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інець XX — початок XXI сто�

ліття ознаменувався бурхли�

вим розвитком клітинної

біології, особливо в напрям�

ку дослідження СК. Це, перш за все,

зумовлене унікальними характерис�

тиками, притаманними СК, та пер�

спективами їх використання в клі�

нічній практиці [1, 2].

Практика клінічного застосуван�

ня СК має більш ніж 40—річну істо�

рію. Класичним прикладом є транс�

плантація СК в комплексі лікування

гемато— та онкогематологічних за�

хворювань, де використовують СК

кісткового мозку.

Проте, незважаючи на переваги,

клінічне використання СК обмеже�

не, що зумовлює необхідність пошу�

ку альтернативних джерел СК [3, 4].

В останні роки науковці як дже�

рело СК вивчають жирову тканину,

причому, отримання їх культури з

ліпоаспірату — доволі простий про�

цес [5].

Можливість клінічного викорис�

тання клітин, виділених з жирової

тканини, ґрунтується на припу�

щенні, що виділені клітини мають

аналогічні СК кісткового мозку ха�

рактеристики, а саме, вони мульти�

потентні та здатні до активного ди�

ференціювання [6].

Мета дослідження: визначити

можливість та потенціал (мультипо�

тентність) диференціювання СК,

виділених з жирової тканини.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ

Для отримання культури клітин з

збереженням умов асептики й анти�

септики після евтаназії (шляхом пе�

редозування розчину кетаміну) опе�

ративним шляхом з пахвинних діля�

нок мишей ліній FVB—Cg—

Tg(GFPU)5Nagy/J (трансгенні за

GFP) виділяли фрагменти підшкір�

ного прошарку.

Отримані фрагменти відмивали

у фосфатно—сольовому буфері

(PBS) з додаванням антибіотиків

PenStrep (Sigma, США), подрібнюва�

ли ножицями в 0,1% розчині колаге�

нази 1А (РАА, США).

Отриману суміш залишали на 3

год при температурі 37 °С, постійно

перемішуючи, після чого обережно

ресуспензували до утворення од�

норідної суспензії, додавали рівний

об'єм повного живильного середо�

вища DMEM (Sigma, США) з 10% фе�

тальної сироватки корів (FBS) і цен�

трифугували протягом 5 — 7 хв при

2 000 об./хв. Відбирали надосадову

рідину, що містила зрілі адипоцити,

осад повторно ресуспензували в жи�

вильному середовищі.

Після фільтрування через клітин�

ний фільтр з діаметром пор 70 мкм

клітини підраховували в камері Го�

ряєва та переносили в культуральні

флакони з повним живильним сере�

довищем з розрахунку (0,12—0,15) ×

106 клітин в 1 см2 культуральної по�

верхні. 

К Реферат
В експериментальному дослідженні вивчені морфологічні та імунофенотипові ха'
рактеристики клітин, виділених з жирової тканини.
Встановлено, що клітини, виділені з ліпоаспірату, а саме клітини третьої субпопу'
ляції,характеризуються ознаками, притаманними мезенхімальним стовбуровим
клітинам (СК) і аналогічними таким СК кісткового мозку.
Наявність у клітин, виділених з ліпоаспірату, ознак, що характеризують їх як СК, зу'
мовлює перспективність їх використання в клінічній практиці.
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Abstract
In an experimental investigation immunophenotype and morphological characteristics
of cells isolated from adipose tissue were studied. It is establised that cells derived from
lipoaspirate, namely the third subpopulation cells, characterized by the features inher'
ent to mesenchymal stem cells (SC) and SC similar to those of bone marrow. The pres'
ence of cells isolated from lipoaspirate, features that characterize them as the SC, is the
perspective of their use in clinical practice.
Keywords: stem cells; adipose tissue; experiment.
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Усі зразки клітин культивували за

стандартних умов в СО2—інкубаторі

при температурі 37 °С та зволоженій

атмосфері з концентрацією СО2 5%.

Субкультивування проводили при

досягненні культурою 80 — 90% кон�

флюєнтності моношару.

Кондиційоване середовище зли�

вали, клітини промивали 1 мл роз�

чину EDTA, додавали 0,05% розчин

трипсину (Sigma, США) до руйну�

вання моношару. Шляхом додаван�

ня рівного об'єму повного живиль�

ного середовища інгібували актив�

ність ферменту. Суспензію клітин

збирали і центрифугували протягом

5 хв при 200 g, отримували культуру

СК.

Морфологічну характеристику

клітин здійснювали за допомогою

фазово—контрастної мікроскопії на

інвертованому мікроскопі Leica

DMIRB. Критеріями морфологічно�

го аналізу вважали: розміри та фор�

му клітин, ядерно—цитоплазматич�

не відношення, гомогенність цито�

плазми, наявність ядерець у ядрі.

Оцінку проводили як в нативних

препаратах, так і після забарвлення

культури за Гімза.

Мітотичний індекс обчислювали

у фазі логарифмічного росту, три�

валість цитогенерації визначали у 3

зразках через 24 год після засівання

клітин на культиваційне середови�

ще, з інтервалом 12 год, протягом 3

діб. Тест на життєздатність клітин

проводили після зняття клітин з

культурального флакону після фер�

ментної обробки, забарвлення че�

рез кожні 1 — 2 год протягом доби.

Каріотип клітин визначали в стадії

логарифмічного росту, коли в куль�

турі клітин відбувалась значна

кількість мітотичних циклів.

Фенотип клітин визначали за

маркерами CD34, CD44, CD45, CD73,

CD90, CD117 з використанням мо�

ноклональних антитіл (Becton

Dickinson, США). Вимірювання про�

водили на лазерному проточному

цитофлуориметрі—сортері BD

FACSAria (Becton Dickinson, США) за

допомогою програми BD FACS Diva

6.1.

Статистична обробка отрима�

них результатів проведена за допо�

могою електронних таблиць Micro�

soft® Office Excel (build 11.5612.

5703) та програми для статистично�

го обчислення Statgraphics Plus 5.1

Enterprise edition (®Statistical Gra�

phics corp. 2001).

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Морфологія клітин, виділених з

жирової тканини, фібробластопо�

дібна. За допомогою фазовоконтра�

стної мікроскопії в отриманих попу�

ляціях клітин під час культивування

виділені три субпопуляції. 

Перший тип представляв субпо�

пуляцію малих веретеноподібних

клітин діаметром від 10 до 15 мкм.

Ядро з чіткими контурами, цито�

плазма гомогенна. 

Другий тип — клітини діаметром

до 40 мкм, округлої форми, з витяг�

нутим цитоплазматичним відрост�

ком, темним ядром, зміщеним на пе�

риферію, гетерогенною цитоплаз�

мою, підвищеною гранулярністю в

ділянці ядра.

Третя субпопуляція клітин, що

домінувала в культурі — клітини

діаметром до 80 мкм, з фібробласто�

подібною морфологією (рис. 1).

Цитоплазма клітин третьої групи

містила значну кількість вакуолей і

гранул.

У фазі логарифмічного росту клі�

тин визначали мітотичний індекс та

тривалість цитогенерації.

Співвідношення мітотичних клі�

тин до загальної кількості клітин в

культурі становило 32%.

Період подвоєння кількості клі�

тин в культурі від 54 до 62 год, у се�

редньому (58 ± 1,2) год.

Саме клітини третьої субпопуля�

ції характеризувались високою адге�

зивністю, здатністю до колонієутво�

рення (рис. 2).

Клітини зазначеної субпопуляції

здатні проліферувати в культурі

більш ніж 72 рази. Результати дослід�

ження свідчили, що в досліджуваній

культурі 87,5% клітин життєздатні та

готові до мітотичного циклу.

Під час культивування клітини

третьої субпопуляції характеризува�

лись здатністю до самооновлення та

збереження первинного фенотипу.

На етапах культивування результати

каріологічного аналізу свідчили про

відсутність порушень та аномалій

клітинного геному на рівні хромо�

сом.

Вміст ДНК від пасажу до пасажу,

тобто, кількість генетичного мате�

ріалу в досліджуваних клітинах не

змінювалась.

Коефіцієнт розподілу на 2—му та

13—му пасажах становив 1,36. Отри�

мані дані характерні для культур

клітин, що нормально розвивають�

ся.

При досягненні шляхом культи�

вування клітинами 90% моношару

отримані клітини субкультивували

до 2 — 3 пасажів, після чого аналізу�

вали наявність маркерів, характер�

них для мультипотентних мезенхі�

мальних СК.

Аналіз проводили за методом не�

прямої імунофлуоресценції до

різних поверхневих антигенів з ви�

користанням методики проточної

цитофлуориметрії на цитометрі

Cytomics® FC500 (Beckman Coulter,

Німеччина).

Рис. 1. 
Мікрофото. 

Фібробластоподібні клітини 
(третя субпопуляція). 

Забарвлення за Гімза. Зб. ×200.

Рис. 2. 
Мікрофото. 

Колонієутворення клітинами третьої
субпопуляції, виділеними з жирової

тканини. 
Забарвлення за Гімза. Зб. ×50.
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Оскільки єдиного маркера для

ідентифікації мультипотентних ме�

зенхімальних СК немає, їх імунофе�

нотип досліджували з використан�

ням набору з кількох антигенів, за�

гальноприйнятого для дослідження

у світі. 

Результати дослідження свідчили

про експресію клітинами, виділени�

ми з жирової тканини, молекул ад�

гезії: рі—інтегрину (CD29), 1,2,4,6—

інтегрину (CD49a, b, d, f), рецептору

гіалуронової кислоти (CD44), ICAM

—1 (CD54), трансферрецептору

(CD71).

На поверхні клітин експресува�

лися також поверхневі ферменти

CD10 (neutral endopeptidase), CD13

(аminopeptidase N), CD73 (ecto—5'—

terminal nucleotidase). 

Відзначено експресію білків по�

заклітинного матриксу: CD90 (Thy),

CD105 (endoglin), CD166 (ALCAM).

Досліджувані клітини не експре�

сували маркери CD34 (sialomucin),

CD45 (LCA), CD117 (c—kit), CD133. 

В популяціях клітин, отриманих

з жирової тканини, відсутня екс�

пресія Major Histocompatibility

Complex (головного комплексу

гістосумісності) 1 та 2 класу. 

На поверхні клітин також відсут�

ня експресія маркерів CD25 (IL—2R),

CD31 (РЕСАМ—1), CD106 (VCAM),

CD120a (TNF—α—lR), CD124 (IL—

4R), Stro—1.

На гістограмах наведене графіч�

не відображення математичної об�

робки результатів експресії поверх�

невих маркерів мультипотентних

мезенхімальних СК.

Встановлено, що морфологія та

імунофенотип клітин, виділених з

жирової тканини, аналогічні таким

мезенхімальних мультипотентних

СК, виділених з кісткового мозку. 

Стромальні клітини жирової тка�

нини в культурі in vitro позитивні за

поверхневими маркерами CD44,

CD73, CD90, Sca—1 та негативні за

маркерами CD38, CD45, CD34, CD31

та CD117. Слід зауважити, що частка

позитивно забарвлених клітин по

досліджуваних маркерах становила

для CD44 — 97,1%, CD90 — 97,2%,

CD105 — 97,7%.

Водночас виявлені деякі відмін�

ності клітин, виділених з жирової

тканини, від мезенхімальних муль�

типотентних СК, виділених з кістко�

вого мозку, по маркерах CD49d і

CD106.

ВІСНОВКИ
1. Клітини третьої субопуляції,

виділені з ліпоаспірату, за своїми

морфологічними та імунофеноти�

повими характеристиками ана�

логічні мезенхімальним СК, виділе�

ним з кісткового мозку.

2. Наявність у клітин, виділених з

ліпоаспірату, ознак, що характеризу�

ють їх як СК, і відсутність порушень

та аномалій клітинного геному на

хромосомному рівні під час культи�

вування, зумовлюють перспектив�

ність їх використання в клінічній

практиці, зокрема, як альтернативу

СК, виділеним з кісткового мозку.
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