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Ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê ýíäîòåëèîöèòîâ âåíû ÷åëîâåêà

Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè, ïëîòíî ïðèëåãàþùèå äðóã ê äðóãó è âûñòèëàþùèå âíóòðåííþþ ïîâåðõ-
íîñòü âñåõ ñîñóäîâ îðãàíèçìà, îáåñïå÷èâàþò ðåãóëÿöèþ ïðîíèöàåìîñòè ñîñóäèñòîé ñòåíêè è îáìåí
ìåæäó öèðêóëèðóþùåé â ñîñóäàõ êðîâüþ è òêàíåâîé æèäêîñòüþ òåõ îðãàíîâ, â êîòîðûõ ýòè ñîñóäû ðàñ-
ïîëîæåíû. Â óñëîâèÿõ in vitro ìîíîñëîé ýíäîòåëèîöèòîâ ñîõðàíÿåò îñíîâíóþ — áàðüåðíóþ — ôóíê-
öèþ íàòèâíîãî ýíäîòåëèÿ, â ñâÿçè ñ ÷åì åãî ìîæíî èñïîëüçîâàòü êàê ìîäåëüíóþ ñèñòåìó â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïî èññëåäîâàíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ öèòîñêåëåòíûõ è àäãåçèîííûõ ñòðóêòóð ýíäîòåëèîöèòîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå êóëüòèâèðóåìûé ìîíîñëîé êëåòîê ýíäîòåëèÿ âåíû ÷åëîâåêà èñïîëüçîâàëè äëÿ êî-
ëè÷åñòâåííîé îöåíêè èçìåíåíèé öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê îò ìîìåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ è îá-
ðàçîâàíèÿ ïåðâûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ äî ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Ñèñòåìà àê-
òèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ âåíîçíîãî ýíäîòåëèÿ ïðåäñòàâëåíà êîðòèêàëüíîé ñåòüþ àêòèíà è ïó÷êà-
ìè àêòèíîâûõ ñòðåññ-ôèáðèëë, îðãàíèçîâàííûõ ïàðàëëåëüíî ñóáñòðàòó. Â êëåòêàõ ýêñïðåññèðóþòñÿ
äâå îñíîâíûå íåìûøå÷íûå èçîôîðìû àêòèíà — b- è g-öèòîïëàçìàòè÷åñêèå àêòèíû. Ïðè ìå÷åíèè àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ b-àêòèíà îáíàðóæèâàþòñÿ ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèáðèëë, â òî âðåìÿ êàê àíòèòåëà ïðîòèâ
g-àêòèíà âûÿâëÿþò êîðòèêàëüíóþ è ëàìåëëÿðíóþ ñåòè. Äëÿ îöåíêè ñîñòîÿíèÿ ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà àíàëèçèðîâàëè èíòåíñèâíîñòü èõ ôëóîðåñöåíöèè â ðàéîíå ñâîáîäíîãî êðàÿ è â îáëàñòè êîí-
òàêòà ñ ñîñåäíåé êëåòêîé. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè b-àêòèíîâûõ ñòðóêòóð îêàçàëàñü âûøå â îáëà-
ñòÿõ êîíòàêòà. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè g-àêòèíîâûõ ñòðóêòóð áûëà íàèáîëüøåé íà âåäóùèõ êðà-
ÿõ ëàìåëë è íàèìåíüøåé — íà ñòàáèëüíûõ êðàÿõ â êëåòêàõ ñ áîëüøîé ïðîòÿæåííîñòüþ ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ. Ôîðìèðîâàíèå ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèÿìè â ñèñòåìå ìèêðî-
òðóáî÷åê: èõ êîëè÷åñòâî óâåëè÷èâàëîñü íà êðàþ êëåòêè, ïðè÷åì êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå
óæå ñôîðìèðîâàííûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ âñåãäà áûëî âûøå, ÷åì â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû
êëåòêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýíäîòåëèé, öèòîñêåëåò ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, g-àêòèí, b-àêòèí, ìèêðîòðó-
áî÷êè.

Ýíäîòåëèé îáðàçîâàí ñïåöèàëèçèðîâàííûìè êëåòêà-
ìè — ýíäîòåëèîöèòàìè, êîòîðûå ìîíîñëîåì âûñòèëàþò
âíóòðåííþþ ïîâåðõíîñòü ñîñóäîâ. Ýíäîòåëèé ôóíêöèî-
íèðóåò êàê ñåëåêòèâíûé ïðîíèöàåìûé áàðüåð ìåæäó öèð-
êóëèðóþùåé â ñîñóäàõ êðîâüþ è òêàíåâîé æèäêîñòüþ òåõ
îðãàíîâ, â êîòîðûõ ñîñóäû ðàñïîëîæåíû, ïðèíèìàÿ, òà-
êèì îáðàçîì, ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè òðàíñïîðòà ìàêðîìîëå-
êóë è äâèæåíèè êëåòîê êðîâè ñêâîçü ñòåíêó ñîñóäà. Öåëî-
ñòíîñòü ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ ëþáîãî îðãàíà êðèòè÷íà äëÿ
ñîõðàíåíèÿ åãî ôóíêöèè. Òàê, ýíäîòåëèé ðîãîâèöû ãëàçà
îáåñïå÷èâàåò åå íîðìàëüíóþ ïðîíèöàåìîñòü è îáìåí ñ
ñîåäèíèòåëüíîòêàííîé ñòðîìîé (Jalimarada et al., 2009), à
ýíäîòåëèé ñîñóäîâ ëåãêîãî ðåãóëèðóåò äâèæåíèå æèäêî-
ñòåé, ìàêðîìîëåêóë è ëåéêîöèòîâ â èíòåðñòèöèé è âîç-
äóøíîå ïðîñòðàíñòâî àëüâåîë (Garcia et al., 1995; Lum,
Malik, 1996).

Ýíäîòåëèàëüíûé áàðüåð äèíàìè÷åí è î÷åíü ÷óâñòâè-
òåëåí ê âîçäåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ñòèìóëîâ êàê åñòåñòâåí-
íîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî, òàê è ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîèñ-

õîæäåíèÿ. Îñíîâíàÿ ðîëü â îñóùåñòâëåíèè áàðüåðíîé
ôóíêöèè ïðèíàäëåæèò ýíäîòåëèàëüíîìó öèòîñêåëåòó.
Èçìåíåíèå åãî íîðìàëüíîé àðõèòåêòóðû ïðèâîäèò ê èç-
ìåíåíèþ ôîðìû ýíäîòåëèîöèòîâ, ïîÿâëåíèþ ïðîìåæóò-
êîâ ìåæäó ïëîòíî ñîïðèêàñàþùèìèñÿ êëåòêàìè, à çíà-
÷èò, ê ïîâûøåíèþ ñîñóäèñòîé ïðîíèöàåìîñòè (Garcia
et al., 1995; Lum, Malik, 1996; Mehta, Malik, 2006).

Öèòîñêåëåò ýíäîòåëèîöèòîâ, êàê è öèòîñêåëåò äðóãèõ
òèïîâ êëåòîê, ïðåäñòàâëåí òðåìÿ òèïàìè ôèëàìåíòîâ, â
åãî ñîñòàâ âõîäÿò àêòèíîâûå è ïðîìåæóòî÷íûå ôèëàìåí-
òû, à òàêæå ìèêðîòðóáî÷êè. Âêëàä ðàçëè÷íûõ êîìïîíåí-
òîâ öèòîñêåëåòà â èçìåíåíèå ôîðìû ýíäîòåëèîöèòîâ èñ-
ñëåäîâàí â íåðàâíîé ñòåïåíè. Íàèìåíåå èññëåäîâàíà ðîëü
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ïðåäïîëîæèòåëüíî âûïîë-
íÿþùèõ ôóíêöèþ ïîääåðæàíèÿ ôîðìû êëåòêè, â òî âðå-
ìÿ êàê î÷åâèäíàÿ ðîëü àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ èññëåäîâà-
ëàñü äîñòàòî÷íî àêòèâíî (Garcia et al., 1995, 1996; Lum,
Malik, 1996). Âîâëå÷åííîñòü ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê â
ýòîò ïðîöåññ îáíàðóæèëàñü çíà÷èòåëüíî ïîçäíåå (Biruko-

2 0 1 5 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 57, ¹ 3

222



va et al., 2004a, 2004b; Ñìóðîâà, 2008à, 2008á). Ìèêðîòðó-
áî÷êè â ýíäîòåëèîöèòàõ âûñîêîäèíàìè÷íû (Komarova
et al., 2007; Alieva et al., 2013), ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäî-
âàíèÿ ïîäòâåðæäàþò âåäóùóþ ðîëü ìèêðîòðóáî÷åê â íà-
ðóøåíèè ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà (Jalimarada et al., 2009;
Lucas et al., 2012; Alieva et al., 2013).

Öèòîïëàçìàòè÷åñêèé àêòèí â ýíäîòåëèîöèòàõ îðãàíè-
çîâàí â ñòðóêòóðû òðåõ âèäîâ — ìåìáðàííûé ñêåëåò,
êîðòèêàëüíûå êîëüöåîáðàçíûå ñòðóêòóðû è ñòðåññ-ôèá-
ðèëëû (Prasain, Stevens, 2009). Ìåìáðàííûé ñêåëåò è
ñòðåññ-ôèáðèëëû ïðåèìóùåñòâåííî ñîñòàâëåíû èç îòíî-
ñèòåëüíî êîðîòêèõ ôèëàìåíòîâ, òîãäà êàê êîðòèêàëüíàÿ
ñåòü (îïðàâà) ñîñòîèò èç äëèííûõ àêòèíîâûõ ñâÿçîê.
Ìåìáðàííûé ñêåëåò îïðåäåëÿåò ìåìáðàííóþ àðõèòåêòó-
ðó è îáåñïå÷èâàåò ìåõàíè÷åñêóþ óñòîé÷èâîñòü ìåìáðà-
íû êëåòêè. Â ñîñòàâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà âõîäÿò ñïåêò-
ðèí è çàêðåïëÿþùèå åãî áåëêè — F-àêòèí, a-êàòåíèí, àä-
äóöèí è äð. (Prasain, Stevens, 2009). Êîðòèêàëüíàÿ
àêòèíîâàÿ ñåòü — ïðî÷íàÿ îïðàâà èç àêòèíîâûõ ôèëàìåí-
òîâ, êîòîðàÿ ñòàáèëèçèðóåòñÿ ïîñðåäñòâîì àêòèí-ñâÿçû-
âàþùèõ è êðîññ-ëèíêåðíûõ áåëêîâ, òàêèõ êàê êîðòàêòèí,
ôèëàìèí, ñïåêòðèí, WASp, VASP è äð. (Prasain, Stevens,
2009). Ñòðåññ-ôèáðèëëû ðàñïîëîæåíû ïî âñåé öèòî-
ïëàçìå êëåòîê è ñîñòîÿò èç êîðîòêèõ ìèêðîôèëàìåíòîâ
ñ ÷åðåäóþùåéñÿ ïîëÿðíîñòüþ. Ñòðåññ-ôèáðèëëû ñâÿçà-
íû a-àêòèíèíîì è äðóãèìè àêòèí-ñâÿçûâàþùèìè áåë-
êàìè.

Èçâåñòíî, ÷òî âûñøèå ïîçâîíî÷íûå ïðîäóöèðóþò
6 èçîôîðì àêòèíà: 4 ìûøå÷íûõ è 2 íåìûøå÷íûõ (Vande-
kerckhove, Weber, 1978). Â íåìûøå÷íûõ êëåòêàõ ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ äâå îñíîâíûå èçîôîðìû — b- è g-öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèå àêòèíû, ðàçëè÷àþùèåñÿ òîëüêî ïî 4 àìèíîêèñ-
ëîòàì íà NH2-êîíöå, íî ìîæåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ òàêæå è
a-ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí. Íåìûøå÷íûå èçîôîðìû àêòè-
íà èìåþò ñâîè îñîáåííîñòè ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè â
êëåòêàõ ðàçíûõ òèïîâ (â òîì ÷èñëå è â çàâèñèìîñòè îò ïî-
äâèæíîñòè êëåòêè) è ìîãóò âûïîëíÿòü ðàçëè÷íûå ôóíê-
öèè (Dugina et al., 2009). Â ôèáðîáëàñòàõ è ýïèòåëèàëü-
íûõ êëåòêàõ b-àêòèí âõîäèò â ñîñòàâ ñòðåññ-ôèáðèëë,
öèðêóëÿðíûõ ïó÷êîâ è îáíàðóæèâàåòñÿ â ðàéîíå ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ (Dugina et al., 2009). Â äâèæóùèõñÿ
êëåòêàõ g-àêòèí îáðàçóåò êîðòèêàëüíûå è ëàìåëëèïîäè-
àëüíûå ñåò÷àòûå ñòðóêòóðû, à â íåïîäâèæíûõ îáíàðóæè-
âàåòñÿ â ñîñòàâå ñòðåññ-ôèáðèëë.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýíäîòåëèîöèòû êðóïíûõ ñîñóäîâ â îò-
ëè÷èå îò ìèêðîâàñêóëÿðíîãî ýíäîòåëèÿ èìåþò îäèíàêî-
âóþ îðãàíèçàöèþ öèòîñêåëåòà è îäíîòèïíî ðåàãèðóþò íà
âíåøíèå è âíóòðåííèå âîçäåéñòâèÿ. Îðãàíèçàöèÿ öèòî-
ñêåëåòíûõ êîìïîíåíòîâ, íàïðèìåð ðàñïðåäåëåíèå èçî-
ôîðì àêòèíà, ìåíÿåòñÿ ïðè èçìåíåíèè ôóíêöèîíàëüíîãî
ñîñòîÿíèÿ êëåòêè, à òàêæå ïðè íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè (Dugina et al., 2009; Øàãèåâà è äð., 2012). Öåëü
íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïðîàíàëèçèðîâàòü è îöåíèòü êîëè-
÷åñòâåííî èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå â ñòðîåíèè öèòîñêå-
ëåòà ýíäîòåëèîöèòîâ âåíû ÷åëîâåêà, â ïðîöåññå ôîðìèðî-
âàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ è ñðàâíèòü èõ ñ ðåçóëü-
òàòàìè, ïîëó÷åííûìè íàìè ðàíåå äëÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ
ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (Øàõîâ è äð., 2014).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâå
êëåòî÷íûå ëèíèè ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà — ãèáðèäíóþ êóëü-
òóðó ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê EA.hy926 è êëåòêè ýíäîòå-

ëèÿ ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (HPAEC). Êëåòêè êóëüòó-
ðû EA.hy926 áûëè ïîëó÷åíû ïóòåì ñëèÿíèÿ ïåðâè÷íûõ
ýíäîòåëèîöèòîâ, âûäåëåííûõ èç ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâå-
êà, è êëåòîê òèîãóàíèí-ðåçèñòåíòíîãî êëîíà A549 (êëåòêè
êàðöèíîìû ëåãêîãî) ÷åëîâåêà. Ñîãëàñíî äàííûì, ïðåäî-
ñòàâëÿåìûì ïðîèçâîäèòåëåì êóëüòóðû è áàíêîì êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð ATCC, êëåòêè EA.hy926 ñïîñîáíû ïðîõî-
äèòü áîëåå ñòà öèêëîâ äåëåíèÿ è ïðîÿâëÿþò âñå îñíîâíûå
ñâîéñòâà, õàðàêòåðíûå äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííîãî ýíäîòå-
ëèÿ. Êëåòêè âûðàùèâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2 íà ñðåäå
DMEM (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè
êëåòêè EA.hy926 íà 6—10-ì ïàññàæå.

Êëåòêè HPAEC — íàòèâíàÿ êóëüòóðà, ïðåäñòàâëÿþ-
ùàÿ ñîáîé ïåðâè÷íûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç ëåãî÷íîé
àðòåðèè ÷åëîâåêà. Êóëüòóðà êëåòîê HPAEC ïîëó÷åíà îò
êîìïàíèè Clonetics BioWhittaker Inc. (ÑØÀ). Êëåòêè âû-
ðàùèâàëè íà ñðåäå EGM-2 (Clonetics BioWhittaker Inc.,
ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçî-
âàëè êëåòêè 6—10 ïàññàæåé.

Äëÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î ì å ÷ å í è ÿ
êëåòêè ôèêñèðîâàëè äâóìÿ ñïîñîáàìè. Äëÿ ìå÷åíèÿ àíòè-
òåëàìè ê ìèêðîòðóáî÷êàì ôèêñèðîâàëè ìåòàíîëîì (Sig-
ma, ÑØÀ) ïðè –20 °Ñ â òå÷åíèå 8 ìèí; äëÿ ìå÷åíèÿ àíòè-
òåëàìè íà èçîôîðìû àêòèíà — 1%-íûì ðàñòâîðîì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà (Sigma, ÑØÀ) íà ñðåäå DMEM ñ áóôåðîì
HEPES â òå÷åíèå 15 ìèí, çàòåì îïîëàñêèâàëè PBS è ôèê-
ñèðîâàëè äîïîëíèòåëüíî ìåòàíîëîì 5 ìèí. Äëÿ ìå÷åíèÿ
êëåòîê HPAEC íà àêòèí èñïîëüçîâàëè ôèêñàöèþ
2.5%-íûì ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì, çàòåì ìåòàíîëîì (Sig-
ma, ÑØÀ) ïðè –20 °Ñ 5 ìèí, ïîñëå ÷åãî îáðàáàòûâàëè
ñòåêëà NaBH4 (2 ìã/ìë).

Àêòèíîâûå ôèëàìåíòû îêðàøèâàëè ïðè ïîìîùè ìû-
øèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèõ èçîôîðì b- è g-àêòèíà (Dugina et al., 2009). Äëÿ
îêðàøèâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ àíòè-
òåë èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê
b-òóáóëèíó DM-1A (Sigma, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ
àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèìûøèíûå àíòèòåëà, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Alexa 488 (Mo-
lecular Probes, ÑØÀ).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ïîñëå èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ ïðèìåíÿëè ìèêðî-
ñêîï Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss MicroImaging, Ãåð-
ìàíèÿ), îñíàùåííûé êàìåðîé AxioCam HRm. Èñïîëü-
çîâàëè îáúåêòèâû 63/1.2 Plan NeoFluar. Ïîëó÷åííûå
èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè è ìîíòèðîâàëè, èñïîëüçóÿ
ïðîãðàììó ImageJ.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é 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. Äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèé â ñîñòîÿíèè
ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïðè ôîðìèðîâàíèè ìî-
íîñëîÿ àíàëèçèðîâàëè èíòåíñèâíîñòü èõ ôëóîðåñöåíöèè
íà åäèíèöó ïëîùàäè. Íà ôëóîðåñöåíòíûõ ìèêðîôîòîãðà-
ôèÿõ â êëåòêå âûáèðàëè ó÷àñòêè ïëîùàäüþ 10 ìêì2

â ðàéîíå ñâîáîäíîãî êðàÿ è â îáëàñòè êîíòàêòîâ ñ ñîñåä-
íèìè êëåòêàìè. Â ïðîãðàììå ImageJ èçìåðÿëè ñðåäíþþ
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íà âûáðàííîì ó÷àñòêå.
Ó÷àñòêè âûáèðàëè íà óäàëåíèè íå áîëåå 5 ìêì îò êðàÿ
êëåòêè.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é à í à ë è ç ñ è ñ ò å ì û ì è ê ð î -
ò ð ó á î ÷ å ê. Äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèé â ñèñòåìå ìèêðîòðó-
áî÷åê â ïðîãðàììå ImageJ ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî êîí-
öîâ ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå ñâîáîäíîé êëåòî÷íîé ëàìåë-
ëû è â ðàéîíå àäãåçèîííûõ (ìåæêëåòî÷íûõ) êîíòàêòîâ.
Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà ó÷àñòêàõ äëèíîé 10 è øèðèíîé
2 ìêì. Èñïîëüçîâàëè äâà ñïîñîáà èçìåðåíèÿ. Â ïåðâîì

Ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê ýíäîòåëèîöèòîâ âåíû ÷åëîâåêà 223



224 À. Ñ. Øàõîâ è äð.

Ðèñ. 1. b-Àêòèí â êëåòêàõ êóëüòóðû EA.hy926 íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

a: ëåâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä — ôàçîâî-êîíòðàñòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè, ïðàâûé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè. Ìàñøòàáíûé îò-
ðåçîê — 10 ìêì. Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ñòðåññ-ôèáðèëëû. á, â — ãèñòîãðàììû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè b-àêòèíà â çàâèñèìîñòè îò ïðîòÿæåííî-

ñòè êîíòàêòîâ â îáëàñòè ëàìåëëû (á) è â ðàéîíå êîíòàêòîâ êëåòîê äðóã ñ äðóãîì (â).



ñëó÷àå, êîãäà ìèêðîòðóáî÷êè õîðîøî ðàçëè÷èìû âèçó-
àëüíî (íà êðàþ ëàìåëëû, ãäå öèòîïëàçìà äîñòàòî÷íî òîí-
êàÿ), êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê ïîäñ÷èòûâàëè íàïðÿìóþ.
Âî âòîðîì ñëó÷àå, êîãäà ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ ìèêðî-
òðóáî÷åê íå ïîçâîëÿëà òî÷íî èäåíòèôèöèðîâàòü èõ êîíöû,
â ïðîãðàììå ImageJ ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî ìèêðîòðó-
áî÷åê ïî ïèêàì èõ ôëóîðåñöåíöèè íà öèôðîâûõ èçîáðà-
æåíèÿõ. Íà îòðåçêå äëèíîé 10 è øèðèíîé 2 ìêì âûÿâëÿ-
ëèñü ïèêè ôëóîðåñöåíöèè, ëåæàùèå âûøå èçìåðåííîãî â
äàííîì ó÷àñòêå çíà÷åíèÿ ôîíà è ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëî-
æåíèþ ìèêðîòðóáî÷åê â äàííîé îáëàñòè êëåòêè. Äëÿ àíà-
ëèçà êîëè÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê ó÷èòûâàëè ïèêè ôëóî-
ðåñöåíöèè, ïðåâûøàþùèå óðîâåíü ôîíà íà 25 % è áîëåå.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ä à í í û õ ïðîâî-
äèëè â ïðîãðàììàõ Sigma Plot 12.5 (SPSS Science, ÑØÀ)
è Excel (Microsoft Corp., ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîñòî-
âåðíîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó àíàëèçèðóåìûìè âûáîðêàìè
èñïîëüçîâàëè t-òåñò (êðèòåðèé Ñòúþäåíòà), à òàêæå íåïà-
ðàìåòðè÷åñêèé U-test (êðèòåðèé Óèëêîêñîíà—Ìàí-
íà—Óèòíè).

Ðåçóëüòàòû

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 E A.h y 9 2 6 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. Äëÿ ðåøåíèÿ çà-
äà÷ èññëåäîâàíèÿ âûÿâëÿëè ïó÷êè àêòèíîâûõ ìèêðî-
ôèëàìåíòîâ è êîðòèêàëüíóþ ñåòü àêòèíîâûõ ôèáðèëë ìå-
òîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà, èñïîëüçóÿ
àíòèòåëà ïðîòèâ b- è g-àêòèíà. Àíàëèç ïðîâîäèëè äëÿ îäè-
íî÷íûõ êëåòîê è êëåòîê ñ ðàçíîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàê-

òîâ, âïëîòü äî ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ.
Âñåãî áûëî âûäåëåíî øåñòü ãðóïï êëåòîê: îäèíî÷íûå êëåò-
êè è ïÿòü ãðóïï êëåòîê, èìåþùèõ ðàçíóþ ïðîòÿæåííîñòüþ
êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè: 1—10, 10—30, 30—50, 50—70 è
70—100 % îò äëèíû ñîáñòâåííîãî ïåðèìåòðà êëåòêè.

Âûðàæåííàÿ ñèñòåìà b-àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ õàðàê-
òåðíà äëÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñ ëþáîé ïðîòÿæåí-
íîñòüþ êîíòàêòîâ (ðèñ. 1, à). Ïðè îêðàøèâàíèè íà b-àê-
òèí âûÿâëÿëè ïó÷êè ñòðåññ-ôèáðèëë, à òàêæå îêðóãëûå
ìèêðî÷àñòèöû â öèòîïëàçìå êëåòîê.

Îêàçàëîñü, ÷òî íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ýí-
äîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ è êëåòêàõ
ñ íåáîëüøîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ íàáëþäàþòñÿ
b-àêòèíîâûå ôèëàìåíòû â òåõ îáëàñòÿõ ëàìåëëû, ãäå êîí-
òàêò ñ ñîñåäíåé êëåòêîé åùå íå óñòàíîâëåí.

b-àêòèíîâûå ìèêðî÷àñòèöû íàáëþäàëè êàê â îäèíî÷-
íûõ êëåòêàõ, òàê è â êëåòêàõ, èìåþùèõ ðàçëè÷íóþ ïðîòÿ-
æåííîñòü êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè. Ìèêðî÷àñòè-
öû ðàñïðåäåëåíû ïî öèòîïëàçìå íåðàâíîìåðíî, ëîêàëè-
çóþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî îêîëî ÿäðà êëåòêè.

Ïó÷êè b-àêòèíîâûõ ôèáðèëë ðàñïîëàãàþòñÿ â îñíîâ-
íîì âäîëü äëèííîé îñè êëåòêè. Ïðîâåäåííûé êîëè÷åñò-
âåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â êëåòêàõ êóëüòóðû EA.hy926
ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ èçìåíÿëàñü íà êðàþ
êëåòêè (ðèñ. 1, á): â ðàéîíå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ èí-
òåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ áûëà âñåãäà áîëüøå, ÷åì îáëà-
ñòè ñâîáîäíîãî êðàÿ.

Ïðè àíàëèçå èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå îê-
ðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ g-àêòèíà (ðèñ. 2; 3, à), âû-
ÿâëÿëè ñåòü ôèáðèëë. Âèçóàëüíî â êëåòêàõ êóëüòóðû
EA.hy926 g-àêòèíîâàÿ ñåòü áîëåå âûðàæåíà, ÷åì â êëåòêàõ
HPAEC (ðèñ. 2).
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Ðèñ. 2. g-Àêòèí â êëåòêàõ êóëüòóð EA.hy926 (à, á) è HPAEC (â, ã).

Ïðåäñòàâëåíû êëåòêè ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè 10—30 (à, â) è 50—70 (á, ã) %. Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ó÷àñòêè àêòèíîâîé ñåòè.
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Ðèñ. 3. g-Àêòèí â êëåòêàõ EA.hy926 íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

à: ëåâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä — ôàçîâî-êîíòðàñòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè, ïðàâûé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè. Ñòðåëêàìè îòìå-
÷åí g-àêòèí íà âåäóùåì êðàå. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì. á, â — ãèñòîãðàììû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè g-àêòèíà â çàâèñèìîñòè îò ïðîòÿ-

æåííîñòè êîíòàêòîâ â îáëàñòè ëàìåëëû (á) è â ðàéîíå êîíòàêòîâ êëåòîê äðóã ñ äðóãîì (â).
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Ðèñ. 4. Ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ EA.hy926 íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

à: ëåâûé âåðòèêàëüíûé ðÿä — ôàçîâî-êîíòðàñòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè, ïðàâûé ðÿä — èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì. á, â —
÷èñëî ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ êóëüòóðû EA.hy926, èìåþùèõ ðàçëè÷íóþ ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè êëåòêàìè â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ

ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû (á) è â îáëàñòè êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè (â).



Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â îäèíî÷íûõ
êëåòêàõ íà âåäóùåì êðàå èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ
áîëüøå, ÷åì íà ñâîáîäíûõ êðàÿõ êëåòîê, êîíòàêòèðóþ-
ùèõ ñ ñîñåäíèìè (ðèñ. 3, á).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè ôîðìèðî-
âàíèè ìîíîñëîÿ ïðîèñõîäèò êîíöåíòðàöèÿ b-àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ â ðàéîíå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Ñèñòåìà
g-àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ íàèáîëåå âûðàæåíà íà ñâîáîä-
íîì êðàå îäèíî÷íûõ êëåòîê.

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 E A.h y 9 2 6. Äëÿ ïðîâå-
äåíèÿ àíàëèçà òàêæå âûäåëèëè øåñòü ãðóïï êëåòîê: îäè-
íî÷íûå êëåòêè è ïÿòü ãðóïï êëåòîê, èìåþùèõ ðàçíóþ
ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíèìè: 1—10, 10—30,
30—50, 50—70 è 70—100 % îò äëèíû ñîáñòâåííîãî ïåðè-
ìåòðà êëåòêè. Àíàëèçèðîâàëè ìèêðîòðóáî÷êè â îáëàñòè
ñâîáîäíîé ëàìåëëû è â ðàéîíå êîíòàêòîâ ñ ñîñåäíåé
êëåòêîé (ðèñ. 4, à—â).

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî êîëè÷åñòâî ìèê-
ðîòðóáî÷åê â îáëàñòè ëàìåëëû èçìåíÿåòñÿ. Â îäèíî÷-
íûõ êëåòêàõ è â êëåòêàõ ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòà
1—10 % ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê ñîâïàäà-
ëî (ðèñ. 4, á): 7.6 � 0.71 è 7.3 � 0.75 ìèêðîòðóáî÷êè,
ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè îáëàñòè
êîíòàêòà (10—30 %) ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî-
÷åê â ðàéîíå ñâîáîäíîé ëàìåëëû ðîñëî, à çàòåì íå èçìå-
íÿëîñü (30— 100 %). Â êëåòêàõ ñ ïðîòÿæåííîñòüþ êîí-
òàêòîâ 10—30 % ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê îò-
ëè÷àåòñÿ îò çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííîãî äëÿ êëåòîê ñ
ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ äî 10 % (8.67 � 0.60 è
7.33 � 0.36 ñîîòâåòñòâåííî; êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè,
P = 0.046). Ðàçëè÷èé â êîëè÷åñòâå ìèêðîòðóáî÷åê ìåæäó
êëåòêàìè ÷åòâåðòîé, ïÿòîé è øåñòîé ãðóïï íå íàáëþ-
äàëîñü.

Àíàëèç ìèêðîòðóáî÷åê â îáëàñòè êîíòàêòîâ ìåæäó
ñîñåäíèìè êëåòêàìè ïîêàçàë, ÷òî íàèìåíüøåå ñðåäíåå
êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê õàðàêòåðíî äëÿ êëåòîê ñ íå-
áîëüøîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ (1—10 %) (ðèñ. 4,
â). Ïðè äàëüíåéøåì ôîðìèðîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ýòîé îáëàñòè ïîñòå-
ïåííî ðàñòåò, äîñòèãàÿ ìàêñèìóìà â êëåòêàõ ñôîðìèðî-
âàííîãî ìîíîñëîÿ. Íàáëþäàëè ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå
ìèêðîòðóáî÷åê ìåæäó êëåòêàìè, èìåâøèìè ïðîòÿæåí-
íîñòü êîíòàêòîâ 1—10 è 50—70 % (10.33 � 0.73 è
14.17 � 0.31 ñîîòâåòñòâåííî; êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè,
P = 0.008), 1—10 è 70—100 % (10.33 � 0.73 è 15.80 �
� 0.37; êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè, P = 0.002), à òàêæå
50—70 è 70—100 % (14.17 � 0.31 è 15.80 � 0.37; êðèòå-
ðèé Ìàííà—Óèòíè, P = 0.017). Â ðàéîíå ôîðìèðóþùåãî-
ñÿ êîíòàêòà ìåæäó êëåòêàìè êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê
íà âñåõ ñòàäèÿõ îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ âñåãäà âûøå, ÷åì
â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû.

Òàêèì îáðàçîì, â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèà-
ëüíîãî ìîíîñëîÿ ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ìèê-
ðîòðóáî÷åê íà êðàþ êëåòêè: êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê
ðàñòåò êàê â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû, òàê è â ðàéîíå
êîíòàêòîâ ìåæäó ñîñåäíèìè êëåòêàìè. Óâåëè÷åíèå êîëè-
÷åñòâà ìèêðîòðóáî÷åê íà ïåðèôåðèè êëåòêè ïðîèñõîäèò
íåðàâíîìåðíî. Íàèáîëüøåå ïîâûøåíèå ïðîèñõîäèò, êîã-
äà îêîëî ïîëîâèíû ïåðèìåòðà êëåòêè êîíòàêòèðóåò ñ ñî-
ñåäíåé (ïðîòÿæåííîñòü êîíòàêòîâ 30—50 %). Êîãäà êëåò-
êà ñôîðìèðîâàëà çíà÷èòåëüíûå ïî äëèíå êîíòàêòû (70 %
îò ñâîåãî ïåðèìåòðà è áîëåå), êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê
óæå 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 âûøå, ÷åì â ðàéîíå ñâîáîäíîé ëàìåëëû.
Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîëè÷åñòâîì ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå
ñâîáîäíîé ëàìåëëû è â îáëàñòè êîíòàêòà îòìå÷àëè äëÿ
êëåòîê ñ ëþáîé ïðîòÿæåííîñòüþ êîíòàêòîâ, âïëîòü äî
ìîìåíòà îáðàçîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ.

Îáñóæäåíèå

Ý í ä î ò å ë è à ë ü í à ÿ ë è í è ÿ E A.h y 9 2 6 ñ î õ ð à -
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ë è ÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè èç-
ìåíåíèé öèòîñêåëåòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê îò ìîìåíòà
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ñòåêëå è îáðàçîâàíèÿ ïåðâûõ
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ äî ôîðìèðîâàíèÿ êîíôëþýíò-
íîãî ìîíîñëîÿ ìû èñïîëüçîâàëè ãèáðèäíóþ êóëüòóðó
EA.hy926 — êëåòî÷íóþ ëèíèþ, ïîëó÷åííóþ â ðåçóëüòàòå
ñëèÿíèÿ íîðìàëüíûõ ïåðâè÷íûõ ýíäîòåëèîöèòîâ âåíû
÷åëîâåêà (HUVEC) ñ êëåòêàìè êàðöèíîìû ëåãêîãî A549.
Êóëüòóðà EA.hy926 àêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ ñ 80-õ ãîäîâ
ïðîøëîãî âåêà â áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ (Edgell
et al., 1983) è äîñòàòî÷íî õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàíà.
Ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ êóëüòóðû EA.hy926 âûÿâëÿåòñÿ
øèðîêèé ñïåêòð êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ
íàòèâíûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê; ýíäîòåëèîöèòû
EA.hy926 ôîðìèðóþò êàïèëëÿðîïîäîáíûå ñòðóêòóðû íà
Ìàòðèãåëå (Unger et al., 2002), äåìîíñòðèðóÿ îäíó èç íàè-
áîëåå âàæíûõ õàðàêòåðèñòèê íàòèâíîãî ýíäîòåëèÿ. Ïî
äàííûì áàíêà êëåòî÷íûõ êóëüòóð ATCC, êëåòêè
EA.hy926 ñïîñîáíû ïðîõîäèòü áîëåå ñòà öèêëîâ äåëåíèÿ
è ïðîÿâëÿþò âñå îñíîâíûå ôóíêöèè è ñâîéñòâà, õàðàêòåð-
íûå äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííîãî ýíäîòåëèÿ.

Òåì íå ìåíåå, âûáèðàÿ äàííóþ êóëüòóðó îáúåêòîì
ñòðóêòóðíûõ èññëåäîâàíèé, íåîáõîäèìî áûëî óáåäèòüñÿ
â òîì, ÷òî êàê ñàìè êëåòêè, òàê è èõ öèòîñêåëåò íå îáëà-
äàþò ìîðôîëîãè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè è ñâîéñòâàìè
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå
ðàáîòû äàþò îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî ýòî äåéñòâèòåëüíî
òàê — ïðè ñðàâíåíèè êëåòîê ãèáðèäíîé êóëüòóðû
EA.hy926 c êóëüòóðîé êàðöèíîìû ëåãêîãî A549 îáíàðó-
æèëèñü çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè ìíîãèõ áåë-
êîâ (Lu et al., 2009). Ôèçèîëîãè÷åñêèå òåñòû (èññëåäîâà-
íèå äèíàìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ïîäâèæíîñòè ýòèõ êëå-
òîê) òàêæå âûÿâèëè çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ. Àâòîðû
ïîêàçàëè, ÷òî EA.hy926 îáëàäàþò áîëüøåé íàïðàâëåííîé
ïîäâèæíîñòüþ (Lu et al., 2009). Êëåòêè êóëüòóðû
EA.hy926 â îòëè÷èå îò êëåòîê êàðöèíîìû ëåãêîãî A549
íå ïðèâîäèëè ê ïîÿâëåíèþ îïóõîëåé ïðè ââåäåíèè èõ
ïîä êîæó ìûøàì. Áîëåå òîãî, öèòîëîãè÷åñêèå òåñòû ïî-
êàçàëè, ÷òî àêòèíîâàÿ ñèñòåìà A549 èìååò ñòðóêòóðó, õà-
ðàêòåðíóþ äëÿ íîðìàëüíîãî ýíäîòåëèÿ (Liu et al., 2013),
ò. å. â êëåòêàõ ôîðìèðóþòñÿ êàê êîðòèêàëüíàÿ ñåòü, òàê è
ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Ñðàâíåíèå îáùåé ìîðôî-
ëîãèè è îðãàíèçàöèè êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà êëåòîê
EA.hy926 è íàòèâíûõ êëåòîê ýíäîòåëèÿ àîðòû ÷åëîâåêà
äåìîíñòðèðóåò ñõîäñòâî ïî áîëüøèíñòâó îïèñûâàåìûõ
õàðàêòåðèñòèê (Øàõîâ è äð., 2014). Òàêèì îáðàçîì, âû-
øåïåðå÷èñëåííûå ôàêòû äàþò íàì îñíîâàíèå ñ÷èòàòü ëè-
íèþ EA.hy926 íîðìàëüíûì ýíäîòåëèåì êàê ïî êëåòî÷-
íûì ñâîéñòâàì, òàê è ïî ìîðôîëîãèè.

Ð å î ð ã à í è ç à ö è ÿ ö è ò î ñ ê å ë å ò à â ê ë å ò ê à õ
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ò å ë è à ë ü í î ã î ì î í î ñ ë î ÿ i n v i t r o. Öèòîñêåëåò ýíäî-
òåëèîöèòîâ, êàê è öèòîñêåëåò äðóãèõ òèïîâ êëåòîê, ñîñòî-
èò èç ïðîìåæóòî÷íûõ è àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, à òàêæå
ìèêðîòðóáî÷åê. Âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ïåðå÷èñëåííûìè
ôèáðèëëÿðíûìè êîìïîíåíòàìè, à òàêæå âçàèìîäåéñòâèå
ôèáðèëëÿðíûõ êîìïîíåíòîâ ñ àäãåçèâíûìè ñòðóêòóðàìè
êëåòêè ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè ñîáûòèÿìè äëÿ îñóùåñòâëå-
íèÿ è ðåãóëÿöèè ìíîãî÷èñëåííûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé
ýíäîòåëèîöèòîâ, â òîì ÷èñëå ïîääåðæàíèÿ èõ ôîðìû è åå
èçìåíåíèÿ â îòâåò íà âîçäåéñòâèå ãóìîðàëüíûõ ôàêòîðîâ,
ìèãðàöèè è ëîêîìîöèè â ïðîöåññå âàñêóëîãåíåçà (Lee,
Gotlieb, 2003; Prasain, Stevens, 2009).

Èçâåñòíî, ÷òî â ýíäîòåëèîöèòàõ îñíîâíûì òèïîì
ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ ÿâëÿþòñÿ âèìåíòèíîâûå ôè-
ëàìåíòû (Bruneel et al., 2003; Liu et al., 2010). Âèìåíòèíî-
âûå ôèëàìåíòû ñâÿçàíû ñ ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè è ñòà-
áèëèçèðóþò ñâÿçü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñ âíåêëåòî÷-
íûì ìàòðèêñîì (Tsuruta, Jones, 2003). Âîçìîæíî,
âèìåíòèíîâûå ôèëàìåíòû íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçàíû ñ àê-
òèíîì (Esue et al., 2006). Òàêæå èçâåñòíî, ÷òî ñåòü âèìåí-
òèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ýíäîòåëèîöèòàõ áûñòðî ðàçðóøà-
åòñÿ ïðè ãèïîêñèè, ïðè ýòîì ïàðàëëåëüíî ïðîèñõîäÿò èç-
ìåíåíèÿ è â ñèñòåìå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Liu et al.,
2010). Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, ðàñïðåäåëåíèå âèìåíòè-
íîâûõ ôèëàìåíòîâ â öèòîïëàçìå ïðè ôîðìèðîâàíèè ìî-
íîñëîÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ àîðòû ÷åëîâåêà ïðèíöèïèàëüíî
íå èçìåíÿåòñÿ (Øàõîâ è äð., 2014). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëü-
òàòû áûëè ïîëó÷åíû â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè äëÿ êëå-
òîê ýíäîòåëèÿ âåíû ÷åëîâåêà EA.hy926 (äàííûå íå ïðèâî-
äÿòñÿ).

Â ñâÿçè ñ àêòèâíî âåäóùèìèñÿ èññëåäîâàíèÿìè
ñòðóêòóðíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé íåìûøå÷-
íûõ èçîôîðì àêòèíà, èññëåäóÿ ñòðóêòóðó àêòèíîâûõ ôè-
ëàìåíòîâ â öèòîïëàçìå êëåòîê EA.hy926 â ïðîöåññå ôîð-
ìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè îòäåëüíî èç-
ìåíåíèÿ, çàòðàãèâàþùèå b- è g-àêòèí.

Â ðÿäå ðàáîò ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî èçîôîðìû b-
è g-àêòèíà ôîðìèðóþò â êëåòêå ðàçíûå òèïû ñòðóêòóð,
ïî-ðàçíîìó ëîêàëèçóþòñÿ â öèòîïëàçìå è âûïîëíÿþò
óíèêàëüíûå ôóíêöèè (Dugina et al., 2009; Baranwal et al.,
2012; Lechuga et al., 2014). Â ôèáðîáëàñòàõ, ýïèòåëèàëü-
íûõ è ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ b-àêòèí âõîäèò â ñîñòàâ
ñòðåññ-ôèáðèëë, öèðêóëÿðíûõ ïó÷êîâ è îáíàðóæèâàåòñÿ
â ðàéîíå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, à g-àêòèí — â ñîñòàâ
êîðòèêàëüíîé ñåòè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Dugina et al.,
2009; Latham et al., 2013). Â äâèæóùèõñÿ êëåòêàõ g-àêòèí
îáðàçóåò êîðòèêàëüíûå è ëàìåëëèïîäèàëüíûå ñåò÷àòûå
ñòðóêòóðû, à â íåïîäâèæíûõ îáíàðóæèâàåòñÿ â ñîñòàâå
ñòðåññ-ôèáðèëë. Òàêèì îáðàçîì, b-àêòèíîâûå ôèëàìåí-
òîâ âîâëå÷åíû â ïðîöåññû êëåòî÷íîãî ñîêðàùåíèÿ, â òî
âðåìÿ êàê g-àêòèí îáíàðóæèâàåòñÿ â ñîñòàâå ñòðåññ-ôèá-
ðèëë òîëüêî â íåïîäâèæíûõ êëåòêàõ, à â ïîäâèæíûõ îá-
ðàçóåò äðóãèå ñòðóêòóðû (Dugina et al., 2009). Íàïðèìåð,
b-àêòèí îòâå÷àåò çà îáåñïå÷åíèå àïèêîáàçàëüíîé îðãàíè-
çàöèè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê (Baranwal et al., 2012), íî
îáå íåìûøå÷íûå èçîôîðìû îòâå÷àþò çà îáåñïå÷åíèå
áàðüåðíîé ôóíêöèè ýïèòåëèÿ è ðåãóëèðóþò äèíàìèêó
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.

Ëîêàëèçàöèÿ èçîôîðì àêòèíà ìåíÿåòñÿ ïðè èçìåíå-
íèè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòêè: ïðè ðàñïëàñòû-
âàíèè ôèáðîáëàñòîâ g-àêòèí ðàñïðåäåëÿåòñÿ â âèäå êîð-
òèêàëüíîé è ëàìåëëÿðíîé ñåòè, à b-àêòèí ëîêàëèçîâàí â
êîëüöåâûõ ïó÷êàõ è ðàäèàëüíûõ ñòðåññ-ôèáðèëëàõ â
âåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè (Dugina et al., 2009). Ýïèòåëè-
àëüíûå êëåòêè ïðè ðàñïëàñòûâàíèè èìåþò öèðêóëÿðíóþ

ìîðôîëîãèþ ñ êîëüöåâûìè ïðîòðóçèÿìè, îáðàçîâàííûìè
g-àêòèíîâûìè ñåòÿìè, à b-àêòèí îðãàíèçîâàí â ôèëîïîäè-
àëüíûå è êîëüöåâûå ïó÷êè â áàçàëüíîé ÷àñòè êëåòêè. Îá-
íàðóæåííàÿ ñåãðåãàöèÿ èçîôîðì àêòèíà â ðàçíûå êîìïàðò-
ìåíòû è îðãàíèçàöèÿ èìè ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóð íå ÿâëÿ-
þòñÿ óíèêàëüíûìè äëÿ îäíîãî òèïà êëåòîê. Ó÷èòûâàÿ âû-
øåñêàçàííîå, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî îðãàíèçàöèÿ g-àêòè-
íîâîé ñèñòåìû ýíäîòåëèÿ èìååò ñõîäíûå õàðàêòåðèñòèêè
ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè (Dugina et al., 2009; Latham
et al., 2013): â îäèíî÷íûõ (ïîòåíöèàëüíî ïîäâèæíûõ íà
ñóáñòðàòå) ýíäîòåëèîöèòàõ ïðèñóòñòâóþò âûðàæåííûå
ñòðåññ-ôèáðèëëû b-àêòèíà (ðèñ. 1, à), g-àêòèí êîíöåíòðè-
ðóåòñÿ íà âåäóùåì êðàå êëåòêè (ðèñ. 3, à). Â ìîíîñëîå
b-àêòèí êîíöåíòðèðóåòñÿ â ðàéîíå ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ, à g-àêòèí ðàñïðåäåëåí â êðàåâûõ çîíàõ ðàâíî-
ìåðíî.

Ïîñêîëüêó â ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî
ìîíîñëîÿ ñèñòåìû b- è g-àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ðåîðãà-
íèçóþòñÿ ðàçëè÷íûì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîñòðîåííûå èç ðàçíûõ
èçîôîðì ñèñòåìû àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, âîçìîæ-
íî, ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ è ôóíêöèîíàëüíî.

Â õîäå ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê êëåòîê EA.hy926 â ïðî-
öåññå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ïðåòåðïåâàåò çíà÷èòåëü-
íûå èçìåíåíèÿ, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò íà ïåðèôåðèè êëåò-
êè. Íàáëþäàåòñÿ ðîñò îáùåãî ÷èñëà ìèêðîòðóáî÷åê â
ðàéîíå êðàåâûõ îáëàñòåé êëåòêè ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ
ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ, ïðè÷åì êîëè÷åñòâî ìèêðî-
òðóáî÷åê â ðàéîíå êîíòàêòà êëåòêè ñ ñîñåäíåé ïðåâûøàëî
÷èñëî ìèêðîòðóáî÷åê â îáëàñòè ñâîáîäíîé ëàìåëëû íà
âñåõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ.
Àíàëîãè÷íî èçìåíÿåòñÿ ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê â ýíäîòå-
ëèîöèòàõ ëåãî÷íîé àðòåðèè ÷åëîâåêà (Øàõîâ è äð., 2014),
÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü îá óíèâåðñàëüíîé ðåàêöèè ñèñòå-
ìû ìèêðîòðóáî÷åê ýíäîòåëèîöèòîâ êðóïíûõ ñîñóäîâ (àð-
òåðèé è âåí) íà ôîðìèðîâàíèå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
in vitro.

Ïîâûøåííîå êîëè÷åñòâî ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â ïðîöåññå ôîðìèðîâàíèÿ ýíäî-
òåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ ìîæåò áûòü âûçâàíî èçìåíåíèåì
àêòèâíîñòè ñàìîé öåíòðîñîìû, ÿâëÿþùåéñÿ îñíîâíûì
öåíòðîì ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê â ýíäîòåëèîöè-
òàõ. Äðóãîé ïðè÷èíîé ìîæåò ÿâëÿòüñÿ âîçìîæíîå âçàèìî-
äåéñòâèå êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê ñ ôîðìèðóþùèìèñÿ
êîíòàêòàìè: çàÿêîðèâàíèå ìèíóñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê
â çîíå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, îïèñàííîå ðàíåå äëÿ
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê (Meng et al., 2008), èëè ñòàáèëèçà-
öèÿ ïëþñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê â çîíå VE-êàäãåðèíî-
âûõ êîíòàêòîâ (Gundersen et al., 2004). Ôèçèîëîãè÷åñêèé
ñìûñë íàêîïëåíèÿ ïëþñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî÷åê â ðàéîíå
ôîðìèðóþùèõñÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ïîíÿòåí —
äèíàìè÷íûå ïëþñ-êîíöû ìèêðîòðóáî÷åê ñïîñîáíû ðåãó-
ëèðîâàòü ïîëîæåíèå VE-êàäãåðèíîâûõ ñóáúåäèíèö â
ôîðìèðóþùåìñÿ êîíòàêòå (Stehbens et al., 2006).

Î ñ î á à ÿ ð î ë ü â ç à è ì î ñ â ÿ ç è à ê ò è í î â û õ ô è -
ë à ì å í ò î â è ì è ê ð î ò ð ó á î ÷ å ê ä ë ÿ î á å ñ ï å ÷ å í è ÿ
á à ð ü å ð í î é ô ó í ê ö 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. Èçâåñòíî, ÷òî ôèáðèëëÿðíûå êîìïîíåíòû öèòî-
ñêåëåòà êëåòêè è åå àäãåçèîííûå ñòðóêòóðû ôóíêöèîíè-
ðóþò âçàèìîñâÿçàííî. Ñóùåñòâóåò ñòðóêòóðíàÿ (Rodrigu-
ez et al., 2003; Bershadsky et al., 2006; Applewhite et al.,
2010; Lopez et al., 2014) è ôóíêöèîíàëüíàÿ (Birukova
et al., 2004a, 2004b; Prasain, Stevens, 2009; Ñìóðîâà è äð.,
2011; Alieva et al., 2013) ñâÿçü ìåæäó ìèêðîòðóáî÷êàìè è
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àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè; îïèñàíà ñòðóêòóðíàÿ ñâÿçü
ìåæäó àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè è âèìåíòèíîì (Cary
et al., 1994; Esue et al., 2006), à òàêæå, âîçìîæíî, ìåæäó
âèìåíòèíîì è ìèêðîòðóáî÷êàìè (Draberova, Draber,
1993; Liao, Gundersen, 1998). Áåëêè ñåìåéñòâ CLIP è APC
âîâëå÷åíû âî âçàèìîäåéñòâèå ïëþñ-êîíöîâ ìèêðîòðóáî-
÷åê ñ ìåæêëåòî÷íûìè êîíòàêòàìè (Small, Kaverina, 2003;
Lansbergen, Akhmanova, 2003; Mehta, Malik, 2006; Koma-
rova et al., 2007), ÷òî îáåñïå÷èâàåò ìíîãî÷èñëåííûå ìîð-
ôîôóíêöèîíàëüíûå ðåàêöèè ôèáðîáëàñòîâ. Âçàèìîäåé-
ñòâèå êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà ñ ôîêàëüíûìè è ìåæêëå-
òî÷íûìè êîíòàêòàìè ðåãóëèðóåòñÿ ïîñðåäñòâîì Rho
ÃÒÔàç (Mehta, Malik, 2006).

Ïîêàçàíî, ÷òî ñîñòîÿíèå ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê íà-
ïðÿìóþ âëèÿåò íà îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà. Ðàçðóøåíèå ìèêðîòðóáî÷åê îñâîáîæäàåò àêòèâàòîðû
ôàêòîðîâ îáìåíà ãóàíèëîâûõ íóêëåîòèäîâ (RhoGEFs)
îò ñâÿçàííîãî òóáóëèíà, âûçûâàÿ àêòèâàöèþ RhoA è ôîð-
ìèðîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë (Krendel et al., 2002), òîãäà êàê
ïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîòðóáî÷åê èçîëèðóåò êèíàçó LIM 1
è îãðàíè÷èâàåò åå äîñòóï ê àêòèíîâîìó öèòîñêåëåòó (Ma-
ekawa et al., 1999; Gorovoy et al., 2005). Epac1, ôàêòîð
îáìåíà Rap ÃÒÔàç, íàïðÿìóþ âëèÿþùèé íà äèíàìè-
êó ìèêðîòðóáî÷åê, àêòèâèðóåò Rap, ÷òî ïðèâîäèò ê óâå-
ëè÷åíèþ êîðòèêàëüíîãî àêòèíà (Sehrawat et al., 2008).
Êèíàçà LIM 1 ðåîðãàíèçóåò êîðòèêàëüíóþ àêòèíîâóþ
ñåòü â ñòðåññ-ôèáðèëëû ôîñôîðèëèðîâàíèåì è èíãèáèðî-
âàíèåì àêòèâíîñòè ôàêòîðà äåïîëèìåðèçàöèè àêòèíà —
êîôèëèíà (Gorovoy et al., 2005). Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ìèê-
ðîòðóáî÷êè ðåãóëèðóþò äèíàìèêó ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ, èõ êîìïîíåíò, áåëîê b-êàòåíèí, ñâÿçûâàåòñÿ ñ áåë-
êîì-ìîòîðîì ìèêðîòðóáî÷åê äèíåèíîì (Ligon et al.,
2001).

Â ýíäîòåëèîöèòàõ âçàèìîäåéñòâèå îïèñàííûõ ñòðóê-
òóð îáåñïå÷èâàåò ñæàòèå è ðàññëàáëåíèå êëåòêè â ïðî-
öåññå îñóùåñòâëåíèÿ áàðüåðíîé ôóíêöèè. Äëÿ ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòîê íàèáîëåå èçó÷åíû ôóíêöèîíàëüíûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñ àäãåçèâíûìè
êîìïëåêñàìè (Burridge et al., 1988; Geiger et al., 2001).
Îïèñàíû ìåõàíèçìû âîçíèêíîâåíèÿ êëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ ïðè ôîðìèðîâàíèè ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ, ñâÿ-
çàííûå ñ ôóíêöèåé àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (Hoelzle, Svit-
kina, 2012). Âçàèìîäåéñòâèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è
ìèêðîòðóáî÷åê, êàê îêàçàëîñü, ïðèíöèïèàëüíî äëÿ îñó-
ùåñòâëåíèÿ îñíîâíîé — áàðüåðíîé — ôóíêöèè ýíäîòå-
ëèÿ. Ïðè íàðóøåíèè áàðüåðíîé ôóíêöèè ïîä äåéñòâèåì
êàê âíóòðåííèõ, òàê è âíåøíèõ ôàêòîðîâ ïðîèñõîäèò ðàç-
ðóøåíèå ìèêðîòðóáî÷åê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî çàïóñêàåòñÿ
ìîëåêóëÿðíûé êàñêàä, ïðèâîäÿùèé ê ôîðìèðîâàíèþ
ìîùíûõ ñòðåññ-ôèáðèëë (Ñìóðîâà è äð., 2008à, 2011; Ali-
eva et al., 2013). Ìèêðîòðóáî÷êè ìîãóò êîíòðîëèðîâàòü
îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî ñêåëåòà êëåòêè, ëîêàëüíî èçìå-
íÿÿ ñîêðàòèìîñòü àêòîìèîçèíà íà êîíöàõ ñòðåññ-ôèáðèëë
(Small, Kaverina, 2003). Òàêèì îáðàçîì, íàêîïëåííûå
ôàêòû ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê
ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì çâåíîì âî âçàèìîäåéñòâèè ñ àäãåçè-
îííûìè ñòðóêòóðàìè è îáåñïå÷åíèè áàðüåðíîé ôóíêöèè
ýíäîòåëèÿ.

Â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå îïèñàííûõ âûøå ðà-
áîò, â òîì ÷èñëå è òåõ, â êîòîðûõ îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ
âûñòóïàëè ýíäîòåëèîöèòû, èññëåäîâàëè b-àêòèíîâûå ôè-
ëàìåíòû (Sehrawat et al., 2008). Ïðîâåäåííûé â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå àíàëèç âîâëå÷åííîñòè ðàçíûõ èçîôîðì àêòè-
íà â ðåîðãàíèçàöèþ öèòîñêåëåòà êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïî
ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ïîêàçàë,

÷òî îáå ñèñòåìû íåìûøå÷íîãî àêòèíà (b è g) ïîäâåðæåíû
çíà÷èòåëüíûì èçìåíåíèÿì. Îäíîâðåìåííî èçìåíÿåòñÿ è
îðãàíèçàöèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê íà ïåðèôåðèè êëåò-
êè. Ðàáîòû ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçûâàþò, ÷òî âî âçàèìîäåé-
ñòâèå ñ àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè âîâëå÷åíû äèíàìè÷-
íûå ìèêðîòðóáî÷êè (Lopez et al., 2014), è èìåííî äèíà-
ìè÷íûå ìèêðîòðóáî÷êè ñîñòàâëÿþò áîëüøèíñòâî â
êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ (Alieva et al., 2013). Áîëåå òîãî, îêàçà-
ëîñü, ÷òî g-àêòèí ñïîñîáåí ìîäóëèðîâàòü äèíàìèêó ìèê-
ðîòðóáî÷åê, ñíèæàÿ ñêîðîñòü èõ ðàçáîðêè, ñíèæàÿ ÷àñòî-
òó ïàóç è ÷àñòîòó ïåðåêëþ÷åíèé ôàç ñáîðêè—ðàçáîðêè
(Po’uha et al., 2013). Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè àâòî-
ðàì ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå ìåõàíè÷åñêîé ñâÿçè ìåæäó
g-àêòèíîâûìè ôèëàìåíòàìè è ìèêðîòðóáî÷êàìè. Ó÷èòû-
âàÿ âûøåñêàçàííîå, à òàêæå ïîëó÷åííûå â äàííîé ðàáîòå
äàííûå, ìîæíî îæèäàòü, ÷òî òàêàÿ ïîòåíöèàëüíàÿ ñâÿçü,
âîçìîæíî, îáåñïå÷èâàåò âûïîëíåíèå îñíîâíîé ôóíêöèè
ýíäîòåëèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, äâèãàòåëåì ïðîöåññà ôîðìèðîâàíèÿ
ýíäîòåëèàëüíîãî ìîíîñëîÿ êðóïíûõ ñîñóäîâ — àðòåðèé è
âåí — ÿâëÿþòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ìèêðîòðóáî÷êè. Ñèñòåìû
g- è b-àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ñïåöèôè÷åñêè îðãàíèçî-
âàííûå â ýíäîòåëèîöèòàõ, òàêæå àêòèâíî âîâëå÷åíû â
ýòîò ïðîöåññ, âîçìîæíî áëàãîäàðÿ ñóùåñòâóþùåé (íî íà
íàñòîÿùåé ìîìåíò íå èññëåäîâàííîé) ìåõàíè÷åñêîé ñâÿ-
çè ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 15-04-08550 è 12-04-00488).
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Endothelial cells are tightly fitted to each other and lining the interior surface of all vessels of living orga-
nism to provide vascular permeability regulation and interchange between the blood circulating in vessels and
tissue fluids of those organs in which these vessels are located. In vitro endothelial monolayer conserve it’s ba-
sic barrier function which is native for vessels endothelium. Based on this fact we used endothelial cells gro-
wing in vitro as a model system in experimental studies of cytoskeletal and adhesion cell components interacti-
on. In current paper, cultured human vein endothelial cells monolayer was used to quantify cytoskeleton altera-
tions in the of endothelial cells from spreading and formation of the first cell-cell contacts to confluent
monolayer formation. The system of actin filaments formed two different cytoskeletal structures in the cells of
venous endothelium: 1) cortical actin network; 2) actin stress fibers (bundles) arranged parallel to the substrate.
Two actin isoforms, b- and g-cytoplasmic (non-muscle) actins, are expressed in endothelial cells. The bundles
of actin stress fibers were detected by immunofluorescent staining with antibody against b-actin, whereas anti-
bodies against g-actin identified cortical and lamellar networks. For assessment of the actin cytoskeleton orga-
nization it’s fluorescence intensity on the area of 10 µm2 located (1) near the free edge, and (2) in the zone of
cell-cell contacts were analyzed. Fluorescence intensity of b-actin structures was higher in the areas of cell-cell
contact. The fluorescence of g-actin structures was more intensive at the leading edges of the lamellae, and was
the lowest on the stable edges of the cells with formed cell-cell contacts. The endothelial monolayer formation
was accompanied by microtubule system alteration: the number of microtubules increased at the cell edge, and
besides the microtubules quantity in the area of already formed cell-cell contact was always higher than in free
lamella region.

K e y w o r d s: endothelium, the cytoskeleton of endothelial cells, g-actin, b-actin, microtubules.
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