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В экспериментах in vitro в  последнее десяти-
летие было установлено, что механические 
свойства подложек сильно влияют на эффек-
тивность дифференцировки индуцированных 
плюрипотентных и  эмбриональных стволовых 
клеток и их развития в зрелый фенотип. Меняя 
механо-эластические и  структурные харак-
теристики подложки, можно повышать про-
центный выход дифференцировки стволовых 
клеток в кардиомиоциты. Цель данной работы 
состояла в изучении влияния изменения физи-
ческих характеристик подложек на формирова-
ние фенотипических особенностей сердечных 
клеток. В  задачи входило сравнение структур-
ных свойств культивируемых слоев сердечной 
ткани, полученных при варьировании эластич-
ности и  структуры полимерных подложек. 
Pезультаты показали значительные различия 
в  кальциевой активности и  структурных осо-
бенностях кардиомиоцитов в  зависимости от 
свойств подложки, а  также существенное ва-
рьирование проведения возбуждения. В связи 
с  тем что нарушения проведения в  сердечной 

ткани часто приводят к  возникновению опас-
ных сердечных аритмий, полученные данные 
предполагается использовать для определения 
группы пациентов с повышенным риском смер-
ти от сердечной недостаточности.
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Индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки (ИПСК) позволя-
ют с  помощью направленной диф-
ференцировки получать пациент-

специфические кардиомиоциты, используемые 
затем для изучения физиологических/патофи-
зиологических процессов в  сердечной ткани. 
Полученные данные могут применяться для 
раскрытия механизмов возникновения сердеч-
ных аритмий и  разработки новых методов ле-
чения in vitro. Однако в настоящее время не ре-
шен вопрос о соответствии фенотипа сердечных 
клеток, получаемых направленной дифферен-
цировкой из ИПСК, фенотипу зрелых клеток, 
складывающемуся при развитии сердца в тече-
ние жизни пациента. Одним из недостатков ис-
пользования кардиальных слоев, получаемых 
из дифференцирующихся кардиомиоцитов, 
считается незрелый эмбрионоподобный функ-
циональный фенотип, получаемый в  стандарт-
ных условиях дифференцировки [1–3]. Зачастую 
электрофизиологическая функция монослоев 
из кардиомиоцитов, полученных с  помощью 
направленной дифференцировки из ИПСК, ис-
пользуемых в настоящее время, характеризует-
ся медленной скоростью распространения элек-
трического импульса и  незрелыми профилями 
потенциала действия. Ранее авторами были из-
учены электрофизические характеристики диф-
ференцированных в  кардиомиоциты клеток, 
в  частности, профили потенциала действия 
и возможность формирования функционально-
го синцития между ними. Полученный в работе 
после 30-го дня от начала дифференцировки фе-
нотип кардиомиоцитов в  настоящей статье мы 
условно называем зрелым [4, 5].

Изучение влияния внешних факторов на 
формирование in vitro сердечной ткани показа-
ло, что физическое окружение играет важную 
роль в дифференцировке стволовых клеток и их 
нормальном развитии. Недавние исследования 
продемонстрировали определяющее значение 
микроокружения для высокоэффективной диф-
ференцировки в кардиомиоциты [1, 6, 7].

Цель данной работы состояла в  изучении 
влияния изменения физических характеристик 
подложки на форму кардиомиоцитов и проведе-
ние ими электрического возбуждения.

В задачи работы входило:
• сравнение кальциевой активности и свойств 

проведения волн возбуждения по культиви-
руемым слоям кардиомиоцитов, полученных 
при варьировании эластичности и  структу-
ры подложек;

• сравнение структурных особенностей, в том 
числе формы клеток, структуры цитоскеле-
та отдельных кардиомиоцитов, кластерных 
форм клеточных образований для монослоев 
при их дифференцировке и  формировании 
на подложках с  различной эластичностью 
и анизотропной структурой.
Результаты данной работы показывают зна-

чительное различие клеточных фенотипов, их 
структурных и  функциональных особенностей, 
таких как увеличение сократительной активно-
сти вследствие понижения анизотропии подлож-
ки; повышение равномерности распространения 
фронта волн возбуждения вследствие повыше-
ния анизотропии подложки; выравнивание кле-
ток и клеточных структур вдоль волокон, влия-
ющее на скорость и характер проведения волны 
возбуждения; увеличение скоростей проведения 
волн возбуждения с повышением жесткости по-
лимерной подложки. Основным результатом 
работы следует признать определение зависимо-
сти получаемой формы клеток от окружающей 
степени анизотропии при формировании мо-
нослоев, полученных с  помощью направленной 
дифференцировки из ИПСК в  различных усло-
виях: наиболее ровный фронт волны при ее рас-
пространении по образцу получался на стекле, 
покрытом белковым матриксом, наибольшая 
скорость проведения волны возбуждения дости-
галась на жесткой полимерной подложке.

Материал и методы
В данной работе применяли комплексный под-
ход к  изучению формирования монослоев кар-
диомиоцитов в  зависимости от микроокруже-
ния. Были использованы следующие основные 
методы:
• клеточная дифференцировка и культивиро-

вание линии ИПСК, полученной от карди-
ально здорового пациента;

• создание подложек из полимерных волокон 
с помощью метода электроспиннинга, а так-
же подложек из полидиметилсилоксановых 
(ПДМС)-мембран;

• белки/матриксы: создание подложек с  раз-
личными адгезивными поверхностями (рас-
твор фибронектина, Matrigel);

• оптическое картирование с использованием 
кальцийзависимых красителей.

Получение подложек различной степени 
жесткости
Подложки для культивирования клеток изго-
тавливали из полимера полидиметилсилоксана 
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(ПДМС) путем смешивания двух жидких ком-
понент: геля Sylgard 184 Base (Dow Corning) 
и  эластомер Sylgard 184 (Dow Corning) в  соот-
ношении 10:1 по массе. Для создания подложек 
с  другими механическими свойствами, в  част-
ности с  меньшей степенью жесткости, смеши-
вали приготовленный ранее и  мягкий ПДМС 
в соотношениях 40/60 и 60/40 при аналогичном 
смешивании 10 частей данной основы с 1 частью 
эластомера Sylgard 184. Мягкая составляющая 
ПДМС готовилась путем смешивания равных 
масс двух частей  – Sylgard  527 Part A  и  Sylgard 
527  Part B (Dow Сorning). После тщательного 
перемешивания в чашке Петри в течение 10 ми-
нут получившийся жидкий раствор равномерно 
распределяли в  лунки 24-луночного планше-
та до полного их покрытия слоем около 3  мм. 
Затем планшет с нанесенными пленками ПДМС 
ставили в печь при 70 °С на 12–24 часа до полно-
го отвердевания. Получившиеся подложки об-
рабатывали в  стерильных условиях 70% этило-
вым спиртом и водой в течение часа, после чего 
подвергали ультрафиолетовому излучению так-
же в течение часа. Для улучшения адгезивности 
подложки наносили раствор Matrigel (Corning, 
кат. № 356234, стоковая концентрация раствора 
8 мг/мл) в течение 2 часов при комнатной темпе-
ратуре также в стерильных условиях.

Получение подложек различной степени 
анизотропии
Раствор поликапролактона (англ. polycapro-
lactone, PCL) готовили путем растворения по-
рошка PCL (440744, Sigma-Aldrich, США) в  гек-
сафторизопропаноле в  концентрации 10–15%. 
Приготовленный раствор подвергали электро-
прядению (электроспиннингу) на установке 
Nanon-01 (Mecc Co., Ltd) с приложенным напря-
жением между наконечником шприца и  зазем-
ленным коллектором в диапазоне от 5 до 10 кВ. 
Его загружали в шприц на 3 мл и вводили через 
иглу с  тупым концом 20-го  калибра со скоро-
стью потока 0,1–1 мл/ч при использовании про-
граммируемого шприцевого насоса Fusion  100 

(Chemyx Inc., Япония). Нановолокна электро-
прядили непосредственно на поверхность по-
кровного стекла диаметром 15 мм, нанесенного 
на заземленный коллектор. Угловая скорость 
составляла 1000 об/мин. После завершения про-
цесса электроспиннинга неадгезивные нано-
волоконные субстраты PCL обрабатывали уль-
трафиолетом и  покрывали матриксом Matrigel 
(Corning, кат. № 356234) или Geltrex (Gibco, кат. 
№ A1413301) для повышения их адгезивности.

Дифференцировка и ведение индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток
Культивирование ИПСК проходило на заранее 
подготовленных подложках из ПДМС, покры-
тых матриксом Matrigel в культивируемой среде 
Е8 (Gibco, A1517001) в  соответствии с  протоко-
лом [5]. Базовым протоколом для дифференци-
ровки был протокол активации сигнального 
пути WNT/β-катенин с помощью CHIR99021 при 
его последующем ингибировании [4, 8–10]. 
Клеточная линия isma6L, используемая в  рабо-
те, получена в Институте цитологии и генетики 
СО РАН от пациентов Национального медицин-
ского исследовательского центра им. академика 
Е.Н. Мешалкина (г. Новосибирск). Апробация 
данной линии была опубликована ранее [4, 8]. 
Для дифференцировки ИПСК в кардиомиоциты 
был осуществлен подбор протокола для линии 
isma6L (рис. 1). За основу для модификаций про-
токолов направленной дифференцировки ИПСК 
в кардиомиоциты взяли опубликованный ранее 
протокол [9, 10]. Для проверки селекции кардио-
миоцитов, полученных из ИПСК данной линии 
как чистой популяции клеток, выполнялась ме-
таболическая селекция полученных дифферен-
цированных клеток в течение 5–7 дней [10] в сре-
де RPMI 1640 без глюкозы с лактатом.

Рис. 1. Протокол для дифференцировки линии индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток iSMA6L в желудочковые кардиомиоциты [9, 10]

12 μM CHIR99021 
RPMI/B27-insulin

5 μM IWP2  
RPMI/B27-insulin

RPMI/B27

0 1 3 5 7

Появление 
сокращающихся 

клеток

День 
дифференцировки

Рис. 2. Микроскопические изображения структуры колоний индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток, дифференцирующихся в кардиомиоциты, на подложках 
различной жесткости: А – слой кардиомиоцитов на 25-й день дифференцировки 
на подложке полидиметилсилоксана 60/40; Б – слой кардиомиоцитов на 27-й день 
дифференцировки на 100% твердом полидиметилсилоксане (100/0); × 10

АА ББ
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Метаболическая селекция
Для снятия электрофизиологических характе-
ристик с дифференцирующихся клеток и экспе-
риментов по формированию монослоев, послед-
ние в процессе дифференцировки рассаживают 
с помощью раствора Версена на подложки, пере-
численные выше. Для выделения чистой попу-
ляции кардиомиоцитов начиная от 2 дней после 
пересадки в  течение 7–10  дней была протести-
рована метаболическая селекция, при которой 
кардиомиоциты в  процессе дифференцировки 
культивируются в  лактозной среде RPMI  1640 
без D-глюкозы (Thermo Fisher Scientific, США), 
содержавшей 213  мкг/мл L-аскорбиновой кис-
лоты 2-фосфат сесквимагний соль гидрата 
(Sigma-Aldrich, США), 500 мкг/мл рекомбинант-
ного альбумина человека, экспрессированно-
го в  oryza sativa (Sigma-Aldrich, США), и  5  мМ 
DL-лактата натрия (L4263, Sigma-Aldrich, США). 
Данный метод показал увеличение на 20%  эф-
фективности экспериментов для измерения 
электрофизиологических характеристик (по-
тенциала действия, токов) для одиночных рас-
саженных кардиомиоцитов, а также улучшение 
формирования синцития после пересадки диф-
ференцирующихся в  кардиомиоциты клеток, 
так как зрелыми кардиомиоциты можно счи-
тать к  40-му дню от начала дифференцировки 
[5] и перевода на сывороточную среду согласно 
протоколу [10].

Оптическое картирование
После направленной дифференцировки 
ИПСК в  монослой кардиомиоцитов на различ-
ных подложках изучали проведение волны 

возбуждения. День эксперимента отсчитыва-
ется от начала дифференцировки. Следующий 
протокол описывает процедуру оптического 
картирования волны возбуждения:
• образец инкубировали при температу-

ре 37  °С от 30  минут до часа с  кальций-
зависимым флуоресцентным красителем 
Fluo-4  (Invitrogen, F14201) в  концентрации 
4 мкг/мл;

• по истечении времени данный раствор за-
меняли на солевой раствор Тироде (Sigma-
Aldrich Co., США, T2145-10L с  pH 7,25) той 
же температуры. Сам образец помещали на 
термопластинку для поддержания физиоло-
гической температуры;

• визуализация сигнала, сопутствующего 
возбуждению клеток, и  запись видео про-
изводились при помощи системы Olympus 
MVX10 MacroView и  камеры с  высоким 

Рис. 5. Колонии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток на 2-й день после 
рассадки (1:5), посаженные на направленно ориентированные (выровненные) волокна; × 10

Рис. 3. Зависимость значений средней скорости проведения 
волны возбуждения (мм/c) при стимуляции в 1 Гц по слою 
кардиомиоцитов, полученных в процессе дифференцировки 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
в кардиомиоциты на матриксе полидиметилсилоксана разного 
состава, от жесткости подложки
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Рис. 4. Различные типы волокон, полученных с помощью электроспиннинга:  
А – направленно ориентированные волокна, полученные с помощью щелевого коллектора 
(анизотропная нановолоконная подложка); Б – хаотически расположенные волокна, 
полученные без щелевого коллектора (изотропная нановолоконная подложка). Волокна 
покрашены флуоресцентным красителем; × 10

АА

ББ
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пространственным и  временным разреше-
нием Andor EMCCD Camera 897-U (512 × 512, 
130 кадров в секунду);

• стимуляция кардиослоев проводилась то-
чечным электродом с  разными частотами 
возбуждения от 1 до 5 Гц;

• для последующей обработки видео использо-
вали программу ImageJ и ее плагины (http://
rsbweb.nih.gov/ij/).
Отметим: эксперимент не должен длиться 

более 30  минут, так как при превышении этой 

временной нормы возможно повреждение кле-
ток или нарушение их дальнейшего развития. 
После картирования и  промывки образец сно-
ва заливали средой RPMI 1640 + B-27 Supplement 
(Gibco, 17504044) и помещали обратно в инкуба-
тор до следующих экспериментов.

Иммуноцитохимический анализ
Для исследования морфологии культуры по-
лучаемых в  процессе дифференцировки кар-
диомиоцитов образцы после картирований 
фиксировались с помощью 4% параформальде-
гида и  окрашивались на специфичный сокра-
тительному аппарату кардиомиоцитов белок 
α-актинин, актиновые филаменты и  ДНК кле-
ток. Для этого использовали антитела  – пер-
вичное на α-актинин (monoclonal anti-α-actinin 
(sarcomeric) antibody produced in mouse, Sigma 
(1:1000) и вторичное (anti-mouse Alexa Fluor 594 
(ab’) 2  fragment of Goat anti-mouse IgG (H + L), 
Sigma 1:2000), а  также неспецифичные кра-
сители Alexa Fluor 488 Phalloidin Conjugate 
(Invitrogen, A12379) и  DAPI (Thermo Scientific, 
62248). Исследование проводили на сканирую-
щем конфокальном микроскопе LSM 710 (Zeiss, 
Германия) с  помощью встроенных режимов на 
лицензионном программном обеспечении Zeiss. 
Сигналы от каждой флуоресцентной метки ре-
гистрировались в  соответствующем диапазоне 
длин волн. Затем каналы были условно обозна-
чены цветами и объединены.

Результаты
Результаты работы можно условно разделить на 
2 части:
• исследование влияния жесткости подложки 

и матрикса Matrigel на формирование карди-
ального синцития при направленной диффе-
ренцировке ИПСК в кардиомиоциты;

• исследование влияния анизотропии на фор-
мирование кардиального синцития при на-
правленной дифференцировке ИПСК в кар-
диомиоциты.

Исследование влияния жесткости подложки 
и матрикса на формирование кардиального 
синцития
В первую очередь было проведено исследова-
ние влияния жесткости подложки и  матрикса 
на формирование кардиального синцития при 
направленной дифференцировке ИПСК в  кар-
диомиоциты. Показано значительное различие 
при формировании монослоев кардиомиоцитов 
на подложках с  различными свойствами. Для 

Рис. 6. Кардиомиоциты, посаженные на направленные волокна, вытянутые вдоль волокна: 
А – посадка 100 000 клеток на лунку (d = 15 мм); Б – посадка 50 000 клеток. На рисунках 
представлены поликапролактоновые волокна (cиним цветом обозначены ядра клеток 
и волокна, зеленым – F-актин в клетках); × 10

АА

ББ

Рис. 7. Конфокальное изображение иммуноцитохимической окраски кардиальных 
тяжей, полученных в процессе дифференцировки индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток в кардиомиоциты на направленных волокнах. Красным указан маркер 
кардиомиоцитов α-актинин, зеленым – F-актин, синим – ядра клеток. C помощью цвета 
также обозначено пространственное расположение тяжей: от красного (ближе) к синему 
(дальше); × 40
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повышения адгезивности с поверхностью диф-
ференцирующихся колоний ИПСК тестирова-
ли различные матриксы и белки – человеческий 
фибронектин, Matrigel и  Geltrex. Результаты 
показали, что при дифференцировке или по-
следующей рассадке на культуральном пласти-
ке, покрытом матриксом Matrigel, формиро-
вание кардиослоев происходило эффективнее 
в  90%  образцов, общая электрофизиологиче-
ская зрелость кардиомиоцитов наблюдалась на 
50–54-й  день после начала дифференцировки 
[5]. При сравнении матриксов Matrigel и Geltrex 
первый показывал лучшие результаты с  точки 
зрения получаемых кардиальных синцитиев 
и проведения волн возбуждения.

Исследование выполняли также в зависимо-
сти от разной степени жесткости подложки. Для 
этого был использован полимер ПДМС в  раз-
ных пропорциях базового полимера. Условно 
ПДМС обозначали по процентному содержа-
нию компонент базового полимера (твердый 
к  мягкому). Например, ПДМС 60/40 означало 
60%  более твердой базы с  40%  мягкой компо-
ненты. На заранее подготовленных таким обра-
зом планшетах с разной жесткостью ПДМС, по-
крытого Matrigel, проводили культивирование 
ИПСК и  последующую направленную диффе-
ренцировку ИПСК в кардиомиоциты. На рис. 2 
показаны слои кардиомиоцитов, полученных на 
ПДМС различной жесткости на 25–27-й день от 
начала дифференцировки, что говорит о  раз-
личии получаемых структур, образуемых клет-
ками на таких подложках. Для каждого план-
шета существовал контроль на культуральном 
пластике. Первые сокращения наблюдались не 
в контроле на культуральном пластике, а на са-
мом твердом ПДМС (100/0) на 8-й  день, через 
6-9  часов после добавления последнего компо-
нента среды по протоколу.

Оптическое картирование для самого жест-
кого ПДМС (100/0) проводили на 23-й  день, 
для ПДМС 60/40  – на 22-й  день, для ПДМС 

40/60 – также на 22-й день. Скорость проведения 
волны возбуждения составляла для ПДМС 100/0 
около 52,33  мм/c, для ПДМС 60/40  около 
42,6 мм/c, для ПДМС 40/60 примерно 32,67 мм/c. 
Погрешности и  скорости указаны на рис. 3. 
Согласно статье [5], на 22–24-й  день скорость 
составляет  40% от максимальной у  созревшего 
слоя кардиомиоцитов, дифференцированных из 
ИПСК, что близко по значениям к скоростям на 
реальной сердечной ткани. Полученные данные 
по скоростям на данных подложках позволя-
ют констатировать, что при дифференцировке 
ИПСК в кардиомиоциты на подложке из самого 
жесткого ПДМС (100/0) имеется преимущество 
в  скорости проведения волны возбуждения по 
такому слою по сравнению с контролем на куль-
туральном пластике.

Исследование влияния структуры подложек 
(анизотропии) на характеристики сердечных 
слоев
С целью поиска оптимальной подложки для 
дифференцировки ИПСК в кардиомиоциты из-
учали модели анизотропных и изотропных об-
разцов культивированных кардиальных слоев, 
полученных с  помощью нановолоконных по-
лимерных (PCL) подложек с  различной степе-
нью анизотропии (рис. 4). Данный поиск был 

Рис. 8. Карты сжатия для кардиомиоцитов, дифференцированных из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток на анизотропном (A) и изотропном (Б) нановолоконных 
каркасах, а также стекле (В) (все подложки обработаны Matrigel). Цветовая функция 
отображает локальные скорости смещения во время сокращения (мкм/с). Стрелка 
показывает ориентацию анизотропных волоко

АА ББ ВВ

Рис. 9. Активационные карты оптического картирования, 
полученные при стимуляции 1 Гц монослоев кардиомиоцитов, 
дифференцированных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток, на 50-й день от начала дифференцировки на 
различных подложках: А и Б – на анизотропных подложках, В – 
на изотропной подложке, Г – на стекле, покрытом матриксом 
Geltrex. Звездочкой обозначены места стимуляции образцов 
точечным электродом, стрелками указано направление волокон 
в случае их направленности. Образцы визуально сократимы, 
но функционально клетки разобщены в зависимости от 
степени анизотропии в сравнении 9А и 9В. Электротоническое 
возбуждение составляло менее 0,2 мм; × 1,6

АА ББ

ВВ ГГ
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необходим для создания условий лучшего фор-
мирования функционального синцития карди-
омиоцитов в процессе дифференцировки, а так-
же для исследования влияния анизотропии на 
проведение возбуждения. Таким образом, опре-
делено 4 типа подложек, представляющие собой: 
1)  направленно ориентированные или выров-
ненные волокна (рис. 4А); 2) хаотически распо-
ложенные волокна (рис. 4Б); 3) стекло; 4)  куль-
туральный пластик. Все четыре вида подложек 
покрывали матриксом Matrigel для улучшения 
роста клеток.

После посадки ИПСК на 2-й  тип подложки 
колонии ИПСК располагались примерно таким 
же образом, как и  на культуральном пластике, 
не образуя упорядоченных структур, при этом 
формируя конфлюэнтный слой. Однако при по-
садке ИПСК на направленные волокна (1-й тип 
подложки) колонии имели вытянутую форму 
и  формировались вдоль волокон, как показано 
на рис. 5. На полученных волокнах конфлюэнт-
ный монослой формировался в  2  раза медлен-
нее, чем на подложках из культурального пла-
стика и стекла.

Если проводить рассадку кардиомиоцитов 
на выровненные волокна, можно также уви-
деть вытягивание их цитоскелета вдоль волокон 
(рис. 6). Некоторые кардиомиоциты образуют 
кластеры, их кальциевая активность и сокраще-
ния распространяются по направлению волокон 
быстрее, чем поперек волокнистой структуры.

В процессе дифференцировки на направ-
ленных волокнах кардиомиоциты начинают 
формировать тяжи. Их расположение также на-
правлено вдоль волокон, как показано на рис. 7.

Последними при дифференцировке стали 
проявлять сокращения клетки на изотропных 
образцах, то есть хаотичных волокнах. Там же 
наблюдались наиболее несинхронные сокраще-
ния и неоднородность распределения сокраща-
ющихся тяжей и  кластеров кардиомиоцитов, 
полученных при направленной дифференци-
ровке. Самые активные сокращения регистри-
ровали на культуральном пластике, что можно 
наблюдать на картах сокращений (рис. 8).

Формирование функционального проводя-
щего синцития протекало на всех подложках 
по-разному, что соотносится с  работой [11]. 
На изотропной подложке (хаотичных волок-
нах) данный процесс почти не наблюдался. 
Клетки группировались в кластеры и сокраща-
лись в  них, не соединяясь друг с  другом. Было 
проведено оптическое картирование образ-
цов на разных подложках после 50-го  дня от 

начала дифференцировки (рис. 9). Как показано 
на рис. 9В, при точечной стимуляции образца 
на изотропной подложке происходило воз-
буждение лишь соседних с  электродом клеток, 
волна возбуждения не распространялась. На 
рис. 9А и  9Б показаны активационные карты 
образцов на анизотропной подложке, то есть на 
направленных волокнах. Как видно из рисун-
ков, в  данном случае возбуждение распростра-
нялось крайне неравномерно. Быстрее волна 
возбуждения распространялась вдоль направ-
ления волокон, наиболее равномерно  – на об-
разцах с подложкой из стекла и культурального 
пластика. При сравнении активационных карт 
обнаружили, что наиболее однородный монос-
лой из дифференцированных в кардиомиоциты 
клеток формируется на культуральном пласти-
ке с Matrigel.

Метаболическая селекция
Для выделения чистой популяции кардиоми-
оцитов через несколько дней (от  2  дней) после 
пересадки в  течение 7–10  дней была протести-
рована метаболическая селекция, при которой 
кардиомиоциты в  процессе дифференцировки 
культивируются в  лактозной среде RPMI  1640 
без D-глюкозы (Thermo Fisher Scientific, США), 
содержавшей 213  мкг/мл L-аскорбиновой кис-
лоты 2-фосфат сесквимагний соль гидрата 
(Sigma-Aldrich, США), 500 мкг/мл рекомбинант-
ного альбумина человека, экспрессированно-
го в  oryza sativa (Sigma-Aldrich, США), и  5  мМ 
DL-лактата натрия (L4263, Sigma-Aldrich, США). 
Данный метод показал увеличение результа-
тивности экспериментов на 20% для одиночных 
кардиомиоцитов, а также улучшение формиро-
вания синцития после пересадки дифференци-
рующихся клеток и перевода на сывороточную 
среду.

Обсуждение
Свойства окружения, безусловно, играют важ-
ную роль при формировании клеточных струк-
тур. В  частности, подложки для культивируе-
мых кардиослоев при их формировании in vitro 
выполняют функцию, аналогичную внеклеточ-
ному матриксу in vivo. В  представленной рабо-
те было показано, что варьирование жесткости 
подложки изменяет скорость проведения волны 
возбуждения. При этом скорость увеличивается 
с повышением жесткости подложки. Дальнейшие 
исследования могут определить оптимальную 
жесткость для создания зрелого фенотипа кар-
диомиоцита in vitro, наиболее соответствующего 
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фенотипу клеток сердца пациента, что, в  свою 
очередь, позволит осуществить разработку эф-
фективной экспериментальной платформы для 
исследования пациентспецифичного действия 
фармацевтических препаратов и кардиотоксич-
ности. Под зрелым фенотипом кардиомиоцитов 
в представленной статье подразумевается фено-
тип желудочкового кардиомиоцита, имеющего 
сформированный потенциал действия, харак-
терный для взрослого кардиомиоцита, сформи-
рованные токи и  уже прошедший период раз-
вития межклеточных связей для образования 
электрического синцития на 50–54-й день от на-
чала дифференцировки [4, 5, 12].

Отметим: в работе был исследован класс ме-
нее жестких подложек, на которых ряд авторов 
наблюдали мощные синхронные сокращения 
слоя клеток. Нами такого эффекта обнаружено 
не было, что вступает в противоречие с работой 
[13].

Мы также отметили эффект организации 
дифференцирующихся клеток в  тяжеподобные 
волоконные структуры. Точный биологический 
механизм такого выравнивания неизвестен. На 
наш взгляд, это может быть связано с известным 
свойством усиления актинового цитоскелета 
в ответ на внешнюю силу, то есть при анизотро-
пии актиновые нити ремоделируются под дей-
ствием приложенного напряжения, полученно-
го в  результате натяжения подложки-волокна, 
стабилизируя весь клеточный комплекс [14]. 
Напряжение является максимальным, если ак-
тиновые филаменты выровнены друг с другом, 
что обусловливает предпочтение межклеточно-
го выравнивания цитоскелетов. Такое выравни-
вание лучше всего описывается гамильтоновой 
механикой и, например, в  клеточной модели 
Поттса выглядит следующим образом [15]:

H = Hadhesive + Helastic + Hprotr + Hnuclei + Hjunctions,

где Hadhesive  – гамильтониан взаимодействия 
клеток с  подложкой (адгезия); Helastic  – гамиль-
тониан, описывающий эластичные свойства 
мембраны и постоянство объема клетки; Hprotr – 
гамильтониан, описывающий динамику вы-
пячивания сердечных клеток, которая создает 
характерные многоугольные формы этих кле-
ток; Hnuclei  – гамильтониан, описывающий бо-
лее высокую с  математической точки зрения 
жесткость ядер по сравнению с  телом клетки; 
Hjunctions – гамильтониан, описывающий стабиль-
ность адгезионных соединений и выравнивание 
цитоскелетов соседних клеток.

В рамках последнего гамильтониана описы-
вается сила, под действием которой происходит 
образование тяжеподобных структур и их стаби-
лизация. Несмотря на то что данный эффект не 
продемонстрировал лучших электрофизиологи-
ческих характеристик по сравнению с обычными 
изотропными условиями дифференцировки, ре-
зультат может быть полезен для регенеративной 
медицины с точки зрения места волоконной ар-
хитектуры в тканевой инженерии сердца.

Заключение
Кардиомиоциты, получаемые из ИПСК, позво-
ляют реализовать идею постоянного пациент-
специфичного источника кардиальных клеток. 
Доступность ИПСК даст возможность разра-
ботать улучшенные платформы для тестирова-
ния фармацевтических препаратов и  модели-
рования патологий, а  также внедрить методы 
клеточной терапии и  трансплантации выра-
щенных тканей. В  данной работе была успеш-
но проведена попытка повышения качества 
получаемых клеточных структур путем изу-
чения проведения волн возбуждения по ним. 
Формирование кардиальных слоев из диффе-
ренцируемых ИПСК варьировалось различным 
микроокружением клеток. Результаты предпо-
лагают улучшение структурных и  электрофи-
зиологических свойств кардиомиоцитов в  ус-
ловиях разных свойств клеточной микросреды, 
которые были измерены с помощью визуализи-
рующего волны возбуждения широко исполь-
зуемого [5, 16] кальцийзависимого красителя.

Итоги данной работы показывают значи-
тельные различия при формировании функ-
ционального электромеханического синцития 
в  процессе дифференцировки ИПСК в  кардио-
миоциты. Среди особенностей можно выделить 
следующие:
• увеличение сократительной активности 

вследствие понижения анизотропии под-
ложки;

• повышение равномерности распростране-
ния фронта волн вследствие повышения 
анизотропии подложки возбуждения;

• выравнивание клеток и клеточных структур 
вдоль волокон, влияющее на скорость и  ха-
рактер проведения волны возбуждения;

• увеличение скоростей проведения волн воз-
буждения с  повышением жесткости поли-
мерной подложки.
Основным результатом работы следует при-

знать определение зависимости получаемых 
электрофизиологических свойств проведения 
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In the last decade, in vitro experiments have shown 
that mechanical properties of the bases could 
markedly influence the efficacy of differentiation 
of the induced pluripotent and embryonic stem 
cells and their development into the mature phe-
notype. By changing of mechanical, elastic and 
structural characteristics of the base, it is possible 
to increase the percentage of stem cells that differ-
entiate to cardiomyocytes.
The study was aimed at evaluation of the effects 
induced by changing physical characteristics of 
the base on the formation of phenotypic charac-
teristics of cardiac cells. This included the compar-
ison of structural properties of the cultured layer 
of heart tissue obtained by changing of elastici-
ty and structure of polymeric bases. The results 
showed significant differences in calcium activity 
and structural characteristics of cardiomyocytes 
depending on the base properties, as well as 

significant variation in the excitation conduction. 
As long as conduction abnormalities in the heart 
tissues can often lead to occurrence of life-threat-
ening cardiac arrhythmias, the results can be used 
to determine patient groups at increased risk of 
death from heart failure.

Key words: cardiomyocyte, cardiac differentia-
tion, stem cells, tissue engineered constructions, 
optic mapping
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