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Представлена робота являє собою фрагмент 
науково-дослідницької тематики «Розробка техно-
логії отримання аутоклітин різних типів біологічних 
тканин із стромальних клітин кісткового мозку і за-
стосування їх для лікування захворювань різного 
ґенезу за допомогою аутотрансплантації», № держ. 
реєстрації 0106U003995 (2013-2015р. р.). 

вступ. Дослідження властивостей аутологічних 
стовбурових мезенхімальних клітин (АСÌК) вважа-
ють одним із найбільш пріоритетних напрямків су-
часної медицини та біотехнології [4,11,16]. Останній 
факт обумовлений їхньою здатністю до відтворення 
у постмитотичних поколіннях та можливістю запо-
чаткування диференційованих клітинних елементів 
тканини. На думку фахівців, саме стовбурові клітини 
відіграють роль органів термінової макрорепарації 
при масованих тканинних ураженнях; апарату об-
новлення старих клітин, захисту від передчасного 
старіння [4]. Все вище зазначене обумовлює обе-
режне та скрупульозне відношення дослідників до 
застосування АСÌК, ретельне опрацювання норм і 
стандартів стосовно їх клінічного впровадження, по-
дальшої розробки нових та вдосконалення існуючих 
алгоритмів отримання клітинного матеріалу [3,6]. 
Важливими залишаються питання пошуку зручних 
та адекватних меті дослідження джерел виділення 
АСÌК, етапів культивування із строми кісткового 
мозку чи інших похідних, надання об’єктивної мор-
фологічної характеристики отриманому матеріалу. 
Провідну роль відіграють цілеспрямоване встанов-
лення життєздатності клітинних суспензій, індукція 
диференціювання клітин строми кісткового мозку у 
клітини нервової тканини [5,16]. Безперечними за 
значенням залишаються в згаданій системі імуно-
цитохімічне підтвердження диференціювання АСÌК 
у нейрональному напрямку in vitro/in vivo (завдяки 
чому з’являється можливість остаточного з’ясування 
ефективності заподіяного впливу), фенотипування. 
Поєднання всього переліку складових, що сприяють 
якісному та прискореному отриманню популяції клі-
тин, здатних до ефективної трансплантації, можливе 
лише за умов впровадження комплексної системи/

алгоритму експериментальних заходів. У зв’язку із 
чим необхідність спроб щодо розробки останніх не 
викликає сумнівів. 

метою дослідження було створити уніфіко-
ваний алгоритм застосування АСÌК для усунення 
ознак ішемічного інсульту в експерименті. 

Об’єкт і методи дослідження. Ìатеріалом до-
слідження стали АСÌК (3,5-5 х105), що досліджува-
ли in vitro та in vivo (на самцях щурів лінії Вістар 3-х 
місячного віку, n = 48). Утримання тварин та експери-
менти проводилися відповідно до положень «Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментів та інших на-
укових цілей» (Страсбург, 1985), «Загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах», ухвалених 
Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 
2001). 

З метою створення експериментального алго-
ритму in vitro відпрацьовували методи виділення, 
культивування, встановлення життєздатності, індук-
ції диференціювання, імуноцитохімічного підтвер-
дження останнього, фенотипування, забарвлення 
прижиттєвим барвником РКН 26. Проводили де-
тальну морфологічну характеристику. Експеримен-
тальних тварин утримували у стандартних умовах 
клімат-контролю віварію Харківської академії після-
дипломної освіти (ХÌАПО) ÌОЗ України. Експери-
ментальній групі щурів (n = 36) оперативним шляхом 
на функціонуючому кровообізі моделювали ішеміч-
ний емболічний інсульт. За цим з дослідницькою 
метою особинам трьома відпрацьованими способа-
ми (внутрішньовенним, інтракраніальним та субок-
ципітальним) вводили АСÌК, спостерігали за ними 
протягом 28-ми діб. Результати узагальнювали та 
співставляли з інтактним контролем (n = 12). 

Основні етапи алгоритму
Етап перший: виділення, культивування ауто-

логічних стовбурових мезенхімальних клітин із стро-
ми кісткового мозку самців щурів лінії Вістар

Суспензію кісткового мозку отримували із стег-
нової та великої гомілкової кісток самців щурів 
лінії Вістар 3-х місячного віку в стерильних умовах 
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ветеринарної операційної. Для цього експеримен-
тальних тварин наркотизували кетаміном: із розра-
хунку 125 мг на кг ваги тварини, імобілізували. Депі-
льовану поверхню стегна, гомілки щура троєкратно 
обробляли розчином хлоргексидину біглюконату 
спиртового (0,5 %), виконували повздовжній поша-
ровий розтин м`яких тканин. Шкіру, фасції, м’язи ре-
тельно відсепаровували. Бормашиною випилювали 
отвір, діаметром до 0,3 см, через який аспіраційним 
шприцем (об’єм: 1мл) діставали кістковий мозок. 
Субстрат кісткового мозку промивали середовищем 
для культивування, що містило розчин Хенкса, 20 %. 
Клітини центрифугували при 300 g протягом 10 хви-
лин. Осад ресуспендували у культуральному серед-
овищі DMEM/F12(1/1) (Sigma) з 10 % фетальною би-
чачою сироваткою (ФБС), Sigma, 2 mM L-глутаміна 
(Sigma), 50 µg/ml гентаміцину. Після осадження 
суспензії кісткового мозку осад розсівали на куль-
туральні флакони (Greiner Bio-One GmbH, Germany) 
і витримали в СО

2
-інкубаторі, model BNR- 110, Tabai 

ESPEC (Osaka, Японія) при температурі 37єС і 5 % 
СО

2 
з метою подальшого культивування [18]. Замі-

ну поживного середовища проводили кожні 3 доби. 
Клітини культивували при температурі 37єС і 5 % 
СО

2 
в СО

2
-інкубаторі, model BNR- 110, Tabai ESPEC 

(Osaka, Японія). Через 24 години культивування, 
після експлантації середовище з клітинами, які не 
прикріпилися до субстрату, видаляли. Культураль-
ний флакон три рази промивали розчином Хенкса, 
20 %. Фібробластоподібні клітини, які залишили-
ся при кріпленими, культивували в СО

2
-інкубаторі, 

model BNR- 110, Tabai ESPEC (Osaka, Японія) при 
температурі 37єС і 5 % СО

2
 і 100 % вологості 7-12 діб 

із заміною поживного середовища кожні три доби. 
За цим клітини знімали із дна флакону шляхом ко-
роткочасної (5-10 хвилин) інкубації у розчині трип-
сину, ресуспендували у культуральному середовищі 
та осаджували центрифугуванням при 300g протя-
гом 10 хвилин. Надалі клітини розсівали на культу-
ральні флакони (Greiner Bio-One GmbH, Germany) 
у концентрації 2-5 x 10і клітин/ см І. Культивували 
п`ять-сім діб до досягнення 80 % конфлюентності. 
На дні флакону стромальні клітини формували коло-
нії фібробластоподібних клітин. Отриману первісну 
культуру клітин строми кісткового мозку піддавали 
індукції і трансплантували [3]. 

Етап другий: морфологічна характеристика клі-
тин строми кісткового мозку

Ріст, розподіл та диференціювання клітин стро-
ми кісткового мозку оцінювали візуально у живій 
культурі за допомогою інвертованого мікроскопу 
Inverso-TC100 (Medline Scientific Limited, UK). Для 
цитологічного аналізу із клітин строми кісткового 
мозку готували мазки. Останні фіксували у парах 
4 % формаліну на фосфатному буфері (рН = 7,0-7,2) 
в скло-керамічному ексикаторі із щільно притертою 
кришкою (Sarstedt, Німеччина). За цим використо-
вували інкубаційне середовище, що містило ДАБ, 
0,02 % перекису водню та 0,2 Ì трис-НСl (соляної 
кислоти), рН = 7,6. Препарати клітин строми кістко-
вого мозку, забарвлені 1 % метиловим фіолетовим 

за Романовським аналізували (х1350) у світлооптич-
ному мікроскопі Lieca (Німеччина) [8,9]. 

Етап третій: встановлення життєздатності клі-
тинної суспензії

Із кожного флакону з культурою клітин відбирали 
дві паралельні проби. За цим ресуспендували клі-
тини у фосфатному буфері (pH = 7,2) 104 кл/см і та 
забарвлювали їх розчином метиленового синього 
(0,2 %) протягом десяти хвилин. Серед 100 клітин у 
світлооптичному мікроскопі визначали долю мерт-
вих з відносними похибками, не більше 8-12 % (спе-
ціально для забарвлення метиленовим синім). Далі 
проводили підрахунок живих, некротичних, апоп-
тозних клітин з відносними похибками не більше, 
ніж 10-17 % відповідно. Живими вважались клітини, 
що мали відмінну від круглої форму та залишались 
незабарвленими. До некротичних відносили такі 
клітини, що характеризувалися великими розміра-
ми, круглою формою та виразним забарвленням. 
Апоптозними вважали клітини, які мали круглу або 
нативну форму, з ознаками фрагментації ядра та ін-
тенсивним забарвленням [17]. 

Етап четвертий: індукція диференціювання 
клітин строми кісткового мозку у клітини нервової 
тканини

Для індукції нейронального диференціювання 
застосовували АСÌК другого та третього пасажів, 
які знімали з культурального флакону після корот-
кочасної інкубації у розчині трипсину. Останні роз-
сівали у концентрації 5 тис кл/см І на культуральні 
флакони (Greiner Bio-One GmbH, Germany). Відмиті 
від трипсину клітини розташовували у індукційному 
середовищі, що містило повне середовище куль-
тивування, 2 % ФБС та індуктор диференціювання- 
10Ї6 Ì- ретиноєва кислота [10]. Диференціювання 
тривало протягом чотирнадцяти діб зі зміною се-
редовища на свіже кожні три доби. 

Етап п’ятий: імуноцитохімічне підтвердження 
диференціювання аутологічних стовбурових мезен-
хімальних клітин у нейрональному напрямку in vitro

З метою аналізу індукції диференціювання АСÌК 
переносили у 6-лункові планшети (Greiner Bio-One 
GmbH, Germany), куди наступного дня додавали 
індуктори. Через три доби індукційне середовище 
заміняли свіжим з відповідними складовими індук-
торами та піддавали культивуванню 14 діб. Після 
цього проводили фіксацію середовища у 4 % розчині 
формаліну на фосфатному буфері (рН = 7,0-7,2) дві 
хвилини при кімнатній температурі з наступною три-
разовою відмивкою фосфатно-сольовим буфером 
(ФСБ). Після відмивки клітини обробляли 1 % роз-
чином БСА з 10 % козинячою сироваткою впродовж 
30 хвилин. За цим протягом ночі при температурі 
4 єС проводили інкубацію при кімнатній темпера-
турі у розчині мишачих моноклональних антитіл до 
β-тубуліну III (beta III isoform, C-terminus, clone TU-
20, Chemikon International, Inc), мишачих монокло-
нальних антитіл до Glial Fibrilary Acidic Protein (GFAP), 
(clone GA5, Chemikon International, Inc) та мишачих 
моноклональних антитіл до нейронспецифічного не-
йрофіламенту 200 kDa+160 kDa (200 kDa+160 kDa 
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Neurofilament). Роль негативного контролю відігра-
вав 1 % розчин БСА з 10 % козинячою сироваткою. За 
цим проводили інкубування клітин, кон`югованими 
з флуорохромами антитілами протягом години. 
Після кожного із них клітини ретельно триразово 
промивали ФСБ. Флуоресцентне забарвлення клі-
тин свідчило про наявність у них вищезгаданих не-
йроспецифічних білків. Для індукції нейронального 
диференціювання використовувались АСÌК дру-
гого і третього пасажів, які знімали з культурально-
го флакона після короткочасної інкубації в розчині 
трипсину [13,15]. Клітини розсівали у концентрації 
5 тис кл/смІ на культуральні флакони (Greiner Bio-
One GmbH, Germany). Наступного дня клітини вно-
сили до інкубаційного середовища, яке складалося 
з повного середовища культивування, 2 % ФБС та 
індуктора диференціювання-10Ї6 Ì- ретиноєвої кис-
лоти. Диференціювання тривало протягом 14 діб зі 
зміною середовища на свіже кожні три доби. Через 
чотирнадцять діб клітини фіксували у 4 % формаліні 
на фосфатному буфері (рН = 7,0-7,2) 2 хвилини при 
кімнатній температурі з наступним триразовим від-
миванням ФСБ. Після відмивання клітини обробля-
ли 1 % розчином БСА протягом 30 хвилин. За цим 
проводили інкубування при температурі 4єС про-
тягом 12 годин в розчині мишачих моноклональних 
антитіл до β-тубуліну III (beta III isoform, C-terminus, 
clone TU-20, Chemikon International, Inc),мишачих 
моноклональних антитіл до Glial Fibrilary Acidic 
Protein (GFAP), (clone GA5, Chemikon International, 
Inc) та мишачих моноклональних антитіл до 200 
kDa+160 kDa Neurofilament (Clone RMdO-20, Abcam 
plc). Роль негативного контролю відігравав 1 % роз-
чин БСА. Потім клітини інкубували протягом години 
з вторинними козинячими, антимишачими антитіла-
ми, кон`югованими з флуорохромами. Після кожної 
інкубації з антитілами клітини тричі промивали ФСБ. 
Флуоресцентне забарвлення клітин свідчило про 
наявність у них вищезгаданих нейроспецифічних 
білків. Клітинні культури та забарвлені препарати 
вивчали у інвертованому мікроскопі Inverso-TC100 
(Medline Scientific Limited, UK). Для реєстрації кадрів 
застосовували програму ASUS Live 3000 [6]. 

Етап шостий: фенотипування аутологічних 
стовбурових мезенхімальних клітин самців щурів 
лінії Вістар 

Імунофенотипування досліджуваних культур клі-
тин для підтвердження належності до АСÌК прово-
дили за стандартною методикою. Після відбору се-
редовища культивування клітини промивали ФСБ, 
обережно знімали сумішшю розчинів трипсину і 

ЕДТА та інгібували надлишком повного культураль-
ного середовища з 10 % ФБС. Отриману суспензію 
центрифугували (5 хвилин при 300g). Супернатант 
зливали, ресуспендували в 1 мл ФСБ, що містив 1 % 
ФБС. Після цього проводили підрахунок клітин і готу-
вали проби з концентрацією останніх 1х105. Клітини 
перемішували та інкубували з антигенспецифічними 
моноклональними антитілами (міченими флуорес-
цеінізотіоцінатом (FITC), алофікоцианін (АРС)) до 
антигенів CD19, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, 
CD146, CD166 (Beckton Dickіnson, США) протягом 
20 хвилин при температурі 4єС [7,12]. Після цього 
об`єм проби доводили до 500 мкл ФСБ і проводи-
ли фенотипування у проточному цитофлуориметрі 
FACS Calibur (BD Biosciences, США) згідно інструкції 
фірми –виробника. Імунофенотипування виконува-
ли в декількох повторах. Для кожного антигену ана-
лізували не менше 10000 клітин. 

Етап сьомий: забарвлення аутологічних стовбу-
рових мезенхімальних клітин барвником РКН 26

Прижиттєвий барвник РКН 26 застосовували 
з метою вивчення довготривалого трекінгу АСÌК 
самців щурів лінії Вістар (другий-третій пересів куль-
тури) [1,7,15]. Їх вирощували до щільного моношару 
(90 % конфлюентності), потім знімали з чашок Петрі 
розчином трипсина та забарвлювали у відповіднос-
ті до протоколу компанії-виробникаРКН 26 (Sigma, 
США). Забарвлені АСÌК центрифугували при 300g 
протягом 10 хвилин. Отриманий осад два рази про-
мивали ФСБ та суспендували. Ефективність забарв-
лення АСÌК оцінювали у флуоресцентному мікро-
скопі Inverso-TC100 (Medline Scientific Limited, UK). 

висновок. Сучасний експериментальний ал-
горитм з отримання АÌСК повинен являти собою 
багатокомпонентну структуру, що реалізується в де-
кілька послідовних етапів/процедур. Застосування 
системної логістики методичних прийомів виділен-
ня, культивування, індукції диференціювання клітин 
строми кісткового мозку з подальшими імуноци-
тохімічним підтвердженням нейродифереціюван-
ня останніх, фенотипуванням та специфічним за-
барвленням (РКН 26) забезпечує безприцидентний 
захист об’єктів дослідження та сприяє суттєвому 
підвищенню якості застосованих у експерименті чи 
клініці способів клітинної трансплантації. 

перспективи подальших досліджень поля
гають у застосуванні алгоритму отримання АСÌК у 
якості уніфікованого стандарту для удосконалення 
клініко-експериментальних випробувань з клітинної 
трансплантації. 
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удк 611-018. 82:612-616. 1-005. 4-085
алгОритм Отримання аутОлОгічних меЗенхімальних клітин у експерименті
торяник і. і., колесник в. в. 
резюме. У представленій статті надається інформація щодо створення уніфікованого робочого алгорит-

му отримання та контролю аутологічних стовбурових мезенхімальних клітин (АСÌК) в експерименті. Остан-
ній проводили на самцях щурів лінії Вістар 3-х місячного віку, що утримувались у стандартних умовах клімат-
контролю віварію Харківської академії післядипломної освіти (ХÌАПО) ÌОЗ України. Тваринам із власноруч 
змодельованим ішемічним емболічним інсультом дозовано у певні терміни (1-ша, 3-тя, 7-ма, 14-та доби) 
трьома відпрацьованими способами (внутрішньовенний, інтракраніальний, субокципітальний) вводили сус-
пензію АСÌК. Спостереження за щурами відбувались протягом 28 діб. Особин виводили із експеримен-
ту шляхом передозування амфітамінового наркозу. Власне алгоритм складався із семи послідовних етапів 
(виділення, культивування АСÌК, детальної морфологічної характеристики, встановлення життєздатності, 
індукції диференціювання, імуноцитохімічного підтвердження останнього, фенотипування, забарвлення 
прижиттєвим барвником РКН 26). 

ключові слова: алгоритм, аутологічні стовбурові мезенхімальні клітини (АСÌК), самці щурів лінії Вістар, 
культивування, диференціювання, фенотипування,барвник РКН 26. 

удк 611-018. 82:612-616. 1-005. 4-085
алгОритм пОлучения аутОлОгических меЗенхимальних клетОк в Эксперименте
торяник и. и., колесник в. в. 
резюме. В представленной статье содержится информация относительно создания унифицированого 

рабочего алгоритма, касающегося получения и контроля аутологических стволовых мезенхимальных кле-
ток (АСÌК) в эксперименте. Последний проводили на самцах крыс линии Вистар 3-х месячного возраста, 
которые содержались в стандартних условиях климат-контроля вивария Харковской академии последи-
пломного образования (ХÌАПО) ÌЗ Украины. Животным с моделированным ишемическим інсультом дози-
ровано в определенное время (1-е, 3-и, 7-е, 14-е сутки) тремя отработанными способами (внутривенный, 
интракраниальный, субокципитальный) вводили суспензию АСÌК. Наблюдение за крысами осуществля-
лось в продолжение 28 суток. Особей выводили из эксперимента путем передозирования амфитаминово-
го наркоза. Собственно алгоритм состоял из семи последовательных этапов (виделения, культивирования 
АСÌК, детальной морфологической характеристики, установления жизнеспособности, индукции диферен-
цирования, имуноцитохимического подтверждения последнего, фенотипирования, окраски прижизненным 
красителем РКН 26). 

ключові слова: алгоритм, аутологические стволовые мезенхимальные клетки (АСÌК), самцы крыс 
линии Вистар, культивирование, диференцировка, фенотипирование, краситель РКН 26. 
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Algorithm of Autologous Mesenchymal Stem Cell Receiving in the Experiment
Torianik I. I., Kolesnik V. V. 
Abstract. The research of autologous mesenchymal stem cell (AMSC) properties is concidered to be one of the 

top-priorities in modern medecine and biotechnology. It is linked with their ability to be reproduced in postmitotic 
generations and the possibility to induce differencial cell elements of the tissue. According to expert opinion these 
are stem cells that play role of urgent macroreparation organs in cases of large scale tissue damage; unit of old cell 
regeneration, defence against premature ageing. All mentionned before stipulates careful and scrupulous attitude 
of researchers to the usage of AMSC, detailed research of limits and standarts of their clinical implementations, 
further development of new algorithms and improvements of algorithms that already exist to get cell material. 

The purpose of this research is to create a unified algorithm of AMSC usage to eliminate symptoms of ishemic 
stroke in the experiment. 

In the article the information about the creation of unified operative algorithm of autologous mesinchymal stem 
cell (AMSC) receiving and control in the experiment is given. The experiment was carried out on three month old 
male Han Wistar Rats which was kept in standard conditions of vivarium climate control of Kharkiv Academy of 
Postgraduate Education of Public Health Ministry in Ukraine. At a given time (1-st, 3-rd, 7-th, 14-th days) the AMSC 
suspension was injected in doses to the animals with simulated ischemic stroke by three tried and tested methods 
(endovenous, intracranial, suboccipital). The attendance over rats was pursued for 28 days. Animal units were 
taken from the experiment by means of amphetamine anesthesia overdosing. The algorithm itself consisted of 
seven successive stages (detachement, culture of AMSC, detailed morphological characteristics, determination of 
viability, induction of peaking, immunocytochemical confirmation, phenotyping, РКН 26 vital stain dying). 

Consequently modern experimental algorithm to get AMSC must be represented by a multicomponent structure 
that is accomplished in several subsequent stages/procedures. The usage of systemic transportation guidelines 
of effuse, cultivation, induction of brain stroma differentiation with further immunochemical confirmation of their 
neurodifferentiation, phenotype and specific coloration (РКН 26) provides reliable defense of study subjects and 
contributes to considerable quality improvement of the methods of cell transplantation used in an experiment or a 
clinic. 

Keywords: algorithm, autologous mesinchymal stem cell (AMSC), male Han Wistar Rats, culture, peaking, 
phenotyping, РКН 26 vital stain dying. 
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