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Ïîâåäåíèå êëåòîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà â îáëàñòè ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû

Ìíîãèå äëèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûå ëèíèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, êàê ïðàâèëî, èìåþò ëèáî ýïèòå-
ëèîïîäîáíóþ ôîðìó, ëèáî ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ. Ïîëó÷åííàÿ íàìè ðàíåå èç àñöèòíîé êóëüòóðû ìîíî-
ñëîéíàÿ ëèíèÿ ãåïàòîìû Çàéäåëà â ñâîåì ñîñòàâå ñîäåðæèò êëåòêè îáîèõ òèïîâ, ãåíåòè÷åñêè ðîäñòâåí-
íûõ, íî ôåíîòèïè÷åñêè ðàçëè÷íûõ. Ýòî ïîçâîëèëî â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèòü ïîâåäåíèå êëåòîê îáî-
èõ òèïîâ ïðè èõ ìèãðàöèè â ñâîáîäíîå ïðîñòðàíñòâî ýêñïåðèìåíòàëüíîé «ðàíû» â îäíèõ è òåõ æå
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Áûëè èññëåäîâàíû ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû: äèíàìèêà ÷èñëåííîñòè êëåòîê â
ýòîì ïðîñòðàíñòâå, ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòîê íà ïîäëîæêó, êîýôôèöèåíò èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ, ñêîðîñòü
ìèãðàöèè è ïðåäëîæåííûé íàìè ïàðàìåòð W — ñòåïåíü ýôôåêòèâíîñòè ìèãðàöèè. Îí õàðàêòåðèçóåò àê-
òèâíîñòü çàïîëíåíèÿ ðàíû êëåòêàìè. Îáíàðóæèëè, ÷òî çàïîëíåíèå ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà (ðàíû) ñíà-
÷àëà èäåò ïðåèìóùåñòâåííî çà ñ÷åò ìèãðàöèè êëåòîê (1-é ýòàï) è óâåëè÷åíèÿ èõ ïëîùàäè ïðîåêöèè íà
ïîäëîæêó, çàòåì (ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 9—10 ÷) ê ýòèì ïðîöåññàì àêòèâíî ïîäêëþ÷àåòñÿ êëåòî÷íîå äå-
ëåíèå (2-é ýòàï). Ïî ïàðàìåòðó W ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè ïðèáëèçèòåëüíî â 1.5 ðàçà ýôôåêòèâíåå çà-
êðûâàþò ðàíó, ÷åì ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, äâèæåíèå êîòîðûõ â áîëüøåé ñòåïåíè ñõîäíî ñ áðîó-
íîâñêèì; â òî æå âðåìÿ ñðåäíÿÿ cêîðîñòü ïåðåäâèæåíèÿ ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê ïðèìåðíî â 2 ðàçà
íèæå, ÷åì ó ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ. Ñðàçó ïîñëå çàêðûòèÿ ðàíà çàïîëíåíà êëåòêàìè áîëüøåãî ðàçìåðà,
÷åì âíå åå. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî òàêîå óâåëè÷åíèå ïëîùàäè êëåòîê ïðåõîäÿùå, ò. å. ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì
èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ âî âðåìÿ ìèãðàöèè â ñâîáîäíîå ïðîñòðàíñòâî ðàíû.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãåïàòîìà, ôèáðîëàñòî- è ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè, êëåòêè â êóëüòóðå, ìèãðà-
öèÿ êëåòîê, ïðîëèôåðàöèÿ, ôîðìà êëåòêè.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ìåòîä èçó÷åíèÿ êëåòîê â óñëîâè-
ÿõ in vitro èìååò âåêîâóþ èñòîðèþ, ëèøü â ïîñëåäíèå
äåñÿòèëåòèÿ îí ïîëó÷èë øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå â ñâÿ-
çè ñ ðàçâèòèåì êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé (Kohn, 2017; Lin
et al., 2017; Yang, Chian, 2017). Ïåðåâîä êëåòîê èç îðãà-
íèçìà â êóëüòóðó, êàê ìîæíî ïîëàãàòü äàæå a priori, â
ïðîöåññå àäàïòàöèè ê íîâûì óñëîâèÿì ñóùåñòâîâàíèÿ
äîëæåí èíèöèèðîâàòü ó íèõ èçìåíåíèå ìîðôîôóíêöèî-
íàëüíûõ ïàðàìåòðîâ. Òàêèì îáðàçîì, âîçðàñòàåò íåîáõî-
äèìîñòü áîëåå ãëóáîêîãî èçó÷åíèÿ áèîëîãèè êëåòîê â
êóëüòóðå.

Êàê èçâåñòíî, ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè, â
ïðîöåññå êîòîðîãî ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ ïî-
ñòîÿííûìè ëèíèÿìè, ïðèîáðåòàÿ óñòîé÷èâûå ìîðôîôóíê-
öèîíàëüíûå ïàðàìåòðû, èõ ôîðìà, êàê ïðàâèëî, èìååò
ëèáî ýïèòåëèîïîäîáíûé òèï (íàïðèìåð, êëåòêè ëè-
íèè HeLa), ëèáî ôèáðîáëàñòîïîäîáíûé (íàïðèìåð, êëåò-
êè ëèíèè L-929). Íàäî ïîëàãàòü, ÷òî â óñëîâèÿõ êóëüòóðû
òàêàÿ òåíäåíöèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ê
ñòàíîâëåíèþ òîé èëè èíîé ôîðìû íå ñëó÷àéíà. Îäíàêî åå
ïðè÷èíû â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåèçâåñòíû. Â ñâÿçè ñ ýòèì
èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ïîâåäåíèÿ in vitro ïîïóëÿöèé, â
êîòîðûõ ñîñóùåñòâóþò êëåòêè îáåèõ ôîðì, èìååò âàæíîå
çíà÷åíèå. Ðàíåå íàìè èç àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà áûëà
ïîëó÷åíà êóëüòóðà ìîíîñëîéíûõ êëåòîê (Òåðþêîâà è äð.,
2013). Îñîáåííîñòüþ ýòîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû îêàçàëîñü

íàëè÷èå â îäíîé è òîé æå ïîïóëÿöèè êàê ýïèòåëèî-, òàê è
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëà ïîñòàâëå-
íà ñëåäóþùàÿ çàäà÷à: èçó÷èòü ïîâåäåíèå â êóëüòóðå êëå-
òîê ãåïàòîìû Çàéäåëà äâóõ ðàçëè÷íûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ
òèïîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê îäíîé è òîé æå ïîïóëÿöèè, â ÷à-
ñòíîñòè ñðàâíèòü äèíàìèêó èçìåíåíèÿ íåêîòîðûõ ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíûõ ïàðàìåòðîâ ýòèõ òèïîâ êëåòîê ïðè çà-
ïîëíåíèè èìè ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ðàíû ìîíîñëîÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà êëåòêàõ ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû
ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñ, ïîëó÷åííûõ íàìè ðàíåå (Òåðþ-
êîâà è äð., 2013). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïîëíîé ðîñòî-
âîé ñðåäå DMEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ñû-
âîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû Sus-Biol (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è
20 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ), â àòìîñôåðå 5 %
ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

Âûðàùèâàëè êëåòêè â ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè
(Orange Scientific, Áåëüãèÿ) äèàìåòðîì 35 ìì äî äîñòèæå-
íèÿ ìîíîñëîåì 80—90%-íîé êîíôëþýíòíîñòè. Çàòåì ñ
ïîìîùüþ ïëàñòèêîâîãî íîñèêà àâòîìàòè÷åñêîãî äîçàòîðà
íàíîñèëè ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ðàíó. Ïîñëå ýòîãî ÷àøêó
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ïîìåùàëè íà ñòîëèê ìèêðîñêîïà AxioObserver.Z1 (Carl
Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ), îáîðóäîâàííîãî
óñòðîéñòâàìè äëÿ äîëãîâðåìåííîãî ïðèæèçíåííîãî íà-
áëþäåíèÿ çà êëåòêàìè (ïîääåðæàíèå îïòèìàëüíûõ òåì-
ïåðàòóðû, âëàæíîñòè è êîíöåíòðàöèè ÑÎ2). Ðåãèñòðàöèþ
èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 20—24 ÷ â ðåæèìå
öåéòðàôåðíîé âèäåîñúåìêè ñ èíòåðâàëàìè âðåìåíè ìåæ-
äó êàäðàìè 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 ïîääåðæèâàëèñü àâòîìàòè÷åñêè
ïðîãðàììîé AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss MicroImaging
GmbH, Ãåðìàíèÿ). Áûëè ïîëó÷åíû âèäåîðîëèêè 4 ïîëåé
çðåíèÿ. Èçîáðàæåíèÿ êëåòîê çàïèñûâàëè â ôîðìàòå JPEG.
Äëÿ àíàëèçà äèíàìèêè çàêðûòèÿ ðàíû è èçìåðåíèÿ ìîð-
ôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êëåòîê â îäíèõ ñëó÷àÿõ èñ-
ïîëüçîâàëè êàæäîå 10-å, â äðóãèõ — êàæäîå 50-å èçîáðà-
æåíèå îäíîãî è òîãî æå ïîëÿ çðåíèÿ, íà÷èíàÿ ñ 1-ãî èçîá-
ðàæåíèÿ âïëîòü äî êîíöà âèäåîðîëèêà, ò. å. â òå÷åíèå
ïðèìåðíî 22 ÷.

Èçìåðåíèÿ ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòîê íà ïîäëîæêó
(ïëîùàäü êëåòêè), èõ êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ
Rp/Ra, à òàêæå ôèêñèðîâàíèå êîîðäèíàò (x è y) ëîêàëèçà-
öèè êëåòîê â ïîëå çðåíèÿ âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû ImageJ 1.48v (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. Natio-
nal 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 áûë ïðåäëîæåí
íàìè ðàíåå äëÿ ìîðôîìåòðèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
(Kuz’minykh, Petrov, 2004). Îí ðàâåí îòíîøåíèþ ðàäèóñà
(Rp), ðàññ÷èòàííîãî èç âåëè÷èíû ïåðèìåòðà êëåòêè, âçÿ-
òîé êàê äëèíà îêðóæíîñòè, è ðàäèóñà (Ra), ðàññ÷èòàííîãî
èç âåëè÷èíû ïëîùàäè êëåòêè, ïðèíÿòîé çà ïëîùàäü êðó-
ãà. Ïðè ìèíèìàëüíîì çíà÷åíèè ýòîãî êîýôôèöèåíòà, ðàâ-
íîãî 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 èñ-
ïîëüçîâàòü âåëè÷èíó íàòóðàëüíîãî ëîãàðèôìà ýòîãî êî-
ýôôèöèåíòà — ln(Rp/Ra), ïîñêîëüêó îòñ÷åò èäåò îò íóëÿ
è øêàëà ñòàíîâèòñÿ áîëåå ðàâíîìåðíîé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ââîäèì íîâûé ïàðàìåòð äëÿ
õàðàêòåðèñòèê ìèãðàöèîííûõ ïîòåíöèé êëåòêè ïðè çà-
êðûòèè ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû — ñòåïåíü ýôôåêòèâíî-
ñòè ìèãðàöèè êëåòêè W. Îí ÷èñëåííî ðàâåí ñîîòíîøå-
íèþ îòðåçêà l (ïî ïðÿìîé îò íà÷àëüíîé òî÷êè ëîêàëèçà-
öèè êëåòêè â ìîìåíò âðåìåíè t0 äî åå êîíå÷íîé òî÷êè â
ìîìåíò âðåìåíè tn) êî âñåìó ïóòè L äâèæåíèÿ äàííîé
êëåòêè çà ïåðèîä îò t0 äî tn. Èíûìè ñëîâàìè, W = l/L. Áî-
ëåå äåòàëüíî îá ýòîì ïàðàìåòðå áóäåò ñêàçàíî â ðàçäåëå
«Ðåçóëüòàòû».

Ðàñ÷åòû ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ, ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ
è ïîñòðîåíèå ãèñòîãðàìì âûïîëíåíû ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû Excel 2010 (MS Corporation, ÑØÀ), â ÷àñòíîñòè
åå ïàêåòà ïëàãèíîâ «Àíàëèç äàííûõ». Ïîñòðîåíèå ðàñ÷åò-
íûõ êðèâûõ ïî ýêñïåðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì ñäåëàíî ñ
èñïîëüçîâàíèåì îïöèè «Fitting» ïðîãðàììû Origin 8 (Ori-
ginLab Corporation, ÑØÀ). Î ñòåïåíè âåðîÿòíîñòè àï-
ïðîêñèìàöèè ðàñ÷åòíûõ çíà÷åíèé ê ýêñïåðèìåíòàëüíûì
ñóäèëè ïî êîýôôèöèåíòó äåòåðìèíàöèè R2, ðàññ÷èòûâàå-

ìîìó àâòîìàòè÷åñêè ïðè ïîëó÷åíèè ëèíèé òðåíäà ïðî-
ãðàììàìè Excel 2010 è Origin 8. Ýòîò êîýôôèöèåíò
èçìåíÿåòñÿ îò 0 äî 1. ×åì áëèæå ê ýêñïåðèìåíòàëü-
íûì òî÷êàì ïðîõîäèò ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ, ò. å. ÷åì áëèæå
ê 1 êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè, òåì âûøå âåðîÿòíîñòü
òîãî, ÷òî äàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
çíà÷åíèé îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì äàííîé ðàñ÷åòíîé
êðèâîé.

Ðåçóëüòàòû

Îáùåå ïðåäñòàâëåíèå î çàïîëíåíèè êëåòêàìè ìîíî-
ñëîéíîé ëèíèè Çàéäåëà ïðîñòðàíñòâà ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ðàíû äàåò ðèñ. 1, íà êîòîðîì â îäíîì è òîì æå ïîëå çðå-
íèÿ ìîæíî âèäåòü ðàñïîëîæåíèå êëåòîê âî âðåìÿ íàáëþ-
äåíèÿ íà ñðîêàõ 0, 5.5, 11, 16.5 è 22 ÷ ïîñëå íàíåñåíèÿ
ðàíû. Íà ðèñ. 1 êîíòóðîì âûäåëåíû îòîáðàííûå íàìè
(ïðîèçâîëüíî) äâå ãðóïïû êëåòîê — ýïèòåëèîïîäîáíîãî
(à, á) è ôèáðîáëàñòîïîäîáíîãî (â, ã) òèïîâ. Îòáîð êëåòîê
â ãðóïïû áûë ñóáúåêòèâåí è îñíîâàí íà âèçóàëüíîì ðàç-
ëè÷èè èõ ôîðìû è ñòåïåíè ïîäâèæíîñòè (ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûå êëåòêè â îòëè÷èå îò ýïèòåëèîïîäîáíûõ àêòèâ-
íî îáðàçóþò ôèëîïîäèè è áîëåå ïîäâèæíû). Çàìåòèì
ñðàçó, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà îòìå÷åííûõ êëåòîê íà ïîçä-
íèõ ñðîêàõ ñâÿçàíî ñ ïîÿâëåíèåì èõ äî÷åðíèõ (è äàæå
âíó÷àòûõ) ïîòîìêîâ.

Êàê ïîêàçûâàåò âèçóàëüíûé àíàëèç, â íà÷àëå íàáëþ-
äåíèÿ îòîáðàííàÿ ãðóïïà ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê íà-
õîäèòñÿ ó ñàìîãî êðàÿ ðàíû, ïðè ýòîì êëåòêè ïëîòíî ðàñ-
ïîëîæåíû îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà, îáðàçóÿ ÷àñòü åäèíî-
ãî ïëàñòà. Ïî ìåðå çàêðûòèÿ ðàíû âñÿ ãðóïïà ýòèõ êëåòîê
ïåðåìåùàåòñÿ ê öåíòðó âìåñòå ñ äðóãèìè ñîñåäíèìè
êëåòêàìè. Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå, ÷òî èññëåäóåìàÿ
ãðóïïà êëåòîê ïîñòåïåííî ïåðåñòàåò áûòü åäèíûì ïëàñ-
òîì, ïîýòîìó â êîíöå íàáëþäåíèÿ îíè (è èõ ïîòîìêè) äî-
ñòàòî÷íî ðàçîáùåíû.

Îòîáðàííûå íàìè äëÿ àíàëèçà ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå
êëåòêè â íà÷àëå íàáëþäåíèÿ íàõîäÿòñÿ â ñâîáîäíîì ïðî-
ñòðàíñòâå ðàíû, íå îáðàçóÿ åäèíîãî ïëàñòà. Ýòè êëåòêè
ïîäâèæíû, ïîñòîÿííî ìåíÿþò ñâîþ ëîêàëèçàöèþ. Òåì íå
ìåíåå â êîíöå íàáëþäåíèÿ, îñòàâàÿñü îòíîñèòåëüíî ðàç-
îáùåííûìè, îíè îêàçûâàþòñÿ â öåíòðå ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ðàíû. Ìû àíàëèçèðîâàëè ïîâåäåíèå êëåòîê — êàê
îòîáðàííûõ íàìè èçíà÷àëüíî, òàê è èõ ïîòîìêîâ.

Ì è ã ð à ö è ÿ è ï ð î ë è ô å ð à ö è ÿ — î ñ í î â í û å
ñ î ñ ò à â ë ÿ þ ù è å ä â ó õ ý ò à ï í î ã î ï ð î ö å ñ ñ à ç à -
ï î ë í å í è ÿ «ð à í û» ê ë å ò ê à ì è (1). ×òîáû ïðîñëåäèòü
äèíàìèêó çàêðûòèÿ ðàíû âñëåäñòâèå ðîñòà â íåé ÷èñëà
êëåòîê, ìû óñëîâíî ðàçäåëèëè ïðîñòðàíñòâî ðàíû íà íå-
ñêîëüêî ñåêòîðîâ. Ýòî âàæíî, ïîñêîëüêó íàïðàâëåííàÿ
ìèãðàöèÿ êëåòîê ñîçäàåò ÷èñëåííûé ãðàäèåíò îò êðàåâ
ðàíû äî åå öåíòðàëüíîé ÷àñòè. ×òîáû ðàññ÷èòàòü çàâèñè-
ìîñòü ñòåïåíè çàêðûòèÿ ðàíû îò ýòîãî ãðàäèåíòà, èçîáðà-
æåíèÿ áûëè ðàçäåëåíû (óñëîâíî) íà ñåêòîðû (ïîëîñû)
øèðèíîé ïî 70 ïèêñåëåé ïàðàëëåëüíî öåíòðàëüíîé îñè
ðàíû (ðèñ. 2). Äëÿ óäîáñòâà ïîäñ÷åòà êëåòîê â àâòîìàòè-
÷åñêîì ðåæèìå êàæäóþ èç íèõ ïî öåíòðó ïîìå÷àëè òî÷-
êîé. Çàòåì ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî òî÷åê â êàæäîì ñåêòîðå
(ïîëîñêå).

Òàêèì ñïîñîáîì àíàëèçèðîâàëèè èçîáðàæåíèÿ îäíî-
ãî ïîëÿ çðåíèÿ ÷åðåç êàæäûå 20 ìèí, ò. å. âñåãî áûëî èñ-
ïîëüçîâàíî áîëüøå 60 èçîáðàæåíèé. Îäíàêî óñðåäíÿòü
÷èñëî êëåòîê â ñîîòâåòñòâóþùèõ ñåêòîðàõ, èñïîëüçóÿ
âñå èçîáðàæåíèÿ, íå ñîâñåì êîððåêòíî, ïîñêîëüêó â ïåð-

298 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà çàïîëíåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû ìîíîñëîÿ êëåòîê ëèíèè Çàéäåëà â òå÷åíèå 22 ÷.

Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷åíû ÷åðåç 0, 5.5, 11, 16.5 è 22 ÷. Íà îäíèõ è òåõ æå ïîñëåäîâàòåëüíî ñíÿòûõ îðèãèíàëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ êîíòóðîì îáâåäåíû èçó-
÷åííûå ýïèòåëèîïîäîáíûå (à, á) è ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå (â, ã) êëåòêè. Ðÿäîì ñïðàâà ñîîòâåòñòâåííî ïðåäñòàâëåíû øòðèõîâûå èçîáðàæåíèÿ òåõ æå

ïîëåé çðåíèÿ ñ îêîíòóðåííûìè êëåòêàìè. Ïîëÿ èçîáðàæåíèÿ ïîâåðíóòû òàê, ÷òîáû îñü ðàíû áûëà ãîðèçîíòàëüíîé.



âûå ÷àñû â ñåêòîðàõ, áëèçêèõ ê öåíòðó ðàíû, êëåòêè îò-
ñóòñòâóþò. ×òîáû àíàëèç äèíàìèêè çàïîëíåíèÿ ñåêòîðà
êëåòêàìè áûë àäåêâàòíûì, äëÿ ðàñ÷åòîâ èñïîëüçîâàëè
òîëüêî òå èçîáðàæåíèÿ, íà êîòîðûõ áûëè âèäíû êëåòêè,
äîñòèãøèå öåíòðàëüíûõ ñåêòîðîâ (íîìåðà 5—7). Äëÿ èë-
ëþñòðàöèè âûÿâëåííîé çàêîíîìåðíîñòè ïðèâîäèì äàí-

íûå ñðåäíèõ ïîñåêòîðíûõ çíà÷åíèé ÷èñëà êëåòîê, èñ-
ïîëüçóÿ ëèøü ïîñëåäíèå 5 èçîáðàæåíèé (âðåìÿ 20—22 ÷)
äàííîãî ïîëÿ çðåíèÿ (ðèñ. 3). Êàê âèäíî, ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå òî÷êè ìîæíî óäîâëåòâîðèòåëüíî ýêñòðàïîëèðîâàòü â
âèäå êàê ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè (à), òàê è ýêñïîíåíöèàëü-
íîé (á). Ïðåæäå ÷åì îòäàòü ïðåäïî÷òåíèå òîìó èëè èíî-

300 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 1 (ïðîäîëæåíèå).



ìó ðåçóëüòàòó, ïðåäñòàâèì ïðîöåññ çàêðûòèÿ ðàíû àáñò-
ðàêòíî.

Äîïóñòèì, ÷òî ñðåäíÿÿ ñêîðîñòü äâèæåíèÿ âñåõ êëå-
òîê â ðàíó îäíà è òà æå. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â êàæäûé äàí-
íûé ìîìåíò âðåìåíè ëþáîé ñåêòîð áóäåò çàïîëíÿòüñÿ îä-
íèì è òåì æå êîëè÷åñòâîì êëåòîê, îäíàêî ïðè íàñûùåíèè
ñåêòîðà êëåòêàìè èõ ÷èñëî â íåì äîëæíî îñòàâàòüñÿ ïî-
ñòîÿííûì. Òåì íå ìåíåå â êàæäîì ïîñëåäóþùåì (áëèæå ê
ñåðåäèíå ðàíû) ñåêòîðå óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê (ïðè
äâèæåíèè áåç óñêîðåíèÿ) áóäåò ðàñòè ëèíåéíî (y =
= ax + b). Î÷åâèäíî, ÷òî ñëîæåíèå ïîñåêòîðíûõ çíà÷åíèé
âî âðåìåíè òîæå äàñò ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü. Èñõîäÿ èç
ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ïîñòðîåíû ðàñ÷åòíûå ëèíèè îòíî-
ñèòåëüíî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ òî÷åê íà ðèñ. 3, à. Íåñìîòðÿ
íà òî ÷òî ïîëó÷åíî íåïëîõîå ñîîòâåòñòâèå ðàñ÷åòíûõ çíà-
÷åíèé (ñïëîøíûå ëèíèè) ýêñïåðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì
(êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè R2 ðàâåí 0.91 äëÿ ëåâûõ è
0.90 äëÿ ïðàâûõ òî÷åê), ñëåäóåò ïðèíÿòü âî âíèìàíèå åùå
îäèí ôàêò.

Êëåòêè íå òîëüêî ìèãðèðóþò â ðàíó, íî è âñòóïàþò â
ìèòîç. Åñëè â ïåðâîì ñëó÷àå ðîñò ÷èñëà êëåòîê èäåò ëè-
íåéíî, òî âî âòîðîì — ïî ýêñïîíåíòå, ïðè ýòîì â äàííîì
ñåêòîðå êëåòêè óâåëè÷èâàþò ñâîþ ÷èñëåííîñòü áåç ìèã-
ðàöèè. ×åì áîëüøå êëåòîê â äàííûé ìîìåíò áûëî â ñåê-
òîðå, òåì ñèëüíåå âîçðàñòàåò èõ ÷èñëî çà ñ÷åò ìèòîçà.
×òîáû ïðèíÿòü âî âíèìàíèå ýòîò àðãóìåíò, íåîáõîäèìî

áûëî ïðîâåðèòü ñîîòâåòñòâèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷å-
íèé è ýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòè (ðèñ. 3, á). Êîýô-
ôèöèåíòû äåòåðìèíàöèè â äàííîì ñëó÷àå ñîîòâåòñòâåííî
ðàâíû 0.92 è 0.97. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îíè âûðîñëè íåçíà-
÷èòåëüíî, ôîðìàëüíî ýòî ÿâëÿåòñÿ îñíîâàíèåì îòäàòü
ïðåäïî÷òåíèå â ïîëüçó ýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòè.

Ïðåäñòàâëåííûé íà ðèñ. 3 ðåçóëüòàò íè÷åãî íå ãîâî-
ðèò îá îòíîñèòåëüíîì âêëàäå êàæäîãî èç äâóõ ïðîöåñ-
ñîâ — ìèãðàöèè è äåëåíèÿ êëåòîê — â çàêðûòèå ðàíû âî
âðåìåíè. Îöåíèòü ýòîò âêëàä ìîæíî íà îñíîâàíèè äàí-
íûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 4. Íà íåì ïîêàçàíà äèíà-
ìèêà èçìåíåíèÿ ÷èñëà êëåòîê íå ïî âñåé øèðèíå ðàíû, à
òîëüêî ñóììàðíî â äâóõ åå ñåêòîðàõ (òðåòüèõ îò êðàåâ
ðàíû, ò. å. 3-ãî è 7-ãî). Ýòî ñäåëàíî äëÿ òîãî, ÷òîáû íå èñ-
ïîëüçîâàòü êðàéíîñòè, ïîñêîëüêó ïîíÿòíî, ÷òî â íà÷àëå
íàáëþäåíèÿ â öåíòðàëüíûõ ñåêòîðàõ êëåòîê åùå íåò, à â
êîíöå äîëæíî áûòü íàñûùåíèå èìè â êðàéíèõ ñåêòîðàõ.
Êàê ìîæíî çàìåòèòü, ðîñò ÷èñëà êëåòîê ïðèìåðíî äî
9—10 ÷ ïðîèñõîäèò ìåäëåííî, à çàòåì ðåçêî óñêîðÿåòñÿ,
óêàçûâàÿ íà äâóõýòàïíûé ïðîöåññ çàêðûòèÿ ðàíû. È äëÿ
ïåðâîãî, è äëÿ âòîðîãî ýòàïîâ ðîñò çíà÷åíèé ÷èñëà êëåòîê
â ïåðâîì ïðèáëèæåíèè õîðîøî àïïðîêñèìèðóåòñÿ ëèíåé-
íîé çàâèñèìîñòüþ (y = ax + b).

Îòêðîâåííî ãîâîðÿ, äàííûå íà ðèñ. 4 ñ íåìåíüøèì
ñîîòâåòñòâèåì ìîæíî ïðåäñòàâèòü (îïèñàòü) è â âèäå
S-îáðàçíîé êðèâîé. Îäíàêî ïðèîðèòåòîì äîëæíà áûòü íå
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Ðèñ. 2. Ïðèìåð ïîäãîòîâêè ïîëÿ çðåíèÿ äëÿ àíàëèçà ìèãðàöèè êëåòîê Çàéäåëà â ðàíó.

Ïðåäñòàâëåíî ïîëå çðåíèÿ òîëüêî ïîñëåäíåé âðåìåíí *îé òî÷êè íàáëþäåíèÿ. Ñëåâà — îðèãèíàëüíîå èçîáðàæåíèå, ñïðàâà — òî æå èçîáðàæåíèå, ïîäãî-
òîâëåííîå äëÿ ïîäñ÷åòà êëåòîê: êàæäàÿ êëåòêà ïîìå÷åíà òî÷êîé, ñåêòîðà ïðîíóìåðîâàíû.

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ïîñåêòîðíîãî ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëåòîê Çàéäåëà ïî ïÿòè ïîñëåäíèì âðåìåíí *ûì òî÷êàì îòíîñèòåëüíî âðåìåíè
ïîÿâëåíèÿ ïåðâûõ êëåòîê â öåíòðå ðàíû.

Îáúÿñíåíèå ñì. â òåêñòå. Òåìíûå è ñâåòëûå êðóæêè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ÷èñëà êëåòîê â ñåêòîðàõ ñîîòâåòñòâåííî ïî îáå ñòîðîíû îò îñè ðàíû, âåðòè-
êàëüíûå îòðåçêè — îøèáêà ñðåäíåãî. Ñïëîøíûå ëèíèè — ðàñ÷åòíûå êðèâûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèíåéíîé (à) è ýêñïîíåíöèàëüíîé (á) çàâèñèìîñòåé.



ñòîëüêî ôîðìàëèçàöèÿ äàííûõ, ñêîëüêî èõ áèîëîãè÷å-
ñêèé ñìûñë. Îïèñàíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ñ ïî-
ìîùüþ S-îáðàçíîé çàâèñèìîñòè íå èñêëþ÷àåò, à äàæå,
íàïðîòèâ, óêàçûâàåò íà ñëîæíûé õàðàêòåð ïðîöåññà, íà
åãî ìíîãîôàêòîðíîñòü. Ïðè ýòîì âûäåëèòü âêëàä îòäåëü-
íûõ ôàêòîðîâ âî âðåìåíè íåâîçìîæíî. Îïèðàÿñü æå íà
ðåçóëüòàò ðèñ. 4, ìîæíî óâåðåííåå ïîëàãàòü, ÷òî íà
1-ì ýòàïå çàêðûòèå ðàíû êëåòêàìè îáîèõ òèïîâ (ýïèòå-
ëèî- è ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè) èäåò ïðåèìóùåñòâåííî
çà ñ÷åò ìèãðàöèè êëåòîê â ðàíó, à íà 2-ì ýòàïå íà÷èíàåò
âîçðàñòàòü âêëàä â ýòîò ïðîöåññ ÷èñëà êëåòîê â ðåçóëüòà-
òå èõ ðàçìíîæåíèÿ.

Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíà äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ÷èñëà
êëåòîê îáîèõ òèïîâ â ðàíå. Âèäíî, ÷òî ïðèáëèçèòåëüíî
÷åðåç 9—10 ÷ ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû ñêîðîñòü ðîñòà èõ
÷èñëà óâåëè÷èâàåòñÿ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà. Ýòî ñëåäóåò èç
äâóêðàòíîãî ðàçëè÷èÿ êîýôôèöèåíòîâ a (0.79 � 0.07 è
1.76 � 0.06, P < 0.01) ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàñ÷åòíûõ ëèíåé-
íûõ óðàâíåíèé (y1 = 0.79x + 21.3; y2 = 1.76x + 13.2).

Ð à ç ë è ÷ è ÿ ì è ã ð à ö è è ý ï è ò å ë è î- è ô è á ð î -
á ë à ñ ò î ï î ä î á í û õ ê ë å ò î ê (2). Î ðàçëè÷èÿõ ìèãðà-
öèè ðàçíûõ òèïîâ êëåòîê Çàéäåëà â ñâîáîäíîå ïðîñòðàí-
ñòâî ðàíû ìû ñóäèì ïî ïðåäëîæåííîìó íàìè ïàðàìåò-
ðó W. Îäíàêî ïðåæäå ÷åì ïåðåéòè ê äàííûì ýòîãî
êëåòî÷íîãî ïàðàìåòðà, ñëåäóåò ñäåëàòü íåñêîëüêî ââîä-
íûõ çàìå÷àíèé. Çàêðûòèå ðàíû ìîæåò ïðîèñõîäèòü ïî
äâóì ñöåíàðèÿì: ëèáî â ðåçóëüòàòå äâèæåíèÿ âñåãî êëå-
òî÷íîãî ìîíîñëîÿ êàê öåëîñòíîé ñòðóêòóðû, ëèáî ïîñðåä-
ñòâîì ìèãðàöèè êëåòîê â ðàíó ïî îòäåëüíîñòè êàê èíäè-
âèäóàëüíûõ íåçàâèñèìûõ äðóã îò äðóãà îáúåêòîâ (Êðàõ-
ìàëü è äð., 2015). Ïðè ýòîì äâèæåíèå îòäåëüíûõ êëåòîê â
îáëàñòü ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà ìîæåò áûòü ëèáî ïàñ-
ñèâíûì (ïî òèïó áðîóíîâñêîãî äâèæåíèÿ), ò. å. íîñèòü
÷åðòû ñëó÷àéíîãî ïðîöåññà, ëèáî ïðîèñõîäèòü íàïðàâ-
ëåííî (âåêòîðíî), ò. å. ÿâëÿòüñÿ çàêîíîìåðíûì ïðîöåñ-
ñîì, óêàçûâàþùèì íà òåñíóþ ñâÿçü ìåæäó ðàíîé (êàê
ñâîáîäíîé îò êëåòîê ïîâåðõíîñòüþ ñóáñòðàòà) è ïîäâèæ-
íîñòüþ êëåòêè (êàê åå àòðèáóòîì). Òàêèì îáðàçîì, ñëåäó-

302 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ñóììàðíîãî ÷èñëà êëåòîê â îáëàñòè 3-ãî è
7-ãî ñåêòîðîâ (ñì. ðèñ. 2) ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû â ïðîöåññå
åå çàêðûòèÿ êëåòêàìè Çàéäåëà, èñïîëüçóÿ èçîáðàæåíèÿ äàííî-

ãî ïîëÿ çðåíèÿ ñ èíòåðâàëîì â 1.5 ÷.

Òåìíûå è ñâåòëûå çíà÷êè — ñîîòâåòñòâåííî ÷èñëåííîñòü êëåòîê â òå÷å-
íèå 1-ãî è 2-ãî ýòàïîâ çàêðûòèÿ ðàíû. Ñïëîøíûå ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþ-

ùèå êðèâûå ëèíåéíîé ðåãðåññèè ÷èñëåííûõ çíà÷åíèé (y = ax + b).

Ðèñ. 5. Äâóõñòàäèéíîå èçìåíåíèå ÷èñëà êëåòîê â ðåçóëüòàòå
äåëåíèÿ ÷àñòè îòîáðàííûõ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ôèáðîáëàñòî- è

ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê (îáå âûáîðêè îáúåäèíåíû).

Ñïëîøíûå ëèíèè — ðàñ÷åòíûå êðèâûå ëèíåéíîé ðåãðåññèè (y = ax + b)
÷èñëåííîñòè êëåòîê íà 1-ì ýòàïå íàáëþäåíèÿ (òåìíûå êðóæêè) è íà 2-ì
(ñâåòëûå êðóæêè). Êîýôôèöèåíòû äåòåðìèíàöèè ñîîòâåòñòâåííî ðàâíû

0.92 è 0.97.

Ðèñ. 6. Ïàðàìåòðû ìèãðàöèè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ (Ô) è ýïèòåëèîïîäîáíûõ (Ý) êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà: ñòåïåíü ýôôåêòèâíî-
ñòè ìèãðàöèè W (à) è ñóììàðíûé ïóòü êëåòîê L (á).

l — ðàññòîÿíèå ìåæäó òî÷êàìè ëîêàëèçàöèè êëåòêè íà ïåðâîì (0 ÷) è ïîñëåäíåì (22 ÷). Áóêâû «Ô» è «Ý» ïðè ïàðàìåòðå óêàçûâàþò íà òèï êëåòîê.
Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (ñòîëáèêè) è èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè).



åò ðàçëè÷àòü ìèãðàöèþ îòäåëüíûõ êëåòîê è ãðóïï êëåòîê.
Â ïåðâîì ñëó÷àå íàïðàâëåííîñòü ìèãðàöèè íåîïðåäåëåí-
íà (êëåòêè íåçàâèñèìû äðóã îò äðóãà, ïîýòîìó èõ âåêòîðû
äâèæåíèÿ èíäèâèäóàëüíû). Âî âòîðîì ñëó÷àå êëåòêè,
ëèáî âçàèìîäåéñòâóÿ äðóã ñ äðóãîì, ëèáî îäèíàêîâî ðåà-
ãèðóÿ íà âíåøíèé ôàêòîð, äâèæóòñÿ â îäíîì íàïðàâëå-
íèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì ñóäèòü î íàïðàâëåííîñòè äâèæåíèÿ
ðàçëè÷íûõ êëåòîê ïî ïàðàìåòðó W ìîæíî òîëüêî â òîì
ñëó÷àå, åñëè ñðàâíèâàþòñÿ åãî ñðåäíèå âåëè÷èíû ãðóïï
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ (â äàí-
íîì ñëó÷àå ôàêòîðîì, îáúåäèíÿþùèì êëåòêè, ÿâëÿåòñÿ

ñâîáîäíîå îò êëåòîê ïðîñòðàíñòâî ðàíû). Èñïîëüçîâàíèå
ýòîãî ïàðàìåòðà ïî îòíîøåíèþ ê îòäåëüíî âçÿòîé êëåòêå
õàðàêòåðèçóåò ýôôåêòèâíîñòü åå äâèæåíèÿ â îäíîì èç íà-
ïðàâëåíèé, ò. å. âåêòîð åå äâèæåíèÿ ìîæåò áûòü íàïðàâ-
ëåí â ëþáóþ ñòîðîíó, âîçìîæíî è â ðàíó. Åñëè îíà äâè-
æåòñÿ õàîòè÷íî, òî âåëè÷èíà W íèçêàÿ, åñëè áóäåò ïðåä-
ïî÷èòàòü êàêîå-òî ñâîå èíäèâèäóàëüíîå íàïðàâëåíèå, òî
ýòîò ïàðàìåòð áóäåò ðàñòè. Ê ñëîâó ñêàçàòü, åñëè âûáîðêà
êëåòîê äîñòàòî÷íî âåëèêà è îíè äâèãàþòñÿ õàîòè÷íî, òî
ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà W (ñ ó÷åòîì çíàêà âåêòîðà) òàêîé ãðóï-
ïû êëåòîê áóäåò ñòðåìèòüñÿ ê íóëþ.

Ïîâåäåíèå êëåòîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà â îáëàñòè ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû 303

Ðèñ. 7. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó S (à, á), êîýôôèöèåíòà ðàñïëàñòûâàíèÿ ln(Rp/Ra) (â, ã) è äëèíû
«ïðîáåãà» L çà 20 ìèí (ä, å) ôèáðîáëàñòîïîäîáîé (Ô, ñâåòëûå ñòîëáöû) è ýïèòåëèîïîäîáíîé (Ý, òåìíûå ñòîëáöû) êëåòîê.

M — ìàòåðèíñêèå êëåòêè, d1 — äî÷åðíèå êëåòêè, d2 — âíó÷àòûå êëåòêè. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (ñòîëáèêè) è èõ îøèáêè (âåðòèêàëüíûå îò-
ðåçêè).



Äàííûå ïàðàìåòðà W äëÿ êëåòîê Çàéäåëà ïðåäñòàâëå-
íû íà ðèñ. 6, à. Âèäíî, ÷òî W ó ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ
êëåòîê çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ó ýïèòåëèîïîäîáíûõ
(P < 0.01). Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî ýòîò ôàêò ïðîòèâî-
ðå÷èò åñòåñòâåííîé ñïîñîáíîñòè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ
êëåòîê àêòèâíî ïåðåäâèãàòüñÿ ïî ïîäëîæêå. Îäíàêî åãî
ëåãêî îáúÿñíèòü, åñëè îáðàòèòüñÿ ê ðåçóëüòàòó, ïðåäñòàâ-
ëåííîìó íà ðèñ. 6, á. Êàê âèäíî, ñóììàðíûé ïóòü (L) ôèá-
ðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê çà âðåìÿ íàáëþäåíèÿ ïî÷òè
âäâîå ïðåâûøàåò ýòó æå âåëè÷èíó ýïèòåëèîïîäîáíûõ
êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ âåëè÷èíû l ó íèõ ïðàêòè÷åñêè îäíè
è òå æå. Îòñþäà ñëåäóåò, ÷òî ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè
áîëåå öåëåíàïðàâëåííî èäóò â ñâîáîäíîå ïðîñòðàíñòâî
ðàíû, ÷åì ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå. Íàïðàâëåííîñòü (âåê-
òîðíîñòü) ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê â ñòîðîíó ñâî-
áîäíîãî ïðîñòðàíñòâà ðàíû êàê ñïåöèôè÷íàÿ õàðàêòåðè-
ñòèêà ó ýòèõ êëåòîê îòñóòñòâóåò. Îíè àêòèâíî ïåðåäâèãà-
þòñÿ â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ (ïî òèïó áðîóíîâñêîãî
äâèæåíèÿ), êîíòàêòèðóÿ ïðè ýòîì ñ äðóãèìè êëåòêàìè,
ïåðåìåùàþùèìèñÿ â ñâîáîäíîå ïðîñòðàíñòâî ðàíû. Â ðå-
çóëüòàòå äâèæåíèå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê â ðàíó

ñòàíîâèòñÿ çàâèñèìûì îò íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè äðóãèõ
êëåòîê. Êîñâåííî íà ýòî óêàçûâàåò îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé
ïî âåëè÷èíå l ìåæäó ýïèòåëèî- è ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè
êëåòêàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà.

Ð à ç ë è ÷ è ÿ ý ï è ò å ë è î- è ô è á ð î á ë à ñ ò î ï î ä î á -
í û õ ê ë å ò î ê ï î ï ë î ù à ä è ï ð î å ê ö è è í à ï î ä -
ë î æ ê ó, ê î ý ô ô è ö è å í ò ó ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è ÿ è ñ ê î -
ð î ñ ò è ä â è æ å í è ÿ (3). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî èçíà÷àëüíî
îòîáðàííûå ãðóïïû êëåòîê ïî ÷èñëåííîñòè íåáîëüøèå,
ïðîâåñòè àíàëèç ñðåäíèõ çíà÷åíèé íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ
ïàðàìåòðîâ âïîëíå âîçìîæíî. Âî-ïåðâûõ, èçìåðåíèå ïà-
ðàìåòðîâ êàæäîé êëåòêè ïðîâîäèëè èíäèâèäóàëüíî ÷åðåç
êàæäûå 20 ìèí, ÷òî äàâàëî äîñòàòî÷íîå ÷èñëî èçìåðåíèé
êàê ïî êàæäîé êëåòêå, òàê è ãðóïïû â öåëîì. Âî-âòîðûõ,
êàê óæå óïîìèíàëîñü, èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè è íà êëåò-
êàõ-ïîòîìêàõ. Ðåçóëüòàòû ðàñ÷åòà ñðåäíèõ âåëè÷èí ïëî-
ùàäè ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 7.

Êàê ìîæíî âèäåòü, âèçóàëüíûé (ñóáúåêòèâíûé) îòáîð
êëåòîê ïî ïðèíàäëåæíîñòè ê òîìó èëè èíîìó êëåòî÷íîìó
òèïó îáúåêòèâíî ïîäòâåðæäàåòñÿ ðàñ÷åòíûìè äàííûìè.
Ïëîùàäü ïðîåêöèè íà ïîäëîæêó ó ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ
êëåòîê íèæå (P < 0.01), íî ýòîò ôàêò íå ñòîëü âàæåí, ïî-
ñêîëüêó ïàðàìåòð íåñïåöèôè÷åí êàê ïðèçíàê ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó ýïèòåëèàëüíûìè è ôèáðîáëàñòíûìè êëåòêà-
ìè. Îäíàêî ó òåõ è ó äðóãèõ âûÿâëåíà îäíà è òà æå òåí-
äåíöèÿ — ïî ìåðå çàêðûòèÿ ðàíû ó êëåòîê ïîñëåäóþùèõ
ïîêîëåíèé ïðîèñõîäèò óìåíüøåíèå ýòîãî ïàðàìåòðà
(ðèñ. 7, á).

Êëåòêè îáåèõ ãðóïï ðåçêî ðàçëè÷àëèñü ïî êîýôôèöè-
åíòó ðàñïëàñòûâàíèÿ (P < 0.001) (ðèñ. 7, â). ×åì âûøå
çíà÷åíèå ýòîãî ïàðàìåòðà, òåì áîëüøå ó êëåòêè ôèëîïî-
äèé. Ïîýòîìó áîëåå âûñîêèå çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòà ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ õàðàêòåðíû äëÿ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëå-
òîê. Â ïðîöåññå çàêðûòèÿ ðàíû ýòîò ïàðàìåòð îñòàåò-
ñÿ ñòàáèëüíûì ó ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê ïî ìåðå
èõ ðàçìíîæåíèÿ, íî ñíèæàåòñÿ ó ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ
(ðèñ. 7, ã), ÷òî ñïîñîáñòâóåò ïîñòåïåííîìó íèâåëèðîâà-
íèþ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ðàçëè÷èé êëåòîê îáåèõ ãðóïï.
Ïî-âèäèìîìó, ýòî òîæå ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíèåì ðàçìåðà
êëåòîê ïðè ôîðìèðîâàíèè ìîíîñëîÿ.

Íàëè÷èå ôèëîïîäèé ñïîñîáñòâóåò êëåòî÷íîé ïî-
äâèæíîñòè. Ïîýòîìó íåóäèâèòåëüíî, ÷òî áûëî îáíàðóæå-
íî ðàçëè÷èå, ïðè÷åì äâóêðàòíîå, ñêîðîñòè äâèæåíèÿ ïî
ñóáñòðàòó ó îòîáðàííûõ ãðóïï êëåòîê (P < 0.01; ðèñ. 7, ä).
Â ïðîöåññå ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê ýòîò ïàðàìåòð, êàê è êî-
ýôôèöèåíò ðàñïëàñòûâàíèÿ, íà÷èíàë óìåíüøàòüñÿ ëèøü
ó ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê 3-ãî ïîêîëåíèÿ, â òî âðå-
ìÿ êàê ó ýïèòåëèîïîäîáíûõ îí ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëñÿ
(ðèñ. 7, å).

È ç ì å í å í è ÿ ï ë î ù à ä è ï ð î å ê ö è è ê ë å ò î ê â
ï ð î ö å ñ ñ å ç à ê ð û ò è ÿ ð à í û (4). Äèíàìèêà èçìåíåíèé
ñðåäíåé ïëîùàäè ïðîåêöèè ôèáðîëàñòî- è ýïèòåëèîïî-
äîáíûõ êëåòîê ïîêàçàíà íà ðèñ. 8, à (ñîîòâåòñòâåííî
ñâåòëûå è òåìíûå êðóæêè). Íåòðóäíî çàìåòèòü, ÷òî â ïå-
ðèîä äî 9—10 ÷ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ýòîãî êëåòî÷íîãî
ïàðàìåòðà, çàòåì ïëîùàäü êëåòîê íà÷èíàåò óìåíüøàòüñÿ.
Áîëåå îò÷åòëèâî ýòà òåíäåíöèÿ ïðîñëåæèâàåòñÿ ó ýïèòå-
ëèîïîäîáíûõ êëåòîê. Ñêîðåå âñåãî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî
â âûáîðêó áûëè âêëþ÷åíû êàê âñòóïàþùèå â ìèòîç êëåò-
êè, òàê è âûõîäÿùèå èç íåãî, ò. å. ìåëêèå îêðóãëûå êëåò-
êè. Îòñëåäèòü ïåðèîä âûõîäà èç ìèòîçà ìàòåðèíñêèõ êëå-
òîê òåõíè÷åñêè áûëî íåâîçìîæíî. Ó äî÷åðíèõ êëåòîê
ðàçìåð ìåíÿëñÿ êàê äî, òàê è ïîñëå ìèòîçà. Íàáëþäåíèå
çà âíó÷àòûìè êëåòêàìè áûëî êðàòêîâðåìåííûì, ïîýòîìó

304 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 8. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ñðåäíåé ïëîùàäè ïðîåêöèè êëåòîê
íà ïîäëîæêó â çàâèñèìîñòè îò èõ òèïà (a) è ñóììàðíîé ïëîùà-
äè âñåõ êëåòîê â ïðîöåññå çàêðûòèÿ èìè ñâîáîäíîãî ïðîñòðàí-

ñòâà ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû (á).

à: òåìíûå è ñâåòëûå êðóæêè — ñîîòâåòñòâåííî ýïèòåëèî- è ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûå êëåòêè. á: òåìíûå è ñâåòëûå êâàäðàòû — ïëîùàäü, çàíè-
ìàåìàÿ êëåòêàìè ñîîòâåòñòâåííî íà 1-ì è 2-ì ýòàïàõ íàáëþäåíèÿ.

Ñïëîøíûå ëèíèè — ñîîòâåòñòâóþùèå ëèíèè ëèíåéíîé ðåãðåññèè.



âêëàä èõ ïîñòìèòîòè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ çàìåòíî ñêàçû-
âàëñÿ íà ñðåäíåì ðàçìåðå ýòèõ êëåòîê. Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü
è òî, ÷òî ïðè ôîðìèðîâàíèè ìîíîñëîÿ êëåòêè, óïëîòíÿ-
ÿñü, óìåíüøàþò ïëîùàäü ñâîåé ïðîåêöèè íà ïîäëîæêó.

Ïîñêîëüêó õàðàêòåð èçìåíåíèÿ ñðåäíåé ïëîùàäè
êëåòêè ñõîäåí ó ýïèòåëèî- è ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëå-
òîê, èìåëî ñìûñë ñóììèðîâàòü äàííûå ïî ïëîùàäè êëå-
òîê îáîèõ òèïîâ, ÷òîáû ïðîñëåäèòü äèíàìèêó çàêðûòèÿ
ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû. Ïî-
ëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 8, á. Âèäíî, ÷òî
â öåëîì ïðîöåññ çàêðûòèÿ ðàíû èäåò íåïðåðûâíî, îäíàêî
íà 1-ì ýòàïå ýòîò ïðîöåññ áîëåå èíòåíñèâåí, ÷åì íà 2-ì.
Áîëåå òîãî, åñëè âíà÷àëå îí èäåò ðàâíîìåðíî, òî çàòåì
ïðèîáðåòàåò ÷åðòû ñèíóñîèäàëüíîñòè. Òàêîé ðàçëè÷íûé
õàðàêòåð ôîðìû êðèâûõ ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî íà
1-ì ýòàïå çàêðûòèå ðàíû êëåòêàìè ïðîèñõîäèò â áîëüøåé
ñòåïåíè èç-çà óâåëè÷åíèÿ èõ ïëîùàäè ïðîåêöèè íà ïîä-
ëîæêó. Íà 2-ì ýòàïå èçìåíåíèå õîäà êðèâîé íà ñèíóñîè-
äàëüíûé, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî îáúÿñíèòü êàê óìåíüøå-
íèåì ðàçìåðà êëåòîê ïåðåä èõ âñòóïëåíèåì â ìèòîç è ñðà-
çó ïîñëå íåãî (ïðè ðàñ÷åòàõ ýòè êëåòêè âõîäèëè â îáùóþ
âûáîðêó, çàíèæàÿ ñðåäíèå âåëè÷èíû), òàê è âîçìîæíîé
ñèíõðîííîñòüþ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Îäíàêî î äîñòî-
âåðíîñòè òàêîãî ôåíîìåíà ãîâîðèòü ïîêà ðàíî èç-çà îòíî-
ñèòåëüíî íåáîëüøîé âûáîðêè êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê in vitro íå ñîâñåì ïðàâèëüíî
ðàññìàòðèâàòü ïðåèìóùåñòâåííî êàê ìåòîä ìîäåëèðîâà-
íèÿ èõ ïîâåäåíèÿ â îðãàíèçìå, â êîòîðîì â îòëè÷èå îò
óñëîâèé êóëüòóðû åñòü ñïåöèàëèçèðîâàííûå ñèñòåìû
óïðàâëåíèÿ âñåìè ïðîöåññàìè. ×òîáû òàêîå ìîäåëèðîâà-
íèå áûëî àäåêâàòíûì, íåîáõîäèìî ïðè ýêñòðàïîëÿöèè
çíàòü ãðàíèöû, íàðóøåíèå êîòîðûõ íåäîïóñòèìî. Â ñâÿçè
ñ ýòèì î÷åíü âàæíî èçó÷àòü ðàçëè÷íûå àñïåêòû ïîâåäå-
íèÿ êëåòîê â êóëüòóðå, õàðàêòåðèçóÿ èõ íå òîëüêî êà÷åñò-
âåííî, íî è êîëè÷åñòâåííî, ïðè÷åì êàê ïî îòíîøåíèþ ê
îòäåëüíî âçÿòîé êëåòêå, òàê è êî âñåé ïîïóëÿöèè â öåëîì.
Èñõîäÿ èç ýòèõ ïðåäñòàâëåíèé ìû â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ðàññìàòðèâàåì ïîâåäåíèå êëåòîê â êóëüòóðå ñ äâóõ ïîçè-
öèé — íàíåñåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû (êàê ñâîáîä-
íîé ïîâåðõíîñòè) è ðåàêöèè íà íåå ýïèòåëèî- è ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, îäíîâðåìåííî ïðèñóòñòâóþùèõ
â ïîëó÷åííîé íàìè ðàíåå ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû
Çàéäåëà (Òåðþêîâà, 2013).

Ìåòîä èñêóññòâåííîãî ïîâðåæäåíèÿ ìîíîñëîÿ êóëü-
òèâèðóåìûõ êëåòîê â âèäå ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû áûë
ïðåäëîæåí äëÿ èçó÷åíèÿ íåíàïðàâëåííîé (áåç ñîçäàíèÿ
ãðàäèåíòà õåìîàòòðàêòàíòà) ìèãðàöèè êëåòîê, åå òèïîâ è
ñêîðîñòè ïîä âëèÿíèåì òåõ èëè èíûõ ôàêòîðîâ â ñòàíäàð-
òíûõ óñëîâèÿõ (Catalano et al., 2012; Liu et al., 2012; Xu
et al., 2013). Îäíàêî â íàñòîÿùåé ðàáîòå òàêîé ìåòîäè÷å-
ñêèé ïðèåì ìû èñïîëüçóåì òîëüêî äëÿ ìåõàíè÷åñêîãî
óäàëåíèÿ ÷àñòè êëåòîê è èñêóññòâåííîãî ïîëó÷åíèÿ ñâî-
áîäíîé ïîâåðõíîñòè äëÿ èçó÷åíèÿ ðåàêöèè íà íåãî êëå-
òîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòàäèè steady state. Ýòî âàæíî ïîä-
÷åðêíóòü äëÿ ïîíèìàíèÿ è îöåíêè ïîëó÷àåìûõ ðåçóëü-
òàòîâ.

Êàê ïðàâèëî, ïðè îáû÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê
îñíîâàíèåì äëÿ èõ ïåðåñåâà ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ìî-
íîñëîÿ. Ïðè åãî äîñòèæåíèè êëåòêè, êàê ïðàâèëî, ïåðå-
ñòàþò äåëèòüñÿ èç-çà êîíòàêòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ ðàçìíî-
æåíèÿ (Abercrombie, Heaysman, 1954). Åñëè êëåòêè âîâðå-

ìÿ íå ïåðåñåÿòü, ìîæåò ïðîèçîéòè ñïîíòàííîå îòñëîåíèå
ìîíîñëîÿ. Ïîñëå ïåðåñåâà êëåòêàì íåîáõîäèìî íåêîòî-
ðîå âðåìÿ äëÿ àäàïòàöèè ê íîâîìó êóëüòóðàëüíîìó ñîñó-
äó — ýòî ëàòåíòíûé ïåðèîä. Çàòåì îíè íà÷èíàþò èíòåí-
ñèâíî ðàçìíîæàòüñÿ — ýêñïîíåíöèàëüíàÿ ôàçà ðîñòà
êóëüòóðû. Ïîòîì ïðîëèôåðàöèÿ çàìåäëÿåòñÿ, ôîðìèðóåò-
ñÿ ìîíîñëîé, è êóëüòóðà ïåðåõîäèò â ôàçó steady state. Òà-
êèì îáðàçîì, â êëàññè÷åñêîì âàðèàíòå ðîñò ÷èñëà êëåòîê
â êóëüòóðå èäåò â ñîîòâåòñòâèè ñ S-îáðàçíîé çàâèñè-
ìîñòüþ.

Íàíåñåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû íà ìîíîñëîé
ìîæíî ñ÷èòàòü ýêñòðàîðäèíàðíûì ñîáûòèåì äëÿ êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòîê, àäàïòèðîâàííûõ ê ïåðèîäè÷åñêèì ïå-
ðåñåâàì. Ó ñôîðìèðîâàâøåãîñÿ â âèäå ìîíîñëîÿ ñîîáùå-
ñòâà êëåòîê «íåîæèäàííî» ïîÿâëÿåòñÿ ñâîáîäíîå ïðî-
ñòðàíñòâî, êîòîðîå ìîæíî çàíÿòü. Îíî îáíàðóæèâàåòñÿ íå
ïîñëå ïåðåñåâà, ê êîòîðîìó êëåòêè, ïðîøåäøèå ïî êðàé-
íåé ìåðå íåñêîëüêî ïàññàæåé, óæå äîëæíû áûòü êàê-òî
àäàïòèðîâàíû, à â ðåçóëüòàòå ÷àñòè÷íîãî è ëîêàëüíîãî
ïîâðåæäåíèÿ ìîíîñëîÿ. Â ðåçóëüòàòå êëåòêè ïîëó÷àþò
âîçìîæíîñòü ñðàçó ðåàëèçîâûâàòü ñâîè ñïîñîáíîñòè äëÿ
îêêóïàöèè ýòîãî ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà, ìèíóÿ ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíûå ñîñòîÿíèÿ â ëàã-ôàçå, ýêñïîíåíöèàëü-
íîé ôàçå è ïåðåõîäå ê ñîñòîÿíèþ steady state.

Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, êëåòêè ýïèòåëèÿ âåðõíèõ
äûõàòåëüíûõ ïóòåé â êóëüòóðå äëÿ çàêðûòèÿ ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ðàíû èñïîëüçóþò òðè ñâîè ñïîñîáíîñòè — ìèã-
ðàöèþ â ðàíó, ðàñïëàñòûâàíèå, ò. å. óâåëè÷åíèå ïëîùàäè
ïðîåêöèè êëåòêè íà ïîäëîæêó, è ïðîëèôåðàöèþ (Salva
et al., 2004). Ýòî æå ïîäòâåðæäàþò è íàøè ðåçóëüòàòû.
Îäíàêî íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî íå âñå êëåòêè â ïîëíîé
ìåðå ðåàëèçóþò ýòè ïîòåíöèè â ñëó÷àå ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ðàíû. Òîëüêî î÷åíü íåáîëüøàÿ äîëÿ êëåòîê ïîïóëÿ-
öèè, ðàñïîëîæåííûõ âáëèçè êðàåâ ðàíû, íàïðÿìóþ ó÷àñò-
âóåò â çàêðûòèè ñâîáîäíîãî ïðîñòðàíñòâà, â òî âðåìÿ êàê
ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê âíå ðàíû îñòàåòñÿ â
ñîñòîÿíèè steady state, ÷òî ìîæíî íàáëþäàòü âèçóàëüíî.
Ýòîò ôàêò òàêæå ïîäòâåðæäàþò äàííûå, ïîëó÷åííûå íà
ôèáðîáëàñòàõ ëèíèè 3T3 ïðè çàêðûòèè èìè ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ðàíû (Bindschadler, McGrath, 2007). Îòìåòèì,
÷òî êðàåâûå êëåòêè, áóäó÷è óæå ðàñïëàñòàííûìè, ìîãóò
ñðàçó, ìèíóÿ ôàçó øàðà, òèïè÷íóþ äëÿ òîëüêî ÷òî ïåðåñå-
ÿííûõ êëåòîê (Ïåòðîâ, Öóïêèíà, 2016, 2017), íà÷àòü äâè-
ãàòüñÿ â ñòîðîíó ñâîáîäíîé îò êëåòîê ïîâåðõíîñòè ñóáñò-
ðàòà. Îäíàêî «ìîãóò» íå îçíà÷àåò «äîëæíû». Â ýòîì çà-
êëþ÷àåòñÿ âàæíûé âîïðîñ: ÿâëÿåòñÿ ëè íàíåñåíèå ðàíû
ñèãíàëîì äëÿ ìèãðàöèè êëåòîê âîîáùå è â åå ñòîðîíó â
÷àñòíîñòè? Êàê ïîêàçûâàþò ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, äëÿ
ìîíîñëîéíûõ êëåòîê îáîèõ òèïîâ ãåïàòîìû Çàéäåëà îò-
âåò â ïåðâîé ÷àñòè óòâåðäèòåëüíûé. Òåì íå ìåíåå îòíîñè-
òåëüíî íàïðàâëåííîñòè äâèæåíèÿ êëåòîê â ðàíó îòâåò íå
òàê îäíîçíà÷åí. Âî-ïåðâûõ, íåîáõîäèìî ðàçëè÷àòü òàêèå
ïîíÿòèÿ, êàê «àêòèâíîå», ò. å. ñàìîñòîÿòåëüíîå äâèæåíèå
êëåòêè, è åå «ïàññèâíîå» äâèæåíèå, ñâÿçàííîå ñ âëèÿíèåì
íà åå ïåðåìåùåíèå ñîñåäíèõ êëåòîê. Âî-âòîðûõ, îáà ïî-
íÿòèÿ íå ñâÿçàíû ñ ïîíÿòèåì «íàïðàâëåííîñòü». Âåðîÿò-
íî, íåòðóäíî ïðåäñòàâèòü, ÷òî åñëè äëÿ êëåòîê íåò ñîîò-
âåòñòâóþùåãî ñèãíàëà èëè îíè åãî íå âîñïðèíèìàþò, òî â
ñèñòåìå êîîðäèíàò xy ñðåäíåå çíà÷åíèå âåêòîðà êàê ïàðà-
ìåòðà, óêàçûâàþùåãî ïðåèìóùåñòâåííîå íàïðàâëåíèå
äâèæåíèÿ êëåòîê, áóäåò ñòðåìèòüñÿ ê íóëþ ñ ðîñòîì âû-
áîðêè êëåòîê. Íàïðîòèâ, åñëè êëåòêè âîñïðèèì÷èâû ê
äàííîìó ñèãíàëó, îíè áóäóò àêòèâíî ïåðåìåùàòüñÿ â åãî
íàïðàâëåíèè. Åñëè îäíè êëåòêè â äàííîé ïîïóëÿöèè íå
âîñïðèíèìàþò ñèãíàë, íî íàõîäÿòñÿ âî âçàèìîäåéñòâèè ñ
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êëåòêàìè, íà êîòîðûå ñèãíàë äåéñòâóåò, òî îíè âûíóæ-
äåííî áóäóò ñìåùàòüñÿ â íàïðàâëåíèè ìèãðàöèè âòîðûõ
êëåòîê.

Êàê ñëåäóåò èç ïðåäñòàâëåííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, ñèãíàëîì äëÿ ìèãðàöèè êëå-
òîê â äàííîì íàïðàâëåíèè ÿâëÿåòñÿ ñâîáîäíîå ïðîñòðàí-
ñòâî ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû. Çàïîëíåíèå åå êëåòêàìè
ñíà÷àëà èäåò ïðåèìóùåñòâåííî çà ñ÷åò èõ ìèãðàöèè, à çà-
òåì ýòîò ïðîöåññ äîïîëíÿåòñÿ ðàçìíîæåíèåì êëåòîê, îò-
÷åãî ñêîðîñòü çàêðûòèÿ ðàíû óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïî-âèäèìî-
ìó, ýòè ïðîöåññû ñâÿçàíû, ò. å. ìèãðàöèÿ, ïðåäøåñòâóÿ
ïðîëèôåðàöèè, âîçìîæíî îò÷àñòè, èíèöèàëèçèðóåò åå.
Îäíàêî âðÿä ëè ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü æåñòêî ïðèâÿçàíà
ê êàæäîé êîíêðåòíîé êëåòêå. Òåì íå ìåíåå î ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè «ñíà÷àëà ìèãðàöèÿ, ïîòîì ïðîëèôåðàöèÿ» ãî-
âîðÿò äàííûå è äðóãèõ àâòîðîâ, ïîêàçàâøèõ, ÷òî â êóëü-
òóðå ïðîëèôåðàöèÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åòûðåõ
ðàçëè÷íûõ ýïèòåëèåâ âåðõíèõ äûõàòåëüíûõ ïóòåé ÷åëî-
âåêà òàêæå íà÷èíàëàñü òîëüêî ïðèìåðíî ÷åðåç 10 ÷ ïîñëå
íàíåñåíèÿ ðàíû (Salva et al., 2004). Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü,
÷òî â òàêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà ðàíó ðåàãèðóþò íå
òîëüêî êðàåâûå êëåòêè, íî è âñÿ êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ. Ïî
êðàéíåé ìåðå ó íàñ åñòü äàííûå, ïîëó÷åííûå íà ýïèòåëè-
îïîäîáíûõ êëåòêàõ ëèíèè CHO, î òîì, ÷òî êîíòðîëü ðàç-
ìíîæåíèÿ ìîæåò, íàïðèìåð, îñóùåñòâëÿòüñÿ ÷åðåç ñðåä-
íèé ðàçìåð êëåòîê äàííîé ïîïóëÿöèè (Ïåòðîâ, Íåãóëÿåâ,
2011).

Âîçâðàùàÿñü ê îöåíêå ìèãðàöèè êëåòîê â ñâîáîäíîå
ïðîñòðàíñòâî ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû ñ ïîìîùüþ ïðåä-
ëîæåííîãî íàìè ïàðàìåòðà W, ñëåäóåò ñêàçàòü, ÷òî ñõîä-
íûé ïàðàìåòð áûë îïèñàí ðàíåå Ëîìàêèíîé (2011). Îí
áûë ïðåäñòàâëåí êàê ñîîòíîøåíèå D/T, ãäå D — ïóòü
êëåòêè ïî ïðÿìîé îò ïåðâîé äî ïîñëåäíåé òî÷êè, à T —
âåñü åå ïóòü. Ôîðìàëüíî îáà ñîîòíîøåíèÿ îäèíàêîâû,
ïðèíöèïèàëüíîå ðàçëè÷èå ñâÿçàíî ñ èõ èñïîëüçîâàíèåì â
ýêñïåðèìåíòå è èíòåðïðåòàöèåé ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ. Â ðàáîòå Ëîìàêèíîé ýêñïåðèìåíòàëüíûõ òî÷åê áûëî
âñåãî 4 (÷åðåç êàæäûå 2 ÷), â íàøåé ðàáîòå — áîëüøå 60
(÷åðåç êàæäûå 20 ìèí). Êðîìå òîãî, óïîìÿíóòûé àâòîð
ðàññìàòðèâàåò ýòî ñîîòíîøåíèå êàê ïàðàìåòð, õàðàêòåðè-
çóþùèé íàïðàâëåíèå ìèãðàöèè êëåòêè. Îäíàêî ýòî, êàê
óæå áûëî ñêàçàíî îòíîñèòåëüíî W, íå ñîâñåì âåðíî. Ïà-
ðàìåòð D, òàê æå êàê W, íå ìîæåò óêàçûâàòü êîíêðåòíîå
íàïðàâëåíèå äâèæåíèÿ îòäåëüíî âçÿòîé êëåòêè, íàïðè-
ìåð, â ðàíó. Îí, êàê âåëè÷èíà áåçðàçìåðíàÿ, ëèøü êîíñòà-
òèðóåò âåðîÿòíîñòü äâèæåíèÿ êëåòêè â îäíîì èç íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíûõ íàïðàâëåíèé (â òîì ÷èñëå è â ðàíó) ïî
ñðàâíåíèþ ñî âñåìè äðóãèìè íàïðàâëåíèÿìè. Èìåííî ïî-
ýòîìó òîëüêî â ñëó÷àå äîñòàòî÷íî áîëüøîé ãðóïïû êëå-
òîê, ðàññ÷èòûâàÿ ñðåäíåå çíà÷åíèå W äëÿ âñåé âûáîðêè
êëåòîê (äàííîé ëèíèè, ñóáëèíèè, ïîïóëÿöèè), ìîæíî ãî-
âîðèòü î íàïðàâëåííîñòè äâèæåíèÿ â ðàíó âñåé ïîïóëÿ-
öèè ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà.

Àíàëèçèðóÿ ïàðàìåòð W, ðàññ÷èòàííûé äëÿ êëåòîê
îáîèõ òèïîâ, ìîæíî ïðèéòè ê âûâîäó, ÷òî ìåæäó íèìè
èìåþòñÿ ïðèíöèïèàëüíûå ðàçëè÷èÿ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
ýïèòåëèîäîáíûå êëåòêè ìåíåå àêòèâíû, ÷åì ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûå, è ìåäëåííåå ïåðåäâèãàþòñÿ ïî ñóáñòðàòó,
ñðåäíåå çíà÷åíèå èõ W â 1.5 ðàçà âûøå, ò. å., ðåàêöèÿ ïåð-
âûõ êëåòîê íà ñâîáîäíîå ïðîñòðàíñòâî íå âûçûâàåò ñî-
ìíåíèÿ, ÷åãî íåëüçÿ ñêàçàòü î âòîðûõ. Íàïðîòèâ, ïîñêîëü-
êó ïî ïàðàìåòðó l îáà òèïà êëåòîê íå èìåþò ðàçëè÷èé
(ðèñ. 6, á), ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ðàâåíñòâî ïî ýòîìó ïàðà-
ìåòðó â ñî÷åòàíèè ñ âûðàæåííîé õàîòè÷íîé (áåñïîðÿäî÷-
íîé) ïîäâèæíîñòüþ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, ñêî-

ðåå, óêàçûâàåò íà èõ ïàññèâíîå äâèæåíèå â ðàíó âñëåäñò-
âèå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ýïèòåëèîïîäîáíûìè êëåòêàìè, ÷åì
âñëåäñòâèå ðåàêöèè íà ñâîáîäíîå ïðîñòðàíñòâî.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êëåòêè ëèíèè Çàéäåëà ñîñòîÿò èç
äâóõ ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçíûõ òèïîâ, ïðîëèôåðàöèÿ èõ â
ðàíå èäåò â öåëîì ñèíõðîííî, ÷òî, âåðîÿòíî, ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü êàê ïðèçíàê ñîãëàñîâàííîñòè ýòîãî ïðîöåññà
ìåæäó îáîèìè êëåòî÷íûìè òèïàìè. Ïðè ýòîì êëåòêè, íà-
õîäÿùèåñÿ â ðàíå, â ïðîöåññå åå çàêðûòèÿ è ïîñëå â öåëîì
èìåþò áîëüøèé ðàçìåð (ïî ïàðàìåòðó ïëîùàäü êëåòêè),
÷åì êëåòêè âíå ðàíû (åñëè èñêëþ÷èòü ìåëêèå îêðóãëûå
ïðå- è ïîñòìèòîòè÷åñêèå êëåòêè). Óâåëè÷åíèå ðàçìåðà
êëåòîê â ðàíå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê äîïîëíèòåëüíûé
ôàêòîð, óñêîðÿþùèé åå çàêðûòèå, â ïåðâóþ î÷åðåäü íà
íà÷àëüíûõ ýòàïàõ, ò. å. äî íà÷àëà àêòèâíîé ïðîëèôå-
ðàöèè.

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî ýïèòåëèî- è ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûå êëåòêè èìåþò îò÷åòëèâûå ðàçëè÷èÿ ïî
áîëüøèíñòâó èç èçó÷åííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïàðàìåò-
ðîâ, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ìîíîñëîéíàÿ ëèíèÿ ãåïàòîìû
Çàéäåëà ñîñòîèò èç äâóõ ñóáïîïóëÿöèé. Òåì íå ìåíåå ýòî
íå îçíà÷àåò, ÷òî äàííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ íå ìîæåò áûòü
ðàçäåëåíà íà äðóãèå ñóáïîïóëÿöèè ïî êàêèì-ëèáî èíûì
ïàðàìåòðàì. Íàïðèìåð, êàê ïîêàçûâàþò äàííûå, ïðåä-
ñòàâëåííûå íà ðèñ. 4 è 5, è ýïèòåëèî-, è ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíûå êëåòêè íà÷èíàþò äåëèòüñÿ ïðèáëèçèòåëüíî â
îäíî è òî æå âðåìÿ, ïðè÷åì ÷àñòü èõ äî÷åðíèõ êëåòîê
çà âðåìÿ íàáëþäåíèÿ óñïåâàåò äàòü åùå îäíî ïîòîìñòâî.
Èíûìè ñëîâàìè, ó ÷àñòè êëåòîê îáåèõ ñóáïîïóëÿöèé ïðî-
äîëæèòåëüíîñòü êëåòî÷íîãî öèêëà îêàçûâàåòñÿ îòíîñè-
òåëüíî êîðîòêîé. À êàê áûëî ïîêàçàíî íàìè ðàíåå, â ëè-
íèè Çàéäåëà ìîæíî âûäåëèòü ñóáïîïóëÿöèþ êëåòîê ñ êî-
ðîòêîé ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ êëåòî÷íîãî öèêëà (â
ñðåäíåì îêîëî 14.5 ÷; ñì.: Ïåòðîâ è äð., 2017), íå ñâÿçàí-
íóþ ñ ìîðôîëîãèåé êëåòîê.

Àâòîðû èñêðåííå áëàãîäàðÿò Å. È. Ñàõåíáåðã çà
êóëüòèâèðîâàíèå ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà
è Þ. À. Íåãóëÿåâà çà ïîìîùü ïðè ïðîâåäåíèè öåéòðà-
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THE BEHAVIOR OF ZAJDELA HEPATOMA MONOLAYER LINE CELLS

IN THE SPACE OF EXPERIMENTAL WOUND

Yu. P. Petrov, N. P. Teriukova, S. A. Snopov*

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064;

* e-mail: snopov@hotmail.com

The long-cultivated mammalian cell lines, as a rule, have either an epithelium-like morphology or a fibro-
blast-like one. The monolayer cell line that we obtained from the ascites of rat Zajdela hepatoma contains cells
of both types, genetically related, but phenotypically different. This allowed us to compare the behavior of the-
se cells during their migration into the free space of the experimental wound under the same cultivation condi-
tions. We measured the following parameters: the dynamics of the cell number in this space, the area of cell
projection on the substrate, the coefficient of cell spreading, the rate of cell migration. In addition, we proposed
to calculate the parameter W reflecting the cell efficacy of filling the wound. We observed that initially (at the
1st stage, within 9—10 hours) the filling of the wound space was due to the cell migration and to the increase in
the area of cell projection on the substrate. Then, at the 2nd stage, the cellular division made a sufficient input to
a further increase in the cell number within the wound. According to the parameter W, epithelium-like cells mo-
ved less haotic and filled the wound approximately 1.5-fold more efficiently than did fibroblast-like cells,
which movements were similar to the Brownian one. Meanwhile, the average migration rate of epithelial-like
cells was about twice lower than of fibroblast-like cells. In the space of the just closed wound, the cells were of
larger area sizes than their counterparts outside the wound. We suppose that such an increase in cell area sizes
was a transitory one and resulted from changes in the cell functional state during migration to the wound.

Key words: Zajdela hepatoma, epithelium-like cells, fibroblast-like cells, cells in culture, cell migration,
proliferation.
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