Homep. OIPEAEJIEHUE AKTUBHOCTHU ®UJITPACTUMOB

Obmas ¢apmakomneiiHas CcTaTbsi pacHpOCTpaHAETCs Ha OMOJOTHMYECKUA METOoJ
ONpeNeNieHUs  aKTMBHOCTH  JIGKAPCTBEHHBIX  CPEICTB  HAa  OCHOBE  (DMITPACTUMOB
(rpanynonuTapHoro  kosonuectumynupyoomero  ¢akropa (I-KC®), mnomydeHHoro 1o
texHojoruu pexomOunantHod JIHK). Metox ocHOBaH Ha CHOCOOHOCTH (MIITPACTUMOB B
YCIOBHSX IN VItr0 CTUMYJIMPOBATH MPOIH(EPAIMIO KIETOK JHHUHU, 4yBCTBUTEIbHOU K [-KC®.

AKTHUBHOCTh (HIITPACTHUMOB ONPEACISAIOT MyTEM CPaBHEHHS Pa3BEICHHH HCIBITYEMOTO
oOpa3lia C pasBeleHUSIMU MEXKIYHAPOJHOIO CTaHIAPTHOrO oO0pas3la TpaHyJIOLUTAPHOIO
KOJIOHHECTUMYJIUPYIOIIETO (PakTOopa WM JAPYroro MOIXOASIIEr0 CTaHAAPTHOTO oO0pasma
dunrpacTuMa, KAITMOPOBAaHHOTO B MEXAyHapoaHbIX eauHuax (ME).

3a MEXIyHApOAHYIO €IWHHUIY MNPUHUMAIOT akTUBHOCTH [-KC® B omnpenenéHHOM
KOJIMUECTBE MEXKJYHApOJAHOIO CTaHAapTHOro oOpasla, ycTaHaBluBaeMyio BcemupHoi
OpraHM3anueil 37paBoOXpaHeHus. MeXIyHapoJIHbI CTaHAAPTHBIA oOpas3el NpeiCTaBIIsET
co00il NMMOGUIN3UPOBAHHBIM KOHIIEHTPAT TIPAHYJIOMUTAPHOTO KOJOHUECTUMYIHPYIOIIETO
¢dakTopa, MOJy4eHHOT0 10 TeXHOJoruu pekoMOunantHoi JTHK.

METO]1

[TpoBoasT UCHBITAaHHE C TMPUMEHEHHUEM MOAXOMASANICH KICTOYHOM JTHMHUY, Hanpumep, M-
NFS-60 (ATCC Ne CRL-1838) mnu NFS-60 (CLS Ne 400301). KiteTounyro JTMHUIO HHKYOHPYIOT
C Pa3IMYHBIMHU pa3BeICHUAMHU HCIBITYeMOro o0Opasua u cranaaptHoro obpasna ['-KCM, 3arem
IPOBOJIAT KOJMYECTBEHHYIO OLEHKY KJICTOYHOH Mpoiudepanii ¢ MOMOIIBIO TETPA30JIUs COJH,
WIM TeTpa3oius OpoMHIa, WIM IIyTeM OKpPAlIMBaHUS MNOJXOISAIINM  (IIyOpECIEHTHBIM
KkpacuteseM. JlonycTUMO HCIOJIb30BaHHE AbTEPHATHBHBIX METOJIOB KOJMUYECTBEHHOH OLICHKH
KJIETOYHOH mponudepanuy, Takux Kak H3MepeHne BHyTpukierodynoro AT® c¢ momomipro
OMOIIOMUHECIIEHIIMU oL epassl,

Vcnosusa nposedenuss ucnvimanus (KOHyeHmpayus K1emok, epeMs UHKyOayuu, 3mansi
PA36e0eHUst) COOMBEMCMEYIOWUM — 00pA30M  A0ANMUpPylOm ¢  NPoBeOeHuem  Baiudayuu
MemooOuKu.

METOHKA 1 (C UCITIOJIb30BAHUEM KJIETOYHOH! JITMHUU M-NFS-60)

Bo Bce nyHku 96-IyHOYHOTO MHMKpOIUIaHIIETa momemaT 50 MKI mnoaxojsiien
KyJbTypaJIbHOW cpenbl. B JyHKH, mpeqHa3sHauyeHHBIE IS KOHTPOJS KIIETOK, ITOTOJHUTEIHHO
npubasisaoT 50 MKJI MOAXOASIIEH KylnbTypallbHOM cpelbl. B apyrue cooTBeTCTBYIOLIME TYHKU
JIOTIOJTHUTENFHO TPUOABISAIOT 1O S0 MKJI TIpeIBapUTENbHBIX Pa3BEACHUN HCIBITYEMOTO H
cranaaptHoro oopasuos (koHuneHtparus 800 ME/Mit) ¢ cepueid M3 JecCsITH MOCIENOBATEIbHBIX
JIBYKPATHBIX Pa3BeIeHUI JIIsl MOCTPOEHUS KaauOpoBOYHOIO rpaduka (B TPEX MOBTOPHOCTSIX).

Totosst cycrensuio kinerok muund M-NFS-60 ¢ xonmenrtpammeii 7,0 x 10° kietok B
MIUTHIATPE, B KOTOPYIO MOOABISIOT 2-MepKanmosmaron P 10 KOHEYHOW KOHIIEHTpAIH
0,1MM. B kaxaywo JyHKY TOATOTOBIEHHOTO MHKpOIUIAHIIETa MomemaT 1o 50 Mkia
NPUTOTOBIICHHON KJIETOYHOW CYCTIEH3HMH, MOIICPKUBAs KIETKH B TOMOTEHHOM COCTOSIHUH BO
BpeMs J00aBIEHHUS.

NHkyOupyIOT MUKpOIUIAaHIIET B MHKYOATOpE ¢ OTHOCUTEIHHOM BIaKHOCTHIO 95 % mpu
temneparype ot 36 °C no 38 °C B Teuenue ot 44 4 1o 48 4 B atMocepe yriekucinoro rasa ot
5% no 7 %.

Ilo oxoHUaHMM mepHoJa HMHKYOALMHM B KaXIyl0 JYHKY mOpubaBisor mo 20 Mk
CTEPHIIBHOTO pacTBOpa S /1 mempaszonus conu P v TOBTOPHO WHKYOUPYIOT B TE€YCHHE YETHIPEX
4acoB B TeX ke ycioBusx. Ilocie 3aBepuieHUs MHKYOAlIUM M3MEPSIOT ONTHYECKYIO TNIOTHOCTD
(2.1.2.24) npu amune BosHbl 490 HM.



METO/HKA 2 (C UCITIOJIb30BAHUEM KJIETOYHOH JIMHUHU NFS-60)

Bo Bce nyHku 96-IyHOYHOTO MUKpOIUIaHIIETa MOMEImAaT S50 MKI MOaXOAsuIeH
KyJIbTypalbHOU cpenbl. B nyHKH, mpeqHa3sHayeHHbIE A KOHTPOJS KIETOK, JOIMOJHUTEIHHO
npubaBisAoT 50 MK TOIXOASIIEeH KyJIbTypallbHON cpeibl. B Ipyrue cooTBETCTBYIOMINME JTYHKH
JOTIOJTHUTENBHO NPUOABIAIOT MO S50 MKJI TpeBapUTEIbHBIX pa3BEACHUN HCIBITYEMOTO W
crangaptHoro oopasios (kouueHTpaus 200 ME/Mi) ¢ cepueii U3 JIeCATH MOCICI0BATEIbHBIX
JIBYKPATHBIX Pa3BEeIECHUH U1 MOCTPOCHHS KaTMOPOBOUHOTO rpaduka (B TPEX MOBTOPHOCTSIX ).

l'otoBar cycnen3uto kierok auHUM NFS-60 ¢ koHmentparmumen 1,5 x 10° KIIeTOK B
MWUIHJIUTPE, B KOTOPYIO NOOABIAIOT 2-MepKanmodmaron P 10 KOHEYHOH KOHILIEHTpAIUH
0,1 MM. B xaxaywoo IJyHKY M[OATOTOBIEHHOTO MHUKpoIUaHiiera nomemarT mo 100 Mk
NPUTOTOBJICHHON KJIETOYHON CYCHEH3UH, MOJACP)KHUBAs KIETKH B TOMOTEHHOM COCTOSIHUH BO
BpeMs 100aBIICHUS.

WNHKyOupyIOT MUKPOIUIAHIIET B MHKYOATOpe ¢ OTHOCHUTENLHOW BIIAXXHOCTBIO 95 % mpu
temneparype ot 36 °C no 38 °C B Teuenue ot 44 4 1o 48 u B atMocepe yriekucinoro rasza ot
4,5% 10 5,5%. Ilo okoHuaHMM WHKYOAIMH MPOBOAAT 00PaOOTKY HMIIM OKpAIIMBAHHE KIETOK
OJIHUM U3 MIPEJICTABJICHHBIX HUXKE CIIOCOOO0B.

OxpamuBaHue KJIETOK pe3a3ypuHOM

B xaxnyro nynky mnpubaBmsror mo 20 mxn pactBopa 0,15 mr/mn pesasypuna P B
gochamnom 3adyghepennom coneeom pacmeope ¢ pH 7,4 P v MOBTOPHO UHKYOHPYIOT B TCUCHUE
MOJIXO/ISAIIET0 BPEMEHH 0 MOSBICHUS IPaJUeHTHON OKpacku, Hanpumep, B Tedenue 4 4. [locne
3aBepIIEHUS] MHKYOAlMU TUIAHIIETHl MPU MOJXOMISANIMX YCIOBUSX BCTPSIXUBAIOT B TEYCHUE S5—
10 MUH ¥ U3MEpSAIOT YpPOBEeHb (IYOpeCUEHIMM Ha IUIAHIIETHOM AaHalIu3aTope MpHu
YCTAaHOBJICHHOH JTMHE BOJHBI B30y kaenus 530 uMm u smuccun 620 HM.

O0padoTKa KJIeTOK TeTpa30Jmus OPOMHIOM

B xaxmyro myHKy BHOCAT 110 20 MKJI CTEpHIIBHOTO pacTBopa 5 r/nm mempazonus obpomuda
P, BcTpsiXuBaroT B TedeHHe 1—2 MUH U TOBTOPHO MHKYOUPYIOT OT 3 4 70 4 4. [Tocie 3aBepiieHus
WHKYOAIMK B KXYy JYHKY NpuOaBisioT ot 50 M 1o 80 MK MOIXOAAIIETO JTU3UPYIOIIEro
pacTBopa U MPOJOIIKAIOT HHKYOUpOBaTh He MeHee 17 4 u He Oonee 24 u.

[Tocne 3aBepmieHHMs] WHKYOAIlMHM TUIAHIIETHI BCTPSAXHBAIOT W H3MEPSIOT ONTHYECKYIO
mwioTHOCTh (2.1.2.24) npu munHe BOdHBI 550 HM M KOPPEKTHPYIOLIeH THMHE BOJNHBI 690 HM.
HaxonsaT pasHocTh 3HaU€HUI ONTUYECKON MIIOTHOCTH, MOJIYYEHHBIX NP JAJIUHE BOJIHBI 550 HM U
690 HMm. B nanpHeimmx pacuérax UCHOIb3YIOT CKOPPEKTHPOBAHHBIE 3HAUCHHUS.

O0padoTKa KJIETOK TeTPa30JHs COJIbI0

B xaxayro nyHky npuOaBisioT mo 20 MKJI CTEPHIIBHOTO pacTBopa S I/ mempazonus
conu P ¥ TIOBTOPHO HMHKYOMPYIOT B TedeHHe 4 9 B Tex ke ychnoBusx. [locie 3aBeprieHus
MHKYOAIMM NU3MEPSIOT ONTUYECKYIO MIIOTHOCTD (2.1.2.24) npu ynue BoaHb! 490 HM.

YYET PE3VJIbTATOB

PaccunThIBalOT aKTUBHOCTH HCHBITYEeMOTO oOpa3illa MOIXOSMIIMM CTaTUCTHUYECKUM
METOJIOM, HalIpUMEp, METO/IOM MapauIeIbHbIX MpsMbIxX (2.3.12.0).

PaccuntanHas akTUBHOCTH nobKHA ObITh He MeHee 80 % wu He OGonee 125 % ot
3asBJICHHOM AaKTHUBHOCTH, JOBEpPUTENbHBIM wuHTepBasn (P=0,95) paccuuTaHHOM aKTHUBHOCTHU
JoJKeH ObITh He MeHee 74 % u He 6onee 136 % OT 3asBIEHHON aKTUBHOCTH.

PesynbTaThl HCIIBITAHUS CYUTAIOT JOCTOBEPHBIMH, €CITH:

— CTaTUCTUYECKUI aHamu3 MOATBEPKIAeT OTCYTCTBHE OTKJIOHEHUH OT JMHEWHOCTH U
napajieIbHOCTH KPUBOM 3aBUCUMOCTH «J[03a — OTBET» LISl HCIIBITYEMOT0 00pasiia B CpaBHEHUN
CO cTaHmapTHBIM o0Opasnom (P=0,95);

— KO3 HUIIMEHT NETCPMHUHALINH, OIPENESIEMbId ISl KPUBOW 3aBUCHMOCTH OTBETa OT
JI03BI CTAHAAPTHOTO 00pa3siia U UCIBITYyeMOTo 00pasia (RZ), nokeH ObITh He MeHee 0,95;

-—K03(G(ULMEHTHl BapHallMiM 3HAYEHUN ONTHYECKOW IUIOTHOCTH WJIM  E€AMHHIL
¢dayopecuenmu (RSD, %) m1st moBTOpHOCTEH Ka)XI0ro pasBeleHHs] CTaHIapTHOTO oOpasua u
HCIIBITYeMOT0 00pasiia J0KHBI ObITh HEe Oonee 25 %.



CJIEZIYIOLINI PA3JIEJ TPUBOIUTCS JUUTSI THOOPMAILIU

[ToaroroBka KJIETOUHOM KYIbTYPBI MOKET OCYIIECTBISITHCS CIEAYIOIIUM 00pazoM.

Hnaxmueuposanue coleopomku Kposu Kpynno2o pozcamoz2o ckoma. CbhIBOPOTKY KpOBU
KPYITHOTO POraToro CKOTa BBIACP)KUBAIOT B BOJSIHOW OaHe mpu Temiiepatype 56 °C B TeUeHHE OT
30 muH 1o 40 muH.

Kynemypanvnas cpeoa 6azoeasn
Cpena RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) 6e3 rinyramuna 435 mi
PactBop antuOuoTnkoB (comepkut 5000 equHUI] NMEHUIWIIAHA W 5 MT 50 a1
CTpEeNTOMUIIMHA B 1 MIT) '
200 MM pactBop erymamura P 5,0 M
1M pactBop 2-[4-(2-T'uapoxcudTui)nunepasuH-1-mi|3TaHcyiibHoHOBOM

5,0 mu

kucinotsl (HEPES)
HMHakTUBUpOBaHHASI CHIBOPOTKA KPOBH KPYITHOTO POraToro CKOTa 50 M

IIpoyedypa pasmopadicusanus u Kyiemuguposanus kiemox. KpuonpoOupKy H3BIEKAIOT
U3 KPUOXPaHWIHING, OBICTPO IMMOMENIAIOT B BOJSHYIO OaHr0 mpu Temneparype ot 35 °C go 39 °C
U YaCTUYHO Pa3MOPAXKUBAIOT CYCIEH3UIO (B KPHOMPOOUPKE MOJKEH OCTaThCsl HEOONbIION
Kycouek Jipja). IlepeHocsaT cycneH3ui0 B CTEpUIIBHYIO LEHTPUDPYXKHYIO IpOOHPKY
BMecTuMocThi0 50 My, coxepxkairyro oT 20 mn go 30 M KyJabTypanbHOW Cpeasl 0a30BO,
npeaBapuTeNbHO HArpeToit 1o temmneparypsl oT 15 °C mo 25 °C, u uentpudyrupytor npu 1000 g
B TedueHue S5 MuH npu Ttemmeparype oT 15°C po 25°C. CnuBaroT CymnepHATaHT U
pecyCcneHANPYIOT B MPEABAPUTEIILHO Harperoi no temmeparypsl 37 °C KynbTypaabHON cpese
0a3oBoii B oObemMe OT Swmi a0 7 mia. [IpousBogsAT MOACUET KIETOK U OMPENEeNsIOT HX
KHU3HECTIOCOOHOCTh. JKM3HECTIOCOOHOCTh KIIETOK IIOCJIE BOCCTAHOBICHHS JIOJDKHA OBITH HE
menee 70 %.

Knerkn mepeHOCAT B KyJIbTypaldbHBIH (IakoH (IUIOMIagh TIOBEPXHOCTH 25 CMZ),
coJiepKaluii oT 5 M 10 7 MII KyJlIbTypalbHOM cpeibl 6a30BOM, NMpenBapUTENbHO HArpeTo 10
temneparypsl 37 °C, u ot 1 HI/MIT 10 2 HI/MIT pOCTOBOTO (hakTopa (Hampumep, HHTEPIICHKUH-3).
Kynetusupyioor B CO,-unkybatope B TeueHue He MeHee 48 u 1 He Oosiee 72 4 B CTaHJApTHBIX
ycloBusX. E’XeIHEBHO NPOM3BOAAT BHM3YyaJbHYIO OLIEHKY pOcTa U MOP(]OIOTHH KIETOK C
MOMOIIIBI0O  MHBEPTHUPOBAHHOIO  MHKpockoma. llepeceBaioT KIETKHM TpPH  JOCTHXKEHUH
koHIeHTpanuu ot 0,5 10° kieTok B MuuTIIIATpe 10 1,5 % 10° kitetok B Musutatpe. o
UCTIBITAaHHUS HEOOXOJIUMMO TIpOBEJIEeHHEe He MeHee TpEX Maccaked KIeTOK (maccax rocie
pa3MOpaKMBaHUs KJIETOK CUUTAETCS HYJEBbIM). JlomycTUMBIN Auana3oH KOJIMYeCTBa Maccaken
(mepeceBOB) JOJKEH OBITh MOATBEPKAEH SKCIIEPUMEHTATbHBIMU JAHHBIMM WJIH ONpeIesEH
COTJIACHO yKa3aHUsM macropTa (cepTudukara) Ha KICTOUHYIO KYJIbTYpY.

Iloozomosxa knemounoti cycnensuu aunuti M-NFS-60 u NFS-60 x wucnvimanuio.
[lepeHocsAT cCycneH3W0 U3 KYJIbTypaJbHOro (iakoHa B LEHTPUDYKHYIO TPOOHPKY
BMecTUMOCThI0 50 M1 1 ieHTpudyrupytor npu 1000 g B TeueHre 5 MUH NpH TeMIlEpaType OT
15 °C no 25 °C. CynepHaraHT yAajsioT, KIETKH PECYCIIEHIUPYIOT B MIPEABAPUTEIHHO HArPETOM
no temmeparypsl 37 °C KynbTypalbHOW cpere 0a3oBoii B oO0beme oTlS5 Mn mo 20 mu, u
MOBTOPSIIOT TPOIEAypy LEHTpU(YTrupoBaHUS HE MEHee ABYX pa3 Ulsl yAaJeHUs OCTaTKOB
poctoBoro ¢akropa. IIpou3BoasaT MOACUET KIETOK M OLEHKY >KM3HECIOCOOHOCTH, KOTOpas
nopkHa ObiTh He MeHee 90 %. Jlnsg wuWCHBITaHWS TOTOBST CYCIEH3WIO C  TMOIXOJAIICH
KOHIIEHTpPAIlUEH KIETOK.



