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Ñòèìóëÿöèÿ âîññòàíîâëåíèÿ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð

Ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ñïîñîáíîñòè íèçêîìîëåêóëÿðíîé ôðàêöèè (äî 5 êÄà) êîðäîâîé
êðîâè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ) è ïðåïàðàòà Àêòîâåãèí âîññòàíàâëèâàòü ôóíêöèè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. Èçó÷åíî èõ âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàöèþ äåêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð, à òàêæå îòäåëüíûå ýòàïû èõ ðîñòà — ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëåíèÿ, ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâà-
íèÿ è ìèòîòè÷åñêèé ðåæèì. Ïîêàçàíî, ÷òî áîëåå ýôôåêòèâíî ôðàêöèÿ êîðäîâîé êðîâè è Àêòîâåãèí â
êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë ñòèìóëèðóþò ðîñò êóëüòóðàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà è BHK-21 êëîí
13/04 ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. Îäíàêî íåñìîòðÿ íà îáíàðóæåííûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò, èõ ïðè-
ìåíåíèå íà 1-ì ïàññàæå ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ íå ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü ïîêàçàòåëåé íàòèâíîé êóëü-
òóðû. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ôðàêöèè êîðäîâîé êðîâè è Àêòîâåãèíà íà ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëå-
íèÿ, ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ è ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà íå ðàçëè÷àëèñü. Â
êóëüòóðå BHK-21 êëîí 13/04 âëèÿíèå Àêòîâåãèíà áûëî ñëàáîâûðàæåííûì, â òî âðåìÿ êàê ôðàêöèÿ êîð-
äîâîé êðîâè ÊÐÑ çíà÷èòåëüíî ñòèìóëèðîâàëà àäãåçèþ è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, ÷òî âûðàæàëîñü â íîð-
ìàëèçàöèè èõ ýôôåêòèâíîñòè ïðèêðåïëåíèÿ è ïîâûøåíèè èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè íà 83.7 % íà 4-å ñóò
ðîñòà. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ìîãóò ñëóæèòü îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ ðåãåíåðàöèîííûõ ñðåä ñ öåëüþ
áûñòðîãî âîññòàíîâëåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ, â
êîòîðûõ â êà÷åñòâå àêòèâíûõ êîìïîíåíòîâ ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ ôðàêöèÿ (äî 5 êÄà) êîðäîâîé êðîâè
ÊÐÑ èëè Àêòîâåãèí â êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êðèîêîíñåðâèðîâàíèå, ôðàêöèÿ (äî 5 êÄà) êîðäîâîé êðîâè, Àêòîâåãèí, êëå-
òî÷íûå êóëüòóðû, âîññòàíîâëåíèå, ïðîëèôåðàöèÿ, àäãåçèÿ, ìèòîòè÷åñêèé ðåæèì.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÏ — èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè, ÊÐÑ — êðóïíûé ðîãàòûé ñêîò, ÔÊÊ —
ôðàêöèÿ (äî 5 êÄà) êîðäîâîé êðîâè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.

Èñïîëüçîâàíèå èçîëèðîâàííûõ êëåòîê è êëåòî÷íûõ
êóëüòóð æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â ñîâðåìåííîé ìåäè-
öèíå è áèîòåõíîëîãèè ñâÿçàíî ñ íåîáõîäèìîñòüþ èõ êîí-
ñåðâèðîâàíèÿ â íèçêîòåìïåðàòóðíûõ áàíêàõ. Èññëåäîâà-
íèÿ â ýòîé îáëàñòè íàïðàâëåíû íà ðàçðàáîòêó íîâûõ è ñî-
âåðøåíñòâîâàíèå óæå ñóùåñòâóþùèõ êðèîçàùèòíûõ
ñðåä è ïðîòîêîëîâ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ (Öóöàåâà è äð.,
1983; Ôóëëåð è äð., 2003). Â ðåçóëüòàòå äëÿ êàæäîãî òèïà
êëåòîê ïîäáèðàþòñÿ èíäèâèäóàëüíûå óñëîâèÿ êîíñåðâè-
ðîâàíèÿ, ïîçâîëÿþùèå ìàêñèìàëüíî ñîõðàíèòü èõ ìîð-
ôîôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà. Òåì íå ìåíåå â êëåòêàõ
ïðîèñõîäèò ðÿä íåëåòàëüíûõ ïîâðåæäåíèé, òàêèõ êàê íà-
ðóøåíèå áàðüåðíîé, òðàíñïîðòíîé è ðåöåïòîðíîé ôóíê-
öèé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (Ãóëåâñêèé è äð., 1988),
ïîâðåæäåíèå ìèòîõîíäðèé (Ïåòðåíêî, 1987), ëèçîñîì
(Ëóãîâîé, Êðàâ÷åíêî, 1976), ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòè-
êóëóìà (Þð÷åíêî è äð., 1992; Êàïðåëüÿíö è äð., 2002) è
ÿäðà (Ôóëëåð è äð., 2004), ñíèæåíèå óðîâíÿ ñèíòåçà áåëêà
(Ãóëåâñêèé è äð., 1988), èçìåíåíèå áàëàíñà ìåìáðà-
íî-ñâÿçàííûõ è ðàñòâîðåííûõ ôåðìåíòîâ (Ëóãîâîé, Ìîè-
ñååâ, 1978; Ëóãîâîé, Ãóñåâà, 1981).

Ïðè äàëüíåéøåé èíêóáàöèè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
(Ñåìåí÷åíêî è äð., 1989; Ôåäåö, 1989; Áåëî÷êèíà, Âîëêî-
âà, 1994) ÷àñòü òàêèõ ïîâðåæäåíèé âîññòàíàâëèâàåòñÿ.
Îäíàêî äëÿ ïîëíîãî âîññòàíîâëåíèÿ ñâîéñòâ êëåòî÷íûõ
ïîïóëÿöèé òðåáóåòñÿ íåìàëî âðåìåíè. Â ÷àñòíîñòè, ñâîé-
ñòâà êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàþòñÿ ê
4-ìó ïàññàæó (Ãëóøêî è äð., 1981). Ýòî çàòðóäíÿåò áèî-
òåõíîëîãè÷åñêîå ïðîèçâîäñòâî è ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ èçîëèðîâàííûõ è êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
â ìåäèöèíå.

Ñóùåñòâóþùèå íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñïîñîáû âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ êëåòîê ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ, ñâÿ-
çàííûå ñî ñòàáèëèçàöèåé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
(Kravchenko, Lugovoi, 1982; Âèíîãðàäîâ, Ñóõàíîâ, 1988)
è ñòèìóëèðîâàíèåì ýíåðãåòè÷åñêîãî ìåòàáîëèçìà (Âèíî-
ãðàäîâ, Ñóõàíîâ, 1988; Òèáèëîâà è äð., 1988), ðàçðàáîòà-
íû äëÿ êëåòîê äîíîðñêîé êðîâè ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ ýô-
ôåêòèâíîñòè èõ äàëüíåéøåé òðàíñôóçèè. Ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êóëüòóð êëåòîê èñïîëüçóþò ïîâûøåííûå
êîíöåíòðàöèè ñûâîðîòêè êðîâè â ðîñòîâîé ñðåäå, äîáàâ-
ëåíèå ôèáðîíåêòèíà (Ñòåãíèé, Áóñîë, 1993) èëè êîíäè-

619

2 0 1 3 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 55, ¹ 9



öèîíèðîâàííîé ñðåäû (Ïåòðåíêî è äð., 1985). Ïîèñê êîì-
ïîíåíòîâ äëÿ ñîçäàíèÿ ðåãåíåðàöèîííûõ ñðåä, îáåñïå÷è-
âàþùèõ áûñòðîå âîññòàíîâëåíèå ñâîéñòâ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ïîñëå èõ íèçêîòåìïåðàòóðíîãî õðàíåíèÿ, ÿâëÿåò-
ñÿ îäíîé èç àêòóàëüíûõ çàäà÷ ñîâðåìåííîé áèîòåõíî-
ëîãèè.

Ïåðñïåêòèâíûìè ïðåïàðàòàìè äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ
êëåòîê, èìåþùèõ ôóíêöèîíàëüíûå íàðóøåíèÿ â ðåçóëü-
òàòå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ, ìîãóò ñëóæèòü íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûå ôðàêöèè, ïîëó÷åííûå èç êðîâè æèâîòíûõ. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïðåïàðàò Àêòîâåãèí (Nycomed, Àâñòðèÿ),
ïðîèçâåäåííûé íà îñíîâå ôðàêöèè (ñ ìîë. ìàññîé äî
5 êÄà) êðîâè ìîëî÷íûõ òåëÿò, â îïûòàõ in vitro ñïîñîáåí
ïîâûøàòü æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê (Holtmann, Stein,
1976), óëó÷øàòü èõ ìîðôîëîãèþ (Miltenburger, 1972) è
óñêîðÿòü ðîñò êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Riede et al., 1974) áëà-
ãîäàðÿ ñòèìóëÿöèè ýíåðãåòè÷åñêîãî îáìåíà êëåòîê (Ðó-
ìÿíöåâà, 2002).

Ôðàêöèÿ êîìïîíåíòîâ ñ àíàëîãè÷íîé ìîë. ìàññîé (äî
5 êÄà), íî ïîëó÷åííàÿ èç êîðäîâîé êðîâè è áîãàòàÿ áèî-
ëîãè÷åñêè àêòèâíûìè âåùåñòâàìè ïëàöåíòàðíîãî êîìï-
ëåêñà (Ãðèùåíêî è äð., 1997; Ãóëåâñêèé è äð., 2005), â íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ îêàçûâàëà áîëåå âûðàæåííîå ñòèìó-
ëèðóþùåå äåéñòâèå íà íàòèâíûå êóëüòóðû êëåòîê, ÷åì
ïðåïàðàò Àêòîâåãèí (Ãóëåâñêèé è äð., 2009, 2011).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷èòü âëèÿíèå íèç-
êîìîëåêóëÿðíîé ôðàêöèè (äî 5 êÄà) êîðäîâîé êðîâè
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ) è ïðåïàðàòà Àêòîâåãèí íà
âîññòàíîâèòåëüíûå ïðîöåññû â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ïî-
ñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû íà ýìáðèîíàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà íà 4—6-ì ïàññàæàõ ïîñëå ïîëó÷åíèÿ
è ïåðåâèâàåìîé êóëüòóðå êëåòîê ÂÍK-21 êëîí 13/04 (îò
ïî÷êè íîâîðîæäåííîãî ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà, êîòîðàÿ
áûëà ïîëó÷åíà èç êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÍÍÖ
ÈÝÊÂÌ ÓÀÀÍ, Õàðüêîâ, Óêðàèíà). Ôèáðîáëàñòû ÷åëî-
âåêà êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå 199 (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîñ-
ñèÿ), êëåòêè ÂÍÊ-21 êëîí 13/04 — â ñðåäå DMEM (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ). Îáå ñðåäû ñîäåðæàëè 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè ÊÐÑ (HyÑlonå, ÑØÀ).
Êëåòêè êðèîêîíñåðâèðîâàëè ïîä çàùèòîé 10%-íîãî
ÄÌÑÎ ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå (Ïèíàåâ, 1988). Ïî-
ñåâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ñîñòàâëÿëà (0.8—1.0)�105 è
(0.6—0.8)�105 êë./ìë äëÿ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà è êëåòîê
ÂÍÊ-21 êëîí 13/04 ñîîòâåòñòâåííî.

Ôðàêöèþ êîìïîíåíòîâ ñ ìîë. ìàññîé íèæå 5 êÄà
(ÔÊÊ) ïîëó÷àëè ìåòîäîì óëüòðàôèëüòðàöèè èç öåëüíîé
êîðäîâîé êðîâè ÊÐÑ, ïîäâåðãíóòîé êðèîäåñòðóêöèè. Ïî-
ëó÷åííûé îáúåì ÔÊÊ ëèîôèëèçèðîâàëè è ïåðåä ïðèìå-
íåíèåì ðàçâîäèëè 0.9%-íûì ðàñòâîðîì NaCl èç ðàñ÷åòà
40 ìã/ìë. Êîëè÷åñòâî ïåïòèäîâ â ÔÊÊ, êîòîðîå îïðåäåëÿ-
ëè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Ìàçîð, 1986), ñîñòàâëÿëî
9—10 ìã íà 100 ã ñóõîé ìàññû.

Ïðåïàðàò Àêòîâåãèí èñïîëüçîâàëè â âèäå ãîòîâîãî
ðàñòâîðà äëÿ èíúåêöèé ñ ñîäåðæàíèåì ñóõîãî âåùåñòâà
40 ìã/ìë. ÔÊÊ èëè Àêòîâåãèí äîáàâëÿëè â ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ äåêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð â
êîíöåíòðàöèÿõ, êîòîðûå áûëè ðàññ÷èòàíû èñõîäÿ èç òå-
ðàïåâòè÷åñêèõ äîç Àêòîâåãèíà, ïðèìåíÿåìûõ â êëèíè-
êå, — 5 è 20 ìë. Äëÿ ýòîãî âíà÷àëå óêàçàííûå äîçèðîâêè
ïåðåñ÷èòûâàëè íà ìàññó òåëà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ, à

çàòåì — íà îáúåì âíóòðåííåé æèäêîé ñðåäû â èõ îðãà-
íèçìå. Ïîëó÷åííûå îáúåìû ïðåïàðàòîâ — 1.4 è 5.6 ìêë
(ñîîòâåòñòâóþùèå 56 è 224 ìêã ñóõîé ìàññû íèçêîìîëå-
êóëÿðíîé ôðàêöèè) — äîáàâëÿëè íà 1 ìë ðîñòîâîé ñðåäû.
Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòî÷íûå êóëüòóðû â ñðåäå, íå ñî-
äåðæàùåé èçó÷àåìûõ ôðàêöèé.

Èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ) êëåòîê îöåíèâàëè ïî îò-
íîøåíèþ êîëè÷åñòâà ñíÿòûõ êëåòîê ÷åðåç 96 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ê êîëè÷åñòâó ïîñåÿííûõ êëåòîê. Êîëè÷åñòâî êëå-
òîê ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà.

Îá àäãåçèâíûõ ñâîéñòâàõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñóäèëè
ïî äâóì ïîêàçàòåëÿì — ýôôåêòèâíîñòè ïðèêðåïëåíèÿ è
ñêîðîñòè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê. Ýôôåêòèâíîñòü ïðè-
êðåïëåíèÿ îïðåäåëÿëè ïóòåì ïîäñ÷åòà íåïðèêðåïèâøèõ-
ñÿ êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà (Davis, 2001). Ñêîðîñòü
ðàñïëàñòûâàíèÿ êóëüòóðû îïðåäåëÿëè ïóòåì ïîäñ÷åòà
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ðàçíîé ñòåïåíè ðàñïëàñòàííîñòè
÷åðåç 1.5, 3, 5 è 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà. Â óêàçàííûå ñðîêè êëå-
òî÷íûé ìîíîñëîé ôèêñèðîâàëè, îêðàøèâàëè ãåìàòîêñè-
ëèíîì Êàðà÷è è 0.1%-íûì ðàñòâîðîì ýîçèíà. Ñòåïåíü
ðàñïëàñòàííîñòè îöåíèâàëè âèçóàëüíî â ñâåòîâîì ìèêðî-
ñêîïå ïî ïëîùàäè, çàíèìàåìîé êëåòêîé íà ïîäëîæêå, è åå
ôîðìå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êàæäûå
24 ÷ ïîñëå ïîñåâà êëåòî÷íûé ìîíîñëîé ôèêñèðîâàëè è
îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì Êàðà÷è. Ìèòîòè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü îïðåäåëÿëè ïî îáùåìó ÷èñëó äåëÿùèõñÿ êëåòîê
íà 1000 ïîñ÷èòàííûõ. Ïîêàçàòåëü ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè âûðàæàëè â ïðîìèëëå (‰). Êîëè÷åñòâî ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ ôîðì ìèòîçà ó÷èòûâàëè îäíîâðåìåííî ñ ïðîâåäåíè-
åì àíàëèçà ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Äîëþ ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ äåëåíèé îïðåäåëÿëè ïî îòíîøåíèþ ê ñðåäíåìó
êîëè÷åñòâó âûÿâëåííûõ ìèòîçîâ (Áëþìêèí, Æäàíîâ,
1973).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè
íåïàðàìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ Ìàí-
íà—Óèòíè (Óèëêèíñîíà). Óðîâåíü äîñòîâåðíîñòè ñî-
ñòàâëÿë 0.05. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî è
åãî ñòàòèñòè÷åñêîé îøèáêè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

ÈÏ íàòèâíîé êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà
(ðèñ. 1, à) ñîñòàâèë â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ 1.15 � 0.06.
Ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ýòîò ïîêàçàòåëü ñíèæàëñÿ â
2 ðàçà è ñîñòàâëÿë 0.59 � 0.017. Äîáàâëåíèå êàê Àêòîâå-
ãèíà, òàê è ÔÊÊ â îáåèõ êîíöåíòðàöèÿõ óâåëè÷èâàëî ÈÏ
(Ð < 0.05) äåêîíñåðâèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà.
Áîëåå âûðàæåííîå äåéñòâèå ïðåïàðàòû îêàçûâàëè ïðè
êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë: Àêòîâåãèí ïîâûøàë ÈÏ íà
29 %, ÔÊÊ — íà 43.4 %, îäíàêî ðàçíèöà ìåæäó íèìè
áûëà íåäîñòîâåðíà.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè (Ãóëåâñêèé è äð., 2009), ÷òî â íà-
òèâíîé êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà âëèÿíèå Àêòîâå-
ãèíà è ÔÊÊ áûëî áîëåå âûðàæåííûì, ÷åì â äåêîíñåðâè-
ðîâàííîé êóëüòóðå, è íå îòëè÷àëîñü äðóã îò äðóãà. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÔÊÊ è
Àêòîâåãèí âëèÿþò íà êóëüòóðó ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà
îäíîòèïíî.

ÈÏ íàòèâíûõ êëåòîê ÂÍK-21 êëîí 13/04 (ðèñ. 1, á)
ñîñòàâèë â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ 2.23 � 0.08. Ïîñëå êðè-
îêîíñåðâèðîâàíèÿ ýòîò ïîêàçàòåëü ñíèæàëñÿ â 2.4 ðàçà è
ñîñòàâëÿë 0.92 � 0.008. Âëèÿíèå Àêòîâåãèíà â îáåèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ è ÔÊÊ â êîíöåíòðàöèè 56 ìêã/ìë íà äåêîí-

620 À. Ê. Ãóëåâñêèé è äð.



ñåðâèðîâàííóþ êóëüòóðó áûëî íåçíà÷èòåëüíûì. Îäíàêî
ÔÊÊ â êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë ñòèìóëèðîâàëà ïðîëè-
ôåðàöèþ ÂÍK-21 êëîí 13/04 íà 83.7 %, è ÈÏ â ýòîì âàðè-
àíòå ñîñòàâëÿë 1.69 � 0.053, ÷òî çíà÷èòåëüíî îòëè÷àëîñü
îò äåéñòâèÿ Àêòîâåãèíà â òîé æå êîíöåíòðàöèè è ÔÊÊ â
ìåíüøåé êîíöåíòðàöèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå îòëè÷àëèñü
îò áîëåå ðàííèõ äàííûõ ïî âëèÿíèþ îáåèõ íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûõ ôðàêöèé íà íàòèâíóþ êóëüòóðó ÂÍÊ-21 êëîí
13/04 (Ãóëåâñêèé è äð., 2011), ñîãëàñíî êîòîðûì íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíûì îêàçàëîñü ïðèìåíåíèå ÔÊÊ â êîíöåíò-
ðàöèè 56 ìêã/ìë.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ â îáåèõ èññëåäîâàí-
íûõ êóëüòóðàõ íå ïîçâîëÿåò íàì â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
îäíîçíà÷íî ñäåëàòü âûâîä î ïðèðîäå âëèÿíèÿ ÔÊÊ è Àê-
òîâåãèíà. Ãîâîðèòü î âûðàæåííîé ñòèìóëÿöèè ïðîëèôå-
ðàöèè äåêîíñåðâèðîâàííîé êóëüòóðû ìîæíî òîëüêî â
ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ ÔÊÊ â êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë â
ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ÂÍÊ-21 êëîí 13/04. Îñòàåòñÿ íå-
ÿñíûì, ÷òî ïðîèñõîäèò ïðè äîáàâëåíèè ÔÊÊ è ïðåïàðàòà
Àêòîâåãèí â ñðåäó äåêîíñåðâèðîâàííîé êóëüòóðû ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà: óìåíüøåíèå ãèáåëè êëåòîê ïîñëå
êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ èëè ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè?
Äëÿ îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå èçó-
÷àåìûõ ôðàêöèé â áîëåå ýôôåêòèâíîé èç äâóõ êîíöåíòðà-
öèé — 224 ìêã/ìë — íà ïðîòåêàíèå êàæäîãî ýòàïà ðîñòà
êóëüòóð, à èìåííî ïðèêðåïëåíèå êëåòîê ê ïîäëîæêå, ðàñ-
ïëàñòûâàíèå ñ ïðèíÿòèåì õàðàêòåðíîé äëÿ êàæäîé êóëü-
òóðû ìîðôîëîãèè êëåòîê è èõ ìèòîòè÷åñêèì äåëåíèåì.

Îêàçàëîñü, ÷òî êëåòêè ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà èìåþò
íèçêóþ ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëåíèÿ — íà óðîâíå 60 %
(òàáë. 1). Ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ýòîò ïîêàçàòåëü íå
èçìåíÿëñÿ. ÔÊÊ è Àêòîâåãèí ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâà-
íèÿ íå îêàçûâàëè âëèÿíèÿ íà ñïîñîáíîñòü ôèáðîáëàñòîâ
ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ïîäëîæêå. Ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëå-
íèÿ ëèíèè ÂÍÊ-21 êëîí 13/04 ñîñòàâëÿëà îêîëî 90 %. Ïî-
ñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ýòîò ïîêàçàòåëü ïîíèæàëñÿ.
Äîáàâëåíèå êàê ÔÊÊ, òàê è Àêòîâåãèíà â ñðåäó êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ äåêîíñåðâèðîâàííîé ëèíèè ñîõðàíÿëî ñïîñîá-
íîñòü êëåòîê ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ïîäëîæêå íà óðîâíå ïîêà-
çàòåëåé íàòèâíîé êóëüòóðû.

Ïðèêðåïëåíèå êëåòîê ê ïîäëîæêå îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ
ïîìîùüþ êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ àäãåçèè (Tamkun et al.,
1986). Ïðè ïîâðåæäåíèè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû â
ïðîöåññå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ êëåòî÷íûå ðåöåïòîðû, â
òîì ÷èñëå è ðåöåïòîðû àäãåçèè, òåðÿþòñÿ (Takahashi
et al., 1985; Terry et al., 2007), ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé íà-
áëþäàåìîãî íàìè ñíèæåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ïðèêðåïëå-
íèÿ êëåòîê. Ïîñëå ïåðâè÷íîãî ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê
ïîäëîæêå è ôîðìèðîâàíèÿ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ â êëåòêå
âêëþ÷àåòñÿ êàñêàä ðåàêöèé ñ ó÷àñòèåì áåëêîâ öèòîñêåëå-

òà, êîòîðûé ïðèâîäèò ê «óïëîùåíèþ» êëåòêè, óâåëè÷å-
íèþ ïëîùàäè åå ñîïðèêîñíîâåíèÿ ñ ïîäëîæêîé è åå
ïðèêðåïëåíèþ â äðóãèõ ñàéòàõ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè,
âïëîòü äî ôîðìèðîâàíèÿ õàðàêòåðíîé ìîðôîëîãèè (Jo-
ckusch et al., 1995; Yamada, Geiger, 1997).

Ñêîðîñòü ïðîòåêàíèÿ ýòîãî ïðîöåññà ìû èçó÷àëè íà
êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, ãäå êîíå÷íîé ñòàäèåé
ðàñïëàñòûâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ÷åòêî âûðàæåííàÿ âåðåòåíîîá-
ðàçíàÿ ôîðìà êëåòîê. Â íàòèâíîé êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ
÷åëîâåêà (ðèñ. 2, à) óæå ÷åðåç 1.5 ÷ ïîñëå ïîñåâà 96 %
êëåòîê ïðîÿâëÿþò ïðèçíàêè ðàñïëàñòûâàíèÿ, íà÷èíàÿ ñ
îáðàçîâàíèÿ ïåðâè÷íûõ ïñåâäîïîäèé, «óïëîùåíèÿ» êëåò-
êè è äî ïðèíÿòèÿ åþ âåðåòåíîîáðàçíîé ôîðìû. Îáùåå êî-

Ñòèìóëÿöèÿ âîññòàíîâëåíèÿ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð 621

Ðèñ. 1. Ïðîëèôåðàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (à) è êëåòîê
BHK-21 êëîí 13/04 (á) ÷åðåç 96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå, ñî-
äåðæàùåé ÔÊÊ èëè Àêòîâåãèí â êîíöåíòðàöèè 56 (ñâåòëûå

ñòîëáöû) èëè 224 (÷åðíûå ñòîëáöû) ìêã/ìë.

à: n = 6, çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì (P <
< 0.05); á: n = 7, äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ (P < 0.05) ñ êîíòðîëåì ïîêàçàíà
çâåçäî÷êîé, ìåæäó ÔÊÊ è Àêòîâåãèíîì â îäèíàêîâûõ êîíöåíòðàöèÿõ —

çíàêîì #, ìåæäó êîíöåíòðàöèÿìè ÔÊÊ èëè Àêòîâåãèíà — çíàêîì &.

Ò à á ë è ö à 1

Ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëåíèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð äî è ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ (ÊÊ)
ïðè äîáàâëåíèè ÔÊÊ èëè Àêòîâåãèíà â êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë

Êëåòêè Äî ÊÊ
Ïîñëå ÊÊ

êîíòðîëü Àêòîâåãèí ÔÊÊ

Ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà 59.0 � 3.0 61.0 � 2.0 59.0 � 3.0 63.0 � 2.0

BHK-21 êëîí 13/04 90.2 � 0.4 83.6 � 2.0à 90.0 � 1.9 90.0 � 1.7

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ýôôåêòèâíîñòü îöåíèâàëè ïî îòíîøåíèþ êîëè÷åñòâà ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ÷åðåç 24 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ ê êîëè÷åñòâó ïîñåÿííûõ (%). à Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ñ íàòèâíîé êóëüòóðîé (äî ÊÊ),
Ð < 0.05.



ëè÷åñòâî êëåòîê, ïðîÿâëÿþùèõ ïðèçíàêè ðàñïëàñòûâà-
íèÿ, íå èçìåíÿëîñü è ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äîëÿ
êëåòîê âåðåòåíîîáðàçíîé ôîðìû â ïåðâûå 5 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ óâåëè÷èâàëàñü ëèíåéíî äî 36 % îò îáùåãî ÷èñëà
ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê, çàòåì ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ
ñíèæàëàñü, è ÷åðåç 24 ÷ äîëÿ êëåòîê âåðåòåíîîáðàçíîé
ôîðìû ñîñòàâëÿëà 76 %. Ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ
ñêîðîñòü ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà çíà÷è-
òåëüíî ñíèæàëàñü (ðèñ. 2, á). ×åðåç 1.5 ÷ ïîñëå ïîñåâà
äîëÿ êëåòîê, ïðîÿâëÿþùèõ ïðèçíàêè ðàñïëàñòûâàíèÿ, ñî-
ñòàâëÿëà 45 % îò ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ïîäëîæêå, ÷åðåç
5 ÷ — 82 %, à äàëåå èçìåíÿëàñü íåçíà÷èòåëüíî è ñîñòàâ-
ëÿëà (÷åðåç 24 ÷) îêîëî 92 %.

Â ïåðâûå 5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êàê ÔÊÊ, òàê è Àêòî-
âåãèí ñïîñîáñòâîâàëè ïîâûøåíèþ îáùåãî êîëè÷åñòâà
ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ êëåòîê íà 8—10 %. Îäíàêî ÷åðåç
24 ÷ ðàçíèöû ñ êîíòðîëåì ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ íå áûëî.
Äåêîíñåðâèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû â ïåðâûå ÷àñû ïîñëå
ïîñåâà íå äîñòèãàëè êîíå÷íîé ñòàäèè ðàñïëàñòûâàíèÿ.
Ýòîò ïîêàçàòåëü â ïåðâûå 5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ íàõîäèëñÿ
íà î÷åíü íèçêîì óðîâíå — 3—6 %. Ôîðìèðîâàíèå âåðå-
òåíîîáðàçíîé ôîðìû àêòèâèðîâàëîñü ïîçæå, è ÷åðåç 24 ÷
äîëÿ ýòèõ êëåòîê, òàê æå êàê è â íàòèâíîé êóëüòóðå, äî-

ñòèãàëà 77 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ðàñïëàñòàííûõ
êëåòîê. Äîáàâëåíèå ÔÊÊ íîðìàëèçîâàëî ñêîðîñòü ôîð-
ìèðîâàíèÿ êëåòêàìè âåðåòåíîîáðàçíîé ôîðìû. Òàê æå
êàê è â íàòèâíîé êóëüòóðå, ÷åðåç 5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ èõ
êîëè÷åñòâî ñîñòàâëÿëî 37 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ðàñ-
ïëàñòàííûõ êëåòîê. Àêòîâåãèí òîæå ñòèìóëèðîâàë ñêî-
ðîñòü ôîðìèðîâàíèÿ êëåòêàìè âåðåòåíîîáðàçíîé ôîðìû,
íî ìåíåå ýôôåêòèâíî, ÷åì ÔÊÊ. Ê 5 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ
èõ êîëè÷åñòâî ñîñòàâëÿëî 26 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà
ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê. Îäíàêî ÷åðåç 24 ÷ ðàçíèöû ìåæäó
êîíòðîëåì è ýêñïåðèìåíòîì ñ äîáàâëåíèåì ÔÊÊ èëè Àê-
òîâåãèíà íå áûëî.

Îáíàðóæåííîå íàìè óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè ðàñïëàñòû-
âàíèÿ êëåòîê ïðèâîäèò ê áîëåå ðàííåìó çàïóñêó â íèõ ìå-
õàíèçìîâ ïîäãîòîâêè ê äåëåíèþ è íà÷àëó ìèòîçà (Folk-
man, Moscona, 1978).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû ìû îöåíèâàëè âëèÿíèå
ÔÊÊ è Àêòîâåãèíà íà ìèòîòè÷åñêèé ðåæèì ëèíèè
ÂÍK-21 êëîí13/04 (ðèñ. 3). Ýòà êóëüòóðà èìååò âûñîêóþ
ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ïèê êîòîðîé ïðèõîäèòñÿ íà
2—3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñîñòàâëÿåò 33—36 ‰. Êî-
ëè÷åñòâî ïàòîëîãè÷åñêèõ ìèòîçîâ íàõîäèòñÿ íà óðîâíå

622 À. Ê. Ãóëåâñêèé è äð.

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ðàñïëàñòûâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà äî
(à) è ïîñëå (á) êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÔÊÊ

èëè Àêòîâåãèí â êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë (n = 5).

Êðèâûå 1—3 — èçìåíåíèå îáùåé äîëè ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê â êîíòðî-
ëå, â ïðèñóòñòâèè Àêòîâåãèíà (2) è ÔÊÊ (3) ñîîòâåòñòâåííî. Êðèâûå 4—6
— èçìåíåíèå äîëè âåðåòåíîîáðàçíûõ êëåòîê â êîíòðîëå, â ïðèñóòñòâèè
Àêòîâåãèíà (5) è ÔÊÊ (6) ñîîòâåòñòâåííî. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé (P <
< 0.05) ìåæäó ÔÊÊ è êîíòðîëåì ïîêàçàíà çâåçäî÷êîé, ìåæäó Àêòîâåãè-

íîì è êîíòðîëåì — çíàêîì #.

Ðèñ. 3. Ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü íàòèâíûõ êëåòîê BHK-21
êëîí 13/04 (äî êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ) è ïîñëå êðèîêîíñåðâè-
ðîâàíèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè ÔÊÊ

èëè Àêòîâåãèí â êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë.

n = 6; äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (P < 0.05) ïî-
êàçàíà çâåçäî÷êîé, ìåæäó ÔÊÊ è Àêòîâåãèíîì — çíàêîì # (P < 0.05),

ðàçëè÷èÿ ñ íàòèâíîé êóëüòóðîé — çíàêîì & (P < 0.05).



12—18 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà íàáëþäàåìûõ ìèòîçîâ.
Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå âûçûâàåò íàðóøåíèå ìèòîòè÷å-
ñêîãî ðåæèìà êóëüòóðû. Â 1-å ñóò ðîñòà êëåòîê ìèòîòè÷å-
ñêèé èíäåêñ ñíèæàëñÿ ïî÷òè â 5 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîêà-
çàòåëÿìè íàòèâíîé êóëüòóðû è ñîñòàâëÿë 4.0 � 0.6 ‰.
Â ïîñëåäóþùèå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ìèòîòè÷åñêèé
èíäåêñ ïîâûøàëñÿ è ñîñòàâëÿë íà 2-å ñóò 21.5 � 1.4 ‰, à
íà 3-è ñóò — 28.7 � 2.0 ‰. Òàêèì îáðàçîì, ìèòîòè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü äåêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòîê ÂÍK-21 êëîí
13/04 äîñòèãàëà ïîêàçàòåëåé íàòèâíîé êóëüòóðû
(Ð < 0.05) òîëüêî íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè äîáàâ-
ëåíèè ÔÊÊ êîëè÷åñòâî äåëÿùèõñÿ êëåòîê äåêîíñåðâèðî-
âàííîé ëèíèè ÂÍÊ-21 êëîí 13/04 ïðåâûøàëî êîíòðîëü â
1-å ñóò ðîñòà â 3 ðàçà, íà 2-å ñóò — íà 75 %, íà 3-è ñóò —
íà 61.5 %. Ïðè äîáàâëåíèè Àêòîâåãèíà ìèòîòè÷åñêèé èí-
äåêñ ïðåâûøàë êîíòðîëü â 1-å ñóò â 2.25 ðàçà, íà
2-å ñóò — íà 20 %, à íà 3-è ñóò îòëè÷èé (Ð > 0.05) îò êîí-
òðîëÿ íå áûëî. Ïðè ñðàâíåíèè ñ ïîêàçàòåëÿìè ìèòîòè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè íàòèâíîé êóëüòóðû ìîæíî âèäåòü
(ðèñ. 3), ÷òî ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÔÊÊ â ñðåäó êóëüòèâèðî-
âàíèÿ äåêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòîê íà 2-å ñóò ïîêàçàòåëü
äîñòèãàë óðîâíÿ íàòèâíûõ êëåòîê, à íà 3-è ñóò çíà÷èòåëü-
íî ïðåâûøàë åãî, ÷åãî íå íàáëþäàëè ïðè äîáàâëåíèè Àê-
òîâåãèíà.

Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå âûçûâàåò çíà÷èòåëüíîå íàðó-
øåíèå ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòîê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
êîëè÷åñòâî ïàòîëîãè÷åñêèõ äåëåíèé êëåòîê ïîâûøàëîñü.
Â 1-å ñóò èõ äîëÿ ñîñòàâèëà 41.7 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà
äåëÿùèõñÿ êëåòîê, à ê 3-ì ñóò ñíèæàëàñü äî 29 %. ÔÊÊ è
Àêòîâåãèí âëèÿíèÿ íà ýòîò ïîêàçàòåëü íå îêàçûâàëè
(òàáë. 2).

Èçâåñòíî, ÷òî ïîâðåæäåíèÿ êëåòîê â ðåçóëüòàòå êðèî-
êîíñåðâèðîâàíèÿ ïðèâîäÿò ê ìíîæåñòâåííûì ìåòàáîëè-
÷åñêèì íàðóøåíèÿì è ñíèæåíèþ èõ ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè. Âîññòàíîâëåíèå ïîâðåæäåíèé, ïîëó÷åííûõ
êëåòêàìè, òðåáóåò ïîâûøåííûõ ýíåðãåòè÷åñêèõ çàòðàò.
Èìåííî ýòî îáñòîÿòåëüñòâî ÿâèëîñü îñíîâíûì àðãóìåí-
òîì äëÿ èçó÷åíèÿ ñïîñîáíîñòè ïðåïàðàòà Àêòîâåãèí è
ÔÊÊ óñêîðÿòü âîññòàíîâëåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè êëåòîê è ñâîéñòâ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñ öåëüþ äàëü-
íåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ èõ â êà÷åñòâå àêòèâíûõ êîìïî-
íåíòîâ ðåãåíåðàöèîííûõ ñðåä.

Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî â îñíîâå ìåõà-
íèçìà äåéñòâèÿ Àêòîâåãèíà ëåæèò åãî ñïîñîáíîñòü àêòè-
âèðîâàòü òðàíñïîðò ãëþêîçû âíóòðü êëåòêè è ñêîðîñòü åå
óòèëèçàöèè, à òàêæå ïîâûøàòü ïîòðåáëåíèå êëåòêàìè
êèñëîðîäà (Schnellen, 1968; Saltiel, Cuatrecasas, 1986;
Obermaier-Kusser et al., 1989), ÷òî ïðèâîäèò ê íîðìàëèçà-
öèè èõ ýíåðãåòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà. Íàøè ýêñïåðèìåíòû

(Ãóëåâñêèé è äð., 2008á) ñ èñïîëüçîâàíèåì ãëþêîçíîé íà-
ãðóçêè íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ïîçâîëèëè ñäå-
ëàòü âûâîä î ñõîäíîì âëèÿíèè Àêòîâåãèíà è ÔÊÊ íà
ñêîðîñòü óòèëèçàöèè ãëþêîçû è, âåðîÿòíî, íà ýíåðãåòè÷å-
ñêèé îáìåí êëåòîê.

Â ñîñòàâå Àêòîâåãèíà áûëè íàéäåíû òàêèå êîìïî-
íåíòû, êàê àìèíîêèñëîòû, ïåïòèäû, íóêëåîçèäû, ïðî-
ìåæóòî÷íûå ïðîäóêòû óãëåâîäíîãî è æèðîâîãî îáìåíîâ
(îëèãîñàõàðèäû è ãëèêîëèïèäû), ýëåêòðîëèòû è ìèê-
ðîýëåìåíòû (Jaeger et al., 1965), à òàêæå íàéäåíû îñíîâ-
íûå êîìïîíåíòû, îòâåòñòâåííûå çà ñòèìóëÿöèþ ýíåðãå-
òè÷åñêîãî îáìåíà (èíîçèòîëôîñôàòîëèãîñàõàðèäû —
ÈÔÎ), îáëàäàþùèå èíñóëèíîïîäîáíûì äåéñòâèåì
(Machicao et al., 1990; Kellerer et al., 1993). Îïðåäåëåíèå
íàìè ñîäåðæàíèÿ îòäåëüíûõ âåùåñòâ (ãîðìîíîâ, ãëþêî-
çû, ãëèêîïðîòåèíîâ è ýëåêòðîëèòîâ) ïîêàçàëî, ÷òî
îíè îáíàðóæèâàþòñÿ êàê â ÔÊÊ, òàê è â Àêòîâåãèíå (Gu-
levsky et al., 2011), îäíàêî èõ ñîäåðæàíèå â ÔÊÊ çíà÷è-
òåëüíî âûøå, ÷åì â Àêòîâåãèíå. Ñðàâíåíèå õðîìàòîãðà-
ôè÷åñêèõ ïðîôèëåé ÔÊÊ è Àêòîâåãèíà (Ãóëåâñêèé è äð.,
2008a) ïîêàçàëî, ÷òî ïî ñîäåðæàíèþ êîìïîíåíòîâ îáå
ôðàêöèè ðàçëè÷àþòñÿ êàê êà÷åñòâåííî, òàê è êîëè÷åñò-
âåííî.

Ýòè äàííûå, à òàêæå ïðåäûäóùèå ðåçóëüòàòû ïî âëè-
ÿíèþ ÔÊÊ è Àêòîâåãèíà íà íàòèâíûå êëåòî÷íûå êóëüòó-
ðû (Ãóëåâñêèé è äð., 2009, 2011) äàëè íàì âîçìîæíîñòü
ïðåäïîëîæèòü ïðèñóòñòâèå áîëüøåãî êîëè÷åñòâà ôàêòî-
ðîâ ðîñòà â ÔÊÊ è èõ âàæíóþ ðîëü â íàáëþäàåìîì äåéñò-
âèè íà êëåòêè â êóëüòóðå.

Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íèçêîìîëå-
êóëÿðíàÿ ôðàêöèÿ êîðäîâîé êðîâè ÊÐÑ ñòèìóëèðóåò âîñ-
ñòàíîâëåíèå ñâîéñòâ êëåòîê ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâà-
íèÿ óæå íà 1-ì ïàññàæå êóëüòèâèðîâàíèÿ, à åå äåéñòâèå
ïðåâîñõîäèò òàêîâîå, îêàçûâàåìîå ïðåïàðàòîì Àêòîâå-
ãèí. È ÔÊÊ, è Àêòîâåãèí óâåëè÷èâàþò ñêîðîñòü ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ äåêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ñïî-
ñîáñòâóþò ñîõðàíåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ïðèêðåïëåíèÿ
êëåòîê íà óðîâíå ïîêàçàòåëåé íàòèâíûõ êóëüòóð, ñòèìó-
ëèðóþò íà÷àëî äåëåíèÿ êëåòîê è óâåëè÷èâàþò èõ ìèòîòè-
÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå ïîâûøàåò ïðî-
ëèôåðàöèþ êëåòîê ïîñëå õðàíåíèÿ ïðè íèçêîé òåìïå-
ðàòóðå.

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ìîãóò ñëóæèòü îñíîâîé
äëÿ ñîçäàíèÿ ðåãåíåðàöèîííûõ ñðåä ñ öåëüþ áûñòðîãî
âîññòàíîâëåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ êëåòîê ïîñëå
êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ, ãäå â êà÷åñòâå àêòèâíûõ êîìïî-
íåíòîâ áóäóò èñïîëüçîâàíû íèçêîìîëåêóëÿðíàÿ ôðàêöèÿ
(äî 5 êÄà) êîðäîâîé êðîâè ÊÐÑ èëè ïðåïàðàò Àêòîâåãèí â
êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë.

Ñòèìóëÿöèÿ âîññòàíîâëåíèÿ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð 623

Ò à á ë è ö à 2

Äîëÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ìèòîçîâ (%) êëåòîê ëèíèè BHK-21 êëîí 13/04
äî è ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ (ÊÊ) ïðè äîáàâëåíèè ÔÊÊ èëè Àêòîâåãèíà

â êîíöåíòðàöèè 224 ìêã/ìë

Âðåìÿ
êóëüòèâè-

ðîâàíèÿ, ñóò
Äî ÊÊ

Ïîñëå ÊÊ

êîíòðîëü Àêòîâåãèí ÔÊÊ

1 12.3 � 3.2 41.7 � 7.5à 40.0 � 3.1à 40.8 � 3.6à

2 16.6 � 1.7 31.6 � 2.8à 30.0 � 2.1à, á 32.9 � 2.6à, á

3 17.9 � 1.7 28.9 � 1.5à, á 27.8 � 1.8à, á 28.7 � 2.1à, á

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé (Ð < 0.05): à ñ ïîêàçàòåëÿìè íàòèâíîé êóëüòóðû (äî ÊÊ)
òîãî æå ñðîêà äîñòîâåðíà; á ñ ïîêàçàòåëÿìè â 1-å ñóò ðîñòà.
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STIMULATION OF CELL CULTURES RECOVERY AFTER CRYOPRESERVATION

BY THE CATTLE CORD BLOOD FRACTION (BELOW 5 kDa) OR ACTOVEGIN
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The capacities of the cattle cord blood low-molecular fraction (below 5 kDa) and Actovegin (the vealer
blood fraction (below 5 kDa)) for recovering functions of cell cultures after cryopreservation compared. Their
influence proliferation of the flozen-thawed cell cultures, certain stages of their growth, cell attachment, rate of
cell spreading, and mitotic regiment has been studied. Both the cord blood low-molecular fraction and Actove-
gin were shown to stimulate growth of the cell cultures after cryopreservation more efficiently at the concentra-
tion of 224 mg/ml. However, despite the stimulating effect discovered, their application did not bring prolifera-
tive indices on the 1st passage after cryopreservation to the values of the native culture. The effects of the cord
blood low-molecular fraction and Actovegin on the human fibroblast culture were identical by the following
parameters: cell attachment, rates of cell spreading and proliferation. In culture BHK-21 clone 13/04 the effici-
ency of Actovegin was low, while the cord blood low-molecular fraction has a conspicuous stimulating effect
on its adhesion and proliferation. The investigations carried out can serve as a basis for the development of re-
generative media containing the cattle cord blood low-molecular fraction (below 5 kDa) or Actovegin as active
components at the concentration of 224 mg/ml with the purpose of fast recovery of culture prolifetative proper-
ties after cryopreservation.

K e y w o r d s: cryopreservation, cattle cord blood fraction (below 5 kDa), Actovegin, cell cultures, recove-
ry, proliferation, adhesion, mitotic regimen.
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