
ÊÓËÜÒÈÂÈÐÎÂÀÍÈÅ ÊËÅÒÎÊ ÍÀ ÌÈÊÐÎÑÔÅÐÀÕ, ÏÎÊÐÛÒÛÕ ÃÈÑÒÎÍÀÌÈ

© Î. À. Ãîðþõèíà,1, * Ñ. Â. Ìàðòþøèí,2 Ì. È. Áëèíîâà,3 Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ,3

Î. À. ×åðåïàíîâà,3 Ã. Ï. Ïèíàåâ3

1 Êàôåäðà áèîõèìèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà,
2 Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò îñîáî ÷èñòûõ áèîïðåïàðàòîâ

Ôåäåðàëüíîãî ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîãî àãåíñòâà
è 3 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã;

* ýëåêòðîííûé àäðåñ: pushkeen@gmail.com

Î. À. Ãîðþõèíà, Ñ. Â. Ìàðòþøèí è äð.
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê íà ìèêðîñôåðàõ, ïîêðûòûõ ãèñòîíàìè

Èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ãèñòîíîâ äëÿ ìîäèôèêàöèè ïîâåðõíîñòåé, ïðåäíàçíà÷åí-
íûõ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà ëèíèè êëåòîê 293 (ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà),
òðàíñôîðìèðîâàííûõ âèðóñîì Ad5, è ëèíèè ñïîíòàííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîá-
ëàñòîâ ìûøè BALB/3T3 (êëîí A31). Àíàëèçèðîâàëè âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ ãèñòîíàìè ðàçíûõ òèïîâ,
íàíåñåííûõ íà ãèäðîôîáíóþ ïîâåðõíîñòü ñòåêëà èëè íà äåêñòðàíîâûå ìèêðîñôåðû äèàìåòðîì 1.0 ìêì.
Ïîêàçàíî, ÷òî âñå èññëåäîâàííûå ãèñòîíû îáëàäàëè àäãåçèâíîé ñïîñîáíîñòüþ, íî èõ êîìïëåêñû â âèäå
ñóììàðíîãî ãèñòîíà è êîðîâûõ ãèñòîíîâ îêàçûâàëè íàèëó÷øåå âëèÿíèå íà àäãåçèþ è ìîðôîëîãèþ êëå-
òîê â êóëüòóðå. Ïðè ýòîì ïåðåêðåñòíî ñøèòûå êîíúþãàòû ãèñòîíîâûõ êîìïëåêñîâ, èììîáèëèçîâàííûå
íà ìèêðîñôåðàõ, â áîëüøåé ñòåïåíè ñïîñîáñòâîâàëè ôîðìèðîâàíèþ ñåòè êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð çà ñ÷åò îá-
ðàçîâàíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è îäíîâðåìåííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ íåñêîëüêèìè ìèêðîñôå-
ðàìè. Äëÿ ëèíèè êëåòîê 293 â îòëè÷èå îò ëèíèè BALB/3T3 (êëîí A31) ïîêàçàíî ñóùåñòâåííîå óâåëè÷å-
íèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÷åðåç 11 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ìèêðîñôåðàõ, ïîêðûòûõ ïåðåêðåñòíî
ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ãèñòîíîâûõ êîìïëåêñîâ. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ýòîò ñóáñòðàò
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â äàëüíåéøåì ïðè ñîçäàíèè òðåõìåðíûõ ïîðèñòûõ ìàòðèö, ïðåäíàçíà÷åííûõ
äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ â íèõ òêàíåïîäîáíûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð in vitro.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãèñòîíû, ìèêðîñôåðû, àäãåçèÿ, ïðîëèôåðàöèÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê.

Êîíåö ïðîøëîãî âåêà îçíàìåíîâàëñÿ èíòåíñèâíûì
ðàçâèòèåì êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé, íàïðàâëåííûõ íà ëå÷å-
íèå òðàâì è òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ
ñòâîëîâûõ è äðóãèõ êëåòîê. Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà äëÿ ýòèõ
öåëåé èñïîëüçóþòñÿ íîðìàëüíûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç
îðãàíèçìà, èõ äî ïåðåñàäêè â ïîâðåæäåííîå ìåñòî ïåðå-
âîäÿò â êóëüòóðó, ðàçìíîæàþò è äàæå ïðîâîäÿò íàïðàâ-
ëåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïðîèçâî-
äÿò ïîâñåìåñòíî â ñïåöèàëüíûõ êóëüòóðàëüíûõ ñîñóäàõ,
èçãîòîâëåííûõ èç ïîëèñòèðîëà, ïîâåðõíîñòü êîòîðîãî îá-
ðàáàòûâàþò ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè, ÷òîáû ñîçäàòü íà íåé
ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä (Khademhosseini et al., 2004). Òàê
êàê îáùèé ïîâåðõíîñòíûé çàðÿä êëåòîê îòðèöàòåëüíûé,
òàêàÿ îáðàáîòêà ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ñîñóäîâ ñïî-
ñîáñòâóåò ïðèêðåïëåíèþ ê íåé êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê.
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ìîíîñëîå ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåò-
êè íà÷èíàþò ñèíòåçèðîâàòü è ñåêðåòèðîâàòü â ñðåäó áåë-
êè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîòîðûå ïîçâîëÿþò èì ðàñ-
ïëàñòûâàòüñÿ íà ñóáñòðàòå è îñóùåñòâëÿòü ðàçíîîáðàçíûå
ôèçèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè: ïðîëèôåðàöèþ, ìèãðàöèþ,
îáðàçîâàíèå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ìíîãèå äðóãèå. Íå
âñå êëåòêè ëåãêî ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ïîâåðõíîñòè êóëüòó-
ðàëüíûõ ñîñóäîâ, è â ýòèõ ñëó÷àÿõ ïîâåðõíîñòü ïðåäâàðè-
òåëüíî ïîêðûâàþò òàêèìè ìàæîðíûìè áåëêàìè âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà, êàê êîëëàãåí, ôèáðîíåêòèí èëè ëàìè-

íèí. Âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ ýòèìè áåëêàìè îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ ïîâåðõíîñòíûõ àäãåçèîííûõ ðå-
öåïòîðîâ — èíòåãðèíîâ (Olson et al., 2000; Peterson, Bur-
ridge, 2001).

Íåäîñòàòêîì òàêîãî ñïîñîáà êëåòî÷íîé òåðàïèè ÿâëÿ-
åòñÿ ïðåäâàðèòåëüíûé ïåðåâîä êëåòîê èç èõ èñõîäíîãî
òðåõìåðíîãî ñóùåñòâîâàíèÿ â òêàíÿõ æèâîãî îðãàíèçìà â
êóëüòóðó, ãäå îíè ðàñòóò íà ïëîñêèõ ïîâåðõíîñòÿõ. Ïðè
ýòîì îíè òåðÿþò åñòåñòâåííîå ìèêðîîêðóæåíèå, èçìåíÿ-
þò ñâîþ ôîðìó è ôóíêöèîíàëüíûå ñïîñîáíîñòè, ÷òî ñêà-
çûâàåòñÿ íà ýôôåêòèâíîñòè èõ äàëüíåéøåãî ó÷àñòèÿ â
ïðîöåññàõ ðåãåíåðàöèè ïðè èìïëàíòàöèè â ïîâðåæäåííûå
òêàíè.

Â ñâÿçè ñ ýòèì â ïîñëåäíåå âðåìÿ èíòåíñèâíî ðàçâè-
âàåòñÿ íîâîå íàïðàâëåíèå, ïîëó÷èâøåå íàçâàíèå òêàíåâîé
èíæåíåðèè, ñóòü êîòîðîãî ñîñòîèò â êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê â òðåõìåðíîì ïðîñòðàíñòâå, îáðàçóåìîì ñïåöèàëü-
íî ðàçðàáîòàííûìè ïîðèñòûìè ïîëèìåðíûìè ìàòðèöàìè
ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ òêàíåïîäîáíûõ ñòðóêòóð äëÿ èõ äàëü-
íåéøåé òðàíñïëàíòàöèè â îðãàíèçì ÷åëîâåêà (Minuth
et al., 2005).

Áîëüøèíñòâî èç ðàçðàáîòàííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìå-
íè ïîëèìåðîâ èìååò ãèäðîôîáíóþ ïîâåðõíîñòü, êîòîðóþ
íåîáõîäèìî ìîäèôèöèðîâàòü äëÿ ëó÷øåãî âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ íåé êëåòîê. Äëÿ ýòîé öåëè ïûòàþòñÿ èñïîëüçîâàòü
êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà èëè äðóãèå àäãå-
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çèâíûå ìîëåêóëû (Hubbell, 2000; Saltzman, 2000). Îäíà-
êî ìîäèôèêàöèÿ ïîâåðõíîñòè äîëæíà ñïîñîáñòâîâàòü
íå òîëüêî ïðèêðåïëåíèþ ê íåé êëåòîê, íî òàêæå ñòèìóëÿ-
öèè èõ ðàçìíîæåíèÿ è îáðàçîâàíèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî óñïåøíîìó ðàçìíîæåíèþ îäè-
íî÷íûõ êëåòîê ñïîñîáñòâóåò ïîêðûòèå ïîâåðõíîñòè ïîëî-
æèòåëüíî çàðÿæåííûìè áåëêàìè, â ÷àñòíîñòè ãèñòîíàìè
(Mc Keehan, Ham, 1976). Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî ãèñòî-
íû ñîäåðæàò ãåïàðèíñâÿçûâàþùèå äîìåíû, ñïîñîáíûå
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ïðîòåîãëèêàíàìè êëåòêè, êîòîðûå
ìîãóò êîíòàêòèðîâàòü ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè è
èíäóöèðîâàòü âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëû, ñîïðîâîæäàþ-
ùèåñÿ ðåîðãàíèçàöèåé öèòîñêåëåòà (Cardin, Weintraub,
1989; Minuth et al., 2005).

Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãèñòîíû
óâåëè÷èâàþò ïðîíèöàåìîñòü áèîëîãè÷åñêèõ ìåìáðàí è
îïîñðåäóþò òðàíñïîðò êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ ñ íèìè âå-
ùåñòâ, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ íèçêîé ñïîñîáíîñòüþ
ïðîíèêàòü ÷åðåç êëåòî÷íûå ìåìáðàíû è òêàíåâûå áàðüå-
ðû (Ìèùåíêî, Ãîðþõèíà, 1996; Ãîðþõèíà, 1999, 2004;
Ãîðþõèíà è äð., 2000). Ïðèâåäåííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýêçîãåííûå ãèñòîíû â êà÷åñòâå àãåíòà,
ìîäèôèöèðóþùåãî ïîâåðõíîñòü ñîçäàâàåìîé ìàòðèöû,
ìîãóò îêàçûâàòü ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå íà ñîçäàíèå òêà-
íåïîäîáíûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð.

Íà õàðàêòåð ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê ñóáñòðàòó è èõ
ïîâåäåíèå îêàçûâàåò âëèÿíèå íå òîëüêî õèìè÷åñêèé ñî-
ñòàâ ñóáñòðàòà, íî è òîïîãðàôèÿ åãî ïîâåðõíîñòè, îò êîòî-
ðîé áóäóò çàâèñåòü îðãàíèçàöèÿ è ôèçèîëîãè÷åñêàÿ àê-
òèâíîñòü ôîðìèðóþùèõñÿ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð (Pierres et
al., 2002; Suh et al., 2004; Nakanishi et al., 2008).

Â êà÷åñòâå ìîäåëè, ïîçâîëÿþùåé âûÿâèòü ðåàêöèþ
êëåòîê íà ìîäèôèöèðîâàííóþ ïîâåðõíîñòü ñóáñòðàòà è
åãî ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ, ìîãóò ñëóæèòü ìèê-
ðîñôåðû, ïîêðûòûå ëèãàíäîì è ðàñïîëîæåííûå íà ïîâåð-
õíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå àäãå-
çèè, ðîñòà è ìîðôîëîãèè êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
êóëüòèâèðóåìûõ íà ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ñîñóäîâ,
òîïîãðàôè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîé äåêñòðàíîâûìè ìèê-
ðîñôåðàìè ñ èììîáèëèçîâàííûìè íà èõ ïîâåðõíîñòè ïî-
ëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè ãèñòîíàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Èñïîëüçîâàëè ïîñòîÿí-
íóþ ëèíèþ êëåòîê 293 (ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà), òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ âèðóñîì Ad5, è ïîñòîÿííóþ ëèíèþ ñïîí-
òàííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ìûøè BALB/3T3, êëîí A31. Êëåòêè ïîëó÷åíû èç
Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå ÄÌÅÌ (Áèîëîò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) ñ äîáàâëåíèåì
10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã) â ÑÎ2-èíêóáàòîðå (37 °Ñ, 5 % ÑÎ2). Â êàæäóþ
ëóíêó 6-ëóíî÷íûõ êóëüòóðàëüíûõ ïëàò, ïîêðûòûõ ñâÿçàí-
íûìè ñ ãèñòîíàìè ìèêðîñôåðàìè, âíîñèëè 5�105 êëåòîê è
âûäåðæèâàëè 4.5 ÷ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå äëÿ ïðèêðåï-
ëåíèÿ êëåòîê ê ìèêðîñôåðàì. Çàòåì äëÿ äàëüíåéøåãî êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â òå÷åíèå îò 1 äî 6 ñóò áåññûâîðî-
òî÷íóþ ñðåäó çàìåíÿëè ëèáî ñðåäîé ñ äîáàâëåíèåì 10 %
ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè, ëèáî ñðåäîé ñ ðîñ-
òîâûìè äîáàâêàìè (10 ìêã/ìë òðàíñôåððèíà, 25 ìêã/ìë

èíñóëèíà, 0.5 ìêã/ìë ãèäðîêîðòèçîíà 0.1 ìêã/ìë è ðåòè-
íîèäíîé êèñëîòû). Ìîðôîëîãèþ êëåòîê èññëåäîâàëè ñ
ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà ïîñëå ôèêñàöèè
ïðåïàðàòîâ ìåòàíîëîì è îêðàøèâàíèÿ ñòàíäàðòíûì ðàñ-
òâîðîì êðèñòàëë-âèîëåòà. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè,
ïîñåÿííûå íà ïîëèñòèðîëîâóþ ïîâåðõíîñòü êóëüòóðàëü-
íûõ ïëàò.

Ï î ë ó ÷ å í è å ã è ñ ò î í î â è è õ ê î â à ë å í ò í û õ
ê î í ú þ ã à ò î â. Ïðåïàðàòû ñóììàðíîãî ãèñòîíà, ñîäåð-
æàùèå â ñâîåì ñîñòàâå ãèñòîíû Í1, Í2À, Í2Â, Í3 è Í4, è
ïðåïàðàòû êîðîâûõ ãèñòîíîâ, ñîäåðæàùèõ ãèñòîíû Í2À,
Í2Â, Í3 è Í4, ïîëó÷àëè èç òêàíè òèìóñà òåëÿò (Ãîðþõèíà
è äð., 1995). Ïðåïàðàòû èíäèâèäóàëüíûõ êëàññîâ ãèñòî-
íîâ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëå-
íèÿ êîðîâûõ ãèñòîíîâ (Ãîðþõèíà è äð., 1995). Ðàñòâîðè-
ìûå êîâàëåíòíûå êîíúþãàòû ñóììàðíîãî è êîðîâûõ ãèñ-
òîíîâ ïîëó÷àëè ìåòîäîì ïåðåêðåñòíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ
ïîìîùüþ ñøèâàþùåãî àãåíòà, â êà÷åñòâå êîòîðîãî èñ-
ïîëüçîâàëè äèìåòèëñóáåðèìèäàò äèãèäðîõëîðèä (Sigma,
ÑØÀ) (Ãîðþõèíà, 2001).

Ì è ê ð î ñ ô å ð û ï î ë ó ÷ à ë è íà îñíîâå êðèñòàëëèçî-
âàííîãî äåêñòðàíà (Schröder, 1985). Ðàâíûå âåñîâûå êîëè-
÷åñòâà äåêñòðàíîâ ñ ìîë. ìàññîé 425—575 è 9—11 êÄà
(Sigma, ÑØÀ) ðàñòâîðÿëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è
âíîñèëè â ýìóëüñèîííóþ ñðåäó, â êà÷åñòâå êîòîðîé èñ-
ïîëüçîâàëè õëîïêîâîå ìàñëî (Fluka, Ãåðìàíèÿ). Ýìóëü-
ñèþ ïîäâåðãàëè óëüòðàçâóêîâîé îáðàáîòêå ïðè ìîùíîñòè
50 Âò â òå÷åíèå 30 ñ è çàòåì âíîñèëè â àöåòîí, ñîäåðæà-
ùèé 0.1%-íûé Òâèí-80 (Fluka, Ãåðìàíèÿ). Îáðàçîâàâøèå-
ñÿ ìèêðîñôåðû îòäåëÿëè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ,
ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîìûâàëè àöåòîíîì è äèñòèëëèðîâàí-
íîé âîäîé è âûñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ô î ð ì û è ð à ç ì å ð à ìèêðîñôåð ïðåïà-
ðàòû ìèêðîñôåð èç êðèñòàëëèçîâàííîãî äåêñòðàíà èññëå-
äîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî òðàíñìèññèîííîãî ìèê-
ðîñêîïà JEM-100 (Ìèðîíîâ è äð., 1994).

Ê î â à ë å í ò í î å ñ â ÿ ç û â à í è å ã è ñ ò î í î â ñ ì è ê -
ð î ñ ô å ð à ì è. Ìèêðîñôåðû â êîëè÷åñòâå 100 ìã ïîìåùà-
ëè â àöåòîí, îñàæäàëè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ,
îñàäîê ñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë àöåòîíà è ïîìåùàëè â ëå-
äÿíóþ áàíþ. Ïåðåä èììîáèëèçàöèåé ãèñòîíà íà ïîâåðõ-
íîñòè ìèêðîñôåð ïðîâîäèëè ïðåäâàðèòåëüíóþ àêòèâàöèþ
ìèêðîñôåð ñ ïîìîùüþ ñøèâàþùåãî àãåíòà áðîìöèàíà
(Fluka, Ãåðìàíèÿ) â ïðèñóòñòâèè òðèýòèëàìèíà (Fluka,
Ãåðìàíèÿ) äëÿ ñâÿçûâàíèÿ âûäåëÿþùåéñÿ â õîäå àêòèâà-
öèè áðîìèñòîâîäîðîäíîé êèñëîòû. Äëÿ ýòîãî ê ñóñïåíçèè
ìèêðîñôåð äîáàâëÿëè 50 ìã áðîìöèàíà äî êîíå÷íîé êîí-
öåíòðàöèè 0.42 ìîëü/ë è 0.1 ìë òðèýòèëàìèíà äî êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 0.64 ìîëü/ë è èíòåíñèâíî ïåðåìåøèâà-
ëè â òå÷åíèå 2 ìèí. Àêòèâèðîâàííûå ìèêðîñôåðû ïîñëå-
äîâàòåëüíî ïðîìûâàëè àöåòîíîì è äèñòèëëèðîâàííîé
âîäîé ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ è äîáàâëÿëè ê íèì
1 ìë 0.1%-íîãî ðàñòâîðà ñóììàðíîãî ãèñòîíà â PBS
(137 ìÌ NaCl, 7 ìÌ Na2HPO4, pH 7.4, 1.5 M KH2PO4 è 267
ìÌ KCl). Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ èíêóáèðîâàëè ïðè 4 îÑ
â òå÷åíèå 2 ÷ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ãèñòîíîâûõ áåëêîâ ñ àêòèâè-
ðîâàííûìè ìèêðîñôåðàìè, êîòîðûå çàòåì îñàæäàëè èç
ñóñïåíçèè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, ïðîìûâàëè
äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè ëèîôèëèçàöèåé
äî ïîñòîÿííîãî âåñà.

Î ï ð å ä å ë å í è å ê î ë è ÷ å ñ ò â à á å ë ê à, ñâÿçàííîãî ñ
ìèêðîñôåðàìè, îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ àìèíîêèñëîò-
íîãî àíàëèçà (Lundblad, 1995). Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà èñ-
ïîëüçîâàëè ïðåïàðàò ãèñòîíà. Îáà îáðàçöà ãèäðîëèçîâàëè
6 í. õëîðèñòî-âîäîðîäíîé êèñëîòîé â ãåðìåòè÷åñêèõ ïðî-
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áèðêàõ â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè 110 °Ñ è ïîñëå âûñóøèâàíèÿ
îáðàçöîâ äî ïîñòîÿííîãî âåñà ïðîâîäèëè àìèíîêèñëîò-
íûé àíàëèç. Êîëè÷åñòâî áåëêà òàêæå îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ðàäèîàêòèâíîãî ìåòîäà, èñïîëüçóÿ éîäèðîâàííûå
ãèñòîíû, ìå÷åííûå [125J] (Îñòåðìàí, 1983).

Ï î ê ð û ò è å ï î â å ð õ í î ñ ò è ñ ó á ñ ò ð à ò à ì è ê ð î -
ñ ô å ð à ì è. Íà ïîâåðõíîñòü 6-ëóíî÷íûõ êóëüòóðàëüíûõ
ïëàò (Corning Costar, ÑØÀ) ñ äèàìåòðîì ëóíêè 35 ìì íà-
íîñèëè 10—20-êðàòíûé èçáûòîê ïîêðûòûõ ãèñòîíàìè
ìèêðîñôåð, ÷òî ñîñòàâëÿëî îò 0.5 äî 1.0 ìã âîäíîé ñóñ-
ïåíçèè ìèêðîñôåð íà 1.0 ñì2. Ïëàòû âûäåðæèâàëè â ëàìè-
íàðíîì áîêñå â òå÷åíèå íî÷è äëÿ ïîëíîãî âûñóøèâàíèÿ
ñóáñòðàòà, çàòåì ïðîìûâàëè PBS äëÿ óäàëåíèÿ íå ñâÿçàí-
íîãî ñ ñóáñòðàòîì ìàòåðèàëà è ïîâòîðíî âûñóøèâàëè, êàê
îïèñàíî âûøå. Íà ïîâåðõíîñòè ñóáñòðàòà ôîðìèðîâàëñÿ
ðàâíîìåðíûé ñëîé ìèêðîñôåð, êîòîðûé èìåë óñòîé÷è-
âîñòü ê äåéñòâèþ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.

À í à ë è ç ñ ò ð ó ê ò ó ð û à ê ò è í î â î ã î ö è ò î ñ ê å -
ë å ò à. Ïîêðîâíûå ñòåêëà, îáðàáîòàííûå Repell-Silane
(Pharmacia, Biotech. Øâåöèÿ) äëÿ ïðèäàíèÿ ïîâåðõíîñòè
ãèäðîôîáíûõ ñâîéñòâ, ïîêðûâàëè ðàçëè÷íûìè òèïàìè ãè-
ñòîíîâ (Í1, Í2Â, Í2À, Í3, ñóììàðíûì ãèñòîíîì, êîðî-
âûì ãèñòîíîì, ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóì-
ìàðíîãî ãèñòîíà èëè ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè
êîðîâûõ ãèñòîíîâ) â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë è èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 4 °Ñ ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé
PBS äëÿ óäàëåíèÿ íå ñâÿçàííîãî ñ ïîâåðõíîñòüþ áåëêà.
Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
êëåòîê ñ ïîâåðõíîñòüþ ñòåêëà äîïîëíèòåëüíî ïîêðûâàëè
2%-íûì ðàñòâîðîì ÁÑÀ (â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ) ñ ïîñëå-
äóþùåé îòìûâêîé PBS. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ àäñîðáè-
ðîâàííûõ ãèñòîíîâ íà ñòðóêòóðó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
êëåòêè â êîíöåíòðàöèè 1�105 êë./ìë êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå áåç ñûâîðîòêè íà ïîêðûòûõ ðàçëè÷íûìè òèïàìè ãè-
ñòîíîâ ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2

â òå÷åíèå 1 ÷. Çàòåì íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, à
ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ñóáñòðàòó ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâà-
ëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà (15 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå), òðèæäû ïðîìûâàëè PBS, îáðàáàòûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ñíîâà òðèæäû îòìûâàëè PBS.
Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ñòàíäàðòíûì ðàñòâîðîì ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíà â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 37 °Ñ, çàêëþ÷àëè â
ïðîïèëãàëàò è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíî-
ãî ìèêðîñêîïà Opton ICM (Zeiss).

Ä ë ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é
à ê ò è â í î ñ ò è èçìåðÿëè èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè (îòíîøå-
íèå êîëè÷åñòâà êëåòîê â äàííûé ìîìåíò ê èñõîäíîìó êî-
ëè÷åñòâó ïîñåÿííûõ êëåòîê, êîòîðîå ñîñòàâëÿëî 3�105 íà
ëóíêó äèàìåòðîì 35 ìì). Â êàæäîì âàðèàíòå àíàëèçèðî-
âàëè 3 ïîâòîðíîñòè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñòàòèñòè÷å-
ñêè îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåí-
òà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëèñü äîñòîâåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè
íóëåâîé ãèïîòåçû Ð < 0.01.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, ñ êàêèìè èç èñïîëüçîâàí-
íûõ â äàííîé ðàáîòå òèïîâ ãèñòîíîâ ïðîèñõîäèò ëó÷øåå
âçàèìîäåéñòâèå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, áåëêè áûëè íà-
íåñåíû íà ñèëèêîíèçèðîâàííûå ïîêðîâíûå ñòåêëà è çà-
òåì íà ýòè ñóáñòðàòû áûëè ïîñåÿíû êëåòêè ëèíèé 293 è
BALB/3T3. Õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ îöåíèâàëè ïî ñòå-
ïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ñóáñòðàòå è ïî îðãàíèçà-

öèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, îêðàøåííîãî ðîäàìèí-ôàë-
ëîèäèíîì.

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ïðèêðåïëå-
íèå è ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà âñåõ èñïûòàííûõ ãèñòî-
íàõ çàíèìàþò äëèòåëüíîå âðåìÿ. Â òå÷åíèå 4 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòêè òîëüêî ïðèêðåïëÿëèñü ê ñóáñòðàòó, íî íå
ðàñïëàñòûâàëèñü íà íåì. Ïîëíîå ðàñïëàñòûâàíèå è ôîð-
ìèðîâàíèå àêòèíñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð çàâåðøàëèñü ê
20 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ
è îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà çàâèñåëà îò òèïà
íàíåñåííîãî íà ñòåêëî ãèñòîíà.

Ïî ñòåïåíè âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ èììîáèëèçîâàí-
íûìè áåëêàìè âñå èññëåäîâàííûå ãèñòîíû ìîæíî ðàçäå-
ëèòü íà òðè ãðóïïû.

Ê ïåðâîé ãðóïïå ñëåäóåò îòíåñòè ãèñòîí Í1. Êëåòêè
îáîèõ òèïîâ ê íåìó òîëüêî ïðèêðåïëÿþòñÿ, íî ïðàêòè÷å-
ñêè íå ðàñïëàñòûâàþòñÿ. Àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â íèõ òîëüêî
â âèäå ìåëêèõ àãðåãàòîâ, à ñèñòåìà ìèêðîôèëàìåíòîâ îò-
ñóòñòâóåò (ðèñ. 1, ä; 2, ã).

Âòîðóþ ãðóïïó ñîñòàâëÿþò ãèñòîíû Í2À, Í2Â, Í3,
ñóììàðíûé ãèñòîí è êîðîâûå ãèñòîíû. Ê ýòèì áåëêàì
êëåòêè 293 ïðèêðåïëÿþòñÿ è ïðè ðàñïëàñòûâàíèè ïðè-
îáðåòàþò âûòÿíóòóþ ïîëÿðèçîâàííóþ ôîðìó ñ äëèííû-
ìè îòðîñòêàìè íà ïîëþñàõ, çàïîëíåííûìè ïó÷êàìè àê-
òèíà, íî áåç îðãàíèçîâàííûõ àêòèíñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð
â öèòîïëàçìå. Ôèáðîáëàñòû ëèíèè BALB/3T3 (êëîí A31)
çíà÷èòåëüíî ëó÷øå ðàñïëàñòûâàþòñÿ íà ñóáñòðàòå ñ
èììîáèëèçîâàííûì ñóììàðíûì ãèñòîíîì è íà êîðîâûõ
ãèñòîíàõ, îáðàçóÿ ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó. Íà ñóáñòðàòå
ñ èììîáèëèçîâàííûì ñóììàðíûì ãèñòîíîì îíè ôîð-
ìèðîâàëè øèðîêèå ëàìåëëû. Àêòèíîâûå ñòðóêòóðû áûëè
ñîñðåäîòî÷åíû â êîðòèêàëüíîé îáëàñòè è ïðåèìóùåñò-
âåííî â öåíòðàëüíîé ÷àñòè öèòîïëàçìû, íî òèïè÷íûõ
ñòðåññ-ôèáðèëë ñðåäè íèõ íå íàáëþäàëè (ðèñ. 1, à, â, ã, å,
æ; 2, à, â).

Òðåòüþ ãðóïïó ïðåäñòàâëÿþò ïåðåêðåñòíî ñøèòûå
êîíúþãàòû ñóììàðíîãî ãèñòîíà. Íà òàêîì ñóáñòðàòå êëåò-
êè ëèíèé 293 è BALB/3T3 ëó÷øå âñåãî ðàñïëàñòûâàëèñü,
ñîáëþäàÿ ïðè ýòîì òèïè÷íóþ ôîðìó êëåòîê äëÿ êàæäîé
ëèíèè. Êëåòêè ëèíèè 293 èìåëè âûòÿíóòóþ ïîëÿðèçîâàí-
íóþ ôîðìó, à BALB/3T3 — ïîëèãîíàëüíóþ ñ êðóïíûìè
ïñåâäîïîäèÿìè, íàïðàâëåííûìè â ðàçíûå ñòîðîíû.
Â ýòèõ êëåòêàõ âûÿâëÿëèñü òèïè÷íûå ñòðåññ-ôèáðèëëû è
ñåòè àêòèíîâûõ ñòðóêòóð íà ïåðèôåðèè. Êðîìå òîãî, ïî-
ëèìåðèçîâàííûé àêòèí ðàñïîëàãàëñÿ â ïåðèíóêëåàðíîé
îáëàñòè (ðèñ. 1, á; 2, á).

Òàêèì îáðàçîì, ïðè äàííûõ óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà
èç âñåõ èñïûòàííûõ ãèñòîíîâ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà íàè-
ëó÷øèìè àäãåçèâíûìè ñâîéñòâàìè îáëàäàë ïåðåêðåñòíî
ñøèòûé ñóììàðíûé ãèñòîí.

Âìåñòå ñ òåì âîçíèêàë âîïðîñ: ÿâëÿþòñÿ ëè ìîðôîëî-
ãèÿ êëåòîê, ñòåïåíü èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ è îðãàíèçàöèÿ àê-
òèíîâîãî öèòîñêåëåòà ðåçóëüòàòîì âçàèìîäåéñòâèÿ êëå-
òîê èìåííî ñ èììîáèëèçîâàííûìè ãèñòîíàìè? Èçâåñòíî,
÷òî ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå ïîñåâà êëåòêè íà-
÷èíàþò ñèíòåçèðîâàòü è ñåêðåòèðîâàòü â îêðóæàþùóþ
ñðåäó áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîòîðûå êàê ðàç
ñïîñîáñòâóþò èõ ðàñïëàñòûâàíèþ íà ñóáñòðàòå. Ââèäó
òîãî ÷òî ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà ãèñòîíàõ çàíèìàëî
ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ, íåîáõîäèìî áûëî âûÿñíèòü, ÿâ-
ëÿþòñÿ ëè îòìå÷åííûå õàðàêòåðèñòèêè ïðèêðåïëåííûõ ê
ñóáñòðàòó êëåòîê ðåçóëüòàòîì èõ âçàèìîäåéñòâèÿ èìåííî
ñ ãèñòîíàìè.

Ïîýòîìó â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïðèêðåï-
ëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê ëèíèè 293, êîòîðûå õóæå

14 Î. À. Ãîðþõèíà, Ñ. Â. Ìàðòþøèí è äð.



âçàèìîäåéñòâóþò ñ ñóáñòðàòîì, ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè
öèêëîãåêñèìèäà — èíãèáèòîðà ñèíòåçà áåëêîâ. Ïðîâå-
äåííûå ýêñïåðèìåíòû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî â ýòèõ
óñëîâèÿõ âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñî âñåìè òðåìÿ ãðóïïà-
ìè ãèñòîíîâ, äàæå ñ ãèñòîíîì Í1, áûëî çíà÷èòåëüíî áî-
ëåå ýôôåêòèâíûì (ðèñ. 3, à—ä). Ïðè ñîõðàíåíèè òèïè÷-
íîé äëÿ íèõ ìîðôîëîãèè îíè áûëè çíà÷èòåëüíî áîëåå
ðàñïëàñòàíû íà ñóáñòðàòå è â öèòîïëàçìå ôîðìèðîâàëîñü
áîëüøåå êîëè÷åñòâî àêòèíîâûõ ñòðóêòóð. Èç ýòèõ ðåçóëü-

òàòîâ ñëåäóåò, ÷òî õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ñóá-
ñòðàòîì, âûÿâëåííûé â ïðåäûäóùèõ ýêñïåðèìåíòàõ,
îïðåäåëÿåòñÿ èõ êîíòàêòîì èìåííî ñ íàíåñåííûìè ãèñòî-
íàìè. Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî ýêçîãåííûå ãèñòîíû ÿâëÿ-
þòñÿ ìåìáðàíîàêòèâíûìè àãåíòàìè, â äàëüíåéøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ ïðîâîäèëè èõ êîâàëåíòíóþ èììîáèëèçàöèþ íà
ìèêðîñôåðàõ, äëÿ òîãî ÷òîáû èñêëþ÷èòü íåïîñðåäñòâåí-
íîå âëèÿíèå ãèñòîíîâ íà êëåòêè â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ.
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Ðèñ. 1. Îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê 293, ðàñïëàñòàííûõ íà ñóáñòðàòàõ, ïîêðûòûõ ñóììàðíûì ãèñòîíîì (à), ïåðå-
êðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà (á), êîðîâûìè ãèñòîíàìè (â), ãèñòîíîì H2B (ã), ãèñòîíîì H1 (ä), ãèñòîíîì

H2A (å) èëè ãèñòîíîì H3 (æ).

Îá. 100�.



Ïîñëåäóþùèå ýêñïåðèìåíòû áûëè ïîñâÿùåíû ïî-
ëó÷åíèþ áèîñîâìåñòèìûõ ìèêðîñôåð èç êðèñòàëëèçîâàí-
íîãî äåêñòðàíà è àíàëèçó ðàñïðåäåëåíèÿ íà ïîâåðõíîñòè
ïîêðîâíîãî ñòåêëà ìèêðîñôåð, êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ ñ
ãèñòîíàìè. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ñêàíèðó-
þùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, ïîêàçûâàþò, ÷òî ìèêðî-
ñôåðû ñî ñðåäíèì äèàìåòðîì 1.0 ìêì ðàâíîìåðíî ðàñïðå-
äåëÿþòñÿ íà ñóáñòðàòå ñ îáðàçîâàíèåì íåáîëüøèõ êîíã-
ëîìåðàòîâ, ðàñïîëîæåííûõ íà îïòèìàëüíûõ ðàññòîÿíèÿõ
äðóã îò äðóãà, íå ïðåâûøàþùèõ ðàçìåðû êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê (ðèñ. 4, à). Ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè ìîæíî
âèäåòü, ÷òî â îáðàçóþùèõñÿ ãðóïïàõ ìèêðîñôåðû â
îñíîâíîì íå ïðèìûêàþò ïëîòíî äðóã ê äðóãó, ìåæäó
íèìè ñîõðàíÿþòñÿ òîíêèå ïðîìåæóòêè (ðèñ. 4, á). Íà ôî-
òîãðàôèè, ñäåëàííîé ïîä óãëîì ê ïëîñêîñòè ñòåêëà, îò-
÷åòëèâî âèäíî, ÷òî ìèêðîñôåðû, ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ïî-
âåðõíîñòè, îáðàçóþò ðåëüåôíóþ ÿ÷åèñòóþ ñåòü, íàïîìè-
íàþùóþ ïîðèñòûå ìàòðèöû, êîòîðûå ñîçäàþò èç
èñêóññòâåííûõ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ (ðèñ. 4, â). Òàêèì
îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ìèêðîñôåð, íàíåñåííûõ òàêèì ñïî-
ñîáîì íà ïîâåðõíîñòü êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà, ìîæíî ìî-

äåëèðîâàòü ïîâåäåíèå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê â òðåõìåð-
íîì ïðîñòðàíñòâå. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ãèñòîíû êîâàëåíòíî
ñâÿçàíû ñ äåêñòðàíîì, îíè íå ìîãóò íè ïåðåõîäèòü â ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó, íè èíòåðíàëèçîâàòüñÿ êëåòêàìè.

Äëÿ êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè ãèñòîíîâ íà ïîâåðõ-
íîñòè ìèêðîñôåð èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå òèïû áåëêîâ:
ñóììàðíûé ãèñòîí, êîðîâûå ãèñòîíû, ïåðåêðåñòíî ñøè-
òûå êîíúþãàòû ñóììàðíîãî ãèñòîíà è ïåðåêðåñòíî ñøè-
òûå êîíúþãàòû êîðîâûõ ãèñòîíîâ. Êîëè÷åñòâî êîâàëåíò-
íî ñâÿçàííîãî áåëêà ñ 1 ã ñóõîãî âåñà ìèêðîñôåð äëÿ ñóì-
ìàðíîãî è êîðîâûõ ãèñòîíîâ ñîñòàâëÿåò (180—190) ±
� 5 ìêã, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò 5.8 ïêìîëü íà 1ñì2 ïîâåðõíî-
ñòè ìèêðîñôåð, à äëÿ êîâàëåíòíûõ êîíúþãàòîâ ýòèõ áåë-
êîâ — (50—60) ± 5 ìêã è 1.9 ïêìîëü ñîîòâåòñòâåííî. Èç-
âåñòíî, ÷òî êîëè÷åñòâî àäãåçèâíîãî áåëêà íà ïîâåðõíîñòè
ñóáñòðàòà, äîñòàòî÷íîå äëÿ èíèöèàöèè è ñòàáèëèçàöèè
ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê, ëåæèò â ïðåäåëàõ îò 0.01 äî
100 ïêìîëü íà 1 ñì2 ïîâåðõíîñòè ñóáñòðàòà (äëÿ áåëêîâ ñ
ìîë. ìàññîé 100 êÄà). Êðîìå òîãî, ïðè âçàèìîäåéñòâèè
êëåòêè ñ ñóáñòðàòîì òîëüêî 0.001 % îáùåé ïëîùàäè ïî-
âåðõíîñòè êëåòêè ó÷àñòâóåò âî âçàèìîäåéñòâèè (Vitte et

16 Î. À. Ãîðþõèíà, Ñ. Â. Ìàðòþøèí è äð.

Ðèñ. 2. Îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê BALB/3T3 (êëîí A31), ðàñïëàñòàííûõ íà ñóáñòðàòàõ, ïîêðûòûõ ñóììàðíûì
ãèñòîíîì (à), ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà (á), êîðîâûìè ãèñòîíàìè (â) èëè ãèñòîíîì H1 (ã).

Îá. 100�.



Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê íà ìèêðîñôåðàõ, ïîêðûòûõ ãèñòîíàìè 17

Ðèñ. 3. Îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê 293, ðàñïëàñòàííûõ â ïðèñóòñòâèè öèêëîãåêñèìèäà íà ñóáñòðàòàõ, ïîêðûòûõ
ñóììàðíûì ãèñòîíîì (à), ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà (á), êîðîâûìè ãèñòîíàìè (â), ãèñòîíîì H2B (ã)

èëè ãèñòîíîì H1 (ä).

Îá. 100�.

Ðèñ. 4. Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ìèêðîñôåð èç êðèñòàëëèçîâàííîãî äåêñòðàíà, êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ ñ ñóììàðíûì
ãèñòîíîì.

à, á — àäñîðáöèÿ íà ïîâåðõíîñòè ñòåêëà; â — âèä ïîä óãëîì ê ïëîñêîñòè ñòåêëà.



al., 2004). Ýòè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â êîâàëåíòíîå ñâÿ-
çûâàíèå ãèñòîíîâ ñ ïîâåðõíîñòüþ ìèêðîñôåð âîâëå÷åíà
ëèøü íåçíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ ïðèñîåäèíÿåìûõ áåëêîâ. Ýòî
îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ïðè pH 9—10 êîâàëåíòíîå ñâÿçû-
âàíèå ïîëèñàõàðèäîâ ñ áåëêàìè îãðàíè÷åííî. Ïðè ýòîì
êîëè÷åñòâî êîâàëåíòíî ñâÿçàííîãî ñ ïîâåðõíîñòüþ ìèê-
ðîñôåð ñóììàðíîãî ãèñòîíà è êîðîâûõ ãèñòîíîâ â 3 ðàçà
áîëüøå, ÷åì èõ ïåðåêðåñòíî ñøèòûõ êîâàëåòíûõ êîíúþ-
ãàòîâ. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â áåëêîâûõ êîíúþãàòàõ
ñíèæåíî êîëè÷åñòâî àìèíîãðóïï, äîñòóïíûõ äëÿ ñâÿçûâà-
íèÿ è âîâëå÷åííûõ â ôîðìèðîâàíèå ãèñòîíîâûõ äèìåðîâ,
äîëÿ êîòîðûõ â êîíúþãàòàõ îáîèõ òèïîâ ãèñòîíîâ ñîñòàâ-
ëÿåò 90 % (Ãîðþõèíà, 1999, 2001).

Ñëåäóþùèì ýòàïîì íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëè
àíàëèç âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ïîâåðõíîñòüþ ñóáñòðàòà,
òîïîãðàôè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîé ìèêðîñôåðàìè, è
îöåíêà ñêîðîñòè ðîñòà êëåòîê íà ýòîì ñóáñòðàòå. Äëÿ ïî-

êðûòèÿ ìèêðîñôåð â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè
âûøåïåðå÷èñëåííûå òèïû ãèñòîíîâ.

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ëèíèè 293
ñ ìèêðîñôåðàìè, ïîêðûòûìè ñóììàðíûì ãèñòîíîì è ïå-
ðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè òîãî æå ãèñòîíà, ëåãêî
ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî è â òîì è â äðóãîì ñëó÷àå êëåòêè
ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû íà ñëîå íàíåñåííûõ ìèêðîñôåð
(ðèñ. 5, à, á). Òåì íå ìåíåå ñ ìèêðîñôåðàìè, ïîêðûòûìè
ïåðåêðåñòíî ñøèòûì ñóììàðíûì ãèñòîíîì, âûÿâëÿåòñÿ
áîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê, îáðàçóþùèõ äëèííûå òîíêèå
îòðîñòêè. Êëåòêè â ýòîì ñëó÷àå èìåþò áîëåå ïëîòíûå
ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû è ôîðìèðóþò ïëîòíûå êëàñòåðû,
÷åãî íå íàáëþäàåòñÿ â ïåðâîì ñëó÷àå. Òàì îáðàçîâàâøèå-
ñÿ, íî áîëåå ìåëêèå êëàñòåðû êëåòîê ïëîõî âçàèìîäåéñò-
âóþò ìåæäó ñîáîé.

Àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ è ïðè ñðàâíåíèè
âçàèìîäåéñòâèÿ ýòèõ æå êëåòîê íà ìèêðîñôåðàõ, ïîêðû-
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Ðèñ. 5. Ïðèêðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê 293 íà ñóáñòðàòàõ, ïîêðûòûõ ìèêðîñôåðàìè, êîâàëåíòíî ñâÿçàííûìè ñ ñóììàðíûì
ãèñòîíîì (à), ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà (á), êîðîâûìè ãèñòîíàìè (â), ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþ-

ãàòàìè êîðîâûõ ãèñòîíîâ (ã), è íà ïîëèñòèðîëîâîé ïîâåðõíîñòè (ä, êîíòðîëü).

Îá. 100�.
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Ðèñ. 6. Ïðèêðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê BALB/3T3 (êëîí A31) íà ñóáñòðàòàõ, ïîêðûòûõ ìèêðîñôåðàìè, êîâàëåíòíî ñâÿçàí-
íûìè ñ ñóììàðíûì ãèñòîíîì (à), êîðîâûìè ãèñòîíàìè (á), ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà (â), è íà ïîëè-

ñòèðîëîâîé ïîâåðõíîñòè (ã, êîíòðîëü).



òûõ êîðîâûìè ãèñòîíàìè è ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè èõ
êîíúþãàòàìè (ðèñ. 5, â, ã). Çäåñü, êàê è â ïðåäûäóùåì ñëó-
÷àå, ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ è îáðàçîâàíèå ìåæêëåòî÷-
íûõ âçàèìîäåéñòâèé çà ñ÷åò àêòèâíî ôîðìèðóþùèõñÿ
ïñåâäîïîäèé çíà÷èòåëüíî áîëåå âûðàæåíû ó êëåòîê, ïî-
ñàæåííûõ íà ïåðåêðåñòíî ñøèòûé âàðèàíò êîðîâûõ ãèñ-
òîíîâ. Â êîíòðîëå ïðè ïîñàäêå êëåòîê íà ïîëèñòèðîëîâóþ
ïîâåðõíîñòü çà ýòî æå âðåìÿ ïðîèñõîäèò òîëüêî èõ ðàñ-
ïëàñòûâàíèå, ëèøü â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ ïðîñìàòðèâàåòñÿ
îáðàçîâàíèå òîíêèõ âûðîñòîâ, ñâÿçûâàþùèõ áëèçêî ëå-
æàùèå êëåòêè (ðèñ. 5, ä).

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè ïîâåäåíèÿ êëåòîê íà ñëîÿõ ìèêðî-
ñôåð, ïîêðûòûõ ýòèìè äâóìÿ òèïàìè ãèñòîíîâ, ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî êëåòêè ëèíèè 293 èìåþò áîëü-
øåå ñðîäñòâî ê êîðîâûì ãèñòîíàì. Ïðè ýòîì, îäíàêî,
ïðèíöèïèàëüíûõ ðàçëè÷èé íè â ôîðìå ðàñïëàñòàííûõ
êëåòîê, íè â èõ âçàèìîäåéñòâèè ìåæäó ñîáîé ó êëåòîê, íà-
íåñåííûõ íà ýòè äâà òèïà ãèñòîíîâ, íå íàáëþäàëè.

Êëåòêè ëèíèè BALB/3T3 äåìîíñòðèðóþò íåñêîëüêî
îòëè÷íîå ïîâåäåíèå ïðè ïîñàäêå íà ìèêðîñôåðû, ïîêðû-
òûå òåìè æå òèïàìè ãèñòîíîâ. Íà ïðåäñòàâëåííûõ ôîòî-
ãðàôèÿõ âèäíî, ÷òî êëåòêè, ïîñàæåííûå íà ìèêðîñôåðû,
ïîêðûòûå ñóììàðíûì ãèñòîíîì, îáðàçóþò áîëåå ïëîòíóþ
ñåòü (ðèñ. 6, à), ÷åì ïðè ïîñàäêå íà ìèêðîñôåðû, ïîêðû-
òûå êîðîâûìè ãèñòîíàìè (ðèñ. 6, á). Òàêîé õàðàêòåð ïîâå-
äåíèÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â åùå áîëüøåé ñòåïåíè ó êëåòîê, ïîñà-
æåííûõ íà ìèêðîñôåðû ñ ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãà-
òàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà (ðèñ. 6, â). Ýòè ìèêðîñôåðû
ñïîñîáñòâóþò ãîðàçäî áîëüøåé ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê,
îáðàçîâàíèþ èìè ïëîòíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.
Äàííûé òèï êëåòîê õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì áîëüøîãî
÷èñëà îòðîñòêîâ, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ôîðìèðóþòñÿ äëèí-

íûå êëåòî÷íûå öåïè. Òàêîå ïîâåäåíèå õàðàêòåðíî äëÿ
ôèáðîáëàñòîâ è ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ñîñòàâå ñîåäèíèòåëüíûõ òêàíåé.

Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî èññëåäóåìûå ìèêðîñôåðû, ïîê-
ðûòûå ãèñòîíàìè, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â äàëü-
íåéøåì ïðè ñîçäàíèè òðåõìåðíûõ ïîðèñòûõ ìàòðèö,
ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ â íèõ òêàíåïîäîá-
íûõ ñòðóêòóð in vitro, íåîáõîäèìî áûëî ïðîâåðèòü,
êàê èäåò ðîñò ïîñàæåííûõ íà íèõ êëåòîê ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè. Ñ ýòîé öåëüþ êëåòêè ëèíèè 293, ïîñà-
æåííûå íà ìèêðîñôåðû, ïîêðûòûå ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè
êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà, êóëüòèâèðîâàëè â òå-
÷åíèå 6 ñóò. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè
ñûâîðîòêè èëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå ñ ðîñòîâûìè äî-
áàâêàìè.

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè êóëüòóð, ïðåäñòàâëåííûõ íà ôî-
òîãðàôèÿõ (ðèñ. 7, à, á), ìîæíî ëåãêî çàìåòèòü, ÷òî ê ýòî-
ìó âðåìåíè ÷èñëî êëåòîê â îáîèõ âàðèàíòàõ çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èëîñü (ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòèâèðîâàíèåì â òå÷å-
íèå 1 ñóò — ðèñ. 5, à, á). Êðîìå òîãî, îíè îáðàçîâûâàëè
áîëüøèå êîëîíèè, ñâÿçàííûå â êðóïíîÿ÷åèñòóþ ñåòü. Ïðè
ýòîì â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò
îòäåëüíûå êëåòêè èëè íå ñâÿçàííûå ñ íèìè ìèêðîñôåðû,
÷òî íàáëþäàåòñÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå ñ ñûâîðîò-
êîé. Â êîíòðîëå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê íà ïîëèñòè-
ðîëîâîé ïîâåðõíîñòè â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè ñîñòîÿíèå
êóëüòóðû ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ îò ñîñòîÿíèÿ êëåòîê,
êóëüòèâèðóåìûõ íà ìèêðîñôåðàõ â ýòèõ æå óñëîâèÿõ
(ðèñ. 7, â). Ïî-âèäèìîìó, â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ
áåëêîâ ñûâîðîòêè ñ ãèñòîíàìè ïîñëåäíèå ñòàíîâÿòñÿ íå-
äîñòóïíûìè äëÿ ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè êóëüòèâèðó-
åìûõ êëåòîê.
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Ðèñ. 7. Ïðèêðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê 293 ÷åðåç 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ñóáñòðàòå, ïîêðûòîì ìèêðîñôåðàìè, êîâàëåíò-
íî ñâÿçàííûìè ñ ñóììàðíûì ãèñòîíîì.

à — êëåòêè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò; á — êëåòêè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â áåññûâîðîòî÷íîé
ñðåäå ñ ðîñòîâûìè äîáàâêàìè; â — êëåòêè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïîëèñòèðîëîâîé ïîâåðõíîñòè (êîíòðîëü). Îá. 100�.



Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè ñðàâíèòåëüíóþ îöåíêó ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè òåõ æå êëåòîê ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè íà ïîëèñòèðîëîâîé ïîâåðõíîñòè è íà
ìèêðîñôåðàõ, ïîêðûòûõ êàê ñóììàðíûì ãèñòîíîì, òàê è
ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà.
Êëåòêè ëèíèè 293 êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 11 ñóò. Èí-
äåêñ ïðîëèôåðàöèè îïðåäåëÿëè ÷åðåç 2, 4, 7 è 11 ñóò. Èí-
äåêñ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê â òå÷åíèå 4 ñóò áûë íèçîê è íå
ðàçëè÷àëñÿ ìåæäó èññëåäóåìûìè âàðèàíòàìè. ×åðåç 7 ñóò
íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå èíäåêñà ïðîëèôå-
ðàöèè âî âñåõ òðåõ âàðèàíòàõ îïûòà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðå-
äûäóùèìè ñðîêàìè (Ð < 0.01), íî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé
ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûì âàðèàíòàìè íå îáíàðó-
æåíî (ðèñ. 8, êðèâûå 1—3). Ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ ïî
èññëåäóåìîìó ïàðàìåòðó íàáëþäàþòñÿ ÷åðåç 11 ñóò. Òàê,
â êîíòðîëå èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè íå èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ïðåäûäóùèìè ñðîêàìè. Â îáîèõ îïûòíûõ âàðè-
àíòàõ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü çíà÷èòåëüíî óâåëè÷è-
âàåòñÿ. Äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè
èìååò ìåñòî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê íà ìèêðîñôåðàõ,
ïîêðûòûõ ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî
ãèñòîíà, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (Ð < 0.01). Íàáëþäàåò-
ñÿ òàêæå òåíäåíöèÿ ê óâåëè÷åíèþ èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê íà ìèêðîñôåðàõ, ïîêðûòûõ
ñóììàðíûì ãèñòîíîì (Ð < 0.05; ðèñ. 8, êðèâûå 1—3). Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè êëåòîê ëèíèè BALB/3T3 â òå÷åíèå 11 ñóò íà ìèêðî-
ñôåðàõ, ïîêðûòûõ êàê ñóììàðíûì ãèñòîíîì, òàê è ïåðå-
êðåñòíî ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà, íå
èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

Îáñóæäåíèå

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå àä-
ãåçèè, ìîðôîëîãèè è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ðàçíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ, êóëüòèâèðóåìûõ íà ïîêðûòûõ ãèñòîíàìè

ìèêðîñôåðàõ, íàíåñåííûõ íà ïîâåðõíîñòü êóëüòóðàëüíûõ
ñîñóäîâ, ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ
ïîäîáíûõ ìèêðîñôåð äëÿ òîïîãðàôè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè
ïîâåðõíîñòåé, èñïîëüçóåìûõ ïðè òðåõìåðíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå î ïðèñóòñòâèè ÿäåðíûõ
áåëêîâ, òàêèõ êàê ãèñòîíû è íåãèñòîíîâûå õðîìîñîìíûå
áåëêè ñ âûñîêîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ, íå
òîëüêî â êëåòêàõ, íî è âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå
(Zlatanova et al., 1990; Brix et al., 1998; Watson et al., 1999;
Muller et al., 2001; Henriquez et al., 2002).

Ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå ãèñòîíû äàâíî ïðèâëåêà-
þò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé â êà÷åñòâå áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûõ ìîëåêóë, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â ìå-
äèöèíå è áèîòåõíîëîãèè (Zeppezauer, Reichhart, 1993;
Àøìàðèí è äð., 1995). Áûëî ïîêàçàíî, íàïðèìåð, ÷òî ýê-
çîãåííûé ãèñòîí Í1 ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ïåðëå-
êàíîì è ðåãóëèðîâàòü ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ìè-
îáëàñòîâ (Henriquez et al., 2002).

Òàêèì îáðàçîì, âûáîð ãèñòîíîâ äëÿ ïîêðûòèÿ ìèêðî-
ñôåð ïðåäñòàâëÿåòñÿ âïîëíå îáîñíîâàííûì. Äåéñòâèòåëü-
íî, ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî êàê ýïèòå-
ëèàëüíûå êëåòêè, òàê è ôèáðîáëàñòû îäèíàêîâî õîðîøî
ïðèêðåïëÿëèñü è ðàñïëàñòûâàëèñü íà ïîâåðõíîñòÿõ ñ èì-
ìîáèëèçîâàííûìè íà íèõ ãèñòîíàìè. Ïðè ýòîì íàèëó÷-
øèé ýôôåêò äåìîíñòðèðîâàëè êîìïëåêñû ãèñòîíîâ —
ñóììàðíûé ãèñòîí è êîðîâûå ãèñòîíû. Ïî âñåé âåðîÿòíî-
ñòè, â ýòèõ êîìïëåêñàõ ãèñòîíîâ çà ñ÷åò ìåæáåëêîâûõ
âçàèìîäåéñòâèé íà èõ ïîâåðõíîñòè ýêñïîíèðóþòñÿ àìè-
íîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îáëàäàþùèå íàèáîëü-
øèì ñðîäñòâîì ê àäãåçèîííûì ïîâåðõíîñòíûì ðåöåï-
òîðàì êëåòêè (Isenberg, 1979; Cardin, Weintraub, 1989).
Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëü-
òàòû, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî ïåðåêðåñòíî ñøèòûå êîíúþãàòû
ñóììàðíîãî ãèñòîíà è ïåðåêðåñòíî ñøèòûå êîíúþãàòû
êîðîâûõ ãèñòîíîâ â åùå áîëüøåé ñòåïåíè ñïîñîáñòâîâàëè
ðàñïëàñòûâàíèþ êëåòîê íà ñóáñòðàòå è îðãàíèçàöèè â íèõ
ðàçâèòîãî öèòîñêåëåòà. Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî â ïðîöåññå ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ñóáñòðàòå âîçíèêàåò ìåõàíè÷å-
ñêîå íàòÿæåíèå â îáëàñòè ôîêàëüíîé àäãåçèè çà ñ÷åò ñî-
êðàòèòåëüíîé àêòèâíîñòè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, âîç-
ìîæíî èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè ãèñòîíîâûõ êîìïëåêñîâ
ïðè íàðóøåíèè â íèõ èñõîäíîãî âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ
ãèñòîíîâ è àäãåçèîííûõ ñâîéñòâ. Ïîýòîìó èñïîëüçîâàíèå
ïåðåêðåñòíî ñøèòûõ êîíúþãàòîâ ãèñòîíîâ, ñîõðàíÿþùèõ
èñõîäíî ñëîæèâøèåñÿ ñòðóêòóðíûå ìåæáåëêîâûå âçàèìî-
äåéñòâèÿ, ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïðåäïî÷òèòåëüíûì, ÷òî ïîä-
òâåðäèëîñü òàêæå è â ýêñïåðèìåíòàõ ïî âçàèìîäåéñòâèþ
êëåòîê ñ ìèêðîñôåðàìè, ïîêðûòûìè ðàçíûìè òèïàìè ãèñ-
òîíîâ.

Ìèêðîñôåðû èñïîëüçîâàëè â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ öå-
ëüþ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîñòè èõ ïðèìåíåíèÿ äëÿ òîïîãðà-
ôè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ïîâåðõíîñòåé, ïðåäíàçíà÷åííûõ
äëÿ òðåõìåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Ïîýòîìó ìèê-
ðîñôåðû äîëæíû áûëè èìåòü îïòèìàëüíûå ðàçìåðû è
ðàñïîëàãàòüñÿ íà ñóáñòðàòå íà òàêîì óäàëåíèè äðóã îò
äðóãà, ÷òîáû êëåòêè áûëè ñïîñîáíû îäíîâðåìåííî âçàè-
ìîäåéñòâîâàòü ñ íåñêîëüêèìè ìèêðîñôåðàìè, ðàññðåäîòî-
÷åííûìè â ïðîñòðàíñòâå. Ìèêðîñôåðû óæå äàâíî ïðèìå-
íÿþò â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê,
íî îíè èìåþò äèàìåòð îò 100 äî 250 ìêì, è êëåòêè ïîë-
íîñòüþ ðàñïëàñòûâàþòñÿ è ðàçìíîæàþòñÿ íà ïîâåðõíî-
ñòè êàæäîé èç íèõ (Bardouille et al., 2001). Â äàííîì èñ-
ñëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ìèêðîñôåðû èç êðèñòàëëèçî-
âàííîãî äåêñòðàíà äèàìåòðîì íå áîëåå 1 ìêì. Òàêîé
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Ðèñ. 8. Çàâèñèìîñòü ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê 293
îò âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ñóáñòðàòå, ïîêðûòîì ìèêðî-
ñôåðàìè, êîâàëåíòíî ñâÿçàííûìè ñ ïåðåêðåñòíî ñøèòûìè
êîíúþãàòàìè ñóììàðíîãî ãèñòîíà (êðèâàÿ 1) è ñ ñóììàðíûì
ãèñòîíîì (êðèâàÿ 2). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê íà ïîëèñòèðîëî-

âîé ïîâåðõíîñòè (êîíòðîëü, êðèâàÿ 3).



äèàìåòð ìèêðîñôåð ñîîòâåòñòâóåò ðàçìåðó ôîêàëüíîãî
êîíòàêòà, îáðàçóþùåãîñÿ ïðè ïðèêðåïëåíèè êëåòêè ê ñóá-
ñòðàòó (Peterson, Burridge, 2001). Êðîìå òîãî, ïðè íàíåñå-
íèè íà ïîâåðõíîñòü êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà ìèêðîñôåðû
ðàñïîëàãàëèñü íà ðàññòîÿíèè äðóã îò äðóãà, íå ïðåâûøà-
þùåì ïëîùàäè ðàñïëàñòàííîé êëåòêè. Ýòî äîëæíî áûëî
ñïîñîáñòâîâàòü îäíîâðåìåííîìó âçàèìîäåéñòâèþ êàæäîé
îòäåëüíîé êëåòêè ñ íåñêîëüêèìè ìèêðîñôåðàìè.

Èçâåñòíû äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå ñõîäíîå ïîâåäå-
íèå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èõ íà
ïîâåðõíîñòè ñóáñòðàòà, ñîäåðæàùåé àäãåçèâíûå îñòðîâêè
äèàìåòðîì îò 3 äî 5 ìêì, ïîêðûòûå ôèáðîíåêòèíîì, ðàñ-
ïîëîæåííûå íà ðàññòîÿíèè íå áîëåå 10 ìêì äðóã îò äðóãà
(Chen et al., 1997).

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîäòâåðäèëè ïðàâèëü-
íîñòü âûáðàííîãî ïîäõîäà. Êëåòêè ëèíèé 293 è
BALB/3T3 (êëîí A31), ïîñåÿííûå íà òàêîé ñóáñòðàò, ïðå-
èìóùåñòâåííî ïðèêðåïëÿëèñü ê ìèêðîñôåðàì è ðàñïëàñ-
òûâàëèñü íà íèõ, îáðàçóÿ ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû, à òàê-
æå äëèííûå ïñåâäîïîäèè, ñîåäèíÿþùèå ìåæäó ñîáîé
êëåòêè, âõîäÿùèå â ðàçíûå êîëîíèè. Ïåðåêðåñòíî ñøèòûå
êîíúþãàòû ñóììàðíîãî ãèñòîíà è â ýòîì ñëó÷àå îêàçû-
âàëè íàèëó÷øåå âëèÿíèå íà ðàñïëàñòûâàíèå è ìîðôîëî-
ãèþ êëåòîê, à â êëåòî÷íîé ëèíèè 293 ñïîñîáñòâîâàëè è
áîëåå èíòåíñèâíîé ïðîëèôåðàöèè. Îòñóòñòâèå èçìåíåíèé
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè â ëèíèè BALB/3T3 ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ëèíèåé 293 ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ðàçíûì ïðîèñ-
õîæäåíèåì èññëåäóåìûõ ëèíèé. Òàê, 293 — ýïèòåëèîïî-
äîáíàÿ ëèíèÿ ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà, òðàíñôîðìèðî-
âàííàÿ âèðóñîì Ad5; BALB/3T3 (êëîí A31) —
ôèáðîáëàñòîïîäîáíàÿ ëèíèÿ, ñïîíòàííî òðàíñôîðìèðî-
âàííàÿ ñ êîíòàêòíûì òîðìîæåíèåì ðîñòà êëåòîê ïðè äî-
ñòèæåíèè îïðåäåëåííîé ïëîòíîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, ìèêðîñôåðû, ïîêðûòûå ïåðåêðåñòíî
ñøèòûìè êîíúþãàòàìè ãèñòîíîâ, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû â äàëüíåéøåì ïðè ñîçäàíèè òðåõìåðíûõ ïîðèñòûõ
ìàòðèö, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ â íèõ òêàíå-
ïîäîáíûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð in vitro. Òåì íå ìåíåå ïðè
ïîäáîðå îïòèìàëüíîãî ñóáñòðàòà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü îñîáåííîñòè èñïîëüçóå-
ìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÎÎÎ
«Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé íàó÷íûé öåíòð Êîðíèíã».
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CULTIVATION OF CELLS ON A SURFACE COVERED BY MICROSPHERES

WITH COUPLED HISTONES
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The use of histones for modification of the surface intended for cultivation of cells was studied. The work
was carried out on the cell line 293 of human embryonic kidney transformed by adenovirus (Ad5) and on the
cell line BALB/3T3 clone A31 of mouse spontaneous transformed embryonic fibroblasts. We analyzed interac-
tion of cells with histones of different types put on a hydrophobic surface or on dextran microspheres with dia-
meters of 1.0 ì. It was shown, that all histones studied possessed adhesive ability, but their complexes consis-
ting of total and core histones rendered the best influence on adhesion, morphology and growth of the cells in
culture. Thus, cross-linked conjugates of histones immobilized on microspheres promoted in a greater degree
formation of a network of cellular structures due to formation of intracellular contacts and simultaneous interac-
tion of cells with several microspheres. Comparing with BALB/3T3 clone A31 the cell line 293 showed signifi-
cant increase in proliferative activity in 11 days of cultivation on microspheres covered with cross-linked conju-
gates of histones. Our investigations have shown that the microspheres covered with cross-linked conjugates of
histones can be used in the further at creation of the three-dimensional porous matrices intended for in vitro for-
mation of tissue-like cellular structures in them.

K e y w o r d s: histones, microspheres, adhesion, spreading, proliferation of cultivated cells.
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