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Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ ãåòåðîãåííîñòü êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñû

Ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ ìîëåêóëÿðíî-êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ äèñäèôôåðåíöèðîâêè ïðè íåîïëà-
ñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê íà ïðèìåðå èññëåäîâàíèÿ ãåòåðîãåííîñòè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, îáðà-
çóþùèõ çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü. Âûÿâëåíû äâå åñòåñòâåííûå ôðàêöèè êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà êðû-
ñû, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî òèïó ðîñòà â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå. Êëåòêè îäíîé ôðàêöèè ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ñóáñò-
ðàòó è ðàñòóò â ìîíîñëîå (S-ôðàêöèÿ), òîãäà êàê êëåòêè äðóãîé ôëîòèðóþò â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå
(F-ôðàêöèÿ). Ìåòîäîì ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé êëåòîê ïåðâè÷íîé êóëüòóðû (1—2-ãî ïàññàæåé) íà
ïðåäåëå ðàçðåøåíèÿ DIC-ìèêðîñêîïèè óñòàíîâëåíî, ÷òî îáå ôðàêöèè ñîäåðæàò êëåòêè íåñêîëüêèõ òè-
ïîâ. Îäíè èç íèõ ÿâëÿþòñÿ ñïåöèôè÷íûìè äëÿ îäíîé èç ôðàêöèé, äðóãèå âñòðå÷àþòñÿ â îáåèõ ôðàêöèÿõ,
íî ñ ðàçëè÷íûìè ÷àñòîòàìè. Òåì æå ìåòîäîì ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì ðàçäåëüíîì êóëüòèâèðîâà-
íèè ôðàêöèé in vitro (áîëåå 50 ïàññàæåé), â îáåèõ èçìåíÿåòñÿ êàê êëåòî÷íûé ñîñòàâ, òàê è èñõîäíîå ñîîò-
íîøåíèå êëåòîê ðàçíîãî òèïà. Ïî äàííûì ïðîòî÷íîé ÄÍÊ-öèòîìåòðèè, êëåòêè îáåèõ ôðàêöèé ãèïîòåò-
ðàïëîèäíûå è èìåþò íåçíà÷èòåëüíûå îòëè÷èÿ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ. Ïîñëå àäàïòàöèè ê óñëîâèÿì êóëü-
òèâèðîâàíèÿ in vitro ó êëåòîê S-ôðàêöèè îáíàðóæèâàåòñÿ ïîâûøåííàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè F-ôðàêöèè, ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ôðàêöèè óæå ñóùåñòâåííî
(â 2.3 ðàçà) ðàçëè÷àþòñÿ ïî ýòîìó êðèòåðèþ. Êîëè÷åñòâî ìåìáðàííî-ñâÿçàííîãî ëàìèíèíà, ìàðêåðà ãå-
ïàòîöåëëþëÿðíûõ êàðöèíîì, íà êëåòêàõ F-ôðàêöèè áîëüøå, ÷åì íà êëåòêàõ S-ôðàêöèè. Ìåæôðàêöèîí-
íûå ðàçëè÷èÿ ïîäòâåðæäåíû èììóíîëîãè÷åñêèìè îöåíêàìè ðåçèñòåíòíîñòè êëåòîê ãåïàòîìû ê ëèòè÷å-
ñêîìó äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ: êëåòêè S-ôðàêöèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû â 2.4 ðàçà ÷óâñòâèòåëü-
íåå êëåòîê F-ôðàêöèè, à ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè F-ôðàêöèè ñòàíîâÿòñÿ ïðàêòè÷åñêè
ðåçèñòåíòíûìè ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ. Ïî ïîëó÷åííûì äàííûì îáñóæ-
äàþòñÿ íàèáîëåå âåðîÿòíûå ïóòè äèñäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ïå÷åíè êðûñû ïðè ñòàíîâëåíèè ãåïàòîìû
Çàéäåëà è ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ýòîé îïóõîëè in vitro.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê îïóõîëè, öèòîìåòðèÿ ÄÍÊ, ãåòåðîãåííîñòü îïóõîëè, åñ-
òåñòâåííûå êèëëåðû, ãåïàòîìà Çàéäåëà.

Êëþ÷åâûì âîïðîñîì áèîëîãèè îïóõîëåé ÿâëÿåòñÿ åå
ïîïóëÿöèîííûé êëåòî÷íûé ñîñòàâ. Èçâåñòíî, ÷òî âñå îïó-
õîëè (ñîëèäíûå è ëèìôîìû) ãåòåðîãåííû ïî ñâîåìó êëå-
òî÷íîìó ñîñòàâó. Ãåòåðîãåííîñòü êëåòîê â îïóõîëè âûðà-
æàåòñÿ â èõ ìîðôîëîãèè, â ãåíåòè÷åñêèõ ðàçëè÷èÿõ è îò-
ëè÷èÿõ ïî àíòèãåíàì êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, ðàçíîé
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, ñïîñîáíîñòè èíèöèèðîâàòü
îïóõîëåâûé ðîñò ïðè òðàíñïëàíòàöèè, à òàêæå ïî ðåàêöèè
íà òåðàïåâòè÷åñêèå ìåðîïðèÿòèÿ, èñïîëüçóåìûå â îíêî-
ëîãèè. Íàðÿäó ñ ýòèì èíäèâèäóàëüíûå êëåòêè îïóõîëè õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ îáùèìè ãåíåòè÷åñêèìè íàðóøåíèÿìè, îò-
ðàæàþùèìè èõ êëîíàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå (îò îäíîé
êëåòêè). Ïðè÷èíû ãåòåðîãåííîñòè êëåòîê â îïóõîëè äèñ-
êóòèðóþòñÿ (Wang, Dick, 2005; Wicha et al., 2006; Camp-
bell, Polyak, 2007; Dalerba et al., 2007; Adams, Strasser,
2008; Dick, 2008; Maenhaut et al., 2010). Â è å ð à ð õ è ÷ å-
ñ ê î é ìîäåëè (äðóãîå íàçâàíèå — cancer stem cells model)
îïóõîëü ïðåäñòàâëÿåòñÿ â âèäå êâàçèòêàíè, èìèòèðóþùåé
ðàçâèòèå íîðìàëüíîé òêàíè, àðõèòåêòóðà êîòîðîé ïîä-
äåðæèâàåòñÿ ñòâîëîâûìè êëåòêàìè. Â ýòîé ìîäåëè îïóõî-
ëåâûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ î÷åíü íåáîëüøîé ïîïó-
ëÿöèåé áèîëîãè÷åñêè ðàçëè÷íûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê ñà-

ìîîáíîâëåíèþ, ðåèíèöèàöèè îïóõîëåâîãî ðîñòà è ê ñî-
çðåâàíèþ, äàâàÿ ïîòîìêîâ, êîòîðûå è ñîñòàâëÿþò îñíîâ-
íóþ ìàññó îïóõîëè. Ïîñëåäíèå óòðà÷èâàþò ñïîñîáíîñòü
ê ñàìîîáíîâëåíèþ è, íàõîäÿñü íà ðàçíûõ ýòàïàõ àááå-
ðàíòíîé äèôôåðåíöèðîâêè, îòÿãîùåííîé ïîñëåäñòâèÿìè
ãåíåòè÷åñêîé è(èëè) ýïèãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè,
ñîñòàâëÿþò îñíîâó ãåòåðîãåííîñòè êëåòî÷íîãî ñîñòàâà
îïóõîëè.

Â àëüòåðíàòèâíîé ñ ò î õ à ñ ò è ÷ å ñ ê î é ìîäåëè áîëü-
øèíñòâî êëåòîê îïóõîëè (åñëè íå âñå) ñïîñîáíî ê ñàìîîá-
íîâëåíèþ è ïîääåðæàíèþ îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè, õîòÿ è
â ðàçíîé ñòåïåíè, ò. å. îïóõîëü ÿâëÿåòñÿ áèîëîãè÷åñêè ãî-
ìîãåííîé. Ïîâåäåíèå æå îïóõîëåâûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ
òîé æå íåñòàáèëüíîñòè çàâèñèò îò âíóòðåííèõ ôàêòîðîâ
(óðîâíÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, îñîáåííîñòè ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé) è âíåøíèõ ôàêòîðîâ (ìèêðîîêðóæåíèÿ,
èììóííîãî îòâåòà). Ýòè âëèÿíèÿ îêàçûâàþòñÿ íåïðåäñêà-
çóåìûìè è ïðèâîäÿò ê ãåòåðîãåííîñòè â ýêñïðåññèè ìàð-
êåðîâ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè èëè äðóãèõ ìàðêåðîâ ðàçâè-
òèÿ, ê ðàçëè÷íîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê è
èõ ñïîñîáíîñòè ðåèíèöèèðîâàòü îïóõîëåâûé ðîñò. Îáå
ìîäåëè îñíîâûâàþòñÿ íà ñóùåñòâîâàíèè â îïóõîëè ôóíê-
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öèîíàëüíî ñòâîëîâûõ êëåòîê, ò.å. êëåòîê, âåäóùèõ ñåáÿ
êàê ñòâîëîâûå. Ñóùåñòâåííîå ðàçëè÷èå â òîì, ÷òî â ñòîõà-
ñòè÷åñêîé ìîäåëè êëåòêè ñ òàêèìè ôóíêöèÿìè ïîëó÷àþò-
ñÿ ñëó÷àéíî è áîëüøèíñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê (åñëè íå
êàæäàÿ) èìååò ïîòåíöèè âåñòè ñåáÿ ïîäîáíî ñòâîëîâîé,
ïîäâåðãàÿñü ïîäõîäÿùåìó âîçäåéñòâèþ, â òî âðåìÿ êàê â
èåðàðõè÷åñêîé ìîäåëè ñóùåñòâóåò òîëüêî îäèí îïðåäå-
ëåííûé ïîäòèï êëåòîê, îáëàäàþùèé ñâîéñòâàìè ñòâîëî-
âûõ. Îäíàêî ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî
áîëüøèíñòâî îïóõîëåé îòîáðàæàþò, ñêîðåå, ñìåøàííóþ
ìîäåëü ðîñòà. Òàêèì îáðàçîì, êëåòî÷íûå è ìîëåêóëÿðíûå
îñíîâû ãåòåðîãåííîñòè îïóõîëè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ôóí-
äàìåíòàëüíóþ ïðîáëåìó.

Íàèáîëåå óäîáíûìè ýêñïåðèìåíòàëüíûìè ìîäåëÿìè
äëÿ èçó÷åíèÿ ãåòåðîãåííîñòè êëåòîê ÿâëÿþòñÿ àñöèòíûå
ôîðìû îïóõîëåé. Â äàííîé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè àñ-
öèòíóþ ïåðåâèâíóþ ãåïàòîìó Çàéäåëà êðûñû, êîòîðàÿ õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì îäèíî÷íûõ êëåòîê è àãðåãàòîâ èç
íåñêîëüêèõ èëè äåñÿòêîâ êëåòîê. Íàìè áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî êëåòêè îïóõîëè ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî àäãåçèâ-
íîñòè ê êóëüòóðàëüíîìó ïëàñòèêó è ñïîñîáó ñóùåñòâîâà-
íèÿ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå: îäíè èç íèõ ðàñïëàñòûâàþòñÿ
ïî äíó ôëàêîíà, ôîðìèðóÿ ìîíîñëîé, à âòîðûå ïðîäîëæà-
þò ôëîòèðîâàòü â æèäêîñòè (êóëüòóðàëüíîé ñðåäå).

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ ðàçëè÷èé êëåòîê óêàçàííûõ ôðàêöèé àñöèò-
íîé ãåïàòîìû Çàéäåëà ïåðâè÷íîé êóëüòóðû è ïîñëå äëè-
òåëüíîãî ðàçäåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ôðàêöèé, à òàêæå
õàðàêòåðèñòèêå èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, îöåíêå
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ, êîëè÷åñòâà ìåìáðàííî-àññîöèèðîâàí-
íîãî ëàìèíèíà è ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê êëåòêàì-ýôôåêòîðàì
âðîæäåííîãî èììóíèòåòà — åñòåñòâåííûì êèëëåðàì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà áåñïîðîäíûõ êðû-
ñàõ-ñàìöàõ ìàññîé 120—150 ã (ïèòîìíèê «Ðàïïîëîâî»,
ÐÀÌÍ). Êëåòêè àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà ïðèâèâàëè
êðûñàì âíóòðèáðþøèííûì ââåäåíèåì 0.5 ìë àñöèòà. Íà
6—7-å ñóò ïîñëå èíúåêöèè (òåðìèíàëüíàÿ ñòàäèÿ ðàçâè-
òèÿ îïóõîëè) êðûñ óìåðùâëÿëè ïóòåì äåêàïèòàöèè è îò-
áèðàëè èç áðþøíîé ïîëîñòè àñöèò. Êëåòêè îïóõîëè îò-
ìûâàëè 3 ðàçà 0.15 Ì ðàñòâîðîì NaCl ñ ïîìîùüþ íèçêî-
ñêîðîñòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèè (200 îá/ìèí, 15 ìèí).
Îòìûòûå êëåòêè ïåðåíîñèëè âî ôëàêîíû, ãäå èõ êóëüòè-
âèðîâàëè â òå÷åíèå 1—3 ñóò â ñðåäå DMEM ñ 10 % ýìáðè-
îíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Ñïóñòÿ 1 ñóò îäíà ÷àñòü
êëåòîê ïðèêðåïëÿëàñü ê êóëüòóðàëüíîìó ïëàñòèêó, à äðó-
ãàÿ ôëîòèðîâàëà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Ýòè ôðàêöèè
áûëè îáîçíà÷åíû íàìè êàê S- è F-ôðàêöèè ñîîòâåòñò-
âåííî.

Êëåòêè S- è F-ôðàêöèé ãåïàòîìû Çàéäåëà äëèòåëüíîå
âðåìÿ (áîëåå 50 ïàññàæåé) êóëüòèâèðîâàëè ðàçäåëüíî, ñî-
îòâåòñòâåííî â ñðåäàõ DMEM è RPMI, ñîäåðæàùèõ 10 %
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Â îäíîì ñëó÷àå ïàñ-
ñèðîâàëè òîëüêî ïðèêðåïëåííûå êëåòêè, â äðóãîì —
òîëüêî ôëîòèðóþùèå êîìïëåêñû. Ïðè ýòîì áûëî îòìå÷å-
íî, ÷òî â êóëüòóðå êëåòîê F-ôðàêöèè âñåãäà âíîâü ïîÿâëÿ-
þòñÿ êëåòêè, ïðèêðåïëÿþùèåñÿ ê ïëàñòèêó, à â êóëüòóðå
êëåòîê S-ôðàêöèè — ôëîòèðóþùèå êîìïëåêñû êëåòîê,
ò. å. âîññòàíàâëèâàåòñÿ èñõîäíûé ïîïóëÿöèîííûé ñîñòàâ
îïóõîëè.

Ôîòîãðàôèè êëåòîê èíòàêòíûõ êóëüòóð ïîëó÷àëè ìå-
òîäîì ñâåòëîãî ïîëÿ ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèê-

ðîñêîïà Áèîëàì Ï-1 (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ), îñíàùåííîãî
øèðîêîóãîëüíûì îêóëÿðîì Nikon è 8-ìåãàïèêñåëüíîé
öèôðîâîé êàìåðîé Sony DSC-W90 (ßïîíèÿ). Ïðèæèçíåí-
íûå íàáëþäåíèÿ êëåòîê îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
ñêîïà Leica DM2500, èñïîëüçóÿ ìåòîä èíòåðôåðåíöèîí-
íîãî êîíòðàñòà (DIC) è êàìåðó-ïëàíøåò, ñìîíòèðîâàííóþ
íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå. Îíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìîäèôè-
êàöèþ êàìåðû äëÿ ïðèæèçíåííûõ íàáëþäåíèé êëåòîê,
îïèñàííóþ íàìè ðàíåå (Äåìèí, 2003). Òàêîãî òèïà êàìå-
ðû ïîçâîëÿþò íàáëþäàòü êëåòêè íà ïðåäåëå ðàçðåøåíèÿ
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè ñ ïîìîùüþ íåèíâåðòèðîâàííîãî
ìèêðîñêîïà, ò. å. ñâåðõó âíèç, ÷òî îñîáåííî âàæíî äëÿ
èçó÷åíèÿ àïèêàëüíûõ ñòðóêòóð êëåòêè è åå ÿäðà. Ïàñòå-
ðîâñêîé ïèïåòêîé âíîñèëè 0.5 ìë êîíöåíòðèðîâàííîé
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè â êàìåðó-ïëàíøåò è ãåðìåòèçèðîâà-
ëè åå îòêðûòûå êðàÿ ñ ïîìîùüþ âàçåëèíîâîãî ìàñëà. Ïî
íàøèì íàáëþäåíèÿì, â òå÷åíèå 2—3 ÷ êëåòêè ãåïàòîìû,
ñïîñîáíûå ê àäãåçèè íà ïîâåðõíîñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà,
ïðèêðåïëÿþòñÿ ê íåìó. Ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ êëå-
òîê â êàìåðå-ïëàíøåòå ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ øòàò-
íîé 3-ìåãàïèêñåëüíîé CCD-êàìåðû ìèêðîñêîïà Leica
DM2500.

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öè-
òîìåòðèè. Êëåòêè îáåèõ ôðàêöèé ãåïàòîìû Çàéäåëà îò-
ìûâàëè îò ñðåäû è ïîìåùàëè íà 5 ìèí â òåïëûé áóôåð-
íûé ðàñòâîð äëÿ äèññîöèàöèè êëåòî÷íûõ êîìïëåêñîâ, ñî-
äåðæàùèé 0.145 Ì NaCl, 0.7 ìÌ KCl, 0.2 ìÌ NaHCO3,
0.027 Ì öèòðàòà íàòðèÿ, ðÍ 7.5. Â óêàçàííîì áóôåðå êëå-
òî÷íûå êîìïëåêñû ëåãêî äèññîöèèðîâàëè è óæå âíîâü íå
àãðåãèðîâàëè. Íåìíîãî÷èñëåííûå óñòîé÷èâûå ê äèñ-
ñîöèàöèè êëåòî÷íûå êîìïëåêñû äîïîëíèòåëüíî äåçàãðå-
ãèðîâàëè ìåõàíè÷åñêè ñ ïîìîùüþ øïðèöà. Äàëåå êëåòêè
â êîíöåíòðàöèè 1—2 ìëí/ìë îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì
Òðèòîíîì X-100 è îêðàøèâàëè ñìåñüþ äâóõ êðàñèòå-
ëåé — îëèâîìèöèíà (40 ìêã/ìë) è áðîìèñòîãî ýòèäèÿ
(20 ìêã/ìë) — â ïðèñóòñòâèè 15 ìÌ MgCl2 â òå÷åíèå 24 ÷
ïðè 5—7 °Ñ. Ðàñïðåäåëåíèå ÄÍÊ ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ëàáîðàòîðíîãî ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà, èçãîòîâ-
ëåííîãî íà îñíîâå ìèêðîñêîïà ËÞÌÀÌ-È. Â êà÷åñòâå
èñòî÷íèêà ñâåòà èñïîëüçîâàëè ãàçîðàçðÿäíóþ ðòóòíóþ
ëàìïó ÄÐØ-250-2. Âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè îñóùå-
ñòâëÿëè â îáëàñòè 380—450 íì, ðåãèñòðàöèþ — â îáëàñòè
>520 íì. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíäåêñà ïëîèäíîñòè èññëå-
äóåìûõ êëåòîê â ïàðàëëåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ðåãèñòðè-
ðîâàëè ÄÍÊ-ãèñòîãðàììû ñìåñè îïóõîëåâûõ êëåòîê è
ñïëåíîöèòîâ êðûñ. Èíäåêñ ïëîèäíîñòè âû÷èñëÿëè êàê îò-
íîøåíèå íîìåðà êàíàëà àìïëèòóäíîãî àíàëèçàòîðà, ñîîò-
âåòñòâóþùåãî ìàêñèìóìó ïèêà G1 èññëåäóåìûõ êëåòîê, ê
íîìåðó êàíàëà, ñîîòâåòñòâóþùåãî ìàêñèìóìó ïèêà íîð-
ìàëüíûõ äèïëîèäíûõ êëåòîê — ñïëåíîöèòîâ. Ãåòåðîãåí-
íîñòü èññëåäóåìûõ êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÿäåðíîé ÄÍÊ â
ôàçå G1 (CVîòí) îöåíèâàëè ïî îòíîøåíèþ êîýôôèöèåíòà
âàðèàöèè ïèêà G1 ê êîýôôèöèåíòó âàðèàöèè ïèêà íîð-
ìàëüíûõ äèïëîèäíûõ êëåòîê.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïëàâó÷åé ïëîòíîñòè êëåòîê îáåèõ
ôðàêöèé â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåðêîëëà (Pharmacia,
Øâåöèÿ) èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íà 1—2-å ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ áûëè ðàçäåëüíî îòîáðàíû ôëîòèðóþùèå è ïðè-
êðåïèâøèåñÿ êëåòêè è äåçàãðåãèðîâàíû â áóôåðå äëÿ äèñ-
ñîöèàöèè êëåòî÷íûõ êîìïëåêñîâ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ãðà-
äèåíòà 30%-íûé èçîîñìîòè÷åñêèé ðàñòâîð Ïåðêîëëà
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 3000 g 40 ìèí. Êëåòî÷íóþ ñóñïåí-
çèþ â îáúåìå 0.5 ìë â êîíöåíòðàöèè 20�106 êë/ìë íàñëàè-
âàëè íà ïîâåðõíîñòü ãðàäèåíòà âìåñòå ñ ìàðêåðàìè ïëîò-

818 È. È. Òþðÿåâà, Í. À. Ôèëàòîâà è äð.



íîñòè (Sigma, ÑØÀ) è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 500 g
10 ìèí.

×óâñòâèòåëüíîñòü ê åñòåñòâåííûì êèëëåðíûì êëåò-
êàì âûÿâëÿëè â öèòîòîêñè÷åñêîì òåñòå ñ èñïîëüçîâàíèåì
3Í-óðèäèíà (Ôèëàòîâà è äð., 2008). Â êà÷åñòâå êëåòîê-ýô-
ôåêòîðîâ èñïîëüçîâàëè ñïëåíîöèòû èíòàêòíûõ ìûøåé
Ñ3ÍÀ, â êà÷åñòâå êëåòîê-ìèøåíåé — ôðàêöèè êëåòîê ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà. Óðîâåíü åñòåñòâåííîé êèëëåðíîé àêòèâ-
íîñòè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ öèòîòîêñè÷åñêîãî èíäåêñà
(ÖÈ), îòðàæàþùåãî äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê â ïðîöåíòàõ:
ÖÈ = (1 – no/nk)�100, ãäå no è nk — ÷èñëî èìïóëüñîâ â îïû-
òå è êîíòðîëå ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ðåàãåíòà CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proli-
feration Assay (Promega, ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî ïî 0.1 ìë ñóñ-
ïåíçèè êëåòîê â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå (50 000 êë./ìë) ïî-
ìåùàëè â ÿ÷åéêè 96-ëóíî÷íûõ ïëîñêîäîííûõ ïëàíøåòîâ.
Ïëàíøåòû ñ êëåòêàìè ñîäåðæàëè â CO2-èíêóáàòîðå ïðè
37 °Ñ 2 ñóò, çàòåì äîáàâëÿëè ïî 20 ìêë ðåàãåíòà íà ëóíêó
è ñïóñòÿ 2 ÷ èíêóáàöèè â ïðåæíèõ óñëîâèÿõ îöåíèâàëè
îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà â ëóíêàõ ñ ïîìîùüþ Ti-
tertek Multiskan (Ôèíëÿíäèÿ) ïðè äëèíå âîëíû 492 íì. Ðå-
ãèñòðèðóåìàÿ èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ïðîïîðöèîíàëüíà
÷èñëó æèâûõ êëåòîê.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ñâÿçàííîãî ñ ïîâåðõíî-
ñòüþ êëåòêè ëàìèíèíà âûäåëÿëè ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðà-
íû êëåòîê ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Haeffner et al., 1980),
îöåíèâàëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà â ïðåïàðàòàõ ìåìáðàí
(Markwell et al., 1978), âûðàâíèâàëè ïðåïàðàòû ìåìáðàí
ïî êîíöåíòðàöèè áåëêà ïåðåä íàíåñåíèåì â ëóíêè 96-ëó-
íî÷íîãî ïëàíøåòà è ïðîâîäèëè èììóíîôåðìåíòíûé àíà-
ëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèëàìèíèíîâîé èììóíîñûâîðîò-
êè (Òþðÿåâà è äð., 2005).

Ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ çíà÷åíèé îöåíèâàëè ïî t-êðè-
òåðèþ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Àñöèòíàÿ ãåïàòîìà Çàéäåëà êðûñû ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé êëåòî÷íûå êîìïëåêñû è îòäåëüíûå êëåòêè, ðàñòóùèå
â ñèëüíî ãåìîððàãè÷åñêîé àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè. ×èñëî
êëåòîê â êîìïëåêñàõ ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî âîçðàñòó
îïóõîëè, èñ÷èñëÿåìîìó ñ ìîìåíòà âíóòðèáðþøèííîãî
ââåäåíèÿ (Gupta et al., 1985), è ñîñòàâëÿåò îò íåñêîëüêèõ
äî äåñÿòêîâ êëåòîê. Êëåòêè â êîìïëåêñàõ ñîåäèíÿþòñÿ
ïðåèìóùåñòâåííî ëàòåðàëüíî-àïèêàëüíûìè ÷àñòÿìè ñ
ôîðìèðîâàíèåì ïëîòíûõ êîíòàêòîâ è äåñìîñîì, òèïè÷-
íûõ äëÿ îäíîñëîéíûõ ýïèòåëèåâ (Gupta et al., 1985; Êàðà-
âàíîâà è äð., 1987).

Ñïóñòÿ 1 ñóò ïîñëå ïåðåíîñà îòìûòûõ îò àñöèòè÷å-
ñêîé æèäêîñòè êëåòîê ãåïàòîìû â ñðåäó DMEM ìû íà-
áëþäàëè èõ ðàçäåëåíèå íà äâå ôðàêöèè. Êëåòêè ïåðâîé
ôðàêöèè (80—86 % êëåòîê èñõîäíîé ãåïàòîìû), íàçâàí-
íîé íàìè F-ôðàêöèåé (îò float), ôëîòèðóþò â òîëùå êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäû (ðèñ. 1, à). Èíîãäà îíè îïóñêàþòñÿ íà
äíî êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà, íî áîëüøåé ÷àñòüþ ëèáî íå
ïðèêðåïëÿþòñÿ, ëèáî íåïðî÷íî ïðèêðåïëÿþòñÿ ê íåìó.
Êëåòêè âòîðîé ôðàêöèè (14—20 % êëåòîê èñõîäíîé ãåïà-
òîìû), íàçâàííîé íàìè S-ôðàêöèåé (îò substrate-adherent),
ïðî÷íî ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñî-
ñóäà è(èëè) ïåðåìåùàþòñÿ ïî íåé (ðèñ. 1, á). Îáå ôðàêöèè
èìåþò ñëîæíûé êëåòî÷íûé ñîñòàâ, ïîýòîìó ìû ðàññìîò-
ðèì èõ ïî îòäåëüíîñòè.

Ê ë å ò ê è F - ô ð à ê ö è è. Â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íà-
áëþäàþòñÿ îäèíî÷íûå è ñïàðåííûå êëåòêè, à òàêæå ìàëî-
êëåòî÷íûå (3—10 êëåòîê) è ìíîãîêëåòî÷íûå (äåñÿòêè
êëåòîê) êîìïëåêñû (ðèñ. 1, à). Îäèíî÷íûå êëåòêè, çà ðåä-
êèì èñêëþ÷åíèåì (àìåáîèäíûå êëåòêè ñ ëîáîïîäèåé,
ðèñ. 1, à), íå ñîäåðæàò ëàìåëëÿðíûõ ñòðóêòóð. Îíè ìîãóò
ïðèìûêàòü ê ïîâåðõíîñòè êîìïëåêñîâ êëåòîê è íåïðî÷íî
àññîöèèðîâàòü ñ íèìè. Ïî äàííûì DIC-àíàëèçà, òàêèå
îäèíî÷íûå êëåòêè ìîãóò èìåòü ëèáî î ê ð ó ã ë ó þ ôîðìó,
ëèáî ó ï ë î ù å í í ó þ ñâåðõó è ñíèçó ôîðìó. Ñêîðåå âñå-
ãî, êàê ñïàðåííûå êëåòêè, òàê è, ïî-âèäèìîìó, îñíîâíîé
ñîñòàâ ìàëîêëåòî÷íûõ êîìïëåêñîâ ñôîðìèðîâàíû äî÷åð-
íèìè êëåòêàìè, êîòîðûå îñòàþòñÿ â àññîöèàöèè äðóã ñ
äðóãîì ïîñëå çàâåðøåíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ. Àññî-
öèàöèÿ êëåòîê âîçíèêàåò çà ñ÷åò ôîðìèðîâàíèÿ ïðî÷íûõ
êîíòàêòîâ ìåæäó íèìè.

Äèàìåòð î ê ð ó ã ë û õ êëåòîê âàðüèðóåò îò 15 äî
19 ìêì. ßäðî îâàëüíîå, ðàñïîëàãàåòñÿ áëèæå ê öåíòðó
êëåòêè. Öèòîïëàçìà ãðàíóëÿðíàÿ, ëàìåëëÿðíûå ñòðóêòóðû
îáû÷íî íå ïðîñìàòðèâàþòñÿ. Ó íåáîëüøîé ÷àñòè îêðóã-
ëûõ êëåòîê èìååòñÿ ðàçâèòàÿ ñåòü äëèííûõ (6—8 ìêì)
ìèêðîâîðñèíîê. Ïîñêîëüêó îêðóãëûå êëåòêè â êîìïëåê-
ñàõ àññîöèèðîâàíû áåñïîðÿäî÷íî, òî, ñêîðåå âñåãî, è âå-
ðåòåíî äåëåíèÿ â íèõ îðèåíòèðîâàíî ñëó÷àéíûì îáðàçîì.

Áîëüøàÿ ÷àñòü ìàëîêëåòî÷íûõ êîìïëåêñîâ ïåðâè÷íîé
êóëüòóðû ãåïàòîìû ñîñòîèò èç ó ï ë î ù å í í û õ êëåòîê.
Èç-çà áîëüøîé ïðîòÿæåííîñòè çîí êîíòàêòà óïëîùåííûå
êëåòêè â êëàñòåðàõ ïðèîáðåòàþò ïîëèãîíàëüíóþ â ëàòåðà-
ëüíîì ñå÷åíèè ôîðìó. Ïóòåì àêñèàëüíûõ îïòè÷åñêèõ
ñðåçîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî çîíà ìåæêëåòî÷íîãî êîí-
òàêòà ïðåðûâàåòñÿ íåñêîëüêî íèæå ýêâàòîðà êëåòîê. Îò-
ñþäà ñëåäóåò, ÷òî íèæíÿÿ ïîëîâèíà óïëîùåííîé êëåòêè
èìååò ôîðìó ïåðåâåðíóòîãî óñå÷åííîãî êîíóñà. Â öåëîì
âåñü êëàñòåð ìîæíî îïèñàòü êàê îäíîñëîéíóþ ïëàâàþ-
ùóþ ïëàñòèíêó, ñîñòîÿùóþ èç ëàòåðàëüíî àññîöèèðîâàí-
íûõ äî÷åðíèõ êëåòîê. Òàêàÿ ôîðìà êëàñòåðà óêàçûâàåò
íà òî, ÷òî âåðåòåíî äåëåíèÿ â óïëîùåííûõ êëåòêàõ âñå-
ãäà èìååò ëàòåðàëüíóþ îðèåíòàöèþ. Äèàìåòð óïëîùåí-
íûõ êëåòîê, ïî íàøèì äàííûì, âàðüèðóåò â ïðåäåëàõ
14.5—23.0 ìêì, îäíàêî ó áîëüøèíñòâà èç íèõ îí ñîñòàâ-
ëÿåò 17.5—22.0 ìêì. Öèòîïëàçìà âñåãäà ñîäåðæèò ìíîãî-
÷èñëåííûå ãðàíóëû ðàçíîãî ðàçìåðà, ëàìåëëÿðíûå ñòðóê-
òóðû â íåé íå ïðîñìàòðèâàþòñÿ. Ýêñöåíòðè÷íî ðàñïîëî-
æåííîå êëåòî÷íîå ÿäðî èìååò ôîðìó îâàëà èëè
áîáîâèäíóþ. Ó èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê â êëàñòåðå ÿäðî
âñåãäà ðàñïîëàãàåòñÿ ó íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè êëåòêè,
ïðè ýòîì ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû êëåòêè îíî ÷àùå âñåãî ñî-
äåðæèò îäíó êðóïíóþ, íî íå ãëóáîêóþ èíâàãèíàöèþ èëè
íåñêîëüêî ìåëêèõ èíâàãèíàöèé. Ó íåêîòîðûõ óïëîùåí-
íûõ êëåòîê â êëàñòåðàõ íàáëþäàþòñÿ êîðîòêèå (0.5—
1.5 ìêì) ìèêðîâîðñèíêè.

Ìíîãîêëåòî÷íûå êîìïëåêñû êëåòîê ÷àùå âñåãî ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé àññîöèàöèè ìåëêèõ êëàñòåðîâ îêðóãëûõ è
óïëîùåííûõ êëåòîê â ðàçíûõ ïðîïîðöèÿõ (ðèñ. 1, â).
Îêðóãëûå êëåòêè è èõ êîìïëåêñû àññîöèèðóþò òîëüêî ñ
áàçàëüíîé è ëàòåðàëüíîé, íî íå àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòüþ
êîìïëåêñîâ óïëîùåííûõ êëåòîê. Âìåñòå ñ òåì èçðåäêà
âñòðå÷àþòñÿ êðóïíûå êëàñòåðû, êîòîðûå ñôîðìèðîâàíû
òîëüêî óïëîùåííûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1, à, âðåçêà) è ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ñêîðåå êîìïëåêñû äî÷åðíèõ êëåòîê, ÷åì
ëàòåðàëüíûå àññîöèàöèè ìåëêèõ êëàñòåðîâ óïëîùåííûõ
êëåòîê. Ñîîòíîøåíèå îêðóãëûõ è óïëîùåííûõ êëåòîê â
F-ôðàêöèè òðóäíî îöåíèòü, íî óïëîùåííûå êëåòêè ïðåîá-
ëàäàþò.
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Ê ë å ò ê è S - ô ð à ê ö è è. Ýòà ôðàêöèÿ ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ìîíîñëîéíûé «ãàçîí» ðàçíûõ ïî ôîðìå êëåòîê
(ðèñ. 1, á). Îñíîâó «ãàçîíà» (îêîëî 90 % êëåòîê) ñîñòàâëÿ-
þò îïèñàííûå âûøå óïëîùåííûå êëåòêè, íî â ðàñïëàñ-
òàííîì âèäå. Èíîãäà íà ïåðèôåðèè ìîíîñëîÿ òàêèå êëåò-
êè ìîãóò ñèëüíî ðàñïëàñòûâàòüñÿ. Â ýòîì ñëó÷àå ó íèõ ïî-
ÿâëÿåòñÿ øèðîêèé ëàìåëëÿðíûé êðàé, ôðîíòàëüíàÿ ÷àñòü
êîòîðîãî, îäíàêî, íå ñîäåðæèò íè ìèêðîâûñòóïîâ (mic-
rospikes), íè ëàìåëëîïîäèé (ðèñ. 1, ã). Ñóäÿ ïî ýòèì ïðè-
çíàêàì (Small et al., 2002; Mondofacto, Medical dictionary:
http://www.mondofacto.com/dictionary), ïðè ðàñïëàñòûâà-
íèè óïëîùåííûå êëåòêè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íå ïðèîáðå-
òàþò íèêàêèõ ïðèçíàêîâ ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè. Ê
÷èñëó íåïîäâèæíûõ ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê ìîæíî îòíåñ-
òè òàêæå âñòðå÷àþùèåñÿ íà ïåðèôåðèè ìîíîñëîÿ îäèíî÷-
íûå îêðóãëûå êëåòêè, ïðèîáðåòàþùèå ïðè ðàñïëàñòûâà-
íèè î÷åðòàíèÿ îâàëà (ðèñ.1, á, ã). Íè îäíîãî ñëó÷àÿ ñèëü-
íîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ èëè ïîÿâëåíèÿ ëàìåëëÿðíûõ
ñòðóêòóð ó òàêèõ êëåòîê ìû íå íàáëþäàëè.

Îêîëî 10 % ïðèêðåïëÿþùèõñÿ êëåòîê ìîæíî îòíåñòè
ê ïîäâèæíûì êëåòêàì (ðèñ. 1, ã). Ñðåäè íèõ ÷àùå âñåãî
âñòðå÷àþòñÿ ìåäëåííî ïîëçóùèå êëåòêè ñ ôèëîïîäèåé

è (èëè) ëàìåëëîïîäèÿìè è êëåòêè ñ íåñêîëüêèìè ôèëîïî-
äèÿìè, êîòîðûå ïðèíÿòî ñ÷èòàòü ðàñïëàñòûâàþùèìèñÿ
(Âàñèëüåâ, 1996). Íàèáîëåå ðåäêî ïîïàäàþòñÿ áûñòðî
ïîëçóùèå àìåáîèäíûå (ïî òèïó äâèæåíèÿ) êëåòêè ñ ëîáî-
ïîäèåé. Êëåòêè, ñïîñîáíûå ôîðìèðîâàòü ôèëîïîäèè,
ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè ìîðôîòèïà: êðóïíûå êëåòêè ñî
ñëàáî ðàñïëàñòàííûì îêðóãëûì òåëîì è ãðàíóëÿðíîé öè-
òîïëàçìîé (1), êðóïíûå (2) è ìåëêèå (3) êëåòêè ñ âåðåòå-
íîâèäíûì òåëîì è ñîîòâåòñòâåííî ñ ãðàíóëÿðíîé è ñëàáî-
çåðíèñòîé öèòîïëàçìîé (ðèñ. 1, ã).

Èçâåñòíî, ÷òî íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ êëåòêè ñîâïàäà-
åò ñ íàïðàâëåíèåì ôèëîïîäèè (Mattila, Lappalainen, 2008).
Èñïîëüçóÿ ýòîò ïðèçíàê, ìîæíî îòñëåäèòü ïðåäïî÷òèòå-
ëüíûå ìèãðàöèè êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ. Ïî íàøèì äàííûì,
êëåòêè ïåðâîãî è òðåòüåãî òèïîâ ñêëîííû ïðèìûêàòü ê
ïåðèôåðèè ìîíîñëîÿ è ðàñïëàñòûâàòüñÿ (ðèñ. 1, ã), òîãäà
êàê ãðàíóëÿðíûå âåðåòåíîâèäíûå êëåòêè, ïî-âèäèìîìó,
ïîñòîÿííî ìèãðèðóþò. Íà âñåõ ïîëó÷åííûõ íàìè èçîáðà-
æåíèÿõ îíè ñî ñõîäíîé ÷àñòîòîé ëèáî ïðîíèêàþò âíóòðü
ìîíîñëîÿ, ëèáî âûïîëçàþò èç íåãî (ðèñ. 1, ã). Î÷åâèäíî,
ìèãðàöèÿ âñåõ òèïîâ ïîäâèæíûõ êëåòîê íå îãðàíè÷èâàåò-
ñÿ ëàòåðàëüíûìè ïåðåìåùåíèÿìè, è îíè ñïîñîáíû ïðîíè-

820 È. È. Òþðÿåâà, Í. À. Ôèëàòîâà è äð.

Ðèñ. 1. Êëåòêè ãåïàòîìû Çàéäåëà. Ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà.

à — êëåòêè F-ôðàêöèè: áåëûå òðåóãîëüíèêè óêàçûâàþò íà êîìïëåêñû óïëîùåííûõ êëåòîê, ÷åðíûì òðåóãîëüíèêîì óêàçàíà êëåòêà ñ ëîáîïîäèåé, ÷åð-
íîé ñòðåëêîé îòìå÷åí êîìïëåêñ, ñîñòîÿùèé èç îêðóãëûõ êëåòîê, íà âðåçêå — ìíîãîêëåòî÷íûé êîìïëåêñ ñîñòîÿùèé èç óïëîùåííûõ êëåòîê. á — êëåò-
êè S-ôðàêöèè, îáùèé âèä, ïðîçðà÷íûìè òðåóãîëüíèêàìè óêàçàíû âåðåòåíîîáðàçíûå êëåòêè. â — êîìïëåêñ, ñîñòîÿùèé èç óïëîùåííûõ è îêðóãëûõ
êëåòîê, òðåóãîëüíèêàìè îãðàíè÷åí êîìïëåêñ óïëîùåííûõ êëåòîê, êâàäðàòàìè óêàçàíû îäèíî÷íûå óïëîùåííûå êëåòêè, êðóæêîì — îêðóãëàÿ êëåòêà.
ã — êëåòêè S-ôðàêöèè: óãîëîê óêàçûâàåò íà íåïîäâèæíóþ ñèëüíî ðàñïëàñòàííóþ óïëîùåííóþ êëåòêó, øòðèõîâûìè ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ðàñïëàñòàí-
íûå îêðóãëûå êëåòêè, ñòðåëêîé ïîêàçàíà ïîäâèæíàÿ êðóïíàÿ îêðóãëàÿ êëåòêà ñ ôèëîïîäèÿìè, òðåóãîëüíèêàìè îòìå÷åíû ïîäâèæíûå âåðåòåíîîáðàç-
íûå êëåòêè ñ ôèëîïîäèÿìè èëè ëàìåëëîïîäèÿìè, ïåðå÷åðêíóòûìè ñòðåëêàìè îãðàíè÷åíà àìåáîèäíàÿ êëåòêà ñ ëîáîïîäèåé. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè

çäåñü è äàëåå — 20 ìêì.



êàòü â êîìïëåêñû ôëîòèðóþùèõ êëåòîê, âðåìåííî êîí-
òàêòèðóþùèõ ñ ïîâåðõíîñòüþ ìîíîñëîÿ.

Ä î ë ã î â ð å ì å í í à ÿ ñ å ë å ê ö è ÿ ê ë å ò î ê
F - ô ð à ê ö è è i n v i t r o. Ðàçäåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå
ñóáïîïóëÿöèè ôëîòèðóþùèõ êëåòîê ïîâëèÿëè êàê íà åå
êëåòî÷íûé ñîñòàâ, òàê è îñîáåííî ñèëüíî íà ÷àñòîòû
âñòðå÷àåìîñòè ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ìîðôîòèïîâ, ðåãèñòðè-
ðóåìûõ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå (ðèñ. 2, à). Òàê, â äîëãîâðå-
ìåííûõ êóëüòóðàõ èñ÷åçëè êëåòêè ñ ìèêðîâîðñèíêàìè,
îáû÷íûå äëÿ ôëîòèðóþùèõ êëåòîê ïåðâè÷íûõ êóëüòóð.
Ñîîòíîøåíèå óïëîùåííûõ è îêðóãëûõ êëåòîê â ïëàâàþ-
ùèõ êëåòî÷íûõ êîìïëåêñàõ äîëãîâðåìåííûõ êóëüòóð ìå-
íÿåòñÿ â ñòîðîíó ïðåîáëàäàíèÿ îêðóãëûõ êëåòîê è ñîñòàâ-
ëÿåò ~1 : 9. Íåñìîòðÿ íà îòáîð ïðè êóëüòèâèðîâàíèè òîëü-
êî ôëîòèðóþùèõ êëåòîê, ïîñòîÿííî íàáëþäàåòñÿ
ïîÿâëåíèå íà äíå êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà ïðèêðåïëåí-
íûõ êëåòîê S-ôðàêöèè. Ñðåäè òàêèõ êëåòîê âñòðå÷àþòñÿ
îäèíî÷íûå ðàñïëàñòàííûå è ïîëçàþùèå êëåòêè è (èëè) èõ
íåáîëüøèå êëàñòåðû.

Ä î ë ã î â ð å ì å í í à ÿ ñ å ë å ê ö è ÿ ê ë å ò î ê
S - ô ð à ê ö è è i n v i t r o. Êëåòî÷íûé ñîñòàâ ýòîé ôðàêöèè
êëåòîê ñîâïàäàåò ñ òàêîâûì ó ñîîòâåòñòâóþùåé ôðàêöèè
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû (ðèñ. 2, á), íî ðàçëè÷àåòñÿ ïî ïðî-
ïîðöèîíàëüíîìó ñîîòíîøåíèþ. Òàê, åñëè â ïåðâè÷íîé êó-
ëüòóðå îáíàðóæèâàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî îäèíî÷íûõ
îêðóãëûõ êëåòîê, ïðèìûêàþùèõ ê êëàñòåðàì ðàñïëàñòàí-
íûõ êëåòîê èëè ñèäÿùèõ íà èõ ïîâåðõíîñòè, òî â äîëãî-
âðåìåííûõ êóëüòóðàõ òàêèõ êëåòîê ïî÷òè íåò. Èçðåäêà
âñòðå÷àþòñÿ òîëüêî íåñêîëüêî óïëîùåííûå îêðóãëûå

êëåòêè, íà àïèêàëüíóþ ïîâåðõíîñòü êîòîðûõ íàïîëçëè
ïîäâèæíûå êëåòêè (ðèñ. 2, ã). Âìåñòå ñ òåì â äîëãîâðå-
ìåííîé êóëüòóðå (ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùåé ôðàê-
öèåé ïåðâè÷íîé êóëüòóðû) ìèíèìóì âäâîå, à òî è âòðîå
âîçðàñòàåò âñòðå÷àåìîñòü êëàñòåðîâ ñèëüíî ðàñïëàñòàííûõ
óïëîùåííûõ ïîëèãîíàëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 2, ä). Ó òàêèõ
êëåòîê èìååòñÿ øèðîêèé ëàìåëëÿðíûé êðàé, ëèøåííûé
ìèêðîâûñòóïîâ (microspikes), ÷òî, êàê óêàçàíî âûøå, ãîâî-
ðèò îá îòñóòñòâèè ó íèõ ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíîñòè.
Âìåñòå ñ òåì â ðàññìàòðèâàåìûõ êóëüòóðàõ â áîëüøîì
÷èñëå âûÿâëÿþòñÿ ñïàðåííûå óïëîùåííûå êëåòêè ñ òèïè÷-
íûìè êëàñòåðàìè öåíòðîñòðåìèòåëüíî îðèåíòèðîâàííûõ
ìèêðîâûñòóïîâ, ðàñïîëîæåííûõ íà ïåðèôåðèè êëåòêè
(ðèñ. 2, â). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êîìïëåêñû èç
äâóõ äî÷åðíèõ óïëîùåííûõ êëåòîê â ïîäîáíûõ äîëãîâðå-
ìåííûõ êóëüòóðàõ íåêîòîðîå âðåìÿ (äî ïîñëåäóþùèõ äå-
ëåíèé) ìîãóò ïðîÿâëÿòü ïñåâäîïîäèàëüíóþ àêòèâíîñòü.

Òàêèì îáðàçîì, â ñîñòàâå îáåèõ ôðàêöèé ãåïàòîìû
Çàéäåëà íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîæíî âûäå-
ëèòü äâà îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ ìîðôîòèïà — îêðóãëûå è
óïëîùåííûå êëåòêè. Êðîìå òîãî, ñðåäè êëåòîê S-ôðàêöèè
åùå îáíàðóæåíû ïîäâèæíûå êëåòêè. ×àñòü èç íèõ ìî-
æåò ÿâëÿòüñÿ íîðìàëüíûìè êëåòêàìè ìåçåíõèìíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ æèâîòíîãî-ðåöèïèåíòà, íàïðèìåð ìàêðîôàãàìè.

Ì å ò î ä î ì ï ð î ò î ÷ í î é ö è ò î ì å ò ð è è áûëè îöå-
íåíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè îáåèõ ôðàêöèé. Àíàëèç
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ (ðèñ. 3) ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè îïóõîëè ÿâ-
ëÿþòñÿ ãèïîòåòðàïëîèäíûìè. Ïî êîëè÷åñòâó ÄÍÊ êëåòêè
îáåèõ ôðàêöèé ïåðâè÷íîé è äîëãîâðåìåííîé êóëüòóð ðàç-
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Ðèñ. 2. Äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ãåïàòîìû Çàéäåëà.

à — êëåòêè F-ôðàêöèè: ÷åðíûìè òðåóãîëüíèêàìè óêàçàíû êîìïëåêñû îêðóãëûõ êëåòîê, áåëûìè òðåóãîëüíèêàìè — êîìïëåêñû óïëîùåííûõ êëåòîê,
ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ïîäâèæíûå êëåòêè. á — êëåòêè S-ôðàêöèè: áåëûìè òðåóãîëüíèêàìè îáîçíà÷åíû ñïàðåííûå óïëîùåííûå êëåòêè, ïðîçðà÷íûå
òðåóãîëüíèêè óêàçûâàþò íà êëàñòåðû óïëîùåííûõ êëåòîê, ÷åðíûìè ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ïîäâèæíûå êëåòêè, áåëûìè ñòðåëêàìè — ñèëüíî ðàñïëàñ-
òàííûå óïëîùåííûå êëåòêè, øòðèõîâîé ñòðåëêîé — êëåòêà ñ ëîáîïîäèåé. â — ñïàðåííûå óïëîùåííûå êëåòêè ñ ìèêðîâûñòóïàìè. ã — îêðóãëàÿ êëåò-
êà è íàïîëçàþùàÿ íà íåå ðàñïëàñòàííàÿ êëåòêà. ä — ñèëüíî ðàñïëàñòàííûå óïëîùåííûå êëåòêè, ñòðåëêîé óêàçàíà àìåáîèäíàÿ êëåòêà, òðåóãîëüíèêîì

îáîçíà÷åíà âåðåòåíîâèäíàÿ êëåòêà.



ëè÷àþòñÿ ìàëî: èíäåêñ ïëîèäíîñòè 1.763 — ó êëåòîê èñ-
õîäíîé àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà, 1.765 — ó êëåòîê
S-ôðàêöèè, 1.754 — ó êëåòîê F-ôðàêöèè ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðû è 1.724 — ó êëåòîê S-ôðàêöèè, 1.726 — ó êëåòîê
F-ôðàêöèè ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòêè óòðà÷èâàþò ÷àñòü ÄÍÊ (1.6 % â F-ôðàêöèè è
2.4 % â S-ôðàêöèè). Èñõîäÿ èç ïîêàçàòåëåé êîëè÷åñòâà
ÿäåðíîé ÄÍÊ â ôàçå G1 (ðàçìåð ãåíîìà) ìîæíî îòìåòèòü,
÷òî äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ãåòåðîãåííîñòè S-ôðàêöèè (CVîòí = 1.53) è óìåíüøåíèþ
ãåòåðîãåííîñòè (ïðàêòè÷åñêè ê ãîìîãåííîñòè) F-ôðàêöèè
(CVîòí = 1.09). Ýòî ïîäòâåðæäàþò è ìîðôîëîãè÷åñêèå íà-
áëþäåíèÿ, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ïðåîáëàäàíèè â F-ôðàê-
öèè â äàííîé êóëüòóðå êëåòîê îäíîãî òèïà — îêðóãëûõ.

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê, îöåíèâàåìàÿ
ïî äîëå êëåòîê â S-ôàçå, íàèáîëåå âûñîêà â ñâåæåâûäå-
ëåííîé íå ðàçäåëåííîé íà ôðàêöèè ãåïàòîìå — 43.7 %
êëåòîê. Ñïóñòÿ 1 ñóò ó êëåòîê îáåèõ ôðàêöèé â ïåðâè÷íîé
êóëüòóðå íàáëþäàåòñÿ ðàâíîå ïîíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè äî 36—37 %. Äëèòåëüíîå ðàçäåëüíîå êó-
ëüòèâèðîâàíèå ôðàêöèé ïðèâîäèò ê çàìåäëåíèþ ïðîëè-
ôåðàöèè è ê ñóùåñòâåííîìó ðàçëè÷èþ ôðàêöèé ïî ýòîìó
ïàðàìåòðó: äîëÿ êëåòîê â S-ôàçå ó ôëîòèðóþùèõ êëåòîê
ñîñòàâëÿåò 11.7 %, à ó ïðèêðåïëåííûõ — 27.1 %. Ñòàòè-
ñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ (Ð < 0.001) ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê íà íåñêîëüêèõ ýòàïàõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ôðàêöèé ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåàêòè-
âà CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay. Òàê, íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîêàçàòåëè ðîñòî-
âîé àêòèâíîñòè êëåòîê S-ôðàêöèè íà 18 % âûøå, à íà
4-è ñóò — íà 23 % âûøå, ÷åì êëåòîê F-ôðàêöèè. Ïîêàçà-
òåëè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè äëèòåëüíî êóëüòèâè-

ðóåìûõ êëåòîê S-ôðàêöèè â 2.3 âûøå, ÷åì êëåòîê F-ôðàê-
öèè, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò äàííûì, ïîëó÷åííûì ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

Íàìè áûëî âûÿâëåíî ðàçëè÷èå äâóõ ôðàêöèé êëåòîê
ãåïàòîìû Çàéäåëà ïî êîëè÷åñòâó ñâÿçàííîãî ñ ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíîé ë à ì è í è í à. Ëàìèíèí 411/421 (8/9)
áûë îáíàðóæåí è èäåíòèôèöèðîâàí íàìè ðàíåå (Òþðÿåâà
è äð., 2005) êàê ìåìáðàííûé ãåòåðîîðãàííûé àíòèãåí, àñ-
ñîöèèðîâàííûé ñ ãåïàòîöåëëþëÿðíûìè îïóõîëÿìè êðûñ.
Ïðè àíàëèçå êîëè÷åñòâà ìåìáðàííî-ñâÿçàííîãî ëàìèíèíà
äâóõ êëåòî÷íûõ ôðàêöèé ãåïàòîìû Çàéäåëà áûëî óñòà-
íîâëåíî, ÷òî è â ñëó÷àå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû, è ïîñëå äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êîëè÷åñòâî ëàìèíèíà íà ïî-
âåðõíîñòè êëåòîê F-ôðàêöèè áîëüøå, ÷åì íà êëåòêàõ
S-ôðàêöèè (ïîêàçàòåëè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè äëÿ îáåèõ
ôðàêöèé ðàçëè÷àþòñÿ íà 33—34 %). Ýòè ðàçëè÷èÿ ìîãóò
îáúÿñíÿòüñÿ äåïîíèðîâàíèåì ëàìèíèíà â áàçàëüíî-ëàòå-
ðàëüíûõ «êàðìàíàõ» óïëîùåííûõ êëåòîê â êîìïëåêñàõ,
óòðàòîé ÷àñòè àäñîðáèðîâàííîãî íà ïëàñòèêå ëàìèíèíà
ïðè ñíÿòèè ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê, à òàêæå ðàçëè÷íûì
óðîâíåì ýêñïðåññèè è àêòèâèðîâàíèÿ èíòåãðèíîâûõ ðå-
öåïòîðîâ èëè äðóãèõ ëàìèíèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ è íå
îòðàæàòü ðåàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè äàííîãî ãëèêîï-
ðîòåèíà êëåòêàìè îáåèõ ôðàêöèé.

Ðàçëè÷èÿ êëåòîê äâóõ ôðàêöèé ãåïàòîìû Çàéäåëà
áûëè îöåíåíû ïî èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ë è ò è ÷ å ñ ê î ì ó
ä å é ñ ò â è þ å ñ ò å ñ ò â å í í û õ ê è ë ë å ð î â (Å Ê). ÅÊ —
ýòî áîëüøèå ãðàíóëÿðíûå ëèìôîöèòû ñèñòåìû âðîæäåí-
íîãî (íåñïåöèôè÷åñêîãî) èììóíèòåòà, èãðàþùèå âàæíóþ
ðîëü â ðàííåé ôàçå èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ èíôèöèðî-
âàííûõ âèðóñîì è çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê
ñèíãåííîãî, àëëîãåííîãî è êñåíîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
à òàêæå êîíòðîëèðóþùèå ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöè-

822 È. È. Òþðÿåâà, Í. À. Ôèëàòîâà è äð.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ. Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

à — êëåòêè èñõîäíîé íå ðàçäåëåííîé íà ôðàêöèè îïóõîëè áåç äîáàâëåíèÿ ñïëåíîöèòîâ; á — êëåòêè èñõîäíîé íå ðàçäåëåííîé íà ôðàêöèè îïóõîëè ñ äî-
áàâëåíèåì ñïëåíîöèòîâ; â — êëåòêè S-ôðàêöèè èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû îïóõîëè (2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ); ã — êëåòêè F-ôðàêöèè èç ïåðâè÷íîé êóëüòó-
ðû îïóõîëè (2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ); ä — äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè S-ôðàêöèè; å — äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè F-ôðàêöèè. dI — èí-
äåêñ ïëîèäíîñòè; S — äîëÿ êëåòîê â ôàçå ñèíòåçà, %; CVîòí — îòíîøåíèå êîýôôèöèåíòà âàðèàöèè ïèêà G1 îïóõîëåâûõ êëåòîê ê êîýôôèöèåíòó âàðèà-
öèè ïèêà G1 íîðìàëüíûõ êëåòîê (ñïëåíîöèòîâ) — îöåíêà óðîâíÿ ãåòåðîãåííîñòè îñíîâíîé ïîïóëÿöèè êëåòîê (ïî îòíîñèòåëüíîé øèðèíå ïèêà G1).



ðîâêó íîðìàëüíûõ êëåòîê îðãàíèçìà (Gismondi et al.,
2004; Smyth et al., 2005; Caligiuri, 2008). Â ïðîöåññå âîç-
íèêíîâåíèÿ è ðîñòà îïóõîëè ïðîèñõîäèò, ïî-âèäèìîìó,
ñòîëêíîâåíèå äâóõ ñèñòåì — ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê è ìíîæåñòâà ñóáïîïóëÿöèé åñòåñòâåí-
íûõ êèëëåðîâ. Â èòîãå, ïðîòèâîäåéñòâóÿ ðîñòó îïóõîëè,
ÅÊ ó÷àñòâóþò â îòáîðå íå÷óâñòâèòåëüíûõ, íàèáîëåå çëî-
êà÷åñòâåííûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ñïîñîáíîñòü ÅÊ îñó-
ùåñòâëÿòü öèòîòîêñè÷åñêèå ôóíêöèè îïðåäåëÿåòñÿ ñëîæ-
íûì êîìïëåêñîì àêòèâèðóþùèõ è èíãèáèðóþùèõ ðåöåï-
òîðíûõ ñèãíàëîâ, â òîì ÷èñëå ïðè ó÷àñòèè àäãåçèîííûõ
ìîëåêóë, òàêèõ êàê èíòåãðèíû è ëàìèíèí (Geberhiwot et
al., 2001; Gismondi et al., 2004; Ôèëàòîâà è äð., 2008).
Òåñò-ñèñòåìà ñ ó÷àñòèåì ÅÊ â êà÷åñòâå ýôôåêòîðîâ è îïó-
õîëåâûõ êëåòîê â êà÷åñòâå ìèøåíåé îòðàæàåò óðîâåíü ðå-
çèñòåíòíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê ÅÊ,
ñâÿçàííûé ñ êîëè÷åñòâåííûìè è êà÷åñòâåííûìè îñîáåí-
íîñòÿìè ðåïåðòóàðà ïîâåðõíîñòíûõ ñòðóêòóð êëåòêè-ìè-
øåíè. Ñðåäè ñïëåíîöèòîâ ÅÊ ñîñòàâëÿþò 5—15 %
(Grimm, Bonavida, 1979; Mattes et al., 1979; Bowlin et al.,
1990), è èõ íàëè÷èå îïðåäåëÿåòñÿ â öèòîòîêñè÷åñêîì òåñ-
òå ïî ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè.

Íàìè áûëè âûáðàíû äâà ñîîòíîøåíèÿ ýôôåêòîðîâ è
ìèøåíåé (Ý : Ì) — 5 : 1 è 20 : 1, äåìîíñòðèðóþùèå â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ïðîïîðöèîíàëüíîå óâåëè÷åíèå ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè ÅÊ ñ óâåëè÷åíèåì èõ êîëè÷åñòâà (ðèñ. 4).
Ïî íàøèì äàííûì, ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê èñõîäíîé
ïåðåâèâíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà è ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ãå-
ïàòîìû in vitro ê äåéñòâèþ ÅÊ îêàçàëàñü ïðàêòè÷åñêè
îäèíàêîâîé: öèòîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ (ÖÈ), âûðàæàþ-
ùèéñÿ â äîëå ïîãèáøèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, ñîñòàâëÿë
34.2 è 34.8 % ñîîòâåòñòâåííî (çäåñü è äàëåå ñðàâíèâàþòñÿ
çíà÷åíèÿ ÖÈ ïðè ñîîòíîøåíèè Ý : Ì — 20 : 1; ðèñ. 4,
ñòîëáöû 1, 2). Âìåñòå ñ òåì êëåòêè îáåèõ ôðàêöèé ãåïàòî-
ìû Çàéäåëà ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé ïî ýòîìó ïðèçíàêó.
Êëåòêè F-ôðàêöèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû îêàçàëèñü ãîðàç-
äî ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèë-
ëåðîâ, ÷åì êëåòêè S-ôðàêöèè, ÖÈ ñîñòàâëÿë 26.6 è 64.8 %
ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 4, ñòîëáöû 3, 4). Ó÷èòûâàÿ ïðîïîð-

öèþ ýòèõ êëåòî÷íûõ ôðàêöèé â èñõîäíîé îïóõîëè, ðàñ-
÷åòíîå ñîâîêóïíîå çíà÷åíèå ÖÈ äëÿ îáåèõ ôðàêöèé
ñîïîñòàâèìî ñî çíà÷åíèåì ÖÈ äëÿ íå ðàçäåëåííîé íà ñóá-
ïîïóëÿöèè îïóõîëè (îêîëî 32 % ïðîòèâ ýêñïåðèìåíòàëü-
íî ïîëó÷åííûõ 34.8 %).

Ïðè òåñòèðîâàíèè äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ êëå-
òî÷íûõ ôðàêöèé ãåïàòîìû Çàéäåëà ìû îáíàðóæèëè òå æå
çàêîíîìåðíîñòè ïðîÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè åñòåñòâåííûõ
êèëëåðîâ, ÷òî è â ñëó÷àå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Òàê, ÖÈ
äëÿ âñåé ñîâîêóïíîñòè êëåòîê, ðàñòóùèõ â êóëüòèâèðóå-
ìîé îòäåëüíî íàìè F-ôðàêöèè (â ìîìåíò òåñòèðîâàíèÿ
63 % ôëîòèðóþùèõ êëåòîê è 37 % ïðèêðåïëÿþùèõñÿ êëå-
òîê), ñîñòàâëÿåò âñåãî 5 %, ïðè ýòîì ÖÈ äëÿ ôëîòèðóþ-
ùèõ êëåòîê — 10 %, à äëÿ ïðèêðåïëåííîãî ìåíüøèíñò-
âà — 68 % (ðèñ. 4, ñòîëáöû 5—7). Ò. å. ïîñëå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè F-ôðàêöèè ñòàíîâÿòñÿ åùå ìåíåå
óÿçâèìûìè ê äåéñòâèþ ÅÊ (÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ïðå-
îáëàäàíèåì «íå÷óâñòâèòåëüíûõ» îêðóãëûõ êëåòîê), à ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü S-êëåòîê ìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî. Îäíàêî
ÅÊÀ â ýòîé ñèñòåìå â öåëîì îêàçûâàåòñÿ ìåíüøå, ÷åì â
îòíîøåíèè íàèìåíåå ÷óâñòâèòåëüíîé ñóáïîïóëÿöèè. Òà-
êèå ðåçóëüòàòû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âîçìîæíîé
ñåêðåöèè ôëîòèðóþùèìè êëåòêàìè íåêèõ çàùèòíûõ ôàê-
òîðîâ ïðîòèâ ÅÊ, âëèÿþùèõ íà ðåçèñòåíòíîñòü îïóõîëè â
öåëîì ïî îòíîøåíèþ ê äàííûì ýôôåêòîðàì íåñïåöèôè-
÷åñêîãî èììóíèòåòà. Ïðè òåñòèðîâàíèè âñåé ñîâîêóïíî-
ñòè ñåëåêöèîíèðóåìûõ êëåòîê S-ôðàêöèè (â ìîìåíò òåñ-
òèðîâàíèÿ 83 % ïðèêðåïëÿþùèõñÿ êëåòîê è 17 % ôëîòè-
ðóþùèõ êëåòîê) ÖÈ ñîñòàâëÿåò 48.8 %, ÷òî áëèçêî ê
ïîêàçàòåëÿì ÖÈ â îòíîøåíèè îñíîâíîé ïîïóëÿöèè —
44.7 % (ðèñ. 4, ñòîëáöû 8, 9). ×óâñòâèòåëüíîñòü æå êëåòîê
F-ôðàêöèè â ýòîé ñèñòåìå ïðàêòè÷åñêè òàêàÿ æå, êàê è ó
êëåòîê F-ôðàêöèè â ïðåäûäóùåé ñèñòåìå, — 10.8 %
(ðèñ. 4, ñòîëáåö 10). Ïî-âèäèìîìó, êîëè÷åñòâî ôëîòèðó-
þùèõ êëåòîê â äàííîé êóëüòóðå ñëèøêîì ìàëî, ÷òîáû
îáåñïå÷èòü êàêîå-ëèáî çíà÷èìîå ñíèæåíèå ÖÈ â öåëîì
äëÿ ñîâîêóïíîñòè âñåõ êëåòîê ýòîé êóëüòóðû. Òàêèì îá-
ðàçîì, ìåæäó êëåòêàìè F-ôðàêöèè è S-ôðàêöèè âûÿâëåíû
ðàçëè÷èÿ, âûðàæàþùèåñÿ â ðàçíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê

Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ ãåòåðîãåííîñòü êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñû 823

Ðèñ. 4. Åñòåñòâåííàÿ êèëëåðíàÿ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì ðàçíûõ ôðàêöèé ãåïàòîìû Çàéäåëà ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ýôôåê-
òîðîâ è ìèøåíåé 5 : 1 (áåëûå ñòîëáèêè) è 20 : 1 (òåìíûå ñòîëáèêè).

1 — ñâåæåâûäåëåííûå êëåòêè àñöèòíîé ãåïàòîìû, 2 — ïåðâè÷íàÿ íå ðàçäåëåííàÿ íà ôðàêöèè êóëüòóðà ãåïàòîìû, 3 — êëåòêè F-ôðàêöèè ïåðâè÷íîé
êóëüòóðû, 4 — êëåòêè S-ôðàêöèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû, 5 — ðàçäåëüíî äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè F-ôðàêöèè (âñå êëåòêè — è ôëîòèðóþùèå, è
ïðèêðåïëåííûå), 6 — ðàçäåëüíî äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè F-ôðàêöèè, òîëüêî ôëîòèðóþùèå, 7 — ðàçäåëüíî äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå
êëåòêè F-ôðàêöèè, òîëüêî ïðèêðåïëåííûå, 8 — ðàçäåëüíî äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè S-ôðàêöèè (âñå êëåòêè — è ôëîòèðóþùèå, è ïðèêðåï-
ëåííûå), 9 — ðàçäåëüíî äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè S-ôðàêöèè, òîëüêî ôëîòèðóþùèå, 10 — ðàçäåëüíî äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè

S-ôðàêöèè, òîëüêî ïðèêðåïëåííûå.



äåéñòâèþ ÅÊ: ôëîòèðóþùèå êëåòêè ãîðàçäî ìåíåå ÷óâñò-
âèòåëüíû, ÷åì ïðèêðåïëåííûå, à îêðóãëûå êëåòêè, ïî-âè-
äèìîìó, è âîâñå ðåçèñòåíòíû.

Ð à ç ä å ë å í è å ê ë å ò î ê â ã ð à ä è å í ò å Ï å ð ê î ë ë à.
Îñîáåííîñòüþ ðàçäåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êàæäîé ôðàê-
öèè êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ïîñòîÿííîå ãåíåðèðîâàíèå âòîðîé,
«îòñåèâàåìîé», ôðàêöèè. Òàê, ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå ðàçäåëåíèÿ
êëåòîê ïåðâè÷íîé îïóõîëè íà äâå ôðàêöèè â ðàçíûå ÷àøêè
ñðåäè êëåòîê F-ôðàêöèè áûëî îáíàðóæåíî 14.9 % ïðèêðåï-
ëåííûõ êëåòîê, à â S-ôðàêöèè — 31.4 % ôëîòèðóþùèõ
êëåòîê, ñîáðàííûõ â êîìïëåêñû. Òàêàÿ ñïîñîáíîñòü ñîõðà-
íÿåòñÿ è ó äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ ñóáïîïóëÿöèé êëå-
òîê ãåïàòîìû Çàéäåëà. Ïîäîáíîå ÿâëåíèå îïèñûâàåòñÿ â
ëèòåðàòóðå, â òîì ÷èñëå è äëÿ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà
êðûñû (Pande et al., 1986). Îáíàðóæåííûå àâòîðàìè äâå
ñóáïîïóëÿöèè áûëè âûÿâëåíû ðàçäåëåíèåì êëåòîê àñöèò-
íîé ãåïàòîìû â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà è íàçâàíû ñîîòâåòñò-
âåííî H-êëåòêàìè (heavy — òÿæåëûå, ïëàâó÷àÿ ïëîòíîñòü
1.055—1.062 ã/ìë) è L-êëåòêàìè (light — ëåãêèå, ïëàâó÷àÿ
ïëîòíîñòü 1.024 ã/ìë). L-êëåòêè áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû
êàê ïîêîÿùèåñÿ (îêîëî 5 % äåëÿùèõñÿ êëåòîê), à Í-êëåò-
êè — êàê ïðîëèôåðèðóþùèå (54 % äåëÿùèõñÿ êëåòîê), ïðè
ýòîì òîëüêî Í-êëåòêè îáëàäàëè ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê êîë-
õèöèíó. Êëåòêè îáåèõ ôðàêöèé áûëè òùàòåëüíî ðàçäåëå-
íû, ÷òî èñêëþ÷àëî âçàèìíóþ êîíòàìèíàöèþ ñóáïîïóëÿ-
öèé, îäíàêî èíäóöèðîâàííûå ðàçäåëüíî îáåèìè ñóáïîïó-
ëÿöèÿìè îïóõîëè ñïóñòÿ 11—15 ñóò ïîñëå ïðèâèâêè
ñîäåðæàëè êëåòêè îáîèõ òèïîâ, íî íå âñåãäà. Áûëî îòìå÷å-
íî, ÷òî îïóõîëè, ðàçâèâøèåñÿ èç L-êëåòîê, ìîãëè è íå âîñ-
ñòàíîâèòü ñóáïîïóëÿöèþ H-êëåòîê (ó 36 % êðûñ), â ýòîì
ñëó÷àå æèâîòíûå âûæèâàëè, à îïóõîëè ñî âðåìåíåì ðåã-
ðåññèðîâàëè. Ãåíåðèðîâàíèå L-êëåòîê èç Í-êëåòîê ïðîèñ-
õîäèëî áûñòðåå, ÷åì îáðàòíàÿ êîíâåðñèÿ.

Äàííûå ðåçóëüòàòû èíèöèèðîâàëè ñðàâíèòåëüíûé ýê-
ñïåðèìåíò, â êîòîðîì ìû îïðåäåëèëè ïëîòíîñòü èññëåäó-
åìûõ íàìè êëåòîê äâóõ ôðàêöèé. Èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
íà 1—2-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëè ðàçäåëüíî îòîáðàíû
ôëîòèðóþùèå è ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè, äåçàãðåãèðîâà-
íû â áóôåðå äëÿ äèññîöèàöèè è ðàçäåëåíû â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè Ïåðêîëëà. Êëåòêè F-ôðàêöèè îáðàçîâûâàëè âè-
äèìûé ñëîé â îáëàñòè ãðàäèåíòà, ñîîòâåòñòâóþùåé ïëîò-
íîñòè 1.020—1.022 ã/ìë, à êëåòêè S-ôðàêöèè — â îáëàñòè
1.057—1.062 ã/ìë. Ïðè ýòîì íàäî îòìåòèòü, ÷òî ÷àñòü êëå-
òîê ðàñïðåäåëÿëàñü ïî âñåé äëèíå ãðàäèåíòà ìåæäó ýòèìè
ñëîÿìè. Íàëè÷èå ÷åòêî âûðàæåííûõ ñëîåâ â ðåãèñòðè-
ðóåìûõ îáëàñòÿõ ãðàäèåíòà ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
áîëüøèíñòâî ôëîòèðóþùèõ êëåòîê è ïðèêðåïëÿþùèõñÿ
êëåòîê ñîîòâåòñòâóþò îïèñàííûì ðàíåå L- è Í-êëåòêàì
ñîîòâåòñòâåííî.

Ìîæåò ëè ïîÿâëåíèå âòîðîé ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà (èëè êëåòîê äðóãîé ôðàêöèè — â íàøåì
ñëó÷àå) áûòü îáúÿñíåíî âçàèìíîé êîíâåðñèåé êëåòîê äâóõ
òèïîâ? Ïðèìåðîì ïîäîáíîé êîíâåðñèè in vitro ìîæåò ñëó-
æèòü îïèñûâàåìàÿ â ëèòåðàòóðå êîíâåðñèÿ (òðàíñäèôôå-
ðåíöèðîâêà) êëåòîê äâóõ òèïîâ, íàáëþäàåìàÿ â êëåòî÷-
íûõ êóëüòóðàõ íåéðîáëàñòîì (Ross, 1983; Ciccarone et al.,
1989; Foley et al., 1991; Ross et al., 1995; Gaitonde et al.,
2001; Kubetzko et al., 2004). Â íåéðîáëàñòîìàõ ÷åëîâåêà è
â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ýòîé îïóõîëè îáíàðóæèâàþòñÿ
êëåòêè äâóõ òèïîâ — íåéðîáëàñòû (N-êëåòêè) è êëåò-
êè-ïðåäøåñòâåííèêè ìåëàíîöèòîâ è ãëèàëüíûõ (øâàí-
íîâñêèõ) êëåòîê (S-êëåòêè). N-êëåòêè ðàñòóò â âèäå ñëàáî
ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê ñóáñòðàòó àãðåãàòîâ ìåëêèõ îêðóã-
ëûõ êëåòîê ñ íåéðîíàëüíûìè îòðîñòêàìè, ñèíòåçèðóþò
íåéðîìåäèàòîðíûå ýíçèìû è ìàðêåðû íåéðîíàëüíûõ êëå-

òîê, îíè òóìîðîãåííû, áûñòðî ïðîëèôåðèðóþò â êóëüòóðå
è ìîãóò áûòü èíäóöèðîâàíû ê íåéðîíàëüíîé äèôôåðåí-
öèðîâêå. S-êëåòêè — ïëîñêèå, ñèëüíî ïðèêðåïëÿþùèåñÿ
ê ñóáñòðàòó, ñèíòåçèðóþò áåëêè, õàðàêòåðíûå äëÿ ìåëà-
íîáëàñòîâ, íåçðåëûõ øâàííîâñêèõ êëåòîê, ìåíèíãåàëü-
íûõ èëè ýêòîìåçåíõèìàëüíûõ ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòîê.
Áîëüøèíñòâî S-êëåòîê èìååò îãðàíè÷åííóþ ïðîäîëæè-
òåëüíîñòü æèçíè è ìåíåå òóìîðîãåííû (èëè íåòóìîðîãåí-
íû âîâñå) â ìûøàõ ëèíèè nude. Ðàçäåëåííûå ñóáêëîíèðî-
âàíèåì N- è S-êëåòêè ñïîñîáíû ñïîíòàííî ïðåîáðàçîâû-
âàòüñÿ äðóã â äðóãà, ÿâëÿÿñü ïðè ýòîì ãåíåòè÷åñêè
èäåíòè÷íûìè. Ïðè èññëåäîâàíèè ìåõàíèçìîâ äàííîãî ÿâ-
ëåíèÿ áûëà âûÿâëåíà òðåòüÿ ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê —
I-êëåòêè, îêàçàâøèåñÿ çëîêà÷åñòâåííûìè ìóëüòèïîòåíò-
íûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè íåðâíîãî ãðåáíÿ, ñïîñîáíûìè
äàâàòü íà÷àëî è N-êëåòêàì, è S-êëåòêàì (Ciccarone et al.,
1989; Ross et al., 1995). Îäíàêî ïðèñóòñòâèå è äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íûå ïîòåíöèè I-êëåòîê â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ íåéðî-
áëàñòîì ÷åëîâåêà íå áûëî ñâÿçàíî ñ òðàíñäèôôåðåíöèðîâ-
êîé ñóáêëîíèðîâàííûõ (îòäåëåííûõ îò I-êëåòîê) N- è
S-êëåòîê. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ïðîöåññ èíòåðêîíâåðñèè ðå-
ãóëèðóåòñÿ î÷åíü íåáîëüøèì ÷èñëîì (åñëè íå îäíèì)
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ê ÷èñëó êîòîðûõ ïðèíàäëå-
æèò N-myc. Îò óðîâíÿ åãî ýêñïðåññèè â àìïëèôèöèðîâàí-
íûõ è íå àìïëèôèöèðîâàííûõ ïî N-myc ëèíèÿõ çàâèñèò
êëåòî÷íàÿ ìîðôîëîãèÿ: â N-êëåòêàõ áîëüøå ìÐÍÊ N-myc è
åãî ïðîäóêòà, â S-êëåòêàõ — ìåíüøå (Foley et al., 1991).
Êðîìå òîãî, â ýòîì ïðîöåññå âàæíóþ ðîëü èãðàåò áåëîê
ð53 : ïðè åãî èíàêòèâàöèè N-êëåòêè ïåðåõîäÿò â S-, à
S-êëåòêè óòðà÷èâàþò ñïîñîáíîñòü òðàíñäèôôåðåíöèðî-
âàòüñÿ â N-êëåòêè (Gaitonde et al., 2001). Åùå îäíèì òðàíñ-
êðèïöèîííûì ðåãóëÿòîðîì òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ìîæåò
áûòü îíêîãåí PAX5, êîòîðûé ýêñïðåññèðóåòñÿ òîëüêî â
N-êëåòêàõ (Kubetzko et al., 2004). Îäíàêî íåêèé ýëåìåíò ñî-
ìíåíèÿ îòíîñèòåëüíî êîíâåðñèè ýòèõ äâóõ êëåòî÷íûõ òè-
ïîâ âíîñÿò ðåçóëüòàòû äðóãîé ðàáîòû (Cohen et al., 2003).
Íà îñíîâàíèè êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ìåòîäàìè äèôôå-
ðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ (G-banding) è ñïåêòðàëüíîãî êà-
ðèîòèïèðîâàíèÿ (SKY) â õîðîøî èçó÷åííîé ëèíèè
SK-N-SH, â êëåòêàõ êîòîðîé ðàíåå íå îáíàðóæèâàëè àìïëè-
ôèêàöèè N-myc, áûëî âûÿâëåíî, ÷òî äàííàÿ êëåòî÷íàÿ ëè-
íèÿ ñîäåðæèò êëåòêè ñ 2 è 3 êîïèÿìè N-myc (Sadee et al.,
1987). Â ñóáêëîíèðîâàííûõ ëèíèÿõ N-êëåòîê ñîäåðæàëàñü
íåçíà÷èòåëüíàÿ ïðèìåñü êëåòîê ñ 2 êîïèÿìè ýòîãî îíêîãåíà,
à â S-êëåòêàõ — ïðèìåñü ñ 3 êîïèÿìè, èç ÷åãî áûë ñäåëàí
âûâîä î òîì, ÷òî îñíîâîé «òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè» ÿâëÿåò-
ñÿ êëîíàëüíàÿ ýêñïàíñèÿ êëåòîê îäíîãî òèïà íàä äðóãèì.

Äðóãèì ïðèìåðîì êîíâåðñèè ñëóæèò êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ
XC êðûñû, ïðîèñõîäÿùàÿ îò îäèíî÷íîé êëåòêè, òðàíñôîð-
ìèðîâàííîé âèðóñîì ñàðêîìû Ðàóñà (Horio et al., 1991). Ýòà
ëèíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì êëåòîê äâóõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêè ðàçëè÷íûõ òèïîâ — òîëñòûõ âåðåòåíîîáðàçíûõ (L-òèï)
è ïëîñêèõ ïîëèãîíàëüíûõ (R-òèï). Êëåòêè ðàçëè÷àþòñÿ
óðîâíåì ýêñïðåññèè ãåíà v-src. Ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ ýòî-
ãî ãåíà â êëåòêàõ L-òèïà ôóíêöèîíàëüíî âûðàæàåòñÿ â èõ
âûñîêîé òóìîðîãåííîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ R-òèïîì. Îïèñû-
âàåìûå äëÿ ëèíèè XC ìîðôîòèïû ñõîäíû ñ íàáëþäàåìûìè
íàìè ïðèêðåïëåííûìè è ïîäâèæíûìè êëåòêàìè S-ôðàêöèè
ãåïàòîìû, êîòîðûå òàêæå, âåðîÿòíî, ìîãóò áûòü ñïîñîáíû ê
âçàèìîïåðåõîäàì. Âîçìîæíîñòü æå êîíâåðñèè ìåæäó îêðóã-
ëûìè è óïëîùåííûìè êëåòêàìè, ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ,
î÷åíü ìàëîâåðîÿòíà.

Òàêèì îáðàçîì, âçàèìíîå ãåíåðèðîâàíèå äâóõ êëåòî÷-
íûõ òèïîâ â ñîñòàâå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê îïóõîëè ìî-
æåò îáúÿñíÿòüñÿ íåñêîëüêèìè ïðè÷èíàìè. Íàèáîëåå ïðî-
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ñòûì è íàèáîëåå âåðîÿòíûì ñïîñîáîì âîññòàíîâëåíèÿ îïó-
õîëåâûõ êëåòîê îäíîãî òèïà èç êëåòîê äðóãîãî òèïà
ÿâëÿåòñÿ êëîíàëüíàÿ ýêñïàíñèÿ ìèíîðíîé «ïðèìåñè» â ðå-
çóëüòàòå íåïîëíîé ñåëåêöèè. Èñõîäÿ èç âûøåèçëîæåííîãî
ñëåäóåò ïðèçíàòü, ÷òî íàáëþäàåìîå íàìè ïîÿâëåíèå «îòñå-
ÿííîé» êëåòî÷íîé ôðàêöèè ïðîèñõîäèò, ïî-âèäèìîìó, çà
ñ÷åò íàëè÷èÿ òàêèõ êëåòîê (èëè êëåòîê ñ ïîòåíöèåé ê ïðè-
êðåïëåííîìó ðîñòó) â êóëüòèâèðóåìîé ôðàêöèè. Ñêîðåå
âñåãî, ëàòåðàëüíî-àññîöèèðîâàííûå óïëîùåííûå ôëîòèðó-
þùèå êëåòêè ñïîñîáíû ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ïëàñòèêó. Ýòèì
îáúÿñíÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííîå íàëè÷èå îêðóãëûõ êëåòîê
F-ôðàêöèè ïîñëå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, äâóìÿ îñíîâíûìè êëåòî÷íûìè òèïà-
ìè, ñîñòàâëÿþùèìè àñöèòíóþ ãåïàòîìó Çàéäåëà, ÿâëÿþò-
ñÿ îêðóãëûå è óïëîùåííûå êëåòêè. Îíè ñïîñîáíû àññîöè-
èðîâàòü äðóã ñ äðóãîì è ìåæäó ñîáîé, à òàêæå ïðèêðåïëÿ-
òüñÿ ê ïëàñòèêó. Óïëîùåííûå êëåòêè ñîçäàþò ñòðóêòóðó,
ïîäîáíóþ îäíîñëîéíîìó ýïèòåëèþ, è ìîðôîëîãè÷åñêè
áëèæå âñåãî ê êóëüòèâèðóåìûì ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì
(ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ êëåòêè ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû, îáðà-
çóþùèå ìîíîñëîé â âèäå áóëûæíîé ìîñòîâîé, — cobbles-
tone). Ïðåäïîëîæèòåëüíî îò óïëîùåííûõ êëåòîê ìîãóò
ïðîèñõîäèòü ïîäâèæíûå îäèíî÷íûå êëåòêè S-ôðàêöèè, â
ïîëüçó ýòîãî ñâèäåòåëüñòâóåò íàëè÷èå ñïàðåííûõ óïëî-
ùåííûõ êëåòîê ñ ïðèçíàêàìè ïñåâäîïîäèàëüíîé àêòèâíî-
ñòè. Áåçóñëîâíî, ÷òî ÷àñòü îäèíî÷íûõ ïîäâèæíûõ êëåòîê
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ÿâëÿåòñÿ íîðìàëüíûìè äèïëîèäíû-
ìè êëåòêàìè æèâîòíîãî-ðåöèïèåíòà, â ïåðèòîíåàëüíîì
ïðîñòðàíñòâå êîòîðîãî ðîñëà àñöèòíàÿ ãåïàòîìà. Ïî äàí-
íûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, äîëÿ òàêèõ äèïëîèäíûõ êëå-
òîê â S-ôðàêöèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ñîñòàâëÿåò îêîëî
1.5 %, òîãäà êàê âèçóàëüíî íàáëþäàåìàÿ äîëÿ ïîäâèæíûõ
êëåòîê â ýòîé ôðàêöèè — îêîëî 10 %. Òîò ôàêò, ÷òî ïîñëå
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ äèïëîèäíûå êëåòêè â êóëü-
òóðå íå îáíàðóæèâàþòñÿ, íî ïîäâèæíûå îäèíî÷íûå êëåò-
êè ñîõðàíÿþòñÿ, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ýòîò ìîðôî-
òèï êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ãåïàòîìû Çàéäåëà. Ïîä-
âèæíûå êëåòêè ñ ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèåé
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé çàâåðøåííûé ýïèòåëèàëüíî-ìåçåí-
õèìíûé ïåðåõîä (ÝÌÏ). Îäíàêî ïðèçíàê ðåàëèçàöèè ïðî-
ãðàììû ÝÌÏ — ýêñïðåññèÿ âèìåíòèíà — íàáëþäàåòñÿ è
â êëåòêàõ ãåïàòîìû Çàéäåëà, îáðàçóþùèõ êîìïëåêñû (Êà-
ðàâàíîâà è äð., 1987). Ýòîò áåëîê ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëà-
ìåíòîâ êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ñâîéñòâåí
àñöèòíûì ôîðìàì ðàêà (Ramaekers et al., 1983). Ýêñïðåñ-
ñèÿ âèìåíòèíà ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ñâÿçàíà ñ íàðó-
øåíèåì íîðìàëüíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è êîíòàê-
òîâ ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé, ïîýòîìó åãî ïîÿâëåíèå ìîæ-
íî íàáëþäàòü è â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ãåïàòîöèòîâ
(Êàðàâàíîâà è äð., 1985). ÝÌÏ, êàê ïîëàãàþò, ñ îäíîé
ñòîðîíû, ñïîñîáñòâóåò ìåòàñòàòè÷åñêîìó ïðîöåññó îïó-
õîëåâûõ êëåòîê è, ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïðèäàåò èì ïðèçíàêè
(ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû, ñèãíàëüíûå ïóòè) è ñâîéñòâà
ñòâîëîâûõ êëåòîê (Christiansen, Rajasekaran, 2006; Mani et
al., 2009). Ïîýòîìó ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ÝÌÏ ìîæåò îñó-
ùåñòâëÿòüñÿ íå òîëüêî íà ïîçäíèõ ýòàïàõ îïóõîëåâîé
ïðîãðåññèè ïðè äèññåìèíàöèè îïóõîëè, íî è íà íà÷àëü-
íîì ýòàïå êàíöåðîãåíåçà, â äèôôåðåíöèðîâàííîé òðàíñ-
ôîðìèðîâàííîé êëåòêå, áëàãîäàðÿ ÷åìó îíà ïðèîáðåòàåò
ñâîéñòâà, íåîáõîäèìûå äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ïîñëåäóþùèõ
ýòàïîâ ôîðìèðîâàíèÿ îïóõîëè. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ìåæ-
äó ýïèòåëèàëüíîé è ìåçåíõèìíîé êëåòî÷íûìè ïðîãðàì-
ìàìè ñóùåñòâóåò îáðàòèìàÿ êîíâåðñèÿ. Èñõîäÿ èç ýòîãî
ñóùåñòâóåò òàêæå âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî èìåííî ïîäâèæ-
íûå êëåòêè (èëè îäèí èç èõ ìîðôîòèïîâ) ÿâëÿþòñÿ ðîäî-

íà÷àëüíèöàìè äðóãèõ òèïîâ êëåòîê ãåïàòîìû (íàïðèìåð,
îêðóãëûõ è óïëîùåííûõ êëåòîê). Ñ ó÷åòîì èõ äîëè â äàí-
íîé îïóõîëè (îò îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê â îáåèõ ôðàê-
öèÿõ îêîëî 2 %) îíè ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé ïîïóëÿ-
öèþ îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è ïîääåðæèâàòü
èåðàðõè÷åñêóþ ìîäåëü îïóõîëè, íî ïðè óñëîâèè, ÷òî
îñòàëüíûå êëåòî÷íûå òèïû íå ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü êî-
ëîíèè. Îäíàêî íà îñíîâàíèè íàøèõ è ëèòåðàòóðíûõ äàí-
íûõ ìû ïîëàãàåì, ÷òî â ãåïàòîìå Çàéäåëà áîëüøèíñòâî
êëåòîê, õîòÿ è ñ ðàçíûìè ïîòåíöèÿìè, ñïîñîáíî ê ñàìîîá-
íîâëåíèþ, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñòîõàñòè÷åñêîé ìîäåëè èëè
êîìáèíèðîâàííîé ìîäåëè (ñì. îáçîð: Adams, Strasser,
2008). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ âûäâèíóòûõ ïðåäïîëîæåíèé â
äàëüíåéøåì íåîáõîäèìî ïðîâåñòè ñóáêëîíèðîâàíèå êëå-
òî÷íûõ òèïîâ äàííîé îïóõîëè, êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç,
àíàëèç ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è òóìîðîãåí-
íîñòè êëåòîê ñóáïîïóëÿöèé.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ñ. Î. Ñêàðëàòî çà
òåõíè÷åñêóþ ïîääåðæêó ðàáîòû.
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MORHOLOGICAL AND FUNCTIONAL HETEROGENEITY
OF RAT ASCITIC HEPATOMA ZAJDELA CELLS
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This work is devoted to the study of molecular and cellular mechanisms of disdifferentiation during neoplastic
transformation of cells by investigating the malignant tumor cell heterogeneity. We have revealed two cell fractions
of hepatoma Zajdela which differ in patterns of growth in primary culture. The cells of one fraction were attached to
the culture plastic and grew in a monolayer (S-fraction), whereas cells of another fraction floated in the culture medi-
um (F-fraction). Using method of lifetime supervision of primary culture cells (1—2 passages) at the limit of the re-
solving power of DIC-microscopy it has been revealed, that both fractions contain cells of several types. Some of
them were specific for one of the fractions, and others were found in both fractions, but their frequencies differed. It
has been shown by the same method, that long separate cultivation of these fractions in vitro (more than 50 passage)
change both cellular structure and the initial ratio of different types of cells in both fractions. According to DNA flow
cytometry, the cells of both fractions were hypotetraploid and had insignificant differences in DNA contents. After
adaptation to in vitro conditions, S-fraction cells raised their proliferative activity in comparison with the F-fraction
cells, and after long cultivation showed 2.3 times higher DNA content. Greater amount of cell surface laminin, a he-
patocellular carcinoma marker, was observed on F-fraction cells than on S-fraction cells. Interfractional distinctions
were confirmed also by immunologic assessment of hepatoma cells resistance to natural killer lyses: the sensitivity of
S-fraction cells in primary culture was 2.4 times higher than F-fraction cells sensitivity, and, after long cultivation,
F-fraction cells became practically resistant to cytotoxic action of natural killers. Based on the data obtained, the
most probable paths of cell disdifferentiation during hepatoma Zajdela formation and during long cultivation of
this tumor cells in vitro are discussed.

K e y w o r d s: tumor cell fractions, DNA flow cytometry, tumor heterogeneity, natural killer, hepatoma Zajdela.
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