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3D культура клеток одна из приближенных к условиям нативных тканей моделей.
В сфероидах микроокружение, взаимодействия клеток друг с другом и с внеклеточным
матриксом близки к таковым in vivo [1]. Однако механизмы компактизации и реактива-
ции сфероидов из эпителиальных и мезенхимных клеток в сравнительном аспекте мало
изучены. Поэтому целью данной работы стало изучение роли актиновых филаментов в
реактивации сфероидов из мезенхимных и эпителиальных клеток.

Были использованы первичная культура мультипотентных мезенхимных стромальных
клеток (МСК) из слизистой оболочки ротовой полости человека и линии клеток рети-
нального пигментного эпителия человека (ARPE-19). Сфероиды получали по отработан-
ной технологии [2] на неадгезивных агарозных планшетах (Microtissue, США). Для ре-
активации сфероиды через 1, 3 и 7 суток культивирования в 3D условиях переводили в
адгезивные условия, для блокирования полимеризации микрофиламентов актинового ци-
тоскелета в ростовую среду добавляли 1 мкМ цитохалазина D (Sigma-Aldrich, США) и
культивировали 7 суток с ежедневной фоторегистрацией.

В сформированных сфероидах присутствуют две зоны: плотная поверхностная с эпи-
телиоподобными клетками и внутренняя с полигональными клетками и большим коли-
чеством внеклеточного матрикса в сфероидах МСК [3]. Мезенхимные клетки за сутки
в 3D культуре формировали плотные компактные сфероиды, тогда как компактизация
эпителиальных сфероидов происходила медленнее в течение 3 суток. Миграция клеток из
сфероидов в адгезивных условиях при подавлении полимеризации актина была замедлена
в 7 раз у однодневных и в 8 раз у семидневных сфероидов МСК, в 2 раза у однодневных и
в 5 раз у семидневных сфероидов ARPE19. При реактивации МСК из сфероидов мигри-
ровали одиночными клетками, на большее расстояние, чем распространяющиеся фронтом
клетки ARPE19. В контрольной группе скорость миграции мезенхимных клеток в 6 раз
превышала таковую для эпителиальных, в присутствии цитохалазина D - в 4 раза.

Таким образом, показано участие актиновых филаментов в реактивации сфероидов, в
случае МСК она происходит за счет миграции единичных клеток, а для эпителиальных
сфероидов коллективная миграция клеток по адгезивной подложке идет фронтом. Изу-
чение механизмов реактивации сфероидов способствует анализу фундаментальных основ
регенерации тканей и поиску путей ее стимуляции.
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