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Внеклеточный матрикс (ВКМ), основной компонент внеклеточного пространства, опосредует передачу
сигналов между клетками и контролирует их ключевые функции ‒ пролиферацию, дифференцировку,
миграцию. Актуальность изучения ВКМ обусловлена широким спектром его биологических свойств, ко-
торые могут быть использованы в регенеративной медицине и биоинженерии. Особый интерес представ-
ляют децеллюляризованные ВКМ (дВКМ) клеточного происхождения для исследования их регуляторной
активности в отношении различных клеточных функций. В настоящей работе была проверена гипотеза о
модулирующем влиянии дВКМ, депонированного молодыми МСК Вартонова студня пуповины, на фено-
тип старения эндометриальных МСК (эМСК), который клетки приобретают в ответ на окислительный
стресс. Эта сторона функционирования ВКМ в контексте эМСК до сих пор не изучена. Сравнительное ис-
следование H2O2-индуцированного старения эМСК, культивируемых на дВКМ и на пластике в течение
длительного времени, показало существенное изменение основных маркеров старения в клеточной попу-
ляции на дВКМ. В совокупности, полученные результаты дают основание предполагать, что дВКМ спо-
собен частично обращать (тормозить) преждевременное старение эМСК в ответ на окислительный стресс,
а также расширяют представление о ВКМ как регуляторе функциональной активности клеток.
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В настоящее время продолжается активное ис-
следование возможности применения мультипо-
тентных мезенхимных стромальных клеток человека
(МСК) в клеточной терапии, а также различных спо-
собов увеличения ее эффективности. Накопленные
за последнее десятилетие данные показали, что
трансплантированные аллогенные МСК теряют
свои положительные эффекты из-за иммунного от-
торжения, тогда как на функцию аутологичных
МСК отрицательно влияет возраст пациента, что
ограничивает их терапевтический потенциал (Zhou
et al., 2020). Одной из актуальных проблем, препят-
ствующих широкому применению МСК, является
преждевременное старение, которому они могут
подвергаться во время трансплантации в организм
пациента, особенно в зоны с протеканием воспали-

тельных процессов. Преждевременное старение
МСК в ответ на стресс сопровождается различными
фенотипическими изменениями, модуляцией сек-
реторного фенотипа, приводит к остановке проли-
ферации, что значительно ограничивает их регене-
ративный потенциал (Liu et al., 2020; Lee et al., 2023).

Одним из перспективных подходов, направлен-
ных на преодоление связанных с трансплантацией
МСК проблем, является создание на основе внекле-
точного матрикса (ВКМ) биосовместимых скаф-
фолдов, имитирующих нативную среду организма и
повышающих устойчивость и выживаемость МСК
при трансплантации (Assunção et al., 2020; Xing et al.,
2020). При этом возможно использование как мат-
риц, состоящих из отдельных белков микроокруже-
ния клеток, так и полноценного ВКМ клеточного
происхождения (Zhou et al., 2016; Yang et al., 2020).
МСК при культивировании синтезируют значитель-
ное количество ВКМ с различным составом фиб-
риллярных и растворимых компонентов. Внимание
исследователей привлекают децеллюляризованные
ВКМ (дВКМ) тканей и культивируемых клеток, в

Принятые сокращения: АФ – автофлуоресценция; АФК – ак-
тивные формы кислорода; дВКМ – децеллюляризованный
внеклеточный матрикс; ПРС – полная ростовая среда; МСК и
эМСК – мультипотентные мезенхимные стромальные клетки
и эндометриальные МСК человека соответственно; PBS –
фосфатно-солевой буферный раствор; SA-β-Gal – β-галакто-
зидаза, ассоциированная с клеточным старением.
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том числе МСК, в качестве источника биологиче-
ских скаффолдов для регенеративной медицины
(Matveeva, Andreeva, 2020; Ushakov, 2023). дВКМ –
многокомпонентная сеть белков, оказывающих все-
стороннее влияние на клеточные функции – имити-
рует естественное клеточное микроокружение и
обеспечивает клеткам более физиологичный суб-
страт по сравнению с культуральным пластиком.
Как было продемонстрировано в ряде работ, культи-
вирование на ВКМ клеточных культур стимулирует
пролиферацию и миграцию (Lin et al., 2012) и вызывает
апрегуляцию соответствующих генов (Ragelle et al.,
2017), поддерживает стволовость (Lai et al., 2010) и
способствует дифференцировке в различных направ-
лениях (Rao Pattabhi et al., 2014; Novoseletskaya et al.,
2020; Yang et al., 2020), приводит к омоложению куль-
туры (Choi et al., 2011; Joergensen, Rattan, 2014) и защи-
щает от стресс-индуцированного старения (Liu et al.,
2016; Zhou et al., 2018; Yu et al., 2019). Кроме того,
культивирование клеток на дВКМ служит хорошей
моделью для изучения взаимного влияния в системе
матрикс–клетка, результаты которого могут способ-
ствовать пониманию процессов, происходящих in
vivo в тканевых нишах МСК.

Основным объектом исследования в настоящей
работе являются мультипотентные МСК, выделен-
ные из десквамированного эндометрия в менстру-
альной крови (эМСК). Выбор обусловлен, в первую
очередь, легкой доступностью и неинвазивностью
выделения, а также отсутствием этических проблем,
связанных с их получением. В продолжении наших
предыдущих работ по изучению механизмов стресс-
индуцированного старения эМСК и его распростра-
нения на клетки микроокружения (Burova et al.,
2013; Borodkina et al., 2014; Griukova et al., 2019; Vas-
silieva et al., 2020), мы поставили задачу выяснить,
влияет ли ВКМ на фенотип преждевременного ста-
рения эМСК; эта сторона функционирования ВКМ
в контексте эМСК до сих пор оставалась неизучен-
ной. С этой целью провели исследование динамики
H2O2-индуцированного старения эМСК, культиви-
руемых на пластике и на дВКМ, оценивая основные
маркеры старения; продуцентом дВКМ были моло-
дые МСК Вартонова студня пуповины человека. В
совокупности, полученные результаты указывают на
уникальную способность дВКМ частично обращать
(или тормозить) преждевременное старение эМСК в
ответ на окислительный стресс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Культивирование клеток. Использовали мультипо-

тентные мезенхимные стромальные клетки: 1) выде-
ленные из десквамированного эндометрия в мен-
струальной крови здоровых доноров (эМСК) и оха-
рактеризованные ранее сотрудниками ИНЦ РАН
(Земелько и др., 2011); 2) выделенные из Вартонова
студня пупочного канатика человека линии WJ-1
(MSCWJ-1), полученные из Коллекции клеточных

культур позвоночных ИНЦ РАН и охарактеризован-
ные ранее (Кольцова и др., 2017). Характеристики
обеих линий клеток соответствовали минимальным
критериям, предложенным ISTC (International Soci-
ety for Cellular Therapy) (Dominici et al., 2006).

эМСК и MSCWJ-1 культивировали во флаконах
Т25 и Т75 (Thermo Scientific, США) в полной росто-
вой среде (ПРС), содержащей DMEM/F12 (Gibco,
США), 10% эмбриональной сыворотки (HyClone,
США), 1% PenStrep (Gibco, США) и 1% GlutaMAX
(Gibco, США), при 37°C в атмосфере 5% CO2. После
трипсинизации клеток с помощью 0.05%-ного рас-
твора трипсин-ЭДТА (Invitrogen, США) полученную
суспензию рассевали на чашки диаметром 35 мм
(Thermo Scientific, США): MSCWJ-1 – по 200, эМСК –
по 140 тыс. на чашку.

Депонирование внеклеточного матрикса (ВКМ).
MSCWJ-1 на 10-м пассаже, предназначенные для де-
понирования ВКМ, рассевали на чашки, покрытые
0.1%-ным раствором желатина. Через 3 сут после
рассева заменяли ростовую среду на ПРС, содержа-
щую 50 мкМ тринатриевой соли 2-фосфо-L-аскор-
биновой кислоты (Sigma, Германия), которую сте-
рилизовали фильтрацией через мембрану 0.22 мкм
непосредственно перед использованием. Аскорбат
натрия является необходимой добавкой для ста-
бильной наработки ВКМ, выступая в роли антиок-
сиданта (Choi et al., 2008), а также кофактора фер-
ментов лизилгидроксилазы и пролилгидроксилазы,
участвующих в фибриллогенезе коллагена (Pinnell,
1985). Клетки культивировали в течение 14 сут, заме-
няя среду на свежую, содержащую аскорбат натрия,
каждые 3 сут; затем осуществляли децеллюляриза-
цию с целью получения бесклеточного ВКМ.

Децеллюляризацию ВКМ проводили с помощью
0.5%-ного раствора CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate) (Sig-
ma, США), содержащего 20 мМ гидроксида аммо-
ния, в течение 3 мин при комнатной температуре с
последующей осторожной промывкой PBS 5 раз по
3 мин; при необходимости хранили препараты бес-
клеточных ВКМ в PBS при 4°C.

Иммунофлуоресценция. Препараты дВКМ фикси-
ровали 3.7%-ным раствором формалина в течение
15 мин и инкубировали в 0.5%-ном Triton X-100 в те-
чение 15 мин. После каждой процедуры препараты
промывали PBS 5 раз по 3 мин. Далее дВКМ обраба-
тывали 1%-ным бычьим сывороточным альбумином
(БСА) в течение 30 мин и инкубировали в течение
ночи при 4°C в приготовленных на 1%-ном БСА
первичных антителах к фибронектину (Sigma,
США) (разведение 1 : 400), коллагену I, III или IV ти-
пов (ИМТЕК, Россия) (разведение 1 : 20) с последу-
ющей промывкой PBS 5 раз по 2 мин. На следующий
день препараты инкубировали с вторичными козьи-
ми антителами против иммуноглобулинов кролика
и конъюгированными с флуорофором Alexa 488
(GAR-Alexa 488) (Invitrogen, США) (разведение 1 : 500),
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в течение 40 мин при комнатной температуре и про-
мывали PBS 5 раз по 2 мин. Для коллагена I типа ис-
пользовали вторичные козьи антитела против имму-
ноглобулинов мыши и конъюгированные с флуорофо-
ром Alexa 568 (GAM-Alexa 568) (разведение 1 : 500)
(Invitrogen, США).

Полноту децеллюляризации ВКМ подтверждали
отсутствием клеточных компонентов и ядер, окра-
шивая препараты на α-тубулин, актин и 4',6-диами-
дино-2-фенилиндол (DAPI). дВКМ инкубировали с
первичными антителами на α-тубулин (разведение
1 : 200) (Sigma, США) в течение 10 мин и со вторич-
ными GAM-Alexa 568 (разведение 1 : 500) (Invitrogen,
США) в течение 40 мин при комнатной температуре;
для окраски на актин использовали фаллоидин,
конъюгированный с тетраметилродамином (разве-
дение 1 : 400) (Invitrogen, США); окраску матриксов
с помощью DAPI (разведение 1 : 1000) (Sigma, США)
проводили в течение 5 мин при комнатной темпера-
туре в темноте. Анализировали препараты окрашен-
ных дВКМ на флуоресцентном микроскопе Fluores-
cent Cell Imager (Bio-Rad, Сингапур). Анализ пока-
зал отсутствие в препаратах дВКМ клеточных
компонентов и ядер (результаты не показаны).

Рецеллюляризация дВКМ. эМСК на 11-м пассаже
были использованы для рецеллюляризации бескле-
точных ВКМ. эМСК рассевали на чистые чашки
диаметром 35 мм и параллельно на чашки с дВКМ в
одинаковой плотности (140 тыс. на 1 чашку).

Индукция старения в эМСК при действии Н2О2.
Программу преждевременного старения клеток
инициировали через 2 сут после посева обработкой
клеток 200 мкМ H2O2 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
США) в течение 1 ч; после промывки PBS клетки
культивировали в ПРС в течение 6 и 16 сут, меняя
среду на свежую каждые 3 сут. Условия обработки и
культивирования эМСК на дВКМ и на пластике бы-
ли идентичными.

Анализ внутриклеточного уровня АФК, жизнеспо-
собности, автофлуоресценции (АФ) и размера клеток.
Для оценки уровня АФК в эМСК, культивируемых
на дВКМ и на пластике, использовали АФК-зависи-
мый зонд диацетат 2,7-дихлор-флуоресцеина
(Н2DCF-DA) (Molecular Probes, США). Окраску
клеток с помощью 1 мМ раствора Н2DCF-DA в
DMSO проводили в ростовой среде без сыворотки в
CO2-инкубаторе в течение 20 мин, промывали 1 раз
PBS и собирали клетки трипсинизацией в 0.05%-
ном растворе трипсин-ЭДТА с последующим цен-
трифугированием. Суспензию клеток в PBS анали-
зировали на проточном цитометре CytoFLEX S
(Beckman Coulter, Бреа, Калифорния, США). Уро-
вень АФК оценивали по изменению интенсивности
флуоресценции DCF (усл. ед.). Для определения
жизнеспособности к клеточной суспензии добавля-
ли 50 мкг/мл йодистого пропидия (PI) и осторожно
перемешивали в течение 30 с; для анализа обычно
собирали не менее 3000 событий в качестве основ-

ной клеточной популяции. Репрезентативные то-
чечные диаграммы PI vs. FSC позволяли различать
PI-отрицательные (живые) клетки и PI-положитель-
ные (мертвые) клетки; одновременно оценивали ко-
личество живых клеток, среднее значение AФ, кото-
рое отражает присутствие липофусцина, и среднее
значение прямого светорассеяния (forward scatter,
FS), которое коррелирует с размером клеток. Полу-
ченные данные анализировали в программе CytEx-
pert software (версия 2.3) (Beckman Coulter, Brea, Ка-
лифорния, США).

Активность -галактозидазы (SA--Gal), ассоции-
рованной с клеточным старением определяли в соот-
ветствии с описанным ранее протоколом (Debacq-
Chainiaux et al., 2009). Сначала эМСК обрабатывали
с помощью 100 нМ бафиломицина А1 в течение 1 ч
для защелачивания лизосом, затем в клеточную сре-
ду добавляли C12FDG (липофильный субстрат бета-
галактозидазы), конъюгированный с флуоресцеи-
ном, до конечной концентрации 33 мМ, и инкуби-
ровали клетки в течение 2-х ч. Обработку клеток
проводили при 37°C в атмосфере 5% CO2. Окрашен-
ные клетки промывали PBS, собирали трипсиниза-
цией и анализировали в проточном цитометре Cyto-
Flex S (Beckman Coulter, Бреа, Калифорния, США);
полученные данные анализировали с помощью про-
граммного обеспечения CytExpert (версия 2.0)
(Beckman Coulter, Бреа, Калифорния, США).

Электрофорез и иммуноблотинг. Лизаты клеток
получали, как описано ранее (Burova et al., 2013);
концентрацию белка определяли по методу Бред-
форда на спектрофотометре GeneQuant 1300 (Bio-
chrom, США). Электрофоретическое разделение
белков в 9%-ном полиакриламидном геле, перенос
на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C extra
(Amersham Pharmacia Biotech, Швеция) и имму-
ноблотинг проводили по стандартным протоколам
производителя (Bio-Rad Laboratories, США). Для
визуализации белковых полос мембрану окрашива-
ли красителем Ponceau S (Sigma, США).

Для специфического выявления белков исполь-
зовали первичные моноклональные кроличьи анти-
тела против ингибитора циклинзависимых киназ
p21Waf1/Cip1 и глицеральдегид-3-фосфатдегидроге-
назы (GAPDH, clone 14C10), а также поликлональ-
ные кроличьи антитела против фосфорилированной
формы Rb (p-Rb) (Ser807/811). В качестве вторичных
антител применяли козьи антитела, выработанные
против иммуноглобулинов кролика, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (GAR-HRP). Все антитела
были приобретены в фирме Cell Signaling (США).
Пероксидазную активность конъюгатов вторичных
антител детектировали с помощью метода ECL
(Amersham, Швеция); хемилюминесцентное излуче-
ние регистрировали экспонированием на рентге-
новскую пленку CEA RP NEW (СЕА АВ, Швеция).

Статистическую обработку данных проводили с
помощью компьютерной программы Microsoft Excel
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(Microsoft Corporation, США), используя пакет про-
грамм Microsoft Office 2016. Для оценки достоверно-
сти различий данных использовали программу Orig-
inPro 2021 с привлечением дисперсионного анализа
(ANOVA) с поправкой Бонферрони. Данные пред-
ставлены в виде средних значений и их стандартных
отклонений (n = 3).

В работе использовали неорганические соли про-
изводства фирмы Sigma (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для изучения роли ВКМ в процессе преждевре-

менного старения эМСК прежде всего необходимо
было выбрать МСК, способные продуцировать
прочный, стабильно воспроизводимый матрикс; до-
ступность клеточных линий на ранних пассажах в
достаточных количествах также имела существенное
значение для планируемых широкомасштабных экс-

периментов. Наработку и децеллюляризацию ВКМ
проводили, как описано в разделе “Материал и ме-
тодика”; полноту децеллюляризации ВКМ подтвер-
ждали методом иммунофлуоресценции по отсут-
ствию клеточных компонентов (актинового и тубу-
линового цитоскелета, ядер) по сравнению с ВКМ с
клетками-продуцентами (данные не показаны). Эф-
фективность депонирования основных компонен-
тов дВКМ – фибронектина, коллагенов I, III, IV ти-
пов – оценивали по целостности образованной бел-
ковой сети. Сравнив структурную сеть компонентов
дВКМ, депонированных эМСК и MSCWJ-1, для
дальнейших исследований выбрали клетки MSCWJ-1
(рис. 1а, б).

Для проверки гипотезы о модулирующем дей-
ствии дВКМ на H2O2-индуцированное клеточное
старение мы провели рецеллюляризацию дВКМ по-
пуляцией эМСК и для сравнения посеяли те же
клетки на чистые пластиковые чашки. Клетки под-

Рис. 1. Децеллюляризованные внеклеточные матриксы (дВКМ), депонированные эМСК (а) и клетками линии MSCWJ-1 (б).
Иммунофлуоресцентная окраска основных белковых компонентов дВКМ – фибронектина, коллагенов I, III и IV типов.
Препараты окрашенных дВКМ анализировали на флуоресцентном микроскопе Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad, Сингапур).
Масштабный отрезок: 100 мкм.

а б

Фибронектин

Коллаген I типа

Коллаген III типа

Коллаген IV типа
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вергли сублетальному окислительному стрессу, ин-
дуцированному с помощью 200 мкМ H2O2 в течение
1 ч. Как было установлено в наших предыдущих ра-
ботах, в этих условиях эМСК на пластике подверга-
ются преждевременному старению (Burova et al.,
2013; Borodkina et al., 2014). Через 6 и 16 сут после
окислительного стресса или через 1 сут после рассе-
ва (в случае контрольных клеток) сравнивали марке-
ры старения в эМСК, культивируемых на пластике и
на дВКМ. Для мониторинга фенотипа культивируе-
мых в течение длительного времени клеток оценива-
ли уровни АФК и АФ, размер клеток, активность
SA-β-Gal и функциональный статус сигнальных
белков p21 и Rb.

Измерение внутриклеточного уровня АФК в
H2O2-обработанных эМСК, культивируемых на пла-
стике или дВКМ от молодых MSCWJ-1 10 пассажа,
проводили с использованием АФК-чувствительного
флуоресцентного зонда H2-DCF-DA, анализируя из-
менение интенсивности флуоресценции в клетках.
Одновременно оценивали значения АФ (рис. 2б, в),
которые при построении гистограмм (рис. 2а) вычи-
тали из значений флуоресценции окрашенных кле-
ток. В анализируемых временных точках (6 и 16 сут)
уровень АФК в клетках на дВКМ был значительно
ниже, чем на пластике; такая же закономерность бы-
ла характерна и для контрольных необработанных
клеток. Наибольшую разницу между флуоресценцией
клеток на дВКМ и пластике наблюдали через 16 сут по-
сле обработки H2O2 (рис. 2а), причем эти же значе-
ния различались между собой, будучи нормирован-
ными на соответствующие контроли. Помимо этого,
значение АФ в клетках на дВКМ через 16 сут после
окислительного стресса было ниже, чем на пластике
(рис. 2в).

Результаты анализа изменения размеров клеток в
ходе эксперимента представлены на рис. 3а. В отли-
чие от клеток на пластике, клетки на дВКМ имели
меньший размер, причем разница в размере была
наиболее значительна через 16 сут после обработки
H2O2, как и в случае с уровнем АФК и АФ (рис. 2а, в).

Анализ активности SA-β-Gal проводили с помо-
щью проточной цитометрии с использованием
C12FDG ‒ липофильного субстрата β-Gal, конъ-
югированного с флуоресцеином. Интенсивность
флуоресценции через 6 сут после обработки Н2О2
была меньше в клетках, культивируемых на дВКМ,
чем в клетках на пластике (рис. 3б), однако эти раз-
личия не были статистически значимыми. А уже че-
рез 16 сут наблюдали значительное уменьшение зна-
чений интенсивности флуоресценции клеток как на
дВКМ, так и на пластике по сравнению с 6 сут, но
между собой значения не различались.

Как известно, ингибитор циклин-зависимых киназ
р21 и белок ретинобластомы Rb являются ключевыми
компонентами сигнального каскада ATM/p53/p21/Rb,
ответственного за остановку клеточного цикла и за-
пуск программы клеточного старения в ответ на

окислительный стресс. Как видно на рис. 4, через 6
сут после действия H2O2 фосфорилированная форма
белка Rb исчезала в клетках, культивируемых как на
дВКМ, так и на пластике; в то же время уровень бел-
ка р21 был значительно повышен (в большей степе-
ни в клетках на пластике), по сравнению с контроль-
ными клетками. Эти факты свидетельствуют о том,
что в обоих случаях клетки, обработанные H2O2, на-
ходились в состоянии преждевременного старения.
Однако через 16 сут культивирования старых (старе-
ющих) эМСК картина существенно изменилась: мы
наблюдали появление высокого уровня p-Rb в клет-
ках на дВКМ, по сравнению с весьма незначитель-
ным повышением на пластике. Этот интересный фе-
номен восстановления фосфорилирования Rb в ста-
рых клетках, культивируемых на дВКМ, может
свидетельствовать о важной функциональной роли
матрикса, продуцированного молодыми MSCWJ-1.

ОБСУЖДЕНИЕ

В наших предыдущих работах был детально ис-
следован механизм преждевременного старения
эМСК в ответ на окислительный стресс, индуцирован-
ный действием 200 мкМ H2O2 (Burova et al., 2013; Borod-
kina et al., 2014; Borodkina et al., 2016; Griukova et al., 2019;
Vassilieva et al., 2020). Следует подчеркнуть, что все
результаты были получены на клетках, культивируе-
мых на пластиковых чашках, традиционно исполь-
зуемых для этой цели. Однако очевидно, что пла-
стик, в отличие от ВКМ, не является релевантным
субстратом для культивирования, поскольку в этих
условиях клетки лишены тех сигналов, которые мо-
жет обеспечить ВКМ. Это обстоятельство лишь под-
черкивает актуальность изучения регуляторного
действия ВКМ на функционирование МСК различ-
ной природы. В настоящем исследовании мы прове-
ряли гипотезу о модулирующем влиянии дВКМ, ко-
торый продуцировали молодые (раннего пассажа)
MSCWJ-1, на фенотип старения эМСК.

Дизайн экспериментов предполагал использование
дВКМ, депонированного клетками MSCWJ-1, с по-
следующей его рецеллюляризацией молодыми эМСК,
которые затем подвергали сублетальному окисли-
тельному стрессу, запускающему программу клеточ-
ного старения. Для сравнения в параллельных экс-
периментах характеризовали процесс стресс-инду-
цированного старения эМСК, посеянных на
пластиковые чашки.

Преждевременное старение клеток характеризуется
рядом общепринятых фенотипических признаков, та-
ких как клеточная гипертрофия, увеличение активно-
сти SA-β-Gal вследствие усиления биогенеза лизосом,
повышение интенсивности автофлуоресценции, обу-
словленное накоплением в цитоплазме липофусцина,
и усиление генерации внутриклеточных АФК (Campi-
si, d’Adda di Fagagna, 2007; Blagosklonny, 2011; Bertolo et
al., 2019; Weng et al., 2022). В ответ на окислительное
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повреждение ДНК активируется сигнальный путь
АТМ/p53/p21/Rb, что сопровождается повышением
уровня ингибитора циклин-зависимых киназ p21 и
падением уровня фосфорилирования белка рети-
нобластомы Rb с последующим арестом клеточного
цикла (Engeland, 2022).

Сравнительная оценка уровня АФК в обработан-
ных H2O2 эМСК на разных субстратах ‒ пластике и
дВКМ показала, что культивирование клеток на
дВКМ приводит к существенному снижению в них
уровня АФК. Следует подчеркнуть, что наибольшую
разницу между дВКМ и пластиком мы зафиксирова-
ли через 16 сут после обработки H2O2, причем разли-
чие сохранялось при нормировании уровней АФК

на соответствующие контроли. Эти результаты со-
гласуются с данными из литературы, в соответствии
с которыми в старых МСК костного мозга мышей
уровень АФК значительно уменьшался в ответ на их
культивирование на дВКМ, продуцированном мо-
лодыми МСК (Sun et al., 2011). В ряде работ тоже от-
мечали эффективность дВКМ в повышении устой-
чивости МСК из различных источников к воздей-
ствию АФК (Sart et al., 2020; Xing et al., 2020). Одна из
причин наблюдаемых эффектов может быть связана
со способностью дВКМ, продуцированного МСК,
усиливать активность антиоксидантных ферментов
клетки, таких как супероксиддисмутаза и каталаза
(Pei et al., 2013; Liu et al., 2016; Zhou et al., 2018).

Рис. 2. Зависимость внутриклеточного уровня АФК и АФ от природы субстрата и продолжительности культивирования
эМСК, обработанных H2O2. Клетки, посеянные на пластик или дВКМ от MSCWJ-1, подвергали действию H2O2 (200 мкМ,
1 ч) и через 6 или 16 сут культивирования оценивали уровень АФК и АФ методом проточной цитометрии. а – Интенсивность
флуоресценции (ИФ, усл. ед.) DCF (АФК-зависимого зонда H2-DCF-DA); К – контрольные интактные клетки; 6 и 16 сут –
время культивирования после обработки H2O2. б – Интенсивность АФ и зонда (ИФ) окрашенных клеток; по оси абсцисс –
ИФ, усл. ед., по оси ординат – число событий. в – Интенсивность АФ клеток на пластике или дВКМ, через 16 сут после дей-
ствия H2O2. Показаны средние значения и их стандартные отклонения (а, в; вертикальные отрезки) из трех независимых экс-
периментов; различия достоверны при *p < 0.05, **p < 0.01 и ***p < 0.001.
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Мы обнаружили также, что интенсивность АФ
клеток через 16 сут после их обработки Н2О2 суще-
ственно ниже в эМСК, культивируемых на дВКМ;
это может свидетельствовать о меньшем накоплении
липофусцина в цитоплазме, характерном для более
молодых клеток (Bertolo et al., 2019; Shatrova et al.,
2021). В пользу “омоложения” клеточной популяции
эМСК в наших экспериментах свидетельствует и факт
сильного уменьшения размера клеток на дВКМ, кото-
рое коррелирует с продолжительностью взаимодей-
ствия матрикса и клетки. В то же время, через 16 сут
после окислительного стресса снижалась актив-
ность SA-β-Gal в клетках на дВКМ и пластике, хотя
статистически значимые различия между этими ва-
риантaми отсутствовали. В целом, наблюдаемый на-
ми эффект торможения старения эМСК, который
оказывает дВКМ, совпадает с описанным ранее за-
щитным эффектом от Н2О2-индуцированного ста-
рения МСК Вартонова студня (Zhou et al., 2018) и
МСК жировой ткани (Yu et al., 2019), который де-
монстрировали аутологичные дВКМ.

Анализ функционального статуса ключевых бел-
ков p21 и Rb сигнального каскада АТМ/р53/р21/Rb
показал, что через 6 сут после стресса клетки как на
ВКМ, так и на пластике находятся в состоянии
преждевременного старения, о чем свидетельствует
увеличение уровня p21 и одновременное падение
уровня фосфорилирования Rb. Эти результаты пол-
ностью согласуются с описанным ранее механизмом
H2O2-индуцированного старения эМСК, культиви-
руемых на пластике (Burova et al., 2013; Borodkina et al.,
2014). Принципиально иная ситуация наблюдается
при пролонгировании культивирования: в клетках на
дВКМ, в отличие от пластика, даже при сохранении
уровня р21, фосфорилирование Rb достигает высокого
уровня, характерного для пролиферирующих клеток.
Принимая во внимание, что сигнальный путь
АТМ/p53/p21/Rb активируется в ответ на поврежде-
ние ДНК и приводит к аресту клеточного цикла (En-
geland, 2022), можно предположить, что антиокси-
дантные свойства дВКМ способствовали уменьше-
нию повреждения ДНК при окислительном стрессе
и торможению развития программы старения.

Нельзя также исключить участие сигнального
каскада р38МАРК/р16INK4a в модуляции статуса
фосфорилирования Rb при изучении дВКМ-зависи-
мой регуляции старения эМСК. МАР-киназа р38 с
большой вероятностью может рассматриваться в ка-
честве кандидата на роль регулятора статуса Rb, учи-
тывая ее вовлеченность в процесс H2O2-индуциро-
ванного старения эМСК при культивировании на
пластике (Borodkina et al., 2014). С другой стороны,
уровень ингибитора циклин-зависимых киназ р16, в
отличие от р21, может оказаться существенно пони-
женным на поздних стадиях старения, что объяснит
повышение уровня фосфорилирования белка рети-
нобластомы.

Полученные результаты позволяют заключить:
дВКМ, депонированный молодыми MSCWJ-1, спо-
собен не только модулировать фенотип старения
эМСК, но и влиять на сигнальный путь, регулирую-
щий процесс клеточного старения. Как показывает
анализ данных из литературы и наших собственных,
дВКМ клеточных культур обладает уникальной спо-
собностью защищать культивируемые на нем МСК
от преждевременного старения в ответ на окисли-
тельный стресс. В перспективе это может обеспе-
чить новую стратегию использования депонирован-
ного стволовыми клетками матрикса для преодоле-
ния проблемы клеточного старения и облегчения

Рис. 3. Изменение размера эМСК (а) и активности в
клетках β-галактозидазы (β-Gal), ассоциированной с
клеточным старением, (б) через 6 и 16 сут после окисли-
тельного стресса. Клетки культивировали на дВКМ и на
пластике. Проточная цитометрия. Размер клеток опреде-
ляли на основе прямого светорассеяния (forward scatter,
FS) живых клеток, активность β-Gal ‒ по интенсивности
флуоресценции (ИФ) C12FDG, липофильного субстрата
β-Gal. Обозначения и другие объяснения те же, что к
рис. 2.
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клинического применения МСК в регенеративной
медицине.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе мы продемонстрировали, что

долгосрочное культивирование эМСК, в которых
запущена программа старения, на дВКМ от молодых
MSCWJ-1 приводит к понижению генерации АФК и
интенсивности автофлуоресценции, уменьшению
размера клеток и активности SA-β-Gal, а также из-
менению функционального статуса Rb по сравне-
нию с теми же маркерами клеточного старения на
пластике. В совокупности, эти результаты дают ос-
нование полагать, что данный ВКМ способен ча-
стично обращать (тормозить) преждевременное ста-
рение эМСК в ответ на окислительный стресс, а так-
же расширяют представление о ВКМ как регуляторе
функциональной активности клеток.
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Decellularized Extracellular Matrix Retards Premature Senescence of Human Endometrial 
Mesenchymal Stromal Cells
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The extracellular matrix (ECM), the main component of the extracellular space, mediates signaling between cells
and controls the key cell functions—proliferation, differentiation, and migration. The relevance of studying ECM is
due to a wide range of its biological properties that can be applied in regenerative medicine and bioengineering. Cell-
derived decellularized ECM (dECM) is used to study ECM as a regulator of the cell functional activity, as well as to
mimic their tissue-specific microenvironment. Here, we hypothesized that dECM deposited by Wharton’s jelly-de-
rived MSCs modulates the senescence phenotype of endometrial MSCs (eMSCs) acquired in response to oxidative
stress. This aspect of ECM functioning in the context of eMSCs has so far remained unexplored. A comparative
study of prolonged H2O2-induced senescence of eMSCs exposed to both dECM and cultured plastic showed that
dECM may effectively downregulate the main senescence markers. Our findings suggest that ECM is able to partially
reverse (retard) the eMSCs premature senescence.

Keywords: extracellular matrix, decellularization, human endometrial mesenchymal stromal cells, senescence phe-
notype, oxidative stress, premature senescence


