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Äèíàìè÷åñêèå ìèêðîòðóáî÷êè ïîäàâëÿþò áëýááèíã è ñòèìóëèðóþò ðàñïëàñòûâàíèå ôèáðîáëàñòîâ

Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ïðîöåññîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ Vero â íîðìå, ïðè ïîëíîé äåïîëè-
ìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) è ïðè ïîäàâëåíèè äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ÌÒ. Ïîñëå ïðèêðåï-
ëåíèÿ ê ñóáñòðàòó êëåòêè Vero âñòóïàþò â ôàçó áëýááèíãà, ïðîäîëæèòåëüíîñòü êîòîðîé ñèëüíî âàðüèðó-
åò ó îòäåëüíûõ êëåòîê, à ïîñëå åãî îêîí÷àíèÿ — â ñòàäèþ ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîòîðîå ìîæåò ïðîèñõîäèòü
äâóìÿ ñïîñîáàìè: èçîòðîïíî (çà ñ÷åò áûñòðîãî îáðàçîâàíèÿ êîëüöåâîé ëàìåëëû — 15 % êëåòîê) èëè
àíèçîòðîïíî, çà ñ÷åò ïðîöåññèâíîãî âûäâèæåíèÿ ëàìåëëèïîäèé (áîëüøèíñòâî êëåòîê). Ñêîðîñòü ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ìàêñèìàëüíà íà ïåðâûõ ýòàïàõ è â òå÷åíèå 1 ÷ óìåíüøàåòñÿ ïî ëîãàðèôìè-
÷åñêîìó çàêîíó. ×åðåç 1 ÷ áîëüøèíñòâî êëåòîê ïðèîáðåòàþò ñòàáèëüíûå êðàÿ è ïåðåõîäÿò ê äâèæåíèþ,
îäíàêî ìåäëåííîå óâåëè÷åíèå ñðåäíåé ïëîùàäè êëåòîê ïðîäîëæàåòñÿ â òå÷åíèå 1 ñóò. Ôîðìèðîâàíèå
àêòèíîâûõ ïó÷êîâ íà÷èíàåòñÿ ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê, è ïåðâûå ïó÷êè èäóò ïî ïåðè-
ìåòðó êëåòêè. Ñåòü ñòðåññ-ôèáðèëë, ïåðåñåêàþùèõ êëåòêó, ôîðìèðóåòñÿ ÷åðåç 1—2 ÷. Êîëüöåâàÿ ëàìåë-
ëà, åñëè îíà îáðàçóåòñÿ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàñïëàñòûâàíèÿ, ëèøåíà ïó÷êîâ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Ïðè
äåïîëèìåðèçàöèè è ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ áëýááèíã íà÷èíàåòñÿ äî ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê ñóáñòðàòó è
ñòàíîâèòñÿ â íåñêîëüêî ðàç ïðîäîëæèòåëüíåå, ÷åì â êîíòðîëå. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ íà÷àëüíàÿ ñêîðîñòü ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ, íî îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé. ×åðåç 1 ñóò ïëîùàäü êëåòîê äîñòèãàåò òà-
êèõ æå çíà÷åíèé, êàê â êîíòðîëå. Êðàÿ ó êëåòîê ïðè ñòàáèëèçàöèè è äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ âûðàæåíû íå
î÷åíü îò÷åòëèâî. Ñòàáèëèçàöèÿ è äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ ìàëî âëèÿþò íà ôîðìèðîâàíèå àêòèíîâûõ ïó÷-
êîâ, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî ïó÷êè, èäóùèå âäîëü êðàåâ êëåòîê, ñîõðàíÿþòñÿ äî 40—60 ìèí. Â êëåò-
êàõ, êîòîðûå äëèòåëüíîå âðåìÿ íàõîäÿòñÿ â ñòàäèè áëýááèíãà, òàêæå ìîãóò ôîðìèðîâàòüñÿ àêòèíîâûå
ïó÷êè. Â ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ êëåòêàõ ÌÒ ðàñïîëàãàþòñÿ â îñíîâíîì ðàäèàëüíî. Îíè âõîäÿò â îòäåëü-
íûå ïóçûðè ïðè áëýááèíãå, â áîëüøèíñòâî ëàìåëëèïîäèé è â ëàìåëëó. Ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ íå çàõîäÿò
â ëàìåëëèïîäèè è èäóò ïàðàëëåëüíî êðàþ êëåòêè íà ðàññòîÿíèè â 3—5 ìêì. Òàêèì îáðàçîì, äèíàìè÷-
íûå ÌÒ ñóùåñòâåííûì îáðàçîì óñêîðÿþò ðàííèå ýòàïû ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôèáðîáëàñòû, àêòèí, ìèêðîòðóáî÷êè, ðàñïëàñòûâàíèå, ìèêðîñêîïèÿ.

Ðàñïëàñòûâàíèå íà ñóáñòðàòå è äâèæåíèå ïî íåìó ÿâ-
ëÿþòñÿ âàæíûì ñâîéñòâîì êëåòîê æèâîòíûõ. Ðàñïëàñòû-
âàíèå è äâèæåíèå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è ôèáðîáëàñòîâ
ïðîèñõîäÿò çà ñ÷åò âûäâèæåíèÿ ïëîñêèõ, ñâîáîäíûõ îò
îðãàíåëë âûðîñòîâ — ëàìåëëèïîäèé èëè ïñåâäîïîäèé
(Kay et al., 2008; Berzat, Hall, 2010; Lafarga et al., 2012).
Ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ìíîãîñòàäèéíûì ïðî-
öåññîì, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåáÿ: 1) ïðèêðåïëåíèå ê ñóá-
ñòðàòó, 2) íà÷àëüíîå ðàñïëàñòûâàíèå çà ñ÷åò áûñòðîãî
óâåëè÷åíèÿ ïÿòíà êîíòàêòà, 3) ïîñòåïåííîå ðàñïëàñòûâà-
íèå çà ñ÷åò âûäâèæåíèÿ è âòÿãèâàíèÿ ëàìåëëèïîäèé è
4) ñòàáèëèçàöèþ êîíòàêòîâ ëàìåëëèïîäèé ñ ñóáñòðàòîì
(Bereiter-Hahn et al., 1990; Dubin-Thaler et al., 2004, 2008).

Êëþ÷åâîå ñîáûòèå â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ — âû-
äâèæåíèå ëàìåëëèïîäèé — îáåñïå÷èâàåòñÿ ïîëèìåðèçà-
öèåé àêòèíà (Insall, Machesky, 2009) è ðåãóëèðóåòñÿ ðàç-
ëè÷íûìè âíåøíèìè è âíóòðåííèìè ôàêòîðàìè (Wakatsu-
ki et al., 2003; Dubin-Thaler et al., 2004; Kay et al., 2008).

Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) èãðàþò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â
ôîðìèðîâàíèè ëàìåëëèïîäèé (Watanabe et al., 2005). Îíè

ìîãóò íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ñîêðàòèìûì
àêòîìèîçèíîâûì êîðòåêñîì (Levina et al., 2001) èëè ñòè-
ìóëèðîâàòü ïîëèìåðèçàöèþ F-àêòèíà çà ñ÷åò äîñòàâêè
ñâîèìè ïëþñ-êîíöàìè ìàëûõ ÃÒÔàç (Fukata et al., 2002;
Krendel et al., 2002; Nalbant et al., 2009). Òàêæå êèíåçèíçà-
âèñèìûé òðàíñïîðò âäîëü ÌÒ îáåñïå÷èâàåò ïåðåíîñ âå-
çèêóë, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â íîâîîáðàçîâàíèè ìåìáðàíû
íà àêòèâíîì êðàþ êëåòêè (Reed et al., 2006; Kay et al.,
2008). Êðîìå òîãî, ÌÒ îáåñïå÷èâàþò áûñòðûé îáìåí ôî-
êàëüíûõ êîíòàêòîâ — ïîäàâëåíèå äèíàìèêè ÌÒ ñòèìóëè-
ðóåò ðîñò ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ è òîðìîçèò íàïðàâëåííîå
äâèæåíèå êëåòîê (Kaverina et al., 1999; Wagner et al., 2002).

Îäíàêî äèíàìèêà ïðîöåññà ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðî-
áëàñòîâ èññëåäîâàíà íåäîñòàòî÷íî ïîäðîáíî — òàê, îñòà-
åòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåîïèñàííîé êèíåòèêà óâåëè÷åíèÿ ïëî-
ùàäè êëåòîê âî âðåìåíè. Ñîîòâåòñòâåííî ðîëü ÌÒ â ïðî-
öåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê îõàðàêòåðèçîâàíà òîëüêî íà
êà÷åñòâåííîì óðîâíå.

Äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ â óæå ðàñïëàñòàííûõ êëåòêàõ
âåäåò ê ãèïåðòðîôèè ñòðåññ-ôèáðèëë (Vasiliev et al., 1970;
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Waterman-Storer et al., 1999; Omelchenko et al., 2002) è
óâåëè÷åíèþ ñîêðàòèìîñòè àêòîìèîçèíîâûõ êîìïëåêñîâ
(Pletjushkina et al., 2001; Small et al., 2002à, 2002b). Òàêèì
îáðàçîì, ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ÌÒ ïðåïÿòñòâóþò ñîêðàùå-
íèþ êëåòîê (Wittman, Waterman-Storer, 2001; Small et al.,
2002à, 2002b; Rodriguez et al., 2003). Îäíàêî äåïîëèìåðè-
çàöèÿ ÌÒ íå âåäåò ê óìåíüøåíèþ ïëîùàäè, çàíèìàåìîé
êëåòêàìè íà ñóáñòðàòå (Pletjushkina et al., 2001).

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÌÒ íåîáõîäèìû äëÿ ýôôåê-
òèâíîãî âòÿãèâàíèÿ êëåòî÷íîãî êðàÿ â óæå ðàñïëàñòàí-
íûõ êëåòêàõ (Äîáðèíñêèõ, Âîðîáüåâ, 2006). Ïîýòîìó
ìîæíî áûëî áû îæèäàòü, ÷òî äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ ìî-
æåò óñêîðèòü ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ. Â òî æå âðåìÿ ðÿä
íàáëþäåíèé óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ðàñïëàñòûâàíèå ôèá-
ðîáëàñòîâ â îòñóòñòâèå ÌÒ ïðîèñõîäèò ñ òàêîé æå ñêî-
ðîñòüþ èëè äàæå ìåäëåííåå, ÷åì â íîðìå (Kolodny, 1972;
Ivanova et al., 1976; Domnina et al., 1985; Pletjushkina et al.,
2001). Ðàñïëàñòûâàíèå òàêæå çàìåäëÿåòñÿ ïðè ïîäàâëå-
íèè àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ (Rhee et al., 2007; Tran et al.,
2007).

Ïîêàçàíî, ÷òî ìíîãèå íàðóøåíèÿ â ïîâåäåíèè ôèá-
ðîáëàñòîâ, êîòîðûå ðàíåå ðàññìàòðèâàëèñü êàê ðåçóëüòàò
äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ — íåñïîñîáíîñòü êëåòîê ôîðìèðî-
âàòü íîâóþ ëàìåëëó íà êðàþ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû,
äîïîëíèòåëüíîå íàòÿæåíèå è ñîêðàùåíèå êðàÿ êëåòêè —
ìîãóò âîçíèêàòü â óñëîâèÿõ, êîãäà ÌÒ ñîõðàíÿþòñÿ, íî
ñòàáèëèçèðóþòñÿ (Danowski, 1989; Liao et al., 1995; Grigo-
riev et al., 1999). Îäíàêî âîïðîñ î ðîëè äèíàìè÷åñêîé íå-
ñòàáèëüíîñòè ÌÒ â ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê îñòàåòñÿ
ïðàêòè÷åñêè íåèññëåäîâàííûì.

Ïîýòîìó â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñðàâíèëè ïðîöåññû
ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ïðè äåïîëèìåðèçàöèèè
ÌÒ è ïðè èõ ñòàáèëèçàöèè (ò. å. ïðè ïîäàâëåíèè äèíàìè-
÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè), ïðîâîäÿ ïðèæèçíåííûå íàáëþ-
äåíèÿ ñ ìîìåíòà ñîïðèêîñíîâåíèÿ êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì.
Ïîñêîëüêó ââåäåíèå àãåíòîâ, äåïîëèìåðèçóþùèõ ÌÒ,
ìîæåò ïðèâîäèòü ê áûñòðîìó ñîêðàùåíèþ ôèáðîáëàñòîâ
(Danowski, 1989; Bershadsky et al., 1991), â íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ âåùåñòâà, âëèÿþùèå íà ÌÒ (íîêîäàçîë è òàê-
ñîë), ââîäèëèñü äî íà÷àëà íàáëþäåíèé. Îêàçàëîñü, ÷òî
ñòàáèëèçàöèÿ è äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ ïî÷òè íå îêàçûâà-
þò âëèÿíèÿ íà íà÷àëüíîå ïðèêðåïëåíèå êëåòîê, íî çíà÷è-
òåëüíî çàìåäëÿþò íà÷àëüíûå ýòàïû èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê. Êëåòêè êóëüòóðû Vero êóëüòè-
âèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 â ñðåäå DMEM ñ
äîáàâëåíèåì 25 ìÌ HEPES (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÐÀÀ Laboratories, Àâñò-
ðèÿ) è ãåíòàìèöèíà â êîíöåíòðàöèè 0.08 ìã/ìë. Äëÿ äå-
òàëüíîãî àíàëèçà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ,
ïîëó÷åííóþ ïðè ïîìîùè ðàñòâîðà òðèïñèí-ÝÄÒÀ (Ïà-
íÝêî, Ðîññèÿ), ïîìåùàëè â 35-ìèëëèìåòðîâûå ÷àøêè
Ïåòðè. Êîíöåíòðàöèþ êëåòîê ïîäáèðàëè òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû êëåòêè íà ïîäëîæêå â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ íå
êàñàëèñü äðóã äðóãà. Ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ ïðîâî-
äèëè íà èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå Nikon TE-300 ñ
òåðìîñòàòèðîâàííûì ñòîëèêîì ïîä îáúåêòèâîì 20�/0.45
(ôàçîâûé êîíòðàñò) ïðè 36.5—37 °Ñ. Çàïèñü èçîáðàæåíèÿ
ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè öèôðîâîé êàìåðû CoolSnap HQ ñ
èíòåðâàëàìè âðåìåíè ìåæäó êàäðàìè 1—2 ìèí. Â ýêñïå-
ðèìåíòàõ ê ñóñïåíçèè êëåòîê äîáàâëÿëè íîêîäàçîë â êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 13.2�10–6 Ì äëÿ ïîëíîãî ðàçðóøå-

íèÿ ñèñòåìû ÌÒ èëè ñî÷åòàíèå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé íî-
êîäàçîëà (100 íÌ) è òàêñîëà (50 íÌ), êîòîðîå ïðèâîäèò ê
ïîäàâëåíèþ äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ÌÒ (Grigoriev
et al., 1999).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî âûÿâëåíèÿ öèòîñêåëåòíûõ
ñòðóêòóð êëåòêè èñïîëüçîâàëè äâîéíîå îêðàøèâàíèå
ôàëëîèäèíîì è àíòèòåëàìè ïðîòèâ a-òóáóëèíà. Ïåðåä
îêðàøèâàíèåì êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ðàñòâîðîì
ãëóòàðàëüäåãèäà íà PBS (ðÍ = 7.2) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè
òåìïåðàòóðå 4 °Ñ. Ïîñëå òðåõêðàòíîé îòìûâêè áóôåðîì
êëåòêè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Tri-
ton X-100 íà PBS â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå è òðèæäû îáðàáàòûâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì áîðãèäðè-
äà Na. Ïîñëå îáðàáîòîê ïðîâîäèëè îêðàøèâàíèå àíòèòå-
ëàìè. Â ñëó÷àå äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòêè ñíà÷àëà
îáðàáàòûâàëè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
a-òóáóëèíà (clone DM1-A, eBioscience, ÑØÀ) è âòîðûìè
àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ CyTM-2 (Sigma, ÑØÀ),
à çàòåì ôàëëîèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ AlexaFlu-
or-568 (Invitrogen, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â Mowi-
ol-4-88 (Sigma, ÑØÀ). Ôèêñèðîâàííûå ïðåïàðàòû ôîòî-
ãðàôèðîâàëè íà èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå Nikon
TE-300 ïðè ïîìîùè öèôðîâîé êàìåðû CoolSnapHQ ñ
îáúåêòèâîì PlanApo 60�/1.4 (ôàçîâûé êîíòðàñò) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ ñâåòîôèëüòðîâ äëÿ FITC è Texas-
Red.

À í à ë è ç ä à í í û õ. Îáðàáîòêó è àíàëèç ïîëó÷åííûõ
ôèëüìîâ ïðîâîäèëè â ïðîãðàììàõ Metamorph (Metamorph
Inc., ÑØÀ) è ImageJ (NIH Image, ÑØÀ). Ñêîðîñòü ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ îöåíèâàëè êàê ñêîðîñòü óâåëè÷åíèÿ ïëîùà-
äè êëåòêè íà ñóáñòðàòå â åäèíèöó âðåìåíè. Â êà÷åñòâå íó-
ëåâîé òî÷êè äëÿ êàæäîé êëåòêè áûë âûáðàí ïîñëåäíèé
êàäð ïåðåä ïåðâûì âûäâèæåíèåì ëàìåëëèïîäèè. Äàííûå,
ñòàòèñòè÷åñêè îáðàáîòàííûå â ïðîãðàììå Sigma Plot 3.0
(Jandel Scientific, ÑØÀ), ïðèâåäåíû êàê ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
ñî ñòàíäàðòíîé îøèáêîé.

Êîíå÷íóþ îáðàáîòêó ôëóîðåñöåíòíûõ èçîáðàæåíèé
äëÿ ïå÷àòè ïðîâîäèëè â ïðîãðàììàõ Metamorph 5.1 (Me-
tamorph Inc., ÑØÀ) è Adobe Photoshop (Adobe Inc.,
ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

1. Í î ð ì à ë ü í î å ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è å. Ïîñëå ïðè-
êðåïëåíèÿ ê ñóáñòðàòó ïî÷òè âñå êëåòêè ïåðåõîäÿò â ôàçó
áëýááèíãà (ðèñ. 1, à). Áëýááèíã îêàí÷èâàåòñÿ ó êàæäîé
îòäåëüíîé êëåòêè âíåçàïíî, è ïîñëå ýòîãî êëåòêè ñðàçó
íà÷èíàþò ðàñïëàñòûâàíèå.

Ïî îêîí÷àíèè áëýááèíãà íàáëþäàþòñÿ äâà ñöåíàðèÿ.
1. Áîëüøèíñòâî êëåòîê ðàñïëàñòûâàþòñÿ ñðàçó â íåñêîëü-
êèõ íàïðàâëåíèÿõ çà ñ÷åò âûäâèæåíèÿ è ÷àñòè÷íîãî âòÿ-
ãèâàíèÿ ëàìåëëèïîäèé (ðèñ. 1, á). Ïðè ýòîì â òå÷å-
íèå 20—30 ìèí âûäåëÿåòñÿ îäèí èëè íåñêîëüêî ó÷àñòêîâ,
èìåþùèõ áîëüøóþ ëàìåëëèïîäèàëüíóþ àêòèâíîñòü ïî
ñðàâíåíèþ ñ ñîñåäíèìè. Òàêèå àêòèâíûå ó÷àñòêè ïðåâðà-
ùàþòñÿ â ëàìåëëû, êîòîðûå, óäëèíÿÿñü â öåíòðîáåæíîì
íàïðàâëåíèè è ïðàêòè÷åñêè íå ðàñøèðÿÿñü â òàíãåíöè-
àëüíîì íàïðàâëåíèè, ðàñòÿãèâàþò êëåòêó. Â ðåçóëüòàòå
êëåòêà ïðèîáðåòàåò ñòàáèëüíûå êðàÿ è ñòàíîâèòñÿ âåðåòå-
íîâèäíîé èëè ïîëèãîíàëüíîé.

2. Ôîðìèðîâàíèå òîíêîé êîëüöåâîé ëàìåëëû. Êëåòêà
áûñòðî, çà 2—5 ìèí ðàñïëàñòûâàåòñÿ ðàâíîìåðíî (èçîò-
ðîïíî) âî âñåõ íàïðàâëåíèÿõ (ðèñ. 1, à). Îáðàçîâàâøèñü,
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òàêàÿ êëåòêà èìååò ðîâíûå êðàÿ, áåç ÿâëåíèé ðàôôëèíãà,
è ëàìåëëà ìîæåò ñîõðàíÿòüñÿ ïî÷òè íåèçìåííîé äî
30 ìèí. Çàòåì íà îòäåëüíûõ ó÷àñòêàõ ëàìåëëû âîçíèêàåò
ðàôôëèíã è íà÷èíàþò âûäâèãàòüñÿ ëàìåëëèïîäèè, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî êëåòêà ïîñòåïåííî ïðèîáðåòàåò ïîëèãî-
íàëüíóþ ôîðìó.

Êèíåòèêà ðàñïëàñòûâàíèÿ â ýòèõ ñöåíàðèÿõ ðàçëè÷à-
åòñÿ (ðèñ. 7, ã). Ïðè ôîðìèðîâàíèè êîëüöåâîé ëàìåëëû
ïðîèñõîäèò âçðûâîîáðàçíûé ðîñò ïëîùàäè êëåòêè â òå÷å-
íèå 2—3 ìèí, òîãäà êàê ðîñò ïëîùàäè ïðè âûäâèæåíèè
ëàìåëëèïîäèé ïðîèñõîäèò áîëåå ðàâíîìåðíî. Â îáîèõ
ñëó÷àÿõ êëåòêè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðèîáðåòàþò ñòàáèëüíûå
êðàÿ è íà÷èíàþò ïåðåìåùàòüñÿ ïî ñóáñòðàòó.

2. Ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è å â î ò ñ ó ò ñ ò â è å Ì Ò. Â îò-
ñóòñòâèå ÌÒ áëýááèíã íà÷èíàåòñÿ äî ïðèêðåïëåíèÿ
êëåòîê ê ñóáñòðàòó è ïðîäîëæàåòñÿ â òå÷åíèå äëèòåëüíî-
ãî âðåìåíè ïîñëå èõ ïðèêðåïëåíèÿ. Â ýòî âðåìÿ òåëî
êëåòêè ÷àñòî ñìåùàåòñÿ îòíîñèòåëüíî ïðèêðåïèâøåéñÿ
÷àñòè, òàêæå êëåòêè ìîãóò îáðàçîâûâàòü è âòÿãèâàòü êî-

ðîòêèå ïñåâäîïîäèè, êîòîðûå ñëàáî çàêðåïëÿþòñÿ íà ñóá-
ñòðàòå.

Ó ìíîãèõ êëåòîê áëýááèíã ïðîäîëæàåòñÿ è ïîñëå íà-
÷àëà ôîðìèðîâàíèÿ ïëîñêèõ ëàìåëëèïîäèé. Ïðîöåññ ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ áûâàåò îáðàòèìûì — êëåòêà, ñôîðìèðîâàâ
ëàìåëëó, ìîæåò çàòåì ïîëíîñòüþ âåðíóòüñÿ ê øàðîîáðàç-
íîé ôîðìå è ïîñëå ïðîäîëæèòåëüíîãî ïåðèîäà áëýááèíãà
âíîâü ïðèñòóïèòü ê ðàñïëàñòûâàíèþ.

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ áëýááèíãà êëåòêà èìååò ïî ïåðè-
ìåòðó óçêóþ çîíó ëàìåëëÿðíîé öèòîïëàçìû íåïðàâèëü-
íîé ôîðìû (ðèñ. 2, à, 60 ìèí). Íà êðàþ ëàìåëëû èíîãäà
ôîðìèðóþòñÿ óçêèå àêòèâíûå çîíû (ïðîòðóçèè), êîòîðûå
âûäâèãàþòñÿ âïåðåä, íî áûñòðî îñòàíàâëèâàþòñÿ. Äàëåå
ñëåäóþò èõ ÷àñòè÷íàÿ ðåòðàêöèÿ è çàòóõàíèå àêòèâíîñòè
íà ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ.

Êàê ïðàâèëî, óâåëè÷åíèå ïëîùàäè ëàìåëëû ïðîèñõî-
äèò çà ñ÷åò òàíãåíöèàëüíîãî ðàñøèðåíèÿ âîçíèêàþùåé
ïðîòðóçèè (ðèñ. 2, à, 120 ìèí). Â ðåçóëüòàòå êëåòêà ìîæåò
îáðàçîâûâàòü ïðîòÿæåííóþ ëàìåëëó ñ ïî÷òè ðîâíûì
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Ðèñ. 1. Ðàñïëàñòûâàíèå è ïîëÿðèçàöèÿ êëåòîê Vero â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ.

à — ðàäèàëüíîå ðàñïëàñòûâàíèå è ïîëÿðèçàöèÿ êëåòîê; á — .ïîëÿðíîå ðàñïëàñòûâàíèå. Âðåìÿ â ìèí óêàçàíî ïî ãîðèçîíòàëè. Ìàñøòàáíûé îòðå-
çîê — 10 ìêì.

Ðèñ. 2. Ðàñïëàñòûâàíèå è ïîëÿðèçàöèÿ êëåòîê Vero ïðè íàðóøåíèè ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ).

à — â óñëîâèÿõ ïîëíîé äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ; á — â óñëîâèÿõ ñòàáèëèçàöèè ÌÒ. Âðåìÿ â ìèí óêàçàíî ïî ãîðèçîíòàëè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê —
10 ìêì.
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Ðèñ. 3. Îðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàñïëàñòûâàíèÿ.

à, å, ë — âî âðåìÿ áëýááèíãà ïðè ðàñïëàñòûâàíèè â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàäêè; á, æ, ì — â ðàäèàëüíîé ëàìåëëå ïðè ðàñïëàñòû-
âàíèè â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàäêè; â, ç, í — âî âðåìÿ áëýááèíãà ïðè ðàñïëàñòûâàíèè â óñëîâèÿõ ïîäàâëåíèÿ äèíàìè÷åñêîé íå-
ñòàáèëüíîñòè ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàäêè; ã, è, î — âî âðåìÿ áëýááèíãà ïðè ðàñïëàñòûâàíèè â óñëîâèÿõ ïîäàâëåíèÿ äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ÷å-
ðåç 40 ìèí ïîñëå ïîñàäêè; ä, ê, ï — âî âðåìÿ áëýááèíãà ïðè ðàñïëàñòûâàíèè â óñëîâèÿõ ïîëíîãî ðàçðóøåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê ÷åðåç 40 ìèí ïîñëå ïîñàä-

êè. à—ä — ôàçîâûé êîíòðàñò, å—ê — òóáóëèí, ë—ï — àêòèí; ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíà ëàìåëëà. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



êðàåì. Ñòàáèëüíûå (âîãíóòûå) êðàÿ ïðè ýòîì íå ôîðìè-
ðóþòñÿ. Íà êðàþ ëàìåëëû ÷àñòî ôîðìèðóþòñÿ îäèíî÷íûå
îáúåìíûå âçäóòèÿ, êîòîðûå ïåðåìåùàþòñÿ òàãåíöèàëüíî
âäîëü êðàÿ êëåòêè, íå óâåëè÷èâàÿ åå ïëîùàäü (ðèñ. 2, à,
300 ìèí). Åñëè êëåòêè âûòÿãèâàþòñÿ, òî ìåæäó ïðîòðóçè-
ÿìè ôîðìèðóþòñÿ âîãíóòûå ñòàáèëüíûå êðàÿ (ðèñ. 2, à,
300 ìèí). Íåêîòîðûå êëåòêè (15 %) ñîõðàíÿþò êðóãîâóþ
ëàìåëëó â òå÷åíèå 16 ÷ è áîëåå. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ðàñ-
ïëàñòûâàíèè ôèáðîáëàñòîâ ñ äåïîëèìåðèçîâàííûìè ÌÒ
óâåëè÷åíèå ñðåäíåé ïëîùàäè èäåò ìåäëåííî è ðàâíîìåð-
íî â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèé êàê âî âðåìÿ
áëýááèíãà, òàê è ïîñëå åãî îêîí÷àíèÿ, à âûäâèæåíèå êðàÿ
êëåòêè ÷àñòî ñîïðîâîæäàåòñÿ ðåòðàêöèåé.

3. Ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è å ï ð è ï î ä à â ë å í è è ä è í à -
ì è ÷ å ñ ê î é í å ñ ò à á è ë ü í î ñ ò è Ì Ò. Ïðè ñòàáèëèçà-
öèè ÌÒ ðàñïëàñòûâàíèå íà÷èíàåòñÿ ïðèìåðíî òàê æå, êàê
ïðè ïîëíîé èõ äåïîëèìåðèçàöèè (ðèñ. 2, á). Áëýááèíã íà-
÷èíàåòñÿ åùå äî ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê ñóáñòðàòó, îäíà-
êî èäåò íå òàê èíòåíñèâíî, êàê ïðè ïîëíîé äåïîëèìåðè-
çàöèè ÌÒ. Ñìåùåíèå îøàðåííîé ÷àñòè êëåòêè îòíîñè-
òåëüíî ïðèêðåïèâøåéñÿ ÷àñòè ïðîèñõîäèò íå ñòîëü
èíòåíñèâíî, êàê ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ. Â ðåçóëüòàòå
áëýááèíãà, âûäâèæåíèÿ êîðîòêèõ ïñåâäîïîäèé è èõ ÷àñ-
òè÷íîãî ïðèêðåïëåíèÿ îáðàçóåòñÿ óçêèé îáîäîê ëàìåë-
ëÿðíîé öèòîïëàçìû (ðèñ. 2, á, 40 ìèí). ×àùå âñåãî íà
êðàþ ëàìåëëÿðíîãî îáîäêà âèäíà ñëàáàÿ àêòèâíîñòü (ðàô-
ôëèíã). Ãëàâíîå îòëè÷èå îò êëåòîê, ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ
â îòñóòñòâèå ÌÒ, ñîñòîèò â òîì, ÷òî êëåòêè ñî ñòàáèëèçè-
ðîâàííûìè ÌÒ èìåþò ñòàáèëüíûé êîíòóð è íå îáðàçóþò
áîëüøèõ ïñåâäîïîäèé è ïåðåòÿæåê.

Åñëè â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ îáðàçóåòñÿ íåñêîëü-
êî ÿçûêîâ ëàìåëëû, òî ìåæäó íèìè ìîãóò ôîðìèðîâàòüñÿ
ñòàáèëüíûå (âîãíóòûå) êðàÿ (ðèñ. 2, á, 300 ìèí). Òàê æå
êàê ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ, öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü êëåòêè,
ñîäåðæàùàÿ ÿäðî, â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ ïðèïîäíÿ-
òà íàä ëàìåëëîé, è ïðîèñõîäÿò åå êîëåáàòåëüíûå äâèæå-
íèÿ. Ïåðåìåùåíèÿ êëåòêè íîñÿò ëîêàëüíûé õàðàêòåð
(ðèñ. 2, á, 600 ìèí).

4. Ï î â å ä å í è å ö è ò î ñ ê å ë å ò à. Òàêèì îáðàçîì, íà
îñíîâàíèè ïðèæèçíåííûõ èññëåäîâàíèé áûëè âûäåëåíû
ñëåäóþùèå ñòàäèè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, êîòîðûå áûëè
â äàëüíåéøåì èññëåäîâàíû íà ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðà-
òàõ: êëåòêè ñ ïóçûðÿìè (ñòàäèÿ áëýááèíãà); êëåòêè ñ
ïëîñêîé ðàäèàëüíîé ëàìåëëîé; êëåòêè ñ âûðàæåííûìè
ëàìåëëèïîäèÿìè; õîðîøî ðàñïëàñòàííûå êëåòêè; êëåòêè
ñî ñòàáèëüíûìè êðàÿìè.

Ö è ò î ñ ê å ë å ò í à ñ ò à ä è è á ë ý á á è í ã à. Â íîð-
ìàëüíûõ êëåòêàõ íà ñòàäèè áëýááèíãà àêòèí êîíöåíòðè-
ðóåòñÿ ïî ïåðèìåòðó âñåõ ïóçûðåé, õîòÿ ÿðêîñòü èõ îêðà-
øèâàíèÿ íå îäèíàêîâà. ÌÒ èíîãäà çàõîäèëè â íàèáîëåå
êðóïíûå ïóçûðè (ðèñ. 3, à, å, ë).

Ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàä-
êè êëåòîê íà ñòåêëî ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà òàêîå æå, êàê
â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ (íå èëëþñòðèðîâàíî). Â êëåòêàõ,
êîòîðûå ñîõðàíÿþòñÿ íà ñòàäèè áëýááèíãà äîëüøå, âîç-
íèêàþò ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, àíàëîãè÷íûå
ñòðåññ-ôèáðèëëàì áîëåå ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê (ðèñ. 3, ä,
ê, ï).

Â êëåòêàõ ñî ñòàáèëèçèðîâàííûìè ÌÒ ðàñïðåäåëåíèå
àêòèíà íà ðàííåé ñòàäèè áëýááèíãà òàêæå ñîîòâåòñòâîâà-
ëî íîðìàëüíûì êëåòêàì (ðèñ. 3, â, ç, í), íî ÌÒ â ïóçûðÿõ
íå âñòðå÷àëèñü (ðèñ. 3, ç). Â êëåòêàõ, îñòàþùèõñÿ íà ñòà-
äèè áëýááèíãà ÷åðåç 20—40 ìèí ïîñëå ïîñàäêè ñóñïåí-
çèè, òàê æå êàê è ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ, îáðàçóþòñÿ
ïó÷êè àêòèíà â âèäå ñòðåññ-ôèáðèëë (ðèñ. 3, ã, è, î).

Ö è ò î ñ ê å ë å ò ï ð è ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è è. Êëåòêè ñ
êîëüöåâîé ëàìåëëîé, êîòîðûå îáíàðóæèâàþòñÿ â òå÷åíèå
10—20 ìèí ïîñëå ïîñàäêè, ñîäåðæàëè ìíîãî÷èñëåííûå
ðàäèàëüíî ðàñõîäÿùèåñÿ ÌÒ, êîòîðûå îêàí÷èâàëèñü íà
ðàññòîÿíèè íå áîëåå 3—5 ìêì îò êðàÿ êëåòêè (ðèñ. 3, á,
æ, ì). Ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà â êëåòêàõ ñ êîëüöåâîé ëà-
ìåëëîé áûëî ðàçëè÷íûì: àìîðôíûå ñêîïëåíèÿ àêòèíà,
ëåæàùèå ïðèìåðíî â ñåðåäèíå ëàìåëëû, èëè ñêîïëåíèÿ
àêòèíà íà êðàþ ëàìåëëû è òîíêèå òàíãåíöèàëüíî ðàñïî-
ëîæåííûå èçîãíóòûå ïó÷êè â ñåðåäèíå ëàìåëëû. Ðàñïðå-
äåëåíèå àêòèíà â ëàìåëëèïîäèÿõ òàêîå æå, êàê â ðàäèàëü-
íîé ëàìåëëå.

×åðåç 20 ìèí â àíèçîòðîïíî ðàñïëàñòàííûõ êëåòêàõ
âîçíèêàëè îòíîñèòåëüíî øèðîêèå ïó÷êè àêòèíà, ðàñïîëî-
æåííûå â âèäå ìíîãîóãîëüíèêà ïî ïåðèìåòðó êëåòêè, è
íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî òîíêèõ ôèáðèëë â öåíòðàëüíîé
÷àñòè êëåòêè (ðèñ. 4, á). ×åðåç 40 ìèí â öåíòðàëüíîé ÷àñ-
òè íåêîòîðûõ êëåòîê íà÷èíàþò ïîÿâëÿòüñÿ ñòðåññ-ôèá-
ðèëëû. Îäíîâðåìåííî ïðîèñõîäèëî ðàçðóøåíèå ïåðèôå-
ðè÷åñêèõ ïó÷êîâ àêòèíà (ðèñ. 4, â). ×åðåç 60 ìèí áîëü-
øèíñòâî êëåòîê èìåëî ñòðåññ-ôèáðèëëû â öåíòðàëüíîé
÷àñòè. Òàíãåíöèàëüíî ðàñïîëîæåííûå ïó÷êè â ãëóáèíå
êëåòîê èñ÷åçàëè, â çîíå ñòàáèëüíûõ êðàåâ îñòàâàëèñü
ïó÷êè, èäóùèå ïî ïåðèìåòðó êëåòêè. Îíè ÷àñòî èìåëè âî-
ãíóòóþ ôîðìó. ×åðåç 120 ìèí è áîëåå ïîñëå ïîñàäêè íà
ñóáñòðàò â êëåòêàõ ïðèñóòñòâîâàëà ðàçâèòàÿ ñèñòåìà
ñòðåññ-ôèáðèëë âî âñåõ îáëàñòÿõ, çà èñêëþ÷åíèåì ëàìåë-
ëû (ðèñ. 4, ä). Âûðàæåííàÿ ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ÌÒ ñîõðà-
íÿëàñü íà âñåõ ñòàäèÿõ ðàñïëàñòûâàíèÿ (äàííûå íå ïðè-
âåäåíû).

À ê ò è í î â û é ö è ò î ñ ê å ë å ò ï ð è ä å ï î ë è ì å ð è -
ç à ö è è Ì Ò. Íåìíîãî÷èñëåííûå êëåòêè, êîòîðûå íà÷à-
ëè ðàñïëàñòûâàíèå óæå ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàäêè,
èìåëè ïîëèãîíàëüíóþ ñèñòåìó ïó÷êîâ ïî ñâîåìó ïåðè-
ìåòðó. Ýòè ïó÷êè â îòëè÷èå îò âîçíèêàþùèõ ïîçäíåå
ñòðåññ-ôèáðèëë íå èìåëè ÷åòêîãî êîíòóðà. ×åðåç 20 ìèí
ïîëèãîíàëüíûõ êëåòîê ñòàíîâèëîñü áîëüøå, àêòèíîâûå
ïó÷êè ïî ïåðèôåðèè êëåòîê ñîõðàíÿëèñü, ïîÿâëÿëèñü õàî-
òè÷íî îðãàíèçîâàííûå òîíêèå ôèáðèëëû àêòèíà â öåíò-
ðàëüíîé ÷àñòè êëåòêè (ðèñ. 4, ì). ×åðåç 40—60 ìèí ïó÷êè
àêòèíà ïî ïåðèôåðèè ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê òàêæå ñîõðà-
íÿëèñü, à ïó÷êè â öåíòðàëüíîé îáëàñòè ñòàíîâÿòñÿ õîðî-
øî âûðàæåííûìè. ×åðåç 60 ìèí ïîñëå ïîñàäêè ïîÿâëÿ-
ëèñü êëåòêè ñ ïó÷êàìè àêòèíà, ñîåäèíÿþùèìè ïðîòèâî-
ïîëîæíûå êðàÿ êëåòêè (ðèñ. 4, î). ×åðåç 120 ìèí ÷èñëî
òàêèõ êëåòîê óâåëè÷èâàëîñü. ×åðåç 60 ìèí è áîëåå ïîñëå
ïîñàäêè íåêîòîðûå êëåòêè èìåëè îäèíî÷íûå ëàìåëëû,
ñâîáîäíûå îò ñòðåññ-ôèáðèëë (ðèñ 4, ï).

Ö è ò î ñ ê å ë å ò ï ð è ñ ò à á è ë è ç à ö è è Ì Ò. Â êëåò-
êàõ ñî ñòàáèëèçèðîâàííûìè ÌÒ ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà â
ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ â öåëîì ñîîòâåòñòâóåò òîìó,
êîòîðîå íàáëþäàëîñü ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ (ðèñ. 4,
å—ê). Îäíàêî êëåòêè ñ ïó÷êàìè àêòèíà, ñîåäèíÿþùèìè
ïðîòèâîïîëîæíûå êðàÿ êëåòêè, ïîÿâëÿþòñÿ íåñêîëüêî
ðàíüøå — ÷åðåç 40 ìèí (ðèñ. 4, ç). Ýòè ïó÷êè ñòàíîâÿòñÿ
áîëåå âûðàæåííûìè ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå ïîñàäêè. ×åðåç
120 ìèí áîëüøèíñòâî êëåòîê èìååò õîðîøî ðàçâèòûå
ñòðåññ-ôèáðèëëû (ðèñ. 4, ê). Â êëåòêàõ ñî ñòàáèëèçè-
ðîâàííûìè èëè äåïîëèìåðèçîâàííûìè ÌÒ ÷åðåç 120 ìèí
âñå âíóòðåííåå ïðîñòðàíñòâî çàïîëíåíî ñåòüþ ñòðåññ-
ôèáðèëë, è ëàìåëëû, íå ñîäåðæàùèå ñòðåññ-ôèáðèëë, îò-
ñóòñòâóþò.

5. Ï î ï ó ë ÿ ö è î í í û é à í à ë è ç ð à ñ ï ë à ñ ò û â à þ-
ù è õ ñ ÿ ê ë å ò î ê. Ïîñêîëüêó ïîâåäåíèå îòäåëüíûõ êëå-
òîê ñèëüíî ðàçëè÷àåòñÿ, äëÿ ñðàâíåíèÿ ýôôåêòîâ äåïîëè-
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ìåðèçàöèè è ñòàáèëèçàöèè ÌÒ ìû ïðîâåëè ïîïóëÿöè-
îííûé àíàëèç ïðîöåññà ðàñïëàñòûâàíèÿ. Íà÷àëüíîå
ïðèêðåïëåíèå ê ïîäëîæêå ó êëåòîê Vero çàíèìàåò îò 5 äî
30—40 ìèí. Â òå÷åíèå ýòîãî âðåìåíè ÷àñòü êëåòîê, ïðè-
êðåïèâøèñü, óæå íà÷èíàåò ðàñïëàñòûâàíèå, òîãäà êàê

äðóãèå îñòàþòñÿ â îøàðåííîì ñîñòîÿíèè è ìîãóò ïåðå-
ìåùàòüñÿ çà ñ÷åò êîíâåêöèîííûõ òîêîâ æèäêîñòè âäîëü
ïîâåðõíîñòè ñòåêëà. Â ðåçóëüòàòå ÷èñëî ïðèêðåïèâøèõñÿ
êëåòîê ïîñòåïåííî âîçðàñòàåò â èíòåðâàëå 10—40 ìèí è
òîëüêî çàòåì âûõîäèò íà ïëàòî. Ýôôåêòèâíîñòü íà÷àëü-

Äèíàìè÷åñêèå ìèêðîòðóáî÷êè ïîäàâëÿþò áëýááèíã è ñòèìóëèðóþò ðàñïëàñòûâàíèå ôèáðîáëàñòîâ 747

Ðèñ. 4. Îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â íîðìå è ïðè íàðóøåíèè ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ).

à—ä — ïðè ðàñïëàñòûâàíèè â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ; å—ê — ïðè ðàñïëàñòûâàíèè â óñëîâèÿõ ñòàáèëèçàöèè ÌÒ; ë—ï — ïðè ïîëíîì ðàçðóøåíèè ÌÒ.
Â íèæíåì ëåâîì óãëó óêàçàíî âðåìÿ â ìèí ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê íà ñóáñòðàò. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíà ëàìåëëà. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



íîãî ïðèêðåïëåíèÿ íåñêîëüêî çàìåäëÿåòñÿ ïðè äåïîëè-
ìåðèçàöèè ÌÒ è ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ ïðè èõ
ñòàáèëèçàöèè (ðèñ. 5). Ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê ñóáñòðàòó
ïî÷òè âñå êëåòêè ïåðåõîäÿò â ôàçó áëýááèíãà, ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü êîòîðîé î÷åíü ñèëüíî âàðüèðóåò è ñîñòàâëÿ-

åò 19.4 ± 18.8 ìèí. Íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê
íàõîäèëîñü â áëýááèíãå äî 2 ÷ è áîëåå. Îäíàêî êèíåòèêà
èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ íå îòëè÷àëàñü îò êèíåòèêè êëåòîê, íà-
÷àâøèõ ðàñïëàñòûâàíèå â ïåðâûå 30 ìèí ïîñëå ïîñàäêè
(äàííûå íå ïðèâåäåíû).

Ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ñóáñòðàò â ïðîöåññå
áëýááèíãà èçìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî. Òàêèì îáðàçîì, ÷å-
ðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê Vero îêîëî 90 % èõ èìå-
åò øàðîîáðàçíóþ èëè áëèçêóþ ê øàðîîáðàçíîé ôîðìó c
íåáîëüøèìè ëàìåëëèïîäèÿìè, íî îòäåëüíûå êëåòêè
(10—15 % îò îáùåãî ÷èñëà) óæå îáëàäàþò ïðàâèëüíîé
êðóãëîé ëàìåëëîé (ðèñ. 6). ×åðåç 30 ìèí áîëåå ïîëîâèíû
êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ñóáñòðàòó, íà÷èíàþò ôîðìè-
ðîâàòü ëàìåëëó è îêîëî 20 % ðàñïëàñòàíû äî ñòåïåíè,
êîãäà â íèõ íà ôàçîâîì êîíòðàñòå îò÷åòëèâî âèäíî ÿäðî.
×åðåç 60 ìèí ïîñëå ïîñàäêè êîëè÷åñòâî êëåòîê, íå íà÷àâ-
øèõ ðàñïëàñòûâàíèå, ñíèæàåòñÿ äî 11 %, à êîëè÷åñòâî
ðàñïëàñòàâøèõñÿ êëåòîê ñ âèäèìûì ÿäðîì óâåëè÷èâàåòñÿ
äî 45 % (ðèñ. 6).

Òàê êàê îêîí÷àíèå áëýááèíãà è íà÷àëî ðàñïëàñòûâà-
íèÿ ïðîèñõîäÿò íå îäíîâðåìåííî ó ðàçíûõ êëåòîê, òî äëÿ
àíàëèçà êèíåòèêè ðàñïëàñòûâàíèÿ çà íà÷àëî îòñ÷åòà äëÿ
êàæäîé êëåòêè ïðèíèìàëè ïîñëåäíèé êàäð (ñúåìêà ñ èí-
òåðâàëîì 1 ìèí) ïåðåä âîçíèêíîâåíèåì ó íåå ïåðâîé çà-
ìåòíîé ëàìåëëû. Îêàçàëîñü, ÷òî íà÷àëüíàÿ ñêîðîñòü ðîñ-
òà ïëîùàäè äîâîëüíî âåëèêà — çà 10 ìèí ñðåäíÿÿ ïëî-
ùàäü, çàíèìàåìàÿ êëåòêàìè íà ñóáñòðàòå, óâåëè÷èâàåòñÿ
â 3 ðàçà, à çàòåì ïîñòåïåííî çàìåäëÿåòñÿ (ðèñ. 7, à). ×åðåç
60 ìèí ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ çíà÷èòåëüíî çàìåäëÿåò-
ñÿ, îäíàêî ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êëåòîê ïðîäîëæàåò ìåäëåííî

748 À. Â. Òâîðîãîâà, È. À. Âîðîáüåâ

Ðèñ. 5. Êèíåòèêà ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê ñóáñòðàòó.

Òî÷êà 0 — ìîìåíò ïîìåùåíèÿ ñóñïåíçèè êëåòîê íà ñóáñòðàò. Ãðàôèê îò-
ðàæàåò èçìåíåíèå ñðåäíåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, ïðèêðåïëåííûõ ê ñóáñò-
ðàòó, â ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà (îá. 20�). ×åðíûå êðóæêè — êîíòðîëü,
áåëûå êðóæêè — êëåòêè, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ,
÷åðíûå òðåóãîëüíèêè — êëåòêè, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ ïðè äåïîëèìåðè-

çàöèè ìèêðîòðóáî÷åê.

Ðèñ. 6. Äèàãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ñòåïåíè ðàñïëàñòàííîñòè âî âðåìåíè.

Ãðóïïû: À — ÷åðåç 10 ìèí, Á — ÷åðåç 30 ìèí, Â — ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå ïîñàäêè. 1 — êëåòêè, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ, 2 — â óñ-
ëîâèÿõ ïîäàâëåíèÿ äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ), 3 — â óñëîâèÿõ ïîëíîãî ðàçðóøåíèÿ ÌÒ. Íàêëîííàÿ øòðèõîâêà — îøàðåí-
íûå, íåðàñïëàñòàííûå êëåòêè, âåðòèêàëüíàÿ øòðèõîâêà — êëåòêè, îáëàäàþùèå ðàäèàëüíîé ëàìåëëîé, áåëàÿ — êëåòêè ñ ëàìåëëèïîäèÿìè, ÷åðíàÿ

÷àñòü ñòîëáèêà — õîðîøî ðàñïëàñòàííûå êëåòêè.



óâåëè÷èâàòüñÿ (ðèñ. 7, á). Êèíåòèêà ðîñòà ïëîùàäè, çàíè-
ìàåìîé îòäåëüíûìè êëåòêàìè, èìååò óíèâåðñàëüíûé õà-
ðàêòåð, íî óæå íà ðàííèõ ýòàïàõ âîçíèêàþò çíà÷èòåëüíûå
ðàçëè÷èÿ â ñêîðîñòè ðàñïëàñòûâàíèÿ îòäåëüíûõ êëåòîê, è
ðàçëè÷èÿ ìåæäó áûñòðî è ìåäëåííî ðàñïëàñòûâàþùèìè-
ñÿ êëåòêàìè ñîõðàíÿþòñÿ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ
(ðèñ. 7, â).

Â îòñóòñòâèå ÌÒ ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàäêè ïîäàâ-
ëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê èìåþò ôîðìó ñëåãêà íåïðà-
âèëüíîãî øàðà, íî ~7 % êëåòîê èìåþò ôîðìó, ðåçêî îò-
ëè÷íóþ îò øàðîîáðàçíîé, ò. å. ñ áîëüøèìè ïóçûðÿìè èëè
ïðèêðåïèâøèìèñÿ ó÷àñòêàìè. ×åðåç 30 ìèí êîëè÷åñòâî
êëåòîê íåïðàâèëüíîé ôîðìû âîçðàñòàåò äî 22 %, è ïîÿâ-
ëÿþòñÿ ïåðâûå êëåòêè ñ ëàìåëëîé (ðèñ. 6). Òàêèì îáðàçîì,
ïðîäîëæèòåëüíîñòü áëýááèíãà ñèëüíî âîçðàñòàåò ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì è ñîñòàâëÿåò 171 ± 108 ìèí. Â ïåðèîä
áëýááèíãà êëåòêè óâåëè÷èâàþò ñâîþ ïëîùàäü ïðèìåðíî â
2 ðàçà, ñ 282 ± 80 äî 585 ± 194 ìêì. ×åðåç 60 ìèí ïîñëå ïî-
ñàäêè êîëè÷åñòâî êëåòîê, íà÷àâøèõ ïðîöåññ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ, äîñòèãàåò 48 % (ðèñ. 6). Òåëî ó áîëüøèíñòâà êëåòîê
ïðèïîäíÿòî íàä ñóáñòðàòîì, à ÿäðî ïëîõî ðàçëè÷èìî íà
ôàçîâîì êîíòðàñòå. Â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ ïîñëå ïî-
ñàäêè öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü êëåòêè ñ ÿäðîì îñòàåòñÿ íåðàñ-
ïëàñòàííîé è ñîâåðøàåò êîëåáàòåëüíûå äâèæåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ëèøåííûå ÌÒ ôèáðîáëàñòû çà 2 ÷
äîñòèãàþò ïðèáëèçèòåëüíî òîé æå ïëîùàäè, êîòîðîé íîð-
ìàëüíûå êëåòêè äîñòèãàþò çà 10 ìèí. Â äàëüíåéøåì îíè
ïðîäîëæàþò ðàñïëàñòûâàòüñÿ ïðàêòè÷åñêè ñ ïîñòîÿííîé
ñêîðîñòüþ â òå÷åíèå ìíîãèõ ÷àñîâ è ÷åðåç 1 ñóò äîñòèãà-
þò ïëîùàäè íîðìàëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 7, á). Â òå÷åíèå
âñåãî ýòîãî âðåìåíè êëåòêè ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü âû-
ïóñêàòü îáúåìíûå ïñåâäîïîäèè, êîòîðûå ñëàáî çàêðåï-
ëÿþòñÿ íà ñóáñòðàòå è çàòåì âòÿãèâàþòñÿ îáðàòíî. Íåêî-
òîðûå êëåòêè ìîãóò óäëèíÿòüñÿ è äàæå îáðàçîâûâàòü
ïåðåòÿæêè, ðàçäåëÿÿñü ïî÷òè íàäâîå, à çàòåì âíîâü âîç-
âðàùàòüñÿ ê êîìïàêòíîé ôîðìå. Òåì íå ìåíåå äàæå õîðî-
øî ðàñïëàñòàâøèåñÿ êëåòêè íå ïåðåõîäÿò ê ïðîöåññèâíî-
ìó äâèæåíèþ.

Ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå ïîñàäêè
ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê èìåþò ôîðìó øàðà,
òîëüêî 7.5 % èìåþò çàìåòíûå ëàìåëëèïîäèè èëè î÷åíü
óçêèé îáîäîê ëàìåëëÿðíîé öèòîïëàçìû. Âñòðå÷àþòñÿ åäèíè÷-
íûå êëåòêè ñ ðàäèàëüíîé ëàìåëëîé. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü
ïåðèîäà áëýááèíãà è îáðàçîâàíèÿ êîðîòêèõ ïñåâäîïîäèé
ñîñòàâëÿåò 105 ± 87 ìèí. Ïðè ïîäàâëåíèè äèíàìè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòè ÌÒ ïðîöåññ áëýááèíãà òàê æå ïëîõî îò-
äåëèì îò íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ, è ïðè îáðàçîâàâøåìñÿ
îáîäêå öèòîïëàçìû íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè âñå åùå ìîæ-

Äèíàìè÷åñêèå ìèêðîòðóáî÷êè ïîäàâëÿþò áëýááèíã è ñòèìóëèðóþò ðàñïëàñòûâàíèå ôèáðîáëàñòîâ 749

Ðèñ. 7. Èçìåíåíèå ïëîùàäè êëåòîê êóëüòóðû Vero â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ íà ñòåêëå.

à — èçìåíåíèå ñðåäíåé ïëîùàäè êëåòîê Vero â ïåðâûå ÷àñû îò íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ: ÷åðíûå êðóæêè — êëåòêè, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ â íîðìàëüíûõ
óñëîâèÿõ, áåëûå êðóæêè — êëåòêè, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ â óñëîâèÿõ ïîäàâëåíèÿ äèíàìè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ), ÷åðíûå òðå-
óãîëüíèêè — êëåòêè, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ â óñëîâèÿõ ïîëíîãî ðàçðóøåíèÿ ÌÒ, ñïëîøíàÿ ëèíèÿ ñîîòâåòñòâóåò ïëîùàäè S = S0[1 + log(t)]; á — èçìåíå-
íèå ñðåäíåé ïëîùàäè êëåòîê Vero â òå÷åíèå 1 ñóò; â — ïðèìåðû áûñòðî (ñïëîøíûå ëèíèè) è ìåäëåííî (òî÷êè) ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ êëåòîê; ã — óâåëè-

÷åíèå ïëîùàäè êëåòêè ïðè ðàäèàëüíîì (÷åðíàÿ êðèâàÿ) è ïîëÿðíîì (áåëàÿ êðèâàÿ) ðàñïëàñòûâàíèè.



íî íàáëþäàòü îáðàçîâàíèå ïóçûðåé. Â ðåçóëüòàòå áëýá-
áèíãà, âûäâèæåíèÿ êîðîòêèõ ïñåâäîïîäèé è èõ ÷àñòè÷-
íîãî ïðèêðåïëåíèÿ ïëîùàäü êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ â
1.5 ðàçà (ñ 238 ± 48 äî 379 ± 175 ìêì2) è îáðàçóåòñÿ óçêèé
îáîäîê ëàìåëëÿðíîé öèòîïëàçìû. ×åðåç 30 ìèí ïîñëå ïî-
ñàäêè êîëè÷åñòâî êëåòîê, íà÷àâøèõ ðàñïëàñòûâàíèå, âîç-
ðàñòàåò äî 25 %, íî êëåòêè ñ âûðàæåííîé ëàìåëëîé (âñå-
ãäà àñèììåòðè÷íîé) ïîÿâëÿþòñÿ òîëüêî ÷åðåç 60 ìèí
(ðèñ. 6).

Óâåëè÷åíèå ñðåäíåé ïëîùàäè êëåòîê ñî ñòàáèëèçèðî-
âàííûìè ÌÒ ïðîèñõîäèò ìåäëåííî è ðàâíîìåðíî (ðèñ. 7,
á). ×åðåç 1 ñóò ïîñëå íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ñî
ñòàáèëèçèðîâàííûìè ÌÒ èõ ïëîùàäü îêàçàëàñü ìåíüøå,
÷åì ó íîðìàëüíûõ êëåòîê è ó êëåòîê ñ äåïîëèìåðèçîâàí-
íûìè ÌÒ.

Îáñóæäåíèå

Ðàñïëàñòûâàíèå ôèáðîáëàñòîâ Vero ïðîõîäèò ÷åðåç
òå æå ñòàäèè, ÷òî è äðóãèõ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê
(Bereiter-Hahn et al., 1990; Norman et al., 2011; Lafarga
et al., 2012). Ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ êëåòêàìè Vero ÷åðåç
1—2 ÷ ïîñëå íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ (îêîëî 1500 ìêì2),
ñîîòâåòñòâóåò íîðìàëüíûì ôèáðîáëàñòàì (Ðîâåíñêèé,
Âàñèëüåâ, 2004; Kharitonova, Vasiliev, 2004; Øóòîâà,
Àëåêñàíäðîâà, 2010). ×åðåç 1—2 ÷ ïîñëå ïîñàäêè êëåòêè
Vero îáðàçóþò ñòàáèëüíûå êðàÿ è ïåðåõîäÿò ê àêòèâíîé
ìèãðàöèè, òîãäà êàê íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ïðîäîëæà-
þò ðàñïëàñòûâàòüñÿ è ïîëÿðèçóþòñÿ çíà÷èòåëüíî ïîçä-
íåå — ÷åðåç 4—8 ÷ (Ðîâåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004; Kharito-
nova, Vasiliev, 2004; Øóòîâà, Àëåêñàíäðîâà, 2010).

Òàêèì îáðàçîì, ó êëåòîê Vero ôàçà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ
ðàäèàëüíîìó ðàñïëàñòûâàíèþ, îêàçûâàåòñÿ ñðàâíèòåëüíî
êîðîòêîé. Ýòèì îáúÿñíÿåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî âñå êëåòêè
Vero íè â îäèí ìîìåíò âðåìåíè íå íàõîäÿòñÿ íà îäíîé è
òîé æå ñòàäèè ðàñïëàñòûâàíèÿ. Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü:
õîòÿ ìíîãèå àâòîðû îòìå÷àþò, ÷òî íà ñòàäèè ðàäèàëüíîãî
ðàñïëàñòûâàíèÿ ìîãóò îäíîâðåìåííî íàõîäèòüñÿ 100 %
êëåòîê (Ivanova et al., 1976; Áëèîõ, Ñìîëÿíèíîâ, 1977; Ðî-
âåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004; Kharitonova, Vasiliev, 2004; Øó-
òîâà, Àëåêñàíäðîâà, 2010), íà÷àëî è êîíåö ýòîé ñòàäèè ó
íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ èìè íå îïèñûâàþòñÿ.

Ñ ò à ä è è ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è ÿ. Ðàñïëàñòûâàíèå íà-
÷èíàåòñÿ ñ îáðàçîâàíèÿ ïÿòíà êîíòàêòà. Ïðè ýòîì ïëî-
ùàäü, çàíèìàåìàÿ êëåòêàìè íà ñóáñòðàòå, ïðèìåðíî ñîîò-
âåòñòâóåò äèàìåòðó îøàðåííîé êëåòêè (Bereiter-Hahn
et al., 1990; Cuvelier et al., 2007). Ïîñëå íà÷àëüíîãî ïðè-
êðåïëåíèÿ êëåòêè Vero ïåðåõîäÿò ê áëýááèíãó, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ ñâîéñòâîì ðàçëè÷íûõ ìåäëåííî ðàñïëàñòûâàþ-
ùèõñÿ êëåòîê — ôèáðîáëàñòîâ (Laster, Mackenzie, 1996),
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (Norman et al., 2010a, 2010b,
2011), êëåòîê ìåëàíîìû (Cunningham, 1995; Dai, Sheetz,
1999; Charras et al., 2005, 2006). Â êëåòêàõ Vero áëýááèíã
íà÷èíàåòñÿ ñðàçó ïîñëå ñîïðèêîñíîâåíèÿ ñ ñóáñòðàòîì è
ìîæåò ïðîäîëæàòüñÿ îò íåñêîëüêèõ ìèíóò äî 1 ÷. Â ïðî-
öåññå áëýááèíãà íå âîçíèêàþò ïëîñêèå ëàìåëëèïîäèè,
ïëîùàäü êëåòîê íå èçìåíÿåòñÿ. Ôàçà áëýááèíãà çàêàí-
÷èâàåòñÿ àñèíõðîííî: ó êàæäîé êëåòêè îíà çàâåðøàåòñÿ
âíåçàïíî è ñìåíÿåòñÿ ïîÿâëåíèåì ëàìåëëèïîäèé ëèáî îá-
ðàçîâàíèåì êîëüöåâîé ëàìåëëû. Áûñòðûé ïåðåõîä îò
áëýááèíãà ê ðàñïëàñòûâàíèþ íàïîìèíàåò ïðîöåññû, èí-
äóöèðóåìûå ãîðìîíàìè (Bailly et al., 1998, Dubin-Thaler
et al., 2004), íî òîëüêî èíäóêöèÿ îêàçûâàåòñÿ àñèíõðîí-
íîé. Íàðóøåíèÿ ñèñòåìû ÌÒ çíà÷èòåëüíî óäëèíÿþò ôàçó

áëýááèíãà — êàê åå ñðåäíþþ ïðîäîëæèòåëüíîñòü, òàê è
ðàçáðîñ â ïðîäîëæèòåëüíîñòè ó îòäåëüíûõ êëåòîê.

Âçÿâ äëÿ êàæäîé êëåòêè çà íà÷àëüíóþ òî÷êó ìîìåíò
îêîí÷àíèÿ áëýááèíãà, ìû ñìîãëè òî÷íî âûäåëèòü íà÷à-
ëî ôàçû ðàäèàëüíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîòîðîå ó ðàçíûõ
êëåòîê íà îäíîì è òîì æå ñòåêëå ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ íà
íåñêîëüêî äåñÿòêîâ ìèíóò. Îêàçàëîñü, ÷òî ñ ìîìåíòà
îêîí÷àíèÿ áëýááèíãà ïëîùàäü êàæäîé êëåòêè â òå÷åíèå
ïåðâûõ 20 ìèí áûñòðî ðàñòåò, à çàòåì åå ïðèðîñò çàìåä-
ëÿåòñÿ. Ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü óâåëè÷åíèÿ ïëîùàäè äëÿ ïîïó-
ëÿöèè êëåòîê Vero íà îòðåçêå âðåìåíè 2 ÷ íå ìîæåò áûòü
ïðèíÿòà êàê ïîñòîÿííàÿ, à íàìíîãî òî÷íåå àïïðîêñèìèðó-
åòñÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé êðèâîé S = S0[1+log(t)] (ðèñ. 7).
Àíàëîãè÷íîå íåëèíåéíîå óâåëè÷åíèå ïëîùàäè íà ðàííèõ
ýòàïàõ ðàñïëàñòûâàíèÿ áûëî îïèñàíî, íî íà áîëåå êîðîò-
êèõ îòðåçêàõ âðåìåíè äëÿ êëåòîê ÕÒÍ-2 è Swiss-3T3 (Be-
reiter-Hahn et al., 1990; Dubin-Thaler et al., 2004; Senju,
Miyata, 2009).

Íà÷àëüíîå ðàñïëàñòûâàíèå ôèáðîáëàñòîâ ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü äâóìÿ ñïîñîáàìè: ÷åðåç ðàñòÿæåíèå ñ ïîìîùüþ
îòäåëüíûõ íåçàâèñèìûõ ëàìåëëèïîäèé (àíèçîòðîïíîå
ðàñïëàñòûâàíèå) èëè ÷åðåç îáðàçîâàíèå êîëüöåâîé ëà-
ìåëëû (èçîòðîïíîå ðàñïëàñòûâàíèå) (Dubin-Thaler et al.,
2004). Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ, êàê ïîäòâåðæäàþò íàøè
íàáëþäåíèÿ, ðàñòÿæåíèå ïðîèñõîäèò àíèçîòðîïíî. Îòíî-
ñèòåëüíàÿ ÷àñòîòà èçîòðîïíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ äëÿ êëå-
òîê Vero íå ïðåâûøàåò 15 %, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ îïóáëèêî-
âàííûìè äàííûìè (Dubin-Thaler et al., 2004).

Áûñòðîå ôîðìèðîâàíèå êîëüöåâîé ëàìåëëû áûëî
îïèñàíî ó êåðàòîöèòîâ (Bereiter-Hahn, 2005), íåéòðîôè-
ëîâ è ìîíîöèòîâ (Gudima et al., 1988), ò. å. êëåòîê, íå ôîð-
ìèðóþùèõ ñòðåññ-ôèáðèëë. Èíîãäà îíî âñòðå÷àåòñÿ ó
ìèãðèðóþùèõ íåéðîíîâ (Dotti et al., 1988; Dehmelt et al.,
2003) è ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè (Dubin-Tha-
ler et al., 2004).

Îáðàçîâàíèå êîëüöåâîé ëàìåëëû ó ôèáðîáëàñòîâ ìî-
æåò ïðîèñõîäèòü ïðè èíãèáèðîâàíèè ìèîçèíà II (Wakat-
suki et al., 2003), îäíàêî àâòîðû íå ïðèâîäÿò äàííûõ êèíå-
òè÷åñêèõ íàáëþäåíèé. Òàêæå áûñòðîå ðàäèàëüíîå ðàñ-
ïëàñòûâàíèå ñòèìóëèðóåòñÿ îòñóòñòâèåì ñûâîðîòêè â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå (Dubin-Thaler et al., 2004). Òàêèì îá-
ðàçîì, ìû ïîëàãàåì, ÷òî áûñòðîå ðàäèàëüíîå ðàñïëàñòû-
âàíèå ïðîèñõîäèò ïî äðóãîìó ìåõàíèçìó, íåæåëè ðàñòÿ-
ãèâàíèå êëåòêè ñ ïîìîùüþ ïñåâäîïîäèé.

Áûñòðîå èçîòðîïíîå ðàñïëàñòûâàíèå, êîòîðîå ñìåíÿ-
åòñÿ çàòåì áîëåå ìåäëåííûì àíèçîòðîïíûì ðàñòÿæåíèåì,
îáóñëîâëåíî âðåìåííîé ðåëàêñàöèåé a-àêòèíèíà (Du-
bin-Thaler et al., 2004), â ðåçóëüòàòå ÷åãî ôîðìèðîâàíèå
ñòðåññ-ôèáðèëë çàïàçäûâàåò ïî îòíîøåíèþ ê âûäâèæå-
íèþ êðàÿ êëåòêè. Íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî äëÿ
èçîòðîïíîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòàì íåîáõîäèìî,
÷òîáû ÌÒ áûñòðî âðàñòàëè â ôîðìèðóþùóþñÿ ëàìåëëó.

È ç ì å í å í è ÿ ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è ÿ ï ð è í à ð ó ø å -
í è è ñ è ñ ò å ì û Ì Ò. Äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ íå îêàçûâàåò
çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ñòåïåíü êîíå÷íîãî ðàñïëàñòû-
âàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ (Õàðèòîíîâà è äð., 2002), è ýòî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ äàííûìè íàñòîÿùåé ðàáîòû. Îäíàêî íàøè
äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â íà÷àëüíûé ïåðèîä âðåìåíè (äî
5—6 ÷) ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðè íàðóøåíèè ñèñòåìû
ÌÒ ñèëüíî çàìåäëÿåòñÿ. Äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ â íåñêîëü-
êî ðàç óäëèíÿåò ôàçó áëýááèíãà, êîòîðûé ïðîäîëæàåòñÿ
äàæå ïîñëå íà÷àëà ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâûõ ïó÷êîâ è ïå-
ðåêðûâàåòñÿ ñ ôàçîé îáðàçîâàíèÿ ëàìåëëèïîäèé. Êðîìå
òîãî, äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ â êëåòêàõ Vero ïðèâîäèò ê çà-
ìåùåíèþ ïëîñêèõ ëàìåëëèïîäèé, çàêðåïëÿþùèõñÿ íà
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ñóáñòðàòå, íà îáúåìíûå âûðîñòû, êîòîðûå ñëàáî çàêðåï-
ëÿþòñÿ è áûñòðî âòÿãèâàþòñÿ.

Â ðåçóëüòàòå ïî ñâîåìó ïîâåäåíèþ êëåòêè, ðàñïëàñ-
òûâàþùèåñÿ â îòñóòñòâèå ÌÒ, íàïîìèíàþò òðàíñôîðìè-
ðîâàííûå ôèáðîáëàñòû: îíè èìåþò ñëîæíûé êîíòóð,
ôîðìèðóþò âûòÿíóòûå îòðîñòêè è íå îáðàçóþò êîëüöå-
âîé ëàìåëëû (Domnina et al., 1972). Ñòàáèëèçàöèÿ ÌÒ â
êëåòêàõ Vero òàêæå óâåëè÷èâàåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü
áëýááèíãà è çàìåäëÿåò ïðîöåññ íà÷àëüíîãî ðàñïëàñòûâà-
íèÿ äàæå â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ.
Êëåòêè ñî ñòàáèëüíûìè ÌÒ âñå âðåìÿ ïîñëå îêîí÷àíèÿ
áëýááèíãà îñòàþòñÿ ìàëîïîäâèæíûìè, îíè âûáðàñûâàþò
êîðîòêèå ëàìåëëèïîäèè è íå ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü
îáúåìíûå âûðîñòû èëè áîëüøèå ëàìåëëû. Îäíàêî ïðî-
öåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ ïðî-
äîëæàåòñÿ ìíîãî ÷àñîâ, è êëåòêè íå îáðàçóþò ñòàáèëüíûõ
êðàåâ è íå ïåðåõîäÿò ê äâèæåíèþ. Òàêèì îáðàçîì, èìåí-
íî äèíàìè÷íûå ÌÒ íåîáõîäèìû äëÿ íîðìàëüíîãî ïðî-
öåññà ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ â îòëè÷èå îò äðóãèõ
òèïîâ êëåòîê.

À ê ò è í î â û é ö è ò î ñ ê å ë å ò ï ð è ð à ñ ï ë à ñ ò û â à -
í è è. Ïîâåäåíèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ Vero â
öåëîì ñîîòâåòñòâóåò òîìó, ÷òî áûëî îïèñàíî äëÿ äðóãèõ
ôèáðîáëàñòîâ. Îäíàêî ñòàäèÿ «ðàäèàëüíîãî ðàñïëàñòûâà-
íèÿ» ñ êîëüöåâûìè ïó÷êàìè, âîçíèêàþùèìè ñïóñòÿ
30—120 ìèí ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê íà ñòåêëî (Berei-
ter-Hahn et al., 1990; Cunningham, 1995; Laster, Mackenzie,
1996; Kharitonova, Vasiliev, 2004; Øóòîâà, Àëåêñàíäðîâà,
2010; Norman et al., 2010a, 2010b, 2011), â ôèáðîáëàñòàõ
Vero íå âûðàæåíà. Âìåñòî êîíöåíòðè÷åñêèõ êîëüöåâûõ
ïó÷êîâ â ãëóáèíå öèòîïëàçìû (Kharitonova, Vasiliev,
2004; Øóòîâà, Àëåêñàíäðîâà, 2010) â êëåòêàõ Vero â òå÷å-
íèå 10—20 ìèí âîçíèêàëè øèðîêèå ïó÷êè, îáðàçóþùèå
ïîëèãîíàëüíóþ ñòðóêòóðó òîëüêî ïî ïåðèìåòðó êëåòêè, è
çàòåì, åùå ïðèìåðíî ÷åðåç 20 ìèí, èñ÷åçàëè, çàìåùàÿñü
õàîòè÷íî ðàñïîëîæåííûìè ñòðåññ-ôèáðèëëàìè. Ïðè ýòîì
ìíîãèå êëåòêè èìåëè ôîðìó, áëèçêóþ ê äèñêîâèäíîé.

Íàðóøåíèå ñèñòåìû ÌÒ èçìåíÿåò ïîâåäåíèå àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, íî íå òàê çíà÷èòåëüíî, êàê ïðåäïîëàãà-
ëè ðàíåå (Danowski, 1989). Ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ
íà÷èíàþò ôîðìèðîâàòüñÿ ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ, òàê æå
êàê è â îòñóòñòâèå ÌÒ, ñïóñòÿ 10—30 ìèí ïîñëå ïðèêðåï-
ëåíèÿ êëåòîê è âíå çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè èõ ðàñïëàñ-
òàííîñòè. Îñíîâíîå ðàçëè÷èå ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëü-
íûìè êëåòêàìè ñîñòîèò â òîì, ÷òî ïåðèôåðè÷åñêèé ïó÷îê
(ïó÷êè) àêòèíà, èäóùèé âäîëü êðàÿ â óæå ðàñïëàñòàâøèõ-
ñÿ êëåòêàõ, ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå 1—4 ÷, òîãäà êàê ó íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê îí èñ÷åçàåò ñïóñòÿ 20—40 ìèí ïîñëå
âîçíèêíîâåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ôîðìèðîâàíèå àêòèíîâûõ ïó÷êîâ
èìååò ÷åòêèå âðåìåíí*ûå ðàìêè. Â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ
ôîðìèðîâàíèå àêòèíîâûõ ïó÷êîâ êîððåëèðóåò ñ ïîâåäå-
íèåì ñåòè ÌÒ. Êîãäà êëåòêè ìàëîïîäâèæíû, ïó÷êè ðàñ-
ïîëàãàþòñÿ âäîëü âñåé èõ âåíòðàëüíîé ïîâåðõíîñòè.
Â ïîäâèæíûõ ó÷àñòêàõ öèòîïëàçìû ôîðìèðîâàíèå ïó÷-
êîâ îòñòàåò îò ïðîöåññà âûäâèæåíèÿ ëàìåëëû. Ïðè äåïî-
ëèìåðèçàöèè ÌÒ ïó÷êè àêòèíà âîçíèêàþò â êëåòêå ÷åðåç
10—20 ìèí ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê ñóáñòðàòó âíå çàâèñè-
ìîñòè îò òîãî, íàõîäèòñÿ îíà â ðàñïëàñòàííîì ñîñòîÿíèè
èëè íåò. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ïó÷êè ìîãóò âîçíèêàòü íà ñòà-
äèè, êîãäà áëýááèíã åùå íå çàêîí÷åí, ñ äðóãîé ñòîðîíû,
áûñòðî âûäâèãàþùèåñÿ ëàìåëëû äàæå â ðàñïëàñòàííûõ
êëåòêàõ (â îòñóòñòâèå ÌÒ) ñâîáîäíû îò ïó÷êîâ àêòèíà.

Òàêèì îáðàçîì, â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê
ìîæíî âûäåëèòü íåñêîëüêî ôàç, êîãäà ïîâåäåíèå êëåòêè

ñóùåñòâåííî èçìåíÿåòñÿ â îòâåò íà íàðóøåíèå ñèñòåìû
ÌÒ. Ïåðâàÿ ôàçà — îáðàçîâàíèå ïÿòíà êîíòàêòà è áëýá-
áèíã, êîòîðûé ïðîäîëæàåòñÿ îò íåñêîëüêèõ ìèíóò äî íå-
ñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ìèíóò (Bereiter-Hahn et al., 1990; Las-
ter, Mackenzie, 1996; Norman et al., 2011). Ïðè íàðóøåíèè
ñèñòåìû ÌÒ áëýááèíã íà÷èíàåòñÿ óæå â ñóñïåíçèè, ò. å.
äî êîíòàêòà ñ ñóáñòðàòîì. Âòîðàÿ ôàçà — ðàñòÿæåíèå
êëåòêè ïî ïîâåðõíîñòè (ïåðâè÷íîå ðàñïëàñòûâàíèå). Îíî
ìîæåò ïðîõîäèòü â äâóõ âàðèàíòàõ: îòíîñèòåëüíî ìåä-
ëåííîå ðàñïëàñòûâàíèå ñ ïîìîùüþ ëàìåëëèïîäèé èëè
áûñòðîå ôîðìèðîâàíèå ðàäèàëüíîé ëàìåëëû. Èçîòðîïíîå
ðàñïëàñòûâàíèå çàíèìàåò îò íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ñåêóíä
(ëåéêîöèòû) (Gudima et al., 1988; íàñòîÿùàÿ ðàáîòà) äî
2—3 ìèí (Dubin-Thaler et al., 2004; íàñòîÿùàÿ ðàáîòû).
Åãî áîëüøàÿ ñêîðîñòü îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî íà ýòîé ôàçå
ñîêðàòèòåëüíàÿ ñèñòåìà, â êîòîðîé ó÷àñòâóþò a-àêòèíèí
è ìèîçèí, åùå íå óñïåâàåò ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàòüñÿ.
Ïðè íàðóøåíèè ñèñòåìû ÌÒ èçîòðîïíîå ðàñïëàñòûâàíèå
èñ÷åçàåò, à àíèçîòðîïíîå ðàñïëàñòûâàíèå ðåçêî çàìåäëÿ-
åòñÿ. Òðåòüÿ ôàçà — ìåäëåííîå (âòîðè÷íîå) ðàñïëàñòûâà-
íèå êëåòîê, êîòîðîå ïðåêðàùàåòñÿ, êîãäà êëåòêè íà÷èíà-
þò ïåðåìåùàòüñÿ ïî ñóáñòðàòó. Îíî ïðîèñõîäèò òîëüêî ó
êëåòîê ñ ïðî÷íûì ïðèêðåïëåíèåì ê ñóáñòðàòó è ðåàëèçó-
åòñÿ êàê áàëàíñ ñèë ìåæäó íàòÿæåíèåì àêòîìèîçèíîâîãî
öèòîñêåëåòà è ïðèêðåïëåíèåì íîâûõ ëàìåëëèïîäèé. Ó
íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (Ðîâåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004;
Kharitonova, Vasiliev, 2004; Øóòîâà, Àëåêñàíäðîâà, 2010)
âòîðè÷íîå ðàñïëàñòûâàíèå ïðîäîëæàåòñÿ â òå÷åíèå ìíî-
ãèõ ÷àñîâ, è ëèøü çàòåì íàñòóïàåò ôàçà äâèæåíèÿ. Ó êëå-
òîê Vero âòîðè÷íîå ðàñïëàñòûâàíèå íå ñòîëü ýôôåêòèâíî
è ñîâïàäàåò ïî âðåìåíè ñ îáðàçîâàíèåì ñòàáèëüíûõ
êðàåâ. Ïðè íàðóøåíèè ñèñòåìû ÌÒ âòîðè÷íîå ðàñïëàñ-
òûâàíèå íå îòëè÷àåòñÿ îò ïåðâîíà÷àëüíîãî è â ñóììå îíè
ïðîäîëæàþòñÿ ìíîãî ÷àñîâ.

Òàêèì îáðàçîì, äèíàìè÷íûå ÌÒ ñóùåñòâåííî óñêî-
ðÿþò ðàííèå ñòàäèè ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ.
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MICROTUBULES SUPPRESS BLEBBING AND STIMULATE LAMELLAE EXTENSION

IN SPREADING FIBROBLASTS

A. V. Tvorogova, I. A. Vorobjev
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M. V. Lomonosov Moscow State University;
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We compared spreading of Vero fibroblasts when microtubules were depolymerized or stabilized. After
initial attachment cells start blebbing that continues for different time and abruptly transfers into spreading. Af-
ter spreading initiation, most cells spread in an anisotropic manner through stochastic formation of lamellipo-
dia. A second mode was rapid, isotropic spreading via formation of circular lamellum that occurs in 15 % of
cells. The rate of spreading was maximal at the beginning and decreased during the first hour according to loga-
rithmic law. After 60 min many cells formed stable efges and started migrating on the substrate. However, cell
area slowly continued to increase. Actin bundles are formed 20 min after cell attachment and they first run
along cell boundary. This system disassembles within 20—40 min and is substituted with stress fibers crossing
the cell. In the isotropically spread cells no actin bunbles are seen. Microtubules in the spreading cells enter into
large blebs and all nascent lamella and later form radial array. When MTs has been depolymerized or stabilized
blebbing started before cells attached to the substrate and continue much longer than in control cells. In both ca-
ses the initial rate of spreading decrease several fold, and remains constant for many hours. After 24 h the mean
area occupied by cells with altered MT system was the same as in control. Alteration of MT system had mode-
rate effect on actin system — formation of actin cables started at the same time as in control (within 20 min
upon cell attachment), however, they grew even in cells undergoing prolonged blebbing. Actin cables running
along cell margin were similar to tat in control cells, but they did not disappear up to 1 h. When stabilized, mic-
rotubules form chaotic array: they do not enter blebs and in spread cells run parallel to the cell margin at a dis-
tance of 3—5 mm. We conclude that dynamic microtubules speed up completion of blebbing and promote early
stages of fibroblasts spreading.
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