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Ñðàâíåíèå ôîðìû ÌÑÊ êðîëèêà â òå÷åíèå ïÿòè ïàññàæåé ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû

Îäíà èç íåîáõîäèìûõ ïðîöåäóð ïðè ðàáîòå ñî ñòâîëîâûìè êëåòêàìè — êóëüòèâèðîâàíèå èõ â èñ-
êóññòâåííûõ óñëîâèÿõ. Íà ýòîì ýòàïå êëåòêè òåðÿþò êîíòðîëü ñî ñòîðîíû ìàêðîîðãàíèçìà è ñòàíîâÿòñÿ
àâòîíîìíûìè ñèñòåìàìè. Ïîýòîìó âîçðàñòàåò âåðîÿòíîñòü íåæåëàòåëüíûõ èçìåíåíèé â êëåòêàõ ïî ìåðå
èõ ïàññèðîâàíèÿ. Äàííûõ î òîì, êîãäà èìåííî ìîãóò âîçíèêíóòü ïåðâûå ïðèçíàêè èçìåíåíèÿ êëåòîê è
êàêèå èìåííî, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåäîñòàòî÷íî. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíû êîñòíîìîçãîâûå ìå-
çåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) êðîëèêà â òå÷åíèå 5 ïàññàæåé ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðû. Äëÿ îöåíêè ñîñòîÿíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè äâà ïàðàìåòðà — ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîä-
ëîæêó è êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ÷åðåç 1 è 24 ÷ ïîñëå êàæäîãî ïåðåñåâà,
àíàëèçèðóÿ öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ æèâûõ èíòàêòíûõ êëåòîê. Â ýòîò ïåðèîä äîëÿ ïðèðîñòà ïëîùàäè
êëåòîê íå çàâèñèò îò ïàññàæà, íî â àáñîëþòíûõ çíà÷åíèÿõ ñ ðîñòîì íîìåðà ïàññàæà ïëîùàäü êëåòîê óâå-
ëè÷èâàåòñÿ. Ïðè ýòîì ìîæíî âûÿâèòü äî òðåõ ãðóïï êëåòîê. Áîëåå ìåëêèå êëåòêè (1-ÿ ãðóïïà) ïðåîáëà-
äàþò â ïîïóëÿöèè êëåòîê 1-ãî ïàññàæà, â äàëüíåéøåì èõ äîëÿ ïàäàåò, à äîëÿ áîëåå êðóïíûõ — âîçðàñòà-
åò. Ïàññèðîâàíèå êëåòîê íå âëèÿåò íà èõ êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëîùàäü êëåòêè, êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ, æèâûå èíòàêòíûå êëåòêè.

Â íàñòîÿùèå âðåìÿ ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåò-
êè (ÌÑÊ) øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ðåøåíèÿ ïðîáëåì
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû (Watt, Driskell, 2010; Salibian
et al., 2013). Îäíà èç íåîáõîäèìûõ ïðîöåäóð ïðè ðàáîòå ñ
ýòèìè êëåòêàìè — êóëüòèâèðîâàíèå èõ â èñêóññòâåííûõ
óñëîâèÿõ. Ýòîò ïðîìåæóòî÷íûé ýòàï íà ïóòè îðãàíèçì—
êóëüòóðà—îðãàíèçì ÿâëÿåòñÿ î÷åíü âàæíûì äëÿ ïîíèìà-
íèÿ è ïðîãíîçèðîâàíèÿ êîíå÷íûõ ðåçóëüòàòîâ òåðàïèè
ñòâîëîâûìè êëåòêàìè (Hwang et al., 2008; Viswanathan
et al., 2014).

Íåò ñîìíåíèÿ, ÷òî óñëîâèÿ ïðåáûâàíèÿ êëåòîê â êóëü-
òóðå è â îðãàíèçìå ïðèíöèïèàëüíî ðàçëè÷íû (Gilbert,
Blau, 2011). Ïî-âèäèìîìó, íàèáîëåå âàæíûì èç íèõ ÿâëÿ-
åòñÿ îòñóòñòâèå â óñëîâèÿõ êóëüòóðû âíåøíåãî êîíòðîëÿ
è ðåãóëèðîâàíèÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê, êîòîðûå â
ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå îñóùåñòâëÿþòñÿ ñîãëàñîâàí-
íî ýíäîêðèííîé, èììóííîé è íåðâíîé ñèñòåìàìè. Âñëåä-
ñòâèå ýòîãî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ àâòîíîì-
íûìè áèîëîãè÷åñêèìè ñèñòåìàìè, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïî-
âûøàåò âåðîÿòíîñòü ïîÿâëåíèÿ êëåòîê ñ ãåíîòèïîì,
îòëè÷íûì îò ãåíîòèïà íîðìàëüíûõ äèïëîèäíûõ êëåòîê
(Ïîëÿíñêàÿ, Âàõòèí, 2003; Stojkovic et al., 2004; Ïîëÿí-
ñêàÿ, 2014; Gaztelumendi, Nogu*es, 2014). Ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ñåðüåçíûì íàðóøåíèÿì ãåíåòè÷åñêîãî àïïà-
ðàòà äîëæíû ïðåäøåñòâîâàòü èçìåíåíèÿ ôåíîòèïà êëåòêè
â îòâåò íà íîâîå îêðóæåíèå (ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà, òèï ïîä-
ëîæêè, ñîñåäíèå êëåòêè). Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïðàêòè÷åñêè íåò äàííûõ î òîì, â êàêîé ìîìåíò ó êëåòîê
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íà÷èíàþò èçìåíÿòüñÿ ìîðôîôóíê-
öèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè, òåì áîëåå î òîì, êàêèå èç
íèõ ìîãëè áû áûòü ïðèçíàêàìè íåîáðàòèìûõ èçìåíåíèé.

Îäíèì èç ÷óâñòâèòåëüíûõ èíäèêàòîðîâ ñîñòîÿíèÿ
è ïîâåäåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå ìîæíî ñ÷èòàòü èçìåíå-
íèå èõ ìîðôîëîãèè, â ÷àñòíîñòè ôîðìû (Bettinger et al.,
2009). Ôîðìà êëåòêè êàê ïàðàìåòð èíòåãðàëüíûé çàâè-
ñèò îò ìíîãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, ñëåäñòâèåì
÷åãî ÿâëÿåòñÿ åãî âûñîêàÿ ëàáèëüíîñòü. Ýòî òðåáóåò
èñïîëüçîâàíèÿ áîëüøèõ âûáîðîê êëåòîê. Êîëè÷åñòâåí-
íî ôîðìó êëåòêè ìîæíî îöåíèòü, èçìåðÿÿ åå ïëîùàäü
ïðîåêöèè íà ïîäëîæêó è ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ ïî ñóá-
ñòðàòó.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — èññëåäîâàòü, áóäóò ëè ó
êëåòîê ÌÑÊ íà ïåðâûõ ýòàïàõ ïàññèðîâàíèÿ ïîñëå ïîëó-
÷åíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íàáëþäàòüñÿ èçìåíåíèÿ èõ
ïëîùàäè è ñòåïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÑÊ) ïîëó÷àëè
èç êîñòíîãî ìîçãà ïîäâçäîøíûõ êîñòåé êðîëèêà ïî ìåòî-
äèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Äóëàåâ è äð., 2003). Ïîñëå ôåð-
ìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè êëåòêè âûñåâàëè â ïëàñòèêîâûå
÷àøêè Ïåòðè (35 ìì, Nunk, Äàíèÿ) â ñðåäó ÄÌÅÌ (Gibco,
ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 20 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Êëåòêè
ðàñòèëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 %
ÑÎ2. Ñìåíó ñðåäû ïðîèçâîäèëè ÷åðåç êàæäûå 3 ñóò. Ïîñ-
ëå ôîðìèðîâàíèÿ ñóáêîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ íà
10—12-å ñóò êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîìîùüþ 0.25%-íîãî ðàñ-
òâîðà òðèïñèí-ÝÄÒÀ (Gibco, ÑØÀ) è ðàññåâàëè â ïëàñòè-
êîâûå êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû (25 ñì2, Nunk, Äàíèÿ) èç

62

2 0 1 7 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 59, ¹ 1



ðàñ÷åòà (5—7)�105 êë./ñì2. Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðî-
âàíèè íà÷èíàÿ ñ 1-ãî ïàññàæà èõ ïåðåñåâàëè â ñîîòíîøå-
íèè 1 : 2.

Êëåòêè èññëåäîâàëè â òå÷åíèå 5 ïàññàæåé ñ ïîìîùüþ
èíâåðòèðîâàííîãî ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà Nikon ECL IPSE
TS100 (ñ óâåëè÷åíèåì îáúåêòèâà 20�), îáîðóäîâàííîãî
öèôðîâîé êàìåðîé Canon EOS 600D, ðàçðåøåíèå
5184�3456 ïèêñåëåé. Æèâûå èíòàêòíûå êëåòêè ôîòîãðà-
ôèðîâàëè ÷åðåç 1 è 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà. Ïîëó÷åííûå
öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ñíà÷àëà îáðàáàòûâàëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.48v (Rasband, W.S., Ima-
geJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
ÑØÀ, http://imagej.nih.gov/ij/). Äàëüíåéøèå ðàñ÷åòû âû-
ïîëíåíû â Excel 2010 (MS Corporation, ÑØÀ) è Origin 6.1
(OriginLab Corporation, ÑØÀ). Îïðåäåëÿëè ñëåäóþùèå
ïàðàìåòðû äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèé êëåòîê: ïëîùàäü ïðî-
åêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó (äàëåå — ïëîùàäü êëåòêè) è
êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ Rp/Ra, õàðàêòåðèçóþùèé
ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ïî ñóáñòðàòó. Êîýôôèöè-
åíò ðàñïëàñòûâàíèÿ — ýòî ñîîòíîøåíèå ðàäèóñà (Rp),
ðàññ÷èòàííîãî èç âåëè÷èíû ïåðèìåòðà êëåòêè, âçÿòîé êàê
äëèíà îêðóæíîñòè, è ðàäèóñà (Ra), ðàññ÷èòàííîãî èç âå-
ëè÷èíû ïëîùàäè êëåòêè, ïðèíÿòîé çà ïëîùàäü êðóãà
(Kuz’minykh, Petrov, 2004). Íà «òî÷êó» â ñðåäíåì èñïîëü-
çîâàëè íå ìåíåå 300—400 êëåòîê, ÷òîáû êðîìå ðàñ÷åòà
ñðåäíèõ âåëè÷èí ïîëó÷èòü óäîâëåòâîðèòåëüíûå ãèñòî-
ãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ. Ïîñêîëüêó äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâ-
ëåííîé çàäà÷è íå áûëî íåîáõîäèìîñòè àíàëèçèðîâàòü àá-
ñîëþòíûå ðàçìåðû êëåòîê, à ëèøü îòíîñèòåëüíûå, ðå-
çóëüòàòû èçìåðåíèÿ ïðèâåäåíû â ïèêñåëÿõ.

Ðåçóëüòàòû

ÌÑÊ íà÷èíàþò àêòèâíî ðàñïëàñòûâàòüñÿ óæå ÷åðåç
1 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà. Ïîýòîìó óêàçàííîå âðåìÿ áûëî âû-
áðàíî êàê òî÷êà îòñ÷åòà. Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíà ñðåäíÿÿ ïëî-
ùàäü êëåòîê ê ýòîìó âðåìåíè ïîñëå 5 ïåðåñåâîâ. Âèäíî,
÷òî îíà óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ êëåòîê, ò. å.
ñêîðîñòü èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ çàâèñèò îò íîìåðà ïàññàæà.
Åñëè, íàïðèìåð, ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êëåòîê 1-ãî ïàññàæà
ðàâíà 9009 � 315 ïèêñåëåé, òî ê 5-ìó ïàññàæó îíà óâåëè-
÷èâàåòñÿ âòðîå — 21 102 � 755 ïèêñåëåé (P < 0.01). Ýòîò
ðåçóëüòàò ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðåäâàðèòåëüíûé,
ïîñêîëüêó çà íèì ñëåäóåò êàê ìèíèìóì äâà âîïðîñà. Ñî-
õðàíÿåòñÿ ëè òà æå òåíäåíöèÿ ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè
ðåãèñòðàöèè ôîðìû êëåòîê ïîñëå èõ ïåðåñåâà? Ó âñåõ ëè
êëåòîê äàííîãî ïàññàæà â îäèíàêîâîé ñòåïåíè óâåëè÷èâà-
åòñÿ ïëîùàäü? Â ñâÿçè ñ ýòèì òå æå ñàìûå êëåòêè ñîîò-
âåòñòâóþùåãî ïàññàæà àíàëèçèðîâàëè åùå è ÷åðåç 24 ÷
ïîñëå ïåðåñåâà.

Â öåëîì èçìåíåíèå ðàçìåðà êëåòîê ê ýòîìó âðåìåíè
èìåëî òó æå òåíäåíöèþ, ò. å. óâåëè÷åíèå ïëîùàäè êëåòîê
ïðÿìî êîððåëèðîâàëî ñ íîìåðîì ïàññàæà. Îáùèé âèä
ìîðôîëîãèè êëåòîê äàåò ðèñ. 2. Íà ðèñóíêå ïðåäñòàâëåíû
ôðàãìåíòû ïîëåé çðåíèÿ (â îäíîì è òîì æå ìàñøòàáå)
êëåòîê 1-ãî (à, á) è 5-ãî (â, ã) ïàññàæåé ñîîòâåòñòâåííî ÷å-
ðåç 1 (à, â) è 24 (á, ã) ÷ ïîñëå ïîñåâà. Íà ýòèõ ôîòîãðàôè-
ÿõ, íåñìîòðÿ íà ñóáúåêòèâèçì, ìîæíî îòìåòèòü óâåëè÷å-
íèå ðàçìåðà êëåòîê íå òîëüêî ñî âðåìåíåì (îò 1 äî 24 ÷),
íî è ñ óâåëè÷åíèåì íîìåðà ïàññàæà. Ïîíÿòíî, ÷òî ýòîò
ðîñò íå áåñêîíå÷åí, è ðàíî èëè ïîçäíî áóäåò äîñòèãíóòî
ïëàòî. Îäíàêî â íàñòîÿùåé ðàáîòå íå áûëî çàäà÷è îïðå-
äåëèòü ñðîêè åãî ïîÿâëåíèÿ. Âàæíåå áûëî îòâåòèòü íà
âòîðîé âîïðîñ: ó âñåõ ëè êëåòîê ïîïóëÿöèè óâåëè÷åíèå

ïëîùàäè âî âðåìåíí*îì èíòåðâàëå 1—24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà
ïðîèñõîäèò â îäíîì è òîì æå òåìïå? Ïðåæäå ÷åì àíàëè-
çèðîâàòü ïîëó÷åííûå äàííûå, íåñêîëüêî çàìå÷àíèé ïî èõ
ïðåäñòàâëåíèþ.

Î÷åâèäíî, ÷òî íåçàâèñèìî îò ïàññàæà ðàñïëàñòûâà-
íèå êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà âñåãäà áóäåò áîëåå
âûðàæåíî, ÷åì ÷åðåç 1 ÷. Åñëè äîïóñòèòü ïðîïîðöèîíàëü-
íîå óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ïëîùàäè äëÿ ëþáûõ êëåòîê ïî-
ïóëÿöèè, òî äîëæåí áûòü ïîñòîÿííûé êîýôôèöèåíò ïðî-
ïîðöèîíàëüíîñòè òàêîãî óâåëè÷åíèÿ. Åãî ìîæíî ðàñ-
ñ÷èòàòü, åñëè ñðåäíåå çíà÷åíèå ïëîùàäè êëåòêè îäíîé
âûáîðêè (24 ÷) ðàçäåëèòü íà ñîîòâåòñòâóþùåå ñðåä-
íåå çíà÷åíèå äðóãîé âûáîðêè (1 ÷) êëåòîê îäíîãî è òîãî
æå ïàññàæà. Ïîëó÷èâ çíà÷åíèÿ ýòèõ êîýôôèöèåíòîâ,
óìíîæàåì íà íèõ çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé êàæäîé êëåòêè â ñî-
îòâåòñòâóþùèõ âûáîðêàõ 1-ãî ÷. Èñïîëüçóÿ ýòè «ïîä-
êîððåêòèðîâàííûå» âûáîðêè, ñðàâíèâàåì èõ ñ îðèãèíàëü-
íûìè 24-÷àñîâûìè âûáîðêàìè ïîñëå ðàñ÷åòà ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ãèñòîãðàìì (ðèñ. 3; äàííûå ïî 2-ìó è 4-ìó
ïàññàæàì íå ïðåäñòàâëåíû).

Ñìûñë êîððåêòèðîâêè äàííûõ ñ ïîìîùüþ ïîïðàâî÷-
íîãî êîýôôèöèåíòà çàêëþ÷àåòñÿ â ñëåäóþùåì. Åñëè ïðè
ïðî÷èõ ðàâíûõ óñëîâèÿõ (ñîñòàâ ñðåäû, òåìïåðàòóðà è
ò. ï.) âñå êëåòêè ïîïóëÿöèè ïðèíàäëåæàò ê îäíîé è òîé
æå âûáîðêå (îòñóòñòâèå ñóáïîïóëÿöèé ïî òåìïó ðîñòà
ïëîùàäè, íî íå ïî âåëè÷èíå ñàìîé ïëîùàäè êëåòîê), òî â
èäåàëüíîì ñëó÷àå ãèñòîãðàììû ÷àñòîò ðàñïðåäåëåíèÿ
ïëîùàäè êëåòîê òî÷åê «1 ÷» è «24 ÷» äîëæíû ñîâïàñòü.
Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ðèñ. 3, ïîëíîãî ñîâïàäåíèÿ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ïàð êðèâûõ ðåãðåññèè íå íàáëþäàåòñÿ íè â
îäíîì ñëó÷àå. Îäíàêî èõ ïîäîáèå (ñõîäñòâî) äëÿ êàæäîãî
ïàññàæà ìîæíî ñ÷èòàòü âïîëíå óäîâëåòâîðèòåëüíûì, ïî-
ñêîëüêó ýòî íå èäåàëüíûé âàðèàíò, à ïîëó÷åííûé íà
îñíîâå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé, âûñîêàÿ äèñïåðñèÿ
äëÿ êîòîðûõ, ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì, îáû÷íîå ÿâëåíèå.
Òàêèì îáðàçîì, åñòü îñíîâàíèå îáå âûáîðêè îáúåäèíèòü
â îäíó è ïðåäñòàâèòü óñðåäíåííûå çíà÷åíèÿ â âèäå îò-
äåëüíûõ ãèñòîãðàìì ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè êðèâûìè ðåã-
ðåññèè (ðèñ. 4).

Ïðè îáúåäèíåíèè âûáîðîê «1 ÷» (ñ ó÷åòîì ïîïðàâî÷-
íîãî êîýôôèöèåíòà) è «24 ÷» ñîõðàíÿåòñÿ èëëþñòðàöèÿ
óâåëè÷åíèÿ ïëîùàäè êëåòîê ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ â öå-
ëîì. Íî ÷òî âàæíåå — áîëåå îò÷åòëèâî îò ïàññàæà ê ïàñ-
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê ÌÑÊ ÷åðåç 1 ÷
ïîñëå ïåðåñåâà.

Ïî ãîðèçîíòàëè — íîìåðà ïàññàæåé. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è
èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — ëèíèÿ òðåíäà,

óêàçûâàþùàÿ íà ðîñò ïëîùàäè êëåòîê ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ.



ñàæó ïðîÿâëÿåòñÿ ãåòåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèè ïî ïðèçíàêó
«ïëîùàäü êëåòêè», î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò øòðèõîâûå
ëèíèè íà ðèñ. 4 àâòîíîìíûõ ãðóïï êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî
ïàññàæó. Âèäíî, ÷òî ïîñòåïåííî äîëÿ êëåòîê ñ ìåíüøåé
ïëîùàäüþ ñíèæàåòñÿ, à ñ áîëüøåé — âîçðàñòàåò. Áîëåå
òî÷íîå ïðåäñòàâëåíèå îá ýòèõ ñäâèãàõ äàþò äèàãðàììû,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 5.

Îñîáåííîñòü ïîïóëÿöèè êëåòîê 1-ãî ïàññàæà — ïî÷-
òè 100%-íàÿ äîëÿ ìåëêèõ êëåòîê (ïèê I). Òåì íå ìåíåå íå-
áîëüøàÿ äîëÿ (3 %) êëåòîê èìååò âåëè÷èíó ïèêà II, òî÷íî
òàêóþ æå êàê è êëåòêè 3-ãî è 5-ãî ïàññàæåé. Êñòàòè, ó
êëåòîê ýòèõ ïàññàæåé ðàâíû è âåëè÷èíû ïèêà I. Ïèê III
âûøå ó êëåòîê 5-ãî ïàññàæà. Â öåëîì ñóììàðíàÿ äîëÿ
êëåòîê II è III ïèêîâ ñ óâåëè÷åíèåì íîìåðà ïàññàæà ðàñ-
òåò, à äîëÿ I ïèêà ïàäàåò (ðèñ 5, á).

Ïðåäñòàâëåíèå îá èçìåíåíèè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê
ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ äàåò ðèñ. 6. Íà íåì â âèäå ãðàôèêîâ
èçîáðàæåíû ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ñ ðàç-
ëè÷íûìè êîýôôèöèåíòàìè ðàñïëàñòûâàíèÿ, ðàññ÷èòàí-
íûå êàê Ln(Rp/Ra). Çäåñü íå èñïîëüçîâàíû ðàñ÷åòû ñ ó÷å-
òîì ïîïðàâî÷íûõ êîýôôèöèåíòîâ, à äàíû îðèãèíàëüíûå
çíà÷åíèÿ äëÿ îáåèõ âðåìåíí*ûõ òî÷åê. Îáðàùàåò íà ñåáÿ
âíèìàíèå íå òîëüêî óâåëè÷åíèå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê â
ïåðèîä 1—24 ÷, ÷òî åñòåñòâåííî, íî è ïîäîáèå ôîðìû ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ãèñòîãðàìì âî âñåõ òðåõ ïàññàæàõ. Îñî-
áåííî îò÷åòëèâî, íåñìîòðÿ íà âûðàæåííóþ äèñïåðñèþ,
ñõîäñòâî êðèâûõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 24 ÷. Îíè èìåþò òè-

ïè÷íóþ êóïîëîîáðàçíóþ ôîðìó íîðìàëüíîãî ðàñïðåäå-
ëåíèÿ, ïðè÷åì ïðàêòè÷åñêè «âçàèìîçàìåíÿåìóþ» äëÿ
ëþáîãî ïàññàæà.

Îáñóæäåíèå

Êàê ïîêàçûâàþò ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû, ôîðìà
êëåòêè — ýòî âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûé ïàðàìåòð, îòðàæàþ-
ùèé ñîñòîÿíèå èíòàêòíûõ ÌÑÊ âî âðåìÿ èõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ â èñêóññòâåííûõ óñëîâèÿõ. Ïëîùàäü êëåòîê ïîñëå
ïåðåñåâà â òå÷åíèå 24 ÷ óâåëè÷èâàåòñÿ íåçàâèñèìî îò íî-
ìåðà ïàññàæà. Ýòî åñòåñòâåííûé ïðîöåññ êëåòî÷íîãî ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ. Íåñìîòðÿ íà ðàçíîîáðàçèå ôîðìû êëåòîê
(ñì. ðèñ. 2), ïî ïàðàìåòðó «ïëîùàäü êëåòêè» èõ ïîïóëÿ-
öèè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîãóò ñîñòîÿòü èç íå-
ñêîëüêèõ (äî òðåõ) ïîäãðóïï, âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ
ðàñ÷åòà êðèâûõ ðåãðåññèè. Íàëè÷èå òàêèõ ïîäãðóïï ìî-
æåò áûòü ñëåäñòâèåì äâóõ ïðè÷èí — ëèáî äàííàÿ ïîïó-
ëÿöèÿ èìååò ðàçíûå òèïû êëåòîê (ñóáïîïóëÿöèè), ëèáî â
ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ è äâèæåíèÿ êëåòîê ïî ñóáñòðà-
òó ñóùåñòâóþò ïðåõîäÿùèå îòíîñèòåëüíî óñòîé÷èâûå
ôèçèîëîãè÷åñêèå ñîñòîÿíèÿ êëåòîê, äåòåðìèíèðóþùèå
èõ ïëîùàäü. È â òîì è â äðóãîì ñëó÷àå ðàñ÷åòû êðèâûõ
ðåãðåññèè îòðàæàþò îáà ÿâëåíèÿ â âèäå ïèêîâ ðàñïðåäå-
ëåíèÿ (ïóíêòèðíûå ëèíèè). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû íå
ñòàâèëè çàäà÷ó äèôôåðåíöèðîâàòü ýòè âàðèàíòû.
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Ðèñ. 2. Îáùèé âèä êëåòîê ÌÑÊ ÷åðåç 1 (à, â) è 24 (á, ã) ÷ ïîñëå ïîñåâà.

à, á — 1-é ïàññàæ; â, ã — 5-é ïàññàæ. Ïðåäñòàâëåííûå ôðàãìåíòû ïîëåé çðåíèÿ âûïîëíåíû â îäíîì è òîì æå ìàñøòàáå.



Èñïîëüçîâàíèå ïîïðàâî÷íûõ êîýôôèöèåíòîâ äëÿ
ñðàâíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê ÷åðåç 1 è 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà
ïîêàçàëî, ÷òî òåìïû óâåëè÷åíèÿ ïëîùàäè êëåòîê â öåëîì
íå çàâèñÿò îò íîìåðà ïàññàæà, â òî âðåìÿ êàê ñàìà ïëî-
ùàäü êëåòîê ðàñòåò ïî ìåðå èõ ïàññèðîâàíèÿ. Òàêîé ôå-
íîìåí, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî ñ÷èòàòü íà÷àëüíûì ïðèçíà-
êîì âíåøíåãî ïðîÿâëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ,
íàïðàâëåííûõ íà àäàïòàöèþ êëåòîê ÌÑÊ ê óñëîâèÿì
êóëüòóðû.

Ðàíåå ìû íàáëþäàëè íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ðîñ-
òà ïëîùàäè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê ìûøè ëèíèè
NCTC êëîí 929 ïî ìåðå èõ ïàññèðîâàíèÿ ïîñëå êðèîêîí-
ñåðâàöèè (Ïåòðîâ, Öóïêèíà, 2016). Ïîñêîëüêó è â òîì è â
äðóãîì ñëó÷àå íàáëþäàåìûé ýôôåêò ñâÿçàí ñ ïåðåõîäîì
êëåòîê èç îäíîãî ñîñòîÿíèÿ â äðóãîå è ïðè ýòîì ïðîÿâëÿ-
åòñÿ ó ðàçíûõ êëåòî÷íûõ òèïîâ (ÌÑÊ êðîëèêà è ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûå êëåòêè ìûøè, êëåòêè íîðìàëüíîé äèï-
ëîèäíîé ëèíèè è ïîñòîÿííîé ëèíèè), íåëüçÿ èñêëþ÷èòü,
÷òî ôåíîìåí èçìåíåíèÿ ïëîùàäè ìîæåò áûòü ñïåöèôè÷å-
ñêèì ïðèçíàêîì àäàïòàöèè êëåòîê ê êóëüòèâèðîâàíèþ â
èñêóññòâåííûõ óñëîâèÿõ. Óâåëè÷åíèå îáúåìà êëåòêè ïðî-
èñõîäèò ïðè åå ðîñòå îò ìèòîçà äî ìèòîçà. Ïîýòîìó ñâÿçü
ïëîùàäè êëåòêè ñ åå êëåòî÷íûì öèêëîì èñêëþ÷èòü íåëü-
çÿ. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â íà÷àëüíûé ïåðèîä àäàïòà-
öèè ïðè ðåäêîì ïîñåâå ÌÑÊ ÷åëîâåêà ìîæåò èçìåíÿòüñÿ
ñîîòíîøåíèå êëåòîê ñ ðàçíîé äëèíîé êëåòî÷íîãî öèêëà
(Larson et al., 2008).

Ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó çàâèñèò êàê
îò åå îáúåìà (ìàññû), òàê è îò îñîáåííîñòåé åå ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ. Ïåðâîå ïî ñóòè îòðàæàåò ìåòàáîëèçì êëåòêè è
êàê ñëåäñòâèå — ðîñò åå ìàññû. Âòîðîå — ôèçèîëîãè÷å-
ñêîå ñîñòîÿíèå êëåòêè â äàííûé ìîìåíò âðåìåíè â çàâè-
ñèìîñòè îò åå ðåàêöèè íà îêðóæàþùóþ ñðåäó. Îáà ïðî-
öåññà èäóò îäíîâðåìåííî. ×òîáû èõ îòäèôôåðåíöèðî-
âàòü, ìû èñïîëüçîâàëè äâà ïàðàìåòðà — «ïëîùàäü
êëåòêè» è «êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ». Èçìåíåíèå
ïëîùàäè êëåòêè, ñâÿçàííîå ñ åå ðîñòîì (ôîðìàëüíî îò
ìèòîçà äî ìèòîçà), — ïðîöåññ ïîñòåïåííûé è íàïðàâëåí-
íûé òîëüêî íà óâåëè÷åíèå ýòîãî ïàðàìåòðà, à èçìåíåíèå
ôîðìû ïðè ðàñïëàñòûâàíèè è äâèæåíèè êëåòêè ïðîèñõî-
äèò îòíîñèòåëüíî áûñòðî, ïðè ýòîì ïëîùàäü ïðîåêöèè
êëåòêè íà ïîäëîæêó ìîæåò è óâåëè÷èâàòüñÿ, è óìåíü-
øàòüñÿ.

Ñîîòíîøåíèå ÌÑÊ ñ ðàçëè÷íûìè êîýôôèöèåíòàìè
ðàñïëàñòûâàíèÿ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà (âðåìÿ ìàêñè-
ìàëüíî âûðàæåííîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ) îñòàåòñÿ ïðàêòè-
÷åñêè îäíèì è òåì æå íåçàâèñèìî îò íîìåðà ïàññàæà.
Êðîìå òîãî, ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ðàñïëàñòûâàíèå è ïå-
ðåäâèæåíèå êëåòîê ïî ñóáñòðàòó â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
îáóñëîâëåíû ôîðìèðîâàíèåì ôèëîïîäèé. Èìåííî ïî-
ýòîìó âàðèàáåëüíîñòü êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ
êëåòîê çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì èõ ïëîùàäè. Ðàñïëàñòûâà-
íèå êëåòîê âîîáùå, à ôîðìèðîâàíèå ôèëîïîäèé â ÷àñòíî-
ñòè, äåòåðìèíèðîâàíû ñîñòîÿíèåì öèòîñêåëåòà è åãî ïå-
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Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ÌÑÊ ïî âåëè÷èíå èõ ïëîùàäè ïîñëå 1, 3 è 5-ãî ïàññàæåé.

×åðíûå êðóæêè — 1 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà; ñâåòëûå êðóæêè — 24 ÷ ïîñëå ïåðåñåâà. Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.
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Ðèñ. 4. Óñðåäíåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3 (ïàññàæè 1, 3 è 5), äëÿ òî÷åê «1 ÷» è «24 ÷».

Êðóæêè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ; ñïëîøíûå ëèíèè — ñóììàðíûå òåîðåòè÷åñêèå êðèâûå, ïóíêòèðíûå ëèíèè — ðàñ÷åòíûå êðèâûå, ñîîòâåòñò-
âóþùèå ïîäãðóïïàì êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè ïëîùàäÿìè.

Ðèñ. 5. Ñîîòíîøåíèå âåëè÷èí ïèêîâ (à), ò. å. ñðåäíèõ çíà÷åíèé íîðìàëüíûõ ðàñïðåäåëåíèé, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 4 ïóíêòèðíû-
ìè ëèíèÿìè äëÿ êëåòîê 1, 3 è 5-ãî ïàññàæåé.

à — òðè ïèêà (I—III) ñîîòâåòñòâóþò òðåì ïîäðóïïàì êëåòîê, èìåþùèõ òðè ðàçëè÷íûõ ñðåäíèõ çíà÷åíèÿ ïëîùàäè; âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêà
ñðåäíåãî. á — äîëè êëåòîê (%), âõîäÿùèõ â ïîäãðóïïû ñîîòâåòñòâåííî ïèêàì äëÿ êàæäîãî ïàññàæà: ïèê I (áåëûå ñòîëáèêè) — ïîäãðóïïû ìåëêèõ êëå-
òîê, ïèê II (ñåðûå ñòîëáèêè) — ïîäãðóïïû êëåòîê ïðîìåæóòî÷íîãî ðàçìåðà, ïèê III (çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè) — ïîäãðóïïû êðóïíûõ êëåòîê. Äðó-

ãèå îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



ðåñòðîéêàìè (Levina et al., 2001). Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæ-
íî óòâåðæäàòü, ÷òî íà ðàííèõ ýòàïàõ àäàïòàöèè êëåòîê
ÌÑÊ ê óñëîâèÿì èñêóññòâåííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (ïî
êðàéíåé ìåðå äî 5-ãî ïàññàæà) ó íèõ íå ïðîèñõîäèò çà-
ìåòíûõ èçìåíåíèé, ñâÿçàííûõ ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì öè-
òîñêåëåòà.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðîöåññû
ðîñòà è äâèæåíèÿ ÌÑÊ in vitro ÿâëÿþòñÿ îòíîñèòåëüíî
àâòîíîìíûìè, ïîñêîëüêó íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ïàññèðîâà-
íèÿ èõ ïëîùàäü çàâèñèò, à êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ
íå çàâèñèò îò ÷èñëà ïåðåñåâîâ ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷-
íîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî íà ðàííåì ýòàïå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ êðî-
ëèêà â èñêóññòâåííûõ óñëîâèÿõ ïðîöåññû, äåòåðìèíèðó-
þùèå ðîñò ìàññû êëåòêè, ñ áîëüøåé âåðîÿòíîñòüþ ìîãóò
áûòü ïîäâåðæåíû íåîáðàòèìûì èçìåíåíèÿì, ÷åì ïðîöåñ-
ñû, ñâÿçàííûå ñ åå ðàñïëàñòûâàíèåì è ìèãðàöèåé.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò À. Â. Êîìàðîâà è Ñ. Å. Æóìàãà-
çèåâà (Âîåííî-ìåäèöèíñêàÿ àêàäåìèÿ èì. Ñ. Ì. Êèðîâà,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) çà ïðåäîñòàâëåíèå ìàòåðèàëà, èç êîòî-
ðîãî áûëè âûäåëåíû ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068; èçó÷åíèå

äèíàìèêè ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé ñ ïîìîùüþ èí-
âåðòèðîâàííîãî ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà) è ÔÀÍÎ Ðîññèè
(ðàñ÷åò è ïîñòðîåíèå òåîðåòè÷åñêèõ êðèâûõ).
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COMPARISON OF THE SHAPE OF RABBIT MESENCHYMAL STROMAL CELLS

DURING FIVE PASSAGES AFTER PRODUCTION OF PRIMARY CULTURE

Yu. P. Petrov,1 N. V. Tsupkina

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194054;
1 e-mail: yupe3ov@mail.ru

Cultivation of cells under artificial conditions is one of the necessary procedures when working with stem
cells. At this stage, the cells lose control by the macroorganism, becoming independent systems. Therefore, du-
ring the passaging of the cells, the probability of undesirable modifications is increased. At present, there is not
enough data on the first indications about modification of the cultured cells and when they can appear. In the
work, the rabbit medullary mesenchymal stromal cells (MSCs) were studied during 5 passages after producing
primary culture. The area and the spreading coefficient of a cell were used to evaluate the cell state. The measu-
rements were made 1 h and 1 day after cell reseeding by analyzing digital images of intact living cells. During
this time interval, the absolute values of the cell area increased with the passage number, whereas the increment
of the cell growth area did not depend on the passage number. It is possible to distinguish three groups of cells.
Smaller cells (the 1st group) prevail in cell population of the 1st passage. Next, their proportion is decreased and
the proportion of larger cells is increased. Passaging of the cells does not influence their spreading coefficient.

K e y w o r d s: cell area, spreading coefficient, intact living cells.
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