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Ýôôåêò èíãèáèðîâàíèÿ Rho-êèíàçû ïðè áàðüåðíîé äèñôóíêöèè

Ýíäîòåëèé, âûñòèëàþùèé âíóòðåííþþ ïîâåðõíîñòü ñîñóäîâ, âûïîëíÿåò áàðüåðíóþ ôóíêöèþ — ðå-
ãóëèðóåò ïðîíèöàåìîñòü ñîñóäèñòîé ñòåíêè, îáåñïå÷èâàÿ îáìåí ìåæäó öèðêóëèðóþùåé â ñîñóäàõ êðî-
âüþ è òêàíåâîé æèäêîñòüþ. Íàðóøåíèå íîðìàëüíîé ôóíêöèè (äèñôóíêöèÿ) ýíäîòåëèÿ ìîæåò âûçûâàòü-
ñÿ êàê âíóòðåííèìè, òàê è âíåøíèìè ôàêòîðàìè. Äèñôóíêöèåé ýíäîòåëèÿ ÿâëÿåòñÿ ïîâûøåíèå ïðîíèöà-
åìîñòè ñîñóäèñòîé ñòåíêè, íàáëþäàåìîå ïðè ìíîãèõ çàáîëåâàíèÿõ ÷åëîâåêà, à òàêæå âîçíèêàþùåå êàê
ïîáî÷íûé ýôôåêò ïðè ëå÷åíèè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ïðåïàðàòàìè, áëîêèðóþùèìè ìèòîç. Äåïî-
ëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì çâåíîì â öåïè ðåàêöèé, ïðèâîäÿùèõ ê áàðüåðíîé äèñôóíê-
öèè ýíäîòåëèÿ, è ýòà ñòàäèÿ óíèâåðñàëüíà âíå çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû ôàêòîðà, ïðîâîöèðóþùåãî äèñ-
ôóíêöèþ. Äëÿ âûðàáîòêè ñòðàòåãèè ïðåäîòâðàùåíèÿ äèñôóíêöèè â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäïîëàãàëîñü
âûÿñíèòü, äî êàêîé ñòàäèè ðåàêöèÿ öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â õîäå ðàçâèòèÿ áàðüåðíîé äèñ-
ôóíêöèè áóäåò îäíîòèïíîé. Îêàçàëîñü, ÷òî ñëåäóþùèå çà äåïîëèìåðèçàöèåé ìèêðîòðóáî÷åê ýòàïû êàñ-
êàäà, ñâÿçàííûå ñ àêòèâíîñòüþ åãî Rho-Rho-êèíàçíîãî çâåíà, èìåþò îñîáåííîñòè, çàâèñÿùèå îò ôàêòîðà,
âûçûâàþùåãî íàðóøåíèå áàðüåðíîé ôóíêöèè. Åñëè ðåàêöèÿ ñî ñòîðîíû ñèñòåìû àêòèíîâûõ ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè Rho-êèíàçû íå çàâèñèò îò òîãî, êàêîå âåùåñòâî âûçûâàëî äèñôóíê-
öèþ, òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê ðåàãèðóåò íà âîçäåéñòâèÿ ïî-ðàçíîìó. Â îòëè÷èå îò òðîìáèíà íîêîäàçîë
íà ôîíå ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè Rho-êèíàçû îêàçûâàåò áîëåå ñèëüíûé ýôôåêò, ìàêñèìàëüíî ðàçðóøàÿ è
äèíàìè÷íûå, è ñòàáèëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè. Òàêèì îáðàçîì, âíå çàâèñèìîñòè îò ôàêòîðà, âûçûâàþùåãî
äèñôóíêöèþ, íåèçìåííûìè îêàçûâàþòñÿ íà÷àëüíûå ýòàïû äèñôóíêöèè, ñâÿçàííûå ñ äåïîëèìåðèçàöèåé
ìèêðîòðóáî÷åê. Ñëåäîâàòåëüíî, ñòðàòåãèÿ çàùèòû êëåòîê ýíäîòåëèÿ äîëæíà áûòü îñíîâàíà íà èñïîëüçî-
âàíèè ïðîòåêòîðîâ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê, à íå íà âëèÿíèè íà ôàêòîðû, çàäåéñòâîâàííûå
íà áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ êàñêàäà, êàê ìû ïðåäïîëàãàëè ðàíåå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëåãî÷íûé ýíäîòåëèé, ïðîíèöàåìîñòü ýíäîòåëèÿ, òðîìáèí, íîêîäàçîë, Rho-êè-
íàçà, àêòèí, ìèêðîòðóáî÷êè.

Ýíäîòåëèé, âûñòèëàþùèé âíóòðåííþþ ïîâåðõíîñòü
âñåõ ñîñóäîâ æèâîãî îðãàíèçìà, âûïîëíÿåò ôóíêöèþ ñå-
ëåêòèâíîãî áàðüåðà ìåæäó êðîâüþ è âíóòðåííèì ïðî-
ñòðàíñòâîì âñåõ îðãàíîâ, òàêèì îáðàçîì ïðèíèìàÿ ó÷àñ-
òèå â ðåãóëÿöèè òðàíñïîðòà ìàêðîìîëåêóë è ïåðåìåùå-
íèè êëåòîê êðîâè ñêâîçü ñîñóäèñòóþ ñòåíêó. Ïîääåðæàíèå
áàðüåðíîé ôóíêöèè îáåñïå÷èâàåòñÿ ðàâíîâåñèåì âíóòðè-
êëåòî÷íûõ ñîêðàùàþùèõ è ðàñòÿãèâàþùèõ ñèë, ãåíåðè-
ðóåìûõ áåëêàìè öèòîñêåëåòà (Lum, Malik, 1996; Dudek,
Garcia, 2001).

Ñðåäè ìíîæåñòâà ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, ðåãóëè-
ðóþùèõ ïðîíèöàåìîñòü ýíäîòåëèÿ, îñîáîå ìåñòî çàíèìà-
åò òðîìáèí — áåëîê, îáðàçóþùèéñÿ íà ïîâåðõíîñòè ïî-
âðåæäåííûõ êëåòîê èç öèðêóëèðóþùåãî â êðîâè ïðîòðîì-
áèíà è âûçûâàþùèé êîàãóëÿöèþ êðîâè (Bogacheva et al.,
2002). Òðîìáèí íàðóøàåò áàðüåðíóþ ôóíêöèþ ýíäîòåëèÿ
êàê in vivo, òàê è in vitro, âûçûâàÿ áûñòðîå, îáðàòèìîå
óâåëè÷åíèå ïðîíèöàåìîñòè ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà
(Garcia et al., 1995; Verin et al., 2001; Birukova et al.,

2004a). Òðîìáèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðåöåïòîðîì PAR1
íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè è àêòèâèðóåò ãåòåðîòðèìåðíûå
G-áåëêè, ÷òî ïðèâîäèò ê áûñòðîé äåïîëèìåðèçàöèè ìèê-
ðîòðóáî÷åê íà ïåðèôåðèè êëåòêè, âñëåäñòâèå ÷åãî àêòèâè-
ðóþòñÿ ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê Rho è åãî ýôôåêòîð
Rho-êèíàçà. Rho-êèíàçà ðåãóëèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå
ëåãêèõ öåïåé ìèîçèíà, àêòèâèðóÿ àêòîìèîçèíîâûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ñòðåññ-ôèá-
ðèëë, ñîêðàùåíèþ êëåòîê è êàê ñëåäñòâèå — ê äèñôóíê-
öèè ýíäîòåëèÿ (Birukova et al., 2004à; Ñìóðîâà è äð., 2004,
2008à). Òàêèì îáðàçîì, òðîìáèí ðåãóëèðóåò àêòèíîâûé
öèòîñêåëåò ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÷åðåç Rho-Rho-êè-
íàçíûé ïóòü, ãäå â êà÷åñòâå ïðîìåæóòî÷íîãî çâåíà âûñòó-
ïàåò äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê, çàïóñêàåìàÿ áåë-
êàìè, ñòîÿùèìè â öåïè ðåãóëÿòîðîâ âûøå Rho-êèíàçû.
Â ïîòåíöèàëüíûé ìåõàíèçì ðàçðóøåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê
âîâëå÷åíî îïîñðåäîâàííîå Rho-êèíàçîé ôîñôîðèëèðîâà-
íèå áåëêà tau, ÿâëÿþùåãîñÿ ðåãóëÿòîðíûì áåëêîì ìèêðî-
òðóáî÷åê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî àññîöèèðîâàííûé ñ ìèêðî-
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òðóáî÷êàìè tau äèññîöèèðóåò è äåñòàáèëèçèðóåò ìèêðî-
ðóáî÷êè (Birukova et al., 2004à).

Äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê èõ ñïåöèôè÷åñêèì
èíãèáèòîðîì íîêîäàçîëîì ñàìà ïî ñåáå âûçûâàåò äèñôóí-
êöèþ ýíäîòåëèÿ, è ðîëü Rho-çàâèñèìûõ ìåõàíèçìîâ â
ýòîì ïðîöåññå òàêæå âåñüìà ñóùåñòâåííà — Rho-êèíàçà
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ ýôôåêòîðîâ, îïîñðåäóþùèõ
ðàçðóøåíèå ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà â îòâåò íà âîçäåéñò-
âèå íîêîäàçîëà (Ñìóðîâà è äð., 2004, 2008á; Birukova et
al., 2004b). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè íîêî-
äàçîëà îïîñðåäîâàííàÿ Rho àêòèâàöèÿ åãî ìèøåíè —
Rho-êèíàçû — èíäóöèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå Rho-êè-
íàçíîãî ýôôåêòîðà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, ôîñôàòà-
çû MLC (MYPT1, ðåãóëÿòîðíàÿ ñóáúåäèíèöà), â ïîëîæå-
íèÿõ Thr696 è Thr850, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò èíàê-
òèâàöèÿ MYPT1. Ïîäàâëåíèå ôîñôàòàçû ïðèâîäèò ê
íàêîïëåíèþ äèôîñôî-MLC, êîòîðûé èíäóöèðóåò ôîðìè-
ðîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë, ñæèìàþùèõ êëåòêó è ïðîâîöè-
ðóþùèõ îáðàçîâàíèå ìåæêëåòî÷íûõ ïðîìåæóòêîâ â ýíäî-
òåëèàëüíîì ïëàñòå (Birukova et al., 2004b). Òàêèì îáðà-
çîì, Rho-Rho-êèíàçíûé ïóòü ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì è â
ñëó÷àå âîçíèêíîâåíèÿ áàðüåðíîé äèñôóíêöèè, âûçâàííîé
âîçäåéñòâèåì íîêîäàçîëà.

Ïîñêîëüêó â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà ïðè÷èíîé âîçíèêíî-
âåíèÿ äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ ìîãóò áûòü ñàìûå ðàçíûå
ôàêòîðû, äëÿ âûðàáîòêè ñòðàòåãèè ïðåäîòâðàùåíèÿ äèñ-
ôóíêöèè çàêîíîìåðåí âîïðîñ: íàñêîëüêî óíèâåðñàëüíû
âíóòðèêëåòî÷íûå ðåàêöèè öèòîñêåëåòà, ïðèâîäÿùèå ê
äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ? Âîçìîæíî ëè âûäåëèòü îáùèå
äëÿ ðàçëè÷íûõ àãåíòîâ ñòàäèè ðàçâèòèÿ áàðüåðíîé äèñ-
ôóíêöèè, ÷òîáû ïîíÿòü, íà êàêîì ýòàïå êàñêàäà èñïîëüçî-
âàòü âîçìîæíûé óíèâåðñàëüíûé ïðîòåêòîð, êîòîðûé çà-
ùèòèò ýíäîòåëèîöèòû âíå çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû ôàê-
òîðà, âûçûâàþùåãî äèñôóíêöèþ? Ðàíåå íàìè áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ïðîèñõî-
äèò íà ñàìûõ ðàííèõ ýòàïàõ äèñôóíêöèè, âûçâàííîé êàê
åñòåñòâåííûìè ôàêòîðàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè â îðãàíèç-
ìå (òðîìáèí), òàê è õèìè÷åñêèìè àãåíòàìè ñèíòåòè÷åñêî-
ãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Ñìóðîâà è äð., 2004, 2008à, 2008á; Bi-
rukova et al., 2004b). Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ôàêòû ïîçâîëÿ-
þò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñ òî÷êè çðåíèÿ öèòîñêåëåòíûõ
íàðóøåíèé ñòàäèè ðàçâèòèÿ áàðüåðíîé äèñôóíêöèè, âû-
çâàííîé ðàçëè÷íûìè ïî ïðèðîäå (ýíäîãåííûìè ëèáî ýêçî-
ãåííûìè) ôàêòîðàìè, ñõîæè ïî êðàéíåé ìåðå äî Rho-
Rho-êèíàçíîãî çâåíà êàñêàäà. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñî-
ñòîÿëà â òîì, ÷òîáû ïðîàíàëèçèðîâàòü ðåàêöèþ îò-
äåëüíûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà — àêòèíîâîé ñèñòåìû,
äèíàìè÷íûõ è ñòàáèëüíûõ (àöåòèëèðîâàííûõ) ìèêðîòðó-
áî÷åê — è âûÿñíèòü, äî êàêîé ñòàäèè ñ ìîìåíòà äåïîëè-
ìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê ðåàêöèÿ öèòîñêåëåòà ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòîê â õîäå ðàçâèòèÿ áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ÿâ-
ëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíîé, íå çàâèñÿùåé îò ïðèðîäû ôàêòîðà,
âûçûâàþùåãî èçìåíåíèå ïðîíèöàåìîñòè ýíäîòåëèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. Êóëüòóðà êëåòîê ýíäîòåëèÿ ëå-
ãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (HPAEC) áûëà ïîëó÷åíà îò êîì-
ïàíèè Clonetics BioWhittaker Inc. (ÑØÀ). Êëåòêè âûðàùè-
âàëè íà ñðåäå EGM-2 (Clonetics BioWhittaker Inc., ÑØÀ)
ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè
êëåòêè 6—10-ãî ïàññàæåé.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í û å â î ç ä å é ñ ò â è ÿ. Â ýêñïå-
ðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè òðîìáèí (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåí-

òðàöèè 25 íM. Ïåðåä âîçäåéñòâèåì òðîìáèíà êëåòêè
ïðîìûâàëè áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäîé è ñòèìóëèðîâàëè
òðîìáèíîì òàêæå â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêè.
Âðåìÿ èíêóáàöèè ñ òðîìáèíîì ñîñòàâëÿëî 30 ìèí.

Êëåòêè îáðàáàòûâàëè íîêîäàçîëîì (Sigma, ÑØÀ) â
êîíöåíòðàöèÿõ 100 è 200 íM â òå÷åíèå 30 ìèí. Ñòîêîâûé
ðàñòâîð íîêîäàçîëà (10 ìM) ãîòîâèëè â ÄÌÑÎ. Êîíöåíò-
ðàöèÿ ÄÌÑÎ â ñðåäå íå ïðåâûøàëà 0.1 % (v/v).

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ ïåðåä ñòèìóëÿöèåé òðîìáèíîì
èëè íîêîäàçîëîì êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè
èíãèáèòîðîì Rho-êèíàçû Y27632 (Tocris, CØÀ) â êîí-
öåíòðàöèè 5 ìêM â òå÷åíèå 1 ÷. Ñòîêîâûé ðàñòâîð
Y27632 (50 ìM) ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ. Êîíöåíòðàöèÿ
ÄÌÑÎ â ñðåäå íå ïðåâûøàëà 0.1 % (v/v).

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.
Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè 1.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà (Sigma,
ÑØÀ) íà ôèçèîëîãè÷åñêîì ôîñôàòíîì áóôåðå (PBS), pH
6.8 (Sigma, ÑØÀ), â òå÷åíèå 10 ìèí è îòìûâàëè òðåõêðàò-
íîé ñìåíîé PBS (ïî 10 ìèí êàæäàÿ ñìåíà). Ôèêñèðîâàí-
íûå êëåòêè ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì
Triton X-100 (Sigma, ÑØÀ) íà PBS â òå÷åíèå 15 ìèí ñ ïî-
ñëåäóþùåé îòìûâêîé PBS (3 ðàçà ïî 10 ìèí). Äëÿ óñòðà-
íåíèÿ ôîíîâîãî ñâå÷åíèÿ ïåðåä îêðàñêîé àíòèòåëàìè
êëåòêè îáðàáàòûâàëè 0.2%-íûì ðàñòâîðîì áîðãèäðèäà
íàòðèÿ NaBH4 (Sigma, ÑØÀ) íà PBS (3 ðàçà ïî 10 ìèí) è
îòìûâàëè áóôåðîì PBS (3 ðàçà ïî 10 ìèí).

Äàëåå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè (30 ìèí,
37 °Ñ), à çàòåì âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè (30 ìèí, 37 °Ñ).

Äëÿ îêðàñêè ìèêðîòðóáî÷åê â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ
àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòè-
òåëà ê b-òóáóëèíó (ICN, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200
è ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê àöåòèëèðîâàííî-
ìó òóáóëèíó (Accurate Chemicals, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè
1 : 100.

Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèìû-
øèíûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì Alexa 488 èëè Alexa 594 (Molecular Probes,
ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100.

Àêòèíîâûå ôèëàìåíòû îêðàøèâàëè ôàëëîèäèíîì,
êîíúþãèðîâàííûì ñ ôëóîðîõðîìîì Texas Red (Molecular
Probes, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200.

Ïîêðîâíûå ñòåêëà ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåòíûå, èñ-
ïîëüçóÿ â êà÷åñòâå çàëèâî÷íîé ñðåäû ñìåñü âîäû è ãëèöå-
ðèíà (1 : 1). Äëÿ ñîõðàííîñòè îáðàçöîâ êðàÿ ïîêðîâíûõ
ñòåêîë çàëèâàëè ëàêîì.

Ï î ë ó ÷ å í è å è î á ð à á î ò ê à ö è ô ð î â û õ è ç î á -
ð à æ å í è é. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ïîñëå èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ èñïîëüçîâà-
ëè ìèêðîñêîï Nikon Eclipse TE2000 ñ îáúåêòèâîì 60�1.4
(Nikon Intech Co., ßïîíèÿ). Èçîáðàæåíèÿ çàïèñûâàëè íà
öèôðîâóþ îõëàæäàåìóþ ÏÇÑ-êàìåðó Hamamatsu OR-
CA-2 (Hamamatsu Photonics, ßïîíèÿ), óïðàâëÿåìóþ ïðî-
ãðàììîé MetaView (Universal Imaging, ÑØÀ).

Ðàçðåøåíèå ïîëó÷åííûõ 12-áèòíûõ èçîáðàæåíèé ñî-
ñòàâëÿëî 9 ïèêñåëü/ìêì. Îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðîâî-
äèëè â ïðîãðàììàõ MetaMorph (Universal Imaging, ÑØÀ)
è Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Inc., ÑØÀ).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ î ö å í ê à ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î -
ò ð ó á î ÷ å ê è à ê ò è í î â û õ ô è ë à ì å í ò î â. Äëÿ êî-
ëè÷åñòâåííîé îöåíêè ñîñòîÿíèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê
è àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêå èñïîëüçîâàëè ðàçðàáî-
òàííûå ðàíåå ìåòîäèêè, îñíîâàííûå íà èçìåðåíèè èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ýòèõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû MetaMorph, íà öèôðîâûõ èçîáðàæå-
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íèÿõ ôëóîðåñöåíòíûõ ïðåïàðàòîâ êëåòîê (Birukova et al.,
2004a, 2004b).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ è ï î -
ñ ò ð î å í è å ã ð à ô è ê î â. Äàííûå ñòàòèñòè÷åñêè îáðàáà-
òûâàëè â ïðîãðàììàõ Sigma Plot 7.1 (SPSS Science, ÑØÀ)
è Excel (Microsoft Corp., ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîñòî-
âåðíîñòè ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ âûáîðêàìè èñïîëüçîâàëè
t-òåñò (êðèòåðèé Ñòúþäåíòà).

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ ïðèìåíÿëè ïðîãðàììó Sig-
ma Plot 7.1. Äëÿ àïïðîêñèìàöèè ãðàôèêîâ èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììû Sigma Plot 7.1 è Table Curve 2D 5.1 (Systat Sof-
tware Inc., ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áàðüåðíóþ äèñôóíêöèþ ýí-
äîòåëèÿ ìîãóò âûçûâàòü êàê åñòåñòâåííûå ôàêòîðû (ïðî-
òåàçà òðîìáèí), òàê è ìíîãèå õèìè÷åñêèå àãåíòû, â
òîì ÷èñëå è ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû ìèêðîòðóáî-
÷åê, òàêèå êàê íîêîäàçîë è âèíáëàñòèí (Cattan, Oberg,
1999; Uoshima et al., 2001; Verin et al., 2001; Birukova et al.,
2004a, 2004b). Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî êàê ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè òðîìáèíà, òàê è ïðè âîçäåéñòâèè íîêîäàçî-
ëà äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç íà÷àëüíûõ ýòàïîâ ðàçâèòèÿ äèñôóíêöèè, à ñëåäóþ-
ùèå ýòàïû ñâÿçàíû ñ Rho-çàâèñèìûìè ñèãíàëüíûìè ïóòÿ-
ìè (Ñìóðîâà è äð., 2004, 2008à; Birukova et al., 2004a,
2004b).

Èçâåñòíî, ÷òî Rho-ÃÒÔàçà ðåãóëèðóåò êàê àêòèíîâûé
öèòîñêåëåò, òàê è ìèêðîòðóáî÷êè (Wittmann, Waterman-
Storer, 2001); èíãèáèðîâàíèå Rho-ÃÒÔàçû áëîêèðóåò îá-
ðàçîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë, âûçâàííîå äåïîëèìåðèçàöèåé
ìèêðîòðóáî÷åê (Enomoto, 1996). Âìåñòå ñ òåì ÃÒÔàçà-
RhoA, àêòèâèðóåìàÿ áåëêîì G12/13, âûñòóïàåò â êà÷åñòâå
ïðîìåæóòî÷íîé ñèãíàëüíîé ìîëåêóëû ïðè äåéñòâèè
òðîìáèíà (Birukuva et al., 2004à); àêòèâàöèÿ Rho è åãî ýô-
ôåêòîðà Rho-êèíàçû ïðîèñõîäèò è ïðè äåéñòâèè íîêîäà-
çîëà (Verin et al., 2001).

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, ê êàêèì ïîñëåäñòâèÿì äëÿ
ðàçëè÷íûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà ïðèâîäèò èíãèáèðî-
âàíèå Rho-êèíàçû ïðè áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ,
âûçâàííîé âîçäåéñòâèåì íîêîäàçîëà è òðîìáèíà, â äàí-
íîé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè Y27632 — ñïåöèôè÷åñêèé èíãè-
áèòîð Rho-êèíàçû.

È ç ì å í å í è å ö è ò î ñ ê å ë å ò à ý í ä î ò å ë è à ë ü í û õ
ê ë å ò î ê ï ð è â î ç ä å é ñ ò â è è è í ã è á è ò î ð à R h o - ê è -
í à ç û Y 2 7 6 3 2. Êàê áûëî îïèñàíî ðàíåå (Ñìóðîâà è äð.,
2004, 2008à, 2008á), â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ëåãî÷íîé àð-
òåðèè ÷åëîâåêà (HPAEC) â íîðìå âûÿâëÿåòñÿ ñåòü àêòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ, ñîñòîÿùàÿ èõ òîíêèõ ïó÷êîâ, ðàñïî-
ëîæåííûõ â îñíîâíîì ïî ïåðèôåðèè êëåòêè (ðèñ. 1, à).
Ìèêðîòðóáî÷êè ðàñïîëîæåíû íàèáîëåå ïëîòíî â öåíòðå
êëåòêè, â ðàéîíå öåíòðîñîìû, è èõ ïëîòíîñòü ñíèæàåòñÿ
â íàïðàâëåíèè ê êðàþ êëåòêè (ðèñ. 1, á). Ñèñòåìà ìèê-
ðîòðóáî÷åê íåîäíîðîäíà ïî õèìè÷åñêîìó ñîñòàâó; â êëåò-
êå ïðèñóòñòâóþò êàê äèíàìè÷íûå, òàê è ñòàáèëüíûå (àöå-
òèëèðîâàííûå) ìèêðîòðóáî÷êè (ðèñ. 1, â).
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Ðèñ. 1. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè êëåòîê HPAEC, èíòàêòíûõ (à—â) è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íîêîäàçîëà â êîíöåíòðà-
öèè 100 íÌ (ã—å) è 200 íÌ (æ—è).

Äâîéíàÿ îêðàñêà, âûÿâëÿþùàÿ àêòèíîâûå ôèëàìåíòû (ëåâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä) è ìèêðîòðóáî÷êè (ñðåäíèé âåðòèêàëüíûé ðÿä); ïðàâûé âåðòèêàëü-
íûé ðÿä — îêðàñêà, âûÿâëÿþùàÿ àöåòèëèðîâàííûé òóáóëèí. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 20 ìêì.



Âîçäåéñòâèå èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû Y27632 (5 ìêM,
1 ÷) ïðèâîäèëî ê ðåçêèì èçìåíåíèÿì â ñòðóêòóðå àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 2, à). Ïî-
ñëå äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà â öèòîïëàçìå êëåòîê ïðàêòè÷å-
ñêè ïîëíîñòüþ îòñóòñòâîâàëè ôèáðèëëÿðíûå ñòðóêòóðû,
çíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ àêòèíà ïåðåøëà â äåïîëèìåðèçîâàí-
íóþ ôîðìó. Ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê ïîñëå äåéñòâèÿ èí-
ãèáèòîðà âèçóàëüíî èçìåíèëàñü íåçíà÷èòåëüíî (ðèñ. 2, á),
îäíàêî ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ ñòàáèëüíûìè ìèêðîòðóáî÷-
êàìè, çíà÷èòåëüíî óìåíüøèëàñü (ðèñ. 2, â).

Êîëè÷åñòâåííûå èçìåðåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïëîùàäü,
çàíèìàåìàÿ ñòðåññ-ôèáðèëëàìè, óìåíüøèëàñü â 3.5 ðàçà
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (21.62 ± 5.6 % , n = 20) è ñîñòà-
âèëà 6.1 ± 2.1 % (n = 15) îò îáùåé ïëîùàäè êëåòêè
(ðèñ. 3). Ïëîòíîñòü àêòèíà â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ óìåíü-
øàëàñü îò öåíòðà êëåòêè ê ïåðèôåðèè: åñëè â öåíòðàëü-
íîì ó÷àñòêå ïëîùàäü ôèëàìåíòîâ áûëà ìèíèìàëüíîé
(4.0 ± 2.7 %), òî â çîíå 5 ìêì îò êðàÿ îíà äîñòèãàëà 10.4 �
± 3.0 % îò ïëîùàäè ó÷àñòêà. Ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ ìèêðî-
òðóáî÷êàìè, óìåíüøèëàñü íåçíà÷èòåëüíî (ðèñ. 4), îäíàêî
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Ðèñ. 2. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè êëåòîê HPAEC, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ Y27632 (à—â), à çàòåì ñòèìóëè-
ðîâàííûõ íîêîäàçîëîì â êîíöåíòðàöèÿõ 100 (ã—å) è 200 (æ—è) íÌ, à òàêæå òðîìáèíîì (ê—ì).

Äâîéíàÿ îêðàñêà, âûÿâëÿþùàÿ àêòèíîâûå ôèëàìåíòû (ëåâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä) è ìèêðîòðóáî÷êè (ñðåäíèé âåðòèêàëüíûé ðÿä); ïðàâûé âåðòèêàëü-
íûé ðÿä — îêðàñêà, âûÿâëÿþùàÿ àöåòèëèðîâàííûé òóáóëèí. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 20 ìêì.



äåéñòâèå èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû ïðèâåëî ê çíà÷èòåëüíî-
ìó, ïðàêòè÷åñêè â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, ñíè-
æåíèþ êîëè÷åñòâà ñòàáèëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 5).

Òàêèì îáðàçîì, äåéñòâèå èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû
ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà àêòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ è óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà ñòàáèëü-
íûõ, íî íå äèíàìè÷íûõ ìèêðîòðóáî÷åê.

È ç ì å í å í è å ö è ò î ñ ê å ë å ò à ý í ä î ò å ë è à ë ü í û õ
ê ë å ò î ê ï ð è â î ç ä å é ñ ò â è è í î ê î ä à ç î ë à â ï ð è -
ñ ó ò ñ ò â è è Y 2 7 6 3 2. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè Rho-êèíàçû â
îòâåòå öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê íà äåéñòâèå
íîêîäàçîëà â êëåòêàõ èíãèáèðîâàëè Rho-êèíàçó ñ èñïîëü-
çîâàíèåì Y27632, à çàòåì ñòèìóëèðîâàëè íîêîäàçîëîì â
êîíöåíòðàöèÿõ 100 è 200 íM â òå÷åíèå 30 ìèí (ðèñ. 2,
ã—è). Äëÿ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åí-
íûå ïîñëå äåéñòâèÿ íîêîäàçîëà â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà
Rho-êèíàçû (ðèñ. 1, ã—è).

Ïðè äåéñòâèè íîêîäàçîëà â êîíöåíòðàöèÿõ 100 è
200 íÌ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû êîëè÷åñò-
âî ïîëèìåðèçîâàííîãî àêòèíà óâåëè÷èâàåòñÿ, îäíàêî êî-
ëè÷åñòâî ôîðìèðóþùèõñÿ ñòðåññ-ôèáðèëë íåñêîëüêî
ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 1, à; 2, ã, æ),
è íèæå çíà÷åíèé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå äåéñòâèÿ íîêîäàçî-
ëà â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû (ðèñ. 1, ã, æ). Êî-
ëè÷åñòâåííûå èçìåðåíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè ñîâìåñò-
íîì äåéñòâèè íîêîäàçîëà è Y27632 ïëîùàäü, ïðèõîäÿùà-
ÿñÿ íà äîëþ ïîëèìåðèçîâàííîãî àêòèíà, ìåíüøå
êîëè÷åñòâà ïîëèìåðèçîâàííîãî àêòèíà, ïîëó÷åííîãî â òåõ
ýêñïåðèìåíòàõ, ãäå âîçäåéñòâîâàëè òîëüêî íîêîäàçîëîì
(íà òðåòü, åñëè èñïîëüçîâàëè íîêîäàçîë â êîíöåíòðàöèè
100 íM, è â 2 ðàçà ïðè êîíöåíòðàöèè íîêîäàçîëà 200 íM;
ðèñ. 3).

Ïðèñóòñòâèå èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû â ñðåäå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ óñèëèâàåò äåïîëèìåðèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê â
îòâåò íà äåéñòâèå íîêîäàçîëà (ðèñ. 1, ä, ç; 2, ä, ç). Ïðè âîç-
äåéñòâèè íîêîäàçîëà â ïðèñóòñòâèè Y27632 ìèêðîòðó-

áî÷êè äåïîëèìåðèçóþòñÿ çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå, ÷åì â
îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà (ðèñ. 4). Èíòåðåñíî, ÷òî â ïðèñóò-
ñòâèè èíãèáèòîðà ñòåïåíü äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî-
÷åê îäèíàêîâà êàê ïðè äåéñòâèè íîêîäàçîëà â êîíöåíòðà-
öèè 100 íM, òàê è ïðè äåéñòâèè íîêîäàçîëà â êîíöåíòðà-
öèè 200 íM, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â
óñëîâèÿõ äâîéíîãî âîçäåéñòâèÿ êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî-
÷åê äîñòèãàåò ìèíèìàëüíûõ çíà÷åíèé.

Êîëè÷åñòâî ñòàáèëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêå ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ íîêîäàçîëà òàêæå çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ
ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû (ðèñ. 1, å,
è; 2, å, è; 5). Â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
íîêîäàçîëà ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ àöåòèëèðîâàííûìè
ìèêðîòðóáî÷êàìè, áûëà âäâîå íèæå, ÷åì â ýêñïåðèìåíòàõ
ïî âîçäåéñòâèþ íîêîäàçîëà.

Òàêèì îáðàçîì, èíãèáèðîâàíèå Rho-êèíàçû ïðåïÿòñò-
âóåò îáðàçîâàíèþ ñòðåññ-ôèáðèëë, êîòîðîå ïðîèñõîäèò â
îòâåò íà âîçäåéñòâèå íîêîäàçîëà, îäíàêî ñïîñîáñòâóåò
áîëåå çíà÷èòåëüíîìó ðàçðóøåíèþ êàê äèíàìè÷íûõ, òàê è
ñòàáèëüíûõ ìèêðîòðóáî÷åê.

Ð å à ê ö è ÿ ö è ò î ñ ê å ë å ò à ý í ä î ò å ë è à ë ü í û õ
ê ë å ò î ê í à â î ç ä å é ñ ò â è å ò ð î ì á è í à â ï ð è ñ ó ò ñ ò -
â è è Y 2 7 6 3 2. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðîìáèí
âûçûâàåò íàðóøåíèå áàðüåðíîé ôóíêöèè ýíäîòåëèàëüíî-
ãî ìîíîñëîÿ, ñîïðîâîæäàâøååñÿ ôîðìèðîâàíèåì äîïîë-
íèòåëüíûõ ñòðåññ-ôèáðèëë è áûñòðûì ñíèæåíèåì êîëè-
÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê â îñíîâíîì íà ïåðèôåðèè êëåòêè
(ðèñ. 6). Èíãèáèðîâàíèå Rho-êèíàçû ïðåäîòâðàùàëî âû-
çûâàåìîå òðîìáèíîì ôîðìèðîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë
(ðèñ. 1, à; 2, ê). Ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ ñòðåññ-ôèáðèëëàìè
â êëåòêå, íå äîñòèãàëà äàæå óðîâíÿ, õàðàêòåðíîãî äëÿ íà-
òèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 6, à). Îäíàêî èíãèáèðîâàíèå Rho-êè-
íàçû íå ïðåäîòâðàùàëî äåïîëèìåðèçàöèþ ìèêðîòðóáî-
÷åê, âûçûâàåìóþ òðîìáèíîì (ðèñ. 1, á; 2, ë; 6, á). Ïðè âîç-
äåéñòâèè òðîìáèíà â ïðèñóòñòâèè Y27632 ïëîùàäü,
çàíèìàåìàÿ àöåòèëèðîâàííûìè ìèêðîòðóáî÷êàìè, òàêæå
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ñòðåññ-ôèáðèëë ïðè âîçäåéñòâèè
èíãèáèòîðîâ Rho-êèíàçû Y27632, íîêîäàçîëà (100 è 200 íÌ) è

ïðè âîçäåéñòâèè íîêîäàçîëà â ïðèñóòñòâèè Y27632.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê ïðè âîçäåéñòâèè
èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû Y27632, íîêîäàçîëà (100 è 200 íÌ) è

ïðè âîçäåéñòâèè íîêîäàçîëà â ïðèñóòñòâèè Y27632.



ñîîòâåòñòâîâàëà çíà÷åíèÿì, õàðàêòåðíûì äëÿ âîçäåéñò-
âèÿ òîëüêî òðîìáèíà èëè òîëüêî èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû
(ðèñ. 1, â; 2, â, ì; 5).

Òàêèì îáðàçîì, âîçäåéñòâèå òðîìáèíà íà ôîíå ïîäàâ-
ëåíèÿ àêòèâíîñòè Rho-êèíàçû ÷àñòè÷íî (íå äî èñõîäíîãî
çíà÷åíèÿ) óâåëè÷èâàåò ïëîùàäü, çàíÿòóþ ñòðåññ-ôèáðèë-
ëàìè, òîãäà êàê íà ðàçáîðêó äèíàìè÷íûõ è ñòàáèëüíûõ
ìèêðîòðóáî÷åê ïðèñóòñòâèå èíãèáèòîðà Rho-êèíàç âëèÿ-
íèÿ íå îêàçûâàåò.

Ñðàâíèâàÿ ðåçóëüòàòû, õàðàêòåðèçóþùèå èçìåíåíèå
öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð ïîä äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ ôàê-
òîðîâ, âûçûâàþùèõ äèñôóíêöèþ ýíäîòåëèÿ, ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ðåàêöèÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ íå çàâè-
ñèò îò êîíêðåòíîãî èíäóêòîðà äèñôóíêöèè, à îòâåò ñî
ñòîðîíû ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê íå ÿâëÿåòñÿ óíèâåð-
ñàëüíûì. Îñîáåííî âûðàæåíà ðàçíèöà â ðåàêöèè ñòàáèëü-
íûõ àöåòèëèðîâàííûõ ìèêðîòðóáî÷åê, ïî íàøèì ïðåä-
ïîëîæåíèÿì, îáåñïå÷èâàþùèõ óñòîé÷èâîñòü ñèñòåìû
ìèêðîòðóáî÷åê ýíäîòåëèîöèòîâ ê âîçäåéñòâèÿì (Ñìó-
ðîâà è äð., 2008á). Ïî-âèäèìîìó, ðåàêöèÿ ìèêðîòðóáî-

÷åê íà âîçäåéñòâèå íîêîäàçîëà â óñëîâèÿõ ïîäàâëåíèÿ
àêòèâíîñòè Rho-êèíàçû ÿâëÿåòñÿ áîëåå ñëîæíîé è âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ íå òîëüêî äåïîëèìåðèçàöèþ èõ äèñòàëüíûõ
êîíöîâ, íî è ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ â äèíàìè÷å-
ñêèõ ñâîéñòâàõ ðàçëè÷íûõ ïî ñòàáèëüíîñòè ìèêðîðóáî-
÷åê. Òàêèì îáðàçîì, íà ñòàäèÿõ, ñëåäóþùèõ çà äåïîëè-
ìåðèçàöèåé ìèêðîðóáî÷åê, íà ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèÿõ
öèòîñêåëåòà ìîãóò ñêàçûâàòüñÿ ñïåöèôè÷åñêèå ýôôåê-
òû, ïðèñóùèå êîíêðåòíîìó âåùåñòâó-èíäóêòîðó äèñôóíê-
öèè.

Àíàëèçèðóÿ â öåëîì ýòàïû êàñêàäà, ïðèâîäÿùèå ê
áàðüåðíîé äèñôóíêöèè, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî âíå çàâè-
ñèìîñòè îò ôàêòîðà, âûçûâàþùåãî äèñôóíêöèþ, íåèç-
ìåííûìè îêàçûâàþòñÿ íà÷àëüíûå ýòàïû äèñôóíêöèè,
ñâÿçàííûå ñ äåïîëèìåðèçàöèåé ìèêðîòðóáî÷åê. Òàêèì îá-
ðàçîì, ñòðàòåãèÿ çàùèòû îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ îò ðàç-
ëè÷íûõ îñëîæíåíèé ëå÷åíèÿ, âêëþ÷àÿ îòåê ëåãêèõ, äîëæ-
íà áûòü íàïðàâëåíà íà ñòàáèëèçàöèþ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê. Ïî-âèäèìîìó, ýòîò ïóòü áóäåò áîëåå
ïåðñïåêòèâíûì, ÷åì ôàðìàêîëîãè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà
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Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà àöåòèëèðîâàííûõ ìèêðîòðóáî÷åê ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòîðà Rho-êèíàçû Y27632, òðîìáèíà, à òàê-
æå òðîìáèíà â ïðèñóòñòâèè Y27632 (à); ïðè âîçäåéñòâèè íîêîäàçîëà (100 íÌ), Y27632, à òàêæå íîêîäàçîëà (100 íÌ) â ïðèñóòñò-

âèè Y27632 (á); ïðè âîçäåéñòâèè íîêîäàçîëà (200 íÌ), Y27632, à òàêæå íîêîäàçîëà (200 íÌ) â ïðèñóòñòâèè Y27632 (â).



ôàêòîðû, ó÷àñòâóþùèå â áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ êàñêàäà,
ñâÿçàííûõ ñ Rho è ýôôåêòîðîì Rho — Rho-êèíàçîé, ÷òî
ìû ïðåäëàãàëè ðàíåå (Birukova et al., 2004b).

Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ îíêîëîãèè ÿâëÿ-
þòñÿ ïðåïàðàòû, íàïðÿìóþ âîçäåéñòâóþùèå íà ìèêðî-
òðóáî÷êè (äåïîëèìåðèçóþùèå èõ ïîäîáíî íîêîäàçîëó),
íî ïðè ýòîì íå çàòðàãèâàþùèå ñèñòåìó àêòèíîâûõ ôèëà-
ìåíòîâ. Ïðèìåðîì òàêîãî ïðåïàðàòà ìîæåò ñëóæèòü ðåêî-
ìåíäîâàííûé â êà÷åñòâå ëåêàðñòâà ïðîòèâ ðàêà àëëèöèí
(Hirsch et al., 2000; Oommen et al., 2004), â ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ óñëîâèÿõ ïîäàâëÿþùèé ïîëÿðèçàöèþ è ìèãðà-
öèþ ôèáðîáëàñòîâ (Prager-Khoutovsky et al., 2007). Âìåñ-
òå ñ òåì â ðåàëüíîé ôàðìàêîëîãè÷åñêîé ïðàêòèêå èíòåí-
ñèâíî ðàçâèâàþùèìñÿ íàïðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ òàêæå è
ïîèñê ïðîòèâîðàêîâûõ ïðåïàðàòîâ, ìèøåíüþ êîòîðûõ ÿâ-
ëÿþòñÿ Rho-ÃÒÔàçû, ïîñêîëüêó ýòè áåëêè ÿâëÿþòñÿ íå
òîëüêî êëþ÷åâûìè ðåãóëÿòîðàìè ðåîðãàíèçàöèè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè, ìåæêëåòî÷-
íûõ âçàèìîäåéñòâèé è âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòêè ñ âíåêëå-
òî÷íûì ìàòðèêñîì, íî è ðåãóëÿòîðàìè êëåòî÷íîãî öèêëà,
ýêñïðåññèè ãåíîâ è àïîïòîçà (Aznar et al., 2004; Fritz, Kai-
na, 2006; Zhang, 2006). Îäíàêî ïðè èñïîëüçîâàíèè òàêèõ
ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ àêòèíîâûé öèòîñêåëåò áóäåò âî-
âëå÷åí â îáùåêëåòî÷íûé îòâåò íà âîçäåéñòâèå, è, òàêèì
îáðàçîì, ïðåäîòâðàùåíèå îñëîæíåíèé, ñâÿçàííûõ ñ äèñ-
ôóíêöèåé ýíäîòåëèÿ, ïðè ëå÷åíèè áîëüíûõ áóäåò
ïî-ïðåæíåìó îñòàâàòüñÿ àêòóàëüíûì.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. È. À. Âî-
ðîáüåâó çà ïðåäîñòàâëåííóþ âîçìîæíîñòü ðàáîòàòü ñ
ïðîãðàììîé MetaMorph (Universal Imaging, ÑØÀ) è
ä. á. í. P. Ý. Óçáåêîâó çà ïëîäîòâîðíîå îáñóæäåíèå ðó-
êîïèñè ñòàòüè è âûñêàçàííûå çàìå÷àíèÿ è ðåêîìåí-
äàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Íà-
öèîíàëüíûõ èíñòèòóòîâ çäîðîâüÿ (National Institutes of
Health, NIH, ïðîåêò HL 067307) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 06-04-49233 è
09-04-00363).
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THE EFFECT OF RHO-KINASE INHIBITION DEPENDS ON THE NATURE

OF FACTORS THAT MODIFY ENDOTHELIAL PERMEABILITY

K. M. Smurova,1 A. D. Verin,2 I. B. Alieva1, *

1 A. N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Moscow State University, Russia,
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Endothelium lining the inner surface of all vessels plays barrier role and regulates permeability of vascular
walls controling the exchange between circulating blood and tissue fluids. Disturbance of normal functions (en-
dothelial dysfunction) can be caused by both internal, and external factors. Endothelial dysfunction is characte-
rized by increased vascular wall permeability observed in many human diseases. Dysfunction is also a drug side
effect of oncological diseases treatment by mitosis-blocking medications. Depolymerization of microtubules is
the first step in the cascade of reactions leading to endothelial barrier dysfunction, and this stage is universal, it
does not depend upon the nature of a factor provoking dysfunction. To develop the strategy of barrier dysfuncti-
on prevention, we are supposed here to find out to what stage the endothelial cell cytoskeleton reaction during
the development of barrier dysfunction is universal. It has been found that the cascade stages, which follow the
microtubule depolymerization and are connected with Rho-Rho-kinases activity, have the features depending on
the factor provoking barrier dysfunction. Under suppression of Rho-kinase activity, the reaction of actin fila-
ments does not depend on what substance caused dysfunction. But the microtubule system responds to the treat-
ment varies depending on the dysfunction-provoking factor. Unlike thrombin, under the conditions of Rho-kina-
se activity suppression, nocodazole renders more strong effect, as much as possible destroying both dynamic,
and stable microtubules. Thus, regardless of the dysfunction provoking factor, the initial stages of dysfunction
connected with the depolymerization of microtubules appear to be unalterable. Consequently, endothelial cell
defence strategy should be based on cytoplasmatic microtubules protectors application instead of employment
of the factors involved in the cascade at later stages as we assumed earlier.

K e y w o r d s: pulmonary endothelium, endothelial barrier function, thrombin, nocodazole, Rho-kinase, ac-
tin filaments, microtubules.
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