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Èçìåíåíèå ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) ÿâëÿþòñÿ ìíîãîîáåùàþùèì èíñòðóìåíòîì ðåãåíåðàòèâ-
íîé ìåäèöèíû. Èçâåñòíà ñïîñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê ìèãðèðîâàòü in vivo â çîíó ïîâðåæäåíèÿ (õîóìèíã),
÷òî âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò èõ ó÷àñòèå â ðåïàðàöèè òêàíè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàññìîòðåíî, êàê èçìåíÿ-
þòñÿ ìèãðàöèîííûå õàðàêòåðèñòèêè ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç æèðîâîé òêàíè, ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè, ïîëó÷åííûìè èç êëåòîê ëèíèè THP-1. Ïîêàçàíî, ÷òî ñêîðîñòü ìèãðàöèè
ÌÑÊ in vitro óâåëè÷èâàåòñÿ â ðåçóëüòàòå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êàê â îòñóòñòâèå ãðàäèåíòà õåìîàòòðàêòàí-
òà, òàê è â ïðèñóòñòâèè ãðàäèåíòà òðîìáîöèòàðíîãî ôàêòîðà ðîñòà (PDGF BB) — îñíîâíîãî õåìîàòòðàê-
òàíòà ìåçåíõèìíûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, âîçðàñòàåò ñêîðîñòü ìèãðàöèè ÌÑÊ ÷åðåç îäèí èç îñíîâíûõ
áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — ôèáðîíåêòèí. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îäíèì èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ
ñòèìóëÿöèè ìèãðàöèè ÷åðåç ôèáðîíåêòèí â óñëîâèÿõ ñìîäåëèðîâàííîãî âîñïàëåíèÿ ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ
ñèãíàëèçàöèè ðåöåïòîðà ôàêòîðà PDGF BB ïðè ñâÿçûâàíèè èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòêè ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, êëåòî÷íàÿ ìèãðàöèÿ, âîñïàëåíèå,
PDGFR-b, èíòåãðèíû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, EGF — ýïèòåëèàëüíûé
ôàêòîð ðîñòà, FBS — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà, IL-1b — èíòåðëåéêèí 1 áåòà, IL-6 — èíòåðëåé-
êèí 6, PDGF BB — òðîìáîöèòàðíûé ôàêòîð ðîñòà BB, PDGFR-b — áåòà-öåïü ðåöåïòîðà PDGF, PI3-êè-
íàçà — ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-êèíàçà, PMA — ôîðáîë-12-ìèðèñòàò-13-àöåòàò, SDF-1 — ñòðîìàëüíûé
ôàêòîð-1, TGFb — òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà áåòà, TNFa — ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè àëüôà,
VEGF — ôàêòîð ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ.

Ïðîöåññ ðåãåíåðàöèè âêëþ÷àåò â ñåáÿ òðè ïîñëåäîâà-
òåëüíûå ñòàäèè: 1) âîñïàëåíèå, 2) ïðîëèôåðàöèÿ è ìèãðà-
öèÿ êëåòîê è 3) ðåìîäåëèðîâàíèå òêàíè. Â õîäå ðåãåíåðà-
öèè êëåòêè âçàèìîäåéñòâóþò êàê ïîñðåäñòâîì ñåêðåòèðó-
åìûõ ôàêòîðîâ, òàê è çà ñ÷åò ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è
êîíòàêòîâ ñ ìàòðèêñîì. Ïðîöåññ ðåïàðàòèâíîé ðåãåíåðà-
öèè îáû÷íî ïðîèñõîäèò ïîñëå îïðåäåëåííîãî ïîâðåæäå-
íèÿ òêàíè è â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íà÷èíàåòñÿ ñ ðàçâèòèÿ
âîñïàëåíèÿ â ïîâðåæäåííîé çîíå. Ñðåäè èììóíîêîìïå-
òåíòíûõ êëåòîê, ïðèâëåêàåìûõ â òêàíü â õîäå âîñïàëå-
íèÿ, ìàêðîôàãè ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ èñòî÷íèêîâ
öèòîêèíîâ è õåìîêèíîâ (Werner, Grose, 2003). Èçâåñòíî,
÷òî â îòñóòñòâèå ìàêðîôàãîâ çàæèâëåíèå ðàí ó ìûøåé
ïðîõîäèò ñî ìíîãèìè íàðóøåíèÿìè, âêëþ÷àÿ óâåëè÷åíèå
ñðîêîâ çàæèâëåíèÿ è íàðóøåíèå íåîâàñêóëÿðèçàöèè
âíîâü îáðàçîâàííîé òêàíè (Goren et al., 2009). Ïîìèìî
ñåêðåöèè ïðîâîñïàëèòåëüíûõ ôàêòîðîâ (IL-1b, IL-6,
TNFa è äð.), ó÷àñòâóþùèõ â ïðèâëå÷åíèè èììóííûõ êëå-
òîê (ëèìôîöèòîâ), ìàêðîôàãè ñîçäàþò ãðàäèåíò õåìîàò-
òðàêòàíòîâ, òàêèõ êàê PDGF, TGFb, EGF, SDF-1, VEGF
è äð. (Brown et al., 2012). Ýòîò ãðàäèåíò îáåñïå÷èâàåò
ïðèâëå÷åíèå â çîíó ïîâðåæäåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ è ìåçåí-

õèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ), êîòîðûå îáóñëîâëè-
âàþò ïåðåõîä ê ñëåäóþùåé ôàçå ðåãåíåðàöèè.

ÌÑÊ âïåðâûå áûëè âûäåëåíû èç êîñòíîãî ìîçãà, íî
ïîçæå áûëè îáíàðóæåíû âî ìíîãèõ âçðîñëûõ îðãàíàõ è
òêàíÿõ, âêëþ÷àÿ æèðîâóþ, ìûøå÷íóþ, íåðâíóþ è äð.
(Liu et al., 2009; Keating, 2012). Âûäåëåííûå è êóëüòèâè-
ðóåìûå in vitro ýòè êëåòêè îáëàäàþò ïîõîæèì ôåíîòèïîì
(CD90+/CD105+/CD73+/CD45–/ CD34–/ CD14–/CD11b–/CD79
a–/CD19–/HLA II êëàññà) è ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòü-
ñÿ â ýëåìåíòû ìåçåíõèìíûõ òêàíåé (îñòåîáëàñòû, õîíä-
ðîöèòû è àäèïîöèòû) (Dominici et al., 2006).

Ìåçåíõèìíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûì ó÷àñò-
íèêîì ðåãåíåðàöèè è ïðèâëåêàþòñÿ â î÷àã âîñïàëåíèÿ.
Äåÿòåëüíîñòü ÌÑÊ â çîíå ïîâðåæäåíèÿ (ïàðàêðèííàÿ
ñåêðåöèÿ öèòîêèíîâ, õåìîêèíîâ è ôàêòîðîâ ðîñòà, ñèíòåç
êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, èììóíîìîäóëèðó-
þùåå äåéñòâèå) âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò ýôôåêòèâíîñòü ðå-
ïàðàòèâíîãî ïðîöåññà. Îñîáåííîñòüþ ýòèõ êëåòîê ÿâëÿåò-
ñÿ ñïîñîáíîñòü ê õîóìèíãó — ìèãðàöèè â çîíó ïîâðåæäå-
íèÿ, ãäå îíè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ôóíêöèîíàëüíîì
âîññòàíîâëåíèè òêàíè. Ìåõàíèçìû ýòîãî ïðîöåññà â äàí-
íûé ìîìåíò èíòåíñèâíî èçó÷àþòñÿ, îäíàêî äåòàëè äî
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êîíöà íåÿñíû. Â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè õàðàêòåð ìèêðî-
îêðóæåíèÿ, â êîòîðîì ïðîèñõîäèò ðåïàðàöèÿ, à çíà÷èò, è
àêòèâàöèÿ ìèãðàöèè ÌÑÊ, îïðåäåëÿåòñÿ âîñïàëåíèåì,
åãî ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ è ñîîòíîøåíèåì óðîâíÿ ðàçëè÷-
íûõ ôàêòîðîâ. Ïîýòîìó àêòóàëüíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ èñ-
ñëåäîâàíèå âëèÿíèÿ èììóííûõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ìàê-
ðîôàãîâ, íà ìèãðàöèîííûå ñâîéñòâà ÌÑÊ.

Çàïóñê è ðåãóëÿöèÿ õåìîòàêñèñà ÌÑÊ â îñíîâíîì
îñóùåñòâëÿþòñÿ ÷åðåç ðåöåïòîðû ôàêòîðîâ ðîñòà. Ýòè
êëåòêè ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíû ê õåìîêèíàì, ÷åì ëåéêîöè-
òû (Kollar et al., 2009; Âîðîòíèêîâ, 2011). Îäíèì èç íàè-
áîëåå èçó÷åííûõ õåìîàòòðàêòàíòîâ äëÿ ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ
ôàêòîð PDGF BB, êîòîðûé â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ âûäå-
ëÿåòñÿ ïðè äåãðàíóëÿöèè òðîìáîöèòîâ ïðè ïåðâè÷íîì
ïîâðåæäåíèè ñîñóäîâ è â èçáûòêå äèôôóíäèðóåò â îá-
ëàñòü ðàíû (Liu et al., 2009). Ðåöåïòîð ê ýòîìó ëèãàíäó
(PDGFR-b) â áîëüøîì êîëè÷åñòâå îáíàðóæèâàåòñÿ íà
âñåõ ÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ in vitro (Ball et al., 2009; Êî-
÷åãóðà è äð., 2011). Èçâåñòíî, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíà-
ëèçàöèÿ ýòîãî ðåöåïòîðà ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâîé äëÿ ìèãðà-
öèè êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ðÿäà (Âîðîòíèêîâ, 2011; Hut-
tenlocher, Horwitz, 2011) è âêëþ÷àåò â ñåáÿ äèìåðèçàöèþ
è àóòîôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà, àêòèâàöèþ PI3-êè-
íàçû è ïðèâëå÷åíèå íà âíóòðåííþþ ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó êèíàçû Akt ñ ïîñëåäóþùèì ôîñôîðèëèðîâàíè-
åì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò ïåðåñòðîéêà àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà è íà÷èíàåòñÿ ìèãðàöèÿ êëåòîê (Veevers-Lo-
we et al., 2011). Çàïóñê ñèãíàëüíîãî êàñêàäà òèðîçèíêè-
íàçíûõ ðåöåïòîðîâ, â ÷àñòíîñòè PDGFR-b, âîçìîæåí òàê-
æå ïðè ôóíêöèîíàëüíîì âçàèìîäåéñòâèè ñ ðåöåïòîðàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — èíòåãðèíàìè (Kim et al.,
2011).

Èíòåãðèíîâûå ðåöåïòîðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðàíñ-
ìåìáðàííûå ãåòåðîäèìåðû, îáðàçóþùèåñÿ ïóòåì êîìáè-
íàöèè ðàçíûõ a-ñóáúåäèíèö è áîëåå êîíñåðâàòèâíûõ
b-ñóáúåäèíèö. Èíòåãðèíû îñóùåñòâëÿþò ñâÿçü ìåæäó âíå-
êëåòî÷íûì ìàòðèêñîì è àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì êëåòêè.
Îïîñðåäóÿ ñèãíàëèçàöèþ âíóòðü êëåòêè, îíè ñïîñîáíû ðå-
ãóëèðîâàòü ìíîãîîáðàçíûå êëåòî÷íûå îòâåòû, òàêèå êàê
âûæèâàíèå, ðîñò, ìèãðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíî èçìåíåíèå in vitro
ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê æèðîâîé
òêàíè ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè èõ ñ àêòèâèðî-
âàííûìè ìîíîöèòàìè è âûÿâëåíà ðîëü PDGFR-b-çàâèñè-
ìîãî ïóòè ðåãóëÿöèè ìèãðàöèè ÌÑÊ â óñëîâèÿõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî âîñïàëåíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û: êîëëàãåíàçà I òèïà (Worthington, ÑØÀ);
äèñïàçà, PMA, PDGF BB, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê
PDGFR-b è DAPI (Sigma, ÑØÀ); ñðåäà êóëüòèâèðîâàíèÿ
AdvanceSTEM™ Mesenchymal Stem Cell Basal Meduim,
ñûâîðîòêà AdvanceSTEM™ Stem Cell Growth Supplement,
100� ñìåñü ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà, HyQTase™,
ñðåäà RPMI1640, ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà
(FBS) è ïèðóâàò íàòðèÿ (HyClone, ÑØÀ); RNeasy® Mini
Kit è RNase-free DNase set (Qiagen, Ãåðìàíèÿ); êîëëàãåí
÷åëîâåêà I òèïà è ôèáðîíåêòèí ÷åëîâåêà (ÈÌÒÅÊ, Ðîñ-
ñèÿ); AG1296 è LY294002 (Calbiochem, ÑØÀ), áëîêèðó-
þùèå àíòèòåëà ê PDGF BB (Millipore, ÑØÀ); ôîðìàëèí
(Panreac, Èñïàíèÿ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê CD29
(R&D, ÑØÀ); âòîðûå àíòèòåëà AlexaFluor594 (Invitrogen,
ÑØÀ); ðàñòâîð Âåðñåíà (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ).

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 Ì Ñ Ê. ÌÑÊ
÷åëîâåêà âûäåëÿëè èç ïîäêîæíîé æèðîâîé êëåò÷àòêè çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ (âîçðàñò îò 31 äî 45 ëåò, n = 15) ñîãëàñíî
îïèñàííîé ìåòîäèêå (Zuk et al., 2002). Ïîëó÷åííûå êëåò-
êè âûñàæèâàëè â ÷àøêè Ïåòðè (Corning, ÑØÀ) â êîíöåí-
òðàöèè 100 òûñ. êë./ìë è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 %
ÑÎ2 â ñðåäå ðîñòà AdvanceSTEM Mesenchymal Stem Cell
Basal Meduim, ñîäåðæàùåé 10 % AdvanceSTEM Stem Cell
Growth Supplement, 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 åä./ìë
ñòðåïòîìèöèíà. Íà ñëåäóþùèé äåíü â ÷àøêàõ ìåíÿëè
ñðåäó äëÿ óäàëåíèÿ íåïðèêðåïëåííûõ êëåòîê. Ïðè äîñòè-
æåíèè 80 % êîíôëþýíòà êëåòêè ïàññèðîâàëè. Äëÿ ýòîãî
èõ îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì Âåðñåíà è ðàñòâîðîì HyQTa-
se è ðàññàæèâàëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 4. Â ýêñïåðèìåíòàõ
èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ 2-ãî ïàññàæà.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å T H P-1. Ñóñïåíçèîííóþ
êóëüòóðó ëèíèè THP-1 (ìîíîöèòàðíîé ëåéêåìèè ÷åëîâå-
êà) êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ðîñòà RPMI 1640, ñîäåðæà-
ùåé 10 % FBS, 1 Ì ïèðóâàòà íàòðèÿ, 100 åä./ìë ïåíèöèë-
ëèíà è 100 åä./ìë ñòðåïòîìèöèíà.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ì Ñ Ê â ñ ð å äå, ê î í ä è ö è-
î í è ð î â à í í î é ê ë å ò ê à ì è T H P-1. ÌÑÊ ïåðåä íà÷à-
ëîì ýêñïåðèìåíòîâ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ðîñòà, íå ñî-
äåðæàùåé ñûâîðîòêè, â òå÷åíèå 1 ñóò (ãîëîäàíèå). Äëÿ
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê THP-1 â ìàêðîôàãè èñïîëüçîâà-
ëè ìîäèôèöèðîâàííûé ïðîòîêîë (Lee et al., 2012). Êëåòêè
îòìûâàëè ñðåäîé áåç ñûâîðîòêè è âûñàæèâàëè â ÷àøêè
Ïåòðè â êîíöåíòðàöèè 500 òûñ. êë./ìë. Â ñðåäó äîáàâëÿëè
PMA (phorbol 12-myristate-13-acetate) â êîíöåíòðàöèè
50 íã/ìë, ÷åðåç 1 ÷ âèçóàëüíî äåòåêòèðîâàëè ïðèêðåïëå-
íèå êëåòîê êî äíó ÷àøêè. Ïðèêðåïèâøèåñÿ ìîíîöèòû
ïðîìûâàëè ñðåäîé RPMI 1640 3 ðàçà ïî 45 ìèí, çàòåì ê
ïðèêðåïëåííûì êëåòêàì äîáàâëÿëè ñâåæóþ ïîðöèþ ñðå-
äû (1 ìë íà 500 òûñ. êëåòîê) è êóëüòèâèðîâàëè àêòèâèðî-
âàííûå ìîíîöèòû â òå÷åíèå 48 ÷. ×åðåç 24 è 48 ÷ àêòèâè-
ðîâàííûå ìîíîöèòû ëèçèðîâàëè è àíàëèçèðîâàëè ïðî-
ôèëü ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ ôàêòîðîâ
(IL-1b, IL-6, IL-8 è TNFa) äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ àêòèâàöèè.
Êîíäèöèîíèðîâàííóþ êëåòêàìè THP-1 ñðåäó ñîáèðàëè ñ
÷àøåê, ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ìåìáðàíó ñ ðàçìåðîì ïîð
0.22 ìêì è äîáàâëÿëè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â
ñîîòíîøåíèè 1 : 1. ÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, êîíäè-
öèîíèðîâàííîé àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè, â òå÷åíèå
24 èëè 48 ÷. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ê ÌÑÊ ïîñëå ñûâîðî-
òî÷íîãî ãîëîäàíèÿ äîáàâëÿëè 50 % ñðåäû RPMI 1640 áåç
ñûâîðîòêè.

Ä ë ÿ á å ñ ê î í ò à ê ò í î ã î ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ
Ì Ñ Ê ñ à ê ò è â è ð î â à í í û ì è ì î í î ö è ò à ì è èñïîëü-
çîâàëè òðàíñâåëëû äèàìåòðîì 60 èëè 100 ìì ñ ðàçìåðîì
ïîð 0.4 ìêì (Falcon, PET track-etched membrane, ÑØÀ).
Â íèæíþþ êàìåðó ñàæàëè ÌÑÊ â êîíöåíòðàöèè 30 òûñ.
êë./ìë è êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ðîñòà áåç ñûâîðîòêè â
òå÷åíèå 24 ÷ ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì. Â âåðõíþþ êàìåðó
ïîìåùàëè 5 èëè 10 ìë êëåòîê THP-1 â êîíöåíòðàöèè
500 òûñ. êë./ìë, ïðåäâàðèòåëüíî àêòèâèðîâàëè è îòìûâà-
ëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê ìåì-
áðàíå âåðõíåé êàìåðû åå ïîìåùàëè â íèæíþþ, ñîäåðæà-
ùóþ ÌÑÊ. Êëåòêè ñîêóëüòèâèðîâàëè 24 èëè 48 ÷. Â êà÷å-
ñòâå êîíòðîëÿ â âåðõíþþ êàìåðó ñàæàëè 5 èëè 10 ìë
ñóñïåíçèè ôèáðîáëàñòîâ â êîíöåíòðàöèè 80 òûñ. êë./ìë
èëè äîáàâëÿëè ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîíîöèòîâ áåç ñû-
âîðîòêè â ñîîòíîøåíèè ñ êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé ÌÑÊ
1 : 1 è êóëüòèâèðîâàëè 24 èëè 48 ÷ ñîîòâåòñòâåííî.

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
Qiagen RNeasy Mini Kit ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðî-
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èçâîäèòåëÿ. Äëÿ óäàëåíèÿ ãåíîìíîé ÄÍÊ èç îáðàçöîâ èñ-
ïîëüçîâàëè RNase Free DNase. Êîíöåíòðàöèþ ÐÍÊ îïðå-
äåëÿëè ïî ïîãëîùåíèþ ðàñòâîðà ÐÍÊ ïðè äëèíå âîëíû
260 íì ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà NanoDrop200 (ThermoScienti-
fic, ÑØÀ).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ Ï Ö Ð ñ î á ð à ò í î é ò ð à í ñ-
ê ð è ï ö è å é ( Î Ò ) â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è. Ñèíòåç
êÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Fermentas Re-
verse Transcription Reagents (ThermoScientific, ÑØÀ) ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êîëè÷åñòâåí-
íóþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå
iCycler 5 (Bio-Rad, ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì SYBR Green
PCR Master Mix (Ñèíòîë, Ðîññèÿ) (12.5 ìêë), 1 ìêë êÄÍÊ,
ñèíòåçèðîâàííîé íà 50 íã îáùåé ÐÍÊ, è 1 ìêë ñìåñè
ïðàéìåðîâ â êîíöåíòðàöèè 1—5 ìêÌ. Óñëîâèÿ ïðîâåäå-
íèÿ ÏÖÐ: 95 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì 40 öèêëîâ 95 °Ñ
è 15 ñ, t °Ñ è 20 ñ (ãäå t — òåìïåðàòóðà, ýìïèðè÷åñêè ïî-
äîáðàííàÿ äëÿ êàæäîé ïàðû ïðàéìåðîâ), 72 °Ñ è 20 ñ. Èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïðàéìåðîâ (ê ãåíàì ÷åëîâåêà): ê ITGA3 (ïðÿ-
ìîé 5R-CTACCACAACGAGATGTGCAA-3R, îáðàòíûé
5R-CCGAAGTACACAGTGTTCTGG-3R); ê ITGA4 (ïðÿìîé
5R-GGGGCGATTTACAGATGCAG-3R, îáðàòíûé 5R-TTCT-
CCATTAGGGCTACCCAG-3R); ê ITGA5 (ïðÿìîé 5R-GTC-
GGGGGCTTCAACTTAGAC-3R, îáðàòíûé 5R-CCTGGCT-
GGCTGGTATTAGC-3R); ê ITGB1 (ïðÿìîé 5R-CAAGCAG-
GGCCAAATTGTGG-3R, îáðàòíûé 5R-CCTTTGCTACGG
TTGGTTACATT-3R), ê PDGFR-ß (ïðÿìîé 5R-AGCATCTT-
CGTTCTGACCTG-3R, îáðàòíûé 5R-TATTCTCCCGTGTC-
TAGCCCA-3R). Ñîäåðæàíèå èññëåäóåìûõ ìÐÍÊ íîðìè-
ðîâàëè ïî óðîâíþ ñèãíàëà, ïîëó÷àåìîãî äëÿ êÄÍÊ ãåíîâ
äîìàøíåãî õîçÿéñòâà (actin è gapdh). Âñå ýêñïåðèìåíòû
äóáëèðîâàëè äëÿ êàæäîãî îáðàçöà êëåòîê.

Ì î ä å ë ü «ö à ð à ï è í û» i n v i t r o (s c r a t c h a s-
s a y). Äëÿ îöåíêè ñêîðîñòè ìèãðàöèè ÌÑÊ èñïîëüçîâàëè
ìîäåëü ìèãðàöèè êëåòîê â ðàíó ìîíîñëîÿ in vitro. ÌÑÊ
2-ãî ïàññàæà âûñàæèâàëè â 12-ëóíî÷íûé ïëàíøåò è êóëü-
òèâèðîâàëè äî ìîíîñëîÿ. Ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì êëåòêè
ãîëîäàëè â ñðåäå ðîñòà áåç ñûâîðîòêè â òå÷åíèå 1 ñóò.
Â ëóíêè äîáàâëÿëè ñðåäó, êîíäèöèîíèðîâàííóþ àêòèâè-
ðîâàííûìè ìîíîöèòàìè, â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 èëè ñðåäó
RPMI 1640 áåç ñûâîðîòêè â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ. Â êàæäîé
ëóíêå ïðî÷åð÷èâàëè «öàðàïèíó» ñòåðèëüíûì ñèíèì íà-
êîíå÷íèêîì. Ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Leica AF6000LX è
êàìåðû Leica DFC 350FX ïðîâîäèëè öåéòðàôåðíóþ ñúåì-
êó äâóõ ïîëåé çðåíèÿ â êàæäîé ëóíêå ÷åðåç êàæäûå
30 ìèí â òå÷åíèå 48 ÷. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà êëåòîê ýêñïå-
ðèìåíò äóáëèðîâàëè. Ñêîðîñòü ìèãðàöèè îäèíî÷íûõ êëå-
òîê â ðàíó àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ,
èçìåðÿëè ñêîðîñòü ïåðåìåùåíèÿ ÿäåð 50 êëåòîê â ïèêñå-
ëÿõ çà 1 ÷ (ïêñ/÷) â êàæäîì ôèëüìå.

Ì è ã ð à ö è ÿ â ñ è ñ ò å ì å x C E L L i g e n c e. Äëÿ
îöåíêè íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè èñïîëüçîâàëè CIM-plate
(16-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû) äëÿ ïðèáîðà xCELLigence
(ACEA Biosciences, Inc., ÑØÀ). Ïëàíøåò ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ìîäèôèöèðîâàííóþ êàìåðó Áîéäåíà, ñîñòîÿùóþ
èç âåðõíåé è íèæíåé êàìåð, ðàçäåëåííûõ ìåìáðàíîé ñ
äèàìåòðîì ïîð 8 ìêì. Íà íèæíåé ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû
ýëåêòðîä èç ÷åðåäóþùèõñÿ ïîëîñ ñíèìàåò ïîêàçàíèÿ èì-
ïåäàíñà, êîòîðûå ïðÿìûì îáðàçîì çàâèñÿò îò ÷èñëà êëå-
òîê, ìèãðèðîâàâøèõ ñ âåðõíåé ñòîðîíû ìåìáðàíû. Òàêèì
îáðàçîì, ïðèáîð xCELLigence ïîëó÷àåò çíà÷åíèÿ êëåòî÷-
íîãî èíäåêñà â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ â ðåæèìå ðåàëü-
íîãî âðåìåíè. Ðàçäåëèòåëüíóþ ìåìáðàíó ñ äèàìåòðîì
ïîð 8 ìêì ïîêðûâàëè ñ äâóõ ñòîðîí ñòåðèëüíûì ðàñòâî-

ðîì áåëêà âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà: ôèáðîíåêòèíà ÷åëî-
âåêà (50 ìêã/ìë) èëè êîëëàãåíà ÷åëîâåêà I òèïà
(10 ìêã/ìë). Â âåðõíþþ êàìåðó äîáàâëÿëè 100 ìêë ñðåäû
áåç êëåòîê, ÷åðåç 30 ìèí ñíèìàëè ôîíîâûå çíà÷åíèÿ ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Çàòåì â âåðõíèå
ëóíêè äîáàâëÿëè ïî 20 òûñ. ÌÑÊ 2-ãî ïàññàæà, ïðåäâàðè-
òåëüíî êóëüòèâèðîâàííûõ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòà-
ìè, èëè ÌÑÊ, ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðîâàííûõ â RPMI
1640, êàê áûëî îïèñàíî âûøå. Â íèæíþþ êàìåðó
äëÿ ìèãðàöèè ïîìåùàëè ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ áåç
ñûâîðîòêè, ñîäåðæàùóþ 10 íã/ìë ÁÑÀ (îòðèöàòåëüíûé
êîíòðîëü), ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñîäåðæàùóþ 10 %
FBS (ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü), PDGF BB (10 íã/ìë), èí-
ãèáèòîð àóòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà PDGFR-b
(AG1296, 25 ìêÌ), èíãèáèòîð ôîñôîèíîçèòîë-3-êèíàçû
(LY294002, 25 ìêÌ), áëîêèðóþùèå àíòèòåëà ê PDGF BB
(50 íã/ìë); èëè êîìáèíàöèþ PDGF BB (10 íã/ìë) è áëîêè-
ðóþùèõ àíòèòåë ê íåìó (50 íã/ìë) â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
äåéñòâèÿ àíòèòåë. Çíà÷åíèÿ êëåòî÷íîãî èíäåêñà ðåãèñò-
ðèðîâàëè â òå÷åíèå 48 ÷ ñ èíòåðâàëîì 15 ìèí. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî
îáåñïå÷åíèÿ RTCA Software (ACEA Biosciences, Inc.).

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. ÌÑÊ 2-ãî ïàññàæà êóëüòè-
âèðîâàëè â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè â òå÷åíèå 1 ñóò è äàëåå
ñîêóëüòèâèðîâàëè 24 ÷ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè â
òðàíñâåëëàõ, êàê áûëî îïèñàíî âûøå. Â êà÷åñòâå êîíòðî-
ëÿ äîáàâëÿëè ñðåäó RPMI 1640 áåç ñûâîðîòêè â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 1. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì
ðàñòâîðîì è ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäå-
ãèäà â òå÷åíèå 10 ìèí. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåìáðàííûõ áåë-
êîâ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà
ïðîòèâ PDGFR-b è CD29 (èíòåãðèíà b1) ÷åëîâåêà è
âòîðûå àíòèòåëà AlexaFluor594. ßäðà êëåòîê îêðàøèâàëè
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì DAPI. Àíàëèçèðîâàëè ïîëó-
÷åííûå ïðåïàðàòû ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðî-
ñêîïà Leica DM6000B, ñíàáæåííîãî êàìåðîé Leica DFC
360FX.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó äàííûõ ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû STATISTICA 6.0. Äàí-
íûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ âåëè÷èí è èõ ñòàíäàðò-
íûõ îøèáîê. Äëÿ ïðîâåðêè äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé â
÷èñëåííûõ äàííûõ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè
ãðóïïàìè â ñâÿçè ñ ìàëûì îáúåìîì âûáîðîê ïðèìåíÿëè
îäíîñòîðîííèé íåïàðàìåòðè÷åñêèé êðèòåðèé Ìàííà—
Óèòíè.

Ðåçóëüòàòû

È ç ì å ð å í è å ï î ä â è æ í î ñ ò è Ì Ñ Ê â ñ ð å ä å,
ê î í ä è ö è î í è ð î â à í í î é à ê ò è â è ð î â à í í û ì è ì î-
í î ö è ò à ì è. Ïðè äîáàâëåíèè ê ÌÑÊ ñðåäû, êîíäèöèî-
íèðîâàííîé àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè, êëåòêè èçìå-
íÿëè ìîðôîëîãèþ, âûòÿãèâàëèñü è ïðèîáðåòàëè âåðå-
òåíîâèäíóþ ôîðìó áåç ëàìåëëîïîäèé (ðèñ. 1). Òàêèì îá-
ðàçîì, â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè, ÌÑÊ ïðèîáðåòàëè
«ïðîìèãðàöèîííûé» ôåíîòèï. Êëåòêè â êîíòðîëå ñîõðàíÿ-
ëè õàðàêòåðíóþ ðàñïëàñòàííóþ ôîðìó.

Ïîäâèæíîñòü ÌÑÊ èçìåðÿëè íà ìîäåëè öàðàïèíû
ìîíîñëîÿ. Ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü äâèæåíèÿ êëåòîê ïðè äåéñò-
âèè ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé àêòèâèðîâàííûìè ìî-
íîöèòàìè, ñîñòàâëÿëà 10.49 � 1.21 ïêñ/÷. Â êîíòðîëå
êëåòêè äâèãàëèñü ñî ñðåäíåé ñêîðîñòüþ 5.34 � 1.47 ïêñ/÷.
Òàêèì îáðàçîì, ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü ìèãðàöèè ÌÑÊ áåç ãðà-
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äèåíòà õåìîàòòðàêòàíòà ïðè äîáàâëåíèè ñðåäû, êîíäèöè-
îíèðîâàííîé àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè, óâåëè÷èâà-
ëàñü ïî÷òè âäâîå (ðèñ. 2).

È ç ì å ð å í è å ñ ê î ð î ñ ò è ì è ã ð à ö è è Ì Ñ Ê â
ñ è ñ ò å ì å x C E L L i g e n c e. Äëÿ ïîêðûòèÿ ðàçäåëèòåëü-
íîé ìåìáðàíû áûëè èñïîëüçîâàíû äâà îñíîâíûõ áåëêà
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — êîëëàãåí I òèïà è ôèáðîíåê-
òèí. Ýòè áåëêè òðàäèöèîííî ïðèìåíÿþò â êà÷åñòâå âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà â ýêñïåðèìåíòàõ, â êîòîðûõ îöåíè-
âàþò íàïðàâëåííóþ ìèãðàöèþ êëåòîê. Îáíàðóæåíî, ÷òî â
ñèñòåìå xCELLigence ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü ìèãðàöèè ÌÑÊ çà
ïåðâûå 8 ÷ ñ íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà ÷åðåç ìåìáðàíó, ïî-
êðûòóþ ôèáðîíåêòèíîì, áûëà çíà÷èòåëüíî âûøå ñêîðî-
ñòè ìèãðàöèè ÷åðåç ìåìáðàíó, ïîêðûòóþ êîëëàãåíîì
I òèïà (ðèñ. 3, à). Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ âñå
ýêñïåðèìåíòû ïî ìèãðàöèè ÌÑÊ â ñèñòåìå xCELLigence
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôèáðîíåêòèíà â êà÷åñòâå
ìàòðèêñà äëÿ ìèãðàöèè ÌÑÊ ÆÒ.

È ç ì å ð å í è å ñ ê î ð î ñ ò è í à ï ð à â ë å í í î é ì è ã-
ð à ö è è Ì Ñ Ê í à P D G F B B â ñ è ñ ò å ì å x C E L L i-
g e n c e ï î ñ ë å ï ð å ä â à ð è ò å ë ü í î ã î ñ î ê ó ë ü ò è â è-

ð î â à í è ÿ ñ à ê ò è â è ð î â à í í û ì è ì î í î ö è ò à ì è.
Àíàëèç íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè ÌÑÊ ïî ãðàäèåíòó õåìî-
àòòðàêòàíòà ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû xCEL-
Ligence. Îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ õåìîàòòðàêòàíòîâ
äëÿ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ PDGF BB. Äîáàâëåíèå
â íèæíþþ êàìåðó ïëàíøåòà 10 íã/ìë PDGF BB ñòèìóëè-
ðîâàëî ìèãðàöèþ ÌÑÊ, è åå ñêîðîñòü âîçðàñòàëà â 2.8 ðà-
çà ïî ñðàâíåíèþ ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì (ðèñ. 3, á).
Ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèâèðî-
âàííûìè ìîíîöèòàìè ÌÑÊ â 2.7 ðàçà áûñòðåå, ÷åì êîíò-
ðîëüíûå êëåòêè, äâèãàëèñü â íàïðàâëåíèè ãðàäèåíòà
PDGF BB (ðèñ. 3, á, ñòîëáåö 2). Òàêèì îáðàçîì, îêàçà-
ëîñü, ÷òî ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíî-
öèòàìè óâåëè÷èâàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÌÑÊ ê õåìîàò-
òðàêòàíòó PDGF BB. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ïîñëå ñî-
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè êëåòêè
áûñòðåå ìèãðèðîâàëè ÷åðåç ìåìáðàíó, ïîêðûòóþ ôèáðî-
íåêòèíîì, äàæå áåç ãðàäèåíòà PDGF BB.

Î ö å í ê à ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à P D G F R - b
è å ã î á å ë ê à â Ì Ñ Ê ï ð è ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è è ñ
à ê ò è â è ð î â à í í û ì è ì î í î ö è ò à ì è. Ïî äàííûì
ÎÒ-ÏÖÐ, óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà ôàêòîðà PDGFR-b â
ÌÑÊ, ñîêóëüòèâèðóåìûõ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòà-
ìè â òå÷åíèå 24 ÷, âîçðàñòàåò â ñðåäíåì â 24.7 ðàçà, ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè â êîíòðîëå (ðèñ. 4). Ïî äàííûì èì-
ìóíîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ, ÷åðåç 24 ÷ ñîêóëü-
òèâèðîâàíèÿ óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðîâ
PDGFR-b íà ìåìáðàíå ÌÑÊ (ðèñ. 5). Òàêèì îáðàçîì,
ôàêòîðû, âûäåëÿåìûå àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè,
âûçûâàþò óâåëè÷åíèå ÷èñëà ðåöåïòîðîâ ê PDGF BB íà
ìåìáðàíå ÌÑÊ. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî â âîñïàëèòåëüíûõ
óñëîâèÿõ ðàñòåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÌÑÊ ê èõ îñíîâíîìó
õåìîàòòðàêòàíòó (PDGF BB).

Â ë è ÿ í è å á ë î ê è ð ó þ ù è õ à í ò è ò å ë ê P D G F
B B í à ñ ê î ð î ñ ò ü ì è ã ð à ö è è Ì Ñ Ê ÷ å ð å ç ô è á ð î-
í å ê ò è í. Èòàê, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ÌÑÊ ïîñëå ñîêóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè ìèãðèðó-
þò â ñèñòåìå xCELLigence áûñòðåå, ÷åì êîíòðîëüíûå
êëåòêè. Ñêîðîñòü ÌÑÊ ðîñëà äàæå â îòñóòñòâèå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî ãðàäèåíòà õåìîàòòðàêòàíòà. Ïîñêîëüêó è
ìàêðîôàãè, è ÌÑÊ ñïîñîáíû ñåêðåòèðîâàòü PDGF BB,
ìû ïðîâåðèëè, ñòèìóëèðóåò ëè ýíäîãåííûé PDGF BB íà-
ïðàâëåííóþ ìèãðàöèþ ÌÑÊ ÆÒ. Äëÿ ýòîãî â ñèñòåìå

254 Î. À. Ãðèãîðüåâà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû àêòèâèðîâàííûõ ìîíîöèòîâ íà ôîðìó ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè.

à — êîíòðîëüíûå êëåòêè; á — âåðåòåíîâèäíàÿ ôîðìà ÌÑÊ ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå, êîíäèöèîíèðîâàííîé àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè.
Îá.: 20�.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ñêîðîñòè äâèæåíèÿ ÌÑÊ ïðè äåéñòâèè êîí-
äèöèîíèðîâàííîé ñðåäû (ÊÑ) îò àêòèâèðîâàííûõ ìîíîöèòîâ
ïðè îòñóòñòâèè ãðàäèåíòà õåìîàòòðàêòàíòà íà ìîäåëè öàðàïè-

íû (scratch assay).

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíåãî; çâåçäî÷êîé ïî-
êàçàíà äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè Ð < 0.05.



xCELLigence â íèæíþþ êàìåðó äîáàâëÿëè 10 íã/ìë
PDGF BB (ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü), 50 íã/ìë áëîêèðó-
þùèõ àíòèòåë ê PDGF BB (äëÿ áëîêèðîâàíèÿ àóòîêðèí-
íîãî äåéñòâèÿ ôàêòîðà) èëè êîìáèíàöèþ PDGF BB
(10 íã/ìë) è áëîêèðóþùèõ àíòèòåë (50 íã/ìë). Â âåðõíþþ
êàìåðó íà ìåìáðàíó, ïîêðûòóþ ôèáðîíåêòèíîì, âíîñèëè
ÌÑÊ 2-ãî ïàññàæà, ïðåäâàðèòåëüíî ñîêóëüòèâèðîâàííûå
ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè â òå÷åíèå 1 ñóò, ëèáî
êîíòðîëüíûå ÌÑÊ. Ïðè äîáàâëåíèè áëîêèðóþùèõ àíòè-
òåë âìåñòå ñ PDGF BB ÷àñòè÷íî ñíèæàëàñü ñêîðîñòü ñòè-
ìóëèðîâàííîé ýòèì ôàêòîðîì êëåòî÷íîé ìèãðàöèè. Îä-
íàêî îêàçàëîñü, ÷òî áëîêèðóþùèå àíòèòåëà, íàíåñåííûå
îòäåëüíî, íå ñíèæàëè ñêîðîñòè ìèãðàöèè ÌÑÊ ÷åðåç
ôèáðîíåêòèí. Ýòî ãîâîðèò îá îòñóòñòâèå àóòîêðèííîãî
äåéñòâèÿ ýíäîêðèííîãî PDGF BB â äàííîé ñèñòåìå
(ðèñ. 3, á). Òàêèì îáðàçîì, â íàøåé ìîäåëè ìû íå íàáëþ-
äàëè àóòîêðèííîé ñòèìóëÿöèè ìèãðàöèè ÌÑÊ çà ñ÷åò
ñåêðåöèè PDGF BB.

Èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî ñîêóëüòèâèðîâà-
íèå ñ ìîíîöèòàìè óâåëè÷èâàåò ñêîðîñòü íàïðàâëåííîé
ìèãðàöèè ÌÑÊ ÷åðåç ôèáðîíåêòèí. Äîáàâëåíèå áëîêèðó-
þùèõ àíòèòåë ê PDGF BB íå ñíèìàåò ïîëíîñòüþ ýôôåêòà
ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ìîíîöèòàìè. Ýòè äàííûå ïîçâîëèëè
íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîìèìî ñòèìóëÿöèè PDGF BB ñó-
ùåñòâóåò äðóãîé ìåõàíèçì çàïóñêà ìèãðàöèè ÌÑÊ, êîòî-
ðûé àêòèâèðóåòñÿ ïîä äåéñòâèåì ôàêòîðîâ, âûäåëÿåìûõ
àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè.

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ò î ð î â ñ è ã í à ë ü í î ã î ê à ñ-
ê à ä à P D G F R - b í à ñ ê î ð î ñ ò ü í à ï ð à â ë å í í î é
ì è ã ð à ö è è Ì Ñ Ê â ñ è ñ ò å ì å x C E L L i g e n c e. Ìû
ïðîâåðèëè, ó÷àñòâóåò ëè â àêòèâàöèè ìèãðàöèè ÌÑÊ ñèã-
íàëüíûé ïóòü, êîòîðûé çàïóñêàåòñÿ ÷åðåç PDGFR-b. Äëÿ
ýòîãî â ñèñòåìå xCELLigence â íèæíþþ êàìåðó äîáàâëÿ-
ëè èíãèáèòîðû åãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà: AG1296
(25 ìÌ), ïðåïÿòñòâóþùèé àóòîôîñôîðèëèðîâàíèþ äèìå-
ðèçîâàííîãî ðåöåïòîðà, èëè LY294002 (25 ìÌ), äåéñòâèå
êîòîðîãî èíãèáèðóåò PI3-êèíàçó ñèãíàëüíîãî êàñêàäà.
Â âåðõíþþ êàìåðó íà ìåìáðàíó, ïîêðûòóþ ôèáðîíåêòè-
íîì, äîáàâëÿëè ÌÑÊ 2-ãî ïàññàæà, ïðåäâàðèòåëüíî ñîêó-
ëüòèâèðîâàííûå ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè â òå÷å-
íèå 1 ñóò, ëèáî êîíòðîëüíûå êëåòêè. Â òå÷åíèå ïåðâûõ
8 ÷ ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà ñêîðîñòü ìèãðàöèè ÌÑÊ,
ïðåäâàðèòåëüíî ñîêóëüòèâèðîâàííûõ ñ àêòèâèðîâàííûìè
ìîíîöèòàìè, áûëà â 2.46 ðàçà âûøå, ÷åì êîíòðîëüíûõ
êëåòîê. Ïðè ýòîì äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ ïîäàâëÿëî ìèã-

ðàöèþ êëåòîê, ñíèæàÿ åå ñêîðîñòü â êîíòðîëå è ýêñïåðè-
ìåíòå ñîîòâåòñòâåííî â 3.3 è 12.33 ðàçà ïðè äåéñòâèè
LY294002 è â 2.43 è 6.03 ðàçà ïðè äåéñòâèè AG1296
(ðèñ. 6). Ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ ñêîðîñòü ìèãðàöèè
êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ êëåòîê çíà÷èòåëüíî íå ðàçëè÷à-
ëàñü. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè ìèãðà-
öèè ÷åðåç ôèáðîíåêòèí â ÌÑÊ ðàáîòàåò ñèãíàëüíûé êàñ-
êàä îò ðåöåïòîðà PDGFR-b. Â óñëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïîä âëèÿíèåì ñåêðåòèðóåìûõ àêòèâèðîâàííûìè
ìîíîöèòàìè ôàêòîðîâ ÷èñëî ðåöåïòîðîâ PDGFR-b íà
ìåìáðàíå ÌÑÊ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ, â ðåçóëüòàòå
÷åãî âîçðàñòàåò ñêîðîñòü äâèæåíèÿ êëåòîê ïðè ñâÿçûâà-
íèè ñ ôèáðîíåêòèíîì.

Î ö å í ê à ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â è í ò å-
ã ð è í î â a 3, a 4, a 5, b 1 è ó ð î â å í ü á å ë ê à è í ò å-
ã ð è í à b 1 (C D 2 9) â Ì Ñ Ê ï ð è ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à-
í è è ñ à ê ò è â è ð î â à í í û ì è ì î í î ö è ò à ì è. Èçâåñò-
íî, ÷òî àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ìîæåò
áûòü âûçâàíà ñâÿçûâàíèåì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà èí-
òåãðèíîâûìè ðåöåïòîðàìè. Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè, êàê
èçìåíÿåòñÿ êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ îñíîâíûõ öåïåé èíòåãðè-
íîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå âî âçàèìîäåéñòâèè ñ áåëêàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (êîëëàãåíîì I òèïà, ôèáðîíåêòè-

Èçìåíåíèå ìèãðàöèîííûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè 255

Ðèñ. 3. Ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè ÌÑÊ â ñèñòåìå xCELLigence.

à — ñêîðîñòü ìèãðàöèè â òå÷åíèå ïåðâûõ 8 ÷ ýêñïåðèìåíòà ÷åðåç ìåìáðàíó, ïîêðûòóþ êîëëàãåíîì I òèïà è ôèáðîíåêòèíîì. á — ïîñëå ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè; ñòîëáåö 1 — îòñóòñòâèå õåìîàòòðàêòàíòà, 2 — 10 íã/ìë PDGF BB, 3 — â ïðèñóòñòâèè áëîêèðóþùèõ àíòèòåë ê

PDGF BB, 4 — â ïðèñóòñòâèè 10 íã/ìë PDGF BB è áëîêèðóþùèõ àíòèòåë ê íåìó. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíåãî.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ðåöåïòîðà
PDGFR-b è öåïåé èíòåãðèíîâ (a3, a4, a5 è b1) ïðè ñîâìåñòíîì
êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè â òå÷å-

íèå 24 ÷.

Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå îòíîøåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè (Ý) ãåíà â
ÌÑÊ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè (Ýì) ê

óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíà â êëåòêàõ â êîíòðîëå (Ýê).



íîì è ëàìèíèíîì) â ÌÑÊ ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àê-
òèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè. Ïî äàííûì ÎÒ-ÏÖÐ, óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ãåíà èíòåãðèíà b1 (CD29) â ÌÑÊ, ñî-
êóëüòèâèðóåìûõ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè â
òå÷åíèå 24 ÷, âîçðàñòàåò â ñðåäíåì â 7.8 ðàçà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êëåòêàìè â êîíòðîëå. Â ñðåäíåì â 50 ðàç óâåëè÷è-
âàåòñÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà öåïè èíòåãðèíà a3 è â
11.2 ðàçà — öåïè èíòåãðèíà a5 (ðèñ. 4). Ïî äàííûì èììó-
íîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ, êîëè÷åñòâî áåëêà èí-
òåãðèíà b1 ýêñïðåññèðîâàííîãî íà ïîâåðõíîñòè ÌÑÊ,
òàêæå óâåëè÷èâàåòñÿ ÷åðåç 24 ÷ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ
(ðèñ. 7). Èíòåãðèí a3b1 ÿâëÿåòñÿ ðåöåïòîðîì äëÿ ñâÿçû-
âàíèÿ êëåòîê ñ ôèáðîíåêòèíîì è ëàìèíèíîì, à èíòåãðèí
a5b1 — ñ ôèáðîíåêòèíîì. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè èíòåãðèíîâ íà ìåìáðàíå ÌÑÊ
â óñëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíî-
öèòàìè è èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ ôèáðîíåêòèíîì ìîãóò ïðè-
âîäèòü ê àêòèâàöèè PDGFR-b, ÷òî îïîñðåäóåò óâåëè÷åíèå
ñêîðîñòè äâèæåíèÿ êëåòîê ïî ôèáðîíåêòèíó.

Îáñóæäåíèå

Ïðè ðåãåíåðàöèè òêàíåé ÌÑÊ êîîðäèíèðóþò åå âîñ-
ñòàíîâëåíèå: ñèíòåçèðóþò âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ôîð-
ìèðóÿ ñòðîìó äëÿ âíåäðåíèÿ äðóãèõ êëåòîê (ýíäîòåëèî-

öèòîâ, ðåçèäåíòíûõ òêàíåñïåöèôè÷íûõ ïðåäøåñòâåííè-
êîâ) (Wight et al., 1986); ñåêðåòèðóþò àíãèîãåííûå è íåé-
ðîòðîôè÷åñêèå ôàêòîðû, ñòèìóëèðóÿ ðåâàñêóëÿðèçàöèþ
è ïîäðàñòàíèå íåéðèòîâ (Horwitz, Dominici, 2008; Rubina
et al., 2009); ñåêðåòèðóþò õåìîêèíû, ðåãóëèðóÿ èììóí-
íûé îòâåò (Rasmusson, 2006; Chen et al., 2011); êðîìå
òîãî, ÌÑÊ ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ôóíêöèî-
íàëüíî àêòèâíûå ýëåìåíòû òêàíè (îñòåîáëàñòû, õîíäðî-
öèòû è àäèïîöèòû) (Pittenger et al., 1999; Zuk et al., 2001).

Ïîèñê ìåõàíèçìîâ ìèãðàöèè ÌÑÊ â çîíó ïîâðåæäå-
íèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç êëþ÷åâûõ çàäà÷ äëÿ ðåãóëÿöèè
ïðîöåññîâ ðåãåíåðàöèè òêàíè. Âîñïàëåíèå è ñîïóòñòâóþ-
ùèå åìó ôàêòîðû âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ èãðàþò ãëàâíóþ
ðîëü â ïðèâëå÷åíèè â ðåãåíåðèðóþùóþ òêàíü êëåòîê, â
òîì ÷èñëå èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê è ÌÑÊ (Spaeth
et al., 2008). Îäíàêî åñëè èììóííûå êëåòêè äâèæóòñÿ ïðå-
èìóùåñòâåííî ïî ãðàäèåíòó õåìîêèíîâ, òî ìåçåíõèìíûå
ñòðîìàëüíûå êëåòêè â áîëüøåé ñòåïåíè ðåàãèðóþò íà
ãðàäèåíò ôàêòîðîâ ðîñòà (PDGF BB, IGF-1, EGF è HGF)
(Ponte et al., 2007). Îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ ôàêòî-
ðîâ, ñòèìóëèðóþùèõ ìèãðàöèþ ÌÑÊ êàê èç êîñòíîãî
ìîçãà, òàê è æèðîâîé òêàíè, ÿâëÿåòñÿ PDGF BB. Îí â áîëü-
øîì êîëè÷åñòâå âûñâîáîæäàåòñÿ èç òðîìáîöèòîâ ïðè ïî-
âðåæäåíèè ñîñóäîâ è â èçáûòêå äèôôóíäèðóåò â ðàíó è
ïðèëåæàùèå òêàíè. Ïîêàçàíî, ÷òî PDGF BB ñòèìóëèðóåò
ìèãðàöèþ è ïðîëèôåðàöèþ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê in vitro
(De Donatis et al., 2008), êðîìå òîãî, áîëüøóþ ðîëü ýòî
ôàêòîð èãðàåò ïðè çàæèâëåíèè ðàí in vivo (Liu et al., 2009).

Íåêîòîðûå ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû, òàêèå êàê
TNFa, IL-6, ìîãóò ìîäèôèöèðîâàòü ìèãðàöèîííûå ñâîé-
ñòâà ÌÑÊ, ïîâûøàÿ èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê âîçäåéñòâèþ
ðàçíîãî ðîäà äðóãèõ ôàêòîðîâ, â ÷àñòíîñòè õåìîêèíîâ è
ôàêòîðîâ ðîñòà. Âîçìîæíî, ìåõàíèçì òàêîãî äåéñòâèÿ
ñâÿçàí ñî ñòèìóëÿöèåé ýêñïðåññèè ãåíîâ è ñèíòåçà ìîëå-
êóë ðåöåïòîðîâ ê äàííûì áåëêàì (Ponte et al., 2007).
Îñíîâíûì èñòî÷íèêîì öèòîêèíîâ è õåìîêèíîâ â çîíå
âîñïàëåíèÿ ÿâëÿþòñÿ ìîíîöèòû, êîòîðûå äèôôåðåíöèðó-
þòñÿ â ìàêðîôàãè (Werner, Grose, 2003). Ìíîãèå èç ôàê-
òîðîâ, ñåêðåòèðóåìûõ ìàêðîôàãàìè (TGFb, IGF-1, PDGF
è FGF-2), ÿâëÿþòñÿ õåìîòàêòè÷åñêèìè ìîëåêóëàìè äëÿ
ÌÑÊ (Monaco, Lawrence, 2003) è ñïîñîáíû íåïîñðåäñò-
âåííî ïðèâëåêàòü ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà â çîíó âîñïàëå-
íèÿ. Êðîìå òîãî, ýòè ôàêòîðû ñïîñîáíû ñòèìóëèðîâàòü
ôîðìèðîâàíèå ó ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ïðîìèãðàöèîííîãî
ôåíîòèïà; â ÷àñòíîñòè, ïðè âîçäåéñòâèè ñðåäû, êîíäèöè-

256 Î. À. Ãðèãîðüåâà è äð.

Ðèñ. 5. Óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà PDGFR-b íà ïîâåðõíîñòè ÌÑÊ ïîñëå èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíî-
öèòàìè.

à — êîíòðîëü; á — ñîêóëüòèâèðîâàíèå. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ PDGFR-b (êðàñíûé öâåò). ßäðà äîêðàøåíû DAPI (ñèíèé
öâåò). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 25 ìêì.

Ðèñ. 6. Ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü ìèãðàöèè ÷åðåç ôèáðîíåêòèí ÌÑÊ
ÆÒ, êàê êîíòðîëüíûõ, òàê è ïðåäâàðèòåëüíî ñîêóëüòèâèðîâàí-
íûõ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè (ñòîëáöû 1), çíà÷èòåëü-
íî ñíèæàëàñü ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòîðîâ ñèãíàëüíûõ ïóòåé
PDGFR-b LY294002 (èíãèáèòîð PI3-êèíàçû, ñòîëáöû 2) è
AG1296 (èíãèáèòîð àóòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ öåïåé PDGFR-b,

ñòîëáöû 3).



îíèðîâàííîé ìàêðîôàãàìè, èçìåíÿåòñÿ ýêñïðåññèÿ ðÿäà
ðåöåïòîðîâ ê õåìîòàêòè÷åñêèì ìîëåêóëàì (õåìîêèíàì)
íà ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîâûøàåòñÿ
èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê âîçäåéñòâèþ õåìîàòòðàêòàíòîâ
(Anton et al., 2007). Îäíàêî ìîáèëèçàöèÿ ÌÑÊ êîñòíîãî
ìîçãà ïðîèñõîäèò ïðè îáøèðíûõ ïîâðåæäåíèÿõ, êîãäà
èçáûòîê õåìîòàêòè÷åñêèõ ìîëåêóë âûáðàñûâàåòñÿ â ñèñ-
òåìíûé êðîâîòîê. Ïðè ëîêàëüíûõ ïîâðåæäåíèÿõ âîñïà-
ëèòåëüíîå îêðóæåíèå, êîòîðîå âêëþ÷àåò â ñåáÿ êàê íåïî-
ñðåäñòâåííûé ìåæêëåòî÷íûé êîíòàêò ìåñòíûõ ÌÑÊ ñ
èììóíîêîìïåòåíòíûìè êëåòêàìè, òàê è ïàðàêðèííûå
ôàêòîðû, âåðîÿòíî, â ïåðâóþ î÷åðåäü àêòèâèðóåò ÌÑÊ
ïðèëåæàùåé òêàíè. Ïîìèìî êîñòíîãî ìîçãà ÌÑÊ îáíàðó-
æèâàþò â ðàçíûõ îðãàíàõ è òêàíÿõ, â òîì ÷èñëå æèðîâîé
òêàíè, â êîòîðîé äî 10 % êëåòîê ïðåäñòàâëÿþò ðåçèäåíò-
íûå ìàêðîôàãè (Brown et al., 2012). Ïîýòîìó âàæíîé çàäà-
÷åé ÿâëÿåòñÿ ïðîñëåäèòü, êàê àêòèâèðóåòñÿ ìèãðàöèÿ
ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ìîíîöèòàìè è
ìàêðîôàãàìè ïðè ðàçâèòèè âîñïàëåíèÿ.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìû èñïîëü-
çîâàëè ìîäåëü in vitro áåñêîíòàêòíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç æèðîâîé òêàíè è àêòèâèðîâàííûõ
ïðîìîíîöèòîâ ëèíèè THP-1, â êîòîðîé êëåòêè íå êîíòàê-
òèðóþò íåïîñðåäñòâåííî, íî ñïîñîáíû îáìåíèâàòüñÿ ñåê-
ðåòèðóåìûìè ôàêòîðàìè. Èçâåñòíî, ÷òî ìîäåëèðîâàíèå
âîñïàëåíèÿ ñ ïîìîùüþ ìîíîöèòîâ (ìàêðîôàãîâ) — ñëîæ-
íàÿ çàäà÷à, ïîñêîëüêó â ïðîöåññå àêòèâàöèè ïðîèñõîäèò
ïîýòàïíîå èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ïðî- è ïðîòèâîâîñïàëè-
òåëüíûõ ôàêòîðîâ (Qin, 2012). Ïðè ðàçðàáîòêå ìîäåëè ìû
îöåíèâàëè ïðîôèëü ýêñïðåññèè àêòèâèðîâàííûõ ìîíîöè-
òîâ äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ èõ àêòèâàöèè. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå àê-
òèâàöèè â êëåòêàõ THP-1 íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷å-
íèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ ôàêòîðîâ (IL-1b,
IL-6, IL-8 è TNFa). Â òî æå âðåìÿ çíà÷èòåëüíîãî ðîñòà
óðîâíÿ ìÐÍÊ ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûõ ôàêòîðîâ (IL-4,
IL-10, IL-13 è TGFb) â íàøåé ñèñòåìå íå ïðîñëåæèâàëîñü.

Ðàíåå äðóãèìè àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåéñòâèå
îòäåëüíûõ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ ôàêòîðîâ (TNFa è INFg)
(Ponte et al., 2007) èëè ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé ìàê-
ðîôàãàìè (Anton et al., 2012), ñòèìóëèðóåò ìèãðàöèþ
ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà in vitro. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ïðî-
âîñïàëèòåëüíûå ôàêòîðû, ñåêðåòèðóåìûå àêòèâèðîâàí-
íûìè ìîíîöèòàìè, ñïîñîáíû èçìåíÿòü ôóíêöèîíàëüíóþ
àêòèâíîñòü ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè â ñèñòåìå ñîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ, â òîì ÷èñëå àêòèâèðîâàòü èõ ìèãðàöèþ.

È äåéñòâèòåëüíî, íà ìîäåëè öàðàïèíû (scratch assay)
îáíàðóæåíî, ÷òî ñêîðîñòü äâèæåíèÿ ÌÑÊ âîçðàñòàåò ïðè
äåéñòâèè ñðåäû àêòèâèðîâàííûõ ìîíîöèòîâ. Ñòðîãî ãî-
âîðÿ, ìîäåëü ïîêàçûâàåò èçìåíåíèå ñêîðîñòè ïåðåìåùå-
íèÿ êëåòîê ïî íàïðàâëåíèþ â ðàíó â îòñóòñòâèå ãðàäèåí-
òà õåìîàòòðàêòàíòà (íàïðàâëåííàÿ ìèãðàöèÿ, êîòîðàÿ íå
ÿâëÿåòñÿ õåìîòàêñèñîì). Õåìîòàêñèñ æå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëü-
òàòîì âçàèìîäåéñòâèÿ õåìîàòòðàêòàíòà ñ ðåöåïòîðîì è
ïîñëåäóþùåãî çàïóñêà ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ âíóòðè êëåò-
êè, êîòîðûå âûçûâàþò èçìåíåíèå êëåòî÷íîé ïîëÿðíîñòè,
÷òî ïîìîãàåò êëåòêå äâèãàòüñÿ â îïðåäåëåííîì íàïðàâëå-
íèè (Welf, Haugh, 2011).

Ïðè ðàçðàáîòêå ìîäåëè äëÿ íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè
îêàçàëîñü òåõíè÷åñêè íåâîçìîæíûì èñïîëüçîâàòü â êà÷å-
ñòâå àòòðàêòàíòà â íèæíåé êàìåðå àêòèâèðîâàííûå ìîíî-
öèòû. Ïîýòîìó ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ ìîíîöèòàìè ïðîâî-
äèëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïîìåùåíèåì ÌÑÊ â êàìåðó
äëÿ ìèãðàöèè. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî in vivo â ðàíå ïðèñóòñòâóåò
PDGF BB â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè, ìû èñïîëüçîâàëè åãî
â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîãî õåìîàòòðàêòàíòà.

Àíàëèçèðóÿ èçìåíåíèå ñêîðîñòè íàïðàâëåííîé ìèã-
ðàöèè â ñèñòåìå xCELLigence, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ÌÑÊ
ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòà-
ìè çíà÷èòåëüíî áûñòðåå êîíòðîëüíûõ êëåòîê ìèãðèðóþò
ïî ãðàäèåíòó PDGF BB, îäíîãî èç îñíîâíûõ õåìîàòòðàê-
òàíòîâ äëÿ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê, ò. å. ïàðàêðèííûå ôàêòî-
ðû, âûäåëÿåìûå àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè, íå òîëü-
êî óâåëè÷èâàþò ïîäâèæíîñòü êëåòîê, íî è âûçûâàþò óâå-
ëè÷åíèå íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè ïî ãðàäèåíòó PDGF BB.

Ôàêòîð PDGF ñóùåñòâóåò â âèäå ãîìî- èëè ãåòåðîäè-
ìåðà, ñîñòîÿùåãî èç À- è Â-ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé. Åãî
áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ñâÿçû-
âàíèÿ ñ äâóìÿ ñòðóêòóðíî ñõîæèìè òèðîçèíêèíàçíûìè
ðåöåïòîðàìè — PDGFR-a è PDGFR-b. Ïðè÷åì äîêàçàíî,
÷òî äëÿ çàïóñêà õåìîòàêñèñà ìåçåíõèìíûõ êëåòîê íåîá-
õîäèìà èìåííî b-öåïü ðåöåïòîðà (Siegbahn et al., 1990).
Ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ñ ëèãàíäîì ðåöåïòîð PDGFR ãîìî-
èëè ãåòåðîäèìåðèçóåòñÿ è ôîñôîðèëèðóåòñÿ ïî îñòàòêàì
òèðîçèíà. Îäíèìè èç êëþ÷åâûõ ó÷àñòíèêîâ ñèãíàëüíûõ
ïóòåé, îáåñïå÷èâàþùèõ çàïóñê õåìîòàêñèñà, ÿâëÿåòñÿ
PI3-êèíàçà, êîòîðàÿ ôîñôîðèëèðóåò áåëîê Akt ïî îñòàòêó
Ser473, ïîñëå ÷åãî òðåáóåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå Akt ïî
îñòàòêó Tyr308 äëÿ ïîñëåäóþùåé ðåîðãàíèçàöèè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà è ìèãðàöèè êëåòîê (Veevers-Lowe et al.,
2011).
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Ðèñ. 7. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ðåöåïòîðîâ èíòåãðèíà b1 íà ìåìáðàíå êîíòðîëüíûõ ÌÑÊ 2-ãî ïàññàæà (à) è ïðè ñî-
âìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè â òå÷åíèå 24 ÷ (á).

Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ CD29 (êðàñíûé öâåò). ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 25 ìêì.



Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ â ñèñòå-
ìå xCELLigence äàæå â îòñóòñòâèå õåìîàòòðàêòàíòà
PDGF BB â íèæíåé êàìåðå ïëàíøåòà ñêîðîñòü ÌÑÊ,
ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðîâàííûõ ñ àêòèâèðîâàííûìè
ìîíîöèòàìè, áûëà âûøå, ÷åì ñêîðîñòü êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê. Ïðè ýòîì òàêóþ ðàçíèöó â ñêîðîñòè ìèãðàöèè ìû îò-
ìå÷àëè òîëüêî â ñëó÷àå, êîãäà ìåìáðàíà, ÷åðåç êîòîðóþ
ìèãðèðîâàëè êëåòêè, áûëà ïîêðûòà ôèáðîíåêòèíîì, íî
íå êîëëàãåíîì I òèïà.

Èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ è ìàêðîôàãè ìîãóò ñåêðåòèðîâàòü
PDGF BB. ×òîáû èñêëþ÷èòü àóòîêðèííûå ýôôåêòû PDGF,
ìû äîáàâèëè êëåòêàì áëîêèðóþùèå àíòèòåëà ê PDGF
BB. Êàê ñëåäóåò èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ, ñêîðîñòü êëåòîê
â ïðèñóòñòâèè áëîêèðóþùèõ àíòèòåë ñóùåñòâåííî íå ìå-
íÿëàñü. Òàêèì îáðàçîì, ìû ñäåëàëè âûâîä î òîì, ÷òî
àóòîêðèííûé PDGF BB ñóùåñòâåííî íå âëèÿë íà ìèãðà-
öèþ ÌÑÊ ÷åðåç ôèáðîíåêòèí.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàêîïëåí áîëüøîé îáúåì äàííûõ,
óêàçûâàþùèé íà àêòèâàöèþ ðåöåïòîðîâ ôàêòîðîâ ðîñòà
ïðè ñâÿçûâàíèè ïîâåðõíîñòè êëåòêè ñ áåëêàìè âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà ÷åðåç èíòåãðèíîâûå ðåöåïòîðû (Miya-
moto et al., 1996; Moro et al., 1998; Wang et al., 2001). Ïðè
ýòîì àêòèâèðóþòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëüíûå êàñêà-
äû, ðåãóëèðóþùèå âûæèâàíèå, ïðîëèôåðàöèþ è ìèãðà-
öèþ êëåòîê. Òàêîé ïóòü àêòèâàöèè ðåöåïòîðà íå òðåáóåò
íåïîñðåäñòâåííîãî ñâÿçûâàíèÿ åãî ñ ëèãàíäîì — ôàêòî-
ðîì ðîñòà. Èíòåãðèíîâûå êîìïëåêñû ñîñòîÿò èç äâóõ
ñóáúåäèíèö (a è b), ðàçíûå êîìáèíàöèè êîòîðûõ îòâå÷à-
þò çà óçíàâàíèå è ñâÿçûâàíèå ñ îïðåäåëåííûìè áåëêàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà èëè ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñò-
âèÿ. Òàê, èíòåãðèí a5b1 ñâÿçûâàåòñÿ ñ ôèáðîíåêòèíîì, à
èíòåãðèí a3b1 — ñ ôèáðîíåêòèíîì è ëàìèíèíîì. Â ÷àñò-
íîñòè, èññëåäîâàí ïóòü àêòèâàöèè ðåöåïòîðà PDGFR-b â
ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè ïðè ñâÿçûâàíèè ñ ôèáðîíåêòèíîì,
ïðè÷åì ïîêàçàíî, ÷òî ýòî âçàèìîäåéñòâèå îïîñðåäóåòñÿ
èíòåãðèíîì a5b1 è àêòèâàöèåé PI3-êèíàçû è Akt (Vee-
vers-Lowe et al., 2011).

×òîáû îïðåäåëèòü ðîëü òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â íà-
øåé ñèñòåìå ìèãðàöèè, ìû èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîðíûé
àíàëèç. Îáíàðóæèëè, ÷òî èíãèáèðîâàíèå àóòîôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ðåöåïòîðà PDGFR-b (ñ ïîìîùüþ AG1296) èëè
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ PI3-êèíàçû (ñ ïîìîùüþ LY294002) â
ÌÑÊ è â ýêñïåðèìåíòå, è â êîíòðîëå ñíèæàëî ñêîðîñòü
ìèãðàöèè êëåòîê ÷åðåç ôèáðîíåêòèí íèæå áàçîâîãî óðîâíÿ
(ñêîðîñòè ìèãðàöèè êîíòðîëüíûõ êëåòîê ÷åðåç ôèáðîíåê-
òèí â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ è õåìîàòòðàêòàíòîâ). Îäíàêî
ïðè èíãèáèðîâàíèè àóòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ PDGFR-b ñêî-
ðîñòü ìèãðàöèè ÌÑÊ îêàçàëàñü âûøå, ÷åì ïðè èíãèáèðîâà-
íèè PI3-êèíàçû. Ôîñôîðèëèðîâàíèå PI3-êèíàçû ïðîèñõî-
äèò òàêæå ïðè ñòèìóëÿöèè ðåöåïòîðîâ äðóãèõ ôàêòîðîâ
ðîñòà, òàêèõ êàê IGF-1, HGF è EGF, ïîýòîìó èíãèáèðîâà-
íèå PI3-êèíàçû, âåðîÿòíî, îòìåíÿåò è èõ äåéñòâèå. Ïðè
äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ ñêîðîñòü ñòèìóëèðîâàííûõ è êîíò-
ðîëüíûõ êëåòîê â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ íå ðàçëè÷àëàñü.
Ýòè äàííûå ïîçâîëèëè íàì ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî àêòè-
âàöèÿ ñèãíàëèçàöèè ðåöåïòîðà PDGFR-b ïðè ìèãðàöèè
ÌÑÊ ÷åðåç ôèáðîíåêòèí ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâîé ïðè ñòèìóëÿ-
öèè äâèæåíèÿ êëåòîê â òàêîé ñèñòåìå.

Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðå-
öåïòîð PDGFR-b âûÿâëÿåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íà âñåõ êóëüòè-
âèðóåìûõ ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè 2-ãî ïàññàæà (Êî÷åãóðà
è äð., 2011). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ
àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè ìîæåò óâåëè÷èâàòü ýêñï-
ðåññèþ ðåöåïòîðà PDGFR-b. Àíàëèç ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ
âûÿâèë çíà÷èòåëüíûé ðîñò (â 24.67 ðàçà) óðîâíÿ ìÐÍÊ

ðåöåïòîðà, ÷òî òàêæå áûëî ïîäòâåðæäåíî íà óðîâíå áåëêà
èììóíîöèòîõèìè÷åñêè. Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, èíòåãðè-
íû, ñâÿçûâàÿñü ñ ìàòðèêñîì, ìîãóò àêòèâèðîâàòü ñèãíà-
ëèçàöèþ ðåöåïòîðîâ ôàêòîðîâ ðîñòà. Ìû îáíàðóæèëè,
÷òî ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè
óâåëè÷èâàåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ öåïåé èíòåãðèíîâ, îòâåò-
ñòâåííûõ çà ñâÿçûâàíèå êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ñ ôèáðî-
íåêòèíîì è ëàìèíèíîì (a3, a4, a5 è b1). Ñ ïîìîùüþ èì-
ìóíîöèòîõèìèè ìû ïîêàçàëè, ÷òî íà ìåìáðàíå óâåëè÷è-
âàåòñÿ êîëè÷åñòâî öåïè b1 èíòåãðèíà (CD29). Òàêèì
îáðàçîì, óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ðåöåïòîðà PDGFR-b íà
ìåìáðàíå è åãî ïàðòíåðîâ èíòåãðèíîâ, âîçìîæíî, ÿâëÿ-
åòñÿ ïðè÷èíîé ñòèìóëÿöèè ñêîðîñòè ìèãðàöèè ÌÑÊ, ñî-
êóëüòèâèðîâàííûõ ñ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè.

Òàêèì îáðàçîì, ìåõàíèçìû, îïðåäåëÿþùèå ìèãðà-
öèþ ÌÑÊ â õîäå ðåãåíåðàöèè òêàíè, âêëþ÷àþò â ñåáÿ ïî-
ìèìî äåéñòâèÿ ãðàäèåíòîâ ôàêòîðîâ ðîñòà è õåìîêèíîâ
åùå è âçàèìîäåéñòâèå ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì. Íàøà
ðàáîòà ïîêàçàëà, ÷òî âîñïàëèòåëüíûå ôàêòîðû, ñåêðåòè-
ðóåìûå â çîíå âîñïàëåíèÿ àêòèâèðîâàííûìè ìîíîöèòà-
ìè, ñïîñîáíû ìîäèôèöèðîâàòü ñâîéñòâà ÌÑÊ æèðîâîé
òêàíè, àêòèâèðóÿ ìåõàíèçìû, îòâåòñòâåííûå çà êëåòî÷-
íóþ ìèãðàöèþ. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå óêàçûâàþò, ÷òî
àêòèâèðîâàííûå ìîíîöèòû ñòèìóëèðóþò ìèãðàöèþ ÌÑÊ
çà ñ÷åò ñòèìóëÿöèè PDGF-çàâèñèìûõ ìåõàíèçìîâ êàê
ïðÿìî ÷åðåç óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà PDGFR-b,
òàê è îïîñðåäîâàííî çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ
èíòåãðèíîâ ñ ôèáðîíåêòèíîì.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ áëàãîäàðíîñòü ñîòðóä-
íèêó êàôåäðû áèîõèìèè è ìîëåêóëÿðíîé ìåäèöèíû
ÔÔÌ ÌÃÓ Ì. Í. Áàëàöêîé çà íåîöåíèìóþ ïîìîùü â
îôîðìëåíèè èëëþñòðàöèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû Ðîññèéñêîé Ôåäåðà-
öèè» (ÍØ-2392.2012.7).
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CHARACTERISTICS OF MIGRATION OF ADIPOSE TISSUE DERIVED MESENCHYMAL

STROMAL CELLS AFTER CO-CULTIVATION WITH ACTIVATED MONOCYTES IN VITRO
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Mesenchymal stromal cells (MSC) are considered to be promising tool of regenerative medicine. Migrati-
on of MSC toward damaged inflammatory site is essential for physiological tissue reparation. Therefore we stu-
died modifications of migratory features of adipose tissue derived MSC (AT-MSC) after co-cultivation with ac-
tivated monocytes derived from THP-1 cell line. As a result, we have observed an increased migration rate of
AT-MSC in vitro in the absence of chemoattractant gradient as well as toward the gradient of PDGF BB (plate-
let-derived growth factor BB), which is well known chemoattractant for the cells of mesenchymal origin. Fur-
thermore, the rate of directional AT-MSC migration through fibronectin was also increased. We have establi-
shed that signaling from PDGFRb which is activated through binding of integrin receptors with extracellular
matrix may be possible way to stimulate cellular migration under simulated inflammatory conditions.

K e y w o r d s: mesenchymal stromal cells, cell migration, inflammation, PDGFR-b, integrines.
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