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Сравнительный анализ характеристик МСК разного происхождения важен в связи с особенностями вза-
имодействия их с уникальным микроокружением (нишей), характерным для определенной ткани. Регу-
ляция клеточных процессов осуществляется, в частности, через взаимодействие белков внеклеточного
матрикса (ВКМ) с матриксными металлопротеиназами (ММП). В настоящей работе сравнивали динами-
ку активностей ММП и уровней белков ВКМ в процессе репликативного старения 3-х линий МСК чело-
века, полученных из Вартонова студня пупочного канатика человека (линия MSCWJ-1), из кожи век (ли-
ния DF-2) и из эпикардиальной жировой ткани человека, выделенной в процессе аортокоронарного шун-
тирования (линия ADH-MSC). Анализировали доли клеток с активностью фермента β-галактозидазы,
характеризующей процесс репликативного старения, содержание белков ВКМ (фибронектина и коллаге-
на I типа), а также активности ММП-1, ММП-2 и ММП-9 в процессе длительного культивирования. В це-
лом, в процессе репликативного старения 3 линии различаются по характеру изменений содержания фиб-
ронектина, коллагена 1 типа и активностей ММП. Клетки линии ADH-MSC наиболее существенно отли-
чаются от двух других линий по скорости старения, содержанию белков ВКМ и активностям ММП.
Возможно, причиной такого расхождения является то, что клетки получены из ткани больного пациента.
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Важность характеристик мезенхимных стволовых
клеток (МСК) вытекает из особенностей их взаимо-
действия с уникальным микроокружением (нишей),
характерным для определенной ткани, которое регу-
лирует пролиферацию, выживаемость, миграцию,
старение, дифференцировочный потенциал и дру-
гие свойства клеток посредством межклеточных вза-
имодействий и различных биоактивных молекул.
Таким образом, происхождение МСК может опре-
делять их функциональные характеристики.

Учитывая уникальное микроокружение клеток,
характерное для определенных тканей организма че-
ловека, существенный интерес представляет прове-
дение сравнительного анализа характеристик, явля-
ющихся определяющими в поддержании статуса
МСК согласно требованиям Международного об-

щества клеточной терапии (Dominici et al., 2006;
Sensebé et al., 2010), а также ряда других характери-
стик, ответственных за важнейшие клеточные про-
цессы. К настоящему времени накопилось много ра-
бот по сравнительному анализу МСК человека, вы-
деленных из разных взрослых и эмбриональных
тканей, из внезародышевых органов человека, а так-
же эмбриональных стволовых клеток (Fong et al.,
2007; Hsieh et al., 2010; Nekanti et al., 2010; Fong et al.,
2011; Balasubramanian et al., 2013; Bongso, Fong, 2013;
Lian et al., 2016; Полянская, 2018; Полянская, Мусо-
рина, 2018; Кольцова и др., 2019; Мусорина и др.,
2019).

МСК, являясь неиммортализованными диплоид-
ными клетками, подвергаются в процессе длитель-
ного культивирования репликативному старению.
Репликативное старение – это комплексный про-
цесс. Он характеризуется существенным снижением
или прекращением пролиферации, укорочением тело-
мер, морфологическими изменениями, увеличенной

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ММП –
матриксные металлопротеиназы; МСК – мезенхимные ство-
ловые клетки.
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активностью β-галактозидазы, повышением уровня
экспрессии туморсупрессорных генов, уменьшени-
ем репарации ДНК и антиоксидатной активности
стареющих клеток благодаря снижению экспрессии
соответствующих генов, уменьшением дифферен-
цировочного потенциала, рядом эпигенетических
изменений и другими признаками. Процесс репли-
кативного старения в МСК может начинаться на
ранних пассажах и постепенно усиливаться в про-
цессе длительного культивирования (Wagner et al.,
2008; Kuilman et al., 2010; Redaelli et al., 2012; Estrada
et al., 2013; Savickiene et al., 2016; Danisovic et al., 2017;
Кольцова и др., 2017, 2018; Alessio et al., 2018; Niedern-
hofer et al., 2018; Truong et al., 2018; Yu et al., 2018).

Известно, что клетки в условиях in vivo и in vitro
контактируют с сетью макромолекул, образующих
внеклеточный матрикс (ВКМ), состоящий из раз-
ных белков, синтезируемых самими клетками. ВКМ
является одним из важнейших регуляторов клеточ-
ных процессов и представляет собой микроокруже-
ние или нишу, в которой клетки существуют. Регу-
ляция клеточных процессов осуществляется через
взаимодействие белков ВКМ с матриксными метал-
лопротеиназами (ММП) (Kessenbrock, et al., 2010).
ММП и их специфические ингибиторы влияют на
фундаментальные клеточные процессы посредством
участия в ремоделировании тканей и развитии орга-
нов, специфически модулируя сигнальные пути че-
рез взаимодействия c субстратами разной природы,
а также путем перестройки ВКМ (Nagase et al., 2006;
Page-McCaw et al., 2007; Kessenbrock et al., 2010). Из-
менение состава и структуры ВКМ может суще-
ственно влиять на свойства клеток.

ММП синтезируются клетками разных типов –
фибробластами, кератиноцитами, фагоцитами, лим-
фоцитами и трансформированными клетками. Все
члены семейства ММП обладают общими характер-
ными чертами: они имеют общие участки аминокис-
лотной последовательности, синтезируются в виде
неактивных проферментов и включают цинк в каче-
стве кофактора. Есть ряд работ, свидетельствующих
об активном участии ММП и ВКМ в процессе старе-
ния разных клеточных типов, включая и МСК (Moon
et al., 2004; Vigetti et al., 2006; Bertram, Hass, 2008, 2009;
Kasper et al., 2009; Pitiyage et al., 2011; Madeira et al.,
2012; Makpol et al., 2013; Malaquin et al., 2013; Lynch,
Pei, 2014; Permatasari et al., 2014; Gutierrez-Fernandez
et al., 2015; Noh et al., 2017). В настоящее время срав-
нительные исследования роли ВКМ и ММП в про-
цессе репликативного старения МСК, полученных
из разных источников, широко не представлены.

В связи с этим в настоящей работе сравнительно
изучали содержание белков ВКМ и активности
ММП в 3-х линиях МСК человека, полученных из
кожи век (DF-2), из Вартонова студня пупочного ка-
натика человека (MSCWJ-1) и из эпикардиальной
жировой ткани человека (ADH-MSC) в процессе
аортокоронарного шунтирования. Эти линии в про-

цессе длительного культивирования проявляют
признаки репликативного старения: существенное
снижение эффективности клонирования и индекса
пролиферации, значительное увеличение размеров
клеток и их распластанности, появление дебриса в
среде культивирования, увеличение доли клеток с
выраженной активностью β-галактозидазы (Крыло-
ва и др., 2016; Кольцова и др., 2018; Мусорина и др.,
2019). Учитывая их разное происхождение и наличие
межлинейных различий, представляло интерес вы-
яснить наличие различий по ряду параметров в этих
линиях в процессе репликативного старения.

В настоящей работе поставлены следующие зада-
чи: 1) культивирование клеток указанных линий в
течение долгого времени; 2) сравнительный анализ
процесса репликативного старения клеток по актив-
ности фермента β-галактозидазы; 3) сравнительный
анализ содержания белков ВКМ фибронектина и
коллагена I типа и активностей ММП-1, ММП-2 и
ММП-9 для выявления корреляций между ними.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Использовали три линии МСК человека:

MSCWJ-1 (полученную из Вартонова студня пупоч-
ного канатика человека), DF-2 (полученную из ко-
жи век 45-летнего донора) и ADH-MSC (из эпикар-
диальной жировой ткани 50-летнего донора в про-
цессе аортокоронарного шунтирования). Все
клеточные линии получены и охарактеризованы в
ЦКП “Коллекция культур клеток позвоночных”
ИНЦ РАН (Санкт-Петербург). Клетки линии DF-2
и MSCWJ-1 культивировали в ростовой среде, со-
держащей 90% среды DMEM/F12 (Биолот, Россия)
и 10% эмбриональной бычьей сыворотки (FBS) (Hy-
clone, США). Клетки линии ADH-MSC культивиро-
вали в ростовой среде следующего состава: 85% сре-
ды α-МЕМ (Биолот, Россия), 15% FBS (HyClone,
США) и 5 нг/мл фактора роста βFGF (Sigma-Aldrich,
США). Все линии культивировали при 5% СО2, 37°С
и влажности 90%. Микробиологический анализ под-
твердил отсутствие бактериальной, грибковой и ми-
коплазменной контаминации в полученных линиях.
Морфологию клеток изучали с помощью инверти-
рованного микроскопа (NICON, Япония). Анализ
проводили на следующих пассажах: для линии
MSCWJ-1 – на 6-, 13-, 23- и 28-м; для линии DF-2 –
на 9-, 13-, 22- и 25-м, для линии ADH-MSC – на 9-,
13- и 16-м пассажах.

Репликативное старение клеток. Старение оцени-
вали по активности фермента β-галактозидазы.
Клетки исследуемых линий выращивали в течение
1 сут в чашках Петри 3.5 см. Затем среду удаляли и
окрашивали клетки с помощью набора реактивов
(Senescence β-galactosidase staining kit; Cell Signaling,
США) согласно инструкции. У клеток, вступающих
в фазу репликативного старения, цитоплазма имеет
ярко-синюю окраску. Анализ проводили с помощью
инвертированного микроскопа (NICON, Япония) на
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следующих пассажах: для линии MSCWJ-1 – на 6-,
13-, 23- и 28-м; для линии DF-2 – на 9-, 13-, 22- и
25-м, для линии ADH-MSC – на 9-, 13- и 16-м пасса-
жах. Долю окрашенных клеток (в %) определяли пу-
тем подсчета не менее 1000 клеток в разных полях
зрения на одну временную точку.

Вестерн-блот-анализ. Клетки на выбранных сро-
ках культивирования лизировали на льду в 1 мл ли-
зирующего буфера, содержащего 1% Тритона X-100,
50 мМ Tris-HCl, pH 7.4, 150 мМ NaCl, 5 мМ ЭДТА и
1% смеси ингибиторов протеаз (Sigma-Aldrich,
США), центрифугировали при 500 g и добавляли к
супернатантам буфер для проб Лэммли (90°С,
5 мин). Концентрацию белка в лизатах определяли с
помощью дот-блотинга на поливинилидендифто-
ридной (PVDF) мембране Immobilon-P (Sigma-Al-
drich, США), используя краситель Кумасси R-250
(Sigma-Aldrich, США). Количественную оценку
проводили с помощью программы Quantity One.

Электрофорез в полиакриламидном геле. Белки ли-
затов разделяли в денатурирующих условиях в при-
сутствии SDS (Laemmli, 1970) в системе Bio-Rad
(США) и переносили на PVDF-мембраны Immobi-
lon-P (Sigma-Aldrich, США) в системе для мокрого
переноса (Bio-Rad, США) в трис-глициновом буфе-
ре (pH 8.3), содержащем 10% метанола и 0.1% SDS,
по стандартной методике (Towbin et al., 1979). Мем-
браны окрашивали с помощью поликлональных
кроличьих антител против коллагена I типа (AB745,
Sigma, США) или моноклональных мышиных анти-
тел против фибронектина (F6140, Sigma, США) с ис-
пользованием козьих антител против IgG крысы
(для коллагена I) или козьих антител против IgG мы-
ши (для фибронектина), конъюгированных с перок-
сидазой хрена (Pierce, США). Разведение проводили
согласно инструкциям производителя антител. Для
выявления пероксидазной активности использова-
ли субстрат SuperSignal® West Dura Extended Dura-
tion Substrate (Thermo Scientific, США). Хемилюми-
несцентное излучение регистрировали при помощи
системы ChemiDoc (Bio-Rad, США). Для проведе-
ния количественного анализа мембраны сканирова-
ли, полученные изображения обрабатывали с помо-
щью программы Quantity One. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью программы
Excel.

Зимография. Этим методом определяли актив-
ность ММП в кондиционированной клетками сре-
де, используя желатин (для ММП-2 и ММП-9) и ка-
зеин (для ММП-1) в качестве субстратов. Пробы го-
товили, смешивая аликвоту среды с буфером для
проб по Лэммли без дитиотриэтола и нагревания,
инкубируя смесь в течение 20 мин при комнатной
температуре. Электрофорез проводили в 10%-ном
ПААГ, содержащем желатин или казеин в конечной
концентрации 1 или 0.5 мг/мл соответственно. По
окончании электрофореза гель дважды промывали
по 15 мин 2.5%-ным раствором Тритона X-100, после

чего инкубировали в течение 12 ч (для желатина) или
18 ч (для казеина) в буферном растворе T-PBS
(100 мМ Трис-HCl, рН 7.4, 0.15 мМ NaCl, 5 мМ
CaCl2) при 37°C. Затем гель фиксировали в смеси
25%-ного изопропилового спирта и 10%-ной уксус-
ной кислоты и далее окрашивали Кумасси брилли-
антовым синим G-250 (Sigma, США). Присутствие
ММП, расщепляющих субстрат, определяли по на-
личию неокрашенных полос в геле. Для проведения
количественного анализа гель сканировали и полу-
ченные изображения обрабатывали в программе
QuantScan.

Для проведения количественного анализа гели и
мембраны сканировали, полученные изображения
обрабатывали с помощью программы Photoshop вер.
2017.0.1, инвертируя изображение. Далее изображе-
ния анализировали с помощью программы Quanti-
Scan, вер. 3.1. Содержание белков и активность про-
теаз выражали в усл. ед., принятых в программе
QuantiScan (произведение количества окрашенных
пикселов на интенсивность окраски пикселов).

Статистический анализ. Использовали t-критерий
Стьюдента. Различия считали достоверными при ве-
роятности нулевой гипотезы P < 0.05. В каждом ва-
рианте проводили по 3 независимых эксперимента.
На гистограммах показаны средние значения вели-
чин и ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфология клеток. Морфологический анализ
клеток трех линий (MSCWJ-1, DF-2 и ADH-MSC)
при их длительном культивировании показал одно-
родность клеточных популяций на ранних пассажах
(6 и 9) со средними по размеру вытянутыми фиброб-
ластоподобными клетками (рис. 1а–в). В процессе
культивирования на поздних пассажах (16, 28 и 25)
морфология клеток всех линий изменялась: увели-
чивались размеры клеток и степень их распластан-
ности (рис. 1г–е).

Репликативное старение клеток. Процесс старения
клеток всех линий при длительном культивирова-
нии оценивали по активности β-галактозидазы в
клеточных популяциях (табл. 1). Из результатов
табл.1 следует, что в клетках ADH-MSC уже на пас-
саже 13 доля стареющих клеток увеличена по сравне-
нию с пассажем 9 (P < 0.01). А к пассажу 16 доля ста-
реющих клеток увеличивается в 2.8. раза по сравне-
нию с пассажем 13 (P < 0.01) и составляет половину
анализируемой клеточной популяции. Значительно
медленнее проходит процесс репликативного старе-
ния в клеточных линиях MSCWJ-1 и DF-2. Доля ста-
реющих клеток в этих двух линиях достигает уровня
линии ADH-MSC только к пассажам 25–28. Причем
характер процесса клеточного старения у этих двух
линий различен. Так, у линии MSCWJ-1 доля старе-
ющих клеток накапливается медленнее, чем у линии
DF-2. При сравнении пассажей 13 и 22–23 доля ста-
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реющих клеток в линии MSCWJ-1 меньше, чем в ли-
нии DF-2 (P < 0.01) и не достигает уровня DF-2 даже
на пассаже 28 (P < 0.05).

Различия между линиями MSCWJ-1 и DF-2 по
характеру процесса старения могут быть связаны с
разными источниками получения МСК: линия

MSCWJ-1 получена из внезародышевой ткани, а
DF-2 – из кожи век взрослого донора. Есть данные,
свидетельствующие о влиянии возраста донора на
свойства МСК (Hirt-Burri et al., 2008; Siegel et al.,
2013; Kornicka et al., 2015; Mohd et al., 2016; Yi et al.,
2017; Zhang et al., 2018). Раннее репликативное старе-

Рис. 1. Прижизненные фотографии клеток линии MSCWJ-1, DF-2 и ADH-MSC на ранних и поздних пассажах. Ранние пас-
сажи: 6-й (для MSCWJ-1) и 9-й (для DF-2 и ADH-MSC). Поздние пассажи: 28-й (MSCWJ-1) , 25-й (DF-2) и 16-й (ADH-MSC).
Инвертированный микроскоп NICON, Япония. Об.: 10×. Масштабная линейка: 50 мкм.
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Таблица 1. Доля клеток линий ADH-MSC, MSCWJ-1 и DF-2 с выраженной активностью (окраской) β-галактозидазы
в процессе длительного культивирования

Примечание. Даны средние значения и их ошибки при подсчете не менее 1000 клеток в разных полях зрения. Анализ проводили на пас-
сажах: 6, 13, 23 и 28 (линия MSCWJ-1); 9, 13, 22- и 25 (линия DF-2); 9, 13 и 16 (линия ADH-MSC). Разница между ранними (6 или 9)
и поздними (16–28) пассажами для трех линий достоверна при Р < 0.05.

Номер пассажа
ADH-MSC MSCWJ-1 DF-2

число
всех клеток

доля 
окрашенных, %

число
всех клеток

доля 
окрашенных, %

число
всех клеток

доля 
окрашенных, %

6 – – 1154 1.80 ± 0.40 – –
9 1078 2.00 ± 0.42 – – 1085 4.20 ± 0.60

13 1178 17.0 ± 1.10 1000 8.80 ± 0.90 1046 21.60 ± 1.27
16 1171 47.0 ± 1.46 – –
22 – – – – 1013 44.60 ± 1.56
23 – – 1004 29.40 ± 1.44 – –
25 – – – – 1070 52.70 ± 1.53
28 – – 1262 44.00 ± 1.40 – –
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ние в клетках ADH-MSC, возможно, связано с нару-
шенным микроокружением, в котором находились
клетки in vivo, поскольку их донор, в отличие от здо-
ровых доноров, имел заболевание сердца, требующее
аортокоронарного шунтирования (Мусорина и др.,
2019).

Динамика содержания белков ВКМ в процессе ре-
пликативного старения клеток. Динамику белков
оценивали с помощью Вестерн-блот-анализа. Фиб-
ронектин необходим клеткам для адгезии и мигра-
ции и может расщепляться протеазами при образо-
вании ВКМ. В настоящей работе использовали ан-
титела к фибронектину, синтезируемому клетками и
образующему сеть на клеточной поверхности, в от-
личие от фибронектина плазмы крови. Разведение
проводили согласно инструкциям производителя
антител.

Фибронектин. В культуре клеток MSCWJ-1 на
пассаже 6 наблюдали низкий уровень фибронекти-
на, который существенно повышался к пассажу 13
(примерно в 8 раз, рис. 2.). К пассажам 23–28 наблю-
дали постепенное уменьшение количества фибро-
нектина до уровня, который был ниже его исходного
значения (на пассаже 6) приблизительно в 1.7 раз.
Таким образом, фаза активного старения в этих
клетках сопровождается общим снижением количе-
ства фибронектина.

В культуре клеток DF-2 на ранней фазе старения
(на пассаже 9) наблюдали небольшое количество
фибронектина, которое, подобно клеточной линии
MSCWJ-1, значительно увеличивалось к пассажу 13
(примерно в 110 раз, рис. 2а). Надо подчеркнуть, что
в этих клетках по сравнению с MSCWJ-1 на пассаже
13 идет достаточно активное старение. В фазе актив-
ного старения клеток наблюдали колебания уровня
фибронектина. Таким образом, в клетках DF-2 в це-
лом наблюдается общее повышение количества
фибронектина в фазе активного старения по сравне-
нию с ситуацией на раннем сроке культивирования
этих клеток. Сравнительный анализ динамики со-
держания фибронектина в этих двух линиях
(MSCWJ-1 и DF-2) свидетельствует о разнонаправ-
ленном характере этого процесса при репликатив-
ном старении.

В культуре клеток ADH-MSC на пассаже 9 на-
блюдали большое количество фибронектина (в от-
личие от 2-х других линий), которое снижалось к
пассажу 13, т.е. к началу фазы активного старения
клеток, примерно в 1.7 раз (рис. 2а) и сохранялось
примерно на этом же уровне до пассажа 16. Таким об-
разом, фаза активного старения в клетках ADH-MSC
сопровождается снижением уровня фибронектина.

Коллаген I типа. Уровень коллагена в клетках
MSCWJ-1 на пассаже 6 был значительно выше, чем
уровень фибронектина. Однако по мере культивиро-
вания к пассажу 13–23 его количество постепенно
уменьшалось (приблизительно в 4.4 раза по сравне-
нию с пассажем 6, рис. 3б) и сохранялось примерно

на этом уровне до пассажа 28. Таким образом, про-
цесс старения в этих клетках сопровождается значи-
тельным снижением содержания коллагена I типа. В
целом, в клетках MSCWJ-1 наблюдается общая тен-
денция к снижению уровня белков ВКМ по мере
старения клеток.

В культуре клеток DF-2 наблюдали повышение
уровня коллагена I типа по мере культивирования от
пассажа 9 к пассажу 13 примерно в 1.7 раз (рис. 2б),
который сохранялся до пассажа 22 и далее снижался
практически до исходного уровня (соответствующе-
го 9 пассажу) к пассажу 25. Таким образом, в процес-
се старения клеток DF-2 уровень коллагена I типа
претерпевает колебания с возвращением к исходно-
му значению на поздней стадии активного старения.
Сравнительный анализ линий MSCWJ-1 и DF-2
свидетельствует о разном характере динамики со-
держания коллагена I типа в процессе репликатив-
ного старения.

В клетках ADH-MSC на пассаже 9 наблюдали
низкий уровень коллагена I типа по сравнению с
уровнем фибронектина. К пассажу 13 его количество
увеличивалось приблизительно в 3 раза (рис. 2б), а

Рис. 2. Уровень фибронектина (а) и коллагена I типа (б) в
мезенхимных стволовых клетках человека трех линий:
MSCWJ-1, DF-2 и ADH-MSC. По горизонтали указан но-
мер пассажа для каждой линии. Содержание белка указа-
но в усл. ед., принятых в программе QuantiScan.
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затем снижалось в 1.9 раз в фазе активного старения
клеток (на пассаже 16). Таким образом, в культуре
этих клеток коллаген I типа синтезируется на низ-
ком уровне и имеет динамику, противоположную
динамике фибронектина.

Заключительный вывод из этой части работы со-
стоит в том, что в процессе репликативного старе-
ния МСК трех исследованных линий различаются
по характеру изменений содержания фибронектина
и коллагена 1 типа. Кроме того, в каждой линии име-
лись различия по начальному содержанию фибро-
нектина и коллагена 1 типа. 

Динамика активности ММП в процессе реплика-
тивного старения клеток. В клетках линии MSCWJ-1
на пассаже 6 активность ММП-9 достаточно низкая,
она почти не изменялась на протяжении всего вре-
мени культивирования (рис. 3а). Клетки линии DF-
2 по динамике активности ММП-9 сходны с клетка-
ми MSCWJ-1. В отличие от них, в культуре клеток
ADH-MSC наблюдали резкое повышение активно-
сти ММП-9 по мере культивирования клеток от пас-
сажа 9 к пассажу 16. Таким образом, ММП-9, по-ви-
димому, не участвует в процессе репликативного
старения клеточных линий MSCWJ-1 и DF-2, не-
смотря на то что они получены из совершенно раз-
ных тканей разных, но здоровых, доноров (внезаро-
дышевая ткань и кожа век взрослого человека сред-

него возраста). При этом значительная активность
ММП-9 наблюдается в процессе репликативного
старения клеток, полученных из эпикардиальной
жировой ткани человека (ADH-MSC) 50-летнего до-
нора в процессе аортокоронарного шунтирования,
т.е. от нездорового донора. Известно, что ММП-9
участвует в патологических процессах в миокарде и,
в частности, является маркером сердечной недоста-
точности (Felkin et al., 2006; Yabluchanskiy et al.,
2013).

Активность ММП-2 в клетках MSCWJ-1 в отли-
чие от ММП-9 повышена и значительно увеличива-
ется на пассаже 13, когда еще отсутствует активное
старение (рис. 3б). Затем она постепенно снижается,
достигая первоначального уровня к пассажу 23, т.е.
во время фазы активного старения. Возможно, уве-
личение активности ММП-2 на пассаже 13 функци-
онально связано с подготовкой клеточной популя-
ции к процессу старения. Уровень активности
ММП-2 в клетках DF-2 постепенно снижается в
процессе репликативного старения по сравнению с
начальной точкой на пассаже 9. В клетках линии
ADH-MSC активность ММП-2, в отличие от ММП-9,
находилась на очень низком уровне и практически
не изменялaсь от пассажа 9 до пассажа 16, что отли-
чает эти клетки от двух других линий.

Рис. 3. Активность ММП-9 (а), ММП-2 (б), и ММП-1 (в) в среде, кондиционированной МСК человека трех линий: MSCWJ-1,
DF-2 и ADH-MSC. Активность указана в усл. ед., принятых в программе QuantiScan. По горизонтали указаны номера, соответству-
ющие пассажам (см. рис. 2), в которые проводили отбор проб.
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Уровень активности ММП-1 в клетках MSCWJ-1
значительно снижался к пассажу 13, а затем повы-
шался, но к пассажу 28 не достигал исходного уров-
ня на пассаже 6 (рис. 3в). Процесс старения в этих
клетках в целом сопровождается снижением актив-
ности ММП-1. В клетках DF-2 наблюдается значи-
тельное повышение активности ММП-1 к пассажу
25. В клетках ADH-MSC характер динамики актив-
ности ММП-1, как и в случае с другими ММП, зна-
чительно отличается от других линий: исходный
уровень активности на пассаже 9 значительно выше
и снижается к пассажу 16.

Связь изменений активности ММП и содержания
белков ВКМ в процессе репликативного старения кле-
ток трех линий. Предыдущие исследования клеток
линии MSCWJ-1 показали отсутствие признаков ре-
пликативного старения этой линии на 6 пассаже. На
более поздних пассажах уже наблюдали различия
между клетками MSCWJ-1 и других линий. Отличия,
связанные с вступлением клеток в фазу старения,
становились заметными на 13 пассаже (Кольцова
и др., 2017). Из результатов наших экспериментов
можно видеть, что пассаж 13 также является пере-
ломным в ходе старения клеток всех трех линий
(рис. 2, 3). До этой временной точки происходит на-
копление фибронектина, синтезируемого клетками
линий MSCWJ-1 и DF-2, а у клеток линии ADH-
MSC количество фибронектина, наоборот, снижа-
ется. Вероятно, накопление клеточного фибронек-
тина обусловлено происхождением клеток: линия
MSCWJ-1 происходит из внезародышевой ткани, ха-
рактеризующейся большим количеством фибронек-
тина и других протеогликанов (Jadalannagari, S. et al,
2017), а линия DF-2 – фибробласты, которые синте-
зируют этот белок в соединительной ткани. При пе-
реводе в условия in vitro эти клетки в норме синтези-
руют фибронектин, создавая субстрат для прикреп-
ления к пластику. Количество же другого белка,
коллагена, повышается до 13 пассажа, после чего
плавно снижается у линии DF-2. А у клеток MSCWJ-
1 количество коллагена снижается на протяжении
всего времени старения.

Для клеток линий MSCWJ-1 и DF-2 направление
изменений активности ММП-2 и содержания фиб-
ронектина в процессе старения совпадает, а для ли-
нии ADH-MSC оно имеет обратную направленность
(рис. 2а, 3б). Это же относится к изменению активно-
сти ММП-1 и коллагена I – для первых двух линий оно
разнонаправленно, а для третьей линии – совпадает по
направлению. Для линии MSCWJ-1 изменения актив-
ности ММП-1 и количества коллагена I после 13 пас-
сажа разнонаправлены, это же происходит и у кле-
ток линии DF-2. Для клеток линии ADH-MSC
эти изменения, напротив, совпадают (рис. 2б, 3в).
По-видимому, это связано с тем, что коллагеназа
ММП-1 расщепляет коллаген I, что приводит к
уменьшению его количества в клеточных лизатах с
увеличением активности ММП-1.

В целом, полученные результаты свидетельству-
ют как о различиях между линиями по активности
ММП-2 и ММП-9, так и между активностями раз-
ных ММП в одной линии. Сопоставление данных,
полученных в экспериментах, показало, что корре-
ляция между динамикой активностей ММП-2 и
ММП-1 и содержанием белков ВКМ имеет разную
направленность (имеет разный знак) у линии ADH-
MSC и двух других линий.

Несмотря на то, что ММП имеют разную суб-
стратную специфичность (например, ММП-1 дей-
ствует на коллагены, ММП-2 и ММП-9 разрушают
преимущественно желатин, эластин, фибронектин,
а также коллаген IV, VII и X (Nagase, Woessner, 1999),
отсутствие общей корреляции между динамикой ак-
тивности отдельных ММП и накоплением фибро-
нектина и коллагена в процессе репликативного ста-
рения различных линий МСК можно объяснить
комплексным воздействием этих ММП на белки
ВКМ при его ремоделировании.

Наиболее значительные изменения активности
3-х исследованных ММП в процессе репликативно-
го старения наблюдаются в линии ADH-MSC, выде-
ленной от нездорового донора. Подчеркнем, что ха-
рактеристики этой линии, исследованные ранее,
также отличаются от других линий: они характеризу-
ются ранним репликативным старением, в процессе
которого существенно усиливается цитогенетиче-
ская нестабильность, связанная с большой частотой
клональных хромосомных перестроек, появлением
новых структурных вариантов кариотипа и сниже-
нием количества нормальных кариотипов до 6% к
пассажу 16 (Мусорина и др., 2019). Большое влияние
на изменения клеточных характеристик, по-види-
мому, оказывает микроокружение, в котором нахо-
дились клетки еще до перевода в состояние in vitro.
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DYNAMICS OF MATRIX METALLOPROTEINASES ACTIVITY 
AND EXTRACELLULAR MATRIX PROTEINS CONTENT OF HUMAN 

MESENCHYMAL STEM CELL LINES DURING REPLICATIVE AGING
I. V. Voronkinaa, b, *, L. V. Smaginaa, N. B. Bildyuga, A. S. Musorinaa, and G. G. Poljanskayaa

aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St.Petersburg, 194064 Russia
bInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia

*e-mail: voronirina@list.ru

A comparative analysis of characteristics of mesenchymal stem cells (MSCs) of different origin is important in con-
nection with the peculiarities of their interaction with a unique microenvironment (niche) characteristic of a partic-
ular tissue. Regulation of cellular processes is realized in particular through the interaction of extracellular matrix
(ECM) proteins with matrix metalloproteinases (MMP). In this work we made the comparative study of dynamics
of MMP activity and levels of ECM proteins during replicative aging of 3 lines of human MSCs obtained from War-
ton’s jelly of human umbilical cord (MSCWJ-1), eyelids skin (DF-2), and epicardial human adipose tissue (ADH-
MSC) isolated during coronary artery bypass grafting. The comparative analysis of proportion of cells exhibiting the
β-galactosidase enzyme activity characterizing the replicative aging process, the analysis of ECM proteins fibronec-
tin and type I collagen content, as well as MMP-1, -2, -9 activities during long-term cultivation, was done. In gen-
eral, in tested 3 lines replicative aging process differences were observed in changes of fibronectin and type 1 collagen
content and MMP activities. ADH-MSC line cells differed most significantly from the other two lines in terms of
aging rate, ECM protein content, and MMP activity. Perhaps the reason for this discrepancy was the origin of the
cells from the unhealthy microenvironment in which they were located before transferring to in vitro.

Keywords: mesenchymal stem cells, aging, extracellular matrix, matrix metalloproteinases
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