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На сегодняшний день клеточная регенеративная медицина находится в состоянии интенсивного развития. С течением времени можно наблюдать расширение пула тестов для определения клеточной активности in vitro. Спрос на всевозможные тесты обеспечен высокой чувствительностью и биологическим разнообразим присущим клеточным линиям. Важной группой тестов являются тесты на цитотоксичность, позволяющие определить повреждающее действие того или иного агента. К таким агентам относятся, например: детергенты, специфические ингибиторы или ферменты. В данный момент существует набор стандартных тестов по определению клеточной активности, основанных на эффектах флуоресценции или окрашивании. Эти тесты прекрасно проявляют себя в ряде случаев, а также просты в применении. Однако применяемые компоненты тестов могут негативно влиять на состояние клеточной культуры. Более того, существуют флуоресцентные цитотоксические агенты, которые осложняют стандартные анализы или делают их невозможными. В связи с чем, наше исследование направлено на создание инновационного протокола по определению клеточной активности, на основе механических свойств клеток, определяемых с помощью атомно-силовой микроскопии (АСМ). На основе литературы и общедоступных данных, мы предложили гипотезу, что механические свойства клетки могут выступать в роли индикатора цитотоксического воздействия. На данный момент известно, что жесткость клетки, характеризуемая модулем Юнга, является неотъемлемым параметром при описании состояния клетки. Изменение модуля Юнга, может говорить о клеточной активности: пролиферации, движении или испытываемом стрессе. Для наших исследований мы использовали широкий набор цитотоксических агентов, имеющих различную природу воздействия: TX100, акриламид, SDS, антимицин А, пероксид водорода, повидон йода, азид натрия и другие. Исследования проводились на модельной клеточной линии крысиных фибробластов Ref-52. 

Целью исследовательской работы является создание протокола определения клеточной активности, на основе механических свойств, измеряемых с помощью АСМ.  Перед нами стояли следующие задачи: 1) Обзор литературы и выбор ингибирующих агентов определенных типов, широко распространенных в области регенеративной медицины 2) проведение стандартных Alamar blue тестов с клеточной линией REF-52 для каждого из агентов и нахождение полуингибирующих концентраций IC50 3) проведение измерений механики клеток с помощью АСМ при воздействии цитотоксичекого агента при действующей концентрации, выбираемой из тестов с Alamar blue 4) анализ данных и проверка гипотезы 5) разработка протокола по определению клеточной активности на основе механических свойств (модуль Юнга), измеряемых с помощью АСМ 6) Определение точности разработанного подхода.  

В результате проделанной работы были получены следующие результаты:

1) Гипотеза, что механические свойства явным образом отражают цитотоксическое воздействие, подтверждена для ряда цитотоксических агентов;
2) В ряде случаев, мы обнаружили, что существует обратная корреляция между изменением высоты клеток и их жесткостью при цитотоксическом воздействии;
Одним из преимуществ предложенного типа измерений клеточной активности можно считать неинвазивность метода. 

В дальнейшем планируется разработка протокола по определению клеточной жизнеспособности. Более того, на основе наших результатов, мы выдвинули ряд новых предположений и замечаний:
1) Были получены первичные данные, на основе которых мы выдвинули предположение, что морфология клеточных образцов коррелирует с механическими свойствами и типами цитотоксического воздействия;
2) На основе данных о механических свойствах мы выдвинули предположение, что специфическое цитотоксическое воздействие влияет на механические свойства определенным образом в процентном соотношении.
