
ÌÎÐÔÎËÎÃÈ×ÅÑÊÈÅ ÎÑÎÁÅÍÍÎÑÒÈ ÊËÅÒÎÊ ËÈÍÈÈ NCTC ÊËÎÍ 929

×ÅÐÅÇ 1 ÑÓÒ ÏÎÑËÅ ÏÅÐÅÑÅÂÀ

© Þ. Ï. Ïåòðîâ,1 Í. Â. Öóïêèíà

Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 194054;
1 ýëåêòðîííûé àäðåñ: yupe3ov@mail.ru

Þ. Ï. Ïåòðîâ, Í. Â. Öóïêèíà
Ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà

Ðàçâèòèå ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû, îñíîâàííîå íà èñïîëüçîâàíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê, â çíà÷èòåëü-
íîé ñòåïåíè çàâèñèò îò ïðîãíîçèðîâàíèÿ ñòåïåíè èçìåíåíèÿ ýòèõ êëåòîê ïîñëå íåîáõîäèìîãî âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ èõ â èñêóññòâåííûõ óñëîâèÿõ. Â ýòîé ñâÿçè íåîáõîäèìî íàêîïëåíèå çíàíèé â
îáëàñòè, êîòîðóþ ìîæíî îáîçíà÷èòü êàê áèîëîãèÿ êëåòîê â êóëüòóðå. Îñîáåííîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
êëåòîê in vitro ëó÷øå èçó÷àòü íà êëåòêàõ ïîñòîÿííûõ ëèíèé, ïîñêîëüêó èõ ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå õà-
ðàêòåðèñòèêè çà âðåìÿ ìíîãî÷èñëåííûõ ïàññàæåé ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ðåçóëüòàò àäàïòàöèè êëåòîê
ê ðîñòó âíå îðãàíèçìà. Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ïðîâåðêà ãèïîòåçû î ñóùåñòâîâàíèè ñâÿçè
ìåæäó ïëîòíîñòüþ êóëüòóðû (äî íà÷àëà îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ) è ìîðôîìåòðè÷åñêèìè ïàðàìåòðàìè
êëåòîê. Áûëè èññëåäîâàíû ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè ìûøè NCTC êëîí 929 ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñå-
âà. Ê ýòîìó âðåìåíè ïëîòíîñòü êóëüòóðû òàêîâà, ÷òî ìåæäó êëåòêàìè ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò ïðÿìûå
êîíòàêòû. Îöåíèâàëè ïëîùàäü êëåòîê, êîýôôèöèåíòû ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî â
îäíîì è òîì æå êóëüòóðàëüíîì ñîñóäå â ìåñòàõ ñ áîëüøåé ïëîòíîñòüþ êëåòîê èõ ïëîùàäü ìåíüøå, ÷åì
íà ó÷àñòêàõ ñ ìåíüøåé ïëîòíîñòüþ. Ïðè ýòîì ïðè óâåëè÷åíèè ïëîòíîñòè êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ èõ ïîëÿ-
ðèçàöèÿ. Çàâèñèìîñòü ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êëåòîê îò èõ ïëîòíîñòè ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì
äèñòàíöèîííîé ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè ìåæäó íèìè. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê ñâÿçàíî ñ ïîäãîòîâêîé ê ïðîöåññàì ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëîùàäü êëåòêè, ðàñïëàñòûâàíèå, ïîëÿðèçàöèÿ, ìîðôîìåòðèÿ êëåòîê.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îäíèì èç íàèáîëåå áûñòðî ðàç-
âèâàþùèõñÿ íàïðàâëåíèé ñîâðåìåííîé ìåäèöèíû ìîæ-
íî ñ÷èòàòü ðåãåíåðàòèâíóþ ìåäèöèíó. Îñíîâíàÿ çàäà÷à
ýòîãî íàïðàâëåíèÿ — ñîçäàíèå ôóíêöèîíàëüíî è ìîðôî-
ëîãè÷åñêè ïîëíîöåííûõ òêàíåé è îðãàíîâ ïîñëå èõ ïî-
âðåæäåíèÿ èëè óòðàòû â ðåçóëüòàòå ðàçëè÷íûõ çàáîëåâà-
íèé (Yamada, Cukierman, 2007; Salibian et al., 2013).
Ïîêà ðåøåíèå ýòîé çàäà÷è ñâîäèòñÿ ê ïîëó÷åíèþ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ñ èõ ïîñëåäóþùåé èíäóöèðîâàííîé (íàïðàâ-
ëåííîé) äèôôåðåíöèðîâêîé â êëåòêè òåõ èëè èíûõ òêà-
íåé (Hwang et al., 2008; Watt, Driskell, 2010; Brown et al.,
2013). Òàêîé ïîäõîä ïðåäïîëàãàåò êóëüòèâèðîâàíèå êëå-
òîê â èñêóññòâåííûõ óñëîâèÿõ. Â ñâÿçè ñ ýòèì óæå íåäî-
ñòàòî÷íî ðàññìàòðèâàòü êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê in vitro
òîëüêî êàê óäîáíóþ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ êëåòîê ìíî-
ãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà. Îíî ñòàíîâèòñÿ âàæíûì çâå-
íîì íà ïóòè ñîçäàíèÿ èñêóññòâåííûõ òêàíåé è îðãàíîâ,
ïîñêîëüêó ïîñëå ïðåáûâàíèÿ â óñëîâèÿõ in vitro êëåòêè
äîëæíû âåðíóòüñÿ â óñëîâèÿ in vivo, ïðè ýòîì, ÷òî îñî-
áåííî âàæíî, áåç îòðèöàòåëüíûõ ïîñëåäñòâèé äëÿ
ìàêðîîðãàíèçìà. Ñëåäîâàòåëüíî, âîçðàñòàåò íåîáõîäè-
ìîñòü èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå, çà-
êîíîìåðíîñòåé èõ ðåàãèðîâàíèÿ íà óñëîâèÿ èñêóññòâåí-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, ò. å. èçó÷åíèÿ áèîëîãèè êëåòîê â
êóëüòóðå. Íàêîïëåíèå çíàíèé â ýòîé îáëàñòè èìååò áîëü-
øîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìàíèÿ ñõîäñòâà è ðàçëè÷èÿ áèîëî-
ãèè êëåòîê â êóëüòóðå è â ñîñòàâå ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãà-
íèçìà.

Êàê èçâåñòíî, ôîðìà êëåòîê, îáðàçóþùèõ â êóëüòóðå
ìîíîñëîé, ìîæåò áûòü óñëîâíî ðàçäåëåíà íà äâà òèïà —
ýïèòåëèîïîäîáíóþ è ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ. Îñíîâíîå
ðàçëè÷èå ýòèõ òèïîâ ñâîäèòñÿ ê ñëåäóþùåìó. Ýïèòåëèî-
ïîäîáíûå êëåòêè ïðåèìóùåñòâåííî ìàëîïîäâèæíû è íå
èìåþò âûðàæåííûõ ôèëîïîäèé. Ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå
êëåòêè, íàïðîòèâ, ñêëîííû ê ìîáèëüíîñòè è èçìåíåíèþ
ñâîåé ôîðìû âñëåäñòâèå îòíîñèòåëüíî áûñòðîãî îáðàçî-
âàíèÿ (è èñ÷åçíîâåíèÿ) ôèëîïîäèé. Íàáëþäàÿ çà æèâûìè
èíòàêòíûìè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè, â ÷àñòíî-
ñòè êëåòêàìè ëèíèè NCTC êëîí 929, ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî
â êóëüòóðå ñ íèçêîé ïëîòíîñòüþ êëåòîê (äî íà÷àëà îáðà-
çîâàíèÿ ìîíîñëîÿ) îíè ðàñïîëàãàþòñÿ íà ïîäëîæêå áîëåå
èëè ìåíåå ðàâíîìåðíî, ïðàêòè÷åñêè íå èìåÿ ïðÿìûõ êîí-
òàêòîâ ìåæäó ñîáîé. Èíûìè ñëîâàìè, îíè íàõîäÿòñÿ ïðè-
áëèçèòåëüíî íà îäíîì è òîì æå ðàññòîÿíèè äðóã îò äðóãà.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñðåäíåå ðàññòîÿíèå ìåæäó
êëåòêàìè — âåëè÷èíà ïîñòîÿííàÿ, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü
äåòåðìèíèðîâàíà ñàìèìè êëåòêàìè, âçàèìîäåéñòâóþùè-
ìè äèñòàíöèîííî. Äàííàÿ ãèïîòåçà òðåáóåò ýêñïåðèìåí-
òàëüíîãî ïîäòâåðæäåíèÿ.

Ïîëàãàÿ, ÷òî ôîðìà êëåòêè ìîæåò áûòü î÷åíü ÷óâñò-
âèòåëüíûì èíäèêàòîðîì åå ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ,
ìû èñïîëüçîâàëè ìîðôîìåòðèþ äëÿ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè ðåàãèðîâàíèÿ êëåòîê íà ïëîòíîñòü èõ ðàñïîëîæå-
íèÿ íà ïîäëîæêå. Íàèáîëåå îïòèìàëüíàÿ ïëîòíîñòü êëå-
òîê äëÿ òàêîãî èññëåäîâàíèÿ äîñòèãàåòñÿ ÷åðåç 1 ñóò ïî-
ñëå ïîñåâà — êëåòêè óæå àäàïòèðîâàëèñü ê êóëüòóðå, íî
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åùå íå íà÷àëè ôîðìèðîâàòü ìîíîñëîé, ò. å. îòñóòñòâóþò
ïðÿìûå (ôèçè÷åñêèå) êîíòàêòû ìåæäó êëåòêàìè. Ïî-
ñêîëüêó ïðè ïîñåâå êëåòêè íèêîãäà íå ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî
ïîäëîæêå àáñîëþòíî ðàâíîìåðíî, äàæå â ïðåäåëàõ îäíî-
ãî è òîãî æå êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà ìîæíî ðåãèñòðèðî-
âàòü è àíàëèçèðîâàòü èõ ÷èñëî è ôîðìó â ïîëÿõ çðåíèÿ ñ
ðàçëè÷íîé êëåòî÷íîé ïëîòíîñòüþ. Òàêèì îáðàçîì, çàäà-
÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ïðîâåðêà ïðåäïîëîæåíèÿ
î ñóùåñòâîâàíèè ñâÿçè ìåæäó ïëîòíîñòüþ êóëüòóðû (äî
íà÷àëà îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ) è ìîðôîìåòðè÷åñêèìè ïà-
ðàìåòðàìè êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ïî-
ñòîÿííóþ ëèíèþ êëåòîê ïîäêîæíîé ñîåäèíèòåëüíîé òêà-
íè ìûøè — NCTC êëîí 929, ïîëó÷åííóþ èç Ðîññèéñêîé
êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîçâîíî÷íûõ Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè
(35 ìì; Nunk, Äàíèÿ) äëÿ âèäåîñúåìêè è âî ôëàêîíàõ
(25 ñì2; Nunk, Äàíèÿ) äëÿ ôîòîñúåìêè â ðîñòîâîé ñðåäå,
ñîñòîÿùåé èç ñðåäû DMEM (Gibco, ÑØÀ), 10 % ñûâîðîò-
êè ïëîäîâ êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà.
Êóëüòóðû êëåòîê âûðàùèâàëè â èíêóáàòîðå â àòìîñôåðå
ñ 5 % CO2 ïðè 37 °C. Ïåðåä òåì êàê êëåòêè áðàëè â îïûò,
èõ îòäåëÿëè îò ïîäëîæêè, èíêóáèðóÿ â òå÷åíèå 1 ìèí â
0.25%-íîì ðàñòâîðå «òðèïñèí-ÝÄÒÀ» (Gibco, ÑØÀ), è
ïåðåñåâàëè â íîâûé êóëüòóðàëüíûé ñîñóä.

Ïåðåä âèäåîñúåìêîé íåñèíõðîíèçèðîâàííóþ ïîïóëÿ-
öèþ êëåòîê ñåÿëè íà íîâóþ ÷àøêó Ïåòðè, ðàçáàâëÿÿ ñóñ-
ïåíçèþ êëåòîê â ðàçâåäåíèè 1 : 10. Ïîñëå ýòîãî êëåòêàì
äàâàëè âîçìîæíîñòü ïðèêðåïèòüñÿ ê ïîäëîæêå, âûäåðæè-
âàÿ èõ â óñëîâèÿõ èíêóáàòîðà â òå÷åíèå 1 ÷. Çàòåì ÷àøêó
ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè íà ñòîëèê ìèêðîñêîïà AxioObser-
ver.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ), îáîðó-
äîâàííîãî óñòðîéñòâàìè äëÿ äîëãîâðåìåííîãî ïðèæèç-
íåííîãî íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè (ïîääåðæàíèå òåìïåðà-
òóðû, âëàæíîñòè è ÑÎ2). Ðåãèñòðàöèþ èçîáðàæåíèé
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ñóò â ðåæèìå öåéòðàôåðíîé ñúåì-
êè ñ 5-ìèíóòíûì èíòåðâàëîì ìåæäó êàäðàìè ïî ÷åòûðåì
ïîëÿì çðåíèÿ, îòîáðàííûì ïðîèçâîëüíî, íî ñ ðàçëè÷íûì
÷èñëîì êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ. Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ
Plan-Neofluar �20/0,4 è öèôðîâóþ êàìåðó AxioCam HRm
ñ ðàçðåøåíèåì 1388 � 1040 ïèêñåëåé. Ìåòîä íàáëþäå-
íèÿ — äèôôåðåíöèàëüíûé èíòåðôåðåíöèîííûé êîíò-
ðàñò, àäàïòèðîâàííûé äëÿ ðàáîòû ñ ïëàñòèêîì (PLAS-
DIC). Çàäàííûå óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà ïîääåðæèâàëè àâ-
òîìàòè÷åñêè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AxioVision 4.8.2
(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ êîëè÷å-
ñòâåííîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè îòäåëüíûå èçîáðàæåíèÿ,
çàïèñàííûå â ôîðìàòå JPEG.

Ôîòîñúåìêó âûïîëíÿëè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà êëå-
òîê (òàêæå â ðàçâåäåíèè 1 : 10), à ïåðåñåâ îñóùåñòâëÿëè
÷åðåç 5—6 ñóò (äî îáðàçîâàíèÿ ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ), ïðè÷åì
îäíîâðåìåííî êàê â íîâûé ôëàêîí, òàê è â ñòàðûé. Ðåãèñò-
ðàöèþ èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 8 ïàññà-
æåé ïîñëå ðàçìîðîçêè. Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ æèâûõ
èíòàêòíûõ êëåòîê ïîëó÷àëè, èñïîëüçóÿ èíâåðòèðîâàííûé
ìèêðîñêîï Nikon ECL IPSE TS100, îáúåêòèâ 20�, êàìåðó
Canon EOS 600D, ðàçðåøåíèå 5184 � 3456 ïèêñåëåé.
Â êàæäîé èç âîñüìè ôîòîñåññèé äëÿ êàæäîãî ôëàêîíà èñ-
ïîëüçîâàëè ïî 10—15 ïîëåé çðåíèÿ, îòîáðàííûõ ñëó÷àé-
íûì îáðàçîì.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç êëåòîê è ñòàòèñòè÷åñêóþ îá-
ðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì ImageJ
1.48v (Rasband, W. S., ImageJ, U. S. National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, ÑØÀ, http://imagej.nih.gov/ij/),
Excel 2013 (MS Corporation, ÑØÀ) è Origin 6.1 (OriginLab
Corporation, ÑØÀ). Ïàðàìåòðû, èñïîëüçóåìûå äëÿ àíàëè-
çà êëåòîê: ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó (ïëî-
ùàäü êëåòêè); êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ Rp/Ra, âû-
÷èñëÿåìûé 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 (Kuz’minykh, Pet-
rov, 2004); êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè M/m, ðàññ÷èòàí-
íûé êàê ñîîòíîøåíèå äëèííîé (M) è êîðîòêîé (m) îñåé
ýëëèïñà (äëÿ ðàñ÷åòà îñåé åñòü ñîîòâåòñòâóþùèå îïöèè â
ïðîãðàììå ImageJ). Ïðè àíàëèçå âûáîðîê èñïîëüçîâàëè
ñðåäíåå çíà÷åíèå, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, êðèâûå ðåã-
ðåññèè (èñïîëüçóÿ ëèíåéíóþ èëè S-îáðàçíóþ çàâèñè-
ìîñòü) è êîýôôèöèåíòû ëèíåéíîé êîððåëÿöèè (R). Ïî-
ñêîëüêó äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà÷è íå áûëî íåîá-
õîäèìîñòè àíàëèçèðîâàòü àáñîëþòíûå ðàçìåðû êëåòîê, à
ëèøü îòíîñèòåëüíûå, ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ ïðèâåäåíû â
ïèêñåëÿõ.

Ðåçóëüòàòû

Èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in
vitro çàâèñèò îò ìíîãèõ ïðè÷èí — êàê âíåøíèõ, òàê è
âíóòðåííèõ. Âêëàä êàêîãî-ëèáî ôàêòîðà, êàê è ñòåïåíü
ðåàêöèè êëåòêè íà íåãî, ìîãóò áûòü íåçíà÷èòåëüíûìè.
×òîáû ñ âûñîêîé äîëåé âåðîÿòíîñòè îáíàðóæèòü ïîäîá-
íûå ñëàáûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ïðèâîäÿùèå ê íåçíà÷èòåëü-
íûì ìîðôîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì êëåòîê, êîòîðûå âè-
çóàëüíî ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíî çàôèêñèðîâàòü, î÷åíü
âàæíî èìåòü âûáîðêè, äîñòàòî÷íûå äëÿ àäåêâàòíîé ñòà-
òèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè. Êðîìå ýòîãî, óñëîâèÿ ýêñïåðè-
ìåíòà äîëæíû óðàâíèâàòü «ôîíîâûå âîçäåéñòâèÿ»
(«øóì») îò äðóãèõ ôàêòîðîâ, áîëåå ìîùíûõ, ÷åì èññëå-
äóåìûå, âî âñåõ ñðàâíèâàåìûõ ãðóïïàõ êëåòîê. Â ñâÿçè ñ
ýòèì, â ÷àñòíîñòè ïðè ðàñ÷åòå ñðåäíèõ çíà÷åíèé ìîðôî-
ìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êëåòîê, èç âûáîðîê áûëè óäàëå-
íû êðóïíûå êëåòêè, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé, ïî-âèäèìî-
ìó, îòäåëüíóþ íåìíîãî÷èñëåííóþ ñóáïîïóëÿöèþ, è
êðóãëûå ìåëêèå êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè ìåòàôà-
çû. Îäíàêî èõ ó÷èòûâàëè ïðè îïðåäåëåíèè îáùåãî ÷èñëà
êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ. Äîëÿ òàêèõ êëåòîê â âûáîðêàõ íåâå-
ëèêà, íî îíè ìîãëè âíîñèòü çíà÷èòåëüíûå èñêàæåíèÿ
(«øóì») â âåëè÷èíû ñðåäíèõ çíà÷åíèé, â ÷àñòíîñòè ïëî-
ùàäè êëåòîê.

Ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè êëåòêàì îáû÷íî íåîáõîäèìî
âðåìÿ äëÿ àäàïòàöèè ê ðîñòó è ðàçìíîæåíèþ â èñêóññò-
âåííûõ óñëîâèÿõ. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî â ýòîò ïåðèîä ñëåä-
ñòâèåì àäàïòàöèè ìîæåò áûòü èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê
îò ïàññàæà ê ïàññàæó. Êàê óæå áûëî ñêàçàíî, ïðè àíàëèçå
ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé êëåòîê â ïðîöåññå ïàññè-
ðîâàíèÿ ïåðåñåâ êëåòîê îñóùåñòâëÿëè íå òîëüêî â íîâûé
ôëàêîí, íî è â ñòàðûé. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ïðè ðóòèí-
íîé ðàáîòå ñ êëåòî÷íûìè êóëüòóðàìè èñïîëüçîâàíèå ñòà-
ðûõ ôëàêîíîâ íåæåëàòåëüíî èç-çà íåêîíòðîëèðóåìûõ
ôàêòîðîâ, âëèÿþùèõ íà êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê (îñòàòêè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, æèâûõ è ïîãèáøèõ êëåòîê, ñëå-
äîâ èñïîëüçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû è ò. ï.). Ïîñêîëü-
êó ýòè ôàêòîðû íåêîíòðîëèðóåìûå, èõ ìîæíî ðàññìàòðè-
âàòü êàê ôîí èëè «øóì», â òîé èëè èíîé ñòåïåíè âëèÿþ-
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ùèé íà àäàïòàöèþ êëåòîê ê ðîñòó in vitro. Ñ ýòèõ ïîçèöèé
èìåëî ñìûñë ïðîâåðèòü ñòåïåíü ýòîãî âëèÿíèÿ íà êëåòî÷-
íûå ïàðàìåòðû, àíàëèçèðóåìûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå.

Óñðåäíåííûå äàííûå î ÷èñëå êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ
äëÿ âñåõ ïàññàæåé ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1, à. ×èñëî êëå-
òîê â ñòàðîì ôëàêîíå îêàçûâàåòñÿ áîëüøå, ÷åì â íîâîì
(NI = 47.8 � 2.2, NII = 137.2 � 5.2, p < 0.01). Ýòî, ñêîðåå
âñåãî, ñâÿçàíî ñ íåêîòîðûì îñòàòî÷íûì êîëè÷åñòâîì êëå-
òîê â ñòàðîì ôëàêîíå ïîñëå èõ ïåðåñåâà. Êàê ñëåäóåò èç

ðèñ. 1, á, ñðåäíèé ðàçìåð êëåòîê, ïåðåñåÿííûõ â ñòàðûå
ôëàêîíû, äîñòîâåðíî ìåíüøå, ÷åì ó êëåòîê â íîâûõ ôëà-
êîíàõ (47 996 � 896 è 34 471 � 1132 ïèêñåëÿ ñîîòâåòñò-
âåííî äëÿ I è II, p < 0.01). Îäíàêî ýòîò ðåçóëüòàò îáîá-
ùåííûé è âêëþ÷àåò â ñåáÿ íå òîëüêî ðàçëè÷èÿ ïî ïëîòíî-
ñòè êëåòîê íà åäèíèöó ïëîùàäè, íî è òå, êîòîðûå ñâÿçàíû
ñ ðàçëè÷èÿìè ìåæäó îòäåëüíûìè ôëàêîíàìè (îñòàòêè
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Ðèñ. 1. Ñðåäíåå ÷èñëî êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 â ïîëå
çðåíèÿ (à) è èõ ñðåäíÿÿ ïëîùàäü (á) çà âåñü ïåðèîä íàáëþäå-

íèÿ (8 ïàññàæåé).

I — êëåòêè, ïîñåÿííûå â íîâûé ôëàêîí, II — êëåòêè, ïîñåÿííûå â ñòàðûé
ôëàêîí. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè.

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê ïî ìåðå èõ ïàññè-
ðîâàíèÿ.

Ñâåòëûå êðóæêè — ïëîùàäü êëåòîê, ïîñåÿííûõ â íîâûå ôëàêîíû, òåì-
íûå êðóæêè — ïëîùàäü êëåòîê, ïîñåÿííûõ â ñòàðûå ôëàêîíû. Ñïëîø-
íûå ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþùèå êðèâûå ëèíåéíîé ðåãðåññèè. Ïðåäñòàâ-
ëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïî âñåì ïîëÿì çðåíèÿ äëÿ êëåòîê
äàííîãî ïàññàæà (âåëè÷èíû îøèáîê ïðàêòè÷åñêè íå ïðåâûøàþò ðàçìåðà

êðóæêîâ).

Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ (Rp/Ra) êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ïðè ïàññèðîâàíèè.

à — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ Rp/Ra êëåòîê âñåõ ïàññàæåé, ïîñåÿííûõ â íîâûå (I) è ñòàðûå (II) ôëàêîíû; ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè. á — äè-
íàìèêà Rp/Ra ïðè ïàññèðîâàíèè êëåòîê; ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïî âñåì ïîëÿì çðåíèÿ äëÿ êëåòîê äàííîãî ïàññàæà; êîýôôèöè-
åíòû ëèíåéíîé êîððåëÿöèè: RI = 0.73 ± 0.16, RII = 0.11 ± 0.35. Ñâåòëûå êðóæêè — Rp/Ra êëåòîê, ïîñåÿííûõ â íîâûå ôëàêîíû (I), òåìíûå êðóæêè —

Rp/Ra êëåòîê, ïîñåÿííûõ â íîâûå ôëàêîíû (II). Ñïëîøíûå ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþùèå êðèâîé ëèíåéíîé ðåãðåññèè.



âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîìïîíåíòîâ ïèòàòåëüíîé ñðå-
äû è ò. ï.). Äèôôåðåíöèðîâàòü äåéñòâèå ôàêòîðà ïëîòíî-
ñòè êëåòîê îò âñåõ èíûõ ôàêòîðîâ («øóìà») ìîãóò äàí-
íûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2.

Î÷åâèäíî, ÷òî ðàçëè÷èå ïî ïëîùàäè êëåòîê îáåèõ
ãðóïï ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå âñåõ ïàññàæåé. Òåîðåòè÷å-
ñêèå êðèâûå ëèíåéíîé ðåãðåññèè óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ïî

ìåðå ïàññèðîâàíèÿ ïëîùàäü êëåòîê íåçíà÷èòåëüíî, íî
óñòîé÷èâî âîçðàñòàåò â îáîèõ ñëó÷àÿõ. Îäíàêî, íåñìîòðÿ
íà ïîëîæèòåëüíûå êîýôôèöèåíòû ëèíåéíîé êîððåëÿöèè
(RI = 0.19, RII = 0.29), ýòîò ðåçóëüòàò ìîæåò áûòü ðàññìîò-
ðåí ëèøü êàê òåíäåíöèÿ (ôîðìàëüíî îáà êîýôôèöèåíòà R
äîñòîâåðíî íå îòëè÷àþòñÿ îò 0).

Óñðåäíåíèå çíà÷åíèé êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ
(Rp/Ra) ïî âñåì êëåòêàì îáåèõ âûáîðîê ïîêàçûâàåò, ÷òî
äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè I è II íåò (ðèñ. 3,
à). Ñðàâíåíèå êëåòîê ïî äàííîìó êîýôôèöèåíòó íà ðàç-
íûõ ïàññàæàõ ïîêàçàíî íà ðèñ. 3, á. Èç íåãî ïîíÿòíî, ïî-
÷åìó ñðåäíèå çíà÷åíèÿ â îáåèõ ãðóïïàõ ïðèáëèçèòåëüíî
îäíè è òå æå — âñå ýêñïåðèìåíòàëüíûå òî÷êè (òåìíûå è
ñâåòëûå êðóæêè) ëåæàò êó÷íî. Òåì íå ìåíåå ïðè ðàñ÷åòå
òåîðåòè÷åñêèõ êðèâûõ (èñïîëüçóÿ ëèíåéíóþ ðåãðåññèþ)
ìîæíî âèäåòü, ÷òî êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê
ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ äîñòîâåðíî ðàñòåò ó êëåòîê, ïîñå-
ÿííûõ â íîâûå ôëàêîíû (RI = 0.73 � 0.16, p < 0.01).

Êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ î÷åíü ÷óâñòâèòåëåí ê
÷èñëó è äëèíå êëåòî÷íûõ ôèëîïîäèé. Îí ðàñòåò íå òîëü-
êî ïðè óâåëè÷åíèè ïåðèìåòðà êëåòêè çà ñ÷åò ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ôèëîïîäèé, íî è ïðè ïîëÿðèçàöèè êëåòêè. ×òîáû
îòäåëèòü ïîëÿðèçîâàííûå (âûòÿíóòûå) êëåòêè, ëó÷øå èñ-
ïîëüçîâàòü êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè M/m (Ïåòðîâ,
Öóïêèíà, 2012). Òàêèå äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4. Ïî
ñðåäíåìó çíà÷åíèþ êîýôôèöèåíòà M/m êëåòêè îáåèõ
ãðóïï äîñòîâåðíî ðàçëè÷íû (p 0.01), ïðè÷åì êëåòêè â ñòà-
ðûõ ôëàêîíàõ áîëåå ïîëÿðèçîâàíû (ðèñ. 4, à). Äèíàìèêà
èçìåíåíèÿ M/m îò ïàññàæà ê ïàññàæó â öåëîì ïîâòîðÿåò
äèíàìèêó êîýôôèöèåíòà Rp/Ra. Ðîñò çíà÷åíèé äîñòîâåð-
íî ðàñòåò äëÿ êëåòîê â íîâûõ ôëàêîíàõ, è âçàèìîñâÿçü ïî-
ëÿðèçàöèè êëåòîê ñ ðîñòîì ïîðÿäêîâîãî íîìåðà ïàññàæà
î÷åíü òåñíàÿ (RI = 0.85 � 0.10, p < 0.01).

Ïðåäñòàâëåííûå âûøå äàííûå êàñàëèñü äèíàìèêè
ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò
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Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå êîýôôèöèåíòîâ ïîëÿðèçàöèè (M/m) êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ïðè ïàññèðîâàíèè.

à — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ M/m êëåòîê âñåõ ïàññàæåé, ïîñåÿííûõ â íîâûå (I) è ñòàðûå (II) ôëàêîíû; ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè. á — äè-
íàìèêà M/m ïðè ïàññèðîâàíèè êëåòîê; ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè ïî âñåì ïîëÿì çðåíèÿ äëÿ êëåòîê äàííîãî ïàññàæà; êîýôôèöèåí-
òû ëèíåéíîé êîððåëÿöèè: R1 = 0.85 ± 0.10, R2 = 0.22 ± 0.34. Ñâåòëûå êðóæêè — M/m êëåòîê, ïîñåÿííûõ â íîâûå ôëàêîíû (I), òåìíûå êðóæêè — M/m

êëåòîê, ïîñåÿííûõ â ñòàðûå ôëàêîíû (II). Ñïëîøíûå ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþùèå êðèâûå ëèíåéíîé ðåãðåññèè.

Ðèñ. 5. Çàâèñèìîñòü ïëîùàäè êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 îò
èõ ÷èñëà â ïîëå çðåíèÿ.

Êîýôôèöèåíòû à ëèíåéíîãî óðàâíåíèÿ (y = ax + b) ðàâíû –59.6 ± 19.5 è
–52.5 ± 7.7 äëÿ I è II ñîîòâåòñòâåííî (ðàçëè÷èÿ íåäîñòîâåðíû). Êîýôôè-
öèåíòû b ðàâíû 50676 ± 1009 è 42377 ± 1103 äëÿ I è II ñîîòâåòñòâåííî
(ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû, p < 0.01). Êîýôôèöèåíòû ëèíåéíîé êîððåëÿöèè:
RI = –0.33 ± 0.10, (p < 0.05); RII = –0.64 ± 0.07 (p < 0.01). Ñâåòëûå êðóæ-
êè — ïëîùàäü êëåòîê â íîâûõ ôëàêîíàõ (I), òåìíûå êðóæêè — ïëîùàäü
êëåòîê â ñòàðûõ ôëàêîíàõ (II). Êàæäàÿ òî÷êà — ñðåäíåå çíà÷åíèå ïëî-
ùàäè êëåòîê â äàííîì ïîëå çðåíèÿ. Ñïëîøíûå ëèíèè — êðèâûå ëèíåéíîé

ðåãðåññèè.



ïàññàæà. Äàííûå ïî ýòèì æå êëåòêàì ìîæíî ñãðóïïèðî-
âàòü ïî-äðóãîìó — ïî èõ êîëè÷åñòâó â ïîëå çðåíèÿ íåçà-
âèñèìî îò ïàññàæà. Ñóììàðíî òàêèõ ïîëåé çðåíèÿ äëÿ
êëåòîê â íîâûõ ôëàêîíàõ áûëî 79 (ðèñ. 5).

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 5, ïîêàçûâàþò,
÷òî ïëîùàäü äàííîé êëåòêè çàâèñèò îò ïëîòíîñòè îêðó-
æàþùèõ åå êëåòîê. Ñ ðîñòîì ÷èñëà êëåòîê íà åäèíèöó ïî-
âåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà èõ ïëîùàäü óìåíüøà-
åòñÿ (îòðèöàòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ). Íåñìîòðÿ íà ðàç-
áðîñ çíà÷åíèé, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí (âëèÿíèå
«øóìà») ñíèæåíèÿ êîýôôèöèåíòîâ êîððåëÿöèè, îíè
â îáîèõ ñëó÷àÿõ äîñòîâåðíî îòëè÷àþòñÿ îò 0 (RI =
= –0.33 � 0.10, RII = –0.64 � 0.07). Ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî
ñêîðîñòü óìåíüøåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê íå çàâèñèò îò òèïà
ôëàêîíà (ñòàðûé èëè íîâûé). Îá ýòîì ãîâîðèò ðàâåíñòâî

êîýôôèöèåíòîâ a â ëèíåéíûõ óðàâíåíèÿõ (y = ax + b)
êàæäîé èç ãðóïï. Ïîñêîëüêó êîýôôèöèåíò a íàõîäèòñÿ
ïðè x, èìåííî îí, à íå b îïðåäåëÿåò ñòåïåíü çàâèñèìîñòè
ïëîùàäè êëåòîê îò èõ ÷èñëà â èññëåäóåìîé âûáîðêå. Äî-
ñòîâåðíîå ðàçëè÷èå êîýôôèöèåíòîâ b (p < 0.01) óêàçûâà-
åò ëèøü íà ðàçëè÷íûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ò. å. îí â
ïåðâóþ î÷åðåäü ñâÿçàí ñ ðàçëè÷èåì ôëàêîíîâ, íî íå ñ
êëåòêàìè.

Äàííûå ïî êîýôôèöèåíòàì ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿ-
ðèçàöèè íå òàê îäíîçíà÷íû. Îíè ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 6.
Â öåëîì ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî ãîâîðèòü î êàêîé-ëèáî òåí-
äåíöèè â èçìåíåíèè îáîèõ êîýôôèöèåíòîâ äëÿ êëåòîê,
ïåðåñåâàåìûõ â íîâûå ôëàêîíû, íå èìååò ñìûñëà. Êîððå-
ëÿöèÿ îòñóòñòâóåò (â îáîèõ ñëó÷àÿõ êîýôôèöèåíòû ëè-
íåéíîé êîððåëÿöèè äîñòîâåðíî íå îòëè÷àþòñÿ îò 0). Êðî-
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Ðèñ. 6. Çàâèñèìîñòü êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ (à) è ïîëÿðèçàöèè (á) îò ïëîòíîñòè ëèíèè NCTC êëîí 929 íà ïîäëîæêå.

Ñâåòëûå êðóæêè — äàííûå äëÿ êëåòîê â íîâîì ôëàêîíå, òåìíûå êðóæêè — â ñòàðîì ôëàêîíå. Ñïëîøíûå ëèíèè — ðàñ÷åòíûå êðèâûå ëèíåéíîé ðåã-
ðåññèè. Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.

Ðèñ. 7. Ñðàâíåíèå äèíàìèêè ïëîùàäè êëåòîê ëèíèè NCTC
êëîí 929 â ãðóïïàõ ñ ðàçíîé ïëîòíîñòüþ â ïðåäåëàõ îäíîãî è

òîãî æå êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà.

Ñâåòëûå êðóæêè — ïëîùàäü êëåòîê ïðè èõ ðåäêîì ðàñïîëîæåíèè îòíî-
ñèòåëüíî äðóã äðóãà (ãðóïïû 1_4), òåìíûå êðóæêè — òî æå äëÿ êëåòîê ñ
áîëüøåé ïëîòíîñòüþ (ãðóïïà 2_3). Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ

îøèáêè.

Ðèñ. 8. Ñâÿçü ïëîùàäè êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ñ èõ êîëè-
÷åñòâîì â ïîëå çðåíèÿ ïðè âèäåîñúåìêå. Êîýôôèöèåíò ëèíåé-

íîé êîððåëÿöèè R = –0.49 ± 0.14 (p < 0.01).

Ñâåòëûå êðóæêè — ïëîùàäü êëåòîê ïðè èõ ðåäêîì ðàñïîëîæåíèè îòíî-
ñèòåëüíî äðóã äðóãà (ãðóïïà 1_4), òåìíûå êðóæêè — òî æå äëÿ êëåòîê ñ
áîëüøåé ïëîòíîñòüþ (ãðóïïà 2_3). Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — êðèâàÿ ëèíåéíîé
ðåãðåññèè, ðàññ÷èòàííàÿ ïðè ó÷åòå äàííûõ ïëîùàäè êëåòîê â îáåèõ

ãðóïïàõ.



ìå òîãî, çàìåòíà âûñîêàÿ äèñïåðñèÿ. Â ñòàðûõ ôëàêîíàõ,
ãäå ïëîòíîñòü êëåòîê âûøå, ïðàêòè÷åñêè ïðè òîé æå äèñ-
ïåðñèè ìîæíî îòìåòèòü îò÷åòëèâóþ, íî ðàçíîíàïðàâëåí-
íóþ êîððåëÿöèþ îáîèõ êîýôôèöèåíòîâ (Rp/Ra è M/m) â
çàâèñèìîñòè îò ïëîòíîñòè êëåòîê. Äëÿ êîýôôèöèåíòà
ðàñïëàñòûâàíèÿ êîððåëÿöèÿ îòðèöàòåëüíàÿ ñ RI = –0.74 �
� 0.05, p < 0.01, äëÿ êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè, íàïðî-
òèâ, ïîëîæèòåëüíàÿ ñ RII = +0.45 � 0.10 (p < 0.01).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â ñðåäíåì ÷èñëî êëåòîê â ïîëå
çðåíèÿ â ñòàðûõ ôëàêîíàõ âûøå, íåëüçÿ îäíîçíà÷íî
óòâåðæäàòü, ÷òî îíî âëèÿåò íà óìåíüøåíèå ðàçìåðà êëå-
òîê. Ñàìè ôëàêîíû ïî óñëîâèÿì ýêñïåðèìåíòà ðàçëè÷íû
äëÿ ðîñòà êëåòîê. ×òîáû èñêëþ÷èòü ýòîò ôàêòîð, áûëà

âûïîëíåíà âèäåîñúåìêà êëåòîê â îäíîì è òîì æå êóëüòó-
ðàëüíîì (íîâîì) ñîñóäå. Ñúåìêó âåëè â äâóõ ïîëÿõ
çðåíèÿ ñ ðåäêèì ðàñïîëîæåíèåì êëåòîê è â äâóõ ïîëÿõ ñ
áîëüøåé ïëîòíîñòüþ êëåòîê. Äàííûå áûëè ñîîòâåòñòâåí-
íî îáúåäèíåíû â äâå ãðóïïû (ïåðâàÿ îáîçíà÷åíà êàê 1_4,
âòîðàÿ êàê 2_3). Ðåãèñòðàöèþ êëåòî÷íûõ ïàðàìåòðîâ âåëè
â òå÷åíèå 1 ñóò. Äëÿ àíàëèçà áûëè îòîáðàíû èçîáðàæåíèÿ
êëåòîê â îäíèõ è òåõ æå ïîëÿõ çðåíèÿ ñ ïåðèîäè÷íîñòüþ â
50 ìèí.

Ïðè ïîâåðõíîñòíîì àíàëèçå äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ
íà ðèñ. 7, ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî çäåñü íåò êàê ðàçëè-
÷èé ìåæäó ãðóïïàìè, òàê è èçìåíåíèé ïëîùàäè êëåòîê âî
âðåìåíè — â îáîèõ ñëó÷àÿõ êîýôôèöèåíò ëèíåéíîé êîð-
ðåëÿöèè äîñòîâåðíî íå îòëè÷àåòñÿ îò 0. Îäíàêî ìîæíî
âûäåëèòü ïåðèîä âðåìåíè, êîãäà ðàçëè÷èÿ ñðåäíèõ çíà÷å-
íèé ìåæäó ãðóïïàìè èìåþò äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ.
Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ðàçóìíûì ðàçäåëèòü âñå
âðåìÿ íàáëþäåíèÿ íà òðè ïåðèîäà: 1) 0—3.5 ÷ (ïåðâûå
3 òî÷êè), 2) 5—15 ÷ (ñ 4-é ïî 10-þ òî÷êó); 3) 17—24 ÷
(ñ 11-é ïî 15-þ òî÷êó) — è ðàññ÷èòàòü ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
äëÿ ýòèõ ïåðèîäîâ. Ïîëó÷àåì ñëåäóþùèå çíà÷åíèÿ ñîîò-
âåòñòâåííî äëÿ ãðóïï 1_4 è 2_3: 1) 2665 � 29 è 2606 � 51
(íåò ðàçëè÷èé), 2) 2985� 41 è 2531� 31 (ðàçëè÷èÿ äîñòî-
âåðíû, p < 0.01), 3) 2513 � 33 è 2551 � 39 (ðàçëè÷èé íåò).
Êðîìå òîãî, â ãðóïïå 1_4 äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ åñòü
ìåæäó ñðåäíèì çíà÷åíèåì ïëîùàäè êëåòîê 1-ãî è 3-ãî ïå-
ðèîäîâ. Ïîñëåäíåå îçíà÷àåò, ÷òî ïðè íåáîëüøîé ïëîòíî-
ñòè êëåòîê íà ïîäëîæêå åñòü òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ èõ
ïëîùàäè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ïî óñëîâèÿì äàííîãî ýêñïåðèìåíòà ÷èñëî êëåòîê â
êàæäîì ïîëå çðåíèÿ ñî âðåìåíåì äîëæíî óâåëè÷èâàòüñÿ â
ñâÿçè ñ èõ äåëåíèåì. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðîâåðèòü íàëè÷èå
êîððåëÿöèè ìåæäó ïëîùàäüþ êëåòîê è èõ êîëè÷åñòâîì â
ïîëå çðåíèÿ. Ñîîòâåòñòâóþùèå äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 8. Äîñòîâåðíîãî óìåíüøåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê ïðè
óâåëè÷åíèè èõ êîëè÷åñòâà â êàæäîé èç ãðóïï íåò. Îäíàêî
è òå è äðóãèå êëåòêè íàõîäÿòñÿ â óñëîâèÿõ îäíîãî è òîãî
æå ôëàêîíà, ïîýòîìó èõ ìîæíî îáúåäèíèòü. Òîãäà îò÷åò-
ëèâî ïðîÿâëÿåòñÿ ñâÿçü ìåæäó âåëè÷èíîé ïëîùàäè êëå-
òîê è ÷èñëîì èõ â ïîëå çðåíèÿ. Î äîñòîâåðíîñòè ýòîãî
ôàêòà ãîâîðèò êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè. Íåñìîòðÿ íà òî
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Ðèñ. 9. Ðåêîíñòðóêöèÿ ðàíæèðîâàíèÿ ïî âîçðàñòàíèþ ÷èñëà
êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 â ïîëÿõ çðåíèÿ ïðè âèäåîñúåìêå.

Ñâåòëûå êðóæêè — ÷èñëî êëåòîê ïðè èõ ðåäêîì ðàñïîëîæåíèè îòíîñè-
òåëüíî äðóã äðóãà (çíà÷åíèÿ êëåòîê ãðóïï 1 è 4 âçÿòû ïî îòäåëüíîñòè),
òåìíûå êðóæêè — òî æå äëÿ êëåòîê ñ áîëüøåé ïëîòíîñòüþ (çíà÷åíèÿ
êëåòîê ãðóïï 2 è 3 âçÿòû ïî îòäåëüíîñòè). Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — êðèâàÿ ðåã-
ðåññèè, ðàññ÷èòàííàÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì óðàâíåíèÿ S-îáðàçíîé êðèâîé
ïðè ó÷åòå âñåõ êëåòîê. Êîýôôèöèåíò ëèíåéíîé êîððåëÿöèè

R = 0.996 ± 0.01 (p < 0.1). Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.

Ðèñ. 10. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ïðè îòíîñèòåëüíî íèçêîé (à) è âûñî-
êîé (á) ïëîòíîñòÿõ ïîïóëÿöèè.

à, á — ñîîòâåòñòâåííî ãðóïïû 1_4 è 2_3. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè. Ñïëîøíûå ëèíèè — êðèâûå ðåãðåññèè, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëü-
çîâàíèåì óðàâíåíèÿ S-îáðàçíîé çàâèñèìîñòè. Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè: R1_4 = 0.91 ± 0.03 è R2_3 = 0.98 ± 0.01.



÷òî åãî çíà÷åíèå íåâûñîêî (–0.55), îíî äîñòîâåðíî îòëè-
÷àåòñÿ îò 0.

Òåì íå ìåíåå â ýòîì ñëó÷àå íåëüçÿ èãíîðèðîâàòü âðå-
ìåííîé ôàêòîð. Çà ïåðèîä íàáëþäåíèÿ ÷èñëî êëåòîê âî
âñåõ ïîëÿõ çðåíèÿ åñòåñòâåííûì îáðàçîì ðàñòåò.
Åñëè ðàíæèðîâàòü ïîëÿ çðåíèÿ ïî ÷èñëó êëåòîê, ìîæíî
ïîëó÷èòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çíà÷åíèé, õîðîøî îïèñû-
âàåìûõ óðàâíåíèåì S-îáðàçíîé çàâèñèìîñòè (ðèñ. 9). Òà-
êîé ó÷àñòîê êðèâîé îòðàæàåò ýêñïîíåíöèàëüíûé ðîñò êó-
ëüòóðû, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò âûáðàííîìó âðåìåíè íàáëþ-
äåíèÿ — â òå÷åíèå 24 ÷ ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà. Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî â êàæäîì ïîëå çðåíèÿ óâåëè÷åíèå ÷èñëà
êëåòîê îïèñûâàåòñÿ îäíèì è òåì æå óðàâíåíèåì. Ïðèíè-
ìàÿ âî âíèìàíèå ýòîò ôàêò, ìîæíî àäåêâàòíî àíàëèçèðî-
âàòü ñâÿçü êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçà-
öèè ñ ÷èñëîì êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ (ðèñ. 10, 11). Êàê âèä-
íî, âî âñåõ ñëó÷àÿõ èìååòñÿ âûðàæåííàÿ êîððåëÿöèÿ
ðàñ÷åòíûõ êðèâûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûì äàííûì. Îáà êî-
ýôôèöèåíòà ïî ìåðå ðîñòà ïëîòíîñòè ïîïóëÿöèè ðàñòóò,
ñòðåìÿñü ê íåêîòîðîìó ïëàòî. Ïðè ýòîì â ïîëÿõ çðåíèÿ ñ
èçíà÷àëüíî áîëüøåé ïëîòíîñòüþ êëåòîê çíà÷åíèÿ ýòèõ
êîýôôèöèåíòîâ âûøå.

Îáñóæäåíèå

Ïðåæäå ÷åì îáñóæäàòü ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, îáðà-
òèìñÿ ê ðèñ. 12, íà êîòîðîì â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèâåäå-
íû äâà èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 îäíîãî
è òîãî æå ïîëÿ çðåíèÿ â íà÷àëå è â êîíöå âèäåîñúåìêè.
Íåòðóäíî çàìåòèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê åùå íå
ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ìîíîñëîÿ. Êëåòêè ïî-ïðåæíå-
ìó äèñòàíöèðîâàíû äðóã îò äðóãà, ïðàêòè÷åñêè íå èìåÿ
ïðÿìûõ êîíòàêòîâ. Òàêèì îáðàçîì, ñòàíîâèòñÿ î÷åâèä-
íûì, ÷òî ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûå â
öåëîì ìîæíî îáúÿñíèòü îïîñðåäîâàííûì âçàèìîäåéñòâè-
åì êëåòîê ìåæäó ñîáîé.

Ïðåäñòàâëåííûå ñíèìêè îòðàæàþò òèïè÷íîå âçàèìî-
ðàñïîëîæåíèå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê â êóëüòóðå â
ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà. Îíî òèïè÷íî äëÿ êëåòîê in
vitro, íî äëÿ êëåòîê in vivo íå îïèñàíî. Â ïîñëåäíåå äåñÿ-
òèëåòèå ñ ðàçâèòèåì ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ áèîõèìèè
áûëî îáíàðóæåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ, ñåêðåòè-
ðóåìûõ êëåòêàìè êàê in vivo, òàê è in vitro, ñ åùå íåèçâå-
ñòíûìè íà ñåãîäíÿ ôóíêöèÿìè (Brown et al., 2012). Íå
èñêëþ÷åíî, ÷òî ñðåäè íèõ ìîãóò îêàçàòüñÿ áåëêè, ñ ïî-
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Ðèñ. 11. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 ïðè îòíîñèòåëüíî íèçêîé (à) è âûñîêîé
(á) ïëîòíîñòÿõ ïîïóëÿöèè.

à, á — ñîîòâåòñòâåííî ãðóïïû 1_4 è 2_3. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè. Ñïëîøíûå ëèíèè — êðèâûå ðåãðåññèè, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçî-
âàíèåì óðàâíåíèÿ S-îáðàçíîé çàâèñèìîñòè. Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè: R1_4 = 0.72 ± 0.09 è R2_3 = 0.93 ± 0.03.

Ðèñ. 12. Îáùèé âèä (îäíî ïîëå çðåíèÿ) êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí 929 â íà÷àëå âèäåîñúåìêè (à) è ÷åðåç 1 ñóò (á). Îá. 20�.



ìîùüþ êîòîðûõ îñóùåñòâëÿåòñÿ äèñòàíöèîííàÿ ïåðåäà÷à
èíôîðìàöèè î ïëîòíîñòè êëåòîê íà åäèíèöó ïëîùàäè â
êóëüòóðå.

Íåçàâèñèìî îò ïðè÷èí, âûçûâàþùèõ èçìåíåíèå ôîð-
ìû êëåòîê, ïðîöåññ ýòîò ñëîæíûé, ìíîãîêîìïîíåíòíûé,
ìíîãîýòàïíûé. Òåì íå ìåíåå ñ áîëüøîé äîëåé âåðîÿòíî-
ñòè ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî â íåãî âîâëå÷åíû êàê ðåöåïòîðû,
âîñïðèíèìàþùèå âíåøíèå ñèãíàëû, òàê è öèòîñêåëåò, çà
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûìè ïåðåñòðîéêàìè êîòîðîãî
ñëåäóþò èçìåíåíèÿ ôîðìû êëåòêè (Burridge, Wittchen,
2013).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ ïîíèìàíèÿ çàêîíîìåðíîñòåé
ïîâåäåíèÿ êëåòîê â îðãàíèçìå äåëàåòñÿ àêöåíò íà èçó÷å-
íèå èõ ïîâåäåíèÿ â òðåõìåðíûõ êóëüòóðàõ (Kutys et al.,
2013; Miron-Mendoza et al., 2013). Áîëüøîå âíèìàíèå óäå-
ëÿåòñÿ ïðîöåññàì íåïîñðåäñòâåííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
êëåòîê ëèáî ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì, ëèáî äðóã ñ äðó-
ãîì (Bettinger et al., 2009; Blagovic et al., 2013). Ðàáîò, ïî-
ñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ âçàèìíîãî äèñòàíöèîííîãî âëèÿ-
íèÿ êëåòîê íà ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè äðóã äðóãà,
ïðàêòè÷åñêè íåò. Ðàíåå íà ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòêàõ ëè-
íèè CHO íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ýêñïîíåíöèàëüíîé
ôàçå ðîñòà êóëüòóðû ñðåäíèé ðàçìåð êëåòîê îñòàåòñÿ îò-
íîñèòåëüíî ïîñòîÿííîé âåëè÷èíîé (Ïåòðîâ, Íåãóëÿåâ,
2011), äàæå íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïîñëå äåëåíèÿ äî÷åðíèå
êëåòêè â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè (6 ÷) èìåþò ïëî-
ùàäü ìåíüøå, ÷åì ìàòåðèíñêèå êëåòêè. Ýòè ôàêòû ìîæíî
îáúÿñíèòü òîëüêî ñóùåñòâîâàíèåì ìåõàíèçìà, êîîðäèíè-
ðóþùåãî âçàèìîäåéñòâèå äåëÿùèõñÿ è íåäåëÿùèõñÿ êëå-
òîê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñðåäíèé ðàçìåð êëåòîê äàííîé ïî-
ïóëÿöèè ïîääåðæèâàåòñÿ íà ïîñòîÿííîì óðîâíå.

Îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î áèîëîãè÷åñêîì ñìûñëå
äèñòàíöèîííûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó êëåòêàìè â êóëü-
òóðå. Â îðãàíèçìå äèñòàíöèîííîå êîîðäèíèðîâàííîå
âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê äåòåðìèíèðóåòñÿ íåîáõîäèìî-
ñòüþ ïîääåðæàíèÿ öåëîñòíîñòè ìàêðîîðãàíèçìà. Åñëè
ýòîò ìåõàíèçì çàäåéñòâîâàí â ñèñòåìå âçàèìîäåéñòâèé
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, îí, ïî-âèäèìîìó, äîëæåí âû-
ïîëíÿòü êàêóþ-òî ôóíêöèþ, íåîáõîäèìóþ äëÿ äàííîãî
êëåòî÷íîãî ñîîáùåñòâà (ïîïóëÿöèè êëåòîê â äàííîì êó-
ëüòóðàëüíîì ñîñóäå), íàïðèìåð óâåëè÷èâàòü âåðîÿòíîñòü
âûæèâàíèÿ êëåòîê ïðè ñíèæåíèè èõ ïîñåâíîé êîíöåíòðà-
öèè èëè ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè.

Â íàøåé ðàáîòå (Ïåòðîâ, Öóïêèíà, 2012) áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ðîñò ïîïóëÿöèè êëåòîê CHO è ôîðìèðîâàíèå
èìè ìîíîñëîÿ ÿâëÿþòñÿ îòíîñèòåëüíî àâòîíîìíûìè ïðî-
öåññàìè. Ïðè ýòîì îáðàçîâàíèþ ìîíîñëîÿ ñîïóòñòâóþò
óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ êëåòîê è óâåëè÷åíèå èõ ïîëÿðèçà-
öèè. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñïîëüçîâà-
íû ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, áûëè ïîëó÷åíû ñõîä-
íûå ðåçóëüòàòû. Ïî ìåðå ðîñòà ïîïóëÿöèè êëåòîê (â òîì
÷èñëå è ïðè óâåëè÷åíèè èõ ÷èñëà â ïîëå çðåíèÿ) òàêæå
ïðîèñõîäÿò êàê óìåíüøåíèå ïëîùàäè êëåòîê, òàê è óâå-
ëè÷åíèå èõ ïîëÿðèçàöèè. Îäíàêî â îòëè÷èå îò êëåòîê
CHO ýòè çàêîíîìåðíîñòè âûÿâëåíû ó ôèáðîáëàñòîïîäîá-
íûõ êëåòîê è âî âðåìÿ ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçû ðîñòà.
Åñëè ïîëàãàòü, ÷òî ýòè äàííûå íå ïðîòèâîðå÷àò, à äîïîë-

íÿþò äðóã äðóãà, òî ìîæíî ñäåëàòü ñëåäóþùåå ïðåäïîëî-
æåíèå. Èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê ëèíèè NCTC êëîí
929 âî âðåìÿ ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçû ðîñòà — ýòî ïîä-
ãîòîâêà êëåòîê ê ôîðìèðîâàíèþ ìîíîñëîÿ. Èíûìè ñëîâà-
ìè, ýòî íå ñëó÷àéíûå âàðèàöèè ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñî-
áåííîñòåé êëåòîê, à ðåãóëèðóåìûé èìè äèñòàíöèîííî
ñïåöèôè÷åñêèé ïðîöåññ ñàìîîðãàíèçàöèè êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè â óñëîâèÿõ in vitro.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò Þ. À. Íåãóëÿåâà çà ïîìîùü â ðà-
áîòå.
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MORPHOLOGY OF NCTC CELLS ONE DAY AFTER RESEEDING
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Development of regenerative medicine based on the use of stem cells is substantially dependent on the pre-
diction of the changes that the cells undergo after culturing them in vitro. Therefore, the accumulation of know-
ledge in the field, which can be denoted as biology of cells in culture, is of special importance. Features of func-
tioning cells in vitro is better to study in the permanent cells lines as their morphological and functional charac-
teristics in numerous passages can be regarded as the result of adaptation of cells to grow outside the body. The
aim of the present study was to test whether there is a relationship between the density of the cell culture prior
to the formation of a monolayer of cells and morphometric parameters of the cells. The NCTC fibroblast-like
cells (clone 929 were examined one day after reseeding. By this time, the culture density was such that there
was virtually no direct contact between the cells. The cell area, spreading and polarization coefficients were
used to characterize the cells. It has been shown that, in the same culture flask, the cells in the areas with a hig-
her density of cells are smaller than in areas of lower density. At the same time, polarization of cells increases
by increasing the cell density. Such cell reaction may be the result of the remote transfer of information betwe-
en the cells. Analysis of the data obtained allows us to assume that the change in shape of the cells is related to
early steps of monolayer formation.

K e y w o r d s: cell area, spreading, cell polarization, cell morphometry.
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