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Настоящая работа была выполнена на одиночных 
скелетных мышечных волокнах, лишенных миозина и ре-
гуляторных белков (на теневых волокнах), которые полу-
чали согласно методике, описанной ранее [3]. Миозин 
выделяли из скелетных мышц кролика [4] и с помощью 
α-химотрипсина расщепляли до субфрагмента-1 ми-
озина (S1) [3]. S1 модифицировали флуоресцентным 
зондом 1,5-IAEDANS согласно методике борейдо с со-
авторами [5]. Информацию о влиянии бДМ на взаимо-
действие миозина с актином получали путем анализа 
поляризованной флуоресценции 1,5-IAEDANS, введен-
ного в S1 [3]. Измерения поляризованной флуоресцен-
ции осуществляли при моделировании нескольких ста-
дий АтФазного цикла в отсутствие или в присутствии 
3 мМ MgADP, 15 мМ MgAMPPNP, 15 мM MgATPγS, 
3 мM MgATP [6] и 20 мМ бДМ.

было показано, что бДМ в цикле гидролиза АтФ уси-
ливает жесткость связывания миозина с актином при мо-
делировании слабых форм миозина с актином, что может 
замедлить	 переход	 актомиозина	 из	 состояния	 A•ADP-
Pi	в	состояние	A•ADP.	Было	предположено,	что	ингибиро-
вание сброса неорганического фосфата из активного цен-
тра миозина в АтФазном цикле является одной из причин 
ингибирования сократительной функции мышечного во-
локна и АтФазной активности миозина в присутствии бДМ.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 20-04-00523.
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при прогрессировании фиброза основную роль игра-
ют сигналы, поступающие от микроокружения клеток. 
Одним из ключевых модуляторов данного процесса яв-
ляется внеклеточный матрикс (ВКМ), который нараба-
тывается преимущественно стромальными клетками, 
в первую очередь, фибробластами. На сегодняшний день 
не существует полноценной in vitro модели, воспроизво-
дящей профиброгенные свойства ВКМ, для выяснения 
его роли в патогенезе фиброза. поэтому целью данного 
исследования было создание in vitro модели с участием 
ВКМ, функционально и структурно имитирующей профи-
брозное микроокружение.

Для стимуляции продукции ВКМ в течение 2 недель 
культивировали дермальные фибробласты человека 
в виде клеточных пластов в присутствии аскорбиновой 
кислоты, фетальной бычьей сыворотки (ФбС) или ли-
зата тромбоцитов, а также с или без добавления TGFβ. 
полученные мультиклеточные структуры были децеллю-
ляризованы с использованием ранее разработанного 
протокола (CHAPS, ДНКаза I). Состав и структура полу-
ченного децеллюляризированного ВКМ (дВКМ) были 
охарактеризованы с помощью СЭМ, ИЦХ и дот-блоттинга 
на маркёры профиброзного матрикса. Мезенхимные 
стромальные клетки человека (МСК) культивировали 
на дВКМ для оценки его функциональной активности; 
анализировали в данных клетках экспрессию маркёров, 
ассоциированных с фиброзом, и фиброз-ассоциирован-
ный профиль миРНК.

Среди протоколов формирования профиброгенного 
внеклеточного матрикса оптимальными оказались ус-
ловия культивирования фибробластов в присутствии 
ФбС и аскорбиновой кислоты. полученный дВКМ имел 
трехмерную сетчатую структуру, схожую с ВКМ в мно-
гоклеточных пластах. такой дВКМ содержал повышен-
ный уровень EDA-FN и высокое соотношение коллагена 
I типа к III. Интересно, что добавление TGFβ не оказало 
существенного влияния на отложение профиброгенных 
белков ВКМ, что может указывать на главенствующую 
роль источника ВКМ (фибробласты) по сравнению с ус-
ловиями культивирования. МСК, культивированные 
на дВКМ, сохраняли веретенообразную морфологию, 
сходную с их формой в стромальных тканях. В этих 
клетках было выявлено увеличение экспрессии мар-
кёров, ассоциированных с фиброзом (EDA-FN, альфа-
гладкомышечный актин), и специфические изменения 
секретома (снижение секреции антифибротического 
фактора HGF и повышение секреции профибротиче-
ских факторов SPARC и фибулина-2). более того, про-
филь миРНК в таких МСК также сместился в сторону 
профибротического паттерна.

таким образом полученный дВКМ может быть ис-
пользован для имитации и изучения профибротического 
микроокружения in vitro. Данные результаты могут быть 
применены в дальнейших исследованиях, посвященных 
изучению влияния микроокружения на восстановление 
и регенерацию тканей.
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