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Ýêñïðåññèÿ ýíäîãëèíà êóëüòèâèðóåìûìè íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè è îïóõîëåâûìè êëåòêàìè...

Òðàíñìåìáðàííûé áåëîê ýíäîãëèí (CD105) — êîìïîíåíò ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà ðîñòîâûõ ôàêòî-
ðîâ ñåìåéñòâà TGF-b, êîòîðûé ýêñïðåññèðîâàí ïðåèìóùåñòâåííî íà êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ, ìåçåíõèìíûõ
ñòðîìàëüíûõ êëåòêàõ è ðàííèõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêàõ. Íà ìåìáðàíàõ ïðîëèôåðèðóþùåãî
ýíäîòåëèÿ ïëîòíîñòü CD105 âîçðàñòàåò. Ðàñòâîðèìûé ýíäîãëèí (sEng) îáðàçóåòñÿ ïðè îòùåïëåíèè
ýêñòðàêëåòî÷íîãî ôðàãìåíòà áåëêà ìåòàëëîïðîòåèíàçîé ÌÌÐ-14, è åãî óðîâåíü â êðîâè ðàññìàòðèâàþò
êàê ïîêàçàòåëü àíãèîãåíåçà ïðè ðàçâèòèè íåêîòîðûõ îïóõîëåé. Âêëàä ñàìèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê â ïóë
sEng îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì. Íà êîëëåêöèè èç 43 êóëüòóð íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê
ðàçíîãî ãèñòîãåíåçà èññëåäîâàëè ýêñïðåññèþ CD105, îáðàçîâàíèå sEng, óðîâåíü ìÐÍÊ ñïëàéñèíã-âàðè-
àíòîâ ãåíà ýíäîãëèíà è ãåíà MMP-14. Áîëåå ïîëîâèíû èññëåäîâàííûõ ëèíèé îïóõîëåâûõ êëåòîê, à òàê-
æå êóëüòóðû íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ñîäåðæàëè êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, èìåþùèå
ìåìáðàííûé ýíäîãëèí. Öèòîïëàçìàòè÷åñêèé ýíäîãëèí, ôóíêöèÿ êîòîðîãî íåèçâåñòíà, áûë îáíàðóæåí â
êëåòêàõ òðåõ îïóõîëåâûõ ëèíèé. Âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ L-ýíäîãëèíà ïðåîáëàäàëà
íàä ýêñïðåññèåé S-ýíäîãëèíà. Âïåðâûå â ñòðîìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ áûëî èññëåäîâàíî îáðàçî-
âàíèå sEng è ïîêàçàíî, ÷òî îñíîâíûì åãî èñòî÷íèêîì ÿâëÿþòñÿ êëåòêè ýíäîòåëèÿ, òîãäà êàê áîëüøèíñò-
âî îïóõîëåâûõ êëåòîê CD105+ è íåòðàíñôîðìèðîâàííûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè ïðîäóöèðóþò ðàñòâîðè-
ìûé ýíäîãëèí íà íèçêîì óðîâíå. Ñðåäè îïóõîëåâûõ ëèíèé íàèâûñøàÿ êîíöåíòðàöèÿ sEng áûëà îáíàðó-
æåíà â êóëüòóðå ìåëàíîìû MeWo, â êëåòêàõ êîòîðîé áûëà íàèáîëåå âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà MMP-14.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íûå ëèíèè, ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, îïóõîëåâûå êëåòêè, ýí-
äîòåëèé, ýíäîãëèí, L-ýíäîãëèí, S-ýíäîãëèí, CD105, ãåí MMP-14.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÝÒÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà, sEng — ðàñòâîðèìûé ýí-
äîãëèí.

Ýíäîãëèí — ìåìáðàííûé ãëèêîïðîòåèí (CD105), êî-
òîðûé ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ
äëÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ TGF-b1, TGF-b3, BMP-2, BMP-7,
BMP-9, BMP-10 è àêòèâèíà A. Â ñîñòàâå ýòèõ êîìïëåêñîâ
ýíäîãëèí âûïîëíÿåò ðîëü ìîëåêóëû, íàïðàâëÿþùåé ïðî-
âåäåíèå êëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ ïî ïóòè àêòèâàöèè ïðîëèôå-
ðàöèè èëè ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ. Ýíäîãëèí âîâëå÷åí òàêæå â
àäãåçèîííûå âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ìåæäó ñîáîé è ñ
ìåæêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ â åãî ñî-
ñòàâå ñâÿçûâàþùåãî èíòåãðèíû òðèïëåòà àìèíîêèñëîò
RGD.

Âî âçðîñëîì îðãàíèçìå CD105 ýêñïðåññèðîâàí ïðåè-
ìóùåñòâåííî íà ìåìáðàíå êëåòîê ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ,
íà ïîâåðõíîñòè ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ è ãëàäêîìû-
øå÷íûõ êëåòîê, à òàêæå íà ðàííèõ ïðåäøåñòâåííèêàõ ãå-
ìîïîýòè÷åñêîãî ðîñòêà (Fonsatti, Maio, 2004). Ïëîòíîñòü
ìîëåêóë CD105 çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò íà àêòèâèðîâàí-

íîì ýíäîòåëèè, ÷òî íàáëþäàåòñÿ â ñîñóäàõ èøåìèçèðî-
âàííûõ òêàíåé, â ìåñòàõ òêàíåâîé ðåïàðàöèè, à òàêæå â
ñîñóäàõ ðàñòóùèõ îïóõîëåé (Brewer et al., 2000; Kassouf
et al., 2004; Erdem et al., 2006). Â ñâÿçè ñ ýòèì CD105 ðàñ-
ñìàòðèâàþò êàê ìàðêåð àíãèîãåíåçà, ñâÿçàííîãî ñ ðîñòîì
îïóõîëè, à òàêæå êàê ïîòåíöèàëüíóþ ìèøåíü àíòèàíãèî-
ãåííîé òåðàïèè ñîëèäíûõ íîâîîáðàçîâàíèé (Fonsatti
et al., 2003; Paauwe et al., 2013).

Ýêñïðåññèÿ CD105 âûÿâëåíà â ðÿäå îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ðàçíîãî ãèñòîãåíåçà. Â îäíèõ ñëó÷àÿõ ýòè îïóõîëè
ïðîèñõîäèëè èç êëåòîê, êîòîðûå â íîðìå ýêñïðåññèðîâà-
ëè ýíäîãëèí. Ê òàêîâûì îòíîñÿòñÿ ìèåëîìîíîöèòàðíûå è
ïðå-B-êëåòî÷íûå ëåéêåìèè (Quackenbush, Letarte, 1985;
Haruta, Seon, 1986). Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ íîðìàëüíûå ïðîòî-
òèïû îïóõîëåâûõ êëåòîê íå ýêñïðåññèðîâàëè CD105, è
áåëîê ïîÿâëÿëñÿ òîëüêî â ðåçóëüòàòå îïóõîëåâîé òðàíñ-
ôîðìàöèè (Liu et al., 2002). Ñïåêòð ëèíèé îïóõîëåâûõ
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êëåòîê, â êîòîðûõ áûëî ïîêàçàíî ïðèñóòñòâèå ýíäîãëèíà,
âåñüìà íåâåëèê, à ôàêòîðû, ñïîñîáíûå âëèÿòü íà åãî ýêñ-
ïðåññèþ îïóõîëåâûìè êëåòêàì, îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè.

Ýíäîãëèí êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ìîæåò áûòü ïðåäñòàâ-
ëåí â îäíîé èç äâóõ èçîôîðì, êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ ðàç-
ìåðîì öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ó÷àñòêà ïîëèïåïòèäíîé
öåïè. Îáå èçîôîðìû ýíäîãëèíà — äëèííàÿ (L-ýíäîãëèí)
è êîðîòêàÿ (S-ýíäîãëèí) — îáðàçóþòñÿ â ðåçóëüòàòå àëü-
òåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà åäèíîãî ãåíà. Ñîîòíîøåíèå
S-ýíäîãëèí/L-ýíäîãëèí îïðåäåëÿåò áàëàíñ ìåæäó àêòèâ-
íîñòüþ ñèãíàëüíûõ ïóòåé â êëåòêàõ (Blanko et al., 2008;
Velasco et al., 2008).

Ðàñòâîðèìàÿ ôîðìà ýíäîãëèíà (sEng) îáðàçóåòñÿ â ðå-
çóëüòàòå ïðîòåîëèòè÷åñêîãî îòùåïëåíèÿ ýêñòðàêëåòî÷íî-
ãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû áåëêà. Ýòîò ïðîöåññ, íàçûâàåìûé
òàêæå øåääèíãîì, ïðîèñõîäèò ïîä äåéñòâèåì ìåòàëëî-
ïðîòåèíàçû MMP-14, êîòîðàÿ îòùåïëÿåò ïîëèïåïòèäíóþ
öåïü ýíäîãëèíà â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò êëåòî÷-
íîé ìåìáðàíû (Kumar et al., 2014). Äî íàñòîÿùåãî âðåìå-
íè íå îïèñàíî äðóãèõ ôåðìåíòîâ, êîòîðûå ìîãóò ó÷àñòâî-
âàòü â îáðàçîâàíèè sEng. Ïðîöåññ øåääèíãà ýíäîãëèíà
èçó÷åí íà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ, íî îñòà-
åòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèññëåäîâàííûì íà äðóãèõ êëåòêàõ,
ýêñïðåññèðóþùèõ ýíäîãëèí, êàê íîðìàëüíûõ, òàê è îïó-
õîëåâûõ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà êîëëåêöèè êóëüòóð íåòðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê ðàçíîãî ãèñòîãåíå-
çà èññëåäîâàíû ýêñïðåññèÿ ìåìáðàííîãî àíòèãåíà
CD105, ýêñïðåññèÿ ñïëàéñèíã-âàðèàíòîâ ãåíà ýíäîãëèíà,
îáðàçîâàíèå ðàñòâîðèìîé ôîðìû ýíäîãëèíà (sEng) è àê-
òèâíîñòü ãåíà MMP-14.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è è ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î -
â à í è ÿ. Íàçâàíèÿ èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé è èõ
ãèñòîãåíåòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå äàíû â òàáë. 1.

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè áûëè âûäåëåíû èç
íå çàòðîíóòîé îïóõîëåâûì ïðîöåññîì ïîäêîæíîé æèðî-
âîé òêàíè îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà ñåìè ïàöèåíòîê ñ
îïóõîëüþ ìîëî÷íîé æåëåçû. Ïÿòü êóëüòóð áûëè ïîëó÷å-
íû èç âèñöåðàëüíîé æèðîâîé òêàíè ïàöèåíòîâ ñ îïóõîëÿ-
ìè ïî÷åê. Ïðîöåäóðà âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ ýòèõ
êëåòîê, à òàêæå èõ îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè äàíû â ïðå-
äûäóùèõ ðàáîòàõ (Ïèíåâè÷ è äð., 2014, 2015). Êëåòêè èñ-
ñëåäîâàëè íà 3—6-ì ïàññàæàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Äëÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè âåíòèëèðóå-
ìûå ïëàñòèêîâûå ôëàêîíû Orange Scientific è NUNC
DELTA. Âñå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â èíêóáàòîðàõ
ïðè 6 % CO2, 37 °Ñ, âëàæíîñòè 100 % è â âîçäóøíîé ôà-
çå. Ðîñòîâûå ñðåäû ñ ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîò-
êîé (ÝÒÑ) (ñì. òàáë. 1) íå ñîäåðæàëè àíòèáèîòèêîâ. Äëÿ
ïåðåñåâà ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð ïðèìåíÿëè ðàñòâîð òðèï-
ñèíà ñ âåðñåíîì. Âðåìÿ èíêóáàöèè, íåîáõîäèìîå äëÿ ñíÿ-
òèÿ êëåòîê ñ ïîâåðõíîñòè ôëàêîíîâ, ïîäáèðàëè ýìïèðè-
÷åñêè.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å à ê ò è â í î ñ ò è ã å í î â ì å ò î ä î ì
Ï Ö Ð â ð å æ è ì å ð å à ë ü í î ã î â ð å ì å í è. ÐÍÊ âûäåëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ TRIzol Reagent ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êà÷åñòâî ÐÍÊ îöåíèâàëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñ îáùåïðèíÿòûìè òðåáîâàíèÿìè (Nolan et al.,
2006). Â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè
500 íã ÐÍÊ. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü âêëþ÷àëà â ñåáÿ 40 åä.
M-MuLV îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, 1 ììîëü ñìåñè dNTP,

0.2 ìêã random-ïðàéìåðà, 20 åä. èíãèáèòîðà ÐÍÊàç Ribo-
Lock RNAse inhibitor è äåèîíèçèðîâàííóþ âîäó.

Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè âåëè â ñîîòâåòñòâèè
ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ ôåðìåíòà. ÏÖÐ â ðå-
àëüíîì âðåìåíè ïðîâîäèëè íà òåðìîöèêëåðå CFX96
Touch (Bio-Rad) â îáúåìå 25 ìêë â 96-ëóíî÷íûõ ÏÖÐ-
ïëàíøåòàõ. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîñòîÿëà èç 0.5 ìêë êÄÍÊ,
ïîëó÷åííîé â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè, áóôåðà
äëÿ Hot-start Taq-ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, 0.8 ììîëü ñìåñè
dNTP, 4 ììîëü MgCl2, 1 åä. Hot-start Taq-ÄÍÊ-ïîëèìåðà-
çû, 1 ìêë SYBR Green è äåèîíèçèðîâàííîé âîäû. Â ðåàê-
öèè èñïîëüçîâàëè çàðàíåå ïîäîáðàííûå êîíöåíòðàöèè
ïðàéìåðîâ â äèàïàçîíå 200—300 íÌ. Ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ïðàéìåðîâ (òàáë. 2) áûëè çàèìñòâîâàíû èç Áàíêà
ïðàéìåðîâ Harvard Medical School (ÑØÀ) è ñèíòåçèðîâà-
íû ôèðìîé ÀëêîðÁèî (Ðîññèÿ). Ïîñëå äåíàòóðàöèè ïðè
95 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí ïðîâîäèëè 40 öèêëîâ àìïëèôèêà-
öèè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïëàâëåíèå ïðè 95 °Ñ, 30 ñ—îò-
æèã ïðè 56 °Ñ, 30 ñ—ñèíòåç ïðè 72 °Ñ, 30 ñ. Íà ïðåäâàðè-
òåëüíîì ýòàïå âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ îïðåäåëÿëè àê-
òèâíîñòü ãåíà GAPDH, êîòîðûé â äàëüíåéøåì
èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ãåíà ñðàâíåíèÿ.

Ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ýíäîãëèíà îöåíèâàëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì äâóõ êîìáèíàöèé ïðàéìåðîâ. Â õîäå àëüòåðíàòèâ-
íîãî ñïëàéñèíãà â ìÐÍÊ ýíäîãëèíà ìîæåò ñîõðàíÿòüñÿ
êîðîòêèé èíòðîí, ðàñïîëîæåííûé ìåæäó ýêçîíàìè XIV è
XV, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòîï-
êîäîíà è ñèíòåçó óêîðî÷åííîé S-èçîôîðìû áåëêà
(ðèñ. 1). Ïðàéìåðû äëÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïîäî-
áðàíû òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû àìïëèôèöèðóåìûé ôðàã-
ìåíò íàõîäèëñÿ â îáùåé äëÿ äâóõ èçîôîðì ÷àñòè ìÐÍÊ
(àìïëèêîí LS-Eng) èëè âêëþ÷àë â ñåáÿ ÷àñòü ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè èíòðîíà êîðîòêîé èçîôîðìû áåëêà (àìïëèêîí
S-Eng). Òàêèì îáðàçîì, ïåðâûé âàðèàíò ïîñòàíîâêè ÏÖÐ
ïîçâîëÿåò îöåíèòü ñóììàðíóþ ýêñïðåññèþ äâóõ èçîôîðì
ýíäîãëèíà, à âòîðîé — òîëüêî êîðîòêîé.

Óðîâíè àêòèâíîñòè ãåíîâ Eng è MMP-14 ïðåäñòàâ-
ëÿëè â âèäå ðàçíèöû (DÑÒ) ìåæäó ïîðîãîâûì öèêëîì
èññëåäóåìîãî ãåíà è ãåíà ñðàâíåíèÿ GAPDH, ãäå ÑÒ —
ïîðîãîâûé öèêë, ñîîòâåòñòâóþùèé ÷èñëó öèêëîâ àìïëè-
ôèêàöèè, íåîáõîäèìûõ äëÿ äîñòèæåíèÿ ïîðîãîâîãî çíà-
÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè. Ñîîòâåòñòâåííî ÷åì áîëüøå â
êëåòêå ñèíòåçèðîâàëîñü ìÐÍÊ èññëåäóåìîãî ãåíà, òåì
âûøå áûë óðîâåíü àêòèâíîñòè ýòîãî ãåíà è òåì ìåíüøå
áûëî çíà÷åíèå DÑÒ.

Â û ÿ â ë å í è å ý í ä î ã ë è í à í à ì å ì á ð à í å è â
ö è ò î ï ë à ç ì å ê ë å ò î ê. Êëåòêè ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóð
îòìûâàëè îò ðîñòîâîé ñðåäû äâóêðàòíûì öåíòðèôóãèðî-
âàíèåì â ðàñòâîðå Dulbecco, íå ñîäåðæàùåì èîíîâ Ca2+ è
Mg2+ (PBS). Êëåòêè ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð ñíèìàëè ñ ïîä-
ëîæêè èíêóáàöèåé â ðàñòâîðå ñìåñè òðèïñèíà ñ âåðñåíîì.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ ýíäîãëèíà íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå êëåòêè
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 4 °Ñ ñ ìå÷åííûìè ôèêî-
ýðèòðèíîì ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD105
(IOTest® CD105-PE, PN A07414, Clone 1G2), ðàñòâîðåí-
íûìè â PBS, ñîäåðæàùåì 10 % ÝÒÑ è àçèä íàòðèÿ. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ ýíäîãëèíà â öèòîïëàçìå êëåòîê îòìûòûå îò
ðîñòîâîé ñðåäû êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè èíêóáèðîâàëè
10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïåðìåàáèëèçèðóþ-
ùåì ðàñòâîðå (BD FACS TM Permeabilizing Solution 2),
çàòåì â ðàñòâîðå àíòèòåë CD105-PE â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
4 °Ñ. Êëåòêè, îòìûòûå îò àíòèòåë, ñóñïåíäèðîâàëè â æèä-
êîñòè äëÿ ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà (BD FACSFlow™) è
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ BD FACSAria III. Â êà÷åñòâå
èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ìå÷åííûå ôèêî-
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ýðèòðèíîì ìûøèíûå àíòèòåëà, íå ðàñïîçíàþùèå ýíäîã-
ëèí (PE Mouse IgG1, Isotype Control, Clone MOPC-21).
Ïðè îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà ïîëüçîâàëèñü ïðî-
ãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì BD FACSDiva software version
7.0.

È ç ì å ð å í è å ê î í ö å í ò ð à ö è è ð à ñ ò â î ð è ì î ã î
ý í ä î ã ë è í à. Êëåòêè ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð çàñåâàëè â
ÿ÷åéêè 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà â òàêîé ïîñåâíîé äîçå,
÷òîáû ÷åðåç 24 ÷ ôîðìèðîâàëñÿ êîíôëþýíòíûé ìîíî-
ñëîé. Òîãäà çàìåíÿëè ñðåäó íà 100 ìêë ñâåæåé ðîñòîâîé
ñðåäû è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàíèå. Ïðîáû ñðåäû ñî-

áèðàëè ÷åðåç 1, 2, 4 è 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ êàæäîé
âðåìåíí*îé òî÷êè èñïîëüçîâàëè ïî òðè íåçàâèñèìûõ ÿ÷åé-
êè ñ êëåòêàìè, çàñåÿííûìè â îäèí äåíü. Ïðè ðàáîòå ñ ñóñ-
ïåíçèîííûìè êóëüòóðàìè êëåòêè ðàññåâàëè â ÿ÷åéêè
24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà èç ðàñ÷åòà, ÷òî ÷åðåç 24 ÷ îíè äî-
ñòèãíóò ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè. Îáðàçöû êóëüòó-
ðàëüíûõ æèäêîñòåé ñîáèðàëè â òå æå ñðîêè, ÷òî è äëÿ ìî-
íîñëîéíûõ êóëüòóð, äëÿ ÷åãî îòäåëÿëè êëåòêè îò ñðåäû
ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (100 g, 5 ìèí). Âñå îáðàçöû
êóëüòóðàëüíûõ æèäêîñòåé õðàíèëè ïðè –20 °Ñ è ðàçìîðà-
æèâàëè â äåíü èññëåäîâàíèÿ.

432 Ì. Ï. Ñàìîéëîâè÷ è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Ãèñòîãåíåòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ñîñòàâ ðîñòîâûõ ñðåä
è èñòî÷íèêè ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé

Íàçâàíèå ëèíèè Ãèñòîãåíåòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå Ñîñòàâ ðîñòîâîé ñðåäû Èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ

ASC Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè èç æèðîâîé òêàíè DMEM-F12 + 10 % ÝÒÑ 1 (Ïèíåâè÷ è äð.,
2014, 2015)

FLECH Ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà a-MEM + 10 % ÝÒÑ 2

HEK293 Ïî÷êà ýìáðèîíà DMEM + 5 % ÝÒÑ 3

EA.hy926 Ýíäîòåëèé (ãèáðèäîìà HUVEC ñ À549) DMEM-F12 + 10 % ÝÒÑ 4

Mg63 Îñòåîñàðêîìà a-MEM + 5 % ÝÒÑ 2

U-2-OS Òî æå RPMI + 10 % ÝÒÑ 2

RD Ýìáðèîíàëüíàÿ ðàáäîìèîñàðêîìà a-MEM + 5 % ÝÒÑ 2

HEP-G2 Êàðöèíîìà ïå÷åíè a-MEM + 10 % ÝÒÑ 2

Ò24 Êàðöèíîìà ìî÷åâîãî ïóçûðÿ a-MEM + 5 % ÝÒÑ 2

MCF-7 Êàðöèíîìà ìîëî÷íîé æåëåçû a-MEM +10 % ÝÒÑ + èíñóëèí,
10 ìêã/ìë + ïèðóâàò, 1 ììîëü

3

MIA PaCa-2 Àäåíîêàðöèíîìà ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû RPMI + a-MEM + 5 % ÝÒÑ 2

Capan-2 Òî æå RPMI + 10 % ÝÒÑ 2

CaCo2 Àäåíîêàðöèíîìà îáîäî÷íîé êèøêè a-MEM + 10 % ÝÒÑ 2

A549 Êàðöèíîìà ëåãêîãî, ïàðòíåð ïðè ïîëó÷åíèè ëèíèè
EA.hy926

a-MEM + 5 % ÝÒÑ 2

A172 Ìóëüòèôîðìíàÿ ãëèîìà Òî æå 2

T98G Òî æå » » 2

T2 » » » » 1 (Êèñåëåâà è äð.,
2017)

R1 » » » » Òî æå

U937 Ïðîìîíîöèòàðíàÿ ëåéêåìèÿ RPMI + 5 % ÝÒÑ 2

HL-60 Ïðîìèåëîöèòàðíàÿ ëåéêåìèÿ RPMI + 10 % ÝÒÑ 2

Kg-1 Ìèåëîöèòàðíàÿ ëåéêåìèÿ Òî æå 2

THP-1 Ìîíîöèòàðíàÿ ëåéêåìèÿ RPMI + 5 % ÝÒÑ 3

K562 Ýðèòðîáëàñòíàÿ ëåéêåìèÿ RPMI + 10 % ÝÒÑ 2

Jurkat Ò-ëèìôîáëàñòîèäíàÿ RPMI + 5 % ÝÒÑ 2

IM-9 Â-ëèìôîáëàñòîèäíàÿ, ïðîäóöèðóþùàÿ IgG Òî æå 3

NC-37 Â-ëèìôîáëàñòîèäíàÿ, ïðîäóöèðóþùàÿ IgM, èììîðòà-
ëèçîâàííàÿ âèðóñîì Ýïøòåéíà—Áàðð

» » 3

Namalwa Òî æå » » 3

RPMI 1788 » » » » 3

U266 Ìèåëîìà, ïðîäóöèðóþùàÿ IgE » » 3

Y-79 Ðåòèíîáëàñòîìà RPMI + 10 % ÝÒÑ 2

SKN-MC Íåéðîáëàñòîìà RPMI + a-MEM + 5 % ÝÒÑ 2

MeWo Íåïðîäóöèðóþùàÿ ìåëàíèí ìåëàíîìà a-MEM + 5 % ÝÒÑ 2

Ï ð è ì å ÷ à í è å. 1 — Ëàáîðàòîðèÿ ãèáðèäîìíîé òåõíîëîãèè, ÐÍÖÐÕÒ èì. àêàä. À. Ì. Ãðàíîâà ÌÇ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã; 2 — Ðîññèéñêàÿ
êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð (ÍÈÈ ãðèïïà ÌÇ ÐÔ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã); 3 — Ðîññèéñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíè÷íûõ (ÈÍÖ
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã); 4 — È. Ñ. Ôðåéäëèí (ÈÝÌ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ñ ðàçðåøåíèÿ àâòîðà C. J. Edgell (Edgell et al., 1983).



Êîíöåíòðàöèþ ýíäîãëèíà â îáðàçöàõ îïðåäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ íîâîãî âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî äâóõöåíòðîâî-
ãî âàðèàíòà èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ), ðàçðà-
áîòàííîãî íà îñíîâå ñîçäàííûõ â ëàáîðàòîðèè ìîíîêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ýíäîãëèíà (Ñìèðíîâ è äð., 2015;
Smirnov et al., 2016). Êàëèáðóþùèì îáðàçöîì ñëóæèë
ïðåïàðàò ðåêîìáèíàíòíîãî ýíäîãëèíà (R&D Systems,
1097-EN-025). Ïåðåä ïîñòàíîâêîé ðåàêöèè âñå îáðàçöû
ðàçâîäèëè â 2 ðàçà ñ ïîìîùüþ òðèñ-ñîëåâîãî áóôåðíîãî
ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî òâèí-20.

Âèçóàëèçàöèþ äàííûõ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòà-
òèñòè÷åñêîãî ÿçûêà ïðîãðàììèðîâàíèÿ R (âåðñèÿ 3.4.3)
ñ ïðèìåíåíèåì ãðàôè÷åñêèõ ïàêåòîâ ggplot2 è cowplot
(äîñòóïíû íà CRAN).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ñðåäà a-MEM ñ
ãëóòàìèíîì, ñðåäà DMEM-F12 ñ ãëóòàìèíîì, ñðåäà
RPMI-1640 ñ ãëóòàìèíîì, ðàñòâîð Äóëüáåêêî DPBS
1-êðàòíûé áåç Ca2+ è Mg2+, ðàñòâîð òðèïñèíà-âåðñåíà
(1 : 1), ñûâîðîòêà ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ (ÁèîëîÒ, Ðîñ-
ñèÿ); TRIzol Reagent (Life Technologies, ÑØÀ); M-MuLV
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, ñìåñü dNTP, random-ïðàé-
ìåð, Hot-start Taq-ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, áóôåð äëÿ Hot-start

Taq-ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, ðàñòâîð MgCl2 (Ñèáýíçèì, Ðîñ-
ñèÿ); Sybr Green (BioDye, Ðîññèÿ); RiboLock RNAse inhi-
bitor, ÝÒÑ Hyclone (Thermo Scientific, ÑØÀ); ìå÷åííûå
ôèêîýðèòðèíîì ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê
CD105 (clone 1G2, IOTest®, ÑØÀ), ìå÷åííûå ôèêîýðèò-
ðèíîì àíòèòåëà èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ (clone
MOPC-21, Becton Dickinson, ÑØÀ); BD FACS™ Permea-
bilizing Solution 2, BD FACSFlow™ Sheath Fluid (Becton
Dickinson, ÑØÀ); àçèä íàòðèÿ, Tween-20 (Sigma, ÑØÀ);
Recombinant Human Endoglin/CD105 Protein (R&D Sys-
tems, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì Ð Í Ê L - ý í ä î ã ë è í à è S - ý í -
ä î ã ë è í à í å ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í í û ì è è î ï ó õ î -
ë å â û ì è ê ë å ò ê à ì è. Ïåðâûé ýòàï èçó÷åíèÿ ýêñïðåññèè
ýíäîãëèíà â ëèíèÿõ îïóõîëåâûõ è íîðìàëüíûõ êëåòîê ñî-
ñòîÿë â îöåíêå ýêñïðåññèè îáùåé ìÐÍÊ ýíäîãëèíà, êî-
òîðàÿ îïðåäåëÿëà ñóììàðíûé ñèíòåç S- è L-èçîôîðì áåë-
êà. Àêòèâíîñòü ãåíà ýíäîãëèíà ðàñöåíèâàëè êàê âûñîêóþ,
åñëè ïîêàçàòåëü ýêñïðåññèè (DÑÒ) áûë íèæå 6.5, òîãäà
êàê çíà÷åíèå âûøå 14.0 ñîîòâåòñòâîâàëî íåàêòèâíîìó ñî-
ñòîÿíèþ ãåíà (ðèñ. 2, à). Â êëåòêàõ ýðèòðîáëàñòíîé ëåé-
êåìèè, â ïðîèçâîäíûõ B-ëèìôîèäíûõ êëåòîê, ïðîäó-
öèðóþùèõ èììóíîãëîáóëèíû, â T-ëèìôîáëàñòîèäíûõ
êëåòêàõ, â ïÿòè ëèíèÿõ êàðöèíîì è â îäíîé èç ñàðêîì
ãåí ýíäîãëèíà íå ýêñïðåññèðîâàëñÿ. Â êëåòêàõ êàðöèíî-
ìû ëåãêîãî A549, êîòîðûå ñëóæèëè îïóõîëåâûì ïàðòíå-
ðîì ïðè ñîçäàíèè ïåðåâèâàåìîé ýíäîòåëèàëüíîé ëèíèè
EA.hy926, ãåí ýíäîãëèíà òàêæå íå áûë àêòèâíûì. Íàè-
áîëüøèé óðîâåíü ìÐÍÊ ýíäîãëèíà áûë âûÿâëåí â ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòêàõ EA.hy926 è â ïåðâè÷íûõ ëèíèÿõ ìå-
çåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ASC). Çäåñü è äàëåå
ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííûå ïðè ñòàòè-
ñòè÷åñêîé îáðàáîòêå èññëåäîâàíèé äâåíàäöàòè êóëüòóð
ASC. Àêòèâíîñòü ãåíà ýíäîãëèíà áûëà òàêæå âûñîêîé â
íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ëèíèè FLECH, â
êëåòêàõ äâóõ ëèíèé ñàðêîì Mg63 è RD, â ìåëàíîìå
MeWo, â êàðöèíîìå T24 è êëåòêàõ ãåìîïîýòè÷åñêîãî
ðÿäà THP-1 è Kg-1. Ìåíüøèé óðîâåíü ìÐÍÊ áûë îáíàðó-
æåí â ãëèîáëàñòîìàõ A172, T2 è R1, â êàðöèíîìàõ
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Ò à á ë è ö à 2

Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ,
èñïîëüçîâàííûõ äëÿ îöåíêè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ

ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè

ìÐÍÊ Ïðàéìåð Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ

Eng-Sà Ïðÿìîé TCATCAGCCCTGACCTGTCT

Îáðàòíûé GCATGCTCACTGTGGGGG

Eng-LSá Ïðÿìîé CGGGTCTCAAGACCAGGAAG

Îáðàòíûé GAGGAAGGCACCAAAGGTGA

MMP-14 Ïðÿìîé GGCTACAGCAATATGGCTACC

Îáðàòíûé GATGGCCGCTGAGAGTGAC

GAPDH Ïðÿìîé GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC

Îáðàòíûé CATGAGTCCTTCCACGATACC

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Ñïåöèôè÷åñêèå ïðàéìåðû, ïîçâîëÿþùèå àìïëè-
ôèöèðîâàòü ìÐÍÊ S-ýíäîãëèíà; á îáùèå ïðàéìåðû äëÿ îäíîâðåìåííîé
àìïëèôèêàöèè ìÐÍÊ S- è L-ýíäîãëèíîâ.

Ðèñ. 1. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìÐÍÊ ýíäîãëèíà è ìåñòîíàõîæäåíèÿ åå ôðàãìåíòîâ, àìïëèôèöèðóåìûõ
ïðè ïîñòàíîâêå ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

Ðèìñêèìè öèôðàìè îáîçíà÷åíû íîìåðà ýêçîíîâ.



HEP-G2 è MIA PaCa-2, à òàêæå â äâóõ ëèíèÿõ ãåìîïîýòè-
÷åñêîãî ðîñòêà (U937 è Kg-1).

Ñîïîñòàâëåíèå àêòèâíîñòè âàðèàíòîâ ñïëàéñèíãà
ãåíà ýíäîãëèíà ïîêàçàëî, ÷òî âî âñåõ êëåòî÷íûõ êóëü-
òóðàõ ïðåîáëàäàëà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ L-ýíäîãëèíà, ïðè
ýòîì óðîâåíü ìÐÍÊ S-ýíäîãëèíà áûë ðàçëè÷íûì (ðèñ. 2,
á). Â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ EA.hy926 è â äâóõ êóëüòóðàõ
ãåìîïîýòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ — Kg-1 è THP-1 — îí
áûë âûøå, ÷åì â îñòàëüíûõ êëåòêàõ. Êîíòðàñò ýíäîòå-
ëèþ ñîñòàâëÿëè êëåòêè ãëèîáëàñòîìû R1 è àäåíîêàðöè-
íîìû ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû MIA PaCa-2, â êîòîðûõ
ñèíòåç êîðîòêîé èçîôîðìû ýíäîãëèíà ïîëíîñòüþ îòñóò-
ñòâîâàë.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì å ì á ð à í í î é ô î ð ì û ý í ä î ã ë è -
í à — C D 1 0 5 — â í å ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í í û õ è
î ï ó õ î ë å â û õ ê ë å ò ê à õ. Ýêñïðåññèþ àíòèãåíà CD105
íà ìåìáðàíàõ æèâûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷-
íîé èììóíîöèòîôëóîðèìåòðèè (ðèñ. 3). Ïðèìåðíî ïîëî-
âèíà èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð íå ñîäåðæàëà
CD105+-êëåòîê. Âñå ýòè êóëüòóðû îòíîñèëèñü ê ÷èñëó
òåõ, â êîòîðûõ íå áûëî âûÿâëåíî ìÐÍÊ ýíäîãëèíà. Êëå-

òî÷íûå êóëüòóðû, â êîòîðûõ áîëåå ïîëîâèíû ïîïóëÿöèè
ñîñòàâëÿëè CD105+-êëåòêè, èìåëè âûñîêóþ ýêñïðåññèþ
ìÐÍÊ ýíäîãëèíà. Ê èõ ÷èñëó îòíîñèëèñü êóëüòóðû ìåçåí-
õèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ASC è êëåòîê ýíäîòåëèÿ
EA.hy926, ïîïóëÿöèè êîòîðûõ ñîäåðæàëè áîëåå 90 %
CD105+-êëåòîê. Ñòîëü æå âûñîêîå ñîäåðæàíèå êëåòîê
CD105+ è âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ýíäîãëèíà
áûëè âûÿâëåíû â êëåòêàõ îñòåîñàðêîìû Mg63. Áîëåå
40 % êëåòîê, íåñóùèõ ìåìáðàííûé CD105, è âûñîêàÿ àê-
òèâíîñòü ãåíà áûëè îáíàðóæåíû â êóëüòóðå ýìáðèîíàëü-
íîé ðàáäîìèîñàðêîìû RD, â äâóõ ëèíèÿõ êàðöèíîì
(HEP-G2 è T24), â êëåòêàõ THP-1, ïîëó÷åííûõ èç ìîíî-
öèòàðíîé ëåéêåìèè, â ãëèîáëàñòîìàõ A172 è T2, ìåëàíî-
ìå MeWo è â íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ FLECH. Â íåñêîëüêèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
áûëî îòìå÷åíî íèçêîå ñîäåðæàíèå CD105+-êëåòîê
(5—25 %) è îäíîâðåìåííî àêòèâíîå ñîñòîÿíèå ãåíà ýí-
äîãëèíà, ÷òî òðåáîâàëî ñïåöèàëüíîãî ðàññìîòðåíèÿ.

Â ëèíèè ãëèîáëàñòîìû T98G âûñîêîå ñîäåðæàíèå
ìÐÍÊ ýíäîãëèíà ñî÷åòàëîñü ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì êëå-
òîê, íåñóùèõ CD105. Ãåòåðîãåííàÿ ïî êëåòî÷íîìó ñîñòà-

434 Ì. Ï. Ñàìîéëîâè÷ è äð.

Ðèñ. 2. Ñîïîñòàâëåíèå ýêñïðåññèè îáùåé ìÐÍÊ ýíäîãëèíà (LS-Eng) â ðàçíûõ ëèíèÿõ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ è îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ñ äîëåé êëåòîê CD105+ â ïîïóëÿöèè (à) è ñ ýêñïðåññèåé ìÐÍÊ S-ýíäîãëèíà (S-Eng) (á).

Çäåñü è íà ðèñ. 5: DÑT — ðàçíèöà ìåæäó ïîðîãîâûì öèêëîì èññëåäóåìîãî ãåíà è ãåíà ñðàâíåíèÿ GAPDH (ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè). Øòðè-
õîâàÿ ëèíèÿ ñîîòâåòñòâóåò ëèíèè òðåíäà.

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ CD105 íà ïîâåðõíîñòè (ñåðàÿ äèàãðàììà) è â öèòîïëàçìå (÷åðíàÿ äèàãðàììà) êëåòîê ëèíèè
ãëèîáëàñòîìû T98G (à) è ïðîìèåëîöèòàðíîé ëåéêåìèè Kg-1 (á).

Ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, óñë. åä.; ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ñîáûòèé.



âó ëèíèÿ ãëèîáëàñòîìû ñîäåðæàëà ìàëóþ ïî ÷èñëåííî-
ñòè ïîïóëÿöèþ êëåòîê, èìåþùèõ âûñîêóþ ïëîòíîñòü
ìåìáðàííîãî ðåöåïòîðà (ðèñ. 3, à). Â ëèíèè Kg-1, ïðîèçî-
øåäøåé èç êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ïàöèåíòà ñ ìèåëîöè-
òàðíîé ëåéêåìèåé, ìåìáðàííûé àíòèãåí CD105 áûë âû-
ÿâëåí ìåíåå ÷åì íà 10 % êëåòîê, òîãäà êàê ó 30 % ïîïóëÿ-
öèè ñîäåðæàëñÿ ýíäîãëèí â öèòîïëàçìå (ðèñ. 3, á). Òàêàÿ
æå ñèòóàöèÿ íàáëþäàëàñü è ñ êëåòêàìè ëèíèé ïðîìèåëî-
öèòàðíîé ëåéêåìèè HL-60, à òàêæå êàðöèíîìû ïîäæåëó-
äî÷íîé æåëåçû MIA PaCa-2. Â êëåòêàõ ðåòèíîáëàñòîìû
Y-79 íå óäàëîñü âûÿâèòü íè ìåìáðàííûé, íè âíóòðèêëå-
òî÷íûé ýíäîãëèí, ïðè òîì ÷òî â íèõ áûë îáíàðóæåí íå-
âûñîêèé óðîâåíü ìÐÍÊ ýíäîãëèíà.

Í à ê î ï ë å í è å s E n g è à ê ò è â í î ñ ò ü ã å í à
M M P - 1 4 â ê ó ë ü ò ó ð à õ í å ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í -
í û õ è î ï ó õ î ë å â û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é. Îöåíêó
èíòåíñèâíîñòè îñâîáîæäåíèÿ ýíäîãëèíà ñ êëåòî÷íîé
ìåìáðàíû âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ äâóõöåíòðîâîãî ÈÔÀ,
îïðåäåëÿÿ êîíöåíòðàöèþ ýíäîãëèíà, íàêàïëèâàþùåãîñÿ
â ðîñòîâîé ñðåäå çà 144 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Íàè-
áîëåå âûñîêîå ñîäåðæàíèå ýíäîãëèíà (äî 25 íã/ìë) áûëî
îáíàðóæåíî â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ
EA.hy926 (ðèñ. 4; 5, à). Ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ êëåòêè ýíäî-
òåëèÿ çíà÷èìî îòëè÷àëèñü îò êëåòîê âñåõ îñòàëüíûõ ëè-
íèé, â òîì ÷èñëå è îò ASC, â ñðåäå êîòîðûõ êîíöåíòðàöèÿ
ýíäîãëèíà íå ïðåâûøàëà 3 íã/ìë.

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìîëåêóë
CD105 íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå è êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðè-
ìîãî ýíäîãëèíà, îñâîáîæäàåìîãî â ðîñòîâóþ ñðåäó, çà-
ìåòíî âûäåëÿëèñü êëåòêè ìåëàíîìû MeWo (ðèñ. 5, à).
Â ýòîé ëèíèè CD105+-êëåòêè ñîñòàâëÿëè ìåíüøå ïîëî-
âèíû ïîïóëÿöèè, íî â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ îïðåäåëÿ-
ëàñü êîíöåíòðàöèÿ sEng, êîòîðàÿ â ðàçû ïðåâûøàëà àíà-
ëîãè÷íûé ïîêàçàòåëü äëÿ äðóãèõ ëèíèé, íå ñ÷èòàÿ ýíäî-
òåëèÿ. Òàêîé ðåçóëüòàò ìîã áûòü ñëåäñòâèåì òîãî, ÷òî
ëèíèÿ ìåëàíîìû ñîäåðæèò íåáîëüøóþ ïîïóëÿöèþ êëå-

òîê ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ ìåìáðàííîãî CD105. Â
êóëüòóðå ìåëàíîìû äàííûå èììóíîöèòîôëóîðèìåòðèè
íå âûÿâèëè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, èìåþùåé âûñîêóþ
ïëîòíîñòü ìåìáðàííîãî ýíäîãëèíà (ðèñ. 6).

Äëÿ ñðàâíåíèÿ: ëèíèÿ îñòåîñàðêîìû Mg63 ñîäåðæàëà
áîëåå 90 % CD105+-êëåòîê, äàþùèõ ïðè ñâÿçûâàíèè ìå-
÷åíûõ àíòè-CD105 àíòèòåë áîëåå âûñîêèé ñèãíàë ôëóî-
ðåñöåíöèè, ÷åì êëåòêè MeWo. Ïðè ýòîì êóëüòóðà îñòåî-
ñàðêîìû îñâîáîæäàëà â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøå sEng, ÷åì êëåòêè ìåëàíîìû. Îáðàçîâàíèå
ðàñòâîðèìîãî ýíäîãëèíà ñâÿçàíî ñ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòüþ ôåðìåíòà MMP-14. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
êëåòêè ìåëàíîìû MeWo èìåþò ñàìóþ âûñîêóþ ñðåäè
âñåõ èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé àêòèâíîñòü ãåíà

Ýêñïðåññèÿ ýíäîãëèíà êóëüòèâèðóåìûìè íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè è îïóõîëåâûìè êëåòêàìè... 435

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ sEng â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ýíäîòåëèÿ EA.hy926.

Ðèñ. 5. Ñîïîñòàâëåíèå êîíöåíòðàöèè sEng â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ îòíîñèòåëüíîé äîëåé CD105+-êëåòîê (à) èëè ñ ýêñïðåññèåé
ãåíà MMP-14 (á) â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

Íà âðåçêàõ, èìåþùèõ äðóãîé ìàñøòàá ïî îñè îðäèíàò, äîáàâëåíû ðåçóëüòàòû äëÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ EA.hy926. Øòðèõîâûå ëèíèè ñîîòâåòñòâóþò
ëèíèÿì òðåíäà.



MMP-14 (ðèñ. 5, á). Â êëåòêàõ ìåëàíîìû îíà áûëà âûøå,
÷åì â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ èëè â ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëü-
íûõ êëåòêàõ. Ëèíèÿ ãåïàòîêàðöèíîìû HEP-G2, â êîòîðîé
áîëåå 75 % êëåòîê ÿâëÿëèñü CD105+, ïðîäóöèðîâàëà ìàëî
sEng è èìåëà íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà MMP-14.
Â êóëüòóðàõ ASC óðîâåíü ïðîäóêöèè sEng áûë íèçêèì ïî
ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðîé ýíäîòåëèÿ EA.hy926. Ïîïóëÿöèè
ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê, êàê è êëåòêè ýíäîòå-
ëèÿ, ñîäåðæàëè áîëåå 90 % CD105+-êëåòîê, èìåëè îäèíà-
êîâûé ïî ñèëå ñèãíàë ôëóîðåñöåíöèè è îäèíàêîâî âûñî-
êèé óðîâåíü àêòèâíîñòè ãåíà MMP-14. Âîçìîæíî, ÷òî
íèçêîå ñîäåðæàíèå ðàñòâîðèìîãî ýíäîãëèíà â ðîñòîâîé
ñðåäå ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ñâÿçàíî ñ îòíîñèòåëüíî êðóï-
íûìè èõ ðàçìåðàìè è êàê ñëåäñòâèå — ñ ìåíüøåé ñóì-
ìàðíîé ïîâåðõíîñòüþ êëåòîê ïðè äîñòèæåíèè êîí-
ôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ.

Îáñóæäåíèå

Ðîëü ýíäîãëèíà â êàíöåðîãåíåçå ïåðâîíà÷àëüíî ðàñ-
ñìàòðèâàëè ñ òî÷êè çðåíèÿ åãî ó÷àñòèÿ â îáðàçîâàíèè ñî-
ñóäîâ, ïèòàþùèõ îïóõîëü (Wang et al., 1993; Zijlmans
et al., 2009). Çàòåì âûÿñíèëîñü, ÷òî êëåòêè ðÿäà îïóõîëåé
ñàìè ýêñïðåññèðóþò ýíäîãëèí. Â îäíèõ ñëó÷àÿõ, íàïðè-
ìåð íà êëåòêàõ ïðîìèåëîöèòàðíûõ, ïðîìîíîöèòàðíûõ è
ïðîýðèòðîáëàñòíûõ ëåéêåìèé, ýêñïðåññèÿ ýíäîãëèíà
áûëà ñëåäñòâèåì ìàëèãíèçàöèè ïðåäøåñòâåííèêîâ ãåìî-
ïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ðàííèõ ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè, êî-
òîðûå ýêñïðåññèðóþò ýíäîãëèí â íîðìå. Â äðóãèõ ñëó÷à-
ÿõ ýíäîãëèí áûë âûÿâëåí íà ìåìáðàíàõ êëåòîê òåõ îïóõî-
ëåé, íîðìàëüíûå ïðîòîòèïû êîòîðûõ íå ýêñïðåññèðóþò
ýòîãî áåëêà. Ê òàêèì îïóõîëÿì îòíîñÿòñÿ â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü êàðöèíîìû — îïóõîëè ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, òàêèå êàê ðàê ìîëî÷íîé è ïîäæåëóäî÷íîé æåëåç,
ïëîñêîêëåòî÷íûé ðàê ãîëîâû è øåè, ðàê ýíäîìåòðèÿ è
ðàê ïðîñòàòû (Zakrzewski et al., 2011; Oliveira et al., 2014;
Tobar et al., 2014). Â ïðîöåññå îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè ýòè
êëåòêè ìîãëè òåðÿòü ýêñïðåññèþ ýíäîãëèíà. Äàííûå î
çíà÷åíèè ýíäîãëèíà äëÿ ïðîãðåññèè, ìåòàñòàçèðîâàíèÿ è
èíâàçèâíîñòè îïóõîëåé äîñòàòî÷íî ïðîòèâîðå÷èâû. Ýêñ-
ïðåññèÿ ýíäîãëèíà êëåòêàìè íåêîòîðûõ îïóõîëåé áûëà
ñîïðÿæåíà ñ óâåëè÷åíèåì èõ èíâàçèâíîñòè (Oxmann

et al., 2008), à èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè ýíäîãëèíà ìîã-
ëî óâåëè÷èâàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê õèìèîòåðàïåâ-
òè÷åñêèì ïðåïàðàòàì è âåñòè ê ïîäàâëåíèþ ðîñòà
îïóõîëåé (Pal et al., 2014). Íà ëèíèÿõ êëåòîê ðàêà ïðîñòà-
òû íàáëþäàëè îáðàòíûé ýôôåêò, êîãäà ïîòåðÿ ýêñïðåññèè
ýíäîãëèíà áûëà ñîïðÿæåíà ñ ïðèîáðåòåíèåì êëåòêàìè
áîëüøåé ìèãðàöèîííîé ñïîñîáíîñòè è ìåòàñòàòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè (Liu et al., 2002). Ýêñïðåññèþ ýíäîãëèíà íà
êëåòêàõ ðÿäà îïóõîëåé ñâÿçûâàþò ñ ó÷àñòèåì TGF-b1 â
ðåãóëÿöèè èõ ðîñòà. Òàê, êëåòêè ìåëàíîìû ëèíèè Mel 97,
ñîäåðæàùèå ïîïóëÿöèè CD105+-êëåòîê, ñíèæàëè ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ïðè äîáàâëåíèè ýêçîãåííîãî
TGF-b, òîãäà êàê íåýêñïðåññèðóþùàÿ ýíäîãëèí ìåëàíîìà
FO-1 íå îòâå÷àëà íà äåéñòâèå ýòîãî öèòîêèíà (Altomonte
et al., 1996). Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
äëÿ îäíèõ îïóõîëåé ýíäîãëèí ìîæåò ñëóæèòü îíêîñóï-
ðåññîðîì, à äëÿ äðóãèõ — ïðîìîòîðîì ìåòàñòàçèðîâàíèÿ
(Perez-Gomez et al., 2010).

Â 2005 ã. áûëî îïóáëèêîâàíî èññëåäîâàíèå ýêñïðåñ-
ñèè CD105 â ëèíèÿõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ðàçíîãî ãèñòîãå-
íåçà (Postiglione et al., 2005). Àâòîðû îòìå÷àëè, ÷òî ñàðêî-
ìû, êàê ïðàâèëî, âûñîêîïîçèòèâíû ïî ìàðêåðó CD105, â
òî âðåìÿ êàê îïóõîëè ýïèòåëèàëüíîé ïðèðîäû (êàðöèíî-
ìû) èìåþò ìåíüøèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàðêåðà èëè âî-
âñå åãî ëèøåíû. Íà ýòîì îñíîâàíèè áûëî ñäåëàíî çàêëþ-
÷åíèå î òîì, ÷òî íàëè÷èå CD105 íà îïóõîëåâûõ êëåòêàõ
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê äîïîëíèòåëüíûé ìàðêåð ãèñòî-
ãåíåçà îïóõîëåé. Â ýòîé æå ðàáîòå áûëè ïðåäñòàâëåíû
äàííûå, óêàçûâàþùèå íà ïîëîæèòåëüíóþ êîððåëÿöèþ
ýêñïðåññèè ýíäîãëèíà êëåòêàìè îïóõîëåé è èõ ñïîñîáíî-
ñòè îáðàçîâûâàòü êîëîíèè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ìÿã-
êîì àãàðå.

Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ýêñïðåññèè CD105 íà ìåìáðà-
íàõ íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê ðàçëè÷íîãî ãèñòî-
ãåíåçà, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïîäòâåðæäàþò è
äîïîëíÿþò ðàíåå îïóáëèêîâàííûå äàííûå. Íàèáîëåå âû-
ñîêîé ýêñïðåññèåé ýíäîãëèíà îáëàäàëè ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè ëèíèè EA.hy926. Êëåòêè ýòîé ëèíèè ÿâëÿþòñÿ
ãèáðèäàìè êëåòîê ýíäîòåëèÿ HUVEC è êëåòîê êàðöèíî-
ìû A549 è ñîõðàíÿþò âñå îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ýíäî-
òåëèÿ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ (Edgell et al., 1983). Íåòðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå êëåòêè ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ —
ASC è FLECH — òàêæå îáëàäàëè âûñîêèì óðîâíåì ýêñ-
ïðåññèè ìåìáðàííî-àññîöèèðîâàííîãî ýíäîãëèíà. Ïî-
äàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ëèíèé îïóõîëåâûõ êëåòîê, íà
êîòîðûõ áûë âûÿâëåí àíòèãåí CD105, ïðîèñõîäèëè èç
íîðìàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, êîòîðûå èñõîäíî ýêñï-
ðåññèðîâàëè ýòîò áåëîê. Òàê, â îïóõîëÿõ, èìåþùèõ ãåìî-
ïîýòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå, ýíäîãëèí ïðèñóòñòâîâàë íà
êëåòêàõ ðàííèõ ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè. Ëèíèè ãëèîá-
ëàñòîì, îáëàäàþùèå ðÿäîì ïðèçíàêîâ ìåçåíõèìíîãî ôå-
íîòèïà, êàê ïðàâèëî, ñîäåðæàëè ïîïóëÿöèþ CD105+-êëå-
òîê. Â äâóõ èç òðåõ ëèíèé ñàðêîì, à òàêæå â êëåòêàõ ìåëà-
íîìû MeWo áîëüøå ïîëîâèíû êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
áûëè CD105+. Èç ñåìè èññëåäîâàííûõ â ðàáîòå êàðöèíîì
òîëüêî äâå ëèíèè (HEP-G2 è T24) èìåëè âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè ýíäîãëèíà.

Íàðÿäó ñ ìåìáðàííûì ýíäîãëèíîì â äâóõ ëèíèÿõ
îïóõîëåé ìèåëîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Kg-1 è
HL-60), à òàêæå â êëåòêàõ êàðöèíîìû ïîäæåëóäî÷íîé æå-
ëåçû MIA PaCa-2 ýíäîãëèí áûë îáíàðóæåí â öèòîïëàçìå.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî çàäåðæêà ýíäîãëèíà â öèòîïëàçìå ñâÿçàíà
ñ íàðóøåíèåì åãî òðàíñïîðòà íà êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó.
Íåñåò ëè êàêóþ-ëèáî ôóíêöèþ òàêîé ýíäîãëèí, îñòàåòñÿ
íåèçâåñòíûì.
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Â íàó÷íûõ ïóáëèêàöèÿõ èìååòñÿ ðÿä ïðîòèâîðå÷èâûõ
äàííûõ îá ýêñïðåññèè àíòèãåíà CD105 êëåòêàìè ðàçíûõ
ëèíèé. Òàê, ðàñõîäÿòñÿ ñâåäåíèÿ îòíîñèòåëüíî ïðèñóòñò-
âèÿ CD105 íà êëåòêàõ îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû MCF-7
(Takahashi et al., 2001a, 2001b; Henry et al., 2011; Tobar
et al., 2014). Âåðîÿòíî, â öèòèðîâàííûõ ðàáîòàõ áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ðàçíûå ñóáëèíèè ýòîé îïóõîëè. Ëèíèÿ
MCF-7 èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èí-
ñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), èñïîëüçîâàí-
íàÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïðåäñòàâëÿëà âàðèàíò, íå ýêñï-
ðåññèðóþùèé ýíäîãëèíà. Ýêñïðåññèÿ ýíäîãëèíà â êëåò-
êàõ U937 íàõîäèòñÿ â ïðÿìîé çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè èõ
äèôôåðåíöèðîâêè (Blanco et al., 2008). Ïîïóëÿöèÿ êëåòîê
U937, èñïîëüçîâàííàÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ñîäåðæàëà ìå-
íåå 20 % CD105+-êëåòîê. Ïðè÷èíîé ïðîòèâîðå÷èâîñòè
äàííûõ îá ýêñïðåññèè ýíäîãëèíà â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ìî-
æåò áûòü òàêæå èñõîäíàÿ ãåòåðîãåííîñòü îïóõîëåâûõ
êëåòîê, àäàïòàöèîííûå èçìåíåíèÿ, ñâÿçàííûå ñ óñëîâèÿ-
ìè êóëüòèâèðîâàíèÿ, èëè íåîáðàòèìàÿ ñåëåêöèÿ îïðåäå-
ëåííûõ ïîïóëÿöèé â ïðîöåññå ïåðåñåâîâ. Â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü ýòî îòíîñèòñÿ ê ãëèîáëàñòîìàì. Òàê, â ëèíèè ãëèî-
áëàñòîìû T98G, êîòîðóþ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 5 % ÝÒÑ, ïîïóëÿöèÿ êëåòîê CD105+ ñîñòàâ-
ëÿëà 19.4 %. Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ñûâîðîòêè â ñðåäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 10 % ïðèâîäèëî ê òîìó, ÷òî â ïðî-
öåññå ïåðåñåâîâ ôðàêöèÿ êëåòîê CD105+ ñíèæàëàñü äî
íóëÿ (Êèñåëåâà è äð., 2016). Àíàëîãè÷íàÿ ñèòóàöèÿ áûëà
îïèñàíà â òîé æå ðàáîòå äëÿ ëèíèè ãëèîáëàñòîìû A172.

Ìåìáðàííî-àññîöèèðîâàííàÿ ôîðìà ýíäîãëèíà ìî-
æåò áûòü ïðåäñòàâëåíà â îäíîé èç äâóõ èçîôîðì — äëèí-
íîé (L) èëè êîðîòêîé (S), êîòîðûå ðàçëè÷àþòñÿ ïî äëèíå
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ó÷àñòêà. Ïîñëåäñòâèÿ âíóòðèêëå-
òî÷íîãî ïðîâåäåíèÿ ñèãíàëà ñ ó÷àñòèåì S- èëè L-ýíäî-
ãëèíà ðàçëè÷íû. Íà êóëüòóðàõ êëåòîê ýíäîòåëèÿ HUVEC,
íà êëåòêàõ ïðîìîíîöèòàðíîé ëèíèè U937, à òàêæå in situ
íà òðàíñãåííûõ ìûøàõ, èìåþùèõ èçáûòî÷íóþ ýêñïðåñ-
ñèþ S-ýíäîãëèíà, èññëåäîâàëè çíà÷åíèå ñîîòíîøåíèÿ ýê-
ñïðåññèé ìÐÍÊ, îïðåäåëÿþùèõ ñèíòåç S- è L-ýíäîãëèíà
(Blanco et al., 2015). Ïðè ýòîì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî óñè-
ëåíèå ýêñïðåññèè êîðîòêîé ôîðìû ýíäîãëèíà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ äëèííîé ïðîèñõîäèò â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ïðè ñòà-
ðåíèè, à â êëåòêàõ ìàêðîôàãàëüíîãî ðÿäà — â ïðîöåññå èõ
äèôôåðåíöèðîâêè è ñòàðåíèÿ. Ñëåäñòâèåì óâåëè÷åíèÿ
îòíîøåíèÿ S-ýíäîãëèí/L-ýíäîãëèí ÿâëÿëîñü óñèëåíèå
ñèãíàëèíãà ÷åðåç ðåöåïòîð ALK5 ïî ñðàâíåíèþ ñ ALK1 è
ïðîÿâëåíèå àíòèàíãèîãåííûõ ñâîéñòâ ýíäîãëèíà. Ó
òðàíñãåííûõ ìûøåé, èìåþùèõ èçáûòî÷íóþ ïðîäóêöèþ
êîðîòêîé èçîôîðìû ýíäîãëèíà, îòìå÷àëè ïîâûøåíèå
êðîâÿíîãî äàâëåíèÿ, èçìåíåíèå NO-ðåãóëÿöèè ãîìåîñòà-
çà è ñíèæåíèå ñïîñîáíîñòè ñîñóäîâ èçìåíÿòü ïðîíèöàå-
ìîñòü ïîä äåéñòâèåì TGF-b.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ
ðàçíîãî ãèñòîãåíåçà, à òàêæå â íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ èññëåäîâàëè ýêñïðåññèþ äâóõ âàðèàíòîâ ñïëàé-
ñèíãà ìÐÍÊ ýíäîãëèíà, îïðåäåëÿþùèõ ñèíòåç äâóõ èçî-
ôîðì ýòîãî áåëêà. Âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ïðåîáëàäà-
ëà ýêñïðåññèÿ L-ýíäîãëèíà. Áûëè îáíàðóæåíû ëèíèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê (êàðöèíîìà ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû
MIA PaCa-2 è ãëèîáëàñòîìà R1), â êîòîðûõ ýêñïðåññèÿ
ìÐÍÊ S-èçîôîðìû ýíäîãëèíà ïîëíîñòüþ îòñóòñòâîâàëà.
Íàçâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ìîãóò ñëóæèòü îáúåêòàìè
èçó÷åíèÿ ðîëè S-ýíäîãëèíà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Ïî ñî-
îòíîøåíèþ ìÐÍÊ S- è L-ýíäîãëèíà çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷à-
ëèñü ìåæäó ñîáîé êëåòêè ýíäîòåëèÿ EA.hy926 è ìåçåí-
õèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè ASC. Ðàçëè÷èÿ â ñîîòíîøå-

íèè ýêñïðåññèè S- èëè L-ýíäîãëèíà ìåæäó êëåòî÷íûìè
ëèíèÿìè, âîçìîæíî, óêàçûâàþò íà ðàçëè÷àþùèåñÿ ôóíê-
öèè, âûïîëíÿåìûå ýòèì áåëêîì â êëåòêàõ ðàçíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ.

Îáðàçîâàíèå êëåòêàìè sEng ÿâëÿåòñÿ ôóíêöèîíàëü-
íûì ìåõàíèçìîì, ðåãóëèðóþùèì êëåòî÷íûé ñèãíàëèíã ñ
ó÷àñòèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Ñâåäåíèÿ îá îáðàçîâàíèè
sEng îïóõîëåâûìè êëåòêàìè ìàëî÷èñëåííû è îòíîñÿòñÿ ê
íåñêîëüêèì îïóõîëÿì ýïèòåëèàëüíîé ïðèðîäû (Bernabeu
et al., 2009; Tobar et al., 2014). Áûë ïîñòàâëåí âîïðîñ î
òîì, êàêîå âëèÿíèå sEng ìîæåò îêàçûâàòü íà ïðîãðåññèþ
è ìåòàñòàçèðîâàíèå îïóõîëåé. Ãðóïïîé èññëåäîâàòåëåé
(Quintanilla et al., 2015) áûëî ñôîðìóëèðîâàíî ïðåäñòàâ-
ëåíèå î äâîéñòâåííîé ðîëè sEng â îïóõîëåâûõ ïðîöåññàõ,
ñîãëàñíî êîòîðîìó sEng íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ îïó-
õîëè èãðàåò ðîëü îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà, òîãäà êàê íà
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ îí ñïîñîáñòâóåò èõ ïðîãðåññèè è ìåòà-
ñòàçèðîâàíèþ. Â ýòîé ðàáîòå àâòîðû ïîä÷åðêèâàëè, ÷òî
ýôôåêòû sEng îïèñàíû òîëüêî â îòíîøåíèè êëåòîê ýíäî-
òåëèÿ è íåñêîëüêèõ ýïèòåëèàëüíûõ îïóõîëåé, òîãäà êàê
åãî äåéñòâèå íà äðóãèå îïóõîëè è íà êîìïîíåíòû ñòðîìû
(ôèáðîáëàñòû, ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè è ìàê-
ðîôàãè, òó÷íûå êëåòêè è íåéòðîôèëû) îñòàþòñÿ íåèçâå-
ñòíûìè. Äî ñèõ ïîð íå âûðàáîòàíî îïðåäåëåííîãî ìíå-
íèÿ îòíîñèòåëüíî öåëåñîîáðàçíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ óðîâ-
íÿ öèðêóëèðóþùåãî sEng ïëàçìû êðîâè â êà÷åñòâå
ïðîãíîñòè÷åñêîãî ïîêàçàòåëÿ ïðè ðÿäå ñîëèäíûõ îïóõî-
ëåé. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ýòîò ïîêàçàòåëü ìîæåò îòðà-
æàòü èíòåíñèâíîñòü ïðîöåññà àíãèîãåíåçà â î÷àãå îïóõî-
ëåâîãî ðîñòà. Ïðè ýòîì íå ðàññìàòðèâàëñÿ âîçìîæíûé
âêëàä ñàìèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, à òàêæå êëåòîê ìèêðîîê-
ðóæåíèÿ â îáùèé ïóë sEng.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå îöåíèëè óðîâåíü îáðà-
çîâàíèÿ sEng â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ðàçíîãî ãèñòîãåíåçà è
â íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòêàõ. Íàèáî-
ëåå âûñîêîé ïðîäóêöèåé sEng, êàê è îæèäàëîñü, îáëàäà-
ëè êëåòêè ýíäîòåëèÿ EA.hy926. Ñðåäè ëèíèé îïóõîëåâûõ
êëåòîê íàèâûñøåé ïðîäóêöèåé sEng îòëè÷àëàñü ìåëà-
íîìà MeWo. Â êëåòêàõ ýòîé ìåëàíîìû áûëà òàêæå îáíà-
ðóæåíà âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ãåíà MMP-14. Êëåòêè, êî-
òîðûå ìîãóò ôîðìèðîâàòü ìèêðîîêðóæåíèå îïóõîëåé,
à èìåííî ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè è ôèáðîáëà-
ñòû ëèíèè FLECH, èìåëè âûñîêîàêòèâíûé ãåí MMP-14,
íî ïðè ýòîì óðîâåíü øåääèíãà ýíäîãëèíà â íèõ áûë
íèçêèì. Ïîäîáíóþ êàðòèíó íàáëþäàëè äëÿ êàðöèíîìû
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ T24 è ãëèîáëàñòîìû R1. Ïðîòåîëèòè-
÷åñêîå îòùåïëåíèå ýêñòðàêëåòî÷íîãî ó÷àñòêà ýíäîãëèíà
ÿâëÿåòñÿ äàëåêî íå åäèíñòâåííîé ôóíêöèåé MMP-14. Îíà
òàêæå ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â äåãðàäàöèè âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà è ðÿäå äðóãèõ ïðîöåññîâ â òêàíÿõ. Îòñóòñòâèå
êîððåëÿöèè óðîâíÿ sEng è àêòèâíîñòè ýòîãî ôåðìåíòà
íå âûçûâàåò óäèâëåíèÿ. Â òî æå âðåìÿ âûñîêèé óðîâåíü
àêòèâíîñòè ãåíà MMP-14 â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ìîæåò
óêàçûâàòü íà àãðåññèâíîñòü îïóõîëåé è èõ ñïîñîáíîñòü ê
ìåòàñòàçèðîâàíèþ, ÷òî, â ÷àñòíîñòè, õàðàêòåðíî äëÿ ìå-
ëàíîì.

Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî ýíäîãëèí ýêñïðåññèðóþò ìíîãèå îïóõîëåâûå êëåò-
êè, à òàêæå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ôîðìèðóþùèå ìèêðîîê-
ðóæåíèå îïóõîëåé. Îñíîâíûì èñòî÷íèêîì sEng ÿâëÿþòñÿ
êëåòêè ýíäîòåëèÿ, òîãäà êàê áîëüøèíñòâî îïóõîëåâûõ
êëåòîê, à òàêæå ñòðîìàëüíûå êëåòêè íå ïðîäóöèðóþò çíà-
÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà sEng. Â ïîíèìàíèè ðîëè ýíäîãëè-
íà â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ è ýâîëþöèè îïóõîëåé îñòàåòñÿ
åùå ìíîãî âîïðîñîâ. Òàê, ïðåäñòîèò èññëåäîâàòü ôóíêöè-
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îíàëüíóþ ðîëü ýíäîãëèíà, ñîäåðæàùåãîñÿ â öèòîïëàçìå
ðÿäà îïóõîëåâûõ êëåòîê, è çíà÷åíèå ñîîòíîøåíèÿ S- è
L-ýíäîãëèíîâ â ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåé.
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Transmembrane protein endoglin (CD105) is a component of a receptor complex for TGF-b family growth
factors. It is expressed mainly by the endothelial cells, mesenchymal stromal cells and early hematopoietic pre-
cursors. CD105 density increases on the membranes of proliferating endothelium. Soluble endoglin (sEng) is
formed by a cleavage of extracellular fragment of the protein. Its level in blood is considered as an indicator of
angiogenesis during development of some tumors. The contribution of tumor cells in sEng pool remains un-
nown. The expression of CD105, production of sEng, as well as the level of two splicing variants of endoglin
gene and MMP-14 gene activity were investigated using the collection of 43 cultures of untransformed and tu-
mor cells of different histogenesis. More than half of tumor cell lines and untransformed stromal cells contained
cell populations bearing membrane endoglin. Cytoplasmic endoglin with unknown function was found in the
cells of three tumor lines. In all cell cultures mRNA expression of L-endoglin prevailed over the expression of
S-endoglin. Formation of sEng has been investigated in stromal and tumor cells for the first time. It was estima-
ted that endothelial cells represent the main source of sEng, whereas the majority of CD105+ tumor cells and
untransformed stromal cells showed low sEng production. Among tumor cell lines, the highest concentration of
sEng was found in MeWo melanoma cells, which at the same time had the highest activity of MMP-14 gene.

K e y w o r d s: cell lines, mesenchymal stromal cells, tumor cells, endothelium, endoglin, L-endoglin, S-en-
doglin, CD105, MMP-14 gene.
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