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Современная стратегия борьбы с вирусными инфек
циями человека предполагает воздействие лекарствен
ными соединениями на наиболее уязвимые фазы в реп- 
ликационном цикле вируса, повышение уровня естест
венной устойчивости организма путем стимуляции не
специфических факторов защиты, вакцинации или ис
пользования иммунокорригирующей терапии.

В связи с этим определенный интерес представляют 
данные о последствиях комбинированного воздействия 
лекарственных средств с разным механизмом действия 
на уровне клетки, в частности, оценка одновременного 
влияния на клетку нескольких препаратов при отсутст
вии выраженного цитотоксического эффекта и отдален
ная реакция на воздействие данных лекарственных пре
паратов.

Морфологические изменения клеток in vitro могут 
быть одним из важных критериев «качества» схем про
тивовирусной терапии, так как лекарственные препара
ты становятся внешним фактором, изменяющим усло
вия взаимодействия клеточного и вирусного геномов.

В работе представлены данные по изменению пара
метров митотического режима стандартной клеточной 
культуры, возникающие в результате сочетанного вве
дения лекарственных препаратов, используемых при 
лечении герпетической инфекции.

Материалы и методы. Культура клеток. В ходе 
выполнения исследований была использована переви
ваемая линия клеток Л-41 КД/84 (А.С.№1331061 от 
26.11.85) [6], полученная в лаборатории клеточных 
культур ЕНИИВИ в 1984г. Культура обладает морфоло
гической однородностью и высокой пролиферативной 
активностью; сохраняет стабильность культуральных и 
морфологических характеристик, что обеспечивает стан
дартность проводимой серии экспериментов. Средой 
роста является смесь равных количеств сред 199 и Игла 
с добавлением 10% сыворотки крупного рогатого скота 
(КРС) без антибиотиков. Среда поддержания -  то же без 
КРС.

Био- и химиопрепараты. В качестве препаратов ис
пользовали ацикловир -  эталонное противогерпетиче- 
ское средство; реальдирон -  синтетический альфа- 
интерферон и неовир -  индуктор интерферона.

Для исключения токсического влияния на клетки ис
пытуемых препаратов по показателям пролиферактив- 
ной активности были рассчитаны их максимально пере
носимые дозы (МПД) -  доза вещества, не оказывающая 
видимого цитотоксического действия на клетки в куль
туре [4]. Для ацикловира МПД составила 0,002, неовира 
-  0,0125 мг/мл, реальдирона -  0,1 МЕ/мл.

Метод морфологического анализа. Культуру клеток 
выращивали на предметных стеклах в 250-мл флаконах.

Доза посадки составляла 120 тыс.кл/мл. При посадке в 
клеточную суспензию были однократно введены препа
раты в МПД. Культуру инкубировали при 37°С в тече
ние четырех пассажей. Через 24, 48, 72, 96 ч с момента 
посадки на первом и четвертом пассаже производили 
забор стекол в стерильных условиях. Стекла отмывали 
от среды в растворе Хенкса, фиксировали в 96% этило
вом спирте в течение 30 мин и оставляли в 70% этаноле 
до окраски. Препараты окрашивали гематоксилин- 
эозином по стандартной методике и заключали в баль
зам.

Результаты исследования и их обсуждение. Ин-
тактная культура перевиваемых лейкоцитов человека Л- 
41-КД/84 образует монослой, состоящий из клеток по
лигональной формы с крупными ядрами округлой фор
мы. Цитоплазма гомогенная, мелкозернистая, ядра со
держат 2-4 ядрышка. Границы между клетками хорошо 
выражены (рис. 1а). Монослой формируется на третьи 
сутки. По мере его уплотнения клетки образуют “завих
рения” по направлению к очагам пролиферации.

Митотическая активность контрольной культуры в 
данной серии экспериментов изменялась от 68,6%о к 48 
ч до 50,2%о через 96 ч роста (рис.2а). Соотношение фаз 
митоза оставалось уравновешенным: с коэффициентом 
фаз 1,6-1,5 в период подъема митотической активности 
и до 1,0 яри снижении числа митозов. Максимальное 
число патологических митозов (12,7-12%) отмечено на 
фоне максимальной митотической активности (24-48 ч 
инкубации). Разница в количестве аномалий, выявлен
ных за время наблюдения, составила 2%. Наиболее час
то в контроле встречалась патология метафаз типа от
ставания хромосом - 4,0%, полых - 2,4% и трех группо
вых -1 ,2%.

В данной работе принято во внимание, что широко 
используемые в практике противовирусные препараты 
не оказывают острого токсического действия на орга
низм. Поэтому на первом этапе были подобраны неток
сичные дозы препаратов (МПД). Расчет показал, что они 
соответствуют разовым «теоретическим» концентраци
ям при условии равномерного распределения лекарства 
среди всех биологических жидкостей организма, весе 
возможного пациента 60 кг, а жидкостном компартмен- 
те 70% [3].

Несмотря на отсутствие сдвигов пролиферативной 
активности клеток при использовании МПД-препаратов 
митотический режим культуры изменялся за счет повы
шения процента аномалий митоза, нарушения соотно
шения фаз и динамики митотической активности, по 
сравнению с контролем. При этом влияние комплекса 
препаратов на показатели митоза зависело от характера 
воздействия на митотическую активность культуры ка
ждого из препаратов в отдельности. Суммация эффектов 
влияния на морфологию клеток была выявлена для всех 
препаратов.

Так, при воздействии только ацикловиром или ре- 
альдироном наблюдалось разнонаправленное (стимуля
ция -  угнетение) действие на митотическую активность. 
В то же время, у клеток, обработанных этими препара
тами в комплексе (ацикловир+реальдирон), характер 
изменения митотической активности приближался к 
контрольным значениям (рис.2а).
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Рис 1. а) Контрольная культура клеток Л-41/КД-84; б-г) Патологические формы митозов 
в культуре Л-41/КД-84, обработанной неовиром в сочетании с реальдироном; 

б) Трехполюсная метафаза; в) Трехполюсная ранняя телофаза; г) Четырехполюсная метафаза; 
д-е) Патологические формы митозов в культуре Л-41/КД-84, обработанной ацикловиром в сочетании 

с неовиром и реальдироном; д) Отставание хромосом в анафазе; е) Полая метафаза.
Окраска гематоксилин-эозином: а-г х 400, д,е х 600

24ч 48ч 72ч 96ч

I контроль 
- • — ацикловир

-  - и  -  -  реальдирон 
— • — ацикловир + реальдирон

I контроль 
-♦ — ацикловир + реальдирон

— ■— неовир + реальдирон
— Д — ацикловир неовир + реальдирон

Рис. 2. а - Динамика митотической активности культуры клеток Л-41/КД 84, обработанной ацикловиром и 
реальдироном, в зависимости от варианта сочетания препаратов; б - Динамика митотической активности 

культуры клеток Л-41, обработанной ацикловиром, неовиром, реальдироном в зависимости 
от варианта сочетания препаратов.



Неовир и реальдирон, введенные в культуру раз
дельно, оказывали однонаправленное угнетающее 
процессы деления клеток действие. После однократ
ного введения сочетания данных преператов на пер
вом пассаже отмечено двухволновое снижение мито
тической активности на 20-30% через 24 и 72 ч на
блюдения (рис.З). Кроме того, было спровоцировано 
увеличение числа аномально делящихся клеток, пре
имущественно в фазе раннего митоза. Увеличилось 
число отставаний хромосом в метафазе, количество 
многополюсных мета- и анафаз (рис. 16, г). К 96 ч был 
отмечен рост аномалий анафаз - отставаний хромо
сом, неравномерных анафаз и появление многопо
люсных телофаз (рис 1в).

Дополнительное введение ацикловира в культуру, 
обработанную неовиром и реальдироном, вызвало 
менее выраженное количественно (максимум -  14,3 
против 17,8% при введении неовира с реальдироном), 
но более разнообразное по формам аномальное деле
ние. На рис.1д,е представлены отставание хромосом в 
анафазе, полая метафаза. Изменение параметров ми
тотической активности показано на рис.2б.

Для получения более полной оценки воздействий 
препаратов на клетки важны данные об обратимости 
либо необратимости неблагоприятных эффектов и 
способности клеток восстанавливать свои первона
чальные функции в чистой питательной среде, так 
называемый recovery test [7]. Международной про
граммой методов исследования токсичности in vitro 
для оценки долговременной токсичности принята 
экспозиция с токсикантом 5 суток и более. Преду
сматривается как постоянная инкубация с препара
том, так и несколько повторных введений его в тест- 
систему. В данном опыте изучали влияние препаратов 
на митотический режим клеток через три пассажа на 
четвертом после однократного введения препаратов. 
Установлено, что сочетание «неовир + реальдирон» 
стало фактором, препятствующим размножению 
культуры (рис.З). Зафиксировано резкое снижение 
митотической активности в течение всего четвертого 
пассажа. Митотический индекс к 48 ч составил 40% 
от контроля. До 30% возросло количество патологи
ческих митозов, коэффициент фаз через 96 ч увели
чился до 2. Встречаемость отставаний хромосом, 3- 
полюсных и моноцентрических метафаз в несколько 
раз превысила контрольные значения.

Рис.З. Динамика митотической активности куль
туры клеток J1-41 на 1-м и 4-м пассажах после одно

кратной обработки неовиром и реальдироном

Влияние других сочетаний препаратов на митоти
ческую активность культуры на четвертом пассаже 
менее выражено.

Выводы
Полученные результаты изучения влияния препа

ратов на митотический режим клеток неинфициро- 
ванной культуры представляются нам важными. В 
большинстве случаев морфологические изменения 
при воздействии малых доз химических препаратов 
носят обратимый характер, и культура восстанавлива
ется при прекращении введения веществ. Однако сле
дует учитывать, что риск развития патологии возрас
тает при увеличении времени воздействия препара
тов, присоединении дополнительных факторов, на
рушающих функциональное состояние клеточной 
системы. Отклонение параметров митоза на 30% и 
более от контрольных значений можно рассматривать 
как критический момент перестройки нормальной 
клеточной популяции в направлении патологического 
процесса. В соответствии с законом «перехода коли
чественных изменений в качественные», изменение 
качества объекта происходит тогда, когда накопление 
количественных изменений достигает так называемой 
«границы меры», составляющей относительно стан
дартной точки отсчета (нормы) 1/3 количества эле
ментов объекта [5]. Поэтому схемы сочетанного ис
пользования препаратов, например, «не- 
овир+реальдирон» в настоящей работе, вызывающие 
существенное угнетение митотической активности 
тест-культуры на фоне роста патологии деления, тре
буют более глубокого изучения до начала их практи
ческого использования.
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На рубеже ХХ-ХХ1 вв. в мире микробов определи
лись и набирают силу неблагоприятные процессы, 
развитие которых прогнозировали ранее И.В. Давы
довский (1956), А.Ф. Билибин (1967), В.А. Кордюм 
(1983) и характеризовали как потенциальную угрозу 
цивилизации от ускорения процесса эволюции мик
роорганизмов под воздействием антропогенного пре
образования среды обитания живых существ [1, 3, 4].

Действительно, в последнее время значимо воз
росла эпидемическая роль условно патогенных мик
робов, на арену возвратились "забытые старые" ин
фекции, причем в клинически измененном виде, а 
главное, появляются новые вирусные и микробные 
патогены, вызывающие тяжелые инфекционные забо
левания, против которых иммунобиологические фак
торы защиты организма человека и существующие в 
арсенале современной медицины лечебно-профилак- 
тические средства оказываются недостаточно эффек
тивными [2, 5, 6].

Поэтому можно полагать, что в условиях глобаль
ного преобразования экосферы происходят события, 
затрагивающие как микро-, так и макроорганизмы и 
сопровождающиеся нарушением закрепленного в 
эволюции равновесия во взаимоотношениях между 
ними. В частности, антропогенное преобразование 
среды обитания обусловило ускорение эволюции 
микробов, причем в данный процесс оказались вовле
ченными как патогенные, так и сапрофитные и сим- 
бионтные виды, а с другой стороны, и исторически 
сформировавшиеся системы гомеостаза организма 
человека, их функции по сохранению иммунобиоло
гического постоянства внутренней среды, обеспече
нию резистентности к развитию дисбиозов, инфекци
онных, соматических, нейро-эндокринных и других 
видов патологии [1-5,10—12].

Основываясь на теории так называемого 
"адаптационного синдрома" Г. Селье (1936), допус
тимо утверждать, что у значительной части популя
ции Н. sapiens в современной преобразующейся среде 
обитания нарастают дезадаптационные нарушения в 
функциях основных систем гомеостаза, ответствен
ных за конкретные его секторы [2,4, 5, 13].

Происходящие в биосфере процессы существенно 
влияют на сложившиеся в медико-биологических 
дисциплинах представления, ибо их последствия не 
"вписываются" в рамки классических концепций эво
люции и роли в ней микробов среды, оцениваемой 
односторонне -  преимущественно негативно. Поэто
му сегодня является актуальным изучение роли са
профитных микробов окружающей среды, равно как и 
симбионтов, в историческом формировании систем
ных взаимоотношений микро- и макроорганизмов, 
развитии систем й функций гомеостаза организма 
человека и животных, условиях возникновения пато
генов.

На необходимость такого рода исследований ука
зывал еще И.В. Давыдовский: "Чтобы предупреждать 
болезни необходимо знать закономерности их разви
тия, а эти закономерности уходят не только в глубину 
индивидуальной жизни, но и в глубь веков, в историю 
развития человечества" [3].

К аналогичному заключению в наши дни пришли 
академик РАМН Н.И. Нисевич и соавт., указывающие 
на потребность переосмысления вопросов микро- и 
макроэкологии, коэволюции в историческом прошлом 
и в условиях современной урбанизации экосферы.

Согласно вышесказанному, решение актуальной 
задачи по совершенствованию лечебно-профилакти- 
ческих мер в условиях усложнившейся эпидемиоло
гической обстановки, роста заболеваемости населения 
РФ обусловливает потребность изучения в историче
ской ретроспективе порядка и особенностей форми
рования взаимоотношений организма человека с ми
ром микробов, как древним облигатным биотическим 
фактором среды обитания, принимавшим непосред
ственное участие в развитии с начальных этапов эво
люции систем и функций гомеостаза его предков и 
испытывающим на этапе современных преобразова
ний экосферы определенные подвижки, в том числе и 
негативные по своей сути, для адекватной коррекции 
изменений иммуностимулирующего действия со сто
роны экзогенных сапрофитов среды и эндогенных 
(симбионтных) микробов [2-6, 15].

Не вызывает сомнений, что современные различия 
во взаимоотношениях человека с миром микробов, 
представленным сапрофитами, симбионтами и пато
генами, возникли в глубоком прошлом в результате 
адаптаций и коадаптаций и материальны по своей 
природе (табл.1). В их основе лежат значимые отли
чия, с одной стороны, в морфологии и физиологии 
бактерий и биохимических характеристиках содер
жащихся в них и экскретируемых наружу физиологи
чески активных микробных субстанций, а с другой 
стороны, в содержании вызываемых ими в организме 
иммунобиологических реакций и степени вовлечен
ности в эти процессы остальных, помимо иммунной, 
систем гомеостаза.

Эта связь развилась из-за многочисленности и 
распространенности микробов как одних из наиболее 
древних, наряду с водорослями, эволюционирующих 
миллионы лет существ, влияние чуждой информации 
которых в виде ДНК, РНК, антигенных и неантиген
ных (прежде всего, полисахаридных) субстанций, 
синтезированных по инородным программам [7], слу
жило конструктивным фактором (микробным факто


