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AKTyaabHlcTb. Паренххматозн! кл1тини печ1ккй, т виконують 
льш1сть органоспециф1чних функцхй, на протяз! багатьох рок1в е 
деллю для ЕИЕчення рхзвих еторхн метабол13му печхнки, питань 
генераци i канцерогенезу цього органу, для токсиколог1чних i 
рмаколог1чних дослхдлень. В останне дееятил1ття широко 
сл1дзкуиться можлиЕост! вастосування 1вольовзних гепатоцит1Е 
я тиг«асоЕого органозамхщення при еахворюнанках печхнки, 
Еляеться перепектиЕНим використання ix при вродзкених ензимопа-
ях. 

Рхшення названих експериментальних та кл1н1чних задач е ре-
ъним при наявност! значних запас!в гепатоцитхв s тцош'аш 
оетя><!и i Еисогаш функцюнальним потенциалом. 

Шзькотешератзфне консервування е сьогодн! майже безаль-
рнатиЕним заеобом гбереження зна^теох к1лькост1 кдхтинного 1ла-
рхалу без великих нитрат 1 бхльш тривадий час, нхж це {лззышво 
, допомогою культивування або Г1потерм1чкого зберхгання кл1тин. 
йоби оц1нки ц1лоет1 р1зних метабол:'-тих функцхй Е cycnensii 
патоцит1В, др широко використовуються на противt перших К1ль-
X годин П1сля BiflirpiEy, не дають адекватного уяЕлення про 
ллиЕост! цих клхтин до тривалого специфичного ^^шкцтонування. 
нкц1онування деконсервованих гепатоцит1в п1сля ix трансплан-
« i i в организм теоретично мозке вважатися найбхльш переконливим 
казниклм життездатноет! цих кл1тин, проте на практиц! об'екти-
а оцхнка функцЮнальних властивостей трансплантованих гепато-
TiE не мозке бути одержана через вплив на них в цих умовах чис-
нних неконтрольованих факторов, в першу чергу, з боку п^унно! 
стеми рецип1€нта, i немолливост: реестрацИ к1лькоот1 житте-
дтних пересаджених клхтин. На нинхашШ час абсолитним по-
гником б10лог1чно1 ПОЕНОЩННОСТХ хзольованих гепатоцит1Е >юже 
ажатися ix здатнхсть до хснувзння в умовах культивування з де-
нстрацхею елементарних та специфхчних функц1й. 

Засоби крхоклнсервування розроблялися головним чином для 
патоцитхв грйзун1в i, в меншхй Mipi, людини. Розширення спект-
' експериментальних об'екттв, щр досл1джуються E-Kpio6ioaorii, 
поможе ЕИЯЕИТИ видов! та EiKOBi особливост! крхочутдиЕост! та-
;х Еисоко спец1ал18ованих клхтин, якими е гепатоцити. Гепатоци-

cEHHi, шр е тваринокз, CTpyirrypa i функц!! печ1нки яко! 
Д1бн1 до людських, не привернули до цього часу належно! уваги 
боку кр1об1олог1Е; игэ не вивчений ЕПЛИЕ процесу низькотешера-
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тзфного консервування на 1гольован1 клхтини печшки новонародзк 
них поросят. KpiM того, доц1льн1сть такого вивчення е очевиднс 
як 8 теоретичного, так i з практичного бокхв, оск1лькй.розм1 
поросячо! печ1нки довволяе вилучити гначну К1льк1сть кл1тин. 

Таким чином, метою досл1дження було вивчення впливу уме 
низькотемпературного консервування на бхологхчну ц1л1сть гепатс 
цит1Б ноЕОнародзкених поросят при культивуванн!. 

Для досягненна qiei мети мали бути вирхшеними так! задач!: 
- вхдробити умоБи вид!лення i культивування 180Льованих г€ 

патоцитхв ноЕонароджених поросят; 
- оц1Нити адгееиЕН! та прол{феративн1 якост! i здзтнють j. 

синтезу сечоБИНИ св1жо1вольованих гепатоцит1в новонароджених пс 
росят в культур!; 

- ЕИЕЧИТИ Еплив кр!опротектор!в (дазО, I1EO-400, IIE0-150C 
на морфо-функц!ональний стан деконсервованих гепатоцитгв; 

- вивчити ЕПЛИВ ШБИдкостей зашрозкування на б!олог!чк 
якост! деконсервованих гепатохрггхв новонароджених поросят. 

Наукова новизна. Кдхтмни печ1нки новонароджених поросят 
НОЕИМ об'ектом для кр!об!олог!1. Шерше досл!джено вплиз р!зни 
режим!в низькотемпературного консервування з використанням дво 
ШБидкостей заморожування ! грьох кр!опротектор!в екетра- i ендо 
целюляркого ТИП!Е д!! на структурну ! (&шкц!ональну ц!л!сть ге 
патоцит!в новонароджених поросят; як тест на б!олог!чну ПОЕ 
ноц!нн!сть кл!тин був використаний такий хнтегральний показник 
як IX здатнхсть до !снуЕання в умовах культивування. Впера 
виявлено специф!чн!сть впливу ЩХ), ПЕО400 i ПЕО-1500 
середоЕИщ! заморожування на адгевивн! якост! гепатоцит!Е. Уста 
ноЕлено можлив!сть реал!зац!1 високого прол!фератиБНОго по 
тенцгалу деконсервованих гепатоцит!в новонароджених поросят 
1^льтур! при в!дсутност! в середовищ! гормонов ! фактор!в росту 

Теоретичне i_ практичне значения. 
Печ!нка новонароджених поросят дозволяе одержувати вначну 

к!льк!сть кл!тин, як! по функц!ональним якостяы вельми под!бн 
до лвдських, шр станоЕить ix ц!нн!сть з точки гору кл!н!чног 
застосування, оск!льки в 1̂ >ому випадку зкюнвуеться небезпек 
BipycHHx заражень i не постае певних етичних проблем, шр !снует 
при робот! 3 лвдським матер!алом. 1озробка заход!в низькотемпе 
ратурного 8бер!гання !зольованих гепатоцит!в поросят дозволит 
задовольнити потреби експериментально! i кл1н!чно1 ьдадицини 
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великлй к1лькосг1 цих клхтин. Для крюконсервування гепатоцитхв 
ноЕОнародгкених поросят е встановленою бгльш висока ефектиЕН1СТЬ 
застосування Д}/Юб в концентр.ац1 i 10Х в поргвнянн! з ПЕО-400 та 
ПЕО1500. Установлено оборотность знккення активност! прол1фе-
рац!! i синтезу еечовини в культур! деконсервованих гепатоцитхв 
ноБонароджених поросят. 

До з.зхисту Еиноеяться так! положения: 
1. Гепатощети поросят, нативн! i П1сля низькоте^дпературного 

консервування, здатн! до активно! прол1фзрац11 в культур! без 
абагачекня середовкша ростовимк i гормональнада факторам!. 

2. 1снуе р1зниця у ЕПЛКЕ! кр1опротекгор1Е Л}ЮО, IIEO-400, 
IIEO1500 ка адгезивн! якост! деконсервованих гепато1дит!в НОЕОНЗ-
род.чсених поросят. Здатнгсть кл1тин до прикр1плення та розпласту-
вання н.а1й1льи висока пхсля заморожув.ання ix з ДМСО; найменш 
ефектиЕний - IIEO-40Q. 

3. й13ькоте!,С1ературне консервування в присутност! 10% Д},ЮО 
i 10% ПЕО-1500 Еккликае оборотне зниження активност! прол1.фе-
р.ац! i та сечовиноутворення в культур! гепатоцит1Е новонародкених 
поросят. 11отр1бний певний лагентний пер1од (1-2 дсби) для 
вхдновлення дослтддуваних функц1й до р1Еня контролю. 

Апробац1я роботи. Матерхали дисерта1;1йно1 роботи докла-
далися t обгоЕорювалися на конферен1;1ЯХ молодкх вчених IIIKiK АН 
Украхни (м. XapKiB, 1991 р . , 1992 р . , 1993 р . ) ; на III 
Бсесоюзн1й нарад! по культивуванню клхгин i тканин (м. Пущине, 
1990 р . ) , на науково-практичней конферен!;!! "Структур-
но-функц1ональн1 одиниц! та ix компоненти в органах В1сцеральних 
систем в норм! i патолог!i" (м. Харкхв, 1S91 р.) 

1^бд1кац11. За матер1алами дисертац1!5но1 роботи опубл1коЕа-
Hi 4 друкован! роботи. 

<3бсяг X структура роботи. Дисертацхя виклздена на 108 
CTopiHKax машинописного тексту, складаеться а вступу, огляду 
Л1тератури, опису махер1ал1В i методхв дослхдження, двох глав 
результатхв власних досл1дяйнь та ix обговорення, заключения i 
BHCHOEKiB. MicTHTb 3 табли!;! i 19 малюнкхв. Список використанох 
лхтератури мае 179 найменувань. 

МАТЕР1АЛ I МЕТОДИ Д0СЛ1ДЖЕННЯ 

Як об'ект дослхдження використовували печткку новонародже-
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н ж поросят. Маса печ1нки складае 23±4 г. 
До осноЕИ методики одержанкя гепатоцитхв покладеко спосхб 

двохступ1нчасто1 перфуеп печшки (Seglen, 1976) в Бикористанням 
сум1Ш1 пр«парат1Е бактерхально! (Streptomyces sp.) колагенави з 
р1зним сгупенем очи2^ння; 0,05?̂  мент очищено! колагенави ГЗХ та 
0,01% - Г10Х, б1льш очищено! (маркхровка виробника, Н Ю "Фер­
мент", м. Вильнюс). 

Для постановки культури суспензию, шр М1стила не .менш, н1к 
30% ст1йких до зажиттевих барвникхЕ клхтин, доводили до концент-
рац11 1Б0 тис кл1тин/мл i Еис!Бали в пластиков! чашки Петр! 
("Ленмедпол1мер") дгаметром 35 мм, як1 буди покрит! пл1ВКою ко-
лагену 8 сухожиль хвоста щур1в, пос1вна доза - 450 тис кШ-
тин/чашку. Прикршлення гепатоцитхв вхдбувалося в середовищ! 199 
при 37°С на протяз! 1 год в умовах абсолкянох вологост!. IfoTiM 
Р1дину 3 кл1тинами, щр не прикршилися, видаляли, до чашок при­
ливали 3 мл середовищ Лейбовича L-15 ("Serva") з глютамином, 
доповненого 10% ембрхональнох телячо1Е сироватки (ETC), пен1цил1-
ном и стрептом1цином з роврахунку 100 од/мл i 100 мг/мл 
Е1дпов1дно. Культивування Ехдбувалось на протяз! 3-5 д1б. 

Крюконсервування гепато1дат1Е здгйскювали в сахарозному се­
ре довищ!, яке додаткоБо Mi стило 20% ETC. Як крхопротеьяор 
Еикористовували ДМСО, ПЕО-400 або ПЕС-1500. Кожний досл1Д)цуЕаний 
кр1опротектор бр.али в концентрацшх 5%, 10%, 20%. Зразки 
охолодиували л1Н1ано з швидкхстю l^C/XE 1 10°С/хЕ до -70° С, 
noTiM переносили для збереження при -196° С Е редкий азот. 
Б1д1гр1Еання проводили на водянШ бан! при +37° С, пхслн чого 
кл1тини сгупенево вхдмивали В1Д кр10протектора. 

Яйгатегдатн1сть одержано! cycneHsii визначали через 
забарвлення ix впальним барвником трипановим син1м. Cnoctepi-
гали також зажиттеву флуоресценцхю кл1тин П1сля подвхйного 
забарвлення ix ФДА i бром!дом ет1д1я. 

ЕфектиБН1Сть посхву гепатоцитхв визначали як вхдношення 
числа кл1тин, що прикрепились на протяз! 1 години, до числа хно-
кульованих життездатних кл1тин, i виражали у Е1ДСОТКЗХ. АКТИВ-
HicTb прикрШлення renaToiflrriE oцiнювaли через вхдношення К1Л1>-
KocTi кл1тин, щр ЕИЯВЛЯЛИСЬ на П1Дложц1 за 1 добу культивування, 
до числа кл1тин, що прикр!пилися за 1 годину п!сля nociBy. В 
добов1й культур! нативних i деконсервованих гепатоцит1в 
визначали частку розпластаних кл1тин щодо загально! К1льксст! 



[рикрхплених кл1тин. 
Пролхферативний потенциал культури гепатоцит1Е Еизначали 

;а методом гхстоавторадшграфп по р1Еню включения м1ченого три-
•isM ТИМ1ЛКНУ до ДНК гепатоцит1в П1сля 1мпульсного введення 
юпередника. 

УтЕорення еечоЕини • гепатоцита}ии в культур! визначали за 
[опомогоЕ стандартного набору реактиЕ1в ("Lachema", Чехосло-
!аччина). 

Лэкзл1зац1ю аль^фетопротехну в нативних гепатоцитах на 3-ю 
5-у добу культивування виявляли непряг.шм i мунопероксид.азнкм 

ютодом. Ця частина ДОСЛ1ДЛЙННЯ здхйснювалась на баз! 1нстктуту 
анцерогенеза ЮНЦ РАН (м. Шеква) в лаборатор!! tMyHoxiMii, де 
|уло лкй'язно кадано yci необх1дн1 (латерхали i методичку 
•опомогу. 

Одержан: результати виЕчення адгезивних якостей гепатоциттв 
радхоавтографхчного анал1зу обробляли статистично за методом 

[астотного анал1зу на ЕОМ-4. Для обробки даних щодо р1вня жит-
'ездатноет! i активност! синтезу сечовини застосовували метод 
!т>юдента-Фшера. Рхзницю вважали досговхрною, якщо рхвень зна-
1ущрст1 складав 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ Л0СЛ1ДЖЕНЬ ТА IX ОБГОЮРЕННЯ 

НатиЕн! гепатоцити новонароджених поросят тримали на протя-
;i 5 Д1б в традиц1йних утиов-зх моношарно! культури, 
[иттегдатн1сть св1жэ23ольоЕаних гепатоцитхв с>;ладала 78+65̂ . 
[хсля 1х noctEy через 1 годину 1нкубац1 i при 37 С на п1дложи1 
1ИЯЕЛялоаь близько 68Х гепатоцитдв, уведених до культури. М1к-
юскопхчке спостерекення культури нативних гепатоцитхв на протя-
Л п'яти Д1б .показало, що ца система диЕа.м1чно розвиваеться i 
[роходить стадп становлення або .адаптацг!, тимчасово! стабь'п-
;ац11 г, нарешт!, стадш регресивних зм1нювань. '1ага адаптац! i 
арактеризуетьея етапом прикрхплення, розпластування t-jiiTHH : 
юрмув-ання моношзрних дьтянок в культурi. Ш протяз! 1-3 дсби 
ахтини пхдтримують полхгональну фор?лу i иають морфологг^ну 
;од1бН1сть до гепатоцитхЕ в структур! тканини печхнки. На 5-ту 
;обу культивування мокошар клхтик морфолопчно змгньэеться. Його 
•крем! менш щхльн! дглянки нзбувають вид RGTOKIB, Ш,О складаються 

трохи Еигянутих КЛ1ТИК, орхентованкк удсвж cci потоку, хоч 
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значка частина кл1тш ше s6eptrae полхгональну форму. В це 
пер1од Е культур!"виявляються кл1тини, шр синтезують альфафетоп 
ротехн. Модиф1кац1я монотару гепатоцит1Е на 5-ту добу може бут 
ознакою 1нЕ0Л1ац1йних змшювань в культур!, шр п1дтверджуеться щ 
й експреехею синтезу альфафетопротехна. В норм! синтез альфафе 
топроте!на в клхткнах свинячо! печ!нки припиняеться на етап 
внутр!шньоугробного розЕитку. Отзке, наяЕн!сть в культур! кл!тин 
щр синтезують аль(|афетопроте !н, е овнакою ембр!онал!зац1! культу 
ри. Такий розЕиток гепатоциггЕ неонатадьних поросят в у)/ОЕа 
традиц!йно1 культури е закономхрним i уагодиуеться з результата 
1Л1, щр були одержан! при к^льтивуванн! гепагоцитхв !нших вид! 
тварин. 

Ife4iHKQSi кглтини новонароджених поросят як експерименталь 
на модель привертагоь тим, шр вони достатньо диференц!йоБан! дл 
Еикокання специф!чних печ!нкоЕИх функд!й, наприклад, ыожуть ак 
тивно акукчулювати жовчн! клслоти, до того ж тривал!ше, н!ж:гепа 
тоцити щур1Е чи людини, або метабол!зуЕати ксеноб!отики. Разом 
ТИМ гепатощти новонародзкених поросят ЕИЯВЛЯЮТЬ ЕИСОК! резерв 
прол!ферац!!, як! забезпечують нормальне прот!кання процес! 
постнатального розвитку органу в ц!лому. 

Дина!^!ку участ! кл!тин в синтез! ДНК п!д час культивуванн 
гепатоцит!Е показано на мал. 1. Анал!з рад1оавтограф!Б кл!тинни 
культур- показав, шр нативн! гепатоцити збер!гають здатн!сть д 
синтезу ДНК на протяз! усього строку спостереження - 5 д!б. Ре 
ал!8ац!я вдатност! кл!тин печ!нкл поросят прол!феруЕати в умова 
культивування Е!дбуЕаеться поступоЕО. На протяз! перших трьо 
д!б культивування к!льк!сть кл!тин, щр синтезують ДНК 
зб!льшуеться б!льше, н!ж у 6 раз!Б, досягаючи на третю доб 
13,0±1,5 %. На 5-у добу Н-тим!дин включало близько 10% ядер-ге 
патоцит!Е. Особливо пом!тно появления в 3-добов!й культур 
гепатоцит!Е неонатапьних поросят кл!тин у стан! м!тотичног 
д!лення, оск!льки м!тоги в культур! гепатоцитхв дорослих твари 
зустр!чакп'ься дуже р!дко. 

Уявлення про ступ!нь пролхфератиЕНо! активност! гепатоцит! 
ноЕонародзжних поросят дае пор!Еняння, досить умовне, результа 
т!в наших експеримент!Е з дангаж рад!оаЕтограф!чного анал!зу ак 
тиЕност! включения Н-тим!дину в ДНК гепатоцитхв щур!в in viv 
п!еля д ! ! на тканину печ!нки р!зних пошкоджуючих фактор!в, як! 
сильними стимуляторами регенерац!! печ!нки. 1ндекл м!чення яде 

б 



I 3 4 

А О Б А к У Л Ь Т И в У В А Н Н Я 

Шл.1. Динам1ка прол1ферац1! в культур! св1ж)18ольованих 
гепатоцит1в. * - ргзниод з попередн1м строком спостереження 
е достоверною (Р<0,05). 
renaTouwriB пхсля хронично! хитоксикацЛ чотирьоххлористю/! вуг-
лйцем, частково! гепатектом!i, локальних кр!овплиБань на дв! 
частки печ1нки не перевищував в,14Х (Сандомирський, 1992). 
Клхтини в культур! е 1зольованими Е1Д неконтрольовано! регуляц!! 
регенерац!i з боку ендокр!нно1, !мунно! та нервово! систем, тому 
!ндеко м!чення ядер гепагощтхв поросят близько 13 %, ир 
рееструеться на 3-ю добу культивування, св!дчигь про реал!зац!ю 
високих внутр!шн!х peeepElB прол!ферац!! саме гепатоцит!в. Таким 
чином, в умовах наюго експерименту, св!лю!зольован! гепатоцити 
новонкроджених поросят п1сля перходу адаптац!! вступакггь у фазу 
активно!' прол!ферац1 i, яка досягае п!ку на 3 добу культивування. 
Бона тривае принайми! до 5 доби i стае фоном для !НБОЛВД!ЙНИХ 
зм!нпЕань в культур!, щр вхдгначаються на цей строк 
опост«реження морфолоПчно !, як буде показано нижче, б!ох!м!-
чно. Наведен! результати п!дтверджуюгь наявн1сть високого 
прол!феративного потенц!алу в гепатоцитах поросят, який гют 
проявлятися в середоЕИщ!, яке не м!стить стимуляторов росту. 

Оц1нка специф!чно1 для гепатоцит!в функц!! сечовиноутворен-
ня, шр е проявом анешкоддувально! фун:?ц!1 печ!нки, показала', що 
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робота цикла синтезу сечовини в нзгивних гепатоцитах найб}льше 
ефекгиБна в першу добу культивування (мал.2). К:льк1сть сечовини 
складала близько 10,5 мкмоль/доб 10*кл1тин. Щтл подальшому пере-
буванн! культури до друго! доби швидкЮть синтезу сечовини вни-
жуетьея у два рази, залишаючись проте достатньо шсокою i незм1-
нною до третьеi доби (близько 5,5 мкшль/доб 10 вл1тин). 3 ура-
хуванкям того, вр на 1 г мокрог ваги печхнки стае близько 10 
кл1тин, i пор1вншчи одержан! в наших експериментах значения з 
акгивнхстю сечовиноутворення в органхем! людини (близько 20 
г/доб, тобто 0,33 моль/доб), показано, шр це величини того самого 
роду. На 5-у добу Б середоБИщ! культивування нативних гепато-

_цит1в энайдено слхдов! кхлькссг! сечовини. Ш протяз! 5-i доби 
утворення сечовини складае близько 1 мкмоль/10 кд1тин. 

Р1зке зниження синтезу сечовини нативними гепатоцитами п1д 
час 2-i доби культивування. як видно, обумовлккться метабол1чни-
т перебудовами у культивованих клхтинах. В1домо, шр cBiJiwiso-
льован! гепатоцити на протяз! перших к1лькох годин пхсля вид1ле-
ння перебувають у стан! негативного азотистого балансу (Лук'яно-

Мав. 2. Дшам1ка швидкост! синтезу сечовини в культур! св!-
лю!зольованих гепатоцит!в. * - р!эниця 8 попередн!м пер1одом 
спостереження е достов1рною (Р<0,05). 
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;а, 1985). Його породзтено зрудйнням р1вноБаги М1Ж швидкхстю ути-
[1зац11 i утЕоренкя амхнокислот до катаболхчного напряму б1Лко-
юго обмшу. Шсилення розпаду б1лка призводить до пхдвищення 
|бСЯГУ В1ЛЬНИХ аминокислот в ЦИТОЗОЛ! КЛ1ТИНИ 1, В1ДП0В1ДН0, 
:убстрат1в для утворення сечовини, чим, молливо, пояснюеться 
«сока активнхсть синтезу сечовини в 1-у добу культивування ге-
ятоцитхв. Л1М1туючим моментом в процес! утворення сечовини може 
|ути нестача енергг! в кдхтинах, осклльки енергетичн! потреби 
;иктеау достатньо велик! i теоретично склздзюгь 4 ш л я АТФ/моль 
«чоЕИни. Мззкна припустити, щр зниження uieii функц!! в гепатоци-
ах новонароджених поросят на 2-у добу культивування спричикене 
;естачею в клхтинах АТФ. Проте ШЕИДКХСТЬ синтезу сечовини 
:1дтримуеться на пост1йному i високому ф!г1олог!чно1'1у piBHi на 
ротяз! друго1-третьо1 д'оби, пр свхдчить про достатн!й енерге-
ичний потенциал системи. Мэдуляц!я активностей специф!чних фер-
isHTin, шр описана для культивованих гепатоцит!Е щур^в, 
тосуеться i ферментхв, пр катал!гують реакцх! циклу сечовиноут-
орення (Guffuen-Guillouzo С , Guillouzo А., 1983). Може бути, шр 
:изька швидк1сть утЕореиня сечовини, i-ка рееструеться у наших 
кспериментах на 5-у добу культивування гепатоцит!Е поросят, 
буыовлена збитком активност! специф1чних ферментов цього про-
рсу i е одн1ею з ознак регресивних змхншань Е культур!. 

Щ)оцес низькотемпературного консервування !кдукту€ низку 
труктурно-1(йтабол1чних змхн в 180льоЕаиих гепатоцитах, щр поз-
ачаеться i на здатност! илх кл!тии до перебування в умовах 
ультивування. Результати оц!нки життездатиост! гепатоцит!Е за 
X ст1йк1стю до забарЕлення трипановим син!м п!сля ycix вар!-
HTiB замороиування показан! в таблиц!. Шсля Е!д1гр!вайня пере-
ажну к!льк!сть незабарвлених кл!тин, в середньому близько 68% 
1Д контролю, одержували у зрааках, щр заморожували з 105! ДМСО 
ри швидкост! охолодження Х^С/хв. Трохи нижче {05<Р<0,1) була 
иттеадатн1сть гепатоцит!в при використанн! 10Х J 20Z ПЕСЫБОО г 
вома швидкостями охолодження та 10^ ЛЫСО при швидкост! заморо-
ування Ю'с/хв. У iflix сер!ях експеримент!в к!льк!сть кл!тин, шр 
ули ст!йкими до забарвлення трипановим син!м, складала близько 
ОХ. иалоефективним в наших досл!дженнях виявився ПБО-400: за 
cilia режимами гаморожуваня Б!Н забезпечував близько 30% в!д 
онтролю життездатних гепато1дат!Б. ТривалЮть збереження на про-
яз1 в!д трьох д!б до ДЕОх м!сяц!в не впливала на,ж!ттездатн!сть 



Таблиця. 
Яитт€здатн1сть* (X) гепатоциттв П1сля кр1оконсервування 

- - • ' ; • • ' - | - ••' - " - . .. • " • • - , 

Кр1опротектор 1 Концентра-1 Швидк1сть заморологвання | 

1 (%) 1 l^C/XB 1 Ю^С/хв 1 

ДУСО 1 5 1 58±4 1 52+4 | 
1 10 1 68±5 i 60±4 1 
1 20 1 54±4 1 45±3 1 

IIE0-400 1 5 1 25±4 | 28±5 | 
1 10 1 29±5 1 29±3 i 
1 20 1 31±3. 1 24±3 1 

ПЕО-1500 1 5 1 48±б | 42±4 | 
1 10 1 б1±4 1 60±3 1 
1 20 1 65±6 1 62±4 1 
1 ' ' 1 

* - Житхеадатн1сть крхоконсервованих гепатоцитхв визначали п 
21дношеннп частки живих KniTim в cycneHsti п!сля BtAirpiB 
i вхдшзвання вхд крхопротектора до частки живих клхтин 
cycneHsii П1сля видтлення (контролю). 

роз»*зро»ених гепатоцитхв за Bcix умов експерименту. 
Тестування кл1тин по трипановрму синьому дозволяв виявит 

тяхк! пошкодження бар'ерних властивостей мек^ранн i часто да 
завишэн! показники б1олог1чно! ц1лост1 клхтин. Абсолютним лабо 
раторним показником б1олог1чно! ц1лост1 тоже ввазкатись здатн1ст 
кл1тин до тснування в культур*- Ф и одержанн! первиннох культур 
печтнкозих кл1тин важливим е егап прикрхплення, \sp обумовлюетьс 
як' збереЛИНИЯМ адгезивиих якостей влаоне гепатоцитхв, тобто I 
8датн1стю до активного контакту з сум1жними клхтинами 
р13номан1тними субстратами б1олог1чаого i неб1олог1чного по 
ходження, так i наявнгстю необххдних компонент1в системи кудьтн 
вування. Гепатоодти, шр перенесли yci опробуван! умови зам 
роз1?уБання-Б1Д1гр1ву, по ефективност! пос1ву значно поступаютьс 
св1зю180дьоЕаним кп1тинам (мал-3). 1з суспензИ нативних гепато 
цит1в, шр вносяться до культури, на протяз! години п1сля noclE 
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% во 

то 
контроль 

ч дмсо 
пео-1500 пео-1500' 

-аео-400^;. 
< ^ -

^ 5 % ^ 10 2 ЕЯЯО % 

Мал. 3. Ефективнхеть посхву нативких i декоксервоваких 
гепатоцит1Е поросят. ШЕИДК1СТЬ заморохування: А - 1 С/хв; 
Б - 10° С/хв. 
ос1дае i прикршлюеться до подложки близько 68% клхтин. В 
досдхдних трупах здатн1сть до прикршлення краще зберхгакггь ге-
патоцитй П1сля заморой!уЕанкя в середовщ! г ЩХ} без залежност! 
В1Д його концентрац!! i швидкост! охолодкення суспензх!, хоч еф-
фектиЕНХсть поехву знижуеться (лайже до 40%. Кл1тини, шр були за­
морожен! за ус1ма режимами з 1ШО1500, виявляють е||йКтиЕН1сть 
TOciBy на piEHi близько ЗОХ. Викориотання IIE0-400 забезпечуе 
прикр1ПЛйння менш HIK ЕОХ експлзнтованих кл1тш. Привертае увагу 
факт зниження на 10-15Х ефектиЕНОст: поству гепатоцитхв, шр були 
замороййН! П1Д захистом 10% и 20%IIEO-1500, прдо клхтин, при за-

'шрожуванн! яких використовували ДКЮО в концентрац11 10%. Сл1д 
познач1СТИ,~ шр показники зшттездатноетi по трипзноЕО>лу синьому 
цих експериментальних труп 1дентйчн1 (табл.), але пря>(!01 коре-
ляц1К мтж ефективн1стю посхву та стхйкЮтю клхтинно! мембрани до 
зажиттевого барвника не виявлено. 

В оптимальних уиоъэх. для повноцгнних гепатоцит1в на протяз! 
наступнйх к1лькох годин П1сля nociEy влаетиве розпластування на 
колагенов1м матрикс!, щр е Ютотним для багатьох внутр1кл1тинних 
процесхв С синтез ДНК, РНК, пролхфераЩя та хн.). По здатностх до 
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розпластування найбтльш блйзьк{ до натиЕНИх клгтин гепатоцити, 
шр були заморожен: з Д Ш О незадегшо в1д його концентрацп i 
швидкост! охолодження - 80% розпластаних гепатоцитхЕ. Пхсля Bcix 
EaptaHTiB кршконсервувакня з Ш > 4 0 0 i I1E0-1500 близько 402 
кл1тин, що прикршились, не адата! до розпластування. 

Одержан! дан! същчать про те, що кр!оконсерЕуЕання ЕИКЛИ-
кае Е гепатоцитах ряд SMIH, що в умовах налюго експерименту про-
являеться у вниженн! ефеетивност! пос!ву i здатност! до розплас-
тування в культур!. Шжна припустити, що це пов'язане з пошкод-
кенням структур, що спосередковують Еваемод!ю кл!тин з позакл!-
тинним матриксом, або такю-ш мод!ф1кац!ями плазматично! мембра-
ни, коли неможшЕою е перебудова геометр!i контактуючо! поверхн! 
кл1тини (Blanguet Р. R. , 1983). 3 !ншого боку, в!домо, що енерге-
тика ! редокс-статус кл!тини, локал!зац!я !он!в ! ро8под!л мета-
6ОЛ1Т!Е в компартментах е фактора)й1, що.контролюють орган!8.ац!ю 
цитсскелета !, опосередковано, поверхн! кл!тини (Лукьянова,1985). 

Найб!ль!а прим!тною е знайдена специф!чн!сть впливу виду ви-
користаного кр!протектора на збереження адгезивних якостей роз-
кюрожених гепатоцит!Е. За тим в межах кокно! сер!! експеримент!Е, 
де використовували один з трьох випробуваних кр!опротектор!в, не 
Б!дзначено впливу концентрац!! кр1опротекторз ! швидкост! замо-
розкування на ефективн!сть nociEy гепатоцит!в та !х здатн!сть до 
розпластування. Еайменш поикоджуючим для реал!зац!! адгезивних 
якостей гепатоцит!в в культур! е кр!оконсерЕування iix в 
присутност! ЛЫСО. Застосування при заморожуванн! гепатоцит!Е по­
росят IIEO-400 ! ПЕО-1500 веде до б!лы2 драматичнйх насл1дк!в. 

Оцхнка адгезивних якостей гепатоцит^в п!сля кр!оконсер-
вування дае !нтегральне уявдення про збереження кл!тин, бо 
вхдбивае стан комплексу внутр!кл!тинних под!й, як! необххдн! для 
реал!зац!! таких первиниих реакцхй кл!тини, як прикрхплення i 
розпластування на субстрат!. При цьому немае абсолютно! коре-
ляц!1 м!ж житт€здатн!стю печ1нкових кл!тин, що визначаетьея за 
трипановим сингм, i iix здатнзстю до прояву адгезивних якостей !п 
vitro: -ст!йк!сть плазматично! мембрани до барвника не гарантуе 
збережйння здатност! до прикр!плюЕання i розплаетзгвання. Е!льш 
того, кл!тини демонструють р!зний ступ!нь збереження адгезивних 
якостей при од»аков!й життездатност! суспенз!! гепатоцитхв, що в 
наших експеримектах спостер!гали-п!сля заыорожування кл!тйн з 
10% i 202 ПЕО-1500 за двома режимами охолодження та з 10% ДМСО -
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is швидкЛстю lo" С/хв. Як видно, в доповнення до методу 
забарвлення трипановим CHHIM е сенс БИКористовуБати як прсстий i 
цоступний експрес-тест 0Ц1нку ефективност! nocisy гепатоцит1в на 
талагеноБИй матрикс, шо лозволяе характеризувати б1льш БИСОКИЙ 
piBeHb зСереження кл1тин. 

Комплексне урахування життездатност i (табл.) i ступеня 
збереження адгезивних якостей (мал. 3) показало перевагу 
використання 10% ДМЗО i швидкост! охолодлйння 1°С/ХБ. Б сер1ях, 
це застосовували ПЕС, по сукупност! даних тесту трипанового си-
нього i оц1нки ефективност! поству та здатност! клхтин до 
розпластування б1льш висок! i рхвнозначн! результати одер-̂ чували 
3 10% t 20% I1E0-1500 i двома пвидкостяш охолодження. Виявилось 
Ц1кавим пор1вняти, як в npoueci культивування реалхзуються 61-
осинтетичн! функц!i гепатоцит1в поросят П1сля низькотемператур-
ного консервування з кр1опротекторами pisHoi природи. Для 
спостереження на протяз! трьох дхб ь^ультивування взяли клхтини 
п1сля заморожування 1з швидкхстю 1°С/ХЕ Б присутност! 10% ЛМСО 
або 10% Ш О - 1 5 0 0 . 

В ц1лому динамхка включения меченого тим1дину до ДНК гепа-
то1дит1В, що були KpioKOHcepBOBaHt з ДМСО i ПЕС-1500, аналог5чна 
до Tiei, fflo cnocTepiraeTbCH в культур! св1!ю1зольованих гепато-
цитхв. Тимчасове зниження синтезу ДНК вхдносно контролю 
спостерхгаеться на протязх першоЬдругог доби культивування 
розморожених клхтин. 1МЯ за 1-у добу складае мекш, Н1ж 0,5% в 
обох cepiflx експеримент1в, шр достов1рно нижче контролю (мал. 
4). За 2-у добу спостереження в культур! гепатоцит1в, що були 
KpioKORcepEOBaHi з Д Ш О i ПЕО-1500,^Н-тим1ДИН включаоть 1,5+0,6% 
1 0,9+0,8% (Р>0,05) КЛ1ТИН Б!ДГ10В1ДНО, ЩО приблизно в 3,5 рази 
менше, н1ж в культур! нативних кл1тин. На прстязх третье! доби 
спостер!гаеться висока, на р!вн! контролю^ активность синтезу 
ДНК в культур! розморожених гепатоцит!Б незалежно Е1Д виду вико-
ристаного кр!опротектора. 

Бивчення функц!! сечовиноутворення деконсервованих кл!тин 
показало, що иа протяз! l-i доби культивування гепатоцити, як! 
були заморожен! а 10% ДМСО ! 10% IIEO-1500, виробляють близько 
60% в!д р!вня синтезу сечовини нативними клгтинами (мал.5). Шт!м 
спостерхгаеться тенденц!я до незначного зниження активност! сечо­
виноутворення деконсервованих гепатоцйт!в, проте показники ц1е1 
функц!! залишаюггься досить високими i стаб!льними на протяз! 
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Уал. 4. Дйнаыхка прол14ерац11 в культур! свЬгзхгольованих i 
крЮконсервоЕаних в 10% ДМСО або 10% ПЕО-1500 гепатоцитхв. 

2 3 АрБА КУПИИВ>вАННЯ 

Е2 

Шл. 5. Сйнтее сечовини в культур! св1ж)1ВОЛьоБаних 1 
крЮконсервованих а 10?. ДМСО або 10%' ПЕО1500 гепатотдитхв. 
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друго1-трегьо1 доби культивування. Зважаючи на те, що реакцИ 
процесу сечовиноутворення npoTiKaxwb, у р1зних компартментах 
кл1тини, в м1Тохондр1ЯХ i в цитоплазм!, через його вгдноЕлення в 
розморожених клхтинах до рхЕня контролю до 2-i доби культивуван­
ня мояща побхчно зробити висновок про зберезхення системи енерго-
забезпечення, мембрано-транспортних npoueeiE в м1Т0Х0НДр1ях, ак-
тивност! ферментно! системи циклу сечовиноутворення. Вид Kpion-
ротектора не спричиняе достоверно! рхзницх в активност! синтезу 
сечовини Mix екопериментальними трупами. 

В цхлому, гепатоцити, шр були заморогкеи! s ДМСО i IIE0-1500 
i зберегли спроможн1сть до перебування в культур!, 1дентичн1 за 
покагника>д1 синтезу ДНК i сечовини. Щрикультивуванн! на протяз! 
трьох Д1б i св1жо13ольоБан1, i кр1оконсервоЕан1 гепатоцити 
зазнають пер^оди адапгац!! до шших умов середовищз i тимчасово! 
стаб1Д1зац11 функцгй. Зниження функц1й в гепатоцитах Шсля про­
цесу кргоконсервування оборотне. Потрхбний певний латентний 
перход , в наших експериментах одна-дв! доби, для вхдновлення 
функц1й, тр спостерхгаюгься, до контрольного р1вня. Аналоггчну 
тривалхсть латентного перхода спостерхгали в культур! деконсер-
вованих гепатоцит1в людики (Dou et al., 1992). Такий самий вплив 
1ср!оконсервування е виявленим i для !нших б!олог!чних О6Ч'КТ!Е. 
Вхдновлення низкл ферментативних реакц!й i ф!з!олог!чних функц!й 
не вхдбуваеться одночаоно з розмерзанням, отже, потр!бний додат-
ковий чае до периоду природно! адаптац!i для репарац!! нелеталь-
них пошкодзкень кл1тйн. 

ВИСНОВКИ 
1. Встановлено, щр !8ольоЕан! гепатоцити новонароджених по­

росят спроможн! п!сля низькотемпературного консервування до 
хснування в культур! !з збереженням ряда елементзрних ! спе-
циф!чних функц!й. 

2. Виявлено рхзницю у вплив! кр!опротектор!Е ЛМСО, ПЕО-400, 
ПЕО-1500 на адгезиЕн! якост! деконсервованих гепатоцит!Е новона-
роджених поросят. Здатн!сть кл!тин до прикр!плення та розпласту-
Бання.найб!льш висока п!сля гаморожування ix ъ присутност! ДМСО; 
найменш ефективний - ПЕО-400. 

3. Показано в!дсутн!сть впливу вмкористаних швидкоотей за-
морожування (1 С/хв ! ю'с/хв) ! концентрац!й кр!опротектор1Е 
(52, 10Х, 20Х) на збереження здатност! гепатоципв до 
прикрхпдення i рогпластування на колагеновей п!дложц!. 
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4. Виявлена 1дентичн1сть покаеникхв динамики синтеау ДНК i 
сечоЕини Е культур! гепатоцит1Е новонародяйних поросят БХСЛЯ 
крюкснсерЕування s 10й Д}АЗЭ або 10?/ПЕ0-1500. 

5. Шзькотемпературне консервування в 10% ДШО i 10% 
IIEC>-1500 хндуктуе оборотне-внижйння зктивноет! пролхферац:: та 
сечоЕККоутЕорення в культур! гепатоцитхв новонародшних поросят. 
Потрхбни!̂  иевний латентний пер!од (1-2 доби) для Е!дновлення 
дослгджуваних функцзй до р!Бня контролю. 

6. За оценкою ст1йкоет! плавматично! мембрани до трипано-
Еого синього i по збереженню здатност! И1!тин до прикргплення i 
розплзетування на субстрат! показано' найб!льшу ефектиБНгсть ДШО 
в концектрац!i 10% для кр!оконсерЕуЕання гепатоциттв ковона-
роджених поросят. 

?. ВияЕленс, Ецо гепатоцйти новонароджених поросят, нативн! 
i Aev:oHeepBOEaHi, манл-ь високий прол1фератиЕний потенц!ал i 
вдатн! до Еступу в З-фазу кл!тинного циклу при Е!дсутност! 
додаткоЕИХ ростоЕих i гормонзльних факторов в середовищ культи-
вування. Пролхферуюча культура гепатоцит1Е ноЕонароджених по­
росят мозсй бути еручною моделлю для Еипробовуъання гепатотропних 
фа:'иТор!Е, як стюлуляторхв, так i !нгиб!тор!в. 

СПИСОК 0ПУБЛ1К0ВАНИХ ЗА ТЕМОЮ ДИСЕРТАЦ!1 ЪОВП. 
1. Волкова Н. А., Еедочкина И. В. Культивирование печеночных клеток 

новорожденных поросят / / Культивирование клеток ЖИЕОТНЫХ И че­
ловека. Тез. докл. П1 Всесоюзного совещания 13-15 феЕр.аля 1990 
г. , г. Пущино. - и., 1990. - С. 81-82. 

2. Волкова R А., Ее дочкина И. В. , Сигал Е С. Способность гепатоци-
тов поросят к пролиферации в культуре / / Структурно-функцио-
н.альные единицы и их компоненты в органах висцеральных систем 
в норме и патологии. Тез. докл. научно-практич. конференции, 
1-3 октября 1991. - }ЬрькоБ,'1991. - С. 45. 

3. Бе дочкина И. В. , Волкова Е. А. Культивирование гепатоцитов ново­
рожденных поросят /7 '15тда$лентальные и прикладные пробле>̂ ы 
криобиологии / Шд ред. Г. А. Бабийчука. - >ЬрькоБ, 1993. - С. 
13-16. 

4. ^дочкина И. В. , азлкова Е А. Адгезивные способности изолиро­
ванных гепатоцитов новорожденных поросят после низкоте»<шера-
турного консервирования / / Проблемы криобиологии . - 1994. - N 
2. - С. 52-54. 

16 


