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Аутоиммунные заболевания, несмотря на значительные усилия биомедицины на протяжении уже не-
скольких десятилетий, продолжают оставаться по большей части неизлечимыми и, более того, плохо по-
нятыми с точки зрения молекулярных механизмов их возникновения и развития. Общепризнано, что в ос-
нове этих заболеваний лежит сбой в работе адаптивной иммунной системы, главным атрибутом которого
являются аутореактивные B- и Т-лимфоциты. Ряд экспериментальных данных, накопленных за послед-
ние несколько лет, свидетельствуют о ключевой роли транскрипционного коактиватора BOB1 в появле-
нии аутореактивных лифоцитов. Постулировано, что BOB1 влияет на транскрипцию и локальный эпиге-
нетический статус хроматина опосредованно, а именно через селективное взаимодействие с ДНК-связы-
вающими POU-доменными транскрипционными факторами – экспрессирующимся во всех клетках
OCT1, и специфическим для В-клеток OCT2, стабилизируя связывание этих OCT-факторов с ДНК. В об-
зоре приведены последние сведения о проаутоиммунной активности BOB1, обозначены перспективы ис-
пользования этого белка в качестве мишени при разработке фармацевтических препаратов, нацеленных
на лечения ряда аутоиммунных заболеваний.

Ключевые слова: BOB1, OCA-B, OBF1, Pou2af1, OCT1, OCT2, аутоиммунные заболевания, аутореактивные
T- и B-клетки
DOI: 10.31857/S0041377123020116, EDN: NEQCUA

Серия недавних исследований высветила новый
аспект функционирования коактиватора тран-
скрипции BOB1 (OBF1, OCA-B), связанный с разви-
тием аутоиммунных патологий человека, некоторые
из которых являются летальными. Это обстоятель-
ство подчеркивает важность детального изучения
биологической роли этого белка (как у пациентов,
страдающих аутоиммунными заболеваниями, так и
на животных моделях), а также молекулярных меха-
низмов его работы. Особенности функционирова-
ния BOB1 совместно с ДНК-связывающими белка-
ми POU-доменного семейства OCT1 и OCT2 были
недавно нами освещены (Yeremenko et al., 2021). В
текущем обзоре приводятся обновленные сведения
о биологической роли BOB1 в различных компарт-
ментах адаптивной иммунной системы.

РОЛЬ BOB1 В В-КЛЕТКАХ
Первые свидетельства важной биологической ро-

ли BOB1 были получены при изучении фенотипа

мышей, нокаутированных по гену Pou2af1, который
кодирует этот белок. Было показано, что у таких мы-
шей в лимфатических узлах и селезенке не развива-
ются герминативные центры (ГЦ) и, как следствие,
не продуцируются антитела переключенных классов
(Kim et al., 1996; Nielsen et al., 1996; Schubart et al.,
1996). Недавние исследования продемонстрирова-
ли, что BOB1 вместе с OCT2 и MEF2B необходим
для экспрессии BCL6, главного регулятора развития
B-клеток в ГЦ (Hellmuth et al., 2019). Интерпретация
фенотипа нокаута по Pou2af1 осложняется тем, что
BOB1 необходим для развития B-клеток на несколь-
ких стадиях (Brunner, Wirth, 2006; Teitell, 2003). Для
того, чтобы ответить на вопрос, являются ли дефек-
ты, наблюдаемые на поздних стадиях развития В-
клеток у BOB1-дефицитных мышей, следствием на-
рушенного раннего развития В-клеток и на какой
конкретно стадии развития В-клеток экспрессия
BOB1 необходима для формирования ГЦ, была со-
здана линия мышей, которая позволила удалить
BOB1 на разных стадиях развития В-клеток. По-
средством условного нокаута, с помощью специфи-
ческих для В-клеточных стадий Cre-линий мышей,
были проанализированы последствия утери функ-

Принятые сокращения: ГЦ – герминативный центр, СД1 – са-
харный диабет 1 типа.

УДК 571.27



114

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 2  2023

ТОМИЛИН, ЕРЕМЕНКО

ции BOB1 в пре-В-клетках, зрелых В-клетках или В-
клетках ГЦ (Betzler et al., 2021). Такой подход пока-
зал, что BOB1 необходим как для раннего (антиген-
независимого), так и для более позднего (антиген-
зависимого) развития В-клеток, и что для эффектив-
ного формирования ГЦ экспрессия BOB1 необходи-
ма на протяжении всего онтогенеза В-клеток. Таким
образом, неспособность формировать ГЦ является
автономным дефектом В-лимфоцитов ГЦ и не мо-
жет быть объяснена исключительно дефектами ран-
него созревания В-клеток (Betzler et al., 2021).

В своей недавней работе Song с соавторами по-
строили комплексную геномную карту сайтов свя-
зывания BOB1, OCT1 и OCT2 (Song et al., 2021). Пу-
тем интеграции данных ChIP-seq со специфически-
ми метками гистонов и сравнительного РНК-
секвенирования BOB1-дефицитных и В-клеток ди-
кого типа, сайты связывания ДНК трех транскрип-
ционных факторов были ассоциированы со стату-
сом активности хроматина, а также была создана
карта прямых генов-мишеней BOB1. Большинство
BOB1- и OCT1-связывающих сайтов находились в
промоторных областях, тогда как многие OCT2-свя-
зывающие сайты располагались в энхансерах. Де-
тальное картирование геномных сайтов связывания
OCT1, OCT2 и BOB1 в В-клетках показало, что по-
чти все сайты связывания BOB1 (~8000) перекрыва-
ются с сайтами связывания OCT1 и/или OCT2
(~13000 и 32000 соответственно), что соответствует
концепции, согласно которой BOB1 при связыва-
нии ДНК зависит от OCT-факторов. На основании
полученных результатов был сделан основной вывод
о том, что BOB1 стабилизирует связывание этих
факторов на ДНК и способствует экспрессии много-
численных ключевых генов B-клеток ГЦ (например,
FOXO1, AID, MEF2B и BACH2). Важно отметить, что
в списке прямых мишеней BOB1 был и BCL6 – один
из главных транскрипционных факторов програм-
мы экспрессии генов В-клеток ГЦ. Авторы предло-
жили модель, согласно которой BOB1, посредством
OCT1 и OCT2, координируют программу развития
В-клеток в ГЦ через активацию генов запуска и под-
держания этой программы и репрессию генов выхо-
да из нее (Song et al., 2021).

РОЛЬ BOB1 В Т-КЛЕТКАХ
Результаты исследований роли BOB1 в Т-клет-

ках, проводившихся на различных нокаутных моде-
лях мышей, далеко не всегда однозначны и, нередко,
противоречивы. BOB1 не экспрессируется в разви-
вающихся и наивных Т-клетках, однако его экспрес-
сия обнаруживается после стимуляции Т-клеточных
рецепторов антигенами или при обработке
PMA/иономицином (Moriuchi and Moriuchi, 2001;
Sauter and Matthias, 1997; Zwilling et al., 1997). Также
было показано, что у Pou2af1-дефицитных мышей за-
метно редуцировано число CD4+ и CD8+ Т-клеток
(Brunner et al., 2007), и что BOB1 контролирует ба-

ланс между Th1- и Th2-опосредованным иммунным
ответом посредством OCT1-зависимого связывания
с промоторами генов IFNγ и IL2 (Brunner et al., 2007).
Последующее изучение мышей с избирательным но-
каутом BOB1 в Т-клетках показало противоположные
результаты. Так, Ломбард-Ваднаис и соавторы пред-
положили, что, несмотря на экспрессию, BOB1 не
действует как транскрипционный коактиватор в ак-
тивированных Т-клетках, включая субпопуляцию
фолликулярных T-хелперов (TFH), и что отсутствие
экспрессии BOB1 именно в В-клетках ответственно
за большую часть Т-клеточно-ассоциированных фе-
нотипических проявлений, ранее выявленных у
Pou2af1–/– мышей (Lombard-Vadnais et al., 2022). Эти
данные резко контрастируют с результатами другой
группы, которая проанализировала последствия
удаления BOB1 в Т-клетках методом условного но-
каута в присутствии иммунокомпетентных B-лим-
фоцитов. Нокаут BOB1 в CD4+ Т-клетках, а также в
TFH клетках привел к нарушению образования ГЦ,
демонстрируя, что нарушение реакции ГЦ, описан-
ное для мышей дефицитных по BOB1 в зародышевой
линии, не может быть отнесено исключительно к
B-клеточному компартменту. Более того, было пока-
зано, что BOB1 необходим для дифференцировки
TFH-клеток, играющих важную роль в формировании
ГЦ (Betzler et al., 2022).

Опуская достаточно обширную литературу, в со-
вокупности, можно указать, что большинство ре-
зультатов указывают на ключевую роль BOB1 в био-
логии CD4+ Т-клеток (Yamashita et al., 2016). В 2015 г.
была опубликована важная работа, которая показа-
ла, что в CD4+ Т-клетках комплекс BOB1/OCT1 ре-
гулирует транскрипцию нескольких ключевых им-
муномодулирующих генов-мишеней, включая IL-2,
IFNγ, IL-17A и IL-21 (Shakya et al., 2015). В отсут-
ствии BOB1 практически не образуются какие-либо
клетки памяти, а те, которые образуются, слабо реа-
гируют на повторную встречу с антигеном. Авторы
предположили, что механически BOB1 удаляет ин-
гибирующие модификации хроматина путем рекру-
тирования гистонлизиндеметилазы Jmjd1a (Kdm3a),
предотвращая репрессию генов-мишеней и поддер-
живая локально открытую структуру хроматина,
обеспечивая таким образом иммунологическую па-
мять (Shakya et al., 2015). Последующее исследова-
ние той же группы с использованием различных ге-
нетических подходов и инструментов (условного но-
каута BOB1 в Т-клетках, его эктопической экспрессии,
а также репортерной линии BOB1-B-mCherry, демон-
стрирующей высокую экспрессию BOB1 в централь-
ных CD4+ Т-клетках памяти) показало, что повы-
шенная экспрессия BOB1 является прогностиче-
ским признаком клеток с повышенной жиз-
неспособностью и потенциалом запоминания. Так-
же это исследование подтвердило, что BOB1 необхо-
дим и достаточен для формирования CD4+ Т-клеток
памяти in vivo (Sun et al., 2022).
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BOB1 В АУТОИММУННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Серия недавних исследований высветила новый
аспект биологии BOB1, а именно его ключевую роль
в развитии аутоиммунных заболеваний. Важно под-
черкнуть, что ген Pou2af1 высоко консервативен у
млекопитающих и человека, и к настоящему време-
ни накапливаются многочисленные доказательства
того, что генетические варианты либо в самом локу-
се Pou2Af1 либо вблизи него ассоциированы с раз-
личными аутоиммунными заболеваниями человека,
такими как рассеянный склероз, целиакия, первич-
ный билиарный цирроз, ревматоидный артрит, бо-
лезнь Грейвса, сахарный диабет 1 типа (СД1), псори-
аз и системная красная волчанка (Games Collabora-
tive et al., 2006; Goris et al., 2003; Nakamura et al., 2012;
Shirai et al., 2022; Trynka et al., 2011) (рис. 1).

Помимо генетической ассоциации было показа-
но, что повышенная экспрессия BOB1 в тканях-ми-
шенях ассоциирована с системными аутоиммунны-
ми нарушениями (Levels et al., 2017; Levels et al., 2019;
McDonough et al., 2019; da Silva et al., 2020). В частно-
сти, scRNA-seq анализ показал, что повышенные
уровень экспрессии BOB1 является признаком ауто-
реактивных Т-клеток, инфильтрирующих синови-
альную мембрану в случае ревматоидного артрита
(Rao et al., 2017), кишечный эпителий – в случае це-
лиакии (Christophersen et al., 2019), а также поджелу-

дочную железу – в случае СД1 (http://www.im-
mgen.org/databrowser/index.html). В то же время, но-
каут гена Pou2af1 защищает мышей от развития
болезни в ряде моделей индуцируемых и спонтан-
ных аутоиммунных заболеваний (Sun et al., 2003;
Zuo et al., 2007; Levels et al., 2017; Ikegami et al., 2019;
McDonough et al., 2019; Kim et al., 2020).

Поскольку (1) стойкое воздействие антигена яв-
ляется типичным признаком аутоиммунных реак-
ций, а (2) Т-клетки памяти могут способствовать
развитию аутоиммунного воспаления, тот факт, что
BOB1 необходим для формирования памяти у Т-кле-
ток и иммунного ответа при повторном контакте с
тем же антигеном, требует переоценки роли этого
белка в развитии аутоиммунных заболеваний, опо-
средованных Т-клетками. Поскольку уровень BOB1
сильно повышен в аутореактивных CD4+ Т-клетках,
избирательно атакующих β-клетки поджелудочной
железы при СД1, было высказано предположение,
что условный Т-специфический нокаут Pou2af1 дол-
жен защищать мышей от развития СД1. Действи-
тельно, недавнее исследование продемонстрирова-
ло, что предрасположенные к диабету NOD/ShiLtJ
мыши полностью защищены от спонтанного СД1
при нокауте Pou2af1 в Т-клетках (Kim et al., 2020).
Эта защита связана либо с уменьшением инфильтра-
ции островков поджелудочной железы Т-клетками с

Рис. 1. Доказательства участия BOB1 в развитии аутоиммунных заболеваний человека (рисунок подготовлен с помощью про-
граммного пакета BioRender.com).

Рассеянный склероз (РС)
Pou2af1 является геном восприимчивости

Системная красная волчанка (СКВ)
Первичный билиарный цирроз

Pou2af1 является локусом восприимчивости в японской

(Goris et al., 2003; Games Collaborative Group et al., 2006)
Нокаут ВОВ1 у мышей облегчает симптомы экспериментального
аутоиммунного энцефаломиелита – модели РС (Ikegami et al., 2019)

популяции (Nakamura et al., 2012)

Диабет 1 типа (СД1)
Экспрессия ВОВ1 повышена в реактивных CD4+

T- клетках, инфильтрующих островки
поджелудочной железы мышей BDC2.5 TCR tg
Мыши NOD с нокаутом ВОВ1 в Т-клетках полностью
защищены от развития спонтанного СД1
(Kim et al., 2021)
Таргетинг ВОВ1 специфическими пептидными
ингибиторами блокирует СД1 у NOD мышей
(Kim et al., 2021)

Синдром Шегрена

Воспалительные заболевания кишечника
мРНК ВОВ1 повышена в мезентериальной жировой
ткани кишечника пациентов пораженном болезнью
Крома (Da Silva et al., 2020)

Целиакия
Pou2af1 является локусом восприимчивости к целиакии
(Trynka rt al., 2011; Shirai et al., 2022)
Экспрессия ВОВ1 повышена в глютен-специфичеcких
CD4+PD-1+ICOS+CXCR5- T-клетках периферической крови и
кишечнике пациентов с целиакией (Christophersen et al., 2019)

Экспрессия ВОВ1 повышена в слюнных железах пациентов
с синдромом Шегрена (Levels et al., 2017)

Pou2af1 является локусом восприимчивости
(Shirai et al., 2022)
Отсутсвие ВОВ1 защищает мышей MRL-tpr от
развития гипергаммаглобулинемии, имунного
комплекс-опосредованного гломерулонефрита
и преждевременной смертности (Zuo et al., 2007)

Псориаз
Pou2af1 является локусом восприимчивости

Ревматоидный артрит (РА)

(Shirai et al., 2022)

Pou2af1 является локусом восприимчивости (Shirai et al., 2022)
Уровень ВОВ1 повышен в синовиальной жидкости и димфатических
узлах, дренирующие пораженные РА суставы (Levels et al., 2017, 2019)
Нокаут ВОВ1 у мышей полностью защищает от развития коллаген-
индуцированного артрита, экспериментальной модели РА
(Levels et al., 2017)
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аутореактивными специфическими рецепторами,
либо с их анергией, либо же со снижением экспрес-
сии провоспалительных цитокинов и хемокинов,
включая IFNγ и CCL1 (Kim et al., 2020), которые ра-
нее были определены как прямые мишени BOB1
(Shakya et al., 2015). Пептидный ингибитор белка
BOB1 нормализовал уровень глюкозы, уменьшал
инфильтрацию Т-клеток и экспрессию провоспали-
тельных цитокинов у мышей NOD с ново-приобре-
тенным диабетом (Kim et al., 2020), подтверждая тем
самым идею о том, что BOB1 является мощным ре-
гулятором аутоиммунных процессов и перспектив-
ной мишенью для фармакологического ингибирова-
ния.

Таким образом, основываясь на многочисленных
свидетельствах, можно предположить, что постоян-
ное воздействие аутоантигена(ов) в контексте хро-
нического воспаления повышает экспрессию регу-
лятора транскрипции BOB1, который, взаимодей-
ствуя с факторами транскрипции OCT1 и OCT2
через еще не полностью определенные механизмы,
индуцирует аутоиммунный ответ, способствуя даль-
нейшему усилению хронических воспалительных про-
цессов в аутоиммунных очагах. Исследование меха-
низмов, лежащих в основе работы BOB1/OCT1(2) в
контексте развития аутоиммунных заболеваний, мо-
жет стать в будущем основой для поиска потенци-
альных терапевтических мишеней при разработке
методов лечения этих заболеваний.
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Despite significant efforts in biomedicine for several decades, autoimmune diseases continue to remain largely in-
curable and, moreover, poorly understood in terms of the molecular mechanisms underlying their onset and pro-
gression. It is generally accepted that autoimmune pathologies result from a malfunction of the adaptive immune
system in genetically susceptible individuals leading to the appearance of autoreactive B- and T-lymphocytes. How-
ever, the exact molecular pathways that drive the activation of autoreactive lymphocytes, leading to the amplification
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and perpetuation of self-directed immune responses are largely unknown. A number of experimental data accumu-
lated over the past few years indicate a key role of BOB1, namely its imbalanced expression, in the onset of autore-
active lymphocytes. It has been postulated that the coactivator BOB1 affects transcription and local chromatin state
indirectly, via selective interaction with DNA-binding POU-domain transcription factors – ubiquitous OCT1 and
B-cell-specific OCT2, stabilises the binding of the OCT factors to DNA. The review lists the latest evidences of an
important role of BOB1 in pathogenesis of autoimmune diseases and positions this protein as a promising target in
the treatment of these diseases.

Keywords: BOB1, OCA-B, OBF1, POU2AF1, OCT1, OCT2, autoimmune diseases, autoreactive T- и B-cells
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК), оказывающие комплексное прорегенеративное влияние на
поврежденные ткани, представляют собой перспективный ресурс для клеточной терапии широкого спек-
тра заболеваний. Однако трансплантация пациенту аутологичных или донорских МСК сопряжена с рядом
проблем, таких как вариабельность свойств клеток в зависимости от источника и условий культивирова-
ния, снижение их терапевтического потенциала и вероятность приобретения иммуногенности либо тумо-
рогенности в ходе экспансии in vitro, инвазивность процедуры выделения. Одним из способов избежать
этих проблем может служить воздействие на эндогенные МСК путем стимуляции их направленной мигра-
ции в тканевые дефекты без необходимости извлечения из организма, размножения in vitro и обратного
введения пациенту. В настоящем обзоре рассмотрены подходы к активации мобилизации МСК из ткане-
вых ниш и (или) стимуляции их миграции в целевую область, которые могут рассматриваться в качестве
более безопасной, а возможно, и более эффективной альтернативы трансплантации МСК.

Ключевые слова: мезенхимные стромальные клетки, регенеративная медицина, мобилизация, миграция,
хемоаттрактанты
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК), спо-
собные к дифференцировке в клеточные компонен-
ты тканей мезенхимного происхождения и продук-
ции разнообразных биологически активных ве-
ществ, играют важнейшую роль в регенерации
различных тканей и органов и представляют собой
один из наиболее перспективных ресурсов для кле-
точной терапии широкого спектра заболеваний.
Способность МСК стимулировать выживание и
пролиферацию клеток поврежденной ткани, усили-
вать ангиогенез, подавлять избыточное воспаление
и развитие фиброза, а в некоторых случаях и непо-
средственно замещать утраченные клетки, диффе-
ренцируясь в соответствующем направлении, поз-
воляет с успехом использовать их для лечения мно-
гих патологических состояний (Uder et al., 2018;
Andrzejewska et al., 2019). В частности, в клинических
испытаниях получены обнадеживающие результаты
введения донорских или аутологичных МСК паци-
ентам с нейродегенеративными и аутоиммунными
заболеваниями, реакцией “трансплантат против хо-

зяина”, инфарктом миокарда, воспалительными за-
болеваниями кишечника, респираторными заболе-
ваниями, включая COVID-19, и рядом других пато-
логий (Uder et al., 2018; Levy et al., 2020; Zhou et al.,
2021).

Однако клиническое использование МСК сопря-
жено с рядом трудностей и ограничений, из-за кото-
рых терапевтическая эффективность их транспланта-
ции во многих случаях оказывается ниже ожидаемой.
Серьезную проблему представляет вариабельность
свойств МСК в зависимости от их тканевого источни-
ка, индивидуальных характеристик донора, методов
выделения и условий культивирования (Levy et al.,
2020; Zhou et al., 2021). Как правило, получение до-
статочного для трансплантации числа клеток требует
их размножения в культуре, которое может снижать их
терапевтический потенциал вследствие клеточного
старения (Zhou et al., 2021). Жизнеспособность и про-
регенеративные свойства МСК могут снижаться также
при криоконсервации клеточных культур и их после-
дующем оттаивании (Levy et al., 2020) или при про-
хождении через инъекционную иглу в процессе вве-
дения пациенту (Lang et al., 2017). Несмотря на низ-
кую иммуногенность МСК, при использовании
аллогенных клеток она может повыситься под влия-

Принятые сокращения. КСФ – колониестимулирующий фак-
тор; Г-КСФ и ГМ-КСФ – соответственно гранулоцитарный и
гранулоцитарно-макрофагальный КСФ.

УДК 611.018.21:612.014.467:616.03.93
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нием провоспалительных факторов реципиента, что
приведет к отторжению трансплантированных кле-
ток иммунной системой (Zhou et al., 2021). Более то-
го, экспансия МСК в культуре способна не только
снизить их терапевтическую эффективность, но и
создать определенные риски для пациента.

Так, было показано, что в процессе культивиро-
вания in vitro МСК приобретают прокоагулянтную
активность вследствие экспрессии ими тканевого
фактора, который при последующем системном вве-
дении клеток взаимодействует с факторами сверты-
вания крови реципиента, что может привести к
тромбоэмболии (Tatsumi et al., 2013). Не исключена и
спонтанная трансформация культивируемых МСК с
приобретением ими туморогености (Pan et al., 2014).
И, наконец, к недостаткам использования МСК
можно добавить инвазивность процедур их получе-
ния из наиболее клинически значимых источников,
таких как костный мозг и жировая ткань.

В настоящем обзоре рассмотрено использование
присущей МСК тропности к тканевым дефектам как
один из способов избежать этих проблем. МСК
практически повсеместно распространены по орга-
низму, локализуясь в различных органах по ходу
кровеносных сосудов, в положении перицитов или
адвентициальных клеток (Gomez-Salazar et al., 2020).
При повреждении тканей они способны выходить в
кровоток и направленно мигрировать в область де-
фекта для участия в регенеративном процессе путем
регуляторного влияния на резидентные клетки (Fu-
jita R. et al., 2015; Lin et al., 2017). Способность МСК
находить и восстанавливать поврежденные ткани
дает основания для разработки методов регенера-
тивной медицины с использованием эндогенных
клеток, без необходимости их извлечения из орга-
низма, размножения in vitro и обратного введения
пациенту. Такой подход, предполагающий актива-
цию мобилизации МСК из тканевых ниш и (или)
стимуляцию их миграции в целевую область, позво-
ляет обойти многие вышеперечисленные трудности
и может рассматриваться в качестве более безопас-
ной, а возможно, и более эффективной альтернати-
вы трансплантации МСК.

МОБИЛИЗАЦИЯ МСК В КРОВОТОК

Имеющиеся в литературе данные о присутствии
МСК в периферической крови здорового организма
неоднозначны. Так, одни авторы обнаруживают в
кровотоке человека клетки с характеристиками МСК
(Mansilla et al., 2006; Wiegner et al., 2018; Lin et al., 2019),
тогда как другие сообщают об их крайней малочислен-
ности (Kuznetsov et al., 2007; Churchman et al., 2020) или
полном отсутствии (Bui et al., 2010; Hoogduijn et al.,
2014). Аналогичные разноречивые данные получены и
для животных, таких как лошади (Koerner et al., 2006;
Spaas et al., 2013) и свиньи (Heino et al., 2012; Calle et al.,
2018). Возможно, эти противоречия связаны с неоди-

наковыми методами оценки содержания МСК либо
с индивидуальными различиями.

Известно, в частности, что у пожилых людей чис-
ленность циркулирующих МСК меньше, чем у мо-
лодых (Iso et al., 2012). Повреждение различных тка-
ней и органов во многих случаях сопровождается по-
явлением в периферической крови значительного
числа МСК, что может свидетельствовать об их мо-
билизации из тканевых ниш для последующей ми-
грации в зону поражения. Появление или повыше-
ние содержания циркулирующих МСК отмечено у
пациентов с дыхательной недостаточностью, под-
вергающихся экстракорпоральной мембранной ок-
сигенации (Bui et al., 2010; Patry et al., 2020), с ожога-
ми кожи (Mansilla et al., 2006), раковыми опухолями
(van der Velden et al., 2018), множественным склеро-
зом (Emamnejad et al., 2019), заболеваниями сердца
(Iso et al., 2012; Marketou et al., 2015), повреждениями
костей (Hoogduijn et al., 2014; Churchman et al., 2020).
Выход МСК в кровоток был показан и в экспери-
ментах на животных – на модели повреждения рого-
вицы у мышей (Lan et al., 2012), а также хронической
гипоксии (Rochefort et al., 2006) и разрыва передней
крестообразной связки (Maerz et al., 2017) у крыс. В то
же время у людей с заболеваниями печени, легких и от-
торжением трансплантированного сердца появления
МСК в крови обнаружено не было (Hoogduijn et al.,
2014). Более того, некоторые авторы сообщают о сни-
жении численности циркулирующих МСК у паци-
ентов с отравлением сернистым ипритом (Ghazan-
fari et al., 2019) и множественными травмами (Wiegner
et al., 2018), хотя подобные изменения могут отра-
жать не подавление мобилизации МСК, а их усилен-
ную миграцию в область повреждения.

Таким образом, выход МСК в кровоток, спонтан-
ный или индуцированный повреждением тканей, в
принципе возможен, хотя и не всегда бывает доста-
точно эффективен. С учетом неоднократно показан-
ной способности циркулирующих МСК к миграции
в зону дефекта под влиянием выделяемых повре-
жденной тканью хемоаттрактантов (Fujita R. et al.,
2015; Iinuma et al., 2015; Jin et al., 2018) стимуляция их
мобилизации в периферическую кровь может быть ис-
пользована для усиления регенеративного процесса.

Повреждение тканей сопровождается выбросом в
кровь различных цитокинов, хемокинов и прочих
регуляторных молекул, в том числе гранулоцитарно-
го колониестимулирующего фактора (Г-КСФ)
(Struzyna et al., 1995; Bradley et al., 2017), субстанции
P (Hong et al., 2009; Lan et al., 2012), трансформиру-
ющего фактора роста β (TGF-β) (Wan et al., 2012),
фактора стромального происхождения-1 (SDF-1)
(Lan et al., 2012; Patry et al., 2018; Emamnejad et al.,
2019), фактора роста сосудистого эндотелия (VEGF)
(Hong et al., 2009; Patry et al., 2018). Все эти вещества
способны воздействовать на находящиеся в ткане-
вых нишах МСК, регулируя их выход в кровоток.
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Так, SDF-1, иначе называемый хемокином CX-
CL12, экспрессируется микроокружением костного
мозга и других тканей, и его связывание с рецепто-
ром CXCR4 на поверхности МСК способствует
удержанию последних в ткани. Мобилизации МСК
в кровь можно достичь с помощью фармакологиче-
ского агента AMD3100 (периксафора), который, яв-
ляясь антагонистом CXCR4, обратимо блокирует
взаимодействие клеток с SDF-1, что приводит к их
выходу из ниши (Liu et al., 2018). В то же время цир-
кулирующий SDF-1, высвобождающийся из повре-
жденных тканей, является хемотактическим стиму-
лом для МСК и, вероятно, привлекает их в кровоток.
В частности, имеются данные, что мобилизация
МСК в кровь при повреждении роговицы (Lan et al.,
2012) и множественном склерозе (Emamnejad et al.,
2019) сопровождается повышением уровня SDF-1 в
сыворотке.

Известно, что содержание МСК в крови повыша-
ется в ответ на гипоксию, и этот эффект опосредо-
ван фактором, индуцируемым гипоксией (HIF-1),
который активирует экспрессию гена CXCL12, коди-
рующего SDF-1 (Liu et al., 2011). По-видимому, с
влиянием на ось SDF-1/CXCR4 связан также эф-
фект Г-КСФ, способность которого вызывать выход
МСК в кровь была неоднократно продемонстриро-
вана в экспериментах (Deng et al., 2011; Garcia et al.,
2015; Wu et al., 2017), а также гранулоцитарно-макро-
фагального колониестимулирующего фактора (ГМ-
КСФ), обладающего еще более высокой по сравне-
нию с Г-КСФ способностью мобилизовать МСК из
костного мозга в кровь (Kim et al., 2018a). В экспери-
ментах in vitro было показано, что нокаут гена CXCR4
в МСК отменяет индуцированную обоими фактора-
ми миграцию этих клеток (Kim et al., 2018a).

Выход МСК в кровь может быть вызван и суб-
станцией P, индуцирующей их хемотактическую ми-
грацию посредством активации сигнальных путей
киназ ERK и Akt (Dubon, Park, 2016). Внутривенное
введение этого вещества экспериментальным жи-
вотным является достаточным для мобилизации
МСК (Hong et al., 2009). К аналогичному результату
приводит и введение в кровь TGF-β (Wan et al., 2012),
эффект которого опосредован теми же сигнальными
путями и межклеточными взаимодействиями через
N-кадгерин (Dubon et al., 2018). В экспериментах по
анализу индуцированной SDF-1, субстанцией P и
TGF-β миграции МСК in vitro был показан сложный
характер взаимодействия между этими хемотактиче-
скими стимулами. Так, все три вещества стимулиро-
вали миграцию МСК, однако предварительная об-
работка клеток субстанцией P подавляла их ответ на
TGF-β. При этом предобработка TGF-β снижала
последующий ответ на SDF-1, но не на субстанцию
P. Молекулярные механизмы, лежащие в основе
этих взаимодействий, не вполне ясны и требуют
дальнейшего изучения (Nam et al., 2020).

Вероятно, в мобилизации МСК играет роль и
VEGF. Показано, что инъекция этого фактора под-
опытным крысам с последующим введением им
AMD3100 позволяет значительно повысить содер-
жание клеток с характеристиками МСК в перифери-
ческой крови (Meeson et al., 2019). Предполагается,
что мобилизующий эффект гипоксии отчасти также
связан с усилением продукции VEGF, стимулирую-
щего образование в костном мозге синусоидных ка-
пилляров и тем самим облегчающего выход клеток в
кровоток (Liu et al., 2011).

Таким образом, введение в организм вышеупомя-
нутых факторов, стимуляция их продукции тканями
пациента или воздействие на активируемые ими
сигнальные пути могут рассматриваться как спосо-
бы активации регенеративного потенциала эндоген-
ных МСК за счет их выхода из тканевых ниш в пери-
ферическую кровь с вероятной последующей мигра-
цией в поврежденный орган. В частности, отмечено
повышение содержания МСК в крови больных, по-
лучавших паратгормон для лечения постменопау-
зального остеопороза (Tang et al., 2019), который, как
ранее было показано в экспериментах по трансплан-
тации животным экзогенных МСК, способен инду-
цировать экспрессию как SDF-1 клетками повре-
жденной костной ткани, так и его рецептора CXCR4
на МСК (Sheyn et el., 2016). Эффективным подходом
оказалось сочетание блокирования CXCR4 с помо-
щью AMD3100 с введением в организм Г-КСФ
(Chen et al., 2021) или инсулиноподобного фактора
роста-1 (IGF-1), стимулирующего пролиферацию
МСК и тем самым повышающего их численность в
крови после мобилизации (Kumar, Ponnazhagan,
2012). Средства, имитирующие гипоксию, также мо-
гут быть использованы для стимуляции выхода МСК
в кровоток.

Так, в экспериментах на лабораторных грызунах с
этой целью были успешно использованы хлорид ко-
бальта в сочетании с AMD3100 (Liu et al., 2018) и ин-
гибитор пролилгидроксилазы диметилоксаллилгли-
цин (Ge et al., 2016). Интересно, что подобного эффек-
та удается добиться и противоположным путем – с
помощью гипербарической оксигенации, предполо-
жительно за счет усиления продукции NO, изменения
состояния микроокружения или прямого митогенного
влияния кислорода на МСК (Dhar et al., 2012). Еще
один подход к мобилизации МСК – воздействие на
липидные медиаторы, например, блокирование ре-
цептора сфингозин-1-фосфата (Selma et al., 2018)
или системная активация β3-адренорецепторов, из-
меняющая профиль эндоканнабиоидов и N-ацетил-
этаноламинов в костном мозге (Fellous et al., 2020).
Для повышения содержания МСК в перифериче-
ской крови могут быть также использованы биоло-
гически активные вещества растительного проис-
хождения (Furumoto et al., 2014, Fujita K. et al., 2015)
или физические методы, такие как электроакупунк-
тура (Liu et al. 2016; Vieira et al., 2021).
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Результаты экспериментов на животных свиде-
тельствуют о перспективности мобилизации МСК в
периферическую кровь как способа лечения заболе-
ваний различных органов и систем. В частности, бы-
ло установлено, что стимуляция выхода МСК в кро-
воток защищает почки от токсического поражения
цисплатином (Chen et al., 2021), улучшает заживле-
ние ран при сахарном диабете (Furumoto et al., 2014)
и переломов костей (Kumar, Ponnazhagan, 2012; Mee-
son et al., 2019). Способность мобилизованных из
костного мозга в кровь эндогенных МСК усиливать
образование костной ткани была также продемон-
стрирована на экспериментальных моделях дефек-
тов черепа критического размера (Selma et al., 2018) и
спондилодеза позвоночника (Fellous et al., 2020). На
модели болезни Альцгеймера у мышей показано, что
мобилизованные МСК мигрируют в мозг и участвуют
в нейрогенезе, замещая погибшие нейроны (Wu et al.,
2017). В другом исследовании было отмечено улучше-
ние неврологических функций и усиление ангиоге-
неза в зоне поражения после введения крысам с
ишемическим инсультом Г-КСФ, причем результат
был сопоставим с таковым при трансплантации эк-
зогенных МСК (Balseanu et al., 2014). Вероятно, име-
ющиеся данные о благотворном влиянии субстан-
ции P на заживление химических ожогов роговицы
(Hong et al., 2009) и состояние мышей с ревматоид-
ным артритом (Hong, Son, 2014), а также о повыше-
нии минеральной плотности костной ткани у паци-
енток с остеопорозом после лечения паратгормоном
(Tang et al., 2019) тоже можно связать со способно-
стью этих веществ стимулировать мобилизацию
МСК в кровоток, хотя не исключены и иные меха-
низмы наблюдаемых терапевтических эффектов.

ПРИВЛЕЧЕНИЕ МСК
В ОБЛАСТЬ ПОРАЖЕНИЯ

О способности циркулирующих МСК к направ-
ленной миграции в область тканевого дефекта сви-
детельствуют результаты не только экспериментов
по системному введению меченых МСК животным с
экспериментальными моделями различных патоло-
гических состояний (Zhang et al., 2011; Hu et al., 2013;
Maerz et al., 2017; Oh et al., 2018; Li et al., 2021), но и
анализа присутствия МСК в крови и эндомиокар-
диальных биоптатах пациентов с воспалительной
кардиомиопатией (Schmidt-Lucke et al., 2015). В по-
следнем случае было показано значительное сниже-
ние численности циркулирующих МСК на выходе
из сердца, коррелирующее с выраженностью воспа-
ления сердечной мышцы и содержанием МСК в
биоптатах.

Механизмы трансэндотелиальной миграции МСК
в целом сходны с известными для лейкоцитов и вклю-
чают последовательные стадии задержки клетки в со-
суде, активации хемокинами, прочной адгезии к эн-
дотелию и проникновения сквозь стенку сосуда
(Nitzsche et al., 2017). В то же время процесс прохож-

дения МСК через стенку сосуда более длителен по
сравнению с диапедезом лейкоцитов, не предваря-
ется существенной латеральной миграцией и может
происходить как непосредственно сквозь эндотели-
альные клетки, так и по щелям между ними (Teo et al.,
2012). Есть данные, что задержка МСК в сосуде мо-
жет быть опосредована взаимодействием их мем-
бранных молекул, таких как галектин-1 или CD24, с
P-селектином на поверхности эндотелиальных кле-
ток, а прочная адгезия – интегрином CD49d (α4β1),
который связывается с молекулой адгезии сосудистых
клеток VCAM-1 на эндотелии (Ullah et al., 2019).

Показана также важная роль фукозилированной
формы CD44, взаимодействующей с E-селектином
на эндотелии, в обеспечении первой стадии выхода
МСК из сосуда, а именно их роллинга вдоль его
внутренней поверхности. Временная индукция экс-
прессии этой молекулы на МСК была достаточна
для хоминга внутривенно введенных клеток в кост-
ный мозг (Sackstein et al., 2008). Впрочем, учитывая
органо- и тканеспецифичность фенотипа эндотели-
альных клеток, можно предположить, что МСК ис-
пользуют неодинаковые молекулы адгезии для выхода
из сосудов в различных органах (Khaldoyanidi, 2008). И,
наконец, следует отметить, что на завершающем этапе
трансэндотелиальной миграции, а именно при пре-
одолении базальной мембраны, ключевую роль игра-
ют продуцируемые МСК матриксные металлопротеи-
назы (ММР), в частности, MMP-2, MT1-MMP и
MMP-9, экспрессия которых усиливается под влия-
нием провоспалительных цитокинов TGF-β1, ин-
терлейкина (ИЛ)-1 β и фактора некроза опухолей
TNF-α (Ries et al., 2007). При этом воспалительное
микроокружение поврежденной ткани может сти-
мулировать миграцию МСК и другими способами.
Так, для провоспалительного цитокина ИЛ-17 пока-
зана способность усиливать адгезию МСК к эндоте-
лию через индукцию экспрессии активатора плаз-
миногена урокиназного типа, без влияния на ММР
(Krstić et al., 2015).

Основным хемоаттрактантом для МСК служит
SDF-1, содержание которого при повреждении раз-
личных тканей повышается не только в крови, но и в
области дефекта (Lan et al., 2012; Hu et al., 2013; Iinu-
ma et al., 2015; Schmidt-Lucke et al., 2015; Maerz et al.,
2017; Jin et al., 2018). По некоторым данным, он сти-
мулирует продукцию эндотелиальными клетками
фактора роста тромбоцитарного происхождения
(PDGF), в результате чего активируются сигнальные
пути PDGFRA/PI3K/Akt, PDGFRA/MAPK/Grb2 и
PDGFRA/Jak2/Stat, направляющие трансэндотели-
альную миграцию МСК (Popielarczyk et al., 2019).
Известны и другие хемотактические стимулы, при-
влекающие МСК в патологически измененные тка-
ни. Так, их миграция в опухоли направляется хемо-
аттрактантным белком для моноцитов (MCP)-1,
секретируемым опухолевыми клетками (Dwyer at al.,
2007; Bayo et al., 2016; Pavon et al., 2018). Этот же бе-
лок, известный также под названием CCL-2, опо-
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средует миграцию МСК в область костной ткани
при заживлении переломов (Ishikawa et al., 2014) и у
животных с индуцированным эктопическим остео-
генезом (Wang et al., 2018), а также в сердце при дила-
тационной кардиомиопатии (Guo et al., 2013). Судя
по результатам исследований на эксперименталь-
ных моделях in vivo, факторами хоминга МСК в по-
врежденные ткани могут быть также MCP-3/CCL7
(Schenk et al., 2007), воспалительный белок макро-
фагов 1α (MIP-1α/CCL3) (Wang et al., 2018), вто-
ричный хемокин лимфоидной ткани (SLC/CCL21)
(Sasaki et al., 2008), TGF-β (Deng et al, 2017), а в экспе-
риментах in vitro было показано, что хемоаттрактанта-
ми для МСК являются и многие другие цитокины, хе-
мокины и факторы роста, в частности костные морфо-
генетические белки (BMP-2, -4 и -7), фактор роста
эпидермиса (EGF), фактор роста гепатоцитов (HGF),
основной фактор роста фибробластов (bFGF), IGF-1 и
-2, фракталкин, ИЛ-8 и прочие (Vanden Berg-Foels,
2014).

Очевидно, мобилизация МСК в кровь и привле-
чение в поврежденную ткань представляют собой
этапы единого процесса их направленной миграции,
поэтому терапевтического эффекта можно достичь
не только стимулируя выход МСК из тканевых ниш,
но и воздействуя на целевую область. Так, в экспе-
риментах на животных был отмечен усиленный хо-
минг МСК в поврежденные сердце (Sasaki et al., 2007) и
легкое (Hannoush et al., 2011) после локальной инъек-
ции SDF-1, а также в область хрящевого дефекта после
введения в нее FGF-2 (Chuma et al., 2004).

Активно развивается такой подход, как имплан-
тация в поврежденную область различных носите-
лей, обеспечивающих постепенное выделение за-
ключенных в них цитокинов или хемокинов. Это
позволяет в течение длительного времени поддер-
живать высокую локальную концентрацию хемоат-
трактантов, способствуя тем самым эффективной
миграции МСК. В частности, было показано, что
инъекция в поврежденный межпозвонковый диск
гидрогеля на основе гиалуроновой кислоты, содер-
жащего SDF-1, повышает число мигрирующих в эту
область МСК в большей степени, чем инъекция од-
ного SDF-1 (Pereira et al., 2014). Привлечение МСК в
тканевые дефекты у экспериментальных животных
удавалось также усилить с помощью гидрогелей раз-
личного состава, содержащих TGF-β (Lee et al., 2010)
или субстанцию P (Kim et al., 2016; 2018b). Дальней-
шее повышение эффективности доставки хемоат-
трактантов может быть достигнуто путем их включе-
ния в состав наночастиц, суспендированных в гид-
рогеле (Mi et al., 2017; Fan et al., 2020). Кроме того,
хемоаттрактанты могут быть заключены в скаффол-
ды с губчатой или сетчатой структурой – например,
желатиновые губки (Deng et al, 2017; Cai et al., 2018),
пористые конструкции из коллагена (Chen et al.,
2015) или сетки из поликапролактоновых волокон
(Shao et al., 2012). Такие скаффолды не только при-

влекают МСК, но и служат субстратами для их адге-
зии, обеспечивая удержание клеток в месте дефекта.

Альтернативой локальному введению хемоат-
трактантов (на носителях или без них) являются фи-
зические воздействия на целевую область, индуци-
рующие продукцию эндогенных хемотактических
факторов для МСК. Показано, например, что обра-
ботка мышечной ткани ультразвуком низкой интен-
сивности стимулирует выработку простагландинов
H2 и E2, что ведет к усилению хоминга циркулирую-
щих в крови МСК (Lorsung et al., 2020). С помощью
ультразвукового воздействия удавалось также уси-
лить тропность МСК к миокарду (Jang et al., 2020) и
почкам (Burks et al., 2018), причем в последнем слу-
чае вызванные ультразвуком изменения в тканевом
микроокружении не только активировали миграцию
МСК, но и усиливали экспрессию противовоспали-
тельных цитокинов. Еще один пример привлечения
клеток в ткань путем физического воздействия на
последнюю – механическое растяжение кожи, веду-
щее к усиленному образованию в ней хемокинов,
прежде всего SDF-1, и, как следствие, стимулирующее
направленную миграцию МСК (Zhou et al., 2013).

Кроме того, усилить хоминг МСК в поврежден-
ную ткань возможно путем активации в них сиг-
нальных путей, вовлеченных в регуляцию миграции,
с помощью фармакологических агентов, в частности,
биологически активных веществ растительного проис-
хождения (Maeda, 2020). Например, есть данные, что
имплантация скаффолдов с заключенным в них кан-
набидиолом в дефект лучевой кости крысы способ-
ствует его закрытию за счет усиленной миграции МСК
(Kamali et al., 2019). Аналогичный эффект показан для
флавоноида циннамтанина В-1, нанесенного на по-
верхность кожной раны у мыши (Fujita K. et al., 2015).

Применение вышеупомянутых подходов к при-
влечению эндогенных МСК в тканевые дефекты
позволило усилить регенерацию тканей при экспе-
риментальном поражении опорно-двигательного
аппарата, в частности, на моделях остеоартрита
(Kim et al., 2016), травматических дефектов кости
(Deng et al., 2017; Mi et al., 2017) и суставного хряща
(Chuma et al., 2004; Chen et al., 2015), а также у живот-
ных с кожными ранами на фоне диабета (Kim et al.,
2018b), с повреждениями миокарда (Sasaki et al.,
2007), легкого (Hannoush et al., 2011), периодонта
(Cai et al., 2018), пульпы зуба (Yang et al., 2015). Более
того, в одной из работ имплантация эксперименталь-
ным крысам полученного с помощью трехмерной пе-
чати скаффолда, содержащего SDF-1 и BMP-7, позво-
лила без трансплантации экзогенных клеток сформи-
ровать структуру, анатомически и гистологически
подобную зубу с периодонтом и минерализованной
костной тканью, что открывает перспективы для
разработки метода регенерации утраченных зубов
вместо их протезирования (Kim et al., 2010).
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ПАЮШИНА и др.

СОЧЕТАНИЕ МОБИЛИЗАЦИИ 
И ПРИВЛЕЧЕНИЯ МСК

Таким образом, каждый из рассмотренных под-
ходов к терапевтическому использованию эндоген-
ных МСК, а именно стимуляция их выхода в кровь и
привлечение хемоаттрактантами в поврежденную
ткань, в экспериментальных исследованиях дает об-
надеживающие результаты. Возникает вопрос, нель-
зя ли повысить эффективность использования реге-
неративного потенциала МСК путем сочетания си-
стемного введения мобилизующих факторов с
локальным воздействием на область поражения.
Данные на этот счет неоднозначны. Так, в работе Kо
и соавторов (Ko et al., 2012) под кожу мышей им-
плантировали скаффолд из полилактида и желати-
на, загруженный SDF-1, а внутривенно инъецирова-
ли субстанцию P для мобилизации МСК в кровоток.
Через 2 нед. в имплантате было обнаружено более
высокое содержание клеток с фенотипом МСК, чем
при введении только SDF-1 или только субстанции P.

На модели инфаркта миокарда, вызванного пере-
вязкой левой передней нисходящей артерии у крыс,
было показано, что мобилизации МСК в кровь с по-
мощью Г-КСФ недостаточно для их приживления в
области инфаркта, однако при ее сочетании с ло-
кальной трансплантацией фибробластов, трансфи-
цированных геном CXCL12, наблюдалась направ-
ленная миграция МСК в зону инфаркта, сопровож-
давшаяся улучшением функций сердца (Askari et al.,
2003). В то же время в эксперименте на крысах с за-
крытой травмой легкого, которым был системно
введен Г-КСФ и локально в область повреждения –
SDF-1, степень восстановления гистологической
структуры органа не отличалась от наблюдаемой при
отдельном введении хемоаттрактанта или мобилизу-
ющего агента (Hannoush et al., 2011). Авторы не оце-
нивали эффективность миграции МСК в повре-
жденное легкое, однако содержание в нем крове-
творных родоначальных клеток костномозгового
происхождения при сочетании Г-КСФ и SDF-1 бы-
ло выше, чем при введении только одного из этих
факторов, что косвенно свидетельствует об отсут-
ствии прямой связи между численностью клеток, за-
селяющих орган, и полнотой регенерации.

Очевидно, восстановление поврежденных тканей
под влиянием МСК и прочих стволовых или родона-
чальных клеток, резидентных или мигрирующих из
других тканевых источников – сложный и далеко не
полностью изученный процесс, зависящий от мно-
гих переменных. В этой связи целесообразность од-
новременного применения мобилизующих факто-
ров и хемоаттрактантов для направления МСК в по-
врежденную ткань остается не вполне ясной. Вопрос
об оптимальном протоколе воздействия на эндоген-
ные МСК, позволяющем наиболее полно использо-
вать их терапевтический потенциал, требует допол-
нительных исследований с учетом особенностей

различных тканей и конкретных патологических со-
стояний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты многих экспериментальных исследо-

ваний свидетельствуют о том, что воздействие на эн-
догенные МСК посредством цитокинов, хемокинов,
различных фармакологических агентов или физиче-
ских факторов с целью активировать присущую им
способность к направленной миграции из тканевых
ниш в область повреждения может рассматриваться
как перспективный подход к клеточной терапии
многих заболеваний, в целом сопоставимый по сво-
ей эффективности с трансплантацией размножен-
ных in vitro аутологичных или аллогенных клеток.
Преимущества этого подхода перед трансплантаци-
ей МСК обусловлены как отсутствием технических
трудностей и ограничений, связанных с процессами
выделения и культивирования клеток, так и с мень-
шей вероятностью неблагоприятных последствий для
пациента, которые могли бы быть вызваны изменени-
ем свойств клеток в процессе их наращивания in vitro
(например, приобретением ими имунногенности, ту-
морогенности, прокоагулянтной активности, а также
контаминацией клеточной культуры).

Однако использование эндогенных МСК в каче-
стве терапевтического ресурса также имеет свои
проблемы и ограничения. В частности, содержание
МСК в организме пациента может оказаться недо-
статочным для эффективной регенерации повре-
жденной ткани, особенно у людей старшего возраста
со свойственной им тенденцией к уменьшению по-
пуляции МСК. Кроме того, патологический процесс
может нарушить способность МСК отвечать на мо-
билизационные и хемотактические стимулы или
снизить их способность к продукции прорегенера-
тивных факторов. И, наконец, существует проблема
негативного влияния воспалительного и гипоксиче-
ского микроокружения поврежденной ткани на
жизнеспособность мигрирующих в нее клеток. Эта
проблема актуальна и при трансплантации экзоген-
ных МСК, однако в этом случае она может быть от-
части решена с помощью прекондиционирования
или генетической модификации вводимых клеток.
Очевидно, использование эндогенных МСК исклю-
чает подобные пути повышения их выживаемости в
очаге патологии. Для преодоления этой проблемы
необходим поиск способов регуляторного воздей-
ствия на сигнальные пути в МСК пациента, контроли-
рующие их выживание, чувствительность к хемокинам
и функциональную активность, либо восстановления
нормального состояния тканевого микроокружения.

Есть основания надеяться, что прогресс в данной
области исследований, а также дальнейшее изучение
механизмов направленной миграции МСК в повре-
жденные ткани и оказываемых ими регенеративных
эффектов, будут способствовать успешному перено-
су результатов экспериментальных исследований
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терапевтического потенциала эндогенных МСК в
клиническую практику.
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Activation of Endogenous Mesenchymal Stromal Cells as an Approach to Tissue Regeneration
O. V. Payushinaa, *, D. A. Tsomartovaa, Ye. V. Chereshnevaa, M. Yu. Ivanovaa, T. A. Lomanovskayaa,

M. S. Pavlovaa, and S. L. Kuznetsova
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Mesenchymal stromal cells (MSCs) which have a complex pro-regenerative effect on damaged tissues represent a
promising resource for cell therapy for a wide range of diseases. However, transplantation of autologous or donor
MSCs to a patient is associated with a number of problems, such as variability of cell properties depending on their
source and cultivation conditions, a decrease in their therapeutic potential and the possibility of acquiring immuno-
genicity or tumorigenicity during in vitro expansion, and the invasiveness of the isolation procedure. One of the ways
to avoid these problems can be the impact on endogenous MSCs by stimulating their directed migration into tissue
defects, without the need for extraction from the body, in vitro cultivation and reintroduction to the patient. This re-
view discusses approaches to activating the mobilization of MSCs from tissue niches and/or stimulating their migra-
tion to the target area, which can be considered as a safer, and possibly more effective alternative to MSC transplan-
tation.

Keywords: mesenchymal stromal cells, regenerative medicine, mobilization, migration, chemoattractants
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Рецидивирование глиобластом обусловлено исходной и приобретенной в результате терапии резистент-
ностью опухолевых клеток. Широко ведутся исследования по поиску маркеров, которые позволили бы
предсказывать уровень резистентности клеток глиобластом к терапии. Сложность проблемы связана с вы-
сокой гетерогенностью индивидуальных опухолей и клеточного состава каждой опухоли. В представлен-
ной работе проведено сравнительное изучение однократного действия темозоломида в форме Темодала®
на известную линию глиобластомы А172 и новую линию R1. В высокочувствительной к темозоломиду ли-
нии А172 после воздействия 0.1 мМ химиопрепарата сохранялись отдельные клетки, которые возобновля-
ли пролиферацию. Для глиобластомы R1 доза темозоломида, после которой выживали единичные клетки,
возобновлявшие пролиферацию, составила 1.0 мМ. Популяции, полученные в результате пролиферации
таких клеток, были обозначены как резистентные. В резистентных клетках A172 и R1 исследовали экс-
прессию генов, ответственных за устойчивость к химиопрепаратам и прогрессию опухолей (MGMT,
АВСВ1, АВСС1, ABCG2), наличие фермента MGMT, экспрессию генов ростовых факторов (VEGF, HGF), а
также продукцию цитокинов IL-6 и IL-8 и экспрессию кодирующих их генов. В клетках А172 был подтвер-
жден метилированный статус промотора гена MGMT, а также отсутствие экспрессии соответствующего ге-
на. Впервые показано, что глиобластома R1 гетерогенна по статусу метилирования промотора гена MGMT
и присутствию самого фермента. В популяциях резистентных клеток А172 и R1 уровень метилирования
промотора гена MGMT был ниже, чем в исходных клетках, а экспрессия гена усилена, что может быть при-
чиной большей устойчивости таких клеток к химиопрепаратам. Экспрессия большинства генов, связан-
ных с устойчивостью к химиотерапии и более агрессивным течением заболевания, генов ростовых факто-
ров и интерлейкинов в резистентных клетках А172 была выше, чем в интактных клетках. В резистентных
клетках R1 экспрессия большинства тех же генов (за исключением АВСС1 и VEGF, уровень экспрессии ко-
торых менялся незначительно) была, напротив, ниже, чем в исходной линии. Полученные результаты
подтверждают значимость MGMT в формировании резистентности клеток глиобластом к темозоломиду.
Прогностическая ценность остальных исследованных показателей пока представляется неоднозначной.

Ключевые слова: глиобластома, A172, R1, резистентные клетки, темозоломид, MGMT, множественная ле-
карственная устойчивость, IL-6, IL-8, Темодал®
DOI: 10.31857/S0041377123020086, EDN: NDBVPD

Глиобластомы представляют собой наиболее рас-
пространенные злокачественные опухоли нервной
системы человека, отличающиеся высокой рези-
стентностью к лечебным воздействиям. Стандарт-
ная терапия пациентов с глиобластомой включает
максимальную хирургическую резекцию в сочета-
нии с лучевой терапией и (или) химиотерапию темо-

золомидом (Braun, Ahluwalia, 2017; Lu et al., 2018; Тя-
гунова и др., 2022). Несмотря на проводимую терапию,
неизбежно возникают рецидивы глиобластомы, при-
водящие к низкому уровню выживаемости, медиана
которого составляет около 14 мес.

Рецидивирование глиобластом обусловлено как
свойственной исходной популяции резистентно-
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стью опухолевых клеток, так и резистентностью,
приобретенной в результате терапии. До сих пор ле-
чение пациентов с рецидивирующей глиобластомой
не приводит к желаемым результатам, и почти 90%
рецидивов глиобластомы не отвечают на повторный
курс химиотерапии (Oliva et al., 2010). Основным
препаратом первой линии химиотерапии пациентов
с первичной глиобластомой в настоящее время яв-
ляется темозоломид. Это цитостатический препарат
алкилирующего типа действия, механизм которого
состоит в присоединении метильной группы к моле-
куле ДНК, что приводит к нарушению ее структуры
и гибели клетки (Юкальчук и др., 2016; Thomas et al.,
2017; Strobel et al., 2019). Изначальный уровень чув-
ствительности к этому препарату и его вариации в
ходе лечения индивидуальны для каждого пациента.

Известно, что глиобластомы отличаются высо-
кой степенью гетерогенности, каждая опухоль несет
в себе черты уникальности. Опухоли, возникшие у
разных пациентов, различаются по морфологии, фе-
нотипу и генетическим особенностям клеток (Кит и
др., 2017; Mirzayans, Murray, 2020). При этом каждая
из них сформирована неоднородными клеточными
популяциями. Учитывая эти особенности глиобла-
стом, актуальным является как изучение реакций на
темозоломид различных клеточных линий, так и ис-
следование свойств клеточных популяций, которые
являются потомками единичных, наиболее рези-
стентных к препарату клеток в исходной гетероген-
ной клеточной линии.

В исследование нами были взяты две линии гли-
областом человека: А172 и R1. Линия А172 хорошо
изучена, используется в лабораторной практике уже
с 70-х годов прошлого века и относится к числу чув-
ствительных к темозоломиду (Giard et al., 1973). Ли-
ния R1 получена и охарактеризована недавно (Кисе-
лева и др., 2017), и действие на нее темозоломида не
известно. Однако ранее мы показали, что линия R1
чувствительна к фотемустину, химиопрепарату вто-
рой линии терапии глиобластом (Киселева и др.,
2018). Клетки R1, так же, как и клетки линии А172,
обладали существенно более высокой чувствитель-
ностью к этому препарату, чем линии Т98G и T2, о
которых известно, что они высоко резистентны к
действию темозоломида.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
действия темозоломида на линии глиобластом А172

Принятые сокращения: ABCB1 (MDR1) – член 1 подсемейства
B АТФ-связывающей кассеты (белок множественной лекар-
ственной устойчивости 1); ABCC1 (MRP1) – член 1 подсемей-
ства С АТФ-связывающей кассеты (MDR-ассоциированный
белок 1); ABCG2 (BCRP) – член 2 подсемейства G АТФ-свя-
зывающей кассеты (белок резистентности рака молочной же-
лезы); ASAH1 – кислая церамидаза; CXCR1 – альфа-рецептор
интерлейкина 8; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатдегидро-
геназа; HGF – гепатоцитарный ростовой фактор; IL – интер-
лейкин; MGMT – О-6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза;
MSP – метил-специфическая полимеразная цепная реакция;
STAT3 – сигнальный белок и активатор транскрипции 3;
VEGF – фактор роста эндотелия сосудов.

и R1 и характеристике потомков наиболее рези-
стентных к препарату клеток исходных линий,
включающая исследование экспрессии ряда генов,
ответственных за устойчивость к химиопрепаратам
и прогрессию опухолей.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии. Клетки глиобластомы линии
A172 были получены из коллекции клеточных куль-
тур Научно-исследовательского института гриппа
им. А.А. Смородинцева Минздрава РФ (Санкт-Пе-
тербург). Клеточная линия R1 была выделена из опе-
рационного материала пациента в Петербургском
институте ядерной физики им. Б.П. Константинова
национального исследовательского центра “Курча-
товский институт” (Санкт-Петербург). Обе линии
были охарактеризованы ранее (Киселева и др., 2016,
2017, 2018).

Культивирование клеточных линий. Клетки куль-
тивировали в вентилируемых пластиковых флако-
нах площадью 12.5 см2, а также в 12-, 24- и 96-луноч-
ных планшетах (Jet Biofil, Китай; Sarstedt, Германия)
в среде αMEM (БиолоТ, Россия), содержащей 5%
эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone,
США) и 0.5% гентамицина (БиолоТ, Россия) при
37°С и 6% CO2. Пересев клеток проводили с помо-
щью 0.25%-ного раствора трипсина с версеном
(БиолоТ, Россия).

Морфологические исследования. Клетки фикси-
ровали ледяным карбинолом, окрашивали по Май-
Грюнвальду−Гимзе и фотографировали с помощью
инвертированного микроскопа Nikon Diaphot, обо-
рудованного камерами Nikon D60 и Nikon D5600
(Nikon, Япония).

Обработка клеточных линий темозоломидом. Для
обработки клеток глиобластом использовали водо-
растворимый препарат Темодал® (Бакстер Онколо-
гия ГмбХ, Германия), действующим веществом ко-
торого является темозоломид. Непосредственно пе-
ред внесением в клеточные культуры Темодал®
растворяли в деионизированной воде и стерилизо-
вали фильтрованием. Клетки глиобластом в лога-
рифмической фазе роста культивировали в ростовой
среде, содержащей 0.1–3 мМ темозоломида, в 24-лу-
ночных планшетах в течение 24 ч, после чего дважды
отмывали ростовой средой. После отмывания клет-
ки из каждой лунки 24-луночного планшета пересе-
вали в 12 лунок 96-луночных планшетов, считая чис-
ло клеток и посевную дозу на кондуктометрическом
счетчике Z1 Coulter Counter (Beckman Coulter,
США). Каждые 3–4 сут после удаления препарата и
пересева проводили замену 1/2 ростовой среды в
каждой лунке. В течение первых 14 сут культивиро-
вания считали число клеток каждые 4–5 сут и впо-
следствии каждые 7 сут вплоть до 28 сут. Клетки,
продолжившие или возобновившие пролиферацию
после обработки препаратом, на 28 сут культивиро-
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вания последовательно пересевали в лунки 24-,
12-луночных планшетов и флаконы площадью
12.5 см2. Все эксперименты проводили в трех по-
вторностях.

Время удвоения численности популяций рези-
стентных клеток (td) рассчитывали по формуле: td =
= ln2 × N0/(dN/dt), где N0 – исходное число клеток
(посевная доза), dN – прирост числа клеток, а dt –
время (ч) от посева до снятия культуры (Гриффитс,
1989).

Иммуноцитохимическое выявление MGMT. Клет-
ки культивировали в камерах для клеток на стекле
BD Falcon CultureSlides (BD Biosciences, США) и
фиксировали 4%-ным забуференным формальдеги-
дом в течение 10 мин. Демаскирование антигена
проводили путем термической инкубации при 95–
99°С в 0.01М цитратном буфере (рН 6.0) в течение
20 мин. Клетки последовательно инкубировали с
первичными антителами против MGMT (О-6-ме-
тилгуанин-ДНК-метилтрансферазы) и мечеными
антителами Dako EnVision+ System-HRP Labelled
polymer (Dako, Дания) по 30 мин во влажной камере
при комнатной температуре. Ферментную метку ви-
зуализировали с помощью хромогена EnVisionTM
FLEX DAB+ (Dako, Дания) и субстратного буфера
EnVisionTM FLEX. Контрастное окрашивание ядер
проводили в гематоксилине Майера (БиоВитрум,
Россия) в течение 2 мин. Изображения получали при
помощи сканера Leica SCN 400 (Leica Microsystems,
Германия) с использованием программы Aperio
Image Scope (Leica Microsystems, Германия) и мик-
роскопа Axio Imager A2, оборудованного камерой
AxioCam HRc (Carl Zeiss, Германия).

Исследование активности генов методом полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального вре-
мени. РНК выделяли с помощью TRIzol Reagent со-
гласно рекомендациям производителя (Thermo Fisher
Scientific, США). В реакции обратной транскрипции
использовали 500 нг РНК. Этапы выполнения анализа
описаны нами ранее (Киселева и др., 2016). После-
довательности праймеров представлены в табл. 1.

Праймеры синтезированы фирмой Люмипроб РУС
(Россия).

Уровень экспрессии генов представляли в виде
разницы между пороговым циклом исследуемого ге-
на и гена сравнения GAPDH (ΔCt, где Ct – порого-
вый цикл, соответствующий числу циклов ампли-
фикации, необходимых для достижения порогового
значения флуоресценции). Для сравнения уровня
экспрессии генов в клетках до и после воздействия
темозоломида использовали метод относительного
количественного определения генов (метод 2–ΔΔCt);
2–ΔΔCT представляет собой кратность разницы между
экспрессией гена в интактных и резистентных к те-
мозоломиду клетках (Livak, Schmittgen, 2001).

Определение статуса метилирования гена MGMT. В
качестве метода анализа статуса метилирования
CpG-островков промоторных участков гена MGMT
была использована метил-специфическая полимераз-
ная цепная реакция (MSP) (Herman et al., 1996; Kris-
tensen, Hansen, 2009). Выделение ДНК проводили с по-
мощью набора для выделения геномной ДНК из кле-
ток, тканей и крови производства ООО Биолабмикс
(Россия) в соответствии с рекомендациями произво-
дителя. Для проведения бисульфитной конверсии
проб ДНК использовали набор EZ DNA Methylation-
Gold® (Zymo Research, США). После получения кон-
вертированной и очищенной ДНК проводили ампли-
фикацию с праймерами, специфичными для метили-
рованных и неметилированных участков ДНК промо-
торных областей гена MGMT (Christians et al., 2012):
5'-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3' (прямой
праймер) и 5'-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3'
(обратный праймер) для обнаружения метилиро-
ванных матриц (длина продукта 81 п.н.); 5'-TTTGT-
GTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3' (прямой прай-
мер) и 5'-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAACA-3'
(обратный праймер) для обнаружения неметилиро-
ванных матриц (длина продукта 93 п.н.).

ПЦР проводили в общем объеме 12 мкл, содержа-
щем ПЦР-буфер, 1.1 мМ MgCl2, 0.2 мМ смеси дезок-
синуклеотидтрифосфатов, по 10 пмоль соответству-

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных для амплификации генов

Ген Прямой праймер Обратный праймер

GAPDH GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC CATGAGTCCTTCCACGATACC
VEGF AGGGCAGAATCATCACGAAGT AGGGTCTCGATTGGATGGCA
HGF GCTATCGGGGTAAAGACTTACA CGTAGCGTACCTCTGGATTGC
IL-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG
IL-8 ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC AACCCTCTGCACCCAGTTTTC
MGMT ACCGTTTGCGACTTGGTACTT GACCCTGCTCACAACCAGAC
ABCB1 (MDR1) TTGCTGCTTACATTCAGGTTTCA AGCCTATCTCCTGTCGCATTA
ABCC1 (MRP1) CTCTATCTCTCCCGACATGACC AGCAGACGATCCACAGCAAAA
ABCG2 (BCRP) GTTTTGTGTTTATGATGGTCTGTTG ATGCTGCAAAGCCGTAAATCC
ASAH1 ATTGGCCCCAGCCTACTTTAT CCCTGCTTAGCATCGAGTTCAT
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ющего прямого и обратного праймера, 1 ед. Taq-по-
лимеразы и 2 мкл ДНК-матрицы, обработанной
бисульфитом. Программа ПЦР составляла 95°C в те-
чение 3 мин, затем 40 циклов 95°C по 50 с, 60°C –
50 с, 72°C – 50 с и заключительный этап: 72°C в тече-
ние 3 мин. После проведения 40 циклов ПЦР полу-
ченный амплификат анализировали с помощью
электрофореза в 10%-ном полиакриламидном геле.
Фрагменты ДНК визуализировали в проходящем
ультрафиолетовом свете после окрашивания геля
бромистым этидием в концентрации 1 мкг/мл. На-
личие амплификата, полученного при проведении
ПЦР с праймерами для метилированных участков
ДНК, свидетельствовало о наличии аберрантного
метилирования. Наличие ПЦР-продукта, получен-
ного при проведении ПЦР с праймерами для неме-
тилированных участков ДНК, и отсутствие ампли-
фиката с праймерами для метилированных участков
ДНК свидетельствовало об отсутствии аберрантного
метилирования.

Концентрацию интерлейкинов IL-6 и IL-8 в среде
культивирования клеток определяли с помощью на-
боров Интерлейкин-6-ИФА-БЕСТ и Интерлейкин-
8-ИФА-БЕСТ (ООО Вектор-Бест, Россия) в соот-
ветствии с рекомендациями производителя.

Статистический анализ выполняли при помощи
программного обеспечения Microsoft Excel и IBM
SPSS Statistics 22.

Использованные реактивы: среда αMEM, гентами-
цин, раствор 0.25%-ного трипсина с версеном, де-
ионизированная вода, фосфатно-солевой буферный
раствор (БиолоТ, Россия), эмбриональная телячья сы-
воротка (HyClone, США), Темодал® (Бакстер Онко-
логия ГмбХ, Германия), формальдегид, гематоксилин
Майера (БиоВитрум, Россия), поликлональные кро-
личьи антитела к MGMT (Abcam, Великобритания),
антитела Dako EnVision+ System-HRP Labelled
polymer, хромоген EnVisionTM FLEX DAB+, суб-
стратный буфер EnVisionTM FLEX (Dako, Дания),
TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, США), Taq-
полимераза, 10× ПЦР-буфер, MgCl2 (Силекс, Рос-

сия), праймеры (НПК, Россия; Синтол, Россия),
трифосфаты (SibEnzyme, Россия), акриламид, биса-
криламид, ТЕМЕД (AppliChem, Германия), пер-
сульфат аммония (Panreac, Испания).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клеточные линии глиобластом А172 и R1 были
представлены фибробластоподобными отростчаты-
ми клетками (рис. 1). Подробная морфологическая
характеристика интактных культур A172 и R1 была
проведена ранее (Киселева и др., 2016; 2017).

Воздействие темозоломида на клетки линии А172.
Для обработки клеток глиобластомы линии A172 те-
мозоломидом был выбран диапазон концентраций
0.1–1 мМ (рис. 2). В течение 4 сут после воздействия
препарата клетки продолжали пролиферировать.
После 4-суточного культивирования, за счет гибели
клеток их количество стало уменьшаться. К 14 сут во
всех культурах A172, подвергнутых действию темозо-
ломида, число живых клеток не превышало 6% от
исходной посевной дозы. Наконец, к 21 сут в культу-
рах A172, обработанных 0.25–1 мМ темозоломида не
было выявлено живых клеток. В течение следующих
7 сут жизнеспособные клетки в этих культурах обна-
ружены не были. Таким образом, концентрация те-
мозоломида свыше 0.25 мМ оказалась летальной для
клеток линии А172. В то же время, в культуре А172,
испытавшей воздействие темозоломида в дозе 0.1
мМ, к 14 сут оставались одиночные клетки, числен-
ность которых составляла 3.8% от исходной посев-
ной дозы. За следующую неделю (14–21 сут культи-
вирования) количество клеток увеличилось вдвое, а
к 28 сут за счет пролиферации клеток произошло
восстановление численности популяции до исход-
ных значений. Одиночные клетки, восстановившие
способность к пролиферации, представляют собой
резистентные к темозоломиду клетки линии А172.
Время удвоения таких резистентных клеток между
14 и 21 сут культивирования увеличивалось в 4 раза,

Рис. 1. Интактные клетки линий A172 (а) и R1 (б). Окраска по Май-Грюнвальду–Гимзе. Масштабные отрезки: 100 мкм.

а б
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а между 21 и 28 сут уменьшалось в 3.5 раза по сравне-
нию с интактной культурой (рис. 3).

Воздействие темозоломида на клетки линии R1.
Чувствительность линии R1 к воздействию темозо-
ломида ранее изучена не была, поэтому для обработ-
ки клеток был выбран более широкий диапазон
(0.25–3 мМ) концентраций препарата (рис. 4). В от-
личие от клеток А172, в культурах R1 непосредствен-
но после удаления темозоломида не происходило
роста численности клеточной популяции. Вплоть до
9-х сут культивирования число клеток R1 продолжа-
ло уменьшаться; количество сохранившихся клеток
находилось в обратной зависимости от использован-
ной дозы препарата. Дальнейшая динамика гибели и
восстановления клеток линии R1 также определя-
лась концентрацией темозоломида. Начиная с 9 сут,
клетки R1, обработанные 0.25 и 0.5 мМ препарата,
возобновляли пролиферацию, и до конца культиви-
рования их количество увеличивалось в 8–10 раз по
сравнению с исходной посевной дозой. После ис-
пользования темозоломида в концентрации 1 мМ
пролиферация и рост численности клеток R1 начал-
ся с 14-х сут культивирования. Клетки R1, обрабо-
танные 2 мМ темозоломида, возобновили пролифе-
рацию к 21-м сут, и за 1 нед. их численность достигла
значений посевной дозы; в течение следующей не-
дели была отмечена массовая гибель этих клеток, что
привело к гибели культуры к 28-м сут. Наконец, в
культурах R1, обработанных 3 мМ темозоломида, к
14-м сут не оставалось живых клеток и при дальней-
шем наблюдении не было признаков пролиферации.

Таким образом, резистентные к темозоломиду
клетки, возобновившие устойчивую пролиферацию,
были получены при обработке глиобластомы R1
препаратом в концентрации 1 мМ. Наименьшее вре-
мя удвоения эти клетки демонстрировали между 14 и
21 сут культивирования (рис. 3), однако оно превы-
шало таковое у интактных клеток в 4 раза. Между 21
и 28 сут культивирования происходило дальнейшее за-
медление пролиферации таких резистентных клеток
почти в 9 раз по сравнению с интактной культурой.

Уровень экспрессии генов в клетках А172 и R1. В
интактных и резистентных к темозоломиду клетках
А172 и R1 исследовали экспрессию генов, опосреду-
ющих различные механизмы резистентности опухо-
лей к лекарственной терапии. Определяли статус ме-
тилирования промотора гена MGMT, а также уро-
вень экспрессии этого гена. В клетках А172 было
показано наличие метилирования промотора гена
MGMT. Статус метилирования промотора гена
MGMT в клетках линии R1 ранее не был определен.

По нашим данным в популяции клеток R1 при-
сутствуют клетки как с метилированным, так и с не-
метилированным промотором гена MGMT (рис. 5а).
Определение активности гена MGMT подтвердило
полученные результаты, показав практически пол-
ное отсутствие экспрессии MGMT в клетках А172 и
лишь незначительную экспрессию этого гена в клет-
ках R1. При этом в резистентных клетках обеих ли-
ний экспрессия MGMT существенно возрастала. В
клетках А172 она увеличилась примерно в 50 раз, а в
клетках R1 увеличилась незначительно (рис. 5б).
Усиление экспрессии сопровождалось снижением
числа клеток, несущих метилированный промотор
гена MGMT (рис. 5а). Иммуноцитохимическое ис-
следование интактных клеток показало, что популя-

Рис. 2. Изменения численности клеток линии A172 на ранних (а) и поздних (б) сроках после обработки темозоломидом в
разных концентрациях.
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ция клеток линии R1 была неоднородной по нали-
чию MGMT, в то время как в клетках линии A172
фермент обнаружен не был (рис. 5в, г).

В клетках линий А172 и R1 исследовали актив-
ность генов множественной лекарственной устой-
чивости: ABCB1 (MDR1), ABCC1 (MRP1) и ABCG2
(BCRP). Более всего в обеих линиях была выражена
экспрессия гена ABCC1 (BCRP), в резистентных
клетках она практически не изменялась. Активность
генов ABCB1 (MDR1) и ABCG2 (BCRP) в клетках А172
и R1 была выражена слабо, однако в резистентных
клетках А172 экспрессия этих генов возрастала более
чем в 10 раз, а в резистентных клетках R1, напротив,
еще более снижалась (рис. 6). 

По экспрессии генов IL-6 и IL-8 клетки линий
А172 и R1 существенно различались. Клетки А172 ха-
рактеризовались умеренной активностью этих ге-
нов, тогда как клеткам R1 была свойственна чрезвы-

чайно высокая экспрессия IL-6 и, особенно, IL-8. В
резистентных к темозоломиду клетках этих линий
мы наблюдали выраженное, но разнонаправленное,
изменение активности обоих этих генов, которое
проявлялось в усилении экспрессии генов IL-6 и
IL-8 в клетках А172 и ослаблении их активности в
клетках линии R1 (рис. 7).

Количественное определение цитокинов IL-6 и
IL-8 было проведено в среде культивирования ин-
тактных и резистентных клеток А172 и R1. Получен-
ные результаты согласуются с данными по экспрес-
сии соответствующих генов, подтверждая высокую
продукцию IL-6 и IL-8 интактными клетками R1 и
снижение ее в резистентных клетках. В клетках А172
отмечена обратная ситуация (рис. 8).

Клетки А172 и R1 характеризовались близкими
значениями экспрессии гена VEGF. В резистентной
популяции клеток линии А172 активность этого гена
десятикратно возрастала, в резистентных клетках R1
оставалась неизменной (рис. 9). Ген HGF практиче-
ски не экспрессировался в интактных клетках А172 и
проявлял низкую активность в интактных клетках
R1. В резистентных клетках А172 экспрессия гена
HGF возрастала, а в клетках R1, напротив, суще-
ственно снижалась (рис. 9). В табл. 2 представлены
обобщенные результаты изучения экспрессии генов
в исследованных линиях глиобластом, а также в вы-
соко резистентной к темозоломиду линии T98G, по-
дробная характеристика которой была дана нами ра-
нее (Пиневич и др., 2022).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время приведены убедительные дока-
зательства того, что первичная и рецидивирующая
глиобластомы существенно различаются между собой
как морфологически, так и молекулярно-генетически
(Kim et al., 2015; Marucci et al., 2015; Campos et al., 2016).
Клетки глиобластом, избегающие гибели под воз-
действием лучевой и лекарственной терапии, эво-

Рис. 4. Изменения численности клеток линии R1 на ранних (а) и поздних (б) сроках после обработки темозоломидом в
разных концентрациях.
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Таблица 2. Экспрессия генов в клетках глиобластом чело-
века, интактных (инт.) и резистентных (рез.) к действию
темозоломида

Примечание. Уровень экспрессии гена: высокий (+++), средний
(++), слабый (+), почти отсутствует (±), экспрессии нет (–).

Ген

Уровень экспрессии гена в клетках
линии глиобластомы человека

A172 R1 T98G

инт. рез. инт. рез. инт. рез.

ABCB1 (MDR1) ± + ± ± ± ±
ABCC1 (MRP1) ++ ++ ++ ++ ++ +++
ABCG2 (BCRP) ± + + ± ++ ++
MGMT – + + + + +
IL-6 + ++ +++ + + ++
IL-8 + ++ +++ ++ + ++
VEGF ++ +++ ++ ++ ++ ++
HGF – + + – – –
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люционируют и приобретают свойства, определяю-
щие их устойчивость к дальнейшему лечению.

Феномен формирования резистентности глиоб-
ластом к терапии и механизмы, задействованные в
этом процессе, изучаются очень активно (Daniel et
al., 2019; Xia et al., 2021). В качестве клеточных моде-
лей в подобных исследованиях принято использо-
вать клеточные линии глиобластом, различающиеся

между собой по ряду определенных параметров.
Считается, что разнообразие клеточных линий в ка-
кой-то мере отражает чрезвычайно высокое разно-
образие вариантов этого заболевания (Li et al., 2022;
Zhu et al., 2022) и позволяет получить более досто-
верные результаты.

В лабораторной практике используется целый
спектр линий глиобластом человека, как высоко

Рис. 5. Анализ метилирования CpG-островков промоторных областей гена MGMT в интактных и резистентных к темозоло-
миду клетках A172 и R1. а: дорожки Н и М – амплификат, полученный с праймерами для неметилированных и метилирован-
ных участков ДНК соответственно. б – Относительный уровень экспрессии гена MGMT в интактных клетках линий A172 и
R1; по горизонтали – ΔCT (разница между пороговым циклом исследуемого гена и гена сравнения GAPDH); горизонтальные
отрезки – стандартное отклонение. в – Изменение экспрессии гена MGMT в резистентных к темозоломиду клетках A172 и
R1; по вертикали – 2–ΔΔCT (кратность разницы между экспрессией гена в резистентных и интактных клетках); за 1 ед. принят
уровень активности гена MGMT в интактных клетках; вертикальные отрезки – стандартное отклонение. г, д – Иммуноцито-
химическое определение наличия белка MGMT в интактных клетках A172 и R1 соответственно; масштабные отрезки:
100 мкм.

100

10

1
A172 R1

A172

б

A172

R1

R1
270 п.н.

10 10

MGMT

5 50

Интактные

Н М Н М
Резистентные Интактные

Н М Н М
Резистентные

90 п.н.

а

г д100 мкм 100 мкм

в



138

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 2  2023

ПИНЕВИЧ и др.

Рис. 6. Относительный уровень экспрессии генов множественной лекарственной устойчивости в интактных клетках линий
A172 и R1. а – Значения ΔCT; горизонтальные отрезки – стандартное отклонение. б – Изменение экспрессии генов множе-
ственной лекарственной устойчивости в резистентных к темозоломиду клетках A172 и R1; по вертикали – значение 2–ΔΔCT.
Другие объяснения см. в подписи к рис. 5.
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Рис. 7. Относительный уровень экспрессии генов интерлейкинов (IL-6, IL-8) в интактных клетках линий A172 и R1. а – Зна-
чения ΔCT; горизонтальные отрезки – стандартное отклонение. б – Изменение экспрессии генов интерлейкинов в рези-
стентных к темозоломиду клетках A172 и R1; по вертикали – значение 2–ΔΔCT. Другие объяснения см. в подписи к рис. 5.
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Рис. 8. Концентрация цитокинов IL-6, IL-8 в среде культивирования интактных и резистентных к темозоломиду клеток ли-
ний глиобластом человека A172 и R1. Вертикальные отрезки – стандартное отклонение.
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резистентных к темозоломиду (LN-18 и Т98G), так и
более чувствительных к этому препарату (А172, U87,
U251 и U373) (Lee, 2016; Kinashi et al., 2020; Soni et al.,
2022). Кроме того, пытаясь приблизить клеточные
модели к реальной опухоли, исследователи исполь-
зуют первичные клеточные линии, выделенные из
операционного материала пациентов, а также рези-
стентные варианты постоянных линий, получаемые
при воздействии на них химиопрепаратами или об-
лучением. Подобные модели представляют особый
интерес для изучения приобретенной резистентно-
сти и тестирования препаратов, предназначенных
для лечения рецидивов заболевания. Так, известные
линии, чувствительные к действию темозоломида
(например, A172, SNB-19, U87, U251 и U373) исполь-
зуют для генерации клеток с резистентностью, при-
обретенной в результате повторных воздействий
этого препарата. Однако результаты, полученные в
разных лабораториях, существенно различаются
между собой (Lee, 2016).

В настоящей работе мы обратились к изучению
потомства наиболее резистентных к темозоломиду
клеток, присутствующих в исходных линиях глиоб-
ластом A172 и R1. Линия глиобластомы A172 широко
известна, тогда как линия, R1, напротив, получена
недавно, мало известна и в отношении действия те-
мозоломида ранее не была исследована. Клетки ли-
ний А172 и R1 были однократно обработаны темозо-
ломидом в широком диапазоне доз. В качестве ис-
точника темозоломида был использован препарат
Темодал® в лекарственной форме лиофилизата для
приготовления инфузионного раствора. Преимуще-
ства такого подхода описаны нами ранее (Пиневич и
др., 2022).

Как и ожидалось, клетки А172 оказались высоко
чувствительны к действию темозоломида. Летальная
доза препарата составила для них 0.25 мМ. Однако
при воздействии 0.1 мМ препарата отдельные устой-
чивые клетки линии смогли избежать гибели и вос-
становили способность к пролиферации, сформиро-
вав популяцию потомков наиболее резистентных

клеток. Клетки линии R1 показали более высокую
устойчивость к этому препарату. Летальная доза для
них составила 2 мМ. Резистентные клетки, устойчи-
во возобновившие пролиферацию после действия
препарата, были получены при обработке глиобла-
стомы R1 темозоломидом в дозе 1 мМ.

Популяции, сформировавшиеся из единичных
клеток, выживших после воздействия темозоломи-
да, были определены нами как резистентные. Мор-
фологически резистентные клетки обеих линий ма-
ло отличались от исходных клеток. При этом проли-
феративная активность резистентных клеток А172
была выше, чем интактных, а у резистентных клеток
R1, напротив, была снижена. Резистентные и ин-
тактные клетки А172 и R1 были исследованы нами в
отношении экспрессии в них ряда генов, активность
которых сопряжена с лекарственной устойчивостью
и прогрессированием опухолей.

Одной из основных характеристик, определяю-
щих чувствительность опухолевых клеток к темозо-
ломиду, является статус фермента MGMT. Актив-
ность этого фермента определяет потенциальную
возможность репарации индуцированных темозоло-
мидом повреждений ДНК (Pegg, Byers, 1992). Кроме
того, общепринятой считается значимость белка
р53, супрессора образования злокачественных опу-
холей (Lee, 2016; Tiek et al., 2018; Rabe et al., 2020).
Так, для резистентных линий LN-18 и Т98G харак-
терна высокая экспрессия MGMT, а ген, кодирую-
щий белок р53, несет мутации. В клетках более чув-
ствительной к темозоломиду линии А172 экспрессия
гена MGMT практически отсутствует, а промотор
этого гена метилирован, при этом клетки характери-
зуются наличием р53 дикого типа (Hermisson et al.,
2006; Perazzoli et al., 2015; Lee, 2016; Kinashi et al.,
2020; Soni et al., 2022).

Мы подтвердили статус промотора гена MGMT в
клетках А172 как метилированного, а также почти
полное отсутствие экспрессии соответствующего ге-
на. В линии R1 таким статусом обладает лишь часть
клеток, что позволяет гену MGMT экспрессировать-

Рис. 9. Относительный уровень экспрессии генов ростовых факторов в интактных клетках линий A172 и R1. а – Значение
ΔCT; горизонтальные отрезки – стандартное отклонение. б – Изменение экспрессии генов ростовых факторов в резистент-
ных к темозоломиду клетках A172 и R1; по вертикали – значение 2–ΔΔCT. Другие объяснения см. в подписи к рис. 5.
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ся. В резистентных вариантах обеих изучаемых ли-
ний отмечены значимые изменения этих показате-
лей. Уровень метилирования в них снижался, а экс-
прессия MGMT, напротив, возрастала, особенно в
резистентных клетках А172. Подобные изменения
функционирования гена MGMT были описаны в ря-
де работ (Feldheim et al., 2022). Однако некоторым
исследователям не удалось наблюдать изменения со
стороны этого гена под воздействием химиопрепа-
ратов (Lee, 2016).

MGMT признан основным и пока единственным
предиктивным маркером в лечении пациентов с гли-
областомой (Louis et al., 2016; Мацко и др., 2019). С
низкой экспрессией гена MGMT в клетках опухоли
ассоциируется более длительная продолжитель-
ность жизни больных с первичной глиобластомой,
при условии проведения стандартной химиотерапии
(Hegi et al., 2005; Matsko, Imaynitov, 2015). Показано,
что уровень мРНК этого фермента в целом ниже у
пациентов с высокой продолжительностью жизни
(Мацко и др., 2019).

Один из важнейших молекулярных механизмов,
лежащих в основе формирования резистентности
опухоли, связан с функционированием транспорт-
ных белков – АВС-транспортеров, осуществляющих
выброс химиопрепаратов из клеток против градиен-
та концентрации с затратой энергии АТФ, что при-
водит к быстрому уменьшению внутриклеточного
уровня препаратов ниже терапевтической концен-
трации (Borst et al., 2000; Kathawala et al., 2015).

Семейство АВС-транспортеров включает в себя
49 различных белков, однако значимость в развитии
резистентности глубоко изучена только для трех из
них: белка множественной лекарственной рези-
стентности 1 (MDR1, также известного как Р-глико-
протеин или АВСВ1), MDR-ассоциированного бел-
ка 1 (MRP1, АВСС1) и белка резистентности рака
молочной железы (BCRP, ABCG2) (Gottesman et al.,
2002). Эти белки экспрессируются в опухолевых и
стволовых опухолевых клетках и усиливают их рези-
стентность к химиопрепаратам, в том числе темозо-
ломиду (Peignan et al., 2011; Coyle et al., 2015; de Goo-
ijer et al., 2018; Wang et al., 2019).

В наших исследованиях в отношении одного из
генов – ABCC1 (MRP1) – изменения экспрессии в
резистентных клетках не отмечено, тогда как в отно-
шении экспрессии двух других генов были получены
противоположные результаты. В резистентных клет-
ках А172 было отмечено существенное повышение
активности ABCB1 (MDR1) и ABCG2 (BCRP), а в ре-
зистентных клетках R1, напротив, – выраженное
снижение по сравнению с интактными клетками.

Важная роль в процессе канцерогенеза, в том
числе глиомагенеза, отводится IL, в том числе IL-6 и
IL-8 (Christofides et al., 2015; Goutnik, Lucke-Wold,
2022). Иммуногистохимические исследования пока-
зали, что клетки глиобластом могут экспрессировать
оба этих цитокина (Christofides et al., 2015; Shan et al.,

2015; Sharma et al., 2018). Уже давно проводится па-
раллель между уровнем экспрессии IL-6 и IL-8 и
степенью злокачественности глиомы (Rolhion et al.,
2001; Brat et al., 2005; Samaras et al., 2009), однако
многие вопросы до сих пор остаются не выясненны-
ми. IL-6 играет важную роль в процессах регулиро-
вания клеточного цикла (Xu et al., 2014). Он способ-
ствует пролиферации опухолевых клеток по пути
JAK/STAT (Mostofa et al., 2017), активируя белок
STAT3, ответственный за рост, пролиферацию, диф-
ференцировку и апоптоз. Выявлена корреляция
между уровнем мРНК IL-6 и степенью злокаче-
ственности глиомы (Wang et al., 2009). Повышенный
уровень сывороточного IL-6 наблюдается у значи-
тельного числа пациентов и коррелирует с плохим
прогнозом и повышенной агрессивностью заболева-
ния (Tchirkov et al., 2007; Christofides et al., 2015).

Высокая экспрессия IL-8 ассоциирована с пло-
хим прогнозом при раке поджелудочной железы,
молочной железы, яичников, легкого, простаты и
мочевого пузыря (Ha et al., 2017). При глиобластоме
наблюдается аналогичная тенденция (Sharma et al.,
2017). Показано, что IL-8 усиливает пролиферацию
и инвазию опухолевых клеток, кроме того он являет-
ся мощным ангиогенным фактором (Sharma et al.,
2018). Zhang с соавторами (2015) наблюдали высокую
экспрессию IL-8 примерно в 80% образцов ткани
опухоли. При этом было показано, что IL-8 усилива-
ет рост глиомы, связываясь аутокринным способом
с рецептором CXCR1 на поверхности клеток (Shar-
ma et al., 2017). В настоящее время IL-6 и IL-8 рас-
сматривают в качестве возможных прогностических
маркеров течения заболевания (Shan et al., 2015;
Bunevicius et al., 2018; Shrivastava et al., 2022).

Мы показали, что клетки А172 обладают невысо-
ким уровнем секреции IL-6 и IL-8, что согласуется с
данными других исследователей (Yuhas et al, 2015).
Однако в клетках R1, ранее не изученных в этом от-
ношении, был выявлен чрезвычайно высокий уро-
вень экспрессии как генов, так и белков IL-6 и IL-8.
Нам не известны работы, в которых клеточные ли-
нии глиобластом демонстрировали бы подобный
высокий уровень IL-6 и IL-8. При этом в резистент-
ных клетках R1 он был существенно ниже, чем в ин-
тактных. В клетках линии А172 с изначально более
низким уровнем экспрессии как генов, так и белков
IL-6 и IL-8, эти показатели, напротив, значимо воз-
растали. Таким образом, в клетках линий А172 и R1,
восстановивших пролиферацию после обработки
темозоломидом, нами были выявлены разнонаправ-
ленные изменения продукции IL-6 и IL-8 и экспрес-
сии кодирующих их генов.

Аналогичная тенденция прослеживалась и в от-
ношении экспрессии гена фактора роста эндотелия
сосудов (VEGF), роль которого в стимулировании
роста опухолей хорошо документирована (Vimalraj,
2022), а также гена гепатоцитарного ростового фак-
тора (HGF), участвующего в процессах регуляции
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клеточного цикла, дифференцировки, морфогенеза
и апоптоза (Phan et al., 2015; Barzaman et al., 2022).

Таким образом, в потомстве наиболее резистент-
ных к темозоломиду клеток линий А172 и R1 мы на-
блюдали увеличенную экспрессию гена MGMT, что
может служить причиной более высокой устойчиво-
сти этих клеток к препарату. Однако в отношении
прочих исследованных генов в клетках линий А172 и
R1 были отмечены разнонаправленные тенденции.
В резистентных клетках А172 экспрессия большин-
ства исследованных генов, связанных с устойчиво-
стью к химиотерапии и более агрессивным течением
заболевания, ожидаемо увеличивалась, а в рези-
стентных клетках R1, напротив, снижалась.

Полученные нами результаты подтверждают зна-
чимость MGMT в формировании резистентности к
темозоломиду. Однако прогностическая ценность
прочих обсуждаемых показателей представляется не-
однозначной. Ранее было показано, что разработан-
ные специфические ингибиторы MDR1 (АВСВ1), зо-
суковидар и тариквидар, не дали преимущества в те-
рапии рака молочной железы в комбинации с
антрациклинами и таксанами (Pusztai et al., 2005;
Ruff et al., 2009). Неудачу этого подхода, по мнению
Волкова (2021), можно объяснить тем, что выброс
химиопрепаратов АВС-переносчиками не играет
определяющей роли, а также возможностью ком-
пенсировать блокировку одного белка-транспортера
активностью других. Ценность предиктивной зна-
чимости экспрессии IL-6 и IL-8 также остается не-
однозначной. Для уточнения этого вопроса несо-
мненна ценность клеточной линии R1, клетки кото-
рой на высоком уровне экспрессируют IL-6 и IL-8.

Итак, нами проведено сравнительное изучение
действия темозоломида на хорошо известную линию
глиобластомы А172 и на новую линию R1. Исследо-
вание клеточных популяций, которые явились по-
томками наиболее резистентных к темозоломиду
клеток, показало, что они обладают молекулярным
профилем, существенно отличающимся от молеку-
лярного профиля исходных линии глиобластом
A172 и R1.
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Glioblastoma recurrence is caused by initial and acquired as a result of therapy resistance of tumor cells. Studies
searching the markers that would allow predicting the level of glioblastoma cell resistance to therapy are in progress.
The complexity of the problem is related to the high heterogeneity of individual tumors and the cellular content of
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each tumor. In present work, a comparative study of the influence of single temozolomide (in Temodal® form)
exposure on the well-known glioblastoma cell line A172 and a new one R1 was performed. In A172 (highly
temozolomide-sensitive cell line) after treatment with 0.1 mM of this drug only individual cells persisted and re-
sumed proliferation. In R1 glioblastoma cell line single cells survived and resumed proliferation after treatment with
1 mM temozolomide. The populations resulting from the proliferation of these cells were designated as resistant. The
expression of MGMT, as well as genes responsible for resistance to chemotherapy and tumor progression (MGMT,
ABCB1, ABCC1, ABCG2), growth factor genes (VEGF, HGF), cytokines IL-6 and IL-8, and their encoding genes was
examined in resistant A172 and R1 cells. In A172 cells, the methylated status of MGMT gene promoter was con-
firmed, as well as the absence of the corresponding gene expression. It was shown for the first time that glioblastoma
R1 is heterogeneous by the methylation status of MGMT gene promoter and expression of the relevant enzyme. In
A172 and R1 resistant cell populations, the level of MGMT gene promoter methylation was lower than in the intact
cells, and MGMT gene expression was enhanced. We suspect that this may be the reason for greater resistance of such
cells to chemotherapy. The expression of most genes associated with resistance to chemotherapy and a more aggres-
sive course of the disease, genes of growth factors, and interleukins in resistant A172 cells was higher than in intact
cells. In contrast, in resistant R1 cells, the expression of most of the same genes (with the exception of ABCC1 and
VEGF, for which the expression level changed insignificantly) was lower than in the intact cells. These results con-
firm the significance of MGMT in the formation of glioblastoma cell resistance to temozolomide. The prognostic
value of the other studied parameters is still ambiguous.

Keywords: glioblastoma, A172, R1, resistant cells, temozolomide, MGMT, multiple drug resistance, IL-6, IL-8,
Temodal®
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Проведено длительное культивирование 2-х линий МСК человека, выделенных из разных мест плаценты.
Клеточная линия MSC-PL-1 характеризуется преждевременным старением по сравнению с линией MSC-
PL-2. При индукции адипогенной дифференцировки в клетках обеих линиях оказалось, что она не про-
исходит на ранних и поздних пассажах в клетках MSC-PL-1 в отличие от клеток линии MSC-PL-2. Срав-
нительный анализ активностей матриксных металлопротеиназ (ММП) 1, 2 и 9 в процессе репликативного ста-
рения (РС) этих линий свидетельствует о межлинейных различиях. Так, в линии MSC-PL-2 происходит сни-
жение уровней активности ММП-2 и -1 в процессе РС и не изменяется уровень активности ММП-9, а в линии
MSC-PL-1, имеющей преждевременное РС, наблюдается увеличение уровня активности ММП-9 и -1 и
снижение уровня активности ММП-2. Анализ активностей ММП-1 и -2 в процессе адипогенной диффе-
ренцировки в клетках MSC-PL-2 на раннем 6-м пассаже показал ряд различий между ними в течение
21 сут, но изменения обеих ММП носят волнообразный характер. Активность ММП-9 в течение 21 сут диф-
ференцировки изменяется иначе. На позднем 16-м пассаже характер изменений активности всех 3-х ММП в
течение 21 сут дифференцировки одинаковый. В связи с отсутствием адипогенной дифференцировки в
клетках MSC-PL-1, проведен анализ активностей ММП -1, -2 и -9 при культивировании в индукционной
среде в течение 21 сут на раннем (6) и позднем (13) пассажах. В обоих вариантах имеет место изменения
активности 3-х ММП в процессе культивирования в индукционной среде, но эти изменения носят несин-
хронный характер. Активности всех 3-х ММП на 13-м пассаже снижаются относительно пассажа 6. В це-
лом, полученные результаты свидетельствуют об участии ММП в широком диапазоне процессов в МСК.

Ключевые слова: мезенхимные стволовые клетки человека, репликативное старение, адипогенная диффе-
ренцировка, матриксные металлопротеиназы
DOI: 10.31857/S0041377123020128, EDN: NFBOSD

Мезенхимные стволовые клетки человека (МСК)
широко используются для фундаментальных и при-
кладных биомедицинских исследований. Линии
МСК человека, будучи неиммортализованными ди-
плоидными клеточными популяциями, являются
удобной моделью для изучения биологических про-
цессов, как в здоровом организме, так и при его па-
тологических состояниях. В настоящее время на-
блюдается значительное расширение биомедицин-
ских исследований с использованием МСК человека
разного происхождения в связи с их регенеративны-
ми способностями. (Adak et al., 2021; Albu et al., 2021;

Eiro et al., 2021; Mannino et al., 2021; Moghadasi et al.,
2021; Raposo et al., 2021; Reed, Escayg, 2021; Safary et al.,
2021; Vilaca-Faria et al., 2021; Wangler et al., 2021;
Xiao et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Согласно требованиям Международного обще-
ства клеточной терапии, статус МСК разного проис-
хождения определяется рядом характеристик (Do-
minici et al., 2006; Sensebé et al., 2010). Тем не менее,
линии МСК, выделенные из разных источников,
различаются по ряду характеристик, важнейших для
жизнедеятельности клеток. В частности, обнаруже-
ны межлинейные различия по ростовым характери-
стикам, по дифференцировочному потенциалу, по
кариотипической нестабильности и по характеру ре-
пликативного старения (РС) (Тепляшин и др., 2005;

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; МСК –
мезенхимные стволовые клетки; РС – репликативное старе-
ние; ММП – матриксные металлопротеиназы.

УДК 576.5
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Stanko et al., 2014; Воронкина и др., 2016, 2020; Полян-
ская, 2018; Li et al., 2018; Jin et. al., 2019; Кольцова и др.,
2020; Akpinar et al., 2021; Chen et al., 2021; Semenova et al.,
2021; Shin et al., 2021; Sun et al., 2021; Tai et al., 2021;
Yigitbilek et al., 2021). Сравнительное изучение ха-
рактеристик МСК человека, определяющих статус
МСК, а также других характеристик, ответственных
за важнейшие клеточные процессы, необходимо как
для понимания механизмов биологических процес-
сов в клетке, так и для расширения возможностей
использования МСК в регенеративной медицине. Та-
кие исследования важны в связи с особенностями вза-
имодействия клеток с их уникальным микроокруже-
нием, характерным для конкретной ткани, которое ре-
гулирует пролиферацию, выживаемость, миграцию,
старение, дифференцировочный потенциал и дру-
гие клеточные процессы, посредством межклеточ-
ных взаимодействий и различных биоактивных мо-
лекул. Причинами наблюдаемых межлинейных раз-
личий могут быть как генетические, так и
эпигенетические факторы (Cox et al., 1972; Hooper, Su-
bak-Sharpe, 1981; Шаровская и др., 2009; Gattazo et al,
2014; Choi et al., 2015; Нимирицкий и др., 2018; Dar-
nell et al., 2018; Niedernhofer et al., 2018).

Одним из направлений, исследующих функцио-
нальные особенности МСК, является выяснение ро-
ли матриксных металлопротеиназ (ММП) в процес-
сах их дифференцировки и РС. Известно, что клетки
в условиях in vivo и in vitro контактируют с сетью мак-
ромолекул, образующих внеклеточный матрикс
(ВКМ), который состоит из разных белков, синтези-
руемых самими клетками. ВКМ является одним из
важнейших регуляторов клеточных процессов и
представляет собой микроокружение или нишу, в
которой клетки существуют. Регуляция клеточных
процессов осуществляется через взаимодействие
ММП с белками ВКМ. ММП представляют семейство
Ca- и Zn- зависимых эндопептидаз, которые регулиру-
ют активность многих биологических молекул, рас-
щепляя или блокируя их. ММП и их специфические
ингибиторы влияют на клеточные процессы, в частно-
сти пролиферацию, апоптоз, дифференцировку, РС.
Они участвуют в процессах ремоделирования тканей
и развития органов, специфически модулируя сиг-
нальные пути, посредством взаимодействия c суб-
стратами разной природы, включая перестройки
ВКМ (Nagase, Woessner, 1999; Page-McCaw et al.,
2007; Kessenbrock et al., 2010). ММП синтезируются
разными клетками – нормальными фибробластами,
кератиноцитами, фагоцитами, лимфоцитами, а так-
же трансформированными.

В настоящее время идет накопление эксперимен-
тальных данных по анализу участия разных ММП в
регуляции дифференцировок и РС МСК человека
(Mannello et al., 2006; Schneider et al., 2010; Sillat et al.,
2012; Lynch, Pei, 2014; Gutierrez-Fernandez et al., 2015;
Almalki, Agrawal, 2016; Noh et al., 2017). В связи с этим
несколько лет назад нами начаты подробные срав-
нительные исследования роли таких ММП, как

ММП-1 (интерстициальная коллагеназа-1), ММП-2
(желатиназа А) и ММП-9 (желатиназа Б) в процес-
сах РС и дифференцировки МСК человека разного
происхождения. Показано наличие активностей этих
ММП в процессе адипогенной и остеогенной диффе-
ренцировки в линиях МСК, выделенных из костного
мозга (FetMSC), зачатка конечности (М-FetMSC)
раннего эмбриона человека и полученных из них
клеточных сфероидов. Сравнительный анализ дина-
мики активностей этих металлопротеиназ в процес-
се адипогенной и остеогенной дифференцировок
показал межлинейные различия, а также различия
между монослойными культурами (2D) и клеточны-
ми сфероидами (3D) (Воронкина и др., 2016).

С целью изучения механизмов дифференцировки
МСК проведено изучение динамики активностей
ММП -1, -2, -8, -9, -13, а также анализ экспрессии
маркеров хондрогенеза (коллагена 2 и аггрекана) и
некоторых компонентов ВКМ (декорина, версика-
на, коллагена I) в процессе хондрогенной диффе-
ренцировки клеток линии MSCWJ-1, выделенных из
Вартонова студня пупочного канатика в условиях 2D
и 3D. В клеточных сфероидах (3D) процесс хондро-
генеза более активен, чем в монослойной культуре
(2D) (Воронкина и др., 2018).

Проведено сравнительное изучение динамики
активности ММП и ВКМ в процессе РС 3-х линий
МСК человека, выделенных из Вартонова студня
пупочного канатика (MSCWJ-1), кожи век взросло-
го донора (DF-2), и из эпикардиальной жировой
ткани (ADH-MSC), полученной от нездорового до-
нора при аортокоронарном шунтировании (Ворон-
кина и др., 2020). Полученные результаты свидетель-
ствуют как о различиях между линиями по активно-
сти одной ММП, так и о различиях в одной линии
разных ММП, а также о различиях по характеру из-
менений содержания коллагена 1 и фибронектина.
Надо подчеркнуть, что все полученные нами резуль-
таты свидетельствуют в пользу роли микроокруже-
ния в наблюдаемых различиях. Косвенным подтвер-
ждением этого предположения могут быть результа-
ты, полученные на клетках ADH-MSC. Важно
отметить, что клетки ADH-MSC существенно отли-
чались от двух других линий по цитогенетическим ха-
рактеристикам, скорости старения, содержанию бел-
ков ВКМ и по активностям ММП (Мусорина и др.,
2019). Возможно, что причиной такого расхождения
является получение клеток от донора с заболеванием
сердца, клетки которого имели не просто другое мик-
роокружение в связи с иной их локализацией, но еще и
нездоровое, связанное с больным органом, в котором
они находились до перевода в состояние in vitro.

В связи с описанными результатами, необходимо
было сравнить активности ММП параллельно в про-
цессах РС и адипогенной дифференцировки в клет-
ках линий МСК, выделенных из одной ткани, но
имеющих разную локализацию. Такие линии можно
получить из внезародышевого органа – плаценты.
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Известно, что плацента человека имеет сложный
клеточный состав. В связи с этим при получении
конкретной линии необходимо четко определить
область происхождения и метод выделения клеток
из этой ткани (Parolini et al., 2008). Возможно, что
разные области плаценты имеют физиологические
особенности.

Таким образом, учитывая влияние конкретной
ниши на характеристики МСК, в настоящей
работе были исследованы 2 клеточные линии, выде-
ленные из 2-х областей плаценты: из области, распо-
ложенной рядом с пупочным канатиком (линия
MSC-PL-1), и из области, удаленной от него (MSC-
PL-2). Линии были выделены ранее, а их характери-
стика свидетельствует о наличии различий между
ними (Кольцова и др., 2020).

В настоящей работе стояли следующие задачи:
1) длительное культивирование клеток линий MSC-
PL-1 и MSC-PL-2; 2) сравнительный нализ актив-
ности фермента β-галактозидазы, характеризующей
процесс РС при длительном культивировании кле-
ток; 3) индукция и анализ адипогенной дифферен-
цировки клеток обеих линий при длительном куль-
тивировании; 4) анализ активностей ММП-1, -2 и -9
при адипогенной дифференцировке клеток обеих
линий на раннем и поздних пассажах.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. В работе использовали две линии МСК

человека, полученных из 2-х областей плаценты: из
области, расположенной в непосредственной близо-
сти к пупочному канатику (MSC-PL-1) и из области,
удаленной от него (MSC-PL-2). Оба фрагмента со-
держали ткани из хориона и амниотической мембра-
ны. Обе клеточные линии получены и охарактеризова-
ны в ЦКП “Коллекция культур клеток позвоночных”
ИНЦ РАН (Санкт-Петербург). Клетки исследуемых
линий культивировали в ростовой среде, содержащей
90% среды DMEM/F12 (Биолот, Россия) и 10% эм-
бриональной бычьей сыворотки (FBS) (Hyclone,
США). Обе линии культивировали в условиях
5% СО2 при 37°С и влажности 90%. Микробиологи-
ческий анализ подтвердил отсутствие бактериаль-
ной, грибковой и микоплазменной контаминации в
полученных линиях.

Морфологический анализ клеток проводили с по-
мощью инвертированного микроскопа NICON
(Япония).

Оценка РС клеток. РС оценивали по активности
фермента β-галактозидазы. Клетки исследуемых ли-
ний (по 30 тыс.) высевали на чашки Петри 3.5 мм
(Nunc, Дания) и культивировали в течение 1 сут. За-
тем среду удаляли и окрашивали клетки с помощью
набора реактивов Senescence β-galactosidase staining
kit, согласно инструкции (Cell Signaling, США). У
клеток, вступающих в фазу РС, цитоплазма имеет
ярко-синюю окраску. Анализ клеток MSC-PL-1

проводили с помощью инвертированного микро-
скопа (NICON, Япония) на пассажах 6 и 13, а клеток
MSC-PL-2 – на пассажах 6 и 18. Долю окрашенных
клеток в процентах определяли путем подсчета не
менее 1000 клеток в разных полях зрения на одну
временную точку.

Индукция адипогенной дифференцировки. Исполь-
зовали модифицированный метод (Reyes et al., 2001).
Клетки (10000 кл./см2) высевали в адипогенную
дифференцировочную среду (HyClone Thermo Sci-
entific HyClone Product, США). Для идентификации
адипогенной дифференцировки клетки промывали
PBS без ионов Ca2+ и Mg2+, фиксировали в метаноле
в течение 2 мин при –20°С. Фиксированные клетки
промывали 50%-ным этанолом и окрашивали мас-
ляным красным (Oil Red O) в течение 10 мин. Далее
клетки промывали 50%-ным этанолом, затем ди-
стиллированной водой и заливали 70%-ным глицери-
ном. Индукцию проводили в течение 21 сут, меняя сре-
ду каждые 3–4 сут. Визуализацию проводили с помо-
щью микроскопа Zeiss LSM 5 Pascal (Германия).

Зимография. Активность ММП в кондициониро-
ванной клетками среде определяли методом зимо-
графии на желатине и казеине. Пробы среды брали
на 1- (6 ч), 7-, 14- и 21-е сут культивирования и гото-
вили для анализа, смешивая образцы среды с буфе-
ром для проб (Laemmli, 1970) без бета-меркаптоэта-
нола и нагревания, инкубируя при комнатной тем-
пературе в течение 30 мин. Количество белка в пробах
определяли по Брэдфорд (Bradford, 1976). Гель для
проведения электрофореза содержал 1 мг/мл желати-
на (для ММП-2 и ММП-9) или 0.5 мг/мл казеина
(для ММП-1). Пробы наносили на 10%-ный полиа-
криламидный гель (ПААГ) в количестве, соответ-
ствующем 10 мкг белка на дорожку и разделяли с по-
мощью электрофореза. После проведения электро-
фореза гель двукратно промывали в течение 15 мин в
2.5%-ном растворе Тритона Х-100 и инкубировали в
течение 12 ч (для желатина) или 18 ч (для казеина) в
буферном растворе (50 мМ Tris-HCl, 150 мМ NaCl,
5 мМ CaCl2, pH 7.4). Гель окрашивали Coomassie
Brilliant Blue. Присутствие ММП, расщепляющих
желатин, определяли по наличию неокрашенных
полос на геле (Oliver et al., 1999). Для проведения ко-
личественного анализа содержания ММП-2 и
ММП-9 гели сканировали, полученные изображе-
ния обрабатывали с помощью программы Quanti-
Scan Version 2.1. Активность выражали в усл. ед.,
принятых в программе QuantiScan (произведение
количества неокрашенных пикселов на интенсив-
ность окраски). Все реактивы были от Sigma (Герма-
ния). Все эксперименты проводили на одном и том
же пуле сыворотки. Значения активностей указан-
ных ММП для образцов сред, кондиционированной
клетками, получали путем вычитания значений ак-
тивности ММП, полученных для чистой среды куль-
тивирования, содержащей сыворотку.
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Статистический анализ. Использовали t-критерий
Стьюдента. Различия считали достоверными при ве-
роятности нулевой гипотезы P < 0.05. В каждом ва-
рианте проводили 3 независимых эксперимента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфологический анализ. Морфологический ана-

лиз клеток линий MSC-PL-1 (13 пассажей) и MSC-
PL-2 (16 пассажей) в процессе длительного культи-
вирования показал однородность клеточных попу-
ляций, состоящих из вытянутых фибробластоподоб-
ных клеток, средних по размеру на 6-м пассаже
(рис. 1а, в). На пассажах 13 и 16 размеры клеток и их
распластанность увеличивались (рис. 1б, г).

Процесс РС клеточных линий. Результаты анализа
активности фермента β-галактозидазы при длитель-
ном культивировании линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2
представлены в табл. 1, из которой следует, что в обеих
линиях наблюдается активное РС, и доля стареющих
клеток увеличивается. Так, в клетках MSC-PL-1 к
13 пассажу доля стареющих клеток увеличена почти
в 5.5 раза, тогда как в клетках MSC-PL-2 число таких
клеток только к 18 пассажу увеличено в 4.2 раза. На-
блюдаемые межлинейные различия характера РС
могут быть связаны с разной изначальной локализа-
цией выделенных клеток в ткани плаценты, т.е. с их
разным микроокружением (Parolini et al., 2008). Эти
результаты совпадают с ранее проведенными иссле-

дованиями, в которых еще дополнительно показаны
существенные межлинейные различия по измене-
нию пролиферативной активности в процессе РС
(Кольцова и др. 2020).

Анализ адипогенной дифференцировки. Результаты
адипогенной дифференцировки в клетках MSC-PL-1
и MSC-PL-2 представлены на рис. 2. Культивирова-
ние клеток в адипогенной среде способствовало об-
разованию кластеров адипоцитов, показанных с по-
мощью окрашивания красителем масляным крас-
ным.

Различия между линиями при индукции адипо-
генной дифференцировки выражаются в том, что в
клетках линии MSC-PL-1 эта дифференцировка так
и не происходит как на 6-м, так и на 13 пассажах; тогда
как в линии MSC-PL-2 она присутствует и на 6-м и на
16 пассажах. Надо заметить, что в предыдущем срав-
нительном исследовании в клетках MSC-PL-1 на
раннем пассаже адипогенная дифференцировка
происходила, но отсутствовала на позднем пассаже
(Кольцова и др., 2020). Клетки для анализа в обоих
случаях были взяты из одной криозакладки, т.е. из-
начально из одной популяции. По-видимому, в про-
цессе декриоконсервации и культивирования до 6-
го пассажа в клетках возник ряд неконтролируемых
изменений, повлекших изменение в дифференци-
ровочном процессе.

Рис. 1. Прижизненные фотографии клеток линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2 на раннем (6) и позднем (13 или 16) пассажах. Ин-
вертированный световой микроскоп Nicon Eclipse TS100, Япония. Масштабная линейка: 200 мкм.

MSC-PL-1

6 пассаж 13 пассаж

MSC-PL-2

6 пассаж 13 пассаж

Таблица 1. Доля клеток линий MSC-PL1 и MSC-PL2 с выраженной активностью β-галактозидазы (β-гал) в процессе
культивирования

Даны средние значения и их ошибки при подсчете не менее 1000 клеток в разных полях зрения на одну временн ю точку.

Пассаж
MSC-PL-1 MSC-PL-2

число клеток доля окрашенных клеток, % число клеток доля окрашенных клеток, %

6 1609 7.60 ± 0.82 1607 12.20 ± 0.82
13 1635 40.00 ± 1.21 –
18 − − 1603 51.80 ± 1.30

y'
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В связи с полученными результатами необходимо
отметить, что в настоящее время накапливаются
данные о значительных колебаниях уровня потен-
циала трех стандартных направлений дифференци-
ровки МСК человека. Так, показаны существенные
колебания, вплоть до отсутствия конкретной диф-
ференцировки, при изменении условий культивиро-
вания, в случаях разного возраста доноров и разных
источников выделения МСК, а также в процессе РС.
Причем причиной колебаний дифференцировочно-
го потенциала могут быть изменения, происходящие
как на уровне транскрипции определенных генов, так
и на уровне трансляции (Park et al., 2005; Bonab et al.,
2006; Zhang et al., 2006; Lo Surdo et al., 2013; Крыло-
ва и др., 2015; Bianchi et al., 2017; Кольцова и др.,
2018, 2019; Monterubbianesi et al., 2019).

Динамика активности ММП в процессе РС клеточ-
ных линий. Результаты анализа активности ММП-1,
-2 и -9 в клетках MSC-PL-1 представлены на рис. 3а.
Показано, что в процессе РС происходит увеличе-
ние (P < 0.01) активности ММП-1 и -9 и снижение

активности ММП-2 (P < 0.01). Анализ активности
ММП в клетках MSC-PL-2 показал снижение ак-
тивности ММП-1 и -2 (P < 0.05) и отсутствие изме-
нений активности ММП-9 в процессе РС (рис. 3б).

Таким образом, наблюдаются межлинейные раз-
личия между активностями исследованных ММП.
Так, в клетках линии MSC-PL-2 активность ММП-1 и
-2 в процессе РС снижается, а активность ММП-9 не
изменяется. В клетках линии MSC-PL-1, претерпе-
вающих преждевременное РС, наоборот, активность
ММП-1 и -9 увеличивается, а активность ММП-2
снижается.

В предыдущей работе (Воронкина и др., 2020) в
линиях МСК – MSCWJ и DF-2, полученных от здо-
ровых доноров, наблюдали низкую активность
ММП-9 без изменений, а в клетках линии ADH-
MSC, полученную от нездорового донора из нездо-
рового органа, в процессе РС активность ММП-9
была значительной. Таким образом, наблюдается
сходство в активности ММП-9 между двумя ано-
мальными линиями, имеющими преждевременное

Рис. 2. Дифференцировка клеток линий MSC-PL-1 и MSC-PL-2 в адипогенном направлении на раннем (6) и позднем (13 или
16) пассажах при длительном культивировании. Показано окрашивание жировых включений масляным красным (адипоге-
нез). Можно видеть, что у клеток MSC-PL-1 дифференцировки не происходит, в отличие от клеток MSC-PL-2. Масштабная
линейка: 100 мкм.

MSC-PL-1 MSC-PL-2

6 пассаж 13 пассаж 6 пассаж 13 пассаж

Рис. 3. Динамика активности ММП при репликативном старении клеток MSC-PL-1 (а) и MSC-PL-2 (б) на раннем пассаже
(6-ом, светлые столбцы) и позднем пассаже (13- или 16-ом, темные столбцы) при длительном культивировании. Активность
указана в усл. ед., принятых в программе QuantiScan. Представлены средние значения и стандартная ошибка среднего. Отли-
чия 6 пассажа от 13 пассажа достоверны при *** p < 0.01; ** p < 0.05
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РС и цитогенетические изменения на позднем пас-
саже (Мусорина и др., 2019; Воронкина и др., 2020;
Кольцова и др., 2020). Возможно, что активность
ММП-9 связана со стрессовой ситуацией в клеточ-
ных культурах, включая микроокружение клеток. В
частности, известно, что ММП-9 участвует в пато-
логических процессах в миокарде и является марке-
ром сердечной недостаточности (Felkin et al., 2006;
Yabluchanskiy et al., 2013).

Динамика активности ММП при адипогенной диф-
ференцировке. В данном случае окончательный ре-
зультат адипогенной дифференцировки свидетель-
ствует, что в клетках MSC-PL-1 адипогенная диф-

ференцировка отсутствует как на 6-, так и на 13-м
пассажах. Эти данные отличаются от результатов,
полученных нами ранее (Кольцова и др. 2020). Ком-
ментарии по этому вопросу даны выше. В связи с
этим, в настоящей работе авторы проводят сравни-
тельный анализ активностей ММП-1, -2 и -9 в про-
цессе адипогенной дифференцировки на 6-м и 16-м
пассажах для линии MSC-PL-2. Результаты показаны
на рис. 4. В процессе дифференцировки на 6-м пассаже
активность ММП-9 увеличивается в течение 14 сут
(P < 0.01) и далее к 21-м сут снижается (P < 0.01). Ак-
тивность ММП-2 имеет волнообразный характер: в
период от 6-ти ч до 7 сут увеличивается, снижается к
14 сут, а затем снова увеличивается (P < 0.01). Актив-
ность ММП-1 ведет себя так же: увеличивается к
7 сут, снижается к 14 сут и далее увеличивается к
21 сут (P < 0.01) (рис. 4а–в). Таким образом, измене-
ния активности ММП-1 и -2 в процессе дифферен-
цировки сходны, а изменение активности ММП-9
имеет иной характер.

В клетках MSC-PL-2 на 16-м пассаже увеличива-
ется уровень активности ММП-9 в течение 14 сут
(P < 0.01), затем снижается к 21 сут (P < 0.01). Актив-
ность ММП-2 увеличивается в течение 14 сут (P <
< 0.01), а затем незначительно снижается к 21 сут.
Активность ММП-1 увеличивается в течение 14 сут
(P < 0.01), а затем незначительно снижается к 21 сут
(P < 0.05) (рис. 4а, б, в). Таким образом, изменения
активности 3-х ММП в течение дифференцировки
на 16-м пассаже имеют сходный характер.

В литературе есть данные, также свидетельствую-
щие об участии ММП -1, -2 и -9 в адипогенной диф-
ференцировке (например: Bouloumié et al., 2001;
Chavey et al., 2003; Воронкина и др., 2016).

Динамика активности ММП при культивировании
в адипогенной индукционной среде (в отсутствие
адипогенеза). Несмотря на отсутствие адипогенной
дифференцировки в линии MSC-PL-1, было прове-
дено исследование активности ММП при культиви-
ровании клеток в течение 21 сут в индукционной
среде. По мнению авторов, полученные результаты
могут отражать влияние других процессов, в частно-
сти, условия жизнедеятельности клеток в связи с за-
меной стандартной ростовой среды на индукцион-
ную (дифференцировочную), в процессе культиви-
рования на которой происходят морфологические
изменения, обусловленные деградацией клеточного
монослоя к 21-м сут культивирования.

Данные по активности ММП в клетках линии
MSC-PL-1 представлены на рис. 5. Показано, что на
пассаже 6 изменения активности ММП-9 имеют
волнообразный характер: в течение 14 сут наблюда-
ется достоверное увеличение активности (P < 0.01), а
далее до 21 сут имеет место достоверное снижение
(P < 0.01). ММП-2 также волнообразно изменяет ак-
тивность, но отлично от ММП-9: в период 6 ч–7 сут
она увеличивается, после 7 сут не изменяется, а на
21 сут снижается (P < 0.01). Активность ММП-1 не

Рис. 4. Динамика активности ММП при нормальной
дифференцировке клеток линии MSC-PL-2, взятых на
раннем (6) и позднем (16) пассаже, в адипогенном на-
правлении при длительном культивировании. ММП-9
(а), ММП-2 (б) и ММП-1 (в). Активность указана в
усл. ед., принятых в программе QuantiScan. По горизон-
тали – время культивирования. Представлены средние
значения и стандартная ошибка среднего. Отличия от 1
сут достоверны при ***P < 0.01 и **P < 0.05.
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меняется на протяжении дифференцировки в тече-
ние 14 сут, а затем на 21 сут увеличивается (P < 0.01)
(рис. 5а). Таким образом, изменения активности
ММП-1, 2 и 9 носят несинхронный характер.

Для этой же линии – MSC-PL-1 на 13-м пассаже
активность ММП-9 достоверно снижается на протя-
жении 21 сут (P < 0.01); активность ММП-2 увеличи-
вается в течение 14 сут (P < 0.01) и затем снижается
на 21 сут (P < 0.01); активность ММП-1 снижается в те-
чение 14 сут и затем увеличивается на 21 сут (P < 0.01)
(рис. 5б). Таким образом, на 13-м пассаже, также как
и на 6-м, наблюдаются изменения активностей всех
ММП, которые носят несинхронный характер. При
сравнении активностей 3-х ММП между 6-м и 13-м
пассажами при культивировании в дифференциро-
вочной среде, в клетках MSC-PL-1 в целом наблюдает-
ся значимое снижение активностей всех 3-х ММП на
13-м пассаже по сравнению с 6-м пассажем. Этот ре-
зультат вполне логичен, если учесть данные морфоло-
гического анализа о частичной деградации клеточного
монослоя, связанного, по-видимому, с нарушением
взаимодействия клеток с ВКМ на начальном этапе
клеточной гибели.

Ранее был проведен анализ характеристик полу-
ченных линий при длительном культивировании,
свидетельствующий о различиях по характеру РС, и
по ростовым характеристикам (Кольцова и др.,
2020). Кариотипический анализ показал, что на ран-
нем пассаже обе линии имеют нормальный дипло-
идный кариотип с незначительным количеством не-
клональных хромосомных перестроек. На позднем
15-м пассаже клетки линии MSC-PL-2 также сохра-
няют нормальный кариотип. При культивировании
линии MSC-PL-1 до пассажа 14 обнаружены, поми-
мо неклональных перестроек, клональные, одна из
которых –Х, add(X)(p22.3) – является характерной
чертой клеток линии MSC-PL-1 при РС (Кольцова и
др., 2020). Полученные в настоящей работе результа-
ты по разному изменению активностей 3-х ММП в
этих линиях МСК в процессе РС расширяют полу-

ченные ранее данные о межлинейных различиях
МСК.

В исследованиях клеток MSC-PL-1 и MSC-PL-2,
наблюдаемые различия, по-видимому, связаны с
физиологическими особенностями (например, кро-
вообращение) той области органа (плаценты), из ко-
торой были выделены МСК. Надо подчеркнуть, что
обе области не имели существенных различий по со-
ставу: обе содержали ткани из хориона и амниотиче-
ской мембраны и имели зародышевое происхожде-
ние. Анализ ДНК профиля (STR) подтвердил одно-
родность (сходство) обеих линий по STR профилю.

В целом, полученные результаты свидетельству-
ют об участии ММП в широком диапазоне клеточ-
ных процессов. Наблюдаемая динамика активности
ММП-9 и -2 безусловно связана с взаимодействием
клеток и индукционной среды, в которой изначаль-
но присутствует сыворотка, содержащая эти ММП.
Поэтому из наших результатов нельзя сделать одно-
значный вывод о присутствии и функционировании
именно клеточных ММП-2 и -9. Но можно конста-
тировать, что эти ММП, независимо от их проис-
хождения, необходимы для процессов дифференци-
ровки МСК. Из результатов по ММП-1 можно уве-
ренно утверждать, что именно клеточная ММП-1
сопровождает процесс дифференцировки МСК, т.к.
в индукционной среде она практически отсутствует.
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Рис. 5. Динамика активности ММП клеток MSC-PL-1, взятых на раннем (6-ой, а) и позднем (13-ый, б) пассаже, и находя-
щихся в адипогенной дифференцировочной среде, при длительном культивировании. Другие объяснение те же, что и в под-
писи к рис. 4.
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Metalloproteinase’s Activity of Two Placenta-Derived Stem Cells Lines from a Donor 
Differing in the Adipogenic Differentiation Potential and Nature of Replicative Senescense

I. V. Voronkinaa, *, L. V. Smaginaa, A. M. Koltsovab, A. S. Musorinab, and G. G. Poljanskayab, **
aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197022 Russia

bInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: voronirina@list.ru

**e-mail: gpolanskaya@gmail.com

A long-term cultivation of 2 lines of human MSCs isolated from different sites of placenta was carried out. The
MSC-PL-1 cell line is characterized by premature replicative senescence (RS) compared to the MSC-PL-2 line.
During the induction of adipogenic differentiation (AD), it was shown that AD does not occur at early and late pas-
sages in cells of MSC-PL-1 line unlike cells of the MSC-PL-2 line. Comparative analysis of the activities of matrix
metalloproteinases (MMP-1, -2 and -9) in the process of RS of these cell lines indicates interlinear differences. So,
during RS in MSC-PL-2 cells the activity of MMP-2 and -1 decreases, and MMP-9 does not change, and in MSC-
PL-1 cells with premature RS the activity of MMP-9 and -1 increases, while activity of MMP-2 decreases. The anal-
ysis of MMP -1 and -2 activities during the process of adipogenic differentiation in the MSC-PL-2 line at the early
6th passage showed a number of differences between the activity levels of these MMPs during 21 days, but they all
showed the same wave-like manner of changes. The activity of MMP-9 had a different character of changes during
the 21 days of differentiation. The same pattern of changes took place at the late 16th passage in same 3 MMP during
21 days of differentiation. Since there is no adipogenic differentiation in the MSC-PL-1 line, we analized the activ-
ities of MMP -1, -2 and -9 during cultivation in induction medium for 21 days in the early 6th and late 13th passages.
There were changes in the activity of all MMPs in both variants, buy they were not synchronous. In general, there
was a significant decrease in the activity of all 3 MMP on the 13th passage compared to the 6th passage. The obtained
results indicate the participation of MMPs in a wide range of cellular processes.

Keywords: human mesenchymal stem cells, replicative senescence, adipogenic differentiation, matrix metallopro-
teinases
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Последние десятилетия отмечены интенсивным развитием биологии внеклеточного матрикса (ВКМ),
контролирующего основные клеточные функции – от пролиферации и дифференцировки до миграции и
апоптоза. Биоактивные свойства ВКМ открывают широкие перспективы его использования в биоинже-
нерии и регенеративной медицине. В этом контексте ключевой технологией является получение ВКМ пу-
тем децеллюляризации органов, тканей или клеточных культур. Проблема быстрой наработки больших
количеств биоактивных ВКМ культивируемых клеток для медицинских целей представляется весьма ак-
туальной; вместе с тем, в отношении эндометриальных мезенхимных стромальных клеток человека
(эМСК) вопрос остается открытым. С целью оптимизации условий продукции ВКМ культивируемыми
эМСК мы изучили влияние макромолекулярных соединений (краудеров) – фиколла и полиэтиленглико-
ля – на эффективность депонирования белков ВКМ в зависимости от времени, концентрации и молеку-
лярного веса краудеров в условиях нормоксии и гипоксии. Как показано методом иммунофлуоресценции,
фиколл 400 наиболее эффективен для наработки ключевых компонентов матрикса – фибронектина, кол-
лагена IV типа и в меньшей степени коллагена III типа. При сравнении нормоксических (20% О2) и гипо-
ксических (3% О2) условий культивирования выявлено, что клетки продуцируют ВКМ с более развитой
структурой при пониженной концентрации кислорода; существенно, что в этих условиях фиколл 400 спо-
собствует депонированию ВКМ только при низком содержании сыворотки в ростовой среде. Суммируя,
можно заключить, что сочетание гипоксии, фиколла 400 и низкого содержания сыворотки в ростовой сре-
де обеспечивает оптимальный способ продукции ВКМ. Мы впервые продемонстрировали феномен мак-
ромолекулярного краудинга в контексте улучшения депонирования и организации структуры ВКМ
у эМСК.

Ключевые слова: внеклеточный матрикс, эндометриальные мезенхимные стромальные клетки, гипоксия,
макромолекулярные краудеры
DOI: 10.31857/S0041377123020074, EDN: LYQSER

Использование мезенхимных стромальных кле-
ток (МСК) в тканевой инженерии и регенеративной
медицине благодаря их способности к самообновле-
нию, мультипотентности, стабильности кариотипа и
секреторному фенотипу открывает широкие воз-
можности для лечения кардиоваскулярных и ревма-
тических болезней, костных заболеваний, повре-
ждений нейронов, воспалительных процессов в лег-
ких, диабета и т.д. (Maumus et al., 2013; Konala et al.,

2016; Cunningham et al., 2018; Xu et al., 2019; Rolands-
son Enes et al., 2021).

В настоящее время в научной среде доминирует
точка зрения, что терапевтический эффект транс-
плантированных МСК связан с их паракринным
действием благодаря секретируемым факторам, ко-
торые поддерживают процессы регенерации в по-
врежденных тканях, индуцируют ангиогенез и моду-
лируют иммунную систему. С другой стороны, как
известно, основные клеточные функции контроли-
рует внеклеточный матрикс (ВКМ), являющийся
основным компонентом микроокружения клеток и
принимающий непосредственное участие в форми-
ровании клеточной (тканевой) ниши (Lin et al., 2012;
Rao Pattabhi et al., 2014; Xing et al., 2020).

ВКМ представляет собой трехмерную молекуляр-
ную сеть, занимающую пространство между клетка-

Принятые сокращения: БСА – бычий сывороточный альбу-
мин; ВКМ – внеклеточный матрикс; ММК – макромолеку-
лярные краудеры; МСК – мезенхимные стромальные клетки;
эМСК – эндометриальные МСК человека; ПРС – полная ро-
стовая среда; ПЭГ – полиэтиленгликоль; CHAPS – (3-[(3-chol-
amidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate); FVO – зани-
маемый фракционный объем (fraction volume occupancy).

УДК 576.08:57.044:576.382
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ми во всех тканях организма, причем его состав и
свойства сильно варьируют. Основными компонен-
тами ВКМ являются структурные белки – коллаге-
ны, гликопротеины и протеогликаны (Hynes, 2009;
Naba et al., 2012; Матвеева, Андреева, 2020); кроме
того, ВКМ выполняет функцию депо для ряда мор-
фогенов и факторов роста (Discher et al., 2009). ВКМ
вовлечен в регуляцию важнейших клеточных про-
цессов, таких как дифференцировка, пролифера-
ция, миграция клеток, проведение внеклеточных
сигналов, апоптоз и морфогенез (Rozario, DeSim-
one, 2010; Clause, Barker, 2013; Assunção et al., 2020;
Xing et al., 2020). Влияние на столь широкий спектр
функций происходит благодаря взаимодействию с
различными мембранно-связанными клеточными
рецепторами, в первую очередь интегринами. Реаги-
руя на сигналы от ВКМ, клетки, в свою очередь, спо-
собны ремоделировать матрикс (Ahmed, Ffrench-
Constant, 2016). Осуществляется это за счет серино-
вых и цистеиновых протеаз, а также матриксных ме-
таллопротеиназ, которые могут как участвовать в де-
градации белков ВКМ, так и высвобождать депони-
рованные в нем факторы роста, в частности TGF-β
(Schaefer, 2010). Таким образом, взаимодействие
клеток и ВКМ является двунаправленным.

Одним из способов получения ВКМ является де-
целлюляризация тканей, однако при использовании
такого матрикса возникает опасность иммунного от-
торжения в случае неполного удаления клеток (Mas-
saro et al., 2021); кроме того, следует учитывать слож-
ность децеллюляризации некоторых тканей, осо-
бенно ниш стволовых клеток (Assunção et al., 2020).
В качестве альтернативы используются синтетиче-
ские двумерные и трехмерные скаффолды, покры-
тые отдельными белками ВКМ (Yang et al., 2020), ли-
бо подложки из смеси белков, входящих в состав
ВКМ. В последние годы повышенный интерес науч-
ного сообщества вызывает исследование матриксов
клеточного происхождения в связи с их существен-
ными преимуществами перед синтетическими ана-
логами: уникальная биосовместимость, сохранение
архитектуры и биохимических свойств ткани
(Hoshiba et al., 2010; Nellinger et al., 2022), возмож-
ность скрининга популяции исходных клеток-про-
дуцентов и контроля за условиями наработки ВКМ
(Li et al., 2020; Antich et al., 2021). Децеллюляризо-
ванные ВКМ клеточного происхождения находят
применение в качестве модели для изучения взаимо-
действий матрикс–клетка, а также выступают
основой для разработки биосовместимых скаффол-
дов.

Однако широкое применение ВКМ клеточного
происхождения ограничено низкой скоростью и эф-
фективностью его наработки in vitro, а также невысо-
кой физико-механической прочностью по сравне-
нию с нативным ВКМ тканей. Решение первой про-
блемы связано с созданием масштабного
производства ВКМ со специальной инфраструкту-
рой, для чего потребуется разработка нового обору-

дования и вложение определенных денежных
средств. Вторая проблема, в принципе, может быть
решена путем введения специальных сшивок в
структуру ВКМ (Nyambat et al., 2020). Принимая во
внимание возникающие сложности в обоих случаях,
на сегодняшний день не теряет актуальности поиск
способов увеличения скорости депонирования ВКМ
культивируемыми клетками (Assunção et al., 2020).

Среди факторов, которые могут влиять на про-
дукцию ВКМ МСК, рассматривают рН, концентра-
цию О2, температуру, механические стимулы и регу-
ляторные молекулы (Matveeva, Andreeva, 2020). С це-
лью ускорения и усиления депонирования ВКМ в
системах культивируемых клеток используют инерт-
ные высокополимерные вещества (краудеры); до-
бавление таких макромолекул в ростовые среды
имитирует существующее in vivo плотное внеклеточ-
ное пространство и позволяет ускорить, например,
энзиматическую конверсию водорастворимого про-
коллагена в нерастворимый коллаген I типа – клю-
чевую стадию образования коллагенового матрикса
(Bateman et al., 1986; Lareu et al., 2007). Макромоле-
кулярный краудинг – это биофизический феномен,
связанный с объемом, исключаемым макромолеку-
лами, поскольку они подвергаются стерическому от-
талкиванию и электростатическим взаимодействи-
ям. Эффекты исключенного объема описываются
величиной FVO (fraction volume occupancy), т.е.
фракцией от общего объема, занимаемой краудером.
Исключенный объем зависит от формы, размера, за-
ряда и полидисперсности молекул. В отношении
биологических систем это означает увеличение ве-
роятности встречи ферментов с субстратом, что су-
щественно ускоряет протекание биологических про-
цессов (Cigognini et al., 2016), в том числе фермента-
тивных реакций, ответственных за сборку и
депонирование матрикса (Chen et al., 2011; Kuznetso-
va et al., 2014). К макромолекулярным краудерам
(ММК) относятся такие различные по природе со-
единения, как фиколл (ficoll), гиалуроновая кислота
(hyaluronic acid), каррагинан (carrageenan), сульфат
декстрана (dextran sulphate), поливинилпирролидон
(polyvinylpyrrolidone) (Gaspar et al., 2019; Tsiapalis,
Zeugolis, 2021).

Другим подходом является культивирование кле-
ток в условиях гипоксии. Для МСК концентрация
О2 ниже атмосферного уровня является одним из
наиболее важных физических факторов тканевого
микроокружения (Buravkova et al., 2014). Адаптация
МСК к гипоксическим условиям происходит благо-
даря активации HIF-1 (hypoxia inducible factor-1),
который регулирует транскрипционную активность
структурных компонентов ВКМ и ферментов его ре-
моделирования. Было показано, что в условиях ги-
поксии в матриксе МСК существенно повышается со-
держание фибронектина, коллагеновых белков и ан-
гиогенных факторов (Cigognini et al., 2016; Du et al.,
2017), причем добавление в ростовую среду крауде-
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ров (каррагинана и фиколла) при культивировании
МСК из костного мозга при пониженном содержании
кислорода также приводит к увеличению эффективно-
сти продукции белков ВКМ (Cigognini et al., 2016).
Следовательно, совмещение условий гипоксии и
макромолекулярного краудинга может представлять
интерес для всестороннего исследования. Наряду с
этим отмечали, что культивирование клеток в росто-
вой среде с низкой концентрацией сыворотки (око-
ло 1%) также может увеличивать скорость наработки
компонентов ВКМ (Satyam et al., 2014; Kumar et al.,
2015a, 2015b).

Представленная работа посвящена оптимизации
условий депонирования компонентов внеклеточно-
го матрикса мезенхимными стромальными клетка-
ми человека, выделенными из десквамированного
эндометрия в менструальной крови (эМСК). Неин-
вазивный и легкодоступный источник эМСК обес-
печивает широкомасштабные исследования in vitro.
Благодаря высокой пролиферативной активности
при длительном культивировании и генетической
стабильности (Домнина и др., 2013), эти клетки мо-
гут быть перспективным источником ВКМ для изу-
чения функциональной активности и потенциаль-
ного применения децеллюляризованных ВКМ в ре-
генеративной медицине. Как показывает анализ
литературы, информация о применении краудеров
различной природы с целью улучшения условий де-
понирования ВКМ культивируемыми МСК весьма
ограничена. Так, в ряде работ было продемонстриро-
вано, что макромолекулярный краудинг ускоряет де-
понирование и определяет архитектуру ВКМ, проду-
цированного МСК из костного мозга (Zeiger et al.,
2012; Ang et al., 2014; Rashid et al., 2014; Prewitz et al.,
2015); при этом использованные краудеры (фиколл,
поливинилпирролидон и сульфат декстрана) повы-
шали эффективность наработки коллагенов I–IV
типов и фибронектина. В контексте эМСК, подоб-
ные работы до настоящего времени не были описа-
ны в литературе.

Мы провели сравнительное исследование влия-
ния макромолекулярных краудеров (фиколла и по-
лиэтиленгликоля) на эффективность депонирова-
ния основных белков ВКМ – коллагена III и IV ти-
пов и фибронектина – в условиях нормоксии и
гипоксии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Характеристика клеток. Во всех экспериментах ис-

пользовали эМСК человека, выделенные из десквами-
рованного эндометрия в менструальной крови сотруд-
никами Лаборатории внутриклеточной сигнализации,
ИНЦ РАН, на 10–11 пассаже (Земелько и др., 2011).
Была подтверждена принадлежность выделенных
эМСК к мезенхимным стромальным предшественни-
кам с использованием минимальных критериев, пред-
ложенных ISTC (Dominici et al., 2006). Как было уста-
новлено (Земелько и др., 2011), используемые эМСК

экспрессируют клеточные маркеры CD73, CD90,
CD105, CD13, CD29 и CD44, но не обнаруживают
поверхностных антигенов гемопоэтических клеток:
CD19, CD34, CD45, CD117, CD130 и HLA-DR
(класс II). Мультипотентность эМСК подтвержда-
ется их способностью дифференцироваться в раз-
личные мезодермальные типы клеток, такие как
остеоциты и адипоциты. Кроме того, выделенные
эМСК частично (более 50%) экспрессируют маркер
плюрипотентности SSEA-4, но не экспрессируют
Oct-4. Иммунофлуоресцентный анализ полученных
клеток выявил экспрессию маркеров нейрональных
предшественников нестина и бета-III-тубулина, что
говорит об их нейрональной предрасположенности.
эМСК характеризуются высокой скоростью проли-
ферации клеток (время удвоения 22–23 ч) и эффек-
тивностью колониобразования (около 60%).

Культивирование клеток. Клетки культивировали
во флаконах Т25 и Т75 (Thermo Scientific, США) в
полной ростовой среде (ПРС), содержащей среду
DMEM/F12 (Gibco, США), 10% эмбриональной сы-
воротки (FBS) (HyClone, США), 1% PenStrep (Gibco,
США) и 1% GlutaMAX (Gibco, США) при 37°C в ат-
мосфере 5% CO2. Для проведения экспериментов в
гипоксических условиях и в присутствии маркомо-
лекулярных краудеров клетки трипсинизировали с
помощью 0.05%-ного раствора трипсина и ЭДТА
(Invitrogen, США) и рассевали по 200 тыс. клеток на
покрытые 0.1%-ным раствором желатина чашки
диаметром 35 мм (Thermo Scientific, США).

Нормоксические условия культивирования клеток.
Через 3 сут после рассева клеток ПРС заменяли на
среду, содержащую макромолекулярные краудеры в
соответствующей концентрации. Краудеры раство-
ряли в ростовой среде, содержащей 1% FBS и 0.2 мМ
аскорбата натрия (Sigma, Германия), которую стери-
лизовали фильтрацией через мембрану 0.22 мкм не-
посредственно перед использованием. Аскорбат яв-
ляется необходимой добавкой для стабильной нара-
ботки ВКМ (Choi et al., 2008), выступая в роли
антиоксиданта, а также кофактора ферментов лизи-
лгидроксилазы и пролилгидроксилазы, участвую-
щих в фибриллогенезе коллагена (Pinnell, 1985). Мы
использовали тринатриевую соль 2-фосфо-L-аскор-
биновой кислоты как стабильную форму аскорбата
натрия с целью снижения частоты замены ростовой
среды. В качестве контроля служили клетки, расту-
щие в среде с содержанием FBS (1 или 10%) и 0.2 мМ
аскорбата натрия. Клетки культивировали в течение
3 или 7 сут с момента добавления краудеров (или ас-
корбата натрия в случае контрольных клеток), заме-
няя среду на свежую каждые 3 сут. По окончании
культивирования проводили децеллюляризацию с
целью получения бесклеточного ВКМ.

Гипоксические условия культивирования клеток.
После рассева клетки инкубировали в течение 1 сут
в условиях нормоксии, затем чашки переносили в
инкубатор с гипоксическими условиями (3% О2).



160

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 2  2023

ПЕРЕВОЗНИКОВ и др.

Через 1 сут ПРС в чашках заменяли на среду, содер-
жащую 50 мг/мл фиколла 400 и 1 или 10% FBS; все
среды стерилизовали фильтрацией через мембрану
0.22 мкм непосредственно перед использованием. В
качестве контроля служили клетки, растущие в усло-
виях гипоксии в среде с содержанием FBS 1 или 10%.
Все ростовые среды содержали 0.2 мМ аскорбата на-
трия. Клетки культивировали в течение 7 или 14 сут
с момента добавления фиколла 400 (или аскорбата
натрия в случае контрольных клеток), заменяя среду
на свежую каждые 3 сут. По окончании инкубации
проводили децеллюляризацию ВКМ.

Макромолекулярные краудеры. В качестве макро-
молекулярных краудеров для исследования мы вы-
брали фиколл 400 кДа (Pharmacia, Швеция), а также
полиэтиленгликоль (ПЭГ) с молекулярной массой 2
(Merck, США), 4 и 6 кДа (Ferak Berlin, Германия).
При расчете рабочих концентраций взяли за основу
ПЭГ 4 кДа в концентрации 50 мг/мл, который спо-
собствовал повышению скорости процессинга про-
коллагена I в коллаген и накоплению последнего
(Bateman et al., 1986). Согласно расчету по приведен-
ной ниже формуле, фракционный объем (FVO), за-
нимаемый ПЭГ в концентрации 50 мг/мл, составля-
ет 12.9%. Для вычисления FVO использовали гидро-
динамический радиуc, который занимает 1 молекула
ПЭГ 4 кДа в растворе. Значения гидродинамических
радиусов были взяты из источников литературы
(Kuznetsova et al., 2014; Dong et al., 2018): 1.6 нм (ПЭГ
4 кДа), 2.08 нм (ПЭГ 6 кДа) и 8 нм (фиколл 400 кДа).
На основе этих данных была рассчитана концентра-
ция для ПЭГ 6 кДа (35 мг/мл), соответствующая
FVO = 12.9%. Расчет проводили по формуле, создан-
ной на основе вычислений (см.: Chen et al., 2011):

где  – фракционный объем, занимаемый
ПЭГ 4 кДа (для перевода в % полученный результат
умножается на 100);  – гидродинамический ради-
ус ПЭГ 4 кДа (м);  – масса ПЭГ 4 кДа, содержа-
щегося в 1 мл раствора (г);  – молярная
масса ПЭГ 4 кДа (г); NA – число Авогадро.

В настоящей работе тестировали эффекты ПЭГ
различной мол. массы в следующих концентрациях:
ПЭГ 2 кДа – 40 мг/мл; ПЭГ 4 кДа – 25, 50 и
100 мг/мл; ПЭГ 6 кДа – 17.5, 35 и 70 мг/мл. На основе
известного радиуса Стокса (1.15 нм) (Zhu et al., 2016)
для ПЭГ 2 кДа было рассчитано значение FVO = 7.7%.
Как было показано, наиболее эффективной концен-
трацией фиколла для депонирования ВКМ является
смесь 37.5 мг/мл фиколла 70 кДа и 25 мг/мл фиколла
400 кДа (Chen et al., 2011; Tsiapalis, Zeugolis, 2021).
Суммарный FVO смеси составляет около 17% по
объему, что превосходит значение, вычисленное на-
ми для ПЭГ; поэтому при выборе концентрации фи-
колла 400 кДа мы ориентировались на это значение

= π ×1 мл3 6
ПЭГ 4 кДа A

ПЭГ4 кДа

M4FVO 10
3 Mm

,hR N

ПЭГ 4 кДаFVO

 hR
1 млM

ПЭГ4 кДаMm

и определили, что 50 мг/мл дают величину FVO
близкую к этой (около 16%). Таким образом, для ис-
следования эффекта фиколла 400 кДа были выбраны
следующие концентрации: 25, 50 и 100 мг/мл.

Децеллюляризация ВКМ и иммунофлуоресценция.
Децеллюляризацию ВКМ проводили, осторожно
обрабатывая клетки 0.5%-ным раствором CHAPS,
содержащим 20 мМ гидроксида аммония, в течение
3 мин при комнатной температуре с последующей
промывкой PBS. Фиксировали ВКМ 3.7%-ным рас-
твором формалина в течение 15 мин и инкубировали
в 0.5%-ном Тритоне-X-100 в течение 15 мин. После
каждой стадии препараты промывали PBS 5 раз по
3 мин. Далее ВКМ обрабатывали 1%-ным БСА в те-
чение 30 мин и инкубировали в течение ночи при
4°C в 1%-ном БСА с первичными антителах к фиб-
ронектину (Sigma, США) (разведение 1 : 400), колла-
гену III или IV типов (ИМТЕК, Россия; разведение
1 : 20) с последующей промывкой PBS 5 раз по 2 мин;
инкубировали с вторичными козьими антителами,
выработанными против иммуноглобулинов кролика
и конъюгированными с флуорофором Alexa 488
(GAR-Alexa 488) (Invitrogen, США; разведение 1 : 500),
в течение 40 мин при комнатной температуре и про-
мывали PBS 5 раз по 2 мин. Анализ окрашенного
ВКМ проводили на флуоресцентном микроскопе
Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad, Сингапур).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе исследовали влияние различных по хи-

мической природе полимерных соединений – фи-
колла 400 и ПЭГ с мол. массой 2, 4 или 6 кДа – на эф-
фективность депонирования ключевых белков ВКМ
культивируемыми эМСК в условиях нормоксии и
гипоксии. Следует подчеркнуть, что в контексте
эМСК поиск подходов для увеличения скорости и
эффективности продукции компонентов ВКМ яв-
ляется новаторским. Как известно, макромолекуляр-
ные соединения типа фиколла при добавлении в ро-
стовую среду в процессе культивирования клеток рас-
сматриваются как макромолекулярные краудеры,
способствующие продукции белков ВКМ (Chen et al.,
2011; Kuznetsova et al., 2014; Prewitz et al., 2015; Cigog-
nini et al., 2016; Gaspar et al., 2019; Tsiapalis, Zeugolis,
2021). В частности, фиколл 400 в комбинации с фи-
коллом 70 стимулировал депонирование культиви-
руемыми клетками ряда ключевых белковых компо-
нентов ВКМ, таких как фибронектин, коллаген I, II
и IV типа (Chen et al., 2011, 2013; Cigognini et al., 2016;
Tsiapalis, Zeugolis, 2021), что позволяло надеяться на
перспективность использования фиколла 400 для
улучшения условий наработки матрикса эМСК.
Кроме того, выбор фиколла 400 в качестве объекта
исследования был обусловлен крайне скудной ин-
формацией о его самостоятельном действии на про-
дукцию ВКМ клетками в культуре; в доступной нам
литературе не удалось обнаружить и аналогичных
сведений относительно ПЭГ.
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Фиколл представляет собой нейтральный поли-
мер, полученный в результате сополимеризации са-
харозы и эпихлоргидрина; этот полисахарид не ци-
тотоксичен и не оказывает существенного влияния
на вязкость раствора при соответствующих концен-
трациях. ПЭГ, получаемый каталитической полиме-
ризацией окиси этилена, является гидрофильным
веществом с низкой токсичностью; находит широ-
кое применение в различных областях – медицине,
биологии, промышленности, в том числе химиче-
ской и пищевой. Как правило, ПЭГ-полимеры в той
или иной степени обладают полидисперсностью
(молекулярно-массовым распределением), причем
длина полимерных цепей зависит от соотношения
реагентов при полимеризации.

С целью оптимизации условий депонирования
компонентов ВКМ культивируемыми эМСК было
проведено сравнительное изучение эффектов фи-
колла и ПЭГ разной мол. массы при варьировании
концентрации ММК, времени продукции ВКМ, со-
держания кислорода в атмосфере в процессе культи-
вирования клеток (нормоксия vs гипоксия) и содер-
жания сыворотки в ростовой среде (10 vs 1%). Как
сообщалось, культивирование клеток в ростовой
среде с низкой концентрацией сыворотки (около
1%) или в бессывороточной среде приводит к увели-
чению скорости и эффективности депонирования
ВКМ, поскольку сыворотка содержит металлопро-
теазы, разрушающие ВКМ, и снижает скорость его
ремоделирования (Satyam et al., 2014; Kumar et al.,
2015a, 2015b).

В предварительных экспериментах мы установи-
ли, что применение детергента CHAPS для децеллю-
ляризации матрикса эМСК позволяет не только
полностью удалить клетки, но и сохранить биоактив-
ные свойства децеллюляризованного ВКМ; с помо-
щью методов иммуноцитохимии и иммуноблотинга
было продемонстрировано отсутствие клеточных
структур (ядер, актинового и тубулинового цитоскеле-
та), а также наличие основных белков ВКМ – фибро-

нектина, коллагена I, III и IV типов (данные не пока-
заны).

Влияние макромолекулярных краудеров на эффек-
тивность депонирования белков ВКМ клетками
эМСК. Исследовали зависимость продукции фибро-
нектина и коллагенов III и IV типа от концентрации
краудеров ПЭГ и фиколла в стандартных условиях
нормоксии в течение 3 и 7 сут. Использованные кон-
центрации: ПЭГ 2 кДа – 40 мг/мл; ПЭГ 4 кДа – 25,
50 или 100 мг/мл; ПЭГ 6 кДа – 17.5, 35 или 70 мг/мл;
фиколл 400 – 25, 50 или 100 мг/мл. После децеллю-
ляризации анализ белкового состава полученных
ВКМ проводили методом иммунофлуоресценции.

эМСК, инкубированные в средах с добавлением
ПЭГ 4 кДа (100 мг/мл) или ПЭГ 6 кДа (35 и 70 мг/мл),
в значительной степени погибали в течение первых
3-х сут, поэтому были исключены из эксперимента.
Хотя ПЭГ считается по данным FDA (Food and Drug
Administration) инертным и безопасным, вероятной
причиной клеточной гибели вполне могло быть ци-
тотоксическое действие высоких доз ПЭГ, а также
потенциальное наличие в препаратах ПЭГ токсич-
ных примесей – окиси этилена и 1,4-диоксана.

Эффективность депонирования белковых ком-
понентов ВКМ оценивали по интенсивности их
флуоресценции и плотности (целостности) образо-
ванной сети. Отрицательным контролем служило
отсутствие флуоресценции при окраске ВКМ пер-
вичными антителами против α-тубулина и вторич-
ными антителами GAR-Alexa 488 (рис. 1). Как пока-
зывает сравнение белков ВКМ, депонированных
клетками в течение 3 сут в присутствии фиколла 400
(рис. 2), наиболее эффективно действует фиколл 400
в концентрации 50 мг/мл (FVO = 16%) (рис. 2б), при
этом пролонгирование культивирования эМСК с
фиколлом 400 до 7 сут усиливает депонирование
фибронектина и коллагена IV типа (рис. 3б), кото-
рые по интенсивности окраски и плотности образу-
емой сети превосходят наблюдаемые для фиколла
400 в концентрациях 25 мг/мл (FVO = 8%) и тем бо-
лее 100 мг/мл (FVO = 32%) (рис. 3а, в). Сравнение

Рис. 1. Окрашивание децеллюляризованного внеклеточного матрикса (ВКМ) эндометриальных мезенхимных стромальных
клеток человека (эМСК) первичными антителами против α-тубулина и вторичными антителами GAR-Alexa 488 (отрицатель-
ный контроль). а – Контраст в проходящем свете, б – флуоресценция вторичных антител (отсутствует). Съемку проводили
на микроскопе Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad, Сингапур), масштабный отрезок – 100 мкм.

а 100 мкм б 100 мкм
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рис. 2г, д с рис. 3г, д показывает, что наработка всех
исследуемых белков ВКМ при культивировании кон-
трольных эМСК в среде с содержанием FBS 1 и 10%
значительно усиливается в интервале от 3 до 7 сут.

Тестирование ПЭГ в качестве потенциального
краудера, позитивно влияющего на депонирование
ВКМ, выявило большую эффективность ПЭГ 4000 в
концентрации 25 мг/мл (рис. 4б) по сравнению с
остальными препаратами ПЭГ различной мол. массы.
При таких условиях через 7 сут усиливается наработка

всех исследуемых белков ВКМ – фибронектина, кол-
лагена III и IV типа (рис. 5б). Однако принимая во вни-
мание результаты окраски контрольных эМСК, кото-
рые депонировали ВКМ в ростовой среде с 1% FBS в
течение 7 сут (рис. 3г), не совсем корректно говорить
о сильном стимулирующем эффекте 25 мг/мл ПЭГ
4000: в целом они сопоставимы. В противополож-
ность ПЭГ 4000 (25 мг/мл), культивирование клеток
в присутствии ПЭГ 6000 оказывает выраженное не-
гативное влияние на депонирование белков ВКМ

Рис. 2. Влияние фиколла 400 в разных концентрациях на эффективность депонирования белков ВКМ эМСК в условиях нор-
моксии (20% О2) при культивировании в течение 3 сут. Иммунофлуоресценции на фибронектин, коллаген III и IV типа. Кон-
центрация фиколла 400 в ростовой среде, содержащей 1% сыворотки FBS: а – 25, б – 50, в – 100 мг/мл. г, д – Среда, содер-
жащая 1 и 10% FBS соответственно (окраска контрольных клеток, типичная и для варианта на рис. 4). Представлены наибо-
лее репрезентативные результаты окрашивания белков ВКМ. Условия окраски и съемки идентичны для всех вариантов,
представленных на рис. 2–7 (микроскоп Fluorescent Cell Imager; Bio-Rad, Сингапур), масштабный отрезок: 100 мкм.
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Фибронектин Коллаген III типа Коллаген IV типа
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(рис. 4г и рис. 5г). Важно подчеркнуть, что сравне-
ние результатов действия ПЭГ 4 и 6 кДа в разных
концентрациях (за исключением 50 мг/мл ПЭГ
4000) вполне релевантно, поскольку значения их
FVO одинаковы (6.5%). Как и в случае с фиколлом
400, пролонгирование времени культивирования в
присутствии ПЭГ вне зависимости от его мол. массы
и использованной концентрации приводит к уско-
рению депонирования белков ВКМ; однако, как и
ожидалось, в разной степени (рис. 4, 5).

Понижение содержания сыворотки в ростовой
среде до 1% не оказывает заметного стимулирующе-
го эффекта на скорость депонирования ВКМ по
сравнению с нормальной средой, содержащей 10%
сыворотки: через 7 сут наблюдали практически
идентичную окраску фибронектина, коллагена III и
IV типа (рис. 3г, д).

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о потенциале фиколла 400 как ММК для оп-
тимизации депонирования компонентов ВКМ

Рис. 3. Влияние фиколла 400 на эффективность депонирования белков ВКМ эМСК в условиях нормоксии при культивиро-
вании в течение 7 сут. Концентрация фиколла 400 в ростовой среде, содержащей 1% сыворотки FBS: а – 25, б – 50, в –
100 мг/мл. г, д – Среда, содержащая 1 и 10% FBS соответственно (окраска контрольных клеток, типичная и для варианта на
рис. 5).

Фибронектин Коллаген III типа Коллаген IV типа
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эМСК; в то же время применение ПЭГ для этой цели
представляется бесперспективным.

Влияние фиколла 400 на эффективность депониро-
вания белков ВКМ эМСК в условиях гипоксии. Чтобы
выяснить потенциальную роль гипоксии в депони-
ровании белков ВКМ по сравнению с нормальными
условиями культивирования (нормоксией) в при-
сутствии ММК, использовали фиколл 400 в концен-
трации 50 мг/мл как наиболее перспективный кра-
удинг-агент. При культивировании эМСК в услови-
ях гипоксии обнаружили, что добавление фиколла
400 в стандартную ростовую среду (10% FBS) приво-
дило к заметному нарушению целостности 7-суточ-
ного матрикса как в отношении фибронектина, так
и коллагена IV типа (рис. 6б), причем эта тенденция
становилась более выраженной через 14 сут (рис. 7г).
Однако культивирование клеток в условиях гипо-
ксии в среде, содержащей 1% FBS и фиколл 400, ока-
зало прямо противоположный эффект: ВКМ обла-
дал более развитой и целостной структурой (рис. 7б)

по сравнению с ВКМ, который продуцировали клет-
ки в ростовой среде с 1% FBS (рис. 7а). Таким обра-
зом, сочетание трех факторов – гипоксии, низкого
содержания сыворотки и краудера – оказало силь-
ное пролонгированное действие на депонирование
фибронектина и коллагена IV типа и в меньшей сте-
пени – коллагена III типа. Ранее в ряде работ отме-
чали эффективность совмещения гипоксических
условий и макромолекулярного краудинга для опти-
мального депонирования компонентов ВКМ в куль-
туре МСК (Cigognini et al., 2016) и фибробластов (Sa-
tyam et al., 2016; Kumar et al., 2018). Аналогично, ис-
пользование ростовой среды с пониженным
содержанием сыворотки в присутствии краудинг-
агентов приводило к ускорению продукции бел-
ков ВКМ фибробластами различной природы
(Kumar et al., 2015a, 2015b).

При сравнении 7-суточного ВКМ, продуциро-
ванного клетками в среде с 10% FBS в условиях нор-
моксии (рис. 3д) и гипоксии (рис. 6а), становится

Рис. 4. Наработка белков ВКМ при культивировании эМСК в течение 3 сут в присутствии полиэтиленгликоля (ПЭГ) разной
мол. массы в ростовой среде, содержащей 1% FBS, в условиях нормоксии. а – ПЭГ 2 кДа, 40 мг/мл; б – ПЭГ 4 кДа, 25 мг/мл,
в – ПЭГ 4 кДа, 50 мг/мл, г – ПЭГ 6 кДа, 17.5 мг/мл.

Фибронектин Коллаген III типа Коллаген IV типа
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Рис. 5. Наработка белков ВКМ при культивировании эМСК в течение 7 сут в присутствии ПЭГ в ростовой среде с 1% FBS в
условиях нормоксии. а – ПЭГ 2 кДа, 40 мг/мл; б – ПЭГ 4 кДа, 25 мг/мл, в – ПЭГ 4 кДа, 50 мг/мл, г – ПЭГ 6 кДа, 17.5 мг/мл.

Фибронектин Коллаген III типа Коллаген IV типа
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Рис. 6. Влияние фиколла 400 в концентрации 50 мг/мл на эффективность депонирования белков ВКМ при культивировании
эМСК в течение 7 сут в условиях гипоксии (3% О2). а, б – содержание FBS в ростовой среде 1 и 10% соответственно.

Фибронектин Коллаген III типа Коллаген IV типа
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Рис. 7. Влияние фиколла 400 в концентрации 50 мг/мл (б, г) на эффективность депонирования белков ВКМ при культивиро-
вании эМСК в течение 14 сут в условиях гипоксии (3% О2). а – 1% FBS в среде без фиколла, б – 1% FBS, присутствие фиколла;
в – 10% FBS в среде без фиколла, г – 10% FBS, присутствие фиколла.

Фибронектин Коллаген III типа Коллаген IV типа
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очевидной стимулирующая роль гипоксии в произ-
водстве ВКМ в контексте ускорения депонирования
фибронектина и коллагена IV типа, а также образо-
вания более разветвленной и целостной сети этих
белков. Кроме того, в гипоксических условиях через
14 сут наблюдали более выраженное образование
фибриллярной сети коллагена III (рис. 7в). В сово-
купности, наши данные подтверждают, что приме-
нение гипоксических условий является перспектив-
ным подходом для оптимизации производства ВКМ
культивируемыми МСК (Cigognini et al., 2016; Du et al.,
2017).

Как было показано, комбинированное действие
фиколла 400 и фиколла 70 вызывает ускорение депо-
нирования ключевых белков ВКМ: коллагена I в
случае культивируемых дермальных фибробластов
(Gaspar et al., 2019), а также фибронектина, коллаге-
на I и IV типа в случае МСК костного мозга (Zeiger et
al., 2012; Rashid et al., 2014; Prewitz et al., 2015). Сведе-
ния о самостоятельных эффектах фиколла 400 в ка-

честве ММК немногочисленны (Satyam et al., 2014;
Gaspar et al., 2019); кроме того, прежде не исследова-
ли способность этого краудера стимулировать нара-
ботку ВКМ культивируемыми эМСК. Мы установи-
ли, что в нормальных условиях культивирования
эМСК пролонгированное действие фиколла 400
приводит к ускорению продукции фибронектина и
коллагена III и IV типа, тогда как при гипоксии этот
эффект значительно усиливается, но только при
условии пониженного содержания сыворотки в ро-
стовой среде клеток.

В представленной работе мы продемонстрирова-
ли влияние макромолекулярных краудеров фиколла
400 и ПЭГ различной мол. массы на депонирование
ВКМ эМСК в условиях нормоксии и гипоксии. На
основе полученных данных можно заключить, что
фиколл 400 эффективен как краудер для ускорения
продукции ключевых компонентов матрикса эМСК –
фибронектина и коллагена IV типа, в меньшей сте-
пени коллагена III типа. При сравнении нормокси-
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ческих (20% О2) и гипоксических (3% О2) условий
культивирования показано, что клетки продуциру-
ют ВКМ с более развитой структурой при пониженной
концентрации кислорода. Отметим, что в условиях ги-
поксии фиколл 400 способствует депонированию
ВКМ только при низком содержании сыворотки в ро-
стовой среде. В контексте эМСК полученные резуль-
таты обладают новизной и расширяют представле-
ние о способах оптимизации депонирования ВКМ.
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An Impact of Hypoxia and Macromolecular Crowders on Extracellular Matrix Deposition 
by Human Endometrial Mesenchymal Stromal Cells

I. E. Perevoznikova, *, R. E. Ushakova, and E. B. Burovaa

aInstitute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: ilyaperevoznikov@gmail.com

The last decades are characterized by intensive development of extracellular matrix (ECM) biology. ECM binds cells
in an integral tissue and controls the cell functions – from proliferation and differentiation to migration and apop-
tosis. Bioactive properties of ECM provide the wide perspectives of using in bioengineering and regenerative medi-
cine. In this context, the ECM production by decellularization of organs, tissues or cell cultures is a key technology.
To date, a problem of a rapid and large-scale production of bioactive ECM by cultured cells remains very relevant.
Optimization of the ECM deposition conditions by human endometrial mesenchymal stromal cells (MESCs) had
not been studied yet. Here, we investigated an impact of macromolecular compounds (crowders) – ficoll and PEG
on efficiency of crucial ECM proteins deposition depending on both concentration and molecular weight of
crowders under normoxia and hypoxia. According to immunofluorescence analysis, among all studied crowders, fi-
coll 400 had a potent effect on the production of ECM core proteins – fibronectin, type IV collagen and, in a lower
rate, type III collagen. The MESCs incubation under hypoxia promoted the formation of a properly organized ECM
structure as well as increase in efficiency of ECM protein deposition. Of note, in these conditions ficoll 400 accel-
erated the ECM production only in а low serum medium. Together, combination of ficoll 400, low serum medium
and hypoxia provides the optimal conditions for ECM synthesis. The present work demonstrates for the first time
the phenomenon of macromolecular crowding in the context of improving the conditions for deposition and orga-
nization of ECM by MESCs.

Keywords: extracellular matrix, human endometrial mesenchymal stromal cells, hypoxia, macromolecular crowders
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Разработка методов культивирования клеток в трехмерных системах важна и необходима для развития ак-
туальных направлений современной клеточной биологии. При культивировании в системе 3D воспроиз-
водится тканеспецифическая архитектура, точнее воссоздается реальная микросреда и поведение клеток
in vivo. Мезенхимные стволовые/стромальные клетки человека (МСК) обычно выделяют и культивируют
как монослойную 2D-культуру. В данной работе мы разработали метод трехмерного культивирования и
тканеспецифической децидуальной дифференцировки МСК, выделенных из ткани эндометрия человека,
с использованием матрицы, полученной из децеллюляризированного яблока. Матрицы из децеллюляри-
зированного яблока обладают достаточной механической прочностью, биосовместимы, доступны, про-
сты в использовании и имеют широкие возможности для модификации поверхности. Данная система
культивирования клеток подходит как для их изучения методом конфокальной микроскопии, так и для
исследований с помощью проточной цитометрии. Разработанная нами модель может стать основой для
создания новых клеточных продуктов и тканеинженерных конструкций для нужд регенеративной биоме-
дицины.

Ключевые слова: 3D-культивирование, децеллюляризированные растения, эндометриальные мезенхим-
ные стволовые (стромальные) клетки, децидуальная дифференцировка
DOI: 10.31857/S0041377123020037, EDN: LWOREJ

Мезенхимные стволовые (стромальные) клетки
человека (МСК) – один из наиболее часто использу-
емых типов клеток при разработке новых техноло-
гий регенеративной медицины. Традиционно МСК
выделяют и культивируют как монослойную дву-
мерную (2D) культуру, однако в настоящее время ак-
тивно исследуются возможности трехмерного (3D)
культивирования МСК (Haycock, 2011; Domnina et al.,
2018; Langhans, 2018; Jensen, Teng, 2020). Многими
исследователями вариант культивирования МСК в
3D-системах предлагается как способ повышения их
терапевтических свойств (Domnina et al., 2018, 2020;
Bou-Ghannam et al., 2021; Kouroupis, Correa, 2021).
Кроме того, культивирование в 3D-геометрии от-
крывает возможности для воспроизведения в систе-
ме in vitro архитектуры ткани, моделирования ткане-
специфического микроокружения и поведения кле-
ток (Jauković et al., 2020; Jensen, Teng, 2020; Bou-

Ghannam et al., 2021; Kouroupis, Correa, 2021). По-
этому разработка методов культивирования клеток в
3D-системах является актуальным направлением
современной клеточной биологии, стимулирующим
создание новых клеточных продуктов и тканеинже-
нерных конструкций.

Основные приемы культивирования в 3D-систе-
мах подразделяются на способы с использованием
каркаса для прикрепления клеток (скаффолда) и без
него (клеточные пласты, сфероиды) (Haycock, 2011;
Chen et al., 2015; Bartosh, Ylostalo, 2019). Матрицы
для культивирования клеток могут быть созданы как
на основе синтетических и природных полимеров
(коллагена, хитозана, полилактида, полиглицерол-
себаката и др.), так и путем децеллюляризации орга-
нов и тканей (Guruswamy Damodaran, Vermette, 2018;
Baruffaldi et al., 2021; Hu et al., 2022).

Для успешного культивирования клеток человека
на трехмерной матрице при ее создании необходимо
учесть ряд требований к исходному материалу. Он
должен обладать достаточной механической проч-
ностью, физико-химической устойчивостью, быть

Принятые сокращения: эМСК – эндометриальные мезенхимные
стволовые (стромальные клетки); EdU – 5-этинил-2'-дезокси-
уридин; PBS – фосфатно-солевой буферный раствор; PI – йоди-
стый пропидий.
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биосовместимым и биологически инертным. Кроме
того, целесообразно применять легкодоступные и
недорогие материалы. Одним из таковых является
биогенная целлюлоза. В частности, недавно в каче-
стве матриц для 3D-культивирования было предло-
жено использовать целлюлозные каркасы из децел-
люляризированных растений (Modulevsky et al.,
2014, 2016; Lee et al., 2019; Bilirgen et al., 2021).

Целлюлоза – компонент клеточной стенки расте-
ний и один из природных полимеров, удовлетворяю-
щий всем перечисленным критериям. Этот материал
дает возможность создавать матрицы разнообразной
формы и архитектуры, при этом поверхность матриц
можно химически модифицировать (Phan et al., 2020;
Bilirgen et al., 2021). Еще одним важным свойством
целлюлозных матриц является их устойчивость к
диссоциации в водных растворах, что позволяет
проводить длительное наблюдение за населяющими
их клетками. Одним из широко используемых ис-
точников целлюлозного материала для создания
трехмерных скаффолдов является целлюлоза, про-
дуцируемая бактериями (Svensson et al., 2005; Gorgie-
va, Trček 2019; Cherng et al., 2021).

МСК могут быть выделены из различных ткане-
вых источников, одними из наиболее доступных яв-
ляются МСК, получаемые из менструальной крови.
Эндометрий – это внутренняя оболочка матки, пре-
терпевающая более 400 циклов регенерации и вос-
становления в течение репродуктивных лет жизни
женщины. Каждый месяц 4–10 мм эндометрия от-
слаивается в течение пролиферативной фазы менстру-
ального цикла (Gargett, Masuda, 2010). Десквамиро-
ванный (отшелушившийся) эндометрий, содержа-
щийся в менструальной крови, оказался самым
неинвазивным источником МСК человека (эМСК)
(Meng et al., 2007; Мусина и др., 2008; Patel et al.,
2008, Земелько и др., 2011). эМСК обладают всеми
свойствами МСК из других тканевых источников –
экспрессией характерных поверхностных маркеров,
способностью к направленной остеогенной, адипо-
генной и хондрогенной дифференцировке, актив-
ной пролиферации, адгезивностью к пластику
(Meng et al., 2007; Мусина и др., 2008; Patel et al.,
2008, Земелько и др., 2011). Кроме этого, эМСК со-
храняют тканеспецифическую функциональность.
Основной функцией эндометрия является поддер-
жание беременности на всех этапах. Для поддержа-
ния беременности на ранних этапах, в ответ на воз-
действие индукторов, клетки эндометрия претерпе-
вают ряд морфологических и функциональных
изменений, называемых децидуальной трансформа-
цией. эМСК в культуре тоже сохраняют способность к
дифференцировке в децидуальные клетки, которые
характеризуются эпителиоподобной формой и увели-
чением секреции пролактина (Домнина и др., 2015).

В настоящей работе мы разработали технологию
трехмерного культивирования эМСК с использова-

нием матрицы из целлюлозы, полученной путем де-
целлюляризации яблока.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Подготовка матриц из целлюлозы. Целлюлозные

матрицы для культивирования клеток изготавлива-
ли из мезокарпия (мякоти) яблок. Для этого был
сконструирован прибор, состоящий из ломтерезки
(слайсера) и ножа, позволяющий придавать заготов-
ке из яблока удобную для дальнейшей работы форму
(рис. 1а). С использованием этого оборудования из-
готавливали заготовки из яблочного мезокарпия с
размером 10 × 10 × 2 мм, позволяющие обеспечить
матрице достаточную прочность для удобной работы
с ней (рис. 1б). Очистку целлюлозного каркаса от
клеточного содержимого (децеллюляризацию) произ-
водили путем обработки заготовок 0.5%-ным раство-
ром натрия додецилсульфата (SDS) на протяжении
48 ч в условиях покачивания пробирки с заготовками
на шейкере (скорость вращения 180 об./мин). Затем
производили очистку полученных матриц от детер-
гента. С этой целью матрицы помещали в фосфатно-
солевой буферный раствор (PBS) на 24 ч с покачива-
нием заготовок на шейкере (180 об./мин). После
этого стерилизовали матрицы обработкой 70%-ным
раствором этилового спирта в течение 1 ч с тем же
покачиванием заготовок на шейкере. Отмывку цел-
люлозных матриц от этанола производили интен-
сивным пипетированием в 2 мл PBS с 12-кратной за-
меной буфера. После 9-ого цикла пипетирования
матрицы переносили в новую стерильную пробирку,
в которой по окончании отмывки их хранили в сте-
рильном PBS до коллагенизации (не более 2 нед.).
На рис. 1б представлены матрицы после каждого
этапа обработки.

Для улучшения адгезивных свойств поверхности
для прикрепления клеток, матрицы обрабатывали
коллагеном I типа, важнейшим компонентом вне-
клеточного матрикса эМСК, с использованием ме-
тодики лиофильной сушки. Матрицы из целлюлозы,
покрытые раствором коллагена I типа (в концентра-
ции 2 мг/мл) в присутствии 0.1%-ной уксусной кисло-
ты, инкубировали при температуре –20°С в течение
24 ч. Затем на протяжении 8 ч производили лиофиль-
ную сушку матриц при температуре –50°С и давлении
0.1 мм рт. ст. Далее матрицы стерилизовали озонирова-
нием и промывали стерильным раствором PBS в тече-
ние 48 ч на шейкере ( с частотой 180 об./мин), после
чего помещали в новый стерильный PBS и хранили
до применения (не более 1 мес.).

Для оценки геометрии строения полученных мат-
риц с помощью флуоресцентной микроскопии ис-
пользовали окрашивание красителем Конго крас-
ный (Congo Red; Sigma-Aldrich, США). Для этого ис-
следуемые образцы инкубировали 10 мин при
комнатной температуре в водном 0.2%-ном растворе
Конго красного на шейкере (160 об./мин), после че-
го трехкратно промывали раствором PBS.
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Подготовка эМСК для культивирования в трехмер-
ной системе. Для заселения в трехмерную матрицу
использовали эМСК из Коллекции культур клеток
позвоночных (ЦКП Института цитологии РАН,
Санкт-Петербург). эМСК были получены из фраг-
ментов эндометрия, содержащихся в менструальной
крови (Земелько и др., 2011). Клетки культивирова-
ли в среде DMEM/F12 (Gibco, США), содержащей
10% коровьей эмбриональной сыворотки, 1% глута-
мина и 1% смеси антибиотиков пенициллина и
стрептомицина (Gibco, США), и пересевали с помо-
щью 0.05%-ного раствора трипсина и ЭДТА (Invitro-
gen, США) в соотношении 1 : 3.

Для прижизненной визуализации эМСК в соста-
ве матрицы с помощью флуоресцентной микроско-
пии применяли полученную нами ранее с помощью
лентивирусной трансдукции линию эМСК, способ-
ную к экспрессии в цитоплазму YFP-содержащего
белка HyPer – биосенсора H2O2 (Lyublinskaya et al.,
2017). Флуоресценция HyPer в цитоплазме позволя-
ла оценить морфологию клеток, их жизнеспособ-
ность и метаболическую активность.

Для отдельных экспериментов ядра клеток до-
полнительно окрашивали красителем Hoechst
33342, интеркалирующим в ДНК живых клеток, со-
гласно протоколу производителя (Sigma-Aldrich,
США).

Заселение целлюлозных матриц эМСК. Для засе-
ления в матрицы эМСК по достижении ими моно-
слоя на пассажах 6–10 открепляли от подложки с по-

мощью 0.05%-ного раствора трипсина и ЭДТА, по-
сле чего центрифугировали при 1500 g в течение
5 мин. эМСК (2 × 106) ресуспензировали в 60 мкл ро-
стовой среды. Заселение модифицированных колла-
геном матриц проводили путем инъекции суспензии
клеток в матрицу с применением катетера “бабочка”
с инфузионной иглой 25G с последующим дополни-
тельным нанесением суспензии клеток на поверх-
ность матрицы (капельно). Затем заселенные матри-
цы в чашках Петри 3.5 см2 помещали в инкубатор
при 37°С и 5% CO2 на 45 мин, не добавляя ростовую
среду, для обеспечения частичной адгезии клеток к
матрице. После этого в чашки Петри добавляли по
2 мл свежей ростовой среды.

Оценка жизнеспособности и пролиферативной ак-
тивности эМСК в составе целлюлозной матрицы мето-
дом проточной цитометрии. Единичную клеточную
суспензию получали путем инкубации заселенной
матрицы при температуре 37°С в растворе TrypLE™
Express (Fisher Scientific, США) в течение 15 мин с
последующей промывкой матрицы ростовой средой
под давлением с использованием шприца 2 мл без
иглы. Клетки ресуспензировали (1 млн/мл) в раство-
ре PBS, содержащем 5% эмбриональной коровьей
сыворотки. Для мечения ядер мертвых клеток при-
меняли йодистый пропидий (PI) (Sigma, США) в ко-
нечной концентрации 50 мкг/мл. Суспензию эМСК,
извлеченных из целлюлозной матрицы, окрашивали
PI в течение 5 мин и далее оценивали жизнеспособ-

Рис. 1. Подготовка и визуализация целлюлозной матрицы из яблока. а –Ломтерезка (слайсер) для нарезки заготовок для мат-
риц из целлюлозы. б – Целлюлозные матрицы на разных стадиях децеллюляризации (ДЦ): 1 – матрица из яблока до ДЦ, 2,
3 – матрица после обработки 0.5%-ным раствором SDS в течение 24 и 48 ч соответственно; 4, 5 –матрица после обработки
0.1%-ным раствором SDS в течение 24 и 48 ч соответственно; 6 – ДЦ-целлюлозная матрица; в, г – матрица после ДЦ до и по-
сле окрашивания Конго красным соответственно.

200 мкм 200 мкм в  г 

 а  б 

1 2 3

4 5 6
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ность клеток с помощью проточного цитофлуори-
метра CytoFLEX (Beckman Coulter, США).

Для исследования распределения эМСК по фа-
зам клеточного цикла суспензию эМСК, извлечен-
ных из целлюлозной матрицы, пермеабилизовали
0.1%-ным раствором Тритона X-100 (Sigma-Aldrich,
США) и дополнительно окрашивали в течение 5 мин
4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI; Sigma-Al-
drich, США) в конечной концентрации 2 мкг/мл при
комнатной температуре. Число клеток в разных фа-
зах клеточного цикла определяли с помощью про-
точного цитофлуориметра CytoFLEX (Beckman
Coulter, США).

Оценка жизнеспособности и пролиферативной ак-
тивности эМСК в составе трехмерной конструкции ме-
тодом конфокальной микроскопии. Для анализа жиз-
неспособности эМСК после заселения в матрицу
использовали 3 флуоресцентных метки: HyPer (сен-
сор перекиси водорода), интеркалирующий ядер-
ный краситель Hoechst 33342, а также маркер ядер
погибших клеток PI (Sigma, США) в конечной кон-
центрации 50 мкг/мл. HyPer позволяет обнаружи-
вать живые клетки, метаболические пути которых в
текущий момент активны. Клетки, окрашенные PI
(красные), считали погибшими. Для наблюдений
использовали конфокальный лазерный сканирую-
щий микроскоп Olympus FV3000 (Olympus, США).

Для визуальной оценки пролиферативной актив-
ности эМСК в составе целлюлозных матриц исполь-
зовали коммерческий набор Click-iT™ EdU Cell Prolif-
eration Kit for Imaging (Invitrogen, США) согласно про-
токолу производителя. Через 16 ч после посева клеток
в ростовую среду добавлялся аналог тимидина 5-эти-
нил-2'-дезоксиуридин (EdU), который встраивается
в синтезируемую цепь ДНК в ходе репликации. Че-
рез 6 ч клетки фиксировали 4%-ным раствором па-
раформальдегида и метили Alexa Fluor 488 в форме
азида согласно протоколу производителя. Изображе-
ния матриц получали с использованием конфокально-
го лазерного сканирующего микроскопа Olympus
FV3000 (Olympus, США). Для дальнейшей обработки
изображений использовали программное обеспече-
ние ImageJ. Флуоресцирующие ядра считали, ис-
пользуя метод треугольников для определения поро-
гового значения флуоресценции (Zack et al., 1977).

Оценка экспрессии поверхностных маркеров эМСК
в составе целлюлозной матрицы методом проточной
цитометрии. Иммунофенотипический анализ по-
верхностных CD-маркеров эМСК, извлеченных их
матрицы, проводили с помощью проточного цито-
флуориметра Cytoflex (Beckman Coulter, США).
Клетки ресуспензировали (1 млн/мл) в растворе
PBS, содержащем 5% эмбриональной коровьей сыво-
ротки. Для анализа использовали антитела, конъюги-
рованные с фикоэритрином: CD44, CD73, CD90,
CD105. Все антитела, включая антитела изотипическо-
го контроля, были получены от Beckman Coulter
(США) и использованы по протоколу производителя.

Имуноцитохимическое окрашивание на виментин.
При проведении имуноцитохимического исследова-
ния матриц, заселенных эМСК, все манипуляции
проводили при покачивании матриц, помещенных в
чашки Петри, на шейкере (100 об./мин). Вначале
матрицы с эМСК промывали раствором PBS 4 раза по
5 мин, фиксировали в 4%-ном растворе параформаль-
дегида в течение 15 мин и снова промывали раствором
PBS 4 раза по 5 мин. Затем клетки пермеабилизирова-
ли 1%-ным раствором Тритона Х-100 в течение 30 мин,
после чего блокировали сайты неспецифического свя-
зывания в растворе, содержащем 1% бычьего сыворо-
точного альбумина (BSA), 5% нормальной сыворот-
ки козы и 0.3% Тритона X-100 в PBS в течение 1 ч.
Инкубацию с первичными моноклональными мы-
шиными антителами к виментину (MA5-11883; Invi-
trogen, США) в концентрации 2 мкг/мл (в присут-
ствии 1% BSA и 0.3% Тритона X-100 в PBS) проводи-
ли в течение ночи при 4°С. Далее осуществляли
промывку PBS, содержащим 0.3% Тритона X-100
4 раза по 5 мин и инкубировали со вторичными ан-
тителами козы к IgG мыши, коньюгированными с
Alexa Fluor™ 594 (A-11005; Invitrogen, США) в разве-
дении 1 : 500 (в присутствии 1% BSA и 0.3% Тритона
X-100 в PBS) в течение 40 мин в темноте с последую-
щей промывкой образца PBS 4 раза по 5 мин. Для
визуализации ядер клеток последнюю промывку
производили в присутствии 0.5 мкг/мл DAPI. После
окрашивания матрицы помещали в 4-луночную кю-
вету с дном из боросиликатного стекла и исследова-
ли методом конфокальной микроскопии.

Проведение децидуальной дифференцировки. Цел-
люлозные матрицы после заселения эМСК, экс-
прессирующими HyPer, культивировали в течении
10 сут в стандартной ростовой среде. Затем среду за-
меняли на среду без сыворотки на 24 ч. После этого
производили замену среды на среду, содержащую
2% коровьей эмбриональной сыворотки и 1 мМ ин-
дуктора децидуальной дифференцировки 8-Br-
cAMP (Sigma, США). Замену среды на свежую про-
изводили каждые третьи сут культивирования. Кон-
трольные матрицы с эМСК культивировали таким
же образом и в той же культуральной среде, но без
добавления 8-Br-cAMP. На 7 сут среду из контроль-
ных и дифференцируемых культур отбирали для
определения содержания пролактина. Содержание
пролактина определяли методом иммунофермент-
ного анализа (ELISA) с использованием коммерче-
ского набора согласно инструкции производителя
(Abcam, Великобритания). Концентрации пролак-
тина, определенные методом иммуноферментного
анализа, соотносили с числом клеток. Морфологию
клеток определяли с помощью конфокального ла-
зерного сканирующего микроскопа Olympus FV3000
(Olympus, США).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основной целью данной работы стала разработка
методики трехмерного культивирования МСК в со-
ставе целлюлозных матриц и поиск подходов для
анализа клеток в составе 3D-систем культивирова-
ния. Матрицы были созданы с использованием
адаптированной нами методики Модулевского с
коллегами (Modulevsky et al., 2014) и разработанного
авторами работы слайсера для получения образцов с
заданными параметрами. Полученная матрица об-
ладала ячеистой структурой, морфологические осо-
бенности которой были оценены методами световой
и флуоресцентной микроскопии с применением
Конго красного, окрашивающего β-глюканы
(рис. 1в, г). Размер ячеек матрицы составляет 200–
300 мкм, ячейки взаимосвязаны и высокопористы,
поэтому матрица не создает препятствий для пере-
носа питательных веществ и кислорода, клеточной
пролиферации и миграции (Modulevsky et al., 2014).
Согласно данным из литературы, матрица из яблока
обладает наиболее подходящими для роста клеток
механическими свойствами по сравнению с целлю-

лозными скаффолдами, полученным из других рас-
тительных объектов (Lee et al., 2019).

Следующим этапом работы была разработка ме-
тодики заселения целлюлозных матриц МСК. В на-
стоящей работе в качестве клеточного компонента
3D-системы культивирования использовали эМСК
человека. Несмотря на высокую способность эМСК
к адгезии, при попытках заселения матрицы без до-
полнительной модификации ее поверхности не уда-
валось достичь эффективного заселения; эМСК не
прикреплялись к матрице и образовывали сфероиды
внутри целлюлозных ячеек (рис. 2а). Для увеличе-
ния клеточной адгезии была разработана методика
покрытия целлюлозной матрицы коллагеном I типа
с использованием метода лиофильной сушки.

Согласно данным из литературы, для заселения
матриц обычно наносят суспензию клеток в неболь-
шом объеме культуральной среды (20–40 мкл) на по-
верхность матрицы и недолго выдерживают (около 6 ч)
в стандартных условиях (37°С, 5% CO2) для лучшего
прикрепления клеток с последующим добавлением
культуральной среды до необходимого объема

Рис. 2. эМСК после заселения в целлюлозную матрицу. а – эМСК, сформировавшие сфероиды в не обработанной коллаге-
ном I типа целлюлозной матрице; б – эМСК, экспрессирующие в цитоплазме биосенсор H2O2 (HyPer, зеленый цвет), куль-
тивируемые в монослое; в – эМСК, экспрессирующие в цитоплазме биосенсор H2O2 (HyPer, зеленый цвет), культивируемые
в целлюлозной матрице, обработанной коллагеном I типа; г – эМСК, культивируемые в целлюлозной матрице, обработан-
ной коллагеном I типа, окрашенные до заселения в матрицу ДНК-интеркалирующим красителем Hoechst 33342 (синий); д –
3D-модель матрицы с клетками, собранная из серии изображений, полученных последовательно на разном фокусном рас-
стоянии; е – эМСК, экспрессирующие HyPer (зеленый), окрашенные Hoechst 33342 (синий) и йодистым пропидием (PI)
(красный) для визуализации погибших клеток.
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200 мкм 100 мкм

200 мкм 200 мкм

 г  д  е 

 а  б  в 
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(Modulevsky et al., 2014; Lee et al., 2019). Для увеличе-
ния плотности и равномерности заселения эМСК в
матрицы нами предложен комбинированный метод
посева эМСК, состоящий из введения клеточной
суспензии в толщу матрицы с помощью иглы-кате-
тера и дополнительного нанесения суспензии на по-
верхность матрицы. Матрицы после заселения кратко-
временно (45 мин) культивировали без добавления
культуральной среды для обеспечения частичной адге-
зии клеток в их составе. Данный инъекционно-капель-
ный метод заселения позволил увеличить эффектив-
ность посева до уровня свыше 85% от исходного числа
клеток, а также повысить равномерность распределе-
ния эМСК в целлюлозной матрице.

Несмотря на масштабность проводимых исследо-
ваний в области 3D-культивирования клеток, ос-
новное внимание уделяется выбору материала скаф-
фолда, служащего основой для роста клеток, улуч-
шению его адгезивных свойств, подбору клеточного
материала, совместимого с материалом скаффолда.
Однако вопросы, связанные с фундаментальными
характеристиками клеток, помещенных в 3D-окру-
жение, остаются в тени. Разработанная нами модель
культивирования эМСК в 3D-системе позволяет
охарактеризовать клетки.

Для визуализации живых эМСК с помощью кон-
фокальной микроскопии, в экспериментах исполь-
зовали линии клеток, экспрессирующие генетиче-
ски кодируемый биосенсор перекиси водорода Hy-
Per, который преимущественно применяется для
оценки редокс-статуса клеток. Известно, что пере-
кись водорода является одним из регуляторов внут-
риклеточного сигналинга, поэтому в интактной (без
добавления экзогенной перекиси водорода) клетке
поддерживается определенный базальный уровень
перекиси водорода, активирующий флуоресценцию
биосенсора HyPer. В настоящей работе мы исполь-
зовали этот флуоресцентный сигнал для визуализа-
ции метаболически активных клеток. Кроме того,
перед заселением в матрицу клетки были помечены
прижизненным ДНК-интеркалирующим красите-
лем Hoechst 33342 (рис. 2б, в). Это позволило оцени-
вать плотность заселения матриц, пролиферативную
активность, морфологические особенности и жиз-
неспособность клеток in situ без дополнительных ма-
нипуляций с помощью флуоресцентной микроско-
пии. Жизнеспособность оценивали, определяя чис-
ло PI-положительных клеток (рис. 2г). 3D-модель,
собранная из серии изображений, последовательно
полученных на разном фокусном расстоянии, отра-
жает равномерное распределение клеток на внут-
ренних поверхностях матрицы по всем трем направ-
лениям (рис. 2д). При оценке морфологии клеток
внутри матриц отмечали сохранение веретенообраз-
ной формы, характерной для эМСК, культивируе-
мых в виде монослоя (рис. 2е).

Оценку пролиферативной активности эМСК при
культивировании в матрицах проводили с использо-

ванием набора Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit,
позволяющего визуализировать флуоресцентный
сигнал меченого красителем аналога тимидина,
встраиваемого в ДНК в процессе репликации
(рис. 3а, б). Проведенный флуоресцентный анализ
выявил популяцию EdU-положительных клеток,
что свидетельствует об активной пролиферации
эМСК, населяющих скаффолд. Для подтверждения
этих наблюдений и изучения динамики заполнения
матрицы клетками осуществляли последовательную
съемку определенного фрагмента матрицы в
различные дни культивирования, участок  отмечали
механически, и все изображения получали на
одинаковой глубине относительно поверхностей
матрицы.

Для количественной характеристики свойств
эМСК, культивируемых в 3D-условиях, были разра-
ботаны протоколы, позволяющие извлекать засе-
ленные в матрицу клетки. Проведенная методом
проточной цитометрии оценка жизнеспособности
эМСК показала, что на 7 сут культивирования в мат-
рице доля жизнеспособной популяции составляла
более 86% (рис. 5а). При более длительном культи-
вировании (до 30 сут) в составе матрицы также опре-
деляли значительное количество живых клеток (дан-
ные не представлены). При анализе распределения
эМСК по фазам клеточного цикла было обнаруже-
но, что в популяции клеток, извлеченных из матри-
цы, соотношение фаз клеточного цикла было анало-
гично распределению в пролиферирующих моно-
слойных культурах эМСК (рис. 3б).

Кроме того, с помощью проточной цитометрии
была проведена фенотипическая характеристика
эМСК, культивируемых в матрицах. Экспрессия
ключевых поверхностных маркеров эМСК (рис. 5в)
соответствовала стандартным значениям, характер-
ным для МСК (Husein, Thiemermann, 2010).

Для подтверждения сохранения мезенхимных
свойств эМСК при культивировании в составе цел-
люлозных матриц, проводили иммуноцитохимиче-
ское окрашивание на наличие в клетках виментина,
одного из основных маркеров клеток мезенхимного
ряда. В результате было обнаружено характерное
окрашивание цитоскелета эМСК в составе матрицы
(рис. 6).

Помимо фенотипических признаков, одним из
ключевых маркеров МСК является их способность
к тканеспецифической дифференцировке (Hu-
sein, Thiemermann, 2010). МСК эндометриального
происхождения, в первую очередь, присуща спо-
собность к дифференцировке в децидуальные
клетки (Домнина и др., 2015). Как известно, ткань
эндометрия при завершении менструального цикла
децидуализируется, что обеспечивает возможность
последующей успешной имплантации бластоцисты
в ходе эмбрионального развития зародыша (Gargett,
Masuda, 2010). Культивирование эМСК внутри цел-
люлозной матрицы в присутствии индуктора деци-
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Рис. 3. Ядра эМСК, окрашенные красителем Hoechst 33342 и меченные EdU с последующим окрашиванием Alexa Fluor 488,
при культивировании в матрицах, обработанных коллагеном I типа. а – Ядра пролиферирующих эМСК флуоресцируют зе-
леным цветом (EdU), ядра не пролиферирующих эМСК окрашены только синим (Hoechst 33342). б - Сшивка изображений,
полученная в результате последовательной сьемки матрицы, заселенной эМСК, по которым производили подсчет окрашен-
ных Hoechst 33342 и меченных EdU с последующим окрашиванием Alexa Fluor 488 ядер пролиферирующих эМСК.

100 мкм 500 мкм

 а  б 

Рис. 4. Изображения флюоресцирующих зеленым цветом эМСК для визуальной оценки их пролиферативной активности в
целлюлозной матрице. Конфокальная микроскопия. а, б – Участок матрицы через 1 и 6 сут соответственно после заселения
ее эМСК, экспрессирующими флюоресцирующий биосенсор H2O2 (HyPer); показаны участок матрицы на глубине ближе к
поверхности (позиция 1) и ближе к середине (позиция 2).
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дуализации 8-Br-cAMP в ростовой среде повлекло за
собой морфологические и секреторные изменения.
Форма клеток изменилась с веретеновидной на бо-
лее округлую, что характерно для децидуально диф-
ференцированных эМСК (рис. 7а, б). Наблюдалось
увеличение секреции пролактина по сравнению с не
дифференцированными эМСК (рис. 7в).

По данным литературы, растительные целлюлоз-
ные матриксы, заселенные клетками, в основном
предлагаются для регенерации костной ткани, по-
этому авторы работ проводят дифференцировку в
остеогенном направлении (Bilirgen et al., 2021). Нами
впервые показана возможность использовать такие
модели для формирования других типов тканей, а
также показана возможность дифференцировать
эМСК в составе целлюлозной матрицы в тканеспе-
цифические децидуальные клетки.

Обсуждая полученные результаты и перспективы
использования созданных 3D-клеточных структур,

важно отметить, что разработанная нами технология
позволяет варьировать способы модификации по-
верхности матриц, применяя не только коллаген
I типа, но и другие компоненты внеклеточного мат-
рикса клеток человека, такие как фибронектин и
коллаген IV типа (Bilirgen et al., 2021). Она позволяет
создавать 3D-системы на основе других типов кле-
ток, используя их для моделирования заболеваний и
тестирования фармакологических препаратов, а также
развивать предложенный нами метод культивирова-
ния эМСК, реализуя амбициозную задачу восстанов-
ления архитектуры ткани эндометрия in vitro.

В итоге мы показали, что целлюлозная матрица,
полученная из мезокарпия яблока, может служить
подходящим каркасом для культивирования и диф-
ференцировки эМСК в 3D-системе. Эта модель под-
ходит как для изучения клеток методом конфокаль-
ной микроскопии, так и для исследований с помо-
щью проточной цитометрии. Благодаря достаточной

Рис. 5. Жизнеспособность и пролиферативная активность эМСК, культивируемых в матрицах, обработанных коллагеном
I типа. Проточная цитометрия. а – Гистограмма, показывающая долю живых и мертвых эМСК, извлеченных из матрицы; б –
распределение по фазам клеточного цикла эМСК, культивируемых в матрицах, обработанных коллагеном I типа (цифры над
столбцами указывают долю клеток); в – гистограмма проточной цитометрии, показывающая наличие поверхностных CD-
маркеров эМСК, культивируемых в целлюлозных матрицах (Iso – изотипический контроль).
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механической прочности, биосовместимости, до-
ступности и легкости в использовании, применение
матриц из децеллюляризированной ткани яблока,
заселенных МСК, может стать новой стратегией в
регенеративной медицине.
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Рис. 6. Иммуноцитохимическое окрашивание эМСК, культивируемых в целлюлозных матрицах, на виментин (красный
цвет). Ядра окрашены DAPI (синие).
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Рис. 7. Индукция тканеспецифической децидуальной дифференцировки эМСК, культивируемых в целлюлозных матрицах.
Дифференцировку (Диф.) индуцировали добавлением 1 мМ 8-Br-cAMP (Sigma, США) в культуральную среду. а – Недиффе-
ренцированные эМСК, б – изменение морфологии эМСК при дифференцировке. Стрелками указаны клетки, имеющие
наиболее характерные морфологические изменения. в – Секреция пролактина эМСК недифференцированных (контроль) и
при децидуальной дифференцировке (при добавлении 1 мМ 8-Br-cAMP); н.о. – не определяется.
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Stem/Stromal Cells Using Cellulose Scaffolds
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The development of methods for culturing cells in three-dimensional systems is an urgent focus of modern cell bi-
ology. When cultured in the 3D system, a tissue-specific architecture is reproduced and the real microenvironment
and cell behavior in vivo are more precisely recreated. Human mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are typically
isolated and cultured as a monolayer 2D culture. In this work, we developed a method for three-dimensional culti-
vation and tissue-specific decidual differentiation of MSCs isolated from human endometrial tissue using a matrix
derived from decellularized apple. Decellularized apple matrices have sufficient mechanical strength, are biocom-
patible, accessible, easy to use, and have ample scope for surface modification. This cell culture system is suitable for
both confocal microscopy and flow cytometry studies. The model we developed can become the basis for the cre-
ation of new cell products and tissue-engineering structures in the field of regenerative biomedicine.

Keywords: 3D cultivation, decellularized plants, endometrial mesenchymal stem/stromal cells, decidual differentia-
tion
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Дипептид (β-аланил-L-гистидин) обнаружен в значительных количествах в мышцах и в головном мозге
млекопитающих, особенно в обонятельных структурах. L-карнозин проявляет многие протективные эф-
фекты при действии на клетки различных цитотоксических факторов. Срезы обонятельной коры мозга
крыс мы использовали для изучения криопротективных характеристик L-карнозина в процессе криосо-
хранения (КС). Анализировали изменения активности N-метил-D-аспартатных рецепторов (NMDAR)
при регистрации NMDA-потенциалов, вызываемых электрической стимуляцией латерального обоня-
тельного тракта. Срезы мозга преинкубировали с L-карнозином (20 мМ) в искусственном цереброспи-
нальном растворе, замораживали (–10°C,) и после длительного КС (30 сут) отогревали до 37°С. До и после
КС определяли изменения амплитуд NMDA-потенциалов. Обнаружено, что дипептид оптимизировал рН
замораживающего раствора после КС и сохранял активность NMDAR, определяемых по амплитуде
NMDA-потенциалов. L-карнозин после КС способствовал дегидратации избыточной свободной воды из
срезов. Дипептид ингибировал развитие глутаматной эксайтотоксичности в срезах мозга в процессе КС и
сохранял нормальное функционирование NMDAR. Полученные данные доказывают, что L-карнозин
проявляет свойства эндогенного криопротектора в нервной ткани.

Ключевые слова: L-карнозин, срезы мозга, рецепторы NMDA, фокальные потенциалы, замораживание–
отогревание, криосохранение
DOI: 10.31857/S0041377123020049, EDN: LWPMHE

Криосохранение (КС) – это биотехнология обра-
тимого торможения жизнедеятельности клеток и ор-
ганов млекопитающих при длительном воздействии
отрицательных температур. Исследование законо-
мерностей и способов КС очень востребовано в ре-
генеративной медицине для трансплантации и со-
здании криобанка (Ichikawa et al., 2007).

Достигнуты значительные успехи КС однотип-
ных клеток (ооцитов, сперматозоидов, клеток кро-
ви) с последующим восстановлением их биологиче-
ских функций после отогревания. Однако значи-
тельные проблемы возникают при длительном КС
нервной ткани из-за ее гетерогенности, необходи-
мости сохранения не только базовых функций (пе-
редачи информации в нервной сети), но и более вы-
соких (пластических свойств): способности обуче-
ния и хранения информации (памяти). Вместе с тем,
в клинике существует острая потребность эксплан-

татов мозга для пересадки при таких невропатологи-
ях, как инсульт, эпилепсия и травма. Такие экспланты
мозга должны храниться в криобанке при специаль-
ных условиях. Установлено, что обычные способы за-
мораживания–отогревания в процедуре КС вызывают
нарушение функций нервных клеток, синапсов и дела-
ют их непригодными для трансплантации. Для сохра-
нения их функций при КС используют криопротекто-
ры. Традиционно применяемые протекторы (ДМСО,
этиленгликоль и др.) оказывают негативное влияние
на нейроны и блокируют синаптические механиз-
мы, поэтому их применение при КС нецелесообраз-
но (Пичугин, 2013). Таким образом, для потенциаль-
ных криопротекторов нервной ткани предъявляют-
ся особые требования, чтобы они обладали высокой
эффективностью, не нарушали функций отдельных
синаптических механизмов, не влияли на интегри-
рованность нейрональной сети, а также не проявля-
ли токсичность.

В настоящей работе в качестве потенциального
криопротектора был исследован карнозин. Карнозин
(β-аланил-L-гистидин), эндогенный дипептид, синте-
зируемый ферментом карнозинсинтаза 1 (CARNS1) из
аминокислот β-аланина (синтезируется в печени) и

Принятые сокращения: КС – криосохранение; ДМСО – диме-
тилсульфоксид; ЛОТ – латеральный обонятельный тракт; ФП –
фокальные потенциалы; AMPA – альфа-амино-3-гидрокси-5-
метилизоксазол-4-пропионовая кислота; CARNS – карнозин-
синтаза; NMDA – N-метил-D-аспартат; NMDAR – рецеп-
тор(ы) NMDA.

УДК 573.7616-006
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L-гистидина (получаемого из пищи). Содержание
этого дипептида наиболее высокое (миллимолярные
концентрации) в сердечных и скелетных мышцах, а
также в головном мозге, особенно в обонятельной
луковице и обонятельной коре (Boldyrev et al., 2013).
Так, концентрация L-карнозина в коре больших по-
лушарий головного мозга составляет 0.1 мМ, а в обо-
нятельных луковицах – на порядок выше (1–2 мМ)
(Hipkiss et al., 1998; Boldyrev et al., 2013). В меньших
количествах (менее 0.1 мМ) он находится и в других
тканях организма (Boldyrev et al., 2013).

Уровни L-карнозина в тканях целого организма
регулируются активностью двух карнозиназ с помо-
щью которых, он распадается на β-аланин и L-ги-
стидин: CNDP1 и цитозольной карнозиндипептида-
зы 2 (CNDP2), которые относятся к семейству ме-
таллопротеаз М20 (Teufel et al., 2003).

Выявлено, что L-карнозин в нормотермических
условиях производит плейотропные положительные
эффекты в организме. Так, L-карнозин проявляет
свойства антиоксиданта, он нейтрализует активные
формы кислорода, а также предотвращает перекис-
ное окисление липидов, сохраняя структуру клеточ-
ных мембран. Дипептид препятствует процессу гли-
келирования, т.е. окисления белков глюкозой и свя-
зывает образующиеся при гликолизе протоны
(Pepper et al., 2010). Он выполняет роль внутрикле-
точного pH-буфера, что указывает на способность
пептида проникать внутрь клеток через их мембра-
ны (Boldyrev et al., 2013). L-карнозин действует в ор-
ганизме хелатором тяжелых металлов (свинец, ртуть,
мышьяк, кадмий), которые являются ферментными
ядами, а также защищает клетки от прооксидантных
металлов (железа, меди, цинка), вызывающих разру-
шение клеточных мембран (Berezhnoy et al., 2019).

В контексте исследования L-карнозина в качестве
криопротектора важно отметить его функции в цен-
тральных обонятельных структурах. Так, выявлена
совместная локализация возбуждающего медиатора –
глутамата и L-карнозина в пресинаптических терми-
налях в обонятельной нейронах, что может улучшать
функционирование глутаматергических рецепторных
механизмов (Sassoe-Pognetto et al., 1993; Bonfanti et al.,
1999). Экзогенная аппликация L-карнозина на обоня-
тельные нейроны приводила к снижению их гибели за
счет действия на глутаматергическую систему и мито-
хондриальную биоэнергетику клеток (Ouyang et al.,
2016).

Колокализация L-карнозина и глутамата в преси-
напсах обонятельных нейронов привела к гипотезе,
что L-карнозин является основным нейротрансмит-
тером в обонятельных структурах (Tiedje et al., 2010).
Однако она не подтвердилась (Bonfanti et al., 1999;
De Marchis et al., 2000). Вместе с тем, выявлено, что
L-карнозин, выделяясь из пресинапсов во внекле-
точное пространство в обонятельной коре, действует,
как объемный медиатор паракринно, воздействуя на
окружающие клетки и способствуя их активации, за-

щает от действия стресс-факторов (Мокрушин, Пле-
ханов, 2001).

Обнаружено, что L-карнозин модулирует глута-
матергическую медиаторную систему в центральной
нервной системе и в микромолярных концентраци-
ях активирует AMPA и NMDA-зависимые механиз-
мы (Khama-Murad et al., 2008).

Особый интерес представляют результаты иссле-
дований протективного потенциала L-карнозина. В
условиях развития ишемического и геморрагическо-
го поражения мозговых структур L-карнозин про-
явил себя эффективным протектором нервных кле-
ток (Zemke et al., 2005; Khama-Murad et al., 2011;
Zhang et al., 2011; Bae, Majid, 2013; Lopachev et al.,
2017, 2020; Стволинский и др., 2017). Выявлено про-
тективное действие L-карнозина на такие нейроде-
генеративные заболевания, как болезнь Альцгейме-
ра, Паркинсона и др. (Solana-Manrique et al., 2022).

Таким образом, представленные данные доказы-
вают, что L-карнозин является мультипотентным
эффективным протектором и нейромодулятором в
нормальных условиях в структурах нервной систе-
мы. В связи с этим мы предположили, что обладая
протективным потенциалом, L-карнозин может вы-
полнять функцию криопротектора в нервной ткани в
процессе КС. Для того чтобы проверить эту гипотезу,
мы исследовали эффекты экзогенной аппликации
L-карнозина на экспериментальной модели – пере-
живающих срезах обонятельной коры мозга крыс.

Срезы головного мозга являются оптимальными
экспериментальными объектами для разработки
протоколов, методов КС и поиска криопротекторов.
Они позволяют изучать восстановление активности
не только нейронов, но и синаптических механиз-
мов при КС. Удалось обнаружить, что при медлен-
ных скоростях охлаждения срезов обонятельной ко-
ры (0.1–0.125°С/мин) до 16°С активность таких
ионотропных глутаматергических рецепторных ме-
ханизмов, как α-амино-3-гидрокси-5-метилизокса-
зол-4-пропионовая кислота (AMPAR) и N-метил-D-
аспартата (NMDAR) сохранялись (Mokrushin et al.,
2014). В дальнейших исследованиях была выявлена
различная устойчивость AMPAR и NMDAR к замо-
раживанию−отогреванию срезов головного мозга
при низкотемпературном КС (−10°С, 52 дня). AM-
PAR в этих условиях сохранялись и усиливались, а
процессы NMDAR, наоборот, подавлялись и блоки-
ровались, что указывало на значительное (необрати-
мое) нарушении их функций (Мокрушин, 2016,
2020; Мокрушин, Боровиков, 2017). Эти результаты
принципиальны, поскольку NMDAR являются
ключевыми в глутаматергической медиаторной си-
стеме головного мозга, участвуют в обучении, форми-
ровании памяти, а также в развитии различных невро-
патологий (эпилепсии, инсульта, травмы и др.)
(Obrenovitch, Urenjak, 1997). Поскольку NMDAR яв-
ляются наиболее уязвимыми механизмами при дей-
ствии долговременного КС, в настоящей работе мы
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сосредоточились на исследовании эффектов карно-
зина на эти рецепторные механизмы. Срезы обоня-
тельной коры мозга крыс преинкубировали в раство-
ре с L-карнозином в концентрации 20 мМ, заморажи-
вали в нем до –10°C, хранили при этой температуре в
течение 30 сут, затем отогревали до 37°С и регистриро-
вали изменения активности NMDAR до и после КС.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. Все эксперименты проводили на бе-

лых крысах-самцах линии Wistar массой 180–200 г.
Использовали 20 животных, которых содержали в
помещении вивария Института физиологии им.
И.П. Павлова РАН при свободном доступе к воде и
пище с 12-часовым циклом ночь/день. Эксперимен-
ты с животными проводили в соответствии с реко-
мендациями по этике, предложенными Директивой
Совета Европейских сообществ (86/609 EEC).

Приготовление срезов. Исследования проведены
на тангенциальных срезах обонятельной коры го-
ловного мозга крыс-самцов толщиной 400–500 мкм.
Срезы мозга включают нейроны пириформной ко-
ры, глутаматергические синапсы и проводящие
нервные волокна латерального обонятельного трак-
та (ЛОТ) (рис. 1а). Приготовление срезов происхо-
дило следующим образом. Крыс декапитировали
при помощи гильотины. Хирургическими инстру-
ментами извлекали головной мозг и помещали его
на фильтровальную бумагу, покрывающую металли-
ческий столик, охлажденный до 4°C. При помощи
специального резака (Митюшов и др., 1986; Мокру-
шин, 1997) готовили срезы обонятельной коры моз-
га. Кисточкой срез переносили в стеклянный фла-
кон с искусственным цереброспинальным раство-
ром (ИЦР; состав в мМ: 124 NaCl, 5 KCl, 2.6 CaCl2,
1.24 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 3 NaHCO3, 10 глюкозы;
рН 7.3 при 37°С) объемом 1 мл. Длительность всей

процедуры приготовления среза от момента декапи-
тации до помещения его во флакон с раствором со-
ставляла 1–1.5 мин. Газовую атмосферу над жидко-
стью со срезом в течение 1 мин заменяли на кисло-
род. Флакон со срезом устанавливали в аппарат
Варбурга (Германия) с частотой качаний 120 за 1 мин
при температуре 37°C.

Определение активности NMDAR. Срезы предвари-
тельно инкубировали в течение 1 ч аэрированным
ИЦР. После этого срезы один за другим переносили в
регистрационную камеру электрофизиологической
установки (Мокрушин, Боровиков, 2017), непрерывно
перфузировали ИЦР со скоростью 2.0 мл/мин и реги-
стрировали активность NMDA-потенциалов. В ответ
на электрическую стимуляцию ЛОТ в нормотермиче-
ских условиях внеклеточно регистрируются фокальные
потенциалы (ФП), которые отражают суммарную ак-
тивность нейронов пириформной коры и волокон
ЛОТ. Без стимуляции ЛОТ спонтанная активность в
срезах не регистрируется. ФП является многокомпо-
нентным потенциалом и состоит из пресинаптического
компонента, который отражает активность проводя-
щих волокон ЛОТ – суммарный потенциал действия
(ПД-ЛОТ) и постсинаптических компонентов, кото-
рые отражают активацию глутаматергических ионо-
тропных рецепторов – альфа-амино-3-гидрокси-5-ме-
тилизоксалол-4-пропионовой кислоты (AMPAR) и N-
метил-D-аспартата (NMDAR) (рис. 1б). В настоящей
работе изучали изменения только активности NMDAR
в виде NMDA-потенциалов (рис. 1в). Эти потенциалы
фармакологически идентифицированы ранее в нормо-
термических условиях при аппликации на срезы спе-
цифического антагониста D-APV (50 мкМ) (Мокру-
шин, 1997; Mokrushin, Pavlinova, 2013). В срезах реги-
стрировали амплитуды NMDA-потенциалов (мкВ)
стеклянными микроэлектродами, заполненными 1 M
NaCl, с сопротивлением 1–5 МОм. Эти потенциалы
регистрировали в ответ на электрические импульсы

Рис. 1. Схема экспериментальной модели для изучения криопротекторных характеристик L-карнозина (20 мМ). а – Схема
среза обонятельной коры мозга крыс с основными морфологическими структурами и локализацией стимулирующего и ре-
гистрирующего электродов. б – Суммарный потенциал, регистрируемый в срезе в ответ на электрическую стимуляцию лате-
рального обонятельного тракта с указанием постсинаптических компонентoв: раннего AMPA-потенциала и позднего
NMDA-потенциала (мкВ). в – NMDA-потенциал (в увеличенном масштабе), являющийся индикатором активности
NMDAR; в работе изучали только изменения NMDA-потенциалов при действии L-карнозина в процессе криосохранения;
штрих-линия представляет изолинию; вертикальная стрелка показывает способ измерения амплитуд NMDA-потенциала.
Калибровка указана.
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ЛОТ от электростимулятора (ЭСУ-1, Россия) прямо-
угольной формы, длительностью 0.1 мс, интенсивно-
стью 1–3 В и частотой 0.003 Гц при 37°С в течение
20 мин. Регистрацию проводили в проточной камере
электрофизиологической установки (Мокрушин, Бо-
ровиков, 2017) с использованием усилителя (НТО, Рос-
сия). Потенциалы оцифровывали аналого-цифровым
прибором (Е 20–10, Россия) и обрабатывали с помо-
щью компьютерной программы “Анализ электриче-
ской активности нейронов” (Институт физиологии им.
И.П. Павлова РАН, Россия).

Измерение pH среды. Измерение рН ИЦР со сре-
зом до и после КС с использованием L-карнозина
осуществляли с помощью pH-метра Seven Compact
S220 (Mettler Toledo, США). Значения рН определя-
ли с точностью до 0.1. Температуру среды со срезами
до и после замораживания при регистрации NMDA-
потенциалов измеряли с помощью прибора “Изме-
ритель пид-регулятор ТРМ12” (Россия).

Определение содержания воды в срезах. Содержа-
ние воды определяли путем измерения веса срезов
до и после воздействия КС. Срезы после предвари-
тельной инкубации в контрольной среде (без L-кар-
нозина) помещали на фильтровальную бумагу и
быстро удаляли избыток жидкости, не удаляя воду из
ткани. Затем срезы взвешивали на торсионных весах
ВТ-500 (Россия), полученные значения весов обо-
значали как Мк (контрольные, мг). После КС срезы
снова высушивали в сушильном шкафу при 85°С в те-
чение 5 ч, охлаждали в эксикаторе, повторно взвеши-

вали, вес обозначали как Мвс (мг). Содержание воды в
срезах определяли в мг по формуле: Св = (Мк –
‒ Мвс)/Мвс где: Св – содержание воды в срезах по-
сле КС, Мк – вес контрольных срезов до КС, Мвс –
вес высушенных срезов после КС.

Протокол криосохранения срезов с L-карнозином
проводили в следующей последовательности. Срезы
в течение 20 мин перфузировали ИЦР (солевой со-
став см. выше) в проточной камере электрофизиоло-
гической установки (Мокрушин, Боровиков, 2017) и
регистрировали амплитуды NMDA-потенциалов
(мкВ). Полученные значения амплитуд NMDA-по-
тенциалов рассматривали как контрольные перед
замораживанием и принимали за 100%. Затем срезы
перфузировали ИЦР (того же состава) с добавлени-
ем L-карнозина до концентрации 20 мМ в течение
20 мин и регистрировали NMDA-потенциалы. Далее
срезы замораживали в растворе ИЦР при медленной
скорости (0.1°С/мин) до –10°С и хранили в моро-
зильнике термостата “ThermoStat plus” (Eppendorf,
Германия). Через 30 сут КС срезы отогревали до
37°С с такой же скоростью (0.1°С/мин), при этом со-
левой состав среды и концентрация L-карнозина не
менялись. Вновь регистрировали NMDA-потенциа-
лы и выражали их в % по отношению к значениям до
замораживания. Во время отогревания NMDA-по-
тенциалы регистрировали в диапазоне температур от
5°С до 37°С.

Химические реактивы для приготовления раство-
ров были приобретены в фирме Химреактив (Рос-
сия), L-карнозин – у Sigma (США).

Статистическую обработку изменения амплитуд
NMDA-потенциалов проводили с использованием
непараметрического параметра Вилкоксона–Ман-
на–Уитни (U-критерия). Цифровые данные выра-
жали средним значением и его стандартной ошиб-
кой. Различия считали достоверными при уровене
статистической значимости Р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Нейротропное действие L-карнозина на активность

NMDAR. Для выяснения протективного эффекта L-
карнозина в процессах криосохранения нервной
ткани представляется важным определить нейро-
тропные эффекты его экзогенной аппликации в от-
ношении активности NMDAR. Это необходимо для
определения оптимальной концентрации L-карно-
зина для последующего использования его в каче-
стве криопротектора. Активность NMDAR оценива-
ли по амплитуде NMDA-потенциалов. Каждую кон-
центрацию L-карнозина тестировали на отдельной
группе срезов. Результаты исследований представ-
лены на рис. 2.

Зависимость амплитуд NMDA-потенциалов от кон-
центрации экзогенного L-карнозина была нелиней-
ной. Малые концентрации дипептида (0.05, 0.25 мМ)
вызывали увеличение NMDA-потенциалов. L-кар-

Рис. 2. Дозо-зависимое действие экзогенной аппликации
L-карнозина в разной концентрации на амплитуду
NMDA-потенциалов в срезах обонятельной коры крыс.
Ось абсцисс – шкала неравномерная. Каждая концен-
трация L-карнозина тестировалась на отдельной группе
срезов (n = 12 для каждой концентрации). Штриховая ли-
ния – амплитуда NMDA-потенциала в срезах в контроле
без аппликации L-карнозина (100%). * Различия ампли-
туды NMDA-потенциалов по сравнению с контрольны-
ми значениями достоверны при Р ≤ 0.05 (непараметриче-
скй U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).
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нозин в концентрации 0.5–2 мМ также индуцировал
возрастание амплитуды NMDA-потенциалов, но эти
изменения были статистически недостоверными по
сравнению с контрольными значениями. В диапазо-
не концентраций экзогенного L-карнозина 10–
30 мМ амплитуда NMDA-потенциалов не отлича-
лась от контрольных значений.

Представленные результаты соответствуют ран-
ним данным в том, что микромолярные концентра-
ции L-карнозина активируют NMDA-потенциалы
(Khama-Murad et al., 2008).

На основе полученных результатов для последую-
щего изучения протективных свойств L-карнозина
была выбрана концетрация 20 мМ как наиболее ста-
бильная (в диапазоне 10–30 мМ) по действию на
NMDA-потенциалы.

Действие L-карнозина на рН замораживающей сре-
ды до и после КС. В предыдущей работе было обнару-
жено, что после КС срезов мозга замораживающая
среда закислялась до рН 6.5 и при этом амплитуды
NMDA-потенциалов значительно редуцировались
или блокировались; использование гибридной бу-
ферной системы из карбонатной (NaHCO3), фос-
фатной (KH2PO4) и трис(гидроксиметил)аминоме-
тановой ((HOCH2)3CNH2), а также увеличение рН
среды до 7.6–7.7 в процессе замораживания срезов
способствовало сохранению амплитуды NMDA-по-
тенциалов после КС (Мокрушин, 2022). В связи с
этим возник вопрос, как “справится” L-карнозин с
изменением рН замораживающего раствора после
КС? Для ответа на этот вопрос срезы инкубировали
в замораживающем растворе в течение 20 мин при
температуре 37°С с L-карнозином (20 мМ) до и по-
сле КС. Полученные данные сравнивали со значе-
ниями рН в растворе инкубации срезов без L-карно-
зина и замораживания (контроль).

Добавление L-карнозина в замораживающий
раствор до КС не влияло на рН раствора, но приво-
дило к увеличению рН этого раствора после КС до
рН 7.4 (рис. 3). Отметим, что такое повышение рН не
критично и находится в оптимальном диапазоне для
функционирования NMDAR (рН 7.2–7.4, на рис. 3
отмечен серым фоном).

Этот вывод подтверждается измерением амплитуд
NMDA-потенциалов до и после КС. Так, амплитуда
NMDA-потенциалов до КС составляла 129 ± 8 мкВ, а
после КС и последующего отогревания составляла
118 ± 10 мкВ. Статистически эти значения не отлича-
лись от значений до КС (Р ≥ 0.05, U = 29, n = 7).

Таким образом, L-карнозин “справляется” с ре-
гуляцией рН замораживающего раствора и проявля-
ет характеристики криопротектора.

Влияние L-карнозина на содержание воды в срезах
до и после КС. Процесс дегидратации−гидратации
нервных клеток и межклеточного пространства яв-
ляется важным вопросом в сохранении жизнеспо-
собности структур нервной ткани после КС. Этот

вопрос был изучен в специальной серии экспери-
ментов. Исследовали изменение содержания воды
(набухание) в срезах после повторного отогревания
срезов от –10 до 37°С. Методика измерения содер-
жания воды в срезах и расчеты подробно описаны в
разделе “Материал и методика”.

Вес срезов после КС без добавления L-карнозина
в замораживающий раствор увеличивался в среднем
на 20 ± 7% по сравнению с контрольными значени-
ями (рис. 4). Эти данные указывают на усиление гид-
ратации ткани срезов (набухание), что может ока-
зать негативное влияние на функционирование
NMDA-зависимых механизмов. Измерение амплитуд
NMDA-потенциалов подтвердило такое предположе-
ние. Так, амплитуда NMDA-потенциала уменьшалась
после КС без L-карнозина и составляла 16 ± 5 мкВ
против 128 ± 10 мкВ до КС (Р ≤ 0.05, U = 7, n = 12).

Степень гидратации срезов значительно снижа-
лась при добавлении L-карнозина (20 мМ) в замора-
живающий раствор (рис. 4). После КС вес срезов не-
значительно увеличивался (108 ± 6% против 100% в
контроле, Р > 0.05, U = 7, n = 16). Однако такие изме-
нения гидратации срезов в присутствии L-карнози-
на в замораживающем растворе способствовали сохра-
нению NMDA-потенциалов после КС. Амплитуда
NMDA-потенциалов до КС составляла 134 ± 11 мкВ, а
после КС – 124 ± 10 мкВ. Статистически эти значения
не отличались от значений до КС (Р ≤ 0.05, U = 27,
n = 12).

Таким образом, L-карнозин в замораживающем
растворе после КС уменьшал гидратацию срезов и
способствовал сохранению активности NMDA-за-

Рис. 3. Действие экзогенного L-карнозина (20 мМ) на рН
замораживающего раствора до и после криоконсервации
(КС). Серым фоном отмечены оптимальные диапазоны
рН (рН 7.2–7.4), при которых стабильно сохраняются ам-
плитуды NMDA-потенциалов (n = 7). * – Отличия значе-
ний рН замораживающего раствора с 20 мМ карнозина
после КС от значений рН раствора без карнозина до КС
(контроль) достоверны при Р ≤ 0.05 (непараметрический
U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).
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висимых механизмов. Следовательно, экзогенный
L-карнозин проявляет свойства криопротектора.

Действие L-карнозина (20 мМ) на изменения
NMDA-потенциалов при отогревании срезов после
КС. На основании приведенных выше данных о
криопротекторных свойствах L-карнозина мы ис-
следовали динамику изменений амплитуд NMDA-
потенциалов в процессе отогревания срезов после
КС при добавлении L-карнозина и сравнили с ана-
логичным процессом без L-карнозина.

В контрольных зкспериментах без использования
L-карнозина амплитуда NMDA- потенциалов изме-
нялась куполообразно в процессе отогревании сре-
зов с медленной скоростью (0.1°С/мин) (рис. 5). При
5°С амплитуда NMDA-потенциалов была ниже кон-
трольного значения (до замораживания) и составля-
ла 97 ± 3%. Дальнейшее отогревание срезов приво-
дило к увеличению амплитуды NMDA-потенциалов
с максимумом в диапазоне температур от 21 до 26°С
(137 ± 4 и 139 ± 5% соответственно). Затем актив-
ность амплитуды NMDA-потенциалов резко снижа-
лась и при 37°С составляла 37 ± 4% от значений до
КС (рис. 5).

Полученные данные свидетельствуют о гиперак-
тивации NMDA-зависимых механизмов при отогре-
вании без L-карнозина с медленной скоростью
0.1°С/мин в диапазоне температур от 10 до 26°С. Купо-
лообразная кривая указывает на развитие процесса эк-
сайтотоксичности, которая связана с усиленным выде-
лением возбуждающего медиатора глутамата из преси-
напсов и активацией постсинаптических глутаматных
рецепторов. Затем интенсифицируется поток ионов
кальция внутрь клеток, что приводит к нарушению
нормального функционирования клеток, а при глу-
бокой гипотермии и последующем отогревании –
эксайтотоксическую гибель нейронов (Warren et al.,

2012). В результате амплитуда NMDA-потециалов
редуцируется ниже значений до КС и на данной экс-
периментальной модели наблюдается нарушение
функционирования NMDAR. Следовательно, КС
срезов с медленной скоростью (0.1°С/мин) замора-
живания–отогревания без L-карнозина не способ-
ствует сохранению значений NMDAR, которые бы-
ли до КС.

Добавление L-карнозина (20 мМ) в заморажива-
ющий раствор также сопровождалось куполообраз-
ной формой изменений амплитуды NMDA-потеци-
алов, но при этом значительно снижались амплитуд-
ные характеристики этой кривой (рис. 5). Только в
диапазоне температур от 16°С до 21°С значения ам-
плитуды NMDA-потециалов (120 ± 5 и 118 ± 7% со-
ответственно) превышали контрольные до КС. При
дальнейшем увеличении температуры в интервале от
26 до 37°С значения амплитуды NMDA-потециалов
не отличались от контрольного уровня до КС
(рис. 5).

Полученные данные указывают на то, что L-кар-
нозин ингибирует развитие глутаматной эксайто-
токсичности в срезах мозга в процессе КС и способ-
ствует сохранению нормального функционирова-
ния NMDA-механизмов как наиболее уязвимых к
действию замораживания−отогревания.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы впервые представили ха-
рактеристики L-карнозина как криопротектора для

Рис. 4. Действие L-карнозина (20 мМ) на изменение со-
держания воды (набухание) в срезах мозга, определяемо-
му по их весу, в процессе КС. Для каждой группы изме-
рений n = 5. Различия величин амплитуд NMDA-потен-
циалов до КС (контроль) и после КС без L-карнозина
достоверны при Р ≤ 0.05 (непараметрический U-крите-
рий Вилкоксона–Манна–Уитни).
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Рис. 5. Динамика изменений амплитуд NMDA-потенци-
алов при отогревании после предварительной обработки
срезов L-карнозином (20 мМ). По оси абсцисс – темпе-
ратура замораживающего раствора при отогревании, при
которой измеряли амплитуду NMDA-потенциалов, °С
(шкала неравномерная; n = 9). Скорость отогревания:
0.1°С/мин. * Отличия амплитуды NMDA-потенциалов от
контрольных значений достоверны при Р ≤ 0.05 (непара-
метрическй U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).
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нервной ткани теплокровных негибернирующих
животных в процессе длительного КС.

Дипептид как криопротектор имеет несомненное
преимущество по сравнению с часто используемы-
ми токсичными криопротекторами ДМСО и эти-
ленгликолем. В отличие от них, L-карнозин имеет
эндогенное происхождение, не токсичен и обладает
высокой биосовместимостью. Для того чтобы дока-
зать криопротекторные свойства L-карнозина, мы
исследовали его эффекты в отношении сохранения
активностей NMDAR как наиболее уязвимых меха-
низмов нервной ткани при длительном КС.

При интерпретации протективных свойств L-
карнозина после КС следует принять во внимание
весь спектр полученных данных. Во-первых, дипеп-
тид оптимизировал рН замораживающего раствора
после КС и тем самым сохранял активность NMDA.
Кроме того, фактором, усиливающим протективный
эффект L-карнозина, было использование гибридной
буферной системы – карбонатной (NaHCO3), фос-
фатной (KH2PO4) и трис(гидроксиметил)аминоме-
тановой ((HOCH2)3CNH2), – что также улучшает ак-
тивности NMDA механизмов (Мокрушин, 2022).

Во-вторых, L-карнозин способствовал дегидра-
тации срезов. Это важно, поскольку свободная вода
является причиной разрушения клеточных мембран
кристаллами льда при 4°С как в процессе, так и по-
сле КС при отогревании.

Положительной характеристикой L-карнозина,
как криопротектора, является отсутствие у него ток-
сичности, поскольку он эндогенного происхожде-
ния. Пептид метаболизируется в организме на β-ала-
нил и L-гистидин, участвующих в других процессах.
По этой характеристике он превосходит такие часто
используемые криопротекторы, как ДМСО и эти-
ленгликоль. Они являются токсичными, плохо вы-
водятся из клеток и их применение на нервной тка-
ни вызывает необратимые повреждения нейронов
(Пичугин, 2013).

Очевидно, что L-карнозин является проникаю-
щим крипротектором (Matsumura et al., 2021), по-
скольку установлено, он может активно транспорти-
роваться через клеточные мембраны рядом белков
из семейства протонно-связанных олигопептидных
переносчиков (POT), также белков SLC15 и внут-
ри клеток дипептид действует как pH-буфер
(Boldyrev et al., 2013) тем самым увеличивается про-
тективный потенциал пептида.

Возникает вопрос, почему в настоящей работе
была использована концентрация L-карнозина
20 мМ, десятикратно превышающая его содержание
в обонятельной луковице (1–2 мМ). Стратегия на-
шего выбора основана на том, чтобы L-карнозин
действовал не только как проникающий, но и как
внешний криопротектор. Для этого увеличили кон-
центрацию экзогенного дипептида, поскольку он
распадается под действием CNDP1 и цитозольной
CNDP2 (Teufel et al., 2003). Кроме того, мы полагали,

что L-карнозин будет проявлять свои другие поло-
жительные характеристики – антиоксиданта, инги-
битора процесса гликелирования и связывания об-
разующихся при гликолизе протонов. Эти способ-
ности L-карнозина также могут усилить его
криопротекторные свойства.

Таким образом, результаты проведенных иссле-
дований доказывают, что дипептид L-карнозин мо-
жет рассматриваться как нетоксичный криопротек-
тор в срезах мозга теплокровных негибернирующих
животных. Экзогенный L-карнозин оптимизировал
рН замораживающего раствора после КС. Он спо-
собствовал дегидратации избыточной свободной во-
ды из срезов. L-карнозин ингибировал развитие глу-
таматной эксайтотоксичности в срезах мозга в про-
цессе КС и способствовал сохранению нормального
функционирования NMDA-механизмов как наибо-
лее уязвимых механизмов при замораживании–ото-
гревании.

Для нервной системы теплокровных эти данные
получены впервые. Подтверждением результатов
наших исследований являются данные об участии
карнозина как криопротектора в репродуктивной
системе животных. Установлено, что карнозин при-
сутствует в семенной плазме нескольких видов орга-
низмов (Boldyrev et al., 2013) и может быть ключевым
фактором устойчивости сперматозоидов к КС. Та-
кое предположение подтвердилось в работе, в кото-
рой определяли концентрации эндогенного карно-
зина, присутствующего в семенной плазме жереб-
цов, и сопоставляли эти результаты с подвижностью
сперматозоидов и окислительным статусом при КС.
Удалось обнаружить, что более высокие концентра-
ции эндогенного карнозина способствовали более
высокой толерантности сперматозоидов к охлажде-
нию и КС. В тех образцах семенной плазмы, в кото-
рых уровень карнозина был низкий, наблюдали зна-
чительное снижение активности сперматозоидов
после КС. Авторы обнаружили, что дипептид спо-
собствовал ингибированию окислительного стресса
во время КС, действуя как хелатор малонового ди-
альдегида (Rocha et al., 2018).

В другой работе применяли экзогенный карнозин
и его аналог ансерин, у которого в гетероцикле ги-
стидина водород замещён на метильную группу.
Эякуляты сперматозоидов японского перепела ин-
кубировали in vitro и раздельно апплицировали на
них эти дипептиды. Суспензии инкубировали при
15°С в течение 12 сут. Выявили, что оба дипептида
улучшали параметры подвижности сперматозоидов
после КС (Sarkar et al., 2021).

Таким образом, приведенные выше данные дока-
зывают, что как эндогенный, так и экзогенный кар-
нозин, работает в качестве криопротектора и в дру-
гих тканях организма и можно предположить, что
карнозин является универсальным криопротекто-
ром. Важно отметить, что аналог карнозина также
обладает криопротективным потенциалом.
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МОКРУШИН

Мы полагаем, что полученные данные могут
стать основой для разработки терапевтических пре-
паратов на основе L-карнозина для применения его
в качестве нетоксичного эндогенного криопротек-
тора для нервной ткани.
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Cryoprotective Characteristics of L-Carnosine Dipeptide (β-Alanyl-L-Histidine)
A. A. Mokrushin*

Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, 199034 Russia
*e-mail: mok@inbox.ru

The dipeptide (β-alanyl-L-histidine) is found in significant amounts in the muscles and brain of mammals, espe-
cially in the olfactory structures. L-Carnosine exhibits many protective effects when exposed to various cytotoxic
factors on cells. We used slices of the rat olfactory cortex to study the cryoprotective characteristics of L-carnosine
during cryopreservation (CP). Changes in the activity of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR) were analyzed
during registration of NMDA potentials induced by electrical stimulation of the lateral olfactory tract. Brain slices
were preincubated with L-carnosine (20 mM) in solution, frozen (−10°C), and after a long CP (30 days) they were
warmed up to 37°C and changes in the amplitudes of NMDA potentials were determined. It was found that the di-
peptide optimized the pH of the freezing solution after CP and retained the activity of NMDAR, determined by the
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amplitude of NMDA potentials. L-Carnosine after CP contributed to the dehydration of excess free water from the
slices. The dipeptide inhibited the development of glutamate excitotoxicity in brain slices during CP and maintained
normal NMDAR functioning. The data obtained prove that L-carnosine exhibits the properties of an endogenous
cryoprotector in the nervous tissue.

Keywords: L-Carnosine, cortical slices, NMDA receptors, focal potentials, freezing/thawing, cryopreservation
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Эпифиз играет ключевую роль в координации различных функций организма. Основную часть клеток
эпифиза составляют пинеалоциты, а вторые по количеству – глиальные клетки, данные по которым про-
тиворечивы. Настоящая работа предпринята для изучения астроглиальных клеток эпифиза человека с по-
мощью иммуногистохимического метода с применением микроскопии проходящего света и, впервые, с
использованием конфокальной лазерной микроскопии. Для маркирования астроцитов использовали ан-
титела к глиальному фибриллярному кислому белку (GFAP) и виментину. В эпифизе человека выявлено
большое число GFAP- и виментин-иммунопозитивных структур. GFAP был локализован в полигональ-
ных клетках, расположенных в дольках среди пинеалоцитов, а виментин – в кровеносных сосудах и округлых
клетках, локализованных преимущественно в трабекулах и частично в пинеальных дольках. И GFAP-, и ви-
ментин-иммунореактивные клетки имели по несколько длинных ветвящихся отростков, которые прони-
зывали всю паренхиму эпифиза, образуя густую сеть, и заканчивались на поверхности эпифиза, кровенос-
ных сосудах и вокруг конкрементов. GFAP-иммунореактивные волокна плотно оплетали все конкремен-
ты (одиночные и в группах), тогда как виментин-иммуноположительные отростки окружали лишь часть
из них. Исследование последовательных срезов эпифиза показало, что совпадение локализации GFAP и
виментина для клеток эпифиза не типично. Можно полагать, что в эпифизе человека существуют две от-
дельные популяции астроцитоподобных клеток, GFAP- или виментин-содержащие, и различающиеся не
только цитохимически, но и по морфологическим особенностям и локализации клеточных тел, а также по
расположению отростков.

Ключевые слова: эпифиз, астроциты, глиальный фибриллярный кислый белок (GFAP), виментин, конкре-
менты
DOI: 10.31857/S0041377123020104, EDN: NDJWCZ

Эпифиз (шишковидное тело, пинеальная железа,
лат. glandula pinealis) – это нейроэндокринный ор-
ган, основная функция которого состоит в том, что-
бы получать информацию о текущем состоянии све-
тового режима в окружающей среде (свет или темно-
та) и передавать эту информацию на внутренние
системы организма с помощью секреции гормона
мелатонина. Синтез и секреция мелатонина подвер-
жены циркадным колебаниям: с наступлением тем-
ноты синтез мелатонина и его концентрация в крови
значительно возрастает, при свете синтез мелатони-
на подавлен и концентрация его в крови падает. В
соответствии с концентрацией мелатонина в крови в
течение суток циклично меняется активность внут-
ренних органов. Эпифиз играет ключевую роль в ко-
ординации различных функций организма, в первую
очередь, регуляции цикла бодрствование–сон, но,
кроме того, влияет на репродуктивную функцию, им-
мунитет и реакцию организма на стресс. К настоящему
времени установлено, что функциональная актив-

ность эпифиза нарушена при ряде нервных и психиче-
ских заболеваний (болезнь Альцгеймера, заболевания
аутистического спектра и др.), а также в старости (Ste-
hle et al., 2011). Причины и механизмы этих наруше-
ний, как и механизмы регуляции деятельности пинеа-
лоцитов в норме пока не установлены.

Что касается структуры шишковидной железы у
человека, то она имеет грушевидную форму, про-
дольный размер составляет до 10 мм, поперечный –
4–8 мм. Эпифиз является частью эпиталамуса и распо-
ложен в задней части III желудочка, между каудальной
комиссурой и дорсальной комиссурой уздечки, на
верхних бугорках крыши среднего мозга. Паренхима
пинеальной железы представлена дольками, частич-
но разделенными соединительнотканными трабеку-
лами и состоит из многочисленных клеток, пинеало-
цитов и кровеносных сосудов.

Большинство клеток эпифиза составляют синте-
зирующие мелатонин эндокринные клетки – пинеа-
лоциты. Кроме них в эпифизе выявлены глиальные
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клетки, тучные и нейроноподобные клетки (Фёдо-
рова и др., 2018; Pedersen et al., 1993; Sato et al., 1994;
Ibanez Rodriguez et al., 2016; Григорьев и др., 2020;
Csaki et al, 2021), причем астроцитоподобные клетки
составляют вторую по численности клеточную по-
пуляцию после пинеалоцитов. К настоящему време-
ни доказано, что астроглия в центральной нервной
системе выполняет множество функций: она участвует
в иммунной защите, обмене нейромедиаторов, синап-
тической передаче, синаптогенезе, нейрогенезе во
взрослом мозге, в регуляции кровотока в мозговых со-
судах, функционировании гематоэнцефалического ба-
рьера, водно-электролитном обмене (Sofroniew,
Vinters, 2010; Butt, Verkhratsky, 2018; Lago-Baldaia et al.,
2020). Учитывая полифункциональность астрогли-
альных клеток, не удивительно утверждение об их
причастности к патогенезу многих, если не всех нев-
рологических заболеваний (Sofroniew, Vinters, 2010;
Verkhratsky et al., 2011; Dossi et al., 2018; Гомазков,
2020; Fernández-Blanco, Dierssen, 2020). Функции
астроцитов, специфические для эпифиза, пока не
определены, но вполне вероятно их участие в регу-
ляции функциональной активности пинеалоцитов
как в норме, так и при патологических состояниях.
Однако, в отличие от структуры и функции пинеало-
цитов, которые интенсивно исследовались в послед-
ние полвека, астроглиальные клетки эпифиза изуча-
лись недостаточно. Морфологическое описание астро-
цитов в эпифизе было дано с помощью классических
гистологических методов еще в первой половине ХХ в.
(Scharenberg, Liss, 1965), а попытки иммуногистохими-
ческого исследования пинеальных астроцитов пред-
принимались сразу после появления соответствующих
специфических для астроглии антител, однако бóль-
шая часть работ была проведена на эпифизе животных,
тогда как астроглия эпифиза человека с помощью им-
муногистохимии исследовалась в единичных рабо-
тах, причем все – в начале 1980-х годов, в период, ко-
гда иммуногистохимические методы были несовер-
шенны (Lowenthal et al., 1982; Papasozomenos, 1983;
Zang, 1985). В настоящем исследовании морфологиче-
ские особенности астроглиальных клеток эпифиза че-
ловека были изучены с помощью иммуногистохимии
и впервые – с помощью конфокальной лазерной мик-
роскопии с использованием двух взаимодополняю-
щих маркеров астроцитов – антител к глиальному
фибриллярному кислому белку (GFAP) и вименти-
ну. Цель исследования состояла в изучении распре-
деления и локализации GFAP- и виментин-иммуно-
позитвных структур в эпифизе человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследование проведено на образцах эпифиза
человека (n = 9, 16–68 лет) из архива отдела общей и
частной морфологии Института экспериментальной
медицины. Архивация биологического материала
была проведена с соблюдением этических норм, что
подтверждено положительными заключениями ло-

кального этического комитета ФГБНУ ИЭМ № 58–
9/1–684 от 11.12.2009 г. и № 2/22 от 06.04.2022 г. Об-
разцы эпифиза были фиксированы в спирт−форма-
лине или цинк−этанол−формалине (Korzhevskii
et al., 2015), обезвожены и залиты в парафин по об-
щепринятой методике. Из парафиновых блоков го-
товили серийные срезы толщиной 7 мкм на ротаци-
онном микротоме (Leica RM 2125RT) и наклеивали
на предметные стекла с адгезивным покрытием His-
tobond+ (Marienfeld, Германия). После стандартной
процедуры депарафинирования препараты подвер-
гали тепловому демаскированию в цитратном моди-
фицированном буфере S1700 (Dako, Дания).

Для иммуногистохимического исследования
эпифиза мозга использовали антитела к глиальному
фибриллярному кислому белку (GFAP) (в разведе-
нии 1 : 500, Agilent-Dako, Santa Clara, CA, США) и ви-
ментину (клон SP-20 в разведении 1 : 200, Spring Biosci-
ence, Pleasanton, CA, США). В качестве вторичных ан-
тител для световой микроскопии использовали
наборы Mach2 Universal HRP Polymer Kit for mouse
and rabbit (Biocare Medical, США) и Reveal Polyvalent
HRP DAB Detection System (Spring Bioscience,
США). Для визуализации продукта иммуногистохи-
мической реакции применяли 3,3-диаминобензи-
дин (набор реагентов DAB+, Dako, Дания), часть
срезов подкрашивали гематоксилином. Для конфо-
кальной микроскопии в качестве вторичных реаген-
тов применяли биотинилированные антитела про-
тив иммуноглобулинов кролика из набора R&D Cell
and Tissue Staining Kit (R&D Systems, США) и биоти-
нилированные вторичные антитела из набора
VECTASTAIN Universal Quick HRP kit (Vector Labs,
США). Затем срезы обрабатывали конъюгатом
стрептавидина с флуорохромом Rhodamine Red™-X
(RRX) (Jackson ImmunoResearch, США). Ядра были
подкрашены флуоресцентным красителем SYTOX
Green (Invitrogen, США). Срезы заключали в быстро
сохнущую нефлуоресцирующую среду Cytoseal™ 60
(Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI, США).

Для исследования полученных препаратов ис-
пользовали микроскоп Leica DM750 с цифровой фо-
токамерой ICC50 (Leica Microsystems, Wetzlar, Гер-
мания). Флуоресцентно окрашенные препараты
изучали с помощью конфокального лазерного мик-
роскопа LSM800 (Carl Zeiss, Oberkochen, Германия)
с использованием программного обеспечения для
обработки изображений Zen-2012 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Предварительный гистологический анализ об-
разцов эпифиза человека показал их хорошую со-
хранность, типичное лобулярное строение, наличие
многочисленных конкрементов (кальцификаты или
псаммомные тельца) и отдельных кист в его па-
ренхиме.
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Иммуногистохимическое исследование препара-
тов с помощью реакции на виментин показало, что
этот белок выявляется преимущественно в клетках
трабекул, разделяющих паренхиму эпифиза на дольки
(рис. 1). Как правило, иммунопозитивными оказыва-
ются клетки, ассоциированные с кровеносными сосу-
дами, которые четко прослеживаются в составе трабе-
кул и редко выявляются в составе паренхимы эпифиза.
Эти клетки имеют округлую или овальную форму и
обычно 1–2 отростка, которые могут оканчиваться на
кровеносных сосудах, и морфологически отличаются
от типичных звездчатых астроцитов. Виментин-им-
муноположительные отростки локализуются чаще в
трабекулах эпифиза. В некоторых случаях наблюда-
ются отдельные области в эпифизе с многочислен-
ными виментин-иммуноположительными клеточ-
ными телами и отростками.

Иммуногистохимическое окрашивание препара-
тов с помощью антител к GFAP в светооптическом
микроскопе обнаружило многочисленные равно-
мерно распределенные GFAP-иммунореактивные
отростки и отдельные клеточные тела в паренхиме
эпифиза (рис. 1в, г). Отростки образовывали густую
сеть, которая оплетала кровеносные сосуды и кон-
кременты (рис. 1г, 4в, г). GFAP-иммунореактивные
клеточные тела были меньше пинеалоцитов, встре-
чались редко, обычно среди пинеалоцитов внутри
долек. Исследование с помощью конфокального ла-
зерного микроскопа показало, что тела GFAP+-аст-

роцитов имеют полигональную форму, толстые пер-
вичные отростки и несколько тонких разветвляю-
щихся вторичных отростков (рис 2а, б). Отростки
располагались между пинеалоцитами в дольках эпи-
физа, причeм редко удавалось увидеть, чтобы от-
ростки проходили через трабекулы (рис. 2а). Cети
разнонаправленных и пучки однонаправленных
GFAP-иммуноположительных волокон встречались
примерно с такой же частотой, что и виментин-им-
мунореактивные. Часто волокна образовывали гу-
стое сплетение в центральной части эпифиза, на пе-
риферии располагались с меньшей плотностью, но
формировали очень плотную кайму по краевой по-
верхности (рис. 2д).

При исследовании последовательных срезов,
окрашенных на виментин и GFAP, было обнаруже-
но, что виментин-иммунопозитивные тела и отрост-
ки не совпадают по локализации с GFAP-иммуно-
позитивными, то есть представляют собой две раз-
ные популяции клеток (рис. 3а, б). Эта картина
наблюдается и при исследовании случаев, в которых
присутствовал обширный глиоз. Области с глиозом
локализовались, как правило, в центральной части
эпифиза, где отростки и тела глиальных клеток рас-
полагались концентрически. При этом при окраске
на GFAP в этой области наблюдались лишь однона-
правленные отростки и окрашенные гематоксили-
ном ядра клеток, в то время как на параллельном
срезе при окраске на виментин помимо разнона-

Рис. 1. Распределение астроцитарных маркеров в эпифизе человека. Иммуногистохимическая реакция на виментин (а, б) и
GFAP (в, г). Преимущественная локализация виментина в кровеносных сосудах соединительнотканных трабекул эпифиза (а,
б), GFAP – в дольке эпифиза (в, г). а–в – Стрелка – долька эпифиза, головка стрелки – трабекула эпифиза. г – GFAP+-во-
локна в паренхиме эпифиза (отмечены стрелкой). Масштабный отрезок равен 200 мкм (а, в) и 50 мкм (б, г).

 в  г 

 а  б 
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правленных отростков (которые были более редки-
ми по сравнению с GFAP+-отростками) наблюда-
лись и виментин+-тела округлой и полигональной
формы (рис. 3в, г).

В большинстве исследованных случаев в эпифизе
были обнаружены многочисленные кальцификаты,
которые были либо одиночными, либо формирова-
ли группы. Они могут локализоваться как в цен-

Рис. 2. Распределение GFAP в эпифизе человека. Конфокальная лазерная микроскопия. Иммуногистохимическая реакция
на GFAP (красная флуоресценция) с подкраской ядер SYTOX Green (зеленый цвет). а, б – локализация и морфология
GFAP+-астроцитов (указаны стрелкой) в пределах дольки эпифиза. в, г – Изолирующая глиальная прослойка, сформирован-
ная отростками астроцитов (указаны стрелкой), К – кальцификат. д – Краевая область эпифиза. Одиночная стрелка – отрост-
ки астроцитов, головка стрелки – краевая область эпифиза. а, б, д – одиночный оптический срез, г – трехмерная реконструк-
ция, в – проекция 37 оптических срезов. Масштабный отрезок равен 50 (а), 20 (б), 10 (в, г), 200 мкм (д).

 в 

 д 

 г 

 а  б 
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тральных областях эпифиза, так и по периферии.
GFAP- и виментин-иммунореактивные волокна
оплетают своими отростками и одиночные конкре-
менты, и их группы, формируя изолирующую про-
слойку от окружающей нервной ткани (рис 4а, в).
При этом при окраске на виментин не все конкре-
менты (как правило, это касается одиночных каль-
цификатов) были изолированы виментин-иммуно-
реактивными волокнами (рис 4б), в отличие от
GFAP, который наблюдался вокруг всех кальцифи-
катов (рис. 4в, г). При исследовании с помощью кон-
фокального лазерного микроскопа и построения
трехмерных реконструкций видно, что в областях
локализации кальцификатов GFAP+-волокна фор-
мируют густую сеть, а сама глиальная изолирующая
прослойка плотно примыкает по всей поверхности
кальцификата.

При попадании на препарат вместе с эпифизом
соседних участков мозга обращало на себя внима-
ние, что виментин-иммуноположительные волокна
и тела клеток встречались в эпифизе в значительно
большем количестве, чем в прилежащих отделах го-
ловного мозга.

ОБСУЖДЕНИЕ

В представленной иммуногистохимической ра-
боте были использованы антитела к глиальному
фибриллярному кислому белку (GFAP) и виментину

(виментин ранее в эпифизе человека не исследовал-
ся). GFAP – это белок промежуточных филаментов
астроцитов и общепризнанный селективный маркер
астроглиальных клеток (Сухорукова и др., 2015; Ko-
vacs, 2017; O’Leary et al., 2020). Виментин – также бе-
лок промежуточных филаментов, который пред-
ставлен преимущественно в клетках мезенхимного
происхождения. В раннем онтогенезе виментин экс-
прессируется почти во всех клетках, но по мере их
дифференцировки, этот белок в большинстве клеток
перестает синтезироваться, и его можно обнаружить
только в некоторых типах клеток, таких как фиброб-
ласты, эндотелиоциты, макрофаги, меланоциты,
шванновские клетки и эпендимоциты (Kovacs, 2017;
O’Leary et al., 2020; Sarnat, Yu, 2022). В полном соот-
ветствии с этими данными мы наблюдали иммуно-
реактивность виментина в эндотелиальных клетках
сосудов, а также в астроцитоподобных клетках эпи-
физа человека. Кроме того, виментин выявлен в ря-
де клеток, которые не являются астроцитоподобны-
ми клетками стромы эпифиза. Последние, по на-
шим наблюдениям, имели округлую форму, обычно
1–2 отростка и морфологически отличались от ти-
пичных звездчатых астроцитов. GFAP-иммунополо-
жительные клетки имеют полигональную форму,
как правило, несколько толстых первичных отрост-
ков, от которых отходят тонкие разветвляющиеся
отростки, что более соответствует форме волокни-
стых астроцитов. Характерно, что если GFAP-имму-
нореактивные тела клеток располагались среди пи-

Рис. 3. Различная локализация GFAP+- и виментин+-структур на последовательных срезах эпифиза человека. Распределение
GFAP+-волокон (а) и виментин+-тел (б) в паренхиме долек. в, г – обширный глиоз в эпифизе человека. Стрелками отмечены
отростки GFAP+-волокон (а, в) и виментин-иммуноположительных клеточных тел (б, г). Ядра клеток окрашены гематокси-
лином. Масштабный отрезок равен 50 мкм.

 в  г 

 а  б 
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неалоцитов в пинеальных дольках, то виментин-им-
мунореактивные клеточные тела встречались в
дольках эпифиза редко, чаще они локализовались в
соединительнотканных трабекулах.

Длинные виментин-иммунореактивные волокна
тянутся через всю толщу эпифиза и могут заканчи-
ваться на краевой поверхности, кровеносных сосу-
дах или окружать кальцификаты. Однако характер-
но, что если GFAP-иммунореактивные волокна
оплетают практически все конкременты, одиночные
и в группах, формируя плотную изолирующую про-
слойку от окружающей ткани, то виментин-имму-
нореактивные отростки окружают только часть из
них. Возможно, виментин-иммуноположительные
клетки оплетают кальцификаты, которые формиро-
вались в области трабекул эпифиза.

Известно, что в ходе нормального и патологиче-
ского развития центральной нервной системы ради-
альная глия и незрелые астроциты экспрессируют в
основном виментин, а по мере дифференцировки –
преимущественно GFAP. Поэтому считается, что
виментин характерен для дифференцирующихся
астроцитов, а глиальный фибриллярный кислый бе-
лок – для зрелых астроглиальных клеток (Boya, Cal-
vo, 1993). Исходя из этих данных, можно было бы
предположить, что в эпифизе человека существует
пул зрелых (содержащих GFAP) и пул незрелых (со-
держащих виментин) астроцитов. Однако, по на-
шим наблюдениям, виментин-иммунореактивные
клетки обладают хорошо развитой сетью отростков,

пронизывающих все части эпифиза, плотно опуты-
вающие кровеносные сосуды, конкременты и выхо-
дящие на краевую поверхность, вследствие чего их
трудно считать незрелыми. Кроме того, сопоставле-
ние распределения GFAP и виментина на соседних
срезах не позволило в подавляющем большинстве
случаев обнаружить совпадения их локализации, что
свидетельствует против солокализации этих двух
белков и указывает на отсутствие или малое число
переходных форм астроцитов, содержащих оба бел-
ка одновременно. Эти данные приводят к выводу,
что в эпифизе человека астроглия представлена дву-
мя цитохимически различающимися подвидами:
GFAP- и виментин-содержащими астроцитоподоб-
ными клетками. Нужно заметить, что ранее сходное
разделение астроцитов на субпопуляции, различаю-
щиеся по цитохимическому составу, отмечали в
эпифизе взрослых лабораторных животных (Huang
et al., 1984; Schachner et al., 1984; Calvo et al., 1988;
López–Muñoz, 1992), однако в эпифизе человека две
цитохимически различные субпопуляции глиаль-
ных клеток описаны впервые в настоящем исследо-
вании. Кроме того, виментин-иммунопозитивные
клетки также могут быть представлены двумя подти-
пами: виментин+-клетками, расположенными в тра-
бекулах, и виментин+-клетками, локализованными
в дольках эпифиза. Эти подтипы могут различаться
функционально в связи с разной локализацией в
эпифизе.

Рис. 4. Кальцификаты в эпифизе человека. Иммуногистохимическая реакция на виментин (а, б) и на GFAP (в, г). Вимен-
тин+- (а) и GFAP+- (в, г) волокна формируют изолирующую прослойку от окружающей ткани. б – Отсутствие глиальной про-
слойки вокруг группы кальцификатов, при окраске на виментин. Ядра клеток окрашены гематоксилином. К – кальцификат.
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Обильное представление астроглиальных воло-
кон на поверхности эпифиза, омываемой церебро-
спинальной жидкостью III желудочка мозга, указы-
вает на возможное их участие также в транспортных
процессах между эпифизом и ликвором, в том числе,
возможно, в транспортировке мелатонина из пинеа-
лоцитов в ликвор.

Густое оплетение астроглиальными волокнами
пинеальных конкреций пока не имеет объяснения,
поскольку неизвестна причина возникновения и
возможная функция конкреций. Они представляют
собой минерализованные (кальцифицированные)
остатки органических соединений, обладают рядом
интересных биофизических свойств, встречаются в
эпифизе людей разного возраста примерно в одина-
ковом количестве и число их заметно изменяется
при ряде нервных и психических заболеваний (Ba-
connier et al., 2002; Фокин и др., 2006). Самое простое
объяснение заключается в том, что астроглиальные
волокна изолируют конкреции для защиты от меха-
нического повреждения пинеальных клеток и воло-
кон. Так ли это на самом деле, ещё предстоит выяс-
нить.

Суммируя, можно сказать, что проведенное ис-
следование показало наличие в эпифизе человека
небольшого числа астроцитоподобных клеток, кото-
рые располагаются в дольках среди плотно упако-
ванных пинеалоцитов и дают начало многочислен-
ным разветвленным волокнам большой длины, ко-
торые образуют густую сеть во всей паренхиме
эпифиза. Продемонстрировано наличие двух подти-
пов клеток – содержащих либо GFAP, либо вимен-
тин, которые отличаются не только цитохимически,
но и морфологически, а также локализуются в раз-
ных компартментах эпифиза (GFAP+-клетки лока-
лизуются преимущественно в дольках, виментин+-
клетки – в трабекулах эпифиза). Установлено, что
кальцификаты оплетены волокнами астроцитов.
При этом GFAP+-астроциты заметно чаще чем ви-
ментин+-астроциты формировали изолирующую
прослойку вокруг конкрементов. Все вышесказан-
ное может указывать и на функциональные разли-
чия этих двух подтипов глиоцитов. Последующие
исследования глиальных клеток эпифиза помогут
установить их роль в нормальном функционирова-
нии пинеалоцитов, а также понять их причастность
к развитию различных патологий эпифиза.
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GFAP- and Vimentin-Containing Stuctures in Human Pineal Gland
D. A. Sufievaa, E. A. Fedorovaa , V. S. Yakovleva , D. E. Korzhevskiia, and I. P. Grigoreva, *

aInstitute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, 197022 Russia
*e-mail: ipg-iem@yandex.ru

The pineal gland plays a key role in coordinating various bodily functions. The main part of the pineal cells are pi-
nealocytes, and the second largest are glial cells, the data on which are contradictory. The purpose of this study is to
investigate the astroglial cells in the human pineal gland using immunohistochemistry with transmitted light micros-
copy and, for the first time, with confocal laser microscopy. Astrocytes were labeled with antibodies to glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and vimentin. A large number of GFAP- and vimentin-expressing structures were revealed
in the human pineal gland. GFAP was localized in polygonal cells located among pinealocytes in lobules, while vi-
mentin was localized in blood vessels and rounded cells localized mainly in trabeculae and partially in pineal lobules.
Both GFAP- and vimentin-immunoreactive cells gave rise to several long branching processes that penetrated the
entire pineal parenchyma, forming a dense network, and ended on the surface of the pineal gland, blood vessels, and
around calcifications. GFAP-immunoreactive fibers tightly entwined all calcifications (single and in groups), while
vimentin-immunopositive processes surrounded only a part of them. The study of consecutive sections of the pineal
gland showed very rare (if any) coincidence of the localization of GFAP and vimentin in pineal cells. The obtained
data suggest that there are two separate populations of astrocyte-like cells in the human pineal gland, that express
GFAP or vimentin and differ not only cytochemically, but also in morphological features and localization of cell
bodies, as well as in the distribution of processes.

Keywords: pineal gland, astrocytes, glial fibrillary acidic protein (GFAP), vimentin, calcifications
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Цель настоящей работы заключалась в демонстрации преимущества четырехклеточной модели гематоэн-
цефалического барьера (ГЭБ) in vitro в сравнении с традиционной трехклеточной моделью, а также влия-
ния перицитов на фенотип эндотелиальных клеток. В работе описан способ сокультивирования первич-
ных эндотелиальных клеток микрососудов головного мозга, перицитов, астроцитов и нейронов в
Transwell-модели ГЭБ in vitro. Проведен количественный анализ между показателями трансэндотелиаль-
ного электрического сопротивления (ТЭС), а также между содержанием маркеров плотных контактов эн-
дотелиальных клеток в трех- и четырехклеточной Transwel-моделях ГЭБ. Согласно полученным данным,
присутствие перицитов сопровождается более высокими показателями ТЭС и более высоким содержани-
ем белков плотных контактов. Представленные результаты согласуются с мировой научной литературой и
подтверждают гипотезу о том, что перициты выполняют не только опорную функцию для эндотелиальных
клеток, но и являются важным метаболическим звеном, регулирующим барьерные функции ГЭБ. Таким
образом, сокультивирование клеток нейроваскулярной единицы (НВЕ) головного мозга с перицитами не-
обходимо для формирования у эндотелиальных клеток фенотипа, приближенного к условиям в микро-
окружении НВЕ in vivo.

Ключевые слова: гематоэнцефалический барьер, Transwell, перициты, нейроваскулярная единица, плотные
контакты
DOI: 10.31857/S0041377123020050, EDN: LWQJAN

Нейроваскулярная единица (НВЕ) представляет
собой морфофункциональную единицу гематоэнце-
фалического барьера (ГЭБ) и является совокупно-
стью клеток, обеспечивающих взаимодействие ней-
ронов и церебральных микрокапилляров для обес-
печения энергетических потребностей головного
мозга. К ключевым компонентам НВЕ относят пе-
рициты, а их дисфункция является одним из звеньев
патогенеза при таких заболеваниях, как болезнь
Альцгеймера (Nortley et al., 2019) и ишемический ин-
сульт (Yang et al., 2017), поэтому все больше исследо-
ваний направлено на определение роли перицитов в
функционировании НВЕ головного мозга. Так, в ря-
де работ было показано, что перициты выполняют
не только опорную функцию, но и регулируют про-
ницаемость, сократимость и пролиферативную ак-
тивность эндотелиального слоя, ангиогенез, а также
могут выполнять роль периваскулярных тканевых
макрофагов (Sweeney et al., 2016).

В настоящее время наиболее распространенными
моделями ГЭБ in vitro являются трехклеточные Tran-
swell-модели, однако они не отражают в должной
степени клеточный состав НВЕ и характеризуются
относительно низкими значениями трансэндотели-
ального электрического сопротивления (ТЭС) и вы-
сокой проницаемостью (Hatherell et al., 2011; Srini-
vasan, Kolli, 2019). Сфероидные модели ГЭБ in vitro
(Nzou et al., 2018) и микрофлюидные системы
(Shin et al., 2019) также находят широкое примене-
ние, однако хотя и обладают приближенными к
микроокружению in vivo характеристиками, но вме-
сте с тем являются более сложными в воспроизведе-
нии. Таким образом, несмотря на всю простоту,
Transwell-модели могут предложить ряд значительных
преимуществ: они просты в реализации и управлении,
экономически доступны, а также позволяют использо-
вать широкий спектр методов исследования.

Цель настоящей работы заключалась в том, чтобы
продемонстрировать преимущества использования
четырехклеточной модели ГЭБ in vitro относительно
традиционной трехклеточной модели, а также пока-
зать значение перицитов в функционировании НВЕ

Принятые сокращения: ГЭБ – гематоэнцефалический барьер;
НВЕ – нейроваскулярная единица; ТЭС – трансэндотелиаль-
ное электрическое сопротивление.

УДК 57.085.23
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и формировании у эндотелиальных клеток феноти-
па, наиболее близкого к условиям в микроокруже-
нии in vivo.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В работе использовали первичные культуры эн-
дотелиальных клеток микрососудов головного моз-
га, астроцитов, нейронов и перицитов, полученные
из крыс линии Wistar в возрасте Р4–Р10 (n = 10).

Выделение и культивирование церебральных эндо-
телиоцитов. Церебральные эндотелиоциты получали
согласно известному протоколу (Liu et al., 2013) с мо-
дификациями. Животных декапитировали после
охлаждения на льду с последующим забором голов-
ного мозга и удалением мозговых оболочек и круп-
ных церебральных сосудов методом роллинга на
фильтровальной бумаге. Далее выделяли кору голов-
ного мозга в холодном растворе Хенкса (ПанЭко,
Россия), измельчали до размеров 1 мм3 и центрифу-
гировали в течение 3 мин при 150 g и комнатной тем-
пературе. Далее к осадку добавляли 25%-ную сыво-
ротку FBS (HyClone, США) в PBS (ПанЭко, Россия)
в двукратном объеме относительно объема осадка,
тритурировали и центрифугировали гомогенат в те-
чение 10 мин при 600 g. Нижний слой переносили в
новую пробирку 15 мл и трижды повторяли этапы
тритурирования и центрифугирования. Далее про-
изводили ферментативную обработку осадка в дву-
кратном объеме 0.1%-ной коллагеназы II (ПанЭко,
Россия) в течение 35 мин в условиях инкубатора
(37°С, 5% CO2), после чего осадок ресуспензировали
и центрифугировали при 150 g в течение 5 мин.
Фрагменты и отдельные эндотелиальные клетки
культивировали в культуральных флаконах Т-75,
предварительно покрытых желатином (Gelatin Solu-
tion 0.1%; Biological Industries, США), в условиях
CO2-инкубатора с использованием культуральной
среды следующего состава: DMEM (ПанЭко, Рос-
сия), 20% FBS (ПанЭко, Россия), 3 мг/мл глюкозы
(Sigma-Aldrich, США), 0.58 мг/мл глутамина (Sigma-
Aldrich, США), 100 ЕД/мл пенициллина, 100 мг/мл
стрептомицина (HyClone, США). Смену питатель-
ной среды производили каждые 3 сут.

Выделение и культивирование нейросфер. Голов-
ной мозг забирали, выделяли гиппокамп в холодном
растворе Хенкса (ПанЭко, Россия), измельчали до
размеров 1 мм3 и переносили для осаждения в про-
бирку 15 мл со свежим раствором 2%-ной глюкозы
(Sigma-Aldrich, США) в PBS (ПанЭко, Россия) на
1 мин. Далее удаляли супернатант, ресуспензирова-
ли осадок в 1 мл среды NeuroCult NS-A Proliferation
(StemCell, США) и тритурировали до получения од-
нородной суспензии клеток. К полученной суспен-
зии добавляли 1 мл свежей среды. После осаждения
неразделенных кусочков ткани переносили супер-
натант в новую пробирку и центрифугировали при
150 g в течение 5 мин, после чего удаляли суперна-

тант и ресуспензировали осадок в 1 мл свежей среды.
Клетки культивировали в культуральных флаконах
Т-75 в условиях CO2-инкубатора с использованием
культуральной среды NeuroCult NS-A Proliferation
(StemCell, США). Через 24–48 ч наблюдали образо-
вание нейросфер.

Получение астроцитов и нейронов. Культуру аст-
роцитов и нейронов получали из нейросфер путем
направленной дифференцировки. Дифференциров-
ку нейросфер в астроциты проводили в среде Astro-
cyte Medium (ScienCell, США): базальная среда (Bas-
al Medium; ScienCell, США), 10% FBS (HyClone,
США), 5 мл AGS (astrocyte growth supplement; Scien-
Cell, США), раствор пенициллина и стрептомицина
(ScienCell, США) в конечной концентрации 50 Ед./мл.
Через 7–9 сут культивирования в среде Astrocyte Me-
dium наблюдали образование монослоя астроцитов.
Дифференцировку нейросфер в нейроны проводили
в среде Neuronal Medium (ScienCell, США): базаль-
ная среда (Basal Medium; ScienCell, США), 10% FBS
(HyClone, США), 5 мл NGS (neuronal growth supple-
ment; ScienCell, США), раствор пенициллина-
стрептомицина (ScienCell, США) в конечной
концентрации 50 Ед./мл. Через 7–9 сут культивиро-
вания в среде Neuronal Medium наблюдали образо-
вание нейронов.

Выделение и культивирование перицитов. Перициты
получали согласно известному протоколу (Crouch,
Doetsch, 2018) с модификациями. После извлечения
головной мозг помещали в чашку Петри с холодным
раствором PBS (ПанЭко, Россия). Лезвием бритвы
производили 4 корональных среза и далее в каждом
срезе выделяли кору и вентрикулярно-субвентрику-
лярную зону (V-SVZ). Выделенную ткань измельча-
ли до размера 1 мм3 и центрифугировали при 300 g и
комнатной температуре в течение 5 мин, после чего
супернатант удаляли, а осадок ресуспензировали в
0.25 мл раствора коллагеназы и диспазы (ПанЭко,
Россия) и 7.25 мл 2%-ной сыворотки FBS (HyClone,
США) в PBS (ПанЭко, Россия). Ферментативную
обработку осадка производили в течение 30 мин в
условиях СО2-инкубатора, далее осадок центрифу-
гировали при 300 g в течение 5 мин, удаляли супер-
натант, ресуспензировали содержимое пробирки в
растворе для тритурации, содержащем 50 мкл ДНКазы
(Invitrogen, США) и 1 мл 2%-ной сыворотки FBS (Hy-
Clone, США) в PBS (ПанЭко, Россия), и тритуриро-
вали.

После этого содержимое пробирки аккуратно до-
бавляли поверх перколла в пробирку 15 мл, содержа-
щую 8 мл 22%-ного перколла (GE, США). Пробирку
центрифугировали при 560 g в течение 10 мин, уда-
ляли супернатант с облаком миелина, ресуспензиро-
вали клеточный осадок в 1 мл раствора Хенкса (Hy-
Clone, США) и центрифугировали при 300 g и ком-
натной температуре в течение 5 мин. Снова удаляли
супернатант, осадок ресуспензировали в среде сле-
дующего состава: базальная среда (Basal Medium;
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ScienCell, США), 2% FBS (HyClone, США), 5 мл
PGS (Pericyte Growth Supplement; ScienCell, США),
раствор пенициллина и стрептомицина (ScienCell,
США) в конечной концентрации 50 Ед./мл. Клетки
культивировали в культуральных флаконах в усло-
виях CO2-инкубатора. Через 7–9 сут наблюдали об-
разование монослоя перицитов.

Получение трехклеточной модели ГЭБ in vitro.
Трехклеточную модель ГЭБ in vitro получали соглас-
но изложенному ранее протоколу Хилажевой и соав-
торов (2015). Для оценки показателей ТЭС cмесь
астроцитов и нейронов в соотношении 1 : 1 помеща-
ли на дно лунок культурального 24-луночного план-
шета, затем устанавливали культуральные вставки
(Corning-Costar, США), на которые помещали эндо-
телиальные клетки. Для оценки содержания
молекул-маркеров во вставки помещали астроциты
и нейроны, а эндотелиоциты засевали на дно лунок.
Смесь клеток культивировали в среде, состоящей из
DMEM с FBS, глутамином и смесью антибиотиков,
в условиях СО2-инкубатора.

Получение четырехклеточной модели ГЭБ in vitro.
Четырехклеточную модели ГЭБ in vitro получали со-
гласно протоколу (Stone et al., 2019) с модификация-
ми. Дно лунок культурального планшета и базолате-
ральную сторону культуральных вставок покрывали
желатином (Gelatin Solution 0.1%; Biological Indus-
tries, США). Для этого в планшет с помещенными в
него вставками добавляли 100 мкл желатина, после
чего желатин убирали путем аспирации. Далее план-
шет инвертировали и на базолатеральную сторону
культуральных вставок засевали первичную культу-
ру перицитов в объеме среды 50 мкл. Дно планшета
аккуратно помещали на крышку так, чтобы не по-
вредить нанесенный на инвертированные вставки
клеточный слой, после чего планшет помещали в
СО2-инкубатор. Через 2–3 ч планшет переворачива-
ли и культивировали перициты последующие 48 ч в
среде из DMEM с FBS, PGS и смесью антибиотиков.
Через 48 ч культивирования перицитов в планшеты
засевали астроциты, нейроны и эндотелиоциты в
двух модификациях: для оценки показателей ТЭС на
дно лунок засевали смесь астроцитов и нейронов, а на
дно вставок помещали эндотелиальные клетки; для
оценки содержания молекул-маркеров во вставки по-
мещали астроциты и нейроны, а эндотелиальные
клетки засевали на дно лунок. Производили смену
среды на среду DMEM с FBS, глутамином и смесью
антибиотиков. Культивирование смеси клеток осу-
ществлялось в условиях СО2-инкубатора.

Иммуноцитохимическое определение маркеров
плотных контактов эндотелиальных клеток. Регистра-
цию маркеров белков плотных контактов эндотели-
альных клеток в трех- и четырехклеточной моделях
ГЭБ in vitro проводили с использование первичных
антител к ZO1 (sc-8147; Santa Cruz, США) и JAM1
(ab52647; Abcam, Великобритания). Первичные ан-
титела разводили 1 : 300, время инкубации составля-

ло 18 ч при 4°С. Вторичные антитела Alexa Fluor 488
(ab150129; Abcam, Великобритания) и Alexa Fluor 555
(ab150078; Abcam, Великобритания) использовали в
рабочем разведении 1 : 500, время инкубации состав-
ляло 2 ч при 37°С. Визуализацию клеток осуществ-
ляли на флуоресцентном микроскопе ZOE (Bio-Rad,
США). Оценивали относительную интенсивность
флуоресценции эндотелиоцитов, экспрессирующих
целевые маркеры.

Регистрация трансэндотелиального сопротивления
(ТЭС). Регистрацию ТЭС в трех- и четырехклеточ-
ной моделях ГЭБ in vitro проводили через 24, 48 и
72 ч после сокультивирования клеток. ТЭС непо-
средственно измеряли с помощью эпителиального
вольтметра EVOM2 с использованием электрода
STX2 (World Precision Instruments, США).

Статистический анализ. Статистический анализ
полученных результатов проводили с помощью па-
кета программного обеспечения GraphPad Prizm ver-
sion 9.3.0 (GraphPad Software, Inc., США). Для оцен-
ки нормальности распределения использовали кри-
терий Шапиро–Уилка. Так как распределение
соответствовало критериям нормальности, приме-
няли t-критерий Стьюдента при сравнении в незави-
симых выборках. Различия считали достоверными
при уровне значимости р ≤ 0.05. Результаты пред-
ставлены в виде среднего значения и его ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнение содержания маркеров плотных контак-
тов эндотелиальных клеток в трех- и четырехклеточ-
ной моделях ГЭБ in vitro. При сравнении уровней
ZO1 и JAM1 эндотелиальных клеток в трех- и четы-
рехклеточной моделях ГЭБ in vitro было выявлено,
что содержание белков плотных контактов статисти-
чески значимо выше в четырехклеточной модели
ГЭБ in vitro, т.е. в присутствии перицитов (рис. 1).
Так, относительная интенсивность флуоресценции
ZO1-иммунопозитивных эндотелиоцитов в трехкле-
точной модели составила 7.3 ± 2.3, а в четырехкле-
точной – 12.4 ± 4.7 усл. ед. Относительная интенсив-
ность флуоресценции JAM1-иммунопозитивных
эндотелиоцитов в трехклеточной модели составила
1.3 ± 0.3, а в четырехклеточной – 3.5 ± 1.3 усл. ед.
(рис. 2).

Сравнение ТЭС в трех- и четырехклеточной моде-
лях ГЭБ in vitro. Во всех временных точках зареги-
стрированные показатели ТЭС в четырехклеточной
модели ГЭБ in vitro были статистически значимо вы-
ше показателей ТЭС в модели ГЭБ без перицитов и
через 72 ч сокультивирования клеток составили
161.7 ± 5.4 и 125.7 ± 7 Ом см2 соответственно (рис. 3).
Кроме того, прирост значений ТЭС на сроке 72 ч со-
культивирования относительно срока 24 ч составил
16% для четырехклеточной модели и 9% для трехкле-
точной.
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Рис. 1. Микрофотографии, демонстрирующие белки плотных контактов (JAM1 и ZO1) в эндотелиальных клетках в трех- (а,
в) и четырехклеточной (б, д) Transwell-моделях гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) in vitro. Иммунофлюоресценция с ис-
пользованием специфических антител к JAM1 (красный) и ZO1 (зеленый), голубым цветом показаны ядра клеток (краситель
DAPI). Масштабная линейка: 100 мкм.
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Рис. 2. Уровни белков плотных контактов эндотелиальных клеток в трех- и четырехклеточной Transwell-модели ГЭБ in vitro.
* Различия достоверны при р ≤ 0.05.
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МОСЯГИНА и др.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты оценки уровней белков плотных кон-
тактов демонстрируют, что эндотелиальные клетки в
четырехклеточной модели ГЭБ in vitro в результате
присутствия перицитов и их влияния приобретают
экспрессионный профиль, более приближенный к
условиями in vivo, а значит, формируют более компе-
тентный и менее проницаемый монослой.

Кроме того, опираясь на данные иммуноцитохи-
мического анализа, можно заключить, что зареги-
стрированные нами более высокие значения ТЭС в
четырехклеточной модели ГЭБ in vitro обусловлены
не только наличием дополнительного слоя клеток на
культуральной вставке, что логично приводило бы к
более высоким показателям, но также более высоки-
ми уровнями белков плотных контактов эндотели-
альных клеток.

На основании этого стоит отметить, что присут-
ствие всех клеточных типов НВЕ/ГЭБ необходимо
для формирования у них фенотипа, приближенного
к реальным условиям, поскольку только во взаимо-
действии друг с другом у клеток формируется необ-
ходимый экспрессионный профиль. Кроме того, по-
лученные данные подчеркивают значимую роль пе-
рицитов как метаболического звена, участвующего в
сопряжении клеток ГЭБ и формировании его ба-
рьерных свойств.

Таким образом, использование перицитов делает
четырехклеточную Transwell-модель ГЭБ in vitro бо-
лее релевантной по сравнению со стандартной трех-
клеточной моделью. Наряду с этим, данная модель
сохраняет все преимущества стандартной Transwell-
модели, поскольку остается простой в реализации и
управлении, дешевой и позволяет использовать все
тот же широкий спектр методов исследования.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена по результатам участия в стажиров-
ках “Освоение современных методов получения и культи-
вирования клеток и органоидов головного мозга для реше-
ния задач персонифицированной неврологии и регенера-
тивной медицины” и “Освоение современных методов
иммуногистохимии, электронной микроскопии в нейро-
морфологии”, поддержанных Красноярским краевым
фондом поддержки научной и научно-технической дея-
тельности в рамках конкурса проектов организации уча-
стия студентов, аспирантов и молодых ученых в конфе-
ренциях, научных мероприятиях и стажировках (II оче-
редь 2021 г.).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

При работе с животными соблюдали все принципы гу-
манности, изложенные в Директиве Европейского сооб-
щества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации. Работа
была одобрена на заседании локального этического ко-

митета КрасГМУ им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого
(протокол № 8 от 06.10.2020).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-
ных конфликтов интересов, связанных с публикацией на-
стоящей статьи.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Хилажева Е.Д., Бойцова Е.Б., Пожиленкова Е.А., Солон-
чук Ю.Р., Салмина А.Б. 2015. Получение трехклеточ-
ной модели нейроваскулярной единицы in vitro. Цито-
логия. Т. 57. № 10. С. 710. (Khilazheva E.D., Boytsova E.B.,
Pozhilenkova E.A., Solonchuk Yu.R., Salmina A.B. 2015.
The model of neurovascular unit in vitro consisting of three
cells types. Cell Tiss. Biol. (Tsitologiya). V. 57. № 10. Р. 710.)

Crouch E.E., Doetsch F. 2018. FACS isolation of endothelial
cells and pericytes from mouse brain microregions. Nat.
Protoc. V. 13. P. 738. 
https://doi.org/10.1038/nprot.2017.158

Hatherell K., Couraud P.-O., Romero I.A., Weksler B., Pilking-
ton G.J. 2011. Development of a three-dimensional, all-hu-
man in vitro model of the blood−brain barrier using mono-,
co-, and tri-cultivation Transwell models. J. Neurosci.
Methods. V. 199. P. 223. 
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2011.05.012

Liu Y., Xue Q., Tang Q., Hou M., Qi H., Chen G., Chen W.,
Zhang J., Chen Y., Xu X. 2013. A simple method for isolat-
ing and culturing the rat brain microvascular endothelial
cells. Microvasc. Res. V. 90. P. 199. 
https://doi.org/10.1016/j.mvr.2013.08.00

Nortley R., Korte N., Izquierdo P., Hirunpattarasilp C., Mishra A.,
Jaunmuktane Z., Kyrargyri V., Pfeiffer T., Khennouf L.,
Madry C., Gong H., Richard-Loendt A., Huang W., Saito T.,
Saido T.C. et al. 2019. Amyloid β oligomers constrict hu-
man capillaries in Alzheimer’s disease via signaling to peri-

Рис. 3. Показатели трансэндотелиального сопротивле-
ния (ТЭС) в трех- (1) и четырехклеточной (2) моделих
ГЭБ in vitro. * Различия достоверны при р ≤ 0.05.

180

150

120

90

60
24 48 72

*
*

*

Т
Э

С
, О

м
 с

м
2

Время, ч

1

2



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 2  2023

ПЕРИЦИТЫ КАК НЕОБХОДИМЫЙ КЛЕТОЧНЫЙ ЭЛЕМЕНТ 205

cytes. Science. V. 365. Article no. eaav9518. 
https://doi.org/10.1126/science.aav9518

Nzou G., Wicks R.T., Wicks E.E., Seale S.A., Sane C.H., Chen A.,
Murphy S.V., Jackson J.D., Atala A.J. 2018. Human cortex
spheroid with a functional blood brain barrier for high-
throughput neurotoxicity screening and disease modeling.
Sci. Rep. V. 8. P. 7413. 
https://doi.org/10.1038/s41598-018-25603-5

Shin Y., Choi S.H., Kim E., Bylykbashi E., Kim J.A., Chung S.,
Kim D.Y., Kamm R.D., Tanzi R.E. 2019. blood–brain barri-
er dysfunction in a 3D in vitro model of Alzheimer’s dis-
ease. Adv. Sci. V. 6. P. 1900962. 
https://doi.org/10.1002/advs.201900962

Srinivasan B., Kolli A.R. 2019. Transepithelial/transendothelial
electrical resistance (TEER) to measure the integrity of

blood−brain barrier. blood−brain barrier. Neuromethods.
N.Y.: Humana Press. P. 142. 
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-8946-1_6

Stone N.L., England T.J., O’Sullivan S.E. 2019. A novel tran-
swell blood brain barrier model using primary human cells.
Front. Cell Neurosci. V. 13. P. 230. 
https://doi.org/10.3389/fncel.2019.00230

Sweeney M.D., Ayyadurai S., Zlokovic B.V. 2016. Pericytes of the
neurovascular unit: key functions and signaling pathways.
Nat. Neurosci. V. 19. P. 771. 
https://doi.org/10.1038/nn.4288

Yang S., Jin H., Zhu Y., Wan Y., Opoku E.N., Zhu L., Hu B.
2017. Diverse functions and mechanisms of pericytes in
ischemic stroke. Curr. Neuropharmacol. V. 15. P. 892. 
https://doi.org/10.2174/1570159X15666170112170226

Pericytes as an Essential Part in Transwell Models of the BBB in Vitro
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In this study we aimed to demonstrate the advantages of using a quadruple culture model of the blood-brain barrier
(BBB) in vitro in comparison with a common triple culture model, as well as to show the impact of pericytes on en-
dothelial cells of the BBB. We co-cultured primary rat brain microvascular endothelial cells (BMECs), pericytes,
astrocytes and neurons in a Transwell BBB model in vitro. Then, we carried out quantitative analysis to compare
transendothelial electrical resistance (TEER) values, as well as expression levels of tight junction proteins, ZO1 and
JAM1, in the triple culture and the quadruple culture Transwell BBB models in vitro. According to the obtained data,
the quadruple culture model of the BBB in vitro has advantages over the triple culture model, since the presence of
pericytes is accompanied by higher TEER values and higher expression levels of tight junction proteins in endothelial
cells. The results presented in the study are consistent with the world scientific literature and confirm the hypothesis
that pericytes not only offer mechanical support for endothelial cells, but also play a key role in signaling networks
between different cell types of the neurovascular unit (NVU) and thus regulate the barrier functions of the BBB. Ac-
cording to this, co-culture of BMECs, astrocytes, and neurons with pericytes is essential for BMECs optimum phe-
notype and offers a closer representation of the in vivo environment.

Keywords: blood-brain barrier, Transwell, pericytes, neurovascular unit, tight junctions
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Стресс раннего периода жизни является важным фактором, предрасполагающим к развитию патологии
нервной системы у животных и людей в отдаленном периоде онтогенеза. Мы использовали модель стресса
раннего периода жизни для оценки активации пириформной коры при предъявлении обонятельных сти-
мулов экспериментальным животным (мышам линии CD1 в возрасте P60 (60 сут постанатального разви-
тия) и 10 мес.) и для оценки экспрессии маркеров нейронов с пролонгированной незрелостью, участвую-
щих в процессах пластичности взрослого головного мозга и его восстановления после повреждения. Уста-
новлено, что стресс раннего периода жизни редуцирует количество незрелых нейронов с фенотипом
DCX+PSA-NCAM+ в пириформной коре головного мозга и ответ на индукцию обонятельной памяти в от-
даленном периоде после перенесенного стресса. В возрасте Р60 обонятельная стимуляция снижает чув-
ствительность к неприятным раздражителям и стимулирует процессы кратковременного запоминания,
тогда как в возрасте 10 мес. такой эффект менее выражен. Полученные результаты свидетельствуют о воз-
можном вкладе незрелых нейронов пириформной коры в механизмы аберрантной нейропластичности в
отдаленном периоде онтогенеза после перенесенного стресса раннего периода жизни.

Ключевые слова: стресс раннего периода жизни, нейроны с пролонгированной незрелостью, обонятельная
стимуляция, пириформная кора, нейропластичность
DOI: 10.31857/S0041377123020098, EDN: NDICBL

Стресс раннего периода жизни (СРПЖ) – фено-
мен, лежащий в основе длительных изменений пла-
стичности мозга, вызванных воздействием стрессо-
вых факторов, действующих пренатально или в ран-
нем постнатальном онтогенезе (Успенская и др.,
2015; Malinovskaya et al., 2018; Fogelman, Canli, 2019;
Kronman et al., 2021). Различные пренатальные или
ранние постнатальные стимулы могут привести к за-
пуску механизмов, специфичных для СРПЖ, на-
пример, гипоксия, действие ксенобиотиков, нару-
шение социальных взаимодействий, при этом затра-

гиваются многие физиологические механизмы, что
приводит к нарушению развития головного мозга,
неврологическому дефициту и повышенной пред-
расположенности к развитию нейродегенерации в
более поздние периоды жизни. Это известно как
“феномен раннего программирования”, или прай-
мирование развивающегося мозга к патологическим
состояниям из-за пренатального, интранатального
или раннего постнатального стресса (Huang, 2014).
Реакция на стресс всегда связана с гиперактивацией
гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси и
симпатической нервной системы, запуском провос-
палительных механизмов, изменением эпигенети-
ческой регуляции экспрессии генов, которые влия-
ют на нормальное развитие клеток головного мозга и
их метаболизм (Salmina et al., 2021).

Принятые сокращения: ИГХ – иммуногистохимия; ОС – обо-
нятельная стимуляция; СРПЖ – стресс раннего периода жиз-
ни; DCX – даблкортин; nng-IN – нейроны с пролонгированной
незрелостью (non-newly generated immature neurons); PBS – фос-
фатно-солевой буферный раствор; PSA-NCAM – полисиали-
лированная молекула адгезии нервных клеток (polysialylated
neural cell adhesion molecule).

УДК 616-092.9:576.08
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В последнее время повысился интерес исследова-
телей к изучению вклада нейронов с пролонгиро-
ванной незрелостью (nng-IN, non-newly generated
immature neurons), локализованных в нетипичных
для нейрогенеза регионах зрелого головного мозга (в
частности, в коре), в процессы нейропластичности в
норме и при патологии. Так, известно, что nng-IN
обладают рядом интересных и мало изученных харак-
теристик, в числе которых – сохранение экспрессии
маркеров незрелых нейронов (в периоде эмбриогене-
за), в частности, коэкспрессии белков даблкортина
(DCX) и полисиалилированной молекулы адгезии
нервных клеток (PSA-NCAM), что соответствует фе-
номену “приостановленного развития” (arrested devel-
opment); пребывание в микроокружении, не соответ-
ствующем таковому для незрелых клеток (например,
формируемому в нейрогенных нишах головного моз-
га), которое, вероятно, обеспечивается окружающи-
ми их клетками астроглии; отсутствие пролифера-
тивной активности и способность дифференциро-
ваться до зрелых постмитотических нейронов при
получении внешних сигналов; тесная ассоциация с
васкулярным компонентом пронейрогенного мик-
роокружения (Gómez-Climent et al., 2008, 2011; Piu-
matti et al., 2017). Было показано, что при старении
организма часть nng-IN трансформируется в глута-
матергические возбуждающие нейроны (Rothene-
ichner et al., 2018) или в ГАМКергические интерней-
роны (Benedetti et al., 2020). Однако оставалось неяс-
ным, контролируется ли этот процесс и как
внешними стимулами (например, обучением), или
он спонтанно реализуется и регулируется такими
нейромедиаторами, как глутамат и дофамин (Coviel-
lo et al., 2020).

Весьма вероятно, что вклад nng-IN в процессы
пластичности мозга может быть изменен при пато-
логических состояниях, связанных с нарушением
его развития, например, после перенесенного
СРПЖ, и, вероятно, эта популяция клеток может рас-
сматриваться в качестве мишеней для управления ме-
ханизмами нейрогенеза, протекающего в “некласси-
ческих” нейрогенных нишах. Например, управление
дифференцировочным потенциалом nng-IN может
осуществляться за счет подавления экспрессии PSA-
NCAM или путем модуляции адренергических меха-
низмов в пириформной коре (Vadodaria et al., 2017;
La Rosa et al., 2020; Bonfanti, Seki, 2021). С учетом
вклада постнатального нейрогенеза в “классиче-
ских” нейрогенных нишах (субвентрикулярной и
субгранулярной зонах) мозг взрослого организма
должен обладать весьма значительным ресурсом для
усиления нейрогенеза и обновления популяции зре-
лых нейронов, когда это необходимо как в физиоло-
гических условиях (обучение, консолидация памя-
ти), так и при патологических состояниях и, в част-
ности, для предупреждения развития дисбаланса
возбуждения–торможения, вызванного значитель-
ными изменениями в популяциях нейронов (Berdu-
go-Vega et al., 2020; Besnard, Sahay, 2021).

Мы предположили, что, будучи локализованны-
ми в пириформной коре (обонятельной зоне), nng-
IN могут участвовать в механизмах нейропластично-
сти, связанной с восприятием запахов, в формиро-
вании клеток ассоциативной памяти, в то время как
СРПЖ способен нарушать активность таких нейро-
нов и подавлять их участие в механизмах пластично-
сти мозга в отдаленные периоды развития организ-
ма, истощая резерв клеток, чувствительных к дей-
ствию внешних стимулов. Поэтому цель настоящей
работы заключалась в изучении изменений популяции
nng-IN при реализации механизмов пластичности го-
ловного мозга у животных, перенесших СРПЖ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные. В работе использовали лабораторных
животных – мышей-самцов линии CD1 (n = 150).
Животных содержали в клетках со свободным досту-
пом к воде и корму при постоянной температуре
21 ± 1°С и регулярном световом цикле 12 ч день/12 ч
ночь. Исследования на животных проводили в соот-
ветствии с соблюдением принципов гуманности, из-
ложенных в Директиве Европейского сообщества
(2010/63/ЕС).

Нами была использована модель хронического
стресса мыши раннего постнатального периода
(СРПЖ, сепарация “мать – детеныш”, стадия пост-
натального развития на P2–P14; стрессу подвергали
ежедневно по 3 ч (Mirescu et al., 2004); ожидаемые
результаты к возрасту P60: нарушения нейрогенеза,
нарушения социального поведения, тревожность,
депрессивноподобную симптоматику). К 10-му мес.
у животных регистрируется развитие признаков
нейродегенерации (Mirescu et al., 2004).

Животных делили на группы: 2 группы контроль-
ные – интактные животные в возрасте, соответ-
ственнo, Р60 и 10 мес. (n = 25 в каждой группе); 2
группы экспериментальные – мыши с СРПЖ тех же
возрастов (Р60 и 10 мес. соответственно, n = 25 в
каждой). Мыши из каждой группы подвергали обо-
нятельной стимуляции (ОС). Общий дизайн экспе-
римента представлен на рис. 1.

С помощью ОС было проведено моделирование
активации пириформной коры по протоколу
(Schellinck et al., 2001). ОС представляла собой од-
нократное последовательное предъявление живот-
ному различных запахов (воды, арахисового масло,
подстила из-под крыс) в отдельной чистой клетке. По-
дачу ОС проводили по следующей схеме: чистая вода–
перерыв–арахисовое масло–перерыв–арахисовое
масло–перерыв–подстил из-под крыс–перерыв–под-
стил из-под крыс; длительность стимула – 2 мин, пе-
рерыв – 1 мин. Через 2, 24 ч и 7 сут после ОС произ-
водили забор тканей головного мозга для иммуноги-
стохимического анализа (ИГХ). На каждую
временную точку для ИГХ было взято по 5 мышей из
каждой группы.
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Через 24 ч проводили поведенческий тест “Fear
conditioning” (контекстуальное кондиционирование
страха) (рис. 2) для оценки активации пириформной
коры на поведенческом уровне (n = 10 для каждой
группы).

ИГХ-анализ. Оценку количества молекул-марке-
ров (DCX, PSA-NCAM, Ki-67) проводили на свобод-
но плавающих сагитальных срезах головного мозга
(толщина срезов 50 мкм) согласно стандартным про-
токолам. От каждого животного получали 5 срезов
на уровне lateral 2.9 мм – lateral 3.9 мм согласно стерео-
таксическому атласу головного мозга мыши. Получен-
ные срезы промывали в фосфатно-солевом буферном
растворе (PBS), блокировали 3%-ным бычьим сыворо-
точным альбумином (BSA; Sigma-Aldrich, США) и 1%-
ном Тритоне X-100 (Sigma-Aldrich, США) в PBS. По-
сле промывки смесью PBS и 0.2% Тритона X-100
срезы инкубировали с первичными антителами в те-
чение 20 ч. Были использованы первичные антитела:
козьи поликлональные к DCX (ab113435; Abcam, Ве-
ликобритания); мышиные моноклональные к PSA-
NCAM (14-9118-82; Invitrogen, США); кроличьи поли-
клональные к Ki-67 (ab15580; Abcam, Великобрита-
ния); все антитела использовали в разведении 1 : 1000.

После инкубации с первичными антителами сре-
зы пятикратно отмывали в PBS и погружали на 1 ч в
раствор, содержащий вторичные антитела: козьи ан-
тимышиные, Alexa Fluor 488 (ab150117; Abcam, Вели-
кобритания), ослиные антикроличьи, Alexa Fluor
647 (ab150073, Великобритания), ослиные антико-
зьи, Alexa Fluor 555 (ab150073, Abcam, Великобрита-
ния); все в разведении 1 : 1000.

В качестве финального этапа иммуногистохими-
ческой окраски во всех случаях наносили 30 мкл
жидкости для фиксации срезов (70% глицерина в
PBS + DAPI для окрашивания ядер клеток), на пре-
парат помещали покровное стекло. Микроскопию
срезов, окрашенных на DCX, PSA-NCAM, Ki-67,
осуществляли на полностью автоматизированном

конфокальном лазерном сканирующем микроскопе
с водной иммерсией Olympus FV10i-W (Olympus,
Япония). Иммунопозитивными считали клетки,
экспрессирующиe DCX/PSA-NCAM и Ki67 (в том
числе одновременно) в пириформной коре в пира-
мидальном слое (второй слой). Анализ изображений
проводили с применением пакета программного
обеспечения ImageJ (1.47 v, США).

Тест “Fear conditioning” – оценка контекстной па-
мяти мышей. Экспериментальное животное помеща-
ли в аппарат (звуконепроницаемую камеру с разме-
рами 31 × 24 × 21 см и решетчатым полом, к которому
подведено электричество для создания электрического
шока). Выполняли 3 сессии – в первый, второй и тре-
тий день соответственно. День 1: обучение, подача в
камеру электрического тока (0.5 мА продолжитель-
ностью 2 с) в комбинации со звуковым сигналом
(2.8 кГц) осуществляли на 120, 180, 240, 300 и 360 с от
начала теста. Мышь удаляли из камеры через 60 с по-
сле последней подачи электрического тока. Экспе-
риментальные группы СРПЖ с ОС получали обоня-
тельную стимуляцию за 24 ч до начала первой сес-
сии. День 2: оценка запоминания; в камеру подавали
только белый шум (1 кГц). День 3: оценка кратко-
временной памяти в условиях контекста. Мышь по-
мещали в камеру на 5 мин без каких-либо стимуля-
ций для оценки воспроизведения поведенческих ре-
акций, которые она запомнила в первый день при
подаче стимулов. Параметры замирания животного
(защитную реакцию, которая проявляется как отсут-
ствие движения (кроме дыхания) в течение 0.75 с и
дольше) регистрировали с использованием цифро-
вой видеосистемы и программного обеспечения для
отслеживания видеосигнала ANY-maze (ANY-maze,
США).

Статистическая обработка. Результаты иммуноги-
стохимии обрабатывали с использованием методов
описательной статистики, непараметрической ста-
тистики (по критерию Манна–Уитни) при сравне-
нии 2 групп. При сравнении трех и более групп ис-

Рис. 1. Общий дизайн эксперимента. СРПЖ – стресс раннего периода жизни. Две контрольные группы (интактные живот-
ные) и две группы мышей с СРПЖ; возраст мышей (n = 25 в каждой группе) 60 сут постнатального развития (Р60) и 10 мес.
Через 2, 24 ч и 7 сут после обонятельной стимуляции производили забор тканей головного мозга для иммуногистохимическо-
го анализа (ИГХ). На каждую временную точку для ИГХ брали по 5 мышей из каждой группы. Через 24 ч проводили поведен-
ческий тест “Fear conditioning” (контекстуальное кондиционирование страха) для оценки активации пириформной коры на
поведенческом уровне (n = 10 в каждой группе).

Экспериментальные группы

Обонятельная стимуляция

2 ч

“Fear conditioning”
(контекстуальное

Оценка экспрессии маркеров нейронов с
пролонгированной незрелостью (nng-INs) в

пириформной коре (слой II) экспериментальных
животных: DCX+, PSA-NCAM+, Ki-67–

кондиционирование страха)

(с СРПЖ и контрольная в возрасте Р60 и 10 мес.)

24 ч 24 ч7 сут
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пользовали дисперссионный двухфакторный анализ
Н-Краскала−Уоллеса. Результаты представлены в
виде среднего значения и его стандартного отклоне-
ния. Статистически значимыми считали различия
при p < 0.05 и менее.

Результаты поведенческого теста обрабатывали с
использованием методов дисперсионного анализа
(двухфакторный Н-Краскала−Уоллеса) с последую-

щим post-hoc-тестом Бонферрони. Результаты пред-
ставлены в виде среднего значения и его стандарт-
ной ошибки. Статистически значимыми считали
различия при p < 0.05 и менее.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Животные, перенесшие СРПЖ, демонстрируют в
отдаленном периоде онтогенеза изменения в попу-

Рис. 2. Содержание маркеров DCX+, PSA-NCAM+ и Ki-67+в пириформной коре мышей в возрасте Р60 (слева) и 10 мес.
(справа) а, б – Колоколизация DCX+ и PSA-NCAM+. в, г – Колоколизация DCX+, PSA-NCAM+ и Ki-67+. д, е – Колоколи-
зация DCX+, PSA-NCAM+ и Ki-67−. К – интактные мыши (контроль) через 2, 24 ч и 7 сут после обонятельной стимуляции
(ОС). СРПЖ – животные с СРПЖ (стрессом раннего периода жизни) до стимуляции и с СРПЖ через 2, 24 ч и 7 сут после ОС.
Представлены средние значения и их стандартные отклонения (анализировали по 5 животных из группы, 5 срезов от каждого
животного и 5 полей зрения на срезе), использован дисперсионный двухфакторный анализ; различия между всеми группами
достоверны при p < 0.05.

P60

p < 0.0001
100

50

0

a

Д
ол

я 
(D

C
X

+
P

SA
-N

C
A

M
+

),
 %

Д
ол

я 
(D

C
X

+
P

SA
-N

C
A

M
+

K
i-

67
–

),
 %

Д
ол

я 
(D

C
X

+
P

SA
-N

C
A

M
+

K
i-

67
–

),
 %

10 мес.

p < 0.0001
100

20

40

60

80

б

P60

p < 0.001

20

40

60

0

в

10 мес.

p < 0.001
100

20

40

60

80

0

г

P60

p < 0.001

50

40

60

0

К

д

К
, 2

 ч

К
, 2

4 
ч

К
, 7

 с
ут

С
РП

Ж

С
РП

Ж
, 2

 ч

С
РП

Ж
, 2

4 
ч

С
РП

Ж
, 7

 с
ут

10 мес.

p = 0.04

20

40

60

0

К

е

К
, 2

 ч

К
, 2

4 
ч

К
, 7

 с
ут

С
РП

Ж

С
РП

Ж
, 2

 ч

С
РП

Ж
, 2

4 
ч

С
РП

Ж
, 7

 с
ут



210

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 2  2023

САЛМИНА и др.

ляционном составе клеток пириформной коры. В
частности, при оценке количества клеток с белковы-
ми маркерами DCX и PSA-NCAM, мы обнаружили,
что в отличие от животных контрольной группы,
животные с СРПЖ на стадии развития Р60 имели
значимо сниженное количество этих двух маркеров
(рис. 2а). Примечательно, что такое изменение было
характерным как для клеток DCX+PSA-NCAM+Ki67+

(пролиферирующих нейробластов, вероятно, ми-
грирующих в этот регион головного мозга из субвен-
трикулярной нейрогенной ниши (рис. 2в), так и для
клеток DCX+PSA-NCAM+Ki67− (непролиферирую-
щих незрелых клеток, которые фенотипически соот-
ветсвуют nng-IN, сохранившимся в коре с периода
эмбрионального развития) (рис. 2д). Полученные
результаты соответствуют данным о влиянии СРПЖ
на аберрантное созревание мозга, которые могут ле-
жать в основе прогрессирующей уязвимости к раз-
витию нейродегенерации, поскольку белок DCX ха-
рактеризует процессы нейрогенеза и маркирует не-
зрелые клетки: PSA-NCAM (маркер развивающихся
и мигрирующих нейробластов), Ki-67 (маркер мито-
тической активности клетки). В частности, предпо-
лагают, что СРПЖ, особенно в перинатальном пе-
риоде, влияет на созревание областей мозга, отвеча-

ющих за когнитивные способности и эмоции,
усиливает депрессивно-подобное поведение и вы-
зывает метаболический дисбаланс (Ruiz et al., 2018;
Herzberg, Gunnar, 2020).

При предъявлении ОС мы обнаружили, что жи-
вотные с СРПЖ не демонстрировали характерного
для животных контрольной группы изменения ко-
личества клеток DCX+PSA-NCAM+Ki67−, а именно,
снижения их числа ко 2-му ч после действия стиму-
ла, которое мы интерпретировали как результат ин-
дукции заключительных этапов дифференцировки и
трансформацию в глутаматергические или ГАМКер-
гические нейроны коры (рис. 2д, е). У животных, пере-
несших СРПЖ, количество DCX+PSA-NCAM+Ki67
клеток оставалось стабильно низким на протяжении
всего периода наблюдения после ОС (через 2 и 24 ч).
Аналогичная тенденция касалась и клеток
DCX+PSA-NCAM+Ki67+ (рис. 2в, г). Примечатель-
но, что к 7-м сут после ОС число клеток DCX+PSA-
NCAM+Ki67+ увеличивалось у животных в возрасте
10 мес., перенесших СРПЖ, что может быть объяс-
нено миграцией нейробластов из субвентрикуляр-
ной зоны (рис. 2г).

Рис. 3. Пример наличия маркеров PSA-NCAM, DCX и Ki-67 на клетках пириформной коры мышей в группе с СРПЖ в воз-
расте 10 мес. без ОС (контроль, а) и через 2 ч (б), 24 ч (в) и 7 сут (г) после стимуляции. Головки стрелок (черные) указывают
на клетки с колокaлизацией маркеров.
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Животные на 10-м мес. постнатального развития,
перенесшие СРПЖ, характеризовались тем, что об-
щее количество нейронов DCX+PSA-NCAM+ в пи-
риформной коре соответствовало уровню контроля
(рис. 2б), что могло бы быть интерпретировано как
некое закономерное для животных этого возраста
изменение количества незрелых нейронов в этом ре-
гионе головного мозга. Действительно, считается,
что по мере старения организма популяция nng-IN
нейронов коры и миндалевидного тела может сокра-
щаться, но не за счет гибели, а за счет постоянной –
в течение жизни организма – конверсии в глутама-
тергические нейроны (Rotheneichner et al., 2018; Sor-
rells et al., 2019).

У животных возраста 10 мес. количество клеток
DCX+PSA-NCAM+, которые не обладают митотиче-
ской активностью (клетки Ki67−), не отличалось в
группах контроля и после перенесенного СРПЖ,
как, впрочем, и не изменялось в обеих группах после
предъявления ОС (2, 24 ч и 7 сут после стимуляции).
Однако иным было изменение числа клеток
DCX+PSA-NCAM+Ki67+ в пириформной коре: ис-

ходное (без стимуляции) их количество было одина-
ковым в контроле и в группе животных с СРПЖ, но
снижение было зарегистрировано ко 2-му ч после
ОС в контрольной группе животных, но не в группе
животных, перенесших СРПЖ (рис. 2, 3).

Таким образом, в пириформной коре животных,
перенесших СРПЖ, в отдаленном периоде развития
регистрируется сниженное количество незрелых
клеток нейрональной природы, в том числе нейро-
нов с пролонгированной незрелостью, обладающих
низкой респонсивностью при предъявлении ОС. Та-
кая количественная разница маркеров незрелых
нейронов животных контрольной группы особенно
очевидна на сроке Р60 постнатального развития жи-
вотных, который соответствует окончанию юноше-
ского периода развития человека. С учетом данных о
том, что именно в юношеском периоде значитель-
ная часть незрелых нейронов, в том числе, вероятно,
nng-IN конвертируется в зрелые глутаматергические
нейроны (Sorrells et al., 2019), не удивительно, что к
10-му мес. развития мышей (что соответствует зре-
лому возрасту человека) (Liu et al., 2020) такие отли-

Рис. 4. Результаты теста для оценки контекстной памяти (“Fear conditioning” – контекстуальное кондиционирование страха)
у животных в возрасте Р60. а – Первый день, стимуляция электрическим током и звуком; б – 2-й день, стимуляция белым
шумом; в – 3-й день, условия контекста без стимуляции. К – контрольная группа (без ОС). 24 ч – предварительная ОС за 24
ч до проведения теста. Представлены средние значения и их стандартные ошибки (дисперсионный двухфакторный анализ
Н-Краскала−Уоллеса с последующим post-hoc-тестом Бонферрони); * различия достоверны при p < 0.05.
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чия в популяции незрелых клеток пириформной ко-
ры фактически утрачиваются.

При оценке когнитивного статуса было обнару-
жено, что обонятельная стимуляция снижала чув-
ствительность к неприятным раздражителям в моло-
дом возрасте (Р60) у животных с СРПЖ (рис. 4), то-
гда как в возрасте 10 мес. подобного влияния не
наблюдали (рис. 5). Также ответ в сессиях на запо-
минание и контекстуальную кратковременную па-
мять был более выражен в молодом возрасте (Р60) у
обеих экспериментальных групп.

Необходимы дальнейшие исследования, чтобы
выяснить, как (пато)физиологические условия на
разных этапах онтогенеза влияют на популяцию не-
зрелых нейронов в коре головного мозга, связано ли
это с метаболическими изменениями, которые ха-
рактерны для процессов дифференцировки незре-
лых нейронов (Agostini et al., 2016; Iwata, Vanderhae-
ghen, 2021), как это характерно, например, для кле-
ток нейрогенной ниши гиппокампа (Wang et al.,
2020). Логично предполагать, что разработка техно-
логий, уменьшающих влияние стресса на популя-
цию незрелых нейронов в коре головного мозга,
способных конвертироваться в зрелые, функцио-

нально компетентные клетки, поможет предотвра-
тить или замедлить развитие нейродегенерации.

Таким образом, в результате проведенного иссле-
дования получены новые данные об отсроченном
изменении популяции незрелых нейронов пири-
формной коры после перенесенного СРПЖ. Уста-
новлено, что СРПЖ редуцирует число незрелых
нейронов с фенотипом DCX+PSA-NCAM+ в пири-
формной коре головного мозга и их ответ на индук-
цию обонятельной памяти в отдаленном периоде
после перенесенного стресса (P60, 10 мес.). Такие
изменения касаются обеих субпопуляций незрелых
клеток – Ki67+ и Ki67− (соответственно незрелые
клетки, мигрирующие в этот регион мозга из нейро-
генных ниш, и собственно нейроны с пролонгиро-
ванной незрелостью, сохранившие свое присутствие
в коре с периода эмбриогенеза). Обонятельная сти-
муляция снижает чувствительность к неприятным
раздражителям в молодом возрасте (Р60) и стимули-
рует процессы кратковременного запоминания, то-
гда как в возрасте 10 мес. такой эффект менее вы-
ражен.

В целом, стимуляция ольфакторной памяти у жи-
вотных, перенесших СРПЖ, демонстрирует дефи-

Рис. 5. Результаты теста “Fear conditioning” (контекстуальное кондиционирование страха) у животных в возрасте 10 мес. а –
Первый день, стимуляция электрическим током и звуком; б – 2-й день, стимуляция белым шумом; в – 3-й день, условия кон-
текста без стимуляции. К – контрольная группа (без ОС). 24 ч – предварительная ОС за 24 ч до проведения теста. Другие объ-
яснения см. в подписи к рис. 1.
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цит присутствия в пириформной коре незрелых ней-
ронов. Коль скоро незрелые нейроны коры в норме
способны дифференцироваться в зрелые клетки при
действии стимулов, индуцирующих механизмы пла-
стичности мозга, снижение количества таких клеток
в пириформной коре в отдаленном периоде после
перенесенного СРПЖ свидетельствует в пользу во-
влеченности клеток DCX+PSA-NCAM+ в механиз-
мы формирования феномена раннего программиро-
вания.
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Early life stress is an important factor predisposing to the development of pathology of the nervous system in animals
and humans in the late period of ontogenesis. We used an early life stress model to assess the activation of the piri-
form cortex upon presentation of olfactory stimuli in experimental animals (CD1 mice, P60 and 10 months old) as
well as to assess the expression of markers of neurons with prolonged immaturity involved in the processes of plas-
ticity of the adult brain and its recovery. We found that early life stress reduces the number of immature neurons with
the DCX+PSA-NCAM+ phenotype in the piriform cortex and the response to olfactory memory induction. In ad-
dition, olfactory stimulation reduces sensitivity to unpleasant stimuli at a young age (P60), stimulates short-term
memory. However, at the age of 10 months, these effects are less evident. The results obtained indicate a possible
contribution of immature neurons of the piriform cortex to the mechanisms of aberrant neuroplasticity after early
life stress.
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