
ÈÇÌÅÍÅÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÈ ÌÀÒÐÈÊÑÍÛÕ ÌÅÒÀËËÎÏÐÎÒÅÈÍÀÇ
ÏÅÐÂÈ×ÍÛÕ ÝÌÁÐÈÎÍÀËÜÍÛÕ ÔÈÁÐÎÁËÀÑÒÎÂ ÌÛØÈ

Â ÏÐÎÖÅÑÑÅ ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈß

© È. Â. Âîðîíêèíà, Ê. Ì. Êèðïè÷íèêîâà, Ë. Â. Ñìàãèíà,
È. Â. Êîæóõàðîâà, È. À. Ãàìàëåé1

Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã;
1 ýëåêòðîííûé àäðåñ: igamaley@mail.cytspb.rssi.ru

È. Â. Âîðîíêèíà, Ê. Ì. Êèðïè÷íèêîâà è äð.
Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç

Ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè ñïåöèôè÷åñêè ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ ðàçëè÷íûõ ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðî-
òåèíàç (ÌÌÏ), îáåñïå÷èâàÿ ðåìîäåëèðîâàíèå âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîòîðîå íåîáõîäèìî äëÿ èçìåíå-
íèé àäãåçèè êëåòîê è èõ ìèãðàöèè â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëå-
äîâàëè èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè æåëàòèíàç (ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9) è êîëëàãåíàç (ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-8) â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïåðâè÷íûõ ìûøèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ. Êóëüòèâèðîâàíèå ÌÝÔ ïðîäîë-
æàëîñü íà ïðîòÿæåíèè 6 ïàññàæåé; äàëåå ñî âðåìåíåì êóëüòóðà ïîãèáàëà. Çèìîãðàôèÿ íà êîëëàãåíå è æå-
ëàòèíå ïîêàçàëà, ÷òî ðåçêèå èçìåíåíèÿ âñåõ ÌÌÏ ïðîèñõîäÿò íà 3-ì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÝÔ.
Ïîÿâèâøèåñÿ â ñåðåäèíå êóëüòèâèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-9 ê êîíöó êóëüòèâèðîâàíèÿ èñ÷å-
çàþò. Íàèáîëåå çíà÷èìûì ñîáûòèåì ñëåäóåò ñ÷èòàòü ïîÿâëåíèå è äàëüíåéøåå ñîõðàíåíèå ó ÌÝÔ â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-8 è àêòèâíîé ôîðìû æåëàòèíàçû ÌÌÏ-2.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: æåëàòèíàçû, êîëëàãåíàçû, ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè.

Ìûøèíûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû (ÌÝÔ) òðà-
äèöèîííî èñïîëüçóþò, âî-ïåðâûõ, äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîñòî-
ÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ñ ïîìîùüþ ñïîíòàííîé èëè èí-
äóöèðîâàííîé èììîðòàëèçàöèè, à âî-âòîðûõ — â êà÷åñò-
âå ôèäåðíîãî ñëîÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê (Todaro, Green, 1963; Camarasa et al.,
2009). Ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ïåðâè÷íûõ ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ âèäîñïåöèôè÷íà, ó ìûøèíûõ ÷èñ-
ëî êëåòî÷íûõ óäâîåíèé íåâåëèêî — 18—20 (Hayflick,
1979), ïîýòîìó êóëüòèâèðîâàíèå ÌÝÔ íåïðîäîëæèòåëü-
íî. Ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè, â òîì ÷èñëå è ÌÝÔ, â îòëè-
÷èå îò íîðìàëüíûõ êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà ìîãóò
ðàñïîçíàâàòüñÿ è ëèçèðîâàòüñÿ åñòåñòâåííûìè êèëëåðíû-
ìè êëåòêàìè (ÅÊÊ) (Sumitran et al., 1999; Frenzies et al.,
2009). ÅÊÊ òðàäèöèîííî ðàññìàòðèâàþò êàê êëåòêè, îñó-
ùåñòâëÿþùèå èììóííûé íàäçîð çà ñîñòîÿíèåì êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè è öèòîäèôôåðåíöèðîâêè (ñì. îáçîðû:
Smyth et al., 2005; Caligiuri, 2008).

Íåäàâíî ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ïî ìåðå ïðîëèôåðàöèè
ÌÝÔ (íà ïðîòÿæåíèè 6 ïàññàæåé îò ïîëó÷åíèÿ è íà÷àëà
êóëüòèâèðîâàíèÿ) ïðîèñõîäèò óìåíüøåíèå èõ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ê àêòèâíîñòè ÅÊÊ, ÷òî, âîçìîæíî, îòðàæàåò òå
èçìåíåíèÿ, êîòîðûå ýòè êëåòêè ïðåòåðïåâàþò íà ïóòè ê
îñòàíîâêå èëè ñïîíòàííîé èììîðòàëèçàöèè (Ãàìàëåé è
äð., 2010). Èììîðòàëèçîâàííûå ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû
3Ò3 óñòîé÷èâû ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ, êàê ïîêàçà-
íî íàìè ðàíåå (Ôèëàòîâà è äð., 2006). Îñíîâîé äëÿ ðàç-
ëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ìîëåêóëÿðíûõ èçìåíåíèé è èç-
ìåíåíèé ôóíêöèé êëåòêè (íàïðèìåð, óçíàâàòüñÿ è ðàñ-
ïîçíàâàòüñÿ ÅÊÊ) ìîæåò áûòü àêòèâíîñòü ìàòðèêñíûõ
ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ) âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå (Âî-

ðîíêèíà è äð., 2008). Àêòèâíîñòü ÌÌÏ õàðàêòåðèçóåò
ñòåïåíü ðàçâèòèÿ äåñòðóêòèâíûõ ïðîöåññîâ âî âíåêëåòî÷-
íîì ìàòðèêñå in vitro è â ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè in vivo
(Adamson, 1982; Amano et al., 2001; Sternlicht, Werb,
2001).

Ïîýòîìó çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â
òîì, ÷òîáû âûÿñíèòü, çàâèñèò ëè àêòèâíîñòü ÌÌÏ ïåð-
âè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ îò ÷èñëà óäâîåíèé (êîëè÷åñòâà ïàñ-
ñàæåé), ïðîéäåííûõ êëåòêàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

ÌÝÔ ïîëó÷åíû â ðåçóëüòàòå ýêñïëàíòàöèè 14-ñóòî÷-
íûõ ýìáðèîíîâ ñàìîê ëèíèè CBA, ñêðåùåííûõ ñ ñàìöàìè
ëèíèè C57Bl/6. Äëÿ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÝÔ
èñïîëüçîâàëè îáùåïðèíÿòóþ ïðîöåäóðó â ñîîòâåòñòâèè ñ
3Ò3-ïðîòîêîëîì äëÿ âûäåëåíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ôèá-
ðîáëàñòîâ (http//labs.fhcrc.org/fero/Protocols/MEFs.html).
ÌÝÔ êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè (3 ñì, Nunc, Äàíèÿ)
â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % áû÷üåé ýìáðèîíàëü-
íîé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è ãåíòàìèöèíà. Êëåòêè
ïåðåñåâàëè 1 ðàç â 3 ñóò â ñîîòíîøåíèè 1 : 2, èñïîëüçóÿ
ñìåñü òðèïñèíà è ÝÄÒÀ, è êóëüòèâèðîâàëè äî ïîëíîé
îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè.

Î ö å í ê ó ï ð î ò å î ë è ò è ÷ å ñ ê î é à ê ò è â í î ñ ò è
Ì Ì Ï îïðåäåëÿëè ìåòîäîì çèìîãðàôèè ïî îïèñàííîìó
ìåòîäó (Oliver et al, 1999) â ñîáñòâåííîé ìîäèôèêàöèè
(Âîðîíêèíà è äð., 2002). Ïðè ïðîâåäåíèè çèìîãðàôèè â
êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè êîëëàãåí è æåëàòèí (äëÿ
îïðåäåëåíèÿ æåëàòèíàç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9) è êàçåèí (äëÿ
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îïðåäåëåíèÿ êîëëàãåíàç ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-8). Ïðîáû êîí-
äèöèîíèðîâàííîé ñðåäû îòäåëÿëè îò êëåòîê öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì è ñìåøèâàëè ñ áóôåðîì ïî Ëýììëè (Laemmli,
1970) áåç íàãðåâàíèÿ, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè ýëåêòðîôî-
ðåç. Ãåëü (10 % àêðèëàìèäà) ñîäåðæàë 1 ìã/ìë êîëëàãåíà,
æåëàòèíà èëè 0.5 ìã/ìë êàçåèíà. Ïðîáû íàíîñèëè â êîëè÷å-
ñòâå, ñîîòâåòñòâóþùåì 10 ìêã áåëêà íà äîðîæêó. Êîëè÷åñò-
âî áåëêà â ïðîáå îïðåäåëÿëè ïî Áðýäôîðä (Bradford, 1976).
Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà ãåëü ïðîìûâàëè 2.5%-íûì
ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 2 ðàçà ïî 30 ìèí, ïîñëå ÷åãî èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì
50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.6, 0.15 M NaCl, 10 ìÌ CaCl2 è 0.05 %
Brij 35. Ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ ãåëü îêðàøèâàëè êóìàññè ñè-
íèì R-250; ïðè ýòîì çîíû, ñîäåðæàùèå ÌÌÏ, ïðîÿâëÿëèñü
â âèäå íåîêðàøåííûõ ïîëîñ. Ïðè çèìîãðàôèè äëÿ âûÿâëå-
íèÿ ïîëîæåíèÿ çîí, ñîîòâåòñòâóþùèõ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, â
êà÷åñòâå ìàðêåðà èñïîëüçîâàëè ñðåäó, êîíäèöèîíèðîâàí-
íóþ ôèáðîáëàñòàìè ëèíèè HT-1080 (Oliver et al., 1999). Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ãåëè ñêàíèðîâàëè, ïî-
ëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû QuantiScan 2.1. Ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ïðåäñòàâëÿëè
â âèäå ãèñòîãðàìì.

Ðåçóëüòàòû

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ êóëüòèâèðîâàíèå ÌÝÔ ïðî-
äîëæàëîñü îêîëî 3 íåä, â òå÷åíèå êîòîðûõ ïðîëèôåðàöèÿ
ÌÝÔ çàìåäëÿëàñü è îñòàíàâëèâàëàñü íà 6-ì ïàññàæå. Ñî
âðåìåíåì êóëüòóðà ïîãèáàëà.

Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 íà ïðîòÿæåíèè 6 ïàññà-
æåé îöåíèâàëè, èñïîëüçóÿ ðàçíûé ñóáñòðàò äëÿ ÌÌÏ ïðè
ïðîâåäåíèè çèìîãðàôèè — æåëàòèí (ðèñ. 1) è êîëëàãåí
(íå ïîêàçàíî). Àêòèâíîñòè êîëëàãåíàç ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-8
âûÿâëÿëè, èñïîëüçóÿ ñóáñòðàò êàçåèí (ðèñ. 1). Íà çèìî-
ãðàììàõ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 (ðèñ. 1) ÷åòêî âèäíû ïîëîñû,
ñîîòâåòñòâóþùèå ìîë. ìàññàì èõ ïðîïåïòèäíîé (ëàòåíò-
íîé) ôîðìû (72 è 92 êÄà ñîîòâåòñòâåííî) è àêòèâíîé ôîð-
ìû (64 è 78 êÄà ñîîòâåòñòâåííî). Íà òîì æå ðèñóíêå âèä-
íà è äèíàìèêà ÌÌÏ ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ êëåòîê.
Ó ÌÝÔ ñðàçó æå ïîñëå ïîëó÷åíèÿ èç ýìáðèîíà è ïîñåâà â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó (ïàññàæ 0) îáíàðóæèâàåòñÿ àêòèâ-
íîñòü òîëüêî æåëàòèíàç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ïî îòíîøåíèþ
ê îáîèì ñóáñòðàòàì (êîëëàãåíó è æåëàòèíó).

Í à í ó ë å â î ì ï à ñ ñ à æ å êëåòêè õàðàêòåðèçóþòñÿ
çíà÷èòåëüíîé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-9 è â íåñêîëüêî ðàç ìå-
íüøåé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-2 ïî îòíîøåíèþ ê êîëëàãåíó,

íåçíà÷èòåëüíîé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-9 è â íåñêîëüêî ðàç
áîëüøåé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-2 ïî îòíîøåíèþ ê æåëàòèíó
(ðèñ. 2) Àêòèâíîñòè êîëëàãåíàç ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-8 îòñóò-
ñòâóþò (ðèñ. 1).

Ç à â è ñ è ì î ñ ò ü ñ ó ì ì à ð í î é à ê ò è â í î ñ ò è
Ì Ì Ï - 2 è Ì Ì Ï - 9 ï î î ò í î ø å í è þ ê æ å ë à ò è í ó
îò ÷èñëà ïàññàæåé, ïðîéäåííûõ ÌÝÔ, ïîêàçàíû íà ðèñ. 1
(çèìîãðàììû) è íà ðèñ. 2, à (ñîîòâåòñòâóþùèå çèìîãðàì-
ìàì äåíñèòîãðàììû). Ñîîòíîøåíèå ñóììàðíûõ àêòèâíî-
ñòåé ÌÌÏ (ëàòåíòíîé è àêòèâíîé ôîðì) ïî îòíîøåíèþ ê
æåëàòèíó èíîå, ÷åì ïî îòíîøåíèþ ê êîëëàãåíó ó ÌÝÔ â
íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ (ïàññàæ 0). Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2
íà æåëàòèíå â íåñêîëüêî ðàç áîëüøå, ÷åì àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-9. Íà ïðîòÿæåíèè 2 ïàññàæåé àêòèâíîñòè îáåèõ
ÌÌÏ âîçðàñòàþò, õîòÿ çíà÷èòåëüíîå ïðåâûøåíèå àêòèâ-
íîñòè ÌÌÏ-2 ñîõðàíÿåòñÿ. Ñèòóàöèÿ íà÷èíàåò èçìåíÿòü-
ñÿ íà 3-ì ïàññàæå, êîãäà àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 îñòàåòñÿ âû-
ñîêîé, à àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 èñ÷åçàåò. Íà 4-ì ïàññàæå îíà
ïîÿâëÿåòñÿ âíîâü, íî ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíî ïàäàåò àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ-9. Âîçíèêøåå ñîîòíîøåíèå ÌÌÏ-2 è
ÌÌÏ-9 â ïîëüçó ÌÌÏ-2, ðàâíîçíà÷íîå íà÷àëó êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (ïàññàæ 0), ñîõðàíÿåòñÿ äî îñòàíîâêè ïðîëèôåðà-
öèè ÌÝÔ (ïàññàæè 4—6).

È ç ì å í å í è å ñ ó ì ì à ð í î é à ê ò è â í î ñ ò è
Ì Ì Ï - 2 è Ì Ì Ï - 9 ï î î ò í î ø å í è þ ê ê î ë ë à ã å í ó
ï î ì å ð å ï ð î ë è ô å ð à ö è è Ì Ý Ô ïîêàçàíû íà ðèñ. 2,
á. Ñðàçó æå ïîñëå ïîñåâà ïîëó÷åííûõ ÌÝÔ (ïàññàæ 0)
ñóììàðíàÿ àêòèâíîñòü èõ ÌÌÏ-9 çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò
ñóììàðíóþ àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2. Ïðåâûøåíèå àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-9 ñîõðàíÿåòñÿ íà ïðîòÿæåíèè 2-õ ïàññàæåé, ïîñëå
÷åãî, êàê è â ñëó÷àå ñ æåëàòèíîì, ñèòóàöèÿ íà÷èíàåò èç-
ìåíÿòüñÿ — àêòèâíîñòè îáåèõ ÌÌÏ ïî÷òè âûðàâíèâàþò-
ñÿ (3-é ïàññàæ) çà ñ÷åò ðåçêîãî ïàäåíèÿ àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-9 è íåçíà÷èòåëüíîãî âîçðàñòàíèÿ àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-2. Ïðèíöèïèàëüíûå èçìåíåíèÿ ïðîèñõîäÿò íà 4-ì
ïàññàæå, êîãäà ðåçêî âîçðàñòàåò àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2, à àê-
òèâíîñòü ÌÌÏ-9 îñòàåòñÿ íèçêîé. Ýòî ñîîòíîøåíèå àê-
òèâíîñòåé ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â ïîëüçó ÌÌÏ-2 ñîõðàíÿåò-
ñÿ äî îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê (6-é ïàññàæ).

Ï ð è ñ ó ò ñ ò â è å ê î ë ë à ã å í à ç Ì Ì Ï - 1 è
Ì Ì Ï - 8 â ñðåäå, êîíäèöèîíèðîâàííîé ôèáðîáëàñòàìè,
ìîæíî âûÿâèòü, èñïîëüçóÿ êàçåèí â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
ïðè çèìîãðàôèè (ðèñ. 1). Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
ïîêàçàë, ÷òî àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-8 â ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ íà íà÷àëüíîì ýòàïå (ïàññàæ 0) ïðàêòè÷åñêè
ðàâíà àêòèâíîñòè â èíòàêòíîé ñðåäå (ðèñ. 1). Â òå÷åíèå
ïåðâûõ 2 ïàññàæåé àêòèâíîñòü ÌÌÏ-8 ïîëíîñòüþ îòñóò-
ñòâóåò (â ëþáîì ñëó÷àå îíà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå àêòèâíî-
ñòè â èíòàêòíîé ñðåäå), íî ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ íà
3-ì ïàññàæå, ïîñëå ÷åãî ñíèæàåòñÿ äî ïîñòîÿííûõ çíà÷å-
íèé (ïàññàæè 4—6). Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1, íàîáîðîò, ðåçêî
óâåëè÷èâàåòñÿ â íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ (ïàññàæè 1—2),
ïîñëå ÷åãî ñíèæàåòñÿ íà 3-ì ïàññàæå è äàëåå ïðàêòè÷åñêè
èñ÷åçàåò (ïî ñðàâíåíèþ ñî ñðåäîé).

Òàêèì îáðàçîì, àêòèâíîñòè âñåõ èññëåäîâàííûõ
ÌÌÏ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÝÔ (îò ìîìåíòà èõ
ïîëó÷åíèÿ äî îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè) ïîñòåïåííî èçìå-
íÿþòñÿ. ÌÝÔ, ïðåêðàòèâøèå ïðîëèôåðàöèþ íà 6-ì ïàñ-
ñàæå, õàðàêòåðèçóþòñÿ ñëåäóþùèìè èçìåíåíèÿìè ïî
ñðàâíåíèþ ñ íà÷àëüíûì ýòàïîì êóëüòèâèðîâàíèÿ (ïàñ-
ñàæ 0): çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 è
óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 ïî îòíîøåíèþ ê êîëëà-
ãåíó; íåèçìåíåííîé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ïî îò-
íîøåíèþ ê æåëàòèíó; îòñóòñòâèåì àêòèâíîñòè ÌÌÏ-1 è
óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè ÌÌÏ-8.
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Ðèñ. 1. Çèìîãðàììû ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé ìûøèíûìè
ýìáðèîíàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè (ÌÝÔ) â ïðîöåññå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, íà æåëàòèíå (ÌÌÏ-2, ÌÌÏ-9) è êàçåèíå (ÌÌÏ-1 è

ÌÌÏ-8).

Äîðîæêè 0—6 — íîìåð ïàññàæà; Ñ — ÷èñòàÿ ñðåäà. Äëÿ ÌÌÏ-2 è
ÌÌÏ-9 ïîêàçàíû ëàòåíòíàÿ (ëàò) è àêòèâíàÿ (àêò) ôîðìû ôåðìåíòà.



Ìû ïîïûòàëèñü ðàçäåëèòü íà çèìîãðàììàõ ë à ò å í ò-
í û å (ï ð î ï å ï ò è ä í ûå) è à ê ò è â í û å ô î ð ì û æåëàòè-
íàç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 è îöåíèòü ðàçäåëüíî èõ èçìåíåíèÿ
ïî ìåðå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÝÔ. Äåíñèòîìåòðèÿ ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ïîëîñ çèìîãðàìì íà êîëëàãåíå ïîêàçûâàåò
(ðèñ. 3, à, á), ÷òî òîëüêî ÷òî ïîëó÷åííûå ÌÝÔ (ïàññàæ 0)
õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì òîëüêî àêòèâíîé ôîðìû
ÌÌÏ-9 è òîëüêî ëàòåíòíîé ôîðìû ÌÌÏ-2. Óæå íà
1-ì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ ëàòåíòíàÿ ôîðìà ÌÌÏ-2
èñ÷åçàåò è ïîÿâëÿåòñÿ àêòèâíàÿ. Ó ÌÝÔ íà 6-ì ïàññàæå
ñîõðàíÿþòñÿ àêòèâíàÿ ôîðìà ÌÌÏ-9 è àêòèâíàÿ ôîðìà
ÌÌÏ-2, õîòÿ ÷àñòè÷íî (íà÷èíàÿ ñ 4-ãî ïàññàæà) îíà ïåðå-
õîäèò â ëàòåíòíóþ.

Àíàëîãè÷íàÿ çàâèñèìîñòü àêòèâíûõ è ëàòåíòíûõ
ôîðì ÌÌÏ ï î î ò í î ø å í è þ ê æ å ë à ò è í ó ïîêàçàíà
íà ðèñ. 3, â, ã. Âèäíî, ÷òî ÌÝÔ è â íà÷àëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ (ïàññàæ 0), è íà ïðîòÿæåíèè 4—6-ãî ïàññàæåé õàðàê-
òåðèçóþòñÿ îäèíàêîâî — íàëè÷èåì òîëüêî ëàòåíòíîé
ôîðìû ÌÌÏ-9 è íàëè÷èåì îáåèõ ôîðì ÌÌÏ-2, ïðè÷åì
ëàòåíòíàÿ áîëåå âûðàæåíà, ÷åì àêòèâíàÿ. Îäíàêî â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïðîòÿæåíèè òîëüêî
1—3-ãî ïàññàæåé ïîÿâëÿåòñÿ àêòèâíàÿ ôîðìà ÌÌÏ-9 è
ïðåòåðïåâàþò èçìåíåíèÿ îáå ôîðìû ÌÌÏ-2.

Èòàê, èçó÷åíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ïî îò-
íîøåíèþ ê ðàçíûì ñóáñòðàòàì ó ÌÝÔ â çàâèñèìîñòè îò
÷èñëà ïàññàæåé, ïðîéäåííûõ êëåòêàìè, îáíàðóæèëî
ïðèíöèïèàëüíûå èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ ïî îòíîøå-
íèþ ê êîëëàãåíó è êàçåèíó. Çèìîãðàôèÿ íà âñåõ èñïîëüçî-

âàííûõ ñóáñòðàòàõ ïîêàçàëà, ÷òî ðåçêèå èçìåíåíèÿ âñåõ
ÌÌÏ ïðîèñõîäÿò íà 3-ì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÝÔ.
Ïîÿâèâøèåñÿ â ñåðåäèíå êóëüòèâèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè íå-
êîòîðûõ ÌÌÏ (ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-9) ê êîíöó êóëüòèâèðîâà-
íèÿ èñ÷åçàþò. Íàèáîëåå çíà÷èìûì ñîáûòèåì ñëåäóåò ñ÷è-
òàòü ïîÿâëåíèå è äàëüíåéøåå ñîõðàíåíèå ó ÌÝÔ â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-8 è àêòèâíîé
ôîðìû æåëàòèíàçû ÌÌÏ-2.

Îáñóæäåíèå

Âî âðåìÿ ýìáðèîãåíåçà ìëåêîïèòàþùèõ ýìáðèîíàëü-
íûå êëåòêè îïðåäåëåííîãî òèïà ýêñïðåññèðóþò ïðîòåîëè-
òè÷åñêèå ôåðìåíòû ñåìåéñòâà ÌÌÏ è èõ èíãèáèòîðû.
MMÏ ñïîñîáíû ãèäðîëèçîâàòü ïðàêòè÷åñêè âñå êîìïî-
íåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà: êîëëàãåíû âñåõ òèïîâ,
ýëàñòèí, ïðîòåîãëèêàíû, ëàìèíèí è äð. (ñì. îáçîðû:
Adamson, 1982; Sternlicht, Werb, 2001; Mott, Werb, 2004;
Êëèøî è äð., 2005). Êîëëàãåíàçû ñïåöèôè÷åñêè ãèäðîëè-
çóþò ôèáðèëëÿðíûå êîëëàãåíû, à æåëàòèíàçû — êîëëà-
ãåí IV òèïà (Nagase, Woessner, 1999). Ýìáðèîíàëüíûå
êëåòêè ñïåöèôè÷åñêè ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ ðàçëè÷íûõ
ÌÌÏ (êîëëàãåíàç, æåëàòèíàç è ñòðîìåëåçèíîâ), îáåñïå-
÷èâàÿ ðåìîäåëèðîâàíèå âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîòîðîå
íåîáõîäèìî äëÿ èçìåíåíèÿ àäãåçèè êëåòîê è èõ ìèãðàöèè
â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè (Brenner et al.,
1989; Adler et al., 1990; Young, 2004). Äàííûå ëèòåðàòóðû
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ñóììàðíîé àêòèâíîñòè ìàò-
ðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ) îò ÷èñëà ïàñ-
ñàæåé, ïðîéäåííûõ ÌÝÔ â ïðîöåññå êóëüòèâèðî-

âàíèÿ.

Äåíñèòîãðàììû ñîîòâåòñòâóþùèõ çèìîãðàìì íà æåëàòè-
íå (à: ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9), êîëëàãåíå (á: ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9)

è êàçåèíå (â: ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-8).



ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îáúåêòàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ÌÌÏ ó ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ñëóæàò ðàçëè÷íûå ëèíèè
êëåòîê ýìáðèîíàëüíûõ êàðöèíîì, ñîõðàíÿþùèõ íåèçìåí-
íûé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë â ïðîöåññå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ (èññëåäîâàíèÿ in vitro), à òàêæå êëåòêè ýìáðèîíîâ
ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ (èññëåäîâàíèÿ in vivo). Ïðè
ýòîì àâòîðîâ èíòåðåñóåò ðîëü ÌÌÏ â ðàçâèòèè ýìáðèîíà
è ïëîäà, â ïðîöåññàõ äèôôåðåíöèðîâêè è êàíöåðîãåíåçà,
â âîçíèêíîâåíèè ïàòîëîãèé ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ
(Adler et al., 1990; Goldman et al., 2003) è ðÿäà äðóãèõ ïà-
òîëîãèé òêàíåé âçðîñëîãî îðãàíèçìà (Westermarck,
Kähäri, 1999; Tran et al., 2004). Îñíîâîé âñåõ èçìåíåíèé
ÿâëÿåòñÿ ðåìîäåëèðîâàíèå âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ñ êî-
òîðûì àâòîðû ñâÿçûâàþò èçìåíåíèÿ ôóíêöèé êëåòîê è èõ
ïîâåäåíèÿ. ×ðåçâû÷àéíî ìàëî ðàáîò îòíîñèòåëüíî ÌÌÏ
ïåðâè÷íûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ó íîðìàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíà, â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïðîòÿæåíèè 6 ïàññàæåé (äî îñòàíîâ-
êè ïðîëèôåðàöèè) èçìåíÿåòñÿ àêòèâíîñòü æåëàòèíàç
(ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9) è êîëëàãåíàç (ÌÌÏ-1 è ÌÌÏ-8).
Îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè è äàëüíåéøàÿ ãèáåëü ïåðâè÷-
íûõ ÌÝÔ èëè èõ ñïîíòàííàÿ èììîðòàëèçàöèÿ îáóñëîâëå-
íû ðàçëè÷íûìè èçìåíåíèÿìè êëåòîê è íà ìîëåêóëÿðíîì,
è íà ôèçèîëîãè÷åñêîì óðîâíÿõ. Î÷åâèäíî, ÷òî âûäåëåí-
íûå èç ýìáðèîíà è ïåðåâåäåííûå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó

ôèáðîáëàñòû äîëæíû àäàïòèðîâàòüñÿ ê äðóãèì óñëîâèÿì
ñóùåñòâîâàíèÿ, îáðàçîâûâàòü íîâûå ìåæêëåòî÷íûå êîí-
òàêòû è ìîíîñëîé â êóëüòóðàëüíîé ïîñóäå. Ýòèì, ïî-âè-
äèìîìó, è îáúÿñíÿþòñÿ èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè âñåõ ÌÌÏ
íà 1-õ ïàññàæàõ, â ÷àñòíîñòè êðàòêîâðåìåííûé ñèíòåç
êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-1 â òå÷åíèå ïåðâûõ 2 ïàññàæåé. Íà
ôèáðîáëàñòàõ êîæè ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâàöèÿ
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ ýêñïðåññèåé
ÌÌÏ, â ÷àñòíîñòè ÌÌÏ-1 (Sir*en et al., 2006). Ïîÿâëåíèå
àêòèâíîé ôîðìû ÌÌÏ-2 â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÝÔ, âîçìîæíî, îáúÿñíÿåò íàøè äàííûå î òîì, ÷òî ìû-
øèíûå èììîðòàëèçîâàííûå ôèáðîáëàñòû 3Ò3 èìåþò âû-
ðàæåííóþ àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 è ìåíåå âûðàæåííóþ àê-
òèâíîñòü ÌÌÏ-9 (Âîðîíêèíà è äð., 2008). Ýòè ôàêòû ïîä-
òâåðæäàþòñÿ äàííûìè ëèòåðàòóðû î òîì, ÷òî íîðìàëüíûå
ÌÝÔ îáëàäàþò àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-2 (Kajanne et al., 2007)
è ÷òî èììîðòàëèçàöèÿ ïåðâè÷íûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ êðûñû LT-ãåíîì âèðóñà ïîëèîìû íå èçìåíÿåò
àêòèâíîñòü ýòîé æåëàòèíàçû (Ñîëîâüåâà è äð., 2009).

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïî ìåðå ïðîëèôåðàöèè ó
ÌÝÔ óìåíüøàåòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ëèòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè ÅÊÊ è íà 6-ì ïàññàæå îíà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì
íà íóëåâîì (Ãàìàëåé è äð., 2010). À ó èììîðòàëèçîâàí-
íûõ ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ 3Ò3 ýòà ÷óâñòâèòåëüíîñòü
ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò (Ôèëàòîâà è äð., 2006). Ðàñïî-
çíàâàíèå îäíèõ êëåòîê äðóãèìè îòðàæàåò ïðåæäå âñåãî
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ëàòåíòíîé (ëàò) è àêòèâíîé (àêò) ôîðì ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÝÔ.

Äåíñèòîãðàììû ñîîòâåòñòâóþùèõ çèìîãðàìì íà êîëëàãåíå (à, á) è æåëàòèíå (â, ã).



ïîâåðõíîñòíûå ñâîéñòâà êëåòîê, èçìåíåíèå êîòîðûõ
òðóäíî ïðåäñòàâèòü áåç ó÷àñòèÿ ÌÌÏ è ñòðóêòóðû âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Õîòÿ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
óñëîâèÿõ ñïîíòàííîé èììîðòàëèçàöèè ÌÝÔ íå ïðîèñõî-
äèëî, âñå-òàêè ìîæíî ñâÿçàòü äàííûå, ïîëó÷åííûå íà ïåð-
âè÷íûõ ÌÝÔ è íà èììîðòàëèçîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ, è
çàêëþ÷èòü, ÷òî â èçìåíåíèÿõ ñâîéñòâ è ïîâåäåíèÿ ÌÝÔ
ïî ìåðå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ îáÿçàòåëüíî ó÷àñòâóþò
ÌÌÏ. Ïðè ýòîì íàèáîëåå çíà÷èìûì êîíå÷íûì èçìåíåíè-
åì íàì êàæåòñÿ ïîÿâëåíèå àêòèâíîé ôîðìû ÌÌÏ-2.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00467), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷-
íûå øêîëû» (ÍØ-3273.2010.4) è ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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DYNAMICS OF MATRIX METALLOPROTEINASES ACTIVITY OF PRIMARY MURINE

EMBRYONIC FIBROBLASTS DURING CULTIVATION
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Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
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Embryonic cells regulate the expression of matrix metalloproteinases (MMP) providing remodulation of
extracellular matrix, which in turn provides the changes in cell adhesion and migration during the cell develop-
ment and differentiation. In present work we studied the changes of gelatinases (MMP-2 and MMP-9) and colla-
genases (MMP-1 and MMP-8) activities in the process of cultivating the primary murine embryonic fibroblasts
(MEF). Cultivation was continued for 6 passages, after that the culture died in time. According to gelatin and
collagen zymography results, drastic changes of all MMPs activities occurred during the third passage of cell
cultivation. The MMP-1 and MMP-9 activity appears in the middle of cultivation and then disappeared at the
end. The most important event MEF cultivation is appearance and subsequent reservation of collagenase
MMP-8 and active form of gelatinase MMP-2.

K e y w o r d s: gelatinases, collagenases, primary murine embryonic fibroblasts.
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