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Àíàëèçèðîâàëè êëåòêè HeLa-M äî è ïîñëå 2 ÷ ýêñïîçèöèè â ñðåäå ñ 10 ìêã/ìë ìèòîìèöèíà C. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîñëå êîíòàêòà ñ ìèòîñòàòèêîì ÷àñòü êëåòîê íîðìàëüíî ïðîõîäèò ìèòîç, íî èõ äî÷åðíèå êëåò-
êè áîëüøå íå äåëÿòñÿ. Â òå÷åíèå 2 ñóò íàáëþäåíèÿ ïëîùàäü äî÷åðíèõ êëåòîê ëèíåéíî óâåëè÷èâàåòñÿ,
äîñòèãàÿ äâóêðàòíîãî ðàçìåðà êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, êîíòàê-
òèðîâàâøèõ ñ ìèòîìèöèíîì, ñíèæàåòñÿ, à èõ ïîëÿðèçàöèÿ íå èçìåíÿåòñÿ. Ñèíõðîííî ñ ïëîùàäüþ êëå-
òîê óâåëè÷èâàåòñÿ ïëîùàäü èõ ÿäåð, ÷òî íàðÿäó ñ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðîâ êëåòêè óêàçûâàåò íà ñèíòåç
áåëêà de novo. Ïðè àíàëèçå ÿäðûøåê îáíàðóæåíî, ÷òî ïîñëå íåêîòîðîãî óìåíüøåíèÿ èõ ïëîùàäè â ïåð-
âûå ÷àñû ïîñëå êîíòàêòà êëåòîê ñ ìèòîìèöèíîì îíà îïÿòü âîçðàñòàåò è â öåëîì ïðåâîñõîäèò ïëîùàäü
ÿäðûøåê êëåòîê â êîíòðîëå, ÷òî ìîæåò ïðîèñõîäèòü òîëüêî ïðè ñèíòåçå ðÐÍÊ. Ñøèâàÿ äâîéíóþ ñïè-
ðàëü ÄÍÊ â åå ìàëîé áîðîçäêå, ìèòîìèöèí äîëæåí îñòàíàâëèâàòü òðàíñêðèïöèþ, òàê êàê ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
îíà âîçìîæíà òîëüêî ïðè ëîêàëüíîì ïëàâëåíèè ÄÍÊ. Âîçíèêàåò ïðîòèâîðå÷èå ìåæäó ïîëó÷åííûìè
äàííûìè è ýòîé êîíöåïöèåé, êîòîðîå ìîæåò áûòü ïðåîäîëåíî, åñëè ïðèíÿòü ãèïîòåçó î òðàíñêðèïöèè,
ïðîõîäÿùåé â áîëüøîé áîðîçäêå ÄÍÊ áåç ðàñïëåòåíèÿ åå öåïåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëîùàäü êëåòêè, ÿäðî, ÿäðûøêî, ìèòîç, òðàíñêðèïöèÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåõàíèçìû òîêñè÷åñêîãî äåéñò-
âèÿ ìèòîìèöèíà C íà êëåòêè äîñòàòî÷íî õîðîøî èçâåñò-
íû. Òåì íå ìåíåå ýòè ìåõàíèçìû ïðîäîëæàþò èíòåíñèâ-
íî èçó÷àòüñÿ â ñâÿçè ñ ïðèìåíåíèåì ìèòîìèöèíà â êëè-
íè÷åñêîé îíêîëîãèè (Hlavin et al., 2010; Vasquez, 2010).
Óñòàíîâëåíî, ÷òî îí êîâàëåíòíî ñøèâàåò îáå öåïè ÄÍÊ è
â èòîãå ïðåïÿòñòâóåò äåëåíèþ êëåòîê (Tomasz et al.,
1987). Ýòî ñâîéñòâî ìèòîìèöèíà íàøëî ïðèìåíåíèå ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîäëîæêè èç ôè-
äåðíûõ êëåòîê (Êîëüöîâà è äð., 2012). Íåñìîòðÿ íà òàêîé
ïðèêëàäíîé õàðàêòåð èñïîëüçîâàíèÿ ìèòîìèöèíà C, ýòîò
àíòèáèîòèê ìîæåò áûòü ïîëåçíûì ïðè èññëåäîâàíèè áèî-
ëîãèè êëåòîê â êóëüòóðå. Ïîñêîëüêó òî÷íî èçâåñòíû åãî
ìèøåíü (ÄÍÊ) è ðåçóëüòàò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ íåé (áëîêè-
ðîâàíèå ìèòîçà), ýòî äàåò âîçìîæíîñòü èçó÷èòü ïîâåäå-
íèå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ïðè òî÷íî èçâåñòíîé ïðè-
÷èíå èíãèáèðîâàíèÿ èõ ïðîëèôåðàöèè. Äëÿ êëåòîê âñåõ
ïîñòîÿííûõ ëèíèé ïðîëèôåðàöèÿ ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì ñâîé-
ñòâîì èõ âûæèâàíèÿ â óñëîâèÿõ êóëüòóðû. Íåñìîòðÿ íà
ãåòåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèé êëåòîê ïî ðàçíûì ïðèçíàêàì
(íàïðèìåð, ïî ÷èñëó õðîìîñîì), âñå îíè â îòëè÷èå îò êëå-
òîê ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà ïîñòîÿííî ðàçìíîæàþò-
ñÿ. Ýòîò àòðèáóò ïîñòîÿííûõ ëèíèé, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî
ñ÷èòàòü íàèáîëåå âàæíûì ôàêòîðîì, äåòåðìèíèðóþùèì
ýâîëþöèþ è ñòàíîâëåíèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð.

Èñêóññòâåííîå áëîêèðîâàíèå êëåòî÷íîé ïðîëèôåðà-
öèè äîëæíî âûçûâàòü ðÿä ðàçëè÷íûõ îòâåòîâ (íà ðàçíîì
óðîâíå) êàê îòäåëüíûõ êëåòîê, òàê è âñåé êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî âñå ýòè ðåàêöèè â êîíå÷íîì
ñ÷åòå â òîé èëè èíîé ñòåïåíè äîëæíû ïðîÿâëÿòüñÿ â èç-

ìåíåíèè ôåíîòèïà êëåòîê, ò. å. íà óðîâíå êëåòî÷íîé ìîð-
ôîëîãèè. Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûÿâèòü
íåêîòîðûå îñîáåííîñòè èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè è ïîâåäå-
íèÿ êëåòîê ïîñòîÿííîé ëèíèè HeLa ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà
íèõ ìèòîìèöèíà C â êîíöåíòðàöèÿõ, èñïîëüçóåìûõ ïðè
ïîëó÷åíèè ôèäåðíûõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå î á ú å ê ò à è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ èñïîëüçîâà-
ëè êëåòêè ïîñòîÿííîé ëèíèè HeLa-M (ýïèòåëèîèäíàÿ
êàðöèíîìà øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà, ñóáëèíèÿ HeLa), ïîëó-
÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïî-
çâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã).

Ê ë å ò ê è ê ó ë ü ò è â è ð î â à ë è â ïëàñòèêîâûõ ÷àø-
êàõ Ïåòðè (35 ìì; Nunk, Äàíèÿ) íà ñðåäå ÄÌÅÌ (Gibco,
ÑØÀ) â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2 ïðè 37 °C. Â ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó äîáàâëÿëè 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ
(Gibco, ÑØÀ) è 100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Êëåòêè ðàññåâà-
ëè ñ ïëîòíîñòüþ 3—4�103 êë/ñì2.

×åðåç 1 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà îäíó ÷àøêó ñ êëåòêàìè
îñòàâëÿëè â èíêóáàòîðå, âòîðóþ ïîìåùàëè íà ñòîëèê
ìèêðîñêîïà AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging
GmbH, Ãåðìàíèÿ), îáîðóäîâàííîãî óñòðîéñòâàìè äëÿ
äîëãîâðåìåííîãî ïðèæèçíåííîãî íàáëþäåíèÿ çà êëåòêà-
ìè (ïîääåðæàíèå òåìïåðàòóðû, âëàæíîñòè è ÑÎ2). Åùå
÷åðåç 1 ñóò â ÷àøêó, íàõîäÿùóþñÿ â èíêóáàòîðå, äîáàâëÿ-
ëè ìèòîìèöèí C (Sigma, ÑØÀ) èç ðàñ÷åòà 10 ìêã/ìë è
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êëåòêè èíêóáèðîâàëè åùå 2 ÷. Ïîñëå ýòîãî óäàëÿëè ñðåäó
ñ ìèòîñòàòèêîì, äâàæäû îïîëàñêèâàëè êëåòêè PBS è äî-
áàâëÿëè ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó áåç ìèòîìèöèíà.
Êîíòðîëüíóþ ÷àøêó ñ êëåòêàìè óáèðàëè ñî ñòîëèêà ìèê-
ðîñêîïà AxioObserver.Z1, à íà åå ìåñòî ïîìåùàëè ÷àøêó
ñ êëåòêàìè, ïîäâåðãíóòûìè îáðàáîòêå ìèòîìèöèíîì.
×àøêó ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè ïîìåùàëè â èíêóáàòîð.
×åðåç 2 ñóò ýêñïåðèìåíò çàâåðøàëè.

×åðåç 1 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà (äî íà÷àëà öåéòðàôåðíîé
ñúåìêè èíòàêòíûõ êëåòîê), ÷åðåç 2 (ïåðåä íà÷àëîì ñúåì-
êè îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì C êëåòîê) è 4 ñóò (ïîñëå
îêîí÷àíèÿ ñúåìêè êëåòîê, êîíòàêòèðîâàâøèõ ñ ìèòîìè-
öèíîì C) äëÿ êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ êëåòîê ïîëó÷àëè
öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî
ñâåòîâîãî ìèêðîñêîï ECL IPSE TS100 (Nikon, ßïîíèÿ).
Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ 20�, öèôðîâóþ êàìåðó EOS
1000D (Canon, ßïîíèÿ), ðàçðåøåíèå 2816�1880 ïèê-
ñåëåé.

Ó ñ ë î â è ÿ ö å é ò ð à ô å ð í î é ñ ú å ì ê è íà ìèêðî-
ñêîïå AxioObserver.Z1 — îáúåêòèâ Plan-Neofluar �20/0.4
è öèôðîâàÿ êàìåðà AxioCam HRm ñ ðàçðåøåíèåì
1388�1040 ïèêñåëåé, îáû÷íàÿ ìèêðîñêîïèÿ â ïðîõîäÿ-
ùåì ñâåòå (áåç èñïîëüçîâàíèÿ äèôôåðåíöèàëüíîãî èíòåð-
ôåðåíöèîííîãî êîíòðàñòà), ñúåìêà ñ 5-ìèíóòíûì èíòåð-
âàëîì ìåæäó êàäðàìè. Çàäàííûå óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà
ïîääåðæèâàëèñü àâòîìàòè÷åñêè ïðîãðàììîé AxioVision
4.8.2 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ êî-
ëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè îòäåëüíûå èçîáðà-
æåíèÿ, çàïèñàííûå â ôîðìàòå «JPEG».

Ö è ô ð î â û å è ç î á ð à æ å í è ÿ ê ë å ò î ê à í à ë è ç è -
ð î â à ë è ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.47j (Rasband,
W. S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, ÑØÀ). Èçìåðÿëè ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòîê íà
ïîäëîæêó (äàëåå ïëîùàäü êëåòîê), ïëîùàäü ÿäåð, êîýô-
ôèöèåíòû ðàñïëàñòûâàíèÿ Rp/Ra (Kuz’minykh, Petrov,
2004) è ïîëÿðèçàöèè M/m (Ïåòðîâ è äð., 2013). Ïëîùàäü
ÿäðûøåê ðàññ÷èòûâàëè, èñõîäÿ èç ãèñòîãðàìì ÷àñòîòû
ïèêñåëåé ñ ðàçëè÷íîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ, âûðàæåí-
íîé â óñëîâíûõ åäèíèöàõ îò 0 äî 255. Êîíòóðû êëåòîê è

èõ ÿäåð îáâîäèëè âðó÷íóþ, à èõ ïëîùàäè è ãèñòîãðàììû
ñâåòîïîãëîùåíèÿ ðàññ÷èòûâàëèñü àâòîìàòè÷åñêè.

Äëÿ ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê î é î á ð à á î ò ê è ä à í í û õ, ïî-
ñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ è äèàãðàìì èñïîëüçîâàëè Excel 2010
(Microsoft, ÑØÀ) è Origin 6.1 (OriginLab, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Äèíàìèêó èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê â êóëüòóðå
äåìîíñòðèðóåò ðèñ. 1. Â ïðîöåññå öåéòðàôåðíîé ñúåìêè
ïî ìåðå ðîñòà êóëüòóðû ñ÷èòàëè ÷èñëî êëåòîê â îäíèõ è
òåõ æå ïîëÿõ çðåíèÿ. Ïîñêîëüêó ÷èñëî êëåòîê ïðè ïîñåâå
áûëî îäíèì è òåì æå êàê â êîíòðîëå, òàê è â îïûòå, íà
ãðàôèêå ïðåäñòàâëåíû îáúåäèíåííûå äàííûå. Òåìíûå
êðóæêè ñîîòâåòñòâóþò ÷èñëó êëåòîê êîíòðîëüíîé ÷àøêè,
à ñâåòëûå — êëåòêàì, ïîäâåðãíóòûì âîçäåéñòâèþ ìèòî-
ìèöèíà C. ×èñëî èíòàêòíûõ êëåòîê ðàñòåò ëèíåéíî. Íà-
ïîìíèì, ÷òî â ýòî æå âðåìÿ îïûòíûå êëåòêè òîæå îñòàâà-
ëèñü èíòàêòíûìè è òîëüêî çà 2 ÷ äî íà÷àëà öåéòðàôåðíîé
ñúåìêè áûëè ïîäâåðãíóòû îáðàáîòêå ìèòîìèöèíîì. Ïîý-
òîìó íåò íè÷åãî óäèâèòåëüíîãî â òîì, ÷òî ïåðâûé ñâåò-
ëûé êðóæîê íà ãðàôèêå îêàçàëñÿ â ïðîäîëæåíèå ðÿäà òåì-
íûõ òî÷åê. Âòîðîé ñâåòëûé êðóæîê òîæå íàõîäèòñÿ íà
ëèíèè ðåãðåññèè, îòðàæàþùåé ýêñïîíåíöèàëüíûé ðîñò
êóëüòóðû. Îäíàêî â äàëüíåéøåì ðîñò ýòîé êóëüòóðû
îñòàíàâëèâàåòñÿ è ÷èñëî êëåòîê îñòàåòñÿ íà ïîñòîÿííîì
óðîâíå âåñü ïîñëåäóþùèé ïåðèîä íàáëþäåíèÿ (2 ñóò ïî-
ñëå ýêñïîçèöèè êëåòîê â ñðåäå ñ ìèòîìèöèíîì). Òàêèì
îáðàçîì, ìîæíî êîíñòàòèðîâàòü, ÷òî ïðîëèôåðàöèÿ êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè, îáðàáîòàííîé ìèòîñòàòèêîì, áëîêè-
ðóåòñÿ íå ñðàçó.

Îäíîâðåìåííî ñ ïîäñ÷åòîì îáùåãî êîëè÷åñòâà êëå-
òîê ó íåêîòîðîé èõ ÷àñòè èçìåðÿëè ïëîùàäü ïðîåêöèè íà
ïîäëîæêó. Äëÿ íàáëþäåíèÿ â êàæäîì ñëó÷àå âèçóàëüíî
îòáèðàëè êëåòêè â îäíîé è òîé æå ÷àñòè ïîëÿ çðåíèÿ, îá-
ëàäàþùèå ïðèáëèçèòåëüíî ñõîäíûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè
õàðàêòåðèñòèêàìè ïðè íà÷àëå öåéòðàôåðíîé ñúåìêè.
Â êàæäîé ãðóïïå áûëî ïî 6 êëåòîê.

Îáùèé âèä êëåòîê (â îäíîì ìàñøòàáå) ïîêàçàí íà
ðèñ. 2, à ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Èññëåäóÿ äè-
íàìèêó ðîñòà êóëüòóðû, èçìåðÿëè ïëîùàäü òîëüêî òåõ
êëåòîê, êîòîðûå íå áûëè â ìèòîçå (èç-çà èõ îêðóãëîñòè,
íåàäåêâàòíî óìåíüøàþùåé ðàçìåð êëåòîê ïðè èçìåðå-
íèè). Ñèíóñîèäàëüíûé õàðàêòåð äèíàìèêè èçìåíåíèÿ
ïëîùàäè èíòàêòíûõ êëåòîê ñâÿçàí ñ èõ äåëåíèåì — äî
ìèòîçà ïëîùàäü êëåòîê îòíîñèòåëüíî âåëèêà, à ïîñëå —
îòíîñèòåëüíî ìàëà. Êîëè÷åñòâî ýòèõ êëåòîê çà ïåðèîä íà-
áëþäåíèÿ óâåëè÷èëîñü ñ 6 äî 14. ×èñëî êëåòîê, îáðàáî-
òàííûõ ìèòîìèöèíîì, íå èçìåíèëîñü — òå æå 6 êëåòîê
êàê â íà÷àëå, òàê è â êîíöå íàáëþäåíèÿ. Î÷åâèäíî, ÷òî âî
âðåìÿ íàáëþäåíèÿ ñðåäíèé ðàçìåð ïëîùàäè êîíòðîëüíûõ
êëåòîê â öåëîì îñòàâàëñÿ ïîñòîÿííûì — 3693� 120 ïèê-
ñåëåé. Ïëîùàäü êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì, â
íà÷àëå áûëà äàæå ìåíüøå, ÷åì ïëîùàäü êëåòîê â êîíòðî-
ëå. Ìû ïîëàãàåì, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ýòè êëåòêè íåäàâ-
íî ïðîøëè ôàçó ìèòîçà. Çàòåì ðàçìåð êëåòîê ñòàë ëèíåé-
íî ðàñòè, è ê êîíöó ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ ïëîùàäü ýòèõ
êëåòîê óâåëè÷èëàñü áîëåå ÷åì â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè. Ïðè ýòîì ó íèõ íå áûëî îáíàðóæåíî íè-
êàêèõ ïðèçíàêîâ íàñòóïëåíèÿ íè ìèòîçà, íè àïîïòîçà.

Ó ýòèõ ãðóïï êëåòîê ïîìèìî èçìåðåíèÿ îáùåé ïëî-
ùàäè èçìåðÿëè ïëîùàäü ÿäåð. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 4. Ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäîáèå ðèñ. 3 è 4 ñâèäåòåëü-
ñòâóåò â ïîëüçó òîãî, ÷òî â öåëîì ïëîùàäü ÿäåð èçìåíÿåò-

880 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê HeLa ïî ìåðå ðîñòà êóëü-
òóðû.

Òåìíûå êðóæêè — ÷èñëî êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ äî ýêñïîçèöèè â ìèòîìè-
öèíå Ñ; ñâåòëûå êðóæêè — ïîñëå 2 ÷ â ñðåäå ñ ìèòîìèöèíîì Ñ. Ñïëîø-
íàÿ ëèíèÿ ñîîòâåòñòâóåò ðàñ÷åòíûì çíà÷åíèÿì ðîñòà êóëüòóðû áåç èñ-

ïîëüçîâàíèÿ ìèòîìèöèíà.



ñÿ ñèíõðîííî ñ èçìåíåíèåì ïëîùàäè âñåé êëåòêè êàê â
êîíòðîëüíîé ãðóïïå, òàê è ïîñëå îáðàáîòêè ìèòîìèöè-
íîì Ñ.

Èçìåðÿÿ ïëîùàäü ÿäåð, îäíîâðåìåííî ðåãèñòðèðîâà-
ëè èõ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü â åäèíèöàõ ÿðêîñòè ïèêñå-
ëåé (îò 0 äî 255 óñë. åä.). Ïîñêîëüêó îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü ÿäðûøåê âûøå, ÷åì êàðèîïëàçìû, ïî ïîëó÷åííûì
ãèñòîãðàììàì ìîæíî ðàññ÷èòàòü èõ ïëîùàäü. Äàííûå î

ñðåäíåé ïëîùàäè ÿäðûøåê (âñåõ) íà îäíî ÿäðî ïðåäñòàâ-
ëåíû íà ðèñ. 5, à.

Â öåëîì ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî äèíàìèêà èçìåíåíèÿ
ïëîùàäè ÿäðûøåê ñëåäóåò çà èçìåíåíèåì ïëîùàäè êëåò-
êè è åå ÿäðà. Íî èìåþòñÿ è îñîáåííîñòè. Â íà÷àëüíûé ïå-
ðèîä îòìå÷àåòñÿ ñíèæåíèå ïëîùàäè ÿäðûøåê â îáîèõ
ñëó÷àÿõ. Òàêîé ðåçóëüòàò ìîæåò óêàçûâàòü íà íå÷òî îá-
ùåå â ïîâåäåíèè îáåèõ ãðóïï êëåòîê. Îáùåå ó íèõ

Îòâåò êëåòîê ëèíèè HeLa íà äåéñòâèå ìèòîìèöèíà Ñ. II. Ìîðôîìåòðèÿ êëåòîê 881

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê HeLa-Ì ïîä âîçäåéñòâèåì ìèòîìèöèíà Ñ.

à — êîíòðîëüíûå êëåòêè ïåðåä íà÷àëîì öåéòðàôåðíîé ñúåìêè; á — òå æå êëåòêè ïîñëå çàâåðøåíèÿ (÷åðåç 24 ÷) öåéòðàôåðíîé ñúåìêè; â — êëåòêè ñðà-
çó ïîñëå 2 ÷ êîíòàêòà ñ ìèòîìèöèíîì (íà÷àëî ñúåìêè); ã — òå æå êëåòêè ÷åðåç 48 ÷ (îêîí÷àíèå ñúåìêè). Óâåë.: 20�. Îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå.

Ðèñ. 3. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê äî (òåìíûå
êðóæêè) è ïîñëå 2 ÷ ýêñïîçèöèè â ìèòîìèöèíå (ñâåòëûå

êðóæêè).

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêè ñðåäíåãî. Îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå.

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè ÿäåð (òåìíûå êðóæêè) è
ïîñëå 2 ÷ ýêñïîçèöèè â ìèòîìèöèíå (ñâåòëûå êðóæêè) êëåòîê

HeLa.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêè ñðåäíåãî.



îäíî — ïåðåìåùåíèå èç îáû÷íîãî èíêóáàòîðà â èíêóáà-
òîð, ãäå ïðîâîäèòñÿ öåéòðàôåðíàÿ ñúåìêà. Âîçìîæíî,
êëåòêè ðåàãèðóþò íà ýòî ïåðåìåùåíèå, îäíàêî ýòî âðÿä
ëè ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííîé ïðè÷èíîé óìåíüøåíèÿ ïëîùà-
äè ÿäðûøåê. Êàê èçâåñòíî, ÿäðûøêè èñ÷åçàþò ïåðåä íà-
÷àëîì ìèòîçà, à ïîÿâëÿþòñÿ âñêîðå, íî íå ñðàçó, ïîñëå
äåëåíèÿ êëåòîê. Ïîýòîìó ñíèæåíèå ïëîùàäè ÿäðûøåê
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ðåçóëüòàò, ñâÿçàííûé ñ äåëå-
íèåì êëåòîê. Íî òîëüêî äëÿ êëåòîê â êîíòðîëå. Ñêîðåå
âñåãî, ýòî ñâÿçàíî ñ íåáîëüøîé âûáîðêîé èíòàêòíûõ
êëåòîê â íà÷àëüíûé ïåðèîä íàáëþäåíèÿ. Â äàëüíåéøåì
ñðåäíÿÿ ïëîùàäü ÿäðûøåê îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé. Ýòî
íå ïðîòèâîðå÷èò ëîãèêå, ïîñêîëüêó òðóäíî ïðåäñòàâèòü
ôóíêöèîíàëüíûå ôëóêòóàöèè ÿäðûøåê, ïîäîáíûå ôëóê-
òóàöèÿì êëåòêè, ñâÿçàííûì ñ èçìåíåíèåì åå ôîðìû ïðè
ïåðåìåùåíèè èëè ïåðèîäè÷åñêîì îáðàçîâàíèè ôèëî-
ïîäèé.

Îòñóòñòâèå ìèòîçà ó ãðóïïû êëåòîê, îáðàáîòàííûõ
ìèòîìèöèíîì Ñ, òðåáóåò èíîé èíòåðïðåòàöèè, íå ñâÿçàí-
íîé ñ êëåòî÷íûì äåëåíèåì. Ïî-âèäèìîìó, íàáëþäàåìûå
â ýòîì ñëó÷àå èçìåíåíèÿ ïëîùàäè ÿäðûøåê äåòåðìèíèðî-
âàíû òîêñè÷íûì äåéñòâèåì ìèòîìèöèíà íà ðèáîñîìû,
îáíàðóæåííûì ðàíåå íà äðóãèõ êëåòêàõ (Snodgrass et al.,
2010). Òåì íå ìåíåå ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 6—8 ÷ ïîñëå
êîíòàêòà êëåòîê ñ ìèòîìèöèíîì ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî
ïëîùàäü èõ ÿäðûøåê íà÷èíàåò ïîñòåïåííî âîçðàñòàòü è
óæå ÷åðåç 10—12 ÷ íà÷èíàåò ïðåâîñõîäèòü ïëîùàäü ÿä-
ðûøåê êëåòîê â êîíòðîëå (â àáñîëþòíûõ åäèíèöàõ). Îä-
íàêî èõ ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå ïî îòíîøåíèþ ê ÿäðó
êëåòêè â ýòî âðåìÿ ñòàáèëèçèðóåòñÿ è îñòàåòñÿ ïîñòîÿí-
íûì, êàê è â êîíòðîëå (ðèñ. 5, á).

Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå (Ïåòðîâ, 2013) áûëî îòìå÷åíî,
÷òî êëåòêè ïîñëå èíêóáàöèè ñ ìèòîìèöèíîì Ñ ìîæíî
ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû: M-I è M-II. Ïåðâûå ïîñëå äåëå-
íèÿ äàþò äî÷åðíèå êëåòêè, êîòîðûå âèçóàëüíî îñòàþòñÿ
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûìè â ïîñëåäóþùèå 2 ñóò, íî íå
äåëÿòñÿ. Âòîðûå âñòóïàþò â ìèòîç, ñòàíîâÿòñÿ îêðóãëû-
ìè, íî ëèáî íå ìîãóò ïîäåëèòüñÿ, ëèáî ïîñëå äåëåíèÿ
äàþò äî÷åðíèå êëåòêè, êîòîðûå òîæå îñòàþòñÿ îêðóãëû-
ìè áåç ïðèçíàêîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ. Êðèòè÷åñêîå âðåìÿ,
ïîñëå êîòîðîãî ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè îáåèõ ãðóïï
ñòàíîâÿòñÿ î÷åâèäíûìè, ñîñòàâëÿåò 6.7 � 1.2 ÷ ïîñëå
êîíòàêòà ñ ìèòîìèöèíîì. Êëåòêè ãðóïïû Ì-II â êîíå÷-
íîì ñ÷åòå ïîãèáàþò, ÷òî ìîæíî âèäåòü äàæå â ýòîò êîðîò-
êèé ïåðèîä íàáëþäåíèÿ (2 ñóò). Êàê áûëî ñêàçàíî âûøå,
àíàëèçèðóåìûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå êëåòêè, ïîäâåðãíóòûå
äåéñòâèþ ìèòîìèöèíà, âèäèìî äî÷åðíèå, ìàòåðèíñêèå
êëåòêè êîòîðûõ ïîäåëèëèñü ñðàçó ïî îêîí÷àíèÿ ýêñïîçè-
öèè â ñðåäå ñ ìèòîñòàòèêîì. Ïîýòîìó èõ ìîæíî îòíåñòè ê
ãðóïïå M-I. Îáðàçîâàíèå äâóõ ãðóïï êëåòîê ïîñëå êîí-
òàêòà ñ ìèòîìèöèíîì Ñ ãîâîðèò îá óâåëè÷åíèè ãåòåðî-
ãåííîñòè ïîïóëÿöèè, ÷òî âàæíî ó÷èòûâàòü ïðè àíàëèçå è
èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ.

Ïîëàãàÿ, ÷òî â íà÷àëüíûé ïåðèîä ïîñëå êîíòàêòà êëå-
òîê ñ ìèòîìèöèíîì åùå íåò âèçóàëüíûõ ïðèçíàêîâ, ïî-
çâîëÿþùèõ ðàçäåëèòü èõ íà äâå ãðóïïû, áûëè îïðåäåëå-
íû ïëîùàäè èõ ÿäåð è ÿäðûøåê ñ èñïîëüçîâàíèåì îòíî-
ñèòåëüíî áîëüøèõ âûáîðîê. Àíàëèçèðîâàëè ñëó÷àéíî
âûáðàííûå ãðóïïû êëåòîê â îäíîì è òîì æå ïîëå çðåíèÿ.
Â êîíòðîëå áûëî îò 20 êëåòîê â íà÷àëå íàáëþäåíèÿ äî 50
â êîíöå (÷åðåç 12 ÷). Â îïûòíîé âûáîðêå — îò 40 äî
60 êëåòîê â òå÷åíèå 8 ÷ ïîñëå êîíòàêòà ñ ìèòîìèöèíîì.

882 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 5. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè ÿäðûøåê äî (òåìíûå êðóæêè) è ïîñëå 2 ÷ ýêñïîçèöèè â ìèòîìèöèíå Ñ (ñâåòëûå êðóæêè).

à — àáñîëþòíûå çíà÷åíèÿ, ïèêñåëè; á — äîëÿ îò ïëîùàäè ÿäðà, %. Îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå.

Ðèñ. 6. Ãèñòîãðàììû ñîîòíîøåíèÿ ïëîùàäåé ÿäðà è ÿäðûøåê
êëåòîê HeLa.

Òåìíûå êðóæêè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äëÿ èíòàêòíûõ êëåòîê â òå÷åíèå
ïåðâûõ 12 ÷ ïîñëå íà÷àëà öåéòðàôåðíîé ñúåìêè; ñâåòëûå êðóæêè —
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äëÿ êëåòîê â ïåðâûå 8 ÷ ïîñëå 2 ÷ êîíòàêòà ñ ìèòîìèöè-
íîì Ñ. Ñïëîøíûå ëèíèè — ëèíèè ðåãðåññèè, ïóíêòèðíûå ëèíèè — ðàñ-
÷åòíûå ëèíèè äëÿ ïëîùàäè ÿäðûøåê (ëåâûå ïèêè) è êàðèîïëàçìû (ïðà-

âûå ïèêè). Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêè ñðåäíåãî.



Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå óñðåäíåííûõ ãèñòîãðàìì íà
ðèñ. 6.

Ïëîùàäü ïîä ñïëîøíûìè ëèíèÿìè ðàâíà êîëè÷åñòâó
ïèêñåëåé, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïëîùàäè ÿäåð. Âèäíî, ÷òî
ïëîùàäü ÿäåð èíòàêòíûõ êëåòîê â ñðåäíåì ìåíüøå, ÷åì
îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì (380 ïðîòèâ 327 ïèêñåëåé).
Îäíàêî ïëîùàäü ÿäðûøåê (ëåâûå ïóíêòèðíûå ëèíèè)
îäíà è òà æå â îáîèõ ñëó÷àÿõ (ñîîòâåòñòâåííî 116 è
114 ïèêñåëåé). Òàêèì îáðàçîì, â ðàííèé ïåðèîä ïîñëå îá-
ðàáîòêè êëåòîê ìèòîìèöèíîì ïëîùàäü èõ ÿäðûøåê â
ñðåäíåì òà æå, ÷òî è ó èíòàêòíûõ êëåòîê.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ôîðìû êëåòîê ìû èñïîëüçóåì òà-
êèå ïàðàìåòðû, êàê êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ Rp/Ra
(Kuz’minykh, Petrov, 2004) è êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè
M/m (Ïåòðîâ è äð., 2013). Äëÿ êëåòîê, èçìåíåíèå ïëîùà-
äè êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 3, îáà êîýôôèöèåíòà
îñòàþòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿííûìè çà âåñü ïåðèîä íà-
áëþäåíèÿ äëÿ îáåèõ ãðóïï êëåòîê. Îòñóòñòâèå äèíàìèêè
ïîçâîëÿåò ñðàâíèâàòü èõ ñðåäíèå çíà÷åíèÿ, êîòîðûå
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 7. Ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî ìèòîìè-
öèí Ñ äîñòîâåðíî óìåíüøàåò ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê
(P < 0.05), íî íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà èõ ïîëÿðèçàöèþ.

Åñòü åùå îäèí ïîêàçàòåëü, êîòîðûé ìîæíî èñïîëüçî-
âàòü äëÿ õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, — ñðåä-
íåå ÷èñëî ÿäðûøåê íà ÿäðî (ðèñ. 8). ×èñëî ÿäðûøåê ïîä-
ñ÷èòûâàëè íà èçîáðàæåíèÿõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ ïðè
îáû÷íîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Â êàæäîì ñëó÷àå ñ÷èòà-
ëè êëåòêè â 10 ïîëÿõ çðåíèÿ. Îáùåå êîëè÷åñòâî îáðàáî-
òàííûõ êëåòîê äëÿ êàæäîé ãðóïïû ñîñòàâèëî îêîëî 300
íà ìîìåíò ïåðåä íà÷àëîì öåéòðàôåðíîé ñúåìêè êîíò-
ðîëüíûõ êëåòîê (÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà). ×èñëî èññëå-
äîâàííûõ êëåòîê ïîñëå çàâåðøåíèÿ ýêñïåðèìåíòà áûëî
áîëåå 600 â êàæäîì ñëó÷àå (2 ñóò äëÿ êîíòðîëüíûõ è 3 ñóò
äëÿ îïûòíûõ êëåòîê îò ìîìåíòà èõ îòìûâêè îò ìèòîìè-
öèíà). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ñëó÷àå Ì(+)3 ïî ïîíÿò-
íûì ïðè÷èíàì ðåãèñòðàöèÿ ÿäðûøåê áûëà âîçìîæíà â
îñíîâíîì äëÿ êëåòîê ãðóïïû Ì-I.

Áîëüøàÿ âûáîðêà ïîçâîëèëà ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ
ïðîäåìîíñòðèðîâàòü, âî-ïåðâûõ, óâåëè÷åíèå ñðåäíåãî
÷èñëà ÿäðûøåê íà ÿäðî ïî ìåðå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
(P < 0.01), âî-âòîðûõ, íåçàâèñèìîñòü ýòîãî ïàðàìåòðà îò
âîçäåéñòâèÿ ìèòîìèöèíà íà êëåòêè.

Îáñóæäåíèå

Àíòèáèîòèêè ãðóïïû ìèòîìèöèíà áûëè îòêðûòû â
50-å ãîäû ïðîøëîãî âåêà (Hata et al., 1956). Ñ òåõ ïîð
îñíîâíîé àíòèáèîòèê ýòîé ãðóïïû — ìèòîìèöèí C —
ïîëó÷èë øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå â êëèíè÷åñêîé îíêî-
ëîãèè â êà÷åñòâå öèòîñòàòèêà (Hofheinz et al., 2008; Soren-
sen, 2008; Kahmann et al., 2010; Turner et al., 2012). Ðàáîò,
â êîòîðûõ îí öåëåíàïðàâëåííî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èçó÷å-
íèÿ áèîëîãèè êëåòîê â êóëüòóðå, íåò. Õîòÿ åãî òîêñè÷åñ-
êîå äåéñòâèå íåðåäêî ïðîâåðÿåòñÿ íà êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ (Crowston et al., 2006; Bargonetti et al., 2010). Ïî-
ñêîëüêó â ýòèõ ðàáîòàõ ìîäåëèðóþòñÿ óñëîâèÿ èñïîëüçî-
âàíèÿ ìèòîìèöèíà â êëèíèêå, èñïîëüçóþòñÿ êîðîòêàÿ
(5—10 ìèí) ýêñïîçèöèÿ êëåòîê ñ ìèòîñòàòèêîì è âûñîêàÿ
(âïëîòü äî 400 ìã/ìë) åãî êîíöåíòðàöèÿ (Anjos et al.,
2012). Â íàøåé ðàáîòå ìû âûáðàëè ùàäÿùèå óñëîâèÿ îá-
ðàáîòêè êëåòîê ìèòîìèöèíîì, ïðèíÿòûå äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ôèäåðíûõ êëåòîê.

Ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ êîíòàêòà ñ ìèòîìèöèíîì êëåòêà
îñòàåòñÿ æèçíåñïîñîáíîé, íî íå ìîæåò âñòóïèòü â ìèòîç,

à åñëè è âñòóïàåò, òî íå ïðîèñõîäèò åå ðàñïëàñòûâàíèÿ.
Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî äàæå åñëè è ïðîèñõîäèò ðåïàðàöèÿ
ñøèòûõ ìèòîìèöèíîì öåïåé ÄÍÊ, ïîëíîãî åå âîññòàíîâ-
ëåíèÿ íå ïðîèñõîäèò. Åñëè êðîìå äâóõñïèðàëüíûõ ñøè-
âîê ÄÍÊ ñóùåñòâóþò êàêèå-ëèáî íåñïåöèôè÷åñêèå âîç-
äåéñòâèÿ ìèòîìèöèíà íà äðóãèå ñòðóêòóðû êëåòêè, îíè
ëèáî ðåïàðèðóþòñÿ, ëèáî íå ïðåïÿòñòâóþò åå âûæèâà-
íèþ. Íåçàâèñèìî îò òîãî, â êàêîé ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà
ïðîèçîøëè ñøèâêè ÄÍÊ, îíè íå ïðåïÿòñòâóþò âõîæäå-
íèþ êëåòêè â ìèòîç. Ïî-âèäèìîìó, òîãî ïóëà öèêëèíîâ,
êîòîðûé åñòü â êëåòêå íà ìîìåíò åå àòàêè ìèòîìèöèíîì,
äîñòàòî÷íî äëÿ èíäóêöèè ìèòîçà. Îäíàêî âûéòè èç ìèòî-
çà ñ îáðàçîâàíèåì ñïîñîáíûõ ê ðàñïëàñòûâàíèþ äî÷åð-
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Ðèñ. 7. Ñðàâíåíèå êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ (à) è ïîëÿ-
ðèçàöèè (á) èíòàêòíûõ êëåòîê (Ì (–)) ïîñëå èõ êîíòàêòà ñ ìè-

òîìèöèíîì Ñ (Ì (+)).

Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îøèáêàìè. Îáú-
ÿñíåíèÿ â òåêñòå.

Ðèñ. 8. Ñðàâíåíèå ÷èñëà ÿäðûøåê íà ÿäðî ó êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê è êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì Ñ.

Ì (–) — êîíòðîëüíûå êëåòêè, Ì (+) — êëåòêè, ïîäâåðãíóòûå îáðàáîòêå
ìèòîìèöèíîì ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå ïîñåâà. Òî÷êà 0 ñîîòâåòñòâóåò ðåãèñòðà-
öèè êëåòîê ïåðåä íà÷àëîì öåéòðàôåðíîé ñúåìêè êîíòðîëüíûõ êëåòîê.
Òî÷êè 2 è 3 — ðåãèñòðàöèÿ êëåòîê ïîñëå çàâåðøåíèÿ öåéòðàôåðíîé ñúåì-
êè. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ, âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêè

ñðåäíåãî.



íèõ êëåòîê ìîãóò òîëüêî òå êëåòêè, êîòîðûå ïîëó÷èëè ïî-
âðåæäåíèå ìèòîìèöèíîì â ôàçå G2.

Â öåëîì ëîãèêà ýòèõ ðàññóæäåíèé, êîòîðûå ìîãóò
áûòü ïðîäîëæåíû, ïðèâîäèò ê ñëåäóþùåìó âàæíîìó âû-
âîäó. Êàêèìè áû íè áûëè âíóòðèêëåòî÷íûå íàðóøåíèÿ
âñëåäñòâèå âîçäåéñòâèÿ ìèòîìèöèíà, êëåòêè ïîëíîñòüþ
òåðÿþò ñïîñîáíîñòü ê ðàçìíîæåíèþ, äàæå åñëè îíè
âûæèâàþò. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ïîëíîãî âîññòàíîâëåíèÿ ïî
êðàéíåé ìåðå äâîéíûõ ñøèâîê ÄÍÊ íå ïðîèñõîäèò.
Îäíàêî ýòî íå ìåøàåò êëåòêàì îñòàâàòüñÿ æèçíåñïîñîá-
íûìè äàæå ïîñëå ñëåäóþùåãî îæèäàåìîãî («ïëàíîâîãî»)
ìèòîçà.

Êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû, ïîñëå
ïðîõîæäåíèÿ âðåìåíè îæèäàåìîãî âòîðîãî ìèòîçà âû-
æèâøèå êëåòêè ïðîäîëæàþò óâåëè÷èâàòüñÿ â ðàçìåðå.
Îíè õîðîøî ðàñïëàñòàíû, õîòÿ è â íåñêîëüêî ìåíüøåé
ñòåïåíè, ÷åì êëåòêè â êîíòðîëå. Ó íèõ ïðîèñõîäèò óâåëè-
÷åíèå ïëîùàäè ÿäðà, íî, êàê è â êîíòðîëå, ïðîïîðöèî-
íàëüíî óâåëè÷åíèþ îáùåé ïëîùàäè êëåòêè. Õîðîøåå
ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê îçíà÷àåò, ÷òî îíè ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíû, èíà÷å áû îíè îòêðåïëÿëèñü îò ïîäëîæêè, îêðóã-
ëÿëèñü è ïîãèáàëè â ðåçóëüòàòå àïîïòîçà èëè íåêðîçà.
Ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê è óâåëè÷åíèå èõ ïëî-
ùàäè (ò. å. ìàññû êëåòêè), êàê íàì êàæåòñÿ, ÿâëÿþòñÿ íå-
îáõîäèìûìè è äîñòàòî÷íûìè ïðèçíàêàìè òîãî, ÷òî â
êëåòêàõ èäóò ïðîöåññû ìåòàáîëèçìà ñ íàðàñòàíèåì ïóëà
ðàçëè÷íûõ áåëêîâ.

Äëÿ ñèíòåçà áåëêà íåîáõîäèìû ðèáîñîìû. Ñèíòåç
ðÐÍÊ ïðîèñõîäèò â ÿäðûøêàõ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî èç
óïîìèíàâøèõñÿ âûøå äàííûõ ëèòåðàòóðû ñëåäóåò, ÷òî
ìèòîìèöèí îêàçûâàåò òîêñè÷åñêîå âëèÿíèå íà ðèáîñîìû,
à ñëåäîâàòåëüíî âûçûâàåò ïîâðåæäåíèÿ ÿäðûøåê, íàøè
äàííûå íå ïîëíîñòüþ ýòîìó ñîîòâåòñòâóþò. Êàê ñëåäóåò
èç ðèñ. 5, à, â ïåðâûå 2—3 ÷ ïîñëå çàâåðøåíèÿ êîíòàêòà ñ
ìèòîìèöèíîì â êëåòêàõ, îñòàþùèõñÿ æèçíåñïîñîáíûìè,
ïðîèñõîäèò óìåíüøåíèå ïëîùàäè ÿäðûøåê, ÷òî îò÷àñòè,
âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì äåéñòâèÿ ìèòîñòàòèêà.
Çàòåì ïðîèñõîäèò ïðîãðåññèâíîå óâåëè÷åíèå ïëîùàäè
ÿäðûøêà ñèíõðîííî ñ óâåëè÷åíèåì êàê ïëîùàäè ÿäðà,
òàê è âñåé êëåòêè. Â öåëîì æå äëÿ âñåõ êëåòîê, îáðàáî-
òàííûõ ìèòîìèöèíîì, êîëè÷åñòâî ÿäðûøåê íå îòëè÷àåò-
ñÿ îò èõ ÷èñëà â èíòàêòíûõ êëåòêàõ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ó
êëåòîê ãðóïïû Ì-I ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå íå òîëüêî
ñòðóêòóðû ÿäðûøåê, íî è èõ àêòèâíîãî ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ.

Ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé (êàê è â ïðåäûäó-
ùåé) ðàáîòå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ïðè íàëè-
÷èè ìèòîìèöèíîâûõ ñøèâîê ñïèðàëåé ÄÍÊ â êëåòêàõ
äîëæíà ïðîèñõîäèòü òðàíñêðèïöèÿ. Ýòî ïðîòèâîðå÷èò
îáùåïðèíÿòîé ãèïîòåçå îá îáðàçîâàíèè «òðàíñêðèïöè-
îííîãî ïóçûðüêà» âî âðåìÿ ñèíòåçà ÐÍÊ. Êîíå÷íî, ìîæ-
íî ïðåäñòàâèòü, ÷òî ìèòîìèöèí ñïåöèôè÷åñêè ïîâðåæäà-
åò ó÷àñòêè ÄÍÊ, èìåþùèå ëèøü âòîðîñòåïåííîå çíà÷å-
íèå äëÿ âûæèâàíèÿ êëåòîê. Îäíàêî ðèáîñîìíûå ãåíû
íèêàê íåëüçÿ ñ÷èòàòü âòîðîñòåïåííûìè. Ñîõðàíåíèå îä-
íîãî è òîãî æå ÷èñëà ÿäðûøåê â èíòàêòíûõ è îáðàáîòàí-
íûõ ìèòîìèöèíîì êëåòîê îïðîâåðãàåò òàêîå ïðåäïîëîæå-
íèå. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ó÷àñòêè ãåíîìà (ÿäðûøêîâûå îðãà-
íèçàòîðû), ïðèíèìàþùèå ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè
ÿäðûøåê, îäèíàêîâî àêòèâíû êàê â òåõ, òàê è â äðóãèõ
êëåòêàõ.

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå, êàê íàì ïðåäñòàâëÿåò-
ñÿ, ñòàâÿò ïîä ñîìíåíèå ïðåäñòàâëåíèå î òðàíñêðèïöèè ñ
ëîêàëüíûì ïëàâëåíèåì ÄÍÊ, óêàçûâàÿ íà âîçìîæíîñòü
ñèíòåçà ÐÍÊ â áîëüøîé áîðîçäêå ÄÍÊ. Âàðèàíò òàêîé
âîçìîæíîñòè ðåàëèçîâàí â ìîäåëè, ðàíåå ïðåäëîæåííîé
îäíèì èç àâòîðîâ íàñòîÿùåé ðàáîòû (Petrov, 2006).
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RESPONSE OF HELA CELLS TO MITOMYCINE C. II. MORPHOMETRY OF THE CELLS
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HeLa-M cells were analyzed after the 2h incubation in the medium with mitomycin C (10 mg/ml). It has
been shown that a part of the cells contacted with the cytostatic agent passes mitosis normally, but the daughter
cells no longer divide. During the observation period (2 days), the area of the cells increased linearly reaching
twice the size of intact cells. Thereby spreading of the cells contacted with mitomycine decreased, and their po-
larisation was not changed. Along with the increasing cell size, the nucleus size is also increased indicated
de novo protein synthesis. Analysis of nucleoli revealed a small decrease of their area during the first hours af-
ter the contact with mitomycine followed by an increase of the area. Finally, the nucleolus area exceeded that of
control cells, which can only happen if rRNA was synthesized. On the other hand, DNA cross-linking by mito-
mycine should inhibit transcription because the mechanism of transcription is assumed to involve local melting
of DNA within its minor groove. This contradiction can be overcome by assuming that transcription occurs in a
DNA major groove without separation of the chains.

K e y w o r d s: cell area, cell nucleus, nucleolus, mitosis, transcription.
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