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Дослідження морфології первинної культури клітин 
підшлункової залози показало, що вона морфологічно 
гетерогенна, серед домінуючих фібробластоподібних 
клітин відмічали незначну кількість полігональних. З 
другого пасажу культура ставала гомогенною за раху-
нок фібробластоподібних клітин. Методом імунофе-
нотипування популяції культури клітин, отриманих з 
підшлункової залози щура, було виявлено високий рівень 
експресії маркера CD38; помірний рівень – CD66e, 
CD95, CD326; низький рівень – CD227; відсутність 
експресії – СD10, CD34, CD45, CD48, CD54, CD56, пан-
кератину. 
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Постановка проблеми. Цукровий діабет I ти-
пу (ЦД1) є одним із найбільш поширених серед 
аутоімунних захворювань [11]. Картина патоге-
незу ЦД I типу, яка істотно доповнена за останні 
роки, свідчить про активну участь імунних ме-
ханізмів у порушенні ендокринної функції пан-
креатичних острівців, що призводить до зни-
щення інсулін-продукуючих клітин в панкреатич-
них острівцях Лангерганса [11, 3]. 
На даний час лікування цукрового діабету I 

типу не передбачає повного видужування. Роз-
глядається виключно досягнення максимально 
можливої компенсації вуглеводного обміну, за-
побігання гіпо- та гіперглікемії і профілактики, 
таким чином, ускладнень цукрового діабету. 
Тобто призначення замісної терапії (препаратів 
інсуліну) є довічним [5]. 
Аналіз основних досліджень і публікацій,  

у яких започатковано розв’язання проблеми. 
Клітинна терапія – давно не новий метод у ліку-
ванні цукрового діабету, а одним із найперспек-
тивніших кандидатів у якості трансплантату є 
культура клітин підшлункової залози [16, 21]. 
Однак практичне впровадження клітинної тера-
пії вимагає кропіткого експертного аналізу вихід-
ного матеріалу, ретельної деталізації кожного з 
етапів застосування клітин, відстеження подаль-
шої долі останніх in vitro та in vivo [1]. Виника-
ють питання, зокрема щодо класифікації клітин 

залежно від способу їх отримання та ступеня 
зрілості. З огляду на останнє, фенотипування 
культури клітин підшлункової залози є актуаль-
ним та своєчасним. 
Мета дослідження – дослідити морфологічні 

та фенотипові зміни клітин підшлункової залози 
в процесі їх культивування in vitro з першого до 
четвертого пасажу. 
Завдання: отримати культуру клітин підшлун-

кової залози, прослідкувати морфологічні та фе-
нотипові зміни в отриманій культурі в процесі 
культивування та проаналізувати отримані ре-
зультати. 
Матеріали і методи досліджень. Експерименти 

на тваринах були проведені з дотриманням вимог 
Закону України «Про захист тварин від жорстоко-
го поводження» (ст. 230 від 2006 року), «Загальних 
етичних принципів експериментів над тваринами», 
схвалених Національним конгресом з біоетики і 
узгоджених з положеннями «Європейської кон-
венції щодо захисту хребетних тварин, яких вико-
ристовують в експериментах та інших наукових 
цілях» (Страсбург, 1986). У досліді використали 9 
нелінійних щуренят 12-денного віку.  
Культуру клітин підшлункової залози (ККПЗ) 

отримували із залозистої частини підшлункової 
залози щурів. Для цього після евтаназії дослід-
них тварин, шляхом декапітації під ефірним нар-
козом, з черевної порожнини діставали підшлун-
кову залозу та поміщали в стерильну чашку Пет-
рі. Декілька разів її промивали фосфатно-
буферним розчином (PBS) («Sigma», США). Далі 
залозисту частину підшлункової залози відділя-
ли від сполучної тканини та подрібнювали но-
жицями на шматочки ≈ 1 мм3. Первинну культуру 
отримували методом експланту [14] з розрахун-
ку 10–15 шматочків на чашку (d = 3 см) (рис. 1). 
Культивування здійснювали у стандартному се-
редовищі: 80 % − середовище Ігла модифіковане 
Дульбекко (DMEM); 20 % − фетальна сироватка 
телят (FBS); 10 мкл/см3 − антибіотика-
антимікотика («Sigma», США). 
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Культивування проводили у СО2 інкубаторі за 

37 ºС та 5 % концентрації СО2 14 днів, до конфлю-
ентності 90–100 %.  
Клітини знімали за стандартною методикою 

(розчином 0,25 % трипсин/ЕДТА) [4]. Подальше 
пасажування здійснювалось у розведенні 1:3. Мік-
роскопічний аналіз і оцінку культури здійснювали 
за допомогою інвертованого мікроскопа 
Axiovert 40 (Карл Цейс).  
Контроль зміни фенотипу проводили шляхом 

виявлення СD-маркерів (СD10, CD38, CD34, CD45, 
CD48, CD54, CD56, CD66e, CD96, CD227, CD326, 
пан-кератин). Для цього клітини вирощували на 
покривних скельцях. Скельця з клітинами проми-
вали тричі у PBS, після чого фіксували розчином 
метанол/оцтова кислота (1:1) («Sigma», США), t  
-4 0С протягом 2-х годин. Далі промивали тричі у 
PBS. Скельця переносили на 20 хвилин у 1 % роз-
чин бичачого сироваткового альбуміну на PBS. 
Потім скельця струшували від рідини та наносили 
первинні антитіла (розведення 1:100), експозиція 1 
година. Після чого скельця промивали двічі у PBS 
та наносили вторинні антитіла AlexaFluor 488 
donkey anti-mouse IgG (H+L) (розведення 1:500) 
(«Invitrogen», США), експозиція 1 година. Далі 
скельця промивали тричі у PBS, на скельця нано-
сили гліцерин та закріплювали на них покривні 
скельця [4].  
Дослідження зразків здійснювали за допомогою 

флуоресцентного мікроскопа Leica DMR (Німеч-
чина).  
Оцінку проводили напівкількісно (метод H-

Score), були обрані 20 полів у випадковому поряд-
ку в разі збільшення х400. Середній бал вирахову-

вали за формулою: S = 1xA + 2xB + 3xC, де S – по-
казник «H-Score», значення якого знаходяться у 
межах від 0 (білок не експресується) до 300 (сильна 
експресія у 100 % клітин); А – клітини зі слабкою 
експресією; В – відсоток клітин з помірною експре-
сією білка; С – відсоток клітин із сильною експре-
сією. Ступінь експресії визначали як негативний, 
якщо число балів було в діапазоні від 0 до 50; низь-
кий – від 51 до 100; помірний – від 101 до 200; ви-
сокий – 201 і вище [6]. 
Результати досліджень. Морфологічна харак-

теристика культури клітин підшлункової залози. 
Первинна культура клітин підшлункової залози 
щурів характеризувалася морфологічною гетеро-
генністю.  
Починаючи з 2-го дня культивування, ми спо-

стерігали розростання клітин фібробластоподіб-
ної морфології навколо прикріпленого до куль-
турального пластику експланту (рис. 1).  
На 5-й день нами було відмічено утворення 

поодиноких колоній, які складалися з клітин полі-
гональної форми (рис. 2).  
Починаючи з 10-го дня, відмічали початок 

злиття колоній різної морфології (рис. 3).  
Проте варто зазначити, що клітини фіброблас-

топодібної морфології відзначалися більшою 
швидкістю поділу, у порівнянні з полігональними 
клітинами, на момент досягнення конфлюентно-
сті 90 % їх кількість становила приблизно 80 % 
від клітинної маси первинної культури підшлун-
кової залози.  
Первинна ККПЗ досягала конфлюентності 90–

100 % у середньому за 14 днів.  
 

Рис. 1. Мікрофотографія первинного експлан-
ту підшлункової залози із розростанням 
клітин, 7-ма доба культивування in vitro. 

Нативний препарат. ок.×10, об.×5 

Рис. 2. Мікрофотографія колонії полігональ-
них клітин, отриманої з підшлункової  
залози, 7-ма доба культивування in vitro.  
Нативний препарат. ок.×10, об.×32 
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На першому пасажі продовжували відмічати 

гетерогенність культури, ККПЗ щурів складалася 
з поодиноких клітин полігональної форми, ото-
чених фібробластоподібними клітинами (рис. 4). 
Починаючи з другого пасажу, культура ставала 
гомогенною за рахунок фібробластоподібних 
клітин. 
Характеристика культури клітин підшлунко-

вої залози за поверхневими маркерами. Імунофе-
нотипування популяції культури клітин, отрима-
них із підшлункової залози щура, дало змогу ви-
явити високий рівень експресії маркера CD38; 
помірний рівень – CD66e, CD95, CD326; низький 
рівень – CD227; відсутність експресії – СD10, 
CD34, CD45, CD48, CD54, CD56, пан-кератину 
(див. табл.). 

CD 38 – одноланцюговий трансмембранний 
глюкопротеїд ІІ типу. Даний маркер використо-
вують для типування лімфоцитів і часто розгля-
дають як лімфоцит-специфічний антиген [7, 22], 
проте пізніше було виявлено, що даний маркер 
експресується практично у всіх тканинах [23, 12]. 
CD 38 регулює низку клітинних функцій, зокрема 
хемотаксис [19], клітинну проліферацію [26, 10], 
секрецію інсуліну [18] та багато інших. Під час 
дослідження нами було відмічено достовірне збіль-
шення експресії даного маркера з 96 (І пасаж) до 
261 балів (ІV пасаж). Проте через широкий спектр 
функціональності CD 38 не можливо дати одно-
значної відповіді про причину збільшення його 
експресії під час культивування. 

CD66е – глікозольований глюкопротеїд поверх-
невої мембрани епітеліальних клітин [13]. Мар-
кер клітинної адгезії [25], клітинної міграції збуд-
жує зв’язування та активацію сигнальних шляхів 
[9], експресується епітеліальними клітинами, 
чим пояснюється виявлення CD66е у більшості 
органів [13]. Нормальні клітини зазвичай підда-
ються апоптозу за відсутності адгезивних взає-
модій з CD66е – явище відоме як «аноікіс» 
(«anoikis»). Стійкість до аноікісу характерна для 
пухлинних клітин [9]. CD66е у досліджуваній 
культурі клітин достовірно збільшується з пер-
шого (11 балів) до четвертого (112 балів) пасажу. 
Отримані дані можуть вказувати на відсутність 
активної неопластичної трансформації ККПЗ. 

CD95 – трансмембранний глюкопротеїд І типу 
опосередковує сигнал, що ініціює апоптоз [24]. 
Починаючи з першого пасажу, інтенсивність 
експресії даного маркера достовірно збільшуєть-
ся від 102 до 174 балів відповідно. Дані росту 
експресії CD95 корелюють з рівнем апоптозу у 
культурі клітин, що було досліджено нами рані-
ше [2]. Отже, з отриманих даних можна зробити 
висновок, що підвищення рівня CD95 поясню-
ється збільшенням клітин у стані апоптозу. 

CD227 – трансмембранний глікопротеїн, що 
експресується епітеліальними клітинами та ви-
конує функцію захисту від бактерій та ферментів 
[2]. Під час дослідження нами відмічалося збіль-
шення експресії CD227 з першого (57 балів) до 
четвертого (94 бали) пасажу. 

Рис. 4. Мікрофотографія моношару ККПЗ 
(стрілками вказані поодинокі округлі  

клітини), 1 пасаж.  
Нативний препарат. oк.×10, об×5 

Рис. 3. Мікрофотографія злиття колоній 
різної морфології первинної культури клітин 

підшлункової залози, 10-та доба  
культивування (0 пасаж) in vitro.  
Нативний препарат. oк.×10, об×5 
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Зміна експресії поверхневих маркерів у популяції клітин підшлункової залози щура з першого  
до четвертого пасажу (M±m, n=3) 

Пасаж 

І ІІ ІІІ ІV Поверхневі  
маркери 

Оцінка в балах за методом H-Score (від 0 до 300) 
10 0±0,0 0±0,0 0±0,0 0±0,0 
34 0±0,0 18±5* 29±8* 38±11** 
38 96±14 170±11* 206±17** 261±13** 
45 0±0,0 0±0,0 0±0,0 13±6 
48 0±0,0 0±0,0 0±0,0 0±0,0 
54 0±0,0 0±0,0 0±0,0 0±0,0 
56 0±0,0 0±0,0 0±0,0 7±4 
66е 11±3 62±21 75±14* 112±21** 
95 102±21 127±17 143±16 174±15* 

227 57±9 74±8 90±6* 94±9* 
326 34±9 42±9 70±15 101±13* 

Пан-кератин 0±0,0 0±0,0 0±0,0 0±0,0 

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

 
CD326 – трансмембранний глікопротеїн пер-

шого типу – маркер епітеліальних клітин, який 
поєднує адгезивні та активаційні властивості, 
опосередковує ріст та диференціювання клітин 
[17, 26]. Під час культивування нами відмічалось 
достовірне збільшення експресії CD326 від 34 до 
101 балів з першого до четвертого пасажу відпо-
відно (рис. 5, 6). 
Експресію CD10, CD34, CD45, CD48, CD54, 

CD56 та пан-кератин упродовж усього терміну 
дослідження відносили до категорії «відсутність 
експресії». 

Дослідження культури клітин підшлункової 
залози показало достовірне збільшення експресії 
маркерів характерних для епітеліальних клітин 
(CD66е, CD227, CD326) з першого до четвертого 
пасажу та набуття гомогенної структури, почи-
наючи з другого пасажу за рахунок клітин фіб-
робластоподібної морфології. 
Клітини полігональної форми за рахунок низь-

кого рівня проліферації знижували свій відсот-
ковий вміст у культурі, починаючи з нульового 
(максимальна кількість) до першого пасажу (по-
одинокі клітини у моношарі).  

Рис. 5. Рівень експресії CD326 у культурі під-
шлункової залози, 1 пасаж. Флуоресцентна 

мікроскопія. Зб.×2000 

Рис. 6. Рівень експресії CD326 у культурі під-
шлункової залози, 4 пасаж. Флуоресцентна 

мікроскопія. Зб.×2000 
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Також клітини полігональної форми могли 
піддаватися апоптозу, який збільшувався з паса-
жами (підтверджується збільшенням рівня 
CD95). 
Висновки: 
1. Первинна культура підшлункової залози 

щура характеризується гетерогенністю, відмічали 
невелику кількість клітин полігональної форми, 
оточених фібробластоподібними клітинами. 

 

2. У процесі культивування культура клітин 
стає більш гомогенною за рахунок фібробласто-
подібних клітин. 

3. Протягом культивування відмічали достовір-
не збільшення поверхневих маркерів: CD38, 
CD66е, CD95, CD227, CD326. 

4. Експресію CD10, CD34, CD45, CD48, CD54, 
CD56 та пан-кератин упродовж усього терміну 
дослідження відносили до категорії «відсутність 
експресії». 
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