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Введение.
Изучение регуляции процессов восстановления скелетных мышц после повреждений, а также развития их функциональной гипертрофии имеет не только теоретическое, но и прикладное значение. В этих процессах принимают участие клетки различных типов: миобласты, которые после деления и дифференцировки как раз и образуют мышечные волокна, а также другие клетки, которые устремляются в мышцу в ответ на повреждение. Среди этих других клеток особенный интерес представляют макрофаги, поскольку их участие в процессах восстановления и перестройки других органов хорошо известно. Однако процессы взаимодействия миобластов и макрофагов на сегодняшний день изучены недостаточно. Целью данной работы было изучить влияние макрофагов на пролиферацию миобластов, а также на экспрессию миобластами некоторых ростовых факторов, которые сами по себе могут стимулировать деление этих клеток.
Литературный обзор
Строение скелетных мышц.
Большинство многоклеточных животных обладают мышечной тканью, осуществляющей двигательную активность. В теле человека находится более 600 скелетных мышц (что составляет около 40% массы тела). Скелетная мышечная ткань состоит из веретенообразных поперечно-полосатых волокон, являющихся структурными единицами клетки (рис. 1). [1]. Каждое волокно представляет собой многоядерную клетку, способную к сокращению. Мышечные волокна окружены соединительнотканной прослойкой — эндомизием. Волокна собираются в более крупные образования — мышечные пучки, окруженные перимизием. Мышца образована несколькими мышечными пучками и заключена в мощно развитую оболочку — эпимизий, богатый сосудами, нервами и соединительнотканными волокнами. Каждое мышечное волокно окружено тонкой плазмалеммой (8-9 нм), называемой также сарколеммой. Поверх нее лежит базальная мембрана — гликокаликс (30-50 нм). Своими концами поперечно-полосатые волокна соединяются с плотной соединительной тканью сухожилия, прикрепленного к кости или хрящу. Между плазмалеммой и базальной мембраной расположены одноядерные клетки-сателлиты с овальными ядрами. 

[image: image7.emf]
Рис. 1. Строение поперечно-полосатой мускулатуры. 1 – коллагеновые волокна перимизия; 2 – коллагеновые волокна эндомизия; 3 – перимизий; 4 – ядра мышечных волокон; 5 – саркомер; 6 – миосателлит; 7 – капилляры; 8 – безмиелиновое нервное волокно; 9 - миелиновое нервное волокно; 10 – интрафузальные волокна мышечного веретена.

Способность к регенерации мышц, как составных частей органов, была известна давно. Главной клеточной популяцией, обеспечивающей мышечную регенерацию, как при физиологических условиях, так и после искусственной хирургической травмы, являются сателлитные клетки. Так, после иссечения фрагмента мышцы сателлитные клетки, сохранившиеся под базальной мембраной, выходят из состояния покоя, активируются и начинают делиться спустя 12 - 24 ч. Такие делящиеся одноядерные клетки получили название миобластов. Базальные мембраны разрушенных мышечных волокон служат ориентиром для роста новых мышечных элементов, формирующихся из миобластов. На следующем этапе регенерации размножившиеся миобласты начинают сливаться, образуя многоядерные мышечные клетки. Примерно через 7 суток появляются миосимпласты и молодые мышечные волокна, при этом также активно происходит фагоцитоз старых волокон.

Механизмы, запускающие процессы регенерации мышц после повреждений, а также развитие функциональной гипертрофии мышечной ткани после интенсивных упражнений, до сих пор остаются недостаточно изученными. Однако ключевая роль факторов роста, в особенности относящихся к семейству инсулиноподобного фактора роста 1 (ИФР-1), в развитии этих процессов полностью доказана. 
Свойства ИФР-1 и его изоформ.
ИФР-1 играет важную роль в процессах эмбрионального и постнатального, регенерации различных тканей, а также в поддержании общего гомеостаза в организме. Его функции, а также механизмы регуляции его экспрессии, достаточно сложны и различаются в разных органах и тканях. [2]  Печень является главным эндокринным источником ИФР-1 в кровотоке, тем не менее, некоторые другие ткани также способны синтезировать данный фактор роста, который действует на них главным образом по паракринному и аутокринному механизму. В ряд этих тканей входят мышцы, кости и ткань мозга. 

Зрелый белок ИФР-1 состоит из 70 аминокислот, его первичная структура весьма консервативна у разных видов. Он может соединяться со специальными связывающими белками. ИФР-1 связывается со специальными рецепторами, присутствующими на мембранах клеток-мишеней, что стимулирует их рост и дифференцировку; кроме того, он является мощным ингибитором апоптоза. У мышей и человека имеется одна копия гена этого белка. Он находится под контролем нескольких промоторов, активность которых регулируется различными факторами, - такими как уровень гормонов, питание организма, местные тканевые факторы, а также и механический стресс. Пре-мРНК ИФР-1 подвергается альтернативному сплайсингу, который приводит к образованию трех изоформ: ИФР-1Еа, ИФР-1Еb и ИФР-1Ес (также известна как МРФ - механо-ростовой фактор). Все они содержат сигнальный пептид, последовательность зрелого ИФР-1 и различные Е-домены на С-конце белка. Уровень экспрессии ИФР-1Еа значительно выше, чем у других изоформ. Белок ИФР-1Еа подвергается разрезанию на зрелый ИФР-1 (именно эта форма обеспечивает основную долю этого фактора роста в организме), остальные же две формы, по-видимому, не подвергаются ограниченному протеолизу. 

Изоформы ИФР-1 выполняют важные функции в механоцитах - клетках, регулярно испытывающих значительные механические воздействия. Эта группа включает в себя клетки поперечнополосатой, сердечной и гладкомышечной мышечной ткани, а также остеобласты, фибробласты, клетки эндотелия. Данные ткани обладают высокой адаптивностью к воздействию механических сил. При воздействии на эти клетки механического стресса изменяется экспрессия целого ряда генов. ИФР-1 является одним из ростовых факторов, экспрессия которых чувствительна к механическому воздействию, которое не только влияет на уровень пре-мРНК ИФР-1, но и вызывает изменения картины сплайсинга этой пре-мРНКв скелетных мышцах и костной ткани. Зрелый ИФР-1 стимулирует как деление, так и дифференцировку миобластов в многоядерные мышечные волокна. МРФ также является активатором пролиферации миобластов, а данные о его влиянии на их дифференцировку противоречивы.
 Регуляция экспрессии изоформ ИФР-1 в мышечной ткани.
В расслабленной скелетной мышце базальная экспрессия как ИФР-1Еа, так и МРФ, не высока. При этом, согласно исследованиям С. Янга, имеют место некоторые половые различия — в мышцах женщин наблюдаемая экспрессия была ниже, нежели у мужчин, что, возможно, вызвано более низким уровнем физической нагрузки. [3] Пассивное растяжение мышцы, её электрическая стимуляция током частоты 10Гц, а также долговременные или кратковременные физические нагрузки вызывают повышение экспрессии мРНК МРФ. После повреждения мышц также немедленно наблюдается увеличение уровня МРФ, а спустя некоторое время – повышение уровня ИФР-1. Следует отметить, что пик экспрессии МРФ непосредственно предшествует активации и делению клеток-сателлитов, а пик экспрессии ИФР-1 предшествует массовому слиянию миобластов с образованием мышечных волокон.

В условиях интенсивного сокращения в скелетной мышце наблюдается повышение температуры из-за выполняемой ей механической работы, а также понижение рН из-за образующейся в процессе гликолиза молочной кислоты. Интересно, что в культуре как миобласты, так и многоядерные мышечные волокна активируют экспрессию МРФ в ответ на повышение температуры и понижение рН, при этом максимальная стимуляция наблюдалась при вполне физиологических условиях – 40оС и pH 6,3. Стероидный гормон гидрокортизон, длительное действие которого вызывает развитие стероидной миопатии, блокировал наблюдаемое повышение уровня мРНК и белка МРФ. 

МРФ активируется при повреждении или перегрузке сердечной мышцы. После инфаркта миокарда, вызванного перетяжкой артерии, исходящей из левого желудочка, в этой ткани повышается уровень мРНК как МРФ, так и ИФР-1, значительный рост их концентрации наблюдался на 4 и 8 неделю после инфаркта. Примечательно, что, по наблюдениям А. Ставропулу, стимуляция экспрессии МРФ была выражена сильнее, чем ИФР-1Еа - как на уровне транскрипции, так и на уровне трансляции. [4] Экспрессия МРФ также возрастала в ответ на повреждающие воздействия в остеобластах, сухожилиях и нервной ткани (например, в гиппокампе). 

В исследовании, выполненном на крысах, была выявлено, что по мере того, как масса скелетных мышц и их способность к регенерации уменьшаются по мере старения организма, уменьшается также и стимуляция экспрессии МРФ при мышечных сокращениях и избыточной нагрузке. 

В целом же регуляция экспрессии форм ИФР-1 изучена совершенно недостаточно, особенно мало имеется работ, изучающих механизмы стимуляции этой экспрессии в ответ на повреждения мышц и на интенсивную механическую работу. Согласно исследованиям И. Кравченко с соавт., инкубация миобластов с гомогенатом мышечной ткани стимулирует синтез МРФ и ИФР-1 в миобластах и в многоядерных мышечных волокнах, причем стимулирующий эффект наблюдается как на уровне мРНК, так и на уровне белка. [5] Было обнаружено, что стимулирующим эффектом обладают три миофибриллярных белка: титин, миомезин и миозин-связывающий белок С. Авторы предложили схему восстановления мышечной ткани после повреждений. Согласно ней, из поврежденной мышцы выделяются миофибриллярные белки, которые связываются с рецепторами на нормальных мышечных клетках, что приводит к стимуляции синтеза МРФ и ИФР-1, а эти ростовые факторы, действуя аутокринно и паракринно, активируют деление миобластов и слияние их в мышечные волокна, обеспечивая тем самым регенерацию поврежденной мышцы. 
Участие макрофагов в процессе регенерации скелетных мышц.
Хорошо известно, что при повреждении скелетной мышцы наблюдается появление в ней макрофагов. [6] В норме, в мышце здорового человека, макрофаги единичны. Некоторое их количество наблюдается в перемизии, а также в эпимизии, где они находятся преимущественно вблизи кровеносных сосудов. По большей части макрофаги дифференцируются из моноцитов, проникших из кровяного русла, через эндотелиальный слой. Связь макрофагов с регенерацией скелетной мускулатуры известна достаточно давно. Они появляются в травмированной ткани через несколько часов после нанесения ей повреждения, вызванного инъекцией токсина, иссечением мышцы или избыточной тренировкой. В поврежденных тканях наблюдается появление макрофагов, несущих на поверхности белок ED1+ (CD68), которые проникают в некротизированные участки, где участвуют в фагоцитозе остатков мышечных клеток. В здоровой ткани макрофаги данного типа не наблюдаются. В противоположность этому, макрофаги, несущие на поверхности белок ED2+ (CD163), отсутствуют в некротизированных тканях, однако наблюдаются на участках, где фагоцитоз уже закончился. В работах М. Саклиер было показано, что в регенерирующей мышце имеется две различные популяции макрофагов: М1 и М2. Макрофаги М1 стимулируют и опосредуют воспалительный ответ, тогда как макрофаги М2 подавляют воспаление и активируют реорганизацию ткани после повреждений.

Интересно, что после фагоцитоза некротизированных участков, макрофаги не покидают ткань, а задерживаются в ней во время ее восстановления. Обнаружено их влияние на пролиферацию постмитотических миобластов. В частности макрофаги типа М1 выделяют вещества, активирующие пролиферацию этих клеток и ингибирующие их движение. Макрофаги типа М2 активируют слияние постмитотических миобластов в многоядерные волокна (это происходит на 5-6 день после повреждения). В тоже время некоторые из веществ, выделяемых активированными макрофагами, оказывают цитотоксическое действие.

Резюмируя литературные данные, можно отметить, что инфильтрующие мышечную ткань макрофаги обоих типов выделяют целый спектр различных веществ.  Влияние многих из них на клетки мышечной ткани слабо изучено. В ряде случаев показано, что различные вещества, выделяемые макрофагами, оказывают на миобласты взаимно противоположные эффекты. В связи с этим, весьма актуальной представляется задача нашей работы - изучить влияние макрофагов на пролиферацию миобластов, а также на экспрессию миобластами ростовых факторов МРФ и ИФР-1. В качестве экспериментальной системы планируется использовать совместное культивирование in vitro макрофагов и миобластов мыши в присутствии гомогената мышечной ткани, что моделирует условия поврежденной скелетно-мышечной ткани. Экспрессию ростовых факторов планируется изучать с помощью метода полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ), а пролиферацию – с помощью МТТ-теста. 
Материалы и методы.
Клеточная культура и МТТ-тест.
Исследования проводились на культурах миобластов и макрофагов мыши, выращиваемых в лаборатории на среде DMEM с добавлением 10%-й эмбриональной сыворотки теленка (ЭСТ). Для проведения МТТ-теста в экспериментах по совместному культивированию миобласты рассевали в среде DMEM с 10%-й ЭСТ в количестве 3х103 на лунку 96-луночного планшета (фирма Corning-Costar), в те же лунки рассевали также по 103 макрофагов. На следующий день среду для культивирования заменяли на среду DMEM с 0,5%-й ЭСТ. Спустя 48 часов среду в лунках заменяли на 0,2 мл свежей среды с 0,5 мг/мл 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтераразолия (МТТ) и оставляли на 4 часа. Затем осадок восстановленного формазана растворяли в 0,15 мл диметилсульфоксида и измеряли оптическую плотность при 595 нм с помощью планшетного фотометра «Multiscan» фирмы Thermo Labsystems, измерения = 595 нм, сравнения = 690 нм. Каждая экспериментальная точка представляет собой средний результат 16 лунок планшета.
В экспериментах по исследованию влияния кондиционированной макрофагами среды и её фракций на деление миобластов миобласты рассевали так же, но без макрофагов. На следующий день среду для культивирования заменяли на среду DMEM с 0,5%-й ЭСТ и спустя 10 часов добавляли кондиционированную макрофагами среду в концентрации 20% или её отдельные фракции. В качестве отрицательного контроля использовали DMEM с 0,5%-й ЭСТ, положительного - DMEM с 10%-й ЭСТ. Для получения кондиционированной макрофагами среды макрофаги из брюшной полости мыши рассевали отдельно на чашки Петри в количестве 3х105 на чашку. На следующий день среду для культивирования заменяли на среду DMEM с 0,5%-й ЭСТ и спустя 24 часа собирали кондиционированную среду. Постановка МТТ-теста проводилась как описано выше.
Гель-проникающая хроматография.
Кондиционированная макрофагами среда, полученная, как описано выше, была сконцентрирована на фильтре, не пропускающем белки с молекулярной массой более 3 кД, а потом нанесена на колонку для гель-проникающей хроматографии Superdex 75 10/300 GL. И нанесение, и сам хроматографический процесс осуществлялся с помощью хроматографа «ACTA Purifier” фирмы «GE Healthcare».  Скорость элюции составляла 0,5 мл/мин.
Электрофорез.
Отдельные хроматографические фракции кондиционированной макрофагами среды были проанализированы методом электрофореза. Был использован диск-электрофорез с 3,75%-ным концентрирующим и 10%-ным разделяющим гелем в присутствии 0,1%-го додецилсульфата натрия. Из полученных в результате хроматографии фракций отобрали по 10 мкл, смешали с 10 мкл буфера для нанесения и нанесли в лунки аппарата для вертикального электрофореза (фирмы Amersham). Электрофорез проводили при 250 В в течение около 50 мин. После окончания белковые полосы окрашивали красителем Кумасси ярко-синим R250 в течение ночи, от избытка красителя отмывали 7%-й уксусной кислотой. 
Экспрессия ростовых факторов.
Для анализа экспрессии мРНК ростовых факторов ИФР-1 и МРФ из культур миобластов выделяли тотальную РНК с помощью реагента Trizol (фирма Life Technologies), выделение проводилось в соответствии с инструкцией производителя. Количество выделенной РНК измеряли колориметрически по поглощению при 260 нм. 

Далее выделенную РНК подвергали обратной транскрипции с помощью набора реагентов фирмы «Силекс» в соответствии с инструкцией производителя, из каждой пробы для постановки обратной транскрипции отбирали по 1,5 мкг тотальной РНК.

Полученную в результате обратной транскрипции кДНК немедленно анализировали методом ПЦР-РВ. Для постановки ПЦР-РВ использовался набор реагентов фирмы «Синтол», реакцию ставили в соответствии с инструкцией производителя. Для анализа экспрессии использовали следующие праймеры: МРФ прямой 5`-TTCAGTTCGTGTGTGGACCG-3`, обратный 5`-TGTTTGTCGATAGGGACGG-3`; ИФР-1 прямой 5`-TTCAGTTCGTGTGTGGACCGAG-3`, обратный 5`-TCCACAATGCCTGTCTGAGGTG-3`; ген сравнения ГАФД прямой 5`-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3`; обратный 5`- AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3`. Амплификацию проводили в следующем режиме: денатурация 95оC, 15 сек.; отжиг 60оC, 30 сек.; элонгация 72оC, 45 сек.; 40 циклов. Для проведения ПЦР-РВ анализа использовался  амплификатор CFX96 фирмы Bio-Rad. Относительную экспрессию рассчитывали по формуле 2-CT. 
Результаты
Было исследовано влияние макрофагов на пролиферацию миобластов мыши в условиях совместного культивирования с помощью МТТ-теста. Было установлено, что присутствие макрофагов в соотношении 1 : 3 статистически достоверно стимулирует деление миобластов. Так, при культивировании с макрофагами окисление МТТ повышалось в 2,7 раза (рис. 1). Достоверность отличия между двумя выборочными средними, определенная с помощью t-критерия, достигала 99%.
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Рис. 1. Стимуляция деления миобластов макрофагами в условиях совместного культивирования. 

На следующем этапе работы была проверена необходимость наличия живых макрофагов для проявления стимулирующего деление миобластов эффекта. Для этого миобласты мыши культивировали в присутствии 20% среды, кондиционированной макрофагами в течение 24 часов. Было установлено, что кондиционированная макрофагами среда также обладает способностью статистически достоверно активировать пролиферацию миобластов: окисление МТТ повышалось в 1,8 раза (рис. 2). Достоверность отличия между двумя выборочными средними, определенная с помощью t-критерия, достигала 99%.

[image: image2.emf]Рис. 2. Стимуляция деления миобластов кондиционированной макрофагами культуральной средой. 

Далее нами была проверена гипотеза о возможном участии факторов роста ИФР-1 и МРФ в обнаруженной нами стимуляции деления миобластов средой, кондиционированной макрофагами. Для этого экспрессия генов данных ростовых факторов была проанализирована на уровне мРНК с помощью метода ПЦР-РВ. Было обнаружено, что в присутствии кондиционированной среды уровень экспрессии обоих ростовых факторов не отличался существенно от уровня в контрольном образце (табл. 1). 

	проба
	экспрессия мРНК ИФР-1
	экспрессия мРНК МРФ

	отрицательный контроль
	1
	1

	кондиционированная среда
	1,3
	1,6

	положительный контроль
	9,6
	21,7


Таблица 1. Экспрессия мРНК ростовых факторов ИФР-1 и МРФ миобластами при обработке кондиционированной макрофагами средой, нормализованная по отрицательному контролю.

Затем была начата работа по характеризации секретируемых макрофагами белков, которые активировали пролиферацию миобластов. Для этого кондиционированная макрофагами среда была сконцентрирована на фильтре, не пропускающем белки с молекулярной массой более 3 кД, а потом фракционирована с помощью гель-проникающей хроматографии на колонке Superdex 75. Данная колонка позволяет успешно разделять белки с молекулярной массой до 75 кД. Результаты разделения белков, содержащихся в кондиционированной макрофагами среде, с помощью гель-проникающей  хроматографии представлены на рис. 3. 

[image: image3.emf]Рис. 3. Гель-проникающая хроматография концентрированной среды, кондиционированной макрофагами, на колонке Superdex 75 10/300 GL, скорость элюции 0,5 мл/мин.

Все элюируемые с колонки белки были собраны как 13 различных фракций. Каждая фракция была проанализирована на способность активировать пролиферацию миобластов по окислению МТТ. Результаты МТТ-теста представлены на рис. 4. 
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Рис. 4. Стимуляция деления миобластов различными фракциями кондиционированной макрофагами культуральной среды, полученными с помощью гель-проникающей хроматографии. 

Как видно из рисунка, митогенной активностью по отношению к миобластам обладали фракции 2, 4, 5, 6, 10 и 11. Полученные в результате проведения хроматографии фракции были проанализированы методом электрофореза с додецилсульфатом натрия, позволяющим разделять белки по молекулярной массе. После проведения электрофореза белки были окрашены красителем Кумасси ярко-синий R250. Результаты представлены на рис. 5.

[image: image6.emf]Рис. 5. Электрофорез фракций кондиционированной макрофагами культуральной среды в 10% полиакриламидном геле, окраска Кумасси ярко-синий R250.

На электрофореграмме не проявились белковые полосы фракций 8 – 13. В этих фракциях содержались белки небольшой молекулярной массы (менее 8 килодальтон), которые плохо фиксируются в геле и легко вымываются из него в процессе окраски. По всей видимости, именно с этим связано отсутствие белковых полос на дорожках, соответствующих данным фракциям. На электрофореграмме ясно видно, что активные фракции 2, 4, 5 и 6 содержали несколько белковых полос. В связи с этим дальнейшим этапом работы в данном направлении должно стать разделение белков этих фракций другими хроматографическими методами. 
Выводы
1) В ходе исследования было обнаружено, что макрофаги, инфильтрующие поперечнополосатую мышечную ткань после повреждений, активируют пролиферацию миобластов – стволовых мышечных клеток. 

2) Было показано, что для проявления стимулирующего эффекта не обязательно присутствие живых макрофагов, а достаточно наличия белков, которые макрофаги секретируют в среду культивирования.

3) Было установлено, что экспрессия мРНК ростовых факторов МРФ и ИФР-1 при обработке миобластов кондиционированной макрофагами средой менялась незначительно, что делает возможность участия данных ростовых факторов в опосредовании митогенного эффекта макрофагов маловероятной.

4) После фракционирования культуральной среды, кондиционированной макрофагами, с помощью гель-проникающей хроматографии было показано, что лишь некоторые фракции среды обладают митогенной активностью по отношению к миобластам. 

5) После проведения анализа хроматографических фракций кондиционированной макрофагами среды было установлено, что активные фракции содержат более одной белковой полосы, и, следовательно, для полной очистки белков-стимуляторов пролиферации миобластов необходимо дополнительно использовать другие методы разделения. 
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