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Децеллюляризированный внеклеточный матрикс (дцВКМ) нативных тканей и культивируемых клеток
привлекает внимание исследователей в качестве источника биологических скаффолдов для регенератив-
ной медицины. ДцВКМ клеточного происхождения используется для изучения ВКМ как регулятора
функциональной активности клеток, а также для воспроизведения их тканеспецифичного микроокруже-
ния. Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки (МСК), как ключевые компоненты соедини-
тельной ткани, при культивировании синтезируют значительное количество ВКМ с различным составом
фибриллярных и растворимых элементов. Взаимодействие клеток с ВКМ является двунаправленным.
Условия при которых культивируются МСК, определяют свойства ВКМ, что, в свою очередь, позволяет
использовать дцВКМ от таких МСК для модулирования различных физиологических процессов после ре-
целлюляризации.
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Мультипотентные мезенхимные стромальные
клетки (МСК) рассматриваются как одна из ключе-
вых клеточных популяций, участвующих в физиологи-
ческом и репаративном ремоделировании различных
тканей. Считается, что МСК обладают способностью к
длительному поддержанию некоммитированного ста-
туса в локальных тканевых депо, а также могут быть
мобилизованы в области повреждения при действии
соответствующих медиаторов, где в результате проли-
ферации и последующей дифференцировки дают на-
чало более коммитированным мезенхимным клеткам,
таким как адипо- и хондроциты, остеобласты (Caplan,
2007). Возможность выделения, длительного поддер-
жания ex vivo и последующего обратного введения в ор-
ганизм, в том числе и аллогенно, обеспечивает привле-

кательность МСК для нужд клеточной терапии и ре-
генеративной медицины.

In vitro экспансия позволяет не только амплифи-
цировать МСК, но и аккумулировать продукты их
секреторной активности. В настоящее время раство-
римые компоненты секретома МСК позициониру-
ются как привлекательный инструмент клеточной
терапии, не только по эффективности сопостави-
мый с использованием самих МСК, но и являющий-
ся при этом более безопасным (Kumar et al., 2019).
Кроме того, как и другие клетки стромального диф-
ферона, МСК продуцируют значительное количе-
ство внеклеточного матрикса (ВКМ). ВКМ является
неотъемлемым компонентом тканей организма, об-
разуя трехмерную молекулярную сеть, которая фи-
зически занимает пространство между клетками, а
также регулирует различные клеточные процессы,
такие как пролиферация, миграция, дифференци-
ровка, жизнеспособность и морфогенез (Frantz et al.,
2010; Сlause, Barker, 2013). В связи с этим ВКМ стро-
мальных предшественников представляет значи-
тельный интерес с точки зрения тканевой инжене-
рии и регенеративной медицины.

В настоящем обзоре представлены современные
данные об особенностях ВКМ в контексте компо-
нента ниши МСК in vivo и влиянии моделирования
факторов тканевого окружения МСК на свойства

Принятые сокращения: МСК – мультипотентные мезенхим-
ные стромальные клетки; км/жт/вс-МСК – МСК, выделен-
ные из костного мозга/жировой ткани/Вартонова студня;
ВКМ – внеклеточный матрикс; дцВКМ – децеллюляризиро-
ванный ВКМ; а-дцВКМ – дцКМ, полученный при культиви-
ровании клеток в присутствии аскорбата натрия; ад-дцВКМ –
дцВКМ, полученный при культивировании клеток в адипо-
генной среде; о-дцВКМ – дцВКМ, полученный при культи-
вировании клеток в остеогенной среде; х-дцВКМ – дцВКМ,
полученный при культивировании клеток в хондрогенной
среде; 20% О2-дцВКМ и 5% О2-дцВКМ – дцВКМ, получен-
ный при культивировании клеток при 20 и 5% О2 соответ-
ственно.
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ВКМ in vitro. Кроме того, рассмотрены методы удале-
ния МСК для получения ВКМ и анализа индуктивных
свойств децеллюляризированного ВКМ (дцВКМ).

ВНЕКЛЕТОЧНЫЙ МАТРИКС КАК 
КОМПОНЕНТ ТКАНЕВОЙ НИШИ

Тканевая ниша представляет специализирован-
ную микросреду, которая занимает определенное
анатомическое положение и поддерживает основ-
ные свойства клеток через различные молекулярные
механизмы (Scadden, 2006), в которые вовлечены
сигналы от кровеносных сосудов и нервных клеток,
а также секретируемые факторы и структурные ком-
поненты матрикса (Gattazzo et al., 2014).

ВКМ – это ключевой компонент тканевого мик-
роокружения, образующий сложную динамическую
сеть макромолекул с различными физическими и
биохимическими свойствами (Streuli, 1999). Его со-
став и биомеханика специализированы в зависимо-
сти от физиологического состояния органов и тка-
ней (Hynes, 2009). Прямое или косвенное влияние
молекул ВКМ на клетки поддерживает их актив-
ность, функционирование и репарацию органов и
тканей. Матриксные белки вовлечены в регуляцию
пролиферации, миграции, дифференцировки и апо-
птоза клеток (Rozario, DeSimone, 2010; Рогова и др.,
2011; Воронкина и др., 2017). Механизмы, с помо-
щью которых белки ВКМ могут влиять на такое раз-
нообразие функций, опосредованы взаимодействи-
ем с различными клеточными рецепторами, вклю-
чая интегрины. Кроме того, важную роль играет
депонирование факторов роста и морфогенов, кото-
рые могут быть освобождены в ответ на сигналы от
микроокружения (Disсher et al., 2009). Так, установ-
лено, что витронектин, коллагены и протеогликаны
связывают факторы роста: фибробластов (FGF), ге-
патоцитов (HGF), эндотелия сосудов (VEGF),
трансформирующий (TGF-β) (Gattazzo et al., 2014).

Взаимодействие клеток с ВКМ имеет двунаправ-
ленный характер. Клетки могут реагировать на сиг-
налы из микроокружения, ремоделируя матрикс
(Ahmed, Ffrench-Сonstant, 2016). Динамичность
структуры ВКМ регулируется клетками за счет син-
теза матриксных протеаз и их ингибиторов в ответ на
различные сигналы окружающей среды (Page-
MсСaw et al., 2007; Воронкина и др., 2017). Протео-
литическое расщепление компонентов ВКМ проис-
ходит посредством матриксных металлопротеиназ
(MMP), сериновых протеаз (например, плазмина,
активатора плазминогена) и цистеиновых протеаз
(таких как катепсины). Они могут преобразовать
структурные элементы в небольшие пептидные сиг-
нальные молекулы (матрикины), напрямую дегра-
дировать матриксные белки, либо высвобождать
факторы роста, депонированные в ВКМ. Для под-
держания гомеостаза тканей взрослого организма
при нормальном развитии активность протеаз и ин-
гибиторов должна быть контролируемо уравновеше-

на. Нарушения могут стать причиной различных па-
тологических процессов, в том числе и опухолевой
прогрессии (Daley, 2008).

ОСОБЕННОСТИ ВНЕКЛЕТОЧНОГО 
МАТРИКСА В РАЗЛИЧНЫХ ТКАНЕВЫХ 

НИШАХ МСК

Как известно, впервые МСК были изолированы
из костного мозга и изучены наиболее детально
(Friedenstein et al., 1968). За два последних десятиле-
тия во многих исследованиях подтверждена возмож-
ность получения стволовых/прогениторных клеток
со свойствами МСК из других тканей, таких как ко-
жа (Orсiani, Primio, 2013), плацента (Pelekanos et al.,
2016), пуповинная кровь (Biebaсk, Netsсh, 2016), пу-
повинная ткань (Nagamura-Inoue, He, 2014), жиро-
вая ткань (Li et al., 2015), легкие (Rolandsson et al., 2016),
менструальная кровь и эндометрий (Мусина и др.,
2008; Земелько и др., 2011), крайняя плоть (Крылова
и др., 2018), а также молочные зубы и пульпа зуба
(Yamada et al., 2010). МСК, благодаря их способно-
сти к самообновлению, мультилинейной дифферен-
цировке, иммуносупрессивным свойствам, пара-
кринной активности играют важную роль в гомео-
стазе и регенерации тканей. Исследования in vitro
показали, что МСК из разных тканей отличаются, в
частности, по дифференцировочному потенциалу:
МСК жировой ткани предрасположены к адипо-
дифференцировке, МСК из костного мозга лучше
остеокоммитируются, МСК из пуповины и синови-
альной жидкости склонны к хондродифференци-
ровке (Pizzute et al., 2015). По-видимому, эти свой-
ства МСК обуславливаются сигналами микроокру-
жения, в том числе ВКМ.

ВКМ как внутри, так и между тканями варьирует
по составу компонентов и их содержанию, что опре-
деляет различия в свойствах ВКМ (Hynes, 2009). При
этом существуют общие закономерности структур-
ной организации ВКМ. В состав ВКМ входят различ-
ные фибриллярные белки, а также гликопротеины и
протеогликаны, структурное и функциональное раз-
нообразие которых придает четко определенные фи-
зические, биохимические и биомеханические свой-
ства ВКМ (Theocharis et al., 2015). Для описания
комплекса молекул, составляющих ВКМ и участву-
ющих в его ремоделировании, предложен термин
“матрисом” (Hynes, Naba, 2011; Naba et al., 2012).
Матрисом МСК, как и других клеток, состоит из ко-
рового матрисома, включающего в себя основные
структурные компоненты, такие как коллагены,
гликопротеины и протеогликаны, и матрисом-ассо-
циированных молекул, представленных секретируе-
мыми факторами, регуляторами ВКМ и ВКМ-аф-
филированными молекулами (рис. 1). Актуальность
изучения состава ВКМ с помощью характеристики
матрисома определяется тем, что протеиновый ана-
лиз затруднен плохой растворимостью многих моле-
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кул ВКМ. Поэтому описание матрисома МСК выхо-
дит на передний план исследований ВКМ.

Подтверждено, что МСК in vitro продуцируют
ВКМ со свойствами, характерными для их нативно-
го микроокружения in vivo (Сhen et al., 2007). Оценка
матрисома культивируемых МСК, полученных из
костного мозга (км-МСК), жировой ткани (жт-МСК)
и дермальных фибробластов подтверждает, что со-
став ВКМ во многом зависит от специфики микро-
окружения этих клеток. Качественный анализ пока-
зал, что коровый матрисом, продуцируемый клетка-
ми разных тканей, содержит большое число общих
белков. Однако количественный анализ продемон-
стрировал значительные различия в составе ВКМ
разного происхождения. Так, для ВКМ жт/км-МСК
было выявлено преобладание и разнообразие колла-
геновых белков, тогда как ВКМ дермальных фиб-
робластов содержaл больше гликопротеинов, таких
как фибррилин-2, фибулин-3, витронектин, по-
скольку кожа – эластичная ткань. Были отмечены
различия между содержанием белков ВКМ жт-МСК
и км-МСК. Например, тенасцин-Х, гликопротеин,
который в основном экспрессируется в рыхлых со-
единительных тканях, был обнаружен только в ВКМ
жт-МСК, а коллаген XIVα1 – исключительно в ВКМ
км-МСК (Ragelle et al., 2017).

Аналогично, масс-спектрометрический анализ
продемонстрировал различия в составе компонен-
тов ВКМ от жт-МСК и км-МСК (Marinkoviс et al.,
2016). При этом коллагеновая композиция корового
матрисома была схожей, преобладали коллагены ти-
пов I, VI, XII. Основные различия были связаны с
содержанием протеогликанов и гликопротеинов. И
ВКМ от км-МСК, и ВКМ от жт-МСК были обога-
щены бигликанами и фибулином, тогда как галекти-
ны преобладали в случае км-МСК, а декорин и лю-
микан – жт-МСК. Иммуноцитохимический анализ
показал различия в структуре коллагена типа VI: в
случае км-МСК он характеризовался тонкими упо-
рядоченными фибриллами, а в случае жт-МСК были

обнаружены плотные и менее упорядоченные пучки
(Marinkoviс et al., 2016).

Сравнение матрисома км-МСК и МСК из легоч-
ной ткани выявило специфический профиль белков
ВКМ, характеризующий их тканеспецифичность.
Для км-МСК идентифицировано 5 уникальных бел-
ков, а для легочных МСК – 11 белков ВКМ, а также
в кондиционированной среде – 15 и 6 белков соот-
ветственно. Кроме того различались количествен-
ные показатели содержания одних и тех же компо-
нентов ВКМ в данных группах клеток. Например,
экспрессия фибронектина и коллагена VI типа была
выше у км-МСК. Один из важных гликопротеинов,
тенасцин-С, играющий критическую роль в процес-
сах регенерации гематопоэтической ниши в костном
мозге, экспрессировался в км-МСК на значительно
более высоком уровне, по сравнению с легочными
МСК. Для легочных МСК был характерен значи-
тельно более высокий уровень экспрессии глипика-
на I, по сравнению с км-МСК. Также среди специ-
фичных белков ВКМ МСК легких был обнаружен
HGF, необходимый для самовосстановления повре-
жденных органов, таких как печень и легкие (Enes et al.,
2017).

Помимо различий в составе и структуре ВКМ,
была продемонстрирована значительная разница в
механической жесткости, которая у ВКМ км-МСК
была в 3 раза выше, чем у ВКМ жт-МСК. Эти дан-
ные указывают на сохранение тканеспецифичности
продуцируемого in vitro ВКМ, что может играть важ-
ную роль в регуляции поведения клеток (Marinkoviс
et al., 2016). Топография, жесткость, пористость, не-
растворимость ВКМ могут модулировать свойства
клеток, связанные с адгезией, миграцией, пролифе-
рацией и полярностью (Hynes, 2009). In vivo МСК
локализуются в областях, обладающих различными
механическими свойствами. За счет процессов меха-
нотрансдукции жесткость матрикса выступает фак-
тором, регулирующим адгезию, характер распласты-
вания и дифференцировку МСК. Показано, что

Рис. 1. Матрисом МСК. Внеклеточный матрикс состоит из белков корового матрисома, включающего в себя такие молекулы
как коллагены, гликопротеины, протеогликаны, а также матрисом-ассоциированных белков, представленных секретируе-
мыми факторами (факторы роста, цитокины, морфогены), регуляторами ВКМ (протеазы) и ВКМ-аффилированными бел-
ками (муцины, семафорины и др.) (по Naba et al., 2016; Ragelle et al., 2017).

Матрисом MCK

Матрисом- Белки корового

Секретируемые

Гликопротеины

Коллагены

Протеогликаны
ВКМ-

Регуляторы

аффилированные

факторы

матрисомаассоциированные белки
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жесткость ВКМ может определять направление
дифференцировки МСК: на мягких субстратах пре-
имущественно происходят адипогенная или нейро-
генная дифференцировки, на жестких – миогенная,
хондрогенная и остеогенная дифференцировки (En-
gler et al., 2006).

ФАКТОРЫ МИКРООКРУЖЕНИЯ 
И ВНЕКЛЕТОЧНЫЙ МАТРИКС

МСК, населяя практически все ткани и органы,
подвергаются воздействиям, различающимся в за-
висимости от конкретных клеточных и неклеточных
локальных факторов. Очевидно, что в специфиче-
ских тканевых нишах ВКМ, синтезируемый МСК,
будет соответствующим образом модулирован. Это,
в свою очередь, может вносить вклад в регуляцию
функций не только МСК, но и других типов клеток,
населяющих эти ткани, или мигрирующих в них в
результате каких-то изменений. Среди неклеточных
факторов, которые могут повлиять на продукцию
ВКМ МСК, надо отметить такие как рН (Wu et al.,
2007), рО2 (Petrova et al., 2018), температуру, механи-
ческие стимулы, регуляторные молекулы, включая

растворимые факторы роста, клеточные метаболиты
(Gattazo et al., 2014) (рис. 2).

Пониженная (относительно атмосферной) кон-
центрация О2 является одним из наиболее важных
физических факторов тканевого микроокружения
МСК (Buravkova et al., 2014). Поскольку ВКМ явля-
ется динамичной структурой, ремоделирование
ВКМ также связано с уровнем О2 в клеточном мик-
роокружении (Андреева, Матвеева, 2018).

Содержание О2 в локальных депо МСК варьирует
как в зависимости от типа ткани, так и удаленности
от сосуда (Haque et al., 2013; Паюшина, 2015). МСК в
эндостальной зоне костного мозга находятся при
низких концентрациях О2, близких к аноксичным
(0.5–2%) (Eliasson, Jonsson, 2010). В периваскуляр-
ной нише концентрация О2 значительно выше, на-
пример, в жировой ткани она составляет 2–8% (Pas-
arica et al., 2009). Для описания тканевого уровня О2
используют термин “физиологическая” гипоксия
(Ivanoviс, 2009). Адаптация клеток к снижению
уровня O2 в микроокружении происходит через ги-
поксия-чувствительный сигнальный путь при акти-
вации транскрипционного фактора, индуцируемого
гипоксией (HIF-1) (Semenza, 2012). Подобным обра-

Рис. 2. Компоненты тканевой ниши МСК. Микроокружение МСК образуют различные типы клеток, а также неклеточные
факторы, такие как соединительнотканный матрикс, растворимые медиаторы и физические компоненты (температура, кон-
центрация О2, pH). Внеклеточный матрикс не только образует 3D-каркас вокруг клеток, но и модулирует адгезию и проли-
ферацию клеток, процессы механотрансдукции, а также депонирует факторы роста.

Неклеточные факторы микроокружения:

O2, pH, T°

Взаимодействие Взаимодействие

концентрация O2и СО2, температура, pH,
внеклеточный матрикс, растворимые и

депонированные в матриксе факторы роста и
цитокины

клетка–клетка:
гомо- и гетеротипические

контакты,
паракринная и

аутокринная регуляция

клетка–матрикс:
клеточная полярность,

заякоривание
адгезия, миграция,
механотрансдукция
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зом, в том числе регулируются процессы гликолиза,
ангиогенеза, клеточного цикла, апоптоза, развития
и дифференцировки (Haque et al., 2013).

Роль гипоксии в продукции и ремоделировании
ВКМ рассматривается исследователями, в основ-
ном, в контексте сосудистых заболеваний и опухоле-
вой прогрессии, при которых клетки испытывают ги-
поксический стресс (Gillies, Gatenby, 2007; Beyer et al.,
2009). Регуляция ВКМ при снижении уровня О2 в
микроокружении клеток также происходит посред-
ством транскрипционного фактора HIF-1. Показа-
но, что транскрипционными мишенями этого фак-
тора являются как структурные молекулы ВКМ, так
и ферменты, участвующие в его ремоделировании
(Petrova et al., 2018). Установлено, что адаптация к
данным условиям сопровождается увеличением
продукции матрикса, необходимого для экспансии
и миграции клеток (Kalluri, 2016; Kumar et al., 2018),
а также для обеспечения жесткости и выровненно-
сти ВКМ, активации интегринов и повышения вы-
живаемости клеток (Jean et al., 2011). Гипоксический
стресс через HIF-1-сигнальный путь стимулировал
увеличение экспрессии генов структурных компо-
нентов ВКМ: коллагена типов I (Saed, Diamond,
2002; Desсhene et al., 2012), II и IV (Berg et al., 1998),
фибронектина (Milner et al., 2008). При коротких ги-
поксических воздействиях в МСК из костного мозга
выявлено увеличение экспрессии коллагена типов
IV, V, XI, XII, XIV, фибулина, фибронектина, аггре-
кана, снижение коллагена типов II, IV и фибулина
III по сравнению с клетками, находящимися при
20% О2 (Hu et al., 2014).

Гипоксия также модулирует адгезию к ВКМ кле-
ток посредством изменения экспрессии субъединиц
интегринов. Через HIF-зависимый путь увеличива-
лась транскрипция интегринов или их субъединиц:
β1 – в фибробластах, αvβ3 – в клетках плаценты
(Сowden-Dahl et al., 2005), αvβ5 – в эндотелиальных
клетках (Walton et al., 2000). Через белок фон Хип-
пель-Линдау (pVHL), участвующий в клеточном от-
вете на гипоксию, происходила регуляция экспрес-
сии субъединицы α5 в опухолевых клетках почки
(Wykoff et al., 2004).

Что касается ВКМ и прогрессии опухолей, то, по-
мимо увеличенной продукции компонентов ВКМ,
важным механизмом в инвазии опухолевых клеток
является посттрансляционная модификация колла-
гена и особенности его внеклеточного ремоделиро-
вания (Gilkes et al., 2014). HIF-1 регулирует экспрес-
сию генов, кодирующих пролилгидроксилазы
(P4HA1, P4HA2), и лизилоксидазы (PLOD1, PLOD2) в
раковых клетках (Eisinger-Mathason et al., 2013), фиб-
робластах (Gilkes et al., 2014) и хондроцитах (Aro et al.,
2012). Три фермента: лизилоксидаза (LOX) и лизи-
локсидаза-подобные энзимы (LOXL-2 и LOXL-4)
регулируются через HIF-зависимый механизм вне-
клеточной модификации фибриллярных коллаге-
нов, обеспечивая сшивание коллагеновых волокон,

увеличение их жесткости и развитие фиброза в опу-
холевых очагах (Barker et al., 2012; Сox et al., 2013; Gil-
kes et al., 2014).

Кроме того HIF-1 и HIF-2 могут регулировать де-
градацию ВКМ путем контроля продукции протеаз,
ремоделирующих матрикс и способствующих инва-
зии клеток. In vitro гипоксия увеличивала экспрес-
сию металлопротеиназ MMP-2 и ММР-9, деградиру-
ющих коллагены базальной мембраны (Munoz-Najar,
2006; Сhoi et al., 2011), а также урокиназы и рецептора к
ней, изменяющих взаимодействие ВКМ–интегрины
(Büсhler et al., 2009). Таким образом, изменения ВКМ в
гипоксических условиях при образовании опухолей
направлены на его ремоделирование и последующее
образование тонких упорядоченных фибрилл, спо-
собствующих миграции и инвазии опухолевых кле-
ток за счет HIF-контролируемой экспрессии фер-
ментов, ремоделирующих матрикс.

Перестройка ВКМ является фундаментальной
составляющей физиологического и патологического
ремоделирования тканей (Cox, Erler, 2011). Доказа-
но, что гипоксия способствует развитию воспале-
ния, что подтверждается HIF-зависимым путем ак-
тивации NF-kB (Biddlestone et al., 2015), поэтому
изучение роли воспалительных процессов в пере-
стройке ВКМ имеет важное значение как с фунда-
ментальной, так и клинической точки зрения.

Провоспалительный медиатор IFN-γ, также как и
описанная выше депривация О2, существенно моду-
лирует ВКМ МСК. Показано, что IFN-γ преимуще-
ственно влияет на выработку коллагеновых компо-
нентов, подавляя продукцию коллагена типов I, III,
V, XII, XV, XVI и повышая секрецию коллагена IV
(Wobma et al., 2018). IFN-γ также стимулировал экс-
прессию ламинина и агрина, одновременно подав-
ляя экспрессию эластина, фибулина и фактора роста
соединительной ткани. Сочетанное (гипоксия и
IFN-γ) праймирование МСК влияло на регуляторы
метаболизма ВКМ и ангиогенеза. Усиливалась тран-
скрипция LOXL1 и LOXL3, и снижалась TIMP3. Уве-
личивалась продукция тенасцина-С и подавлялась
тромбоспондинов 1 и 2, которые ингибируют ангио-
генез (Wobma et al., 2018). В то же время, IFN-γ угне-
тал продукцию как компонентов ВКМ, так и
ММР-1, -2, -3, -7, -9 (Hu, Ivashkiv, 2009).

IL-1β и TNF-α опосредованно вовлечены в де-
градацию ВКМ за счет ММР-9 и ММР-1, -3, -7, -9,
соответственно (Ito et al., 1996; Leask, Abraham,
2004). Также показано, что эти медиаторы неблаго-
приятно влияли на хондродифференцированные
МСК, в том числе угнетая продукцию коллагена ти-
па II и аггрекана (Mohamed-Ali, 1995). Однако гипо-
ксические условия, как известный индуктор хондро-
дифференцировки МСК (Khan et al., 2007; Malladi et
al., 2007), улучшали дифференцировку км-МСК при
добавлении IL-1β (Felkaya et al., 2009). Это свиде-
тельствует о том, что с помощью воспроизведения
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физиологических условий возможно поддерживать
функции МСК и качество продуцируемого ВКМ.

Все больше накапливается данных, доказываю-
щих способность молекул ВКМ модулировать свой-
ства иммунных клеток (Garсía-Garсía, Martin, 2019).
Точные механизмы этих регуляторных процессов
требуют дальнейших исследований, однако послед-
ние результаты указывают на то, что некоторые мо-
лекулы ВКМ могут связываться с Toll-подобными ре-
цепторами (TLR), активируя иммунные клетки. К ним
относятся такие компоненты интерстициального мат-
рикса, как тенасцин-С (Midwood et al., 2009), бигликан
(Sсhaefer et al., 2005), фибронектин (Okamura et al.,
2001), гепарансульфат (Johnson et al., 2002) и гиалуро-
новая кислота (Stern et al., 2006). Так, тенасцин-С
взаимодействовал с TLR4 на макрофагах и синови-
альных фибробластах и вызывал продукцию провос-
палительных цитокинов (Midwood et al., 2009).
Бигликан во время почечного воспаления связывал-
ся с TLR2 и TLR4 на макрофагах и стимулировал
экспрессию СXСl2 и TNF-α (Sсhaefer et al., 2005).
Кроме того, бигликан депонировал TGF-β, который
высвобождался при деградации ВКМ (Sсhaefer,
2010).

Продукты расщепления ВКМ могут быть биоак-
тивными молекулами и действовать как хеммоат-
трактанты или изменять активность иммунных кле-
ток (Sorokin, 2010). Показано, что к расщепленным
фрагментам коллагена типа I могут специфически
адгезировать макрофаги, при этом цельные коллагено-
вые фибриллы стимулировали продукцию ММР-9
макрофагами U934 (Gowen et al., 2000; Veres et al.,
2015). Для интактной гиалуроновой кислоты проде-
монстрированы противовоспалительные эффекты
за счет индукции продукции IL-10 в макрофагах, в
то время как деградированная гиалуроновая кислота
способствовала формированию провоспалительно-
го фенотипа макрофагов, продуцирующих TNF-α
(Rayahin et al., 2015). Фибрин ингибировал провос-
палительные свойства макрофагов, а продукты его
деградации способствовали рекрутированию лейко-
цитов и секреции провоспалительных цитокинов
(IL-1β, IL-6) (Yakovlev, Medved, 2018).

Таким образом, к настоящему времени накоплен
значительный экспериментальный материал, позво-
ляющий полагать, что факторы неклеточного мик-
роокружения, такие как уровень О2 и воспалитель-
ных медиаторов, могут быть использованы в каче-
стве инструмента для модификации свойств ВКМ,
продуцируемого МСК in vitro.

ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ ВЛИЯНИЯ 
МАТРИКСА НА ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ 

АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК

Внеклеточный матрикс окружает клетки in vivo,
поддерживая их, что необходимо для формирования
архитектуры ткани. Переходя в систему in vitro очень

важно моделировать соответствующее тканевое
микроокружение, для того чтобы сохранить предпо-
лагаемые свойства клеток. Хотя МСК хорошо адге-
зируют к пластику и не требуют, на первый взгляд,
фидерных клеток или биологических подложек для
культивирования, показано, что при экспансии на
пластике МСК теряют свои “стволовые” функции, по-
скольку отсутствуют сигналы из микроокружения,
поддерживающие и направляющие поведение клеток
in vivo, в том числе контакты с ВКМ (Lai et al., 2010).

В последнее десятилетие активно развивается на-
правление тканевой инженерии, ориентированное
на разработку различных биоактивных конструктов
для поддержания клеток in vitro, а также систем на-
правленной доставки клеток в места повреждения
для эффективной репарации. Для того чтобы имити-
ровать некоторые факторы микроокружения ис-
пользуют синтетические двумерные и трехмерные
скаффолды, покрытые одиночными белками ВКМ,
такими как фибронектин, коллаген или ламинин,
или подложки из смеси белков ВКМ, например, бел-
ков базальной мембраны, выделенной из клеток сар-
комы мыши – Матригеля. В зависимости от биоло-
гической активности каждого компонента, ВКМ
может регулировать клеточную адгезию, выжива-
ние, пролиферацию, миграцию и дифференцировку
(Lindner et al., 2010). Однако применение многоком-
понентного дцВКМ в качестве подложки для МСК
имеет ряд преимуществ по сравнению с одиночны-
ми молекулами (Joddar et al., 2014).

Применение бесклеточного ВКМ естественного
происхождения, по сравнению с использованием
биоинженерных скаффолдов, предполагает биосов-
местимость и сохранение архитектуры и биохимиче-
ских свойств ткани, что может быть критичным для
ее эффективной репарации, поддержания жизне-
способности и функциональной активности клеток
(Noth et al., 2010; Hoshiba et al., 2010). Кроме этого,
поскольку МСК продуцируют хорошо развитый
ВКМ in vitro (Kusuma et al., 2017), можно исключить
влияние других клеток в гомеостазе ВКМ, которое
может возникнуть при использовании децеллюля-
ризированных тканей или органов.

ДЕЦЕЛЛЮЛЯРИЗИРОВАННЫЙ 
ВНЕКЛЕТОЧНЫЙ МАТРИКС 

КАК ИНСТРУМЕНТ ДЛЯ МОДИФИКАЦИИ 
СВОЙСТВ МСК

В связи с тем, что дцВКМ – перспективный ис-
точник биологических скаффолдов для регуляции
функционирования клеток (Hoshiba et al., 2010),
главной целью децеллюляризации является удале-
ние аллогенных или ксеногенных клеточных антиге-
нов и других иммуногенных компонентов, таких как
ДНК, чтобы минимизировать риск неблагоприят-
ных иммунологических реакций. Решение этой за-
дачи должно быть сбалансировано с сохранением
целостности, состава и биоактивности полученного
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дцВКМ (Keane et al., 2015). Существуют различные
варианты методов децеллюляризации с помощью
физических, химических и биологических воздей-
ствий: циклы замораживания−размораживания, ис-
пользование протеаз и нуклеаз, ультразвуковое воз-
действие, детергентная или кислотная экстракция
клеток (Сrapo et al., 2011). Удаление клеток различ-
ными агентами позволяет сохранить каркас из мат-
рикса, в котором, как правило, преобладают фиб-
риллярные компоненты, а также сохраняется его
толщина и механические свойства, характерные для
нативного состояния (Сrapo et al., 2011).

Однако каждый метод имеет определенные недо-
статки. Для химической децеллюляризации обычно
используют кислые или щелочные компоненты
и/или детергирующие агенты (Triton X-100, SDS,
СHAPS), которые эффективно удаляют клеточные
мембраны, а также ДНК, но могут приводить к ча-
стичной потере гликозаминогликанов (Brown et al.,
2009). “Физическая” децеллюляризация, как пока-
зано, может приводить к разрушению компонентов
матрикса и неполному удалению клеточных остат-
ков (Hashimoto et al., 2010). В настоящее время в боль-
шинстве работ, связанных с децеллюляризацией ВКМ
стромальных клеток, используется сочетание щелоч-
ного агента гидроксида аммония с детергентом Triton
X-100, действие которых направлено на лизис кле-
точной и ядерной мембраны, а также белковых и
нуклеиновых компонентов (Rao Pattabhi et al., 2014;
Xing et al., 2015; Kusuma et al., 2017).

Использование дцВКМ позволяет не только вос-
производить сходное с нативным локальное микро-
окружение для МСК, сохраняя топологию и депони-
рованные сигналы, необходимые для функциониро-
вания клеток, но и усиливать пролиферацию МСК
(Zhou et al., 2016; Van et al., 2019). Культивирование
на дцВКМ способствует увеличению миграции
МСК (Van et al., 2019), снижает уровень внутрикле-
точного содержания активных форм кислорода за
счет усиления работы антиоксидантных систем
МСК (супероксиддисмутазы и каталазы) (Pei et al.,
2011; Liu et al., 2016), поддерживает колониеобразу-
ющую способность и дифференцировку МСК
(Xiong et al., 2015).

Лин с коллегами (Lin et al., 2012) изменили подход
к применению дцВКМ, используя отдельно раство-
римую и нерастворимую фракции внеклеточного
матрикса, полученные путем обработки мочевиной
и пепсином соответственно. Фракция, выделенная с
помощью мочевины, содержала сложную смесь раз-
личных белковых компонентов, большинство из ко-
торых имеют молекулярную массу около 250 кДа
(вероятно, такие белки как фибронектин, ламинин).
Пепсиновая фракция содержала белки с молекуляр-
ной массой, сходной с коллагенами. Компоненты
обеих фракций после выделения наносили на куль-
туральный пластик. По сравнению с нерастворимой
фракцией ВКМ и коллагеном, МСК, культивируе-

мые на растворимых компонентах ВКМ, демонстри-
ровали ускоренную пролиферацию, адгезию, мигра-
цию, и дифференцировку в остео- и адипонаправле-
ниях. Это указывает на то, что именно растворимые
компоненты дцВКМ имеют наиболее выраженные
биоактивные эффекты на МСК (Lin et al., 2012).

Применение дцВКМ также представляется пер-
спективным подходом для подготовки МСК к ис-
пользованию в клинических протоколах, позволяя
культивировать клетки в бессывороточных средах
(Rakian et al., 2015). Для эффективной пролифера-
ции клеток в рутинной лабораторной технологии ис-
пользуют питательные среды с добавлением сыво-
ротки крови крупного рогатого скота. Такое культи-
вирование может иметь ограничения для
дальнейшего применения в клеточной терапии, по-
скольку существуют проблемы безопасности, в том
числе связанные с передачей заболеваний. Так в од-
ной из работ (Van et al., 2018) продемонстрировано
увеличение пролиферации МСК из пуповинной
крови на дцВКМ, полученном от легочных фиброб-
ластов, при 2% и 10% сыворотки, по сравнению с
пластиком и покрытием из фибронектина. Ракиан с
коллегами (Rakian et al., 2015) показали снижение про-
лиферации км-МСК в первичной культуре в бессыво-
роточной среде вне зависимости от субстрата
(дцВКМ/пластик), по сравнению с клетками, культи-
вировавшимися в полной среде. Однако при пассиро-
вании этот эффект для км-МСК на дцВКМ нивели-
ровался. При этом для клеток в бессывороточной
среде было показано значительное увеличение коло-
ниеобразующей способности и дифференцировки
МСК на дцВКМ по сравнению с пластиком (Rakian
et al., 2015).

Таким образом, дцВКМ демонстрирует суще-
ственное влияние на МСК in vitro. Поскольку взаи-
модействие в системе ВКМ—клетки является двуна-
правленным, влияние на продукцию ВКМ за счет
воздействия на МСК является основополагающим
подходом для моделирования тканевых ниш. Ткане-
вой источник для выделения МСК, а также методы
культивирования и кондиционирования являются
основными факторами, влияющими на свойства
дцВКМ МСК, такие как состав, структура, жест-
кость, депонирование биологически активных моле-
кул. Эксперименты in vitro с использованием дцВКМ
позволяют охарактеризовать взаимодействие ВКМ с
МСК как в недифференцированном состоянии, так
и на разных этапах дифференцировки, а также оце-
нить их фенотип, пролиферацию, миграцию и сек-
ретом (рис. 3). Кроме того, они дают возможность
моделировать функционирование тканевых ниш,
сочетая несколько факторов окружения МСК, дей-
ствующих in vivo, таких как ВКМ, цитокины, другие
типы клеток, парциальное давление О2.
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СВОЙСТВА ВНЕКЛЕТОЧНОГО 
МАТРИКСА КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 
МСК ИЗ РАЗНЫХ ИСТОЧНИКОВ

Современные исследования дают прямые под-
тверждения тому, что свойства и структура ВКМ за-
висят от степени дифференцировки и от происхож-
дения МСК. Недавно было проведено сравнение со-
става дцВКМ, полученного от фибробластов,
хондроцитов или МСК (Lu et al., 2011a). Во всех ис-
следованных дцВКМ иммуноцитохимически были
идентифицированы коллагены типов I и III, фибро-
нектин, витронектин, ламинин и декорин. Однако
версикан был обнаружен в дцВКМ хондроцитов, а
агрекан – в дцВКМ хондроцитов и МСК, тогда как
этих гликопротеинов не было обнаружено в дцВКМ
фибробластов (Lu et al., 2011a).

Анализ секреторной способности МСК из разных
источников in vitro, таких как жт-МСК, км-МСК и
МСК из Вартонова студня (вс-МСК), показал раз-
личия в содержании секретируемых компонентов

ВКМ и ММР (Mahmoud et al., 2005). Наибольшее
содержание коллагена типов I, II, III и IV было обна-
ружено в жт-МСК, по сравнению с км-МСК, у кото-
рых преобладал синтез гепарансульфата и аггрекана.
Вс-МСК не синтезировали коллаген II и IV типов, а
также фибронектин, гепарансульфат, декорин, ла-
минин и аггрекан. Поэтому вс-МСК не могут быть
использованы для регенерации хрящевой ткани, т. к.
не продуцируют основные структурные компоненты
хрящa (коллаген II и аггрекан). Жт-МСК могут при-
меняться для регенерации сухожилий, поскольку у
них преобладает секреция коллагена I и эластина,
а также кожи, поскольку у жт-МСК выявлена наи-
большая продукция коллагена IV, а также (у
единственных из изученных МСК) – секреция
PDGF-BB, стимулирующего синтез коллагена IV.
Анализ секреции ММР показал высокий уровень
секреции ММР-1 и ММР-3 для жт-МСК и вс-МСК,
и низкий – для км-МСК. Это позволяет рассматри-
вать км-МСК в качестве наилучших кандидатов для
регенерации костей, сухожилий и хрящей, так как

Рис. 3. Изучение свойств децеллюляризированного внеклеточного матрикса in vitro. Свойства дцВКМ МСК, в первую оче-
редь, определяются происхождением МСК (тканевым источником для их выделения), а также методами культивирования и
прекондицирования. Добавление в культуральную среду различных цитокинов, макромолекул, индукторов дифференциров-
ки, сокультивирование с другими типами клеток, а также изменение физических параметров (концентрации О2) влияют на
свойства дцВКМ, что после рецеллюляризации может отразиться на функциональной активности других клеток. Такие ма-
нипуляции in vitro позволяют моделировать как функционирование тканевых ниш МСК, так и развитие различных патоло-
гических процессов.

Источник МСК

Децеллюляризация

Рецеллюляризация

МСК in vitro

Костный мозг

Цитокины, факторы роста, гормоны

Другие типы клеток

Макромолекулы

Состав, структура, Фенотип, пролиферация,

Уровень O2

Жировая ткань Плацента Легкие Кожа
Эндометрий

жесткость, депонирование
биологически активных

молекул ВКМ

дифференцировка,
миграция, секретом клеток
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указанные протеазы вовлечены в деградацию этих
тканей (Mahmoud et al., 2005).

Сравнение эффектов дцВКМ клеток, получен-
ных из разных источников, имеет большое значение
для их использования в тканевой инженерии и реге-
неративной медицине. В одной из работ (Hoshiba,
Lu, 2011) сравнивали возможность использования
дцВКМ, полученного от хондроцитов человека
(Хон-дцВКМ), фибробластов дермы (ДФ-дцВКМ) и
МСК человека (МСК-дцВКМ) в качестве субстрата
для экспансии хондроцитов. Адгезия хондроцитов
на Хон-дцВКМ была выше, чем на ДФ-дцВКМ и
МСК-дцВКМ, что свидетельствует о наиболее под-
ходящей структуре ВКМ и профиля молекул адгезии
у Хон-дцВКМ. Напротив, пролиферация хондроци-
тов увеличивалась на ДФ- и МСК-дцВКМ, по срав-
нению с Хон-дцВКМ, что, вероятно, связано с суще-
ственно меньшим количеством фибронектина, спо-
собного поддерживать пролиферацию, в Хон-
дцВКМ. Оценка топографии и шероховатости
дцВКМ от трех типов клеток с помощью атомно-си-
ловой микроскопии не выявила различий, что ис-
ключает влияние физических свойств поверхности
на активность хондроцитов (Hoshiba, Lu, 2011).

Влияние внеклеточной среды на дифференци-
ровку стромальных предшественников тканеспеци-
фична. Например, ВКМ, полученный из хряща, уси-
ливал хондрогенез км-МСК (Xue et al., 2012), а полу-
ченный из сухожилий ВКМ повышал тендогенез
МСК сухожилий (Zhang et al., 2011), дцВКМ от глад-
комышечных клеток индуцировал дифференциров-
ку МСК в клетки с фенотипом сократительных кле-
ток гладких мышц (Rao Pattabhi et al., 2014). ВКМ от
км-МСК усиливал остеогенез жт-МСК (Zhang et al.,
2014). дцВКМ, продуцированный МСК из синови-
альной жидкости, усиливал пролиферацию и инги-
бировал дедифференцировку хондроцитов (Pei et al.,
2012). Аналогичные результаты были получены при
культивировании хондроцитов на дцВКМ от МСК
пупочного канатика (Zhang et al., 2019а). ДцВКМ от
км-МСК также поддерживал экспансию хондроци-
тов, при этом кондиционирование с TGF-β3 приво-
дило к усилению пролиферации (Yang et al., 2018).

Направление дифференцировки МСК может,
по-видимому, зависеть и от физических свойств
микроокружения. Одним из важных факторов ока-
зается механическая характеристика субстратов, на
которых культивировались клетки. На жестких суб-
стратах МСК имели распластанную форму с хорошо
развитой сетью стресс-фибрилл. На мягких субстра-
тах клетки распластывались с формированием древо-
видных отростков без стресс-фибрилл (Smith et al.,
2018). Дифференцировка может контролироваться
жесткостью субстрата и коррелировать с нативными
условиями в тканях: на мягких субстратах происхо-
дит коммитирование в адипо-направлении, на жест-
ких – в хондро- и остео-направлениях (Engler et al.,
2006; Smith et al., 2018). Анализ с помощью атомно-

силовой микроскопии показал, что по показателю
жесткости дцВКМ от км-МСК лучше имитирует нишу
костного мозга, чем дцВКМ от эмбриональных фиб-
робластов, эндотелия пупочного канатика и неонаталь-
ных фибробластов кожи. Дц-ВКМ от км-МСК обладал
более тонкой структурой и эластичностью, схожей с на-
тивным костным мозгом (~0.1–0.3 кПа), тогда как
жесткость других дцВКМ составляла приблизительно
1 кПа (Prewitz et al., 2013).

СВОЙСТВА ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА 
ПРИ КОНДИЦИОНИРОВАНИИ 

КУЛЬТИВИРУЕМЫХ МСК

Для того чтобы добиться сохранения или возник-
новения определенных свойств клеток при экспан-
сии, а также для адаптации клеток к окружающим
условиям, in vitro применяют предварительное или
постоянное кондиционирование определенными
факторами (Noronha et al., 2019). Для этих целей ча-
ще всего используют создание гипоксических усло-
вий (Hu et al., 2011), цитокины и факторы роста (Na-
jar et al., 2018), а также другие медиаторы межклеточ-
ных взаимодействий (Pourjafar et al., 2017).
Изначально этот подход использовали для подавле-
ния иммунных реакций, увеличения выживаемости
и миграции клеток при трансплантации, сейчас же
больше внимания направлено на поддержание реге-
неративных/репаративных функций клеток (Pei,
2017).

Анализ влияния предварительного кондициони-
рования как на фенотип клеток, так и на их синтети-
ческую активность, в частности продукцию ВКМ,
необходим для более полного понимания механиз-
мов функционирования МСК. Подтверждение того,
что дцВКМ может “запоминать” свойства, приобре-
тенные до децеллюляризации и, соответственно,
воспроизводить их при рецеллюляризации, будет
способствовать развитию тканевой инженерии с ис-
пользованием скаффолдов из дцВКМ.

Одним из вариантов кондиционирования МСК
является добавление в среду культивирования фак-
торов роста или других стимулирующих молекул.
Так, для усиления продукции ВКМ в экспериментах
in vitro широко применяют аскорбат натрия, кото-
рый стимулирует синтез коллагена и пролиферацию
МСК (Lin et al., 2005; Сhoi et al., 2008). Аскорбат на-
трия стимулировал продукцию коллагенов и глико-
заминогликанов в км-МСК, при этом увеличивалась
их пролиферация с сохранением способности комми-
тироваться в остео- и адипо-направлении (Сhoi et al.,
2008). Для жт-МСК было показано, что добавление в
среду культивирования антиоксидантов и аскорбата
натрия индуцировало пролиферацию, а также остео-,
адипо- и хондродифференцировку (Lin et al., 2005).

В настоящее время все больший интерес привле-
кает макромолекулярный краудинг – добавление
инертных и полидисперсных макромолекул, таких как
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каррагинан, декстрансульфат, фиколл. Это усиливает
продукцию ВКМ при низкой плотности клеток и сни-
женном уровне сыворотки в среде (Satyam et al., 2004;
Kumar et al., 2015). При длительном культивирова-
нии км-МСК человека при 20 и 5% О2, с добавлени-
ем каррагинана и фиколла в среду культивирования,
наблюдали усиление продукции ВКМ, однако раз-
личий в зависимости от уровня О2 не было выявлено
(Сigognini et al., 2016). Аналогичные результаты бы-
ли получены в нашей работе при стимулировании
аскорбатом натрия продукции ВКМ у жт-МСК при
20 и 5% О2 (Матвеева и др., 2020). При макромолеку-
лярном краудинге сохранялся поверхностный фено-
тип и мультилинейный потенциал км-МСК как при
20%, так и при 5% О2. Однако при 5%, по сравнению
с 20% О2, была снижена адипогенная и увеличена
хондрогенная дифференцировка, без значимых раз-
личий между показателями остеогенной дифферен-
цировки (Сigognini et al., 2016).

Добавление в среду культивирования аскорбата
натрия и хондрогенных индукторов используют для
получения дцВКМ для тканевой инженерии хряща.
ДцВКМ МСК, полученный в присутствии аскорбата
натрия (а-дцВКМ), отличался от дцВКМ в хондро-
генной среде (х-дцВКМ). Последний был толще и
имел более упорядоченную структуру, а также отли-
чался наличием аггрекана и гиалурoновой кислоты.
При этом МСК, культивируемые на х-дцВКМ, обла-
дали более высокой жизнеспособностью и активнее
пролиферировали. Мультилинейная дифференци-
ровка поддерживалась на обоих типах субстратoв, но
ее выраженность варьировалась в зависимости от
донора МСК. Тем не менее, было сделано заключе-
ние, что х-дцВКМ, как правило, поддерживает хон-
дрогенную дифференцировку, а а-дцВКМ – позд-
нюю остеогенную дифференцировку (Pérez-Сastrillo
et al., 2018).

Х-дцВКМ и дцВКМ, полученныe в стандартной
среде без добавления индукторов, от км-МСК сти-
мулировали пролиферацию хондроцитов человека.
Интересно, что хондроиндукция была более эффек-
тивной на дцВКМ, о чем свидетельствовало увели-
чение экспрессии коллагена типа II и агрекана
(Thakkar et al., 2013). Аналогичные результаты были
получены при индуцированной хондродифференци-
ровке МСК на дцВКМ от МСК и дцВКМ от хондроци-
тов, когда экспрессия коллагена II и аггрекана была
увеличена в случае использования дцВКМ МСК (Lu et
al., 2011b). Эти данные указывают на то, что для ин-
женерии хряща предпочтительно использование
дцВКМ от нативных МСК без индукции к хондро-
дифференцировке. Это может объясняться тем, что
коммитированные клетки сильнее адгезируют к
матриксу, что приводит к потере некоторых компо-
нентов ВКМ при децеллюляризации (Guneta et al.,
2017).

Превиц с сотрудниками (Prewitz et al., 2013) также
рассматривали дцВКМ, полученный при кондицио-

нировании МСК аскорбатом (а-дцВКМ) или осте-
индукционной средой (о-дцВКМ), в контексте ис-
пользования таких многокомпонентных дцВКМ в
моделировании тканевых ниш км-МСК. С помо-
щью протеомного анализа не было обнаружено зна-
чительных различий в составе таких белков ВКМ,
как коллагены и протеогликаны. Интересно, что и
специфические белки ВКМ костного мозга: глипи-
кан, декорин, фибронектин, нидогены, тенасцины,
тромбоспондины, витронектин, присутствовали в
обоих препаратах дцВКМ. Было выявлено усиление
пролиферации и дифференцировки км-МСК, а так-
же поддержание гемопоэтических предшественни-
ков (ГСПК) на обоих дцВКМ по сравнению с по-
крытием из фибронектина или пластиком. При этом
а-дцВКМ, в целом, был более эффективен в модуля-
ции свойств км-МСК и ГСПК (Prewitz et al., 2013).
ДцВКМ от наивных МСК поддерживал пролифера-
цию и дифференцировку в остео- и адипонаправле-
нии. В то же время, дцВКМ остеокоммитированных
МСК индуцирoвaл МСК в ранние остеобласты даже
в отсутствие дексаметазона (Rao Pattabhi et al., 2013).

Квон и др. (Kwon et al., 2013) установили, что
дцВКМ, полученный от хондроцитов и остеобла-
стов, BMP-2-зависимо стимулировал коммитирова-
ние МСК в соответствующие направления дифферен-
цировки в бессывороточной среде. Поскольку извест-
но, что BMP-2 индуцирует дифференцировку МСК в
остео- и хондронаправлениях (Yoshinori et al., 2001),
определяющим фактором дифференцировки в этом
случае оказался источник получения дцВКМ. В
дцВКМ остеобластов преимущественно выявлялся
коллаген типа I, который способствовал остеоком-
митированию МСК (маркеры Runх2, остеокаль-
цин). На богатом коллагеном типа II хондроцитар-
ном дцВКМ МСК дифференцировались в хондро-
направлении (маркеры Sox9, аггрекан)

В исследовании (Zhang et al., 2019b), оцениваю-
щем возможность применения дцВКМ для инжене-
рии жировой ткани, использовали дцВКМ, полу-
ченный от культивируемых в стандартной среде или
при добавлении индукторов адиподифференциров-
ки (ад-дцВКМ) жт-МСК. Было выявлено, что со-
держание компонентов ВКМ у дцВКМ и ад-дцВКМ
смещалось от преобладания фибронектина к лами-
нину, соответственно. Пролиферация не изменя-
лась на обоих субстратах, но характер миграции жт-
МСК и адипокоммитирование различались.
ДцВКМ стимулировал миграцию жт-МСК, что кор-
релировало с преобладанием фибронектина и увели-
ченной экспрессией интегрина αv, который связы-
вается с фибронектином. Напротив, на ад-дцВКМ
было установлено усиление дифференцировки жт-
МСК в адипонаправлении, выявленной по накопле-
нию жировых капель и экспрессии PPARγ и FABP4.
При этом жт-МСК на ад-дцВКМ имели округлую
форму и экспрессировали интегрины α6 и α7, харак-
терные для адипокоммитированных МСК (Zhang et al.,
2019b).
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Гунета с коллегами (Guneta et al., 2017) исследова-
ли влияние дцВКМ, о-дцВКМ, ад-дцВКМ на жт-
МСК. Все виды дцВКМ содержали коллаген типoв I
и IV, фибронектин и ламинин. Хотя количество гли-
козаминогликанов было выше у остеокоммитиро-
ванных МСК, после децеллюляризации не было вы-
явлено различий в их содержании. Пролиферация
жт-МСК на разных подложках имела схожий харак-
тер. Авторы установили, что ад-дцВКМ и о-дцВКМ
запускали начальные этапы дифференцировки в
адипо- (экспрессия PPARγ) и остеонаправлениях
(экспрессия СolI), соответственно, однако на терми-
нальных стадиях различий не обнаруживалось
(окраска Oil Red и Alizarin Red, экспрессия адипо-
нектина и остеокальцина). Кроме того выявлена про-
дукция интегринов α6 и β1 у жт-МСК на дцВКМ, что
указывает на важную роль этих рецепторов в МСК-
ВКМ взаимодействии (Guneta et al., 2017).

Использование дцВКМ, полученных от МСК,
кондиционированных СuСl2 – миметиком гипо-
ксии, показало увеличение ранозаживляющей спо-
собности на модели дефекта кожи у мышей. Обога-
щение ВКМ коллагеном типов I и III, а также TGF-
β1, VEGF, bFGF через активацию HIF-1α (Du et al.,
2017), вероятно, непосредственно способствовало
ранней мобилизации адипоцитов, усилению грану-
ляции ткани, быстрой реэпитализации и ангиогене-
зу. В работе (Pei et al., 2012), выполненной на МСК
из синовиальной жидкости свиньи, показано, что
гипоксическое кондиционирование (5% О2) в тече-
ние 14 дней с последующей децеллюляризацией и
обратным заселением клеток, увеличивало жизне-
способность и снижало дифференцировку в остео- и
адипо-направлениях.

Среди различных факторов роста FGF-2 способ-
ствует пролиферации МСК при сохранении мульти-
потентности и широко используется в качестве до-
бавки в среду культивирования при экспансии
МСК. Известно, что компоненты ВКМ, такие как
гликозаминогликаны и протеогликаны, депонируют
молекулы FGF-2. Показано, что дцВКМ от МСК
при 20 или 5% О2 обладали различной способностью
к связыванию FGF-2. С помощью иммунофермент-
ного анализа было показано, что 5% О2-дцВКМ свя-
зывал в 1.7 раз больше FGF-2, чем 20% О2-дцВКМ
сразу после децеллюляризации, а также сильнее свя-
зывал FGF-2 из кондиционированной среды от
МСК при 20 и 5% О2 до децеллюляризации и экзо-
генный FGF-2 (но уже в меньшей степени). Кроме
того, после рецеллюляризации на 5% О2-дцВКМ
МСК демонстрировали увеличенную продукцию
FGF-2, по сравнению с 20% О2-дцВКМ, что указы-
вает на аутокринную регуляцию продукции FGF-2 у
адгезированных МСК (Kim, Ma, 2013).

Таким образом, кондиционирование (инертные
макромолекулы, аскорбат натрия, индукторы диф-
ференцировки, ростовые факторы, уровень О2), мо-
жет приводить к изменению свойств ВКМ. Этот

подход набирает популярность, поскольку позволя-
ет моделировать мультикомпонентное микроокру-
жение клеток, управлять физиологической активно-
стью МСК и использовать дцВКМ с заданными
свойствами для нужд тканевой инженерии костей,
хрящей, жировой ткани.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате многочисленных исследований, вы-

полненных на культивируемых МСК, накоплено
значительное количество экспериментальных дан-
ных, позволяющих сформулировать основные
принципы участия МСК в физиологическом и репа-
ративном ремоделировании. Предполагается, что
способность МСК продуцировать биологически ак-
тивные метаболиты и хорошо развитый ВКМ обес-
печивает специфическое микроокружение различ-
ных клеточных популяций, а на сами МСК оказыва-
ют влияние клеточные и неклеточные компоненты
тканевых ниш.

Проведенный в настоящем обзоре анализ данных
позволяет полагать, что культивирование МСК на
дцВКМ имеет преимущества для терапевтического
применения этих клеток. ДцВКМ может служить не
только в качестве скаффолда для доставки клеток,
но и модулировать и поддерживать функции МСК
для регенерации различных тканей. In vitro возмож-
но формирование ВКМ с определенными свойства-
ми за счет тканеспецифичности клеток, продуцирую-
щих ВКМ, а также использования факторов микро-
окружения (например, концентрация О2 и
биологически активные молекулы), характерных для
определенных тканевых ниш.

Таким образом, исследование механизмов регу-
ляции свойств МСК в результате их взаимодействия
с факторами микроокружения имеет важное значе-
ние как с точки зрения поддержания тканевого го-
меостаза в организме, так и в связи с тем интересом,
который они представляют для регенеративной ме-
дицины и тканевой инженерии. Дальнейшие иссле-
дования в этой области будут направлены на выяс-
нение участия ВКМ в обеспечении баланса самооб-
новляющихся и коммитированных МСК за счет
способности депонировать/высвобождать факторы
роста и другие биологически активные молекулы.
Кроме того, необходимо детальное исследование
ВКМ клеток стромального дифферона различной
коммитированности, поскольку от этого может за-
висеть как их вовлечение в физиологические и репа-
ративные процессы in vivo, так и применение в про-
токолах регенеративной медицины и тканевой ин-
женерии.
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The decellularized extracellular matrix (dcECM) of native tissues and cultured cells has attracted the attention of re-
searchers as a source of biological scaffolds for regenerative medicine. Cell-derived dcECM is used to study ECM as
a regulator of the cell functional activity, as well as to mimic their tissue-specific microenvironment. Multipotent
mesenchymal stromal cells (MSCs) are key components of connective tissue and synthesize a significant amount of
ECM with various fibrillar and soluble components in vitro. The interaction of cells with ECM is bidirectional. The
conditions of MSC cultivation manage ECM structure and functions. This, in turn, allows the use of dcECM from
these MSCs to modulate various physiological processes after recellularization.

Keywords: extracellular matrix, multipotent mesenchymal stromal cells, decellularization, regenerative medicine
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