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Ê. Â. Ðóòòî è äð.
Ðåãóëÿöèÿ ïðîäóêöèè ôàêòîðà ðîñòà ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ýïèòåëèÿ òèìóñà ìûøè

Ôàêòîð ðîñòà ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ (VEGF) âî âçðîñëîì îðãàíèçìå ñèíòåçèðóåòñÿ ýïèòåëèàëüíû-
ìè êëåòêàìè òèìóñà â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå è âûïîëíÿåò ôóíêöèè ïîääåðæàíèÿ ñîñóäèñòîãî ãîìåîñòà-
çà. Îäíàêî ðîëü VEGF çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò ïðè âîññòàíîâëåíèè òèìóñà ïîñëå èíâîëþöèè, âûçâàí-
íîé õèìèî-, ðåíòãåíî- èëè ãîðìîíîòåðàïèåé. Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ
ôàêòîðîâ íà ïðîäóêöèþ VEGF ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè òèìóñà ìûøè in vitro. Â êà÷åñòâå ìîäåëè áû-
ëè èñïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ëèíèè êîðòèêàëüíîãî cTEC1-2 è ìåäóëëÿðíîãî mTEC3-10 ýïèòåëèÿ òèìóñà.
Ýòè êëåòêè áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû ïî ñïîñîáíîñòè ñèíòåçèðîâàòü ìÐÍÊ è áåëîê VEGF, à òàêæå ïî íà-
ëè÷èþ â íèõ ðåöåïòîðîâ VEGF (VEGFR). Ýêñïðåññèè ìÐÍÊ VEGFR1 è VEGFR2 â ýòèõ êëåòêàõ íå âûÿâ-
ëåíû, à ýêñïðåññèÿ íåéðîïèëèíà-1 (NRP-1) âûðàæåíà ñëàáî. Ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî ìåòîäà
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè cTEC1-2 ïðîäóöèðóþò VEGF â 30 ðàç áîëüøå, ÷åì mTEC3-10. Êëåòî÷íûå ëè-
íèè ïî-ðàçíîìó îòâå÷àëè íà äîáàâëåíèå öèòîêèíîâ, ãîðìîíàëüíûõ ïðåïàðàòîâ, à òàêæå òèìîöèòîâ. Äî-
áàâëåíèå ðîñòîâîãî ôàêòîðà êåðàòèíîöèòîâ (KGF) ïîâûøàëî ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ è ïðîäóêöèþ VEGF â
ìåäóëëÿðíûõ è îäíîâðåìåííî ñ ýòèì ïîíèæàëî ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ â êîðòèêàëüíûõ êëåòêàõ. Äåêñàìåòà-
çîí ïîäàâëÿë ïðîäóêöèþ VEGF è ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ VEGF â êîðòèêàëüíûõ êëåòêàõ, â òî âðåìÿ êàê â ìå-
äóëëÿðíûõ ñíèæàë òîëüêî ïðîäóêöèþ. Äîáàâëåíèå IL-7, IL-1b èëè òèìîöèòîâ ìûøåé ñòèìóëèðîâàëî, à
äîáàâëåíèå ñåìàôîðèíà 3À, SDF-1a èëè ÀÊÒÃ ïîäàâëÿëî ïðîäóêöèþ VEGF â êîðòèêàëüíûõ ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòêàõ, íå âëèÿÿ ïðè ýòîì íà ìåäóëëÿðíûå. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî íàøè äàííûå, ïîëó÷åííûå
in vitro, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â äàëüíåéøåì äëÿ ðàçðàáîòêè ïðîãðàìì öåëåíàïðàâëåííîé ðåãóëÿöèè
ñèíòåçà VEGF â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ òèìóñà â îðãàíèçìå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òèìóñ, ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè, cTEC1-2, mTEC3-10, ôàêòîð ðîñòà ñîñóäèñòîãî
ýíäîòåëèÿ (VEGF), ôàêòîð ðîñòà êåðàòèíîöèòîâ (KGF), äåêñàìåòàçîí, VEGFR1, VEGFR2, íåéðîïèëèí-1
(NRP-1).

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÔÀ — èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç, ÎÒ-ÏÖÐ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèï-
öèÿ ñ ïîñëåäóþùåé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé, ÀÊÒÃ — àäðåíîêîðòèêîòðîïíûé ãîðìîí.

Ôàêòîð ðîñòà ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ (VEGF) ÿâëÿåò-
ñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ è ýêñïðåñ-
ñèðóåòñÿ âî âñåõ âàñêóëÿðèçîâàííûõ òêàíÿõ, â òîì ÷èñëå
è îðãàíàõ èììóííîé ñèñòåìû. Ïîêàçàíî, ÷òî â òèìóñå ÷å-
ëîâåêà è ìûøè VEGF ñèíòåçèðóåòñÿ ýïèòåëèàëüíûìè
êëåòêàìè (Corbel et al., 2007; Cimpean et al., 2008), ïðè÷åì
åãî ñèíòåç íàèáîëåå âûðàæåí â ýìáðèîíàëüíîì è íåîíà-
òàëüíîì ïåðèîäàõ (Muller et al., 2005; Cuddihy et al.,
2009). Â ýòî âðåìÿ VEGF íåîáõîäèì äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ñîñóäèñòîé ñåòè òèìóñà, ïîñêîëüêó íîêàóò ýòîãî ãåíà â
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïðèâîäèò ê ãèïîâàñêóëÿðèçàöèè
è íàðóøåíèþ àðõèòåêòóðû ñîñóäîâ âèëî÷êîâîé æåëåçû
(Muller et al., 2005).

Âî âçðîñëîì îðãàíèçìå VEGF â òèìóñå óòðà÷èâàåò
ñâîþ àíãèîãåííóþ àêòèâíîñòü è ñîäåðæèòñÿ â íåì ëèøü â
íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå (Cuddihy et al., 2009). Ñ÷èòàåòñÿ,
÷òî ôèçèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü VEGF çàêëþ÷àåòñÿ â ïîääåð-
æàíèè ñîñóäèñòîãî ãîìåîñòàçà, ðåãóëÿöèè ïðîíèöàåìî-
ñòè ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà è òðàíñýíäîòåëèàëüíîé
ìèãðàöèè êëåòîê (Yla-Herttuala et al., 2007). Ñîñòîÿíèå

ñîñóäîâ èãðàåò âàæíóþ ðîëü êàê äëÿ ïîïîëíåíèÿ òèìóñà
ïðå-Ò-ëèìôîöèòàìè, ïîñòóïàþùèìè èç êîñòíîãî ìîçãà,
òàê è äëÿ âûõîäà òèìîöèòîâ íà ïåðèôåðèþ.

Îäíàêî ïîòðåáíîñòü â ëîêàëüíîì ñèíòåçå VEGF è åãî
àíãèîãåííîé àêòèâíîñòè ðåçêî âîçðàñòàåò ïðè âîññòàíîâ-
ëåíèè âèëî÷êîâîé æåëåçû ïîñëå èíâîëþöèè òèìóñà, âû-
çâàííîé ïðèìåíåíèåì õèìèî-, ãîðìîíî- èëè ðåíòãåíîòå-
ðàïèè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íîðìàëèçàöèÿ òèìîïîýçà ó ìû-
øåé ïîñëå ïðèìåíåíèÿ öèêëîôîñôàìèäà ñîïðîâîæäaåòñÿ
ðåïàðàòèâíûì àíãèîãåíåçîì, à óâåëè÷åíèå ÷èñëà ñîñóäîâ
â òèìóñå êîððåëèðóåò ñ ïîâûøåíèåì â íåì ñèíòåçà è ñî-
äåðæàíèÿ VEGF (Park et al., 2007). Òàêèì îáðàçîì, öåëå-
íàïðàâëåííàÿ ðåãóëÿöèÿ ñèíòåçà VEGF â òèìóñå ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç ïîäõîäîâ ê ðåøåíèþ âàæíîé ìåäèöèíñêîé çàäà-
÷è — êîððåêöèè Ò-êëåòî÷íîãî èììóíîäåôèöèòà.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ðàçëè÷-
íûõ öèòîêèíîâ è ãîðìîíîâ íà ïðîäóêöèþ VEGF ýïèòåëè-
àëüíûìè êëåòêàìè òèìóñà. Â êà÷åñòâå ìîäåëè áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ëèíèè êîðòèêàëüíîãî è ìåäóëëÿð-
íîãî ýïèòåëèÿ òèìóñà ìûøè cTEC1-2 è mTEC3-10, â
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êîòîðûõ ìû âûÿâèëè ñïîñîáíîñòü ê ñèíòåçó VEGF. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå î ñòèìóëÿöèè ñèíòåçà VEGF â êëåòêàõ
ýïèòåëèÿ òèìóñà ñ ïîìîùüþ ðÿäà öèòîêèíîâ (KGF, IL-7 è
IL-1b) in vitro ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â äàëüíåéøåì
äëÿ ðàçðàáîòêè ïðîãðàìì âîññòàíîâëåíèÿ âèëî÷êîâîé æå-
ëåçû. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî ïîäàâëåíèå ïðîäóêöèè
VEGF â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ òèìóñà ïðè äîáàâëåíèè äåêñà-
ìåòàçîíà, ÷òî ñóùåñòâåííî äîïîëíÿåò íàøè ïðåäñòàâëå-
íèÿ î ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîì è àíòèàíãèîãåííîì äåéñò-
âèè ýòîãî ïðåïàðàòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà
äâóõ ëèíèÿõ òèìóñíîãî ýïèòåëèÿ ìûøåé — êîðòèêàëüíî-
ãî cTEC1-2 è ìåäóëëÿðíîãî mTEC3-10, ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåííûõ â íàøå ðàñïîðÿæåíèå ïðîô. M. Kasai èç Òî-
êèéñêîãî óíèâåðñèòåòà (Kasai, Mizuochi, 2007). Ïåðâîíà-
÷àëüíî êëåòî÷íûå ëèíèè áûëè ïîëó÷åíû èç òèìóñîâ
íîâîðîæäåííûõ ìûøåé ëèíèè C57BL/6 è îõàðàêòåðèçî-
âàíû ïî ýêñïðåññèè öèòîêåðàòèíîâ ñ ïîìîùüþ èììóíî-
ãèñòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà (Kasai et al., 1996). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæà-
ùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone,
Âåëèêîáðèòàíèÿ), 0.1 ìã/ìë ãåíòàìèöèíà (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ), è 0.6 ìã/ìë ãëóòàìèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ïðè 5 % CO2

è 37 °Ñ.
Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ ñ ï î ñ ë å ä ó þ ù å é

ï î ë è ì å ð à ç í î é ö å ï í î é ð å à ê ö è å é (Î Ò - Ï Ö Ð).
Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ VEGF è åãî ðåöåï-
òîðîâ — íåéðîïèëèíà-1 (NRP-1) è òèðîçèí-êèíàçíûõ ðå-
öåïòîðîâ VEGFR1 è VEGFR2 â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ
òèìóñà ìûøè, à òàêæå äëÿ îïðåäåëåíèÿ â íèõ ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ öèòîêåðàòèíîâ èñïîëüçîâàëè ïîëóêîëè÷åñòâåííûé
ìåòîä ÎÒ-ÏÖÐ. Êëåòêè ýïèòåëèÿ âíîñèëè â 24-ëóíî÷íûé
ïëàíøåò (3�105 êë. íà ëóíêó) íà 24 ÷ äî îáðàçîâàíèÿ êîí-
ôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Çàòåì êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 24 ÷
ñ ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè. Îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ðåàêòèâà TRI (Sigma, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ ÎÒ ñ ïîñëå-
äóþùåé ÏÖÐ è ïîäáîð ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ äëÿ
âûÿâëåíèÿ VEGF è åãî ðåöåïòîðîâ ïîäðîáíî îïèñàíû
íàìè ðàíåå (Ñòåïàíîâà è äð., 2007). Ïðàéìåðû äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ VEGF áûëè ïîäîáðàíû òàêèì îáðàçîì, ÷òî âûÿâëÿ-
ëèñü âñå òðè èçîôîðìû öèòîêèíà — VEGF120, VEGF164 è
VEGF188. Äëÿ âûÿâëåíèÿ öèòîêåðàòèíîâ èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå ïðàéìåðû: äëÿ êåðàòèíà 5 (KER5) — ïðÿìîé
5R-aacgcggggagctggctctcaa-3R è îáðàòíûé 5R-gccaaagccactgc-
caacacca-3R (ðàçìåð ïðîäóêòà 290 ïàð íóêëåîòèäîâ); äëÿ
êåðàòèíà 8 (KER8) — ïðÿìîé 5R-aggcagctgcgcgagtacca-3R è
îáðàòíûé 5R-aaccacagccttggtggtgc-3R (285 ïàð íóêëåîòèäîâ)
ïðè 34 öèêëàõ àìïëèôèêàöèè. Â êà÷åñòâå ãåíà ñðàâíåíèÿ
áûë âûáðàí b-àêòèí, äëÿ âûÿâëåíèÿ êîòîðîãî èñ-
ïîëüçîâàëè ïðÿìîé ïðàéìåð 5R-atggatgacgatatcgct-3R è îá-
ðàòíûé 5R-atgaggtagtctgtcaggt-3R (568 ïàð íóêëåîòèäîâ,
20 öèêëîâ). Ðåçóëüòàòû âèçóàëèçèðîâàëè ïî ýëåêòðîôîðå-
çó â 1%-íîì ãåëå, îêðàøåííîì áðîìèñòûì ýòèäèåì (ICN,
ÑØÀ), ñ ïîñëåäóþùèì ôîòîãðàôèðîâàíèåì è äåíñèòî-
ìåòðèåé ïîëîñ â ãåëå ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ScionImage
(Adobe, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ô å ð ì å í ò í û é à í à ë è ç (È Ô À). Êîëè÷å-
ñòâåííîå ñîäåðæàíèå VEGF â íàäîñàäêàõ 24-÷àñîâûõ
êóëüòóð êëåòîê ýïèòåëèÿ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ,
èñïîëüçóÿ íàáîð äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìûøèíîãî VEGF (R&D

Systems, ÑØÀ). Â îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ êîíöåíòðà-
öèþ VEGF ñîîòíîñèëè ñ ñîäåðæàíèåì îáùåãî áåëêà â
êëåòêàõ, êîòîðûå ëèçèðîâàëè äîáàâëåíèåì 200 ìêë 0.1 N
NaOH íà 1 ëóíêó â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Áåëîê îïðåäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà Áðýäôîðäà (Bio-Rad, ÑØÀ).
Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ñòàíäàðòíîé êðèâîé èñïîëüçîâàëè áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Ýêñïðåññèþ
NRP-1 íà ïîâåðõíîñòè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è òèìîöè-
òîâ èíòàêòíûõ ìûøåé îïðåäåëÿëè íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ôëóîðèìåòðå Navios (Beckman Coulter, ÑØÀ) ñ ïîìîùüþ
êîçüèõ àíòèòåë ïðîòèâ NRP-1 ìûøè, ìå÷åííûõ êàðáîê-
ñèôëóîðåñöåèíîì (R&D Systems, ÑØÀ), è ñîîòâåòñòâóþ-
ùåãî èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ. Êëåòêè ýïèòåëèÿ îòäåëÿ-
ëè îò äíà ôëàêîíà àêêóòàçîé (Sigma, ÑØÀ), ïîñëå ÷åãî
îòìûâàëè è èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè. Äëÿ êàæäîãî èç
îáðàçöîâ ïðîàíàëèçèðîâàíî íå ìåíåå 15 000 îäèíî÷íûõ
êëåòîê. Îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðî-
ãðàììû Kaluza(tm) v.1.3 (Beckman Coulter, ÑØÀ).

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 ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: àäðåíîêîðòèêîò-
ðîïíûé ãîðìîí (ÀÊÒÃ) è ëåïòèí ÷åëîâåêà, äåêñàìåòàçîí
(Sigma, ÑØÀ); öèòîêèíû ìûøè: KGF, TNF-a, ñåìàôî-
ðèí3A (Sema3A), SDF-1a, IL-7, IL-1b è IL-6 (R&D Sys-
tems, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ð à ç ð à á î ò ê à ì î ä å ë è ä ë ÿ è ç ó ÷ å í è ÿ ñ è í ò å ç à
V E G F i n v i t r o. Â ïðåäâàðèòåëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ íàì
íåîáõîäèìî áûëî ïîäòâåðäèòü ñîõðàííîñòü ýêñïðåññèè
ìàðêåðîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ýïè-
òåëèÿ ïî èõ ïðèíàäëåæíîñòè ê êîðòèêàëüíîìó
(KER5–KER8+) èëè ìåäóëëÿðíîìó (KER5+KER8–) òèïó
ýïèòåëèÿ. Äëÿ ýòîãî ìû èññëåäîâàëè èõ öèòîêåðàòèíî-
âûé ïðîôèëü ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÎÒ-ÏÖÐ. Êàê ïîêàçàíî
íà ðèñ. 1, cTEC1-2 ýêñïðåññèðîâàëè ïðåèìóùåñòâåííî
ìÐÍÊ KER-8, à mTEC3-10 — ìÐÍÊ KER-5, ÷òî ñîîòâåò-
ñòâóåò äàííûì ëèòåðàòóðû (Kasai et al.,1996).

Çàòåì ìû èññëåäîâàëè, ñïîñîáíû ëè èçó÷àåìûå íàìè
êëåòî÷íûå ëèíèè ê ñèíòåçó VEGF. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ÎÒ-ÏÖÐ îáíàðóæèëè, ÷òî îáå ëèíèè ýêñïðåññèðóþò
ìÐÍÊ VEGF, ïðè÷åì ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ â êîðòèêàëüíûõ
êëåòêàõ áûëà çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ìåäóëëÿðíûõ
(ðèñ. 1). Ýòè äàííûå áûëè ïîäòâåðæäåíû ñ ïîìîùüþ
ÈÔÀ ïðè èññëåäîâàíèè ïðîäóêöèè VEGF. Áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî â íàäîñàäêàõ 24-÷àñîâûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð
êëåòîê mTEC3-10 ñîäåðæèòñÿ 76.61 � 5.10 ïã/ìë, à â íàä-
îñàäêàõ cTEC1-2 çíà÷èòåëüíî áîëüøå —
2.60 � 0.16 íã/ìë VEGF.

Â ë è ÿ í è å K G F í à ñ è í ò å ç è ï ð î ä ó ê ö è þ
V E G F. Â îñíîâíîé ÷àñòè ðàáîòû ìû èçó÷àëè ðåãóëÿöèþ
ñèíòåçà VEGF â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ òèìóñà ñ ïîìîùüþ ðàç-
ëè÷íûõ âåùåñòâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ öèòîêèíû è ãîðìî-
íû. Â êà÷åñòâå îñíîâíîãî îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ áûë âû-
áðàí ôàêòîð ðîñòà êåðàòèíîöèòîâ (KGF). Îí ñèíòåçèðó-
åòñÿ òèìîöèòàìè, à íà ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ òèìóñà äëÿ
íåãî èìååòñÿ ñïåöèôè÷åñêèé ðåöåïòîð — FGFR2IIIb
(Erickson et al., 2002; Min et al., 2007; Rossi et al., 2007).
Ïîñêîëüêó ïîêàçàíî, ÷òî KGF ñòèìóëèðóåò â êëåòêàõ
ýïèòåëèÿ òèìóñà ñèíòåç ðÿäà ðîñòîâûõ è äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûõ ôàêòîðîâ (Rossi et al., 2007), ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî KGF òàêæå ìîæåò àêòèâèðîâàòü â íèõ è ñèíòåç VEGF.
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Èññëåäîâàíèå ñèíòåçà è ïðîäóêöèè VEGF ïîä äåéñò-
âèåì 100 íã/ìë KGF ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì äâóõ ìå-
òîäîâ — ÈÔÀ è ÎÒ-ÏÖÐ (ðèñ. 2). Ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè
ÎÒ-ÏÖÐ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè KGF ïðîèñ-
õîäèò óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ VEGF â êîðòèêàëü-
íûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ è, íàïðîòèâ, óñèëåíèå ñèíòå-
çà ìÐÍÊ VEGF â ìåäóëëÿðíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 2, â—å). Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå áûëè ÷àñòè÷íî ïîäòâåðæäåíû ñ
ïîìîùüþ ÈÔÀ (ðèñ. 2, à, á), ïî äàííûì êîòîðîãî äîáàâ-
ëåíèå KGF óâåëè÷èâàëî ñîäåðæàíèå VEGF â ñóïåðíàòàí-
òàõ êëåòîê mTEC3-10 è íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ íà êîíöåí-
òðàöèþ VEGF â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè êëåòîê cTEC1-2.

Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî KGF ñòèìóëèðóåò ïðîëèôå-
ðàöèþ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê (Rossi et al., 2007), íåîáõî-
äèìî áûëî ïîäòâåðäèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
VEGF â ñóïåðíàòàíòàõ ìåäóëëÿðíûõ êëåòîê ñâÿçàíî ñ
óâåëè÷åíèåì åãî ïðîäóêöèè, à íå ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà
êëåòîê. Äëÿ ýòîãî ìû ïðîâåëè äîïîëíèòåëüíûé ýêñïåðè-
ìåíò, â êîòîðîì ðàçðóøèëè ìîíîñëîé êëåòîê è îöåíèëè
ïðîäóêöèþ VEGF â ïåðåñ÷åòå íà îáùèé áåëîê. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ïîäòâåðäèëè ñïîñîáíîñòü KGF ïîâûøàòü
ïðîäóêöèþ VEGF â ìåäóëëÿðíûõ êëåòêàõ: 82.02 �
� 4.78 ïã íà 1 ìã áåëêà â êîíòðîëå è 254.65 � 25.28
ïðè äîáàâëåíèè KGF (n = 6, P < 0.001). Â êîðòèêàëüíûõ
êëåòêàõ èçìåíåíèÿ ïðîäóêöèè VEGF íå îáíàðóæåíî:
2.44� 0.29 íã íà 1 ìã áåëêà â êîíòðîëå è 2.89 � 0.46 ïðè
èíêóáàöèè ñ KGF (n = 6), ÷òî ïîäòâåðæäàåò äàííûå, ïîëó-
÷åííûå áåç ðàñ÷åòà íà ñîäåðæàíèå áåëêà.

Â ë è ÿ í è å ä å ê ñ à ì å ò à ç î í à í à ñ è í ò å ç è ï ð î -
ä ó ê ö è þ V E G F. Â êà÷åñòâå äðóãîãî ôàêòîðà íàìè áûë
âûáðàí ïðåïàðàò äåêñàìåòàçîí, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ñèíòå-
òè÷åñêèì àíàëîãîì åñòåñòâåííîãî ãîðìîíà êîðòèêîñòåðî-
íà ó ìûøåé è êîðòèçîëà ó ÷åëîâåêà. Èçâåñòíî, ÷òî ãëþêî-
êîðòèêîèäíûå ãîðìîíû â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå ñèíòå-
çèðóþòñÿ ëîêàëüíî â òèìóñå ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè è
ñàìèìè òèìîöèòàìè (Zilberman et al., 2004; Traves et al.,
2011). Â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ãëþêîêîðòèêîèäû
ó÷àñòâóþò â èíäóêöèè àïîïòîçà è íåãàòèâíîé ñåëåêöèè
(Cohen et al., 2009). Â ýêñïåðèìåíòàõ äåêñàìåòàçîí øèðî-
êî ïðèìåíÿåòñÿ êàê èíäóêòîð àïîïòîçà òèìîöèòîâ in vitro
è êàê ôàêòîð, âûçûâàþùèé èíâîëþöèþ òèìóñà ïðè ââå-
äåíèè â îðãàíèçì â ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ äîçàõ (Alpdogan
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Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ öèòîêåðàòèíîâ (KER-5, KER-8) è
öèòîêèíà VEGF â êëåòêàõ êîðòèêàëüíîãî (cTEC1-2) è ìåäóë-
ëÿðíîãî (mTEC3-10) ýïèòåëèÿ òèìóñà. Ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ.

Äîðîæêè: 1 — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, 2 — êëåòêè cTEC1-2,
3 — êëåòêè mTEC3-10; çäåñü è äàëåå ïî — ïàðû îñíîâàíèé.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå KGF (100 íã/ìë) íà ïðîäóêöèþ è ñèíòåç VEGF êëåòêàìè cTEC1-2 (à, â, ä) è mTEC3-10 (á, ã, å).

à, á — ñîäåðæàíèå VEGF (íã/ìë äëÿ cTEC1-2 è ïã/ìë äëÿ mTEC3-10) â 24-÷àñîâûõ ñóïåðíàòàíòàõ êëåòîê (ÈÔÀ; M � m, n = 6), â, ã — ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ
VEGF â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ, íîðìàëèçîâàííàÿ ïî b-àêòèíó (ÎÒ-ÏÖÐ), óñë. åä. (M�m, n = 6); ñòîëáöû: 2 — êîíòðîëü, 3 — â ïðèñóòñòâèè KGF; ä, å — ôî-
òîãðàôèè ãåëåé îäíîãî èç ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ: äîðîæêà 1 — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, 2 — êîíòðîëü, 3 — â ïðèñóòñòâèè KGF. Çäåñü

è äàëåå: *P < 0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå äåêñàìåòàçîíà íà ïðîäóêöèþ è ñèíòåç VEGF êëåòêàìè cTEC1-2 (à, â, ä) è mTEC3-10 (á, ã, å).

à, á — ñîäåðæàíèå VEGF â 24-÷àñîâûõ ñóïåðíàòàíòàõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð (ÈÔÀ), íã/ìë (à) è ïã/ìë (á), â, ã — ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ VEGF â êëåòêàõ ýïèòå-
ëèÿ, íîðìàëèçîâàííàÿ ïî b-àêòèíó (ÎÒ-ÏÖÐ), óñë. åä.; ñòîëáöû: 2 — êîíòðîëü, 3, 4 — â ïðèñóòñòâèè 100 è 1000 íÌ äåêñàìåòàçîíà ñîîòâåòñòâåííî.
ä, å — ôîòîãðàôèè ãåëåé îäíîãî èç ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ: äîðîæêà 1 — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, 2 — êîíòðîëü, 3, 4 — â ïðèñóòñòâèè

100 è 1000 íÌ äåêñàìåòàçîíà ñîîòâåòñòâåííî. Ïîêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè äëÿ n = 6 (à, á) è n = 4 (â, ã).

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, à òàêæå òèìîöèòîâ íà ïðîäóêöèþ VEGF êëåòêàìè ëèíèé cTEC1-2 è mTEC3-10 ýïèòåëèÿ òè-
ìóñà ïî äàííûì ÈÔÀ.

Ïî âåðòèêàëè — ñîäåðæàíèå VEGF â ñóïåðíàòàíòàõ êëåòîê ñTEC1-2 (íã/ìë) è mTEC3-10 (ïã/ìë). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 24 ÷ â ïðèñóòñòâèè TNF-a
(10 íã/ìë), IL-1b (10 íã/ìë), IL-6 (100 íã/ìë), IL-7 (10 íã/ìë), Sema3A (100 íã/ìë), SDF-1a (200 íã/ìë), ÀÊÒÃ (30 íÌ), ëåïòèíà (10 íÌ) èëè òèìîöèòîâ

èíòàêòíûõ ìûøåé C3HA â ñîîòíîøåíèè ñ êëåòêàìè ýïèòåëèÿ 10 : 1 èëè 20 : 1. Ïîêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè (n = 4—10).



et al., 2006). Â äàííîé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè äâå êîí-
öåíòðàöèè äåêñàìåòàçîíà, îäíà èç êîòîðûõ (100 íÌ) ñî-
îòâåòñòâóåò ïàòîôèçèîëîãè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè êîðòè-
êîñòåðîíà â êðîâè ìûøåé, à äðóãàÿ (1000 íÌ) — ôàðìà-
êîëîãè÷åñêîé äîçå.

Ïî äàííûì ÈÔÀ, âîçäåéñòâèå 100 íÌ äåêñàìåòàçîíà
â òå÷åíèå 24 ÷ óìåíüøàëî ñîäåðæàíèå VEGF â ñóïåðíà-
òàíòàõ îáåèõ èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (ðèñ. 3, à,
á). Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ äåêñàìåòàçîíà íà ñèíòåç ìÐÍÊ
VEGF ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå áûëî
âûÿâëåíî òîëüêî â êîðòèêàëüíûõ êëåòêàõ, â òî âðåìÿ êàê
â ìåäóëëÿðíûõ êëåòêàõ èçìåíåíèé íå íàáëþäàëîñü
(ðèñ. 3, â—å). Ïðè óâåëè÷åíèè äîçû äåêñàìåòàçîíà äî
1000 íÌ ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ VEGF íàáëþäà-
ëîñü òàêæå òîëüêî â êîðòèêàëüíûõ êëåòêàõ ýïèòåëèÿ.

Â ë è ÿ í è å ä ð ó ã è õ ö è ò î ê è í î â, ã î ð ì î í î â, à
ò à ê æ å ò è ì î ö è ò î â í à ï ð î ä ó ê ö è þ V E G F. Èçâåñò-
íî, ÷òî ê ðÿäó ìåäèàòîðîâ, ñèíòåçèðóåìûõ â òèìóñå è èã-
ðàþùèõ ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè âèëî÷-
êîâîé æåëåçû, îòíîñÿòñÿ òàêèå öèòîêèíû, êàê TNF-a,
IL-1b, IL-6, IL-7, SDF-1 (Yarilin, Belyakov, 2004) è Se-
ma3A (Garcia et al., 2012), à òàêæå ãîðìîíàëüíûå ôàêòî-
ðû — ëåïòèí (Gruver, Sempowski, 2008) è ÀÊÒÃ (Talaber
et al., 2015). Èç ïåðå÷èñëåííûõ ïðåïàðàòîâ â íàøèõ èñ-
ñëåäîâàíèÿõ IL-7 è IL-1b ñòèìóëèðîâàëè, Sema3À,
SDF-1a è ÀÊÒÃ ïîäàâëÿëè, à TNF-a, IL-6 è ëåïòèí íå
âëèÿëè íà ïðîäóêöèþ VEGF â êîðòèêàëüíûõ êëåòêàõ ýïè-
òåëèÿ òèìóñà ïðè äåéñòâèè â òå÷åíèå 24 ÷. Ïðè ýòîì àíà-
ëîãè÷íûõ ýôôåêòîâ íà ìåäóëëÿðíûõ êëåòêàõ íå îáíàðó-
æèëè (ðèñ. 4).

Êðîìå òîãî, áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå ñîâìåñòíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê òèìóñà ñ òèìîöè-
òàìè, ïîñêîëüêó â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå î òîì,
÷òî äîáàâëåíèå òèìîöèòîâ ê êóëüòóðå ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê ÷åëîâåêà âûçûâàåò èõ àêòèâàöèþ è óñèëåíèå ñåê-
ðåöèè öèòîêèíîâ (Øàðîâà è äð., 2008). Â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå òèìîöèòîâ âçðîñëûõ
èíòàêòíûõ ìûøåé ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè òèìóñà â
òå÷åíèå 24 ÷ â ñîîòíîøåíèè 10 : 1 íå âëèÿëî, à â ñîîòíî-
øåíèè 20 : 1 ñòèìóëèðîâàëî ïðîäóêöèþ VEGF êîðòè-
êàëüíûìè êëåòêàìè, íå âëèÿÿ ïðè ýòîì íà ìåäóëëÿðíûå
(ðèñ. 4).

Ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é ê ñ è í ò å ç ó
ð å ö å ï ò î ð î â V E G F. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ôóíêöèî-
íèðîâàíèå VEGF â òèìóñå ìîæåò íå îãðàíè÷èâàòüñÿ åãî
âëèÿíèåì òîëüêî íà ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè è ÷òî ýïèòå-
ëèàëüíûå êëåòêè òàêæå ìîãóò ñëóæèòü äëÿ íåãî ìèøåíüþ
ïî òèïó àóòîêðèííîé ðåãóëÿöèè. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïî-
òåçû ìû èññëåäîâàëè ñïîñîáíîñòü ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
ýêñïðåññèðîâàòü ìÐÍÊ ðåöåïòîðîâ VEGF, à èìåííî
VEGFR1 è VEGFR2 è êîðåöåïòîðà NRP-1.

Èñïîëüçóÿ ÎÒ-ÏÖÐ, ìû íå îáíàðóæèëè ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ VEGFR1 è VEGFR2 â êîðòèêàëüíûõ è ìåäóëëÿð-
íûõ êëåòêàõ â ïðåäåëàõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè äàííîãî ìåòî-
äà. Íà êëåòêàõ cTEC1-2 è mTEC3-10 áûëà ïîêàçàíà ýêñï-
ðåññèÿ ìÐÍÊ òîëüêî NRP-1 (ðèñ. 5, ã).

Ïðè èññëåäîâàíèè ïîâåðõíîñòíîé ýêñïðåññèè NRP-1
ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñðåäè êëåòîê
ýïèòåëèÿ áûëî âûÿâëåíî ëèøü íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
NRP-1+-êëåòîê, à èìåííî: ñðåäè êëåòîê ëèíèè cTEC1-2 —

440 Ê. Â. Ðóòòî è äð.

Ðèñ. 5. Ýêñïðåññèÿ ðåöåïòîðîâ VEGF: ìåìáðàííàÿ ýêñïðåññèÿ NRP-1 êëåòêàìè cTEC1-2 (à), mTEC3-10 (á) è òèìîöèòàìè ìûøè
(â) ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, à òàêæå ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ VEGFR1, VEGFR2 è NRP-1 (ã) ïî äàííûì ÎÒ-ÏÖÐ.

à—â: ñâåòëî-ñåðûé öâåò — àíòèòåëà èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ, òåìíî-ñåðûé öâåò — àíòèòåëà ïðîòèâ NRP-1; âûäåëåíà îáëàñòü NRP-1+-êëåòîê è
óêàçàíî èõ ñîäåðæàíèå â %. ã — ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ VEGFR1, VEGFR2 è Nrp-1: äîðîæêà 1 — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, 2 — òêàíü ëåãêîãî ìûøè,

3 — êëåòêè cTEC1-2, 4 — êëåòêè mTEC3-10.



17.9, à ñðåäè êëåòîê mTEC3-10 — 4.0 %, ÷òî áûëî çíà÷è-
òåëüíî íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ òèìîöèòàìè, ó êîòîðûõ äîëÿ
NRP-1+-êëåòîê ñîñòàâèëà 89.8 % (ðèñ. 5, à—â).

Îáñóæäåíèå

Òèìóñ — öåíòðàëüíûé îðãàí èììóííîé ñèñòåìû, â
êîòîðîì ïðîèñõîäèò ñîçðåâàíèå Ò-ëèìôîöèòîâ. Ïðè âîç-
ðàñòíîé, à òàêæå àêöèäåíòàëüíîé èíâîëþöèè òèìóñà, âû-
çâàííîé ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè, íàðóøàåòñÿ òèìîïîýç,
÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ Ò-êëåòî÷íîãî èììóíîäå-
ôèöèòà. Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà ñïîñîáîâ, íàïðàâëåííûõ íà
âîññòàíîâëåíèå íîðìàëüíîãî ñîçðåâàíèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ,
ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé.

Ìåõàíèçìû èíâîëþöèè òèìóñà íåäîñòàòî÷íî ÿñíû.
Ñóùåñòâóåò ãèïîòåçà î òîì, ÷òî â îñíîâå ýòîãî ïðîöåññà
ëåæèò ïîäàâëåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ òèìóñíîãî ýïèòå-
ëèÿ, êîòîðûé äîëæåí îáåñïå÷èâàòü ðàçâèâàþùèåñÿ òèìî-
öèòû íåîáõîäèìûìè ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè (Carrio et al.,
2009). Äåéñòâèòåëüíî, ìíîãèå àâòîðû îòìå÷àþò ñòðóê-
òóðíûå è ôóíêöèîíàëüíûå ïîâðåæäåíèÿ ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê ïðè ðàçâèòèè êàê âîçðàñòíîé (Min et al., 2007), òàê
è îñòðîé èíâîëþöèè, âûçâàííîé îáëó÷åíèåì (Adkins
et al., 1988), ââåäåíèåì öèêëîôîñôàíà (Park et al., 2007)
èëè äåêñàìåòàçîíà (Van Vliet et al., 1986). Â êà÷åñòâå îä-
íîãî èç òàêèõ íàðóøåíèé ðàññìàòðèâàåòñÿ ñíèæåíèå ñî-
äåðæàíèÿ VEGF â òèìóñå ÷åëîâåêà (Ôåäîðîâà è äð., 2009)
è ñîáàê (Agreste et al., 2015) ïðè âîçðàñòíîé èíâîëþöèè
òèìóñà. Àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ íàáëþäàëè ïðè àòðîôèè
âèëî÷êîâîé æåëåçû, âûçâàííîé îïóõîëåâûì ðîñòîì ó
ìûøåé (Carrio et al., 2009).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âïåðâûå îõàðàêòåðèçîâà-
íû äâå êëåòî÷íûå ëèíèè ýïèòåëèÿ òèìóñà ìûøè — êîð-
òèêàëüíîãî (ëèíèÿ cTEC1-2) è ìåäóëëÿðíîãî (ëèíèÿ
mTEC3-10) — ïî èõ ñïîñîáíîñòè ê ñèíòåçó è ïðîäóêöèè
VEGF. Îáå ëèíèè ïðîäóöèðîâàëè VEGF, íî â ðàçíîì êî-
ëè÷åñòâå: êîíöåíòðàöèÿ ýòîãî ôàêòîðà â 24-÷àñîâîì ñó-
ïåðíàòàíòå áûëà ïðèìåðíî â 30 ðàç âûøå ó êëåòîê
cTEC1-2, ÷åì ó êëåòîê mTEC3-10. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè Ìþëëåðà è ñîàâòîðîâ, â ðàáî-
òå êîòîðûõ êîðòèêàëüíûå êëåòêè ýïèòåëèÿ ôåòàëüíîãî
òèìóñà ñèíòåçèðîâàëè VEGF â 10 ðàç áîëüøå, ÷åì ìåäóë-
ëÿðíûå (Muller et al., 2005).

Â ëèòåðàòóðå îïèñàí ðÿä ñïîñîáîâ àêòèâàöèè ýïèòå-
ëèàëüíîãî êîìïàðòìåíòà â òèìóñå. Òàê, áûëî ïîêàçàíî
óñèëåíèå ñèíòåçà VEGF â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ òèìóñà
ó ìûøåé ñ ïîìîùüþ ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ (NGF) ïðè
âîññòàíîâëåíèè ýòîãî îðãàíà ïîñëå ââåäåíèÿ öèêëîôîñ-
ôàìèäà ó ìûøåé (Park et al., 2007), à òàêæå ïóòåì ââåäå-
íèÿ ðîñòîâîãî ôàêòîðà ãåïàòîöèòîâ (HGF) æèâîòíûì ñ
îïóõîëüþ (Carrio et al., 2009). Âëèÿíèå KGF íà ñèíòåç
VEGF â òèìóñå íå èçó÷àëè, íî èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî
KGF àêòèâèðóåò ýòîò ïðîöåññ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ (Na-
rita et al., 2009).

Ìåæäó òåì KGF ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì
ïðåïàðàòîì äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ òèìóñà, ïîñêîëüêó îí
ðàçðåøåí ê ìåäèöèíñêîìó ïðèìåíåíèþ äëÿ ëå÷åíèÿ ïî-
ñëåäñòâèé îáëó÷åíèÿ (Berger et al., 2006). Îí óñïåøíî èñ-
ïîëüçóåòñÿ â ýêñïåðèìåíòå äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ òèìîïîý-
çà ïîñëå ââåäåíèÿ äåêñàìåòàçîíà, öèêëîôîñôàíà èëè îá-
ëó÷åíèÿ (Alpdogan et al., 2006). Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû,
ìåõàíèçì äåéñòâèÿ KGF çàêëþ÷àåòñÿ â ñòèìóëÿöèè ïðî-
ëèôåðàöèè òèìóñíîãî ýïèòåëèÿ è åãî àêòèâàöèè (Rossi
et al., 2007), ÷òî ñîçäàåò äîïîëíèòåëüíûå íèøè äëÿ ðàçâè-

òèÿ òèìîöèòîâ è ñòèìóëèðóåò èõ ñîçðåâàíèå (Min et al.,
2007).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî
KGF ñòèìóëèðîâàë ñèíòåç è ïðîäóêöèþ VEGF êëåòêàìè
ëèíèè ìåäóëëÿðíîãî ýïèòåëèÿ ìûøè, íî ïðè ýòîì íå îêà-
çûâàë àíàëîãè÷íîãî äåéñòâèÿ íà êîðòèêàëüíûå êëåòêè è
äàæå ïîäàâëÿë â íèõ ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ VEGF. Ýòè äàí-
íûå íå âïîëíå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè in
vivo, êîòîðûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá óñèëåíèè ïðîëèôåðàöèè
è àêòèâàöèè êàê êîðòèêàëüíîãî, òàê è ìåäóëëÿðíîãî ýïèòå-
ëèÿ ïðè ââåäåíèè KGF æèâîòíûì (Rossi et al., 2007).

Óêàçàííûå ðàñõîæäåíèÿ ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî
óïîìÿíóòûå àâòîðû èññëåäîâàëè âçðîñëûõ ìûøåé, à â íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàíû êëåòî÷íûå ëèíèè, ïî-
ëó÷åííûå îò íîâîðîæäåííûõ æèâîòíûõ (Kasai, Mizuochi,
2007). Ìåæäó ýòèìè îáúåêòàìè èìåþòñÿ ñóùåñòâåííûå ðàç-
ëè÷èÿ ïî ñòðîåíèþ ñîñóäèñòîé ñåòè âèëî÷êîâîé æåëåçû.
Â ðàííåì ïåðèîäå (ïåðâàÿ íåäåëÿ æèçíè ìûøåé) èäåò ïðî-
öåññ ñîçðåâàíèÿ ñîñóäèñòîé ñåòè òèìóñà, êîòîðûé çàâèñèò
îò ëîêàëüíîãî ñèíòåçà VEGF. Ïîçäíåå ýòà ñâÿçü óòðà÷èâàåò-
ñÿ, à ñèíòåç VEGF â ýïèòåëèè òèìóñà çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò-
ñÿ. Òàê, ñîäåðæàíèå VEGF â ñòðîìå íåîíàòàëüíîãî òèìóñà
ìûøåé C57BL/6J ñîñòàâëÿåò 88.53 ïã íà 1 ìã áåëêà, à ó
âçðîñëûõ ìûøåé — âñåãî 29.90 (Cuddihy et al., 2009).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè êîðòèêàëüíîãî ýïèòå-
ëèÿ cTEC1-2 ïðîäóöèðîâàëè î÷åíü âûñîêèå êîíöåíòðà-
öèè VEGF (íàíîãðàììû), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò èõ íåîíà-
òàëüíîìó ïðîèñõîæäåíèþ. Ëîãè÷íî äîïóñòèòü, ÷òî âîç-
äåéñòâèå KGF íà ýïèòåëèé òèìóñà â ðàííåì âîçðàñòå è ó
âçðîñëûõ æèâîòíûõ ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ.
Íàøè äàííûå áîëüøå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó-
÷åííûìè íà ôåòàëüíîì ýïèòåëèè òèìóñà, ñâèäåòåëüñòâó-
þùèìè, ÷òî KGF âûçûâàåò ýêñïàíñèþ ìåäóëëÿðíîãî
êîìïàðòìåíòà è îäíîâðåìåííî ïîäàâëÿåò ôóíêöèè êîðòè-
êàëüíîãî ýïèòåëèÿ (Erickson et al., 2002).

Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ äåêñàìåòàçîíà íà VEGF
íàìè òàêæå îáíàðóæåíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîðòèêàëüíûìè
è ìåäóëëÿðíûìè êëåòêàìè. Òàê, äåêñàìåòàçîí èíãèáèðî-
âàë ñèíòåç ìÐÍÊ VEGF â êëåòêàõ cTEC1-2 è íå âëèÿë íà
ýòîò ïîêàçàòåëü â êëåòêàõ mTEC3-10. Ýòè ôàêòû ñîãëàñó-
þòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ àâòîðîâ, êîòîðûå ïîêàçàëè,
÷òî ââåäåíèå äåêñàìåòàçîíà ìûøàì äàæå â áîëüøèõ äî-
çàõ íå âëèÿåò íà ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìå-
äóëëÿðíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, íî ïðè ýòîì âûçûâàåò
çíà÷èòåëüíûå ïîâðåæäåíèÿ â êîðòèêàëüíîì ýïèòåëèè òè-
ìóñà (Van Vliet et al., 1986).

Âëèÿíèå äåêñàìåòàçîíà íà ñèíòåç VEGF â êëåòêàõ
ýïèòåëèÿ òèìóñà íå èçó÷àëè, íî ïî äàííûì ëèòåðàòóðû
èçâåñòíî, ÷òî äåêñàìåòàçîí ïîäàâëÿåò ñèíòåç VEGF â
êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà è òêàíè ëåãêîãî (Guzman-Morales
et al., 2009; Hegeman et al., 2013). Îáíàðóæåííàÿ íàìè
ñïîñîáíîñòü äåêñàìåòàçîíà èíãèáèðîâàòü ïðîäóêöèþ
VEGF â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ òèìóñà ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé íîâóþ õàðàêòåðèñòèêó õîðîøî èçâåñòíîãî ïðåïàðàòà.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äåêñàìåòàçîí áóäåò òàêæå
ïðîÿâëÿòü ñâîè àíòèàíãèîãåííûå ñâîéñòâà â òèìóñå è ïðè
ââåäåíèè â îðãàíèçì, îêàçûâàÿ ýòèì äîïîëíèòåëüíîå íå-
ãàòèâíîå âîçäåéñòâèå íà èììóííóþ ñèñòåìó.

Êðîìå òîãî, ìû èçó÷èëè ïðîäóêöèþ VEGF â êëåòêàõ
cTEC1-2 è mTEC3-10 ïîä äåéñòâèåì ðÿäà öèòîêèíîâ è
ãîðìîíîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî IL-7 è IL-1b ñòèìóëèðîâà-
ëè, Sema3À, SDF-1 è ÀÊÒÃ èíãèáèðîâàëè, à TNF-a, IL-6
è ëåïòèí íå âëèÿëè íà ïðîäóêöèþ VEGF, ïðè÷åì âñå ïå-
ðå÷èñëåííûå ýôôåêòû êàñàëèñü òîëüêî êîðòèêàëüíûõ
êëåòîê è íå âûÿâëÿëèñü íà ìåäóëëÿðíûõ. Äîáàâëåíèå òè-
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ìîöèòîâ òàêæå ñòèìóëèðîâàëî ïðîäóêöèþ VEGF òîëüêî
â êîðòèêàëüíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ.

Âëèÿíèå äàííûõ ôàêòîðîâ íà ïðîäóêöèþ VEGF â
êëåòêàõ ýïèòåëèÿ òèìóñà áûëî èçó÷åíî íàìè âïåðâûå.
Âìåñòå ñ òåì âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ öèòîêèíîâ è ãîðìîíîâ
íà ýêñïðåññèþ VEGF â äðóãèõ êëåòêàõ õîðîøî èçó÷åíî.
Òàê, èçâåñòíî, ÷òî ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû (IL-1b,
TNF-a è IL-6), à òàêæå SDF-1 è ÀÊÒÃ ñòèìóëèðóþò ñèí-
òåç VEGF â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ îðãàíèçìà (Shifren et al.,
1998; Neuhaus et al., 2003; Roskoski, 2007). Ðåçóëüòàòû íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñîâïàäàþò ñ ïåðå÷èñëåííûìè äàííû-
ìè òîëüêî ïî ñòèìóëèðóþùåìó ýôôåêòó IL-1b, â òî âðåìÿ
êàê õàðàêòåð âëèÿíèÿ äðóãèõ ôàêòîðîâ ðàçëè÷àåòñÿ. Ñóùå-
ñòâóåò òî÷êà çðåíèÿ î òîì, ÷òî öèòîêèíû ñ õîðîøî îõàðàê-
òåðèçîâàííîé ðåãóëÿòîðíîé ôóíêöèåé íà ïåðèôåðèè âûïîë-
íÿþò â òèìóñå ñîâñåì äðóãóþ ðîëü è ôîðìèðóþò òàê íàçû-
âàåìóþ ìàëóþ öèòîêèíîâóþ ñåòü (Yarilin, Belyakov, 2004).

Ïðè ðàññìîòðåíèè ðîëè VEGF â òèìóñå ëîãè÷íî äî-
ïóñòèòü, ÷òî ýòîò ôàêòîð ìîæåò äåéñòâîâàòü íå òîëüêî íà
ýíäîòåëèàëüíûå, íî òàêæå è íà ëþáûå äðóãèå êëåòêè,
èìåþùèå ê íåìó ðåöåïòîðû. Èçâåñòíî, ÷òî òèìîöèòû íå
ìîãóò ÿâëÿòüñÿ ìèøåíüþ äëÿ äåéñòâèÿ VEGF, òàê êàê â
íèõ îòñóòñòâóþò ðåöåïòîðû VEGFR1 è VEGFR2 è èìååò-
ñÿ òîëüêî NRP-1 (Ñòåïàíîâà è äð., 2007; Ñorbel et al.,
2007; Cuddihy et al., 2009).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè áûë ïîñòàâëåí âîïðîñ î
òîì, íå ÿâëÿþòñÿ ëè ñàìè ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè îáúåê-
òîì äåéñòâèÿ ýòîãî ôàêòîðà. Ïîñêîëüêó îñíîâíûõ òèðî-
çèí-êèíàçíûõ ðåöåïòîðîâ VEGFR1 è VEGFR2 íàìè íå
âûÿâëåíî, à NRP-1, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, íåñïîñîáåí
ïðîâîäèòü ñèãíàë ñàìîñòîÿòåëüíî (Ferrara et al., 2003),
ñëåäóåò ïîëàãàòü, ÷òî ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè íå ìîãóò âû-
ñòóïàòü â êà÷åñòâå ìèøåíè äëÿ äåéñòâèÿ VEGF. Ïîëó÷åí-
íûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò äàííûå äðóãèõ àâòî-
ðîâ î íèçêîé ýêñïðåññèè VEGFR2 â ýïèòåëèàëüíûõ êëåò-
êàõ íåîíàòàëüíîãî òèìóñà (11.6 %) è ïðàêòè÷åñêè ïîëíîì
åå îòñóòñòâèè (1 %) ó âçðîñëûõ ìûøåé (Cuddihy et al.,
2009), ÷òî òàêæå ñïðàâåäëèâî è â îòíîøåíèè NRP-1 (Cor-
bel et al., 2007).

Îäíàêî ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ïàòòåðíû ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðîâ VEGF ýïèòåëèÿ òèìóñà ó ìûøåé è ÷åëîâåêà
ñóùåñòâåííûì îáðàçîì ðàçëè÷àþòñÿ. Ó ëþäåé â îòëè÷èå
îò ìûøè âñå ðåöåïòîðû îáíàðóæåíû. Òàê, ñ ïîìîùüþ
èììóíîãèñòîõèìèè ïîêàçàíî ïðèñóòñòâèå VEGFR1 è
VEGFR2 íà ìåäóëëÿðíîì ýïèòåëèè (Cimpean et al., 2008),
à ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ NRP-1
â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ òèìóñà ÷åëîâåêà (Lepelletier et al.,
2007). Íàëè÷èå ðåöåïòîðîâ óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ñó-
ùåñòâîâàíèÿ ó ÷åëîâåêà ðåãóëÿòîðíûõ ôóíêöèé VEGF â îò-
íîøåíèè íå òîëüêî ýíäîòåëèàëüíûõ, íî è ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê òèìóñà. ×òî æå êàñàåòñÿ ìûøåé, òî ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå â ñîâîêóïíîñòè ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èñ-
ñëåäîâàòåëåé (Muller et al., 2005; Park et al., 2007; Cuddihy
et al., 2009) ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî îñíîâíîé ìèøå-
íüþ äåéñòâèÿ VEGF, ïðîäóöèðóåìîãî ýïèòåëèàëüíûìè
êëåòêàìè òèìóñà, ÿâëÿþòñÿ ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè.

Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå ïîñâÿùåíî ìàëîèçó÷åííîìó
âîïðîñó âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ýïèòåëèàëüíîé è ñîñóäè-
ñòîé ñîñòàâëÿþùèìè âèëî÷êîâîé æåëåçû è ñïîñîáñòâóåò
ëó÷øåìó ïîíèìàíèþ ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè âíóòðèòè-
ìóñíîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-06150).
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Vascular endothelial growth factor (VEGF) is synthesized in small amounts by thymus epithelial cells in
adults and plays a role in supporting vascular homeostasis. However its role becomes dramatically important
during the process of thymus reparation after involution caused by chemo-, x-ray or hormonal therapy. The aim
of the study was to evaluate the influence of different factors on VEGF production by mouse thymic epithelial
cells in vitro. As a model two cell lines were used: cortical cTEC1-2 and medullar mTEC3-10 cells. These cells
were characterized by their ability to synthesize VEGF mRNA and protein as well as by their expression of VEGF
receptors. VEGFR1 and VEGFR2 mRNA expression in these cells were absent while NRP-1 mRNA revealed low
level of expression. It was shown by ELISA that cTEC1-2 cells produced VEGF about 30 times more than
mTEC3-10. When cultivated in the presence of cytokines, hormonal factors or thymocytes, both cell lines res-
ponded differently. Introduction of keratinocyte growth factor (KGF) induced VEGF mRNA expression as well as
VEGF production in medullar cells but simultaneously down-regulated VEGF mRNA expression in cortical cells.
Dexamethasone suppressed mRNA VEGF expression and VEGF production in cortical cells while in medullar cells
only VEGF production was reduced. Introduction of IL-7, IL-1b or murine thymocytes increased while addition of
Semaphorin 3A, SDF-1a or ACTH decreased VEGF production by cortical epithelial cells with no influence on
medullar cells. We suggest that our data obtained in vitro can be used for further development of special pro-
grams for directed regulation of VEGF synthesis in the thymus epithelial cells in the vivo.

K e y w o r d s: thymus, epithelial cells, cTEC1-2, mTEC3-10, VEGF, KGF, dexamethasone, VEGFR1,
VEGFR2, NRP-1.
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