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Ïðîãðåññ ñîâðåìåííîé áèîëîãèè, èììóíîëîãèè è ìåäèöèíû â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îáóñëîâëåí ñîçäà-
íèåì óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îòêðûòèåì ñòâîëîâûõ è ïðîãåíè-
òîðíûõ êëåòîê, à òàêæå âûñîêîé ïåðñïåêòèâîé ïðèìåíåíèÿ èõ â íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ, ïðîèçâîäñòâå ïðå-
ïàðàòîâ äëÿ èììóíîïðîôèëàêòèêè, äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ. Íàëè÷èå íåñêîëüêèõ ëèíèé êëåòîê â ëàáîðàòî-
ðèè, îñîáåííî çàíèìàþùèõñÿ ïîëó÷åíèåì ñîáñòâåííûõ êóëüòóð, ñîçäàåò ïðåäïîñûëêè íå òîëüêî äëÿ çà-
ãðÿçíåíèÿ êëåòîê ïîñòîðîííèìè ìèêðîîðãàíèçìàìè, íî è êîíòàìèíàöèè êëåòîê êëåòêàìè äðóãèõ ëèíèé. Ýòè
äàííûå ïîä÷åðêèâàþò ÷ðåçâû÷àéíóþ âàæíîñòü ñîçäàíèÿ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êîëëåêöèé êóëüòóð êëåòîê è
õàðàêòåðèçàöèè ïîñòóïàþùèõ è âíîâü ïîëó÷àåìûõ êóëüòóð êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ â íàó÷íûõ èëè ïðèêëàäíûõ
èññëåäîâàíèÿõ. Ñòàáèëüíîñòü ïðîèçâîäñòâà ïðåïàðàòîâ äëÿ èììóíîïðîôèëàêòèêè, äèàãíîñòèêè èëè ëå÷å-
íèÿ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå çàâèñèò îò ñòàáèëüíîñòè ñâîéñòâ è áåçîïàñíîñòè èñïîëüçóåìûõ êëåòîê. Îñíîâîé
ïîëó÷åíèÿ áåçîïàñíîãî ïðîäóêòà äîëæíà áûòü ñòàíäàðòèçîâàííàÿ è àòòåñòîâàííàÿ êóëüòóðà êëåòîê. Ñîçäà-
íèå ñèñòåìû êîíòðîëÿ êëåòîê, îñíîâàííîé íà ïîëó÷åíèè ïàñïîðòèçîâàííûõ êîëëåêöèé è àòòåñòîâàííûõ
áàíêîâ êëåòîê, ïðèãîäíûõ äëÿ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé, ðàçðàáîòêè íîâûõ òåõíîëîãèé, ïðîèçâîäñòâà ïðåïà-
ðàòîâ è ëå÷åíèÿ, ïîçâîëèò îáåñïå÷èòü ãàðàíòèè êà÷åñòâà, ñòàáèëüíîñòè è áåçîïàñíîñòè êëåòîê. Â îáçîðå
ðàññìàòðèâàþòñÿ ñîâðåìåííûå ïîäõîäû è òðåáîâàíèÿ ê êîíòðîëþ êóëüòóð êëåòîê, âàæíîñòè ñîçäàíèÿ è
êîíòðîëÿ ïîñåâíûõ è ðàáî÷èõ áàíêîâ êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ â íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ è äëÿ ïðîèçâîäñòâà,
äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ.
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Ââåäåíèå

Ïðîãðåññ ñîâðåìåííîé áèîëîãèè, èììóíîëîãèè è ìå-
äèöèíû â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îáóñëîâëåí ñîçäàíèåì
óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ, îòêðûòèåì ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëå-
òîê, à òàêæå âûñîêîé ïåðñïåêòèâîé ïðèìåíåíèÿ èõ â ðå-
ãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå.

Ìåòîä êóëüòóð êëåòîê ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì è âìåñòå ñ
òåì øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ, êàê â ïðàêòè-
÷åñêèõ, òàê è â íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ. Ýòî îáóñëîâëåíî, â
ïåðâóþ î÷åðåäü, ñîçäàíèåì àäåêâàòíûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåä,
ôåðìåíòîâ äëÿ ðàçäåëåíèÿ òêàíåé, àíòèáèîòèêîâ, âûäåëå-
íèþ ôàêòîðîâ ðîñòà, ñîçäàíèþ öåëîé èíäóñòðèè ïðîèçâîä-
ñòâà êóëüòóðàëüíîé ïîñóäû è óñòàíîâîê äëÿ âûðàùèâàíèÿ
êëåòîê. Âñå ýòî ïîçâîëèëî ïîëó÷àòü íå òîëüêî ïåðñïåêòèâ-
íûå ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, øèðîêî èñïîëüçî-
âàòü èõ â íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ, íî è ñîçäàâàòü íà èõ îñíî-
âå íîâûå ñîâðåìåííûå òåõíîëîãèè ïðîèçâîäñòâà.

×èñëî ëèíèé êëåòîê ïîñòîÿííî ðàñòåò, ÷àñòî êëåòêè
âíåøíå òðóäíîîòëè÷èìû. Îíè èìåþò ñõîäíóþ ìîðôîëî-
ãèþ è ðîñòîâûå ñâîéñòâà. Íàëè÷èå íåñêîëüêèõ ëèíèé
êëåòîê â ëàáîðàòîðèè, îñîáåííî çàíèìàþùèõñÿ ïîëó÷å-
íèåì ñîáñòâåííûõ êóëüòóð, ñîçäàåò ïðåäïîñûëêè íå òîëü-
êî äëÿ çàãðÿçíåíèÿ êëåòîê ïîñòîðîííèìè ìèêðîîðãàíèç-
ìàìè, íî è êîíòàìèíàöèè êëåòîê êëåòêàìè äðóãèõ ëèíèé.
Èñïîëüçîâàíèå êóëüòóð êëåòîê ñ îòñóòñòâèåì èäåíòèôè-
êàöèîííûõ õàðàêòåðèñòèê ñòàâèò ïîä ñîìíåíèå àäåêâàò-
íîñòü ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ. Ýòè äàííûå ïîä÷åðêèâàþò
÷ðåçâû÷àéíóþ âàæíîñòü ñîçäàíèÿ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ
êîëëåêöèé êóëüòóð êëåòîê è õàðàêòåðèçàöèè ïîñòóïàþ-
ùèõ è âíîâü ïîëó÷àåìûõ êóëüòóð êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ â
íàó÷íûõ èëè ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèÿõ.

Ñîâðåìåííûå ïèòàòåëüíûå ñðåäû ïîçâîëÿþò íå òîëüêî
êóëüòèâèðîâàòü ìíîãèå óíèêàëüíûå òèïû êëåòîê â ñèñòå-
ìå in vitro, íî è ïðîèçâîäèòü äîñòàòî÷íî áîëüøèå êîëè÷å-
ñòâà ïðîäóêòà â êëåòêàõ ïðè ìàñøòàáíîì èõ êóëüòèâèðî-
âàíèè. Áëàãîäàðÿ ñïîñîáíîñòè âèðóñîâ ðàçìíîæàòüñÿ è
âûçûâàòü öèòîïàòîãåííîå äåéñòâèå â êóëüòèâèðóåìûõ ñî-
ìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ, êóëüòóðû êëåòîê ïîëó÷èëè øèðîêîå
ðàñïðîñòðàíåíèå â ïðîâåäåíèè âèðóñîëîãè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé è ïðîèçâîäñòâå âàêöèííûõ èëè äèàãíîñòè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ.

×ðåçâû÷àéíî âàæíîé îêàçàëàñü âîçìîæíîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ êëåòîê æèâîòíûõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãåííî-èíæåíåð-
íûõ ïðåïàðàòîâ. Íàïðèìåð, èìåííî ïðàâèëüíîå ãëèêîçè-
ëèðîâàíèå è ïîëíîöåííàÿ «ñáîðêà» ïîëèïåïòèäà ýðèòðî-
ïîýòèíà (ÝÏÎ) ñäåëàëè êóëüòóðó êëåòîê ÑÍÎ-ðÅ, âûäå-
ëåííóþ èç ÿè÷íèêîâ êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà, âûñîêîïåðñ-
ïåêòèâíîé äëÿ ïðîèçâîäñòâà ãåííî-èíæåíåðíîãî ÝÏÎ ñ
âûñîêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ in vivo.

Ñòàáèëüíîñòü ïðîèçâîäñòâà ïðåïàðàòîâ äëÿ èììóíîï-
ðîôèëàêòèêè, äèàãíîñòèêè èëè ëå÷åíèÿ â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå çàâèñèò îò ñòàáèëüíîñòè ñâîéñòâ è áåçîïàñíîñòè èñ-
ïîëüçóåìûõ êëåòîê. Äëÿ êîíòðîëÿ êëåòîê, êàê ñóáñòðàòîâ
äëÿ ïðèìåíåíèÿ â ïðîèçâîäñòâå èëè ëå÷åíèÿ, ðàçðàáîòà-
íû è óçàêîíåíû êàê íàöèîíàëüíûå, òàê è ìåæäóíàðîäíûå
òðåáîâàíèÿ. Ñîãëàñíî ýòèì òðåáîâàíèÿì, ñèñòåìà ñîçäà-
íèÿ ïîñåâíûõ è ðàáî÷èõ áàíêîâ êëåòîê, àòòåñòîâàííûõ â
ñîîòâåòñòâèè ñ ñîâðåìåííûìè òðåáîâàíèÿìè, à òàêæå ñî-
çäàíèå óñëîâèé ïðîèçâîäñòâà â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðàâèëàìè
GLP è GMP ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíûì è îáåñïå÷èâàåò, ãëàâ-
íûì îáðàçîì ñòàíäàðòíîñòü è áåçîïàñíîñòü êëåòîê, èñ-

ïîëüçóåìûõ â ïðîèçâîäñòâå ìåäèöèíñêèõ èììóíîáèîëî-
ãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ.

Óíèêàëüíûì è ïåðñïåêòèâíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñîâåð-
øåííî íîâîå íàïðàâëåíèå ïðèìåíåíèÿ êëåòîê äëÿ ðåãåíå-
ðàòèâíîé ìåäèöèíû. Çàìåíà áîëüíîãî îðãàíà íà «çäîðî-
âûé» ïóòåì òðàíñïëàíòàöèè, íåñîìíåííî, èìååò ñâîè
ïðåèìóùåñòâà, îäíàêî îãðàíè÷åííîñòü â íàëè÷èè æèçíå-
ñïîñîáíûõ îðãàíîâ è íåîáõîäèìîñòü îæèäàíèÿ îðãàíà
èíîãäà ïðèâîäÿò ê íåîáðàòèìûì ïîñëåäñòâèÿì. Â òàêîì
ñëó÷àå òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê ìîæåò ñòàòü àëüòåðíàòèâ-
íûì ìåòîäîì ñïàñåíèÿ áîëüíûõ êàê ñ îñòðîé íåäîñòàòî÷-
íîñòüþ îðãàíîâ (ïå÷åíè, ïî÷åê, ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è
äð.), òàê è ïðè èõ íàðóøåíèè (îæîãîâûå è òðîôè÷åñêèå
ðàíû) èëè ôóíêöèîíàëüíûõ íåäîñòàòêàõ îðãàíîâ è òêàíåé
(ìèîäèñòðîôèÿ Äþøåííà, áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, ïàðêèí-
ñîíèçì, èíôàðêò ìèîêàðäà è äð.).

Óñïåøíîå ïðèìåíåíèå òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê ïîêàçà-
íî êàê â ìîäåëÿõ íà æèâîòíûõ, òàê è â ìåäèöèíñêîé ïðàê-
òèêå. Íåñîìíåííà ýôôåêòèâíîñòü ìåòîäà ïðè ëå÷åíèè áî-
ëåçíåé ñåðäöà, ìûøå÷íûõ òêàíåé èëè ýíäîêðèííûõ îðãà-
íîâ. Ïîäòâåðæäåíà âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ìåòîäà ïðè ëå-
÷åíèè ðàí ðàçëè÷íîé ýòèîëîãèè. Øèðîêîå æå ïðèìåíåíèå
êëåòîê â êëèíèêå, ê ñîæàëåíèþ, îãðàíè÷åíî èç-çà ïðîáëå-
ìû âûáîðà èñòî÷íèêà ïîëó÷åíèÿ êëåòîê è ïðîáëåìû ïîëó-
÷åíèÿ àòòåñòîâàííîãî êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà.

Òåõíèêà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê è òêàíåé ïîñòîÿííî
ìåíÿåòñÿ, è ìíîãèå ìåòîäè÷åñêèå ïðèåìû ñèñòåìàòè÷å-
ñêè ìîäåðíèçèðóþòñÿ, îäíîâðåìåííî ñ ýòèì ñîâåðøåíñò-
âóþòñÿ ìåòîäû êîíòðîëÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Îòêðûòèå
ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê, âûñîêàÿ ïîäâèæ-
íîñòü â äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê, âûðàùèâàåìûõ in vitro,
òðåáóåò îñîáåííî òùàòåëüíîãî êîíòðîëÿ êîíòàìèíàöèè è
áåçîïàñíîñòè êëåòîê.

Îñíîâîé ïîëó÷åíèÿ áåçîïàñíîãî ïðîäóêòà äîëæíà
áûòü ñòàíäàðòèçîâàííàÿ è àòòåñòîâàííàÿ êóëüòóðà êëåòîê.
Èìåííî ñîçäàíèå ñèñòåìû êîíòðîëÿ êëåòîê, îñíîâàííîé
íà ïîëó÷åíèè ïàñïîðòèçîâàííûõ êîëëåêöèé è àòòåñòîâàí-
íûõ áàíêîâ êëåòîê, ïðèãîäíûõ äëÿ íàó÷íûõ èññëåäîâà-
íèé, ðàçðàáîòêè íîâûõ òåõíîëîãèé, ïðîèçâîäñòâà ïðåïà-
ðàòîâ è ëå÷åíèÿ, ïîçâîëèò îáåñïå÷èòü ãàðàíòèè êà÷åñòâà,
ñòàáèëüíîñòè è áåçîïàñíîñòè êëåòîê.

1. Ïîëó÷åíèå è êóëüòèâèðîâàíèå

êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ

Îñíîâàíèå ìåòîäà êóëüòóðû êëåòîê îòíîñÿò ê íà÷àëó
ÕÕ âåêà, êîãäà áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü âûæèâàíèÿ è
äåëåíèÿ êëåòêè æèâîòíîãî â ñèñòåìå in vitro (Jolly, 1903).
Ðåàëüíîå íà÷àëî ìåòîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê è òêàíåé
æèâîòíûõ ñâÿçàíî ñ èìåíåì Ross Harrison (1907), êîòîðûé
âûäåëèë è êðàòêîâðåìåííî êóëüòèâèðîâàë òêàíè ëÿãóø-
êè. Alexis Carrel (1912) èñïîëüçîâàë òêàíè è ýìáðèîíàëü-
íûé ýêñòðàêò â êà÷åñòâå ñðåäû äëÿ ïîääåðæàíèÿ îðãàííîé
êóëüòóðû. Áóðíîå ðàçâèòèå ìåòîäà â 40—50-õ ãîäàõ ñâÿçà-
íî ñ îòêðûòèåì ôåðìåíòîâ è, â ñâÿçè ñ ýòèì, âîçìîæíî-
ñòüþ âûäåëåíèÿ ñóñïåíçèè îòäåëüíûõ êëåòîê.

Ïåðâûå ïîïûòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ êóñî÷êîâ òêàíè â
âèäå îðãàííûõ êóëüòóð îòíîñÿòñÿ ê íà÷àëó ïðîøëîãî âåêà,
à êóëüòèâèðîâàíèå îòäåëüíûõ êëåòîê íå óäàâàëîñü.
Îñíîâíîé ïðè÷èíîé íåóäà÷ áûëî îòñóòñòâèå àäåêâàòíîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäû. Íà÷àëî óñïåøíîãî ðàçâèòèÿ ìåòîäà
êóëüòèâèðîâàíèÿ îòäåëüíûõ êëåòîê ñëåäóåò îòíåñòè
ê 1941 ã., êîãäà W.R. Earle âûâåë ïåðâóþ ïåðåâèâàåìóþ

ISSN 2310-0435 51



ëèíèþ ìûøèíûõ êëåòîê L, øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííóþ è
äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè â êëîíàëüíîì âàðèàíòå L929
(NCTC 929). Èìåííî â ýòî âðåìÿ áûëè ðàçðàáîòàíû ñïî-
ñîáû ôåðìåíòàòèâíîãî äèñïåðãèðîâàíèÿ òêàíåé è ïîëó-
÷åíèÿ îäíîñëîéíûõ êóëüòóð êëåòîê, ñêîíñòðóèðîâàíû
ïåðâûå àäåêâàòíûå è ñðàâíèòåëüíî äîñòóïíûå ïèòàòåëü-
íûå ñðåäû.

Ââåäåíèå àíòèáèîòèêîâ ïðèíöèïèàëüíî ðàñøèðèëî âîç-

ìîæíîñòü áîðüáû ñ áàêòåðèàëüíîé êîíòàìèíàöèåé. Â ðå-
çóëüòàòå èññëåäîâàòåëè ñìîãëè ðåãóëÿðíî è ñ âûñîêîé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ ïîëó÷àòü ïåðâè÷íûå, à çàòåì ïåðåâèâàåìûå
êëåòî÷íûå êóëüòóðû. Ñåðüåçíûì ýòàïîì ðàçâèòèÿ ìåòîäà
ñòàëî ïîëó÷åíèå èç êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè êëåòîê
HeLa, ñïîñîáíûõ íåîïðåäåëåííî äîëãî ðàñòè in vitro è
âîñïðèèì÷èâûõ ê áîëüøîìó ÷èñëó ðàçëè÷íûõ âèðóñîâ ÷å-
ëîâåêà.

Ïîâîðîòíûì ìîìåíòîì, îïðåäåëèâøèì áóðíîå ðàçâè-
òèå è ïðèìåíåíèå ìåòîäà êóëüòóð êëåòîê, ñòàëî îòêðûòèå
J.F. Enders ñ ñîòðóäíèêàìè, ïîêàçàâøèõ ñïîñîáíîñòü âè-
ðóñà ïîëèîìèåëèòà ðàçìíîæàòüñÿ â êóëüòèâèðóåìûõ ñî-
ìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ æèâîòíîãî in vitro. Àâòîðû îáîñíîâà-
ëè âîçìîæíîñòü ïðîèçâîäñòâà ïîëèîâàêöèíû â ïåðâè÷-
íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ïî÷åê îáåçüÿí.

Òåîðåòè÷åñêèå èçûñêàíèÿ â êîìïëåêñå ñ ïðàêòè÷åñêè-
ìè ðàçðàáîòêàìè ïðèâåëè ê ðåâîëþöèîííûì èçìåíåíèÿì
â äèàãíîñòèêå âèðóñíûõ èíôåêöèé, âûäåëåíèè è èäåíòè-
ôèêàöèè âèðóñîâ, îáóñëîâèëè îòêðûòèå íîâûõ òàêñîíî-
ìè÷åñêèõ ãðóïï âèðóñîâ, òàêèõ, êàê àäåíîâèðóñû, ðèíî-
âèðóñû, è âûçâàëè ñòðåìèòåëüíîå ðàñøèðåíèå ñîñòàâà èç-
âåñòíûõ ãðóïï. Çà ïîëèîâàêöèíîé ïîñëåäîâàëà ðàçðàáîò-
êà äðóãèõ êóëüòóðàëüíûõ âàêöèí, â ÷àñòíîñòè, ïðîòèâ êî-
ðè, êðàñíóõè, áåøåíñòâà.

Óñîâåðøåíñòâîâàíèå ìåòîäîâ è òåõíîëîãèé ïîëó÷åíèÿ
è êóëüòèâèðîâàíèÿ ïåðâè÷íûõ è äèïëîèäíûõ êóëüòóð
ïðèâåëî ê óâåëè÷åíèþ èññëåäîâàíèé ñ ïðèìåíåíèåì êëå-
òîê. È ïðàêòè÷åñêè âñå èçâåñòíûå ëèíèè äèïëîèäíûõ è
ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê áûëè ïîëó÷åíû, â ïåðâóþ î÷åðåäü,
äëÿ èññëåäîâàíèÿ âèðóñîâ èëè íàðàáîòêè âàêöèííûõ ïðå-

ïàðàòîâ. Ïîçäíåå, ñ ðàçâèòèåì ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè, êóëüòóðû êëåòîê ñòàëè èñïîëüçîâàòü äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ âûñîêîïðîäóêòèâíûõ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ áèî-
ëîãè÷åñêè àêòèâíûõ è ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.

1.1. Âûäåëåíèå êëåòîê èç òêàíåé è îðãàíîâ

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êóëüòóðó êëåòîê, ïîòåíöèàëüíî,
ìîæíî ïîëó÷èòü ïðàêòè÷åñêè èç ëþáîãî îðãàíà èëè òêà-
íè ÷åëîâåêà èëè æèâîòíîãî. Íî ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò
ïî÷êè, ëåãêèå, êîæó, òèìóñ, òåñòèêóëû ýìáðèîíîâ èëè
ìîëîäûõ æèâîòíûõ, ýìáðèîíàëüíûé èëè ôåòàëüíûé ìà-
òåðèàë.

Âûäåëåíèå ïåðâè÷íîé ñóñïåíçèè êëåòîê ïðîâîäÿò â
ñïåöèàëüíûõ ëàìèíàðíûõ øêàôàõ, îáåñïå÷èâàþùèõ
îïðåäåëåííûé óðîâåíü áèîáåçîïàñíîñòè (BSL2) è ñîáëþ-
äåíèå àñåïòè÷åñêèõ óñëîâèé ðàáîòû. Ïðè ýòîì âàæíî
èñêëþ÷èòü óñëîâèÿ êîíòàìèíàöèè (çàãðÿçíåíèÿ, èíôè-
öèðîâàíèÿ) êàê âûäåëÿåìîé êóëüòóðû êëåòîê, òàê è îáåñ-
ïå÷èòü óñëîâèÿ áåçîïàñíîñòè äëÿ ñàìîãî èññëåäîâàòåëÿ â
ñëó÷àå, åñëè òêàíè èëè êëåòêè èíôèöèðîâàíû ïîñòîðîí-
íèìè ìèêðîîðãàíèçìàìè.

Òêàíü èëè îðãàí çàáèðàþò ñ ñîáëþäåíèåì óñëîâèé
àñåïòèêè, ïîìåùàþò â ñòåðèëüíûé ñîëåâîé ðàñòâîð, ýòî
ìîãóò áûòü 0,9% ðàñòâîð NaCl, ðàñòâîð Õýíêñà, Ýðëà è äð.,
è òðàíñïîðòèðóþò â ñïåöèàëèçèðîâàííóþ ëàáîðàòîðèþ.

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíà ñõåìà âûäåëåíèÿ êëåòîê èç
ïëàöåíòû, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò ñòàíäàðòíûå ýòàïû âûäåëå-
íèÿ êëåòîê. Ñêàëüïåëåì èëè íîæíèöàìè èçìåëü÷àþò
òêàíü èëè îðãàí äî êóñî÷êîâ ðàçìåðàìè íå áîëåå 1—3 ìì,
òùàòåëüíî îòìûâàþò îò êëåòîê êðîâè â íåñêîëüêèõ ñìå-
íàõ ñòåðèëüíûõ ðàñòâîðîâ, à çàòåì ïîìåùàþò â ðàñòâîðû
ôåðìåíòîâ, ïîçâîëÿþùèõ èçîëèðîâàòü îòäåëüíûå êëåòêè.
Äëÿ ýòîãî ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò (0,25—0,5)% ðàñòâîð
òðèïñèíà. Ìîãóò òàêæå áûòü èñïîëüçîâàíûêîëëàãåíàçà,
ïðîòåàçà è ò.ä.

×àñòî ïðè ìåõàíè÷åñêîì èçìåëü÷åíèè òêàíè ïîâðåæ-
äàþòñÿ ÿäðà êëåòîê è «âûïàâøàÿ» ÄÍÊ ïîä âîçäåéñòâèåì
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òðèïñèíà «ðàñïóòûâàåòñÿ» è óâåëè÷èâàåò âÿçêîñòü ðàñòâî-
ðà ñ êëåòêàìè, ÷òî íå äàåò â ïîñëåäóþùåì âûäåëèòü îò-
äåëüíûå êëåòêè ôèëüòðîâàíèåì ÷åðåç ñïåöèàëüíîå ñèòî.
Ïîýòîìó â ðÿäå ñëó÷àåâ â ðàñòâîð äîáàâëÿþò ÄÍÊàçó, êî-
òîðàÿ «ðåæåò» íèòè ÄÍÊ è, òàêèì îáðàçîì ñíèæàåò âÿç-
êîñòü ðàñòâîðà.

Äëÿ îòäåëåíèÿ, íàïðèìåð, òðîôîáëàñòîâ îò äðóãèõ òè-
ïîâ êëåòîê ïëàöåíòû èñïîëüçóþò, êðîìå òîãî, ìåòîä ðàç-
äåëåíèÿ êëåòîê ðàçíûõ ðàçìåðîâ â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè
Ïåðêîëëà (Percoll gradient) (ðèñ. 1). Êëåòêè, âûäåëåííûå ñ
ïîìîùüþ ôåðìåíòîâ, ïðîôèëüòðîâàííûå ÷åðåç ñèòî ñ
îïðåäåëåííûì ðàçìåðîì, öåíòðèôóãèðóþò, îñàäîê êëåòîê
ðåñóñïåíçèðóþò â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ðàçëèâàþò â êóëüòó-
ðàëüíûå ôëàêîíû è ïîìåùàþò â òåðìîñòàò èëè ÑÎ2 èíêó-
áàòîð äëÿ äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

1.2. Òèïû êóëüòóð êëåòîê

Êóëüòóðû êëåòîê ìîãóò áûòü ïåðâè÷íûìè, äèïëîèä-
íûìè èëè ïåðåâèâàåìûìè.

Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû êëåòîê ïîëó÷àþò ïóòåì äèñïåðãè-
ðîâàíèÿ òêàíåé ðàçíûìè ìåòîäàìè: ìåõàíè÷åñêè èçìåëü-
÷àÿ òêàíè ñ ïîìîùüþ íîæíèö, ãîìîãåíèçàòîðà è ò.ä.; âû-
äåëÿÿ êëåòêè ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòîâ, ãëàâíûì îáðàçîì,
ðàñòâîðîâ òðèïñèíà, êîëëàçû, ïðîòåàçû è ò.ä.

Âûäåëåííûå êëåòêè âûðàùèâàþò â ïèòàòåëüíîé ñðåäå
in vitro â òå÷åíèå 1—3 ïàññàæåé è èñïîëüçóþò â ïðîèçâîä-
ñòâå âàêöèí, äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ èëè òèïèðîâà-
íèÿ âèðóñîâ. Íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþò ïåðâè÷íûå ôèá-
ðîáëàñòû ýìáðèîíîâ ÿïîíñêèõ ïåðåïåëîâ ëèáî êóðèíûå
ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû. Â ïîñëåäíèå ãîäû ïåðâè÷-
íûå êóëüòóðû êëåòîê ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê âûñîêîïåðñ-
ïåêòèâíûå äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê è
ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû.

Ïðè äàëüíåéøåì ñóáêóëüòèâèðîâàíèè êëåòêè ìîãóò
ôîðìèðîâàòü ìîíîñëîé, ñîõðàíÿòü íîðìàëüíûé (äèïëî-
èäíûé) íàáîð õðîìîñîì è âûäåðæèâàòü ïåðåñåâû äî
50—60 ïàññàæåé. Òàêèå êóëüòóðû êëåòîê ñ÷èòàþò äèïëî-

èäíûìè è èõ øèðîêî èñïîëüçóþò äëÿ ïðîèçâîäñòâà âàê-
öèí, ïîëó÷åíèÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ èëè çàìå-
ñòèòåëüíîé òåðàïèè.

Íåêîòîðûå êóëüòóðû êëåòîê ïðè äëèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê ðàçìíîæåíèþ âíå
îðãàíèçìà íåîïðåäåëåííî äëèòåëüíîå âðåìÿ. Ïîëàãàþò,
÷òî ìåõàíèçì ïðîèñõîæäåíèÿ ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð êëå-

òîê — ðåçóëüòàò èõ ãåíåòè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè. Êëåòêè
ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð èìåþò îäèíàêîâóþ ôîðìó, ñîõðà-
íÿþò, êàê ïðàâèëî, ãåòåðîïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì, ñòà-
áèëüíû â óñëîâèÿõ ðîñòà in vitro, íåêîòîðûå èç íèõ îáëà-
äàþò îíêîãåííîé àêòèâíîñòüþ. Ïîñëåäíåå ñâîéñòâî îãðà-
íè÷èâàåò èõ èñïîëüçîâàíèå ïðè ïðîèçâîäñòâå âàêöèí.
Ïåðåâèâàåìûå êóëüòóðû êëåòîê ÷àñòî íàçûâàþò ëèíèÿìè

êëåòîê èç-çà ñòàáèëüíîñòè èõ õàðàêòåðèñòèê è íåîãðàíè-
÷åííîñòè æèçíè in vitro.

Ïåðåâèâàåìûå ëèíèè êëåòîê ìîæíî ïîëó÷èòü êàê èç
çäîðîâûõ òêàíåé æèâîòíûõ, òàê è èç îïóõîëåâûõ. Ìíîãèå
èçâåñòíûå ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà èëè æèâîòíûõ áûëè ïî-
ëó÷åíû èç îïóõîëåâûõ òêàíåé: Hep-2 (êàðöèíîìà ãîðòàíè
÷åëîâåêà); Íåð-3 (ëèìôîèäíàÿ êàðöèíîìà ÷åëîâåêà), He-
La (ðàêîâàÿ îïóõîëü øåéêè ìàòêè æåíùèíû Henrietta
Lack); èëè íîðìàëüíûõ òêàíåé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ:
ÑÍÎ (ÿè÷íèêè êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà), Vero, CV, 4647 (ïî÷-
êà çåëåíîé ìàðòûøêè), BHK (ïî÷êà íîâîðîæäåííîãî õî-

ìÿ÷êà); L929 (ôèáðîáëàñòû íîðìàëüíîé ïîäêîæíîé òêàíè
ìûøè), MDCK (ïî÷êà ùåíêà ñîáàêè) è äðóãèå.

Íåñêîëüêî òðóäíåå ïîëó÷àòü êóëüòóðû êëåòîê íàñåêî-
ìûõ èç-çà èõ ìàëûõ ðàçìåðîâ, à òàêæå èç-çà ïðîáëåìû ïî-
ëó÷åíèÿ ìèêðîáèîëîãè÷åñêè ñòåðèëüíîãî ìàòåðèàëà.
«Îïóõîëè», ÷àñòî îïèñûâàåìûå ó íàñåêîìûõ, íå ÿâëÿþòñÿ
èñòî÷íèêîì áûñòðî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, êàê è ó
ïîçâîíî÷íûõ. Èç-çà ìàëûõ ðàçìåðîâ íàñåêîìûõ ÷àùå èñ-
ïîëüçóþò öåëûõ íàñåêîìûõ, ãîìîãåíàòû öåëûõ ýìáðèî-
íîâ èëè òîëüêî ÷òî îòðîäèâøèåñÿ ëè÷èíêè ïåðâîãî âîçðà-
ñòà, ïîëó÷åííûå èç ïðåäâàðèòåëüíî ïîâåðõíîñòíî-ñòåðè-
ëèçîâàííûõ ÿèö. Òàê áûëè ïîëó÷åíû èçâåñòíûå ëèíèè
êëåòîê êîìàðîâ Aedes aegypty, Aedes albopictus, ïåðåâèâàå-
ìûå êóëüòóðû êëåòîê Drosophila melanogaster, ìíîãèå èç-
âåñòíûå ëèíèè êëåòîê ÷åøóåêðûëûõ íàñåêîìûõ SF-21,
SCLd-135, IPLBLd-65z è äðóãèå.

Êóëüòóðû êëåòîê íàñåêîìûõ èñïîëüçóþò äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ è âûðàùèâàíèÿ âèðóñîâ òåïëîêðîâíûõ æèâîòíûõ, à
òàêæå äëÿ ïðîèçâîäñòâà ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ èëè ïðå-
ïàðàòîâ, ïðèãîäíûõ äëÿ áîðüáû ñ âðåäèòåëÿìè ñåëüñêîãî
è ëåñíîãî õîçÿéñòâà.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçâèòèå ñîâðåìåííîé íàóêè ïîçâîëÿ-
åò ïîëó÷àòü ïåðâè÷íûå, äèïëîèäíûå è ïåðåâèâàåìûå
êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, âûñîïåðñïåêòèâ-
íûå äëÿ ïðîâåäåíèÿ âèðóñîëîãè÷åñêèõ è áèîòåõíîëîãè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé.

Îãðàíè÷åíèå ñðîêîâ æèçíè äèïëîèäíûõ êóëüòóð, ïðè-
ãîäíûõ äëÿ ïðîèçâîäñòâà âàêöèííûõ, äèàãíîñòè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ èëè ïðåïàðàòîâ äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè, à òàê-
æå îòñóòñòâèå îòå÷åñòâåííûõ ëèíèé êëåòîê íàñåêîìûõ,
ïåðñïåêòèâíûõ äëÿ ïðîèçâîäñòâà ðåêîìáèíàíòíûõ èëè
ýíòîìîïàòîãåííûõ ïðåïàðàòîâ, ïîä÷åðêèâàþò öåëåñîîá-
ðàçíîñòü ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé ïî ïîëó÷åíèþ íîâûõ
êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ. Óñïåõ â êóëüòèâèðî-
âàíèè è ïîääåðæàíèè êëåòîê in vitro â áîëüøîé ñòåïåíè
çàâèñèò îò èíäóñòðèè ïðîèçâîäñòâà ïèòàòåëüíûõ ñðåä.

1.3. Ïèòàòåëüíûå ñðåäû äëÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê

Ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ
êîìïîíåíòîâ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê in vitro. Ìíîãèå èç
óäà÷, ñâÿçàííûõ ñ âûñîêîé ñêîðîñòüþ ðîñòà è ïðîäóêòèâ-
íîñòüþ êóëüòóð êëåòîê, îáÿçàíû ïèòàòåëüíîé ñðåäå, êîòî-
ðàÿ ÿâëÿåòñÿ èñòî÷íèêîì ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ, ìèíåðà-
ëîâ, ìèêðîýëåìåíòîâ è ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Åñëè ïåðâûå
ïîïûòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê áûëè ñâÿçàíû ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì òîëüêî êîìïîíåíòîâ êðîâè èëè ëèìôû, òî
â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàí öåëûé ðÿä óíèêàëüíûõ ñî-
ñòàâîâ ñðåä, â òîì ÷èñëå è áåññûâîðîòî÷íûõ èëè ñðåä ñ
îïðåäåëåííûì õèìè÷åñêèì ñîñòàâîì.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ñîçäàíû ñïåöèàëèçèðîâàííûå ñðåäû
äëÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê èç ðàçíûõ òêàíåé è îðãàíîâ,
ó÷èòûâàþùèå îïðåäåëåííûå îñîáåííîñòè ìåòàáîëèçìà
êëåòîê èëè óðîâåíü èõ äèôôåðåíöèðîâêè. Ê íàèáîëåå
ðàñïðîñòðàíåííûì è óíèâåðñàëüíûì ñðåäàì ìîæíî îòíå-
ñòè: ñðåäà 199, Èãëà ÌÅÌ, Èãëà ÄÌÅÌ, RPMI1640 è
äðóãèå. Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê ÷àñòî èñïîëüçóþò ñðåäû F12 èëè DMEM/F12.

Íàáîð âûïóñêàåìûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñðåä ïîçâîëÿåò
âûáèðàòü ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ðàçíîãî òêà-
íåâîãî è âèäîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îïðåäåëÿåìîãî îñî-
áåííîñòÿìè áèîëîãèè ýòèõ êëåòîê â êóëüòóðå. Ïîíÿòèå
îïòèìèçàöèè ñðåäû âïåðâûå âîçíèêëî ñ ðàçâèòèåì ìàñø-
òàáíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàç-
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ðàáîòàíà öåëàÿ èíäóñòðèÿ ïðîèçâîäñòâà è ñîâåðøåíñòâî-
âàíèÿ ïèòàòåëüíûõ ñðåä äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïðîäóêòèâíîñòè
êóëüòóð êëåòîê.

Ñûâîðîòêà êðîâè æèâîòíûõ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ êîìïîíåíòîâ ïèòàòåëüíûõ
ñðåä. Â íåé ñîäåðæàòñÿ ïåïòèäíûå ðîñòîâûå ôàêòîðû,
ñòèìóëèðóþùèå êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ, è äðóãèå âàæ-
íûå äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè in vitro êîìïîíåíòû.
Îäíàêî ñûâîðîòêà, ê ñîæàëåíèþ, îñòàåòñÿ íåîïðåäåëåí-
íûì ïî ñîñòàâó ôàêòîðîì ïðè ïðîèçâîäñòâå âàêöèííûõ è
ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Êðîìå òîãî, ïî-ïðåæíåìó,
âûñîêà âåðîÿòíîñòü ïåðåíîñà èíôåêöèé. Ïîýòîìó â ïî-
ñëåäíèå ãîäû îñîáåííî àêòèâèçèðîâàëèñü èññëåäîâàíèÿ
ïî ñîçäàíèþ áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåä, ïðèãîäíûõ äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ òåõíîëîãè÷åñêè ïåðñïåêòèâíûõ ëèíèé êëå-
òîê. ×òî êàñàåòñÿ êà÷åñòâà ñîâðåìåííûõ áåññûâîðîòî÷-
íûõ ñðåä, òî îíè íå óíèâåðñàëüíû è ÷àñòî îãðàíè÷èâàþò
êà÷åñòâåííûå è ðîñòîâûå ñâîéñòâà êóëüòèâèðóåìûõ êëå-
òîê.

Òàêèì îáðàçîì, ñîâðåìåííûå ïèòàòåëüíûå ñðåäû ïî-
çâîëÿþò íå òîëüêî êóëüòèâèðîâàòü ìíîãèå óíèêàëüíûå
òèïû êëåòîê, íî è ïðîèçâîäèòü äîñòàòî÷íî áîëüøèå êîëè-
÷åñòâà ïðîäóêòà â êëåòêàõ ïðè ìàñøòàáíîì èõ êóëüòèâè-
ðîâàíèè. Íåñìîòðÿ íà ìíîæåñòâî èññëåäîâàíèé, áåññûâî-
ðîòî÷íûå ñðåäû íå óíèâåðñàëüíû.

Ñûâîðîòêà êðîâè æèâîòíûõ, ïî-ïðåæíåìó, îñòàåòñÿ
îäíèì èç âàæíåéøèõ êîìïîíåíòîâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû.
Ïîñêîëüêó ñûâîðîòêà êðîâè ìîæåò íåñòè ïîòåíöèàëüíóþ
îïàñíîñòü èç-çà ïðèñóòñòâèÿ êîíòàìèíàíòîâ, ñëåäóåò îñî-

áåííî âíèìàòåëüíî îòíîñèòüñÿ ê âîïðîñàì êîíòðîëÿ íå
òîëüêî ñûâîðîòêè, íî è áåçîïàñíîñòè êëåòîê è âûðàùèâà-
åìîãî íà íèõ ïðîäóêòà.

1.4. Ñîâðåìåííûå ñïîñîáû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê

Êóëüòóðû êëåòîê â áîëüøåé ÷àñòè ñóáñòðàòçàâèñèìû è
ðàñòóò â ìîíîñëîå íà ñòåêëå èëè ïëàñòèêå. Íåêîòîðûå òè-
ïû êëåòîê ðàñòóò â ñóñïåíçèè â ñòàöèîíàðíûõ óñëîâèÿõ
ëèáî ïðè ïåðåìåøèâàíèè. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóþò øåéêåð-
íûå óñòàíîâêè ëèáî áèîðåàêòîðû ñ âíóòðåííèì ïåðåìå-
øèâàíèåì ïèòàòåëüíîé ñðåäû ñ êëåòêàìè.

Îñíîâû ïðîìûøëåííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ áûëè çàëîæåíû â íà÷àëå 60 ãîäîâ, à óæå ê
êîíöó 70-õ ðàçëè÷íûå êîìïàíèè è íàó÷íî-èññëåäîâàòåëü-
ñêèå öåíòðû ñìîãëè íàëàäèòü êðóïíîìàñøòàáíîå ïîëó÷å-
íèå îäíîãî èç âàæíåéøèõ ïðåïàðàòîâ ìåäèöèíñêîãî íà-
çíà÷åíèÿ — àëüôà èíòåðôåðîíà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äî-
ñòàòî÷íî îòðàáîòàíû òåõíîëîãèè ïðîèçâîäñòâà ìîíîêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë, ãåííî-èíæåíåðíûõ ïðåïàðàòîâ è âàê-
öèí.

Îñíîâíîé ïðîáëåìîé ïðè âûðàùèâàíèè êëåòîê æèâîò-
íûõ ÿâëÿåòñÿ ïîâûøåíèå ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ
êîìïîíåíòîâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû è óâåëè÷åíèå ïðîäóê-
òèâíîñòè êëåòîê. Ïîñêîëüêó áîëüøàÿ ÷àñòü ëèíèé êëåòîê
æèâîòíûõ ñóáñòðàò çàâèñèìà, òî çàäà÷à ñâîäèòñÿ ê óâåëè-
÷åíèþ äîñòóïíîé äëÿ ðîñòà êëåòîê ïîâåðõíîñòè â ðàñ÷åòå
íà åäèíèöó îáúåìà ïèòàòåëüíîé ñðåäû.

Òðàäèöèîííî áîëüøèíñòâî òèïîâ êëåòîê âûðàùèâàþò
â ìîíîñëîå. Äëÿ ðåøåíèÿ ïðîáëåì âûðàùèâàíèÿ êëåòîê â

ìîíîñëîå ðàçðàáîòàíû ìíîãîóðîâíåâûå êóëüòóðàëüíûå
ôëàêîíû — «ôàáðèêè êëåòîê» (CellStack® Culture Cham-
bers, Corning LifeSciences (Acton, MA, ÑØÀ), ñ ïëîùàäüþ
ðîñòîâîé ïîâåðõíîñòè äíà ôëàêîíà 636 ñì2 äî áîëåå 40 îò-
äåëåíèé ñ îáùåé ïëîùàäüþ äëÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê
25 440 ñì2. Òàêèå ôëàêîíû ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ íà-
ðàáîòêè áîëüøîãî ÷èñëà ïåðâè÷íûõ, äèïëîèäíûõ êóëüòóð
êëåòîê, â òîì ÷èñëå èñïîëüçóåìûõ äëÿ íàðàáîòêè ãåí-
íî-èíæåíåðíûõ èëè âàêöèííûõ ïðåïàðàòîâ (ðèñ. 2).

Ñóáñòðàòçàâèñèìûå êëåòêè ìîæíî òàêæå êóëüòèâèðî-
âàòü íà ñòåíêàõ êðóãëûõ ôëàêîíîâ (ðîëëåðíûõ áóòûëÿõ) â
íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïîñòîÿííî ïî-
âîðà÷èâàÿ ôëàêîíû. Âûðàùèâàíèå êëåòîê â ðîëëåðíûõ
áóòûëÿõ ïîçâîëÿåò â 8—10 ðàç óâåëè÷èòü ïîâåðõíîñòü ïî
îòíîøåíèþ ê îäèíàêîâîìó ñî ñòàöèîíàðîì îáúåìó ñðåäû.

Ðîëëåðíîå êóëüòèâèðîâàíèå ïðèâëåêàåò ïðîñòîòîé, íà-
äåæíîñòüþ, ýêîíîìè÷íîñòüþ è âîçìîæíîñòüþ â êîðîòêîå
âðåìÿ ðàçâåðíóòü ïðîìûøëåííîå ïðîèçâîäñòâî. Ïîñòîÿí-
íîå ÷åðåäîâàíèå æèäêîé è âîçäóøíîé ôàç, îìûâàþùèõ
ìîíîñëîé, ñîçäàåò áëàãîïðèÿòíûå ôèçèîëîãè÷åñêèå óñëî-
âèÿ äëÿ ðîñòà êëåòîê è ñïîñîáñòâóåò çíà÷èòåëüíîìó ïîâû-
øåíèþ ïðîäóêöèè ïðåïàðàòîâ èëè ðåïðîäóêöèè âèðóñîâ
â òàêèõ óñëîâèÿõ. Ïîêàçàíî, ÷òî óðîæàé âèðóñà ãðèïïà è
ïàðàãðèïïà â ðîëëåðíûõ ñèñòåìàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî-
âûøàåòñÿ â 10—15 ðàç (ðèñ. 3).

Â Èòàëèè äëÿ íàðàáîòêè âàêöèí â çàâîäñêèõ óñëîâèÿõ
èñïîëüçóþò 28 òûñ. ðîëëåðíûõ ôëàêîíîâ, êîíòðîëèðóÿ
ïðè ýòîì òîëüêî òåìïåðàòóðó è ñêîðîñòü âðàùåíèÿ. Çàìå-
íà ñòåêëÿííûõ ôëàêîíîâ íà «ãîôðèðîâàííûå» èç ïëàñòè-
êà ïîçâîëèëà ïîëó÷èòü 20-êðàòíûé ïðèðîñò êëåòîê, à
âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñíèçèòü äî 8,35 ÷à-
ñà. Êðîìå òîãî, ïðèìåíåíèå ðàçîâîé ïëàñòèêîâîé ïîñóäû
ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëüíî ñîêðàòèòü ðó÷íîé òðóä è òàêèì îá-
ðàçîì ñíèçèòü ñòîèìîñòü ïðîèçâîäñòâà ïðåïàðàòà.
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Ðèñ. 2. Ìàñøòàáíîå êóëüòèâèðîâàíèå ñóáñòðàòçàâèñèìûõ êëåòîê â
ìîíîñëîå

Ðèñ. 3. Ìàñøòàáíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â ðîëëåðíûõ óñòàíîâêàõ



Äðóãèì ñïîñîáîì óâåëè÷åíèÿ êóëüòóðàëüíîé ïîâåðõ-
íîñòè ñòàëî èñïîëüçîâàíèå ìèêðîíîñèòåëåé. Òàêàÿ ñèñòå-
ìà ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü âñå ïðåèìóùåñòâà ñóñïåíçèîí-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Îäíàêî èç-çà âûñîêîé ñòî-
èìîñòè ìèêðîíîñèòåëåé ñèñòåìà íå ñòîëü ïîïóëÿðíà.

Ïðèíöèïèàëüíûé ïðîãðåññ â ðàçâèòèè ìåòîäîâ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê è âèðóñîâ, îçíà÷àâøèé ðåøèòåëüíîå
èçìåíåíèå êóëüòóðàëüíîé òåõíîëîãèè, áûë ñâÿçàí ñ îòêà-
çîì îò ñóáñòðàòà è ïåðåõîäîì ê ñóñïåíçèîííîìó êóëüòèâè-

ðîâàíèþ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ ñóñïåíçèîííîãî âûðà-
ùèâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçóþò áèîðåàêòîðû îáúåìîì îò 0,5
äî 8 òûñ. ëèòðîâ (ðèñ. 4).

Àíãëèéñêàÿ ôèðìà Celltech, ïðîèçâîäÿùàÿ ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà â ýðëèôòíûõ ôåðìåíòåðàõ îáú¸ìîì
1000 ëèòðîâ, ñêîíñòðóèðîâàëà ðåàêòîð îáúåìîì äî
10 òûñ. ëèòðîâ. Àìåðèêàíñêàÿ êîìïàíèÿ Wyeth Biophar-
ma, Andover (MA, USA) äëÿ ïðîèçâîäñòâà ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë â êóëüòóðå êëåòîê çàïóñòèëà 150 000 êâàäðàò-
íûõ ôèòîâ ïðîèçâîäñòâåííûõ ïëîùàäåé, îðãàíèçîâàííûõ
â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðàâèëàìè Íàäëåæàùåé ïðàêòèêè ïðî-
èçâîäñòâà (GMP) è âêëþ÷àþùèõ áèîðåàêòîðû îáúåìîì
äî íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ ëèòðîâ.

Òàêèì îáðàçîì, áóðíîå ðàçâèòèå òåõíîëîãèé ñ ïðèìå-
íåíèåì êëåòîê â ïðîèçâîäñòâå ïðåïàðàòîâ äëÿ ëå÷åíèÿ
èëè èììóíîïðîôèëàêòèêè, òðåáóåò íå òîëüêî ïîëó÷åíèÿ
íîâûõ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ èëè ïðîäóêòèâíûõ êóëüòóð
êëåòîê æèâîòíûõ, íî ñòèìóëèðóåò ñîçäàíèå íîâûõ ïèòà-
òåëüíûõ ñðåä, à òàêæå ðàçðàáîòêè íîâûõ óñëîâèé êóëüòè-
âèðîâàíèÿ è êîíñòðóèðîâàíèÿ íîâîãî îáîðóäîâàíèÿ, ïðè-
ãîäíîãî äëÿ ìàñøòàáíîé íàðàáîòêè êëåòîê.

2. Ñîçäàíèå êîëëåêöèé êóëüòóð êëåòîê.

Ìåòîäû êîíòðîëÿ è ïàñïîðòèçàöèè êëåòîê

Èñòîðè÷åñêè ñëîæèëîñü òàê, ÷òî ïîñëå âûäåëåíèÿ
ïåðâîé ïåðåâèâàåìîé ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa, ïîëó-
÷åííîé èç êàðöèíîìû øåéêè ìàòêè íåãðèòÿíêè Henrietta
Lack, çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èëîñü ÷èñëî ïóáëèêàöèé î ïîëó-
÷åíèè íîâûõ ëèíèé êëåòîê. Ñîâåðøåíñòâîâàëèñü ìåòîäû,
÷èñëî íîâûõ ëèíèé êëåòîê ðîñëî. Ñëåäîì áûëè ïîëó÷åíû
êóëüòóðû êëåòîê Íåð-2, J-96, RH, KB, Fl è ìíîãèå äðóãèå.

Èññëåäîâàòåëåé óäèâëÿëî, ÷òî ëèíèè, ïîëó÷åííûå èç
ñàìûõ ðàçíûõ îðãàíîâ, èìåþò îïðåäåëåííîå ñõîäñòâî.
Âûäâèãàëèñü òåîðèè, îáúÿñíÿþùèå ýòî ÿâëåíèå, ïîÿâè-
ëèñü òåðìèíû «àäàïòàöèÿ ê óñëîâèÿì äëèòåëüíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ», «ñïîíòàííàÿ ìàëèãíèçàöèÿ êëåòîê» è ò.ä.
È òîëüêî â 1960—1963 ãã. áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøóþ
÷àñòü òàê íàçûâàåìûõ «ñïîíòàííî» èçìåíåííûõ ïåðåâèâà-
åìûõ ëèíèé ðàçëè÷íîãî âèäîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ïî èì-
ìóíîëîãè÷åñêèì, êàðèîëîãè÷åñêèì è áèîõèìè÷åñêèì ïî-
êàçàòåëÿì ìîæíî îòíåñòè ê äâóì âèäàì — ÷åëîâå÷åñêèå
(HeLa) è ìûøèíûå (L).

Èìåííî ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ àíàëèçà èçîôåðìåíòîâ è
äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè õðîìîñîì ïîçâîëèëà ïîñòà-
âèòü âîïðîñ î êîíòàìèíàöèè ëèíèé êëåòîê êëåòêàìè Hela
è L929. Ýòî ïðèâåëî ê ïðèíöèïèàëüíîìó èçìåíåíèþ ïîä-
õîäîâ ê ïîëó÷åíèþ è êîíòðîëþ ïåðåâèâàåìûõ ëèíèé êëå-
òîê âîîáùå. Ñòàëî ÿñíî, ÷òî ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâà-
íèé ñ ïðèìåíåíèåì êóëüòóð êëåòîê îñîáåííî áîëüøîå
çíà÷åíèå ïðèîáðåòàåò ïðîáëåìà ñòàíäàðòèçàöèè ëèíèé
êëåòîê, âêëþ÷àÿ èäåíòèôèêàöèþ êëåòîê èëè ïîäòâåðæäå-
íèå âèäîâîãî ñîîòâåòñòâèÿ, à òàêæå êîíòðîëü êîíòàìèíà-

öèè êëåòîê êàê ìèêðîîðãàíèçìàìè, òàê è äðóãèìè êëåòêà-
ìè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ðàñïîðÿæåíèè èññëåäîâàòåëåé
èìåþòñÿ ñîòíè ëèíèé êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, ñïî-
ñîáíûõ îáåñïå÷èòü âñå íàïðàâëåíèÿ èññëåäîâàíèé. Ìíî-

ãîîáðàçèå ëèíèé êëåòîê, âûñîêàÿ âåðîÿòíîñòü êîíòàìèíà-

öèè ìèêðîîðãàíèçìàìè è êëåòêàìè äðóãèõ ëèíèé, íàëè÷èå

òóìîðîãåííûõ è îíêîãåííûõ ñâîéñòâ êëåòîê äåëàþò êóëüòó-

ðû êëåòîê íåáåçîïàñíûìè, ÷òî òðåáóåò îáÿçàòåëüíîãî êîíò-

ðîëÿ êëåòîê äëÿ ïîëó÷åíèÿ àäåêâàòíûõ ðåçóëüòàòîâ èññëå-

äîâàíèÿ èëè ïðîèçâîäñòâà áåçîïàñíîãî ïðîäóêòà.
Îñíîâîé óñïåøíîãî ðàçâèòèÿ âèðóñîëîãè÷åñêèõ è

áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ðàáîò ñ èñïîëüçîâàíèåì êóëüòèâèðó-
åìûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå êîëëåêöèé êóëüòóð êëåòîê,
îõàðàêòåðèçîâàííûõ íà ñîâðåìåííîì ìåòîäè÷åñêîì óðîâ-
íå â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèíÿòûìè òðåáîâàíèÿìè (ïàñ-
ïîðòîì) è çàëîæåííûõ íà õðàíåíèå â äîñòàòî÷íîì êîëè-
÷åñòâå, ïîçâîëÿþùåì äëèòåëüíîå âðåìÿ îáåñïå÷èâàòü
ñòàíäàðòíûìè îòâèâêàìè êëåòîê ðàçâèâàþùèåñÿ íàïðàâ-
ëåíèÿ èññëåäîâàíèé.

2.1. Êðóïíåéøèå ìèðîâûå è îòå÷åñòâåííûå êîëëåêöèè

êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ

Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé èëè ïðîèç-
âîäñòâ õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàííûìè êóëüòóðàìè êëåòîê
â ðàçíûõ ñòðàíàõ ñîçäàíû ñïåöèàëèçèðîâàííûå êîëëåê-
öèè êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà, ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æè-
âîòíûõ, íàñåêîìûõ è ðàñòåíèé. Íèæå ïðåäñòàâëåí ïåðå-
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Ðèñ. 4. Ïðîèçâîäñòâî ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë íà êóëüòóðå êëåòîê æèâîò-
íûõ, âûðàùèâàåìûõ â áèîðåàêòîðå, êîìïàíèåé Wyeth Biopharma (Àndover,
øòàò Ìàññà÷óñåòñ, ÑØÀ)



÷åíü íàèáîëåå êðóïíûõ è èçâåñòíûõ êîëëåêöèé êóëüòóð
êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ.

� Àìåðèêàíñêàÿ êîëëåêöèÿ òèïîâûõ êóëüòóð (ÀÒÑÑ,
Âàøèíãòîí, ÑØÀ);

� Åâðîïåéñêàÿ êîëëåêöèÿ êóëüòóð êëåòîê (ÅÑÀÑÑ,
Âåëèêîáðèòàíèÿ);

� Èíñòèòóò âèðóñîëîãèè èìåíè Ä.È. Èâàíîâñêîãî
(Ìîñêâà, ÐÔ);

� ÍÈÈ Öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò Ïåòåðáóðã, ÐÔ);
� Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íûé öåíòð âèðóñîëîãèè è

áèîòåõíîëîãèè «Âåêòîð» (Íîâîñèáèðñê, ÐÔ);
� ÍÈÈ âåòåðèíàðèè ÐÀÑÕÍ (Ìîñêâà, ÐÔ).
Íàèáîëåå êðóïíûìè è èçâåñòíûìè ÿâëÿþòñÿ Åâðîïåé-

ñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð (ECACC) è Àìåðèêàí-
ñêàÿ êîëëåêöèÿ òèïîâûõ êóëüòóð êëåòîê (ATCC), êîòîðûå
âêëþ÷àþò áîëåå 800 ëèíèé êëåòîê èëè 450 ëèíèé è êëî-
íîâ êëåòîê 43 âèäîâ æèâîòíûõ, âêëþ÷àÿ 200 øòàììîâ
ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, è òîëüêî 2 ëèíèè êëåòîê êîìàðîâ
Aedes aegypti (ÀÒÑÑ-10) è Aedes albopictus (ÀÒÑÑ-15), ñî-
îòâåòñòâåííî. Â Åâðîïå èìåþòñÿ è äðóãèå ñïåöèàëèçèðî-
âàííûå êîëëåêöèè êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ,
êàê ïðàâèëî, ýòî íàöèîíàëüíûå êîëëåêöèè êëåòîê â ðàç-
íûõ ñòðàíàõ.

Âñåñîþçíàÿ (íûíå Ðîññèéñêàÿ) êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ

êóëüòóð (ÂÑÊÊ — ÐÊÊÊ) áûëà ñîçäàíà â 1978 ã. Â ñîñòàâ
ÐÊÊÊ âîøëè 9 ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êîëëåêöèé, ðàñïî-
ëîæåííûõ â ðàçíûõ èíñòèòóòàõ ñòðàíû. Ñðåäè êîòîðûõ
îäíà èç êðóïíåéøèõ â Ðîññèè êîëëåêöèÿ ïåðåâèâàåìûõ
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ, íàõîäèòñÿ â èíñòèòóòå

âèðóñîëîãèè èì. Ä.È. Èâàíîâñêîãî (ã.Ìîñêâà) è ñîäåð-
æèò 125 ëèíèé êëåòîê æèâîòíûõ, ïðèãîäíûõ äëÿ âèðóñî-
ëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.

Êîëëåêöèÿ êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ èíñòèòóòà Öè-
òîëîãèè ÐÀÍ (ã.Ñàíêò Ïåòåðáóðã) âêëþ÷àåò ëèíèè êëåòîê
÷åëîâåêà è æèâîòíûõ; èñïîëüçóþùèõñÿ, ïðåèìóùåñòâåí-
íî, äëÿ ïðîâåäåíèÿ íàó÷íûõ öèòîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäî-
âàíèé, èìååò ðÿä ïåðâè÷íûõ è äèïëîèäíûõ øòàììîâ êëå-
òîê, ïåðñïåêòèâíûõ äëÿ èññëåäîâàíèé â îáëàñòè êëåòî÷-
íîé òåðàïèè.

Ñïåöèàëèçèðîâàííàÿ êîëëåêöèÿ ïåðåâèâàåìûõ ñîìàòè-

÷åñêèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ è ïðî-

ìûñëîâûõ æèâîòíûõ íàõîäèòñÿ âî Âñåðîññèéñêîì èíñòè-
òóòå ýêñïåðèìåíòàëüíîé âåòåðèíàðèè èì. ß.Ð. Êîâàëåíêî
è èñïîëüçóåòñÿ, ãëàâíûì îáðàçîì, äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëå-
äîâàíèé ïî âûÿâëåíèþ âèðóñîâ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ
æèâîòíûõ è ïðîèçâîäñòâà âåòåðèíàðíûõ âàêöèí.

Ñïåöèàëèçèðîâàííàÿ êîëëåêöèÿ êëåòîê áåñïîçâîíî÷-

íûõ, âêëþ÷àþùàÿ, ãëàâíûì îáðàçîì, ëèíèè êëåòîê Dro-
sophila melanogaster (12 êóëüòóð), êëåòêè êîìàðîâ (2 ëè-
íèè) è äðóãèõ íàñåêîìûõ, íàõîäèòñÿ â èíñòèòóòå îáùåé
ãåíåòèêè èì. Í.È. Âàâèëîâà, ÐÀÍ (ã.Ìîñêâà). Áîëåå
30 ëèíèé êëåòîê íàñåêîìûõ, ñîáðàííûõ èç ðàçíûõ ñòðàí
èëè âïåðâûå ïîëó÷åííûõ Ò.Ä. Êîëîêîëüöîâîé, èìååò êîë-
ëåêöèÿ êóëüòóð êëåòîê ÃÍÖ ÂÁ «Âåêòîð» (ã.Íîâîñè-
áèðñê).

Îäíîé èç êðóïíåéøèõ â Ðîññèè ñïåöèàëèçèðîâàííûõ
êîëëåêöèéîñòàåòñÿ êîëëåêöèÿ Ãîñóäàðñòâåííîãî íàó÷íî-
ãî öåíòðà âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè «Âåêòîð», âêëþ-
÷àþùàÿ áîëåå 110 ëèíèé è êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà è æè-
âîòíûõ, ïðèãîäíûõ äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé â îáëà-
ñòè âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè. Êóëüòóðû êëåòîê îõà-
ðàêòåðèçîâàíû, èäåíòèôèöèðîâàíû, à ïàñïîðòíûå õàðàê-
òåðèñòèêè èçäàíû â âèäå 5 òîìîâ êàòàëîãîâ.

Êàê óæå îòìå÷àëîñü, óñïåøíîå ïðîâåäåíèå èññëåäîâà-
íèé ñ ïðèìåíåíèåì êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê è ïîëó÷åíèå
àäåêâàòíûõ ðåçóëüòàòîâ âîçìîæíî òîëüêî ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ïàñïîðòèçîâàííûõ â ñîîòâåòñòâèè ñ ñîâðåìåííûìè
òðåáîâàíèÿìè êóëüòóð êëåòîê. Âàæíûìè ïàðàìåòðàìè
ïðè ïàñïîðòèçàöèè êëåòîê ÿâëÿþòñÿ: êîíòðîëü âèäîâîãî
ñîîòâåòñòâèÿ êëåòîê, îòñóòñòâèå êîíòàìèíàöèè è êóëüòó-
ðàëüíî-ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè.

2.2. Ïàñïîðòèçàöèÿ êóëüòóð êëåòîê

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì òðåáîâàíèÿì, ïàñïîðò êóëüòó-

ðû êëåòîê äîëæåí âêëþ÷àòü: ïîëíîå íàèìåíîâàíèå; òêà-
íåâîå è âèäîâîå ïðîèñõîæäåíèå êëåòîê; îïèñàíèå êóëüòó-
ðàëüíûõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ êóëüòóðû; îïèñàíèå
êàðèîòèïà, îñîáåííîñòåé êðèîêîíñåðâàöèè; äàííûå ïî
êîíòðîëþ êîíòàìèíàöèè êëåòîê ïîñòîðîííèìè ìèêðîîð-
ãàíèçìàìè, â òîì ÷èñëå ãðèáàìè, áàêòåðèÿìè, âèðóñàìè,
ìèêîïëàçìàìè; ïîäòâåðæäåíèå âèäîâîé èäåíòè÷íîñòè è
äàííûå ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê âèðóñàì èëè èõ
ïðîäóêòèâíîñòè â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ êóëüòóð êëåòîê â
êà÷åñòâå ïðîäóöåíòîâ ðåêîìáèíàíòíûõ ïðåïàðàòîâ.

×èñëî ëèíèé êëåòîê ïîñòîÿííî ðàñòåò, ÷àñòî êëåòêè
âíåøíå òðóäíîîòëè÷èìû. Îíè èìåþò ñõîäíóþ ìîðôîëî-
ãèþ è ðîñòîâûå ñâîéñòâà. Íàëè÷èå íåñêîëüêèõ ëèíèé
êëåòîê â ëàáîðàòîðèè, îñîáåííî çàíèìàþùèõñÿ ïîëó÷å-
íèåì ñîáñòâåííûõ êóëüòóð, ñîçäàåò ïðåäïîñûëêè íå òîëü-
êî äëÿ çàãðÿçíåíèÿ êëåòîê ïîñòîðîííèìè ìèêðîîðãàíèç-
ìàìè, íî è êîíòàìèíàöèè êëåòîê êëåòêàìè äðóãèõ ëèíèé.
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Ðèñ. 5. Ïàðàìåòðû êîíòðîëÿ ñîâðåìåííîãî ïàñïîðòà, ñîãëàñíî äàí-
íûì ÂÎÇ

Ðèñ. 6. Ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè ëèíèè ïî÷êè áûêà ÌÄÂÊ ïîä èíâåð-
òèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì. Íåôèêñèðîâàííûé è íåîêðàøåííûé ïðå-
ïàðàò. Óâ. õ40.



Áîëåå òîãî, îòñóòñòâèå äàííûõ êàðèîëîãè÷åñêîãî è èçî-
ôåðìåíòíîãî àíàëèçà ìíîãèõ èìåþùèõñÿ è âíîâü ïîëó÷à-
åìûõ êóëüòóð êëåòîê, ñòàâèò ïîä ñîìíåíèå èõ âèäîâóþ
ïðèíàäëåæíîñòü.

Åñëè êîíòàìèíàöèÿ áàêòåðèÿìè, ãðèáàìè, ìèêîïëàç-
ìàìè è íåêîòîðûìè âèðóñàìè ìîæåò ïðîÿâëÿòü ñåáÿ ÿâíî
è ïîñòîÿííî íàõîäèòñÿ ïîä ïðèñòàëüíûì âíèìàíèåì è
êîíòðîëåì, òî êîíòàìèíàöèÿ êëåòîê êëåòêàìè äðóãèõ ëè-
íèé ÷àñòî âûïàäàåò èç ñôåðû òùàòåëüíîãî êîíòðîëÿ.
Îïûò ðàáîòû êðóïíûõ êîëëåêöèé ìèðà ïîêàçûâàåò, ÷òî
óðîâåíü êîíòàìèíàöèè êóëüòóð êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ êî-

ëåáëåòñÿ îò 20 äî 30%.

Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðè ïàñïîðòèçàöèè ëèíèé êëåòîê, îñî-
áåííî âíîâü ïîñòóïàþùèõ â êîëëåêöèþ èëè äîëãî êóëü-
òèâèðóåìûõ â ëàáîðàòîðèè âìåñòå ñ äðóãèìè êóëüòóðàìè
êëåòîê, äîëæíû áûòü òåñòû, ïîäòâåðæäàþùèå âèäîñïåöè-
ôè÷íîñòü êëåòîê è ïîçâîëÿþùèå èäåíòèôèöèðîâàòü èõ.

2.3. Êîíòðîëü êëåòîê

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ëèíèé êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò àíàëèç êàðèîòèïà è èçîôåðìåíò-
íîãî ñîñòàâà èññëåäóåìûõ êëåòîê. Â ðÿäå ñëó÷àåâ äëÿ
èäåíòèôèêàöèè êëåòîê ïðèìåíÿþò èììóíîëîãè÷åñêèé
êîíòðîëü. Ïî ìíåíèþ Green A.C. ñ ñîàâòîðàìè, äëÿ èäåí-
òèôèêàöèè ëèíèé êëåòîê íàñåêîìûõ íåîáõîäèìû, êðîìå
òîãî, çíàíèÿ êóëüòóðàëüíûõ è ðîñòîâûõ ñâîéñòâ êëåòîê,
èõ ìîðôîëîãèÿ è èçîôåðìåíòíîãî ñîñòàâà. Ðàññìîòðèì
ýòè ìåòîäû îòäåëüíî.

Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ÷àñòî îòðàæàåò ñïåöèôèêó òêàíè
èëè îðãàíà, èç êîòîðîãî îíà ïîëó÷åíà. Òàê êëåòêè, ïîëó-
÷åííûå èç òêàíåé ïî÷åê, íåçàâèñèìî îò âèäîâîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ, êàê ïðàâèëî, ïðåäñòàâëåíû ýïèòåëèîïîäîáíû-
ìè êëåòêàìè: VERO, CHO, ÌÄÑÊ, Frhk-4, ÌÄÂÊ è äðó-
ãèå, à êëåòêè äðóãèõ òêàíåé, íàïðèìåð, ëåãêîãî ÷àùå âñå-
ãî ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå (DBSFCL-1, Ë-68, ÔÝ× 16-1
è äð.) (ðèñ. 6, 7). Ëèíèè ëèìôîèäíûõ êóëüòóð êëåòîê
ïðåäñòàâëåíû, êàê ïðàâèëî, êðóãëûìè, ñâîáîäíîïëàâàþ-
ùèìè êëåòêàìè (K-562, Namalva, Raji è äð.). Îäíàêî ýòî
íå âñåãäà ÿâëÿåòñÿ çàêîíîìåðíîñòüþ è êëåòêè ëåãêîãî ýì-
áðèîíà ÷åëîâåêà ëèíèè ËÝ× ýïèòåëèîïîäîáíûå èëè ïî-
ëèãîíàëüíîé ôîðìû, à êëåòêè ïî÷êè ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà
èçâåñòíîé ëèíèè ÂÍÊ — ôèáðîáëàñòîïîäîáíû

Â ëþáîì ñëó÷àå ïðè õàðàêòåðèçàöèè êóëüòóðû êëåòîê,
ïîñòóïèâøåé â êîëëåêöèþ, â ïåðâóþ î÷åðåäü ïðîâîäÿò
àíàëèç ìîðôîëîãèè íåôèêñèðîâàííîé êóëüòóðû ïîä èí-
âåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì (ðèñ. 6, 7) èëè ôèêñèðîâàí-
íîé è îêðàøåííîé ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì ïîñëå ôèêñà-
öèè (ðèñ. 8). Åñëè ôîòî æèâûõ êëåòîê íà ñòåêëå äàâàëî
ïðåäñòàâëåíèå î õàðàêòåðå ðîñòà êóëüòóðû, òî âî âòîðîì
ñëó÷àå ïîçâîëÿëî íàáëþäàòü ôîðìû è ðàçìåðû êëåòîê è
ÿäðà. Êîëè÷åñòâî ÿäðûøåê â ÿäðå, à òàêæå ñîîòíîøåíèå
ðàçìåðîâ ÿäðî/öèòîïëàçìà òàêæå ÿâëÿþòñÿ õàðàêòåðíûìè
ïðèçíàêàìè ëèíèé êëåòîê. Êàê âèäíî èç ðèñ. 8, êëåòêè
ëèíèè DBSFCL-1 èìåþò îò 2 äî 3 ÿäðûøåê.

Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ èñïîëüçóþò öâåòíûå êðàñèòåëè,
÷àùå ôëþîðîõðîìû, ïîçâîëÿþùèå äåìîíñòðèðîâàòü íå-
êîòîðûå îñîáåííîñòè âíóòðåííåé ñòðóêòóðû êëåòîê. Íà-
ïðèìåð, ïðèæèçíåííàÿ îêðàñêà êëåòîê àêðèäèíîâûì —
îðàíæåâûì ïîçâîëÿåò ïîêàçàòü àêòèâíîñòü ëèçîñîìàëü-
íîãî àïïàðàòà, îïðåäåëèòü ðàçìåðû ÿäðà, ÿäðûøåê, íàëè-
÷èå èëè îòñóòñòâèå äðóãèõ ÄÍÊ-îâûõ îáðàçîâàíèé èëè
âêëþ÷åíèé (ÄÍÊ ìèêîïëàçì è ò.ï.)

Êàê âèäíî èç ðèñ. 9, ëèíèÿ êëåòîê, âûäåëåííàÿ èç ÿè÷-
íèêîâ êóêîëîê õëîïêîâîé ñîâêè, ÌÁ ÕÑ-685 õàðàêòåðè-
çóåòñÿ êðóãëûìè èëè ýïèòåëèîïîäîáíûìè êëåòêàìè ñðåä-
íåãî ðàçìåðà, ðåæå ìóëüòèïîëÿðíûìè êëåòêàìè ñ ïðèñóò-
ñòâèåì â ÿäðå îäíîãî, ðåæå äâóõ îêðóãëûõ èëè îâàëüíûõ
ÿäåð ñ ÿäðûøêàìè (îò 1 äî 3). Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííî-
ñòüþ êóëüòóðû ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå áîëüøèõ ñêîïëåíèé ëè-
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Ðèñ. 7. Ìîðôîëîãèÿ ïåðâè÷íîé (À) è äèïëîèäíîé (Á) êóëüòóð ôèáðîá-
ëàñòîâ ëåãêîãî ÷åëîâåêà. Ôèêñèðîâàííûé, íåîêðàøåííûé ïðåïàðàò.
Óâ. õ40îá.

Ðèñ. 9. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê õëîïêîâîé ñîâêè ÌÁ ÕÑ-685, îêðàøåííûõ
àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì. Óâ. õ90îá.

Ðèñ. 8. Ìîðôîëîãèÿ êóëüòóðû êëåòîê DBSFCL-1. Îêðàøåíî ãåìàòîêñè-
ëèí-ýîçèíîì. Óâ. Õ90.



çîñîì â âèäå êðóïíûõ çåðåí, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûõ
ïî öèòîïëàçìå.

Ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ÿâëÿþòñÿ ïîñòîÿí-
íûì è ïîòîìó îòëè÷èòåëüíûì ïðèçíàêîì êàæäîé ëèíèè
êëåòîê è âíîñÿòñÿ â ïàñïîðò ëèíèè êëåòîê âìåñòå ñ èõ
îïèñàíèåì.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå îáñëåäîâàíèå êëåòîê è
âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ïîçâîëÿåò âûÿâèòü äîïîëíèòå-
ëüíûå îñîáåííîñòè êóëüòóð. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèâåäåì
çäåñü äàííûå ïî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîìó àíàëèçó
êëåòîê íàñåêîìûõ.

Ïî íàøèì äàííûì ïî÷òè âñå ëèíèè êëåòîê íàñåêîìûõ
áûëè ïðåäñòàâëåíû êëåòêàìè ñðåäíåé ýëåêòðîííîé ïëîò-
íîñòè îêðóãëîé, ðåæå íåïðàâèëüíîé ôîðìû, ñ ìíîãî÷èñ-
ëåííûìè èëè ðåäêèìè ìèêðîâîðñèíêàìè íà ïîâåðõíîñòè.
Â êëåòêàõ êîìàðîâ âñòðå÷àëèñü â áîëüøîì êîëè÷åñòâå

êðóïíûå ñòðóêòóðû òèïà ôàãîñîì, ïîÿâëÿëèñü ìèåëèíî-
âûå ôèãóðû.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â öèòîïëàçìå íåêîòîðûõ ëèíèé
êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ÿè÷íèêîâ ÷åøóåêðûëûõ íàñåêî-
ìûõ, â áîëüøîì êîëè÷åñòâå íàáëþäàëèñü òðóá÷àòûå ñïè-
ðàëüíîîðãàíèçîâàííûå ñòðóêòóðû äèàìåòðîì 36 nm íåèç-
âåñòíîé ïðèðîäû. Èíîãäà âñòðå÷àëèñü êëåòêè, öèòîïëàç-
ìà êîòîðûõ çàïîëíåíà íåîáû÷íûìè ñòðóêòóðàìè: îêðóã-
ëûå, îêðóæåííûå ìåìáðàíîé îáðàçîâàíèÿ äèàìåòðîì 2
ìêì, ñîäåðæàùèå ìåëêèå «ïóçûðè» äèàìåòðîì 0,1—0,15
ìêì; ñêîïëåíèÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî âåùåñòâà è îêðó-
æåííóþ ìåìáðàíîé ñåðäöåâèíó, çàïîëíåííóþ ìåëêîçåð-
íèñòûì ñîäåðæèìûì, ÷àñòî ñ òðóá÷àòûìè ñòðóêòóðàìè
âíóòðè (ðèñ. 10).

Òàêèì îáðàçîì, èçó÷åíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê ïðîâî-
äÿò ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé, ëþìèíåñöåíòíîé è ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê, èõ ðàçìåðû, à òàêæå
òèï èõ ðîñòà â ìîíîñëîå èëè â ñóñïåíçèè ÿâëÿþòñÿ ïîñòî-
ÿííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè êàæäîé ëèíèè êëåòîê, ÷òî ïî-
çâîëÿåò â áîëüøåé ñòåïåíè ðàçëè÷àòü êóëüòóðû êëåòîê,
ÿâëÿÿñü â ÷èñëå äðóãèõ ïàðàìåòðîâ êîíòðîëÿ îáúåêòèâ-
íûì äîêàçàòåëüñòâîì ïðèíàäëåæíîñòè êëåòîê ê òîé èëè
èíîé ëèíèè.

Êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç îñíîâûâàåòñÿ íå òîëüêî íà
îïðåäåëåíèè ñîîòâåòñòâèÿ âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè êà-
ðèîòèïà êëåòîê ïóòåì ñðàâíåíèÿ ðàçìåðîâ, ÷èñëà è ñîîò-
âåòñòâèÿ ïàð õðîìîñîì, íî è íà äåòàëüíîì èçó÷åíèè õðî-
ìîñîìíîãî íàáîðà êëåòîê êàæäîé ëèíèè. Äëÿ èäåíòèôè-
êàöèè îòäåëüíûõ õðîìîñîì êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ èñïî-
ëüçóþò ñïåöèàëüíûå äèôôåðåíöèàëüíûå Ñ- è G-îêðàñêè
õðîìîñîì.

Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäîâ äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè
õðîìîñîì äàåò âîçìîæíîñòü èäåíòèôèöèðîâàòü êàæäóþ
õðîìîñîìó íàáîðà, ïðè÷åì ñïåöèôè÷åñêèé ðèñóíîê êàæ-

äîé õðîìîñîìû íå ìåíÿåòñÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ó÷à-

ñòêè èëè ïåðåíîñû ÷àñòè õðîìîñîì ïðè ðàçëè÷íûõ õðîìî-

ñîìíûõ ïåðåñòðîéêàõ. Êîìïëåêñ ìàðêåðíûõ õðîìîñîì
ìîæåò ñëóæèòü äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ãåòåðîïëîèäíûõ ëè-
íèé êëåòîê è ïîìî÷ü â ðåøåíèè ïðîáëåìû èäåíòèôèêà-
öèè ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð êëåòîê.

Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèâåäåì äàííûå êàðèîëîãè÷å-
ñêîãî àíàëèçà êóëüòóð êëåòîê, ïîñòóïàâøèõ â ÃÍÖ ÂÁ
«Âåêòîð» ïðè ôîðìèðîâàíèè êîëëåêöèè â 1980—1990-õ
ãîäàõ. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ êàðèîòèïà êóëüòóð êëåòîê
÷åëîâåêà ïîêàçàëè óäèâèòåëüíîå ðàçíîîáðàçèå êëåòîê ïî
÷èñëó õðîìîñîì, íî âìåñòå ñ òåì ïîäòâåðäèëè ñõîäñòâî
äèôôåðåíöèàëüíî îêðàøåííûõ ìàðêåðíûõ õðîìîñîì ðÿ-
äà ëèíèé ñ êëåòêàìè HeLa.

40% êëåòîê ëèíèè HeLa, ïîñòóïèâøåé â 1983 ã. èç
êîìïàíèè «Flow laboratories» íà 368 ïàññàæå, èìåëè
81 õðîìîñîìó. Äèôôåðåíöèàëüíàÿ G-îêðàñêà ìåòàôàç-
íûõ õðîìîñîì ïîçâîëèëà âûäåëèòü 4 ìàðêåðíûõ õðîìîñî-
ìû, îáðàçîâàííûå â ðåçóëüòàòå òðàíñëîêàöèè öåíòðîìåðû
è äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 1 íà äëèííîå ïëå÷î 3 õðîìî-
ñîìû (1 ìàðêåð); òðàíñëîêàöèè êîðîòêîãî ïëå÷à 3 íà
äëèííîå ïëå÷î 5 õðîìîñîìû (ìàðêåð 2); èçîõðîìîñîìà
êîðîòêîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 5, âñòðå÷àâøàÿñÿ äî íåñêîëü-
êèõ êîïèé (ìàðêåð 3); è 4 ìàðêåð, ñôîðìèðîâàííûé èç
äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñîìû 11 è îäíèì èç ïëå÷ 19. Êðîìå
òîãî, â êëåòêàõ ïðèñóòñòâîâàëè åùå 3 òðóäíî èäåíòèôèöè-
ðóåìûõ ìàðêåðà.

33% êëåòîê ëèíèè Íåð-2 èìåëè 76 õðîìîñîì, è ìàðêå-
ðû 2,3,4 è 6, õàðàêòåðíûå äëÿ êëåòîê HeLa è 2 ñîáñòâåí-
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Ðèñ. 10. Óëüòðàñòðóêòóðà êëåòêè ëèíèè SCLd-135. Óâåë.õ10 000.
ÌÑ — ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùèå ìåëêèå «ïóçûðè» äèàìåò-
ðîì 0,1—0,15 ìêì; ÌÈ — ìèêðîôèëàìåíòû; ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû
ìåìáðàííûå ïëàñòèíêè, ñêðó÷åííûå â íåçàìêíóòûå òðóáî÷êè

Ðèñ. 11. Êàðèîòèï äèïëîèäíîé êóëüòóðû êëåòîê ëåãêîãî ÷åëîâåêà Ë-68
(2n = 46)



íûõ ìàðêåðà. Êëåòêè ëèíèè HeLa Ohio õàðàêòåðèçîâàëèñü
ìîäàëüíûì ÷èñëîì â 65 õðîìîñîì (32% êëåòîê) è ïðèñóò-
ñòâèåì ìàðêåðîâ HeLa. Àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà ñ âûÿâëåíè-
åì ìàðêåðíûõ õðîìîñîì, ñâîéñòâåííûõ êóëüòóðå êàðöè-
íîìû øåéêè ìàòêè HeLa, áûëà ïîêàçàíà äëÿ ñëåäóþùèõ
êóëüòóð êëåòîê: HeLa Ohio (Flow), HeLaS, Hep-2, FL
(Flow), FL, AMH, RH, KB, L-132, Chang conjunctiva,
Chimp liver, L-41.

Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû ìíîãèìè çàðó-
áåæíûìè àâòîðàìè. Èìåííî ïðè èññëåäîâàíèè ëèíèé
êëåòîê ÷åëîâåêà áûëè îáíàðóæåíû óíèêàëüíûå ìàðêåð-
íûå õðîìîñîìû, ñâîéñòâåííûå êëåòêàì HeLa, ÷òî ïîçâî-
ëèëî âûäåëèòü öåëûé ðÿä êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà â ãðóï-
ïó òàê íàçûâàåìûõ «äåðèâàòîâ HeLa».

Ïîçäíåå áûëè îïèñàíû ìàðêåðíûå õðîìîñîìû äëÿ
ìíîãèõ ëèíèé êëåòîê äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé ìëåêîïèòà-
þùèõ. Íà ðèñ. 11 ïðåäñòàâëåí íîðìàëüíûé êàðèîòèï êó-
ëüòóðû êëåòîê, âûäåëåííîé èç òêàíåé ëåãêîãî ÷åëîâåêà.
Êàðèîòèï õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì 23 ïàð õðîìîñîì,
ïðèñóòñòâèåì äâóõ Õ õðîìîñîì. Íåèçìåííîñòü êàðèîòèïà
â òå÷åíèå 33 ïàññàæåé âûðàùèâàíèÿ êëåòîê in vitro ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ñòàáèëüíîñòè êàðèîòèïà è õàðàêòåðèñòèê
êóëüòóðû.

Êàðèîòèï êóëüòóðû êëåòîê MDCK ñîîòâåòñòâóåò êà-
ðèîòèïó ñîáàêè Canis familiaris, 98% êëåòîê èìåþò ïî
85 õðîìîñîì (Ìîäàëüíûé êëàññ) (ðèñ. 12). Â êëåòêàõ âû-
ÿâëåíû 3 ìàðêåðíûå õðîìîñîìû. Äàííûé êàðèîòèï îïè-
ñàí â ïàñïîðòíûõ õàðàêòåðèñòèêàõ êóëüòóðû äðóãèìè êîë-
ëåêöèÿìè è, òàêèì îáðàçîì, ïîäòâåðæäàåò ñîîòâåòñòâèå
êëåòîê ëèíèè MDCK.

Ñâåäåíèÿ ïî êàðèîòèïó êëåòîê íàñåêîìûõ êðàéíå
îãðàíè÷åíû. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî èäåíòèôèêàöèÿ
ëèíèé êëåòîê íàñåêîìûõ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà êàðèîëîãè÷å-
ñêîãî àíàëèçà âûçûâàåò çàòðóäíåíèÿ ó èññëåäîâàòåëåé
èç-çà ÷ðåçâû÷àéíî ñëîæíîé ñòðóêòóðû êàðèîòèïà áîëü-
øèíñòâà âèäîâ íàñåêîìûõ: áîëüøîãî ÷èñëà è ïîëèìîð-
ôèçìà õðîìîñîì, îòñóòñòâèÿ ðàçðàáîòàííûõ ñïîñîáîâ
äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ (ìàðêèðîâàíèÿ) òàêèõ
õðîìîñîì, ïîçâîëÿþùèõ èäåíòèôèöèðîâàòü êàæäóþ õðî-
ìîñîìó íàáîðà.

Òðóäíîñòè ñâÿçàíû, ãëàâíûì îáðàçîì, ñ êóëüòóðàìè
êëåòîê ÷åøóåêðûëûõ íàñåêîìûõ. Êàðèîòèï èõ êëåòîê
ïðåäñòàâëåí, êàê ïðàâèëî, íàáîðîì îò 200 äî 300 ìåëêèõ
ãîëîöåíòðè÷åñêèõ õðîìîñîì (ðèñ. 13À).

Êëåòêè êîìàðîâ èìåþò îò 6 äî 12 èëè 24 íîðìàëüíûõ
õðîìîñîì (ðèñ. 13Á). Îñîáåííîñòè êàðèîòèïà êëåòîê êî-
ìàðîâ ïîçâîëÿþò äîñòîâåðíî îòëè÷àòü èõ îò äðóãèõ ïðåä-
ñòàâèòåëåé íàñåêîìûõ, íî âèäîâîå è âíóòðèâèäîâîå èõ
ðàçëè÷èå ïðåäñòàâëÿåò òðóäíîñòè. Èñïîëüçîâàíèå ìåòî-
äîâ Ñ-, G- è Q-îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì íåñêîëüêî ðàñøè-
ðèëè âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ âèäîñïåöèôè÷íîñòè êëå-
òîê.

Îäíàêî, êàê áûëî ïîêàçàíî äðóãèìè àâòîðàìè, õðîìî-
ñîìû ìíîãèõ âèäîâ êîìàðîâ, à èìåííî: A. aegypti, A. albo-
pictus, À. pseudoscutellaris, À. alcasidi, À. scatoi, À, metalli-
cus, À. annandalei èìåþò îäèíàêîâóþ èñ÷åð÷åííîñòü
Ñ-ïîëîñ, ÷òî äåëàåò ìåòîä íåïðèãîäíûì äëÿ ïîäòâåðæäå-
íèÿ âèäîâîé èëè ëèíåéíîé ïðèíàäëåæíîñòè êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, àíàëèç êàðèîòèïà êóëüòèâèðóåìûõ êëå-

òîê, à, ãëàâíîå, íàëè÷èå ìàðêåðíûõ õðîìîñîì ïîçâîëÿåò

èäåíòèôèöèðîâàòü êîíêðåòíûå ëèíèè êëåòîê è ïîäòâåðæ-

äàòü èõ âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü, ñòàáèëüíîñòü èëè èçìåí-

÷èâîñòü êàðèîòèïà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Àíàëèç ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè èçîôåðìåí-

òîâ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïðîñòîé, ïðàêòè÷åñêè äîñòóïíûé
è íàäåæíûé ìåòîä èäåíòèôèêàöèè êëåòîê íà óðîâíå ðîäà
è âèäà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîëèìîðôèçì èçîôåðìåíòîâ, ïðè-
ñóùèé äàííîìó âèäó, ÿâëÿåòñÿ ãåíåòè÷åñêèì àâòîãðàôîì
êàæäîé ëèíèè êëåòîê. Äëÿ êîíòðîëÿ êóëüòóð êëåòîê ìëå-
êîïèòàþùèõ íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþòñÿ äâà ôåðìåíòà
— ãëþêîçî-6-ôîñôàò-äåãèäðîãåíàçà (Ã6ÔÄÃ) è ëàêòàòäå-
ãèäðîãåíàçà (ËÄÃ).

Àìåðèêàíñêèå èññëåäîâàòåëè ïðè îáñëåäîâàíèè 86 ëè-
íèé êëåòîê èç êîëëåêöèè êóëüòóð êëåòîê æèâîòíûõ ïîêà-
çàëè, ÷òî äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ âèäà 20 èç 22 òàêñîíîìè÷å-
ñêèõ ãðóïï äîñòàòî÷íî ñðàâíåíèÿ ïðîôèëåé ýòèõ äâóõ
ôåðìåíòîâ. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ðîñ-
ñèéñêèìè ó÷åíûìè â 1980 ã. ïðè îáñëåäîâàíèè èçîôåð-
ìåíòíûõ ïðîôèëåé òîëüêî ýòèõ äâóõ ôåðìåíòîâ ó 40 ëè-
íèé êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Èñêëþ÷åíèå ñî-
ñòàâëÿëè êëåòêè îáåçüÿí è HeLa-ïîäîáíûå êëåòêè, èìåþ-
ùèå èäåíòè÷íóþ ïîäâèæíîñòü ýòèõ ôåðìåíòîâ.

ISSN 2310-0435 59

Ðèñ. 12. Äàííûå êàðèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ïåðåâèâàåìîé êóëüòóðû
êëåòîê ïî÷êè ñîáàêè ÌÄÑÊ. 2n = 78, MK = 85 (98%), Òðèñîìèÿ 29, 30 è
38 õðîìîñîì. Ìàðêåðíûõ õðîìîñîì — 3

Ðèñ. 13. Êàðèîòèï êëåòîê íàñåêîìûõ:
À — ëèíèè êëåòîê íåïàðíîãî øåëêîïðÿäà SCLd-135; Á — êëåòîê ìàëÿ-
ðèéíîãî êîìàðà Aedes aegypti



Åñëè âèäîâîå ñîîòâåòñòâèå êëåòîê æèâîòíûõ ïîäòâåð-
æäàåòñÿ, êðîìå òîãî, ïðè àíàëèçå êàðèîòèïà, òî ñèòóàöèÿ
ñ êëåòêàìè íàñåêîìûõ èíàÿ è îáóñëîâëåíà, êàê óæå îòìå-
÷àëîñü ðàíåå, ñëîæíîñòüþ êàðèîòèïà. Èñïîëüçóÿ äàííûå
ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèàëàìèäíîì ãåëå ôåðìåíòîâ
Ã6ÔÄÃ, ËÄÃ, ìàëàòäåãèäðîãåíàçû (ÌÄÃ) è êèñëîé ôîñ-
ôàòàçû áûëî ïîäòâåðæäåíî ñîîòâåòñòâèå äâóõ ëèíèé êëå-
òîê Aedes aegypti è Antheraea eucalypti âèäó ýâêàëèïòîâîãî
øåëêîïðÿäà.

Äðóãèìè àâòîðàìè ïîäòâåðæäåíî âèäîâîå ñîîòâåòñò-
âèå 26 ëèíèé êëåòîê íàñåêîìûõ ïóòåì àíàëèçà 9 ôåðìåí-
òîâ. Ïðè÷åì ïîêàçàíî, ÷òî èçîôåðìåíòíûå õàðàêòåðèñòè-

êè êëåòîê, ïðèñóùèå êàæäîìó âèäó, íå çàâèñÿò îò ñòàäèè

ðàçâèòèÿ òêàíè, à äëÿ èäåíòèôèêàöèè êóëüòóð êëåòîê
ìíîãèõ âèäîâ íàñåêîìûõ äîñòàòî÷íî àíàëèçà èçîôåðìåí-
òîâ: èçîöèòðàòäåãèäðîãåíàçû, ôîñôîãëþêîèçîìåðàçû è
ôîñôîãëþêîìóòàçû.

Íà ðèñ. 14 ïðåäñòàâëåíà êàðòèíà ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîé ïîäâèæíîñòè èçîôåðìåíòîâ Ã6ÔÄÃ è ËÄÃ â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê.

Èçó÷åíèå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè èçîôåð-
ìåíòîâ èññëåäóåìûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ïîêàçàëî íà-
ëè÷èå îäíîãî èçîôåðìåíòà Ã6ÔÄÃ — áûñòðîãî À òèïà â
áîëüøèíñòâå êóëüòóð êëåòîê ÷åëîâåêà è êëåòêàõ îáåçüÿ-
íû. Â òðåõ êóëüòóðàõ êëåòîê ÅJ, Hos è IMR-32 íàáëþäàåò-
ñÿ íàëè÷èå ìåäëåííîãî Â òèïà Ã6ÔÄÃ, òàêæå õàðàêòåðíî-
ãî äëÿ êëåòîê ÷åëîâåêà. Âìåñòå ñ òåì, â èññëåäóåìûõ êóëü-
òóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà è îáåçüÿí âûÿâëÿþòñÿ 5 èçîôåð-
ìåíòîâ ËÄÃ ðàçíîé ïîäâèæíîñòè, ÷òî ñîâïàäàåò ñ äàííû-
ìè ëèòåðàòóðû è ïîäòâåðæäàåò ïðèíàäëåæíîñòü êëåòîê ê
êëåòêàì ÷åëîâåêà èëè îáåçüÿíû.

Àíàëèç èçîôåðìåíòíîãî ñîñòàâà ËÄÃ ëèíèé êëåòîê
äðóãèõ æèâîòíûõ ïîêàçàë íàëè÷èå îäíîãî èçîôåðìåíòà
ìåäëåííîãî òèïà â êóëüòóðàõ êëåòîê ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà
(HAK, CER, BHK-21 cl. 13) è ñðåäíåé ïîäâèæíîñòè â
êëåòêàõ áûêà (MDBK), â êëåòêàõ ìûøè (L929, ST3 SV40,
C-1300), ÷åòûðåõ èçîôåðìåíòîâ ðàçíîé ïîäâèæíîñòè â

êëåòêàõ ñâèíüè (PK-1, PK-15, ÏÑÌ è ÑÏÝÂ), ñîáàêè
(MDCK) è êðîëèêà (RÊ-13). Ñîñòàâ èçîôåðìåíòîâ
Ã6ÔÄÃ èññëåäóåìûõ êóëüòóð êëåòîê ïîäòâåðäèë ïîëó÷åí-
íîå ñîîòâåòñòâèå. Ñðàâíåíèå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñ ðàíåå
îïèñàííûìè ñâîéñòâàìè ëèíèé êëåòîê èëè êëåòîê èñõîä-
íîãî âèäà íàñåêîìûõ ïîäòâåðäèëî âèäîâîå ñîîòâåòñòâèå
èññëåäóåìûõ êëåòîê òåïëîêðîâíûõ æèâîòíûõ.

Êîíòðîëü êîíòàìèíàöèè êóëüòóð êëåòîê ìèêðîîðãàíèç-

ìàìè. Îäíèì èç ôàêòîðîâ, íàðóøàþùèõ ñòàáèëüíîñòü
êëåòî÷íûõ ëèíèé, âëèÿþùèõ íà ïîëó÷àåìûå ðåçóëüòàòû
è, òàêèì îáðàçîì, îãðàíè÷èâàþùèõ âîçìîæíîñòü èõ ïðè-
ìåíåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ êîíòàìèíàöèÿ êóëüòóð êëåòîê ðàçëè÷-
íûìè ìèêðîîðãàíèçìàìè, â òîì ÷èñëå áàêòåðèÿìè, ãðè-
áàìè, âèðóñàìè è ìèêîïëàçìàìè. Êîíòàìèíàöèÿ áàêòå-
ðèÿìè èëè ãðèáàìè ïðîèñõîäèò íåèçáåæíî ñ òîé èëè
èíîé ÷àñòîòîé â êàæäîé ëàáîðàòîðèè. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî
ñóùåñòâóþò ñõåìû îáðàáîòêè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñ öåëüþ
óñòðàíåíèÿ òàêîãî ðîäà êîíòàìèíàöèè, ïðàêòè÷åñêè êàæ-
äûé ñëó÷àé îçíà÷àåò ïîòåðþ êóëüòóðû.

Êîíòàìèíàöèÿ ëàòåíòíûìè è õðîíè÷åñêè èíôèöèðó-
þùèìè âèðóñàìè âûÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå òðóäíî, è íàëè÷èå
åå ìîæåò äëèòåëüíîå âðåìÿ îñòàâàòüñÿ íåçàìå÷åííûì.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ âèðóñíîé êîíòàìèíàöèè èñïîëüçóþò ðå-
àêöèþ ãåìàäñîðáöèè ñ ýðèòðîöèòàìè 0 ãðóïïû ÷åëîâåêà
èëè ìîðñêîé ñâèíêè, ïàññèðîâàíèå íà ÷óâñòâèòåëüíûõ
êëåòêàõ, ïðÿìóþ ýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ êëåòîê è êó-
ëüòóðàëüíîé ñðåäû è ìíîãèå äðóãèå ìåòîäû.

Âèðóñíàÿ êîíòàìèíàöèÿ êóëüòóð êëåòîê æèâîòíûõ —
äîâîëüíî ÷àñòîå ÿâëåíèå. Íåêîòîðûå ëèíèè êëåòîê ñîäåð-
æàò ýíäîãåííûå âèðóñû è ñåêðåòèðóþò âèðóñíûå ÷àñòèöû
èëè ýêñïðåññèðóþò âèðóñíûå àíòèãåíû íà ñâîåé ïîâåðõ-
íîñòè (íàïðèìåð, ëèíèè, òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì
Ýïøòåéíà—Áàððà). Êëåòêè, çàðàæåííûå âèðóñîì äèàððåè
êîðîâ ÷åðåç êîíòàìèíèðîâàííóþ ñûâîðîòêó êðîâè êîðîâ,
âíåøíå íå èçìåíÿþòñÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî èíôèöèðîâàííàÿ
àðáîâèðóñàìè êóëüòóðà êëåòîê êîìàðîâ ñòàíîâèòñÿ ïåðñè-
ñòåíòíî èíôèöèðîâàííîé. Ïðè ýòîì êëåòêè ïðîäîëæàþò
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Ðèñ. 14. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü èçîôåðìåíòîâ Ã6ÔÄÃ è ËÄÃ â ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ



ðàñòè è ïðîäóöèðîâàòü âèðóñ áåç âèäèìîãî öèòîïàòè÷å-
ñêîãî ýôôåêòà.

Î âûñîêîé âåðîÿòíîñòè êîíòàìèíàöèè ïåðâè÷íîé èëè
äèïëîèäíîé êóëüòóðû êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóåò ñòàòèñòèêà
èíôèöèðîâàííîñòè äîíîðñêîãî ìàòåðèàëà (îðãàíîâ è òêà-
íåé äëÿ òðàíñïëàíòàöèè), ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè âèðóñîâ
ÑÏÈÄà, ãåïàòèòîâ, ÖÌÂ è äðóãèõ âèðóñîâ ÷åëîâåêà.

Èñòî÷íèêîì êîíòàìèíàíòîâ ìîæåò áûòü íå ñòåðèëü-
íîñòü ðàáî÷åãî ïîìåùåíèÿ, ïåðâè÷íûé ìàòåðèàë (òêàíü
èëè îðãàí), òðèïñèí æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, à òàêæå
èíôèöèðîâàííàÿ ñûâîðîòêà êðîâè æèâîòíûõ, èñïîëüçóå-
ìàÿ äëÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê ÷åëîâåêà èëè æèâîòíûõ.
Ïðèìåíåíèå òàêèõ êëåòîê â èññëåäîâàíèÿõ íå òîëüêî
ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ èñêàæåííûõ ðåçóëüòàòîâ, íî,
ïðåæäå âñåãî, íåáåçîïàñíî êàê äëÿ ïîëó÷àåìîãî ïðîäóêòà,
òàê è äëÿ èññëåäîâàòåëåé, ðàáîòàþùèõ ñ íèìè. Â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê, êðîìå òîãî, ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü îíêîãåííûå
âèðóñû.

Òåõíèêà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê è òêàíåé ïîñòîÿííî
ìåíÿåòñÿ, è ìíîãèå ìåòîäè÷åñêèå ïðèåìû ñèñòåìàòè÷å-
ñêè ìîäåðíèçèðóþòñÿ, îäíîâðåìåííî ñ ýòèì ñîâåðøåíñò-
âóþòñÿ ìåòîäû êîíòðîëÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Ê ñîæàëå-
íèþ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò åäèíûõ ìåòîäîâ êîíòðîëÿ,
ïîçâîëÿþùèõ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü êîíòàìèíàöèþ âè-
ðóñàìè, ïîýòîìó äëÿ êîíòðîëÿ âèðóñíîé êîíòàìèíàöèè
èñïîëüçóþò íåñêîëüêî ìåòîäîâ: ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêî-
ïèÿ, ìåòîäû èììóíîäèàãíîñòèêè, çàðàæåíèå èììóíîñóï-
ðåññèâíûõ æèâîòíûõ è ò.ï.

Êîíòàìèíàöèÿ êóëüòóð êëåòîê áàêòåðèÿìè, ãðèáàìè èëè

âèðóñàìè õîðîøî èçâåñòíà âèðóñîëîãàì è èññëåäîâàòåëÿì,
ðàáîòàþùèì ñ êóëüòóðàìè êëåòîê. Íî áîëåå ñåðüåçíîé
îñòàåòñÿ ïðîáëåìà ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè, îáó-
ñëîâëåííàÿ, â ïåðâóþ î÷åðåäü, øèðîêîé ðàñïðîñòðàíåí-
íîñòüþ ýòîãî ìèêðîîðãàíèçìà. Êàê ïîêàçûâàåò ìèðîâîé
îïûò, äî îò 10—15% äî 45—90% ñëó÷àåâ äëèòåëüíî êóëü-
òèâèðóåìûõ ëèíèé êëåòîê áûëè çàðàæåíû ìèêîïëàçìàìè
(ðèñ. 15).

Îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ìèêîïëàçì ÿâëÿþòñÿ ïåðâè÷-
íûé êëåòî÷íûé ìàòåðèàë, ïèòàòåëüíûå ñðåäû, ñûâîðîò-
êè, òðèïñèí, äðóãèå êóëüòóðû êëåòîê. Èç ëèòåðàòóðû èç-
âåñòíî, ÷òî äî 32% ñåðèé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà ñîäåðæàò ìèêîïëàçìû. Äðóãîé èñòî÷íèê — ëþäè,
ðàáîòàþùèå ñ ýòèìè êóëüòóðàìè, è îêðóæàþùàÿ ñðåäà:
âîçäóõ, ïûëü, íåñòåðèëüíîñòü ïîñóäû, áîêñîâîãî ïîìåùå-
íèÿ è ò.ï.

Ìèêðîêàïëè, âîçíèêàþùèå ïðè ðàáîòå ñ êóëüòóðàìè,
ìîãóò ñîäåðæàòü äî 0,5 õ 106 ìèêîïëàçì. Òàêèå ìèêðîêàï-
ëè îñåäàþò èç âîçäóõà íà ïîñóäó, ðàáî÷èå ïîâåðõíîñòè è
ðóêè ïåðñîíàëà â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñåêóíä è ìîãóò äàæå
ïîñëå ðàáîòû ñ åäèíè÷íûìè èíôèöèðîâàííûìè êóëüòó-
ðàìè âûçûâàòü òÿæåëîå çàðàæåíèå ðàáî÷åãî ïðîñòðàíñòâà.

Ñåðüåçíîñòü ïðîáëåìû çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ìèêîï-
ëàçìû ìîãóò íèêàê íå ïðîÿâëÿòü ñåáÿ, íî âìåñòå ñ òåì âû-
çûâàòü ñåðüåçíûå èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû è ôóíêöèè êëå-
òîê, èíäóöèðîâàòü õðîìîñîìíûå àáåððàöèè. Îíè âëèÿþò
íà ñèíòåç áåëêîâ, íóêëåèíîâûõ êèñëîò, àíãèîãåíåç, êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàí, èíäóêöèþ òóìîðîãåííûõ ïîòåíöèé, âû-
çûâàþò öèòîïàòè÷åñêèé ýôôåêò è ãèáåëü êëåòîê. Íàëè÷èå
ìèêîïëàçì â êóëüòóðàõ ìîæåò ïðèâåñòè ê çíà÷èòåëüíûì
èñêàæåíèÿì ðåçóëüòàòîâ áèîõèìè÷åñêèõ è âèðóñîëîãè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå îïèñàíî ìíîæåñòâî
ìåòîäîâ êîíòðîëÿ ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè. Îä-

íèì èç íàèáîëåå óäîáíûõ è ïðîñòûõ â èñïîëíåíèè ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ ìåòîä îêðàøèâàíèÿ ôëþîðîõðîìàìè Ho-
echst-33258, DAPI, îëèâîìèöèíîì. Äàííûå êðàñèòåëè
îêðàøèâàþò äâóöåïî÷å÷íûå ÄÍÊ êëåòîê è ìèêîïëàçì,
êîòîðûå è âûÿâëÿþòñÿ â âèäå îêðàøåííîãî ÿäðà êëåòîê è
ñâåòÿùèõñÿ òî÷åê, âûÿâëÿþùèõñÿ â ìåæêëåòî÷íîì ïðî-
ñòðàíñòâå èëè íà öèòîïëàçìå êëåòîê (ðèñ. 15).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ åäèíè÷íûõ ìèêîïëàçì èíîãäà èñïîëü-
çóþò ÷óâñòâèòåëüíóþ êóëüòóðó êëåòîê Vero. Êëåòêè Vero
îòëè÷àþòñÿ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì öèòîïëàçìû è, êðîìå
òîãî, âûñîêî÷óâñòâèòåëüíû ê òîêñè÷íîìó âîçäåéñòâèþ
ìèêîïëàçì.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü äîñòàòî÷íî òî÷íûå ìå-
òîäû êîíòðîëÿ ìèêîïëàçì — ìåòîäû ÏÖÐ-àíàëèçà ÄÍÊ
èëè ÐÍÊ ìèêîïëàçì, ïîçâîëÿþùèå èñêëþ÷èòü ìíîãèå
âèäû ìèêîïëàçì äàæå â åäèíè÷íûõ êîëè÷åñòâàõ. Îäíàêî
ïðèìåíåíèå äàííîãî ìåòîäà íå ïîçâîëÿåò èñêëþ÷èòü âñå
âèäû ìèêîïëàçì, ïîòåíöèàëüíî êîíòàìèíèðóþùèõ êëå-
òî÷íûå êóëüòóðû. Îðèãèíàëüíûì, áûñòðûì è äîñòàòî÷íî
òî÷íûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ìåòîä êîíòðîëÿ ïî îïðåäåëåíèþ
ïîòðåáëåíèÿ àäåíèíà èëè îêðàñêè ôëþîðîõðîìàìè.

Ïðîñòûì, âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûì è âûïîëíèìûì â
ëþáîé ëàáîðàòîðèè îñòàåòñÿ ìèêðîáèîëîãè÷åñêèé ìåòîä
âûñåâà êîíäèöèîííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïîñëå âûðàùè-
âàíèÿ êëåòîê íà ñåëåêòèâíóþ ìèêðîáèîëîãè÷åñêóþ ñðåäó
äëÿ ìèêîïëàçì (PPLO). Ìåòîä ïîçâîëÿåò âûÿâèòü äàæå
åäèíè÷íûå ìèêîïëàçìû, íî íå âûÿâëÿåò âèäû, êîòîðûå
íå ðàñòóò íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå.

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ êîíòðîëÿ êîíòàìèíàöèè ìèêîï-
ëàçìàìè íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü íåñêîëüêî ìåòîäîâ,
ñðåäè êîòîðûõ ìåòîä ÏÖÐ-àíàëèçà, ìèêðîáèîëîãè÷åñêèé
è ãèñòîõèìè÷åñêèé ìåòîäû.

×òî êàñàåòñÿ äåêîíòàìèíàöèè èëè îñâîáîæäåíèÿ êëå-
òîê îò ìèêîïëàçì, òî ýòî äîñòàòî÷íî ñåðüåçíàÿ ïðîáëåìà.
Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóþò àíòèáèîòèêè, õèìè÷åñêèå ðåàãåí-
òû, ëèáî ôèçè÷åñêèå ìåòîäû. Ê ïîñëåäíèì ìîæíî îòíåñ-
òè âîçäåéñòâèå ïîâûøåííîé äî 41°Ñ òåìïåðàòóðû èëè ÷à-
ñòîòíî-ðåçîíàíñíûé ìåòîä. Ñîãëàñíî ìíåíèþ íåìåöêèõ
èññëåäîâàòåëåé, óäàëåíèå ìèêîïëàçì ôàêòè÷åñêè ðàâíî-
ñèëüíî íàðóøåíèþ ñâîéñòâ êëåòîê, ëèáî ñîçäàíèþ íîâîé
ëèíèè êëåòîê. Ïîýòîìó âàæíî ïîíèìàòü ýôôåêòèâíîñòü

ìåòîäîâ äåêîíòàìèíàöèè, íî è ó÷èòûâàòü âîçìîæíîå èçìå-

íåíèå ñâîéñòâ êëåòîê ïîñëå îáðàáîòêè ïðåïàðàòàìè.
Ïîñêîëüêó ìèêîïëàçìû äîñòàòî÷íî äîëãî ñîõðàíÿþò-

ñÿ â ïîìåùåíèè ïîñëå ðàáîòû ñ êîíòàìèíèðîâàííîé êó-
ëüòóðîé êëåòîê, òî, íåñîìíåííî, âàæíûì óñëîâèåì ðàáî-
òû ñ êóëüòóðàìè êëåòîê äîëæíî áûòü ðàçäåëåíèå ðàáîò ïî
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ðàçíûì ïîìåùåíèÿì, ëèáî ïî âðåìåíè. Êðîìå òîãî, â
ñâÿçè ñ âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ ïåðåäà÷è êîíòàìèíèðóþ-
ùèõ àãåíòîâ íåîáõîäèì ðåãóëÿðíûé êîíòðîëü íå òîëüêî
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, íî è ðåàãåíòîâ æèâîòíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ýòî,
ïðåæäå âñåãî òðèïñèí, ñûâîðîòêà êðîâè æèâîòíûõ, ôàê-
òîðû ðîñòà è ò.ï. Êîíòðîëü êóëüòóð êëåòîê, ñûâîðîòîê è, â
êîíå÷íîì ñ÷åòå, âàêöèí ÷ðåçâû÷àéíî íåîáõîäèì, ÷òîáû
èñêëþ÷èòü ñåðüåçíûå ïîñëåäñòâèÿ, êàê ýòî áûëî â ñëó÷àå
ñ ïîëèîìèåëèòíîé âàêöèíîé, êîíòàìèíèðîâàííîé âèðó-
ñîì SV-40 ÷åðåç ñûâîðîòêó æèâîòíûõ.

Òàêèì îáðàçîì, àíàëèç ëèòåðàòóðû ïîêàçàë ÷ðåçâû-
÷àéíóþ âàæíîñòü ïðîáëåìû êîíòðîëÿ è ïàñïîðòèçàöèè
ïîñòóïàþùèõ è âíîâü ïîëó÷àåìûõ êóëüòóð êëåòîê, èñïî-
ëüçóåìûõ â íàó÷íûõ èëè ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèÿõ. Èñ-

ïîëüçîâàíèå íåèäåíòèôèöèðîâàííûõ èëè êîíòàìèíèðîâàí-

íûõ êëåòîê â íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ ïðèâîäèò ê ïîëó÷å-

íèþ ëîæíûõ ðåçóëüòàòîâ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì îñîáîå çíà÷åíèå ïðèîáðåòàåò íå òîëüêî
âîïðîñ ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð äëÿ îáåñïå÷åíèÿ òåõ
èëè èíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, íî è çàäà÷à
ñîõðàíåíèÿ òàêèõ êóëüòóð ñ íåèçìåíåííûìè áèîëîãè÷å-
ñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè.
Ïîýòîìó âïîëíå çàêîíîìåðíîé ÿâëÿåòñÿ ïîñòàíîâêà âî-
ïðîñà î ñîçäàíèè îòðàñëåâûõ ñòàíäàðòîâ íà êëåòî÷íûå
êóëüòóðû ñ ðåãëàìåíòèðîâàííûìè áèîëîãè÷åñêèìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè, îïðåäåëÿþùèìè êà÷åñòâåííûé óðîâåíü
ïðîâîäèìûõ èññëåäîâàíèé è áåçîïàñíîñòü ïðîèçâîäèìîé
ïðîäóêöèè.

Ñòàíäàðòû ïðèçâàíû îòðàçèòü ãëàâíûå òðåáîâàíèÿ ê
êëåòî÷íîìó ñóáñòðàòó è âûäåëèòü îñíîâíûå êðèòåðèè äëÿ
ïàñïîðòèçàöèè ïåðåâèâàåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé è êëîíîâ.
Ýòè ïðîáëåìû îñîáåííî êàñàþòñÿ êóëüòóð êëåòîê, èñïîëü-
çóåìûõ äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû òåðàïèè èëè ïðî-
âåäåíèÿ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé â ýòîì íàïðàâëåíèè.

3. Ñîçäàíèå áàíêîâ êóëüòóð êëåòîê

è ñîâðåìåííûå òðåáîâàíèÿ ê èõ êîíòðîëþ

Îñíîâîé óñïåøíîãî ïðîèçâîäñòâà ñòàíäàðòíûõ ïðåïà-

ðàòîâ ÿâëÿåòñÿ ñòàáèëüíîñòü è áåçîïàñíîñòü èñïîëüçóåìîé

êóëüòóðû êëåòîê. Ïðè ïîñòîÿííîì êóëüòèâèðîâàíèè êëå-
òîê óâåëè÷èâàåòñÿ âåðîÿòíîñòü ìèêðîáíîé êîíòàìèíà-
öèè; ñóùåñòâóåò ðèñê ïîòåðè èíòåðåñóþùèõ íàñ õàðàêòå-
ðèñòèê êëåòîê (íàïðèìåð, ñíèæåíèå ýêñïðåññèÿ ïîâåðõ-
íîñòíîãî àíòèãåíà èëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë); âîç-
ìîæíà ãåíåòè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü ñâîéñòâ, îñîáåííî â
êóëüòóðàõ ñ íåñòàáèëüíûì êàðèîòèïîì; ïîòåðÿ ñàìîé ëè-
íèè êëåòîê èç-çà îãðàíè÷åííîñòè èõ ïî ÷èñëó ïàññàæåé
(íàïðèìåð, ïðàêòè÷åñêè ïîòåðÿíà äèïëîèäíàÿ ëèíèÿ êëå-
òîê MRC-5); ïîâûøàåòñÿ ðèñê êîíòàìèíàöèè êëåòîê

êëåòêàìè äðóãîé ëèíèè è, êðîìå òîãî, óâåëè÷èâàåòñÿ ñòî-
èìîñòü èç-çà ïîâûøåíèÿ çàòðàò íà ïîääåðæàíèå êëåòîê.

Âàæíåéøèì ïðåèìóùåñòâîì èñïîëüçîâàíèÿ ñåðèéíî
ñóáêóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê äëÿ ïðîèçâîäñòâà ïðîäóêòîâ
áèîòåõíîëîãèè ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü èìåòü îõàðàêòåðè-
çîâàííûé îáùèé èñòî÷íèê äëÿ êàæäîé ïðîèçâîäñòâåííîé
ñåðèè, ò.å. ñîõðàíÿåìûé çàïàñ êëåòîê èëè áàíê êëåòîê.

Èñïîëüçîâàíèå êëåòîê èç àòòåñòîâàííîãî áàíêà êëåòîê
ïîçâîëÿåò: èìåòü êëåòî÷íûé ìàòåðèàë ïîñòîÿííîãî èëè

ñòàáèëüíîãî êà÷åñòâà; èñïîëüçîâàòü êëåòêè îäíîãî ïàññàæ-

íîãî óðîâíÿ èëè â óñòàíîâëåííûõ ïðåäåëàõ ïàññàæåé; êóëü-

òèâèðîâàòü êëåòêè òîëüêî, êîãäà îíè íóæíû; ñîõðàíÿòü õà-

ðàêòåðèñòèêè èñõîäíîé ëèíèè êëåòîê.

Êîíöåïöèÿ ñîçäàíèÿ äâóõúÿðóñíîãî áàíêà êëåòîê, ïðè
êîòîðîì ïîñåâíîé áàíê êëåòîê (Master Cell Bank) èñïîëü-
çóåòñÿ äëÿ ãåíåðàöèè ðàáî÷åãî áàíêà êëåòîê (Working Cell
Bank) ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ïðàêòè÷íûì ïîäõîäîì äëÿ îáåñ-
ïå÷åíèÿ äîñòàòî÷íîãî çàïàñà êëåòî÷íîãî ñóáñòðàòà äëÿ
ïðîäîëæèòåëüíîãî ïðîèçâîäñòâà ïðîäóêòà.

Ïðîèçâîäèòåëè ìîãóò ïðèãîòîâèòü ñâîè ñîáñòâåííûå
áàíêè êëåòîê èëè ïîëó÷èòü èç ñòîðîííåãî èñòî÷íèêà.
Â ëþáîì ñëó÷àå òàêèå áàíêè äîëæíû áûòü àòòåñòîâàíû.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îïðåäåëåíû òðåáîâàíèÿ ê êóëüòó-
ðàì êëåòîê, èñïîëüçóåìûì â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ ïðî-
èçâîäñòâà ìåäèöèíñêèõ è äèàãíîñòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ,
âêëþ÷àÿ ïðîèçâîäñòâî âàêöèí, ðåêîìáèíàíòíûõ ïðåïàðà-
òîâ.

Ýòè òðåáîâàíèÿ áûëè ðàçðàáîòàíû â 1987—1989 ãã.
Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèåé çäðàâîîõðàíåíèÿ (ÂÎÇ); àìåðè-
êàíñêèì îðãàíîì êîíòðîëÿ ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ è ëåêàðñòâ
(FDA) è íàöèîíàëüíûì îðãàíîì êîíòðîëÿ (ÃÈÑÊ
èì. Ë.À. Òàðàñåâè÷à (òàáë. 1).

Ñîãëàñíî óêàçàííûì äîêóìåíòàì, ÂÎÇ è íàöèîíàëü-
íûé êîíòðîëüíûé îðãàí íàñòàèâàþò íà íåîáõîäèìîñòè
ñîçäàíèÿ ñèñòåìû ïîñåâíûõ ñåðèé è ðàáî÷èõ èëè ïîñåâ-
íûõ áàíêîâ êëåòîê (ÐÁÊ, ÏÁÊ). Êëåòêè, èñïîëüçóåìûå
äëÿ ïðîèçâîäñòâà áèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, äîëæíû
áûòü îäîáðåíû è çàðåãèñòðèðîâàíû íàöèîíàëüíûì êîíò-
ðîëüíûì îðãàíîì.

Â òðåáîâàíèÿõ ÂÎÇ è òðåáîâàíèÿõ íàöèîíàëüíîãî
êîíòðîëüíîãî îðãàíà ïîäðîáíî îïèñàíû ìåòîäû, èñïîëü-
çóåìûå äëÿ àòòåñòàöèè êëåòîê, âêëþ÷àÿ îïèñàíèå åäèíûõ
õàðàêòåðèñòèê. Ïîìèìî ïðîâåäåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ òå-
ñòîâ, èçó÷åíèÿ êóëüòóðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê êëåòîê,
ïîä÷¸ðêèâàåòñÿ íåîáõîäèìîñòü èçó÷åíèÿ áåçîïàñíîñòè
êëåòîê, ÷òî âêëþ÷àåò ðÿä ìåòîäîâ âûÿâëåíèÿ ïîñòîðîí-
íèõ àãåíòîâ íà æèâîòíûõ, êóðèíûõ ýìáðèîíàõ, èëè êóëü-
òóðàõ êëåòîê, êîíòðîëü ïðèñóòñòâèÿ ðåòðîâèðóñîâ ïî àê-
òèâíîñòè îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû è èñïûòàíèå íà îíêî-
ãåííîñòü â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo è in vitro. Äëÿ êîíòðîëÿ
âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè èëè èõ èäåíòèôèêàöèè, ñîãëàñ-
íî íàöèîíàëüíûì òðåáîâàíèÿì, èñïîëüçóåòñÿ áèîõèìè÷å-
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Òàáëèöà 1

Ïåðå÷åíü ñîâðåìåííûõ òðåáîâàíèé ê êîíòðîëþ áàíêîâ êëåòîê äëÿ ïðîèçâîäñòâà
ìåäèöèíñêèõ èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ è ðåêîìáèíàíòíûõ ïðåïàðàòîâ

Äîêëàä ÂÎÇ î ïðèãîäíîñòè êëåòî÷íûõ ñóáñòðàòîâ äëÿ ïðîèçâîäñòâà áèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, Ñáîðíèê òåõíè÷åñêèõ äî-
êëàäîâ Âñåìèðíîé Îðãàíèçàöèè Çäðàâîîõðàíåíèÿ, ñåðèÿ 747, 1987

Õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íûõ ëèíèé, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ïðîèçâîäñòâà áèîïðåïàðàòîâ (FDA, CBER, Washington, 1993)

Ìåòîäè÷åñêèå óêàçàíèÿ ÐÄ 42-28-10-89, Ìîñêâà, (1989)

Òðåáîâàíèÿ ê ñîìàòè÷åñêèì êëåòêàì ÷åëîâåêà è ïðîäóêòàì ãåííîé òåðàïèè (FDA, CBER, Washington, 1993)



ñêèé ìåòîä èçîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ñîñòàâà êëåòîê è
àíàëèç êàðèîòèïà (â òîì ÷èñëå — öèòîãåíåòè÷åñêèå ìàð-
êåðû).

Áàíêè êëåòîê, ïëàíèðóåìûõ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ïðî-
èçâîäñòâå áèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, äîëæíû áûòü îäîá-
ðåíû è çàðåãèñòðèðîâàíû íàöèîíàëüíûì êîíòðîëüíûì
îðãàíîì. Ïðîèçâîäñòâî ÌÈÁÏ íà ïåðåâèâàåìûõ ëèíèÿõ
êëåòîê äîëæíî áûòü îñíîâàíî íà ñîâðåìåííîé òåõíîëî-
ãèè, îáåñïå÷èâàþùåé âûñîêóþ ñòåïåíü î÷èñòêè ãîòîâîãî
ïðîäóêòà îò êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ è ýíäîãåííûõ âèðó-
ñîâ. Ñîäåðæàíèå êëåòî÷íîé ÄÍÊ â ãîòîâîì ïðåïàðàòå
äîëæíî áûòü íå âûøå 100 ïã íà äîçó.

Íàöèîíàëüíûå òðåáîâàíèÿ, êðîìå òîãî, óñòàíàâëèâà-
þò ïîðÿäîê àòòåñòàöèè ëèíèé äèïëîèäíûõ êëåòîê, ïîëó-
÷àåìûõ èç òêàíåé è îðãàíîâ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà è æèâîò-
íûõ, îôîðìëåííûõ â ñàìîñòîÿòåëüíûé ðàçäåë «Ïîëó÷å-
íèå, àòòåñòàöèÿ è êîíòðîëü ëèíèé äèïëîèäíûõ êëåòîê,
èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ ïðîèçâîäñòâà ìå-
äèöèíñêèõ ïðåïàðàòîâ».

Ïîñêîëüêó êóëüòóðà êëåòîê èñïîëüçóåòñÿ ïðè ïðîèç-
âîäñòâå ïðåïàðàòîâ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî ïàññèðîâàíèÿ,
òî, êðîìå èçó÷åíèÿ ïàñïîðòíûõ õàðàêòåðèñòèê, îáÿçà-
òåëüíûì ÿâëÿåòñÿ ïîäòâåðæäåíèå ñòàáèëüíîñòè ñâîéñòâ
êëåòîê è â áîëüøåé ñòåïåíè èõ áåçîïàñíîñòü â òå÷åíèå
ñðîêà (êîëè÷åñòâî ïàññàæåé), ðåêîìåíäóåìîãî äëÿ èçãî-
òîâëåíèÿ ÌÈÁÏ.

Âàæíûìè ïàðàìåòðàìè êîíòðîëÿ ñòàáèëüíîñòè áèîëî-
ãè÷åñêèõ ñâîéñòâ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ íåèçìåííîñòü êóëüòó-
ðàëüíûõ, ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ïðîäóêòèâíûõ ñâîéñòâ, à
òàêæå ñòàáèëüíîñòü êàðèîòèïà êëåòîê èç ïîñåâíîãî è ðà-
áî÷åãî áàíêîâ ïðè îïðåäåëåííîì êîëè÷åñòâå ïàññàæåé.

Áåçîïàñíîñòü êëåòîê ïîäòâåðæäàåòñÿ îòñóòñòâèåì êîí-
òàìèíàíòîâ, îíêîãåííûõ è òóìîðîãåííûõ õàðàêòåðèñòèê.

Èçìåíåíèå ñîñòàâà ìàðêåðíûõ õðîìîñîì ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î íåáåçîïàñíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ òàêèõ êóëü-
òóð êëåòîê, áûòü êîñâåííûì äîêàçàòåëüñòâîì íàëè÷èÿ âè-
ðóñíîé èëè ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè, à òàêæå ïî-
ÿâëåíèÿ òóìîðîãåííûõ ñâîéñòâ (ðèñ. 16). Â ñâÿçè ñ ýòèì,
Êîìèòåòîì ïî áèîëîãè÷åñêèì ñòàíäàðòàì ÂÎÇ áûëî íà-
ñòîÿòåëüíî ðåêîìåíäîâàíî ïðîâîäèòü òùàòåëüíûé êîíò-
ðîëü ñòàáèëüíîñòè èìåííî ýòèõ õàðàêòåðèñòèê êëåòîê.

Ïðè óâåëè÷åíèè ÷èñëà ïàññàæåé èëè èñïîëüçîâàíèè
êëåòîê ïðè áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, ïðèâîäÿùèõ ê
óâåëè÷åíèþ ÷èñëà óäâîåíèé ïîïóëÿöèè êëåòîê, âûñîêà
âåðîÿòíîñòü íå òîëüêî èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà, íî è, íåçà-
âèñèìî îò ýòîãî, ïîÿâëåíèÿ îíêîãåííûõ ñâîéñòâ êëåòîê.
Óñòàíîâëåíèå ÷èñëà ïàññàæåé, ïðè êîòîðûõ ìîæíî èñ-
ïîëüçîâàòü êëåòêè â ïðîèçâîäñòâå, ìîæåò èìåòü ìåíüøåå
çíà÷åíèå, ÷åì òùàòåëüíîå èññëåäîâàíèå êëåòîê ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè èõ ïîñëå óñòàíîâëåííîãî óðîâíÿ ïàññàæåé.
Ïîñëåäíåå îñîáåííî âàæíî ó÷èòûâàòü ïðè èñïîëüçîâàíèè
â ïðîèçâîäñòâå ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóð êëåòîê, èìåþùèõ
íåîãðàíè÷åííûé ñðîê æèçíè.

Ó÷èòûâàÿ ñëó÷àé ñ êóëüòóðîé êëåòîê Vero, êîòîðàÿ
ïðèîáðåëà òóìîðîãåííûå ñâîéñòâà íà áîëüøèõ ïàññàæíûõ
óðîâíÿõ, ÂÎÇ ñîçäàåò ïîñåâíîé áàíê êëåòîê VERO è íà-
ñòîÿòåëüíî ðåêîìåíäóåò èñïîëüçîâàòü èõ â êà÷åñòâå ýòà-
ëîíà èëè èñòî÷íèêà êëåòîê äëÿ ñîçäàíèÿ ðàáî÷èõ áàíêîâ
äëÿ ïðîèçâîäñòâà âàêöèí. Äàííûé áàíê êëåòîê Vero 10-87
õðàíèòñÿ â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êîëëåêöèÿõ Åâðîïû
(ÅÑÀÑÑ) è Àìåðèêè (ÀÒÑÑ). Àìïóëû èç àòòåñòîâàííîãî
ïîñåâíîãî áàíêà êëåòîê ïðåäîñòàâëÿþòñÿ áåñïëàòíî.

ÂÎÇ îáîáùèëà ìàòåðèàëû ïî ïîòåíöèàëüíîìó ðèñêó
äëÿ ëþäåé ïðîäóêòîâ áèîòåõíîëîãè÷åñêîãî ïðîèçâîäñòâà,
ïðèãîòîâëåííûõ â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, èíôèöèðîâàí-
íûõ âèðóñíûìè àãåíòàìè. Îêàçàëîñü, ÷òî â êóëüòóðàõ êëå-
òîê ìîãóò áûòü âèðóñû ñ èçâåñòíûìè ìîäåëÿìè ðåïëèêà-
öèè, òàêèå, êàê âèðóñ îáåçüÿí SV-40, âèðóñíûå ÷àñòèöû
ðåòðîâèðóñîâ òèïà À, êîòîðûå ìîæíî îáíàðóæèòü ìåòî-
äîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, à òàêæå âèðóñíûå ãåíîìû
èëè ÷àñòè ãåíîìîâ, íàïðèìåð, âèðóñîâ ãåïàòèòà Â, Ýïø-
òåéí—Áàððà è ãåðïåñà. Ëàòåíòíûå âèðóñû òèïà ãåðïåñà è
ðåòðîâèðóñîâ ìîãóò âñòðå÷àòüñÿ â ëèìôîöèòàõ è ìàêðîôà-
ãàõ ëþäåé è îáåçüÿí.

Ïåðåâèâàåìûå êëåòî÷íûå ëèíèè îáåçüÿí ìîãóò ñîäåð-
æàòü âèðóñû èëè âèðóñíûå ãåíû, èíòåãðèðîâàííûå â
ÄÍÊ. Òêàíè è êëåòêè ïòèö ìîãóò áûòü êîíòàìèíèðîâàíû
ýêçîãåííûìè è ýíäîãåííûìè âèðóñàìè. È õîòÿ íåò äîêà-
çàòåëüñòâ âîçìîæíîñòè ïåðåäà÷è áîëåçíè ëþäÿì ÷åðåç
ïðåïàðàòû, èçãîòîâëåííûå â òàêèõ êóëüòóðàõ, ñîâðåìåí-
íàÿ ñèòóàöèÿ ñ âèðóñîì ãðèïïà íàñòîðàæèâàåò. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ìíîãèå âàêöèíû, íàïðèìåð, ïðîòèâ æ¸ëòîé ëè-
õîðàäêè, êîðè è æèâàÿ ïðîòèâ ãðèïïà ïðîèçâîäÿòñÿ íà êó-
ðèíûõ ýìáðèîíàõ, êîòîðûå ìîãóò ñîäåðæàòü ïòè÷üè âèðó-
ñû ëåéêîçîâ.

Ïåðå÷èñëåííûå ôàêòû åùå ðàç ïîä÷åðêèâàþò çíà÷è-

ìîñòü êîíòðîëÿ êîíòàìèíàöèè êëåòîê äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ
áåçîïàñíîñòè êóëüòóð êëåòîê è ïîëó÷àåìîãî ïðåïàðàòà,
ñîãëàñíî èçâåñòíûì òðåáîâàíèÿì. Ìåòîäè÷åñêèå ïðèåìû
ïîñòîÿííî ñîâåðøåíñòâóþòñÿ è ââîäÿòñÿ íîâûå ìåòîäû
êîíòðîëÿ êëåòîê. Ïîýòîìó äëÿ êîíòðîëÿ áàíêîâ êëåòîê â
íàñòîÿùåå âðåìÿ äîïîëíèòåëüíî èñïîëüçóþò ìåòîäû
ÏÖÐ è ÈÔÀ-àíàëèçà.

Â ïîñëåäíèå ãîäû âîçíèêëî ñîâåðøåííî íîâîå íà-
ïðàâëåíèå ïî ïðèìåíåíèþ êëåòîê ÷åëîâåêà èëè æèâîò-
íûõ äëÿ ðåãåíðàòèâíîé ìåäèöèíû. Ýòî, êàê ïðàâèëî, ïåð-
âè÷íûå èëè ìàëîêóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè. Íåñìîòðÿ íà
ñåðüåçíûå óñïåõè ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû äî ñèõ ïîð
÷ðåçâû÷àéíî ñåðüåçíûìè è â áîëüøåé ñòåïåíè íåðåøåí-
íûìè îñòàþòñÿ ïðîáëåìû íîðìàòèâíî-ïðàâîâîé áàçû
äàííûõ èññëåäîâàíèé, ýòèêè è ðåëèãèè, è áåçîïàñíîñòè
èñïîëüçóåìîãî ìàòåðèàëà.
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Çàêëþ÷åíèå

Ìåòîä êóëüòóð êëåòîê ïðåòåðïåë çíà÷èòåëüíûå èçìå-
íåíèÿ è â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî ðàñïðîñòðàíåí. Øè-
ðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ìåòîäà ïðèâåëî ê óâåëè÷åíèþ
÷èñëà ëèíèé êëåòîê, âíåøíå òðóäíî îòëè÷èìûõ. Îïûò ðà-
áîòû ñ êóëüòóðàìè êëåòîê â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ ìèðà
ïîêàçàë âûñîêóþ âåðîÿòíîñòü êîíòàìèíàöèè êëåòîê íå
òîëüêî ïîñòîðîííèìè ìèêðîîðãàíèçìàìè, íî è êîíòàìè-
íàöèè êëåòîê êëåòêàìè äðóãèõ ëèíèé. Ýòà ïðîáëåìà àêòó-
àëüíà ïðè íàëè÷èè íåñêîëüêèõ ëèíèé êëåòîê â ëàáîðàòî-
ðèè, îñîáåííî çàíèìàþùåéñÿ ïîëó÷åíèåì ñîáñòâåííûõ
êóëüòóð.

Èñïîëüçîâàíèå êóëüòóð êëåòîê ñ îòñóòñòâèåì èäåíòè-
ôèêàöèîííûõ õàðàêòåðèñòèê ñòàâèò ïîä ñîìíåíèå àäåê-
âàòíîñòü ïîëó÷àåìûõ íàó÷íûõ ðåçóëüòàòîâ. Èññëåäîâàíèå
êëåòîê â ñîîòâåòñòâèè ñ ñîâðåìåííûìè òðåáîâàíèÿìè ïî-
çâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü êëåòêè è ãàðàíòèðîâàòü èõ êà-
÷åñòâî.

Îäíèìè èç âàæíåéøèõ íàïðàâëåíèé ïðàêòè÷åñêîãî
ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà ÿâëÿþòñÿ ïðîèçâîäñòâî âàêöèííûõ,
äèàãíîñòè÷åñêèõ è ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, à â ïîñëåä-
íèå ãîäû îñîáåííî àêòèâíî êóëüòóðû êëåòîê ðàññìàòðè-
âàþòñÿ, êàê ïðîäóêò äëÿ êëåòî÷íîé èëè ðåãåíåðàòèâíîé
òåðàïèè. Îñíîâîé ïîëó÷åíèÿ áåçîïàñíîãî ïðîäóêòà äîëæíà

áûòü ñòàáèëüíàÿ è áåçîïàñíàÿ ïî õàðàêòåðèñòèêàì êóëüòó-

ðà êëåòîê.

Ñèñòåìà ñîçäàíèÿ äâóõúÿðóñíîãî áàíêà êëåòîê, ïðè
êîòîðîì ñîçäàþòñÿ ïîñåâíîé è ðàáî÷èé áàíêè êëåòîê, ÿâ-
ëÿåòñÿ íàèáîëåå ïðàêòè÷íûì ïîäõîäîì äëÿ îáåñïå÷åíèÿ
ïðîäîëæèòåëüíîãî è ñòàáèëüíîãî ïðîèçâîäñòâà.

Àòòåñòàöèÿ áàíêîâ êëåòîê â ñîîòâåòñòâèè ñ ñîâðåìåí-
íûìè òðåáîâàíèÿìè, óäåëÿÿ ãëàâíîå âíèìàíèå êîíòðîëþ
áèîëîãè÷åñêîé áåçîïàñíîñòè êëåòîê è ñîõðàíåíèþ
ñâîéñòâ êëåòîê ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè, îáåñ-
ïå÷èò ñòàáèëüíîñòü è áåçîïàñíîñòü ïðîèçâîäñòâà è ïîëó-
÷àåìîãî ïðîäóêòà.

Áóðíî ðàçâèâàþùååñÿ â ïîñëåäíèå ãîäû íàïðàâëåíèå
ïî ïðèìåíåíèþ êëåòîê â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå ìîæåò
ñòàòü àëüòåðíàòèâíûì ìåòîäîì ñïàñåíèÿ áîëüíûõ ñ îñò-
ðîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ îðãàíîâ. Óñïåøíîå ïðèìåíåíèå
ìåòîäà ïîêàçàíî êàê â ìîäåëÿõ íà æèâîòíûõ, òàê è â ìå-
äèöèíñêîé ïðàêòèêå. Øèðîêîå æå ïðèìåíåíèå êëåòîê â
êëèíèêå, ê ñîæàëåíèþ, îãðàíè÷åíî èç-çà ïðîáëåìû ïîèñ-
êà èñòî÷íèêà êëåòîê.

Ðàññìàòðèâàÿ ïðîáëåìó àëëî- èëè êñåíîòðàíñïëàíòà-
öèè êëåòîê, íåîáõîäèìî äóìàòü íå òîëüêî îá ýôôåêòèâ-
íîñòè ëå÷åíèÿ ñ ïîìîùüþ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ êëåòîê,
íî è î áåçîïàñíîñòè ïåðåñàæèâàåìîãî êëåòî÷íîãî ìàòåðè-
àëà è, ïðåæäå âñåãî, îá èñêëþ÷åíèè âåðîÿòíîñòè ïåðåäà÷è
ðàçëè÷íîãî âèäà èíôåêöèé.

Ãëîññàðèé

GLP — íàäëåæàùàÿ ïðàêòèêà ïðîâåäåíèÿ ëàáîðàòîð-
íûõ èññëåäîâàíèé.

GMP — íàäëåæàùàÿ ïðàêòèêà ïðîèçâîäñòâà ìåäèöèí-
ñêèõ èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ.

HeLa — ëèíèÿ «áåññìåðòíûõ» êëåòîê, èñïîëüçóåìàÿ â
íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ. Áûëà ïîëó÷åíà 8 ôåâðàëÿ 1951 ã.
èç ðàêîâîé îïóõîëè øåéêè ìàòêè Henrietta Lack.

Áàíê êëåòîê — çàïàñ îïðåäåëåííîãî êîëè÷åñòâà àìïóë
ñ êëåòêàìè, ðàçëèòûìè èç îäíîé ïàðòèè ñóñïåíçèè êëåòîê

è çàëîæåííûõ íà õðàíåíèå ïðè òåìïåðàòóðå æèäêîãî àçî-
òà.

Äåêîíòàìèíàöèÿ — ïðîöåññ îñâîáîæäåíèÿ èëè ëå÷å-
íèÿ êëåòîê îò ïîñòîðîííåé ìèêðîôëîðû.

Äåðèâàòû HeLa — ïåðåâèâàåìûå êóëüòóðû êëåòîê ÷å-
ëîâåêà, èìåþùèå ìàðêåðíûå õðîìîñîìû, õàðàêòåðíûå
äëÿ êëåòîê ëèíèè HeLa.

Êàðèîòèï — íàáîð õðîìîñîì, õàðàêòåðíûé äëÿ âèäà
æèâîòíîãî èëè êóëüòóðû êëåòîê.

Êàðèîòèï — íàáîð õðîìîñîì, õàðàêòåðíûé äëÿ äàííî-
ãî âèäà æèâîòíîãî èëè êóëüòóðû êëåòîê.

Êîíòàìèíàöèÿ — çàðàæåíèå êóëüòóðû ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ èëè æèâîé òêàíè ÷óæåðîäíûì áèîëîãè÷åñêèì ìàòå-
ðèàëîì (âèðóñàìè, áàêòåðèÿìè, ãðèáàìè).

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê — ïðîöåññ, ïîñðåäñòâîì êî-
òîðîãî in vitro îòäåëüíûå êëåòêè (èëè åäèíñòâåííàÿ êëåò-
êà) ïðîêàðèîò è ýóêàðèîò èñêóññòâåííî âûðàùèâàþòñÿ â
êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâèÿõ.

Êóëüòóðà êëåòîê — êëåòêè, âûäåëåííûå èç òêàíè èëè
îðãàíà è âûðàùèâàåìûå â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, â óñëîâèÿõ
in vitro.

Ìàðêåðíûå õðîìîñîìû — íàáîð èçìåíåííûõ õðîìî-
ñîì, õàðàêòåðíûõ äëÿ äàííîé ëèíèè êëåòîê.

Ìèêîïëàçìà (ëàò. Mycoplasma) — ðîä áàêòåðèé êëàññà
Ìèêîïëàçìû (Mollicutes), íå èìåþùèõ êëåòî÷íîé ñòåíêè.

Ìîäàëüíûé êëàññ õðîìîñîì — ÷èñëî õðîìîñîì, ñîäåð-
æàùååñÿ â íàèáîëüøåì ÷èñëå êëåòîê äàííîé êóëüòóðû.

Ïàññàæ — ðàññåâ êëåòîê, ñíÿòûõ ñ îäíîãî êóëüòóðàëü-
íîãî ôëàêîíà íà äðóãîé.

Ïàññèðîâàíèå — ñóáêóëüòèâèðîâàíèå, ïðîöåññ ïåðå-
íîñà êëåòîê ñ îäíîãî êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà â äðóãîé.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) — òèï ïëþ-
ðèïîòåíòíûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ.
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Culture of human and animal cells:
isolation, cultivation, cryopreservation and control
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The progress in modern biology, immunology and medicine is largely due to the creation of conditions for in vi-
tro cultivation of different origin cells, to the discovery of stem and progenitor cells, and the high prospect of their
application in research and production of preparates for immunization, diagnosis and treatment. The presence of
several cell cultures in the laboratory, especially dealing with obtaining their own cell culture, a prerequisite not
only for cell contamination by foreign microorganisms but contamination by cells of other cell lines. These findings
underscore the importance of creation of specialized cell culture collections and characterization of incoming and
newly produced cell cultures used in research or in applied research. The stability of the production of drugs for
immunization, diagnosis or treatment largely depends on the stability and biosafety of used cells. Standardized
and certified cell culture is the basis for producing a safe product. Creation a system of well characterized and
controlled cell collections and certified cell banks suitable for research, development of new production technolo-
gies for medicines and treatment will ensure quality assurance, stability and security cells. In this review current
approaches and requirements for control of cell cultures, the importance of the creation and control of seed and
working cell banks used in scientific research and production, diagnosis and treatment are considered.

Keywords: cell culture, cultivation, control, safety, contamination, identification, seed and working banks, at-
testation, cell culture collection
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