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життєдіяльність мезенхімальних стромальних клітин 
за умов зниженого парціального тиску кисню 

Досліджено вплив зниженого парціального тиску кисню (Ро2) на амінокислотний склад культураль-
ної рідини мезенхімальних стромальних клітин (МСК) лінії 4BL людини. Зареєстровано вірогідне 
зниження концентрації проліну й оксипроліну при 23 мм рт. ст. (3 % кисню) на 31 %, а серину і 
аспарагінової кислоти на 45 % відносно контролю. Максимальне споживання необхідних для син-
тезу колагену вільних амінокислот із культуральної рідини (проліну і оксипроліну на 42 %, серину і 
аспарагінової кислоти на 62 %) спостерігали при Ро2  у газовій фазі середовища 38 мм рт. ст. (5 % 
О2). При Ро2 76 мм рт. ст. (10 % О2) нестача амінокислот проліну і оксипроліну становила лише 
21 %, а глутаміну і аланіну – 12 % відносно контролю. Таке співвідношення інтенсивності спожи-
вання амінокислот може свідчити про те, що максимальна життєдіяльність МСК відбувається 
при Ро2 38 мм рт. ст.
Ключові слова: мезенхімальні стромальні клітини, амінокислотний склад, парціальний тиск кисню.
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ВСтУП

Мезенхімальні стромальні (стовбурові) 
клітини (МСК) широко використовуються 
у регенеративній медицині та транспланто-
логії. Основними їх джерелами вважають 
кістковий мозок, жирову тканину, плаценту, 
пуповину, тощо [1–3]. Ці клітини синтезують 
такі компоненти позаклітинного матриксу: 
фібронектин, колаген, гіалуронову кислоту, 
протеоглікани тощо [4]. 

У вигляді нерозчинних позаклітинних 
волокон колаген входить до складу кісток, 
сухожилля, судин, хрящів і шкіри. Цей фі-
брилярний білок забезпечує міцність та 
еластичність сполучної тканини організму. 
Амінокислотний склад колагену відрізняється 
від інших білків. Поліпептидний ланцюг мо-
лекули колагену складається з 19 амінокислот, 
основними з яких є гліцин (27,2 %), пролін 
(15,1 %), глутамінова кислота (11,3 %), аланін 
(9,5 %). У первинній структурі білка немає 
триптофану, цистину, а також низький вміст 
тирозину та метіоніну. Колаген характеризу-
ється наявністю оксипроліну й оксилізину (до 

23 %), які не зустрічаються в інших білках. 
Ці амінокислоти відіграють надзвичайно 
важливу роль у стабілізації триспіральної 
конформації молекул білка [5–7]. 

Парціальний тиск кисню (Ро2) є одним із 
факторів, що забезпечує функціональний стан 
як організму в цілому, так і будь-яких його сис-
тем, тканин і клітин. У дослідженнях in vivo та 
in vitro відтворені численні спроби встановити 
ефекти змін Ро2 на фізіологічні процеси МСК. 
Однак отримані дані про вплив штучної газової 
суміші на синтез колагену неоднозначні. Це 
пов’язано насамперед з умовами проведення 
дослідження: рівнем Ро2, загальною тривалістю 
дії газових сумішей, співвідношенням періодів 
гіпо- та реоксигенації [8–10].

Метою нашої роботи було дослідження 
впливу зниженого Ро2 на амінокислотний 
склад культуральної рідини МСК лінії 4BL 
людини.

мЕтОдиКа

Клітинна лінія 4BL – це мультипотентні 
МСК, одержані з периферичної крові здоро-
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вого донора і переведені в умови стандарт-
ної моношарової культури. Клітинна лінія 
отримана у відділі генетики людини Інсти-
туту молекулярної біології і генетики НАН 
України [11].

Для вирощування клітин лінії 4BL вико-
ристовували середовище Ігла у модифікації 
Дюльбекко (DMEM, від англ. Dulbecco΄s 
modified Eagleґs medium; “Sigma”, США) із 
додаванням 10%-ї ембріональної сироватки 
теляти (“Sigma”, США), 100 ОД/мл пеніци-
ліну і 100 мкг/мл стрептоміцину. Клітини 
культивували при 37°С у скляних чашках 
Петрі (d=35 мм). Контрольну групу клітин 
тримали в стандартних умовах СО2-інкубато-
ра: 5 % СО2 і 95 % повітря (20 % О2, що від-
повідає 159 мм рт. ст.). У дослідних варіантах 
використано три газові суміші зі зниженим 
парціальним тиском кисню такого складу: 

1) 3 % О2 (23 мм рт. ст.) + 5 % СО2 + 92 % N2;   
2) 5 % О2 (38 мм рт. ст.) + 5 % СО2 + 90 % N2;   
3) 10 % О2 (76 мм рт. ст.) + 5 % СО2 + 85 % N2.
Клітини інкубували протягом 24 год у газо-

вих сумішах, потім переносили у СО2-інкуба-
тор без зміни живильного середовища. Проби 
культуральної рідини відбирали на 3-тю (72 
год) й 4-ту (96 год) добу культивування клітин.

Концентрацію вільних амінокислот (глі-
цин і метіонін, пролін і оксипролін, серин 
і аспарагінова кислота, аланін і глутамін) 
у культуральній рідині визначали методом 
тонкошарової хроматографії. Для цього до 

1 мл безклітинного живильного середовища 
додавали 2 мл суміші спирту та ацетону (1:3), 
перемішували і через 30 хв центрифугували 
(10 хв при 3 000 хв-1). Супернатант випарю-
вали до 1 мл і наносили на хроматографічний 
папір по 20 мкл. Використовували систему 
розчинників, яка включала ізоаміловий спирт, 
бутиловий спирт, оцтову кислоту, мурашину 
кислоту та воду (9:7:4:2:5 за об’ємом) [12, 13].

Результати обробляли з використанням 
програми Microsoft Excell 2003 та програми 
OriginPro 7,5. Для оцінки вірогідності відмін-
ностей між двома вибірками використовували 
критерій t Стьюдента.

РЕЗУЛЬтати та ЇХ ОБГОВОРЕння

Результати проведених досліджень показа-
ли, що концентрація вільних амінокислот 
гліцину (дефіцит призводить до порушення 
структури сполучної тканини) і метіоніну у 
культуральній рідині (при 10 % О2) на 3-тю 
добу культивування вища на 85 % (Р<0,05) 
порівняно з контролем (рис. 1,а). На 4-ту 
добу цей показник зріс лише на 9 % (див. 
рис. 1,б). Концентрація амінокислот у 1-й і 
2-й дослідних групах (3 % та 5 % О2) за той 
самий період була вірогідно більшою на 60 і 
47 % відповідно (див. рис. 1,б), порівнюючи 
з контрольним зразком.

У процесі культивування МСК в умовах 
зниженого Ро2 на 3-тю добу концентрація 

Рис. 1. Концентрація гліцину і метіоніну у культуральній рідині контрольних (К – 20 % О2) і дослідних (І – 3 % О2, ІІ 
– 5 % О2, ІІІ – 10 % О2) груп на 3-тю (а) та 4-ту (б) добу культивування. *Р<0,05 – вірогідність порівняно з контролем
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проліну (основний елемент колагену) і ок-
сипроліну майже не змінювалася відносно 
контролю (рис. 2,а). На 4-ту добу їх вміст 
знизився в усіх дослідних групах: у 1-й на 31 %, 
у 2-й – 42 %, у 3-й – 21 % (див. рис. 2,б).

Вміст вільних амінокислот серину і ас-
парагінової кислоти у культуральній рідині 
МСК знижувався залежно від часу культиву-
вання у газовому середовищі з Ро2 23 і 38 мм 
рт. ст. (рис. 3,а,б). На 4-ту добу – у 1-й і 2-й 
групах їх концентрація вірогідно зменшилася 
на 45 і 62 % (Р<0,05) відповідно щодо контр-
олю (див. рис. 3,б). 

Концентрація вільного аланіну (бере 
участь у синтезі колагену) і глутаміну на 
3-тю добу культивування клітин у всіх 
досліджуваних групах не відрізнялася від 

значень контролю (рис. 4,а). Тоді як на 4-ту 
добу їх вміст був вищим у 1-й і 2-й групах 
на 19 та 23 % відповідно (див. рис. 4,б), і 
зменшувався у 3-й – на 12 % порівняно з 
контролем.

Наведені результати дають змогу зробити 
висновок, що концентрація найбільш зна чущих 
для сполучної тканини вільних амі но кислот, 
які безпосередньо беруть участь у синтезі 
колагену змінювалася по-різному. Аналіз змін 
вільних амінокислот культуральної рідини 
МСК лінії 4BL людини показав їх значну 
чутливість до змін Ро2. Так, ми спостерігали 
вірогідне зниження концентрацій проліну і 
оксипроліну; серину та аспарагінової кислоти 
на 4-ту добу культивування при Ро2 23 мм 
рт. ст., проте максимальний ефект отримано 

Рис. 2. Концентрація проліну і оксипроліну у культуральній рідині контрольних (К– 20 % О2) і дослідних (І – 3 % О2, 
ІІ – 5 % О2, ІІІ – 10 % О2) груп на 3-тю (а) та 4-ту (б) добу культивування. *Р<0,05 – вірогідність порівняно з контролем
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Рис. 3. Концентрація серину і аспарагінової кислоти у культуральній рідині контрольних (К– 20% О2) і дослідних (І – 3 % 
О2, ІІ – 5 % О2, ІІІ – 10 % О2) груп на 3-тю (а) та 4-ту (б) добу культивування. *Р<0,05 – вірогідність порівняно з контролем
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при Ро2 38 мм рт. ст. Оскільки мінімальна 
концентрація речовини виникає в місці її ін-
тенсивного cпоживання, ми вважаємо, що цей 
факт свідчить про максимальну інтенсивність 
життєдіяльності клітин за таких умов. Тому 
знижений вміст цих амінокислот вказує на 
інтенсифікацію синтезу колагену. Отримані 
результати узгоджуються з літературними 
даними інших дослідників, які показали, що 
введення в зону перелому трубчастої кістки 
щурів мультипотентних МСК кісткового 
мозку, культивованих при 5% кисню сприяло 
збільшенню коефіцієнта потовщення кістко-
вої мозолі і хрящової тканини [10, 14].

У клітинах постійно підтримується пев-
ний стаціонарний вміст амінокислот – фонд 
(пул) вільних амінокислот. Він оновлюєть-
ся внаслідок надходження амінокислот і 
використовується для синтезу біологічно 
важливих хімічних компонентів клітини. 
Тобто можна виділити шляхи надходження та 
використання клітинного пулу амінокислот. 

Шляхи надходження вільних амінокислот, 
що утворюють амінокислотний фонд у клі-
тині при культивуванні in vitro: 1. Транспорт 
амінокислот із живильного середовища, у 
нашому випадку це DMEM. Враховуючи, що 
культивування МСК відбувалося без зміни 
цього середовища протягом 4 діб запаси по-
живних речовин поступово виснажувались 
і накопичувалися метаболіти. 2. У клітині 

з проміжних продуктів окиснення глюкози і 
циклу лимонної кислоти можуть синтезува-
тися замінні амінокислоти. До них відносять: 
гліцин, серин, аланін, аспарагінову кислоту, ас-
парагін, глутамінову кислоту, глутамін, пролін. 
Серин синтезується з проміжного продукту 
гліколізу 3-фосфогліцерату, а аміногрупу отри-
мує від глутамінової кислоти. Гліцин – також 
замінна амінокислота, основним джерелом 
якої є серин. 3. Внутрішньоклітинний гідроліз 
білків (каталізують лізосомальні протеази) [3]. 

Шляхи використання амінокислотного фон-
ду: 1. Синтез білків і пептидів – це основний 
шлях споживання амінокислот (75–80 % аміно-
кислот клітини йде на їх синтез). 2. Синтез 
небілкових азотовмісних сполук (пуринових і 
піримідинових нуклеотидів, холіну, креатину, 
деяких вітамінів тощо). 3. Синтез глюкози з 
використанням вуглецевих скелетів глікоген-
них амінокислот (глюконеогенез). 4. Синтез 
ліпідів з використанням ацетильних залишків 
вуглецевих скелетів кетогенних амінокислот. 
5. Окиснення до кінцевих продуктів обміну 
(СО2, Н2О, NH3) – це один із шляхів забезпе-
чення клітини енергією (до 10 % загальних 
енергетичних потреб). Усі амінокислоти, 
які не використовуються в синтезі білків та 
інших фізіологічно важливих сполук, підда-
ються розщепленню [3, 12]. 

За рахунок цих процесів можна пояснити 
зміни концентрації амінокислот у живиль-

Рис. 4. Концентрація аланіну і глутаміну у культуральній рідині контрольних (К– 20% О2) і дослідних (І – 3 % О2,  
ІІ – 5 % О2, ІІІ – 10 % О2) груп на 3-тю (а) та 4-ту (б) добу культивування. *Р<0,05 – вірогідність порівняно з контролем
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ному середовищі з часом культивування. Як 
свідчать отримані нами результати, вміст 
вільного гліцину і метіоніну, серину і ас-
парагінової кислоти у супернатанті на 4-ту 
добу культивування знижувався на 76 та 11 
% відповідно порівняно з 3-ю добою при Ро2 
76 мм рт. ст. (див. рис. 1, 3). 

Слід підкреслити, що білковий обмін тіс-
но інтегрований з обміном вуглеводів, ліпідів 
і нуклеїнових кислот через амінокислоти або 
α-кетокислоти (α-кетоглутарат, оксалоацетат 
і піруват). Так, аспарагінова кислота або 
аланін за допомогою трансамінування знову 
перетворюються відповідно в оксалоацетат 
і піруват, які безпосередньо включаються до 
вуглеводного обміну.

Особливо дефіцитними для життєдіяль-
ності клітин є лізин, метіонін і триптофан 
(незамінні амінокислоти). Зокрема, метіо-
нін бере участь в обміні жирів, фосфатидів, 
ціанокобаламіну (вітаміну В12) та фолієвої 
кислоти [15].

Клітини потребують постійного надхо-
дження молекулярного кисню для метабо-
лічних процесів, що включають оксидативне 
фосфорилювання, в якому О2 є кінцевим 
акцептором вільних електронів у процесі 
утворення АТФ. У дослідженнях in vitro на 
МСК із жирової тканини людини Рилова і 
співавт. [16] показали, що зменшення кон-
центрації кисню (5 % О2) знижує споживан-
ня клітинами глюкози, збільшує молярне 
співвідношення лактату/глюкози та зменшує 
трансмембранний потенціал мітохондрій. 
Це супроводжується підвищенням експресії 
генів, що кодують усі ферменти гліколітич-
ного шляху катаболізму глюкози. Водночас 
активується клоногенний потенціал і пролі-
ферація МСК. 

Дані літератури дають підстави припусти-
ти, що основний механізм стимулювальної дії 
зниженого Ро2 реалізується через активацію 
кисеньчутливих сигнальних сполук. Відомо, 
що більшість клітин ссавців відповідають 
на зниження Ро2 активацією експресії генів 
і синтезом білків de novo. Встановлені ре-

докс-сенситивні фактори, найвідомішим з 
яких є білок-активатор-1 (АР-1) та індукова-
ний гіпоксією фактор (HIF-1) [17, 18]. 

ВиСнОВКи

1. Культивування МСК лінії 4BL людини при 
зниженому Ро2 (23 і 38 мм рт. ст.) протягом 24 
год вірогідно зменшує концентрацію деяких 
вільних амінокислот у культуральній рідині, 
що беруть участь у синтезі колагену.

2. При інкубації клітин лінії 4BL у газово-
му середовищі з 76 мм рт. ст. кисню на 4-ту 
добу зареєстровано в культуральній рідині 
статистично вірогідне зниження концентра-
ції проліну й оксипроліну (на 21 %), а також 
аланіну й глутаміну (на 12 %).

3. Максимальна інтенсивність спожи-
вання амінокислот, потрібних для синтезу 
колагену, була при концентрації кисню у 
газовій фазі культурального середовища 5 % 
(38 мм рт. ст.).

В.а. Березовский, Л.н. Плотникова,  
С.П. Весельский, и.Г. Литовка

жиЗнЕдЕятЕЛЬнОСтЬ мЕЗЕнХи-
маЛЬныХ СтРОмаЛЬныХ КЛЕтОК В 
УСЛОВияХ СнижЕннОГО ПаРциаЛЬ-
нОГО даВЛЕния КиСЛОРОда 

Исследовано влияние пониженного парциального 
давления кислорода (Ро2) на аминокислотный состав 
культуральной жидкости мезенхимальных стромальных 
клеток (МСК) линии 4BL человека. Зарегистрировано 
достоверное снижение концентрации пролина и оксипро-
лина при 23 мм рт. ст. (3 % кислорода) на 31 %, серина и 
аспарагиновой кислоты на 45 % относительно контроля. 
Максимальное потребление необходимых для синтеза 
коллагена свободных аминокислот из культуральной 
жидкости (пролина и оксипролина на 42 %, серина и аспа-
рагиновой кислоты на 62 %) наблюдали при Ро2 в газовой 
фазе среды 38 мм рт. ст. (5 % О2). При Ро2 76 мм рт. ст. 
(10 % О2) недостача аминокислот пролина и оксипролина 
составляла лишь 21 %, а глутамина и аланина – 12 % от-
носительно контроля. Такое соотношение интенсивности 
потребления аминокислот может свидетельствовать о том, 
что максимальная жизнедеятельность МСК происходит 
при Ро2 38 мм рт. ст.
Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки, 
аминокислотный состав, парциальное давление кисло-
рода.

Життєдіяльність мезенхімальних стромальних клітин за умов зниженого парціального тиску кисню
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THE infLuEncE Оf LOW PaRTiaL 
OXyGEn PRESSuRE On THE BiOLODicaL 
PROcESS Of MESEncHyMaL STROMaL 
cELLS

The influence of low partial oxygen pressure (Ро2) on 
the amino acid composition in culture medium of human 
mesenchymal stromal cell (MSC) lines 4BL has been studied. 
At 23 mm Hg (3% oxygen), a significant decrease (by 31%) 
in the concentration of proline and hydroxyproline was reg-
istered. Under these conditions, the concentration of serine 
and aspartic acid decreased by 45% compared to the control. 
Maximum consumption of free amino acids from the culture 
medium required for the synthesis of collagen (proline and 
hydroxyproline by 42%, serine and aspartic acid by 62%) 
was observed at a gas-phase Ро2 of 38 mm Hg (5% O2). At 
Ро2 76 mm Hg (10% O2), a lack of amino acids proline and 
hydroxyproline was only 21%, while that of glutamine and 
alanine amounted 12% compared to the control. This intensity 
ratio of consumption of amino acids may indicate that the 
maximum of MSC vital functions occurs at Ро2 38 mm Hg. 
Key words: mesenchymal stromal cells, amino acid 
composition, partial oxygen pressure.
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