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В органотипической культуре исследовали сочетанное влияние ингибитора синтеза ДНК цикло-
фосфана, используемого для моделирования резорбтивного действия иприта, с полипептидом 
кортексином или с каждой из 20 кодируемых аминокислот на развитие процессов клеточной 

пролиферации в эксплантатах коры головного мозга крыс. При сочетанном введении циклофосфана 
совместно с кортексином или с каждой из 20 кодируемых аминокислот, за исключением глицина, на-
блюдалась отмена ингибирующего влияния цитостатического вещества. Таким образом, кортексин 
и аминокислоты оказывают протекторное влияние на клеточную пролиферацию в культуре ткани 
ЦНС при действии ипритоподобных веществ.
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Введение.  Актуальной проблемой клиниче-
ской токсикологии является поиск веществ, спо-
собных оказывать протекторное действие при 
нарушениях синтеза и репарации ДНК, возни-
кающих как результат действия таких токсикан-
тов, как иприты и иприто-подобные соединения, 
а также цитостатические препараты. Одним из 
основных патогенетических особенностей дей-
ствия иприта на организм является  чрезвы-
чайная вялость процессов регенерации тканей, 
развитие кахексии, депрессии, ослабление за-
щитных иммунологических реакций организма 
[1]. Для моделирования действия иприта исполь-
зуется противоопухолевый цитостатик цикло-
фосфан.  Молекулярный механизм токсического 
действия циклофосфана, как у иприта, связан с 
его алкилирующими свойствамии и с угнетением 
системы антиоксидантной защиты [2,3]. 

В последние десятилетия большое внимание 
уделяется комплексным полипептидным препа-
ратам, существенно увеличивающим регенера-
ционные способности различных тканей за счет 

стимуляции процессов репарации и синтеза ДНК 
[4-6]. Один из таких препаратов - кортексин, пред-
ставляющий комплекс полипептидных фракций, 
экстрагированных из мозга телят, используется в 
неврологической практике и предположительно 
может оказать защиту от повреждающего дей-
ствия факторов химической природы. В недав-
них работах [7,8], показано, что в органотипиче-
ской культуре ткани каждая из 20 кодируемых 
аминокислот оказывает различное - стимули-
рующее или ингибирующее, - влияние на разви-
тие эксплантатов. Органотипическое культиви-
рование фрагментов тканей и анализ зоны роста 
эксплантатов является наиболее адекватным и 
удобным методом для быстрой количественной 
оценки направленности влияния исследуемых 
биологически активных веществ. Целью дан-
ной работы явилось исследование влияния ком-
плексного пептида кортексина и 20 кодируемых 
аминокислот в присутствии циклофосфана на 
развитие органотипической культуры коры го-
ловного мозга крыс.
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Материалы и методы исследования. Орга-
нотипическое культивирование тканей прово-
дили в стерильных условиях. В экспериментах 
использовано 1200 фрагментов коры головного 
мозга 3-месячных самцов крыс линии Вистар. 
Фрагменты коры головного помещали в чашки 
Петри с питательной средой, состоящей из 35% 
среды Игла, 35% раствора Хенкса, 25% феталь-
ной телячьей сыворотки с добавлением глюко-
зы (0,6%), гентамицина (100 ед/мл). Использо-
ваны комплексный биорегуляторный пептид 
кортексин,  L-аминокислоты (фирма «Sigma» 
США) – глицин (Gly), аланин (Ala), аспарагин 
(Asn), гистидин (His), лизин (Lys), серин (Ser), 
глютамин (Gln), аргинин (Arg), пролин (Pro), 
аспарагиновая (Asp) и глутаминовая (Glu) кис-
лоты, тирозин (Tyr), цистеин (Cys), валин (Val), 
треонин (Thr), метионин (Met), лейцин (Leu), 
изолейцин (Ile), фенилаланин (Phe), триптофан 
(Trp). Для пептида эффективной концентраци-
ей было 2 нг/мл, для аминокислот 0,05 нг/мл, для 
циклофосфана 1 мкг/мл. Чашки Петри помеща-
ли в термостат при температуре 37оС и 5% СО2 
и через 3 сут просматривали под фазово-кон-
трастным микроскопом с микротеленасадкой 
(серия 10, МТН-13 «Альфа-Телеком»).  Исполь-
зуя программу PhotoM 1.2. определяли индекс 
площади (ИП) в условных единицах, как соот-
ношение площади эксплантата (вместе с зоной 
выселяющихся клеток) к площади центральной 
зоны. Достоверность различий сравниваемых 
средних значений ИП контрольных и опыт-
ных образцов оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента с использованием пакета программ 
«Microsoft Excell».

Результаты и обсуждение. В 1-е сутки куль-
тивирования происходило распластывание экс-
плантатов на коллагеновой подложке, выселение 
пролиферирующих и мигрирующих нейроци-
тов, глиоцитов, фибробластов. Через 3 сут, если 
в эксперименте имелась стимуляция развития зо-
ны роста в результате клеточной пролиферации, 
ИП экспериментальных эксплантатов увеличи-
вался по сравнению с ИП контрольных эксплан-
татов. 

В первой серии опытов циклофосфан вводи-
ли в культуральную среду эксплантатов коры 
головного мозга в концентрациях 0,1-10 мкг/мл. 
Обнаружено, что уже начиная с концентрации 
0,1 мкг/мл начиналось частичное ингибирова-
ние зоны роста, что приводило к статистически 
достоверному уменьшению индекса площади 
на 18±3% (n=20, р<0,05), по сравнению с кон-
трольными значениями (n=19). При дальнейших 
увеличениях концентраций рост эксплантатов 
затормаживался еще больше. При концентра-
ции циклофосфана 0,5 мкг/мл ИП экспланта-
тов уменьшался уже на 25±5% (n=18, р<0,05), 
по сравнению с индексом площади в контроле 
(n=20). При введении циклофосфана в культу-
ральную среду в концентрации 1 мкг/мл воз-
никало статистически достоверное угнетение 
развития эксплантатов коры головного мозга 
крыс, ИП был меньше на 23-32% , чем ИП кон-
трольных эксплантатов.

При изолированном введении в культураль-
ную среду кортексина в эффективной концен-
трации 2 нг/мл  выявлено статистически досто-
верное увеличение зоны роста эксплантатов и 
ИП увеличивался на 28±5% (n=20, р<0,05), по 
сравнению с значением ИП в  контроле (n=19) 
(табл. 1). При сочетанном действии циклофос-
фана с кортексином наблюдалось устранение 
ингибирующего влияния цитостатика и стати-
стически не достоверная стимуляция роста экс-
плантатов коры головного мозга на 7±3% (n=20, 
р<0,05) по сравнению с контрольным значением 
ИП (n=20). Для того, чтобы подтвердить протек-
торное действие кортексина на фоне  действии 
цитостатика, были проведены эксперименты с 
введением этих веществ с интервалами во вре-
мени 10 мин после введения каждого препарата. 
Ингибирующее влияние циклофосфана умень-
шилось при одновременном введении веществ 
в целом на 31%, а при разновременном на 3% и 
6% (табл. 1).

Таким образом, наиболее эффективное про-
текторное влияние происходит при одновремен-
ном введении в питательную среду полипептида 
и цитостатика. 

Таблица 1
Влияние кортексина и циклофосфана (ЦФ) на индекс площади (ИП) эксплантатов коры головного 

мозга крыс

ИП (% ) по отношению к контролю

Кортексин ЦФ Кортексин 
одновременно с ЦФ

Кортексин,через 10 
мин ЦФ

ЦФ,через 10 мин 
кортексин

+28±5* -24±5* 7±3 -18±5* -21±3*

Примечание: *р< 0,05 по сравнению с показателем в контроле.
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Изучены влияния аминокислот на экспланта-
ты коры головного мозга. При изолированном 
введении в культуральную среду гистидина, глу-
таминовой и аспарагиновой кислот, валина, тре-
онина, метионина, лейцина, изолейцина обнару-
жено увеличение ИП эксплантатов на 24-50%, по 
сравнению с контрольными ИП (табл.2).       

При сочетанном введении циклофосфана в 
культуральную среду в концентрации 1 мкг/мл 
с глутаминовой кислотой в эффективной кон-

центрации 0,05 нг/мл, происходило устранение 
угнетающего эффекта на эксплантаты, которое 
выражалось в том, что устраненялось ингибиру-
ющее влияние циклофосфана, снижающее ИП 
на 32±4 % (n=24, р<0,05), по сравнению с контро-
лем (n=20), и происходило статистически не до-
стоверное увеличение зоны роста эксплантатов 
на 6±2% (n=24, р>0,05) Таким образом, ингибиру-
ющее влияние циклофосфана в целом уменьши-
лось на 38% (рис.1).

Таблица 2
Влияние аминокислот, циклофосфана и их сочетаний на индекс площади  
(% по отношению к контролю) эксплантатов коры головного мозга крыс

Аминокислоты (АК) АК (0,05 нг/мл) Циклофосфан (ЦФ) (1 мкг/мл) ЦФ+АК

Gly -30±9* -29±5* -27±3*

Ala 3±1 -25±3* 2±1

Asn 5±3 -32±7* 11±5

Нys +42±7* -27±3* -8±3

Lys 3±2 -29±5* -10±2

Ser -5±2 -31±5* -3±1

Gln -15±6 -23±2* -4±2

Arg 8±5 -25±5* 8±3

Pro -23±2* -24±3* -15±2

Glu 24±3* -32±4* 6±2

Asp +47±7* -27±2* 1±1

Cys -2±1 -27±5* 7±1

Tyr -20±5* -29±7* -5±3

Val +50±9* -25±5* 9±5

Thr +41±5* -29±5* 4±3

Met +39±9* -25±7* -11±5

Leu +45±11* -27±5* -7±1

Ile +42±9* -28±7* 3±1

Phe -7±5 -31±9* -6±2

Trp -18±3* -26±5* 8±3

Примечание: * р<0,05 по сравнению с контролем. 
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Устранение ингибирующего влияния цито-
статика на культуру нервной ткани на 17-21% 
отмечалось также при сочетанном действии с 
аминокислотами (за исключением глицина), не 
оказывавшими стимулирующего влияния на 
эксплантаты. Полученные нами данные пока-
зывают, что кодируемые аминокислоты, явля-
ющиеся простейшими регуляторами физиоло-
гических функций [9-11], способны устранять 
ингибирующий эффект циклофосфана в орга-
нотипической культуре нервной ткани. В насто-
ящее время накапливаются данные, подтверж-
дающие концепцию о том, что в организме 
имеются относительно независимые регуля-
торные системы – пептидная и аминокислотная 
[12-13]. Результаты наших экспериментов пока-
зывают, что полипептид и кодируемые амино-
кислоты могут оказывать протекторное дей-
ствие в присутствии цитостатического агента. 
Возможным объяснением может быть то, что 
иприто-подобное вещество циклофосфан спо-
собно вступать в связь с анионами фосфорных 
и карбоновых кислот, фенолов, а также с ами-
ногруппами. Эти химические радикалы ши-
роко представлены в нуклеиновых кислотах, 
ферментах и структурных белках. Возможно, 
при сочетанном введении циклофосфана с по-

липептидом или аминокислотами, цитостатик 
связывается   с аминогруппами пептида или 
аминокислот, теряя возможность связывания  
с другими химическими радикалами в клетках 
ткани.

Выводы: 
1. При действии циклофосфана, моделирую-

щего резорбтивное действие иприта, в культуре 
ткани коры головного мозга происходит угнете-
ние клеточной пролиферации. Этот эффект ци-
клофосфана необходимо учитывать при разви-
тии побочных последствий химиотерапии с его 
применением, т.к. в случаях курсового приме-
нения препарата могут развиваться патологиче-
ские изменения в тканях ЦНС.

2. Полипептид кортексин и кодируемые ами-
нокислоты устраняют ингибирующее действие 
циклофосфана в культуре ткани коры головно-
го мозга. Зона роста эксплантатов после соче-
танного воздействия с циклофосфана с этими ве-
ществами увеличивалась, достигая контрольных 
значений. 

3. Создается база для разработки методов тера-
певтического использования полипептида кор-
тексина и аминокислот при лечении последствий 
отравлений ипритом и для снятия побочных эф-
фектов  курса цитостатиков в онкологии.

Рис. 1. Влияние циклофосфана, глутаминовой кислоты (Glu) и одновременного введения в культуральную среду 
циклофосфана и глутаминовой кислоты на индекс площади (ИП) эксплантатов коры головного мозга крыс.
По оси ординат: индекс площади в %. Вертикальные отрезки – 95% доверительные интервалы средних значений.
* – достоверные различия, по сравнению с контролем (р<0,05). 
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