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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АСМ – атомно-силовая микроскопия 

ВКМ – внеклеточный матрикс 

ДЦЛ – децеллюляризированный 

СЭМ – сканирующая электронная микроскопия 

ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход 

ACTB – бета-актин (от англ. actin beta) 

ADAM – дизинтегрин и металлопротеиназа (от англ. a disintegrin and 

metalloproteinase) 

AKT  – трансформирующий линию Ak (от англ. Ak strain transforming) 

APC – аденоматозный полипоз кишечной палочки (от англ. аdenomatous polyposis 

Сoli) 

Cdc42 – белок контроля клеточного деления (от англ. cell division control protein) 

DDR – дискоидин–доменные рецепторы (от англ. discoidin-domain receptor) 

Dll – дельта-подобные лиганды (от англ. delta-like) 

DMEM – среда Игла, модифицированная по способу Дульбекко (от англ. 

Dulbecco's modified Eagle medium) 

EDTA – этилендиаминтриуксусная кислота (от англ. ethylenediaminetetraacetic 

acid) 

EGF – эпидермальный фактор роста (от англ. epidermal growth factor) 

ERK – киназа, регулируемая внеклеточными сигналами (от англ. extracellular 

signal regulated kinase)  

FAK – киназа фокальной адгезии (от англ. focal adhesion kinase) 

FGF – фактор роста фибробластов (от англ. fibroblast growth factor) 

HEPES – 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота  (от англ.4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid) 

HER2 – рецептор человеческого эпидермального фактора роста 2 (от англ. human 

epidermal growth factor receptor 2) 
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IL-8 – интерлейкин 8 (от англ. interleukin 8) 

ITGB1 – субъединица интегрина β1 (от англ. integrin-beta 1) 

LINC – линкер ядерного скелета и цитоскелета (от англ. linker of nucleoskeleton 

and cytoskeleton) 

MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа (от англ. mitogen-activated protein 

kinases) 

MMP9 – матриксная металлопротеаза 9 (от англ. matrix metallprotease 9) 

MRTFα – миокардин-ассоциированный транскрипционный фактор альфа (от 

англ. myocardin–related transcription factor) 

N/C – ядерно-цитоплазматическое соотношение (от англ. nucalear-cytoplasmic 

ratio) 

NECD – внеклеточный домен Notch (от англ. Notch extracellular domain) 

NICD – внутриклеточный домен Notch (от англ. Notch intercellular domain) 

NRR – негативная регуляторная область (от англ. negative regulation region) 

NTM – трасмембранно-внутриклеточный домен Notch (от англ. Notch 

transmembrain domain) 

PBS – фосфатный буфер (от англ. phosphate buffered saline) 

PI3K – фосфоинозитид-3-киназа (от англ. phosphoinositide-3-kinase) 

PTB – фосфотирозин-связывающий домен (от англ. phosphotyrosine-binding 

domain) 

PUM1 – белок-гомолог Pumilio 1 (от англ. Pumilio homolog 1) 

SD – среднеквадратичное отклонение (от англ. standard deviation) 

SDC – дезоксихолат натрия (от англ. sodium deoxycholate) 

SDS – додецилсульфат натрия (от англ. sodium dodecyl sulfate) 

SH2 –  гомолог Src (от англ. Src homology) 

Shc – трансформирующий Src содержащий белок (от англ. Src homology 2 domain 

containing transforming protein) 

SRC – протеинкиназа семейства Src (от сокр. анг. sarcoma) 
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STAT1/3 – фактор, передающий сигнал и активирующий транскрипцию (от англ. 

signal transducer and activator of transcription) 

TAZ – транскрипционный ко–активатор с PDZ-ясвязывающим мотивом (от англ. 

transcriptional co–activator with PDZ-binding motif) 

TGFβ – трансформирующий фактор роста бета (от англ. transforming growth factor 

beta) 

Wnt5a – бескрылый, интеграция 1 (от англ. W (wingless) и Int (integration 1)) 

YAP – белок ассоциированный с Yes (от англ. Yes-associated protein) 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность исследования 

Внеклеточный матрикс (ВКМ) — это комплексная межклеточная структура, 

состоящая в основном из большого количества разнообразных белков и 

протеогликанов. Тип молекул, их соотношение, а также способ трёхмерного 

взаимного расположения определяет биохимический и биомеханический 

профиль матрикса [1]. Химический состав и структура ВКМ варьируют между 

тканями, что делает каждый орган уникальным с точки зрения взаимодействия 

клеток с матриксом [2]. ВКМ является одним из ключевых элементов как 

нормального, так и опухолевого клеточного микроокружения. К настоящему 

времени показано, что, наряду с химическим составом матрикса, его 

биомеханические характеристики являются важным фактором регуляции роста и 

развития опухолевых клеток, в том числе их пролиферации [1], 

дифференцировки [3], миграции [4], контроля клеточной смерти [5], 

метастазирования [6] и ухода от иммунного надзора [7]. 

Для адгезии к матриксу, определения его химического состава, жёсткости и 

трехмерной пространственной архитектуры клетки используют ряд рецепторов, 

которые различными способами собирают и передают эту информацию. 

Главными клеточными рецепторами, определяющими биомеханические 

свойства матрикса, являются интегрины [8] и дискоидин-доменные рецепторы 

(DDR) [9]. Большую роль в интерпретации полученного сигнала с учетом общего 

контекста микроокружения играет рецептор межклеточного взаимодействия 

Notch [10]. Под воздействием механических сил комплексы рецепторов с 

компонентами матрикса подвергаются динамическим изменениям, что 

активирует внутриклеточные сигнальные каскады, оказывающие влияние на 

пролиферацию, метаболический профиль, а также на миграцию клетки [11-13]. 

Прямая и непрямая передача механических сигналов через интегрины, DDR и 

Notch между клетками и окружающей средой, как на клеточном, так и на 
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тканевом уровне, делает эти белки «интегрирующим центром», обеспечивающим 

поддержание механостаза и ориентации клетки в трёхмерной среде [10].  

Исследования влияния биомеханических свойств ВКМ на рост и развитие 

опухолевых клеток в настоящее время получили активное развитие [14,15]. Это 

связано с тем, что ВКМ является одним из важнейших факторов микроокружения 

при развитии опухолей. Биомеханические свойства ВКМ, согласно данным 

литературы, способны существенно влиять на автономность и неограниченный 

рост опухоли [16], резистентность к ингибиторам роста [16], уход 

малигнизированных клеток от апоптоза [17], их неограниченный репликативный 

потенциал [18], тканевую инвазию опухоли и метастазирование [19]. 

Необходимо отметить, что вопрос о роли биомеханических свойств матрикса 

остается открытым, поскольку экспериментальные данные зачастую 

противоречивы и, как правило, получены на экспериментальных моделях, сильно 

отличающихся от реальной ткани [20,21]. 

Перспективной модельной системой для исследования роли свойств 

матрикса представляются очищенные внеклеточные, или 

децеллюляризированные, матриксы различных органов животных. Такие 

матриксы сохраняют химический состав, трехмерную структуру и 

биомеханические характеристики нативного матрикса [22]. Полученный 

материал может быть использован в качестве биосовместимого каркаса для 

создания моделей опухолевого роста [23-25], что имеет важное значение для 

изучения взаимодействий между клетками и матриксом [26,27]. 

Преимуществами таких моделей является адекватная передача естественных 

биомеханических свойств ткани, физиологически корректное 

взаиморасположение клеток в пространстве, а также большая вовлечённость 

сигнальных путей типа «клетка-клетка» и «клетка-матрикс» в формирование 

клеточных кластеров [24,25]. Несмотря на ряд ограничений, таких как 

трудоемкость получения, сложность стандартизации, а также невозможность 
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применения стандартных методов анализа клеточного роста, эта модель, 

согласно ряду работ, на сегодняшний день является наиболее информативной 

при исследовании роли матрикса в регуляции процессов канцерогенеза и 

развития опухоли [27,28]. 

Очевидно, что в сложных условиях микросреды эффект влияния матрикса 

на опухолевую клетку определяется совокупностью различных факторов, таких 

как химический состав, плотность расположения волокон, пространственная 

геометрия, биомеханические свойства. При этом действие отдельных факторов 

может быть как согласованным, так и разнонаправленным (например, 

механотаксис и хемотаксис могут активировать сигнальные пути с 

противоположными эффектами) [14,29,30]. Развитие методов предупреждения и 

лечения опухолей требует понимания роли каждого из этих факторов. В связи с 

этим, изучение особенностей биомеханических свойств ВКМ и их связь с 

механизмами клеточной пролиферации, трансформации, и миграции в конечном 

итоге может способствовать пониманию фундаментальных процессов, лежащих 

в основе жизнедеятельности как злокачественных, так и нормальных клеток. 

 

Цели и задачи исследования 

Цель исследования — выявление роли биомеханических и структурных 

свойств бесклеточных органных матриксов в регуляции скорости пролиферации 

и формировании фенотипа клеток рака молочной железы разных линий. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи. 

1. Разработка протокола получения внеклеточного матрикса различных 

органов мыши методом децеллюляризации.  

2. Анализ тканеспецифичных структурных и биомеханических свойств 

полученных бесклеточных матриксов, таких как диаметр волокон, размер пор, 

общая жесткость трехмерной структуры и локальная жесткость индивидуальных 

волокон. 
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3. Оценка морфотипа и скорости роста опухолевых клеток разных 

линий при репопуляции органных матриксов и анализ их связи со структурными 

и биомеханическими свойствами матрикса. 

4. Анализ возможной связи между экспрессией генов ряда белков, 

регулирующих взаимодействие клеток с матриксом, эпителиально-

мезенхимальный переход, и ремоделирование матрикса клетками, со 

структурными и биомеханическими характеристиками органных матриксов. 

 

Научная новизна 

Предложен оригинальный протокол децеллюляризации, универсально 

применимый к широкому спектру мышиных органов, который обеспечивает 

высокую степень очистки матрикса от остатков клеток и сохранение 

естественной архитектоники ткани. 

Показано, что структурные и биомеханические свойства 

децеллюляризированных матриксов, а именно размер пор и организация 

волокон, общая жесткость трехмерной структуры и локальная жесткость 

индивидуальных волокон, сохраняют тканеспецифичные особенности и 

уникальны для каждого из органов. 

Впервые продемонстрировано, что в децеллюляризированных матриксах 

нормальных органов относительно высокая жесткость в целом препятствует их 

заселению клетками рака молочной железы. При этом клетки исходно разного 

фенотипа чувствительны к различным параметрам: мезенхимальные клетки рака 

молочной железы MDA-MB-231 обладают большей пролиферативной 

активностью в матриксах с высокой пористостью и низкой общей жесткостью 

трехмерной структуры; в то время как эпителиоподобные клетки SKBR-3 лучше 

растут в среде с низкой локальной жесткостью волокон матрикса. 

Показано, что роста опухолевых клеток в матриксах с разными 

биомеханическими и структурными характеристиками сопровождается 
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тканеспецифичным изменением экспрессии генов белков, ответственных за 

взаимодействие клеток с матриксом, регуляцию их пролиферации и 

дифференцировки, а также запуск программы эпителиально-мезенхимального 

перехода. 

 

Научно-практическая значимость 

Получены новые знания о вкладе биомеханических и структурных свойств 

внеклеточного матрикса в развитие опухолей и фенотип опухолевых клеток, что 

дополняет и расширяет современные представления о механизмах 

канцерогенеза, развития и метастазирования опухолей. Результаты 

диссертационного исследования могут быть использованы при создании 

практических методов предупреждения развития опухолей, а также для 

разработки новых противоопухолевых агентов и методов лечения, учитывающих 

комплексную структуру опухоли. 

Основные выводы и результаты работы будут использованы в учебном 

процессе в рамках курсов для студентов ННГУ им. Н.И. Лобачевского, 

обучающихся по биологическим и медицинским специальностям. 

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Внеклеточный матрикс различных органов обладает уникальными 

тканеспецифичными структурными и биомеханическими характеристиками, 

которые могут быть в значительной степени сохранены при проведении 

децеллюляризации. 

2. Структурные и биомеханические свойства матрикса, такие как 

размер пор, диаметр волокон, локальная (на уровне индивидуальных волокон) и 

общая (на уровне трехмерной структуры ткани) жёсткость, относятся к факторам, 

оказывающим существенное влияние на способность опухолевых клеток 

заселять ткань. Ключевые параметры, определяющие влияние матрикса на 
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опухолевые клетки, могут отличаться в зависимости от их исходного фенотипа. 

3. Различия свойств органных матриксов могут приводить к 

тканеспецифичной экспрессии в опухолевых клетках генов рецепторов класса 

DDR, сигнализации с участием рецептора Notch и активации программы 

эпителиально-мезенхимального перехода при участии транскрипционного 

фактора Snail. 

 

Личный вклад автора 

Автор лично участвовал в проведении работы на всех этапах её выполнения, 

включая постановку задач, планирование и проведение экспериментов, 

обработку и интерпретацию полученных результатов. Совместно с соавторами 

автор принимал участие в подготовке научных статей и докладов на семинарах и 

конференциях. 

 

Достоверность научных результатов 

Надежность используемых методов исследования и воспроизводимость 

результатов подтверждают достоверность полученных данных. Выводы, 

основанные на полученных в работе данных, согласуются с описанными в 

литературе результатами независимых исследований. 

 

Апробация 

Основные результаты работы были представлены на международных и 

российских научных мероприятиях: Всероссийской с международным участием 

школе-конференции молодых ученых «Биосистемы: организация, поведение, 

управление» (Нижний Новгород, 2017, 2018, 2019, 2020, 2021, 2022); 

Международной научной конференции студентов, аспирантов и молодых учёных 

«Ломоносов-2019» (Москва, 2019); Международной Пущинской школе- 

конференции молодых ученых «Биология-наука XXI века» (Пущино, 2020); VII 
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Троицкой конференции с международным участием "Медицинская физика" 

(ТКМФ-7) (Троицк, 2020); Пятая Всероссийская конференция молодых ученых и 

студентов с международным участием VolgaMedScience (Нижний Новгород, 

2020); Всероссийской конференции молодых ученых и студентов 

«Молекулярные и клеточные основы патологии» (Санкт-Петербург, 2020); 

Нижегородской сессии молодых учёных (Нижний Новгород, 2021, 2022); 

International conference VIB Tumor Heterogeneity, Plasticity and Therapy (virtual 

edition) (Левен, Бельгия, 2021); International conference Advanced Biomaterials to 

combat cancer (Ланкастер, Великобритания, 2021); 7th International Electronic 

Conference on Medicinal Chemistry (Онлайн, 2021); VIII молодежной школе-

конференции по молекулярной биологии и генетическим технологиям института 

Цитологии РАН (Санкт-Петербург, 2022); 8th International Conference on Tumor 

Microenvironment and Cellular Stress: Signaling, Metabolism, Imaging and 

Therapeutic Targets (Родос, Греция, 2022); 12-ой Международной конференции 

«Рецепторы и внутриклеточная сигнализация» (Пущино, 2023); VII Съезде 

биофизиков России (Краснодар, 2023).    

 

Публикации 

По материалам диссертации опубликовано 27 работ, включая 7 статей в 

рецензируемых научных изданиях (индексация в Web of Science, Scopus, РИНЦ), 

входящих в список ВАК. 

 

Структура и объем работы 

Работа состоит из списка сокращений, введения, обзора литературы, 

описания материалов и методов работы, описания результатов и их обсуждения, 

заключения, выводов, цитируемой литературы. Объем составляет 150 страниц 

машинописного текста, иллюстрированного 22 рисунками и 5 таблицами. Список 

литературы включает 418 источников. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Структура и основные компоненты внеклеточного матрикса  

Живой организм является сложной трёхмерной многокомпонентной средой, 

мельчайшей структурной и функциональной единицей которого является клетка. 

Однако для обеспечения адекватной структуры ткани и корректного взаимного 

расположения клеток требуется нечто большее, чем просто взаимодействие 

клеток друг с другом. Пространство между клетками заполнено веществом, 

получившим название внеклеточный матрикс (ВКМ). ВКМ состоит из белков, 

таких как коллаген и эластин, а также протеогликанов и гликопротеинов, 

синтезируемых резидентными клетками, причём состав и структура матрикса в 

значительной степени определяют свойства всей ткани [31]. ВКМ часто 

рассматривают как каркас тканей и органов, однако его функции включают в себя 

намного больше, чем просто обеспечение физической поддержки для клеток. 

ВКМ участвует в регуляции большого количества важных клеточных процессов, 

включая адгезию, дифференцировку, пролиферацию, миграцию и даже апоптоз 

[32,33]. Такое разноплановое влияние матрикса на клетки обусловлено широким 

спектром разнообразных соединений, входящих в его состав, их биохимическими 

и биомеханическими свойствами, позволяющими взаимодействовать с 

мембранными рецепторами и активировать сигнальные каскады, влияющие на 

жизнедеятельность клетки [34,35].  

Компоненты ВКМ синтезируются локально, в основном за счёт 

фибробластов, специализированных клеток соединительной ткани [36]. 

Структура ВКМ динамична и подвергается непрерывному ремоделированию, в 

процессе которого происходят изменения состава и архитектоники. В этих 

преобразованиях участвуют резидентные клетки ткани, что позволяет сделать 

вывод о необходимости постоянной перестройки матрикса для поддержания 

гомеостаза клеточного микроокружения [3,37]. Упрощённая схема строения 

внеклеточного матрикса приведена на рисунке 1. 
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Рис. 1. Упрощённая схема строения внеклеточного матрикса и его основных 

компонентов. Адаптировано из [38] 

 

Коллаген 

Коллагены составляют около 30% всех белков позвоночных животных и 

являются главным компонентом внеклеточного матрикса. Стандартная 

коллагеновая молекула состоит из трёх одинаковых (гомотримеры) или разных 

(гетеротримеры) полипептидных цепей. Они характеризуются повторяющейся 

последовательностью Gly-X-Y, где Х — обычно пролин, а Y — чаще всего 

пролин или 4-гидроксипролин. Переплетающиеся полипептидные цепи 

формируют характерную трёхспиральную структуру [39]. За счет 

многочисленных внутри- и межмолекулярных поперечных сшивок формируются 

микрофибриллы и структуры более высокого порядка. Среди получающихся в 

результате разнообразных надмолекулярных структур выделяют фибриллярные 

и нефибриллярные виды коллагенов. Суммарно, у человека выделяют 28 типов 

коллагена, каждый из которых выполняет свою функцию и является 

доминирующим в определённой ткани или на определённом этапе развития 
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организма [40,41]. 

Изначально считали, что коллагены выполняют только механическую, 

поддерживающую функцию, однако на данный момент известно, что их роль 

намного шире. Коллагены участвуют в регуляции процесса клеточной адгезии в 

качестве лигандов клеточных рецепторов [42], миграции клеток (контактное 

наведение) [43] и реконструкции тканей [44]. 

Эластин 

Эластин — это гидрофобный фибриллярный белок, который обязан своими 

характерными эластичными свойствами большому количеству 

межмолекулярных ковалентных сшивок [45]. Мономером эластина является 

тропоэластин, синтезируемый фибробластами, эндотелиоцитами, хондроцитами 

и кератиноцитами. Тропоэластин спонтанно собирается в полимерные структуры 

за счёт взаимодействий между гидрофобными доменами. Эластин входит в 

состав эластических волокон, образуя ядро (около 90% всей структуры), 

покрытое оболочкой из микрофибрилл, состоящей в основном из 

гликопротеинов из группы фибриллина (фибриллин-1 и -2) [46,47]. Такие 

эластичные волокна придают тканям способность к обратимому растяжению. 

Они являются особенно важным компонентом стенок кровеносных сосудов, 

кожи, легких, сердца, сухожилий, связок, мочевого пузыря, эластичной хрящевой 

ткани (например, ушной раковины, гортани, надгортанника) и т.д. [1,48]. 

Протеогликаны 

Протеогликаны — это комплексные молекулы со сложной трёхмерной 

структурой. Они состоят из белкового ядра, ковалентно связанного с одной или 

несколькими цепями гликозаминогликанов, которые представляют собой 

линейные гетерополисахариды. Исходя из химической структуры 

полисахаридной цепи, различают четыре основные группы 

гликозаминогликанов: гепарансульфат, кератансульфат, 

хондроитинсульфат/дерматансульфат и гиалуроновую кислоту [1,49,50]. Цепи 



18 

гликозаминогликанов (и, следовательно, протеогликанов в целом) заряжены 

отрицательно, что является результатом наличия многочисленных 

карбоксильных и сульфатных остатков в их структуре [51]. Из-за сильного 

отрицательного заряда эти молекулы имеют тенденцию удлиняться в растворе в 

физиологических условиях, что позволяет им связывать большое количество 

воды и образовывать гель. Такие свойства обеспечивают тканям устойчивость к 

деформации при воздействии высоких физических нагрузок, примером чего 

является аггрекан, наиболее важный протеогликан хряща [52]. Семейство 

протеогликанов также включает соединения с различными регуляторными 

функциями. Сюда относятся трансмембранные рецепторы синдеканы, 

связывающие многочисленные присутствующие в ВКМ лиганды и 

опосредующие передачу сигнала, клеточную адгезию и миграцию [53]; 

внутриклеточный протеогликан серглицин, регулирующий гранулопоэз 

лейкоцитов [54]; характерные для базальной мембраны перлекан и агрин, 

регуляторы многих клеточных процессов, включая участие агрина в 

формировании нервно-мышечных синапсов [55,56]; фибромодулин, 

участвующий в фибриллогенезе коллагена [57]. 

Гликопротеины 

Как и протеогликаны, гликопротеины состоят из белкового ядра и 

ковалентно связанных с ним углеводных частей, однако сахаридные цепи 

намного короче и обычно разветвлены [58]. Чаще всего гликопротеины играют 

роль связующих единиц ВКМ, поскольку у них имеются функциональные 

группы для присоединения других белков, ростовых факторов или рецепторов 

[59]. Их участие необходимо для многих биологических процессов, в том числе 

оплодотворения, иммунной и воспалительной реакции, свертывания крови, 

заживления ран и т.д. [60-63]. 

Двумя наиболее важными гликопротеинами являются фибронектин и 

ламинин. Фибронектин содержит домены, способные взаимодействовать с 
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другими белками ВКМ (например, коллагеном), гликозаминогликанами, 

поверхностными рецепторами и другими молекулами фибронектина. Благодаря 

этим свойствам фибронектин может одновременно связываться с клетками и 

компонентами окружающего матрикса [64,65]. В организме фибронектин 

существует в двух формах: растворимый фибронектин плазмы (синтезируется 

гепатоцитами и выделяется в кровь) и нерастворимый клеточный фибронектин 

(вырабатывается фибробластами, эндотелиальными клетками, хондроцитами, 

миоцитами и другими). Нерастворимая форма представляет собой 

фибриллярную структуру, как бы сшивающую поверхности клетки и ВКМ. 

Фибронектин отвечает за клеточную адгезию, пролиферацию, миграцию и 

правильное распределение других белков ВКМ [66,67].  

Ламинины представляют собой группу крупных многодоменных 

гликопротеинов гетеротримерной структуры. Белки семейства ламининов 

являются неотъемлемой частью базальной мембраны и играют существенную 

роль в формировании и поддержании ее структуры, что позволяет обеспечивать 

механические свойства эпителиальной ткани  [68,69]. 

Семейство гликопротеинов также включает фибулины [70], тенасцин [71], 

фибриноген [72], витронектин [73], остеонектин [74], костный сиалопротеин [75] 

и рилин [76]. 

 

1.2 Структурные и биомеханические свойства внеклеточного матрикса 

ВКМ характеризуется рядом микро- и макроскопических особенностей, 

которые определяют его физические свойства. В настоящее время в литературе 

выделяют следующие ключевые структурные и биомеханические параметры 

матрикса: взаиморасположение волокон, размер пор и пористость, жёсткость 

(или эластичность), вязкоупругость, амплитуда статических и динамических 

деформаций (растяжение, сжатие или сдвиг), частота циклических деформаций 

[77,78]. 
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1.2.1 Роль трёхмерной организации волокон матрикса 

Микроскопические и ультраструктурные особенности матрикса играют 

важную роль в регуляции поведения клеток, определяя возможность миграции 

[79] или влияя на тканеспецифический фенотип клеток [80]. Например, базальная 

мембрана, обладающая высоко упорядоченной и плотной сетью волокон, может 

в значительной степени предотвращать миграцию клеток в нижележащие слои 

ткани. В свою очередь рыхлая структура матрикса может, наоборот, 

стимулировать клетки к дальнейшей миграции [79,81].  

Трёхмерная архитектура коллагеновых волокон матрикса играет важную 

роль в определении его биомеханических свойств. Следует отметить, что 

взаимное расположение волокон и их выстраивание в геометрические 

последовательности зависят от функции исходной ткани. Например, 

коллагеновые волокна связок и сухожилий ориентированы вдоль длинной оси 

ткани, что позволяет обеспечивать высокую устойчивость к растяжению при 

нагрузке [82]. Другим примером может служить характерная структура 

коллагеновых волокон в подслизистой оболочке тонкого кишечника. Здесь два 

разных типа волокон располагаются вдоль продольной оси органа с 

центроидами, смещенными на 30°. Такое спиралевидное расположение 

коллагеновых волокон с прилегающим к ним слоем гладкомышечных клеток 

позволяет тонкому кишечнику сокращаться, обеспечивая перемещение пищевого 

комка. Когда такой матрикс подвергается двухосному механическому 

испытанию (растяжение как в продольном, так и в поперечном направлении для 

определения анизотропного поведения материала), описанная выше ориентация 

волокон является причиной анизотропного биомеханического поведения с 

большей прочностью и касательным модулем деформации вдоль направления 

волокон [83]. 

Степень относительного взаимного выравнивания коллагеновых волокон в 

матриксе обычно изменяется в зависимости от приложения нагрузки. 
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Коллагеновые волокна не только взаимно распрямляются для достижения 

выравнивания относительно вектора приложенной силы, но также могут 

подвергаться дополнительному скручиванию для противодействия прилагаемой 

силе. Такое изменение коллагеновых волокон обратимо до тех пор, пока ткань не 

достигнет специфичного для неё максимального напряжения [84]. При больших 

асимметричных деформациях изменения конфигурации волокон становятся 

постоянными, что приводит к нарушению естественных биомеханических 

свойств ткани. В ряде исследований было продемонстрировано, что 

расположение волокон изменяется в зависимости от направления, в котором 

прикладывается механическое усилие [85]. Так, например, в результате 

продольного натяжения волокна выстраиваются вдоль продольной оси ткани. 

При этом в случае разнонаправленного натяжения, выравнивания волокон не 

происходит. Таким образом, основываясь на понимании архитектуры 

коллагеновых волокон ВКМ можно сделать определенные прогнозы 

относительно его физических и механических свойств.  

1.2.2 Пористость и размер пор матрикса 

Пористость — это параметр, который относится к доле объема геля, 

заполненного жидкой фазой, которая представляет собой объем пустот вокруг 

молекул матрикса на единицу объема геля. Размер пор — это другой параметр, 

который, в отличие от пористости, напрямую относится к геометрии пор. Для 

многих синтетических полимеров простого состава средний размер пор 

коррелирует с пористостью, однако для природных полимеров прямой 

корреляции нет, поскольку диаметр коллагеновых фибрилл может варьировать 

от нескольких нанометров до нескольких сотен нанометров [86]. 

Считается, что адгезия и подвижность клеток зависят от размера пор, но не 

от пористости [87]. В то же время оба параметра влияют на проницаемость 

матрикса для малых молекул (питательных веществ, гормонов и кислорода) и 

высокомолекулярных соединений [87]. 
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1.2.3 Факторы, влияющие на жёсткость внеклеточного матрикса  

Жёсткость — способность твёрдого тела, конструкции или её элементов 

сопротивляться деформации от приложенного усилия вдоль выбранного 

направления в заданной системе координат [88]. Когда материал подвергается 

растягивающему (или сжимающему) усилию, он обычно удлиняется (или 

сжимается соответственно) в направлении приложенного усилия [89]. Поведение 

эластичных материалов, которые обладают линейной зависимостью 

«напряжение-деформация», может быть хорошо описано с помощью 

единственного параметра — модуля Юнга (Е), рассчитываемого как отношение 

между напряжением (нагрузкой, деленной на площадь поверхности образца, 

перпендикулярной приложенной нагрузке) и относительной деформацией.  

𝐸 =  
𝜎

휀
  (1) 

где E – модуль Юнга, 𝜎 – напряжение, 휀 – относительная деформация. 

Эта величина также часто называется жесткостью, эластичностью или 

модулем упругости ткани.  

Биологические ткани, как и большинство полимеров, проявляют линейную 

упругость при незначительных деформациях, обычно в пределах 5% [90]. Однако 

при  деформациях, превышающих 5%, для многих тканей in vivo кривая 

«напряжение-деформация» становится нелинейной (нелинейная эластичность) 

[91]. Костная ткань относится к пластичным материалам, не возвращающимся к 

своей первоначальной форме после больших деформаций [89]. 

Большинство клеток и тканей в организмах испытывают также деформацию 

сдвига, возникающую, когда напряжение приложено параллельно поверхности, 

к которой прикреплена ткань или клетка. Например, эндотелиальные клетки 

сосудов подвержены напряжению сдвига в кровеносных сосудах из-за потока 

жидкости, который параллелен обращенной к крови поверхности клеток. 

Сходная ситуация имеет место для эпителиальных клеток кишечника. 
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Напряжение сдвига пропорционально деформации сдвига с коэффициентом G 

(модуль сдвига).  

𝐺 =  
𝐸

2(1 + 𝜇)
  (2) 

где G – модуль сдвига, E – модуль Юнга, 𝜇 – коэффициент Пуассона. 

Модуль сдвига материала связан с модулем Юнга: для биологических 

материалов, которые практически несжимаемы, E приблизительно равно 

трехкратному G [92]. 

Необходимо отметить, что, в связи с тем, что архитектура природных тканей 

достаточно комплексна, жёсткость биологической ткани не может быть 

определена исходя из жёсткости отдельных её компонентов. Большинство 

биологических тканей состоят из множества супрамолекулярных структур, 

например, базальные мембраны содержат две переплетающиеся, независимо 

сшитые сети с очень разными механическими свойствами: на основе коллагена 

IV и ламинина [59]. Некоторые ткани, такие как артериальная стенка, 

многослойны, и каждый слой обладает своими собственными упругими 

свойствами, что обеспечивает функциональную нелинейность кривой 

«напряжение-деформация» [92]. Таким образом, жесткость внеклеточного 

матрикса, как и ткани в целом, является результатом комбинированного влияния 

химического состава, степени сшивания волокон, плотности их укладки, а также 

трёхмерного геометрического взаиморасположения [3].  

В связи с особенностями сложной структуры и свойств биологических 

тканей в настоящее время в биомеханике разделяют измерения «локальной» 

жёсткости, на уровне отдельных волокон или клеток (микроуровень) и «общей» 

жёсткости всей ткани (макроуровень) [77]. В отношении ВКМ измеренные 

значения жёсткости отдельных волокон могут существенно отличатся от 

жёсткости всего матрикса. В соответствии с представлениями теории 

сопротивления материалов, ВКМ является статически неопределимой системой, 
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в которой усилия распределяются пропорционально жесткостям отдельных 

элементов [93]. Общая жесткость таких систем, помимо жесткости структурных 

элементов, зависит от их количества и взаимного расположения. Наибольшее 

влияние на общую жёсткость конструкции оказывают точки наибольших 

перемещений системы, деформируемой под действием нагрузки, при этом 

элементы растяжения-сжатия, расположенные по направлению перемещений, 

могут предотвратить эти перемещения и увеличить общую жесткость. Например, 

хорошо известно, что присутствие в конструкции диагонально расположенных 

элементов, т.е. диагональных связей, работающих на растяжение или сжатие, 

приводит к резкому возрастанию общей жёсткости системы, поскольку 

жёсткость растягиваемого стержня во много раз выше изгибной жесткости [94]. 

Распределение деформации внутри системы (и, соответственно, изменение 

жесткости системы по сравнению с жесткостью её отдельных элементов) при 

известных внешних нагрузках и структуре самой системы можно определить 

исходя из условия совместности деформации, согласно которому деформации 

внутри объекта должны быть согласованы и согласовываться с внешними 

нагрузками [95]. В отношении ВКМ, к сожалению, применение стандартных 

точных методов анализа деформации, принятых в механике, невозможно, так как 

на данный момент не существует методов, позволяющих достоверно и 

неразрушающим образом определить геометрию и взаиморасположение волокон 

ВКМ на глубину всей ткани [96]. Тем не менее очевидно, что из-за сложной 

архитектоники ВКМ локальная жесткость отдельных волокон будет так или 

иначе отличаться от жесткости матрикса в целом [97]. Это подтверждается 

опубликованными данными разных исследовательских групп, согласно которым 

жёсткость волокон ВКМ в разных тканях варьирует от 2 до 15 кПа [98,99], тогда 

как общая жёсткость тканей или полученных из них бесклеточных органных 

матриксов от очень мягких тканей головного мозга (с модулем Юнга порядка 

10 Па) заканчивая очень жесткими костями (до 109 кПа) [100].   
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1.2.4 Вязкоупругие свойства внеклеточного матрикса 

Материал называется вязкоупругим, если для него зависимость деформации 

от приложенного напряжения характеризуется наличием петли гистерезиса 

между кривыми нагрузки и разгрузки [78]. Такой материал имеет как упругие, 

так и вязкие (диссипативные) структурные элементы. При постоянном 

напряжении вязкоупругий материал демонстрирует релаксацию напряжений: со 

временем материал становится менее напряженным из-за рассеивания упругой 

энергии потоком его вязкой части (например, движением жидкости). 

Большинство биологических тканей, включая кожу, сухожилия, стенки 

артерий и хрящи, являются вязкоупругими материалами [92]. Одна из причин 

наличия таких свойств связана с потоками вязких жидкостей, пропитывающих 

ткань, которые возникают в процессе деформации. Другой причиной 

вязкоупругих свойств тканей является скольжение макромолекул матрикса 

относительно друг друга [101]. 

Вязкоупругие характеристики матрикса связаны с циклическими 

динамическими нагрузками на клетки, обеспечивающими регулярную 

перестройку цитоскелета и смену профиля экспрессии [102].Характеристикой 

вязкоупругих свойств биологических тканей является комплексный модуль 

сдвига G, который включает упругую составляющую — модуль накопления, и 

диссипативную или вязкую составляющую — модуль потерь [101].  

𝐺 =
𝐺′

𝐺′′
 (3) 

где, G – комплексный модуль сдвига, G′ - модуль накопления,  G′′ - модуль 

потерь. 

 

1.3 Взаимодействие внеклеточного матрикса с клетками 

Ткани in vivo постоянно подвергаются механическим воздействиям, 

приводящим к сложным растягивающим и сжимающим напряжениям, которые 
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клетки должны как-то определить и должным образом отреагировать на них в 

целях поддержания гомеостаза [103-105]. Установленное к настоящему моменту 

влияние механических особенностей внеклеточного матрикса на экспрессию 

генов, миграцию клеток и особенности их дифференцировки позволяет 

предполагать, что клетки способны ощущать физические характеристики своего 

микроокружения наряду с химическим составом [106,107].  

На данный момент выделяют большое количество разнообразных 

клеточных сенсорных белков, которые способны «считывать» биомеханические 

параметры ВКМ. К наиболее важным прямым сенсорам относят интегрины и 

семейство дискоидин-доменных рецепторов, а к непрямым — семейство белков 

Notch [108,109]. 

1.3.1 Рецепторы семейства интегринов 

Интегрины передают сигналы между внеклеточной средой и 

внутриклеточными регуляторными путями, обеспечивая коммуникацию в обоих 

направлениях, «outside-in» и «inside-out» [110]. Интегрины представляют собой 

гетеродимерные рецепторы, существующие по меньшей мере в 24 уникальных 

комбинациях нековалентно взаимодействующих α-субъединиц (18 типов) и β-

субъединиц (8 типов) [111]. Альфа-субъединицы и β-субъединицы интегринов 

являются трансмембранными белками типа I, состоящими из большого 

внеклеточного домена, однопроходной трансмембранной спирали и короткого 

цитоплазматического домена. Вновь синтезированные α- и β-субъединицы 

интегрина гетеродимеризуются в эндоплазматическом ретикулуме и в виде 

облигатных гетеродимеров перемещаются на поверхность клетки [112]. 

Характерной особенностью интегринов является их способность связываться с 

несколькими различными лигандами ВКМ [113]. Кроме того, связывание 

интегрина с другими представленными на мембране молекулами, такими как 

рецепторы факторов роста [114], протеогликаны [115] и тетраспанины, влияет на 

конформацию интегрина, его активацию и участие в регуляции клеточных 
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функций [116]. Упрощённая схема интегрин-ассоциированных сигнальных путей 

приведена на рисунке 2. 

 

Рис. 2. Упрощённая схема интегрин-опосредованных сигнальных путей 

[117] 

 

Биохимическая активация интегрина «inside-out» включает связывание 

внутриклеточного адапторного белка талина с цитоплазматическим хвостом β-

субъединицы интегрина. Это индуцирует пространственное разделение 

цитоплазматических доменов α- и β-субъединиц интегрина и запускает 

глобальное конформационное изменение во внеклеточном домене. Связывание 

талина играет ключевую роль на первых этапах активации интегрина во всех 

типах клеток, которая затем поддерживается связыванием дополнительных 

цитоплазматических эффекторов, опосредующих также объединение интегринов 

во множество различных типов фокальных адгезивных комплексов, 

обеспечивающих связывание клетки с ВКМ. Помимо талина, основным 

эффектором передачи интегриновых сигналов во внеклеточное пространство 
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является киндлин. Он, во-первых, поддерживает активацию интегрина 

посредством связывания с цитоплазматической частью β-субъединицы [118], а 

во-вторых, задействует паксиллин, активирующий ряд сигнальных каскадов 

[119]. При созревании фокального контакта привлекаются дополнительные 

интегрины и другие молекулы, включая тензина 1 и тензина 3, которые, как и 

талин, соединяют интегрин с актином цитоскелета [120]. 

Интегринопосредованное взаимодействие клетки с матриксом регулируется 

на нескольких уровнях. Сродство интегринов к своим лигандам динамически 

регулируется посредством обратной связи с участием запускаемых сигнальных 

каскадов. Кроме того, взаимодействие интегринов с матриксными лигандами и 

их последующая кластеризация запускают накопление адаптерных и сигнальных 

белков, включая компоненты сигнальных путей FAK1, SRC2, AKT3 и ERK4 

[121,122]. Эти сигнальные пути обеспечивают регуляцию множества процессов, 

таких как ингибирование гибели клеток, регуляция динамики цитоскелета, 

поддержание полярности клеток, внутриклеточный транспорт, миграция клеток 

и межклеточная коммуникация [121]. Как активные, так и неактивные 

гетеродимеры интегрина постоянно эндоцитируются с поверхности клетки, при 

этом активные интегрины продолжают передавать сигналы из эндосом [123]. 

Эндоцитированные интегрины могут быть возвращены обратно в 

цитоплазматическую мембрану и участвовать в образовании новых участков 

адгезии [124] или подвергаться лизосомальной деградации [125].  

Поскольку интегрины соединяют цитоскелет клетки с ВКМ, они постоянно 

подвергаются воздействию механических сил. Интегрины принято считать 

одними из основных механочувствительных рецепторов [126,127]. Способность 

интегринов быть одновременно и рецептором, и передатчиком мехнических 

                                                   
1 Киназа фокальной адгезии (от англ. focal adhesion kinase) 
2 Нерецепторная тирозиновая протеинкиназа семейства Src (от сокр. анг. sarcoma) 
3 Серин-триониновая протеинкиназа B (от англ. Ak strain transforming) 
4 Киназа, регулируемая внеклеточными сигналами (от англ. extracellular signal-regulated kinase) 
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сигналов обусловлена тем, что приложенная к макромолекулам сила влияет на их 

конформацию и функционирование [128]. Такая механическая регуляция может 

влиять на три фундаментальных свойства интегрина: кинетику связывания 

лиганда, конформацию и активацию, а также латеральную диффузию в мембране 

и кластеризацию. Приложение к интегринам механического усилия приводит, 

как правило, к созреванию и упрочнению адгезивного контакта [129]. Процесс 

созревания контакта является сложным и может привести к образованию 

различных типов комплекса интегрин-матрикс, отличающихся по размеру, 

форме и молекулярному составу [33]. Одновременно с этим, связанные с 

контактом актиновые волокна выстраиваются в направлении приложения силы 

[130,131]. 

Созревание интегриновых контактов при механической нагрузке влияет на 

последующие реакции клеток. Во-первых, созревание контактов включает 

привлечение и активацию сигнальных белков, таких как FAK [132], паксиллин 

[133], SRC [134] и ERK [135]. Зрелые фокальные контакты индуцируют 

усиленную полимеризацию актина и образование актиновых стресс-волокон, что 

приводит к эффектам двух типов. Во-первых, полимеризация актина 

непосредственно влияет на ядерную локализацию и функцию 

механочувствительных регуляторов транскрипции, таких как MRTFα5 [136] или 

YAP6/TAZ7 [137]. Во-вторых, стрессовые волокна механически соединяют 

комплекс интегрин-ВКМ с ядром через белковый комплекс, получивший 

название линкера ядерного скелета и цитоскелета (LINC8) [138], обеспечивая 

прямую передачу механического напряжения от матрикса к ядру. Это приводит 

к раду эффектов, включая изменения в структуре ядерных пор, способствующие 

ядерному импорту YAP/TAZ [139], ремоделирование хроматина [140], 

                                                   
5 Миокардин-ассоциированный транскрипционный фактор (от англ. myocardin-related transcription factor) 
6 Yes-ассоциированный белок (от англ. Yes-associated protein) 
7 Транскрипционный ко-активатор с PDZ-связывающим мотивом (от англ. transcriptional co-activator with PDZ-

binding motif) 
8 Линкер ядерного скелета и цитоскелета (от англ. linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) 
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изменения в конформации, доступности и фосфорилировании ряда ядерных 

белков [141-143].  

Поскольку жёсткость является пассивным механическим параметром, 

клетки не могут получить информацию о ней напрямую. Чтобы измерить 

жесткость окружающей среды, клеткам необходимо приложить усилие и 

зарегистрировать ответ [105].  Таким образом, клетки определяют жесткость 

ВКМ косвенно, при этом интегриновые контакты, связывающие цитоскелет и 

ВКМ, являются ключевым элементом, определяющим передачу силы [105].  

Способность интегрина к передаче механического напряжения (наряду с 

некоторыми другими параметрами, такими как сократительная способность 

миозина) контролируют механочувствительность клетки и определяют 

необходимый для протекания физиологически нормальных процессов диапазон 

жесткости матрикса [144]. Различная жесткость матрикса влияет на динамику 

передачи усилия в комплексе, состоящем из актина, интегрина и ВКМ [145]. 

Передача динамической силы через интегрины и ассоциированные с ними белки 

происходит даже на наноуровне, поскольку было показано, что сократительные 

единицы актомиозина в масштабе 100 нм (что соответствует размеру 

зарождающегося фокального контакта), связанные с ВКМ с помощью 

интегринов, могут определять жесткость субстрата и реагируют на нее, запуская 

синтез белка цитоскелета α-актина [146,147]. Помимо объемной жесткости, 

интегрин опосредованная реакция клетки будет варьировать в зависимости от 

того, ведет ли матрикс себя как чисто эластичный материал или имеет более 

выраженные вязкоупругие характеристики [148,149]. 

1.3.2 Дискоидин-доменные рецепторы 

Наряду с рецепторами из класса интегринов, в восприятии клеткой 

механических свойств матрикса значительную роль играют дискоидин-

доменные рецепторы. Семейство дискоидин-доменных рецепторов (DDR9) 

                                                   
9 Дискоидин-доменные рецепторы (от англ. discoidin domain receptor) 
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включает двух представителей: DDR1 и DDR2, которые являются рецепторными 

тирозинкиназами  [150]. Лигандом этих рецепторов является коллаген, что 

достаточно необычно для тирозинкиназ [151]. При связывании с коллагеном 

DDR подвергаются аутофосфорилированию, что приводит к активации 

нижележащих сигнальных каскадов и, соответственно, изменению поведения 

клетки. 

Подсемейство DDR1 состоит из пяти изоформ, образуемых путем 

альтернативного сплайсинга. DDR1a, DDR1b и DDR1c являются 

полноразмерными функциональными рецепторами, а DDR1d и DDR1e являются 

усеченными или киназнонеактивными рецепторами. Подсемейство DDR2 

представлено одним белком [152]. Все DDR представляют собой 

трансмембранные гликопротеины однопроходного типа I, которые состоят из 

шести различных белковых доменов. Предполагают, что разные домены 

отвечают за распознавание разных фибриллярных и нефибриллярных участков 

коллагена [153].  

Как DDR1, так и DDR2 связываются с фибриллярными коллагенами I–III и 

V и активируются ими. Коллаген IV базальной мембраны активирует DDR1, но 

не DDR2 [151], тогда как нефибриллярный коллаген X в первую очередь 

активирует DDR2 [154]. DDR связываются с нативной тройной спиралью 

коллагенов, а не с отдельными α-цепями или денатурированными коллагенами, 

возникающими при ремоделировании матрикса [155]. Аналогично, 

дегликозилированный или деградированный коллаген не может поддерживать 

активацию DDR [156]. Также вероятно, что на взаимодействие DDR и коллагена 

могут влиять факторы постфибриллогенеза, такие как минерализация матрикса, 

гликирование и сшивка. Хотя DDR сохраняют способность связываться как с 

мономерным [157], так и с полимеризованным [158] коллагеном I, активация 

DDR2 в клетках, культивируемых на мономерном коллагене, ниже, чем в 

клетках, культивируемых на полимеризованном коллагене [159]. Таким образом, 
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структурные изменения коллагена при ремоделировании ВКМ, могут изменять 

передачу сигналов с участием DDR. 

Двумя отличительными чертами динамики фосфорилирования DDR 

являются отсроченный и устойчивый ответ. Было показано, что классические 

тирозинкиназы, такие как рецептор EGF10 и рецептор FGF11, подвергаются 

аутофосфорилированию в течение нескольких секунд после связывания с 

лигандом [160]. DDR же для достижения аналогичного активированного 

состояния необходим длительный период (от минут до часов) [151]. После 

активации рецептора многие классические тирозинкиназы подвергаются 

негативной регуляции с помощью таких механизмов, как интернализация 

рецептора/лиганда и последующая деградация или дефосфорилирование 

фосфатазами [161]. Однако в случае DDR уровень фосфорилирования 

сохраняется в течение нескольких дней без каких-либо видимых механизмов для 

ослабления сигнала [151].  

Одна из версий, объясняющих особенности кинетики активации DDR1, 

предполагает, что это может быть связано с взаимодействием сигналов, 

активируемых DDR и интегринами. Поскольку активация интегрина и 

образование сигнальных комплексов фокальной адгезии происходят в течение 

нескольких минут после связывания коллагена, вполне вероятно, что DDR 

эволюционировали как механизм поздней волны отрицательной обратной связи. 

Это подтверждается способностью DDR1 противодействовать сигнальным 

эффектам интегрина путем уменьшения активации STAT1/312 и Cdc4213 

[162,163]. Такой ответ может быть необходим для облегчения перехода в новое 

клеточное состояние [164]. Однако такая версия поднимает вопрос об отсутствии 

отрицательной регуляции самого рецептора DDR.  

                                                   
10 Эпидермальный фактор роста (от англ. epidermal growth factor) 
11 Фактор роста фибробластов (от англ. fibroblast growth factor) 
12 Фактор, передающий сигнал и активирующий транскрипцию (от англ. signal transducer and activator of 

transcription) 
13 Белок контроля клеточного деления (от англ. cell division control protein) 
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Возможно, одна из функций длительно поддерживаемого 

фосфорилированного состояния DDR заключается в удержании высокой 

локальной концентрации адапторных и сигнальных белков, таких как Shc14 и 

PI3K15, в непосредственной близости от классических тирозинкиназ [165]. Как 

только уровни фосфорилирования этих классических рецепторных тирозинкиназ 

снижаются в результате срабатывания механизмов отрицательной обратной 

связи, белки-адаптеры могут затем вернуться к все еще активированным DDR, 

поддерживая уровень белка в стабильном состоянии. 

В отличие от факторов роста, которые обычно секретируются аутокринным 

или паракринным образом в ответ на раздражители, коллаген является 

относительно стабильным и распространенным лигандом. Таким образом, 

медленная скорость активации DDR может представлять собой эволюционный 

механизм, позволяющий избежать быстрой и чрезмерной активации рецептора в 

присутствии окружающего клетку коллагена до тех пор, пока не будет достигнут 

порог концентрации лиганда или времени воздействия. Внутриклеточные 

механизмы также имеют значение, поскольку DDR1 гиперфосфорилируется в 

присутствии перванадата, что позволяет предположить, что медленная динамика 

фосфорилирования DDR обусловлена, по крайней мере частично, регуляцией 

тирозинфосфатазами [166]. 

Количество DDR1 на поверхности клетки, согласно имеющимся данным, 

также регулируется отщеплением эктодомена, опосредуемым действием 

металлопротеаз [167,168]. Высвобожденный эктодомен может изменять 

организацию расположенного поблизости матрикса. Было показано, что как 

закрепленный на мембране DDR1, так и его эктодомен ингибируют 

фибриллогенез, снижая скорость и количество синтеза коллагена I и изменяя 

морфологию волокон и минерализацию матрикса [169]. 

                                                   
14 Трансформирующий Src содержащий белок (от англ. Src homology 2 domain containing transforming protein) 
15 Фосфоинозитид-3-киназа (от англ. phosphoinositide 3-kinases) 
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Активация DDR при связывании с коллагеном приводит к 

аутофосфорилированию внутриклеточных доменов димера и образованию 

сайтов связывания для белков, содержащих домены SH216, SH3 и PTB17 [170,171] 

с последующей активацией каскадов PI3K/Akt и Ras/ERK MAPK18 [172,173]. В 

настоящее время установлены не все аспекты передачи сигнала при коллаген-

опосредованной активации DDR. Во-первых, DDR связываются с несколькими 

типами коллагена, которые проявляют как уникальные, так и общие структурные 

и биологические свойства, и, следовательно, разные типы коллагена могут 

вызывать разные реакции рецепторов [174]. Во-вторых, коллагены могут быть 

связаны большим количеством других рецепторных белков (например, 

интегринами), что приводит к пересечению сигнальных каскадов и трудностям 

однозначной идентификации инициатора сигнального каскада [175]. В-третьих, 

передача сигналов посредством DDR зависит от типа клетки/ткани, а также от 

контекста микроокружения [172,173]. В-четвертых, DDR могут действовать 

совместно с другими сигнальными рецепторами, включая рецепторы 

Wnt5a19/Frizzled20 [176,177] и рецептор инсулина [178]. Схема DDR-

опосредованных сигнальных путей приведена на рисунке 3. 

                                                   
16 Гомолог Src (от англ. Src homology) 
17 Фосфотирозин-свзязывающий домен (от англ. phosphotyrosine-binding domain) 
18 Митоген-активируемая протеинкиназа (от англ. mitogen-activated protein kinases) 
19 Сигнальный путь Wnt — один из внутриклеточных сигнальных путей животных, регулирующий эмбриогенез, 

дифференцировку клеток и развитие злокачественных опухолей (от англ. wingless-int) 
20 Семейство атипичных рецепторов, связанных с G-белком 
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Рис 3. Упрощённая схема DDR-опосредованных сигнальных путей [179]  

 

DDR, как один из важнейших механорецепторов, распознаёт механические 

свойства коллагена, что приводит к активации ряда внутриклеточных 

сигнальных каскадов. Связывание с коллагеном вызывает кластеризацию DDR, 

что является необходимым условием для высокоаффинного связывания и 

последующей активации рецептора [180,181]. Эта кластеризация также 

поддерживается актомиозиновым комплексом со стороны клетки, что позволяет 

передавать механическое напряжение не только посредством активации 

биохимических каскадов, но и за счёт прямого изменения структуры цитоскелета 

[182]. Жесткость коллагена определяет степень активации DDR и последующие 

клеточные реакции. В более жестких коллагеновых матриксах активация DDR, 

как правило, более выражена, что способствует усилению нисходящей передачи 

сигналов [182]. Запуск сигнальных каскадов, в свою очередь, оказывает влияние 

на такие процессы жизнедеятельности клетки, как адгезия [183,184], миграция 

[185], а также участие в ремоделировании матрикса [186]. Модификация 
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цитоскелета в ответ на изменение жёсткости матрикса приводит к увеличению 

напряжения сдвига на мембране клеток, что также способствует кластеризации 

DDR и, соответственно, усиливает его активацию [152]. Таким образом, 

увеличение жёсткости может приводить к активации петли обратной связи с 

поддержанием высокого уровня активного DDR на поверхности клетки [182]. 

Это подчеркивает сложное взаимодействие между механическими свойствами 

коллагена, работой цитоскелета и DDR опосредованными сигнальными путями. 

1.3.3. Роль рецепторов Notch в механотрансдукции 

Notch — рецептор межклеточного взаимодействия, являющийся ключевым 

компонентом одноимённого сигнального пути, регулирующего ключевые 

триггеры клеточного развития во многих биологических процессах, таких как 

пролиферация, дифференцировка, поддержание гомеостаза. Дисрегуляция 

данного сигнального пути ассоциирована с целым рядом заболеваний, включая 

онкологические. Важной особенностью сигнального пути Notch является 

способность оказывать различный эффект в зависимости от биологического 

контекста [187]. Сигнальный путь Notch инициируется взаимодействием между 

соседними клетками, которые экспрессируют трансмембранные лиганды 

(Jagged 1, 2 и Dll21 1, 3, 4) и рецепторы (Notch 1–4) [188]. Результатом 

взаимодействия рецептора Notch с лигандом становится высвобождение его 

внутриклеточного домена (NICD), который транслоцируется в ядро и выступает 

в роли транскрипционного фактора [189]. В этом случае Notch рецептор является 

трансмембранным передатчиком, способным напрямую переводить внешний 

стимул в транскрипционный ответ без необходимости использования 

ферментативного усиления сигнала, в связи с чем даже небольшие изменения в 

количестве NICD могут приводить к значительному клеточному ответу [190]. 

Транскрипционный ответ Notch регулируется как за счёт концентрации NICD, 

так и за счёт времени его свободного нахождения в клетке [191]. Например, 

                                                   
21 Дельта-подобные лиганды (от англ. delta-like) 
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различные лиганды могут генерировать сигналы NICD с разными характерными 

временами, что может селективно регулировать разные таргетные гены [192]. 

Всё больше исследователей сходится во мнении, что сигнальный путь Notch 

подвержен механорегуляции и участвует в ней [193]. Notch не только работает 

совместно с другими механизмами передачи механических сигналов, но также 

напрямую зависит от физических сил, приложенных в момент его активации 

[194]. Ряд исследователей предполагают, что именно механические сигналы 

влияют на то, как сигнал Notch, создаваемый на мембране, передается в ядро и 

преобразуется в транскрипционный ответ [195]. Как говорилось ранее, Notch — 

это контакт-опосредуемый путь, который задействует две соседние клетки, 

экспрессирующие различные компоненты сигнального пути. Полноразмерный 

рецептор Notch (NFL) синтезируется в виде отдельного полипептида и 

модифицируется углеводными группами в эндоплазматическом ретикулуме [17]. 

В аппарате Гольджи рецептор дополнительно модифицируется 

периферическими гликозилтрансферазами и проходит свое первое расщепление, 

S1, катализируемое фуриноподобной конвертазой, с образованием двух 

фрагментов: трансмембранно-внутриклеточного домена Notch (NTM) и 

внеклеточного домена Notch (NECD) [196]. Когда рецептор на мембране одной 

клетки взаимодействует с лигандом на мембране другой клетки, он подвергается 

механическому воздействию, который приводит к двум последовательным  

протеолитическим расщеплениям (S2 и S3) внутриклеточного домена [197]. Эти 

расщепления вызываются металлпротеазой ADAM и γ-секретазным комплексом, 

что приводит к образованию усечённого внеклеточного домена Notch (NEXT) и 

высвобождению NICD [198]. Внутриклеточный домен NICD, в свою очередь, 

перемещается в ядро клетки, где он взаимодействует с CSL (CBF1, супрессор 

Hairless, Lag-1) и другими транскрипционными факторами, что активирует 

транскрипцию таргетных генов [199]. В лиганд-презентирующей клетке после 

взаимодействия лиганд подвергается эндоцитозу совместно с внеклеточным 
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доменом рецептора и либо используется для дальнейшего участия в сигнальном 

пути, либо подвергается протеосомной деградации [200]. 

К настоящему времени накоплены данные, подтверждающие, что участие 

сигнального пути Notch в различных биологических процессах напрямую 

связано с механическим стрессом [192]. Показано, что напряжение сдвига 

является важным фактором, определяющим локализацию рецепторов Notch и 

настраивающим сигнальную активность Notch. Так, например, в клетках 

эндотелия сосудов напряжение сдвига запускает Dll4-опосредованное 

протеолитическое расщепление Notch1, высвобождая трансмембранный домен, 

который регулирует межклеточные адгезионные контакты неканоническим, 

независимым от транскрипции способом [201]. Напряжение сдвига усиливает 

экспрессию, внутриклеточную реорганизацию и способность к активации 

Jagged1 в клетках гладкой мускулатуры сосудов, что является важным фактором 

при ремоделировании сосудистой сети [202]. С другой стороны, низкий 

колебательный сдвиг усиливает передачу сигналов между Jagged1 и Notch4 в 

эндотелии и способствует развитию атеросклероза [203,204]. Было также 

показано, что активность Dll1 и Dll4 усиливается напряжением сдвига что 

приводит к модуляции артериогенеза [205].  

Несмотря на то, что реакция на напряжение сдвига по всей видимости 

является общей для семейства рецепторов Notch, конкретные механизмы и 

клеточный ответ различаются, что, вероятно, связано с величиной напряжения 

сдвига и его типом [206]. Недавно было показано, что колебательное напряжение 

сдвига индуцирует ядерную локализацию Notch 3, но не Notch1 или Notch2, в 

эндотелии сосудов во время эпителиально-мезенхимального перехода [207].  

Точный механизм действия механических сил во время взаимодействия 

рецептор-лиганд еще предстоит выяснить, тем не менее, полученные данные 

указывают на взаимодействия на мембранном уровне как на возможный объект 

механорегуляции. Например, лиганды Dll4 и Jagged1 формируют связи с Notch1, 
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аффинность которых усиливается при приложенном растяжении, несмотря на 

относительно низкое начальное сродство к рецептору Notch1 [208-210]. Разные 

лиганды имеют разное сродство к Notch1 и разные пороги необходимого 

механического воздействия для его активации [211]. Компоненты Notch также 

могут взаимодействовать с протеогликанами гликокаликса, в частности, 

синдеканами, одними из самых ранних идентифицированных 

механочувствительных комплексов [212,213]. Чтобы активировать рецептор, 

лиганды Notch должны быть привязаны к мембране. В условиях in vitro было 

показано, что иммобилизация лиганда на субстрате может приводить к активации 

рецептора [214]. Аналогичным образом, ограничение латеральной диффузии 

рекомбинантного Dll4 на мембранах приводит к повышению активности Notch 

[215]. Растворимые лиганды также могут связывать рецепторы, но, за редким 

исключением, проявляют ингибирующий эффект на передачу сигналов Notch 

[216,217]. Необходимость в закреплении лигандов на мембране связана с 

самоингибирующей конформацией внеклеточного фрагмента Notch, поскольку 

участок расщепления S2 прикрыт от металлопротеаз так называемой негативной 

регуляторной областью белка (NRR) [193]. Таким образом, лиганд должен 

механически потянуть за собой рецептор, чтобы развернуть NRR и освободить 

сайт расщепления. Благодаря этой особенности Notch можно считать 

опосредованным механорецептором. Модифицируя NRR, можно увеличить 

порог воздействия и сделать рецептор невосприимчивым к лиганд-

опосредованной активации [218]. В стандартных условиях, при приложении 

механического усилия к N-концу рецептора Notch и связанному с ним в качестве 

лиганда бензилгуанину, достаточно усилия в 9 пН, чтобы активировать рецептор 

Notch [219]. Точный механизм того, как инициируется натяжение комплекса 

«рецептор-лиганд», остается неясным.  

Стоит отметить, что жесткость субстрата обратно коррелирует с 

трансэндоцитозом NECD клеткой с лигандом, но не с общим эндоцитозом, что 
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указывает на дополнительный уровень механорегуляции. Этот процесс играет 

важную роль для обеих клеток: в клетке с лигандом он стимулирует 

убиквитилирование лиганда и рекрутирование эпсинов, необходимых для 

изменения конформации мембраны, а в клетке с рецептором сопротивление 

эндоцитозу лиганда приводит к изменению конформации Notch, обеспечивая его 

активацию [220]. Кроме этого, эндоцитоз рецептора клеткой, принимающей 

сигнал, также может воздействовать на связанный комплекс «рецептор-лиганд» 

и изменять тип сигнала [221].  

По всей видимости, существуют и другие механизмы, вовлечённые в 

создание силы натяжения. Так, показано, что лиганд Jagged1 взаимодействует с 

белком промежуточных филаментов виментином [222]. Закрепление на 

цитоскелете, возможно, может ограничивать латеральную диффузию лиганда и 

даже стимулировать изменение конформации клеточной мембраны через 

комплекс «рецептор-лиганд», приводя к увеличению напряжения. Такие 

особенности согласуются с тем, что для активации Notch1 его комплекс с Jagged1 

требует более высокого напряжения путём растяжения, чем комплекс с лигандом 

Dll4 [208]. Рецептор Notch также может регулироваться путем ограничения 

латеральной диффузии и сцепление с цитоскелетом, которые могут 

преобразовывать клеточные микродвижения в тянущие силы. В целом, эти 

механизмы могут влиять на особенности передачи сигналов Notch в различном 

контексте с учетом состояния цитоскелета и действующих механических 

факторов, таких как жесткость внеклеточного матрикса, напряжение сдвига и 

деформация [13,223]. 

Как было показано в ряде исследований, белки, участвующие в 

протеолитическом расщеплении Notch и прерывании сигнала, также напрямую 

связаны с механотрансдукционными сигнальными путями [224,225]. 

Участвующая в расщеплении и активации Notch металлопротеаза ADAM 

регулируется прямым механорецептором Piezo1, который таким образом 
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опосредованно регулирует передачу сигнала Notch [226]. Ещё один этап 

протеолиза Notch осуществляется протеазным комплексом γ-секретазы. 

Активация этого комплекса зависит от интегрин-связанной киназы (ILK), 

регулирумой интегринами в ответ на механические стимулы от внеклеточного 

матрикса [227,228]. Недавно было показано, что рекрутирование γ-секретазы, 

взаимодействие «лиганд-рецептор» и протеолитическое расщепление Notch 

пространственно и механически регулируются адгезивными соединениями в 

мембранных микродоменах [229]. 

Исследования механорегуляции сигнального пути Notch в основном 

сфокусированы на событиях до высвобождения NICD. На следующих этапах 

NICD должен пройти через ядерную мембрану, сформировать комплекс с 

дополнительными белками и обеспечить активация транскрипции целевых генов 

путем взаимодействия с гетерохроматином [230]. Всё больше работ 

подтверждают факт, что именно ядро клетки является основным центром 

передачи и интерпретации механических сигналов. Механический стресс 

индуцирует изменения архитектуры ядерной оболочки и ядерных пор, что 

приводит к изменению доступности эпигенетических меток и возможности 

взаимодействия с гетерохроматином [191,231]. Таким образом, можно сделать 

вывод, что механорегуляция сигнального пути Notch осуществляется на всех 

этапах его работы. 

 

1.4 Роль структурно-механических свойств внеклеточного матрикса в 

регуляции процессов клеточной миграции и дифференцировки 

Свойства клеточного окружения, в частности его структура и биомеханика, 

играют ключевую роль в регуляции клеточных процессов, включая метаболизм, 

транскрипцию генов и эпигенетические механизмы. Эти изменения влияют на 

различные аспекты клеточной активности, такие как миграция, 

дифференцировка и индукция клеточной гибели. Кроме того, реакция клеток на 
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механические свойства окружающей среды может различаться в зависимости от 

их типа и происхождения. Не менее важно и влияние матрикса на деление клеток. 

В 2D-условиях повышение жёсткости обычно способствует пролиферативной 

активности [232], в то время как в 3D-условиях жёсткость матрикса и малый 

размер пор наоборот могут угнетать клеточный цикл [233]. 

1.4.1 Адгезия и распластывание клеток 

При взаимодействии с матриксом или его искусственным заменителем, 

клетки распластываются по поверхности волокон, принимая различные 

формы — сферические, веретёнообразные или неопределённой формы, с 

различными выростами в виде ламеллоподий, филлоподий или инвадоподий 

[106]. В 2D-условиях, увеличение жёсткости субстрата обычно приводит к 

уплощению клеток [234]. В 3D-условиях, аналогичное распластывание возможно 

только в достаточно жёстких матриксах с подходящим размером пор, при этом 

уменьшение размера пор снижает возможность клеток к распластыванию [235]. 

Аналогичный эффект наблюдается при увеличении количества ковалентных 

сшивок как в искусственных, так и в ферментативно модифицированных 

естественных матриксах [236,237]. С другой стороны, вязкоупругие гели с 

достаточной релаксацией напряжения или высокой пластичностью, или же 

разрушающиеся за счёт протеазной или гидролитической активности, упрощают 

процесс распластывания для клеток [238-240]. 

Несмотря на то, что для нормального процесса прикрепления к субстрату и 

распластыванию требуется лиганд-рецепторное взаимодействие (например, 

взаимодействие интегринов или коллагеном), избыточное количество 

рецепторов к матриксу на поверхности клетки или же общего числа 

образовавшихся между клеткой и матриксом контактов в случае большого 

диаметра волокна также может приводить к усложнению распластывания клеток 

[241]. Также на этот процесс активно влияют и другие параметры ВКМ, 

например, его геометрия [242] и кривизна волокон [243], что приводит к 
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перераспределению белков адгезии на поверхности клетки и, соответственно, 

влияет на адгезию и распластывание [244]. 

1.4.2 Влияние механических свойств матрикса на клеточную миграцию 

Клетки мигрируют в тканях организма во время развития организма, 

заживления повреждений, при перемещении иммунных клеток, а также при 

метастазировании опухолевых клеток [245]. При этом механические свойства 

среды могут существенно влиять на этот процесс. Для клеток разного 

происхождения показана зависимость скорости миграции от жёсткости 

субстрата, в также способность мигрировать вдоль градиента жёсткости. 

Последнее явление получило название дуротаксиса [246]. Так, например, 

показано, что скорость передвижения фибробластов на более жёстком 2D-

субстрате выше, чем на мягком [247], при этом фибробластам сложно 

мигрировать из области мягкого матрикса в область жёсткого [248]. В отношении 

гладкомышечных клеток и эпителиальных клеток почки показана двухфазная 

зависимость и наличие области оптимума с уменьшением скорости миграции 

клеток как при большей, так и при меньшей жёсткости [249,250]. 

Мультиклеточные кластеры из эпителиальных клеток могут быть способны 

к дуротаксису, даже если одиночные клетки не обладают такой способностью. 

Мягкий матрикс, по-видимому, способен стимулировать коллективную 

однонаправленную миграцию эпителиальных клеток. В то же время, в колониях 

клеток на жёстком матриксе отмечается разнонаправленное движение [251]. 

Предполагают, что механизм коллективной миграции активируется при 

повреждениях эпителия, для которых характерно сочетание отсутствия 

контактного ингибирования и низкая жёсткость матрикса, и обеспечивает 

протекание естественной регенерации,  

В трёхмерных условиях на миграцию клеток помимо жёсткости субстрата 

оказывают влияние и другие факторы, включая пористость и размер пор. Так, 

например, при размере пор от 3 мкм клетки передвигаются просто за счёт 
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протискивания сквозь поры [252,253], при этом направление миграции 

регулируется взаимным расположением матриксных волокон и общей 

архитектурой матрикса [254]. В матриксах с меньшим размером пор, клеткам 

приходится прокладывать себе путь для миграции за счёт секреции внеклеточных 

протеаз [255] или раздвигая волокна мягких матриксов и создавая себе 

временную пору [256,257]. Кроме того, как положительный, так и отрицательный 

эффект на миграцию клеток может оказывать давление интерстициальной 

жидкости [258]. 

1.4.3 Роль матрикса в дифференцировке стволовых клеток 

Один из важнейших механизмов участия матрикса в поддержании 

структуры и функционирования ткани реализуется путем влияния на пул 

стволовых клеток [259]. Ранние работы на 2D-культурах показали, что жёсткость 

субстрата регулирует направление дифференцировки стволовых клеток и 

подкрепили гипотезу о том, что нахождение стволовых клеток в среде с нативной 

для определённой ткани жёсткостью будет стимулировать клетки 

дифференцироваться по этому тканеспецифичному пути [106,260]. Например, 

выращивание культуры мезенхимальных стволовых клеток на подложке с 

жёсткостью, характерной для кости, способствовало остеогенной 

дифференцировке [106], в то время как рост на мягком субстрате стимулировал 

клетки к развитию по адипогенному пути [261,262]. В случае более 

дифференцированных клеток, например стволовых клеток поперечно-полосатой 

мускулатуры, рост на субстрате с нативной жёсткостью приводит к активации 

процессов самообновления и увеличения клеточного пула [263]. На 

дифференцировку также влияет количество и расположение рецепторов к 

компонентам матрикса и, соответственно, геометрия матрикса, от которой 

зависит сколько рецепторов будет иметь возможность провзаимодействовать с 

матриксом [264-266]. 
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Похожие закономерности влияния биомеханических свойств матрикса на 

дифференцировку клеток были обнаружены и в 3D-условиях; в этом случае, по 

мнению большинства исследователей, главную роль играют вязкоупругость 

матрикса и его способность к деградации [267-269] . Аналогично 2D-условиям, в 

мягких матриксах мезенхимальные стволовые клетки дифференцируются в 

адипоциты, а в жёстких — идут по остеогенному пути развития [237,270]. Кроме 

того, матриксы с высокой степенью релаксации могут стимулировать остеогенез 

[268]. Предполагают, что архитектурные особенности ВКМ, такие как диаметр 

волокон и их взаимное расположение, также могут влиять на дифференцировку 

мезенхимальных стволовых клеток [244]. В ряде исследований показано, что в 

3D-условиях механические сигналы влияют на судьбу и других популяций 

стволовых клеток, а также на дифференцировку моноцитов [32,271,272].  

1.4.4 Влияние структуры и механических свойств матрикса на 

морфогенез 

Морфогенез — это сложный многоклеточный процесс, при котором клетки 

самоорганизуются, образуя трехмерные структуры со специализированной 

формой и функциями [273]. Несмотря на то, что основой для морфогенеза 

являются именно коллективные клеточные взаимодействия, всё больше 

исследований подчёркивают вклад трёхмерного микроокружения в обеспечение 

корректного протекания нормального развития и функционирования ткани 

[274,275]. Например, наличие большого количества волокон коллагена, который 

может быть разрушен характерными для нормальных клеток металлпротеазами 

способствует апикально-базальной поляризации, нарушая симметрию, что 

поддерживает жизнеспособность пула клеток кишечника разной стадии 

дифференцировки [276,277]. Аналогичные условия также не позволяют 

развиваться прогениторным клеткам нейральной трубки [278]. Немаловажными 

факторами регуляции морфогенеза, как и других, описанных выше клеточных 

процессов, являются жёсткость матриксных волокон, и их пространственное 
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распределение [243]. Так, например, недавно было показано, что с геометрией 

ВКМ связано формирование нормальных структур кишечника, а от жёсткости 

матрикса зависит выживаемость клеток кишечника и их пролиферативная 

активность [279,280]. Кроме того, на примере органоида из гепатоцитов было 

показано, что нормальное формирование структур печени также зависит от 

жёсткости матрикса, а именно от её сходства с характеристиками матрикса 

нативной ткани [281]. 

Следует отметить, что клетки не только разрушают матрикс в процессе 

своей жизнедеятельности, но также заново синтезируют его компоненты [282]. В 

частности, при развитии хрящевой ткани изначальные вязкоупругие свойства 

матрикса регулируют синтез матриксных волокон хондроцитами и 

мезенхимальными стволовыми клетками [283,284]. При нахождении в 

искусственном геле или в легко деградируемом матриксе клетки ремоделируют 

матрикс в более сшитый хрящеподобный матрикс [285]. В целом, клетки 

реагируют на изменение биомеханических свойств среды путём секреции или 

разрушения ряда эндогенных компонентов ВКМ.  Такой механизм обратной 

связи позволяет тонко настраивать взаимодействия клетки и матрикса [3,101]. 

 

1.5 Роль матрикса в процессе канцерогенеза и развития опухолей 

Роль ВКМ в процессе канцерогенеза и развития опухолей является 

предметом все более интенсивного исследования в современной онкологии. 

Одной из доминирующих на данный момент теорий развития опухоли считается 

теория поля тканевой организации (англ. The tissue organization field theory, 

TOFT), которая предполагает, что несбалансированные изменения в 

микроокружении клеток, включая ВКМ, могут играть определяющую роль в 

процессе канцерогенеза [286,287]. На первых этапах канцерогенеза ВКМ 

участвует в регуляции клеточных сигнальных путей, способствующих 

выживанию и пролиферации трансформирующихся клеток. В этом контексте 
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внеклеточный матрикс может выступать в качестве платформы для 

взаимодействия клеток и регуляторных молекул, что способствует обеспечению 

оптимальных условий для прогрессирования опухолевого роста. Далее, на этапе 

инвазии и метастазирования, ВКМ предоставляет опухолевым клеткам 

подходящие условия для миграции в окружающие ткани, а также для 

формирования новых очагов роста в дистантных органах [287,288]. 

1.5.1 Инициация канцерогенеза 

Как нормальные, так и опухолевые клетки реагируют на жёсткость ВКМ, 

изменяя свой фенотип, что отражается в изменениях метаболического и 

пролиферативного профилей. Показано, что большая часть эффектов влияния 

жёсткости матрикса на поведение клеток выражается в изменении 

пролиферативной активности, а также может приводить к усилению 

миграционных способностей клеток и инициировать или усилить опухолевую 

трансформацию [289,290]. Так, например, эпителиальные клетки молочной 

железы в мягких матриксах способны к нормальному эпителиальному 

тубулогенезу, за счёт сохранения классической апикобазальной морфологии, 

однако в жестких матриксах им присуща аномальная морфология, характерная 

для опухолевых тканей, что не позволяет им формировать нативные для их 

резидентной ткани структуры [291]. Положение клеток относительно матрикса 

также играет важную роль. При заселении клеток эпителия молочной железы на 

двумерный жесткий субстрат, на котором клетки могут контактировать с 

подложкой только с одной стороны, было показано, что клетки приобретают 

большую пролиферативную активность, аналогичную опухолевой, за счёт 

отключения механизма контактного ингибирования, хотя формирования 

характерных для опухоли структур при этом не наблюдалось [11]. В другом 

исследовании было показано, что при росте сфероидов из клеток молочной 

железы в трёхмерном матриксе с динамическим переходом жесткости от мягкого 

к жесткому, клетки, мигрировавшие из сфероида по матриксу, проходили через 
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весь спектр морфологических изменений от нормального эпителиального до 

мезенхимального. Такое изменение фенотипа отражает характерный для 

трансформированных клеток эпителиально-мезенхимальный переход [292]. 

Предполагают, что жесткий матрикс может индуцировать онкогенный фенотип 

посредством изменений состояния хроматина за счёт увеличения напряжения 

мембран клеток и сопутствующей реструктуризации цитоскелета, приводящей к 

изменению формы ядра и активации ряда сигнальных каскадов [293].  

Изменение жесткости матрикса регулирует частоту возникновения 

опухолей во взаимодействии с другими факторами. Так, известно, что 

трансформирующий фактор роста бета (TGFβ) выполняет две противоположные 

функции при прогрессировании рака: функцию супрессора опухоли путем 

ингибирования пролиферации и индуцирования апоптоза, а также функцию 

индуктора опухоли путем активации эпителиально–мезенхимального перехода 

(ЭМП) и увеличения миграции клеток. В 2D-условиях у нормальных клеток 

молочной железы и эпителиальных клеток почек на мягком матриксе TGFβ 

индуцирует апоптоз; с другой стороны, на жестком матриксе TGFβ приводит к 

индукции ЭМП [294]. Эти исследования показывают, что жесткость матрикса и 

другие факторы регулируют инициацию опухоли скоординированным образом. 

1.5.2 Влияние механических свойств матрикса на пролиферацию 

опухолевых клеток 

При образовании опухолей малигнизированные клетки активно делятся и 

образуют кластеры. Также как и нормальные клетки, опухолевые клетки 

реагируют на жесткость матрикса и способны соответствующим образом 

изменять свою пролиферативную активность. Для 2D-условий показано, что 

жесткий матрикс усиливает пролиферативную способность клеток при 

гепатоцеллюлярной карциноме [295], колоректальном раке [296], раке легких 

[297], раке поджелудочной железы [298]. Пролиферация опухолевых клеток 

также косвенно связана с жесткостью матрикса за счёт стимуляции 
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пролиферации опухоль-ассоциированных стромальных клеток. В частности, 

показано, что мезенхимальные стволовые клетки, дифференцированные в 

опухоль-ассоциированные фибробласты на жестком матриксе, секретируют 

растворимый фактор прозапозин, который способствует пролиферации клеток 

рака молочной железы [299]. Кроме того, жесткий матрикс индуцирует 

аутофагию в стромальных клетках, таких как фибробласты и звездчатые клетки, 

что усиливает рост соседних опухолевых клеток [300]. Таким образом, жесткость 

матрикса может оказывать влияние на пролиферацию опухолевых клеток как за 

счёт прямых, так и за счёт косвенных механизмов. 

Следует, однако, отметить, что в 3D условиях влияние жёсткости на 

пролиферацию опухолевых клеток не так однозначно. Например, эксперименты 

с использованием геля на основе коллагена и полиэтиленгликоля показали, что 

клетки рака молочной железы демонстрируют более высокую скорость роста и 

выраженную мезенхимальную морфологию в мягких гелях по сравнению с 

двумерными моделями [301,302]. В других же работах взаимосвязи между 

жёсткостью трёхмерного субстрата и скоростью роста опухолевых клеток 

выявлено не было [24]. Таким образом, можно сделать вывод, что на данный 

момент знания о влиянии жёсткости матрикса на пролиферацию клеток в 3D 

условиях являются разрозненными, зачастую противоречивыми, и требуют 

дальнейшего изучения темы.  

1.5.3 Миграция и инвазия опухолевых клеток в матриксах с разными 

биомеханическими свойствами 

Биомеханические свойства матрикса также влияют на миграцию 

(перемещение клеток) и инвазию (внедрение клеток в окружающие ткани) 

опухолевых клеток, и, как следствие, на прогрессирование опухолей. Было 

продемонстрировано, что подвижность клеток положительно регулируется 

жёсткостью субстрата в 2D- и отрицательно — в 3D-условиях [303]. Увеличение 

подвижности опухолевых клеток в 2D-условиях с ростом жёсткости субстрата 
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может быть обусловлено сдвигом фенотипа в сторону более инвазивного, как это 

было показано для опухолевых клеток разного происхождения [304-307]. Чаще 

всего активация инвазивной активности является следствием индуцируемого в 

таких условиях ЭМП [306]. 

В 3D-условиях, по всей видимости, эффект, оказываемый на миграцию 

опухолевых клеток жёсткостью субстрата, может существенно 

модифицироваться под влиянием дополнительных факторов, таких как 3D-

геометрия субстрата, а также взаимное расположение опухолевых и стромальных 

клеток [308]. Так, по результатам исследования, выполненного в 3D-условиях, 

инвазия клеток рака молочной железы линии MDA-MB-231 в жёстком 

коллагеновом гидрогеле оказалась более медленной, чем в мягком [309]. Кроме 

того, было показано, что в 3D-матриксе формирование и функционирование 

инвадоподий для инвазии могут быть ограничены локальной жёсткостью 

волокон [310]. 

Исследования показали, что жесткость тканей имеет важное значение для 

метастазирования опухолей. Этот процесс происходит в несколько этапов: 

локальная инвазия опухолевых клеток в окружающие ткани, проникновение 

опухолевых клеток в кровеносные или лимфатические сосуды (интравазация), 

миграция клеток по сосудам, выход клеток из сосудов в отдаленные органы 

(экстравазация) и генерация вторичных опухолей путем роста в тканях [289]. 

Структура и биомеханические свойства матрикса влияют на каждый из этих 

шагов. В частности, показано, что увеличение жесткости тканей в первичных 

опухолях усиливает метастатический потенциал опухолевых клеток при 

гепатоцеллюлярной карциноме [308], раке легких [311] и раке молочной железы 

[301]. Жесткость матрикса влияет не только на опухолевые клетки, но и на 

нормальные клетки во время метастазирования. Например, клетки эндотелия 

сосудов увеличивают экспрессию разнообразных факторов на своей поверхности 

при нахождении на жёстком матриксе, что стимулирует опухолевые клетки к 
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интравазации [312]. Кроме того, повышение жесткости матрикса регулирует 

метаболический обмен между опухолевыми клетками и опухоль-

ассоциированными фибробластами, что также усиливает их метастатический 

потенциал [313]. Решающее значение для метастазирования имеет не только 

жесткость матрикса первичной опухоли, но и жесткость матрикса в отдаленных 

тканях, однако сведения о направлении этого влияния противоречивы. С одной 

стороны, более жесткий матрикс способствовал образованию метастазов 

опухолей молочной железы в этих тканях [314]. С другой стороны, было 

показано, что повышение жесткости тканей может предотвращать 

метастазирование за счет стимуляции нормальных стромальных клеток, а 

именно, секреции прозапозина из опухоль-ассоциированных фибробластов [299]. 

Можно предположить, что влияние жёсткости матрикса на миграцию и 

метастазирование опухолевых клеток может иметь разносторонний эффект в 

зависимости от контекста опухолевого микроокружения, а также генетических и 

фенотипических особенностей опухолевых клеток. Однако необходимо 

отметить, что механизмы такого влияния требуют дальнейшего изучения. 

 

1.6 Использование децеллюляризованных внеклеточных матриксов в 

экспериментальной онкологии 

Как было описано выше, ВКМ состоит из большого количества 

разнообразных молекул, причём состав и взаиморасположение этих молекул 

тканеспецифичны. Из-за этого практически невозможно искусственно 

имитировать нативный ВКМ, что ограничивает исследования в области 

взаимодействий «клетка-матрикс» [315]. При изучении этих взаимодействий 

важно помнить, что клетки нативной ткани увеличивают количество 

неконтролируемых факторов, что приводит к невозможности использования 

тканей или органов ex vivo для таких исследований [316,317]. Для решения этой 

проблемы можно использовать метод децеллюляризации. Децеллюляризация 
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(ДЦЛ) — это процесс элиминации клеточной компоненты из органа или ткани с 

максимальным сохранением структуры и химического состава ВКМ  [318]. 

Наиболее важным аспектом при получении ДЦЛ матрикса является подбор 

протокола децеллюляризации, поскольку каждый метод по-своему влияет на 

состав и трёхмерную структуру матрикса [319,320]. К настоящему времени в 

связи с развитием регенеративной медицины было разработано большое 

количество разнообразных методов децеллюляризации, однако все их можно 

разделить на три основные группы: химические, физические и ферментативные 

[321]. 

В химических методах, наиболее часто используют такие вещества, как 

додецилсульфат натрия (SDS), дехоксихолат натрия (SDC) и Triton X-100 [322]. 

Эти детергенты солюбилизируют мембраны клеток, что позволяет получить 

матрикс с высокой степенью очистки от клеточного дебриса. Концентрация и 

длительность обработки детергентами требует оптимизации в зависимости от 

свойств ткани, так как при неправильном подборе протокола эти вещества могут 

изменять нативную структуру матрикса за счёт разрушения или изменения 

конформации белков [322]. Не менее часто используют кислоты и щёлочи в 

различной концентрации, поскольку они способны разрушать 

цитоплазматические компоненты клетки и нуклеиновые кислоты [323]. Однако, 

во многих работах отмечается, что использование кислот и щелочей способно 

привести к снижению содержания гликозаминогликанов, что может снижать 

нативные вязкоупругие свойства получаемого матрикса [324,325]. 

В качестве методов физической децеллюляризации чаще всего используют 

метод замораживания-оттаивания, в основе которого лежит принцип разрушения 

клеточных мембран за счёт образующихся кристаллов льда [22]. Несмотря на 

простоту, этот метод не получил большого распространения из-за того, что в 

процессе кристаллизации межклеточной воды может нарушаться и структура 

матрикса [326]. 
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В случае ферментативных методов для удаления клеток чаще всего 

применяют трипсин и другие протеиназы [327]. Следует отметить, что при 

использовании этого метода очень важно корректно подобрать время инкубации, 

поскольку слишком длительная инкубация приводит к деградации матриксных 

белков и, соответственно, к альтерации нативной структуры [328]. Также, в 

некоторых случаях для уменьшения количества нуклеиновых кислот используют 

обработку нуклеазами, однако при этом есть высокая вероятность сохранения 

ряда цитозольных компонентов внутри получаемых матриксов [329]. Исходя из 

вышесказанного можно сделать вывод, что у всех существующих на данный 

момент методов есть как преимущества, так и недостатки, поэтому для получения 

матрикса из конкретного органа или ткани необходимо в каждом случае 

тщательно подбирать условия децеллюляризации. 

ВКМ является одним из ключевых факторов опухолевого микроокружения. 

В частности, показано наличие связей между особенностями состава и структуры 

матрикса и ответом опухоли на терапию, что позволяет сформулировать новые 

диагностические и прогностические критерии [330,331]. В связи с этим, одним из 

направлений применения ДЦЛ матриксов стало проведение фундаментальных 

исследований в области экспериментальной онкологии благодаря способности 

моделей опухолевого роста, полученных с их использованием, имитировать 

структурные и биологические аспекты микроокружения, которые можно 

наблюдать in vivo [22,332]. В рамках таких исследований, матрикс может быть 

получен из двух основных источников: из нормальных и из опухолевых тканей. 

Поскольку состав и структура матрикса нормальных и трансформированных 

тканей отличается [333], выбор донорной ткани определяется задачами 

исследования. Здоровые ткани обычно используют для изучения взаимодействия 

опухолевых клеток с нормальным матриксом в процессах инвазии и 

метастазирования, идентификации опухоль-ассоциированных генов, а также для 

определения влияния ремоделированного матрикса на восстановление фенотипа 
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клеток в качестве нового подхода к лечению онкологических заболеваний [334].  

Матрикс из опухолевых тканей, в свою очередь, позволяет изучать роль 

«малигнизированного» матрикса в регуляции поведения опухолевых клеток в 

первичных или метастатических сайтах, а также для изучения роли ВКМ как 

модулятора эффектов химио- и радиотерапии [334]. 

К настоящему времени опубликовано множество успешных примеров 

использования ДЦЛ матриксов тканей и органов в онкологических 

исследованиях. Например, в недавнем исследовании на ДЦЛ матриксе здорового 

лёгкого крысы было показано, что после его рецеллюляризации клетками рака 

легкого человека различных линий формируются опухолевые узлы с интактной 

васкуляризацией и паттерном роста, сходным с таковым в условиях in vivo [335]. 

Аналогичным образом, на децеллюляризированной здоровой ткани толстой 

кишки, полученной от человека, удалось воссоздать полный путь развития 

опухоли, наблюдаемый в большинстве случаев колоректального рака, от APC22-

мутантной неоплазии до инвазивной опухоли. Используя эту модель, было 

идентифицировано шесть генов, отвечающих за инвазию, которые ранее в 2D-

моделях никогда не проявлялись [336]. Также было показано, что ДЦЛ матрикс, 

полученный из жировой ткани человека, позволяет достоверно имитировать 

микроокружение опухоли молочной железы, что позволило авторам исследовать 

новые аспекты опухолевого роста и развития резистентности этого типа рака 

[337]. Накопление экспериментальных данных о том, что опухолевые ткани 

перестраивают внеклеточный матрикс под свои нужды, привела к активным 

исследованиям влияния трансформированного ВКМ на клеточное поведение. 

Так, было показано, что ДЦЛ матрикс первичного колоректального рака 

отличается от здорового, как по структурно-механическим, так и по 

биохимическим свойствам. После репопуляции опухолевыми клетками только 

опухолевый матрикс индуцировал избыточную экспрессию ими интерлейкина-8 

                                                   
22 Аденоматозный полипоз кишечной палочки (от англ. Adenomatous polyposis Coli) 
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(IL-8), хорошо известного промотора ангиогенеза [338]. При использовании 

матрикса глиобластомы было обнаружено повышение опухолевыми клетками 

экспрессии MMP9 и белков, принадлежащих к семейству гиалуронансинтаз по 

сравнению с 2D условиями, что позволило авторам предположить их роль в 

качестве ключевых медиаторов ремоделирования матрикса и промоторов 

клеточной инвазии [339]. Аналогичным образом клетки колоректального рака 

человека, культивируемые в матриксе метастазов колоректального рака в печени, 

показали повышенную резистентность к действию 5-фторурацила и FOLFIRI 

(фолиновая кислота – фторурацил – иринотекан) по сравнению с моделью на 

основе здорового матрикса печени, а также по сравнению с 2D-культурой [340]. 

Необходимо отметить, что применение ДЦЛ матриксов для моделирования 

опухолевого роста имеет свои ограничения, среди которых можно выделить 

низкий уровень воспроизводимости из-за индивидуальных различий в строении 

ткани, в её механических свойствах и в способности к ремоделированию [341]. 

Кроме этого, структура и состав матрикса находятся в сильной зависимости от 

типа ткани, её возраста, наличия или отсутствия патологических процессов в 

организме, а в случае использования опухолевых тканей — от типа опухоли и её 

стадии. Такая широкая вариативность получаемых матриксов является как 

преимуществом, так и недостатком метода. С одной стороны, такая 

гетерогенность осложняет изучение влияния матрикса как элемента опухолевого 

микроокружения и интерпретацию получаемых результатов, а также 

возможности сопоставления с другими моделями. С другой стороны, высокая 

релевантность исследований по отношению к реальным опухолям in vivo, оценка 

комплексного воздействия сложной среды и получение данных о взаимном 

влиянии разных аспектов клеточного микроокружения делают такие модели 

высокоинформативными.  

Помимо фундаментальных исследований, ДЦЛ матриксы могут быть 

использованы для создания и/или тестирования новых методов диагностики и 
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терапии. Можно ожидать, что в будущем скрининг особенностей ВКМ опухоли 

пациентов может стать важным инструментом для подбора индивидуальной 

схемы лечения [342]. Кроме этого, предполагают, что матрикс из нормальных 

тканей может подавлять пролиферацию опухолевых клеток. Таким образом, 

нормализация состава и структуры матрикса опухоли может стать методом 

таргетного терапевтического воздействия. Эта многообещающая гипотеза на 

данный момент исследуется с использованием как полученного из тканей, так и 

синтезированного de novo матрикса [343,344]. В целом, многочисленные 

исследования подтверждают, что ДЦЛ матриксы имеют высокий 

исследовательский потенциал в экспериментальной онкологии благодаря своей 

способности имитировать клеточное микроокружение с высокой 

релевантностью. Учитывая усиливающееся внимание к этой теме в последние 

годы, усовершенствование методов применения ДЦЛ матриксов может 

преодолеть существующие ограничения между работами in vitro и in vivo, 

расширив наши фундаментальные и прикладные знания об опухолях.  

В целом можно сделать вывод, что внеклеточный матрикс является одним 

из ключевых факторов микроокружения, определяющих биохимический и 

биофизический контекст, влияющие на развитие опухоли. До настоящего 

времени основное внимание исследователей уделялось химическим свойствам 

ВКМ. При этом такие параметры, как трёхмерная структура матрикса и его 

биомеханические свойства изучены существенно меньше, несмотря на явные 

различия в поведении опухолевых клеток в двумерных и трёхмерных условиях 

экспериментов [345,346]. В связи с этим требуются более глубокие исследования 

того, какие именно структурные и биомеханические параметры матрикса могут 

оказывать ключевое влияние на канцерогенез и развитие опухоли, а также с 

помощью каких механизмов это влияние может быть реализовано.  

 

  



57 

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1 Лабораторные животные и извлечение органов 

Шестьдесят мышей BALB/C (самки, возраст 8-16 недель) были получены из 

SPF вивария Нижегородского государственного университета 

им. Н.И. Лобачевского (ННГУ). Животных содержали в стандартных условиях 

(при температуре 23-25°C и 12–часовом цикле «свет-темнота»), обеспечивали 

пищей и водой ad libitum. Эксперимент был одобрен Комиссией по биоэтике 

ННГУ (протокол № 15 от 15 февраля 2018 г.). Животных подвергали эвтаназии 

путем цервикальной дислокации. 

Подвергнутых эвтаназии животных обрабатывали 96%-ным этанолом. 

Вскрытие проводили в ламинарном боксе с использованием автоклавированных 

инструментов для обеспечения асептичности процедуры и полученных образцов. 

У каждого животного были взяты печень, почки, яичники, селезенка и легкие.  

2.2 Децеллюляризация органов мыши 

Одной из задач работы являлась разработка протокола для получения 

децеллюляризированных матриксов различных органов мыши. В работе было 

использовано 5 методик децеллюляризации, 4 из которых являются 

оригинальными.  Общий принцип децеллюляризации изображён на рисунке 4. 

Извлечённые органы промывали в стерильной дистиллированной воде. Жировые 

спайки (если таковые имелись) удаляли из каждого органа, после чего органы 

разрезали на кусочки размером 0,3 × 0,3 см (2-5 образцов из одного органа).  

Далее образцы помещали в плотно закрытые центрифужные пробирки объёмом 

50 мл с 25 мл (в случае печени – 40 мл) децеллюляризирующего раствора и 

инкубировали на орбитальном шейкере со скоростью вращения 120 об/мин. 

Состав среды, её замены и время инкубации варьировали в зависимости от 

конкретной методики.  
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Рис. 4. Общая схема децеллюляризации органов мыши. Пояснения в тексте 

 

1. Методика с использованием SDS 

Методика выполнялась в соответствии с работой  [318]. Образцы органов 

инкубировали в 1% растворе додецилсульфата натрия (SDS, Sigma-Aldrich, 

Берлингтон, Массачусетс, США), с 50 мкг/мл пенициллина и 50 мкг/мл 

стрептомицина (PanEco, Москва, Россия) в течение 48 часов при комнатной 

температуре. 

2. Методика с использованием SDS и Triton X-100 

Методика является оригинальной. Образцы органов инкубировали в 

дистиллированной воде, затем в 1% растворе тритона X-100 (Sigma-Aldrich, 

Берлингтон, Массачусетс, США), затем в 1% растворе SDS, после чего в 0,5% 

растворе Triton Х-100 и после этого в 0,5% растворе SDS. Временные интервалы 

составляли 1 час, 1 час, 24 часа, 1 час и 24 часа соответственно. Все среды для 

децеллюляризации содержали 50 мкг/мл пенициллина и 50 мкг/мл 

стрептомицина. 

3. Методика с использованием нуклеаз  

Методика является оригинальной. Образцы органов инкубировали в 

растворе Tris-HCl-0,1EDTA (pH=8, ПанЭко, Москва, Россия) при температуре 
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5°С в течение 48 часов. Затем образцы помещали в 3% раствор тритона X-100 на 

48 часов при комнатной температуре. После этого переносили в раствор 0,03 

мг/мл РНКазы А (Thermo Fisher, Уолтем, Массачусетс, США) и 3.3 UI/мл 

ДНКазы 1 (Thermo Fisher, Уолтем, Массачусетс, США) на 24 часа. Все среды для 

децеллюляризации содержали 50 мкг/мл пенициллина и 50 мкг/мл 

стрептомицина. 

4. Методика с использованием трипсина-апротинина  

Методика является оригинальной. Образцы органов инкубировали в 1% 

растворе тритона X-100, затем в дистиллированной воде, после этого в растворе 

трипсина-Версена Tr (0.5%)-Vers (0.2%). Для нейтрализации действия трипсина 

на коллагеновые волокна, органы переносили в 0,8% раствор ингибитора 

трипсина, апротинина (Thermo Fisher, Уолтем, Массачусетс, США), после чего 

продолжали децеллюляризацию в 0,5% растворе SDS и 0,5% растворе тритона X-

100. Все среды для децеллюляризации содержали 50 мкг/мл пенициллина и 50 

мкг/мл стрептомицина. Временные интервалы составляли 2 часа, 1 час, 1 час, 1 

час, 24 часа и 12 часов соответственно. 

5. Методика с использованием SDC  

Методика является оригинальной. Образцы органов инкубировали в 0,5% 

растворе тритона X-100, затем в 0,5% растворе SDS, затем в 1% растворе 

дезоксихолата натрия (SDC, Sigma-Aldrich, Берлингтон, Массачусетс, США). Все 

среды для децеллюляризации содержали 50 мкг/мл пенициллина и 50 мкг/мл 

стрептомицина. Временные интервалы составляли 1 час для каждого реагента. 

После этого образцы помещали в 0,075% раствор SDS на 24 часа при комнатной 

температуре. 

2.3 Анализ содержания ДНК в ткани 

Подтверждение степени очистки получаемых матриксов от клеток исходной 

ткани осуществляли путем определения количества ДНК. 

Для определения содержания ДНК брали образцы как нативных тканей, так 
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и полученных ДЦЛ матриксов массой 0,5г, измельчали в жидком азоте с 

последующей инкубацией в растворе 0,12% коллагеназы II типа (PanEco, Россия) 

и 0,08% трипсина в 1 мл модифицированной среды Игла Дульбекко (DMEM, 

PanEco, Россия) в течение 1,5 ч при 37°C. Полученную смесь центрифугировали 

(400 g, 10 мин) и осадок промывали 200 мкл физиологического раствора с 

фосфатным буфером (PBS; pH = 6.8, PanEco, Россия ). ДНК выделяли с помощью 

коммерческого набора ExtractDNA (VM011, Evrogen, Москва, Россия) в 

соответствии с инструкциями производителя. Измеряли оптическую плотность 

полученного раствора нуклеиновых кислот на капельном спектрофотометре 

NanoVue (GE Healthcare, Чикаго, Иллинойс, США) с автоматическим пересчётом 

на концентрацию ДНК. 

2.4 Клеточные линии и культивирование клеток 

В работе исследовали возможность репопуляции полученных ДЦЛ 

матриксов опухолевыми клетками. Для решения этой задачи использовали 

клеточные линии рака молочной железы человека MDA-MB-231 (Sigma Aldrich, 

Сент-Луис, Миссури, США) и SKBR3 (коллекция клеточных культур Института 

биоорганической химии имени М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 

Москва, Россия).  

Клетки культивировали на среде DMEM, содержащей 2 мМ глутамина 

(PanEco, Россия), 10% (в/в) сыворотки новорожденных телят (NBCS, Gibco, Te 

Aroha, Новая Зеландия), 50 мкг/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина 

(PanEco, Москва, Россия) при температуре 37 ℃ в 5% CO2. Для пассирования 

клетки отделяли от культурального флакона (Corning, США) раствором Версена 

(PanEco, Москва, Россия). 

2.5 Рецеллюляризация матриксов 

Рецеллюляризацию, или заселение, опухолевыми клетками проводили 

путем их инъекции в ДЦЛ матриксы. Предварительно ДЦЛ матриксы отмывали 

от остатков детергентов и насыщали нутриентами. Для этого их последовательно 
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инкубировали при постоянном помешивании на орбитальном шейкере со 

скоростью вращения 60 об/мин в PBS в течение 4 дней со сменой раствора 

каждые 24 ч, затем в среде DMEM в течение 72 ч, после чего в DMEM с 30% 

сывороткой в течение 7 дней.  

На предварительном этапе экспериментов были опробованы несколько 

методов рецеллюляризации, в том числе поверхностное нанесение клеток, 

инъекция с помощь шприца, инкубация матрикса в клеточной суспензии. 

Оптимальной для используемых в работе образцов была признана инъекция, что 

согласуется с результатами ряда других исследований [26,27]. Общая схема 

метода представлена на рисунке 5. 

 

Рис. 5. Общая схема рецеллюляризации бесклеточных органных матриксов 

 

Для заселения опухолевыми клетками каждый матрикс помещали в 

индивидуальную лунку 6-луночного планшета со сверхнизкой адгезией (Corning, 

Корнинг, Нью-Йорк, США). Матриксы заселяли путем инъекции 300 000 клеток 

в 500 мкл полной питательной среды, клеточную суспензию распределяли внутри 

матрикса несколькими инъекциями с помощью инсулинового шприца с 

диаметром иглы 0,45 мм. После инъекции в каждую лунку планшета добавляли 

по 5 мл DMEM с 15% сывороткой. Затем матриксы инкубировали при 37°C в 
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атмосфере 5% CO2 в течение 7 дней. Через день отбирали среду из каждой лунки 

и центрифугировали при 1000 g в течение 5 мин. Полученный клеточный осадок 

разводили в полной питательной среде и суспензию повторно вводили в 

матриксы. В экспериментах по исследованию фенотипических особенностей 

опухолевых клеток при длительном (до 1 месяца) культивировании в матриксе, 

аналогичная процедура рецеллюляризации была проведена на протяжении 7, 14, 

21 и 28 дней. 

2.6 Культивирование опухолевых клеток в коллагеновом гидрогеле 

Для сравнения роста опухолевых клеток в ДЦЛ матриксах и искуственных 

матриксах на основе коллагена была проведена серия дополнительных 

экспериментов. Были получены культуры исследуемых линий клеток в 

коллагеновом гидрогеле. Коллагеновый гидрогель готовили, как описано в 

работе [347]. Гидрогели получали в 6-луночном планшете (Corning, Корнинг, 

Нью-Йорк, США) путем тщательного перемешивания следующих компонентов: 

1600 мкл охлажденного коллагенового раствора (коллаген I типа из крысиных 

хвостов, 1,2 мг/мл, растворенный в 0,1% уксусной кислоте); 450 мкл питательно-

буферного раствора, содержащего 10× DMEM (Biowest, Нуайе, Франция), 25 мМ 

глутамина, 1 М HEPES23 (PanEco, Москва, Россия) и 50% сыворотки 

новорожденных телят (NBCS); 3 × 105 клеток в 200 мкл DMEM и 134 мкл 0,34 М 

NaOH. Смесь инкубировали при 37°C в 5% CO2 в течение 15-20 мин до полного 

застывания. Концентрация клеток составляла 1,25 × 105 клеток на 1 мл геля. 

После затвердевания гидрогеля в лунки добавляли по 2 мл DMEM с 10% 

сывороткой и гидрогели отделяли кончиком пипетки от стенок лунки планшета. 

Гидрогели с клетками инкубировали при 37°C в 5% CO2; питательную среду 

заменяли на свежую каждые 72 ч. 

                                                   
23 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота  
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2.7 Гистоморфологический анализ 

Сохранность основных гистологических структур в получаемых ДЦЛ 

матриксах, а также анализ роста и инвазии опухолевых клеток в матриксах были 

оценены методом гистоморфологического анализа. 

Как нативные, так и ДЦЛ органы помещали в 10%-ный нейтрализованный 

формалин (Biovitrum, Санкт-Петербург, Россия) на 24 ч при комнатной 

температуре. Затем их промывали от избытка фиксатора под проточной водой в 

течение 20 мин и обезвоживали в 5 повторностях модифицированного 

изопропилового спирта “Блик” (BlikMediklProduction, Таганрог, Россия) в 

соответствии с инструкциями производителя. Матриксы заливали в парафин и 

готовили срезы (2 среза на 1 образец) толщиной 7 мкм с использованием 

микротома Epredia HM 325 (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, 

США). Минимальное количество срезов с одного образца составило 80. 

Окрашивание предметных стекол гематоксилин–эозином (Гематоксилин 

Майера, 1% водный раствор эозина; Биовитрум, Россия) проводили в 

соответствии с инструкциями производителя. Затем предметные стекла 

монтировали с помощью монтировочной среды Shandon (Thermo Fisher, Уолтем, 

Массачусетс, США) и анализировали на микроскопе Zeiss Vert.A1 (Zeiss, 

Оберкохен, Баден-Вюртемберг, Германия) с объективами Zeiss LD A-Plan ×10 и 

×20 (Zeiss, Оберкохен, Баден-Вюртемберг, Германия). 

Площадь пор в матриксах анализировали с использованием программного 

обеспечения ImageJ (версия 1.50i, Национальный институт здравоохранения, 

Бетесда, Мэриленд, США) (рис. 6).  Исходное гистологическое изображение (А) 

было преобразовано в 8-битное изображение, инвертировано и изменено на 

черно-белое с отрегулированным порогом для обеспечения визуальной 

целостности пор и низкого фонового шума (Обработать–Двоичное–Создать 

двоичное; Изображение–Настроить–Порог) (Б). Каждая пора и волокно были 

очерчены для расчёта площади (Обработать–Двоичное–Обвести) (В). Площади 
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индивидуальных пор была рассчитаны автоматически с набором следующих 

настроек: Включить отверстия и Показать наложение. Для анализа всех пор, а 

также чтобы убедиться, что программа измеряет отдельные поры, а не их 

кластеры были использованы следующие настройки (Анализ–Анализировать 

частицы–Показать наложение+включить отверстия) (Г). 

 

 

Рис. 6. Пошаговая стратегия обсчёта площади пор в ДЦЛ матриксах с 

использованием программы ImageJ. Размер кадра 0,35 мм2. Пояснения 

приведены в тексте 

 

Количество клеток в матриксах было определено путем анализа 

изображений с помощью программного обеспечения Labscope (версия 3.4, Zeiss, 

Оберкохен, Баден-Вюртемберг, Германия) и инструмента аннотирования и 

измерения-подсчета. Полная площадь образца соответствовала 1мм2. Было 

рассчитано среднее количество клеток на единицу площади матрикса по 

результатам усреднения значений, полученных для 10 индивидуальных срезов 5 

образцов каждого типа матрикса. Для качественной оценки была применена 

следующая шкала: менее 10 клеток на 1 мм2 – «единичные клетки»; от 10 до 50 
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клеток на 1 мм2 – «мало»; от 50 до 100 клеток на 1 мм2 – «среднее количество».; 

более 100 клеток на 1 мм2 – «много». 

Ядерно-цитоплазматическое соотношение (N/C) измеряли с помощью 

программы ZenLight (версия 3.0.79.0000, Zeiss, Оберкохен, Баден-Вюртемберг, 

Германия). Измерения проводили для 10 образцов для каждого варианта 

матрикса, по 5 полей в каждом, по 30 клеток в каждом из полей зрения. 

2.8 Сканирующая электронная микроскопия 

Особенности микроструктуры полученных ДЦЛ матриксов определяли с 

помощью сканирующей электронной микроскопии. Исследование выполнено в 

Институте молекулярной тераностики Первого Московского государственного 

медицинского университета им. И.М. Сеченова.  

Образцы тканей лиофилизировали с помощью сублимационной сушки 

Labconco при температуре -70°C в течение 24 часов. Чтобы исключить 

накопление поверхностного заряда во время сканирования электронным пучком 

в колонке микроскопа, на образцы был нанесен тонкий проводящий слой хрома 

путем физического осаждения из газовой фазы (PVD-покрытие, Covap с 

контроллером осаждения INFICON SKK-310, Angstrem Engeneering, США). 

Микроструктуру децеллюляризованных тканей изучали с помощью 

настольного сканирующего электронного микроскопа Hitachi TM4000Plus 

(Hitachi, Marunouchi, Chiyoda-ku, Токио, Япония) при напряжении 10-15 кВ в 

режиме обратного рассеяния электронов. 

Размеры пор и волокон измерялись вручную с помощью программного 

обеспечения ImageJ. Для каждого типа матрикса было исследовано 5 независимо 

полученных образцов, для каждого образца было проанализировано 6 полей 

зрения с измерением 30 пор в каждом поле. 

2.9 Макроиндентирование 

Общую жёсткость трехмерной структуры получаемых ДЦЛ матриксов 

измеряли с помощью метода макроиндентации. Эксперименты по 
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макроиндентированию проводились в отделе современных биоматериалов 

Первого Московского государственного медицинского университета им. 

И.М. Сеченова с помощью универсальной микромеханической системы Mach-

1™ v500csst (Biomomentum Inc., Лаваль, QC, Канада).  

Образцы нарезались на кусочки размером 5 мм с учётом анатомического 

строения каждого органа, таким образом, чтобы в срез попадали все основные 

структуры. Также, стороны срезы были выровнены для минимизации влияния 

макроскопических геометрических характеристик органа на измерения. Для 

измерений на матриксах использовался рубиновый сферический индентор 

радиусом 1 мм. Перед измерениями к нижней платформе прибора был приклеен 

кусочек наждачной бумаги, что предотвращало боковое смещение образца во 

время вдавливания. В течение всего измерения образец поддерживали влажным, 

добавляя PBS на поверхность матрикса.  

В случае коллагенового гидрогеля использовали металлический 

сферический индентор радиусом 3,175 мм, измерения, в связи с низкой 

жёсткостью образца проводили в лунке 6 луночного планшета в среде DMEM. 

При начале эксперимента с помощью функции прибора “Найти контакт” 

определяли точное положение подложки (наждачной бумаги). Эта функция 

обеспечивает перемещение индентора до тех пор, пока датчик не зарегистрирует 

заданную нагрузку (0,1 Н). Эти данные впоследствии использовались при расчёте 

толщина образца. 

Используя ту же функцию (“Найти контакт“), образец вдавливали с 

заданной нагрузкой (0,1–0,2 Н), что обеспечивало глубину вдавливания от трети 

до половины толщины образца. Полученные зависимости нагрузки (F) от 

глубины вдавливания (δ) были аппроксимированы моделью Герца с поправкой 

на конечную толщину образца: 

𝐹 =
4

3
𝑓(𝛿)

𝐸

1 − 𝑣2
𝛿

3
2√𝑅   (4) 
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где E – модуль Юнга, ν – коэффициент Пуассона образца (был взят равным 0,5, 

как для большинства биологических образцов), и 𝑓(𝛿) является функцией 

коррекции толщины. Подробности применения модели описаны в работе [348]. 

Были проанализированы матриксы каждого из исследуемых органов от 10 

различных животных; было выполнено от 3 до 5 измерений в разных областях 

каждого образца. 

2.10 Наноиндентирование методом атомно-силовой микроскопии  

Жёсткость отдельных волокон получаемых ДЦЛ матриксов измеряли с 

помощью метода атомно-силовой микроскопии. Эксперименты по 

наноиндентированию проводились в отделе современных биоматериалов 

Первого Московского государственного медицинского университета им. 

И.М. Сеченова с использованием атомно-силового микроскопа Bioscope Resolve 

(Bruker, Биллерика, Массачусетс, США). 

Замороженные срезы матриксов толщиной 20 мкм были получены с 

использованием ротационного криотома ThermoScientific HM525NX (Thermo 

Fisher, Уолтем, Массачусетс, США). Срезы переносили на гистологические 

предметные стекла, затем отмывали от криосреды Shandon Cryomatrix (Thermo 

Fisher, Уолтем, Массачусетс, США), в которой они находились, с помощью PBS. 

Измерения и обработка результатов проводились как описано в работе [348]. 

Измерения проводили в PBS в режиме объемного усилия с использованием 

специально модифицированных консолей SAA-HPI (Bruker, Биллерика, 

Массачусетс, США), которые имели постоянную пружины, откалиброванную 

производителем (0,186 Н/м), и радиус кривизны наконечника 3,5 мкм 

(полусфера). В режиме Force Volume был получен массив силовых кривых (карт) 

по сетке размером от 10 × 10 до 100 × 100 мкм, состоящий из точек от 20 × 20 до 

64 × 64. Было получено по 5 образцов каждого типа матрикса, из каждого из 
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которых было получено по 5 срезов. С каждого среза было получено 5-6 массивов 

силовых кривых. 

Индивидуальные кривые силы были получены со скоростью 20 мкм/с, 

глубина вдавливания составляла менее 1 мкм, таким образом, коррекция 

толщины образца не требовалась (глубина < 5% толщины). Для обработки была 

применена модель Герца в соответствии с выражением (4). Затем значения были 

усреднены между всеми силовыми кривыми карты и между всеми картами, 

чтобы получить среднее значение модуля Юнга и среднеквадратическое 

отклонение (SD) образца. 

2.11 Реометрия 

Для определения жесткости коллагенового гидрогеля дополнительно 

применяли метод реометрии. Реологические эксперименты с коллагеновыми 

гидрогелями проводили в отделе современных биоматериалов Первого 

Московского государственного медицинского университета им. И.М. Сеченова с 

использованием реометра Physica MCR 302 (Anton Paar, Грац, Австрия) в 

колебательном режиме при комнатной температуре в камере с высокой 

влажностью, как описано в работе [349]. Использовали геометрию пластина–

пластина (диаметр верхней пластины 25 мм) с зазором в 1 мм, что 

соответствовало 0,5 мл раствора для пробы.  

Для реологического анализа коллагеновый гидрогель готовили в пробирке 

объемом 2 мл путем последовательного смешивания следующих растворов в 

аналогичных пропорциях: 800 мкл коллагенового предварительного геля, 225 

мкл питательно-буферного раствора, 100 мкл DMEM и 67 мкл 0,34 М NaOH. 

Полученную смесь помещали на измерительную площадку реометра сразу после 

добавления NaOH, после чего сразу начинали измерения. 

Коллагеновый пре-гель помещали на измерительную пластину сразу после 

смешивания с 0,34 М NaOH, и измерения начинались немедленно. Были 

проведены изотермические измерения с контролируемой амплитудой 
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деформации 0,5% и частотой 1 Гц при 25°C. Испытания повторяли три раза; 

измеряли упругую составляющую – модуль накопления, G' (Па), и вязкую 

составляющую – модуль потерь, G" (Па) для определения комплексного модуля 

сдвига G (3). 

2.12 Анализ экспрессии генов методом ПЦР в реальном времени 

Для решения задачи по определению влияния культивирования в матриксе 

на уровень экспрессии ряда генов матриксных рецепторов, ферментов и 

транскрипционных факторов, был применен метод полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) в реальном времени. 

РНК выделяли из замороженных образцов рецеллюляризированных 

матриксов с помощью реагента ExtractRNA (Евроген, Россия) согласно 

инструкции производителя. Качество выделенной РНК проверяли с помощью 

спектрофотометра для микрообъёмов NanoVue Plus (GE HealthCare, США) и 

электрофореза в 1% агарозном геле (20 мин, 7 В/см). Для удаления примеси ДНК 

полученные образцы РНК обрабатывали ДНКазой DNAse I, RNAse-free (Thermo 

Scientific, США) согласно инструкции производителя. Синтез кДНК проводили с 

использованием набора реактивов MMLV RT kit (Евроген, Россия) и oligo(dT)15 

праймера (Евроген, Россия) согласно инструкции производителя. ПЦР в 

реальном времени проводили с использованием специфических праймеров 

(таблица 1) и набора qPCRmix-HS SYBR+HighROX (Евроген, Россия) согласно 

рекомендациям производителя. 

В реакционную смесь добавляли по 1 мкл кДНК (4 технические 

повторности каждой реакционной смеси и отрицательного контроля). Реакцию 

проводили в детектирующем амплификаторе The Applied Biosystems 7500/7500 

Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, США). Программа ПЦР 

включала следующие этапы: 1) горячий старт при 95°C, 10 мин; 2) денатурация 

ДНК при 95°C, 15 с; 3) отжиг праймеров, синтез ДНК и детекция 

флуоресцентного сигнала при 60°C, 1 мин. Этапы 2–3 повторяли 40 раз. Значения 
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порогового цикла (Ct) определяли с помощью программного обеспечения 7500 

Software (Applied Biosystems, США). 

 

Таблица 1.  

Праймеры исследуемых генов для ПЦР в реальном времени 

Белок Ген Код GenBank 
Длина 

продук-

та, п.н. 

Праймеры (5’–3’), сверху — 

прямой, снизу — обратный 

Транскрипционный 
фактор Snail 

SNAIL NM_005985 102 
CTATGCCGCGCTCTTTCCTC 

GCTGCTGGAAGGTAAACTCTGGAT 

Транскрипционный 

фактор Slug 
SLUG NM_003068 104 

CCCACACATTACCTTGTGTTTGC 

AGAAAAAGGCTTCTCCCCCGTG 

Матриксная 

металлопротеиназа 9 
MMP9 NM_004994 108 

CTTCCAGTACCGAGAGAAAGCC 

TCATAGGTCACGTAGCCCACT 

Рецептор Notch1 NOTCH1 NM_017617.4 108 
GGGGCCCTGAATTTCACTGT 

CCGCAGAGGGTTGTATTGGT 

Дискоидин-доменный 

рецептор 1 
DDR1 

NM_0012976

53.1 
159 

GCCACCAAGAATGCCAGGAA 

GAGGAACTGGTTGAGGTCGC 

Субъединица 

интегрина β1  
ITGB1 NM_033668 100 

GCCAAATGGGACACGCAAGA 

CACCGGCAATTTAGAGACCAGC 

Глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназа 
GAPDH NM_002046 102 

GACAGTCAGCCGCATCTTCT 

GCCCAATACGACCAAATCCGT 

Белок-гомолог 
Pumilio 1 

PUM-1 NM_014676 125 
TTCCTTCAGACCAGCAGAATGAG 

CAAAGACTGGGGCTGTACACAT 

β-Актин ACTB NM_001101.3 113 
CCTTCCTTCCTGGGCATGGAATCC 

CACCAGACAGCACTGTGTTGGCA 

 

Полученные результаты анализировали по методике ΔΔСt. Изменение 

относительной экспрессии (RQ) определяли по формуле: RQ=2–ΔΔСt [350]. В 

качестве референсных генов использовали гены глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназы (GADPH), белка-гомолога Pumilio 1 (PUM1) и бета-актина 

(ACTB), экспрессия которых по данным литературы [351,352] при переходе к 

росту в трехмерной культуре не изменяется. 
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Для построения тепловых карт и кластеризации использовали онлайн-

программу SRplot [353], доступную по ссылке: 

https://www.bioinformatics.com.cn/plot_basic_cluster_heatmap_plot_024_en. 

2.13 Статистическая обработка данных  

Анализ данных проводили с использованием программы GraphPad Prism (v. 

10.2.1). Использованы методы параметрической статистики (дисперсионный 

анализ ANOVA, методы множественных сравнений, корреляционный анализ). 

Нормальность распределения данных проверяли по критерию Колмогорова-

Смирнова.  

Для анализа экспрессии генов в клетках, растущих в разных матриксах, 

использовали кластерный анализ, который был выполнен с помощью программы 

SRPlot (алгоритм кластеризации — метод полной связи; мера расстояния — 

эвклидово расстояние). 

https://www.bioinformatics.com.cn/plot_basic_cluster_heatmap_plot_024_en
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1 Получение децеллюляризированных матриксов мышиных органов 

Для получения децеллюляризированных матриксов нами были выбраны 

органы мыши. Мышиные модели являются общепризнанным стандартом в 

экспериментальной онкологии, что делает использование их матриксов более 

актуальным при сравнении с другими моделями in vitro и позволяет сопоставлять 

полученные данные с результатами исследований на животных-

опухоленосителях. Известно несколько протоколов, протестированных на 

мышиных тканях. Однако почти все доступные протоколы адаптированы для 

децеллюляризации только 1-2 органов [320,327], что снижает итоговый выход 

матриксов от одного животного, а также уменьшает выбор объектов для 

тестирования. В связи с этим нами были проверены возможности адаптации 

протокола децеллюляризации для получения матриксов разных органов. Выбор 

органов для децеллюляризации (легкие, печень, почки, селезенка и яичники) был 

обусловлен их принципиально разными структурными и механическими 

свойствами. В качестве органа сравнения нами была выбрана кожа, радикально 

отличающаяся от внутренних органов. 

Нами была проверена эффективность опубликованной в литературе 

методики, основанной на использовании одного поверхностно-активного 

вещества, анионного детергента дезоксихолата натрия (SDS), а именно его 

раствора (протокол 1). Важными преимуществами методики являются простота 

и скорость. В литературе описана возможность применения этой методики для 

получения ДЦЛ матриксов роговицы, поперечно-полосатой мускулатуры, 

печени и ряда других тканей и органов животных, что позволило нам 

предположить его эффективность для децеллюляризации органов мыши 

[319,354,355]. Метод с использованием 1% SDS позволил получить матриксы 

большинства взятых для исследования органов мыши. Полученные матриксы 

были оптически прозрачны, что свидетельствуюет об удалении клеток из ткани. 
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Однако при морфологическом анализе характерная органная структура в 

большей части матриксов была неопределима. При этом лёгкие и печень были в 

наибольшей степени подвержены разрушению при процедуре 

децеллюляризации; матриксы этих органов практически полностью перешли в 

гелеобразную форму. Более сохранившими целостность органами являлись 

селезёнка, яичники и почки. В связи с высокой степенью нарушения макро- и 

микроскопической целостности матриксов, было принято решение 

оптимизировать методику децеллюляризации. 

На основе анализа литературы и собственных данных было предложено три 

протокола, предполагающих более мягкую децеллюляризацию. Основными 

критериями успеха протокола были приняты высокий уровень элиминации 

клеточного компонента и сохранение большинства первичных гистологических 

структур органа. Детали протоколов подробно описаны в разделе 2.2. Первый из 

оригинальных протоколов (протокол 2 в разделе 2.2) заключался в чередовании 

растворов неионного детергента тритона X-100 и SDS. Первым этапом протокола 

является часовая инкубация в 0,5% растворе тритона X-100, которая позволяет 

быстро разрушить мембраны клеток поверхностного слоя и предотвращает 

возможную активацию некроза, предотвращая высвобождение в ткань 

гидролизующих ферментов. Следующим этапом является инкубация в 1% SDS, 

что позволяет нейтрализовать остатки заряженных молекул, снижая адгезию 

клеток к матриксу, и обеспечивает дальнейшее разрушение мембран. Далее 

концентрации растворов снижали до 0.5%, что должно было позволить провести 

более мягкое разрушение мембран клеток, находящихся в глубине ткани, без 

разрушения белков матрикса. Время протокола также было снижено с 72 часов 

(протокол 1) до 51 часа, что снижало время взаимодействия матрикса с 

детергентами.  

Поскольку одним из общепринятых стандартов чистоты получаемых 

матриксов является минимальное количество остаточной ДНК, одним из 



74 

вариантов опробованных методик стал протокол с использованием нуклеаз 

(протокол 3). На первом этапе ткани инкубировали в Tris-HCl-0,1EDTA, что 

позволяло, с одной стороны, обеспечить достаточную ионную силу раствора для 

предотвращения денатурации белков матрикса, а с другой стороны, связать 

двухвалентные ионы, чтобы снизить адгезию клеток. Далее матриксы 

инкубировали 48 часов в 3% растворе тритона Х-100. Несмотря на достаточно 

высокую концентрацию детергента, в литературе имеются данные о том, что его 

воздействие на матрикс минимальное [356]. Финальный этап протокола 

заключался в инкубации органов в растворе РНКазы А и ДНКазы 1, что 

позволяло избавится от остатков нуклеиновых кислот. Общее время протокола 

составляло 96 часов. 

В поисках оптимального соотношения между степенью элиминации клеток 

и влиянием на состав и структуру матрикса нами был также опробован протокол, 

заключающийся в использовании раствора трипсина и его ингибитора 

апротинина (протокол 4). На первой стадии протокола органы инкубировали в 

1% растворе тритона Х-100, способного, как описывалось выше, к мягкой 

солюбилизации мембран клеток плотного поверхностного слоя. Далее, 

производили инкубация в дистиллированной воде для создания осмотического 

шока и разрушения клеточных структур. На следующем этапе органы 

инкубировали в растворе трипсина-Версена, что снижало адгезию клеток к 

матриксу в глубоких слоях за счёт связывания двухвалентных ионов ЭДТА, 

входящей в состав раствора Версена, с одновременным набуханием 

коллагеновых волокон под воздействием трипсина и потерей контакта между 

коллагеном и клетками. Для предотвращения необратимой денатурации 

коллагена на следующем этапе органы инкубировали в растворе апротинина. Для 

завершения децеллюляризации органы последовательно инкубировали в 0,5% 

растворах SDS и тритона Х-100 для финальной солюбилизации мембран 

прикреплённых клеток. Общее время протокола составило 41 час. 
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Внешний вид органных матриксов, полученных с использованием трех 

оптимизированных протоколов, демонстрировал бóльшую степень сохранности 

структуры по сравнению с протоколом 1. При этом матриксы, полученные 

методом с использованием нуклеаз (протокол 3) отличались более высокой 

визуальной целостностью и оптической прозрачностью, в то время как у 

матриксов, полученных методом с использованием трипсина (протокол 4) нами 

были отмечены большая плотность и непрозрачность.  

С помощью гистоморфологического анализа (рис. 7) было установлено, что 

разработанные протоколы оказывают разное влияние на структуру получаемых 

матриксов и в разной степени подходят для конкретных органов. Так, метод на 

основе комбинации SDS и тритона Х-100 (протокол 2) хорошо элиминировал 

клетки из всех представленных образцов, однако достаточно сильно повреждал 

микроструктуру матрикса, а также приводил к набуханию коллагеновых волокон. 

В случае метода с использованием нуклеаз (протокол 3) высокий уровень 

очистки от клеточного компонента был показан только для лёгких, в то время как 

в толще большинства анализируемых матриксов оставалось большое количество 

клеток. Метод с использованием трипсина (протокол 4) хорошо 

децеллюляризировал почки, но при этом отмечалось значительное набухание 

коллагеновых волокон в остальных органах. По результатам этого этапа работы 

было сделано заключение, что предложенные протоколы 2-4 существенно 

улучшили качество получаемых матриксов, однако результаты нельзя было 

признать «идеальными». 
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Рис. 7. Гистоморфологический анализ ДЦЛ матриксов различных органов 

мыши, полученных разработанными методами. Детали протоколов 2-4 описаны 

в тексте и в разделе 2.2. Размер линейки 100 мкм 

 

Чтобы преодолеть проблему баланса структурной целостности и отсутствия 

клеток в получаемых матриксах, мы разработали ещё один метод 

децеллюляризации, основанный тритоне X-100, SDS и анионном детергенте 

дезоксихолате натрия (SDC) (протокол 5). На первых этапах децеллюляризации 

мы последовательно выдерживали органы по 1 часу в 0,5% растворе тритона Х-

100 и 0,5% растворе SDS для начала солюбилизации мембран. На следующем 

этапе мы инкубировали матриксы в 1% SDC в течение часа. По данным 
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литературы этот детергент обладает высокой способностью растворять 

мембраны и извлекать мембранные белки, не влияя на белки матрикса [357]. 

Заключительной стадией децеллюляризации является 24-часовая инкубация в 

0,075% SDS, которая завершает разрушение мембран. Одним из широко 

известных недостатков при использовании SDS в высоких концентрациях 

является разрушение коллагеновых волокон [319]. В предлагаемом нами 

протоколе воздействие относительно высокой концентрации (0,5%) этого 

детергента является кратковременным, что позволяет быстро разрушить 

мембраны, за которым следует длительное воздействие низкой концентрации 

SDS (0,075%).  

По результатам проведенных экспериментов использование протокола 5 

обеспечило получение матриксов с наибольшей сохранностью макро- и 

микроструктуры. Макроскопическая целостность получаемых ДЦЛ матриксов 

по сравнению с нативными органами представлена на рисунке 8. Для 

демонстрации универсальности протокола в качестве органа сравнения 

использована кожа, радикально отличающаяся по своим характеристикам от 

внутренних органов. Детальное исследование микроструктурных характеристик 

получаемых матриксов изложено в следующем разделе (3.2). 

 

Рис. 8. Сравнение внешнего вида исходных органов и соответствующих 

ДЦЛ матриксов. Размер линейки 1 см 
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Одним из общепринятых критериев успешности децеллюляризации и 

чистоты полученных матриксов является низкая концентрация остаточной ДНК 

[22]. Нами был проведёно сравнение концентрации ДНК в нативных и 

децеллюляризированных тканях. Если в исходных органах содержание ДНК 

составляло 1-2,5 мг/г сырого веса, то после процедуры децеллюляризации эти 

значения снизились на три порядка и не превышали 2,2 мкг/г. Таким образом, в 

матриксах всех исследованных органов общая концентрация ДНК снизилась 

более чем на 99% (табл. 2), что свидетельствует об успешной децеллюляризации.  

Таблица 2.  

Содержание ДНК в нативных и децеллюляризованных тканях мышиных 

органов 

 

Общее содержание ДНК 

Нативная ткань, 

мкг/г сырого веса 

ткани 

ДЦЛ ткань, мкг/г 

сырого веса 

ткани 

ДЦЛ ткань, % от 

нативной 

Печень 1032±11 0,63±0,28 0,06 

Лёгкие 1955±29 0,90±0,12 0,05 

Селезёнка 2337±30 2,12±0,14 0,09 

Почка 1286±45 1,03±0,32 0,08 

Яичник 1757±63 1,22±0,26 0,07 

 

По результатам этого этапа работы нами была предложена методика, 

позволяющая эффективно децеллюляризировать большой спектр различных 

органов мыши с сохранением макроскопической целостности и высокой 

элиминацией клеточного компонента.  
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3.2 Структурные и биомеханические свойства бесклеточных огранных 

матриксов 

3.2.1 Гистоморфологический анализ ДЦЛ матриксов 

Для анализа сохранности структурной целостности ДЦЛ матриксов органов 

с принципиально разными структурными свойствами мы проанализировали 

гистологические срезы исходных нативных тканей и полученных из них ДЦЛ 

матриксов (рис. 9). Полученные нами по разработанному протоколу матриксы 

как безкапсульных, так и капсульных органов характеризовались значительным 

уровнем сохранности архитектоники и отсутствием клеток. Все 

проанализированные органные матриксы представляли собой сложную 

гетерогенную волокнистую структуру с сохранением основных специфических 

гистологических структур. Клеточные компоненты при стандартной окраске 

гематоксилином-эозином обнаружены не были. 

Печень. Децеллюляризация печени привела к получению образцов высокого 

качества с хорошей визуализацией пор в местах расположения клеток. 

Подтверждена сохранность структуры портальной зоны, долек и печеночных 

протоков. 

Легкое. В децеллюляризованном легком мы наблюдали умеренное 

набухание коллагеновых волокон и отсутствие клеточного компонента. 

Типичные структуры легких, такие как альвеолы, бронхиолы и питающие 

сосуды, были узнаваемы, и их структура хорошо сохранилась. 

Селезенка. После децеллюляризации матрикс селезенки был представлен 

сетью волокон, в которой были различимы плотные участки на месте белой 

пульпы и рыхлые участки на месте красной пульпы. В белой пульпе были видны 

трабекулы с центральными артериями. Клеточные компоненты не обнаружены. 

Почка. В децеллюляризованном матриксе почек нами был обнаружен 

полный пул нативных структур, таких как почечные тельца, нефроны и крупные 

кровеносные сосуды. Капсула органа была плотной и неповрежденной. На месте 
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клеток были видны оптически пустые округлые структуры. 

Яичник. Полученный матрикс яичника представлял собой гетерогенную сеть 

волокон с неравномерной плотностью. После децеллюляризации на месте части 

фолликулов были отмечены пустоты, а на месте других отсутствовали клетки 

фолликулярного эпителия. Клеток в образце обнаружено не было.  

 

Рис. 9. Гистоморфологический и СЭМ-анализ децеллюляризованных 

матриксов, полученных из безкапсульных (А) и капсульных органов (Б). 

Показаны репрезентативные изображения из серии от 20 до 50 образцов. Для 

гистологического анализа использовано окрашивание гематоксилин–эозином. 

Два различных увеличения для СЭМ-изображений приведены в (A, Б) для 

визуализации степени целостности матрикса и морфологии волокон. Для 

капсульных органов (Б) были получены СЭМ-изображения для различных частей 

органа для демонстрации вариабельности структуры 
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Согласно полученным результатам, матриксы всех органов 

продемонстрировали высокое качество архитектоники и высокий уровень 

чистоты от резидентных клеток. Однако следует обратить внимание, что 

предлагаемый протокол адаптирован для образцов размером не более 50 мм3, в 

противном случае в толще матрикса могут быть обнаружены остаточные клетки. 

Для оценки структурных особенностей матриксов разных органов мы 

проанализировали распределение пор по размерам на основании полученной 

серии гистологических изображений (рис. 10А). Количественный анализ 

площади пор показал, что в легких, печени и почках преобладают поры 

площадью 200-400 мкм2, в то время как для селезенки и яичников характерны 

поры площадью менее 200 мкм2. Самая большая средняя площадь пор была 

обнаружена в легких (20,8 мкм2), тогда как наименьшая – в селезёнке (7,2 мкм2). 

Печень, почки и яичник характеризуются средним размером пор 16,4 мкм2, 19,8 

мкм2 и 9,11 мкм2 соответственно. 

Таким образом, гистологический анализ подтвердил эффективное удаление 

клеточного компонента и сохранение нативной трехмерной организации 

структуры матрикса для всех органов, проанализированных в работе. 

3.2.2 Анализ микроструктуры ДЦЛ матриксов методом сканирующей 

электронной микроскопии 

Для более детального изучения структуры матриксов мы использовали 

сканирующую электронную микроскопию. Анализ микроструктуры подтвердил 

высокую степень очистки всех матриксов от клеточного компонента. При этом 

показаны тканеспецифичные особенности структуры в отношении размера пор, 

а также ориентации и толщины волокон (рис. 9, 10Б, 10В).  

Матрикс печени представлял собой однородную структуру с высокой 

пористостью трехмерного волокнистого каркаса со средним диаметром волокон  

около 1,6 мкм и средней площадью пор 133 мкм2. Площадь пор в матриксе 

легкого была значительно больше (~240 мкм2) при среднем диаметре волокон 
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1,13 мкм. Матрикс селезенки, напротив, имел более плотную структуру и обладал 

наибольшей компактизацией волокон, а площадь пор составила ~78 мкм2.  

 

Рис. 10. Микроструктурные характеристики децеллюляризованных 

матриксов. (А) Распределение площади пор в матриксах различных органов по 

результатам анализа гистологических изображений (n = 20-50). (Б) Среднее 

значение площади пор в матриксах различных органов, рассчитанное по СЭМ 

изображениям (n = 20-50). (В) Диаметр фибрилл в матриксах различных органов, 

измеренный с помощью СЭМ (n = 20-50). Для почки на Б, В, приведены данные 

по структуре паренхимы органа, для яичника приведены данные по капсуле 

органа из-за технических ограничений методики.  a, b, c – группы по результатам 

ANOVA (p < 0,05)  

 

Почка и яичник окружены соединительнотканной капсулой, что привело к 

необходимости анализа этих структур по отдельности. Капсула и паренхима 

матрикса почки значительно отличались по микроструктуре (рис. 9Б). Фиброзная 

капсула почки представляла собой плотную структуру с равномерно 

распределенными отверстиями, толщину капсулы можно было оценить как ~10 

мкм. В то же время паренхима почки представляла собой высокопористую сеть 

коллагеновых волокон толщиной около 1,31 мкм и средней площадью пор 90 

мкм2 (рис. 10Б, В). Поверхность соединительнотканной капсулы яичника была 

рельефной (рис. 9Б), и при большем увеличении был виден матрикс 

поверхностного эпителия с толщиной фибрилл ~0,73 мкм и площадью пор ~1,5 

мкм2 (рис. 10Б, В). Проанализировать внутреннюю структуру матрикса яичника 

не удалось из-за технических особенностей пробоподготовки. Следует отметить, 
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что свойства капсул почек и яичников были разными. Капсула яичников была 

сильно фибриллярной и плотной с большим количеством мелких пор, в то время 

как в капсуле почек поры были меньше, а их диаметр больше.  

Важно отметить, что оба использованных подхода, анализ гистологических 

и СЭМ изображений, показали сопоставимые результаты при оценке размера 

пор. Таким образом, ДЦЛ матриксы разных органов мыши различаются по 

размеру пор, а также толщине волокон, что делает каждый орган уникальным с 

точки зрения возможностей взаимодействия клетки и матрикса. 

3.2.3 Общая жёсткость трехмерной структуры ДЦЛ матриксов 

Для определения макромасштабных биомеханических свойств ДЦЛ 

матриксов был применён метод макроиндентации. Макроиндентация позволяет 

оценить свойства тканей и органов с учетом их совокупных свойств, включая 

наличие плотной капсулы, индивидуальные свойства и трёхмерное 

расположение волокон, плотность волокон, пористость ткани. Изначально в 

биомеханике этот метод использовался для определения жесткости костной 

ткани, однако в настоящее время он адаптирован для измерения как жестких, так 

и мягких тканей [358,359]. В литературе представлены данные по измерению 

ДЦЛ матриксов различными методами [360-362], однако испоьзованный нами 

метод не применялся.  

По результатам проведенных измерений снижение модуля Юнга 

наблюдалось в серии селезенка > почка > печень > яичник > легкое с 

измеренными значениями около 40 кПа, 22 кПа, 20 кПа, 19 кПа и 17 кПа 

соответственно (рис. 11).  

Существенные отличия между разными органами могут быть объяснены их 

структурными особенностями, например, такими как фибриллярная капсула в 

случае яичника и почки или высокая плотность и параллельная упаковка волокон 

в случае селезенки. Из-за отсутствия информации о жесткости матриксов, 

измеренных с помощью этого метода, мы сравнили полученные результаты с 
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опубликованными для нативных тканей. Было установлено, что измеренные 

значения жесткости матриксов хорошо согласуются со значениями жесткости 

интактных органов человека: селезенка ~20 кПа, почки ~10 кПа, легкие ~12 кПа, 

печень ~9 кПа [363].  

 

Рис. 11. Жёсткостные характеристики децеллюляризированных 

матриксов, измеренные методом макроиндентирования. a, b, c – группы по 

результатам ANOVA (p < 0,05) 

 

Следует отметить, что, несмотря на очевидную взаимосвязь между общей 

жесткостью трехмерной структуры ткани и размером пор, между этими 

параметрами не было обнаружено значимой корреляции (рис. 12), что 

подтверждает роль других структурных особенностей в данном 

биомеханическом параметре. Возможные факторы, определяющие жёсткость 

сложной по структуре биоткани, подробно обсуждены в разделе 1.2.3.  
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Рис. 12. Анализ корреляции между общей жёсткостью матрикса и площадью 

пор (n = 20-30).  

 

3.2.4 Локальная жесткость волокон ДЦЛ матриксов  

Рецепция компонентов матрикса клетками обусловлена взаимодействием 

клеточных рецепторов с индивидуальными волокнами матрикса. В связи с этим 

мы предположили, что именно особенности волокон могут оказаться важным 

фактором, определяющим поведение клеток. 

 Механические свойства матриксов на уровне индивидуальных волокон 

были измерены путем наноиндентирования методом атомно-силовой 

микроскопии. Этот метод широко используется для исследования мягких 

биологических образцов. Ранее опубликованные результаты сообщают о 

значениях жесткости ВКМ, полученных при использовании этого подхода, в 

диапазоне от 2 до 150 кПа [98,364].  

Нами был показан относительно большой разброс значений жёсткости 

волокон между разными органами (рис. 13). Волокна матриксов легкого и 

селезенки были относительно «мягкими» (2,9 кПа и 3,6 кПа соответственно), в то 

время как волокна матрикса яичников и печени имели самые высокие значения 

модуля Юнга (6,5 кПа и 6,1 кПа). Значения модуля Юнга для волокон матрикса 

почки были промежуточными, 5,6 кПа. Высокая вариативность значений 

жесткости волокон ВКМ в разных тканях также наблюдалась в предыдущих 
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исследованиях [309,310] и может отражать особенности химизма и 

супрамолекулярной организации волокон. 

 

Рис. 13. Жёсткостные характеристики децеллюляризированных 

матриксов, измеренные методом наноиндентирования. a, b, c – группы по 

результатам ANOVA (p < 0,05) 

 

  

Стоит отметить существенные отличия в значениях жёсткости, полученных 

при макро- и наноиндентировании. В связи с тем, что архитектура природных 

тканей достаточно комплексна, жёсткость биологической ткани не может быть 

определена исходя из жёсткости отдельных её компонентов. Жесткость 

внеклеточного матрикса, как и ткани в целом, является результатом 

комбинированного влияния химического состава, степени сшивания волокон, 

плотности их укладки, а также трёхмерного геометрического 

взаиморасположения. Более подробное описание данных закономерностей 

представлено в главе 1.2. 
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3.3 Рост клеток рака молочной железы при репопуляции органных 

матриксов с разными структурными и биомеханическими свойствами 

3.3.1 Скорость роста культур опухолевых клеток в органных матриксах  

Нами была проведена репопуляция полученных органных матриксов 

клетками двух линий аденокарциномы молочной железы человека, MDA-MB-

231 и SKBR-3. Выбор этих линий клеток был обусловлен различием в их степени 

дифференцировки и инвазивном потенциале. Линия MDA-MB-231 относится к 

трижды негативному типу рака молочной железы, характеризующемуся 

чрезвычайно низкой степенью дифференцировки, мезенхимальным фенотипом, 

высоким инвазивным потенциалом и высокой пролиферативной активностью. 

Линия SKBR-3, в свою очередь, представляет собой 

высокодифференцированный рак, морфологически мало отличающийся от 

плоского эпителия, с низкой скоростью роста и низким инвазивным потенциалом 

[365,366]. Полученные ДЦЛ матриксы заселяли путем инъекции клеток и 

культивировали в течение 7 дней, после чего готовили гистологические 

препараты и анализировали. Рецеллюляризованные матриксы анализировали по 

следующим параметрам: количество клеток, особенности заселения разных 

структур матрикса, морфотип клеток, пролиферативная активность и ядерно-

цитоплазматическое соотношение (рис. 14, 15). 

Печень. При рецеллюляризации матрикса печени в паренхиме были 

обнаружены клетки обеих линий, формирующие кластеры. В случае клеток 

MDA-MB-231 степень репопуляции была относительно низкой, 

пролиферативная активность выражена слабо, некоторые клетки изменяли 

морфотип с выраженного мезенхимального на псевдоэпителиальный (рис. 14). 

Клетки линии SKBR-3 были обнаружены в матриксах печени в единичном 

количестве, при этом они сохраняли типичную для клеток этой линии 

эпителиальную морфологию. 
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Рис. 14. Гистоморфологический анализ рецеллюляризованных матриксов. 

Для гистологического анализа использовали окрашивание гематоксилин-

эозином. Размер линейки 50 мкм 
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Рис. 15.  Количественная оценка заселённости матриксов по результатам 

гистоморфологического анализа приведена на (А). Ядерно-цитоплазматическое 

соотношение приведено в (Б). a, b – группы по результатам ANOVA (p < 0,05) 

 

Легкие. Репопуляция матрикса легкого клетками MDA-MB-231 была 

существенно более выражена (рис. 14). Клетки были обнаружены по всему 

пространству матрикса, прикрепляясь как к волокнам дыхательного отдела, так 

и к остаткам сосудистого русла, и образуя вытянутые тяжи. Форма клеток была 

фибробластоподобной, а морфотип преимущественно мезенхимальный. Было 

обнаружено большое количество активно пролиферирующих клеток, по всей 

видимости, мигрирующих в направлении альвеол. Напротив, клетки линии 

SKBR-3 образовывали большие скопления, похожие на карциноиды, форма 

клеток была неправильной, ближе к полигональной, а цитоплазматическая часть 

была в два раза больше ядерной. 

Селезенка. После заселения матрикса селезенки клетками MDA-MB-231 они 

были обнаружены по внутреннему периметру капсулы с единичной локальной 

миграцией в центральную часть органа (рис. 14). Клетки образовывали рыхлые 

скопления, а пролиферативная активность была низкой. В некоторых случаях 

были обнаружены только ядра, что указывало на гибель клеток. Клетки SKBR-3 

были обнаружены во множественных скоплениях, разбросанных по всей 

паренхиме, клетки демонстрировали редкие признаки пролиферации, а форма 
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была неправильной, ближе к полигональной. 

Почка. Репопуляция матриксов почки клетками MDA-MB-231 была средней 

степени выраженности (рис. 14). Клетки образовывали плотный слой под 

поверхностью капсулы с длинными нитями глубоко в корковом веществе. В 

случае клеток SKBR-3 можно было отметить образование псевдоэпителиальных 

скоплений, расположенных в корковом веществе, количество клеток было 

небольшим, а пролиферативная активность низкой. 

Яичник. После рецеллюляризации матрикса яичника клетки MDA-MB-231 

были рассеяны по всей толщине органа, морфологически умеренно 

мезенхимальные; были обнаружены признаки пролиферации (рис. 14). В случае 

клеток SKBR-3 были обнаружены только остатки ядер и апоптотические тельца, 

что указывает на очень низкую эффективность заселения матрикса для этой 

линии. 

Кроме анализа количества клеток в матриксах через 7 дней культивирования 

(рис. 15А), мы рассчитали ядерно–цитоплазматическое соотношение (N/C) для 

каждой клеточной линии. Для клеток MDA-MB-231 оно составило 0,4-0,5, а для 

SKBR-3 – 0,2-0,3 (рис. 15Б). Каких-либо достоверных изменений в соотношении 

N/C для клеток одной и той же линии, культивируемых в разных матриксах, 

обнаружено не было. В то же время, была показана существенная разница между 

линиями MDA-MB-231 и SKBR-3. Более высокое соотношение N/C было 

характерно для клеток MDA-MB-231, что хорошо согласуется с их более высокой 

пролиферативной активностью и агрессивностью по сравнению с клетками 

SKBR-3. 

3.3.2 Рост клеток рака молочной железы в коллагеновом гидрогеле  

Одним из важнейших факторов, который влияет на рост опухолевых клеток в 

матриксах, является присутствие коллагена I типа, являющегося лигандом для 

целого ряда рецепторов на поверхности клетки (подробные сведения приведены 

в разделе 1.3). Гидрогель на основе коллагена является распространённой 
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основой для создания 3D моделей опухолевого роста in vitro. Чтобы оценить 

сопоставимость результатов, полученных на ДЦЛ матриксах и на простой модели 

роста в коллагеновом гидрогеле, мы провели эксперименты с заселением 

гидрогеля клетками исследуемых линий, а также проанализировали его 

биомеханические свойства. При этом была выбрана концентрация коллагена, 

широко используемая в экспериментах с клеточными культурами [309,347].  

Коллагеновый матрикс был представлен сетью слабо базофильных волокон, 

которые не имели четкой упорядоченности (рис. 16 А,Б). В некоторых местах 

можно было отметить уплотнение волокон. Через неделю культивирования в 

гидрогеле количество делящихся клеток линии MDA-MB-231 было относительно 

низким, размеры клеток были уменьшены по сравнению с клетками в ДЦЛ 

матриксах, форма клеток была выраженно фибробластоподобной (рис. 16В). 

Клетки линии SKBR-3 были обнаружены в единичном количестве, форма была 

изменена с многоугольной на округлую, скоплений клеток обнаружено не было 

(рис. 16Г).  

Для оценки жёсткости коллагенового гидрогеля был использован метод 

макроиндентирования. Однако поскольку значения, полученные для гидрогеля 

(~0,36 кПа), были близки к границе диапазона чувствительности прибора, мы 

провели дополнительные измерения механических свойств коллагенового 

гидрогеля методом реологии сдвига, в результате чего было получено значение 

жёсткости 360 ± 190 Па (рис. 16Д). Таким образом, жесткость коллагенового 

гидрогеля по крайней мере на порядок ниже таковой ДЦЛ матриксов. Очевидно, 

что, несмотря на то, что коллагеновый гидрогель обладает химическими 

характеристиками, сходными с ВКМ, он не обладает такими же структурными и 

биомеханическими особенностями, что делает эту модель менее актуальной для 

исследований, направленных на изучение межклеточных взаимодействий и 

взаимодействий клеток с матриксом. 



92 

 

Рис. 16. Анализ свойств коллагенового гидрогеля как искусственного 

матрикса для культивирования опухолевых клеток. А – гистоморфологический 

анализ гидрогеля с окраской гематоксилин-эозином. Б – СЭМ изображение. В, Г 

– рецеллюляризация гидрогеля клетками линии MDA-MB-231 и SKBR-3. Д – 

Реологическое исследование параметров жёсткости коллагенового гидрогеля (G` 

- модуль накопления, G`` - модуль потерь) 

 

3.3.3 Анализ связи между структурными и биомеханическими 

свойствами матрикса и особенностями роста клеток  

Проведённый нами анализ позволяет утверждать, что эффективность 

заселения клетками матриксов сильно зависит от клеточной линии и, 

предположительно, от фенотипа клеток. В то же время следует отметить, что 

влияние свойств матрикса на рост клеток наблюдается не только между 

клеточными линиями, но и внутри каждой из линий. Чтобы определить, какая из 

характеристик матрикса может оказывать наибольшее влияние на рост клеток, 

были объединены данные по структурным и биомеханическим параметрам 
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матриксов, а также по морфологии и степени репопуляции матриксов клетками 

MDA-MB-231 и SKBR-3 (таблица 3) и проведен корреляционный анализ. 

Была выявлена сильная отрицательная корреляция (r = -0,97, p<0,05) между 

общей жесткостью матрикса и степенью репопуляции клетками MDA-MB-231 

(рис. 17). Также была показана выраженная положительная тенденция связи (r = 

0,84, p<0,1) между площадью пор и репопуляцией матриксов этими клетками. В 

то же время степень репопуляции клетками SKBR-3 достоверно коррелирует (r = 

-0,94, p<0,05) с локальной жесткостью. Связи между заселением клетками MDA-

MB-231 и локальной жесткостью, или между заселением клетками SKBR-3 и 

общей жесткостью матрикса или размером пор обнаружено не было. Также ни 

для одной из линий не было показано связи между заселением матриксов 

клетками и диаметром волокон. 

Таблица 3.  

Основные характеристики децеллюляризованных тканей и клеточных 

популяций в различных матриксах 
 

 Печень Лёгкие Селезёнка Почки Яичник 

Плотность матриксных 

волокон 
Средняя Низкая Высокая Средняя Высокая 

Площадь пор*, мкм2 133±15 240±32 78±7 90±7 1,8±0,1 

Диаметр фибрилл, мкм 1,6±0,1 1,1±0,2 1,0±0,2 1,3±0,2 0,7±0,2 

Локальная жёсткость 

матрикса (наноиндентация), 

кПа 

6,15±1,1 2,8±0,2 3,6±0,4 5,6±0,5 6,4±1,3 

Общая жёсткость матрикса 
(макроиндентация), кПа 

18±1,2 13±0,6 37±1,5 25,4±1 15,7±2,9 

Степень 

репопуляци

и 

MDA-MB-231 Средняя Высокая Средняя Средняя Высокая 

SKBR-3 
Единичные 

клетки 
Низкая Низкая Низкая 

Единичные 

клетки 

Клеточная 

морфология 

MDA-MB-231 Мез./Эп.** Мез. Мез. Мез. Мез. 

SKBR-3 Эп. Эп. Эп. Эп. Эп. 

* По данным гистоморфологического анализа 
** Мез. – мезенхимальная клеточная морфология, Эп. – эпителиальная клеточная морфология 

 



94 

 

Рис. 17. Анализ корреляции между свойствами матрикса и ростом клеток 

аденокарциномы молочной железы (n = 20-30). (А) Зависимость количества 

клеток линии MDA-MB-231 от площади пор матрикса. (Б) Зависимость 

количества клеток линии MDA-MB-231 от общей жёсткости матрикса. (C) 

Зависимость количества клеток линии SKBR-3 от локальной жёсткости матрикса. 

Пунктирные линии указывают 95%-ый доверительный интервал для тренда 

линейной регрессии. Для всех сравнений указан коэффициент корреляции 

Пирсона (r) с уровнем значимости (p) 

 

Таким образом, можно утверждать, что структурно-механические 

параметры матрикса действительно оказывают влияние на рост клеток рака 

молочной железы. В зависимости от особенностей фенотипа и пролиферативной 

активности клеток определяющее влияние, по-видимому, могут оказывать 

разные индивидуальные параметры.  

 

3.4 Особенности фенотипа клеток рака молочной железы при росте в 

органных матриксах 

3.4.1 Тканеспецифичное изменение экспрессии генов  

Анализ роста опухолевых клеток MDA-MB-231 в ДЦЛ матриксах различных 

органов показал, что пролиферация клеток и их способность заселять разные 

структуры матрикса (инвазия) тканеспецифична. На основании анализа данных 

литературы мы предположили, что изменение пролиферативного и инвазивного 

потенциала может быть связана с проявлением фенотипической пластичности 

оупхолевых клеток (подробно данный вопрос рассмотрен в разделе 1.5). Для 

проверки данного предположения был проведен сравнительный анализ 
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экспрессия ряда генов в клетках, выращенных в монослойной культуре и в 

матриксах разных органов. Для исследования были выбраны следующие гены: 

● гены основных рецепторов, отвечающих за взаимодействие клетки с 

матриксом, — ITGB1 (субъединица интегрина β1) и DDR1 (дискоидин-доменный 

рецептор 1); 

● ген NOTCH1, кодирующий одноименный рецептор — один из основных 

участников передачи механических сигналов в клетке, регулирующий ключевые 

триггеры клеточного развития во многих биологических процессах, таких как 

пролиферация, дифференцировка, поддержание гомеостаза; 

● ген MMP9, кодирующий основной фермент, отвечающий за ремоделирование 

матрикса клетками — матриксную металлопротеиназу 9; 

● гены транскрипционных факторов Snail и Slug — важных регуляторов 

эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП). 

По результатам анализа было показано, что через 7 сут культивирования 

клеток MDA-MB-231 в ДЦЛ матриксах разных органов уровень экспрессии генов 

DDR1, SNAIL и NOTCH1 по сравнению с монослойной культурой достоверно 

увеличивался. Уровень экспрессии генов ITGB1, SLUG и MMP9 при этом 

достоверно не изменялся (рис. 18). 

Наибольшие изменения были зарегистрированы для гена DDR1. В матриксах 

печени, лёгкого и почки увеличение экспрессии по сравнению с монослоем 

составляло около 10 раз, в матриксе селезенки — около 15 раз, в матриксе 

яичника экспрессия DDR1 в 20 раз превышала таковую в клетах монослойной 

культуры. Полученные данные согласуются с ранее опубликованными 

результатами, в частности, с работой [367], в которой показано увеличение 

уровня экспрессии DDR1 при культивировании клеток колоректального рака в 

трёхмерном коллагеновом матриксе. Показано также, что разные условия 3D 

среды влияют на уровень экспрессии данного гена [182]. 



96 

 
Рис. 18. Относительный уровень экспрессии генов DDR1 (A), ITGB1 (Б), 

NOTCH1 (В), MMP9 (Г) SNAIL (Д) и SLUG (Е), в клетках линии MDA-MB-231 в 

монослойной культуре и через 7 сут культивирования в ДЦЛ матриксах разных 

органов. a, b, c – группы по результатам ANOVA (p < 0,05) 

 

Наибольшее отличие экспрессии DDR-1 от монослоя показано в матриксах 

(яичник, селезенка), в которых размер пор по данным гистологического и СЭМ 

анализов является наименьшим. Можно предположить, что вынужденное 

взаимодействие клеток с коллагеновыми волокнами матрикса приводит к 
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активации дискоидин-опосредованного взаимодействия клеток с матриксом и 

запуску синтеза данных рецепторов [368].  

Стоит отметить, что уровень экспрессии гена ITGB1, кодирующего одну из 

субъединиц другого рецептора коллагена — интегрина, не изменялся (рис. 18, Б). 

Это может быть обусловлено особенностями используемой линии клеток, 

поскольку ранее было показано, что при переходе к 3D-условиям 

культивирования уровень экспрессии интегрина в клетках MDA-MB-231 либо не 

меняется, либо снижается [369]. 

Уровень экспрессии гена NOTCH1 при культивировании в матриксах всех 

органов также достоверно увеличивался по сравнению с монослойной культурой 

(рис. 18, В). Было показано, что в большинстве органов (печень, лёгкие, селезёнка 

и почки), уровень экспрессии вырастает в 3–5 раз, а в матриксе яичников — в 13 

раз. Аналогичное увеличение экспрессии NOTCH1 при переходе от 2D к 3D 

культивированию было показано для клеток широкого спектра опухолевых 

линий [370]. Скорее всего, такое изменение экспрессии может являться 

результатом увеличения количества контактов между клетками за счёт их 

расположения в объеме матрикса, что приводит к увеличению латерального 

взаимодействия рецептора Notch со своими лигандами на поверхностях соседних 

клеток, активации сигнального пути, а также экспрессии генов самого рецептора 

по механизму положительной обратной связи [222,223]. 

Опухолевые клетки способны ремоделировать внеклеточный матрикс за 

счёт высвобождения в среду матриксных металлопротеаз [371]. Согласно данным 

литературы, при развитии опухоли уровень экспрессии металлопротеазы MMP9 

возрастает [372]. Тем не менее, при относительно краткосрочном, в течение 

недели, культивировании клеток в матриксах разных органов активации 

экспрессии гена MMP9 мы не наблюдали (рис. 18, Г). 

Согласно многочисленным исследованиям, внеклеточный матрикс является 

одним из ключевых факторов, индуцирующих ЭМП [5,289]. ЭМП — это процесс, 
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в ходе которого эпителиальные клетки приобретают мезенхимальные свойства. 

В нормальных условиях этот процесс играет важную роль в развитии эмбриона и 

регенерации тканей, однако он также лежит в основе процессов трансформации 

нормальных клеток в опухолевые и метастазирования опухолей [373]. 

Проанализировав изменения экспрессии транскрипционных факторов Snail и 

Slug, которые относят к важнейшим регуляторам ЭМП, мы обнаружили 

достоверное увеличение уровня экспрессии гена SNAIL в матриксах всех 

органов: в 3–5 раз в матриксах лёгких, селезёнки, почек и яичников, и в 12 раз — 

в матриксе печени (рис. 18, Д). При этом, экспрессия гена SLUG не изменялась 

ни в одном из матриксов (рис. 18, Е). Полученные результаты согласуются с 

современными общими представлениями о роли данных факторов в ЭМП: 

согласно данным литературы Slug принимает участие в ЭМП преимущественно 

в ходе регенеративных процессов, в то время как Snail является ключевым 

фактором ЭМП при злокачественной трансформации [374,375].  

Таким образом, культивирование клеток в ДЦЛ матриксах действительно 

влияет на работу ряда ключевых генов, ответственных за формирование такого 

пула фенотипических признаков, как адгезия к матриксу, миграция клеток и 

инвазия. При этом важно отметить, что изменения экспрессии имеют 

тканеспецифичный характер. 

3.4.2 Динамика экспрессии генов при длительном росте клеток в 

матриксах различных органов  

Взаимодействие клеток с матриксом — динамический процесс, и одной 

недели культивации может быть недостаточно для формирования полноценного 

ответа на изменившиеся условия среды. В связи с этим мы проанализировали 

особенности роста и фенотипа клеток MDA-MB-231 в течение 28 сут. Было 

обнаружено, что скорость роста, взаиморасположение клеток и структура самого 

матрикса с течением значительно изменяются (рис. 19).  

Через 7 сут культивирования клетки, по-видимому, адаптитровались к 
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условиям матрикса, их количество в большинстве случаев увеличивалось,  клетки 

начинали формировали кластеры. Более детально эта стадия заселения матрикса 

описана в предыдущих разделах (см. разделы 3.3.1-3.4.1). В этот период, по-

видимому, происходят ключевые события, обеспечивающие первичное 

прикрепление клеток и формирование контактов между клетками и ВКМ. 

Через 14 сут культивирования мы наблюдали резкое увеличение количества 

клеток (рис. 20), причём этот рост отличался для матриксов разных органов. 

Наиболее сильно количество клеток увеличилось в матриксах печени — в 140 

раз. При этом во всех образцах клетки формировали кластеры на местах своего 

изначального прикрепления и, кроме того, распространялись по матриксным 

волокнам в глубину матрикса. Целостность матрикса через 14 сут инкубации во 

всех образцах по-прежнему сохранялась (рис. 19). 

Ещё через неделю (21 сут культивирования) было зарегистрировано 

значительное изменение структуры матрикса, а именно его разрыхление и 

частичное разрушение. Наиболее сильно деградоровали матриксы печени и 

селезенки. Количество клеток по сравнению с 14 сут во всех матриксах заметно 

уменьшилось; особенно это было выражено в случае матрикса печени, в котором 

количество клеток уменьшилось на порядок (рис. 20). Крем этого, если ранее 

клетки были относительно равномерно диссеминированы по всей толще 

матрикса, с преобладающим количеством ближе к центру (область инъекции 

клеток), то после 21 сут культивирования произошла коллективная миграция 

клеток к внешним слоям матрикса, что особенно ярко было выражено в 

матриксах лёгких и почек. Мы предполагаем, что этот процесс может быть связан 

с уменьшением количества сайтов клеточной адгезии и последующей миграцией 

клеток в районы с матриксом, сохранившим нативную структуру. 
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Рис. 19. Гистоморфологический анализ динамики роста клеток MDA-MB-

231 в матриксах различных органов в течение 28 сут. Окраска гематоксилин-

эозином. Размер линейки 100 мкм 
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Рис. 20. Количественная оценка роста клеток линии MDA-MB-231 в 

матриксах разных органов в течение 28 дней 
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Через 28 сут инкубации матриксы всех органов представляли собой 

гетерогенную структуру с низким уровнем сохранности основных 

гистологических структур.  Мы наблюдали большое количество ядер клеток и 

апотических телец, что свидетельствует о постепенной гибели клеток в 

матриксах. Скорее всего, это связано с исчерпанием ресурсов и нарушение 

структуры ВКМ и невозможностью его полноценного ремоделирования в 

отсутствие резидентных стромальных клеток. 

Было сделано предположение, что рост клеток в матриксе может 

сопровождаться переключением транскрипционных программ в связи с 

модификацией микроокружения в течение времени. В связи с этим мы 

проанализировали  динамику экспрессии указанных выше генов на протяжении 

28 сут (табл. 4). 

Было обнаружено, что уровень экспрессии гена DDR1 был достоверно выше 

по сравнению с монослойной культурой в течение всех 21 сут роста клеток в 

матриксах всех органов, а в матриксах селезенки и яичника этот повышенный 

уровень экспрессии сохранялся до 28 сут. Величина экспресии при этом в 

матриксах разных  органов отличалась. При этом уровень экспрессии ITGB1 не 

отличался от уровня экспрессии этого гена в монослое в течение всего 

исследованного периода. 

Изменение экспрессии гена NOTCH1 в процессе роста клеток в матриксах 

оказалось более тканеспецифичным. В матриксах яичника, почки и печени 

уровень экспрессии этого гена существенно повышался через 7 сут после 

культивации в матриксах, однако затем снижался обратно до уровня 

монослойной культурой. В клетках, растущих в матриксе селезёнки, уровень 

экспрессии NOTCH1 был достоверно увеличен в течение всех 28 сут, а в 

матриксе легкого его уровень экспрессии постоянно колебался. 
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Таблица 4. 

Относительная экспрессия генов в клетках линии MDA-MB-231, 

культивируемых в матриксах разных органов, по сравнению с монослойной 

культурой 
Время 

культивации 
в матриксе 

DDR1 ITGB1 MMP9 NOTCH1 SLUG SNAIL 

Печень 

7 сут  
0,6± 

0,00584* 
2,9± 

0,00048 
2,0± 

0,12998 
3,2± 

0,00263* 
3,4± 

0,85938 
7,7± 

0,00403* 

14 сут 
2,3± 

0,00100* 
1,1± 

0,00002 
2,5± 

0,01928* 
1,4± 

0,00171 
1,2± 

0,05377 
2,9± 

0,00310 

21 сут 
15, 2± 

0,00758* 
0,3± 

0,00001 
2,6± 

0,00805* 
9,2± 

0,03104 
0,7± 

0,01918 
55,4± 

0,03014* 

28 сут 
0,6± 

0,00111 
0,5± 

0,000003 
1,6± 

0,02079 
1,9± 

0,00411 
0,7± 

0,02074 
8,9± 

0,00138* 

Лёгкие 

7 сут 
0,4± 

0,00684* 
1,5± 

0,00014 
1,9± 

0,05178 
1,5± 

0,00345* 
1,7± 

0,11077 
2,4± 

0,00061* 

14 сут 
1,1± 

0,00216 
0,9± 

0,00001 
4,1± 

0,01376* 
0,7± 

0,00164 
0,8± 

0,03504 
1,3± 

0,01541* 

21 сут 
12,8± 

0,00318* 
0,3± 

0,000004 
1,5± 

0,01679* 
13,0± 

0,01340* 
0,8± 

0,00661 
20,0± 

0,00238* 

28 сут 
0,2± 

0,00056 
0,5± 

0,00001 
1,7± 

0,01568* 
1,5± 

0,00168 
0,8± 

0,01538 
12,3± 

0,00517* 
Селезёнка 

7 сут 
16,1± 

0,01071* 
1,2± 

0,00058 
1,2± 

0,01705 
1,5± 

0,18139* 
2,1± 

0,14074 
3,1± 

0,08216* 

14 сут 
32,1± 

0,00566* 
0,6± 

0,00001 
4,5± 

0,03688* 
10,0± 

0,01049* 
0,5± 

0,00238 
12,1± 

0,00131* 

21 сут 
10,9± 

0,02495* 
0,4± 

0,000003 
4,7± 

0,01044* 
4,6± 

0,01334* 
0,6± 

0,02860 
5,8± 

0,00226* 

28 сут 
23,8± 

0,01459* 
0,4± 

0,00001 
2,5± 

0,00062* 
4,7± 

0,00717* 
0,4± 

0,01019 
11,4± 

0,00416* 

Почки 

7 сут 
14,3± 

0,00636* 
1,2± 

0,00004 
1,6± 

0,00753 
2,3± 

0,00313* 
1,5± 

0,01524 
4,0± 

0,00032* 

14 сути 
15,3± 

0,00749* 
0,6± 

0,00001 
2,9± 

0,00896* 
2,0± 

0,00185 
0,4± 

0,00441 
2,3± 

0,00125 

21 сут 
18,1± 

0,00508* 
0,6± 

0,00003 
2,5± 

0,00988* 
8,0± 

0,02913 
0,5± 

0,00964 
28,6± 

0,00698* 

28 сут 
0,8± 

0,00329 
0,7± 

0,00002 
2,1± 

0,03232 
2,5± 

0,00377 
0,7± 

0,02195 
6,6± 

0,01217* 

Яичники 

7 сут 
23,7± 

0,00633* 
1,3± 

0,00006 
0,5± 

0,00331 
11,8± 

0,00606* 
0,7± 

0,00854 
4,8± 

0,00099* 

14 сут 
17,2± 

0,00146* 
0,8± 

0,00002 
2,0± 

0,02343* 
6,5± 

0,01041 
0,5± 

0,01066 
5,8± 

0,00074* 

21 сут 
12,3± 

0,00820* 
0,4± 

0,00002 
3,2± 

0,00446* 
1,4± 

0,00294 
0,4± 

0,01067 
4,7± 

0,00177* 

28 сут 
20,5± 

0,01255* 
0,4± 

0,00002 
3,8± 

0,02852* 
1,3± 

0,00235 
0,5± 

0,02952 
3,6± 

0,00071* 
* — статистически значимое изменение по сравнению с монослоем (p < 0,05, 

ANOVA, критерий Тьюки)   
 

 

Профиль экспрессии гена MMP9 в матриксах всех органов был сходен: после 

7 сут культивирования его уровень экспрессии не отличался от такового в 
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монослойной культуре, однако начиная с 14 сут он увеличивался, и этот 

повышенный уровень сохранялся как минимум до 21 сут, а в случае яичника, 

селезёнки и легких — и до 28 сут. Эти данные хорошо согласуются с 

результатами гистологического анализа, согласно которому деградация матрикса 

клетками начинается не сразу, а примерно через 2–3 нед культивирования (рис. 

19). 

Анализ экспрессии генов SNAIL и SLUG показал, что выводы, сделанные по 

результатам анализа их экспрессии через 7 сут культивирования, актуальны и для 

28 сут. В матриксах всех органов в течение всех 28 сут уровень экспрессии 

SNAIL по сравнению с монослоем был достоверно повышен, а уровень 

экспрессии SLUG не изменялся. 

Для поисков возможной зависимости между изменением уровня экспрессии 

исследуемых генов и структурными и биомеханическими параметрами 

внеклеточного матрикса нами были построены тепловые карты относительной 

экспрессии генов в клетках MDA-MB-231, культивируемых в матриксах разных 

органов, на 7, 14, 21 и 28 сут культивации. Полученные тепловые карты были 

сопоставлены с данными по жёсткости (локальной жёсткости волокон и 

общейжёсткости трехмерной структуры), размеру пор и диаметру фибрилл 

матриксов разных органов. 

Наиболее выраженная качественная зависимость была выявлена для такого 

структурного параметра матрикса, как размер пор (рис. 21). В матриксах с 

наибольшим размером пор значительная по величине активация экспрессии 

DDR1 наблюдалась только на 21 сут. При уменьшении размера пор ген DDR1 

активировался во всё более ранние сроки культивирования, а уровень экспрессии 

существенно возрастал. В матриксах с наименьшими порами экспрессия DDR1 

многократно возрастала уже в первую неделю и превышала 30 раз по сравнению 

с монослойной культурой. В случае с геном Notch можно также отметить сдвиг 

начала экспрессии и удлинение её периода с 21 сут у клеток в матриксах лёгких, 
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печени и почек, до 17 и даже 7 сут культивирования у клеток в матриксах 

селезёнки и яичника, что скорее всего также связано с уменьшением размера пор. 

При уменьшении размера пор активация экспрессии SNAIL начинается с первой 

недели, при достижении максимума на третью. Также нами были отмечены 

динамические тканеспецифичесие изменения паттернов экспрессии MMP9, 

однако значимой корреляции между ними и структурными или 

биомеханическими параметрами матрикса обнаружено не было. 

 

Рис.21. Тепловые карты динамики относительной экспрессии генов в 

клетках MDA-MB-231, культивируемых в матриксах разных органов на 

протяжении 28 сут. 7, 14, 21, 28 – количество суток роста клеток в матриксе. 

Уровень экспрессии в монослое принят за единицу 

 

Согласно данным литературы, работа всех генов, для которых мы 

зарегистрировали изменение экспресии (DDR1, NOTCH1, SNAIL), 

взаимосвязана и координируется в рамках единого ответа при взаимодействии 

клетки с матриксом [376]. Мы предполагаем, что уменьшение размера пор 

сопровождается усилением вынужденного (вследствие пространственного 

ограничения) взаимодействия клеток с коллагеновыми волокнами матрикса, что 

приводит к активации рецепторных комплексов с участием дискоидиновых 

рецепторов [307,377,378]. Этот процесс, в свою очередь, повышает напряжение 

сдвига для мембранных рецепторов [216], что содействует солокализации 

мембранного домена Notch с его лигандами и инициирует внутриклеточный 
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сигнальный путь Notch [379], который активирует свою мишень – 

транскрипционный фактор Snail [216]. DDR1, в свою очередь, препятствует 

деградации Snail [380], что приводит к его накоплению и запуску Snail-

зависимых транскрипционных программ [374]. Поддержание необходимого 

количества белков-участников данных сигнальных путей обеспечивается 

положительной петлей обратной связи с активацией траскрипции 

соответствующих генов. Согласно данным литературы, одним из следствий 

активации Snail является взаимодействие опухолевых клеток с опухоль-

ассоциированными фибробластами и последующая активация ремоделирования 

матрикса [381,382]. Это приводит к увеличению жёсткости матриксных волокон 

в опухолевой ткани, их укорочению и увеличению диаметра, что в совокупности 

приводит к уменьшению размера пор, и таким образом закрывает петлю обратной 

связи. Таким образом опухолевые клетки оказываются в состоянии постоянного 

физического стресса, механизмы которого обеспечивают каскадное усиление 

мезенхимального фенотипа [28,383].  

Для подтверждения гипотезы о возможности взаимосвязанного участия 

исследованных генов в матрикс-ассоциированной сигнальной сети нами был 

проведён кластерный анализ (рис. 22). Согласно результатам анализа, самая 

выраженная взаимосвязь показана для пары DDR1 и NOTCH1. По данным 

литературы оба эти рецептора могут участвовать в индукции пролиферацию 

опухолевых клеток, в том числе путем регуляции митоген-активируемых генов. 

В некоторых случаях рецептор DDR1 может усиливать активность сигнального 

пути Notch1 [376,384]. Кроме этого, оба эти гена могут участвовать в регуляции 

способности опухолевых клеток к инвазии и метастазированию путем индукции 

ЭМП или его активации [376,385]. В этом случае оба этих рецептора могут 

приводить к активации Snail как прямым, так и косвенным образом. Такая связь 

также подтверждается результатами кластерного анализа (рис. 22). 



106 

 

Рис. 22. Тепловая карта и результаты кластерного анализа относительной 

экспрессии генов в клетках MDA-MB-231, культивируемых в матриксах разных 

органов на протяжении 28 сут. Кластерный анализ выполнен с помощью 

программы SRPlot (алгоритм кластеризации — метод полной связи; мера 

расстояния — эвклидово расстояние) Статистический анализ приведён в табл. 4. 

 

Таким образом, было показано, что рост клеток в матриксах сопровождается 

динамическим изменением экспрессии генов рецепторов DDR1 и Notch1, а также 

транскрипционного фактора Snail. Увеличение экспрессии этих генов, по-

видимому, связано с особенностями структуры матрикса, в частности, показана 

логически непротиворечивая связь временного паттерна активации указанных 

генов с размером пор матрикса. Стоит также отметить, что нами были 

обнаружены тканеспецифичные изменения экспрессии гена металлопротеазы 

MMP9, что согласуется с распространенным представлением о роли этого 

фермента во взаимодействии опухолевых клеток с внеклеточным матриксом.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В настоящее время развивается точка зрения, согласно которой 

канцерогенез и развитие опухоли в значительной степени обусловлены 

микроокружением, специфичным для каждой ткани. Опухоли представляют 

собой сложные образования, состоящие из гетерогенных популяций опухолевых 

клеток и различных типов стромальных клеток, продуцирующих растворимые 

факторы, сигнальные молекулы и компоненты внеклеточного матрикса, которые 

в совокупности могут регулировать рост и прогрессирование опухоли и влиять 

на ответ на лечение [386,387]. Внеклеточный матрикс представляет собой 

трехмерную сеть, которая в основном состоит из макромолекул, таких как 

коллаген, фибронектин, ламинин, эластин, протеогликаны и гликопротеины, 

которые обеспечивают структурную и биохимическую поддержку клетки [59]. 

Во время прогрессирования большинства опухолей ремоделирование матрикса 

приводит к изменению его структурных и биомеханических свойств, что 

оказывает влияние на поведение клеток на клеточном и молекулярном уровне 

посредством механосенсорных путей [388]. В настоящее время показано, что 

структурные и биомеханические свойства матрикса могут играть важную роль в 

таких процессах как автономность и неограниченный рост опухоли [16]; 

резистентность к ингибиторам роста [16]; уход клеток от апоптоза [389]; их 

неограниченный репликативный потенциал [390]; тканевую инвазию и 

метастазирование опухоли [19]. 

В рамках проведенного исследования нами был предложен универсальный 

протокол получения децеллюляризированных органных матриксов, что 

позволяет создавать модели опухолевого роста, с высокой степенью 

релевантности воспроизводящие структурные особенности и биомеханические 

свойства нативного внеклеточного матрикса. Показана применимость 

разработанного протокола к широкому спектру мышиных органов с различной 
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структурой тканей, включая, но не ограничиваясь ими, печень, легкие, селезенку, 

почки и яичники. Наши измерения модуля Юнга полученных ДЦЛ матриксов 

методом наноиндентирования показывают, что для исследованных органов 

жёсткость на уровне волокон находится в диапазоне 2,9–6,5 кПа. Полученные 

результаты согласуются с работой Jorba et al., где сообщается об аналогичном 

модуле Юнга для нативной (1,96 кПа) и децеллюляризованной (1,6 кПа) легочной 

ткани крыс [391]. Также мы оценили общую жесткость трехмерной структуры 

полученных ДЦЛ матриксов методом макроиндентирования, основываясь на 

измерениях деформации при сжатии. Полученные данные указывают на то, что 

абсолютные значения модуля Юнга, измеренные с помощью этого подхода, 

варьируют от 17 до 40 кПа.  

Необходимо отметить, что опубликованные в литературе значения модуля 

Юнга биологических тканей сильно различаются, что затрудняет их 

сопоставление (табл. 5). По всей видимости, вариабельность экспериментально 

полученных значений обусловлена использованием принципиально разных 

подходов, а также техническими условиями измерения, например, проведением 

испытаний на растяжение или сжатие, использованием различных инденторов и 

различных скоростей измерений. Мы считаем, что совпадение порядков 

жёсткости, полученных в нашей работе и описанных в литературе [392,393] 

может служить дополнительным признаком высокой сохранности структуры 

матрикса при использовании предложенного протокола децеллюляризации. 
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Таблица 5.  

Модули Юнга различных ДЦЛ органов, измеренных разными методами 

ДЦЛ 
орган 

Модуль 

Юнга, 

кПа 

Метод Прибор и условия измерения Ссылка 

Печень 

свиньи 

1.25 ± 

0.07  
Сжатие 

Испытательная машина Zwick/Roell ProLine Z005 

(Zwick/Roell, Ульм, Германия), оснащенная 

датчиком нагрузки 10 Н 
[394] 

Печень 

хорька 
1.18  Сжатие 

Система механических испытаний на стенде 
ElectroForce, оснащенная датчиком нагрузки весом 

1000 г (Bose ElectroForce, Эден-Прери, Миннесота, 

США) 

[395] 

Печень 
крысы 

145 ± 
19.68  

Растяжение 

Машина для испытания на одноосное растяжение 
(CMT8502, Shenzhen New Sans Test Technical 

Company, Наньшань, Шэньчжэнь, Китай). 

Испытание проводилось при скорости нагрузки 1 
мм/мин до окончательного разрушения образца 

[396] 

Печень 

человека 

18,490 ± 

1400  
Растяжение 

Универсальная испытательная система Instron 3367 

с двумя колоннами (Instron, Glenview, IL, США), 

оснащенная погружными пневматическими 
захватами бокового действия Instron biopulse 

(Instron, США) и датчиком нагрузки 50 Н. 

Использовали калибр длиной 20 мм и скорость 
удлинения 20 мм/мин 

[397] 

Лёгкое 

крысы 
~80  Растяжение 

Машина для испытания на растяжение Santam STM-

1 (САНТАМ, Тегеран, Иран). Испытание на 

одноосное растяжение проводили при скорости 
траверсы 2 мм/мин, относительное удлинение 20-40 

мм, и нагрузочном датчике весом 6 кг при 

постоянной скорости удлинения до тех пор, пока не 
наблюдалось разрушение образца 

[398] 

Лёгкое 
крысы 

74.91 ± 
5.78  

Растяжение 

Машина для испытания материалов BZ2.5/TN1S 

(Цвик/Роэлл, Ульм, Германия). Предварительная 

нагрузка в 0,015 Н 
[399] 

Лёгкое 

крысы 

0.38 ± 

0.07  
Растяжение 

Привод перемещения 300C-LR (Aurora Scientific, 

Аврора, Онтарио, Канада) с датчиком усилия 404A 

(Aurora Scientific, Канада). Измерения одноосного 
растяжения после предварительной подготовки при 

0,1 Н 

[391] 

Почка 

свиньи 
(капсула) 

6.4 ± 2.7 Сжатие 

Одноколоночная универсальная испытательная 

система Instron 3342 (Instron, США) и Instron Model 
1321 (Instron, Гленвью, Иллинойс, США) 

использовались для проведения испытаний на 

сжатие со скоростью 0,07 мм/сек до тех пор, пока не 
было достигнуто усилие сжатия 45 Н 

[400] 

Почка 

крысы 

178.9 ± 

50.2  

Растяжение 

Машина для механических испытаний на 

растяжение (Instron, Гленвью, Иллинойс, США). 

Образцы были предварительно подготовлены 
циклами загрузки и разгрузки. Скорость 

деформации составляла 0,01 с−1 на протяжении 

всего испытания 

[401] 
Лёгкие 
крысы 

4242.2 ± 
891.6  

Печень 

крысы 

233.6 ± 

98.0  
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Как известно, метастазирование опухолей различного типа происходит 

преимущественно в определённые органы. В отношении рака молочной железы 

наиболльшее количество метастазов регистрируется в костной ткани  (60-75% 

случаев), метастазирование в легкие наблюдается в 32-37% случаев, в печень – в 

32-35%, в головной мозг – в 10% [402].  При этом локализация метастазов зависит 

от генетического/метаболического профиля опухоли [378,403,404]. Значительно 

реже наблюдается метастазирование в другие органы, тем не менее в ряде 

исследований показано, что рак молочной железы способен метастазировать во 

множество неспецифических тканей, например, в гинекологические органы [405-

407]. В нашей работе мы проанализировали наличие тканеспецифичности при 

репопуляции клетками рака молочной железы ДЦЛ матриксов с различными 

свойствами. Для исследования особенностей роста клеток в матриксах нами были 

выбраны две линии аденокарциномы молочной железы человека, MDA-MB-231 

и SKBR3. Линия MDA-MB-231 относится к трижды отрицательному типу рака 

молочной железы, с низкой степенью дифференцировки. Линия SKBR3, в свою 

очередь, представляет собой высокодифференцированный HER-2 позитивный 

рак [365,408]. Было установлено, что скорость пролиферации клеток 

действительно зависит от биомеханических свойств матрикса. Клетки MDA-MB-

231, имеющие мезенхимальный фенотип и высокий инвазивный потенциал 

наиболее успешно пролиферируют в матриксах с низкой общей жесткостью и 

большим размером пор. Мы предполагаем, что в случае инвазивных клеточных 

линий большой размер пор матрикса имеет решающее значение, поскольку он не 

препятствует миграции клеток [409,410]. Стоит отметить, что полученные в 

работе данные о поведении клеточной линии MDA-MB-231 согласуются с ранее 

представленными доказательствами того, что более жесткий матрикс замедляет 

пролиферацию клеток MDA-MB-231, одновременно увеличивая их стволовость 

[411]. В свою очередь, клетки SKBR-3, имеющие эпителиальный фенотип, более 
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успешно растут в матриксах с низкой локальной жесткостью матриксных 

волокон, независимо от размера пор. Скорее всего это связано с тем, что для 

неинвазивных линий более важным фактором являются свойства субстрата в 

месте контакта, поскольку рост колонии предполагает раздвигание волокон 

матрикса во время роста клеток [412,413].  

Зависимость пролиферации и фенотипа клеток MDA-MB-231 от 

биомеханических свойств матрикса ранее была полученав работах других 

научных групп. В честности, при использовании опухолевого ДЦЛ матрикса 

увеличение жесткости не влияло на скорость роста и морфологию клеточной 

линии MDA-MB-231, но приводило к развитию лекарственной устойчивости 

[24]. Напротив, в случае роста клеток в костном матриксе высокая жесткость 

способствовала как увеличению скорости роста, так и увеличению 

мезенхимальной морфологии клеточной линии MDA-MB-231, что сходно с 

результатами, полученными на 2D-моделях [414]. Также было показано, что 

клетки линии MDA-MB-231 лучше растут в более жестком возрастном матриксе 

молочной железы по сравнению с более молодым мягким [21]. Несмотря на 

кажущееся противоречие, эти результаты согласуются с нашими: максимальные 

значения жесткости матрикса молочной железы достигают около 2 кПа, что 

близко к жесткости матрикса легкого, который, как показано в нашей работе, 

лучше всего заселяется клетками. Принимая во внимание высокую скорость с 

роста и изменение морфологии клеток линии MDA-MB-231 в матриксе кости, 

описанные Shah et al., а также приоритетность костной ткани, как мишени при 

метастазировании рака молочной железы, можно предположить, что существует 

несколько оптимальных диапазонов жёсткости, которые влияют на 

фенотипические параметры клеток с помощью разных механизмов.  

Влияние ВКМ на клетки рака молочной железы не ограничивается 

регуляцией скорости пролиферации и особенностями инвазии в ткань. Нами была 

показана тканеспецифическая экспрессия генов ряда белков, связанных с 
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рецепцией матрикса, его ремоделированием, а также эпителиально-

мезенхимальный переход, при росте клеток в органных матриксах по сравнению 

с монослоем. Наиболее выраженная качественная взаимосвязь была показана 

между таким структурным параметром матрикса как размер пор и уровнем 

экспрессии генов DDR1, NOTCH и SNAIL. Эти наблюдения отражают наличие 

сложной системы регуляции фенотипа опухолевых клеток, реагирующей на 

структурные и биомеханические свойства микроокружения. Мы предполагаем, 

что уменьшение размера пор сопровождается усилением DDR1-опосредованной 

адгезии клеток, что приводит к изменению формы клеток, 

механоопосредованной активации Notch-зависимого сигнального пути и 

реструктуризации цитоскелета, что, в свою очередь, является триггером для 

запуска транскрипционного фактора Snail [195,415]. Эти процессы, 

взаимодействуя между собой, формируют сложную сеть сигнальных путей, в 

которой участвуют мембранные рецепторы, ядерная оболочка и гены-мишени 

[307,382]. С практической точки зрения важной является показанная в большом 

количестве исследований связь между изменениями представленности 

транскрипционных факторов, регулирующих эпителиально-мезенхимальный 

переход, таких как Snail и Notch, и формированием устойчивости к 

противоопухолевым агентам [416-418]. 

Результат проведенного исследования позволяет утверждать, что 

структурные и биомеханические свойства ВКМ, наряду с биохимическими, 

являются одним из важных факторов микроокружения опухоли, участвующих в 

регуляции скорости пролиферации клеток и экспрессии генов, связанных с 

ремоделированием матрикса и фенотипической пластичностью. Дальнейшее 

изучение этих факторов, а также механизмов, по которым они осуществляют своё 

влияние на клетки, может стать основной для создания новых методов 

диагоностики и таргетного противопухолего лечения, основанного на 

нормализации состава и структуры матрикса опухоли.   
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ВЫВОДЫ 

 

1. Разработан протокол децеллюляризации, универсально применимый к 

широкому спектру органов мыши и обеспечивающий высокую степень очистки 

получаемых бесклеточных матриксов (более 99% по содержанию нуклеиновых 

кислот) при сохранении нативной архитектоники ткани 

2. Показано, что матриксы органов мыши, включая легкие, печень, 

селезенку, яичник, почки, существенно отличаются по размеру пор, диаметру 

волокон, параметрам общей жесткости на уровне трехмерной структуры ткани и 

локальной жёсткости волокон. Так, матрикс лёгких характеризуется наименьшей 

общей (17 кПа) и локальной (2,9 кПа) жесткостью при максимальном размере 

пор; наибольшая общая жесткость показана для матрикса селезенки (40 кПа), а 

локальная жесткость — для матрикса яичника (6,5 кПа и печени (6,1 кПа). В 

совокупности это позволяет говорить об уникальности структурных и 

биомеханических свойств каждого типа органного матрикса 

3. Структурные и биомеханические свойства матриксов оказывают 

существенное влияние на заселение опухолевыми клетками. Для клеток MDA-

MB-231, обладающих мезенхимальным фенотипом, показана отрицательная 

корреляция пролиферативного потенциала с общей жесткостью органного 

матрикса и выраженная тенденция к положительной связи с размером пор. Для 

клеток с эпителиальным фенотипом, SKBR-3, определяющую роль играла 

локальная жесткость волокон; в этом случае также показана отрицательная 

корреляция с пролиферативным потенциалом. Существенного изменения 

морфологии клеток при их росте в матриксе по сравнению с монослойной 

культурой не зарегистрировано. 

4. Установлено, что рост клеток в органных матриксах сопровождается 

динамическим тканеспецифичным изменением экспрессии генов рецепторов 

DDR1 и Notch и транскрипционного фактора Snail, причём усиление экспрессии 
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связано в первую очередь с таким структурным параметром матрикса как размер 

пор. Отмечены изменения экспрессии гена металлопротеиназы MMP9, однако 

значимой корреляции с исследованными параметрами матрикса обнаружено не 

было. 
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