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Ïðîãåíèòîðíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç æèðîâîé òêàíè (ÑÊÆÒ) èëè êîñòíîãî ìîçãà
(ÑÊÊÌ), îáëàäàþò îãðîìíûì ïîòåíöèàëîì â êëåòî÷íîé òåðàïèè çàáîëåâàíèé èøåìè÷åñêîãî ãåíåçà. Ýòè
êëåòêè ñåêðåòèðóþò íàáîð ôàêòîðîâ, ñòèìóëèðóþùèõ ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ïîýòîìó íà ðàçëè÷íûõ
ìîäåëÿõ èøåìèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèñòåìíîå èëè âíóòðèìûøå÷íîå ââåäåíèå ÑÊÆÒ èëè ÑÊÊÌ æè-
âîòíûì âûçûâàåò óëó÷øåíèå âàñêóëÿðèçàöèè ïîâðåæäåííûõ òêàíåé. Îäíàêî íåäîñòàòîê êèñëîðîäà è
âîñïàëåíèå â çîíå èøåìèè ìîãóò âûçûâàòü ãèáåëü ââîäèìûõ êëåòîê è ñíèæàòü èõ ôóíêöèîíàëüíóþ àê-
òèâíîñòü. Ïîýòîìó öåëü íàøåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå èçìåíåíèé ñâîéñòâ ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ in vitro
â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè è ïðè äîáàâëåíèè ôàêòîðîâ âîñïàëåíèÿ. Êóëüòèâèðóåìûå ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ ìûøåé
ëèíèè Balb/ñ ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ ãèïîêñèè èëè âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ. Ñ ïîìîùüþ àíàëèçà
ñâÿçûâàíèÿ àííåêñèíà V è íàêîïëåíèÿ 7AAD, à òàêæå ìåòîäà TUNEL ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ãèïîêñèÿ íå
âûçûâàåò ãèáåëè êëåòîê, òîãäà êàê âîçäåéñòâèå âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ ïðèâîäèò ê àïîïòîçó 70 %
êëåòîê. Ïðè ýòîì âîñïàëèòåëüíûå ôàêòîðû íå âûçûâàëè ïîâûøåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ôàêòîðîâ ðîñòà,
ñòèìóëèðóþùèõ ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Íàïðîòèâ, êóëüòèâèðîâàíèå ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ ãè-
ïîêñèè ïðèâîäèëî ê àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ è ïîäàâëåíèþ àíòèàíãèîãåí-
íûõ. Ïðè ýòîì àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ â ÑÊÆÒ áûëà áîëåå âûðàæåííîé. Íà ìî-
äåëÿõ àíãèîãåíåçà in vivo è in vitro ìû óñòàíîâèëè, ÷òî èíêóáàöèÿ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîê-
ñèè ïîâûøàåò èõ ñïîñîáíîñòü ñòèìóëèðîâàòü ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñòðîìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè, ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, àí-
ãèîãåíåç, ãèïîêñèÿ, âîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÑÊÆÒ — ñòðîìàëüíûå êëåòêè
æèðîâîé òêàíè, ÑÊÊÌ — ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà, ÝÁÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà,
7AAD — 7-àìèíîàêòèíîìèöèí D, bFGF — îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ, ENDS — ýíäîñòàòèí;
HGF — ôàêòîð ðîñòà ãåïàòîöèòîâ, HIF — àêòèâèðóåìûé ãèïîêñèåé ôàêòîð, IL — èíòåðëåéêèí,
MCP-1 — õåìàòîêñè÷åñêèé ôàêòîð ìîíîöèòîâ, MMP — ìåòàëëîïðîòåèíàçà, PAI-1 — èíãèáèòîð àêòèâà-
òîðà ïëàçìèíîãåíà, PDGFB — âûñâîáîæäàåìûé òðîìáîöèòàìè ðîñòîâîé ôàêòîð áåòà, PlGF — ïëàöåí-
òàðíûé ðîñòîâîé ôàêòîð, SDF-1 — ôàêòîð, âûäåëÿåìûé ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè, TBS — òðîìáîñïîí-
äèí, uPA — óðîêèíàçà, uPAR — óðîêèíàçíûé ðåöåïòîð, VEGF — ôàêòîð ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ;
TGFb — òðàíñôîðìèðóþùèé ðîñòîâîé ôàêòîð-b, TNFa — ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëåé àëüôà.

Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
áûëè âïåðâûå îïèñàíû Ôðèäåíøòåéíîì (Friedenstein
et al., 1976), êîòîðûé óñòàíîâèë, ÷òî êîñòíûé ìîçã íàðÿäó
ñ ãåìîïîýòè÷åñêèìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè òàêæå ñîäåð-
æèò ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè, ñïîñîáíûå äàâàòü íà÷àëî
êëåòêàì ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè: àäèïîöèòàì, õîíäðîöè-
òàì, îñòåîöèòàì è ôèáðîáëàñòàì. Ïîçæå êëåòêè ñî ñõîä-
íûì ôåíîòèïîì è ýêñïðåññèåé ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ
áûëè îáíàðóæåíû â ñòðîìå æèðîâîé òêàíè (Gronthos et
al., 2001; Lee et al., 2004; Òðàêòóåâ è äð., 2006; Gimble et
al., 2007; Peroni et al., 2008). Ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè æèðî-
âîé òêàíè òàêæå îêàçàëèñü ñïîñîáíû ê äèôôåðåíöèðîâêå
â àäèïîöèòû, õîíäðîáëàñòû, îñòåîáëàñòû, ìèîáëàñòû,
êëåòêè ãëèè è ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè (Zuk et al., 2002;

Planat-Benard et al., 2004; Gimble et al., 2007; Schäffler,
Buchler, 2007).

Áëàãîäàðÿ ñâîåé ñïîñîáíîñòè ïðîäóöèðîâàòü öèòî-
êèíû è ôàêòîðû ðîñòà, ñòèìóëèðóþùèå ðåãåíåðàöèþ
òêàíåé, ñòðîìàëüíûå êëåòêè æèðîâîé òêàíè (ÑÊÆÒ) è
ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) ÿâëÿþòñÿ
ïåðñïåêòèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè (Ïàð-
ôåíîâà è äð., 2006). Òàê, ëîêàëüíîå è ñèñòåìíîå ââåäåíèå
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñò-
âà ñîñóäîâ â òêàíÿõ ñ íàðóøåííûì êðîâîñíàáæåíèåì,
ïðèâîäèò ê óëó÷øåíèþ êðîâîòîêà â ýòèõ òêàíÿõ è óìåíü-
øåíèþ èëè èñ÷åçíîâåíèþ ñèìïòîìîâ èøåìèè, êàê áûëî
ïîêàçàíî íà ðàçëè÷íûõ ìîäåëÿõ ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
æèâîòíûõ (Miranville et al., 2004; Planat-Benard et al.,
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2004; Ïàðôåíîâà è äð., 2006; Moon et al., 2006; Nakagami
et al., 2006). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ýòîò ýôôåêò îò ââåäå-
íèÿ ÑÊÊÌ è ÑÊÆÒ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåí ñåêðåöèåé
ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ (VEGF), ôàêòîðà ðîñòà
ãåïàòîöèòîâ (HGF) è îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëà-
ñòîâ (bFGF) ýòèìè êëåòêàìè. Ïðîäóöèðóåìûå ôàêòîðû
ñòèìóëèðóþò äåëåíèå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, èõ ìèãðà-
öèþ â îáëàñòü ââåäåíèÿ ñòðîìàëüíûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëå-
òîê è âñòðàèâàíèå â ôîðìèðóþùèåñÿ ñîñóäû, à òàêæå ñïî-
ñîáñòâóþò ìîáèëèçàöèè èç êîñòíîãî ìîçãà ýíäîòåëèàëü-
íûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâàíèè
íîâûõ ñîñóäîâ (Kinnaird et al., 2004; Rehman et al., 2004;
Òðàêòóåâ è äð., 2006; Moon et al., 2006; Peroni et al., 2008).
Îäíàêî íåäîñòàòîê êèñëîðîäà è âîçäåéñòâèå âîñïàëèòåëü-
íûõ ôàêòîðîâ â çîíå èøåìèè ìîãóò âûçûâàòü ãèáåëü ââî-
äèìûõ êëåòîê è ïîäàâëÿòü èõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü. Ïîýòîìó ðåàêöèÿ ÑÊÊÌ è ÑÊÆÒ íà òàêèå âîçäåé-
ñòâèÿ áóäåò âî ìíîãîì îïðåäåëÿòü èõ òåðàïåâòè÷åñêóþ
ýôôåêòèâíîñòü.

Öåëü íàøåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå æèçíåñïî-
ñîáíîñòè ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ, à òàêæå ïðîäóêöèè àíãèîãåí-
íûõ ôàêòîðîâ ýòèìè êëåòêàìè ïîä âîçäåéñòâèåì ãèïîê-
ñèè è ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ. Â ðåçóëüòàòå áûë
âûÿâëåí òèï êëåòîê, íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé äëÿ èíäóê-
öèè ðîñòà êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ â èøåìèçèðîâàííûõ òêà-
íÿõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà ìûøàõ ëèíèé Balb/c
(ñàìöû, âîçðàñò 8—10 íåä), ïðåäîñòàâëåííûõ áèîêëèíè-
êîé ÔÃÓ ÐÊÍÏÊ Ðîñìåäòåõíîëîãèé.

Ð å à ê ò è â û êîëëàãåíàçà I òèïà (Worthington Bioche-
mical, ÑØÀ); äèñïàçà (Sigma, Ãåðìàíèÿ); bFGF è TNFa
(R&D Systems, ÑØÀ); Inhibitor proteinase cocktail (Sigma,
Ãåðìàíèÿ); àíòèòåëà êðûñû ïðîòèâ HIF-1 alpha ìûøè
(Abcam, ÑØÀ); Annexin V-PE è 7-AAD (BD Biosciences,
ÑØÀ); íàáîð TUNEL (Trevigen, 4827-30-K, ÑØÀ); íàáî-
ðû RNeasy Mini Kit è RNase Free DNase Set (Qiagen, Ãåð-
ìàíèÿ); íàáîð Fermentas Reverse Transcription Reagents
(Fermentas, ÑØÀ); SYBR Green PCR Master Mix è ïðàé-
ìåðû (Ñèíòîë, ÐÔ); Growth factors reduced Matrigel (BD
Biosciences, ÑØÀ); 40%-íûé ôîðìàëèí (Sigma, Ãåðìà-
íèÿ); àíòèòåëà êðûñû ïðîòèâ CXCR4 è CD31 àíòèãåíîâ
ìûøè è ñîîòâåòñòâóþùèå èçîòèïè÷åñêèå àíòèòåëà (BD
Pharmigen, ÑØÀ); àíòèòåëà êðîëèêà ïðîòèâ NG2 àíòèãå-
íà ìûøè (Chemicon, ÑØÀ); âòîðè÷íûå àíòèòåëà îñëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ðàçëè÷íûìè ôëóîðîõðîìàìè Alexa
(Molecular Probes, ÑØÀ).

Ê ë å ò ê è âûäåëÿëè èç êîñòíîãî ìîçãà è æèðîâîé òêà-
íè ìûøåé. Êëåòêè âûðàùèâàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå (5 %
ÑÎ2, 95 % âîçäóõà) ïðè 37 °Ñ íà ñðåäå Èãëà, ìîäèôèöèðî-
âàííîé Äóëüáåêêî (DMEM, GIBCO BRL), ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÁÑ, HyClone),
100 Åä/ìë ïåíèöèëëèíà è 10 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (GIB-
CO BRL).

Â û ä å ë å í è å Ñ Ê Æ Ò è ç æ è ð î â î é ò ê à í è ì û-
ø å é. Ñòðîìàëüíûå êëåòêè âûäåëÿëè èç ïîäêîæíîãî æèðà
ìûøåé ñîãëàñíî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Zuk et al., 2002).
Âûäåëåííûå êëåòêè âûñàæèâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè (Cor-
ning) ñ ïëîòíîñòüþ 3.5�103 êë./ñì2. Íà ñëåäóþùèé äåíü
ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ çàìåíÿëè íà ñâåæóþ. Ñìåíó ñðå-
äû ïðîâîäèëè êàæäûå 2—3 ñóò; ïðè äîñòèæåíèè ìîíî-
ñëîÿ êëåòêè ðàññàæèâàëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 2 ñ èñïîëüçî-

âàíèåì 0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà ñ ÝÄÒÀ. Äëÿ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êëåòêè 2-ãî ïàññàæà, äîñ-
òèãøèå 70—80 % ïëîòíîñòè ìîíîñëîÿ.

Â û ä å ë å í è å Ñ Ê Ê Ì è ç ê î ñ ò í î ã î ì î ç ã à ì û-
ø å é. Âûäåëåíèå êëåòîê ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó
(Sun et al., 2003), ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Êîñòíûé
ìîçã âûìûâàëè èç áåäðåííûõ è áîëüøåáåðöîâûõ êîñòåé,
îñàæäàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ëèçèðóþùåì áóôåðå äëÿ
ýðèòðîöèòîâ. Äàëåå ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ôèëü-
òðîâàëè ÷åðåç íåéëîíîâûå ìåìáðàíû (BD Falcon Cell Stra-
iner) ñ ðàçìåðîì ïîð 40 ìêì, îñàæäàëè è ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â ñðåäå ðîñòà (DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ÝÁÑ). Êëåòêè
âûñàæèâàëè íà ïëàñòèê â ïëîòíîñòè 1�106 êë./ñì2, äîáàâ-
ëÿëè ÷àñòü î÷èùåííûõ êîñòíûõ ôðàãìåíòîâ è êóëüòèâè-
ðîâàëè â òîé æå ñðåäå. Îñòàâøèåñÿ êîñòíûå ôðàãìåíòû
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 20 % ÝÁÑ, â
òå÷åíèå 3 ñóò, ïîñëå ÷åãî êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó ñî-
áèðàëè, öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 300 g â òå÷åíèå 5 ìèí è
èñïîëüçîâàëè äëÿ äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÑÊÊÌ.
×åðåç 4 ñóò ïîñëå âûñàæèâàíèÿ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ âî
ôëàêîíàõ ñ ÑÊÊÌ è êîñòíûìè ôðàãìåíòàìè çàìåíÿëè íà
ñðåäó DMEM, ñîäåðæàùóþ 10 % ÝÁÑ è 10 % êîíäèöèî-
íèðîâàííîé ñðåäû. Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäèëè êàæäûå
2—3 ñóò; ïðè äîñòèæåíèè ìîíîñëîÿ êëåòêè ðàññàæèâàëè
â ñîîòíîøåíèè 1 : 2 ñ èñïîëüçîâàíèåì 0.25%-íîãî ðàñòâî-
ðà òðèïñèíà ñ ÝÄÒÀ. Íà÷èíàÿ ñ 4-ãî ïàññàæà êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè bFGF (10 íã/ìë). Ïðè òàêîì
ñïîñîáå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷åðåç 7—8 ïàññàæåé ïîëó÷àåò-
ñÿ ïîïóëÿöèÿ êëåòîê, îáîãàùåííàÿ ñòðîìàëüíûìè êëåòêà-
ìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ). Äëÿ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êëåòêè 7—8-ãî ïàññàæåé, äî-
ñòèãøèå 70—80 % ïëîòíîñòè ìîíîñëîÿ.

Ì î ä å ë è ð î â à í è å ã è ï î ê ñ è è. Çà 1 ñóò äî èíäóê-
öèè ãèïîêñèè êëåòêàì ìåíÿëè ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ íà
áåññûâîðîòî÷íóþ. Çàòåì â òå÷åíèå 48 ÷ êëåòêè îáîèõ òè-
ïîâ êóëüòèâèðîâàëè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè (1 % êèñëîðîäà)
èëè íîðìîêñèè (20 % êèñëîðîäà). Âñå èçìåíåíèÿ â êëåò-
êàõ àíàëèçèðîâàëè íåìåäëåííî ïîñëå èçúÿòèÿ êëåòîê èç
ãèïîêñè÷åñêîãî èíêóáàòîðà.

Ì î ä å ë è ð î â à í è å â î ñ ï à ë å í è ÿ. Çà 1 ñóò äî íà÷à-
ëà ýêñïåðèìåíòà êëåòêàì çàìåíÿëè ñðåäó êóëüòèâèðîâà-
íèÿ íà áåññûâîðîòî÷íóþ. Çàòåì ÷àñòü êëåòîê â òå÷åíèå
24 ÷ êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ôàêòîðà íå-
êðîçà îïóõîëåé àëüôà (TNFà) èëè ïðè çàìåùåíèè ïîëîâè-
íû ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäîé
îò àêòèâèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ TNFà êëåòîê ëèíèè
THP-1. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, êóëüòè-
âèðîâàííûå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç á å ë ê î â è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã.
Ýëåêòðîôîðåç áåëêîâ ïðîâîäèëè â äåíàòóðèðóþùèõ
óñëîâèÿõ â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ ïî ìåòî-
äó Ëýììëè (Laemmli, Nature, 1971). Îáðàçöû êëåòîê, ëè-
çèðîâàííûõ â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 1 % Òðèòîíà Õ-100,
ðàçäåëÿëè â 10%-íîì ÏÀÀÃ òîëùèíîé 1 ìì (30 ìêã áåëêà
íà äîðîæêó) ïðè 120 Â äî âûõîäà ëèäèðóþùåãî êðàñèòå-
ëÿ èç ãåëÿ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ áåëêîâ
èñïîëüçîâàëè ñìåñü îêðàøåííûõ áåëêîâ (BioRad). Ïåðå-
íîñ áåëêîâ èç ãåëÿ íà PVDF-ìåìáðàíó (Millipore) îñóùå-
ñòâëÿëè ìåòîäîì ïîëóñóõîãî ýëåêòðîáëîòèíãà (Peferoen,
1988) ïðè 25 Â â òå÷åíèå 45 ìèí â áóôåðå äëÿ ïåðåíîñà
áåëêîâ.

Ïîñëå ïåðåíîñà ìåìáðàíó â òå÷åíèå 60 ìèí èíêóáè-
ðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 5 % îáåçæèðåííîãî ìîëîêà
è 0.01 % Tween-20, ïðèãîòîâëåííîì íà ôîñôàòíîì áóôå-
ðå (PBS). Äàëåå ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷å-
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íèå íî÷è ñ ïåðâè÷íûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ìûøè ïðîòèâ HIF-1a. Çàòåì ìåìáðàíó 3 ðàçà ïî 20 ìèí
ïðîìûâàëè PBS, ñîäåðæàùèì 0.01 % Tween-20, è â òå÷å-
íèå 60 ìèí èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå êîíúþãèðîâàííûõ ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà âòîðè÷íûõ àíòèòåë, ðàñïîçíàþùèõ
àíòèòåëà ìûøè. Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíó 3 ðàçà ïî 10 ìèí
ïðîìûâàëè PBS, ñîäåðæàùèì 0.01 % Tween-20. Äëÿ âèçó-
àëèçàöèè ïîëîñ áåëêà èñïîëüçîâàëè ìåòîä äåòåêöèè õå-
ìèëþìèíåñöåíöèè ïðè ïîìîùè ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêè
Bio Max (Kodak). Ëþìèíåñöåíöèþ èíèöèèðîâàëè ðåàê-
öèåé ëþìèíîëà ñ ïåðåêèñüþ âîäîðîäà (ECL, Amersham),
êàòàëèçèðóåìîé ïåðîêñèäàçîé õðåíà, êîíúþãèðîâàííîé
ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè. Äàííûå äëÿ êàæäîãî îáðàçöà
íîðìèðîâàëè ïî ñîäåðæàíèþ â íèõ áåëêà GAPDH.

Î ö å í ê à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å ò î ê. Êîëè-
÷åñòâî íåæèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïî ñâÿçûâàíèþ àííåêñè-
íà V, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ôèêîýðèòðèíîì (Anne-
xin V-PE), è íàêîïëåíèþ êðàñèòåëÿ 7-AAD. Äëÿ ýòîãî
êëåòêè îòêðåïëÿëè îò ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñ-
òèêà ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà ÝÄÒÀ, ïðèãîòîâëåííîãî íà
PBS (2 ìÌ, 5 ìèí, 37 °C). Çàòåì 100 ìêë êëåòîê â PBS
(1�105—10�105 êë./ìë) èíêóáèðîâàëè ñ Annexin V-ÐÅ
20 ìèí, îòìûâàëè áóôåðîì, ïðèëàãàåìûì ê êðàñèòåëþ, è
äîáàâëÿëè 7-AAD íà 5 ìèí. Îêðàøåííûå êëåòêè àíàëèçè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî ñîðòèðîâùèêà MoFlo
(Dako Cytomation). Îïðåäåëÿëè äîëþ êëåòîê íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ àïîïòîçà (Annexin V+ 7-AAD–), à òàêæå ñîäåðæà-
íèå æèâûõ (Annexin V– 7-AAD–) è ìåðòâûõ (Annexin V+

7-AAD+) êëåòîê. Ãèáåëü êëåòîê ïóòåì àïîïòîçà îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ êîëè÷åñòâåííîãî ìåòîäà TUNEL ñîãëàñíî ðó-
êîâîäñòâó, ïðèëîæåííîìó ê íàáîðó ðåàêòèâîâ. Äëÿ ýòîãî
÷àñòü êëåòîê ïåðåä íà÷àëîì ýêñïåðèìåíòà âûñàæèâàëè íà
ïîêðîâíûå ñòåêëà.

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê è ç ê ë å ò î ê ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì Qiagen RNeasy Mini Kit ñîãëàñíî ìåòîäèêå,
ïðèëîæåííîé ê íàáîðó. Äëÿ óäàëåíèÿ ãåíîìíîé ÄÍÊ èç
îáðàçöîâ èñïîëüçîâàëè ÄÍÊàçó, íå ñîäåðæàùóþ ÐÍÊàçû.
Êîíöåíòðàöèþ ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ïî ïîãëîùåíèþ ðàñòâîðà
ÐÍÊ ïðè äëèíå âîëíû 260 íì, à òàêæå ïî ñðàâíåíèþ ñ îá-
ðàçöàìè ÐÍÊ èçâåñòíîé êîíöåíòðàöèè.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ Ï Ö Ð ñ î á ð à ò í î é ò ð à í ñ-
ê ð è ï ö è å é â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è. Ñèíòåç êÄÍÊ
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Fermentas Reverse
Transcription Reagents ñîãëàñíî ðóêîâîäñòâó ïîëüçîâàòå-
ëÿ, ïðèëîæåííîìó ê íàáîðó. Êîëè÷åñòâåííóþ ÏÖÐ â ðå-
àëüíîì âðåìåíè ïðîâîäèëè íà àïïàðàòå Rotor-Gene
R6-3000 (Corbett Research) ñ èñïîëüçîâàíèåì SYBR Green
PCR Master Mix (10 ìêë), 1 ìêë êÄÍÊ, ñèíòåçèðîâàííîé
íà 50 íã îáùåé ÐÍÊ, è 1 ìêë ñìåñè ïðàéìåðîâ â êîíöåíò-
ðàöèè 1—5 ìêÌ. Óñëîâèÿ äëÿ ÏÖÐ: 95 °Ñ â òå÷åíèå
10 ìèí, çàòåì 40 öèêëîâ 95 °Ñ — 15 ñ, t °Ñ — 20 ñ (ãäå t —
òåìïåðàòóðà, ýìïèðè÷åñêè ïîäîáðàííàÿ äëÿ êàæäîé ïàðû
ïðàéìåðîâ), 72 °Ñ — 20 ñ. Áûëè ïîäîáðàíû ñëåäóþùèå
ïàðû ïðàéìåðîâ: vegf (ïðÿìîé 5R-AGAGCAGAAGTCCC-
ATGAAGTGA-3R è îáðàòíûé 5R-TCAATCGGACGGCAG-
TAGCT-3R), plgf (ïðÿìîé 5R-CCAAGGGGAAGAGGAA-
GAGGAGTA-3R è îáðàòíûé 5R-GCAGGGACGAGTCGGC-
TAATAA-3R), hgf (ïðÿìîé 5R-TCATTGGTAAAGGAGG
CAGCTATA-3R è îáðàòíûé 5R-CTGGCATTTGATGCCAC-
TCTTA-3R), c-met (ïðÿìîé 5R-CAACGAGAGCTGTACCT
TGACCTTA-3R è îáðàòíûé 5R-GCGGGACCAACTGTG-
CAT-3R), pdgfb (ïðÿìîé 5R-TCTCTGCTGCTACCTGCGT-
CTGG-3R è îáðàòíûé 5R-GTGTGCTCGGGTCATGTTCA-
AGTC-3R), tgfb (ïðÿìîé 5R-TGCCCCTATATTTGGAGCC-

TGGAC-3R è îáðàòíûé 5R-GCCCGGGTTGTGTTGGT
TGTAGAG-3R), fgf2 (ïðÿìîé 5R-GCGCCGCCTTCCC AC-
CAG-3R è îáðàòíûé 5R-AGCCAGCAGCCGTCCATCTT-
CCTT-3R), upa (ïðÿìîé 5R-GAATGCG CCTGCTGTCC-3R è
îáðàòíûé 5R-AGGGTCGCTTCTGGTTGTC-3R), upar (ïðÿ-
ìîé 5R-CGTTACC TCGAGTGTGCGTCCTG-3R è îáðàòíûé
5R-AGCCTCGGGTGTAGTCCTCATCCT-3R), mmp2 (ïðÿ-
ìîé 5R-AGTTCCCGTTCCGCTTCC-3R è îáðàòíûé 5R-AGC-
CTCGGGTGTAGTCCTCATCCT-3R), mmp9 (ïðÿìîé
5R-GCGGTGTGGGGCGAGGTG-3R è îáðàòíûé 5R-CCAGG-
GGGAAAGGCGT GTGC-3R), pai-1 (ïðÿìîé 5R-GCTTCAT-
GCCCCACTTCTTCAA-3R è îáðàòíûé 5R-ACCAGGCGTG
TCAGCTCGTCTAC-3R), ends (ïðÿìîé 5R-AGTTTGGTCT-
TGCTGCTGGTG-3R è îáðàòíûé 5R-AAGTCCCGGAAGA-
AGAGTTTTG-3R), tbs1 (ïðÿìîé 5R-GCGCGGAGCTGGAT-
GTA-3R è îáðàòíûé 5R-AATGTCTTCTGGGGTGGTTC-3R),
sdf-1 (ïðÿìîé 5R-CTCCAAACTGTGCCCTTC-3R è îáðàò-
íûé 5R-GGGTCAATGCACACTTGT-3R), cxcr4 (ïðÿìîé
5R-GTAACCACCACGGCTGTA-3R è îáðàòíûé 5R-ACGCT-
GCTGTAGAGGTTG-3R), L7 (ïðÿìîé 5R-CTCCGTCTGCG-
GCAGATC-3R è îáðàòíûé 5R-CAGCATGTTAATTGAAG-
CCTTGTT-3R), gapdh (ïðÿìîé 5R-GACCCCTTCATT GAC-
CTCAACTAC-3R è îáðàòíûé 5R-TGGTGGTGCAGGA-
TGCTTGCTGA-3R).

Ñîäåðæàíèå èññëåäóåìûõ ìÐÍÊ íîðìèðîâàëè ïî
óðîâíþ ñèãíàëà, ïîëó÷àåìîãî äëÿ êÄÍÊ L7 è gapdh (ãåíû
äîìàøíåãî õîçÿéñòâà). Âñå ýêñïåðèìåíòû áûëè äóáëèðî-
âàíû äëÿ êàæäîãî îáðàçöà êëåòîê.

Ô î ð ì è ð î â à í è å ê à ï è ë ë ÿ ð î ï î ä î á í û õ ñ ò ð ó ê -
ò ó ð ý í ä î ò å ë è à ë ü í û ì è ê ë å ò ê à ì è. Âëèÿíèå êîí-
äèöèîíèðîâàííîé ñðåäû ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ íà ðîñò êðîâå-
íîñíûõ ñîñóäîâ in vitro îöåíèâàëè íà ìîäåëè îáðàçîâàíèÿ
êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð. Äëÿ ýòîãî êîíäèöèîíèðî-
âàííóþ ñðåäó, ïîëó÷åííóþ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÑÊÆÒ
è ÑÊÊÌ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ, êîíöåíòðèðîâàëè â 40 ðàç
ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíöåíòðàòîðîâ ñ ìîë. ìàññîé 10 êÄà
(Centricon, Millipore). Çàòåì ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè âåíû
ïóïîâèíû ÷åëîâåêà (HUVEC) 2—4-ãî ïàññàæåé âûñàæè-
âàëè íà 48-ëóíî÷íûé ïëàíøåò, ïîêðûòûé Ìàòðèãåëåì,
îáåäíåííûì ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè, â êîëè÷åñòâå 2�104

êëåòîê íà 1 ëóíêó. Ïðè ýòîì â ñðåäó ðîñòà HUVEC äîáàâ-
ëÿëè êîíöåíòðèðîâàííóþ êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó â
ñîîòíîøåíèè 1 : 40. Êàæäûé îáðàçåö êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé ñðåäû èñïîëüçîâàëè íå ìåíåå ÷åì â äâóõ ëóíêàõ. Â
êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ñðåäó
ðîñòà HUVEC, íå ñîäåðæàùóþ ñûâîðîòêè, â êà÷åñòâå ïî-
ëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ — ñðåäó ðîñòà HUVEC, ñîäåðæà-
ùóþ 20 % ÝÁÑ. Ïëàíøåò ïîìåùàëè â CO2-èíêóáàòîð ïðè
37 °Ñ íà 24 ÷, ïîñëå ÷åãî àíàëèçèðîâàëè îáðàçîâàíèå êà-
ïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî ìèêðî-
ñêîïà (Leica, Ãåðìàíèÿ). Ñóììàðíóþ äëèíó òðóá÷àòûõ
ñòðóêòóð â 5 ñëó÷àéíî âûáðàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ â êàæäîé
ëóíêå ïîäñ÷èòûâàëè íà ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèÿõ (îá.
10�) ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû MetaMorph 5.0 (Universal
Imaging).

À í ã è î ã å í å ç â ï î ä ê î æ í î ì è ì ï ë à í ò à ò å
Ì à ò ð è ã å ë ÿ. Âëèÿíèå ÑÊÆÒ íà ðîñò êðîâåíîñíûõ ñî-
ñóäîâ in vivo îöåíèâàëè íà ìîäåëè àíãèîãåíåçà â ïîäêîæ-
íîì èìïëàíòàòå Ìàòðèãåëÿ. Äëÿ ýòîãî 7�105 ÑÊÆÒ 2-ãî
ïàññàæà, êóëüòèâèðîâàííûõ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ èëè
â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, ââîäèëè ïîäêîæíî ñèíãåííûì ìû-
øàì ëèíèè Balb/c (n = 8) â âèäå ñóñïåíçèè â Ìàòðèãåëå,
îáåäíåííîì ôàêòîðàìè ðîñòà. Ââåäåíèå îñóùåñòâëÿëè
ïîä íàðêîçîì (2.5%-íûé ðàñòâîð àâåðòèíà èíòðàïåðèòî-
íåàëüíî). Äëÿ 1 èíúåêöèè 400 ìêë õîëîäíîãî (4 °Ñ) Ìàò-
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ðèãåëÿ ñìåøèâàëè ñî 100 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê â ñðåäå
ðîñòà. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ââîäèëè
ñìåñü Ìàòðèãåëÿ è 100 ìêë ñðåäû áåç êëåòîê, â êà÷åñòâå
ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ — Ìàòðèãåëü ñ äîáàâëåíèåì
50 íã/ìë bFGF â ïðèñóòñòâèè ãåïàðèíà. Èíúåêöèè ïðîâî-
äèëè èíñóëèíîâûì øïðèöåì ñ èãëîé òîëùèíîé 23 G òà-
êèì îáðàçîì, ÷òîáû Ìàòðèãåëü óñïåâàë ïîëèìåðèçîâàòü-
ñÿ ïîä êîæåé è îáðàçîâûâàë æåëåîáðàçíûé èìïëàíòàò íå-
ïðàâèëüíîé ôîðìû.

×åðåç 10 ñóò ïîñëå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ ñóñïåíçèè
êëåòîê â Ìàòðèãåëå ìûøåé óìåðùâëÿëè ïóòåì öåðâè-
êàëüíîé äèñëîêàöèè, ïîëíîñòüþ èçûìàëè èìïëàíòàòû è
âçâåøèâàëè èõ. Äàëåå èìïëàíòàòû Ìàòðèãåëÿ çàìîðàæè-
âàëè â æèäêîì àçîòå â ñðåäå äëÿ çàìîðîçêè òêàíåé Tis-
sue-Tek äëÿ ïîñëåäóþùåãî ïðèãîòîâëåíèÿ ñðåçîâ è èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
Îöåíêó ïëîòíîñòè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ íà ñðåçàõ Ìàòðè-
ãåëÿ, à òàêæå ýêñïðåññèè CXCR4 êóëüòèâèðóåìûìè êëåò-
êàìè ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî
îêðàøèâàíèÿ (Rubina et al., 2007). Êðîâåíîñíûå ñîñóäû
âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë êðûñû
ïðîòèâ ìàðêåðíîãî àíòèãåíà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ ìûøè
(CD31) è âòîðè÷íûõ àíòèòåë îñëà ïðîòèâ êðûñû, êîíúþ-
ãèðîâàííûõ ñ ôëóîðîõðîìîì Alexa488. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
çðåëûõ ñîñóäîâ ÷àñòü ñðåçîâ îäíîâðåìåííî èíêóáèðîâàëè
ñ àíòèòåëàìè êðîëèêà ïðîòèâ ìàðêåðà ïåðèöèòîâ NG2
ìûøè è àíòèòåëàìè îñëà ïðîòèâ êðîëèêà, êîíúþãèðîâàí-
íûìè ñ ôëóîðîõðîìîì Alexa595. ßäðà êëåòîê äîêðàøèâà-
ëè DAPI. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ñðåçû èí-
êóáèðîâàëè ñ íåñïåöèôè÷åñêèìè èçîòèïè÷åñêèìè èììó-
íîãëîáóëèíàìè êðûñû è êðîëèêà. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà
ZeissAxiovert 200M. Äîêóìåíòèðîâàíèå èçîáðàæåíèé
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé âèäåîêàìåðû AxioCam
HRc è îáðàáîòêè â ïðîãðàììå Axiovision (Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ). Ðàçìåð ñîñóäîâ è èõ ïëîòíîñòü îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ MetaMorph 5.0 (Uni-
versal Imaging) è ClickCounter, êàê îïèñàíî ðàíåå (Rubina
et al., 2007). Ïîäñ÷åò ñîñóäîâ ïðîâîäèëè â 5 ïîëÿõ çðåíèÿ
íà ñðåçå (ïî 12 ñðåçîâ íà êàæäûé èìïëàíòàò) ïðè 20-êðàò-
íîì óâåëè÷åíèè, îòäåëüíî âûäåëÿÿ êàïèëëÿðû (CD31-ïî-
ëîæèòåëüíûå îáðàçîâàíèÿ áåç ïðîñâåòà èëè äëèíîé ìåíåå
20 ìêì), ñîñóäû ñðåäíåãî äèàìåòðà (CD31-ïîëîæèòåëü-
íûå îáðàçîâàíèÿ äèàìåòðîì èëè äëèíîé 20—50 ìêì) è

êðóïíûå ñîñóäû (äèàìåòðîì áîëåå 50 ìêì). Ïîëó÷åííîå
÷èñëî ñîñóäîâ â ïîëå çðåíèÿ íîðìèðîâàëè íà åäèíèöó
ïëîùàäè ñðåçà.

Ýêñïðåññèþ CXCR4 íà ïîâåðõíîñòè êóëüòèâèðóåìûõ
ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë êðûñû ïðîòèâ CXCR4 ìûøè è âòîðè÷íûõ
àíòèòåë îñëà ïðîòèâ êðûñû, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóî-
ðîõðîìîì Alexa595. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ
èñïîëüçîâàëè èçîòèïè÷åñêèå èììóíîãëîáóëèíû êðûñû.
ßäðà êëåòîê äîêðàøèâàëè DAPI. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà
ZeissAxiovert 200M. Äîêóìåíòèðîâàíèå èçîáðàæåíèé
ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé âèäåîêàìåðû Axiocam
(Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è îáðàáîòêè â ïðîãðàììå Axiovision.
Äîëþ CXCR4-ïîçèòèâíûõ êëåòîê îöåíèâàëè â 5 ïîëÿõ
çðåíèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè îá. 40�.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è C X C R 4 ñ ï î ì î ù ü þ
ï ð î ò î ÷ í î é ö è ò î ì å ò ð è è. Ýêñïðåññèþ CXCR4 òàêæå
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè. Äëÿ ýòîãî êëåòêè îòêðåïëÿëè îò ïîâåðõíîñòè êóëüòó-
ðàëüíîãî ïëàñòèêà ðàñòâîðîì ÝÄÒÀ, ïðèãîòîâëåííûì íà
PBS (2 ìÌ, 5 ìèí, 37 °C). Çàòåì 100 ìêë êëåòîê
(1�105—10�105 êë./ìë) â PBS, ñîäåðæàùåì 10 % ñûâîðîò-
êè îñëà, èíêóáèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
êðûñû ïðîòèâ CXCR4 ìûøè, ïîñëå îòìûâêè èíêóáèðîâà-
ëè ñ âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè îñëà ïðîòèâ êðûñû, êîíúþ-
ãèðîâàííûìè ñ ôëóîðîõðîìîì Alexa488. Â êà÷åñòâå îòðè-
öàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè èçîòèïè÷åñêèå êðûñè-
íûå àíòèòåëà. Îêðàøåííûå êëåòêè àíàëèçèðîâàëè íà
ïðîòî÷íîì ñîðòèðîâùèêå MoFlo (Dako Cytomation).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç
äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû SigmaStat
9.0. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå: ñðåäíèå âåëè÷èíû �

ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ãðóïï èñïîëü-
çîâàëè U-êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè ñòà-
òèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Â î ñ ï à ë è ò å ë ü í û å ö è ò î ê è í û ï î ä à â ë ÿ þ ò
æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ñ ò ð î ì à ë ü í û õ ê ë å ò î ê. Äëÿ
òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, êàê âîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû ìî-
ãóò âëèÿòü íà æèçíåñïîñîáíîñòü ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ è ñïî-
ñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê ïðîäóöèðîâàòü ôàêòîðû, ñòèìóëè-
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Ðèñ. 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü ñòðîìàëüíûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ.

à — ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ TNFa, IL1, IL6 è MCR1 â ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ â ïðèñóòñòâèè âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ (ïî äàííûì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè), * P <
0.05; á — äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ â ïðèñóòñòâèè âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ (ïî äàííûì ìåòîäà TUNEL). CM — êîíäèöèîíèðî-

âàííàÿ ñðåäà îò àêòèâèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ TNFa êëåòîê ëèíèè THP-1.



ðóþùèå ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ìû êóëüòèâèðîâàëè
êëåòêè â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë TNFà èëè êîíäèöèîíèðî-
âàííîé ñðåäû îò àêòèâèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ TNFà ìîíî-
öèòîâ ëèíèè THP-1. Ýòî âûçûâàëî ïîâûøåíèå ñîäåðæà-
íèÿ â ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ ìÐÍÊ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêè-
íîâ, âêëþ÷àÿ ìÐÍÊ TNFa, èíòåðëåéêèíîâ 1b è 6 (IL-1 è
IL-6) è áåëêà-õåìîàòòðàêòàíòà ìîíîöèòîâ (MCP-1), ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòâåòå êëåòîê íà äîáàâëåíèå ïðîâîñ-
ïàëèòåëüíûõ ôàêòîðîâ (ðèñ. 1, à). Îäíàêî íè TNFà, íè
êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà àêòèâèðîâàííûõ ìîíîöèòîâ
íå âûçûâàëè â ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ äîñòîâåðíûõ èçìåíåíèé
ýêñïðåññèè ãåíîâ êàê ïðîàíãèîãåííûõ, òàê è àíòèàíãèî-
ãåííûõ ôàêòîðîâ ðîñòà. Ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî â îòâåò íà
âîçäåéñòâèå âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ íàáëþäàëàñü
òåíäåíöèÿ ê ñíèæåíèþ ýêñïðåññèè îñíîâíûõ ïðîàíãèî-
ãåííûõ ôàêòîðîâ â êëåòêàõ îáîèõ òèïîâ (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû).

Îöåíèâàÿ ÷èñëî êëåòîê, â ÿäðàõ êîòîðûõ ïðîèñõîäèò
ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ, ìåòîäîì TUNEL, ìû îáíàðóæèëè,
÷òî âîçäåéñòâèå âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ âûçûâàåò
àïîïòîç áîëåå 70 % êëåòîê (ðèñ. 1, á).

Ã è ï î ê ñ è ÿ ñ ò è ì ó ë è ð ó å ò ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ ã å í î â
à í ã è î ã å í í û õ ô à ê ò î ð î â. Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü
âëèÿíèå ãèïîêñèè íà æèçíåñïîñîáíîñòü ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ,
à òàêæå ñïîñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê ïðîäóöèðîâàòü ôàêòîðû,
ñòèìóëèðóþùèå ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ìû êóëüòè-
âèðîâàëè èõ â óñëîâèÿõ 1%-íîãî ñîäåðæàíèÿ Î2 â òå÷åíèå
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Ðèñ. 2. Æèçíåñïîñîáíîñòü ñòðîìàëüíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè.

à — ñîäåðæàíèå HIF-1á â ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè (ïî äàííûì èììóíîáëîòèíãà); á — äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (ïî äàííûì TU-
NEL-àíàëèçà) â ïîïóëÿöèÿõ ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè; â — ñîäåðæàíèå àïîïòîòè÷åñêèõ (Annexin V+ 7-AAD–) è ìåðòâûõ (Annexin V+

7-AAD+) êëåòîê â ïîïóëÿöèÿõ ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè (äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåòðèè). Íîðì. è Ãèï. — ñîîòâåòñòâåííî íîðìî-
êñèÿ è ãèïîêñèÿ.

Âëèÿíèå ãèïîêñèè íà ýêñïðåññèîííûé ïðîôèëü ÑÊÊÌ
è ÑÊÆÒ

Ôàêòîðû ÑÊÊÌ ÑÊÆÒ

VEGF 2.25 � 0.18 3.40 � 0.60à

PlGF 2.02 � 0.63 4.83 � 1.35à

bFGF 1.43 � 0.11 2.19 � 0.66à

HGF 1.79 � 0.14à 3.78 � 0.74à

c-met 3.08 � 0.25à 2.54 � 0.54à

PDGFB — 3.36 � 0.81à

TGFb 4.23 � 0.35à 1.64 � 0.38á

uPA 0.91 � 0.07 0.72 � 0.11

uPAR 1.57 � 0.13à 2.19 � 0.21à

MMP2 0.26 � 0.02à 0.67 � 0.13à

MMP9 0.54 � 0.04à 0.55 � 0.13à

ENDS 0.49 � 0.04à 0.41 � 0.11

TBS1 0.76 � 0.06 0.57 � 0.09à

PAI-1 0.13 � 0.01à 0.67 � 0.13á

SDF-1 0.13 � 0.02à 0.51 � 0.09à

CXCR4 1.11 � 0.06 1.36 � 1.6

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñîäåðæàíèå â êëåòêàõ ìÐÍÊ ãåíîâ ôàêòîðîâ îöå-
íèâàëè ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ íîðìàëèçàöèåé ðåçóëüòàòîâ
ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè L7 è gapdh. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê îòíîøåíèå
ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ôàêòîðà â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ê ñòàíäàðòíûì óñëîâè-
ÿì. à P < 0.05. á 0.05 < P < 0.08.



48 ÷, ïîñêîëüêó èçìåíåíèÿ â ýêñïðåññèè ãåíîâ â ÑÊÊÌ
íàèáîëåå âûðàæåíû ïðè ýòèõ ïàðàìåòðàõ (Ohnishi et al.,
2007; Potier et al., 2007). Êóëüòèâèðîâàíèå ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ
â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè âûçûâàëî ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ
áåëêà HIF-1a â ýòèõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, à), ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò îá èõ àäåêâàòíîì îòâåòå íà ñíèæåíèå óðîâíÿ êèñ-
ëîðîäà. Ñ ïîìîùüþ öèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ñâÿçûâà-

íèÿ àííåêñèíà V è íàêîïëåíèÿ â êëåòêàõ 7-AAD, à òàêæå ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà TUNEL ìû óñòàíîâèëè, ÷òî êóëüòèâè-
ðîâàíèå ñòðîìàëüíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè íå ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ èõ æèçíåñïîñîáíîñòè è ê ãèáåëè êëå-
òîê ïóòåì àïîïòîçà (ðèñ. 2, á, â).

Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè áûëî îáíàðóæå-
íî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè âû-
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Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ â ÑÊÆÒ è â ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ïðîàíãèîãåííûå ôàêòîðû; ïî âåðòèêàëè — îòíîøåíèå ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ïðè ãèïîêñèè ê ñîäåðæàíèþ ìÐÍÊ ïðè íîðìîêñèè,
îòí. åä. Ãèïîêñèÿ ïîâûøàåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ â ÑÊÆÒ â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì â ÑÊÊÌ, * P < 0.05.

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ CXCR4 íà ïîâåðõíîñòè ÑÊÆÒ â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè (Íîðì.) èëè ãèïîêñèè (Ãèï.).

à — ýêñïðåññèÿ êëåòêàìè CXCR4 (äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè); á — ñîäåðæàíèå CXCR4 â ÑÊÆÒ (äàííûå èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðà-
øèâàíèÿ).

Ðèñ. 5. Ôîðìèðîâàíèå êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ïîä äåéñòâèåì êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû îò
ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ.

à — êàïèëëÿðîïîäîáíûå ñòðóêòóðû, ñôîðìèðîâàííûå ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè, â êîíòðîëå (â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 20 % ÝÁÑ) èëè â ïðèñóòñòâèè
êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû îò ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè (Íîðì.) èëè ãèïîêñèè (Ãèï.); á — ñóììàðíàÿ äëèíà òðóáî÷åê, îáðàçîâàííûõ ýí-

äîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè.



çûâàåò ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ïðîàíãèîãåííûõ
ôàêòîðîâ, âêëþ÷àÿ ôàêòîð ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ
(VEGF), ïëàöåíòàðíûé ôàêòîð ðîñòà (PlGF), ôàêòîð ðîñòà
ãåïàòîöèòîâ (HGF), îñíîâíûé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ
(bFGF), âûñâîáîæäàåìûé òðîìáîöèòàìè ôàêòîð ðîñòà Â
(PDGFBÂ) è òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà b1

(TGF-b1) (ñì. òàáëèöó). Ïðè ýòîì ñòèìóëÿöèÿ ýêñïðåññèè
VEGF, PlGF è HGF áûëà áîëåå âûðàæåííîé â ÑÊÆÒ, à
TGF-b1 — â ÑÊÊÌ (ðèñ. 3). Êðîìå òîãî, ãèïîêñèÿ ñòèìó-
ëèðóåò ýêñïðåññèþ ðåöåïòîðà HGF c-met è ðåöåïòîðà óðî-
êèíàçû (uPAR) â êëåòêàõ îáîèõ òèïîâ. Ïðè ýòîì êóëüòè-
âèðîâàíèå êëåòîê â ãèïîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèëî ê
ïîäàâëåíèþ ýêñïðåññèè àíòèàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ,
âêëþ÷àÿ èíãèáèòîð àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãåíà (PAI-1), àí-
ãèîñòàòèí (ENDS) è òðîìáîñïîíäèí (TSP1), à òàêæå âû-
çûâàëî ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ óðîêèíàçû (uPA) è

ìåòàëëîïðîòåèíàç (MMP) 2 è 9 â îáîèõ òèïàõ êëåòîê (òàá-
ëèöà).

Ïîìèìî àíãèîãåííûõ ñâîéñòâ ãèïîêñèÿ òàêæå àêòèâè-
ðîâàëà â ÑÊÆÒ ýêñïðåññèþ CXCR4 — ðåöåïòîðà ôàêòîðà,
ïîëó÷åííîãî èç ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (SDF-1). Ïðîòî÷íàÿ
öèòîìåòðèÿ è èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ïîêà-
çàëè, ÷òî â ïîïóëÿöèè ÑÊÆÒ â óñëîâèÿõ 1%-íîãî ñîäåðæà-
íèÿ êèñëîðîäà êëåòîê, íåñóùèõ íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè
CXCR4, íà 25 % áîëüøå, ÷åì â êëåòêàõ â óñëîâèÿõ íîðìîê-
ñèè. Íàïðîòèâ, ýêñïðåññèÿ ýòîãî ðåöåïòîðà íà ïîâåðõíîñòè
ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè íå èçìåíÿëàñü (ðèñ. 4).

Ã è ï î ê ñ è ÿ ï î â û ø à å ò ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü Ñ Ê Æ Ò è
Ñ Ê Ê Ì ñ ò è ì ó ë è ð î â à ò ü à í ã è î ã å í å ç i n v i t r o.
Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü âëèÿíèå ãèïîêñèè íà ïðîäóêöèþ
àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè, ìû èñ-
ñëåäîâàëè âëèÿíèå êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû ÑÊÆÒ è
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Ðèñ. 6. Âàñêóëÿðèçàöèÿ èìïëàíòàòîâ Ìàòðèãåëÿ ïðè ââåäåíèè ÑÊÆÒ, êóëüòèâèðîâàííûõ â ñòàíäàðòíûõ èëè ãèïîêñè÷åñêèõ óñëî-
âèÿõ.

à—â — âûÿâëåíèå ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ çàìîðîæåííûõ ñðåçîâ Ìàòðèãåëÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD31
(çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ); ã—å — âûÿâëåíèå ýíäîòåëèÿ è ïåðèöèòîâ ñ ïîìîùüþ äâîéíîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ çàìîðîæåííûõ ñðå-
çîâ Ìàòðèãåëÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD31 (çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ) è àíòèãåíà NG2 (êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ). ßäðà êëåòîê îêðàøåíû DAPI (ñèíÿÿ ôëóî-
ðåñöåíöèÿ). à, ã — Ìàòðèãåëü áåç êëåòîê; á, ä — Ìàòðèãåëü, ñîäåðæàùèé ÑÊÆÒ, êóëüòèâèðîâàííûå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ; â, å — Ìàòðèãåëü, ñîäåð-
æàùèé ÑÊÆÒ, êóëüòèâèðîâàííûå ïðè ãèïîêñèè. Êàïèëëÿðû óêàçàíû îäèíàðíûìè ñòðåëêàìè, ñîñóäû ñðåäíåãî êàëèáðà — äâîéíûìè ñòðåëêàìè,

êðóïíûå ñîñóäû — ãîëîâêàìè ñòðåëîê. Îá. 20�.



ÑÊÊÌ íà ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ in vitro íà ìîäåëè
îáðàçîâàíèÿ êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð. Ìû îáíàðó-
æèëè, ÷òî êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà êëåòîê, êóëüòèâè-
ðîâàííûõ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, ñòèìóëèðîâàëà ôîðìèðî-
âàíèå êàïèëëÿðîïîäîáíûõ ñòðóêòóð ýíäîòåëèàëüíûìè
êëåòêàìè áîëåå âûðàæåííî, ÷åì ñðåäà êëåòîê, êóëüòèâè-
ðîâàííûõ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (ðèñ. 5). Ïðè ýòîì äåé-
ñòâèå ñðåäû ÑÊÆÒ áûëî íåñêîëüêî ñèëüíåå, ÷åì ñðåäû
ÑÊÊÌ, ÷òî õîðîøî ñîîòíîñèëîñü ñ íàáëþäàåìûìè ðàçëè-
÷èÿìè â àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ.

Ã è ï î ê ñ è ÿ ï î â û ø à å ò ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü Ñ Ê Æ Ò
ñ ò è ì ó ë è ð î â à ò ü à í ã è î ã å í å ç i n v i v o. Âëèÿíèå ãè-
ïîêñèè íà ñïîñîáíîñòü ÑÊÆÒ ñòèìóëèðîâàòü ðîñò êðîâå-
íîñíûõ ñîñóäîâ in vivo ìû îöåíèâàëè íà ìîäåëè àíãèîãå-
íåçà â ïîäêîæíîì èìïëàíòàòå Ìàòðèãåëÿ. Ñ ïîìîùüþ
äâîéíîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ñðåçîâ
Ìàòðèãåëÿ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÑÊÆÒ, êóëüòèâèðîâàí-
íûå â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, ñèëüíåå ñòèìóëèðîâàëè âàñêó-
ëÿðèçàöèþ ïîäêîæíûõ èìïëàíòàòîâ Ìàòðèãåëÿ, ÷åì êëåò-
êè, êóëüòèâèðîâàííûå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (ïëîò-
íîñòü ñîñóäîâ 153.1 ± 21.4 è 80.3 ± 6.4 ñîîòâåòñòâåííî,
P < 0.05). Ðàçëè÷èÿ â ýôôåêòå ÑÊÆÒ, êóëüòèâèðîâàííûõ â
ãèïîêñè÷åñêèõ èëè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, íàáëþäàëèñü è
äëÿ êàïèëëÿðîâ, ò. å. CD31-ïîëîæèòåëüíûõ îáðàçîâàíèé
áåç ïðîñâåòà èëè äëèíîé ìåíåå 20 ìêì (ïëîòíîñòü ñîñóäîâ
145.5 ± 21.1 è 76.3 ± 6.5 ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.05), è äëÿ ñî-
ñóäîâ ñðåäíåãî êàëèáðà, ò. å. CD31-ïîëîæèòåëüíûõ îáðà-
çîâàíèé äèàìåòðîì èëè äëèíîé 20—50 ìêì (ïëîòíîñòü ñî-
ñóäîâ 5.6 ± 0.5 è 3.1 ± 0.2 ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.05), è äëÿ
çðåëûõ ñîñóäîâ äèàìåòðîì áîëåå 50 ìêì è îêðàøåííûõ àí-
òèòåëàìè êàê ïðîòèâ CD31, òàê è ïðîòèâ ìàðêåðíîãî àíòè-
ãåíà ïåðèöèòîâ NG2 (ïëîòíîñòü ñîñóäîâ 2.0 ± 0.3 è 0.8 ±
0.2 ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.05) (ðèñ. 6, 7).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ãèïîêñèÿ ïî-
âûøàåò ñïîñîáíîñòü ñòðîìàëüíûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà è æèðîâîé òêàíè ñòèìóëèðîâàòü ðîñò êðî-

âåíîñíûõ ñîñóäîâ íà ìîäåëÿõ àíãèîãåíåçà in vitro è in
vivo çà ñ÷åò èíäóêöèè ýêñïðåññèè ôàêòîðîâ ðîñòà, âêëþ-
÷àÿ VEGF, PlGF, HGF, bFGF, PDGFBÂ è TGF-b1. Íàïðî-
òèâ, âîçäåéñòâèå íà ÑÊÆÒ è ÑÊÊÌ âîñïàëèòåëüíûõ öè-
òîêèíîâ, â ÷àñòíîñòè TNFà, íå òîëüêî íå âûçûâàåò àêòè-
âàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ â ýòèõ
êëåòêàõ, íî è ñïîñîáñòâóåò èõ ãèáåëè â ðåçóëüòàòå àïîï-
òîçà.

Ïîâðåæäåíèå è èøåìèÿ òêàíåé ñîïðîâîæäàþòñÿ ïî-
âûøåíèåì ëîêàëüíîé ïðîäóêöèè âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêè-
íîâ. Ýòè öèòîêèíû ìîãóò ñòèìóëèðîâàòü ñåêðåöèþ àíãèî-
ãåííûõ ôàêòîðîâ ïðîãåíèòîðíûìè êëåòêàìè, òåì ñàìûì
ïîâûøàÿ ñïîñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê èíäóöèðîâàòü ðîñò
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Â ÷àñòíîñòè, TNFà ñïîñîáåí âûçû-
âàòü ïîâûøåíèå ïðîäóêöèè VEGF è HGF â ÑÊÆÒ è
ÑÊÊÌ, àêòèâèðóÿ â íèõ ð38 ÌÀÐ-êèíàçó (Wang et al.,
2006). Îäíàêî íàì íå óäàëîñü îáíàðóæèòü ïîâûøåíèå ýê-
ñïðåññèè àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ â ñòðîìàëüíûõ ïðîãåíè-
òîðíûõ êëåòêàõ ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ TNFà èëè êîêòåé-
ëÿ âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ, âûäåëÿåìûõ àêòèâèðîâàí-
íûìè ïðîìîíîöèòàìè. Âîçìîæíî, ýòî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ
âûñîêèì óðîâíåì ãèáåëè êëåòîê â ðåçóëüòàòå àïîïòîçà â
âûáðàííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëÿõ.

Ñíèæåíèå óðîâíÿ êèñëîðîäà â ïîâðåæäåííûõ òêàíÿõ
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ñèãíàëîì äëÿ ïîâûøåíèÿ ïðîäóêöèè ôàê-
òîðîâ ðîñòà, ñòèìóëèðóþùèõ àíãèîãåíåç. Íàèáîëåå õîðî-
øî èçó÷åííûì ìåõàíèçìîì âëèÿíèÿ ãèïîêñèè íà êëåòêè
ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè HIF-1a, ïðèâî-
äÿùàÿ ê ïîâûøåíèþ â íèõ ýêñïðåññèè ãåíîâ ôàêòîðîâ,
ñòèìóëèðóþùèõ àíãèîãåíåç, âêëþ÷àÿ VEGF, àíãèîïîýòè-
íû, PDGFB, TGFb1 è SDF-1 (Ruas et al., 2007). Êðîìå òîãî,
ãèïîêñèÿ òàêæå ìîæåò âûçûâàòü àêòèâàöèþ ñèñòåìû âòî-
ðè÷íûõ ïîñðåäíèêîâ, ÷òî òàêæå îïîñðåäóåò åå âëèÿíèå íà
ýêñïðåññèþ ìíîãèõ ôàêòîðîâ ðîñòà è èõ ðåöåïòîðîâ
(Hung et al., 2007).

Ãèïîêñèÿ ñòèìóëèðóåò àíãèîãåííûå ñâîéñòâà ñòðî-
ìàëüíûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê èç êîñòíîãî ìîçãà (Oh-
nishi et al., 2007; Potier et al., 2007). Òàê, êóëüòèâèðîâà-
íèå ÑÊÊÌ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ïåðåä òðàíñïëàíòàöèåé â
ïîâðåæäåííûå òêàíè óëó÷øàåò âûæèâàåìîñòü ýòèõ êëå-
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Ðèñ. 7. Îöåíêà ïëîòíîñòè ñîñóäîâ ðàçíîãî ðàçìåðà íà
ñðåçàõ èìïëàíòàòîâ Ìàòðèãåëÿ, ñîäåðæàùèõ ÑÊÆÒ,
êóëüòèâèðîâàííûå â ñòàíäàðòíûõ èëè ãèïîêñè÷åñêèõ

óñëîâèÿõ.

×èñëî ñîñóäîâ äàíî íà åäèíèöó ïëîùàäè ñðåçà (îêðàñêà
DAPI); (–)-êîíòðîëü è (+)-êîíòðîëü — ñîîòâåòñòâåííî îòðèöà-

òåëüíûé è ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëè; * P < 0.05.



òîê è ïîâûøàåò èõ ñïîñîáíîñòü ñòèìóëèðîâàòü ðîñò êðî-
âåíîñíûõ ñîñóäîâ (Hu et al., 2008). Êðîìå òîãî, ãè-
ïîêñèÿ ñòèìóëèðóåò ñïîñîáíîñòü ÑÊÊÌ ìèãðèðîâàòü ïî
ãðàäèåíòó õåìîòàòòðàêòàíòîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ ïî-
âûøåíà â çîíå èøåìèè, è ôîðìèðîâàòü êàïèëëÿðîïî-
äîáíûå ñòðóêòóðû in vitro (Annabi et al., 2003). Ïî-âèäè-
ìîìó, òàêîå óñèëåíèå ìèãðàöèîííûõ ñïîñîáíîñòåé êëå-
òîê îáóñëîâëåíî ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè ìåìáðàííîé
MMP 1-ãî òèïà (MT1-MMP), ïîñêîëüêó â óñëîâèÿõ ãèïîê-
ñèè ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ äðóãîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû,
MMP2, â ÑÊÊÌ ñíèæàåòñÿ (Annabi et al., 2003), ÷òî õîðî-
øî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàøèìè ðåçóëüòàòàìè îá óìåíüøåíèè
ýêñïðåññèè ÌÌÐ2.

Ãèïîêñèÿ òàêæå ñòèìóëèðóåò àíãèîãåííûå ñâîéñòâà
ÑÊÆÒ ïîñðåäñòâîì àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîàíãè-
îãåííûõ ôàêòîðîâ è óñèëåíèÿ èõ ñåêðåöèè â ñðåäó êóëü-
òèâèðîâàíèÿ (Rehman et al., 2004; Òðàêòóåâ è äð., 2006).
Íàìè âïåðâûå óñòàíîâëåíî, ÷òî â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè â
ñòðîìàëüíûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòêàõ íå òîëüêî óñèëèâà-
åòñÿ ýêñïðåññèÿ ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ, íî è ïðîèñõî-
äèò ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ôàêòîðîâ, èíãèáèðóþ-
ùèõ ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, òàêèõ êàê PAI-1, ýíäîñòà-
òèí è òðîìáîñïîíäèí. Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ
ãèïîêñèè â ÑÊÊÌ è ÑÊÆÒ èçìåíÿåòñÿ áàëàíñ ýêñïðåññèè
ôàêòîðîâ, ïîäàâëÿþùèõ è àêòèâèðóþùèõ àíãèîãåíåç â
ïîëüçó ïîñëåäíèõ, ÷òî îáóñëîâëèâàåò ïîâûøåíèå ñïîñîá-
íîñòè ýòèõ êëåòîê ñòèìóëèðîâàòü ðîñò êðîâåíîñíûõ ñîñó-
äîâ. Äåéñòâèòåëüíî, íàì óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî êîíäèöèî-
íèðîâàííàÿ ñðåäà êëåòîê, êóëüòèâèðîâàííûõ â óñëîâèÿõ
ãèïîêñèè, ñòèìóëèðóåò ôîðìèðîâàíèå êàïèëëÿðîïîäîá-
íûõ ñòðóêòóð ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè áîëåå âûðàæåí-
íî, ÷åì ñðåäà êëåòîê, êóëüòèâèðîâàííûõ â ñòàíäàðòíûõ
óñëîâèÿõ.

Ïî íàøèì äàííûì, ñòèìóëÿöèÿ àíãèîãåííûõ ñâîéñòâ
â îòâåò íà ãèïîêñèþ áîëåå âûðàæåíà â ÑÊÆÒ, ÷åì â
ÑÊÊÌ, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû
(Kim et al., 2007). Íà ìîäåëè èøåìèè çàäíåé êîíå÷íîñòè
ìûøè ýòè àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå ÑÊÆÒ â ïî-
âðåæäåííûå ìûøöû áûëî áîëåå ýôôåêòèâíûì äëÿ âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ êðîâîòîêà, ÷åì òðàíñïëàíòàöèÿ òàêîãî æå êî-
ëè÷åñòâà ÑÊÊÌ. Íàøè äàííûå î òîì, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ýêñ-
ïðåññèè VEGF, PlGF è HGF â îòâåò íà ãèïîêñèþ áîëåå
âûðàæåíà â ÑÊÆÒ, ÷åì â ÑÊÊÌ, ìîãóò îò÷àñòè îáúÿñ-
íÿòü áîëåå ýôôåêòèâíóþ ñòèìóëÿöèþ ðîñòà êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ ïîä äåéñòâèåì ÑÊÆÒ. Êðîìå òîãî, íà ìîäåëè âà-
ñêóëÿðèçàöèè ïîäêîæíûõ èìïëàíòàòîâ Ìàòðèãåëÿ ìû ïî-
êàçàëè, ÷òî ÑÊÆÒ, êóëüòèâèðîâàííûå â óñëîâèÿõ ãèïî-
êñèè, íå òîëüêî ëó÷øå ñòèìóëèðóþò ðîñò êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, êóëüòèâèðîâàííûìè â
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, íî è ñïîñîáñòâóþò ñòàáèëèçàöèè
íîâîîáðàçîâàííûõ ñîñóäîâ è ôîðìèðîâàíèþ â èìïëàí-
òàòàõ çðåëûõ ñîñóäîâ. Ñòàáèëèçàöèÿ è ñîçðåâàíèå êðîâå-
íîñíûõ ñîñóäîâ îáóñëîâëåíû ïðèâëå÷åíèåì ïåðèâàñêó-
ëÿðíûõ êëåòîê — ïåðèöèòîâ è ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê
(Semenza, 2007). Ïîñêîëüêó ÑÊÆÒ ïî ñâîèì ìîðôîëî-
ãè÷åñêèì, ôåíîòèïè÷åñêèì è ôóíêöèîíàëüíûì õàðàêòå-
ðèñòèêàì î÷åíü ñõîæè ñ ïåðèöèòàìè (Lin et al., 2008;
Traktuev et al., 2008), ýòî ìîæåò îáúÿñíÿòü íàáëþäàåìîå
óâåëè÷åíèå ÷èñëà çðåëûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ïðè ïðè-
ìåíåíèè ýòèõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, ãèïîêñèÿ àêòèâèðóåò â
ÑÊÆÒ ïðîäóêöèþ ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ àäåêâàò-
íîãî ñîçðåâàíèÿ ñîñóäîâ è èõ ñòàáèëèçàöèè, âêëþ÷àÿ
bFGF, PDGFBÂ è TGFb. Òàê, PDGFBÂ âûçûâàåò ìèêðî-
ñîñóäèñòîå âåòâëåíèå è ðåêðóòèðóåò ïåðèöèòû, ãëàäêî-
ìûøå÷íûå êëåòêè è ìåçåíõèìíûå êëåòêè ê ôîðìèðóþ-

ùèìñÿ ñîñóäèñòûì òðóáî÷êàì, à TGFb ñòèìóëèðóåò äèô-
ôåðåíöèðîâêó ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê è ïðîäóêöèþ
êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñòåíêè êðîâåíîñíî-
ãî ñîñóäà (Semenza, 2007).

Êëþ÷åâûìè ôàêòîðàìè, ïðèâëåêàþùèìè ñòâîëîâûå
è ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè â îáëàñòü èøåìè÷åñêîãî ïîðà-
æåíèÿ, ÿâëÿþòñÿ SDF-1, HGF è uPA (Shichinohi et al.,
2007; Wang et al., 2008). Ïîýòîìó ñïîñîáíîñòü ýòèõ êëå-
òîê ê íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè â çîíó ïîâðåæäåíèÿ çàâè-
ñèò îò ýêñïðåññèè èìè ðåöåïòîðîâ ê ïåðå÷èñëåííûì õå-
ìîàòòðàêòàíòàì — CXCR4, c-met è uPAR ñîîòâåòñòâåííî.
Òàê, ÑÊÊÌ ìûøåé, äåôèöèòíûõ ïî ãåíó cxcr4, õóæå âû-
æèâàþò ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè â ìîçã ìûøåé ñ öåðåáðàëü-
íûì èíñóëüòîì, ìåíüøå ìèãðèðóþò â îáëàñòü ïîâðåæäå-
íèÿ ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè SDF-1a è ìåä-
ëåííåå âîññòàíàâëèâàþò íåâðîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÊÌ ìûøåé äèêîãî òèïà (Shichinohi et al.,
2007).

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ãèïîêñèÿ âûçûâàåò ïîâûøåíèå
ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ uPAR è c-met â ñòðîìàëüíûõ ïðîãåíè-
òîðíûõ êëåòêàõ. Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî
ñíèæåíèå óðîâíÿ êèñëîðîäà âûçûâàåò ïîâûøåíèå ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê ê õåìîàòòðàêòàíòàì â
çîíå èøåìèè. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â ãèïîêñè÷åñêèõ óñëî-
âèÿõ â ýòèõ êëåòêàõ íå âûÿâëåíî ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè ìÐÍÊ õåìîàòòðàêòàíòà CXCR4, íàì óäàëîñü óñ-
òàíîâèòü, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ÑÊÆÒ â óñëîâèÿõ ïîíè-
æåííîé êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà âûçûâàåò ïîâûøåíèå
ñîäåðæàíèÿ CXCR4 íà ïîâåðõíîñòè ýòèõ êëåòîê. Îäíàêî
â ÑÊÊÌ òàêîé ñòèìóëÿöèè íå ïðîèñõîäèò. Ýòè äàííûå
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÑÊÆÒ îáëàäàþò ëó÷øåé
ñïîñîáíîñòüþ ê íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè â çîíó ïîâðåæäå-
íèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÊÌ.

Òàêèì îáðàçîì, ÑÊÆÒ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ñîõðàíÿ-
þò ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü è îáëàäàþò áîëüøåé àíãèî-
ãåííîé àêòèâíîñòüþ, ÷åì ÑÊÊÌ. Êðîìå òîãî, ãèïîêñèÿ
ñòèìóëèðóåò ýêñïðåññèþ ðåöåïòîðà CXCR4 íà èõ ïîâåðõ-
íîñòè, ÷òî ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè
è íàêîïëåíèþ ýòèõ êëåòîê â ó÷àñòêàõ ïîâðåæäåíèÿ. Ó÷è-
òûâàÿ îòíîñèòåëüíóþ ëåãêîñòü ïîëó÷åíèÿ è êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ÑÊÆÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÊÌ, èìåííî ýòè ïðîãåíè-
òîðíûå êëåòêè ìîãóò áûòü ðåêîìåíäîâàíû äëÿ êëåòî÷íîé
òåðàïèè çàáîëåâàíèé èøåìè÷åñêîãî ãåíåçà.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò Î.À. Àíòîíîâó çà ïðåäîñòàâëåí-
íóþ êóëüòóðó ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê âåíû ïóïîâèíû
÷åëîâåêà è Ì. Þ. Âûñîêèõ çà ïîìîùü â ïîñòàíîâêå ýêñ-
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VIABILITY AND ANGIOGENIC ACTIVITY OF MESENCHYMAL STROMAL CELLS

FROM ADIPOSE TISSUE AND BONE MARROW IN HYPOXIA AND INFLAMMATION IN VITRO

A. Yu. Efimenko,1 E. E. Starostina, K. A. Rubina, N. I. Kalinina, E. V. Parfyonova

Laboratory of Gene and Cell Technologies in Medicine, M. V. Lomonosov Moscow State University,
1 e-mail: efimenkoan@gmail.com

Adult progenitor stromal cells derived from adipose tissue (ADSC) and bone marrow (BMDSC) hold great
promise for use in cell-based therapy of ischemic diseases. Both cell lines secrete a various number of angioge-
nic cytokines which are regulated by hypoxia and improve vascularization of ischemic tissues being injected in
damaged muscle or intravenously. However, such factors as low oxygen level and inflammation may impair the
viability and functional activity of these cells after delivery to the ischemic area. We directly compared the reac-
tions of ADSCs and BMDSCs to hypoxic and inflammatory conditions in vitro. Cultured ADSCs and BMDSCs
from Balb/c mice were cultivated for 48 h under 1 % O2 (hypoxia), 20 % O2 (normoxia) or in the presence of in-
flammatory cytokines. Cell viability analyzed by annexin V-PE binding and 7AAD storage (flow cytometry),
and by quantitative TUNEL showed no decrease under hypoxic condition. But cell apoptotic rates significantly
increased (up to 70 %) under inflammatory condition. Inflammatory cytokines did not stimulate gene expression
of angiogenic growth factors. Otherwise, gene expression profiles of angiogenesis-related cytokines showed ac-
tivation of pro-angiogenic and suppression of anti-angiogenic factors in the cells under hypoxic condition. In ge-
neral this effect was higher for ADSCs than for BMDSCs. Using in vitro and in vivo models of angiogenesis we
have demonstrated that incubation under hypoxic condition increases stromal cells ability to stimulate blood
vessels growth.

K e y w o r d s: adipose derived stromal cells, bone marrow derived stromal cells, angiogenesis, hypoxia, inf-
lammatory cytokines.
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