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Ïðîâåäåíî âûäåëåíèå ïðîòåîãëèêàíîâ èç âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) êóëüòóðû ìèîáëàñòîâ
êðûñû L6J1 è èçó÷åíî èõ âëèÿíèå íà àäãåçèþ ýòèõ êëåòîê. Ïîñëå îáðàáîòêè âûäåëåííûõ ïðîòåîãëèêàíîâ
õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ è ãåïàðèíàçîé III — ôåðìåíòàìè, ðàçðóøàþùèìè ïîëèñàõàðèäû, ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêè îõàðàêòåðèçîâàíû êîðîâûå áåëêè ýòèõ ñîåäèíåíèé è ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ ïðåäñòàâëå-
íû ãëàâíûì îáðàçîì õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíàìè. Èññëåäóåìûå ñîåäèíåíèÿ, íàíåñåííûå íà
ïîäëîæêó èíäèâèäóàëüíî èëè â ñìåñè ñ ôèáðîíåêòèíîì èëè ÂÊÌ, èíãèáèðîâàëè àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ.
Îáðàáîòêà ñóáñòðàòà, ñîñòîÿùåãî èç ôèáðîíåêòèíà è ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ, õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ ïðèâåëà
ê âîññòàíîâëåíèþ íîðìàëüíîãî ïðèêðåïëåíèÿ è ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ñóáñòðàòå. Òàêèì îáðàçîì, â
ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû âûäåëåíû è îõàðàêòåðèçîâàíû ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ ìèîáëàñòîâ êðûñû
L6J1, ïðèíàäëåæàùèå ïðåèìóùåñòâåííî ê êëàññó õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ ìèîáëàñòîâ âûçûâàþò ïîäàâëåíèå àäãåçèè ýòèõ êëåòîê, êîòîðîå îïîñðåäîâàíî ïî-
ëèñàõàðèäíûìè öåïÿìè ïðîòåîãëèêàíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèîáëàñòû, âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ïðîòåîãëèêàíû, õîíäðîèòèíñóëüôàò, àä-
ãåçèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÃÀÃ — ãëèêîçàìèíîãëèêàí(û),
ÄÌÑ — 1,9-äèìåòèëìåòèëåíîâûé ñèíèé, ÄÑÍ-ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü ñ äîäåöèëñóëüôàòîì
íàòðèÿ, DMEM — ìîäèôèöèðîâàííàÿ ñðåäà Äàëüáåêêî, bFGF — îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ,
HGF — ôàêòîð ðîñòà ãåïàòîöèòîâ, ÊÑ — êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà, NEM — N-ýòèëìàëåèìèä, PMSF — ôå-
íèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä.

Ðåøàþùåå çíà÷åíèå äëÿ íîðìàëüíîãî ïðîòåêàíèÿ ìè-
îãåíåçà èìååò âçàèìîäåéñòâèå ìèîáëàñòîâ ñ âíåêëåòî÷-
íûì ìàòðèêñîì (ÂÊÌ), âàæíîé ñîñòàâëÿþùåé êîòîðîãî
ÿâëÿþòñÿ ïðîòåîãëèêàíû (Velleman, 2002). Èçìåíåíèå
ñïåêòðà ïðîòåîãëèêàíîâ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ìèîãåíåçà óêà-
çûâàåò íà ðàçëè÷íîå ó÷àñòèå ïðîòåîãëèêàíîâ ðàçíûõ
êëàññîâ â ðåãóëÿöèè ìèîãåíåçà (Brandan, Larrain, 1998;
Carrino et al., 1999; Casar et al., 2004; Cornelison et al.,
2004; Droguett et al., 2006; Liu et al., 2006). Òàê, â õîäå ðå-
ãåíåðàöèè ïîâðåæäåííîé ìûøå÷íîé òêàíè áûëî âûÿâëå-
íî óñèëåíèå ýêñïðåññèè ãåïàðàíñóëüôàò ïðîòåîãëè-
êàíîâ — ñèíäåêàíà-3, ñèíäåêàíà-4, ãëèïèêàíà è ïåð-
ëåêàíà, òîãäà êàê ñîäåðæàíèå õîíäðîèòèíñóëüôàò è
äåðìàòàíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíà äåêîðèíà ïðàêòè÷åñêè íå
ìåíÿëîñü (Casar et al., 2004). Èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè
ãåïàðàíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíîâ ñâÿçûâàþò ñ ìîäóëÿöèåé
äåéñòâèÿ ôàêòîðîâ ðîñòà bFGF è HGF, ó÷àñòâóþùèõ â çà-
ïóñêå ìèîãåíåçà (Brandan, Larrain, 1998). Óñèëåíèå ýêñï-
ðåññèè õîíäðîèòèíñóëüôàò è äåðìàòàíñóëüôàò ïðîòåîã-
ëèêàíà äåêîðèíà îáíàðóæåíî in vitro â ïðîöåññå äèôôå-
ðåíöèðîâêè ñàòåëëèòíûõ êëåòîê ñ îáðàçîâàíèåì ìèîòóá
(Brandan et al., 1991). Äåêîðèí — ìíîãîôóíêöèîíàëüíûé
ïðîòåîãëèêàí, êîòîðûé ðåãóëèðóåò êîëëàãåíîâûé ôèá-

ðèëëîãåíåç è ïîäàâëÿåò ðîñò êëåòîê (Iozzo, Murdoch,
1996). Â õîäå ýìáðèîíàëüíîãî ìèîãåíåçà íà ýòàïå ôîðìè-
ðîâàíèÿ ìèîôèáðèëë, à òàêæå íà íà÷àëüíîì ýòàïå ðåãåíå-
ðàöèè ñêåëåòíûõ ìûøö îòìå÷àþò âûñîêóþ ýêñïðåññèþ
õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíà âåðñèêàíà (Carrino,
Caplan, 1984; Carrino et al., 1999), êîòîðûé, ïîëàãàþò, ïðè-
íèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ìèãðàöèè è àäãåçèè êëåòîê
(Iozzo, 2000; Perissinotto et al., 2000; Kamiya et al., 2006).

Âàæíûìè ýëåìåíòàìè â öåïè ñîáûòèé, ñîñòàâëÿþùèõ
ìèîãåíåç (ïðîëèôåðàöèÿ, ìèãðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà
ìèîáëàñòîâ), ÿâëÿþòñÿ ìåæêëåòî÷íîå óçíàâàíèå è àäãåçèÿ
ìèîáëàñòîâ (Charge, Rudnicki, 2004). Ñâåäåíèÿ îá ó÷àñòèè
ïðîòåîãëèêàíîâ â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé àäãåçèè âåñüìà
ïðîòèâîðå÷èâû: àäãåçèÿ îäíîãî òèïà êëåòîê ìîæåò ðàçëè-
÷àòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò êëàññà ïðîòåîãëèêàíîâ, â òî æå
âðåìÿ êëåòêè ðàçíûõ òèïîâ ìîãóò âåñòè ñåáÿ ïî-ðàçíîìó â
îòíîøåíèè îäíîãî êëàññà ïðîòåîãëèêàíîâ è äàæå â îòíî-
øåíèè îäíîãî ïðîòåîãëèêàíà. Ïîêàçàíî, ÷òî ãåïàðàíñóëü-
ôàò ïðîòåîãëèêàíû ñèíäåêàíû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â îá-
ðàçîâàíèè ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê
(Iozzo, 2000). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ãåïàðàíñóëüôàò ïðîòåî-
ãëèêàí ïåðëåêàí èíãèáèðóåò àäãåçèþ ìåçàíãèàëüíûõ êëå-
òîê ê ôèáðîíåêòèíó (Iozzo, 2000). Ïðåäñòàâèòåëü êëàññà
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õîíäðîèòèícóëüôàò è äåðìàòàíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíîâ
äåêîðèí ñïîñîáñòâóåò àäãåçèè òðîìáîöèòîâ (Guidetti
et al., 2002), íî ïîäàâëÿåò àäãåçèþ ôèáðîáëàñòîâ (Win-
nemoller et al., 1991). Ïðè èçó÷åíèè ðàñïðåäåëåíèÿ ïðî-
òåîãëèêàíîâ íà ïîâåðõíîñòè ôèáðîáëàñòîâ, âçàèìîäåéñò-
âóþùèõ ñ ñóáñòðàòîì, îáíàðóæåíî, ÷òî îòêðåïèâøèåñÿ
ó÷àñòêè ôèáðîáëàñòîâ áîãàòû õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòå-
îãëèêàíàìè è ãèàëóðîíîâîé êèñëîòîé, à ïðèêðåïëåííûå ê
ïîâåðõíîñòè ÷àñòè êëåòîê ñîäåðæàò ãåïàðàíñóëüôàò ïðî-
òåîãëèêàíû (Culp et al., 1978). Öèòèðîâàííûå äàííûå ëè-
òåðàòóðû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ïðîòåîãëèêàíû ïðèíèìà-
þò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ðàçâèòèè è ðåãåíåðàöèè ìûøå÷íîé
òêàíè, à òàêæå èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷-
íîé àäãåçèè.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â âûäåëåíèè è õà-
ðàêòåðèñòèêå ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ ìèîáëàñòîâ êðûñû
L6J1, à òàêæå èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ íà àäãå-
çèþ ìèîáëàñòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û è ì à ò å ð è à ë û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
õîíäðîèòèíàçó ÀÑ, ãåïàðèíàçó III (Sigma, ÑØÀ); ÄÌÑ,
PMSF è NEM (Serva, Ãåðìàíèÿ); ìî÷åâèíó (Âåêòîí, Ðîñ-
ñèÿ); ÝÁÑ, ñðåäó DMEM, ðàñòâîðû òðèïñèíà è âåðñåíà
(Áèîëîò, Ðîññèÿ); ôëàêîíû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (Sarstedt,
Ãåðìàíèÿ); äåêîðèí è Q-ñåôàðîçó (Sigma, ÑØÀ); ìåìáðà-
íó äëÿ äèàëèçà MWCO 12000—14000 (Serva, Ãåðìàíèÿ);
ìåìáðàíó äëÿ óëüòðàôèëüòðàöèè MWCO 5000 (Millipore,
ÑØÀ). Ôèáðîíåêòèí ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí àñïèðàíòîì
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ Ä. À. Ãàìàçèíûì.

Ì è î á ë à ñ ò û è è õ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. Äëÿ âûäå-
ëåíèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ èñïîëüçîâàëè òðàíñôîðìèðî-
âàííûå ìèîáëàñòû êðûñû L6J1, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû
èç êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäå DMEM,
ñîäåðæàùåé 10 % ÝÁÑ, âî ôëàêîíàõ ïëîùàäüþ 175 ñì2 â
àòìîñôåðå 5 % CO2.

Â û ä å ë å í è å ï ð î ò å î ã ë è ê à í î â. Äëÿ âûäåëåíèÿ
ïðîòåîãëèêàíîâ èç êóëüòóðû ìèîáëàñòîâ èñïîëüçîâàëè
ìåòîäû, îïèñàííûå íàìè ðàíåå (Åðìàêîâà è äð., 2007).
Âûäåëåíèå ïðîâîäèëè èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû (ÊÑ) è
ÂÊÌ êóëüòóðû ìèîáëàñòîâ, ñîáðàííîãî â ïðîöåññå íàðà-
ùèâàíèÿ 109 êëåòîê. Ïðè îáðàáîòêå êóëüòóðû êëåòîê ÊÑ
ñîáèðàëè è çàìîðàæèâàëè äî âûäåëåíèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ,
à êëåòêè è ÂÊÌ ñíèìàëè ñ ïëàñòèêà áóôåðíûì ðàñòâî-
ðîì, ñîäåðæàùèì 50 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 Ì ìî÷åâèíó è èíãèáè-
òîðû ïðîòåîëèçà PMSF (1 ìÌ) è NEM (10 ìÌ) (Åðìàêîâà
è äð., 2007). Äàëåå êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 100 g è 4 °Ñ (rch. = 9 ñì), à ñóïåðíà-
òàíò ðàññìàòðèâàëè êàê ôðàêöèþ ÂÊÌ. Ïðîòåîãëèêàíû
ÊÑ è ÂÊÌ ýêñòðàãèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííîãî
ñîðáåíòà Q-ñåôàðîçà â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè ïîñòîÿííîì âñòðÿ-
õèâàíèè. Ïî çàâåðøåíèè ýêñòðàêöèè ñîðáåíò ïîìåùàëè â
êîëîíêè, êîòîðûå ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîìûâàëè 50 ìÌ
ðàñòâîðîì Tris-áóôåðà, pH 7.0, ñîäåðæàùèì 8 Ì ìî÷åâè-
íó è 50 ìÌ Na2ÝÄÒÀ, è òåì æå áóôåðîì, ñîäåðæàùèì äî-
ïîëíèòåëüíî 0.2 Ì NaCl. Ýëþöèþ ïðîòåîãëèêàíîâ ñ Q-ñå-
ôàðîçû ïðîâîäèëè â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè NaCl
0.2—1.5 Ì (ðèñ. 1). Ôðàêöèè ãðàäèåíòà îáúåäèíÿëè (îáú-
åäèíåííûå ôðàêöèè I—III äëÿ ÂÊÌ è I—IV äëÿ ÊÑ) ñ
ó÷åòîì ïðîôèëÿ ýëþöèè, äèàëèçîâàëè ïðîòèâ âîäû, êîí-
öåíòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ óëüòðàôèëüòðàöèè è ëèîôèëè-
çèðîâàëè. Ïðîòåîãëèêàíû îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ êðàñè-

òåëü ÄÌÑ (Farndale et al., 1986). Ñîäåðæàíèå áåëêà âî
ôðàêöèÿõ ãðàäèåíòà îöåíèâàëè ïî ïîãëîùåíèþ ïðè
280 íì (A280) è ïî ìåòîäó Áðåäôîðä (Bradford, 1976).
Ôðàêöèîíèðîâàíèå ïðîòåîãëèêàíîâ ÊÑ íàìè îïèñàíî ðà-
íåå (Åðìàêîâà è äð., 2007). Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî àäãåçèè
ìèîáëàñòîâ áûëè ïðèãîòîâëåíû èñõîäíûé ÂÊÌ (ÂÊÌ,
ñîäåðæàùèé ïðîòåîãëèêàíû) è ÷àñòü åãî, îñòàâøàÿñÿ ïî-
ñëå ýêñòðàêöèè ïðîòåîãëèêàíîâ ñ ïîìîùüþ Q-ñåôàðî-
çû, — ÂÊÌ(–), ò. å. èñõîäíûé ÂÊÌ, íå ñîäåðæàùèé ïðî-
òåîãëèêàíîâ. Â ïðîöåññå ïðèãîòîâëåíèÿ îáà ïðåïàðàòà
äèàëèçîâàëè ïðîòèâ âîäû, ïîäâåðãàëè óëüòðàôèëüòðàöèè
è ëèîôèëèçèðîâàëè.

Ô å ð ì å í ò à ò è â í à ÿ î á ð à á î ò ê à ï ð î ò å î ã ë è ê à-
í î â. Ëèîôèëèçèðîâàííûå ôðàêöèè II è III — îñíîâíûå
ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ, — ðàñòâîðÿ-
ëè â âîäå, îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà ïî Áðåäôîðä,
êîíöåíòðàöèþ ãëèêîçàìèíîãëèêàíîâ (ÃÀÃ) ïðè ïîìîùè
ÄÌÑ è ãîòîâèëè ïî 3 ïðîáû êàæäîé ôðàêöèè èç ðàñ÷åòà
5 ìêã ïðîòåîãëèêàíîâ â ïðîáå: 1 — êîíòðîëü áåç ôåðìåí-
òàòèâíîé îáðàáîòêè, 2 — 0.01 åä. õîíäðîèòèíàçû ÀÑ, 3 —
0.01 åä. ãåïàðèíàçû III. Â ïðîáû äîáàâëÿëè 4-êðàòíûé áó-
ôåðíûé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 100 ìÌ Tris-HCl (pH 7.5),
200 ìÌ NaCl è 16 ìÌ CaCl2 â ñëó÷àå ãåïàðèíàçû III è
200 ìÌ Tris-HCl (pH 7.3) è 240 ìÌ NaOAc â ñëó÷àå õîíä-
ðîèòèíàçû ÀÑ (ïðîáà : áóôåð — 3 : 1). Ôåðìåíòàòèâíîå
ðàñùåïëåíèå ÃÀÃ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ÷ ïðè 37 °Ñ â ñî-
îòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû, ïîñëå ÷åãî ïðîáû ïîä-
âåðãàëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîìó àíàëèçó.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â 7%-íîì
ÄÑÍ-ÏÀÀÃ. Â ïðîáû äîáàâëÿëè 4-êðàòíûé äåíàòóðè-
ðóþùèé 100 ìÌ Tris-áóôåð, pH 6.8, ñîäåðæàùèé 40 %
ãëèöåðèíà, 4 % SDS, 0.02 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî è
0.5 Ì 2-ìåðêàïòîýòàíîëà. Ãåëè îêðàøèâàëè Êóìàññè
G-250.

À ä ã å ç è ÿ ì è î á ë à ñ ò î â. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî àäãå-
çèè íàðÿäó ñ ÂÊÌ è ÂÊÌ(–) èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàò ïðî-
òåîãëèêàíîâ ÂÊÌ, ñîñòàâëåííûé èç ôðàêöèé II è III ïðî-
òåîãëèêàíîâ ÂÊÌ, èñõîäÿ èç èõ ñîîòíîøåíèÿ íà ãðàôèêå
ýëþöèè (ðèñ. 1). Ïðåïàðàò ïðîòåîãëèêàíîâ ÊÑ, òàêæå èñ-
ïîëüçîâàííûé â ýêñïåðèìåíòàõ, ïðåäñòàâëåí ôðàêöèåé
IV, ñîäåðæàùåé ïîäàâëÿþùåå êîëè÷åñòâî ïðîòåîãëèêà-
íîâ ÊÑ (Åðìàêîâà è äð., 2007).

Â ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà âíîñèëè ïî
20 ìêã/ìë ÂÊÌ, ÂÊÌ(–), ïðîòåîãëèêàíîâ ÊÑ, äåêîðèíà,
áåëêà ÂÊÌ ôèáðîíåêòèíà — îäíîãî èç îñíîâíûõ áåë-
êîâ ÂÊÌ — â 0.5 ìë PBS. Êðîìå òîãî, àäãåçèþ ìèîáëà-
ñòîâ àíàëèçèðîâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè ñëåäóþùèõ êîì-
áèíàöèé ïðåïàðàòîâ: 1) 20 ìêã/ìë ÂÊÌ(–) è 1 èëè
10 ìêã/ìë ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ (ôðàêöèè II è III), 2) ôèá-
ðîíåêòèíà (20 ìêã/ìë) è äåêîðèíà (20 è 100 ìêã/ìë) èëè
ïðîòåîãëèêàíîâ ÊÑ (20 è 100 ìêã/ìë). Ïëàíøåò âûäåðæè-
âàëè 8 ÷ ïðè 4—6 °Ñ. Çàòåì óáèðàëè æèäêóþ ôàçó, ëóíêè
òðèæäû ïðîìûâàëè PBS è â êàæäóþ ÿ÷åéêó âíîñèëè 0.5 ìë
ñóñïåíçèè ìèîáëàñòîâ L6J1 â DMEM, ñîäåðæàùåé
2�104 êëåòîê. ×åðåç 6 ÷ ñîñòîÿíèå êëåòîê àíàëèçèðîâàëè
ïîä ìèêðîñêîïîì (óâåë. 100�). Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ íà
àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ ïîëèñàõàðèäíûõ öåïåé ïðîòåîãëèêà-
íîâ êëåòêè âíîñèëè â ëóíêè ïîñëå îáðàáîòêè èììîáèëèçî-
âàííãî ñóáñòðàòà (ñìåñü ôèáðîíåêòèíà ñ ïðîòåîãëèêàíàìè
â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë) õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ. Ïðè ïðî-
âåäåíèè ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè ïîñëå ïðîìûâêè PBS
â ëóíêè ïëàíøåòà âíîñèëè 0.025 åä. õîíäðîèòèíàçû ÀÑ â
0.5 ìë 50 ìÌ Tris-áóôåðà, pH 7.3, 60 ìÌ NaOAc è ïëàíøåò
âûäåðæèâàëè 3 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì ôåðìåíò îòìûâàëè PBS
3 ðàçà è â ëóíêè âíîñèëè ñóñïåíçèþ êëåòîê.
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Ðåçóëüòàòû

Â û ä å ë å í è å è õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ï ð î ò å î ã ë è ê à-
í î â Â Ê Ì. Â ðåçóëüòàòå âûäåëåíèÿ ñ ïîìîùüþ èîíîîá-
ìåííîé õðîìàòîãðàôèè ïðîòåîãëèêàíîâ èç ÂÊÌ, ñèíòåçè-
ðîâàííîãî ìèîáëàñòàìè L6J1 â êóëüòóðå, áûëè ïîëó÷åíû
3 îáúåäèíåííûå ôðàêöèè — I, II è III (ðèñ. 1). Ïåðâàÿ
ôðàêöèÿ, ýëþöèÿ êîòîðîé ïðîèñõîäèëà ïðè 0.37 Ì NaCl
(îïðåäåëåíèå ïî ïîãëîùåíèþ ïðè 280 íì), ñîäåðæàëà
ïðåèìóùåñòâåííî áåëêè. Ýëþöèÿ îñíîâíîé ìàññû ïðîòå-
îãëèêàíîâ ïðîèñõîäèëà âî ôðàêöèÿõ ãðàäèåíòà II è III ïðè
êîíöåíòðàöèÿõ NaCl 0.50 è 0.65 Ì.

Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ ïðîâî-
äèëè, ðàçäåëüíî îöåíèâàÿ ìàññó óãëåâîäíîé è áåëêîâîé
ñîñòàâëÿþùèõ èñõîäÿ èç ãðàôèêîâ ýëþöèè äëÿ áåëêîâ
(ðèñ. 1, êðèâàÿ 2) è ÃÀÃ (ðèñ. 1, êðèâàÿ 3). Ïðè ýòîì èñ-
ïîëüçîâàëè êàëèáðîâî÷íûå ãðàôèêè, äëÿ ïîñòðîåíèÿ êî-
òîðûõ â êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ ïðèìåíÿëè îâàëüáóìèí (àíà-
ëèç ïî Áðåäôîðä) è õîíäðîòèí-6-ñóëüôàò (àíàëèç ñ ïî-
ìîùüþ êðàñèòåëÿ ÄÌÑ). Ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî âñåõ
ïðîòåîãëèêàíîâ â ýëþàòå ñîñòàâèëî îêîëî 1 ìã. Ñîäåðæà-
íèå áåëêîâ â ÂÊÌ (îïðåäåëåíèå ïî Áðåäôîðä) ñîñòàâèëî
îêîëî 100 ìã. Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî äîëÿ ïðîòåîãëèêàíîâ ñîñòàâëÿåò ïðèáëèçèòåëü-
íî 1 % áåëêîâ ÂÊÌ ìèîáëàñòîâ.

Ýëåêòðîôîðåç ôðàêöèé II è III ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ
ïîêàçàë, ÷òî ïðîòåîãëèêàíû îáåèõ ôðàêöèé — âûñîêîìî-
ëåêóëÿðíûå ñîåäèíåíèÿ, êîòîðûå íå âõîäÿò â 7%-íûé
ÏÀÀÃ è çàäåðæèâàþòñÿ íà ñòàðòå (ðèñ. 2, äîðîæêè 1, 4
ñîîòâåòñòâåííî). Â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè ôðàêöèé II è III
õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ, ñïåöèôè÷íîé â îòíîøåíèè õîíäðîè-
òèí ñóëüôàòîâ, ïîÿâëÿþòñÿ íîâûå áåëêîâûå ïîëîñû
(ðèñ. 2, äîðîæêè 2, 5). Ïðè ñîïîñòàâëåíèè ýòèõ ïîëîñ ñ
êàðòèíîé, êîòîðóþ äàåò ñàì ôåðìåíò (ðèñ. 2, äîðîæêà 7),
ê êîðîâûì áåëêàì ïðîòåîãëèêàíîâ ìîãóò áûòü îòíåñåíû
ïîëîñà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 230 êÄà, îáíàðóæåííàÿ âî
ôðàêöèè II, è ïîëîñû â îáëàñòè ìîë. ìàññ 140—165 êÄà,
êîòîðûå ñëàáî âûÿâëÿþòñÿ âî ôðàêöèè II (ðèñ. 2, äîðîæ-
êà 2) è ñòàíîâÿòñÿ áîëåå îò÷åòëèâûìè âî ôðàêöèè III
(ðèñ. 2, äîðîæêà 5). Ïîëîñû, âûÿâëÿþùèåñÿ â êîíòðîëå
íà ôåðìåíò (ðèñ. 2, äîðîæêà 7), ìîæíî îáúÿñíèòü ïðèñóò-

ñòâèåì ÁÑÀ, êîòîðûé ôèðìà-ïðîèçâîäèòåëü äîáàâëÿåò â
êîëè÷åñòâå 90 % (ïî îòíîøåíèþ ê îáùåìó ñîäåðæàíèþ
áåëêà) â èñõîäíûé ïðåïàðàò õîíäðîèòèíàçû ÀÑ äëÿ åå
ñòàáèëèçàöèè. Â îòëè÷èå îò îáðàáîòêè õîíäðîèòèíàçîé
ÀÑ îáðàáîòêà ôðàêöèé II è III (ðèñ. 2, äîðîæêè 3, 6) ãåïà-
ðèíàçîé III íå ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ íîâûõ ïîëîñ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì áåç ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè
(ðèñ. 2, äîðîæêè 1, 4).

À ä ã å ç è ÿ ì è î á ë à ñ ò î â. Ïðè àäãåçèè ìèîáëàñòîâ íà
ñóììàðíîì ïðåïàðàòå ÂÊÌ íå áûëî âûÿâëåíî îòëè÷èé ïî
ñðàâíåíèþ ñ àäãåçèåé ýòèõ êëåòîê íà ÂÊÌ(–), íå ñîäåðæà-
ùåì ïðîòåîãëèêàíîâ (ðèñ. 3, à, á). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ á*îëü-
øàÿ ÷àñòü ìèîáëàñòîâ ïðèêðåïëÿëàñü è ðàñïëàñòûâàëàñü
íà ñóáñòðàòå. Ïðè äîáàâëåíèè ê ïðåïàðàòó ÂÊÌ(–) ïðîòå-
îãëèêàíîâ ÂÊÌ (1 ìêã/ìë) ìèîáëàñòû ïîëíîñòüþ òåðÿëè
ñïîñîáíîñòü àäãåçèðîâàòü íà ñâîåì ñîáñòâåííîì ÂÊÌ
(ðèñ. 3, â). Óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ïðîòåîãëèêàíîâ
ÂÊÌ äî 10 ìêã/ìë ïðèâîäèëî íå òîëüêî ê ïîëíîìó ïîäàâ-
ëåíèþ ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê íà òàêîì ñóáñòðàòå, íî òàêæå
è ê ñèëüíîé àãðåãàöèè ìèîáëàñòîâ (ðèñ. 3, ã).

Ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ, êàê è ïðîòåîãëèêàíû ÊÑ (äàëåå
ÂÊÌ(ÊÑ)), íàíåñåííûå íà ïîäëîæêó â êîíöåíòðàöèè
20 ìêã/ìë, ïîëíîñòüþ ïðåïÿòñòâîâàëè àäãåçèè ìèîáëàñ-
òîâ (ðèñ. 4, á). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè äåêî-
ðèí, ìîëåêóëû êîòîðîãî, ïîäîáíî ïðîòåîãëèêàíàì ÂÊÌ
ìèîáëàñòîâ, ñîäåðæàò õîíäðîèòèíñóëüôàò, è ôèáðîíåê-
òèí — õîðîøî èçó÷åííûé, âûñîêîàäãåçèâíûé äëÿ êëåòîê
áåëîê ÂÊÌ. Â òî âðåìÿ êàê íè íà äåêîðèíå (ðèñ. 4, â), íè
íà ïðîòåîãëèêàíàõ ÂÊÌ (ðèñ. 4, á) íå íàáëþäàëè ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ ìèîáëàñòîâ, íà ôèáðîíåêòèíå (ðèñ. 4, à) ïðîèñ-
õîäèë çàêîíîìåðíûé ïðîöåññ àäãåçèè è ïîñëåäóþùåãî
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê.

Ðàñïëàñòûâàíèå ìèîáëàñòîâ íà ôèáðîíåêòèíå óõóä-
øàëîñü ïðè äîáàâëåíèè ê íåìó äåêîðèíà, èëè ïðîòåîãëè-
êàíîâ ÂÊÌ, èëè ÊÑ â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë (ðèñ. 5, à,
ã), ïðè÷åì ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ(ÊÑ) èíãèáèðîâàëè àäãå-
çèþ ñèëüíåå ïî ñðàâíåíèþ ñ äåêîðèíîì. Óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè äåêîðèíà è ïðîòåîãëèêàíîâ äî 100 ìêã/ìë
(êîíöåíòðàöèÿ, íåîáõîäèìàÿ äëÿ ïîñëåäóþùåé ôåðìåíòà-
òèâíîé îáðàáîòêè) óñèëèâàëî èõ èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå
íà àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ (ðèñ. 5, á, ä), à â ñëó÷àå ïðîòåîãëè-

694 È. È. Åðìàêîâà, Ò. À. ×åðòêîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ãðàôèê ýëþöèè ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ êóëüòóðû òðàíñôîðìèðîâàííûõ ìèîáëàñòîâ êðûñû L6J1 ñ Q-ñåôàðîçû â ãðàäèåíòå
êîíöåíòðàöèè NaCl.

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà âî ôðàêöèÿõ ãðàäèåíòà ïî ïîãëîùåíèþ ïðè 280 (1) è 595 (2) íì; îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ ñ ïîìîùüþ
êðàñèòåëÿ ÄÌÑ âî ôðàêöèÿõ ãðàäèåíòà ïî ïîãëîùåíèþ ïðè 525 íì (3); ãðàäèåíò êîíöåíòðàöèè NaCl (4). I¯III ¯ îáúåäèíåííûå ôðàêöèè ãðàäèåíòà.
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Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåç ôðàêöèé II è III ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ â 7%-íîì ÄÑÍ-ÏÀÀÃ.

1 ¯ ôðàêöèÿ II ÂÊÌ (êîíòðîëü áåç ôåðìåíòà), 2 ¯ ôðàêöèÿ II ÂÊÌ ïîñëå îáðàáîòêè õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ, 3 ¯ ôðàêöèÿ II ÂÊÌ ïîñëå îáðàáîòêè ãåïà-
ðèíàçîé III, 4 ¯ ôðàêöèÿ III ÂÊÌ (êîíòðîëü áåç ôåðìåíòà), 5 ¯ ôðàêöèÿ III ÂÊÌ ïîñëå îáðàáîòêè õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ, 6 ¯ ôðàêöèÿ III ÂÊÌ ïîñëå

îáðàáîòêè ãåïàðèíàçîé III, 7 ¯ ôåðìåíò õîíäðîèòèíàçà ÀÑ, 8 ¯ ôåðìåíò ãåïàðèíàçà III.

Ðèñ. 3. Àäãåçèÿ ìèîáëàñòîâ íà ïðîòåîãëèêàíàõ ÂÊÌ.

à ¯ ÂÊÌ; á ¯ ÂÊÌ(¯); â ¯ ÂÊÌ(¯) + ÏÃ ÂÊÌ, 1 ìêã/ìë; ã ¯ ÂÊÌ(¯) + ÏÃ ÂÊÌ, 10 ìêã/ìë. Çäåñü è íà ðèñ. 4, 5 ïîêàçàíû ïðèæèçíåííûå ìèêðî-
ôîòîãðàôèè êëåòîê. Îá. 10�.



696 È. È. Åðìàêîâà, Ò. À. ×åðòêîâà è äð.

Ðèñ. 4. Àäãåçèÿ ìèîáëàñòîâ íà ôèáðîíåêòèíå (à), äåêîðèíå (á) è ïðîòåîãëèêàíàõ ÂÊÌ(ÊÑ) (â).

Ðèñ. 5. Àäãåçèÿ ìèîáëàñòîâ íà ôèáðîíåêòèíå (20 ìêã/ìë) â ïðèñóòñòâèè äåêîðèíà è ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ(ÊÑ).

à ¯ äåêîðèí, 20 ìêã/ìë; á ¯ äåêîðèí, 100 ìêã/ìë; â ¯ äåêîðèí, 100 ìêã/ìë, ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé íàíåñåííîãî ñóáñòðàòà õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ;
ã ¯ ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ(ÊÑ), 20 ìêã/ìë; ä ¯ ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ(ÊÑ), 100 ìêã/ìë; å ¯ ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ(ÊÑ), 100 ìêã/ìë, ñ ïîñëåäóþùåé

îáðàáîòêîé íàíåñåííîãî ñóáñòðàòà õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ.



êàíîâ ÂÊÌ(ÊÑ) âûçûâàëî àãðåãàöèþ êëåòîê (ðèñ. 5, ä).êàíîâ ÂÊÌ(ÊÑ) âûçûâàëî àãðåãàöèþ êëåòîê (ðèñ. 5, ä).
Îáðàáîòêà ñóáñòðàòà, ñîñòîÿùåãî èç 20 ìêã/ìë ôèáðî-
íåêòèíà è 100 ìêã/ìë äåêîðèíà èëè ïðîòåîãëèêàíîâ
ÂÊÌ(ÊÑ), õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ, ðàñùåïëÿþùåé öåïè
õîíäðîèòèíñóëüôàòà, ïðèâîäèëà ê íîðìàëèçàöèè ïðè-
êðåïëåíèÿ è ðàñïëàñòûâàíèÿ ìèîáëàñòîâ (ðèñ. 5, â, å).

Îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ïðîäåëàííîé ðàáîòû ïîëó÷åíû è îõàðàê-
òåðèçîâàíû ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ, ñèíòåçèðóåìûå òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûìè ìèîáëàñòàìè L6J1 â êóëüòóðå, è èñ-
ñëåäîâàíî âëèÿíèå ýòèõ ïðîòåîãëèêàíîâ, à òàêæå ïîëó-
÷åííûõ íàìè ðàíåå ïðîòåîãëèêàíîâ ÊÑ íà àäãåçèþ
ìèîáëàñòîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ýëþöèÿ îñíîâíîé ìàññû ïðî-
òåîãëèêàíîâ ÂÊÌ ñ Q-ñåôàðîçû ïðîèñõîäèò ïðè 0.65 Ì
NaCl. Ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ýòà êîíöåíòðàöèÿ ñîëè
õàðàêòåðíà äëÿ ýëþöèè õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêà-
íîâ ïðè èõ ðàçäåëåíèè íà Q-ñåôàðîçå (Iozzo, 2001). Ðàíåå
ñ ïîìîùüþ îáðàáîòêè âûäåëåííûõ ïðîòåîãëèêàíîâ õîíä-
ðîèòèíàçîé ÀÂÑ, êîòîðàÿ ðàñùåïëÿåò öåïè õîíäðîèòèí-
ñóëüôàòà äåðìàòàíñóëüôàòà, íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïðîòåîãëèêàíû êóëüòóðû ìèîáëàñòîâ ïðåäñòàâëåíû ïðåè-
ìóùåñòâåííî õîíäðîèòèíñóëüôàò è äåðìàòàíñóëüôàò
ïðîòåîãëèêàíàìè (Åðìàêîâà è äð., 2007). Â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå ïðîâåäåí äîïîëíèòåëüíûé àíàëèç ñîñòàâà ÃÀÃ ïðî-
òåîãëèêàíîâ ÂÊÌ ñ èñïîëüçîâàíèåì õîíäðîèòèíàçû ÀÑ,
ñïåöèôè÷åñêè ðàñùåïëÿþùåé òîëüêî õîíäðîèòèíñóëüôà-
òû (ðèñ. 2). Ýëåêòðîôîðåç ôðàêöèé II è III ïðîòåîãëèêà-
íîâ ÂÊÌ ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè ýòèõ ôðàêöèé
âûÿâèë ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ðàñùåïëåíèå ïîëèñàõàðèä-
íûõ öåïåé ïðîòåîãëèêàíîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â êîíòðîëü-
íîì ïðåïàðàòå íà ñòàðòå (ðèñ. 2, äîðîæêà 1). Èñ÷åçíîâå-
íèå âûñîêîìîëåêóëÿðíîãî ìàòåðèàëà, ëîêàëèçîâàííîãî íà
ñòàðòå, ñîïðîâîæäàëîñü ïîÿâëåíèåì íàáîðà ïîëîñ áåëêîâ,
÷àñòü êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ êîðîâûìè áåëêàìè ïðîòåîãëèêà-
íîâ (ðèñ. 2, äîðîæêà 4). Ïîñëå èñêëþ÷åíèÿ ïîëîñ, ïðè-
íàäëåæàùèõ ïðåïàðàòó õîíäðîèòèíàçû ÀÑ, ñòàáèëèçèðî-
âàííîé äîáàâëåíèåì ÁÑÀ (êîíòðîëü íà ôåðìåíò — ðèñ. 2,
äîðîæêà 7), ê ýòèì áåëêàì ìîæíî îòíåñòè ïîëîñó ñ ìîë.
ìàññîé îêîëî 230 êÄà. Ïî âåëè÷èíå ìîëåêóëÿðíîé ìàññû
ýòîò áåëîê ìîæåò áûòü êîðîâûì áåëêîì õîíäðîèòèíñóëü-
ôàò ïðîòåîãëèêàíà âåðñèêàíà, îáíàðóæåííîãî â ìûøå÷-
íîé òêàíè (Iozzo, Murdoch, 1996). Ïîëîñû ñ ìîë. ìàññàìè
140—165 êÄà òàêæå ìîãóò èìåòü îòíîøåíèå ê êîðîâûì
áåëêàì ïðîòåîãëèêàíîâ, îäíàêî ñâåäåíèÿ î ïðîòåîãëèêà-
íàõ ñ òàêèìè êîðîâûìè áåëêàìè äëÿ ñêåëåòíûõ ìûøö â
ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò.

Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ íà àäãåçèþ è
ðàñïëàñòûâàíèå ìèîáëàñòîâ íå áûëî âûÿâëåíî ðàçëè÷èé â
ïîâåäåíèè êëåòîê íè íà ÂÊÌ, ñîäåðæàùåì ïðîòåîãëèêà-
íû, íè íà ÂÊÌ(–), íå ñîäåðæàùåì òàêîâûõ. Êëåòêè îäè-
íàêîâî õîðîøî ðàñïëàñòûâàëèñü íà îáîèõ ñóáñòðàòàõ.
Ñõîäíîå ïîâåäåíèå êëåòîê íà ÂÊÌ è ÂÊÌ(–) ìîæíî, âå-
ðîÿòíî, îáúÿñíèòü òåì, ÷òî â ñîîòâåòñòâèè ñ íàøèìè ðàñ-
÷åòàìè äîëÿ ïðîòåîãëèêàíîâ â ïðåïàðàòå ÂÊÌ ñîñòàâëÿåò
îêîëî 1 %, ïîýòîìó áåëêè ÂÊÌ, à íå ïðîòåîãëèêàíû îïðå-
äåëÿþò àäãåçèâíûå ñâîéñòâà ÂÊÌ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âëèÿ-
íèÿ âûäåëåííûõ ïðîòåîãëèêàíîâ íà àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ
ìû èñïîëüçîâàëè ÂÊÌ(–), ê êîòîðîìó áûëè äîáàâëåíû
ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ äî êîíöåíòðàöèè 5 % (20 ìêã/ìë
ÂÊÌ(–) + 1 ìêã/ìë ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ). Íà òàêîì ñóá-
ñòðàòå êëåòêè ïîëíîñòüþ òåðÿëè ñïîñîáíîñòü ê ïðè-
êðåïëåíèþ è ðàñïëàñòûâàíèþ. Óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè

ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ äî 50 % ïðèâåëî ê ñèëüíîé àãðåãà-
öèè ìèîáëàñòîâ (ðèñ. 3, â). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ïðîòåîãëèêàíîâ âûçâàëî îñëàá-
ëåíèå êîíòàêòîâ êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì è â òî æå âðåìÿ óñè-
ëèëî ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Íà âîçìîæíîñòü îá-
ðàçîâàíèÿ àãðåãàòîâ êëåòîê ïîä äåéñòâèåì ïðîòåîãëèêà-
íîâ è ñóëüôàòèðîâàííûõ ïîëèñàõàðèäîâ óêàçàíî â ðÿäå
ðàáîò (Yamagata et al., 1989; Shinomura et al., 1991; Äüÿêî-
íîâ, 1993; Kamiya et al., 2006).

Òîò ôàêò, ÷òî ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ è äåêîðèí
(ðèñ. 2, á, â) èíãèáèðóþò àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ, ìîæåò óêà-
çûâàòü íà îòñóòñòâèå ðåöåïòîðîâ ó ýòèõ êëåòîê ê äàííûì
ïðîòåîãëèêàíàì, õîòÿ ïîäîáíûå ðåöåïòîðû îáíàðóæåíû
íà êëåòêàõ äðóãèõ òèïîâ (Iozzo, 2000). Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
åñëè ðåöåïòîðû ê èññëåäóåìûì ïðîòåîãëèêàíàì íà ìèîá-
ëàñòàõ ñóùåñòâóþò, òî îòñóòñòâèå ñâÿçûâàíèÿ ñ êëåòî÷-
íîé ïîâåðõíîñòüþ ìîæåò áûòü âûçâàíî ñòåðè÷åñêèìè çà-
òðóäíåíèÿìè ïðè âçàèìîäåéñòâèè ðåöåïòîðîâ ñ èììîáè-
ëèçîâàííûìè íà ïëàñòèêå ïðîòåîãëèêàíàìè.

Èíãèáèðîâàíèå àäãåçèè ìèîáëàñòîâ ê ôèáðîíåêòèíó
ïðîòåîãëèêàíàìè, ïðîäåìîíñòðèðîâàííîå íàìè íà ïðèìå-
ðå ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ, ïðèíàäëåæàùèõ ê êëàññó õîíä-
ðîèòèíñóëüôàòîâ, ìîæåò áûòü ñïåöèôè÷íî êàê äëÿ îïðå-
äåëåííûõ òèïîâ êëåòîê, òàê è äëÿ îïðåäåëåííûõ õîíäðîè-
òèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíîâ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî áû÷üè
äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû îäèíàêîâî õîðîøî ðàñïëàñòû-
âàþòñÿ íà ôèáðîíåêòèíå (20 ìêã/ìë) è íà ñìåñè ôèáðî-
íåêòèíà (20 ìêã/ìë) ñ õîíäðîèòèíñóëüôàò èëè äåðìàòàí-
ñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíàìè (300 ìêã/ìë), ïîëó÷åííûìè èç
ñóñòàâíîãî õðÿùà êîðîâû (Lewandowska et al., 1987).
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äåðìàíòàíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíû â
îïûòàõ àâòîðîâ èíãèáèðîâàëè àäãåçèþ ê ôèáðîíåêòèíó
êëåòîê BALB/c 3T3 â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè óæå ïðè êîí-
öåíòðàöèè 100 ìêã/ìë, â òî âðåìÿ êàê õîíäðîèòèíñóëüôàò
ïðîòåîãëèêàíû â êîíöåíòðàöèè 300 ìêã/ìë íå îêàçûâà-
ëè âëèÿíèÿ íà àäãåçèþ ýòèõ êëåòîê ê äàííîìó áåëêó. Â íà-
øåì èññëåäîâàíèè õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíû
èç ÂÊÌ ìèîáëàñòîâ ïðåïÿòñòâîâàëè ðàñïëàñòûâàíèþ
ýòèõ êëåòîê íà ôèáðîíåêòèíå, ïðè÷åì çàìåòíûé ýôôåêò
íàáëþäàëñÿ óæå ïðè êîíöåíòðàöèè ïðîòåîãëèêàíîâ
20 ìêã/ìë.

Åùå îäèí ïðèìåð ðàçíîãî âëèÿíèÿ ïðåäñòàâèòåëåé
îäíîãî êëàññà ïðîòåîãëèêàíîâ íà àäãåçèþ êëåòîê ê ñóáñò-
ðàòó áûë ïîëó÷åí â íàøåì èññëåäîâàíèè: ïðîòåîãëèêà-
íû ÂÊÌ(ÊÑ) (õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíû ïðå-
èìóùåñòâåííî) èíãèáèðîâàëè àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ ê ôèá-
ðîíåêòèíó áîëåå ýôôåêòèâíî, ÷åì õîíäðîèòèíñóëüôàò
ïðîòåîãëèêàí äåêîðèí. Òàê, ñóáñòðàò, ñîñòîÿùèé èç ôèá-
ðîíåêòèíà (20 ìêã/ìë) è äåêîðèíà (100 ìêã/ìë), ïðåïÿòñò-
âîâàë àäãåçèè ìèîáëàñòîâ íå ïîëíîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê
ïðîòåîãëèêàíû ÂÊÌ(ÊÑ) â òîé æå êîíöåíòðàöèè âûçâàëè
îêðóãëåíèå è àãðåãàöèþ âñåõ êëåòîê. Âîçìîæíî, ÷òî ðàç-
ëè÷íîå âëèÿíèå äåêîðèíà è ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ(ÊÑ)
íà àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ ê ôèáðîíåêòèíó ìîæíî îáúÿñíèòü
á*îëüøèì ñðîäñòâîì ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ(ÊÑ) ê ýòîìó
áåëêó. Ñ ïîìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ïîêàçàëè,
÷òî äåðìàòàíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíû ïðî÷íåå ñâÿçûâàþò-
ñÿ ñ ôèáðîíåêòèíîì, â òî âðåìÿ êàê õîíäðîèòèíñóëüôàò
ïðîòåîãëèêàíû âçàèìîäåéñòâóþò ñ íèì ñëàáåå (Lewan-
dowska et al., 1987). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèìè äàííûìè ïî-
äàâëåíèå àäãåçèè êëåòîê íà ôèáðîíåêòèíå ïðè äîáàâëå-
íèè äåðìàòàíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíîâ â îïûòàõ àâòîðîâ
îêàçàëîñü áîëåå ñèëüíûì. Ïî-âèäèìîìó, ðàçëè÷íàÿ àô-
ôèííîñòü ê ôèáðîíåêòèíó âîçìîæíà è ó ðàçíûõ ïðåäñòà-
âèòåëåé îäíîãî êëàññà ïðîòåîãëèêàíîâ, íàïðèìåð õîíäðî-
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èòèíñóëüôàòîâ, ÷òî ìîæåò áûòü îäíîé èç ïðè÷èí ðàçëè÷-
íîãî âëèÿíèÿ äåêîðèíà è ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ(ÊÑ) íà
àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ.

Ó÷èòûâàÿ èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûå î òîì, ÷òî
ïðîòåîãëèêàíû ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ôèáðîíåêòè-
íîì êàê ÷åðåç êîðîâûé áåëîê, òàê è ÷åðåç ïîëèñàõàðèäíûå
öåïè (Iozzo, 2000), ìû îáðàáîòàëè ñóáñòðàò, ñîñòîÿùèé èç
ôèáðîíåêòèíà è ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ, õîíäðîèòèíàçîé
ÀÑ, ðàçðóøàþùåé öåïè õîíäðîèòèíñóëüôàòà. Åñëè êîì-
áèíàöèÿ ôèáðîíåêòèíà ñ ïðîòåîãëèêàíàìè ïðåïÿòñòâîâà-
ëè ïðèêðåïëåíèþ è ðàñïëàñòûâàíèþ ìèîáëàñòîâ, òî ïî-
ñëå îáðàáîòêè ñóáñòðàòà õîíäðîèòèíàçîé ÀÑ êëåòêè àäãå-
çèðîâàëè òàê æå õîðîøî, êàê íà èñõîäíîì ôèáðîíåêòèíå.
Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ðàçðóøåíèå ïîëèñàõàðèäíûõ öåïåé
ïðîòåîãëèêàíîâ ïðèâåëî ê âîññòàíîâëåíèþ àäãåçèè ìèî-
áëàñòîâ, èõ êîðîâûå áåëêè ìîãëè îñòàòüñÿ â ñâÿçàííîì ñ
ôèáðîíåêòèíîì ñîñòîÿíèè. Âìåñòå ñ òåì ìîæíî ñ÷èòàòü,
÷òî óñòðàíåíèå ïîëèñàõàðèäíûõ öåïåé âîññòàíàâëèâàåò
àäãåçèþ ìèîáëàñòîâ, òîãäà êàê êîðîâûå áåëêè, äàæå åñëè
îíè îñòàþòñÿ íà ôèáðîíåêòèíå, íå âëèÿþò íà ïðèêðå-
ïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå ìèîáëàñòîâ íà ýòîì áåëêå, ÷òî
ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè ñâåäåíèÿìè äëÿ äðóãèõ òè-
ïîâ êëåòîê (Lewandowska et al., 1987; Yamagata et al.,
1989).

Äàííûå, ïîëó÷åííûå íàìè ïðè èçó÷åíèè àäãåçèè ìè-
îáëàñòîâ ïîä äåéñòâèåì õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåî-
ãëèêàíîâ, õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ýêñïå-
ðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ in vivo, â êîòîðûõ âûÿâëåíà
âçàèìîñâÿçü âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ïðîòåîãëèêàíîâ è
ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèé, ñâÿçàííûõ ñ ïîâåäåíèåì êëåòîê.
Íàïðèìåð, âàðèêîçíàÿ áîëåçíü âåí ñîïðÿæåíà ñ óâåëè÷å-
íèåì ñîäåðæàíèÿ ãëèêîçàìèíîãëèêàíîâ, â îñíîâíîì ãèà-
ëóðîíàíà, íàðÿäó ñî ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ êîëëàãåíà â
ñòåíêå ñîñóäîâ (Drubaix et al., 1997). Ñî÷åòàíèå äèàáåòà ñ
àòåðîñêëåðîçîì âûçûâàåò õàðàêòåðíûå èçìåíåíèÿ ñîñóäè-
ñòîé ñòåíêè, ÷òî âûðàæàåòñÿ â ðåçêîì óòîëùåíèè èíòè-
ìû, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ ñòîëü æå çàìåòíûì óâåëè÷å-
íèåì ñîäåðæàíèÿ ãèàëóðîíàíà è õîíäðîèòèíñóëüôàòà
áèãëèêàíà (McDonald et al., 2007). Ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèç-
ìîâ ïàòîëîãè÷åñêîãî òðîìáîîáðàçîâàíèÿ ïðè àòåðîñêëå-
ðîçå ïîêàçàíî, ÷òî íà ãðàíèöå òðîìáà è àòåðîñêëåðîòè÷å-
ñêîé áëÿøêè (â ìåñòàõ «ýðîçèè áëÿøêè») àêêóìóëèðóåòñÿ
áîëüøîå êîëè÷åñòâî õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíà
âåðñèêàíà è ãèàëóðîíàíà, òîãäà êàê êîíöåíòðàöèÿ áèãëè-
êàíà è äåêîðèíà ñíèæàåòñÿ (Kolodgie et al., 2002). Òàêèå
èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ïðîòåîãëèêàíîâ â çîíå ýðîçèè
óìåíüøàþò àäãåçèâíîñòü ýíäîòåëèîöèòîâ è, íàïðèìåð,
óâåëè÷èâàþò àäãåçèâíîñòü òðîìáîöèòîâ ïî îòíîøåíèþ ê
áàçàëüíîé ìåìáðàíå ñîñóäîâ. Ëåéêîöèòû ìûøåé, íîêàó-
òèðîâàííûå ïî ãåíó ñèíäåêàíà-1 (ãåïàðàíñóëüôàò ïðîòå-
îãëèêàí, ó÷àñòâóþùèé âî âçàèìîäåéñòâèè ëåéêîöèòîâ ñ
ýíäîòåëèåì ñîñóäîâ), îáíàðóæèâàþò ïîâûøåííóþ àäãå-
çèþ ê ýíäîòåëèþ ñîñóäîâ ðåòèíû ãëàçà (Götte et al., 2002).
Íà îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòîâ ñ TNF-alpha àâòîðû îòâîäÿò
ñèíäåêàíó-1 ðîëü íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà âîñïàëèòåëü-
íîãî îòâåòà, îïîñðåäîâàííîãî ëåéêîöèòàìè. Ñëåäîâà-
òåëüíî, ðàçëè÷íûå ïàòîëîãèè ìîãóò ñî÷åòàòüñÿ ñ èçìåíå-
íèåì ñïåêòðà ïðîòåîãëèêàíîâ òêàíåé, à èçìåíåíèå ñïåêò-
ðà ïðîòåîãëèêàíîâ ìîæåò âëèÿòü íà àäãåçèâíûå ñâîéñòâà
êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, íàðÿäó ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû ðå-
çóëüòàòû íàøåé ðàáîòû óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå ïðîòåîãëè-
êàíîâ ÂÊÌ â ðåãóëÿöèè àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ ÂÊÌ. Ìåõà-
íèçì ýòîé ðåãóëÿöèè ìîæåò áûòü îñíîâàí íà èçìåíåíèè
êàê ñîäåðæàíèÿ, òàê è ñîîòíîøåíèÿ ðàçëè÷íûõ êëàññîâ

ïðîòåîãëèêàíîâ ÂÊÌ. Ïðè ýòîì õîíäðîèòèíñóëüôàò ïðî-
òåîãëèêàíû ìîãóò èãðàòü ðîëü îòðèöàòåëüíîãî ðåãóëÿòî-
ðà, ñíèæàÿ àäãåçèâíîñòü ÂÊÌ.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ áëàãîäàðíîñòü ä-ðó
Ã. Ï. Ïèíàåâó çà êðèòè÷åñêèå çàìå÷àíèÿ, ñäåëàííûå ïðè
ïîäãîòîâêå ðóêîïèñè ê ïå÷àòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà (ïðîåêòû 2-63-2005,
2-71-2006 è 2-95-2007).
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PROTEOGLYCANS OF L6J1 MYOBLAST EXTRACELLULAR MATRIX.

CHARACTERISTICS AND EFFECT ON MYOBLAST ADHESION
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Proteoglycans were isolated from extracellular matrix of L6J1 rat myoblasts and their influence on myob-
last adhesion was studied. Proteoglycan digestion with chondroitinase AC and heparinase III degrading the po-
lysaccharide moieties revealed that chondroitin sulfate proteoglycans are the main class of myoblast extracellu-
lar matrix proteoglycans. Electrophoresis of enzymatically processed proteoglycans was used to examine their
core proteins. Myoblast adhesion was suppressed by proteoglycans or the mixture of proteoglycans and fibro-
nectin/extracellular matrix. When being processed with chondroitinase AC the combined substrate of fibronec-
tin and proteoglycans lost the capability of myoblast adhesion suppression. Thus, as a result of presented work
the proteoglycans of L6J1 rat myoblast extracellular matrix were isolated and purified. The main class of prote-
oglycans was chondroitin sulphate proteoglycans. Isolated proteoglycans suppressed myoblast adhesion and this
effect was mediated by polysaccharide moieties of proteoglycans.

K e y w o r d s: myoblasts, extracellular matrix, proteoglycans, chondroitin sulfate, adhesion.
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