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Научный руководитель: Борисик Р.Н., Костюк Н.И. 

Клеточная терапия является новым подходом к стимулированию регене-

рации кожи при заживлении ран, которая включает восстановление структуры 

и функций поврежденных тканей, путем трансплантации клеток, выращенных в 

условиях in vitro. Цель исследования – оптимизация условий культивирования 

кожно-мышечных фибробластов эмбриона коровы для применения в ветери-

нарной медицине.  

Исследования проводились в отделе культур клеток и питательных сред 

РУП «Институт экспериментальной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского». Ма-

териалом для выделения фибробластов служила кожно-мышечная ткань эм-

бриона коровы. Из эмбриона коровы извлекали кожно-мышечную ткань и по-

мещали в чашки Петри, измельчали и двукратно отмывали раствором Хенкса с 

антибиотиками. Данные образцы переносили в колбу с 2,5% раствором трипси-

на в соотношении 1:3. Помещали в шейкер-инкубатор и перемешивали на ско-

рости 100 об/мин при температуре (37±1) °С в течение 30–40 минут. После ин-

кубации супернатант переносили в пробирки и центрифугировали в течение 

15–20 мин при 1000 об/ мин. Надосадочную жидкость удаляли, конечный оса-

док ресуспендировали в небольшом количестве питательной среды. Жизнеспо-

собность клеток оценивали тестом, основанным на нарушении мембранной це-

лостности, измеряемой по проникновению красителя трипанового синего. 

Клетки подсчитывали в камере Горяева. Суспензию клеток рассевали в флако-

ны с концентрацией 600 тыс. кл/мл ростовой среды 199. Клетки культивирова-

ли в термостате при температуре (37± 1) °С. Замену питательной среды осуще-

ствляли спустя 2–4 суток в зависимости от изменения рН среды. Фибробласты 

культивировали до монослоя с конфлюентностью 95–100 % в течение 7–9 су-

ток. Проводили ежедневный контроль под инвертированным микроскопом. 

Суспензию клеток исследовали на стерильность методом посевов на селектив-

ные питательные среды. Анализ динамики роста первичной культуры кожно-

мышечных фибробластов эмбриона коровы проводили на 2 пассаже культиви-

рования. Суспензию клеток вносили в пенициллиновые флаконы. Прирост кле-

ток в популяции подсчитывали в камере Горяева. Суспензию тщательно пере-

мешивали и вносили в камеру Горяева. Суспензию единичных клеток получали 

методом серийных разведений. В чашки Петри вносили суспензию единичных 
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клеток для получения индивидуальных клонов. Чашки Петри с клетками инку-

бировали в условиях СО2 инкубатора при температуре (37±1) °С. Витальный 

анализ клонов проводили под инвертированным микроскопом. Эффективность 

клонирования фибробластов оценивали спустя 6 суток после посева единичных 

клеток. Колонии были зафиксированы 70% этиловым спиртом и окрашены по 

Романовскому-Гимзе. Количественный анализ клонов проводили под микро-

скопом. Для кожно-мышечных фибробластов эмбриона коровы колонии опре-

деляли как изолированную группу, состоящую из дочерних клеток одной мате-

ринской клетки. Учитывали многоклеточные и малоклеточные колонии. Ана-

лизировали морфологию клеток в клонах.  

Выделенные кожно-мышечные фибробласты обладали способностью ад-

гезироваться, демонстрировали фибробластоподобную форму, обладали высо-

ким потенциалом пролиферации, стабильностью и формировали высококон-

флюэнтный клеточный монослой. Доля жизнеспособных клеток составила 97%. 

На ранних этапах роста культуры (1–3 сутки) наблюдается высокая доля живых 

клеток, а начиная с 4-х суток резко снижается. Выявлена закономерность в из-

менении пролиферации клеток и их гибели в условиях длительного роста куль-

туры фибробластов. Также наблюдается снижение пролиферации клеток в от-

дельный период, которое обусловлено высоким уровнем их гибели. Начиная со 

стационарной фазы роста (3-5 сутки), апоптотический индекс составил 80%. 

Методом клонирования популяция эмбриональных фибробластов коровы была 

разделена на две субпопуляции клеток, различающихся пролиферативным по-

тенциалом и эффективностью клонирования. Фибробласты с высоким потен-

циалом пролиферации формировали многоклеточные клоны, состоящие из раз-

личных морфотипов клеток. Фибробласты с низким потенциалом пролифера-

ции формировали малоклеточные клоны, состоящие из фиброцитов. Таким об-

разом, предложенная технология позволяет выделить многоклеточную фрак-

цию эмбриональных фибробластов коровы, которая является гетерогенной по-

пуляцией и состоит из активно пролиферирующих клеток, что имеет сущест-

венное значение для применения их в регенеративной медицине.  

В результате была получена жизнеспособная популяция эмбриональных 

фибробластов коровы с высокой адгезивной способностью, образующая кон-

флюэнтный монослой, обладающая высокой пролиферативной активностью и 

клоногенностью. Научные исследования, направленные на совершенствование 

методов выделения и технологий производства клеточного субстрата из куль-

туры эмбриональных фибробластов, являются актуальными и перспективными 

для применения в ветеринарной медицине.  
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