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Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ïîñëå êîíòàêòà ñ êîëëàãåíîì I òèïà

Ñðàâíèâàëè ìîðôîìåòðè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê ëèíèè NCTC äî è ïîñëå êîíòàêòà ñ êîëëàãå-
íîì I òèïà, äîáàâëåííûì â ðîñòîâóþ ñðåäó. Êëåòêè ñåÿëè íà ïëàñòèê â âèäå êîëîíèé. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå
ïîñåâà ðîñòîâóþ ñðåäó íà 30 ìèí çàìåíÿëè òàêîé æå ñðåäîé, íî ñîäåðæàùåé 0.1 % êîëëàãåíà I òèïà.
Ïîñëå îòìûâàíèÿ êëåòîê îò ñðåäû ñ êîëëàãåíîì äîáàâëÿëè ñâåæóþ ñðåäó è ñ ïîìîùüþ öåéòðàôåðíîé
ñúåìêè â òå÷åíèå 7 ÷ ðåãèñòðèðîâàëè èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ïî êðàþ êîëîíèè. Èçìåðÿëè ïëîùàäü êëåòîê,
ñòåïåíü èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå êîíòàêòà êëåòîê ñ êîëëàãåíîì èõ ïëî-
ùàäü ïî÷òè íå èçìåíÿëàñü, ñíèæàëàñü ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ è ðåçêî ïàäàëà äîëÿ ïîëÿðèçîâàííûõ
êëåòîê. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî êîëëàãåí àêòèâíî ó÷àñòâóåò â ôîðìèðîâàíèè êëåòêàìè
äëèííûõ ôèëîïîäèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîðôîìåòðèÿ, ðàñïëàñòûâàíèå, ïîëÿðèçàöèÿ êëåòêè, ÂÊÌ, ôèëîïîäèÿ, öèòî-
ñêåëåò.

Â ñâÿçè ñ èíòåíñèâíûì ðàçâèòèåì êëåòî÷íûõ òåõíî-
ëîãèé îñîáóþ çíà÷èìîñòü ïðèîáðåòàþò èññëåäîâàíèÿ ïî-
âåäåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå. Â ÷àñòíîñòè, áîëüøîå âíèìà-
íèå óäåëÿåòñÿ âçàèìîäåéñòâèþ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ñ
âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì (ÂÊÌ) è áåëêàìè, âõîäÿùèìè
â åãî ñîñòàâ (Chen et al., 2007; Daley et al., 2008; Hanein,
Horwitz, 2012; Hubmacher, Apte, 2013). Äëÿ ýòîãî èññëåäó-
åìûå êîìïîíåíòû ÂÊÌ, êàê ïðàâèëî, íàíîñÿò íà ïëàñòè-
êîâóþ ïîäëîæêó, à çàòåì ñàæàþò èññëåäóåìûå êëåòêè
(Couchman et al., 1983; Kurihara, Nagamune, 2005; Rhoads,
Guan, 2007). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ïîâåäåíèÿ
êëåòîê âñå ÷àùå èñïîëüçóþò 3D-êóëüòóðû (Green, Yama-
da, 2007; Rhee, 2009; Seda et al., 2009; Tzezana et al., 2012).
Â ýòîì ñëó÷àå êëåòêè ñåþò íå íà ñóáñòðàò, à âíóòðü åãî,
íàïðèìåð â êîëëàãåíîâûé ãåëü (Rhee, Grinnell, 2007; Ha-
runaga, Yamada, 2011). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî òàêîå êóëüòèâèðî-
âàíèå â áîëüøåé ñòåïåíè èìèòèðóåò ïîâåäåíèå êëåòîê â
ñîñòàâå òêàíåé ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà.

Îäíàêî 3D-ìîäåëü íå íàñòîëüêî ñîîòâåòñòâóåò ñòðîå-
íèþ òêàíåé, êàê ïðåäñòàâëÿåòñÿ íà ïåðâûé âçãëÿä. Â ýòèõ
ìîäåëÿõ êëåòêè êîíòàêòèðóþò ñ èçáûòî÷íûì êîëè÷åñò-
âîì áåëêîâ ÂÊÌ, êîòîðûå ðàâíîìåðíî îêðóæàþò êëåòêè
ñî âñåõ ñòîðîí, òîãäà êàê â òêàíÿõ âçàèìîäåéñòâèå ïðîèñ-
õîäèò â ïåðâóþ î÷åðåäü ìåæäó êëåòêàìè, à áåëêè ÂÊÌ â
ýòîì ïðîöåññå ìîãóò âûïîëíÿòü ëèøü ðîëü ïîñðåäíèêîâ.
Ê òîìó æå äàæå â òêàíÿõ ñîñòàâ êëåòîê íåîäíîðîäåí, à
çíà÷èò, è âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó îòäåëüíûìè êëåòêàìè
îïðåäåëÿåòñÿ ñòåïåíüþ èõ èíäèâèäóàëüíîñòè. Òèïè÷íûé
ïðèìåð — ýïèäåðìèñ. Â íåì ñóùåñòâóåò îïðåäåëåííûé
(îò áàçàëüíîé ìåìáðàíû ê ïîâåðõíîñòè) ãðàäèåíò êëåòîê
ðàçíîé ñòåïåíè çðåëîñòè (Muroyama, Lechler, 2012). Åñëè
êëåòêè, îêðóæàþùèå äàííóþ êëåòêó, ôóíêöèîíàëüíî íå-

îäíîðîäíû, òî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî è ñèíòåçèðóå-
ìûé èìè ÂÊÌ òîæå íåîäíîðîäåí (â ÷àñòíîñòè, ïî
áåëêîâîìó ñîñòàâó). Ýòà íåîäíîðîäíîñòü êëåòî÷íîãî
îêðóæåíèÿ äîëæíà ïðèâîäèòü ê òîìó, ÷òî äîëÿ èíòåãðè-
íîâûõ ðåöåïòîðîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ òåì èëè èíûì
áåëêîì ÂÊÌ, áóäåò íåîäèíàêîâà â ðàçíûõ îáëàñòÿõ ïî-
âåðõíîñòè äàííîé êëåòêè. Ñëåäîâàòåëüíî, è õàðàêòåð
âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê â îäíîé è òîé æå ïîïóëÿöèè äîë-
æåí áûòü äåòåðìèíèðîâàí èíäèâèäóàëüíûìè îñîáåííî-
ñòÿìè êàæäîé êëåòêè.

Îñíîâûâàÿñü íà ýòîì ïðåäïîëîæåíèè, ìû ïðåäëàãàåì
èíóþ ìîäåëü, èìèòèðóþùóþ íåîäíîðîäíîñòü îêðóæàþ-
ùåé êëåòêó ñðåäû. Â ïðåäëàãàåìîé ìîäåëè êëåòêè ñàæà-
þò íà îáû÷íóþ ïëàñòèêîâóþ ïîäëîæêó, à íå íà ïîäëîæ-
êó, ïîêðûòóþ áåëêàìè ÂÊÌ. Äàþò êëåòêàì âðåìÿ (íå ìå-
íåå 30 ìèí) äëÿ ïðèêðåïëåíèÿ. Çàòåì íà êîðîòêîå âðåìÿ â
ñðåäó äîáàâëÿþò èññëåäóåìûé áåëîê ÂÊÌ, ïîëàãàÿ, ÷òî
÷àñòü åãî ìîëåêóë áóäåò ñâÿçûâàòüñÿ ðåöåïòîðàìè, ðàñïî-
ëîæåííûìè íà äîðñàëüíîé ïîâåðõíîñòè êëåòêè è íå ó÷à-
ñòâóþùèìè â äàííûé ìîìåíò â êëåòî÷íîé àäãåçèè ê ïîä-
ëîæêå. ×åðåç 30 ìèí ýêñïîçèöèè ñðåäó ñ êîëëàãåíîì çàìå-
íÿþò îáû÷íîé ðîñòîâîé ñðåäîé. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáî-
òû — èñïîëüçóÿ ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû, èçó÷èòü
ðåàêöèþ êëåòêè íà åå êðàòêîâðåìåííîå âçàèìîäåéñòâèå ñ
ðàñòâîðåííûì â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå êîëëàãåíîì I òèïà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ áûëà âûáðàíà ïî-
ñòîÿííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ NCTC (êëîí 929, ìûøü), êëåò-
êè êîòîðîé èìåþò ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ ôîðìó è ñêëîí-
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íîñòü ê àêòèâíîé ìèãðàöèè ïî ñóáñòðàòó. Êëåòêè ïîëó-
÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
ïîçâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã).

Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ïëàñòèêî-
âûå ÷àøêè Ïåòðè (35 ìì; Nunk, Äàíèÿ), ïèòàòåëüíóþ ñðå-
äó, ñîñòîÿùóþ èç ñðåäû DMEM (Gibco, ÑØÀ), 10 % ñû-
âîðîòêè ïëîäîâ êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è 40 ìêã/ìë ãåíòà-
ìèöèíà. Êóëüòóðû êëåòîê âûðàùèâàëè â èíêóáàòîðå â
àòìîñôåðå ñ 5 % CO2 ïðè 37 °C. Ïåðåä íà÷àëîì ýêñïåðè-
ìåíòà êëåòêè, äîñòèãøèå ìîíîñëîÿ, ðàññåâàëè â âèäå êî-
ëîíèé, êàê áûëî îïèñàíî ðàíåå (Ïåòðîâ è äð., 2011). Òà-
êîé ñïîñîá ïîñåâà èìååò îïðåäåëåííûå ïðåèìóùåñòâà,
êîãäà ïî óñëîâèÿì ýêñïåðèìåíòà íåò âîçìîæíîñòè îäíî-
âðåìåííî ðåãèñòðèðîâàòü ñîñòîÿíèå êîíòðîëüíûõ è
îïûòíûõ êëåòîê. Âî-ïåðâûõ, ìèãðàöèÿ è ðàçìíîæåíèå
êëåòîê ïî êðàþ êîëîíèè ïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿííû âî âðåìÿ
ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçû ðîñòà êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.
Âî-âòîðûõ, â ýòîé îáëàñòè èñêëþ÷àåòñÿ çàâèñèìîñòü ðîñ-
òà ïëîòíîñòè êëåòîê îò ïîñåâíîé êîíöåíòðàöèè. Äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ êîëîíèé íà äíî ÷àøêè Ïåòðè íàíîñèëè ïî 5 ìêë
ñóñïåíçèè êëåòîê â âèäå êàïåëü. Òàêèì îáðàçîì, â êàæäîé
÷àøêå ôîðìèðîâàëè ïî 4 êîëîíèè äèàìåòðîì îêîëî
2—3 ìì ïðèáëèçèòåëüíî íà ðàâíîì ðàññòîÿíèè äðóã îò
äðóãà è îò êðàÿ ÷àøêè. Çàòåì êëåòêè ïîìåùàëè â CO2-èí-
êóáàòîð íà 1 ÷, ÷òîáû îíè ìîãëè ïðèêðåïèòüñÿ ê ïîäëîæ-
êå. Ïîñëå ýòîãî íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, òðèæ-
äû îïîëàñêèâàÿ ÷àøêè êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé, äîáàâëÿëè
ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è êóëüòèâèðîâàëè ïðè ñòàí-
äàðòíûõ óñëîâèÿõ.

×åðåç 1 ñóò îäíó èç ÷àøåê áðàëè â ýêñïåðèìåíò. Óäà-
ëÿëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, çàìåíÿÿ åå òàêîé æå, íî ñîäåð-
æàùåé 0.1 % êîëëàãåíà I òèïà. Êîëëàãåí áûë ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåí Ë. Â. Êóõàðåâîé (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè ïîìåùàëè â CO2-èíêóáàòîð íà
30 ìèí. Çàòåì ñðåäó ñ êîëëàãåíîì óäàëÿëè, 4 ðàçà îïîëà-
ñêèâàëè ÷àøêó ñðåäîé áåç êîëëàãåíà è ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïðèñòóïàëè ê öåéòðàôåðíîé ñúåìêå.

×àøêó ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè íà ñòîëèê ìèêðîñêîïà
AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìà-
íèÿ), îáîðóäîâàííîãî óñòðîéñòâàìè äëÿ äîëãîâðåìåííîãî
ïðèæèçíåííîãî íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè (ïîääåðæàíèå
òåìïåðàòóðû, âëàæíîñòè è ÑÎ2). Ðåãèñòðàöèþ èçîáðàæå-
íèé ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 7 ÷ â ðåæèìå öåéòðàôåðíîé
ñúåìêè ñ 5-ìèíóòíûì èíòåðâàëîì ìåæäó êàäðàìè. Èñ-
ïîëüçîâàëè îáúåêòèâ Plan-Neofluar �20/0,4 è öèôðîâóþ
êàìåðó AxioCam HRm ñ ðàçðåøåíèåì 1388 � 1040 ïèêñå-
ëåé. Ìåòîä íàáëþäåíèÿ — äèôôåðåíöèàëüíûé èíòåðôå-
ðåíöèîííûé êîíòðàñò, àäàïòèðîâàííûé äëÿ ðàáîòû ñ ïëà-
ñòèêîì (PLASDIC). Çàäàííûå óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà ïîä-
äåðæèâàëèñü àâòîìàòè÷åñêè ïðîãðàììîé AxioVision 4.8.2
(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ). ×åðåç 1 ñóò
÷àøêó ñ îïûòíûìè êëåòêàìè çàìåíÿëè íà òàêóþ æå ñ êîí-
òðîëüíûìè êëåòêàìè. Äàííàÿ óñòàíîâêà ïîçâîëÿåò ðåãè-
ñòðèðîâàòü êëåòêè â 4 ïîëÿõ çðåíèÿ (ïîýòîìó è ñåÿëè
êëåòêè â âèäå 4 êîëîíèé). Â êàæäîì ñëó÷àå ïîëå çðåíèÿ
âûáèðàëè ïî êðàþ êîëîíèè ñî ñòîðîíû öåíòðà ÷àøêè.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè îòäåëü-
íûå èçîáðàæåíèÿ, çàïèñàííûå â ôîðìàòå JPEG. Èõ îáðà-
áîòêó ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì ImageJ 1.47j (Ras-
band, W. S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Be-
thesda, Maryland, ÑØÀ, http:/imagej.nih.gov/ij/), Excel
2010 (MS Corporation, ÑØÀ) è Origin 6.1 (OriginLab Cor-
poration, ÑØÀ). Ïàðàìåòðû, èñïîëüçóåìûå äëÿ àíàëèçà
êëåòîê: ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó (äàëåå

ïëîùàäü êëåòêè); êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ Rp/Ra,
âû÷èñëÿåìûé êàê îòíîøåíèå ðàäèóñà (Rp), ðàññ÷èòàííî-
ãî èç âåëè÷èíû ïåðèìåòðà êëåòêè, âçÿòîé êàê äëèíà
îêðóæíîñòè, è ðàäèóñà (Ra), ðàññ÷èòàííîãî èç âåëè÷èíû
ïëîùàäè êëåòêè, ïðèíÿòîé çà ïëîùàäü êðóãà (Kuz’mi-
nykh, Petrov, 2004); êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè M/m, âû-
÷èñëÿåìûé êàê ñîîòíîøåíèå äëèííîé (M) è êîðîòêîé (m)
îñåé êëåòêè, åñëè åå ôîðìó ïðåäñòàâèòü â âèäå ýëëèïñà
(Ïåòðîâ. Öóïêèíà, 2012).

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåí îáùèé âèä êîíòðîëüíûõ è
îïûòíûõ êëåòîê â íà÷àëå è â êîíöå öåéòðàôåðíîé ñúåìêè
ñîîòâåòñòâåííî â îäíèõ è òåõ æå ïîëÿõ çðåíèÿ. Ïîëÿ çðå-
íèÿ âûáèðàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû íà ïåðâûõ ñíèìêàõ
êëåòêè çàíèìàëè ïðèáëèçèòåëüíî ïîëîâèíó ïîëÿ èçîáðà-
æåíèÿ, èñõîäÿ èç òîãî ÷òî ñî âðåìåíåì îíè öåíòðîáåæíî
ìèãðèðóþò îò êîëîíèè (Ïåòðîâ è äð., 2011). Ìîæíî çàìå-
òèòü, ÷òî ê êîíöó ñúåìêè êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïîëÿõ çðå-
íèÿ óâåëè÷èëîñü. Êàêèå-ëèáî äðóãèå èçìåíåíèÿ êëåòîê
âèçóàëüíî ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿþòñÿ. ×òîáû îáúåêòèâ-
íî îöåíèòü èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê, áûëè ñäåëàíû
ðàñ÷åòû èõ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé è äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå äèàãðàìì è ãðàôèêîâ.

Î÷åâèäíî, ÷òî â êàæäîì ïîëå èçîáðàæåíèÿ êîëè÷åñò-
âî êëåòîê ñî âðåìåíåì äîëæíî óâåëè÷èâàòüñÿ. Ñ îäíîé
ñòîðîíû, ýòî îáóñëîâëåíî ìèãðàöèåé êëåòîê â íàïðàâëå-
íèè ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà, à ñ äðóãîé — âõîæäåíèåì
íåêîòîðûõ êëåòîê â ìèòîç. Íåò îñíîâàíèé ïîëàãàòü, ÷òî
êîëëàãåí ìîæåò èçìåíèòü îêðóãëóþ ôîðìó ìåòàôàçíûõ
êëåòîê èëè äî÷åðíèõ, òîëüêî ÷òî âûøåäøèõ èç ìèòîçà.
Ïîýòîìó òàêèå êëåòêè èñêëþ÷àëè èç âûáîðêè. Èõ äîëÿ çà
ïåðèîä íàáëþäåíèÿ áûëà íåâåëèêà. ×åðåç êàæäûå 50 ìèí
îò íà÷àëà ñúåìêè ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò è àíàëèç âñåõ êëå-
òîê â êàæäîì ïîëå çðåíèÿ. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ êîëè÷å-
ñòâà êëåòîê â ïîëÿõ çðåíèÿ ïîêàçàíà íà ðèñ. 2. Òî, ÷òî
çíà÷åíèÿ ÷èñëà êëåòîê â êîíòðîëå âûøå, ÷åì â îïûòå, íå
èìååò ïðèíöèïèàëüíîãî çíà÷åíèÿ äëÿ ñðàâíåíèÿ îáåèõ
ãðóïï êëåòîê. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî êðèòåðèåì âûáîðà
ïîëÿ çðåíèÿ áûëî íå òî÷íîå êîëè÷åñòâî â íåì êëåòîê ïå-
ðåä íà÷àëîì ñúåìêè, à ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíîå ñîîòíîøå-
íèå ÷àñòåé ïîëÿ çðåíèÿ ñ êëåòêàìè è áåç íèõ. Ýòîò êðèòå-
ðèé îñíîâàí íà ïðåäïîëîæåíèè î òîì, ÷òî íåçàâèñèìî îò
ðîñòà êîëîíèè òîëüêî ïî åå êðàþ ìîðôîôèçèîëîãè÷åñêîå
ñîñòîÿíèå «ñðåäíåé» êëåòêè îñòàåòñÿ ïîñòîÿííûì âî âðå-
ìåíè. Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2, ïîêàçûâàþò,
÷òî â ñðåäíåì ïðèðîñò ÷èñëà êëåòîê â îáîèõ ñëó÷àÿõ îäèí
è òîò æå, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ïàðàëëåëüíîñòü ïðÿìûõ
ëèíåéíîé ðåãðåññèè.

Ïîëàãàÿ, ÷òî â ïðîöåññå ìèãðàöèè êàæäàÿ êëåòêà èç-
ìåíÿåò ñâîþ ìîðôîëîãèþ, ñîâîêóïíîñòü êëåòîê â êàæäûé
äàííûé ìîìåíò âðåìåíè ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê îòíî-
ñèòåëüíî íåçàâèñèìóþ âûáîðêó ïî ëþáîìó èç ïàðàìåò-
ðîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ êëåòî÷íóþ ôîðìó. Èçìåðÿÿ ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû êëåòîê â êàæäîì ïîëå çðåíèÿ è
îáúåäèíÿÿ èõ â îáùóþ âûáîðêó, ìîæíî ðàññ÷èòàòü, íà-
ïðèìåð, ñðåäíþþ ïëîùàäü êëåòêè çà âåñü ïåðèîä íàáëþ-
äåíèÿ äëÿ êîíòðîëüíîé è îïûòíîé ïîïóëÿöèé. Òàêîé ðå-
çóëüòàò ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 3, à. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêà-
ìè ïî äàííîìó ïàðàìåòðó î÷åâèäíû (P < 0.01). Î÷åíü
íåáîëüøàÿ âåëè÷èíà îøèáêè ñðåäíåãî ñâÿçàíà ñ äâóìÿ
ôàêòîðàìè. Âî-ïåðâûõ, êàê èçâåñòíî, îíà îáðàòíî ïðî-
ïîðöèîíàëüíà âåëè÷èíå âûáîðêè. Â äàííîì ñëó÷àå îáùåå

592 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.



÷èñëî êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñîñòàâèëî ïðèáëèçèòåëüíî
4500, à â îïûòå — 4000. Âî-âòîðûõ, îøèáêà ñðåäíåãî áó-
äåò òåì ìåíüøå, ÷åì ñòàáèëüíåå äàííûé ïàðàìåòð âî âðå-
ìåíè. Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà î÷åâèäíûå ðàçëè÷èÿ ñðåä-
íèõ, íåîáõîäèìî ïðîàíàëèçèðîâàòü äèíàìèêó èçìåíåíèÿ
ïëîùàäè êëåòîê îáåèõ ãðóïï. Ýòè äàííûå ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 3, á.

Âèäíî, ÷òî â öåëîì çíà÷åíèÿ ïëîùàäè êëåòîê â îïûò-
íîé ãðóïïå âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíîé, ÷òî îòðàæàåò è äèà-
ãðàììà ðèñ. 3, à. Ïðè÷åì ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êîíòðîëüíûõ
êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ âî âðåìåíè, â òî âðåìÿ
êàê ó êëåòîê, êîíòàêòèðîâàâøèõ ñ êîëëàãåíîì, îíà ïîñòå-
ïåííî óìåíüøàåòñÿ, ïðèáëèæàÿñü ê êîíòðîëüíûì çíà÷å-
íèÿì â êîíöå ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
îáùàÿ ñóììà êëåòîê â 4 ïîëÿõ çðåíèÿ äîñòàòî÷íî âåëèêà
äàæå äëÿ êàæäîé âðåìåíí *îé òî÷êè (300—400 êëåòîê),
îøèáêà ñðåäíåãî çàìåòíî âîçðàñòàåò, îñîáåííî â íà÷àëü-
íûõ òî÷êàõ. Ýòî ïðèçíàê îòíîñèòåëüíî âûñîêîé äèñïåð-
ñèè îáåèõ âûáîðîê. Îí ëèøíèé ðàç óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ó
êëåòîê NCTC èç-çà èõ âûñîêîé ïîäâèæíîñòè è ñîîòâåòñò-
âåííî ïîñòîÿííî èçìåíÿþùåéñÿ ìîðôîëîãèè äàííûé ïà-
ðàìåòð âàðüèðóåò.

Ðåãèñòðàöèÿ èçìåíåíèé âî âðåìåíè òîëüêî ïëîùàäè
êëåòîê íåäîñòàòî÷íà äëÿ õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê ñ ïîâû-
øåííîé ñêëîííîñòüþ ê èçìåíåíèþ ñâîåé ôîðìû. Äëÿ
àíàëèçà ñòåïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ìû èñïîëüçóåì
ïàðàìåòð Rp/Ra, íàçâàííûé íàìè êîýôôèöèåíòîì ðàñïëà-

ñòûâàíèÿ. Ïîñêîëüêó ýòî ñîîòíîøåíèå ïîëîæèòåëüíûõ
âåëè÷èí, îí íå ìîæåò áûòü íèæå 1. Çíà÷åíèå 1 ÷èñòî òåî-
ðåòè÷åñêîå è ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëüíîìó êðóãó. ×åì
âûøå ýòîò êîýôôèöèåíò, òåì â áîëüøåé ñòåïåíè êëåòêà
îòëè÷àåòñÿ îò êðóãà. Î÷åâèäíî, ÷òî âûñîêèå çíà÷åíèÿ áó-

Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ïîñëå êîíòàêòà ñ êîëëàãåíîì I òèïà 593

Ðèñ. 1. Êëåòêè NCTC â êîíòðîëå (à, â) è ïîñëå 30-ìèíóòíîãî ïðåáûâàíèÿ â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.1 % êîëëàãåíà I òèïà (á, ã).

à, á — íà÷àëî öåéòðàôåðíîé ñúåìêè; â, ã — òå æå ïîëÿ çðåíèÿ ÷åðåç 7 ÷ ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ÷èñëà êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ.

×åðíûå êðóæêè — êîíòðîëü (èíòàêòíûå êëåòêè), ñâåòëûå êðóæêè —
êëåòêè ïîñëå êîíòàêòà ñ êîëëàãåíîì I òèïà. Ñïëîøíûå ëèíèè — ëèíåéíàÿ
ðåãðåññèÿ. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå

îòðåçêè).



äóò èìåòü òå êëåòêè, ó êîòîðûõ ìíîãî ôèëîïîäèé. Íà
ðèñ. 4, à ïðåäñòàâëåíû äèàãðàììû ñðåäíèõ çíà÷åíèé êî-
ýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ, ðàññ÷èòàííûõ, êàê è äëÿ
ïëîùàäè (ðèñ. 3, à), èñõîäÿ èç îáùåãî êîëè÷åñòâà ðåãèñò-
ðèðóåìûõ êëåòîê. Ýòà äèàãðàììà íàãëÿäíî äåìîíñòðèðó-
åò, ÷òî â öåëîì ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, èìåâøèõ
êîíòàêò ñ êîëëàãåíîì, çíà÷èòåëüíî ìåíüøå (P < 0.01).
Ýòî æå ïîäòâåðæäàåò ãðàôèê, îòðàæàþùèé äèíàìèêó
äàííîãî ïàðàìåòðà âî âðåìåíè (ðèñ. 4, á). Â îòëè÷èå îò
ïëîùàäè ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê îáåèõ ãðóïï â
íà÷àëå íàáëþäåíèÿ ðàçëè÷àåòñÿ ìåíüøå, ÷åì â êîíöå.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ ïî-
êàçàë âûðàæåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó îáåèìè ãðóïïàìè êëå-
òîê, äëÿ èõ õàðàêòåðèñòèêè íåîáõîäèìî ðàññ÷èòàòü è äðó-
ãîé ïàðàìåòð — êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè (M/m). Åãî

âåëè÷èíà òàêæå çàâèñèò îò ñòåïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëå-
òîê, íî â áîëüøåé ñòåïåíè îò èõ ïîëÿðèçàöèè, îñîáåííî
ïðè îáðàçîâàíèè äëèííûõ ôèëîïîäèé. Êàê è êîýôôèöè-
åíò Rp/Ra, êîýôôèöèåíò M/m íå ìîæåò áûòü íèæå 1. Ðå-
çóëüòàòû ðàñ÷åòà êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè ïðåäñòàâëå-
íû íà ðèñ. 5. Êàê âèäíî, ðàçëè÷èÿ êëåòîê ïî ýòîìó êîýô-
ôèöèåíòó ìåæäó îáåèìè ãðóïïàìè âûðàæåíû åùå
ñèëüíåå, ÷åì â ñëó÷àå êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ.
Ïðè÷åì ýòè ðàçëè÷èÿ óâåëè÷èâàþòñÿ âî âðåìåíè òîëüêî
çà ñ÷åò ðîñòà êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè êîíòðîëüíûõ
êëåòîê. Çíà÷åíèÿ ýòîãî ïàðàìåòðà ó êëåòîê, êîíòàêòèðî-
âàâøèõ ñ êîëëàãåíîì, ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþòñÿ.

Ïðåäñòàâëåííûå âûøå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî
êðàòêîâðåìåííûé êîíòàêò êîëëàãåíà I òèïà ñ óæå ïðè-
êðåïëåííûìè è ðàñïëàñòàííûìè íà ïëàñòèêå êëåòêàìè
âûçûâàåò èçìåíåíèå èõ ìîðôîëîãèè. Îäíàêî îäíîçíà÷-
íîñòü ýòîãî âûâîäà ìîæåò áûòü âåðíà òîëüêî â ñëó÷àå îä-
íîðîäíîé ïîïóëÿöèè. Òåì íå ìåíåå èç ðèñ. 1 ýòîãî íå ñëå-
äóåò — äàæå âèçóàëüíî ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî êëåòêè â
îáåèõ ãðóïïàõ èìåþò âûðàæåííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàç-
ëè÷èÿ. Îöåíèòü ñòåïåíü ýòèõ ðàçëè÷èé ìîæíî ñ ïîìîùüþ
ãèñòîãðàìì, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 6.

Ïðè ïîñòðîåíèè ãèñòîãðàìì, òàê æå êàê è ïðè ðàñ÷å-
òàõ äèàãðàìì, èñïîëüçîâàëè âñå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê â
êîíòðîëüíûõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ — ñîîòâåòñò-
âåííî 4500 è 4000. Ýòî ïîçâîëèëî óâåëè÷èòü êîëè÷åñòâî
ðàçðÿäîâ (êàðìàíîâ) íà ãðàôèêàõ, ÷òîáû íàãëÿäíåå ïðåä-
ñòàâèòü âàðèàáåëüíîñòü ïîïóëÿöèé ïî èññëåäóåìûì ïàðà-
ìåòðàì. Ïîëàãàÿ, ÷òî êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ ñîñòîèò
(óñëîâíî) èç îòäåëüíûõ áîëåå îäíîðîäíûõ ñóáïîïóëÿ-
öèé, äëÿ èõ îáíàðóæåíèÿ ðàññ÷èòûâàëè îòäåëüíûå êðè-
âûå ÷àñòîò, ñ÷èòàÿ, ÷òî îíè èìåþò íîðìàëüíîå ðàñïðåäå-
ëåíèå. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ áûëî äîñòàòî÷íî ðàññ÷èòàòü íå
áîëåå 3 ïèêîâ, ÷òîáû ñóììàðíûå êðèâûå ðåãðåññèè ñîîò-
âåòñòâîâàëè ýêñïåðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì ñ êîýôôèöè-
åíòàìè êîððåëÿöèè íå ìåíåå 0.99.

Ðèñ. 6, à äåìîíñòðèðóåò ñîîòíîøåíèå êëåòîê ñ ðàç-
ëè÷íîé âåëè÷èíîé ïëîùàäè äëÿ îáåèõ ãðóïï èññëåäóå-
ìûõ êëåòîê. Âèäíî, ÷òî êàæäàÿ ãðóïïà (ïîêàçàíû ÷åðíû-
ìè è áåëûìè êðóæêàìè) ñîñòîèò èç 3 ïîäãðóïï, ïîêàçàí-

594 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 3. Ïëîùàäü êîíòðîëüíûõ êëåòîê NCTC (ñòîëáåö è êðèâàÿ
1) è êëåòîê ïîñëå 30-ìèíóòíîãî ïðåáûâàíèÿ â ðîñòîâîé ñðåäå,

ñîäåðæàùåé 0.1 % êîëëàãåíà I òèïà (ñòîëáåö è êðèâàÿ 2).

à — ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êëåòêè âñåé âûáîðêè, á — äèíàìèêà èçìåíåíèÿ
ïëîùàäè êëåòîê âî âðåìåíè. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñîîòâåòñòâóþ-

ùèå îøèáêè ñðåäíåãî.

Ðèñ. 4. Êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòàííîñòè (Rp/Ra) êîíòðîëüíûõ
êëåòîê NCTC (ñòîëáåö è êðèâàÿ 1) è êëåòîê ïîñëå 30-ìèíóòíî-
ãî ïðåáûâàíèÿ â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.1 % êîëëàãåíà I

òèïà (ñòîëáåö è êðèâàÿ 2).

à — êîýôôèöèåíò Rp/Ra êëåòîê ñ ó÷åòîì âñåé âûáîðêè, á — äèíàìèêà
åãî èçìåíåíèÿ âî âðåìåíè. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñîîòâåòñòâóþùèå

îøèáêè ñðåäíåãî.

Ðèñ. 5. Êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè (M/m) êîíòðîëüíûõ êëåòîê
NCTC (ñòîëáåö è êðèâàÿ 1) è êëåòîê ïîñëå 30-ìèíóòíîãî ïðå-
áûâàíèÿ â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.1 % êîëëàãåíà I òèïà

(ñòîëáåö è êðèâàÿ 2).

à — êîýôôèöèåíò M/m êëåòîê ñ ó÷åòîì âñåé âûáîðêè, á — äèíàìèêà åãî
èçìåíåíèÿ âî âðåìåíè. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñîîòâåòñòâóþùèå

îøèáêè ñðåäíåãî.



íûõ òðåìÿ øòðèõîâûìè è òðåìÿ ïóíêòèðíûìè ëèíèÿìè
íà ðèñóíêå. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â êàæäîé èç ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ïîäãðóïï ïðèáëèçèòåëüíî îäíî è òî æå (ôîðìàëü-
íî îíî ÷èñëåííî ðàâíî ïëîùàäè ïîä ñîîòâåòñòâóþùåé
êðèâîé). Ñðåäíèå ðàçìåðû ïëîùàäè (îíè ñîîòâåòñòâó-
þò âåðøèíàì ïèêîâ êðèâûõ) ïîä êðèâûìè â ïîäãðóïïàõ

äëÿ êëåòîê, êîíòàêòèðîâàâøèõ ñ êîëëàãåíîì, âîçðàñòàþò,
íî èõ ñîîòíîøåíèå â öåëîì îñòàåòñÿ òåì æå, ÷òî è â êîíò-
ðîëå.

Ïîäîáíûå ãèñòîãðàììû òàêæå áûëè ðàññ÷èòàíû äëÿ
êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè. Ïðåäâà-
ðèòåëüíî èõ àáñîëþòíûå çíà÷åíèÿ áûëè ïåðåâåäåíû â ëî-

Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ïîñëå êîíòàêòà ñ êîëëàãåíîì I òèïà 595

Ðèñ. 6. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ñ ðàçëè÷íîé ïëîùàäüþ (à), êîýôôèöèåíòàìè ðàñïëàñòûâàíèÿ (á) è ïîëÿðèçàöèè (â) ñ
ó÷åòîì âûáîðêè âñåõ êëåòîê, àíàëèçèðóåìûõ çà ïåðèîä íàáëþäåíèÿ.

Òåìíûå êðóæêè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ êëåòîê â êîíòðîëå, ñâåòëûå êðóæêè — çíà÷åíèÿ êëåòîê ïîñëå 30-ìèíóòíîãî ïðåáûâàíèÿ â ðîñòîâîé
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.1 % êîëëàãåíà I òèïà. Øòðèõîâûå ëèíèè (êîíòðîëü), ïóíêòèðíûå ëèíèè (êîëëàãåí) — îòäåëüíûå ëèíèè ðåãðåññèè (ïèêè), ðàññ÷è-
òàííûå èç ïðåäïîëîæåíèÿ î íîðìàëüíîì ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ïàðàìåòðó «ïëîøàäü êëåòêè», ñïëîøíûå ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþùèå óñðåäíåííûå

ëèíèè ðåãðåññèè. Îáúÿñíåíèå ñì. â òåêñòå.



ãàðèôìû. Ýòî ïîçâîëèëî ñäåëàòü øêàëó îñè àáñöèññ ðàâ-
íîìåðíîé, ÷òîáû àäåêâàòíî èñïîëüçîâàòü íîðìàëüíîå
ðàñïðåäåëåíèå äëÿ ðàñ÷åòà òåîðåòè÷åñêèõ êðèâûõ. Ê òîìó
æå òîãäà îòñ÷åò ïî àáñöèññå íà÷èíàåòñÿ ñ 0, à íå ñ 1, òàê
êàê Ln1 = 0.

Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò
âåëè÷èíû êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 6, á. Óñðåäíåííûå ðàñ÷åòíûå êðèâûå ðàñïðåäåëå-
íèÿ â îáîèõ ñëó÷àÿõ îòíîñèòåëüíî ñèììåòðè÷íû, áåç âû-
ðàæåííûõ ïèêîâ. Â öåëîì ïîñëå êîíòàêòà êëåòîê ñ êîëëà-
ãåíîì èõ êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ ñíèæàåòñÿ. Íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî âèçóàëüíî ïèêè íå âûÿâëÿþòñÿ, â îáîèõ
ñëó÷àÿõ áîëåå êîððåêòíîå ñîîòâåòñòâèå òåîðåòè÷åñêèõ
êðèâûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì ïîëó÷èëè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè 3 ðàñ÷åòíûõ êðèâûõ â êîíòðîëå è 2 â ýêñïå-
ðèìåíòå. Â êîíòðîëüíîé ãðóïïå ïî÷òè âñå êëåòêè ñîñðå-
äîòî÷åíû â ïèêàõ ñ äîâîëüíî áëèçêèìè âûñîêèìè çíà-
÷åíèÿìè êîýôôèöèåíòà Rp/Ra, íåáîëüøàÿ ïîäãðóïïà
êëåòîê èìååò íèçêóþ ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ (íà ðèñ. 6,
á íåáîëüøîé ïèê ñëåâà). Ïðè óìåíüøåíèè ñòåïåíè ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ «êîëëàãåíîâûõ» êëåòîê ýòà íåáîëüøàÿ ïîä-
ãðóïïà ëèáî èñ÷åçàåò, ëèáî íå îáíàðóæèâàåòñÿ, èç-çà òîãî
÷òî åå êëåòêè àññèìèëèðóþòñÿ ïîäãðóïïîé, ñîîòâåòñòâó-
þùåé ëåâîìó ïèêó êëåòîê ýòîé ãðóïïû. Â öåëîì ïðè àíà-
ëèçå ýòèõ êðèâûõ, òàê æå êàê è â ñëó÷àå ïëîùàäè êëåòîê,
íàèáîëåå âåðîÿòíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïðîïîðöèîíàëüíîå
ñíèæåíèå êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ âñåõ òèïîâ
êëåòîê, êîíòàêòèðîâàâøèõ ñ êîëëàãåíîì, ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Îá ýòîì ãîâîðÿò ïðèáëèçèòåëü-
íî òî æå ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê â ïèêàõ îáåèõ
ãðóïï (áåç ó÷åòà ìàëîãî ïèêà êîíòðîëüíûõ êëåòîê) è ïðè-
áëèçèòåëüíî ïðîïîðöèîíàëüíûé ñäâèã èõ â ñòîðîíó ìåíü-
øèõ çíà÷åíèé êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ äëÿ «êîëëà-
ãåíîâûõ» êëåòîê.

Ðàçëè÷èå êëåòîê îáåèõ ãðóïï ïî êîýôôèöèåíòó ïîëÿ-
ðèçàöèè èìååò ñâîè îñîáåííîñòè (ðèñ. 6, â). Îáå ãðóïïû
òàêæå ìîæíî ïðåäñòàâèòü â âèäå òðåõ ïîäãðóïï. Îäíàêî
ëîêàëèçàöèÿ ïåðâûõ äâóõ ïèêîâ îäíà è òà æå â îáîèõ ñëó-
÷àÿõ. Îíè ðàçëè÷àþòñÿ òîëüêî ïî àìïëèòóäå, ÷òî óêàçû-
âàåò íà óâåëè÷åíèå äîëè òàêèõ êëåòîê ïîñëå êîíòàêòà
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñ êîëëàãåíîì. Ïðè ýòîì òðåòèé ïèê
(êðàéíèé ïðàâûé) çàìåòíî ñìåùàåòñÿ â ñòîðîíó ìåíüøèõ
çíà÷åíèé. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî â ñðåäíåì êëåòêè ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïû èìåþò íèçêèå çíà÷åíèÿ êîýôôè-
öèåíòà ïîëÿðèçàöèè.

Îáñóæäåíèå

Äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëå-
òîê ñ áåëêàìè ÂÊÌ èñïîëüçóþò ëèáî òðàäèöèîííóþ ìå-
òîäèêó, êîãäà êëåòêè ñàæàþò íà ïîâåðõíîñòü, ïîêðûòóþ
òåì èëè èíûì êîìïîíåíòîì ÂÊÌ, ëèáî ïîìåùàþò â ãåëü,
íàïðèìåð â êîëëàãåíîâûé, è òàêàÿ ìåòîäèêà ïîëó÷èëà íà-
çâàíèå «3D-êóëüòèâèðîâàíèå». Â îáîèõ ñëó÷àÿõ êîíòàêò
êëåòîê ñ ýêçîãåííûì ÂÊÌ ñîõðàíÿåòñÿ äî ñëåäóþùåãî
ïåðåñåâà. Îòäåëüíîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàåò ðàáîòà, â êî-
òîðîé èññëåäîâàëè ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê (â âèäå ìîíî-
ñëîÿ) ìåæäó äâóìÿ ïîëèàêðèëàìèäíûìè ïîäëîæêàìè
(Beningo et al., 2004). Çàíèìàÿ íåêîòîðîå ïðîìåæóòî÷íîå
ïîëîæåíèå ìåæäó 2D- è 3D-êóëüòèâèðîâàíèåì, èìåííî
òàêîé ñïîñîá, ïî-âèäèìîìó, â íàèáîëüøåé ñòåïåíè èìè-
òèðóåò âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê äðóã ñ äðóãîì è ÂÊÌ â
óñëîâèÿõ in vivo. Â îòëè÷èå îò ýòèõ ìåòîäèê ìû èñïîëü-
çîâàëè îòíîñèòåëüíî êîðîòêèé (30 ìèí) êîíòàêò êëåòîê ñ

êîëëàãåíîì è ìåíüøåå åãî êîëè÷åñòâî (0.1 %), ÷åì ïðè
èñïîëüçîâàíèè êîëëàãåíîâîé ïîäëîæêè èëè êîëëàãåíîâî-
ãî ãåëÿ äëÿ 3D-êóëüòóð. Âûáèðàÿ ýòè óñëîâèÿ, èñõîäèëè
èç òîãî, ÷òî òàêèå ýêñïîçèöèÿ è êîíöåíòðàöèÿ äîëæíû
áûòü äîñòàòî÷íûìè äëÿ àäñîðáöèè êîëëàãåíà èíòåãðèíà-
ìè êëåòêè íà åå äîðñàëüíîé (âåðõíåé) ïîâåðõíîñòè è äëÿ
âîçìîæíîñòè îòñëåæèâàíèÿ ðåàêöèè êëåòêè íà ýòîò áå-
ëîê. Çàäà÷è ïðîñëåäèòü ñèãíàë íà ìîëåêóëÿðíîì, âíóòðè-
êëåòî÷íîì óðîâíå íå ñòàâèëè, à ðàññ÷èòûâàëè íà åãî êî-
íå÷íîå ïðîÿâëåíèå — èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòêè.

Èñïîëüçóåìûé íàìè ïîñåâ êëåòîê â âèäå êîëîíèé
èìååò îñîáåííîñòü, îáëåã÷àþùóþ ñðàâíåíèå êîíòðîëü-
íûõ è îïûòíûõ êëåòîê ïðè öåéòðàôåðíîé âèäåîñúåìêå.
Íà ãðàíèöå êîëîíèè îòíîñèòåëüíî äëèòåëüíîå âðåìÿ êîí-
öåíòðàöèÿ êëåòîê íà åäèíèöó ïëîùàäè ïðàêòè÷åñêè îñòà-
åòñÿ ïîñòîÿííîé, íåñìîòðÿ íà óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ñàìîé
êîëîíèè. Ïîñëåäíåå â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè ñîçäàåò
îãðàíè÷åíèÿ ïðè àíàëèçå ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ
êëåòîê, ïîñêîëüêó âî âðåìÿ öåéòðàôåðíîé ñúåìêè ïîëå
çðåíèÿ äîëæíî áûòü ôèêñèðîâàíî. Òåì íå ìåíåå âûáðàí-
íûé íàìè ïðîìåæóòîê âðåìåíè â 7 ÷ áûë äîñòàòî÷åí, ÷òî-
áû ãðàíèöà êîëîíèè åùå íå óõîäèëà çà ïðåäåëû ïîëÿ çðå-
íèÿ è ÷òîáû â íåì íå ïîÿâèëèñü ó÷àñòêè êîëîíèè ñ êëåò-
êàìè, óæå ñôîðìèðîâàâøèìè ìîíîñëîé. Òàêèì îáðàçîì,
ôàêòè÷åñêè äîñòèãàëàñü îïðåäåëåííàÿ ïåðìàíåíòíîñòü
ýêâèâàëåíòà ðåäêîãî ïîñåâà, ïðè êîòîðîì ñîõðàíÿåòñÿ
âîçìîæíîñòü ñâîáîäíîãî ïåðåìåùåíèÿ êëåòîê îòíîñè-
òåëüíî äðóã äðóãà. Òàêîé ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì ïîçâîëèë
îäíîâðåìåííî ïîñåÿòü êëåòêè îäíîé è òîé æå ïîïóëÿöèè,
à èñïîëüçîâàòü èõ äëÿ öåéòðàôåðíîé ñúåìêè â ðàçíîå âðå-
ìÿ ïîñëå ïåðåñåâà áåç èñêàæåíèÿ êîíå÷íîãî ðåçóëüòàòà çà
ñ÷åò ñäâèãà âî âðåìåíè. Ýòèì áûëà äîñòèãíóòà âîçìîæ-
íîñòü èçáåæàòü ðàçëè÷èé â ìîðôîëîãèè èññëåäóåìûõ êëå-
òîê, ñâÿçàííûõ ñ óâåëè÷åíèåì èõ êîëè÷åñòâà íà åäèíèöó
ïëîùàäè ïðè ðîñòå êóëüòóðû â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÷èñëî êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ óâåëè-
÷èâàåòñÿ (ðèñ. 2), ïðè äàííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
îíî äåòåðìèíèðîâàíî íå ñòîëüêî ðàçìíîæåíèåì êëåòîê,
ñêîëüêî èõ ìèãðàöèåé èç êîëîíèè. Ïîñêîëüêó òåìï ïðè-
ðîñòà ÷èñëà êëåòîê â êîíòðîëå è ýêñïåðèìåíòå îäèí è òîò
æå â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ, ìîæíî ñ÷èòàòü,
÷òî 30-ìèíóòíûé êîíòàêò êëåòîê ñ êîëëàãåíîì íå âëèÿë
íà ñêîðîñòü èõ ïåðåäâèæåíèÿ. Â òî æå âðåìÿ ìîðôîìåò-
ðè÷åñêèå ïàðàìåòðû êëåòîê (ïëîùàäü, êîýôôèöèåíòû
ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè) èçìåíÿëèñü. Îòñþäà ñëå-
äóåò, ÷òî èçìåíåíèÿ ôîðìû êëåòîê â öåëîì íå ñâÿçàíû ñî
ñêîðîñòüþ èõ ìèãðàöèè.

Àíàëèç ïëîùàäè êëåòîê îáíàðóæèë åå íåçíà÷èòåëü-
íîå óâåëè÷åíèå ïîñëå êîíòàêòà êëåòîê ñ êîëëàãåíîì è ïî-
ñòåïåííîå ñíèæåíèå äî óðîâíÿ âåëè÷èí, ñîèçìåðèìûõ ñ
ïëîùàäüþ êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Ôàêòè÷åñêè ýòî ìîæíî
ðàñöåíèâàòü êàê îòñóòñòâèå âëèÿíèÿ êîëëàãåíà íà ðàçìå-
ðû êëåòîê ïðè åãî äîáàâëåíèè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó. Îä-
íàêî íà ôîðìó êëåòîê åãî âëèÿíèå äîñòàòî÷íî âûðàæåíî.
Êîëëàãåí ñíèæàåò ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê è â
çíà÷èòåëüíîé ìåðå ïðåïÿòñòâóåò èõ ïîëÿðèçàöèè, êîòîðàÿ
ñî âðåìåíåì âîçðàñòàåò ó êëåòîê êîíòðîëüíîé ãðóïïû.
Êëåòêè, èìåþùèå âûñîêèé êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè,
íåëüçÿ ðàññìàòðèâàòü êàê îòäåëüíóþ (ãåíåòè÷åñêóþ) ñóá-
ïîïóëÿöèþ, ÷òî ôîðìàëüíî ñëåäóåò èç ãèñòîãðàìì
ðèñ. 6, â. Ñêîðåå âñåãî, ýòî ïîäãðóïïû êëåòîê, èìåþùèå
îáùåå ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå è èìèòèðóþùèå èñ-
òèííûå ñóáïîïóëÿöèè. Äåëî â òîì, ÷òî êëåòêè ìèãðèðóþò
ê êðàþ êîëîíèè èç çîí, ãäå îíè íàõîäÿòñÿ â âèäå íå î÷åíü
ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ, ïîýòîìó òàì èõ ïîëÿðèçàöèÿ ìåíüøå,

596 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.



÷åì ó êëåòîê, ãäå îíè ðàçîáùåíû. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî íèç-
êèå çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè ó êëåòîê, èìåâ-
øèõ êîíòàêò ñ êîëëàãåíîì, îáóñëîâëåíû íå òîëüêî òåì,
÷òî êîëëàãåí àêòèâíî óìåíüøàåò ïîëÿðèçàöèþ êëåòîê íà
ãðàíèöå êîëîíèè, íî è òåì, ÷òî îí áëîêèðóåò ïîëÿðèçà-
öèþ êëåòîê, ìèãðèðóþùèõ èç ìîíîñëîÿ ê ïåðèôåðèè êî-
ëîíèè.

Ïðè÷èíîé ýòîãî ôåíîìåíà ìîæåò áûòü ñëåäóþùåå.
Ýêçîãåííûé êîëëàãåí, ñâÿçûâàÿ èíòåãðèíû íà äîðñàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êëåòêè, ñíèæàåò èõ äîëþ íà âåíòðàëüíîé ïî-
âåðõíîñòè, ÷òî â èòîãå ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íûì äëÿ ñíè-
æåíèÿ ïîëÿðèçàöèè. Â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ ïîëèìåðè-
çàöèÿ êîëëàãåíà äåòåðìèíèðîâàíà êëåòêîé, ïðè÷åì â ýòîì
ïðîöåññå íàðÿäó ñ äðóãèìè êîìïîíåíòàìè ÂÊÌ âàæíóþ
ðîëü èãðàþò èíòåãðèíîâûå ðåöåïòîðû (Kadler et al.,
2008). Îäíà ïîëèìåðíàÿ ìîëåêóëà êîëëàãåíà, ïî-âèäèìî-
ìó, ìîæåò îäíîâðåìåííî àêöåïòèðîâàòüñÿ íåñêîëüêèìè
ðåöåïòîðàìè. Òîãäà îáðàçîâàâøèåñÿ êîëëàãåíîèíòåãðè-
íîâûå êîìïëåêñû ìîãóò ïîâûñèòü ðèãèäíîñòü ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñíèæåíèå
ãèáêîñòè ìåìáðàíû â ïåðâóþ î÷åðåäü áóäåò ïðåïÿòñòâî-
âàòü ôîðìèðîâàíèþ äëèííûõ ôèëîïîäèé, ñíèæàÿ ïîëÿ-
ðèçàöèþ êëåòêè â öåëîì.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî ïðè äàííûõ
óñëîâèÿõ êîëëàãåí I òèïà ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà ïëî-
ùàäü êëåòîê, çàìåòíî óìåíüøàåò ñòåïåíü èõ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ è â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïðåïÿòñòâóåò êëåòî÷íîé
ïîëÿðèçàöèè. Ðàíåå íà ìåçåíõèìíûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîëëàãåí I òèïà, íàïðîòèâ, ñïî-
ñîáñòâóåò ïîëÿðèçàöèè êëåòîê (Ïåòðîâ è äð., 2013).
Âðÿä ëè ýòî ïðîòèâîðå÷èå ìîæíî ñâÿçàòü ñ òèïîì êëåòîê,
ñêîðåå, ýôôåêò êîëëàãåíà çàâèñèò îò óñëîâèé ýêñïåðè-
ìåíòà. Ìåçåíõèìíûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ïîäëîæ-
êå, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòîé êîëëàãåíîì, à â íàñòîÿùåé
ðàáîòå êëåòêè ëèíèè NCTC êîíòàêòèðîâàëè ñ ýòèì áåë-
êîì, ðàñòâîðåííûì â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Îáúåäèíÿÿ
ýòè ðåçóëüòàòû, ìîæíî ïðèéòè ê çàêëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî
ñâÿçûâàíèå ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ ñ êîëëàãåíîì íå-
îáõîäèìî êëåòêå â ïåðâóþ î÷åðåäü äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ôèëîïîäèé.

Êàê èçâåñòíî, âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ôèëîïî-
äèè èãðàåò àêòèí. Ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà ñïîñîáñòâóåò
ôîðìèðîâàíèþ âûïÿ÷èâàíèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
â íàïðàâëåíèè ðîñòà àêòèíîâîãî ôèëàìåíòà (Mullins,
Hansen, 2013). Ïðè ýòîì àêòèí ïîëèìåðèçóåòñÿ òàêèì îá-
ðàçîì, ÷òî íàðàùèâàíèå ïîëèìåðíîé ìîëåêóëû ïðîèñ-
õîäèò ñ êîíöà, îáðàùåííîãî ê âíóòðåííåé ïîâåðõíî-
ñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (Yang, Svitkina, 2011;
Grantham et al., 2012). Ñ íàðóæíîé ñòîðîíû ýòîò ó÷àñòîê
ìåìáðàíû áóäåò ñîîòâåòñòâîâàòü êîí÷èêó ôèëîïîäèè.
Ïðè òàêîì ñïîñîáå åå ôîðìèðîâàíèÿ ïîëèìåð ìîæåò óâå-
ëè÷èâàòüñÿ â äëèíó è îäíîâðåìåííî áûòü ôèêñèðîâàí îò-
íîñèòåëüíî êëåòêè â öåëîì. Âèäèìî, â ïðîöåññå ýâî-
ëþöèè ýòîò ìåõàíèçì äëÿ êëåòîê áûë çàêðåïëåí íå ñëó-
÷àéíî. Î÷åâèäíî, ÷òî ïðè ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà ñ
ïðîòèâîïîëîæíîãî êîíöà ó êëåòêè áûëè áû äîïîëíèòåëü-
íûå ïðîáëåìû.

Â ðàáîòå Áåíèíãî ñ ñîàâòîðàìè (Beningo et al., 2004)
ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå 3T3-êëåòîê ìåæäó äâóìÿ
ïîëèàêðèëàìèäíûìè ïîäëîæêàìè, ïîêðûòûìè ôèáðî-
íåêòèíîì, ïðèâîäèò ê óäëèíåíèþ êëåòîê (êàê ñëåäóåò èç
ïðåäñòàâëåííûõ â ýòîé ðàáîòå ôîòîãðàôèé, çà ñ÷åò äëèí-
íûõ ôèëîïîäèé) è èñ÷åçíîâåíèþ ó íèõ ëàìåëëîïîäèé.
Ôàêòè÷åñêè ïðè òàêîì ñïîñîáå êóëüòèâèðîâàíèÿ ó êëåòîê
âäâîå óâåëè÷èâàåòñÿ âîçìîæíîñòü çàÿêîðèâàíèÿ, ÷òî,

ïî-âèäèìîìó, â áîëüøåé ñòåïåíè îáëåã÷àåò ôîðìèðîâà-
íèå òàêèõ âûòÿíóòûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, êàê ôèëîïî-
äèè.

Ôèêñèðîâàòü àêòèíîâûé ìèêðîôèëàìåíò êëåòêà ìî-
æåò, çàÿêîðèâàÿ óäëèíÿþùóþñÿ ôèëîïîäèþ çà ñóáñòðàò.
Ýòîìó ñïîñîáñòâóþò èíòåãðèíîâûå ðåöåïòîðû, îïîñðå-
äóÿ ñâÿçü êëåòêè ñ ïîäëîæêîé ÷åðåç áåëêè ÂÊÌ (Hutten-
locher, Horwitz, 2011; Weber et al., 2011; Wolfenson et al.,
2013). Òàêîå âçàèìîäåéñòâèå âñåõ ó÷àñòíèêîâ êëåòî÷íîé
àäãåçèè íå òîëüêî íå ïðåïÿòñòâóåò ïîëèìåðèçàöèè àêòè-
íà, à äàæå îáëåã÷àåò åå. Ýòà ìîäåëü in vitro, ïî-âèäèìîìó,
àäåêâàòíî îòðàæàåò êëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ â òêàíÿõ
ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è
êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 13-04-00700-à).
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MORPHOLOGY OF NCTC CELLS UPON A CONTACT WITH TYPE I COLLAGEN

ADDED TO CULTURE MEDIUM
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1 Institute of Cytology RAS, St.Petersburg, and 2 Department of Medical Phisics,

St. Petersburg State Polytechnical University,

* e-mail: yupe3ov@mail.ru

The morphometric characteristics of NCTC cells upon their contact with type I collagen added to culture
medium were studied. The cells were plated on plastic in the colony form. In a day after seeding, the culture
medium was changed for the same medium complemented with 0.1 % type I collagen. And the cells were incu-
bated in this medium for 30 min more. Then the cells were washed out of collagen. Using time-lapse microsco-
py, the cell state at a colony edge was registered during 7 h. The area, spreading, and polarization of the cells
were evaluated. It is shown that the contact with collagen did not affect the cell area, decreased cell spreading
and sharply reduced a portion of polarized cells. These results probably demonstrate sensitivity of NCTC cells
to the presence of type I collagen in culture medium and suggest that the cell response involves inhibition of
long filopodia formation.

K e y w o r d s: morphometry, spreading, cell polarization, ECM, filopodium, cytoskeleton.
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