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У статті описані дані щодо зміни фенотипу 
культур клітин жирової тканини (ККЖТ) та кістко-
вого мозку (КККМ) у процесі культивування. Дослі-
дження первинних культур клітин кісткового мозку 
та жирової тканини щура показали, що вони морфо-
логічно гетерогенні, у їх склад входили: невелика кіль-
кість клітин полігональної форми, а основну масу 
складали фібробластоподібні. За подальшого культи-
вування відмічали процес переходу від гетерогенних 
культур на нульовому  пасажі до найбільш гомоген-
них у кінці дослідження. Нами були відмічені відмін-
ності у імунофенотипі культур клітин кісткового 
мозку та жирової тканини, які не зникали з пасажа-
ми. 
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Постановка проблеми. Регенеративна терапія 
з кожним роком вимагає все більшої гарантії 
безпечності та ефективності клітинного матеріа-
лу, тому обрання оптимальних джерел отриман-
ня клітин є одним з її ключових етапів. 
Аналіз основних досліджень і публікацій, 

у яких започатковано розв’язання проблеми. На 
сьогодні в якості джерела стовбурових клітин до-
рослих донорів досить добре досліджено кістковий 
мозок. Кістковий мозок – єдина тканина дорослого 
організму, яка в нормі складається з незрілих, не-
диференційованих і низько диференційованих клі-
тин, так званих стовбурових клітин [25]. Доведено, 
що мезенхімальні та ендотеліальні клітини що міс-
тяться у кістковому мозку, здатні розвиватися в 
різноманітні негемопоетичні клітини – остеоклас-
ти, хондроцити, адипоцити, епітелій [5, 14].  
Альтернативним джерелом отримання клітин-

ного матеріалу є жирова тканина, з якої вони 
можуть бути отримані за допомогою менш інва-
зивних методів у значно більших кількостях, у 
порівнянні з кістковим мозком. У склад жирової 
тканини входять жирові клітини – адипоцити, а 
також клітини, що складають стромально-

васкулярну фракцію (Stromal Vascular Fraction – 
SVF): преадипоцити, ендотеліальні та глад-
ком’язові клітини кровоносних судин, перивас-
кулярні фібробласти і підтримуюча волокниста 
колагенова строма [1, 11]. Стовбурові клітини, 
що містяться у жировій тканині, мультипотентні. 
Вони здатні диференціюватися у різноманітні 
клітинні лінії, зокрема жирову, кісткову, хрящо-
ву, нервову тканини, ендотелій [33, 16] і клітини 
печінки [9, 27].  
Трансплантація культур клітин має значні пе-

рспективи у лікуванні багатьох захворювань. 
Для того, щоб забезпечити базу для подальших 
досліджень в області регенеративної медицини, 
було проаналізовано клітини отримані з кількох 
джерел. Це дослідження представляє порівняння 
зміни фенотипових ознак клітин задля створення 
експериментальної системи оцінки та вибору 
оптимального джерела клітинного матеріалу. 
Мета дослідження – порівняти морфологічні 

та фенотипові зміни культури клітин жирової 
тканини та кісткового мозку з першого до четве-
ртого пасажу. 
Завдання: отримати культури клітин кістково-

го мозку та жирової тканини, прослідкувати 
морфологічні та фенотипові зміни в отриманих 
культурах у процесі культивування та проаналі-
зувати отримані результати. 
Матеріали і методи дослідження. Експери-

менти на тваринах були проведені з дотриман-
ням вимог Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (ст. 230 від 2006 
року). У досліді використали 3-х самців не лі-
нійних щурів віком 4 місяці та 9 не лінійних щу-
ренят 12-денного віку. Евтаназію дослідних тва-
рин здійснювали шляхом декапітації під ефір-
ним наркозом.  
Отримання культури клітин жирової тканини 

(ККЖТ) здійснювали з підшкірної жирової кліт-
ковини за стандартною методикою [10, 11, 18] у 
власній модифікації. Культуру клітин кісткового 
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мозку (КККМ) отримували з кісткового мозку 
стегнових, великогомілкових та плечових кісток 
щурів за стандартною методикою [3, 18]. Одер-
жану клітинну масу культивували у стандартно-
му середовищі: 80 % − DMEM; 20 % − FBS; 
10 мкл/см3 − антибіотика-антимікотика «Sigma», 
США) (рис. 1); у СО2 інкубаторі за 37 ºС та 5 % 
концентрації СО2 [3], до конфлюентності 90–
100 % (рис. 2). 
Клітини знімали за стандартною методикою 

(розчином 0,25 % трипсин/ЕДТА) [3]. Подальше 
пасажування здійснювалось у розведенні 1:3. 
Мікроскопічний аналіз і оцінку культури здійс-
нювали за допомогою інвертованого мікроско-
па Axiovert 40 (Карл Цейс). 
Контроль зміни фенотипу проводили шляхом 

виявлення СD-маркерів (СD10, CD38, CD34, 
CD45, CD48, CD54, CD56, CD66e, CD96, CD227, 
CD326б, СD пан-кератин). Підготовку препара-
тів здійснювали за стандартною методикою) [3]. 
Аналіз результатів проводили за кількістю клі-
тин з експресією (зелене свічення клітин) та оці-
нювали 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 зі слаб-
кою експресією; В – відсоток клітин з помірною 
експресією білка; С – відсоток клітин із сильною 
експресією. Ступінь експресії визначали як нега-
тивний, якщо число балів було в діапазоні від 0 
до 50; низький – від 51 до 100; помірний – від 

101 до 200; високий – 201 та вище [6]. Дослі-
дження здійснювали за допомогою флуоресцен-
тного мікроскопа Leica DMR (Німеччина). 
Результати досліджень.  Порівняльна харак-

теристика морфології культур клітин жирової 
тканини та кісткового мозку. Первинна культу-
ра адгезивних клітин жирової тканини та кістко-
вого мозку щурів характеризувалася морфологі-
чною гетерогенністю. Протягом декількох днів, 
після висівання спостерігали значну кількість 
слабоадгезивних округлих клітин, які видаля-
лись у процесі пасажування. Починаючи з 3-го 
дня для КККМ (рис. 1) та 5-го – для ККЖТ від-
мічали рівномірний ріст фібробластоподібних 
клітин (рис. 2). Первинна ККЖТ досягала конф-
люентності 90–100 % у середньому за 14 днів, 
КККМ – за 8 днів.  
У процесі субкультивування час досягнення 

конфлюентності 70–80 % становив 4 доби для 
ККЖТ, та 3 доби для КККМ протягом 4 пасажів. 
На першому пасажі відмічали гетерогенність 
культур як кісткового мозку (рис. 3), так і жиро-
вої тканини (рис. 4), у їх склад входили: невели-
ка кількість клітин полігональної форми та фіб-
робластоподібні клітини. З кожним пасажем кі-
лькість клітин полігональної форми зменшува-
лась як у ККЖТ, так і КККМ. На четвертому па-
сажі відмічали найбільший гомогенний склад 
культур. Морфологія на 4-му пасажі характери-
зувалася переважно фібробластоподібною стру-
ктурою (рис. 5, 6). 

Рис. 2. Мікрофотографія колонії культури 
клітин жирової тканини in vitro, 7-ма доба 

культивування. Нативний препарат  
ок.×10, об.×10 

Рис. 1. Мікрофотографія культури клітин  
кісткового мозку in vitro, 7-ма доба культиву-
вання (0-й пасаж). Нативний препарат.  

oк.×10, об×5 
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Рис. 4. Мікрофотографія моношару культу-
ри клітин жирової тканини in vitro,  1-й па-
саж. Нативний препарат. oк.×10, об×5 

Рис. 3. Мікрофотографія моношару культури 
клітин кісткового мозку in vitro,  1-й пасаж. 

Нативний препарат. oк.×10, об×5 
 

Рис. 5. Мікрофотографія моношару  
культури клітин жирової тканини in vitro,  

4-й пасаж. Нативний препарат.  
oк.×10, об×5 

Рис. 6. Мікрофотографія моношару  
культури клітин жирової тканини in vitro,  

4-й пасаж. Нативний препарат.  
oк.×10, об×5 
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Порівняння зміни експресії СD-маркерів у популяції клітин, виділених із жирової тканини   
та кісткового мозку щура з першого по четвертий пасаж (M±m, n=3) 

Пасаж 
І ІІ ІІІ ІV СD-маркери Досліджувана 

культура клітин Оцінка в балах за методом H-Score (від 0 до 300) 
КМ 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 10 ЖТ 0 ± 0 0 ± 0 11 ± 5 45 ± 15* 
КМ 108 ± 8 97 ± 8 92 ± 2 97 ± 4 34 ЖТ 93 ± 5 73 ± 7 41 ± 11* 8 ± 5*** 
КМ 116 ± 9 94 ± 8 57 ± 7** 38 ± 11** 38 ЖТ 75 ± 9 55 ± 3 37 ± 5* 14 ± 5** 
КМ 95 ± 12 83 ± 12 76 ± 13 45 ± 7* 45 ЖТ 74 ± 6 52 ± 5* 23 ± 7** 5 ± 3*** 
КМ 68 ± 11 75 ± 15 84 ± 15 115 ± 13* 48 ЖТ 98 ± 14 76 ± 15 59 ± 12 26 ± 3** 
КМ 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 54 ЖТ 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
КМ 73 ± 12 85 ± 8 96 ± 7 84 ± 7 56 ЖТ 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
КМ 57 ± 12 78 ± 11 108 ± 14* 115 ± 15* 66е ЖТ 248 ± 10 201 ± 17 103 ± 16** 66 ± 7*** 
КМ 66 ± 13 79 ± 15 110 ± 7* 119 ± 9* 95 ЖТ 62 ± 7 91 ± 22 101 ± 5* 126 ± 13* 
КМ 52 ± 12 68 ± 13 89 ± 11 83 ± 9 227 ЖТ 28 ± 6,5 46,3 ± 15,3 72,7 ± 10,8* 49,7 ± 9,0 
КМ 97 ± 21 87 ± 19 76 ± 11 37 ± 6* 326 ЖТ 0 ± 0 15 ± 3** 86 ± 6*** 87 ± 7*** 
КМ 279 ± 15 259 ± 20 253 ± 19 193 ± 16* Кератин ЖТ 82 ± 7 85 ± 5 71 ± 4 83 ± 5 

Примітка: * – Р<0,05; ** – Р< 0,01; *** – Р< 0,001 порівняно з контролем (контролем для кожного  
CD-маркера  виступав перший пасаж). 

 
Характеристика культур клітин кісткового 

мозку та жирової тканини за поверхневими мар-
керами. Дослідження культур клітин кісткового 
мозку та жирової тканини показали відмінності у 
їх імунофенотипі, які не зникали з пасажами. 
Більш докладно зміни експресії досліджуваних 
СD-маркерів у зразках розглянемо нижче. 

CD10 або ж нейтральна ендопептидаза відно-
ситься до родини металопротеїназ [29], ступінь 
його експресії визначали як негативний упро-
довж усього періоду пасажування в обох дослі-
джуваних культурах клітин. 
СD34 – трансмембранний мономерний гліко-

протеїн І типу, що опосередковує процеси між-
клітинної адгезії. Він є маркером гемопоетичних 
стовбурових клітин, ендотеліальних клітин су-
дин, ембріональних фібробластів [20]. Під час 
дослідження у культурі клітин кісткового мозку 
відмічали підтримання рівня його експресії на 
одному рівні з незначними коливаннями, у той 
час як у ККЖТ відмічали різке зниження ступе-

ню прояву СD34 аж до негативного на четверто-
му пасажі.  

CD38 – одноланцюговий трансмембранний 
глюкопротеїд ІІ типу [7], його молекула виявля-
ється посередником кількох різних видів діяль-
ності, включаючи передачу сигналу, клітинної 
адгезії і синтезу циклічної АДФ-рибози [21].  На 
першому пасажі відмічали низьку експресію 
CD38, що може свідчити про наявність у культу-
рі клітин-попередників. У подальшому рівень 
прояву даного маркера знижувався до негатив-
ного як у КККМ, так і в ККЖТ. 

CD45 – трансмембранний глікопротеїн І типу, 
що належить до родини протеїн тирозин фосфа-
таз і експресується на всіх гемопоетичних кліти-
нах, за винятком еритроцитів та тромбоцитів 
[30]. Даний факт може пояснювати достовірне 
зменшення експресії даного маркера в отриманій 
КККМ з 95 (І пасаж) до 45 (ІV пасаж) балів. Під 
час дослідження культури клітин жирової тка-
нини на перших пасажах відмічали наявність 



ВЕТЕРИНАРНА МЕДИЦИНА 

 
№ 1-2 • 2017 • ВІСНИК Полтавської державної аграрної академії 117

клітин, що експресують CD45, що відмічалося і 
в літературних даних [8], проте з пасажами його 
рівень знижувався до негативного. 

CD48 – трансмембранний глікопротеїн І типу, 
зв’язаний з клітинною мембраною за допомогою 
глікозит фосфатидилінозита [28]. CD48 експре-
сований на деяких гемопоетичних та ендотеліа-
льних клітинах. Бере участь у активації і шляхах 
диференціації вказаних клітин. Під час дослі-
дження відмічали достовірне зниження у ККЖТ 
експресії від низького до негативного ступеня, у 
той час як у КККМ ступінь прояву CD48  досто-
вірно збільшувався від низького до помірного. 

CD54 – одноланцюговий трансмембранний 
глікопротеїн І типу, який присутній на мембра-
нах ендотеліальних клітин і має важливе значен-
ня для адгезії лейкоцитів [15]. Упродовж усього 
періоду культивування його експресії як у 
КККМ, так і в ККЖТ виявлено не було. 

CD56 – трансмембранний глікопротеїн І типу, 
ізоформа молекули клітинної адгезії нейронів, 
що опосередковує розвиток нервової тканини, 
маркер NK-клітин, плазматичних клітин [13]. 
Упродовж усього періоду культивування його 
експресії, яку в ККЖТ виявлено не було, у той 
час КККМ характеризувалася низьким рівнем 
експресії CD56 з першого до четвертого пасажу. 

CD66е – глікозольований глюкопротеїд пове-
рхневої мембрани епітеліальних клітин, чим по-
яснюється його виявлення у більшості органів 
[17]. У культурі клітин жирової тканини його 
експресія достовірно знижувалась з першого до 
четвертого пасажу, зворотню закономірність 
спостерігали у КККМ. 

CD95 – трансмембранний глюкопротеїд І ти-
пу, опосередковує сигнал, що ініціює апоптоз 
[32]. Починаючи з першого пасажу інтенсив-
ність експресії даного маркера достовірно збі-
льшується у обох досліджуваних культурах. Да-
ні росту експресії CD95 корелюють з рівнем 
апоптозу у культурі клітин кісткового мозку, що 
було досліджено нами раніше [2]. Отже з отри-
маних даних можна зробити висновок, що під-
вищення рівня CD95 пояснюється збільшенням 
клітин у стані апоптозу. 

CD227 – трансмембранний глікопротеїн, що 
експресується епітеліальними та деякими гемо-
поетичними клітинами [19].  Гіперекспресія да-
ного маркера призводить до трансформації клі-
тин та нівелює стрес-індукований апоптоз через 
Akt або р53 каскади [26]. Під час дослідження 

нами відмічався низький ступінь експресії 
CD227 з незначними коливаннями, у той час як у 
культурі клітин жирової тканини ступінь прояву 
виходив за межі негативного лише на третьому 
пасажі і досягав своєї максимальної позначки 
73 бали. 

CD326 – трансмембранний глікопротеїн пер-
шого типу – маркер епітеліальних клітин. Кліти-
ни, що експресують даний маркер мають зниже-
ну потребу в факторах росту, спостерігають збі-
льшення їх метаболічної активності і здатності 
до формування колоній [24]. У культурі клітин 
кісткового мозку відмічали зниження експресії 
CD326 від низького до негативного ступеня, 
водночас у культурі клітин жирової тканини 
відмічали зворотну закономірність. 
Кератин – входить до складу проміжних філа-

ментів цитоскелета епітеліальних клітин [12]. 
Наявність позитивної реакції з даними антитіла-
ми свідчить про епітеліальне походження клітин 
[23], цитокератин був виявлений у жировій тка-
нині іншими науковцями [1, 31], за нашими ж 
результатами рівень експресії кератину у куль-
турі клітин жирової тканини зберігався на одно-
му рівні і характеризувався як низький. У куль-
турі клітин кісткового мозку відмічали достовір-
не зменшення даного білка з високого до помір-
ного ступеня. 
Висновок. Результати наших досліджень по-

казали, що первинна культура адгезивних клітин 
як жирової тканини, так і кісткового мозку скла-
дається з різних видів клітин, що пов’язано з рі-
зноманітністю вихідного пулу. Відмічали збіль-
шення з пасажами у досліджуваних культурах 
клітин відсоткового вмісту фібробластоподібних 
клітин. Упродовж пасажування СD-профіль клі-
тин у досліджуваних культурах змінювався з 
певними закономірностями. Виходячи зі спектру 
використаних СD-маркерів, характерних для не-
спеціалізованих (низькодиференційованих) клі-
тин, активне зниження їх експресії з пасажами у 
ККЖТ (у порівнянні з КККМ) може свідчити 
про зниження універсальності даної культури та 
її здатності до диференціації. Дана гіпотеза під-
тверджується достовірним зростанням  СD95, 
що вказує на ініціацію апоптозу у культурі. 
Різний фенотип культури клітин кісткового 

мозку та жирової тканини дасть змогу викорис-
товувати їх у подальшому у клітинній терапії та 
очікувати від них різного впливу за однакових 
умов. 
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