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Áàðüåðíàÿ äèñôóíêöèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ïëàñòà, âûñòèëàþùåãî ñòåíêè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ñâÿçà-
íà ñî çíà÷èòåëüíîé ïåðåñòðîéêîé öèòîñêåëåòà êëåòîê, àêòèâàöèåé àêòîìèîçèíîâîãî ñîêðàùåíèÿ è, â êî-
íå÷íîì èòîãå, ñ îáðàçîâàíèåì ïðîìåæóòêîâ ìåæäó ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðîëü
ìèêðîòðóáî÷åê â ðåãóëÿöèè áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííîé, îäíàêî ðÿä íàáëþäå-
íèé ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåàêöèÿ ñî ñòîðîíû ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ êðàéíå âàæíûì çâåíîì â
ðàçâèòèè äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè èçìåíåíèÿ, êîòîðûì ïîäâåðãàåòñÿ ñè-
ñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â ïðîöåññå áàðüåðíîé äèñôóíêöèè. Â áîëüøèíñòâå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ëåãî÷-
íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê íàèáîëåå âûñîêà â öåíòðå êëåòêè, â ðàéîíå öåíòðîñîìû,
è íåçíà÷èòåëüíà ó êëåòî÷íîãî êðàÿ. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ìåòîäîì èçìåðåíèÿ èíòåíñèâ-
íîñòè èõ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå îêðàñêè ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ïîêàçàë, ÷òî â íîðìå â êëåòêàõ
ýíäîòåëèàëüíîãî ïëàñòà ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò öåíòðà êëåòêè ê åå ïåðèôåðèè îïè-
ñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì ýêñïîíåíöèàëüíîé ðåãðåññèè. Ãîðìîí òðîìáèí (25 íÌ) âûçûâàåò äèñôóíêöèþ ýí-
äîòåëèàëüíîãî áàðüåðà, ñîïðîâîæäàþùóþñÿ áûñòðûì ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà ïåðèôåðè÷åñêèõ ìèêðî-
òðóáî÷åê è ðåîðãàíèçàöèåé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå êëåòêè (ïàäåíèå èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì ëèíåéíîé ðåãðåññèè óæå ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå íà÷àëà
âîçäåéñòâèÿ). Îáà ýôôåêòà îáðàòèìû — ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê íå
îòëè÷àåòñÿ îò íîðìàëüíîé, à çíà÷èò ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê ñïîñîáíà àäàïòèðîâàòüñÿ ê âîçäåéñòâèþ åñ-
òåñòâåííîãî ðåãóëÿòîðà òðîìáèíà. Ðåàêöèÿ ñî ñòîðîíû ìèêðîòðóáî÷åê ðàçâèâàåòñÿ áûñòðåå, ÷åì ðåîðãà-
íèçàöèÿ ñèñòåìû àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ïîñëåäóþùèå èçìåíåíèÿ ôîðìû ýíäîòåëè-
àëüíîé êëåòêè â õîäå äèñôóíêöèè. Ïî-âèäèìîìó, ìèêðîòðóáî÷êè ÿâëÿþòñÿ ïåðâûì ýôôåêòîðíûì çâå-
íîì â öåïè ðåàêöèé, ïðèâîäÿùèõ ê áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëåãî÷íûé ýíäîòåëèé, áàðüåðíàÿ ôóíêöèÿ ýíäîòåëèÿ, áàðüåðíàÿ äèñôóíêöèÿ
ýíäîòåëèÿ, òðîìáèí, àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, ìèêðîòðóáî÷êè.

Îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ, âûñòèëàþùåãî
âíóòðåííþþ ïîâåðõíîñòü ñîñóäîâ, ñîñòîèò â ðåãóëÿöèè
ïðîíèöàåìîñòè âàñêóëÿðíîé ñòåíêè, ÷òî îáåñïå÷èâàåò îá-
ìåí ìåæäó öèðêóëèðóþùåé â ñîñóäå êðîâüþ è òêàíåâîé
æèäêîñòüþ. Ãëàâíàÿ ðîëü â âûïîëíåíèè ýòîé áàðüåðíîé
ôóíêöèè ïðèíàäëåæèò öèòîñêåëåòó ýíäîòåëèàëüíîé êëåò-
êè, ðåîðãàíèçàöèÿ êîòîðîãî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ åå ôîð-
ìû è ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíîé îñíîâîé ïîâûøåíèÿ ñîñóäè-
ñòîé ïðîíèöàåìîñòè, õàðàêòåðíîé äëÿ öåëîãî ðÿäà ïàòî-
ëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé, òàêèõ êàê àñòìà, ñåïñèñ è îñòðàÿ
ðàíà ëåãêîãî (Garcia et al., 1995, 1996; Lum, Malik, 1996;
Van Nieuw, Amerongen et al., 2000; Dudek, Garcia, 2001;
Groeneveld, 2002).

Ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ, âêëþ÷àÿ è íàøè ñîáñòâåí-
íûå, äîêàçàëè, ÷òî íîðìàëüíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå ýíäî-
òåëèàëüíîãî áàðüåðà îáåñïå÷èâàåòñÿ çà ñ÷åò ïîääåðæàíèÿ
ðàâíîâåñèÿ ìåæäó ñîêðàùàþùèìè è ðàñòÿãèâàþùèìè ñè-
ëàìè, êîòîðûå ãåíåðèðóþòñÿ öèòîñêåëåòíûìè áåëêàìè

(Lum, Malik, 1996; Dudek, Garcia, 2001; Bogatcheva et al.,
2002; Birukova et al., 2004a, 2004c). Èçâåñòíî, ÷òî äèíà-
ìè÷åñêàÿ ìîðôîëîãèÿ êëåòêè â öåëîì è ýíäîòåëèàëüíîé
êëåòêè, â ÷àñòíîñòè, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñâÿçàíà ñ êî-
îïåðàòèâíîé äèíàìèêîé åå öèòîñêåëåòíûõ è àäãåçèâíûõ
ñòðóêòóð; ïîíèìàíèå ýòîé êîîïåðàòèâíîé ðåàêöèè èìååò
îãðîìíîå çíà÷åíèå è ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ âîïðî-
ñîâ ñîâðåìåííîé áèîëîãèè. Êëåòî÷íûå ñèñòåìû, ïðèíè-
ìàþùèå ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå, âêëþ÷àþò â ñåáÿ íå
òîëüêî ñòðóêòóðíûå êîìïîíåíòû è èñïîëíèòåëüíûå ìåõà-
íèçìû (öèòîñêåëåòíûå ôèáðèëëû, ìîëåêóëÿðíûå ìîòîðû
è àäãåçèîííûå ðåöåïòîðû), íî òàêæå ðåãóëÿòîðíûå è ñèã-
íàëüíûå ýëåìåíòû, êîíòðîëèðóþùèå äèíàìèêó è âçàèìî-
äåéñòâèå ýòèõ ñòðóêòóðíûõ åäèíèö.

Ìèêðîòðóáî÷êè è àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ðàáîòàþò
êîîïåðàòèâíî, êîîðäèíàöèÿ èõ ðàáîòû îñóùåñòâëÿåòñÿ
íà íåñêîëüêèõ óðîâíÿõ — ïîñðåäñòâîì êðîññ-ëèíêåðíûõ
áåëêîâ, êîòîðûå íåïîñðåäñòâåííî ñîåäèíÿþò ìèêðîòðó-
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áî÷êè è àêòèíîâûå ôèëàìåíòû (Fuchs, Karakesisoglou,
2001; Rodriguez et al., 2003; Bershadsky et al., 2006), à òàê-
æå ïîñðåäñòâîì ìàëûõ ÃÒÔàç ñåìåéñòâà Rho, êîíòðîëè-
ðóþùèõ äèíàìèêó è îðãàíèçàöèþ íå òîëüêî àêòèíîâîé
ñèñòåìû, íî è ìèêðîòðóáî÷åê (Cook et al., 1998; Daub
et al., 2001; Ishizaki et al., 2001; Palazzo et al., 2001; Fukata
et al., 2002; Jaffe, Hall, 2005). È åñëè ó÷àñòèå àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ â îñóùåñòâëåíèè áàðüåðíîé ôóíêöèè èçó÷à-
ëîñü äîñòàòî÷íî ïîäðîáíî, ïîâåäåíèå òàêîãî äèíàìè÷-
íîãî êîìïîíåíòà öèòîñêåëåòà, êàê ìèêðîòðóáî÷êè, èññëå-
äîâàíî äàëåêî íå ïîëíîñòüþ. Ñóùåñòâóþùåå ïîëîæåíèå
ñîçäàåò çíà÷èòåëüíûå ïðîáëåìû äëÿ ïðàêòè÷åñêîé ìåäè-
öèíû — â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ñóùåñòâóåò ðÿä ôàêòîâ,
ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î çíà÷èòåëüíîé ðîëè ìèêðîòðóáî÷åê
â íîðìàëüíîì ôóíêöèîíèðîâàíèè ýíäîòåëèÿ. Íàïðèìåð,
ïðèìåíåíèå íåêîòîðûõ àíòèðàêîâûõ ïðåïàðàòîâ, äåïî-
ëèìåðèçóþùèõ ìèêðîòðóáî÷êè â êëåòêàõ, òàêèõ êàê âèí-
êà-àëêàëîèäû, ïðèâîäèò ê âíåçàïíîìó ðàçâèòèþ îòåêà ëåã-
êîãî ó ïàöèåíòîâ ñ äèàãíîçîì «ðàê ìîëî÷íîé æåëåçû», è
ýòîò ôàêò óêàçûâàåò íà ïîòåíöèàëüíóþ âàæíîñòü íàòèâ-
íîé ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê äëÿ ðåãóëÿöèè ïðîíèöàåìîñòè
ëåãêîãî (Cattan, Oberg, 1999). Ëàáîðàòîðíûå îïûòû ïîçä-
íåå ïîäòâåðäèëè êëèíè÷åñêèå äàííûå — áûëè ïîêàçàíû
ýôôåêò óñèëåíèÿ ïðîíèöàåìîñòè ëåãî÷íîãî ýíäîòåëèÿ è
óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ëåãêèõ öåïåé ìèîçèíà â
îòâåò íà äåïîëèìåðèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê íîêîäàçîëîì â
êëåòêàõ ëåãî÷íîãî ýíäîòåëèÿ (Verin et al., 2001). Â äàëü-
íåéøåì îêàçàëîñü, ÷òî äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê
êðèòè÷åñêèì îáðàçîì íàðóøàåò áàðüåðíóþ ôóíêöèþ ýí-
äîòåëèÿ (Birukova et al., 2004a, 2004c).

Ñóùåñòâóåò ðÿä ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, âûçûâàþ-
ùèõ áûñòðîå ïîâûøåíèå ïðîíèöàåìîñòè ýíäîòåëèàëüíî-
ãî áàðüåðà, âîçíèêàþùåå â ðåçóëüòàòå çíà÷èòåëüíîé ïåðå-
ñòðîéêè öèòîñêåëåòà êëåòîê, àêòèâàöèè àêòîìèîçèíîâîãî
ñîêðàùåíèÿ è â êîíå÷íîì èòîãå îáðàçîâàíèÿ ïðîìåæóò-
êîâ ìåæäó ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè. Òàêóþ áàðüåðíóþ
äèñôóíêöèþ âûçûâàåò, íàïðèìåð, âûðàáàòûâàåìûé îðãà-
íèçìîì ÷åëîâåêà ãîðìîí òðîìáèí (Garcia et al., 1995;
Lum, Malik, 1996; Birukova et al., 2004a). Èçìåíåíèÿ, âû-
çâàííûå òðîìáèíîì, çàòðàãèâàþò îáà êîìïîíåíòà öèòî-
ñêåëåòà — è àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, è ìèêðîòðóáî÷êè.
Íàøè ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ, âûïîëíåííûå íà ìîäå-
ëè ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ, ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü,
÷òî òðîìáèí ñïîñîáåí ðåãóëèðîâàòü àêòèíîâûé öèòîñêå-
ëåò ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, à ïðîìåæóòî÷íûì çâåíîì
ýòîé ðåãóëÿöèè ÿâëÿåòñÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî-
÷åê íà êðàþ êëåòêè (Ñìóðîâà è äð., 2004; Birukova et al.,
2004c).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èññëåäîâàòü ïîâåäåíèå ñè-
ñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê êàê íà êðàþ êëåòîê, òàê è âî âíóò-
ðåííåé öèòîïëàçìå ïðè áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ýíäîòå-
ëèÿ, âûçâàííîé âîçäåéñòâèåì òðîìáèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. Êóëüòóðà êëåòîê ýíäîòåëèÿ ëå-
ãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (HPAEC) áûëà ïîëó÷åíà èç êîì-
ïàíèè Clonetics BioWhittaker Inc. (ÑØÀ). Êëåòêè âûðàùè-
âàëè íà ñðåäå EGM-2 (Clonetics BioWhittaker Inc., ÑØÀ)
ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè 6—10-ãî ïàññàæåé.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í û å â î ç ä å é ñ ò â è ÿ. Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ èñïîëüçîâàëè òðîìáèí (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíò-
ðàöèè 25 íÌ. Ïåðåä âîçäåéñòâèåì òðîìáèíà êëåòêè ïðî-

ìûâàëè áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäîé è ñòèìóëèðîâàëè òðîì-
áèíîì òàêæå â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêè. Âðåìÿ
èíêóáàöèè ñ òðîìáèíîì ñîñòàâëÿëî 5, 10, 30 èëè 60 ìèí.

È ç ì å ð å í è å ò ð à í ñ ý í ä î ò å ë è à ë ü í î ã î ý ë å ê ò ð è-
÷ å ñ ê î ã î ñ î ï ð î ò è â ë å í è ÿ. Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè áàðü-
åðíûõ âîçìîæíîñòåé ýíäîòåëèÿ èñïîëüçîâàëè âûñîêî÷óâ-
ñòâèòåëüíûé ìåòîä ðåãèñòðàöèè ýëåêòðè÷åñêîé ïðîíèöàå-
ìîñòè ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè
ECIS (electrical cell substrate impedance sensing system)
(Applied Biophysics, Troy, NY, ÑØÀ). Êëåòêè HPAEC âû-
ñåâàëè â ÷àøêè, íà äíå êîòîðûõ ðàñïîëàãàëèñü ìèíèàòþð-
íûå çîëîòûå ýëåêòðîäû (ïëîùàäüþ 10–4 ñì2); èçìåðåíèå
òðàíñýíäîòåëèàëüíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ñîïðîòèâëåíèÿ ÷å-
ðåç êîíôëþåíòíûé ìîíîñëîé ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå,
îïèñàííîé ðàíåå (Verin et al., 2001; Birukova et al., 2004b).

Ä ë ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î î ê ð à ø è â à í è ÿ
êëåòêè ôèêñèðîâàëè 1.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðîâîãî àëü-
äåãèäà (Sigma, ÑØÀ) íà ôèçèîëîãè÷åñêîì ôîñôàòíîì áó-
ôåðå (PBS), pH 6.8 (Sigma, ÑØÀ), â òå÷åíèå 10 ìèí è îòìû-
âàëè òðåõêðàòíîé ñìåíîé PBS (ïî 10 ìèí êàæäàÿ ñìåíà).
Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.1%-íûì
ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 (Sigma, ÑØÀ) íà PBS â òå÷åíèå
15 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé PBS (3 ðàçà ïî 10 ìèí).
Äëÿ óñòðàíåíèÿ ôîíîâîãî ñâå÷åíèÿ ïåðåä îêðàñêîé àíòè-
òåëàìè êëåòêè îáðàáàòûâàëè 0.2%-íûì ðàñòâîðîì áîð-
ãèäðèäà NaBH4 (Sigma, ÑØÀ) íà PBS (3 ðàçà ïî 10 ìèí)
è îòìûâàëè áóôåðîì PBS (3 ðàçà ïî 10 ìèí).

Äàëåå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè (30 ìèí,
37 °Ñ), à çàòåì ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè (30 ìèí, 37 °Ñ).

Äëÿ îêðàñêè ìèêðîòðóáî÷åê â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ àí-
òèòåë èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà
ê â-òóáóëèíó (INC, ÑØÀ; ðàçâåäåíèå 1 : 200). Â êà÷åñò-
âå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèìûøèíûå àíòè-
òåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
Alexa 488 (Molecular Probes, ÑØÀ; ðàçâåäåíèå 1 : 100).

Ïîêðîâíûå ñòåêëà ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåòíûå, èñ-
ïîëüçóÿ â êà÷åñòâå çàëèâî÷íîé ñðåäû ñìåñü âîäû è ãëèöå-
ðèíà (1 : 1). Äëÿ ñîõðàííîñòè îáðàçöîâ êðàÿ ïîêðîâíûõ
ñòåêîë çàëèâàëè ëàêîì.

Ï î ë ó ÷ å í è å è î á ð à á î ò ê à ö è ô ð î â û õ è ç î á ð à-
æ å í è é. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ïîñëå èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ èñïîëüçîâàëè
ìèêðîñêîï Nikon Eclipse TE2000 (Nikon Intech Co., ßïî-
íèÿ). Èçîáðàæåíèÿ çàïèñûâàëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé
îõëàæäàåìîé ÏÇÑ-êàìåðû Hamamatsu ORCA-2 (Hama-
matsu Photonics, ßïîíèÿ), óïðàâëÿåìîé ïðîãðàììîé Meta
View (Universal Imaging, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 60�.

Ðàçðåøåíèå ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé (12 áèò) ñî-
ñòàâëÿëî 9 ïèêñåëü/ìêì. Îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðîâî-
äèëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Adobe Inc., ÑØÀ).

Ä ë ÿ ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í î é î ö å í ê è ñ è ñ ò å ì û ì è ê-
ð î ò ð ó á î ÷ å ê íà ïåðèôåðèè öèòîïëàçìû âûáèðàëè êëåò-
êè, èìåþùèå õîðîøî âûðàæåííóþ, äîñòàòî÷íî òîíêóþ
ëàìåëëó. Â àíàëèçèðóåìûõ êëåòêàõ ïîäñ÷èòûâàëè âñå
ìèêðîòðóáî÷êè, ïåðåñåêàþùèå óñëîâíóþ ëèíèþ, óäàëåí-
íóþ îò êðàÿ â ãëóáü êëåòêè íà ðàññòîÿíèÿ 5, 10 è 20 ìêì.
Äëÿ ïîäñ÷åòîâ èñïîëüçîâàëè òîëüêî òå ó÷àñòêè, ãäå èíäè-
âèäóàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè ìîæíî áûëî ÷åòêî âèäåòü.
Â êà÷åñòâå êðèòåðèÿ äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè âåëè÷èíó,
ðàâíóþ êîëè÷åñòâó ìèêðîòðóáî÷åê, ïåðåñåêàþùèõ óñëîâ-
íóþ ëèíèþ, íà 1 ìêì åå äëèíû, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ îáúåê-
òèâíûì ïîêàçàòåëåì ïëîòíîñòè ñåòè, ò. å. ÷àñòîòó ìèêðî-
òðóáî÷åê. Â åäèíè÷íûõ ñëó÷àÿõ èçâèòûå ìèêðîòðóáî÷êè
ïåðåñåêàëè óñëîâíóþ ëèíèþ 2 ðàçà è áîëåå, òàêèå ìèê-
ðîòðóáî÷êè ó÷èòûâàëè åäèíîæäû. Ïîëó÷åííûå äàííûå

50 Ê. Ì. Ñìóðîâà, À. À. Áèðþêîâà è äð.



ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ãðàôèêîâ çàâèñèìîñòè âûáðàííîãî
êðèòåðèÿ îò âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà.

Ñîñòîÿíèå ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öè-
òîïëàçìå êëåòîê îöåíèâàëè ïî ìåòîäèêå, ðàçðàáîòàííîé
ðàíåå (Ñìóðîâà è äð., 2002, 2004) ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
MetaMorph (Universal Imaging, ÑØÀ). Ìåòîäèêà îñíîâàíà
íà èçìåðåíèè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðó-
áî÷åê â äåñÿòè êâàäðàòíûõ ó÷àñòêàõ: îò ðàéîíà öåíòðîñî-
ìû (1-é ó÷àñòîê èçìåðåíèÿ) äî êðàÿ êëåòêè (10-é ó÷àñòîê
èçìåðåíèÿ) íà öèôðîâûõ èçîáðàæåíèÿõ ôëóîðåñöåíòíûõ
ïðåïàðàòîâ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ îõëàæäàåìîé
ÏÇÑ-êàìåðû.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ è ï î-
ñ ò ð î å í è å ã ð à ô è ê î â. Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè-
÷åñêè â ïðîãðàììàõ Sigma Plot 7.1 (SPSS Science, ÑØÀ)
è Excel (Microsoft Corp., ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîñòî-
âåðíîñòè ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ âûáîðêàìè èñïîëüçîâàëè
t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ èñïîëü-
çîâàëè ïðîãðàììó Sigma Plot 7.1. Äëÿ àïïðîêñèìàöèè ãðà-
ôèêîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû Sigma Plot 7.1 è Table
Curve 2D 5.1 (Systat Software Inc., ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê àäàïòèðóåòñÿ ê âîç-
ä å é ñ ò â è þ ò ð î ì á è í à â ó ñ ë î â è ÿ õ ý ê ñ ï å ð èì å í ò à.
Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñýíäîòåëèàëüíîå ýëåêò-
ðè÷åñêîå ñîïðîòèâëåíèå, õàðàêòåðèçóþùåå ïðîíèöàåìîñòü
ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà, ðåçêî ïàäàåò ïîä äåéñòâèåì òðîì-
áèíà, à çàòåì ïîñòåïåííî âîññòàíàâëèâàåòñÿ â èíòåðâàëå
êîíöåíòðàöèé 1—200 íÌ (Birukova et al., 2004a, 2004b).
Ñêîðîñòü è ñòåïåíü âîññòàíîâëåíèÿ çàâèñÿò îò êîíöåíòðà-
öèè òðîìáèíà. Áîëåå âûñîêèå äîçû ïðèâîäÿò ê íåîáðàòè-
ìûì íàðóøåíèÿì íå òîëüêî áàðüåðíîé ôóíêöèè, íî è æèç-
íåäåÿòåëüíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â öåëîì, âïëîòü
äî èõ ãèáåëè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè 100—200 íÌ òðîìáèíà
âîññòàíîâëåíèå ýëåêòðè÷åñêîãî ñîïðîòèâëåíèÿ ïðîèñõî-
äèò î÷åíü ìåäëåííî (íà 10 % â òå÷åíèå 1-ãî ÷) è íå äîñòè-
ãàåò íîðìû çà âñå âðåìÿ íàáëþäåíèÿ (Birukova et al., 2004b).

Ïðè êîíöåíòðàöèè òðîìáèíà 50 íÌ ñîïðîòèâëåíèå
ýíäîòåëèàëüíîãî ïëàñòà ïàäàåò áîëåå ÷åì âäâîå ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íîðìîé; âîçíèêàþùåå ïðè ýòîì ïîâûøåíèå ïðî-
íèöàåìîñòè ìîíîñëîÿ õàðàêòåðèçóåò áàðüåðíóþ äèñôóíê-
öèþ ýíäîòåëèÿ (ðèñ. 1). Íîðìàëüíîå ýëåêòðè÷åñêîå ñîïðî-

òèâëåíèå âîññòàíàâëèâàåòñÿ íà 90 % â òå÷åíèå 1.5—2.0 ÷.
Òàêèì îáðàçîì, âîçäåéñòâèå òðîìáèíà ÿâëÿåòñÿ äîçîçàâè-
ñèìûì è âîññòàíîâëåíèå ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà äî ôè-
çèîëîãè÷åñêîé íîðìû âîçìîæíî â èíòåðâàëå êîíöåíòðà-
öèé 1—50 íÌ.

Â äàííîé ðàáîòå èñïîëüçóåìàÿ â ýêñïåðèìåíòàõ êîí-
öåíòðàöèÿ òðîìáèíà áûëà âäâîå íèæå, ÷åì ìàêñèìàëü-
íàÿ äëÿ óêàçàííîãî èíòåðâàëà, ò. å. 25 íÌ. Êîíöåíòðàöèÿ
áûëà ïîäîáðàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû, ñ îäíîé ñòîðîíû,
âûçûâàòü áûñòðóþ áàðüåðíóþ äèñôóíêöèþ ýíäîòåëèÿ, à ñ
äðóãîé — ÷òîáû âûçâàííûå âîçäåéñòâèåì òðîìáèíà íàðó-
øåíèÿ â ìîðôîëîãèè êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð áûëè îáðàòèìû
(ò. å. ÷òîáû áàðüåðíàÿ ôóíêöèÿ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ âîñ-
ñòàíàâëèâàëàñü äîñòàòî÷íî áûñòðî). Â óñëîâèÿõ ýêñïå-
ðèìåíòà óìåíüøàëàñü ïëîùàäü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê
íà ñóáñòðàòå, íàðóøàëñÿ öèòîñêåëåò êëåòêè, îäíàêî âñå
ýôôåêòû áûëè îáðàòèìûìè, ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå íà÷àëà
âîçäåéñòâèÿ çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé ïðèáëèæàëèñü ê íîð-
ìàëüíûì. Òàêèì îáðàçîì, è ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè â öå-
ëîì ñïîñîáíû àäàïòèðîâàòüñÿ ê âîçäåéñòâèþ åñòåñòâåí-
íîãî ðåãóëÿòîðà òðîìáèíà ïðè èñïîëüçîâàíèè âûáðàííîé
íàìè êîíöåíòðàöèè.

Â î ç ä å é ñ ò â è å ò ð î ì á è í à ï ð è â î ä è ò ê ó ì å í ü-
ø å í è þ ê î ë è ÷ å ñ ò â à ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê í à ï å ð è ô å-
ð è è ý í ä î ò å ë è à ë ü í û õ ê ë å ò î ê. Â íîðìå â êëåòêàõ
ýíäîòåëèÿ ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà ëèíèè HPAEC ìå-
òîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ âûÿâëÿåòñÿ
ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê ñ âûðàæåííûì öåíòðîì ñõîæäåíèÿ
â ðàéîíå öåíòðîñîìû, ãäå èõ ïëîòíîñòü ìàêñèìàëüíà è íå
ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü îòäåëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè. Ïî ìåðå
ïðèáëèæåíèÿ ê êðàþ êëåòêè ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê
çíà÷èòåëüíî ïîíèæàåòñÿ, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü èäåíòè-
ôèöèðîâàòü â ëàìåëëå äèñòàëüíûå êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê,
à òàêæå çíà÷èòåëüíûå ïî äëèíå îòäåëüíûå ôðàãìåíòû
ìèêðîòðóáî÷åê è äàæå èíäèâèäóàëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè
öåëèêîì. Â òàêèõ îáëàñòÿõ âîçìîæåí ïîäñ÷åò ìèêðîòðó-
áî÷åê äëÿ èõ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê òðîìáèíîì íàðóøàåò íîðìàëüíóþ ñòðóêòóðó ñèñ-
òåìû ìèêðîòðóáî÷åê â öèòîïëàçìå — îòíîñèòåëüíàÿ ïëî-
ùàäü, çàíèìàåìàÿ ìèêðîòðóáî÷êàìè, ñíèæàåòñÿ íà ÷åò-
âåðòü â òå÷åíèå ïåðâûõ 10 ìèí îáðàáîòêè, à çàòåì ïðîèñ-
õîäèò ïîñòåïåííàÿ àäàïòàöèÿ ê âîçäåéñòâèþ, â ðåçóëüòàòå
çàíèìàåìàÿ ìèêðîòðóáî÷êàìè ïëîùàäü ðàñòåò, ïðèáëè-
æàÿñü ê êîíòðîëüíîìó çíà÷åíèþ ÷åðåç 60 ìèí (Ñìóðîâà
è äð., 2004). Íàèáîëåå çíà÷èòåëüíî ïðè âîçäåéñòâèè òðîì-
áèíà ñòðàäàë êðàé êëåòêè: ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ ïåðèôå-
ðè÷åñêèìè ìèêðîòðóáî÷êàìè â îáëàñòè 10 ìêì îò êëåòî÷-
íîãî êðàÿ, óìåíüøàëàñü âäâîå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.
Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî âûçâàííîå
òðîìáèíîì óìåíüøåíèå ïëîùàäè, çàíèìàåìîé ìèêðîòðó-
áî÷êàìè, ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ÷àñòè÷íîé ýëèìèíàöèè ëèáî
óêîðî÷åíèÿ ïåðèôåðè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê. Äëÿ ïðîâåð-
êè äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðî-
âåëè ïðÿìîé ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê íà êðàþ
ëàìåëëû ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â íîðìå è ïîñëå ðàçëè÷-
íîãî ïî âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà. Â êà÷åñòâå êðèòå-
ðèÿ îöåíêè èñïîëüçîâàëè êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê, ïå-
ðåñåêàþùèõ ëèíèþ ñòàíäàðòíîé äëèíû (1 ìêì), óäàëåí-
íóþ îò êðàÿ â ãëóáü êëåòêè íà ðàññòîÿíèÿ 5, 10 è 20 ìêì.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â âèäå
ãðàôèêîâ, ïîêàçûâàåò, ÷òî íà ïåðèôåðèè êëåòêè êîëè-
÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â íîðìå èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè
îò ðàññòîÿíèÿ äî íàðóæíîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû: íà ðàñ-
ñòîÿíèè 5 ìêì îò êðàÿ ìèêðîòðóáî÷åê â 1.5 ðàçà ìåíüøå,

Ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê ïðè áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ 51

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ýëåêòðè÷åñêîãî ñîïðîòèâëåíèÿ (ÝÑ) ýíäîòå-
ëèàëüíîãî ïëàñòà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ 50 íÌ òðîìáèíà (óðîâåíü
ñîïðîòèâëåíèÿ ìîíîñëîÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â êîíòðîëå

ïðèíÿò çà 100 %).



÷åì íà ðàññòîÿíèè 10 ìêì, è â 2.5 ðàçà ìåíüøå, ÷åì íà
ðàññòîÿíèè 20 ìêì (ðèñ. 2). Êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â
âûäåëåííûõ îáëàñòÿõ ìåíÿëîñü â ðàçëè÷íîé ñòåïåíè â çà-
âèñèìîñòè îò âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà. Â íåïî-
ñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò êëåòî÷íîãî êðàÿ, íà ðàññòîÿíèè
5 ìêì îò íàðóæíîé ìåìáðàíû, ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå âíå-
ñåíèÿ â ñðåäó èíêóáàöèè òðîìáèíà îòíîñèòåëüíîå êî-
ëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê ñíèæàëîñü â 4 ðàçà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ íîðìîé, è ýòî ñíèæåíèå áûëî ñàìûì çíà÷èòåëü-
íûì ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè àíàëèçèðóåìûìè îáëàñòÿìè
(ðèñ. 2, à). Ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ âðåìåíè èíêóáàöèè ñ
òðîìáèíîì êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê ïëàâíî ïîâûøà-
ëîñü; ÷åðåç 60 ìèí ÷èñëî ìèêðîòðóáî÷åê â äàííîé îáëàñ-
òè äîñòèãàëî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ. Íà ðàññòîÿíèè 10 ìêì
îò íàðóæíîé ìåìáðàíû êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê ñíè-
æàëîñü âòðîå â ïåðâûå ìèíóòû âîçäåéñòâèÿ, äàëåå ïðîèñ-
õîäèëî ïîñòåïåííîå âîññòàíîâëåíèå íîðìàëüíîé ïëîò-
íîñòè ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 2, á). Ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò
êðàÿ êëåòêè, íà ðàññòîÿíèè 20 ìêì, â ïåðâûå 5 ìèí âîç-
äåéñòâèÿ òðîìáèíà ïðîèñõîäèëî ïðèáëèçèòåëüíî äâóêðàò-
íîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê, êîòîðîå ïðî-
äîëæàëîñü è â ñëåäóþùèå 5 ìèí (ðèñ. 2, â). ×åðåç 60 ìèí
â ýòîé îáëàñòè êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê äîñòèãàëî 80 %
îò íîðìû, ò. å. ïîëíîñòüþ íå âîññòàíàâëèâàëîñü.

Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëåå ñèëüíî êîëè÷åñòâî ìèêðî-
òðóáî÷åê ïàäàëî â ïåðâûå 5 ìèí âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà, à
ñàìûì çíà÷èòåëüíûì áûëî ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ìèê-
ðîòðóáî÷åê â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò íàðóæíîé
ìåìáðàíû êëåòêè, â çîíå 5 ìêì.

Â î ç ä å é ñ ò â è å ò ð î ì á è í à ï ð è â î ä è ò ê ï å ð å-
ñ ò ð î é ê å ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê â î â í ó ò ð å í-
í å é ö è ò î ï ë à ç ì å ý í ä î ò å ë è à ë ü í û õ ê ë å ò î ê. Ïî-
ñêîëüêó ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòî-
ïëàçìå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê âûñîêà, ÷òî íå ïîçâîëÿåò
ïðÿìî ïîäñ÷èòàòü èõ, ñîñòîÿíèå ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê
îöåíèâàëè, èçìåðÿÿ èíòåíñèâíîñòü èõ ôëóîðåñöåíöèè îò
öåíòðîñîìû äî êëåòî÷íîãî êðàÿ.

Èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê â
öèòîïëàçìå íàòèâíûõ êëåòîê îïèñûâàåòñÿ ýêñïîíåíòîé
f(x) = ae–bx ñ ïàðàìåòðàìè a = 287.70 è b = 0.15 (ðèñ. 3, à),
à ñëåäîâàòåëüíî, áîëüøàÿ ÷àñòü ìèêðîòðóáî÷åê â ýíäîòå-
ëèè ðàñõîäèòñÿ îò åäèíîãî öåíòðà ê ïåðèôåðèè êëåòêè
(Ñìóðîâà è äð., 2007); â ñèñòåìå ïî ÷èñëåííîñòè äîìèíè-
ðóþò ñâÿçàííûå ñ öåíòðîñîìîé ìèêðîòðóáî÷êè, à ñâîáîä-
íûå ìèêðîòðóáî÷êè ñîñòàâëÿþò ìåíüøèíñòâî. Òàêèì îá-
ðàçîì, ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê â ýíäîòåëèè ñëåäóåò ñ÷è-
òàòü ðàäèàëüíîé.

Âîçäåéñòâèå òðîìáèíà ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ çàâè-
ñèìîñòè, îïèñûâàþùåé ïàäåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè, à ñëåäîâàòåëüíî, ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ
ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå êëåòîê ýíäîòå-
ëèÿ. ×åðåç 5 ìèí ïîñëå âíåñåíèÿ òðîìáèíà ïàäåíèå ïëîò-
íîñòè îò öåíòðîñîìû ê êðàþ êëåòêè àïïðîêñèìèðóåòñÿ
íåëèíåéíîé ôóíêöèåé, îïèñûâàåìîé óðàâíåíèåì f (x) =
= +a e x x b/ –( – ) /( )1 0 (ðèñ. 3, á), ãäå çíà÷åíèå x0 = 4.8, à çíà-
÷åíèÿ êîýôôèöèåíòîâ a = 246.4 è b = –0.6. Èç ãðàôèêà
ñëåäóåò, ÷òî êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê ðåçêî ïàäàåò â ëà-
ìåëëå êëåòêè (â ó÷àñòêàõ 6—10), íî âîçðàñòàåò âî âíóò-
ðåííåé öèòîïëàçìå â ðàéîíàõ, ïðèëåæàùèõ ê öåíòðîñî-
ìå (ó÷àñòêè èçìåðåíèÿ 2—4). Êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê,
ðàñïîëîæåííûõ íåïîñðåäñòâåííî âîêðóã öåíòðîñîìû, íå
ìåíÿåòñÿ (ïåðâûå ñòîëáöû ãðàôèêîâ íà ðèñ. 3, à, á ñòàòè-
ñòè÷åñêè íå ðàçëè÷àþòñÿ).

×åðåç 10 ìèí âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà óáûâàíèå îïòè-
÷åñêîé ïëîòíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê îïèñûâàåòñÿ óðàâíå-
íèåì ëèíåéíîé ðåãðåññèè f (x) = ax + b ñ êîýôôèöèåíòà-
ìè a = –26.5 è b = 276.5 (ðèñ. 3, â). Ñîãëàñíî ïðîâåäåííûì
íàìè ðàíåå èññëåäîâàíèÿì, ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â ñèñòåìå
ïîÿâëÿåòñÿ çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ñâîáîäíûõ ìèêðî-
òðóáî÷åê (Ñìóðîâà è äð., 2007).

×åðåç 60 ìèí ïîñëå âíåñåíèÿ òðîìáèíà â ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïàäåíèå ïëîòíîñòè ìèê-
ðîòðóáî÷åê îò öåíòðîñîìû ê êðàþ êëåòêè îïèñûâàåòñÿ ýêñ-
ïîíåíöèàëüíûì óáûâàíèåì, óðàâíåíèå ýêñïîíåíòû èìååò
ïàðàìåòðû a = 287.40 è b = 0.19 (ðèñ. 3, ã). Òàêèì îáðàçîì,
÷åðåç 60 ìèí ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà â ñèñòå-
ìå âíîâü äîìèíèðóþò ñâÿçàííûå ñ öåíòðîñîìîé ðàäèàëüíî
ðàñõîäÿùèåñÿ ìèêðîòðóáî÷êè, à ñâîáîäíûå ìèêðîòðóáî÷-
êè ñîñòàâëÿþò ìåíüøèíñòâî. Ïîñêîëüêó êîýôôèöèåíòû a
è b óðàâíåíèé ýêñïîíåíòû â íîðìå è â êîíöå ýêñïåðèìåí-
òà ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò, ðàñïîëîæåíèå ìèêðîòðóáî÷åê
âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå ñîîòâåòñòâóåò èñõîäíîìó.

Ïðîâåäåííûé íàìè ðàíåå àíàëèç ìîäåëüíûõ ñèñòåì
ìèêðîòðóáî÷åê (Ñìóðîâà è äð., 2007) ïîçâîëÿåò òðàêòî-
âàòü ïîëó÷åííîå â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà èçìå-
íåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ îïòè÷åñêèõ ïëîòíîñòåé ñëåäóþùèì
îáðàçîì. Â ïåðâûå 5 ìèí âîçäåéñòâèÿ ðåçêî óáûâàåò êî-
ëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê íà êðàþ êëåòêè, ïðè÷åì íå òîëü-
êî â îáëàñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (÷òî î÷åâèäíî ïî ðå-
çóëüòàòàì ïðÿìûõ ïîäñ÷åòîâ), — ìèêðîòðóáî÷êè èñ÷å-
çàþò â îáëàñòè, îãðàíè÷åííîé ïîëîâèíîé ðàäèóñà êëåòêè
è åå êðàåì, ò. å. ñâÿçàííûå ñ öåíòðîñîìîé ìèêðîòðóáî÷êè
âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå êëåòêè îêàçûâàþòñÿ çíà÷è-
òåëüíî áîëåå êîðîòêèìè. Ýòî âîçìîæíî ïî äâóì ïðè÷è-
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ÷àñòîòû ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) â ëàìåëëå êëåòîê HPAEC íà ðàññòîÿíèÿõ 5 (à), 10 (á) è 20 (â) ìêì îò êðàÿ êëåòêè
â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè èíêóáàöèè ñ òðîìáèíîì (25 íÌ).



íàì: ëèáî çà ñ÷åò òîãî, ÷òî ðàñòóùèå îò öåíòðîñîìû ìèê-
ðîòðóáî÷êè íå äîðàñòàþò äî êðàÿ, ëèáî çà ñ÷åò èõ áûñò-
ðîé ðàçáîðêè ñ ïëþñ-êîíöà ïî ìåðå äîñòèæåíèÿ êðàÿ
êëåòêè (ïðè îòñóòñòâèè ïàóç è ïîâûøåííîé ÷àñòîòå êàòà-
ñòðîô íà êðàþ êëåòêè).

Áûñòðûå èçìåíåíèÿ çàòðàãèâàþò íå òîëüêî ïåðèôåðè-
÷åñêèå ìèêðîòðóáî÷êè, îäíîâðåìåííî ðàñòåò êîëè÷åñòâî
ìèêðîòðóáî÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå ýíäîòåëèîöè-
òîâ. Ïîñêîëüêó â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò öåíòðîñî-
ìû êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê íå ìåíÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó,
óâåëè÷èâàåòñÿ ÷àñòîòà îòäåëåíèÿ ìèíóñ-êîíöîâ ìèêðî-
òðóáî÷åê îò öåíòðîñîìû, à íà îñâîáîäèâøèõñÿ (à âîçìîæ-
íî, è âêëþ÷èâøèõñÿ ðåçåðâíûõ) çàòðàâêàõ ñðàçó íà÷èíà-
åòñÿ ðîñò íîâûõ ìèêðîòðóáî÷åê. Òàêèì îáðàçîì, âî âíóò-
ðåííåé öèòîïëàçìå, íà ðàññòîÿíèè äî 10 ìêì âîêðóã
öåíòðîñîìû, ïîÿâëÿþòñÿ ñâîáîäíûå (ïî-âèäèìîìó, íå-
ñòàáèëüíûå) ìèíóñ-êîíöû è ñîîòâåòñòâåííî ñâîáîäíûå
ìèêðîòðóáî÷êè. Êîëè÷åñòâî èõ ÷åðåç 10 ìèí çíà÷èòåëü-
íî ïðåâîñõîäèò êîëè÷åñòâî ñâÿçàííûõ ñ öåíòðîñîìîé
ìèêðîòðóáî÷åê. Âîçðîñøåå êîëè÷åñòâî íåñòàáèëüíûõ ìè-
íóñ-êîíöîâ, ðàçáèðàÿñü, çíà÷èòåëüíî ïîïîëíÿåò ïóë ðàñ-
òâîðåííîãî òóáóëèíà è ðàâíîâåñèå ðåàêöèè ïîñòåïåííî
ñäâèãàåòñÿ â ñòîðîíó ïîëèìåðèçàöèè ïëþñ-êîíöîâ. Äèñ-
òàëüíûå ïëþñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê çíà÷èòåëüíî óäëè-
íÿþòñÿ âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå (÷åðåç 10 ìèí âîçäåé-
ñòâèÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê â ó÷àñòêàõ 6
è 7 çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ 5-ìèíóò-
íûì âîçäåéñòâèåì — ðèñ. 3, á, â, åå çíà÷åíèÿ ïðàêòè÷åñêè
äîñòèãàþò íîðìû), íî íå íà ïåðèôåðèè êëåòêè (çíà÷åíèå

îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â ó÷àñòêàõ 8—10 — ðèñ. 2, â —
îñòàåòñÿ çíà÷èòåëüíî áîëåå íèçêèì, ÷åì â íîðìå). Ïî
ìåðå äàëüíåéøåé ïîëèìåðèçàöèè äèñòàëüíûõ ïëþñ-êîí-
öîâ ìèêðîòðóáî÷åê âîçðàñòàåò è èõ êîëè÷åñòâî íà ïåðè-
ôåðèè êëåòêè, ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèò ê âîññòà-
íîâëåíèþ íîðìàëüíîé ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê.

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå â äàííîé ðàáîòå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
çàêëþ÷èòü, ÷òî â íîðìå ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ ðàäèàëüíîé, à ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
ìèíóñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ðàñïîëîæåíû íà öåíòðîñî-
ìå, à ïëþñ-êîíöû ðàñïðåäåëåíû íà ïåðèôåðèè êëåòêè â
ðàéîíå êëåòî÷íîãî êðàÿ. Òàêàÿ îðãàíèçàöèÿ ïîíÿòíà — âû-
ñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ äèíàìè÷íûõ ïëþñ-êîíöîâ âáëèçè íà-
ðóæíîé ìåìáðàíû íåîáõîäèìà äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ýôôåêòèâ-
íîãî òàðãåòèíãà êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (Kaverina et al., 1999),
çàïóñêàþùåãî öåëûé êàñêàä ðåàêöèé íà ïåðèôåðèè êëåò-
êè, ñâÿçàííûõ â òîì ÷èñëå è ñ èçìåíåíèåì åå ôîðìû (Small
et al., 1999; Kaverina et al., 2002; Small, Kaverina, 2003).

Îïèñàííîå íàìè ðåçêîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ìèêðî-
òðóáî÷åê â ëàìåëëå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê âîçìîæíî
ëèáî çà ñ÷åò îãðàíè÷åíèÿ ðîñòà ïëþñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî-
÷åê âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå (â ðåçóëüòàòå ðàñòóùèå èç
öåíòðà ìèêðîòðóáî÷êè íå äîñòèãàþò êðàÿ êëåòêè), ëèáî çà
ñ÷åò èõ áûñòðîé ðàçáîðêè ñ ïëþñ-êîíöîâ â ðàéîíå êëåòî÷-
íîãî êðàÿ (÷òî âîçìîæíî ïðè îòñóòñòâèè ïàóç è ïîâûøåí-
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Ðèñ. 3. Ãðàôèêè, îïèñûâàþùèå ïàäåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (D) ìèêðîòðóáî÷åê îò öåíòðîñîìû ê ïåðèôåðèè êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê HPAEC â íîðìå (à) è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà (á—ã).

à — êëåòêè, âûðàùåííûå íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, îáðàáàòûâàëè òðîìáèíîì (25 íÌ) â òå÷åíèå 5 (á), 10 (â) èëè 60 (ã) ìèí. Ïî îêîí÷àíèè âîçäåéñòâèÿ
êëåòêè ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè äëÿ âûÿâëåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê èçìåðÿëè, èñïîëüçóÿ
ïðîãðàììó MetaMorph, â äåñÿòè êâàäðàòíûõ ó÷àñòêàõ îò ðàéîíà öåíòðîñîìû (1-é ó÷àñòîê) äî êðàÿ êëåòêè (10-é ó÷àñòîê). Ïðåäñòàâëåíû êðèâûå,
àïïðîêñèìèðóþùèå ïîëó÷åííûå çàâèñèìîñòè. Â íîðìå èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî÷åê íàèáîëåå âûñîêà â ðàéîíå öåíòðîñîìû è ïà-
äàåò ýêñïîíåíöèàëüíî îò öåíòðà êëåòêè ê åå ïåðèôåðèè; óðàâíåíèå ýêñïîíåíòû: f (x) = 287.7e–0.15x. á — â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ òðîìáèíà ÷å-
ðåç 5—10 ìèí õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè èçìåíÿåòñÿ, ÷òî îòðàæàåò ïåðåñòðîéêó ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê (íåëèíåé-
íàÿ ôóíêöèÿ, îïèñûâàåìàÿ óðàâíåíèåì f (x) = 246.4/(1 + e–(x – 4.8)/(–0.6)). â — ëèíåéíàÿ ðåãðåññèÿ (f(x) = –26.5x + 276.5), ã — âîññòàíîâëåíèå íîðìàëü-
íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ÷åðåç 60 ìèí âîçäåéñòâèÿ (ýêñïîíåíöèàëüíîå ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (f (x) = 287.4e–0.19x), õàðàêòåðíîå äëÿ

êëåòîê ýíäîòåëèÿ â íîðìå).



íîé ÷àñòîòå êàòàñòðîô ó ìåìáðàíû). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïðè-
÷èíîé áóäåò èçìåíåíèå äèíàìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìèêðîòðó-
áî÷åê, è âûáîð â ïîëüçó îäíîé èç âîçìîæíîñòåé ìîæíî
ñäåëàòü, ëèøü ïðîàíàëèçèðîâàâ äèíàìèêó ìèêðîòðóáî÷åê
â æèâûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ â óñëîâèÿõ àíàëîãè÷-
íîãî ýêñïåðèìåíòà. Âûçâàííàÿ òðîìáèíîì ðàçáîðêà ëèáî
óêîðî÷åíèå ïåðèôåðè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê ïðèâîäèò
ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà äèíàìè÷íûõ
ïëþñ-êîíöîâ âáëèçè ìåìáðàíû êëåòêè, à çíà÷èò, ñíèæàåò
÷àñòîòó òàðãåòèíãà è íàðóøàåò âçàèìîñâÿçü ôèáðèëëÿð-
íûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà êëåòêè ñ åå àäãåçèâíûìè
ñòðóêòóðàìè. Åñëè íàøå ïðåäïîëîæåíèå âåðíî, òî äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ äîñòàòî÷íî ñòà-
áèëèçèðîâàòü ìèêðîòðóáî÷êè, ñíèçèâ ÷àñòîòó êàòàñòðîô
è çàùèòèâ ñâîáîäíûå ïëþñ-êîíöû îò ðàçáîðêè.

Ïîñêîëüêó ðåàêöèÿ ñî ñòîðîíû àêòèíîâûõ ôèëàìåí-
òîâ è èçìåíåíèå ïëîùàäè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ðàçâè-
âàëèñü ïîçäíåå, ÷åì èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå ñåòè ìèêðî-
òðóáî÷åê (Ñìóðîâà è äð., 2007), ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
èìåííî ðåàêöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì ýòàïîì
áàðüåðíîé äèñôóíêöèè, âûçâàííîé äåéñòâèåì òðîìáèíà,
à ñàìè ìèêðîòðóáî÷êè ÿâëÿþòñÿ ïåðâûì çâåíîì â öåïè
ïåðåñòðîåê ôèáðèëëÿðíîãî öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíîé
êëåòêè. Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ïðè èçìåíåíèè ôîðìû
êëåòêè â ïðîöåññå ïîëÿðèçàöèè è ìèãðàöèè ìèêðîòðóáî÷-
êè êîíòðîëèðóþò ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
ïóòåì äèôôåðåíöèàëüíîé ðåãóëÿöèè äèíàìèêè ôîêàëü-
íûõ êîíòàêòîâ (Small, Kaverina, 2003).

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â áîëü-
øèíñòâå ñëó÷àåâ ïðîòèâîäåéñòâóåò êëåòî÷íîé ñîêðàòèìî-
ñòè (Danowski, 1989), à ðàçðóøåíèå ìèêðîòðóáî÷åê àêòè-
âèðóåò ñîêðàòèìîñòü ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê (Elbaum et al.,
1999; Small et al., 2002). Ïðåäïîëàãàåìûé ìåõàíèçì ïî-
äàâëåíèÿ ñîêðàòèìîñòè, âîçìîæíî, ñâÿçàí ëèáî ñ ìåõàíè-
÷åñêèì ïðîòèâîäåéñòâèåì ìèêðîòðóáî÷åê àêòîìèîçèíî-
âîìó ñîêðàùåíèþ (Ingber, 2002; Rodriguez et al., 2003),
ëèáî ñ äîñòàâêîé (óäàëåíèåì) ñ ïîìîùüþ ìèêðîòðóáî÷åê
ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, ïîäàâëÿþùèõ (àêòèâèðóþùèõ) ìèî-
çèí II. Íà ðîëü òàêîãî ñèãíàëà ìîæåò ïðåòåíäîâàòü ôîð-
ìèí mDia, â íîðìå àññîöèèðîâàííûé ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè
è âîâëå÷åííûé âî âçàèìîäåéñòâèå âñåõ öèòîñêåëåòíûõ
ñòðóêòóð â êëåòêå. Áåëîê mDia ÿâëÿåòñÿ íåïîñðåäñòâåí-
íûì ýôôåêòîðîì ìàëîé ÃÒÔàçû Rho, êîíòðîëèðóþùåé
äèíàìèêó è îðãàíèçàöèþ íå òîëüêî àêòèíîâîé ñèñòåìû,
íî è ìèêðîòðóáî÷åê (Cook et al., 1998; Daub et al., 2001;
Ishizaki et al., 2001; Palazzo et al., 2001; Fukata et al., 2002).
Àêòèâíûé mDia ñòèìóëèðóåò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà è
îäíîâðåìåííî âëèÿåò íà äèíàìèêó ïëþñ- è ìèíóñ-êîíöîâ
ìèêðîòðóáî÷åê (Bershadsky et al., 2006). Ïîä äåéñòâèåì
mDia ïëþñ-êîíöû êîíöåíòðèðóþòñÿ îêîëî ðàñòóùèõ ôî-
êàëüíûõ êîíòàêòîâ (Wallar, Alberts, 2003; Jaffe, Hall, 2005);
òàêèì îáðàçîì, mDia îïîñðåäóåò ýôôåêò Rho íà àäãåçèâ-
íûå ñòðóêòóðû êëåòêè (Palazzo et al., 2001; Bershadsky
et al., 2006). Áåëîê mDia íåîáõîäèì äëÿ ñòàáèëèçàöèè
êîíòàêòîâ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê (Sahai, Marshall, 2002).

Ïîñêîëüêó âåäóùàÿ ðîëü Rho-çàâèñèìûõ ìåõàíèçìîâ
âî âçàèìîäåéñòâèè ìèêðîòðóáî÷åê è àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà ïðè âîçíèêíîâåíèè áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ëåãî÷-
íîãî ýíäîòåëèÿ áûëà ïîêàçàíà ðàíåå (Ridley, 2001; Biru-
kova et al., 2004c; Villalonga, Ridley, 2006), íàêîïëåííûå
äàííûå ïîçâîëÿþò ñôîðìóëèðîâàòü ñëåäóþùóþ ãèïîòåçó.
Ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì ýôôåêòîðíûì
çâåíîì â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âçàèìîñâÿçàííûõ ðåàêöèé:
ñòèìóëÿöèÿ ñîêðàùåíèÿ êëåòî÷íîãî êîðòåêñà, ñîïðîâîæ-
äàåìàÿ ïîâûøåíèåì êîëè÷åñòâà àêòèíîâûõ ïó÷êîâ, îïî-

ñðåäîâàíà àêòèâàöèåé Rho, êîòîðàÿ âûçûâàåòñÿ ôàêòîðà-
ìè, â íîðìå àññîöèèðîâàííûìè ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè, íî
âûñâîáîæäàþùèìèñÿ â öèòîïëàçìó â ðåçóëüòàòå äåïî-
ëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê. Ýôôåêòîð Rho áåëêà mDia,
àññîöèèðîâàííûé ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè è çíà÷èòåëüíî ïî-
äàâëÿþùèé ðîñò èõ ïëþñ-êîíöîâ àêòèíçàâèñèìûì îáðà-
çîì (Bershadsky et al., 2006), ìîæåò ñëóæèòü â êà÷åñòâå
òàêîãî ïðåäïîëàãàåìîãî ôàêòîðà, îòñîåäèíÿþùåãîñÿ îò
ìèêðîòðóáî÷åê.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. È. À. Âî-
ðîáüåâó çà ïðåäîñòàâëåííóþ âîçìîæíîñòü ðàáîòàòü ñ
ïðîãðàììîé MetaMorph (Universal Imaging, ÑØÀ) è
ä-ðó Ð. Ý. Óçáåêîâó çà ïëîäîòâîðíîå îáñóæäåíèå ðóêî-
ïèñè ñòàòüè è âûñêàçàííûå çàìå÷àíèÿ è ðåêîìåíäàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Àìåðè-
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è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
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THE MICROTUBULE SYSTEM IN ENDOTHELIAL BARRIER DYSFUNCTION: DISASSEMBLY

OF PERIPHERAL MICROTUBULES AND MICROTUBULES REORGANIZATION

IN INTERNAL CYTOPLASM
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Endothelial cell barrier dysfunction is often associated with dramatic cytoskeletal reorganization, activation
of actomyosin contraction and finally gap formation. At present time the role of microtubules in endothelial cell
barrier regulation is not fully understood, however a number of observations allow to assume that microtubules
reaction is the extremely important part in development of endothelial dysfunction. These observations have
been forced us to examine the role of microtubule system reorganization in endothelial cell barrier regulation.
In quiescent endothelial cells microtubule density is the highest in the centrosome region and insignificant near
the cell margin. The analysis of microtubules distribution after specific antibodies staining using the method of
measurement of their fluorescence intensity has shown that in control endothelial cells the reduction of fluores-
cence intensity from the cell center to its periphery is described by the equation of an exponential regression.
The hormone agent, thrombin (25 nM), causes rapid increase of endothelial cell barrier permeability accompa-
nied by fast decrease in quantity of peripheral microtubules and reorganization of microtubule system in internal
cytoplasm of endothelial cells (the decrease of fluorescence intensity is described by the equation of linear re-
gress already through 10 min after the beginning of the treatment). Both effects are reversible — through 60 min
after the beginning of the treatment the microtubule network does not differ from normal one, so the microtubu-
le system is capable to adapt for influence of a natural regulator thrombin. The microtubules reaction develops
more quickly, than reorganization of the actin filaments system, which responsible for the subsequent changes
in the cell shape during barrier dysfunction. Apparently, the microtubules are the first part in a circuit of the re-
actions leading to the pulmonary endothelial cell barrier compromise.

K e y w o r d s: pulmonary endothelium, endothelial barrier function, endothelial barrier dysfunction, throm-
bin, actin filaments, microtubules.
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