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(54)(57) СРЕДСТВО ДНЯ ЛЕЧЕНИЯ САХАР-
НОГО ДИАБЕТА, содержащее кулотуру
островковых клеток поджелудочной же-

лезы и физиологический раствор, о т-
л и ч а ю щ е е с я тем, что, с
целью сокращения сроков лечения% оно
содержит 8-12-дневную культуру ост-
ровковых клеток поджелудочной желе-
зы новорожденных поросят н дополни-
тельно сыворотку реципиента при сле-
дующем соотношении компонентов,
мас.%:

8-12-дневная культура
островковых клеток под-
желудочной железы
новорожденных поросят 1,34-1,62
Сыворотка реципиента 1,45-2,87
Физиологический
раствор Остальное
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Изобретение относит ся к медицине
и к а с а е т с я с р е д с т в а для лечения с а -
харного д и а б е т а .

Цель и з о б р е т е н и я - сокращение
сроков лечения з а с ч е т подбора н е о б - 5
ходимого к о л и ч е с т в а гормонально-ак-
тивных остроковых клеток h специфи-
ческой их о б р а б о т к и .

Средство содержит 8-12-дневную
культуру островковых клеток поджелу-
дочной железы новорожденных поросят
и дополнительно сыворотку реципиен-
та при следующем соотношении компо-
н е н т о в , мас.%:

8-1 2-дневная купьтура
островных клеток
поджелудочной железы
новорожденных п о р о с я т 1,34-1,62
Сыворотка реципиента 1,45-2,87
Физиологический р а с т -
вор Остальное
Средство получают следующим о б -

р а з о м .
Выделенные в асептических у с л о -

виях поджелудочные железы новорож-
денных поросят помещают в с т е р и л ь -
ную колбу с охлажденным до 4 С р а -
створом Хенкса и антибиотиками
(1000 ед/мл пенициллина и 1000мкг/мл
с т р е п т о м и ц и н а ) , В боксе железы п е - 30
реносят в стерильную чашку Петри и
измельчают глазными ножницами на
кусочки размером 0 , 5 - 1 мм. Перекла-
дывают измельченную ткань в с т е р и л ь -
ную колбу и промывают раствором 35
Хенкса до отхождення промывных в о д .
После промывания р а с т в о р Хенкса с л и -
вают, а колбу в н о с я т 3-5 мл рабочего
р а с т в о р а к о л л а г е н а з ы ( 0 , 1 % в 0,3%-
ном р а с т в о р е т р и п с и н а ) . Раствор фер- 40
мента наливают с таким р а с ч е т о м ,
чтобы измельченная т к а н ь была покры-
та слоем жидкости толщиной в 15-20 мм.
В колбу опускаю стерильный магнит,
закрывают стерильной резиновой проб- 45
кой и с т а в я т колбу на магнитную ме-
шалку для перемешивания. Скорость
перемегаивания должна быть такой,
чтобы над магнитом о б р а з о в а л а с ь н е -
большая воронка, а в колбе не проис- so
ходило о б р а з о в а н и е пены. Д е з а г р е г а -
цию ткани проводят при температуре
25-27°С. Первую порцию к л е т о к , о т -
делившихся от кусочков ткани ч е р е з
15-20 мин не используют. В д а л ь н е й - 5 5

шем ч е р е з каждые 10 мин производят
слив жидкости со взвешенными в ней
клетками во флаконе емкостью 250мл
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с добавлением 50-70 мл среды 199
с 50% сыворотки для инактивации про-
теолитических ферментов. К оставшей-
ся ткани вновь добавляют раствор
фермента и ставят на магнитную ме-
шалку для ее дальнейшей дезагрега-
ции. Такую процедуру повторяют нес-
колько раз в течение 30-40 мин. ]]о
мере заполнения флаконов производят
центрифугирование в течение 10 мин
при 600-700 об/мин. По окончании
центрифугирования надосадочнуюжид-
кость сливают, а осадок ресуспенди-
руют в питательной среде, которая
состоит из равных объемов среды
199, 0, 5% гидролизата лактальбуми-
на с добавлением 20% бычьей сыворот-
ки и 100 ед/мл пенициллина. Взвесь
клеток засевают во флаконы Карреля.
Культивирование проводят при 37 С
в течение 8-12 дней (время функцио-
нальной активности клеток), после
чего начинается их постепенное фи-
зиологическое отмирание.

За 24 ч до пересадки состав пита-
тельной среды меняют. Для лучшего
приживления трансплантата к равным
объемам среды 199 и 0,5% гидролиза-
та лактальбумина добавляют 1,5-3%
сыворотки реципиента. Культуру,
предназначенную для пересадки, от-
деляют от поверхности стекла при
помощи 0,2%-ного раствора версена.
С этой целью в культуральные Алаконы
вносят несколько миллиметров подо-
гретого до 37 С раствора с таким
расчетом, чтобы клетки были покры-
ты слоем жидкости толщиной в 1,5-
2 мм. Затем их помещают в термостат
при 37°С на 15-20 мин, В течение
этого промежутка времени жидкость
3-4 раза осторожно перемешивают.
Взвесь клеток отмывают от раствора
версена питательной средой методом
центрифугирования. Для транспланта-
ции берут 50-70 млн. клеток культу-
ры, добавляют 3-5 мл физиологичес-
кого раствора и 0,045-0,15 мл ( 1 , 5 -
3%) сыворотки реципиента и вводят
больному. Сыворотку реципиента полу-
чают за 24 ч до пересадки культуры
р-клеток путем забора крови в сте-
рильных условиях (8-10 мл). Затем
кровь ставят в холодильник на 2 ч
при 4-6 С для отстаивания. После
образования сгустка крови последнюю
центрифугируют 20 мин при 2000 об/мин.
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Полученная сыворотка готова к приме-
нению.

При цитологическом анализе куль-
тур островковых клеток поджелудочной
железы новорожденных поросят обнару-
жено 4 периода их развития: адапта-
ционный {2-24 ч ) , интенсивного рос-
та (2-7 дней), стабилизации (8- !2
дней) и физиологического отмирания
(с 13 д н я ) . Длительность этих перио-
дов зависит от количества посеянных
клеток. Наибольшее количество инсу-
лина изучаемая культура выделяет в
период стабилизации (8-12 дней). За
первые 7 сут культура выделяет 65-
80 мке/мл инсулина, на 8-12 сут. -
110-280 мке/мл инсулина. Начиная
с 13 дня количество инсулина прог-
рессивно уменьшается и на 13-20 день
в культуральной среде определяют
30-40 мке/мл инсулина, последний оп-
ределяют радиоиммунологическнм мето-
дом.

П р и м е р 1, В случае транс-
плантации культур с низким содержа-
нием ингредиентов (островковых кле-
ток 1,34 мас.%, сыворотки реципиен-
та 1,45 мас.%, остальное - физиоло-
гический раствор) недостаточная эф-
фективность способа связана с малым
количеством fr-клеток, сниженной
адаптацией культур клеток в организ-
ме реципиента.

Больной Я , , 43 года. Производят
трансплантацию островковых клеток
поджелудочных желез новорожденных
поросят {70 млн) с содержанием сыво-
ротки 1,34 мас.%. До трансплантации
потребность в инсулине составляла
90 ед в сутки при колебаниях глике-
мии от 6,1 до 11,3 ммоль/л. Спустя
2 недели после трансплантации на
фоне улучшения общего состояния су-
точная доза инсулина уменьшилась до
76 е д . , колебания уровня гликемии
в пределах 4,2-Ь,4 ммоль/л. Относи-
тельно удовлетворительное состояние
наблюдалось в течение 4-6 мес.

П р и м е р 2. При транспланта-
ции культур с высоким содержанием
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ингредиентов (островковых клеток

1,62 мзс.% сиворотки реципиента

2,87 мас.%, остальное - физиологи-

ческий раствор) снижение эффектив-

5 ности применения способа обусловле-

но токсическим влиянием значительных

концентраций сыворотки реципиента

на jb -клетки. Больная Б. Производят

трансплантацию культур островковых

Ю клеток поджелудочных желез новорож-

денных поросят (120 млн.) с содержа-

нием сыворотки 2,87 мас.%. До транс-

плантации суточная потребность в ин-

сулине составляла 46 ед,, колебания

'•5 уровня гликемии 6,1-16,3 ммоль/л.

В течение 3 мес после проведенной '

ксенотрансштатации суточная потреб-

ность в инсулине уменьшилась до 32 ед,

колебания уровня гликемии в преде-

20 лах 3,6-12,3 ммоль/л.

П р и м е р 3. Более благоприят-

ное влияние на течение сахарного ди-

абета отмечено при трансплантации

средства с оптимальным содержанием

25 ингредиентов (островковых клеток

1,48 масі%, сыворотки реципиента

2,16 мас,%, остальное - физиологи-

ческий раствор).

Больная К,
t
 20 лет производят

30 трансплантацию культур островковых

клеток поджелудочных желез новорож-

денных поросят (90 млн.) с содержа-

нием сыворотки 2,16 мас.%. Перед

трансплантацией потребность в инсу-

3 5
 лине 210 ед. с колебаниями гликемии

4,4-16,3 ммоль/л при крайне лабиль-

ном течении заболевания.В течение

6-8 мес после трансплантации потреб-

ность в инсулине не снизилась до 76 ед,

40 течение заболевания приобрело ста-

бильный характер.

Сравнительная оценка эффективнос-

ти предлагаемого и известного спо-

собов лечения сахарного диабета по-

4
5 средством трансплантации культуры

островковых клеток поджелудочных

желез плодов человека и культуры

островковых клеток поджелудочных

желез новорожденных поросят приведе-

5 0
 на в таблице.
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Показатели

І 2 584

Способ

Известный

Ч 6

I Предлагаемый

Субъективное

улучшение об-

щего состояния

больного

Стабилизация
течения диабета

Появление тен-

денции к сниже-

нию дозы экзо-

генного инсулина

Уменьшение сум-

марной дозы

инсулина

Регресс полиьей-

ропатий, ангио-

патий, нефропа-

тий

Сокращение

сроков стацио-

нарного лечения.

Продолжитель-

ность стационар-

ного лечения

Через 3 мес,

после трансплан-

тации

Через 5-6 мес.

после трансплан-

тации

Через 40-50 дней

после трансплан-

тации

На 40-44%

После 8 мес«
после трансплан-
тации

Через 4-6 недель
после трансплан-
тации

Через 2-3 мес.
после трансплан-
тации

Через 6-10 дней
после трансплан-
тации

На 50-54%

Через 3-4 мес.

после трансплан-

тации

Ї-1,5 мес. 2-3 недели
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