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Резюме. Усиление процесса трансэндотелиальной миграции лейкоцитов в  условиях инфекции 
и воспаления происходит благодаря повышению уровня экспрессии адгезионных молекул иммуно-
глобулинового суперсемейства ICAM-1 и  VCAM-1 и  усилению секреции воспалительных хемоки-
нов эндотелиальными клетками. Ранее в наших исследованиях в модели in vitro было показано, что 
компоненты пиогенного стрептококка значительно усиливали интенсивность трансэндотелиальной 
миграции моноцитоподобных клеток линии ТНР-1, однако при этом на  эндотелиальных клетках 
не изменялся уровень экспрессии адгезионных молекул. Цель работы состояла в изучении механиз-
мов, лежащих в основе усиления трансэндотелиальной миграции клеток THP-1 в присутствии супер-
натанта стрептококковых клеток (ССК). ССК проявлял в отношении клеток ТНР-1 свойства хемо-
аттрактанта. ССК усиливал хемотаксис и трансмиграцию клеток ТНР-1, в то время как 24-часовая 
преинкубация клеток ТНР-1 в присутствии ССК, напротив, ослабляла оба эти процесса, что сопро-
вождалось снижением уровня фосфорилирования киназы фокальных адгезионных контактов. Пре-
инкубация клеток ТНР-1 с коклюшным токсином снижала интенсивность их трансмиграции в при-
сутствии ССК до уровня спонтанной. Полученные результаты свидетельствуют о том, что усиление 
трансмиграции клеток ТНР-1 под влиянием ССК обусловлено его хемоаттрактантным действием 
в отношении мигрирующих клеток. 
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Abstract. Enhanced transendothelial migration of leukocytes during infection and inflammation occurs due 
to increased expression of ICAM-1 and VCAM-1 adherence molecules of the immunoglobulin superfamily, 
and increased secretion of chemokines by endothelial cells. Our previous in vitro studies with human monocytic 
THP-1 cells showed that some components of Streptococcus pyogenes caused a sufficient enhancement of 
transendothelial cell migration. However, expression levels of adhesion molecules remained unchanged on 
endothelial cells. The purpose of the work was to study mechanisms underlying the enhanced transendothelial 
migration of THP-1 cells treated with supernatante of streptococcal cells (SSC). SSC exhibited chemoattractive 
activity towards THP-1 cells. SSC increased chemotaxis and transmigration of THP-1 cells. Meanwhile, a 24-
hour preincubation of THP-1 cells with SSC caused suppression of the both effects, being accompanied by 
decreased level of Focal Adhesion Kinase phosphorylation. Preincubation of THP-1 cells with pertussis toxin 
did reduce the transmigration intensity in presence of the SSC down to the level of spontaneous migration. These 
results suggest that increased transmigration of THP-1 cells under the influence of SSC may be determined by 
its chemoattractive action upon the migrating cells. (Med. Immunol., 2013, vol. 15, N 5, pp 457-464)

Keywords: THP-1 cells, transendothelial migration, Streptococcus pyogenes 
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Механизмы трансмиграции клеток THP-1
Transmigration mechanisms of THP-1 monocytoid cells 2013, Vol. 15,  5

2013, Т. 15, № 5

Введение
Эндотелиальные клетки играют важную роль 

в регуляции миграции лейкоцитов из кровенос-
ного русла в ткани. Считается, что этот процесс 
происходит конститутивно. Активируя эукарио
тические клетки через рецепторы, распознаю-
щие бактериальные паттерны, ассоцированные 
с  патогенностью, бактерии могут усиливать 
процесс мобилизации лейкоцитов из  кровенос-
ного русла в ткани, кроме того, они сами явля-
ются источником хемоаттрактантных факторов 
для лейкоцитов [9, 12]. S. pyogenes – один из са-
мых распространенных возбудителей бактери-
альных инфекций человека. Проведенные нами 
раннее исследования показали, что под влияни-
ем компонентов пиогенного стрептококка про-
исходит значительное усиление адгезии и транс-
эндотелиальной миграции клеток линии ТНР-1, 
однако при этом ни на эндотелиальных клетках, 
ни на мигрирующих клетках не изменяется уро-
вень экспрессии адгезионных молекул [1, 2]. Это 
противоречие побудило нас к более подробному 
исследованию процесса. Цель данной работы со-
стояла в  изучении механизмов, лежащих в  ос-
нове усиления трансэндотелиальной миграции 
(ТЭМ) моноцитоподобных клеток линии THP-1 
в  присутствии компонентов пиогенного стреп-
тококка.

Материалы и методы
Супернатант стрептококковых клеток (ССК) 

был приготовлен из S. pyogenes серологической 
группы А, тип М22, штамм AL168. Штамм был 
предоставлен Dr. Lindahl (Отдел лаборатор-
ной медицины Лундского универcитета, Лунд, 
Швеция). В  суточной культуре стрептококка 
количественными высевами контролировали 
концентрацию бактерий и  доводили до  стан-
дартной 2,5-5,0  ×  108 КОЕ/мл. Ультразвуко-
вая дезинтеграция стрептококков проводилась 
в объеме 5 мл взвеси бактерий в забуференном 
физиологическом растворе при pH 7,0 в  те-
чение 5 мин, при частоте 22  kHz и  мощности 
0,3-0,4 мА на  дезинтеграторе (MSE, Англия). 
После центрифугирования суспензию подвер-
гали стерилизации с  использованием филь-
тров Filtropure S с  размером пор 0,45 микрон 
(Sarstedt, Germany). Во всех экспериментах ис-
пользовали ССК в  разведении 1/50, что соот-
ветствовало максимально выраженному эффек-
ту, при отсутствии токсичности. 

В работе использовали коммерческие препара-
ты липотейховой кислоты из S. pyogenes («Sigma», 
США) в концентрации 50 мкг/мл; рекомбинант-
ный – TNFα «Рефнолин» (специфическая актив-
ность 1ЕД – 0,06 нг) в концентрации 100 ЕД/мл, 
(«Рефнолин», НПО «Фермент», «Sanitas», Литва); 
липополисахарид из E. Coli (055:В5) в концентра-
ции 500 нг/мл («Sigma», США).

Работу проводили с  использованием моно-
цитоподобных клеток перевиваемой линии 
THP- 1. Клетки культивировали в  среде RPMI-
1640 («Биолот», СПб., РФ) с  добавлением 10% 
инактивированной эмбриональной телячьей 
сыворотки («Sigma», США), 50 мкг/мл сульфата 
гентамицина, 2 мМ L-глутамина – все («Биолот», 
СПб., РФ). Пересев производили 1 раз в 2-3 дня 
добавлением равного количества полной культу-
ральной среды. 

Для  моделирования процесса трансэндоте-
лиальной миграции использовали эндотелиаль-
ные линии EA.hy926, любезно предоставленные 
Dr.  Cora-Jean C.  Edgell (Университет Северной 
Калифорнии, США). Клетки культивировали 
в  среде DMEM/F12 («Биолот», СПб., РФ) с  до-
бавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки («Sigma», США), 100 ЕД/мл пенициллина, 
100 мкг/мл стрептомицина 2 мМоль глутами-
на  – все («Биолот», СПб, РФ) и  HAT («Sigma», 
США), при 37  °C во  влажной атмосфере с  5% 
CO2. Для дезинтеграции монослоя клетки инку-
бировали в растворе Версена в течение 5-10 ми-
нут («Биолот», СПб., РФ). Пересев производили 
1 раз в 3-4 дня. 

Клетки культивировали при 37 °C во влажной 
атмосфере с 5% CO2 в пластиковых флаконах объ-
емом 50-250 мл («Sarstedt», Австрия). Жизнеспо-
собность клеток до и после инкубации с исследу-
емыми веществами оценивали путем инкубации 
в 0,1% растворе трипанового синего. Во всех экс-
периментах жизнеспособность составляла не ме-
нее 90%.

Изучение миграции и  трансэндотелиальной 
миграции клеток THP-1 проводили в  трансвел-
лах с  диаметром пор 8 мкм («Becton Dickinson, 
США»). Трансвеллы помещали в  лунки 24-лу-
ночного планшета (Falcon, США). В сериях экс-
периментов по  оценке миграции, хемотаксиса 
и трансмиграции клетки инкубировали в культу-
ральной среде RPMI-1640 («Биолот», СПб., РФ) 
с добавками и 2,5% эмбриональной телячьей сы-
воротки. 

Для  оценки интенсивности миграции куль-
туральную среду, содержащую исследуемые ве-
щества, помещали в нижнюю камеру трансвелл, 
в верхнюю камеру вносили клетки THP-1 в кон-
центрации 500 тыс./мл и инкубировали 2 часа. 

Для  оценки хемоаттрактантной активности 
в верхнюю камеру вносили клетки THP-1 в кон-
центрации 500 тыс. в 200 мкл, в нижнюю камеру 
вносили культуральную среду с  добавками, ис-
следуемые вещества помещали: только в  ниж-
нюю камеру; только в верхнюю камеру; одновре-
менно в верхнюю и в нижнюю камеру трансвелл 
и инкубировали 2 часа.

Для  оценки интенсивности трансэндотели-
альной миграции за 24 часа до проведения опыта 
в верхнюю камеру трансвелл вносили эндотели-
альные клетки EA.hy926. В день проведения опы-
та содержимое верхней камеры удаляли и вноси-
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ли клетки THP-1 в концентрации 500 тыс. в 200 
мкл. Одновременно в  нижнюю камеру вносили 
культуральную среду, содержащую исследуемые 
вещества, и инкубировали 3 часа. 

В  отдельных экспериментах проводили су-
точную преинкубацию клеток линии EA.hy926 
или  клеток линии THP-1 в  присутствии ССК, 
а также только для клеток ТНР-1 16-часовую ин-
кубацию в  присутствии 100 нг/мл коклюшного 
токсина (Sigma, США).

По  окончании времени инкубации содержи-
мое нижних камер собирали и  проводили под-
счет количества мигрировавших клеток с  помо-
щью коммерческих наборов «True count» («Becton 
Dickinson», США), с использованием проточно-
го цитофлуориметра Coulter Apics Altra (Beckman 
Coulter, США).

Для  исследования уровня фосфокиназ (FAK 
и NF-κB) клетки инкубировали 20 мин в присут-
ствии исследуемых веществ, фиксировали и пер-
меабилизировали с помощью Intra Prep fixation/
permeabilysation Kit (Beckman Coulter, США). 
Далее производили окрашивание клеток с  ис-
пользованием моноклональных антител против 
фосфо-FAK и  фосфо-NF-κB (BD Pharmingen, 
США). Образцы анализировали на  приборе 
Navios (Beckman Coulter, США). Для  оценки 
интенсивности трансэндотелиальной миграции 
(ТЭМ) клеток THP-1 предварительно в трансвел-
лы (Becton Dickinson, США) с  диаметром пор 8 
мкм вносили эндотелиальные клетки, инкубиро-
вали до  образования конфлюэнтного монослоя, 
после чего в  верхние камеры трансвеллов вно-
сили клетки THP-1. После 3-часовой инкубации 
проводили подсчет количества мигрировавших 
клеток с  помощью коммерческих наборов «True 
count» («Becton Dickinson», США), с  использо-
ванием проточного цитофлуориметра Coulter 
Apics Altra (Beckman Coulter, США). Все опыты 
проводили как  минимум в  трех повторностях. 
Статистическую обработку данных производили 
с  использованием t-критерия Стьюдента и  про-
граммы STATISTICA 6.0.

Результаты
Проводили изучение трансэндотелиальной 

миграции клеток THP-1 в  стандартных услови-
ях (культуральная среда), в  присутствии про-
воспалительного цитокина TNFα (в  качестве 
стандартного индуктора) или ССК в нижних ка-
мерах. Было показано, что интенсивность транс-
эндотелиальной миграции возрастала и  в при-
сутствии TNFα, и в присутствии ССК в нижней 
камере трансвелл. При этом ССК обладал более 
выраженным эффектом по  сравнению с  TNFα 
(табл. 1).

Для того чтобы оценить вклад активации эндо-
телиальных клеток и мигрирующих клеток в этот 
процесс, изучали интенсивность трансэндотели-
альной миграции в тех же условиях, но с предва-

рительной 24-часовой инкубацией в присутствии 
ССК отдельно эндотелиальных клеток или  кле-
ток THP-1. Было показано, что после преинкуба-
ции эндотелиальных клеток в присутствии ССК 
интенсивность спонтанной ТЭМ не изменялась. 
При этом в случае миграции в присутствии ССК 
в нижней камере происходило достоверное уси-
ление ТЭМ по  сравнению с  контролем. А  ин-
тенсивность ТЭМ в  присутствии TNFα после 
преинкубации эндотелиальных клеток с  бакте-
риальными компонентами снижалась до  уров-
ня спонтанной (табл. 1). Преинкубация клеток 
ТНР-1 в  присутствии ССК приводила к  дву-
кратному снижению интенсивности спонтанной 
и индуцированной ТЭМ. 

Распознавание консервативных структур бак-
терий эукариотическими клетками запускает 
каскад внутриклеточных реакций, приводящих 
к  фосфорилированию транскрипционного фак-
тора NF-κB и  последующей активации клеток. 
Проводили исследование уровня экспрессии 
фосфо-NF-κB в эндотелиальных клетках и клет-
ках THP-1 в присутствии исследуемых факторов. 
Было выявлено, что ЭК имели исходно низкий 
уровень экспрессии фосфо-NF-κB, который 
не изменялся после их инкубации в присутствии 
ССК. Напротив, в  присутствии TNFα уровень 
экспрессии фосфо-NF-κB достоверно повышал-
ся (табл. 2). Исследование экспрессии фосфо-
NF-κB в  клетках линии THP-1 выявило досто-
верное повышение уровня фосфорилирования 
этой киназы только под влиянием стандартного 
индуктора TNFα (табл. 2). 

Известно, что миграция лейкоцитов в  су-
бэндотелиальное пространство осуществляется 
по  градиенту концентрации хемоаттрактантов, 
роль которых могут выполнять не  только хемо-
кины, но и  сами бактериальные компоненты 
[6, 8, 11]. В  дальнейших экспериментах изучали 
хемоаттрактантное действие компонентов пи-
огенного стрептококка в  сравнении с  хемоат-
трактантным действием липотейхоевой кислоты 
из  пиогенного стрептококка, липополисахарида 
грамотрицательных бактерий и провоспалитель-
ного цитокина TNFα. Для этого клетки инкуби-
ровали в трансвеллах в присутствии исследуемых 
веществ в нижней камере. 

ССК, помещенный в нижнюю камеру транс-
велл, статистически достоверно усиливал мигра-
цию клеток THP-1 (табл. 3). Остальные иссле-
дуемые факторы таким эффектом не  обладали, 
миграция клеток в  присутствии липотейхоевой 
кислоты, липополисахарида и  TNFα не  отлича-
лась от  миграции клеток в  контроле. Очевидно, 
что усиленная миграция клеток в  присутствии 
ССК могла быть связана как  с его хемоаттрак-
тантным эффектом (направленная миграция), 
так  и увеличением подвижности клеток (нена-
правленная миграция). Поэтому исследовали 
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Таблица 1. Влияние ССК и TNFα на интенсивность трансэндотелиальной миграции клеток THP-1

Инкубация 
в присутствии в нижней 

камере

Концентрация мигрировавших клеток в нижней камере (кл/мл, М±SD)

без преинкубации
после преинкубации 
в присутствии ССК 

(24 ч) клеток EA.hy926

после преинкубации 
в присутствии ССК 
(24 ч) клеток THP-1

культуральной среды (кон-
троль)

182,5±45,74
(n = 15)

218,9±66,57
(n = 9)

82,2±38,40
(n = 9)

CCК 405,7±128,22***
(n = 11)

427,1±56,77***
(n = 5)

158,9±158,52
(n = 7)

TNFα 298,8±72,02***
(n = 4)

215,9±4,13
(n = 3)

85,9±78,79
(n = 4)

Примечание. *** – различия статистически достоверны по сравнению с контролем (p < 0,001).

Таблица 2. Влияние ССК и TNFα на уровень экспрессии фосфо-NF-κB в клетках линии EA.hy 926 
и клетках линии THP-1

Инкубация в присутствии
Уровень экспресии фосфо-NF-κB (MFI, М±SD)

в клетках линии EA.hy 926,
(n = 8)

в клетках линии THP-1,
(n = 4)

культуральной среды (контроль) 247,1±30,84 174,2±25,268
CCК 245,5±24,39 182,3±16,78
TNFα 394,3±133,46** 254,1±65,93* 
контроль изотипических антител 178,5±36,5 120±26,21

Примечание. ** – различия статистически достоверны по сравнению с контролем, при p < 0,01; * – различия 
статистически достоверны по сравнению с контролем, p < 0,05.

Таблица 3. Влияние компонентов бактерий и TNFα на миграцию клеток линии THP-1

Инкубация в присутсвии
в нижней камере

Концентрация мигрировавших клеток в нижней камере (кл/мл, М±SD)

без преинкубации
(n = 6)

после преинкубации в 
присутствии ССК (n = 4)

культуральной среды 229,8±24,56 67,7±19,77 
ССК 1200,6±628,37** 335,2±287,82 
липотейхоевой кислоты 197,7±90,66 99,7±30,29 
липополисахарида 185,1±52,03 66,6±3,74 
TNFα 201,1±32,81 67,9±4,92 

Примечание. ** – различия статистически достоверны по сравнению с контролем, при p < 0,01.

зависимость миграции клеток ТНР-1 от присут-
ствия ССК в  верхней и  нижней камерах транс-
велл (рис. 1).

Интенсивность миграции клеток ТНР-1 
в присутствии ССК только в верхней камере до-
стоверно не отличалась от уровня миграции кле-
ток в контроле. Интенсивность миграции клеток 
ТНР-1 в присутствии лизата и в верхней, и в ниж-
ней камерах была достоверно ниже, чем интен-
сивность миграции в присутствии лизата только 
в нижней камере, но выше, чем в контроле. Та-
ким образом, ССК усиливал и  направленную, 
и ненаправленную миграцию клеток ТНР-1. 

Так  же как  и в  случае трансэндотелиальной 
миграции, предварительная 24-часовая инку-
бация клеток ТНР-1 в  присутствии ССК в  разы 
подавляла спонтанную и  индуцированную ми-
грацию этих клеток (табл. 3). Для уточнения ме-

ханизмов такого ингибирующего действия изу
чали влияние ССК на  апоптоз/некроз клеток 
ТНР-1 и процессы метаболизма. Было показано, 
что в  присутствии ССК не  происходило сниже-
ния жизнеспособности клеток ТНР-1. Доля кле-
ток в состоянии некроза/апоптоза в присутсвии 
ССК не  отличалась от  доли клеток в  состоянии 
некроза/апоптоза в  контроле (данные не  пред-
ставлены). Исследования метаболизма клеток 
также не выявили отличий между уровнем мета-
болизма клеток в  стандартных условиях культи-
вирования по  сравнению с  уровнем метаболиз-
ма клеток после их инкубации с  ССК (данные 
не представлены).

Согласно данным литературы, ведущую роль 
в  регуляции процессов миграции клеток игра-
ет киназа фокальных адгезионных контактов  – 
Focal Adhesion Kinase (FAK) [16]. Снижение 
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интенсивности ТЭМ и миграции после 24 ч ин-
кубации в присутствии ССК могло быть обуслов-
лено снижением подвижности клеток. 

Для  проверки этого предположения изучали 
влияние ССК на уровень экспрессии фосфо-FAK 
в  клетках THP-1. Исследования показали, что 
после 30 мин инкубации клеток в  присутствии 
ССК уровень фосфорилирования этой киназы 
не изменялся (табл. 4), в то время как 24-часовая 
инкубация приводила к достоверному снижению 
экспрессии ее исходно высокого уровня. 

Большинство эндогенных хемоаттрактантов 
и хемоаттрактанты бактериального происхожде-
ния взаимодействуют с  клеткой через рецепто-
ры, связанные с G-белками, – G-protein-coupled 
receptors (GPCR) [6, 11]. 

Изучали зависимость интенсивности транс-
миграции клеток THP-1 в  присутствии ССК 
после их преинкубации в  присутствии токсина 
коклюша, который блокирует сигнал от  GPCR. 
Было показано, что 16-часовая преинкубация 
клеток с коклюшным токсином вызывала досто-
верное трехкратное снижение спонтанной ТЭМ. 
Интенсивность ТЭМ в  присутствии индукторов 
(ССК и  TNFα) после инкубации клеток с  ко-
клюшным токсином снижалась в 7-8 раз (табл. 5). 

Обсуждение
В данной работе в качестве стандартного ве-

щества, усиливающего трансэндотелиальную 
миграцию клеток линии ТНР-1, нами был вы-
бран провоспалительный цитокин TNFα. Ме-
ханизмы усиления ТЭМ лейкоцитов, индуци-
рованные TNFα, в  настоящее время хорошо 
изучены. Известно, что под влиянием этого 
цитокина на  эндотелиальных клетках происхо-
дит повышение экспрессии адгезионных моле-
кул – селектинов (которые опосредуют роллинг 
лейкоцитов), молекул иммуноглобулинового су-
персемейства – ICAM-1, VCAM-1 (в комплексе 
с  тетраспанинами, обеспечивающих прочную 
адгезию и  формирование синапсов между ЭК 
и лейкоцитами) [3, 13]. TNFα индуцирует пере-
распределение латерально расположенных ад-
гезионных молекул семейства JAM и  молекул 
PECAM-1 на  апикальную поверхность эндоте-
лиальной клетки, диссоциацию и  латеральную 
диффузию VE-кадгеринов [8]. Усиление секре-
ции воспалительных хемокинов эндотелиальны-
ми клетками является необходимым условием 
для  активации и  повышения аффинности ин-
тегринов на лейкоцитах, обеспечивает градиент 

Рисунок 1. Зависимость миграции клеток ТНР-1 от присутствия ССК в верхней и нижней камерах трансвелл
Примечание. Концентрация клеток в нижней камере после миграции в присутсвии:
1 – культуральной среды; 2 – ССК только в нижней камере; 3 – ССК только в верхней камере; 4 – ССК и в верхней и в нижней камере.  
*** – различия статистически достоверны по сравнению с контролем, при p < 0,001.

Таблица 4. Влияние инкубации в присутствии ССК на уровень экспрессии фосфо-FAK в клетках 
линии THP-1

Инкубация в присутствии
Уровень экспресии фосфо-FAK (MFI, М±SD) после (n = 3)

30 мин инкубации 24 ч инкубации

культуральной среды (контроль) 840,5±72,01 659,0±30,67 

CCК 852,5±41,73 493,4±97,55**

контроль изотипических антител 120,0±26,21 125,6±41,88

Примечание. ** – различия статистически достоверны по сравнению с контролем, при p < 0,01.
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концентраций для  их направленной миграции 
в субэндотелиальное пространство [12, 14]. Боль-
шинство из описанных изменений находится под 
контролем транскрипционного фактора NF-κB 
[13, 15]. При изучении свойств ССК нами было 
выявлено значительное усиление ТЭМ. Однако 
при этом ни  на эндотелиальных клетках, ни  на 
клетках ТНР-1 не  изменялся уровень экспрес-
сии фосфо-NF-κB. Ранее проведенные исследо-
вания показали, что инкубация эндотелиальных 
клеток в присутствии ССК повышает секрецию 
провоспалительных хемокинов, но не  изменя-
ет уровень экспрессии адгезионных молекул [1, 
2]. В  совокупности эти результаты указывают 
на то, что в основе усиления ТЭМ клеток ТНР-1 
под влиянием ССК лежат механизмы, отличные 
от  описанных при усилении ТЭМ этих клеток 
в присутствии TNFα. Так, эксперименты с пре-
инкубацией ЭК и  клеток ТНР-1 в  присутствии 
ССК выявили, что усиление ТЭМ под влияни-
ем компонентов пиогенного стрептококка было 
связано с изменением свойств самих мигрирую-
щих, а  не эндотелиальных клеток. Важная роль 
в  регуляции трансэндотелиальной миграции 
отводится сигналам от  рецепторов, связанных 
с  G-беками, лигандами которых являются хе-
моаттрактантные белки (компоненты компле-
мента, хемокины, компоненты бактерий) [11]. 
На этапе роллинга и адгезии сигналинг от GPCR 
приводит к повышению афинности интегринов 
на  лейкоцитах и  индуцирует их кластеризацию. 
Кроме описанных эффектов, хемоаттрактанты 
контролируют формирование лейкоцитами про-
трузий, их направленную миграцию к базальной 
поверхности эндотелиальных клеток и  далее 
во внеклеточном матриксе [7, 9]. Наши исследо-
вания показали, что ССК проявлял в отношении 
клеток ТНР-1 свойства хемоаттрактанта. Дока-
зательством этого послужило наличие направ-
ленной миграции клеток ТНР-1 по  градиенту 
концентрации ССК (рис. 1). Блокирование сиг-
налинга от GPCR коклюшным токсином полно-
стью подавляло спонтанную и индуцированную 
влиянием ССК и  TNFα трансмиграцию клеток 

ТНР-1 (табл. 5). Следовательно, как спонтанная, 
так и индуцированная миграция ТНР-1 зависела 
от присутствия в системе хемоаттрактантов, ко-
торые являются лигандами GPCR. Связывание 
GPCR на  клетках ТНР-1 с  лигандами в  составе 
ССК могло приводить к изменению конформа-
ции и  повышению аффинности β2-интегринов 
на  этих клетках. В  этом случае взаимодействия 
интегринов на  клетках ТНР-1 с  адгезионной 
молекулы ICAM-2, которая экспрессируется 
на эндотелиальных клетках, конститутивно мог-
ли опосредовать прочную адгезию клеток ТНР-1 
к эндотелию [9]. Это объясняет результаты ранее 
проведенных исследований, в которых было по-
казано усиление интенсивности адгезии клеток 
ТНР-1 к  монослою эндотелиальных клеток без 
повышения уровня экспрессии адгезионных 
молекул [1]. Примечательно, что TNFα не обла-
дал хемоаттрактантным действием в отношении 
клеток ТНР-1 (табл. 3). Однако преинкубация 
клеток ТНР-1 с  токсином коклюша также сни-
жала интенсивность ТЭМ в  присутствии TNFα 
(рис. 1). Таким образом, усиление ТЭМ, индуци-
рованное ССК, связано как  с его собственным 
хемоаттрактантным действием, так и с действи-
ем хемокинов, секреция которых индуцируется 
в  этих условиях. Очевидно, что усиление ТЭМ 
в присутствии TNFα происходит только благода-
ря действию хемокинов, т.к. сам цитокин не яв-
ляется хемоаттрактантом для клеток ТНР-1. 

Известно, что патогенные бактерии в  каче-
стве стратегии выживания выработали разно
образные механизмы подавления и  дисрегуля-
ции защитных реакций организма хозяина [4, 5, 
8]. Полученные нами результаты показали, что 
ССК усиливал хемотаксис и ТЭМ клеток ТНР-1, 
в то время как 24-часовая инкубация клеток ТНР-
1 в присутствии ССК перед проведением экспе-
римента, напротив, подавляла оба эти процесса, 
что сопровождалось снижением уровня фосфо-
рилирования киназы фокальных адгезионных 
контактов. Фокальные адгезионные контакты 
представляют собой комплекс белков, которые 
связывают поверхность клетки с актиновым ци-

Таблица 5. Влияние преинкубации клеток ТНР-1 с коклюшным токсином на интенсивность их 
трансэндотелиальной миграции

Инкубация в присутсвии
в нижней камере

Изменение интенсивности миграции (%, М±SD)*
без преинкубации с токсином  преинкубация с токсином

культуральной среды
(контроль)

100,0±25,68 
(n = 5)

21,8±4,26 
(n = 5)***

ССК 277,2±68,40 
(n = 5)

49,3±24,23 
(n = 5)***

TNFα 158,7±63,69 
(n = 3)

22,5±4,48 
(n = 5)**

Примечание.  За 100% принимали концентрацию клеток в нижней камере в контроле без преинкубации клеток 
с коклюшным токсином.  
*** – различия статистически достоверны по сравнению с соответствующим значением интенсивности миграции 
без преинкубации с коклюшным токсином при p < 0,001. 
** – различия статистически достоверны по сравнению с соответствующим значением интенсивности миграции 
без преинкубации с коклюшным токсином при p < 0,01.
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тоскелетом, играют важную роль в  подвижно-
сти клетки и ее взаимодействии с внеклеточным 
матриксом [16]. Одними из первых индентифи-
цированных хемоаттрактантов для  лейкоцитов 
являются бактериальные N-формилпептиды, 
такие как  N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-
phenylalanine (fMLF). Рецепторы для  fMLF 
на  эукариотических клетках (высокоаффин-
ный  – FPR и  низкоаффинный  – FPRL1) при-
надлежат к  семейству рецепторов, связанных 
с  Gi-белками. Связывание fMLF с  его высоко-
аффинным рецептором приводит не только к ак-
тивации различных функций лейкоцитов, но 
и блокирует их ответ на другие хемоаттрактанты. 
Это явление получило название десенситизации 
гетерологичных рецепторов [11]. Не исключено, 
что снижение миграционной активности клеток 
после их инкубации с  компонентами стрепто-

кокка также было связано с  десенситизацией 
GPCR. Подавление миграционной активности 
лейкоцитов при длительной инкубации в  при-
сутствии компонентов пиогенного стрептококка 
может приводить в снижению эмиграции моно-
нуклеарных фагоцитов в  региональные лимфо-
узлы и подавлять дальнейшее развитие специфи-
ческого иммунного ответа. 

В данном исследовании получены убедитель-
ные доказательства того, что усиление ТЭМ кле-
ток ТНР-1 в присутствии компонентов пиоген-
ного стрептококка связано с хемоаттрактантным 
влиянием на  клетки ТНР-1 и  не связано с  его 
влиянием на  свойства эндотелиальных клеток. 
При стрептококковой инфекции механизмы ми-
грации лейкоцитов из кровеносного русла в тка-
ни в  очаг воспаления и далее в  лимфоузлы мо-
гут отличаться от  общепринятых классических 
представлений.
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