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Ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ äåòåðãåíò-óñòîé÷èâûõ ìåìáðàííûõ äîìåíîâ

Ïëàíàðíûå ðàôòû è êàâåîëû ÿâëÿþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè ìåìáðàííûìè êëàñòåðàìè, êîòîðûå ñîäåð-
æàò âûñîêèå êîíöåíòðàöèè õîëåñòåðèíà è ëèïèäîâ, ñîñòîÿùèõ èç íàñûùåííûõ æèðíûõ êèñëîò. Ýòè êëà-
ñòåðû óñòîé÷èâû ê äåòåðãåíòàì è îáîçíà÷àþòñÿ êàê äåòåðãåíò-óñòîé÷èâûå ìåìáðàííûå äîìåíû (ÄÌÄ).
Èõ ìîðôîëîãèÿ è ðàçìåðû áûëè èçó÷åíû ìåòîäîì àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (ÀÑÌ). Ðàçìåð ïëà-
íàðíûõ ðàôòîâ, ýêñòðàãèðîâàííûõ ëèáðîëîì WX èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ, ñîñòàâëÿåò
150.6 � 68.6 íì â äèàìåòðå è 5.7 � 2.9 íì â âûñîòó, ðàçìåð êàâåîë — 87.3 � 46.1 íì â äèàìåòðå è
9.4 � 5.4 íì â âûñîòó. Áûëè íàéäåíû çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ ïî âåëè÷èíå è ìîðôîëîãèè ìåæäó ÄÌÄ,
èçîëèðîâàííûìè èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ è ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ èíôàðêòîì ìèîêàðäà, à
òàêæå ìåæäó ÄÌÄ ìîíîöèòîâ è ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Äèíàìèêà ìîðôîëîãèè âûäåëåííûõ ïëàíàðíûõ
ðàôòîâ è êàâåîë ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îíè äîñòàòî÷íî áûñòðî àãðåãèðóþò ïðè õðàíåíèè, ïîýòîìó
äëÿ îöåíêè ðåàëüíîãî ðàçìåðà è ìîðôîëîãèè ÄÌÄ èõ íåîáõîäèìî èññëåäîâàòü ñðàçó ïîñëå âûäåëåíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëàíàðíûå ðàôòû, êàâåîëû, ìîðôîëîãèÿ, ðàçìåðû, àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêî-
ïèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÑÌ — àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÄÌÄ — äåòåðãåíò-óñòîé÷è-
âûå ìåìáðàííûå äîìåíû, ËÏÍÏ — ëèïîïðîòåèíû íèçêîé ïëîòíîñòè, ÈÌ — èíôàðêò ìèîêàðäà,
ÝÊÏÂ× — ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà.

Àñèììåòðèÿ ìåìáðàí èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ñîõðà-
íåíèè è ïîääåðæàíèè êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà. Ôóíêöèî-
íàëüíûå ðåàêöèè êëåòîê âî ìíîãîì îáóñëîâëåíû ðàôòàìè
(ìèêðîäîìåíàìè) — âûñîêîäèíàìè÷íûìè ñòðóêòóðàìè
ëèïèäíîãî áèñëîÿ ìåìáðàí, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ
îñîáûì ëèïèäíûì è áåëêîâûì ñîñòàâîì ñ ïðåîáëàäàíèåì
õîëåñòåðèíà, ñôèíãîëèïèäîâ è ñïåöèôè÷åñêèõ òðàíñìåì-
áðàííûõ áåëêîâ (Korade, Kenworthy, 2008). Ïîêàçàíî ó÷à-
ñòèå ðàôòîâ â òàêèõ ïðîöåññàõ, êàê ñáîðêà ñèãíàëüíûõ
ìîëåêóë (Sheets et al., 1999; Drevot et al., 2002; Gohlke
et al., 2010), ðåãóëÿöèÿ èîííûõ êàíàëîâ è ïåðåäà÷à èì-
ïóëüñîâ â íåðâíîé ñèñòåìå (Dart, 2010; Levitan et al.,
2010), òåêó÷åñòü ìåìáðàíû è ñêîðîñòü äâèæåíèÿ ìåìá-
ðàííûõ áåëêîâ (Melser et al., 2011). Êðîìå òîãî, ðàôòû ðå-
ãóëèðóþò ôèçèîëîãè÷åñêèå è ïàòîôèçèîëîãè÷åñêèå ïðî-
öåññû íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Â ðÿäå ñëó÷àåâ îíè ñïîñîáñò-
âóþò ðåàëèçàöèè çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ (Marin et al.,
2012), â äðóãèõ, íàïðîòèâ, ïîâûøàþò ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ê èíâàçèè (Huang et al., 2011). Íà ðàôòîâûõ ïëàò-
ôîðìàõ ìîãóò ñîáèðàòüñÿ ñèãíàëüíûå êîìïëåêñû, êîòî-
ðûå, ñâÿçûâàÿñü ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ëèãàíäàìè, âûçûâà-
þò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê (Scuderi et al., 2011; Sowa,
2011), â äðóãèõ ñëó÷àÿõ â ðàôòàõ êîíöåíòðèðóþòñÿ êîìï-

ëåêñû áåëêîâ, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê ïðîàïîïòîòè÷åñêîé àê-
òèâàöèè (Gajate et al., 2009; Gajate, Mollinedo, 2011).

Âûäåëÿþò äâà âàðèàíòà ðàôòîâ: ïëàíàðíûå ëèïèäíûå
ðàôòû, êîòîðûå åùå îáîçíà÷àþò êàê «íåêàâåîëÿðíûå
ñòðóêòóðû», è ðàôòû, èçâåñòíûå êàê êàâåîëû (Ïëåñêîâà,
Ïóäîâêèíà, 2013). Ïëàíàðíûå ðàôòû èìåþò ñïåöèôè÷å-
ñêèå ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè è íå îáðàçóþò èíâà-
ãèíàöèé (Staubach, Hanisch, 2011), â òî âðåìÿ êàê êàâåîëû
ôîðìèðóþòñÿ áëàãîäàðÿ ïîëèìåðèçàöèè êàâåîëèíà —
øïèëüêîïîäîáíîãî ïàëüìèòîèëèðîâàííîãî èíòåãðàëüíî-
ãî ìåìáðàííîãî áåëêà, êîòîðûé ïðî÷íî è ñòàáèëüíî ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ õîëåñòåðèíîì (Smart et al., 1999).

Ïðèìåíåíèå äåòåðãåíòîâ äëÿ ýêñòðàêöèè ðàôòîâ è èñ-
ñëåäîâàíèÿ èõ in vitro ÿâëÿåòñÿ óäîáíîé è øèðîêî èñ-
ïîëüçóåìîé ïðîöåäóðîé, ïîçâîëÿþùåé àíàëèçèðîâàòü
ñòðóêòóðíûå è ôóíêöèîíàëüíûå îñîáåííîñòè ÄÌÄ. Êðî-
ìå òîãî, ñî÷åòàíèå çîíàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ÷åðåç
ãðàäèåíò ñàõàðîçû (ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê äåòåðãåíòîì)
ñ Âåñòåðí-áëîòèíãîì ïîëåçíî èñïîëüçîâàòü äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ áåëêîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè ìàðêåðà-
ìè ìèêðîäîìåíîâ. Òàêàÿ êîìáèíàöèÿ ìåòîäîâ ïîçâîëÿåò
àíàëèçèðîâàòü ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïëàíàðíûìè ðàôòàìè è
êàâåîëàìè ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ (Salvary et al., 2012).
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Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå äå-
òåðãåíòà ëèáðîëà WX ïîçâîëÿåò ìàêñèìàëüíî ñîõðàíèòü
õîëåñòåðèí è ñôèíãîìèåëèí â ñîñòàâå ëèïèäíûõ ðàôòîâ â
îòëè÷èå îò Òðèòîíà Õ-100 è êàðáîíàòà íàòðèÿ (Salvary
et al., 2012). À èñïîëüçîâàíèå ãðàäèåíòà ñàõàðîçû ïîçâî-
ëÿåò ÷åòêî âû÷ëåíèòü ôðàêöèè ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è êàâå-
îë, îáîãàùåííûõ õîëåñòåðèíîì è ñôèíãîìèåëèíîì.

Îäíàêî àíàëèç ëèïèäîâ è Âåñòåðí-áëîòèíã ïîçâîëÿ-
þò îöåíèâàòü ëèøü áèîõèìè÷åñêèé ñîñòàâ ÄÌÄ, íî íå
äàþò ïðåäñòàâëåíèÿ î ìîðôîëîãèè âûäåëåííûõ ïëàíàð-
íûõ ðàôòîâ è êàâåîë. Äëÿ îöåíêè ìîðôîëîãèè ÄÌÄ
ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè
(ÀÑÌ), êîòîðûé ïîçâîëÿåò íå òîëüêî íàáëþäàòü êëåòî÷-
íûå è ñóáêëåòî÷íûå ñòðóêòóðû (â òîì ÷èñëå ðàôòû) â áó-
ôåðå (â ìàêñèìàëüíî ôèçèîëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ), íî è
ïðîâîäèòü ìîðôîìåòðèþ ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ (Ïëåñêî-
âà, 2011).

Îñíîâíîé ïðèíöèï ìåòîäà ÀÑÌ — îöåíêà â ïðîöåñ-
ñå ñêàíèðîâàíèÿ ñèë ìåæàòîìíûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó
çîíäîì è îáðàçöîì. Çîíä æåñòêî çàêðåïëåí íà êàíòèëåâå-
ðå — óïðóãîé áàëêå, îòêëîíåíèÿ êîòîðîé ðåãèñòðèðóþòñÿ
îïòè÷åñêîé ñèñòåìîé ìèêðîñêîïà. Îñíîâíûìè ôèçè÷å-
ñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè êàíòèëåâåðîâ ÿâëÿþòñÿ æåñò-
êîñòü — k è ðåçîíàíñíàÿ ÷àñòîòà — f0. Ïðè ïðîõîæäåíèè
çîíäà íàä ïîâåðõíîñòüþ ÄÌÄ åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ áèî-
ëîãè÷åñêèì îáðàçöîì âûçûâàåò èçãèáàíèå êàíòèëåâåðà,
êîòîðîå ñîîòâåòñòâóåò òîïîãðàôèè èññëåäóåìîé ïîâåðõ-
íîñòè. Èçãèá èëè êðó÷åíèå êàíòèëåâåðà ðåãèñòðèðóåòñÿ
îïòè÷åñêîé ñèñòåìîé ìèêðîñêîïà (ëàçåð, îòðàæåííûé îò
êîí÷èêà êàíòèëåâåðà â öåíòð ÷åòûðåõñåêöèîííîãî ôîòî-
äèîäà). Ýòîò ñèãíàë ðåãèñòðèðóåòñÿ è êîððåêòèðóåòñÿ â
ñèñòåìå îáðàòíîé ñâÿçè. Èíôîðìàöèÿ, ïîëó÷åííàÿ ïðè
ïðîõîæäåíèè çîíäà íàä ïîâåðõíîñòüþ ñêàíèðóåìîãî îáú-
åêòà, çàïèñûâàåòñÿ â âèäå ìàññèâà, êîòîðûé ëåãêî òðàíñ-
ôîðìèðóåòñÿ â ðåàëüíîå 3D-èçîáðàæåíèå èññëåäóåìîãî
îáúåêòà. Ïîñêîëüêó ïðè èññëåäîâàíèè ïîâåðõíîñòè çîíä
âçàèìîäåéñòâóåò ñî âñåìè ñòðóêòóðàìè, êîíå÷íûì ðåçó-
ëüòàòîì ñêàíèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ òî÷íàÿ ìîðôîëîãèÿ èñ-
ñëåäóåìîãî îáúåêòà. Îñíîâíûì ïðåèìóùåñòâîì ÀÑÌ ÿâ-
ëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðè ðàçðåøåíèè, íå óñòóïàþùåì ñêàíèðó-
þùåé è ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, îíà
ïîçâîëÿåò èçó÷àòü êëåòêè è ñóáêëåòî÷íûå ñòðóêòóðû â
íàòèâíîé ñðåäå (áóôåðàõ, ñðåäàõ) è òàêèì îáðàçîì îòñëå-
æèâàòü æèâûå êëåòêè (ëèáî âûäåëåííûå ñóáêëåòî÷íûå
ñòðóêòóðû) è èçìåíåíèå èõ ìîðôîëîãèè â îòâåò íà ðàç-
ëè÷íûå âîçäåéñòâèÿ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñòîÿëè òðè îñíîâíûå çàäà÷è:
1) âûÿâèòü ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïëàíàðíû-
ìè ðàôòàìè è êàâåîëàìè; 2) íàéòè ìîðôîëîãè÷åñêèå îñî-
áåííîñòè ÄÌÄ ìîíîöèòîâ ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ èí-
ôàðêòîì ìèîêàðäà (ÈÌ); 3) èçó÷èòü ìîðôîëîãè÷åñêèå
îñîáåííîñòè ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è êàâåîë, èçîëèðîâàííûõ
èç ðàçíûõ êëåòîê. Ïîñêîëüêó ìíîãèå èññëåäîâàòåëè èçó-
÷àþò ìîðôîëîãèþ ÄÌÄ íå òîëüêî â äåíü èçîëÿöèè, íî è
ñïóñòÿ 2—3 ñóò, ìû ïîñòàâèëè äîïîëíèòåëüíóþ ìåòîäè-
÷åñêóþ çàäà÷ó ïðîñëåäèòü èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè ïëà-
íàðíûõ ðàôòîâ è êàâåîë â òå÷åíèå 5—7 ñóò ïîñëå âûäåëå-
íèÿ ïðè ñòàíäàðòíîì õðàíåíèè àëèêâîò ïðè 4 °Ñ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å ê ë å ò î ê. Ìîíîöèòû âûäåëÿëè èç âå-
íîçíîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ â ãðàäèåíòå ôèêîëëà-ãè-
ïàêà (Pharmacia, Øâåöèÿ), ïîñëå ÷åãî êëåòêè ÷åòûðåæ-

äû îòìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS), äî-
áèâàÿñü óäàëåíèÿ òðîìáîöèòîâ. Ôðàêöèþ ìîíîöèòîâ
CD14+/CD16+ êîíöåíòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî
íàáîðà ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (Miltenyi Biotec, Ber-
gisch-Gladbach, Ãåðìàíèÿ). Àíàëîãè÷íî âûäåëÿëè ìîíî-
öèòû èç âåíîçíîé êðîâè áîëüíûõ ÈÌ. Èñïîëüçîâàëè
êðîâü ïàöèåíòîâ ìëàäøå 75 ëåò, ó êîòîðûõ âïåðâûå äèà-
ãíîñòèðîâàëè îñòðûé ÈÌ. Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïó-
ïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà (ÝÊÏÂ×) âûäåëÿëè èç ïóïîâèíû
îáðàáîòêîé êîëëàãåíàçîé (Roche, Øâåéöàðèÿ). Ñíà÷àëà
âåíû îòìûâàëè îò êðîâè â 150 ìë PBS, ïîñëå ÷åãî èõ íà-
ïîëíÿëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû (Roche, Øâåé-
öàðèÿ). Ïîñëå èíêóáàöèè (15 ìèí, 37 °C) êëåòêè ñîáèðàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì (200 g, 10 ìèí). Êëåòî÷íûé îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå RPMI-1640 (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 20 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâî-
ðîòêè (Lonza, Verviers, Áåëüãèÿ), 15 ììîëü/ë HEPES (Ter-
mo Ficher Scientific, ÑØÀ), 2 ììîëü/ë l-ãëþòàìèíà (Ter-
mo Ficher Scientific, ÑØÀ), 100 ìã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (In-
vitrogen, ÑØÀ), è ïåðåíîñèëè íà ÷àøêè Ïåòðè. Ïîñëå
ôîðìèðîâàíèÿ ðàâíîìåðíîãî êëåòî÷íîãî ñëîÿ (ïðè 37 °C
è 5 % CO2) êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ òðèïñèíà (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ) è ÝÄÒÀ (1 : 1) è ðàññåâàëè ñíîâà äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ 2-ãî ïàññàæà. Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè êàæäîãî
èç äâóõ ïàññàæåé èñïîëüçîâàëè îòäåëüíî.

Â û ä å ë å í è å Ä Ì Ä. Ïëàíàðíûå ðàôòû è êàâåîëû
âûäåëÿëè èç êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â MBS-áóôåðå (1 ìë), ñ
ïîìîùüþ äåòåðãåíòà 0.1%-íîãî ëèáðîëà — Lubrol WX
(Serva, Ôðàíöèÿ), êîòîðûé âíîñèëè â áóôåð ñ êëåòêàìè íà
ëüäó. Âðåìÿ èíêóáàöèè 30 ìèí. Ïîñëå ýòîãî ïðîâîäèëè
ãîìîãåíèçàöèþ ëèçàòà ñ ïîìîùüþ ãîìîãåíèçàòîðà (Doun-
ce homogenizer, Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è ñìåøèâàëè ãîìî-
ãåíèçèðîâàííûé ëèçàò ñ 90%-íûì ðàñòâîðîì ñàõàðîçû äî
ïîëó÷åíèÿ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 45 %. Ïîñëå ýòîãî
ïðîâîäèëè çîíàëüíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè ñàõàðîçû 45—5 % (20 ÷, 39 000 g, SW41, Beck-
man Coulter, ÑØÀ). Â ðåçóëüòàòå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
áûëî ïîëó÷åíî 12 ôðàêöèé, èç êîòîðûõ íàèáîëåå îáîãà-
ùåííûìè õîëåñòåðèíîì è ñôèíãîìèåëèíîì îêàçàëèñü
ôðàêöèè 2 è 5 (ñì. ðàçäåë «Ðåçóëüòàòû»).

Ë è ï è ä í û é à í à ë è ç. Äëÿ ýêñòðàêöèè ëèïèäîâ ê
2 ìë ïîëó÷åííûõ ðàôòîâ áûëî äîáàâëåíî 5 ìë ìåòàíîëà è
2.5 ìë õëîðîôîðìà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñôîðìèðîâàíà îäíà
ôàçà. Ñìåñü âûäåðæèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ
ïåðèîäè÷åñêèì âñòðÿõèâàíèåì. Çàòåì äëÿ ðàçäåëåíèÿ ôàç
äîáàâëÿëè 7.5 ìë õëîðîôîðìà è 1.75 ìë KCl äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 0.2 Ì. Ïîñëå ïåðåìåøèâàíèÿ îáðàçöû öåí-
òðèôóãèðîâàëè (600 g, 10 ìèí). Íèæíþþ ôàçó õëîðîôîð-
ìà, ñîäåðæàùóþ ëèïèäû, âûïàðèâàëè, à îñàäîê ïîâòîðíî
ðàñòâîðÿëè â ñìåñè ìåòàíîëà è õëîðîôîðìà, ïîñëå ÷åãî
àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ôîñôîëèïèäîâ èñïîëüçîâà-
ëè òèîöèàíàò æåëåçà (Enzymatic colorimetric kit, Wako
Chemicals, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ
õîëåñòåðèíà èñïîëüçîâàëè íàáîð Amplex red cholesterol
assay kit (Invitrogen, ÑØÀ).

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ áåëêîâ â âûäåëåííûõ ôðàêöèÿõ. Ïî 6 ìêë êàæ-
äîé ôðàêöèè ñìåøèâàëè ñ 4� áóôåðîì Ëýììëè äëÿ îá-
ðàçöîâ è êèïÿòèëè (5 ìèí). Áåëêè ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêè â 12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì
äîäåöèëñóëüôàòíàòðèÿ, ïîñëå ÷åãî áåëêè ïåðåíîñèëè íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Whatman, ÑØÀ). Ïîñëå
áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ (60 ìèí)
5%-íûì ñóõèì ìîëîêîì â PBS, ñîäåðæàùåì 0.1 % òâè-
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íà-20, ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè (18 ÷, 4 °Ñ) ñ ìîíîêëîíà-
ëüíûìè àíòèòåëàìè ê ôëîòèëëèíó-1 (Santa Cruz, ÑØÀ) è
êàâåîëèíó-1 (ðàçâåäåíèå 1 : 600) (Transduction Laboratori-
es, ÑØÀ), äâàæäû îòìûâàëè PBS ñ òâèíîì è èíêóáèðîâà-
ëè (60 ìèí, 4 °Ñ) ñî âòîðè÷íûìè, àíòèìûøèíûìè èëè àí-
òèêðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà (1 : 5000) (Santa Cruz, ÑØÀ). Ìåìáðàíó äâàæ-
äû îòìûâàëè PB ñ òâèíîì, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè èììóíî-
äåòåêöèþ ñ ïîìîùüþ ECL detection kit (Amersham, ÑØÀ).

Ì å ò î ä À Ñ Ì. Ôðàêöèè ÄÌÄ 2 è 5 (ïî 20 ìêë â
PBS) ïîìåùàëè íà ñâåæèå ñêîëû ñëþäû (RIBM mica,
ßïîíèÿ), îòäåëÿëè âåðõíèé ñëîé ñëþäû ñ ïîìîùüþ ñêîò-
÷à. Ïîñëå ñåäèìåíòàöèè è ñàìîïðîèçâîëüíîé àäñîðáöèè
ÄÌÄ ê ñëþäå (20 ìèí, 24 °Ñ) èññëåäîâàëè èõ ìîðôîëî-
ãèþ ñ ïîìîùüþ ìóëüòèìîäàëüíîãî ÀÑÌ (Nanoscope mul-
timode 8, Bruker). Èñïîëüçîâàëè êàíòèëåâåðû ñ õàðàêòå-
ðèñòèêàìè, ìàêñèìàëüíî óäîâëåòâîðÿþùèìè èññëåäîâà-
íèþ ÄÌÄ: DNP-S (Bruker) ñ ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòîé f0 =
= 40—75 êÃö è æåñòêîñòüþ k = 0.4—12 Í/ì.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ñðàâíåíèå äèñïåðñèé
ñðåäíèõ çíà÷åíèé êîíòðîëÿ è ýêñïåðèìåíòà ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà äëÿ íåçàâèñèìûõ
âûáîðîê. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ âûáîðêàìè ñ÷èòàëè ñòà-
òèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ïðè ð < 0.05. Ïðåäâàðèòåëüíî
îïðåäåëÿëè ãðàíèöû íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êîëè÷å-
ñòâåííûõ ïîêàçàòåëåé ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèòåðèÿ Øàïè-
ðî—Óèëêà. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììó Origin Pro 8.

Ðåçóëüòàòû

Â ðåçóëüòàòå âûäåëåíèÿ ÄÌÄ ïðè îáðàáîòêå êëåòîê
äåòåðãåíòîì íà ëüäó è ïîñëåäóþùåì çîíàëüíîì öåíòðè-
ôóãèðîâàíèè áûëî ïîëó÷åíî 12 ôðàêöèé. Ðåçóëüòàòû èñ-

ñëåäîâàíèÿ ëèïèäíîãî ñîñòàâà è ìàðêåðíûõ áåëêîâ
âûäåëåííûõ ôðàêöèé ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Ñîãëàñíî
äàííûì ëèïèäíîãî àíàëèçà, íàèáîëåå îáîãàùåííûìè õî-
ëåñòåðèíîì è ñôèíãîìèåëèíîì îêàçàëèñü ôðàêöèè 2 è 5,
êðîìå òîãî, äëÿ ôðàêöèè 2 ñîîòíîøåíèÿ ñôèíãîìèå-
ëèí/ôîñôàòèäèëõîëèí è õîëåñòåðèí/ôîñôàòèäèëõîëèí
áûëè ìàêñèìàëüíûìè, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ æèäêîñòíî-
óïîðÿäî÷åííûõ ôàç, â ÷àñòíîñòè äëÿ ðàôòîâ (De Almieda
et al., 2003). Äëÿ ôðàêöèè 5 ëèøü ñîîòíîøåíèå ñôèíãîìè-
åëèí/ôîñôàòèäèëõîëèí ñìåùàëîñü â ñòîðîíó ñôèíãîìèå-
ëèíà, â òî âðåìÿ êàê ñîäåðæàíèå õîëåñòåðèíà è ôîñôàòè-
äèëõîëèíà áûëî îäèíàêîâûì. Òàêèì îáðàçîì, ïðè âûäå-
ëåíèè ÄÌÄ ëèáðîëîì WX, ñîãëàñíî äàííûì ëèïèäíîãî
àíàëèçà, áûëè ïîëó÷åíû ïëàíàðíûå ðàôòû (ôðàê-
öèè 1—3), êàâåîëû (ôðàêöèè 4—6) è íåðàôòîâûå ôðàê-
öèè (ñ 7-é ïî 12-þ).

Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ïëàíàð-
íûõ ðàôòîâ èñïîëüçîâàëè ôðàêöèþ 2, à â êà÷åñòâå èñòî÷-
íèêà êàâåîë — ôðàêöèþ 5, ïîñêîëüêó èìåííî â íèõ îáíà-
ðóæåíî ìàêñèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå ñôèíãîìèåëèíà è
ôîñôàòèäèëõîëèíà, õàðàêòåðíîå äëÿ ðàôòîâ. Êðîìå òîãî,
âî ôðàêöèé 2 âûÿâëåíî ìàêñèìàëüíîå ñîäåðæàíèå ôëî-
òèëëèíà-1 (ìàðêåðíîãî áåëêà ïëàíàðíûõ ðàôòîâ), à âî
ôðàêöèè 5 — ìàêñèìàëüíîå ñîäåðæàíèå êàâåîëèíà-1
(îñíîâíîãî ìàðêåðà êàâåîë) (ðèñ. 1). Îòäåëüíûå îáðàçöû
ôðàêöèé 2 è 5 íàíîñèëè íà ïîâåðõíîñòü ñâåæåñêîëîòîé
ñëþäû. Ïðîèñõîäèëà àäñîðáöèÿ ÄÌÄ íà ïîäëîæêå, îäíà-
êî ïîëîæåíèå íà ïîâåðõíîñòè ðàçëè÷àëîñü äëÿ ïëàíàð-
íûõ ðàôòîâ è êàâåîë.

Ìîðôîëîãèÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è êàâåîë ïðåäñòàâëå-
íà íà ðèñ. 2. Äëÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ âñëåäñòâèå ïëîñêîé
ñòðóêòóðû áûëî õàðàêòåðíî ðàâíîìåðíîå âçàèìîäåéñòâèå
âñåõ òî÷åê èõ íèæíåé ïîâåðõíîñòè ñî ñëþäîé (ðèñ. 2, à),
ïîýòîìó ðàñïîëàãàÿñü íà ïîäëîæêå, îíè ñîõðàíÿëè ïëîñ-
êóþ ìîðôîëîãèþ (ðèñ. 2, àR), îäíàêî óæå â ïåðâûé äåíü
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå ñôèíãîìèåëèíà, õîëåñòåðèíà è ôîñôàòèäèëõîëèíà â ñåïàðèðîâàííûõ íà ãðàäèåíòå ñàõàðîçû ëèïèäíûõ
ôðàêöèÿõ (1—12), ýêñòðàãèðîâàííûõ ëèáðîëîì WX èç ìåìáðàí ìîíîöèòîâ (à), è ïàðàëëåëüíàÿ îöåíêà ñîäåðæàíèÿ ôëîòèëëèíà-1

è êàâåîëèíà-1 â ýòèõ æå ôðàêöèÿõ, ïðîèçâåäåííàÿ ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà (á).

Ñîîòíîøåíèå ñôèíãîìèåëèí/ôîñôàòèäèëõîëèí ìàêñèìàëüíî âî ôðàêöèÿõ 2 è 5, äëÿ ôðàêöèè 2 õàðàêòåðíî ïðèñóòñòâèå ôëîòèëëèíà-1, äëÿ ôðàêöèè
5 — êàâåîëèíà-1. Ôðàêöèè 1—3 ñîäåðæàò ïëàíàðíûå ðàôòû, ôðàêöèè 4—6 — êàâåîëû.



èññëåäîâàíèÿ ìîãëà íàáëþäàòüñÿ íåêîòîðàÿ àãðåãàöèÿ
ïëàíàðíûõ ðàôòîâ (ðèñ. 2, à). Â ñëó÷àå êàâåîë ïðèñóòñò-
âèå êàâåîëèíà-1 îáóñëîâëèâàëî ñîõðàíåíèå êîëáîîáðàç-
íîé ñòðóêòóðû. Ïîýòîìó êàâåîëû àäñîðáèðîâàëèñü íà
ñëþäå â äâóõ âàðèàíòàõ: ëèáî îïóñêàëèñü áîêîì, ôîðìè-
ðóÿ ìîðôîëîãèþ «êîëáû» (ðèñ. 2, áR), ëèáî ñâÿçûâàëèñü
ñî ñëþäîé âåðõíåé ÷àñòüþ, îòêðûòîé íà êëåòêå, ôîðìè-
ðóÿ ìîðôîëîãèþ «êóïîëà» (ñì. ðèñ. 4, â). Â ïåðâîì ñëó-
÷àå ñêàíèðîâàëàñü áîêîâàÿ ÷àñòü êàâåîëû, âî âòîðîì —
íèæíÿÿ (èíâàãèíèðîâàííàÿ â êëåòêó).

Êðîìå òîãî, ïðîâîäèëè ìîðôîìåòðè÷åñêîå èññëåäî-
âàíèå ÄÌÄ. Îïðåäåëÿëè äâà îñíîâíûõ ïàðàìåòðà — âû-
ñîòó è äèàìåòð. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âûñîòû ñòðîèëè ïðî-
ôèëü ïîâåðõíîñòè, îðèåíòèðîâàííûé ïî íàïðàâëåíèþ
ñêàíèðîâàíèÿ (ðèñ. 3, à). Â êà÷åñòâå íèæíåé òî÷êè («0»
ïî îñè OY) èñïîëüçîâàëè óðîâåíü ñëþäû, â êà÷åñòâå âåðõ-
íåé — ñàìóþ âûñîêóþ òî÷êó ÄÌÄ. Â ñëó÷àå èññëåäîâà-
íèÿ âûñîòû êàâåîë äëÿ èçáåãàíèÿ àðòåôàêòîâ èññëåäî-
âàëè âûñîòó òîëüêî «êóïîëîîáðàçíûõ» ñòðóêòóð. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ äèàìåòðà ÄÌÄ íàïðàâëåíèå èçìåðåíèÿ âû-
áèðàëè ïðîèçâîëüíî, à îòñåêàþùèå ïëîñêîñòè ðàñïîëàãà-
ëè íà ïîëóâûñîòå (ðèñ. 3, á) äëÿ íèâåëèðîâàíèÿ ýôôåêòà
êîíâîëþöèè.

Ìîðôîëîãè÷åñêè ïëàíàðíûå ðàôòû ñóùåñòâåííî îò-
ëè÷àþòñÿ îò êàâåîë. Âî-ïåðâûõ, ôîðìà è ðàçìåðû ïëàíàð-
íûõ ðàôòîâ âàðüèðóþò â øèðîêîì äèàïàçîíå, â òî âðåìÿ
êàê ìîðôîëîãèÿ êàâåîë äîñòàòî÷íî îäíîîáðàçíà. Êîýô-
ôèöèåíòû âàðèàöèè äèàìåòðà ñîñòàâëÿþò 0.47 è 0.21 äëÿ
ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è êàâåîë ñîîòâåòñòâåííî. Âî-âòîðûõ,

ñðåäíèé äèàìåòð ïëàíàðíûõ ðàôòîâ áîëüøå, ÷åì ó êàâå-
îë, â òî âðåìÿ êàê êàâåîëû âûøå ïëàíàðíûõ ðàôòîâ (ñì.
òàáëèöó). Â-òðåòüèõ, íà óâåëè÷åííûõ ñêàíàõ î÷åâèäíû
ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïëàíàðíûìè ðàôòàìè
(ðèñ. 2, àR), èìåþùèìè ïëîñêóþ ôîðìó, è êàâåîëàìè, îá-
ðàçóþùèìè êîëáîîáðàçíûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 2, áR).

Ñðàâíåíèå ôîðìû è ðàçìåðîâ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è êà-
âåîë, âûäåëåííûõ èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ è ïà-
öèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ, ïîêàçàíî íà ðèñ. 4. Ïëàíàðíûå
ðàôòû, âûäåëåííûå èç ìîíîöèòîâ ëþäåé, ñòðàäàþùèõ
ÈÌ, èìåþò òó æå âûñîòó, ÷òî è âûäåëåííûå èç ìîíîöè-
òîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ: 5.8 � 1.7 íì (n = 18, p > 0.05), íî
èõ äèàìåòð ñóùåñòâåííî ìåíüøå: 63 � 8.2 íì (n = 18,
p < 0.05) (ðåçóëüòàòû ìîðôîìåòðèè ïëàíàðíûõ ðàôòîâ
çäîðîâûõ äîíîðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå). Äîñòàòî÷íî
ëåãêî îïðåäåëÿåìû ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ: åñëè ó
ðàôòîâ, èçîëèðîâàííûõ èç êëåòîê çäîðîâûõ äîíîðîâ, î÷å-
âèäíà êëàññè÷åñêàÿ ôîðìà â âèäå ïëîòîâ èëè îñòðîâêîâ,
òî ó ïàöèåíòîâ, ïåðåíåñøèõ ÈÌ, ïðåîáëàäàþò ïëàíàðíûå
ðàôòû ñ ôîðìîé ðàçîìêíóòîãî êîëüöà (ðèñ. 4, á). Óìåíü-
øåíèå ðàçìåðîâ â ñëó÷àå ÈÌ õàðàêòåðíî è äëÿ êàâåîë: èõ
âûñîòà ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êàâåîëàìè, èçîëèðî-
âàííûìè èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ, è ñîñòàâëÿåò
6.6 � 2.6 íì (n = 81, p < 0.05). Äëÿ äèàìåòðà íàáëþäàåòñÿ
ëèøü òåíäåíöèÿ ê ñíèæåíèþ — 81.9 � 37.6 íì (n = 81,
p > 0.05) (ðåçóëüòàòû ìîðôîìåòðèè êàâåîë çäîðîâûõ äî-
íîðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå). Êàâåîëû, èçîëèðîâàííûå
èç ìîíîöèòîâ ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ, îáíàðóæèâà-
þò âûðàæåííóþ òåíäåíöèþ ê àãðåãàöèè (ðèñ. 4, ã). Êðîìå
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Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãèÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ (à, àR) è êàâåîë (á, áR) â ïåðâûé äåíü ïîñëå âûäåëåíèÿ èç ìîíîöèòîâ.

à, á — áîëüøåå ïîëå ñêàíèðîâàíèÿ; àR, áR — ñîîòâåòñòâåííî óâåëè÷åííîå èçîáðàæåíèå ïëàíàðíûõ ðàôòîâ (ïëîñêàÿ ôîðìà) è êàâåîë (êîëáîîáðàçíàÿ
ôîðìà). Ñêàí ïîëó÷åí íà ïîâåðõíîñòè ñëþäû ìåòîäîì àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (Bruker). Øêàëà âûñîò ïîêàçûâàåò âûñîòó îáúåêòîâ: áîëåå ñâåò-

ëûå îòòåíêè ñîîòâåòñòâóþò áîëåå âûñîêèì îáúåêòàì.



òîãî, îíè âîîáùå ìîãëè ôîðìèðîâàòü ìîíîñëîé íà ïîâåð-
õíîñòè ñëþäû (ðèñ. 4, ä).

Íå ìåíåå ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ñóùåñòâóþò ìåæäó
ÄÌÄ, èçîëèðîâàííûìè èç ðàçíûõ êëåòîê. Íà ðèñ. 5 ïðåä-
ñòàâëåíû ïëàíàðíûå ðàôòû è êàâåîëû, âûäåëåííûå èç
äðóãèõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÝÊÏÂ×). Èç ñðàâíåíèÿ ðèñ. 2, à
(ìîðôîëîãèÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ ìîíîöèòîâ) ñ ðèñ. 5, à
(ìîðôîëîãèÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ ÝÊÏÂ×), à òàêæå ðèñ. 2,
á è 4, â (ìîðôîëîãèÿ êàâåîë ìîíîöèòîâ) ñ ðèñ. 5, á (ìîð-
ôîëîãèÿ êàâåîë ÝÊÏÂ×) ñëåäóåò, ÷òî àíàëîãè÷íûå ñòðóê-
òóðû ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ó ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê.
Ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ïëàíàðíûå ðàôòû, èçî-

ëèðîâàííûå èç ÝÊÏÂ×, îáðàçóþò êðóïíûå ñëèâàþùèåñÿ
ñòðóêòóðû, èìåþùèå ñëîæíóþ ìîðôîëîãèþ. Â ýòîì ñëó-
÷àå íåêîððåêòíî ãîâîðèòü î äèàìåòðå êðóïíûõ ïëàòôîðì,
ñêîðåå, ìîæíî îïðåäåëÿòü èõ ïîïåðå÷íûé ðàçìåð. Ïîïå-
ðå÷íûé ðàçìåð ïëàíàðíûõ ðàôòîâ, âûäåëåííûõ èç
ÝÊÏÂ×, ñîñòàâëÿåò 200 � 61.7 íì ïðîòèâ 150.6 � 68.6 ó
ìîíîöèòîâ (n = 38, p < 0.05), êðîìå òîãî, èõ âûñîòà áîëü-
øå àíàëîãè÷íûõ ñòðóêòóð, âûäåëåííûõ èç ìîíîöèòîâ, è
ñîñòàâëÿåò 7 � 2.3 íì ïðîòèâ 5.7 � 2.9 ó ìîíîöèòîâ
(n = 38, p < 0.05). Äëÿ êàâåîë ÝÊÏÂ×, íàïðîòèâ, îáíàðó-
æåíî çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ÄÌÄ, èçîëèðîâàííûìè èç ìîíîöèòîâ. Â ÷àñòíîñòè, ñðåä-
íèé äèàìåòð êàâåîë ÝÊÏÂ× ñîñòàâëÿåò 45.1 � 7.1 íì
ïðîòèâ 87.3 � 46.1 ó ìîíîöèòîâ (n = 22, p < 0.05), ñðåäíÿÿ
âûñîòà — 7.8 � 2.8 íì ïðîòèâ 9.4 � 5.4 ó ìîíîöèòîâ
(n = 22, p < 0.05).

Äèíàìèêà îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è
êàâåîë (äèàìåòðà è âûñîòû) ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.
Ôðàêöèè 2 è 5, èçîëèðîâàííûå èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ
äîíîðîâ, ñîõðàíÿëèñü â âèäå àëèêâîò â õîëîäèëüíèêå.
Äëÿ åæåäíåâíûõ íàáëþäåíèé èñïîëüçîâàëè 2—3 àëèêâî-
òû. Óæå íà 2-å ñóò îòìå÷àåòñÿ ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå
ðàçìåðîâ âñëåäñòâèå àãðåãàöèè. Ìàêñèìàëüíóþ âûñîòó
ÄÌÄ (êàê ïëàíàðíûõ ðàôòîâ, òàê è êàâåîë) ðåãèñòðèðîâà-
ëè íà 5-å ñóò íàáëþäåíèÿ, à ìàêñèìàëüíûé äèàìåòð — íà
3-è ñóò äëÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è íà 7-å ñóò äëÿ êàâåîë (ñì.
òàáëèöó).

Îáñóæäåíèå

Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå êðàéíèé ïîëèìîðôèçì
ïëàíàðíûõ ðàôòîâ. Î÷åâèäíî, îí îïðåäåëÿåòñÿ èõ ýâîëþ-
öèåé, ïîñêîëüêó ñíà÷àëà îáðàçóþòñÿ íàíîäîìåíû, çàòåì â
ïðîöåññå ëàòåðàëüíîé ìèãðàöèè — ìèêðîäîìåíû è êðóï-
íûå êëàñòåðû èëè ïëàòôîðìû (Quinn, Wolf, 2009). Òàêèì
îáðàçîì, ïðè èñïîëüçîâàíèè äåòåðãåíòîâ â ýêñòðàãèðóå-
ìûõ ôðàêöèÿõ ìîãóò îêàçàòüñÿ ÄÌÄ, íàõîäÿùèåñÿ íà
ðàçíîé ñòàäèè ñâîåé ýâîëþöèè, ÷òî è ïðîÿâëÿåòñÿ â ðàç-
íîé ìîðôîëîãèè ïëàíàðíûõ ðàôòîâ íà ïîäëîæêå. Òîëùè-
íà ëèïèäíîãî áèñëîÿ, ïî ïðèáëèçèòåëüíûì îöåíêàì, ñî-
ñòàâëÿåò 4 íì. Âûñîòà ðàôòîâ ïðåâûøàåò âûñîòó îêðóæà-
þùåãî áèñëîÿ. Â íàøåì ñëó÷àå èçìåðåííàÿ âûñîòà
ïëàíàðíûõ ðàôòîâ òàêæå íåñêîëüêî ïðåâûøàåò 4 íì.

Ïîêàçàíî (Salvary et al., 2012), ÷òî èñïîëüçîâàíèå
ëèáðîëà WX â êà÷åñòâå äåòåðãåíòà ñïîñîáñòâóåò ìàêñè-
ìàëüíîìó ñîõðàíåíèþ â ñîñòàâå ÄÌÄ õîëåñòåðèíà, ñôèí-
ãîìèåëèíà è êàâåîëèíà-1 — ìàðêåðíîãî áåëêà êàâåîë.
Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî èìåííî ìàêñèìàëüíàÿ
ñîõðàííîñòü êàâåîëèíà, ïî-âèäèìîìó, ïðèâîäèò ê ñîõðà-
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Ðèñ. 3. Ìîðôîìåòðèÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ: ÀÑÌ-ñêàí ïëàíàð-
íûõ ðàôòîâ íà 5-å ñóò èññëåäîâàíèÿ (à) è ïðîôèëü ïëàíàðíîãî
ðàôòà, â êîòîðîì ñå÷åíèå îðèåíòèðîâàíî ïî íàïðàâëåíèþ ñêà-

íèðîâàíèÿ (á).

Îòñåêàþùèå ïëîñêîñòè îáîçíà÷åíû øòðèõîâîé ëèíèåé. Â äàííîì ñëó-
÷àå îíè ïîêàçûâàþò, ÷òî äèàìåòð èññëåäóåìîãî ïëàíàðíîãî ðàôòà ñî-

ñòàâëÿåò 600 íì (á).

Äèíàìèêà îñíîâíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ÄÌÄ, èçîëèðîâàííûõ èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ

Ïàðàìåòð

Ðàçìåð, íì

ïëàíàðíûå ðàôòû êàâåîëû

âðåìÿ, ñóò âðåìÿ, ñóò

1
(êîíòðîëü, n = 74)

2
(n = 68)

3
(n = 61)

5
(n = 11)

1
(n = 61)

5
(n = 10)

7
(n = 45)

Âûñîòà 5.7 � 2.9 13.0 � 1.9à 5.9 � 2.2à 30.2 � 4.3à 9.4 � 5.4 43.7 � 25.2à 10.4 � 4.8à

Äèàìåòð 150.6 � 68.6 158.4 � 95.2à 263.9 � 168.9à 245.0 � 170.0à 87.3 � 46.1 93.9 � 54.4à 98.4 � 53.8à

à p < 0.05 — äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñ äàííûìè äëÿ 1 ñóò; n — ÷èñëî èçìåðåíèé.



íåíèþ êàâåîëàìè êîëáîîáðàçíîé ôîðìû (ðèñ. 2, á; 4, â).
Âûñîòà ýêñòðàãèðîâàííûõ êàâåîë ñóùåñòâåííî áîëüøå,
÷åì âûñîòà èçîëèðîâàííûõ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ. Êàê ïîêà-
çûâàþò ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîòèíãà, ëèáðîë WX íå óäà-
ëÿåò îñíîâíûå ìàðêåðíûå áåëêè (Salvary et al., 2012) —
íè ôëîòèëëèí-1 ïëàíàðíûõ ðàôòîâ, íè êàâåîëèí-1 êàâå-
îë. Â òî æå âðåìÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòîãî äåòåðãåíòà
ÄÌÄ ñâîáîäíû îò ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà, êàê ïîêàçûâà-
þò äàííûå ÀÑÌ. Òàêèì îáðàçîì, ðàçëè÷èÿ â âûñîòå îáó-

ñëîâëåíû, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, èìåííî ïîëèìåðèçàöèåé
êàâåîëèíà.

Èíòåðåñíûì ôàêòîì ÿâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå ñóùåñòâåí-
íûõ ðàçëè÷èé â ìîðôîëîãèè è ðàçìåðàõ ïëàíàðíûõ ðàô-
òîâ è êàâåîë, âûäåëåííûõ èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ ëþäåé
è ëþäåé, ïåðåíåñøèõ ÈÌ. Ìîíîöèòîç ÿâëÿåòñÿ øèðîêî
èçâåñòíûì ôàêòîì ïðè àòåðîñêëåðîçå è ÈÌ. Ìîíîöèòû
ðåêðóòèðóþòñÿ èç êîñòíîãî ìîçãà è áëàãîäàðÿ äèàïåäåçó
ìèãðèðóþò â èíòèìó, ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâà-
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Ðèñ. 4. Ìîðôîëîãèÿ äåòåðãåíò-óñòîé÷èâûõ ìåìáðàííûõ äîìåíîâ, èçîëèðîâàííûõ èç ìîíîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ (à, â) è ïàöèåí-
òà, ñòðàäàþùåãî èíôàðêòîì ìèîêàðäà (ÈÌ) (á, ã, ä).

à, á — ïëàíàðíûå ðàôòû ñîîòâåòñòâåííî çäîðîâîãî è ïðè ÈÌ; â, ã — êàâåîëû ñîîòâåòñòâåííî çäîðîâîãî è ïðè ÈÌ; ä — êàâåîëû ïðè ÈÌ ôîðìèðóþò
ìîíîñëîé íà ïîâåðõíîñòè ñëþäû. Øêàëà âûñîò ïîêàçûâàåò âûñîòó îáúåêòîâ: áîëåå ñâåòëûå îòòåíêè ñîîòâåòñòâóþò áîëåå âûñîêèì îáúåêòàì.

Ðèñ. 5. Ìîðôîëîãèÿ äåòåðãåíò-óñòîé÷èâûõ ìåìáðàííûõ äîìåíîâ, èçîëèðîâàííûõ èç ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷íîé âåíû ÷åëî-
âåêà.

Ñêàí ïîëó÷åí íà ïîâåðõíîñòè ñëþäû ìåòîäîì àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (Bruker). à — ïëàíàðíûå ðàôòû; á — êàâåîëû. Øêàëà âûñîò ïîêàçûâàåò
âûñîòó îáúåêòîâ: áîëåå ñâåòëûå îòòåíêè ñîîòâåòñòâóþò áîëåå âûñîêèì îáúåêòàì.



öèåé êëåòîê è èõ äèôôåðåíöèðîâêîé â òêàíåâûå ìàêðî-
ôàãè (Tall et al., 2012). Ìàêðîôàãè çàõâàòûâàþò îêèñëåí-
íûå ëèïîïðîòåèíû íèçêîé ïëîòíîñòè (ËÏÍÏ) áëàãîäàðÿ
ðàáîòå ðåöåïòîðîâ-ìóñîðùèêîâ (scavenger receptor), â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî îáðàçóþòñÿ ïåíèñòûå êëåòêè (Moore, Tabas,
2011). Ýòî îäèí èç îñíîâíûõ ïðîöåññîâ â ìåõàíèçìå ôîð-
ìèðîâàíèÿ àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøåê. Èçìåíåíèÿ â
õîëåñòåðèíîâîì ãîìåîñòàçå ìîíîöèòîâ îêàçûâàåò íåïî-
ñðåäñòâåííîå âëèÿíèå íà ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ìèêðî-
äîìåíîâ è íà èõ ôóíêöèè (Wolf et al., 2007). Âàæíûì ôàê-
òîì ÿâëÿåòñÿ è òî, ÷òî ïðè çàïóñêå in vivo àòåðîãåííîé ëè-
ïîïðîòåèíîâîé àêòèâàöèè ó ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ,
èçìåíÿþòñÿ íå òîëüêî ðàçìåðû è ìîðôîëîãèÿ ÄÌÄ. Êàê
ïîêàçàíî (Wolf et al., 2007), ñîëþáèëèçèðîâàòü äåòåðãåí-
òîì (Òðèòîíîì X-100) áîëüøèíñòâî îñíîâíûõ Fcg-ðåöåï-
òîðîâ (CD16, CD32 è CD64, íåêîòîðûå èç êîòîðûõ âîâëå-
÷åíû â àòåðîãåííûé ëèïîïðîòåèíîâûé êëèðåíñ), ðåöåïòî-
ðîâ-ìóñîðùèêîâ (CD36, CD91 è CD163, âîâëå÷åííûõ â
çàõâàò ìîäèôèöèðîâàííûõ ËÏÍÏ), èíòåãðèíîâ (CD11a,
CD11b è CD18) è çàÿêîðåííûõ ÷åðåç ãëèêîçèëôîñôàòèäè-
ëèíîçèòîë áåëêîâ (CD14, CD47 è CD55) çíà÷èòåëüíî
òðóäíåå ïðè ÈÌ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ýòî îçíà÷à-
åò, ÷òî è áèîõèìè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà ðàôòîâ â ñëó÷àå ÈÌ
òàêæå çíà÷èòåëüíî èçìåíÿåòñÿ. Ýòè äàííûå ïîëíîñòüþ
ïîäòâåðæäàþòñÿ èññëåäîâàíèÿìè (Salvary et al., 2012),
êîòîðûå îáíàðóæèëè, ÷òî ñîäåðæàíèå õîëåñòåðèíà âûøå
â ïëàíàðíûõ ðàôòàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ (63 � 3 %) ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïëàíàðíûìè ðàôòàìè, âûäåëåííûìè èç ìî-
íîöèòîâ ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ (41 � 2 %). Òàêèì
îáðàçîì, ñóùåñòâåííîå óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ ïëàíàðíûõ
ðàôòîâ ïðè ÈÌ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî íàðóøåíèåì
õîëåñòåðèíîâîãî ìåòàáîëèçìà ìîíîöèòîâ, êîòîðîå ñîïðî-
âîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðèíà â ðàô-
òàõ. Â ýòîì ñëó÷àå ñíèæåíèå ñîëþáèëèçàöèè â äåòåð-
ãåíòàõ îñíîâíûõ ðåöåïòîðîâ ìîíîöèòîâ, ïî-âèäèìîìó,
ÿâëÿåòñÿ êîìïåíñàòîðíîé ðåàêöèåé êëåòîê, êîòîðûå ïû-
òàþòñÿ ïîääåðæèâàòü ñâîè ôèçèîëîãè÷åñêèå ôóíê-
öèè â óñëîâèÿõ äåôèöèòà õîëåñòåðèíà è ìàëûõ ðàçìåðîâ
ðàôòîâ.

Äðóãàÿ ñèòóàöèÿ íàáëþäàåòñÿ ñ êàâåîëàìè. Ñîãëàñíî
ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, ïðîèñõîäèò ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìîå óìåíüøåíèå âûñîòû êàâåîë è íåçíà÷èòåëüíîå
óìåíüøåíèå èõ äèàìåòðà â ñëó÷àå èõ ýêñòðàãèðîâàíèÿ èç
ìîíîöèòîâ ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ. Äðóãèå àâòîðû
(Salvary at al., 2012) ïîêàçàëè, ÷òî ñîäåðæàíèå õîëåñòåðè-
íà ìåíüøå â êàâåîëÿðíîé ôðàêöèè çäîðîâûõ äîíîðîâ
(13 � 1 %), ÷åì ó ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ (34 � 2 %).
Ïîëó÷åííûå äàííûå íå ïðîòèâîðå÷àò äðóã äðóãó, åñëè
ïðèíÿòü âî âíèìàíèå ôàêò, ïîêàçàííûé íà ðèñ. 4. Êàâåî-
ëû ïðè ÈÌ (ðèñ. 4, ã, ä) ìåíüøå, ÷åì êàâåîëû çäîðîâûõ
äîíîðîâ (ðèñ. 4, â), íî î÷åâèäíî, ÷òî êàâåîëû áîëüíûõ îá-
íàðóæèâàþò òåíäåíöèþ ê çíà÷èòåëüíîé àãðåãàöèè
(ðèñ. 4, ã) è ôàêòè÷åñêè îáðàçóþò ìîíîñëîé íà ïîâåðõíî-
ñòè ñëþäû (ðèñ. 4, ä). Òàêèì îáðàçîì, ñóììàðíàÿ ïëî-
ùàäü, çàíèìàåìàÿ êàâåîëàìè, âûäåëåííûìè èç ìîíîöè-
òîâ ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ, îêàçûâàåòñÿ áîëüøå
ïëîùàäè, çàíèìàåìîé êàâåîëàìè, èçîëèðîâàííûìè èç ìî-
íîöèòîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ, à ñëåäîâàòåëüíî, ëîãè÷íî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî è ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî õîëåñòåðèíà
áóäåò çíà÷èòåëüíî áîëüøå. Òàêèì îáðàçîì, çäåñü, êàê è â
ñëó÷àå ñ ïëàíàðíûìè ðàôòàìè, àëüòåðàöèÿ ìîðôîëîãèè
ñóáìåìáðàííûõ ñòðóêòóð îòðàæàåò íàðóøåíèå èõ áèî-
õèìèè.

Ïëàíàðíûå ðàôòû è êàâåîëû âûäåëåíû èç ÝÊÏÂ×
òåì æå ìåòîäîì, ÷òî ÄÌÄ ìîíîöèòîâ. Òåì íå ìåíåå îíè

çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðàçìåðàì è ìîðôîëîãèè.
Åñòü äâà âîçìîæíûõ îáúÿñíåíèÿ ðàçâèòîé è íåðåãóëÿð-
íîé ñòðóêòóðû ïëàíàðíûõ ðàôòîâ ÝÊÏÂ×. Ëèáî ìû íà-
áëþäàåì àãðåãàöèþ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ ïðè âûäåëåíèè èõ
èç ÝÊÏÂ×, ëèáî ðàçâèòûå ñòðóêòóðû íà ïîâåðõíîñòè
ñëþäû îòðàæàþò ðåàëüíóþ ìîðôîëîãèþ ïëàíàðíûõ ðàô-
òîâ íà ïîâåðõíîñòè æèâûõ êëåòîê. Íàèáîëåå âåðîÿòíî
âòîðîå îáúÿñíåíèå, ïîñêîëüêó ÀÑÌ-èññëåäîâàíèå ïëà-
íàðíûõ ðàôòîâ ïðîâîäèëîñü íåìåäëåííî ïîñëå âûäåëå-
íèÿ. Êðîìå òîãî, êîíöåíòðàöèÿ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ îêàçà-
ëàñü î÷åíü âûñîêîé: îíè ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîêðû-
âàþò ïîâåðõíîñòü ñëþäû. Ïîêàçàíî (Rinia et al., 2001),
÷òî âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ õîëåñòåðèíà â ðàôòàõ ïðèâî-
äèò ê ôîðìèðîâàíèþ áîëåå êðóïíûõ è íåðåãóëÿðíûõ
ñòðóêòóð. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïëàíàðíûå ðàôòû, èçî-
ëèðîâàííûå èç ÝÊÏÂ×, èìåëè ñëîæíóþ, êðóïíóþ, íåðå-
ãóëÿðíóþ ôîðìó, à èññëåäîâàíèå â ðåæèìå ìèêðîòâåðäî-
ñòè è ñîçäàíèå êàðò ýëàñòè÷íîñòè (ðåçóëüòàòû íå ïîêàçà-
íû) ïðîäåìîíñòðèðîâàëè íàëè÷èå âûñîêîé ðèãèäíîñòè
äàííûõ ñòðóêòóð, ò. å. îíè, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ñîäåðæàò
áîëüøå õîëåñòåðèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëàíàðíûìè ðàôòà-
ìè ìîíîöèòîâ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå ðàçëè÷èÿ îáóñëîâëåíû ôóíêöèîíàëüíûìè ðàçëè÷èÿ-
ìè êëåòîê. Ìîíîöèòû ÿâëÿþòñÿ âûñîêîìîáèëüíûìè
êëåòêàìè; îíè ïîñòîÿííî ôîðìèðóþò, ðåîðãàíèçóþò, îáú-
åäèíÿþò è ðàçáèðàþò ðàôòû. Â òî æå âðåìÿ ýíäîòåëèàëü-
íûå êëåòêè ñòàöèîíàðíû è áîëåå ñòàáèëüíû, îíè ïðàêòè-
÷åñêè ÿâëÿþòñÿ ïîñòîÿííîé ôóíêöèîíàëüíîé ïëàòôîð-
ìîé äëÿ âñåõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ âíóòðèñîñóäèñòûõ
ïðîöåññîâ. Êàê ñëåäñòâèå, îíè ôîðìèðóþò êðóïíûå è áî-
ëåå ðàçâèòûå ñòðóêòóðû ÄÌÄ.

Çíà÷èòåëüíûå ôóíêöèîíàëüíûå ðàçëè÷èÿ êëåòîê îáú-
ÿñíÿþò è çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ ìîðôîëîãèè êàâåîë: êà-
âåîëû ìîíîöèòîâ ó÷àñòâóþò âî âíóòðèêëåòî÷íîì êàâå-
îëçàâèñèìîì òðàíñïîðòå, òîãäà êàê êàâåîëû ýíäîòîëèàëü-
íûõ êëåòîê â áîëüøåé ñòåïåíè âîâëå÷åíû â òðàíñöèòîç.

Ìåòîäè÷åñêàÿ ÷àñòü ðàáîòû ÿñíî ïîêàçàëà, ÷òî è ïëà-
íàðíûå ðàôòû, è êàâåîëû óâåëè÷èâàþò ðàçìåðû óæå íà
âòîðîé äåíü õðàíåíèÿ (ñì. òàáëèöó). Áûñòðàÿ àãðåãàöèÿ
ñòðóêòóð îòìå÷àëàñü âî âñåõ ñëó÷àÿõ. Â íàøåé ïðåäûäó-
ùåé ðàáîòå ìåòîäîì âûñîêîñêîðîñòíîé ÀÑÌ ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàíî, ÷òî â òå÷åíèå 50 ìèí äèíàìè÷åñêîãî íàáëþ-
äåíèÿ (ðåæèì âèäåî) ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå ñóììàð-
íîé ïîâåðõíîñòè ïëàíàðíûõ ðàôòîâ â 1.1 ðàçà (â ñðåäíåì
ñ 91 000 äî 102 000 íì2) (Pleskova et al., 2012). Èçáûòîê
ñâîáîäíîé ýíåðãèè íà ãðàíèöå ðàçäåëà ôàç ÿâëÿåòñÿ äâè-
æóùåé ñèëîé ñëèÿíèÿ íàíîìåòðîâûõ ðàôòîâ â áîëåå
êðóïíûå ñòðóêòóðû. Ïîýòîìó îñíîâíîé ìåòîäè÷åñêèé
âûâîä çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî èíôîðìàöèþ î ðåàëüíûõ
ðàçìåðàõ è ôîðìå ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è êàâåîë íåîáõîäè-
ìî ïîëó÷àòü íåìåäëåííî ïîñëå âûäåëåíèÿ, èíà÷å âîçíè-
êàþò íåèçáåæíûå îøèáêè â îöåíêå è ðàçìåðà, è ôîðìû
ÄÌÄ.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè áûñòðóþ àã-
ðåãàöèþ ïëàíàðíûõ ðàôòîâ è êàâåîë. Äëÿ ñòðóêòóð, èñ-
ñëåäîâàííûõ â ïåðâûé äåíü âûäåëåíèÿ, ïîêàçàíû ñëå-
äóþùèå ôàêòû: 1) ïëàíàðíûå ðàôòû, ñîäåðæàùèå â êà-
÷åñòâå îñíîâíîãî ìàðêåðà ôëîòèëëèí-1, è êàâåîëû,
ñîäåðæàùèå ìàðêåð êàâåîëèí-1, èìåþò ðàçíûå ìîðôîëî-
ãèþ è ðàçìåðû; 2) ÄÌÄ, âûäåëåííûå èç ìîíîöèòîâ çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ, îòëè÷àþòñÿ îò àíàëîãè÷íûõ ñòðóêòóð
ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ÈÌ; 3) ïëàíàðíûå ðàôòû è êàâå-
îëû, âûäåëåííûå èç ðàçíûõ êëåòîê (ìîíîöèòîâ è ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê), ðàçëè÷àþòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêè è ìåòðè-
÷åñêè.
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Planar raft and caveolae are specific membrane clusters with high concentration of cholesterol and lipids
with saturated fatty acid. These clasters are resistant to detergents and are denoted as detergent resistant memb-
ranes domains (DRMs). Their morphology and size have been studied by atomic force microscopy. The size of
planar rafts isolated by Librol from monocytes of healthy volunteers was 150.6 ± 68.6 nm — diameters and
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5.7 ± 2.9 nm — height, the size of caveolae was 87.3 ± 46.1 nm — diameters and 9.4 ± 5.4 nm — height. Sig-
nificant difference have been found morphology and size of DRMs isolated from monocytes of healthy volun-
teers and patients suffering from myocardial infarction as well as between DRMs isolated from endothelial
cells. The study of time-dependent changes in the morphology of isolated planar rafts and caveolae has shown
that they quickly aggregate during keeping. Therefore, to asses the actual size and morphology of the DRMS,
they should be investigated immediately after isolation.

K e y w o r d s: planar raft, caveolae, morphology, size, atomic force microscopy.
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