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È. Â. Âîðîíêèíà è äð.
Àíàëèç èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ

Ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå â ñðåäó ñ êëåòêàìè àíòèîêñèäàíòà N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC, 2—10 ìÌ) áû-
ñòðî (2 ÷) è ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðóåò àêòèâíîñòü ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (æåëàòèíàç ÌÌÐ-2 è
ÌÌÐ-9 è êîëëàãåíàç ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-8), ñåêðåòèðóåìûõ ìûøèíûìè òðàíñôîðìèðîâàííûìè ôèáðîáëà-
ñòàìè 3T3-SV40. Òî æå ñàìîå ïðîèñõîäèò è â áåñêëåòî÷íîé ñðåäå (ñòàíäàðòíîé êîíäèöèîíèðîâàííîé
ôèáðîáëàñòàìè ñðåäå ÍÒ-1080), ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü ïðÿìîå (õèìè÷åñêîå) âçàèìîäåéñòâèå àíòè-
îêñèäàíòà ñ ÌÌÐ, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî ôåðìåíòû òåðÿþò ñâîþ àêòèâíîñòü. Êðîìå òîãî, â ïðèñóòñòâèè
NAC óìåíüøàåòñÿ ñåêðåöèÿ êëåòêàìè ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-9 (èõ êîëè÷åñòâî â ñðåäå), îäíàêî íå èçìåíÿåòñÿ
êîëè÷åñòâî èõ òêàíåâîãî èíãèáèòîðà ÒIÌÐ-1. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàðóøåíèè áàëàíñà ìåæäó ÌÌÐ-1,
ÌÌÐ-9 è ÒIÌÐ-1. Èçìåíåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ ìåæäó ÌÌÐ-2 è åå èíãèáèòîðîì ÒIÌÐ-2 â ñðåäå êëåòîê íå
ïðîèñõîäèò. Ïîêàçàíî, ÷òî ïàðàëëåëüíî ñ ýòèìè èçìåíåíèÿìè ïðîèñõîäÿò ðåñòðóêòóðèçàöèÿ è ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèå êîëëàãåíà I íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ äåëàåòñÿ âûâîä î òîì,
÷òî àíòèîêñèäàíò ìîæåò èçìåíÿòü ñòðóêòóðó âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, à âìåñòå ñ íèì ïîâåäåíèå è ôóíê-
öèîíèðîâàíèå êëåòêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: N-àöåòèëöèñòåèí, ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû, òêàíåâûå èíãèáèòîðû
ÌÌÐ, âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, êîëëàãåí I.

Ñåìåéñòâî ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÐ) —
ýòî öèíêñîäåðæàùèå ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåíòû, âûçû-
âàþùèå äåãðàäàöèþ ïî÷òè âñåõ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ) â ñîåäèíèòåëüíûõ òêàíÿõ — êîëëà-
ãåíà, ôèáðîíåêòèíà, ëàìèíèíà è äð. (Curry, Osteen, 2003;
Lai et al., 2006; Pei et al., 2006; Van Wart, Birkedal-Hansen,
1990). Áëàãîäàðÿ ñïîñîáíîñòè ðàçðóøàòü ÂÊÌ ýòè ïðîòå-
èíàçû ñïîñîáñòâóþò ìèãðàöèè çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê, à
òàêæå ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ íåîàíãèîãåíåçà (ñì. îáçîð:
Björklund, Koivunen, 2005). ÌÌÐ ñåêðåòèðóþòñÿ êëåòêîé
â ëàòåíòíîé ôîðìå è ïðåâðàùàþòñÿ â àêòèâíûå ïðîòåèíà-
çû çà ñ÷åò ðàçðûâà ñâÿçè ìåæäó îñòàòêîì öèñòåèíà â ïðî-
ïåïòèäíîì äîìåíå è öèíêà â àêòèâíîì öåíòðå. Ýòà ñâÿçü,
ïîëó÷èâøàÿ íàçâàíèå öèñòåèíîâîãî âûêëþ÷àòåëÿ, ÷óâñò-
âèòåëüíà ê äåéñòâèþ ñàìûõ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ (Spring-
man et al., 1990; Van Wart, Birkedal-Hansen, 1990; Svineng
et al., 2008).

In vivo àêòèâàòîðàìè ÌÌÐ ìîãóò áûòü ðîñòîâûå ôàê-
òîðû è öèòîêèíû, íî îñíîâíûì ôèçèîëîãè÷åñêèì àêòèâà-
òîðîì ñ÷èòàåòñÿ ïëàçìèí, îáðàçóþùèéñÿ â ðåçóëüòàòå
ìíîãîñòàäèéíîãî ïðîöåññà èç ïëàçìèíîãåíà ïîä äåéñòâè-
åì åãî àêòèâàòîðîâ (Monea et al., 2002; Vayalil et al.,
2005). In vitro ÌÌÐ ìîãóò àêòèâèðîâàòüñÿ ðàçëè÷íûìè
ôàêòîðàìè íåáèîëîãè÷åñêîé ïðèðîäû: ôîðáîëîâûìè
ýôèðàìè, ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûìè âåùåñòâàìè, äèñóëü-
ôèäíûìè ñîåäèíåíèÿìè è ðàçíûìè îêèñëèòåëÿìè (Van
Wart, Birkedal-Hansen, 1990; Björklund, Koivunen, 2005;
Pei et al., 2006). Îäíàêî äàííûå, ïîëó÷åííûå in vitro, èìå-
þò íåìàëî ïðîòèâîðå÷èé, çàêëþ÷àþùèõñÿ â òîì, ÷òî âå-

ùåñòâà ñ ðàçíûìè ñâîéñòâàìè (íàïðèìåð, ñîäåðæàùèå è
íå ñîäåðæàùèå SH-ãðóïïó) ìîãóò îêàçûâàòü îäèíàêîâîå
äåéñòâèå íà ÌÌÐ. Òàê, è âîññòàíîâëåííûé ãëóòàòèîí (Pei
et al., 2006), è äèñóëüôèä àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà (Lee
et al., 2010; Cavdar et al., 2013) ìîãóò èíãèáèðîâàòü æåëà-
òèíàçû ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíòèîêñèäàíò N-àöå-
òèëöèñòåèí (NAC) èçìåíÿåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê 3T3-SV40 ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ
åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (Ôèëàòîâà è äð., 2009;
Ãàìàëåé è äð., 2010) è áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè (Gamaley
et al., 2006), è ýòî óìåíüøåíèå ñîïðîâîæäàåòñÿ ïàäåíèåì
àêòèâíîñòè ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 (Âîðîíêèíà è äð., 2008).
Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ êëå-
òîê ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé
ÂÊÌ çà ñ÷åò èçìåíåííîé àêòèâíîñòè ÌÌÐ ïðè äåéñòâèè
àíòèîêñèäàíòà NAC.

Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÐ ïðè äåéñòâèè àíòèîêñè-
äàíòà íà êëåòêó ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ðàçëè÷íûìè
ôàêòîðàìè. Èìè ìîãóò áûòü âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëü-
íûå ìîëåêóëû, îò àêòèâàöèè (èíàêòèâàöèè) êîòîðûõ çà-
âèñÿò èçìåíåíèå ñèíòåçà ÌÌÐ, èõ ñåêðåöèÿ êëåòêàìè â
ñðåäó è àêòèâíîñòü ñåêðåòèðóåìûõ ÌÌÐ. Êðîìå òîãî, àí-
òèîêñèäàíò, ââîäèìûé â ðîñòîâóþ ñðåäó êëåòêè, ìîæåò
ïðÿìî âëèÿòü íà àêòèâíîñòü ñåêðåòèðóåìûõ ÌÌÐ. Ñàìè
ÌÌÐ ÿâëÿþòñÿ îáúåêòàìè èíãèáèðîâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêè-
ìè òêàíåâûìè èíãèáèòîðàìè (TIMP), â êîìïëåêñå ñ êîòî-
ðûìè (ñ íåêîâàëåíòíîé ñâÿçüþ) îíè ñåêðåòèðóþòñÿ ìíî-
ãèìè êëåòêàìè. Îïèñàíî ÷åòûðå ÒIÌÐ, èíãèáèðóþùèå
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ðàçíûå ÌÌÐ, íî íàèáîëåå ïîëíî èçó÷åíû ÒIÌÐ-1 è
ÒIÌÐ-2. ÒIÌÐ-1 ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåò ÌÌÐ-9 è
ÌÌÐ-1, à ÒIÌÐ-2 — ïðåèìóùåñòâåííî ÌÌÐ-2 (Baker
et al., 2002; Dzwonek et al., 2004; Candelario-Jalil et al.,
2009). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îò ñîîòíîøåíèÿ ìåæäó óðîâíåì
ñâîáîäíîé ÌÌÐ è åå èíãèáèòîðîì çàâèñèò ñòðóêòóðà
ÂÊÌ (Mautino et al., 1999; Henry et al., 2002).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âûÿñíÿëè, êàêèå ïðè÷èíû
(ïðÿìûå èëè êîñâåííûå) ëåæàò â îñíîâå èçìåíåíèé àê-
òèâíîñòè ÌÌÐ ïðè äåéñòâèè íà êëåòêó àíòèîêñèäàíòà
NAC. Îöåíèâàëè àêòèâíîñòü æåëàòèíàç ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9
è êîëëàãåíàç ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-8, ñåêðåòèðóåìûõ òðàíñôîð-
ìèðîâàííûìè ôèáðîáëàñòàìè, â ïðèñóòñòâèè NAC è çà-
âèñèìîñòü ýòèõ èçìåíåíèé îò àêòèâíîñòè òêàíåâûõ èíãè-
áèòîðîâ ÌÌÐ (ÒIÌÐ-1 è ÒIÌÐ-2). Ïàðàëëåëüíî èññëåäî-
âàëè ïðÿìîå äåéñòâèå NAC íà àêòèâíîñòü ÌÌÐ è èõ
ñâÿçü ñ ÒIÌÐ â áåñêëåòî÷íîé ñðåäå, èñïîëüçóÿ ñòàíäàðò-
íóþ êîíäèöèîíèðîâàííóþ ôèáðîáëàñòàìè ñðåäó. Êðîìå
òîãî, îöåíèâàëè îðãàíèçàöèþ è ðàñïðåäåëåíèå êîëëàãåíà
I íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè â ðåçóëüòàòå âëèÿíèå NAC êàê
ïîêàçàòåëü ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ÂÊÌ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ýìáðèî-
íàëüíûå ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû 3Ò3, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå âèðóñîì SV40 (êëåòêè 3T3-SV40). Êëåòêè ïîëó÷åíû
èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ,
ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ) äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Ìàòî÷íûé ðàñ-
òâîð NAC (Sigma, ÑØÀ) ñâåæåãî ïðèãîòîâëåíèÿ äîáàâ-
ëÿëè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê äî íåîáõîäèìîé
êîíöåíòðàöèè íà 1—24 ÷. Ïåðåä äîáàâëåíèåì â ñðåäó ñ
êëåòêàìè çíà÷åíèå ðÍ ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà äîâîäèëè äî
7.0. NAC èñïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèÿõ îò 0.2 äî 10 ìÌ.

Â ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ñðåäó,
êîíäèöèîíèðîâàííóþ ôèáðîáëàñòàìè ÍÒ-1080 (ÊÑ). Èç-
âåñòíî, ÷òî ýòà ñðåäà ñîäåðæèò ðàçíûå ôàêòîðû, ñåêðåòè-
ðóåìûå êëåòêàìè, â òîì ÷èñëå ÌÌÐ-1, ÌÌÐ-2, ÌÌÐ-8 è
ÌÌÐ-9, è ðåêîìåíäóåòñÿ êàê ñòàíäàðòíàÿ (Oliver et al.,
1999). Èñïîëüçóÿ îäèí è òîò æå ñáîð ÊÑ, ìû èçáàâëÿåìñÿ
îò îøèáîê, ñâÿçàííûõ ñ èíäèâèäóàëüíûìè ðàçëè÷èÿìè
êëåòîê ðàçíûõ ïîñåâîâ.

Ï ð î ò å î ë è ò è ÷ å ñ ê ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ÌÌÐ îïðå-
äåëÿëè ìåòîäîì çèìîãðàôèè (Oliver et al., 1999). Â êà÷åñò-
âå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè êàçåèí (äëÿ îïðåäåëåíèÿ àê-
òèâíîñòè êîëëàãåíàç ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-8) è æåëàòèí (äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè æåëàòèíàç ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9).
Ïðîáû êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû îòäåëÿëè îò êëåòîê
öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ñìåøèâàëè ñ SDS-ñîäåðæàùèì
áóôåðîì áåç íàãðåâàíèÿ, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè ýëåêòðî-
ôîðåç (Laemmli, 1970). Ãåëü (10 % àêðèëàìèäà) ñîäåðæàë
1 ìã/ìë æåëàòèíà èëè 0.5 ìã/ìë êàçåèíà. Ïðîáû íàíîñèëè
â êîëè÷åñòâå, ñîîòâåòñòâóþùåì 10 ìêã áåëêà íà äîðîæêó.
Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáå îïðåäåëÿëè ïî Áðýäôîðä (Brad-
ford, 1976). Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà ãåëü ïðîìû-
âàëè 2.5%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 2 ðàçà ïî
30 ìèí, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ â â áó-
ôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.6,
0.15 M NaCl, 10 ìÌ CaCl2 è 0.05 % Brij 35. Ïîñëå èíêóáè-
ðîâàíèÿ ãåëü îêðàøèâàëè Êóìàññè ñèíèì R-250; ïðè ýòîì
çîíû, ñîäåðæàùèå ÌÌÐ, ïðîÿâëÿëèñü â âèäå íåîêðàøåí-
íûõ ïîëîñ. Èäåíòèôèêàöèþ çîí, ñîîòâåòñòâóþùèõ

ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9, îñóùåñòâëÿëè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó
(Oliver et al., 1999). Çàìåòèì, ÷òî çèìîãðàôèÿ âûÿâëÿåò íå
òîëüêî àêòèâíóþ, íî è ëàòåíòíóþ ôîðìó ÌÌÐ. Îíà àêòè-
âèðóåòñÿ âî âðåìÿ ýëåêòðîôîðåçà çà ñ÷åò äåíàòóðèðóþ-
ùåãî äåéñòâèÿ SDS è âûÿâëÿåòñÿ íà ýëåêòðîôîðåãðàììå â
âèäå ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùåé ìåíüøåé ìîëåêóëÿðíîé
ìàññå, ÷åì ó àêòèâíîé ôîðìû òîé æå ÌÌÐ (Toth et al.,
2012). Ìû àíàëèçèðîâàëè ñóììàðíóþ àêòèâíîñòü äëÿ
êàæäîé ÌÌÐ. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ãåëè ñêàíè-
ðîâàëè, ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììû QuantiScan 2.1. Ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåò-
ðèè ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ãèñòîãðàìì.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç ïðîâîäèëè ïî îáû÷íîé
ìåòîäèêå. Áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåì-
áðàíó (Hybond-C extra, Amersham), íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿ-
çûâàíèå áëîêèðîâàëè èíêóáàöèåé â 5%-íîì ðàñòâîðå
îáåçæèðåííîãî ìîëîêà íà Tris-áóôåðå. Ïîñëå ýòîãî ìåìá-
ðàíó èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è â ðàñòâîðå ïåðâûõ àí-
òèòåë (ðàçâåäåíèå ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðî-
èçâîäèòåëÿ) ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â
ðàñòâîðå âòîðûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñî ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçîé, è îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì äëÿ âûÿâëåíèÿ
àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû BCIP/NBT. Ïîñëå ïðî-
ÿâëåíèÿ îêðàñêè ìåìáðàíó ïðîìûâàëè âîäîé è ñêàíè-
ðîâàëè. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû QuantiScan 2.1. Ðåçóëüòàòû äåíñèòî-
ìåòðèè ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ãèñòîãðàìì. Òàê æå êàê â
ñëó÷àå çèìîãðàôèè, ìû àíàëèçèðîâàëè ñóììàðíîå êîëè-
÷åñòâî ëàòåíòíûõ è àêòèâíûõ ôîðì äëÿ âñåõ ÌÌÐ. Â êà-
÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê ÌÌÐ-1 (M6427, Sigma, ÑØÀ) è ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ê ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 (ñîîòâåòñòâåííî
MAB13407 è MAB 13456, Millipore, ÑØÀ), â êà÷åñòâå
âòîðûõ àíòèòåë — àíòèòåëà ïðîòèâ IgG ìûøè, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (A3562, Sigma,
ÑØÀ). Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà äëÿ ÌÌÐ-8 íå ïðîâîäèëè.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÒIÌP-1 è ÒIÌP-2 èñïîëüçîâàëè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà T8187 è T8062 (Sigma, ÑØÀ) ñîîò-
âåòñòâåííî è âòîðûå àíòèòåëà ïðîòèâ IgG êðîëèêà, êîíú-
þãèðîâàííûå ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (A3687, Sigma,
ÑØÀ).

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
ê ë å ò î ê í à ê î ë ë à ã å í I ò è ï à. Êëåòêè îòìûâàëè îò
ñðåäû ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS) è
ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà
(íà PBS) â òå÷åíèå 15 ìèí. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè PBS
3 ðàçà ïî 5 ìèí. Íåñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå áëîêèðî-
âàëè, èíêóáèðóÿ êëåòêè â 1%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâî-
ðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (íà PBS) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ êîëëàãåíà I òèïà ÷åëîâåêà (ÀÂ745
êðîëè÷üè, Millipore, ÑØÀ; ðàçâåäåíèå 1 : 20—1 : 40) èëè
ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê êîëëàãåíàì I, II è III (ìûøè-
íûå, MAB 1334, Millipore, ÑØÀ; ðàçâåäåíèå 1 : 50). Èí-
êóáàöèþ ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè ïðè 4 °Ñ â òå-
÷åíèå 16—18 ÷. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè
FITC-ìå÷åííûå àíòèòåëà ïðîòèâ êðîëè÷üåãî èììóíîãëî-
áóëèíà (ðàçâåäåíèå 1 : 300—1 : 500), ñ êîòîðûìè êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå
45 ìèí. Èçáûòîê àíòèòåë óäàëÿëè, îòìûâàÿ êëåòêè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì Tween 20 (íà PBS) 3 ðàçà ïî 5 ìèí.
Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè ìîíòèðîâàëè íà ïðåäìåò-
íûå â çàêëþ÷àþùóþ ñðåäó Vectashield H-1000 (Vector La-
boratories, Inc., ÑØÀ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè ïðåïàðàòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíûé ñêàíèðóþùèé ìèêðîñêîï Lei-
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ca TCS SL (Ãåðìàíèÿ). Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ HCX
PLAPO CS 63�/1.32.

Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å N A C í à à ê ò è â í î ñ ò ü è ñ î ä å ð æ à -
í è å Ì Ì Ï â ê ë å ò î ÷ í î é ñ ð å ä å. Èçìåíåíèå àêòèâíî-
ñòè ÌÌÐ â ðîñòîâîé ñðåäå êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
çèìîãðàôèè íà ñîîòâåòñòâóþùåì ñóáñòðàòå, à ñîäåðæà-
íèå — ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà. Ââåäåíèå NAC
â ñðåäó êëåòîê 3T3-SV40 ïðèâîäèò ê áûñòðîìó ïàäåíèþ

àêòèâíîñòè æåëàòèíàç (ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9) è êîëëàãåíàç
(ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-8). Çèìîãðàììû íà æåëàòèíå è êàçåèíå, à
òàêæå ñîîòâåòñòâóþùèå èì äåíñèòîãðàììû ïîêàçàíû íà
ðèñ. 1, à, á. Âèäíî, ÷òî óæå ÷åðåç 2 ÷ NAC â êîíöåíòðàöèè
5 ìÌ íàäîëãî (äî 24 ÷) è ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò àêòèâ-
íîñòü âñåõ ÌÌÐ. Àêòèâíîñòü ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 ïàäàåò
äàæå íèæå óðîâíÿ, ðåãèñòðèðóåìîãî â êîíòðîëüíîé ñðåäå.
Ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè âñåõ ÌÌÐ íàáëþäàåòñÿ â êîí-
öåíòðàöèîííîì äèàïàçîíå NAC 2—10 ìÌ (íå ïîêàçàíî).
Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç èçìåíåíèÿ ÌÌÐ, ñåêðåòèðóåìûõ
êëåòêàìè â ñðåäó (Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç), ïîêàçûâàåò
(ðèñ. 1, â, ã), ÷òî NAC âûçûâàåò çíà÷èòåëüíîå óìåíüøå-
íèå êîëè÷åñòâà ÌÌÐ-9, îñîáåííî ïðè äëèòåëüíîì äåéñò-

Àíàëèç èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ 719

Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü (à, á) è ñîäåðæàíèå (â, ã) ÌÌÐ â ðîñòîâîé ñðåäå ñ ôèáðîáëàñòàìè 3T3-SV40 ïîñëå ââåäåíèÿ 5 ìÌ NAC.

à — çèìîãðàôèÿ íà æåëàòèíå (ÌÌÐ-2; ÌÌÐ-9) è êàçåèíå (ÌÌÐ-1; ÌÌÐ-8); á — ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ñîîòâåòñòâóþùèõ çèìîãðàìì; â, ã — Âåñ-
òåðí-áëîòèíã è ñîîòâåòñòâåííî äåíñèòîìåòðèÿ ïîëîñ íà èììóíîáëîòå. Äîðîæêè: 1 — ñðåäà êîíòðîëüíûõ êëåòîê, 2 è 3 — ñðåäà ïîñëå ââåäåíèÿ NAC
ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 1 è 20 ÷. Çäåñü è íà ðèñ. 3 äâå ïîëîñû äëÿ ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 ñîîòâåòñòâóþò ëàòåíòíîé è àêòèâíîé ôîðìàì; íà ñîîòâåòñòâóþùèõ

ãèñòîãðàììàõ îíè ñóììèðîâàíû. NAC ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü âñåõ ÌÌÐ è óìåíüøàåò ñîäåðæàíèå ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-9.



âèè (24 ÷), è óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ÌÌÐ-1. Íåêîòîðîå
óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ÌÌÐ-2, âèäèìîå íà ðèñóíêå, ïî
ñîâîêóïíîñòè äàííûõ ñòàòèñòè÷åñêè íåçíà÷èìî (àíàëî-
ãè÷íûõ äàííûõ äëÿ ÌÌÐ-8 íå ïîëó÷àëè).

Òàêèì îáðàçîì, ââåäåíèå â ñðåäó ñ êëåòêàìè NAC
ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðóåò àêòèâíîñòü æåëàòèíàç è êîëëà-
ãåíàç, ïðè ýòîì óìåíüøàåòñÿ ñåêðåöèÿ êëåòêàìè æåëàòè-
íàçû ÌÌÐ-9 è êîëëàãåíàçû ÌÌÐ-1.

Ä å é ñ ò â è å N A C â á å ñ ê ë å ò î ÷ í î é ñ ð å ä å. ×òî-
áû ïîíÿòü, ÿâëÿåòñÿ èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ïðîòåàç â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ðåçóëüòàòîì èõ ïðÿìîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñ àíòèîêñèäàíòîì èëè îíî îáóñëîâëåíî êàêèìè-òî
âíóòðèêëåòî÷íûìè ïðîöåññàìè, âûçâàííûìè äåéñòâèåì
àíòèîêñèäàíòà íà êëåòêó, ìû ïðîâåëè ìîäåëüíûå ýêñïå-
ðèìåíòû, èñïîëüçóÿ òîëüêî ñòàíäàðòíóþ ÊÑ êëåòîê
ÍÒ-1080. Îêàçàëîñü, ÷òî ââåäåíèå NAC (5—10 ìÌ) â ÊÑ
â îòñóòñòâèå êëåòîê òîæå ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò àêòèâ-
íîñòü âñåõ ÌÌÐ óæå ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ (ðèñ. 2).
Ðåçóëüòàòû àíàëîãè÷íû ïðè óìåíüøåíèè âðåìåíè äåéñò-
âèÿ äî 30 ìèí (íå ïîêàçàíî). Òàêèì îáðàçîì, NAC äåéñò-
âóåò íà ÌÌÐ â îòñóòñòâèå êëåòîê òàê æå, êàê è â èõ ïðè-
ñóòñòâèè, — èíãèáèðóåò áûñòðî è ïîëíîñòüþ. Âåñòåðí-
áëîò-àíàëèç íå ïîêàçàë èçìåíåíèé êîëè÷åñòâà áåëêîâ â
ýòîì ñëó÷àå (íå äåìîíñòðèðóåòñÿ).

Â ë è ÿ í è å N A C í à è í ã è á è ò î ð û Ò I Ì Ð è è õ
ê î ì ï ë å ê ñ û ñ Ì Ì Ð. Àêòèâíîñòü ÌÌÐ ïðè äåéñòâèè
NAC íà êëåòêè ìîæåò èçìåíÿòüñÿ íå òîëüêî â ðåçóëüòàòå
ïðÿìîãî äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòà íà ôåðìåíò. Ïðè÷èíîé

ìîæåò áûòü è èçìåíåíèå áàëàíñà ìåæäó ñâîáîäíûìè
ÌÌÐ (èõ êîëè÷åñòâîì è àêòèâíîñòüþ) è èõ òêàíåâûìè
èíãèáèòîðàìè ÒIÌÐ (ÒIÌÐ-1 è ÒIÌÐ-2) ïðè äåéñòâèè
NAC. Ñïåöèôè÷åñêè ÒIÌÐ-1 èíãèáèðóåò ÌÌÐ-9 è
ÌÌÐ-1, à ÒIÌÐ-2 — ïðåèìóùåñòâåííî ÌÌÐ-2. Ïîýòîìó
ñëåäóþùèé ýêñïåðèìåíòàëüíûé øàã çàêëþ÷àëñÿ â èññëå-
äîâàíèè ó÷àñòèÿ ÒIÌÐ-1 è ÒIÌÐ-2 â èçìåíåíèè àêòèâíî-
ñòè ÌÌÐ-1, ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9. Èçâåñòíî, ÷òî ÌÌÐ-2 è
ÌÌÐ-9 îáðàçóþò êîìïëåêñû ñî ñâîèìè èíãèáèòîðàìè, â
êîòîðûõ ÌÌÐ íåàêòèâíû (Kolkenbrock et al., 1991, 1994),
õîòÿ íàäî çàìåòèòü, ÷òî íå âñå êëåòêè (íàïðèìåð, íåéòðî-
ôèëû) ñèíòåçèðóþò ÌÌÐ â êîìïëåêñå ñî ñâîèì èíãèáè-
òîðîì (Ardi et al., 2007).

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî çà 2—24 ÷ äåé-
ñòâèÿ â ñðåäå ñ êëåòêàìè NAC óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî è
ñâîáîäíîãî ÒIÌÐ-2, è åãî êîìïëåêñà ÒIÌÐ-2/ÌÌÐ-2
(ðèñ. 3, à, á). Íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
ÒIÌÐ-1 è åãî êîìïëåêñà, âèäèìîå íà ðèñóíêå, èç-çà ðàç-
áðîñà äàííûõ ñòàòèñòè÷åñêè íåçíà÷èìî. Êîìïëåêñ ÒIÌÐ
ñ ÌÌÐ-1 íàìè íå âûÿâëåí, äàííûõ â ëèòåðàòóðå ïî ýòîìó
ïîâîäó òîæå íåò. Ìû ïðîâåðèëè äåéñòâèå NAC íà òêàíå-
âûå èíãèáèòîðû è èõ êîìïëåêñû â áåñêëåòî÷íîé ñðåäå.
Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìîæíî áûëî îæèäàòü ëèøü èçìåíå-
íèÿ ñîîòíîøåíèÿ ñâîáîäíîãî ÒIÌÐ è ñâÿçàííîãî ñ ÌÌÐ,
åñëè NAC ïðÿìî äåéñòâóåò íà ÒIÌÐ. Îêàçàëîñü, ÷òî íè-
êàêèõ êîëè÷åñòâåííûõ èçìåíåíèé ñâîáîäíîãî ÒIÌÐ-1 è
ÒIÌÐ-2, à òàêæå èõ êîìïëåêñîâ ñ ÌÌÐ â ïðèñóòñòâèè
NAC â ÊÑ íåò (íå ïîêàçàíî). Ýòî ãîâîðèò îá îòñóòñòâèè
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Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü ÌÌÐ â áåñêëåòî÷íîé ñðåäå ÷åðåç 1 (äîðîæêè 2) è 3 (äîðîæêè 3) ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ 5 ìÌ NAC.

NAC ââîäèëè â ñðåäó, êîíäèöèîíèðîâàííóþ ôèáðîáëàñòàìè ÍÒ0-1080. Çèìîãðàôèÿ íà æåëàòèíå (ÌÌÐ-2; ÌÌÐ-9) è êàçåèíå (ÌÌÐ-1; ÌÌÐ-8). 1 —
ñðåäà êîíòðîëüíûõ êëåòîê.

Ðèñ. 3. Ñîäåðæàíèå òêàíåâûõ èíãèáèòîðîâ ÒIÌÐ-1 è ÒIÌÐ-2 è èõ êîìïëåêñîâ ñ ÌÌÐ (ÌÌÐ-9/TIMP-1 è ÌÌÐ-2/TIMP-2) â ñðåäå ñ
êëåòêàìè ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 1 è 20 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ 5 ìÌ NAC.

à — Âåñòåðí-áëîòèíã, äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü, 2 è 3 — ïîñëå ââåäåíèÿ NAC ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 1 è 20 ÷; á — äåíñèòîãðàììû.



ïðÿìîãî âëèÿíèÿ àíòèîêñèäàíòà íà ÒIÌÐ è åãî ñâÿçü ñ
ÌÌÐ. Òàêèì îáðàçîì, NAC â ñðåäå ñ êëåòêàìè èçìåíÿåò
êîëè÷åñòâåííîå ñîîòíîøåíèå ìåæäó ôåðìåíòîì è èíãè-
áèòîðîì òîëüêî â ñëó÷àå ÌÌÐ-1, ÌÌÐ-9 è èõ èíãèáèòîðà
ÒIÌÐ-1.

È ç ì å í å í è å ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ ê î ë ë à ã å í à í à
ï î â å ð õ í î ñ ò è ê ë å ò ê è. Îò àêòèâíîñòè ÌÌÐ çàâèñÿò
ïðåæäå âñåãî ñîñòàâ è ñòðóêòóðà âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
(ÂÊÌ), ãëàâíûì êîìïîíåíòîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ êîëëà-
ãåí. Ìû ïðîâåðèëè, êàê äåéñòâèå NAC âëèÿåò íà êîëè÷å-
ñòâî êîëëàãåíà, ñèíòåçèðóåìîãî êëåòêàìè. Ðèñ. 4 ïîêàçû-
âàåò êîëëàãåí, èäåíòèôèöèðóåìûé ñ ïîìîùüþ ïîëè- è
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê êîëëàãåíó I, íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê. Â íîðìå ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ñâÿçûâàþòñÿ è
ñ ôðàãìåíòàìè êîëëàãåíà, îáðàçóþùèìèñÿ â ðåçóëüòàòå
àêòèâíîñòè ÌÌÐ-1, è ñ íåôðàãìåíòèðîâàííûì êîëëàãå-
íîì, óëîæåííûì â ñòðóêòóðû. Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ìåòÿò ïðåèìóùåñòâåííî ñòðóêòóðèðîâàííûé (ôèáðèëëÿð-
íûé) êîëëàãåí. Îáðàùàþò íà ñåáÿ âíèìàíèå ñîâåðøåííî
ðàçíûå êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ àíòèòåë (è ïîëè-, è ìîíî-

êëîíàëüíûõ) â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è ïîñëå äåéñòâèÿ
NAC. Ó êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñâå÷åíèå â îñíîâíîì äèô-
ôóçíîå, áîëåå èëè ìåíåå ÿðêîå, íî ïî âñåé êëåòêå (ðèñ. 4,
à, â). Ïîñëå äåéñòâèÿ NAC ôëóîðåñöåíöèÿ ïîëèêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë íàèáîëåå âûðàæåíà ïî êðàÿì êëåòêè (ðèñ. 4,
á), à ìîíîêëîíàëüíûõ — ÷åòêî îãðàíè÷åíà îïðåäåëåííû-
ìè ëîêóñàìè êëåòêè (ðèñ. 4, ã). Êîíöåíòðàöèÿ ñâå÷åíèÿ
ñîïðîâîæäàåòñÿ íåáîëüøèì óâåëè÷åíèåì ÿðêîñòè (ìåíåå
10 % ïî äàííûì ïîäñ÷åòà îáùåé ïëîùàäè ñâå÷åíèÿ
(ñ ó÷åòîì ÿðêîñòè ïèêñåëÿ) ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Scilab
Enterprises S.A.S 2014). Òàêèì îáðàçîì, äåéñòâèå NAC
ïðèâîäèò ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ êîëëàãåíà íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Èòàê, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî
ÌÌÐ (1, 2, 8 è 9), ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè 3T3-SV40 â
ñðåäó, ÿâëÿþòñÿ ïðÿìîé ìèøåíüþ àíòèîêñèäàíòà NAC è

Àíàëèç èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ 721

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ ñâå÷åíèÿ êîëëàãåíà òèïà I, ìå÷åííîãî ïîëèêëîíàëüíûìè (à, á) è ìîíîêëîíàëüíûìè (â, ã) àíòè-
òåëàìè, â êëåòêàõ 3Ò3-SV40 â êîíòðîëå è ÷åðåç 20 ÷ ïîñëå äåéñòâèÿ 5 ìÌ NAC.

à, â — êîíòðîëü; á, ã — ïîñëå ââåäåíèÿ NAC. Èñïîëüçîâàíû ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê êîëëàãåíó I è ìîíîêëîíàëüíûå ê êîëëàãåíàì I, II è III. NAC
ïðèâîäèò ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ êîëëàãåíà áëèæå ê êðàÿì êëåòêè (á) èëè êîíöåíòðàöèè åãî â îïðåäåëåííûõ ëîêóñàõ (ã). Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ;
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áûñòðî òåðÿþò ñâîþ àêòèâíîñòü â åãî ïðèñóòñòâèè. Ñîâ-
ïàäåíèå ðåçóëüòàòîâ ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ íà
êëåòêàõ è íà áåñêëåòî÷íîé ñðåäå, ãîâîðèò î ïðÿìîì (õè-
ìè÷åñêîì) âçàèìîäåéñòâèè àíòèîêñèäàíòà ñ ÌÌÐ, â ðå-
çóëüòàòå êîòîðîãî ôåðìåíòû òåðÿþò àêòèâíîñòü. Ïî äàí-
íûì êîìïüþòåðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
NAC ñâÿçûâàåòñÿ ñ öèíêîì â êàòàëèòè÷åñêîì ñàéòå ôåð-
ìåíòà, îáðàçóÿ êîìïëåêñ íåáåëêîâîãî òèîëà ñ Zn2+ (Pei
et al., 2006). Îäíàêî âîçìîæíà è ïðÿìàÿ ñâÿçü NAC ñ
îñòàòêîì öèñòåèíà â ïðîïåïòèäíîì äîìåíå ôåðìåíòà ïî
ìåõàíèçìó S-ãëóòàòèîíèëèðîâàíèÿ (Shackelford et al.,
2005).

Â ëèòåðàòóðå åñòü äàííûå, ïîäòâåðæäàþùèå ïðÿ-
ìîå èíãèáèðîâàíèå ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 ðàçëè÷íûìè àíòè-
îêñèäàíòàìè è ñåðîñîäåðæàùèìè ñîåäèíåíèÿìè. Â èñ-
ñëåäîâàíèÿõ in vivo è in vitro ïîêàçàíî, ÷òî NAC èíãèáè-
ðóåò àêòèâíîñòü æåëàòèíàç ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 ëåãî÷íûõ
ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ (Wang et al., 2006), â çëîêà÷åñò-
âåííûõ êëåòêàõ (Albini et al., 1995; Morini et al., 1999) è â
êëåòêàõ îáîëî÷åê ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (Weiss et al., 2003).
Àêòèâíîñòü æåëàòèíàç ïðÿìî èíãèáèðóåòñÿ íå òîëüêî
NAC, íî è äðóãèì SH-ñîäåðæàùèì ðåàãåíòîì — âîññòà-
íîâëåííûì ãëóòàòèîíîì (GSH). Îäíàêî GSH ìîæåò è èí-
ãèáèðîâàòü, è àêòèâèðîâàòü ÌÌÐ â çàâèñèìîñòè îò êëå-
òî÷íîãî òèïà, ÷òî ïðåäïîëàãàåò îïðåäåëåííóþ ñòðóêòóð-
íóþ ñïåöèôè÷íîñòü ÌÌÐ ïî îòíîøåíèþ ê äåéñòâèþ
SH-ñîäåðæàùèõ ðåàãåíòîâ (Tyagi et al., 1996; Bogani et al.,
2007).

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â ïðèñóòñòâèè NAC â ñðåäå êëå-
òîê ïðîïîðöèîíàëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî è
TIMP-2, è åãî êîìïëåêñà ñ ÌÌÐ-2. Íàáëþäàåìûå óâåëè-
÷åíèÿ ìîãóò áûòü ðåàêöèåé êëåòêè (âûáðîñàìè) íà ïîäàâ-
ëåíèå àêòèâíîñòåé ÌÌÐ àíòèîêñèäàíòîì. Òàê èëè èíà÷å,
íî êîëè÷åñòâî ñâîáîäíîé ÌÌÐ-2 â èòîãå ñîõðàíÿåòñÿ íà
ïðåæíåì óðîâíå. Îäíàêî ïîäîáíîé êîððåëÿöèè íåò äëÿ
ÌÌÐ-1, ÌÌÐ-9 è èõ èíãèáèòîðà TIMP-1.

Ñîäåðæàíèå ÌÌÐ-9 è ÌÌÐ-1 â ñðåäå ñ êëåòêàìè ïðè
äåéñòâèè NAC óìåíüøàåòñÿ, à êîëè÷åñòâî TIMP-1 ñîõðà-
íÿåòñÿ íà ïðåæíåì óðîâíå. Ýêñïåðèìåíòû ñ áåñêëåòî÷íîé
ñðåäîé ïîêàçàëè, ÷òî NAC ïðÿìî íå âëèÿåò íà àêòèâíîñòü
TIMP. Ïîýòîìó ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî âûçûâàåìîå NAC
èçìåíåíèå ñîîòíîøåíèÿ ìåæäó ñîäåðæàíèåì ÌÌÐ-9,
ÌÌÐ-1 è èõ èíãèáèòîðîì ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
NAC ÷åðåç âíóòðèêëåòî÷íûå ìèøåíè èçìåíÿåò ïðîäóê-
öèþ ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-9. Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû èçâåñòíî,
÷òî NAC äîçîçàâèñèìî â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðà-
öèé (10—30 ìÌ) äåéñòâèòåëüíî ìîæåò èíãèáèðîâàòü îá-
ðàçîâàíèå â êëåòêå ÌÌÐ-9 (Galis et al., 1998; Radoms-
ka-Leoeniewska et al., 2010). Àâòîðû îáúÿñíÿþò ýòî òåì,
÷òî àíòèîêñèäàíò NAC èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB, èçìåíÿÿ ýêñïðåññèþ åãî
ãåíîâ. Ïðè ýòîì àâòîðû ïîä÷åðêèâàþò âûñîêèå äîçû
NAC, êîòîðûå ìîãóò äîõîäèòü äî 100 ìÌ (Lappas et al.,
2003; ñì. îáçîð: Sadowska et al., 2007). Çàìåòèì, ÷òî äåé-
ñòâèå NAC íà êëåòêè ïëåéîòðîïíî, íî îñíîâíûì ÿâëÿþò-
ñÿ ïðåïÿòñòâèå îáðàçîâàíèþ äèñóëüôèäîâ, âîâëå÷åííûõ
â ôóíêöèîíàëüíóþ ïåðåäà÷ó ñèãíàëà, è ñäâèã ðåäîêñ-áà-
ëàíñà êëåòêè (ñì. îáçîð: Parasassi et al., 2010).

Íàðóøåíèå áàëàíñà ìåæäó óðîâíåì ÌÌÐ è åå èíãè-
áèòîðîì òðàêòóåòñÿ ðàçíûìè àâòîðàìè êàê íàðóøå-
íèå, âåäóùåå ê ðåîðãàíèçàöèè ñòðóêòóðû ÂÊÌ. Òàê, ïî-
òåðÿ áàëàíñà ìåæäó ÌÌÐ-1, ÌÌÐ-9 è èõ èíãèáèòîðîì
TIMP-1 (óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÌÌÐ-9 è íåèçìåííîñòü
ñîäåðæàíèÿ TIMP-1) â áðîíõîàëüâåîëÿðíîé æèäêîñòè
ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ðåñòðóêòóðèçàöèÿ ëåãî÷íîé òêàíè è

ðàçâèòèå ïàòîëîãèè (Mautino et al., 1999; Henry et al.,
2002).

Èçâåñòíî, ÷òî êîëëàãåíàçà ÌÌÐ-1 âîâëå÷åíà â äåñò-
ðóêòóðèçàöèþ ôèáðèëëÿðíîãî êîëëàãåíà, êîòîðûé äàëåå
ìîæåò ïîäâåðãàòüñÿ äåãðàäàöèè äðóãèìè ÌÌÐ. Èçìåíå-
íèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÐ ïðè äåéñòâèè NAC, â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü êîëëàãåíàç, ìîãóò âûçâàòü ðåñòðóêòóðèçàöèþ ÂÊÌ
çà ñ÷åò íàðóøåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû êîëëàãå-
íà. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî NAC íå òîëüêî óìåíüøàåò àêòèâíî-
ñòè âñåõ ÌÌÐ, ñîäåðæàíèå ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-9, íî è âûçû-
âàåò ïåðåðàñïðåäåëåíèå êîëëàãåíà I íà ïîâåðõíîñòè êëåò-
êè. Áóäó÷è ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûì ïî ïîâåðõíîñòè
êëåòêè â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, îí íà÷èíàåò êîíöåíòðè-
ðîâàòüñÿ â îïðåäåëåííûõ ëîêóñàõ ïî êðàÿì êëåòêè ïðè
äåéñòâèè NAC. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî NAC
èçìåíÿåò ìîðôîëîãèþ êëåòêè è ðåîðãàíèçóåò àêòèíî-
âûé öèòîñêåëåò (Gamaley et al., 2006; Ãàìàëåé è äð.,
2010). Êðîìå òîãî, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî â ðåçóëüòàòå
óìåíüøåíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÐ-1 è åå ñîäåðæàíèÿ óìåíü-
øàåòñÿ êîëè÷åñòâî ôðàãìåíòèðîâàííîãî êîëëàãåíà, à
îñòàåòñÿ òîëüêî íåôðàãìåíòèðîâàííûé, ñîáèðàþùèéñÿ ê
êðàÿì êëåòêè. Âîçìîæíî, ýòî ìåñòà âûõîäà êîëëàãåíà èç
êëåòêè íà ïîâåðõíîñòü. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó àêòèâíîñòüþ
ÌÌÐ-1 è ôðàãìåíòàöèåé êîëëàãåíà ïîêàçàíà â ðàáîòå
Ôèøåðà ñ ñîòðóäíèêàìè (Fisher et al., 2009). Åñòü äàííûå
î òîì, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì (24 ÷) äåéñòâèè íà êëåòêó àí-
òèîêñèäàíòà ìîæåò èçìåíèòüñÿ ñèíòåç êëåòêîé êîëëàãåíà
è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ (Zhang et al., 2006; Dooley
et al., 2010).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î òîì, ÷òî
äåéñòâèå NAC íàðóøàåò áàëàíñ ìåæäó ÌÌÐ-1, ÌÌÐ-9 è
èõ èíãèáèòîðîì TIMP-1, à òàêæå âûçûâàåò ðåñòðóêòóðè-
çàöèþ êîëëàãåíà íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, äàþò îñíîâàíèå
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ìèøåíüþ äåéñòâèÿ ýòîãî àíòèîêñèäàí-
òà ìîãóò áûòü íå òîëüêî ÌÌÐ â ñðåäå êëåòîê, íî è ãåíû,
îòâåòñòâåííûå çà èõ ñèíòåç. Êîíå÷íûì ðåçóëüòàòîì äåé-
ñòâèÿ NAC ìîãóò áûòü ïåðåñòðîéêà ÂÊÌ è èçìåíåíèå
ñâîéñòâ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00935) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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We have shown that antioxidant N-acetylcysteine (NAC, 2—10 mM) quickly (for 2 hours) and completely
inactivates the activity of matrix metalloproteinases (gelatinases MMP-2 and MMP-9, and collagenases
MMP-1 and MMP-8) secreted by transformed mouse fibroblasts 3T3-SV40 into the medium. The same MMP
inhibition took place in the cell-free conditioned medium of ÍÒ-1080 fibroblasts, which suggests a direct che-
mical interaction between NAC and MMP resulting in the loss of MMP activity. Besides inhibitory effect, NAC
decreased MMP-1 and MMP-9 (but not MMP-2) production in the cell medium. However, the level of MMP-1
and MMP-9 inhibitor (TIMP-1) remained normal, indicating a shift in the balance between the enzyme and in-
hibitor. The correlation between MMP-2 level and tissue enzyme inhibitor TIMP-2 was similar in control and
NAC treated cells. At the same time, reorganization of type I collagen at the cell surface occurred. All together
permits the conclusion that NAC action results in the extracellular matrix remodeling and changing in cellular
functions.

K e y w o r d s: N-acetylcysteine, matrix metalloproteinases, tissue inhibitor of MMP, extracellular matrix,
collagen I.
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