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АНОТАЦІЯ 

Ковпак О. С. Біологічні властивості стовбурових клітин та їх вплив на 

відновлення міокарда тварин за  експериментального ішемічного інфаркту. – 

Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата ветеринарних наук зі 

спеціальності 16.00.02 «Патологія, онкологія і морфологія тварин» – Національний 

університет біоресурсів і природокористування України. Київ. 2020.  

У дисертаційній роботі висвітлено актуальне у ветеринарній медицині 

питання – виділення стовбурових клітин із міокарда (щурів та котів), кісткового 

мозку та жирової тканини (котів) для отримання культури; розробка методів оцінки 

якості і безпечності стовбурових клітин котів, призначених для потреб клітинної 

регенеративної терапії та експериментальне вирішення наукової проблеми впливу 

стовбурових клітин отриманих з міокарда, кісткового мозку, жирової тканини на 

відновлення міокарда тварин за  експериментального ішемічного інфаркту.  

Основну увагу у своїх дослідженнях ми звернули на стовбурові клітини 

культури отриманої з міокарда, як альтернативного джерела клітинного матеріалу 

за лікування хвороб серця.  

Встановлено, що протягом культивування в системі in vitro клітин в культурі 

змінювали свої фенотипові характеристики: морфологію, експресію СD-маркерів, 

каріотип. Первинна культура стовбурових клітин міокарда (КСКМ) щура досягала 

конфлюентності 90–100 % у середньому за 8 діб. В процесі субкультивування час 

досягнення конфлюентності 70–80 % становив 3 доби. У процесі культивування 

спостерігали тенденцію до збільшення кількості веретеноподібних клітин з кожним 

пасажем. Таким чином, у процесі субкультивування стовбурових клітин міокарда 

відбувається перехід від гетерогенної культури до більш гомогенної.  

Аналіз результатів імунофенотипового профілю клітин, отриманих з 

міокарда щура, показав, що культура стовбурових клітин міокарда неоднорідна за 

своїм клітинним складом, який додатково змінюється у процесі культивування. 

Так, на початку дослідження у культурі переважали клітини з ознаками 

кардіоміоцитів, а саме високим рівнем CD10+та тропонін Іhigh, CD95+ , низьким 



 

рівнем CD34low, CD38low, CD45low, СD326low та відсутністю експресії CD48-, CD54-, 

CD56-,СD227-. У процесі подальшого культивування на клітинах почали виявляти 

маркери, властиві комітованим клітинам: CD34+, СD45low та епітеліальним 

клітинам: пан-кератинlow, СD326+, СD227low. Отримані дані свідчать, про те, що в 

процесі культивування клітинної маси із міокарда відбувається поступове 

видалення з культури диференційованих клітин, що втратили здатність до поділу 

(кардіоміоцитів), на фоні збільшення кількості їх клітин-попередниць. 

За результатами цитогенетичної оцінки стовбурових клітин культури 

міокарда ми відмічали поступове відсоткове збільшення кількості клітин з 

анеуплоїдією, яке корелювало зі збільшенням відсоткового вмісту клітин з 

мікроядрами. Дані зміни, очевидно, пов’язані з «стресом», який виникає у клітин 

при перенесенні їх з організму у штучне середовище. Внаслідок цього у них 

можливе виникнення генетичних змін, які накопичуються у процесі 

культивування. 

З кожним пасажем відсотковий вміст клітин з поліплоїдією у культурі 

зменшувався. Кількість двоядерних клітин залишалася на одному рівні упродовж 

всього часу дослідження. Поясненням наявності клітин з поліплоїдією і двоядерних 

клітин є морфологічні особливості культури, оскільки у процесі культивування 

клітини можуть проходити остаточні етапи диференціювання, що підтверджується 

їх імунофенотиповими змінами, з перетворенням на зрілі клітини – кардіоміоцити, 

однією з особливостей яких є багатоядерність.   

В результаті спрямованої диференціації стовбурових клітин культури 

кісткового мозку за впливу 5-азацитидину на 6–7 добу відмічалася поява осередків 

епітеліоподібних клітин. Вже на 10–22 добу культивування у досліджуваних 

культурах клітин почали відмічати осередки мимовільного скорочення окремих 

ділянок моношару клітин, що вказує на їх диференціацію у кардіоміогенному 

напрямку.   

Спрямоване диференціювання у кардіоміогенному напрямку призводить до 

набуття стовбуровими клітинами кісткового мозку ознак, характерних для 



 

кардіоміоцитів на що вказує підвищення рівня експресії CD10 та тропоніну І  та 

зниженням рівня CD45, CD56,СD227, СD326 та пан-кератину. 

При дослідженні за впливу 5-азацитидину генетичної стабільності 

стовбурових клітин кісткового мозку ми відмічали зниження кількості 

анеуплоїдних та збільшення поліплоїдних клітин, що ще раз підтверджує 

диференціювання культури у кардіоміогенному напрямку 

За результатами дослідження реакції імунної системи організму тварини-

реципієнта на одноразово трансплантовані стовбурові клітини не відмічено 

цитотоксичної дії в системі in vitro як лімфоцитів, так і сироватки крові інтактних 

тварин до стовбурових клітин міокарда щура, що пояснюється відсутністю 

попередньої сенсибілізації антигенами досліджуваної культури даних тварин. 

У досліді з сенсибілізованими тваринами відмічали значний цитотоксичний 

вплив як лімфоцитів, що проявлялося значним зниженням індексу проліферації 

досліджуваних клітин, так і сироватки крові. Варто відмітити, що за використання 

у досліді стовбурових клітин міокарда IV пасажу цитотоксичний ефект лімфоцитів 

і сироватки крові був меншим. Отримані дані можна пояснити вищою 

імуногенністю клітин І пасажу. Зниження цитотоксичного впливу як сироватки, так 

і лімфоцитів крові при дослідженні культури IV пасажу є результатом видаленням 

з культури у процесі культивування диференційованих клітин, які викликають 

імунну відповідь, з одночасним збільшення відсоткового вмісту неімуногенних 

клітин-попередниць та низькодиференційованих клітин, що підтверджується 

даними імунофенотипування. 

За результатами вивчення міграційної здатності стовбурових клітин у зону 

пошкодження міокарда вводили 0,5 млн мічених флюорохромом стовбурових 

клітин культури кісткового мозку в камеру серця, інтраміокардіально та 

внутрішньовенно. 

За інтраміокардіального уведення на 2 добу після трансплантації ми 

виявляли мічені клітини у каналі введення. Проте на 8 добу ми вже відмічали 

дифузну локалізацію стовбурових клітин в структурі серцевого м’язу, що свідчить 

про міграцію мічених клітин з каналу. При аналізі зразків сердець за 



 

інтракардіальної на внутрішньовенної трансплантації, мічених  стовбурових клітин 

в структурі серцевого м’язу, як на 2 так 8 добу нами виявлено не було. 

Для визначення оптимального методу моделювання ішемії міокарда з 

подальшим розвитком інфаркта, ми дослідили два методи формування даної 

патології – метод накладання лігатури на гілку лівої коронарної артерії та метод 

термокоагуляції артерії.   

На 25 добу після формування ішемії міокарда у щурів першим методом 

гістологічно виявляли ознаки коагуляційного (сухого) некрозу, а також 

розростання сполучної тканини, вище місця лігування відмічали циркулярні 

розлади, що проявлялися гіперемією судин, спостерігали дистрофічні зміни у 

кардіоміоцитах. 

У тварин другої дослідної групи на 25 добу після моделювання ішемії 

міокарда мікроскопічно виявляли порушення структури кардіоміоцитів, варто 

зазначити, що дані які ми реєстрували, більшою мірою відображали не власне 

ішемію, а опік тканини. Тому для подальших досліджень ми використовували 

метод лігування лівої коронарної артерії. 

Гістологічні зміни у міокарді за ішемії ми вивчали на 7, 12, 17 та 25 добу після 

моделювання інфаркту. На 7 добу після моделювання інфаркту міокарда відмічали 

наявність запального процесу, інфільтрацію зони пошкодження макрофагами, 

лейкоцитами та появу грануляційної тканини у вигляді бар’єру навколо ділянки 

ушкодження. У зоні ішемії – явище міоцитолізу та коагуляційного некрозу, а також 

проліферації клітин строми, активації ендотеліоцитів. На 12  добу після 

формування інфаркту спостерігали активізацію процесів формування рубцевої 

тканини і відкладання колагену без утворення колагенових волокон. У 

позаінфарктній зоні спостерігали набряк кардіоміоцитів та формування сладжів 

еритроцитів у капілярах. В окремих ділянках зони інфаркту поодинокі острівці 

некротизованих кардіоміоцитів. На 17 добу, після лігуваннягілки лівої коронарної 

артерії, у ділянці патологічного процесу відмічені початкові етапи формування 

сполучної тканини: у зоні ушкодження виявлялась значна кількість судин та 

фібробластів. У центральних ділянках інфаркту відмічали сформовані колагенові 



 

волокна. Поза зоною пошкодження спостерігався інтрацелюлярний набряк 

кардіоміоцитів. На 25 добу досліду, виявлені активне формування і структуризація 

сполучної тканини. Патологічний процес захоплював не лише зону інфаркту, а й 

сусідні ділянки, де також відмічали ознаки прогресуючого периферичного 

інфаркту міокарда, в окремих ділянках – повне заміщення некротичної тканини 

рубцевою. Рубцева тканина була неоднорідна, що свідчить про неодномоментність 

її розвитку.  

Дослідження впливу стовбурових клітин щура культур, отриманих з різних 

джерел (кісткового мозку, жирової тканини та міокарда) на активність 

відновлювальних процесів у міокарді щура за експериментального інфаркту 

показали високу їх ефективність. У процесі дослідження на 25  добу ми відмічали 

зменшення площі некротизованої тканини міокарда у досліджуваних тварин за 

впливу стовбурових клітин. Найбільш ефективною у наших дослідженнях 

виявилися культура стовбурових клітин міокарда: за її використання площа 

некрозу зменшилася у 1,53 рази порівняно з контролем. 

Зважаючи на доведений терапевтичний вплив досліджуваних культур на 

перебіг експериментально сформованого інфаркту міокарда, наступним нашим 

завданням було визначення оптимальних умов виділення із різних джерел 

(кістковий мозок, жирова тканина та міокард) та культивування стовбурових клітин 

котів, для подальшого їх впровадження у ветеринарну практику. 

Так, для отримання культури стовбурових клітин міокарда кота порівнювали 

метод експланту та 5 варіацій ферментативної обробки тканин серця. Обробка 

тканин серця кота комбінацією 2,5 % трипсину з додаванням 0,5 мг/мл колагенази 

(тип ІІ) та 0,5 мг/мл гіалуронідази з експозицією 12 годин при температурі 4 ºC 

виявилася найбільш оптимальним методом отримання культури стовбурових 

клітин міокарда котів, оскільки, комплексний вплив ферментів та тривала 

експозиція за низької температури дозволили розщепити міжклітинні зв’язки та 

мінімізувати негативний вплив на клітини, які в подальшому були здатні до 

проліферації.  



 

У дослідах з визначення оптимального методу отримання культури 

стовбурових клітин жирової тканини порівнювали метод експланту та 6 комбінацій 

ферментів. Як і у випадку з культурою стовбурових клітин міокарда, метод 

експланту виявився найменш ефективним. Найбільший вихід клітин із жирової 

тканини, здатних до проліферації, отримано за використання комбінації 1 мг/мл 

колагенази, 10 мг/мл гіалуронідази з додаванням 4 % бичачого сироваткового 

альбуміну. 

У дослідах з вивчення впливу різних стимуляторів росту на проліферативну 

активність клітин у культурі та їх каріотип встановлено, що оптимальною 

концентрацією інсуліноподібного фактору росту для культур стовбурових клітин 

міокарда та кісткового мозку є 50 нг/мл середовища, що дозволяє достовірно 

підвищити індекс проліферації у 1,4; 2,0 відповідно, для жирової тканини – 

10 нг/мл що дозволяє достовірно підвищити індекс проліферації 1,4 рази. 

Оптимальною концентрацією фактору росту фібробластів-2 для всіх 

досліджуваних культур є 10 нг/мл середовища, що дає змогу достовірно підвищити 

індекс проліферації для культур стовбурових клітин кісткового мозку, жирової 

тканини та міокарда кота відповідно у 1,2; 1,3 та 2,7 рази порівняно контролем.  

Оптимальною концентрацією гормону росту для культури стовбурових 

клітин жирової тканини та міокарда кота є 10 нг/мл середовища, що призводить до 

достовірного підвищення індексу проліферації відповідно у 1,2 та 1,3 рази 

порівняно контролем. Додавання гормону росту до культури клітин кісткового 

мозку кота призводить до збільшення розміру клітин, але також до зниження 

індексу проліферації у порівнянні з контролем. 

Biolaminin 521 LN має позитивний вплив на швидкість ділення всіх 

досліджуваних культур клітин кота: індекс проліферації стовбурових клітин 

кісткового мозку та жирової тканини  зріс у 1,3 рази; міокарда – у 1,7 разів 

порівняно з контролем. 

За даними цитогенетичного аналізу додавання інсуліноподібного фактору 

росту-1, фактору росту фібробластів-2 та гормону росту до культурального 

середовища до достовірного збільшення кількості генетичних помилок не 



 

призводить у всіх досліджуваних культурах отриманих з кісткового мозку, жировиї 

тканини та міокарда кота у порівнянні з контролем, у той час як додавання 

Biolaminin 521 LN стимулює зменшення кількості клітин зі зміненим каріотипом. 

Ключові слова: стовбурові клітини, експериментальний інфаркт міокарда, 

щур, кіт. 

 

ANNOTATION 

Kovpak O. S. Biological properties of stem cells and their effects on the 

restoration of animal myocardium after experimental pale infarction. – As 

manuscript.  

The thesis for awarding a scientific degree of Ph.D. of veterinary sciences in 

specialty 16.00.02 «Pathology, oncology and morphology of animals» – National 

University of Life and Environmental Sciences of Ukraine. Kyiv. 2020. 

The dissertation deals with the current issues of veterinary medicine, in particular, 

experimental solution of the scientific issue of the effect of stem cells derived from 

myocardium, bone marrow, and adipose tissue on the restoration of myocardium after 

experimental pale infarction. 

Оur study were focused on the myocardium-derived cultures of stem cells as an 

alternative source of cellular material to treat heart diseases. 

It is important to emphasize that in the course of in vitro cultivation, cells in the 

culture tended to change their phenotypic characteristics: morphology, expression of CD 

markers, and karyotype. The primary culture of myocardium-derived stem cells 

(CMDSC) of a rat reached 90–100 % confluence in 8 days average. In the process of 

subcultivation, 70–80 % confluence was reached in 3 days. In the process of cultivation, 

the number of fusiform cells tended to increase with each passage. Thus, in the process 

of CMDSC cultivation, heterogeneous culture became more homogeneous. 

Having analyzed the data of the immunophenotypic profile of the rat myocardium 

cells, it is possible to make a conclusion that CMDSC is heterogeneous in terms of cellular 

composition that additionally changes in the process of cultivation. Thus, at the beginning 

of the study, the culture had more cells with the signs of cardiomyocytes, in particular, 



 

high levels of CD10+ and troponin Ihigh, CD95+, low level of CD34low, CD38low, CD45low, 

СD326low, and the absence of expression of CD48-, CD54- CD56-, СD227-. It is important 

to emphasize that in the process of cultivation it appeared that cells had markers peculiar 

for committed cells: CD34+, CD45low and epithelial cells: pan-keratinlow, СD326+, 

СD227low. According to the obtained data, the differentiated cells that are unable to divide 

(cardiomyocytes), against the background of an increase in the number of their 

precursors, are being removed from the culture. 

The cytogenetic analysis of CMDSC showed a gradual percent increase in cells 

with aneuploidy, which correlated with a percent increase in cells with micronuclei. These 

results can be explained by the ‘stress’ being experienced by cells when transferred from 

the body to the artificial environment. This may cause genetic changes accumulating 

during cultivation. 

The percentage of cells with polyploidy in the culture tended to decrease with 

passages. The number of binucleated cells remained at the same level during the study. 

The presence of cells with polyploidy and binucleated cells may be explained by 

morphological peculiarities of the culture. Thus, in the process of cultivation cells can go 

through final stages of differentiation as confirmed by their immunophenotypic changes, 

becoming mature cells – cardiomyocytes – that are multinucleated. 

In case of directed differentiation of the culture of bone marrow-derived stem cells 

(CBMDSC) using 5-azacytidine for 6–7 days, nuclei of epithelial cells tended to appear. 

At 10–22 days of cultivation, the studied cell cultures started to show unintentional 

contractions of some areas of cells monolayer, suggesting their differentiation in the 

cardiomyogenic direction. 

Directed differentiation in the cardiomyogenic direction causes bone marrow-

derived stem cells to have cardiomyocytes-like peculiarities. This is marked by an 

increase in the level of expression of CD10 and troponin I and a decrease in the levels of 

CD45, CD56, CD227, CD326, and pan-keratin. 

The study of the genetic stability of CBMDSC under the influence of 5-azacytidine 

showed a decrease in the number of aneuploid cells and an increase in the number of 

polyploid cells that confirms culture differentiation in the cardiomyogenic direction. 



 

The study of the recipient organism immune system - the animal-recipient 

transplants interaction – in particular, the effect on the transplanted lymphocytes and 

blood serum – is the essential stage in the course of putting cell technologies into practice. 

In the course of the study, neither lymphocytes nor blood serum of intact animals 

showed in vitro cytotoxic action to the rat CMDSC, explained by the absence of 

preliminary sensitization by the antigens of the studied culture of these animals. 

However, a sensitized animals experiment showed a significant cytotoxic effect of 

lymphocytes - marked by a great decrease in the proliferation index of studied cells – and 

blood serum. It is important to emphasize that the experiment with the use of CMDSC IV 

passage showed a weaker cytotoxic effect of lymphocytes and blood serum. This data can 

be explained by the higher immunogenicity of the I passage cells. The weaker cytotoxic 

effect of blood serum and lymphocytes in the course of the study of the IV passage culture 

is the result of the removal of differentiated cells that provide an immune response. Also, 

there is a simultaneous percent increase in non-immunogenic precursor cells and  

low-differentiated cells as confirmed by immunophenotyping data. 

In order to study the ability of stem cells to migrate, the area of myocardial damage 

was treated by 0.5 million of fluorochrome-labeled stem cells of the bone marrow culture 

by intracardiac, intramyocardial and intravenous administration. 

In case of intramyocardial administration, we detected labeled cells in the 

administration channel on the second day after transplantation. However, on the eighth 

day, we noticed the diffuse localization of stem cells in the cardiac muscle structure 

evidencing the migration of labeled cells from the channel. The analysis of cardiac 

samples after intracardiac and intravenous transplantation showed no labeled stem cells 

in the cardiac muscle structure, neither on the second nor on the eighth day. 

In order to determine the optimal myocardial ischemia formation method with the 

further development of an infarction, we have studied two methods of formation of this 

pathology. 

The studies were made on the 25th day after the formation of myocardial ischemia 

in rats. Histological study showed signs of coagulation (dry) necrosis and growth of 



 

connective tissue. The periphery had circulatory disorders in the form of vascular 

hyperemia of vessels and dystrophic changes in cardiomyocytes. 

A microscopic study of a group of animals with coagulation of the artery showed 

cardiomyocytes structure disorder. It is important to emphasize that the recorded data 

showed tissue burn rather than ischemia. Therefore, the method of ligation was chosen 

for further researches. 

In order to study cardiac changes in case of ischemia, we made a histological study 

of hearts on the 7th, 12th, 17th, and 25th day. On the 7th day after artificial myocardial 

infarction, there were noticed inflammatory process, infiltration of the damaged area by 

macrophages and leukocytes, as well as the formation of granulation tissue in the form of 

a barrier around the damaged area. The ischemic area had myocytolysis and coagulation 

necrosis. Also, there were stromal cells proliferation and endothelial cells activation. On 

the 12th day after infarction, there were noticed activation of scarring and deposition of 

collagen without the formation of collagen fibers. The noninfarction area demonstrated 

edema of cardiomyocytes and formation of erythrocytes sludge in capillaries. Some 

infarction areas had isolated islets of necrotized cardiomyocytes. On the 17th day after 

artery ligation, the area of the pathological process demonstrated the first stages of the 

connective tissue formation: a great number of vessels and fibroblasts were found in the 

damaged area. The central parts of infarction formed collagen fibers. The undamaged area 

had intracellular edema of cardiomyocytes. On the 25th day, there were active formation 

and structuring of connective tissue. The pathological process covered the area of 

infarction and adjoining areas that also had signs of progressive peripheral myocardial 

infarction. In some areas, necrotic tissue was completely substituted with scar tissue. Scar 

tissue was heterogeneous evidencing its gradual development. 

The final stage in the course of the research of rat stem cell cultures is the study of 

their effect on experimental infarction. The study showed that stem cells helped to 

decrease the area of necrotic tissue of animal myocardium. The study revealed that 

CMDSC appeared to be the most effective: it managed to make the area of necrosis 

1.53 times lesser if compared with the control group.  



 

Since the therapeutic effect of the studied cultures on the development of 

experimental myocardial infarction had been proven, we were to determine the best 

conditions for isolation from different sources and cultivation of cultures of cat stem cells 

for their further putting into veterinary practice. 

In order to obtain the cat myocardium stem cells culture, there were compared the 

method of explants and 5 variants of enzymatic treatment of the cardiac tissue. Our study 

demonstrated that treatment of the cardiac tissue of a cat with 2.5 % of trypsin adding 

0.5 mg/ml of collagenase (type II) and 0.5 mg/ml of hyaluronidase with 12-hours 

exposure at 4 °C is the optimal method for obtaining the cat myocardium stem cells 

culture. At the same time, the complex effect of enzymes and long-time exposure at low 

temperatures made it possible to break down intercellular junctions and minimize the 

negative effect on cells that are potentially able to proliferate. 

In order to determine the optimal method for obtaining adipose tissue stem cells 

culture, there were compared the method of explants and 6 combinations of enzymes. 

Like CMDSC, the method of explant appeared to be the least effective. The greater 

number of adipose tissue stem cells able to proliferate was obtained using a combination 

of 1 mg/ml of collagenase, 10 mg/ml of hyaluronidase, with the addition of 4 % BSA. 

Further, we studied the effect of different growth stimulators on the proliferative 

activity of cells in the culture and their karyotype. 

The study revealed that the optimal concentration of insulin-like growth factor for 

cultures of the stem cells of myocardium and bone marrow is 50 ng/ml of medium making 

it possible to increase the proliferation index 1,4; 2.0 times, respectively, for adipose 

tissue it is10 ng/ml making it possible to increase the proliferation index 1.4 times. 

The optimal concentration of growth factor of fibroblasts-2 for all studied cultures 

is 10 ng/ml of medium making it possible to increase the proliferation index for cultures 

of the stem cells of bone marrow, adipose tissue, and myocardium of a cat 1,2; 1.3 and 

2.7 times, respectively if compared with the control group. 

The optimal concentration of the growth hormone for the culture of stem cells of 

adipose tissue and myocardium of a cat is 10 ng/ml of medium increasing the proliferation 

index 1,2 and 1,3 times, respectively if compared with control group. Adding the growth 



 

hormone to the culture of bone marrow cells of a cat increases the size of cells and 

decreases the proliferation index if compared with the control group 

Biolaminin 521 LN improves the rate of division of all studied cultures of a cat: the 

proliferation index of stem cells of bone marrow and adipose tissue increased 1.3 times; 

myocardium – 1.7 times if compared with the control group. 

The cytogenetic analysis has revealed that the addition of insulin-like growth 

factor-1, growth factor of fibroblasts-2, and growth hormone to culture medium does not 

increase the number of genetic errors in studied cultures if compared with the control 

group, while the addition of Biolaminin 521 LN decreases the number of cells with 

changed karyotype. 

Key words: stem cells, experimental myocardial infarction, rat, cat. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ 

АК – апоптозні клітини  

БСА – бичачий сироватковий альбумін 

ГСК – гемопоетичні стовбурові клітини 

ДЯ – двоядерні клітини  

ЕДТА - етилендиамінтетраоцетова кислота 

ЕКП – ендотеліальні клітини-попередниці  

ККМ – культура клітин міокарда 

КСКЖТ –культура стовбурових клітин жирової тканини 

КСККМ – культура стовбурових клітин кісткового мозку 

КСКМ – культура стовбурових клітин міокарда  

МІ– мітотичний індекс  

МСК – мезенхімальні стовбурові клітини 

МЯ – клітини із мікроядром  

СВФ – стромально-васкулярна фракція 

ТТХ – трифенілтетразолій хлорид 

ФБР – фосфатно-буферний розчин 

FBS – фетальна бичача сироватка 

CD-маркер – кластер диференціювання 

de novo – заново 

DMEM – середовище Ігла модифіковане Дюльбеко 

FGF-2 – фактор росту фібробластів 

IGF-1 – інсуліноподібний фактор рост 

in vitro – характеристика певного біологічного процесу, змодельованого поза 

організмом  

in vivo – характеристика певного біологічного процесу, який відбувається в 

організмі 

rhGH – гормон росту 
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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Ішемія міокарда – це порушення функції серця, яке 

викликане недостатнім надходженням крові до його м’язової тканини. Зменшення 

кровопостачання може бути пов’язане зі звуженням коронарних артерій, 

коронарним тромбозом чи дифузним звуженням артеріол і інших дрібних судин у 

серці. Переривання надходження крові до тканин міокарда може призвести до 

некрозу серцевого м’яза (інфаркт міокарда) [202]. 

Коронарні артерії перфузують серце і сприяють транспортуванню поживних 

речовин і Оксигену в метаболічно активний міокард [253]. Ішемія міокарда, 

пов’язана з атеросклерозом і обструкцією коронарних артерій, нині є основною 

причиною смертності у людей і згідно з прогнозами залишиться такою і в 2030 році 

[183]. Ішемія міокарда й інфаркт, пов’язаний із захворюванням коронарних артерій, 

також трапляється у дрібних тварин, як собак, так і котів [110, 253], що може стати 

причиною раптової смерті чи смерті під час анестезії [253].  

Зважаючи на те, що серце у дорослих ссавців має дуже обмежену здатність 

до регенерації [244] і втрачені клітини замінюються фіброзним рубцем [273] 

виникає необхідність пошуку методів лікування, що спрямований на відновлювати 

структури серцевого м’язу після ішемії. Клітинні технології є перспективним 

методом лікування тварин з інфарктом міокарда, що дозволяє відновлювали його 

структуру та скоротливої функції [295, 126, 164, 267, 151]. 

Однак, впровадження клітинних технологій у клінічну практику вимагає 

більш детального викладу протоколів отримання стовбурових клітин, їх 

культивування та застосування, поглибленого вивчення взаємодії організму-

реципієнта із трансплантованими клітинами, ретельного контролю фенотипових і 

генетичних змін у них для забезпечення високої якості та безпечності 

застосовуваного клітинного матеріалу у відновлювальній клітинній терапії 

післяінфарктних змін у міокарді. 
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У дослідженнях основну увагу зосереджено на стовбурових клітинах 

культури отриманої з міокарда, як альтернативного джерела клітинного матеріалу 

за лікування пацієнтів із хворобами серця [187, 13, 15, 12]. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертацію 

виконано на базі науково-навчальної лабораторії «Центр клітинних технологій у 

ветеринарній медицині Національного університету біоресурсів і 

природокористування України як підрозділ наукової тематики за темами: 

«Вивчення морфофункціональних характеристик патологічно змінених тканин у 

тварин-реципієнтів при застосуванні стовбурових клітин» (номер державної 

реєстрації 0111U003428, 2011–2015 рр.); «Дослідити особливості коригуючої дії 

введених стовбурових клітин на патологічно змінені структури і функції тканин в 

організмі тварин-реципієнтів» (номер державної реєстрації 0115U003476, 2015–

2017 рр.). 

Мета та завдання дослідження. Метою дисертації було дослідити біологічні 

властивості стовбурових клітин отриманих з різних джерел у процесі 

культивування, та теоретично обґрунтувати й експериментально підтвердити 

ефективність методу клітинної регенеративної терапії із застосуванням 

стовбурових клітин, отриманих з різних джерел, на активність відновлення 

структури міокарда щура, пошкодженого внаслідок експериментального 

ішемічного інфаркту. 

Для досягнення мети було поставлено наступні завдання:  

- дати морфологічну характеристику стовбурових клітин, отриманої з 

міокарда щура, у процесі їх культивування в системі in vitro;  

 дослідити фенотип стовбурових клітин культури отриманої з міокарда 

щура, з використанням імуноцитохімічних реакцій детекції мембранних білків і 

тропоніну І;  

 проаналізувати каріотипову стабільність стовбурових клітин, 

отриманих з міокарда щура, в процесі культивування в системі in vitro;  
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 встановити наявність цитотоксичного впливу лейкоцитів та сироватки 

крові щурів на трансплантовані алогенні стовбурові клітини культури, отриманої з 

міокарда щура;  

 вивчити вплив 5-азацитидину на фенотипові особливості та 

стабільність каріотипу стовбурових клітин культури отриманої із червоного 

кісткового мозку щура;  

 дослідити міграційну здатність стовбурових клітин червоного 

кісткового мозку у зону ушкодження міокарда залежно від способу їх введення в 

організм тварин-реципієнтів;  

 виявити морфологічні зміни у серці щурів за експериментального 

інфаркту міокарда;  

 проаналізувати зміни у серці щурів за експериментального ішемічного 

інфаркту після трансплантації стовбурових клітин, отриманих із різних джерел; 

 з’ясувати вплив способу дезагрегації міокарда та жирової тканини кота 

на ефективність виділення стовбурових клітин для отримання культури; 

 дослідити влив фактора росту фібробластів (FGF-2), інсуліноподібного 

фактора росту (IGF-1), гормону росту (rhGH) та Вiolaminin 521 LN на 

проліферативну активність і каріотипову стабільність стовбурових клітин культур 

кота, отриманих із різних джерел.  

Об’єкт дослідження – біологічні властивості стовбурових клітин культур, 

отриманих із кісткового мозку та міокарда щура і кота та жирової тканини кота; 

вплив трансплантації стовбурових клітин культур, отриманих з різних джерел, на 

перебіг експериментально сформованого ішемічного інфаркту у 

тварин-реципієнтів.  

Предмет дослідження – показники біологічної активності стовбурових 

клітин тварин (щура, кота) у культурі залежно від джерел їх отримання, методів 

виділення і культивування; показники функціональних змін у міокарді щура з 

експериментально сформованим інфарктом після трансплантації стовбурових 

клітин, отриманих із різних джерел.  
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Методи дослідження: біотехнологічні (культивування клітин); 

імуноцитохімічні (дослідження імунофенотипової характеристики клітин у 

культурі); цитогенетичні (аналіз каріотипу клітин); імунологічні (дослідження 

цитотоксичної активності сироватки та лімфоцитів крові); гістологічні 

(мікроскопічні дослідження); хірургічні (аспірація червоного кісткового мозку, 

отримання жирової тканини та серця, трансплантація клітин); статистичні 

(опрацювання цифрових показників результатів досліджень). 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше проведено аналіз 

біологічної активності стовбурових клітин культур, отриманих із міокарда щура, у 

процесі культивування в системі in vitro. Удосконалено технології виділення та 

культивування в системі in vitro стовбурових клітин кота з червоного кісткового 

мозку, жирової тканини та міокарда.  

Вперше проведено фенотиповий та генетичний аналіз культури стовбурових 

клітин червоного кісткового мозку, що піддавалася спрямованій диференціації за 

впливу 5-азацитидину. 

Доведено вплив трансплантації стовбурових клітин культур, отриманих із 

різних джерел, на зменшення площі некротизованої тканини міокарда щура за 

експериментального інфаркту.  

Наукова новизна отриманих результатів підтверджена патентом на корисну 

модель за № 118933 від 28.08.2017 р. «Спосіб отримання культури клітин 

стромально-васкулярної фракції жирової тканини котів» та актами впровадження 

результатів дослідження у клінічну практику. 

Практичне значення одержаних результатів. Результати 

експериментальних досліджень можуть бути використані у клінічній ветеринарній 

практиці для лікування котів з дистрофічними змінами у серці. Варто зазначити, 

що різна активність відновлювальних процесів за трансплантації стовбурових 

клітин, отриманих із різних джерел, дає змогу обрати найбільш раціональний 

напрям терапії хворих тварин. 

Результати оцінки каріотипової та цитогенетичної стабільності стовбурових 

клітин у культурі залежно від тривалості культивування в системі in vitro мають 
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важливе значення для оцінювання їх безпечності. Отримані результати можуть 

бути використані в подальших наукових дослідженнях властивостей стовбурових 

клітин тваринного організму та як методичні рекомендації для ветеринарних 

лікарів-практиків.   

Запропоновані комбінації ферментів, що дають змогу збільшити вихід 

стовбурових клітин з жирової тканини і міокарда кота та оптимізовані умови їх 

культивування з використанням стимуляторів росту, з метою отримання більшої 

кількісті клітинного матеріалу, придатного для трансплантації, за коротший 

проміжок часу з використанням меншого об’єму первинного матеріалу. Отримані 

результати можуть бути використанні як для подальших наукових досліджень, так 

і у клінічній практиці у процесі застосування клітинних технологій. 

Результати досліджень увійшли до науково-методичних рекомендацій: 

«Методи видоспецифічної оцінки стовбурових клітин та їх застосування у 

ветеринарній клітинній регенеративній терапії» (затверджено Вченою радою 

Національного університету біоресурсів і природокористування України, 

протокол № 5 від 27 грудня 2017 р.).  

Особистий внесок здобувача. Здобувач особисто здійснив пошук і аналіз 

літературних джерел за темою дисертації, провів патентний пошук із 

досліджуваної проблеми, виконав увесь обсяг експериментальних досліджень, 

здійснив статистичну обробку цифрових показників, оформив ілюстративні 

матеріали та написав дисертацію; аналіз одержаних результатів і формулювання 

висновків проведено спільно з науковим керівником. 

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи було 

апробовано в доповідях та обговорено на: Міжнародній науково-практичній 

конференції «Проблеми емерджентних хвороб тварин: молекулярна епізоотологія, 

експрес-діагностика та біобезпека», присвяченій 150-річному ювілею від дня 

народження видатного вченого Дедюліна О. В. (м. Одеса, 2016 р); Міжнародній 

науково-практичній конференції «Інновації у ветеринарну освіту, науку, 

виробництво» (м. Київ, 2016 р.); Міжнародній науково-практичній конференції 

професорсько-викладацького складу, аспірантів та студентів «Актуальні проблеми 
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ветеринарної медицини» (м. Київ, 2017 р.); ХІІІ міжнародній науково-практичній 

конференції морфологів України «Актуальні проблеми сучасної морфології» 

(м. Житомир, 2017 р.).  

Публікації. За результатами досліджень опубліковано 11 наукових праць, 

зокрема 3 статті у наукових фахових виданнях України, 4 статті у наукових 

фахових виданнях України, включених до міжнародних наукометричних баз даних, 

стаття у науковому виданні іншої держави, стаття в іншому науковому виданні 

України, включених до міжнародних наукометричних баз даних, патент на корисну 

модель, методичні рекомендації. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з анотації, вступу, 

чотирьох розділів, висновків, пропозицій виробництву, списку використаних 

джерел і додатків. Загальний обсяг дисертації становить 188 сторінок 

комп’ютерного тексту. Матеріали дисертації проілюстровано 4 схемами, 

50 рисунками і 15 таблицями. Список використаних джерел містить  

317 найменувань, з яких 273 латиницею. 
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РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Сучасний стан вивченості ролі стовбурових клітин в регенерації 

тканин  

За останні 50 років виконано значну кількість експериментальних 

досліджень, які вирішують різні проблеми клітинних технологій. Опубліковані 

сотні робіт, які вказують на позитивні результати використання стовбурових клітин 

(СК) при різноманітних захворюваннях людини і тварин [6, 70, 133]. Внаслідок 

проведених досліджень прийшло розуміння того, що стовбурові клітини та їх 

похідні, на тому чи іншому етапі гістогенезу, можуть слугувати основою для 

розробки інноваційних клітинних технологій. При цому вражає широта клінічних 

проблем, у вирішенні яких роль таких методів лікування оцінюється, як реальна 

[44]. 

На даний час існують жорсткі критерії до клітин, які претендують на 

визначення «справжні стовбурові клітини». Вони повинні бути 

неспеціалізованими, клоногенними і здатними до необмеженого самооновлення 

(процес, при якому стовбурові клітини можуть симетрично ділитися і давати 

початок дочірнім стовбуровим клітинам). Саме здатність самостійно 

відновлюватися протягом тривалого часу забезпечує збереження популяції 

стовбурових клітин протягом усього життя організму. Крім того вони мають 

володіти здатністю до асиметричного поділу, при якому відбувається утворення 

двох дочірніх стовбурових клітин, одна я яких у відповідь на сигнали може 

диференціюватися у кілька типів спеціалізованих клітин усіх трьох ембріональних 

зародкових шарів – ектодерми, мезодерми і ендодерми [44]. 

Виходячи з двох основних характеристик стовбурових клітин (необмежене 

самооновлення та здатність до диференціації), їх подальший розвиток може 

проходити чотирьма шляхами [199]. Перший шлях розвитку полягає в тому, щоб 

стовбурові клітини залишатися у стані спокою, тобто не піддавалися діленню чи 

диференціюванню. При чому, такі клітини зберігають своє місце в пулі 
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стовбурових клітин. Прикладом можуть бути стовбурові клітини в кістковому 

мозку, які чекають сигналів активації з організму. 

Основою другого шляху розвитку є симетричне ділення стовбурових клітин, 

за якого утворюються дві дочірні клітини, ідентичні батьківській. Даний процес не 

призводить до утворення диференційованих клітин, проте збільшує пул 

стовбурових клітин, з яких можуть розвиватися спеціалізовані. 

За третього шляху розвитку стовбурових клітин відбувається їх 

асиметричний поділ: стовбурова клітина ділиться на дві дочірні клітини, одна з 

яких є копією батьківсьокої, інша – більш спеціалізована клітина, що називається 

соматичною чи комутованою клітиною-попередницею. Асиметричне ділення 

приводить до утворення диференційованих клітин, необхідних для розвитку / 

регенерації тканин, а також для підтримки пулу стовбурових клітин на майбутнє;  

Четвертий шлях розвитку стовбурових клітин полягає в тому, що при їх 

поділі утворюється дві дочірні клітини, які відрізняються від батьківської, що 

призводить до збільшення кількості диференційованих клітин з втратою 

чисельності стовбурових клітин. 

Фактори, що визначають долю стовбурових клітин в організмі, є ключовою 

проблематикою наукових досліджень стемологів, знання біологічних властивостей 

стовбурових клітин корисне при їх клінічному застосуванні. Наприклад, клініцисти 

та вчені могли б провокувати популяцію стовбурових до симетричного 

самооновлення з метою диференціювання в мультипотентні або більш 

спеціалізовані клітини-попередниці. Це забезпечить велику однорідну популяцію 

клітин на корисній стадії диференціювання, яка може бути доставлена пацієнтам 

для успішної регенерації тканин. 

Варто зазначити, що поняття «стовбурові клітини» охоплює багато видів 

клітин, тому на основі їх походження їх розділяють на два типи  [268]: ембріональні 

стовбурові клітини, які отримують з внутрішньоклітинної маси 

передімплантаційних ембріонів і мають здатність утворювати всіх три 

ембріональні зародкові шари (тобто ектодерму, ендодерму і мезодерму); 

стовбурові клітини дорослого організму, які знаходяться у різних тканинах та 
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органах, і мають здатність до диференціювання принаймні в один тип 

функціональних клітин. 

Проте, з розвитком науки дане поняття набуло ширшого значення, оскільки 

нові дослідження виявили, що повністю диференційовані клітини дорослого 

організму можливо повернути назад у ембріональні стовбурові клітини [58]. Так, 

дві незалежні групи вчених змусили дорослі клітини повернутися до 

плюрипотентного стану за допомогою молекулярної маніпуляції, отримавши 

«індуковані плюрипотентні стовбурові клітини» (iPS), які володіють тими ж 

характеристики, що і ембріональні стовбурові клітини: проліферацією, 

морфологією та експресією генів (у формі відповідних поверхневих маркерів та 

білків) [277, 276, 310, 220, 50]. Обидві групи дослідників для транспортування генів 

для транскрипційних факторів у клітини дорослих використовували ретровіруси. 

Ці гени транскрибуються і транслюються в білки, які регулюють експресію інших 

генів, призначених для перепрограмування дорослого ядра назад у ембріональний 

стан. Вчені представили ембріональні транскрипційні фактори, відомі як Sox2 і 

Oct4, при чому одна група також додала Klf4 і c-Myc [277], а інша – Lin28 і Nanog 

[310]. 

Саме тому все частіше використовують класифікацію стовбурових клітин, 

що заснована на діапазоні диференційного потенціалу [114]: тотіпотентні, 

плюрипотентні, мультипотентні, олігопотентні і уніпотентні.  

Медичний словник Національного інституту охорони здоров'я дає два різні 

визначення терміну «тотіпотент»: «здатний розвиватися в повний організм» або 

«диференціюватися в будь-які його клітини чи тканини» [98]. Зважаючи на це, 

існує дискусія навколо терміну «тотіпотентність», що зумовлена суттєвими 

відмінностями між цими двома визначеннями. Одноядерний ембріон (зигота) є 

«тотіпотентним» при використанні обох визначень, у той самий час деякі автори 

характеризують пухлини [111, 141] та стовбурові клітини [45, 200] як 

«тотіпотентні», спираючись лише на друге визначення (тобто здатність цих клітин 

диференціюватися у широкий спектр клітин).  Саме тому більшість дослідників 

схиляється до того, що тотіпотентні клітини – це зиготи та клітини ембріонів на 
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ранніх стадіях розвитку, які здатні диференціюватися у всі види клітин дорослого 

організму та позазародкові ембріональні клітини трофобласту. Плюрипотентні 

клітини, до яких належать клітини ембріобласту у бластоцисті, здатні 

диференціюватися у клітини всіх трьох зародкових шарів організму [174, 152, 166].  

Плюрипотентні стовбурові клітини, що використовуються в дослідженнях, 

переважно отримують із ембріонів, звідки і назва, яку досить часто 

використовують: «ембріональні стовбурові клітини». Передімплантаційні 

ембріони протягом декількох днів містять лише 10–15 % плюрипотентних клітин. 

Ці клітини можна ізолювати  та культивувати на шарі «фідерних» клітин, які 

забезпечують сигнали (на даний час ще не достатньо вивчені), що стимулюють 

проліферацію стовбурових клітин підтримуючи при цьому їх плюрипотентність. 

Найбільш перспективним кандидатом клітинної терапії, для використання у 

клінічній практиці є мезенхімальні стовбурові клітини. Ці клітини володіють 

достатньою пластичністю, щоб стати клітинами-попередницями у межах 

конкретного зародкового шару [152, 166]. Мультипотентні стовбурові клітини, що 

мають найвищий потенціал для диференціювання знаходяться в ембріоні на стадії 

гаструляції. При чому вони здатні дати  початок усім клітинам відповідного 

зародкового шару,  не будучи плюрипотентними стовбуровими клітинами, 

оскільки втратили здатність до диференціації у клітини всіх трьох зародкових 

шарів.  

Олігопотентні стовбурові клітини можуть диференціюватися лише у кілька 

типів клітин, наприклад, лімфоїдні стовбурові клітини дають початок NK-клітинам 

і лімфоцитам, мієлоїдні стовбурові клітини – гранулоцитам [71]. 

На нижньому кінці спектра пластичності знаходяться уніпотентні клітини, 

які здатні диференціюватися лише в одному спеціалізованому клітинному 

напрямку [266]. Наприклад, стовбурові клітини епідермісу або м'язові стовбурові 

клітини дають початок лише відповідним типам клітин.  Лише здатність до 

самооновлення відрізняє уніпотентні стовбурові клітини від нестовбурових клітин 

[138]. Дані стовбурові клітини, як правило, знаходяться в межах певного органа і, 

хоча їх диференційована здатність обмежена, ці клітини-попередниці відіграють 
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важливу роль у збереженні цілісності тканин шляхом відновлення пошкоджених 

чи старих клітин.  

 

1.1.1. Джерела стовбурових клітин дорослого організму 

У органах і тканинах дорослого організму містяться власні стовбурові 

клітини, так звані «регіональні стовбурові клітини». Дані клітини в першу чергу 

відповідають за  оновлення клітинної популяції тканини, у яких розміщуються, та 

першими активуються при пошкодженні. Регіональні стовбурові клітини 

розміщені у більшості органів та тканин дорослого організму: головному та 

спинному мозку [245, 154], шкірі [94], травному тракті [142, 78], пульпі зубів [219], 

рогівці та сітківці ока [137, 74], скелетних м’язах [248], підшлунковій залозі [81], 

серці [158] та ін. 

Хоча значна кількість науковців досліджує властивості ембріональних 

стовбурових клітин, проте їх подальше використання у клінічній практиці 

стикається з рядом етичних проблем. У той час, використання стовбурових клітин 

дорослого організму вже давно практикується у клінічній практиці [135]. Проте, 

варто зазначити, що з розвитком науки і збільшенням знань про стовбурові клітини 

науковці почали розділяти клітини не за джерелом отримання, а за властивостями 

самих клітин. 

Найбільш вивченим джерелом стовбурових клітин дорослого організму на 

сьогоднішній день є кістковий мозок. Ще в 1974 р. А. Я. Фрiденштейн отримав з 

кісткового мозку стовбурові стрoмальні клітини, які прикріплювалися до 

культyрального посуду та мали фібрoблостоподібну форму [121]. На даний час 

науковці виділяють з кісткового мозку різні види клітин, які здатні до поділу в 

системі in vitro: плюрипотентні [300, 301] та мультипотентні [138] стовбурові 

клітини, зокрема гемoпоетичні стовбуровi клітини (ГСК) [272, 303, 228], 

мезенхімальні стовбурові клітини (МСК) [228, 224], ендотеліальні клітини-

попередниці [308, 210],. 

Альтернативним джерелом стовбурових клітин дорослого організму все 

частіше слугує жирова тканина. Через широку доступність і здатність 
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диференціюватися в межах мезодерми включаючи кісткову, хрящову, м’язову та 

жирову тканин, СК жирової тканини можуть використовуватися для вирішення 

багатьох питань клітиннозаміщувальної терапії [194]. Варто зазначити, що вперше 

стовбурові клітини з жирової тканини були ізольовані М. Родбелом ще в 1960-х 

роках [239]. Дана тканина також гетерогенна за своїм клітинним складом. З 

жирової тканини виділяють гемoпоетичні стовбурові клітини [72, 155] (більшість 

науковців схиляються до думки, що вони потрапляють у культуру клітин жирової 

тканини з кровоносного русла [55, 196]), мезенхімальні стовбурові клітини [178, 

80], ендотеліальні клітини-попередниці [314, 305] та преадипоцити [257]. 

Проте не варто забувати і про органоспецифічні стовбурові клітини, які 

знаходяться у кожному органі тваринного організму, це стосується і  серця, адже їх 

використання є логічним у серцевій регенеративній терапії. Поняття «дорослого 

серця», як незмінно диференційованого органа без здатності до регенерації, було 

розвінчано дослідженнями Beltrami A. P. та колег [63].  Існування кардіальних 

стовбурових клітин відкриває нові можливості для відновлення міокарда. 

 

1.1.2. Мезенхімальні стовбурові клітини. 

Мезенхімальні стовбурові клітини (МСК) були вперше виділені і 

охарактеризовані Фріденштейном та його колегами в 1974 році [121]. МСК, також 

відомі як «мезенхімальні стромальнимі клітини» – підгрупа негемопоетичних 

стовбурових клітин дорослого організму, що походять з мезодерми. Вони 

володіють здатністю до самооновлення і багатолінійного диференціювання не 

тільки в межах мезодермальної лінії, зокрема в хондроцити, остеоцити та 

адипоцити, а й у клітини екто- та ендодерми [68, 230, 130, 247, 106]. МСК 

виділяють з кісткового мозку, жирової тканини, пуповини, печінки, м'язів та 

легенів з подальшою можливістю культивування їх в системі in vitro [10, 49, 225, 

69].  

Фенотип МСК. На даний час відомий повний список поверхневих маркерів 

МСК: вони позитивні за CD13, CD29, CD44, CD49a, b, c, e, f, CD51, CD54, CD 58, 

CD71, CD73, CD 90, CD102, CD105, CD106, CDw119, CD120a, b, CD123, CD124, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beltrami%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14505575
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CD126, CD127, CD140a, CD166, P75, TGFb1R, TGFbIIR, HLA- A, B, C, SSEA-3, 

SSEA-4, D7 та негативні за CD3, CD4, CD6, CD9, CD10, CD11a, CD25, CD31, CD34, 

CD36, CD38, CD45, CD49d, CD50, CD62E, L, S, CD80, CD86, CD95, CD117, CD133, 

SSEA-1 [226]. Проте більшістю науковців для характеризування клітин як МСК 

зазвичай використовується набір мінімальних критеріїв до мультипотентних 

мезенхімальних стовбурових клітин, запропонованих у 2006 році Комітетом 

мезенхімальних і тканинних стовбурових клітин (Mesenchymal and Tissue Stem Cell 

Committee) Міжнародного товариства клітинної терапії (International Society for 

Cellular Therapу). Серед них: 1) мезенхімальні стовбурові клітини адгезують до 

культурального платику при стандартних умовах культивування; 2) вони мають 

експресувати CD105, CD73 та CD90, у той час як експресія CD45, CD34, CD14 чи 

CD11b, CD79α чи CD19 та HLA-DR маює бути відсутня; 3) МСК мають бути здатні 

до диференціації у остеогенному, хондрогенному та адипогенному напрямках 

[108].  Крім того, нещодавно переглянута заява ISCT та Міжнародної федерації 

жирової терапії та науки (IFATS) передбачає додаткові маркери для стовбурових 

клітин отриманих з жирової тканини: вони мають бути позитивними за CD36 і 

негативними за CD106 на відміну від МСК кісткового мозку [75]. 

Генетична стабільність МСК. На даний час існують суперечливі дані щодо 

генетичної стабільності МСК. За даними Foudah D. та ін. [115] у культурі МСК, 

отримананій з кісткового мозку щурів, з пасажами збільшується кількість 

анеуплоїдій без залежності від культурального середовища. Проте, науковці у свою 

чергу стверджують, що МСК є оптимальним джерелом для досліджень у клітинній 

терапії. Miura M. та ін. [197] сверджують, що МСК, отримані з кісткового мозку 

мишей, після численних пасажів здатні переходити до злоякісного стану, що 

призводить до утворення фібросаркоми в системі in vivo. У той же час роботи 

Mareschi K. та ін. [181] та Rubio D. та ін. [243] вказують на відсутність змін 

каріотипу МСК у культурі людини в системі in vitro при їх культивуванні до 2 

місяців [181, 243]. Дослідження Izadpanah R. та ін. [150] вказують про відсутність 

новоутворень у імунодефіцитних мишей при введенні культури клітин на ранніх 

етапах культивування навіть при наявності у останній зміненого каріотипу.  
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Проте більшість дослідників згодна, що злоякісна трансформація можлива 

при тривалому культивуванні МСК в системі in vitro [243, 150, 197, 3, 115]. Їх дані 

свідчать, що кількість клітин зі зміненим каріотипом збільшується з тривалістю 

культивування. Разом з тим, важливу роль у підтриманні генетичної стабільності 

МСК у культурі відіграють: джерело отримання клітин, умови культивування, 

спосіб отримання первинної культури та методика субкультивування [3, 28, 115].   

 

1.1.3. Гемопоетичні стовбурові клітини 

Гемопоетичні стовбурові клітини (ГСК) – це клітини гемопоетичної системи, 

які мають потенціал як до асиметричного поділу, так і до самопоновлення. Варто 

зазначити, що гемопоетичні стовбурові клітини виникають із попередників 

мезодерми в різних місцях і на різних стадіях розвитку організму [103, 211]. Вони 

є мультипотентними, і у випадку ГСК – це здатність диференціюватися у всі 

функціональні клітини крові [256].   

Фенотип ГСК. У 1988 році групою науковців на чолі з Spangrude G. J. [269] 

почалося очищення фракції гемопоетичних стовбурових клітини, отриманих з 

кісткового мозку мишей, за допомогою відносно нових технологій: 

мультикольорового флюорисцентного сортування клітин та моноклональних 

антитіл. Отримана популяція ГСК мала наступний поверхневий маркерний 

фенотип: Lin, TER119, Mac1, Gr1, CD45R/B220, CD3, CD4, CD8¯, Thy-1low Sca-1+. 

Дана популяція становила приблизно 0,05 % клітин кісткового мозку. 

Spangrude G. J. та його колеги продемонстрували, що це єдині клітини  кіскового 

мозку миші, здатні переносити довгострокове, понад 3 місяці, відновлення всієї 

кровотворної системи при пересадці летально опроміненим мишам. Однак вони 

вказали, що тільки 30 % Lin-, Thy-1low, Sca-1+ клітин, що були трансплантовані 

шляхом введення в хвостову вену, можуть врятувати 50 % летально опромінених 

мишей. Тому, в 1991 році, Ogawa M. та ін. повідомили, що прогеніторні 

гемопоетичні клітини кісткового мозку миші експресують c-kit, який є рецептором 

для фактору стовбурових клітин [212]. З того часу, Lin-, Thy-1low, Sca-1+, c-kit+ (LSK) 

зазвичай використовуються, як канонічні маркери для збагаченої фракції ГСК. 
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Подальше вивчення гемопоетичних стовбурових клітини показало, що LSK 

– фракція кісткового мозку неоднорідна і містить клітини з фенотипом як CD34+ 

так і CD34-/low [217]. Зважаючи на це, Kiel M. J. та ін. розробили альтернативний 

метод очищення ГСК заснований на схемі експресії групи білків SLAM. Вони 

вказали, що CD150+, CD48- та CD244- у поєднанні з канонічними маркерами 

дозволяє збільшити чистоту отриманих культур у декілька разів [163]. 

Зважаючи на те, що гемопоетичні клітини, як вважають, походять від 

гемангіобластів та / або гемогенного ендотелію, який може виробляти як 

гематопоетичні клітини, так і ендотеліальні клітини, здається цілком природним, 

що ГСК експресують поверхневі маркери, характерні для клітин ендотеліального 

походження: CD34, PECAM-1 / CD31, ендоглін, Tie2 і VE-кадгерин [192, 278, 309]. 

Проте, експресія даних маркерів знижується або навіть зникає на пізніх стадіях 

розвитку [192]. 

Проте, варто зазначити, що фенотип гемопоетичних стовбурових клітин у 

різних видів відрізняється.  Так, ГСК людини не експресують Sca-1 та CD150 [168], 

тоді як CD34+ та CD38- фенотип розглядається як канонічний маркер, встановлений 

для людських ГСК. У той час як ГСК, отримані з кісткового мозку дорослих мишей, 

є CD34- та CD38+ [234, 185, 275]. 

ЕСАМ – один з останніх маркерів, який був запропонований для 

ідентифікації ГСК. ЕСАМ функціонально незамінний для ГСК при відновленні 

гомеостатичного кровотворення, адже рівень його експресії збільшується при 

активації ГСК, у той час як зниження його рівня приводить до тривалого 

пригнічення кровотворення у кістковому мозку [271]. 

Генетична стабільність ГСК. У стаціонарних умовах in vivo ГСК переважно 

перебувають у стані спокою [92, 221]. Після гематологічного ураження, сплячі ГСК 

входять у клітинний цикл, щоб генерувати клітини-попередниці, які можуть 

породжувати зрілі клітини. Після відновлення гемопоетичного гомеостазу, 

активовані ГСК знову повертаються в стан спокою [302]. Регулятори клітинного 

циклу відіграють  у цьому процесі ключову роль [97]. Інгібітори циклінзалежної 

кінази p21Cip1, p27Kip1 та p57Kip2 підтримують спокій гемопоетичних 
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стовбурових клітин та клітин-попередниць, стримуючи активність циклінзалежної 

кінази (Cdk). Їх інактивація в кровотворних клітинах може змінювати розмір пулу 

ГСК і самовідновлення [90, 89, 184, 316]. 

Проте культивування ГСК в системі in vitro призводить до зміни у 

вищеописаних процесах. Так, за даними Liu A. M. та ін. [176] культивування ГСК 

в системі in vitro призводить до генетичних змін у культурі. У клітинах фракції LSK 

виявили значний рівень геномічної нестабільності після культивування, про що 

свідчить поява анеуплоїдних клітин. Варто зазначити, Liu A. M. та ін. відмічали, 

що культивування клітин у  гіпоксичному середовищі 3 % О2 (що імітує умови в 

червоному кістковому мозку) призвело до зменшення генетичних змін. Окрім того, 

аналіз гемопоетичних стовбурових клітин після тривалого культивування в системі 

in vitro показав збільшення кількості генетичних помилок у порівнняні з молодою 

культурою виявив посилену хромосомну нестабільність, викликану культурою, що 

пояснюється підвищенням окисного стресу у клітинах з віком [176].  

 

1.1.4. Ендотеліальні клітини-попередниці 

У 1997 році Asahara T. та ін. [53] повідомили про виявлення циркулюючих 

клітин-попередниць ендотеліального походження. Ендотеліальні клітини-

попередниці (EPC) одержані з кісткового мозку, демонстрували високий рівень 

маркерів «ендотеліальних» клітин та низький – «гемопоетичних» маркерів під час 

культури в системі in vitro [52, 54]. Диференціація гемангібласта призводить до 

утворення як гемопоетичних стовбурових клітин (ГСК), так і ендотеліальних 

клітин-попередниць (ЕКП). У свою чергу ці клітини забезпечують регенерацію всі 

клітин крові та ендотелію. ГСК та ЕКП також з'являються одночасно під час 

розвитку від мезодермальних попередників. Спочатку вважалося, що ЕКП присутні 

тільки під час ембріонального розвитку, тепер, як відомо, вони існують і у 

дорослому організмі [308]. Ці ангіогенні клітини мають властивості ембріональних 

ангіобластів [143]. ЕКП мігрують у пошкоджені судини і стають зрілими 

ендотеліальними клітинами під час ендотеліалізації та неоваскуляризаційних 

процесів. Крім того, ЕКП, одержані з інших джерел, також можуть породжувати 
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зрілі ендотеліальні клітини, що робить цю групу клітин більш різноманітною. 

Точний механізм мобілізації та диференціації EКП на даний час повністю не 

вивчений [193].  

Фенотип EKП. Ендотеліальні клітини-попередниці є попередниками зрілих 

ендотеліальних клітин і спочатку були охарактеризовані експресією CD34 та більш 

незрілого маркерного білка CD133, ендотеліальних маркерних білків, таких, як 

судинний ендотеліальний фактор росту (VEGF)R2 (KDR), фактор фон Віллебранда 

(VWF),VE-кадгерин [290, 107]. Дещо пізніше Hager G. та ін. [132] вказали, що ЕКП 

експресують специфічні маркери CD31, CD144, CD146, CD73 та CD105, додатково 

підтвердивши експресію фактору росту ендотелію судин (VEGF) R2. Zhang H. та 

ін. [312] у своїх дослідженнях вказують, що ЕКП позитивні за CD34, CD31, CD73, 

CD105 та (VEGF) R2, негативні за CD45, CD90 і лейкоцитарним антиген-антигеном 

D. Проте, на даний час більшість дослідників, які мали на меті ідентифікувати ЕКП, 

сходяться на думці,що ЕКП мають експресувати CD34, CD117, CD133, CD105, 

CD144, CD184 [180, 307, 51, 263]. 

Генетична стабільність. Corselli та ін. [99] у своїх дослідженнях вказують  

що ЕКП, отримані з пуповинної крові, показують високий рівень хромосомних змін 

у культурі. Додатково вони вказують, що збільшення популяції ex vivo 

одержуваних з пуповинної крові ЕКП, не приводило до порушень у їх каріотипі.  У 

той час ЕКП, отримані з периферійної крові, показали нормальний каріотип у 

культурі в системі in vitro (40–60 подвоєнь популяції клітин) [286]. 

 

1.1.5. Преадипоцити 

У 1940-х рр. гістологічні спостереження за появою адипоцитів в камерах, 

імплантованих у вуха живих кроликів, показали, що формування жиру можливе de 

novo [95]. Подальші дослідження показали, що нові адипоцити утворюються лише 

вздовж судинної системи [95], чим підтвердилися попередні повідомлення про 

зв'язок васкуляризації та утворення жиру [96]. Подальші дослідження підтвердили 

наявність у білій жировій тканині мітотично активної клітинної популяції [136].  

Після розробки Rodbell M. 1964 році методів розділення клітин білої жирової 
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тканини на адипоцити та стромально-васкулярну фракцію (СВФ) [240] 

Hollenberg C. H. та Vost A. у 1969 році виявили наявність у останній адипоцитарних 

клітин-попередниць [140]. Дослідження, проведені пізніше, вказали на наявність у 

СВФ фібробластних клітин, здатних до адипогенезу [207, 229, 289]. Як наслідок, 

дані клітини були названі «первинними» преадипоцитами, які здатні 

диференціюватися в адипоцити, хондроцити, остеобласти та міоцити [282, 37].  

Фенотип преадипоцитів. За даними Berry R. та Rodeheffer M. S. [67] клітини-

попередниці адипоцитів негативні за CD31 і CD45 та позитивні за маркерами 

мезенхімальних стовбурових клітин Sca-1, CD34 та CD29. За рівнем CD24 вони 

розділили клітини на преадипоцити і адипоцити-попередники за високим та 

низьким рівнем експресії відповідно [67]. У той час Carrière A та ін. [82] 

характеризують преадипоцити як CD45-, CD31-, CD34low, CD38+.  

 

1.1.6. Стовбурові клітини дорослого серця 

Тривалий час серце вважалося постмітогенним органом без здатності до 

регенерації, тому пошук стовбурових клітин у цьому органі вважався марним. 

Проте з часом почали з’являтися повідомлення про існування міоцитів шлуночка, 

що зазнають мітозу та цитокінезу у нормі та за патологій у серці дорослих ссавців 

кількох видів, включаючи людей [156, 65]. А вже в 2003 році Beltrami A. P. та ін. 

[63] остаточно підтвердили наявність у серці так званих «дорослих стовбурових 

клітин серця» які, у свою чергу, володіють здатністю до самовідновлення, 

клоногенністю та є мультипотентними: здатними до диференціації у міоцити, 

гладку мускулатуру та ендотеліальні клітини [61]. 

Фенотип стовбурових клітин дорослого серця. За даними Beltrami A. P. та ін. 

[63], ізольовані за  експресією c-kit+ , Lin- клітини з серця були рівномірно 

негативними за маркерами мієлоїдних, лімфоїдних та еритроїдних клітинних ліній 

(CD34, CD45, CD20, CD45RO, CD8 та TER-119). У той час, за даними Barile L. та 

ін. [59], стовбурові клітини, виділені з серця, є позитивними за маркерами 

стовбурових / прогеніторних клітин Kit, Sca-1, Isl-1. Разом з тим Wang X. та ін. 

[296] додатково вказують, що дані клітини негативні за CD31. У той час, як 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beltrami%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14505575
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beltrami%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14505575
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маркери, що використовуються для ідентифікації стовбурових клітин серця та їх 

біологічних функцій у людини, включають SSEA-1, Oct-3/4, Isl-1, c-Kit (CD117, 

SCFR), Sca-1 (Ly 6), MDR-1 ( Abcb1, Pgp), Abcg2 (MXR1, BCRP), CD133, CD90 

(Thy-1), CD105, CD34, CD31 (PECAM-1) і CD45 (LCA) [267]. 

 

1.2. Інфаркт міокарда 

Інфаркт міокарда – ішемічний некроз міокарда, який виникає в результаті 

гострої невідповідності коронарного кровообігу та потреби міокарда [42, 87, 273]. 

Серце ссавців потребує значної кількості Оксигену, оскільки воно у стані 

спокою споживає приблизно 8–15 мл О2 / хв / 100 г тканини та споживання може 

збільшуватися до 70 мл О2 / хв / 100 г тканини міокарда під час енергійних вправ 

[299, 77]. Зважаючи на це, серцевий м'яз не може виробляти достатню кількість 

енергії в анаеробних умовах для підтримки суттєвих клітинних процесів. Таким 

чином, постійна подача оксигену є необхідною умовою для підтримки серцевої 

функції та життєздатності кардіоміоцитів [125].  

Енергетичний дефіцит на фоні нестачі О2 стає пусковим механізмом у 

формуванні вогнищевого некрозу міокарда на фоні ішемії, а анаеробний гілколіз 

стає основним джерелом макроергів [112, 270]. Піруват, що утворюється, не 

піддається окиснювальному декарбоксилюванню і, як наслідок, перетворюється у 

лактат, який, у свою чергу, стає причиною внутрішньоклітинного ацидозу. Ацидоз 

пригнічує метаболічні реакції та іонний транспорт. Внутрішньоклітинний ацидоз 

також веде до порушення секвестрації іонів кальцію у мітохондріях та 

ендоплазматичній сітці. Конкуренція іонів гідрогену та кальцію за місця 

зв'язування, стає причиною накопичення внутрішньоклітинних вільних іонів 

кальцію. У свою чергу, підвищена концентрація кальцію в крові веде до посилення 

процесів оксидантного стресу, надлишкового синтезу оксиду азоту, активації 

внутрішньоклітинних ферментів. Крім того, зниженне рН всередині клітини та в 

позаклітинному середовищі володіє безпосередньою цитотоксичною дією [112, 

270]. 
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Додатково під час ішемічного пошкодження на фоні некротичної загибелі 

кардіоміоцитів відмічається і активізація процесів апоптозу [204, 281]. До того ж, в 

індукції апоптозу приймає участь не тільки пошкодження мітохондрій, а і 

сигнальні системи міжклітинних взаємодій. Доведено, що в периінфарктній зоні 

одразу після розвитку ішемії міокарда починає підвищується експресія Bcl-2 [139] 

(апоптозний білок)  . У самій зоні ішемії експресія даного білка знижена, у той час 

як експресія Bax – підвищена [91]. Варто відмітити, що на початковому етапі ішемії 

(коли кардіоміоцити ще життєздатні) різко підвищується експресія EAT / mcl-1 

(ген, що інгібує апоптоз) [186]. На відміну від EAT, експресія c-fos (ген раннього 

реагування) індукується як ішемічною, так і неішемічною ділянками, які розміщені 

вище ішемічної області. На більш пізніх термінах після розвитку ішемії (більше 

місяця) в периінфарктній зоні спостерігають зворотну картину: експресія Bcl-2 

знижується, а Bax – підвищується [195]. 

Доведено, що апоптична загибель кардіомоцитів у експериментальних 

тварин проходить і в зоні, що перенесла «ішемічний удар» [60]. Кількість загиблих 

кардіоміоцитів варіюється в залежності від обсягів перенесеного інфаркту та може 

становити до 35 % від загальної кількості клітин, що були пошкоджені ішемією 

[170, 251].  

Поява в міжклітинному просторі міокарда внутрішніх мембран міоцитів 

активізує компоненти комплемента [306]. Їх активація симулює вибухову 

дегрануляцію тучних клітин і вивільнення серотоніну, гістаміну і тромбоцит 

активуючого фактору [223, 242, 117]. Розвиток хвороби супровожджується 

розвитком запальної реакції. Проте, на сьогоднішній день не повністю зрозумілий 

причинно-наслідковий зв'язок ішемічних на запальних процесів у міокарді [118, 

235]. Реакція запалення супроводжується коагуляційним некрозом кардіоміоцитів, 

набряком м’язової тканини, значною інфільтрацією зони пошкодження 

нейтрофілами, моноцитами/макрофагами і Т-клітинами [153, 173, 206, 241].  

Поява Т-клітин в зоні некрозу стимулює формування рубцевої тканини. До 

цього моменту завершується руйнування позаклітинного матриксу пошкодженого 

міокарда і починається його формування de novo. Джерелом матриксу стають 
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фібробласти, що мігрують в зону запалення. Відомо, що фактори хемотаксису SCF, 

TGF1β, IP-10, які активно секретуються в зоні ішемії, маркери клітинної адгезії, 

фактори росту та гормони сприяють міграції у зону пошкодження стовбурових 

клітин і, можливо, фібробластів для подальшого відновлення міокарда [261, 274]. 

Серце у дорослих ссавців має дуже обмежену здатність до регенерації після 

травми [244], внаслідок чого втрачені клітини замінюються фібротичним рубцем 

[273].  Фібробласти слугують джерелом колагену І і ІІІ типів, з яких формується 

тканина рубця. Продукція колагену в зоні ішемії спостерігається вже на 3–4 добу 

після інфаркту міокарда. На мікроскопічному рівні фібрили колагену виявляються 

в зоні, що межує безпосередньо з некрозом на 7 добу після пошкодження. В 

тканинах, що перенесли «ішемічний удар» і позаінфарктній зоні синтез колагену 

продовжується протягом місяців після виникнення ішемічного пошкодження в зоні 

інфаркту [118].  

Фіброз, який виникає у відповідь на ішемію міокарда, розділяють на 2 види: 

замісний та реактивний фіброз, які опосередковані фібробластами та 

міофібробластами. Замісний фіброз, тобто утворення рубців, є основним процесом 

запобігання розриву стінки шлуночка після ішемії [288, 259]. Проте збільшення 

механічного стресу після інфаркту міокарда, разом з гормональними та 

паракринними медіаторами, викликає також розростання сполучної тканини в 

районах, віддалених від інфаркту. Такий реактивний фіброз у прикордонній зоні 

інфаркту та у віддаленому неушкодженому міокарді призводить до зниження 

скоротливої функції та потовщення шлуночків, що, у свою чергу, знижує 

продуктивність серцевого м’яза [273]. 

Область інфаркту поступово розширюється і піддається рубцюванню, а 

непошкоджені ділянки гіпертрофуються з подальшим розвитком дилатації, що 

слугує пристосуванням до нових умов функціонування. На тканинному рівні 

спостерігається видовження і потоншення міофібрил (міокардіофіброз). 

Відбувається розтягнення і потоншення ішемованого міокарда, а у тяжких 

випадках можливий розрив серцевого м’яза [280]. 
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1.3. Підходи до лікування хворих з ішемією серця 

На даний час існує 2 класичні підходи до лікування хворих з ішемічною 

хворобою серця у тварин [2]. 

1. профілактика ішемічної хвороби серця (зміна умов утримання, боротьба з 

зайвою вагою і малоактивним способом життя); 

2. обмеження зони пошкодження і збереження життєздатності міокарда. 

Перший вид лікування є найбільш ефективним, однак профілактування 

захворювання не набуло широкого розповсюдження. Таким чином, найбільш 

поширений підхід до лікування хворих з ішемією серця базується на обмеженні 

зони пошкодження, збереження життєздатності міокарда і представлений 

методами медикаментозної і хірургічної корекції. 

Проте, ні один з традиційних методів лікування не дозволяє повною мірою 

відновити функціональну активність пошкодженого міокарда. На даний час  

методи медикаментозного і хірургічного лікування хворих з ішемією серця 

залишаюся малоефективними. Недосконалість класичних методів лікування 

пацієнтів з інфарктом міокарда призвели до необхідності розробки альтеративних: 

терапевтичний ангіогенез і клітинна регенеративна терапія. 

Терапевтичний ангіогенез – це метод клітинного використання ангіогенних 

факторів росту чи їх генів для стимуляції розвитку кровоносних судин за ішемії у 

тканинах [4, 7]. Ця тактика полягає у використанні існуючого в судинній системі 

потенціалу до неоангіогенезу, який розвивається у відповідь на ангіогенні стимули, 

якими є ішемія, гіпоксія, запалення і некроз. Ангіогенні фактори FGF, VEGF 

інтенсивно використовуються як у експериментах, так і в клініці [255, 279]. 

Практично при всіх випадках введення факторів росту і їх генів стимулювало 

розвиток колатералей і капілярів. Оскільки жодне клінічне дослідження не 

проводилося як подвійне сліпе плацебо-контрольоване дослідження, зробити 

однозначний висновок про ефективність генної терапії при лікуванні інфакту 

міокарда неможливо.  

Таким чином, терапевтичний ангіогенез представляє собою сучасний і 

ефективний метод лікування пацієнтів з інфарктом міокарда, однак нетривалість 
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ефекту і наявність ускладнень (ріст судин у невиявлених пухлинах, гіпотензії, 

посилений атеросклеротичний процес) обмежують його використання, що 

потребує подальших досліджень.  

Клітинна регенеративна терапія в кардіології. Клітинна терапія – новий 

метод лікування пацієнтів з захворюваннями, які пов’язані з незворотною 

загибеллю клітинних елементів. В основі клітинної терапії лежить трансплантація 

різноманітного клітинного матеріалу (ембріональних стовбурових клітин, 

аутологічних і алогенних стовбурових клітин дорослого організму, фетальних 

прогеніторних клітин) внутрішньовенно, в судини, які живлять органи-мішені, 

інтраорганно. Також пропонують вводити клітини на різноманітних носіях. На 

даний момент опубліковано велику кількість робіт як з біології стовбурових клітин, 

так і з їх експериментального застосування в якості агентів клітинної терапії. 

Розробляються і апробуються клінічні протоколи з використанням стовбурових 

клітин. Клітинна терапія при серцевій недостатності має потенціал для відновлення 

функцій серця шляхом посилення ангіогенезу, відновлення життєздатного 

міокарда за рахунок заміщення ушкоджених міоцитів та захисту міокарда від 

смерті клітин. 

Вплив МСК за інфаркту міокарда. На даний час існує декілька теорій впливу 

МСК на відновлення міокарда, проте до кінця їх вплив залишається незрозумілим. 

Традиційна теорія полягає у тому, що трансплантовані МСК можуть 

диференціюватися у кардіоміоцити та вбудовуватися у пошкоджений міокард. На 

підтримку даної теорії представлена модель диференціації МСК у кардіоміоцити 

під дією 5-азацитидину [231] чи суміші факторів росту [214]. У експериментах 

in vivo на свинях показано, що при введенні МСК у інфарктний міокард відмічали 

експресію м'язово-специфічних білків на трансплантованих клітинах та 

поліпшення функцій серця. Диференціація МСК в кардіоміоцити була 

продемонстрована на культурі МСК, обробленій або 5-азацитидином, або 

коктейлем факторів росту. У дослідженнях проведених на свинях 

продемонстровано,що введенні в інфарктний міокард, ін'єкційні МСК 
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експресували м'язово-специфічні білки. При цьому функція серця була покращена, 

а зона – ураження зменшена [258].  

Згідно іншої гіпотези, МСК після трансплантації можуть диференціюватися 

в ендотеліальні клітини та сприяти ангіогенезу. Це, у свою чергу, призводить до 

обмеження зони інфаркту та покращення процесів відновленн міокарда. За даними 

Ohnishi S та ін. [214], трансплантація МСК посилює ангіогенез і формування 

колатералей. Одночасно МСК можуть сприяти ангіогенезу шляхом  секреції 

ангіогенних факторів, зокрема, фактор росту ендотелію судин (VEGF) [62] та 

продукувати SDF-1, який відіграє важливу роль у міграції та залученні в ангіогнезі 

проангіогенних мієлоїдних клітин-попередниць [85].  

Регенерація серця за впливу МСК передбачає вивільнення паракринних 

факторів. Їх функція полягає у запобіганні апоптозу кардіоміоцитів, стимуляції 

ангіогенезу, сприянні реорганізації матриксу та збільшенню пулу МСК [295]. МСК 

здатні виділяти ангіогенні, антиапоптотичні та мітогенні фактори, такі як VEGF, 

фактор росту гепатоцитів, адреномедулін та інсуліноподібний фактор росту-1 

[214]. Дослідження, проведені на тваринах, показали, що ін'єкція середовища, у 

якому культивувались МСК, володіє цитопротекторною дією на міокард [126]. 

Результат показує, що ізоляція та введення таких факторів у високих концентраціях 

або інженерних МСК для секреції більшої кількості таких факторів може призвести 

до значних захисних ефектів. 

Здатність МСК до міграції у зону пошкодження відіграє не менш важливу 

роль. Дослідження Jackson K. A. та ін. [151] показали, що МСК у здорових тварин 

були локалізовані лише в кістковому мозку, тоді як у щурів з інфарктним 

міокардом МСК були також виявлені в зоні інфаркту. Це свідчить про те, що 

міокард за ішемії  може вивільняти цитокіни та експресувати молекули адгезії, які 

полегшують міграцію МСК у міокард у стані інфаркту [164].  

Вплив ГСК за інфаркту міокарда. Jackson K. A. та ін. [151] після 

трансплантації ГСК у міокард вражений ішемією виявили, що введені клітини 

вмонтовувалися в серцевий м’яз і судини, де набували характеристик 

диференційованих кардіоміоцитів чи ендотеліальних клітин. За даними Orlic D. та 
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ін. [216]  після введення клітин, на фоні інфаркту міокарда, з фенотипом Lin- та c-

kit+ (характерним для ГСК) відмічали відновлення міокарда. При цьому через 9 діб 

після введення ГСК регенерована тканини складала 68 % частини шлуночка, 

ураженого інфарктом. Дана тканина складалася з проліферуючих міоцитів та 

судинних структур. Davy P. та ін. [102] відзначають прискорення відновлення 

функції серця, зменшення розміру рубця та збільшення щільності капілярів при 

трансплантації клітинної суспензії, збагаченої ГСК у 100 разів, у порівнянні з 

клітинною суспензією збідненою на ГСК у 10 разів. У той самий час Bailey A. S. та 

ін. [57] у своїх дослідженнях показали відсутність суттєвого збільшення 

кардіоміоцитів в порівнянні з плацебо. Варто зазначити, що популяція ГСК не 

однорідна, чим і можна пояснити розрізненість отриманих даних. 

Вплив ЕКП за інфаркту міокарда. За даними Kawamoto A. та ін. [160, 162] 

внутрішньовенне введення  ЕКП, що культивувалися в системі in vitro, призводить 

до зниження інтенсивності фіброзу та підтримує функціонально ушкоджений 

міокард. При цьому трансплантовані клітини залучаються до ішемічної області та 

сприяють неоваскуляризації. Kocher A. A. [165] у своїх дослідженнях 

підтверджують дослідження Kawamoto та ін. і при введенні свіжовиділених ЕКП. 

Дослідження наступних років тільки підтвердили роль ЕКП у неоваскуляризації 

ішемізованого міокарда [161].  

Вплив «стовбурових клітин дорослого серця» за інфаркту міокарда. При 

введенні в серце за інфаркту «стовбурових клітин дорослого серця» відновлюється 

добре диференційований міокард, який утворюється шляхом продукування нових 

судин і міоцитів з характеристиками молодих клітин та охоплює приблизно 70 % 

ураженого шлуночка [64]. 

Makkar R. R. та ін. [179] відзначають, що за введення стовбурових клітин 

отриманих з серцевої тканини, за інфаркту міокарда відмічають зменшення розміру 

рубця  та утворення нових здорових тканин. Вказані дані спростовують теорію, що 

рубці серцевого м’язу є постійними, і після втрати здорові серцеві м'язи не можуть 

бути відновлені.  
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Проте, незважаючи на значний позитивний ефект від застосування 

стовбурових клітин дорослого серця за ішемії міокарда, їх масовому застосуванню 

заважають етичні суперечності та важкість отримання даної культури клітин. 

 

1.4. Висновки з огляду літератури 

Отже, інфаркт міокарда трапляється у дрібних домашніх тварин, зокрема у 

собак і кішок. Він виникає як наслідок  ішемії, пов’язаної із порушенням 

коронарного кровотоку через звуження просвіту або обструкцію коронарних 

артерій. Ішемія міокарда, яка розвивається в окремих його зонах, призводить 

спочатку до гіпоксії, некробіозу, некрозу міокардіоцитів, що може стати причиною 

раптової загибелі тварини в природних умовах чи під час анестезії.  

Після перенесеного інфаркту недостатність капілярного кровотоку і перфузії 

міокарда призводять до апоптозу ендотеліоцитів, що свою чергу збільшує зону 

інфаркту і розвитку дисфункції лівого шлуночка. 

Внаслідок інфаркту частина кардіоміоцитів втрачається безповоротно, і на їх 

місці формується рубець, що стає визначальним фактором формування серцевої 

недостатності. Як відомо, серце у дорослих ссавців має  обмежену здатність до 

регенерації. Традиційними методами відновлення серцевої діяльності вдається 

лише сповільнити розвиток дегенеративних змін в міокарді, стимулювати основні 

його функції (автоматизм, провідність, збудливість, скоротливість), проте 

відновити повністю ушкоджену ділянку міокарда не вдається.  

Останні досягнення регенеративної клітинної терапії з використанням 

стовбурових клітин і продуктів клітинних технології відкривають нові перспективи 

у лікуванні інфаркту міокарда саме із відновленням його структури та скоротливої 

функції. Доведена можливість регенерувати міокард, ангіогенез, знизити апоптоз 

міокардіоцитів і загальмувати кардіальне ремоделювання  за допомогою 

стовбурових клітин отриманих з різних джерел.    

Однак научастіше дослідниками використовуються МСК, у той час як поза 

увагою залишаються роль та властивості тканинних стовбурових клітин в якості 

альтернативного джерела клітинного матеріалу для клітинної регенеративної 
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терапії. У зв’язку з цим, існує необхідність поглиблення знань щодо біологічних 

властивостей культур стовбурових клітин отриманих з різних джерел (міокарда, 

жирової тканинни та червоного кісткового мозку) та їх використання для лікування 

тварин з інфарктом серця. 
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РОЗДІЛ 2 

ВИБІР НАПРЯМКІВ ДОСЛІДЖЕНЬ, МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Дослідження за темою дисертаційної роботи виконували на базі навчально-

наукової лабораторії «Центр клітинних технологій у ветеринарній медицині» 

кафедри хірургії і патофізіології імені академіка І. О. Поваженка Національного 

університету біоресурсів і природокористування України, елементи роботи 

провоилися у лабораторії біотехнології ТОВ «Biotexcom».  

У дослідах використовували клінічно здорових тварин (70 самиць білих 

нелінійних щурів масою тіла 200–250 г, віком 4–5 місяців; 9 білих нелінійних 

щуренят 12-денного віку; 8 безпородних кішок віком 10 місяців) та нежиттєздатні 

кошенята, що залишалися після надання рододопомоги. 

Котів та щурів утримували у віварії НУБіП України в клітках для утримання 

тварин відповідного виду з вільним доступом до сухого корму та води. Годівля 

відповідала потребі тварин кожного виду в поживних і біологічно активних 

речовинах.  

Експерименти на тваринах проводили з дотриманням вимог Закону України 

«Про захист тварин від жорстокого поводження» (ст. 230 від 2006 року), 

«Загальних етичних принципів експериментів над тваринами», схвалених 

Національним конгресом з біоетики і узгоджених з положеннями «Європейської 

конвенції щодо захисту хребетних тварин, яких використовують в експериментах 

та інших наукових цілях» (Страсбург, 1986) та «Положення про утримання та 

використання піддослідних тварин в віварії та клініці  НАУ», розглянутого та 

затвердженого ректором НАУ 20.05.2001 р.  

Дослідження були розділені на декілька етапів, які виконували протягом 

2015–2018 років.  
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І етап включав у себе роботу з культурою стовбурових клітин міокарда 

(КСКМ) щура. В його основі було дослідження біологічних особливостей КСКМ у 

процесі культивування (схема 2.1). 

Схема 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Маніпуляції з клітинним матеріалом виконували у ламінарному боксі 

біологічної безпеки ІІ класу Esco SC2-4A1 (тип А2) (ESCO, Німеччина). 

Культивування клітин здійснювали в СО2-інкубаторі ССL-170-B-9-P Esco серії 

CelCulture (ESCO, Німеччина), що забезпечував сталі умови культивування: 

t=37 ºС, абсолютну вологість повітря та вміст у газовій суміші 5 % СО2.  

Аналіз отриманих результатів 

 

Дослідження 

цитотоксичної 

активності 

лейкоцитів та 

сироватки крові 

тварин-реципієнтів за 

трансплантації 

культури 

стовбурових клітин 

міокарда (n=6) 

 

 

 

Дослідження 

фенотипу отриманої 

культури 

стовбурових клітин 

міокарда у процесі 

культивування 

(морфологічні 

особливості та 

експресія СD-

маркерів) 

 

 

 

Дослідження 

генетичної 

стабільності 

отриманої культури 

стовбурових клітин 

міокарда у процесі 

культивування 

(цитогенетичний 

аналіз та 

мікроядерний тест) 

 

Отримання культури стовбурових клітин міокарда щура 

Культивування отриманої культури 
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ІІ етап дослідження полягав у вивченні здатності стовбурових клітин до 

міграції у зону пошкодження. Дослідженні направленої диференціації стовбурових 

клітин червоного кісткового мозку  у кардіоміогенному напрямку в системі in vitro 

(схема 2.2). 

Схема 2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Отримання культури стовбурових клітин червоного кісткового мозку щура 

Культивування отриманої культури 

Диференціювання культури стовбурових 

клітин червоного кісткового мозку у 

кардіоміогенному напрямку під дією 5-

азацитидину 

Мічення клітин зі збереженням 

життєздатності 

 

Трансплантація мічених клітин 

щурам-реципієнтам з 

експериментальним інфарктом: 

 внутрішньовенно (n=3); 

 в порожнину серця (n=3); 

 інтраміокардіально (n=3). 

Аналіз отриманих результатів 

Дослідження 

фенотипу 

отриманої 

культури 

(морфологічні 

особливості та 
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маркерів) 

 

Дослідження 

цитотоксичної 

активності 

лейкоцитів та 

сироватки крові 

тварин-реципієнтів  

відносно 

трансплантованих 

клітин (n=9) 
Відбір серця для виявлення у 

ньому мічених клітин (на 2 та 8 

доби після трансплантації) 
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ІІI етап досліджень полягав у вивченні змін у серці щура за 

експериментального формування інфаркту міокарда та впливу різних видів культур 

клітин на його перебіг (схема 2.3).  

Схема 2.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ІV етап досліджень проводився з використанням тканин кота. На даному 

етапі проводилося визначення оптимального методу отримання культур 

стовбурових клітин міокарда та жирової тканини кота. При цьому вивчали вплив 

фактору росту фібробластів (FGF-2), інсуліноподібного фактору росту (IGF-1), 

гормону росту (rhGH) у різних концентраціях та Biolaminin 521 LN на 

Визначення оптимального методу формування інфаркту міокарда у щура: 

 лігування гілки лівої коронарної артерії (n=3); 

 припікання гілки лівої коронарної артерії (n=3). 

І – 

 

 контроль 

(введення 

ДМЕМ) 

 

ІІ – 

 

введення  

культури 

стовбурових 

клітин 

міокарда  

 ІІІ – 

 

 введення  

культури 

стовбурових 

клітин 

кісткового 

мозку  

IV – 

 

 введення  

культури 

стовбурових 

клітин 

жирової 

тканини 

Формування груп тварин під час дослідження впливу 

стовбурових клітини  різного походження 

 

 

Дослідження 

перебігу 

експерементально 

сформованого 

інфаркта. Відбір 

зразків серця 

проводили на 7, 12, 

17 та 25 добу після 

формування 

патології  

  
Відбір зразків серця на 8 добу досліду для макро- та 

мікроскопічного дослідження 

Аналіз отриманих результатів 
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проліферативну активність та генетичну стабільність культур стовбурових клітин 

кісткового мозку, жирової тканини та міокарда. 

Схема 2.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Поживні середовища, інші розчини та реактиви зберігали в побутовому 

холодильнику Nord (Україна) за температури 4 ºС та -18 ºС відповідно до настанов 

виробника. Центрифугування клітинних суспензій здійснювали на лабораторній 

центрифузі Elmi СМ-6МТ (Elmi, Латвія). Для підігрівання розчинів 

використовували лабораторний сухоповітряний термостат ТС-200 СПУ (СКТБ 

СПУ, Росія). Дистильовану воду отримували за допомогою дистилятора АСД–4 

(Росія). Величину рН розчинів контролювали за допомогою рН-метра рН-150М 

Отримання культури 
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Аналіз отриманих результатів 
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(Білорусія). Деіонізовану воду для приготування розчинів отримували за 

допомогою деіонізатора Elgastat UHQ (Великобританія). Зважування реагентів 

здійснювали та аналітичних електронних вагах Radwag AS 220/X (Radwag, 

Польща). Для стерилізації розчинів використовували шприцеві нітроцелюлозні 

фільтри (Millipor, США) з порами d=0,22 мкм. Мікроскопічний аналіз, оцінку 

культур клітин та їх підрахунок у 4-лунковій камері Горяєва (MиниМед, Росія). 

Оцінку культур клітин здійснювали за допомогою інвертованого мікроскопу 

Axiovert40 (Carl Zeiss, Німеччина). Оцінку метафазних пластинок, виявлення 

експресії СD-маркерів та дослідження гістозрізів виконували на флуорисцентному 

мікроскопі DMR (Leica, Німеччина) за збільшення ×400, ×1000. 

Фотографування здійснювали фотокамерою Canon DS126291 (Canon, 

Тайвань). 

Обладнання, що було використане у процесі досліджень, застосовували 

згідно інструкцій з їх експлуатації. Всі вимірювальні прилади проходили повірку 

протягом 2015–2018 рр.  

 

Отримання первинної культури стовбурових клітин міокарда щура 

Для отримання культури стовбурових клітин міокарда відбирали серця у   

12-добових щуренят (після їх попередньої евтаназії, шляхом декапітації під 

хлороформним наркозом). 

Доступ до серця здійснювали здійснювали через вентральний серединний 

розріз  грудної стінки. Попередньо шкіра та шерсть тварин рясно обробляли 70 % 

етанолом. Пошарово розтинали шкіру, підшкірну клітковину та м’язи, які 

закріплювали зажимами задля попередження потрапляння шерсті та дезинфіктанту 

в рану. Потім за допомогою ножиць відділяли ребра від грудини та звільняли серце 

від осердя та судин, які утримували його у грудній порожнині. Орган видаляли з 

грудної порожнини та переносили у стерильну чашку Петрі, де його розрізали та 

промивали у теплому (t=37 ºC) фосфатно-буферному розчині (ФБР) (Sigma, США). 

ФБР декілька разів змінювали з метою повного звільнення порожнини серця від 

крові.  
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Серце подрібнювали ножицями на шматочки розміром 1–2 мм. Після цього 

отримані шматочки з ФБР переносили у центрифужні пробірки та центрифугували 

протягом 5 хв. при 1000 об/хв. Надосадову рідину відбирали піпеткою, а до осаду 

додавали стандартне культуральне середовище (середовище Ігла, модифіковане 

Дюльбеко (DМЕМ) (Sigma, США) – 80 % + фетальна бичача сироватка (FBS) 

(Sigma, США) – 20 % з додаванням 10 мкл/см3 антибіотика-антимікотика (Sigma, 

США)) з розрахунку 6 мл : 1 серце. Осад розпіпетовували, а суспензію розділяли 

на дві культуральні чашки (d=35 мм) (Sarstedt, Німеччина) та ставили на 

культивування у СО2-інкубатор (рис. 2.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.1. Шматочки серця у культуральній чашці перед культивуванням 

Пасажування клітин здійснювали з розрахунку 1:3 за стандартною 

методикою описаною нижче. 

 

Пасажування культур стовбурових клітин 

Культивування стовбурових клітин здійснювали в одноразових пластикових 

культуральних чашках Петрі (d=35, 60 та 100 мм) (Sarstedt, Німеччина), а також 
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пластикових 96-лункових планшетах (Sarstedt, Німеччина) згідно стандартної 

методики [24, 146] шляхом їх пасажування після досягнення культурою 

стовбурових клітин конфлюентності 90–100 %. З цією метою з культурального 

посуду видаляли поживне середовище, клітини, прикріплені до культурального 

пластику, промивали ФБР до повного видалення залишків культурального 

середовища. Після цього, в чашку Петрі з моношаром стовбурових клітин додавали 

0,25 % розчин трипсину/етилендиамінтетраоцетової кислоти (ЕДТА) (Sigma, 

США) і залишали в термостаті при +37 ºС на 1–2 хв. Процес округлення та 

відкріплення адгезованих клітин контролювали під мікроскопом. При досягненні 

бажаного ефекту (відкріплення клітин від культурального пластику, розділення 

моношару на клітини) розчин трипсину/ЕДТА нейтралізовували за допомогою 

фетальної бичачої сироватки (FBS) з розрахунку 1:30 до загального об’єму 

суспензії клітин. Залишки клітин змивали та дезагрезували наявні конгломерати 

шляхом піпетування напівавтоматичною піпеткою. Отриману суспензію клітин 

збирали у центрифужні пробірки і піддавали центрифугуванню протягом 5 хв при 

2000 об/хв. Після чого надосадову рідину обережно відбирали, а до осаду додавали 

стандартне поживне середовище та ретельно розпіпетовували. Пасажування 

здуйснювали у співвідношенні 1:3. 

 

Приготування препаратів хромосом із культури перещеплюваних 

клітин 

У процесі приготування препаратів хромосом керувалися стандартною 

методикою [1, 2] у власній модифікації. 

У чашки Петрі до культурального середовища з культурою стовбурових 

клiтин додавали розчин колцеміду (Sigma, США) в кiнцевій концентрації 1×10-7 М 

та поміщали культуральнi чашки у СО2-інкубатор на 6 год. Після закінчення 

визначеного часу культуральне cередовище зливали, а моношар клітин знімали 

згiдно стандартнoї методики [24, 146]. Oтриману суспензію клiтин піддавали 

центрифугyванню протягом 5 хв при 2000 об/хв. Після цього надосадову рiдину 
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відбирали, а до осаду додавали 5 мл 0,56 % рoзчину KCl (Sigma, США), клiтини 

oбережно розпiпетoвували та пoвертали у СО2-інкубатор на 20 хв. 

Сyспензію клітин після гiпотонічної обрoбки знову піддавaли 

центрифугуванню прoтягом 5 хв при 2000 об/хв., після цього надoсадову рідинy 

обережно відбирaли, залишаючи 0,5 см3 гіпотонічнoго розчину над oсадом. Осад 

оберeжно ресуспензувaли у гіпотонічному рoзчині до однoрідності. До отримaної 

суспензії додавали свіжoприготoваний поперeдньо охoлoджений до t=4 ºС 

фіксатoр, який складався з льодяної оцтової кислоти (Sigma, США) та метилового 

спирту (Sigma, США) у співвідношeнні 1:3, у кількості 8˗10 см3, у залежності від 

кiлькості клітин. Клітинну суспензію рeтельно перeмішували з фiксатором та 

залишали на 10 хв, t=4 ºС (у холодильнику). 

Після закінчення визначеного часу, клітинну суспензію знову 

центрифугували в тому ж режимі, надосадову рідину відбирали, зaлишаючи над 

осадом 0,5 см3. Його ресуспендували свіжою порцією фіксaтора в 10 см3 і зaлишали 

на 20 хвб t=4 ºС.  

На охолоджені до t=4 ºС у бiдистильованій водi предметні скельця Superfrost 

(Thermo Scientific, США) з висоти 20 см наносили одну краплю клiтинної сyспензії 

з пaстерівської пiпeтки. Зразки висушували на повітрі і оцінювали якість 

метафазних пластинок під інвертованим мікроскопом.  

Якщо у полі зору виявляли вeлику кількiсть клiтин, то суспензію додатково 

розбавляли фiксатором, якщо малу, то суспензію клітин знову осаджували 

центрифугуванням і ресуспендували у меншому об’ємі фіксатора. У випадку 

виявлення великої кількості ядер у яких не була зруйнована ядерна оболонка та 

всередині яких знаходилися метафазні хромосоми або відмічали значну кількість 

хромосом, які накладалися одна на одну, то суспензію клітин розкапували з більшої 

висоти. Після висушування препарати фарбували.  

Аналіз метафазних пластинок здійснювали під мікроскопом Leica DMR 

(Німеччина) за збільшення ×400, ×1000. Він включав у себе оцінку метафазних 

пластинок культур стовбурових клітин міокарда щурів І–VI пасажів та ІV пасажу 

нативного червоного кісткового мозку та за впливу 5-азацитидину.У процесі 
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дослідження враховували лише метафазні пластинки, у яких хромосоми 

розміщувалися в одній площині окремо одна від одної та були добре зафарбовані. 

В кожній метафазній пластинці проводили підрахунок кількості хромосом, не 

менше ніж у 30 метафазних пластинках у кожному зразку. При дослідженні 

стовбурових клітин міокарда щура вираховували відсоток (на 500 клітин) 

двоядерних клітин (ДЯ), клітин із мікроядром (МЯ), клітини у стані апоптозу (АК) 

та вираховували мітотичний індекс (МІ) за формулою: 

МІ =  
МП 

n
× 100 % 

де: МІ – мітотичний індекс; 

МП – кількість клітин у стані поділу (кількість метафазних пластинок); 

n – загальна кількість клітин (500 клітин). 

 

Фарбування метафазних пластинок 

У своїх дослідженнях ми використовували метод рутинного фарбування 

препаратів метафазних пластинок промисловим набором для фарбування мазків 

«Лейкодиф 200» (Erba Lachema, Чехія), згідно настанов виробника. 

Реактиви № 1, 2, 3 заливали у посудини та готували промиваючий розчин 

(фосфатний буфер 2,5 ммоль/табл. (1 табл./250 мл Н2О), рН 7,2).  

Фіксацію виконували шляхом послідовного 5 разового занурення зразків на 

1 секунду у фіксуючий реактив 1 (метанол 24 моль/л + нафталіновий зелений 

1 мг/л). Варто зазначити, що після кожного занурення надлишок реактиву видаляли 

шляхом доторкання скельця до краю посуду. 

Після обробки реактивом № 1 зразки послідовно 3 рази на 1 секунду 

занурювали в реактив 2 (еозин У 1,73 ммоль/л + фосфатний буфер 60 ммоль/л, 

рН 6,8). Після кожного занурення надлишок реактиву видаляли шляхом 

доторкання скельцядо краю посуду. 

 У реактив № 3 зразок занурювали 6 разів на 1 секунду (азур II 12 г/л + 

фосфатний буфер 60 ммоль/л, рН=6,8). Після кожного занурення давали 
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можливість стекти розчину і його надлишок видаляли доторканням скельця до 

краю. 

Останнім етапом слугувала обробка промиваючим розчином, після чого 

зразки залишали сушитися на повітрі. Після повного висихання зразків проводили 

їх аналіз. 

 

Виявлення у культурі клітин специфічних CD-маркерів 

Для виявлення у культурі стовбурових клітин специфічних CD-маркерів ми 

використали непрямий метод візуалізації, який полягає у приєднанні первинних 

антитіл без флюорисцентної мітки до антигену. При цьому вторинні антитіла з 

флюорисцентною міткою приєднуються до первинних. Варто зазначити, що 

первинним антитілом може зв’язатися декілька молекул вторинних антитіл, що, у 

свою чергу, дозволяє посилити сигнал. 

Для проведення дослідження культуру стовбурових клітин вирощували на 

накривних скельцях (Thermo Scientific, США). Після досягнення моношару 

конфлюєнтності 65–80 % скельця з клітинами виймали з планшетів та промивали 3 

рази у ФБР. Зразки переносили у чашку Петрі з попередньо охолодженим, t=4 ºС 

розчином метилового спирту / льодяної оцтової кислоти у співвідношенні 1:1 та 

залишали у морозильній камері, t=20  С на 2 години. Після закінчення визначеного 

часу скельця з клітинами три рази промивали ФБР та переносили у розчин 1 % 

бичачого сироваткового альбуміну (БСА) (Sigma, США), який був приготований на 

ФБР, та поміщали на 20 хвилин у термостат, t=37 ºС 

Після цього скельця, не промиваючи, звільняли шляхом струшування від 

рідини і одразу, запобігаючи висиханню, наносили первинні антитіла до СD-

маркерів – СD10, CD38, CD34, CD45, CD48, CD54, CD56, CD66e, CD96, CD227, 

CD326б, СD пан-кератин та спецефічного для кардіоміоцитів білка – тропоніну І 

(Invitrogen, США) за допомогою напівавтоматичної піпетки. Після цього на 

1 годину скельця поміщали у вологе середовище (задля попередження висихання 

зразків) при кімнатній температурі. 



58 

Після закінчення визначеного часу зразки 3 рази промивали у ФБР, змінюючи 

посудини, наносили вторинні видоспецифічні антитіла, кон’юговані з 

флуоресцентною міткою Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG (H+L) (розведення 

1:500) (Invitrogen, США) та на 1 годину поміщали у вологе середовище при 

кімнатній температурі. Після цього зразки повторно 3-разово промивали у ФБР. 

Залишки ФБР струшували, а скельця  перевертали на предметне скло з гліцерином. 

Контролем специфічності iмуноцитохімічного аналізу слyгував зразок без 

додавання пeрвинних антитіл, зі збeреженням всіх iнших етапів oбробки. 

Оцінку результатів мічення проводили під флюоресцентним мікроскопом 

Leica DMR (Німеччина) за збільшення ×400, ×1000. Оцінку результатів 

здійснювали за допомогою класичного методу H-Score:  

𝑆 = 1 × 𝐴 + 2 × 𝐵 + 3 × 𝐶 

де: S – показник «H-Score», значення якого знаходяться у межах від 0 (білок 

не експресується) до 300 (сильна експресія у 100 % клітин); 

А – клітини з слабкою експресією; 

В – відсоток клітин з помірною експресією;  

С – відсоток клітин з сильною експресією.  

Ступінь експресії визначали як негативний, якщо число балів було в діапазоні 

від 0 до 50; низький – від 51 до 100; помірний – від 101 до 200 ; високий – 201 та 

вище [40, 190]. 

 

Визначення цитотоксичної активності лімфоцитів та сироватки крові 

відносно алогенних культур клітин 

У досліді використали культуру стовбурових клітин міокарда отриману від 

5 нелінійних щуренят 12-добового віку. При цьому клітини І та IV пассажу вводили 

інтраперетоніально 9 нелінійним самицям щура з масою тіла 250–300 г.  

Тварини були поділені на 2 групи: І – контрольна (культура стовбурових 

клітин не вводились), ІІ – вводили культуру стовбурових клітин міокарда. 

Маніпуляції із дослідними тваринами проводили під загальним наркозом. Для 
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введення щурів у наркоз одноразово внутрішньочеревно вводили 2 % розчин 

тіопенталу-натрію з розрахунку 4 мг на 100 г маси тіла.  

Для визначення цитотоксичнoї активності лімфоцитів у сенсибілізованих 

тварин на 15 добу після введення клітин відбирaли 1,5 мл крові та за методикою 

Boyum A. [76] виділяли лейкоцити. Пiсля цьoго в 96-лункові плоскодонні 

плaншети (Sarstedt, Німеччинa) у 0,1 мл стaндартнoго культурaльного середовища  

вносили 3×104 досліджуваних клітин (до яких були сенсибілізовані тварини) та 

ставили в СO2-інкубатор на 1 годину із метою адгезії клітин до дна культурального 

пластику. Після закінчення визначеного часу в лунки із досліджуваними клітинами 

вносили 1×104 лімфоцитів (сенсибілізованих та інтактних тварин в залежності від 

групи) у 0,1 мл стaндартнoго культурaльного середовища (співвідношення 

клітини-мішені : лімфоцити – 1 : 3). Після цього планшети переносили у   

СO2-інкубатор, та культивували протягом 18 годин за 5 % вмісту СO2, 100 % 

вологості та t=37°С [24]. 

Цитотоксичну активність сироватки крові щодо культур стовбурових клітин 

визначали на 15 добу за методом Г. В. Діденка [9], модифікованим співробітниками 

кафедри [9]. З метою отримання сироватки кров, вiдiбрану у дослідних тварин, 

відстоювали до повного згортання фібриногену. Після цього пастерівською 

піпеткою відбирали сироватку крові та центрифугували протягом 5–7 хв при 

3000 об/хв. Паралельно в 96-лункові плоскодонні планшети вносили 0,1 мл 

стaндартнoго культурaльного середовища з 3×104 досліджуваних клітин (до яких 

були сенсибілізовані тварини) та додавали 0,1 мл сироватки дослідних тварин. 

Клітини інкубували 40 хв за кімнатної температури. Після закінчення визначеного 

часу додавали 0,1 мкл комплементу (розведення 1:4) та інкубували за стандартних 

умов протягом 18 год [24].  

Після закінчення визначеного часу лунки тричі промивали ФБР з метою 

видалення неадгезованих клітин та лімфоцитів (у випадку їх наявності). З метою 

відкріплення адшегованих клітин від культурального пластику у кожну лунку з 

клітинами вносили 100 мкл 0,25 %-го р-ну трипсин/ЕДТА (t=37 °С), чекали 1–2 хв 

та розпіпетовували відкріплені клітини. Підрахунок їх кількості здійснювали в 
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камері Горяєва при збільшенні у 200 разів в усіх квадратах та розраховували за 

формулою: 

 

Х = А × 1000 ÷ 0,9 

де:  

Х − число клітин в 1 см3; 

А − число клітин у всіх квадратах; 

1000 – кількість мм3 в см3; 

0,9 – об’єм камери Горяєва в мм3. 

Про наявність цитотоксичного ефекту відносно трaнсплaнтованих клiтин 

свiдчила відсутнiсть їх пролiферативної активностi [24]. 

 

Отримання культури стовбурових клітин кісткового мозку щура 

З метою отримання матеріалу для виділення культури стовбурових клітин 

червоного кісткового мозку щура використовували 12-добових щуренят (n=6). 

Евтаназію дослідних тварин здійснювали під хлороформним наркозом.  

Червоний кістковий мозок отримували із стегнових, великогомілкових та 

плечових кісток за стандартною методикою [24, 146]. Кістки старанно відділяли від 

м’язової тканини та залишків крові, після чого відділяли епіфізи та за допомогою 

5 мл шприца (Alexpharm, Китай) наповненого ФБР, вимивали вмістиме кістково-

мозкової порожнини. Отриману суспензію центрифугували протягом 5 хв при 

3000 об/хв. Надосадову рідину зливали, а до осаду додавали стандартне 

культуральне середовище та розпіпетовували. Клітини культивували у 

культуральних чашках (d=35 мм) у СО2-інкубаторі. На 3 добу культивування 

культуральне середовище зливали, адгезовані клітини обережно промивали ФБР, з 

метою видалення еритроцитів. Після цього у чашку Перті додавали нову порцію 

культурального середовища та культивували до досягення конфлюентності  

80–90 %. Пасажування клітин здійснювали з розрахунку 1:3 за стандартною 

методикою. 
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Мічення клітин зі збереженням життєздатності 

Для мічення стовбурових клітин використовували вітальний ядерний барвник 

Hoechst 33258 (Sigma, CША). Фарбуванню піддавали культуру стовбурових клітин 

червоного кісткового мозку, яка досягла конфлюентності 60–80 %. Перед внесенням 

Hoechst 33258 адгезовані клітини двічі промивали ФБР та додавали нове стандартне 

культуральне середовище, попередньо підігріте до t=37 ºС, з додаванням 2 мкг/мл 

флюорохрому та інкубували в СО2-інкубаторі протягом 30 хв.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.2. Культура стовбурових клітин червоного кісткового мозку щура, 

мічених Hoechst 33258. Нативний препарат. Зб. ×600 

Після закінчення зазначеного часу інкубування клітини одноразово 

промивали ФБР та змінювали культуральне середовище [36]. Після мічення 

клітини флуоресціюють яскраво зеленим кольором (рис. 2.2). 

 

Дослідження міграційної здатності стовбурових клітин культри 

червоного кісткового мозку 

Перед використанням клітини знімали з культурального пластику за 

допомогою 0,25 % розчину трипсину/ЕДТА за стандартною методикою [24]. 
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Нелінійні самиці щура з експерементально сформованим інфарктом міокарда 

були розділені на 6 груп: 

 тваринам І групи здійснювали інтраміокардіальне введення 0,05 см3 

DMEM (n=3); 

 тваринам ІІ групи здійснювали інтраміокардіальне введення 0,5 млн 

стовбурових клітин в 0,05 см3 DMEM (n=3); 

 тваринам ІІІ групи здійснювали внутрішньовенне введення 0,05 см3 

DMEM (n=3); 

 тваринам ІV групи здійснювали внутрішньовенне введення 0,5 млн 

стовбурових клітин в 0,05 см3 DMEM (n=3); 

 тваринам V групи здійснювали введення 0,05 см3 DMEM в порожнину 

серця (n=3); 

 тваринам VІ групи здійснювали  введення 0,5 млн стовбурових клітин 

в 0,05 см3 DMEM в порожнину серця (n=3); 

Трансплантацію стовбурових клітин червоного кісткового мозку щура 

здійснювали за допомогою інсулінового шприца (Chirana, Словаччина) через 

24 години після лігування артерії.  

За ззведення в порожнину серця та інтраміокардіального введення 

стовбурових клітин культури червоного кісткового мозку потрапляння / не 

потрапляння в порожнину серця перевіряли, відтягуючи поршень в шприці (в 

порожнину серця – наявність крові, інтраміокардіально – відсутність). Введення 

клітин проводили поступово задля попередження надмірного розтягнення 

серцевого м’яза. 

 

Виготовлення кріозрізів 

З метою виявлення мічених клітин у серцевому м’язі із свіжоотриманого 

органа вигoтовляли крiозрізи завтовшки 7–9 µк. При цьому методі шматочки серця 

без фiксації i заливки в твердi серeдовища швидко охолоджували в рідкому азоті 

при темпeратурі -196 °С, що забезпeчувало гaльмування метаболічних процесів у 

клітинах і перехід води з рідкої фази в тверду [30, 23]. Після заморожування блоки 
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нарізали на ультрамікротомі при низькій температурі. Отримані зрізи 

досліджували під флуоресцентним мікроскопом. 

 

Диференціювання культури стовбурових клітин кісткового мозку у 

кардіоміогенному напрямку 

Для індукції диференціації культури стовбурових клітин кістковго мозку в 

кардіоміоцити використовували клітини III пассажу. КСККМ культивували в 

стандартних умовах до формування моношару на 50–60 %. Потім до стандартного 

культурального середовища додавали 10 мкМ 5–азацитидину (Sigma, США). Щоб 

попередити загибель клітин внаслідок тривалої дії 5-азацитидину, після індукції 

диференціації на 24 годину адгезовані клітини 3 рази промили ФБР та додавали 

нову порцію стандартного культурального середовища. Для повного 

диференціювання клітини культивували протягом 3 тижнів, змінюючи половину 

культурального середовища на нове кожні 3 доби [24, 231]. З метою дослідження 

фенотипових, генетичних змін та цитотоксичного впливу лейкоцитів та сироватки 

крові культуру стовбурових клітини досліджували на 6 добу після індукції 

диференціюванння.  

 

Визначення оптимального методу моделювання інфаркту міокарда у 

щура 

Для досліджень використовували самиць лабораторних щурів масою тіла 

210-250 г, віком 3 місяці. Всі маніпуляції з тваринами виконувалися під загальним 

наркозом, для чого одноразово внутрішньочеревно вводили 2 % розчин тіопенталу-

натрію з розрахунку 4 мг на 100 г живої маси тарини. Інфільтраційну анестезію 

проводили 0,5 % розчином новокаїну. 

Для доступу до серця проводили бічну торакотомію. Розріз довжиною 5 см 

виконували з лівого боку у 5-му міжребер’ї. Пошарово розтинали шкіру, підшкірну 

клітковину та поверхневу фасцію. Шкіру під час розрізу зміщували для кращої 

герметизації грудної порожнини при ушиванні. М’язи грудної клітки 

розшаровували тупим методом. Розріз міжреберних м’язів здійснювали 
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максимально наближено до краніального краю ребра, обережно, щоб не травмувати 

плевру. Після ревізії операційної рани розсікали плевру. Для кращого доступу до 

серця за допомогою ранорозширювачів розсували ребра, при необхідності 

здійснювали резекцію ребра, після чого розсікали осердя. 

Для визначення оптимального методу моделювання інфаркту міокарда 

використовували два способи. У першій дослідній групі (n=3) інфаркт міокарда 

моделювали шляхом накладання лігатури на гілку лівої коронарної артерії 

(рис. 2.3.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.3. Підведення голки під передню нисхідну гілку лівої коронарної 

артерії у щура І дослідної групи: 1) передня низхідна гілка лівої коронарної артерії; 

2) атравматична голка; 3) верхівка серця 

1 
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Поліпропілен з атравматичною голкою (діаметр 0,2 мм, довжина 6,5 мм, 3/8 

кола) (ДЕВЦ «Олімп», Україна) підводили під передню ниcхідну гілку лівої 

коронарної артерії (приконусна міжшлуночкова гілка лівої вінцевої артерії) на 

відстані приблизно 3 мм від верхівки серця та затягували лігатуру. Враховуючи 

властивості шовного матеріалу, маніпуляцію проводили дуже обережно, задля 

попередження перерізання судини. 

У другій групі (n=3) інфаркт моделювали шляхом коагуляції артерії у 

вищезазначеному місці за допомогою розжареної голки (рис. 2.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.4. Процес коагулювання передньої нисхідної гілки лівої коронарної 

артерії у щура ІІ дослідної групи: 1) розжарена голка; 2) крововилив; 3) серце 
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Після проведення маніпуляції операційну рану пошарово ушивали. Для 

попередження розгризання щурами швів їх покривали клеєм БФ-6 (Лубнифарм, 

Україна) та накладали марлеву пов’язку. 

 

Отримання культури стовбурових клітин жирової тканини щура 

Отримання культури стовбурових клітин жирової тканини (КСКЖТ) 

здійснювали за стандартною методикою [24, 146, 80] у власній модифікації.  

Жирову тканину для отримання стовбурових клітин відбирали з підшкірної 

жирової клітковини білих нелінійних щурів віком 4–5 місяців. Евтаназію тварин 

проводили шляхом декапітації під хлороформним наркозом. Перед розтином шкіри 

її рясно обробляли 70 % етанолом з метою дезінфекції та попередження 

потрапляння шерсті на зразки. З метою доступу до підшкірної клітковини робили 

розтин шкіри від мечоподібного відростку груднини до симфізу тазових кісток. 

Додаткового здійснювали розрізи шкіри на рівні передніх та задніх кінцівок у 

напрямку до хребта, відкриваючи таким чином кращий огляд. Шкіру фіксували за 

допомогою цапок, після цього починали препарування підшкірної клітковини. 

Отримані шматочки жирової тканини переносили у чашки Петрі з ФБР. 

Подальші маніпуляції проводили у ламінарі. Отриману тканину 3 рази промивали 

ФБР та подрібнювали на шматочки розміром 2–3 мм. Після цього жирову тканину 

переносили у центрифужні пробірки з розчином DМЕМ з додаванням 2 мг/мл 

колагенази ІІ тип (Sigma, США) та 4 % BSA (Sigma, США) з розрахунку 1 см3 на 

20 мг тканини . 

Після цього пробірки з подрібненою жировою тканиною та дезагрегаційними 

розчинами на 1 годину поміщали у СО2-інкубатор. Після закінчення визначеного 

часу зразки піддавали центрифугуванню протягом 20 хв за 2000 об/хв. Потім 

зливали надосадову рідину, а до осаду клітин додавали стандартне культуральне 

середовище та розпіпетовували. Отриману суспензію переносили в чашки Петрі з 

розрахунку 20 мг тканини та чашку (d=35 мм) та переносили у СО2-інкубатор для 

подальшого культивування. Пасажування здійснювали з розрахунку 1:2 за 

стандартною методикою. 
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Трансплантація культур стовбурових клітин 

Трансплантацію стовбурових клітин у кількості 0,5 млн в 0,05 см3 

культурального середовища Ігла, модифікованого Дюльбеко (DМЕМ) (Sigma, 

США), проводили інтраміокардіально за допомогою інсулінового шприца (Chirana, 

Словаччина) одразу після лігування лівої коронарної артерії, на 1 мм нижче місця 

накладання лігатури. Введення клітин здійснювали поступово задля попередження 

надмірного розтягнення серцевого м’яза. Контрольній групі тварин вводили 

0,05 см3 DМЕМ.  

 

Визначення площі некротизованої тканини міокарда 

Площу пошкоджених тканини міокарда визначали на 25 добу після 

накладання лігатури на ліву коронарну артерію за допомогою фарбування зрізів 

серця 2,3,5-трифенілтетразолієм хлоридом (ТТХ) (Sigma, США) (рис. 2.5) [262]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.5. Міокард щура з експериментально сформованим інфарктом, 

оброблений ТТХ: 1 – життєздатна ділянка міокарда, 2 – некротизована ділянка. 
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Для визначення площі некротизованої ділянки міокарда серце за допомогою 

леза розрізали на 3 сегменти однакової товщини. Зрізи переносили у чашку Петрі з 

1 % розчином  ТТХ на фосфатному буферному розчині (Sigma, США) та 

інкубували протягом доби в СО2-інкубаторі. Методика фарбування ТТХ дозволяє 

на макроскопічному рівні відмежувати незворотно пошкоджену тканину міокарда 

від тканини, що зберегла життєздатність. Життєздатний міокард, де збережена 

активність НАД-залежних ферментів, зафарбовується в темно-червоний 

(буряковий) колір, некротизовані тканини залишаються блідно-рожевими. 

Зафарбовані зрізи фотографували та піддавали цифровій обробці за 

допомогою програми Adobe Photoshop. Загальну площу рубця визначали за 

3 зрізами і виражали у відсотковому відношенні від загальної площі зрізу. 

 

Виготовлення гістологічних препаратів 

Відбір зразків серця для гістологічних досліджень при вивченні перебігу 

ішемічного інфаркту проводили на 7, 12, 17 та 25 доби. Для цього, після евтаназії 

дослідних тварин, відбирали зразки тканин та проводили гістологічні дослідження 

згідно наступної методики.   

Фіксацію відібраного органа здійснювали протягом 7 діб 10 % водним 

розчином нейтрального формаліну, об’єм якого у 30 разів перевищував об’єм 

матеріалу, що фіксували. З зразків серця, після закінчення визначеного часу, у місці 

патологічного процесу крізь усю товщину тканини вирізали шматочки завтовшки 

3–4 мм та закладали у пластикові касети для подальшої гістологічної обробки. 

Зневоднення фіксованих зразків серця здійснювали у автоматі для 

гістологічної обробки тканин карусельного типу STP – 120 (MICROM, Німеччина). 

При цьому, зразки проходили через ряд ємностей, які містили спирт у послідовно 

зростаючій концентрації та ксилол (для кращого змішування з парафіном). 

Формування парафінових блоків здійснювали за допомогою станції 

заливання в парафін АР 280 (MICROM, Німеччина). Зрізи серця двічі проводили 

через теплий гістологічний парафін (t=62 °С) з експозицією 120 хв. 
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Зрізи завтовшки 5–7 µк виготовляли на ротаційному мікротомі НМ 320 Е 

(MICROM, Німеччина). За допомогою системи переносу зрізів (STS,  MICROM, 

Німеччина) зразки переміщали на попередньо підготовлене предметне скло і 

залишали підсихати. 

Депарафінізацію та фарбування зрізів за методом Ван Гізон і гематоксиліном 

Караці та еозином здійснювали у автоматі для фарбування тканин лінійного типу 

HMS 70  (MICROM, Німеччина).  

 

Визначення оптимального методу отримання культури стовбурових 

клітин міокарда кота 

Для отримання тканин серця використовували завмерлі плоди кошенят (за 

згоди господарів), що залишалися після надання рододопомоги. Для отримання 

культури стовбурових клітин міокарда отримані шматочки серця масою 10 мг 

вносили у пробірки та додавали 1 см3: 

1. в якості контролю використовували модифікований метод експланту: 

шматочки тканин культивували у стандартному поживному середовищі (80 % – 

середовище Ігла модифікованого Дюльбеко (DMEM), 20 % – ембріональна 

сироватка ВРХ) з додаванням 10 мкл/см3 антибіотика-антимікотика); 

2. 2 мг/мл колагенази (тип ІІ) (Sigma, США); 

3. 2 мг/мл колагенази (тип ІІ) (Sigma, США) + 5 % бичачого 

сироваткового альбуміну (БСА) (Sigma, США); 

4. 1 мг/мл колагенази (тип ІІ) (Sigma, США) + 1 мг/мл гіауронідази (Life 

Global, Бельгія) + 5 % BSA (Sigma, США); 

5. 2,5 % трипсину (Sigma, США); 

6. 2,5 % трипсину (Sigma, США) + 0,5 мг/мл колагенази (тип ІІ) (Sigma, 

США) + 0,5 мг/мл гіалуронідази (Life Global, Бельгія). 

Пробірки з тканиною та розчинами № 1, 2, 3 та 4 поміщали у СО2-інкубатор, 

t=37 ºC на 1 годину, пробірки з тканиною та розчинами № 5 та 6 – у холодильник, 

t=4 ºC на 12 годин. Після закінчення визначеного часу їх піддавали 

центрифугуванню протягом 20 хв за відцентрової сили 300 g. Зливали надосадову 
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рідину, а до осаду клітин вносили стандартне поживне середовище з додаванням 

10 мкл/см3 антибіотика-антимікотика, розпіпетовували, переносили в чашки Петрі 

з поживним середовищем та ставили на культивування. 

Найбільш оптимальним методом отримання культури стовбурових клітин 

міокарда вважали метод, за якого найшвидше утворювався моношар клітин у одній 

із чашок Петрі. При цьому враховували кількість клітин у моношарі, які 

підраховували у камері Горяєва за допомогою мікроскопу при збільшенні у 

200 разів. 

 

Визначення оптимального методу отримання культури стовбурових 

клітин жирової тканини кота 

Тканину отримували від 3 безпородних кішок у процесі планової 

гістеректомії, попередньо отримавши згоду господарів. Тваринам перед  

проведенням  оперативного втручання проводили седацію шляхом одноразового 

внутрішньом’язового введення препарату «Золетил 100» (Virbac, Франція) в дозі 

15 мг на 1 кг маси тіла тварини. Примедикацією слугувало підшкірне введення 

атропіну сульфату ( «ГНЦЛС», Україна) в дозі 0,04 мг/кг за 15 хвилин до седації. 

Оперативне поле обробляли 5 % спиртовим розчином йоду. 

Отримання зразків тканини проводили у межах планової операції, тому 

розріз розміром 3–4 см здійснювали каудальніше від пупка по білій лінії. Після 

цього відпрепаровували шматочки жирової тканини у кількості, що в подальшому 

не зашкоджувала б нормальному загоєнню рани.  

Отримані шматочки жирової тканини поміщали у центрифужні пробірки з 

ФБР та якнайшвидше доставляли до лабораторії, де зразки тканини переносили у 

ламінар, промивали рази ФБР у чашці Петрі та подрібнювали на шматочки 

розміром 2–3 мм. 

Для визначення оптимального методу отримання культури стовбурових 

клітин жирової тканини отримані шматочки розділяли у пробірки з 1 см3 DМЕМ по 

10 мг та додавали: 



71 

1.  у якості контроль слугувала група без додавання реактивів 

(модифікований метод експланту – шматочки тканини заливали стандартним 

культуральним середовищем) (n=3); 

2. 1 мг/мл колагенази ІІ тип (Sigma, США) (n=3); 

3. 2 мг/мл колагенази ІІ тип (Sigma, США) + 10 мг/мл гіалуронідази (Life 

Global, Бельгія) (n=3); 

4. 2 мг/мл колагенази ІІ тип (Sigma, США) + 10 мг/мл гіалуронідази (Life 

Global, Бельгія) + 4 % БСА (Sigma, США) (n=3); 

5. 1 мг/мл колагенази ІІ тип (Sigma, США) + 20 мг/мл гіалуронідази (Life 

Global, Бельгія) + 4 % БСА (Sigma, США) (n=3); 

6. 2 мг/мл колагенази ІІ тип (Sigma, США) + 20 мг/мл гіалуронідази (Life 

Global, Бельгія) + 4 % БСА (Sigma, США) (n=3); 

7. 1 мг/мл колагенази ІІ тип (Sigma, США) + 10 мг/мл гіалуронідази (Life 

Global, Бельгія) + 4 % БСА (Sigma, США) (n=3); 

Пробірки зі зразками переносили у СО2-інкубатор на 1 годину, а після 

закінчення визначеного часу їх  піддавали центрифугуванню протягом 20 хв при 

2000 об/хв.  Рідину обережно відбирали піперкою, а до тканини додавали 

стандартне культуральне середовище, розпіпетовували та переносили в 

культуральні чашки (d=35 мм) та ставили на культивування у СО2-інкубатор. 

Для визначення оптимального методу дезагрегації виконували підрахунок 

кількості клітин після утворення моношару у одній із чашок. Пасажування клітин 

здійснювали з розрахунку 1:2 за стандартною методикою, описаною вище. 

 

Дослідження впливу різних стимуляторів росту на проліферативну 

активність стовбурових клітин 

У дослідах використовували стовбурові клітини ІІІ пасажу. Пасажування 

здійснювалось у розведенні 1:5. Клітини культивували у стандартному середовищі: 

80 % − DMEM; 20 % − FBS; 10 мкл/см3 − антибіотика-антимікотика (Sigma, США) 

з додаванням: 
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1.  інсуліноподібного фактору росту (IGF-1) (Sigma, США) у концентрації 

10, 20 та 50 нг/см3 (n=3); 

2. фактору росту фібробластів (FGF-2) (Sigma, США) у концентрації 10, 

20 та 50 нг/см3 (n=3); 

3. гормону росту rhGH (Sigma, США) у концентрації 10, 20 та 50 нг/см3; 

4. Biolaminin 521 LN (LN521) (BioLamina, Швейцарія) згідно настанов 

виробника; 

5.  контроль (культивування у стандартному культуральному середовищі) 

(n=3). 

Підрахунок кількості клітин здійснювали після досягнення конфлюентності 

95–100% у одній із досліджуваних груп чашок (КСККМ – 2 доба, КСКЖТ – 3 доба, 

КСКМ – 2 доба). Додатково визначали індекс проліферації: 

 

ІП =
ПП

ПК
 

 

Де: ІП – індекс проліферації; 

ПП – кількість клітин після пасажування; 

ПК – посадкова кількість клітин. 

 Мікроскопічний аналіз і оцінку культур здійснювали за допомогою 

інвертованого мікроскопа Axiovert 40 (Карл Цейс). 

 

Статистичний аналіз результатів досліджень 

Статистичну обробку одержаних цифрових матеріалів проводили в програмі 

Exel. Визначали середньоарифметичну величину (М), середнє відхилення (±m) і 

критерій достовірності (р). Статистично достовірним результатом вважали різницю 

між величинами, при яких коефіцієнт (р) був не більшим 0,05, що є 

загальноприйнятим у біологічних дослідженнях.  
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Висновки до розділу 2 

 Застосування загальноприйнятих та спеціальних методів та методик дало 

змогу вирішити поставлені у дисертаційній роботі завдання. Методи статистичної 

обробки результатів дослідження в повній мірі забезпечили достовірність 

отриманих результатів. 
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РОЗДІЛ 3 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

3.1. Оцінка якості і безпечності культур стовбурових клітин міокарда 

щура, призначених для трансплантації 

При культивуванні в ситемі in vitro клітин в культурі вони можуть змінювати 

свої фенотипові характеристики: морфологію, експресію СD-маркерів). При цьому, 

первинна культура буде характеризуватися найбільшою гетерогенністю, що є 

результатом присутності у ній всіх клітин тканини з якої вони походять, які 

володіють адгезивними властивостями, в залежності від джерела отримання. У 

процесі культивування вони видаляються, а клітини, які здатні до поділу, 

проліферують. Варто зазначити, що кожна популяція клітин має свою швидкість 

ділення, що у подальшому може змінювати фенотипові особливості культури. 

На даний час культури клітин, отримані з кісткового мозку та жирової 

тканини, є найбільш дослідженими. Разом з тим, культура стовбурових клітин, 

отримана з міокарда (КСКМ), як альтернативне джерела стовбурових клітин у 

терапії захворювань серця, майже не вивчена. Зважаючи на це, першим етапом 

нашого дослідження було вивчення фенотипових характеристик культури 

стовбурових клітин міокарда щура у процесі культивування. Отримані дані 

дозволять прослідкувати фенотипову та генетичну стабільність культури з метою 

їх подальшого безпечного використання.  

 

3.1.1. Зміна морфології культури стовбурових клітин міокарда щура з 

пасажами 

У процесі вивчення морфології стовбурових клітин міокарда щура нами було 

виявлено, що за її отримання методом експланту, первинна культура починає свій 

ріст із шматочків тканини, які знаходилися на дні культурального пластику. У 

процесі культивування при зміні культурального середовища шматочки тканини 

видалялися (рис. 3.1, а). При подальшому культивуванні встановлено, що первинна 

культура адгезивних клітин міокарда щура морфологічно гетерогенна, при чому, 
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серед домінуючих епітеліоподібних клітин  відмічали незначну кількість 

веретеноподібних клітин (рис. 3.1, б.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.1. Мікрофотографії моношару культур стовбурових  клітин міокарда 

щура, 0 пасаж: а) 4 доба; б) 8 доба культивування. Нативні препарати. Зб.: ×50 

Варто відмітити, що у процесі культивування спостерігали тенденцію до 

збільшення кількості веретеноподібних клітин з кожним пасажем (рис. 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.2. Мікрофотографії моношару культур стовбурових клітин міокарда 

щура: а) І пассаж; б) ІV пасаж. Нативні препарати. Зб. ×50 

а б 

а б 
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Первинна КСКМ щура досягала конфлюентності 90–100 % у середньому за 

8 діб (рис. 3.1., б). В процесі субкультивування час досягнення конфлюентності   

70–80 % становив 3 доби. 

Таким чином, у процесі субкультивування КСКМ відбувається перехід від 

гетерогенної культури на 0 пасажі до більш гомогенної культури на ІV пасажі.  

 

3.1.2. Імунофенотипова характеристика культури стовбурових клітин 

міокарда 

У процесі імунофенотипування популяції культури стовбурових клітин, 

отриманих з міокарда щура, було виявлено зміну експресії досліджуваних 

поверхневих маркерів з пасажами (табл. 3.1). 

Так, ступінь прояву CD45, CD227 та пан-керитину (рис. 3.3, а) зростав у 

процесі культивування у межах рівня «відсутність експерсії» з 3,3±3,9, 0±0 та 

0±0 балів на І пасажі до 23,7±6,8, 22,7±8,9 та 41,3±9,1 балів на ІV пасажі відповідно.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.3. Рівень ескпресії поверхневих маркерів у культурі стовбурових 

клітин міокарда щура, ІV пасаж. а) CD66е; б) пан-кератин. Флюорисцентна 

мікроскопія. Зб.: ×1000 

 

а б 
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Таблиця 3.1 

Експресія поверхневих маркерів у популяції клітин, виділених з 

міокарда щура з І до ІV пасажу, M±m, n=3 

Примітка: *р<0,05; **р<0,01, порівняно з контролем (у якості контролю 

слугував І пасаж) 

Упродовж усього часу дослідження ми не виявляли експресії CD48, CD54 та 

CD56 (0±0 балів). 

При цьому рівень експресії CD38 знижувався у межах цього рівня з 22,7±4,5 

на І-му пасажі до 18,7±5,0 балів на ІV. 

Експресія CD10 та тропоніну І знижувалася від високого рівня (235,7±35,6 та 

257,0±23,2 балів відповідно) на І-му пасажі до помірного рівня (170,3±27,7 та 

181±9,9 балів відповідно) на ІV-му. 

Поверхневі 

маркери 

(СD) 

Пасаж 

І ІІ ІІІ ІV 

Оцінка в балах за методом H-Score (від 0 до 300) 

10 235,7±35,6 190,0±39,9 171,0±39,4 170,3±27,7 

34 8,3±5,6 53,7±14,9* 122,0±15,7** 170,0±19,7** 

38 22,7±4,5 21,7±5,6 20,7±6,1 18,7±5,0 

45 3,3±3,9 15,7±8,3 21,7±7,7 23,7±6,8 

48 0±0 0±0 0±0 0±0 

54 0±0 0±0 0±0 0±0 

56 0±0 0±0 0±0 0±0 

66е 185,3±35,8 223,7±29,8 261,0±12,8 287,0±5,8* 

95 164,0±13,4 147,3±7,7 121,3±6,6* 108,3±8,9* 

227 0±0 0±0 11,7±6,7 22,7±8,9 

326 6,3±3,7 10,7±1,9 21±3,5* 54,0±8,7** 

Пан-кератин 0±0 0±0 14,3±5,4 41,3±9,1* 

Тропонін І 257,0±23,2 231±22,1 200,7±14,3 181±9,9* 



78 

Ступінь прояву CD34 зростав від рівня «відсутність експресії» (8,3±5,6 балів) 

на І-му пасажі до помірного (170,0±19,7 балів) на ІV-му, а CD326 – від рівня 

«відсутність експресії» (6,3±3,7 балів) І-му пасажі до низького (54,0±8,7 балів) на 

ІV-му. 

Рівень експресії CD66е зростав з помірного (185,3±35,8 балів) на І-му пасажі 

до високого (287,0±5,8 балів) рівня на ІV-му (рис. 3.3, б). У той же час ступінь 

прояву CD95 знижувався у процесі культивування у межах помірного рівня з 

164,0±13,4 балів на І пасажі до 108,3±8,9 балів на ІV-му. 

 

3.1.3. Цитогенетичний аналіз культур стовбурових клітин міокарда 

щура у процесі культивування 

З метою вивчення генетичної стабільності стовбурових клітин, отриманих з 

міокарда щура, ми проаналізували хромосомну мінливість клітин з І-го до VІ-го 

пасажу (табл. 3.2) 

Таблиця 3.2 

Результати цитогенетичного аналізу стовбурових клітин культури 

міокраду щура І–VI пасажів, M±m, n=3 

№ 

пасажу 

Клітини з нормальним 

каріотипом, % 
Анеуплоїдія, % Поліплоїдія, % 

I 94,5±1,3 3,3±0 2,2±1,3 

II 93,3±0 5,6±1,3 1,1±1,2 

III 90,0±0*** 8,9±1,3* 1,1±1,2 

IV 90,0±0*** 8,9±1,3* 1,1±1,2 

V 90,0±0*** 10,0±0*** 0±0 

VI 90,0±0*** 10,0±0*** 0±0 

Примітка: *р<0,05; ***р<0,001, порівняно з контролем (у якості контролю 

слугував І пасаж) 
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Появу клітин з анеуплоїдним набором хромосом у культурі міокарда щура 

відмічали з І до VІ пасажу. Варто зазначити, що збільшення відсотку анеуплоїдних 

клітин відмічали з І (3,3±0 %) до V (10,0±0 %) пасажу. Різниця середніх величин за 

цією ознакою у популяціях клітин ІІІ–VI пасажів була достовірно вищою у 

порівнянні з І-им пасажем. Зазначимо, що значний відсоток прояву анеуплоїдій 

складали клітини, каріотип яких дорівнював 38 та 76 хромосом при нормі 42 норма. 

Разом з тим, кількість клітин зі зміненим каріотипом не перевищувала спонтанного 

рівня соматичного мутагенезу, властивого ссавцям, який становить 6–15 % [11].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3. 4. Мікрофотографії метафазних пластинок щура (І пасаж): 

а) нормальний каріотип, n=42; б) анеуплоїдія, n=40. Забарвлення «Лейкодиф 200». 

Зб.: ×1000 

Клітини з поліплоїдією, відмічали у культурі стовбурових клітин міокарда 

щура з І до IV пасажу. У процесі досліденння ми спостерігали тенденцію до 

зменшення даної геномної мутації з 2,2±1,3 % на І пасажі до повної її відсутності 

на VІ. Варто зазначити, що отриманий нами результат поліплоїдій був нижчим від 

рівня характерного для спонтанної хромосомної мінливості у ссавців (6–15 %) [11].  

а б 
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Одночасно нами був проведений мікроядерноий тест (рис 3.5) для оцінки 

цитогенетичних змін у стовбурових клітинах культури клітин міокарда щура. Його 

результати наведені в таблиці 3.3.  

Таблиця 3.3  

Результати мікроядерного тесту стовбурових клітин культури міокарда 

щура І–VI пасажів, M±m, n=3 

№ 

пасажу 

 

Клітини з 

нормальним 

ядром, % 

Клітини з 

мікроядрами, 

% 

Двоядерні 

клітини,% 

Апоптоз, 

% 

Мітотичний 

індекс, % 

I 99,6±0 0,1±0,1 0,3±0,1 0±0 3,7±0,1 

II 99,6±0 0,1±0,1 0,3±0,1 0±0 3,4±0,1 

III 99,4±0*** 0,3±0,1 0,3±0,1 0±0 3,0±0,1** 

IV 99,4±0*** 0,3±0,1 0,3±0,1 0±0 2,1±0,1*** 

V 99,4±0,1*** 0,3±0,1 0,3±0,1 0±0 1,5±0,1*** 

VI 99,4±0,1*** 0,3±0,1 0,3±0,1 0±0 1,4±0,1*** 

Примітка: **р<0,01; ***р<0,001, порівняно з контролем (у якості контролю 

слугував І пасаж) 

Мікроядра – це патологічні структури, поява яких свідчить про хромосомну 

нестабільність. У процесі дослідження ми виявляли клітини з мікроядрами на всіх 

пасажах (рис. 3.5). Варто відмітити, що, починаючи з ІІІ пасажу, відсоток клітин з 

мікроядрами зріс до 0,3±0,1 %, проте, знаходився у межах норми, для ссавців   

 (1,60–05,6 %) [11]. 

У процесі дослідження ми відмічали присутність у культурі стовбурових 

клітин міокарда щура двоядерних клітин з І до VI пасажу. Їх кількість була 

незмінною упродовж всього часу дослідження і складала 0,3±0,1 % та не 

перевищувала спонтанної мутації, характерної для ссавців (5,4 %) [11]. Додатково 

ми відмічали достовірне зниження мітотичного індексу з І (3,7 %) до VI (1,4 %) 

пасажу. 
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Рис. 3.5. Мікрофотографії клітин зі змінами у ядрі (IV пасаж): а) клітина з 

мікроядром (стрілкою вказано мікроядро); б) двоядерна клітина. Забарвлення 

«Лейкодиф 200». Зб.: ×1000 

Отже при оцінці якості і безпечності культур стовбурових клітин міокарда 

щура, призначених для трансплантації ми виявили, що первинна культура 

характеризується гетерогенністю, проте в процесі субкультивування вона за 

рахунок веретеноподібних клітин набуває гомогенності. Культура, отримана з 

міокарда щура, була не однорідною і за результатами імунофенотипування виявили 

зміни з пасажами: на І пасажі у культурі переважали клітини з ознаками 

кардіоміоцитів (CD10+, CD34low, CD38low, CD45low, CD48-, CD54-, CD56-, CD95+, 

СD227-, СD326low, тропонін Іhigh), у процесі культивування на клітинах відмічали 

маркери, характерні для епітеліальних клітин (панкератинlow, СD326+, СD227low) та 

підвищення експресії маркерів, які характерні для прогеніторних клітин (CD34+, 

СD45low). При цитогентичному аналізі стовбурових клітин, отриманих із міокарда 

у процесі культивування в системі in vitro у клітинах виявляються зміни каріотипу, 

які проявляються анеуплоїдією, поліплоїдією, появою клітин з мікроядрами та 

двоядерними клітинами, проте їх кількість не виходила за межі спонтанного 

мутагенезу, характерного для ссавців. Результати даного підрозділу були 

опубліковані у роботах [17, 18]. 

а б 
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3.2. Оцінка культури червоного кісткового мозку щура після 

направленої диференціації у кардіоміогенному напрямку 

3.2.1. Фенотипові зміни в культурі стовбурових клітин червоного 

кісткового мозку щура за впливу 5-азацитидину 

Відомо, що 5-азацитидин індукує диференціювання стовбурових клітин у 

кардіоміогенному напрямку, що супроводжується змінами у морфології 

культивованих клітин та експресію ними серцевих маркерів, таких як GATA-4, 

Nkx2.5, тропонін І [231, 93]. Проте, існує обмаль даних щодо експресії маркерів, 

характерних для слабодиференційованих (стовбурових) клітин у культурі, що 

піддавалася впливу 5-азацитидину. Варто зазначити, що інформація щодо стану 

генетичного апарату вказаних клітин у доступній літературі взагалі відсутня. 

Дослідження вищеописаних питань і стало нашим наступним завданням. 

У процесі культивування на 6–7 доби від початку спрямованої диференціації 

культури стовбурових клітин червоного кісткового мозку ми відмічали зміну 

морфології клітин від веретеноподібної до епітеліоподібної (рис. 3.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.6. Мікрофотографії моношару культур клітин червонного кісткового 

мозку, ІІІ пасаж: а) контроль; б) на 6 добу після додавання 5-азацитидину. Нативні 

препарати. Зб. ×50 

а б 
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Одночасно відмічалося зниження їх проліферативної активності. У 

досліджуваних культурах клітин на 10–22 доби культивування почали відмічати 

мимовільні скорочення окремих ділянок моношару клітин, що ще раз вказує на їх 

диференціацію у кардіоміогенному напрямку.   

У процесі імунофенотипування популяції стовбурових клітин червоного 

кісткового мозку щура, що піддавалася дії 5-азацитидину, відмічали зміну експресії 

досліджуваних поверхневих маркерів у бік, характерний для культури, виділеної з 

міокарда (табл. 3.1 та 3.4). 

Таблиця. 3.4 

Експресія поверхневих маркерів у популяції стовбурових клітин, 

виділених з червоного кісткового мозку щура, M±m, n=3 

Поверхневі 

маркери (СD) 

Культура стовбурових клітин червоного кісткового мозку щура 

(ІІІ-й пассаж) 

Контроль Оброблена 5-азицитидином 

Оцінка в балах за методом H-Score (від 0 до 300) 

10 0±0 107±19** 

34 92±2 113±14 

38 57±7 75±9 

45 76±13 0±0** 

48 84±15 83±10 

54 0±0 0±0 

56 96±7 0±0*** 

66е 108±14 110±11 

95 110±7 132±10 

227 89±11 0±0*** 

326 76±11 10±6* 

Пан-кератин 253±19 77±14* 

Тропонін І 17±10 105±9* 

Примітка: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 порівняно з контролем  
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Так, рівень експресії СD10 достовірно зріс у порівнянні з контролем і складав 

107±19 балів. Ступінь прояву СD34, СD38 та СD95 зріс на 21, 18 та 22 бали 

відповідно.  

Експресія СD48, СD54 та СD66е залишилася у межах одного рівня і у 

культурі, що піддавалася направленій диференціації, складала 83±10, 0±0 та 110±11 

балів відповідно. 

З низького до рівня «відсутність експресії» знизився ступінь прояву СD45, 

СD56, СD227 та СD326 та становив 0±0, 0±0, 0±0 та 10±6 балів відповідно. 

Рівень експресії пан-кератину знизився з високого (253±19 балів) до 

помірного рівня (77±14 балів), у той час, як ступінь прояву тропоніну І у культурі, 

що піддавалася направленій диференціації 5-азацитидином, достовірно зріс з рівня 

«відсутність експресії» (17±10 балів) до помірного 105±9 (балів). 

 

3.2.2. Цитогенетичний аналіз стовбурових клітин культури отриманої 

із червоного кісткового мозку щура після дії 5-азацитидину 

З метою вивчення зміни показників генетичної стабільності стовбурових 

клітин, які піддавалися направленій диференціації, ми досліджували нативні 

культури клітин, отримані з червоного кісткового мозку щура ІІІ пасажу (контроль) 

та вказану культуру на 6 добу після дії 5-азацитидину (табл. 3.5).  

Таблиця. 3.5 

Результати цитогенетичного аналізу популяції стовбурових клітин, 

виділених з червоного кісткового мозку щура, M±m, n=3 

Показники 

Культура стовбурових клітин кісткового мозку щура 

(ІІІ пассаж) 

Контроль Оброблена 5-азицитидином 

Клітини з нормальним 

каріотипом, % 
80±2,2 84,5±1,5 

Анеуплоїдія, % 18,9±1,5 12,2±1,5* 

Поліплоїдія, % 1,1±1,2 3,3±0 

Примітка: *р<0,05 порівняно з контролем  
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Як видно з результатів досліджень, представлених у таблиці 3.6, кількість 

клітин зі зміненим карітипом після дії 5-азацитидину зменшилася на 4,5 % 

порівняно з контролем. Кількість клітин з анеуплоїдією у дослідній групі чашок 

знизилася на 6,7 %, проте, відсоток поліплоїдних клітин зріс на 2,2 % порівняно з 

контролем.  

Отже, при оцінці культури червоного кісткового мозку щура після 

направленої диференціації у кардіоміогенному напрямку шляхом додавання   

5-азацитидину ми виявили появу у ній осередків епітеліоподібних клітин, які 

експресують маркери, характерні для кардіоміоцитів (CD10+, CD45-, CD95+, 

СD326low, тропонін І+). Цитогенетичний аналіз культури, що піддавалася 

диференціації показав, що у культурі знижується відсотковий вмісту анеуплоїдних 

та підвищується – поліплоїдних клітин, що вказує на сповільнення проліферації та 

початок диференціації. Результати даного підрозділу були опубліковані у роботах 

[14, 188].  

 

3.3. Особливості регенерації в міокарді щура за експериментального  

інфаркту 

Для відтворення гострого інфаркту міокарда в експерименті зазвичай 

використовують лігування коронарної артерії. Даний метод дозволяє повністю 

зупинити кровообіг у даній артерії [22]. Більшість науковців [8, 22] сходяться на 

думці, що після лігування коронарних судин виникають характерні некротичні 

зміни в міокарді. Проте використання даного методу пов’язане з високою 

летальністю дослідних тварин [5], що зумовлює необхідність пошуку 

альтернативних методів формування даної патології [1, 8, 32]. 

Для визначення оптимального методу формування ішемії міокарда з 

подальшим розвитком ішемічного некрозу ділянки міокарда – інфаркта, дослідили 

два методи формування даної патології.  

На 25 добу після формування ішемії міокарда тварин піддавали евтаназії та 

досліджували макроскопічні та мікроскопічні зміни, які виникали у міокарді щурів 

протягом вказаного часу. 
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У групі тварин із лігованою гілкою лівої коронарної артерії відмічали яскраво 

виражені зони некрозу міокарда, макроскопічно вони були дещо світліші та з більш 

щільною консистенцією, ніж у нормі, поверхня розрізу – сухувата. Гістологічно 

виявляли ознаки коагуляційного (сухого) некрозу (розпад цитоплазми на грудки, 

пікноз та рексис ядра, а також розростання сполучної тканини (рис. 3.7). 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.7. Міокард щура, I дослідна група: 1) волокна сполучної тканини; 

2) кардіоміоцити. Гематоксилін Караці та еозин. Зб.: × 100. 

На периферії (вище місця лігування) – циркулярні розлади, що проявляються 

гіперемією судин (рис. 3.8), спостерігалися дистрофічні зміни у кардіоміоцитах. 

У групі тварин з коагуляцією лівої коронарної артерії макроскопічно 

спостерігали посвітлішання ділянки припікання та червоний вінець який її 

обмежував на відстані 2 мм від місця коагуляції. Мікроскопічно виявляли 

порушення структури кардіоміоцитів (рис. 3.9). 

Варто зазначити, що дані які ми реєстрували, при використанні методу 

коагулювання судини, більшою мірою відображали не власне ішемію, а опік 

тканини, який виник у відповідь на проведену маніпуляцію. 
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Рис. 3.8. Міокард щура, I дослідна група: 1) гіперемійована судина; 

2) дистрофічні зміни кардіоміоцитів; 3) сполучна тканина; 4) кардіоміоцити. 

Гематоксилін Караці та еозин. Зб.: ×100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.9. Міокард щура, IІ дослідна група: 1) кардіоміоцити з порушеною 

структурою; 2) кардіоміоцити; 3) судина. Гематоксилін Караці та еозин. Зб.: ×100 
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Таким чином, нами було встановлено, що повною мірою зміни, характерні 

для ішемії міокарда з подальшим некрозом його ділянки, можливо досягнути за 

лігування судини, тому в подальших дослідженнях вивчення перебігу ішемії 

використовувався зазначений метод.  

Кожен зразок серця, отриманий від дослідних тварин, піддавали 

макроскопічному порівнянню з серцем неоперованих тварин і лише після 

підтвердження наявності змін продовжували подальше гістологічне дослідження. 

Підставою для подальших гістологічних досліджень було: збільшення розмірів 

серця відносно норми, наявність аневризм, візуалізація зони ішемії (дещо світліша 

ділянка міокарда та з більш щільною консистенцією, ніж у нормі) «сухість» 

поверхні розрізу (рис. 3.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.10. Макроскопічні зміни в серці щура після лігування лівої коронарної 

артерії: 1 – гіперемійована судина; 2 – місце лігатури; 3 – ділянка ішемії. Нативний 

препарат 
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На 7 добу після моделювання інфаркту міокарда відмічали наявність 

запального процесу, інфільтрацію зони пошкодження макрофагами, лейкоцитами 

та утворення грануляційної тканини у вигляді бар’єру навколо ділянки 

пошкодження. 

У зоні ішемії присутній міоцитоліз та коагуляційний некроз: загиблі клітини 

набрякали, зберігаючи свої контури, оскільки цитоплазматичні білки після 

коагуляції ставали стійкими до дії лізосомальних ферментів (рис. 3.11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.11. Міокард щура, 7-ма доба після лігування гілки лівої коронарної 

артерії: 1) ознаки коагуляційного некрозу (контури загиблих кардіоміоцитів) 2) 

еритроцити; 3) кардіоміоцити. Гематоксилін Караці та еозин. Зб.: ×400 

Одночасно спостерігали підвищену активність стромального компоненту – 

проліферацію клітин строми, активацію ендотеліоцитів (рис. 3.12). 

На 12-у добу після формування інфаркту спостерігали активізацію процесів 

формування рубцевої тканини і відкладання колагену без утворення колагенових 

волокон (рис. 3.13). 
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Рис. 3.12. Міокард щура, 7-ма доба після лігування гілки лівої коронарної 

артерії: 1) проліферація клітин строми; 2) ядра; 3) кардіоміоцити. Ван Гізон. 

Зб.: ×400 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.13. Міокард щура, 12-та доба після лігування гілки лівої коронарної 

артерії: 1) відкладення колагену; 2) кардіоміоцити. Ван Гізон. Зб.: ×100 

У позаінфарктній зоні спостерігали набряк кардіоміоцитів та формування 

сладжів еритроцитів у капілярах. В окремих ділянках зони інфаркту спостерігали 

поодинокі острівці некротизованих кардіоміоцитів (рис. 3.14). 
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Рис. 3.14. Міокард щура, 12-та доба після лігування гілки лівої коронарної 

артерії: 1) острівці некротизованих кардіоміоцитів; 2) кардіоміоцити; 3) епікард. 

Гематоксилін Караці та еозин. Зб.: ×100 

У позаінфарктній зоні спостерігали набряк кардіоміоцитів та формування 

сладжів еритроцитів у капілярах. В окремих ділянках зони інфаркту спостерігали 

поодинокі острівці некротизованих кардіоміоцитів (рис. 3.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.15. Міокард щура, 17-та доба після лігування гілки лівої коронарної 

артерії: 1) сформовані колагенові волокна; 2) кардіоміоцит. Ван Гізон. Зб.: ×400 
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На 17-у добу, після лігування артерії, у ділянці патологічного процесу 

спостерігались початкові етапи формування сполучної тканини: у зоні ушкодження 

виявлялась значна кількість судин та фібробластів. У центральних ділянках 

інфаркту відмічалась присутність сформованих колагенових волокон (рис. 3.15). 

Поза зоною пошкодження спостерігався інтрацелюлярний набряк кардіоміоцитів. 

На 25 добу, після формування інфаркту, у зоні пошкодження спостерігали 

активне формування і структуризацію сполучної тканини. У сполучній тканині 

відмічали значну кількість судин синусоїдного типу. Патологічний процес 

захоплював не лише зону інфаркту, а й сусідні ділянки, де також спостерігались 

ознаки прогресуючого периферичного інфаркту міокарду: набряк кардіоміоцитів, 

активацію стромального компоненту, формування грануляційної тканини 

(рис. 3.16).  

В окремих ділянках відмічали повне заміщення некротичної тканини 

рубцевою. Рубцева тканина була неоднорідна (рис. 3.17), що свідчить про 

неодномоментність її розвитку.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.16. Міокард щура, 25-та доба після лігування гілки лівої коронарної 

артерії: 1) колагенові волокна; 2) кардіоміоцити; 3) грануляційна тканина. Ван 

Гізон. Зб.: ×400 
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Рис. 3.17. Міокард щура, 25-та доба після лігування гілки лівої коронарної 

артерії: 1) сполучнотканинний рубець; 2) кардіоміоцити. Ван Гізон. Зб.: ×400. 

Отже, у процесі дослідження ми виявили, що оптимальним методом 

формування інфаркту міокарда є лігування висхідної гілки лівої коронарної артерії, 

що повною мірою дозволяє досягнути змін, характерних для ішемії міокарда з 

подальшим некрозом. При гістологічному дослідженні зразків серця з 

сформованим інфарктом міокарда ми відмічали стадійність розвитку патологічного 

процесу та збільшення зони пошкодження, що, можливо, відбувалося за рахунок 

стискання судин набряклими пошкодженими кардіоміоцитами. Результати цього 

підрозділу були опубліковані у роботі [26].  

 

3.4. Цитотоксична активність лімфоцитів і сироватки крові щурів 

відносно алогенної культури стовбурових клітин міокарда 

Наступне питання, що постає перед застосуванням стовбурових клітин, є 

відповідь організму-реципієнта на трансплантацію чужорідного матеріалу. Варто 

відмітити, що культура клітин отримана з міокарда, містить у своєму складі клітини 

на різних стадіях диференціації та є органоспецефічною. Зважаючи на це, нашим 

наступним завданням було вивчити вплив імунної системи на трансплантацію 

алогенних культур стовбурових клітин міокарда щура (табл. 3.6). 
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Таблиця 3.6 

Проліферативна активність культури стовбурових клітин міокарда 

щура під час вивчення цитотоксичної активності лімфоцитів та сироватки 

крові інтактних та сенсибілізованих тварин, M±m, n=3 

Г
р

у
п

а 

тв
ар

и
н

  

Пасаж 
Показники 

Співкульт. з 

лейкоцитами 

Співкульт. з 

сироваткою 

Ін
та

к
тн

і 

тв
ар

и
н

и
  

  
  
  

  
  
  
  

(к
о

н
тр

о
л
ь
) І 

К-ть клітин після 

культивування 
29,6±0,2 29,6±0,2 

Індекс проліферації 0,99±0,01 0,99±0 

IV 

К-ть клітин після 

культивування 
29,7±0,13 29,7±0,2 

Індекс проліферації 0,99±0,01 0,99±0,01 

С
ен

си
б
іл

із
о
в
ан

і 

тв
ар

и
н

и
 (

д
о
сл

ід
) 

І 

К-ть клітин після 

культивування 
20,8±1,1** 1,2±0,6 

Індекс проліферації 0,69±0,04** 0,04±0,02** 

IV 

К-ть клітин після 

культивування 
26,0±1,2* 9,3±2,4 

Індекс 

проліферації 
0,87±0,04* 0,31±0,08** 

Примітка: *р<0,05; **р<0,01, порівняно з контролем  

Існують суперечливі дані щодо імунологічних властивостей стовбурових 

клітин: за даними одних авторів [122, 105] вони володіють імуносупресивною дією, 

у той час як інші автори імунологічні властивості стовбурових клітин пов’язують з 

їх дозою, способом введення та видом клітинного трансплантату на [149, 205, 227]. 

Аналіз результатів дослідження впливу сироватки та лімфоцитів крові 

показав, що проліферативна активність алогенних культур стовбурових клітин 

міокарда у цитотоксичному тесті із сироваткою та лімфоцитами крові інтактних та 

сенсибілізованих тварин достовірно відрізняється. 

У процесі дослідження не відмічали цитотоксичного впливу лімфоцитів та 

сироватки крові інтактних тварин на культури стовбурових клітин міокарда щура 

як І (рис. 3.18), так і IV пасажів, про що свідчить близький до 1 індекс проліферації.  

У той час, сироватка крові сенсибілізованих тварин мала значний 

цитотоксичний вплив на клітини досліджуваної культури (рис. 3.19, б).  
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Рис. 3.18. Співкультивування стовбурових клітин міокарда щура І пасажу з: 

а) лімфоцитами; б) сироваткою крові інтактних тварин. (стрілками вказано: 1– 

лімфоцити; 2 – відкріплені клітини культури. Нативний препарат. Зб.: ×320 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.19. Співкультивування культур стовбурових клітин міокарда щура І 

пасажу з додаванням: а) лейкоцитів; б) сироватки крові сенсибілізованих тварин: 1 

– лейкоцити; 2 – відкріплені клітини; 3 – адгезовані клітини. Нативний препарат. 

Зб.: ×320 
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Так, індекс проліферації стовбурових клітин міокарда щура І пасажу за 

співкультивування з сироваткою крові сенсибілізованих тварин складав 0,04±0,02, 

тоді як IV пасажу – 0,31±0,08, що відповідно у 24,75 та 3,19 разів нижче, ніж у 

контрольній групі. 

Лімфоцити крові сенсибілізованих тварин також проявляли цитотоксичний 

вплив на клітини досліджуваної культури (рис. 3.19, а), проте значно нижчий у 

порівнянні з сироваткою крові. Так, індекс проліферації культури І пасажу складав 

0,69±0,04, IV – 0,87±0,04, що відповідно у 1,43 та 0,88 разів нижче, ніж у 

контрольній групі. З наведених результатів досліджень видно, що з пасажами 

цитотоксичність як сироватки, так і лейкоцитів крові знижується. 

Отже, лейкоцити та сироватка крові сенсибілізованих щурів на 7 добу після 

інтраперетоніального введення їм стовбурових клітин, отриманих з міокарда щура, 

проявляють цитотоксичний ефект щодо останніх в системі in vitrо, варто відмітити, 

що цитотоксичний вплив як сироватки крові, так і лейкоцитів крові  був менший на 

клітини IV пасажу. 

 

3.5. Здатність стовбурових клітин до міграції у міокард за його 

ушкодження 

 Для терапії патологічних процесів з використанням стовбурових клітин 

важливим є їх «доставка» у зону пошкодження. Даний процес потребує 

самонаведення і міграцію клітин у тканину-мішень. Однак, зважаючи на те, що при 

лікуванні інфаркту міокарда використовують стовбурові клітини з різних джерел, 

тому при їх введенні у кровоносне русло вони можуть затримуватися у інших 

органах: печінці, кістковому мозоку тощо. Тому наступним етапом нашого 

дослідження було визначення оптимального методу «доставки» клітинного 

матеріалу до органу-мішені (серця). 

З метою вивчення міграційної здатності стовбурових клітин у зону 

пошкодження міокарда вводили 0,5 млн мічених флюорохромом стовбурових 

клітин культури червоного кісткового мозку в 0,05 см3 DМЕМ інтракардіально, 

інтраміокардіально та внутрішньовенно. Аналіз результатів виконували на 2 та 8 
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доби після трансплантації (рис. 3.20). Пошук мічених клітин здійснювали на межі 

пошкодженої та здорової тканин серцевого м’язу. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.20. Виявлення у серцевому м’язі клітин, мічених Hoechst, за 

інтраміокардіального введення: а) 2 доба після введення, мічені стовбурові клітини 

локалізовані у каналі введення; б) 8 доба, клітини дифузно розташовані у 

серцевому м’язі. Нативний препарат, флюорисцентна мікроскопія. Зб.: ×400 

При інтраміокардіальному уведенні на 2 добу після трансплантації ми 

виявляли мічені клітини у каналі введення (рис. 3.20, а). Проте на 8 добу ми вже 

відмічали дифузну локалізацію стовбурових клітин в структурі серцевого м’язу, що 

свідчить про міграцію мічених клітин з каналу (рис. 3.20, б).   

При аналізі зразків сердець за інтракардіальної на внутрішньовенної 

трансплантації, мічених стовбурових клітин в структурі серцевого м’язу, як на 2 

так 8 добу нами виявлено не було. 

Отже, спираючись на отримані результати можна зробити висновок, що 

інтраміокардіальне введення стовбурових клітин за експериментального інфаркту 

міокарда є найбільш оптимальним, на що вказує присутність трансплантованих 

а б 
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клітин у каналі введення на 2 добу та їх дифузне розміщення у міокарді на 8 добу 

після введення. Результати цього розділу були опубліковані у роботі [21].  

 

3.6. Вплив трансплантації стовбурових клітин культур отриманих з 

різних джерел на активність відновлення структури міокарда щура 

внаслідок експериментального ішемічного інфаркту 

На даний час існує декілька теорій впливу трансплантованих в міокард 

стовбурових клітин на його відновлення, проте до кінця механізм цього впливу 

залишається незрозумілим. Згідно традиційної теорії, трансплантовані стовбурові 

клітини диференціюються у кардіоміоцити та вбудовуються у пошкоджений 

міокард [258]. Згідно іншої гіпотези, стовбурові клітини після трансплантації 

диференціюються в ендотеліальні клітини та сприяють ангіогенезу [214]. Це, у 

свою чергу, призводить до обмеження зони інфаркту та стимулювання процесів 

відновлення міокарда. Зважаючи на те, що при отриманні культури стовбурових 

клітин з різних джерел їх клітинний склад відрізняється, логічним буде припустити 

і відмінності у їх впливі на регенеративні процеси у пошкодженому міокарді.  

З огляду на це, нашою метою було дослідити вплив стовбурових клітин 

різного походження на перебіг експериментально сформованого інфаркту міокарда 

у щурів. 

При макроскопічному дослідженні нативних зразків сердець щурів 

контрольної групи відмічали збільшення їх розмірів та незначне розширення судин 

вище місця їх лігування. Нижче лігатури відмічали ознаки некротизування 

тканини. 

У всіх групах тварин після трансплантації досліджуваних клітин також 

відмічали збільшення сердець, проте дана ознака була менш виражена у порівнянні 

з контролем. Вище місця лігування відмічали аневризму судини, нижче – рубцеві 

зміни.  

Отримані дані свідчать про пришвидшення регенеративних процесів у 

серцевому м’язі за трансплантації усіх досліджуваних культур стовбурових клітин. 

Для визначення найбільш ефективної з них провели мікроскопічне дослідження 
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міокарда після його обробки 2,3,5-трифенілтетразолієм хлоридом, що дозволяє 

чітко відмежувати уражену ділянку. 

Так, після оцінки площ некрозу виявили, що у міокарді щурів контрольної 

групи вона складала 20,33±0,97 %, після інтраміокардіальної трансплантації 

культури клітин червоного кісткового мозку – 14,67±0,77 % (р˂0,01), що на 5,66 % 

менше у порівнянні з контролем (табл. 3.7).  

За введення культури стовбурових клітин жирової тканини площа некрозу 

була меншою на 3,33 % порівняно з контролем і на 25 добу експерименту складала 

17,00±0,58 % (р˂0,05). 

За інтраміокардіального введення культури стовбурових клітин міокарда 

площа некрозу становила 13,33±0,39 % (р˂0,01), що на 7 % менше, ніж у контролі. 

Таблиця 3.7. 

Відсоткове відношення некротизованої тканини міокарда до загальної 

площі зрізу за трансплантації досліджуваних видів культур клітин на фоні 

експериментального ішемічного інфаркту у щура, М±m, n=3 

Культура стовбурових клітин Площа некротизованої тканини, % 

Червоного кісткового мозку 14,67±0,77** 

Жирової тканини 17,00±0,58* 

Міокарда 13,33±0,39** 

Контроль (введення DМЕМ) 20,33±0,97 

Примітка: *p<0,05; **p<0,01 порівняно з контролем  

Отже при дослідженні впливу трансплантації стовбурових клітин культур 

отриманих з різних джерел на активність відновлення структури міокарда щура 

внаслідок експериментального ішемічного інфаркту ми виявили, що всі 

досліджувані культури проявляють позитивний терапевтичний вплив на 

регенераційний процес в ушкодженій зоні міокарда за експериментального 

інфаркту у щурів, на що вказує зменшення зони ушкодження міокарда на 25 добу 

у порівняні з контролем. Варто зазначити, що найефективнішим є застосування 
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стовбурових клітин міокарда, за якого площа некрозу на 7 % менша такого 

показника у тварин контрольної групи. Результати цього підрозділу були 

опубліковані у роботах [21, 27]. 

 

3.7. Оптимізація умов отримання і культивування культур стовбурових 

клітин кота отриманих з різних джерел 

3.7.1. Вплив способу дезагрегації міокарда кота на ефективність 

виділення стовбурових клітин для отримання культури 

Стовбурові клітини міокарда є перспективним біологічним матеріалом для 

лікування домашніх тварин із хворобами серця, викликаних дистрофічними 

змінами у міокарді. Проте, незважаючи на позитивний ефект від застосування 

міокардіальних стовбурових клітин за ішемії міокарда, перешкодою їх масового 

клінічного використання є етичні суперечності та складність в отриманні. Саме 

тому нашим наступним завданням було визначити оптимальний метод отримання 

стовбурових клітин міокарда кота, що дозволить виділити більшу кількість клітин 

з однакової маси тканини. 

На сьогоднішній день метод експланту вважається найбільш оптимальним 

для отримання первинної культури з малої кількості тканини, адже ферментативна 

обробка може призвести до пошкодження клітин і, як наслідок, втрати їх 

життєздатності. Разом з тим, ферментативний метод отримання первинної 

культури у разі правильного підбору комбінації ферментів та експозиції дозволяє 

отримати більший порівняно з методом експланту вихід клітин, здатних до 

проліферації. З огляду на це, для отримання культури стовбурових клітин міокарда 

кота ми порівнювали як метод експланту, так і ферментативну дезагрегацію.  

У процесі дослідження було встановлено, що візуальна відмінність у 

формуванні колоній первинної культури міокарда кота залежала від методу, що був 

застосований для її отримання.  

Вже на 3 добу культивування ми спостерігали відмінності у рості клітин. Так, 

за використання І  методу (метод експланту) відмічали утворення поодиноких 

колоній (рис. 3.21, а), тоді як за використання VI методу відмічали появу великої 
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кількості клітин, що були дифузно прикріплені до культурального пластику 

(рис. 3.21, б). При оцінці росту клітин у інших дослідних групах на 3-тю добу 

культивування виявляли як наявність колоній, так і поодиноких клітин. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.21. Моношар культур стовбурових клітин міокарда кота за 

використання різних методів обробки тканини (3-тя доба культивування, 0 пасаж): 

а) I метод (метод експланту); б) VI метод (2,5 % трипсину + 0,5 мг/мл колагенази 

(тип ІІ) + 0,5 мг/мл гіалуронідази). Нативний препарат. Зб.: ×40 

Статистичні результати щодо отримання культури стовбурових клітин 

міокарда кота на 5 добу культивування представленні у таблиці 3.8. 

При оцінці статистичних даних, представлених в таблиці 3.18, та візуальних 

відмінностей, продемонстрованих на рисунку 3.22, можна стверджувати, що за 

ферментативної обробки тканин серця кота вдається отримати достовірно більшу 

кількість клітин, здатних до проліферації, порівняно з використанням методу 

експланту (без застосування ферментів). 

Так, обробка 10 мг тканини міокарда комбінацією ферментів, яку 

використовували у VI дозволила досягти 100 % конфлюентності моношару на 

5 добу культивування (рис. 3.22 б). Кількість клітин при цьому становила 

а б 
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986,0±9,3 тис, що, у свою чергу, у 27,6 разів більше, ніж за використання методу 

експланту (контроль) (рис. 3.22 а). Варто зазначити, що даний метод виявився 

найбільш ефективним у нашому дослідженні. 

Таблиця 3.8 

Кількість стовбурових клітин міокарда кота в моношарі залежно від 

методу обробки первинного матеріалу, M±m, n=3 

Примітки: ***р<0,001 порівняно з контролем 

Наступним за ефективністю був ІІІ метод обробки тканини серця з 

використанням 2 мг/мл колагенази (тип ІІ) та додаванням 5 % БСА. Кількість 

клітин, здатних до проліферації, становила 340,7±15,8 тис., що у 9,5 разів більше, 

ніж за використання методу експланту. 

Менш ефективними методами ферментативної обробки тканини серця 

виявилися ІV ( додавання 1 мг/мл  колагенази (тип ІІ) + 1 мг/мл гіауронідази + 5 % 

БСА) та V (з додаванням 2,5 % трипсину) методи. Кількість клітин за використання 

ІV методу на 5 добу культивування становила 276,0±8,7 тис., V методу – 

175,0±7,3 тис, що відповідно у 7,7 та 4,9 разів більше порівняно з контролем. 

 

 

№ 

методу 

Метод обробки серцевої тканини Кількість клітин на 5 добу 

культивування, тис. шт. 

I Метод експланту (контроль) 35,7±6,2 

II 2 мг/мл колагенази (тип ІІ) 560,3±7,8*** 

III 
2 мг/мл колагенази (тип ІІ) + 5 % 

БСА 
340,7±15,8*** 

IV 
1 мг/мл колагенази (тип ІІ) + 

1 мг/мл гіауронідази + 5 % БСА 
276,0±8,7*** 

V 2,5 % трипсину 175,0±7,3*** 

VI 

2,5 % трипсину + 0,5 мг/мл 

колагенази (тип ІІ) + 0,5 мг/мл 

гіалуронідази 

986,0±9,3*** 
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Рис. 3.22. Моношар культур стовбурових клітин міокарда кота за 

використання різних методів отримання (5 доба культивування, 0 пасаж): а) метод 

експланту (контроль); б) VI метод (2,5 % трипсину + 0,5 мг/мл колагенази (тип ІІ) 

+ 0,5 мг/мл гіалуронідази). Нативний препарат. Зб.: ×200 

Отже, ферментативна обробка тканин серця кота комбінацією 2,5 % 

трипсину з додаванням 0,5 мг/мл колагенази (тип ІІ) та 0,5 мг/мл гіалуронідази з 

експозицією 12 годин при температурі 4 ºC є оптимальною та дозволяє отримати 

на 5 добу культивування 27,6 разів більше клітин, здатних до проліферації, ніж у 

контрольній групі (метод експланту). Результати цього підрозділу були 

опубліковані у роботі [19]. 

 

3.7.2. Вплив способу дезагрегації жирової тканини кота на 

ефективність виділення стовбурових клітин для отримання культури 

Ефективність виділення клітин, що здатні до диференціації, напряму 

залежить від методу обробки тканини. Оскільки жирова тканина на даний час 

вважається перспективним джерелом отримання стовбурових клітин, наступним 

завданням, що постало перед ними, було визначити оптимальний метод отримання 

стовбурових клітин з жирової тканини кота. 

а б 
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Для визначення оптимального методу отримання культури клітин жирової 

тканини котів порівнювали 7 комбінацій середовищ (табл. 3.9). Аналіз результатів 

проводили після досягнення конфлюентності 100 % у одній із чашок.  

Таблиця 3.9 

Порівняння різних методів отримання культури стовбурових клітин з 

жирової тканини кота, М±м, n=3 

№ 

п/п 
Тип обробки 

Конфлюентність 

(10 доба) 

К-ть клітин 

(10 доба) 

І 1 мг/мл колагенази  9,0±0,7** 55,3±4,9* 

ІІ 
2 мг/мл колагенази + 10 мг/мл 

гіалуронідази  
23,3±1,8 *** 152,0±11,3*** 

ІІІ 
1 мг/мл колагенази + 10 мг/мл 

гіалуронідази + 4 % БСА 
98,7±1,1*** 611,7±26,4*** 

ІV 
1 мг/мл колагенази + 20 мг/мл 

гіалуронідази + 4 % БСА 
52,7±5,6*** 346,7±51,1** 

V 
2 мг/мл колагенази + 20 мг/мл 

гіалуронідази + 4 % БСА 
19,3±0,9*** 123,7±5,8*** 

VІ 
2 мг/мл колагенази + 10 мг/мл 

гіалуронідази + 4 % БСА 
36,3±2,2*** 231,7±14,4*** 

VІІ 
Без додавання ферментів 

(контроль) 
1,3±1,1 12,0±8,0 

Примітки: ***р<0,001; **р<0,01; *р<0,05 у якості контролю слугував метод  

експланту 

На основі отриманих даних, представлених у таблиці 3.9, можна 

стверджувати, що найбільш ефективним з досліджених методів ферментативної 

обробки жирової тканини кота є використання дезагрегаційного розчину, що 

містить 1 мг/мл колагенази  з додаванням 10 мг/мл гіалуронідази та 4 % БСА 

(рис. 3.19, б). Кількість клітин на 10 добу культивування за використання даного 
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методу, складала 611,7±26,4 тис, що у 51 раз вище показника у групі чашок без 

застосування ферментів (рис. 3.19, а) (контроль, метод експланту).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.23. Мікрофотографія моношару культур стовбурових клітин жирової 

тканини кота (0 пасаж, 7 доба культивування): а) VІІ метод (контроль); б) ІІІ метод; 

в) ІV метод; г) V метод. Нативні препарати. Зб.: а – × 320; б, в – ×50; г – ×100. 

Дещо нижчий показник проліферації клітин спостерігали за використання 

дезагрегаційного розчину з вмістом 1 мг/мл колагенази, 20 мг/мл гіалуронідази та 

а б 

в г 
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4 % БСА (рис. 3.23, в), він складав 346,7±51,1 тис. клітин на 10 добу 

культивування, що у 29 разів вище, ніж у контрольній групі чашок. 

Третім за результативністю був метод за використання дезагрегаційного 

розчину з вмістом 2 мг/мл колагенази, 10 мг/мл гіалуронідази та 4 % БСА. 

Кількість клітин за даного методу обробки жирової тканини кота була у 19 разів 

більшою ніж у групі чашок без використання ферментів (контроль) і складала 

231,7±14,4 тис. 

Інші досліджувані методи були менш ефективні при отриманні КСКЖТ кота. 

Так за використання дезагрегаційного розчину який містить 2 мг/мл колагенази, 

10 мг/мл гіалуронідази кількість адгезивних клітин складала 152,0±11,3 тис; 

2 мг/мл колагенази, 20 мг/мл гіалуронідази та 4 % БСА – 123,7 5,8 тис (рис. 3.23, г); 

1 мг/мл колагенази – 55,3±4,9 тис; що відповідно у 13, 12 та 5 разів більше, ніж у 

контрольній групі чашок. 

Отже, оптимальним методом отриманння культури стовбурових жирової 

тканини є ферментативна обробка комбінацією 1 мг/мл колагенази, 10 мг/мл 

гіалуронідази з додаванням 4 % бичачого сироваткового альбуміну, що в свою 

чергу на 10 добу культивування дозволяє отримати в 51 раз більше клітин ніж у 

групі чашок без застосування ферментів (контроль). Результати цього підрозділу 

були опубліковані у роботі [16]. 

 

3.7.3. Влив фактору росту фібробластів (FGF-2), інсуліноподібного 

фактору росту (IGF-1), гормону росту (rhGH) та biolaminin 521 LN на 

проліферативну активність стовбурових клітин кота отриманих з різних 

джерел 

Зважаючи на широту використання клітинних технологій у клінічній 

практиці, виникає необхідність отримання великої кількості клітинного матеріалу, 

що, у свою чергу, стимулює удосконалення умов культивування, які б дозволили 

отримати більшу кількість клітинного матеріалу за менший проміжок часу.  

З літературних даних відомо, що фактор росту фібробластів (FGF-2) [236], 

інсуліноподібний фактор росту (IGF-1) [208], гормону росту (rhGH) [297] та 
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Biolaminin 521 LN [147] здатні позитивно впливати на мітотичну активність 

стовбурових клітин. Проте, зважаючи на відмінності у клітинному складі культур, 

отриманих з різних джерел, різним буде і вплив стимуляторів на проліферацію. 

Тому, наступним завданням було дослідити вплив інсуліноподібного 

фактору росту (IGF-1), фактору росту фібробластів (FGF-2), гормону росту (rhGH) 

у різних концентраціях та Biolaminin 521 LN на проліферативну активність та 

генетичну стабільність культур стовбурових клітин, отриманих з червоного 

кісткового мозку, жирової тканини та міокарда кота. 

В процесі дослідження ми відмічали відмінності у впливі різних 

стимуляторів росту на проліферативну активність клітин у культурі. Так, при 

додаванні IGF-1 у культуральне середовище ми відмічали підвищення індексу 

проліферації КСККМ та КСКМ порівняно з контролем (рис. 3.24, табл. 3.10).  

Індекс проліферації вищезазначених культур зростав із підвищенням 

концентрації IGF-1. Разом з тим, у КСКЖТ спостерігали зворотній ефект 

(рис. 3.25), а саме зниження індексу проліферації з підвищенням концентрації  

IGF-1 у середовищі.  

Таблиця 3.10 

Проліферативна активність стовбурових клітин отриманих з різних 

джерел, залежно від концентрації IGF-1 у культуральному середовищі, М±m, 

n=3 

Культура клітин 

Концентрація IGF-1 у культуральному 

середовищі Контроль 

10 нг/мл 20 нг/мл 50 нг/мл 

Індекс проліферації 

КСККМ 1,66±0,05* 1,82±0,05*** 2,08±0,07*** 1,44±0,05 

КСКЖТ 2,67±0,08** 2,08±0,06 1,06±0,09** 1,85±0,11 

КСКМ 2,41±0,07*** 2,66±0,13*** 3,65±0,15*** 1,81±0,10 

Примітка: *р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001 порівняно з контролем 
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Варто відмітити, що збільшення концентрації даного фактору росту у 

середовищі корелювали зі збільшенням індексу проліферації. Так, за концентрації 

IGF-1 50 нг/мл індекс проліферації КСККМ та КСКМ був вище у порівнянні з 

контролем у 1,4 та 2,0 разів відповідно (табл. 3.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.24. Мікрофотограції культур стовбурових клітин червоного кісткового 

мозку за впливу різних мітогенів: а) 50 нг/мл IGF-1; б) контроль. Нативні 

препарати. Зб.: ×100 

У КСКЖТ відмічали зворотну закономірність: за концентрації IGF-1 10 нг/мл 

індекс проліферації був у 1,4 разів вище контролю (табл. 3.10), тоді як концентрація 

IGF-1 50 нг/мл призвела до зниження індексу проліферації у 1,8 разів нижче 

контролю. 

При дослідженні FGF-2 нами було виявлено відмінності у його впливі на 

проліферативну активність клітин, який залежав від походження культури клітин, 

а також від його концентрації у культуральному середовищі (табл. 3.11).  

 

а б 
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Рис. 3.25. Мікрофотографії культур стовбурових клітин жирової тканини за 

впливу різних мітогенів: а) 10 нг/мл IGF-1; б) контроль. Нативні препарати. 

Зб.:×100 

Таблиця 3.11 

Проліферативна активність стовбурових клітин отриманих з різних 

джерел, залежно від концентрації FGF-2 у культуральному середовищі, М±m, 

n=3 

Культура 

клітин 

Концентрація FGF-2 у культуральному 

середовищі Контроль 

10 нг/мл 20 нг/мл 50 нг/мл 

Індекс проліферації 

КСККМ 1,69±0,04** 1,28±0,03* 0,74±0,02 1,44±0,05 

КСКЖТ 2,43±0,05** 1,81±0,06 1,56±0,08 1,85±0,11 

КСКМ 4,84±0,11*** 3,87±0,22*** 2,51±0,06*** 1,81±0,10 

Примітка: *р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001 порівняно з контролем 

Найбільш виражений вплив FGF-2 відмічався на КСКМ (табл. 3.11) та 

(рис. 3.26). За концентрації даного фактору росту 10 нг/мл індекс проліферації 

а б 
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збільшився у 2,7 разів у порівняні контролем. Відмічали кореляцію між 

збільшенням концентрації FGF-2 у культуральному середовищі та зниженням 

індексу проліферації клітин у культурі.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.26. Мікрофотографії культур стовбурових клітин міокарда за впливу 

FGF-2: а) 10 нг/мл; б) контроль. Нативні препарати. Зб. ×100 

Значно нижчий стимулюючий ефект FGF-2 відмічали у КСККМ та КСКЖТ, 

так за додавання 10 нг/мл індекс проліферації у досліджуваних культурах 

збільшився у 1,2 та 1,3 рази відповідно (табл. 3.11). Зі збільшенням концентрації 

даного фактору росту у середовищі індекс проліферації знижувався. 

За додавання гормону росту (rhGH) до культурального середовища з КСККМ 

ми відмічали зниження індексу проліферації клітин нижче контролю, при чому 

спостерігали кореляцію між збільшенням концентрації гормону та зменшенням 

індексу проліферації (табл. 3.12). 

При додаванні rhGH у дозі 10 нг/мл до КСКЖТ та КСКМ відмічали 

збільшення індексу проліферації у 1,2 та 1,3 рази відповідно (табл. 3.12). Проте зі 

збільшенням концентрації гормону rhGH у середовищі індекс проліферації 

знижувався.  

 

а б 
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Таблиця 3.12 

Проліферативна активність стовбурових клітин, отриманих з різних 

джерел, залежно від концентрації rhGH у культуральному середовищі, М±m, 

n=3 

Культура клітин 

Концентрація rhGH у культуральному середовищі 
Контроль 

10 нг/мл 20 нг/мл 50 нг/мл 

Індекс проліферації 

КСККМ 1,22±0,04** 1,09±0,04*** 0,88±0,04*** 1,44±0,05 

КСКЖТ 2,39±0,06  2,08±0,05 1,05±0,06** 1,85±0,11 

КСКМ 2,36±0,07** 2,20±0,08** 2,07±0,04* 1,81±0,10 

Примітка: *р<0,05; **р< 0,01; ***р<0,001 порівняно з контролем 

Варто відмітити, що клітини за додавання rhGH були візуально більші, ніж у 

контрольній групі чашок (рис. 3.27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.27. Мікрофотографії культур стовбурових клітин кісткового мозку за 

впливу rhGH: а) 10 нг/мл; б) контроль. Нативні препарати. Зб. ×100 

Biolaminin 521 (LN521) проявляв позитивний вплив на всі досліджувані 

культури клітин. Так, індекс проліферації КСККМ та КСКЖТ зріс у 1,3 рази, 

КСКМ – у 1,7 рази порівняно з контролем (табл.3.13).  

а б 
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Таблиця 3.13 

Проліферативна активність культур стовбурових клітин різного 

походження за додавання у культуральне середовище Biolaminin 521 LN, 

М±m, n=3 

Культура клітин 
LN521 Контроль 

Індекс проліферації 

КСККМ 1,88±0,05*** 1,44±0,05 

КСКЖТ 2,35±0,12* 1,85±0,11 

КСКМ 3,07±0,08*** 1,81±0,10 

Примітка: *р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001 порівняно з контролем 

Варто зазначити, що за використання LN521 відмічали швидке прикріплення 

клітин до культурального пластику та сильне їх розпластування. Окрім того, при 

дослідженні LN521, моношар утворювався найшвидше (рис. 3.28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.28. Мікрофотографії культур стовбурових клітин міокарда за впливу 

LN521: а) за додавання LN521; б) контроль. Нативні препарати. Зб.: ×100 

Для подальшого використання стовбурових клітин у клінічній практиці 

необхідно підтвердження її генетичної стабільності (табл. 3.14, 3.15 ).  

а б 
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Таблиця 3.14 

Результати цитогенетичного аналізу культур стовбурових клітин кота 

за впливу факторів росту, М±m, n=3 

Культура 

клітин 

IGF-1 FGF-2 
Контроль 

10 нг/мл 50 нг/мл 10 нг/мл 

Нормальний каріотип, % 

КСККМ 80,0±1,3 - 81,3±0,9 79,3±0,9 

КСКЖТ - 86,0±1,3 86,7±0,9 88,7±0,8 

КСКМ 89,3±2,2 - 88,7±0,9 90±1,3 

 

Оскільки прискорення проліферації може призвести до збільшення кількості 

клітин зі зміненим каріотипом у культурі, нами було вирішено додатково провести 

цитогенетичний аналіз (рис. 3.29) досліджуваних культур з найвищим індексом 

проліферації. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.29. Мікрофотографії метафазних пластинок клітин кота: а) 

нормальний каріотип, n=38; б) анеуплоїдія, n=35. Фарбування «Лейкодиф 200». 

Зб.: ×1000 

а б 
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Таблиця 3.15 

Результати цитогенетичного аналізу культур клітин кота за впливу 

rhGH та LN521, М±m, n=3 

Культура 

клітин 

rhGH, 10 нг/мл LN521 Контроль 

Нормальний каріотип, % 

КСККМ 78,7±0,9 83,3±0,9* 79,3±0,9 

КСКЖТ 86,7±0,9 92,0±1,3 88,7±0,8 

КСКМ 88,7±1,8 94,0±0* 90,0±1,3 

Примітка: *р<0,05 порівняно з контролем 

За даними цитогенетичного аналізу додавання гормону росту у культуральне 

середовище не призводить до достовірного збільшення кількості клітин зі зміненим 

каріотипом (у порівнянні з контролем) у всіх досліджуваних культурах. Водночас, 

як застосування LN521 призводить до достовірного зниження кількості генетичних 

помилок у досліджуваних культурах, що ще раз підтверджує властивості 

Biolaminin 521 LN і для культур клітин кота, заявлені виробником для культур 

клітин людини.  

Аналізуючи отримані дані, можна зробити висновок, що стимулятири росту 

мають суттєвий вплив на проліферативну активність стовбурових клітин у культурі 

та не призводить до достовірного збільшення кількості клітин зі зміненим 

каріотипом (у порівнянні з контролем). Результати цього підрозділу були 

опубліковані у роботі [20, 25]. 
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РОЗДІЛ 4 

АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Загальновідомо, що для використання клітинних технологій у клінічній 

практиці необхідна значна кількість клітинного матеріалу для трансплантації, що 

можна досягти шляхом культивування його в системі in vitro. Однак, у процесі 

поділу поза організмом клітини зазнають змін, що призводять до сповільнення 

мітозу, старіння чи іморталізації. Зважаючи на це, виникає необхідність у 

дослідженні фенотипових та генетичних змін, які виникають у культурах клітин у 

процесі культивування в системі in vitro. 

При оцінці морфології культур стовбурових клітин, отриманих з міокарда 

щура, ми відмічали певні особливості. 

Первинна культура, отримана з міокарда щура, характеризується 

гетерогенністю. Дані результати можна пояснити різноманітністю клітинного пулу 

в матеріалі, з якого отримували КСКМ. Так, за даними Urbanek K. та ін. [287] та 

Oh H. та ін. [213] у серцевому м’язі міститься три популяції проліферуючих клітин: 

стовбурові клітини, які розміщуються безпосередньо у міокарді, а також 

ендотеліальні клітини та клітини-попередниці гладкої м’язової тканини, що 

організовано розташовані у коронарних судинах.  

У процесі субкультивування культура стовбурових клітин, що була отримані 

з міокарда щура, візуально ставала більш гомогенною за рахунок 

фібробластоподібних клітин, що є результатом їх високої проліферативної 

активності. У той час як клітини епітеліоподібної морфології були менш мітотично 

активні.  

Наступним завданням дисертаційної роботи було вивчення фенотипу 

стовбурових клітин міокарда щура на ранніх пасажах (з І до ІV) за стандартних 

умов культивування. 

Приймаючи до уваги обмеженість комерційних мoнoклoнальних aнтитіл до 

відповідних мембранних маркерів клітин тварин, y дослідженнях ми 
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використовували відповідні людські або мишачі моноклональні антитіла, які здатні 

перехресно реагувати з відповідними антигенами (перехресна реактивність). 

Перехресна реактивність виникає у випадку, коли антитіло, направлене 

проти одного конкретного антигена, успішно зв’язується з іншим антигенами, у 

зв’язку з наявністю в останньому структурно гомологічних протеїнів [167]. 

Зважаючи на вищесказане, взаємодія антитіл проти людських антигенів можлива з 

ідентичними антигенами тварин (міжвидова перехрестна реактивність) [182].  

При дослідженні експресії мембранних маркерів та тропоніну І, що засноване 

на властивостях перехресної реактивності, ми відмічали зміни у ступені їх прояву. 

Так, ми відмічали, що рівень експресії СD10 (нейтральна пептидаза 24.11 або 

NEP) на стовбурових клітинах міокарда щура у процесі культивування знижувався, 

від високого до помірного рівня. Варто відмітити, що в КСККМ щура, що 

піддавалася направленій диференціації у кардіоміогенному напрямку експресія 

даного маркера зростала до помірного рівня (рис. 4.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.1. Експресія СD10 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

NEP виконує різноманітні функції, які залежать від  типу клітин. Broccolini A. 

та ін. [79] вказують, що CD10 прямо або опосередковано через інсуліноподібний 
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фактор росту І може відігравати важливу роль у диференціації м'язових клітин. У 

Разом з тим, Fielitz J. та ін. [113] вказують на здатність NEP деградувати брадикінін 

і натрійуретичні пептиди у серцевому м’язі. Тому виявлення експресії CD10 на 

клітинах досліджуваних культур є прогнозованим. Крім того наявність CD10 на 

клітинах міокарда щурів підтверджується дослідженнями Piedimonte G. та ін. 

[222].  

Експресія CD34 на клітинах культури, отриманій з міокарда щура, також 

змінювалася з пасажами. Її рівень зростав від «відсутності експресії» до помірного. 

Зростання ступеня прояву CD34 до помірного рівня відмічали і в культурі 

стовбурових клітин червоного кісткового мозку, що була оброблена  

5-азицитидином (рис. 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.2. Експресія СD34 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

CD34 є маркером, який виявляється на більшості клітин-попередниць [263]. 

Хоча його функція до цього часу не визначена, відомо, що клітини, які експресують 

CD34, володіють високою здатністю до формування колоній і довготривалою 

проліферативною активністю [232, 293, 101]. Однак існують суперечливі дані щодо 

експресії даного маркера у культурі клітин, отриманій із міокарда. Darryl R. та ін. 
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[101] пояснюють наявність експресії даного маркера у первинній культурі, 

отриманій з міокарда, присутністю ендотеліальних клітин, які є   

CD34-позитивними. Вони стверджують, що клітини-попередниці серцевого м’яза   

CD34-негативні. У свою чергу, Zhou Q. та ін. [315] вказують, що у первинній 

культурі міокарда містяться телоцити (тип інтерстиціальних клітин, які 

характеризуються маленьким тілом з декількома довгими відростками – 

телоподіями), які експресують даний маркер та здатні до поділу [315, 313]. 

Експресія CD38 залишалася у межах рівня «відсутність експресії», тоді як 

обробка КСККМ 5-азацитидином призвела до підвищення його прояву у межах 

низького рівня (рис. 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.3. Експресія СD38 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

У серці СD38 виконує роль регулятора клітинного NAD(P)(H) проте він 

активується лише за окиснювального стресу (що характерне для ішемії) [291, 73]. 

Варто відмітити, що експресія даного маркеру відрізняється у різних типів клітин 

серця. Так, за даними Boslett J. та ін. [73] ендотеліальні клітини серця 

характеризуються високим ступенем експресії CD38,  фібробласти – низьким, а у 

кардіоміоцитах його виявляють лише у вигляді слідів. 
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Експресія CD45 на стовбурових клітинах, отриманих з міокарда щура, також 

характеризувалася рівнем «відсутність експресії» упродовж всього дослідження. 

Тоді як спрямована диференціація КСККМ щура у кардіоміогенному напрямку 

призвела до зниження експресії даного маркера з низького до вище зазначеного 

рівня (рис. 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.4. Експресія СD45 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

На сьогоднішній день достеменно невідома роль СD45 у життєдіяльності 

стовбурових клітин [260]. Однак існують дані про інгубуючий вплив даного 

маркера на диференціацію та проліферацію клітин, шляхом дії на сигнальний шлях 

JAK/STAT [148]. Варто зазначити, що дані щодо експресії СD45 клітинами серця 

теж неоднозначні. Так, за даними Sandstedt J. та ін. [250] у серцевому м’язі 

міститься популяція як СD45-позитивних, так і СD45-негативних клітин. Варто 

зазначити, що СD45- клітини вони характеризували як ендотеліальні клітини-

попередниці, тоді як СD45+ клітини відносили до тучних клітин. У своїх подальших 

дослідженнях [249], вчені вказують на присутність у серцевому м’язі  

СD45-негативних стовбурових клітин, які дотатково експресують кардіальні 

маркери. 
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Експресію СD48 на стовбурових клітинах, отриманих з міокарда щура, не 

відмічали упродовж всього періоду культивування. Разом з тим, у культурі клітин, 

що піддавалася впливу 5-азацитидину, його рівень відповідав такому контрольної 

групи (рис. 4.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.5. Експресія СD48 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

СD48 виконує імунорегуляторну функцію та є маркером гемопоетичних 

клітин [189], чим можна пояснити його відсутність у культурі стовбурових клітин 

отриманих з міокарда щура.   

Експресію СD54 (ICAM-1) у культурах не виявляли протягом всього часу 

дослідження. Конститутивно ICAM-1  розміщується на ендотеліальних клітинах, 

проте його експресія підвищується при дії запальних цитокінів [171], адже він 

приймає участь у зміні проникності стінки судин при запаленні [119]. На 

кардіоміоцитах експресію СD54 відмічають за гострого інфаркту міокарда [209, 

66]. Відсутність експресії даного маркера у досліджуваних культурах можна 

пояснити відсутністю умов для запальної реакції при культивуванні клітин в 

системі in vitro.  
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Також не відмічали і експресії СD56 (NCAM) у культурах упродовж всього 

часу дослідження. СD56 опосередковує клітинну адгезію і сигналізацію в нервовій 

системі [116]. Проте, варто відмітити, що за даними Nagao K. та ін. [203] NCAM 

виступає, як кардіопротекторний фактор, що проявляється в кардіоміоцитах при 

метаболічному стресі. Вчені стверджують, що експресія СD56 сильно виражена в 

залишкових серцевих міоцитах в області інфаркту. Відсутність прояву СD56 у 

досліджуваних культурах можна пояснити відсутністю метаболічного стресу для 

клітин в представлених умовах культивування в системі in vitro. 

Рівень експресії CD66e (CEACAM5, СЕА) на клітинах культури отриманій з 

міокарда щура, у процесі культивування збільшувалася від помірного до високого 

(рис. 4.6.).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.6. Експресія СD66е у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

Варто відмітити, що СЕА володіє різноманітними функціями в системі 

in vitro, які включають клітинну адгезію, виконує допоміжну роль при зв’язуванні 

колагену та у активізації екто-АТФаз [285]. 

Однак експресію даного маркера в зразках отриманих зі здорових зразків 

серця, зазвичай не відмічають [84]. Саме тому виявлений нами високий рівень 
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експресії CD66e на клітинах культури, отриманій з міокарда щура, вказує на 

необхідність подальшого вивчення функцій даного маркера. 

Рівень експресії СD95 (Fas) на клітинах культури, отриманій з міокарда щура, 

знижувався у межах помірного рівня, тоді як ступінь прояву даного маркера у 

КСККМ щура за дії 5-азацитидину збільшувався у межах вказаного рівня 

(рис. 4.7.). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.7. Експресія СD95 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

 За даними Wollert К. C. та ін. [304] Fas конститутивно експресується в 

міокарді та кардіоміоцитах, а ступінь його прояву напряму залежить від умов 

навантаження в системі in vivo, тобто підвищенні рівня СD95 не провокує у даних 

клітинах каскаду реакцій, що призводять до апоптозу. Отже, експресія даного 

маркера у досліджуваних культурах може бути пояснена як наявністю у ній 

попередників кардіоміоцитів, так і присутністю клітин у стані апоптозу. 

Експресія СD227 (MUC1) у досліджуваних культурах коливалася у межах 

рівня «відсутність експресії». Варто зазначити, що дія 5-азицитидину на КСККМ 

призвела до зникнення на клітинах експресії вказаного маркера (рис. 4.8). 
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Рис. 4.8. Експресії СD227 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

MUC1 найчастіше виявлять на епітеліальних та пухлинних клітинах. Він 

здатний взаємодіяти з рецепторами фактора росту [254] та інгібувати власний шлях 

апоптозу [233, 298]. Тим самим зберігаючи баланс між ростом і апоптозом. Варто 

відмітити, що за даними Thie H. та ін. [284] експресію CD227 не виявляють на 

клітинах здорового серця, що узгоджується з даними, отриманими нами. 

Рівень експресії CD326 (EpCAM) на клітинах, отриманих з міокарда щура, 

зростав від «відсутності експресії» до низького. У той час як дія 5-азицитидину на 

культуру стовбурових клітин червоного кісткового мозку щура призводила до 

протилежного ефекту (рис. 4.9). 

СD326 відіграє важливу роль у міжклітинній взаємодії [144].  Також відомо, 

що даний маркер бере участь у підтриманні ознак «стовбуровості» соматичними 

клітинами [177, 215]. Sarrach S. та ін. [252], у свою чергу, стверджують, що високий 

рівень експресії EpCAM характерний для проліферуючих клітин, а для 

диференційованих – низький. 
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Рис. 4.9. Експресія СD326 у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, n=3) 

Наведеними вище даними можна пояснити збільшення даного маркера у 

КСКМ у процесі культивування за рахунок збільшення кількості клітин у стані 

поділу. У той час, за дії на КСККМ 5-азацитидину відмічали зниження експресії 

СD326, що свідчить про диференціацію клітин. 

Експресія пан-кератину (панцитокератину) на клітинах, отриманих з 

міокарда щура, зростала у межах рівня «відсутність експресії», у той час, як вплив 

5-азицитидину на КСККМ призводив до зниження його експресії (рис. 4.10). 

Цитокератини є групою проміжних філаментів, що виявляються в 

епітеліальних клітинах всіх типів, тому їх вважають специфічними маркерами для 

клітин епітеліальної лінії. Пан-кератин, у свою чергу, виявляють на клітинах на 

початковому етапі їх термінальної диференціації [218]. Разом з тим, у своїх 

дослідженнях в системі in vitro, так in vivo Gown A. M. та ін. [129] вказують на 

присутність цитокератинів у гладкій м’язовій тканині, а також серцевому м’язі.  
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Рис. 4.10. Експресія пан-кератину у популяціях стовбурових клітин щура 

(М±m, n=3) 

Поява експресії пан-кератину у КСКМ щура на ІІІ пасажі з подальшим її 

ростом можна пояснити появою у культурі диференційованих клітин. У той час, 

зниження рівня даного маркера на клітинах, що піддавалися впливу 5-азацитидину, 

свідчить про їх направлене диференціаціювання у кардіоміогенному напрямку. 

Тропонін I або кардіотропонін І – це ізоформа тропоніну, який виявляється 

лише у серці і слугує маркером кардіоміоцитів [46]. Saito T. та ін. [246] і Wang H. S. 

та ін. [294] у своїх дослідженнях вказують на появу експресії даного маркера на 

стовбурових клітинах за направленого диференціювання у карідоміогенному 

напрямку. 

 У процесі нашого дослідження ми відмічали зниження ступеню прояву 

тропоніну І на клітинах культури, отриманій з міокарда щура (рис. 4.11), що може 

свідчити про зниження з пасажами кількості клітин з характеристиками 

кардіоміоцитів.  
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Рис. 4.11. Експресії тропоніну І у популяціях стовбурових клітин щура (М±m, 

n=3) 

Разом з тим направлена диференціація КСККМ щура за використання  

5-азацитидину призвела до достовірного підвищення рівня експресії тропоніну І 

(рис. 4.11), що збігається з даними, отриманими іншими науковцями. 

Аналізуючи дані імунофенотипового профілю клітин, отриманих з міокарда 

щура, можна зробити висновок, що КСКМ неоднорідна за своїм клітинним 

складом, який додатково змінюється у процесі культивування. Так, на початку 

дослідження у культурі переважали клітини з ознаками кардіоміоцитів: CD10+, 

CD34low, CD38low, CD45low, CD48-, CD54- CD56-, CD95+, СD227-, СD326low, тропонін 

Іhigh. У процесі культивування на клітинах почали виявляти маркери, характерні для 

епітеліальних клітин: пан-кератинlow, СD326+, СD227low; додатково відмічали 

підвищення експресії маркерів, що властиві комітованим клітинам: CD34+, 

СD45low. Отримані нами дані свідчать, про видалення з культури диференційованих 

клітин, що втратили здатність до поділу (кардіоміоцити), на фоні збільшення 

кількості їх попередниць та епітеліальних клітин.  
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Спрямоване диференціювання у кардіоміогенному напрямку призводить до 

набуття стовбуровими клітинами червоного кісткового мозку ознак, характерних 

для кардіоміоцитів.  

Вивчення стабільності каріотипу клітин у культурі є важливою передумовою 

використання клітинного матеріалу для трансплантації, адже хромосомні мутації є 

важливою складовою канцерогенезу. Тому наступним етапом нашого дослідження 

було вивчення генетичної стабільності клітин у культурі у процесі культивування 

шляхом визначення відсоткового вмісту клітин з мікроядрами,  анеуплоїдним та 

поліплоїдним наборами хромосом, двоядерних клітин та мітотичного індексу. 

 У процесі культивування КСКМ ми відмічали поступове відсоткове 

збільшення кількості клітин з анеуплоїдією (рис. 4.12). Проте їх кількість не 

перевищувала рівня спонтанного мутагенезу характерного для лімфоцитів ссавців 

(6–15 %) [29].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.12. Зміни відсотку клітини зі зміненим каріотипом у культурі 

стовбурових клітин міокарда в процесі пасажування (М±m, n=3) 

Відсотковий вміст анеуплоїдних клітин у культурі корелював з вмістом 

клітин з мікроядрами (рис. 4.12). 

Виникнення анеуплоїдій як і мікроядер спричинене відставанням у 

розходженні до полюсів окремих ділянок хромосом  в анафазі під час ділення ядра 
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[47]. Отримані дані можна пояснити «стресом», який відчувають клітини 

перенесення їх з організму в штучне середовище [145, 56]. Внаслідок цього у них 

можливе виникнення генетичних змін, які накопичуються у процесі 

культивування. Разом з тим, Немцова Л. С. [31] стверджує, що хоча у процесі 

інтенсивного ділення відсоток клітини з анеуплоїдією у культурі підвищується 

(наприклад, у кістковому мозку рівень анеуплоїдій становить 25–35 %), це 

вважається нормою. Відсотковий вміст клітин у культурі з поліплоїдією 

зменшувався з пасажами, що корелювало з показниками мітотичного індексу 

(рис. 4.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.13. Зміни відсотку двоядерних, поліплоїдних клітин та клітин у стані 

мітозу у культурі стовбурових клітин міокарда (М±m, n=3) 

Кількість двоядерних клітин залишалася на одному рівні упродовж всього 

часу дослідження (рис. 4.13). Варто відмітити, що отримані показники не виходили 

за межі спонтанного мутагенезу, характерного для ссавців [29]. Відомо, що 

поліплоїдія та двоядерність не завжди є показником непластичної трансформації, 

адже у процесі ділення, клітина стає двоядерною. В свою чергу, високий 

мітотичний індекс свідчить про значну кількість клітин у стані поділу, які ми 

можемо ідентифікувати у зразку, як поліплоїдну чи двоядерну клітину. 
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Додатковим поясненням наявності клітин з поліплоїдією і двоядерних клітин 

є морфологічні особливості культури, оскільки у процесі культивування клітини 

можуть проходити остаточні етапи диференціювання, що підтверджується їх 

імунофенотиповими змінами, з перетворенням на зрілі клітини – кардіоміоцити, 

однією з особливостей яких є багатоядерність.  

При дослідженні генетичної стабільності КСККМ за впливу 5-азацитидину 

ми відмічали зниження кількості анеуплоїдних та збільшення поліплоїдних клітин, 

що ще раз підтверджує диференціювання культури у кардіоміогенному напрямку. 

Важливим етапом при введенні клітинних технологій у практику є вивчення 

взаємодії імунної системи організму-реципієнта та трансплантату тварин-

реципієнтів, зокрема впливу на трансплантовані клітини лімфоцитів та сироватки 

крові. У процесі дослідження ми не відмічали цитотоксичної дії в системі in vitro 

як лімфоцитів, так і сироватки крові інтактних тварин до КСКМ щура (рис. 4.14, 

4.15).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.14. Проліферативна активність стовбурових клітин,отриманих з 

міокарда щура, з пасажами за вивчення цитотоксичного впливу лімфоцитів щура 

(М±m, n=3) 

У зв’язку з відсутністю попередньої сенсибілізації антигенами досліджуваної 

культури інтактних тварин, їх  імунокомпетентні клітини (цитотоксичні   

Т-лімфоцити) не здатні проявляти цитотоксичний вплив відносно них. У сироватці 
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крові інтактних тварин також відсутні специфічні антитіла до антигенів клітин 

досліджуваної культури, чим пояснюється відсутність і її цитотоксичного впливу. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.15. Проліферативна активність стовбурових клітин, отриманих з 

міокарда щура, з пасажами за вивчення цитотоксичного впливу сироватки крові 

щура (М±m, n=3) 

Разом з тим, у досліді з сенсибілізованими тваринами ми відмічали значний 

цитотоксичний вплив як лімфоцитів, так і сироватки крові, що проявлялося 

значним зниженням індексу проліферації досліджуваних клітин (рис. 4.15). Варто 

відмітити, що за використання у досліді КСКМ IV пасажу цитотоксичний ефект 

лімфоцитів і сироватки крові був меншим (рис. 4.15).  

Отримані нами дані можна пояснити вищою імуногенністю клітин І пасажу. 

Зниження цитотоксичного впливу як сироватки, так і лімфоцитів крові при 

дослідженні культури IV пасажу є результатом видаленням з культури у процесі 

культивування диференційованих клітин, які викликають імунну відповідь, з 

одночасним збільшення відсоткового вмісту неімуногенних клітин-попередниць та 

низькодиференційованих клітин, що підтверджується даними 

імунофенотипування.  

Завершальним етапом при дослідженні культур стовбурових клітин щура є 
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вивчення їх впливу за експериментального інфаркту. У процесі дослідження ми 

відмічали зменшення площі некротизованої тканини міокарда у досліджуваних 

тварин за впливу стовбурових клітин. Так, за використання КСККМ площа рубця 

зменшилася у 1,39 рази у порівняні з контролем (рис. 4.16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.16. Зміни площі некротизованої тканини міокарда за трансплантації 

різних видів культур клітин на фоні експериментального ішемічного інфаркту у 

щурів (М±m, n=3) 

Більшість науковців схиляється до думки, що позитивний вплив стовбурових 

клітин, отриманих з червоного кісткового мозку, на відновлення міокарда за 

інфаркту зумовлений стимуляцією регенерації пошкодженого міокарда шляхом 

покращення васкуляризації та відновлення метаболізму пошкоджених тканин [86, 

43]. 

За введення КСКЖТ площа некрозу на 25 добу експерименту зменшилася у 

1,20 рази порівняно з контролем (рис. 4.16). Дія стовбурових клітин, отриманих із 

жирової тканини, на пошкоджений міокард подібна до дії стовбурових клітин, 

отриманих із червоного кісткового мозку: стимуляція росту кровоносних судин 

шляхом продукції ангіогенних ростових факторів та цитокінів [35, 34, 39, 237, 198]. 

Варто відмітити, що використання КСКЖТ було найменш ефективним. 

Найбільш ефективною виявилася КСКМ: за її використання площа некрозу 
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зменшилася у 1,53 рази порівняно з контролем. Відомо, що міокард за 

використання стовбурових клітин, отриманих з серця, відновлюється шляхом 

утворення нових судин і міоцитів [63]. Makkar R. R. та ін. [179] відзначають, що за 

введення даних клітин за інфаркту міокарда відмічають зменшення розміру рубця 

та утворення нових здорових тканин. Вказані дані спростовують теорію, що рубці 

серцевого м’язу є постійними, і після ішемії здорові серцеві м'язи не можуть бути 

відновлені. Наші дослідження, у свою чергу, показали, що за експериментального 

інфаркту КСКМ найефективніше відновлює ушкоджений міокард з-поміж 

досліджуваних культур. Проте, варто зазначити, що масове використання даного 

виду клітин пов’язано з етичними суперечностями та складністю в їх отриманні. 

Зважаючи на доведений терапевтичний вплив досліджуваних культур на 

перебіг експериментально сформованого інфаркту міокарда, наступним нашим 

завданням було визначення оптимальних умов виділення з різних джерел та 

культивування культур стовбурових клітин котів, для подальшого їх впровадження 

у ветеринарну практику. 

Так, для отримання культури стовбурових клітин міокарда кота порівнювали 

метод експланту та 5 варіацій ферментативної обробки тканин серця. Зважаючи на 

те, що ефективність методу експланту у нашому дослідженні була найнижчою, 

доцільним буде розглянути вплив ферментів на тканини серця. Варто зазначити, 

механізм дії трипсину, колагенази та гіалуронідази та тканини тваринного 

організму значно відрізняється. Так, трипсин розщеплює С–термінальний аргінін 

та лізин [172], тобто здатний гідролізувати більшість білків. Гіалуронідаза – 

фермент, який розщеплює гіалуронову кислоту [201] та збільшує проникність 

тканин, що сприяє розповсюдженню речовин, які надходять разом з ним [156], тому 

при дезагрегації її використовують у поєднанні з іншими ферментами.  Колагеназа 

здатна розщеплювати колаген, який є найбільш розповсюдженим білком 

позаклітинного матриксу в організмі ссавців (не виключенням є і серце, у якому в 

нормі виявляють декілька типів колагену) [264]. 

На даний час існують розрізнені дані щодо впливу ферментів на тканини 

серця за її дезагрегації. Так, за даними Masson-Pévet M. та ін. [191] вплив трипсину 
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на клітини серця призводить до значного їх пошкодження, тоді як за впливу 

колагенази – пошкоджень клітин не відмічали. De Bruijne J. та ін. [131] 

повідомляють, що мембранні властивості клітин серця, оброблених колагеназою, 

відповідають таким у інтактних клітинах. Разом з тим, Colizza D. та ін. [104] у своїх 

дослідженнях демонструють протилежні результати: клітини, що піддавалися дії 

трипсину, більш подібні до інтактних клітин, ніж ті, що піддавалися дії колагенази. 

Speicher D. W. та ін. [311] пояснюють це тим, що вивільнення клітин без їх 

пошкодження з тканин можливе лише при правильно підібраній концентрації 

трипсину з урахуванням ступеня його очищення. 

У нашому дослідженні обробка тканин серця кота комбінацією 2,5 % 

трипсину з додаванням 0,5 мг/мл  колагенази (тип ІІ) та 0,5 мг/мл гіалуронідази з 

експозицією 12 годин при температурі 4 ºC виявилася оптимальним методом 

отримання культури стовбурових клітин міокарда котів. При цьому, комплексний 

вплив ферментів та тривала експозиція за низької температури дозволили 

розщепити міжклітинні зв’язки та мінімізувати негативний вплив на клітини, які в 

подальшому були здатні до проліферації. 

При визначенні оптимального методу отримання культури стовбурових 

клітин жирової тканини порівнювали метод експланту та 6 комбінацій ферментів. 

Як і у випадку з КСКМ, метод експланту виявився найменш ефективним. 

Найбільший вихід клітин із жирової тканини, здатних  проліферації, ми отримали 

за використання комбінації 1 мг/мл колагенази, 10 мг/мл гіалуронідази з 

додаванням 4 % БСА. Отримані результати можна, знову-таки, пояснити 

комплексним впливом ферментів та оптимально підібраною їх концентрацією: 

гіалуронідаза покращує доступ колагенази до субстрату, а бичачий сироватковий 

альбумін, у свою чергу, зв’язує вільні жирні кислоти, захищаючи клітинну стінку, 

та позитивно впливає на експресію цитокінів [83]. Варто відмітити, що інші 

науковці також вказують на вищий вихід клітин, здатних до проліферації, за 

використання комплексного впливу ферментів [48].  

У подальшому ми дослідили вплив різних стимуляторів росту на 

проліферативну активність клітин у культурі та їх каріотип.  
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IGF-1 (соматомедин С) структурно подібний до інсуліну, чим і пояснюється 

здатність даного фактору росту зв'язувати рецептор інсуліну [169]. Також він є 

мітогеном для більшості клітин і може діяти, як інсулін [208]. На даний час існують 

суперечливі дані щодо впливу IGF-1 на проліферацію клітин в системі in vitro. За 

даними Ren J. та ін. [238] та Kaplan R. C. та ін. [157] IGF-1 може стимулювати ріст, 

проліферацію та диференціацію багатьох типів клітин, включаючи кардіоміоцити, 

клітини гладкої м’язової тканини та судин як в системі in vivo, так in vitro, та 

інгібувати апоптоз і некроз клітин. Отримані дані корелюють з показниками, 

отриманими нами у групі чашок з КСКМ. Разом з тим, Li Y. та ін. [175] 

відзначають, що МСК, які культивували в системі in vitro з IGF-1 у кінцевих 

концентраціях 2,5, 5,0 та 10,0  нг/мл протягом 48 годин не змінили швидкості 

проліферації. У наших дослідженнях при додаванні IGF-1 до культурального 

середовища ми відмічали підвищення індексу проліферації КСККМ та КСКМ 

порівняно з контролем. Індекс проліферації вищезазначених культур зростав із 

підвищенням концентрації IGF-1. Проте у КСКЖТ спостерігали зворотній ефект: 

зниження індексу проліферації з підвищенням концентрації IGF-1 у середовищі.   

FGF-2 – багатофункціональний фактор росту, який впливає на різні 

властивості, включаючи індукцію проліферації та диференціації клітин, має вплив 

на широкий спектр клітин мезодермального і нейро-ектодермального походження 

[283], чим пояснюється його стимулюючий вплив на досліджувані культури клітин. 

За даними Gospodarowicz D. та ін. [127] даний фактор росту стимулює 

проліферацію ендотеліальних клітин, що містяться у всіх досліджуваних 

культурах. Окрім того, дані Hasegawa T. та ін. [134] вказують не лише на 

стимулюючий вплив FGF-2 на ендотеліальні клітин, а й на зміну фенотипу 

культивованих клітин у бік, характерний для них. Оптимальною концентрацією 

фактору росту фібробластів-2 у наших дослідженнях для всіх досліджуваних 

культур є 10 нг/мл середовища, що дає змогу підвищити індекс проліферації для 

КСККМ, КСКЖТ та КСКМ у 1,2, 1,3 та 2,7 рази відповідно порівняно контролем. 

Інгібуючий вплив FGF-2 за збільшення концентрації у культуральному середовищі 

до кінця залишається не зрозумілим. 
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Гормон росту (rhGH) сприяє синтезу білка, мобілізації ліпідного обміну та 

регулює баланс азоту у клітині [88]. За даними Costoya J. A. та ін. [100], гормон 

росту здатний гальмувати апоптоз шляхом стимуляції серин-треонін кінази Akt, 

тому можна припустити, що це призводить до появи у культурі великих за 

розмірами клітин. Гормон росту здійснює прямий вплив на велику кількість 

тканин. Зокрема, рецептори до гормону росту представлені на м’язовій та жировій 

тканинах [120]. Разом з тим, на клітинах червоного кісткового мозку вони не 

виявляються [123], чим пояснюється відмінність впливу rhGH на досліджувані 

культури клітин. Оптимальною концентрацією фактору росту фібробластів-2 для 

всіх досліджуваних культур є 10 нг/мл середовища, що дає змогу підвищити індекс 

проліферації для КСККМ, КСКЖТ та КСКМ у 1,2, 1,3 та 2,7 рази відповідно 

порівняно контролем. 

Biolaminin 521 LN – субстрат на основі рекомбінантного ламініну 521 

людини. Biolaminin 521 LN у наших дослідженнях проявляв позитивний вплив на 

швидкість поділу всіх досліджуваних культур клітин: індекс проліферації для 

КСККМ та КСКЖТ зріс у 1,3 разів, для КСКМ – у 1,7 разів порівняно з контролем. 

Згідно даних виробника даний, субстрат позитивно впливає на стабілізацію та 

гомогенізацію клітинної культури. Через взаємодію з відповідними рецепторами 

клітинної поверхні, ламініни активують сигнальні каскади (наприклад, PI3K / Akt 

шлях), забезпечуючи прогнозовану відповідь клітин та поліпшення їх 

функціональності. Завдяки LN521 клітини ростуть у однорідному моношарі, що 

легко контролювати, зберігають плюрипотенцію та генетичну цілісність [147]. 

Заявлені виробником властивості Biolaminin LN 521 були підтверджені нами у 

досліді. 

За даними цитогенетичного аналізу, додавання досліджуваних факторів 

росту у культуральне середовище не призводить до достовірного збільшення 

кількості клітин зі зміненим каріотипом у всіх досліджуваних культурах у 

порівнянні з контролем. Більше того, культивування стовбурових клітин за 

додавання Biolaminin 521 LN призводило до зменшення кількості клітин у культурі 

зі зміненим каріотипом. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costoya%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10579361
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ВИСНОВКИ 

У дисертації наведено теоретичне обґрунтування та експериментальне 

вирішення наукового завдання щодо впливу стовбурових клітин отриманих із 

кісткового мозку, міокарда та жирової тканини на активність відновлення 

структури міокарда щура, пошкодженої внаслідок експериментального ішемічного 

інфаркту. Представлено імунофенотипову та генетичну характеристики 

стовбурових клітин міокарда щура у культурі. Встановлено зміни фенотипу 

стовбурових клітин, отриманих із кісткового мозку щура за впливу 5-азацитидину. 

Оптимізовано методи виділення та культивування стовбурових клітин кота, 

отриманих із різних джерел. 

1. Трансплантовані стовбурові клітини червоного кісткового мозку, жирової 

тканини та міокарда проявляють позитивний терапевтичний вплив на 

регенераційний процес в ушкодженій зоні міокарда за експериментального 

інфаркту у щурів, на що вказує зменшення зони ушкодження міокарда на 25 добу, 

порівнюючи з контролем. Найефективнішим є застосування стовбурових клітин 

міокарда, за якого площа некрозу на 7 % менша (13,33±0,39 %) такого показника 

(20,33 ± 0,97 %) у тварин контрольної групи. 

2. Інтраміокардіальне введення стовбурових клітин за експериментального 

інфаркту міокарда є найбільш оптимальним, на що вказує присутність 

трансплантованих клітин у каналі введення на 2 добу та їх дифузне розміщення у 

міокарді на 8 добу після введення.  

3. Лейкоцити та сироватка крові сенсибілізованих щурів на 7 добу після 

інтраперетоніального введення їм стовбурових клітин, отриманих із міокарда щура, 

проявляють цитотоксичний ефект щодо останніх в системі in vitrо. Цитотоксичний 

вплив як сироватки крові (індекс проліферації: І пасаж – 0,04±0,02; IV пасаж – 

0,31±0,08), так і лейкоцитів крові (індекс проліферації: І пасаж 0,69±0,04; IV пасаж 

– 0,87±0,04) був менший на клітини IV пасажу. 

4. Первинна культура клітин, отримана з міокарда щура, характеризується 

гетерогенністю, проте в процесі субкультивування вона набуває гомогенності за 

рахунок веретеноподібних клітин. 
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5. Клітинний склад культури, отриманої з міокарда щура, неоднорідний та 

змінюється з пасажами. На І пасажі переважають клітини з ознаками 

кардіоміоцитів (CD10+, CD34low, CD38low, CD45low, CD48-, CD54-, CD56-, CD95+, 

СD227-, СD326low, тропонін Іhigh). У процесі культивування на клітинах 

виявляються маркери, характерні для епітеліальних клітин (панкератинlow, СD326+, 

СD227low), а також реєструється підвищення експресії маркерів, які властиві 

прогеніторним клітинам (CD34+, СD45low).  

6. У процесі культивування в системі in vitro стовбурових клітин, отриманих 

із міокарда, у клітинах виявляються зміни каріотипу, які проявляються у вигляді 

анеуплоїдій, поліплоїдій, поява клітин з мікроядрами та двоядерних клітин, проте 

їх кількість не виходить за межі спонтанного мутагенезу, характерного для ссавців. 

7. Додавання 5-азацитидину у культуру стовбурових клітин, отриманих з 

червоного кісткового мозку щура, призводить до появи у ній осередків 

епітеліоподібних клітин, які експресують маркери, характерні для кардіоміоцитів 

(CD10+, CD45-, CD95+, СD326low, тропонін І+). Водночас у культурі знижується 

відсотковий вміст анеуплоїдних та підвищується вміст поліплоїдних клітин, що 

вказує на сповільнення проліферації та початок диференціації. 

8. Ферментативна обробка тканин серця кота комбінацією 2,5 % трипсину з 

додаванням 0,5 мг/мл колагенази (тип ІІ) та 0,5 мг/мл гіалуронідази з експозицією 

12 годин за температури 4 ºC на 5 добу культивування дає змогу отримати у 

27,6 раза більше клітин, здатних до проліферації, ніж у контрольній групі (метод 

експланта).  

9. Ферментативна обробка жирової тканини кота комбінацією 1 мг/мл 

колагенази, 10 мг/мл гіалуронідази з додаванням 4 % бичачого сироваткового 

альбуміну на 10 добу культивування дає змогу отримати у 51 раз більше клітин, 

ніж у групі чашок без застосування ферментів (контроль). 

10. Стимулятори росту мають суттєвий вплив на проліферативну активність 

стовбурових клітин у культурі, так, додавання: 

а) інсуліноподібного фактора росту у концентрації 10 нг/мл до середовища 

для культури стовбурових клітин жирової тканини кота та 50 нг/мл для міокарда і 
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кісткового мозку дає змогу підвищити індекс проліферації в 1,4; 1,4 та 2,0 рази 

відповідно, порівнюючи з контролем; 

b) фактора росту фібробластів-2 у концентрації 10 нг/мл середовища що дає 

змогу підвищити індекс проліферації для культур стовбурових клітин кісткового 

мозку, жирової тканини та міокарда кота в 1,2; 1,3 та 2,7 рази відповідно, 

порівнюючи з контролем; 

с) гормона росту у концентрації 10 нг/мл до культурального середовища 

збільшує індекс проліферації в 1,2 та 1,3 рази відповідно для культури стовбурових 

клітин жирової тканини та міокарда кота, порівнюючи з контролем. Додавання 

гормона росту до культури клітин червоного кісткового мозку кота призводить до 

збільшення розміру клітин та зниження індексу проліферації, порівнюючи з 

контролем; 

d) Biolaminin 521 LN підвищує індекс проліферації стовбурових клітин 

кісткового мозку та жирової тканини кота в 1,3 раза; міокарда – в 1,7 раза, 

порівнюючи з контролем; 

е) інсуліноподібного фактора росту-1, фактора росту фібробластів-2 та 

гормона росту у культуральне середовище не призводить до достовірного 

збільшення кількості клітин зі зміненим каріотипом у всіх досліджуваних 

культурах, порівнюючи з контролем, у той час як додавання Biolaminin 521 LN 

сприяє зменшенню кількості клітин зі зміненим каріотипом. 
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ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ 

Для стимуляції впровадження клітинних технологій у ветеринарну практику 

запропоновано: 

1. Методичні рекомендації «Методи видоспецифічної оцінки стовбурових 

клітин та їх застосування у ветеринарній клітинній регенеративній терапії» 

(розглянуто та затверджено на Вченій раді НУБіП України, протокол № 5 від 

27.12.2017 р.). 

2. Патент на корисну модель «Спосіб отримання культури клітин 

стромально-васкулярної фракції жирової тканини котів», 2017 р. 

3. Одержані під час виконання досліджень результати пропонуємо 

використовувати в навчальному процесі при підготовці студентів освітніх рівнів 

«Бакалавр» і «Магістр» у вищих навчальних закладах України з напряму 

«Ветеринарна медицина». 
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Додаток А 

СПИСОК ОПУБЛІКОВАНИХ ПРАЦЬ ЗА ТЕМОЮ ДИСЕРТАЦІЇ 

 

Статті у наукових фахових виданнях України: 

1. Ковпак О. С. Фенотипові та морфологічні зміни культури клітин міокарда 

в процесі їх культивування. Ветеринарна біотехнологія. 2016. № 29. С. 147–156. 

2. Ковпак О. С., Ковпак В. В., Мазуркевич А. Й., Гудзь Н. В. Влив фактору 

росту фібробластів (FGF-2) та інсуліноподібного фактору росту (IGF-1) на 

проліферативну активність стовбурових клітин кота. Ветеринарна біотехнологія. 

2018. № 33. С. 55–65. (Здобувачем досліджено вплив додавання до культурального 

середовища різних концентрацій фактору росту фібробластів та 

інсуліноподібного фактору росту на проліферативну активність стовбурових 

клітин, отриманих з кісткового мозку, жирової тканини та міокарда кота). 

3. Мазуркевич А. Й., Ковпак В. В., Ковпак О. С. Вплив гормону росту 

(RhGH) та Biolaminin 521 LN на проліферативну активність стовбурових клітин 

кота. Вісник Полтавської державної аграрної академії. 2018. № 3 (90). С. 143–148. 

(Здобувачем досліджено вплив додавання до культурального середовища 

Biolaminin 521 LN та різних концентрацій гормону росту на проліферативну 

активність стовбурових клітин, отриманих з кісткового мозку, жирової тканини 

та міокарда кота). 

 

Статті у наукових фахових виданнях України,  

включених до міжнародних наукометричних баз даних: 

4. Ковпак В. В., Ковпак О. С. Проліферативна активність мезенхімальних 

стовбурових клітин щура за впливу культурального середовища. Наукові доповіді 

Національного університету біоресурсів і природокористування України. 2016. 

№ 60. 11 с. Режим доступу до статті: 

http://journals.nubip.edu.ua/index.php/Dopovidi/article/view/6841 (Здобувачем 

досліджено зміни морфології клітин щура у кардіоміогенному напрямку за дії  

5-азацитидину). 

http://journals.nubip.edu.ua/index.php/Dopovidi/article/view/6841
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5. Мазуркевич А. Й., Ковпак В. В., Ковпак О. С. Гістологічні зміни у 

міокарді щурів за експериментально сформованої ішемії. Наукові доповіді 

Національного університету біоресурсів і природокористування України. 2016. 

№ 63. 12 с. Режим доступу до статті: 

http://journals.nubip.edu.ua/index.php/Dopovidi/article/view/7560. (Здобувачем 

проведено порівняння двох методів формування ішемії та досліджено гістологічні 

зміни у міокарді щурів на 7 добу, 12, 17 та 25 добу після лігування лівої коронарної 

артерії). 

6. Ковпак О. С., Ковпак В. В., Мазуркевич А. Й. До методики отримання 

стовбурових клітин міокарда кота. Науковий вісник Львівського національного 

університету ветеринарної медицини та біотехнологій імені С. З. Ґжицького. 2018. 

Т. 20. № 88. С. 152–157. (Здобувачем проведено дослідження з визначення 

оптимального методу отримання культури стовбурових клітин з міокарда кота 

шляхом порівняння методу експланту та п’яти комбінацій ферментів). 

7. Ковпак О. С., Мазуркевич А. Й. Вплив трансплантації культур 

стовбурових клітин на перебіг експериментального ішемічного інфаркту міокарда 

у щурів. Вісник Сумського національного аграрного університету. Серія: 

Ветеринарна медицина. 2018. № 11 (43).  

С. 23–28. (Здобувачем порівняно терапевтичний вплив алогенних культур клітин, 

отриманих з кісткового мозку, жирової тканини та міокарда за 

експериментального ішемічного інфаркту у щурів). 

 

Стаття у науковому виданні іншої держави 

8. Mazurkevych A., Malyuk M., Kovpak V., Kovpak O., Kharkevych Y., 

Jakubczak A., Gryzinska M. Comparative analysis of cat bone marrow and adipose tissue 

cell cultures. Polish Journal of Veterinary Sciences. 2018. Vol. 21. № 3. Р. 549–557. 

(Здобувачем проведено цитогенетичний аналіз культури клітин кісткового мозку 

кота на IV пасажі). 
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Стаття в іншому науковому виданні України,  

включеному до міжнародних наукометричних баз даних 

9. Ковпак О. С. Цитогенетичний аналіз прогеніторних клітин міокарда щура 

на ранніх пасажах. Вісник аграрної науки Причорномор’я. 2016. № 2 (89). Ч. 1. 

С. 155–163. 

 

Патент України на корисну модель 

10. Ковпак В. В., Ковпак О. С., Мазуркевич А. Й., Харкевич Ю. О. Патент 

України на корисну модель № 118933 МПК А61К35/44 (2015.01). Спосіб 

отримання культури клітин стромально-васкулярної фракції жирової тканини 

котів: заявник і патентовласник Національний університет біоресурсів і 

природокористування України; № u 201704458; заявлено 05.05.2017; опубліковано 

28.08.2017. Бюл. № 16. 4 с. (Здобувачем проведено елементи дослідження з 

визначення оптимального методу отримання культури стовбурових клітин 

жирової тканини кота шляхом порівняння методу експланту та шести 

комбінацій ферментів, проведено аналіз отриманих результатів). 

 

Методичні рекомендації 

11. Мазуркевич А. Й., Малюк М. О., Данілов В. Б., Стародуб Л. В., 

Ковпак В. В., Кладницька Л. В., Харкевич Ю. О., Бобось О. Л., Кляп Н. І., 

Бокотько Р. Р., Савчук Т. Л., Ковпак О. С. Методи видоспецефічної оцінки 

стовбурових клітин та їх застосування у ветеринарній клітинній регенеративній 

терапії: [методичні рекомендації]. К., 2017. 64 с. (Розглянуто та затверджено 

Вченою радою Національного університету біоресурсів і природокористування 

України, протокол № 5 від 27.12.2017 р. Здобувачем підготовлено розділ 

«Стимулюючий вплив трансплантації стовбурових клітин на відновлювальні 

процеси за експериментального інфаркта міакарда у щурів»). 
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	Коронарні артерії перфузують серце і сприяють транспортуванню поживних речовин і Оксигену в метаболічно активний міокард [253]. Ішемія міокарда, пов’язана з атеросклерозом і обструкцією коронарних артерій, нині є основною причиною смертності у людей і...
	Зважаючи на те, що серце у дорослих ссавців має дуже обмежену здатність до регенерації [244] і втрачені клітини замінюються фіброзним рубцем [273] виникає необхідність пошуку методів лікування, що спрямований на відновлювати структури серцевого м’язу ...
	Однак, впровадження клітинних технологій у клінічну практику вимагає більш детального викладу протоколів отримання стовбурових клітин, їх культивування та застосування, поглибленого вивчення взаємодії організму-реципієнта із трансплантованими клітинам...
	Наступним завданням дисертаційної роботи було вивчення фенотипу стовбурових клітин міокарда щура на ранніх пасажах (з І до ІV) за стандартних умов культивування.
	Приймаючи до уваги обмеженість комерційних мoнoклoнальних aнтитіл до відповідних мембранних маркерів клітин тварин, y дослідженнях ми використовували відповідні людські або мишачі моноклональні антитіла, які здатні перехресно реагувати з відповідними ...
	Перехресна реактивність виникає у випадку, коли антитіло, направлене проти одного конкретного антигена, успішно зв’язується з іншим антигенами, у зв’язку з наявністю в останньому структурно гомологічних протеїнів [167]. Зважаючи на вищесказане, взаємо...
	При дослідженні експресії мембранних маркерів та тропоніну І, що засноване на властивостях перехресної реактивності, ми відмічали зміни у ступені їх прояву.
	Так, ми відмічали, що рівень експресії СD10 (нейтральна пептидаза 24.11 або NEP) на стовбурових клітинах міокарда щура у процесі культивування знижувався, від високого до помірного рівня. Варто відмітити, що в КСККМ щура, що піддавалася направленій ди...

