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Ñðàâíåíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè êëåòî÷íîãî öèêëà ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà

Èçó÷àëè ïðîëèôåðàòèâíûå îñîáåííîñòè êëåòîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñû (ðî-
äèòåëüñêîé, èñõîäíîé) è êëîíèðîâàííûõ èç íåå ñóáëèíèé 3H è 9C, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ïðîèñõîæäåíèþ
(èç ðàçíûõ òèïîâ êîëîíèé ðîäèòåëüñêîé ëèíèè), ïî öèòîìîðôîìåòðè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì, ïî òèïàì
êîëîíèé, îáðàçóþùèõñÿ ïðè ðåêëîíèðîâàíèè êëåòîê in vitro, è ïî òóìîðîãåííîñòè êëåòîê ïðè èõ òðàíñ-
ïëàíòàöèè êðûñàì. Èñïîëüçîâàëè öåéòðàôåðíóþ âèäåîñúåìêó æèâûõ êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ in vitro.
Îñíîâíîå âíèìàíèå óäåëèëè àíàëèçó ïðîäîëæèòåëüíîñòè êëåòî÷íîãî öèêëà (ÏÊÖ) è åå âîçìîæíîé ñâÿ-
çè ñ ôîðìîé êëåòêè. Ïðÿìîå èçìåðåíèå ÏÊÖ (îò ìèòîçà äî ìèòîçà) âûïîëíåíî íà êëåòêàõ íåñèíõðîíèçè-
ðîâàííûõ êóëüòóð. Cðåäíèå çíà÷åíèÿ ÏÊÖ ó êëåòîê ðîäèòåëüñêîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà
(14.6 � 0.2 ÷) îêàçàëèñü âûøå (P < 0.05), ÷åì ó êëåòîê ñóáëèíèé 3H è 9C (13.9 � 0.2 è 13.5 � 0.3 ÷ ñîîò-
âåòñòâåííî). Àíàëèç ãèñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ ÏÊÖ ïîêàçàë, ÷òî âñå òðè ïîïóëÿöèè èìåþò îáùóþ
ãðóïïó êëåòîê ñ ÏÊÖ, áëèçêîé ê 14 ÷. Ïðè ýòîì â ðîäèòåëüñêîé ëèíèè îêîëî 1/3 êëåòîê èìåëè áîëåå âû-
ñîêóþ ÏÊÖ (16.7 � 0.2 ÷), à â ñóáëèíèè 9C, íàïðîòèâ, ó 1/3 êëåòîê ÏÊÖ áûëà íèæå (12.6 � 0.1 ÷). Êðîìå
ýòîãî, ïîêàçàíî, ÷òî òàêèå ïàðàìåòðû, êàê ïëîùàäü êëåòêè, êîýôôèöèåíòû åå ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðè-
çàöèè, èìåþò òåñíóþ ñâÿçü ñ ÏÊÖ ó êëåòîê ñóáëèíèè 3H, èìåþùèõ ïðåèìóùåñòâåííî ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíóþ ôîðìó, (P < 0.01): ÷åì áîëüøå ïëîùàäü êëåòêè, òåì äëèííåå åå ÏÊÖ; ÷åì ñèëüíåå êëåòêà ðàñ-
ïëàñòàíà èëè ïîëÿðèçîâàíà, òåì êîðî÷å åå ÏÊÖ. Äëÿ êëåòîê ðîäèòåëüñêîé ëèíèè è ñóáëèíèè 9C — ïðå-
èìóùåñòâåííî ýïèòåëèîïîäîáíûõ — ýòè çàêîíîìåðíîñòè ìåíåå âûðàæåíû è â öåëîì èìåþò îáðàòíóþ
íàïðàâëåííîñòü, ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ðàçëè÷èÿìè â ïðîèñõîæäåíèè êëåòî÷íûõ ëèíèé. Ïðè ðàññìîò-
ðåíèè ðàçëè÷èé ÏÊÖ â ïàðàõ äî÷åðíèõ êëåòîê ìû ââîäèì ïîíÿòèå «êîýôôèöèåíò ñèììåòðè÷íîñòè äåëå-
íèÿ». ×åì åãî âåëè÷èíà íèæå, òåì áîëüøå ñõîäñòâî ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê ïî ÏÊÖ. Îáñóæäàåòñÿ âîç-
ìîæíàÿ ñâÿçü èçó÷åííûõ in vitro ïàðàìåòðîâ êëåòîê ñ èõ òóìîðîãåííîñòüþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íûé öèêë, ôîðìà êëåòêè, ñèììåòðè÷íîñòü äåëåíèÿ, ãîëîêëîí, ìåðî-
êëîí, òóìîðîãåííîñòü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÑÄ — êîýôôèöèåíò ñèììåòðè÷íîñòè äåëåíèÿ, ÎÑÊ — îïóõîëåâûå
ñòâîëîâûå êëåòêè, ÏÊÖ — ïðîäîëæèòåëüíîñòü êëåòî÷íîãî öèêëà, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè.

Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå îñíîâíûì òðåíäîì êëåòî÷-
íîé áèîëîãèè ìîæíî ñ÷èòàòü èçó÷åíèå ñòâîëîâûõ êëå-
òîê (ÑÊ) äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ èõ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöè-
íå. Ïåðåä òðàíñïëàíòàöèåé ðåöèïèåíòó ñîáñòâåííûõ
èëè äîíîðñêèõ ÑÊ íåîáõîäèì ïðîìåæóòî÷íûé ýòàï —
êóëüòèâèðîâàíèå ýòèõ êëåòîê â êóëüòóðå. Ýòîò ýòàï ìî-
æåò áûòü êàê êðàòêîâðåìåííûì, òàê è äëèòåëüíûì, åñëè
ñòàâèòñÿ öåëü ïîëó÷èòü ëèíèþ ÑÊ. Â ëþáîì ñëó÷àå íà-
õîæäåíèå êëåòîê âíå îðãàíèçìà íå èñêëþ÷àåò èçìåíåíèé
êàê ñàìèõ êëåòîê, òàê è ñîñòàâà èõ ïîïóëÿöèé, ÷òî ìîæåò
îêàçàòüñÿ íåæåëàòåëüíûì ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè èõ â îð-
ãàíèçì ðåöèïèåíòà. Â ñâÿçè ñ ýòèì âîçðàñòàåò àêòóàëü-
íîñòü èçó÷åíèÿ áèîëîãèè êëåòîê â êóëüòóðå. Çíàíèå îá-
ùèõ çàêîíîìåðíîñòåé èçìåíåíèÿ ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ
õàðàêòåðèñòèê êëåòîê (ëþáûõ) ïðè ïåðåâîäå èõ èç óñëî-
âèé in vivo â óñëîâèÿ in vitro äîëæíî ïîìî÷ü ïðåäñêàçà-
íèþ èõ ïîâåäåíèÿ ïðè îáðàòíîì ïåðåâîäå â óñëîâèÿ
in vivo.

Äðóãîå âàæíåéøåå íàïðàâëåíèå êëåòî÷íîé áèîëî-
ãèè ñôîðìèðîâàëîñü â ïîñëåäíèå ãîäû íà îñíîâàíèè óã-
ëóáëÿþùèõñÿ ïðåäñòàâëåíèé î íàëè÷èè â çëîêà÷åñòâåí-
íûõ îïóõîëÿõ îñîáûõ êëåòîê (èëè êëåòî÷íûõ ïîïó-
ëÿöèé), îòâåòñòâåííûõ çà èíèöèèðîâàíèå îïóõîëè è åå
ìåòàñòàçèðîâàíèå, êîòîðûå ïîëó÷èëè íàçâàíèå îïóõîëå-
âûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê — ÎÑÊ (Visvader, Lindeman, 2008;
Maenhaut et al., 2010). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ òàêèõ êëåòîê îä-
íèì èç âåäóùèõ ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ èõ êóëüòèâèðîâàíèå
in vitro.

Ðàíåå íàìè èç àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñ in vit-
ro áûëè âûäåëåíû äâå ëèíèè êëåòîê — ìîíîñëîéíàÿ è
ñóñïåíçèîííàÿ (Òåðþêîâà è äð., 2013). Çàòåì â ðåçóëüòàòå
êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê ìîíîñëîéíîé (ðîäèòåëüñêîé) ëèíèè
ìåòîäîì ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé áûëè âïåðâûå ïîëó÷åíû
êëîíàëüíûå ñóáëèíèè 3H è 9Ñ, êîòîðûå ïðîèçîøëè èç êî-
ëîíèé ðàçíîãî òèïà è ðàçëè÷àþòñÿ íå òîëüêî ïî ñâîèì öè-
òîìîðôîìåòðè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì, íî è ïî òóìîðî-
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ãåííîñòè (Òåðþêîâà è äð., 2016). Îñîáåííîñòè ðîñòà ýòèõ
êëåòîê â êóëüòóðå îïðåäåëÿþòñÿ ïðèðîäîé êëåòîê-ïðàðî-
äèòåëüíèö êëîíîâ: êëîíîãåííûå êëåòêè ðàçíîãî óðîâíÿ
öèòîäèôôåðåíöèðîâêè îáðàçóþò ðàçíûå ïî ìîðôîëîãèè
êîëîíèè, ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå ãîëî-, ìåðî- è ïàðàêëîíîâ
(Barrandon, Green, 1987). Åñòü äàííûå, óêàçûâàþùèå íà
òî, ÷òî êëåòî÷íûå ëèíèè îïóõîëåé ýïèòåëèàëüíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ ïðè êëîíèðîâàíèè òîæå äàþò ñõîäíûå ïî
ìîðôîëîãèè è ïðîëèôåðàòèâíîìó ïîòåíöèàëó ñòðóêòóðû
(Locke et al., 2005). Ïðè ýòîì äëÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðî-
ñòàòû è ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî
êëåòêè ãîëîêëîíîâ îáëàäàþò îïóõîëåèíèöèèðóþùèìè
ñïîñîáíîñòÿìè è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå íî-
âîé ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ ÎÑÊ (Li et al., 2008; Tan et al.,
2011).

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû: ñðàâíèòü êëåòêè ðîäèòåëü-
ñêîé ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà è åå ãîëîêëî-
íàëüíîé 3H è ìåðîêëîíàëüíîé 9Ñ ñóáëèíèé è ïî ÏÊÖ, è
ïî ìîðôîìåòðè÷åñêèì ïîêàçàòåëÿì (ïëîùàäè ïðîåêöèè
êëåòêè íà ïîäëîæêó, êîýôôèöèåíòó åå ðàñïëàñòûâàíèÿ è
ïîëÿðèçàöèè) ñ ïîìîùüþ öåéòðàôåðíîé âèäåîñúåìêè â
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà êëåòêàõ ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû
ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñ è åå êëîíàëüíûõ ñóáëèíèÿõ 3H è
9Ñ, ïîëó÷åííûõ ðàíåå (Òåðþêîâà è äð., 2015, 2016). Êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå DMEM (Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû
Sus-Biol (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (Áèî-
ëîò, Ðîññèÿ), â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

Ïðîäîëæèòåëüíîñòü êëåòî÷íîãî öèêëà îöåíèâàëè íà
íåñèíõðîííûõ êóëüòóðàõ, íå èñïîëüçóÿ ìèòîñòàòèêè.
Êëåòêè âûðàùèâàëè â ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè (Oran-
ge Scientific, Áåëüãèÿ) äèàìåòðîì 35 ìì äî äîñòèæåíèÿ
ìîíîñëîåì 80—90%-íîé êîíôëþýíòíîñòè. C ïîìîùüþ
ïëàñòèêîâîãî íîñèêà äîçàòîðà ñîçäàâàëè «ýêñïåðèìåí-
òàëüíóþ ðàíó» â ìîíîñëîå — ïðîñòðàíñòâî, â êîòîðîì
óäîáíî íàáëþäàòü çà ïîâåäåíèåì, ïåðåìåùåíèåì è äåëå-
íèåì êëåòîê ðàñòóùåé êóëüòóðû. Çàòåì ÷àøêó ñ êëåòêàìè
ïîìåùàëè íà ñòîëèê ìèêðîñêîïà AxioObserver.Z1 (Carl
Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ), îáîðóäîâàííîãî
óñòðîéñòâàìè äëÿ äîëãîâðåìåííîãî ïðèæèçíåííîãî íà-
áëþäåíèÿ çà êëåòêàìè (ïîääåðæàíèå îïòèìàëüíîé òåìïå-
ðàòóðû, âëàæíîñòè è êîíöåíòðàöèè ÑÎ2). Ðåãèñòðàöèþ
èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 24 ÷ â ðåæèìå öåéòðà-
ôåðíîé âèäåîñúåìêè ñ èíòåðâàëàìè âðåìåíè ìåæäó êàä-
ðàìè 2 ìèí. Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ Plan-Neofluar
10�/0.25 è öèôðîâóþ êàìåðó AxioCam HRm ñ ðàçðåøå-
íèåì 1388�1040 ïèêñåëåé. Ìåòîä íàáëþäåíèÿ — äèôôå-
ðåíöèàëüíûé èíòåðôåðåíöèîííûé êîíòðàñò, àäàïòèðî-
âàííûé äëÿ ðàáîòû ñ ïëàñòèêîì (PLASDIC). Çàäàííûå
óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà ïîääåðæèâàëè àâòîìàòè÷åñêè ïðî-
ãðàììîé AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH,
Ãåðìàíèÿ).

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè îòäåëü-
íûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê â îáëàñòè êðàÿ ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ðàíû, çàïèñàííûå â ôîðìàòå «JPEG». Àíàëèçèðîâàëè
êëåòêè, çà êîòîðûìè ìîæíî áûëî ïðîñëåäèòü îò îäíîãî
ìèòîçà äî äðóãîãî. Çíàÿ âðåìÿ ìåæäó îòäåëüíûìè èçîá-
ðàæåíèÿìè (2 ìèí), ðàññ÷èòûâàëè ÏÊÖ îòäåëüíûõ êëå-
òîê. Îáùåå ÷èñëî êëåòîê â âûáîðêàõ ñîñòàâèëî: ó ìîíî-

ñëîéíîé êóëüòóðû Çàéäåëà — 70, ó ñóáëèíèè 3H — 76 è ó
ñóáëèíèè 9C — 40.

Èçìåðåíèÿ ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòîê íà ïîäëîæêó
(ïëîùàäü êëåòêè), êîýôôèöèåíòà èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ
Rp/Ra è êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè M/m âûïîëíÿëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.48v (Rasband W. S., Ima-
ge J U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
ÑØÀ; http://imagej.nih.gov/ij). Ïîñêîëüêó äëÿ àíàëèçà
ïëîùàäè êëåòîê èñïîëüçîâàëè îòíîñèòåëüíûå âåëè÷èíû,
çíà÷åíèÿ ýòîãî ïàðàìåòðà îñòàâëÿëè â ïèêñåëÿõ.

Êîýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ Rp/Ra ïðåäëîæåí
íàìè ðàíåå äëÿ ìîðôîìåòðèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
(Kuz’minykh, Petrov, 2004). Îí ðàâåí îòíîøåíèþ ðàäèóñà
Rp, ðàññ÷èòàííîãî èç âåëè÷èíû ïåðèìåòðà êëåòêè, âçÿòîé
êàê äëèíà îêðóæíîñòè, ê ðàäèóñó Ra êðóãà, ïëîùàäü êîòî-
ðîãî ðàâíà èçìåðåííîé ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîä-
ëîæêó. Ïðè ìèíèìàëüíîì çíà÷åíèè ýòîãî êîýôôèöèåíòà,
ðàâíîãî 1, ôîðìà êëåòêè ñîâïàäàåò ñ ôîðìîé ïðàâèëüíîãî
êðóãà. ×åì âûøå âåëè÷èíà ýòîãî êîýôôèöèåíòà, òåì ñèëü-
íåå êëåòêà ðàñïëàñòàíà íà ïîäëîæêå (â çíà÷èòåëüíîé ñòå-
ïåíè óâåëè÷åíèå Rp/Ra ñâÿçàíî ñ äëèíîé è êîëè÷åñòâîì
ôèëîïîäèé). Äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà óäîáíåå èñïî-
ëüçîâàòü âåëè÷èíó íàòóðàëüíîãî ëîãàðèôìà ýòîãî êîýô-
ôèöèåíòà — ln(Rp/Ra), ïîñêîëüêó îòñ÷åò èäåò îò íóëÿ è
øêàëà ñòàíîâèòñÿ áîëåå ðàâíîìåðíîé.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè âûòÿíóòîñòè (ïîëÿðèçàöèè) êëå-
òîê èñïîëüçîâàëè êîýôôèöèåíò ïîëÿðèçàöèè M/m (Ïåò-
ðîâ, Öóïêèíà, 2016). Îí ÷èñëåííî ðàâåí ñîîòíîøåíèþ
äëèííîé (M) è êîðîòêîé (m) îñåé ýëëèïñà, ðàññ÷èòûâàå-
ìûõ àâòîìàòè÷åñêè ïðîãðàììîé ImageJ ïðè îêîíòóðèâà-
íèè êëåòîê. Òàê æå êàê è â ñëó÷àå ñ Rp/Ra, ìèíèìàëüíîå
çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà M/m ðàâíî 1, è ýòî óêàçûâàåò íà
òî, ÷òî ôîðìà êëåòêè áëèçêà ê ôîðìå ïðàâèëüíîãî êðóãà.
×åì âûøå çíà÷åíèå M/m, òåì áîëüøå êëåòêà âûòÿíóòà.
Ïðè àíàëèçå ôîðìû êëåòîê ýòîò êîýôôèöèåíò òîæå óäîá-
íåå ïðåäñòàâëÿòü â âèäå íàòóðàëüíîãî ëîãàðèôìà —
ln(M/m).

Àíàëèç ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ñäåëàí íà òåõ
æå êëåòêàõ, ÷òî è àíàëèç ÏÊÖ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè
êàæäîå 10-å èçîáðàæåíèå äàííîé êëåòêè (âñåãî ïî 10
èçîáðàæåíèé íà êëåòêó) íà÷èíàÿ ñ 50-ãî, ò. å. ÷åðåç 1.7 ÷
ïîñëå çàâåðøåíèÿ äåëåíèÿ åå ìàòåðèíñêîé êëåòêè (ñì.
ðèñ. 1). Ê ýòîìó âðåìåíè óâåëè÷åíèå îáúåìà êëåòêè â íà-
÷àëüíûé ïåðèîä åå ðîñòà ïîñëå ìèòîçà óæå çàêàí÷èâà-
ëîñü, è, òàêèì îáðàçîì, ìû îïðåäåëÿëè óñðåäíåííûå ïà-
ðàìåòðû ôîðìû êëåòîê â ïðîöåññå èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ íà
ñóáñòðàòå â òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ 3 ÷.

Ðàñ÷åòû ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ, ñòàíäàðòíîãî îòêëîíå-
íèÿ, ïîñòðîåíèå äèàãðàìì è ãèñòîãðàìì âûïîëíåíû ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû Excel 2010 (MS Corporation, ÑØÀ), â
÷àñòíîñòè åå ïàêåòà ïëàãèíîâ «Àíàëèç äàííûõ». Ïîñòðîå-
íèå ðàñ÷åòíûõ êðèâûõ ïî ýêñïåðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì
ñäåëàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì îïöèè «Fitting» ïðîãðàììû
Origin 6.1 (OriginLab Corporation, ÑØÀ). Î ñòåïåíè âåðî-
ÿòíîñòè àïïðîêñèìàöèè ðàñ÷åòíûõ çíà÷åíèé ê ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûì ñóäèëè ïî êîýôôèöèåíòó äåòåðìèíàöèè R2,
ðàññ÷èòûâàåìîìó àâòîìàòè÷åñêè ïðè ïîëó÷åíèè ëèíèé
òðåíäà ïðîãðàììàìè Excel 2010 è Origin 6.1. Ýòîò êîýô-
ôèöèåíò èçìåíÿåòñÿ îò 0 äî 1. ×åì áëèæå ê ýêñïåðèìåí-
òàëüíûì òî÷êàì ïðîõîäèò ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ, ò. å. ÷åì
áëèæå ê 1 êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè, òåì âûøå âåðîÿò-
íîñòü òîãî, ÷òî òàêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ çíà÷åíèé îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì äàííîé ðàñ-
÷åòíîé êðèâîé.

186 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.



Ðåçóëüòàòû

Èñïîëüçîâàíèå öåéòðàôåðíîé âèäåîñúåìêè äëÿ èçó-
÷åíèÿ áèîëîãèè êëåòîê â êóëüòóðå ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü è
ôèêñèðîâàòü ïîâåäåíèå æèâûõ êëåòîê áåç êàêîãî áû òî
íè áûëî ïîâðåæäåíèÿ. Äëÿ ïðèìåðà íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû
ôðàãìåíòû, èëëþñòðèðóþùèå ïîâåäåíèå äâóõ äî÷åðíèõ
êëåòîê ñóáëèíèè 3H ïîñëå íà÷àëà èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ ïî
ñóáñòðàòó. Ôèêñàöèÿ âðåìåíè ïðè íàáëþäåíèè çà äåëåíè-
åì ìàòåðèíñêîé êëåòêè è îòñëåæèâàíèè ïîâåäåíèÿ åå äî-
÷åðíèõ êëåòîê âïëîòü äî ñëåäóþùåãî ìèòîçà äàåò, â ÷àñò-
íîñòè, âîçìîæíîñòü íàïðÿìóþ èçìåðÿòü ÏÊÖ è ïàðàëëå-
ëüíî àíàëèçèðîâàòü äèíàìèêó èçìåíåíèÿ ôîðìû äàííîé
êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì, ñðàâíåíèå ðàçíûõ êîëè÷åñòâåí-
íûõ õàðàêòåðèñòèê ó îäíîé è òîé æå êëåòêè ïîçâîëÿåò
ïðîâåðèòü, ñóùåñòâóåò ëè ìåæäó íèìè ñâÿçü, è åñëè îíà
åñòü, îöåíèòü åå ñòåïåíü.

Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíû äèàãðàììû, äåìîíñòðè-
ðóþùèå ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ÏÊÖ èññëåäóåìûõ ëèíèé. Íåñ-
ìîòðÿ íà îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ ìåæäó
ñóáëèíèÿìè 3H (ïðåèìóùåñòâåííî ôèáðîáëàñòîïîäîá-
íûå êëåòêè) è 9C (ïðåèìóùåñòâåííî ýïèòåëèîïîäîáíûå
êëåòêè) — 13.9 � 0.2 è 13.5 � 0.3 ÷ ñîîòâåòñòâåííî, ÏÊÖ
ó îáåèõ ñóáëèíèé áûëà äîñòîâåðíî íèæå, ÷åì ó êëåòîê
èñõîäíîé ëèíèè Çàéäåëà (14.6 � 0.2 ÷; P < 0.05). Îäíàêî
ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ äàííîãî ïàðàìåòðà ó âñåõ êëåòîê
íå èìåëè äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé (ðèñ. 2, á). Ôîðìàëüíî
ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèáëèçèòåëüíî îäíîé è òîé æå
äèñïåðñèè çíà÷åíèé ÏÊÖ ó ýòèõ êóëüòóð.

Áîëåå ãëóáîêèé àíàëèç âàðèàáåëüíîñòè çíà÷åíèé
ÏÊÖ èññëåäóåìûõ ëèíèé ìîæíî ïðîâåñòè ñ ïîìîùüþ ãè-
ñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ. Òàêèå ãèñòîãðàììû ïðåäñòàâëå-
íû íà ðèñ. 3, íà êîòîðîì ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ îò-
ìå÷åíû ÷åðíûìè êðóæêàìè. Ïîëàãàÿ, ÷òî èññëåäóåìûé
ïàðàìåòð, êàê è áîëüøèíñòâî áèîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðè-
ñòèê, ìîæåò áûòü îïèñàí íîðìàëüíûì ðàñïðåäåëåíèåì,
èñïîëüçóåì ýòî ðàñïðåäåëåíèå äëÿ ïîñòðîåíèÿ ðàñ÷åòíûõ
êðèâûõ. Ïîäáîð íàèáîëåå áëèçêîãî ðàñ÷åòíîãî ðàñïðåäå-
ëåíèÿ ê ýêñïåðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì âûïîëíåí â ïðî-
ãðàììå Origin 6.1. Ñòåïåíü àïïðîêñèìàöèè êîíòðîëèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ êîýôôèöèåíòà äåòåðìèíàöèè R2. ×åì îí

áëèæå ê 1, òåì òî÷íåå ïîäáîð òåîðåòè÷åñêîãî ðàñïðåäåëå-
íèÿ. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 2, ýòîò êî-
ýôôèöèåíò íå íèæå 0.97.

Íå âñåãäà ïîäáîð îïòèìàëüíîãî òåîðåòè÷åñêîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ìîæåò áûòü âûïîëíåí òîëüêî ïðè èñïîëüçî-
âàíèè îäíîé êðèâîé íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ, êàê ýòî
ñäåëàíî äëÿ ÏÊÖ êëåòîê ñóáëèíèè 3H (ðèñ. 3, á). Ýòî âîç-
ìîæíî ëèøü â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà âûáîðêà ýêñïåðèìåíòà-
ëüíûõ çíà÷åíèé áîëåå èëè ìåíåå îäíîðîäíà, ò. å. íå èìå-
åò âûðàæåííûõ ïîäãðóïï (ñóáïîïóëÿöèé). Â ñëó÷àå êëå-
òîê ðîäèòåëüñêîé ëèíèè Çàéäåëà è ñóáëèíèè 9C ìîæíî
îòìåòèòü íàëè÷èå êàê ìèíèìóì äâóõ ïîäãðóïï (ðèñ. 3, à,
â). Ïî ýòîé ïðè÷èíå äëÿ ýòèõ êëåòîê ñíà÷àëà áûë âûïîë-
íåí ïîäáîð êðèâûõ äëÿ ïîäãðóïï (øòðèõîâûå ëèíèè), çà-
òåì ýòè êðèâûå (ïèêè) áûëè óñðåäíåíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ
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Ðèñ. 1. Ôðàãìåíòû îäíîãî è òîãî æå ïîëÿ çðåíèÿ ñ äåëÿùåéñÿ êëåòêîé è åå äî÷åðíèìè êëåòêàìè 1 è 2 (óêàçàíû ñòðåëêàìè). Ñâå-
òîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ïåðâîå èçîáðàæåíèå (êàäð 000) — äåëåíèå ìàòåðèíñêîé êëåòêè, âðåìÿ âçÿòî çà 0 ìèí. Ïîñëåäóþùèå èçîáðàæåíèÿ äëÿ ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà
êëåòîê îòáèðàëè íà÷èíàÿ ñ 50-ãî êàäðà (èçîáðàæåíèå 050 ÷åðåç 100 ìèí ïîñëå êàäðà 000) è äàëåå ÷åðåç êàæäûé 10-é (060, 070 è ò. ä.), ò. å. ÷åðåç êàæäûå
20 ìèí. Âèäíî, ÷òî äî÷åðíÿÿ êëåòêà 1 ñóùåñòâåííî âûòÿíóëàñü è ñìåñòèëàñü çà 200—240 ìèí (êàäðû 100—130), à äî÷åðíÿÿ êëåòêà 2 — óæå â ïåðâûå

100 ìèí (êàäðû äî 50-ãî íå ïîêàçàíû). Îá. 10�.

Ðèñ. 2. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (à) è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (á)
ïðîäîëæèòåëüíîñòè êëåòî÷íîãî öèêëà ó äåëÿùèõñÿ êëåòîê ìî-
íîñëîéíîé êóëüòóðû ãåïàòîìû Çàéäåëà (Zajd) è åå ñóáëèíèé

3H è 9C.

Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (ñòîëáèêè) è èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå
îòðåçêè).



ñóììàðíûõ êðèâûõ ðàñïðåäåëåíèÿ ÏÊÖ (ñïëîøíûå ëè-
íèè). Â ïðîãðàììå Origin èìååòñÿ ïëàãèí, ñ ïîìîùüþ êî-
òîðîãî ïîäáîð êðèâûõ è èõ óñðåäíåíèå âûïîëíÿþòñÿ àâ-
òîìàòè÷åñêè.

Ðàññ÷èòàííûå ïèêè íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ èìå-
þò ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ÷àñòîò (ôàêòè÷åñêè ñðåäíèå
çíà÷åíèÿ), êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ êîëè÷åñò-
âåííîé õàðàêòåðèñòèêè ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàñïðåäåëåíèÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé ÏÊÖ. Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà
òàêèõ ïèêîâ îêàçûâàëîñü íåñêîëüêî (ðèñ. 3, à, â), äîïîë-
íèòåëüíîé õàðàêòåðèñòèêîé ñëóæèëà è äîëÿ êëåòîê, îòíî-
ñÿùèõñÿ ê äàííîìó ïèêó. Îáå õàðàêòåðèñòèêè ïðèâåäåíû
íà ðèñ. 3. Ïîëó÷åííûå ïèêè ðàíæèðîâàëè ïî èõ âåëè÷èíå
îò ìåíüøåé äî áîëüøåé, îáîçíà÷èâ èõ I—III ñîîòâåòñò-
âåííî.

Òàêèì îáðàçîì, àíàëèçèðóÿ äàííûå ðèñ. 3, ìîæíî
çàìåòèòü, ÷òî ó âñåõ òðåõ ëèíèé åñòü îáùàÿ ïîäãðóïïà
êëåòîê ñ ïèêîì II (ðèñ. 4, à), ó êîòîðîé ñðåäíèå çíà÷å-
íèÿ ÏÊÖ ðàâíû ïðèáëèçèòåëüíî 14 ÷ (ó êëåòîê ìîíîñëîé-
íîé êóëüòóðû Çàéäåëà — 14.0 � 0.1, ó êëåòîê ñóáëèíèè
3H — 14.3 ± 0.2 è ó êëåòîê ñóáëèíèè 9C — 14.7 � 0.4 ÷).
Äîëÿ êëåòîê, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïèêó II, ñîñòàâëÿëà îêîëî
2/3 îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå Çàé-
äåëà è â ñóáëèíèè 9C è âñå 100 % — ó ñóáëèíèè 3Í
(ðèñ. 4, á). Îêîëî 1/3 êëåòîê ñóáëèíèè 9C, îòíîñÿùèõñÿ
ê ïèêó I, èìåëè îòíîñèòåëüíî êîðîòêóþ ÏÊÖ —
12.6 � 0.1 ÷. Òàêàÿ æå äîëÿ (1/3) êëåòîê ëèíèè Çàéäåëà,

íî ñ áîëåå äëèííîé ÏÊÖ — 16.7 � 0.2 ÷ — áûëà îòíåñåíà
ê ïèêó III.

Íàëè÷èå çíà÷èòåëüíîé äîëè êëåòîê ñ ÏÊÖ, áëèçêîé ê
14 ÷, — ïèêà II â êàæäîé èç òðåõ èññëåäîâàííûõ ïîïóëÿ-
öèé — ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðèçíàê, óêàçûâàþùèé
íà âûñîêóþ ñòåïåíü èõ «ðîäñòâà». Â òî æå âðåìÿ ïðèñóò-
ñòâèå èëè îòñóòñòâèå äðóãèõ ïèêîâ (I è III), íàïðîòèâ,
óêàçûâàåò íà èíäèâèäóàëüíîñòü ýòèõ ëèíèé, íà íàëè÷èå â
íèõ êëåòîê ñ ãåíåòè÷åñêè (èëè ýïèãåíåòè÷åñêè) äåòåðìè-
íèðîâàííûì ðàçëè÷èåì ïî ïðèçíàêó ÏÊÖ. Ýòî ïðåäïîëî-
æåíèå ìîæåò áûòü âåðíûì òîëüêî ïðè óñëîâèè, ÷òî ÏÊÖ
â ãîðàçäî áîëüøåé ñòåïåíè äåòåðìèíèðîâàíà ãåíåòè÷å-
ñêèìè èëè ýïèãåíîìíûìè ôàêòîðàìè, ÷åì óñëîâèÿìè
âíåøíåé ñðåäû. Êîñâåííî ïîäòâåðäèòü èëè îïðîâåðãíóòü
ýòî ïðåäïîëîæåíèå ìîæíî ñëåäóþùèì îáðàçîì.

Åñëè ïðèíÿòü çà îñíîâó, ÷òî äî÷åðíèå êëåòêè â ñëó÷àå
ñèììåòðè÷íîãî äåëåíèÿ, êàê ïàðà «áëèçíåöîâ», äîëæíû
áûòü èäåíòè÷íû ïî âñåì íàñëåäóåìûì ïðèçíàêàì, â òîì
÷èñëå è ïî ÏÊÖ, òî ñòåïåíü ãåíåòè÷åñêîé äåòåðìèíàöèè
ïî ýòîìó ïðèçíàêó áóäåò òåì ñèëüíåå, ÷åì ìåíüøå áóäåò
ðàçíîñòü ÏÊÖ ó ïàðû êëåòîê-áëèçíåöîâ. Ïî ñóòè òàêîé
ïîäõîä àíàëîãè÷åí îöåíêå ñòåïåíè êîíêîðäàíòíîñòè
(ñîâïàäåíèÿ ïðèçíàêîâ), èçâåñòíîìó â ãåíåòèêå êàê áëèç-
íåöîâûé ìåòîä. Çíàÿ âåëè÷èíû ÏÊÖ äàííîé ïàðû äî÷åð-
íèõ êëåòîê, ìîæíî îöåíèòü ñòåïåíü ñèììåòðè÷íîñòè èõ
äåëåíèÿ ïî äàííîìó ïðèçíàêó. Ïîñêîëüêó àáñîëþòíûå
çíà÷åíèÿ êàê ñàìîé ÏÊÖ, òàê è ðàçíîñòè ìåæäó íèìè ìî-
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Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòè êëåòî÷íîãî öèêëà ó äåëÿùèõñÿ êëåòîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàé-
äåëà (à) è åå ñóáëèíèé 3H (á) è 9C (â).

×åðíûå êðóæêè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ, ñïëîøíûå ëèíèè — óñðåäíåííûå êðèâûå ðàñïðåäåëåíèÿ, øòðèõîâûå ëèíèè — ðàñ÷åòíûå êðèâûå (ïè-
êè) íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ. Ðèìñêèìè öèôðàìè îáîçíà÷åíû ïèêè ðàñïðåäåëåíèÿ. Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



ãóò ñèëüíî âàðüèðîâàòü â ðÿäó òàêèõ ïàð êëåòîê, íàäåæ-
íåå âîñïîëüçîâàòüñÿ îòíîñèòåëüíîé âåëè÷èíîé. Äëÿ ýòîãî
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå ïîäõîäû, íî ñàìûì ïðî-
ñòûì èç íèõ áóäåò âû÷èñëåíèå ñîîòíîøåíèÿ ÏÊÖ äàííîé
ïàðû êëåòîê. Óäîáíåå ðàçäåëèòü çíà÷åíèå áîëüøåé ÏÊÖ
îäíîé äî÷åðíåé êëåòêè íà ìåíüøåå çíà÷åíèå ÏÊÖ åå
ïàðû. Â ñëó÷àå 100%-íîãî ñîâïàäåíèÿ ÏÊÖ îáåèõ êëåòîê
ýòî ñîîòíîøåíèå áóäåò ðàâíî 1. ×åì ñèëüíåå (ðàçóìååòñÿ,
â ñòîðîíó ïîâûøåíèÿ) îíî áóäåò îòëè÷àòüñÿ îò 1, òåì â
ìåíüøåé ñòåïåíè áóäåò ïðîÿâëÿòüñÿ ãåíåòè÷åñêàÿ äåòåð-
ìèíàöèÿ ÏÊÖ ó äàííîé ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê.

Îáîáùàÿ, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî äàííûé ïîäõîä äëÿ
îöåíêè ñòåïåíè ñèììåòðè÷íîñòè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ,
ïî-âèäèìîìó, ïðèìåíèì ê ëþáîìó êîëè÷åñòâåííîìó êëå-
òî÷íîìó ïàðàìåòðó ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê. Ïî ýòîé ïðè-
÷èíå ñîîòíîøåíèÿ òàêîãî òèïà ìîæíî íàçûâàòü «êîýôôè-
öèåíò ñèììåòðè÷íîñòè äåëåíèÿ» (ÊÑÄ), äîáàâëÿÿ ê íåìó,
ïî êàêîìó èìåííî êëåòî÷íîìó ïàðàìåòðó. Â äàííîì ñëó-
÷àå ýòî áóäåò «êîýôôèöèåíò ñèììåòðè÷íîñòè äåëåíèÿ ïî

ïàðàìåòðó ÏÊÖ» (ÊÑÄ ïî ÏÊÖ). Ïîñêîëüêó ïðè âûñîêîé
ñòåïåíè ñèììåòðèè ýòîò êîýôôèöèåíò íå áóäåò ñèëüíî
îòëè÷àòüñÿ îò 1, ëó÷øå èñïîëüçîâàòü åãî ëîãàðèôì
(ê òîìó æå è îòñ÷åò áóäåò èäòè îò 0).

Èòàê, âî âñåõ âûáîðêàõ èññëåäóåìûõ êëåòîê îòáèðà-
åì òîëüêî ïàðû äî÷åðíèõ è âû÷èñëÿåì äëÿ êàæäîé èç íèõ
çíà÷åíèÿ íàòóðàëüíîãî ëîãàðèôìà ÊÑÄ ïî ÏÊÖ. Ðàññ÷è-
òûâàåì åãî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äëÿ êàæäîé âûáîðêè êëåòîê
èññëåäóåìûõ ëèíèé: Çàéäåëà — 0.103 � 0.017, 9C —
0.084 � 0.022, 3H — 0.072 � 0.016. Ïîñêîëüêó äîñòîâåð-
íûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ýòèìè çíà÷åíèÿìè íå âûÿâëÿåòñÿ,
âñå âûáîðêè îáúåäèíÿåì â îäíó è ñòðîèì ãèñòîãðàììó
ðàñïðåäåëåíèÿ äàííîãî ïàðàìåòðà â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà
ïàð äî÷åðíèõ êëåòîê ñ òåì èëè èíûì ÊÑÄ ïî ÏÊÖ
(ðèñ. 5, à). Ïî ýêñïåðèìåíòàëüíûì òî÷êàì (÷åðíûå êðóæ-
êè) ïîäáèðàåì íàèáîëåå ïîäõîäÿùåå òåîðåòè÷åñêîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå. Íàèëó÷øåå ñîîòâåòñòâèå äàåò ýêñïîíåíòà
R2 = 0.98. Ýòî êàê ðàç ïîäòâåðæäàåò âûäâèíóòûé âûøå
òåçèñ: ÷åì áëèæå çíà÷åíèÿ ÏÊÖ ó äî÷åðíèõ êëåòîê, òåì
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Ðèñ. 4. Âåëè÷èíû ïèêîâ, ðàññ÷èòàííûå íà îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé (ñì. ðèñ. 2) äëèòåëüíîñòè êëåòî÷íîãî öèêëà
(à), è äîëÿ êëåòîê, îòíîñÿùèõñÿ ê ñîîòâåòñòâóþùåìó ïèêó (á).

Çàøòðèõîâàííûì ñòîëáèêîì ïîêàçàí ïèê I, ñîîòâåòñòâóþùèé ìåíüøåé äëèòåëüíîñòè êëåòî÷íîãî öèêëà (ó ÷àñòè êëåòîê 9C), òåìíûìè ñòîëáèêà-
ìè — ïèêè II ñðåäíåãî ïî äëèòåëüíîñòè öèêëà êëåòîê êàæäîé èç òðåõ ïîïóëÿöèé è câåòëûì ñòîëáèêîì — ïèê III ñ íàèáîëüøåé äëèòåëüíîñòüþ öèêëà ó

÷àñòè êëåòîê ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû Çàéäåëà.

Ðèñ. 5. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ, èëëþñòðèðóþùèå âçàèìîñâÿçü ìåæäó êîëè÷åñòâîì ïàð äî÷åðíèõ êëåòîê (à) èëè êîëè÷åñòâîì
ïàð ñëó÷àéíî îòîáðàííûõ êëåòîê (á) è êîýôôèöèåíòîì ñèììåòðè÷íîñòè äåëåíèÿ (ÊÑÄ) ïî ÏÊÖ ñîîòâåòñòâóþùèõ êëåòî÷íûõ ïàð.

Â îáîèõ ñëó÷àÿõ èñïîëüçîâàíà îäíà è òà æå âûáîðêà êëåòîê. ×åðíûå êðóæêè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ, ñïëîøíûå ëèíèè — ðàñ÷åòíûå ýêñïîíåí-
òà (à) è íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå (á). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè R2 ðàâåí 0.98. Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



âåðîÿòíåå îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé â èõ ãåíîìàõ; ÷åì áîëüøå
ðàçíèöà â çíà÷åíèÿõ ÏÊÖ ó äî÷åðíèõ êëåòîê, òåì âåðîÿò-
íåå ïîÿâëåíèå ðàçëè÷èé â èõ ãåíîìàõ èëè âîçäåéñòâèé
ýïèãåíîìíûõ ôàêòîðîâ.

Îäíàêî ýòî óòâåðæäåíèå áóäåò íàäåæíåå ïðè óñëî-
âèè, ÷òî âûáîðêà èç ïàð ëþáûõ ñëó÷àéíî îòîáðàííûõ
êëåòîê áóäåò îïèñûâàòüñÿ íå ýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñè-
ìîñòüþ, à èìåòü âèä, áëèçêèé ê îáû÷íîìó íîðìàëüíîìó
ðàñïðåäåëåíèþ. Òàêîé ðåçóëüòàò áóäåò îçíà÷àòü, ÷òî
ìåæäó ñëó÷àéíî îòîáðàííûìè ïàðàìè êëåòîê íåò áëèçêî-
ãî «ðîäñòâà» ïî ÏÊÖ. Äëÿ ýòîãî âîñïîëüçóåìñÿ òîé æå
âûáîðêîé äî÷åðíèõ êëåòîê, íî ñëó÷àéíûì îáðàçîì ñãðóï-
ïèðóåì íîâûå ïàðû ýòèõ êëåòîê ïî ÏÊÖ. Äàëåå ñòðîèì
ãèñòîãðàììó è ïîäáèðàåì ïîäõîäÿùåå ðàñïðåäåëåíèå.
Ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 5, á. Êîýôôèöèåíò äåòåð-
ìèíàöèè â äàííîì ñëó÷àå òîò æå (0.98), íî íàèáîëüøàÿ
àïïðîêñèìàöèÿ ïî ýêñïåðèìåíòàëüíûì òî÷êàì — íîð-
ìàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå.

Âîçìîæíîñòü ìîíèòîðèíãà îòäåëüíî âçÿòîé êëåòêè
ïðè èñïîëüçîâàíèè öåéòðàôåðíîé âèäåîñúåìêè ïîçâîëÿåò
íå òîëüêî íàïðÿìóþ èçìåðèòü ÏÊÖ, íî è ïðîñëåäèòü çà
äèíàìèêîé èçìåíåíèÿ ôîðìû ýòîé êëåòêè â ïåðèîä îò îä-
íîãî äåëåíèÿ äî äðóãîãî. Ýòî îòëè÷èòåëüíàÿ îñîáåííîñòü
òàêîãî ïîäõîäà, ïîñêîëüêó, íàïðèìåð îáû÷íûìè ìåòîäà-
ìè, ïëîùàäü êëåòêè îöåíèâàþò, êàê ïðàâèëî, òîëüêî â îä-
íîé âðåìåíí*îé òî÷êå, èçìåðÿÿ åå ñðåäíåå çíà÷åíèå â ïðå-
äåëàõ ïîäõîäÿùåé êëåòî÷íîé âûáîðêè. Áîëåå òîãî, çíàÿ
ÏÊÖ äàííîé êëåòêè è, íàïðèìåð, åå ðàçìåðû, ìîæíî ïðî-
âåðèòü, ñóùåñòâóåò ëè ñâÿçü ìåæäó ýòèìè ïàðàìåòðàìè.

Ôîðìó êëåòîê â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ âèçóàëüíî ìîæ-
íî îöåíèòü ïî ôðàãìåíòàì ïîëåé çðåíèÿ â îáëàñòè êðàÿ
«ðàíû», ïðåäñòàâëåííûì íà ðèñ. 6.

Ïðåæäå ÷åì ïåðåéòè ê àíàëèçó ôîðìû êëåòîê ïîñëå
èõ äåëåíèÿ, íåîáõîäèìî ñäåëàòü íåñêîëüêî ïîÿñíèòåëü-
íûõ çàìå÷àíèé. Î÷åâèäíî, ÷òî ñðàçó ïîñëå äåëåíèÿ ëþ-
áûå äî÷åðíèå êëåòêè èìåþò øàðîâèäíóþ ôîðìó, ïîýòîìó
èõ ïëîùàäü ïðîåêöèè íà ïîäëîæêó âñåãäà èìååò ôîðìó
êðóãà. Êëåòêå íåîáõîäèìî íåêîòîðîå âðåìÿ, ÷òîáû îò
ýòîé íåñïåöèôè÷åñêîé ôîðìû ïåðåéòè ê ñïåöèôè÷åñêîé,
ñâÿçàííîé ñ åå ðàñïëàñòûâàíèåì íà ïîäëîæêå. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, êîãäà êëåòêà íà÷èíàåò ãîòîâèòüñÿ ê äåëåíèþ, åå
ðàñïëàñòàííàÿ ôîðìà îïÿòü ñòðåìèòñÿ ê ôîðìå êðóãà.
Âðåìÿ íàñòóïëåíèÿ ýòîãî ïðîöåññà îïðåäåëÿåòñÿ èíäèâè-
äóàëüíîé ÏÊÖ äàííîé êëåòêè. Èìåííî ïî ýòèì ïðè÷èíàì
ìû àíàëèçèðîâàëè ôîðìó êàæäîé äàííîé êëåòêè íà÷èíàÿ

ñ 50-ãî èçîáðàæåíèÿ ïîñëå äåëåíèÿ åå ìàòåðèíñêîé êëåò-
êè íà ïðîòÿæåíèè 3 ÷.

×òîáû ïðîâåðèòü, ñóùåñòâóåò ëè ñâÿçü ìåæäó ôîðìîé
êëåòêè è åå ÏÊÖ, áûëè èñïîëüçîâàíû íå âñå êëåòêè, à
òîëüêî òå, êîòîðûå ïîëÿðíî ðàçëè÷àëèñü ïî ÏÊÖ. Äëÿ
ýòîãî áûëè ðàññìîòðåíû äâå êëåòî÷íûå ãðóïïû (1 è 2) â
êàæäîé èç ïîïóëÿöèé (èñõîäíîé Çàéäåëà, 3H è 9C). Â
ïåðâóþ èç íèõ îòîáðàëè êëåòêè ñ ÏÊÖ ìåíåå 13 ÷, âî âòî-
ðóþ — ñ ÏÊÖ áîëåå 16 ÷. Ýòîò âûáîð ïðîâîäèëè íå ñëó-
÷àéíî, à èñõîäÿ èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3. Êàê
ìîæíî çàìåòèòü (ñì. õîä øòðèõîâûõ ëèíèé), â 1-þ ãðóïïó
äîëæíû ïîïàñòü òîëüêî òå êëåòêè ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà, êîòîðûå îòíîñÿòñÿ ê ïèêó II, à âî âòî-
ðóþ — òîëüêî ê ïèêó III. Äëÿ êëåòîê îáåèõ ñóáëèíèé òà-
êîãî ÷åòêîãî ðàçäåëåíèÿ, ê ñîæàëåíèþ, íåò. Òåì íå ìåíåå
â 1-þ ãðóïïó ïîïàäàþò âñå êëåòêè ïèêà I ñóáëèíèè 9C, íî
ñ «ïðèìåñüþ» êëåòîê ïèêà II (ñóäÿ ïî øòðèõîâûì êðè-
âûì, èõ êîëè÷åñòâî äîëæíî áûòü íå ìåíåå 1/3). Ïîñêîëü-
êó êëåòêè ñóáëèíèè 3H íå èìåþò âûðàæåííîãî ðàçäåëå-
íèÿ íà ñóáïîïóëÿöèè è ïîýòîìó âñå îòíåñåíû ê ïèêó II,
ìîæíî ãîâîðèòü î òîì, ÷òî â ýòîì ñëó÷àå â 1-þ ãðóïïó âî-
øëè êëåòêè ïèêà II ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ êîðîòêîé ÏÊÖ, à
âî 2-þ — ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ äëèííîé ÏÊÖ. Òàêèì îáðà-
çîì, èñêëþ÷èâ èç âûáîðîê êëåòêè ñ ïðîìåæóòî÷íûìè
çíà÷åíèÿìè ÏÊÖ, ìîæíî ñîïîñòàâèòü êëåòêè 1-é è
2-é ãðóïï ñ áîëåå îò÷åòëèâûìè ðàçëè÷èÿìè â ÏÊÖ.

Íà ðèñ. 7, à ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïëîùàäè
êëåòîê ïîñëå ìèòîçà â çàâèñèìîñòè êàê îò ïðèíàäëåæíî-
ñòè ê ëèíèÿì (Z, 9C, 3H), òàê è ê ãðóïïàì ïî ÏÊÖ (ñ êî-
ðîòêîé è äëèííîé ÏÊÖ). Ïåðâîå, ÷òî ìîæíî îòìåòèòü, îò-
÷åòëèâîå äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå ïî âåëè÷èíå ïëîùàäè
êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ïðèíàäëåæíîñòè èõ ê òîé èëè
èíîé ïîïóëÿöèè. Â ñðåäíåì ïëîùàäü êëåòîê ñóáëèíèè 9C
ïðèáëèçèòåëüíî íà 20—25 % áîëüøå, ÷åì êëåòîê èñõîä-
íîé ëèíèè Çàéäåëà, è ðàçà â 3 áîëüøå, ÷åì êëåòîê ñóáëè-
íèè 3H.

Ñâÿçü ìåæäó ïëîùàäüþ êëåòêè è åå ÏÊÖ îêàçûâàëàñü
íå ñòîëü î÷åâèäíîé è îäíîçíà÷íîé. Ðàçëè÷èÿ ïî ïëîùàäè
ó 1-é è 2-é ïîäãðóïï êëåòîê Çàéäåëà (Z_1 è Z_2) áûëè íå-
âåëèêè (1974 � 35 è 1791 � 79 ïèêñåëåé ñîîòâåòñòâåí-
íî), íî äîñòîâåðíû (P < 0.05). Ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî êëåòêè
ýòîé ëèíèè ñ áîëåå äëèòåëüíîé ÏÊÖ â íà÷àëüíûé ïåðèîä
ðàñïëàñòûâàíèÿ ïî ñóáñòðàòó (îò 1.7 äî 4.7 ÷ ïîñëå çàâåð-
øåíèÿ ìèòîçà) èìåëè ìåíüøóþ ïëîùàäü, ÷åì êëåòêè ñ
áîëåå êîðîòêîé ÏÊÖ. Â òî æå âðåìÿ ñâÿçè ìåæäó ïëîùà-

190 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 6. Îáùèé âèä êëåòîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà (Zajd) è åå ñóáëèíèé 9C è 3H. Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ïðåäñòàâëåíû âûïîëíåííûå â îäíîì ìàñøòàáå ôðàãìåíòû ïîëåé çðåíèÿ ïî êðàÿì ýêñïåðèìåíòàëüíîé «ðàíû» ïîñëå åå íàíåñåíèÿ. Îá. 10�.



äüþ êëåòîê ñóáëèíèè 9C è äëèíîé èõ ÏÊÖ íå îòìå÷àëîñü
äàæå íà óðîâíå òåíäåíöèè. Íàèáîëåå âûðàæåííûå ðàç-
ëè÷èÿ ïî ïëîùàäè ìåæäó êëåòêàìè 1-é è 2-é ïîäãðóïï
èìåëà ñóáëèíèÿ 3H — 703 � 17 è 922 � 10 ïèêñåëåé
(P < 0.01), ÷òî óêàçûâàåò íà íàëè÷èå îò÷åòëèâîé çàâèñè-
ìîñòè ìåæäó ïëîùàäüþ ïðîåêöèè íà ïîäëîæêó è ÏÊÖ ó
êëåòîê ýòîé ñóáëèíèè.

Äàííûå ïî êîýôôèöåíòó ðàñïëàñòûâàíèÿ ïðåäñòàâëå-
íû íà ðèñ. 7, á. Ïðè îòíîñèòåëüíî îäèíàêîâîé ñòåïåíè
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê Çàéäåëà è 9C îäíîâðåìåííîå óâå-
ëè÷åíèå èõ ln(Rp/Ra) è ÏÊÖ ìîæíî îòìåòèòü â ëó÷øåì
ñëó÷àå íà óðîâíå òåíäåíöèè. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòèì
êëåòêàì ó êëåòîê ñóáëèíèè 3H îáíàðóæèâàëàñü íå òîëüêî
ìåíüøàÿ ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ñ ÏÊÖ áîëåå
16 ÷, íî è âûðàæåííàÿ îáðàòíàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó ýòè-
ìè äâóìÿ ïàðàìåòðàìè (P < 0.01). Ó êëåòîê ñ äëèííûì

ÏÊÖ íàáëþäàëîñü óìåíüøåíèå êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ ïðèáëèçèòåëüíî â 1.5 ðàçà.

Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè äëÿ
êëåòîê èññëåäóåìûõ ëèíèé äåìîíñòðèðóåò ðèñ. 7, â. Êàê è
â ñëó÷àå ñ êîýôôèöèåíòîì ðàñïëàñòûâàíèÿ, â ñðåäíåì âå-
ëè÷èíà êîýôôèöèåíòà ïîëÿðèçàöèè áûëà âûøå ó êëåòîê
Çàéäåëà è 9C (ïðåèìóùåñòâåííî ýïèòåëèîïîäîáíûõ), ÷åì
ó êëåòîê 3H (ïðåèìóùåñòâåííî ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ).
Çàâèñèìîñòè ìåæäó ýòèì êîýôôèöèåíòîì è ÏÊÖ ó êëå-
òîê 9C íå îáíàðóæèâàëîñü, â òî âðåìÿ êàê ó êëåòîê ìî-
íîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû è 3H òàêàÿ çàâèñèìîñòü âûÿâ-
ëÿëàñü, íî áûëà ðàçíîíàïðàâëåííîé. Áîëåå âûòÿíóòûå
êëåòêè ðîäèòåëüñêîé ëèíèè Çàéäåëà èìåëè áîëåå ïðîäîë-
æèòåëüíûé êëåòî÷íûé öèêë (P < 0.05), à ó ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûõ êëåòîê 3H çàâèñèìîñòü áûëà ïðîòèâîïîëîæíîé
(P < 0.01).
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Ðèñ. 7. Çàâèñèìîñòü ïëîùàäè (à), êîýôôèöèåíòîâ ðàñïëàñòûâàíèÿ (á) è ïîëÿðèçàöèè (â) êëåòîê îò ïðèíàäëåæíîñòè ê ëèíèè Çàéäå-
ëà è ê åå ñóáëèíèÿì 9C è 3H ñ êîðîòêîé è ñ äëèííîé ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ïîäãðóïïû êëåòîê ñ êîðîòêîé (1, ìåíåå 13 ÷) è äëèííîé (2, áîëåå 16 ÷) ÏÊÖ â ëèíèè Çàéäåëà (Z_1 è Z_2 ñîîòâåòñòâåííî), ñóáëèíèè
9C (9C_1, 9C_2) è 3H (3H_1, 3H_2); ïî âåðòèêàëè — çíà÷åíèÿ íîðìàëüíîãî ëîãàðèôìà êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷å-

íèÿ (ñòîëáèêè) è èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



Îáñóæäåíèå

Ïðåæäå ÷åì ïðèñòóïèòü ê îáñóæäåíèþ ïîëó÷åííûõ
äàííûõ, çàìåòèì, ÷òî èõ ñëåäóåò ðàññìàòðèâàòü ñ ðàçíûõ
ñòîðîí. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû — ýòî
âêëàä â èçó÷åíèå áèîëîãèè êëåòîê â êóëüòóðå â öåëîì, à ñ
äðóãîé — ýòî õàðàêòåðèñòèêà îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êîëè÷åñòâåííûõ ïàðàìåòðîâ, îòðàæàþùèõ
îñîáåííîñòè ýòèõ êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vitro.

Ðàíåå íà êëåòêàõ L-929 (ïîñòîÿííàÿ ëèíèÿ NCTC
êëîí 929, ìûøü) ìû ïîêàçàëè, èñïîëüçóÿ öåéòðàôåðíóþ
âèäåîñúåìêó, ÷òî ÏÊÖ ýòèõ êëåòîê ðàâíà 15.8 � 0.1 ÷ ñî
ñòàíäàðòíûì îòêëîíåíèåì 1.5 � 0.1 ÷, ò. å. íå ïðåâûøàþ-
ùèì 10 % îò ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ (Ïåòðîâ è äð., 2012).
Äîëÿ òàêèõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå
97 %. Âñå ýòî óêàçûâàëî íà î÷åíü âûñîêóþ ñòåïåíü îäíî-
ðîäíîñòè ëèíèè ïî äàííîìó ïàðàìåòðó. Â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå îòíîñèòåëüíàÿ îäíîðîäíîñòü (ò. å. îòñóòñòâèå îò÷åò-
ëèâûõ ïèêîâ íà ãèñòîãðàììå) ïî ÏÊÖ áûëà îáíàðóæåíà
òîëüêî ó êëåòîê 3H (13.9 � 0.2 ÷). Â òî æå âðåìÿ êëåòêè
Çàéäåëà è 9C ñîñòîÿëè èç äâóõ ñóáïîïóëÿöèé, îäíà èç êî-
òîðûõ (ïèê II) ïî ÏÊÖ ôîðìàëüíî áûëà îáùåé äëÿ âñåõ
òðåõ ëèíèé (ÏÊÖ îêîëî 14 ÷), à êîëè÷åñòâî ïðèíàäëåæà-
ùèõ ê íåé êëåòîê ñîñòàâëÿëî íå ìåíåå 2/3 îò îáùåãî ÷èñ-
ëà êëåòîê äàííîé ïîïóëÿöèè.

Íåñìîòðÿ íà ýòè ðàçëè÷èÿ, êëåòêè L-929 è Çàéäåëà
èìåþò, êàê íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ, è îáùåå. ÏÊÖ ó íèõ êî-
ðî÷å, ÷åì ó êëåòîê â ñîñòàâå ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà
(îáû÷íî îíà ëåæèò â ïðåäåëàõ 20—24 ÷), â ÷àñòíîñòè ó
íîðìàëüíûõ ãåïàòîöèòîâ â ïåðèîä ðîñòà êðûñû ÏÊÖ ðàâ-
íà 21.5 ÷ (Post, Huang, 1963). Îäíî èç îòëè÷èé ðîñòà êëå-
òîê in vitro îò èõ ïðîëèôåðàöèè in vivo — ïàññèðîâàíèå,
ò. å. èñêóññòâåííûé ïðîöåññ, ïðè êîòîðîì â íîâûé êóëü-
òóðàëüíûé ñîñóä èç ñòàðîãî ïåðåñåâàåòñÿ íåáîëüøàÿ
÷àñòü êëåòîê. Ïîñëå êàæäîãî ïåðåñåâà ÷èñëåííîñòü êëå-
òîê äîëæíà âîññòàíîâèòüñÿ ñîãëàñíî S-îáðàçíîé çàâèñè-
ìîñòè. Ýòî îáùåå ïðàâèëî ðîñòà êëåòîê â êóëüòóðå. Íå-
òðóäíî ïðåäñòàâèòü, ÷òî ïðè ïðî÷èõ ðàâíûõ óñëîâèÿõ â
ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ ïðåèìóùåñòâà áóäóò ïîëó÷àòü
êëåòêè ñ áîëåå êîðîòêîé ÏÊÖ. Êëåòêè ñ äëèííîé ÏÊÖ
èëè íåäåëÿùèåñÿ áóäóò ýëèìèíèðîâàòüñÿ ïðè ïåðåñåâàõ.
Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî â êàêîé-òî ðàâíîâåñ-
íîé òî÷êå âñÿ êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ ñ áîëüøîé äîëåé âå-
ðîÿòíîñòè â êîíå÷íîì ñ÷åòå áóäåò ñîñòîÿòü èç êëåòîê ñ
îòíîñèòåëüíî êîðîòêîé ÏÊÖ. Ïî-âèäèìîìó, èìåííî òàê
ìîæíî îáúÿñíèòü âûðàæåííóþ îäíîðîäíîñòü ïîñòîÿííîé
ëèíèè L-êëåòîê ïî ÏÊÖ.

Åñëè ýòî ïðåäïîëîæåíèå âåðíî, òî íàëè÷èå äâóõ ïè-
êîâ ÏÊÖ ó êëåòîê Çàéäåëà ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðè-
çíàê íå ïîëíîñòüþ óñòàíîâèâøåéñÿ ëèíèè. Îäíàêî, êàê
áûëî ñêàçàíî, òàêîé èñõîä âîçìîæåí ëèøü ïðè ïðî÷èõ
ðàâíûõ óñëîâèÿõ. Åñëè æå íàëè÷èå äâóõ ïèêîâ — ïîñòî-
ÿííûé ïðèçíàê äàííîé ïîïóëÿöèè, òî êëåòêè ñ áîëåå
äëèííîé ÏÊÖ â ïðîöåññå ðîñòà êóëüòóðû äîëæíû èìåòü
êàêèå-òî èíûå ïðåèìóùåñòâà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè,
èìåþùèìè êîðîòêóþ ÏÊÖ. Íàñêîëüêî âåðíî ýòî ïðåäïî-
ëîæåíèå, ïîêàæóò äàëüíåéøèå íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè
ëèíèè Çàéäåëà è åå ñóáëèíèé; ïîêà êîëè÷åñòâî ïàññàæåé
ýòèõ ñóáëèíèé íåâåëèêî (ïîðÿäêà 30).

Ïî ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîõîæäåíèå
êëåòêè ïî ñòàäèÿì êëåòî÷íîãî öèêëà äîñòàòî÷íî æåñòêî
êîíòðîëèðóåòñÿ ãåíîìîì (Hartwell, Kastan, 1994). Â èñ-
ñëåäóåìûõ íàìè ëèíèÿõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ãåïàòîìû
Çàéäåëà, íàëè÷èå òàêîãî êîíòðîëÿ ïî êðàéíåé ìåðå â îò-
íîøåíèè ÏÊÖ ïîäòâåðæäàåòñÿ êàê çàêîíîìåðíîñòÿìè,

ïðåäñòàâëåííûìè íà ðèñ. 5, à, á, òàê è ïîëó÷åííûìè íàìè
ðàíåå (Ïåòðîâ è äð., 2012). Íåçàâèñèìî îò ïðèíàäëåæíî-
ñòè êëåòîê ê òîé èëè èíîé ëèíèè (ìîíîñëîéíîé ëèíèè Çàé-
äåëà, 9C, 3H èëè L-929) ó ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê ðàçëè÷èå
ïî ÏÊÖ âñåãäà ìåíüøå, ÷åì ó ëþáîé èíîé ïàðû ñëó÷àéíî
îòîáðàííûõ êëåòîê. Î ñòåïåíè ðàçëè÷èÿ ÏÊÖ ó ïàðû äî-
÷åðíèõ êëåòîê ìîæíî ñóäèòü ïî ïðåäëîæåííîìó íàìè â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå êîýôôèöèåíòó ñèììåòðè÷íîñòè äåëåíèÿ
(ÊÑÄ). ×åì íèæå åãî âåëè÷èíà, òåì áîëåå ñèììåòðè÷íî äå-
ëåíèå ìàòåðèíñêîé êëåòêè, ò. å. áîëüøå ñõîäñòâà åå äî÷åðíèõ
êëåòîê ïî èññëåäóåìîìó ïðèçíàêó, â äàííîì ñëó÷àå ïî ÏÊÖ.
Ýòà ñâÿçü îïèñûâàåòñÿ ýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòüþ.
Ïî-âèäèìîìó, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî òàêàÿ çàêîíîìåð-
íîñòü õàðàêòåðíà äëÿ êóëüòèâèðóåìûõ in vitro êëåòîê.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïðèìåðå êëåòîê ãåïàòîìû Çàé-
äåëà âïåðâûå ïîêàçàíà ñâÿçü ÏÊÖ ñ ïàðàìåòðàìè, õàðàêòå-
ðèçóþùèìè ôîðìó êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê (ïëîùàäü
êëåòêè, êîýôôèöèåíòû åå ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè).
Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî íàëè÷èå òàêîé ñâÿçè — òîæå îäíà èç
îáùèõ çàêîíîìåðíîñòåé, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ êëåòîê â êóëü-
òóðå. Òàê ýòî èëè íåò, ïîêàæóò äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Íà÷èíàÿ ñ ðàáîòû, â êîòîðîé èññëåäîâàëè êëîíèðîâà-
íèå êåðàòèíîöèòîâ (Barrandon, Green, 1987), îáðàçóþùè-
åñÿ ïðè ýòîì òðè òèïà êîëîíèé ñòàëè îáîçíà÷àòü òåðìèíà-
ìè ãîëî-, ìåðî- è ïàðàêëîíû. Îíè ðàçëè÷àëèñü êàê ïî
ìîðôîëîãèè, òàê è ïî ïðîëèôåðàòèâíîìó ïîòåíöèàëó
âõîäÿùèõ â íèõ êëåòîê. Òåðìèíû îêàçàëèñü âîñòðåáîâàí-
íûìè åùå è ïîòîìó, ÷òî ïîäîáíûå êîëîíèè ôîðìèðîâà-
ëèñü è ïðè êëîíèðîâàíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïðè÷åì
ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü ãîëîêëîíû, ñîäåðæàùèå ñàìî-
îáíîâëÿþùèåñÿ îïóõîëåèíèöèèðóþùèå êëåòêè ñ âûñî-
êèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, ñòàëè èñïîëüçîâàòü
â êà÷åñòâå òåñòà äëÿ âûÿâëåíèÿ îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (Tan et al., 2011). Ñîãëàñíî ýòîé êëàññèôèêàöèè,
ïî îñîáåííîñòÿì ðîñòà ïîëó÷åííûå íàìè èç ìîíîñëîéíîé
ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà êëåòêè ñóáëèíèé 3H è 9C ìîæíî
îòíåñòè ê ãîëî- è ìåðîêëîíàì ñîîòâåòñòâåííî. Ýòî îçíà-
÷àåò, ÷òî òóìîðîãåííûé ýôôåêò äîëæåí áûòü âûøå ó êëå-
òîê 3H ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè 9C, ÷òî è áûëî ïîäòâåð-
æäåíî íàìè íà êðûñàõ ïðè ââåäåíèè ýòèõ êëåòîê â áðþø-
íóþ ïîëîñòü (Òåðþêîâà è äð., 2016).

Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî áîëåå âûñîêàÿ òóìîðîãåííîñòü
êëåòîê 3H ñâÿçàíà ñ òåì, ÷òî âñå åå êëåòêè ïî ïàðàìåòðó
ÏÊÖ âõîäÿò â ãðóïïó, îáîçíà÷åííóþ íàìè êàê ïèê II, à
ñóáëèíèÿ 9C ëèøü íà 2/3 ñîñòîèò èç êëåòîê, îòíîñÿùèõñÿ
ê ïèêó II. Îäíàêî òàêîé âàðèàíò åñëè è âîçìîæåí, òî,
ïî-âèäèìîìó, ìàëîâåðîÿòåí. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïî ïàðà-
ìåòðó ÏÊÖ ýòè ñóáëèíèè â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè ðàçëè-
÷àþòñÿ (íà 1/3), íàèáîëüøèå è ïðèíöèïèàëüíûå èõ ðàçëè-
÷èÿ ñâÿçàíû, ñêîðåå âñåãî, ñ ôîðìîé êëåòîê. Äàæå âèçó-
àëüíî (ñì. ðèñ. 6) ðàçëè÷èå â ìîðôîëîãèè êëåòîê
î÷åâèäíî. Ýòî ñóáúåêòèâíîå âîñïðèÿòèå ïîäêðåïëÿåòñÿ
ðàñ÷åòíûìè äàííûìè. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êëåòêè ñóáëè-
íèè 3H ñîîòâåòñòâåííî â 2 è â 3 ðàçà ìåíüøå êëåòîê 9C è
èñõîäíîé ëèíèè Çàéäåëà, èìåííî ó êëåòîê 3H îò÷åòëèâî
âûÿâëÿåòñÿ ñâÿçü ìåæäó ÏÊÖ è ïàðàìåòðàìè, õàðàêòåðè-
çóþùèìè ôîðìó êëåòîê (ñì. ðèñ. 7). Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ê
òàêèì ðàçëè÷èÿì âíóòðè ïîïóëÿöèè êëåòîê 3H, ïðîÿâëÿ-
þùèìñÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè, ìîæåò ïðèáàâèòüñÿ ðàç-
ëè÷èå â èõ òóìîðîãåííîñòè ïðè èìïëàíòàöèè æèâîòíûì.
Òàêèå äàííûå ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû â áóäóùåì, åñëè óäà-
ñòñÿ ïîïóëÿöèþ ýòèõ êëåòîê ðàçäåëèòü, íàïðèìåð ïðè ïî-
âòîðíîì êëîíèðîâàíèè, íà ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê, ìàêñè-
ìàëüíî ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ïëîùàäè è êîýôôèöèåíòàì
ðàñïëàñòûâàíèÿ è ïîëÿðèçàöèè.

192 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.



Â öåëîì ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ðàñøèðÿþò íàøè
ïðåäñòàâëåíèÿ î ñóùåñòâóþùèõ ðàçëè÷èÿõ ìåæäó ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè, ïðîèñõîäÿùèìè èç ãîëîê-
ëîíîâ (ñóáëèíèÿ 3Í), è ïðåèìóùåñòâåííî ýïèòåëèîïî-
äîáíûìè êëåòêàìè äâóõ ìîíîñëîéíûõ ëèíèé — ðîäè-
òåëüñêîé ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà è åå
ìåðîêëîíàëüíîé ñóáëèíèè 9C (Òåðþêîâà è äð., 2016). Íî-
âûå äàííûå ïîçâîëÿþò òî÷íåå õàðàêòåðèçîâàòü ñóáïîïó-
ëÿöèþ ÎÑÊ äàííîé îïóõîëè è ñåëåêòèðîâàòü èõ îò îïó-
õîëåâûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ ïðèçíàòåëüíîñòü
Þ. À. Íåãóëÿåâó çà íåîöåíèìóþ ïîìîùü ïðè âûïîëíå-
íèè ïðèæèçíåííîé ìèêðîñêîïèè êëåòî÷íûõ ëèíèé.
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COMPARISON OF CELL CYCLE DURATION IN THE MONOLAYER CELL LINE
OF HEPATOMA ZAJDELA AND ITS SUBLINES 3H AND 9C CULTIVATED IN VITRO

Yu. P. Petrov,1 N. P. Teryukova,1 E. I. Sahenberg, V. A. Ivanov, S. A. Snopov1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064;
1 e-mail: yupe3ov@mail.ru, npter@yandex.ru, snopov@hotmail.com

We studied proliferative features of cells in monolayer line of rat hepatoma Zajdela (the original, parent li-
ne) and in the sublines 3H and 9C cloned from different types of the colonies of the parental line. These subli-
nes also differed by cytomorphometric parameters, by the types of colonies formed at recloning of these cells in
vitro, and by tumorogenicity at transplantation to a rat. Using a time-lapse video of native living cells, we ana-
lyzed the cell cycle duration (CCD) and its relationship to a cell shape. Direct measurement of the CCD (a time
period from mitosis to mitosis) was performed in individual cells of non-synchronized cultures. Average value
of CCD in the parent Zajdela line appeared to be 14.6 ± 0.2 hours, that was higher (at P < 0.05) than in 3H and
9C sublines (13.9 ± 0.2 and 13.5 ± 0.3 hours, respectively). The analysis of CCD distribution histogram showed
that all three lines contained a common population of cells with CCD close to 14 hours. Besides, the parent cell
line had about 1/3 of cells with a higher CCD (16.7 ± 0.2 hours) while the subline 9C had, on the contrary,
1/3 of cells with a lower CCD (12.6 ± 0.1 hours). In addition, the parameters of cell area, coefficient of cell
spreading and coefficient of cell polarization showed the highest correlation to CCD in cells of subline 3H,
which are primarily fibroblast-shaped cells (P < 0.01) : the larger the cell area, the longer the CCD; the more
flattened or polarized the cell is, the shorter its CCD. In the parental cell line and the subline 9C, both consisting
of preferably epithelium-shaped cells, the correlation between CCD and cell shape was less pronounced and
showed the opposite direction, that may be explained by a difference in the origin of the cell lines. When consi-
dering the differences of CCD in the pairs of daughter cells, we introduce the concept of «the coefficient of
symmetry of a cell division». The lower its value, the greater the similarity of CCD in a pair of daughter cells.
Possible connection of the cell parameters studied in vitro to the tumorigenicity of these cells is discussed.

K e y w o r d s: cell cycle, cell shape, division, symmetry, holoclone, meroclone, tumorigenicity.
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