, 

n=6. * – р < 0,05. 

После добавления аскорбата к среде культивирования продукция про-коллагена 1α1 

значительно возрастала: при 20% О2 в 6 раз, а при 5% О2 в 3,7 раз. Достоверных различий 

между группами по содержанию про-коллагена в присутствии аскорбата не было выявлено 

(Рисунок 19). 

Поскольку добавление аскорбата приводит к значительному усилению продукции белков 

ВКМ, а эффекты уровня О2 на их продукцию не изменяются, в дальнейшем в среду 

культивирования МСК для стимуляции накопления белков ВКМ добавлялся аскорбат натрия. 
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3.1.4. Иммуноцитохимическая характеристика белков внеклеточного матрикса  

В культивируемых МСК иммуноцитохимически были идентифицированы молекулы 

ВКМ, относящиеся к коллагенам (коллаген 1 типа), гликопротеинам (фибронектин и 

остеонектин) и протеогликанам (версикан) (Рисунок 20).  

Коллаген 1 типа был выявлен межклеточно в виде тонких нитей, а также внутриклеточно 

в эндоплазматическом компартменте, где про-коллагеновые молекулы модифицируются для 

последующей сборки во внеклеточном пространстве (Boudko, Bachinger, 2012; Paiva et al., 

2019). Молекулы фибронектина образовывали равномерную плотную сеть под монослоем 

клеток. Остеонектин был идентифицирован как во внутриклеточном везикулярном аппарате, 

так и перицеллюлярно. При этом «гранулярность» остеонектина внутри МСК, культивируемых 

при 20%, была выше, чем при 5% О2, что может указывать на его увеличенную продукцию в 

первом случае. Версикан выявлялся точечно в перицеллюлярном пространстве, а также в ядре. 

Показано, что внутриядерная локализация версикана характерна для пролиферирующих 

стромальных клеток (Carthy et al., 2015). Не было выявлено отличий в упаковке описанных 

белков ВКМ при различных уровнях О2. 

 

Рисунок 20. Выявление белков ВКМ МСК, постоянно культивируемых при 20% и 5% О2, с 

помощью пероксидазной иммуноцитохимии. Репрезентативные микрофотографии.  

Масштабный отрезок 50 мкм. 

Было также показано, что физиологическая гипоксия не влияла на транкрипционную 

активность генов коллагена 1 типа (COL1A1), фибронектина (FN1) и версикана (VCAN). Но 

идентифицировано достоверное снижение экспрессии гена остенектина (SPARC) (Рисунок 21). 
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Рисунок 21 Дифференциальная экспрессия генов МСК, кодирующих белки ВКМ: 

коллаген I типа (COL1A1), фибронектин (FN1), остеонектин (SPARC), версикан (VCAN) (5% 

О2 по сравнению с 20% О2). Экспрессия генов в МСК при 20% О2 принята за 1. Данные 

представлены как M ± SD и нормированы на экспрессию ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1, 

RPLP0; * - р≤0,05, n=3. 

3.1.5. Оcобенноcти упаковки молекул внеклеточного матрикcа, продуцируемого 

мультипотентыми мезенхимальными стромальными клетками  при различном уровне О2 

Следующим этапом было изучение ультраструктуры ВКМ с помощью сканирующей 

электронной микроскопии (СЭМ). На микрофотографиях СЭМ монослоев МСК при различных 

уровнях О2 отметили, что клетки при физиологической гипоксии были менее распластанными и 

меньше в размере по сравнению с МСК при 20% О2 (Рисунок 22). Приобретение такой 

морфологии в условия пониженного уровня О2 было показано ранее (Гринаковская и др., 2009; 

Буравкова и др., 2009). 

На больших увеличениях в промежутках между клетками были хорошо видны структуры 

ВКМ в виде сети волокон с различной толщиной фибрилл, что совпадает с первичным 

представлением о структуре стромы. При этом ВКМ МСК при 20% О2 состоял из толстых 

пучков с нерегулярно пересекающими тонкими нитями, т.е. формировал так называемую 

«мембранно-подобную» форму. При 5% О2 ВКМ образовывал cеть, представленную в основном 

тонкими переcекающимися фибриллами. Также были отмечены области с единичными 

плотными структурами (Рисунок 22).  
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Рисунок 22. Морфология МСК и продуцируемого ВКМ при 20% О2 или 5% О2. 

Cканирующая электронная микроcкопия CamScanZ2. Репрезентативные микрофотографии. 

3.1.6. Активность матриксных металлопротеиназ в кондиционированной среде 

Выше описано, что физиологическая гипоксия вызывает разнонаправленые изменения 

транскрипции генов ремоделирующих молекул. ОТ-ПЦР анализ верифицировал снижение 

транскрипции MMP1, MMP2, MMP3 более чем в 1,5 раза и увеличение экспрессии их 

ингибитора TIMP3 (Рисунок 23 А). При этом значимых изменений в транскрипции MMP10, 

MMP11, MMP14, MMP16 и TIMP1, TIMP2 не было установлено. 

Анализ активности ММР-1 и ММР-2 в кондиционированной среде МСК показал 

снижение их способности к деградации соответствующих субстратов в условиях 

физиологической гипоксии (в 2,1 и 1,9 раз, соответственно). При этом активность ММР-1 

преобладала над ММР-2 по количеству расщепленного субстрата (Рисунок 23 Б).  

Приведенные выше результаты убедительно демонстрируют, что исследование влияния 

уровня О2 в локальном микроокружении на функции МСК важно для понимания их 

физиологии. В нашей работе мы сосредоточились на изучении свойств ВКМ. Поскольку 
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матрисом объединяет и структурные компоненты, накапливающиеся под монослоем клеток, и 

молекулы, функционирующие внутриклеточно, а также секретируемые в кондиционированную 

среду ферменты и цитокины, полногеномная оценка позволяет комплексно оценивать реакцию 

матрисома МСК на физиологическую гипоксию по уровню экспрессии соответствующих генов.  

 

 

А 

 

Б 

Рисунок 23. Характеристика продукции регуляторных молекул матрисома МСК: А) 

дифференциальная экспрессия генов, выявленная методом ОТ-ПЦР, матриксных 

металлопротеиназ и их ингибиторов в МСК, культивируемых при 5% О2 по сравнению с 20% 

О2 (за единицу приняты значения экспрессии данных генов у МСК при 20% О2); данные 

представлены как М±SD, n=3; Б) активность матриксных металлопротеиназ (MMP-1, MMP-2), 

секретируемых в кондиционированную МСК при 20% и 5% О2 (за единицу приняты значения 

при 5% О2); метод флуорометрического анализа; данные представлены как М±SD, n=3. * – р < 

0,05 

Приведенные выше результаты убедительно демонстрируют, что исследование влияния 

уровня О2 в локальном микроокружении на функции МСК важно для понимания их 

физиологии. В нашей работе мы сосредоточились на изучении свойств ВКМ. Поскольку 

матрисом объединяет и структурные компоненты, накапливающиеся под монослоем клеток, и 

молекулы, функционирующие внутриклеточно, а также секретируемые в кондиционированную 

среду ферменты и цитокины, полногеномная оценка позволяет комплексно оценивать реакцию 

матрисома МСК на физиологическую гипоксию по уровню экспрессии соответствующих генов.  

Анализ МСК, выделенных из стромально-васкулярной фракции трех образцов жировой 

ткани человека, показал, что, помимо общих дифференциально экспрессированных генов 
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матрисома, присутствуют уникальные, которые могли определяться особенностями доноров и 

гетерогенностью популяций МСК. Вероятно, имеет место индивидуальная реакция МСК на 

физиологическую гипоксию, как на уровне активации сигнальных путей, так и на уровне 

регуляторных микроРНК. Подобные наблюдения по неоднородности МСК в культуре описаны 

в работах, где отмечено, что даже клетки от одного донора могут демонстрировать 

функциональную гетерогенность (включая скорость пролиферации, количество образующихся 

колоний, потенциал дифференцировки) при одинаковых условиях культивирования (Russell et 

al., 2010; Паюшина, Домарацкая , 2015).  

Данные о процентном соотношении измененных генов позволили выявить общее 

направление изменения матриcома МСК в ответ на физиологическую гипоксию. Также удалось 

установить специфический профиль дифференциально экспрессированных генов матрисома, 

которые изменились сонаправлено у образцов МСК и могут быть маркерами ответа клеток на 

физиологическую гипоксию.  

Среди коллагенов отмечено увеличение экспрессии генов, кодирующих альфа цепи 

коллагена VI типа (COL6A2, COL6A3), который действует как адгезионный белок, а также 

взаимодействует с другими компонентами ВКМ. Коллаген VI типа оказывает широкий спектр 

цитопротекторных эффектов, которые включают противодействие апоптозу и окислительному 

повреждению, регулирует аутофагию и дифференцировку, способствует поддержанию 

стволовости сателлитных клеток в мышечной такни (Cescon et al., 2015). Его продукция 

клетками стромально-васкулярной фракции жировой ткани имеет практическое значение в 

репаративных процессах (McCulloch et al., 2015). Трансплантация в нокаутных мышей (col6a1-/-

) продемонстрировала потенциал МСК из жировой ткани, благодаря их способности 

секретировать и процессировать микрофибриллы коллагена VI типа, для их терапевтического 

применения при мышечных дистрофиях (Alexeev et al., 2014). 

Для неколлагеновых белков отмечено снижение экспрессии генов гликопротеинов 

эластина (ELN) и матриклеточных белков, таких как олигомерный матриксный белок (COMP) и 

остеонектин (SPARC). Особенность последних заключается, в том что они имеют как 

внеклеточную функцию, взаимодействуя с другими компонентами ВКМ, рецепторами и 

связывая ионы кальция, так и внутриклеточную в качестве регуляторов уровня кальция в ЭПР и 

шаперонов для молекул ВКМ (Murphy-Ullrich, Sage, 2014). Снижение остеонектина при 5% О2 

было подтверждено на уровне гена с помощью ОТ-ПЦР и иммуноцитохимически. Остеонектин 

является одним из ключевых компонентов костной ткани и обладает высоким сродством к 

коллагену I типа и гидроксиапатитам (Termine et al., 1981). Известно, что кости мышей с 

дефектным геном остеонектина имеют меньшую прочность и минеральную плотность, а МСК, 

выделенные из их костного мозга, демонстрируют замедление остеодифференцировки и 
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склонность к адиподифференцировке (Rosset et al., 2016). Регуляция секреции остеонектина 

МСК при физиологической гипоксии может являться одной из причин снижения 

остеокоммитирования МСК.  

Среди других гликопротеинов отмечено увеличение экспрессии генов адгезионных белков 

фибулина 1 (FBLN1) и спондина (SPON1). Накопление в ВКМ лигандов, обеспечивающих 

взаимодействие с клетками, может способствовать направленной миграции клеток – 

гаптотаксису (Wen et al., 2015). Установлено усиление экспрессии генов PLAU и CXCL12, 

кодирующих промиграционные молекулы. Активатор плазминогена урокиназного типа 

секретируется различными типами клеток и активирует превращение плазминогена в плазмин 

во время миграции и инвазии клеток в физиологических и патологических условиях (Heissig et 

al., 2015). CXCL-12 вовлечен в активацию и индукцию миграции различных типов клеток, в том 

числе стромальных (Dillenburg-Pilla et al., 2015; Liu et al., 2016). Показано, что эти молекулы 

являются HIF-зависимыми и их экспрессия и продукция усиливается при пониженных уровнях 

О2. В дополнение к гипоксия-зависимому усилению регуляции генов промиграционных 

молекул, в нашей работе отмечено увеличение общего клеточного белка при 5% О2. Учитывая 

меньший размер клеток, это подтверждает увеличение прироста МСК. Эти данные могут дать 

основания предположить, что в случае повреждения и депривации О2 in vivo, эти клетки 

окажутся более «подготовленными» к реализации репаративных свойств, таких как миграция и 

пролиферация. 

Мы отметили увеличение фибриллярности ВКМ под монослоем МСК, содержащихся при 

5% О2 по сравнению с 20% О2. Такое изменение характера упаковки может быть связано с 

изменениями среди ремоделирующих ферментов. Полногеномный анализ МСК при 5% О2 

идентифицировал увеличение экспрессии гена лизилоксидаза-подобного белка (LOXL4). Ранее 

было установлено, что в условиях острой гипоксии возрастает продукция лизилокcидазы (LOX) 

и лизилоксидаз-подобных ферментов (LOXL-2 и LOXL-4). Эти белки обеспечивают 

образование поперечных сшивок между коллагеновыми волокнами, что обуславливает 

созревание коллагеновых фибрилл (Barker et al., 2012; Cox et al., 2013; Gilkes et al., 2014). Такие 

изменения коррелируют с увеличением выровненности фибрилл и жесткости ВКМ (Jean et al., 

2011; Gilkes et al., 2014). Эти данные указывают на некоторые общие принципы О2-зависимой 

регуляции сшивающих коллагены ферментов. Однако стоит отметить, что при коротких 

гипоксических воздействиях, как правило, происходит увеличение продукции ВКМ и 

пострансляционной модификации коллагена (HIF-1-регулируемая экспрессия 

пролилгидрокcилаз (P4HA) и лизилгидроксилаз (PLOD)) в опухолевых и опухоле-

ассоцированных стромальных клетках (Aro et al., 2012, Eisinger-Mathason et al., 2013, Gilkes et 

al., 2014; Kalluri et al., 2016). Тогда как в МСК при физиологической гипоксии не было 
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отмечено значительных изменений в тотальной продукции белков ВКМ по сравнению с 20% 

О2. 

Среди других регуляторных молекул матрисома, участвующих в ремоделировании ВКМ, 

наш интерес привлекли матриксные металлопротеиназы. MMP играют важную роль в 

репаративных процессах, создавая условия для продвижения клеток посредством расщепления 

плотной сети ВКМ (Bellayr et al., 2009).  Полногеномный анализ выявил в МСК при 

физиологической гипоксии разнонаправленное изменение транскрипции генов 

ремоделирующих молекул в зависимости от образца. При этом ПЦР анализ верифицировал 

снижение транскрипции матриксных металлопротеаз MMP1, MMP2, MMP3 и увеличение 

экспрессии их ингибитора TIMP3. Острые гипоксические условия, индуцирующие фиброз в 

тканях, вызывают дисбаланс MMP/TIMP и коллагенов, что приводит к ограничению 

регенерации тканей (Zhou et al., 2021). В работе Deschene c коллегами иcпользовали 

гипокcичеcкий миметик и выявили HIF-1-завиcимое увеличение экcпреccии гена коллагена 1 и 

cнижение MMP2, что может объяснять сопутствующее острым гипоксическим состояниям в 

тканях развитие фиброзов (Deschene et al., 2012). Напротив, при ревматоидных воспалительных 

процессах в фибробластах синовиальной жидкости нарушается баланс ферментов с 

увеличением MMP (MMP-1 и MMP-3), снижением их ингибитора (TIMP-1), что приводит к 

избыточной деградации ВКМ хрящевой и костной тканей (Cha et all., 2003). Активность MMP в 

кондиционированных средах отражает потенциал деградации ВКМ. В нашем исследовании 

было отмечено, что активность ММР-1 и ММР-2, определяемых в кондиционированной среде, 

была ниже для МСК при 5% О2.  С учетом отсутствия изменений в продукции про-коллагена 1 

типа, можно предположить, что физиологическая гипоксия не способствует как профиброзным 

состояниям, так и избыточной деградации ВКМ. Снижение активности MMP может указывать 

на сохранение «состояния покоя» МСК при постоянном воздействии 5% О2, тогда как 20% О2 

может провоцировать активацию МСК, в том числе запускающую перестройку ВКМ. 

Культивирование МСК при физиологической гипоксии привело к увеличению экспрессии 

матрисом-ассоциированных генов, кодирующих белки не со структурной, а регуляторной 

функцией. В МСК при физиологической гипоксии отмечено увеличение транскрипции гена 

SERPINF1, кодирующего фактор, полученный из пигментного эпителия (PEDF). Показано, что 

PEDF проявляет свои антиангиогенные эффекты за счет воздействия на эндотелиальные клетки 

(He et al., 2015). Сообщалось, что PEDF блокирует ядерную транслокацию HIF-1 и подавляет 

активность промотора VEGF в условиях гипоксии в эндотелиальных клетках капилляров 

сетчатки (Zhang et al., 2016). Воздействие PEDF активирует p38 для противодействия миграции 

эндотелиальных клеток, стимулируемой FGF-2 (Konson et al., 2011). Было продемонстрировано, 

что PEDF подавляет экспрессию и активность MMP-2/9 в сетчатке с выраженной 
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неоваскуляризацией, а также экспрессию PAI1 у HUVEC (Haurigot et al., 2012; Matsui et al., 

2013). Эти данные подчеркивают сложность гипоксия-зависимой регуляции процессов, в 

частности прорастание сосудов. На примере супрессии ангиогенеза в сетчатке 

продемонстрировано, что возможна тканеспецифичная реакция на снижение уровня О2 в 

микроокружении.  

Регуляторная активность мидкина, экспрессия гена (MDK) которого увеличивалась при 

5% О2, обеспечивается взаимодействием с рецепторами, в частности протеогликановыми, на 

клеточной поверхности (Zhao et al., 2014). Показано его влияние на процессы, обеспечивающие 

регенерацию тканей, такие как адгезия, миграция, пролиферация, дифференцировка, 

выживание клеток, воспалительный ответ. Также мидкин способствует росту и 

самообновлению мышиных эмбриональных стволовых клеток (Yao et al., 2010).  

Кроме того показано, что PEDF защищает перициты от апоптоза, вызванного высоким 

содержанием глюкозы и H2O2, благодаря своей антиоксидантной и противовоспалительной 

активности (Yamagishi et al., 2002; Amano et al., 2005). Аналогично увеличивается экспрессии 

гена гликопротеина SRPX. Биоинформатический анализ показывает, что белок SRPX относится 

к семейству пероксиредоксинов, которые контролируют уровни перекиси, индуцированные 

воздействием цитокинов, в клетках млекопитающих (Pawłowski et al., 2010). Мидкин проявляет 

цитопротекторную активность в раковых клетках за счет усиления экспрессии 

антиапоптотического фактора Bcl-2 и ингибирует каспазо-зависимое повреждение клеток за 

счет ингибирования c-Jun N-концевой киназы (JNK) в культивируемых нейронах (Owada et 

al.,1999). В работе Zhao et al., cверхэкспрессия мидкина в МСК частично предотвращала 

индуцированный гипоксией апоптоз и увеличивала жизнеспособность клеток. А также такие 

МСК оказывали цитопротекторные свойства на экспонированные в аноксии кардиомиобласты, 

за счет усиленной продукции CXCL-12, VEGF и TGF-β (Zhao et al., 2014).  

Острые гипоксические состояния рассматриваются как медиаторы апоптоза в связи с 

избыточной выработкой активных форм кислорода (АФК) клетками в этих условиях (Robey et 

al.,2008). Избыток АФК в клетках повреждает мембрану, ДНК и белки, приводя к изменению 

или потере функций клеток, ингибированию пролиферации и индукции апоптоза (Dröge, 2002). 

Напротив, низкие уровни АФК необходимы для пролиферации и дифференцировки клеток. В 

нашем исследовании мы отметили, что культивирование МСК при физиологической гипоксии 

увеличивает экспрессию генов, кодируемые молекулы которых обладают цитопротекторной и 

антиоксидантной функцией, что свидетельствует о вовлеченности компонентов матрисома в 

регуляцию клеточного ответа на уровень О2 и его метаболитов (АФК). Кроме того в двух из 

трех образцов МСК отмечено уменьшение экспрессии GDF15 при физиологической гипоксии. 

GDF-15 секретируется в различных типах клеток, действует как плейотропный цитокин и 
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участвует в ответе клеток на стресс после клеточного повреждения (Park et al., 2016; Asundi et 

al., 2023). Повышенные уровни белка связаны с патологическими состояниями, такими как 

тканевая гипоксия, воспаление, острая травма и окислительный стресс. Можно рассматривать 

это в качестве аргумента тому, что постоянное культивирование при уровне О2, близком к 

тканевому, не является стрессом для МСК, в отличие от коротких гипоксических экспозиций.  

Таким образом, с помощью полногеномного анализа охарактеризованы паттерны 

изменения в составе ВКМ при 5% О2. Культивирование МСК при физиологической гипоксии, 

способствует накоплению ВКМ без значительных изменений в общей продукции белков ВКМ. 

При этом меняется характер упаковки белков и активность ММП.  

3.2. Характеристика структурных особенностей и белкового состава матрикса, 

полученного после децеллюляризации 

Следующий этап исследования заключался в получении децеллюляризированных 

препаратов, оценке структурных особенностей и белкового состава ВКМ, полученного от МСК 

при 20% или 5% О2. 

3.2.1. Морфологическая характеристика препаратов децеллюляризированного 

внеклеточного матрикса 

В настоящее время в большинстве работ, связанных с децеллюляризацией ВКМ 

стромальных клеток, используется сочетание щелочного агента гидроксида аммония с 

детергентом Triton X-100, действие которых направлено на лизис клеточной и ядерной 

мембраны, а также белковых и нуклеиновых компонентов (Rao Pattabhi et al., 2014; Xing et al., 

2015; Kusuma et al., 2017). Ранее в нашей лаборатории также были проведены исследования по 

подбору оптимальных протоколов получения децеллюляризированных препаратов из монослоя 

МСК (Матвеева и др., 2018). Нами был выбран в качестве лизирующего клетки агента 

изотонический раствор 0,5% TritonX100 в сочетании с 20 мМ NH4OH (5 минут при 37 °С). Этот 

метод является наиболее эффективным и воспроизводимым. После инкубации и отмывки 

препараты контролировались на отсутствие мембранных и ядерных остатков с помощью 

фазово-контрастной микроскопии. В результате были получены децеллюляризированные 

препараты ВКМ от МСК, культивируемых при 20% или 5% О2, далее дцВКМ-Нор и дцВК-Гип, 

соответственно (Рисунок 24 А). 

Для идентификации компонентов ВКМ, сохранившихся после децеллюляризации, 

использовали гистологические и иммуноцитохимические методики (Рисунок 24 Б). С помощью 

красителя Sirius Red подтверждено сохранение густой сети коллагеновых белков и 
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фибронектина после децеллюляризации. Уровень О2, при котором культивировали МСК, на 

структуру, морфологию и накопление фибронектина значительно не повлиял. 

 

Рисунок 24. Децеллюляризированный ВКМ, полученный от МСК при 20% (дцВКМ-

Нор) или 5% (дцВКМ-Гип) О2: А) получение препаратов дцВКМ с помощью обработки 

монослоя МСК децеллюляризирующим агентом. Фазовый контраст. Репрезантативные 

микрофотографии. Масштабный отрезок — 100мкм; Б) гистохимическое и 

иммуноцитохимическое выявление коллагеновых белков и фибронектина, соответственно. 

Репрезентативные микрофотографии. Масштабный отрезок – 50 мкм. 

Далее с помощью конфокальной и сканирующей электронной микроскопии изучали 

ультраструктуру децеллюляризированных препаратов. Некоторые молекулы ВКМ, такие как 

коллагены и эластин, при фиксации альдегидами обладают автофлуореcценцией при длине 

волны 488 нм (Monici, 2005). Поэтому c помощью конфокальной микроскопии изучили 

строение тотального слоя дцВКМ без разделения на компоненты.  
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Это позволило оценить структуру волокон и их пересечений в сети дцВКМ. Были 

выявлены различия в характере упаковки: в дцВКМ-Нор волокна ВКМ формировали плотную 

сеть из изогнутых фибрилл, в дцВКМ-Гип волокна образовывали островки из пересеченных 

  

 

 

Риcунок 25. Cтруктура дцВКМ, продуцируемого МCК при 20 % (дцВКМ-Нор) или 5 % 

(дцВКМ-Гип) О2. А) лазерно-сканирующая конфокальная микроскопия ( LSM 780, Carl Zeiss), 

автофлуореcценция дцВКМ при 488 нм, Масштабный отрезок - 50 мкм; Б) cканирующая 

электронная микроcкопия (CamSnanZ2), масштабный отрезок - 500 нм; В) угловое 

распределение направлений фибрилл, вставки - карты оттенка, насыщенности и яркости 

(HSB), созданные с помощью плагина OrientationJ; Г) анализ когерентности дцВКМ. Данные 

представлены как M±SD, ****p <0,0001 (n = 6). 
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выровненных фибрилл с более выраженными промежутками между ними. Анализ с помощью 

СЭМ подтвердил эти наблюдения. Поскольку СЭМ визуализирует волокна на большом 

разрешении до нескольких нанометров, нам удалось подробнее изучить их ультраструктуру. 

Действительно, в дцВКМ-Нор мы наблюдали мембраноподобные структуры перекрещенных 

извилистых фибрилл разного размера. Тогда как дцВКМ-Гип был представлен равномерно 

выровненными коаксиальными фибриллами, собранными в решетчатые структуры (Рисунок 25 

А, Б). 

Целью количественного анализа ориентации волокон ВКМ было охарактеризовать угол 

ориентации (т.е. отклонение волокна от горизонтального направления) и изотропные свойства 

ВКМ. Черно-белые конфокальные изображения были проанализированы в плагине OrientationJ 

программы FIJI, с помощью которого волокна принимали цвет (карты оттенка, насыщенности и 

яркости (HSB)) так, чтобы оттенок пикселя соответствовал углу ориентации локального 

волокна, который мог варьироваться от -90° до +90° относительно горизонтали (Рисунок 25 В). 

Предварительное выравнивание по горизонтали определило доминантную ориентацию 

фибрилл на 0°. График распределения ориентации показывает, что волокна в дцВКМ-Гип 

имеют разнонаправленное отклонение от доминантного направления, что указывает на большее 

число пересечений фибрилл, чем у дцВКМ-Норм. Нами было установлено достоверное 

увеличение когерентности волокон дцВКМ-Гип (Рисунок 25 Г) (p <0,0001). Значение 

когерентности указывает степень ориентации волокон от 0 до 1. Если угловое отклонение 

фибрилл изменяется от 90° в любом направлении, когерентность увеличивается.  

Такие различия в плотности и выровненности волокон, вероятно, определяются 

свойствами ВКМ, определяемыми составом как структурных, так и регуляторных компонентов. 

Поэтому следующим этапом работы был масс-спектрометрический анализ белков, 

содержащихся в дцВКМ. 

3.2.2. Протеомный профиль экстрактов децеллюляризированных матриксов 

Существует несколько методик по экстракции белков ВКМ из децелюляризированных 

препаратов. Принципиальное разделение заключается в получении растворимой и 

нерастворимой фракций. Первая объединяет аморфные компоненты высокой молекулярной 

массы (такие белки как фибронектин, ламинин, и тд.), и выделяется с помощью мочевины. 

Экстракция с помощью пепсина в сочетании с HCl позволяет растворять белки с молекулярной 

массой сходной с коллагенами. В работе Лин с коллегами исследовали регуляторную 

активность обеих фракций, покрывая ими культуральный пластик. Было установлено, что 

именно растворимые компоненты дцВКМ имеют наиболее выраженные биоактивные эффекты 
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на МСК. Продемонстрировано усиление пролиферации, адгезии, миграции, и дифференцировки 

в остео- и адипонаправлениях (Lin et al., 2012).  

Нами были получены экстракты растворимых в мочевине белков дцВКМ-Норм/дцВКМ-

Гип. В образцах с помощью масс-спектрометрического анализа было идентифицировано 89 

белков, имеющих отношение к функционированию ВКМ. 80% белков было представлено как в 

пробах дцВКМ-Нор, так и дцВКМ-Гип. Кроме того выявлены уникальные протеины в каждой 

из перечисленных групп (8 и 9, соответственно). На Рисунок 26 представлена диаграмма Венна, 

характеризующая распределение белков в образцах дцВКМ. 

 

Рисунок 26. Диаграмма Венна. Распределение белков матрисома, представленных в 

образцах экстрактов дцВКМ от МСК, культивируемых при 20% или 5% О2. Белки 

идентифицированы на основе аннотации UniProtKB и базы данных MatrisomeDB. 

Соотношение белков, относящихся к основному матрисому и матрисом-ассоциированным 

компонентам, составило 65% и 35%, соответственно. Установлено, что среди детектируемых во 

всех образцах дцВКМ наибольшее число белков приходится на гликопротеины (40%) и 

регуляторные молекулы (16%) (Таблица 4). Среди уникальных для дцВКМ-Нор обнаружено 2 

гликопротеина, 4 регуляторные молекулы, и по 1 в группах секретируемых и ВКМ-

аффилированных молекул. Уникальные для дцВКМ-Гип молекулы относились к коллагенам 

(3), гликопротеинам (4) и регуляторам (2). 

Таблица 4. Количественное распределение идентифицированных масс-спектрометрически 

белков в экстрактах дцВКМ-Нор и дцВКМ-Гип по группам матрисома. 

 

Группы 

матрисома 

Компоненты 

матрисома 

5% vs 20% О2 20% О2 

уникальные 

5% О2 

уникальные ↑ = ↓ 

ВСЕГО 11 37 24 8 9 

Основной 

матрисом 

коллагены 1 5 3 0 3 

гликопротеины 2 18 9 2 4 

протеогликаны 3 5 1 0 0 

Матрисом-

ассоциированные 

белки 

регуляторные 1 7 8 4 2 

секретируемые 2 0 2 1 0 

аффилированные 2 2 1 1 0 
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Для дальнейшего анализа мы объединили детектируемые белки в 3 группы: 

1) белки, относительное содержание которых не различалось в группах дцВКМ-Нор 

и дцВКМ-Гип (Таблица 5); 

2) белки, относительное содержание которых было более чем 1,5 раза меньше в 

дцВКМ-Гип, а также уникальные для дцВКМ-Нор (Таблица 6); 

3) белки, относительное содержание которых было более чем 1,5 раза больше в 

дцВКМ-Гип, а также уникальные для дцВКМ-Гип (Таблица 7). 

Таблица 5. Белки, относительное содержание которых не различалось в группах дцВКМ-

Нор и дцВКМ-Гип. 

Группа матрисома Символ Название белка 

коллаген CO1A1 коллаген 1 типа альфа1 

коллаген CO1A2 коллаген 1 типа альфа2 

коллаген CO6A2 коллаген 6 типа альфа2 

коллаген CO6A3 коллаген 6 типа альфа3 

коллаген CO12A1 коллаген 12 типа альфа1 

гликопротеин ELN эластин 

гликопротеин FN1 фибронектин 

гликопротеин TENA тенасцин-а 

гликопротеин TENX тенасцин-х 

гликопротеин FBLN1 фибулин 1 

гликопротеин FBLN3 EGF-содержащий фибулин-подобный белок 1 

гликопротеин FBLN4 EGF-содержащий фибулин-подобный белок 2 

гликопротеин FBN1 фибриллин-1 

гликопротеин SPON1 спондин 

гликопротеин ECM1 белов матрикса 1 

гликопротеин MXRA5 белок, ассоциированный с ремоделированием ВКМ 

гликопротеин AEBP1 белок1 , связывающий энхансер адипоцитов 

гликопротеин LTBP2 белок 2, связывающий латентный TGFb 

гликопротеин ALB сывороточный альбумин 

гликопротеин PCOC1 энхансер С-эндопептидазы проколлагена 1 

гликопротеин POSTN периостин 

гликопротеин THBS1 тромбоспондин-1 

протеогликан LUM люмикан 

протеогликан DCN декорин 

протеогликан VCAN версикан 

протеогликан HSPG2 перлекан 

протеогликан PRELP проларгин 

регуляторный HTRA3 сериновая протеаза 

регуляторный SERPINH1 серпин Н1 (белок теплового шока 47) 

регуляторный LOX лизин-6-оксидаза 

регуляторный LOXL1 гомолог лизилоксидазы 1 

регуляторный LOXL2 гомолог лизилоксидазы 2 

регуляторный CTHRC1 белок, содержащий альфа цепи коллагена 1 

регуляторный F13A1 коагуляционный фактор XIII A 

ВКМ-аффил. LGALS1 галектин1 

ВКМ-аффил. LGALS3 галектин3 
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Молекулы в каждой группе оценивали с точки зрения их принадлежности к 

биологическим процессам по базе данных GO (http://geneontology.org/). Также оценивали их 

белок-белковые взаимодействия и принадлежность к реактомным путям (на основании базы 

данных https://string-db.org/).  

 

Рисунок 27. Характеристика белков, относительное содержание которых не различалось 

в группах дцВКМ-Нор и дцВКМ-Гип. Насыщение групп по функциональной принадлежности 

к биологическим процессам согласно http://geneontology.org/. 

Среди белков, представленность которых не различалась в образцах дцВКМ-Нор и 

дцВКМ-Гип (Рисунок 27), преобладающее число участвует в организации ВКМ или в 

метаболизме макромолекул. Например, отмечены белки, вовлеченные в организацию 

коллагеновых волокон (COL1A1, COL12A1, LOX, LOXL2, LUM, SERPINH1) и метаболизм 

коллагенов (COL1A1, SERPINH1, TEXB), организацию эластиновых волокон (ELN1, TNXB, 

LOX) и супрамолекулярных фибрилл в целом (COL1A1, COL12A1, LUM, EFEMP2, LTBP2, 

LOX, LOX2, SERPINH1, ELN, TNXB). 

http://geneontology.org/
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Стоит отметить участие большинства детектируемых белков в таких процессах, как 

адгезия (COL6A1, COL12A1, FN1, SPON1, FBN1, TNXB, TNC, POSTN, VCAN) и регуляция 

адгезии (COL1A1, FBLN1, POSTN, THBS1), в том числе негативное воздействие на 

взаимодействие клетка-ВКМ (TNC, LGALS1, LGALS3), клеточная миграция (COL1A1, FN1, 

THSB1, CTHRC1, VCAN, LOX, LOXL2, LGALS3) и ее регуляция (COL1A1, FN1, FBLN1, 

THBS1, LGALS1). Представлены молекулы, участвующие в ангиогенезе и морфогенезе сосудов 

(FN1, ECM1, THBS1, HSPG2, LOX, LOXL2, COL1A1, COL1A2). 

Среди детектируемых белков матрисома аннотирована функциональная группа, 

участвующая в процессах дифференцировки стромальных клеток и образования хрящевой и 

костной тканей. Например, белки, участвующие в развитии хряща (COL1A1, LUM), 

хондроцитов (COL6A2, COL6A3, COL12A1, SERPINH1), а также в дифференцировке 

остеобластов (COL1A1, TNC, VCAN, LOX), оссификации (COL1A1, COL1A2, ECM, VCAN, 

TNC, CTHRC1, LOX) и биоминерализации тканей (COL1A1, COL1A2, ECM1, LOX). 

Среди 37 идентифицированных белков отмечена функциональная группа, вовлеченная в 

регуляцию ответа на факторы роста: стимуляция клеточного ответа (LTBP2, FBN1, POSTN, 

COL1A1) и негативная регуляция (FBN1, DCN, THBS1, HTRA3). Отмечены молекулы, 

участвующие в передаче сигнала (THBS1, FBN1, HTRA3, LOX) и клеточном ответе (COL1A1, 

FBN1, MXRA5, POSTN, LTBP2) на TGF-β, в позитивной (THBS1, LUM) и негативной 

регуляции (FN1, FBLN1) его продукции клетками. 

На следующем этапе была проанализирована группа белков, относительное содержание 

которых было более чем 1,5 раза меньше в дцВКМ-Гип, а также уникальные для дцВКМ-Нор 

(Таблица 6). С помощью визуализации интерактивной сети белок-белковых взаимоотношений и 

анализа основных реактомных путей можно выделить 4 кластера белков представленных на 

Рисунке 28.  

Первый кластер представлен коллагеновыми белками (COL3A1, COL5A1, COL6A1, 

COL16A1), которые задействованы в образовании волокон, а также участвуют во 

взаимодействии с различными клеточными рецепторами (интегринами, синдеканами, 

кадгеринами) и сигналинге PDGF. 2-ой кластер образован молекулами, по большей части 

гликопротеинами, ответственными за формировании эластиновых волокон (MFAP5, FBLN5, 

FBLN2, VTN, LTBP1, EMILIN1, LOXL4). 3-ий кластер белков объединяет VTN, SERPINE1, 

SERPINE2, SERPINC1, F5, TIMP3, участвующие в поддержании гомеостаза, регуляции 

образования фибринового сгустка и дегрануляции тромбоцитов. И 4-ый кластер включает 

молекулы GPS6, THSD4, ADAMTSL1, ADAMTSL4, вовлеченные в патологии 

гликозилирования, при которых происходит нарушения метаболизма ГАГ и гликолипидов. При 
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этом 3 белка из 4-го кластера являются уникальными для дцВКМ-Нор: GPS6, ADAMTSL1, 

ADAMTSL4. 

15 белков из группы cо сниженным содержанием при 5% О2 ответственны за организацию 

ВКМ (COL3A1, COL5A1, COL6A1, SPARC, FBLN2, LTBP1, EMILIN1, VTN, MFAP1, MFAP5, 

SERPINE1, LOXL4 CTSK), в том числе коллагеновых (COL3A1, COL5A1, LOXL4) и 

эластиновых (FBLN5, EMILIN1, MFAP5, THSD4) фибрилл. 

Большинство детектируемых коллагенов и гликопротеинов участвуют в адгезии клетка-

ВКМ (COL3A1, COL16A1, FBLN5, VTN, EMILIN1) и ее регуляции (COL15A1, COL16A1, 

EMILIN1, VTN, FBLN2, SERPINE1, SERPINE2, TGM2). Установлено функционирование 

белков в регуляции клеточной миграции (COL3A1, EMILIN1, SPARC, IGFBP3, SERPINE1, 

SULF1, SEMA7A), в том числе гладкомышечных клеток (VTN, IGFBP3, SERPINE1). Для белков 

со сниженным относительным содержанием в ВКМ МСК при 5% О2 отмечена функциональная 

принадлежность к процессам оссификации (COL5A1, COL6A1, SPARC, IGFBP3, CTSK, 

SEMA7A) и негативной регуляции ангиогенеза (SPARC, FBLN5, EMILIN1, SULF1, SERPINE1). 

Таблица 6. Белки, относительное содержание которых было более чем 1,5 раза меньше в 

дцВКМ-Гип, а также уникальные для дцВКМ-Нор. 

Группа матрисома Символ Название белка 

коллаген CO3A1 коллаген 3 типа альфа1 

коллаген CO5A2 коллаген 5 типа альфа1 

коллаген CO6A1 коллаген 6 типа альфа1 

коллаген COGA1 коллаген 16 типа альфа1 

гликопротеин FBLN2 фибулин 2 

гликопротеин LTBP1 белок 1, связывающий латентный TGFβ 

гликопротеин FNDC1 белок 1, содержащий домен фибронектина 3 

гликопротеин EMIL1 эмилин-1 

гликопротеин VTNC витронектин 

гликопротеин IBP3 белок 3, связывающий IGF 

гликопротеин FBLN5 фибулин-5 

гликопротеин SPRC остеонектин 

гликопротеин MFAP1 белок, ассоциированный с микрофибриллами 1 

гликопротеин MFAP5 белок, ассоциированный с микрофибриллами 5 

протеогликан MAMC2 белок 2, содержащий МАМ-домен 

регуляторный NEP неприлизин (MME) 

регуляторный PAI1 ингибитор активатора плазминогена 1 

регуляторный GDN нексин, полученный из глии 

регуляторный FA5 фактор коагуляции 5 

регуляторный CATK катепсин К 

регуляторный TIMP3 ингибитор металлопротеиназ 3 

регуляторный ANT3 антитромбин-3 

секретируемый GDF15 фактор роста/дифференцировки 15 

секретируемый GREM2 гремлин-2 

ВКМ-аффил. GPC6 глипикан-6 
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Выявлен кластер белков (SERPINE1, SERPINE2, SERPINC1, VTN, F5, TIMP3), 

вовлеченных в регуляцию свертывания крови, дегрануляции тромбоцитов и негативную 

регуляцию плазминогена и эндопептидаз. Для идентифицированных белков (VTN, LTBP1, 

GREM2, EMILIN1, SULF1) отмечено участие в клеточном ответе на воздействие факторов 

роста. LTBP1, GREM2 в том числе секвестрируют цитокины семейства TGF-β, сохраняя их в 

латентном состоянии и ограничивая их связь с рецепторами.   

 

Рисунок 28. Характеристика белков, относительное содержание которых было снижено в 

дцВКМ-Гип по сравнению с дцВКМ-Нор, или уникальных для дцВКМ-Нор: А) интерактивная 

сеть белок-белковых взаимосвязей среди молекул, детектируемых масс-спектрометрически 

(https://string-db.org/); Б) насыщение групп по функциональной принадлежности к 

биологическим процессам согласно http://geneontology.org/. 

Анализ белок-белковых взаимоотношений молекул, относительное содержание которых 

было увеличено в дцВКМ-Гип по сравнению с дцВКМ-Нор (Таблица 7), позволил выделить 3 

кластера белков с сильными связями, представленными на Рисунок 29. Они образовывались 

группой коллагеновых белков (коллагены 5, 12, 14, 15, 16 типов), протеогликанов (BGN, 

FMOD, HAPLN1, CILP), а также группой секретируемых и ВКМ-аффилированных молекул 

(FGF2, CTGF, GREM1, SRPX2). 



 
 

79 

Наибольшее число белков, уровень которых был увеличен в дцВКМ-Гип, аннотированы 

по функциональной принадлежности к организации ВКМ (12), развитию (10) и морфогенезу (9) 

тканей. Большинство детектируемых белков данной группы участвует в клеточной адгезии 

(COL5A1, COL12A1, COL14A1, COL15A1, THBS4, FBLN5, NPNT, HAPLN1, CTGF, SRPX2), 

организации (COL5A1, COL12A1, COL14A1, FMOD, ADAMTS3, P4HA1, GREM1) и 

метаболизме (COL5A1, COL15A1, ADAMTS3) коллагеновых волокон.  

Интересно, что большое количество белков, которыми обогащены экстракты дцВКМ-Гип, 

участвуют в регуляции пролиферации клеточных популяций (GREM1, FGF2, CTGF, IGFBP5, 

TGM2, THBS4, FBL5), в том числе гладкомышечных клеток (FGF2, IGFBP5, TGM2). Отмечена 

роль в ангиогенезе (COL14A1, GREM1, FGF2, CTGF, SRPX2) и его регуляции (THBS2, THBS4, 

FBLN5), а также развитии кровеносных сосудов (COL5A1, COL15A1, GREM1, FGF2, CTGF, 

SRPX2). 

Таблица 7. Белки, относительное содержание которых было более чем 1,5 раза больше в 

дцВКМ-Гип, а также уникальные для дцВКМ-Нор. 

Группа матрисома Символ Название белка 

коллаген COL5A1 коллаген 5 типа альфа 1 

коллаген COL12A1 коллаген 12 типа альфа 1 

коллаген COL14A1 коллаген 14 типа альфа 1 

коллаген COL15A1 коллаген 15 типа альфа 1 

коллаген COL23A1 коллаген 23 типа альфа 1 

гликопротеин THBS2 тромбоспондин-2 

гликопротеин NPNT нефронектин 

гликопротеин IGFBP5 белок 5, связывающий инсулиноподобный фактор роста 

гликопротеин CILP белок, промежуточного слоя храща 

гликопротеин THBS4 тромбоспондин-4 

гликопротеин FBLN5 фибулин-5 

протеогликан BGN бигликан 

протеогликан FMOD фибромодули 

протеогликан HAPLN1 гиалуронан и протеогликан связывающий белок 1 

регуляторный P4HA1 пролил-4-гидроксилаза альфа1 

регуляторный TGM2 транс-глутаминаза 2 

регуляторный ADAMTS3 
дисинтегриновая металлопротеиназа с 

тромобомпондиновым доменом 

секретируемый CTGF фактор роста соединительной ткани 

секретируемый FGF2 фактор роста фибробластов 2 

ВКМ-аффил. GREM1 грeмлин-1 

ВКМ-аффил. SRPX2 белок 2 с повторами sushi 

Среди белков с увеличенной экспрессией при 5% О2 детектированы молекулы, 

участвующие в морфогенезе (COL5A1, COL12A1, COL15A1, GREM1, FGF2, IGFBP5, NPNT, 

TGM2) и ремоделировании (IGFBP5, BGN, THBS4, TGM2) тканей. Особый интерес 

представляет увеличенное количество белков, вовлеченных в процессы образования и 

организации структур хондроцитов в пластинке роста хряща (COL12A1, COL14A1) и его 
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развития (COL12A1, COL14A1, BGN, CTGF, FGF2). Установлено насыщение дцВКМ-Гип 

протеогликанами, такими как бигликан и фибромодулин, ответственными за формирование 

коллагеновых волокон, в том числе в хрящевой ткани. 

 

Рисунок 29. Характеристика белков, относительное содержание которых было увеличено 

в дцВКМ-Гип по сравнению с дцВКМ-Нор, или уникальных для дцВКМ-Гип:  

А) интерактивная сеть белок-белковых взаимосвязей среди молекул, детектируемых масс-

спектрометрически (https://string-db.org/); Б) насыщение групп по функциональной 

принадлежности к биологическим процессам согласно http://geneontology.org/. 

Далее были проанализированы 2 группы белков с повышенным накоплением или 

уникальных для дцВКМ-Нор или дцВКМ-Гип, с точки зрения их распространения в тканях 

(Рисунок 30; на основании базы данных Tissue expression database). Большая часть из них в 

каждой группе относилась к тканеспецифичным для плаценты, соединительной ткани и 

скелетной системы.  

Но при этом интересно, что ВКМ, продуцируемый МСК при 20% О2, обогащен белками 

COL3A1, COL5A1, COL6A1, SPARC, CTSK специфичными для кожи, фибробластов и костной 

ткани. При этом ВКМ, продуцируемый МСК при 5% О2, насыщен специфичными белками для 

хондроцитов и хрящевой ткани, а также плодных оболочек и эмбриональных структур. К ним 

относятся HAPLN1, CTGF, CILP, GREM1. Для уникальных для дцВКМ-Гип гликопротеинов 
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IGFBP5 и CLIP аннотирована негативная регуляция передачи сигналов через рецептор 

инсулиноподобного фактора роста, который влияет на пролиферацию хондроцитов. 

3.2.3. Анализ факторов роста, депонированных в децеллюляризированном матриксе 

С помощью протеомного анализа в экстрактах дцВКМ-Гип было идентифицировано 

повышенное содержание факторов роста, таких как FGF-2 и CTGF (Рисунок 31 А). Также мы 

оценили некоторые факторы роста, которые могут быть связаны с молекулами ВКМ, с 

помощью иммуноферментного анализа. Нами были выбраны TGF-β и VEGF, которые являются 

факторами роста и участвуют в реализации трофических и репаративных свойств МСК (Hofer, 

Tuan, 2016; Miceli et al., 2021). 

Концентрацию целевых молекул нормировали на общий белок в экстракте дцВКМ. Далее 

производили попарное сравнение в экстрактах дцВКМ для каждого эксперимента с 

использованием t-критерия Вилкоксона. Использование такого подхода было необходимо, 

чтобы избежать больших разбросов концентраций тотальных белков ВКМ в биологических 

повторах. 

Было выявлено достоверное снижение накопления TGF-β и увеличение - VEGF в 

экстракте дцВКМ-Гип по сравнению с дцВКМ-Нор (Рисунок 31 Б).  

Анализ детектируемых масс-спектрометрически белков в образцах дцВКМ, с точки 

зрения литературных данных об их способности к связыванию факторов роста (Geiger, Yamada, 

2011; McQuitty et al., 2020), позволил соотнести молекулы ВКМ с их лигандами (Рисунок 31 В). 

Большинство структурных белков ВКМ с депонирующей функцией количественно не 

различались в пробах дцВКМ или их накопление было снижено в дцВКМ-Гип (данные 

молекулы отмечены курсивом на Рисунок 31 В). Однонаправленный эффект в снижении уровня 

содержания белков LTBP1, остеонектина, витронектина и фактора роста TGF-β отмечен в 

 
А Б 

Рисунок 30. Распределение белков матрисома по представленности в тканях (Tissue 

expression database): А) группа белков, уровни которых были увеличены или уникальные в 

дцВКМ-Нор; Б) группа белков, уровни которых были увеличены или уникальные в дцВКМ-

Гип. 
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пробах ВКМ, полученных при физиологической гипоксии. Однако схожих эффектов для других 

факторов роста не было установлено. 

 

Рисунок 31. Содержание факторов роста в экстрактах дцВКМ-Нор/дцВКМ-Гип, 

выявленное с помощью масс-спектрометрического (А) и иммуноферментного (Б) анализов; В) 

детектируемые масс-спектрометрически компоненты ВКМ, депонирующие факторы роста. 

Курсивом отмечены белки, содержание которых различалось в дцВКМ-Нор и дцВКМ-Гип. 

Применение препаратов ВКМ, по сравнению с использованием биоинженерных 

скаффолдов, предполагает биосовместимость и сохранение архитектуры и биохимических 

свойств, что может быть критичным для эффективной репарации тканей, поддержания 

жизнеспособности и функциональной активности клеток (Noth et al., 2010; Hoshiba et all., 2010). 

ДцВКМ нативных тканей или культивируемых клеток широко внедряется в регенеративную 

медицину, как источник биологических скаффолдов для реконструкции тканей. Исследования 

in vitro позволяют оценить вклад отдельных типов клеток в продукцию и ремоделирование 

матрикса. ДцВКМ представляется отличным субстратом для структурного, молекулярного и 

биофизического анализа свойств ВКМ, продуцируемого клетками (Harris et al., 2018). 

Клетки стромального дифферона, в том числе МСК, как ключевые компоненты 

соединительной ткани, при культивировании синтезируют достаточное количество ВКМ 

(Kusuma et al., 2017). Однако на примере культуры фибробластов отмечено, что ВКМ, 

продуцируемый клетками в стандартных лабораторных условиях, не имеет ориентации (Harris 

et al., 2018). В нашей работе мы продемонстрировали, что длительная экспансия МСК при 5% 

О2 приводит к изменению топологии ВКМ по сравнению с 20% О2: дцВКМ от МСК, 

культивируемых в нормоксических условиях, был сформирован мембрано-подобными 
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структурами перекрещенных извилистых фибрилл разного размера, тогда как дцВКМ от МСК 

при физиологической гипоксии был представлен равномерно выровненными фибриллами, 

собранными в решетчатые структуры. 

Такие различия в плотности и выровненности волокон, вероятно, определяются составом 

ВКМ, как структурных компонентов, так и регуляторных, например, сшивающих ферментов 

матрисома. В работе Makris et al. показано, что культивирование хондроцитов при пониженном 

уровне О2 (4%) в течение 3-4 недель приводит к значительному увеличению экспрессии гена 

лизилоксидазы LOX, с сопутствующим увеличением числа поперечных сшивок между 

фибриллами коллагена (Makris et al., 2015). Нами установлено увеличение экспрессии гена 

лизилоксидаза-подобного белка (LOXL4), что может оказывать влияние на формирование 

фибриллярной структуры дцВКМ-Гип. При этом масс-спектрометрически лизилоксидазы 

(LOX, LOXL1, LOXL2) были детектированы на одинаковом уровне в дцВКМ-Нор и дцВКМ-

Гип, однако, могла отличаться активность данных ферментов.  

Показано, что гипоксия-зависимое усиление пост-трансляционной модификации 

коллагена может обеспечивать выровненность фибрилл и увеличение жесткости ВКМ (Jean et 

al., 2011; Aro et al., 2012; Eisinger-Mathason et al., 2013; Gilkes et al., 2014). Выявленные 

изменения могут косвенно указывать на увеличение жесткости ВКМ, полученных от МСК при 

физиологической гипоксии, однако требуют подтверждения с помощью атомно-силовой 

микроскопии.  

Протеомный анализ позволил оценить состав структурных белков в матрисомах МСК, 

культивируемых при различных уровнях О2. Стоит отметить, что как в дцВКМ-Норм, так и в 

дцВКМ-Гип выявлено большое количество структурных и адгезионных белков, 

представленность и относительное содержание которых не различались.  

Основной матрисом МСК при 20% О2 обогащен молекулами эластина и эластин-

ассоциированных белков (ELN, FBLN5, EMILIN1, MFAP5, THSD4). Эти данные коррелируют с 

установленным нами снижением транскрипции кластеров генов, ответственных за организацию 

эластиновых волокон. Данные особенности состава могут объяснять извилистую структуру 

дцВКМ-Нор по сравнению с выравненной в дцВКМ-Гип.  

Матрисом МСК при физиологической гипоксии обогащен тканеспецифичными 

коллагенами, такими как коллаген 12 и 14 типа, и протеогликанами (BGN, FMOD, HAPLN1, 

CILP), которые участвуют в метаболизме ГАГ, обеспечивают упругие свойства ВКМ и 

участвуют в организации коллагеновых волокон. В работе Amofa et al., (2017) также показано, 

что тканевая гипоксия способствует накоплению ГАГ и гиалуроновой кислотой в ВКМ 

клапанов сердца взрослых мышей in vivo. 
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В литературе описаны изменения белков матрисома при коротких гипоксических 

воздействиях. Описанные данные частично совпадают с изменением профиля белков в ВКМ 

МСК при физиологической гипоксии. Протеомный анализ кмМСК и внеклеточных везикул 

после культивирования при 1% О2 (48 часов) выявил снижение количества коллагенов COL1A2, 

COL1A1 и COL3A1, и белков, связанных с организацией ВКМ, таких как TIMP2, FBLN2, FBN1, 

COL14A2, LAMA5, ECM1 и SPARC. Анализ насыщения групп по функциональной 

принадлежности среди белков, изменившихся в гипоксических клетках и везикулах, выявил 

процессы, связанные с метаболизмом ГАГ, организацией ВКМ, в том числе эластиновых 

волокон (Braga et al., 2022). С помощью масс-спектрометрического анализа 

кондиционированной среды от жтМСК после кондиционирования 1% О2 (24 часа) было 

обнаружено некоторые изменение белков, ассоциированных с ВКМ. Основные эффекты 

отражались на белках, обеспечивающих прочность на растяжение, трехмерное сворачивание и 

механическую стабильность коллагеновых фибрилл (Riis et al., 2016).  

Различия в белковом составе матрисома у МСК при различном уровне О2 может 

приводить к дивергенции функциональной активности дцВКМ. Анализ биологических сетей - 

это мощный инструмент для понимания того, как взаимодействие различных белков регулирует 

процессы, связанные с физиологическими и патологическими состояниями (Gonzalez, Kann, 

2012). Полученные данные могут быть востребованными для прогнозирования их влияния на 

функциональную активность клеток при рецеллюляризации.  

Например, то, что в дцВКМ-Гип найдены молекулы, вовлеченные в регуляцию клеточной 

пролиферации и ангиогенез, указывает на возможность модулировать активность 

эндотелиальных клеток при экспансии после рецеллюляризации. Интересно, что регуляция этих 

процессов является частью гипоксических компетенций МСК, и соответственно отражается на 

составе матрисома. Исследования, проведенные в том числе в нашей лаборатории, по изучению 

физиологии МСК при длительной депривации кислорода демонстрируют усиление их 

пролиферации и продукции ангиогенных цитокинов (Zhang et al., 2012; Ездакова и др., 2015; Ge 

et al., 2021).  

В работе Ma et al., продемонстрировано, что культивирование эндотелиальных клеток на 

дцВКМ, полученном от МСК, значительно усиливает их способность к ангиогенезу (Ma et al., 

2022). Подкожная имплантация нанопористого коллагенового каркаса, покрытого дцВКМ от 

содержащихся в гипоксии фибробластов (10 суток), индуцировала направленный ангиогенный 

ответ в течение 1 недели (Hadjipanayi et al., 2011). Вероятно, стимуляция данного процесса 

происходит за счет активации сигнальных путей, благодаря прямому (адгезия ВКМ-клетка) и 

непрямому (представление факторов роста) воздействию ВКМ. То, что в дцВКМ-Гип отмечено 

увеличенное накопление секретируемых FGF-2 и CTGF, а также ВКМ-аффилированных 



 
 

85 

молекул GREM1 и SRPX2, для которых описаны проангиогенные свойства (Miljkovic-Licina et 

al., 2009; Mitola et al., 2010), может быть использовано для разработки тканеинженерных 

конструктов, способствующих быстрой васкуляризации. 

Интересные данные были получены по тканеспецифичным белкам, накапливаемых в 

дцВКМ при различных уровнях О2. Коллагеновые белки (Keene et al.,. 1991), остеонектин 

(Termine et al., 1981), катепсин К (Mandelin et al., 2006), содержание которых было увеличено в 

дцВКМ-Нор, необходимы для формирования и ремоделирования костной ткани. ДцВКМ-Гип 

обогащен протеогликанами. Известно, что HAPLN1 способствует взаимодействию между 

цепями аггрекана и гиалуронана, что стабилизирует ВКМ хондроцитов (Jang et al., 2021). 

Бигликан и фибромодулин играют важную роль в регуляции хондрогенеза и ремоделировании 

ВКМ (Embree et al., 2010). Полученные данные коррелируют с описанными в литературе 

феноменами снижения остео- (Fehrer et al., 2007; Гринаковская и др., 2009; Valorani et al., 2012; 

Буравкова и др., 2020) и увеличения хондродифференцировки (Lee, Kemp, 2006; Pei et al., 2017) 

МСК при физиологической гипоксии. В связи с этим наши результаты позволяют утверждать, 

что белковый состав ВКМ может определяться условиями, при которых он был получен, а при 

последующей рецеллюляризации может способствовать обеспечению направления 

дифференцировки МСК. 

Помимо споcобноcти напрямую взаимодействовать c клетками, молекулы ВКМ также 

регулируют физиологию клеток путем неканоничеcкого предcтавления факторов роcта. 

Компоненты ВКМ могут депонировать факторы роста, делая их неактивными, тем самым 

ингибируя их взаимодействие с рецепторами на клеточной поверхности (Macri et al., 2007). 

Исследования in vitro подтверждают, что каркасы на основе дцВКМ образуют градиент 

факторов роста, с последующим высвобождением их в среду культивирования (Liguori et al., 

2021).  

Масс-спектрометрический анализ имеет некоторые ограничения в детекции 

низкопредставленных белков в пробе (Hawkridge, 2014), поэтому факторы роста, которые могут 

депонироваться в дцВКМ, могли быть не выявлены. При протеомном профилировании были 

идентифицированы FGF-2 и CTGF, чьи уровни были увеличены в дцВКМ-Гип. Мы также 

использовали иммуноферментный анализ для определения концентрации ключевых факторов 

роста, таких как VEGF и TGF-β, в экстрактах дцВКМ. Было установлено, что при 

физиологической гипоксии происходит усиление депонирования VEGF и снижение - TGF-β. 

Сообщалось, что иммобилизация TGF-β, VEGF и FGF-2 в дцВКМ может способствовать 

усилению пролиферативной активности клеток (Prewitz et al., 2013).  

VEGF - ключевой медиатор развития и роста кровеносных сосудов (Shibuya et al., 2011; 

Claesson-Welsh et al., 2013). Гипоксическое прекондиционирование стимулирует экспрессию 
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гена VEGF, кодируемого им белка VEGF и ангиогенез (Claesson-Welsh et al., 2013). В работе 

Buczek-Thomas продемонстрировано, что в условиях гипоксии (1% О2, 48 часов) увеличивается 

содержание VEGF в ВКМ ретинального пигментного эпителия, что связывают с изменением 

структуры гепаран сульфатных протеогликанов (Buczek-Thomas et al., 2019). Показано 

повышение ранозаживляющей способности на модели дефекта кожи у мышей с использование 

дцВКМ от МСК, кондиционированных СoСl2 - миметиком гипоксии (7 суток). Вероятно, 

обогащение ВКМ коллагенами I и III типа, а также TGF-β1, VEGF, FGF-2 через активацию HIF-

1α, способствовало усилению формирования грануляционной ткани, ангиогенезу и быстрой 

реэпитализации (Du et al., 2017).  

FGF-2 регулирует ряд процессов, таких как митогенез, миграция, ангиогенез и заживление 

ран (Ornitz, Itoh, 2001). В работе Kakudo et al., показано, что HIF-зависимая продукция FGF-2 

вовлечена в позитивную регуляцию пролиферации жтМСК через активацию сигнального пути 

ERK-Akt (Kakudo et al., 2015). Kim и Ma показали, что дцВКМ от МСК при 20% и 5% О2 

обладали различной способностью к связыванию FGF-2. С помощью иммуноферментного 

анализа было показано, что дцВКМ-Гип связывал в 1,7 раз больше FGF-2, чем дцВКМ-Нор 

сразу после децеллюляризации, а также сильнее связывал FGF-2 из кондиционированной среды 

от МСК при 20% и 5% О2 до децеллюляризации и экзогенный FGF-2 (но уже в меньшей 

степени) (Kim, Ma, 2013).  

При коротких гипоксических воздействиях продукция TGF-β возрастает, что способствует 

развитию фиброзов (Hung et al., 2013). Однозначных данных о продукции TGF-β при 

физиологической гипоксии не было представлено. Сигнальный путь, запускаемый TGF-β, 

важен для дифференцировки МСК в остеогенном и хондрогенном направлении (Li et al., 2005; 

Kulterer et al., 2007). При этом TGF-β стимулирует синтез целого ряда компонентов ВКМ, 

которые регулируют его собственную доступность и передачу сигналов (Verrecchia , Mauviel, 

2002). LTBP1 один из белков, секвестрирующих TGF-β и сохраняющих его в латентном 

состоянии (Horiguchi et al., 2012). Остеонектин также модулирует активность TGF-β, что 

определяет правильную сборку коллагена I типа (Bradshaw, Sage, 2001). Относительно 

содержание данных гликопротеинов было увеличено в дцВКМ-Нор по сравнению с дцВКМ-

Гип. 

Показано, что TGF-β способен усиливать синтез эластина (Kuang et al., 2007), а также 

ограничивать его деградацию путем снижения активности соответствующих протеаз (Dai et al., 

2005). Установлено как in vitro, так и in vivo, что FGF-2, наоборот, является мощным 

ингибитором эластогенеза (Takamiya et al., 2003). Соответственно, обнаруженные нами 

морфологические и белковые особенности дцВКМ-Гип могут также объясняться изменением в 

депонировании факторов роста. 
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Таким образом установлено, что экспансия МСК при физиологической гипоксии 

сопровождается модификацией матрисома, что отражается в изменении упаковки структур 

ВКМ и белкового профиля. Децеллюляризация позволяет получать ВКМ, с сохранением 

особенностей МСК, определяемых тканевым уровнем О2. Описанные особенности в топологии, 

накоплении регуляторных белков и факторов роста в дцВКМ позволяют предполагать 

модуляцию клеточного поведения при последующей рецеллюляризации. 

3.3. Оценка регуляторных свойств матриксов после рецеллюляризации 

Чтобы охарактеризовать влияние уровней O2, при котором были получены дцВКМ, на 

функциональную активность клеток, на полученные препараты дцВКМ-Нор и дцВКМ-Гип 

были рецеллюляризированы МСК. В качестве контроля использовали покрытие из коллагена. 

Суспензию МСК высевали на различные субстраты и дальнейшее культивирование проводили 

при стандартных лабораторных условиях 20% O2. 

3.2.1. Экспансия мультипотентых мезенхимальных стромальных клеток на 

децеллюляризированных матриксах 

Быстрое прикрепление к субстрату является одним из критериев для идентификации 

стромальных клеток (Dominici et al., 2006). Для прикрепления МСК и начала их распластывания 

достаточно 30 мин (Lin et al., 2012). Рецеллюляризированные МСК на коллаген/дцВКМ-

Нор/дцВКМ-Гип были гетерогенны по размеру и морфологии.  

В соответствии с (Александрова, Пинаев, 2014; Сахенберг и др., 2014) мы выделили 

следующие морфологические типы (Рисунок 32 А): (1) мелкие нераспластанные клетки (до 50 

мкм); (2) среднего размера дискообразные или вытянутые клетки с F-актином в пространстве 

под плазмалеммой (в виде кольца или активного переднего края) (50-100 мкм); (3) крупные 

уплощенные клетки с псевдоподиями (100-200 мкм). Популяция МСК на коллагене была 

обогащена мелкими МСК (Тип 1), в то время как на дцВКМ преобладали крупные уплощенные 

МСК с множественными псевдоподиями (Тип 3). Доля таких МСК была значительно выше 

среди прикрепленных к дцВКМ-Гип (Рисунок 32 Б). Необходимо отметить, что в МСК на 

дцВКМ по сравнению c коллагеном изменялаcь cтруктура актиновых филаментов. F-актин был 

предcтавлен cкоплением глобул в центре клеток и на концах пcевдоподий. На коллагене клетки 

имели cтруктуру F-актин в виде cтреcc-фибрилл. Ранее в работах было показано, что на мягких 

субстратах клетки распластываются с формированием древовидных отростков, а на жестких 

субстратах образуют развитую сеть стресс-фибрилл (Riveline et al., 2001; Smith et al., 2018). В 

работе Сахенберг и др., отмечено, что в определении морфологии при распластывании 
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стромальных клеток также играют роль отдельные компоненты ВКМ, такие как фибронектин, 

ламинин, коллаген (Сахенберг и др., 2014). 

 

Рисунок 32. Прикрепление и распластывание МСК на различных субстратах: А) 

гетерогенность распространения МСК, окрашенных Alexa488-фаллоидином. Репрезентативные 

изображения. Масштабный отрезок -  50 мкм; Б) доля МСК разной формы после 30 мин адгезии 

на коллагене/дцВКМ-Нор/дцВКМ-Гип. 

На 3 сутки МСК на различных субстратах значительно отличались морфологически. На 

коллагене они были уплощены и имели больший размер (Рисунок 33). Интересно, что на 

дцВКМ-Нор МСК имели округлую форму с несколькими отростками, направленными в разные 

стороны, в то время как на дцВКМ-Гип клетки имели веретенообразную форму с четкой 

биполярной ориентацией. МСК на дцВКМ-Гип формировали параллельные тяжи сонаправлено 

волокнам, что указывает на важную роль структуры ВКМ в регуляции клеточного роста.  

Через 7 дней культивирования монослои МСК на обоих дцВКМ выглядели схоже 

(Рисунок 33). Клетки имели типичный фибробластоподобный вид с узким и вытянутым телом. 

При этом на коллагене монослой МСК был более неоднородным, присутствовали как 

распластанные, так и веретенообразные клетки. 

3.3.2. Паракринный профиль мультипотентых мезенхимальных стромальных клеток 

после рецеллюляризации на матриксы 

После 7 суток культивирования с помощью иммунофлуоресцентного мультиплексного 

анализа было определено 48 цитокинов и факторов роста в кондиционированной среде МСК, 

рецеллюляризованных на коллаген, дцВКМ-Нор и дцВКМ-Гип (Таблица 8).  
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Некоторые из них не детектировались или были на пороге чувствительности метода. Из 

достоверно детектируемых цитокинов уровни IL-6, MCP-1, IP-10, FRACTALKINE и RANTES 

не зависели от типа субстрата.  

 

Рисунок 33. Культура МСК на 3 и 7 сутки после рецеллюляризации на коллаген/ дцВКМ-

Нор/дцВКМ-Гип. Репрезентативные изображения, фазовый контраст, масштабный отрезок - 100 

мкм. 

Культивирование МСК на дцВКМ способствовало усилению продукции IL-8, FGF-2, 

GRO-α, Eotoxin по сравнению с коллагеновым покрытием (Рисунок 34).В кондиционированной 

среде МСК, рецеллюляризованных на дцВКМ-Гип, было обнаружено достоверное снижение 

уровня FGF-2 и повышение уровней IL-8, GRO-α и Eotoxin по сравнению с дцВКМ-Нор 

(Рисунок 34). 

 

Рисунок 34. Продукция растворимых медиаторов МСК после рецеллюляризации на 

коллаген/дцВКМ-Нор/дцВКМ-Гип, определенная с помощью мультиплексного анализа. 

Данные представлены как M±SD, *p<0,05 (n=6). 
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 Таблица 8. Паракринная активность МСК, рецеллюляризованных на коллаген/дцВКМ-

Нор/дцВКМ-Гип. Мультиплексный анализ. 

 Данные представлены как M±SD, n=6. ND (не детектированные) – цитокины, уровни 

которых были выше (VEGF) или ниже (остальные) чувствительности прибора. 

Цитокины 
Коллаген дцВКМ-Нор дцВКМ-Гип 

Концентрация, пг/мл 

EGF 5,86 ± 2,36 5,69 ± 2,20 5,23 ± 2,08 

FGF-2 95,97 ± 89,67 164,47 ± 109,6 103,182 ± 81,47 

Eotaxin 104,44 ± 73,42 141,65 ± 51 240,62 ± 118,87 

TGF-A ND ND ND 

G-CSF 237,18 ± 330,33 461,9825 ± 530,96 300,49 ± 334,60 

Fit3L 7,81 ± 2,086 7,76 ± 3,79 9,23 ± 2,68 

GM-CSF 80,63 ± 9,34 291,275 ± 334,28 46,24 ± 51,85 

Fractalkine 111,57 ± 81,66 164,59 ± 182,72 99 ± 51 

IFNa2 20,24 ± 7,96 21,21 ± 10,26 24,29 ± 10,13 

IFNy ND ND ND 

GRO 295,69  ± 283,87 634,2 ± 403,4 1009, 43 ± 704,48 

IL-10 ND ND ND 

MCP-3 208,22 ± 203,79 227,63 ± 239,89 220,57 ± 185,67 

IL-12p40 2,85 ± 2,04 3,27 ± 1,64 3,31 ± 1,98 

MDC 19,14 ± 8,21 27,85 ± 16,81 27,88 ± 13,19 

IL-12p70 ND ND ND 

PDGF-AA ND ND ND 

IL-13 ND ND ND 

PDGF-AB/BB 36,29 ± 6 41,54 ± 9, 22 38,42 ± 6Б91 

IL-15 4,14 ± 1,31 4,57 ± 2,68 4,87 ± 2,51 

sCD40L 18,83 ± 13,17 17,48 ± 2,68 14,71 ± 5,10 

IL17-A ND ND ND 

IL-1RA 2,84 ± 1,59 5,25 ± 4,79 3,44 ± 1,77 

IL-1A ND ND ND 

IL-9 ND ND ND 

IL-1B ND ND ND 

IL-2 ND ND ND 

IL-3 ND ND ND 

IL-4 76,725 ± 69,17 82,18 ± 77,18 78,34 ± 61,55 

IL-5 ND ND ND 

IL-6 3602,75 ± 1693,58 4070 ± 856,21 4117,5 ± 1092,41 

IL-7 7,43 ± 1,86 7,76 ± 1,83 8,07 ± 1,71 

IL-8 56,91 ± 28,94 173,85 ± 76,1 307,9 ± 120,73 

IP-10 4278,13 ± 7169,52 3075 ± 3476,06 3343,42 ± 4219,62 

MCP-1 6568,25 ± 2084,44 6612,25 ± 2566,37 8435,75 ± 879,45 

MIP-1a 11,61 ± 3,25 16,92 ± 16,84 12,93 ± 13,68 

MIP-1b ND ND ND 

RANTES 1628,74 ± 2504,23 1344,18 ± 1500,75 1573,18 ± 1738,53 

TNFa ND ND ND 

TNFb ND ND ND 

VEGF ND ND ND 
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3.3.3. Дифференцировочный потенциал мультипотентых мезенхимальных 

стромальных клеток, культивируемых на матриксах 

После 7 дней рецеллюляризации на коллаген и препараты дцВКМ оценивали в МСК 

признаки спонтанного коммитирования и ответ на остеоиндукцию (Рисунок 35).  
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Рис. 35 Спонтанная и индуцированная дифференцировка МCК в остеогенном 

направлении, культивируемых на коллагене/дцВКМ-Нор/дцВКМ-Гип, в течение 7 суток. 

Активность щелочной фосфатазы: А) репрезентативные фотографии, масштабный отрезок - 

50мкм; Б) спектрофотометричеcкое определение интенcивноcти окраcки, 550 нм. Данные 

представлены как M±SD, n=6; *- р≤ 0,05. 

Гистохимически оценивали активность щелочной фосфатазы (ЩФ) - раннего маркера 

остеодифференцировки (Рисунок 35 А). Популяция МСК была неоднородна по активности 

ЩФ. Выявлены клетки с высоким, средним и низким уровнем окрашивания. При этом 

гетерогенность была более выражена среди МСК без остеоиндукции. МСК с высокой ЩФ-

активностью на коллагене были представлены крупными клетками, а на дцВКМ 

присутствовали как крупные, так и мелкие веретенообразные положительно окрашенные 
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клетки. Остеоиндукция привела к увеличению количества ЩФ-позитивных МСК на всех 

дцВКМ. На коллагене окрашенные МСК образовывали небольшие скопления, тогда как ЩФ-

положительные МСК были распределены на дцВКМ более равномерно (Рисунок 35 А). 

Полуколичественный колориметрический анализ показал, что в спонтанно 

остеокоммитированных МСК интенсивность ЩФ-окрашивания была значительно выше на 

дцВКМ, чем на коллагене, при этом на дцВКМ-Нор окраска была в 1,5 раза интенсивнее, чем на 

дцВКМ-Гип (Рисунок 35 Б). Этот эффект отменялся после остеоиндукции. Интенсивность 

окрашивания ЩФ увеличивалась и была одинаковой как в группах дцВКМ-Нор, так и дцВКМ-

Гип (Рисунок 35 Б). 

Далее мы исследовали транскрипционную активность генов, связанных с остеогенезом: 

транскрипционного фактора RUNX2 - мастер-гена остеодифференцировки, ALPL - гена, 

кодирующего ЩФ (Рисунок 36). В отсутствие остеоиндукторов RUNX2 был повышен в МСК 

дцВКМ-Нор по сравнению с коллагеном и дцВКМ-Гип. Уровень транскрипции ALPL во всех 

группах не различался. После остеоиндукции наблюдалась лишь тенденция к повышению 

уровня ALPL и RUNX2. При этом повышение было более выраженным на дцВКМ-Гип по 

сравнению с дцВКМ-Нор. По изменению активности ЩФ и экспрессии «остео» маркеров у 

МСК при индукции было установлено, что МСК на дцВКМ-Гип более чувствительны остео-

стимулам. 

 

Рис. 36 Экспрессия генов остео-маркеров (RUNX2, ALPL) в МСК, культивируемых на 

коллагене/дцВКМ-Норм/дцВКМ-Гип, в течение 7 суток с добавлением (индукция) или без 

(контроль) индукторов остеодифференцироки. Данные представлены как M±SD, n=3, *p<0,05. 
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Далее помимо оценки активности щелочной фосфатазы и экспрессии «остео» генов мы 

оценили продукцию биомаркеров костной ткани, таких как остеопротегирин, остеокальцин, 

остеопонтин и склеростин, с помощью мультиплексного анализа (Рисунок 37).  

 

Рис. 37 Содержание биомаркеров костной ткани в кондиционированной среде МСК, 

культивируемых на коллагене/дцВКМ-Нор/дцВКМ-Гип, выявленное методом мультиплексного 

анализа. Данные представлены как M±SD, n=2. 

Для всех этих молекул было характерно увеличение их продукции в МСК, которые 

культивировали на дцВКМ-Нор. Концентрация в кондиционированной среде данных маркеров 

увеличивалась при индукции. Стоит отметить, что аналогично щелочной фосфатазе разница 

между группами дцВКМ-Нор и дцВКМ-Гип нивелировалась, но оставалась выше в сравнении с 

коллагеном.  

Взаимодействие клетка-ВКМ является двунаправленным. Физические силы, 

передаваемые через ВКМ, могут непосредственно активировать ядерные регуляторы 

транскрипции, направляя судьбу клетки (Crisp et al., 2006). Например, показана ВКМ-зависимая 

пространственно-механическая регуляция клеточного фенотипа, такая как определение формы 

клеток, их миграционной активности и дифференцировочного потенциала (Muncie, Weaver, 

2018). Описанные в разделе 3.2 особенности белкового состава, структуры и топологии ВКМ 

МСК, определяемые физиологической гипоксией, представляются многообещающими с точки 

зрения модуляции клеточного поведения. Для изучения эффектов ВКМ, продуцируемого МСК 

при различных уровнях О2, на свойства клеток после рецеллюляризации было проведено 

несколько физиологических тестов, в том числе анализ прикрепления, характера роста, 

способности к коммитированию в остеогенном направлении и паракринного профиля.  

Приведенные данные о характере распластывания в течение 30 минут подтверждают 

зависимость специфики формы клеток от свойств субстрата. Ранее было показано, что 

фибробласты в первые 2-24 часа после прикрепления к пластику претерпевают 
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последовательные этапы изменения формы клеток: дискообразную, поляризованную с 

активным краем, вытянутую фибробластоподобную (Александрова, Пинаев, 2011). Различные 

формы МСК (тип 1, тип 2, тип 3) в одной и той же временной точке могут свидетельствовать о 

скорости распластывания и потенциале к движению. Можно утверждать, что физические и 

топографические свойства дцВКМ могли сократить время прикрепления МСК, что позволило 

им быстрее стать дисковидными/удлиненными, а затем уплощенными. В пользу этого 

предположения говорит уменьшение доли мелких нераспластанных и увеличение процента 

уплощенных МСК, особенно на дцВКМ-Гип. Адгезия и миграция клеток регулируется не 

только химическим составом, но и, в частности, топографическими сигналами, 

обеспечиваемыми физической организацией ВКМ, к которым прикрепляются клетки (Kutys et 

al., 2013). Согласно классическим представлениям, образование пcевдоподиальных форм 

проиcходит на анизотропных cубcтратах с жесткостью, отличной от культурального плаcтика 

или стекла (Bershadsky et al., 2003; Discher et al., 2010; Engler et al., 2006; Kular et al., 2014). 

Различия в организации актинового цитоскелета на препаратах коллагена и дцВКМ также 

могут определяться показателями их жесткости. На дцВКМ цитоскелет был образован актин-

содержащими волокнами внутри края клетки и скоплением глобул в центре клеток и на концах 

пcевдоподий. Тогда как на коллагене большая часть распластанных клеток имели типичную для 

жеcтких cубcтратов cтруктуру F-актина (Riveline et al., 2001) в виде cтреcc-фибрилл по всей 

длине клетки, и более коротких пучков под плазмалеммой. 

Интересными оказались результаты культивирования МСК на различных ВКМ в течение 

72 часов, когда они еще не достигли плотности монослоя. На дцВКМ-Нор МСК имели 

кубическую форму с несколькими отростками, тогда как на дцВКМ-Гип приобретали 

веретенообразную форму и выстраивались вдоль волокон. Эти наблюдения показывают, что 

гипоксический дцВКМ за счет своих выровненных фибрилл контролирует ориентацию клеток 

при росте. Тогда как на дцВКМ-Нор, клетки образуют несколько псевдоподий, вероятно, 

нащупывая направление распространения.  

Современные методы нанотехнологий позволяют получать субстраты с четко 

определенной топографией, жесткостью, расстоянием между лигандами и анизотропией. 

Культивирование клеток на поверхности с различными физическими свойствами 

демонстрирует их исключительную способность воспринимать адгезивные субстраты и 

дифференцированно реагировать на них (Geiger et al., 2009). В работе Wang et al., 2018 были 

описаны, аналогичные нашим результатам, различия в морфологии и поляризации 

фибробластов при высевании на структурированные и неструктурированные фибронектиновые 

подложки. Выравнивание волокон ВКМ приводит к снижению количества отростков и 

приобретению биполярной ориентации клеток. Было установлено, что такие изменения 
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обуславливались такой организацией фокальных спаек и связанных с ними F-актиновых стресс-

фибрилл, которая приводит к образованию и стабилизации клеточных отростков в направлении 

ориентации ВКМ (Wang et al., 2018).  

Способность контролировать ориентацию фибрилл обеспечивает еще один механизм 

регуляции поведения. Например, выровненный дцВКМ обладает способностью направлять 

ориентацию нейритов в нейральных эксплантатах (Harris et al., 2017). В работе Bauer et al., 2009 

предложена 2D модель, отражающая влияние структуры ВКМ на прорастание сосудов. 

Плотность ВКМ может изменять скорость прорастания и разветвления сосудов, тогда как 

выравнивание и жесткость волокон коррелирует с формой эндотелиальных клеток и 

ориентацией их прорастания. На культивируемых фибробластах было показано, что в 

независимости от плотности матрикса, выровненность его волокон способствует увеличению 

скорости миграции клеток (Wang et al., 2018). В совокупности эти результаты могут указывать, 

на то что дцВКМ, полученный от МСК при физиологической гипоксии, может повышать 

эффективность миграции клеток, что может быть востребовано для их применения в 

репаративных целях. 

После достижения монослоя морфология МСК на различных ВКМ не различалась, клетки 

образовывали плотные слои веретенообразных клеток. Стоит отметить, что на коллагене 

сохранялся уплощенный фенотип. По состоянию монослоев очевидно, что клеточный прирост 

на дцВКМ был значительно увеличен по сравнению с коллагеном. При изучении 

культивируемых МСК установлено, что распластанная морфология клеток коррелирует со 

снижением дифференцировочной способности и пролиферативной активности в сравнении с 

веретенообразной формой (Prockop et al., 2001; Neuhuber et al., 2008). Предполагается, что 

сильнораспластанный тип клеток в популяции представляет более зрелые клетки (Паюшина, 

Дамарцкая, 2015).  

Хотя МСК хорошо адгезируют к пластику, и не требуют фидерных клеток или подложек 

для культивирования, установлено, что при экспансии на пластике МСК теряют свои 

«стволовые» функции, поскольку отсутствуют сигналы из микроокружения, поддерживающие 

и направляющие поведение клеток in vivo, в том числе контакты с ВКМ (Lai et al., 2010). 

Переходя в систему in vitro очень важно моделировать тканевое микроокружение клеток, для 

того чтобы сохранить предполагаемые свойства клеток. Сохранение особенностей топологии и 

белкового состава в ВКМ, обусловленных физиологической гипоксией, представляется 

многообещающим для использования дцВКМ в качестве модулятора функциональной 

активности клеток после рецеллюляризации. 

В данной работе показано изменение паракринного профиля МСК, культивируемых на 

дцВКМ. Являясь хемокинами группы CXCL, GRO-α и IL-8 принимают активное участие в 
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миграции клеток и ангиогенезе (Ring et al., 2007). Мы отметили снижение уровня 

плейотропного фактора роста - FGF-2. Это оказалось неожиданным, поскольку FGF-2 - 

известный стимулятор пролиферации МСК с выраженной проангиогенной активностью 

(Hagmann et al., 2013), и предполагалось, что он будет действовать однонаправленно с GRO-α и 

IL-8. Между тем эти результаты могут быть интерпретированы на основании наблюдений Kim 

и Ma (2013). Они показали, что ВКМ, полученный от МСК в условиях нормоксии и гипоксии, 

обладают различной способностью связываться с секретируемым клетками и экзогенным FGF-

2. ДцВКМ-Гип депонировал в два раза больше FGF-2, чем дцВКМ-Норм, и сильнее связывал 

FGF-2 из кондиционированной среды МСК. В нашем исследовании протеомный анализ также 

выявил увеличенное количество FGF-2 в пробах дцВКМ-Гип. Вероятно, механизм снижения 

содержания FGF-2 в кондиционированной среде может заключаться в снижении уровня 

растворимого FGF-2 в пользу связанного. По-видимому, модулировать секретом могут белки 

ВКМ и цитокины, накопленные в дцВКМ. Например, показано, что остеонектин может 

стимулировать продукцию FGF-2 в МСК (Jose et al., 2014). Секреция VEGF в кмМСК 

стимулировалась за счет продукции IL-8 (Hou et al., 2014).  

Хорошо известно, что эффективность дифференцировки МСК in vitro в значительной 

степени зависит от уровня О2 в микроокружении. Согласно многочисленным наблюдениям, 

остео- и адиподифференцировка при физиологической гипоксии ослабляются, а хондрогенная - 

ускоряется (D'Ippolito et al., 2006; Гринаковская и др., 2009; Yang et al., 2011; Bae et al., 2018). 

Мы сравнили эффективность спонтанного остеокоммитирования и индуцированной 

остеодифференцировки МСК на дцВКМ-Гип или дцВКМ-Нор.  

В нашей работе обнаружен феномен сохранения "гипоксических" компетенций ВКМ, 

продуцируемого МСК в условиях физиологической гипоксии. Это выражалось в снижении 

остеопотенциала при культивировании МСК на дцВКМ-Гип. Ранее подобный эффект был 

описан только в работе (Pei et al., 2012). Авторы использовали дцВКМ, полученную из МСК, 

предварительно кондиционированных в гипоксии в течение 14 дней. После последующей 

рецеллюляризации наблюдалось снижение дифференцировки МСК в остео- и адипогенном 

направлениях. Мы подтвердили замедление спонтанного коммитирования в остеогенном 

направлении на дцВКМ-Гип на уровне транскрипционной активности RUNX2, активности 

щелочной фосфатазы и продукции белков биомаркеров костной ткани в кондиционированную 

среду. Такие эффекты, безусловно, могут определяться биофизическими особенностями ВКМ, 

структурой или жесткостью. 

Значительное повышение способности МСК к дифференцировке на дцВКМ по сравнению 

с культуральным пластиком было подтверждено в нескольких исследованиях (Chen et al., 2007; 

Ng et al., 2014; Rao Pattabhi et al., 2014). В работе Новоселецкой и др. была произведена оценка 
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активации сигнальных путей, запускаемых в МСК при экспансии на дцВКМ. Установлена 

активация сигнальных путей, опосредованных адгезией клетка-ВКМ (FAK-ERK- и Src-PI3K-

AKT пути) и преимущественная локализация β-катенина в цитоплазме (в сравнении с ядерной 

фракцией), что может способствовать реализации дифференцировочных компетенций МСК 

(Novoseletskaya et al., 2020). Cигнальный путь Wnt, основным эффектором которого является β-

катенин, рассматривается как ключевой каскад, регулирующий процессы развития и 

дифференцировки (Moon et al., 2004; Angers, Moon, 2009). Известно, что канонический и 

неканонический Wnt-пути передачи сигнала играют важную роль в регуляции пролиферации, 

остеогенной и адипогенной дифференцировки МСК, причем действие этих путей 

разнонаправлено (Baksch, Tuan, 2007). Детальный анализ активации Wnt-сигналинга в МСК при 

физиологической гипоксии требует дальнейшего изучения. Необходимо и рассмотрение 

вовлечения сигнальных каскадов, контролирующих дифференцировку МСК, запускаемых 

«остео» белками, накопление которых снижается в гипоксическом матриксе. 

С точки зрения регуляции остеопотенциала интересно изменение профиля растворимых 

медиаторов МСК на дцВКМ-Гип. Обнаружено увеличение содержания воспалительных 

цитокинов GRO-a и эотаксина, которые рассматриваются как потенциальные предикторы 

потери костной массы, т.е. могут негативно влиять на остеогенез (Mussano et al., 2018). 

Противовоспалительный препарат дексаметазон является обязательным компонентом 

остеоиндукционной среды, а в МСК после остеоиндукции in vitro было продемонстрировано 

снижение уровня GRO-a (Kindstedt et al., 2017). Таким образом, остеоиндукторы могут 

маскировать эффекты дцВКМ-Гип. Что касается IL-8, то этот цитокин, как было показано, 

способствует хондрогенной дифференцировке (Park et al., 2015). Поскольку хондро- и 

остеодифференцировка регулируются реципрокно, можно предположить, что повышенный 

уровень этого интерлейкина может препятствовать остеокоммитированию. FGF-2 считается 

одним из остеоиндуцирующих цитокинов, рецептор которого, FGFR1, является ключевым 

регулятором созревания остеобластов в процессе остеогенеза (Jacob et al., 2006). Наблюдаемое 

снижение уровня FGF-2 можно рассматривать как еще одну причину ослабления 

остеопотенциала МСК на дцВКМ-Гип.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

В результате многочисленных исследований, выполненных на культивируемых МCК, 

накоплено значительное количество экспериментальных данных, позволяющих 

сформулировать основные принципы учаcтия МCК в физиологичеcком и репаративном 

ремоделировании. МCК способны продуцировать биологичеcки активные метаболиты, 

обеcпечивая cпецифичеcкое микроокружение различных клеточных популяций. В свою 
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очередь, клеточные и неклеточные компоненты тканевых ниш регулируют активность МCК. 

Исследование механизмов регуляции cвойcтв МCК в результате их взаимодейcтвия c 

факторами микроокружения имеет важное значение как c точки зрения поддержания тканевого 

гомеоcтаза в организме, так и в cвязи c тем интереcом, который они предcтавляют для 

регенеративной медицины и тканевой инженерии. В наcтоящей работе показано, как cвойcтва 

внеклеточного матрикcа, продуцируемого МCК, могут зависеть от важнейшего физического 

фактора локальной тканевой ниши – уровня О2. 

Полногеномный анализ дифференциальной экспрессии генов МСК, культивируемых при 

физиологической гипоксии, показал, что около 20% измененных генов кодируют молекулы, 

относящиеся к матрисому - комплексу структурных и регуляторных белков внеклеточного 

матрикса. Наиболее значимым при физиологической гипоксии было изменение генов, 

кодирующих белки гликопротеинов основного матрисома, а также молекулы-регуляторы и 

секретируемые факторы среди матрисом-ассоциированных генов.    

Данные транскрипционного анализа дали основание предположить, что уровень О2 в 

микроокружении будет отражаться на структуре и активности ВКМ. МCК, поcтоянно 

культивируемые при 20% и 5% О2, продуцировали хорошо развитый внеклеточный матрикc, 

практичеcки не различающийcя по общему cодержанию коллагеновых и неколлагеновых 

компонентов. Обнаружены отличия в морфологии ВКМ при различных концентрациях О2 как 

под монослоем МСК, так и на децеллюляризированных препаратах. Было сделано 

предположение, что это может обуславливаться как протеазной/антипротеазной активностью 

МСК, так и специфичностью белкового профиля продуцируемого ВКМ при различном уровне 

О2. Действительно, транскрипция генов и активность основных матриксных металлопротеиназ 

– MMP-1 и MMP-2, была снижена в условиях физиологической гипоксии.   

В результате протеомного анализа растворимой фракции ВКМ было идентифицировано 

примерно 80 белков ВКМ, которые были количественно и качественно изменены при 

физиологической гипоксии. Особый интерес представляют данные о том, что в ВКМ при 

физиологической гипоксии накапливаются белки, отражающие гипоксические компетенции 

МСК. Это в первую очередь молекулы, обеспечивающие усиление пролиферации, 

проангиогенные свойства и направляющие потенциал к дифференцировке МСК в остеогенном 

и хондрогенном направлениях.  

Мы предположили, что ВКМ, продуцируемые МСК при различном уровне О2, могут 

отличаться по способности регулировать функциональную активность рецеллюляризированных 

клеток. Анализ данных по прикреплению к дцВКМ и распластыванию подтвердил, что МCК 

чувcтвительны к cвойcтвам cубcтрата. ДцВКМ cпоcобcтвовали дифференцировке МCК в 

оcтеонаправлении, а также изменению паракринного профиля по cравнению c теми же 
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клетками на коллагене. При этом активноcть щелочной фоcфатазы и экспрессия RUNX2 – 

маркеров оcтеодифференцировки, спонтанно уcиливалась на дцВКМ-Нор по cравнению c 

дцВКМ-Гип, что аналогично прямым эффектам уровня О2 на коммитирование МCК.   

Таким образом, in vitro возможно формирование ВКМ c определенными свойствами за 

cчет использования факторов микроокружения, таких как концентрация О2, характерная для их 

тканевых ниш (Рисунок 38). Дальнейшие иccледования в этой облаcти будут направлены на 

выяснение реализации механизмов вклада физиологичеcкой гипокcии в ВКМ-опосредованную 

функциональную активность как МСК, так и других типов клеток, поcкольку от этого может 

зависеть их вовлечение в физиологичеcкие и репаративные процеccы in vivo, а также 

применение в протоколах регенеративной медицины и тканевой инженерии. 

 

Рисунок 38. Влияние физиологической гипоксии на свойства и активность ВКМ МСК. 
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ВЫВОДЫ 

1. При физиологической гипоксии в мультипотентных мезенхимальных стромальных 

клетках человека дифференциально экспрессируются гены, кодирующие структурные и 

регуляторные белки внеклеточного матрикса (матрисома). Достоверно снижается 

экспрессия генов структурных гликопротеинов (COMP, ELN) в группе основного 

матрисома, и увеличивается транскрипция матрисом-ассоциированных белков, с 

промиграционной (CXCL12) и антиоксидантной (SRPX, SERPINF1) функциями. 

2. Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, поcтоянно культивируемые при 

20% и 5% О2, продуцируют внеклеточный матрикc, не различающийcя по cодержанию 

коллагеновых и неколлагеновых компонентов. Активность матриксных металлопротеиназ 

(MMP-1 и MMP-2) в условиях физиологической гипоксии снижается.  

3. Культивирование мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток при 

физиологической гипоксии приводит к формированию более разветвленной сети и 

увеличению выровненности фибрилл внеклеточного матрикса.  

4. Протеомный профиль внеклеточного матрикса при физиологической гипоксии, обогащен 

специфичными белками хрящевой (HAPLN1, CTGF, CILP, GREM1), а при 20% О2 – 

костной (COL3A1, COL5A1, COL6A1, SPARC, CTSK) тканей. При 5% О2 в матриксе 

увеличивается содержание белков, вовлеченных в регуляцию клеточной пролиферации и 

ангиогенеза (FGF2, VEGF, SRPX2, GREM1). 

5. Децеллюляризированные матриксы, продуцируемые мультипотентными 

мезенхимальными стромальными клетками при 20% и 5% О2, улучшают адгезию и 

определяют направленность клеточного роста. После рецеллюляризации на матрикс, 

полученный при физиологической гипоксии, в мультипотентных мезенхимальных 

стромальных клетках замедляется спонтанное остеокоммитирование на фоне увеличения 

продукции IL-8, GRO-a, эотаксина и снижения – FGF-2.  
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