Гиперпролиферация раковых клеток нарушает топологическую инвариантность эпителиальных монослоев
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На протяжении нескольких столетий внимание многих исследователей сосредоточено на полигональной упаковке эпителиальных клеток. Интерес вызван топологическими особенностями строения как раковых, так и здоровых клеточных монослоев. 
Недавно была найдена закономерность о том, что относительный процент клеток с четырьмя, пятью, шестью и т.д. соседями практически одинаков в пролиферативном (медленно делящемся) эпителии многих видов растений и животных (см. первые три столбца диаграммы на рис. 1 С) [1]. 
Цель данной работы – проверить нарушает ли гиперпролиферация раковых клеток эту парадигму универсальности. Основные задачи: сравнение топологии монослоев здоровых (HCerEpiC) и поражённых раком (HeLa) клеток шейки матки человека (рис. 1 A-B), а также сравнение топологии раковых клеток при нормальных условиях и после одновременного деления, вызванного искусственно (HeLa synchronized). 

В данной работе мы впервые продемонстрировали и подробно описали значительную разницу в топологии злокачественного и нормального эпителиальных монослоев. Разрабатывая и применяя физические и математические методы для моделирования эпителия [2-3], мы показываем, что опухолевые монослои принимают полигональную организацию случайного характера, в то время как неопухолевые клетки одного и того же происхождения (шейка матки) образуют упорядоченные (топологически инвариантные) структуры, подобные наблюдаемым [1].
В ходе исследования было проанализировано более 150 фотографий эпителиальных монослоев HCerEpiC и HeLa (рис. 1 A-B), при этом на каждой фотографии было до 2000 клеток. Для обработки столь большого объема данных была разработана программа на языке Python. Она накладывает триангуляцию Делоне на центры ядер клеток эпителиального монослоя и строит разбиение Вороного. Она позволяет найти распределение клеток по числу их соседей, а также посчитать площади клеток, как площади ячеек Вороного. Для этого был разработан алгоритм обрезки краев изображения, позволяющий избежать погрешности, связанной с невозможностью точного определения числа соседей у клеток, расположенных на краях изображения. 

Также были подробно проанализированы площади ячеек Вороного, рассмотрены распределения клеток по их площади. Важно отметить, что все гистограммы распределения площади клеток достаточно широкие и близки к Гауссовому распределению, что можно объяснить разбросом размеров клеток до митоза и возможностью деления клетки на существенно неравные части. Мы также заметили, что максимальный разброс площадей сильно колеблется и может заметно различаться в структурах схожей морфологии. Поэтому клеточную структуру целесообразно характеризовать средней площадью ее ячеек Sav и средним разбросом ΔS. По определению ΔS этот диапазон соответствует половине ячеек с площадями, наиболее близкими к значению Sav. Затем мы вводим безразмерный эффективный разброс ΔS/Sav. 
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Рис.1. A,B – микрофотографии плоских монослоев HCerEpiC и HeLa с наложенной триангуляцией Делоне. С – гистограмма распределения клеток по числу их соседей. Первые три столбца взяты из [1].
Как видно из рис. 1С, раковый монослой обладает большей топологической дефектностью, чем здоровый эпителий и нарушает парадигму универсальности распределения клеток по числу их соседей. На наш взгляд это связано с тем, что поскольку пролиферация делает структуру эпителия более случайной, процесс релаксации, связанный с межклеточными взаимодействиями, лучше упорядочивает эпителий с более низкой скоростью пролиферации. 

Также было показано, что распределения клеток по числу их соседей практически одинаковы в синхронизированных и не синхронизированных раковых монослоях. Основная разница между этими монослоями заключается в разной средней площади клеток, а также в слегка большем разбросе размеров клеток в не синхронизированном монослое. 
Подводя итог, можно сказать, что в плоском раковом эпителии расположение клеток близко к случайному, а координация клеток с хорошей точностью контролируется только одним безразмерным параметром, а именно полушириной распределения площади клеток ΔS/Sav. Это происходит потому, что раковые клетки делятся так быстро, что процессы релаксации, связанные с минимизацией свободной энергии и стремящиеся увеличить количество 6-валентных клеток, не успевают упорядочить монослой. Как следствие, нарастающий беспорядок преобладает над межклеточными взаимодействиями и подвижностью клеток. Напротив, в нормальном пролиферативном и непролиферативном эпителии тенденция к порядку является существенной или даже решающей. Наше исследование может быть очень полезным для биофизических и биомедицинских исследовательских сообществ и может предоставить новые инструменты для тестирования противораковых препаратов.
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