[bookmark: _h61t2woahdzn]Введение
Благодаря своей мультипотентности стволовые клетки обладают огромным потенциалом для лечения широкого спектра заболеваний человека [1-3]. Помимо биохимических сигналов, поддержание и дифференцировка стволовых клеток регулируются биофизическими аспектами микроокружения, включая механическую нагрузку, свойства материала подложки и форму клетки [4,5]. С развитием биомиметических подложек новые данные продолжают раскрывать всё больше и больше интересных подробностей о жёсткости внеклеточного матрикса (ВКМ), которая оказывает значительное влияние на самообновление и дифференцировку стволовых клеток [6-8]. Жёсткость внеклеточного матрикса обычно определяется модулем упругости или модулем Юнга. Как правило, жёсткость внеклеточного матрикса, которая соответствует жёсткости нативной ткани, определяет дифференцировку стволовых клеток по соответствующим тканевым линиям. Например, субстраты, приближающиеся по модулю упругости к мозгу (от 0,1 до 1 кПа), поджелудочной железе (1,2 кПа), хрящу (3 кПа), мышцам (от 8 до 17 кПа) и костной ткани (от 25 до 40 кПа), направляют стволовые клетки, особенно мезенхимальные стволовые клетки (МСК), на дифференцировку в нейроциты, бета-клетки, хондроциты, миообласты и остеобласты соответственно [6,9,10]. Растёт интерес к пониманию того, как стволовые клетки воспринимают и реагируют на определённую жёсткость, как механические сигналы преобразуются во внутриклеточные сигнальные каскадыи как определяются изменения в экспрессии генов и судьба стволовых клеток.
Мы обобщаем этапы механотрансдукции, активируемые жёсткостью матрикса при дифференцировке стволовых клеток (рис. 1). Основываясь на недавних экспериментах с двумерными моделями, можно предположить, что механизм механотрансдукции стволовых клеток, вероятно, связан с петлёй обратной связи между механическими сигналами и биохимическими сигналами на основе интегрин-цитоскелетной системы в сигнальной сети, которая определяет их судьбу. В трёхмерных средах могут существовать другие механизмы механотрансдукции жёсткости матрикса, которые более физиологичны.
[image: ]Механизм механотрансдукции стволовых клеток, активируемый жёсткостью матрикса. Первоначальное напряжение, вызванное сокращением стрессовых волокон, уравновешивается микротрубочками, которые сопротивляются возникающим силам сжатия, и растягивающим напряжением, воздействующим на внеклеточный матрикс (ВКМ) через фокальные адгезии, которые напрямую вызывают результирующую силу, определяемую жёсткостью матрикса, и способствуют сжатию микротрубочек. Затем клетка считывает результирующие силы, возникающие при растягивающем напряжении, посредством активации интегрин-опосредованных путей передачи сигналов, которые обеспечивают полимеризацию актиновых филаментов и, следовательно, изменяют сократительную способность стрессовых волокон. Кроме того, начальное напряжение, возникающее при сокращении стрессовых волокон, и противоположные сжимающие силы, оказываемые микротрубочками, могут передаваться в ядро и преодолеваться ламином-А, который, в свою очередь, способствует сократительной способности клетки, активируя транскрипционный путь, регулирующий связывание актиновых филаментов. Благодаря петлям обратной связи, основанным на цитоскелете, клетка изменяет свою максимальную механочувствительность в соответствии со сжатием микротрубочек, определяемым жёсткостью матрицы. Некоторые транскрипционные пути модулируют экспрессию ламинина-A, а обратная связь с ламинином-A косвенно регулирует транскрипционные пути, которые взаимодействуют с опосредованной интегринами передачей сигналов и в конечном итоге направляют дифференцировку стволовых клеток.
[bookmark: _827p2j3m9x1z]Интегрин как отправная точка для механорецепции
Механической связью между внеклеточным матриксом и цитоскелетом являются крупные белковые комплексы, известные как фокальные адгезии, в которых в качестве основных рецепторов адгезии участвуют интегрины [11]. Адапторные белки, в том числе талин и винкулин, соединяют цитоскелет с интегринами. Интегрины представляют собой гетеродимеры, состоящие из α- и β-субъединиц, каждая из которых имеет несколько типов. Сродство и специфичность связывания этих субъединиц с различными белками внеклеточного матрикса различаются, и они также играют разные роли в регулировании реакции стволовых клеток на механические свойства микроокружения. Например, β3-интегрин опосредует миогенную дифференцировку МСК, индуцированную субстратами средней жёсткости [12], в то время как α2-интегрин модулирует остеогенез МСК на жёсткой матрице [13]. Будучи важным трансмембранным рецептором клеточной поверхности, интегрин опосредует сборку фокальной адгезии, организацию цитоскелета и каскад последующих событий передачи сигнала посредством активации во время механотрансдукции [14]. Важно отметить, что интегрин передаёт сигналы в обоих направлениях, то есть интегрин не только передаёт сигналы извне во внутреннюю среду, но и передаёт внутриклеточные стимулы наружу [15]. Внутриклеточные стимулы заставляют талин и киндлин связываться с цитоплазматическими доменами β-субъединиц интегрина, что активирует связывание интегринов и лигандов [16]. Все больше исследований показывают, что механическая жесткость влияет на самообновление и дифференцировку стволовых клеток посредством опосредованных интегринами путей передачи сигналов [13,17].
Множество внутриклеточных сигнальных белков тесно связаны с фокальными адгезиями, такими как киназа фокальной адгезии (FAK), ключевой компонент механорецепции. При механической стимуляции конформация этих сигнальных молекул может меняться, обнажая участки фосфорилирования и приводя к активации киназных каскадов, транспортировке внутриклеточных сигнальных молекул и изменениям в экспрессии генов [18,19]. Среди этих сигнальных молекул интегрины необходимы для восприятия механических сигналов и ориентируются в начале процесса механотрансдукции, вызванного жёсткостью матрицы [20].
[bookmark: _g8cugcahxdjg]Интегрин нижестоящие сигнальные пути
Передача сигналов через интегрин напрямую или косвенно взаимодействует с другими путями во время механотрансдукции, в том числе с путями, включающими RhoA, костный морфогенетический белок (BMP)/Smad и FAK. Активность β3-интегрина и передача сигналов через RhoA опосредуют создание напряжения в цитоскелете [12]. МСК на микроструктурированном внеклеточном матриксе средней жёсткости (10,2 кПа) преимущественно задействуют β3-интегрин для формирования более крупных и вытянутых комплексов фокальной адгезии, которые впоследствии активируют передачу сигналов через RhoA [12]. Известно, что активность RhoA регулируется множеством факторов обмена ГТФ или белков, активирующих ГТФазу (GAP), включая p190RhoGAP. Активация RhoA приводит к стимуляции киназы лёгкой цепи миозина (MLCK), которая взаимодействует с актином и миозином, способствуя сборке стрессовых волокон и создавая необходимое напряжение цитоскелета [21]. Кроме того, интернализация β1-интегрина ингибирует сигнальный путь BMP/Smad [17]. Мягкие субстраты приводят к значительному увеличению активной формы β1-интегрина и уменьшению распределения β1-интегрина на поверхности клеток в МСК за счёт усиления отсоединения белковых комплексов интегрин-ECM [17]. В свою очередь, отсоединение приводит к интернализации активированного интегрина посредством кавеолярного/рафтового эндоцитоза. Усиленный захват β1-интегрина впоследствии влияет на мембранную локализацию рецептора BMP (BMPR), способствуя эндоцитозу BMPR. Этот эндоцитоз препятствует связыванию BMPR с лигандами и, таким образом, ингибирует фосфорилирование нижестоящих Smad 1/5/8 [17]. Кроме того, изменения состояния α5β1-интегрина связывают цитоскелет с путями FAK [20]. FAK является фундаментальной сигнальной молекулой в пути передачи сигнала, опосредованном интегринами [22]. Во время процесса механовосприятия напряжение цитоскелета, модулируемое миозином II, заставляет интегрин α5β1 переключаться из расслабленного состояния в напряжённое. Переключение состояния интегрина напрямую отслеживает прочность связи α5β1-фибронектин посредством взаимодействия с участком синергии в фибронектине и связывает цитоскелет с путями FAK [20]. Передача сигналов FAK, в свою очередь, способствует активации интегрина, что приводит к усилению клеточной адгезии к внеклеточному матриксу [23].
[bookmark: _6hobqh1xme11]Цитоскелетные петли обратной связи для достижения максимальной механочувствительности
Различные исследования показали, что при блокировании или усилении актомиозиновой сократимости с помощью фармакологических ингибиторов цитоскелета в двумерной культуре изменяется обусловленная жёсткостью субстрата специфика дифференцировки стволовых клеток [6,24-26] (Таблица 1). Другими словами, актомиозиновая сократимость имеет решающее значение для восприятия клетками жёсткости микроокружения. Актомиозиновая сократимость модулируется актомиозином или миозином посредством скользящих актиновых филаментов в полярном направлении [27], а актомиозиновые филаменты, известные как стрессовые волокна, опосредуют передачу сигнала от внеклеточного матрикса через интегрины [28]. Скорость сокращения или сила сократительного усилия зависят от жёсткости субстрата, а не от напряжения или высоты клетки. В эксперименте с атомно-силовой микроскопией [29] скорость сокращения клеток, которая представляет собой изменение силы сокращения в единицу времени (dF/dt), быстро увеличивалась, в то время как соответствующая скорость сокращения, которая представляет собой изменение высоты клетки в единицу времени (dx/dt), уменьшалась в ответ на увеличение жёсткости матрицы. Фокальные адгезии, представляющие собой динамическое связывание актина и интегрина, обеспечивают важные способы механической передачи информации о жёсткости через сократимость стрессовых волокон на ранней стадии дифференцировки. Винкулин, компонент комплексов фокальной адгезии, имеет более точечную структуру на жёстких субстратах, но блокирование связывания интегрина с внеклеточным матриксом с помощью аргинин-глицин-аспартат-серин (RGDS) приводит к более диффузному распределению винкулина и ингибирует остеогенез МСК на жёстком матриксе [26]. Комплексы стресс-волоконно-фокальной адгезии создают силы, воздействующие на внеклеточный матрикс, вызывая морфологические изменения, миграцию и дифференцировку клеток [30]. Кроме того, промежуточные филаменты виментина, которые, как известно, напрямую взаимодействуют с актином, интегринами и связанными с ними фокальными адгезиями, могут также выступать в качестве механочувствительных элементов, поскольку с увеличением жёсткости они становятся более точечными, а при блокировании связывания интегрина с внеклеточным матриксом эта точечная структура исчезает [26].
Таблица 1 Влияние фармакологических ингибиторов цитоскелета на дифференцировку стволовых клеток, вызванную жёсткостью матрицы
[image: ]Таблица в натуральную величину
Примечательно, что клетка обладает максимальной чувствительностью к определённому значению жёсткости, которое зависит от структуры цитоскелета и организации F-актина. Вычислительная модель показала, что чувствительность клетки к жёсткости субстрата представляет собой колоколообразное распределение в диапазоне физиологической жёсткости [31]. Основываясь на анализе модели напряжённости клетки, можно сказать, что клетки адаптируются к эластично настраиваемым субстратам, смещая пик чувствительности к жёсткости субстрата в сторону значения, более близкого к текущей жёсткости субстрата, за счёт объединения актиновых филаментов [31]. Если силы сжатия микротрубочек, определяемые жёсткостью субстрата, выходят за пределы диапазона чувствительности клеток (то есть субстрат слишком жёсткий или слишком мягкий для клеток), клетки начинают укреплять или разрушать свои стрессовые волокна, увеличивая или уменьшая связывание актиновых филаментов [31]. Таким образом, МСК, культивируемые на матрицах средней и высокой жёсткости, имеют большую площадь распространения, хорошо выровненные стрессовые волокна и усиленную сборку фокальной адгезии, что способствует высокому напряжению и миогенной и остеогенной дифференцировке. И наоборот, при выращивании МСК на матрицах низкой жёсткости обнаруживаются диффузные сети актиновых филаментов и небольшая площадь распространения, связанные с относительно плохо сформированным актиновым цитоскелетом и сборкой фокальной адгезии, что приводит к нейрональному фенотипу [6,24] (рис. 2A).
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Реакция стволовых клеток на жёсткость матрицы посредством интегрина, цитоскелета и передачи сигналов. (A) Связывание интегрина и организация цитоскелета стволовых клеток, посеянных на субстраты с разной жёсткостью. Слева: на мягкой матрице стволовые клетки имеют небольшую площадь распространения, плохо выраженный актиновый цитоскелет, низкий уровень ламина-A и отсоединение комплексов фокальной адгезии, связанное с поглощением интегринов. В центре: на топографических подложках средней жёсткости у клеток развиваются удлинённые фокальные адгезии, промежуточные уровни ламина-A и хорошо выровненные стрессовые волокна веретенообразной формы. Справа: стволовые клетки, культивируемые на жёстких матрицах, имеют большой размер, выраженные стрессовые волокна и усиленную сборку фокальных адгезий, а также высокий уровень ламина-A. BMP — костный морфогенетический белок; BMPR — рецептор костного морфогенетического белка; RTK — рецепторная тирозинкиназа. (B) Взаимодействие между путями передачи сигналов, вызванное жёсткостью матрицы, для модуляции спецификации стволовых клеток. Слева: блокирование передачи сигналов BMP/Smad путем усиленного поглощения β1 интегрина посредством кавеол/raft-зависимого эндоцитоза на мягком матриксе стимулирует нейрогенную дифференцировку мезенхимальных стволовых клеток (MSC); lamin-A ингибирует адипогенную дифференцировку путем подавления транскрипционного пути, связывающего стерол-регуляторный элемент фактора транскрипции 1 (SREBP1); блокирование передачи сигналов интегрин-опосредованной внеклеточной сигнальной киназы (ERK) /митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK), которая может активировать AP. -1 путем стимуляции N-концевой киназы Jun (JNK) приводит к дифференцировке кератиноцитов в эпидермальные стволовые клетки. В середине: на топографических субстратах средней жёсткости МСК используют пути β3-интегрин-RhoA-Rho-ассоциированная киназа (ROCK)-киназа лёгкой цепи миозина (MLCK) для объединения актиновых филаментов и сокращения стрессовых волокон, чтобы создать необходимое напряжение цитоскелета, которое, в свою очередь, влияет на экспрессию миогенных генов; средняя жёсткость воздействует через β1-интегрин, вызывая снижение уровня p190RhoGAP, что приводит к ядерной локализации GATA2 и TFII-1 независимо от RhoA, что в конечном итоге приводит к эндотелиальной дифференцировке сердечных стволовых клеток; ядерная локализация GATA2 подавляет передачу сигналов Yes-ассоциированного белка 1 (YAP1), которая стимулирует остеогенез на жёстких матрицах. Справа: на жестком матриксе показано, что ось α2-интегрин-ROCK-FAK-ERK1/2 увеличивает активность RUNX2, приводя к дифференцировке МСК в остеобластах; путь Ras регулирует уровни фосфорилирования Smad1/5/8, ERK1/2 и AKT во время остеогенной дифференцировки; путь ретиноевой кислоты (RA) усиливает транскрипцию lamin-A, но обратная связь lamin-A косвенно модулирует ядерную локализацию гамма-рецептора RA (RARG), который может ингибироваться RA и способствует активности RUNX2 на жестких субстратах; lamin-A также совместно регулирует SRF и YAP1, стимулируя остеогенез; передача сигналов SRF, в свою очередь, влияет на сократительную способность волокон при стрессе; повышенная внутриклеточная концентрация ионов Ca2+ на жестком матриксе может способствовать напряжению цитоскелета за счет активации MLCK. Прерывистые линии — неизвестные или предполагаемые сигналы; сплошные линии — как в опубликованных источниках. Стрелки указывают на активацию, заблокированные линии — на ингибирование. 
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Становится всё более очевидным, что жёсткость субстрата играет центральную роль в определении судьбы стволовых клеток в двух- и трёхмерных культурах (Таблица 2), в то время как механизмы механотрансдукции остаются неясными. Основываясь на большинстве результатов, полученных с помощью in vitro двухмерных моделей клеточных культур, можно сделать вывод, что цитокинетические петли обратной связи, основанные на цитоскелете, заставляют клетки достигать максимальной чувствительности к жёсткости матрикса, а генный контур ламина-А играет важную роль в модуляции различных путей транскрипции. Множественные сигнальные взаимодействия, вызванные жёсткостью матрикса, в конечном итоге изменяют экспрессию генов и определяют судьбу стволовых клеток. Однако клеточное механовосприятие является сложным процессом, в котором жёсткость субстрата является лишь одним из множества механических стимулов, с которыми могут сталкиваться стволовые клетки in vivo. Жёсткость матрицы может взаимодействовать с другими механическими сигналами для регулирования и координации поведения стволовых клеток, такими как гидростатическое давление и напряжение сдвига жидкости [26,57]. Тем не менее, как In vivo большинство клеток находятся в сложной среде, содержащей множество компонентов внеклеточного матрикса, различные популяции клеток и смеси факторов, выделяемых клетками. Трёхмерные модели клеточных культур более точно воспроизводят естественную тканевую среду. Весьма вероятно, что в трёхмерной культуре существует совершенно иной механизм регуляции дифференцировки стволовых клеток в зависимости от жёсткости субстрата. Мы предполагаем, что стволовые клетки динамически воспринимают своё микроокружение, переключаясь с первоначального механовосприятия на восприятие вновь синтезируемой матрицы в трёхмерной внеклеточной среде, но конкретный механизм требует дальнейшего изучения.
Несмотря на то, что ценность трёхмерной культуры клеток неоднократно подтверждалась, исследования, направленные на выявление реакции стволовых клеток на жёсткость субстрата в трёхмерных условиях, по-прежнему сталкиваются со многими трудностями. Одной из основных проблем является отсутствие подходящих субстратов с физиологически значимыми свойствами. Например, хотя тиксотропные ПЭГ-силикатные гели обеспечивают инертную среду для культивирования стволовых клеток, что позволяет избежать сложностей, связанных с биологической передачей сигналов от матрицы биологического происхождения, их применение в качестве каркасов ограничено из-за недостаточной жёсткости [54]. Напротив, шёлковый фиброин по своей природе склонен образовывать жёсткие субстраты (более 1000 кПа), что ограничивает его применение в качестве эластомерного биоматериала [58]. В то же время желатин, сшитый трансглутаминазой, может быть перспективным биоматериалом благодаря своей механической жёсткости (от 2,5 до 100 кПа), подходящей для поддержки дифференциации клеток во время регенерации тканей [49]. Кроме того, питательные вещества и газы, которые также являются важными факторами, влияющими на судьбу стволовых клеток в трёхмерных условиях, свободно диффундируют через эти гели, независимо от их пористости или жёсткости. Однако, хотя можно изменить жёсткость подложки, варьируя степень сшивки гидрогеля или его состав, невозможно устранить различия в химическом составе поверхности, топографии и пористости. Недавно с помощью электроосаждения были созданы механически различимые каркасы с идентичным химическим составом поверхности и микроструктурой, что позволило изучить влияние жёсткости матрицы на решение стволовых клеток о дальнейшей судьбе в трёх измерениях [59].
Кроме того, на результаты в трёхмерном пространстве может влиять плотность клеток или межклеточные взаимодействия. Чтобы свести к минимуму влияние плотности клеток, некоторые исследователи культивируют клетки в матрицах в течение короткого периода, пока плотность клеток не достигнет примерно 70–80% слияний [59]. Во время клеточных процессов механические свойства, такие как жёсткость, топография и пористость, могут динамически изменяться и распределяться неравномерно по гелям из-за возможной деградации гелей и эндогенной сборки внеклеточного матрикса [47]. Таким образом, необходимо срочно провести дополнительную оценку динамических изменений механических свойств субстратов, а биоматериалы с механическими свойствами, изменяющимися по градиенту, могут стать идеальной платформой.
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Bne6GucraTun  AT®azamuoamsa  Mojaenser cokpatutensHyio cnocobHocts  MSC [leymepHoe: 610KkvipyeT HeliporeHes npu Aaenein o1 0,1 40 1 KTa, MuoreHes npu
AKTOMMO3MHa, BNOKVPY HeMEILLEUHYI0 ‘naener o 8 10 17 Kla, oCTeorenes npw Aaenexn o1 25 20 40 kila [6];
AT®azHyto akTMBHOCTS MvO3Ha 1| OAABAAET XOHAPOTeHes Ny Aaenennn 1 kTa [25]; uHrubupyer octeorees npu
‘nasnenna 475 klla [24]
Knerk - [lByMepHO.: NI0AGBNALT AUPGEPEHUMPOBKY MUO3MUTENMANIbHIX KETOK NPy
NpewecTBeHHNKN naenernn 4 kfa [60]
MONOUHOV Xenest!
MsC TpéxMepHOe U3MepeHVe: OTCYTCTBYE OUBIAHOTO BAUAHIA Ha TNEPTPOGMUECKYI0
AMdhepeHUMaLMIO NPV AaBAEHAN NPUMEHO 53,6 KTa [48]; otcyTcTeve
OUBUAHOTO B/MAHIA Ha OCTeOreHe3 Npy Aagnewiy ot 0,2 10 59 kla [46]
mA-7 Kuaza nerkoi Moaasnset cokpatutenHyto cnocobrocts  MSC NleymepHoe: 6710kMpyeT Heliporenes npu Aagnesn ot 0,1 20 1 kTa, Muoreses npu
uenv Muozua aKToMMO3UHa, 610KMpPYA nagnennm or 8 20 17 Kla, ocreorenes npu aaeesun ot 25 20 40 kila (6]
OcHopHAMpOBaHMeE NETKON LN M1O3MHA
MsC TpexmepHoe MOAeMPOBaHME: OTCYTCTBME OMEBUAHOTO BAMAHNA Ha OCTeOreHes
nipu aaenern ot 0,2 0 59 KlTa [46]
Y27632 Pox MonagnseT cokpaThTensHyto CriocobHocTs | Knerk - [lByMepHO.: NI0AGBNRET ANPGEPEHUMPOBKY MUO3MUTEAMANLHBIX KNETOK Py
akTommozuka, bnokupys nyTe RhoA-ROCK | npeauiectsenHmki naenenva 4 klla [60]
MOIOuHO Xenes!
MsC TpéxMepHOe: OTCYTCTBME OHEBIAHOTO BIMAHWS Ha TMMNEPTPODUUECKYIO
AVGPEPEeHUMPOBKY Py ~53,6 Klla [48]; OTCYTCTBUE OUEBMAHOTO BAMAHWA Ha
ocreorenes npy 0,2 ~ 59 klla [46]
Kanukynun A @ocdatasa ¢ lerkoit  Yeenuumsaet cokpatutensHyto cnocobocts  Knerki - DlsymepHoe: noBbilwaeT AvddepeHLNPOBKY KNETOK nuTents npy AaeneHn 0,1
LeNLIO MHOIMHA  AKTOMMO3WHa, NOAABNAA GOCPOTaZy NeTKO  MpeauecTBeHHKN «la [60]
uenv MuozuHa MOIOUHOV Xenesbl
LnToxanasur-  AKTUHOBaR HMTe  VIHTMGMpYeT NOMMMepM3aLmio akTvHa ASCs [leyMepHoe: yMeHbLLIaET IOWAAL 1 COOTHOLLEHME CTOPOH KneTok npy 20 v 40 kila
D ycunmBaer apunorenes npu 2-40 kfa, ocobento npy 2 kla [61]
NatpyHkynuH  MoHOMepHIA G- VIHrMBMpyeT nouMepu3aLio akTuHa MsC TpexmepHoe: ycunnsaet ocTeoreres npu aas/felni 610,240 59/ kfa [46)
A axim
Kot Tybyaus Monasnser obpasosae mukpoTpybouex  MSC TpexmepHoe MOAENMPOBaHHe: OTCYTCTaME OMEBHIHOTD BiuAHMA Ha OCTeOreHes

nipu aagnenn ot 0.2 0 59 klla [46]
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