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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

Akt                       протеинкиназа B 

Akti                      ингибитор Akt 

DBN                     добутамин 

ERK                     киназа, регулируемая внеклеточными сигналами  

FAK                     киназа фокальной адгезии 

hTERT-МСК     иммортализованные мезенхимные стволовые клетки 

MEK                   селективный ингибитор MAPK-киназ 

pERK                  фосфорилированная ERK 

pFAK                  фосфорилированная FAK 

PP2                     ингибитор Src-киназ 

PPARγ                рецептор, активируемыq пероксисомными пролифераторами  

pYAP                  фосфорилированная Yap 

RGD                    аргинилглициласпарагиновая кислота 

RPLP0                кислый рибосомный белок 60S P0 

Runx2                 фактор транскрипции 2, содержащий домен Runt 

Src                      не связанная с клеточным рецептором тирозинкиназа 

TAZ                    коактиватор транскрипции с PDZ-связывающим мотивом 

THP-1                 клеточная линия промоноцитов человека 

Yap                     Yes-ассоциированный белок 

ВКМ                   внеклеточный матрикс 

дВКМ                 децеллюлялизированный ВКМ 

МСК                   мезенхимные стромальные клетки 

ВВЕДЕНИЕ 

1.  Актуальность 
Поддержание постоянства и функций стволовых клеток в норме 

обеспечивается за счет их особого микроокружения, или ниши стволовой 

клетки. Важнейшими компонентами ниши являются внеклеточный матрикс 

(ВКМ), регуляторные растворимые факторы, а также поддерживающие 

клетки, которые формируют специфическое клеточное микроокружение для 

стволовых клеток. Для большинства ниш стволовых клеток характерно 

активное участие мезенхимных стромальных клеток (МСК) в качестве 

поддерживающего компонента. При этом в настоящее время все большее 
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внимание обращают на регуляторные функции ВКМ, продуцируемого МСК. 

Показано, что ВКМ играет важную роль в патогенезе различных заболеваний, 

в процессе старения, а также при нарушении функционирования стволовых 

клеток. В связи с этим представляется важным изучение механизмов 

регуляции ВКМ, продуцируемым МСК, процессов дифференцировки 

стволовых и прогениторных клеток.  

2. Степень разработанности темы 
Было показано, что наиболее представленными в секретоме МСК 

человека являются стромальные белки и факторы, участвующие в 

ремоделировании ВКМ. Распространенной in vitro моделью для накопления 

ВКМ является культивирование клеток в высокой плотности до 

формирования клеточного пласта, после чего клетки -"продуценты" удаляют 

с помощью децеллюляризации детергентами или с помощью других 

подходов. Стоит обратить внимание, что стимуляция дифференцировки 

клеток в присутствии отдельных компонентов ВКМ, которые часто 

используют для покрытия культурального пластика, например, фибронектина 

или коллагена I типа, в сравнении с эффектами, наблюдаемыми при 

культивировании на децеллюляризированном ВКМ, полученным от МСК, 

была значительно менее выражена. Таким образом, существуют очевидные 

предпосылки, что ВКМ, продуцируемый МСК, оказывает специфическое 

функциональное воздействие на постнатальные стволовые и прогениторные 

клетки, регулируя их дифференцировку. Изучению особенностей этого 

влияния и раскрытию его механизмов посвящена диссертационная работа. 

3. Цели и задачи 

Целью данной работы является выяснение механизмов регуляции 

дифференцировки стволовых клеток внеклеточным матриксом, 

продуцируемым мезенхимными стромальными клетками человека. Для 

достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Разработать технологию получения внеклеточного матрикса, 

продуцируемого МСК человека, с сохранением его функциональной 
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структуры и ключевых компонентов с помощью децеллюляризации 

клеточных пластов из МСК (дВКМ). 

2. Оценить влияние дВКМ на поведение мультипотентных мезенхимных 

стволовых клеток, выделенных из жировой ткани человека, in vitro. 

3. Проанализировать активность ключевых участников различных 

внутриклеточных сигнальных путей в МСК при культивировании на 

дВКМ. 

4. Провести ингибиторный анализ для выяснения механизмов, 

опосредующих влияние ВКМ, продуцируемого МСК человека, на 

дифференцировку стволовых клеток. 

5. Исследовать регенераторные свойства дВКМ от МСК на модели 

монокортикального диафизарного дефекта бедренной кости крысы. 

4. Научная новизна 

Впервые предложен подход, основанный на применении 

децеллюляризированного ВКМ, полученного из клеточных пластов МСК 

человека, для модуляции ответа стволовых и прогениторных клеток на 

дифференцировочные стимулы. Разработан и оптимизирован протокол 

получения дВКМ из клеточных пластов МСК человека. Впервые выявлена 

способность дВКМ от МСК стимулировать пролиферацию и 

дифференцировку стволовых клеток на ранних сроках индукции 

дифференцировки. Показано, что эти эффекты происходят за счет 

обогащения пула прогениторных клеток и их перепрограммирования в 

активное состояние готовности к индуцирующим сигналам (компетентность). 

Определены особенности изменения активности ключевых участников 

различных внутриклеточных сигнальных путей в МСК человека при 

культивировании на дВКМ. Впервые установлена способность дВКМ, 

полученного из клеточных пластов МСК, ускорять регенерацию костной 

ткани после повреждения у крыс. Новизна и практическая значимость 

диссертационного исследования также подтверждается полученным патентом 

(Патент РФ # 2718907 от 15 апреля 2020 г.). 
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5. Теоретическая и практическая значимость 

Исследование позволяет установить значимость регенераторного 

потенциала ВКМ, продуцируемого МСК, и механизмы его реализации при 

восстановлении специфического микроокружения стволовых клеток и 

регенерации тканей на примере костной ткани.  

На основании полученных результатов предложены оригинальные 

подходы к получению ВКМ из клеточных пластов МСК человека. Данные, 

полученные в результате исследования участия ВКМ от МСК в регуляции 

дифференцировки стволовых клеток, могут быть использованы для 

моделирования микроокружения различных ниш тканеспецифичных 

стволовых клеток in vitro и разработки новых терапевтических подходов в 

регенеративной медицине, в частности, для функционализации 

остеопластических материалов с целью стимуляции заживления костных 

дефектов. 

6. Методология исследования 
В исследовании были использованы современные биоинженерные, 

биохимические, гистологические и молекулярно-биологические методы, а 

также методы работы с культурами клеток млекопитающих. Все 

использованные методики были применены в соответствии с общепринятыми 

мировыми стандартами и с надлежащими контролями. Методы выделения 

дВКМ, продуцируемого МСК человека, и подходы к пробоподготовке дВКМ 

для оценки его характеристик были разработаны и апробированы 

коллективом лаборатории. 

7. Положения, выносимые на защиту 
1. МСК поддерживают стабильность фенотипа и дифференцировочный 

потенциал мультипотентных стволовых и прогениторных клеток путем 

продукции ВКМ с определенными составом и свойствами. 

2. ВКМ, продуцируемый МСК, регулирует поведение стволовых клеток с 

помощью активации фосфорилирования участников основных 

внутриклеточных сигнальных путей, включая FAK- и ERK-киназных 

сигнальные пути, модуляцию YAP-сигнального пути, а также 
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перераспределения активного бета-катенина из ядра в цитоплазму 

клеток, в модельной системе in vitro. 

3. В наблюдаемые эффекты дВКМ значительный вклад вносит 

взаимодействие клеток с белками внеклеточного матрикса через RGD-

связывающие интегрины, в том числе содержащие a5-субъединицу. 

4. На основе дВКМ, продуцируемого МСК, может быть создан новый 

класс медицинских изделий с биомиметическими регенераторными 

свойствами, в частности, для коррекции дефектов костной ткани. 

8. Степень достоверности полученных результатов 

Статистическая обработка результатов измерений проводилась с 

использованием программы GraphPad Prizm 8.0. Результаты исследования 

доложены на российских и зарубежных конференциях и опубликованы в 

рецензируемых журналах. 

9. Личный вклад автора 

Автору диссертационного исследования принадлежит ключевая роль в 

постановке целей и формулировке задач, планировании и проведении 

экспериментов, статистической обработке данных, подготовке публикаций и 

патента по теме исследования. 

10. Публикации 

По материалам диссертации опубликовано 20 печатных работ, в том 

числе, 6 статей, индексируемых Scopus и Web of Science. По результатам 

исследования опубликован 1 патент Российской Федерации. 

11. Апробация результатов 

Основные результаты работы были представлены на VII Троицкой 

конференции с международным участием "Медицинская физика" (ТКМФ-7), 

Троицк, 2020 г., VII молодежной школе-конференции по молекулярной и 

клеточной биологии Института цитологии РАН, Санкт-Петербург, 2020 г., IV 

Национальном конгрессе по регенеративной медицине, Москва, 2019 г., 

конгрессе Европейского общества генной и клеточной терапии «The 27th 

ESGCT Annual Congress 2019», Барселона, Испания, 2019 г., всероссийской 

конференции с международным участием "Актуальные проблемы клеточной 
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биологии и клеточных технологий", Санкт-Петербург, 2019 г., всероссийской 

конференции с международным участием "Russian International Conference on 

Cryo-Electron Microscopy 2019(RICCEM-2019)", Москва, 2019 г., 

международной школе-конференции «7th FEBS Advanced lecture course 

"Matrix Pathobiology, Signaling and Molecular Targets"», Портохелион, Греция, 

2019 г. (на английском языке), 23-й Международной Пущинской школе-

конференции молодых учёных «Биология - наука XXI века», Пущино, 2019 г., 

XXVI Международной научной конференции студентов, аспирантов и 

молодых ученых "Ломоносов-2019", Москва, 2019 г., конференции 

«StemCellBio-2018: Фундаментальная наука как основа трансляционной 

медицины», Санкт-Петербург, 2018 г., Международном Форуме 

«Биотехнология: состояние и перспективы развития. Науки о жизни», 

Москва, 2018 г., Конференции «The second international conference «Cell 

technologies at the edge: from research to practice» (CTERP) «Translational 

research in cell therapy», Москва, 2018 г. (на английском языке), конгрессе 

Европейского общества генной и клеточной терапии «The 26th ESGCT Annual 

Congress 2019», Лозанна, Швейцария, 2018 г., XXV Международной научной 

конференции студентов, аспирантов и молодых ученых "Ломоносов-2018", 

Москва, 2018 г. 

12. Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания 

материалов и методов, результатов собственных исследований, обсуждения, 

заключения, выводов, благодарностей, списка литературы. Работа изложена 

на 145 страницах компьютерного текста, содержит 1 таблицу, 28 рисунков. 

Список литературы включает 352 источников, из них 5 отечественных и 347 

зарубежных. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 Культивируемые клетки. Для получения дВКМ были использованы 

мезенхимные стволовые клетки, иммортализованные с помощью 

человеческой теломеразы (hTERT-МСК).  Исследования по влиянию дВКМ 

от МСК на поведение стволовых клеток были проведены на первично 

выделенных МСК жировой ткани человека. Иммуноцитохимия. Для оценки 

депонированных компонентов ВКМ в составе клеточного пласта и дВКМ, 

полученных из МСК, был проведен иммуноцитохимический анализ 

основных белков ВКМ: фибронектина, ламинина и коллагена I типа с 

помощью кроличьих поликлональных антителах, обеспечивающих 

специфическое связывание к фибронектину (ab2413, Abcam, 

Великобритания), ламинину (ab11575, Abcam, Великобритания), коллагену I 

типа (ab34710, Abcam, Великобритания). Данные антитела были также 

использованы в вестерн-блоте и дот-блот анализе. В качестве вторых 

антител использовали козлиные антитела против кролика (A11034, A11037, 

Invitrogen, США). Ядра были мечены с помощью DAPI (DAKO, США). 

Микроскопию и анализ проводил на инвертированном флуоресцентном 

микроскопе Leica DMi8 (Leica Microsystems GmbH, Germany). 

Пролиферация hTERT-МСК на дВКМ. Для оценки цитотоксичности 

клетки, высаженные на пластик и на дВКМ, помещали в инкубатор с 

автоматизированным интерактивным микроскопом для инкубатора IncuCyte 

Zoom HD/2 CLR (Essen Bioscience, США). Кроме того, жизнеспособность 

клеток оценивали на 1 и 4 день культивирования с помощью MTT теста 

(Панэко, Россия). Измерения оптической плотности проводили на длинах 

волн 595 нм и 630 нм на спектрофотометре EnVision Multilabel Plate Readers 

(PerkinElmer, США). Направленная дифференцировка МСК. Первично 

выделенные МСК жировой ткани человека дифференцировали с помощью 

индукционных сред для остеогенной, хондрогенной и адипогенной 

дифференцировки (Gibco, США), а эффективность оценивали с помощью 

окрашивания раствором Ализаринового красного, Толуидинового синего и 



10 

 

Суданового красного О. Для количественного анализа красители были 

экстрагированы с помощью ДМСО (AplliChem, США), а затем была измерена 

их оптическая плотность при 530 нм (Судановый красный O), при 560 нм 

(Ализариновый красный) и при 608 нм (Толуидиновый синий) с помощью 

планшетного спектрофотометра EnVision Multilabel Plate Reader (PerkinElmer, 

США). Экспрессия генов была оценена с помощью ПЦР в реальном 

времени с обратной транскрипцией и представлена с использованием 

относительного количественного метода с нормировкой на ген домашнего 

хозяйства (RPLP0) (ΔCT). Для осуществления ингибиторного анализа были 

использованы: 1) селективные ингибиторы внутриклеточных сигнальных 

путей; 2) RGD-пептиды; 3) блокирующие антитела. Для проверки 

стимуляции регенерации с использованием дВКМ in vivo был использован 

биосовместимый материал, созданный и изученный ранее научной группой 

В.И. Путляева (Putlyaev et al., 2017; Дубров и др., 2019) в модели 

монокортикального диафизарного дефекта бедренной кости крысы.  
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Получение и характеристика дВКМ, продуцируемого МСК жировой 

ткани человека. По результатам исследования с помощью 

оптимизированного протокола был получен дВКМ, продуцируемый МСК 

человека, и охарактеризованы его структура и состав основных белков ВКМ 

(Рис. 1). Иммуноцитохимический анализ позволил продемонстрировать 

сохранение укладки основных белков ВКМ – фибронектина, ламинина и 

коллагена I типа, в клеточном пласте и после децеллюляризации (Рис. 1А-1Е). 

Биохимический анализ полученного матрикса показал, что, несмотря на 

уменьшение количества общего белка по сравнению с клеточным пластом 

(Рис. 1Ж), дВКМ обогащен основными белками ВКМ (Рис. 1З и 1И). 

Наиболее представленным компонентом в дВКМ является фибронектин. 

Количество коллагена I типа в дВКМ также увеличивалось относительно 

общего количества белка после децеллюляризации. 

дВКМ обеспечивает адгезию и пролиферацию МСК. Полученные 

данные в экспериментах по оценке состояния МСК при культивировании на 

дВКМ, полученном с помощью различных протоколов, свидетельствуют о 

способности дВКМ поддерживать адгезию и пролиферацию клеток. MTT 

тест использовали для количественной оценки жизнеспособности и 

пролиферации клеток. Мы обнаружили значимое увеличение 

пролиферативной активности МСК при культивировании на дВКМ, 

полученного с использованием CHAPS и ДНКазы I, по сравнению с другими 

протоколами (Рис. 2). Сокращение времени инкубирования с CHAPS (до 3-х 

минут вместо 10) с последующей инкубацией с ДНКазой I позволило 

оптимизировать протокол по выделению дВКМ из клеточного пласта МСК, 

который использовали на дальнейших этапах исследования. 



12 

 

 

Рис. 1. Содержание белков ВКМ (фибронектина (А, Г), ламинина (Б, Д) и 
коллагена I типа – красный цвет) в составе клеточного пласта (КП) и дВКМ, 
полученных из МСК, представлено с помощью иммуноцитохимического 
анализа без пермеабилизации (увеличение объектива – х10). Ядра окрашены 
DAPI – синий цвет. Электрофорез КП и дВКМ с последующим 
окрашиванием (Ж). Результаты вестерн-блота и дот-блота на фибронектин, 
ламинин и коллаген I типа(З). Диаграмма представляет собой результаты 
обсчета дот-блота относительно тотального количества белка с нормировкой 
на эталонные образцы вышеперечисленных белков. Статистическая 
значимость указана между группами: *(p<0,05), **(p<0,005), ***(p<0,0005). 
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Рис. 2. Пролиферативная активность МСК при культивировании на пластике 
и на дВКМ. Репрезентативные микрофотографии, полученные с 
использованием прижизненной съемки, культивирования МСК на пластике 
(А) и на дВКМ (Б) в течение 4-х дней (фазовый контраст, увеличение 
объектива – х10), диаграмма результатов МТТ теста по оценке 
жизнеспособности клеток при культивировании на дВКМ, выделенных с 
помощью разных протоколов. Данные представлены в виде медианы с 
перцентилями (25% и 75%). Значимые различия по сравнению с клетками, 
культивируемыми на пластике, обозначены *(p value < 0,05), ∗∗(p value < 
0,005). 

 

дВКМ стимулирует индуцированную дифференцировку 

мультипотентных стволовых клеток. Для изучения способности дВКМ 

модулировать индуцированную дифференцировку мультипотентных 

стволовых клеток в популяции первичных МСК клетки культивировали на 

пластике и на дВКМ в течение 4 и 10 дней (в случае адипогенной 

дифференцировки) (Рис. 3), а также в течение 4 и 7 (в случае остеогенной 

дифференцировки) (Рис. 4) с индукционными средами. Было обнаружено, что 

дВКМ значительно стимулирует индуцированную дифференцировку МСК. 

При этом ранний эффект мы наблюдали уже на 4 день дифференцировки.  
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Рис. 3. Индукция адипогенной дифференцировки первично выделенных МСК 
жировой ткани человека, культивируемых на пластике или на дВКМ, в 
течение 10-ти дней. Цитохимическая окраска жировых капель с помощью 
суданового красного (Oil Red)(A). Увеличение объектива, х20. Анализ 
экспрессии генов (мРНК) маркеров адипогенной дифференцировки 
(PPARγ(PPARG), CEBPα(CEBPA), Adiponectin (ADIPOQ) методом ПЦР в 
реальном времени с обратной транскрипцией(Б). Нормировка на ген 
домашнего хозяйства (housekeeping gene) - RPLP0. Данные представлены как 
медиана с квартилями (25%, 75%). 

 

Кроме того, мы провели анализ изменения уровня экспрессии генов-

маркеров дифференцировки в динамике с помощью ПЦР в реальном 

времени. Полученные данные отличались выраженной вариабельностью, по-

видимому, из-за гетерогенности культуры МСК, однако, прослеживалась 

тенденция повышения уровня экспрессии генов-маркеров дифференцировок 

в клетках, культивированных на дВКМ. 
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Рис. 4. Индукция остеогенной дифференцировки первично выделенных МСК 
жировой ткани человека, культивируемых на пластике или на дВКМ, в 
течение 7-и дней. Цитохимическая окраска отложения кальция с помощью 
ализаринового красного (A). Увеличение объектива, х20. Анализ экспрессии 
генов (мРНК) маркеров остеогенной дифференцировки (RUNX2, 
остеокальцин (OCN) методом ПЦР в реальном времени с обратной 
транскрипцией(Б). Нормировка на ген домашнего хозяйства (housekeeping 
gene) - RPLP0. Данные представлены как медиана с квартилями (25%, 75%).  

 

дВКМ поддерживает дифференцировку МСК через Src-PI3K-AKT-

зависимый внутриклеточный сигнальный путь. Было установлено, что 

Src-PI3K-AKT сигнальный путь является критически важным для быстрой 

активации дифференцировки МСК при культивировании на дВКМ (Рис. 5). 

Присутствие ингибитора Src-киназы значительно снижало способность 

дВКМ стимулировать индукцию дифференцировки. В то же время 

добавление ингибитора Akti не влияло на морфологию клеток, но значимо 

ингибировало дВКМ-связанную стимуляцию дифференцировки МСК.  
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Рис. 5. Ингибиторный анализ механизмов дВКМ-опосредованной индукции 
дифференцировки МСК на примере остеогенной дифференцировки с 
помощью добавления ингибиторов сигнальных путей (PP2 - ингибитор Src-
киназы, MEK – ингибитор ERK киназы, AktiVIII (Akti) в качестве ингибитора 
протеиновой киназы B (Akt) и добутамин (DBN) как ингибитор YAP 
внутриядерной транслокации) к МСК, культивируемым на пластике (A) или 
на дВКМ, продуцируемом hTERT-МСК (Б), в течение 4-х дней, с 
последующим гистохимическим окрашиванием Ализариновым красным. 
Увеличение объектива, ×20. Экстракция красителя и оценка оптической 
плотности при длине волны 560 нм (нижняя панель(В)) (n = 3). Данные 
представлены как медиана с квартилями (25%, 75%), а статистические 
значимые различия обозначены: ∗(p value < 0,05), ∗∗∗(p value < 0,0005), 
треугольниками и квадратами представлены значимые различия 
относительно соответствующего контроля (p value < 0,05). 
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Взаимодействие МСК с дВКМ через интегрины вносит 

существенный вклад в регуляцию дифференцировки клеток. Мы оценили 

профиль экспрессии генов интегринов в МСК, который включал 

субъединицы α2, α3, α4, α5, αV, α6, α8, β1, β4, β5, β7 (Рис. 6A).  

 

Рис. 6. Влияние взаимодействия МСК с дВКМ через интегрины на 
стимуляцию ответа клеток на дифференцировочные стимулы. Профиль 
экспрессии интегринов МСК(А-В), культивируемых на пластике (А, Б) или на 
дВКМ (А,В), включающий результаты ПЦР в реальном времени по 
субъединицам(A), а также результаты иммуноцитохимического анализа для 
субъединицы интегрина β1 (Б,В). Оценка активации сигнального пути FAK-
киназы для МСК в суспензии (Г) при добавлении RGD-TPP-пептида или 
после 1-го часа прикрепления к фибронектину. Изменение уровня экспрессии 
мастер-генов дифференцировки в адипогенном (PPARγ(PPARG) (Д), 
CEBPα(CEBPA) (Е)) и остеогенном (RUNX2 (Ж)) направлениях с 
нормировкой на уровень экспрессии гена домашнего хозяйства (RPLP0) в 
МСК при культивировании на пластике или дВКМ в присутствии или без 
блокирующего RGD-TPP-пептида относительно контрольных образцов без 
индукции. Данные представлены как медиана с квартилями (25%, 75%), а 
статистические значимые различия обозначены: ∗(p value < 0,05), ∗∗(p value < 
0,005), ∗∗∗(p value < 0,0005), ∗∗∗∗(p value < 0.0001). 
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Был обнаружен высокий уровень экспрессии генов ITGAV, ITGA8, 

ITGB1 и ITGB5, кроме того для субъединицы интегрина β1 мы подтвердили 

экспрессию иммуноцитохимическим анализом (Рис. 6Б, 6В). Возможные 

комбинации интегринов αVβ1, αVβ5, α8β1 могут играть важную роль во 

взаимодействии гетерогенной популяции МСК с компонентами ВКМ, такими 

как фибронектин и витронектин, которые в большинстве случаев включают 

RGD последовательность. 

Для оценки вклада такого взаимодействия клетка-ВКМ в стимуляцию 

дифференцировки при индукции в адипогенном или остеогенном 

направлении, мы добавляли RGD-пептиды для блокирования связи клетки 

через вышеупомянутые интегрины. Важно отметить, что присутствие RGD-

пептида значимо снижает экспрессию мастер-генов дифференцировки: 

PPARγ и CEBPα в случае адипогенной и RUNX2 в случае остеогенной (Рис. 

6Д-6Ж), при этом содержание мРНК как BGLAP, так и ADIPOQ не меняется. 

Более того, эксперименты по разобщению взаимодействия клеток с 

дВКМ через интегрины на примере остеогенной дифференцировки 

продемонстрировали, что в случае применения RGD-TPP пептида при 

разобщении комплекса субъединиц RGD-связывающих интегринов 

происходило значимое снижение индукции остеогенной дифференцировки по 

сравнению с контролем как при культивировании на пластике, так и на дВКМ 

(Рис. 7А, 7Б). 
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Рис. 7. Оценка вклада взаимодействия клеток с белками ВКМ через RGD-
связывающие интегрины в эффекты дВКМ на дифференцировку МСК на 
примере   остеогенной дифференцировки с помощью добавления 
блокирующих пептидов RGD и RGD-TPP к клеткам, культивируемым на 
пластике (A-левая панель) или на дВКМ (А-правая панель), в течение 4-х 
дней, с помощью гистохимического окрашивания Ализариновым красным. 
Экстракция красителя и оценка оптической плотности при длине волны 560 
нм (Б) (n = 5). Изучение специфического блокирования пептидов с помощью 
иммунопреципитации с использованием антител к субъединице интегрина αV 
и последующего вестерн-блота образцов с использованием антител к 
субъединице интегрина β1. Данные представлены как среднее значение со 
стандартным отклонением, а статистические значимые различия обозначены: 
∗(p value < 0,05), ∗∗(p value < 0,005).  

Результаты эксперимента по разобщению контактов клеток с дВКМ 

путем использования блокирующих антител против отдельных субъединиц 

интегринов показал, что блокирование взаимодействия через субъединицу α5 

приводит к частичному снижению эффекта дВКМ-опосредованной 

стимуляции остеогенной дифференцировки МСК (Рис. 8Б). В то время как 

блокирование взаимодействия клеток через субъединицу αV привело к 

дополнительной стимуляции остеогенной дифференцировки (Рис. 8Б). Стоит 

отметить, что хотя эффект дополнительной стимуляции индукции 

дифференцировки от дВКМ при блокировании субъединицы αV был 

достоверно значимым, он не превышал 5%. 
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Рис. 8. Оценка вклада взаимодействия клеток с белками ВКМ через 
интегрины, содержащие субъединицы αV и α5, в эффекты дВКМ на 
дифференцировку МСК на примере остеогенной дифференцировки с 
помощью добавления блокирующих антител к субъединицам интегринов αV 
и α5 к клеткам, культивируемым на пластике (A-верхняя панель) или на 
дВКМ (А-нижняя панель), в течение 4-х дней, с помощью гистохимического 
окрашивания Ализариновым красным. Экстракция красителя и оценка 
оптической плотности при длине волны 560 нм (Б) (n = 3). Данные 
представлены как среднее значение со стандартным отклонением, а 
статистические значимые различия обозначены: ∗∗(p value < 0,005), а также 
▲(p value < 0,05) относительно клеток, культивируемых на дВКМ в контроле. 

Подтверждение регенераторных эффектов дВКМ, продуцируемого 

МСК, в экспериментах in vivo.  Результаты экспериментов на животных 

продемонстрировали, что функционализация поверхности 
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остеопластического материала из керамики дВКМ позволяет снизить 

количество соединительной ткани вокруг материала, а также усилить 

компактизацию и отложение коллагеновых волокон в регенерирующей 

костной ткани (Рис. 9).  

 

Рис. 9. Анализ срезов бедренной кости крысы с имплантированным 
контролем (А) или с экспериментальным материалом (функционализация 
дВКМ) (Б) с помощью окраски трихромным методом по Массону (с 
анилиновым синим). Увеличение объектива – х10. На диаграмме 
представлены результаты анализа отложения коллагеновых волокон 
относительно площади поверхности имплантированного материала, 
детектируемого на срезах (В). Данные представлены как среднее значение со 
стандартным отклонением, а статистически значимое различие по сравнению 
с контролем обозначено: ∗∗∗(p value < 0,0005). 

Данные наблюдения позволяют сделать предположение о стимуляции 

аутологичного ремоделирования ВКМ в зоне восстановления за счет дВКМ, 

продуцируемого МСК. Кроме того, стоит отметить, что применение дВКМ 

способствовало неоваскуляризации ткани вокруг остеопластического 

материала, однако механизмы этих эффектов требуют дальнейшего изучения. 
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ВЫВОДЫ: 

1. Разработан протокол получения дВКМ с помощью децеллюляризации 

клеточного пласта МСК посредством обработки CHAPS и ДНКазой I 

типа. Данный протокол обеспечивает оптимальную эффективность 

децеллюляризации по данным анализа содержания остаточной ДНК, а 

также сохранение и компартментализацию основных компонентов 

ВКМ, таких как фибронектин, ламинин и коллаген I типа. 

2. Компоненты ВКМ, продуцируемого МСК человека, потенциируют 

ответ мультипотентных стволовых клеток при индукции 

дифференцировки в адипогенном, остеогенном и хондрогенном 

направлениях, при этом стимуляция дифференцировки опосредована 

поддержанием и пролиферацией пула прогениторных клеток, но не 

дедифференцировкой в стволовые клетки выделенных зрелых клеток. 

3. Культивирование МСК на дВКМ приводит к активации FAK- и ERK-

киназных сигнальных путей в клетках, а также перераспределению 

активного бета-катенина из ядра в цитоплазму. Таким образом, при 

связывании мультипотентных стволовых клеток с дВКМ повышается 

готовность их сигнальных путей к ответу на индуцирующие стимулы 

(компетентность). 

4. Ингибирование Src- и Akt-зависимых сигнальных путей приводит к 

снижению стимуляции индукции дифференцировки при 

культивировании МСК на дВКМ.  

5. Существенный вклад в эффекты дВКМ на дифференцировку МСК 

вносит взаимодействие клеток с белками внеклеточного матрикса через 

RGD-связывающие интегрины, в частности, содержащие а5 

субъединицу. 

6. Функционализация поверхности остеопластического материала из 

трикальций фосфатной керамики с помощью дВКМ, продуцированного 

МСК человека, приводит к стимуляции ремоделирования 

новообразованной костной ткани на модели монокортикального 

диафизарного дефекта бедренной кости крысы in vivo.



1В скобках приведен объем публикации в условных печатных листах и вклад автора в условных печатных 

листах. 
2Кузнецова – девичья фамилия диссертанта до 31.08.2018 г. 
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