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Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî ðàñïëàñòûâàíèþ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ýìáðèîíà ÷åëîâåêà íà ïëà-
ñòèêå è êîëëàãåíå I òèïà ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ — êðûñèíîãî, îâå÷üåãî è áû÷üåãî. Ïîêàçàíî, ÷òî, íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî íà êîëëàãåíàõ ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê ñèëüíåå, ÷åì íà ïëàñòèêå, ðàçëè÷èé ìåæäó êîë-
ëàãåíàìè ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ íà ýòîò ïðîöåññ íå âûÿâëåíî. Ìîðôîìåòðè÷åñêèìè ïàðàìåòðàìè äëÿ
èçó÷åíèÿ ðàñïëàñòûâàíèÿ ñëóæèëè ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó, ïåðèìåòð êëåòêè è êîýôôè-
öèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ. Âðåìÿ íàáëþäåíèÿ ïîñëå ïîñåâà êëåòîê îò 0.5 äî 2 ÷. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè ðàñ-
ïëàñòûâàíèè íàáëþäàþòñÿ ãðóïïû ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê, âåäóùèõ ñåáÿ êàê àâòîíîìíûå ñóáïîïóëÿ-
öèè. Â öåëîì äîëÿ òàêèõ êëåòîê íà ïëàñòèêå ñîñòàâëÿåò îêîëî 9 %, à íà êîëëàãåíå — ìåíåå 2. Ñäåëàí âû-
âîä î òîì, ÷òî ýòà êëåòî÷íàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ ñâÿçàíà ñ îñîáûì íåçàâèñèìûì ôóíêöèîíàëüíûì ñîñòîÿíèåì
êëåòîê, ïðåäøåñòâóþùèì èõ ðàñïëàñòûâàíèþ íà ñóáñòðàòå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëîùàäü êëåòêè, ïåðèìåòð êëåòêè, êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîëëàãåí
I òèïà, ñóáïîïóëÿöèÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ áèîëîãèè è
ìåäèöèíû íàõîäÿò øèðîêîå ïðèìåíåíèå êóëüòóðû êëåòîê
ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ (Placzek et al., 2009; Reimann
et al., 2009; Salem, Thiemermann, 2010). Îäíàêî ðåçóëüòà-
òû ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ íà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ
ýêñòðàïîëèðîâàòü íà ìíîãîêëåòî÷íûé îðãàíèçì íåîáõî-
äèìî ñ îñòîðîæíîñòüþ. Ïåðåâåäåííûå â êóëüòóðó êëåòêè
ëèøåíû ñèñòåìíîé îðãàíèçàöèè ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèç-
ìà è âåäóò ñåáÿ êàê àâòîíîìíûå áèîëîãè÷åñêèå îáúåêòû.

Â ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìàõ ïðîöåññû ïðîëèôåðà-
öèè è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, ñìåíÿÿ äðóã äðóãà, ÿâëÿ-
þòñÿ ïåðìàíåíòíûìè è ñáàëàíñèðîâàííûìè ïðîöåññàìè,
ïðè÷åì îñóùåñòâëÿþòñÿ îíè â óñëîâèÿõ ãîìåîñòàçà. Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ïåðèîäè÷åñêè ïðèõîäèòñÿ ïåðåñåâàòü
êëåòêè, òåì ñàìûì èñêóññòâåííî èçìåíÿÿ óñëîâèÿ èõ æèç-
íè. Ïîýòîìó ïîñëå êàæäîãî ïåðåñåâà êëåòêè äîëæíû çàíî-
âî àäàïòèðîâàòüñÿ ê ñìåíå óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Êðîìå ýòîãî, ñóùåñòâóåò îäíî ïðèíöèïèàëüíîå ðàçëè÷èå
è â ìîðôîëîãèè êëåòîê. Ïðîöåäóðà ïåðåñåâà êëåòîê âñå-
ãäà òàêîâà, ÷òî îíè îáÿçàòåëüíî áóäóò íàõîäèòüñÿ â ñóñ-
ïåíçèîííîì ñîñòîÿíèè. Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóåò ýòàï,
êîãäà ìîðôîëîãèÿ ëþáûõ ïîäãîòàâëèâàåìûõ ê êóëüòèâè-
ðîâàíèþ êëåòîê äîëæíà áûòü îäíîé è òîé æå — êëåòêè
ñòàíîâÿòñÿ ñôåðè÷åñêèìè. Ýòî òà íà÷àëüíàÿ ôîðìà âñåõ
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, ñ êîòîðîé îíè íà÷èíàþò ïðèñïî-
ñàáëèâàòüñÿ ê óñëîâèÿì in vitro.

Â çàäà÷ó íàñòîÿùåé ðàáîòû âõîäèëî ïðîñëåäèòü çà
òåì, êàê èçìåíÿåòñÿ ôîðìà êëåòîê â ïåðâûå ÷àñû ïîñëå
ïåðåñåâà. Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ áûëà âûáðàíà
ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ýìáðèîíà ÷å-
ëîâåêà (ÌÊÝ×), êîòîðûå â êóëüòóðå îáëàäàþò îòíîñèòåëüíî
âûðàæåííîé ïîëèìîðôíîñòüþ. Èçó÷åíèå ïîâåäåíèÿ â
êóëüòóðå ýòèõ êëåòîê àêòóàëüíî è â ñâÿçè ñ âîçðîñøèì èí-

òåðåñîì ê ðàáîòàì ñî ñòâîëîâûìè êëåòêàìè (Augello et al.,
2010; Patel, Yang, 2010). ×òîáû îáåñïå÷èòü áîëåå êîìôîðò-
íîå ïðåáûâàíèå êëåòîê â êóëüòóðå, ìû èñïîëüçîâàëè ïîä-
ëîæêó èç êîëëàãåíà I òèïà, îäíîãî èç îñíîâíûõ åñòåñòâåí-
íûõ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (Shoulders, Ra-
ines, 2009). Êîëëàãåí áëàãîäàðÿ ñâîåé äîñòóïíîñòè,
áèîñîâìåñòèìîñòè è ìàëîé èììóíîãåííîñòè ÿâëÿåòñÿ
îñíîâíûì áåëêîì, ïðèìåíÿåìûì â òêàíåâîé èíæåíåðèè â
êà÷åñòâå ïîäëîæêè è äëÿ ñîçäàíèÿ ðàçëè÷íûõ òêàíåâûõ
àíàëîãîâ. Îí òàêæå øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â ìåäèöèíå
(Strom, Michalopoulos, 1982). Îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ïî-
ëó÷åíèÿ ìåäèöèíñêîãî è áèîòåõíîëîãè÷åñêîãî êîëëàãåíà
ÿâëÿþòñÿ øêóðû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Êîëëàãåí, ïî-
ëó÷åííûé èç øêóð ìåëêîãî ðîãàòîãî ñêîòà (oâåö è êîç),
ïðàêòè÷åñêè íå èññëåäîâàí êàê áèîòåõíîëîãè÷åñêèé ñóá-
ñòðàò. Êðîìå òîãî, íà ïîâåäåíèå êëåòîê íà êîëëàãåíîâîì
ñóáñòðàòå îêàçûâàåò ñèëüíîå âëèÿíèå ôîðìà ñóáñòðàòà —
íàòèâíûé ìîëåêóëÿðíûé êîëëàãåí, äåíàòóðèðîâàííûé
êîëëàãåí èëè ôèáðèëëÿðíûé êîëëàãåí â âèäå ñëîÿ íàòèâ-
íûõ ôèáðèëë (Mercier et al., 1996; Mauney,Volloch, 2009).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êîñòíîìîç-
ãîâûõ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (ÌÊÝ×)
ñî ñðîêîì ãåñòàöèè 5—6 íåä. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè â
ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè (35 ìì, Nunk) íà ñðåäå
DMEM/F12 ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîò-
êè êîðîâ (Áèîëîò) è 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà â àòìîñôåðå ñ
5 % CO2 ïðè 37 °C. Â îïûò áðàëè êëåòêè ÷åðåç 30 ìèí, 1,
1.5, 2 è 2.5 ÷ ïîñëå ïîñåâà. Íà êàæäóþ òî÷êó èñïîëüçîâà-
ëè ïî òðè ÷àøêè. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ëèáî íà ïëàñòè-
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êå, ëèáî ïðåäâàðèòåëüíî äíî ÷àøåê ïîêðûâàëè êîëëàãå-
íîì I òèïà, ïîëó÷åííûì èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, èç ðàñ÷åòà
1 ìã áåëêà íà ÷àøêó. Ðàñòâîð êîëëàãåíà íàíîñèëè íà õî-
ëîäå, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿÿ ïî ïîâåðõíîñòè ÷àøêè, èí-
êóáèðîâàëè 30 ìèí â àòìîñôåðå ÑÎ2 ïðè 37 °C, ïîñëå ÷åãî
äâàæäû ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì ôîñôàòíîãî áóôåðà. Ïî çà-
âåðøåíèè êîíòðîëüíîãî âðåìåíè óäàëÿëè ñðåäó, ìîíî-
ñëîé êëåòîê ïðîìûâàëè ôîñôàòíûì áóôåðîì (PBS) è
îêðàøèâàëè ïî Ðîìàíîâñêîìó—Ãèìçà.

Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè êîëëàãåí I òèïà,
ïîëó÷åííûé ðàçíûìè ñïîñîáàìè — êèñëîòíîé è ùåëî÷-
íî-ñîëåâîé ýêñòðàêöèåé. Êèñëîòíûé êîëëàãåí ïîëó÷åí èç
ñóõîæèëèé êðûñèíîãî õâîñòà (îáðàçåö À) ýêñòðàêöèåé óê-
ñóñíîé êèñëîòîé ñ ïîñëåäóþùèìè ïåðåîñàæäåíèÿìè ðàñ-
òâîðàìè 0.9 Ì NaCl è 0.02 M K2HPO4 (Chandrakasan et al.,
1976). Ïðè òàêîì ñïîñîáå ïîëó÷åíèÿ êîëëàãåí íàõîäèòñÿ
â âèäå öåëüíûõ íàòèâíûõ ìîëåêóë ñ ñîõðàíåííûìè òåëî-
ïåïòèäàìè (Chandrakasan et al., 1976). Ùåëî÷íî-ñîëåâîé
êîëëàãåí ïîëó÷åí èç øêóð âçðîñëîé îâöû (îáðàçåö Á) è
ãîäîâàëîãî áûêà (îáðàçåö Â) c ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé
20 % NaOH â ïðèñóòñòâèè 1 Ì Na2SO4, ðàñòâîðåíèåì â
óêñóñíîé êèñëîòå è òàêîé æå, êàê äëÿ êèñëîòíîãî êîëëàãå-
íà, äàëüíåéøåé î÷èñòêîé (Èñòðàíîâ, Áîíäàðåâà, 1969).
Ïîëó÷åííûé ùåëî÷íî-ñîëåâûì ñïîñîáîì êîëëàãåí îòëè-
÷àåòñÿ îò êèñëîòíîãî ÷àñòè÷íûì èëè ïîëíûì äåçàìèäè-
ðîâàíèåì îñòàòêîâ àñïàðàãèíà è ãëóòàìèíà; òðîéíàÿ ñïè-
ðàëü ïðè ýòîì ñîõðàíÿåòñÿ (Suzuki et al., 1999), íî èñ÷åçà-
åò ñïîñîáíîñòü ê ãåëåîáðàçîâàíèþ. Êîëëàãåí îâöû,
ïîëó÷åííûé ïî íàøåé ìîäèôèêàöèè ñïîñîáà Èñòðàíîâà è
Áîíäàðåâîé (îáðàçåö Á), ñîõðàíèë ñïîñîáíîñòü ê ãåëåîá-
ðàçîâàíèþ, ò. å. ê îáðàçîâàíèþ íàòèâíûõ ôèáðèëë. Ó òà-
êîãî æå êîëëàãåíà áûêà ñïîñîáíîñòü ê ãåëåîáðàçîâàíèþ
îòñóòñòâîâàëà.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî (Øâåä è äð., 2007), ÷òî
ïðèìåíåííûé ñïîñîá íàíåñåíèÿ êîëëàãåíîâîãî ñóáñòðàòà
íà ÷àøêó äëÿ æåëèðóþùåãî êîëëàãåíà (îáðàçöû À è Á)
äàåò ôèáðèëëÿðíûé ñóáñòðàò, à â ñëó÷àå íåæåëèðóþùåãî
(îáðàçåö Â) îáðàçóþùèéñÿ ñóáñòðàò ñîñòîèò èç ìîëåêó-
ëÿðíîãî íàòèâíîãî êîëëàãåíà. Èíûìè ñëîâàìè, â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå áûë èññëåäîâàí êîëëàãåí, ïîëó÷åííûé íå
òîëüêî èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, íî è ôîðìèðóþùèé ðàçëè÷-
íûé òèï ñóáñòðàòà.

Îêðàøåííûå ïðåïàðàòû êëåòîê èññëåäîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 10� è
ôîòîíàñàäêó ñ öèôðîâîé êàìåðîé (Nikon Digital Camera
COOLPIX 4500, ÑØÀ) ñ ìàêñèìàëüíûì îïòè÷åñêèì çó-
ìîì 5�. Âñå èçîáðàæåíèÿ âûïîëíåíû ñ îäíèì è òåì æå
ðàçðåøåíèåì 1024 � 768 ïèêñåëåé è îáðàáîòàíû ïðî-
ãðàììîé ImageJ 1.37 (Rasband, W. S., ImageJ, U. S. Natio-
nal Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://ima-
gej.nih.gov/ij/, 1997—2011). Èçìåðÿëè ïëîùàäü ïðîåêöèè
êëåòêè íà ïîäëîæêó èëè, êðàòêî, ïëîùàäü êëåòêè, ïåðè-
ìåòð êëåòêè è êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ, ïðåäëîæåí-
íûé íàìè ðàíåå (Kuz’minykh, Petrov, 2004). Ïîñêîëüêó â
ðàáîòå èñïîëüçîâàëè èçîáðàæåíèÿ ñ îäíèì è òåì æå ðàç-
ðåøåíèåì, ïåðåâîäà â àáñîëþòíûå ìåòðè÷åñêèå çíà÷åíèÿ
äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåò-
ðîâ êëåòîê íå ïðîèçâîäèëè. Êîýôôèöåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ
âû÷èñëÿåòñÿ êàê îòíîøåíèå ðàäèóñà (Rp), ðàññ÷èòàííîãî
èç âåëè÷èíû ïåðèìåòðà êëåòêè, âçÿòîé êàê äëèíà îêðóæ-
íîñòè, è ðàäèóñà (Ra), ðàññ÷èòàííîãî èç âåëè÷èíû ïëîùà-
äè êëåòêè, ïðèíÿòîé çà ïëîùàäü êðóãà. Ýòà âåëè÷èíà íå
ìîæåò áûòü íèæå 1 (ñîîòâåòñòâóåò ôîðìå êðóãà), à åå óâå-
ëè÷åíèå ãîâîðèò î òîì, ÷òî êëåòêà ïðèîáðåòàåò âûðàæåí-
íûå ÷åðòû ëèáî âûòÿíóòîé, ëèáî ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû,

ò. å. åå ðàñïëàñòàííîñòü óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êðóãëîé ôîðìîé ïðîïîðöèîíàëüíî óâåëè÷åíèþ ñîîòíî-
øåíèÿ Rp/Ra.

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè
ïàêåò «Àíàëèç äàííûõ» Excel 2007 (MS Corporation,
ÑØÀ) è Origin 6.1 (OriginLab Corporation, ÑØÀ). Äëÿ
êàæäîé òî÷êè âûáîðêà ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 500 êëåòîê.

Ðåçóëüòàòû

Ïðåäâàðèòåëüíî áûëè ïðîâåäåíû îïûòû ïî ñðàâíè-
òåëüíîìó èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ íà ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê
êîëëàãåíà, ïîëó÷åííîãî èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Íà ðèñ. 1
ïîêàçàíà äèíàìèêà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê â ïåðèîä îò
0.5 äî 2.5 ÷. Ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî õàðàêòåð ðàñïëàñòûâà-
íèÿ êëåòîê â êîíòðîëå (íà ïëàñòèêå) ðåçêî îòëè÷àåòñÿ îò
ðàñïëàñòûâàíèÿ íà êîëëàãåíå. Ïðàêòè÷åñêè íåò ðàçëè÷èé
â èçìåíåíèè ðàçìåðà êëåòîê íà êîëëàãåíå I òèïà ðàçíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Èç äðóãèõ îñîáåííîñòåé ìîæíî îòìåòèòü
ñëåäóþùåå. Óæå ÷åðåç 1 ÷ êëåòêè, ïîñàæåííûå íà êîëëà-
ãåí, ïî ïàðàìåòðó ïëîùàäè êëåòêè âûõîäÿò íà ïëàòî, òîã-
äà êàê êëåòêè â êîíòðîëå äîñòèãàþò ïëàòî òîëüêî ÷åðåç
2 ÷ (ðèñ. 1, à). Çà òî æå âðåìÿ íàáëþäåíèÿ êàê â êîíòðîëå,
òàê è â îïûòå ïðîèñõîäèò ëèíåéíîå óâåëè÷åíèå ïåðèìåò-
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ôîðìû ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ïîñëå
èõ ïîñåâà íà ïëàñòèê (Ê) è íà ïîäëîæêó èç êîëëàãåíà I òèïà

êðûñû (À), îâöû (Á) è êîðîâû (Â).

à — èçìåíåíèå ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó, á — èçìåíåíèå
ïåðèìåòðà êëåòêè. Çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå ± îøèáêà ñðåäíå-
ãî (âî âñåõ ñëó÷àÿõ ìàñøòàá îøèáêè ñðåäíåãî ìåíüøå ðàçìåðà çíà÷êà,

îáîçíà÷àþùåãî ñðåäíåå çíà÷åíèå).
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Ðèñ. 2. Ðàñïëàñòûâàíèå ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ýìáðèîíà ÷åëîâåêà íà ïëàñòèêå (à) è êîëëàãåíå I òèïà (á).

Êàæäàÿ êëåòêà ïðåäñòàâëåíà îòäåëüíîé òî÷êîé. Íà êàæäîì ãðàôèêå âåðõíèå ñêîïëåíèÿ òî÷åê ñîîòâåòñòâóþò ïëîùàäè êëåòîê, à íèæíèå — ïåðèìåò-
ðó. 1 — ÷åðåç 30, 2 — 60, 3 — 90, 4 — 120, 5 — 150 ìèí ïîñëå ïîñåâà. Ñòðåëêàìè óêàçàíû îáëàñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå ñóáïîïóëÿöèè ìåëêèõ êðóãëûõ

êëåòîê. Ïî ãîðèçîíòàëè — êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê; ïî âåðòèêàëè — íàòóðàëüíûé ëîãàðèôì çíà÷åíèé ïëîùàäè è ïåðèìåòðà êëåòîê.



ðà êëåòîê. Ïðè ýòîì êîíòðîëüíûå çíà÷åíèÿ ìåíüøå îïûò-
íûõ ïðèáëèçèòåëüíî íà îäíó è òó æå âåëè÷èíó (îêîëî
300 ïèêñåëåé) â êàæäîé èç òî÷åê. Èç-çà îòíîñèòåëüíî
áîëüøîé âûáîðêè îøèáêà ñðåäíåãî âåñüìà ìàëà, ïîýòîìó
â íåêîòîðûõ òî÷êàõ ðàçìåð ñèìâîëîâ ïðåâûøàåò åå çíà-
÷åíèÿ.

Äåìîíñòðèðóÿ ðàçëè÷èÿ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåò-
ðîâ êëåòîê â êîíòðîëå è â îïûòå, ðèñ. 1 íå äàåò îòâåòà íà
âîïðîñ î òîì, ñ ÷åì ñâÿçàíî ýòî ðàçëè÷èå — ñ êà÷åñòâåí-
íûì èçìåíåíèåì ñàìèõ êëåòîê èëè ñî ñêîðîñòüþ èõ ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ. Ýòî èëëþñòðèðóåò ðèñ. 2. Çäåñü ïîêàçàíà çà-
âèñèìîñòü èçìåíåíèÿ ðàçìåðà êëåòîê îò êîýôôèöèåíòà
ðàñïëàñòûâàíèÿ Rp/Ra. Ïîñêîëüêó ðàçëè÷èé ïî ìîðôî-
ìåòðè÷åñêèì ïàðàìåòðàì ìåæäó êëåòêàìè, ïîñåÿííûìè
íà êîëëàãåíå I òèïà ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, íå áûëî âû-
ÿâëåíî, ýòè äàííûå áûëè îáúåäèíåíû â îäíó ãðóïïó
(ðèñ. 2, á).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò íàøè ïðåäûäó-
ùèå ðåçóëüòàòû (Petrov et al., 2007), èç êîòîðûõ ñëåäóåò,
÷òî óñëîâèÿ ìèêðîîêðóæåíèÿ êëåòîê, â òîì ÷èñëå è ñóáñò-
ðàò, âëèÿþò íà ìîðôîëîãèþ êëåòîê ïðè èõ ðàñïëàñòûâà-
íèè íå ïðÿìî (ò. å. ñïåöèôè÷åñêè âëèÿÿ íà âíóòðèêëåòî÷-
íûå ìåõàíèçìû ðàñïëàñòûâàíèÿ), à îïîñðåäîâàííî, èçìå-
íÿÿ ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê. Ýòîò ôåíîìåí
ïðîÿâëÿåòñÿ â òîì, ÷òî ñêîïëåíèÿ áîëüøèíñòâà òî÷åê
ãðóïïèðóþòñÿ âäîëü îäíèõ è òåõ æå ëèíèé ðåãðåññèè (íà
ðèñ. 2 íå ïîêàçàíû), ñäâèãàÿñü ïî íèì âïðàâî ñ óâåëè÷å-
íèåì âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íåçàâèñèìî îò
òîãî, îïûò ýòî èëè êîíòðîëü.

Â îòëè÷èå îò ðàáîòû 2007 ã. çäåñü ìû ïðèâîäèì äàí-
íûå íå òîëüêî ïî èçìåíåíèþ ïåðèìåòðà êëåòîê (íà ãðàôè-
êàõ ðèñ. 2 íèæíèå ñêîïëåíèÿ òî÷åê), íî è ïî äèíàìèêå èç-
ìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê (âåðõíèå ñêîïëåíèÿ òî÷åê). Îä-
íîâðåìåííîå ïðåäñòàâëåíèå äàííûõ ïî îáîèì ïàðàìåòðàì
íàãëÿäíî äåìîíñòðèðóåò, ÷òî åñëè äëèíà ïåðèìåòðà êëå-
òîê ïîñòåïåííî íàðàñòàåò âî âðåìåíè â ñõîäíîé ìàíåðå
íåçàâèñèìî îò ïîäëîæêè, òî ïëîùàäü êëåòîê îñòàåòñÿ âå-
ëè÷èíîé ïîñòîÿííîé ïîñëå äîñòèæåíèÿ ýòèìè êëåòêàìè
âåëè÷èíû êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ, ïðèáëèçèòåëü-
íî ðàâíîãî 1.2, ò. å. ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ ïî ïëîùàäè
êëåòêè äîñòèãàþò, èìåÿ ïðàêòè÷åñêè îêðóãëóþ ôîðìó.
Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ìåëêèå êðóãëûå êëåòêè äîëæíû ñíà÷àëà
òðàíñôîðìèðîâàòüñÿ â áîëüøèå êðóãëûå êëåòêè è ÷òî
òîëüêî ïîñëå ýòîãî îíè ìîãóò íà÷àòü ðàñïëàñòûâàòüñÿ, èç-
ìåíÿÿ ñâîþ ôîðìó äî âûòÿíóòîé èëè çâåçä÷àòîé. Íà ïðåä-
ñòàâëåííûõ ãðàôèêàõ ìîæíî âûäåëèòü õîòÿ è íåáîëüøèå,
íî àâòîíîìíûå ãðóïïû ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê (óêàçàíû
ñòðåëêàìè). Îñîáåííî îò÷åòëèâî îíè ïðÿâëÿþòñÿ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ïîäëîæêè êîëëàãåíà. Ñ óâåëè÷å-
íèåì âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ äîëÿ òàêèõ êðóãëûõ êëå-
òîê ñíèæàåòñÿ.

Íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê çà-
òðóäíÿåò èõ âîñïðèÿòèå êàê àâòîíîìíóþ ñóáïîïóëÿöèþ,
ïðè÷åì èìåííî â êîíòðîëå, ãäå äîëÿ òàêèõ êëåòîê áîëüøå,
÷åì ïðè èõ ðàñïëàñòûâàíèè íà êîëëàãåíå. Îäíàêî ïîêà-
çàòü, ÷òî ýòè êëåòêè ñîñòàâëÿþò îòäåëüíóþ (àâòîíîìíóþ)
ñóáïîïóëÿöèþ, ìîæíî, óâåëè÷èâ âûáîðêó çà ñ÷åò ñëîæå-
íèÿ âñåõ âðåìåíí*ûõ âûáîðîê êàê äëÿ êîíòðîëÿ, òàê è äëÿ
îïûòà. Ýòî óäîáíåå äåëàòü, èñïîëüçóÿ ïàðàìåòð ïëîùàäè
êëåòêè, ïîòîìó ÷òî êàê â êîíòðîëå, òàê è â îïûòå îñíîâíàÿ
ìàññà êëåòîê ïî ýòîìó ïàðàìåòðó âûõîäèò íà ïëàòî óæå
÷åðåç ïîë÷àñà. Ðåçóëüòàò ïîêàçàí íà ðèñ. 3.

Áûëè ïîñòðîåíû ãèñòîãðàììû ñ èñïîëüçîâàíèåì â
êîíòðîëå ïðèáëèçèòåëüíî 2700 êëåòîê, à â îïûòå ïî÷òè

8000. Òàêàÿ áîëüøàÿ âûáîðêà ïîçâîëèëà óâåëè÷èòü ÷èñëî
ðàçðÿäîâ ãèñòîãðàìì äî 20 áåç ñíèæåíèÿ òî÷íîñòè êîíå÷-
íîãî ðåçóëüòàòà. Çíà÷åíèÿ ïëîùàäè êëåòîê â ïèêñåëÿõ
áûëè ïåðåâåäåíû â çíà÷åíèÿ íàòóðàëüíûõ ëîãàðèôìîâ
(ðèñ. 2). Äëÿ ðåãðåññèè èñïîëüçîâàëè íîðìàëüíîå ðàñïðå-
äåëåíèå. Îáùàÿ òåîðåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ êàê â òîì, òàê è â
äðóãîì ñëó÷àå íàèáîëåå àäåêâàòíî ñîîòâåòñòâóåò ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì ïðè èñïîëüçîâàíèè äâóõ àâòî-
íîìíûõ êðèâûõ («ïèêîâ»). Êîýôôèöèåíò ëèíåéíîé êîð-
ðåëÿöèè êàê äëÿ êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé, òàê è äëÿ îïûò-
íûõ ðàâåí 0.998, ÷òî ãîâîðèò îá î÷åíü âûñîêîé ñòåïåíè
ñîîòâåòñòâèÿ òåîðåòè÷åñêèõ çíà÷åíèé ýêñïåðèìåíòàëü-
íûì. Ðàñ÷åò ñðåäíèõ çíà÷åíèé äëÿ «ïèêîâ» (ò. å. ãðóïï
ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê è âñåõ îñòàëüíûõ) â êîíòðîëå ñî-
ñòàâèë 9.3 è 10.4, â îïûòå — 9.5 è 10.6, ÷òî ãîâîðèò î ôàê-
òè÷åñêè êà÷åñòâåííîé èäåíòè÷íîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ
ñóáïîïóëÿöèé êëåòîê â îáîèõ ñëó÷àÿõ. Îäíàêî ñîîòíîøå-
íèå ÷èñëà êëåòîê ìåæäó ýòèìè ãðóïïàìè çàìåòíî ðàçëè÷-
íî â êîíòðîëå è îïûòå: 8.7 è 91.3 % äëÿ êëåòîê íà ïëàñòè-
êå, 1.9 è 98.1 % äëÿ êëåòîê íà êîëëàãåíå. Òàêèì îáðàçîì,
ñóáïîïóëÿöèÿ ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê ïðè èñïîëüçîâàíèè
ïëàñòèêà íå ìåíåå ÷åì â 4 ðàçà áîëüøå òàêîé æå ñóáïîïó-
ëÿöèè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê íà êîëëàãåíå.
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Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê, êóëüòèâè-
ðóåìûõ íà ïëàñòèêå (à) è êîëëàãåíå I òèïà (á).

Ñóììèðîâàíû âûáîðêè âñåõ âðåìåíí *ûõ òî÷åê ñîîòâåòñòâåííî äëÿ êîíò-
ðîëÿ (ïëàñòèê) è îïûòà (êîëëàãåí). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ñóììàðíîé òåîðåòè-
÷åñêîé êðèâîé (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ) èñïîëüçîâàíî íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëå-
íèå (ñóììèðóåìûå êðèâûå — ïóíêòèðíûå ëèíèè). Ñòðåëêîé óêàçàí

«ïèê», ñîîòâåòñòâóþùèé ìåëêèì êðóãëûì êëåòêàì.



Îáñóæäåíèå

Ðàáîòû ïî èçó÷åíèþ ìîðôîëîãèè êëåòîê ïðè èõ ðàñ-
ïëàñòûâàíèè íà ðàçëè÷íûõ áåëêàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà âåäóòñÿ áîëüøå 10 ëåò (Are et al., 2001). Ðàíåå äëÿ èçó-
÷åíèÿ ïðîöåññîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ÷å-
ëîâåêà ìû èñïîëüçîâàëè ïîäëîæêè èç òàêèõ êîìïîíåíòîâ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êàê ìàòðèãåëü è ëàìèíèí (Pet-
rov et al., 2007). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â êà÷åñòâå ïîäëîæêè
áûë âçÿò òîëüêî êîëëàãåí I òèïà, íî ïîëó÷åííûé èç ðàç-
íûõ èñòî÷íèêîâ. È õîòÿ èçâåñòíî, ÷òî òåëÿ÷èé (ùå-
ëî÷íî-ñîëåâîé) êîëëàãåí I òèïà óæå áûë èñïîëüçîâàí â
êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ôèáðîáëàñòîâ è
êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà (Hattori et al., 1999), äàííûõ î
êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê íà ïîäëîæêå èç ðàñòâîðèìîãî
êîëëàãåíà I òèïà îâöû ó íàñ íåò. Êðîìå òîãî, íåò äàííûõ î
êóëüòèâèðîâàíèè ìåçåíõèìíûõ êëåòîê íà êàêèõ-ëèáî
êîëëàãåíàõ, ïîëó÷åííûõ ùåëî÷íî-ñîëåâûì ìåòîäîì. Ïîý-
òîìó â äîïîëíåíèå ê îñíîâíîé áûëà âûïîëíåíà çàäà÷à î
âëèÿíèè êîëëàãåíà I òèïà èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ íà
ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê.

Ðàíåå ïîäîáíàÿ ðàáîòà áûëà âûïîëíåíà íà ñòðîìàëü-
íûõ êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà êðûñû (Áàðìàøåâà è äð.,
2009, ñ. 41, 45). Òàêæå áûë èñïîëüçîâàí êîëëàãåí I òèïà
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (èç êðûñû, îâöû è áûêà) è ðàçíî-
ãî ãåëåîáðàçóþùåãî ñîñòîÿíèÿ (æåëèðóþùèé è íåæåëè-
ðóþùèé). Àâòîðû ïèøóò î òîì, ÷òî «íàèáîëüøåå ðàñïëà-
ñòûâàíèå ñòðîìàëüíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà… íàáëþäà-
åòñÿ íà îáðàçöàõ» «æåëèðóþùèõ êîëëàãåíîâ». Òàêîå
çàêëþ÷åíèå íåëüçÿ ñ÷èòàòü ïðàâîìåðíûì, ïîñêîëüêó ïðè-
âîäèìûå â ýòîé ñòàòüå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïî èç-
ìåðåíèþ ïëîùàäè êëåòîê è èõ ïåðèìåòðà íå èìåþò ñòàòè-
ñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé. Êàê óêàçûâàþò ñàìè àâòî-
ðû, «ðàçíèöà… íàõîäèòñÿ… â ïðåäåëàõ ñòàòèñòè÷åñêîé
îøèáêè». Ýòî ìîãëî áû áûòü ñâÿçàíî ñ íåäîñòàòî÷íîé âû-
áîðêîé (àâòîðû èñïîëüçîâàëè ëèøü ïî 50 êëåòîê íà êàæ-
äûé îáðàçåö êîëëàãåíà) è ñ òåì, ÷òî áûëà èñïîëüçîâàíà
îäíà âðåìåííà*ÿ òî÷êà (1 ÷ ïîñëå ïîñåâà).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå êîëè÷åñòâî êëåòîê êàê â êîíòðî-
ëå, òàê è äëÿ êàæäîãî îáðàçöà êîëëàãåíà áûëî áîëåå 2000.
È òåì íå ìåíåå ðàçëè÷èé â ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê ìåæäó
êîëëàãåíàìè íàìè ïîëó÷åíî íå áûëî. Åùå îäèí ïðèíöè-
ïèàëüíûé ìîìåíò ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî â öèòèðóåìîé ñòàòüå
êëåòêè âûñåâàëè íà ïîäëîæêó èç êîëëàãåíà, èñïîëüçóÿ
áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó, à â íàøåé ðàáîòå — ñ îáû÷íûì
ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè. Îäíàêî âðÿä ëè ýòî ìåòîäè÷å-
ñêîå ðàçëè÷èå ìîãëî âíåñòè ñóùåñòâåííûé âêëàä â êîíå÷-
íûé ðåçóëüòàò. Êàê èçâåñòíî, êëåòêè íà÷èíàþò âûðàáàòû-
âàòü ñîáñòâåííûå áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà óæå ÷å-
ðåç 30 ìèí ïîñëå ïîñåâà. Êðîìå ýòîãî, íàëè÷èå ñûâîðîòêè
â ñðåäå, ÿâëÿÿñü ôîíîì, íå ìåøàåò îáíàðóæåíèþ ðàçëè-
÷èé â ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà ïëàñòèêå è êîëëàãåíå
(êàê è íà äðóãèõ áåëêàõ).

Ïðèíöèïèàëüíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó êîëëàãåíîì I òèïà
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îòíîñèòåëüíî åãî âëèÿíèÿ íà ðàñ-
ïëàñòûâàíèå ìåçåíõèìíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà íå âûÿâëåíî.
Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î ðàñïëàñòûâàíèè
êëåòîê íå ñâÿçàíû ñ âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòüþ äàííîãî
áåëêà.

Ïàïàäàÿ â óñëîâèÿ êóëüòóðû â âèäå ñôåð, êëåòêè
äîëæíû ñíà÷àëà ïðèêðåïèòüñÿ ê ñóáñòðàòó, à çàòåì, íà÷àâ
ðàñïëàñòûâàíèå, óæå èçìåíÿòü ñâîþ ôîðìó. Ýòî ïðàâèëî
èçâåñòíî âñåì, êòî ðàáîòàåò ñ êëåòî÷íûìè êóëüòóðàìè.
Èñêëþ÷åíèÿ êðàéíå ðåäêè — íàïðèìåð, ìûøèíûå êëåòêè
ëèíèè L, àäàïòèðîâàííûå ê ñóñïåíçèîííîìó ñîñòîÿíèþ, è

LS-êëåòêè (Ïåòðîâ è äð., 1981; Àíäðååâà è äð., 1987). Îä-
íàêî âîïðîñ î òîì, êàê îñóùåñòâëÿåòñÿ ïåðåõîä îò ñôåðè-
÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ê ðàñïëàñòàííîìó äëÿ êëåòîê,
îáðàçóþùèõ â êóëüòóðå ìîíîñëîé, íå òàê î÷åâèäåí, êàê
ìîæåò ïîêàçàòüñÿ. Â ñôåðè÷åñêîé êëåòêå îòñóòñòâóåò âû-
ðàæåííûé öèòîñêåëåò, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíîé
ôóíêöèîíàëüíîé ñòðóêòóðîé äëÿ âñåõ ðàñïëàñòàííûõ êëå-
òîê (Fletcher, Mullins, 2010; Parsons et al., 2010). Ñëåäîâà-
òåëüíî, âîïðîñ îá àäàïòàöèè êëåòîê ê óñëîâèÿì êóëüòóðû
â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè ñâîäèòñÿ ê çàêîíîìåðíîñòÿì
ôîðìèðîâàíèÿ öèòîñêåëåòà. Ýòà ñèòóàöèÿ íåîðäèíàðíàÿ
äëÿ êëåòîê ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà, ó êîòîðûõ ïîë-
íîé ðàçáîðêè öèòîñêåëåòà ó áîëüøèíñòâà êëåòîê ïðîèñõî-
äèòü íå äîëæíî. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â êóëüòóðå
âîçìîæíû äâà âàðèàíòà àäàïòàöèè — ëèáî êàæäûé òèï
êëåòîê àäàïòèðóåòñÿ ê óñëîâèÿì in vitro ñïåöèôè÷åñêèì
îáðàçîì, ëèáî ñóùåñòâóþò îáùèå äëÿ âñåõ êëåòîê çàêîíî-
ìåðíîñòè ïåðåõîäà îò íåðàñïëàñòàííîãî ñîñòîÿíèÿ ê ðàñ-
ïëàñòàííîìó.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå äàííûå (Petrov et al., 2007) è
ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñêîðåå ãîâîðÿò â ïîëüçó
òîãî, ÷òî òàêàÿ àäàïòàöèÿ èäåò ïî âòîðîìó âàðèàíòó.
ÌÊÝ× â êóëüòóðå îáíàðóæèâàþò çíà÷èòåëüíóþ ìîðôîëî-
ãè÷åñêóþ âàðèàáåëüíîñòü. Òåì íå ìåíåå ýòè êëåòêè ïîñëå
àäãåçèè ïðîÿâëÿþò îäèíàêîâûå ïðèçíàêè ïåðåõîäà îò
ñôåðè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ê ðàñïëàñòàííîìó. Ïðè ýòîì îíè
íå ìîãóò èçìåíèòü ñâîå ñîñòîÿíèå ïðÿìûì ïåðåõîäîì îò
ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê ñðàçó ê ïîëÿðèçîâàííîé èëè çâåçä-
÷àòîé ôîðìå ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê. Îíè ñíà÷àëà äîëæíû
ðàñïëàñòàòüñÿ, ïðèíÿâ ðàâíîìåðíî óïëîùåííóþ ôîðìó,
ò. å. ïåðåéòè â ñîñòîÿíèå áîëüøèõ êðóãëûõ êëåòîê, èìåþ-
ùèõ êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ ïîðÿäêà 1.05, è òîëüêî
ïîñëå ýòîãî íà÷èíàþò ðàñïëàñòûâàòüñÿ, ïðèíèìàÿ ðàçëè÷-
íûå âàðèàíòû ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû.

Òàêàÿ ôåíîìåíîëîãèÿ ðàñïëàñòûâàíèÿ óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî îáà òèïà êðóãëûõ êëåòîê â ñâîåé îñíîâå äîëæíû
èìåòü ðàçíûå ìåõàíèçìû èçìåíåíèÿ êëåòî÷íîé ôîðìû.
Ïîñêîëüêó ôîðìà êëåòîê äåòåðìèíèðóåòñÿ ãëàâíûì îáðà-
çîì öèòîñêåëåòîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñóùåñòâóþò
êàê ìèíèìóì äâà àâòîíîìíûõ ìåõàíèçìà öèòîñêåëåòíûõ
ïåðåñòðîåê. Ïî-âèäèìîìó, íà÷àëî ïîëèìåðèçàöèè ãëîáó-
ëÿðíîãî àêòèíà â ñôåðè÷åñêèõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò òàêèì
îáðàçîì, ÷òî ñíà÷àëà ôîðìèðóåòñÿ êðóãîâàÿ ëàìåëëà, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîÿâëÿþòñÿ áîëüøèå êðóãëûå êëåòêè. È
òîëüêî ïîñëå îáðàçîâàíèÿ òàêîé ëàìåëëû ìîæåò íà÷àòüñÿ
ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ôèëëîïîäèé, ïðèâîäÿùèé ê ôîð-
ìèðîâàíèþ ïîëÿðèçîâàííûõ èëè çâåçä÷àòûõ êëåòîê. ×òî
ïðè ýòèõ ïðîöåññàõ ÿâëÿåòñÿ ïåðâè÷íûì — ôèçèêî-õèìè-
÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà èëè äåòåðìèíàöèÿ åãî ïîëèìåðè-
çàöèè êàêèìè-òî êëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè — ïî ïðåä-
ñòàâëåííûì çäåñü äàííûì ñêàçàòü íåëüçÿ.

Â ëþáîì ñëó÷àå áîëüøèå êðóãëûå êëåòêè, âõîäÿ â ñî-
ñòàâ ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê, íå èìåþò ïðèçíàêîâ àâòîíîì-
íîé ñóáïîïóëÿöèè, ò. å. ïî ñóòè îíè îðãàíè÷åñêè âõîäÿò â
ñóáïîïóëÿöèþ êëåòîê ñ âûñîêèìè çíà÷åíèÿìè êîýôôèöè-
åíòà ðàïñïëàñòûâàíèÿ. Â îòëè÷èå îò íèõ ìåëêèå êðóãëûå
êëåòêè, îáíàðóæèâàÿ ïðèçíàêè àâòîíîìíîñòè, äîëæíû îá-
ëàäàòü, ïî-âèäèìîìó, êà÷åñòâåííî èíîé âíóòðåííåé
ñòðóêòóðîé. Âîçìîæíî, ôóíêöèîíàëüíî ýòî òå æå ñôåðè-
÷åñêèå êëåòêè (áåç ôèáðèëëÿðíîãî öèòîñêåëåòà), êîòîðûå
ïîñëå àäãåçèè ïîä äåéñòâèåì, íàïðèìåð, ãðàâèòàöèè, îá-
ðàçíî ãîâîðÿ, ðàñïëþùèâàþòñÿ ïîäîáíî àìåáàì. Ýòî ìî-
æåò îçíà÷àòü, ÷òî ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ïåðåõîä êëåòîê îò
ñôåðè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ê ñîñòîÿíèþ ìåëêèõ êðóãëûõ
êëåòîê, âîçìîæíî, ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèåì ïëàçìàòè-
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÷åñêîé ìåìáðàíû, êîòîðàÿ ñòàíîâèòñÿ áîëåå ëàáèëüíîé
(ìåíåå ðèãèäíîé), âîçìîæíî, êàê ðàç èç-çà îòñóòñòâèÿ æå-
ñòêèõ öèòîñêåëåòíûõ ñòðóêòóð.

Ýòî îáúÿñíåíèå, ñóäÿ ïî äàííûì Àëüáðåõò-Áþõëåðà
(Albrecht-Buehler, 1976), ìîæåò áûòü ðåàëüíûì. Èçó÷àÿ
íà÷àëüíûå ôàçû ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê 3T3 àâòîð îáíà-
ðóæèë, ÷òî ïåðåä ðàñïëàñòûâàíèåì (îáðàçîâàíèåì øèðî-
êîé ëàìåëëû) ýòè êëåòêè ïåðèîäè÷åñêè âûïóñêàþò ïî
âñåìó ïåðèìåòðó ìåëêèå ôèëëîïîäèè, êàê áû àíàëèçèðóÿ
îêðóæàþùóþ èõ ñðåäó. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî è êëåòêè
ÌÊÝ× â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðîÿâëÿþò òî æå ñâîéñòâî,
ò. å. ìåëêèå êðóãëûå êëåòêè — ýòî êëåòêè ñ íåáîëüøèìè
ôèëëîïîäèÿìè, ïåðèîäè÷åñêè âîçíèêàþùèìè ñ áîëüøîé
÷àñòîòîé ïî âñåìó êëåòî÷íîìó ïåðèìåòðó.

Â êîíòðîëå ìåëêèå êðóãëûå êëåòêè îïðåäåëÿþòñÿ
íå òàê îò÷åòëèâî (àâòîíîìíî), êàê íà ïîäëîæêå èç êîëëà-
ãåíà, õîòÿ èõ êîëè÷åñòâî â êàæäûé äàííûé ìîìåíò âðåìå-
íè áîëüøå, ÷åì â ïîïóëÿöèè òåõ æå êëåòîê, ðàñïëàñòûâà-
þùèõñÿ íà áåëêå. Êðîìå òîãî, îñíîâíîé ïèê (ðèñ. 3) â
êîíòðîëå øèðå, ÷åì â îïûòå, èìåííî ïîòîìó, ÷òî â ýòîé
ñóáïîïóëÿöèè ìíîãî áîëüøèõ êðóãëûõ êëåòîê. Ïîñêîëüêó
êàê â êîíòðîëå, òàê è â îïûòå áûëè îäíè è òå æå êëåòêè
(ÌÊÝ×), î÷åâèäíî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå îòäåëüíûõ êëåòî÷-
íûõ ñóáïîïóëÿöèé ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì äå-
òåðìèíèðîâàíî íå èõ ãåíåòè÷åñêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ, à
ñïåöèôè÷íîñòüþ è îòíîñèòåëüíîé íåçàâèñèìîñòüþ ìåõà-
íèçìîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ôîðìó êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò
èçìåíåíèÿ âíåøíèõ óñëîâèé. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ñóáñòðàò
íå ìîæåò ïðèíöèïèàëüíî èçìåíèòü âíóòðåííåå ñîñòîÿíèå
êëåòîê, íî ìîæåò èçìåíèòü âðåìÿ çàïóñêà è äëèòåëüíîñòü
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ðàñ-
ïëàñòûâàíèå êëåòîê òîãî èëè èíîãî òèïà. Â êàêîé ñòåïåíè
è êàê äîëãî òàêîé ýôôåêò áóäåò îñòàâàòüñÿ íà óðîâíå ôóíê-
öèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ (ò. å. îáðàòèìîãî) äëÿ äàííîãî
òèïà êëåòîê, ïðîãíîçèðîâàòü ñëîæíî. Îäíàêî ñàì ôàêò òà-
êîãî ÿâëåíèÿ äîëæåí ïðèíèìàòüñÿ âî âíèìàíèå, íàïðè-
ìåð, ïðè íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå ñòâîëîâûõ êëå-
òîê, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ âåñüìà àêòóàëüíî.
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Spreading mesenchymal cells of human embryo on plastic and type I collagens (from rat, sheep and bull)
was studied. Spreading of the cells on collagens was stronger than that in the control but no differences between
the different collagens were revealed. The cell perimeter, the spreading coefficient and the cell projection area
on the substrate were used as morphometric parametres. The spreading of cells was monitored for 0.5—2 h after
plating. During the spreading both on plastic and on collagen, the groups of small cells were revealed as separate
subpopulations. As a whole, such cells comprehend 9 % of the cell population in the control and 2 % in experi-
ment. We assume that this cell type is associated with a special independent functional state of the cells that pre-
cedes cell spreading.

K e y w o r d s: cell area, cell perimeter, spreading coefficient, type I collagen, subpopulation.
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