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Резюме. При исследовании регенерации часто трудно дать однозначный ответ на вопрос о том, 
падает или повышается регенераторная способность у млекопитающих при экстремальных воздей-
ствиях на организм, особенно когда речь идет о изначально низких значениях изучаемых показате-
лей. Оценка регенераторных процессов подразумевает решение перед проведением исследований 
нескольких принципиальных вопросов. Игнорирование их может приводить к методическим про-
счетам как в планировании исследований, так и непосредственно уже при получении результатов, и 
тем более, при их последующем анализе. Материалы и методы. Оценка регенераторных процессов 
на клеточном уровне проводилась с использованием морфометрического метода, метода проточной 
ДНК-цитометрии, авторадиографии, расчета статмокинетического индекса, иммуногистохимическо-
го определения экспрессии Ki67. Использована экспериментальная модель регенерации печени после 
частичной гепатэктомии и резекции тонкой кишки. Результаты. Показано, что входящие в орган 
ткани могут регенерировать разными способами и с различной скоростью, что, по-видимому, и опре-
деляет особенности и исход регенераторного процесса на уровне органа. Выделение основных групп 
тканей для исследования регенерации одновременно связано с решением вопроса не только о уровне 
течения регенераторных процессов, но и необходимых методических приемов для их оценки. Так, 
если планируемая к изучению ткань имеет только клеточный уровень регенерации, нет необходимо-
сти их изучения на внутриклеточном уровне, а исследование регенерации в этом случае ограничива-
ется оценкой проявлений в ее клетках митотической активности. Определены методы для исследова-
ния клеточной пролиферации и требования к их применению.
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Введение
Исследователям часто трудно дать однозначный ответ на вопрос о том, падает или повышается ре-

генераторная способность у млекопитающих при экстремальных воздействиях на организм, особенно 
когда речь идет о изначально низких значениях изучаемых показателей [1–5]. Оценка регенераторных 
процессов подразумевает решение перед проведением исследований нескольких принципиальных во-
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просов. Игнорирование их может приводить к методическим просчетам как в планировании иссле-
дований, так и непосредственно уже при получении результатов, и тем более, при их последующем 
анализе. А это, в свою очередь, ведет к тому, что полученные результаты не отражают особенности 
регенераторного процесса в органе. И особенно это становится принципиальным при его изучении 
при действии на организм экстремальных факторов, когда особенно важно улавливать динамику из-
менений состояния физиологической регенерации.

Цель исследования — сформировать представления о необходимом методическом сопровождении 
изучения регенераторных процессов в тканях на клеточном уровне.

Материалы и методы
Оценка регенераторных процессов проводилась с использованием гистологического, морфометри-

ческого метода, метода проточной ДНК-цитометрии, авторадиографии, расчета статмокинетического 
индекса, иммуногистохимического определения экспрессии Ki67. Использована экспериментальная 
модель регенерации печени после частичной гепатэктомии и резекции тонкой кишки.

В первую очередь исследователю необходимо решить, в какой ткани органа предстоит изучать ре-
генераторные процессы [2]. Вопрос является принципиальным, так как очень часто регенерация из-
учается только в одной из тканей, входящих в структуру органа. Так, при изучении регенераторных 
процессов в кишке почти всегда подразумевается их оценка только в эпителии эпителиального слоя 
слизистой оболочки, тогда как все другие ткани (соединительные, висцеральная мышечная, нервная) 
обычно остаются за пределами внимания исследователя. В этом случае некорректна и сама постанов-
ка столь широкой задачи — оценка регенерации кишки как органа в целом. Более того, особенности 
изменений в состоянии регенераторных процессов в этих тканях могут существенно отличаться. Та-
ким образом, исследование должно быть или ограничено изучением состояния регенераторных про-
цессов в одной ткани (в нашем примере — в эпителии слизистой оболочки) или во всех тканях, по 
отдельности входящих в состав органа, что, в свою очередь, должно быть четко отражено в задачах 
планируемой работы. Только последний момент позволяет говорить о том, что оценить особенности 
регенераторных процессов в органе — это значит дать характеристику этих процессов во всех основ-
ных тканях, входящих в его состав. В противном случае оценка регенераторных процессов в органе 
окажется неполной.

Однако входящие в орган ткани могут регенерировать разными способами и с различной скоростью, 
что, по-видимому, и определяет особенности и исход регенераторного процесса на уровне органа [2]. 
Все известные ткани по особенностям использования уровня регенерации можно разделить на 3 ос-
новные группы: 

Первая группа: ткани, клетки которых регенерируют путем клеточной регенерации. Это эпителиаль-
ные ткани кожи, слизистых, серозных оболочек, эндотелий, все виды соединительных тканей [2, 6–8];

Вторая группа: ткани, клетки которых регенерируют путем клеточной и внутриклеточной регене-
рации: эпителиальные ткани паренхиматозных органов, поперечно-полосатые скелетные мышечные 
ткани, висцеральная мышечная ткани внутренних органов [2, 10–15, 24]; 

Третья группа: ткани, клетки которых регенерируют только путем внутриклеточной регенерации: 
сердечная мышечная ткань, нервная ткань [2]. 

Ткани, использующие уровень клеточной регенерации, восстанавливаются с большей скоростью, 
чем те, у которых преобладает развитие регенераторных процессов на внутриклеточном уровне. Осо-
бенно четко это проявляется при индукции регенераторных процессов в органах. Как пример можно 
вспомнить развитие регенераторного процесса после повреждения сердечной мышцы при развитии 
инфаркта миокарда. Регенераторный процесс в этом случае развивается, в первую очередь, достаточно 
быстро (максимум проявлений в 2–3 сутки) в соединительной ткани эндомизия путем клеточной реге-
нерации, что приводит к ее разрастанию на месте погибших кардиомиоцитов. Развитие регенерации 
в окружающей неповрежденной мышечной ткани происходит в более поздние сроки (уже после 5–7 
суток), преимущественно на внутриклеточном уровне и протекает по типу регенерационной гипер-
трофии клеток. Особенности течения регенераторных процессов в этих двух тканях в дальнейшем, с 
одной стороны, обеспечивает формирование соединительнотканного рубца, с другой — приводит к 
гипертрофии сократительных кардиомиоцитов и в целом обеспечивает регенерацию в органе, которая 
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проявляется внешне гипертрофией органа. Это классический пример патологической регенерации 
органа, когда в итоге течения восстановительного процесса нарушаются обычные, изначальные, ха-
рактерные для данного органа в норме соотношения между тканями. 

Результаты и их обсуждение
Выделение основных групп тканей для исследования регенерации одновременно связано с реше-

нием вопроса не только об уровне течения регенераторных процессов, но и необходимых методиче-
ских приемов для их оценки. Так, если планируемая к изучению нами ткань имеет только клеточный 
уровень регенерации (ткани из первой группы), нет необходимости их изучения на внутриклеточном 
уровне, а исследование регенерации в этом случае ограничивается оценкой проявлений в ее клетках 
митотической активности. Если же планируется исследовать регенераторные процессы в органе, ис-
следуемая ткань которого относится ко второй группе и в этом случае реализация регенерации осу-
ществляется как на клеточном, так и на внутриклеточном уровнях, то и методические подходы долж-
ны быть направлены на оценку обоих уровней регенерации одновременно. 

Но, даже если решено оценивать конкретную ткань на клеточном уровне, нужно учитывать, что 
клетки ткани могут реализовывать разные способы клеточной регенерации. Клеточная регенерация 
может осуществляться или только путем митоза (ткани из первой группы) или с использованием как 
митоза, так и эндомитоза (ткани второй группы), что требует использования разных методических 
приемов. Эндомитоз, в свою очередь, может проявляться в двух формах: или появлением клеток с 
одним полиплоидным ядром или многоядерных клеток [9, 10]. Недоучет этого момента может суще-
ственно исказить данные о динамике, характере, особенностях регенераторного процесса и значи-
тельно сузить понимание особенностей течения последнего в ткани, а значит оставить наши знания о 
нем неполными. Решение этого вопроса напрямую связано с правильным подбором методов оценки 
регенераторных процессов на клеточном уровне. Так, в использованном выше примере с оценкой ре-
генерации в однослойном каемчатом эпителии слизистой оболочки тонкой кишки (из первой группы 
тканей) достаточно использовать методы оценки состояния пролиферативных процессов, т.к. регене-
рация в этом эпителии осуществляется только на клеточном уровне за счет вступления и прохождения 
клеток через митотический цикл, а эндомитоз и внутриклеточная регенерация из за высокой скорости 
обновления клеток эпителия (обновление клеток ткани за 3–5 сут.) — вообще не реализуются. Опять 
же нужно учитывать, что для тканей, относящихся к первой группе, характерен полный тканевой 
дифферон, т.е. имеются все клеточные популяции: стволовые, дифференцирующиеся и зрелые клет-
ки, при этом стволовые и дифференцирующиеся клетки имеют определенную локализацию — так 
называемые генеративные зоны, в которых и будут в основном обнаруживаться пролиферирующие 
клетки. В используемом нами примере с тонкой кишкой такая генеративная зона в системе крипта-
ворсинка располагается в криптах, в то время как в эпителии, выстилающем ворсинки сосредоточены 
в основном зрелые клетки, в которых пролиферативные процессы уже выражены слабо. Таким об-
разом, в разобранном примере оценка регенерации по сути сводится к оценке состояния клеточной 
регенерации в эпителии крипт тонкой кишки, а исследование и последующий анализ получаемых 
данных должен осуществляться или только при проведении исследований регенераторного процесса 
в клетках эпителия крипт (в генеративной зоне) или отдельно в эпителии крипт и эпителии ворсинок. 

Какие же методические приемы помогут нам адекватно оценить состояние процессов клеточной 
регенерации в тканях из первой группы? Во-первых — это привлечение для исследования методов 
оценки клеточного деления. И здесь следует стремиться к методам, позволяющим перевести прово-
димое исследование в область доказательной медицины. Конечно, и обзорное гистологическое ис-
следование имеет право на жизнь, однако останавливаться лишь на описании «мало митозов», «много 
митозов» «выраженная пролиферация», «слабая пролиферация» и т.д. — сегодня явно недостаточно. 
Нужно привлекать методы, позволяющие объективно оценить уровень митотической активности тка-
ни. Самым простым и наиболее часто применяемым методом является подсчет митотического индек-
са (МИ). При этом учитываются все клетки, ядра которых находятся в разных фазах митотического 
деления. Обычно исследователем просматривается не менее 600 клеток, пересчет идет на % или %о, в 
зависимости от получаемого уровня активности пролиферативного процесса в ткани. В используемом 
нами примере состояние процессов физиологической клеточной пролиферации в эпителии тонкой 
кишки, относящегося к тканям с высокой скоростью клеточного обновления, МИ выражается в % и 
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вполне достаточно обсчитать 600 клеток. В тканях с низким уровнем клеточного обновления может 
понадобится просчет большего числа клеток и результаты могут быть выражены в %.

 

Рис. 1. Ворсинки (1) и крипты (2) в слизистой тонкой кишки. Окраска гематоксилином и эозином. Све-
товая микроскопия. Ув. ×20.
Fig. 1. Villi (1) and crypts (2) in the mucosa of the small intestine. Stained with hematoxylin and eosin. Light 
microscopy. SW. ×20.

Рис. 2. Фигуры митозов в клетках эпителия крипт тонкой кишки (указаны стрелками). Окраска гема-
токсилином и эозином. Световая микроскопия. Ув. ×200.
Fig. 2. Figures of mitoses in the epithelial cells of the crypts of the small intestine (indicated by arrows). 
Stained with hematoxylin and eosin. Light microscopy. SW. ×200.

Однако, при использовании этого метода, нужно учитывать некоторые моменты. В первую очередь 
нужно определиться с увеличением, на котором будет проводится исследование. При малом увели-
чении часть фигур митозов может быть пропущена и не учтена при расчетах, тогда как при большом 
увеличении, несмотря на уменьшение площади среза в поле зрения микроскопа, что может увеличи-
вать время проведения исследования, однако его достоверность и объективность при этом повыша-

DOI: 10.22138/2500-0918-2022-19-5-474-484



478	 ВЕСТНИК УРАЛЬСКОЙ МЕДИЦИНСКОЙ АКАДЕМИЧЕСКОЙ НАУКИ, 2022, Том 19, № 5	  

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Клеточные и молекулярные технологии, генная инженерия

ется. Таким образом следует применять комбинированное исследование, когда сначала проводится 
обзорный просмотр среза, а уже после того, как складывается общее впечатление о уровне митоти-
ческой активности ткани, особенностях распределения митозов в структурах и срезе, сам подсчет 
ведется уже с использованием большого увеличения.

Также нужно определиться с временными точками проведения исследования. Так, если проводится 
исследование физиологической регенерации, когда изменения состояния регенерации меняются в те-
чении времени не так значительно, то и между точками наблюдения могут быть достаточно большие 
промежутки. Однако, если используются экстремальные воздействия на организм, модель индукции 
регенераторных процессов, расстояние между точками наблюдения должны быть максимально со-
кращены, т.к. пик подъема митотической активности может быть пропущен. И здесь нужно исходить 
из знания временных параметров клеточного цикла клеток изучаемой ткани [16]. Так, если сам митоз 
занимает по времени около 1 часа (когда мы можем обнаружить фигуры митоза на разных фазах), 
то продолжительность пресинтетического, синтетического и премитотического периодов в среднем 
обычно колеблется в пределах 12–18 часов (Рис. 3). 

 

Рис. 3. Средние показатели временных параметров клеточного цикла (принципиальная схема). 
Fig. 3. Mean indicators of time parameters of the cell cycle (principle diagram).

Таким образом, при изучении пролиферации при оценке МИ и промежуток между точками наблю-
дения должен быть в пределах и не более этих значений. При его увеличении при индукции регенера-
торных процессов возникает вероятность пропустить пик пролиферации, когда большинство клеток 
ткани пройдет через митоз (или еще не выйдет в него), а исследователь в этом случае будет иметь 
дело уже с остаточной волной митотической активности в ткани. И это, конечно, может существенно 
отразиться на получаемых результатах проводимого исследования. 

Существенным является и способ представления получаемых результатов исследования. Часто ре-
зультаты представляются в виде графика, где точки со значениями МИ через определенные интервалы 
времени соединяются последовательно между собой, что дает картину некой виртуальной динамики 
пролиферативного процесса в ткани (рис. 4). Более точным, правильным представлением полученных 
данных является использование для этой цели столбиковых гистограмм. По крайней мере, значения 
МИ в данной конкретной точке, в которой расположен столбик, действительно соответствует отража-
емому гистограммой показателю в этот конкретный момент, через указанный промежуток времени 
после выполнения резекции кишки [7]. Однако, объективность представляемых результатов также 
связана с правильностью определения интервалов между проведенными исследованиями (точками 
исследования). Так, при анализе результатов исследований, приведенных на рис. 4, вполне можно 
решить, что пик митотической активности в эпителии приходится на 7 сутки после выполнения ре-
зекции кишки. В то же время проведенное дополнительное исследование показывает (рис. 5), что 
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подъем МИ на 2 сутки в 2,5 раза больше, чем на седьмые сутки после резекции. Таким образом пик 
пролиферативной активности на самом деле приходится не на 7 сутки, а на вторые. И если этот срок 
в эксперименте будет пропущен, полученные результаты не будут отражать динамику развития реге-
нераторных процессов в эпителии кишки после ее резекции. 

Рис. 4. Состояние пролиферативных процессов в эпителии тонкой кишки при изучении митотическо-
го индекса при индукции регенераторных процессов в эпителии тонкой кишки после ее резекции. 
Значения митотической активности представлены: МИ — в виде столбиковой гистограммы, МИ* — в 
виде графика. 
Fig. 4. The state of proliferative processes in the epithelium of the small intestine during the study of the 
mitotic index during the induction of regenerative processes in the epithelium of the small intestine after 
its resection. The values of mitotic activity are presented: MI — in the form of a bar graph, MI* — in the 
form of a graph.

 

Рис. 5. Состояние пролиферативных процессов в эпителии тонкой кишки при изучении митотического 
индекса при индукции регенераторных процессов в эпителии тонкой кишки после ее резекции. Пред-
ставлены значения митотической активности МИ в указанные сроки после резекции. 
Fig. 5. The state of proliferative processes in the epithelium of the small intestine during the study of the 
mitotic index during the induction of regenerative processes in the epithelium of the small intestine after its 
resection. The values of MI mitotic activity at the specified times after resection are presented.

Как же избежать подобных ошибок? Можно воспользоваться несколькими приемами. Подобные 
ошибки при изучении состояния клеточной пролиферации возможны в том случае, когда точки ис-
следования в эксперименте находятся неоправдано далеко друг от друга. Выше уже упоминалось, 
что продолжительность самого митоза составляет чуть меньше 1 часа в совершенно разных тканях. 
Поэтому, даже несмотря на то, что клетки ткани после резекции (индукции), формирующие основной 
при пролиферации выходят в нее достаточно компактно, этот подъем обычно для большинства этой 
популяции клеток не превышает нескольких часов. По графику мы видим, что подъем митотической 
активности наблюдается и в более ранние и более поздние сроки после прохождения пика проли-
ферации, но количественные значения происходящих изменений в ткани все равно оказываются на 
стороне основного пика. 
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Как же не пропустить пик пролиферации после индукции пролиферативных процессов при разви-
тии репаративной регенерации в ткани? Можно применить разные методические приемы, от самых 
простых до более сложных, если они доступны исследователю.

Во-первых, можно взять в качестве контроля уже отработанную ранее модель изучения репаратив-
ного процесса, в том числе и другими исследователями. До начала проведения основных эксперимен-
тов нужно постараться повторить, отработать эту модель и подтвердить правильность планируемой 
для исследования модели и точек исследования. Здесь важно учесть планируемый для использования 
вид животных, их пол, возраст, время выполнения резекции, время забоя животных после выполнения 
резекции (точки исследования) и др. моменты, которые могут так же существенно повлиять на полу-
чаемый результат. 

При изучении репаративной регенерации в паренхиматозных органах можно ориентироваться на 
динамику увеличения массы органа. Однако здесь нужно опираться только на результаты, полу-
ченные при исследовании сухой массы органа. Только по увеличению сухой массы можно судить об 
увеличении числа клеток в органе вследствие прохождения клетками митотического цикла и вступле-
ния их в митоз. 

Можно ограничиться изучением МИ в ткани через каждые 3 часа после выполнения индукции. В 
этом случае достаточно много шансов не пропустить пик пролиферации в ткани. Однако, в этом слу-
чае эксперимент значительно усложнится за счет увеличения точек наблюдения и увеличения коли-
чества необходимых для проведения исследований животных, произойдет значительное увеличение 
стоимости, возрастет трудоемкость эксперимента.

Можно воспользоваться определением статмокинетического индекса (СКИ) с применением пре-
паратов, разрушающих веретено деления клетки (как пример — использование винбластина). В этом 
случае удается собрать митозы клеток за 6–8 часов, что позволяет значительно сократить число точек 
наблюдения в эксперименте. Использование в нашей лаборатории оценка СКИ при изучении митоти-
ческой активности клеток почек в модели адоптивного переноса лимфоцитов показала достаточную 
надежность данного метода, существенно снизило затраты на проводимые исследования [17–19].

Возможно оценить состояние пролиферативных процессов, величину пролиферативного пула кле-
ток по интенсивности синтеза ДНК по уровню включения Н3-тимидина в ДНК исследуемой ткани 
органа. Метод вполне может быть реализован при наличии в лаборатории радиометрического анализа 
(например, метод жидкостной сцинтилляции на счетчике СБС-2). Учитывая, что синтез ДНК в клет-
ке — достаточно стабильный показатель и продолжается около 6–8 часов, это также позволяет соот-
ветственно уменьшить число точек наблюдения в эксперименте и не пропустить пик пролиферации 
в ткани.

Также для изучения ДНК-синтезирующей способности клеток можно использовать радиоавтогра-
фическое исследование с Н³-тимидином [20]. Однако, кроме имеющейся трудоемкости выполнения 
данного исследования, сегодня еще введены и достаточно существенные ограничения для работы в 
исследовательских лабораториях с изотопными метками. 

Можно определять величину и особенности пролиферативного пула клеток в ткани методом ДНК-
цитофлуориметрии. С помощью комплекса ЛЮМАМ-3 (ЛОМО, Россия) можно измерять количе-
ство ДНК в ядрах клеток с одновременным распределением анализируемой клеточной популяции 
по плоидности и фазам клеточного цикла. Также, получив при исследовании эти показатели можно 
рассчитывать временные параметры клеточного цикла [21]. Метод достаточно трудоемкий, средняя 
скорость подсчета составляет всего около 100 клеток в час.

Более адаптированным для исследований является метод проточной ДНК-цитометрии, позволяю-
щий проводить анализ клеток со скоростью до 50 тыс. клеток в сек. и анализировать распределение 
клеток по периодам клеточного цикла в автоматическом режиме с использованием уже предустанов-
ленных в прибор программ обсчета получаемых ДНК-гистограмм [22]. Наличие проточного цитоме-
тра в лаборатории может не только значительно облегчить исследования клеточной регенерации, но, 
и за счет большого числа наблюдений для конкретного случая существенно повысить точность полу-
чаемых показателей. 

Современным, достаточно простым решением является использование иммуногистохимического 
выявления белка Ki67 при наличии данной технологии в лаборатории или ее доступности для иссле-
дователей. Показано, что белок Ki67 обнаруживается только в ядрах клеток, вступивших в пролифе-

DOI: 10.22138/2500-0918-2022-19-5-474-484



481						      JOURNAL OF URAL MEDICAL ACADEMIC SCIENCE 2022, Vol. 19, No. 5

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Cellular and Molecular Technologies, Gene Engineering

рацию и находящихся в G₁, S, G₂ — периодах клеточного цикла и отсутствует в клетках, находящихся 
в G0 периоде [23, 24]. Таким образом, определяя количество клеток, ядра которых экспрессируют 
белок Ki67, можно судить о величине пролиферативного пула клеток ткани (рис. 6). 

Рис. 6. Экспрессия белка Ki67 (коричневое окрашивание клеточных ядер) преимущественно в генера-
тивной зоне эпителия тонкой кишки — криптах (К). Клетки эпителия, покрывающего ворсинки не экс-
прессируют белок. Иммуногистохимическое исследование. Докраска ядер клеток гематоксилином. 
Ув. ×100.
Rice. 6. Ki67 protein expression (brown staining of cell nuclei) mainly in the generative zone of the small 
intestine epithelium — crypts (K). The cells of the epithelium covering the villi do not express the protein. 
Immunohistochemical study. Staining of cell nuclei with hematoxylin. SW. ×100.

Учитывая, что продолжительность прохождения клетками митотического цикла в несколько раз 
больше, чем продолжительность митоза, соответственно можно пропорционально увеличить время 
между точками наблюдения. Важно учесть, в какую группу тканей относится планируемая для из-
учения ткань и определиться с наличием или отсутствием в ней генеративных зон. Наличие такой 
зоны требует раздельной оценки состояния пролиферативной активности в этой зоне и отдельно в 
остальной части эпителия. 
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Abstract. When studying regeneration, it is often difficult to give an unambiguous answer to the question 
of whether the regenerative capacity in mammals decreases or increases under extreme effects on the body, 
especially when it comes to initially low values of the studied parameters. The assessment of regenerative 
processes implies the solution of several fundamental questions before conducting research. Ignoring them 
can lead to methodological miscalculations both in the planning of studies and directly when the results 
are obtained, and even more so in their subsequent analysis. Materials and methods. The assessment of 
regenerative processes at the cellular level was carried out using the morphometric method, DNA flow 
cytometry, autoradiography, calculation of the statmokinetic index, and immunohistochemical determination 
of Ki67 expression. An experimental model of liver regeneration after partial hepatectomy and resection of 
the small intestine was used. Results. It has been shown that the tissues entering the organ can regenerate 
in different ways and at different rates, which, apparently, determines the features and outcome of the 
regenerative process at the organ level. The identification of the main groups of tissues for the study of 
regeneration is simultaneously associated with the solution of the question not only of the level of the course 
of regenerative processes, but also of the necessary methodological techniques for their assessment. So, if 
the tissue planned for study has only the cellular level of regeneration, there is no need to study them at the 
intracellular level, and the study of regeneration in this case is limited to assessing the manifestations of 
mitotic activity in its cells. Methods for studying cell proliferation and requirements for their use are defined.

Keywords: regeneration, cell proliferation, research methods, models of reparative regeneration, experiment 
planning, extreme exposure
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