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Æèçíåñïîñîáíîñòü êóëüòèâèðóåìûõ ôåòàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ îöåíèâàëè öèòîõèìè÷åñêè, ïî ñèñòå-
ìå ýêñïåðòíûõ îöåíîê è ïîñðåäñòâîì ýíòðîïèéíîãî ýêâèâàëåíòà (ÝÝ), ñôîðìèðîâàííîãî íà îñíîâàíèè
ïîëîæåíèé òåîðèè òåðìîäèíàìèêè íåðàâíîâåñíûõ ïðîöåññîâ. ÝÝ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñóïåðïîçèöèþ
ýëåìåíòîâ òðàíñôîðìèðîâàííîé êîððåëÿöèîííîé ìàòðèöû, êîòîðûå â äàííîì ñëó÷àå ðàññ÷èòûâàëè ïî
ìîðôîìåòðè÷åñêèì ïàðàìåòðàì ïðîåêöèé êëåòîê, èñïîëüçóÿ ïåðèìåòð, ïëîùàäü, êîìïàêòíîñòü, öåíòðàëü-
íûå ìîìåíòû ïåðâîãî è òðåòüåãî ïîðÿäêîâ, èõ ðàçíîñòü è äåñêðèïòîð Ôóðüå. Îïðåäåëèëè ìîðôîìåòðè-
÷åñêèå ïàðàìåòðû êëåòîê, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè ñ
ïîìîùüþ ÝÝ. Ïîêàçàëè, ÷òî öèòîõèìè÷åñêèå ïîêàçàòåëè è ýêñïåðòíûå îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè õîðî-
øî êîððåëèðóþò ñ âåëè÷èíîé ÝÝ, êîòîðàÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ òåðìîäèíàìè÷åñêèìè ïðåäñòàâëåíèÿìè âîç-
ðàñòàåò â ïðîöåññå èñêóññòâåííîé ãèáåëè êóëüòóðû è ïðè óõóäøåíèè åå êà÷åñòâà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôèáðîáëàñòû, æèçíåñïîñîáíîñòü, ðàçìåðû è ôîðìà êëåòêè, ýíòðîïèéíûé ýêâè-
âàëåíò, ýêñïåðòíàÿ îöåíêà, öèòîõèìèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÎ — àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé, ÌÑ — ìåòèëåíîâûé ñèíèé, ÒÑ —
òðèïàíîâûé ñèíèé, ÝÁ — ýòèäèóì áðîìèä, ÝÝ — ýíòðîïèéíûé ýêâèâàëåíò.

Â ñîâðåìåííîé öèòîëîãèè äëÿ ðåøåíèÿ ïðèêëàäíûõ
è òåîðåòè÷åñêèõ çàäà÷ òðåáóåòñÿ îöåíêà êîìïëåêñà ïàðà-
ìåòðîâ êëåòîê, êîòîðûå â ñîâîêóïíîñòè îïðåäåëÿþò æèç-
íåñïîñîáíîñòü èõ ïîïóëÿöèé. Ïîä ýòèì ñëåäóåò ïîíè-
ìàòü íå òîëüêî ñïîñîáíîñòü êëåòîê, ñîñòàâëÿþùèõ äàí-
íóþ ïîïóëÿöèþ, ïîääåðæèâàòü ñîñòîÿíèå, íåîáõîäèìîå
äëÿ âûïîëíåíèÿ èìè ñïåöèôè÷åñêèõ ôóíêöèé, íî è âîç-
ìîæíîñòü ðåàëèçàöèè ìèòîòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà êëåòêà-
ìè, ñêëîííûìè ê äåëåíèþ. Îöåíêà æèçíåñïîñîáíîñòè
îêàçûâàåòñÿ íåîáõîäèìîé êàê äëÿ âûÿñíåíèÿ ýôôåêòèâ-
íîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòîê in vivo, òàê è ïðè èõ êóëü-
òèâèðîâàíèè in vitro ñ öåëüþ ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçîâà-
íèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð â ëå÷åáíûõ èëè èíûõ ìåðîïðèÿ-
òèÿõ. Îáû÷íî æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàåòñÿ ïî-
ñðåäñòâîì íàáîðà ñïåöèôè÷åñêèõ (çà÷àñòóþ
ìåòîäè÷åñêè ñëîæíûõ è äîðîãèõ) òåñòîâ, õàðàêòåðèçóþ-
ùèõ, êàê ïðàâèëî, ëèøü îäèí èç àñïåêòîâ êëåòî÷íîãî
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ.

Ðàçóìååòñÿ, èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ñîäåðæàò ðàçëè÷-
íóþ èíôîðìàöèþ, â òîì ÷èñëå î âíóòðèêëåòî÷íîé ñòðóê-
òóðå è ñîäåðæàíèè â êëåòêàõ ðàçíûõ âåùåñòâ. Îäíàêî èç-
âëå÷åíèå òàêîé èíôîðìàöèè òðåáóåò ñïåöèàëüíûõ ïðèå-
ìîâ, òàêèõ, íàïðèìåð, êàê îáðàáîòêà êëåòêè õèìè÷åñêèìè
êðàñèòåëÿìè èëè ìàðêèðîâàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ðåöåïòî-
ðîâ ñ ïîìîùüþ ñåëåêòèâíûõ áèîõèìè÷åñêèõ ñîåäèíå-
íèé. Â òî æå âðåìÿ íàìå÷åíû ïîäõîäû ê íåñïåöèôè÷å-
ñêîé îöåíêå æèçíåñïîñîáíîñòè, îñíîâàííûå íà ðàñïî-
çíàâàíèè îáðàçîâ êëåòîê ïî èõ ðàçìåðàì è ôîðìå

(Luginbuhl et al., 1989; Ïîãîðåëîâ è äð., 1995, 1997; Ìå-
äîâûé è äð., 1997; Grenander, 1997) èëè ïîñëå èõ ñïåöè-
ôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ (Ïîãîðåëîâ è äð., 1995, 1997;
Ìåäîâûé è äð., 1997; Grenander, 1997). Ïðè ýòîì äàííûå
ïîëó÷àþò ïóòåì ìèêðîñêîïèðîâàíèÿ, ÷òî íå ïðåäñòàâëÿ-
åò òåõíè÷åñêèõ òðóäíîñòåé. Ê ñîæàëåíèþ, ðàáîòû, íà÷à-
òûå â óêàçàííîì íàïðàâëåíèè 15—20 ëåò íàçàä ïîëó÷àþò
ðàçâèòèå òîëüêî â ïîñëåäíåå âðåìÿ (Russ, 2000; Ìàãàêÿí,
2002).

Â ðåøåíèè çàäà÷ ïîäîáíîãî ðîäà íàìå÷åíû äâà ïîä-
õîäà, îäèí èç êîòîðûõ ïðåäïîëàãàåò îöåíêó æèçíåñïî-
ñîáíîñòè ñóùåñòâåííîãî ÷èñëà êëåòîê â ïîïóëÿöèè (Ìà-
ãàêÿí, 2002), à äðóãîé ïðåäóñìàòðèâàåò èññëåäîâàíèå íå-
áîëüøîãî ÷èñëà èç ñîâîêóïíîñòè êëåòîê, ïðèíàäëåæíîñòü
êîòîðûõ ê äàííîé ïîïóëÿöèè çàâåäîìî îïðåäåëåíà, è ïî-
ñëåäóþùóþ èíòåãðàëüíóþ îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè
âñåé ñîâîêóïíîñòè. Ïðè ýòîì ðàçìåðû è ôîðìà êëåòîê
ìîãóò îêàçàòüñÿ âàæíûìè ôàêòîðàìè, ïàðàìåòðû êîòî-
ðûõ îòðàæàþò èõ ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå. Òàê, â ðà-
áîòàõ Õàððèñà è ñîàâòîðîâ (Harris et al., 1980, 1981,
1984) ñ èñïîëüçîâàíèåì âÿçêîýëàñòè÷íîé ïîëèìåðíîé
ïîäëîæêè ïîêàçàíî, ÷òî ïåðåõîä êëåòîê â ìèòîç èçìåíÿ-
åò ðåëüåô ìåæêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà íà äåñÿòêè êëå-
òî÷íûõ äèàìåòðîâ è ýòè èçìåíåíèÿ, äîñòèãàÿ äðóãèõ êëå-
òîê, îêàçûâàþò òåì ñàìûì âëèÿíèå íà íèõ.

Îáà óïîìÿíóòûõ ïîäõîäà ìîãóò áûòü ðåàëèçîâàíû
èñêëþ÷èòåëüíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîâðåìåííûõ êîìïüþ-
òåðíûõ òåõíîëîãèé. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà âñå áîëåå øè-
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ðîêîå èõ ïðèìåíåíèå, îöåíêà æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê
ïðîäîëæàåò îñòàâàòüñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé. Åå ðåøå-
íèå òðåáóåò îòâåòà êàê ìèíèìóì íà äâà îñíîâíûõ âîïðî-
ñà: 1) îïðåäåëåíèå íåîáõîäèìîãî è äîñòàòî÷íîãî ÷èñëà
ïàðàìåòðîâ äëÿ èíòåãðàëüíîé îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè
êëåòîê è ïîïóëÿöèè â öåëîì è 2) ôîðìèðîâàíèå ðåøàþ-
ùåãî ïðàâèëà, ïîçâîëÿþùåãî îòíåñòè êëåòî÷íóþ ïî-
ïóëÿöèþ ê òîìó èëè èíîìó êà÷åñòâåííîìó óðîâíþ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ. Åùå îäèí âîïðîñ, îòâåò íà êîòîðûé â
ïðèíöèïå ïîëó÷åí, â òîì ÷èñëå ïðè èññëåäîâàíèè êëå-
òî÷íûõ ðàçìåðîâ (Ãåðàñèìîâ, Êàëóöêàÿ, 1996), ñîñòîèò
â îïðåäåëåíèè íåîáõîäèìîãî è äîñòàòî÷íîãî ÷èñëà êëå-
òîê, ïî àíàëèçó êîòîðûõ ìîæíî îõàðàêòåðèçîâàòü âñþ
ïîïóëÿöèþ â öåëîì. Îäíàêî â êàæäîì êîíêðåòíîì
ñëó÷àå íåîáõîäèìî ñïåöèàëüíî óòî÷íÿòü êîëè÷åñòâî
êëåòîê, íåîáõîäèìûõ äëÿ îöåíêè ñîñòîÿíèÿ èõ ïîïóëÿ-
öèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ó÷åòîì ïîñòàâëåííûõ âîïðî-
ñîâ ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ ïîäõîäà
ê èíòåãðàëüíîé îöåíêå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè íà ïðèìåðå êóëüòèâèðóåìûõ ôåòàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ôåòàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà âûäåëÿëè èç àáîð-
òèâíîãî ìàòåðèàëà, ïîëó÷åííîãî â õîäå ïëàíîâûõ îïåðà-
öèé ïî ïðåðûâàíèþ áåðåìåííîñòè ïðè ñðîêàõ ãåñòàöèè
äî 12 íåä. Ôðàãìåíòû êîæíî-ìûøå÷íîé òêàíè ýìáðèîíà
îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà (0.25 %) ïðè 37 °Ñ
(15 ìèí). Òðèïñèí èíàêòèâèðîâàëè äîáàâëåíèåì ñûâî-
ðîòêè (10 %, 2 ìèí) ýìáðèîíîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.
Ôèáðîáëàñòû êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå Èãëà ñ äîáàâëå-
íèåì òîé æå ñûâîðîòêè (10 %) â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè
37 °Ñ. Ïðè ïàññèðîâàíèè êëåòêè îáðàáàòûâàëè ñìåñüþ
ðàñòâîðîâ òðèïñèíà (0.25 %) è Âåðñåíà (0.06 %) â ñîîò-
íîøåíèè 1 : 5.

Ïðîâîäèëè äâå ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ. Â ïåðâîé èç
íèõ âûçûâàëè ãèáåëü ôèáðîáëàñòîâ, òåðìîñòàòèðóÿ èõ
ïðè 37 °Ñ â êóëüòóðàëüíîì ôëàêîíå (Kostor, ïîëèñòèðîë)
â îòñóòñòâèå â àòìîñôåðå CO2, êîòîðûé íåîáõîäèì äëÿ
èõ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Àíàëèçèðîâàëè
6 êóëüòóð ãèáíóùèõ òàêèì îáðàçîì ôèáðîáëàñòîâ. Èç
êàæäîãî ôëàêîíà îòáèðàëè äâå ïàðàëëåëüíûå ïðîáû,
ñóñïåíäèðîâàëè êëåòêè â ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7.2,
104 êë./ñì3) è îêðàøèâàëè èõ ðàñòâîðîì ìåòèëåíîâîãî
ñèíåãî (0.2 %), èëè òðèïàíîâîãî ñèíåãî (0.4 %) (Stolarek
et al., 1998), èëè ñìåñüþ àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî
(0.5 %) è ýòèäèóìà áðîìèäà (1 %) (1 : 1) â òå÷åíèå
10 ìèí. Ñðåäè 100 êëåòîê ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì
(îá. 40�, îê. 7�) ïîäñ÷èòûâàëè äîëþ ìåðòâûõ ôèáðîá-
ëàñòîâ ñ îòíîñèòåëüíûìè ïîãðåøíîñòÿìè íå áîëåå 8 è
12 % ïðè îêðàøèâàíèè ñîîòâåòñòâåííî ìåòèëåíîâûì ñè-
íèì èëè òðèïàíîâûì ñèíèì. Èñïîëüçóÿ ëþìèíåñöåíò-
íûé ìèêðîñêîï (Ëþìàì-Ð3, îá. 90�, îê. 7�; ñâåòîôèëü-
òðû: ïðîïóñêàþùèå — Ñ3Ñ24, ÓÔÑ4, çàïèðàþùèé —
ÁÑ8), ïîäñ÷èòûâàëè äîëþ æèâûõ, íåêðîòè÷åñêèõ è àïîï-
òîòè÷åñêèõ ôèáðîáëàñòîâ ñ îòíîñèòåëüíûìè ïîãðåøíî-
ñòÿìè íå áîëåå 10, 10 è 17 % ñîîòâåòñòâåííî. Æèâûìè
ñ÷èòàëè íåîêðóãëèâøèåñÿ êëåòêè, ôëóîðåñöèðóþùèå çå-
ëåíûì, íåêðîòè÷åñêèìè — áîëüøèå îêðóãëûå êëåòêè,
ôëóîðåñöèðóþùèå êðàñíûì, àïîïòîòè÷åñêèìè — îêðóã-
ëûå êëåòêè ñ ôðàãìåíòèðîâàííûìè ÿäðàìè, ôëóîðåñöè-
ðóþùèå çåëåíûì (Ñîëîâüåâà è äð., 1998).

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: òðèïñèí, ñðåäó
Èãëà, ðàñòâîð Âåðñåíà (Èíñòèòóò ïîëèîìèåëèòîâ è âè-
ðóñíûõ ýíöåôàëèòîâ, Ðîññèÿ); ñûâîðîòêó ýìáðèîíîâ
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà («Áèîëîò», Ðîññèÿ); ìåòèëåíî-
âûé ñèíèé (ÌÑ), òðèïàíîâûé ñèíèé (ÒÑ), àêðèäèíîâûé
îðàíæåâûé (ÀÎ) (÷. ä. à., «Ðåàõèì», Ðîññèÿ); ýòèäèóì
áðîìèä (ÝÁ, Sigma, ÑØÀ).

Âî âòîðîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ îöåíêè æèçíå-
ñïîñîáíîñòè ôèáðîáëàñòîâ ïðèìåíÿëè ñèñòåìó ýêñïåðò-
íûõ îöåíîê (Øèãàí, 1986), êîòîðàÿ çàêëþ÷àëàñü â ñëåäó-
þùåì. Äâà êâàëèôèöèðîâàííûõ ýêñïåðòà, ïðîøåäøèõ
ñòàæèðîâêó â ÍÈÈ áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöî-
âà ÐÀÍ (Ðîññèÿ) è èìåþùèõ îïûò ðàáîòû 3—5 ëåò, íåçà-
âèñèìî îöåíèâàëè êà÷åñòâî êóëüòóð ôèáðîáëàñòîâ, íàõî-
äÿùèõñÿ íåïîñðåäñòâåííî â êóëüòóðàëüíîì ôëàêîíå, ïî
ñëåäóþùèì õàðàêòåðèñòèêàì.

1. Â à ê ó î ë è ç à ö è ÿ (Cardenas-Aguayo Mdel et al.,
2003). Îòñóòñòâèå êëåòîê ñ âàêóîëÿìè îöåíèâàëè â 5 áàë-
ëîâ, íàëè÷èå åäèíè÷íûõ èëè ìíîæåñòâà âàêóîëèçèðî-
âàííûõ êëåòîê — ñîîòâåòñòâåííî â 4 è 3 áàëëà;

2. À ä ã å ç è ÿ (Êóçíåöîâ, Ïóãà÷åâ, 2004). Êóëüòóðó, â
êîòîðîé âñå êëåòêè ðàñïëàñòàíû, ò. å. èìåëè âûòÿíóòóþ
óäëèíåííóþ ôîðìó ñ äëèííûìè ïñåâäîïîäèÿìè, îöåíè-
âàëè â 5 áàëëîâ, íàëè÷èå ïëîõî ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê
ïîëóîêðóãëîé ôîðìû è(èëè) êëåòîê ñ êîðîòêèìè ïñåâäî-
ïîäèÿìè — â 4 áàëëà, êóëüòóðó, â êîòîðîé áîëüøèíñòâî
êëåòîê ïîëóîêðóãëûå è(èëè) ñ êîðîòêèìè ïñåâäîïîäèÿ-
ìè, — â 3 áàëëà.

3. Ê à ÷ å ñ ò â î ì î í î ñ ë î ÿ (êîíôëþåíòíîñòü) (Hayes
et al., 2005). Ôîðìèðîâàíèå ìîíîñëîÿ íà 3—4-é ñóò ïî-
ñëå ïàññèðîâàíèÿ îöåíèâàëè â 5 áàëëîâ, ôîðìèðîâàíèå
íà 4—5-å ñóò — â 4 áàëëà, íà 6—7-å ñóò — â 3 áàëëà.

Äëÿ êàæäîé èç êóëüòóð óñðåäíÿëè îöåíêè, âûñòàâ-
ëåííûå ýêñïåðòàìè, ïîñëå ÷åãî íàõîäèëè îáùóþ ñðåä-
íþþ âåëè÷èíó êàæäîãî ïàðàìåòðà êóëüòóðû, îêðóãëåí-
íóþ äî öåëîãî çíà÷åíèÿ. Êóëüòóðó, ñîñòîÿíèå êîòîðîé
èìåëî îöåíêó 5 áàëëîâ, ñ÷èòàëè îòëè÷íîé, 4 áàëëà —
óäîâëåòâîðèòåëüíîé, 3 áàëëà — íåóäîâëåòâîðèòåëüíîé.
Âñåãî îöåíèâàëè êà÷åñòâî (æèçíåñïîñîáíîñòü) 12 êóëü-
òóð ôèáðîáëàñòîâ äâàæäû â òå÷åíèå âðåìåíè êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Èç íèõ 10 êóëüòóð ïðîøëè îò 2 äî 25 ïàññàæåé
ñ ïåðèîäè÷íîñòüþ ïàññèðîâàíèÿ 5—7 ñóò; äëÿ 2 êóëüòóð
ïåðèîäè÷íîñòü ïàññèðîâàíèÿ íå ñîáëþäàëè. Èñïîëüçîâà-
ëè ìèêðîñêîï ìàðêè DM IL (Leica, Ãåðìàíèÿ) ñ ôàçîâûì
êîíòðàñòîì è îá. 40�, îê. 10� ïðè îöåíêå êîíôëþåíòíî-
ñòè, à ïðè îöåíêå ñòåïåíè àäãåçèè èëè âàêóîëèçàöèè —
îá. 90�, îê. 10�.

Êðîìå òîãî, â îáåèõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ îöåí-
êè æèçíåñïîñîáíîñòè ôèáðîáëàñòîâ èñïîëüçîâàëè ñôîð-
ìèðîâàííûé íà îñíîâàíèè ïîëîæåíèé òåîðèè òåðìîäè-
íàìèêè íåðàâíîâåñíûõ ïðîöåññîâ (Ïðèãîæèí, 1985) ýíò-
ðîïèéíûé ýêâèâàëåíò (ÝÝ), õîðîøî çàðåêîìåíäîâàâøèé
ñåáÿ â èíòåãðàëüíîé îöåíêå ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ
îðãàíèçìà ÷åëîâåêà, â ÷àñòíîñòè â ïðîöåññàõ ðîñòà, ðàç-
âèòèÿ è ñòàðåíèÿ (Ãåðàñèìîâ, 1998). ÝÝ ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñâåðòêó òðàíñôîðìèðîâàííîé êîððåëÿöèîííîé ìàò-
ðèöû, âíåäèàãîíàëüíûå ÷ëåíû êîòîðîé, ñîãëàñíî Ïðèãî-
æèíó (1985), èìåþò ñìûñë êîððåëÿöèé (ñòðóêòóðû), à
äèàãîíàëüíûå ÷ëåíû — âåðîÿòíîñòåé (èíôîðìàöèè).
Ñíèìêè êëåòîê ïðè óêàçàííîì óâåëè÷åíèè ïîëó÷àëè ïî-
ñðåäñòâîì âèäåîñèñòåìû, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ìèêðî-
ñêîï è âèäåîêàìåðó ìàðêè JVC TK-C1380E (Leica, Ãåð-
ìàíèÿ) ñ ðàçðåøåíèåì 470 òûñ. ïèêñåëåé, ñîåäèíåííóþ ñ
ïåðñîíàëüíûì êîìïüþòåðîì, îñíàùåííûì ñòàíäàðòíîé
ïðîãðàììîé äëÿ çàïèñè âèäåîèçîáðàæåíèé (ASUS live).
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Ïîëó÷àëè ÷åðíî-áåëîå îöèôðîâàííîå èçîáðàæåíèå,
êîìïüþòåðíîé ìûøüþ âûäåëÿëè êîíòóð ïðîåêöèè êëåò-
êè è íàõîäèëè ñëåäóþùèå ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåò-
ðû, êîòîðûå èñïîëüçîâàëè äëÿ ðàñ÷åòà ÝÝ: ïåðèìåòð (P,
ìêì), ïëîùàäü (S, ìêì2) è, ñîãëàñíî Øåí è ñîàâòîðàì
(Shen et al., 1994), êîìïàêòíîñòü C (C = P2/S), öåíòðàëü-
íûå ìîìåíòû (Fi , îòí. åä.) ïåðâîãî (F1) è òðåòüåãî (F3)
ïîðÿäêîâ, ðàçíîñòü ìåæäó F3 è F1, à òàêæå íîðìèðîâàí-
íûé äåñêðèïòîð Ôóðüå (FF) êîíòóðà ïðîåêöèè êëåòêè,
èñïîëüçóåìûé äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷ öèòîëîãè÷åñêîé êëàñ-
ñèôèêàöèè (Ïîãîðåëîâ è äð., 1997). Ïðè ýòîì i-òûé ìî-
ìåíò îïðåäåëÿåòñÿ êàê (Shen et al., 1994)
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ãäå Zi — ðàññòîÿíèå îò i-òîé òî÷êè êîíòóðà äî ãåîìåòðè-
÷åñêîãî öåíòðà îáúåêòà, èìåþùåãî êîîðäèíàòû (x l, y l),
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ÝÝ ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå (Ãåðàñèìîâ, 1996)
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ãäå rij — êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè ìåæäó ïàðàìåòðà-
ìè, n — ðàçìåðíîñòü êâàäðàòíîé êîððåëÿöèîííîé ìàò-
ðèöû.

Ðàñ÷åò ÝÝ ñ îòíîñèòåëüíîé ïîãðåøíîñòüþ íå áîëåå
7 % ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîé ñïåöèàëèñ-
òàìè êàôåäðû àâòîìàòèçèðîâàííûõ ñèñòåì óïðàâëåíèÿ
Äîíåöêîãî íàöèîíàëüíîãî òåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû äëÿ IBM PC. Ðàñ÷åò ñðåäíåãî

è åãî äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà (M ± mt), êëàñòåðíûé è
êîððåëÿöèîííûé àíàëèçû ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ ïàêò
ïðîãðàìì Statistica for Windows.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ôèáðîáëàñòû, ðàñïëàñòàííûå â ìîíîñëîå, â ðåçóëü-
òàòå ëèøåíèÿ èõ CO2 â êîíöåíòðàöèè, íåîáõîäèìîé äëÿ
íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ, óòðà÷èâàþò êîíòàêò
äðóã ñ äðóãîì, îêðóãëÿþòñÿ è ïîãèáàþò ïóòåì íåêðîçà
èëè àïîïòîçà. Â îòñóòñòâèå CO2 íà 5-å ñóò ãèáíåò 100 %
êëåòîê, òàê ÷òî íà÷èíàÿ ñ ýòîãî âðåìåíè ãîâîðèòü îá èõ
æèçíåñïîñîáíîñòè íå ïðèõîäèòñÿ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
÷àñòü êëåòîê (äî 10 %) ïîãèáàåò â òå÷åíèå 1-õ ñóò ïîñëå
èõ óäàëåíèÿ èç ñðåäû, ñîäåðæàùåé CO2, ïðè÷åì âî âðå-
ìåíè äîëÿ (è êîëè÷åñòâî) ìåðòâûõ êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ
ýêñïîíåíöèàëüíî. Îäíàêî èññëåäîâàíèå êèíåòèêè èñêóñ-
ñòâåííîé ãèáåëè ôèáðîáëàñòîâ íå áûëî çàäà÷åé íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû. Ñëåäóåò ëèøü îáðàòèòü âíèìàíèå íà òî, ÷òî
íà 4-å ñóò 72 ± 8 % ôèáðîáëàñòîâ îêàçûâàþòñÿ ïîãèáøè-
ìè ïðè îïðåäåëåíèè ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ ÌÑ. Â òî
æå âðåìÿ îêðàøèâàíèå ÒÑ èëè ÀÎ â ñî÷åòàíèè ñ ÝÁ
îïðåäåëÿåò äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê â 65—80 % èõ ÷èñëà,
íàéäåííîãî ïðè îêðàøèâàíèè ÌÑ, ÷òî â ñðåäíåì ñîñòàâ-
ëÿåò 53 ± 12 %. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò óêàçûâàåò íà òî,
÷òî ÒÑ â èñïîëüçîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ îêàçûâàåòñÿ
ìåíåå æåñòêèì êðàñèòåëåì, ÷åì ÌÑ. Òåì íå ìåíåå ýòî íå
îçíà÷àåò, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ÒÑ èëè ÀÎ â ñî÷åòàíèè ñ
ÝÁ âûÿâëÿåò êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà îäíîé è òîé æå ñòà-
äèè ãèáåëè, ïîñêîëüêó âòîðîé ñïîñîá îêðàøèâàíèÿ ÿâëÿ-
åòñÿ âèòàëüíûì (Ñîëîâüåâà è äð., 1998). Ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî â äàííûõ óñëîâèÿõ ÌÑ îêðàøèâàåò êàê íå-
êðîòè÷åñêèå êëåòêè, òàê è êëåòêè, âñòàâøèå íà ïóòü
àïîïòîçà, òîãäà êàê ÒÑ — ïðåèìóùåñòâåííî íåêðîòè÷å-
ñêèå êëåòêè. Ïðè ýòîì äîëÿ òîëüêî àïîïòîòè÷åñêèõ êëå-
òîê, îïðåäåëåííûõ ñ ïîìîùüþ ÀÎ è ÝÁ, ñîñòàâëÿåò
26 ± 13 %. Ïîñëåäíåå ÷èñëî õîðîøî îáúÿñíÿåòñÿ ñäåëàí-
íûì ïðåäïîëîæåíèåì: â ñóììå äîëÿ ïîãèáøèõ è ãèáíó-
ùèõ êëåòîê, îïðåäåëÿåìàÿ ïðè îêðàøèâàíèè ÀÎ è ÝÁ
èëè ÒÑ (26 +53 = 79 ± 19 %), â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè íå
îòëè÷àåòñÿ (P > 0.1) îò òàêîâîé, ïîëó÷åííîé ïîñðåäñò-
âîì îêðàøèâàíèÿ ÌÑ (72 ± 8 %). Âìåñòå ñ òåì ÷èñëî
êëåòîê, îïðåäåëÿåìûõ êàæäûì èç ïðèìåíåííûõ ñïîñî-
áîâ îêðàøèâàíèÿ, ïîïàðíî õîðîøî êîððåëèðóåò ìåæäó
ñîáîé (r > 0.95, P < 0.01), è ýòî îçíà÷àåò, ÷òî íå èìååò
ïðèíöèïèàëüíîãî çíà÷åíèÿ, ñ êàêèì èç íèõ ñîïîñòàâëÿòü
ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â äàëüíåéøåì.

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî òàêèå ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïà-
ðàìåòðû, êàê P è S, õîòÿ è ìîãóò â ïåðâîì ïðèáëèæåíèè
îòðàæàòü ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòêè, òðàêòîâêà
èõ ñ ïîçèöèé îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð âåñüìà çàòðóäíèòåëüíà. Íàïðèìåð, êàê óìåíüøåíèå,
òàê è óâåëè÷åíèå P èëè S íè÷åãî íå ãîâîðèò î ôîðìå
êëåòêè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïàðàìåòðû C, F1, F3 è (F3 –F1),
îïðåäåëåííûì îáðàçîì îòðàæàÿ ôîðìó êëåòêè, íå äàþò
èíôîðìàöèè î åå ðàçìåðàõ. Ïî ýòèì ïðè÷èíàì äëÿ ðåøå-
íèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà÷è ìîæåò áûòü öåëåñîîáðàçíûì
èñïîëüçîâàíèå èíòåãðàëüíîãî ïîêàçàòåëÿ, êàêîâûì ÿâëÿ-
åòñÿ ÝÝ. Êðîìå òîãî, ïîêàçàòåëü ÝÝ îòðàæàåò òåðìîäè-
íàìè÷åñêîå ñîñòîÿíèå îáúåêòà è åãî èçìåíåíèÿ â òåðìè-
íàõ òåðìîäèíàìèêè íåðàâíîâåñíûõ ïðîöåññîâ òðàêòóþò-
ñÿ îäíîçíà÷íî: óâåëè÷åíèå ÝÝ â èçâåñòíûõ ïðåäåëàõ
(êîòîðûå è íåîáõîäèìî îïðåäåëèòü äëÿ êàæäîé êîíêðåò-
íîé ñèñòåìû) ñâèäåòåëüñòâóåò î ðîñòå ýíòðîïèè ñèñòåìû
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è óõóäøåíèè ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ (Ãåðàñèìîâ,
1998).

Äëÿ ðàñ÷åòà ÝÝ â ñîîòâåòñòâèè ñ òåîðåòè÷åñêèìè
ïðåäñòàâëåíèÿìè (Ãåðàñèìîâ, 1998) ïðåäïî÷òåíèå ñëå-
äóåò îòäàâàòü 3—4 íå ñèëüíî êîððåëèðóþùèì ìåæäó ñî-
áîé ïîêàçàòåëÿì. Â ñëó÷àå èñêóññòâåííîé ãèáåëè ôèá-
ðîáëàñòîâ ïàðàìåòðû P, S è C, à òàêæå F1, F3 è (F3 –F1)
ïîïàðíî êîððåëèðóþò ìåæäó ñîáîé ñèëüíî (r > 0.75) è
ñóùåñòâåííî (P < 0.1), òîãäà êàê êîððåëÿöèè ìåæäó FF è
êàæäûì èç íèõ — ñëàáûå (r < 0.3) è ìàëîçíà÷èìûå (P >
0.5). Â òî æå âðåìÿ ïàðàìåòð C ÿâëÿåòñÿ èíòåãðàëüíîé
âåëè÷èíîé ïàðàìåòðîâ P è S, à ðàçíèöà (F3 –F1) – F1 è F3.
Ïî ýòèì ïðè÷èíàì äëÿ ðàñ÷åòà ÝÝ íàèáîëåå ñóùåñòâåí-
íûìè îêàçûâàþòñÿ ïàðàìåòðû C, (F3 –F1) è FF, èç êîòî-
ðûõ ñîñòàâèëè ñîîòâåòñòâóþùóþ êîððåëÿöèîííóþ ìàò-
ðèöó ðàçìåðîì 3 � 3. Äàëåå ðàññ÷èòàëè ÝÝ è óñòàíîâèëè
÷òî â îäíîé êóëüòóðå ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà êëåòîê, èñïî-
ëüçóåìûõ äëÿ âû÷èñëåíèÿ ÝÝ, ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïîêàçà-
òåëÿ ïåðåñòàþò èçìåíÿòüñÿ â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè åãî
ðàñ÷åòà íà÷èíàÿ ñ 20 ± 3 êëåòîê. Âìåñòå ñ òåì îòíîñèòå-
ëüíàÿ ïîãðåøíîñòü (mt/M) îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé ïîñëå
ðàñ÷åòà ÝÝ ïî ïàðàìåòðàì, íàéäåííûì íå ìåíåå ÷åì äëÿ
30 ± 2 êëåòîê. Ïîñëåäíÿÿ âåëè÷èíà ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäè-
ìûì è äîñòàòî÷íûì ÷èñëîì êëåòîê, êîòîðîå òðåáóåòñÿ
äëÿ õàðàêòåðèñòèêè èõ ïîïóëÿöèè äàííûì ìåòîäîì. Ïî-
ëó÷åííîå ÷èñëî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàéäåííûì ðàíåå
äëÿ ñëèçèñòîé îáîëî÷êè ïîëîñòè ðòà (Ãåðàñèìîâ, Êàëóö-
êàÿ, 1996) ÷èñëîì êëåòîê, íåîáõîäèìûì äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñðåäíèõ ðàçìåðîâ èõ ïðîåêöèé. Òåì íå ìåíåå äàëåå ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ÝÝ ïî ïàðàìåòðàì, íàéäåííûì ó 50 êëåòîê,
ó÷èòûâàÿ, ÷òî èñïîëüçîâàíèå âäâîå áîëüøåãî ÷èñëà êëå-
òîê ïðè êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêå èõ èçîáðàæåíèé ïðèí-
öèïèàëüíî íå óâåëè÷èâàåò âðåìÿ èññëåäîâàíèÿ.

Çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû ÝÝ îò âðåìåíè ïîñëå ëèøå-
íèÿ ôèáðîáëàñòîâ CO2 â íåîáõîäèìîé êîíöåíòðàöèè
ïðèâåäåíà íà ðèñóíêå. Êàê âèäíî íà ðèñóíêå, ÝÝ çàêîíî-
ìåðíî âîçðàñòàåò â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè íàáëþäåíèÿ.
Ïðè ýòîì íà 3-è è 4-å ñóò çíà÷åíèÿ ïîêàçàòåëÿ äîñòîâåð-
íî (P < 0.01 è P < 0.001 ñîîòâåòñòâåííî) âûøå, ÷åì â ïðå-
äûäóùèé ïåðèîä, è, êðîìå òîãî, ýòè âåëè÷èíû ðàçëè÷à-
þòñÿ ìåæäó ñîáîé (P < 0.01). Äèíàìèêà ÝÝ â ïðîöåññå
èñêóññòâåííîé ãèáåëè ôèáðîáëàñòîâ ñîãëàñóåòñÿ ñ òàêî-
âîé, îöåíåííîé öèòîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè, ïðè÷åì
ìåæäó ÝÝ, ñ îäíîé ñòîðîíû, è ÷èñëîì ïîãèáøèõ èëè
ãèáíóùèõ êëåòîê (îïðåäåëåííûõ ñ ïîìîùüþ ÌÑ, èëè
ÒÑ, èëè ÀÎ ñîâìåñòíî ñ ÝÁ) — ñ äðóãîé — èìåþòñÿ òåñ-
íûå êîððåëÿöèè (r > 0.95, P < 0.05). Íàéäåííàÿ çàâè-
ñèìîñòü ÝÝ íàõîäèòñÿ â ïîëíîì ñîîòâåòñòâèè ñ òåðìî-
äèíàìè÷åñêèìè ïðåäñòàâëåíèÿìè, ñîãëàñíî êîòîðûì
â ïðîöåññå ãèáåëè áèîñèñòåìû åå ýíòðîïèÿ âîçðàñòàåò
âñëåäñòâèå óñèëåíèÿ â íåé êîððåëÿöèé ìåæäó ïàðàìåò-
ðàìè ñîñòîÿíèÿ ñèñòåìû (Ïðèãîæèí, 1985), ÷òî õàðàê-
òåðíî òàêæå äëÿ ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ (Ãåðàñèìîâ, 1996).

Ñëåäîâàòåëüíî, âåëè÷èíà ÝÝ ïîçâîëÿåò õàðàêòåðèçî-
âàòü æèçíåñïîñîáíîñòü ôèáðîáëàñòîâ, äàâàÿ âîçìîæ-
íîñòü îöåíèòü êà÷åñòâî (æèçíåñïîñîáíîñòü) êóëüòóðû
áåç ïðèâëå÷åíèÿ öèòîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ.

Ñîãëàñíî ýêñïåðòíîé îöåíêå, ñðåäè èññëåäîâàííûõ
êóëüòóð 7 èìåëè îòëè÷íîå êà÷åñòâî, 2 — óäîâëåòâîðèòå-
ëüíîå è 3 — íåóäîâëåòâîðèòåëüíîå. Óäîâëåòâîðèòåëü-
íóþ îöåíêó ïîëó÷èëè êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ, ïàññèðî-
âàíèå êîòîðûõ ïðîâîäèëè áåç ñîáëþäåíèÿ ðàâíîìåðíîé
ïåðèîäè÷íîñòè ïåðåñåâîâ, íåóäîâëåòâîðèòåëüíóþ îöåí-
êó ïîëó÷èëè 2 êóëüòóðû, ïàññèðîâàíèå êîòîðûõ ïðåðâà-
ëè ïîñëå 2-ãî è 3-ãî ïàññàæåé, è 1 êóëüòóðà, ïðîøåäøàÿ

25 ïàññàæåé. Ïîñëåäíåå ÷èñëî áëèçêî ê ïîëîâèíå ñðåä-
íåãî (40—60), ïðèíöèïèàëüíî âîçìîæíîãî êîëè÷åñòâà
ïåðåñåâîâ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, îãðàíè÷åííîãî ëèìè-
òîì Õåéôëèêà (Hayflik, 1998; Martin et al., 1970).

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî èçìåíåíèå ðàçìåðîâ è ôîðìû
êëåòîê ïðîèñõîäèò åùå è â ðåçóëüòàòå èõ âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ ñóáñòðàòîì, ÷òî, â ñâîþ î÷åðåäü, âûçûâàåò èçìåíå-
íèÿ ãåîìåòðè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ïîäëîæêè èëè ìåæ-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (Harris et al., 1980, 1981, 1984; Âà-
ñèëüåâ, Ãåëüôàíä, 1981). Èç-çà âçàèìîâëèÿíèÿ êëåòîê,
íàõîäÿùèõñÿ â îäíîì êóëüòóðàëüíîì ôëàêîíå, ýòî îá-
ñòîÿòåëüñòâî íåìèíóåìî ïðèâåäåò ê âîçíèêíîâåíèþ êîð-
ðåëÿöèé ìåæäó èõ ìîðôîìåòðè÷åñêèìè ïàðàìåòðàìè.
Ïîýòîìó ïðèìåíåíèå ÝÝ, ñôîðìèðîâàííîãî íà îñíîâà-
íèè òðàíñôîðìèðîâàííîé êîððåëÿöèîííîé ìàòðèöû (6),
ìîæåò îêàçàòüñÿ öåëåñîîáðàçíûì äëÿ îöåíêè óðîâíÿ
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê.

Êàê îêàçàëîñü, â ñëó÷àå êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ïàðàìåòðû S è C êîððåëèðóþò ìåæäó ñîáîé òàê æå,
êàê è F1 è F3, ñ îäíîé ñòîðîíû, è (F3 –F1) — ñ äðóãîé (r >
0.75, P < 0.1). Ïðè ýòîì ïàðíûå êîððåëÿöèè ìåæäó ïåðè-
ìåòðîì è ëþáûì äðóãèì èç èññëåäîâàííûõ ïàðàìåòðîâ
ñëàáûå (r < 0.3, P > 0.5). Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò îáúÿñíÿ-
åòñÿ òåì, ÷òî ñðåäè ôèáðîáëàñòîâ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñò-
âóþò îêðóãëûå êëåòêè, äëÿ êîòîðûõ S è C òåñíî âçàèìî-
ñâÿçàíû. Ïî ýòèì ïðè÷èíàì äëÿ ðàñ÷åòà ÝÝ è îöåíêè
æèçíåñïîñîáíîñòè ôèáðîáëàñòîâ íàèáîëåå ñóùåñòâåí-
íûìè îêàçûâàþòñÿ ïàðàìåòðû P, C, (F3 –F1) è FF, èç êî-
òîðûõ ñîñòàâèëè ñîîòâåòñòâóþùóþ êîððåëÿöèîííóþ
ìàòðèöó ðàçìåðîì 4 � 4. Ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî êëåòîê,
êîòîðîå íåîáõîäèìî è äîñòàòî÷íî äëÿ òîãî, ÷òîáû îòíî-
ñèòåëüíàÿ ïîãðåøíîñòü îïðåäåëåíèÿ ïîêàçàòåëÿ (mt/M)
íå çàâèñåëà îò èõ ÷èñëà, ñîñòàâèëî 31 ± 3, ÷òî íå îòëè÷à-
åòñÿ îò çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííîãî ðàíåå (P < 0.001). Òåì íå
ìåíåå è â äàííîì ñëó÷àå äëÿ ðàñ÷åòà ÝÝ èñïîëüçîâàëè
ïàðàìåòðû, íàéäåííûå ó 50 êëåòîê.

Êëàñòåðèçàöèÿ êóëüòóð ïî âåëè÷èíàì ÝÝ â òî÷íîñòè
ñîâïàëà ñ îöåíêîé ýêñïåðòîâ: êóëüòóðû, îöåíåííûå èìè
â 5 áàëëîâ (7 êóëüòóð, 14 íàáëþäåíèé), ñîñòàâèëè îäèí
êëàñòåð, â 4 áàëëà (2 è 4 ñîîòâåòñòâåííî) — äðóãîé è â
3 áàëëà (3 è 6 ñîîòâåòñòâåííî) — òðåòèé êëàñòåð. Ñëåäî-
âàòåëüíî, ïî âåëè÷èíå ÝÝ äåéñòâèòåëüíî ìîæíî îöåíèòü
êà÷åñòâî (æèçíåñïîñîáíîñòü) êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîá-
ëàñòîâ.

Ðåçóëüòàòû ðàñ÷åòà ÝÝ äëÿ êóëüòóð ôèáðîáëàñòîâ
ðàçíîãî êà÷åñòâà ïðèâåäåíû â òàáëèöå. Êàê âèäíî èç
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Èçìåíåíèå ýíòðîïèéíîãî ýêâèâàëåíòà (ÝÝ) â ïðîöåññå èñêóññò-
âåííîé ãèáåëè ôèáðîáëàñòîâ.

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ ïîñëå ëèøåíèÿ êëåòîê CO2, ñóò; ïî îñè îðäè-
íàò — ÝÝ, óñë. åä.



äàííûõ òàáëèöû, â êóëüòóðàõ îòëè÷íîãî êà÷åñòâà ÝÝ ìè-
íèìàëåí è óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå óõóäøåíèÿ êà÷åñòâà.
Òàêàÿ äèíàìèêà ïîêàçàòåëÿ ñîãëàñóåòñÿ ñ òåðìîäèíàìè-
÷åñêèìè ïðåäñòàâëåíèÿìè (Ïðèãîæèí, 1985; Ãåðàñèìîâ,
1996) è ñ ïðèâåäåííûìè ðàíåå ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííû-
ìè ïðè èññëåäîâàíèè èñêóññòâåííîé ãèáåëè ôèáðîáëà-
ñòîâ. Â îáñóæäàåìîì ñëó÷àå óâåëè÷åíèå ÝÝ ïî ìåðå
óõóäøåíèÿ êà÷åñòâà íà îñíîâàíèè òåðìîäèíàìè÷åñêèõ
ñîîáðàæåíèé (Ïðèãîæèí, 1985) ìîæíî èíòåðïðåòèðî-
âàòü êàê ñòàðåíèå êóëüòóðû. Ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðà-
ìè, îöåíåííûìè â 4 áàëëà (óäîâëåòâîðèòåëüíîå êà÷åñò-
âî), êóëüòóðû, îöåíåííûå â 5 áàëëîâ (îòëè÷íîå êà÷åñòâî)
èëè â 3 áàëëà (íåóäîâëåòâîðèòåëüíîå êà÷åñòâî), èìåþò
ñîîòâåòñòâåííî áîëåå íèçêîå (P < 0.001) èëè ñîîòâåòñò-
âåííî áîëåå âûñîêîå (P < 0.02) çíà÷åíèå ÝÝ. Ñëåäîâàòå-
ëüíî, æèçíåñïîñîáíîñòü êóëüòóð êóëüòèâèðóåìûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ, îöåíåííàÿ ïî âåëè÷èíå ÝÝ, ðàññ÷èòàííîãî ïî
ìîðôîìåòðè÷åñêèì ïàðàìåòðàì êëåòîê, ñîãëàñóåòñÿ ñ ðå-
çóëüòàòàìè ýêñïåðòíîé îöåíêè êà÷åñòâà. Ïðåäëàãàåìûé
ïîäõîä ïîçâîëÿåò îöåíèòü æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê íå-
ïîñðåäñòâåííî âåëè÷èíîé ÝÝ, äëÿ ÷åãî íå òðåáóåòñÿ ñî-
ãëàñîâàíèÿ îöåíîê ýêñïåðòîâ è âîîáùå èõ ó÷àñòèÿ.

Ïðèâåäåííûå â òàáëèöå äèàïàçîíû ÝÝ óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî ìåæäó êóëüòóðàìè, îöåíåííûìè â 4 è 5 áàëëîâ,
ñóùåñòâóþò ôèáðîáëàñòû, ÝÝ êîòîðûõ ïðåâîñõîäèò ïî-
ñëåäíèå, íî ìåíüøå ïåðâûõ è íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå
1.9—2.5. Òàêèå êóëüòóðû ìîãóò áûòü îöåíåíû â 4.5 áàë-
ëà è êëàññèôèöèðîâàíû êàê êóëüòóðû õîðîøåãî êà÷åñò-
âà. Äåéñòâèòåëüíî, ñðåäè 7 êóëüòóð, îöåíåííûõ â 5 áàë-
ëîâ, èìåëî ìåñòî 1 êóëüòóðà ñ ÝÝ = 2.0—2.2, êîòîðàÿ ïðè
çàäàíèè ñîîòâåòñòâóþùèõ íà÷àëüíûõ óñëîâèé ìîæåò
áûòü âûäåëåíà â îòäåëüíûé êëàñòåð. Ñëåäîâàòåëüíî,
ïðèìåíåíèå ÝÝ, ïîìèìî ïðî÷åãî, ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü
òî÷íîñòü îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êóëüòóð êóëüòèâèðó-
åìûõ ôèáðîáëàñòîâ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîïûòàòüñÿ ñîïîñòàâèòü ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå â îáåèõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ (ðàñ÷åòàõ ÝÝ
ïî 3 èëè 4 ìîðôîìåòðè÷åñêèì ïàðàìåòðàì), èíòåðåñíî
ñðàâíèòü çíà÷åíèÿ ÝÝ îòíîñèòåëüíî èõ ìàêñèìàëüíûõ
âåëè÷èí (ÝÝmax). Êàê ñëåäóåò èç òåîðåòè÷åñêèõ ïîëîæå-
íèé (Ãåðàñèìîâ, 1998), ÝÝmax ñîîòâåòñòâóåò ñîñòîÿíèþ, â
êîòîðîì ñèñòåìà ïîëíîñòüþ äåòåðìèíèðîâàíà, ò. å. â íåé
âñå r = 1 è ñîîòâåòñòâåííî âñå âíåäèàãîíàëüíûå ÷ëåíû
êîððåëÿöèîííîé ìàòðèöû (ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû), èñ-
ïîëüçóåìûå äëÿ åå ðàñ÷åòà (âòîðîé ÷ëåí ïðàâîé ÷àñòè
óðàâíåíèÿ (6)), ðàâíû 1. Ïðè ýòîì ñóììà äèàãîíàëüíûõ
÷ëåíîâ êîððåëÿöèîííîé ìàòðèöû (ïåðâûé ÷ëåí ïðàâîé
÷àñòè óðàâíåíèÿ (3)) — èíôîðìàöèîííûå ýëåìåíòû —
òàêæå ðàâíà 1. Èñïîëüçîâàíèå äëÿ ðàñ÷åòà ÝÝ òðåõ ïàðà-
ìåòðîâ è êîððåëÿöèîííîé ìàòðèöû 3 � 3 äàåò ÝÝmax =
= 7 óñë. åä., à â ñëó÷àå ÷åòûðåõ ïàðàìåòðîâ è êîððåëÿöè-
îííîé ìàòðèöû 4 � 4 ïðèâîäèò ê ÝÝmax = 13 óñë. åä. Òîã-
äà èñõîäíûå êóëüòóðû ïîëó÷àþò òàêóþ îöåíêó: â ïåðâîé

ñåðèè ÝÝ/ ÝÝmax = 0.090 ± 0.021, âî âòîðîé 0.130 ± 0.011
(P < 0.2). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íà 4-å ñóò ïîñëå ëèøåíèÿ
ôèáðîáëàñòîâ CO2 îòíîøåíèå ÝÝ/ ÝÝmax = 0.270 ± 0.023,
à äëÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð íåóäîâëåòâîðèòåëüíîãî êà÷åñò-
âà ÝÝ/ ÝÝmax = 0.290 ± 0.031 (P < 0.001). Ïîëó÷åííûé ðå-
çóëüòàò óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïî ñâîåìó òåðìîäèíàìè÷å-
ñêîìó ñîñòîÿíèþ êóëüòóðû íàèõóäøåãî êà÷åñòâà (âòî-
ðàÿ ñåðèÿ) ñîïîñòàâèìû ñ âåñüìà ìàëîæèçíåñïîñîáíûìè
êóëüòóðàìè (ïåðâàÿ ñåðèÿ). Ñðåäè ïîñëåäíèõ áîëåå ïî-
ëîâèíû êëåòîê ïîãèáøèå, à áîëüøèíñòâî îñòàëüíûõ íà-
õîäÿòñÿ íà ïóòè ê ãèáåëè, è òàêîå ñîîòíîøåíèå è ñîîò-
âåòñòâèå ìåæäó ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè â äâóõ ñåðè-
ÿõ, äåëàåò îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè ïîñðåäñòâîì ÝÝ
áîëåå óáåäèòåëüíîé.

Òàêèì îáðàçîì, íà ïðèìåðå ôèáðîáëàñòîâ è îöåíêè
æèçíåñïîñîáíîñòè èõ êóëüòóð ïîêàçàíà ïåðñïåêòèâíîñòü
ïðèìåíåíèÿ ÝÝ, ñôîðìèðîâàííîãî íà îñíîâàíèè ïîëî-
æåíèé íåðàâíîâåñíîé òåðìîäèíàìèêè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êëåòêè.
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ESTIMATION OF CELL VIABILITY USING THEIR GEOMETRICAL PARAMETERS

BY THE EXAMPLE OF CULTIVATED FIBROBLASTS

I. G. Gerasimov,1 A. G. Popandopulo2
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The viability of cultivated fetal fibroblasts has been estimate cytochemically, by system of expert estimati-
ons and by entropy equivalent (EE) generate, on the basis of the thermodynamic theory of nonequlibrium pro-
cesses. The EE is the superposition of the transformed correlation matrix elements which are calculated by geo-
metrical parameters of cell projections, using perimeter, the area, the compactness, and the central moments of
the first and third orders, their difference and Fourier Description. Geometrical parameters of cells, which are
the most effective for the estimation of viability by EE, and also necessary and sufficient for such estimation of
cell number, are determined. It was shown, that cytochemical and expert estimations of viability well correlate
with value of EE, which, according to thermodynamic representations, grows during artificial destruction of cul-
ture and at deterioration of its quality.

K e y w o r d s: fetal fibroblasts, cell viability, cell size, cell form, entropy equivalent, expert estimation, cy-
tochemistry.
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