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Èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå öèòîñêåëåòà âî âðåìÿ êîñìè÷åñêîãî ïîëåòà è ïðè ìîäåëèðîâàíèè ìèêðîãðà-
âèòàöèè îáíàðóæåíû ó ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê, â òîì ÷èñëå ëèìôîöèòîâ, ãëèàëüíûõ êëåòîê, ýíäîòåëèà-
ëüíûõ êëåòîê è îñòåîáëàñòîâ. Â îñíîâå îäíîãî èç ïðåäïîëàãàåìûõ ìåõàíèçìîâ ãðàâè÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòêè ëåæèò èçìåíåíèå âçàèìîäåéñòâèÿ êëàñòåðîâ èíòåãðèíîâ è âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Â äàííîì èñ-
ñëåäîâàíèè áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå ìîäåëèðîâàííîé ìèêðîãðàâèòàöèè íà ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçà-
öèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ðàñïðåäåëåíèå âèíêóëèíà âíóòðè êëåòîê è ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ òèïîâ
èíòåãðèíîâ è ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà
in vitro. Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè èñïîëüçîâàëè ïðèáîð desktop RPM (Dutch Space,
Ëÿéäåí, Íèäåðëàíäû). Ýêñïîçèöèÿ äëèëàñü îò 30 ìèí äî 120 ÷. Âûÿâëåíî, ÷òî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò
êëåòêè áûñòðî (30 ìèí) ðåàãèðóåò íà ìèêðîãðàâèòàöèè. Â ïîñëåäóþùèå ñðîêè ýêñïîçèöèè â RPM (6, 24 è
48 ÷) ÷èñëî êëåòîê ñ èçìåíåííûì àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì íåóêëîííî óâåëè÷èâàëîñü, îäíàêî ïîñëå
120 ÷ ýêñïîçèöèè êëåòêè ÷àñòè÷íî âîññòàíàâëèâàëè îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ìîäåëèðîâà-
íèå ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ èíòåãðèí-á2.
Òàêæå áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî ñíèæåíèå ÷èñëà VCAM-1-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê è ðàçíîíàïðàâëåííûå
èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ICAM-1. Òàêèì îáðàçîì, ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòà-
öèè íà ìåçåíõèìíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè íàìè ïîêàçàíî, ÷òî äàííîå âîçäåéñòâèå ïðèâîäèò ê îáðà-
òèìûì èçìåíåíèÿì àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, à òàêæå ìîäèôèöèðóåò àäãåçèîííûå ñâîéñòâà êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîäåëèðîâàíèå ìèêðîãðàâèòàöèè, ìåçåíõèìíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, àê-
òèíîâûé öèòîñêåëåò, ôîêàëüíàÿ àäãåçèÿ, èíòåãðèíû, ìîëåêóëû àäãåçèè.

Èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà
âî âðåìÿ êîñìè÷åñêîãî ïîëåòà è ïðè ìîäåëèðîâàíèè ýô-
ôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè îáíàðóæåíû ó íåñêîëüêèõ òèïîâ
êëåòîê, â òîì ÷èñëå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, ëèìôîöèòîâ,
ãëèàëüíûõ êëåòîê è îñòåîáëàñòîâ (Buravkova, Romanov,
2001; Guignandon et al., 2001; Lewis, 2002; Kumei et al.,
2006). Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ÿâëÿþòñÿ
ìóëüòèïîòåíòíûìè ïðåäøåñòâåííèêàìè ñòðîìû êîñòíîãî
ìîçãà, ñïîñîáíûìè ê äèôôåðåíöèðîâêå ïî êðàéíåé ìåðå â
êëåòêè ðÿäà òêàíåé ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, à
èìåííî õðÿùåâîé, êîñòíîé è æèðîâîé òêàíåé, à òàêæå â
êëåòêè ñòðîìû, ïîääåðæèâàþùåé ãåìîïîýç (Friedenstein
et al., 1966; Pittenger et al., 1999). Îäíàêî âëèÿíèå ìèêðî-
ãðàâèòàöèè è åå ìîäåëåé íà ñòðîìàëüíûå êëåòêè-ïðåäøå-
ñòâåííèêè èññëåäîâàíî íåäîñòàòî÷íî, õîòÿ ïðåäñòàâëÿåò
íåñîìíåííûé èíòåðåñ â ñâÿçè ñ èõ óíèêàëüíûìè îñîáåí-
íîñòÿìè è ó÷àñòèåì êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â ïðîöåñ-
ñàõ ðåãåíåðàöèè è ðåïàðàöèè âî âçðîñëîì îðãàíèçìå (Pit-
tenger et al., 1999; Deans et al., 2000). Âìåñòå ñ òåì èññëå-
äîâàíèå áèîëîãèè ñòâîëîâûõ è áîëåå êîììèòèðîâàííûõ
êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ìîæåò ïðîëèòü ñâåò íà ìåõà-
íèçìû îñòåîïåíèè, âîçíèêàþùåé â óñëîâèÿõ êîñìè÷åñêî-
ãî ïîëåòà, à òàêæå ïðè âîçðàñòíîì îñòåîïîðîçå.

Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, öèòîñêåëåò êëåòêè è
àññîöèèðîâàííûå ñ íèì ýëåìåíòû èãðàþò îñíîâíóþ ðîëü

â ðåöåïöèè ìåõàíè÷åñêèõ ñèãíàëîâ è èõ òðàíñäóêöèè â
êëåòêó (Alpin et al., 1998; Ingber, 1999; Bershadsky et al.,
2003). Ïîëàãàþò, ÷òî â îñíîâå ýòèõ ïðîöåññîâ ìîãóò ëå-
æàòü èçìåíåíèÿ â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè àêòèíî-
âûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, âîçíèêàþùèå ïîä äåéñòâèåì ìå-
õàíè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, à òàêæå íàïðÿæåíèÿ â êîìïëåêñàõ
ôîêàëüíîé àäãåçèè, îòâåòñòâåííûõ çà âçàèìîäåéñòâèå
êëåòêè ñ ñóáñòðàòîì (Ingber, 1999; Bershadsky et al., 2003).
Íàèáîëåå âåðîÿòíûìè êàíäèäàòàìè íà ðîëü ìåõàíî÷óâñò-
âèòåëüíûõ ñòðóêòóð êëåòêè âûñòóïàþò ðåöåïòîðíûå áåë-
êè ñåìåéñòâà èíòåãðèíîâ (Matthews et al., 2006). Èíòåãðè-
íû îïîñðåäóþò âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ âíåêëåòî÷íûì
ìèêðîîêðóæåíèåì è äðóã ñ äðóãîì, à òàêæå îñóùåñòâëÿþò
âçàèìîñâÿçü âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñ öèòîñêåëåòîì
êëåòêè (Miyamoto et al., 1995; Alpin et al., 1998). Ïðèìå÷à-
òåëüíî, ÷òî íà ìåìáðàíå ÌÑÊ ýêñïðåññèðóåòñÿ îãðîìíîå
êîëè÷åñòâî ìîëåêóë àäãåçèè è èíòåãðèíîâ, ðåãóëèðóþ-
ùèõ ðàçëè÷íûå àñïåêòû ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê,
â òîì ÷èñëå è èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ïîòåíöèè (Pitten-
ger et al., 1999; Deans, Moseley, 2000; Zuk et al., 2002).

Äëÿ íàçåìíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ in vitro ýôôåêòîâ ìèê-
ðîãðàâèòàöèè èññëåäîâàòåëè ÷àñòî ïðèìåíÿþò ìåòîä êëè-
íîñòàòèðîâàíèÿ, ïðè êîòîðîì ïðîèñõîäèò ïîñòîÿííîå
ðàíäîìèçèðîâàííîå âëèÿíèÿ âåêòîðà ãðàâèòàöèè íà ìîíî-
ñëîé êëåòîê (Buravkova, Romanov, 2001). Áîëåå ñîâåðøåí-
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íûìè ìîäåëÿìè äëÿ âîñïðîèçâåäåíèÿ âëèÿíèÿ ìèêðîãðà-
âèòàöèè íà êóëüòóðû êëåòîê ÿâëÿþòñÿ 3D-êëèíîñòàòû è
ðàçðàáîòàííûå â Íèäåðëàíäàõ òàê íàçûâàåìûå Random
Positioning Machine (RPM, Dutch Space, Ëÿéäåí, Íèäåð-
ëàíäû) (Van Loon, 2007), ïîçâîëÿþùèå äîñòèãàòü çíà÷å-
íèé ãðàâèòàöèîííîãî âîçäåéñòâèÿ â öåíòðå ïëàòôîðìû
ïîðÿäêà 10–3 G.

Îñíîâíîé çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå
âëèÿíèÿ ìîäåëèðîâàííîé ìèêðîãðàâèòàöèè ñ ïîìîùüþ
RPM íà ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ îñíîâíûõ ñîñòàâëÿþ-
ùèõ öèòîñêåëåòà êóëüòèâèðóåìûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà
÷åëîâåêà, à òàêæå ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ òèïîâ èíòåãðè-
íîâ è ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êóëüòóðû ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç êîñòíîãî ìîçãà ÷åëî-
âåêà, áûëè íàì ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ä. á. í. Þ. À. Ðî-
ìàíîâûì (ÍÈÈ ÐÊÍÏÊ Ðîñìåäòåõíîëîãèé). Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäó DMEM ñ êîíöåíòðàöèåé ãëþêîçû 1 ã/ë
ñ äîáàâëåíèåì 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìã/ìë ñòðåï-
òîìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 12.5 ìÌ
HEPES-áóôåðà, 1 ìÌ ïèðóâàòà íàòðèÿ (âñå ðåàêòèâû ôèð-
ìû Gibco, ÑØÀ) è 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâî-
ðîòêè (HyClone, ÑØÀ). Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ èñïîëüçî-
âàëè êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû 9, 25 è 75 ñì2 (Nunc, Äà-
íèÿ). Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäèëè 2 ðàçà â íåäåëþ.
Ïàññèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè ïî äîñòèæåíèè êóëüòóðàìè
90 % êîíôëþýíòà, êàæäûå 7—10 ñóò êëåòêè ðàññàæèâàëè
â ñîîòíîøåíèè 1 : 3. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ
7—13-ãî ïàññàæåé, ïîëó÷åííûå îò òðåõ ðàçëè÷íûõ äî-
íîðîâ.

Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ íåêîòîðûõ àñïåêòîâ âîçäåéñòâèÿ
ìèêðîãðàâèòàöèè íà êóëüòóðû êëåòîê in vitro èñïîëüçîâà-
ëè ïðèáîð desktop RPM (Dutch Space, Ëÿéäåí, Íèäåðëàí-
äû). Â ïðîöåññå ðàáîòû ïðèáîðà ïðîèñõîäèò ðàíäîìèçà-
öèÿ âëèÿíèÿ âåêòîðà ãðàâèòàöèè çà ñ÷åò âðàùåíèÿ äâóõ
âçàèìîïåðïåíäèêóëÿðíûõ ðàìîê, íà êîòîðûõ ðàñïîëàãà-
åòñÿ ïëàòôîðìà ñ îáðàçöàìè, ïðè ýòîì èìèòèðóåòñÿ ýô-
ôåêò ñíèæåíèÿ âëèÿíèÿ ñèëû òÿæåñòè íà êóëüòóðó êëåòîê.
ÌÑÊ ïåðåñàæèâàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû çà 48 ÷ äî
íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà ñ ïëîòíîñòüþ 5—7 òûñ. êëåòîê íà
1 ñì2 è ïîìåùàëè íà ïëàòôîðìó RPM íà 30 ìèí, 6, 24, 48
è 120 ÷. Ïåðåä ýòèì ôëàêîíû ñ êëåòêàìè ïîëíîñòüþ çà-
ïîëíÿëè êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé, èçáåãàÿ îáðàçîâàíèÿ ïó-
çûðüêîâ âîçäóõà, è ãåðìåòèçîâàëè ýëàñòè÷íîé ïëåíêîé
«Ïàðàôèëüì». Â öåëÿõ ïîääåðæàíèÿ êèñëîòíî-îñíîâíîãî
ðàâíîâåñèÿ ñðåäû èñïîëüçîâàëè 25 ìÌ HEPES-áóôåð.
Àíàëîãè÷íûå ìàíèïóëÿöèè ïðîâîäèëè è ñ êîíòðîëüíûìè
ãðóïïàìè êëåòîê. Âî âñåõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ, îïèñàí-
íûõ íèæå, â êà÷åñòâå êîíòðîëåé èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ,
êóëüòèâèðóåìûå â ãîðèçîíòàëüíîì ïîëîæåíèè â ñòàòè÷å-
ñêîì ñîñòîÿíèè (ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü), à äëÿ èçó÷åíèÿ
ýôôåêòà ïåðåìåøèâàíèÿ ñðåäû ÷àñòü ôëàêîíîâ ñ êóëüòó-
ðàìè êëåòîê ïîìåùàëè íà ãîðèçîíòàëüíûé øåéêåð ñî ñêî-
ðîñòüþ âðàùåíèÿ 60 îá/ìèí.

Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ÌÑÊ îñóùåñòâëÿëè ïîñëå
120 ÷ ýêñïîçèöèè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîôëó-
îðèìåòðèè (EPICS XL, Beckman Coulter, ÑØÀ) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì êîíúþãàòîâ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
CD49b-FITC, CD29-PE, CD106-PE (BioLegend, ÑØÀ),
CD49d-FITC è CD54-FITC (Immunotech Coulter, Ôðàí-
öèÿ). Êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ 0.25 % òðèïñèíà è 0.05 %
ÝÄÒÀ, îòìûâàëè êëåòêè îò ñðåäû öåíòðèôóãèðîâàíèåì

íà ñêîðîñòè 1000 îá/ìèí, ïîñëå ÷åãî ãîòîâèëè àëèêâîòû
ïî 104 êëåòîê â ðàñòâîðå ôîñôàòíîãî áóôåðà Äàëüáåêêî
(ÔÁÄ). Äàëåå, ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèè ôèðìû-ïðîèçâîäè-
òåëÿ, ê æèâûì êëåòêàì äîáàâëÿëè ïî 20 ìêë êîíúþãàòîâ
àíòèòåë. Îáðàçöû èíêóáèðîâàëè 30 ìèí, ïîñëå ÷åãî àíà-
ëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ èññëåäóåìûõ àíòèãåíîâ, íàêàïëè-
âàÿ â îäíîì îáðàçöå íå ìåíåå 2�103—5�103 ñîáûòèé.
Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè èììóíî-
ãëîáóëèíû òîãî æå èçîòèïà, ÷òî è àíòèòåëà ïðîòèâ èññëå-
äóåìîãî ìàðêåðà.

Èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, á- è â-òóáóëèíà è âèíêóëèíà îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè íà ìèê-
ðîñêîïå Axiovert 25 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîì
ñîïðÿæåííîé ñ íèì öèôðîâîé ÷åðíî-áåëîé âèäåîêàìåðîé
AxioCam HRm. ÌÑÊ îòìûâàëè îò ñðåäû ÔÁÄ, ïîñëå ÷åãî
ôèêñèðîâàëè êëåòêè ëåäÿíûì ìåòàíîëîì â òå÷åíèå 5 ìèí
è äàëåå îòìûâàëè ÔÁÄ. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ïåðåä îêðàøèâàíèåì êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷ â
1%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè ôèáðèëëÿðíîãî àê-
òèíà èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé êðàñèòåëü TRITC-ôàëëî-
èäèí â êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).
Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ðàáî÷åì ðàñòâîðå ôàëëîèäèíà â
òå÷åíèå 40 ìèí, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè 3 ðàçà ÔÁÄ è àíàëè-
çèðîâàëè èçîáðàæåíèå. Îðãàíèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê öè-
òîñêåëåòà îöåíèâàëè ïóòåì îêðàøèâàíèÿ êëåòîê â òå÷å-
íèå 1 ÷ àíòèòåëàìè ïðîòèâ á-òóáóëèíà, êîíúþãèðîâàí-
íûì ñ ALEXA-488 â ðàçâåäåíèè 1 : 100 (Chemicon, ÑØÀ),
è â-òóáóëèíà, êîíúþãèðîâàííûìè ñ Cy3 â ðàçâåäåíèè
1 : 200 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ), ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå
îêðàøèâàíèÿ êëåòêè òàêæå îòìûâàëè 3 ðàçà ÔÁÄ. Êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê âèíêóëèíó (Chemicon,
ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100 â òå÷åíèå 2 ÷. Ïîñëå èíêóáà-
öèè êëåòêè îòìûâàëè îò èçáûòêà ïåðâè÷íûõ àíòèòåë 3
ðàçà ÔÁÄ è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè,
êîíúþãèðîâàííûìè ñ FITC (Jackson Immunoresearch,
ÑØÀ), è äàëåå îòìûâàëè îò èçáûòêà àíòèòåë 3 ðàçà ÔÁÄ
äëÿ ïîñëåäóþùåãî ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà.

Ðåçóëüòàòû

Ñðåäè îñíîâíûõ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà êëåòêè åäâà ëè
íå íàèáîëüøèé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêàåò åãî
àêòèíîâàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ êàê íàèáîëåå ëàáèëüíàÿ è áûñò-
ðî ðåàãèðóþùàÿ íà ðàçëè÷íûå âîçäåéñòâèÿ (Small et al.,
1999). Îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ TRITC-ôàëëîèäèíà ïî-
çâîëèëî íàì âûÿâèòü èçìåíåíèÿ â ïðîñòðàíñòâåííîé îð-
ãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà óæå ïîñëå 30 ìèí ïðå-
áûâàíèÿ êóëüòóðû ÌÑÊ â ãèïîãðàâèòàöèîííûõ óñëîâèÿõ.
Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû òèïè÷íûå ôîðìû èçìåíåíèé â
ñòðóêòóðå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ÌÑÊ ïîñëå ðàçëè÷íûõ
ñðîêîâ âîçäåéñòâèÿ ìîäåëèðîâàííîé ìèêðîãðàâèòàöèè íà
êóëüòóðû êëåòîê. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ïðèâåäåíû ìèêðîôîòîã-
ðàôèè êëåòîê èç ãðóïïû ñòàòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ è ýêñïî-
íèðîâàííûõ íà øåéêåðå. Â îáåèõ êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ
êëåòêè èìåëè õàðàêòåðíóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçà-
öèþ ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ ñ õîðîøî çà-
ìåòíûìè ñòðåññ-ôèáðèëëàìè. Ïîñëå 30 ìèí ýêñïîçèöèè
íà RPM â îïûòíîé ãðóïïå íàðÿäó ñ íîðìàëüíûìè ïîÿâëÿ-
ëèñü êëåòêè ñ àìîðôíûì ðàñïðåäåëåíèåì àêòèíà âî âíóò-
ðèêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå (ðèñ. 1, â). Çà÷àñòóþ ïîäîáíûå
èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû àêòèíà âûðàæàëèñü â åãî ïåðåðàñ-
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ïðåäåëåíèè îò êðàåâ ê öåíòðó êëåòêè, ïðè ýòîì ïðîèñõî-
äèëà åãî äåêîìïàêòèçàöèÿ è, ïî-âèäèìîìó, äåïîëèìåðè-
çàöèÿ, ïðèâîäÿùàÿ ê óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà ôèáðèëëÿð-
íîãî àêòèíà â êëåòêå. Ïðè ýòîì â ïðîñòðàíñòâå êëåòêè
îò÷åòëèâî âûÿâëÿëèñü îòäåëüíûå êîíãëîìåðàòû F-àêòèíà,
à ñàìè êëåòêè òåðÿëè ñòðåññ-ôèáðèëëû. Ïîñëå 6-÷àñîâîé
ýêñïîçèöèè êëåòîê â RPM (ðèñ. 1, å) êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ
ïîäîáíûìè íàðóøåíèÿìè â îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà âîçðàñòàëî.

Àíàëèç ìèêðîôîòîãðàôèé ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå 24 ÷ ìî-
äåëèðîâàíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè â RPM èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè àêòèíñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð â
êëåòêàõ ïðè îäèíàêîâîé äëèíå ýêñïîçèöèè ñíèæàëàñü ïî
îòíîøåíèþ ê òàêîâîé â îáåèõ êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ, ÷òî
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èñòîùåíèè ïóëà ôèáðèëëÿð-
íîãî àêòèíà â êëåòêå íà äàííîì ýòàïå âîçäåéñòâèÿ

(ðèñ. 1, è). Êðîìå òîãî, èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà áûëè òåïåðü áîëåå îò÷åòëèâûìè è
âûðàæàëèñü óæå â åãî ïåðåðàñïðåäåëåíèè îò öåíòðà ê êðà-
ÿì êëåòêè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî â ïåðèíóêëåàðíîì ïðîñòðàí-
ñòâå âîçíèêàëè õàðàêòåðíûå «ïóñòîòû». Èíòåðåñíî, ÷òî â
ýòî æå âðåìÿ â êóëüòóðå ÌÑÊ íàáëþäàëîñü ïîÿâëåíèå îò-
êðåïëåííûõ êëåòîê, à òàêæå êëåòîê, êîòîðûå íà÷èíàëè îò-
êðåïëÿòüñÿ îò ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà
(ðèñ. 2, æ). Àíàëîãè÷íûå ýôôåêòû îòìå÷àëè è ïîñëå 48 ÷
âîçäåéñòâèÿ, ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî îòêðåïèâøèõñÿ êëåòîê
âî ôëàêîíàõ âîçðàñòàëî (ðèñ. 2, ç).

Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ïîñëå 120 ÷ ïðåáûâàíèÿ êóëüòó-
ðû ÌÑÊ â óñëîâèÿõ ãèïîãðàâèòàöèè êëåòêè ÷àñòè÷íî èëè
ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàëè ìèêðîàðõèòåêòîíèêó àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, êîòîðàÿ íà ýòîì âðåìåíí*îì ñðîêå ñòà-
íîâèëàñü ïðàêòè÷åñêè íåîòëè÷èìîé îò åãî îðãàíèçàöèè â
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ÷åðåç ðàçëè÷íûå ñðîêè ìîäåëè-
ðîâàíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè.

30 ìèí: à — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü, á — øåéêåð, â — RPM; 6 ÷: ã — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü, ä — øåéêåð, å — RPM; 24 ÷: æ — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü, ç —
øåéêåð, è — RPM; 48 ÷: ê — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü, ë — øåéêåð, ì — RPM; 24 ÷ ðåàäàïòàöèè ïîñëå 24-÷àñîâîé ýêñïîçèöèè â RPM: í — ñòàòè÷åñêèé

êîíòðîëü, î — øåéêåð, ï — RPM; 120 ÷: ð — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü, ñ — øåéêåð, ò — RPM.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå àäãåçèîííûõ ñâîéñòâ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â óñëî-
âèÿõ ìîäåëèðîâàíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè.

à—â — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü 24, 48 è 120 ÷; ã—å — øåéêåð 24, 48 è 120 ÷; æ—è — RPM 24, 48 è 120 ÷; ñòðåëêàìè óêàçàíû îòêðåïèâøèåñÿ ïîä äåéñòâè-
åì ìîäåëèðîâàííîé ìèêðîãðàâèòàöèè êëåòêè. Óâåë. 100�.



êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ (ðèñ. 1, ò). Êðîìå òîãî, áûëî âûÿâ-
ëåíî, ÷òî íà äàííîì ýòàïå êóëüòèâèðîâàíèÿ îòêðåïëåíèå
êëåòîê îò ïîäëîæêè ïðåêðàùàëîñü (ðèñ. 2, è). Òàêàÿ æå
êàðòèíà íàáëþäàëàñü è ïîñëå 24-÷àñîâîé ðåàäàïòà-
öèè êëåòîê â ñòàòè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, ïîñëå òîãî êàê îíè â
òå÷åíèå 24 ÷ ïîäâåðãàëèñü äåéñòâèþ ìîäåëèðîâàííîé
ìèêðîãðàâèòàöèè â RPM (ðèñ. 1, ï). Ïîäîáíîå âîññòàíîâ-
ëåíèå èñõîäíîé ìèêðîàðõèòåêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà ïðè äîñòàòî÷íî ïðîäîëæèòåëüíîì ïðåáûâàíèè êëå-
òîê â óñëîâèÿõ ãèïîãðàâèòàöèè, âåðîÿòíî, îòðàæàåò ïðî-
öåññ àäàïòàöèè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ê èçìåíåííûì
ïàðàìåòðàì èõ ñðåäû îáèòàíèÿ. Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ñëóæèò íàáëþäàåìûé ôàêò àíàëîãè÷íîãî
âîññòàíîâëåíèÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè àêòèíà ïðè âîç-
âðàùåíèè êëåòîê ê íîðìàëüíûì óñëîâèÿì æèçíåäåÿòåëü-
íîñòè â ñòàíäàðòíûõ ñòàòè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, à òàêæå èñ-
÷åçíîâåíèå îòêðåïëåííûõ êëåòîê â êóëüòóðå.

Âèíêóëèí ñâÿçàí ñ àêòèíîì â ñàéòàõ ôîêàëüíîé àäãå-
çèè è ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â
àäãåçèè ê ñóáñòðàòó (Alpin et al., 1998). Ýòîò áåëîê ñîëîêà-
ëèçîâàí ñ êëàñòåðàìè èíòåãðèíîâ â òåõ ó÷àñòêàõ, ãäå îíè
ïðèêðåïëÿþòñÿ ê âíåêëåòî÷íîìó ìàòðèêñó. Íàðÿäó ñ òà-
êèìè áåëêàìè öèòîñêåëåòà, êàê ïàêñèëëèí, òàëèí è àëü-
ôà-àêòèíèí, âèíêóëèí ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â òðàíñäóêöèè
âíåêëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ îò èíòåãðèíîâ ê öèòîñêåëåòó
êëåòêè (Miyamoto et al., 1995; Alpin et al., 1998). Âûÿâëåíèå
ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ ó êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ñ ïî-
ìîùüþ èììóíîñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë ïðîòèâ âèíêóëèíà
ïîêàçàëî, ÷òî èõ îðãàíèçàöèÿ ó ÌÑÊ îòâå÷àåò íà èçìåíå-
íèå ãðàâèòàöèîííûõ óñëîâèé ñðåäû îáèòàíèÿ. Ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ àêòèíîâîé ñîñòàâëÿþùåé öèòîñêåëåòà ñèñòåìà ôî-
êàëüíîé àäãåçèè áûëà áîëåå óñòîé÷èâîé, òàê êàê â äàííîì
ñëó÷àå èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè âèíêóëèíîâûõ ñàéòîâ àä-
ãåçèè ïîÿâëÿëèñü íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ýêñïîçèöèè.

Õàðàêòåðíûì ïðîÿâëåíèåì âëèÿíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðî-
ãðàâèòàöèè â äàííîì ñëó÷àå áûëî ïîñòåïåííîå ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèå ñàéòîâ ôîêàëüíîé àäãåçèè îò ðàâíîìåðíî ïî-
êðûâàþùèõ âñþ ïîâåðõíîñòü (ðèñ. 3, à, á) äî ðàñïîëîæåí-
íûõ ïðåèìóùåñòâåííî â ïåðèíóêëåàðíîì ïðîñòðàíñòâå
êëåòêè (ðèñ. 3, â). Ýòîò ïðîöåññ íà÷èíàëñÿ óæå ÷åðåç 6 ÷
ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ è äîñòèãàë ñâîåãî àïîãåÿ íà êî-
íå÷íûõ ýêñïîçèöèÿõ (48 è 120 ÷). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ïðîöåññ ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ âèíêóëèíîâûõ ñàéòîâ àäãå-
çèè ñîïðîâîæäàëñÿ óâåëè÷åíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè êëåòîê ïðè îäíîé è òîé æå äëèíå ýêñïîçèöèè, ÷òî
è â êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ. Òàêèì îáðàçîì, ôëóîðåñöåíò-
íàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîçâîëèëà íàì òàêæå âûÿâèòü îïðåäå-
ëåííûå ìîäèôèêàöèè â ñèñòåìå âèíêóëèíîâûõ ñàéòîâ àä-
ãåçèè ó ÌÑÊ ïîä âëèÿíèåì ôàêòîðîâ, çàñòàâëÿþùèõ àäãå-

çèâíûå êëåòêè èíà÷å âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ñóáñòðàòîì.
Äèíàìèêà ýòèõ èçìåíåíèé âïîëíå ñîãëàñóåòñÿ ñ îïèñàí-
íûì âûøå ïðîöåññîì ðåìîäåëèðîâàíèÿ ñòðóêòóðû àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà ó ÌÑÊ â òå÷åíèå ïðåáûâàíèÿ êëåòîê
â óñëîâèÿõ ãèïîãðàâèòàöèè.

Îñíîâíûìè ñòðîèòåëüíûìè áëîêàìè ñèñòåìû ìèêðî-
òðóáî÷åê öèòîñêåëåòà ÿâëÿåòñÿ äèìåð áåëêà òóáóëèíà, îá-
ðàçîâàííûé äâóìÿ èçîôîðìàìè á- è â-òóáóëèíà (Hall
et al., 1983). Ïðè èñïîëüçîâàíèè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðî-
ñêîïèè íàì íå óäàëîñü âûÿâèòü âûðàæåííûå íàðóøåíèÿ
â ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê,
îêðàøåííûõ ñïåöèôè÷íûìè àíòèòåëàìè ê á- è â-òóáóëè-
íó, íè íà îäíîì èç èññëåäóåìûõ ñðîêîâ ýêñïîçèöèè ÌÑÊ
â RPM (ðèñ. 4). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî òóáóëèí ÿâëÿåòñÿ íàèìåíåå ÷óâñò-
âèòåëüíîé ê ãðàâèòàöèè ñòðóêòóðîé öèòîñêåëåòà êëåòêè
ó êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, îäíàêî íåëüçÿ èñêëþ÷àòü è
òîãî, ÷òî âûáðàííûå íàìè âðåìåíí*ûå ðàìêè èññëåäî-
âàíèÿ íåäîñòàòî÷íû äëÿ äåòåêöèè ïîòåíöèàëüíûõ èçìå-
íåíèé.

Àäãåçèÿ êëåòîê ê âíåêëåòî÷íîìó ìàòðèêñó è èõ âçàè-
ìîäåéñòâèå äðóã ñ äðóãîì — ýòî äâå íåîáõîäèìûå ñîñòàâ-
ëÿþùèå ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè è íîðìàëüíîãî
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ òêàíåé è îðãàíîâ. Ìîæíî äîïóñòèòü,
÷òî ýòî ïîëîæåíèå â ðàâíîé ìåðå ñïðàâåäëèâî è äëÿ âû-
æèâàíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå. Îïîñðåäóþùèå êëåòî÷íóþ
àäãåçèþ ðåöåïòîðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìåìáðàííûå
ìóëüòèáåëêîâûå êîìïëåêñû è ïðåäñòàâëåíû ñëåäóþùèìè
êëàññàìè âåùåñòâ: ñåëåêòèíû, êàäãåðèíû, èíòåãðèíû è
ìîëåêóëû êëåòî÷íîé àäãåçèè (CAMs), ïðè÷åì âñå îíè
ïðÿìî èëè ÷åðåç áåëêè-ïîñðåäíèêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ
àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì (Alpin et al., 1998). Èíòåãðèíû
ÿâëÿþòñÿ ãåòåðîäèìåðíûìè áåëêàìè, îáðàçîâàííûìè íå-
êîâàëåíòíî ñâÿçàííûìè äðóã ñ äðóãîì á- è â-ñóáúåäèíè-
öàìè (Miyamoto et al., 1995). Ñâÿçûâàíèå èíòåãðèíîâ ñ
âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì âåäåò ê îáðàçîâàíèþ ôîêàëü-
íûõ êîíòàêòîâ, êðîìå òîãî, îíè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â óç-
íàâàíèè ñâîèõ êîðåöåïòîðîâ íà äðóãèõ êëåòêàõ. Ìîëåêó-
ëû êëåòî÷íîé àäãåçèè îáðàçóþò àäãåçèîííûå êîíòàêòû
ìåæäó êëåòêàìè è ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðàçëè÷íûõ êëå-
òî÷íûõ ïðîöåññàõ (Alpin et al., 1998). Èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ
ýêñïðåññèðóþò íà ñâîåé ìåìáðàíå øèðîêèé ñïåêòð êëàñ-
òåðîâ äèôôåðåíöèðîâêè (Pittenger et al., 1999; Deans et al.,
2000), âîâëå÷åííûõ â ðàçëè÷íûå àñïåêòû æèçíåäåÿòåëü-
íîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñðåäè êîòîðûõ èíòåãðèíû è ìî-
ëåêóëû êëåòî÷íîé àäãåçèè ïðåäñòàâëÿþò íàèáîëüøèé èí-
òåðåñ ñ òî÷êè çðåíèÿ ãðàâèòàöèîííîé áèîëîãèè.

×òîáû îïðåäåëèòü, êàê áóäåò ñîîòíîñèòüñÿ ïðîôèëü
ýêñïðåññèè àäãåçèîííûõ ðåöåïòîðîâ ñ îáíàðóæåííûìè

900 Ï. Ì. Ãåðøîâè÷, Þ. Ã. Ãåðøîâè÷, Ë. Á. Áóðàâêîâà

Ðèñ. 3. Ïåðåðàñïðåäåëåíèå âèíêóëèíà ó ìåçåíõèìíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ÷åðåç 120 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ ìîäåëè-
ðîâàíèÿ ýôôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè.

à — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü, á — øåéêåð, â — RPM.



èçìåíåíèÿìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è âèíêóëèíîâîé
àäãåçèè êëåòîê, ìû èçìåðÿëè óðîâåíü ýêñïðåññèè èíòå-
ãðèíîâ á1 (CD49b), á4 (CD49d), â1 (CD29), à òàêæå
ICAM-1 (CD54) è VCAM-1 (CD 106) ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïîñëå 120-÷àñîâîé ýêñïî-
çèöèè ÌÑÊ íà RPM. Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD29, êîòîðûé ÿâ-
ëÿåòñÿ îñíîâíûì â-èíòåãðèíîì ÌÑÊ, îïîñðåäóþùèì
àäãåçèþ êëåòîê ê îãðîìíîìó êîëè÷åñòâó áåëêîâ âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà è ìîëåêóë àäãåçèè (Deans, Moseley,
2000), îñòàâàëîñü íåèçìåííûì ïðè âûáðàííîé ýêñïî-
çèöèè. Ïî-âèäèìîìó, ýòî áûëî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïî÷òè
âñÿ ïîïóëÿöèÿ êëåòîê èìåëà ïðàêòè÷åñêè 100%-íûé óðî-
âåíü ýêñïðåññèè äàííîãî ìàðêåðà (òàáë. 1). Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, â îáåèõ êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ êëåòêè èìåëè î÷åíü
íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè CD49b (òàáë. 1), ëèãàíäàìè
äëÿ êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ êîëëàãåí è ëàìèíèí, è íå ýêñïðåñ-
ñèðîâàëè CD49d (òàáë.1), ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî, îäíàêî,
ïîêàçàíà äëÿ ÌÑÊ èç æèðîâîé òêàíè (Zuk et al., 2002).
Ïîä âëèÿíèåì ìîäåëèðîâàííîé ìèêðîãðàâèòàöèè ïðîèñ-
õîäèëà çíà÷èòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè CD49b, óðî-
âåíü êîòîðîãî â ïîïóëÿöèè âîçðàñòàë â 2—6 ðàç (òàáë. 1)
â çàâèñèìîñòè îò ïàññàæà êóëüòóðû, ïðè÷åì â íàèáîëü-
øåé ñòåïåíè ó ÌÑÊ íàèáîëåå ïîçäíåãî èç èññëåäóåìûõ
ïàññàæåé.

Èíòåðåñíî, ÷òî â ñëó÷àå CD40d òàêæå ïðîèñõîäèëà
íåáîëüøàÿ àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè äàííîãî àíòèãåíà íà îä-
íîì èç èññëåäóåìûõ ïàññàæåé (òàáë. 1), ÷òî ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ãèïîãðàâèòàöèÿ ìîæåò ïðèâîäèòü
ê èçìåíåíèþ èììóíîôåíîòèïà ÌÑÊ çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ
÷èñëà êëåòîê, íåñóùèõ íà ñâîåé ìåìáðàíå íåõàðàêòåðíûé
äëÿ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà èíòåãðèí. Ôàêò óâåëè÷åíèÿ ýêñ-
ïðåññèè ïóëà á-èíòåãðèíîâ â ïîïóëÿöèè êëåòîê-ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ ÷åðåç 120 ÷ â óñëîâèÿõ èçìåíåííîé ãðàâèòà-
öèè âî ìíîãîì ïðîÿñíÿåò ïðè÷èíû âîññòàíîâëåíèÿ ñòðóê-
òóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è âîçðàñòàíèÿ óðîâíÿ
ôëóîðåñöåíöèè âèíêóëèíà â ñàéòàõ ôîêàëüíîé àäãåçèè ó
êëåòîê íà äàííîì ýòàïå âîçäåéñòâèÿ, òàê êàê èíòåãðèíû

íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóþò ñ âèíêóëèíîì è àêòè-
íîì â ñàéòàõ ôîêàëüíîé àäãåçèè.

Ýêñïðåññèÿ ICAM-1 è VCAM-1 (CD54 è CD106) õà-
ðàêòåðíà äëÿ ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ãåìîïîý-
òè÷åñêîãî è ýíäîòåëèàëüíîãî ðÿäîâ (Alpin et al., 1998; De-
ans, Moseley, 2000). Ó ýòèõ êëåòîê ICAM-1 ðàñïîçíàåò ðå-
öåïòîðû LFA-1 è MAC-1 íà ëåéêîöèòàõ, òàêæå
âçàèìîäåéñòâóåò ñ ãèàëîóðîíîâîé êèñëîòîé è ôèáðèíîãå-
íîì, à VCAM-1 â ñâîþ î÷åðåäü ÿâëÿåòñÿ êîðåöåïòîðîì
äëÿ á4â1-èíòåãðèíîâ ìîíîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ, ïðèíè-
ìàÿ, òàêèì îáðàçîì, ó÷àñòèå â èììóííûõ ðåàêöèÿõ (Alpin
et al., 1998; Deans, Moseley, 2000). Ðîëü äàííûõ àíòèãåíîâ
â æèçíåäåÿòåëüíîñòè ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà äî êîíöà íåÿñ-
íà è íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ (Deans, Mo-
seley, 2000). Òåì íå ìåíåå èìåþòñÿ óêàçàíèÿ íà òî, ÷òî
ìíîãèå ìîëåêóëû êëåòî÷íîé àäãåçèè ó÷àñòâóþò âî âçàè-
ìîäåéñòâèè ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì êëåòêè (Alpin et
al., 1998).

Óðîâåíü ýêñïðåññèè ICAM-1 è VCAM-1 â íîðìå ñè-
ëüíî âàðüèðóåò â çàâèñèìîñòè îò ýòàïà ñóáêóëüòèâèðîâà-
íèÿ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, èçìåíÿÿñü îò äîñòà-
òî÷íî âûñîêèõ çíà÷åíèé ó êëåòîê ðàííèõ ïàññàæåé äî
íèçêèõ íà áîëåå ïîçäíèõ ïàññàæàõ, âîçðàñòàÿ, îäíàêî, ïðè
äàëüíåéøåì ïàññèðîâàíèè, ïî êðàéíåé ìåðå â ñëó÷àå
ICAM-1 (äàííûå íå îïóáëèêîâàíû). Õîòÿ, íàïðèìåð, ó

Öèòîñêåëåò è àäãåçèÿ êóëüòèâèðóåìûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ 901

Ðèñ. 4. Ñòðóêòóðà òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìåçåíõèìíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ÷åðåç 120 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, âûÿâëåííîãî ñ
ïîìîùüþ àíòèòåë ê á-òóáóëèíó (à—â) è ê â-òóáóëèíó (ã—å).

à, ã — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü; á, ä — øåéêåð; â, å — RPM.

Ò à á ë è ö à 1

Ýêñïðåññèÿ ðåöåïòîðîâ àäãåçèè íà ìåìáðàíå ÌÑÊ

Ãðóïïà CD29 CD49b CD49b CD106

ÑòÊ 98.10 � 0.38 3.18 � 1.02 0.56 � 0.38 4.47 � 1.42

Øåéêåð 98.13 � 0.50 2.60 � 0.67 0.30 � 0.09 5.40 � 1.45

RPM 94.97 � 2.98 8.83 � 3.37 1.33 � 1.15 2.25 � 0.90

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû óñðåäíåííûå çíà÷åíèÿ ýêñïðåññèè
àíòèãåíîâ ó ÌÑÊ ðàçëè÷íûõ ïàññàæåé. Äàííûå òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïðåäñòàâëåíû êàê x s

x
± . ÑòÊ — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü.



ÌÑÊ êðûñû äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ICAM-1,
îñòàåòñÿ âûñîêîé íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà ñóáêóëü-
òèâèðîâàíèÿ (Àíîõèíà, Áóðàâêîâà, 2007). Ìû èçó÷àëè
âëèÿíèå ìîäåëèðîâàííîé ìèêðîãðàâèòàöèè íà äëèòåëüíî
êóëüòèâèðóåìûå ÌÑÊ, êîãäà äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ íàçâàííûå àíòèãåíû, âàðüèðîâàëà â ñðåäíåì îò 3 äî
40 %. Îêàçàëîñü, ÷òî ìîäåëèðîâàíèå ìèêðîãðàâèòàöèè
ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà êëåòîê, ïîçèòèâíûõ ïî
VCAM-1, äëÿ âñåõ èññëåäóåìûõ ïàññàæåé (òàáë. 1) è â òî
æå âðåìÿ íåîäíîçíà÷íî âëèÿåò íà ýêñïðåññèþ ICAM-1
(òàáë. 2). Áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî, ÷òî óðîâåíü ICAM-1
òàêæå ñíèæàåòñÿ ïðèìåðíî â 2 ðàçà äëÿ ÌÑÊ 7-ãî è 13-ãî
ïàññàæåé è, íàîáîðîò, âîçðàñòàåò â 1.5—2 ðàçà ó êëåòîê
8-ãî ïàññàæà. Ïîñêîëüêó ICAM-1 ÿâëÿåòñÿ â èçâåñòíîé
ñòåïåíè ëàáèëüíûì àíòèãåíîì, ïî-âèäèìîìó, ôóíêöèî-
íàëüíûé ñòàòóñ ÌÑÊ â ïðîöåññå ñóáêóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîÿâëÿåòñÿ â ðàçëè÷íîé ðåàêöèè êëåòîê íà îäíî è òî æå
âîçäåéñòâèå ãèïîãðàâèòàöèè, îòðàæàÿ ïîòðåáíîñòè ïîïó-
ëÿöèè êëåòîê â ýêñïðåññèè äàííîãî áåëêà íà êàæäîì êîí-
êðåòíîì ïàññàæå.

Îáñóæäåíèå

Ïðîöåññ æèçíåäåÿòåëüíîñòè è äèôôåðåíöèðîâêà
ñòâîëîâûõ êëåòîê ðåãóëèðóåòñÿ ìíîãî÷èñëåííûìè ïàðà-
ìåòðàìè èõ ìèêðîîêðóæåíèÿ è ñðåäû îáèòàíèÿ, ïðè÷åì â
ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå äàííûõ î òîì,
÷òî âàæíóþ ðîëü â âûáîðå ïóòè äèôôåðåíöèðîâêè ñòâî-
ëîâîé êëåòêè èãðàþò íå òîëüêî õèìè÷åñêèå, íî è ìåõàíè-
÷åñêèå ôàêòîðû (Sordella et al., 2003; McBeath et al., 2004;
Meyers et al., 2005; Yuge et al., 2006). Ïîñêîëüêó öèòîñêå-
ëåò êëåòêè è ñâÿçàííûå ñ íèì êîìïîíåíòû ìåìáðàííûõ
ñòðóêòóð èãðàþò îñíîâîïîëàãàþùóþ ðîëü â îñíîâíûõ
ïðîöåññàõ æèçíåäåÿòåëüíîñòè è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
(Alpina et al., 1998; Small et al., 1999; McBeath et al., 2004),
íàì ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì óçíàòü, êàê áóäåò ðåàãè-
ðîâàòü öèòîñêåëåò êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ íà èçìåíå-
íèå ôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ñðåäû îáèòàíèÿ. Äëÿ ýòîãî
ìåçåíõèìíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè ñòðîìû êîñòíîãî
ìîçãà ýêñïîíèðîâàëè â óñëîâèÿõ, ïîçâîëÿþùèõ ìîäåëè-
ðîâàòü íåêîòîðûå àñïåêòû ìèêðîãðàâèòàöèè, ÷òî ïîäðàçó-
ìåâàåò çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå èëè æå ïîëíîå èñ÷åçíî-
âåíèå ïîòîêà ìåõàíè÷åñêèõ èìïóëüñîâ íà êëåòêó, èìåþ-
ùèõ ìåñòî ïðè îáû÷íîé çåìíîé ãðàâèòàöèè.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ íàìè áûëè âûáðàíû êîðîòêèå, íà-
÷èíàÿ îò íåñêîëüêèõ ìèíóò, è áîëåå äëèííûå — ÷àñîâûå
è ñóòî÷íûå — ýêñïîçèöèè, ÷òî ïîçâîëÿëî ïðîñëåäèòü äè-
íàìèêó èçìåíåíèé ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà âî âðåìåíè.
Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî öèòîñêåëåò êëåòîê-ïðåäøåñòâåí-

íèêîâ â êîðîòêèå ñðîêè (íà÷èíàÿ îò íåñêîëüêèõ ìèíóò)
ðåàãèðóåò íà èçìåíåííûé ãðàâèòàöèîííûé ôîí, ÷òî âûðà-
æàåòñÿ â ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ôèáðèëë è â ïîñëåäó-
þùåì âîçðàñòàíèè êîëè÷åñòâà âèíêóëèíîâûõ ñàéòîâ ôî-
êàëüíîé àäãåçèè. Â òî æå âðåìÿ, íåñìîòðÿ íà âñå ïîïûòêè,
íàì íå óäàëîñü âûÿâèòü ðàçëè÷èÿ â àðõèòåêòóðå ìèêðî-
òðóáî÷åê öèòîñêåëåòà ÌÑÊ íà âûáðàííûõ ñðîêàõ ýêñïî-
çèöèè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû áûëè äëÿ íàñ íåîæèäàííû-
ìè, òàê êàê íåäàâíî îáíàðóæåíî, ÷òî ìèêðîòðóáî÷êè òó-
áóëèíà ñîëîêàëèçóþòñÿ ñ ñàéòàìè ôîêàëüíîé àäãåçèè è
ìîäóëèðóþò âçàèìîäåéñòâèå ýòèõ êîíòàêòîâ ñ ñóáñòðàòîì
â ïðîöåññàõ àäãåçèè êëåòîê ê ñóáñòðàòó è êëåòî÷íîé ïî-
äâèæíîñòè (Small et al., 1999). Íàðóøåíèå ïîëèìåðèçàöèè
òóáóëèíîâ â ðàñòâîðå in vitro áûëî ïîêàçàíî â óñëîâèÿõ
ìèêðîãðàâèòàöèè â ïàðàáîëå (Papaseit et al., 2000). Ó êóëü-
òóð êëåòîê èçìåíåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê, îáóñëîâëåííûå
ìèêðîãðàâèòàöèåé, âî ìíîãîì çàâèñåëè îò òèïà êëåòîê
(Lewis, 2002).

Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, èìåííî öèòîñêåëåò
â èíòåãðàöèè ñ ñèñòåìîé ôîêàëüíîé àäãåçèè ó÷àñòâóåò
â ðåöåïöèè è òðàíñäóêöèè ìåõàíè÷åñêèõ ñèãíàëîâ â êëåò-
êó (Ingber, 1999; Bershadsky et al., 2003; Matthews et al.,
2006). Ýòî ïîëîæåíèå íàõîäèò âñå áîëüøå ïîäòâåðæ-
äåíèé â êîñìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïîñêîëüêó ìèêðî-
ãðàâèòàöèÿ â äàííîì ñëó÷àå ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê
ñâîåãî ðîäà ñíÿòèå ìåõàíè÷åñêîé ñòèìóëÿöèè. Ó êëåòîê
íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà äåéñòâèå èçìåíåííîé ãðàâè-
òàöèè â ïàðàáîëå è êëèíîñòàòå âûçûâàëî ìîäèôèêàöèè â
àêòèíîâîì öèòîñêåëåòå è ñèñòåìå ìèêðîòðóáî÷åê (Ros-
ner et al., 2006). Èññëåäîâàíèÿ, âûïîëíåííûå íà êëåò-
êàõ îñòåîñàðêîìû êðûñû, ïîçâîëèëè âûÿâèòü äåçîðãà-
íèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê, à òàêæå èçìåíå-
íèå â ñèñòåìå âèíêóëèíîâûõ ñàéòîâ ôîêàëüíîé àäãåçèè
êàê â êîñìè÷åñêîì ïîëåòå, òàê è ïðè ìîäåëèðîâàíèè ýô-
ôåêòîâ ìèêðîãðàâèòàöèè â ïàðàáîëå è êëèíîñòàòå (Guig-
nandon et al., 2001). Êîñìè÷åñêèé ïîëåò âûçûâàë óìåíü-
øåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ á-òóáóëèíà è íåêîòîðûõ áåëêîâ âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ó íîðìàëüíûõ îñòåîáëàñòîâ êðûñû
(Kumei et al., 2006). ÌÑÊ ÷åëîâåêà òåðÿëè íîðìàëüíóþ
ñåòü àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ ïîñëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â ðîòàöèîííîì áèîðåàêòîðå, ðàçðàáîòàííîì ÍÀÑÀ,
ïðè÷åì àâòîðû ñâÿçûâàëè ýòè èçìåíåíèÿ ñ íàðóøåíèåì
íîðìàëüíîé ðàáîòû ñåìåéñòâà RhoA-ÃÒÔàç (Meyers et al.,
2005). Â ýòîì ñìûñëå ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñîãëà-
ñóþòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû è ïîäòâåðæäàþò êîíöåï-
öèþ î ïîòåíöèàëüíîì ó÷àñòèè îïðåäåëåííûõ ñòðóêòóð
öèòîñêåëåòà êëåòêè â ðåàëèçàöèè âîñïðèÿòèÿ åþ ôèçè÷å-
ñêèõ ñòèìóëîâ.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî èììóíîôåíîòèï ñòâîëîâûõ
êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñàìûõ êîíñåðâàòèâíûõ ïîêàçà-
òåëåé èõ ìîðôîôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ. Â ÷àñòíîñòè,
â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòðîìàëüíûå
êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè êîñòíîãî ìîçãà êðûñ ñîõðàíÿþò
ñòàáèëüíûé èììóíîôåíîòèï ïðè äëèòåëüíîì ñóáêóëüòè-
âèðîâàíèè (áîëåå 50 ïàññàæåé) è íå èçìåíÿþò åãî äàæå â
îòâåò íà âîçäåéñòâèå ãèïîêñèè (Àíîõèíà, Áóðàâêîâà,
2007). Îäíàêî â äàííîì èññëåäîâàíèè, à òàêæå â ðÿäå ïî-
äîáíûõ ðàáîò äðóãèõ àâòîðîâ ðåãèñòðèðîâàëèñü ðàçëè÷-
íûå ïîäâèæêè â ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ ÌÑÊ, òàê èëè èíà-
÷å îïîñðåäóþùèõ àäãåçèîííûå êîíòàêòû êëåòîê äðóã ñ
äðóãîì è âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì. Íàïðèìåð, ÿïîíñêèå
èññëåäîâàòåëè çàðåãèñòðèðîâàëè øåñòèêðàòíîå óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà ÌÑÊ ÷åëîâåêà, äóïëü-ïîçèòèâíûõ ïî ôå-
íîòèïó HCAM/â1-èíòåãðèí (CD44/CD29) è CD44/CD90
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Ýêñïðåññèÿ CD54 íà ìåìáðàíå ÌÑÊ
â çàâèñèìîñòè îò ïàññàæà êëåòîê

Ïàññàæ
Ãðóïïà

ÑòÊ øåéêåð RPM

7-é 6.4 6.5 3.4

8-é 16.6 23.5 35.8

13-é 13.1 16.4 6.7

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Óêàçàíà äîëÿ êëåòîê (%), ýêñïðåññèðóþùèõ
ICAM-1 ó ÌÑÊ. ÑòÊ — ñòàòè÷åñêèé êîíòðîëü.



ïîñëå 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â 3D-êëèíîñòàòå
(Yuge et al., 2006).

Èññëåäîâàíèÿ, âûïîëíåííûå â êîñìè÷åñêîì ïîëåòå,
ïîêàçàëè, ÷òî ìèêðîãðàâèòàöèÿ ïðèâîäèò ê ìíîãîêðàòíî-
ìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ìÐÍÊ CD44 ó ñòðîìàëüíûõ îñòåî-
áëàñòîâ êðûñû (Kumei et al., 2006). Ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòè-
âèðîâàíèå ÌÑÊ ÷åëîâåêà â òå÷åíèå 7 ñóò â ðîòàöèîííîì
áèîðåàêòîðå, ðàçðàáîòàííîì ÍÀÑÀ, â îñòåîãåííîé ñðåäå,
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ãåííîé è áåëêîâîé ýêñïðåññèè
á2â1-èíòåãðèíîâ (CD49b/CD29) (Meyers et al., 2004).
Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèìè äàííûìè íàì òàêæå óäàëîñü âûÿ-
âèòü óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, íåñóùèõ íà ñâîåé ïî-
âåðõíîñòè á2-èíòåãðèí (CD49b), óìåíüøåíèå äîëè êëå-
òîê, ýêñïðåññèðóþùèõ VCAM-1, è çàðåãèñòðèðîâàòü ðàç-
íîíàïðàâëåííûå èçìåíåíèÿ â ñòåïåíè ýêñïðåññèè ICAM-1
ïîñëå 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà RPM. Èç âûøå-
ñêàçàííîãî ñëåäóåò, ÷òî, íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èÿ â èñïîëü-
çîâàíèè ñðåäñòâ äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ âëèÿíèÿ ìèêðîãðàâè-
òàöèè íà êëåòêó, îòâåòû êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ íà ýòî
âîçäåéñòâèå, ïî-âèäèìîìó, íîñÿò óíèâåðñàëüíûé õàðàê-
òåð è ïðîÿâëÿþòñÿ íà óðîâíå ýêñïðåññèè îïðåäåëåííûõ
àíòèãåíîâ, ïðåäñòàâëåííûõ ðàçëè÷íûìè êëàññàìè ðåöåï-
òîðîâ àäãåçèè.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ìîäåëèðî-
âàííîé ìèêðîãðàâèòàöèè ñ ïîìîùüþ RPM íà êóëüòèâèðó-
åìûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííè-
êè èç êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî,
÷òî äàííîå âîçäåéñòâèå ïðèâîäèò ê èçìåíåíèÿì àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, êîòîðûå, òåì íå ìåíåå, ÿâëÿþòñÿ îáðà-
òèìûìè, à òàêæå ìîäèôèöèðóåò àäãåçèîííûå ñâîéñòâà
êëåòîê. Êðîìå òîãî, îáíàðóæåííûå ôóíêöèîíàëüíûå èç-
ìåíåíèÿ â êóëüòóðå ÌÑÊ, âêëþ÷àÿ àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè
íåêîòîðûõ òèïîâ èíòåãðèíîâ è èçìåíåíèå ïðîôèëÿ ýêñï-
ðåññèè ìîëåêóë àäãåçèè, ñâèäåòåëüñòâóþò î ìåõàíè÷å-
ñêîé è ãðàâèòàöèîííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè äàííîãî òèïà
êëåòîê. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè äëÿ
äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ áèîëîãèè ñòâîëîâûõ êëåòîê, à
òàêæå ðàçâèòèÿ ïðåäñòàâëåíèé î ïðîöåññàõ ðåãåíåðàöèè è
ðåïàðàöèè â óñëîâèÿõ ìèêðîãðàâèòàöèè. Ðîëü öèòîñêåëå-
òà è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèì ýëåìåíòîâ â æèçíåäåÿòåëüíî-
ñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê â íåñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ñóùåñò-
âîâàíèÿ, áåçóñëîâíî, íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèÿõ.
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CYTOSKELETON STRUCTURES AND ADHESION PROPERTIES

OF HUMAN STROMAL PRECURSORS INDER CONDITIONS OF SIMULATED MICROGRAVITY
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Cytoskeletal alterations occur is several cell types including lymphocytes, glial cells, and osteoblasts, du-
ring spaceflight and under simulated microgravity (SMG). One of the potential mechanisms of cytoskeletal gra-
visensitivity of a cell is disruption of extracellular matrix and integrin interactions. Therefore, we investigated
the effects of SMG on F-actin cytoskeleton structure, vinculin focal adhesions, expression of some integrin sub-
types and cellular adhesion molecules in mesenchymal stem cells (hMSCs) derived from human bone marrow
in vitro. Simulated microgravity was produced by RPM (manufactured by Dutch Space, The Netherlands). Cul-
ture flasks with MSCs were settled on the inner platform of RPM for 30 minutes, 6, 24, 48 and 120 h. The results
have shown that actin cytoskeleton is very fast reorganized even after 30 minutes of simulated microgravity.
The number of cells with disrupted actin cytoskeleton steadily increased with the increasing exposure time. Ho-
wever these changes were reversible because the cells partly recovered their F-actin structure after 120-ho-
urs-exposure. In addition, we observed vinculin redistribution inside the cells after 6 hours and subsequent terms
of exposures. This process was accompanied with increasing of fluorescence intensity of cells. The expression
of integrin-á2 increased after exposure in RPM. Also we observed decrease in the number of VCAM-1-positive
cells and changes in the expression of ICAM-1. Thus, our findings indicate that SMG leads to reversible micro-
filament alterations of hMSCs and alters adhesion properties of this type of cells.

K e y w o r d s: simulated microgravity, mesenchymal precursors, actin cytoskeleton, focal adhesion, integ-
rins, adhesion molecules.
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