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Ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ðàñïëàñòûâàíèÿ íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ

Ïîëèìåðèçàöèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ è èõ ïîñëåäóþùàÿ ïåðåñòðîéêà ñ ó÷àñòèåì àêòèí-ìèîçèíîâûõ
âçàèìîäåéñòâèé — äâà îñíîâíûõ ïðîöåññà, ëåæàùèõ â îñíîâå ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ðåàêöèé êëåòîê. Ìû
èññëåäîâàëè ðîëü êàæäîé èç ýòèõ ñîñòàâëÿþùèõ â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ëèíèè REF52tetRas ñ ðåãóëèðóåìîé ýêñïðåññèåé îíêîãåíà ras. Îáðàáîòêà êëå-
òîê èíãèáèòîðàìè êëåòî÷íîé ñîêðàòèìîñòè (âåùåñòâîì Y27632 èëè áëåááèñòàòèíîì) âûçûâàëà èñ÷åçíî-
âåíèå àêòèíîâûõ ïó÷êîâ è ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, íî êðàåâàÿ àêòèâíîñòü ñîõðàíÿëàñü êàê ó íîðìàëüíûõ,
òàê è ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíî ïîâûøàëàñü ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê è â ìåíüøåé ñòåïåíè — ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ. Ïðè ïîäàâëåíèè ïîëèìåðèçàöèè àê-
òèíà íèçêèìè äîçàìè ëàòðóíêóëèíà À ñîõðàíÿëèñü ñòðåññ-ôèáðèëëû è ôîêàëüíûå êîíòàêòû, íî óòðà÷è-
âàëàñü ëàìåëëèïîäèàëüíàÿ àêòèâíîñòü è çíà÷èòåëüíî ïîäàâëÿëîñü ðàñïëàñòûâàíèå íîðìàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ. Â ñëó÷àå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê àêòèíîâûå ïó÷êè è ôîêàëüíûå êîíòàêòû ïðàêòè÷åñêè
èñ÷åçàëè, íî àêòèâíîñòü êðàÿ íå óòðà÷èâàëàñü è ðàñïëàñòûâàíèå ïîäàâëÿëîñü â ìåíüøåé ñòåïåíè. Òàêèì
îáðàçîì, íàèáîëåå ñóùåñòâåííûì ïðîöåññîì, ðåãóëèðóþùèì ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê è èõ ïîëÿðèçàöèþ,
ÿâëÿåòñÿ ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ íà âåäóùåì êðàå. Ïðè ýòîì òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåò-
êè îêàçûâàþòñÿ ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûìè, ÷åì íîðìàëüíûå, ê äåéñòâèþ èíãèáèòîðîâ, èçìåíÿþùèõ ñòðóê-
òóðó öèòîñêåëåòà. Îáñóæäàþòñÿ âîçìîæíûå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå ýòèõ ðàçëè÷èé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëàìåëëèïîäèÿ, ñòðåññ-ôèáðèëëû, Rho-êèíàçà, ïëîùàäü êëåòîê, ñòåïåíü ïîëÿ-
ðèçàöèè.

Â îñíîâå äâèæåíèÿ êëåòîê ëåæàò ïåðåñòðîéêè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà. Èíèöèàëüíûì øàãîì ïåðåñòðîåê ÿâëÿ-
åòñÿ ôîðìèðîâàíèå òàê íàçûâàåìîãî âåäóùåãî (àêòèâíî-
ãî) êðàÿ, íà êîòîðîì ïðîèñõîäÿò ïðîòðóçèè è îáðàçóþòñÿ
ïåðâè÷íûå êîíòàêòû êëåòêè ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì.
Ïðîòðóçèÿ âåäóùåãî êðàÿ îáåñïå÷èâàåòñÿ ñèëîé ïîëèìå-
ðèçàöèè àêòèíà â çîíå ëàìåëëèïîäèè. Â çîíå ëàìåëëû
ïðîèñõîäèò äàëüíåéøàÿ ïåðåñòðîéêà àêòèíà — ôîðìèðî-
âàíèå àêòèí-ìèîçèíîâûõ ïó÷êîâ. Îáðàçîâàíèå êîíòàêòîâ
ñ ñóáñòðàòîì èíèöèèðóåòñÿ â ëàìåëëèïîäèè, à ñîçðåâàíèå
ïðîèñõîäèò â çîíå ëàìåëëû ñ ó÷àñòèåì ñòðåññ-ôèáðèëë
(Bershadsky et al., 2006; Alexandrova et al., 2008). Íàòÿæå-
íèå, ãåíåðèðóåìîå ìèîçèíîì, âîçäåéñòâóåò íà èíèöèàëü-
íûå ôîêàëüíûå êîìïëåêñû, èíäóöèðóÿ èõ ðîñò è ïðåâðà-
ùåíèå â ôîêàëüíûå êîíòàêòû (Ingber, 1991; Riveline et al.,
2001; Rottner et al., 2001; Krendel, Mooseker, 2005).

ßðêèì ïðèìåðîì äèíàìè÷åñêîé îðãàíèçàöèè öèòî-
ñêåëåòà ñëóæàò åãî ïåðåñòðîéêè, ïðîèñõîäÿùèå â ïðîöåñ-
ñå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê. Ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ íà÷è-
íàåòñÿ ñ îáðàçîâàíèÿ ïñåâäîïîäèé ïî âñåìó ïåðèìåòðó
êëåòêè. Ñåòü ìèêðîôèëàìåíòîâ íà àêòèâíîì êðàå ïîñòî-
ÿííî îáðàçóåòñÿ â òå÷åíèå âñåãî ïðîöåññà ðàñïëàñòûâàíèÿ
çà ñ÷åò èíòåíñèâíîé ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà. Îñòàëüíûå
òèïû àêòèíñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð, âîçíèêàþùèå â ðàñïëà-
ñòûâàþùèõñÿ êëåòêàõ, â îñíîâíîì ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòà-

òîì ïîñëåäîâàòåëüíîé ïåðåñòðîéêè ïîëèìåðèçîâàííîãî íà
êðàÿõ àêòèíà. Ïåðâûì ýòàïîì òàêîé ïåðåñòðîéêè ÿâëÿåòñÿ
âîçíèêíîâåíèå êîëüöåâîãî ïó÷êà, ðàñïîëîæåííîãî âäîëü
êðàÿ äèñêîâèäíîé êëåòêè ñðàçó çà çîíîé àêòèâíîãî êðàÿ
(ñòàäèÿ ðàäèàëüíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ) (Svitkina et al., 1986).
Â ñëó÷àå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê ïðîöåññ ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ íà ïîäëîæêå çàâåðøàåòñÿ ñòàäèåé ïîëÿðèçàöèè.
Ôèáðîáëàñòû ïðèîáðåòàþò óäëèíåííóþ ïîëÿðèçîâàííóþ
ôîðìó â ðåçóëüòàòå ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ ïñåâäîïîäèàëüíîé
àêòèâíîñòè — ðàçäåëåíèÿ êëåòî÷íîãî êðàÿ íà àêòèâíûå è
ñòàáèëüíûå çîíû (Ðîâåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004).

Ïðè íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè íàðóøàþòñÿ
íîðìàëüíûå ìîðôîãåíåòè÷åñêèå ðåàêöèè è ïîäâèæíîñòü
êëåòîê, ÷òî ïðèâîäèò ê òàêèì ïðîöåññàì, êàê èíâàçèâíûé
ðîñò è ìåòàñòàçèðîâàíèå (Ðîâåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004). Ðå-
îðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà, îñîáåííî èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîé
ñîêðàòèìîñòè, ðåãóëèðóåìîé àêòèí-ìèîçèíîâûì êîìï-
ëåêñîì, èìååò öåíòðàëüíîå çíà÷åíèå äëÿ ðàçâèòèÿ ôåíî-
òèïà ìîðôîëîãè÷åñêè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ñ èí-
âàçèâíûì ïîâåäåíèåì. Ðåäóêöèÿ ñòðåññ-ôèáðèëë, õàðàê-
òåðíàÿ äëÿ ìíîãèõ òèïîâ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê,
ñîïðÿæåíà ñ íàðóøåíèåì ñîçðåâàíèÿ êîíòàêòíûõ ñòðóê-
òóð (Ðîâåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004) è ÷àñòî êîððåëèðóåò ñ
ïîâûøåíèåì ëîêîìîòîðíîé àêòèâíîñòè è (èëè) ìåòàñòà-
òè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà îïóõîëåâûõ êëåòîê (Pokorna et al.,
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1994; Sahai, Marshall, 2002). Ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê â êóëüòóðå íàáëþäàþòñÿ íàðóøåíèÿ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ. Íà âñåõ ñòàäèÿõ ðàñïëàñòûâàíèÿ íàðóøåíî ðàñïðåäå-
ëåíèå ëàìåëëèïîäèé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ëàìåëëû ôîðìè-
ðóþòñÿ â âèäå îòäåëüíûõ ôðàãìåíòîâ, à íå ïî âñåìó
ïåðèìåòðó êëåòêè. Óïëîùåíèå êëåòêè èäåò íåðàâíîìåð-
íî, äèñêîâèäíîé ôîðìû íå íàáëþäàåòñÿ. Ïî çàâåðøåíèè
ðàñïëàñòûâàíèÿ òàêèå êëåòêè íå äîñòèãàþò çíà÷èòåëüíîé
ïëîùàäè, ñðàâíèìîé ñ ïëîùàäüþ íîðìàëüíûõ êëåòîê (Ðî-
âåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî óñòàíîâëåíèå ðîëè
êàæäîãî èç ïðîöåññîâ — ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà è àê-
òèí-ìèîçèíîâûõ âçàèìîäåéñòâèé — â ïðîöåññå ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ íîðìàëüíûõ è ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðî-
áëàñòîâ. Îíêîáåëîê Ras ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì êîìïîíåí-
òîì ìíîãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé (Gille,
Downward, 1999; Boettner, Van Aelst, 2002). Ìû èñïîëüçî-
âàëè êëåòêè ëèíèè REF52tetRas ñ ðåãóëèðóåìîé òåòðàöèê-
ëèíîì ýêñïðåññèåé îíêîãåíà, â êîòîðûõ îòìûâêà òåòðà-
öèêëèíà ïðèâîäèò ê ñèíòåçó êîíñòèòóòèâíî àêòèâíîãî
áåëêà Ras è ê ìîðôîëîãè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê
(Êîïíèí è äð., 2003; Alexandrova et al., 2006). Ìû äåòàëü-
íî èññëåäîâàëè ñòðóêòóðó öèòîñêåëåòà, õàðàêòåð è ñòå-
ïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ íà ïëîñêîì àäãåçèâ-
íîì ñóáñòðàòå (ïîêðîâíîì ñòåêëå) ÷åðåç 2, 4 è 24 ÷ ïîñëå
ïîñàäêè. Äëÿ ïîäàâëåíèÿ àêòèí-ìèîçèíîâûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé áûëè èñïîëüçîâàíû èíãèáèòîð Rho-êèíàçû, àêòèâè-
ðóþùåé ìèîçèí II ñîåäèíåíèå Y27632 (Ishizaki et al.,
2000), è èíãèáèòîð ìèîçèíà II áëåááèñòàòèí (Straight
et al., 2003; Kolega, 2004; Limouze et al., 2004); ïîëèìåðè-
çàöèþ àêòèíà èíãèáèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëàòðóíêóëèíà À
(Spector et al., 1989).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå è ñ ï î ë ü ç î â à ë è ê ë å ò ê è ëèíèè REF52tet-
Ras, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå ïðîô. Á. Ï. Êîïíèíûì
(Agapova et al., 1999; Êîïíèí è äð., 2003). Êëåòêè áûëè
ïîëó÷åíû èç èñõîäíîé ëèíèè REF52 (èììîðòàëèçîâàííûå
êðûñèíûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû) ïóòåì òðàíñôåê-
öèè ïëàçìèäîé ñ ãåíîì êîíñòèòóòèâíî àêòèâíîãî áåëêà
N-Ras/asp12 ïîä òåòðàöèêëèíçàâèñèìûì ñóïðåññîðîì.
Òàêèì îáðàçîì, ìû èìåëè âîçìîæíîñòü ðåãóëèðîâàòü ýêñ-
ïðåññèþ îíêîãåíà N-ras è òåì ñàìûì âûçûâàòü òðàíñôîð-
ìàöèþ êëåòîê ïóòåì äîáàâëåíèÿ (îòìûâêè) òåòðàöèêëèíà
èç ñðåäû. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM (Sigma,
ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êî-
ðîâ è àíòèáèîòèêîâ (ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí ïî
100 åä./ìë) ïðè 37 °Ñ âî âëàæíîé àòìîñôåðå â ïðèñóòñò-
âèè 5 % ÑÎ2. Ëèíèþ REF52tetRas âåëè â ñðåäå ñ äîáàâëå-
íèåì òåòðàöèêëèíà â êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë êàæäûå
3 ñóò. Äëÿ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê òåòðàöèêëèí îòìûâàëè
è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â ñðåäå áåç òåòðàöèêëèíà â òå÷å-
íèå 5 ñóò, ïîñëå ÷åãî èñïîëüçîâàëè â ýêñïåðèìåíòàõ. Äëÿ
õàðàêòåðèñòèêè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòêè (50 òûñ. êë./ìë)
âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè (3.5 ñì) íà ïîêðîâíûå ñòåêëà è
ôèêñèðîâàëè ÷åðåç 2, 4 è 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà.

Â ýêñïåðèìåíòàõ è ñ ï î ë ü ç î â à ë è 3 è í ã è á è ò î ð à:
Y27632 — èíãèáèòîð Rho-êèíàçû, 45 ìêÌ (Calbiochem,
ÑØÀ); áëåááèñòàòèí — èíãèáèòîð ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè
íåìûøå÷íîãî ìèîçèíà II, 45 ìêÌ (Toronto Research Che-
micals Inc., Êàíàäà); èíãèáèòîð ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà
ëàòðóíêóëèí À, 0.5 ìêÌ (Calbiochem, ÑØÀ). Èíãèáèòîðû
äîáàâëÿëè îäíîâðåìåííî ñ ïîñàäêîé êëåòîê.

Ä ë ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î î ê ð à ø è â à-
í è ÿ öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð êëåòêè ôèêñèðîâàëè
3.7%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà íà ôîñôàòíîì
áóôåðå (PBS). Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè, ïðåäâàðè-
òåëüíî ïðîìûòûå òåïëîé ñðåäîé áåç ñûâîðîòêè, ôèêñèðî-
âàëè 15 ìèí. Çàòåì îòìûâàëè ðàñòâîðîì PBS òðèæäû ïî
5 ìèí è ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 0.5%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòî-
íà X-100 íà ÐÂS â òå÷åíèå 5 ìèí, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè
PBS òðèæäû ïî 5 ìèí. Äëÿ îêðàøèâàíèÿ F-àêòèíà ïðèìå-
íÿëè ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü Alexa Fluor 488 phalloi-
din (Molecular Probes, ÑØÀ). Ôîêàëüíûå êîíòàêòû âûÿâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê âèíêóëèíó
anti-Vinculin hVIN-1 (Sigma, ÑØÀ), â êà÷åñòâå II àíòèòåë
èñïîëüçîâàëè TRITC-anti-mouse (Sigma, ÑØÀ). Ïðåïàðà-
òû èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà
Aristoplan (Zeiss, Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ îá. 100� è îê.
10�; ìèêðîôîòîñúåìêó ïðåïàðàòîâ îñóùåñòâëÿëè ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì öèôðîâîé êàìåðû Olympus DP70 c ïðîãðàì-
ìíûì îáåñïå÷åíèåì DP Controller.

Ä ë ÿ î ö å í ê è ñ ê î ð î ñ ò è ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è ÿ è
ì î ð ô î ì å ò ð è ÷ å ñ ê î ã î à í à ë è ç à êëåòêè ôèêñèðîâà-
ëè ÷åðåç 2, 4 è 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà, çàòåì îêðàøèâàëè íà
F-àêòèí è ôîòîãðàôèðîâàëè (îá. 40�). Ïîëó÷åííûå èçîá-
ðàæåíèÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê (ïî 30 êëåòîê íà òî÷êó) èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà. Îöåíêó ñêî-
ðîñòè ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðîâîäèëè ïóòåì ñðàâíåíèÿ ïëî-
ùàäè è ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè êëåòîê íà ðàçíûõ ñðîêàõ
ðàñïëàñòûâàíèÿ. Êîíòóðû êëåòîê â öèôðîâîì âèäå àíàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû TRACER V1.0 (Dunn,
Brown, 1986). Ïðè àíàëèçå ôîðìû èçìåðÿëè ñëåäóþùèå
ïàðàìåòðû: ïëîùàäü, äèñïåðñèÿ, ýëîíãàöèÿ è ñòåïåíü ïî-
ëÿðèçàöèè êëåòîê. Ïàðàìåòðû äèñïåðñèÿ è ýëîíãàöèÿ
áûëè ïðåäëîæåíû â ðàáîòå Áðàóíà ñ êîëëåãàìè (Brown et
al., 1989). Ýëîíãàöèÿ ÿâëÿåòñÿ âåëè÷èíîé, õàðàêòåðèçóþ-
ùåé ñòåïåíü âûòÿíóòîñòè êëåòîê (áèïîëÿðíîñòü), è ðàâíà
íóëþ ó ðàäèàëüíî ñèììåòðè÷íûõ ôèãóð. Îíà îïðåäåëÿåò-
ñÿ êàê log2 îò îòíîøåíèÿ äëèííîé îñè ýêâèìîìåíòíîãî ýë-
ëèïñà ôèãóðû ê åãî êîðîòêîé îñè. Äèñïåðñèÿ — ýòî âå-
ëè÷èíà, îòðàæàþùàÿ ñòåïåíü «èçðåçàííîñòè» êðàÿ êëåòêè
(ìóëüòèïîëÿðíîñòü), è ðàâíà íóëþ äëÿ ëþáîãî ýëëèïñà.
Îíà îïðåäåëÿåòñÿ êàê log2 îò îòíîøåíèÿ ïëîùàäè ðàâíî-
ìîìåíòíîãî ýëëèïñà êîíòóðà ê ïëîùàäè ýòîãî êîíòóðà.
Ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè — ñóììà äâóõ êîìïîíåíòîâ: äèñ-
ïåðñèè è ýëîíãàöèè.

Ðåçóëüòàòû

È ç ì å í å í è ÿ ä è í à ì è ê è ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è ÿ
ô è á ð î á ë à ñ ò î â ï ð è r a s - ò ð à í ñ ô î ð ì à ö è è. Êëåòêè
ëèíèè REF52tetRas, êóëüòèâèðóåìûå â ïðèñóòñòâèè òåò-
ðàöèêëèíà, ìîðôîëîãè÷åñêè íå îòëè÷àëèñü îò èñõîäíîé
ëèíèè REF52. ×åðåç 2 ÷ ïîñëå ïîñàäêè íà ñóáñòðàò êîíò-
ðîëüíûå êëåòêè íàõîäèëèñü â ñòàäèè ðàäèàëüíîãî ðàñïëà-
ñòûâàíèÿ. Îíè èìåëè äèñêîâèäíóþ íåïîëÿðèçîâàííóþ
ôîðìó è îáðàçîâûâàëè ïñåâäîïîäèè ïî âñåìó ïåðèìåòðó.
Àêòèíîâûå ñòðåññ-ôèáðèëëû ôîðìèðîâàëè êîëüöåâîé ïó-
÷îê, àññîöèèðîâàííûé ñ êðóïíûìè ôîêàëüíûìè êîíòàê-
òàìè, îðèåíòèðîâàííûìè ðàäèàëüíî (ðèñ. 1, à, ã). ×åðåç
4 ÷ áîëüøèíñòâî êëåòîê íà÷èíàëî ïîëÿðèçîâàòüñÿ. Êîëü-
öåâîé ïó÷îê àêòèíà ïîñòåïåííî çàìåùàëñÿ ïàðàëëåëüíû-
ìè ñòðåññ-ôèáðèëëàìè (ðèñ. 1, á). Ôîêàëüíûå êîíòàêòû
êîëîêàëèçîâàëèñü ñ êîíöàìè ñòðåññ-ôèáðèëë è òàêæå îðè-
åíòèðîâàëèñü â íàïðàâëåíèè ïîëÿðèçàöèè (ðèñ. 1, ä). ×àñ-
òî íà÷èíàëè ïîÿâëÿòüñÿ ñòàáèëüíûå ó÷àñòêè êðàÿ. ×åðåç
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Ðèñ. 1. Ðàñïëàñòûâàíèå íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ â êîíòðîëå.

à, ã — ÷åðåç 2 ÷; á, ä — ÷åðåç 4 ÷; â, å — ÷åðåç 24 ÷. Çäåñü è íà ðèñ. 2—6: ôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà àêòèí (à—â) è áåëîê ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ âèíêóëèí
(ã—å). Ìàñøòàá — 20 ìêì.

Ðèñ. 2. Ðàñïëàñòûâàíèå ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ.

à, ã — ÷åðåç 2 ÷; á, ä — ÷åðåç 4 ÷; â, å — ÷åðåç 24 ÷.



24 ÷ êëåòêè áûëè ïîëÿðèçîâàíû è ïîëíîñòüþ ðàñïëàñòà-
íû. Êàê ïðàâèëî, îíè ôîðìèðîâàëè îäíó èëè äâå øèðîêèå
ëàìåëëû íà âåäóùåì êîíöå. Àêòèíîâûå ïó÷êè ñòàíîâè-
ëèñü ìîùíûìè è ïðîòÿæåííûìè è áûëè íàïðàâëåíû
âäîëü äëèííîé îñè êëåòêè (ðèñ. 1, â, å).

Òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê èíäóöèðîâàëè, êàê óæå ãî-
âîðèëîñü, ïóòåì îòìûâêè òåòðàöèêëèíà èç ñðåäû êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Ðàñïëàñòûâàíèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê ïðîèñõîäèëî èíà÷å, íåæåëè â êîíòðîëå: ÷åðåç 2 ÷
ïîñëå ïîñàäêè êëåòêè ôîðìèðîâàëè îòðîñòêè ñ ëàìåëëè-
ïîäèÿìè è ìåëêèìè êîíòàêòàìè íà êîíöàõ, ãäå î÷åíü ÿðêî
îêðàøèâàëñÿ àêòèí, çíà÷èòåëüíî óñèëèâàëñÿ ðàôôëèíã.
Â îòëè÷èå îò íîðìàëüíûõ, ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê íà ýòîì ñðîêå ðàñïëàñòûâàíèÿ ïñåâäîïîäèàëüíàÿ
àêòèâíîñòü íå ðàñïðåäåëÿëàñü ðàâíîìåðíî ïî âñåìó
êðàþ, à ñîñðåäîòî÷èâàëàñü íà íåñêîëüêèõ ó÷àñòêàõ, ãäå

ñðàçó íà÷èíàëîñü îáðàçîâàíèå îòðîñòêîâ. Ïðè ýòîì ìíî-
ãèå ó÷àñòêè êðàÿ îñòàâàëèñü ðîâíûìè, áåç ïðîòðóçèé.
Êîëüöåâîé ïó÷îê ìèêðîôèëàìåíòîâ íå ïîÿâëÿëñÿ (ðèñ. 2).
Òàêèì îáðàçîì, ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê îòñóòñò-
âîâàëà ñòàäèÿ ðàäèàëüíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ. Íà âñåõ
ñðîêàõ ïó÷êè è ôîêàëüíûå êîíòàêòû òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê áûëè çíà÷èòåëüíî ñëàáåå âûðàæåíû
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè è îðèåíòè-
ðîâàíû â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ (ðèñ. 2). Íà êàæäîé ñòà-
äèè ïëîùàäü ðàñïëàñòûâàíèÿ áûëà ïðèìåðíî â 2 ðàçà
ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëå (òàáë. 1, 2; ðèñ. 7, à, á). Òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå êëåòêè ïîëÿðèçîâàëèñü ðàíüøå, è èõ ñòå-
ïåíü ïîëÿðèçàöèè áûëà âûøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ, ïðè÷åì ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè ïîâûøàëàñü çà
ñ÷åò äèñïåðñèè, ò. å. çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ îòðîñòêîâ
(òàáë. 1, 2; ðèñ. 7, â, ã).
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Ò à á ë è ö à 1

Äàííûå ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà êîíòóðîâ íîðìàëüíûõ êëåòîê ÷åðåç 2, 4
è 24 ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ â êîíòðîëå è ïðè îáðàáîòêå âåùåñòâîì Y27632,

áëåááèñòàòèíîì è ëàòðóíêóëèíîì À

Óñëîâèÿ îáðàáîòêè Ïëîùàäü, ìêì2 Äèñïåðñèÿ Ýëîíãàöèÿ
Ñòåïåíü

ïîëÿðèçàöèè

Êîíòðîëü (âðåìÿ, ÷):
2
4

24

1551 � 82
2541 � 92
4665 � 209

0.0349 � 0.0049
0.0476 � 0.0071
0.1769 � 0.0216

0.2559 � 0.0299
0.5213 � 0.0638
1.1782 � 0.0490

0.2908 � 0.0333
0.5689 � 0.0673
1.3552 � 0.0527

Y27632 (âðåìÿ, ÷):
2
4

24

2860 � 94
3213 � 105
4689 � 247

0.0129 � 0.0011
0.0696 � 0.0120
1.3605 � 0.1457

0.2114 � 0.0234
0.3872 � 0.0523
1.4445 � 0.1307

0.2243 � 0.0235
0.4568 � 0.0591
2.8050 � 0.2121

Áëåááèñòàòèí (âðåìÿ, ÷):
2
4

24

2180 � 96
2849 � 147
5566 � 322

0.0451 � 0.0064
0.0977 � 0.0109
1.7740 � 0.1309

0.4304 � 0.0533
0.4557 � 0.0578
1.5741 � 0.1189

0.4755 � 0.0559
0.5533 � 0.0610
3.3481 � 0.1986

Ëàòðóíêóëèí À:
2
4

24

390 � 17
769 � 43

1498 � 80

0.0152 � 0.0018
0.1780 � 0.0306
0.0795 � 0.0146

0.2004 � 0.0240
0.7445 � 0.0659
0.8873 � 0.1099

0.2156 � 0.0242
0.9225 � 0.0808
0.9668 � 0.1181

Ò à á ë è ö à 2

Äàííûå ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà êîíòóðîâ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åðåç 2, 4
è 24 ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðè îáðàáîòêå Y27632, áëåááèñòàòèíîì è ëàòðóíêóëèíîì À

Óñëîâèÿ îáðàáîòêè Ïëîùàäü, ìêì2 Äèñïåðñèÿ Ýëîíãàöèÿ
Ñòåïåíü

ïîëÿðèçàöèè

Ras (âðåìÿ, ÷):
2
4

24

844 � 45
1159 � 65
2283 � 146

0.1401 � 0.0231
0.6057 � 0.0564
0.8083 � 0.0809

0.4987 � 0.0565
0.9426 � 0.0874
1.3064 � 0.1136

0.6387 � 0.0668
1.5483 � 0.1162
2.1147 � 0.1143

Ras + Y27632:
2
4

24

1046 � 81
1116 � 59
2932 � 193

0.9776 � 0.0754
1.4804 � 0.0985
2.2141 � 0.1457

0.9096 � 0.1033
1.1027 � 0.1005
2.0800 � 0.1477

1.8871 � 0.1392
2.5831 � 0.1032
4.2942 � 0.1464

Ras + áëåááèñòàòèí:
2
4

24

1216 � 53
1794 � 80
2793 � 146

1.0430 � 0.0781
0.9597 � 0.0916
2.3441 � 0.1552

0.8596 � 0.1027
1.1539 � 0.1419
1.9206 � 0.1454

1.9026 � 0.1069
2.1136 � 0.1850
4.2647 � 0.1439

Ras + ëàòðóíêóëèí À:
2
4

24

692 � 40
785 � 44

1148 � 74

0.2319 � 0.0628
0.4635 � 0.0744
0.9010 � 0.1481

0.6483 � 0.0900
0.5939 � 0.1057
1.0461 � 0.1489

0.8802 � 0.1065
1.0574 � 0.1227
1.9471 � 0.2259
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Ðèñ. 3. Ðàñïëàñòûâàíèå íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ â ïðèñóòñòâèè áëåááèñòàòèíà.

à, ã — ÷åðåç 2 ÷; á, ä — ÷åðåç 4 ÷; â, å — ÷åðåç 24 ÷. Ôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà íà àêòèí (à—â) è áåëîê ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ âèíêóëèí (ã—å). Ìàñøòàá —
20 (à, á, ã, ä) èëè 50 (â, å) ìêì.

Ðèñ. 4. Ðàñïëàñòûâàíèå ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ â ïðèñóòñòâèè áëåááèñòàòèíà.

à, ã — ÷åðåç 2 ÷; á, ä — ÷åðåç 4 ÷; â, å — ÷åðåç 24 ÷. Ìàñøòàá — 20 ìêì.
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Ðèñ. 5. Ðàñïëàñòûâàíèå íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ â ïðèñóòñòâèè ëàòðóíêóëèíà A.

à, ã — ÷åðåç 2 ÷; á, ä — ÷åðåç 4 ÷; â, å — ÷åðåç 24 ÷. Ìàñøòàá — 20 ìêì.

Ðèñ. 6. Ðàñïëàñòûâàíèå ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ â ïðèñóòñòâèè ëàòðóíêóëèíà A.

à, ã — ÷åðåç 2 ÷; á, ä — ÷åðåç 4 ÷; â, å — ÷åðåç 24 ÷. Ìàñøòàá — 20 ìêì.



Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ò î ð îâ ñ î ê ð à ò è ò å ë ü í î é
à ê ò è â í î ñ ò è ì è î ç è í à I I ( Y 2 7 6 3 2 è á ë å á á è ñ ò à -
ò è í à ) í à ä è í à ì è ê ó ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è ÿ í î ð -
ì à ë ü í û õ è ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í í û õ ô è á ð î á ë à -
ñ ò î â. ×åðåç 2 ÷ ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ â ïðèñóòñòâèè èíãè-
áèòîðîâ êëåòî÷íîé ñîêðàòèìîñòè íåòðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè òàêæå èìåëè äèñêîâèäíóþ èëè îâàëüíóþ ôîðìó.
Ëàìåëëèïîäèè è ìíîãî÷èñëåííûå ôîêàëüíûå êîìïëåêñû
ôîðìèðîâàëèñü âäîëü âñåãî êëåòî÷íîãî êðàÿ, íî îáðàçîâà-
íèÿ àêòèíîâûõ ïó÷êîâ è çðåëûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ íå
ïðîèñõîäèëî (ðèñ. 3, à, ã). Âñÿ êëåòêà áûëà ïðàêòè÷åñêè
ðàâíîìåðíî çàïîëíåíà ãóñòîé ñåòüþ ìèêðîôèëàìåíòîâ.
Ïëîùàäü îáðàáîòàííûõ êëåòîê ÷åðåç 2 ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ
áûëà â 1.5 ðàçà áîëüøå, ÷åì â êîíòðîëå. ×åðåç 4 ÷ êëåòêè
óæå äîñòèãàëè çíà÷èòåëüíîé ïëîùàäè è èìåëè ñòàáèëü-
íûå ó÷àñòêè êðàÿ ñ îòõîäÿùèìè îò íèõ òîíêèìè õâîñòà-
ìè, ò. å. ïðîèñõîäèëà èõ ïîëÿðèçàöèÿ (ðèñ. 3, á, ä). Ïîëÿ-
ðèçàöèÿ íà÷èíàëàñü ïðèáëèçèòåëüíî â òî æå âðåìÿ, ÷òî è
â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ (òàáë. 1; ðèñ. 7, â, ã), íî ñòåïåíü èõ
ïîëÿðèçàöèè âíà÷àëå áûëà äàæå ìåíüøå. ×åðåç 1 ñóò ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ èç-çà íåñïîñîá-
íîñòè ê ðåòðàêöèè êëåòêè îáðàçîâûâàëè äëèííûå è òîí-
êèå «õâîñòû», ïîýòîìó ñòåïåíü èõ ïîëÿðèçàöèè âîçðàñòà-
ëà â 2 ðàçà (òàáë. 1; ðèñ. 3, â, å). Êîíå÷íàÿ ïëîùàäü êëåòîê
â ïðèñóòñòâèè Y27632 íå îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëÿ, à â ïðè-
ñóòñòâèè áëåááèñòàòèíà íåñêîëüêî óâåëè÷èâàëàñü, âåðî-

ÿòíî, èç-çà íàêîïëåíèÿ â êóëüòóðå äâóÿäåðíûõ êëåòîê
(Straight et al., 2003) (òàáë. 1; ðèñ. 7, à, á). Òàêèì îáðàçîì,
ôèáðîáëàñòû ñ ïîäàâëåííîé ñîêðàòèòåëüíîé àêòèâíîñòüþ
ðàñïëàñòûâàëèñü áûñòðåå.

Òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ïðè ðàñïëàñòûâàíèè â
ïðèñóòñòâèè Y27632 èëè áëåááèñòàòèíà ôîðìèðîâàëè
ìíîæåñòâî äëèííûõ îòðîñòêîâ è òîíêèõ õâîñòîâ, ïðèîá-
ðåòàÿ ïðè÷óäëèâóþ ôîðìó. Ñòàäèÿ ðàäèàëüíîãî ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ è â ýòîì ñëó÷àå îòñóòñòâîâàëà; àêòèâíûå êðàÿ
ôîðìèðîâàëèñü íå ïî âñåìó ïåðèìåòðó, à áûëè ñîñðåäîòî-
÷åíû íà êîíöàõ îòðîñòêîâ (ðèñ. 4). Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò
áûë ïðåäñòàâëåí ëèøü ñåòüþ ìèêðîôèëàìåíòîâ, à ôîêà-
ëüíûå êîìïëåêñû íå ñîçðåâàëè â êðóïíûå êîíòàêòû
(ðèñ. 4). Èíãèáèòîðû êëåòî÷íîé ñîêðàòèìîñòè óñêîðÿëè
ðàñïëàñòûâàíèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, íî â ìåíü-
øåé ñòåïåíè, íåæåëè êîíòðîëüíûõ (òàáë. 2; ðèñ. 7, à, á).
Ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ïðè
ðàñïëàñòûâàíèè ñ èíãèáèòîðàìè ñîêðàòèìîñòè òàêæå âîç-
ðàñòàëà â 2 ðàçà çà ñ÷åò ïîâûøåíèÿ äèñïåðñèè (òàáë. 2;
ðèñ. 7, â, ã).

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ò î ð à ï î ë è ì å ð è ç à ö è è à ê -
ò è í à ë à ò ð ó í ê ó ë è í à À í à ä è í à ì è ê ó ð à ñ ï ë à ñ -
ò û â à í è ÿ í î ð ì à ë ü í û õ è ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í -
í û õ ô è á ð î á ë à ñ ò î â. Ëàòðóíêóëèí À äàæå â ìàëîé
äîçå ïðèâîäèë ê ñåðüåçíûì íàðóøåíèÿì ðàñïëàñòûâà-
íèÿ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Íà âñåõ ñðîêàõ âäîëü
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Ðèñ. 7. Ãèñòîãðàììû äèíàìèêè óâåëè÷åíèÿ ïëîùàäè (à, á) è ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè (â, ã) â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ.

â, ã: çàøòðèõîâàííûå ñòîëáöû — äèñïåðñèÿ, íåçàøòðèõîâàííûå — ýëîíãàöèÿ. Äèñïåðñèÿ è ýëîíãàöèÿ â ñóììå äàþò ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè. Áëåáá. è
Ëàòð. A — ñîîòâåòñòâåííî áëåááèñòàòèí è ëàòðóíêóëèí A.



êëåòî÷íîãî ïåðèìåòðà íå íàáëþäàëîñü çàìåòíûõ ïðîòðó-
çèé, êðàÿ îñòàâàëèñü ñãëàæåííûìè. Â ðàñïëàñòûâàþ-
ùèõñÿ êëåòêàõ ôîðìèðîâàëèñü êîðîòêèå õàîòè÷íî ðàñ-
ïîëîæåííûå ïó÷êè, íå îáðàçóþùèå åäèíîé ñèñòåìû, à
ñåòü ìèêðîôèëàìåíòîâ ìåæäó ïó÷êàìè ïðàêòè÷åñêè íå
âûÿâëÿëàñü, òàê æå êàê è íå ïðîèñõîäèëî ôîðìèðîâàíèå
ëàìåëëèïîäèé (ðèñ. 5, à—â). Íà íà÷àëüíîì ýòàïå (2 ÷) ôî-
êàëüíûå êîíòàêòû áûëè ìåëêèå è íåìíîãî÷èñëåííûå, íî
óêðóïíÿëèñü ïî ìåðå ðàñïëàñòûâàíèÿ. Íà áîëåå ïîçäíèõ
ñòàäèÿõ (4—24 ÷) ôîêàëüíûå êîíòàêòû êðóïíûå, à âíîâü
îáðàçîâàííûõ ôîêàëüíûõ êîìïëåêñîâ ïðàêòè÷åñêè íå íà-
áëþäàëîñü (ðèñ. 5, ã—å). Íà âñåõ ýòàïàõ ðàñïëàñòûâàíèÿ
ïëîùàäü êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ëàòðóíêóëèíîì À, áûëà
çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (òàáë. 1;
ðèñ. 7, à, á). Íåñìîòðÿ íà ïîäàâëåíèå ðàñïëàñòûâàíèÿ,
êëåòêè â ïðèñóòñòâèè ëàòðóíêóëèíà ïðèîáðåòàëè ïîëèãî-
íàëüíóþ ôîðìó, ò. å. ìîãëè ïîëÿðèçîâàòüñÿ, ñòåïåíü èõ
ïîëÿðèçàöèè íå ñèëüíî îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëÿ (òàáë. 1;
ðèñ. 7, â, ã).

Äåéñòâèå 0.5 ìêÌ ëàòðóíêóëèíà À íà òðàíñôîðìèðî-
âàííûå ôèáðîáëàñòû ïðîÿâëÿëîñü àáñîëþòíî èíà÷å.
Ó áîëüøèíñòâà òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ îá-
ðàçîâûâàëèñü íåîáû÷íûå âûïóêëûå ó÷àñòêè êðàÿ, î÷åíü
ÿðêî îêðàøèâàþùèåñÿ ôàëëîèäèíîì è àíòèòåëàìè ê âèí-
êóëèíó, — îáëàñòè ñ ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòüþ
(ðèñ. 6). Â öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè íàáëþäàëàñü ñèëü-
íàÿ äåçîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ìåñòàìè ñî-
õðàíÿëèñü òîíêèå êîðîòêèå ïó÷êè è ìåëêèå ôîêàëüíûå
êîíòàêòû (ðèñ. 6). Ïðè ïîäàâëåíèè ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà
â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ íå íàáëþäàëîñü ñíèæå-
íèÿ ñêîðîñòè ðàñïëàñòûâàíèÿ, à êîíå÷íàÿ ïëîùàäü ñíè-
æàëàñü â ìåíüøåé ñòåïåíè, íåæåëè ïëîùàäü íåòðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ëàòðóíêóëèíà À
(òàáë. 2).

Îáñóæäåíèå

Ðàñïëàñòûâàíèå íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïðîèñõî-
äÿùåå ïî êëàññè÷åñêîé ñõåìå — ñòàäèÿ ðàäèàëüíîãî ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ—ñòàäèÿ ïîëÿðèçàöèè, — òðåáóåò ñêîîðäè-
íèðîâàííîãî ó÷àñòèÿ îáîèõ ïðîöåññîâ — ïîëèìåðèçàöèè
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ è èõ ïîñëåäóþùåé ìèîçèíçàâèñè-
ìîé ïåðåñòðîéêè. Â ðåçóëüòàòå òàêèõ ïåðåñòðîåê íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîãäà àêòèâíûé êðàé ðàâ-
íîìåðíî ðàñïðåäåëåí ïî âñåìó ïåðèìåòðó êëåòêè, ôîð-
ìèðóþòñÿ êðóãîâûå àêòèíîâûå ïó÷êè, ñîïðÿæåííûå ñ
âûðàæåííûìè ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè, êîòîðûå ïîääåð-
æèâàþò ðåãóëÿðíóþ ôîðìó êëåòîê, íî îäíîâðåìåííî ñó-
ùåñòâåííî ñäåðæèâàþò ðàñïëàñòûâàíèå, âåðîÿòíî çà ñ÷åò
àêòèí-ìèîçèíîâîãî íàòÿæåíèÿ. Ïîýòîìó îáðàáîòêà íîð-
ìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ èíãèáèòîðàìè ìèîçèíîâîãî íà-
òÿæåíèÿ ïðèâîäèò ê óñêîðåíèþ ðàñïëàñòûâàíèÿ (ò. å.
êëåòêè áûñòðåå äîñòèãàþò ìàêñèìàëüíîé ïëîùàäè), õîòÿ
êîíå÷íàÿ ïëîùàäü ðàñïëàñòàííûõ ôèáðîáëàñòîâ â ïðè-
ñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ ñóùåñòâåííî íå ðàç-
ëè÷àëàñü. Âèäèìî, ñóùåñòâóåò îáðàòíàÿ çàâèñèìîñòü ñêî-
ðîñòè ðàñïëàñòûâàíèÿ îò àêòèâíîñòè ìèîçèíà II (Wakat-
suki et al., 2003). Êðîìå òîãî, â ïðèñóòñòâèè Y27632 è
áëåááèñòàòèíà ïîâûøàåòñÿ èíòåíñèâíîñòü îáðàçîâàíèÿ
ðàôôëîâ íà àêòèâíîì êðàå (Tsuji et al., 2002). Òàêèì îáðà-
çîì, åùå îäíèì ôàêòîðîì, óñêîðÿþùèì ðàñïëàñòûâàíèå
êëåòîê â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ñîêðàòèìîñòè, ìîæåò
áûòü óñèëåíèå ïîëèìåðèçàöèè àêòèíîâîé ñåòè è ïðîòðó-
çèè âåäóùåãî êðàÿ. Ïîëÿðèçàöèÿ â êîíòðîëüíûõ è îáðàáî-
òàííûõ êëåòêàõ íà÷èíàåòñÿ îäíîâðåìåííî, ïðèìåðíî ÷å-

ðåç 4 ÷ ïîñëå ïîñàäêè (ðèñ. 1, 2; 7, â, ã). Âîçìîæíî, èíèöè-
àöèÿ ïîëÿðèçàöèè îáåñïå÷èâàåòñÿ â îñíîâíîì íå àê-
òèí-ìèîçèíîâûì âçàèìîäåéñòâèÿìè, êàê óòâåðæäàþò íå-
êîòîðûå àâòîðû (Pollard, Borisy, 2003; Lo et al., 2004;
Krendel, Mooseker, 2005), à â áîëüøåé ñòåïåíè çàâèñèò îò
ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè íà êëåòî÷íîì êðàå. Ïîêàçàíî,
÷òî âàæíåéøóþ ðîëü â óñòàíîâëåíèè ïîëÿðèçàöèè êëåòêè
èãðàþò ìèêðîòðóáî÷êè (Vasiliev, Gelfand, 1976), ýòî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ è íåäàâíèìè èññëåäîâàíèÿìè íàøåé ãðóïïû
(Shutova et al., 2008).

Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî îáðàáîòêà äðóãèì èíãèáèòî-
ðîì ìèîçèíà — 2, 3-áóòàíäèîí-ìîíîêñèìîì (ÁÄÌ) — ïî-
äàâëÿåò ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê (Äîìíèíà è äð., 2001). Âå-
ðîÿòíî, ïîäîáíîå äåéñòâèå ÁÄÌ ìîæíî îáúÿñíèòü ïîáî÷-
íûìè ýôôåêòàìè ýòîãî èíãèáèòîðà (Ostap, 2002).

Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ôèáðîáëàñòîâ, îáðàáî-
òàííûõ Y27632 èëè áëåááèñòàòèíîì, ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷å-
íèå ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè ñ òå÷åíèåì âðåìåíè. Ýòî ïðîèñ-
õîäèò çà ñ÷åò ïîâûøåíèÿ ýëîíãàöèè è äèñïåðñèè è ñâÿçà-
íî ñ íåñïîñîáíîñòüþ êëåòêè ê ðåòðàêöèè âî âðåìÿ
äâèæåíèÿ. Êëåòêè îñòàâëÿþò ïîçàäè ñåáÿ óçêèå «õâîñòû»,
óäëèíÿþùèåñÿ ïî ìåðå ïåðåìåùåíèÿ ïî ñóáñòðàòó (Som-
lyo et al., 2000; Worthylake et al., 2001; Shutova et al., 2008).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ îñîáåííîñòåé ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðè
òðàíñôîðìàöèè ìû èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó, â êîòîðîé ìî-
íîîíêîãåííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ â êóëüòóðå
ïðèâîäèò ê ïðîÿâëåíèþ êëàññè÷åñêîãî òðàíñôîðìèðîâàí-
íîãî ôåíîòèïà. Ýòî óäîáíàÿ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõà-
íèçìîâ äâèæåíèÿ, òàê êàê ìû çíàåì, ÷òî íàáëþäàåìûå
íàìè èçìåíåíèÿ âûçâàíû ãèïåðàêòèâàöèåé áåëêà Ras, è
ìîæåì äåëàòü çàêëþ÷åíèÿ î ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ, ðåãóëèðó-
þùèõ ýòè ïðîöåññû. Íàáëþäàåìûå íàìè èçìåíåíèÿ ìîð-
ôîëîãèè è ëîêîìîòîðíîãî ïîâåäåíèÿ îáóñëîâëåíû ïðåæ-
äå âñåãî èçìåíåíèåì ñèñòåìû àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåí-
òîâ è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèìè ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè òðàíñôîðìàöèè èíèöèàöèÿ
îáðàçîâàíèÿ êîíòàêòíûõ ñòðóêòóð íå íàðóøàåòñÿ, íî íà-
òÿæåíèå àêòèí-ìèîçèíîâûõ ïó÷êîâ îñëàáåâàåò è êîíòàê-
òû ñîçðåâàþò õóæå è ñòàíîâÿòñÿ áîëåå ìåëêèìè (Vasiliev,
2004).

Åùå îäíî ñóùåñòâåííîå ðàçëè÷èå ñîñòîèò â òîì, ÷òî
ras-òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè èìåþò áîëåå ÷åì îäèí
àêòèâíûé êðàé è ó÷àñòêè ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè
íåïîñòîÿííû (Ðîâåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004). Èçâåñòíî, ÷òî
àêòèâàöèÿ Ras èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè àê-
òèâíîãî êðàÿ è òåì ñàìûì ðåãóëèðóåò ïîëÿðíîñòü êëåòêè
è íàïðàâëåííîñòü åå äâèæåíèÿ (Sasaki et al., 2004). Â íîð-
ìå â îòâåò íà õèìè÷åñêèé ñòèìóë íà âåäóùåì êðàå ïðîèñ-
õîäèò êðàòêîâðåìåííàÿ àêòèâàöèÿ Ras, ÷òî ëîêàëüíî èí-
äóöèðóåò è óñèëèâàåò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà (Burridge,
Wennerberg, 2004). Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ïðè ïîñòîÿííîé
àêòèâàöèè Ras â ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ èíäóê-
öèÿ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà ïðîèñõîäèò ñïîíòàííî íà ðàç-
íûõ ó÷àñòêàõ êðàÿ âíå çàâèñèìîñòè îò êàêèõ-ëèáî ñòèìó-
ëîâ. Ôðàãìåíòàðíîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ «êîìïåíñèðóåòñÿ»
ïîâûøåííîé àêòèâíîñòüþ êðàÿ îáðàçóþùèõñÿ îòðîñòêîâ
(Ëîìàêèíà, Àëåêñàíäðîâà, 2009). Âåðîÿòíî, ïîýòîìó ñêî-
ðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðè òðàíñôîðìàöèè êëåòîê íå ìå-
íÿåòñÿ (èìååòñÿ â âèäó äîëÿ îò êîíå÷íîé ïëîùàäè íà òîì
èëè èíîì ýòàïå ðàñïëàñòûâàíèÿ) (òàáë. 1, 2; ðèñ. 7). Íî
êîíå÷íàÿ ïëîùàäü òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ â
2 ðàçà ìåíüøå, ÷åì êîíòðîëüíûõ, âîçìîæíî ïîòîìó, ÷òî
ïðè ras-òðàíñôîðìàöèè íàðóøåíî ôîðìèðîâàíèå çðåëûõ
ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, ÷òî âåäåò ê óõóäøåíèþ ïðèêðåïëå-
íèÿ êëåòîê ê ñóáñòðàòó. Ìîùíûå ïó÷êè íå ðàçâèâàþòñÿ íà
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ñëàáûõ êîíòàêòàõ, íî ïðè ýòîì ñîõðàíÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê
ñîêðàùåíèþ, ÷òî ïðèâîäèò ê ëåãêîìó îòðûâó è ïîäòÿãè-
âàíèþ. Òàêèì îáðàçîì, îñëàáëåííàÿ ñèñòåìà ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ íå ìîæåò ïîääåðæèâàòü ñèëüíî ðàñïëàñòàííóþ
íà ñóáñòðàòå êëåòêó. Èç-çà «ôðàãìåíòàðíîãî» õàðàêòåðà
ðàñïëàñòûâàíèÿ òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû ïî-
ëÿðèçóþòñÿ ðàíüøå è èìåþò áîëåå âûñîêóþ ñòåïåíü ïî-
ëÿðèçàöèè. Êàê óæå ãîâîðèëîñü, â âåëè÷èíó ñòåïåíè ïîëÿ-
ðèçàöèè âíîñÿò âêëàä äèñïåðñèÿ è ýëîíãàöèÿ. Äèñïåðñèÿ
ïðè òðàíñôîðìàöèè ïîâûøàåòñÿ çà ñ÷åò ìíîãî÷èñëåííûõ
îòðîñòêîâ, îäíàêî ñðåäíÿÿ ýëîíãàöèÿ íå ìåíÿåòñÿ, ïîòîìó
÷òî îòðîñòêè îáðàçóþòñÿ â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ.

Ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ ìèîçèíà II íà òðàíñôîð-
ìèðîâàííûå êëåòêè ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ öèòîñêåëåòà,
àíàëîãè÷íûå òåì, êîòîðûå íàáëþäàþòñÿ ó íîðìàëüíûõ
êëåòîê: ïîëíîñòüþ ïðîïàäàþò ïó÷êè ìèêðîôèëàìåíòîâ è
áîëåå çðåëûå êîíòàêòû. Îäíàêî òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèá-
ðîáëàñòû óæå èìåþò ïîíèæåííóþ ñîêðàòèìîñòü ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íîðìàëüíûìè (Ìèíèíà è äð., 2003; Ðîâåíñêèé,
Âàñèëüåâ, 2004), ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ïîíèæåíèåì àê-
òèâíîñòè Rho-êèíàçû â îòâåò íà àêòèâàöèþ îíêîáåëêîì
Ras ERK-MAP-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè (Sahai et al.,
2001). Òàêèì îáðàçîì, ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, âû-
çâàííûå «äîïîëíèòåëüíûì» äåéñòâèåì èíãèáèòîðîâ ìèî-
çèíà, â ýòîì ñëó÷àå ìåíåå âûðàæåíû. Áîëåå òîãî, ïðè ïî-
äàâëåíèè ñîêðàòèìîñòè â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ
ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ íà ðàííèõ ýòàïàõ íå ïîâûøàåòñÿ.
Ïðàâäà, óâåëè÷èâàåòñÿ êîíå÷íàÿ ïëîùàäü è ñèëüíî âîçðàñ-
òàåò ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè, ïîñêîëüêó âûñîêàÿ ïîäâèæ-
íîñòü è îòñóòñòâèå ðåòðàêöèè â ýòîì ñëó÷àå ïîçâîëÿþò
êëåòêàì ñèëüíî «ðàñêèäûâàòüñÿ» â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ,
îñòàâëÿÿ íà ñóáñòðàòå õâîñòû è ó÷àñòêè ñâîåãî òåëà.

Íàèáîëüøèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó íîðìàëüíûìè è òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè íàáëþäàëèñü ïðè âîçäåéñò-
âèè èíãèáèòîðà ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà — ëàòðóíêóëè-
íà À. Â ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè íèçêóþ êîíöåíòðàöèþ
èíãèáèòîðà, ÷òîáû ïîäàâèòü ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà de
novo, íî íå ðàçðóøèòü âñþ ñèñòåìó ìèêðîôèëàìåíòîâ.
Ïîä âîçäåéñòâèåì ìàëûõ äîç ëàòðóíêóëèíà À ïðîèñõîäèò
ñóùåñòâåííîå ïîäàâëåíèå ðàñïëàñòûâàíèÿ íîðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ: êëåòêè ðàñïëàñòûâàþòñÿ ìåäëåííåå, è çíà-
÷åíèå èõ êîíå÷íîé ïëîùàäè íå äîñòèãàåò è ïîëîâèíû
êîíòðîëüíîãî. Êðàÿ êëåòîê ñòàíîâÿòñÿ ñãëàæåííûìè, ïî-
ñêîëüêó ïðîòðóçèÿ âåäóùåãî êðàÿ çàâèñèò îò ïîëèìåðèçà-
öèè àêòèíîâîé ñåòè â çîíå ëàìåëëèïîäèè. Âñëåäñòâèå
ýòîãî îáðàçîâàíèå íîâûõ ôîêàëüíûõ êîìïëåêñîâ òàêæå
ïîäàâëåíî, îäíàêî òå íåìíîãèå ôîêàëüíûå êîìïëåêñû,
êîòîðûå îáðàçîâàëèñü, ñîçðåâàþò â ôîêàëüíûå êîíòàêòû.
Êëåòî÷íàÿ ñîêðàòèìîñòü íå íàðóøåíà, è ìîùíûå àê-
òèí-ìèîçèíîâûå ïó÷êè ïðîäîëæàþò ôîðìèðîâàòüñÿ. Òà-
êèì îáðàçîì, ìàëûå êîíöåíòðàöèè ëàòðóíêóëèíà À â íîð-
ìàëüíûõ êëåòêàõ ïðåæäå âñåãî íàðóøàþò îáðàçîâàíèå ëà-
ìåëëèïîäèé, íî íå ïó÷êîâ. Ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè
ôèáðîáëàñòîâ ïðè ïîäàâëåíèè ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà
ôàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ, ò. å. îíà íå çàâèñèò ïðÿìî îò
èíòåíñèâíîñòè ïîëèìåðèçàöèè.

Õàðàêòåð èçìåíåíèé â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðî-
áëàñòàõ êà÷åñòâåííûì îáðàçîì ðàçëè÷àåòñÿ. Íîðìàëü-
íàÿ ñòðóêòóðà ëàìåëëèïîäèè èñ÷åçàåò, íî ïîëèìåðèçàöèÿ
àêòèíà íå áëîêèðóåòñÿ ïîëíîñòüþ, íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå
èíãèáèòîðà: ïî ïåðèìåòðó êëåòî÷íîãî êðàÿ âûÿâëÿþòñÿ
ó÷àñòêè, îáîãàùåííûå F-àêòèíîì è âèíêóëèíîì. Î÷åâèä-
íî, â ýòèõ ìåñòàõ ïðîèñõîäÿò ïðîòðóçèÿ è ôîðìèðîâàíèå
àäãåçèîííûõ ñòðóêòóð. Â òî æå âðåìÿ îñòàëüíàÿ àêòè-
íîâàÿ ñèñòåìà ïîëíîñòüþ äåçîðãàíèçîâàíà, ïó÷êè íå ôîð-

ìèðóþòñÿ ñîâñåì. Ðàñïëàñòûâàíèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòîâ â ýòèõ óñëîâèÿõ òàêæå ïîäàâëÿåòñÿ, íî â
ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ó íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê.
Ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè íå óìåíüøàåòñÿ,
à êîíå÷íàÿ ïëîùàäü ïðè îáðàáîòêå ëàòðóíêóëèíîì À ñíè-
æàåòñÿ ìåíüøå, ÷åì ó íîðìàëüíûõ êëåòîê. Ðàíåå ïîêàçà-
íî, ÷òî ïîñòîÿííàÿ àêòèâàöèÿ Ras â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ERK-MAP-êèíàçíîãî ñèã-
íàëüíîãî êàñêàäà (Sahai et al., 2001), ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè Rho-êèíàçû è ïîâûøå-
íèþ àêòèâíîñòè äðóãîé ìàëîé ÃÒÔàçû Rac. Ìû ïðåäïî-
ëàãàåì, ÷òî òàêèå èçìåíåíèÿ ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïðèâîäÿò
ê èçìåíåíèþ áàëàíñà èíòåíñèâíîñòè ïîëèìåðèçàöèè íà
êðàþ êëåòêè (îáðàçîâàíèå ëàìåëëèïîäèè) è â öåíòðå (ïî-
ñòðîåíèå ïó÷êîâ). Òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè èìåþò
áîëåå âûñîêóþ àêòèâíîñòü êðàÿ è áîëåå ñëàáûå ïó÷êè.
Ïîýòîìó â óñëîâèÿõ «äåôèöèòà» G-àêòèíà âåñü ñâîáîä-
íûé àêòèí èäåò íà êðàé è ïðîòðóçèè óñïåøíî îáðàçóþòñÿ,
õîòÿ èõ ìîðôîëîãèÿ îòëè÷àåòñÿ îò íîðìàëüíîé. Ôîðìèðî-
âàíèå ïó÷êîâ ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê íàðóøåíî, è
äåôèöèò ñâîáîäíîãî G-àêòèíà ïðèâîäèò ê åùå áîëüøåé
ðàçáîðêå ýòèõ ñòðóêòóð. Ó íîðìàëüíûõ êëåòîê áîëåå ÷óâ-
ñòâèòåëüíûì ïðîöåññîì îêàçûâàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ëà-
ìåëëèïîäèè, è íåäîñòàòîê G-àêòèíà â ïåðâóþ î÷åðåäü
ñêàçûâàåòñÿ íà ýòîì ïðîöåññå, à ôîðìèðîâàíèå ïó÷êîâ
ïðîèñõîäèò è â ïðèñóòñòâèè íèçêîé êîíöåíòðàöèè ëàò-
ðóíêóëèíà À. Îáðàáîòêà êëåòîê áîëåå âûñîêîé êîíöåíò-
ðàöèåé ïðèâîäèò ê ïîëíîé ðàçáîðêå âñåõ àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð (Spector et al., 1989).

Èòàê, ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, íàèáîëåå ñóùåñòâåí-
íûì ýòàïîì â ðàñïëàñòûâàíèè ôèáðîáëàñòîâ íà äâóìåð-
íîì ñóáñòðàòå ÿâëÿåòñÿ ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâîé ñåòè íà
àêòèâíîì êðàå. Ïîñëåäóþùèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìèîçèíà II
ñ àêòèíîì â äàííîì ñëó÷àå íå ÿâëÿþòñÿ íåîáõîäèìûìè.
Ïîäàâëåíèå ýòèõ âçàèìîäåéñòâèé íå îêàçûâàåò îòðèöà-
òåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ, à äàæå íå-
ñêîëüêî óâåëè÷èâàåò åå. Èíèöèàöèÿ ïîëÿðèçàöèè êëåòîê
òàêæå ìîæåò ïðîèñõîäèòü â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ñî-
êðàòèìîñòè è, ïî-âèäèìîìó, îïðåäåëÿåòñÿ ðàñïðå-
äåëåíèåì êðàåâîé àêòèâíîñòè. Çàòî ïîäàâëåíèå ïîëèìå-
ðèçàöèè àêòèíà ïðèâîäèò ê ðåçêîìó óõóäøåíèþ ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ. Ëîêîìîòîðíîå
ïîâåäåíèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê îêàçûâàåòñÿ ìå-
íåå ÷óâñòâèòåëüíûì ê äåéñòâèþ èíãèáèòîðîâ ìèîçèíà II
è ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà, ÷òî, âåðîÿòíî, îáúÿñíÿåòñÿ íà-
ðóøåíèåì ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ ïîäâèæíîñòè ïðè
òðàíñôîðìàöèè. Âîçìîæíî, ïîâûøåííàÿ àêòèâàöèÿ ìíî-
ãèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, â ÷à-
ñòíîñòè çà ñ÷åò ïîñòîÿííîé àêòèâàöèè Ras, ïðèâîäèò ê
òîìó, ÷òî îíè ìåíåå ýôôåêòèâíî ðåàãèðóþò íà âíåøíèå
ñèãíàëû. Ìåíüøàÿ ðåàêòèâíîñòü òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ïðîÿâëÿåòñÿ òàê-
æå ïðè ðåàêöèè èõ íà ðàçëè÷íûå ñóáñòðàòû (Moizhess, Va-
siliev, 2001). Òàêàÿ ïîíèæåííàÿ ðåàêöèÿ òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê íà ðåãóëÿòîðíûå ñèãíàëû, ïîñòóïàþùèå èçâíå
(â íàøåì ñëó÷àå íà âîçäåéñòâèå èíãèáèòîðîâ), ÿâëÿåòñÿ ñó-
ùåñòâåííûì àäàïòàöèîííûì ìåõàíèçìîì, ïîçâîëÿþùèì
îïóõîëåâûì êëåòêàì èíâàçèðîâàòü â ñîñåäíèå òêàíè, ïðè-
êðåïëÿòüñÿ è îáðàçîâûâàòü íîâûå êîëîíèè â óñëîâèÿõ, â
êîòîðûõ íîðìàëüíûå êëåòêè ñóùåñòâîâàòü íå ìîãóò.
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THE ROLE OF MICROFILAMENT POLYMERIZATION AND ACTIN-MYOSIN CONTRACTILITY

M. S. Shutona, A. Y. Alexandrova

Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin Cancer Research Center RAMS, Moscow

e-mail: tonya_alex@yahoo.com

Polymerization of microfilaments and their subsequent rearrangements under control of actin-myosin inte-
ractions are two main processes underlined morphogenetic reactions of cells. We studied their role during sprea-
ding of normal and transformed REF52tetRas fibroblasts with adjustable ras oncogene expression. Treatment
with inhibitors of cell contractility (Y27532 or blebbistatin) led to disappearance of actin bundles and focal ad-
hesions, but both normal and transformed cells preserved high pseudopodial activity. Spreading was considerab-
ly accelerated in normal cells and less accelerated in ras-transformed cells under these conditions. When actin
polymerization was suppressed with low concentrations of latrunculin A, stress-fibrills and focal contacts were
preserved, but lamellipodial activity was lost in normal cells, so spreading was dramatically inhibited. In the ca-
se of transformed fibroblasts, actin bundles and focal adhesions virtually disappeared, but pseudopofial activity
was not lost and spreading was suppressed to a lesser extent. Therefore, the most essential process in regulation
of cell spreading and polarization is microfilament polymerization at the leading edge. Incidentally, ras-trans-
formed cells are less sensitive to inhibitors affecting cytoskeletal structure than non-transformed ones. Possible
mechanisms underlying these diversities are discussed.

K e y w o r d s: lamellipodium, stress fibers, Rho-kinase, cell area, extension.
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