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Проведено длительное культивирование 2-х линий МСК человека, выделенных из разных мест плаценты.
Клеточная линия MSC-PL-1 характеризуется преждевременным старением по сравнению с линией MSC-
PL-2. При индукции адипогенной дифференцировки в клетках обеих линиях оказалось, что она не про-
исходит на ранних и поздних пассажах в клетках MSC-PL-1 в отличие от клеток линии MSC-PL-2. Срав-
нительный анализ активностей матриксных металлопротеиназ (ММП) 1, 2 и 9 в процессе репликативного ста-
рения (РС) этих линий свидетельствует о межлинейных различиях. Так, в линии MSC-PL-2 происходит сни-
жение уровней активности ММП-2 и -1 в процессе РС и не изменяется уровень активности ММП-9, а в линии
MSC-PL-1, имеющей преждевременное РС, наблюдается увеличение уровня активности ММП-9 и -1 и
снижение уровня активности ММП-2. Анализ активностей ММП-1 и -2 в процессе адипогенной диффе-
ренцировки в клетках MSC-PL-2 на раннем 6-м пассаже показал ряд различий между ними в течение
21 сут, но изменения обеих ММП носят волнообразный характер. Активность ММП-9 в течение 21 сут диф-
ференцировки изменяется иначе. На позднем 16-м пассаже характер изменений активности всех 3-х ММП в
течение 21 сут дифференцировки одинаковый. В связи с отсутствием адипогенной дифференцировки в
клетках MSC-PL-1, проведен анализ активностей ММП -1, -2 и -9 при культивировании в индукционной
среде в течение 21 сут на раннем (6) и позднем (13) пассажах. В обоих вариантах имеет место изменения
активности 3-х ММП в процессе культивирования в индукционной среде, но эти изменения носят несин-
хронный характер. Активности всех 3-х ММП на 13-м пассаже снижаются относительно пассажа 6. В це-
лом, полученные результаты свидетельствуют об участии ММП в широком диапазоне процессов в МСК.
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Мезенхимные стволовые клетки человека (МСК)
широко используются для фундаментальных и при-
кладных биомедицинских исследований. Линии
МСК человека, будучи неиммортализованными ди-
плоидными клеточными популяциями, являются
удобной моделью для изучения биологических про-
цессов, как в здоровом организме, так и при его па-
тологических состояниях. В настоящее время на-
блюдается значительное расширение биомедицин-
ских исследований с использованием МСК человека
разного происхождения в связи с их регенеративны-
ми способностями. (Adak et al., 2021; Albu et al., 2021;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. В работе использовали две линии МСК

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

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

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

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

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

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

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфологический анализ. Морфологический ана-

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

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

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

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

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

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

MSC-PL-1

6 пассаж 13 пассаж

MSC-PL-2

6 пассаж 13 пассаж

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

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

Пассаж
MSC-PL-1 MSC-PL-2

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

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

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

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

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

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

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

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

MSC-PL-1 MSC-PL-2

6 пассаж 13 пассаж 6 пассаж 13 пассаж

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ченные ранее данные о межлинейных различиях
МСК.

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

В целом, полученные результаты свидетельству-
ют об участии ММП в широком диапазоне клеточ-
ных процессов. Наблюдаемая динамика активности
ММП-9 и -2 безусловно связана с взаимодействием
клеток и индукционной среды, в которой изначаль-
но присутствует сыворотка, содержащая эти ММП.
Поэтому из наших результатов нельзя сделать одно-
значный вывод о присутствии и функционировании
именно клеточных ММП-2 и -9. Но можно конста-
тировать, что эти ММП, независимо от их проис-
хождения, необходимы для процессов дифференци-
ровки МСК. Из результатов по ММП-1 можно уве-
ренно утверждать, что именно клеточная ММП-1
сопровождает процесс дифференцировки МСК, т.к.
в индукционной среде она практически отсутствует.
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Рис. 5. Динамика активности ММП клеток MSC-PL-1, взятых на раннем (6-ой, а) и позднем (13-ый, б) пассаже, и находя-
щихся в адипогенной дифференцировочной среде, при длительном культивировании. Другие объяснение те же, что и в под-
писи к рис. 4.
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Metalloproteinase’s Activity of Two Placenta-Derived Stem Cells Lines from a Donor 
Differing in the Adipogenic Differentiation Potential and Nature of Replicative Senescense
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A long-term cultivation of 2 lines of human MSCs isolated from different sites of placenta was carried out. The
MSC-PL-1 cell line is characterized by premature replicative senescence (RS) compared to the MSC-PL-2 line.
During the induction of adipogenic differentiation (AD), it was shown that AD does not occur at early and late pas-
sages in cells of MSC-PL-1 line unlike cells of the MSC-PL-2 line. Comparative analysis of the activities of matrix
metalloproteinases (MMP-1, -2 and -9) in the process of RS of these cell lines indicates interlinear differences. So,
during RS in MSC-PL-2 cells the activity of MMP-2 and -1 decreases, and MMP-9 does not change, and in MSC-
PL-1 cells with premature RS the activity of MMP-9 and -1 increases, while activity of MMP-2 decreases. The anal-
ysis of MMP -1 and -2 activities during the process of adipogenic differentiation in the MSC-PL-2 line at the early
6th passage showed a number of differences between the activity levels of these MMPs during 21 days, but they all
showed the same wave-like manner of changes. The activity of MMP-9 had a different character of changes during
the 21 days of differentiation. The same pattern of changes took place at the late 16th passage in same 3 MMP during
21 days of differentiation. Since there is no adipogenic differentiation in the MSC-PL-1 line, we analized the activ-
ities of MMP -1, -2 and -9 during cultivation in induction medium for 21 days in the early 6th and late 13th passages.
There were changes in the activity of all MMPs in both variants, buy they were not synchronous. In general, there
was a significant decrease in the activity of all 3 MMP on the 13th passage compared to the 6th passage. The obtained
results indicate the participation of MMPs in a wide range of cellular processes.

Keywords: human mesenchymal stem cells, replicative senescence, adipogenic differentiation, matrix metallopro-
teinases


