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Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки (МСК) регулируют процессы за-
живления тканей после повреждения, секретируя большое количество биологически ак-
тивных веществ, в том числе белковой природы. Изучение механизмов влияния веществ,
секретируемых МСК, на процессы заживления тканей, является немаловажной задачей
как с точки зрения фундаментальной, так и прикладной науки. Ранее нами было пока-
зано, что разделение кондиционированной среды (КС) МСК на фракции внеклеточных
везикул (ВВ) и растворимых факторов (РФ) существенно увеличивает антифибротиче-
ский эффект получаемых компонентов секретома в модели TGFb-индуцированной диф-
ференцировки фибробластов кожи человека в миофибробласты. [1] Предположительно,
фракционирование приводит к обогащению ВВ и РФ антифибротическими и к обедне-
нию профибротическими компонентами. С целью проверить данную гипотезу, а также
предположить возможные механизмы действия белковых компонентов секретома МСК на
дифференцировку фибробластов, мы провели сравнительный полуколичественный анализ
белкового состава образцов секретома МСК.

Для этого мы использовали КС иммортализованных МСК жировой ткани человека
(hTERT-ASC, ATCC). Выделение фракций ВВ и РФ секретома МСК, а также концен-
трирование нефракционированной КС, проводили методом ультрафильтрации. Из полу-
ченных препаратов готовили образцы триптических пептидов, которые затем подвергали
хромато-масс-спектрометрическому анализу на приборе Q Exactive HF-X. Биоинформа-
тическую обработку данных проводили с помощью ПО MaxQuant. Для оценки влияния
фракций на сигнальные пути был проведён анализ методом ПЦР в реальном времени.

Всего было идентифицировано 548 белков, из них 432 аннотированны как локализую-
щиеся во внеклеточном пространстве, 285 различались по представленности между фрак-
циями секретома МСК в два и более раза. Мы обнаружили, что фракции ВВ и РФ обога-
щены 16 белками, взаимодействующими с сигнальными путями TGFb, Notch, Wnt и IGF.
Предположительно, за счет более выраженного воздействия на данные сигнальные пути
может реализоваться антифибротический эффект фракций ВВ и РФ. Данную гипотезу
нам ещё предстоит проверить.

Также мы обнаружили, что КС обогащена относительно ВВ и РФ 200 белками, 6 из
которых (F10, CXCL12 и др) способны активировать провоспалительный транскрипцион-
ный фактор NF-kB. Через этот механизм данные белки могут препятствовать антифиб-
ротическому эффекту других компонентов секретома МСК. Методом ПЦР в реальном
времени мы подтвердили, что добавление КС одновременно с TGFb вызывает статисти-
чески значимое увеличение экспрессии генов-мишеней NF-kB (CXCL1, IL1-b, IL6 и др) в
фибробластах кожи человека, что не наблюдается при добавлении фракций ВВ и РФ.

Таким образом, фракционирование увеличивает антифибротические свойства секрето-
ма МСК, в частности, за счет снижения содержания белков, стимулирующих экспрессию
провоспалительных факторов.
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