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Íà êëåòêàõ ïîñòîÿííîé ëèíèè CHO èçó÷àëè ðîñò ïîïóëÿöèè è ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ â çàâèñèìî-
ñòè îò èõ íà÷àëüíîé ïîñåâíîé êîíöåíòðàöèè. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè îáû÷íûõ óñëîâèÿõ íà ïëàñòè-
êîâîé ïîäëîæêå. Èñïîëüçîâàëè 6 íà÷àëüíûõ ïîñåâíûõ êîíöåíòðàöèé êëåòîê: 1000, 2000, 3000, 4000,
5000 è 6000 êë./ñì2. Ïîêàçàëè, ÷òî õàðàêòåð ðîñòà êëåòî÷íîé êóëüòóðû ôîðìàëüíî ìîæåò áûòü îïèñàí
îáû÷íîé S-îáðàçíîé çàâèñèìîñòüþ. Îäíàêî ïðè áîëåå äåòàëüíîì àíàëèçå âûÿâëÿþòñÿ ïðîòèâîðå÷èÿ
ìåæäó ýêñïåðèìåíòàëüíûìè è îæèäàåìûìè çíà÷åíèÿìè. Îñíîâíîå èç íèõ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî îñòà-
íîâêà ðîñòà êëåòîê ïðè ôîðìèðîâàíèè ìîíîñëîÿ íå ñîâïàäàåò ñ âûõîäîì íà ïëàòî òåîðåòè÷åñêèõ êðè-
âûõ. Äåëàåòñÿ âûâîä îá àâòîíîìíîñòè ïðîöåññîâ ðàçìíîæåíèÿ è ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ ó êóëüòèâèðó-
åìûõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè ëèíèè CHO. Îáà ïðîöåññà ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê àíàëîãè ïðîëèôåðàöèè è ìîð-
ôîãåíåçà ó ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ. Êðîìå ýòîãî, ïîêàçàëè, ÷òî îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ
ñâÿçàíà íå ñòîëüêî ñ ôîðìèðîâàíèåì ìîíîñëîÿ â ðåçóëüòàòå êîíòàêòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ ðàçìíîæåíèÿ,
ñêîëüêî ñ óìåíüøåíèåì êëåòîê äî íåêîòîðîãî ïðåäåëüíîãî ðàçìåðà è óâåëè÷åíèÿ èõ ïîëÿðèçàöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êðèâàÿ ðîñòà, êîíòàêòíîå èíãèáèðîâàíèå ðîñòà, ïëîùàäü êëåòêè, êîýôôè-
öèåíò ïîëÿðèçàöèè êëåòêè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê — äîñòà-
òî÷íî âîñòðåáîâàííàÿ ìåòîäèêà äëÿ ðàçëè÷íûõ èññëåäî-
âàíèé, â ÷àñòíîñòè äëÿ ïîëó÷åíèÿ è òåñòèðîâàíèÿ ëèíèé
ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ðàñòóùèé èíòåðåñ ê êóëüòèâèðóåìûì
êëåòêàì êàê ìåòîäó ìîäåëèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ñîáûòèé,
ïðîèñõîäÿùèõ â ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå, òðåáóåò
îïðåäåëåííîãî ïåðåîñìûñëåíèÿ âçãëÿäà íà ñàìè êóëüòâè-
ðóåìûå êëåòêè. Ïðÿìîå ýêñòðàïîëèðîâàíèå íà ìàêðîîðãà-
íèçì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íà êëåòêàõ
â êóëüòóðå, ìîæåò âåñòè ê ñåðüåçíûì îøèáêàì íå òîëüêî
â èññëåäîâàòåëüñêîé ðàáîòå, íî è â ïðèêëàäíûõ íàïðàâëå-
íèÿõ, íàïðèìåð òàêèõ êàê ìåäèöèíà. Àâòîíîìíûé (íåçà-
âèñèìûé îò äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ ôîðì æèçíè) ðîñò êëå-
òîê â êóëüòóðå — ýòî ñàìîñòîÿòåëüíîå áèîëîãè÷åñêîå ÿâ-
ëåíèå. Ïîýòîìó îíî íóæäàåòñÿ è â ñàìîñòîÿòåëüíîì
èçó÷åíèè íåçàâèñèìî îò åãî ïðèêëàäíîãî èñïîëüçîâàíèÿ.

Ïîñêîëüêó êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè — ñàìîâîñïðî-
èçâîäÿùèåñÿ áèîëîãè÷åñêèå îáúåêòû, â ïåðâóþ î÷åðåäü
âàæíî èçó÷èòü îáùèå çàêîíîìåðíîñòè èõ ðàçìíîæåíèÿ.
Íåêîòîðûå èç íèõ èçâåñòíû è îáùåïðèíÿòû. Íàïðè-
ìåð, èçâåñòíî, ÷òî êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà ïðîõîäèò òðè ôàçû
ðîñòà — ëàòåíòíóþ (ëàã-ôàçó), ýêñïîíåíöèàëüíóþ
(ëîã-ôàçó) è ñòàöèîíàðíóþ (plateau phase), ò. å. ðîñò êóëü-
òóðû îïèñûâàåòñÿ îáû÷íîé S-îáðàçíîé êðèâîé (Na et al.,
2010). Õàðàêòåð ðîñòà êëåòî÷íîé êóëüòóðû â çíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè çàâèñèò îò äâóõ õîðîøî èçâåñòíûõ ôå-
íîìåíîâ — êîíòàêòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ äâèæåíèÿ è êîí-
òàêòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà (Abercrombie, Ambrose,
1962; Abercrombie, 1979; Âàñèëüåâ, Ãåëüôàíä, 1981;
Wieser et al., 1990; Nelson, Daniel, 2002). Ñòðîãî ãîâîðÿ,
îáà ÿâëåíèÿ ñïðàâåäëèâû â îòíîøåíèè íîðìàëüíûõ
êëåòîê, íî íå òðàíñôîðìèðîâàííûõ, çëîêà÷åñòâåííûõ.

Êîíòàêòíîå èíãèáèðîâíèå ðîñòà ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðî-
âàíèþ ìîíîñëîÿ è ïðåïÿòñòâóåò îáðàçîâàíèþ ìíîãîñëîé-
íûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð. Òåì íå ìåíåå ìíîãèå êëåòêè
ïîñòîÿííûõ ëèíèé, ÿâëÿÿñü òðàíñôîðìèðîâàííûìè, íå
ñêëîííû ê ìíîãîñëîéíûì ñòðóêòóðàì è òîæå ðàñòóò ïðå-
èìóùåñòâåííî â âèäå ìîíîñëîÿ. Ïîýòîìó ìîæíî ïî-
ëàãàòü, ÷òî ôåíîìåí êîíòàêòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà
â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè äîëæåí ïðîÿâëÿòüñÿ è ó òàêèõ
êëåòîê.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîñòàâèëè çàäà÷ó ïðîâåðèòü,
íàñêîëüêî âåðíû ýòè îáùåïðèíÿòûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ðîñ-
òå êëåòîê â êóëüòóðå (S-îáðàçíûé òèï ðîñòà è åãî êîíòàê-
òíîå èíãèáèðîâàíèå). Â êà÷åñòâå îáúåêòà èñïîëüçîâàëè
êëåòêè ïîñòîÿííîé ëèíèè CHO êàê îäíîé èç íàèáîëåå
ðàñïðîñòðàíåííîé â èññëåäîâàòåëüñêîé ðàáîòå. Êëåòêè
ýòîé ëèíèè â ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà îáðàçóþò ìîíî-
ñëîé è íå ñêëîííû ê ìèãðàöèè, ïîñêîëüêó îòíîñÿòñÿ ê
ýïèòåëèîïîäîáíîìó êëåòî÷íîìó òèïó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàíà ïî-
ñòîÿííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ CHO (êëîí Ê1 ëèíèè CHO, âû-
äåëåííîé èç ÿè÷íèêà êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà). Êëåòêè ïîëó-
÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîçâî-
íî÷íûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè
(35 ìì; Nunk, Äàíèÿ) íà ñðåäå F12 (Gibco, ÑØÀ), â àòìî-
ñôåðå ñ 5 % CO2 ïðè 37 °C. Â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿ-
ëè 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è
100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Ñóñïåíçèþ, ïîëó÷åííóþ èç êëå-
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òîê, âûðîñøèõ äî ìîíîñëîÿ, ðàññåâàëè ïî ëóíêàì 6-ëó-
íî÷íîé ïëàòû (äèàìåòð ëóíêè 35 ìì; Nunk, Äàíèÿ) ïðè
ðàçíîé êîíöåíòðàöèè êëåòîê, íî îäíîâðåìåííî. Èñïîëü-
çîâàëè 6 ïîñåâíûõ êîíöåíòðàöèé: 1000 (I), 2000 (II), 3000
(III), 4000 (IV), 5000 (V) è 6000 (VI) êë./ñì2. Â îòäåëüíîì
îïûòå èñïîëüçîâàíû äâå ïîñåâíûå êîíöåíòðàöèè 2000 è
20 000 êë./ñì2.

Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ æèâûõ êëåòîê ïîëó÷àëè, èñ-
ïîëüçóÿ èíâåðòèðîâàííûé ìèêðîñêîï Nikon ECL IPSE
TS100, îá. 20� (èëè 10� â îïûòå ñ äâóìÿ êîíöåíò-
ðàöèÿìè), êàìåðó Canon EOS 1000D, ðàçðåøåíèå
2816�1880 ïèêñåëåé. Âðåìÿ ðåãèñòðàöèè 24, 48, 52, 72,
76 è 96 ÷ ïîñëå ïîñåâà. Êëåòêè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû ImageJ 1.43u (Rasband, W. S., ImageJ, U. S. Na-
tional Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://imagej.nih.gov/ij/, 1997—2011) ïî äâóì ïàðàìåòðàì:
ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó (ïëîùàäè êëåòêè)
è êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè M/m (ñîîòíîøåíèå äëèí-
íîé è êîðîòêîé îñåé êëåòêè, åñëè åå ôîðìó ýêñòðàïîëèðî-
âàòü ê ýëëèïñó). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ ðîñòà ïîäñ÷èòû-
âàëè ÷èñëî êëåòîê â ñëó÷àéíî âûáðàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ.
Íà êàæäóþ âðåìåíí*óþ òî÷êó èñïîëüçîâàëè 10—15 ïîëåé
çðåíèÿ (ï. çð.). Çàòåì ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
÷èñëà êëåòîê â ï. çð. è îøèáêó ñðåäíåãî.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ è ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîò-
êè äàííûõ èñïîëüçîâàëè Excel 2007 (MS Corporation,
ÑØÀ) è Origin 6.1 (OriginLab Corporation, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ
ðîñòà êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ðàñ÷åò-
íûìè S-îáðàçíûìè êðèâûìè äëÿ êàæäîé ïîñåâíîé êîí-
öåíòðàöèè (îò I äî VI). Â êàæäîì ñëó÷àå íàáëþäàåòñÿ õî-
ðîøåå ñîîòâåòñòâèå òåîðåòè÷åñêèõ êðèâûõ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûì çíà÷åíèÿì (âî âñåõ ñëó÷àÿõ êîýôôèöèåíòû
ëèíåéíîé êîððåëÿöèè áûëè íå íèæå 0.98). Íåñìîòðÿ
íà ýòî ôîðìàëüíîå ñîîòâåòñòâèå äëÿ êàæäîãî îòäåëüíîãî
ñëó÷àÿ òðóäíî âûäåëèòü çàêîíîìåðíîñòè â èçìåíåíèè
ôîðìû ðàñ÷åòíûõ êðèâûõ, êîððåëèðóþùèå ñ âîçðàñòàíè-
åì êîëè÷åñòâà êëåòîê ïðè ïîñåâå.

Âèçóàëüíî ê 96 ÷ êëåòêè ôîðìèðîâàëè ìîíîñëîé íà
80—90 % â âàðèàíòàõ I—IV è íà 100 % ïðè ìàêñèìàëü-
íîé ïîñåâíîé êîíöåíòðàöèè (V—VI). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ê
êîíöó íàáëþäåíèÿ âî âñåõ ñëó÷àÿõ êóëüòóðà äîñòèãàëà
ñòàöèîíàðíîé ôàçû ðîñòà, êîòîðàÿ íà ãðàôèêàõ äîëæíà
áûëà áû ñîîòâåòñòâîâàòü ïëàòî ðàñ÷åòíûõ êðèâûõ. Îäíà-
êî çà èñêëþ÷åíèåì âàðèàíòà III, ýòîãî íåò. Îòñóòñòâèå
ïëàòî â äðóãèõ ñëó÷àÿõ íåëüçÿ îáúÿñíèòü ïîãðåøíîñòÿìè
ýêñïåðèìåíòà, íàïðèìåð ìàëîé âûáîðêîé, ïîñêîëüêó îá-
ùåå êîëè÷åñòâî ïîäñ÷èòàííûõ êëåòîê â ýòîì îïûòå ñî-
ñòàâèëî áîëåå 150 òûñ. Òî æå íåñîîòâåòñòâèå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî íàáëþäàåìîé ñòàöèîíàðíîé ôàçû (ìîíîñëîé)
è îòñóòñòâèå ïëàòî ïðè ðàñ÷åòå S-îáðàçíûõ êðèâûõ ìû
íàáëþäàëè è â ïðåäâàðèòåëüíîé ñåðèè îïûòîâ ñ ìåíüøåé
êëåòî÷íîé âûáîðêîé.

×òîáû ðàçðåøèòü ýòî ïðîòèâîðå÷èå, ïðè ðàñ÷åòå
S-êðèâûõ â êàæäîì ñëó÷àå èñêëþ÷èëè îäíî (äâà) ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîå çíà÷åíèå íà êîíå÷íûõ ýòàïàõ ðîñòà êóëüòó-
ðû. Îñíîâàíèåì äëÿ òàêîé ïðîöåäóðû áûëî ñëåäóþùåå.
Èñõîäÿ èç äàííûõ ðèñ. 1 ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî,
ïî-âèäèìîìó, ïðîöåññ ðîñòà êóëüòóðû è ôîðìèðîâàíèå
ìîíîñëîÿ îïèñûâàþòñÿ ðàçíûìè çàêîíîìåðíîñòÿìè,
âêëàä êîòîðûõ â ðîñò êóëüòóðû íåîäèíàêîâ âî âðåìåíè.

Èíûìè ñëîâàìè, â ïðîöåññå ðîñòà êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííàÿ çàìåíà îäíîé çàâèñèìîñòè äðó-
ãîé. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî íà÷àëüíûå îïûòíûå òî÷êè â áîëü-
øåé ñòåïåíè ñîîòâåòñòâóþò ïåðâîé çàêîíîìåðíîñòè
(â äàííîì ñëó÷àå îáùåïðèíÿòîé S-îáðàçíîé çàâèñèìî-
ñòè), à ïîçäíèå (ïî âðåìåíè) — çàâèñèìîñòè, îïèñûâàþ-
ùåé ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ (â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåèçâå-
ñòíîé). Òàêèì îáðàçîì, íå èñïîëüçóÿ ïîñëåäíèå (ïîñëåä-
íþþ) îïûòíûå òî÷êè äëÿ ðàñ÷åòà S-êðèâûõ ðîñòà, ìû
óìåíüøàåì âëèÿíèå íà íèõ «øóìà» çàâèñèìîñòè, îòíîñÿ-
ùåéñÿ ê ôîðìèðîâàíèþ ìîíîñëîÿ.

Ïðàâèëüíîñòü òàêîãî ïîäõîäà ïîäòâåðæäàþò äàííûå,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2. Èñ÷åçàþò ëîãè÷åñêèå ïðîòèâî-
ðå÷èÿ ïî êðàéíåé ìåðå ïî òðåì ïóíêòàì. Âî-ïåðâûõ, âî
âñåõ ñëó÷àÿõ S-êðèâûå èìåþò ïëàòî. Âî-âòîðûõ, êîýôôè-
öèåíò êîððåëÿöèè â îòäåëüíûõ âàðèàíòàõ ïðàêòè÷åñêè
ðàâåí 1. È â-òðåòüèõ, ÷òî ãîðàçäî âàæíåå, çíà÷åíèÿ ýòèõ
ïëàòî, ÷èñëåííî ðàâíûå êîýôôèöèåíòó A2 â óðàâíåíèè
S-êðèâîé (ñì. ïëàãèí â ïðîãðàììå Origin 6.1), ÷åðåç ýêñ-
ïîíåíöèàëüíóþ çàâèñèìîñòü êîððåëèðóþò ñ êîíöåíòðà-
öèÿìè êëåòîê ïðè ïîñåâå, ïðè÷åì ñ î÷åíü âûñîêèì êîýô-
ôèöèåíòîì êîððåëÿöèè — 0.9998 (ðèñ. 3).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êëåòêè CHO îòíîñÿòñÿ ê ýïèòå-
ëèîèäíîìó òèïó, à çíà÷èò, ó íèõ íåò òàêîãî ìîáèëüíîãî
èçìåíåíèÿ ôîðìû, êàê ó ìèãðèðóþùèõ ôèáðîáëàñòîâ, èõ
ïëîùàäü â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå îñòàåòñÿ ïîñòî-
ÿííîé. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê ìî-
æåò çàâèñåòü îò ôàçû ðîñòà êóëüòóðû. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ìû ñôîðìèðîâàëè äâå êîíòðàñòíûå ãðóï-
ïû äàííûõ, îáúåäèíèâ âûáîðêè ïðè íèçêîé è ïðè âûñî-
êîé êîíöåíòðàöèÿõ êëåòîê ïðè ïîñåâå. Ïðîìåæóòî÷íûå
äàííûå ïî ãðóïïàì III è IV áûëè èñêëþ÷åíû. Ðàñ÷åò òåî-
ðåòè÷åñêèõ S-êðèâûõ âûïîëíÿëè áåç ó÷åòà çíà÷åíèé òî÷-
êè «96 ÷». Âûáîðêè êëåòîê ïî èõ ïëîùàäè ôîðìèðîâàëè
áåç ó÷åòà ìåòàôàçíûõ êëåòîê (ìåëêèõ, îêðóãëûõ êëåòîê).
Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 4.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êëåòîê â òå÷å-
íèå ðîñòà êóëüòóðû êîëåáëåòñÿ â íåáîëüøèõ ïðåäåëàõ
(6000—8000 ïèêñåëåé), èìåþòñÿ äîñòîâåðíî îïðåäåëÿå-
ìûå êàê îáùèå èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê äëÿ äâóõ ïðåä-
ñòàâëåííûõ âàðèàíòîâ, òàê è èíäèâèäóàëüíûå. Î÷åâèäíî,
÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ ðàçìåð êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ âî
âðåìÿ ëàòåíòíîé ôàçû ðîñòà è óìåíüøàåòñÿ ïðè ïåðåõîäå
îò ýêñïîíåíöèàëüíîé ê ñòàöèîíàðíîé. Ðàçëè÷èÿ êàñàþòñÿ
ëîã-ôàçû. Â ýòî âðåìÿ â ïåðâîì âàðèàíòå âñå åùå ïðîäîë-
æàåò óâåëè÷èâàòüñÿ ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êëåòîê, íî òåìï
ýòîãî ïðîöåññà çàìåäëÿåòñÿ. Âî âòîðîì ñëó÷àå, íàïðîòèâ,
ðàçìåð êëåòîê íà÷èíàåò ìåäëåííî óìåíüøàòüñÿ.

×òîáû íàãëÿäíåå ïðåäñòàâèòü, ïî÷åìó ïðîèñõîäèò
óìåíüøåíèå ðàçìåðà êëåòîê ïðè ôîðìèðîâàíèè ìîíî-
ñëîÿ, îáðàòèìñÿ ê äàííûì, ïðåäñòàâëåííûì íà ðèñ. 5 è 6.
Çäåñü âçÿòû èçîáðàæåíèÿ êëåòîê èç ïðåäâàðèòåëüíîé ñå-
ðèè îïûòîâ, êîãäà áûëè èñïîëüçîâàíû áîëåå âûñîêèå
êîíöåíòðàöèè êëåòîê ïðè ïîñåâå. Ïðè ýòîì ôîðìèðîâà-
íèå ìîíîñëîÿ øëî ãîðàçäî èíòåíñèâíåå, ÷åì â ïîïóëÿöè-
ÿõ, äàííûå ïî êîòîðûì ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà ñðåäíåå è ïðàâîå
èçîáðàæåíèÿ ðèñ. 5, á, ãäå îò÷åòëèâî çàìåòíî óìåíüøå-
íèå ïëîùàäè êëåòîê ê 96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè îäíîâðå-
ìåííîì ïðàêòè÷åñêè ïîëíîì îòñóòñòâèè ìåòàôàçíûõ êëå-
òîê. Âèçóàëüíî íà ýòèõ èçîáðàæåíèÿõ ìîæíî çàìåòèòü,
÷òî ïðè äîñòèæåíèè ñòàöèîíàðíîé ôàçû ðîñòà êëåòêè
ñòàíîâÿòñÿ áîëåå âûòÿíóòûìè. Ýòî ïîäòâåðæäàþò è ðàñ-
÷åòû. Èç äàííûõ ðèñ. 6, à ñëåäóåò, ÷òî ïðè íèçêîé êîí-
öåíòðàöèè êëåòîê ïðè ïîñåâå â ïðîöåññå ðîñòà êóëüòóðû
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èõ ïëîùàäü è êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè ïî÷òè íå èçìå-
íÿþòñÿ. Î÷åíü âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ïðè ïîñåâå
ïðèâîäèò ê ïðîòèâîïîëîæíîìó ðåçóëüòàòó (ðèñ. 6, á). Ïî
ìåðå ïåðåõîäà êóëüòóðû ê ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà ïðî-
èñõîäèò óìåíüøåíèå ïëîùàäè êëåòîê, ñîïðîâîæäàåìîå
óñèëåíèåì èõ ïîëÿðèçàöèè (âûòÿíóòîñòè).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé è ïîñòðîå-
íèå ïî íèì êðèâûõ ðîñòà ÿâëÿþòñÿ îòíîñèòåëüíî ïðîñòîé
ïðîöåäóðîé. Îíà äàâíî è øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ ïðè àíà-
ëèçå êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, ïîñêîëüêó äîñòàòî÷íî ÷óâñò-

âèòåëüíà ê èçìåíåíèþ ñîñòîÿíèÿ ëþáûõ êëåòîê (Acker-
mann et al., 1954; Sinclair, Ross, 1969; Ilio et al., 1995; Desai
et al., 1998; Fujikawa, Morozumi, 2005; Murakami, Kaeber-
lein, 2009). Êàê ïîêàçûâàþò ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé
ðàáîòå äàííûå, äèíàìèêà ðîñòà êëåòî÷íîé êóëüòóðû CHO
îò åäèíè÷íûõ êëåòîê äî ôîðìèðîâàíèÿ ïîëíîãî ìîíî-
ñëîÿ ìîæåò áûòü óäîâëåòâîðèòåëüíî îïèñàíà ñ ïîìîùüþ
òèïè÷íîé S-îáðàçíîé êðèâîé, ïðèíÿòîé ïðè îïèñàíèè
ðàçìíîæåíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèè. Îäíàêî ïðè áîëåå
äåòàëüíîì àíàëèçå îáíàðóæèâàþòñÿ íåñîîòâåòñòâèÿ ìåæ-
äó ýêñïåðèìåíòàëüíûìè äàííûìè è îæèäàåìûìè çíà÷å-
íèÿìè. Ïðè ïåðåõîäå êóëüòóðû êëåòîê ê ñòàöèîíàðíîé
ôàçå (ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ) èõ ðàçìíîæåíèå íå îñòà-
íàâëèâàåòñÿ è ìîæåò äàæå óñêîðÿòüñÿ. Â ëèòåðàòóðå ìû
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Ðèñ. 1. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê CHO, ïîñòðîåííûå ïî âñåì ýêñïåðèìåíòàëüíûì òî÷êàì.

Êîíöåíòðàöèè êëåòîê ïðè ïîñåâå: 1000 (I), 2000 (II), 3000 (III), 4000 (IV), 5000 (V), è 6000 (VI) êë./ñì2. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ÷èñëà êëåòîê
â ïîëå çðåíèÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îøèáêàìè. Êðóæêè — ÷èñëî êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ â ðàçëè÷íûå ïåðèîäû âðåìåíè ïîñëå ïîñåâà, ëèíèè — ñîîòâåòñò-

âóþùèå ðàñ÷åòíûå S-îáðàçíûå êðèâûå.



íàøëè ëèøü îäíó ïîõîæóþ ðàáîòó. Áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî ó äâóõ áîëüíûõ ñ ìóêîëèïèäîçîì ôèáðîáëàñòû êîæè
â êóëüòóðå ðàñòóò ñîãëàñíî òèïè÷íîé S-îáðàçíîé êðèâîé,
íî ïðè äîñòèæåíèè ôàçû ïëàòî íå îñòàíàâëèâàþò ñâîé
ðîñò, à ïðîäîëæàþò ïðîëèôåðèðîâàòü (Oohira et al., 1987).
È õîòÿ àâòîðû íèêàê íå êîììåíòèðóþò ýòè äàííûå ñ îá-
ùåáèîëîãè÷åñêèõ ïîçèöèé, îíè, êàê ìû ïîëàãàåì, íàðÿäó
ñ ïðåäñòàâëåííûìè â íàñòîÿùåé ðàáîòå (ñì. ðèñ. 1 è 2)
èìåþò ïðèíöèïèàëüíîå çíà÷åíèå. Ñ îäíîé ñòîðîíû, îíè
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ýâîëþöèÿ êëåòîê â êóëüòóðå èìååò
îáùèå òåíäåíöèè ðàçâèòèÿ ñ êëåòêàìè ìàêðîîðãàíèçìà
ïðè íåêîòîðûõ ïàòîëîãèÿõ, ñâÿçàííûõ ñ íàðóøåíèåì
ãîìåîñòàçà íà óðîâíå ìàêðîîðãàíèçìà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,

âàæíî îñîçíàòü, ÷òî îáùåïðèíÿòûå ïðåäñòàâëåíèÿ î
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ íå âñåãäà ñîâïàäàþò ñ èõ ðåàëü-
íûìè õàðàêòåðèñòèêàìè.

Ïðîöåññû, îäíîçíà÷íî îïèñûâàåìûå S-îáðàçíûìè çà-
âèñèìîñòÿìè, äîëæíû çàêàí÷èâàòüñÿ âûõîäîì íà ïëàòî,
ïîñêîëüêó ïðè åãî äîñòèæåíèè ýòè ïðîöåññû íà÷èíàþò
óðàâíîâåøèâàòüñÿ äðóãèìè ïðîöåññàìè. Íàïðèìåð, äî-
ñòèæåíèå ïðåäåëüíîé âÿçêîñòè ðàñòâîðà àêòèíà ïðè åãî
ïîëèìåðèçàöèè ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïðîöåññ ïîëèìåðèçà-
öèè ýòîãî áåëêà íà÷èíàåò óðàâíîâåøèâàòüñÿ åãî äåïîëè-
ìåðèçàöèåé (Khaitlina, 1986). Ïðè÷èíîé äîñòèæåíèèÿ
ìàêñèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê è âûõîäîì åãî íà ïëà-
òî ìîãëî áû áûòü èñòîùåíèå ïèòàòåëüíîé ñðåäû. Îäíàêî
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Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê CHO, ïîñòðîåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì íå âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé. Çíà÷åíèÿ, óêàçàííûå
ñòðåëêàìè, íå èñïîëüçîâàëè äëÿ ðàñ÷åòà òåîðåòè÷åñêèõ êðèâûõ ðîñòà.

Êðóæêè — ÷èñëî êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ â ðàçëè÷íûå ïåðèîäû âðåìåíè ïîñëå ïîñåâà, ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþùèå ðàñ÷åòíûå S-îáðàçíûå êðèâûå. Îñòàëü-
íûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



èçâåñòíî, ÷òî îñòàíîâêà ðîñòà êëåòîê, îáðàçóþùèõ ìîíî-
ñëîé, íå ñâÿçàíà ñî ñíèæåíèåì ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ
â ñðåäå. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî òàêèå êëåòêè ïåðåñòàþò ðàç-
ìíîæàòüñÿ, êàê òîëüêî äîñòèãàþò ñïëîøíîãî ìîíîñëîÿ.
Îáúÿñíåíèå ýòîãî ÿâëåíèÿ îáû÷íî ñâÿçûâàþò ñ îáíàðó-
æåííûì â ñåðåäèíå ïðîøëîãî âåêà ôåíîìåíîì êîíòàêò-
íîãî èíãèáèðîâàíèÿ ðàçìíîæåíèÿ. Îíî ïðîÿâëÿåòñÿ â
òîì, ÷òî êëåòêè ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ êîíòàêòîâ ìåæäó
íèìè îñòàíàâëèâàþòñÿ (êîíòàêòíîå èíãèáèðîâàíèå äâè-
æåíèÿ) è ïåðåñòàþò äåëèòüñÿ. Îäíàêî ñâÿçü ýòîãî ÿâëå-
íèÿ è îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ íå âñåãäà îäíîçíà÷íà (Âàñè-
ëüåâ, Ãåëüôàíä, 1981). Òåì íå ìåíåå ýòî ÿâëåíèå ìîæíî
ñ÷èòàòü ôóíäàìåíòàëüíûì â áèîëîãèè êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê.

Ðàçìíîæåíèå êëåòîê è ôîðìèðîâàíèå èìè ìîíîñëîÿ
íåëüçÿ ñ÷èòàòü ïðîöåññàìè ñîïðÿæåííûìè (êîíêóðèðóþ-
ùèìè, àíòàãîíèñòè÷íûìè) è ëåæàùèìè â îñíîâå îäíîé è
òîé æå S-îáðàçíîé çàâèñèìîñòè. Åñëè áû ýòî áûëî òàê, òî
íà ðèñ. 1, à áûëè áû S-êðèâûå, ïëàòî êîòîðûõ ïî âðåìåíè
ñîâïàäàëî áû ñ ôîðìèðîâàíèåì ìîíîñëîÿ. Ïîñêîëüêó
ýòîãî íå ïðîèñõîäèò, ñëåäóåò ïðèçíàòü, ÷òî ýòè ïðîöåññû
íå çàâèñèìû (íå ñîïðÿæåíû è ò. ï.) äðóã îò äðóãà è ôîð-
ìàëüíî äîëæíû îïèñûâàòüñÿ îòäåëüíûìè çàâèñèìîñòÿìè.
Ðîñò êëåòîê â êóëüòóðå è îáðàçîâàíèå èìè ìîíîñëîÿ ìîæ-
íî ðàññìàòðèâàòü êàê àíàëîãè ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè è
ìîðôîãåíåçà â ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìàõ. Ôîðìèðîâà-
íèå ìîíîñëîÿ — ýòî îðäèíàðíûé ïðîöåññ äëÿ áîëüøèíñò-
âà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê. Ïîýòîìó â ðàìêàõ áèîëîãèè
êëåòêè â êóëüòóðå èçó÷åíèå çàêîíîìåðíîñòåé åãî îáðàçî-
âàíèÿ èìååò âàæíîå çíà÷åíèå.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êëåòêè ïîñòîÿííîé ëèíèè CHO íå
ñêëîííû ê îáðàçîâàíèþ ìíîãîñëîéíûõ ñòðóêòóð, ïðè
ôîðìèðîâàíèè ìîíîñëîÿ èõ ðàçìíîæåíèå íå ïðåêðàùàåò-
ñÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, ôåíîìåí êîíòàêòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ
ðîñòà ó ýòèõ êëåòîê íå âûðàæåí. Ýòî íàãëÿäíî äåìîíñò-
ðèðóåò ðèñ. 5. Îñòàíîâêà ðàçìíîæåíèÿ ïðîèñõîäèò òîëü-
êî òîãäà, êîãäà êëåòêè, óïëîòíÿÿñü, äîõîäÿò äî êàêîãî-òî
ìèíèìàëüíîãî ðàçìåðà. Åãî, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü êàê îïðåäåëåííûé ïðåäåë, äîñòèæåíèå êîòî-
ðîãî è âûçûâàåò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî ðàçìíîæåíèÿ. Íå
èñêëþ÷åíî, ÷òî â ýòîò ïðîöåññ âêëþ÷åíî è ôîðìîîáðàçî-
âàíèå êëåòêè, ïîñêîëüêó (â äàííîì ñëó÷àå) îáíàðóæåíî,
÷òî ïðåêðàùåíèå ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê ñîâïàäàåò ñ ïðèîá-
ðåòåíèåì ó áîëüøèíñòâà èç íèõ âûòÿíóòîé ôîðìû (óâå-
ëè÷èâàåòñÿ êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè). Êîíå÷íî, íåëüçÿ
óòâåðæäàòü, ÷òî ïîëÿðèçàöèÿ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé
òîðìîæåíèÿ ðîñòà, íî òî, ÷òî îíà ôîðìèðóåòñÿ â ïðîöåññå
óìåíüøåíèÿ ðàçìåðà êëåòîê CHO, âñòóïàþùèõ â ñòàöèî-
íàðíóþ ôàçó, ñîìíåíèé íå âûçûâàåò. Î âëèÿíèè ôîðìû
êëåòîê íà îáðàçîâàíèå ìîíîñëîÿ óêàçûâàëè è äðóãèå àâ-
òîðû (Folkman, Moscona, 1978).

Ïîëó÷åííûå äàííûå íå îïðîâåðãàþò ñàìî ÿâëåíèå
êîíòàêòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà, íî îãðàíè÷èâàþò åãî
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Ðèñ. 3. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó êîíöåíòðàöèåé êëåòîê ïðè âàðèàí-
òàõ ïîñåâà I—VI è îæèäàåìûìè çíà÷åíèÿìè ÷èñëà êëåòîê ïðè

äîñòèæåíèè ñòàöèîíàðíîé ôàçû.

Êîýôôèöèåíò A2 â óðàâíåíèè S-îáðàçíîé êðèâîé ñîîòâåòñòâóåò çíà÷å-
íèþ ïëàòî (ñì. ñîîòâåòñòâóþùèé ïëàãèí â ïðîãðàììå ImageJ). Äëÿ âû-
÷èñëåíèÿ îæèäàåìûõ çíà÷åíèé èñïîëüçîâàíà ýêñïîíåíöèàëüíàÿ çàâèñè-
ìîñòü. Êîýôôèöèåíò ëèíåéíîé êîððåëÿöèè ðàâåí 0.9998. Ðîìáèêè —

îïûòíûå çíà÷åíèÿ, ïóíêòèðíàÿ ëèíèÿ — ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ.

Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå äàííûõ èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê (ñâåòëûå êðóæêè) ñ äèíàìèêîé ðîñòà êóëüòóðû êëåòîê CHO (÷åðíûå
êðóæêè).

à — äëÿ êëåòîê ñ íèçêîé ïîñåâíîé êîíöåíòðàöèåé (I è II), á — äëÿ êëåòîê ñ âûñîêîé ïîñåâíîé êîíöåíòðàöèåé (V è VI). Êðóæêè — îïûòíûå çíà÷åíèÿ.
Ñïëîøíûå ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþùèå ðàñ÷åòíûå S-îáðàçíûå êðèâûå (ïðè èõ ðàñ÷åòå çíà÷åíèÿ òî÷êè «96 ÷» íå ó÷èòûâàëè). Ïóíêòèðíûå ëèíèè — îò-

ðåçêè, ñîåäèíÿþùèå îïûòíûå çíà÷åíèÿ è íå íåñóùèå ôóíêöèîíàëüíîé íàãðóçêè. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îøèáêàìè.



ñôåðó ïðîÿâëåíèÿ íàðÿäó ñ íåêîòîðûìè äðóãèìè ôàêòî-
ðàìè, îïèñàííûìè â ìîíîãðàôèè Âàñèëüåâà è Ãåëüôàíäà
(1981). Ïî-âèäèìîìó, ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî ðîñò ðàçëè÷íûõ
êóëüòóð, êàê è ïðîëèôåðàöèÿ ðàçëè÷íûõ êëåòîê â ìíîãî-
êëåòî÷íîì îðãàíèçìå, èìåþò ìíîãî îáùåãî, ïîñêîëüêó
îïèñûâàþòñÿ îäíîé è òîé æå S-îáðàçíîé çàâèñèìîñòüþ.
Îäíàêî ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ ïðè âñåì åãî âíåøíåì
ñõîäñòâå äëÿ ðàçíûõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ìîæåò, íà-
ïðîòèâ, èìåòü ñïåöèôè÷åñêèå îñîáåííîñòè, íå îáÿçàòåëü-
íî äåòåðìèíèðóåìûå êîíòàêòíûì èíãèáèðîâàíèåì ðîñòà
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.
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Ðèñ. 5. Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ æèâûõ êëåòîê CHO. Ôðàãìåíòû ïîëåé çðåíèÿ â îäíîì ìàñøòàáå ÷åðåç 22, 52 è 96 ÷ ïîñëå ïîñåâà.
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Ïóíêòèðíûå ëèíèè — îòðåçêè, ñîåäèíÿþùèå îïûòíûå çíà÷åíèÿ è íå íåñóùèå ôóíêöèîíàëüíîé íàãðóçêè.
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GROWTH FEATURES OF CHO CELLS IN CULTURE
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Dependence of growth characteristics of cell population and the monolayer formation on the initial plating
concentrations of cells were studied on the established CHO cell line. The cells were cultivated under standard
conditions on plastic substrate. Initial plating concentration was varied as: 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, and
6000 cell/cm2. It was shown that growth of the cell culture can be formally described by standard S-shaped de-
pendence. However, a more detailed analysis revealed a discrepancy between the experimental and expected
data. Specifically the arrest of cell growth at the monolayer formation does not coincide with the time when the
theoretical curves approach plateau. It has been concluded that cell proliferation and the formation of a mono-
layer are independent processes (at last in CHO cells). Both processes may be considered as analogues of proli-
feration and morphogenesis in metazoan. In addition, it has been shown that the arrest of cell division occurs
not only by contact inhibition of proliferation during monolayer formation but also by reducing the size of cells
to some limiting dimension and by increasing the polarization of cells.

K e y w o r d s: growth curve, contact inhibition of growth, cell area, polarization coefficient.
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