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Í. Ì. Þäèíöåâà è äð.
Ñêîðîñòü ìèãðàöèè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà êðîëèêà

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè ñêîðîñòü ìèãðàöèè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) è äåðìàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ (ÄÔ) êðîëèêà â êîëëàãåíîâîì è ôèáðèíîâîì ãåëÿõ. Ïîêàçàíî, ÷òî â êîëëàãåíîâîì ãå-
ëå àêòèâíåå ìèãðèðóþò ÄÔ, à â ôèáðèíîâîì — ÑÊÊÌ. Ïðè èññëåäîâàíèè àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìå-
òàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ), êîòîðûå â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñèíòåçèðóþòñÿ êëåòêàìè, áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ó êëåòîê îáîèõ òèïîâ àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 áûëà âûøå ïðè ìèãðàöèè â êîëëàãåíîâîì ãåëå, à
àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 — ïðè ìèãðàöèè â ôèáðèíîâîì ãåëå. Ðàçëè÷íàÿ ñêîðîñòü ìèãðàöèè êëåòîê ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíà ñâîéñòâàìè êëåòîê, àêòèâíîñòüþ ñèíòåçèðóåìûõ èìè ÌÌÏ è âëèÿíèåì íà ýòîò ïðî-
öåññ ìèêðîîêðóæåíèÿ êëåòîê (êîëëàãåíà èëè ôèáðèíà).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû (ÄÔ), êîëëàãåí, ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû
(ÌÌÏ), ñòðîìàëüíûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ), ôèáðèí.

Â ïðîöåññå çàæèâëåíèÿ íåáîëüøèõ è íåãëóáîêèõ ïî-
âðåæäåíèé êîæè ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå åå ñòðóêòó-
ðû è ôóíêöèé ñ ïîìîùüþ ìèãðèðóþùèõ â çîíó äåôåêòà
ôèáðîáëàñòîâ, à çàòåì ýïèäåðìàëüíûõ êëåòîê. Ïðè áîëåå
çíà÷èòåëüíûõ ïîâðåæäåíèÿõ ïðèìåíÿþò êëåòî÷íûå ïðî-
äóêòû, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ïîëèìåðíûå ãåëè, ñîäåð-
æàùèå ÑÊÊÌ èëè ÄÔ. Ïðè âíåñåíèè ïîäîáíîãî ïðîäóê-
òà â ðàíó êëåòêè íà÷èíàþò èç íåãî ìèãðèðîâàòü è âñòó-
ïàòü âî âçàèìîäåéñòâèå ñ ñîáñòâåííûìè êëåòêàìè
îðãàíèçìà. Êëåòêè, âíåñåííûå â ãåëå, è êëåòêè îðãàíèçìà
ñèíòåçèðóþò áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), ðîñ-
òîâûå ôàêòîðû, öèòîêèíû, ðåìîäåëèðóþò áåëêè ÂÊÌ ñ
ïîìîùüþ ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ), îñóùå-
ñòâëÿÿ òåì ñàìûì ïðîöåññ âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå ïîâðåæ-
äåíèÿ (Lutolf, Hubbell, 2005).

Ìèãðàöèîííûå ñïîñîáíîñòè êëåòîê îêàçûâàþò íå-
ïîñðåäñòâåííîå âëèÿíèå íà ýôôåêòèâíîñòü, õàðàêòåð
è ñêîðîñòü ðåãåíåðàöèè ïîâðåæäåííîé òêàíè (Martin, Par-
khurst, 2004). Íåäîñòàòî÷íàÿ ñêîðîñòü è èíòåíñèâíîñòü
ìèãðàöèè êëåòîê ìîãóò ïðèâîäèòü ê ïëîõîé âàñ-
êóëÿðèçàöèè òêàíè è â ðåçóëüòàòå ê íåêðîçó (Phelps,
GarciRa, 2010), ïîýòîìó ïðè èñïîëüçîâàíèè òðàíñïëàíòè-
ðóåìîãî ìàòåðèàëà âàæíî ïðåäñòàâëÿòü, êàêèå óñëîâèÿ
íåîáõîäèìû äëÿ ýôôåêòèâíîé ìèãðàöèè âíåñåííûõ êëå-
òîê. Ñêîðîñòü ìèãðàöèè ìîæåò çàâèñåòü îò ñâîéñòâ êëå-
òîê, îò òîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, â êîòîðîì îíè íàõîäÿòñÿ, à
òàêæå îò àêòèâíîñòè ÌÌÏ, ñèíòåçèðóåìûõ âíåñåííûìè
êëåòêàìè è ðåîðãàíèçóþùèõ ñòðóêòóðó îêðóæàþùåãî
ÂÊÌ.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ìíîãî èññëåäîâàíèé áûëî ïîñâÿ-
ùåíî èçó÷åíèþ ÌÌÏ êàê êëþ÷åâûõ ïðîòåèíàç â ðåìîäå-

ëèðîâàíèè ÂÊÌ, â ïðîöåññàõ èíâàçèè (ìèãðàöèè),
ìîðôîãåíåçà ïðè ðàçâèòèè îðãàíèçìà èëè ïðè ïàòîôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (Nagase, Woessner, 1999; Nabeshima
et al., 2002; Friedl, 2004). Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî ïðè
ìèãðàöèè â òðåõìåðíûõ êîíñòðóêöèÿõ êëåòêè ñåêðåòèðó-
þò àêòèâèðîâàííûå ÌÌÏ, îñóùåñòâëÿÿ, òàêèì îáðàçîì,
ðåîðãàíèçàöèþ ÂÊÌ (Cukierman et al., 2001; Shreiber
et al., 2003) è äâèæåíèå âíóòðè ãåëÿ (Zaman et al., 2007;
Friedl, Wolf, 2010).

ÌÌÏ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ äå-
ãðàäàöèè êîëëàãåíà è äðóãèõ áåëêîâ ÂÊÌ. Ñðåäè íèõ
îñîáóþ ðîëü èãðàåò ÌÌÏ-1 (êîëëàãåíàçà-1), êîòîðàÿ
ïóòåì ãèäðîëèçà îñóùåñòâëÿåò ïåðâè÷íóþ äåãðàäàöèþ
ìîëåêóë êîëëàãåíà, ïîñëå ÷åãî ïðîèñõîäèò èõ äàëüíåé-
øåå ðàñùåïëåíèå ïîä äåéñòâèåì ÌÌÏ, îáëàäàþùèõ æå-
ëàòèíîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (Pepper, 2001). Òàêèìè
ÌÌÏ ÿâëÿþòñÿ æåëàòèíàçà À (ÌÌÏ-2) è æåëàòèíàçà Â
(ÌÌÏ-9) ñ ìîë. ìàññàìè 72 è 92 êÄà ñîîòâåòñòâåííî.
Äàííûå æåëàòèíàçû ó÷àñòâóþò â ðåìîäåëèðîâàíèè ìà-
æîðíûõ áåëêîâ ÂÊÌ — êîëëàãåíà, ëàìèíèíà, ôèáðîíåê-
òèíà è ýëàñòèíà (Pucci-Minafra et al., 2001; Ratzinger,
2002). Êðîìå òîãî, ÌÌÏ-2 ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿ-
öèè òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè ÑÊÊÌ, è áëîêèðîâà-
íèå åå àêòèâíîñòè ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ
ìèãðàöèè êëåòîê (Becker et al., 2007).

Öåëüþ ðàáîòû áûëî ñðàâíèòü ñêîðîñòü ìèãðàöèè êëå-
òîê â êîëëàãåíîâîì è ôèáðèíîâîì ãåëÿõ ñ ïîìîùüþ
îöåíêè ïëîùàäè, çàíèìàåìîé ìèãðèðóþùèìè êëåòêàìè,
è âëèÿíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ íà ïðîöåññ ìèãðàöèè. Êðîìå
òîãî, àíàëèçèðîâàëè àêòèâíîñòü ÌÌÏ, ñèíòåçèðóåìûõ
êëåòêàìè â ïðîöåññå èõ ìèãðàöèè â ãåëÿõ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Ïèòàòåëüíûå ñðåäû: aMEM (Sigma,
ÑØÀ), DMEM (ICN, ÑØÀ); ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà
êîðîâ (Gibco, ÑØÀ), ôèáðèíîãåí (Calbiochem, ÑØÀ),
ñìåñü ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (Invitrogen, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ), ãèñòîïàê è òðîìáèí (Sigma, ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ä å ð ì à ë ü -
í û õ ô è á ð î á ë à ñ ò î â. Èñïîëüçîâàëè êëåòêè íîâîðîæ-
äåííûõ êðîëèêîâ ïîðîäû øèíøèëëà. Ñîãëàñíî ïðàâèëàì
ðàáîòû ñ ëàáîðàòîðíûìè æèâîòíûìè ïðèìåíÿëè ñòàí-
äàðòíûå ïðåïàðàòû äëÿ ïðåìåäèêàöèè è íàðêîçà. Äëÿ âû-
äåëåíèÿ êëåòîê æèâîòíûõ óìåðùâëÿëè ïóòåì ðàñòÿæåíèÿ
ïîçâîíî÷íèêà, ñòåðèëèçîâàëè â 30%-íîì ýòèëîâîì ñïèð-
òå â òå÷åíèå 10 ìèí. Ôèáðîáëàñòû êðîëèêà âûäåëÿëè ìå-
òîäîì ìèãðàöèè èç ôðàãìåíòîâ êîæè. Êîæó ïðîìûâàëè
áóôåðíûì ðàñòâîðîì PBS (137 ìÌ NaCl, 7 ìM Na2HPO4,
1.5 M KÍ2ÐÎ4 è 267 ìÌ KCl, pH 7.4) è íàðåçàëè íà íå-
áîëüøèå ôðàãìåíòû. Êóñî÷êè êîæè ðàçìåùàëè ïî öåíòðó
÷àøêè Ïåòðè (Nunc, Äàíèÿ), íàêðûâàëè ñâåðõó ñòåðèëü-
íûì ïîêðîâíûì ñòåêëîì è äîáàâëÿëè ñðåäó DMEM (ICN,
ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 18 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êî-
ðîâ (Gibco, ÑØÀ) è ñìåñü ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà
ïðè ðàáî÷åé êîíöåíòðàöèè (100 åä./ìë è 100 ìêã/ìë ñîîò-
âåòñòâåííî). Ìèãðàöèÿ êëåòîê èç êóñî÷êîâ êîæè íà÷èíà-
ëàñü ÷åðåç 3 ñóò, ÷åðåç 10—14 ñóò íà äíå ÷àøêè Ïåòðè
ôèáðîáëàñòû îáðàçîâûâàëè ìîíîñëîé. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè êëåòêè 2—4-ãî ïàññàæåé.

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ñ Ê Ê Ì. Èç
íîâîðîæäåííîãî êðîëèêà èçâëåêàëè ïëîñêèå êîñòè òàçà è
ïîìåùàëè èõ â ðàñòâîð PBS, ñîäåðæàùèé ñìåñü àíòèáèî-
òèêîâ. Ñ êîñòåé óäàëÿëè ìÿãêèå òêàíè, êîñòè ðàññåêàëè
ñêàëüïåëåì è ðàñòâîðîì PBS ïðè ïîìîùè øïðèöà ñ èã-
ëîé 23G âûìûâàëè êîñòíûé ìîçã. ßäðîñîäåðæàùèå êëåò-
êè êîñòíîãî ìîçãà âûäåëÿëè ñîãëàñíî ìîäèôèöèðîâàííî-
ìó ìåòîäó (Pittenger et al., 2001; Íèêîëàåíêî, 2008).

Äëÿ ýòîãî êîñòíûé ìîçã ñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå
PBS, ñóñïåíçèþ íàñëàèâàëè íà ðàñòâîð ãèñòîïàêà ñ ïëîò-
íîñòüþ 1.077 ã/ìë è öåíòðèôóãèðîâàëè â ðåæèìå 800 g
20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Êëåòêè, íàõîäÿùèå-
ñÿ â èíòåðôàçíîì ñëîå ãèñòîïàêà (â îñíîâíîì ÿäðîñîäåð-
æàùèå êëåòêè), ïåðåíîñèëè â äðóãóþ ïðîáèðêó è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â 10 îáúåìàõ ðàñòâîðà PBS äëÿ î÷èñòêè îò
ãèñòîïàêà. Îòìûòûå êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå
aMEM (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ýìá-
ðèîíîâ êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è ðàñòâîð àíòèáèîòèêîâ.
Ïîäñ÷åò ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê ïðîâîäèëè ïîä èíâåð-
òèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì, èñïîëüçóÿ ñ÷åò÷èê ôîðìåí-
íûõ ýëåìåíòîâ êðîâè. Êëåòêè âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè ñ
êîíöåíòðàöèåé 106 êë./ñì2 è ïîìåùàëè â èíêóáàòîð ñ
5 %-íûì ñîäåðæàíèåì ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Â ýêñïåðèìåíòàõ
èñïîëüçîâàëè êëåòêè 2—4-ãî ïàññàæåé.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ê î ë ë à ã å í î â î ã î è ô è á ð è -
í î â î ã î ã å ë å é. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ êîëëàãåíîâîãî ãåëÿ
èñïîëüçîâàëè êîëëàãåí I òèïà, ïîëó÷åííûé èç ñóõîæèëèé
êðûñèíûõ õâîñòîâ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Chandraka-
san et al., 1967; Êóõàðåâà è äð., 2008). Ïîäâîäèëè çíà÷å-
íèå ðH îõëàæäåííîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíà äî íåéòðàëüíî-
ãî ñ ïîìîùüþ 0.34 N ðàñòâîðà NaOH. Çàòåì â ðàñòâîð
êîëëàãåíà â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 äîáàâëÿëè ñðåäó aÌÅÌ
(Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è ñìåñü àíòèáèîòèêîâ.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ôèáðèíîâîãî ãåëÿ èñïîëüçîâàëè
êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò ôèáðèíîãåí (Calbiochem, ÑØÀ),
âûäåëåííûé èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà. Â ðàñòâîð ôèáðè-

íîãåíà â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 äîáàâëÿëè ñðåäó aÌÅÌ (Sig-
ma, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è ñìåñü àíòèáèîòèêîâ. Çàòåì â ïîëó-
÷åííûé ðàñòâîð ââîäèëè òðîìáèí (Sigma, ÑØÀ) ïðè êîí-
öåíòðàöèè 1 åä./ìë, áëàãîäàðÿ ÷åìó ïðîèñõîäèëè ïîëèìå-
ðèçàöèÿ ôèáðèíîãåíà è îáðàçîâàíèå ôèáðèíîâîãî ãåëÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, ìèãðèðóþò ëè êëåòêè ïî
íàïðàâëåíèþ êî äíó ëóíêè, â êàæäóþ ëóíêó 24-ëóíî÷íîé
ïëàòû áûëè ïîìåùåíû ïîêðîâíûå ñòåêëà (Menzel, ÑØÀ)
ñ äèàìåòðîì, ñîîòâåòñòâóþùèì äèàìåòðó ëóíêè. Çàòåì
àëèêâîòû êîëëàãåíîâîãî è ôèáðèíîâîãî ãåëåé îáúåìîì
500 ìêë âíîñèëè â ëóíêè, ãåëè èíêóáèðîâàëè â àòìîñôåðå
5%-íîãî CO2 ïðè 37 °Ñ äî èõ ïîëíîé ïîëèìåðèçàöèè. Êî-
íå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êîëëàãåíîâîãî è ôèáðèíîâîãî ãåëåé
ñîñòàâëÿëà 2 ìã/ìë.

È í ú å ö è ð î â à í è å ê ë å ò î ê â ã å ë è. Â öåíòð êàæ-
äîé ëóíêè ñ ãåëåì íà ãëóáèíó îêîëî 1 ìì èíúåöèðîâàëè
3 ìêë ñóñïåíçèè ÑÊÊÌ èëè ÄÔ ïðè êîíöåíòðàöèè
2�104 êëåòîê íà 1 ëóíêó, ñòàðàÿñü ìàêñèìàëüíî ñòàíäàð-
òèçèðîâàòü ýòîò ïðîöåññ. ×åðåç 60 ìèí íà ãåëü íàñëàèâà-
ëè 1 ìë ñðåäû aÌÅÌ (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ è àíòèáèîòèêè. ×èñëî
ëóíîê â êàæäîì âàðèàíòå ââåäåíèÿ êëåòîê â ãåëè ñîñòàâ-
ëÿëî 12. Ãåëè ñ èíúåöèðîâàííûìè â íèõ êëåòêàìè êóëüòè-
âèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ñóò. Áûëè ïðîâåäåíû 3 íåçàâèñèìûõ
ýêñïåðèìåíòà.

È ç ì å ð å í è å ï ë î ù à ä è ì è ã ð à ö è è ê ë å ò î ê.
Ñêîðîñòü ìèãðàöèè êëåòîê â ãåëÿõ îöåíèâàëè ïóòåì èç-
ìåðåíèÿ ïëîùàäè ìèãðàöèè êëåòîê ïî ïîâåðõíîñòè ãåëåé.
Ïîñëå ââåäåíèÿ êëåòîê â ëóíêè ñ ãåëåì äåëàëè ôîòîãðà-
ôèè ëóíîê ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 10�. Ôîòîãðàôèðî-
âàëè â òå÷åíèå ïåðâûõ 2 ñóò íà÷èíàÿ ñ ìîìåíòà èíúåêöèè
êëåòîê â ãåëè. Íà ïîëó÷åííûõ ôîòîãðàôèÿõ èçìåðÿëè
ïëîùàäü ìèãðàöèè êëåòîê ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Image J
(ñâîáîäíûé äîñòóï, http:/rsb.info.nih.gov/ij/). Èñõîäíóþ
ïëîùàäü èíúåêöèè ïðèíèìàëè çà 100 %, ïîñëåäóþùèå
2 ñóò ìèãðàöèè êëåòîê ñîîòâåòñòâîâàëè ïðèðîñòó ïëîùà-
äè ïî îòíîøåíèþ ê èñõîäíîìó çíà÷åíèþ.

Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è Ì Ì Ï ì å ò î ä î ì ç è -
ì î ã ð à ô è è. Àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ ó êëåòîê, èíúåöèðî-
âàííûõ â ãåëè, îïðåäåëÿëè ìåòîäîì çèìîãðàôèè. Òàê
êàê íàñ èíòåðåñîâàëè ïðîòåàçû, êîòîðûå ìîãóò ôðàãìåí-
òèðîâàòü îñíîâíûå áåëêè ÂÊÌ, â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ áûë âûáðàí æåëàòèí.
Àíàëèçèðîâàëè îáðàçöû ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé ÄÔ
è ÑÊÊÌ ÷åðåç 1 è 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê aÌÅÌ (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è ðàñòâîð àíòè-
áèîòèêîâ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå îáðàçöû ðàñòâîðÿëè â áóôåðå
äëÿ ïðîá (0.625 Ì Òðèñ-HCl, pH 6.8, 2%-íûé SDS,
10%-íûé ãëèöåðèí è 0.01%-íûé áðîìôåíîëîâûé ñèíèé)
è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Áåë-
êè ðàçäåëÿëè â 4—5%-íîì ðàçäåëÿþùåì è 10%-íîì êîí-
öåíòðèðóþùåì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëÿõ â äåíàòóðèðóþ-
ùèõ óñëîâèÿõ â ïðèñóòñòâèè 10%-íîãî SDS â Òðèñ-ãëè-
öèíîâîì áóôåðå Ëýììëè (Laemmli, 1970) ïðè çíà÷åíèè
òîêà 25 ìÀ. Âìåñòî âîäû ïðè ïðèãîòîâëåíèè ãåëåé èñ-
ïîëüçîâàëè ðàñòâîð æåëàòèíà (40 ìã íà 12 ìë âîäû).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîëîæåíèÿ çîí, ñîîòâåòñòâóþùèõ
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, èñïîëüçîâàëè ñðåäó, êîíäèöèîíèðî-
âàííóþ ôèáðîáëàñòàìè ëèíèè HT-1080, êîòîðàÿ ñîäåð-
æèò ëàòåíòíûå è àêòèâíûå ôîðìû ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 (Oli-
ver et al.,1999).
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Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà ãåëü 2 ðàçà ïî
15 ìèí îòìûâàëè 0.5 %-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 è
âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå íî÷è äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè
ôåðìåíòîâ â ðàñòâîðå (50 ìÌ Òðèñ-HÑl, pH 7.4, 5 ìÌ
CaCl2). Ãåëü îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì Êóìàññè è îòìûâàëè
â 7%-íîì ðàñòâîðå óêñóñíîé êèñëîòû. Èçîáðàæåíèÿ, ïî-
ëó÷åííûå â ýëåêòðîííîì âèäå, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû Image J. Ñòåïåíü àêòèâíîñòè ÌÌÏ äëÿ âû-
ÿâëåííûõ ïîëîñ âûðàæàëè â óñë. åä. (ïðîèçâåäåíèå ïëî-
ùàäè îêðàøåííîé ïîëîñû â ïèêñåëÿõ è èíòåíñèâíîñòè
îêðàñêè â åäèíèöàõ îïòè÷åñêîãî ïîãëîùåíèÿ).

Ì à ò å ì à ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Îáðàáîòêó ïîëó-
÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ìåòîäàìè âàðèàöèîííîé ñòà-
òèñòèêè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Microsoft Exñel, îïðå-
äåëÿÿ ñëåäóþùèå ïîêàçàòåëè: ñðåäíåå çíà÷åíèå, ñòàí-
äàðòíîå îòêëîíåíèå, îøèáêó ñðåäíåãî, äîâåðèòåëüíûé
èíòåðâàë (Ð); ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Âèä êàïëè ÑÊÊÌ è ÄÔ, èíúåöèðîâàííûõ â êîëëàãåíî-
âûé è ôèáðèíîâûé ãåëè, ïîêàçàí íà ðèñ. 1, à, á. Â òå÷åíèå
1—2 ñóò â îáîèõ âàðèàíòàõ ãåëåé ìèãðàöèÿ êëåòîê ïðîèñ-
õîäèëà ïî ïîâåðõíîñòè ãåëÿ â ðàäèàëüíîì íàïðàâëåíèè
(ðèñ. 1, â—å). ×åðåç 1 ñóò ìèãðàöèè â ôèáðèíîâîì ãåëå íà
äíå ëóíîê áûëè îáíàðóæåíû ÑÊÊÌ (ðèñ. 2). Â äðóãèõ âà-
ðèàíòàõ ìèãðàöèè êëåòîê íà äíå ëóíîê íå îáíàðóæåíî.

Ïîêàçàòåëåì ñêîðîñòè ìèãðàöèè ÿâëÿåòñÿ ïëîùàäü,
çàíèìàåìàÿ êëåòêàìè â îïðåäåëåííûé ìîìåíò âðåìåíè.
Ñêîðîñòü ìèãðàöèè ÄÔ è ÑÊÊÌ â ãåëÿõ áûëà ðàçëè÷íîé.
Â êîëëàãåíîâîì ãåëå ÄÔ ìèãðèðîâàëè àêòèâíåå, ÷åì
ÑÊÊÌ. ×åðåç 1 è 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïëîùàäü, çàíè-
ìàåìàÿ ÄÔ, áûëà ñîîòâåòñòâåííî íà 10 è 20 % áîëüøå,
÷åì ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ ÑÊÊÌ (ðèñ. 3, à). Íàïðîòèâ, â
ôèáðèíîâîì ãåëå áîëåå àêòèâíî ìèãðèðîâàëè ÑÊÊÌ. ×å-
ðåç 1 è 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïëîùàäü èõ ìèãðàöèè áûëà
ñîîòâåòñòâåííî íà 25 è 10 % áîëüøå, ÷åì ïëîùàäü ìèãðà-
öèè ÄÔ (ðèñ. 3, á). Òàêèì îáðàçîì, â êîëëàãåíîâîì ãåëå
àêòèâíåå ìèãðèðîâàëè ÄÔ, à â ôèáðèíîâîì — ÑÊÊÌ.

Èçâåñòíî, ÷òî îäíèìè èç îñíîâíûõ ó÷àñòíèêîâ ðåîð-
ãàíèçàöèè îêðóæàþùåãî è ñèíòåçèðóåìîãî êëåòêàìè ìàò-
ðèêñà ÿâëÿþòñÿ ÌÌÏ, êîòîðûå â ïðîöåññå ìèãðàöèè êëå-
òîê îñóùåñòâëÿþò ôðàãìåíòèðîâàíèå êîëëàãåíà, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî îáðàçóåòñÿ äåíàòóðèðîâàííûé êîëëàãåí —
æåëàòèí (Pepper, 2001). Â ñâÿçè ñ ýòèì â ñðåäå, êîíäèöèî-
íèðîâàííîé êëåòêàìè, àíàëèçèðîâàëè àêòèâíîñòü ÌÌÏ,
îáëàäàþùèõ æåëàòèíîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ: æåëàòè-
íàçû À (ÌÌÏ-2) è æåëàòèíàçû Â (ÌÌÏ-9) ñ ìîë. ìàññà-
ìè 72 è 92 êÄà ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 4).

Â îáîèõ âàðèàíòàõ ãåëåé ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 ó ÑÊÊÌ áûëà íåçíà÷èòåëüíî âûøå,
÷åì ó ÄÔ. Îäíàêî ÷åðåç 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîôèëü
àêòèâíîñòè ÌÌÏ èçìåíÿëñÿ: àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 ó ÄÔ
çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëà è ñòàíîâèëàñü âûøå, ÷åì ó
ÑÊÊÌ (ðèñ. 5, à, á). Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 ïðè ìèãðàöèè
êëåòîê â êîëëàãåíîâîì ãåëå ó ÄÔ áûëà íà 20 % âûøå, ÷åì

374 Í. Ì. Þäèíöåâà è äð.

Ðèñ. 1. Ìèãðàöèÿ êëåòîê â ðàçíûõ ãåëÿõ.

à, á — èíúåêöèÿ ñóñïåíçèè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÑÊÊÌ) è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (ÄÔ) â êîëëàãåíîâîì (ÊÃ) è ôèáðèíîâîì (ÔÃ)
ãåëÿõ ñîîòâåòñòâåííî; â, ã — ÷åðåç 1 ñóò ìèãðàöèè; ä, å — ÷åðåç 2 ñóò ìèãðàöèè. Îá. 10�.
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Ðèñ. 2. ÑÊÊÌ, ìèãðèðîâàâøèå èç ÔÃ íà äíî ëóíêè ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îá. 40�.

Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå ïëîùàäåé ìèãðàöèè ÑÊÊÌ ÄÔ.

à, á — â ÊÃ è ÔÃ ñîîòâåòñòâåííî; â — ÑÊÊÌ â ðàçíûõ ãåëÿõ; ã — ÄÔ â ðàçíûõ ãåëÿõ. Çà 100 % ïðèíèìàëè ïëîùàäü, çàíèìàåìóþ ñóñïåíçèåé êëåòîê
ñðàçó ïîñëå èíúåêöèè (òî÷êà «0»). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

Ðèñ. 4. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â ñðåäå, êîíäèöèîíèðîâàííîé ÑÊÊÌ è ÄÔ, ÷åðåç 1 è 2 ñóò ìèãðàöèè â ÊÃ è ÔÃ.

Äàííûå çèìîãðàôèè. Âûÿâëÿåòñÿ àêòèâíàÿ ôîðìà ÌÌÏ. Êîíòðîëü — ñðåäà aMEM, ñîäåðæàùàÿ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ è ðàñòâîð àí-
òèáèîòèêîâ.
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Ðèñ. 5. Ñðàâíèòåëüíàÿ êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 â ñðåäå, êîíäèöèîíèðîâàííîé ÑÊÊÌ è ÄÔ, ïðè èõ ìèãðàöèè â
ãåëÿõ.

à, á — â ÊÃ è ÔÃ ñîîòâåòñòâåííî; â — ÑÊÊÌ â ðàçíûõ ãåëÿõ; ã — ÄÔ â ðàçíûõ ãåëÿõ. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

Ðèñ. 6. Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 â ñðåäå, êîíäèöèîíèðîâàííîé ÑÊÊÌ è ÄÔ, ïðè èõ ìèãðàöèè â ãåëÿõ.

à, á — â ÊÃ è ÔÃ ñîîòâåòñòâåííî; â — ÑÊÊÌ â ðàçíûõ ãåëÿõ; ã — ÄÔ â ðàçíûõ ãåëÿõ. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.



ó ÑÊÊÌ (ðèñ. 6, à). Íàïðîòèâ, â ôèáðèíîâîì ãåëå àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ-9 ó ÑÊÊÌ áûëà íà 15 % áîëüøå, ÷åì ó ÄÔ
(ðèñ. 6, á).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ìèêðî-
îêðóæåíèå (êîëëàãåí èëè ôèáðèí) îêàçûâàåò ñóùåñòâåí-
íîå âëèÿíèå íà ñêîðîñòü ìèãðàöèè êëåòîê. Ïëîùàäü ìèã-
ðàöèè îáîèõ òèïîâ êëåòîê â êîëëàãåíîâîì ãåëå áûëà â
3 ðàçà áîëüøå, ÷åì â ôèáðèíîâîì ãåëå (ðèñ. 3, â, ã). Êðîìå
òîãî, âëèÿíèå ìèêðîîêðóæåíèÿ ïðîÿâëÿëîñü è â ðàçëè÷-
íîé ñòåïåíè àêòèâíîñòè ÌÌÏ, ñèíòåçèðóåìûõ êëåòêàìè.
Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 áûëà âûøå â êîëëàãåíîâîì ãåëå ïî
ñðàâíåíèþ ñ ôèáðèíîâûì ãåëåì (ðèñ. 5, â, ã). Íàïðîòèâ,
àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 áûëà âûøå â ôèáðèíîâîì ãåëå ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîëëàãåíîâûì ãåëåì (ðèñ. 6, â, ã).

Îáñóæäåíèå

Cêîðîñòü ìèãðàöèè êëåòîê ïî ïîâåðõíîñòè è âíóòðè
ãåëÿ, à òàêæå ïðîöåññ åãî ðåìîäåëèðîâàíèÿ ìîãóò çàâè-
ñåòü êàê îò ñâîéñòâ êëåòîê, òàê è îò ñâîéñòâ ãåëÿ. Â ïðîâå-
äåííîì èññëåäîâàíèè ïîêàçàíî, ÷òî ÑÊÊÌ è ÄÔ ïðè
îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (â îäíîì è òîì
æå ãåëå) ìèãðèðîâàëè ñ ðàçíîé ñêîðîñòüþ è èìåëè ðàçëè-
÷èÿ â àêòèâíîñòè ÌÌÏ.

Òàê êàê äâèæåíèå êëåòîê ÷åðåç ìàòðèêñ îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ ïóòåì ðåîðãàíèçàöèè áåëêîâ ÂÊÌ ñ ïîìîùüþ ÌÌÏ
(Friedl et al., 1998; Shapiro, 1998; Papadimitriou et al., 2001;
Whatling et al., 2004), ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ïîâûøåí-
íàÿ àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 ó ÄÔ ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëåå àê-
òèâíîì ðåìîäåëèðîâàíèè îáîèõ âàðèàíòîâ ãåëåé ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ÑÊÊÌ.

Ïîìèìî ñàìèõ ñâîéñòâ êëåòîê íà ñêîðîñòü èõ ìèãðà-
öèè â ãåëÿõ îêàçûâàþò âëèÿíèå ôèçè÷åñêèå è áèîõèìè÷å-
ñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìèêðîîêðóæåíèÿ. Áîëüøàÿ ïëîùàäü
ìèãðàöèè êëåòîê â êîëëàãåíîâîì ãåëå, ÷åì â ôèáðèíîâîì,
âåðîÿòíî, ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ðàçëè÷íûì õàðàêòåðîì
ìèãðàöèè êëåòîê. Íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èÿ â ñêîðîñòè, îáà
òèïà êëåòîê â êîëëàãåíîâîì ãåëå ìèãðèðîâàëè ïî ïîâåðõ-
íîñòè ãåëÿ â ðàäèàëüíîì íàïðàâëåíèè è íå áûëè îáíàðó-
æåíû íà äíå ëóíîê. Â ôèáðèíîâîì ãåëå ìèãðàöèÿ ÑÊÊÌ
ïðîèñõîäèëà íå òîëüêî ïî ïîâåðõíîñòè ãåëÿ, íî è ïî íà-
ïðàâëåíèþ íà äíî ëóíêè. Âîçìîæíî, ÷òî â ôèáðèíîâîì
ãåëå ÄÔ òàêæå ìèãðèðîâàëè ïî íàïðàâëåíèþ íà äíî ëóí-
êè, íî íå áûëè òàì îáíàðóæåíû ÷åðåç 1 è 2 ñóò â ñâÿçè ñ
ìåíüøåé, ÷åì ó ÑÊÊÌ, ñêîðîñòüþ ìèãðàöèè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
ìèêðîîêðóæåíèå îêàçûâàåò âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ñèíòå-
çèðóåìûõ êëåòêàìè ÌÌÏ. Èçâåñòíî, ÷òî ïîìèìî ðàñ-
ùåïëåíèÿ áåëêîâ ÂÊÌ îäíà èç ôóíêöèé ÌÌÏ-9 â îðãà-
íèçìå — î÷èùåíèå ðàíû îò íåêðîòè÷åñêèõ òêàíåé. Òàêèì
îáðàçîì, áîëåå âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 ó îáîèõ òè-
ïîâ êëåòîê â ôèáðèíîâîì ãåëå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîëëàãåíî-
âûì ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ïîâûøåííîé ðåàêöèè
îáîèõ òèïîâ êëåòîê íà îêðóæàþùèé èõ ôèáðèí.

Ïðè àíàëèçå ìèãðàöèè êëåòîê â òðåõìåðíûõ êîíñò-
ðóêöèÿõ ñëåäóåò ó÷èòûâàòü òî, ÷òî íà ýòîò ïðîöåññ ìîãóò
âëèÿòü è äðóãèå ôàêòîðû, íàïðèìåð öèòîêèíû èëè ðîñòî-
âûå ôàêòîðû. Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî ìèãðàöèîííîå
ïîâåäåíèå êëåòîê ìîæåò çàâèñåòü îò èñõîäíîãî ðàññòîÿ-
íèÿ ìåæäó ñîñåäíèìè êëåòêàìè. Ðåäêî ïîñåÿííûå êëåòêè
ìèãðèðóþò áûñòðåå è íà áîëåå äëèííûå äèñòàíöèè, òîãäà
êàê èõ ïðîäâèæåíèå ñíèæàåòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè êëåòî÷-
íîé ïëîòíîñòè. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî åäèíè÷íûå êëåòêè
âíóòðè ãåëÿ ìèãðèðóþò äî òåõ ïîð, ïîêà íå âñòðå÷àþòñÿ ñ

ñîñåäíèìè êëåòêàìè. Íåìåäëåííî ïîñëå ýòîãî îíè ôîð-
ìèðóþò êëåòî÷íûå êîíòàêòû, êîòîðûå ñíèæàþò ñêîðîñòü
ïîñëåäóþùåé ìèãðàöèè. Ýòîò ôåíîìåí áûë îïèñàí ïðè
äâóõìåðíîì êóëüòèâèðîâàíèè êàê êîíòàêòíîå èíãèáèðî-
âàíèå ìèãðàöèè è äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè (Huttenlocher
et al., 1998).

Êðîìå òîãî, ñ óâåëè÷åíèåì ïëîòíîñòè êëåòîê è ïðî-
äîëæèòåëüíîñòè âðåìåíè ìèãðàöèè âîçìîæíî ïîÿâëåíèå
ñóáñòðàòíîé êîíòàìèíàöèè èíòåãðèíîâûìè ôðàãìåíòà-
ìè, êîòîðûå áëîêèðóþò ñàéòû àäãåçèè, è òåì ñàìûì ïî-
ñëåäóþùåé ìèãðàöèè (Raeber et al., 2007). Ñîãëàñíî ñó-
ùåñòâóþùåé ãèïîòåçå, ïðè ìèãðàöèè â êîëëàãåíîâîì
ãåëå íåêîòîðûå ÌÌÏ, ñèíòåçèðóåìûå êëåòêàìè, ìîãóò
èãðàòü âàæíóþ ðîëü â îòêðåïëåíèè áåëêîâ è àäãåçèîííûõ
êîìïëåêñîâ îò ñóáñòðàòà (Prajapati et al., 2000).

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ ìåæ-
äó ÑÊÊÌ è ÄÔ ïî ñêîðîñòè èõ ìèãðàöèè ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè â îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñêî-
ðîñòü ìèãðàöèè êëåòîê ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ èíäèâèäóà-
ëüíûìè ñâîéñòâàìè êëåòîê, àêòèâíîñòüþ ñèíòåçèðóåìûõ
èìè ÌÌÏ è ñ âëèÿíèåì íà ýòîò ïðîöåññ ìèêðîîêðó-
æåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ôåäå-
ðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Èññëåäîâàíèÿ è ðàçðàáîò-
êè ïî ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëåíèÿì ðàçâèòèÿ íàó÷íî-òåõ-
íîëîãè÷åñêîãî êîìïëåêñà Ðîññèè íà 2007—2012 ãã.» (ãî-
ñóäàðñòâåííûé êîíòðàêò ¹ 02.522.11.2006/3) è ãîñóäàð-
ñòâåííîãî êîíòðàêòà ¹ Ê-32-ÍÈÐ/111-3 îò 24 îêòÿáðÿ
2011 ã. íà âûïîëíåíèå íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîé ðàáî-
òû â ðàìêàõ ïðîãðàììû Ñîþçíîãî ãîñóäàðñòâà «Ðàçðà-
áîòêà íîâûõ ìåòîäîâ è òåõíîëîãèé âîññòàíîâèòåëüíîé
òåðàïèè ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííûõ òêàíåé è îðãàíîâ ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñòâîëîâûõ êëåòîê».
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MIGRATION RATE OF RABBIT BONE MARROW STROMAL CELLS

AND RABBIT DERMAL FIBROBLASTS IN DIFFERENT GELS AND ACTIVITY OF THEIR MMPs
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This paper presents the results of the study of rabbit bone marrow stromal cells (BMSC) and rabbit dermal
fibroblasts (DF) migration rates to collagen type I and fibrin gels. It has been shown that DF exhibit greater
migration activity in collagen gel, whereas BMSC show a higher migration activity in fibrin gels. By studying
the activity of matrix metalloproteinases (MMPs) synthesized by cells during cultivation in gels, it has been fo-
und for both cell types that the activity of MMP-9 is increased in fibrin gels and activity of MMP-2 is increased
in collagen gels. Different speed of the migration of cells may be due to the properties of the cells, the activity
of MMP synthesized by the cells and the influence of the microenvironment (collagen or fibrin) on the process
of synthesis.

K e y w o r d s: collagen type I, fibrin, dermal fibroblasts (DFs), matrix metalloproteinases (MMPs), bone
marrow stromal ells (BMSCs).
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