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Периэндотелиально расположенные мультипотентные мезенхимные стромальные клетки (МСК) рас-
сматриваются как одно из наиболее вероятных депо, из которого МСК могут быть мобилизованы в случае
повреждения тканей. В настоящей работе проанализировано, как нарушение прямой межклеточной ком-
муникации при ингибировании гомотипических щелевых контактов (ЩК) может влиять на свойства
МСК, востребованные в процессах заживления и восстановления тканей: состояние внутриклеточных
компартментов, паракринную, в частности ангиогенную активность, способность к миграции и фагоци-
тозу. В культивируемых митотически неактивных МСК коммуникацию через ЩК подавляли с помощью
специфического ингибитора карбеноксолона. С помощью проточной цитофлуориметрии в МСК с забло-
кированными ЩК было показано двукратное увеличение массы митохондрий (зонд MitoTracker Green).
Трансмембранный потенциал митохондрий (зонд JC-1) и уровень активных форм кислорода (измерен-
ный с помощью зонда CM-H2DCFDA), а также активность лизосомального компартмента (зонд
LysoTracker Green) при этом не изменялись. МСК с заблокированными ЩК менее активно мигрировали
в модели раны. Способность к фагоцитозу частиц латекса была снижена. В кондиционированной среде
(КС) от МСК с заблокированными ЩК по данным мультиплексного анализа уровень плейотропных ци-
токинов IL-6, IL-8, MCP-3 был значимо ниже. Эта КС не стимулировала ненаправленную миграцию эн-
дотелиальных клеток и рост основных сосудов в хориоаллантоисной оболочке эмбриона перепела. Сдела-
но предположение, что снижение эффективности прямой межклеточной коммуникации МСК−МСК
in vivo может негативно отразиться как на функционировании стромальных предшественников в местах их
расположения, так и на возможности их мобилизации из тканевых депо.
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ты, ингибитор, внутриклеточные компартменты, фагоцитоз, миграция, растворимые медиаторы, ангио-
генез in ovo
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Мультипотентные мезенхимные стромальные
клетки (МСК) вызывают значительный интерес в
связи с их фундаментальной ролью в обеспечении
физиологии и регенерации тканей, которая делает
их важным структурным и регуляторным компонен-
том различных тканевых ниш (Буравкова и др., 2012;
Андреева, Буравкова, 2013; Murphy et al., 2013; Mur-
ray, Péault, 2015; Сaplan, 2017; Tan et al., 2020). Мно-
гие аспекты их вовлечения в поддержание гомеоста-
за и ремоделирование тканей остаются неисследо-
ванными, что связано с недостаточностью знаний о

функционировании МСК в локальных тканевых де-
по, а также о модуляции их функциональной актив-
ности при действии соответствующих стимулов. Хо-
рошо известно, что, по крайней мере, часть МСК in
vivo располагается переваскулярно, где они форми-
руют сеть контактирующих между собой клеток (An-
dreeva et al., 1998). В этой сети гомотипические кон-
такты между МСК осуществляются с участием высо-
коспециализированных соединений – щелевых
контактов (ЩК) (Orekhov et al., 2016).

ЩК играют существенную роль в регулировании
тканевого гомеостаза. Через ЩК цитозоли соседних
клеток связаны напрямую, что обеспечивает пере-
мещение вторичных мессенджеров, аминокислот,
ионов кальция, глюкозы и ее метаболитов, мик-
роРНК, малых интерферирующих РНК (siRNA) и
др. непосредственно из клетки в клетку, минуя внекле-

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода;
МСК – мультипотентные мезенхимные стромальные клетки;
ПЦР-РВ –полимеразная цепная реакция в реальном времени;
ХАО – хориоаллантоисная оболочка; ЩК – щелевые контак-
ты; ЭК – эндотелиальные клетки; СВХ – карбеноксолон (car-
benoxolone).
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точное пространство (Harris et al., 2007; Brink et al.,
2012; Greco et al., 2013). Это позволяет клеткам взаи-
модействовать, формируя клеточные системы с высо-
кой степенью функциональной интеграции. Наличие
интегрированной через ЩК сети обеспечивает, по-ви-
димому, поддержание “покоящегося” (steady-state)
фенотипа МСК в периваскулярных депо. Мы предпо-
ложили, что снижение эффективности коммуника-
ции через ЩК может привести к изменению функ-
циональной активности МСК – фенотипической
поляризации.

В настоящей работе мы определили, как степень
гомотипической коммуникации через ЩК влияет на
свойства МСК, востребованные с точки зрения реа-
лизации их регенеративного потенциала. Для этого
оценивали влияние подавления коммуникации че-
рез ЩК на состояние внутриклеточных компарт-
ментов МСК, а также их паракринную, в частности
ангиогенную активность, способность к миграции и
фагоцитозу.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. В работе использовали линейные МСК

(ASC52telo SCRC-4000™; ATCC, США) и эндотели-
альные клетки (ЭК) (EA.hy926 CRL-2922™; ATCC,
США) человека, которые культивировали в среде α-
MEM и DMEM/F12 (Gibco, США) соответственно,
содержащей 10% фетальной телячьей сыворотки (Hy-
clone, США), 100 Ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл
стрептомицина и 2 мМ L-глутамина (ПанЭко, Рос-
сия) (далее – среды культивирования). Для останов-
ки клеточных делений МСК предварительно обра-
батывали митомицином С (1.5 мкг/мл, 18 ч; Sigma-Al-
drich, США). МСК и ЭК постоянно культивировали
при стандартных лабораторных условиях в СО2-инку-
баторе (Sanyo, Япония).

Дизайн эксперимента. Эксперименты проводили
следующим образом: после обработки митомици-
ном МСК промывали, пассировали и рассевали в
чашки Петри в полной ростовой среде из расчета
7000 кл./см2. Через 48 ч к МСК добавляли (или нет)
ингибитор ЩК карбеноксолон (СВХ) (Sigma-Al-
drich, США) в концентрации 100 мкг/мл на 18 ч.

Оценка эффективности коммуникации через ЩК.
Использовали следующие методические подходы.

1) Нагрузка флуоресцентным зондом клеток в мо-
дели “раны” клеточного монослоя (Zachar et al.,
2016). Для этого монослой МСК повреждали с помо-
щью наконечника микропипетки. Затем добавляли
краситель 6-карбоксифлуоресцеин (1 мкМ, Sigma-
Aldrich, США). Этот краситель не может проходить
через клеточные мембраны неповрежденных клеток.
При нанесении раны краситель попадает в поврежден-
ные клетки и из них проникает в соседние только через
ЩК. Окрашенные карбоксифлуоресцеином МСК фо-
тографировали через 1 и 6 ч после нанесения раны. По-
явление окрашенных карбоксифлуоресеином МСК,

связанных с поврежденными клетками, свидетель-
ствовало о наличии работающих ЩК.

2) Парашют-анализ (Parashute assay) (Talbot et al.,
2018). Для подтверждения взаимодействия клеток
через ЩК использовали цитоплазматический зонд
кальцеин-AM (Invitrogen, США). Этот витальный
краситель проникает в клетки и подвергается гидро-
лизу под действием эстераз. Образующийся кальцеин
не может выйти из клетки, но способен к перетеканию
в соседние клетки через ЩК. Часть МСК окрашивали
кальцеином-AM (0.1 мкг/мл). Далее МСК, содержа-
щие кальцеин, и неокрашенные МСК (1 : 2) сокульти-
вировали в течение 24 ч. Увеличение количества окра-
шенных МСК свидетельствовало о переносе кальце-
ина через ЩК. Для блокирования ЩК использовали
специфический ингибитор карбеноксолон (СВХ,
100 мкг/мл; Sigma-Aldrich, США) в течение 3 ч.

Объем митохондриального компартмента и трансмем-
бранный потенциал митохондрий. Объем оценивали при
помощи независимого от трансмембранного потенци-
ала митохондриального зонда MitoTracker Green
(15 нг/мл; Invitrogen, США); трансмембранный по-
тенциал митохондрий определяли с помощью зонда
JC-1 (1.5 нг/мл; Invitrogen, США). Длина волны воз-
буждения и испускания для обоих зондов составляла
соответственно 581 и 644 нм.

Состояние лизосомального компартмента и уровень
АФК. Лизосомальный компартмент оценивали при
помощи pH-чувствительного флуоресцентного зон-
да LysoTracker Green DND26 (0.5 мкл/мл; Invitrogen,
США) (при длине волны возбуждения и испускания
соответственно 504 и 511 нм). Активные формы кис-
лорода (АФК) в клетках выявляли, используя зонд
CM-H2DCFDA (1 мкг/мл, Invitrogen, США) (длина
волны возбуждения и испускания соответственно
492–495 и 517–527 нм).

Для всех флуоресцентных зондов, использован-
ных в работе, указаны конечные концентрации в
среде с клетками.

Фагоцитарная активность МСК. Оценивали спо-
собность клеток поглощать флуоресцентные части-
цы латекса FluoSheres Yellow-green диаметром
0.5 мкм (Molecular Probes, США). Частицы добавля-
ли к среде культивирования в концентрации 1 млн
частиц/мл. Непосредственно перед добавлением к
клеткам суспензию частиц латекса обрабатывали в
течение 15 мин в ультразвуковой ванне (Сапфир,
Россия) для получения гомогенной суспензии, со-
стоящей из отдельных частиц без агрегатов. МСК
(7000 кл./см2) инкубировали с частицами в течение
3 ч, после чего клетки тщательно промывали фос-
фатным буфером для удаления частиц с поверхно-
сти. Эффективность отмывки клеток от латексных
частиц контролировали с помощью фазово-кон-
трастного микроскопа (Leica DMIL, Германия). По-
сле промывки клетки фиксировали 4%-ным парафор-
мальдегидом в течение 20 мин, после чего тщательно
промывали фосфатным буфером и заключали в мон-
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тирующую среду Fluoroshield с DAPI (Invitrogene,
США). Для характеристики фагоцитарной активно-
сти вычисляли фагоцитарный индекс – долю МСК,
фагоцитировавших латексные частицы. Подсчет
производили с помощью флуоресцентного инверти-
рованного микроскопа Nikon Eclipse Ti-U (Япония).
В каждом эксперименте анализировали 200 клеток в
трех технических повторах.

Иммуноцитохимия. Для выявления на МСК ос-
новного белка ЩК коннексина 43 (Сх43) использо-
вали непрямое иммунофлуоресцентное мечение.
Клетки фиксировали в 4%-ном параформальдегиде
и окрашивали первичными мышиными монокло-
нальными антителами к Сх43 (Abcam, Великобрита-
ния) и затем вторичными антителами козы против
иммуноглобулинов мыши, мечеными AlexaFluor 488
(Имтек, Россия). После окрашивания покровные
стекла с МСК монтировали на предметное стекло
при помощи среды для заключения препаратов с до-
бавлением красителя DAPI (Fluoroshield с DAPI; Sig-
ma-Aldrich, США).

МСК анализировали на флуоресцентном инвер-
тированном микроскопе Nikon Eclipse Ti-U, лазер-
ном сканирующем микроскопе Zeiss LSM 900,
(Zeiss, Германия) и проточном цитофлуориметре
Cytoflex S (BeckmanCoulter, США), оснащенном ла-
зерами с длиной волны 488 и 640 нм.

Ненаправленную (в отсутствие хемоаттрактант-
ного стимула) миграцию в монослойных культурах
МСК и ЭК (после добавления кондиционированной
среды (КС) от МСК) оценивали in vitro через 6 ч по-
сле нанесения экспериментальной раны по умень-
шению площади, свободной от клеток. Площадь за-
крытия (мм2) представляла собой разность между
начальным (сразу после нанесения повреждения) и
конечным размером раны. Измерение площадей по-
водили с использованием программного обеспече-
ния NIS-elements AR версии 3.21 (Nikon, Япония).

Оценка транскрипционной активности генов. Ис-
пользовали полимеразную цепную реакцию в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ). МСК лизировали с помо-
щью реагента QIAzol (Qiagen, США). Концентра-
цию и чистоту полученной РНК оценивали с
помощью спектрофотометра NanoDrop 2000c (Ther-
mo Scientific, США) по уровню поглощения при
длине волн 260/280 нм. Далее на матрице РНК син-
тезировали кДНК с использованием Quantitech Re-
verse Transcription Kit (Qiagen, США) в соответствии с
инструкцией производителя. Для определения уровня
экспрессии генов использовали набор реактивов для
проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green 1. Для
определения относительного изменения уровня экс-
прессии целевых генов в качестве гена домашнего
хозяйства использовали ген гипоксантин фосфори-
бозилтрансферазы (HPRT1). Специфичность прово-
димой реакции определялась с помощью анализа кри-
вой плавления продуктов амплификации в диапазоне
от 55 до 95°С с шагом в 1 градус. Методом ПЦР-РВ

определяли транскрипционную активность генов
GJA1, GLUT1, TUBB, RhoA, RocK1, IL-6, IL-8, МСР-1
и VEGF с помощью соответствующих праймеров
(Qiagen, США), на приборе MX300P (Stratagen,
США).

Содержание паракринных медиаторов. Медиаторы
в образцах КС определяли с помощью MILLIPLEX
MAP (HumanCytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel-Premixed 41 Plex-Immunology Multiplex Assay)
(Merck, Германия).

Оценку ангиогенной активности проводили с ис-
пользованием in ovo модели (формирование сосуди-
стой сети в хориоаллантоисной оболочке (ХАО) эм-
бриона японского перепела Coturnix coturnix japoni-
ca). КС от МСК наносили на хориоаллантоисную
оболочку на 24 ч, контролем служила полная росто-
вая среда. Объем вводимого образца составлял
0.025 см3 на 1 г веса эмбриона вместе с зародышевы-
ми оболочками. Затем образцы фиксировали и фо-
тографировали на стереомикроскопе ZeissStemi
2000-C (Zeiss, Германия) с камерой для захвата изоб-
ражения Canon G9 (Canon, Япония). На изображе-
ниях определяли число ветвей и число основных со-
судов, с использованием программного обеспечения
AngioQuant (www.cs.tut.fi) (Udartseva et al., 2019). Яй-
ца японского перепела предоставлены виварием
ИМБП РАН (Москва).

Статистическая обработка. В качестве характери-
стики полученных выборок использовали среднее
значение и стандартное отклонение. Использовали
пакет программ MicrosoftExcel 2010 и Statistica 7.0 и
непараметрический критерий Манна−Уитни (для
малых и средних выборок, n ≤ 30) при выбранном
уровне значимости P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рис. 1а представлены результаты иммуноци-

тохимического выявления основного белка ЩК –
Сх43 на поверхности МСК. Как на интактных МСК,
так и на МСК с блокированными с помощью специ-
фического ингибитора карбеноксолона (СВХ) ЩК,
обнаружено присутствие Сх43 в виде специфиче-
ских структур – коннексиновых бляшек. Ингибиро-
вание работы ЩК не влияло на представленность и
расположение коннексиновых бляшек на поверхно-
сти МСК и на транскрипционную активность гена
GJA1, кодирующегоСх43 (рис. 1б).

В монослое МСК связаны друг с другом работаю-
щими ЩК, что демонстрируется в экспериментах с
нагрузкой ЩК-специфичным красителем 6-карбок-
сифлуоресцеином в модели экспериментальной ра-
ны (рис. 2а). Данные флуоресцентной микроскопии
подтверждаются с помощью проточной цитофлуо-
риметрии с использованием парашют-анализа (см.
раздел “Материал и методика”). Для этого неокра-
шенные МСК (70% популяции) (рис. 2б: −CBX, кри-
вая 1) и МСК, содержащие кальцеин (30% популя-
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ции) (рис. 2б: +CBX: кривая 2), сокультивировали 3 ч
и затем анализировали на проточном цитофлуори-
метре. Для полуколичественной оценки уровня
кальцеина в МСК использовали среднюю интенсив-
ность флуоресценции (СИФ). В неокрашенных МСК
СИФ составила (2.0 ± 0.0) × 103 отн. ед. СИФ в МСК,
содержащих краситель, была равна (5400.0 ± 500.0) ×
× 103 отн. ед. После взаимодействия кальцеин-со-
держащих и неокрашенных МСК можно было ви-
деть, что сформировалась популяция, в которой все
клетки содержали кальцеин. Распределение клеток
по интенсивности флуоресценции было близким к
нормальному (рис. 2б: −СВХ, кривая 3), СИФ соста-
вила (1900.0 ± 300.0) × 103 отн. ед. Значения СИФ
были ниже, чем в исходных окрашенных клетках, но
существенно выше, чем в неокрашенных МСК, что
подтвердило перетекание кальцеина через ЩК из
окрашенных клеток в неокрашенные.

После блокирования с помощью СВХ функцио-
нальная активность ЩК в МСК снижалась суще-
ственно. Практически полностью ингибировался
перенос карбоксифлуоресцеина в модели раны (рис.
2а: +СВХ). Парашют-анализ выявил уменьшение
эффективности переноса кальцеина. Гистограмма
распределения интенсивности флуоресеценции в
популяции после взаимодействия кальцеин-содер-
жащих и неокрашенных МСК с заблокированными
ЩК была представлена кривой с двумя пиками
(рис. 2б: +СВХ, кривая 3). Часть окрашенных МСК,
составлявшая примерно треть популяции, имела ис-
ходно высокий уровень флуоресценции (СИФ:
(6070.0 ± 200.0) × 103 отн. ед.) (рис. 2б: +СВХ, кривая 3,
пик справа). Другие две трети популяции были окра-

шены гораздо слабее (СИФ: (8.0 ± 0.2) × 103 отн. ед.)
(рис. 2б: +СВХ, кривая 3, пик слева).

После блокирования ЩК в МСК через 96 ч уве-
личилась (по сравнению с интактными МСК) в 2 ра-
за масса митохондрий (объем митохондриального
компартмента), выявленная с помощью красителя
MitoTracker Green (рис. 3а). Трансмембранный по-
тенциал митохондрий (определенный с помощью
зонда JC-1) (рис. 3б) и содержание внутриклеточных
АФК в МСК не зависели от эффективности работы
ЩК (рис. 3в), но ингибирование ЩК привело к уве-
личению транскрипции переносчика глюкозы
GLUT1 (рис. 3г). Блокирование ЩК не повлияло на
активность лизосомального компартмента, выявля-
емого с помощью зонда LysoTracker Green (рис. 3д).

Таким образом, ингибирование коммуникации
через ЩК привело к изменению состояния внутри-
клеточных компартментов, что отразилось на фук-
циональной активности МСК.

В случае МСК с ингибированными ЩК площадь
открытой раны через 6 ч после нанесения была больше,
чем в МСК с работающими ЩК (Р < 0.05) (рис. 4а, б),
что свидетельствовало о снижении скорости мигра-
ции МСК. При этом не выявлено изменения активно-
сти генов, кодирующих белок цитоскелета (TUBB) и
белки сигнального пути Rho/ROCK (RhoA, Rock1),
контролирующего перестройки цитоскелета (рис. 4в).

Для оценки фагоцитарной активности к МСК до-
бавляли флуоресцентные частицы латекса. Способ-
ность к захвату частиц латекса после ингибирования
контактов снижалась практически в два раза: доля
фагоцитирующих МСК составила 35% в контроле и
18% в МСК с ингибированными контактами (рис. 4г).

Рис. 1. Экспрессия основного белка щелевых контактов (ЩК) коннексина 43 (Сх43) на МСК и транскрипционная актив-
ность соответствующего гена. а – Иммуноцитохимическое выявление Сх43 на МСК; репрезентативные микрофотографии,
флуоресцентная микроскопия; Сх43 в составе коннексиновых бляшек локализован на поверхности МСК и в местах контак-
тов МСК−МСК (белые стрелки), ядра МСК докрашены DAPI; масштабный отрезок: 20мкм, увел. об.: 20×. б – Транскрип-
ционная активность гена GJA1, кодирующего Сх43; уровень транскрипции нормализован на значение экспрессии гена до-
машнего хозяйства HPRT1. СВХ – карбеноксолон, специфический ингибитор ЩК. Представлены результаты, полученные в
интактных МСК (−СВХ) и в МСК с блокированными ЩК (+СВХ).
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Ангиогенные эффекты КС от МСК с работающи-
ми и заблокированными ЩК оценивали по влия-
нию на ненаправленную миграцию в эксперимен-
тальной ране в монокультурах ЭК (рис. 5а, б) и в мо-
дели формирования сосудистой сети в ХАО
эмбриона перепела (рис. 5в–д).

Эффективность закрытия раны ЭК была одина-
ковой при культивировании в КС от МСК с работа-
ющими или заблокированными ЩК (рис. 5б).

Через 24 ч после добавления среды культивирова-
ния (контроль) или КС от интактных МСК в сосуди-
стой сети ХАО стало больше как основных сосудов,
так и ветвей. Эффект при добавлении КС был более
выраженным. Превышение над значениями в кон-
троле составило 20% (Р = 0.0476 и Р = 0.0286 для ос-
новных сосудов и ветвей соответственно) (рис. 5г, д).

При использовании КС от МСК с ингибированны-
ми ЩК не выявлено прироста основных сосудов в
ХАО (Р = 0.699) (рис. 5г), тогда как прирост ветвей
был таким же, как при действии КС от интактных
МСК (20%, Р = 0.0222).

Транскрипционная активность генов МСК, ко-
дирующих плейотропные ангиогенные цитокины
IL-6, IL-8 и МСР-1, а также основной ангиогенный
медиатор – фактор роста соcудистого эндотелия
VEGF, не изменялась в МСК с заблокированными
ЩК (рис. 5е). При этом содержание ангиогенных
медиаторов IL-6, IL-8, GRO, МСР-3 в КС от МСК
понижалось, что могло быть причиной выявленных
эффектов (рис. 5е). Снижение уровня VEGF носило
характер тенденции, но было отмечено увеличение
уровня другого медиатора – фактора роста фиброб-

Рис. 2. Функционально-активные ЩК в МСК. а – Флуоресцентный ЩК-специфичный карбоксифлуоресцеин, введенный
в МСК при повреждении монослоя, распространяется через работающие ЩК; белыми стрелками отмечены поврежденные
МСК, ярко окрашенные карбоксифлуоресцеином; прерывистая линия показывает область клеток, в которые краситель про-
ник через ЩК; флуоресцентная микроскопия, репрезентативные микрофотографии: масштабный отрезок: 50 мкм; увел. об.:
10×. б – Функционально-активные ЩК в МСК, проточная цитофлуориметрия, парашют-анализ, репрезентативные гисто-
граммы распределения МСК неокрашенных (1),окрашенных кальцеином-АМ (2) и смешанная популяция 1 и 2 (3). Кальцеин
перетек из окрашенных МСК в неокрашенные через работающие ЩК. СВХ – карбеноксолон, специфический ингибитор
ЩК; −СВХ – интактные МСК; +СВХ – МСК с блокированными ЩК.

а б

–СВХ

+СВХ

–СВХ150

100

50

0

1

Ч
ис

ло
 к

ле
то

к,
 ×

10

2

3

P24

1071061051040

+СВХ150

100

50

0

1

Ч
ис

ло
 к

ле
то

к,
 ×

10

FITC-A

2
3

P24

1071061051040



528

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 6  2022

ЕЗДАКОВА и др.

ластов (FGF-2). Такое изменение секреторного про-
филя, по-видимому, и определило уменьшение ан-
гиогенной активности КС от МСК с ингибирован-
ными ЩК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как известно, МСК образуют различные типы
соединений, таких как адгезионные и щелевые кон-
такты, туннельные микротрубочки (Batra et al., 2012;
Plotnikov et al., 2015; Успенская и др., 2021). Мы со-
средоточили внимание на ЩК, т.к. именно этот спо-
соб коммуникации позволяет клеткам обмениваться
метаболитами и сигнальными молекулами, минуя
внеклеточное пространство, и таким образом может
осуществляться модификация активности клеток в
пределах популяции. Ранее мы показали, что физи-
ческое уменьшение степени гомотипических кон-
тактов МСК приводит к поляризации их фенотипа
(Ездакова и др., 2020). МСК при низкой плотности
и, соответственно, малом количестве физических
контактов, имели более высокие уровни трансмем-
бранного потенциала митохондрий и эндогенных
АФК, менее закисленный лизосомальный компарт-
мент, а также продуцировали существенно больше
растворимых медиаторов, обладающих иммунорегу-
ляторной и ангиогенной активностью. Возник во-
прос, как снижение функциональной коммуника-

ции через высокоспециализированные структуры,
такие как ЩК, при сохранении уровня физических
контактов повлияет на фенотипическую поляриза-
цию МСК?

После ингибирования ЩК в МСК нами выявле-
но увеличение объема митохондриального компарт-
мента, при этом не изменялись трансмембранный
потенциал митохондрий и уровень внутриклеточ-
ных АФК. Изменение массы митохондрий рассмат-
ривается как индикатор происходящих внутри клет-
ки изменений. С одной стороны, увеличение массы
митохондрий может быть свидетельством преобла-
дания анаболических процессов над катаболически-
ми, что сопровождается усилением биогенеза мито-
хондрий (Lamb et al., 2015). С другой стороны, есть
данные, позволяющие интерпретировать увеличе-
ние массы митохондрий как защитный ответ клеток
на имевший место стресс, в частности повреждение
митохондрий. Так, показано увеличение этого показа-
теля после действия ионизирующего излучения (Limo-
li et al., 2003), пероксида водорода (Lee et al.,2005), ан-
тибиотиков (Manchini et al., 2005), цитостатиков
(Cupler et al., 1995) и статинов (Lee et al., 2000). Ло-
гично предположить, что в наших экспериментах
снижение эффективности прямых межклеточных
коммуникаций оказалось стрессом для МСК. Уси-
ление биогенеза митохондрий в этом случае можно
интерпретировать как адаптивную реакцию. Еще

Рис. 3. Влияние блокирования щелевых контактов с помощью ингибитора карбеноксолона (СВХ) на состояние внутрикле-
точных компартментов МСК: массы митохондрий (ММ, а), трансмембранного потенциала (ТП) митохондрий (б), содержа-
ния АФК (в), уровня транскрипции гена переносчика глюкозы GLUT1 (г; данные нормализованы на значение экспрессии ге-
на домашнего хозяйства HPRT1) и лизосомального компартмента (ЛК, д). По вертикали – средняя интенсивность флуорес-
ценции митохондриально-селективного красителя MitoTracker Green (а) или JC-1 (б), АФК-чувствительного зонда СМ-
H2DCFDA (в) и pH-чувствительного лизосомного красителя LysoTracker Green (д). Представлены средние значения и стан-
дартные отклонения, n = 4. Результаты получены в интактных МСК (−СВХ) и в МСК с блокированными ЩК (+СВХ).
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одним проявлением ответа на стресс на уровне кле-
точного метаболизма можно считать повышение
транскрипции переносчика глюкозы, что может
указывать на увеличение гликолитической состав-
ляющей в метаболизме АТФ.

Блокирование ЩК привело к изменению функ-
циональной активности МСК. Выявленное замед-
ление ненаправленной миграции МСК после инги-
бирования ЩК оказалось неожиданным. Ранее бы-
ло показано, что снижение коммуникации через
ЩК за счет подавления транскрипции Сх43 приво-
дит к стимуляции миграции. При этом было выявле-
но увеличение транскрипции генов, кодирующих
белки, ассоциированныe с репарацией тканей: не-
скольких матриксных металлопротеиназ, факторов

TGF-β1 и проангиогенного VEGF-A, тогда как ге-
ны, молекулы которых ассоциированы с фиброзом
(про-коллаген I типа, сократительные белки), были
ингибированы. В эти изменения вовлечены сиг-
нальные пути ERK1/2, GSK3α/β, TGF-β и тран-
скрипционные факторы AP1, SP1 (Tarzemany et al.,
2015). В нашей работе ингибирование работы ЩК не
сопровождалось снижением транскрипции белка
Сх43 и уменьшением количества коннексиновых
бляшек на поверхности МСК, с чем, по-видимому, и
было связано отсутствие стимуляции миграции
МСК с заблокированными ЩК. Это наблюдение
может представлять интерес с точки зрения возмож-
ности направленного воздействия на функциониро-
вание ЩК-интегрированных клеточных систем.

Рис. 4. Влияние блокирования ЩК с помощью ингибитора карбеноксолона (СВХ) на функциональную активность МСК.
а – Ненаправленная миграция МСК в модели раны монослоя; фазово-контрастная микроскопия, репрезентативные микро-
фотографии; прерывистая линия показывает границы раны (поврежденного монослоя) в точке “0”; масштабный отрезок:
50 мкм, увел. об.: 10×. б – Эффективность закрытия раны; представлены средние значения и стандартные отклонения, n = 4,
(*) – различия достоверны при Р < 0.05. в – Транскрипционная активность генов, кодирующих тубулин (TUBB) и белки-ре-
гуляторы миграции (RhoA, Rock1), данные нормализованы на значение экспрессии гена домашнего хозяйства HPRT1, n = 3.
г – Фагоцитарный индекс, показаны средние значения и стандартные отклонения для доли МСК, захвативших частицы ла-
текса, n = 4, (*) – различия достоверны при Р < 0.05. Результаты получены получены в интактных МСК (−СВХ) и в МСК с
блокированными ЩК (+СВХ).
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Помимо снижения миграции мы обнаружили
уменьшение фагоцитарного индекса после ингиби-
рования ЩК в МСК. Подобный эффект был ранее
описан в результате нокдауна Сх43 и последующего
подавления работы ЩК в клетках внутриглазной
трабекулярной сети (Li et al., 2020). Кроме того, ин-
гибирование Сх43 с помощью малых интерфериру-
ющих мНРК вызывало снижение фагоцитоза в мак-
рофагах. Этот эффект авторы объяснили тем, что
Cx43 связан с цитоскелетными белками и необходим
для реорганизации F-актинового цитоскелета и
RhoA-зависимого захвата фагоцитируемых частиц
(Anand et al., 2008).

Фенотипическая поляризация МСК при сниже-
нии коммуникации через ЩК, помимо замедления
миграции и подавления фагоцитоза, сопровожда-
лась снижением продукции паракринных медиато-
ров, что привело к ослаблению ангиогенных эффек-
тов КC от МСК. Ранее после ингибирования ЩК в
культивируемых стромальных клетках эндометрия
человека было показано снижение продукции
VEGF-A, что рассматривалось как одна из причин
снижения ангиогенеза в эндометрии (Yu et al., 2011).
В нашей работе при анализе паракринного профиля
КС выявлена тенденция к снижению уровня основ-
ного ангиогенного медиатора VEGF, играющего
центральную роль в стимуляции пролиферации и
миграции ЭК, а также наблюдалось снижение со-
держания нескольких хемокинов: IL-8, IL-6, GRO,
MCP-3.

Хемокины играют важную роль в регуляции про-
цессов ангиогенеза. IL-8 – первый из хемокинов,
для которых показана прямая проангиогенная ак-
тивность за счет стимуляции миграции ЭК, а также
опосредованная –путем усиления продукции VEGF
и фактора роста фибробластов FGF-2 (Li et al., 2003).
Похожими эффектами обладает и плеотропный IL-6:
за счет стимулирования синтеза и секреции VEGF
он активирует процессы миграции и пролиферации
ЭК, что обеспечивает формирование сосудистой се-
ти (Papetti, Herman, 2002; Wei et al., 2003). Кроме то-
го, IL-6 повышает экспрессию Ang-2. Этот медиатор

вызывает антиангиогенные эффекты, способствует
гибели клеток эндотелия и регрессии сосудов. Но
действуя синергично с VEGF, он содействует обра-
зованию новых кровеносных сосудов, опосредуя
взаимодействия между эндотелиальными и перивас-
кулярными клетками, усиливая эффект проангио-
генных белков (Wei et al., 2003; Kayakabe et al., 2012).

Кроме того, еще ряд факторов роста и цитокинов,
таких как GRO-α, вызывают опосредованные про-
ангиогенные эффекты через усиление продукции ос-
новных регуляторов сосудообразования (Caunt et al.,
2006). Семейство моноцитарных хемотактических
протеинов также вовлечено в регуляцию роста сосу-
дов. В частности, продемонстрировано, что MCP-3
стимулирует миграцию МСК, тем самым индуцируя
ангиогенез (Bousquenaud et al., 2012). Поскольку в
наших экспериментах содержание перечисленных
выше медиаторов значимо снижалось, это может
объяснять отсутствие действия на продукцию VEGF,
стимуляцию миграции ЭК в модели раны, а также
снижение эффективности формирования сосуди-
стой сети in ovo при использовании КС от МСК с за-
блокированными ЩК.

Таким образом, снижение эффективности пря-
мой межклеточной коммуникации МСК−МСК мо-
жет рассматриваться как стрессовая ситуация, при-
водящая к ухудшению интеграционной целостности
клеточной системы МСК в локальных тканевых де-
по и поляризации фенотипа МСК. В связи с этим
представляется актуальным анализ того, как факто-
ры микроокружения МСК могут повлиять на эф-
фективность коммуникации. В частности, есть дан-
ные о подавлении ЩК при гипергликемии (Muto et al.,
2014) и повышенном уровне воспалительных медиа-
торов (Dorshkind et al., 1993; Duffy et al., 2000; Chan-
son et al., 2005). Возможно, что подобные эффекты мо-
гут вызватьcя также острым гипоксическим стрессом
или депривацией факторов роста, возникающими при
повреждении тканей. Подобного рода нарушения
могут негативно отразиться как на функционирова-
нии МСК в местах их расположения, так и на воз-
можности их мобилизации из тканевых депо.

Рис. 5. Ангиогенные эффекты кондиционированной среды от МСК с работающими и заблокированными ЩК в моделях
in vitro и in ovo. а – Ненаправленная миграция эндотелиальных клеток (ЭК) в модели раны монослоя; фазово-контрастная
микроскопия, репрезентативные микрофотографии; прерывистой линией показаны границы поврежденного монослоя в
точке “0”; масштабный отрезок: 50 мкм, об.: 10×. б – Эффективность закрытия раны ЭК; представлены средние значения и
стандартные отклонения, n = 4; отличие от значений в контроле (среда культивирования,*) и от значений для интактных
МСК (−СВХ, #) достоверно при Р < 0.05. в – Сосудистая сеть в хориоаллантоисной оболочке (ХАО) эмбриона перепела,
стрелками указаны основные сосуды (1) и ветви (2); микроскопия в светлом поле, репрезентативная микрофотография; мас-
штабный отрезок: 1мм, об.: 6×. г, д – Число основных сосудов и ветвей соответственно: показан прирост по сравнению с кон-
тролем (средой культивирования); отличие от значений в контроле (*) и от значений для интактных МСК (−СВХ, #) досто-
верно при Р < 0.05. е – дифференциальная экспрессия генов, кодирующих ангиогенные медиаторы; показана кратность от-
личий в МСК с блокированными ЩК по сравнению с интактными МСК, n = 3. ж – Содержание ангиогенных медиаторов
(IL-6, IL-8, GRO, МСР-3, VEGF, FGF-2) в кондиционированной среде МСК. Представлены средние значения и стандарт-
ные отклонения, n = 4; отличия между МСК с заблокированными контактами (+СВХ) и интактными МСК (−СВХ) досто-
верны при Р < 0.05 (*).
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Homotypic Regulation of Functional Activity of Multipotent Mesenchymal Stromal Cells: 
The Role of Gap Junctions

M. I. Ezdakovaa, D. K. Matveevaa, and E. R. Andreevaa, *
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Perivascular multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are considered as most likely putative depot for MSCs’
mobilization in case of tissue damage. Here, we analyzed the involvement of direct homotypic gap junctional inter-
cellular communication (GJIC) in realization of MSC functions requested in tissue healing and repair: the state of
intracellular compartments, paracrine, in particular angiogenic activity, the migration and phagocytosis. GJIC in
growth arrested MSCs was suppressed with specific inhibitor, carbenoxolone. Using f low cytometry, a two-fold in-
crease in mitochondrial mass (MitoTracker Green) was shown in MSCs with blocked GJ. The transmembrane mi-
tochondrial potential (JC-1) and the ROS levels (CM-H2DCFDA probe), as well as the activity of the lysosomes
(LysoTracker Green) did not change. MSCs with blocked GJs migrated less actively in the “scratch wounding” mod-
el. The phagocytosis of latex beads was reduced. According to multiplex immunofluorescence assay, the levels of
pleiotropic cytokines IL-6, IL-8, and MCP-3 were significantly lower in the conditioned medium from MSCs with
blocked GJs. This medium did not stimulate the non-targeted migration of endothelial cells and the growth of the
tubule complexes in the chorioallantoic membrane of the quail embryo. It is supposed, that a decrease in the efficacy
of direct MSC-MSC intercellular communication in vivo may negatively affect stromal cells’ functions on site as well
as their mobilization from tissue depots.

Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells, homotypic gap junctions, inhibitor, intracellular compartments,
phagocytosis, migration, soluble mediators, angiogenesis in ovo
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