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Âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ (ÂÊÌ) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âûñîêîîðãàíèçîâàííóþ ìóëüòèìîëåêóëÿðíóþ
ñòðóêòóðó, íåîáõîäèìóþ äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè ëþáûõ îðãàíèçìîâ. Õîòÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ äîâîëüíî
ìíîãî èçâåñòíî î ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòàõ ÂÊÌ, ïîëó÷åíèå âñåãî êîìïëåêñà ýòèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ äî-
ñòàòî÷íî ñëîæíûì ïðîöåññîì, ïîñêîëüêó â ñîñòàâ ÂÊÌ âõîäÿò ôèáðèëëÿðíûå áåëêè è ïðîòåîãëèêàíû,
êîòîðûå îáðàçóþò ñëîæíûå ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå ñåòè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîñòàðàëèñü ïîäîáðàòü
íàèáîëåå ùàäÿùèå óñëîâèÿ äëÿ ñíÿòèÿ êëåòîê â êóëüòóðå áåç ïîâðåæäåíèÿ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ñ ïîñëå-
äóþùåé ýêñòðàêöèåé áåëêîâ ÂÊÌ. Â èññëåäîâàíèè áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíî-
ìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431 è ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå èç íîðìàëüíîé è ðóáöîâîé êîæè ÷åëîâåêà. Ïîêàçà-
íî, ÷òî ñíÿòèå êëåòîê ñ ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ÷àøåê ðàñòâîðîì ÝÄÒÀ íå ïîâðåæäàåò èõ ìåìáðàí.
Ïîñëåäóþùàÿ îáðàáîòêà îñòàâøèõñÿ íà ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ÷àøåê ìàòðèêñíûõ áåëêîâ óêñóñ-
íîé êèñëîòîé äëÿ ïåðåâîäà êîëëàãåíà èç ôèáðèëëÿðíîé ôîðìû â ìîëåêóëÿðíóþ çíà÷èòåëüíî óëó÷øàåò
âîçìîæíîñòü ôðàêöèîíèðîâàíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ. Äëÿ ñíÿòèÿ áåëêîâ íàìè èñïîëüçîâàëñÿ áóôåð, ðàçðàáî-
òàííûé íà îñíîâå áóôåðà äëÿ ïðîá ïî ìåòîäó Laemmli. Ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà áûëè ïîëó÷å-
íû ïðåïàðàòû áåëêîâ ÂÊÌ, ñèíòåçèðóåìûå êëåòêàìè â êóëüòóðå, ïðèãîäíûå äëÿ àíàëèçà îäíî- è äâóìåð-
íûì ýëåêòðîôîðåçîì, à òàêæå äëÿ èäåíòèôèêàöèè îòäåëüíûõ áåëêîâ ìåòîäàìè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Ýòè
èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò ñðàâíèòü áåëêîâûé ñîñòàâ ÂÊÌ, ïîëó÷åííîãî èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, è ïîíÿòü,
êàê ìîæåò âëèÿòü îòñóòñòâèå èëè íàëè÷èå òîãî èëè èíîãî áåëêà íà ñòðóêòóðó è ñâîéñòâà ìàòðèêñà èññëå-
äóåìûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ôèáðîáëàñòû, êîëëàãåíû, ôèáðîíåêòèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ.

Çà ïîñëåäíèå ãîäû âíèìàíèå ê áåëêàì âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà (ÂÊÌ) âîçðîñëî â ñâÿçè ñ èíòåíñèâíûìè èññëå-
äîâàíèÿìè ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè
ñòâîëîâûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ è ðàçðàáîòêîé íîâûõ
ìåòîäîâ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ ìåäèöèíñêèõ è íàó÷íûõ
öåëåé. Ïîêàçàíî, ÷òî ÂÊÌ âûïîëíÿåò íå òîëüêî ñòðóêòóð-
íóþ ôóíêöèþ â îðãàíèçàöèè òêàíåé, êàê ñ÷èòàëîñü ðàíåå,
íî òàêæå ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ìíîæåñòâà êëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ. ÂÊÌ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñìåñü áåëêîâ è ïîëè-
ñàõàðèäîâ, êîòîðûå âûïîëíÿþò ðàçëè÷íûå ôóíêöèè (ñì.
îáçîðû: Bornstein, Sage, 2002; Daley et al., 2008). Îñíîâ-
íûìè ñòðóêòóðíûìè áåëêàìè ÂÊÌ ÿâëÿþòñÿ êîëëàãåíû,
ëàìèíèíû, ôèáðîíåêòèí è ýëàñòèí. Ýòè áåëêè íàõîäÿòñÿ
â âèäå áîëüøèõ ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ ñåòåé è ïðèäàþò
æåñòêîñòü è ñòàáèëüíîñòü òêàíÿì, à òàêæå ÿâëÿþòñÿ ëè-
ãàíäàìè ìåìáðàííûõ êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ. Ïðîïîðöèè
ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ â ñîñòàâå ÂÊÌ ñòðîãî òêàíåñïåöè-
ôè÷íû. Êðîìå òîãî, â ñîñòàâ ìàòðèêñà âõîäèò áîëüøîå
êîëè÷åñòâî íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ìîíîìåðíûõ áåëêîâ, òà-
êèõ êàê áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ñèíòåçå è îðãàíèçàöèè
ÂÊÌ (MMP, TIMP, SPARC è PLAU), ïðîòåîãëèêàíû,
âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ èíòåãðèíàìè (SIBLING è EDIL3),

è ðîñòîâûå ôàêòîðû (Stupack, Cheresh, 2007; Daley et al.,
2008). Îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ñèíòåçà âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà ÿâëÿþòñÿ ôèáðîáëàñòû.

Â ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå åñòü öåëûé ðÿä ðàáîò, îïè-
ñûâàþùèõ ðàçëè÷íûå ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ.
Îäíàêî âñå ïðåäëàãàåìûå ìåòîäû ÿâëÿþòñÿ ìíîãîñòóïåí-
÷àòûìè è âåñüìà ñëîæíûìè â èñïîëüçîâàíèè. Êðîìå òîãî,
â ðàáîòàõ êðàéíå ðåäêî ïðèâîäÿòñÿ äàííûå ÷èñòîòû îòäå-
ëåíèÿ êëåòîê îò íàðàáîòàííîãî èìè ìàòðèêñà, ÷òî ÿâëÿåò-
ñÿ î÷åíü âàæíûì ôàêòîðîì ïðè ïîëó÷åíèè ýòèõ áåëêîâ.
Ïîïûòêè âûäåëåíèÿ ìàòðèêñà, îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå,
êàñàþòñÿ ñàìûõ ðàçíûõ òêàíåé è êëåòî÷íûõ ëèíèé. Òàê,
íàïðèìåð, â ðàáîòå Õåäìàíà ñ ñîàâòîðàìè ïî èçîëÿöèè
ìàòðèêñà èç êóëüòóð ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (Hedman et
al., 1979) ïðåäëîæåí ìåòîä ýêñòðàêöèè áåëêîâ äåçîêñèõà-
ëàòîì íàòðèÿ è ãèïîòîíè÷åñêèì Òðèñ-áóôåðíûì ðàñòâî-
ðîì. Îäíàêî â äàííîé ðàáîòå íå óêàçûâàåòñÿ, íàñêîëüêî
ïîëíî ñíèìàëèñü êëåòêè ïåðåä ýêñòðàêöèåé è íå ïîâðåæ-
äàëèñü ëè îíè â ïðîöåññå óäàëåíèÿ. Òàêèå äàííûå íåîáõî-
äèìî ó÷èòûâàòü, òàê êàê ïðè ïîâðåæäåíèè êëåòî÷íûõ
ìåìáðàí ïðåïàðàò âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ìîæåò áûòü
çàãðÿçíåí êëåòî÷íûì ìàòåðèàëîì, à ñëåäîâàòåëüíî, îïðå-
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äåëåííûå áåëêè ìîãóò áûòü âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ. Êðîìå òîãî, äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâ àâòîðàì ïðè-
øëîñü ïðèìåíèòü ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûå àìèíîêèñëîòû,
÷òî îáóñëîâëåíî êðàéíå ìàëûì êîëè÷åñòâîì ïîëó÷åííîãî
ìàòåðèàëà. Ñòîëü íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ïðåäëîæåííîãî
ìåòîäà äåëàåò äàëüíåéøèé àíàëèç áåëêîâ êðàéíå çàòðóä-
íèòåëüíûì. Ïðåäëîæåííûé â äðóãîé ðàáîòå (Sampath
et al., 1987) ìåòîä ïîëó÷åíèÿ áåëêà îñòåîãåíèíà, ñâÿçàí-
íîãî ñ ÂÊÌ, òàêæå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìíîãîýòàïíûé
ïðîöåññ, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ýêñòðàêöèþ ãóàíèäèíãèä-
ðîõëîðèäîì, àôôèííóþ õðîìàòîãðàôèþ íà ãåïàðèí-ñåôà-
ðîçå, ãèäðîêñè-àïàòèòíóþ õðîìàòîãðàôèþ, ãåëü-ôèëüòðà-
öèþ è æèäêîñòíóþ õðîìàòîãðàôèþ âûñîêîãî äàâëåíèÿ
(HPLC). Ñòîëü æå ñëîæíûå ìåòîäû áûëè ïðèìåíåíû ïðè
ïîëó÷åíèè ìàòðèêñà îñòåîáëàñòîâ (Grünert et al., 2007)
è ïåðèíåéðàëüíîãî ìàòðèêñà (Deepa et al., 2006). Áîëåå
ïîäðîáíîå îïèñàíèå ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ
áåëêîâ ÂÊÌ èç ðàçëè÷íûõ òêàíåé è êóëüòóð êëåòîê ïðè-
âåäåíî â ñîîòâåòñòâóþùåé ëèòåðàòóðå (Cunningham,
1987).

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà áûëà íàïðàâëåíà íà ðàçðàáîòêó
ïîäõîäà, ïîçâîëÿþùåãî àíàëèçèðîâàòü ïîëíûé íàáîð
áåëêîâ ÂÊÌ, ñèíòåçèðóåìûõ êëåòêàìè ðàçëè÷íûõ òèïîâ â
êóëüòóðå. Îñíîâíûì òðåáîâàíèåì ê ðàçðàáàòûâàåìîìó
ìåòîäó ÿâëÿëîñü ïîëó÷åíèå ïðåïàðàòà áåëêîâ ÂÊÌ, ñâî-
áîäíîãî îò âíóòðèêëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà è ïðèãîäíîãî
äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà âõîäÿùèõ â íåãî áåëêîâ. Â ðå-
çóëüòàòå íàìè áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä ïîëó÷åíèÿ è ýôôåê-
òèâíîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ìàòðèêñà, ñèíòåçèðóåìîãî
ôèáðîáëàñòàìè êîæè ÷åëîâåêà â êóëüòóðå, íåïîñðåäñò-
âåííî ó÷àñòâóþùèìè â ñèíòåçå áåëêîâ áàçàëüíîé ìåìáðà-
íû. Ïðèìåíåííûé íàìè ïîäõîä ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü áåëêè
ÂÊÌ â êîëè÷åñòâå, äîñòàòî÷íîì äëÿ èõ àíàëèçà ïðîòåîì-
íûìè ìåòîäàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè ýïèäåðìîèä-
íîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431 (Ðîññèéñêàÿ êîë-
ëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ),
ðóáöîâûå è íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà. Äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ôèáðîáëàñòîâ èñïîëüçîâàëè íîðìàëüíóþ è
ðóáöîâóþ êîæó, ïîëó÷åííóþ â ðåçóëüòàòå êîñìåòîëîãè÷å-
ñêèõ îïåðàöèé è ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííóþ ñîòðóäíèêà-
ìè êîñìåòîëîãè÷åñêèõ ôèðì Ìåäàêñ è Capital Med. Ôèá-
ðîáëàñòû âûäåëÿëè ìåòîäîì ìèãðàöèè êëåòîê èç íîð-
ìàëüíîé è ðóáöîâîé êîæè âçðîñëûõ äîíîðîâ. Êîæó
ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS (137 ìÌ NaCl, 7 ìÌ NaHPO4,
1.5 Ì KH2PO4 è 267 ìÌ KCl, pH 7.4) è íàðåçàëè íà íå-
áîëüøèå ôðàãìåíòû (5—10 ìì). Çàòåì ôðàãìåíòû ïîìå-
ùàëè â ÷àøêè Ïåòðè, íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è
äîáàâëÿëè ñðåäó DMEM (ICN, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 18 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (Gibco, ÑØÀ). Ìèãðà-
öèÿ ôèáðîáëàñòîâ èç êóñî÷êîâ êîæè íà÷èíàëàñü ÷åðåç
3—5 ñóò. ×åðåç 14—20 ñóò ôèáðîáëàñòû îáðàçîâûâàëè
ìîíîñëîé, ïîñëå ÷åãî ïàññèðîâàëèñü. Â ýêñïåðèìåíòàõ
èñïîëüçîâàëè êëåòêè 4—8-ãî ïàññàæåé.

Ï î ë ó ÷ å í è å á å ë ê î â Â Ê Ì. Êëåòêè (ôèáðîáëàñòû
è À431) ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøåê 2 ìÌ ðàñòâîðîì
ÝÄÒÀ íà PBS â òå÷åíèå 3—5 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ñíÿòûå êëåò-
êè óáèðàëè, à îñòàâøèåñÿ íà ÷àøêàõ íàðàáîòàííûå èìè
áåëêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà òåì æå ðàñòâîðîì. Ïîëíîòó ñíÿ-
òèÿ êëåòîê êîíòðîëèðîâàëè ïîä ìèêðîñêîïîì. Ïîñëå ïîë-
íîãî óäàëåíèÿ êëåòîê îñòàâøèåñÿ áåëêè çàëèâàëè 5%-íîé

óêñóñíîé êèñëîòîé è îñòàâëÿëè íà íî÷ü ïðè 4 °Ñ. Çàòåì
êèñëîòó óáèðàëè, ÷àøêè çàëèâàëè ðàñòâîðîì ñëåäóþùåãî
ñîñòàâà: 125 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 6.8, 0.1 % SDS, 10 % ãëèöå-
ðèíà, 1 % ÄÒÒ, 0.05 ìÌ PMSF, êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ
ïðîòåàç (Roche, Ãåðìàíèÿ) è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â òå-
÷åíèå 1 ÷. Áåëêè ñíèìàëè ñêðåáêîì, ïðîöåäóðó ñíÿòèÿ ïî-
âòîðÿëè 3 ðàçà. Áåëêîâûå ýêñòðàêòû îáúåäèíÿëè, äîáàâëÿ-
ëè 5 îáúåìîâ ïîäêèñëåííîãî àöåòîíà è îñòàâëÿëè íà íî÷ü
ïðè –20 °Ñ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îñàäêîâ. Áåëêè ìàòðèêñà
ïîëó÷àëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 7000 g â òå÷åíèå
15 ìèí.

Êðîìå òîãî, ìû ïîëó÷àëè ôðàêöèþ áåëêîâ ìàòðèêñà,
ðàñòâîðèìûõ â Òðèòîíå Õ-100. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñíèìàëè,
êàê îïèñàíî âûøå, à ÷àøêè çàëèâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì
Òðèòîíà Õ-100, èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïðîöå-
äóðó ïîâòîðÿëè 3 ðàçà. Â îñòàëüíîì ìåòîäèêà ïîëó÷åíèÿ
ýòîé ôðàêöèè áûëà òàêîé æå, êàê îïèñàíî âûøå. Ïîëó-
÷åííûå îáðàçöû îáåèõ ôðàêöèé ðàñòâîðÿëè â áóôåðå äëÿ
îäíîìåðíîãî (Laemmli) èëè äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà
(áóôåðå äëÿ ðåãèäðàòàöèè: 8 Ì ìî÷åâèíû, 2 % CHAPS,
20 ìM ÄÒÒ è 0.1 % Òðèòîíà Õ-100). Îñòàâøèåñÿ áåëêè
ïîñëå ýêñòðàêöèè Òðèòîíîì Õ-100 ðàñòâîðÿëè â áóôåðå
(Laemmli) äëÿ ïðîá.

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ÷ í î ã î ë è ç à ò à. ×àøêè ñ êëåò-
êàìè ïðîìûâàëè òåïëûì ðàñòâîðîì PBS, äàëåå âñþ ðàáî-
òó âåëè ïðè 4 °C. Êëåòêè çàëèâàëè áóôåðîì Ripa (50 ìÌ
HEPES, 100 ìÌ NaCl, 1 % äåçîêñèõîëàòà íàòðèÿ, 1 %
Òðèòîíà Õ-100, 0.1 % SDS, pH 7.2). Íåïîñðåäñòâåííî ïå-
ðåä ðàáîòîé äîáàâëÿëè êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç.
Ïîñëå âñêðûòèÿ êëåòîê ÄÍÊ îñàæäàëè 1 îáúåìîì ýòàíîëà
è öåíòðèôóãèðîâàëè (10 000 g â òå÷åíèå 5 ìèí). Ñóïåðíà-
òàíò ïåðåíîñèëè â ÷èñòûå ïðîáèðêè è îñàæäàëè 4 îáúåìà-
ìè àöåòîíà. Áåëêîâûé îñàäîê ôîðìèðîâàëñÿ ïðè –20 °Ñ â
òå÷åíèå íî÷è. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 10 000 g â
òå÷åíèå 5 ìèí îñàäêè ðàñòâîðÿëè â áóôåðå äëÿ ïðîá.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã á å ë ê î â. Áåëêè ðàçäåëÿëè â ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â ïðè-
ñóòñòâèè SDS â Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå (Laemmli,
1970). Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ áåëêè ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó
PVDF â Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 20 % ìå-
òàíîëà è 0.1 % SDS, ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè äëÿ ïåðåíîñà
(BioRad, ÑØÀ). Ïîñëå ïåðåíîñà ìåìáðàíó ïðîìûâàëè
20 ìèí ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % Tween 20, äà-
ëåå áëîêèðîâàëè 5%-íûì ðàñòâîðîì îáåçæèðåííîãî ñóõî-
ãî ìîëîêà, ðàçâåäåííîãî â ÐBS, ñîäåðæàùåì 0.1 % Tween
20. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ñèãíàëà èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó õå-
ìèëþìèíåñöåíöèè ECL ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóáñòðàòîâ ëþ-
ìèíîëà (1.25 ìM) è ïàðàêóìàðîâîé êèñëîòû (0.2 ìM),
0.01 % H2O2 â 150 ìM Òðèñ-HCl, pH 8.8. Õåìèëþìèíåñ-
öåíòíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ðåíòãå-
íîâñêîé ïëåíêè Kodak X-Omat K Film èëè ñèñòåìû Che-
midoc (BioRad, ÑØÀ).

Ä â ó ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç. Äâóìåðíûé ýëåêò-
ðîôîðåç ïðîâîäèëè íà îáîðóäîâàíèè ôèðìû Amersham
(Øâåöèÿ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòå-
ëÿ ñ íåáîëüøèìè èçìåíåíèÿìè. Áåëêîâûå êîìïëåêñû âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ðàñòâîðÿëè â ñëåäóþùåì áóôåðå:
8 Ì ìî÷åâèíû, 2 % CHAPS, 20 ìÌ ÄÒÒ è 0.1 % Òðèòîíà
Õ-100. Ïðîâîäèëè ðåãèäðàòàöèþ ãåëü-ñòðèïîâ (pH 3—10)
â òå÷åíèå íî÷è äëÿ ìàêñèìàëüíîé àáñîðáöèè ïðîáû. Çà-
òåì ïðîâîäèëè èçîôîêóñèðîâêó — ðàçäåëåíèå áåëêîâ â
ãåëü-ñòðèïå ïî èõ èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êå ïî ïðîãðàììå:
200 Â â òå÷åíèå 30 ìèí, ïîäúåì ñ 200 äî 3500 Â â òå÷åíèå
90 ìèí è 3500 Â â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 20 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî èí-
êóáèðîâàëè ñòðèï ïî 10 ìèí â ýêâèëèáðèðóþùåì áóôåðå
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(6 Ì ìî÷åâèíû, 30 % ãëèöåðèíà, 2 % SDS è 0.05 Ì
Òðèñ-HCl, ðÍ 6.8) ñ äîáàâëåíèåì 2 % ÄÒÒ, çàòåì ñòðèï
ïåðåíîñèëè â ýêâèëèáðèðóþùèé áóôåð, ñîäåðæàùèé
2.5 % èîäîöåòàìèäà. Ðàçäåëåíèå áåëêîâ âî âòîðîì íà-
ïðàâëåíèè ïðîâîäèëè â ãðàäèåíòíîì ãåëå 1—16 % ïðè
15 °Ñ ïî ïðîãðàììå: 200 Â, 20 ìÀ â òå÷åíèå 20 ìèí,
200 Â, 50 ìÀ â òå÷åíèå 70 ìèí. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëè
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è â ôèêñèðóþùåì áóôåðå
(10 % óêñóñíîé êèñëîòû è 20 % ìåòàíîëà) è îêðàøèâàëè
Êóìàññè (Page Blue Protein Staining, Fermentas, Ëèòâà) èëè
ñåðåáðîì ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Silver Stain (Fermentas,
Ëèòâà).

È ñ ï î ë ü ç î â à ë è ñ ë å ä ó þ ù è å à í ò è ò å ë à: ìîíî-
êëîíàëüíûå íà ôèáðîíåêòèí ÷åëîâåêà (Sigma, ÑØÀ), ìî-
íîêëîíàëüíûå íà êîëëàãåí 1 ÷åëîâåêà (Chemicon, ÑØÀ) è
ìîíîêëîíàëüíûå íà PCNA (Proliferating cell nuclear anti-
gen) (Santa Cruz, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îòðàáîòêó ìåòîäà âûäåëåíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ ïðîâîäèëè
íà êëåòêàõ ëèíèè À431. Îñíîâíîé ïðîáëåìîé, ñòîÿâøåé
ïðè ðàçðàáîòêå ìåòîäà âûäåëåíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ, áûëî ïî-
ëó÷åíèå ïðåïàðàòà áåëêîâ, íå ñîäåðæàùèõ êëåòî÷íîãî ìà-
òåðèàëà è óäîáíîãî äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà ïðîòåîì-
íûìè ìåòîäàìè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïî âîçìîæíîñòè íàèáî-
ëåå ïîëíîãî íàáîðà áåëêîâ ÂÊÌ êëåòêè óäàëÿëè ñ
ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ÷àøåê ðàñòâîðîì ÝÄÒÀ (ñì.
ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»), ÷òî ïîçâîëèëî èçáåæàòü
ðàçðóøåíèÿ êëåòîê, à ñëåäîâàòåëüíî, è çàãðÿçíåíèÿ âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà âíóòðèêëåòî÷íûìè áåëêàìè. Ïðè
ýòîì ñíÿòûå ñ êóëüòóðàëüíûõ ÷àøåê ðàñòâîðîì ÝÄÒÀ è
ïîâòîðíî ïîìåùåííûå â ñðåäó êëåòêè ñîõðàíÿëè ñïîñîá-
íîñòü ê äàëüíåéøåìó êóëüòèâèðîâàíèþ.

Îäíîé èç îñíîâíûõ ïðîáëåì àíàëèçà ÂÊÌ ÿâëÿåòñÿ
ïðèñóòñòâèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ïîëèìåðíûõ áåëêîâ,
òàêèõ êàê êîëëàãåíû, è áåëêîâî-ïîëèñàõàðèäíûõ ñîåäè-
íåíèé (ïðîòåîãëèêàíû è ãëèêîïðîòåèíû). Ýòè ñîåäèíå-
íèÿ, âçàèìîäåéñòâóÿ ìåæäó ñîáîé, îáðàçóþò ñåòè, êîòî-

Ìåòîä àíàëèçà áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ñèíòåçèðóåìîãî êëåòêàìè â êóëüòóðå 693

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììà áåëêîâ ÂÊÌ êëåòîê A431.

Áåëêè ðàçäåëÿëè â SDS ÏÀÀÃ è îêðàøèâàëè ñåðåáðîì.

Ðèñ. 2. Èììóíîáëîòû áåëêîâ ÂÊÌ (1) è êëåòî÷íîãî ëèçàòà (2)
êëåòîê ëèíèè A431 ñ àíòèòåëàìè ê PCNA (Proliferating cell nuc-

lear antigen).

Ðèñ. 3. Ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ïðåïàðàòîâ áåëêîâ ÂÊÌ ðóáöîâûõ
ôèáðîáëàñòîâ (äîðîæêè 1—3), íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (äî-
ðîæêè 4—6) è êëåòîê A431 (äîðîæêè 7—9), ïîëó÷åííûõ ðàç-

íûìè ìåòîäàìè.

1, 4, 7 — ïðåïàðàòû áåëêîâ ÂÊÌ áåç ôðàêöèîíèðîâàíèÿ; 3, 6, 9 — ðàñòâî-
ðèìûå â Òðèòîíå X-100 ôðàêöèè áåëêîâ ÂÊÌ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è
ìåòîäèêà»); 2, 5, 8 — áåëêè ÂÊÌ, îñòàâøèåñÿ ïîñëå óäàëåíèÿ Òðè-

òîí-ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè; áåëêè áûëè îêðàøåíû ñåðåáðîì.

Ðèñ. 4. Èììóíîáëîò áåëêîâ ÂÊÌ ñ àíòèòåëàìè ê ôèáðîíåêòèíó
(Fn) è êîëëàãåíó 1 (Col 1).

NF è SF — áåëêè ÂÊÌ íîðìàëüíûõ è ðóáöîâûõ ôèáðîáëàñòîâ ñîîòâåòñò-
âåííî, A431 — áåëêè ÂÊÌ êëåòîê ëèíèè A431.



ðûå ìåøàþò ôðàêöèîíèðîâàíèþ áåëêîâ â ïðîöåññå ýëåêò-
ðîôîðåçà è äàëüíåéøåìó àíàëèçó ýëåêòðîôîðåãðàìì. Äëÿ
ìàêñèìàëüíîé äåíàòóðàöèè ïðèñóòñòâóþùèõ â ìàòðèêñå
áåëêîâ ìû ïðèìåíèëè ðÿä ïîñëåäîâàòåëüíûõ ýêñòðàêöèé
ðàçëè÷íûìè äåíàòóðèðóþùèìè àãåíòàìè (ñì. ðàçäåë
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû áûëè
ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ SDS ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà
(ðèñ. 1). Íà ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî ïðè ïîìîùè ðàçðàáîòàííîãî
ìåòîäà ïîëó÷èëè áåëêè ìàòðèêñà, ñèíòåçèðóåìûå êëåòêà-
ìè â êóëüòóðå, â êîëè÷åñòâå, äîñòàòî÷íîì äëÿ èõ âèçóàëè-
çàöèè ìåòîäîì ñåðåáðåíèÿ è óñïåøíîãî ðàçäåëåíèÿ â ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.

Ïîëó÷èâ ôðàêöèè áåëêîâ ÂÊÌ, íóæíî áûëî óáåäèòü-
ñÿ, ÷òî ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë íå çàãðÿçíåí êëåòî÷íûìè
áåëêàìè. Äëÿ ýòîãî áåëêè ðàçäåëÿëè ïðè ïîìîùè äåíàòó-
ðèðóþùåãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíî-
ñîì áåëêîâ íà ìåìáðàíó PVDF, è çàòåì ìåòîäîì Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà îïðåäåëÿëè âçàèìîäåéñòâèå äàííûõ áåë-
êîâ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) — áåëêà, ó÷àñòâóþùåãî â ñèíòåçå è ðåïàðàöèè
ÄÍÊ è îòëè÷àþùåãîñÿ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè. Ðå-
çóëüòàòû Âåñòåðí-áëîòèíãà, ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 2, ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ýòè àíòèòåëà âçàèìîäåéñòâóþò
òîëüêî ñ êëåòî÷íûì ëèçàòîì (2) è íå âçàèìîäåéñòâóþò ñ
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Ðèñ. 5. Ýëåêòðîôîðåãðàììà áåëêîâ ÂÊÌ êëåòîê ëèíèè A431.

Áåëêè áûëè ôðàêöèîíèðîâàíû ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà è îêðàøåíû Êóìàññè.

Ðèñ. 6. Ýëåêòðîôîðåãðàììà áåëêîâ ÂÊÌ ðóáöîâûõ è íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ.

Áåëêè áûëè ôðàêöèîíèðîâàíû ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà è îêðàøåíû ñåðåáðîì.



áåëêàìè ìàòðèêñà êëåòîê À431 (1). Ýòè äàííûå ïîäòâåðæ-
äàþò, ÷òî ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû ÂÊÌ íå ñîäåðæàò êëå-
òî÷íîãî ìàòåðèàëà è ÿâëÿþòñÿ âíåêëåòî÷íûìè áåëêàìè.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ýëåêòðîôîðåãðàììû ðàçäåëå-
íèÿ áåëêîâ ìàòðèêñà, ñèíòåçèðóåìîãî êëåòêàìè À431,
ôèáðîáëàñòàìè èç íîðìàëüíîé êîæè è ðóáöîâîé òêàíè, â
ÏÀÀÃ (ãðàäèåíòíûé ãåëü 8—16 %). Ïðîàíàëèçèðîâàëè
êàê ïîëíûé ñîñòàâ áåëêîâ ìàòðèêñà, òàê è äâå îòäåëüíûå
ôðàêöèè: ðàñòâîðèìóþ è íå ðàñòâîðèìóþ â Òðèòîíå
X-100. Ïîëó÷åííûå äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî áåëêîâûé
ñîñòàâ ÂÊÌ êëåòîê À431, íîðìàëüíûõ è ðóáöîâûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ðàçëè÷åí. Òðèòîí-ðàñòâîðèìûå ôðàêöèè òàêæå
èìåþò ðàçíûé íàáîð áåëêîâ.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðàâèëüíîñòè íàøèõ ïðåäïîëî-
æåíèé îòíîñèòåëüíî ýôôåêòèâíîñòè ðàçðàáîòàííîãî ìå-
òîäà âûäåëåíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ ìû ïðîâåðèëè âçàèìîäåéñò-
âèå áåëêîâ ìàòðèêñà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ êîëëàãåíà 1 è
ôèáðîíåêòèíà. Äàííûå Âåñòåðí-áëîòèíãà ïðèâåäåíû íà
ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîëó÷åí-
íûå íàìè ïðåïàðàòû äåéñòâèòåëüíî ñîäåðæàò îñíîâíûå
áåëêè ìàòðèêñà. Ïðè ýòîì ñòåïåíü îòâåòà íà àíòèòåëà
ïðîòèâ êîëëàãåíà 1 ïðèìåðíî îäèíàêîâà â ìàòðèêñå âñåõ
èññëåäóåìûõ êëåòîê. Ãèäðîëèç ôèáðèëë êîëëàãåíà 1, âå-
ðîÿòíåå âñåãî, èìåë ìåñòî â ïðîöåññå îáðàáîòêè ìàòåðèà-
ëà â òå÷åíèå íî÷è â 5%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå ïðè 4 °Ñ.
Ýòîò ýòàï ïîëó÷åíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ áûë ââåäåí â ñâÿçè ñ
òåì, ÷òî ãèäðîëèç ôèáðèëëÿðíûõ êîëëàãåíîâ íåîáõîäèì
äëÿ íàèáîëåå ïîëíîé ýêñòðàêöèè ìàòðèêñà.

Ïðè âçàèìîäåéñòâèè àíòèòåë ê ôèáðîíåêòèíó ñ áåë-
êàìè ìàòðèêñà íîðìàëüíûõ è ðóáöîâûõ ôèáðîáëàñòîâ
áûë ïîëó÷åí ÷åòêèé îòâåò íà óðîâíå 130—170 êÄà. Â òî
æå âðåìÿ áåëêè ÂÊÌ êëåòîê ëèíèè À431 íå âçàèìîäåéñò-
âóþò ñ àíòèòåëàìè ê ôèáðîíåêòèíó. Åñòü ìíåíèå (Boud-
reau, Bissell, 1998; Ruoslahti, 1999) î òîì, ÷òî ó ðàêîâûõ
êëåòîê íàáëþäàþòñÿ ïîâûøåííàÿ àäãåçèÿ ê ôèáðîíåêòè-
íó è àíîìàëüíàÿ àêòèâàöèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ èíòåãðèíî-
âûõ ðåöåïòîðîâ, ÷òî ñâÿçàíî ñ èõ ñïîñîáíîñòüþ ê ìåòà-
ñòàçèðîâàíèþ. Âîçìîæíî, îòñóòñòâèå ôèáðîíåêòèíà ñðåäè
áåëêîâ, ñåêðåòèðóåìûõ â ÂÊÌ êëåòêàìè À431, ñâÿçàíî ñ
íàçâàííûìè íàðóøåíèÿìè. Ôèáðîíåêòèí ÿâëÿåòñÿ ìóëüòè-
ôóíêöèîíàëüíûì áåëêîì è âçàèìîäåéñòâóåò ñ òàêèìè âàæ-
íûìè êîìïîíåíòàìè ÂÊÌ, êàê êîëëàãåí, ôèáðèí è ãåïà-
ðèí, à òàêæå ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ðåöåïòîðàìè ìåìáðàí.
Àêòèâàöèÿ ôèáðîíåêòèíîì èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ âå-
äåò ê ñòèìóëÿöèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé, êîòîðûå ñïîñîáñòâó-
þò ïðèêðåïëåíèþ, ìèãðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê.
Ýòè õàðàêòåðèñòèêè ïîçâîëÿþò ôèáðîíåêòèíó èãðàòü âàæ-
íóþ ðîëü â êëåòî÷íîé àäãåçèè è ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ ìåæäó
êëåòêàìè è êîìïîíåíòàìè ìàòðèêñà (Grinnell et al., 1992).

Ñ öåëüþ ïðîâåðêè ïðèãîäíîñòè ðàçðàáîòàííîãî ìåòî-
äà äëÿ èññëåäîâàíèÿ áåëêîâ ìàòðèêñà, ñèíòåçèðóåìîãî
êëåòêàìè â êóëüòóðå, ïðîòåîìíûìè ìåòîäàìè ìû ïðîàíà-
ëèçèðîâàëè ïîëó÷åííûå áåëêè ÂÊÌ äâóìåðíûì ýëåêòðî-
ôîðåçîì. Ðåçóëüòàòû ôðàêöèîíèðîâàíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ
êëåòîê À431 ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 5. Íà ðèñ. 5 âèäíî, ÷òî
áåëêè ÂÊÌ, ïîëó÷åííûå ðàçðàáîòàííûì íàìè ìåòîäîì,
÷åòêî ðàçäåëÿþòñÿ ïî èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êå è ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññå. Ïðè ýòîì èõ êîëè÷åñòâî äîñòàòî÷íî äëÿ
âèçóàëèçàöèè ñ ïîìîùüþ Êóìàññè, ÷òî äåëàåò ïîòåíöè-
àëüíî âîçìîæíûì ïîñëåäóþùóþ èäåíòèôèêàöèþ îòäåëü-
íûõ áåëêîâ ìåòîäàìè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Ïðîâåäåííîå
ñðàâíåíèå áåëêîâîãî ñîñòàâà ìàòðèêñà íîðìàëüíûõ è ðóá-
öîâûõ ôèáðîáëàñòîâ (ðèñ. 6) ïðîäåìîíñòðèðîâàëî ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó íèìè, îñîáåííî õîðîøî çàìåòíîå â íèçêîìîëå-
êóëÿðíîé îáëàñòè (10—50 êÄà). Â ýòîé îáëàñòè â ìàòðèê-

ñå ðóáöîâûõ ôèáðîáëàñòîâ ïîÿâëÿþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå
áåëêè ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè. Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, â îáëàñòè áîëåå âûñîêèõ ìîëåêóëÿðíûõ
ìàññ â ìàòðèêñå íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ áåëêîâ çíà-
÷èòåëüíî áîëüøå, ÷åì â ìàòðèêñå ðóáöîâûõ. Ýòè äàííûå
ìîãóò îêàçàòüñÿ âàæíûìè äëÿ èçó÷åíèÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ñòðóêòóðû êîæíîé òêàíè, è â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ
âíèìàíèå áóäåò îáðàùåíî íà èäåíòèôèêàöèþ îòäåëüíûõ
áåëêîâ.

Ðåçóëüòàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ðàç-
ðàáîòàííûé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ ïîçâîëÿåò
ñðàâíèâàòü ïîëíûé êîìïëåêñ áåëêîâ ÂÊÌ, ñèíòåçèðóå-
ìûõ êëåòêàìè ðàçíûõ òèïîâ â êóëüòóðå, è äàåò âîçìîæ-
íîñòü àíàëèçèðîâàòü îòäåëüíûå åãî êîìïîíåíòû ïðîòåîì-
íûìè ìåòîäàìè. Íàìè áûëè ïîêàçàíû êàðäèíàëüíûå ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó ìàòðèêñàìè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
À431 è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ. Òàêæå áûëè îáíàðó-
æåíû è áîëåå òîíêèå ðàçëè÷èÿ ïî áåëêàì ÂÊÌ ôèáðîáëà-
ñòîâ èç íîðìàëüíîé è ðóáöîâîé êîæíîé òêàíè. Ïîñëåäóþ-
ùàÿ èäåíòèôèêàöèÿ êîíêðåòíûõ áåëêîâ ÂÊÌ ìîæåò äàòü
èíôîðìàöèþ äëÿ ïîèñêà êëþ÷åâûõ êîìïîíåíòîâ ìàòðèê-
ñà, íåîáõîäèìûõ äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ êîæíîé òêàíè
è ïðåäîòâðàùåíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» è ïðîãðàììû Visby Øâåäñêîãî èíñòèòóòà.
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Extracellular matrix (ECM) is a highly organized multimolecular structure essential for vital function of
any organism. Although a lot of data on the extracellular matrix components has been accumulated, an isolation
of the entire set of these proteins still remains to be a complex procedure since ECM contains fibrillar proteins
and proteoglycans, which form multidomain net-like structures. In the presented study, we developed a method
for isolation of ECM proteins from cell cultures. Human epidermoid carcinoma cells A431 and fibroblasts obtai-
ned from normal and scar human skin were used. We showed that EDTA solution removed cells from culture
plates without destroying the cell membrane. Following treatment of remaining ECM proteins with acetic acid
in order to dissociate collagen fibrils significantly improved fractioning of ECM proteins. Extraction of the re-
mained proteins from culture plate surface was preformed using a buffer developed on the basis of Laemmli pro-
be buffer. With this method, we isolated ECM proteins synthesized by culturing cells and suitable for a future
analysis by SDS PAGE and two-dimentional electrophoresis as well as for identification of individual proteins
by mass-spectrometry. This study may allow comparing protein contents of ECMs isolated from different sour-
ces, and elucidate influences of various proteins on the protein and the properties of extracellular matrix of in-
vestigated cells.
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