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À. Ñ. Øàõîâ è äð.
Ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïðè ôîðìèðîâàíèè ôóíêöèîíàëüíîãî ìîíîñëîÿ in vitro

Ýíäîòåëèé, âûñòèëàþùèé âíóòðåííþþ ïîâåðõíîñòü ñîñóäîâ, ðåãóëèðóåò ïðîíèöàåìîñòü ñîñóäè-
ñòîé ñòåíêè, îáåñïå÷èâàÿ îáìåí ìåæäó êðîâüþ, öèðêóëèðóþùåé â ñîñóäàõ, è òêàíåâîé æèäêîñòüþ, è
âûïîëíÿåò, òàêèì îáðàçîì, áàðüåðíóþ ôóíêöèþ. Âûäåëåííûå â êóëüòóðó ýíäîòåëèîöèòû ñîõðàíÿþò in
vitro ñïîñîáíîñòü îñóùåñòâëÿòü áàðüåðíóþ ôóíêöèþ, ïðèñóùóþ êëåòêàì ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ in vivo. Ýí-
äîòåëèàëüíûé ìîíîñëîé in vitro ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíîé ìîäåëüíîé ñèñòåìîé, ïîçâîëÿþùåé èññëåäîâàòü
âçàèìîäåéñòâèå öèòîñêåëåòíûõ è àäãåçèâíûõ ñòðóêòóð ýíäîòåëèîöèòîâ ñ ñàìûõ ðàííèõ ýòàïîâ åãî ôîð-
ìèðîâàíèÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñàíû è îõàðàêòåðèçîâàíû êîëè÷åñòâåííî èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê îò ìîìåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ ýíäîòåëèîöèòîâ íà ñòåêëå è îáðàçîâàíèÿ ïåðâûõ êîí-
òàêòîâ ìåæäó ñîñåäíèìè êëåòêàìè äî ôîðìèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ.
Îñíîâíûì òèïîì ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ âèìåíòèíîâûå ôèëà-
ìåíòû. Íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ ðàñïîëîæåíèå âèìåíòèíîâûõ ôè-
ëàìåíòîâ è èõ êîëè÷åñòâî ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿþòñÿ, îíè çàíèìàþò áîëåå 80 % ïëîùàäè êëåòêè. Ñèñ-
òåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ýíäîòåëèîöèòàõ ïðåäñòàâëåíà êîðòèêàëüíûì àêòèíîì íà ïåðèôåðèè êëå-
òîê è ïó÷êàìè àêòèíîâûõ ñòðåññ-ôèáðèëë, îðãàíèçîâàííûõ ïàðàëëåëüíî. Ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ
êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè â íàòèâíûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ êîëè÷åñòâî àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ðàñ-
òåò è òîëùèíà èõ ïó÷êîâ óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ èçìåíÿåòñÿ
òàêæå è ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê — óâåëè÷èâàåòñÿ èõ êîëè÷åñòâî íà êðàþ êëåòêè. Íà âñåõ ýòàïàõ îáðàçî-
âàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå óæå ñôîðìèðîâàííûõ ìåæêëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ ïðåâûøàåò êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû êëåòêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýíäîòåëèé, ôîðìèðîâàíèå ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ, öèòîñêåëåò ýíäîòåëèà-
ëüíûõ êëåòîê, ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû, àêòèí, ìèêðîòðóáî÷êè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ äîêàçàííûì, ÷òî â æè-
âûõ êëåòêàõ âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ìèêðîòðóáî÷êàìè,
àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè è àäãåçèâíûìè ñòðóêòóðàìè
ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ñîáûòèåì äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ è ðåãó-
ëÿöèè ìíîãî÷èñëåííûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé — ìèãðàöèè
è ëîêîìîöèè, öèòîêèíåçà, ïîëÿðèçàöèè êëåòîê è ìåæêëå-
òî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé. Ëþáûå èçìåíåíèÿ ôîðìû êëåò-
êè ïðèâîäÿò ê êîìïëåêñíûì è ñëîæíî ñêîîðäèíèðîâàí-
íûì èçìåíåíèÿì êëåòî÷íîãî öèòîñêåëåòà, åãî ôèáðèë-
ëÿðíûõ è àäãåçèâíûõ ñòðóêòóð. Øèðîêî èñïîëüçóåìîé
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ òàêèõ
âçàèìîäåéñòâèé ÿâëÿåòñÿ ýíäîòåëèàëüíûé ìîíîñëîé, êó-
ëüòèâèðóåìûé in vitro (Lum, Malik, 1996; Van Nieuw
Amerongen et al., 2000; Dudek, Garcia, 2001; Bogatcheva
et al., 2002; Birukova et al., 2004a, 2004b; Mehta, Malik,
2006; Komarova et al., 2007; Shivanna, Srinivas, 2009; Alie-
va, Verin, 2013). Ýòà ìîäåëü óíèêàëüíà: âûäåëåííûå â
êóëüòóðó ýíäîòåëèîöèòû ñîõðàíÿþò in vitro ñïîñîáíîñòü
îñóùåñòâëÿòü áàðüåðíóþ ôóíêöèþ, ïðèñóùóþ êëåòêàì
ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ in vivo. Ýòî ïîçâîëÿåò èçó÷àòü âçàèìî-
äåéñòâèå öèòîñêåëåòíûõ è àäãåçèâíûõ ñòðóêòóð ïðè áàðü-
åðíîé äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ, âûçûâàåìîé ðàçëè÷íûìè, â
òîì ÷èñëå è ôàðìàêîëîãè÷åñêèìè, àãåíòàìè. Îñíîâíîå

âíèìàíèå â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ óäåëÿåòñÿ
èìåííî áàðüåðíîé äèñôóíêöèè, ïîñêîëüêó ýòî ïàòîëîãè-
÷åñêîå ñîñòîÿíèå ñîñóäîâ ëåæèò â îñíîâå ìíîæåñòâà ñå-
ðüåçíûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà — àñòìû, äèàáåòà, èøåìè-
÷åñêîé áîëåçíè, ñåïñèñà è îñòðîãî ëåãî÷íîãî ïîâðåæäå-
íèÿ (Garcia et al., 1995; Lum, Malik, 1996; Dudek, Garcia,
2001; Groeneveld, 2002; Komarova et al., 2007; Jalimarada
et al., 2009), à òàêæå ÿâëÿåòñÿ ïîáî÷íûì ýôôåêòîì ëå÷å-
íèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ïðåïàðàòàìè, áëîêèðó-
þùèìè ìèòîç (Cattan, Oberg, 1999; Uoshima et al., 2001;
Jordan, Wilson, 2004; Pasquier et al., 2005; Schwartz, 2009).
Ìåæäó òåì ïîâåäåíèå ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà è èõ âçàèìî-
äåéñòâèå ñ àäãåçèâíûìè ñòðóêòóðàìè â íîðìàëüíîì ôè-
çèîëîãè÷åñêîì ñîñòîÿíèè ýíäîòåëèÿ ïðàêòè÷åñêè íå èçó-
÷åíû.

Èäåàëüíûì ñïîñîáîì èçó÷åíèÿ ôóíêöèé ëþáûõ
ñòðóêòóð êëåòêè ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå êëåòîê â æèâîì
îðãàíèçìå, â óñëîâèÿõ in vivo. Îäíàêî â ñëó÷àå ýíäîòåëè-
àëüíîãî ìîíîñëîÿ ñîâðåìåííîå ðàçâèòèå òåõíèêè íå ïî-
çâîëÿåò îñóùåñòâèòü òàêîå èññëåäîâàíèå â ðåàëüíîñòè, à
ïîòîìó ìîäåëü in vitro, â êîòîðîé êëåòêè íàõîäÿòñÿ â ìàê-
ñèìàëüíî áëèçêîì ê æèâîìó îðãàíèçìó ôèçèîëîãè÷åñêîì
ñîñòîÿíèè, íàèáîëåå àäåêâàòíà äëÿ òàêèõ ýêñïåðèìåíòîâ.
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Äåëåíèå êëåòîê, îáðàçîâàíèå êîíòàêòîâ ìåæäó íèìè
è ñîïóòñòâóþùèå ýòîìó èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà — íîð-
ìàëüíûå ôèçèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû, ëåæàùèå â îñíîâå
êàê ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ, òàê è åãî
ðåïàðàöèè â ñëó÷àå ïîâðåæäåíèÿ. Ýòè ïðîöåññû ìîæíî
âîñïðîèçâåñòè in vitro, èñïîëüçóÿ âûäåëåííûé â êóëüòóðó
ýíäîòåëèé. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïðîàíàëèçèðîâàòü
ðåîðãàíèçàöèþ îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà
(ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, àêòèíîâîé ñèñòåìû è ìèê-
ðîòðóáî÷åê) è îïèñàòü êîëè÷åñòâåííî íàáëþäàåìûå èç-
ìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, ïðîèñõîäÿ-
ùèå ïðè ôîðìèðîâàíèè ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ in vit-
ro, îò ìîìåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ñòåêëå è
îáðàçîâàíèÿ ïåðâûõ êîíòàêòîâ ìåæäó ñîñåäíèìè êëåòêà-
ìè äî ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ôóíêöèîíàëüíîãî
ìîíîñëîÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ê ó ë ü ò ó ð ó ê ë å ò î ê ý í ä î-
ò å ë è ÿ ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (HPAEC). HPAEC —
íàòèâíàÿ êóëüòóðà, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé ïåðâè÷íûå
êëåòêè, âûäåëåííûå èç ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà. Êóëü-
òóðà êëåòîê HPAEC ïîëó÷åíà îò êîìïàíèè Clonetics Bio-
Whittaker Inc. (ÑØÀ). Êëåòêè âûðàùèâàëè íà ñðåäå
EGM-2 (Clonetics BioWhittaker Inc., ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ è
5 % CO2. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êëåòêè
6—10-ãî ïàññàæà.

Äëÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î î ê ð à ø è â à-
í è ÿ êëåòêè ôèêñèðîâàëè äâóìÿ ñïîñîáàìè: 1) äëÿ ïîñëå-
äóþùåãî ìå÷åíèÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ b-òóáóëèíà è âè-
ìåíòèíà êëåòêè ôèêñèðîâàëè ìåòàíîëîì (Sigma, ÑØÀ)
ïðè –20 °Ñ; 2) äëÿ ïîñëåäóþùåãî ìå÷åíèÿ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ b-àêòèíà êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì
ôîðìàëèíà (Sigma, ÑØÀ) íà ôèçèîëîãè÷åñêîì ôîñôàò-
íî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (PBS), pH 6.8, â òå÷åíèå
10 ìèí è îòìûâàëè òðåõêðàòíîé ñìåíîé PBS (ïî 10 ìèí
êàæäàÿ). Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïåðìåàáèëèçîâûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì Triton X-100 (Sigma, ÑØÀ) íà PBS â
òå÷åíèå 15 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé PBS (3 ðàçà ïî
10 ìèí). Äëÿ óñòðàíåíèÿ ôîíîâîãî ñâå÷åíèÿ ïåðåä ìå÷å-
íèåì àíòèòåëàìè êëåòêè îáðàáàòûâàëè 0.2%-íûì ðàñòâî-
ðîì áîðãèäðèäà íàòðèÿ NaBH4 (Sigma, ÑØÀ) íà PBS
(3 ðàçà ïî 10 ìèí) è îòìûâàëè PBS (3 ðàçà ïî 10 ìèí). Äà-
ëåå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè (30 ìèí, 37 °Ñ), à çà-
òåì âòîðûìè àíòèòåëàìè (30 ìèí, 37 °Ñ).

Âèìåíòèíîâûå ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû ìåòèëè
àíòèòåëàìè ê âèìåíòèíó (BD Biosciences, ÑØÀ, ðàçâåäå-
íèå 1 : 200), àêòèíîâûå ôèëàìåíòû — àíòèòåëàìè ê b-àê-
òèíó (Invitrogen, ÑØÀ, ðàçâåäåíèå 1 : 200), ìèêðîòðóáî÷-
êè — àíòèòåëàìè ê b-òóáóëèíó (Covance, ÑØÀ, ðàçâåäå-
íèå 1 : 200). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè
àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåí-
òíûì êðàñèòåëåì Alexa 488 (Molecular Probes, ÑØÀ, ðàç-
âåäåíèå 1 : 1000), è àíòèìûøèíûå àíòèòåëà, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Texas Red (Mole-
cular Probes, ÑØÀ, ðàçâåäåíèå 1 : 1000).

Ïîêðîâíûå ñòåêëà ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåòíûå, èñ-
ïîëüçóÿ â êà÷åñòâå çàëèâî÷íîé ñðåäû Mowiol. Äëÿ ñî-
õðàííîñòè 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 ïðèìåíÿëè

ìèêðîñêîï Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss MicroImaging,
Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííûé êàìåðîé AxioCam HRm. Èñïîëü-
çîâàëè îáúåêòèâû 60/1.4 è 60/1.3 Plan NeoFluar è ïðîìå-
æóòî÷íóþ ëèíçó 1.6. Ñåðèè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ðåãèñòðè-
ðîâàëèñü ñ øàãîì 0.25 ìêì ïî âûñîòå. Ðàçðåøåíèå â ïëîñ-
êîñòè X/Y ñîñòàâëÿëî 0.067 ìêì íà 1 ïèêñåëü.

Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè è ìîíòèðî-
âàëè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó ImageJ (NIH).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é à í à ë è ç ñ å ò è ï ð î ì å æ ó-
ò î ÷ í û õ è à ê ò è í î â û õ ô è ë à ì å í ò î â è ñ è ñ ò å ì û
ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç öèòîñêåëåò-
íûõ ñòðóêòóð ïðîâîäèëè âî âíóòðåííåé öèòîïëàçìå è íà
êðàþ êëåòêè — íà åå ïåðèôåðèè, ãäå ëàìåëëà äîñòàòî÷íî
òîíêàÿ. Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ ìîíî-
ñëîÿ èñïîëüçîâàëè âåëè÷èíó «ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ»
ìåæäó ñîñåäíèìè êëåòêàìè, èìåÿ â âèäó îáëàñòü (ãðàíè-
öó) ñîïðèêîñíîâåíèÿ êëåòîê, èìåþùèõ ñîñåäåé, äðóã ñ
äðóãîì. Ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ ïîäñ÷èòûâàëè ñëåäó-
þùèì îáðàçîì: â ïðîãðàììå Image J (ôóíêöèÿ Measure)
èçìåðÿëè â ïèêñåëÿõ äëèíó îáëàñòè (ãðàíèöû) ñîïðèêîñ-
íîâåíèÿ êëåòêè ñ ñîñåäÿìè è íàõîäèëè îòíîøåíèå ýòîé
âåëè÷èíû ê ïåðèìåòðó àíàëèçèðóåìîé êëåòêè, âûðàæàÿ
ðåçóëüòàò â ïðîöåíòàõ.

1. Äëÿ îöåíêè îòíîñèòåëüíîé ïëîùàäè, çàíèìàåìîé
âèìåíòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè, íà öèôðîâûõ èçîáðàæå-
íèÿõ îáâîäèëè êîíòóð êëåòêè, à çàòåì îáëàñòü êëåòêè, çà-
íèìàåìóþ âèìåíòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè, èñïîëüçóÿ ïðî-
ãðàììó ImageJ (ôóíêöèÿ Polygon selection), è èçìåðÿëè
îáâåäåííûå ïëîùàäè (ôóíêöèÿ Measure, èçìåðÿëè â
êâàäðàòíûõ ïèêñåëÿõ). Âû÷èñëÿëè ñîîòíîøåíèå ïëîùà-
äè, çàíèìàåìîé âèìåíòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè, ê îáùåé
ïëîùàäè êëåòêè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ýêñïîðòèðîâàëè â
ïðîãðàììó Excel, ñ ïîìîùüþ êîòîðîé ïðîâîäèëè ñòàòè-
ñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ è ïîñòðîåíèå ãèñ-
òîãðàìì.

2. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èçìåíåíèé â ñèñòåìå
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïàðà-
ìåòðû: îòíîñèòåëüíóþ ïëîùàäü, çàíèìàåìóþ àêòèíîâû-
ìè ôèëàìåíòàìè, òîëùèíó àêòèíîâûõ ôèáðèëë è îòíîñè-
òåëüíóþ äëèíó àêòèíîâûõ ôèáðèëë. Äëÿ îöåíêè îòíîñè-
òåëüíîé ïëîùàäè íà öèôðîâûõ èçîáðàæåíèÿõ îáâîäèëè
êîíòóð êëåòêè, à çàòåì îáëàñòü êëåòêè, çàíèìàåìóþ àêòè-
íîâûìè ôèëàìåíòàìè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó ImageJ
(ôóíêöèÿ Polygon selection), è èçìåðÿëè îáâåäåííûå ïëî-
ùàäè (ôóíêöèÿ Measure). Âû÷èñëÿëè ñîîòíîøåíèå ïëî-
ùàäè, çàíèìàåìîé àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè, ê îáùåé
ïëîùàäè êëåòêè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ýêñïîðòèðîâàëè â
ïðîãðàììó Excel äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà äàííûõ è
ïîñòðîåíèÿ ãèñòîãðàìì.

Äëÿ èçìåðåíèÿ òîëùèíû àêòèíîâûõ ôèáðèëë íà öèô-
ðîâûõ èçîáðàæåíèÿõ êëåòîê â ïðîãðàììå ImageJ ïðîâî-
äèëè ëèíèþ ïåðïåíäèêóëÿðíî äëèííîé îñè àêòèíîâîé
ôèáðèëëû, äëèíà ïîëó÷åííîé ëèíèè ñîîòâåòñòâîâàëà
òîëùèíå àêòèíîâîé ôèáðèëëû â ìåñòå èçìåðåíèÿ. Äëÿ
êàæäîé èññëåäîâàííîé êëåòêè òîëùèíó àêòèíîâîé ôèá-
ðèëëû âû÷èñëÿëè êàê ñðåäíåå èç 30 èçìåðåíèé.

Îòíîñèòåëüíóþ äëèíó àêòèíîâûõ ôèáðèëë íà öèôðî-
âûõ èçîáðàæåíèÿõ êëåòîê âû÷èñëÿëè ñëåäóþùèì îáðà-
çîì. Âûáèðàëè ôèáðèëëó è èçìåðÿëè åå äëèíó â ïðîãðàì-
ìå Image J, èñïîëüçóÿ ôóíêöèþ Measure. Çàòåì ïðîäëåâà-
ëè ëèíèþ, âäîëü êîòîðîé ðàñïîëàãàëàñü ôèáðèëëà, äî
ïåðåñå÷åíèÿ ñ ãðàíèöàìè êëåòêè è âû÷èñëÿëè åå äëèíó.
Îòðåçîê, ïîëó÷åííûé ìåæäó òî÷êàìè ïåðåñå÷åíèÿ ëèíèè,
âäîëü êîòîðîé ðàñïîëàãàëàñü ôèáðèëëà, è ãðàíèöàìè
êëåòêè, îòðàæàåò ìàêñèìàëüíóþ äëèíó, êîòîðóþ ôèáðèë-
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Ðèñ. 1. Âèìåíòèíîâûå ôèëàìåíòû â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ HPAEC íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Âèìåíòèíîâûå
ôèëàìåíòû çàíèìàþò ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâóþ ïëîùàäü â êëåòêàõ, èìåþùèõ ðàçíóþ ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè.

Ëåâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä — ôàçîâî-êîíòðàñòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè; ñðåäíèé âåðòèêàëüíûé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, âûÿâëåíèå âèìåíòèíà ñ
ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë; ïðàâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä — íàëîæåíèå ôàçîâî-êîíòðàñòíûõ è èììóíîôëóîðåñöåíòíûõ èçîáðàæåíèé. Ìàñø-

òàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



ëà ïîòåíöèàëüíî ìîãëà áû çàíèìàòü â êëåòêå. Îòíîøåíèå
ýòîãî îòðåçêà ê ðåàëüíîé äëèíå àêòèíîâîé ôèáðèëû (îò-
íîñèòåëüíàÿ äëèíà àêòèíîâûõ ôèáðèëë), âûðàæåííîå â
ïðîöåíòàõ, îòðàæàåò ñîáñòâåííûé ïîòåíöèàë ðîñòà ôèá-
ðèëëû.

3. Äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèé â ñèñòåìå ìèêðîòðóáî÷åê â
ïðîãðàììå ImageJ ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî êîíöîâ ìèê-
ðîòðóáî÷åê â ðàéîíå ñâîáîäíîé êëåòî÷íîé ëàìåëëû è â
ðàéîíå àäãåçèâíûõ êîíòàêòîâ. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà
ó÷àñòêàõ äëèíîé 10 ìêì è øèðèíîé 2 ìêì. Èñïîëüçîâàëè
äâà ñïîñîáà èçìåðåíèÿ. Â ïåðâîì ñëó÷àå, êîãäà ìèêðî-
òðóáî÷êè áûëè õîðîøî ðàçëè÷èìû âèçóàëüíî (íà êðàþ
ëàìåëëû, ãäå ñëîé öèòîïëàçìû äîñòàòî÷íî òîíêèé), èõ
ðàññ÷èòûâàëè íàïðÿìóþ. Âî âòîðîì ñëó÷àå, êîãäà ïëîò-
íîñòü ðàñïîëîæåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê íå ïîçâîëÿëà òî÷íî
èäåíòèôèöèðîâàòü èõ êîíöû, â ïðîãðàììå ImageJ ïîä-
ñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê ïî ïèêàì èõ ôëóî-
ðåñöåíöèè íà öèôðîâûõ èçîáðàæåíèÿõ. Íà îòðåçêå äëè-
íîé 10 è øèðèíîé 2 ìêì âûÿâëÿëèñü ïèêè ôëóîðåñöåí-
öèè, ëåæàùèå âûøå èçìåðåííîãî â äàííîì ó÷àñòêå
çíà÷åíèÿ ôîíà è ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëîæåíèþ ìèêðîòðó-
áî÷åê â äàííîé îáëàñòè êëåòêè. Äëÿ àíàëèçà êîëè÷åñòâà
ìèêðîòðóáî÷åê ó÷èòûâàëè ïèêè ôëóîðåñöåíöèè, ïðåâû-
øàþùèå óðîâåíü ôîíà íà 25 % è áîëåå.

Äàííûå î á ð à á à ò û â à ë è ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è â ïðî-
ãðàììå Sigma Plot 11.0 (SPSS Science, ÑØÀ) è Excel
(Microsoft Corp., ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîñòîâåðíîñòè
ðàçëè÷èé ìåæäó àíàëèçèðóåìûìè âûáîðêàìè èñïîëüçî-
âàëè t-òåñò (êðèòåðèé Ñòúþäåíòà), à òàêæå íåïàðàìåòðè-
÷åñêèé U-test (êðèòåðèé Óèëêîêñîíà—Ìàííà—Óèòíè).

Ðåçóëüòàòû

À í à ë è ç ð à ñ ï î ë î æ å í è ÿ â è ì å í ò è í î â û õ ô è-
ë à ì å í ò î â â ê ë å ò ê à õ ê ó ë ü ò ó ð û H P A E C í à ð à ç-
í û õ ñ ò à ä è ÿ õ ô î ð ì è ð î â à í è ÿ ì î í î ñ ë î ÿ. Ñîãëàñ-
íî äàííûì ëèòåðàòóðû, îñíîâíûì òèïîì ïðîìåæóòî÷íûõ
ôèëàìåíòîâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ âèìåíòè-
íîâûå ôèëàìåíòû (Bruneel et al., 2003; Liu et al., 2010).
Â êëåòêàõ êóëüòóðû HPAEC ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîãî àíàëèçà âûÿâëÿåòñÿ èíòåíñèâíî ðàçâèòàÿ ñåòü
âèìåíòèíîâûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ. Âèìåíòèíî-
âûå ôèëàìåíòû ðàñïîëàãàþòñÿ äèôôóçíî ïî âñåé öèòî-
ïëàçìå, èñêëþ÷àÿ êðàåâûå îáëàñòè êëåòêè â òåõ ðàéîíàõ,
ãäå ëàìåëëà äîñòàòî÷íî òîíêàÿ (ðèñ. 1). Ôèëàìåíòû íà
êðàþ ýíäîòåëèîöèòîâ îòñóòñòâóþò êàê â îäèíî÷íûõ êëåò-
êàõ ðàçëè÷íîé ôîðìû (îò ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé äî ïîëè-
ãîíàëüíîé), òàê è â êëåòêàõ, èìåþùèõ ñîñåäåé (âíå çàâè-
ñèìîñòè îò ïðîòÿæåííîñòè êîíòàêòîâ — îò îäèíî÷íûõ
êëåòîê äî êëåòîê, ðàñòóùèõ â ìîíîñëîå). Ïðè÷åì ñâîáîä-
íûé îò âèìåíòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ êðàé êëåòêè íàáëþäà-
åòñÿ íå òîëüêî ó êëåòîê, èìåþùèõ ñâîáîäíóþ ëàìåëëó,
íî è â ðàéîíå êîíòàêòà ñ ñîñåäíåé êëåòêîé. Âûðàæåííûå
öåíòðû ñõîæäåíèÿ âèìåíòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ýíäîòå-
ëèîöèòàõ îòñóòñòâóþò.

Ðàñïîëîæåíèå âèìåíòèíà â öèòîïëàçìå êëåòêè ïðàê-
òè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ ïî ìåðå îáðàçîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíî-
ãî ìîíîñëîÿ in vitro. Â îáëàñòè ÿäðà â êëåòêàõ, èìåþùèõ
ó÷àñòêè ñâîáîäíîé ëàìåëëû (ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàê-
òîâ 1—10, 10—30 è 30—50 %), ìîæåò íàáëþäàòüñÿ á*îëü-
øàÿ ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ âèìåíòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ,
÷òî îáóñëîâëåíî áîëüøåé òîëùèíîé öèòîïëàçìû â äàí-
íîì ðàéîíå êëåòêè. Â êëåòêàõ ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàê-

òîâ 50—70 % îò ïåðèìåòðà êëåòêè, à òàêæå â êëåòêàõ ñ
ïðàêòè÷åñêè ñôîðìèðîâàâøèìèñÿ êëåòî÷íûìè êîíòàêòà-
ìè (70—100 %) âèìåíòèíîâûå ôèëàìåíòû ðàñïîëàãàþòñÿ
áîëåå ðàâíîìåðíî.

Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, èçìåíÿåòñÿ ëè ïëîùàäü,
çàíèìàåìàÿ âèìåíòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè â öèòîïëàçìå
êëåòêè ïî ìåðå îáðàçîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ,
âû÷èñëÿëè ñîîòíîøåíèå ïëîùàäè, çàíèìàåìîé âèìåíòè-
íîâûìè ôèëàìåíòàìè, ê ïëîùàäè êëåòêè (ðèñ. 2). Îêàçà-
ëîñü, ÷òî âèìåíòèíîâûå ôèëàìåíòû çàíèìàþò ïðàêòè÷å-
ñêè îäèíàêîâóþ ïëîùàäü â êëåòêàõ, èìåþùèõ ðàçíóþ
ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ ñ ñîñåäÿìè. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûå ðàçëè÷èÿ íàáëþäàëèñü òîëüêî ìåæäó îäèíî÷íûìè
êëåòêàìè è êëåòêàìè, èìåþùèìè íàèáîëüøóþ ïðîòÿæåí-
íîñòü êîíòàêòîâ (50—70 è 70—100 %), ÷òî îáóñëîâëåíî
îòñóòñòâèåì ó ïîñëåäíèõ êðàåâûõ îáëàñòåé î÷åíü òîíêîé
ëàìåëëû. Òàêèì îáðàçîì, ðàñïðåäåëåíèå âèìåíòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ â öèòîïëàçìå ýíäîòåëèîöèòîâ â ïðîöåññå
ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ïðèíöèïèàëüíî íå èçìåíÿåòñÿ,
íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ îáóñëîâëåíû èçìåíåíèåì òîëùè-
íû êëåòêè.

À í à ë è ç ñ è ñ ò å ì û à ê ò è í î â û õ ô è ë à ì å í ò î â
â ê ë å ò ê à õ ê ó ë ü ò ó ð û H P A E C í à ð à ç í û õ ñ ò à ä è-
ÿ õ ô î ð ì è ð î â à í è ÿ ì î í î ñ ë î ÿ. Ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè ëèíèé HPAEC èìåþò õîðîøî ðàçâèòóþ ñèñòåìó
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóð-
íûõ èñòî÷íèêîâ, äëÿ ýíäîòåëèîöèòîâ õàðàêòåðíû òðè
âèäà ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà, ôîðìèðóåìûõ àêòèíîì, —
ìåìáðàííûé ñêåëåò, êîðòèêàëüíàÿ àêòèíîâàÿ ñåòü è
ñòðåññ-ôèáðèëëû, ñôîðìèðîâàííûå èç ïó÷êîâ àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ (Prasain, Stevens, 2009). Äëÿ öåëåé íàñòîÿùå-
ãî èññëåäîâàíèÿ ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíà-
ëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ b-àêòèíà â ýíäîòå-
ëèîöèòàõ âûÿâëÿëè êîðòèêàëüíóþ àêòèíîâóþ ñåòü è ïó÷-
êè àêòèíîâûõ ôèáðèëë.

Àíàëèç ïðîâîäèëè äëÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê è êëåòîê ñ
ðàçíîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ, âïëîòü äî ôîðìèðî-
âàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî â îäè-
íî÷íûõ êëåòêàõ è êëåòêàõ ñ íåáîëüøîé ïðîòÿæåííîñòüþ
êîíòàêòîâ ïðèñóòñòâóåò êîðòèêàëüíàÿ ñåòü àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ, ò. å. êîðòèêàëüíàÿ ñåòü íàáëþäàåòñÿ â òåõ
îáëàñòÿõ ëàìåëëû, ãäå êîíòàêò ñ ñîñåäíåé êëåòêîé åùå íå
óñòàíîâëåí. Ïî ìåðå íàðàñòàíèÿ çîíû ñîïðèêîñíîâåíèÿ
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ïëîùàäè, çàíèìàåìîé âèìåíòèíîâûìè ôè-
ëàìåíòàìè (Sâèì) â êëåòêàõ êóëüòóðû HPAEC, îò ïðîòÿæåííî-

ñòè êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè.



40 À. Ñ. Øàõîâ è äð.

Ðèñ. 3. Àêòèí â êëåòêàõ HPAEC íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

Ëåâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä — ôàçîâî-êîíòðàñòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè; ñðåäíèé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, âûÿâëåíèå àêòèíà ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñò-
âóþùèõ àíòèòåë; ïðàâûé ðÿä — íàëîæåíèå ôàçîâî-êîíòðàñòíûõ è èììóíîôëóîðåñöåíòíûõ èçîáðàæåíèé. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



îäíîé êëåòêè ñ äðóãîé (ñîñåäíåé) êîðòèêàëüíàÿ ñåòü èñ-
÷åçàåò. Êîðòèêàëüíîãî àêòèíà íà ïåðèôåðèè íå íàáëþäà-
åòñÿ â êëåòêàõ ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ ñâûøå 50 %.

Ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ õàðàêòåðíà äëÿ ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòîê ñ ëþáîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ
(ðèñ. 3). Ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèáðèëë ðàñïîëàãàþòñÿ ïðåè-
ìóùåñòâåííî âäîëü äëèííîé îñè êëåòêè, èõ êîëè÷åñòâî
âèçóàëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíî-
ñëîÿ.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè âîçìîæíûõ èçìåíåíèé â
ñèñòåìå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ
ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ àíàëèçèðîâàëè îáùóþ ïëî-
ùàäü, çàíèìàåìóþ àêòèíîâûìè ôèáðèëëàìè, ïî îòíîøå-
íèþ ê ïëîùàäè êëåòêè (ðèñ. 4), òîëùèíó ôèáðèëë, à òàê-
æå èõ äëèíó (ðèñ. 5).

Äëÿ êëåòîê êóëüòóðû HPAEC ñîîòíîøåíèå ïëîùàäè,
çàíèìàåìîé àêòèíîâûìè ïó÷êàìè, ê îáùåé ïëîùàäè
êëåòêè îêàçàëîñü îäèíàêîâûì äëÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê è
êëåòîê ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ 1—30 % è ñîñòàâëÿ-
ëî 44.9—45.8 % (ðèñ. 4). Â òî æå âðåìÿ äëÿ êëåòîê ñ áîëü-
øåé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ ýòîò ïàðàìåòð ïðåâûøàë
58.6 %. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ íàáëþäàëèñü
ìåæäó ãðóïïàìè êëåòîê ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ äî
30 % è áîëåå 30. Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ ñ ïðîòÿæåí-
íîñòüþ êîíòàêòîâ áîëüøå 30 % àêòèíîâûå ïó÷êè çàíèìà-
ëè áîëüøóþ ïëîùàäü, è ðàçíèöà â ïëîùàäÿõ, çàíèìàåìûõ
àêòèíîâûìè ïó÷êàìè, äîñòèãàëà 20 %.

Àíàëèç òîëùèíû àêòèíîâûõ ôèáðèëë â êëåòêàõ HPA-
EC ïîêàçàë, ÷òî â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ òîëùèíà ôèáðèëë
ìåíüøå, ÷åì â êëåòêàõ ñ áîëüøîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîí-
òàêòîâ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè (70—100 %) (ðèñ. 5, a).
Â êëåòêàõ, îáðàçóþùèõ ìîíîñëîé, òîëùèíà ôèáðèëë óâå-
ëè÷èâàåòñÿ äî 0.70 ìêì ïî ñðàâíåíèþ ñ 0.54 ìêì, ïîëó-
÷åííûìè äëÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê (ðàçëè÷èå ñòàòèñòè÷åñêè
äîñòîâåðíî).

Àíàëèç îòíîñèòåëüíîé äëèíû àêòèíîâûõ ôèáðèëë â
ýíäîòåëèîöèòàõ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòå-
ðèàë è ìåòîäèêà». Îòíîñèòåëüíóþ äëèíó àêòèíîâûõ ôèá-
ðèëë â êëåòêå èçìåðÿëè êàê ñîîòíîøåíèå äëèíû ñóùåñò-
âóþùåé àêòèíîâîé ôèáðèëëû ê ïîòåíöèàëüíî âîçìîæíîé
åå äëèíå, îãðàíè÷åííîé êðàÿìè êëåòêè (ò. å. ê ðàññòîÿíèþ
ìåæäó ãðàíèöàìè êëåòêè íà ëèíèè ðàñïîëîæåíèÿ ôèá-
ðèëëû). Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî àíàëèçà ïîêàçàëè

(ðèñ. 5, á), ÷òî â êëåòêàõ êóëüòóðû HPAEC îòíîñèòåëüíàÿ
äëèíà ôèáðèëë íå óâåëè÷èâàåòñÿ è ñîñòàâëÿåò îêîëî ïî-
ëîâèíû ïîòåíöèàëüíî âîçìîæíîé äëèíû — 52.1—56.3 %
(ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ îòñóòñòâóþò). Òàêèì
îáðàçîì, îòíîñèòåëüíàÿ äëèíà ôèáðèëë â ýíäîòåëèîöèòàõ
íå èçìåíÿåòñÿ ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ êîíòàêòîâ ìåæäó
ñîñåäíèìè êëåòêàìè.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü,
÷òî ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ êóëüòóðû
HPAEC ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíî-
ñëîÿ èçìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî: êîãäà ïðîòÿæåííîñòü
êîíòàêòîâ ýíäîòåëèîöèòà ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè ïðåâû-
øàåò òðåòü åãî ïåðèìåòðà, óâåëè÷èâàåòñÿ îáùàÿ ïëîùàäü,
çàíèìàåìàÿ àêòèíîâûìè ïó÷êàìè. Ïðè ýòîì îòíîñèòåëü-
íàÿ äëèíà àêòèíîâûõ ôèáðèëë íå èçìåíÿåòñÿ, à òîëùèíà
óâåëè÷èâàåòñÿ.

À í à ë è ç è ç ì å í å í è é ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î ò ð ó-
á î ÷ å ê, ï ð î è ñ õ î ä ÿ ù è õ ï ð è ô î ð ì è ð î â à í è è ì î-
í î ñ ë î ÿ â ê ë å ò ê à õ ê ó ë ü ò ó ð û H P A E C. Èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ b-òó-
áóëèíà ïîêàçàëî, ÷òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê êëåòîê
êóëüòóðû HPAEC èìååò âûðàæåííûé öåíòð ñõîæäåíèÿ
âáëèçè ÿäðà, â ðàéîíå öåíòðîñîìû. Â ýòîé îáëàñòè èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (à ñëåäîâàòåëüíî, è ïëîòíîñòü)
ìèêðîòðóáî÷åê ìàêñèìàëüíà, îíà ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ
îò öåíòðîñîìû ê êëåòî÷íûì êðàÿì (ðèñ. 6). Íà ïåðèôåðèè
êëåòêè ïëîòíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê äîâîëüíî íèçêàÿ —
ìîæíî ëåãêî èäåíòèôèöèðîâàòü îòäåëüíûå ìèêðîòðóáî÷-
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Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü èçìåíåíèÿ ïëîùàäè, çàíèìàåìîé àêòèíî-
âûìè ôèëàìåíòàìè â êëåòêàõ êóëüòóðû HPAEC, îò ïðîòÿæåí-

íîñòè êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè.

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå òîëùèíû (à) è äëèíû (á) àêòèíîâûõ ôèá-
ðèëë â êëåòêàõ êóëüòóðû HPAEC, èìåþùèõ ðàçëè÷íóþ ïðîòÿ-

æåííîñòü êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè.



êè èëè èõ äîñòàòî÷íî ïðîòÿæåííûå äèñòàëüíûå ôðàãìåí-
òû. Òàêèì îáðàçîì, â ýíäîòåëèîöèòàõ ëèíèè ÍÐÀÅÑ ñèñ-
òåìà ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ ðàäèàëüíîé — á *îëüøàÿ
÷àñòü èõ ðàñòåò îò öåíòðîñîìû.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà âûäåëèëè
6 ãðóïï êëåòîê: îäèíî÷íûå êëåòêè è 5 ãðóïï êëåòîê, èìå-
þùèõ ðàçíóþ ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ ñ ñîñåäÿìè:
1—10, 10—30, 30—50, 50—70 è 70—100 % îò äëèíû ñîá-
ñòâåííîãî ïåðèìåòðà êëåòêè. Àíàëèçèðîâàëè ìèêðîòðó-
áî÷êè â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû è â ðàéîíå êîíòàêòîâ
ñ ñîñåäíåé êëåòêîé.

Ó îäèíî÷íûõ êëåòîê, íå èìåâøèõ êîíòàêòîâ ñ ñîñå-
äÿìè, ôîðìà êëåòêè âàðüèðîâàëà îò èäåàëüíî êðóãëîé
äî ñèëüíî âûòÿíóòîé, ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé, ñî ìíîæå-
ñòâîì äëèííûõ âûðîñòîâ ëàìåëëû. Ðàäèàëüíàÿ ñîñòàâ-
ëÿþùàÿ íàáëþäàëàñü âî âñåõ îäèíî÷íûõ êëåòêàõ âíå çà-
âèñèìîñòè îò èõ ôîðìû (ðèñ. 7). Â âûòÿíóòûõ è ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûõ êëåòêàõ íàáëþäàëèñü âûðàæåííûå
ïàðàëëåëüíûå ïó÷êè ìèêðîòðóáî÷åê, îðèåíòèðîâàííûå
âäîëü èõ äëèííîé îñè. Àíàëîãè÷íûå ïàðàëëåëüíî îðãà-

íèçîâàííûå ïó÷êè ìèêðîòðóáî÷åê èìåëè è êëåòêè ñ
íåçíà÷èòåëüíîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ ñ ñîñåäÿìè
(1—10 %), îäíàêî â êëåòêàõ ñ áîëüøåé ïðîòÿæåííîñòüþ
êîíòàêòîâ òàêèå ïó÷êè íå âûÿâëÿëèñü (ðèñ. 7).

42 À. Ñ. Øàõîâ è äð.

Ðèñ. 6. Èçìåðåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîòðóáî-
÷åê, ðàñïîëîæåííûõ â îáëàñòè ìåæäó êëåòî÷íûì öåíòðîì è

ëàìåëëîé êëåòêè.

à — èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîôîòîãðàôèÿ êëåòêè HPAEC; áåëûì
öâåòîì îáîçíà÷åí îòðåçîê, âäîëü êîòîðîãî ïðîâîäèëè èçìåðåíèÿ. á —
èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò öåíòðîñîìû (åå ïîëîæå-
íèå îáîçíà÷åíî ëèíèåé) äî êðàÿ êëåòêè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —

10 ìêì.

Ðèñ. 7. Ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ HPAEC íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

Ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ýíäîòåëèîöèòîâ êîëè÷åñòâî ìèêðî-
òðóáî÷åê â öèòîïëàçìå âèçóàëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ. Ñëåâà — ôàçîâî-êîíò-
ðàñòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè, ñïðàâà — èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, ìå÷åíèå

àíòèòåëàìè ïðîòèâ b-òóáóëèíà. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



Ó îäèíî÷íûõ êëåòîê ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ìèêðîòðó-
áî÷åê â ðàéîíå ñâîáîäíîé ëàìåëëû ñîñòàâèëî 6.7 � 0.2
(íà îòðåçîê èçìåðåíèÿ 10 ìêì). Â ãðóïïàõ êëåòîê ñ ïðîòÿ-
æåííîñòüþ êîíòàêòîâ äî 50 % îò ïåðèìåòðà ñðåäíåå êî-
ëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê íå èçìåíÿëîñü (ðèñ. 8, à), ñòàòè-
ñòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ è â
êëåòêàõ ñ îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîí-
òàêòîâ (1—50 %) êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê íå ðàçëè÷à-
åòñÿ. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè îáëàñòè êîíòàêòà
(50—100 %) ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå
ñâîáîäíîé ëàìåëëû ðîñëî, à çàòåì íå èçìåíÿëîñü è ñî-
ñòàâëÿëî äëÿ êëåòîê ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ 50—70
è 70—100 % 8.0 � 0.5 è 8.3 � 0.2 ìèêðîòðóáî÷åê ñîîòâåò-
ñòâåííî. Ðàçëè÷èå â êîëè÷åñòâå ìèêðîòðóáî÷åê ìåæäó
êëåòêàìè 4-é è 5-é ãðóïï áûëî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûì,
à ìåæäó êëåòêàìè 5-é è 6-é ãðóïï ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-
ìûõ ðàçëè÷èé íå îáíàðóæèëè.

Àíàëèç ìèêðîòðóáî÷åê â îáëàñòè êîíòàêòîâ ìåæäó
ñîñåäíèìè êëåòêàìè ïîêàçàë, ÷òî íàèìåíüøåå ñðåäíåå
êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê õàðàêòåðíî äëÿ êëåòîê, íå
èìåþùèõ ïðîòÿæåííûõ êîíòàêòîâ (1-ÿ è 2-ÿ ãðóïïû)
(ðèñ. 8, á). Ïðè äàëüíåéøåì ôîðìèðîâàíèè ìåæêëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ýòîé îáëàñòè
ïîñòåïåííî ðàñòåò, äîñòèãàÿ ìàêñèìóìà â êëåòêàõ ñôîð-

ìèðîâàííîãî ìîíîñëîÿ. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè îêàçà-
ëèñü ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå ìèêðîòðóáî÷åê ìåæäó
êëåòêàìè, èìåâøèìè ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ 10—30 è
30—50, à òàêæå 30—50 è 50—70 %.

Òàêèì îáðàçîì, â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëè-
àëüíîãî ìîíîñëîÿ ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà
ìèêðîòðóáî÷åê íà êðàþ êëåòêè: êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî-
÷åê ðàñòåò êàê â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû, òàê è â ðàé-
îíå êîíòàêòîâ ìåæäó ñîñåäíèìè êëåòêàìè. Óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê íà ïåðèôåðèè êëåòêè ïðîèñ-
õîäèò íåðàâíîìåðíî, íàèáîëüøåå ïîâûøåíèå â àíàëèçè-
ðóåìîé îáëàñòè ïðîèñõîäèò ïðè ïðîòÿæåííîñòè êîíòàê-
òîâ 30—50 %. Êîãäà êëåòêà ñôîðìèðîâàëà çíà÷èòåëüíûå
ïî äëèíå êîíòàêòû (70 % îò ñâîåãî ïåðèìåòðà è áîëåå),
êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê íå èçìåíÿåòñÿ.

Ñðàâíåíèå êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå ëà-
ìåëëû è â îáëàñòè êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè ïîêà-
çàëî, ÷òî ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â îáëàñòè
êîíòàêòîâ âñåãäà áûëî âûøå, ÷åì â ðàéîíå ñâîáîäíîé ëà-
ìåëëû. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîëè÷åñòâîì ìèêðîòðóáî÷åê â
ðàéîíå ñâîáîäíîé ëàìåëëû è îáëàñòè êîíòàêòà áûëè ñòà-
òèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè äëÿ êëåòîê ñ ëþáîé ïðîòÿæåí-
íîñòüþ êîíòàêòîâ âïëîòü äî ìîìåíòà îáðàçîâàíèÿ ýíäî-
òåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ in vitro.

Òàêèì îáðàçîì, ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëü-
íîãî ìîíîñëîÿ ïðîèñõîäÿò ñëåäóþùèå èçìåíåíèÿ ñèñòå-
ìû öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê: 1) óâåëè÷èâàåò-
ñÿ êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê íà êðàþ êëåòêè; 2) êîëè÷å-
ñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå êîíòàêòà ïðåâûøàåò èõ
÷èñëî äëÿ îáëàñòè ëàìåëëû, íå èìåþùåé êîíòàêòà, íà
âñåõ ýòàïàõ îáðàçîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ.

Îáñóæäåíèå

Ý í ä î ò å ë è à ë ü í û é ì î í î ñ ë î é ê à ê ô ó í ê ö è î-
í à ë ü í à ÿ ì î ä å ë ü ä ë ÿ è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ â ç à è ì î-
ä å é ñ ò â è ÿ ö è ò î ñ ê å ë å ò í û õ ñ ò ð ó ê ò ó ð ê ë å ò ê è.
Öèòîñêåëåò êëåòêè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîìïëåêñíóþ ñèñ-
òåìó, ñîñòîÿùóþ èç òðåõ òèïîâ ôèëàìåíòîâ, êàæäûé èç
êîòîðûõ èìååò ñîáñòâåííûå ñâîéñòâà è ôóíêöèè. Ìèêðî-
òðóáî÷êè è àêòèíîâûå ôèëàìåíòû èãðàþò âàæíåéøóþ
ðîëü â êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè, â òî âðåìÿ êàê ïðîìåæó-
òî÷íûå ôèëàìåíòû âûïîëíÿþò â îñíîâíîì ôóíêöèþ ïîä-
äåðæàíèÿ ôîðìû êëåòêè. Êðîìå òîãî, ýëåìåíòû öèòî-
ñêåëåòà âçàèìîäåéñòâóþò ñ àäãåçèâíûìè ñòðóêòóðàìè
êëåòêè.

Ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóåò ñâÿçü ìåæäó ìèêðîòðóáî÷-
êàìè è àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè (Rodriguez et al., 2003;
Prasain, Stevens, 2009), ïðè÷åì ýòà ñâÿçü îñóùåñòâëÿåòñÿ
êàê íà ñòðóêòóðíîì (Watanabe et al., 2004; Prasain, Ste-
vens, 2009; Akhmanova, Steinmetz, 2010; Applewhite et al,
2010), òàê è íà ôóíêöèîíàëüíîì è ðåãóëÿòîðíîì óðîâíÿõ
(Birukova et al., 2004a, 2004b; Ñìóðîâà è äð., 2011; Alieva
et al., 2013). Ñòðóêòóðíóþ ðîëü âûïîëíÿþò êðîññ-ëèíêåð-
íûå áåëêè, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ ìèêðîòðóáî÷êè è àêòè-
íîâûå ôèëàìåíòû ñîåäèíÿþòñÿ íåïîñðåäñòâåííî (Fuchs,
Karakesisoglou, 2001; Rodriguez et al., 2003; Bershadsky
et al., 2006). Â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðíûõ ìîëåêóë âûñòóïà-
þò, â ÷àñòíîñòè, ÃÒÔàçû Rho, êîòîðûå ìîãóò ðåãóëèðî-
âàòü äèíàìèêó è îðãàíèçàöèþ êàê àêòèíîâîé ñèñòåìû,
òàê è ìèêðîòðóáî÷åê (Cook et al., 1998; Daub et al., 2001;
Ishizaki et al., 2001; Palazzo et al., 2001; Fukata et al., 2002;
Jaffe, Hall, 2005).

Ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïðè ôîðìèðîâàíèè ôóíêöèîíàëüíîãî ìîíîñëîÿ in vitro 43

Ðèñ. 8. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ êóëü-
òóðû HPAEC, èìåþùèõ ðàçëè÷íóþ ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ
ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè, â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëü-
íîãî ìîíîñëîÿ â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû (à) è â îáëàñòè

êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè (á).



Âçàèìîäåéñòâèå ìèêðîòðóáî÷åê è ïðîìåæóòî÷íûõ
ôèëàìåíòîâ èçó÷àëè íå ñòîëü èíòåíñèâíî. Ïðåäïîëàãàåò-
ñÿ, ÷òî ìèêðîòðóáî÷êè è ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåíòû
âçàèìîäåéñòâóþò íå ïðÿìî, à îïîñðåäîâàííî. Áåëêîì, âû-
ïîëíÿþùèì ðîëü ñâÿçêè ìåæäó âèìåíòèíîì è ìèêðîòðó-
áî÷êàìè, ìîæåò áûòü êèíåçèí, à òàêæå íåêîòîðûå äðóãèå
áåëêè (Dr *aberov*a, Draber, 1993; Liao, Gundersen, 1998).

Îïèñàíà âçàèìîñâÿçü ìåæäó àêòèíîâûìè ôèëàìåíòà-
ìè è âèìåíòèíîì. Ñíà÷àëà åå îáíàðóæèëè íà áèîõèìè÷å-
ñêîì óðîâíå (Cary et al., 1994; Esue et al., 2006), à çàòåì è
íà ñòðóêòóðíîì; áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî õâîñòîâîé äîìåí
âèìåíòèíà ïðÿìî âçàèìîäåéñòâóåò ñ àêòèíîâûìè ôèëà-
ìåíòàìè (Esue et al., 2006).

Öèòîñêåëåò àêòèâíî âçàèìîäåéñòâóåò ñ àäãåçèâíûìè
ñòðóêòóðàìè êëåòêè, îáðàçóÿ ñëîæíî ñêîîðäèíèðîâàííóþ
ñèñòåìó. Ïîêàçàíî, ÷òî óïîìÿíóòûå âûøå ÃÒÔàçû Rho
ìîãóò òàêæå ðåãóëèðîâàòü äèíàìèêó ôîêàëüíûõ è ìåæ-
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (Mehta, Malik, 2006). Ïëþñ-êîíöå-
âûå áåëêè ìèêðîòðóáî÷åê ñåìåéñòâà CLIP è APC âîâëå-
÷åíû âî âçàèìîäåéñòâèå ñ ìåæêëåòî÷íûìè êîíòàêòàìè
(Small, Kaverina, 2003; Lansbergen, Akhmanova, 2006;
Mehta, Malik, 2006; Komarova et al., 2007). Îïèñàííûå
âçàèìîäåéñòâèÿ îáåñïå÷èâàþò ìíîæåñòâî ìîðôîôóíêöè-
îíàëüíûõ ðåàêöèé êëåòêè è àêòèâíî èññëåäóþòñÿ íà
êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòàõ. Â ýíäîòåëèîöèòàõ òàêîå
âçàèìîäåéñòâèå îáåñïå÷èâàåò ñæàòèå è ðàññëàáëåíèå
êëåòêè â ïðîöåññå îñóùåñòâëÿåíèÿ áàðüåðíîé ôóíêöèè.
Äëÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê íàèáîëåå èçó÷åíî âçàèìî-
äåéñòâèå àäãåçèâíûõ êîìïëåêñîâ ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëå-
òîì (Burridge et al., 1988; Geiger et al., 2001).

Îäíàêî ôèáðîáëàñòû, âûäåëåííûå â êóëüòóðó, â çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè îòëè÷àþòñÿ îò ñâîåãî íàòèâíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ â æèâîì îðãàíèçìå. Àäåêâàòíîé ìîäåëüþ äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ôèáðèëëÿðíûõ êîìïîíåíòîâ
öèòîñêåëåòà è àäãåçèâíûõ ñòðóêòóð êëåòêè ÿâëÿåòñÿ âû-
äåëåííûé â êóëüòóðó ýíäîòåëèàëüíûé ìîíîñëîé, â êîòî-
ðîì êëåòêè íàõîäÿòñÿ â ìàêñèìàëüíî áëèçêîì ê æèâîìó
îðãàíèçìó ôèçèîëîãè÷åñêîì ñîñòîÿíèè. Ýòà ìîäåëü øè-
ðîêî è àêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ â áèîõèìèè è èììóíîëîãèè
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ áåëêîâûõ ðåöåïòîðîâ è ìî-
ëåêóëÿðíûõ êàñêàäîâ, â êëåòî÷íîé áèîëîãèè — äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèé öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð è èõ âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ âåçèêóëÿðíûìè ñòðóêòóðàìè, â ôàðìàêîëîãèè è ìåäè-
öèíå — äëÿ èññëåäîâàíèÿ áàðüåðíîé ôóíêöèè è äèñôóíê-
öèè ýíäîòåëèÿ, à òàêæå äåéñòâèÿ õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ íà
ýíäîòåëèàëüíûé ìîíîñëîé. Øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå äàí-
íîé êóëüòóðû ïðîèñõîäèò ïî íåñêîëüêèì ïðè÷èíàì.
Â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòà ìîäåëü õîðîøî âîñïðîèçâîäèò ôè-
çèîëîãè÷åñêèå óñëîâèÿ, â êîòîðûõ íàõîäèòñÿ ýíäîòåëèé
in vitro: â îðãàíèçìå ýíäîòåëèîöèòû ðàñïîëàãàþòñÿ íà
âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ñîñóäîâ â âèäå ìîíîñëîÿ, îíè
ðàñòóò íà áàçàëüíîé ìåìáðàíå è îìûâàþòñÿ êðîâüþ ñî
ñòîðîíû àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè. Â êóëüòóðàëüíûõ ôëà-
êîíàõ êëåòêè òàêæå ðàñòóò â âèäå ìîíîñëîÿ, êóëüòèâèðó-
þòñÿ íà ñïåöèàëüíîé áåëêîâîé ïîäëîæêå è ñîõðàíÿþò áà-
çîàïèêàëüíóþ îðãàíèçàöèþ. Ñðåäà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ,
òàê æå êàê è êðîâü, îìûâàåò ñâåðõó ýíäîòåëèàëüíûé ìî-
íîñëîé. Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè â òå÷åíèå ðÿäà ïàññàæåé
ñîõðàíÿþò in vitro ñâîþ íàòèâíóþ ìîðôîëîãèþ, áèîõè-
ìè÷åñêèå è ôèçèîëîãè÷åñêèå (áàðüåðíûå) ñâîéñòâà, õà-
ðàêòåðíûå äëÿ ýíäîòåëèÿ in vivo. Òàêèì îáðàçîì, ìîäåëü
ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ in vitro ñ ôóíêöèîíàëüíîé è
ìîðôîëîãè÷åñêîé òî÷åê çðåíèÿ íàèáîëåå ïðèåìëåìà äëÿ
èññëåäîâàíèÿ íîðìàëüíîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà
âçàèìîäåéñòâèÿ öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð.

Îñíîâíîé ôóíêöèåé ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ â æè-
âîì îðãàíèçìå ÿâëÿåòñÿ îáåñïå÷åíèå ñåëåêòèâíîãî áàðüå-
ðà ìåæäó êðîâüþ è âíóòðåííèì ïðîñòðàíñòâîì âñåõ îðãà-
íîâ. Ïåðâîíà÷àëüíî ñ÷èòàëîñü, ÷òî îñíîâíûì öèòîñêå-
ëåòíûì êîìïîíåíòîì, îòâåòñòâåííûì çà îñóùåñòâëåíèå
áàðüåðíîé ôóíêöèè è âîçíèêíîâåíèå äèñôóíêöèè ýíäîòå-
ëèÿ, ÿâëÿåòñÿ ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Dudek,
Garcia, 2001). Ðàáîòû ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçûâàþò, ÷òî íå
àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, à ìèêðîòðóáî÷êè ÿâëÿþòñÿ òîé
ñòðóêòóðîé, êîòîðàÿ îòâåòñòâåííà çà íà÷àëüíûå ýòàïû
ðàçâèòèÿ áàðüåðíîé äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ (Ñìóðîâà
è äð., 2008à, 2011; Alieva et al., 2013). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
äåïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê íîêîäàçîëîì ñàìà ïî
ñåáå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðîíèöàåìîñòè ìîíîñëîÿ
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê è çàïóñêàåò ìîëåêóëÿðíûé êàñ-
êàä, ïðèâîäÿùèé ê áàðüåðíîé äèñôóíêöèè (Ñìóðîâà
è äð., 2008á; Alieva et al., 2013), ïðè÷åì íàðóøåíèå áàðü-
åðíîé ôóíêöèè âîçíèêàåò ïðè ìèíèìàëüíîì ðàçðóøåíèè
ïåðèôåðè÷åñêèõ ìèêðîòðóáî÷åê, êîãäà ñèñòåìà àêòèíî-
âûõ ôèëàìåíòîâ îñòàåòñÿ èíòàêòíîé.

Â îòëè÷èå îò èññëåäîâàíèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿ-
íèé ýíäîòåëèÿ èññëåäîâàíèÿ, ñâÿçàííûå ñ ïîâåäåíèåì
öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð â íîðìå (íàïðèìåð, ïðè ôîðìè-
ðîâàíèè ìîíîñëîÿ ýíäîòåëèîöèòîâ), íà÷àëè ïðîâîäèòü
ñîâñåì íåäàâíî. Òàê, öèòîñêåëåòíûå ìåõàíèçìû âîçíèê-
íîâåíèÿ êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ïðè ôîðìèðîâàíèè ýíäîòå-
ëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ, ñâÿçàííûå ñ ôóíêöèåé àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ, èññëåäîâàëè â ëàáîðàòîðèè Ñâèòêèíîé (Ho-
elzle, Svitkina, 2012). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïåðâîíà÷àëü-
íûì ýòàïîì â ôîðìèðîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå îáøèðíûõ ëàìåëëîïîäèé. Çàòåì,
ñîãëàñíî ïðåäëîæåííîé àâòîðàìè ìîäåëè, ïðîèñõîäèò
ïðåîáðàçîâàíèå åå â ìîñòû, ïîäîáíûå ôèëîïîäèÿì, íåñó-
ùèå ñóáúåäèíèöû VE-êàäãåðèíà è äîïîëíèòåëüíûå áåë-
êè, îðãàíèçóþùèå àêòèí â ïàðàëëåëüíûå ïó÷êè (Hoelzle
and Svitkina, 2012). Òàêèì îáðàçîì, ê íàñòîÿùåìó âðåìå-
íè âçàèìîñâÿçè ìåæäó îòäåëüíûìè ýëåìåíòàìè öèòîñêå-
ëåòà ýíäîòåëèîöèòîâ â íîðìå èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî (Pra-
sain, Stevens, 2009).

Â äàííîé ðàáîòå áûëà ñäåëàíà ïîïûòêà ïðîäâèíóòüñÿ
â ïîíèìàíèè òîãî, êàêèå öèòîñêåëåòíûå ñòðóêòóðû è â êà-
êîé ñòåïåíè âîâëå÷åíû â ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòå-
ëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè
çàêëþ÷èòü, ÷òî ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ îðãàíè-
çàöèÿ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ íå èçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 1,
2), àêòèíîâûå ôèëàìåíòû óòîëùàþòñÿ, èõ ñåòü ñòàíîâèò-
ñÿ áîëåå âûðàæåííîé (ðèñ. 3—5, à), à ñèñòåìà ìèêðîòðó-
áî÷åê ðåîðãàíèçóåòñÿ êàê â çîíå ôîðìèðóþùèõñÿ êîíòàê-
òîâ, òàê è â îáëàñòè ñâîáîäíîãî êðàÿ (ðèñ. 7—8).

Â è ì å í ò è í î â û å ô è ë à ì å í ò û ï ð è ô î ð ì è ð î-
â à í è è ý í ä î ò å ë è à ë ü í î ã î ì î í î ñ ë î ÿ. Âèìåíòèíî-
âûå ôèëàìåíòû ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íî ñòàáèëüíûìè
ñòðóêòóðàìè, îíè ñâÿçàíû ñ ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè è
ñòàáèëèçèðóþò ñâÿçü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñ âíåêëå-
òî÷íûì ìàòðèêñîì (Tsuruta, Jones, 2003). Ñóùåñòâóþò
äàííûå î òîì, ÷òî âèìåíòèíîâûå ôèëàìåíòû íåïîñðåäñò-
âåííî ñâÿçàíû ñ àêòèíîì (Esue et al., 2006). Èçâåñòíî òàê-
æå, ÷òî ñåòü âèìåíòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ýíäîòåëèîöèòàõ
áûñòðî ðàçðóøàåòñÿ ïðè ãèïîêñèè, ïðè ýòîì ïðîèñõîäÿò
èçìåíåíèÿ è â ñèñòåìå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Liu et al.,
2010). Ïåðå÷èñëåííûå ôàêòû óêàçûâàþò íà âîçìîæíóþ
ðîëü âèìåíòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â îáåñïå÷åíèè áàðüåð-
íîé ôóíêöèè ýíäîòåëèÿ. Ïîñêîëüêó ýòà ðîëü ñåé÷àñ íå ñî-
âñåì ïîíÿòíà (Liu et al., 2010), ìû ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó
îöåíèòü êîëè÷åñòâåííî èçìåíåíèÿ ñèñòåìû âèìåíòèíî-
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âûõ ôèëàìåíòîâ â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëü-
íîãî ìîíîñëîÿ. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå äàííûì, ñåòü âèìåíòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ìîðôîëîãè-
÷åñêè ôàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 1, 2), îäíàêî ýòîò
ôàêò íå ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî âèìåíòèíîâûå ôèëà-
ìåíòû íå âíîñÿò ñâîåãî âêëàäà â ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ ýí-
äîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ.

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, ñåòü âèìåíòèíîâûõ ôèëà-
ìåíòîâ ìîæåò èñïûòûâàòü áûñòðûå êðàòêîâðåìåííûå èç-
ìåíåíèÿ, íàïðèìåð ïðè ãåìîäèíàìè÷åñêîì ñòðåññå, êîãäà
ïðîèñõîäèò áûñòðîå ïåðåìåùåíèå âèìåíòèíîâûõ ôèëà-
ìåíòîâ, íî ïðè ýòîì íå íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíûõ íàðó-
øåíèé ñàìîé ñåòè (Helmke et al., 2001). Ðåçêèå èçìåíåíèÿ
â ñòðóêòóðå âèìåíòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ïðîèñõîäÿò ïðè
âîçäåéñòâèè ãèïîêñèè, ïðè÷åì íàáëþäàåìàÿ ïåðåñòðîéêà
ïðîèñõîäèò ñîâìåñòíî ñ èçìåíåíèåì àêòèíîâûõ ôèëà-
ìåíòîâ (Liu et al, 2010). Íåëüçÿ òàêæå èñêëþ÷èòü èíòå-
ãðàëüíóþ ðîëü, êîòîðóþ ìîãóò èãðàòü âèìåíòèíîâûå
ôèëàìåíòû. Íàïðèìåð, âîçìîæíî, ÷òî âèìåíòèíîâûå ôè-
ëàìåíòû âîâëå÷åíû â ïðîöåññ ïîçèöèîíèðîâàíèÿ öåíòðî-
ñîìû íàðÿäó ñ äðóãèìè ïðîìåæóòî÷íûìè ôèëàìåíòàìè
(Morgan et al., 2011). Òàêèì îáðàçîì, ïî-âèäèìîìó, âè-
ìåíòèíîâûå ôèëàìåíòû íå ÿâëÿþòñÿ îïðåäåëÿþùèì çâå-
íîì â ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ,
íî èõ ïîâåäåíèå â ýíäîòåëèè òðåáóåò áîëåå òùàòåëüíîãî
èçó÷åíèÿ.

Ð å î ð ã à í è ç à ö è ÿ à ê ò è í î â û õ ô è ë à ì å í ò î â è
ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê ï ð è ô î ð ì è ð î â à í è è
ý í ä î ò å ë è à ë ü í î ã î ì î í î ñ ë î ÿ. Ïî ìåðå ôîðìèðîâà-
íèÿ ìîíîñëîÿ ýíäîòåëèîöèòû äåëÿòñÿ è ôîðìèðóþò ìåæ-
êëåòî÷íûå êîíòàêòû ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè. Â ïðîöåññå
îáðàçîâàíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ âàæíóþ ðîëü èãðà-
åò ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ.

Ïðîâåäåííûé êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî
ñèñòåìà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ìåíÿåòñÿ ïî ìåðå ôîðìè-
ðîâàíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ: àêòèíîâûõ ôèáðèëë
ñòàíîâèòñÿ áîëüøå è óâåëè÷èâàåòñÿ èõ ñðåäíÿÿ òîëùèíà
(ðèñ. 3—5, à). Íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ íå ïðîèñõîäÿò
ïîñòåïåííî. Àêòèíîâûõ ôèáðèëë ñòàíîâèòñÿ áîëüøå,
êîãäà êëåòêà ñôîðìèðîâàëà ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû áî-
ëåå ÷åì íà òðåòè ñâîåãî êðàÿ (ðèñ. 4). Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ýòî âûçâàíî áîëåå çíà÷èòåëüíûì âíóòðèêëåòî÷-
íûì íàòÿæåíèåì, âîçíèêàþùèì íà ýòîé ñòàäèè ôîðìèðî-
âàíèÿ ìîíîñëîÿ. Àêòèíîâûå ïó÷êè óòîëùàþòñÿ ïîçäíåå,
êîãäà ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ñôîðìèðîâàëèñü áîëåå
÷åì íà ïîëîâèíå êëåòî÷íîãî êðàÿ (ðèñ. 5, à). Ïî-âèäèìî-
ìó, ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ è
îáðàçîâàíèÿ âñå áîëüøåãî ÷èñëà êîíòàêòîâ ìåæäó ñîñåä-
íèìè êëåòêàìè óâåëè÷èâàåòñÿ ÷èñëî âíóòðèêëåòî÷íûõ
îñåé íàïðÿæåíèÿ, âäîëü êîòîðûõ ôîðìèðóþòñÿ âûðàæåí-
íûå àêòèíîâûå ïó÷êè. Âîçìîæíî òàêæå, ÷òî ýòè èçìåíå-
íèÿ ñâÿçàíû (è ïðîòåêàþò ïàðàëëåëüíî) ñ ôîðìèðîâàíèåì
íîâûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, ñ êîòîðûìè àêòèíîâûå ôè-
ëàìåíòû íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçàíû.

Íåñìîòðÿ íà âàæíóþ ðîëü àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, â
íàñòîÿùåå âðåìÿ âñå áîëüøåå êîëè÷åñòâî äàííûõ ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì çâåíîì âî âçàèìîäåéñòâèè ñ àäãåçèâíûìè
ñòðóêòóðàìè è îáåñïå÷åíèè áàðüåðíîé ôóíêöèè. Èçâåñò-
íî, ÷òî äèíàìè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü êîíöîâ ìèêðî-
òðóáî÷åê, èõ ñïîñîáíîñòü ê ÷àñòîé ñìåíå ôàç ñáîðêè
è ðàçáîðêè ïîçâîëÿþò ìèêðîòðóáî÷êàì ëîêàëüíî ìîäóëè-
ðîâàòü äèíàìèêó ôîêàëüíûõ êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (â äâè-
æóùèõñÿ ôèáðîáëàñòàõ ïóòåì ïðÿìîãî íàïðàâëåííîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ïëþñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê ñ ôîêàëüíû-

ìè êîíòàêòàìè — òàê íàçûâàåìîãî òàðãåòèíãà êîíòàêòîâ
(Kaverina et al., 1999; Efimov et al., 2007)), à òàêæå ðåãóëè-
ðîâàòü äèíàìèêó ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (Shewan et al.,
2005; Stehbens et al., 2006). Âñå ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ìèêðîòðóáî÷êè ìîãóò èãðàòü çíà÷èòåëüíóþ
ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ.

Îïèñàííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçìåíåíèÿ, ïðîèñõî-
äÿùèå â ñèñòåìå ìèêðîòðóáî÷åê ïðè ôîðìèðîâàíèè ìî-
íîñëîÿ ýíäîòåëèîöèòîâ, îêàçàëèñü íàèáîëåå âûðàæåííû-
ìè ñðåäè âñåõ öèòîñêåëåòíûõ ñèñòåì (ðèñ. 7, 8), è ýòè èç-
ìåíåíèÿ íàèáîëåå çàìåòíû íà ïåðèôåðèè êëåòêè.
Îòìå÷àëñÿ ðîñò îáùåãî ÷èñëà ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå
êðàåâûõ îáëàñòåé êëåòêè ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòå-
ëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ. ×èñëî ìèêðîòðóáî÷åê íà âñåõ ñòà-
äèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ áûëî
âûøå â ðàéîíå êîíòàêòà ñ ñîñåäíåé êëåòêîé, ÷åì â îáëàñ-
òè ñâîáîäíîé ëàìåëëû. Òàêîå ðàçëè÷èå ìîæíî îáúÿñíèòü,
ñ îäíîé ñòîðîíû, âîâëå÷åíèåì öåíòðîñîìû êàê îñíîâíîãî
öåíòðà ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê â ýíäîòåëèîöèòàõ
â ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ è ëî-
êàëüíûì ïîâûøåíèåì åå àêòèâíîñòè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
òàêóþ ðàçíèöó ìîæíî îáúÿñíèòü çàÿêîðèâàíèåì ìè-
íóñ-êîíöîâ ñâîáîäíûõ ìèêðîòðóáî÷åê â çîíå ìåæêëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ, îïèñàííûì ðàíåå è õàðàêòåðíûì äëÿ ýïè-
òåëèàëüíûõ êëåòîê (Meng et al., 2008), ëèáî âîçìîæíîé
ñòàáèëèçàöèåé ïëþñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê â çîíå
VE-êàäãåðèíîâûõ êîíòàêòîâ (Gundersen et al., 2004). Âîç-
ìîæíî òàêæå, ÷òî ñàìè äèíàìè÷íûå ìèêðîòðóáî÷êè ðåãó-
ëèðóþò ëîêàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ VE-êàäãåðèíà â ìåæ-
êëåòî÷íûõ êîíòàêòàõ ïîäîáíî òîìó, êàê îïèñàíî â ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòêàõ (Stehbens et al., 2006).

Òàêèì îáðàçîì, äâèãàòåëåì ïðîöåññà ôîðìèðîâàíèÿ
ìîíîñëîÿ ÿâëÿþòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ìèêðîòðóáî÷êè. Ñèñ-
òåìà ìèêðîòðóáî÷åê èñïûòûâàåò íàèáîëåå âûðàæåííûå
èçìåíåíèÿ, è ýòè èçìåíåíèÿ ïðîèñõîäÿò íà êðàþ êëåòêè.
Ïîñêîëüêó áîëüøèíñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ýíäîòåëèîöè-
òå ñâÿçàíî ñ öåíòðîñîìîé, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
öåíòðîñîìà âîâëå÷åíà â ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòå-
ëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ. Ïðîâåðêå ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áó-
äåò ïîñâÿùåíà íàøà ñëåäóþùàÿ ðàáîòà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü P. Ý. Óçáåêîâó çà
ïëîäîòâîðíîå îáñóæäåíèå ðóêîïèñè ñòàòüè, çàìå÷àíèÿ è
ðåêîìåíäàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû ¹ 09-04-00363 è ¹ 12-04-00488) è Íàöèîíàëüíîãî
èíñòèòóòà çäîðîâüÿ ÑØÀ (NIH) (ïðîåêòû HL067307,
HL080675 è HL101902).
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MONOLAYER FORMATION IN VITRO
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The endothelium lining the inner surface of blood vessels regulates vascular permeability, permitting the
exchange between the blood circulating in vessels and tissue fluid, and performs thereby the barrier function.
Endothelial cells cultured in vitro retain the ability to perform a barrier function that is inherent in vascular en-
dothelial cells in vivo. Endothelial monolayer in vitro is a unique model system that allows studying the interac-
tion of cytoskeletal and adhesive structures of endothelial cells from the earliest stages of its formation. In this
paper we describe and characterize quantitatively the changes in the cytoskeleton of endothelial cells from the
time of endothelial cells spreading on the glass and formation of the first contacts between neighboring cells un-
til the formation of a functional confluent monolayer. The main type of intermediate filaments of endothelial
cells were vimentin filaments. The location of vimentin filaments and their number did not change at different
stages of the endothelial monolayer formation, they occupied more than 80 % of the cells. The system of actin
filaments in endothelial cells was represented by the cortical actin at the cell periphery and bundles of actin
stress fibers arranged in parallel. Upon the formation of contacts with neighboring cells the number and thick-
ness of actin filaments increased. In addition, the formation of the endothelial monolayer led to changes in mic-
rotubule network, which was evident from the increase in the number of microtubules at the cell edge. Further,
at all stages of assembling the endothelial monolayer, the number of microtubules formed at the cell margin in
the area of cell-cell contacts exceeded the number of microtubules in the area of the free lamellae.

K e y w o r d s: pulmonary endothelium, endothelial monolayer formation, endothelial cell cytoskeleton, in-
termediate filaments, actin filaments, microtubules.
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