
DOI: 10.7868/S0041377118090084

ÀÍÀËÈÇ ÄÈÍÀÌÈÊÈ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÌÀÒÐÈÊÑÍÛÕ ÌÅÒÀËËÎÏÐÎÒÅÈÍÀÇ
Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÕÎÍÄÐÎÃÅÍÍÎÉ ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÐÎÂÊÈ ËÈÍÈÈ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ
ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ, ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÂÀÐÒÎÍÎÂÀ ÑÒÓÄÍß ÏÓÏÎ×ÍÎÃÎ

ÊÀÍÀÒÈÊÀ ×ÅËÎÂÅÊÀ

© È. Â. Âîðîíêèíà,* Ë. Â. Ñìàãèíà, È. È. Ãèí, Ò. À. Êðûëîâà,
À. Ñ. Ìóñîðèíà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ

Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 194064;
* ýëåêòðîííûé àäðåñ: voronirina@list.ru

È. Â. Âîðîíêèíà è äð.
Àíàëèç äèíàìèêè àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç â ïðîöåññå õîíäðîãåííîé...

Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ äèôôåðåíöèðîâêè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà
ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå äèíàìèêè àêòèâíîñòåé ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ) 1, 2, 8, 9 è 13, ýê-
ñïðåññèè ìàðêåðîâ õîíäðîãåíåçà (êîëëàãåíà II òèïà è àããðåêàíà) è íåêîòîðûõ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) â ïðîöåññå õîíäðîãåíåçà êëåòî÷íîé ëèíèè MSCWJ-1, âûäåëåííîé èç Âàðòîíîâà
ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà, è èçíà÷àëüíî ïðåäñòàâëåííîé ìîíîñëîéíîé (2D) êóëüòóðîé è êëåòî÷íûìè
ñôåðîèäàìè (3D). Àíàëèç îáîèõ âàðèàíòîâ ëèíèè MSCWJ-1 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â èíäóêöèîííîé ñðå-
äå â òå÷åíèå 21 ñóò â êóëüòóðå ìèêðîìàññ ïîêàçàë íàëè÷èå õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Òåì íå ìå-
íåå â 3D-êóëüòóðå ïðîöåññ õîíäðîãåíåçà áûë áîëåå èíòåíñèâíûì, ÷åì â ìîíîñëîéíîé (2D) êóëüòóðå.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç àêòèâíîñòè ÌÌÏ ñâèäåòåëüñòâóåò î ñíèæåíèè àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1, -2 è -9 â ïðî-
öåññå äèôôåðåíöèðîâêè, íî õàðàêòåð ñíèæåíèÿ ó ýòèõ ÌÌÏ ðàçëè÷åí. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ õîíäðîãå-
íåçà (êîëëàãåíà II òèïà è àããðåêàíà) çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè â òå÷åíèå
21 ñóò â 2D- è 3D-âàðèàíòàõ ëèíèè MSCWJ-1. Îäíîâðåìåííî àíàëèçèðîâàëè ñîäåðæàíèå â ëèçàòàõ êëå-
òîê è êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå òàêèõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ, êàê êîëëàãåí I òèïà, õîíäðîèòèíñóëüôàò
(ÕÑ) è äåêîðèí. Ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà I òèïà è ÕÑ ñíèæàëîñü â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè, à
êîëè÷åñòâî äåêîðèíà, íàîáîðîò, çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëîñü. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ëèíèè MSCWJ-1 ïðè
èíäóêöèè õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè êðîìå ìàðêåðîâ õîíäðîãåíåçà ñèíòåçèðóþò òàêæå êîëëàãåí I
òèïà è äåêîðèí, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ âîëîêíèñòîãî õðÿùà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, õîíäðîãåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà, ìàòðèêñ-
íûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû, âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, êîëëàãåí, àããðåêàí, äåêîðèí, õîíäðîèòèíñóëüôàò

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÌÌÏ — ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåè-
íàçû, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÕÑ — õîíäðîèòèíñóëüôàò, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé
áóôåðíûé ðàñòâîð.

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà, âû-
äåëåííûå èç ðàçíûõ òêàíåé, øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ
ðåøåíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ïðîáëåì êëåòî÷íîé áèîëîãèè,
à òàêæå äëÿ ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèé â êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè è â êà÷åñòâå òåñò-ñèñòåì äëÿ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé (Zhang et al., 2012; Sharma et al., 2014; Hendi-
jani, 2017). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòóàëüíûìè çàäà÷àìè
êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÿâëÿþòñÿ âûäåëåíèå è ñðàâíèòåëü-
íàÿ õàðàêòåðèñòèêà ÌÑÊ ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ èç ðàç-
íûõ èñòî÷íèêîâ. Ïðîèñõîæäåíèå èëè èñòî÷íèê ïîëó÷å-
íèÿ ÌÑÊ ìîæåò îïðåäåëÿòü èõ ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòå-
ðèñòèêè, êîòîðûå, â ÷àñòíîñòè, çàâèñÿò îò ñâîéñòâåííîãî
êàæäîé òêàíè ìèêðîîêðóæåíèÿ. Òåì íå ìåíåå, ñîãëàñíî
òðåáîâàíèÿì Ìåæäóíàðîäíîãî îáùåñòâà êëåòî÷íîé òåðà-
ïèè, ñòàòóñ ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îïðåäåëÿåòñÿ
ðÿäîì îáùèõ õàðàêòåðèñòèê. Ê òàêèì õàðàêòåðèñòèêàì
îòíîñÿòñÿ ñëåäóþùèå: àäãåçèâíîñòü ê êóëüòóðàëüíîìó

ïëàñòèêó, àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ, ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíî-
ñòíûõ ìàðêåðîâ CD105, CD90, CD73, CD44, HLA ABC è
îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD34, CD45 è HLA DR, ñïîñîá-
íîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì è
àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ (Dominici, 2006; Sensebe et al.,
2010).

Ñóùåñòâåííûì íàïðàâëåíèåì ïðè èçó÷åíèè áèîëî-
ãèè ÌÑÊ ÿâëÿþòñÿ èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ìóëüòèïî-
òåíòíîé äèôôåðåíöèðîâêè è ôóíêöèîíàëüíûå îñîáåí-
íîñòè ÌÑÊ, â ÷àñòíîñòè âûÿñíåíèå ðîëè ìàòðèêñíûõ
ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ). ÌÌÏ è èõ ñïåöèôè÷åñêèå èí-
ãèáèòîðû âëèÿþò íà ôóíäàìåíòàëüíûå êëåòî÷íûå ïðî-
öåññû, â ÷àñòíîñòè íà ïðîëèôåðàöèþ, àïîïòîç è äèôôå-
ðåíöèðîâêó. ÌÌÏ ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ ðåìîäåëèðîâà-
íèÿ òêàíåé è ðàçâèòèÿ îðãàíîâ, ñïåöèôè÷åñêè ìîäóëèðóÿ
ñèãíàëüíûå ïóòè ïîñðåäñòâîì âçàèìîäåéñòâèÿ c ñóáñòðà-
òàìè ðàçíîé ïðèðîäû è ïóòåì ïåðåñòðîéêè âíåêëåòî÷-
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íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ). ÂÊÌ ïîäëåæèò ïîñòîÿííîìó îá-
íîâëåíèþ çà ñ÷åò ïðîöåññîâ ñèíòåçà è äåãðàäàöèè. Îñ-
íîâíóþ ðîëü â ýòèõ ïðîöåññàõ èãðàþò ÌÌÏ, ñïîñîáíûå
ðàñùåïëÿòü âñå áåëêè ÂÊÌ. ÂÊÌ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæ-
íåéøèõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Ðåãóëÿöèÿ
ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç âçàè-
ìîäåéñòâèå âûðàáàòûâàåìûõ ñàìèìè êëåòêàìè áåëêîâ
ÂÊÌ è ÌÌÏ (Nagase, Woessner, 1999; Page-McCaw et al.,
2007; Kessenbrock et al., 2010).

Àêòèâíîå ó÷àñòèå ÌÌÏ â ðåãóëÿöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÌÑÊ â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ óáåäèòåëüíî ïðîàíà-
ëèçèðîâàíî â ðÿäå ðàáîò (Mannello et al., 2006; Bertram et
al., 2009; Ghajar et al., 2010; Schneider et al., 2010; Polacek
et al., 2011; Sillat et al., 2012; Ould-Yahoui et al., 2013; Sas-
soli et al., 2014; Tratwal et al., 2015). Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî
íàëè÷èå àêòèâíîñòåé ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â ïðî-
öåññå äèôôåðåíöèðîâêè â àäèïîãåííîì è îñòåîãåííîì
íàïðàâëåíèÿõ â ëèíèÿõ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî
ìîçãà (FetMSC) è çà÷àòêà êîíå÷íîñòè (Ì-FetMSC) îäíîãî
äîíîðà — ðàííåãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà. Ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç äèíàìèêè àêòèâíîñòåé ýòèõ ÌÌÏ â ïðîöåññå îáå-
èõ äèôôåðåíöèðîâîê ïîêàçàë, â ÷àñòíîñòè, ðàçëè÷èÿ ìåæ-
äó ìîíîñëîéíûìè êóëüòóðàìè (2D-âàðèàíò) è ïîëó÷åí-
íûìè èç íèõ êëåòî÷íûìè ñôåðîèäàìè (3D-âàðèàíò) (Âî-
ðîíêèíà è äð., 2016).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî èññëåäóþòñÿ êëåòî÷íûå
ñôåðîèäû, ïîëó÷åííûå èç ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî óñëîâèÿ 3D-êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ
ãîðàçäî áëèæå ê ôèçèîëîãè÷åñêèì óñëîâèÿì òêàíåé â îð-
ãàíèçìå, ÷åì ìîíîñëîéíîå (2D) êóëüòèâèðîâàíèå. Â êëå-
òî÷íûõ ñôåðîèäàõ óñèëåíû ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ
è âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ ÂÊÌ, ÷òî ðàñøèðÿåò âîçìîæ-
íîñòè èçó÷åíèÿ ïðèðîäíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ
êàê ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà è àïîïòîç, â îòñóò-
ñòâèå ýêçîãåííûõ (èñêóññòâåííûõ) ìàòðèêñîâ, êîòîðûå
ìîãóò ïðåïÿòñòâîâàòü ïðîÿâëåíèþ ýòèõ ñâîéñòâ (Baraniak
et al., 2012; Dan et al., 2017). Êëåòî÷íûå ñôåðîèäû ÌÑÊ îá-
ëàäàþò óñèëåííûì àíòèâîñïàëèòåëüíûì äåéñòâèåì, óâå-
ëè÷åííûì äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì è óâåëè÷åí-
íîé ýêñïðåññèåé ðÿäà öèòîêèíîâ è ïëþðèïîòåíòíûõ ãåíîâ
ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîíîñëîéíûìè êóëüòóðàìè. Òàêèì îáðà-
çîì, îíè ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûì êëåòî÷íûì ìàòåðèàëîì
êàê äëÿ èññëåäîâàíèÿ îñíîâ îðãàíîãåíåçà, òàê è äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ èõ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå (Alimperti et
al., 2014; Bogdanova-Jatniece et al., 2014; Guo et al., 2014;
Êðûëîâà è äð., 2015; Li et al., 2015; Murphy et al., 2017).

Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìèðîâîé
ïðîáëåìîé ÿâëÿþòñÿ ïîèñê è îïòèìèçàöèÿ âîçìîæíîñòåé
âîññòàíîâëåíèÿ äåãåíåðàòèâíûõ èçìåíåíèé ñóñòàâíîãî
õðÿùà ó ÷åëîâåêà, âîçíèêàþùèõ â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ îð-
ãàíèçìà. Ïîýòîìó èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ õîíäðîãåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè ñóùåñòâåííî äëÿ óñïåøíîãî èñïîëüçî-
âàíèÿ õîíäðîöèòîâ â ðåãåíåðàöèè õðÿùà (Kim et al., 2013;
Tanthalsong et al., 2017). Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû ñëåäóåò,
÷òî â ïðîöåññå õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðèíè-
ìàþò ó÷àñòèå íåñêîëüêî ÌÌÏ: ÌÌÏ-1, -2, -8, -9, -10, -11
è -13, à òàêæå ïîêàçàíû èçìåíåíèÿ äèíàìèêè àêòèâíîñòè
ÌÌÏ â ïðîöåññå ýòîé äèôôåðåíöèðîâêè (Shlopov et al.,
1999; Wu et al., 2002; Bertram et al., 2009). Òåì íå ìåíåå
èçâåñòíî íåìíîãî ðàáîò ïî èçó÷åíèþ õîíäðîãåíåçà â ñôå-
ðîèäàõ, ïîëó÷åííûõ èç ÌÑÊ ÷åëîâåêà (Arufe et al., 2009,
2011; Huang et al., 2011; Xu et al., 2016).

Òàêèì îáðàçîì, çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â
àíàëèçå äèíàìèêè àêòèâíîñòè ÌÌÏ â ïðîöåññå õîíäðî-
ãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè âî âíîâü ïîëó÷åííîé è îõàðàê-

òåðèçîâàííîé ëèíèè ÌÑÊ (MSCWJ-1), âûäåëåííîé èç
Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà (Êðûëî-
âà è äð., 2017). Äëÿ ýòîãî â ìîíîñëîéíîé (2D) êóëüòóðå è
ïîëó÷åííîé èç íåå 3D-êóëüòóðå (â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ)
êëåòîê MSCWJ-1 ñðàâíèòåëüíî àíàëèçèðîâàëè: 1) õîíä-
ðîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó â êóëüòóðå ìèêðîìàññ â òå-
÷åíèå 21 ñóò ïîñëå åå èíäóêöèè; 2) àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1,
-2, -8, -9 è -13 â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè; 3) ýêñïðåñ-
ñèþ ìàðêåðîâ õîíäðîãåíåçà (êîëëàãåíà II òèïà è àããðåêà-
íà); 4) ýêñïðåññèþ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ — êîëëàãåíà I
òèïà, õîíäðîèòèíñóëüôàòà (ÕÑ) è äåêîðèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïîëó÷åííóþ â ÖÊÏ «Êîëëåêöèÿ
êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ» Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ) êëåòî÷íóþ ëèíèþ MSCWJ-1.
Ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ è õàðàêòåðèñòèêà ýòîé ëèíèè îïèñàíû
ðàíåå (Êðûëîâà è äð., 2017).

Êëåòêè ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû MSCWJ-1 (2D-êóëüòó-
ðà) è ïîëó÷åííûå èç íåå ñôåðîèäû (3D-êóëüòóðà) êóëüòè-
âèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 90 % DMEM/F12
(Gibco-Invitrogene, ÑØÀ) è 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè (FBS) (Hyclone, ÑØÀ), â óñëîâèÿõ 5 % ÑÎ2

ïðè 37 °Ñ è âëàæíîñòè 90 %. Ñðåäó ìåíÿëè êàæäûå 2—
3 ñóò. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñôåðîèäîâ ñóñïåíçèþ êëåòîê íà
6-ì ïàññàæå ïîñëå äåêðèîêîíñåðâàöèè ïîìåùàëè â ÷àøêè
Ïåòðè (174932, Thermo Scientific, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
2 · 105 êë./ìë íà 24—48 ÷. Ïîâåðõíîñòü SpheraTM ýòèõ ÷à-
øåê ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ è äëèòåëüíîìó ïîääåðæà-
íèþ êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ â íåàäãåçèâíîì ñîñòîÿíèè
(Êðûëîâà è äð., 2015). Â äàííîì èññëåäîâàíèè êëåòî÷íûå
ëèíèè èñïîëüçîâàëè íà 6-ì ïàññàæå ïîñëå ïîëó÷åíèÿ, à
êëåòî÷íûå ñôåðîèäû — ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå èõ îáðàçîâàíèÿ
(ðèñ. 1).

Íàïðàâëåííóþ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó â õ î í ä ð î -
ã å í í î ì íàïðàâëåíèè ïðîâîäèëè â êóëüòóðå ìèêðîìàññ
ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó (Reyes et al., 2001). Äëÿ
ýòîãî êëåòêè MSCWJ-1 â 2D-êóëüòóðå ñíèìàëè ñ ïîâåðõ-
íîñòè ôëàêîíà ñìåñüþ òðèïñèíà ñ âåðñåíîì (Gibco, ÑØÀ),
äîáàâëÿëè ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé è ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ,
à òàêæå ñóñïåíçèþ êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ (3D-êóëüòóðà)
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 800 îá/ìèí 5 ìèí. Ê îñàäêó äîáàâ-
ëÿëè áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó è îñàæäàëè â êîíè÷åñêîé
ïðîáèðêå. Êîíå÷íîå ÷èñëî êëåòîê â ïðîáèðêå ñîñòàâëÿëî
1 · 106. Çàòåì îñòîðîæíî îòáèðàëè ñðåäó è äîáàâëÿëè
0.5 ìë õîíäðîãåííîé èíäóêöèîííîé ñðåäû (AdvanceSTEM
Chondrogenic Differentiation Medium, Thermo Scientific
HyClone Product, ÑØÀ). Èíäóêöèþ äèôôåðåíöèðîâêè
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 21 ñóò. Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç êàæäûå
3—4 ñóò. Ñóëüôàòèðîâàííûå ãëèêîçàìèíîãëèêàíû â ïðî-
öåññå õ î í ä ð î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è èäåí-
òèôèöèðîâàëè ïî îêðàñêå 1%-íûì ðàñòâîðîì òîëóèäèíî-
âîãî ñèíåãî â 50%-íîì èçîïðîïàíîëå (MP Biomedicals,
ÑØÀ); ïðîòåîãëèêàíû èäåíòèôèöèðîâàëè ïî îêðàñêå
0.1%-íûì ðàñòâîðîì ñàôðàíèíà Î (Merck, Ãåðìàíèÿ).
Âðåìÿ îêðàñêè ñîñòàâëÿëî 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêîé îöåíêè ñòåïåíè äèôôåðåí-
öèðîâêè ïðîâîäèëè ôèêñàöèþ è îêðàøèâàíèå êëåòîê ÷å-
ðåç 3, 12 è 21 ñóò ïîñëå íà÷àëà èíäóêöèè. Âèçóàëèçàöèþ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 Pascal
(Ãåðìàíèÿ).

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè öåí-
òðèôóãèðîâàëè, îòáèðàëè êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó è
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âñå îñòàâøèåñÿ â ïðîáèðêå êëåòêè ëèçèðîâàëè, ïîñëå ÷åãî
ïîëó÷åííûé êëåòî÷íûé ëèçàò èñïîëüçîâàëè äëÿ ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà. Èç ñîáðàííîé ñðåäû òàêæå ãîòî-
âèëè ïðîáû äëÿ çèìîãðàôèè è ýëåêòðîôîðåçà (ðèñ. 2).
Ýêñïåðèìåíòû ïîâòîðÿëè 5 ðàç è ïîëó÷åííûå äàííûå
óñðåäíÿëè. Ïðîáû ñîáèðàëè ÷åðåç 3, 6, 9, 12, 15, 18 è
21 ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ äèôôåðåíöèðîâî÷íîé ñðåäû. Êîíò-
ðîëåì äëÿ çèìîãðàôèè ñëóæèëè ïðîáû êîíäèöèîíèðî-
âàííîé ðîñòîâîé ñðåäû, ñîáðàííûå ïåðåä çàìåíîé íà èí-
äóêöèîííóþ, à òàêæå ïðîáû èíòàêòíîé õîíäðîãåííîé èí-
äóêöèîííîé ñðåäû.

Ç è ì î ã ð à ô è ÿ. Ìåòîä èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ ÌÌÏ â êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè ñðåäå. Ïðîáû
âûäåðæèâàëè â áóôåðå äëÿ ïðîá (62.5 ìÌ Òðèñ-HCl è
0.1 % SDS, pH 6.8) è àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðî-
ôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè 0.5 ìã/ìë
æåëàòèíà èëè 1.0 ìã/ìë êàçåèíà â ðàçäåëÿþùåì ãåëå.
Ïðîáû íàíîñèëè íà ãåëü â êîëè÷åñòâå, ñîîòâåòñòâóþùåì
20 ìêã áåëêà íà äîðîæêó. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáå îïðå-
äåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðäà (Bradford, 1976). Ïîñëå
îêîí÷àíèÿ ýëåêòðîôîðåçà ãåëü îòìûâàëè 2.5%-íûì ðàñ-
òâîðîì Tðèòîíà Õ-100 è èíêóáèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåð-
æàùåì 5 ìÌ CaCl2 è 50 ìÌ Tðèñ-HCl, pH 7.4, ïðè 37 °Ñ
äëÿ ðåíàòóðàöèè ïðîòåàç è ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëå-
íèÿ ñóáñòðàòà. Ïîñëå èíêóáàöèè ãåëü ôèêñèðîâàëè è
îêðàøèâàëè Êóìàññè G-250 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Ïðè-
ñóòñòâèå ÌÌÏ, ðàñùåïëÿþùèõ æåëàòèí èëè êîëëàãåí,
îïðåäåëÿëè ïî íàëè÷èþ íåîêðàøåííûõ ïîëîñ íà ãåëå
(Oliver et al., 1999). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíà-
ëèçà ãåëè ñêàíèðîâàëè è ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðà-
áàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû QuantiScan (âåðñèÿ 3.0),
ïðè ýòîì âåëè÷èíó àêòèâíîñòè ÌÌÏ ïîëó÷àëè â óñë. åä.,
ïðèíÿòûõ â ïðîãðàììå QuantiScan (ïðîèçâåäåíèå ÷èñëà
îêðàøåííûõ ïèêñåëîâ íà èíòåíñèâíîñòü èõ îêðàñêè). Íà-
ëè÷èå ÌÌÏ ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíà-
ëèçà. Íà ãðàôèêàõ ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ
îøèáêè ïî 3 èçìåðåíèÿì â êàæäîé òî÷êå (ðèñ. 3, à, á). Ðå-
çóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì
t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè
ïðè âåðîÿòíîñòè íóëåâîé ãèïîòåçû Ð < 0.01.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç á å ë ê î â è Â å ñ ò å ð í - á ë î ò -
à í à ë è ç. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîìó ïðî-
òîêîëó (Laemmli, 1970) â äåíàòóðèðóþùèõ âîññòàíàâëè-
âàþùèõ óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ãðàäèåíòíûõ ïîëè-
àêðèëàìèäíûõ ãåëåé (4—15 %). Ïðè àíàëèçå ñîäåðæàíèÿ
àããðåêàíà ïðîáû îáðàáàòûâàëè õîíäðîèòèíàçîé äëÿ óäà-
ëåíèÿ õîíäðîèòèíñóëüôàòíûõ öåïåé è èäåíòèôèêàöèè
àíòèòåëàìè êîðîâîãî áåëêà àããðåêàíà. Â ïðîáû äîáàâëÿ-
ëè 4-êðàòíûé áóôåð ïî Ëýììëè ïðè ñîîòíîøåíèè ïðîáû
è áóôåðà 3 : 1 è íàãðåâàëè 5 ìèí ïðè 100 °Ñ. Â ëóíêè íà-
íîñèëè ïî 20 ìêë ëèçàòîâ êëåòîê è ïî 25 ìêë êîíäè-
öèîíèðîâàííûõ ñðåä. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ýëåêòðîôîðåçà
ïðîâîäèëè ïåðåíîñ áåëêîâ ñ ãåëåé íà íèòðîöåëëþëîçíûå
ìåìáðàíû â ñèñòåìå Mini Trans-Blot Cell (BioRad, ÑØÀ).
Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíû ïðîìûâàëè áóôåðîì T-ÐBS (PBS,
ñîäåðæàùèé 0.05 % Tween 20) è èíêóáèðîâàëè â áëîêè-
ðóþùåì áóôåðå â òå÷åíèå 1 ÷. Çàòåì ìåìáðàíû èíêóáè-
ðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ êîëëàãåíà I òè-
ïà (AB745; Chemicon, ÑØÀ), êîëëàãåíà II òèïà (ab3092;
Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ), àããðåêàíà (bs-11655; Bioss, ÑØÀ)
è â-àêòèíà (ab8226; Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4 °Ñ â áëîêèðóþùåì áóôåðå. Äàëåå ìåìáðàíû
îòìûâàëè â T-ÐBS è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â áëîêèðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì
âòîðè÷íûå àíòèòåëà ñ HRP (31431; Thermo Scientific,

ÑØÀ, èëè A0545; Sigma, Ãåðìàíèÿ). Ïîñëå îòìûâêè îò
âòîðè÷íûõ àíòèòåë â T-PBS è PBS ïðîâîäèëè äåòåêòèðî-
âàíèå ñâÿçàâøèõñÿ àíòèòåë ìåòîäîì õåìèëþìèíåñöåí-
öèè ñ ïîìîùüþ ñóáñòðàòà SuperSignal West Femto Maxi-
mum Sensitivity Substrate (34095; Thermo Scientific, ÑØÀ)
íà ïðèáîðå Chemidoc (Bio-Rad, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå öèô-
ðîâûå èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû Quantiscan äëÿ ïðîâåäåíèÿ äåíñèòîìåòðèè îêðàøåí-
íûõ áåëêîâûõ ïÿòåí.

Ä î ò - á ë î ò. Ïðîáû ÷èñòîé êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðå-
äû è ïðîáû êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ, ñìåøàííûõ ñ äåíàòóðè-
ðóþùèì áóôåðîì Ëýììëè, íàíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîç-
íóþ ìåìáðàíó ïî 2.5 ìêë íà ïÿòíî, ïîñëå âûñóøèâàíèÿ
ìåìáðàíû íà âîçäóõå äîïîëíèòåëüíî íàíîñèëè åùå ïî
2.5 ìêë ïðîáû íà ïÿòíî. Ìåìáðàíû ïðîìûâàëè áóôåðîì
T-ÐBS è áëîêèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå â áëîêèðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì T-ÐBS è
5%-íîå îáåçæèðåííîå ìîëîêî. Çàòåì ìåìáðàíû èíêó-
áèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ äåêîðèíà
(sc-22753; Santa Cruz, ÑØÀ) èëè ÕÑ (C8035; Sigma, Ãåð-
ìàíèÿ) â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ â áëîêèðóþùåì áóôåðå.
Äàëåå ïðîâîäèëè òå æå ïðîöåäóðû, ÷òî è ïðè Âåñòåðí-
áëîòèíãå. Ïîëó÷åííûå öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ òîæå àíà-
ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Quantiscan äëÿ ïðîâå-
äåíèÿ äåíñèòîìåòðèè îêðàøåííûõ áåëêîâûõ ïÿòåí.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðîâåäåí ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ìîíîñëîé-
íûõ 2D-êóëüòóð è êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ (3D). Ïîêàçàíî,
÷òî ìîíîñëîéíûå êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, ïîñòîÿííî êóëü-
òèâèðóìûå â óñëîâèÿõ 2D, ñîñòîÿò èç âûòÿíóòûõ ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê (ðèñ. 1, à). Êëåòî÷íûå ñôåðîèäû
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïëîòíûå îêðóãëûå îáðàçîâàíèÿ ñ
ãëàäêèìè êðàÿìè (ðèñ. 1, á).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê â õ î í ä ð î ã å í í î é
ñ ð å ä å ïðèâîäèëî ê îáðàçîâàíèþ ñòðóêòóð, êîòîðûå âû-
ÿâëÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ òîëóèäèíîâûì ñèíèì
(èäåíòèôèêàöèÿ ñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçàìèíîãëèêà-
íîâ) è ñàôðàíèíîì Î (èäåíòèôèêàöèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ).
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â èíäóêöèîííîé õîíäðîãåííîé
ñðåäå êóëüòóðû ìèêðîìàññ â òå÷åíèå 21 ñóò ïîêàçàí àê-
òèâíûé õîíäðîãåíåç â îáîèõ âàðèàíòàõ (2D è 3D), íî
ìåæäó íèìè åñòü ðÿä ðàçëè÷èé (ðèñ. 2). Òàê, â 2D-êóëü-
òóðå ïðè îêðàøèâàíèè òîëóèäèíîâûì ñèíèì ÷åðåç 3 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ ñëàáîå ãîëóáîå îêðàøèâà-
íèå àãðåãàòîâ áîëüøèõ îêðóãëûõ êëåòîê. Ýëåìåíòû ÂÊÌ
íå âûÿâëÿþòñÿ (ðèñ. 2). Ê 12-ì ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ óâå-
ëè÷èâàåòñÿ äîëÿ èíòåíñèâíî îêðàøåííûõ õîíäðîãåííûõ
ñòðóêòóð, óìåíüøàåòñÿ äîëÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êðóïíûõ êëåòîê, à íà 21-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè ôîðìè-
ðóþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå èíòåíñèâíî îêðàøåííûå â ñè-
íèé öâåò õîíäðîãåííûå ñòðóêòóðû, íàêàïëèâàþòñÿ áåëêè
ÂÊÌ (ðèñ. 2).

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñôåðîèäîâ (3D-êóëüòóðà) â òåõ
æå óñëîâèÿõ óæå íà 3-è ñóò íàáëþäàåòñÿ èíòåíñèâíîå ñè-
íåå îêðàøèâàíèå õîíäðîãåííûõ ñòðóêòóð ïðè íåáîëüøîì
÷èñëå ñëàáîîêðàøåííûõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëå-
òîê (ðèñ. 2, îêðàøåíû òîëóèäèíîâûì ñèíèì). Íà 12-å è
21-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè èäåò áîëåå àêòèâíîå ôîðìèðî-
âàíèå õîíäðîãåííûõ ñòðóêòóð è íàêîïëåíèå áåëêîâ ÂÊÌ
(ðèñ. 2). Ïðè îêðàøèâàíèè ñàôðàíèíîì Î â îáîèõ âàðèàí-
òàõ êëåòîê òàêæå íàáëþäàåòñÿ óñèëåíèå îêðàñêè â ïðî-
öåññå õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â òå÷åíèå 21 ñóò.

Àíàëèç äèíàìèêè àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç â ïðîöåññå õîíäðîãåííîé... 727



Íî â 3D-êóëüòóðå áîëåå àêòèâíî ôîðìèðóþòñÿ õîíäðî-
ãåííûå ñòðóêòóðû (îêðàøåíû ñàôðàíèíîì Î, ðèñ. 2). Òà-
êèì îáðàçîì, èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî â
êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ ïðîöåññ õîíäðîãåíåçà áîëåå àêòèâ-
íûé, ÷åì â 2D-êóëüòóðå. Ðàíåå ðÿäîì àâòîðîâ áûëî òàêæå
ïîêàçàíî ðàñøèðåíèå äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèà-
ëà êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîíîñëîéíûìè
êóëüòóðàìè (Frith et al., 2010; Huang et al., 2011; Guo et al.,
2014; Murphy et al., 2014; Êðûëîâà è äð., 2015).

Ñ ð à â í è ò å ë ü í û é à í à ë è ç à ê ò è â í î ñ ò è Ì Ì Ï
ñâèäåòåëüñòâóåò î ñíèæåíèè àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1, -2 è -9 â
ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè, íî õàðàêòåð ñíèæåíèÿ ðàç-
ëè÷åí (ðèñ. 3). Èíòàêòíàÿ äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ ñðåäà íå
ñîäåðæèò ÌÌÏ (òàê êàê íå ñîäåðæèò ñûâîðîòêè), ñîîò-
âåòñòâåííî âñå èçìåíåíèÿ óðîâíåé àêòèâíîñòè ÌÌÏ
ïðîèñõîäÿò çà ñ÷åò êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ýòîé ñðåäå
(ðèñ. 3, â). Òàê, àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 â 2D- è 3D-êóëüòóðàõ
ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ ê 3-ì ñóò (4681 ± 561 è

728 È. Â. Âîðîíêèíà è äð.

Ðèñ. 1. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê ëèíèè MSCWJ-1 â ìîíîñëîéíîé 2D- êóëüòóðå (à) è â êëåòî÷íûõ ñôåðîèäàõ 3D-êóëü-
òóðû (á).

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.

Ðèñ. 2. Äèôôåðåíöèðîâêà ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð (2D) è êëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ (3D) ëèíèè MSCWJ-1 â õîíäðîãåííîì íàïðàâëåíèè.

Îêðàøèâàíèå òîëóèäèíîâûì ñèíèì (3, 12 è 21-å ñóò, ñèíèé öâåò) è ñàôðàíèíîì Î (3-è è 21-å ñóò, êðàñíûé öâåò). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 50 ìêì.



3434 ± 412 óñë. åä. íà 3-è ñóò ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíäèöèî-
íèðîâàííîé ñðåäîé äî íà÷àëà èíäóêöèè — 2005 ± 197 è
1556 ± 147 óñë. åä.), à çàòåì íà÷èíàåò ïîñòåïåííî ñíè-
æàòüñÿ. Ïðè÷åì áîëåå àêòèâíîå ñíèæåíèå èìååò ìåñòî â
3D-êóëüòóðå, êîòîðîå ê 21-ì ñóò ïðèáëèæàåòñÿ ê íóëåâîé
îòìåòêå, òîãäà êàê â 2D-êóëüòóðå àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 åùå
ïðèñóòñòâóåò. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 â îáîèõ ñëó÷àÿõ (2D è
3D), ïîäîáíî ÌÌÏ-2, óâåëè÷èâàåòñÿ â òå÷åíèå 3 ñóò
(2248 ± 227 è 2179 ± 326 óñë. åä. äëÿ 2D è 3D ñîîòâåòñò-
âåííî) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäîé äî
íà÷àëà èíäóêöèè (1710 ± 102 è 1434 ± 85 óñë. åä. ñîîòâåò-
ñòâåííî), à çàòåì ðåçêî ñíèæàåòñÿ ê 9-ì ñóò (64 ± 9 è
21 ± 3 óñë. åä. ñîîòâåòñòâåííî). Â 3D-êóëüòóðå ïðîèñõî-
äèò áîëåå ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå, ÷åì â 2D (P < 0.01).
Â îòëè÷èå îò äâóõ ðàññìîòðåííûõ ÌÌÏ (2 è 9) àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ-1 â îáîèõ âàðèàíòàõ íà 3-è ñóò íàõîäèòñÿ
íà íèçêîì óðîâíå (145 ± 17 è 111 ± 13 óñë. åä. â 2D- è
3D-êóëüòóðàõ ñîîòâåòñòâåííî). Îêîí÷àòåëüíîå èñ÷åçíî-
âåíèå àêòèâíîñòè ïðîèñõîäèò ê 12-ì ñóò â êóëüòóðå 2D è
ê 6-ì ñóò — â 3D (ðèñ. 3, à, á). Òàê êàê èíäóêöèîííàÿ ñðå-
äà íå ñîäåðæèò ñûâîðîòêè, âñå óêàçàííûå èçìåíåíèÿ â àê-
òèâíîñòè ÌÌÏ ïðè õîíäðîãåíåçå ñâÿçàíû òîëüêî ñ êëå-
òî÷íûìè ïðîöåññàìè. Âîçìîæíî, ÷òî èçìåíåíèå ñïåêòðà
ÌÌÏ ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ñèíòåçà èëè ñåêðåöèè êîìïî-
íåíòîâ ÂÊÌ â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè (Manello et al.,
2006; Almalki et al., 2016).

Íàëè÷èå ÌÌÏ-8 è ÌÌÏ-13 îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà, êîòîðûé ïîêàçàë èõ ïðèñóòñòâèå â
ñðåäå, êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè, òîëüêî íà 3-è ñóò
è ïðàêòè÷åñêîå îòñóòñòâèå èõ óæå íà 6-å ñóò äèôôåðåí-
öèðîâêè. Ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíÿìè àêòèâíîñòè äðóãèõ
ÌÌÏ óðîâíè àêòèâíîñòè ÌÌÏ-8 è ÌÌÏ-13 áûëè î÷åíü
íåçíà÷èòåëüíûìè (ðèñ. 3, â).

Êîìïîíåíòû ÂÊÌ ðàñùåïëÿþòñÿ ÌÌÏ â ïðîöåññàõ
ðåìîäåëèðîâàíèÿ òêàíè, ýìáðèîãåíåçà, çàæèâëåíèÿ ðàí è
äðóãèõ ïðîöåññàõ, òðåáóþùèõ èçìåíåíèÿ ìèêðîîêðóæå-
íèÿ êëåòîê. Ñóáñòðàòàìè èññëåäîâàííûõ íàìè ÌÌÏ ÿâ-
ëÿþòñÿ òàêèå êîìïîíåíòû ÂÊÌ, êàê êîëëàãåíû I è II òè-
ïîâ, àããðåêàí è ïðîòåîãëèêàíû (Nagase, Woessner, 1999).
Ñîîòâåòñòâåííî ñèíòåç è ñåêðåöèÿ ýòèõ êîìïîíåíòîâ
ÂÊÌ ìîãóò çàâèñåòü îò ïðèñóòñòâèÿ ÌÌÏ â ñðåäå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê.

Ì à ð ê å ð à ì è õ î í ä ð î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è ÿâëÿþòñÿ êîëëàãåí II òèïà è àããðåêàí. Ðåçóëüòàòû
Âåñòåðí-áëîòà ñ àíòèòåëàìè ê àããðåêàíó è êîëëàãåíó
II òèïà ïîêàçàëè, ÷òî ýòè êîìïîíåíòû ïîÿâëÿþòñÿ â ëè-
çàòàõ êëåòîê â çíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå íà 9-å ñóò ñ äàëü-
íåéøèì óâåëè÷åíèåì ê 21-ì ñóò äèôôåðåíöèðîâêè (P <
< 0.01; ðèñ. 4, à, á). Ïðè ýòîì äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ êîë-
ëàãåíà (ðèñ. 4, à) è àããðåêàíà (ðèñ. 4, á) äëÿ 2D- è
3D-êóëüòóð ñòàòèñòè÷åñêè íå ðàçëè÷àåòñÿ. Òàêèì îáðà-
çîì, ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î íàëè÷èè àêòèâíîé
õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè â òå÷åíèå 21 ñóò â îáîèõ
âàðèàíòàõ ëèíèè MSCWJ-1. Óñòîé÷èâîå ïðèñóòñòâèå
ýòèõ ìàðêåðîâ (êîëëàãåí II òèïà è àããðåêàí) â ïðîöåññå
õîíäðîãåíåçà ïîêàçàíî âî ìíîãèõ ðàáîòàõ (Huang et al.,
2011; Calabrese et al., 2017; Goh et al., 2017; Merlin et al.,
2017; Tanthalsong et al., 2017).

Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî òàêæå, ÷òî ÌÑÊ ïðåèìóùåñò-
âåííî ñèíòåçèðóþò êîëëàãåí I òèïà, à ýêñïðåññèÿ êîëëàãå-
íà II òèïà è àããðåêàíà ïîâûøàåòñÿ ïîñëå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ (Chen et al., 2004). Ýêñïðåññèÿ êîëëàãå-
íà I òèïà ìîæåò òàêæå áûòü ìàðêåðîì ðàííåãî õîíäðîãå-
íåçà (Quintana, zur Nieden, 2009). Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëî-
æåíèå, ÷òî â ïðèñóòñòâèè äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ ôàêòî-

ðîâ äëÿ ïîâûøåíèÿ ýêñïðåññèè êîëëàãåíà II òèïà è àããðå-
êàíà òðåáóåòñÿ áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ, ÷åì â îòñóòñòâèå
ýòèõ ôàêòîðîâ (Zhao, Detamore, 2010). Ïîâûøåííàÿ ýêñï-
ðåññèÿ êîëëàãåíà I òèïà ïî îòíîøåíèþ ê êîëëàãåíó
II òèïà õàðàêòåðíà äëÿ âîëîêíèñòîé õðÿùåâîé òêàíè
(Müller et al., 2014).

Ê î ì ï î í å í ò û Â Ê Ì, ñèíòåçèðóåìûå êëåòêàìè â
õîäå äèôôåðåíöèðîâêè, âêëþ÷àþò â ñåáÿ íå òîëüêî àããðå-
êàí è êîëëàãåí II òèïà, íî è äðóãèå êîìïîíåíòû, õàðàê-
òåðíûå äëÿ õðÿùåâîé òêàíè, òàêèå êàê äåêîðèí èëè êîë-
ëàãåí I òèïà (Johnstone et al., 1998; Worster et al., 2001;
Indrawattana et al., 2004). Êîëëàãåí I òèïà ÿâëÿåòñÿ ðàñ-
ïðîñòðàíåííûì áåëêîì â òàêèõ òêàíÿõ, êàê êîñòü, äåðìà
è õðÿù. Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ êîëëàãåíà I òèïà â ëèçà-
òàõ êëåòîê ïîêàçàëè, ÷òî â 2D-êóëüòóðå åãî êîëè÷åñòâî

Àíàëèç äèíàìèêè àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç â ïðîöåññå õîíäðîãåííîé... 729

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â
êîíäèöèîíèðîâàííûõ ñðåäàõ â õîäå õîíäðîãåííîé äèôôåðåí-

öèðîâêè ÌÑÊ ïðè 2D- (à) è 3D- (á) êóëüòèâèðîâàíèè.

â — çèìîãðàììû è Âåñòåðí-áëîòû èäåíòèôèöèðîâàííûõ ÌÌÏ. Ñ —
äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ ñðåäà, 0 — êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà êëåòîê ïå-
ðåä íà÷àëîì èíäóêöèè. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ äàíà â óñë. åä., ïðèíÿòûõ â

ïðîãðàììå QuantiScan.



ñíèæàëîñü â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 5, à, á).
Ýòî ñîâïàäàåò ñ äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ, ïîêàçàâøèõ,
÷òî êîëëàãåí I òèïà èñ÷åçàåò ÷åðåç 7 ñóò ïîñëå îáðàçî-
âàíèÿ òðåõìåðíûõ àãðåãàòîâ (Johnstone et al., 1998).
Â 3D-êóëüòóðå êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà I òèïà ïîñëå ñíèæå-
íèÿ ê 9-ì ñóò óâåëè÷èâàëîñü ê 21-ì ñóò (ðèñ. 5, à, á). Ïðè
ýòîì êîíòðîëü ïî ñîäåðæàíèþ â-àêòèíà â ëèçàòàõ êëåòîê
ïîêàçàë, ÷òî â îáîèõ âàðèàíòàõ êîëè÷åñòâî â-àêòèíà â
ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ñíèæàëîñü ÷åðåç 21 ñóò äî
íåèäåíòèôèöèðóåìîãî. Ïðè òðåõêðàòíîì ïðîâåäåíèè
ýêñïåðèìåíòîâ ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ â-àêòèíà ê êîíöó
ýêñïåðèìåíòà ïîâòîðÿëîñü è íå çàâèñåëî îò ñïîñîáà ñáîðà
êëåòîê ïðè ïîäãîòîâêå ïðîá.

Îêðàøèâàíèå òîëóèäèíîâûì ñèíèì óñèëèâàåòñÿ ê
21-ì ñóò äèôôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 2). Ýòî îêðàøèâàíèå
îáóñëîâëåíî ïðèñóòñòâèåì ãëèêîçàìèíîãëèêàíîâ, âêëþ-
÷àþùèõ â ñåáÿ íå òîëüêî àããðåêàí, íî òàêæå ÕÑ èëè äåêî-
ðèí. Óñèëåíèå îêðàñêè ñàôðàíèíîì Î òàêæå óêàçûâàåò íà
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ïðîòåîãëèêàíîâ, â òîì ÷èñëå ÕÑ.
Àíàëèç ñîäåðæàíèÿ ÕÑ ïîêàçàë åãî íàëè÷èå è â èíòàêò-
íîé èíäóêöèîííîé ñðåäå, è â ëèçàòàõ êëåòîê, è åãî êîëè-
÷åñòâî ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ äî íåîïðåäåëèìîãî ÷åðåç
15 ñóò â îáîèõ âàðèàíòàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì íà
9-å ñóò íàáëþäàåòñÿ íåêîòîðîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
ÕÑ â îáîèõ ñëó÷àÿõ (ðèñ. 5, â). Íà ãðàôèêàõ ïîêàçàíî èç-
ìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè îòíîñèòåëüíî â-àêòèíà â
ñðåäå è ëèçàòàõ êëåòîê (ðèñ. 5, ã). Â êîíäèöèîíèðîâàííîé
ñðåäå èäåò ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ÕÑ, à êëå-
òî÷íûå ëèçàòû 2D- è 3D-êóëüòóð íà ðàííèõ ñðîêàõ ñó-
ùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ (ðèñ. 5, â, ã). Â ñëó÷àå 3D-êóëüòè-
âèðîâàíèÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî ÕÑ ïðèñóòñòâóåò óæå â
ñàìîì íà÷àëå äèôôåðåíöèðîâêè; ïî-âèäèìîìó, ñôåðîè-

äû èìåþò åãî â ñâîåì ñîñòàâå äî íà÷àëà äèôôåðåíöè-
ðîâêè.

Àíàëèç íà äåêîðèí ïîêàçàë, ÷òî â ñàìîé ñðåäå äèôôå-
ðåíöèðîâêè (AdvanceSTEM Chondrogenic Differentiation
Medium, Thermo Scientific HyClone Product, ÑØÀ) óæå
ñîäåðæèòñÿ äåêîðèí. Ïðè ýòîì åñëè â ñëó÷àå 2D-êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ñîäåðæàíèå äåêîðèíà â ñðåäå ìàêñèìàëüíî â
íà÷àëå äèôôåðåíöèðîâêè è ñíèæàåòñÿ â òå÷åíèå 9 ñóò, òî
â ñôåðîèäàõ (3D) îíî, íàîáîðîò, óâåëè÷èâàåòñÿ â ñðåäå â
òå÷åíèå 15 ñóò, ïîñëå ÷åãî íåìíîãî ñíèæàåòñÿ ê 21-ì ñóò.
Â êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ 2D-êóëüòóðû ñîäåðæàíèå äåêîðèíà
îñòàåòñÿ íà óðîâíå èíòàêòíîé ñðåäû, à â ëèçàòàõ 3D-êóëü-
òóðû ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ ê 21-ì ñóò (ðèñ. 5, ä).
Íà ãðàôèêå ïîêàçàíà èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè îòíîñèòåëü-
íî â-àêòèíà â ëèçàòàõ êëåòîê (ðèñ. 5, å). Ìîæíî âèäåòü,
÷òî ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäîé 2D- è
3D-êóëüòóð íà÷èíàþòñÿ íà 9-å ñóò. Â ñëó÷àå ñôåðîèäîâ
óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà äåêîðèíà â ñðåäå êîððåëèðóåò ñ
åãî óâåëè÷åíèåì â ëèçàòàõ êëåòîê, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü
íà åãî ïåðåõîä â ñîñòàâ ÂÊÌ, îêðóæàþùåãî êëåòêè.

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, äåêîðèí ïðèñóòñòâóåò â âå-
ùåñòâå õðÿùà, ó÷àñòâóåò âî âçàèìîäåéñòâèÿõ ìåæäó
êëåòêàìè, à òàêæå â ñâÿçûâàíèè êîëëàãåíîâ I è II òèïîâ.
Ëîêàëèçàöèÿ äåêîðèíà ñîâïàäàåò ñ ðàñïîëîæåíèåì êîë-
ëàãåíîâ (Barry et al., 2001). Äåêîðèí èçâåñòåí êàê ñåêðåòè-
ðóåìûé ïðîòåîãëèêàí, ýêñïðåññèðóåìûé øèðîêèì êðó-
ãîì òêàíåé ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, âêëþ÷àÿ îïó-
õîëåâóþ ñòðîìó, íî íå òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè.
Äåêîðèí ñîäåðæèò îäíó äåðìàòàíñóëüôàòíóþ, íî íå
ÕÑ-öåïü, è îêðàñêà íà ïðîòåîãëèêàíû äàííîé ëèíèè êëå-
òîê îáóñëîâëåíà, âèäèìî, ïðèñóòñòâèåì äåêîðèíà áîëü-
øå, ÷åì ÕÑ, êîòîðûé èñ÷åçàåò â ïðîöåññå äèôôåðåíöè-
ðîâêè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî êëåòêè
ëèíèè MSCWJ-1 ñåêðåòèðóþò êîëëàãåí II òèïà è àããðå-
êàí, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, à òàêæå íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî
ÌÌÏ-1. Êîëè÷åñòâà ÌÏÏ-8 è ÌÌÏ-13 ó ýòèõ êëåòîê
î÷åíü íåçíà÷èòåëüíû. Â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè
ñåêðåòèðîâàëè äåêîðèí. Èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ÕÑ, íàêîïëåííûé â êëåòêàõ â òå÷åíèå
êóëüòèâèðîâàíèÿ äî íà÷àëà äèôôåðåíöèðîâêè, ïðè ïå-
ðåâîäå â èíäóêöèîííóþ ñðåäó ðàñõîäóåòñÿ è áîëåå íå
ñèíòåçèðóåòñÿ. Äåêîðèí æå, íàïðîòèâ, íàêàïëèâàåòñÿ â
ñðåäå, à òàêæå â êëåòêàõ ïî ìåðå äèôôåðåíöèðîâêè. Ýòî
ñîâïàäàåò ñ ðåçóëüòàòàìè îêðàøèâàíèÿ íà ãëèêîçàìèíî-
ãëèêàíû. Ïî-âèäèìîìó, êëåòêè ëèíèè MSCWJ-1 äèôôå-
ðåíöèðóþòñÿ â ñòîðîíó îáðàçîâàíèÿ âîëîêíèñòîé õðÿùå-
âîé òêàíè, à íå îáðàçîâàíèÿ ãèàëèíîâîãî õðÿùà, ÷òî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè èçó÷åíèÿ äèíàìèêè ñèíòåçà
êîëëàãåíîâ I è II òèïîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíûé õîíäðî-
ãåíåç ïðîäîëæàåòñÿ 18 ñóò, çàòåì ïðîöåññ íà÷èíàåò çà-
ìåäëÿòüñÿ. Ê 21-ì ñóò ïðîöåññ, ïî-âèäèìîìó, îñòàíàâ-
ëèâàåòñÿ, êëåòêè íà÷èíàþò äåãðàäèðîâàòü. Òåì íå ìåíåå
îêðàñêà òîëóèäèíîâûì ñèíèì è ñàôðàíèíîì Î ñîõðàíÿ-
åòñÿ. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ íàëè÷èåì âîêðóã êëåòîê
èëè íà ìåìáðàíàõ áåëêà äåêîðèíà, à òàêæå ñ åùå íåïîë-
íîé äåãðàäàöèåé êëåòîê. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âûäåëå-
íèè ÌÑÊ èç ñèíîâèàëüíûõ ìåìáðàí êîëåííîãî ñóñòàâà
õîíäðîãåíåç äëèòñÿ ãîðàçäî äîëüøå (äî 46 ñóò), ïðè ýòîì
êëåòêè (õîíäðîöèòû) îñòàþòñÿ æèâûìè (Arufe et al.,
2009). Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ ìèêðîîêðóæåíèåì, êîòî-
ðîå èçíà÷àëüíî âîçäåéñòâîâàëî íà êëåòêè èìåííî â íà-
ïðàâëåíèè õîíäðîãåíåçà (Djouad et al., 2007). Â ÷àñòíî-
ñòè, îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ ïî èíòåíñèâíîñòè àäèïîãåííîé
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Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ àããðåêàíà (à) è êîëëàãåíà II òè-
ïà (á) â ëèçàòàõ êëåòîê â õîäå õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâ-

êè â 2D- è 3D-êóëüòóðàõ.

Ïî äàííûì Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà. ÄÑ(0) — äèôôåðåíöèðîâî÷íàÿ
ñðåäà.



äèôôåðåíöèðîâêè ìåæäó äâóìÿ ëèíèÿìè, ïîëó÷åííûìè
îò îäíîãî äîíîðà, íî èç ðàçíûõ òêàíåé (Êðûëîâà è äð.,
2014). Ðàçíàÿ ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè â òðåõ íàïðàâëå-
íèÿõ, õàðàêòåðèçóþùèõ ñòàòóñ ÌÑÊ, ïîêàçàíà è â äðóãèõ
èññëåäîâàíèÿõ. Íàïðèìåð, ïðè ñðàâíåíèè ÌÑÊ èç êîñò-
íîãî ìîçãà (BM-MSC) è èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ (WJ-MSC)
ïîêàçàíû çíà÷èòåëüíî áîëüøàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü ó WJ-MSC è áîëåå âûñîêèé îñòåîãåííûé äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë ó BM-MSC (Hsieh et al., 2010;

Amable et al., 2014). Â ðÿäå èññëåäîâàíèé íàáëþäàëè çà-
âèñèìîñòü äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà îò äëèòåëü-
íîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ (Park et al., 2005; Bonab et
al., 2006; Lo Surdo et al., 2013; Êîëüöîâà è äð., 2017; Bian-
chi et al., 2017).

Íàäî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ëèíèè ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, íåñìîòðÿ íà îáùíîñòü ðÿäà ñâîéñòâ,
èìåþò ìåæëèíåéíûå ðàçëè÷èÿ ïî ñòåïåíè âûðàæåííîñòè
òîé èëè èíîé õàðàêòåðèñòèêè. Êðîìå òîãî, ìíîãèå ÌÑÊ,
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Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ êîëëàãåíà I òèïà è â-àêòèíà (à, á), õîíäðîèòèíñóëüôàòà (â, ã) è äåêîðèíà (ä, å) â êîíäèöèîíèðîâàí-
íûõ ñðåäàõ (ÊÑ) è ëèçàòàõ êëåòîê â õîäå õîíäðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â 2D- è 3D-êóëüòóðàõ.

à — Âåñòåðí-áëîò; â, ä — äîò-áëîò; á, ã, å — ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè. Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ îò ìîìåíòà ïåðåâîäà êëåòîê â õîíäðîãåííóþ äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íóþ ñðåäó, ñóò. ÈÎ — èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè.



ïîëó÷åííûå èç âçðîñëûõ è ýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé, èìåþò
îãðàíè÷åííîå ïðèìåíåíèå èç-çà èíâàçèâíîãî ñïîñîáà èõ
ïîëó÷åíèÿ, ìàëîãî êîëè÷åñòâà ïîëó÷åííûõ êëåòîê â ñâÿ-
çè ñ íåâûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì èëè èç-çà
ýòè÷åñêèõ ïðîáëåì (Bongso, Fong, 2013). Â ñâÿçè ñ ýòèì
áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ âûäåëåíèþ ÌÑÊ èç âíåçà-
ðîäûøåâûõ îðãàíîâ, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ â ïåðâûå íå-
äåëè áåðåìåííîñòè, à ïîëó÷åíèå ÌÑÊ èç ýòèõ îðãàíîâ íå
ñâÿçàíî ñ ïåðå÷èñëåííûìè îãðàíè÷åíèÿìè. Â ÷àñòíîñòè,
êëåòêè, âûäåëåííûå èç Âàðòîíîâà ñòóäíÿ ïóïî÷íîãî êà-
íàòèêà ÷åëîâåêà, ïî ñðàâíåíèþ ñ ÌÑÊ èç äðóãèõ èñòî÷-
íèêîâ èìåþò âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü,
ðàñøèðåííûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë äî ïîçä-
íèõ ïàññàæåé ïðè ñîõðàíåíèè êàðèîòèïè÷åñêîé ñòàáèëü-
íîñòè, ïðîÿâëÿþò äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ ïëàñòè÷íîñòü,
ýêñïðåññèðóÿ ðÿä ýíäîäåðìàëüíûõ è ýêòîäåðìàëüíûõ
ìàðêåðîâ, îáëàäàþò âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè òóìîð-
ñóïðåññîðíûõ ãåíîâ è íèçêîé èììóíîãåííîñòüþ (Hsieh et
al., 2010; Nekanti et al., 2010; Fong et al., 2011; Gauthaman
et al., 2012; Bongso, Fong, 2013; Lian et al., 2016; Wang et
al., 2016; Êðûëîâà è äð., 2017). Â ñâÿçè ñ ðÿäîì ïðåèìó-
ùåñòâ ýòèõ êëåòîê äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû ñòàíî-
âèòñÿ íåîáõîäèìûì èçó÷åíèå ïðîöåññîâ, ïðîõîäÿùèõ
ïðè äèôôåðåíöèðîâêå, â ÷àñòíîñòè ïðè õîíäðîãåíåçå, äëÿ
ðàçëè÷íûõ ëèíèé êëåòîê ÌÑÊ.
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ANALYSIS OF MATRIX METALLOPROTEINASES ACTIVITY DYNAMICS DURING

CHONDROGENIC DIFFERENTIATION PROCESS OF MESENCHYMAL STEM CELL LINE DERIVED

FROM WHARTON’S JELLY OF HUMAN UMBILICAL CORD
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For newly obtained and characterized MSC line, isolated from the wharton’s jelly of the human umbilical
cord (MSCWJ-1) was fulfilled the analysis of chondrogenic differentiation in induction medium for 21 days in
micromasses culture as well as comparative analysis of matrix metalloproteinases (MMP) -1, -2, -8, -9, -13 acti-
vities. The expression of chondrogenesis markers and some extracellular matrix (ECM) components (collagen
type I, chondroitin sulfate, decorin) in monolayer culture (2D) and cell spheroid culture (3D) was also analysed.
The results showed that the cells secrete collagen type II and aggrecan, MMP-2 and -9, as well as MMP-1, whi-
le the activity of MMP-8 and MMP-13 were negligible. The level of MMPs activity, as well as expression of
ECM components, depended on 2D or 3D cultivation conditions. Unlike some literature data, a decrease in
â-actin expression during the differentiation process was observed. The reason for the difference between the
obtained data and the literature data can be due to experimental conditions, since in experiment differentiation
was carried out in a serum-free medium. It was shown that MSCWJ-1 cell line additively to chondrogenesis
markers synthesizes also collagen type I and decorin that was more characteristic for fibrous cartilage.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, chondrogenic differentiation, matrix metalloproteinases, extracel-
lular matrix, collagen, aggrecan, decorin, chondroitin sulfate
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