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Резюме. TNFα, IFNγ и IL$4 индуцируют разные варианты активации эндотелиальных клеток линии
EA.hy 926. Наибольшие изменения свойств эндотелиальных клеток линии EA.hy 926 наблюдаются в слу$
чае их активации TNFα. Под влиянием этого цитокина происходит достоверное повышение секреции
IL$8 и MCP$1, а также миграции и адгезии клеток линии THP$1 к монослою эндотелиальных клеток. Не$
смотря на это, совместное культивирование преинкубированных с этим цитокином эндотелиальных кле$
ток с клетками линии не вызывает достоверных изменений поверхностного фенотипа последних.

IFNγ и IL$4 оказывают достоверное ингибирующее действие на адгезию моноцитов к эндотелию. При
этом, преинкубация эндотелиальных клеток с IL$4 вызывала как усиление секреции IL$8 и MCP$1, так и
усиление миграции клеток THP$1. Преинкубация эндотелиальных клеток с IFNγ, напротив, оказывала
ингибирующее действие на оба параметра.

 Совместное культивирование клеток THP$1 с интактными и предварительно инкубированными с IFNγ
клетками линии EA.hy 926 приводило к незначительному достоверному повышению уровня экспрессии
молекул HLA$DR. В случае предобработки монослоя эндотелиальных клеток IL$4 и последующего совме$
стного культивирования их с клетками THP$1 на последних достоверно повышался уровень экспрессии
CD68. Выявленные нами единичные изменения поверхностного фенотипа клеток линии THP$1 не корре$
лировали с изменениями других изученных параметров: экспрессией адгезионных молекул на эндотелии,
хемоаттрактантными свойствами этих клеток и степенью адгезии моноцитов.

Ключевые слова: эндотелиальные клетки, цитокины, моноциты, адгезия, миграция, фенотип.
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INFLUENCE OF ENDOTHELIAL CELLS PREINCUBATED WITH CYTOKINES ON THPN1
MONOCYTENLIKE CELLS PHENOTYPE AND FUNCTIONS
Abstract. We demonstrated that TNFα, IFNγ and IL$4 induce different patterns of  endothelial cells activa$

tion. The greatest alterations were observed in TNFα threated endothelial cells. Under the influence of this cytok$
ine there was a statistically significant elevation of IL$8 and MCP$1 production by endothelial cells, of THP$1
adhesion and of migration toward endothelial cells monolayer. At the same time we had not observed any immu$
nophenotype alteration of THP$1 cocultured with endothelial cells treated  with TNFα.
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Оригинальные статьи

IFNγ и IL$4 induced statistically significant inhibi$
tion of THP$1 adhesion. IL$4 treated endothelial cells
have elevated levels of IL$8 and MCP$1 production and
stimulated THP$1 migrations. IFNγ showed inhibition
of IL$8 and MCP$1 spontaneous production and THP$1
migration.
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Incubation of THP$1 with untreated and IFNγ treated endothelial cells led to significant elevation of HLA$DR
expression. Expression of CD68 was significantly higher in case of THP$1 cocultured with IL$4 treated endothe$
lial cells. There was no any correlation  between immunophenotype alteration THP$1cells and others parameters
alteration. (Med. Immunol., 2005, vol.7, № 5)6, pp 495)502)

Введение
Моноциты циркулируют в крови, не пройдя

окончательной дифференцировки. После миграции
в ткани они дифференцируются в макрофаги или
дендритные клетки и выполняют функции погло$
щения и презентации антигенов [11]. Вопрос о фак$
торах, регулирующих дифференцировку и актива$
цию моноцитов, продолжает дискутироваться в ли$
тературе. Возможно, в регуляции этих процессов
участвуют эндотелиальные клетки и продуцируе$
мые ими цитокины. Влияние эндотелия на мигри$
рующие моноциты может осуществляться, по мень$
шей мере, двумя путями: сигналами, которые гене$
рируют пары взаимодействующих адгезионных мо$
лекул на поверхности моноцитов и эндотелия, и сиг$
налами от взаимодействия секретируемых эндоте$
лием хемокинов с хемокиновыми рецепторами на
моноцитах. Дифференцировка и активация моноци$
тов сопровождаются изменениями поверхностного
фенотипа клеток. Эндотелиальные клетки тоже под$
вергаются действию цитокинов, секретируемых в
участке воспаления, в результате чего претерпева$
ют активацию, как было показано нами ранее [1, 2].

Целью настоящего исследования было изучение
влияния эндотелиальных клеток перевиваемой ли$
нии EA.hy 926, предварительно инкубированных с
цитокинами, на адгезию, миграцию и поверхност$
ный фенотип моноцитоподобных клеток перевива$
емой линии THP$1. Параллельно мы проводили
оценку секреции хемокинов IL$8 и MCP$1 эндоте$
лиальными клетками.

Материалы и методы
В работе использовали рекомбинантные препа$

раты человеческих цитокинов TNFα $ «Рефнолин»
(специфическая активность препарата 1ЕД $ 0,06
нг), в концентрации 50 ЕД/мл, IFNγ $ «Гаммаферон»
(НПО «Фермент», «Sanitas», Литва), в концентра$
ции 500 ЕД/мл, IL$4, (специфическая активность
препарата 1ЕД $ 0,2 нг, «Becton Dickinson», США),
в концентрации 50 ЕД/мл.

EA.hy 926 $ линия эндотелиальных клеток чело$
века была любезно предоставлена Dr. Cora$Jean C.
Edgell (Университет Северной Калифорнии, США).
Клетки культивировали в среде DMEM/F12 («Sig$
ma», США), с добавлением 10% эмбриональной те$
лячьей сыворотки («ICN», США), 50 ЕД/мл пени$
циллина, 50 мкг/мл стрептомицина (АО «Самсон»,
СПб), 2 мМоль глютамина («ICN», США) и HAT
(«ICN», США), при 37°C во влажной атмосфере с

5% CO2. Пересев культуры производили каждые 3$
4 дня. Для дезинтеграции монослоя клетки инкуби$
ровали в растворе Версена в течение 5$10 минут
(«Биолот», СПб). Клетки линии THP$1 культиви$
ровали в среде RPMI$1640 («Биолот», СПб) с до$
бавлением 10% инактивированной эмбриональной
телячьей сыворотки («ICN», США), 50 мкг/мл суль$
фата гентамицина (АО «Самсон», СПб), 2 мМ L$
глютамина («ICN», США). Пересев производили 1
раз в 2$3 дня добавлением равного количества пол$
ной культуральной среды. Для культивирования
использовали пластиковые флаконы объемом 50 мл
(«Sarstedt», Австрия).

 Клетки линии EA.hy 926 помещали в лунки 24$
луночного плоскодонного планшета («Sarstedt»,
Германия) в концентрации 50000 клеток на лунку в
500 мкл культуральной среды и инкубировали до об$
разования конфлюэнтного монослоя во влажной
атмосфере с 5% CO2, при 37°C. Далее клетки инку$
бировали в присутствии исследуемых цитокинов,
через 24 часа производили отмывку и продолжали
инкубацию еще 24 часа. Все эксперименты прово$
дили в присутствии 10 мкг/мл полимиксина В
(«Sigma», США). После окончания инкубации об$
разцы культуральных жидкостей замораживали
($20°C) для последующего определения концентра$
ции IL$8 и MCP$1. Концентрацию IL$8 и MCP$1 оп$
ределяли используя стандартные коммерческие на$
боры BioPlex Cytokine Assay (Bio$Rad Laboratories,
USA). Для оценки влияния эндотелиальных клеток
на фенотип клеток THP$1 дальнейшую инкубацию
эндотелиальных клеток проводили в присутствии
клеток THP$1 (150000 клеток в лунке) во влажной
атмосфере с 5% CO2, при 37°C. Через 30 минут фрак$
цию клеток THP$1 собирали с эндотелиального мо$
нослоя 5$ти минутной инкубацией в холодном ра$
створе Версена («Биолот», СПб). Клетки осаждали
центрифугированием и проводили оценку экспрес$
сии CD45, HLA$DR, CD32, CD49, CD11b, CD68,
CD15 (функции и лиганды этих поверхностных мар$
керов представлены в табл.3). В анализируемой кле$
точной суспензии примесь эндотелиальных клеток
составляла не более 5%, т. к. 95% клеток экспресси$
ровали лейкоцитарные маркеры CD45 и CD15. Кле$
точную суспензию однократно отмывали от куль$
туральной среды забуференным физиологическим
раствором (ЗФР), содержащим 0,1% NaN3 («He$
licon», Москва). Моноклональные антитела (мАт)
против CD45, HLA$DR, CD32, CD11b (Научно$про$
изводственный центр «МедБиоСпектр», Москва)
вносили по 8 мкл, а мАт против CD49 и CD68
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Табл.1. ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ ПОВЕРХНОСТНЫХ МОЛЕКУЛ НА КЛЕТКАХ ЛИНИИ THPP1 ПРИ СОВМЕСТНОМ
КУЛЬТИВИРОВАНИИ С ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ EA.hy 926, ПРЕИНКУБИРОВАННЫМИ С ЦИТОКИНАМИ

Культивирование THP-1 с клетками EA.hy926,  

преинкубированными с цитокинами 

Поверх-

ностные 

маркеры 

клеток 

TNFα 

(M±m) 

IFNγ 

(M±m) 

IL-4 

(M±m) 

Без цитокинов 

(M±m) 

Культивирование клеток 

THP-1 без клеток 

EA.hy926 

(M±m) 

CD45 52±6,6 50±8,5 49±7,9 50±7,7 45±5,2 

CD15 62±12,8 70±19,4 70±17,9 57±9,1 60±17,3 

HLA-DR 25±2,4 26±1,4** 25±2,3 27±0,9** 23±1,8 

CD32 18±1,7 19±1,7 17±2,9 20±4,5 17±0,8 

CD49d 33±7,5 31±3,7 33±6,3 30±4,5 29±3,8 

CD11b 15±1,8 15±2,2 16±2,1 16±3,5 15±1,9 

CD68 10±0,9 11±1,9 11±0,3*** 9±1,7 9±0,3 

Представлены средние значения по результатам четырех независимых экспериментов. Результаты выражены в единицах интенсивности
флюоресценции, за вычетом интенсивности флюоресценции контроля вторых антител или изотопического контроля.
*** Различия статистически достоверны по сравнению с экспрессией на клетках линии THPP1, инкубированных в отсутствие клеток EA.hy 926
(p<0.001).
** Различия статистически достоверны по сравнению с  экспрессией на клетках линии THPP1, инкубированных в отсутствие клеток EA.hy 926
(p<0.01).

Табл. 2. РАЗЛИЧНЫЕ ЭФФЕКТЫ ПРЕИНКУБАЦИИ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК EA.hy 926 С ЦИТОКИНАМИ

Изучаемые параметры TNFα IFNγ IL-4 

Экспрессия ICAM-1 на клетках EA.hy 926. + + - 

Экспрессия VCAM-1 на клетках EA.hy 926. + + - 

Повышение секреции IL-8 клетками EA.hy 926. + - + 

Усиление адгезии THP-1 к клеткам EA.hy 926 + - - 

Усиление хемотаксиса THP-1 к клеткам EA.hy 926 + - + 
Изменения поверхностного фенотипа THP-1 при совместном 
культивировании с  клетками EA.hy 926 

- + + 

Примечание: + стимулирующий достоверный эфект; – нет стимулирующего достоверного эффекта.

Табл. 3. ФУНКЦИИ ИССЛЕДУЕМЫХ ПОВЕРХНОСТНЫХ МОЛЕКУЛ И ИХ ЛИГАНДЫ

Поверхностые 
маркеры 

Другое название Лиганды на эндотелии Функции 

CD45 LCA (leukocyte common 
antigen) 

 
Тирозинфосфатаза, 

передача сигнала внутрь 
клетки 

CD15 Sialyl -LeX CD62E, CD62P Адгезионная молекула 

HLA-DR 

Молекула главного 
комплека 

гистосовместимости II 
класса 

 Презентация антигена 

CD32 FcγRII  Рецептор для Fc порции Ig G 

CD49d 
α4-субъединица β1-

интегринов, 
VLA-4 

VCAM-1 Адгезионная молекула 

CD11b αM-субъединица β2-
интегринов 

ICAM-1 Адгезионная молекула, CR3 

CD68 Макросиалин  Лизосомальный маркер 
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(Becton Dickinson, США) $ по 6 мкл на 300000 кле$
ток в 50 мкл ЗФР с 0,1% NaN3 («Helicon», Москва)
и инкубировали в присутствии мАт 20 минут при
25°C в темноте. После двукратной отмывки ЗФР,
содержащим 0,1% NaN3 («Helicon», Москва), вноси$
ли поликлональные Ат к иммуноглобулинам мыши,
меченные ФИТЦ (НПЦ «МедБиоСпектр», Моск$
ва, или «Becton Dickinson, США») вносили по 8 и 6
мкл, соответственно, и проводили инкубацию 20
минут при 25°C в темноте. После трехкратной от$
мывки, проводили учет результатов с помощью про$
точного цитофлюориметра FACSCalibur фирмы
«Becton Dikcinson, США».

Оценку интенсивности миграции клеток линии
THP$1 проводили с использованием метода, осно$
ванного на окраске внутриклеточного белка специ$
фическим витальным флюоресцентным красителем
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). Для
окраски клетки THP$1 однократно отмывали от
культуральной среды ЗФР и доводили клеточность
до 1 млн. клеток в мл. Клетки инкубировали в ЗФР
с CFSE («Sigma», США) в конечной концентрации
0.5 мкг/мл, 10 минут на водяной бане при 37°C. Пос$
ле чего, клетки 3 раза отмывали от красителя холод$
ным ЗФР. Монослои эндотелиальных клеток инку$
бировали в присутствии исследуемых цитокинов,
через 24 часа производили отмывку и продолжали
инкубацию еще 24 часа во влажной атмосфере с 5%
СО2 при 37°С. По окончании инкубации в каждую
лунку помещали трансвеллы («Becton Dickinson»,
США) с диаметром пор 8 мкм и в верхнюю камеру
вносили, предварительно окрашенные CFSE, клет$
ки THP$1, по 100000 в 100 мкл культуральной сре$
ды. После 2.5 часовой инкубации во влажной атмос$
фере с 5% СО2

 при 37°С все содержимое нижней ка$
меры собирали для анализа. Интенсивность мигра$
ции оценивали с использованием проточного цитоф$
люориметра по количеству окрашенных CFSE кле$
ток линии THP$1, приходящихся на соответствую$
щее количество клеток линии EA.hy926. Цитофлю$
оресцентный анализ проводили на основе опреде$
ления трех параметров: малого углового светорас$
сеяния (FSC), бокового светорассеяния (SSC) и
показателя зеленой флюоресценции CFSE (FL$1).
Настройку амплифайера проводили таким образом,
чтобы в окне Dot Plot FSC$SSC четко выделялось
облако эндотелиальных клеток и клеток линии
THP$1. Проводили гейтинг исследуемых клеток в
координатах FSC (ось абсцисс) и SSC (ось ординат).
Затем данную группу анализировали на наличие
флюоресценции в координатах FL1 зеленое свече$
ние (CFSE) в окне Dot Plot. В результате в окне Dot
Plot происходит разделение окрашенных витальным
флюоресцентным красителем CFSE клеток линии
THP$1 от неокрашенных клеток линии EA.hy926.

Для оценки адгезии клетки линии EA.hy 926 по$
мещали в лунки 96$луночного плоскодонного план$

шета («Greiner», Германия) в концентрации 25000
клеток на лунку в 200 мкл культуральной среды и
инкубировали до образования конфлюэнтного мо$
нослоя во влажной атмосфере с 5% CO2 при 37°C.
Далее клетки инкубировали в присутствии иссле$
дуемых цитокинов, через 24 часа производили от$
мывку и вносили предварительно окрашенные
CFSE клетки THP$1 по 100000 клеток в 100 мкл
полной культуральной среды, инкубировали 30 ми$
нут во влажной атмосфере с 5% СО2 при 37°С. Не
адгезировавшие клетки удаляли троекратной от$
мывкой полной культуральной средой. Дезинтегра$
цию монослоя вызывали 10$минутной экспозици$
ей в 0,25% растворе Версена («Биолот», СПб), тща$
тельно ресуспендировали и содержимое лунок в
обьеме 200 мкл переносили в микропробирки для
анализа, после чего проводили учет интенсивности
флюоресценции с использованием проточной ци$
тофлюориметрии. Степень адгезии оценивали по ко$
личеству клеток линии THP$1, приходящихся на
клетки линии EA.hy926.

Статистическую обработку полученных данных
проводили с вычислением критерия Стьюдента, ис$
пользуя компьютерную программу STATISTICA
5.0.

Результаты
Исследование адгезии клеток линии THP$1 по$

казало, что около 12% внесенных в лунку моноци$
тов адгезируют к монослою не активированных кле$
ток EA.hy 926. Преинкубация клеток EA.hy 926 с ци$
токином TNFα приводила к троекратному усилению
адгезии, а преинкубация клеток EA.hy 926 с IFNγ и
IL$4 оказывала достоверное ингибирующее дей$
ствие на последующую адгезию клеток линии THP$
1 (рис.1).

Клетки линии THP$1 достаточно активно спон$
танно мигрировали в направлении монослоя интак$
тных эндотелиальных клеток EA.hy926. После пре$
инкубации эндотелиальных клеток с TNFα и IL$4
отмечено достоверное повышение интенсивности
миграции клеток THP$1, при этом, эффект TNFα
был достоверно выше эффекта IL$4 (p<0,05). IFNγ
не оказывал достоверного влияния на исследуемый
показатель (рис.2).

Параллельными исследованиями было показано,
что эндотелиальные клетки EA.hy 926 спонтанно
секретируют хемокины IL$8 (рис.3) и MCP$1
(рис.4), причем уровень спонтанной секреции IL$8
в 5 раз выше, чем уровень спонтанной секреции
MCP$1. Уровни секреции обоих хемокинов эндоте$
лиальными клетками линии EA.hy 926 одинаково
изменялись после преинкубации с цитокинами:
IFNγ достоверно ингибировал, а TNFα и IL$4 дос$
товерно повышали спонтанную продукцию этих хе$
мокинов. Стимулирующее действие TNFα было до$

Старикова Э.А., Фрейдлин И.С. и др.
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стоверно выше, чем стимулирующее действие IL$4,
как в отношении продукции MCP$1, так и в отно$
шении продукции IL$8.

Оценку экспрессии поверхностных молекул на
клетках линии THP$1 проводили после 30 минут$
ной инкубации с интактными или предварительно
инкубированными в присутствии цитокинов эндо$
телиальными клетками EA.hy 926. Ранее было по$
казано, что 30 мин. достаточно, чтобы произошла
адгезия клеток THP$1 к эндотелиальным клеткам.
Совместное культивирование культур клеток не
приводило к существенным изменениям количества
клеток, экспрессирующих исследуемые маркеры.
При незначительном повышении уровня эскпрессии
всех поверхностных молекул в кокультуре, досто$
верным по сравнению со спонтанной экспрессией
было только повышение уровня экспрессии HLA$
DR (табл.1). Уровень экспрессии исследуемых мар$

керов на клетках THP$1 столь же незначительно
повышался при их совместном культивирования с
эндотелиальными клетками, преинкубированными
с цитокинами, в этом случае достоверным было по$
вышение уровня экспрессии CD68 в случае предоб$
работки эндотелия IL$4 и повышение уровня эксп$
рессии HLA$DR в случае предобработки эндотелия
IFNγ (табл.1).

Обсуждение
Моноциты мигрируют из сосудов в ткани даже

в отсутствие воспаления. В основе этого явления ле$
жит конститутивная секреция эндотелиальными
клетками ряда хемокинов (MCP$1[17], SDF$1[15],
Fractalkine [11]). Наши эксперименты показали, что
эндотелиальные клетки линии EA.hy 926 спонтан$
но секретируют хемоаттрактанты для моноцитов $
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Рис.1. Адгезия клеток линии THPN1  к эндотелиальным клеткам EA.hy 926, предварительно инкубированными с цитокинами.
Результаты отражают количество клеток линии THPN1, приходящихся на  100 клеток EA.hy 926.
*** Различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p<0,001).

Рис.2. Миграция клеток линии THPN1  к эндотелиальным клеткам EA.hy 926, предварительно инкубированными с цитокинами.
Результаты отражают количество мигрировавших клеток THPN1, приходящихся на 100 клеток EA.hy 926.
** Различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p<0,01).
*** Различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p<0,001).
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IL$8 и MCP$1 (рис.3 и рис.4). Не исключено, что
спонтанная секреция хемокинов эндотелиальными
клетками in vitro происходит в результате их неспе$
цифической активации.

Известно, что эндотелиальные клетки секрети$
руют широкий спектр хемокинов, подавляющее
большинство которых являются хемоаттрактанта$
ми для моноцитов. TNFα, IFNγ и IL$4 индуцируют
секрецию эндотелиальными клетками разных ком$
бинаций хемокинов. Под влиянием TNFα эндоте$
лий сосудов секретирует MIPs, MCPs, RANTES,
фракталкин, IL$8 [15]. IFNγ и IL$4 являются анта$
гонистами в отношении секреции эндотелием ряда
хемокинов. IFNγ индуцирует секрецию RANTES [9,
16] и фракталкина [8], а IL$4 ингибирует секрецию

этих хемокинов [16, 8], но стимулирует секрецию
эндотелием эотаксина$3 [ 7] и MCP$1 [14, 6, 18].
Показано, что IFNγ индуцирует секрецию MCP$1
эндотелиальными клетками микрососудов [15].

В нашей культуральной системе только TNFα
и IL$4 стимулировали секрецию такого спектра хе$
мокинов, который усиливал миграцию клеток
THP$1. Эксперименты выявили статистически до$
стоверную положительную корреляцию между ин$
тенсивностью продукции IL$8 и MCP$1 эндотели$
альными клетками, преикубированными с цитоки$
нами, и миграцией моноцитов по направлению к
монослою эндотелиальных клеток, преинкубиро$
ванных с теми же цитокинами (r=0,94, при p<0,01
для IL$8 и r=0,92, при p<0,01 для MCP$1). Преин$
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Рис.3. Секреция ILN8 эндотелиальными клетками EA.hy 926, предварительно инкубированными с цитокинами.
*** Различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p<0.001).

Рис.4. Секреция MCPN1 эндотелиальными клетками EA.hy 926, предварительно инкубированными с цитокинами.
* Различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p<0.05).
** Различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p<0.01).
*** Различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p<0.001).
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кубация эндотелиальных клеток с TNFα и IL$4
вызывала как усиление секреции хемокинов, так и
усиление миграции клеток THP$1. Преинкубация
эндотелиальных клеток с IFNγ, напротив, оказыва$
ла ингибирующее действие на оба параметра. Оче$
видно, хемокины IL$8 и MCP$1 играют основную
роль в привлечении клеток THP$1. Возможно так$
же, что интенсивность секреции эндотелиальными
клетками IL$8 и MCP$1 под влиянием TNFα и IL$
4 коррелирует с интенсивностью секреции других
хемокинов под влиянием тех же цитокинов. Обра$
щает на себя внимание выявленный нами факт сти$
мулирующего действия IL$4 на секрецию IL$8. Это
не согласуется с имеющимися в литературе данны$
ми о том, что IL$4 также как IFNγ является инги$
битором секреции IL$8 [3, 5, 15]. Регистрируемые
в наших опытах эффекты могли быть вызваны не
только TNFα, IFNγ и IL$4, но и продуктами, секре$
тируемыми эндотелиальными клетками под влия$
нием этих цитокинов. Другими словами, индуци$
рующий эффект IL$4 на секрецию IL$8 мог быть
опосредованным, т. к. он проявлялся только после
удаления цитокина из среды (рис.3).

Ранее нами было показано, что клетки линии
EA.hy 926 имеют низкий спонтанный уровень эк$
спрессии молекул ICAM$1 и VCAM$1. Под влия$
нием TNFα и IFNγ происходило достоверное по$
вышение уровней экспрессии адгезионных моле$
кул. IL$4 самостоятельного действия не оказывал,
но снижал уровень экспрессии адгезионных мо$
лекул, индуцированный TNFα [1, 2]. Наши экс$
перименты позволяют предполагать, что выражен$
ность адгезии макрофагоподобных клеток линии
THP$1 к эндотелиальным клеткам EA.hy 926 за$
висит от нескольких условий. Во$первых, необхо$
дим высокий уровень экспрессии адгезионных
молекул ICAM$1 и VCAM$1 на эндотелии. Во$вто$
рых, требуется наличие высоко аффинных лиган$
дов для этих молекул на клетках THP$1 – β2-ин$
тегринов. Известно, что хемокины действуют на
всех этапах трансэндотелиальной миграции лей$
коцитов. Связывание хемокинов с их рецептора$
ми на лейкоцитах опоредованно усиливает адге$
зию, т. к. приводит к изменению конформации
молекул интегринов, повышению их аффиности
и кластеризации [13, 11]. Фракталкин, секретиру$
емый эндотелиальными клетками, одновременно
является и хемоаттрактантом и адгезионной мо$
лекулой [10 , 12]. Повышение степени адгезии кле$
ток линии THP$1 к эндотелиальным клеткам в на$
ших экспериментах происходило только в том слу$
чае, если и уровень экспрессии адгезионных мо$
лекул на эндотелиальных клетках и уровень сек$
реции хемокинов эндотелиальными клетками
были выше спонтанного уровня, как это было в
случае преинкубации эндотелиальных клеток с
TNFα (табл.2).

TNFα, IFNγ и IL$4 индуцируют разные вариан$
ты активации эндотелиальных клеток (табл.2), ко$
торые могут реализовываться в ходе разных пато$
логических процессов. В целом, наибольшие изме$
нения свойств эндотелиальных клеток линии EA.hy
926 наблюдаются в случае их активации TNFα. Не$
смотря на это, совместное культивирование преин$
кубированных с этим цитокином эндотелиальных
клеток с клетками линии THP$1 не вызывает дос$
товерных изменений поверхностного фенотипа пос$
ледних.

IFNγ и IL$4 оказывают достоверное ингибирую$
щее действие на адгезию моноцитов к эндотелию.
При этом IFNγ повышает экспрессию адгезионных
молекул на эндотелии, а IL$4 стимулирует секрецию
хемокинов эндотелиальными клетками. Совместное
культивирование клеток THP$1 с интактными и
предварительно инкубированными с IFNγ клетка$
ми линии EA.hy 926 приводит к незначительному
достоверному повышению уровня экспрессии моле$
кул HLA$DR. Это может свидетельствовать о повы$
шении антигенпрезентирующих свойств моноцитов
и является свидетельством их активации [2]. В слу$
чае предобработки монослоя эндотелиальных кле$
ток IL$4 и последующего совместного культивиро$
вания их с клетками THP$1 на последних достовер$
но повышается экспрессия CD68. Повышение уров$
ня экспрессии CD68 сопровождает процесс диффе$
ренцировки моноцитов в макрофаги [2].

Нельзя исключать, что описанные изменения
фенотипа зависят от остаточных следовых коли$
честв цитокинов, с которыми преинкубировались
эндотелиальные клетки. Можно предположить так$
же, что на этапе прочной адгезии происходит пере$
распределение (кластеризация) данных адгезион$
ных молекул на поверхности моноцитов без изме$
нения уровня их экспрессии. Выявленные нами еди$
ничные изменения поверхностного фенотипа кле$
ток линии THP$1 не коррелировали с изменениями
других изученных параметров: экспрессией адгези$
онных молекул на эндотелии, хемоаттрактантными
свойствами этих клеток и степенью адгезии моно$
цитов. Исходя из этих данных, можно предполо$
жить, что сигналы, передаваемые внутрь клеток от
адгезионых молекул не приводят к изменению по$
верхностного фенотипа моноцитов, по крайней мере,
в течение 30 минут кокультивирования. То же са$
мое можно сказать о продуктах, которые секрети$
руются эндотелиальными клетками линии EA.hy
926, преинкубированными с цитокинами при их со$
вместном культивировании с клетками THP$1.

Нами разработана адекватная эксперименталь$
ная модель для изучения взаимодействия эндотели$
альных клеток и моноцитов с использованием пе$
ревиваемых клеточных линий. Взаимное влияние
моноцитов с эндотелиальными клетками нуждает$
ся в дальнейшем тщательном изучении.
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