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À. Í. Âåëèêàíîâ è äð.
Ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòî÷íûõ êóëüòóð êåðàòèíîöèòîâ ÍàÑàÒ

Èçó÷åíî âëèÿíèå ôåìòîñåêóíäíûõ ëàçåðíûõ èìïóëüñîâ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êåðàòèíî-
öèòîâ HaCaT è ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ) êðûñû. Èìïóëüñàìè äëèòåëüíîñòüþ 30 ôñ ñ
äëèíîé âîëíû 590 íì äåéñòâîâàëè íà ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîêàçàëè çàâèñèìîñòü ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè êëåòîê îò äîçû ëàçåðíîãî îáëó÷åíèÿ â äèàïàçîíå 6—4299 Äæ/ñì2. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü îöåíèâàëè ïî ÷èñëó êëåòîê ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå âîçäåéñòâèÿ. Äëÿ îáåèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîëó÷å-
íû ïîõîæèå äîçîâûå çàâèñèìîñòè: óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàöèè (íà 32—54 % äëÿ HaCaT è íà 19 % äëÿ
ÌÑÊ) ïðîèñõîäèò ïðè èñïîëüçîâàíèè íàèìåíüøèõ äîç, à ïðè âûñîêèõ äîçàõ èçìåíåíèÿ ñêîðîñòè ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê íåò. Ïðîâåäåííûé ôèçèêî-õèìè÷åñêèé àíàëèç íå âûÿâèë óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè àê-
òèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Âîçäåéñòâèå ôåìòîñåêóíäíûõ ëàçåðíûõ èìïóëüñîâ
ïðèâîäèëî ê ãåíåðàöèè â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå àêóñòè÷åñêèõ êîëåáàíèé â äèàïàçîíå 0.5—6.0 êÃö. Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìîæåò áûòü âûçâàíî ìåõàíè÷åñêèì
âîçäåéñòâèåì àêóñòè÷åñêèõ âîëí, ãåíåðèðóåìûõ â ñðåäå îïòè÷åñêèì ïðîáîåì â ìåñòå ôîêóñà ëàçåðíîãî
èçëó÷åíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëàçåðíûå èìïóëüñû, ôîòîáèîìîäóëÿöèÿ, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ìåõà-
íîáèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû, ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè, ÌÑÊ, êåðàòèíîöèòû HaCaT.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè.

Âëèÿíèå ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ íà ôèçèîëîãèþ êëåòîê
âûçûâàåò áîëüøîé èíòåðåñ. Â ÷àñòíîñòè, ðàññìàòðèâàþò-
ñÿ ðàçëè÷íûå âàðèàíòû âîçäåéñòâèÿ, ïðèâîäÿùèå ê ñòè-
ìóëÿöèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (Êàðó, 2001; Yusu-
pov et al., 2010, 2011; Karu, Passarella, 2014). Äî íåäàâíåãî
âðåìåíè øèðîêî èñïîëüçîâàëèñü íåïðåðûâíûå è èìïóëü-
ñíûå ëàçåðû (ñ äëèòåëüíîñòüþ èìïóëüñà áîëåå 10–9 ñ), ôè-
çèêî-õèìè÷åñêèå ýôôåêòû êîòîðûõ ñâîäèëèñü ê òåïëîâî-
ìó âîçäåéñòâèþ — ôîòîõèìè÷åñêîìó, ëèáî àáëÿöèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàññìàòðèâàåòñÿ âîçäåéñòâèå
îñòðîñôîêóñèðîâàííûõ ôåìòîñåêóíäíûõ ëàçåðíûõ èì-
ïóëüñîâ íà êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ êëåòêè.
Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â áèîìåäèöèíå ñòàëè øèðîêî èñïîëü-
çîâàòüñÿ ëàçåðû ñ óëüòðàêîðîòêèìè èìïóëüñàìè
(10–12—10–15 ñ). Îñîáåííîñòüþ ýòîãî èçëó÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ
âûñîêàÿ ïèêîâàÿ ïëîòíîñòü ìîùíîñòè, îäíàêî çà ñ÷åò ìà-
ëîé äëèòåëüíîñòè èìïóëüñà îáëó÷àåìûé îáúåêò ïîëó÷àåò
îòíîñèòåëüíî ìàëóþ äîçó ýíåðãèè, ÷òî ïîçâîëÿåò èçáå-
æàòü íàãðåâà. Òàêèå õàðàêòåðèñòèêè èçëó÷åíèÿ îáåñïå÷è-
âàþò íåëèíåéíûå îïòè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ è ëîêàëè-
çàöèþ âîçäåéñòâèÿ â îáëàñòè ôîêóñà ëàçåðíîãî èçëó÷å-
íèÿ. Âûñîêîèíòåíñèâíîå èçëó÷åíèå ñôîêóñèðîâàííîãî
ôåìòîñåêóíäíîãî ëàçåðà ïðèâîäèò ê àáëÿöèè áèîëîãè÷å-

ñêèõ òêàíåé, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ýòî èçëó÷åíèå
äëÿ ïðåöèçèîííîé ðåçêè òêàíåé è ïðîâåäåíèÿ òîíêèõ õè-
ðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèé (Maldonado et al., 2008; Kuetemey-
er et al., 2009). Áèîëîãè÷åñêîå äåéñòâèå òàêîãî èçëó÷åíèÿ
íà êëåòêè è ýìáðèîíû èçó÷àåòñÿ (Îñû÷åíêî è äð., 2015).
Ðàíåå ñîîáùàëîñü (Kuo, 2010), ÷òî ïîñëå îáëó÷åíèÿ êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäû ôåìòîñåêóíäíûìè ëàçåðíûìè èìïóëü-
ñàìè (20 ìêÄæ, 120 ôñ) ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê, ïðè÷åì îäèí è òîò æå ðå-
æèì ñòèìóëèðîâàë îäíè êóëüòóðû (P19CL6 è C2C12) è
óãíåòàë äðóãèå (HeLa è PC12). Îäíàêî ìåõàíèçìû, ëåæà-
ùèå â îñíîâå íàáëþäàåìûõ áèîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ, â
óïîìÿíóòîé ðàáîòå íå îáñóæäàþòñÿ. Ó÷èòûâàÿ ñêàçàí-
íîå, ìîæíî ãîâîðèòü î òîì, ÷òî èçó÷åíèå âîçäåéñòâèÿ
ôåìòîñåêóíäíîãî èçëó÷åíèÿ íà ðàçëè÷íûå ìîäåëüíûå
îáúåêòû è ïîèñê îïòèìàëüíûõ óñëîâèé îáëó÷åíèÿ íåîá-
õîäèìû â ñâÿçè ñ áîëüøèìè ïðàêòè÷åñêèìè ïåðñïåêòèâà-
ìè åãî ïðèìåíåíèÿ â áèîëîãèè è ìåäèöèíå.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè
âëèÿíèÿ ôåìòîñåêóíäíûõ ëàçåðíûõ èìïóëüñîâ íà ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êóëüòóð êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà
HaCaT è ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÑÊ) êðû-
ñû, à òàêæå â ïîèñêå ìåõàíèçìîâ, ïî êîòîðûì ðåàëèçó-
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åòñÿ òàêîå âîçäåéñòâèå. Âûáîð ïàðàìåòðîâ èçëó÷åíèÿ,
èñïîëüçîâàííûõ â ðàáîòå, îáóñëîâëåí èìåþùèìèñÿ â ëè-
òåðàòóðå äàííûìè, à òàêæå ïðàêòè÷åñêîé öåëåñîîáðàç-
íîñòüþ. Â ÷àñòíîñòè, èçëó÷åíèå ñ äëèíîé âîëíû 590 íì
îáû÷íî èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà âîçáóæäåíèÿ
ìíîãîôîòîííîé ëþìèíåñöåíöèè â ñêàíèðóþùåé ìèêðî-
ñêîïèè (Curley et al., 1992). Êóëüòóðû êåðàòèíîöèòîâ è
ÌÑÊ áûëè âûáðàíû ñ öåëüþ ïðîâåðêè ñïåöèôè÷íîñòè
äåéñòâèÿ ôåìòîñåêóíäíûõ ëàçåðíûõ èìïóëüñîâ íà êëåòêè
ñ ðàçíîé ñòåïåíüþ äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðè ýòîì ó÷èòûâà-
ëîñü, ÷òî êåðàòèíîöèòû HaCaT ÿâëÿþòñÿ èììîðòàëèçî-
âàííîé êëåòî÷íîé ëèíèåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû êåðàòèíîöèòîâ ÷å-
ëîâåêà HaCaT è ÌÑÊ êðûñû. Êëåòêè áûëè ëþáåçíî ïðå-
äîñòàâëåíû Å. À. Âîðîòåëÿê (Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâè-
òèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà). Êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîèçâîäèëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, èñïîëüçóÿ ñðåäó
DMEM/F12, ñîäåðæàùóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè (FBS) è 0.32 ìã/ìë L-ãëóòàìèíà (ÏàíÝêî, Ðîñ-
ñèÿ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè âî ôëàêîíàõ 25 ñì2. Çà 1 ñóò
äî îáëó÷åíèÿ êëåòêè ðàññàæèâàëè â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåò-
ðîì 3.5 ìì. Ïëîòíîñòü ïîñåâà ñîñòàâëÿëà 150 000 êë./ìë
äëÿ êåðàòèíîöèòîâ è 30 000 êë./ìë äëÿ ÌÑÊ. ×èñëî êëåòîê
âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ áûëî îäèíàêîâûì.

×åðåç 1 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò ÷èñ-
ëà êëåòîê â êîíòðîëüíîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïàõ.
Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ óâåëè÷åíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè ïðîâîäèëè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå
íà ìàðêåð ïðîëèôåðàöèè Ki67. Â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ àí-
òèòåë èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà
Anti-Ki67 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ, êàò. No ab15580), â
êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè îñëèíûå ïîëèêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðîõðîìîì
DyLight488 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ, êàò. No ab5694).
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì â òå-
÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ôèêñàöèþ
ïðîèçâîäèëè ÷åðåç 18 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ïîñëå îòìûâêè
ôèêñàòîðà â ôîñôàòíîì áóôåðå PBS äëÿ áëîêèðîâêè íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë êëåòêè èíêóáèðîâà-
ëè â 5%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), ñîäåðæàùåì 1 % Òðèòîíà Õ-100
(Panreac, Èñïàíèÿ) è 0.1 % Tween-20, ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 ìèí. Äàëåå êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë (â êîíöåíòðàöèè, ðåêîìåí-
äîâàííîé ïðîèçâîäèòåëåì) â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 40 °Ñ, ïðî-
ìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå âòî-
ðûõ àíòèòåë (â êîíöåíòðàöèè, ðåêîìåíäîâàííîé ïðîèçâî-
äèòåëåì) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì

îòìûâàëè è äîêðàøèâàëè ÿäåðíûì êðàñèòåëåì Hoechst
33342 (2 ìêã/ìë; Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 15 ìèí. Â êà÷å-
ñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ (êîíòðîëü íåñïåöèôè÷å-
ñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë) èñïîëüçîâàëè àíàëîãè÷íûå
ïðåïàðàòû, îáðàáîòàííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè.
Äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé
êîíôîêàëüíûé ìèêðîñêîï Olympus FV10i (ßïîíèÿ). Ïîä-
ñ÷åò Ki67-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ïðîâîäèëè â 10 ïîëÿõ çðå-
íèÿ.

Î á ë ó ÷ å í è å ô å ì ò î ñ å ê ó í ä í û ì ë à ç å ð î ì. Äëÿ
îáëó÷åíèÿ îáðàçöà èñïîëüçîâàëè èçëó÷åíèå ôåìòîñåêóíä-
íîãî ïàðàìåòðè÷åñêîãî óñèëèòåëÿ TOPAS White (Light
Conversion Ltd., Ëèòâà), íàêà÷èâàåìîãî ôåìòîñåêóíäíûì
ëàçåðíûì êîìïëåêñîì íà áàçå ôåìòîñåêóíäíîãî ëàçåðà
Tsunami (Spectra Physics, ÑØÀ) è ðåãåíåðàòèâíîãî óñèëè-
òåëÿ Spitfire (Spectra Physics, ÑØÀ). Äëèíà âîëíû îáëó÷à-
þùåãî èìïóëüñà ñîñòàâëÿëà 590 íì, äëèòåëüíîñòü — ìå-
íåå 30 ôñ, ýíåðãèÿ èìïóëüñà — 10 èëè 30 ìêÄæ, ÷àñòîòà
ñëåäîâàíèÿ — 2 èëè 60 Ãö, âðåìÿ ýêñïîçèöèè — 2 èëè
60 ñ. Ëàçåðíûé ëó÷ äèàìåòðîì îêîëî 8 ìì ôîêóñèðîâàëè
ïðè ïîìîùè ñôåðè÷åñêîãî çåðêàëà c ôîêóñíûì ðàñ-
ñòîÿíèåì 200 ìì â öåíòðå ÷àøêè Ïåòðè (ñ êëåòêàìè íà
äíå) â òîëùå ñðåäû íà ðàññòîÿíèè 1 ìì îò äíà. Äèàìåòð
ëàçåðíîãî ïó÷êà â ôîêóñå ñîñòàâëÿë îêîëî 40 ìêì. Îá-
ùèé îáúåì ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÷àøêè Ïåòðè áûë
ðàâåí 2 ìë, à âûñîòà ñëîÿ æèäêîñòè â ÷àøêå ñîñòàâëÿëà
3 ìì. Ìû èñïîëüçîâàëè ïÿòü ðåæèìîâ îáëó÷åíèÿ (ñì.
òàáëèöó) ñ äîçàìè ëàçåðíîãî âîçäåéñòâèÿ â äèàïàçîíå
6—4299 Äæ/ñì2. Êàæäûé âàðèàíò ýêñïåðèìåíòà áûë âû-
ïîëíåí íå ìåíåå ÷åì â 6 ïîâòîðíîñòÿõ. Äëÿ îáðàáîòêè ïî-
ëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû Statisti-
ca 6.0 è Stadia, àíàëèç äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé ïðîâîäèëè
ïðè ïîìîùè êðèòåðèÿ Âèëêîêñîíà.

Ã è ä ð î à ê ó ñ ò è ÷ å ñ ê è å è ç ì å ð å í è ÿ. Äëÿ àêóñòè-
÷åñêèõ èçìåðåíèé èñïîëüçîâàëè èãîëü÷àòûé ïüåçîýëåêò-
ðè÷åñêèé ãèäðîôîí Müller-Platte Needle Probe (Ãåðìàíèÿ)
ñ ïðåäóñèëèòåëåì, ïðåäíàçíà÷åííûé äëÿ ðåãèñòðàöèè âû-
ñîêî÷àñòîòíîãî óëüòðàçâóêà è óäàðíûõ âîëí â æèäêîñòÿõ
â äèàïàçîíå 500 êÃö—15 ÌÃö. Ãèäðîôîí ñíàáæåí ÷óâñò-
âèòåëüíûì ïîëóñôåðè÷åñêèì íàêîíå÷íèêîì èç ìàòåðèàëà
PVDF äèàìåòðîì ïîðÿäêà 400 ìêì. Âî âðåìÿ èçìåðåíèé
íàêîíå÷íèê ãèäðîôîíà ïîãðóæàëè â æèäêîñòü è óñòàíàâ-
ëèâàëè íà ðàññòîÿíèè 3—10 ìì îò òî÷êè ôîêóñèðîâêè ëà-
çåðà. ×óâñòâèòåëüíîñòü ãèäðîôîíà îáåñïå÷èâàëà ðåãèñò-
ðàöèþ èçìåíåíèÿ äàâëåíèÿ íà âåëè÷èíó áîëåå 1 àòì.

Îöåíêó ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê ìåõàíè÷åñêèõ
êîëåáàíèé, âîçíèêàþùèõ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ôåìòîñå-
êóíäíûõ ëàçåðíûõ èìïóëüñîâ ñ æèäêîñòüþ, â îáëàñòè
çâóêîâûõ ÷àñòîò ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ îðèãèíàëüíîãî
ëàçåðíîãî ðåãèñòðàòîðà âîçìóùåíèé íà ïîâåðõíîñòè
æèäêîñòè â ÷àøêå Ïåòðè. Ïîâåðõíîñòíûå âîçìóùå-
íèÿ ðåãèñòðèðîâàëè ïî îòêëîíåíèþ ïó÷êà íåïðåðûâíîãî
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Õàðàêòåðèñòèêà ðåæèìîâ îáëó÷åíèÿ

Ðåæèì
îáëó÷åíèÿ

Ïàðàìåòð

÷àñòîòà
ñëåäîâàíèÿ, Ãö

âðåìÿ
îáëó÷åíèÿ, ñ

ýíåðãèÿ èìïóëüñà,
ìêÄæ

ïèêîâàÿ ïëîòíîñòü
ìîùíîñòè, Âò/ñì2

äîçà,
Äæ/ñì2

1 2 2.5 30 3.2�1013 6

2 2 5 30 3.2�1013 12

3 60 2 30 3.2�1013 143

4 60 60 10 1.07�1013 1433

5 60 60 30 3.2�1013 4299



ëàçåðà (0.5 ìÂò, 650 íì), êîòîðûé ôîêóñèðîâàëñÿ íà ïî-
âåðõíîñòè æèäêîñòè â ïÿòíî ~10 ìêì íà ðàññòîÿíèè
1—12 ìì îò òî÷êè ôîêóñèðîâêè ôåìòîñåêóíäíîãî èì-
ïóëüñà. Îòðàæåííûé îò ïîâåðõíîñòè æèäêîñòè ïó÷îê íà-
ïðàâëÿëñÿ ÷åðåç äèàôðàãìó íà ôîòîäèîä ñ ïîëîñîé ÷àñòîò
äî 4 ÌÃö. Ïðè ïðîõîæäåíèè ïîâåðõíîñòíûõ âîëí âîç-
ìóùåíèÿ ÷åðåç îáëàñòü ôîêóñèðîâêè îòðàæåííûé îò ïî-
âåðõíîñòè âîëíû ïó÷îê ëàçåðà èçìåíÿë íàïðàâëåíèå è
ñìåùàëñÿ íà äèàôðàãìå, âûçûâàÿ èçìåíåíèå ñèãíàëà ñ
ôîòîäèîäà, êîòîðûé ðåãèñòðèðîâàëñÿ ñ ïîìîùüþ çàïîìè-
íàþùåãî îñöèëëîãðàôà LeCroy 6051A.

Ä ë ÿ è ç ì å ð å í è ÿ ñ î ä å ð æ à í è ÿ à ê ò è â í û õ
ô î ð ì ê è ñ ë î ð î ä à (ÀÔÊ) â ðîñòîâîé ñðåäå íåïîñðåä-
ñòâåííî ïîñëå îáëó÷åíèÿ èñïîëüçîâàëè èîäèä-èîäàòíûé
ìåòîä (Hochanadel, 1952; Fernandez et al., 2003). Èîäèä
âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïåðåêñèäîì âîäîðîäà ïî ñõåìå: H2O2 +
+ 3I– + 2H+ = I

3

– + 2H2O. Îáðàçóþùèéñÿ â ðåçóëüòàòå ðåàê-
öèè èîäàò I

3

– èìååò ïèê ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíå âîëíû
354 íì. Ãðàäóèðîâêà èçìåðåíèé ïî ñîäåðæàíèþ H2O2 â
èññëåäóåìîì ðàñòâîðå ïîêàçàëà ÷óâñòâèòåëüíîñòü äàííî-
ãî ìåòîäà â ïðåäåëàõ 0.3 ìêÌ/ìë. Èîäèä-ðåàãåíò ïðèãî-
òàâëèâàëè ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ïóòåì ñìåøèâàíèÿ äâóõ
âîäíûõ ðàñòâîðîâ À (6.6 % KI, 0.2 % NaOH è 0.04 %
(NH4)6Mo7O24�4H2O) è Á (2 % KHC8H4O4).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

×åðåç 1 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ íàìè áûëî îáíàðóæåíî
ðàçëè÷èå ÷èñëåííîñòè êëåòîê â îáëó÷åííûõ è êîíòðîëü-
íûõ îáðàçöàõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð êåðàòèíîöèòîâ ëèíèè
HaCaT è ÌÑÊ. Äëÿ êåðàòèíîöèòîâ HaCaT óâåëè÷åíèå
÷èñëà êëåòîê (ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå) ïðîèñõîäèëî ïðè
èñïîëüçîâàíèè ïåðâûõ òðåõ ðåæèìîâ (1—3, ñì. òàáëèöó)
ñ íàèìåíüøèìè äîçàìè ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ (ðèñ. 1, à).
Êàê âèäíî íà ðèñóíêå, íàèáîëüøåå óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëå-
òîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé (íà 54 %) ïðîè-
çîøëî â ãðóïïå, ïîäâåðãíóòîé äåéñòâèþ èçëó÷åíèÿ â ðå-
æèìå 1 ïðè ìèíèìàëüíîé äîçå 6 Äæ/ñì2. Äåéñòâèå ëàçåð-
íîãî èçëó÷åíèÿ â ðåæèìå 1 íà ÌÑÊ êðûñû òîæå ïðèâåëî
ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëà êëåòîê (íà 19 %) (ðèñ. 1, á). Îäíàêî
ëàçåðíîå îáëó÷åíèå ÌÑÊ â á *îëüøèõ äîçàõ (ðåæèìû
2—5) íå èçìåíÿëî ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

Ïðîâåäåííîå ÷åðåç 18 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êåðàòèíîöèòîâ íà ìàðêåð
ïðîëèôåðàöèè Ki67 ïîêàçàëî, ÷òî â îáðàçöå, îáëó÷åííîì
â ðåæèìå 2 (ðèñ. 2, à), áûëî íà 38 � 21 % áîëüøå äåëÿ-
ùèõñÿ êëåòîê, ÷åì â íåîáëó÷åííîé êîíòðîëüíîé ãðóïïå
(ðèñ. 2, á). Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ìåòîäà â ñëåäóþùèõ èñ-
ñëåäîâàíèÿõ ïîçâîëèò âûÿâèòü äîëþ êëåòîê â ôàçå ìèòîçà
äëÿ äðóãèõ ðåæèìîâ â ðàçëè÷íûõ âðåìåíí*ûõ èíòåðâàëàõ
ïîñëå îáëó÷åíèÿ è, òàêèì îáðàçîì, ïðîñëåäèòü äèíàìèêó
êëåòî÷íîãî îòâåòà íà îáëó÷åíèå. Êðîìå òîãî, ïëàíèðóåòñÿ
ïðîâåñòè îêðàøèâàíèå ÌÑÊ íà ýòîò æå ìàðêåð.

Â óñëîâèÿõ èíòåíñèâíîãî ôåìòîñåêóíäíîãî ëàçåðíîãî
ïîãëîùåíèÿ, åñëè ïëîòíîñòü ìîùíîñòè ïðåâûøàåò
1011 Âò/ñì2, âîçìîæíû ìíîãîôîòîííàÿ äèññîöèàöèÿ è èîíè-
çàöèÿ ìîëåêóë âîäû (Vogel et al., 2005) è êîìïîíåíòà êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäû â îáëàñòè ôîêóñèðîâêè ëàçåðíîãî ïó÷êà,
÷òî â êîíå÷íîì èòîãå ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ îáðàçîâàíè-
åì ÀÔÊ ïåðåêèñíîãî òèïà. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïëîò-
íîñòü ìîùíîñòè äîñòèãàëà 3.2�1013 Âò/ñì2 (ñì. òàáëèöó).
Óðîâåíü êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà è (èëè) ãèä-
ðîïåðåêèñåé, èçìåðåííûé èîäàòíûì êîëîðèìåòðè÷åñêèì
ìåòîäîì (Hochanadel et al., 1952), îêàçàëñÿ íèæå ïðåäåëà
÷óâñòâèòåëüíîñòè íàøèõ èçìåðåíèé (ìåíåå 0.3 ìêÌ/ìë).
Ïðè òàêîé íèçêîé êîíöåíòðàöèè ÀÔÊ îæèäàòü ñóùåñò-
âåííîãî âëèÿíèÿ íà êëåòî÷íûå ïðîöåññû íå ïðèõîäèòñÿ.

Ïðè ïëîòíîñòè ìîùíîñòè 3.2�1013 Âò/ñì2 â îáëàñòè
ôîêóñèðîâêè ëàçåðíîãî ïó÷êà ãåíåðèðóåòñÿ ïëàçìà âûñî-
êîé ïëîòíîñòè (Vogel et al., 2005). Ýòà ïëàçìà ïîãëîùàåò
ïàäàþùåå èçëó÷åíèå ôåìòîñåêóíäíîãî ëàçåðà ñ âûñîêîé
ýôôåêòèâíîñòüþ, è ïîãëîùåííîé ýíåðãèè èìïóëüñà ìî-
æåò áûòü äîñòàòî÷íî äëÿ îáðàçîâàíèÿ ìèêðîêàâèòàöèîí-
íîãî ïóçûðüêà â æèäêîñòè. Ðàñøèðåíèå è ñõëîïûâàíèå
ìèêðîêàâèòàöèîííîãî ïóçûðüêà ãåíåðèðóþò â ñðåäå øè-
ðîêîïîëîñíûé (äî äåñÿòêîâ ÌÃö) àêóñòè÷åñêèé ñèãíàë
(Vogel et al., 2005). Ïðîâåäåííûå íàìè èçìåðåíèÿ ïðè ïî-
ìîùè èãîëü÷àòîãî ãèäðîôîíà àêóñòè÷åñêèõ âîëí â äèàïà-
çîíå 500 êÃö—15 ÌÃö ïîêàçàëè, ÷òî èñïîëüçóåìûå ïàðà-
ìåòðû ëàçåðíîãî âîçäåéñòâèÿ íå ïðèâîäÿò ê çàìåòíîìó
ïðåâûøåíèþ âîçíèêàþùåãî àêóñòè÷åñêîãî ñèãíàëà íàä
óðîâíåì øóìà, à óðîâåíü ãåíåðèðóþùèõñÿ èìïóëüñîâ
äàâëåíèÿ íà ðàññòîÿíèè 3 ìì îò òî÷êè ôîêóñà ëàçåðà â
âûñîêî÷àñòîòíîì äèàïàçîíå íå ïðåâûøàåò 1 àòì.

Ïîä äåéñòâèåì ñôîêóñèðîâàííûõ ëàçåðíûõ èìïóëü-
ñîâ íà ïîâåðõíîñòè æèäêîñòè íàáëþäàëèñü ðàñïðîñòðà-

574 À. Í. Âåëèêàíîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ñðåäíåå ÷èñëî êåðàòèíîöèòîâ ëèíèè HaCaT (à) è ÌÑÊ (á) ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ôåìòîñåêóíäíîãî ëàçåðíîãî îáëó÷åíèÿ â ðàç-
ëè÷íûõ ðåæèìàõ.

Ïàðàìåòðû ðåæèìîâ 1—5 óêàçàíû â òàáëèöå; çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.05.



íÿþùèåñÿ èç îáëàñòè âîçäåéñòâèÿ êàïèëëÿðíûå âîëíû.
Êà÷åñòâåííûé àíàëèç ñïåêòðîâ ñèãíàëîâ, çàðåãèñòðèðî-
âàííûõ ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ðåãèñòðàòîðà âîçìóùåíèé,
ïîêàçàë, ÷òî ýíåðãèÿ ýòèõ ïîâåðõíîñòíûõ âîçìóùåíèé
ñîñðåäîòî÷åíà â äèàïàçîíå 0.5—6 êÃö (ðèñ. 3).

Â ëèòåðàòóðå îáñóæäàåòñÿ íåñêîëüêî âîçìîæíûõ ìå-
õàíèçìîâ áèîñòèìóëÿöèè, ñïîñîáíûõ ïðèâîäèòü ê óñêî-
ðåíèþ ïðîëèôåðàöèè. Ïåðâûé — ôîòîáèîìîäóëÿöèÿ —
ÿâëåíèå, ïðè êîòîðîì íèçêîèíòåíñèâíûé (0.01—
100 ìÂò/ñì2) ñâåò âèäèìîãî è áëèæíåãî èíôðàêðàñíîãî
äèàïàçîíîâ âëèÿåò íà ðÿä ïðîöåññîâ â êëåòêå (Êàðó, 2001;
Karu, Passarella, 2014) è âûçûâàåò, â ÷àñòíîñòè, èçìåíåíèå
óðîâíÿ ÀÒÔ, êàëüöèÿ è ýêñïðåññèè íåêîòîðûõ ãåíîâ.
Âòîðîé ìåõàíèçì — õèìè÷åñêèé, îñíîâàííûé íà îáðàçî-
âàíèè ïîä äåéñòâèåì ìîùíîãî ëàçåðíîãî èìïóëüñà
ÀÔÊ. Èçâåñòíî, ÷òî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ñâîáîäíûõ ðàäè-
êàëîâ êàê â ñðåäå, òàê è âíóòðè æèâûõ êëåòîê ìîæåò ïðè-
âîäèòü ê óñêîðåíèþ ìåòàáîëèçìà èëè ñîïðîâîæäàòü
îïðåäåëåííûå ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå â êëåòêå (Voei-
kov, 2010). Òðåòèé âîçìîæíûé ìåõàíèçì — îïòîìåõàíè-
÷åñêèé, ñâÿçàííûé ñ âîçäåéñòâèåì ìåõàíè÷åñêèõ êîëåáà-
íèé, ãåíåðèðóåìûõ â ñðåäå è â áèîëîãè÷åñêèõ òêàíÿõ, ïðè
ëàçåðíîì èçëó÷åíèè (Yusupov et al., 2010, 2011). Èññëåäî-
âàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî òàêèå ìåõàíè÷åñêèå âîçäåéñòâèÿ ñó-
ùåñòâåííî âëèÿþò íà ðÿä ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â
êëåòêå (Janmey, McCulloch, 2007; Huang et al., 2010) è ìî-
ãóò ïðèâîäèòü, â ÷àñòíîñòè, ê ñóùåñòâåííîìó óñêîðåíèþ
ïðîëèôåðàöèè (×àéëàõÿí è äð., 2013).

Îïèðàÿñü íà èçâåñòíûå, óïîìÿíóòûå âûøå ìåõà-
íèçìû áèîñòèìóëÿöèè, ìû â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîàíàëè-
çèðîâàëè âîçìîæíîñòü èõ ðåàëèçàöèè. Ðåàëèçàöèÿ ñòèìó-
ëÿöèè ïî ìåõàíèçìó ôîòîáèîìîäóëÿöèè â íàøåì ñëó÷àå
ìàëîâåðîÿòíà, ïîñêîëüêó ëàçåðíûå èìïóëüñû ôîêóñèðî-
âàëèñü íà î÷åíü ìàëåíüêîé ïëîùàäè, à èçëó÷åíèå, îáðàçó-
þùååñÿ â ðåçóëüòàòå ïðîáîÿ, èìååò î÷åíü ìàëóþ ìîù-
íîñòü è äèíàìè÷åñêè èçìåíÿþùèéñÿ ñïåêòð. Õèìè÷åñêèé
ìåõàíèçì òàêæå íå ÿâëÿåòñÿ â íàøåì ñëó÷àå ïðè÷èíîé
ñòèìóëÿöèè êëåòîê, ïîñêîëüêó ëàçåðíûå âîçäåéñòâèÿ íå
âûçâàëè çíà÷èìîãî óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ÀÔÊ. Íà
íàø âçãëÿä, ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ôåìòîñåêóíäíûõ ëàçåð-

íûõ èìïóëüñîâ íà êëåòêè ñâÿçàí ñ âîçäåéñòâèåì íà íèõ
øèðîêîïîëîñíûõ ìåõàíè÷åñêèõ êîëåáàíèé çà ñ÷åò îïòî-
ìåõàíè÷åñêèõ ýôôåêòîâ. Èçâåñòíî, ÷òî çà ñ÷åò íåëèíåé-
íîãî îïòè÷åñêîãî ýôôåêòà ñôîêóñèðîâàííûå ôåìòîñå-
êóíäíûå ëàçåðíûå èìïóëüñû ñïîñîáíû ñîçäàâàòü áûñòðî
ðàñøèðÿþùèåñÿ ìèêðîïóçûðüêè (Schaffer et al., 2002).
Ãåíåðàöèÿ àêóñòè÷åñêèõ âîëí ñôîêóñèðîâàííûì ëàçåð-
íûì èìïóëüñîì èìååò õàðàêòåð òî÷å÷íîãî èñòî÷íèêà;
òàê, äëÿ èìïóëüñîâ äëèòåëüíîñòüþ 100 ôñ ñ ýíåðãèåé
1 ìêÄæ îáëàñòü ñâåðõçâóêîâîãî ðàñøèðåíèÿ îãðàíè÷èâà-
åòñÿ 7 ìêì. Ïðè óêàçàííîé ýíåðãèè ïóçûðè äîñòèãàþò
ìàêñèìàëüíîãî ðàçìåðà â 100 ìêì ÷åðåç 5 ìêñ, ïðè ýòîì
îáùåå âðåìÿ ñóùåñòâîâàíèÿ ïóçûðÿ ñîñòàâëÿåò 11 ìêñ.
Ðàñøèðåíèå è ñõëîïûâàíèå êàâèòàöèîííîãî ïóçûðüêà ïî-
ðîæäàþò øèðîêèé ñïåêòð àêóñòè÷åñêèõ âîëí.

Â íàøåé ðàáîòå èññëåäîâàíèå âîçíèêàþùåãî øèðî-
êîïîëîñíîãî ñïåêòðà àêóñòè÷åñêèõ êîëåáàíèé ïðîâåäåíî
â âûñîêî÷àñòîòíîì óëüòðàçâóêîâîì (500 êÃö—15 ÌÃö)
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Ðèñ. 2. Êåðàòèíîöèòû HaCaT ÷åðåç 18 ÷ ïîñëå ôåìòîñåêóíäíîãî ëàçåðíîãî îáëó÷åíèÿ. Îêðàñêà íà ìàðêåð ïðîëèôåðàöèè Ki67.

à — îáëó÷åííûå êëåòêè (10 èìïóëüñîâ, 30 ìêÄæ), á — êîíòðîëü.

Ðèñ. 3. Ñïåêòð ìîùíîñòè, ïîëó÷åííûé ïîñëå Ôóðüå-ïðåîáðàçî-
âàíèÿ îñöèëëîãðàììû ñèãíàëà ôîòîäèîäà, ðåãèñòðèðóþùåãî
èíòåíñèâíîñòü îòðàæåííîãî îò ïîâåðõíîñòè âîëí ëàçåðíîãî

ëó÷à.



è íèçêî÷àñòîòíîì (çâóêîâîì) äèàïàçîíàõ. Âûïîëíåí-
íûå ïðè ïîìîùè èãîëü÷àòîãî ãèäðîôîíà àêóñòè÷åñêèå
èçìåðåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü ãåíåðèðóþùèõñÿ â âû-
ñîêî÷àñòîòíîì äèàïàçîíå èìïóëüñîâ äàâëåíèÿ íà ðàñ-
ñòîÿíèè 3 ìì îò òî÷êè ôîêóñà ëàçåðà íå ïðåâûøàåò 1 àòì.
Ïðè ýòîì ëàçåðíûé ðåãèñòðàòîð ïîâåðõíîñòíûõ âîçìóùå-
íèé âûÿâèë íàëè÷èå ìåõàíè÷åñêèõ êîëåáàíèé â äèàïà-
çîíå 0.5—6.0 êÃö. Ðàíåå îòìå÷àëîñü, ÷òî àêóñòè÷åñêèå
èìïóëüñíûå âîçäåéñòâèÿ â çâóêîâîì äèàïàçîíå ÷àñòîò ñ
àìïëèòóäîé ~0.003 àòì ïðèâîäÿò ê ñòèìóëÿöèè ïðîëèôå-
ðàöèè êëåòîê (×àéëàõÿí è äð., 2013), ïî-âèäèìîìó, çà
ñ÷åò ìåõàíîáèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ (Yusupov et al.,
2011).

Ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî âîçäåéñòâèå
ôåìòîñåêóíäíûìè ëàçåðíûìè èìïóëüñàìè íà îáå èñïîëü-
çîâàííûå â ðàáîòå êëåòî÷íûå êóëüòóðû ìîæåò ïðèâîäèòü
ê óâåëè÷åíèþ ñêîðîñòè èõ ïðîëèôåðàöèè. Ñëåäóåò ïîä-
÷åðêíóòü, ÷òî äëÿ îáåèõ êóëüòóð ïîëó÷åíû ïîõîæèå äîçî-
âûå çàâèñèìîñòè: óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàöèè ïðîèñõîäèò
ïðè èñïîëüçîâàíèè íàèìåíüøèõ äîç, à ïðè âûñîêèõ äîçàõ
èçìåíåíèÿ ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íåò. Òàê, îáëó-
÷åíèå êåðàòèíîöèòîâ ëèíèè HaCaT îòíîñèòåëüíî ìàëûìè
äîçàìè (6, 12 è 143 Äæ/ñì2) âûçûâàëî óâåëè÷åíèå ñêîðî-
ñòè ïðîëèôåðàöèè, ÷òî âûðàæàëîñü ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà êëåòîê â êóëüòóðå (ðèñ. 1, à),
à òàêæå á *îëüøèì ÷èñëîì êëåòîê â ôàçå ìèòîçà êëåòî÷íî-
ãî öèêëà ÷åðåç 18 ÷ (ðèñ. 2, à). Ïðè ýòîì íàèáîëüøåå óâå-
ëè÷åíèå ïðîëèôåðàöèè (íà 54 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì) áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî ïðè èñïîëüçîâàíèè ñàìîé
ìàëîé äîçû îáëó÷åíèÿ (6 Äæ/ñì2). Îáëó÷åíèå êåðàòèíî-
öèòîâ HaCaT ñàìûìè áîëüøèìè äîçàìè èç èñïîëüçóåìûõ
(1433 è 4299 Äæ/ñì2) íå èçìåíÿëî ñêîðîñòè ïðîëèôåðà-
öèè, ïðè ýòîì íàáëþäàëàñü òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ
ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè ñ óâåëè÷åíèåì äîçû. Ïîäîáíàÿ
êàðòèíà íàáëþäàëàñü è äëÿ ÌÑÊ. Òàê, îáëó÷åíèå ÌÑÊ
ñàìîé ìàëîé èç èñïîëüçóåìûõ äîç (6 Äæ/ñì2) òîæå óâåëè-
÷èâàëî ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè, ÷òî âûðàæàëîñü â óâåëè-
÷åíèè ÷èñëà êëåòîê íà 18 % ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ
(ðèñ. 1, á) è õàðàêòåðèçîâàëîñü á *îëüøèì ÷èñëîì êëåòîê,
íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå Ì êëåòî÷íîãî öèêëà, ÷åðåç 18 ÷ ïîñ-
ëå îáëó÷åíèÿ. Îáëó÷åíèå ÌÑÊ áîëüøèìè äîçàìè
(12—4299 Äæ/ñì2) íå èçìåíÿëî ïðîëèôåðàöèþ.

Áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò áóäóùèé ýòàï èññëå-
äîâàíèÿ è ïðîäëåíèå äîçîâîé çàâèñèìîñòè â îáëàñòü ìà-
ëûõ äîç (ìåíüøå 6 Äæ/ñì2), ïîñêîëüêó ìîæíî îæèäàòü
åùå áîëüøåé ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Ïðîäëå-
íèå æå äîçîâîé çàâèñèìîñòè â îáëàñòü áîëüøèõ äîç (áî-
ëüøå 4299 Äæ/ñì2) ìîæåò ïðèâåñòè ê óìåíüøåíèþ ïðîëè-
ôåðàöèè è ãèáåëè êëåòîê. Îòìåòèì, ÷òî â ðàìêàõ äàííîãî
èññëåäîâàíèÿ îñòàëñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î òîì, êàêàÿ
÷àñòü øèðîêîïîëîñíîãî ñïåêòðà àêóñòè÷åñêîãî ñèãíàëà,
ãåíåðèðóþùåãîñÿ âî âðåìÿ ëàçåðíîãî âîçäåéñòâèÿ, îòâåò-
ñòâåííà çà îáíàðóæåííîå óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè ïðîëèôå-
ðàöèè. Ïîçèòèâíîå òåðàïåâòè÷åñêîå âîçäåéñòâèå ìîãëè
áû îêàçûâàòü âûñîêî÷àñòîòíûå óëüòðàçâóêîâûå âîëíû,
àìïëèòóäà êîòîðûõ â äèàïàçîíå 500 êÃö—15 ÌÃö ìåíåå
1 àòì, óëüòðàçâóêîâûå âîëíû â äèàïàçîíå 20—500 êÃö
(íàìè íå èññëåäîâàíû) èëè çàðåãèñòðèðîâàííûå àêóñòè-
÷åñêèå âîçìóùåíèÿ â çâóêîâîì äèàïàçîíå ÷àñòîò
0.5—6.0 êÃö.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò
¹ 14-25-00055).
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STIMULATION OF HaCaT KERATINOCYTES AND RATS MESENCHYMAL

STROMAL CELLS PROLIFERATION BY FEMTOSECOND LASER PULSES

A. N. Velikanov,1, * F. E. Gostev,2 E. A. Suprunenko,1 I. V. Shelaev,2
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The influence of femtosecond laser pulses on the proliferative activity of HaCaT keratinocytes and mesen-
chymal stromal cells (MSC) rats was studied. The growth media was exposed by laser pulses with wavelength
590 nm and duration 30 fs. The dependence of proliferative activity of cells on the dose was showed in the ran-
ge 6—4299 J/cm2. Proliferative activity was assessed by the number of cells after 1 day after exposure. For both
cell cultures obtained similar dose dependence: an increase in cell proliferation (32—54 % for HaCaT and 19 %
for MSK) occurs when using lower doses, while higher doses no changes the rate of proliferation of cells. Con-
ducted physical and chemical analysis found no increase in the concentration of active forms of oxygen in the
culture medium. The impact of femtosecond laser pulses has led to the generation in culture medium acoustic
oscillations in the range of 0.5 to 6.0 kHz. It is assumed that the increase in proliferative activity of cells, can be
caused by mechanical effects of acoustic waves generated in the environment of optical breakdown in the focus
of the laser radiation.

K e y w o r d s: laser pulses, photobiomodulation, reactive oxygen species, mechanobiology, stimulation of
proliferation, MSC, keratinocytes HaCaT.
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