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Èçìåíåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê

Ôîðìèðîâàíèå íîâûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ â ó÷àñòêå âîñïàëåíèÿ îáåñïå÷èâàåò ìèãðàöèþ ëåéêîöè-
òîâ è ïîñòóïëåíèå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñóáñòàíöèé. Àíãèîãåíåç ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ìèãðàöèè è
ïðîëèôåðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, îáðàçóþùèõ âûñòèëêó êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Â õîäå ðàçâèòèÿ
áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè ýíäîòåëèé ïîäâåðãàåòñÿ âëèÿíèþ ïðîäóêòîâ, ñåêðåòèðóåìûõ æèâûìè áàêòåðè-
àëüíûìè êëåòêàìè, à òàêæå ïðîäóêòîâ èõ äåãðàäàöèè. Â äàííîì èññëåäîâàíèè èçó÷àëè âëèÿíèå ëèçàòà
ðàçðóøåííûõ óëüòðàçâóêîì Streptococcus pyogenes (òèï M22) íà ñâîéñòâà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ëèíèè
EA.hy926, ñâÿçàííûå ñ àíãèîãåíåçîì. Â ìàêñèìàëüíîé èññëåäóåìîé êîíöåíòðàöèè ëèçàò ñòðåïòîêîêêî-
âûõ êëåòîê íå âëèÿë íà íåêðîç è àïîïòîç â êóëüòóðå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, ïðè ýòîì äîñòîâåðíî è äî-
çîçàâèñèìî èíãèáèðîâàë èõ ìåòàáîëèçì, ìèãðàöèþ, ïðîëèôåðàöèþ è àäãåçèþ íà ôîíå äâóêðàòíîãî ñíè-
æåíèÿ óðîâíÿ ôîñôî-ERK1/2 è ôîñôî-FAK. Èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîä âëèÿíèåì
ðàçðóøåííûõ S. pyogenes ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ðàçâèòèþ õàðàêòåðíûõ äëÿ ñòðåïòîêîêêîâûõ èíôåêöèé
ñíèæåíèþ ïåðôóçèè, ðàçâèòèþ ãèïîêñèè è íåêðîçó òêàíåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àíãèîãåíåç, âîñïàëåíèå, ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè, àäãåçèÿ, ìèãðàöèÿ, ïðîëèôå-
ðàöèÿ, Streptococcus pyogenes.

Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè âûïîëíÿþò ìíîãèå ôèçèîëî-
ãè÷åñêèå ôóíêöèè, âêëþ÷àÿ ðåãóëÿöèþ ñîñóäèñòîãî òîíó-
ñà, ãåìîñòàçà, ôèáðèíîëèçà, âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ,
ïîääåðæàíèå áàðüåðà ïðîíèöàåìîñòè äëÿ îáåñïå÷åíèÿ îá-
ìåíà è àêòèâíîãî òðàíñïîðòà ñóáñòàíöèé â òêàíè (Cines et
al., 1999). Â õîäå ðàçâèòèÿ áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè ýíäî-
òåëèé ñîñóäîâ ïîäâåðãàåòñÿ âëèÿíèþ ïðîäóêòîâ äåãðàäà-
öèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, à òàêæå òîêñèíîâ è ôàêòîðîâ
ïàòîãåííîñòè, ñåêðåòèðóåìûõ æèâûìè áàêòåðèàëüíûìè
êëåòêàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîðàæåíèÿì ñîñóäîâ ìåñòíîãî è
îáùåãî õàðàêòåðà (Êèñåëåâ, 1971). Ïàòîãåíåòè÷åñêèå ìå-
õàíèçìû òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ñòðåïòîêîêêà â îòíîøå-
íèè ñîñóäîâ ñâÿçûâàþò â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ íàðóøåíèÿìè
ïðîöåññîâ êîàãóëÿöèè, ñíèæåíèåì àäãåçèâíîñòè ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê è ïîâûøåíèåì ïðîíèöàåìîñòè ýíäîòå-
ëèàëüíîãî áàðüåðà. Îïèñàííûå ýôôåêòû îáóñëîâëåíû èí-
äóêöèåé ýêñïðåññèè ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè òêàíåâî-
ãî ôàêòîðà, àêòèâàöèåé ñåêðåòèðóåìûõ èìè ìàòðèêñíûõ
ìåòàëëîïðîòåàç, íàðóøåíèåì èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìîëå-
êóëàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïîâûøåíèåì ïðîíèöàå-
ìîñòè ìåæêëåòî÷íîãî âåùåñòâà, ïðèâîäÿùåãî ê îáëåã÷å-
íèþ äèôôóçèè òîêñèíîâ (Burns et al., 1996; Kerr, 1999;
Stockbauer et al., 1999; Bryant et al., 2003; Rohde et al.,
2003; Khan et al., 2006; Atkin et al., 2010).

Â ïåðèîä îñòðîé ôàçû âîñïàëåíèÿ áûñòðûé ðîñò ñîñó-
äîâ (àíãèîãåíåç) îáåñïå÷èâàåò ïîääåðæàíèå íåîáõîäèìî-
ãî óðîâíÿ ìåòàáîëèçìà â òêàíÿõ, ïîñòóïëåíèå ìåäèàòîðîâ
âîñïàëåíèÿ, äðóãèõ àêòèâíûõ ñóáñòàíöèé, à òàêæå ìèã-
ðàöèþ ëåéêîöèòîâ (Danese et al., 2007). Íå âûçûâàåò ñî-
ìíåíèÿ êëþ÷åâàÿ ðîëü àíãèîãåíåçà ïî îêîí÷àíèè îñòðîé

ôàçû âîñïàëåíèÿ íà ýòàïå ðåãåíåðàöèè. Âëèÿíèå êîì-
ïîíåíòîâ ñòðåïòîêîêêîâ íà ñâîéñòâà ýíäîòåëèàëü-
íûõ êëåòîê, ñâÿçàííûå ñ àíãèîãåíåçîì, îñòàåòñÿ ñëàáî
èçó÷åííûì. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå
âëèÿíèÿ ëèçàòà ðàçðóøåííûõ óëüòðàçâóêîì S. pyogenes
(òèï M22) íà ñâîéñòâà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ëè-
íèè EA.hy926, ñâÿçàííûå ñ àíãèîãåíåçîì. Â ðàáîòå âïåð-
âûå ïîêàçàíî, ÷òî ëèçàò ñòðåïòîêîêêîâûõ êëåòîê (ÑÑÊ)
îáëàäàåò àíòèàíãèîãåííûì äåéñòâèåì, èíãèáèðóåò àäãå-
çèþ, ìèãðàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
in vitro.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ëèíèè EA.hy 926 áûëè ëþ-
áåçíî ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Cora-Jean S. Edgell (Óíè-
âåðñèòåò Ñåâåðíàÿ Êàðîëèíà, ÑØÀ). Ëèíèÿ âîñïðîèç-
âîäèò îñíîâíûå ôåíîòèïè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå õà-
ðàêòåðèñòèêè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìàêðîñîñóäîâ
÷åëîâåêà (Edgell et al., 1983). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå DMEM (Áèîëîò, ÐÔ), ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè
ýìáðèîíîâ êîðîâ (Sigma, ÑØÀ), Hypoxanthine, Aminopte-
rin, Thymidine (HAT) (Sigma, ÑØÀ), 4 ìÌ L-ãëþòàìèíà è
100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (Áèîëîò, ÐÔ). Ïåðåñåâ ïðîèçâî-
äèëè äâàæäû â íåäåëþ. Äåçèíòåãðàöèþ ìîíîñëîÿ êëåòîê
âûçûâàëè èíêóáàöèåé â 0.02%-íîì ðàñòâîðå ýòèëåíäèà-
ìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû (ÝÄÒÀ) (Áèîëîò, ÐÔ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè S. pyogenes (òèï Ì22, øòàìì
AL168), êîòîðûå âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 18—20 ÷ ïðè
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37 °Ñ â ñðåäå Todd-Hewitt (Difco, ÑØÀ) â àýðîáíûõ óñëî-
âèÿõ, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ïðîèçâîäèëè äâó-
êðàòíóþ îòìûâêó çàáóôåðåííûì ôîñôàòàìè ôèçèîëîãè-
÷åñêèì ðàñòâîðîì, íå ñîäåðæàùèì ëèïîïîëèñàõàðèäà.
Êîíöåíòðàöèþ ñóñïåíçèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ñòàíäàð-
òèçèðîâàëè ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè è äîâîäèëè äî
2.5—5�108 êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö. Äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ ëèçàòà ñóñïåíçèþ áàêòåðèé îáðàáàòûâàëè óëüòðàçâó-
êîì â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè ÷àñòîòå 22 êÃö è ìîùíîñòè
0.3—0.4 ìA íà äåçèíòåãðàòîðå (MSE, Àíãëèÿ). Ïîëíîòó
ðàçðóøåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê êîíòðîëèðîâàëè ìèê-
ðîñêîïè÷åñêè, ïîñëå ÷åãî ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè è
ïîëó÷åííûé íàäîñàäîê ñòåðèëèçîâàëè, ïðîïóñêàÿ ÷åðåç
ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0.45 ìêì (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ);
õðàíèëè ïðè –20 °C.

Èíòåíñèâíîñòü ïðîëèôåðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê îöåíèâàëè ïî âêëþ÷åíèþ â ÄÍÊ êëåòîê ñèíòåòè÷å-
ñêîãî àíàëîãà òèìèäèíà 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) ñ
èñïîëüçîâàíèåì BrdU Cell Proliferation assay Kit (Chemi-
con International, ÑØÀ è Êàíàäà). Êëåòêè âíîñèëè â ëóíêè
96-ëóíî÷íîãî ïëîñêîäîííîãî ïëàíøåòà (Sarstedt, Àâñò-
ðèÿ) â êîíöåíòðàöèè 5000 êëåòîê íà ëóíêó â 100 ìêë êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäû DMEM. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °C, 5 % CO2 è 90 % âëàæíîñòè â òå÷åíèå 4 ÷, ïîñëå
÷åãî â íåêîòîðûå ëóíêè âíîñèëè ÑÑÊ â ðàçíîé êîíöåíò-
ðàöèè è êóëüòèâèðîâàëè åùå 72 ÷. Çà 24 ÷ äî îêîí÷àíèÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ëóíêè âíîñèëè BrdU, êëåòêè ïåðìåà-
áèëèçèðîâàëè, ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ BrdU â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèåé ïðîèçâîäè-
òåëÿ. Âêëþ÷åíèå BrdU îöåíèâàëè ñïåêðîôîòîìåòðè÷åñêè,
èñïîëüçóÿ ìóëüòèïëàíøåòíûé ðèäåð (BioRad, ßïîíèÿ)
ïðè äëèíå âîëíû 450. Ðåçóëüòàò âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ,
ïðèíèìàÿ çà 100 % ñðåäíåå çíà÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíî-
ñòè â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ, ñîäåðæàùèõ êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó.

Àäãåçèîííóþ àêòèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
îïðåäåëÿëè ïî èõ ñïîñîáíîñòè àäãåçèðîâàòü ê êóëüòóðà-
ëüíîìó ïëàñòèêó. Êëåòêè âíîñèëè â ëóíêè ïëàíøåòà â
êîíöåíòðàöèè 50 000 êëåòîê íà 100 ìêë êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû; â íåêîòîðûå ëóíêè âíîñèëè ÑÑÊ â ðàçíûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ è êóëüòèâèðîâàëè 15 ìèí ïðè 37 °C, 5 % CO2 è
90 % âëàæíîñòè. Çàòåì ïðîèçâîäèëè òðåõêðàòíóþ îòìûâ-
êó îò íåàäãåçèðîâàâøèõ êëåòîê. Àäãåçèðîâàâøèå êëåòêè
ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè â 0.5%-íîì (w/v) ðàñòâîðå
êðèñòàëëè÷åñêîãî ôèîëåòîâîãî íà 4%-íîì (v/v) ìåòàíîëå
â òå÷åíèå 5 ìèí. Èçáûòîê êðàñèòåëÿ óäàëÿëè îòìûâêîé
äèñòèëëèðîâàííîé H2O, ýêñòðàêöèþ êðàñèòåëÿ ïðîèçâî-
äèëè â 10%-íîé (v/v) óêñóñíîé êèñëîòå. Êîëè÷åñòâî àäãå-
çèðîâàâøèõ êëåòîê îöåíèâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè,
èñïîëüçóÿ ìóëüòèïëàíøåòíûé ðèäåð (BioRad, ßïîíèÿ)
ïðè äëèíå âîëíû 570. Ðåçóëüòàò âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ,
ïðèíèìàÿ çà 100 % ñðåäíåå çíà÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíî-
ñòè â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ, ñîäåðæàùèõ êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó.

Äëÿ îöåíêè ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè ýíäîòåëèàëü-
íûå êëåòêè âíîñèëè â ëóíêè ïëàíøåòà â êîíöåíòðàöèè
25 000 êëåòîê íà 100 ìêë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è âûðàùè-
âàëè äî îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Ïîñëå
ýòîãî ïðîèçâîäèëè ìåõàíè÷åñêîå ðàçðóøåíèå ÷àñòè ìîíî-
ñëîÿ êëåòîê ïëàñòèêîâûì íàêîíå÷íèêîì. Ðàçðóøåííûå
êëåòêè óäàëÿëè ïóòåì îäíîêðàòíîé îòìûâêè ôîñôàò-
íî-ñîëåâûì áóôåðîì (pH 7.0), ïîñëå ÷åãî ïðîèçâîäèëè
ôîòîãðàôèðîâàíèå ëóíîê íà ìèêðîñêîïå (Axio Obser-
ver.D1, Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 100�
äëÿ ôèêñàöèè èñõîäíîãî ïîëîæåíèÿ êëåòîê. Â êîíòðîëü-

íûå ëóíêè âíîñèëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, à â îïûòíûå
ëóíêè — êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ÑÑÊ. Ïîñëå
24-÷àñîâîé èíêóáàöèè ïðîèçâîäèëè ôîòîãðàôèðîâàíèå
ëóíîê. Ðàçìåðû ñâîáîäíîé îò êëåòîê ïëîùàäè îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AxioVision (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ðå-
çóëüòàò âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ, ïðèíèìàÿ çà 100 % ðàçìåð
ïëîùàäè, ñâîáîäíîé îò êëåòîê â ëóíêàõ ñðàçó ïîñëå ðàç-
ðóøåíèÿ ìîíîñëîÿ (èñõîäíîå ïîëîæåíèå).

Äëÿ îöåíêè ïðîöåññîâ íåêðîçà è àïîïòîçà
2 500 000 ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â 2 ìë êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû âíîñèëè â ëóíêè 6-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà (Sarstedt,
Àâñòðèÿ), êóëüòèâèðîâàëè 72 ÷ áåç ÑÑÊ èëè â ïðèñóòñò-
âèè ÑÑÊ â ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè (ðàçâåäåíèå
1 : 25), ïîñëå ÷åãî ïðîèçâîäèëè äåçèíòåãðàöèþ ìîíîñëîÿ
â 0.02%-íîì ðàñòâîðå ÝÄÒÀ (Áèîëîò, ÐÔ) è ïåðåíîñèëè
êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ â ìèêðîïðîáèðêè. Äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê â ñîñòîÿíèè íåêðîçà è àïîïòîçà èñ-
ïîëüçîâàëè Annexin V-FITC 7-AAD kit I (Beckman Coulter,
ÑØÀ). Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè îêðàøèâàëè àííåêñèíîì
V ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ïðîèçâîäèòåëÿ. Àíàëèç îáðàçöîâ
ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè íà ïðè-
áîðå Coulter Apics Altra (Beckman Coulter, ÑØÀ) ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ïðîãðàììû EXPO 32 ADC Software (Beckman
Coulter, ÑØÀ). Îïûò ïðîâîäèëè â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ, êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê â ñòàäèè íåêðîçà è àïîïòîçà âûðàæàëè â
ïðîöåíòàõ îò îáùåãî êîëè÷åñòâà (10 000) àíàëèçèðóåìûõ
êëåòîê.

Èíòåíñèâíîñòü âíóòðèêëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà îöå-
íèâàëè ïî àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèäðîãåíàç ñ
ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà (Newman et al., 2000). Ìåòîä îñíî-
âàí íà ñïîñîáíîñòè äåãèäðîãåíàç ìèòîõîíäðèé æèâûõ
êëåòîê âîññòàíàâëèâàòü ÌÒÒ (3-(4,5-äèìåòèëòèà-
çîë-2-èë)-2,5-äèôåíèëòåòðàçîëèÿ áðîìèä) ñ îáðàçîâàíèåì
êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà ôèîëåòîâîãî öâåòà. Ýíäîòåëèàëü-
íûå êëåòêè âíîñèëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà èç
ðàñ÷åòà 25 000 êëåòîê â 100 ìêë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, êó-
ëüòèâèðîâàëè äî îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ
âî âëàæíîé àòìîñôåðå ñ 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ; â íåêîòîðûå
ëóíêè âíîñèëè ÑÑÊ â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. ×åðåç 1 ÷ â
êàæäóþ ëóíêó âíîñèëè ïî 10 ìêë ÌÒÒ, òàê ÷òîáû êîíå÷-
íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâëÿëà 1 ìêã/ìë. ×åðåç 4 ÷ â êàæ-
äóþ ëóíêó âíîñèëè ïî 100 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà
(Mosmann, 1983; Newman et al., 2000) è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå íî÷è äî ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ. Ðåçóëüòàòû àíàëè-
çèðîâàëè ïðè ïîìîùè àâòîìàòè÷åñêîãî ñïåêòðîôîòîìåò-
ðà ïðè äëèíå âîëíû 540 íì. Èçìåíåíèå óðîâíÿ ìåòàáîëèç-
ìà îöåíèâàëè ïî èçìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè. Ðå-
çóëüòàòû âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ, ïðèíèìàÿ çà 100 %
îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ, ñîäåðæà-
ùèõ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.

Àíàëèç óðîâíÿ Focal Adhesion Kinase (FAK) è Extra-
cellular signal-Regulated Kinases (ERK) ôîñôîêèíàç â êëåò-
êàõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.
Äëÿ ýòîãî êëåòêè ïðè äîñòèæåíèè ñóáêîíôëþýíòíîãî ìî-
íîñëîÿ èíêóáèðîâàëè 20 ìèí â ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ â ðàçâå-
äåíèè 1 : 50. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ñîáèðàëè â ïðîáèðêè,
ôèêñèðîâàëè è ïåðìåàáèëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ IntraPrep
fixation/permeabilysation Kit (Beckman Coulter, ÑØÀ). Äà-
ëåå ïðîèçâîäèëè îêðàøèâàíèå îáðàçöîâ ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôî-ERK1/2
(pT202/pY204), ìå÷åííûõ Alexa fluor-488, è ôîñôî-FAK,
ìå÷åííûõ FITC (âñå àíòèòåëà îò BD Pharmingen, ÑØÀ).
Íåãàòèâíûé êîíòðîëü ñîäåðæàë êëåòêè, ìå÷åííûå èçîòè-
ïè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ê àíòèãåíàì äðóãèõ æèâîòíûõ
(BD Pharmingen, ÑØÀ). Îïûòû ïðîâîäèëè â òðåõ ïîâòîð-
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íîñòÿõ. Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
òî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà Coulter Apics Altra (Beckman
Coulter, ÑØÀ) è ïðîãðàììû EXPO 32 ADC Software (Be-
ckman Coulter, ÑØÀ). Ðåçóëüòàò âûðàæàëè ñðåäíèìè çíà-
÷åíèÿìè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè.

Àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë íà ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ïðè äîñòèæåíèè ñóá-
êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ ñîáèðàëè â ïðîáèðêè è ïðî-
èçâîäèëè îêðàøèâàíèå îáðàçöîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ TLR-2, ìå÷åííûõ Alexa
Fluor 488 (BD Pharmingen, ÑØÀ), CD36, ìå÷åííûõ FITC

(Beckman Coulter, USA), CD29, ìå÷åííûõ FITC (Beckman
Coulter, ÑØÀ), CD47, ìå÷åííûõ PE (BD Pharmingen,
ÑØÀ). Íåãàòèâíûé êîíòðîëü ñîäåðæàë êëåòêè, ìå÷åííûå
èçîòèïè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ê àíòèãåíàì äðóãèõ æèâîò-
íûõ ñîîòâåòñòâóþùåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Îáðàçöû
àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷íîãî öèòîôëóî-
ðèìåòðà Coulter Apics Altra (Beckman Coulter, ÑØÀ)
è ïðîãðàììû EXPO 32 ADC Software (Beckman Coul-
ter, ÑØÀ). Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîèçâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà, ïðîãðàì-
ìû STATISTICA 6.0.
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Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ óðîâíè âêëþ÷åíèÿ Brdu êëåòêàìè EA.hy926 â ïðèñóòñòâèè ëèçàòà ñòðåïòîêîêêîâûõ êëåòîê.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ðàçâåäåíèÿ ëèçàòà; ïî âåðòèêàëè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (M ± SD, n = 16), %; çà 100 % ïðèíÿòî ñðåäíåå çíà÷å-
íèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ; çâåçäî÷êîé îòìå÷åíî, ÷òî îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001.

Ðèñ. 2. Ãèñòîãðàììà è ñðàâíèòåëüíàÿ ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ êàðòèíà, îòðàæàþùèå èíòåíñèâíîñòü àäãåçèè êëåòîê EA.hy926 ê ïëàñòèêó
â ïðèñóòñòâèè ëèçàòà ñòðåïòîêîêêîâûõ êëåòîê.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1; n = 12. Ìèêðîñêîïèÿ ïîñëå îêðàñêè êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì; îá. 100×.



Ðåçóëüòàòû

Ïîêàçàòåëü èíòåíñèâíîñòè âêëþ÷åíèÿ BrdU îòðàæàåò
óðîâåíü ñèíòåçà ÄÍÊ â êëåòêàõ è êîñâåííî îòðàæàåò àê-
òèâíîñòü ïðîëèôåðàöèè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Â ïðèñóò-
ñòâèè ÑÑÊ â ðàçâåäåíèÿõ 1/200, 1/100, 1/50 è 1/25 íàáëþ-
äàëè äîñòîâåðíîå äîçîçàâèñèìîå ñíèæåíèå èíòåíñèâíî-
ñòè âêëþ÷åíèÿ BrdU â êóëüòóðå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
(ðèñ. 1).

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ êîìïîíåíòîâ ñòðåïòîêîêêà íà àä-
ãåçèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ê ïîâåðõíîñòè êóëüòó-

ðàëüíîé ïîñóäû êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ èíêóáèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ â òå÷åíèå 15 ìèí. Ïðè ýòîì âî âñåì
äèàïàçîíå èññëåäóåìûõ êîíöåíòðàöèé íàáëþäàëè ñíèæå-
íèå èíòåíñèâíîñòè àäãåçèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ê ïëà-
ñòèêó. Ýôôåêò áûë ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûì è äîçîçà-
âèñèìûì (ðèñ. 2).

Â ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ ïðîèñõîäèëî ñóùåñòâåííîå ñíè-
æåíèå ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê,
÷òî âûðàæàëîñü â ñíèæåíèè èíòåíñèâíîñòè çàïîëíåíèÿ
êëåòêàìè ïëîùàäè ýêñïåðèìåíòàëüíîé «ðàíû» (ðèñ. 3).
Òàê, åñëè â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîâðåæ-
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Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììà è ñðàâíèòåëüíàÿ ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ êàðòèíà, îòðàæàþùèå èíòåíñèâíîñòü ìèãðàöèè êëåòîê EA.hy926 â ïðè-
ñóòñòâèè ëèçàòà ñòðåïòîêîêêîâûõ êëåòîê.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ðàçâåäåíèÿ ëèçàòà; ïî âåðòèêàëè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñâîáîäíîé îò êëåòîê ïëîùàäè (M ± SD, n = 12), %; çà 100 % ïðèíÿòî ñðåäíåå
çíà÷åíèå èñõîäíûõ ðàçìåðîâ ñâîáîäíîé îò êëåòîê ïëîùàäè ñðàçó ïîñëå íàíåñåíèÿ «ðàíû»; çâåçäî÷êîé îòìå÷åíî, ÷òî îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû

ïðè P < 0.001. Ìèêðîñêîïèÿ ïîñëå îêðàñêè êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì; îá. 100×.

Ðèñ. 4. Äâóõìåðíûå ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå èíòåíñèâíîñòü íåêðîçà è àïîïòîçà â êóëüòóðå êëåòîê EA.hy926.

à — äîëÿ êëåòîê (% îò îáùåãî êîëè÷åñòâà àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê) â ñîñòîÿíèè íåêðîçà è àïîïòîçà â êîíòðîëå, á — ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñò-
âèè ëèçàòà ñòðåïòîêîêêîâûõ êëåòîê (ðàçâåäåíèå 1/25); ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (M ± SD) ïî ðåçóëüòàòàì 4 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.



äåíèÿ ìîíîñëîÿ ñâîáîäíàÿ îò êëåòîê ïëîùàäü ñîñòàâëÿëà
îêîëî 20 %, â ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ â ðàçâåäåíèè 1/100 ýòîò
ïîêàçàòåëü áûë ÷óòü áîëüøå 50 %, à ïðè ìàêñèìàëüíîé
êîíöåíòðàöèè ÑÑÊ 1/25 ñâîáîäíàÿ îò êëåòîê ïëîùàäü äî-
ñòèãàëà 90 % îò èñõîäíûõ ðàçìåðîâ.

Îöåíèâàëè äîëþ êëåòîê â ñîñòîÿíèè íåêðîçà è àïîï-
òîçà ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ â ìàêñèìàëüíîé èññëåäóåìîé êîíöåíò-
ðàöèè 1/25. Äîëÿ êëåòîê â ñîñòîÿíèè íåêðîçà â êóëüòóðå
ñîñòàâëÿëà 6.3 � 2.75 % (ðèñ. 4, à, êâàäðàíò ÀÂ4), ïðè
ýòîì äîëÿ êëåòîê â ñîñòîÿíèè ðàííåãî è ïîçäíåãî àïîïòî-
çà ñîñòàâëÿëà 3.6 � 2.77 è 7.2 � 3.55 % ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 4, à, êâàäðàíò ÀÂ1, ÀÂ2). Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ â òå÷åíèå 72 ÷ äîëÿ êëåòîê â
ñîñòîÿíèè íåêðîçà è àïîïòîçà â êóëüòóðå äîñòîâåðíî íå
èçìåíÿëàñü (ðèñ. 4, á). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â ïðèñóò-
ñòâèè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé ÑÑÊ â òå÷åíèå 5 ÷ ïðèâîäèëî
ê äîñòîâåðíîìó äîçîçàâèñèìîìó ñíèæåíèþ óðîâíÿ ìåòà-
áîëèçìà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 5).

Óðîâåíü ýêñïðåññèè ôîñôî-FAK â ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ ñîñòàâëÿë 226.8 � 40.43 MFI â êîíòðîëå è ñíè-
æàëñÿ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ ïî÷òè â
2 ðàçà (121.7 � 32.53 MFI, Ð < 0.05). Èññëåäîâàíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ôîñôî-ERK1/2 âûÿâèëî, ÷òî ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì (17.8 � 2.19 MFI) óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîé êè-
íàçû ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ òàêæå
äîñòîâåðíî ñíèæàëñÿ (11.8 � 1.44 MFI, Ð < 0.01) (ðèñ. 6).
Èññëåäîâàíèÿ ïîâåðõíîñòíîãî ôåíîòèïà êëåòîê ëèíèè
EA.hy926 âûÿâèëè âûñîêèé ñïîíòàííûé óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè àäãåçèîííûõ ìîëåêóë CD29 è CD44, â òî âðåìÿ êàê
ìîëåêóëû TLR2 è CD36 íà ýòèõ êëåòêàõ íå ýêñïðåññèðî-
âàëèñü (ðèñ. 7).

Îáñóæäåíèå

Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå äèíàìè÷-
íûì è áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûì êëåòî÷íûì êîìïîíåíòîì
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Â ïðîöåññå àíãèîãåíåçà ïðè ôîð-
ìèðîâàíèè íîâûõ ñîñóäîâ ïðîèñõîäÿò ìèãðàöèÿ è ïðîëè-
ôåðàöèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, èçìåíåíèå èõ àäãåçèîí-

íîé àêòèâíîñòè (Cines et al., 1998). Íàøè èññëåäîâàíèÿ
ïîêàçàëè, ÷òî ÑÑÊ èíãèáèðîâàë ôóíêöèè ýíäîòåëèàëü-
íûõ êëåòîê, ñâÿçàííûå ñ ïðîöåññîì àíãèîãåíåçà, íî ïðè
ýòîì íå îêàçûâàë âëèÿíèÿ íà ïðîöåññû àïîïòîçà è íåêðî-
çà êëåòîê â êóëüòóðå.

Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî, ÷òî ñòðåïòîêîêêè
ìîãóò âûçûâàòü àïîïòîç ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê (ýïèòåëèà-
ëüíûõ, íåéòðîôèëîâ, ìîíîöèòîâ, êåðàòèíîöèòîâ) îïîñðå-
äîâàííî, èíäóöèðóÿ ñåêðåöèþ è ïîâûøàÿ âíåêëåòî÷íóþ
êîíöåíòðàöèþ àïîïòîãåííûõ ôàêòîðîâ, òàêèõ êàê TNFa,
Fas ëèãàíäà è ATP (Tsai et al., 1999; La Sala et al., 2003;
Rohde et al., 2003; Marouni, Sela, 2004; Nobbs et al., 2009).
Ñ óñèëåíèåì àïîïòîçà è íåêðîçà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
ñâÿçûâàþò ãèïåðïðîíèöàåìîñòü ýïèòåëèàëüíîãî è ýíäî-
òåëèàëüíîãî áàðüåðîâ, îïèñàííóþ ïðè ñòðåïòîêîêêîâûõ
èíôåêöèÿõ (Lucas et al., 2009). Âûÿâëåííîå íàìè îòñóòñò-
âèå âëèÿíèÿ ÑÑÊ íà ïðîöåññû àïîïòîçà è íåêðîçà ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê ëèíèè EA.hy926 â êóëüòóðå ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òîëüêî æèâûå áàêòåðèè îáëàäàþò ñïî-
ñîáíîñòüþ èíäóöèðîâàòü àïîïòîç ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëå-
òîê.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî èññëå-
äîâàíèé èììóíîïàòîãåíåçà áàêòåðèàëüíûõ èíôåêöèé íà-
ïðàâëåíî íà âûÿñíåíèå ðîëè Toll-ïîäîáíûõ ðåöåïòîðîâ
(TLR) è ñêåâåíäæåð-ðåöåïòîðîâ â ðàñïîçíàâàíèè ïàòî-
ãåí-àññîöèèðîâàííûõ ìîëåêóëÿðíûõ ïàòòåðíîâ (PAMP)
áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî TLR-2 è CD36 ÿâëÿ-
þòñÿ ëèãàíäàìè êîìïîíåíòîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè ãðàìïî-
ëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé (Takeda, Akira, 2001; Silverstein,
Febbraio, 2009). Ïðîâåäåííûå íàìè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
ëè îòñóòñòâèå ñïîíòàííîé è èíäóöèðîâàííîé ýêñïðåññèè
ýòèõ ìîëåêóë íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ëèíèè EA.hy926
(ðèñ. 7). Ïðè ýòîì íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ áûë çàðåãè-
ñòðèðîâàí âûñîêèé ñïîíòàííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè àäãå-
çèîííûõ ìîëåêóë CD47 è CD29 (ðèñ. 7).

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðóæåííûå â íàøèõ
èññëåäîâàíèÿõ èçìåíåíèÿ ôóíêöèé ýíäîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê ìîãóò áûòü îïîñðåäîâàíû âçàèìîäåéñòâèåì êîìïî-
íåíòîâ ñòðåïòîêîêêà ñ ýòèìè ìîëåêóëàìè. Ñòðåïòîêîêêè
óñïåøíî êîëîíèçèðóþò ñëèçèñòûå îáîëî÷êè áëàãîäàðÿ
ýêñïðåññèè øèðîêîãî ñïåêòðà àäãåçèíîâ — áåëêîâ, ðàñïî-
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Ðèñ. 5. Ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ èíòåíñèâíîñòü ìåòàáîëèçìà êëåòîê EA.hy926 â ïðèñóòñòâèè ëèçàòà ñòðåïòîêîêêîâûõ êëåòîê.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ðàçâåäåíèÿ ëèçàòà; ïî âåðòèêàëè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (M ± SD, n = 20), %; çà 100 % ïðèíÿòî ñðåäíåå çíà÷å-
íèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â êîíòðîëå; çâåçäî÷êîé îòìå÷åíî, ÷òî îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001.



çíàþùèõ àäãåçèîííûå ìîëåêóëû íà ïîâåðõíîñòè ýóêàðèî-
òè÷åñêèõ êëåòîê, ðåãóëèðóþùèå âçàèìîäåéñòâèå ñ äðóãè-
ìè êëåòêàìè è ìîëåêóëàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ðå-
çóëüòàòàìè ñâÿçûâàíèÿ àäãåçèíîâ ñòðåïòîêîêêà ñ
àäãåçèîííûìè ìîëåêóëàìè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìîãóò
áûòü èõ áëîêàäà, èíäóêöèÿ àêòèâàöèè èõ ôóíêöèé (ïðî-
äóêöèè öèòîêèíîâ, ìåòàëëîïðîòåàç) èëè àïîïòîçà (Thern
et al., 1998; Navarre, Schneewind, 1999; Cunningham, 2000;
Nobbs et al., 2009).

Àäãåçèíû ìîãóò ïðÿìî èëè îïîñðåäîâàííî ÷åðåç áåë-
êè ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè, òàêèå êàê ôèáðîíåêòèí, òðîì-
áîñïîíäèí è ãèàëóðîíîâàÿ êèñëîòà, âìåøèâàòüñÿ â ïðî-
öåññû àäãåçèè êëåòîê ê ñóáñòðàòó (Nobbs et al., 2009).
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âíåêëåòî÷íàÿ öèñòåèíîâàÿ ïðîòåàçà
SpeB (streptococcal pyrogenic exotoxin B), ñâÿçûâàÿñü ñ
anb3-èíòåãðèíàìè íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ âåíû ïó-
ïî÷íîãî êàíàòèêà ÷åëîâåêà (HUVEC), âûçûâàåò èõ äåàä-
ãåçèþ (Stokbauer et al., 1999). Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ëè-
íèè EA.hy926 òàêæå ýêñïðåññèðóþò anb3-èíòåãðèíû

(Àì÷èñëàâñêèé è äð., 2005). Äàííûé ôàêò îñîáåííî èíòå-
ðåñåí, ó÷èòûâàÿ, ÷òî ýòà àäãåçèîííàÿ ìîëåêóëà èãðàåò
âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññå àíãèîãåíåçà (Eliceiri, Cheresh,
2000).

Àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå ÑÑÊ ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ âëèÿíèåì åãî êîìïîíåíòîâ íåïîñðåäñòâåííî íà
ÄÍÊ êëåòêè. Â ÷àñòíîñòè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÄÍÊàçû
ñòðåïòîêîêêà âûçûâàþò äåïîëèìåðèçàöèþ ÄÍÊ ýóêàðèî-
òè÷åñêèõ êëåòîê, ÷òî ïðèâîäèò ê òîðìîæåíèþ ïðîöåññîâ
äåëåíèÿ (Êèñåëåâ, 1971). Íà ïîâåðõíîñòè ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå ýíäîòåëèàëüíûõ, ïðèñóòñòâóåò
ñëîé ãëèêîêàëèêñà — íåãàòèâíî çàðÿæåííîé ñòðóêòóðû,
îáðàçîâàííîé îñòàòêàìè ñèàëîâûõ êèñëîò ãëèêîïðîòåè-
íîâ, ñóëüôàòíûìè è êàðáîêñèëüíûìè ãðóïïàìè ãåïà-
ðàí-ñóëüôàò ïðîòåîãëèêàíîâ (Van den Berg et al., 2006;
Noble et al., 2008). Ãëèêîêàëèêñ îïîñðåäóåò íà÷àëüíûå
ýòàïû àäãåçèè êëåòîê ê ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîé ïîâåð-
õíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà â óñëîâèÿõ in vitro. Ñíè-
æåíèå àäãåçèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ê ïëàñòèêó â
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Ðèñ. 6. Äâóõìåðíûå ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå óðîâåíü ýêñïðåññèè FAK (pS910) ERK1/2 (pT202/Y204) â êëåòêàõ EA.hy926.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè; ðÿä I — êîíòðîëü èçîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë, ðÿä II — êîíòðîëü êóëüòóðàëüíîé ñðå-
äû, ðÿä III — êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ëèçàòà ñòðåïòîêîêêîâûõ êëåòîê; ïî âåðòèêàëè — êîëè÷åñòâî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê.



ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ïî-
âåðõíîñòíîãî çàðÿäà êëåòîê â óñëîâèÿõ íàøåãî ýêñïåðè-
ìåíòà.

Èíòåíñèâíîñòü ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè êëåòîê çà-
âèñèò îò èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ñóáñòðàòîì. Õîòÿ ìåõàíèç-
ìû, ëåæàùèå â îñíîâå ýòîãî ÿâëåíèÿ, èçó÷åíû íåäîñòà-
òî÷íî, ïîêàçàíî, ÷òî ÷àñòîòà äåëåíèÿ êëåòîê ïðîïîðöèî-
íàëüíà ñòåïåíè èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ (Àëáåðòñ è äð., 1994).
Ìèãðèðóþùèå êëåòêè îáðàçóþò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè äè-
íàìè÷íûå ñòðóêòóðû — ôèëëîïîäèè è ëàìåëëîïîäèè,
îáåñïå÷èâàþùèå âðåìåííóþ àäãåçèþ êëåòîê ê ïîäëîæêå
(Àëáåðòñ è äð., 1994). Â ïîëüçó ñóùåñòâîâàíèÿ òàêîé
âçàèìîñâÿçè ñâèäåòåëüñòâóåò îáíàðóæåííîå íàìè îäíî-
íàïðàâëåííîå èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ÑÑÊ íà àäãåçèþ,
ìèãðàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê.

Âåäóùóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ àäãåçèè, ìèãðà-
öèè è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê èãðàþò ôîñôîêèíàçû ERK è
FAK, îáåñïå÷èâàþùèå âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëüíûå
ïóòè. ERK1 (p44 MAPK) è ERK2 (p42 MAPK) — ÷ëåíû
ñåìåéñòâà MAP-êèíàç, êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ ïîä âëèÿ-
íèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ãîðìîíîâ è ôîðáîëîâûõ ýôè-
ðîâ. Êèíàçû ERK ôîñôîðèëèðóþò öèòîïëàçìàòè÷åñêèå
ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû, áåëêè, àññîöèèðîâàííûå ñ ìèêðî-
òðóáî÷êàìè, è òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, ðåãóëèðóþ-
ùèå ïðîëèôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê è îðãàíèçà-
öèþ öèòîñêåëåòà (Boulton, Cobb, 1991; Payne et al., 1991;
Clark, Hynes, 1996; Sivaraman et al., 1997). FAK — öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêàÿ òèðîçèíêèíàçà, êîòîðàÿ ñâÿçàíà ñ èíòåã-
ðèíàìè ôîêàëüíûõ àäãåçèîííûõ êîíòàêòîâ. FAK ìîæåò
èíòåãðèðîâàòü ñèãíàëû, ñâÿçàííûå ñ ïîäâèæíîñòüþ, ïðî-
ëèôåðàöèåé è èíâàçèâíîñòüþ êëåòîê. Íàìè îáíàðóæåíî
âûðàæåííîå ñíèæåíèå èñõîäíî âûñîêîãî óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ôîñôî-ERK è ôîñôî-FAK â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè ÑÑÊ (Hunger-Glaser
et al., 2003; Schlaepfer et al., 2004). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,

÷òî óãíåòàþùåå âëèÿíèå ÑÑÊ íà èçó÷åííûå ôóíêöèè ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÷àñòè÷íî îïîñðåäîâàíî èíãèáèöèåé
ýêñïðåññèè ýòèõ ôîñôîêèíàç.

Îïðåäåëåííûé âêëàä â ñíèæåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìîæåò âíîñèòü âûÿâ-
ëåííîå íàìè ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåòàáîëèçìà. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå î âëèÿíèè êîìïîíåíòîâ ÑÑÊ íà ìåòàáîëèçì
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èñ-
ñëåäîâàíèé, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî ñòðåïòîëèçèí ïîäàâ-
ëÿåò îêèñëèòåëüíûå ïðîöåññû â ìèòîõîíäðèÿõ ìûøå÷-
íûõ êëåòîê (Bernheimer et al., 1956).

Óñèëåííîå êðîâîñíàáæåíèå â ó÷àñòêàõ âîñïàëåíèÿ
íåîáõîäèìî äëÿ ðàçâèòèÿ ýôôåêòèâíîãî èììóííîãî îòâå-
òà è ïîñëåäóþùåé ðåãåíåðàöèè ïîâðåæäåííûõ òêàíåé.
Íàðóøåíèå àíãèîãåííûõ ôóíêöèé ýíäîòåëèÿ êîìïîíåíòà-
ìè S. pyogenes ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ñíèæåíèþ ïåðôó-
çèè, ðàçâèòèþ ãèïîêñèè è ïîñëåäóþùåìó íåêðîçó òêàíåé,
÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ñòðåïòîêîêêîâûõ ïîðàæåíèé.

Èçâåñòíî, ÷òî íåêîòîðûå êîìïîíåíòû áàêòåðèé (ëè-
ïîòåéõîåâûå êèñëîòû, áàêòåðèàëüíàÿ ÄÍÊ, ýêçîòîêñèíû
è ýíäîòîêñèíû) îáëàäàþò ïðÿìîé è îïîñðåäîâàííîé ïðî-
òèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ è èñïîëüçóþòñÿ â òåðàïèè
çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé. Îäíîêðàòíàÿ âíóòðèîïóõîëå-
âàÿ èíúåêöèÿ æèâûõ S. pyogenes M49 ïðèâîäèëà ê ïîëíîé
ðåãðåññèè êàðöèíîìû ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ó ìûøè
(Linnebacher et al., 2008). Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àíòèàíãèîãåíííûå ýôôåêòû êîìïî-
íåíòîâ ñòðåïòîêîêêà ìîãóò âíîñèòü âêëàä â ïðîòèâîîïó-
õîëåâîå äåéñòâèå ýòèõ áàêòåðèé.

Ïîñêîëüêó ÑÑÊ ÿâëÿåòñÿ ïðåïàðàòîì, â ñîñòàâ êî-
òîðîãî âõîäÿò êîìïîíåíòû êëåòî÷íîé ñòåíêè áàêòåðèé,
ôåðìåíòû, íóêëåèíîâûå êèñëîòû è äð., èíãèáèðîâàíèå
ôóíêöèé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì
ñóììàðíîãî äåéñòâèÿ öåëîãî ðÿäà ïðîäóêòîâ æèçíåäåÿ-
òåëüíîñòè ìèêðîáà. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå îïðàâäûâàåò èñ-
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Ðèñ. 7. Äâóõìåðíûå ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë íà êëåòêàõ EA.hy926.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè; ðÿä I — êëåòêè îêðàøåíû èçîòèïè÷åñêèìè àíòèòåëàìè, ðÿä II — êëåòêè îêðàøå-
íû àíòèòåëàìè ïðîòèâ ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë; ïî âåðòèêàëè — êîëè÷åñòâî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê.



ïîëüçîâàíèå â ýêñïåðèìåíòàõ òàêîãî êîìïëåêñíîãî ñóáñò-
ðàòà, îäíàêî, íå èñêëþ÷àåò íåîáõîäèìîñòè äàëüíåéøèõ
èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà âûÿñíåíèå ðîëè îòäåëü-
íûõ êîìïîíåíòîâ ñòðåïòîêîêêà â ðåàëèçàöèè îïèñàííûõ
ýôôåêòîâ.
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Angiogenesis and vascular remodeling are vital components of inflammation. As an inflammation evolves,
vessels expand to supply nutrients and inflammatory mediators, sustaining the accumulation of activated immune
cells in the affected tissues. This study demonstrates that ultrasonic supernatant of Streptoccocus pyogenes has an-
ti-angiogenic properties: inhibit EA.hy 926 human endothelial cells metabolism, adhesion, migration, proliferati-
on. At the same time Streptococcal components inhibit signaling pathways that involve FAK and ERKl/2. These
effects are not associated with necrosis or apoptosis in cell culture. Taking together, our results suggest that im-
pairing angiogenic function of endothelial cells might contribute to the reduced tissue perfusion, hypoxia, and
subsequent regional tissue necrosis caused by Streptococci group A.

K e y w o r d s: angiogenesis, inflammation, endothelial cells, adhesion, migration, proliferation, Strepto-
coccus pyogenes.
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