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Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.
Âëèÿíèå êîëëàãåíà I òèïà è ôèáðîíåêòèíà íà ìîðôîëîãèþ ÌÑÊ ÷åëîâåêà â êóëüòóðå

Óñïåøíîå èñïîëüçîâàíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê â ïðèêëàäíîé ìåäèöèíå â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ëèìè-
òèðóåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, íåäîñòàòêîì çíàíèé î ïîâåäåíèè ýòèõ êëåòîê â êóëüòóðå. ×òîáû îò÷àñòè çàïîë-
íèòü ýòîò ïðîáåë, èññëåäîâàëè âçàèìîäåéñòâèå ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ) ÷åëîâåñêà ñ
ðàçëè÷íûìè ïîäëîæêàìè (ïëàñòèê, êîëëàãåí I òèïà, ôèáðîíåêòèí è èõ ñìåñè â ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíè-
ÿõ) ÷åðåç 16—18 ÷ ïîñëå ïîñåâà. Äëÿ îöåíêè ìîðôîëîãèè êëåòîê èñïîëüçîâàëè òàêèå ïàðàìåòðû, êàê
ïëîùàäü è ïåðèìåòð êëåòêè, êîýôôèöèåíòû ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ ñïåöè-
ôè÷íî ðåàãèðóþò íà ïîäëîæêó è ïî èññëåäîâàííûì ïàðàìåòðàì ìîãóò áûòü ðàçäåëåíû íà íåñêîëüêî
ãðóïï. Âûÿâëåíî ðàçíîíàïðàâëåííîå âëèÿíèå êîëëàãåíà I òèïà è ôèáðîíåêòèíà íà ðàñïëàñòûâàíèå êëå-
òîê. Êîëëàãåí ïðåäïî÷òèòåëüíî äåòåðìèíèðóåò ïîëÿðèçàöèþ êëåòîê, òîãäà êàê ôèáðîíåêòèí ñïîñîáñò-
âóåò èõ ðàâíîìåðíîìó ðàñïëàñòûâàíèþ. Äåéñòâèå ñìåñè ôèáðîíåêòèíà è êîëëàãåíà íà êëåòêè íåàääè-
òèâíîå. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî âàðüèðîâàíèå ñîîòíîøåíèÿ ýòèõ áåëêîâ â ñîñòàâå âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
ìîæåò áûòü îäíèì èç èíñòðóìåíòîâ âëèÿíèÿ íà ìîðôîëîãèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðè èõ èíäóöèðîâàííîé
äèôôåðåíöèðîâêå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ (ÂÊÌ), ïëîùàäü êëåòêè, ñîîòíîøåíèå áåëêîâ ÂÊÌ,
êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè.

Â ïîñëåäíèå 10—15 ëåò ïîÿâèëîñü çíà÷èòåëüíîå êî-
ëè÷åñòâî ðàáîò, êàñàþùèõñÿ âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ
ñòâîëîâûõ êëåòîê â ïðèêëàäíîé ìåäèöèíå (Park et al.,
2008; Abdelwahid et al., 2011; Vaccarino et al., 2011). Íåò
ñîìíåíèÿ â òîì, ÷òî ïðîäîëæàþùèéñÿ ðîñò òàêèõ ïàòîëî-
ãèé, êàê òðàâìû, ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáîëåâàíèèÿ è
îïóõîëè, òðåáóåò ïðèíöèïèàëüíî íîâûõ è íàäåæíûõ ìå-
òîäîâ ëå÷åíèÿ. Íåñêîëüêî ëåò íàçàä çàìåñòèòåëüíàÿ òåðà-
ïèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòâîëîâûõ êëåòîê êàçàëàñü òåì ñà-
ìûì ìåòîäîì, êîòîðûé èç-çà îòíîñèòåëüíîé ïðîñòîòû è
ïðîãíîçèðóåìîé ýôôåêòèâíîñòè áóäåò ëåãêî âíåäðåí â
ïðàêòè÷åñêóþ ìåäèöèíó (Daley et al., 2003; Filip et al.,
2005; Mimeault, Baltra, 2006; Saha, Ferro, 2006). Îäíàêî äî
ñèõ ïîð íåò íèêàêèõ óáåäèòåëüíûõ äàííûõ î òîì, ÷òî ýòè
ïðîãíîçû îïðàâäûâàþòñÿ (Magnus et al., 2008; Shi, 2009;
Ansboro et al., 2012).

Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî îäíîé èç âàæíûõ ïðè÷èí îòñóòñòâèÿ
îæèäàåìûõ ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ â èñïîëüçîâàíèè
ñòâîëîâûõ êëåòîê â êëèíèêå ÿâëÿåòñÿ íåäîñòàòî÷íîå âíè-
ìàíèå ê èçó÷åíèþ èõ ïîâåäåíèÿ in vitro. Ýòî âàæíî, ïî-
ñêîëüêó ïåðåâîä ñòâîëîâûõ êëåòîê â êóëüòóðó âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîé ïðîöåäóðîé ïîäãîòîâêè
ýòèõ êëåòîê ê èñïîëüçîâàíèþ â êëèíè÷åñêîé ìåäèöèíå.
Îäíî èç óíèêàëüíûõ ñâîéñòâ ñòâîëîâûõ êëåòîê — èõ ñïî-
ñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â êóëüòóðå, ïðè÷åì êàê ê
ñïîíòàííîé, òàê è èíäóöèðîâàííîé. Îäíàêî «èíäóöèðî-
âàííîé» åùå íå îçíà÷àåò «óïðàâëÿåìîé». ×òîáû ýòîìó
íàó÷èòüñÿ, ñëåäóåò âûÿñíèòü, êàêîâû åñòåñòâåííûå ïðèí-

öèïû êîíòðîëÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â êóëüòóðå. Îä-
íèì èç ñàìûõ âàæíûõ ôàêòîðîâ, âëèÿþùèõ íà ïîâåäåíèå
êëåòîê (âêëþ÷àÿ ñòâîëîâûå), ÿâëÿåòñÿ âíåêëåòî÷íûé ìàò-
ðèêñ (ÂÊÌ) (Streuli, Bissell, 1990; Huang, Li, 2011). Îäíà-
êî çíàíèå ýòîãî ôàêòà åùå íåäîñòàòî÷íî äëÿ öåëåâîãî, íà-
ïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè. Äëÿ ýòîãî íåîáõîäè-
ìî âûÿñíèòü çàâèñèìîñòè (çàêîíîìåðíîñòè) âëèÿíèÿ
ÂÊÌ íà ïîâåäåíèå êëåòîê.

Ó ìíîãîêëåòî÷íûõ ÂÊÌ, ïðîäóöèðóåìûé êëåòêàìè,
ïðåèìóùåñòâåííî ôèáðîáëàñòàìè (Rhee, Grinnell, 2007),
ñàì àêòèâíî âçàèìîäåéñòâóåò ñî âñåìè êëåòêàìè îðãàíèç-
ìà. Ýòî ñïîñîáñòâóåò êàê ôîðìèðîâàíèþ òêàíåé, òàê è èõ
íîðìàëüíîìó ôóíêöèîíèðîâàíèþ (Teti, 1992; Daley et al.,
2008). Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ àäåêâàòíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ
ïðîöåññîâ, èìåþùèõ ìåñòî â îðãàíèçìå, âàæíî èññëåäî-
âàòü ðåàêöèþ íå îòäåëüíûõ êëåòîê, à âñåé ïîïóëÿöèè â
öåëîì. Êðîìå ýòîãî, ðàçóìíî âûïîëíÿòü ýêñïåðèìåíòû íà
ïåðâè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ñ çàâåäîìî ãåòåðîãåí-
íûì êëåòî÷íûì ñîñòàâîì. Òàêèìè ñâîéñòâàìè, êàê íàì
êàæåòñÿ, îáëàäàþò ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè ÷å-
ëîâåêà (ÌÑÊ) (Colter et al., 2000; Hung et al., 2002; Cham-
berlain et al., 2007; Kolf et al., 2007; Augello et al., 2010;
Zhang et al., 2012). Ïîýòîìó ìû âûáðàëè èõ â êà÷åñòâå
îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî ÂÊÌ â îðãàíèçìå òêàíåñïåöèôè÷åí,
íåñìîòðÿ íà òî ÷òî åãî ìàæîðíûå êîìïîíåíòû îäíè è òå
æå âî âñåõ òêàíÿõ. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî àêòèâíî âëèÿòü
íà êëåòêè, â ÷àñòíîñòè íà èõ ìîðôîëîãèþ, ìîæíî, ïî-âè-
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äèìîìó, èçìåíåíèåì ñîîòíîøåíèÿ ìàæîðíûõ áåëêîâ
ÂÊÌ. Îïèðàÿñü íà ýòî ïðåäïîëîæåíèå, áûëà ñôîðìóëè-
ðîâàíà çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû: íàéòè ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå ïîäòâåðæäåíèÿ âçàèìîñâÿçè ìåæäó êîëè÷åñòâåííûì
ñîñòàâîì áåëêîâ ÂÊÌ è ìîðôîëîãèåé êëåòîê â êóëüòóðå.
Â êà÷åñòâå èìèòàòîðà ÂÊÌ áûëè èñïîëüçîâàíû êîëëàãåí
I òèïà è ôèáðîíåêòèí êàê îñíîâíûå áåëêîâûå êîìïîíåí-
òû ìåçåíõèìíûõ òêàíåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

ÌÑÊ âûäåëÿëè èç êîñòíîãî ìîçãà ýìáðèîíîâ ÷åëîâå-
êà (5—6 íåä ðàçâèòèÿ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå
DMEM/F12, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
êîðîâ. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè ôèáðîíåêòèí
(Sigma Chemical Cor., ÑØÀ) è êîëëàãåí I òèïà, ïîëó÷åí-
íûé èç ñóõîæèëèé êðûñèíûõ õâîñòîâ, êàê îïèñàíî (Chan-
drakasan et al., 1967). Â áàçîâûõ îïûòàõ íà ïîâåðõíîñòü
÷àøåê Ïåòðè (35 ìì; Nunk, Äàíèÿ) íàíîñèëè ïîñòîÿííîå
êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà I òèïà ïî 0.5 ìã íà 1 ÷àøêó. Â âàðè-
àíòàõ áåç êîëëàãåíà êîëè÷åñòâî ôèáðîíåêòèíà íà 1 ÷àøêó
ñîñòàâëÿëî 50 ìã. Â âûáîðêàõ ñ êîëëàãåíîì êîëè÷åñòâî
ôèáðîíåêòèíà ðàíæèðîâàëè — 10, 30, 50, 100 è 200 ìã íà
1 ÷àøêó. Â äîïîëíèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ â êàæäóþ
÷àøêó âíîñèëè ïî 50 ìã ôèáðîíåêòèíà. Â âàðèàíòàõ áåç
ôèáðîíåêòèíà êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà òàêæå ñîñòàâëÿëî
50 ìã íà 1 ÷àøêó. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ôèáðîíåêòèíîì èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå êîíöåíòðàöèè êîëëàãåíà — 10,
50, 100, 500 è 1000 ìã íà 1 ÷àøêó. Ðàñòâîðû áåëêîâ òùà-
òåëüíî ïåðåìåøèâàëè è ðàâíîìåðíî íàíîñèëè íà âñþ ïî-
âåðõíîñòü äíà ÷àøêè. Çàòåì ÷àøêè âûäåðæèâàëè â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2, äâàæäû ïðîìû-
âàëè PBS (áåç êàëüöèÿ è ìàãíèÿ), ïîñëå ÷åãî íà íèõ ñåÿëè
êëåòêè 5—6-ãî ïàññàæåé. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷å-
íèå 16—18 ÷ â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå ýòî-
ãî èõ áåç îòäåëåíèÿ îò ïîäëîæêè òðèæäû ïðîìûâàëè
PBS, ïîòîì îïîëàñêèâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé, ôèê-
ñèðîâàëè ýòàíîëîì è îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì Ãèìçà. Äëÿ
íàáëþäåíèÿ è ôîòîãðàôèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
îáû÷íûé ñâåòîâîé ìèêðîñêîï (ËÎÌÎ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã)
ñ îáúåêòèâîì 10�, îñíàùåííûé ôîòîíàñàäêîé Sum-
sung 1050 ñ ðàçðåøåíèåì 10 ìåãàïèêñåëåé, îïòè÷åñêèì
çóìîì 5� (Samsung Techwin Co., Ltd, Êîðåÿ). Êîëè÷åñò-
âåííûé àíàëèç èçîáðàæåíèé êëåòîê âûïîëíÿëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîãðàììû ImageJ (Rasband, W. S., ImageJ,
U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
ÑØÀ, http:/imagej.nih.gov/ij/).

Èçìåðÿëè ïëîùàäü (Area) ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîä-
ëîæêó (äàëåå ïëîùàäü êëåòêè), åå ïåðèìåòð (Perimeter),
êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ (Rp/Ra) è êîýôôèöèåíò ïî-
ëÿðèçàöèè (M/m). Ïåðâûå äâà ïàðàìåòðà ðàññ÷èòûâàëè àâ-
òîìàòè÷åñêè ïëàãèíàìè ImageJ. Êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòû-
âàíèÿ êëåòêè âû÷èñëÿëè, êàê áûëî ïðåäëîæåíî íàìè ðà-
íåå (Kuz’minykh, Petrov, 2004). Îí õàðàêòåðèçóåò ñòåïåíü
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòêè è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòíîøåíèå
ðàäèóñîâ, ðàññ÷èòàííûõ èç èçâåñòíûõ ïåðèìåòðà (Rp) è
ïëîùàäè (Ra) äàííîé êëåòêè. Î÷åâèäíî, ÷òî Rp/Ra íå ìî-
æåò áûòü ìåíüøå 1. Åñëè îí ðàâåí 1, òî êëåòêà èìååò ïðà-
âèëüíóþ ôîðìó êðóãà. ×åì áîëüøå âåëè÷èíà ýòîãî ïàðà-
ìåòðà, òåì ñèëüíåå êëåòêà ðàñïëàñòàíà. Îäíàêî ïî ýòîìó
ïàðàìåòðó íåëüçÿ îòëè÷èòü, íàïðèìåð, êëåòêè çâåçä÷à-
òûå îò âûòÿíóòûõ. Çäåñü ìû ââîäèì äîïîëíèòåëüíûé ïà-
ðàìåòð — êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè êàê îòíîøåíèå îñåé
ýëëèïñà (M/m). Ïðîãðàììà ImageJ àâòîìàòè÷åñêè ìîæåò

ïðåäñòàâëÿòü êëåòêó êàê ýëëèïñ è ñîîòâåòñòâåííî ðàññ÷è-
òûâàåò åãî áîëüøóþ (M) è ìàëóþ (m) îñè. Ïî èõ ñîîòíî-
øåíèþ â ïåðâîì ïðèáëèæåíèè ìîæíî ñóäèòü î ñòåïåíè
ïîëÿðèçàöèè êëåòêè. Òàê æå êàê è â ñëó÷àå Rp/Ra, âåëè÷è-
íà êîýôôèöèåíòà M/m èçìåíÿåòñÿ îò 1 (êëåòêà îêðóãëàÿ)
äî á *îëüøèõ çíà÷åíèé. Âûñîêîå çíà÷åíèå M/m ãîâîðèò î
âûðàæåííîé ïîëÿðèçàöèè (âûòÿíóòîñòè) êëåòêè.

Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè îò 1 äî 3 ÷àøåê
Ïåòðè, à ÷èñëî àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê íà 1 ÷àøêó ñîñòàâ-
ëÿëî 1000—2000. Ïîñêîëüêó ïðè àíàëèçå âàæíû íå àáñî-
ëþòíûå çíà÷åíèÿ, à îòíîñèòåëüíûå, âåëè÷èíû ïëîùàäè è
ïåðèìåòðà êëåòîê áûëè îñòàâëåíû â ïèêñåëÿõ. Ðàñ÷åò ñòà-
òèñòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ è êðèâûõ ðåãðåññèè âûïîëíåí ñ
ïîìîùüþ ïàêåòà àíàëèçà Excel 2007 (Microsoft Corporati-
on, ÑØÀ) è ïðîãðàììû Origin 6.1 (OriginLab Corporation,
ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ïîñêîëüêó íàì íåèçâåñòíû ðàáîòû ñ àíàëîãè÷íî ïî-
ñòàâëåííîé çàäà÷åé, ïîñòîëüêó âûáîð áåëêîâ ÂÊÌ è ñî-
îòíîøåíèå èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé áûëè ñäåëàíû
íàìè ïðîèçâîëüíî. Ìåçåíõèìíûå êëåòêè âåñüìà ãåòåðî-
ãåííû ïî ñâîåé ìîðôîëîãèè. Ýòî õîðîøî äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè â öåëîì, íî òðåáóåò óâåëè÷å-
íèÿ âûáîðêè ïðè èõ ìîðôîìåòðè÷åñêîì àíàëèçå. Áîëü-
øàÿ âûáîðêà íåîáõîäèìà åùå è ïîòîìó, ÷òî ïðè èçó÷åíèè
ýòèõ ïîïóëÿöèé ìû èñïîëüçîâàëè ïàðàìåòðû, âåëè÷èíà
êîòîðûõ ñàìà ïî ñåáå çàâèñèìà îò î÷åíü áîëüøîãî ÷èñëà
ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ôèçèîëîãè÷åñêàÿ
ðåãóëÿöèÿ ïîâåäåíèÿ êëåòîê ïðîèñõîäèò ïðè íåáîëüøèõ
ôëþêòóàöèÿõ ñîîòíîøåíèÿ ìàæîðíûõ áåëêîâ ÂÊÌ. Ñëå-
äîâàòåëüíî, è îòâåò êëåòîê íà ýòè ôëþêòóàöèè íå äîëæåí
áûòü ðåçêî âûðàæåííûì. Ïîýòîìó äëÿ åãî óñïåøíîé ðå-
ãèñòðàöèè ñ ïðèâëå÷åíèåì ñòàòèñòè÷åñêèõ ìåòîäîâ òðå-
áóåòñÿ äîñòàòî÷íî áîëüøàÿ âûáîðêà êëåòîê.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåíûå íà ðèñ. 1, ïîêàçûâàþò, êàê
èçìåíÿþòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû êëåòîê ïðè èõ
âçàèìîäåéñòâèè ñ ïîäëîæêàìè, ïîêðûòûìè êîëëàãåíîì
I òèïà èëè ôèáðîíåêòèíîì, ïî ñðàâíåíèþ ñ ïëàñòèêîâîé
ïîäëîæêîé. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïëîùàäè, ïåðèìåòðà è êî-
ýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê âûøå (P < 0.001) ïðè
èñïîëüçîâàíèè êîëëàãåíà è ôèáðîíåêòèíà (ðèñ. 1, à, á).
Ïðè ýòîì âëèÿíèå ôèáðîíåêòèíà íà êëåòêè âûðàæåíî
áîëüøå, ÷åì ó êîëëàãåíà. Òåì íå ìåíåå êîëè÷åñòâåííûå
ðàçëè÷èÿ â ñòåïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ýòèõ ïàðàìåòðîâ íå ãîâîðÿò î ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè
êëåòîê ïðè èõ ðàñïëàñòûâàíèè íà èññëåäóåìûõ áåëêàõ.
Ïîýòîìó ìû ââåëè äîïîëíèòåëüíûé ïàðàìåòð — êîýôôè-
öèåíò ïîëÿðèçàöèè, îäèí èç âàðèàíòîâ êîòîðîãî áûë
ïðåäëîæåí åùå â ðàáîòå ×åðåïàíîâîé è ñîàâòîðîâ (Chere-
panova et al., 2006). Ðåçóëüòàò íà ðèñ. 1, â óêàçûâàåò íà
ïðèíöèïèàëüíî èíîå âëèÿíèå ôèáðîíåêòèíà íà èññëåäóå-
ìûå êëåòêè. Ñðåäíåå çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçà-
öèè ïðè âçàèìîäåéñòâèè êëåòîê ñ êîëëàãåíîì îñòàåòñÿ
íåèçìåííûì (íåò îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ), íî çàìåòíî ïàäà-
åò ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ïîäëîæêè ôèáðîíåêòèíà
(P < 0.001).

Ïîñëå òîãî êàê áûëè âûÿâëåíû êà÷åñòâåííûå ðàçëè-
÷èÿ â ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà êîëëàãåíå è ôèáðîíåêòè-
íå, áûëî èçó÷åíî èõ ñîâìåñòíîå âëèÿíèå íà êëåòêè. Ïðè
èññëåäîâàíèè ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû
äâå ìîäåëè — ôèêñèðîâàííîå êîëè÷åñòâî â ñóáñòðàòå
êîëëàãåíà I òèïà ïðè âàðüèðîâàíèè êîëè÷åñòâà ôèáðîíåê-

Âëèÿíèå êîëëàãåíà I òèïà è ôèáðîíåêòèíà íà ìîðôîëîãèþ ÌÑÊ ÷åëîâåêà â êóëüòóðå 453



òèíà è, íàîáîðîò, ïîñòîÿííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ôèáðîíåêòè-
íà â ñî÷åòàíèè ñ èçìåíÿþùèìñÿ êîëè÷åñòâîì êîëëàãåíà.
Ïåðâàÿ ìîäåëü èñïîëüçîâàíà êàê áàçîâàÿ. Äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 2.

Èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî ðàçìåð êëåòîê
ïðè ðàñïëàñòûâàíèè íå ìîæåò ïðåâûñèòü íåêîòîðóþ ïðå-
äåëüíóþ âåëè÷èíó, äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ ðåãðåññèè ìû
âîñïîëüçîâàëèñü óðàâíåíèåì Áîëüöìàíà äëÿ ðàñ÷åòà
S-îáðàçíûõ êðèâûõ èç ïàêåòà Origin 6.1. Íà ðèñ. 2, à ïðåä-
ñòàâëåíû äàííûå èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê ïðè ðàçëè÷-
íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ôèáðîíåêòèíà. Êîýôôôèöèåíò ëè-
íåéíîé êîððåëÿöèè, ðàâíûé 0.95 (P < 0.01), óêàçûâàåò íà
î÷åíü õîðîøåå ñîîòâåòñòâèå ðàñ÷åòíîé êðèâîé ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûì äàííûì. Ðèñ. 2, á äåìîíñòðèðóåò äèíà-
ìèêó èçìåíåíèÿ ïåðèìåòðà êëåòêè ïðè òåõ æå êîíöåíò-
ðàöèÿõ ôèáðîíåêòèíà. Â ýòîì ñëó÷àå âåðîÿòíîñòü ñîîò-
âåòñòâèÿ òåîðåòè÷åñêîé êðèâîé ýêñïåðèìåíòàëüíûì
çíà÷åíèÿì åùå âûøå, êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè ðàâåí
0.999 (P < 0.001). Çàâèñèìîñòü êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ êëåòîê îò êîíöåíòðàöèè ôèáðîíåêòèíà ïîêàçà-
íà íà ðèñ. 2, â. Îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå âåëè÷èíà êîýôôè-
öèåíòà ëèíåéíîé êîððåëÿöèè íåñêîëüêî íèæå 0.91
(P < 0.01).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â ýòèõ ñëó÷àÿõ äëÿ ðåãðåññèè èñ-
ïîëüçîâàíà îäíà è òà æå ôîðìóëà, ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî
ôîðìû êðèâûõ ðàçëè÷àþòñÿ. Îäíàêî çäåñü íåò ïðîòèâî-
ðå÷èÿ. Â ïåðâîì ñëó÷àå ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ ñî-
îòâåòñòâóþò çàâåðøåíèþ ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçû S-îá-
ðàçíîé êðèâîé è ïåðåõîäó ê ñòàöèîíàðíîé. Âî âòîðîì è
òðåòüåì ñëó÷àÿõ — ó÷àñòêó S-îáðàçíîé êðèâîé ïðè äî-
ñòèæåíèè ïëàòî. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðèéòè ê çàêëþ-
÷åíèþ î òîì, ÷òî ïëîùàäü êëåòêè, åå ïåðèìåòð è êîýôôè-
öèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ ñâÿçàíû ñ ñîäåðæàíèåì ôèáðîíåê-
òèíà â ïîäëîæêå (ïðè ïîñòîÿííîì êîëè÷åñòâå êîëëàãåíà)
çàâèñèìîñòüþ, îïèñûâàåìîé S-îáðàçíîé êðèâîé.

Äèíàìèêó èçìåíåíèÿ êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè
ôîðìàëüíî ìîæíî îïèñàòü ñ ïîìîùüþ ëèíåéíîãî óðàâíå-
íèÿ. Ïðè ýòîì êîýôôèöèåíò ëèíåéíîé êîððåëÿöèè âåñüìà
íèçîê è ðàâåí 0.13, P > 0.8 (ðèñ. 2, ã), ÷òî ãîâîðèò îá îò-
ñóòñòâèè ñâÿçè ìåæäó ñòåïåíüþ ïîëÿðèçàöèè êëåòîê è êî-
ëè÷åñòâîì ôèáðîíåêòèíà â ïîäëîæêå. Îäíàêî îòñóòñòâèå
êîððåëÿöèè íå îçíà÷àåò îòñóòñòâèå ðåçóëüòàòà. Ýòîò ðå-

çóëüòàò îòðèöàòåëüíûé è äîëæåí áûòü ðàññìîòðåí ñîâìå-
ñòíî ñ äàííûìè, ïðåäñòàâëåííûìè íà ðèñ. 2, à—â.

Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò êàê î ðàçëè÷íîì
âëèÿíèè íà êëåòêè êîëëàãåíà I òèïà è ôèáðîíåêòèíà, òàê
è î çàâèñèìîñòè äîçà—ýôôåêò ïðè âàðüèðîâàíèè â ïîä-
ëîæêå ñîäåðæàíèÿ ôèáðîíåêòèíà. Áîëåå ïîëíîå ïðåä-
ñòàâëåíèå î ðåàêöèè êëåòîê íà ðàçíîå ñîäåðæàíèå áåëêîâ
ïîäëîæêè ìîæíî ïîëó÷èòü, àíàëèçèðóÿ êëåòî÷íóþ ïîïó-
ëÿöèþ â öåëîì. Ïðåæäå ÷åì ñäåëàòü ýòî, íåîáõîäèìî
îïðåäåëèòü åå ãåòåðîãåííîñòü ïî èñïîëüçóåìûì ïàðàìåò-
ðàì.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî õîòÿ ñàì ôàêò ãåòåðîãåííîñòè
ÌÑÊ èçâåñòåí, òî÷íûõ äàííûõ î ñîîòíîøåíèè ðàçëè÷íûõ
òèïîâ êëåòîê, âõîäÿùèõ â ïîïóëÿöèþ, íåò. Ýòî íå êëåòêè
êðîâè, äëÿ êîòîðûõ õîðîøî èçâåñòíû è êëåòî÷íûé ñî-
ñòàâ, è õàðàêòåðíûå ïðèçíàêè âñåõ êëåòî÷íûõ òèïîâ. Î÷å-
âèäíî, ÷òî èñïîëüçóåìûå íàìè ïàðàìåòðû îòðàæàþò
âåñüìà îáùèå ìîðôîãåíåòè÷åñêèå îñîáåííîñòè êëåòîê.
Ïîýòîìó íåëüçÿ îæèäàòü ïîëó÷åíèÿ âûðàæåííûõ ðàçëè-
÷èé ìåæäó íåêèìè ãðóïïàìè êëåòîê. Îäíàêî ôîðìàëüíûå
ïðèçíàêè ãåòåðîãåííîñòè ïîïóëÿöèè ïî èñïîëüçóåìûì
íàìè ïàðàìåòðàì îáíàðóæèòü ìîæíî.

Îáðàòèìñÿ ê ðèñ. 3, äåìîíñòðèðóþùåìó ÷àñòîòû ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè ïëîùàäè (à,
á), êîýôôèöèåíòàìè ðàñïëàñòûâàíèÿ (â, ã) è ïîëÿðèçàöèè
(ä, å) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ íà ïëàñòèêå è ôèáðî-
íåêòèíå. Íåñìîòðÿ íà êóïîëîîáðàçíûé âèä, õàðàêòåðíûé
äëÿ íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ, âñå êðèâûå â òîé èëè
èíîé ìåðå çàìåòíî àñèììåòðè÷íû, ÷òî ÿâëÿåòñÿ êîñâåí-
íûì ïðèçíàêîì íàëè÷èÿ â êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ îòäåëü-
íûõ áîëåå îäíîðîäíûõ ãðóïï. ×òîáû èõ èäåíòèôèöèðî-
âàòü, ìû èñïîëüçîâàëè îïöèþ Fit Multi-peaks ïðîãðàììû
Origin 6.1, âçÿâ çà îñíîâó íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå. Òà-
êèì îáðàçîì, óäàëîñü îïðåäåëèòü ñîñòàâëÿþùèå êðèâûå
(äàëåå «ïèêè») è èõ îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå. Ñóììè-
ðîâàíèå ýòèõ êðèâûõ ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü î÷åíü õîðîøåå
ñîîòâåòñòâèå ðàñ÷åòíûõ (ñóììàðíûõ) êðèâûõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ êîýôôèöèåíò
êîððåëÿöèè áûë íå íèæå 0.99. Ïîäîáíàÿ ïðîöåäóðà áûëà
âûïîëíåíà è âî âñåõ äðóãèõ ñëó÷àÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì â
êà÷åñòâå ïîäëîæêè êîëëàãåíà, ôèáðîíåêòèíà è èõ ñìåñè.
×òîáû èçëèøíå íå óâåëè÷èâàòü îáúåì ïðåäñòàâëÿåìûõ

454 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ), ïîñåÿííûõ íà ïëàñòèê (Ïë), êîëëàãåí I òèïà (Ê-1) è
ôèáðîíåêòèí (Ôí), ÷åðåç 16—18 ÷ ïîñëå ïîñåâà.

à — ïëîùàäü êëåòêè, ïèêñåëè � 1000; á — ïåðèìåòð êëåòêè, ïèêñåëè � 1000; â — êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ (Rp/Ra); ã — êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçà-
öèè (M/m). Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè).



ðåçóëüòàòîâ, ìû íå âêëþ÷èëè ýòè äàííûå â íàñòîÿùóþ
ðàáîòó. Îäíàêî îòìåòèì, ÷òî èõ êà÷åñòâî (ïî êîýôôèöè-
åíòó êîððåëÿöèè) áûëî òî÷íî òàêèì æå. Â êàæäîì ñëó÷àå
îïòèìàëüíîå ÷èñëî «ïèêîâ» (ñîîòâåòñòâåííî ãðóïï êëå-
òîê èëè ñóáïîïóëÿöèé) äëÿ äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíîãî
ñîîòâåòñòâèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé ðàñ÷åòíûì
ñîñòàâëÿëî 4 (ðåæå 3, íàïðèìåð íà ðèñ. 3, â). Ýòî âàæíî
äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà îñîáåííîñòåé êëåòî÷íîãî ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ.

Ñðàâíèì ïèêè, ò. å. ðàñ÷åòíûå êðèâûå, èñïîëüçóåìûå
äëÿ ïîñòðîåíèÿ ñóììàðíûõ êðèâûõ ðåãðåññèè. Ðàññ÷èòû-
âàÿ ýòè êðèâûå, îäíîâðåìåííî âû÷èñëÿëè ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå èì ñðåäíèå çíà÷åíèÿ, ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèèÿ è
îøèáêè ñðåäíèõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 4. Ïåðåä ïðåäñòàâëåíèåì ðåçóëüòàòîâ îáúåäèíèëè
äàííûå ïî ðàçëè÷íûì êîíöåíòðàöèÿì ôèáðîíåêòèíà (îò
50 äî 200 ìã íà 1 ÷àøêó). Ýòî ñäåëàíî ïî ñëåäóþùèì
ïðè÷èíàì. Âî-ïåðâûõ, ýòè äàííûå ïî îòäåëüíîñòè çàíè-
ìàëè ïðîìåæóòî÷íîå ïîëîæåíèå ìåæäó äàííûìè òîëüêî
äëÿ êîëëàãåíà è òîëüêî äëÿ ôèáðîíåêòèíà (ñì. ðèñ. 1, 2),
ò. å. èõ ìîæíî ñ÷èòàòü îòíîñèòåëüíî îäíîðîäíûìè.

Âî-âòîðûõ, îáúåäèíåíèå äàííûõ â îäíó ãðóïïó óâåëè÷è-
âàëî âûáîðêó, à ñëåäîâàòåëüíî, è åå ïðåäñòàâèòåëüíîñòü.
Äàííûå ïî ìèíèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ôèáðîíåêòèíà â
ýòó ãðóïïó (Ôí, 50—200) íå áûëè âêëþ÷åíû. Îíè ïðåä-
ñòàâëåíû ñàìîñòîÿòåëüíî (Ôí, 10).

Êàê ïîêàçûâàåò ðèñ. 4, íåçàâèñèìî îò òèïà ïîäëîæêè
âåëè÷èíû ñîîòâåòñòâóþùèõ ïèêîâ èìåþò â öåëîì ñîèç-
ìåðèìûå çíà÷åíèÿ, óâåëè÷èâàþùèåñÿ ñ âîçðàñòàíèåì íî-
ìåðà ïèêà (îò I ê IV) ïðè èçìåðåíèè ëþáîãî èç ïàðàìåò-
ðîâ. Íåáîëüøîå âàðüèðîâàíèå âåëè÷èí ñîîòâåòñòâóþùèõ
ïèêîâ ãîâîðèò îá èõ îòíîñèòåëüíîé ñòàáèëüíîñòè (ðèñ. 4,
à, â, ä). Îäíàêî ýòî íå îçíà÷àåò, ÷òî âî âñåõ ñëó÷àÿõ êëå-
òî÷íûå ïîïóëÿöèè îäèíàêîâû ïî ñîñòàâó. Ýòîìó ïðîòè-
âîðå÷àò ðàçëè÷èÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
êðèâûõ íà ðèñ. 3. Êðîìå òîãî, îá èíäèâèäóàëüíîñòè ñî-
ñòàâà ïîïóëÿöèé íà ðàçíûõ ïîäëîæêàõ ãîâîðèò ðàçëè÷íîå
ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå êëåòîê, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ îä-
íèõ è òåõ æå ïèêîâ (ðèñ. 4, á, ã, å).

Àíàëèç äàííûõ ðèñ. 4, à, â, ä ïîêàçûâàåò, ÷òî ïî ìåðå
ðîñòà íîìåðà ïèêîâ ïðèðîñò èõ çíà÷åíèé óâåëè÷èâàåòñÿ
ïðèáëèçèòåëüíî íà îäíó è òó æå âåëè÷èíó, èíäèâèäóàëü-
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ÌÑÊ ïðè èõ ðàñïëàñòûâàíèè íà ïîäëîæêàõ, ñîñòîÿùèõ èç ñìåñè êîë-
ëàãåíà I òèïà è ôèáðîíåêòèíà.

à — ïëîùàäü êëåòêè; á — ïåðèìåòð êëåòêè; â — êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ (Rp/Ra); ã — êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè (M/m). Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåê-
ñòå. Êðóæêè è âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñîîòâåòñòâåííî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè. Ñïëîøíûå ëèíèè — ëèíèè ðåãðåññèè. Êîíöåíòðàöèÿ êîëëàãå-

íà 0.5 ìã íà 1 ÷àøêó, à êîíöåíòðàöèÿ ôèáðîíåêòèíà âàðüèðîâàëà îò 10 äî 200 ìã íà 1 ÷àøêó.



íóþ äëÿ êàæäîãî âàðèàíòà. Ýòî óêàçûâàåò íà òåñíóþ
ñâÿçü ìåæäó âåëè÷èíàìè ïèêîâ ðàçëè÷íûõ (ïî ïîäëîæêå)
êëåòî÷íûõ âûáîðîê.

Óñòîé÷èâîñòü ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïèêîâ íåçàâèñèìî îò
óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà (ðàçíûå ïîäëîæêè) è èõ îòíîñè-
òåëüíî ïîñòîÿííûé ñäâèã ïðè èçìåíåíèè óñëîâèé îïûòà,
à òàêæå áîëüøèå âûáîðêè ïîçâîëèëè ïðîàíàëèçèðîâàòü

áîëåå òîíêèå èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ñ êëåòêàìè ïðè
èõ âçàèìîäåéñòâèè ñ ðàçíûìè ñóáñòðàòàìè. Â êà÷åñòâå
èëëþñòðàöèè íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåí íàèáîëåå íàãëÿäíûé
ðåçóëüòàò. Çàäà÷à ñâîäèëàñü ê âåðèôèêàöèè ñâÿçè ìåæäó
ðàçìåðîì êëåòêè è ñòåïåíüþ åå ðàñïëàñòûâàíèÿ íà òîì
èëè èíîì ñóáñòðàòå. Â äàííîì ñëó÷àå îöåíèâàëè ñòåïåíü
ñâÿçè ìåæäó ïåðèìåòðîì êëåòîê è âåëè÷èíîé èõ êîýôôè-
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Ðèñ. 3 Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ ÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ íà ïëàñòèêå (à, â, ä) è íà ôèáðîíåêòèíå (á, ã, å).

Îöåíèâàåìûå ïàðàìåòðû: à, á — ïëîùàäü êëåòêè; â, ã — êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ (Rp/Ra); ä, å — êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè (M/m). Òåìíûå
êðóæêè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ êëåòîê íà ïëàñòèêå, ñâåòëûå êðóæêè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ íà ôèáðîíåêòèíå. Ñïëîøíûå ëèíèè —

ñóììàðíûå ëèíèè ðåãðåññèè. Ïóíêòèðíûå ëèíèè — ïèêè.



öèåíòà ïîëÿðèçàöèè. Äëÿ òîãî ÷òîáû ñêîððåêòèðîâàòü
ìåíüøóþ ÷àñòîòó âûñîêèõ çíà÷åíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ íèç-
êèìè, çíà÷åíèÿ ïåðèìåòðà ïðåäñòàâëåíû êàê íàòóðàëüíûå
ëîãàðèôìû. Çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ
áûëè ðàçáèòû íà ðàâíûå ãðóïïû (ðàçðÿäû) è äëÿ êàæäîé
èç íèõ ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïåðèìåòðà (êàê
LnP) ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îøèáêàìè. Ïðåäñòàâëåíû äàí-
íûå ñî çíà÷åíèÿìè M/m íå âûøå 3. Ïðè ÷ðåçìåðíî âûñî-
êèõ çíà÷åíèÿõ ðåçêî óìåíüøàåòñÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê, ïî-
ïàäàþùèõ â ñîîòâåòñòâóþùóþ ãðóïïó. Ýòî ïðèâîäèò ê
íåíàäåæíîñòè ïîëó÷àåìûõ äàííûõ èç-çà óâåëè÷åíèÿ
îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé, çàâèñèìîé îò âåëè÷èíû âû-
áîðêè. Òåì íå ìåíåå ïðåäñòàâëåííûå äàííûå îáúåäèíÿþò
áîëüøå 60 % âñåõ êëåòîê ïî êàæäîìó èç âàðèàíòîâ, ÷òî
ïîçâîëÿåò ýêñòðàïîëèðîâàòü ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò íà
êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ â öåëîì.

Íà ðèñ. 5, à ïðåäñòàâëåíû ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ â
îðèãèíàëüíîì âèäå. Âèäíî, ÷òî â öåëîì ñàìûå íèçêèå
çíà÷åíèÿ ïåðèìåòðà ó êëåòîê â êîíòðîëå âûøå ó êëåòîê
íà êîëëàãåíå, ñàìûå âûñîêèå — ó êëåòîê íà ôèáðîíåêòè-
íå. Â ýòîì íåò íè÷åãî óäèâèòåëüíîãî, ïîñêîëüêó òî æå îò-
ðàæåíî íà ðèñ. 1, á. Êàê äîïîëíåíèå ìîæíî îòìåòèòü
ëèøü íåêîòîðîå óâåëè÷åíèå ïåðèìåòðà ñ ðîñòîì ïîëÿðè-
çàöèè êëåòîê äëÿ âñåõ òðåõ âàðèàíòîâ. Ñêà÷êîîáðàçíûé
õàðàêòåð çíà÷åíèé ìîæíî áûëî áû îáúÿñíèòü îáû÷íîé
âàðèàáåëüíîñòüþ ðàçìåðà êëåòîê ïðè èõ åñòåñòâåííîé
ìèãðàöèè ïî ñóáñòðàòó. Òåì íå ìåíåå çäåñü íà êàæäóþ
òî÷êó ïðèõîäèòñÿ â ñðåäíåì 100—150 êëåòîê. Òàêàÿ îò-
íîñèòåëüíî áîëüøàÿ âûáîðêà íàâîäèò íà ìûñëü, ÷òî ðàç-
áðîñ çíà÷åíèé ìîæåò íîñèòü è íåñëó÷àéíûé õàðàêòåð.
Àíàëèç äàííûõ ðèñ. 4 ïîêàçûâàåò, ÷òî ñìåíà ïîäëîæêè
èçìåíÿåò çíà÷åíèÿ êàæäîãî èç ïèêîâ ïðèáëèçèòåëüíî íà
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Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïèêîâ I—IV (à, â, ä) è ñîîòâåòñòâóþùèå èì äîëè êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ íà ïëàñòèêå (1),
êîëëàãåíå (2), ôèáðîíåêòèíå (5) è èõ ñìåñÿõ, ñ êîíöåíòðàöèÿìè ôèáðîíåêòèíà 10 (3) è 50—200 (4) ìã íà ÷àøêó (á, ã, å).

Ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî ïëîùàäè êëåòêè (à, á), êîýôôèöèåíòó ðàñïëàñòûâàíèÿ (â, ã) è êîýôôèöèåíòó ïîëÿðèçàöèè (ä, å). Çíà÷åíèÿ ïèêîâ ïðåäñòàâëå-
íû êàê ñðåäíèå ñ ñîîòâåòñòâóþùåé îøèáêîé (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). Äîïîëíèòåëüíûå îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



îäíó è òó æå âåëè÷èíó. Èíûìè ñëîâàìè, òàêîé ñäâèã äå-
òåðìèíèðóåòñÿ òèïîì ïîäëîæêè. Îñíîâûâàÿñü íà ýòîì
ôàêòå, ìû èñêóññòâåííî ñäâèíóëè âñå çíà÷åíèÿ äëÿ êëå-
òîê íà êîëëàãåíå âïðàâî íà äâå ïîçèöèè ïî îòíîøåíèþ ê
çíà÷åíèÿì êîíòðîëÿ, à äëÿ êëåòîê íà ôèáðîíåêòèíå — íà
÷åòûðå (ðèñ. 5, á). Â ðåçóëüòàòå ìîæíî íàáëþäàòü, ÷òî
ñêà÷êîîáðàçíûé ðàçáðîñ çíà÷åíèé ïðèîáðåë íåêîòîðóþ
ñèíõðîííîñòü âî âñåõ òðåõ âàðèàíòàõ (â áîëüøåé ñòåïåíè
ìåæäó êëåòêàìè íà êîëëàãåíå è ôèáðîíåêòèíå), êîòîðàÿ
ïðàêòè÷åñêè íå áûëà çàìåòíà íà ðèñ. 5, à. Ïîëó÷åííûé ðå-
çóëüòàò, ïîñêîëüêó îí åäèíñòâåííûé, ïðàâèëüíåå ðàññìàò-
ðèâàòü êàê òåíäåíöèþ, ò. å. âåðîÿòíîñòü ïîëó÷åíèÿ òàêîãî
ðåçóëüòàòà ïðè äàëüíåéøåì èçó÷åíèè áèîëîãèè êëåòîê â
êóëüòóðå äîñòàòî÷íî âûñîêà è åå íåëüçÿ èãíîðèðîâàòü.

Îáñóæäåíèå

Ïîìåùåííûå â ÷àøêó Ïåòðè êëåòêè, óòðàòèâ ñâÿçü ñ
ìàêðîîðãàíèçìîì, âûíóæäåíû àäàïòèðîâàòüñÿ ê íîâûì
óñëîâèÿì ñóùåñòâîâàíèÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ çàêîíàìè, êî-

òîðûå ìîãóò (è, ïî-âèäèìîìó, äîëæíû) èìåòü ñâîþ ñïå-
öèôèêó ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè in vitro. Ïîýòîìó
êëåòî÷íóþ êóëüòóðó ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê îñîáóþ
ôîðìó æèçíè, èçîëèðîâàííóþ îò âñåõ äðóãèõ ôîðì æèç-
íè. Ñëåäîâàòåëüíî, áèîëîãèþ êëåòîê â êóëüòóðå ïðàâèëü-
íåå ðàññìàòðèâàòü êàê íåçàâèñèìûé ðàçäåë îáùåé áèîëî-
ãèè. Èçó÷åíèå çàêîíîìåðíîñòåé àäàïòàöèè ê óñëîâèÿì
êóëüòóðû îñîáåííî âàæíî äëÿ êëåòîê ïåðâè÷íûõ êóëüòóð,
êîòîðûå ïëàíèðóåòñÿ ÷åðåç íåêîòîðîå âðåìÿ òðàíñïëàí-
òèðîâàòü â ìàêðîîðãàíèçì. Êàê ÷àñòíûé ñëó÷àé — ýòî èñ-
ïîëüçîâàíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ çàìåñòèòåëüíîé òåðà-
ïèè.

Â îòëè÷èå îò ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèé âçàèìî-
äåéñòâèÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ñ ÂÊÌ (Couchman
et al., 1983; Are et al., 2001; Chen et al., 2004; Mammoto
et al., 2004; Xia et al., 2008; Huang and Li, 2011) ìû ïîëàãà-
åì, ÷òî îñíîâíûì îáúåêòîì áèîëîãèè êëåòîê â êóëüòóðå
ÿâëÿåòñÿ êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ êàê öåëîå, à íå îòäåëüíî
âçÿòàÿ êëåòêà. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, êàê òîíêî èçìåíåíèåì
ïëîùàäè êëåòîê è ñòåïåíüþ èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ ìîæåò ðå-
àãèðîâàòü êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ íà çàìåíó åå ÂÊÌ ìàò-

458 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 4 (ïðîäîëæåíèå).



ðèêñîì äðóãîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (Kuz’minykh, Pet-
rov, 2004).

Ïðè èçó÷åíèè ïîâåäåíèÿ êëåòîê in vitro âàæíûì ôàê-
òîðîì ÿâëÿåòñÿ âðåìÿ, îñîáåííî ïðè àíàëèçå ðàñïëàñòû-
âàíèÿ êëåòîê. Êàê ïðàâèëî, ðåàêöèþ êëåòîê íà ñóáñòðàò
èññëåäóþò íà ðàííèõ ñðîêàõ (ìèíóòû, ÷àñû) ïîñëå ïîñåâà
(Are at al., 2001; Øâåä è äð., 2007; Rhoads, Guan, 2007;
Þäèíöåâà è äð., 2008; Liu, Tirrell, 2008). Îäíàêî ýòî íå
âñåãäà êîððåêòíî. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ïåðâûå
÷àñû ïîñëå ïîñåâà ìîðôîëîãèÿ êëåòîê äåòåðìèíèðóåòñÿ
íå òîëüêî òèïîì ïîäëîæêè (áåëêîâûì ñîñòàâîì), íî â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè è ñêîðîñòüþ êëåòî÷íîãî ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ (Petrov et al., 2007). Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâè-
ðîâàíèè ðåçêèå ðàçëè÷èÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê (ïëîùàäè,
ïåðèìåòðà), ðàñïëàñòàííûõ íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ, ïîñòå-
ïåííî íèâåëèðóþòñÿ. Äëÿ êëåòîê ÌÑÊ òàêîå ñîñòîÿíèå
íà÷èíàåò ïðîÿâëÿòüñÿ ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå ïî-
ñåâà. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ èñêëþ÷åíèÿ âëèÿíèÿ ñêîðîñòè
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
áåëêîâ ÂÊÌ íà êëåòî÷íóþ ìîðôîëîãèþ â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè êëåòêè ÷åðåç 16—18 ÷ ïî-
ñëå ïîñåâà.

Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, êîëëàãåí è ôèáðîíåêòèí ìîãóò
óâåëè÷èòü ñðåäíèé ðàçìåð ïëîùàäè è ïåðèìåòðà êëåòîê
âñåãî íà 10 è 20 % ñîîòâåòñòâåííî. Êîýôôèöèåíò ðàñïëà-
ñòûâàíèÿ âîçðàñòàåò åùå ìåíüøå — íà 4 è 9 %. À êîýô-
ôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè äëÿ êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ íà
ôèáðîíåêòèíå, äàæå ñíèæàåòñÿ íà 6 % ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè íà ïëàñòèêå. Íåñìîòðÿ íà òàêèå
íåáîëüøèå èçìåíåíèÿ êëåòîê ïðè ðàñïëàñòûâàíèè, ýòè
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ñïåöèôè÷åñêîì âëèÿíèè äàí-
íûõ áåëêîâ íà êëåòî÷íóþ ìîðôîëîãèþ, ïîñêîëüêó ïî
óñëîâèÿì ýêñïåðèìåíòà ôàêòîð ñêîðîñòè ðàñïëàñòûâàíèÿ
áûë èñêëþ÷åí.

Õîðîøåå ñîîòâåòñòâèå òåîðåòè÷åñêèõ S-îáðàçíûõ
êðèâûõ (òî÷íåå, èõ ôðàãìåíòîâ) ýêñïåðèìåíòàëüíûì äàí-
íûì (ðèñ. 2, à, á) ïîçâîëÿåò íàäåÿòüñÿ íà âîçìîæíîñòü
ïðåäñêàçóåìîãî, à ñëåäîâàòåëüíî, è íàïðàâëåííîãî âëèÿ-
íèÿ èçìåíåíèÿ ñîñòàâà ÂÊÌ íà êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ.

Îòðèöàòåëüíûé ðåçóëüòàò â ñëó÷àå êîýôôèöèåíòà ïîëÿ-
ðèçàöèè óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ñîâìåñòíîå âëèÿíèå êîëëà-
ãåíà è ôèáðîíåêòèíà íà êëåòêè íåëüçÿ ðàññìàòðèâàòü êàê
àðèôìåòè÷åñêîå ñóììèðîâàíèå. Ýòè ðåçóëüòàòû áûëè
ïîäòâåðæäåíû è â äîïîëíèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ âàðü-
èðîâàíèåì êîíöåíòðàöèåé êîëëàãåíà (äàííûå íå ïðåäñòàâ-
ëåíû).

Ïðåäïîëîæèì, ÷òî è êîëëàãåí, è ôèáðîíåêòèí äåéñò-
âóþò íà êëåòêè â îäíîé ìàíåðå (îáà ñî çíàêîì ïëþñ). Òîã-
äà íà ïîäëîæêå ñ êîëëàãåíîì è ôèáðîíåêòèíîì â òî÷êå
«100» íà ãîðèçîíòàëè (ðèñ. 2, à, á) ñðåäíèé ðàçìåð êëåòîê
äîëæåí áûòü ïî êðàéíåé ìåðå áîëüøå, ÷åì ïðè èñïîëüçî-
âàíèè òîëüêî êîëëàãåíà èëè òîëüêî ôèáðîíåêòèíà. Îäíà-
êî ýòîãî íå íàáëþäàåòñÿ. Ê òîìó æå äàííûå íà ðèñ. 1, á, ã
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî êîëëàãåí è ôèáðîíåêòèí, ñêîðåå
âñåãî, èìåþò ðàçíîíàïðàâëåííûé ýôôåêò. Åñëè ôèáðî-
íåêòèí â îñíîâíîì ïîâûøàåò äîëþ ðàñïëàñòàííûõ êëå-
òîê (áåç ïðåäïî÷òåíèÿ ïîëÿðèçàöèè), òî êîëëàãåí ñïî-
ñîáñòâóåò èìåííî ïîëÿðèçàöèè êëåòîê. Äàæå åñëè ïðåä-
ïîëîæèòü íåçàâèñèìîå è ðàçíîíàïðàâëåííîå äåéñòâèå íà
êëåòêè êîëëàãåíà è ôèáðîíåêòèíà, òî ñëåäîâàëî îæèäàòü,
÷òî ñðåäíèå ðàçìåðû êëåòîê ïðè èõ ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
ëåæàëè áû â ïðåäåëàõ ìåæäó çíà÷åíèÿìè, ïîëó÷åííûìè
ïðè âçàèìîäåéñòâèè êëåòîê ñ êàæäûì èç áåëêîâ ïî îò-
äåëüíîñòè. Â öåëîì ýòî ìîæíî íàáëþäàòü, íî çà èñêëþ÷å-
íèåì òî÷êè, ñîîòâåòñòâóþùåé ñàìîìó íèçêîìó ñîäåðæà-
íèþ ôèáðîíåêòèíà — 10 ìã íà 1 ÷àøêó. Â ýòîì ñëó÷àå
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è äëÿ ïëîùàäè, è äëÿ ïåðèìåòðà, è äëÿ
êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ îêàçûâàþòñÿ äîñòîâåðíî
íèæå ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèé ïðè èñïîëüçîâàíèè
ïîäëîæêè òîëüêî èç êîëëàãåíà. Ñ÷èòàòü ýòîò ôàêò ñëó÷àé-
íûì íåò îñíàâàíèé. Òî æå ìû íàáëþäàëè è â ïðåäâàðè-
òåëüíûõ îïûòàõ. Ïîýòîìó â ïðåäñòàâëåííîé çäåñü ñåðèè
îïûòîâ ýòà òî÷êà ïðåäñòàâëåíà òðåìÿ ÷àøêàìè ñ ñóììàð-
íûì êîëè÷åñòâîì ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê îêîëî
6000.

Àíàëèçèðóÿ ýòîò ôàêò è îòñóòñòâèå ñêîëüêî-íèáóäü
çàìåòíîé ñâÿçè ìåæäó âåëè÷èíîé êîýôôèöèåíòà ïîëÿðè-
çàöèè è êîëè÷åñòâîì ôèáðîíåêòèíà â ïîäëîæêå, ìîæíî
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à — áåç ñäâèãà çíà÷åíèé, á — ïîñëå èõ ñäâèãà âïðàâî íà 2 ïîçèöèè äëÿ êîëëàãåíà (Ê-1) è 4 ïîçèöèè äëÿ ôèáðîíåêòèíà (Ôí) ïî îòíîøåíèþ ê çíà÷åíèÿì
íà ïëàñòèêå (Ïë). Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



ïðèéòè ê âûâîäó î òîì, ÷òî â ñìåñè è êîëëàãåí, è ôèáðî-
íåêòèí äåéñòâóþò íà êëåòêè íå àâòîíîìíî, à ÷åðåç îáðà-
çîâàíèå êàêèõ-òî ñïåöèôè÷åñêèõ êîìïëåêñîâ. Ïî-âèäè-
ìîìó, äëÿ îáðàçîâàíèÿ òàêèõ ôóíêöèîíàëüíûõ êîìïëåê-
ñîâ íåîáõîäèìî íåêîå îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå îáîèõ
áåëêîâ, òîãäà êàê èçáûòîê ëþáîãî èç íèõ áóäåò äåéñòâî-
âàòü íà êëåòêè àâòîíîìíî.

Òàêèì îáðàçîì, âçàèìîäåéñòâèå êîëëàãåíà I òèïà è
ôèáðîíåêòèíà êàê ìåæäó ñîáîé, òàê è ñ êëåòêàìè äîñòà-
òî÷íî ñëîæíî. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îáà áåëêà áûëè èññëå-
äîâàíû ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ, êîãäà îíè âçàèìîäåéñòâóþò
ïðåèìóùåñòâåííî ñ íèæíåé ÷àñòüþ êëåòî÷íîé ïîâåðõíî-
ñòè. Îäíàêî ýòè áåëêè ÂÊÌ, ïðîäóöèðóåìûå êëåòêîé â
ïðîöåññå åå æèçíåäåÿòåëüíîñòè, îáðàçóþò ñâîåîáðàçíóþ
ñåò÷àòóþ ñòðóêòóðó âîêðóã êëåòêè (Bornstein, Ash, 1977;
Mercier et al., 1996). Åñòü äàííûå, óêàçûâàþùèå íà òî, ÷òî
ôèáðèëëÿðíûé è ìîíîìåðíûé êîëëàãåí I òèïà ïî-ðàçíî-
ìó âëèÿþò íà ôîðìó ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ ôèáðîáëàñòîâ
êîæè (Sato et al., 2003). Ñðàâíèâàÿ èçîáðàæåíèÿ êëåòîê â
ýòîé ðàáîòå ñ ôîðìîé êëåòîê â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ìû
ïðèøëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî ÌÑÊ èìåþò áîëüøåå ñõîäñò-
âî ñ êëåòêàìè, ðàñïëàñòûâàþùèìèñÿ íà ìîíîìåðíîì êîë-
ëàãåíå I òèïà.

Ïåðåõîäÿ ê àíàëèçó ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ
íà ðèñ. 3, ñëåäóåò îòìåòèòü íåêîòîðûå òîíêîñòè ôîðìà-
ëèçàöèè ýòèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ êðèâûõ ðåãðåññèè â êà÷åñòâå áàçîâîãî ðàñïðåäåëå-
íèÿ áûëî èñïîëüçîâàíî íîðìàëüíîå. Òåîðåòè÷åñêîé îñî-
áåííîñòüþ ýòîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ÿâëÿåòñÿ åãî àáñîëþòíàÿ
ñèììåòðè÷íîñòü. Îäíàêî êðèâûå ðåãðåññèè, ïîëó÷åí-
íûå íà îñíîâå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, âñåãäà â òîé
èëè èíîé ñòåïåíè àñèììåòðè÷íû. Ïîýòîìó åñëè òðåáó-
åòñÿ ñòðîãàÿ ôîðìàëèçàöèÿ, ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ
ëó÷øå ëèáî ëîãàðèôìèðîâàòü (îñîáåííî ïðè áîëüøîé
äèñïåðñèè), ëèáî êðîìå ñðåäíåãî è äèñïåðñèè äîáàâèòü
äîïîëíèòåëüíûå ïàðàìåòðû, ó÷èòûâàþùèå àñèììåò-
ðèþ ðåàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ. Â äàííîì ñëó÷àå íå áûëî
ñäåëàíî íè òîãî íè äðóãîãî. Èñïîëüçîâàíèå áîëüøèõ
âûáîðîê ïîçâîëÿëî íàì äðîáèòü èõ íà áîëüøîå êîëè-
÷åñòâî (äî 30) ðàçðÿäîâ äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãèñòîãðàìì. Ïðè
ýòîì îò÷åòëèâî ïðîÿâëÿëàñü íå òîëüêî àñèììåòðè÷íîñòü
êðèâûõ ðàñïðåäåëåíèÿ, íî è ïðèçíàêè òîãî, ÷òî ýòè
ðàñïðåäåëåíèÿ ñîñòîÿò èç îòäåëüíûõ îòíîñèòåëüíî àâòî-
íîìíûõ ãðóïï (ïèêîâ). Ïîëó÷åíèå îïòèìàëüíûõ ñóì-
ìàðíûõ êðèâûõ ðåãðåññèè îêàçàëîñü âîçìîæíûì ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè 4 (ðåæå 3) êðèâûõ íîðìàëüíîãî ðàñïðåäå-
ëåíèÿ.

Êîíå÷íî, ðàñ÷åò ïèêîâ — ýòî ôîðìàëüíûé ïîäõîä,
óêàçûâàþùèé íà íàëè÷èå îïðåäåëåííîãî ÷èñëà àâòîíîì-
íûõ ãðóïï (ñóáïîïóëÿöèé) êëåòîê ïî òîìó èëè èíîìó ïà-
ðàìåòðó, îäíàêî åñòü êîñâåííûå ïðè÷èíû ñ÷èòàòü, ÷òî òàê
îíî è åñòü íà ñàìîì äåëå. Ïðåäïîëîæèì, ÷òî ðåàêöèÿ íà
äàííûé áåëîê ÂÊÌ ó âñåõ êëåòîê ïîïóëÿöèè îäèíàêîâàÿ
(ëèáî â ïëþñ, ëèáî â ìèíóñ). Òîãäà èõ õàðàêòåðèñòèêè
ðàñïëàñòûâàíèÿ äîëæíû ïðîïîðöèîíàëüíî èçìåíèòüñÿ íà
îäíó è òó æå îòíîñèòåëüíóþ âåëè÷èíó. È êàê ñëåäñòâèå
÷èñëî ïèêîâ ïðè ðàñ÷åòå äîëæíî îñòàòüñÿ ïðåæíèì, íî èõ
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ áóäóò ïðîïîðöèîíàëüíî èçìåíåíû,
ïðè÷åì íà îäíó è òó æå âåëè÷èíó. Íå÷òî ïîäîáíîå ìîæíî
âèäåòü íà ðèñ. 3, à, â, ä. Îäíàêî åñëè ýòî èñòèííûå ñóáïî-
ïóëÿöèè, òî ñîîòíîøåíèå ÷èñëà êëåòîê â íèõ äîëæíî
îñòàòüñÿ ïîñòîÿííûì äàæå ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåë-
êîì. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå íà ðèñ. 3, á, ã, å ýòîìó
íå ñîîòâåòñòâóþò. Íàïðîòèâ, ïðîöåíòíûå ñîîòíîøåíèÿ
çíà÷åíèé ïèêîâ ðåçêî ìåíÿþòñÿ.

Íåò ñîìíåíèÿ, ÷òî ôîðìèðîâàíèå ñóáïîïóëÿöèé
äîëæíî äåòåðìèíèðîâàòüñÿ íà ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå. Î÷å-
âèäíî òàêæå è òî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå áåëêà ñ êëåòêàìè â
òå÷åíèå 16—18 ÷ íå ìîæåò èçìåíèòü êëåòî÷íûé ãåíîòèï.
Íî ôåíîòèï ìîæåò. Òîãäà íàëè÷èå îòíîñèòåëüíî ïîñòî-
ÿííûõ ïèêîâ è èõ ñèíõðîííîå èçìåíåíèå ïðè âçàèìîäåé-
ñòâèè êëåòîê ñ áåëêàìè ÂÊÌ îçíà÷àþò, ÷òî â êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè ñóùåñòâóþò îòíîñèòåëüíî ñòàáèëüíûå ôóíê-
öèîíàëüíûå ñîñòîÿíèÿ êëåòîê, ñâÿçàííûå ñ èõ ðàñïëàñòû-
âàíèåì, à íå èñòèííûå (ãåíåòè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàííûå)
ñóáïîïóëÿöèè. Èíûìè ñëîâàìè, èçìåíåíèå ôîðìû êëåòêè
ïðè åå ðàñïëàñòûâàíèè (äâèæåíèè) ïðîèñõîäèò âî âðåìå-
íè íåðàâíîìåðíî. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî, èçìåíÿÿ ñâîþ
ôîðìó, êëåòêà â êàêèå-òî ìîìåíòû (äîïóñòèì, ïðè ñìåíå
íàïðàâëåíèÿ äâèæåíèÿ) ìîæåò, íàïðèìåð, çàìåäëÿòü ïðî-
öåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ. Ñëåäñòâèåì ýòîãî áóäåò îòíîñè-
òåëüíîå óâåëè÷åíèå â ïîïóëÿöèè äîëè êëåòîê ñ òàêèìè
«çàäåðæàííûìè» ôîðìàìè, ÷òî ïðè ôîðìàëèçàöèè áóäåò
ïðîÿâëÿòüñÿ â âèäå îòäåëüíûõ ïèêîâ. Êîñâåííûìè ïîä-
òâåðæäåíèÿìè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìîãóò ñëóæèòü ðå-
çóëüòàò, ïðåäñòàâëåííûé íà ðèñ. 5, è ïîëó÷åííûå íàìè
ðàíåå äàííûå î ìèãðàöèè ïî ïîäëîæêå êëåòîê ëèíèè
L-929 (Ïåòðîâ è äð., 2012).

Âçÿòûå âìåñòå, äàííûå íàñòîÿùåé ðàáîòû äåìîíñòðè-
ðóþò ñëîæíûå, íî íåñëó÷àéíûå, à çíà÷èò, è ïðåäñêàçóå-
ìûå ôóíêöèîíàëüíûå âçàèìîñâÿçè ìåæäó êëåòêàìè è
îñíîâíûìè áåëêàìè ÂÊÌ. Ïîýòîìó ðàçóìíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî, âàðüèðóÿ ñîîòíîøåíèåì êîíöåíòðàöèé êîëëà-
ãåíà è ôèáðîíåêòèíà â ïîäëîæêå, ìîæíî àêòèâíî âëèÿòü
íà ñîîòíîøåíèå êëåòîê, ñêëîííûõ ê îáû÷íîìó ðàñïëàñ-
òûâàíèþ è ê ïîëÿðèçàöèè. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî òàêîãî òèïà
ìåõàíèçì ñóùåñòâóåò ïðè ôîðìèðîâàíèè òêàíåé âî âðåìÿ
îíòîãåíåçà, â ÷àñòíîñòè ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Åñëè ýòî
òàê, òî èñïîëüçîâàíèå ñèñòåìû «êîëëàãåí—ôèáðîíåê-
òèí» ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê åñòåñòâåííûé (àäåêâàò-
íûé) ìåòîä íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâûõ
êëåòîê â êóëüòóðå.

Àâòîðû áëàãîäàðíû Ñ. Þ. Õàéòëèíîé çà îáñóæäåíèå
ðåçóëüòàòîâ è ïîìîùü ïðè ïîäãîòîâêå ðóêîïèñè ê ïóá-
ëèêàöèè.
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Limited knowledge about behaviour of stem cells in culture seems to be one of the reasons for problems in
their successful introduction to applied medicine. To address this issue we have studied in vitro interaction of
human mesenchymal stromal cells (MSCs) with various substrates (plastic, type I collagen, fibronectin, and
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mixtures of these proteins at various ratios) during the 16—18 h after cell plating. Several cell morphology fea-
tures such as Area, Perimeter, spreading coefficient, polarization coefficient were determined. It has been
shown that MSCs respond specifically to the substrate and can be classified into several groups according to the
parameters studied. Collagen preferably fibronectin have opposite effects on polarization and spreading of the
cells. Collagen preferably enhances polarization of the cells, whereas fibronectin stimulates proportional sprea-
ding of cells. Effect of collagen—fibronectin mixture on the cells cannot be considered as a simple additive ef-
fect. We assume that variation in the ratio of these proteins in the extracellular matrix might be one of the po-
ssible ways to influence the morphology of stem cells when they are induced to differentiate.

K e y w o r d s: extracellular matrix, cell area, cell perimeter, ratio of ECM proteins, spreading coefficient,
polarization coefficient.
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