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Уп ро довж ос танніх років пла цен та є
об’єктом інтен сив но го вив чен ня як цінне дже -
ре ло стов бу ро вих клітин. З хоріона та амніона
бу ло виділе но муль ти по тентні ме зенхімальні
стро мальні кліти ни (ММСК), які за раз ши ро -
ко ви ко рис то ву ють у ре ге не ра тивній ме ди -
цині. Пла цен тар ний комп лекс містить та кож
низ ку інших муль ти по те нт них клітин (ге мо -
по е тич них про  генітор них, епітеліаль них
муль ти по те нт них то що), які вже ши ро ко ви -
про бо ву ють у доклінічних досліджен нях.
Пла цен та відповідає одній з ос нов них ви мог
до дже ре ла стов бу ро вих клітин, за без пе чу ю -
чи мож ливість от ри ман ня ве ли кої кіль кості
клітин без інва зив них втру чань [1].

Роз роб лен ня тех но логії кріокон сер ву -
ван ня тка ни ни пла цен ти дасть змо гу оціни -
ти дже ре ло муль ти по те нт них клітин на при -
сутність мікроб ної та вірус ної кон тамінації
і пла ну ва ти про цес одер жан ня клітин но го
пре па ра ту відповідно до пот ре би у йо го ви -
ко рис танні. Зап ро по но ва ний підхід дасть
мож ливість знач ною мірою зни зи ти вит ра -
ти, пов’язані із зас то су ван ням муль ти по -
тент них клітин у клінічній прак тиці.

Тех но логія низь ко тем пе ра тур но го кріо -
кон  сер ву ван ня є од ним з ос нов них ме тодів,
які умож лив лю ють стан дар ти зацію тех но -
ло гії от ри ман ня клітин но го про дук ту від по -
від но до стан дартів GMP, GLP та GTP. 

У ба гать ох ро бо тах бу ло по ка за но мож -
ливість виділен ня ММСК з хоріона лю ди ни
(плодів пер шо го три ме ст ру вагітності). Ці клі ти -
ни експре су ва ли мар ке ри плю ри по те нт нос ті і ма -
ли здатність підтри му ва ти ге мо  поез in vitro [2, 3].

Од нак, поп ри швидкі тем пи роз вит ку
досліджень у заз на че но му на у ко во му на -
прямі, ще й досі не роз роб ле но ме то до логію
виділен ня ММСК з кріокон сер во ва ної тка -
ни ни пла цен ти, не опи са но їхні мо ле ку ляр -
но�біологічні влас ти вості, зок ре ма здатність
до муль тилінійно го ди фе ренціюван ня. Не
вик ли кає сумнівів той факт, що по шук оп -
ти маль них умов кріокон сер ву ван ня тка ни -
ни пла цен ти та по даль ше от ри ман ня пев них
пулів стов бу ро вих клітин є вкрай ак ту аль -
ним зав дан ням як для на у ко вих цілей, так і
для прак тич но го зас то су ван ня.

Ме тою цієї ро бо ти бу ло вста но ви ти та
порівня ти мор фо логічні й іму но фе но ти пові
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У ро боті по ка за но мож ливість от ри ман ня куль тур клітин з кріокон сер во ва ної тка ни ни хоріона з
ви ко рис тан ням 1,5 М ДМСО. Упер ше опи са но особ ли вості фор му ван ня куль ту ри клітин кріокон сер -
во ва ної тка ни ни хоріона лю ди ни та її іму но фе но тип. Вста нов ле но ха рак тер експресії мар ке ра CD90
в куль ту рах клітин, одер жа них з кріокон сер во ва ної тка ни ни хоріона. Зни жен ня рівня експресії
мар керів CD90 та CD105 спос терігаєть ся од но час но з падінням проліфе ра тив ної ак тив ності та на бут -
тям кліти на ми ба га то я дер ності. По ка за но при сутність по пу ляції ен до теліаль них про генітор них
клітин у куль турі клітин хоріона лю ди ни на пер шо му па сажі. Ви яв ле но експресію ци то ке ра ти ну
в по пу ляціях клітин, одер жа них з на тив но го та кріокон сер во ва но го хоріона. 
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ха рак те рис ти ки клітин in vitro, виділені з
на тив но го та кріокон сер во ва но го хоріона
лю ди ни.

Ма теріали і ме то ди

Ме тод кріокон сер ву ван ня тка ни ни
хоріона

Для про ве ден ня досліджень тка ни ну хо -
ріо на бу ло взя то з абор тив но го ма теріалу
лю ди ни 5–12 тижнів гес тації, от ри ма но го
в ре зуль таті доб ровіль но го пе ре ри ван ня ва -
гіт нос ті, за інфор мо ва ної зго ди жінок. Дослі-
джен ня бу ло схва ле но Ко ор ди наційною ра -
дою з тран сплан тації ор ганів, тка нин та
клітин МОЗ Ук раїни. Жінок бу ло обс те же но
на на явність вірус них та гемічних інфекцій
(ан титіла про ти Тhreponema pallidum, HCV,
HIV 1/2, HbsAg).

Тка ни ну хоріона ма сою 1–3 г про ми ва ли
в чаш ках Петрі діамет ром 90 мм роз чи ном
Хенк са з до да ван ням 50 од/мл ам фо те ри ци -
ну («Син тез»), 100 од/мл пеніциліну («Ар те -
ріум»), 50 мкг/мл стреп томіци ну («Ар те -
ріум»). Тка ни ну пе ре но си ли в пробірки
об’є мом 50 мл, до да ва ли 2–3 мл роз чи ну
Хенк са та подрібню ва ли за до по мо гою но -
жиць на фраг мен ти не біль ше 3 мм. Фраг -
мен то ва ну тка ни ну пе ре но си ли в кріоам пу -
ли і до да ва ли кріоп ро тек то ри до кінце вої
кон це нт рації: 1,5 М про пандіол, 1,5 М
ДМСО, 0,7 М ДМСО. 

Про цес охо лод жен ня по чи на ли з 20 °С зі
швидкістю 1 °С/хв до тем пе ра ту ри крис та -
ло у то во рен ня, яка ко ли ва ла ся за леж но від
кон це нт рації кріоп ро тек то ра від –4 до –6 °С.
На такій тем пе ра турі зраз ки вит ри му ва ли
про тя гом 10 хв і про во ди ли ініціацію крис -
та ло ут во рен ня. Після за мер зан ня кріокон -
тей не ри охо лод жу ва ли зі швидкістю 0,3 °С/ хв
до –35 °С, потім з 5 °С/хв до –50 °С та
з 10 °С/ хв до –140 °С. За тем пе ра ту ри –140 °С
про цес оход жен ня в за мо ро жу вачі зу пи ня ли
й пе ре но си ли ма теріал у рідкий азот
(–196 °С) на дов го ст ро ко ве зберіган ня. 

Гісто логічний ме тод досліджен ня
тка ни ни пла цен ти

Фраг мен ти на тив ної та кріокон сер во ва -
ної тка ни ни фіксу ва ли за бу фе ре ним 10%�м
роз чи ном па ра фор му і за ли ва ли в па рафін за
стан да рт ним про то ко лом. При го тов лені зрі -
зи фар бу ва ли ге ма ток силіном та ео зи ном.

От ри ман ня ме зенхімаль них клітин
з тка нин кріокон сер во ва но го хоріона

Кріокон сер во ва ну тка ни ну роз мо ро жу -
ва ли на во дяній бані при тем пе ра турі

38–40 °С до по я ви рідкої фа зи з по даль шим
відта ван ням за кімнат ної тем пе ра ту ри. Ви -
ми ван ня ДМСО з тка ни ни про во ди ли, по -
віль  но до да ю чи роз чин Хенк са (Sigma). До
тка ни ни до да ва ли роз чин нагрітих до 37 °С
ен зимів: 0,6 од/мл дис па зи (Gibco), 0,1% ко -
ла ге на зи (Serva) у співвідно шенні 1:2. Інку -
бу ва ли 10–20 хв при тем пе ра турі 37 °С. Для
зни жен ня ак тив ності ен зимів до да ва ли фе -
таль ну си ро ват ку те лят (ФСТ) (Sigma) до
кін це вої кон це нт рації 10%. От ри ма ну сус -
пен зію клітин піпе ту ва ли декіль ка разів
і фільт ру ва ли її че рез фільтр із діамет ром
пор 100 мкм. Одер жа ний фільт рат цент ри -
фу гу ва ли 5 хв при 300 g. Су пер на тант відби -
ра ли, а осад клітин ре сус пен ду ва ли в фос фат -
но�соль о во му роз чині Дюль  бе ко (Gibco)
кім нат ної тем пе ра ту ри. Життє здат ність
клі тин виз на ча ли ме то дом фар бу ван ня
0,4%�м роз чи ном три па но во го синь о го (Sig -
ma), як відсо ток жи вих клітин на 200 підра -
хо ва них клітин. Кількість клітин у сус пен -
зії підра хо ву ва ли в ка мері Го ряєва. Кліти ни
висіва ли в куль ту ральні фла ко ни для ад -
гезив них клітин  in vitro з роз ра хун ку
300–400 тис. клітин на 1 см2. Се ре до ви ще
для куль ти ву ван ня DMEM місти ло 15%
ФСТ (Gibco), 5 мМ HEPES, 2 мМ L�глу таміну
(Biomedicals), 50 мкг/мл стреп томіци ну,
100 од/мл пеніциліну.

Куль ти ву ван ня про во ди ли при 37 °С в ат -
мос фері з 5% СО2 зі зміною се ре до ви ща
кожні 3–4 до би. Пе ресів здійсню ва ли з до -
сяг нен ням куль ту рою 80–90% конф лю ен су
у співвідно шенні 1:3. Для пе ресіву ви ко рис -
то ву ва ли 0,05%�й роз чин трип си ну з ЕД ТА
(Biochrom).

Іму но ци тохімічне досліджен ня
Для про ве ден ня іму но ци тохімічно го

аналізу кліти ни висіва ли в 4�лун кові план -
ше ти з пло щею лун ки 1,9 cм2 (Nunclon™Δ
Surface), фіксу ва ли 10%�м роз чи ном за бу -
фе ре но го па ра фор му. Ен до ген ну пе рок си -
даз ну ак тивність інгібу ва ли 0,3%�м роз чи -
ном Н2О2 про тя гом 5 хв. Пе ред вне сен ням
ан титіл фіксо вані пре па ра ти об роб ля ли
0,1%�м роз чи ном три то на X�100. Для де -
текції мар кер них про теїнів ви ко рис то ву ва -
ли ан титіла пан ци то ке ра ти ну (Dako, Данія).
Візу алізацію імун них комп лексів про во ди -
ли із застосуванням Mouse/Rabbit PolyVue
HPR/DAB Detection System (DBS, США).  

Про то ко ва ци тоф лу о ро метрія
Кліти ни зніма ли з куль ту раль но го плас -

ти ку 0,05%�м роз чи ном трип си ну з ЕД ТА.
До сус пензії клітин до да ва ли FBS (Gibco) до
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кінце вої кон це нт рації 10% та цент ри фу гу -
вали при 250 g про тя гом 10 хв. Іму но фе но ти -
пу ван ня сус пензії клітин про во ди ли ме то дом
про то ко вої ци тоф лу о ро метрії з ви ко рис тан -
ням мо нок ло наль них ан титіл, кон’юго ва -
них із флу о рох ро ма ми (Becton Dickinson,
США) в ро бочій кон це нт рації 0,5 мкг на 106

клітин: anti�CD34 APC, anti�CD90 FITC,
anti�CD45 APC�Cy7, anti�CD105 PerCP�Cy
5.5, anti�CD73 PE, anti�CD14 Pacific Blue.
Фе но ти пу ван ня здійсню ва ли на ла зер но му
про то ко во му ци тоф лу о ри метрі�сор тері BD
FACSAria (Becton Dickinson, США) з прог -
рам ним за без пе чен ням FACS Diva 6.1,
аналізу ю чи од но час но 2 па ра мет ри світло -
розсіюван ня та 6 па ра метрів флу о рес ценції.
Для на лаш ту ван ня ком пен сації пе рек рит тя
спектрів емісії флу о рох ромів під час ба га то -
па ра мет рич но го аналізу ви ко рис то ву ва ли
конт рольні зраз ки клітин без вне сен ня ан -
титіл (unstained control), зраз ки з кож ним
з ан титіл ок ре мо (single stained control) та
зраз ки з комбінацією кіль кох ан титіл без од -
но го з них (fluorescence minus one control). 

Ста тис тич на об роб ка да них
Рівень експресії по ве рх не вих мар керів

вимірю ва ли у відсот ках та ста тис тич но об -
ра хо ву ва ли з ви ко рис тан ням U�кри терію
Маyна�Уїтні. 

Ре зуль та ти та об го во рен ня

Порівняль ний гісто логічний аналіз
струк ту ри тка ни ни хоріона, кріокон сер -
во ва ної за різних умов

Гісто логічний аналіз струк ту ри тка ни ни
хоріона до кріокон сер ву ван ня про во ди ли на
39 зраз ках, із яких для 9 зразків аналізу ва -
ли струк ту ру тка ни ни після кріокон сер ву -
ван ня за різних умов. Для кріокон сер ву ван ня
хоріона бу ло ви ко рис та но 0,7 М, 1,5 М ДМСО
та 1,5 М 1,2�про пандіол. На рис. 1 (А, Б) на ве -
де но струк ту ру на тив ної тка ни ни хоріона. 

У вор син ках хоріона фіксу ва ли епі те ліа -
ль  ний шар клітин тро фоб лас та та стро маль -
ну тка ни ну, про ни за ну ве ли кою кіль кістю
кро во нос них су дин. Скуп чен ня ерит роб лас -
тів на різних стадіях ди фе ренціюван ня бу ло
від зна че но як у су ди нах, так і в стромі вор -
си нок. У де я ких зо нах мав місце кон такт
ерит роб ластів з ци тот ро фоб лас том.  

Гісто логічним аналізом тка ни ни хоріо -
на, кріокон сер во ва но го з 0,7 М ДМСО, по ка -
за но при сутність ве ли кої кіль кості уш ко -
дже них ерит роб ластів у су ди нах (рис. 1, В)
та стро мальній тка нині хоріона (рис. 1, Г).
Та кож спос теріга ли по оди нокі зо ни лізи су

стро ми вор си нок (рис. 1, Д). Од нак, за
повіль но го відми ван ня кріоп ро тек то ра в де -
я ких вор син ках за ли ша ли ся інтактні ерит -
роб лас ти, що свідчить про руй ну ван ня цих
клітин при роз мо ро жу ванні (рис. 1, Е). 

Збіль шен ня кон це нт рації ДМСО до 1,5 М
сприяє збе ре жен ню ерит роб ластів у вор син -
ках хоріона 5−9 тижнів гес тації та ерит ро -
цитів у зраз ках 10−12 тижнів гес тації
(рис. 1, Є). Аналіз тка ни ни, яку кріокон сер -
ву ва ли  з 1,5 М 1,2�про пандіолу, та кож по -
ка зав збе ре жен ня ерит роб ластів та ерит ро ци -
тів відповідно до стро ку гес тації (рис. 1, Ж).
Од нак слід на го ло си ти, що гісто логічний
аналіз зразків кріокон сер во ва но го хоріона
не доз во ляє де тек ту ва ти на ко пи чені в про -
цесі за мо ро жу ван ня мікро уш код жен ня, 
що уне мож лив лює вста нов лен ня відміннос -
тей в ефек тив ності збе ре жен ня струк ту ри
тка ни ни за екс пе ри мен таль них умов з ви ко -
рис тан ням 1.5 М ДМСО та 1.5 М 1,2�про -
пандіолу.

Рис. 1. Мікрост рук ту ра на тив ної (А, Б) і
кріокон сер во ва ної з 0,7 М ДМСО (В, Г, Д, Є) та
з 1,5 М ДМСО (Є) і PrOH (Ж) тка ни ни хоріона:

А, Б, В, Г, Є, Ж — тка ни на хоріона пло да 10�го
тиж ня гес тації; Д, Е — тка ни на хоріона пло да 12�го
тиж ня гес тації. 
Стрілка ми поз на че но яд ра у шкод же них ерит ро -
блас тів. За ба рв лен ня ге ма ток силін�ео зи ном. ×400  
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Виділен ня клітин з тка нин на тив но го
та кріокон сер во ва но го хоріона

На ми бу ло підібра но оп ти мальні умо ви
ізо лю ван ня клітин з тка ни ни хоріона, за мо -
ро же ної під за хис том 1,5 М ДМСО. У разі об -
роб лен ня тка ни ни ен зи ма ми от ри му ва ли
сус пензію клітин, життєздатність яких під
час фар бу ван ня три па но вим синім ко ли ва -
лась у ме жах 42−90% (n=5). 

Після висіву клітин з на тив ної та кріо -
кон  сер во ва ної пла цен ти на 5�ту й 9−10�ту
до би куль ти ву ван ня, відповідно, ви рос та ли
кло ни клітин, які за своєю мор фо логією бу -
ли схожі на ко лонії тро фоб ла ст них стов бу -
ро вих клітин [4, 5]. У про цесі по даль шо го
куль ти ву ван ня нав ко ло клонів спос теріга ли
міграцію і ріст фіброб лас то подібних та
епітеліаль них клітин (рис. 2, А, В). У разі
пе ресіву куль ту ри клітин кло наль ний ріст
не відбу вав ся.

Ут во рен ня мо но ша ру клітин, от ри ма них
з на тив ної тка ни ни, до ся га лось у се реднь о -
му на 6�ту до бу, для кріокон сер во ва ної тка -
ни ни — в се реднь о му на 23�тю до бу. Під час
по даль шо го куль ти ву ван ня швидкість фор -
му ван ня конф лю ен су кліти на ми, що от ри -
мані з на тив ної та кріокон сер во ван ної тка -
ни ни хоріона, не відрізня ла ся. Зат рим ка
рос ту в пер винній куль турі клітин з кріо -
кон  сер во ва ної тка ни ни хоріона, мож ли во,
пов’яза на з біль шою кількістю клітин, що
з ча сом відкріпля ли ся від плас ти ку, змен -
шу ю чи щільність прикріпле них клітин.

У куль турі більшість клітин з на тив ної
та кріокон сер во ва ної тка ни ни на пер ших па -

са жах бу ли силь но розп лас тані, ма ли чис -
лен ні ви рос ти, тим ча сом як інші ха рак те ри -
зу ва ли ся ви тяг ну тою ве ре те но подібною
фор мою (рис. 2, Б). У кліти нах спос теріга ли
на явність 1 яд ра з 1−4 ядер ця ми.

На 5−8�му па са жах у куль турі відбу ва ло -
ся зни жен ня проліфе ра тив ної ак тив ності
клітин, збіль шен ня їхніх розмірів, з’яв ля -
ли ся ба га то я дерні кліти ни з ве ли ки ми
відрост ка ми (рис. 3). 

Іму но фе но ти по вий та іму но ци то хі -
міч ний аналіз клітин, виділе них з на тив -
ної та  кріокон сер во ва ної тка ни ни хоріона 

Під час іму но фе но ти пу ван ня по пу ляції
клітин, от ри ма них з на тив но го хоріона, з
ви ко рис тан ням про то ко вої ци тоф лу о ро мет -
рії бу ло ви яв ле но ви со кий рівень експресії
мар керів CD90, CD73, CD105 та відсутність
експресії CD45, СD34, CD14 (рис. 4). 

Куль ту ра фіброб лас то подібних клітин
кріо кон сер во ва но го хоріона та кож ма ла іму но -
фе но тип CD90+CD73+CD105+CD45–CD34–CD14–

(рис. 5). 
У де я ких кліти нах, одер жа них із кріо -

кон  сер во ван но го хоріона, спос теріга ли дво -
мо даль ний роз поділ клітин за мар ке ром
CD90 (рис. 6).

Куль ту ри клітин з дво мо даль ним роз -
поділом клітин за мар ке ром CD90 зберіга ли
та кий ха рак тер експресії про тя гом чо тирь ох
па сажів (рис. 8). Слід відзна чи ти, що в куль -
тур з дво мо даль ним роз поділом відбу ваєть ся
дос товірне зрос тан ня по пу ляції клітин CD90–

(рис. 7, 8) з 2�го по 4�й па саж, хо ча в де я ких
із них спос теріга ли стабіль ну екс пре сію ць о -
го мар ке ра на рівні 75%. 

У де я ких клітин них по пу ляціях з од но -
мо даль ним роз поділом клітин за мар ке ром
CD90 та кож відбу ваєть ся зни жен ня екс пре -
сії ць о го мар ке ра під час па са жу ван ня
(рис. 7, 8).

Рис. 2. Куль ту ри клітин, от ри мані з на тив ної (А,
Б) та з кріокон сер во ва ної (В, Г) тка ни ни хоріона

з 1,5 М ДМСО:
А — 5�та до ба рос ту; В — 9�та до ба рос ту; Б — 11�та
до ба рос ту; Г — 14�та до ба рос ту. 
Стрілка ми поз на че но ко лонії клітин хоріона.
Світ ло ва мікрос копія. ×50

А

ГВ

Б

Рис. 3. Куль ту ра клітин, от ри ма них 
із кріокон сер во ва ної тка ни ни хоріона 

з 1,5 М ДМСО, 5dй па саж.
Світло ва мікрос копія. ×100
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Цей факт бу ло опи са но та кож ба гать ма
дослідни ка ми [6−8], які вив ча ли куль ту ру
клітин ММСК, от ри ма ну з на тив ної тка ни ни
пла цен ти лю ди ни. 

Слід відзна чи ти дос товірно мен шу
експресію CD90 в куль турі клітин кріокон -
сер во ва но го хоріона з дво мо даль ним роз -
поділом порівня но з кліти на ми, одер жа ни -

ми з на тив но го хоріона на 2� та 4�му па са -
жах. Подібну відмінність спос теріга ли і за
порівнян ня з кліти на ми з од но мо даль ним
роз поділом CD90 (от ри ма ни ми з кріоко кон -
сер во ва ної тка ни ни) на 2�му па сажі, хо ча з
па са жу ван ням ця різни ця зни ка ла вна слі -
док зни жен ня рівня експресії кліти на ми
цьо  го мар ке ра (рис. 7).

Рис. 4. Гістог ра ми експресії по ве рх не вих мар керів у куль турі клітин, 
от ри маній з на тив ної тка ни ни хоріона (2dй па саж):

А — рівні експресії CD90, CD73, CD105, CD34, CD45, CD14 (сірий кон тур — фо но вий рівень флу о рес ценції); 
Б — дво вимірні гістог ра ми по пу ляцій клітин з фе но ти пом CD90+CD73+CD105+CD34–CD45–CD14–

А

Б

Рис. 5. Гістог ра ми експресії по ве рх не вих мар керів у по пу ляціях клітин, виділе них із тка ни ни кріокон сер -
во ва но го хоріона: по ка за но по пу ляції клітин CD34–CD45– (А) та CD90+CD73+CD105+CD34–CD45–CD14– (Б)

А
Б
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От же, мож на стве рд жу ва ти, що кліти ни
з од но мо даль ним роз поділом за мар ке ром
CD90, одер жані з на тив ної та кріокон сер во -
ва ної тка ни ни хоріона, не відрізня ли ся за
ха рак те ром експресії ць о го по ве рх не во го
мар ке ра на різних па са жах. 

Час то та от ри ман ня куль тур клітин з дво -
мо даль ним роз поділом клітин за мар ке ром
CD90 з кріокон сер во ван ної тка ни ни ста но -
ви ла 50% (n = 6). Од нак відсутність се ред
куль тур клітин на тив ної тка ни ни хоріона
та ко го дво мо даль но го роз поділу клітин за
мар ке ром CD90, мож ли во, пов’яза на з по -
рів ня но не ве ли кою кількістю (n = 3) про -
аналізо ва них куль тур клітин. Та ким чи ном,
вплив кріокон сер ву ван ня тка ни ни хоріона
на особ ли вості експресії CD90 пот ре бує по -
даль ших досліджень. 

Зва жа ю чи на диск рет ний ха рак тер роз -
поділу клітин за експресією мар ке ра CD90
та зрос тан ня по пу ляції CD90– під час па са -
жу ван ня куль ту ри клітин, мож на при пус ти -
ти на явність різних по пе ред ників  CD90+ та
CD90– клітин. 

Так, відо мо, що з пу по вин ної крові бу ло
виділе но кло ни ММСК, які відрізня ли ся за
мор фо логією, іму но фе но ти пом та здатністю
до ди фе ренціюван ня. Кліти ни, що ма ли ве -
ре те но подібну мор фо логію, бу ли по зи тив ни -
ми за CD24, CD49, SH2, SH3, SH4 та CD90,
тоді як кліти ни більш розп лас тані та ок руг -
лі відрізня ли ся відсутністю мар ке ра CD90
[9]. Та кож потрібно відзна чи ти при сутність

Рис. 6. Гістог ра ми експресії по ве рх не вих мар керів CD90, CD73, CD105 на кліти нах, от ри ма них 
з кріокон сер во ва ної тка ни ни хоріона, 2dй па саж: експресія мар керів CD73 (Б) та CD105 (В) за од но мо -

даль но го роз поділу по пу ляцій клітин за мар ке ром CD90 (А); експресія мар керів CD73 (Д) та CD105 (Е)
за дво мо даль но го роз поділу по пу ляцій клітин за мар ке ром CD90 (Г). 

Синій колір — усі кліти ни; зе ле ний колір — по пу ляція СD 90–; чер во ний — CD 90+; сірий кон тур — фо но -
вий рівень флу о рес ценції  

А

ЕДГ

ВБ

Рис. 7. Рівень експресії мар ке ра CD90 в по пу -
ляції клітин хоріона:

1 — по пу ляція клітин на тив но го хоріона 2�го па -
са жу; 

2 — по пу ляція клітин кріокон сер во ва но го хоріо -
на 2�го па са жу з од но мо даль ним ха рак те ром
роз поділу рівня експресії; 

3 — по пу ляція клітин кріокон сер во ва но го хо ріо -
на 2�го па са жу з дво мо даль ним ха рак те ром
роз поділу рівня експресії; 

4 — по пу ляція клітин на тив но го хоріона 4�го па -
са жу; 

5 — по пу ляція клітин кріокон сер во ва но го
хоріона 4�го па са жу з од но мо даль ним ха рак -
те ром роз поділу рівня експресії; 

6 — по пу ляція клітин кріокон сер во ва но го
хоріона 4�го па са жу з дво мо даль ним ха рак -
те ром роз поділу рівня експресії при n = 3,
Р = 0,05
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двох по пу ляцій фіброб ластів, от ри ма них з
ле генів ми шей; кліти ни CD90+ ма ли ве ре те -
но подібну фор му, а CD90– — бу ли плос кі та
ок руглі [10]. У де я ких ро бо тах по ка за но
відсутність мар ке ра CD90 на ММСК, одер -
жа них з амніотич ної обо лон ки [11].  

Зни жен ня експресії CD90 в куль ту рах
ме зенхімаль них клітин з амніона та хоріона
лю ди ни ко ре лю ва ло зі змен шен ням іму но -
суп ре сив ної дії на лімфо ци ти пе ри фе рич ної
крові за їх співкуль ти ву ван ня [6]. Та кож бу ло
вста нов ле но, що після се па ру ван ня ММСК
пла цен ти з експресією мар ке ра CD349 (ре -
цеп тор Wnt�лігандів) спос теріга ло ся підви -
щен ня рівня CD90 [8].

У куль ту рах клітин на тив ної та кріокон -
сер во ва ної куль ту ри з од но� і дво мо даль ним
роз поділом за мар ке ром CD90 відсут ня
відмінність в експресії по ве рх не вих мар -
керів CD73 та CD105 на 4�му па сажі (рис. 9).

Зрос тан ня кіль кості клітин з низь ким
рівнем експресії мар керів CD90 та CD105 із
па са жу ван ням куль ту ри спос теріга лось од -
но час но зі зни жен ням проліфе ра тив ної ак -
тив ності, збіль шен ням розмірів, по я вою ба -
га то я дер ності і кіль кості ви ростів клітин.

Іму но фе но ти пу ван ня по пу ляцій клітин
на тив но го та кріокон сер во ва но го хоріона на

1�му па сажі шля хом про то ко вої ци тоф лу о -
ро метрії по ка за ло при сутність мінор ної по -
пу ляції ен до теліаль них про генітор них клі -
тин (рис. 10).  

Іму но ци тохімічним аналізом куль тур
клітин на ми бу ло ви яв ле но експресію ци то ке -
ра тинів (рис. 11). Слід заз на чи ти, що пан ци -
то ке ра тинпо зи тивні ММСК бу ло от ри ма но з
пу по ви ни [12], на відміну від ММСК пу по вин -
ної крові [13], од нак у де я ких ро бо тах опи са но
при сутність ци то ке ра тинів 8 та 18 у куль турі
ад ге зив них клітин пу по вин ної крові, що по -
ряд із відсутністю CD50, CD62L, CD106 дає
підста ву ав то рам відок ре ми ти їх від ММСК та
віднес ти до особ ли во го ти пу [14].

У ро боті Koskull et al. (2005) бу ло по ка за -
но, що під час куль ти ву ван ня ме зенхімальні
кліти ни фе таль но го хоріона, шкіри та ле гень
експре су ють ци то ке ра ти ни 8, 18 та 19, на
відміну від фіброб ластів шкіри дітей та до рос -
лих [15]. По оди нокі МСК кістко во го моз ку в
куль турі експре су ють ци то ке ра ти ни 18 та 19,
які ут во рю ють проміжні філа мен ти [16]. 

Ви со кий рівень експресії ци то ке ра тинів
кліти на ми, що бу ли виділені з хоріона та
зрі лої пла цен ти, мож ли во, свідчить про
особ ливість пла цен тар них стро маль них
клітин у куль турі клітин in vitro.

2�й пасаж

4�й пасаж

4�й пасаж

3�й пасаж

3�й пасаж

2�й пасаж

Рис. 8. Гістограми експресії поверхневого маркера CD90 в популяціях клітин, 
отриманих з кріоконсервованої тканини хоріона:

верхній ряд — популяція з одномодальним розподілом за CD90; 
нижній ряд — популяція з двомодальним розподілом; 
сірий контур — фоновий рівень флюоресценції
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При сутність фіброб лас то подібних клі -
тин з ви ще о пи са ним іму но фе но ти пом у по -
пу ляціях клітин кріокон сер во ва но го хо ріо на
відповідає муль ти по те нт ним ме зенхімаль -
ним стро маль ним кліти нам, оскіль ки вміст
клітин з експресією CD90+, CD73+, CD105+

пе ре ви щує 95% [17].
От же, на ми бу ло підібра но умо ви кріо -

кон  сер ву ван ня тка ни ни хоріона, виділен ня
та куль ти ву ван ня ме зенхімаль них стро маль-
них клітин хоріона (5−12 тижнів гес тації).
Ви яв ле но де які уш код жен ня тка ни ни хо -
ріона за різних ре жимів кріокон сер ву ван ня

Рис. 9. Рівень експресії по ве рх не вих мар керів у по пу ляціях клітин хоріона: A — CD73, Б — CD105:
1 — по пу ляція клітин на тив но го хоріона 4�го па са жу; 2 — по пу ляція клітин кріокон сер во ва но го хоріона
4�го па са жу з од но мо даль ним ха рак те ром роз поділу рівня експресії; 3 — по пу ляція клітин кріокон сер во -
ва но го хоріона 4�го па са жу з дво мо даль ним ха рак те ром роз поділу рівня експресії (n = 3, Р = 0,05)

Рис. 10. Гістог ра ми експресії по ве рх не вих мар керів CD90, CD73, CD105, CD34, CD45, CD14 у по пу ляціях
клітин (1dй па саж), от ри ма них з на тив ної (А, Б) та кріокон сер во ва ної (В, Г) тка нин хоріона:

А, В — по пу ляція клітин з фе но ти пом МСК; 
Б, Г — по пу ляція клітин з фе но ти пом ен до теліаль них про генітор них клітин

CD90+CD73+CD105+CD45–CD34–CD14– 67%                       CD 90+CD73+CD45–CD34+ — 4.4%  

CD 90+CD73+CD105+CD45–CD34–CD14– 34%                       CD 90+CD73+CD45–CD34+ — 7.7%  

Рис. 11. Кліти ни, от ри мані з на тив ної (А) та
кріокон сер во ва ної (Б) тка ни ни хоріона (4dй па саж):
іму но ци тохімічне за ба рв лен ня на пан ци то ке ра -
тин. ×400

А Б

А Б

1                2                3 1                2                3

А

ГВ

Б
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і по ка за но особ ли вості рос ту клітин кріокон -
сер во ва но го хоріона in vitro. Упер ше бу ло
опи са но іму но фе но тип по пу ляції клітин
стро ми кріокон сер во ва но го хоріона. 

Та ким чи ном, порівняль ний гісто логіч -
ний аналіз тка ни ни хоріона до та після кріо -
кон сер ву ван ня з кріоп ро тек то ра ми по ка зав,
що під за хис том 1,5 М роз чи ну ДМСО і 1,5 М
роз чи ну 1,2�про пандіолу зберіга ють ся ерит -
роб лас ти (у тка нині 5−9 тижнів гес тації) та
ерит ро ци ти (у тка нині 10−12 тижнів гес -
тації) у су ди нах та стро мальній тка нині. Це
мо же свідчи ти про біль шу ефек тивність зас -
то су ван ня цих кріоп ро тек торів у заз на че них
кон це нт раціях, на відміну від зас то су ван ня
стан да рт но го 0,7 М роз чи ну ДМСО. 

Кріокон сер ву ван ня тка ни ни з ви ко рис -
тан ням 1,5 М ДМСО дає змо гу от ри ма ти
куль ту ру клітин, що за своїм іму но фе но ти -
пом відповідає ММСК. Куль ту ри клітин на -
тив но го та кріокон сер во ва но го хоріона з од -
но мо даль ним роз поділом за експресією

CD90 не відрізня ють ся. Вста нов ле но дос то -
вір ну різни цю в рівні експресії мар ке ра
CD90 в по пу ляціях клітин на тив но го та
кріокон сер во ва но го хоріона з дво мо даль ним
роз поділом CD90 на 2� та 4�му па са жах,
інших ос нов них по ве рх не вих мар керів
ММСК на 2� та 4�му па са жах. 

Та кож по ка за но знач но мен шу кількість
CD90+�клітин на 2�му па сажі в по пу ляціях
з дво мо даль ним роз поділом порівня но з по -
пу ляціями, що ма ють од но мо даль ний роз -
поділ, хо ча з па са жу ван ням цей ефект зни -
кає внаслідок зни жен ня рівня експресії
кліти на ми ць о го мар ке ра в по пу ляціях
клітин з од но мо даль ним роз поділом. Зни -
жен ня рівня експресії мар керів CD90 та
CD105 спос терігаєть ся од но час но з падінням
про ліфе ра тив ної ак тив ності та на бут тям
клі ти на ми ба га то я дер ності. Ви яв ле но екс пре -
сію ци то ке ра ти ну в по пу ляціях клітин, одер -
жа них з на тив но го та кріокон сер во ва но го
хоріона. По ход жен ня та ких по пу ляцій клі -
тин пот ре бує більш де таль них дослі джень.

ЛІТЕ РА ТУ РА

1. Mihu C. M., Mihu D., Costin N., Ciuca D. R. et
al. Isolation and characterization of stem cells
from the placenta and the umbilical cord //
Rom.  J. Morphol. Embryol. — 2008. — V. 49,
N 4. — P. 441–446.

2. Parolini O., Alviano F., Bagnara G. P. et al.
Concise review: isolation and characterization
of cells from human term placenta: outcome of
the first international Workshop on Placenta
Derived Stem Cells // Stem Cells. — 2008. —
V. 26. — P. 300–311.

3. Robin C., Bollerot K., Mendes S. et al. Human
placenta is a potent hematopoietic niche con-
taining hematopoietic stem and progenitor
cells throughout development // Cell Stem
Cell. — 2009. — V. 5. — P. 385–395.

4. Spitalieri P., Cortese G., Pietropolli A. et al.
Identification of Multipotent Cytotrophoblast
Cells from Human First Trimester Chorionic
Villi // Cloning and stem cells. — 2009. —
V. 11, N 4. — P. 535 — 556.

5. Lee et al. Differentiation of human tro-
phoblast stem cells in mammalian straitum //
Pat. N 7, 892, 534B2. — 2011.

6. Campioni D., Rizzo R., Stignani M. et al.
Decreased Positivity for CD90 on Human
Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) Is
Associated with a Loss of Immunosuppressive
Activity by MSCs // Clin. Cyt. — 2009. —
V. 76B. — P. 225–230.

7. Hiwase S. D., Dysona P. G., TO L. B., Lewis I. D.
Cotransplantation of Placental Mesenchymal
Stromal Cells Enhances Single and Double          

Cord Blood Engraftment in
Nonobese Diabetic / Severe Combined
Immune Deficient Mice // STEM CELLS. —
2009. — V. 27. — P. 2293–2300.

8. Tran T. C., Kimura K., Nagano M. et al.
Identification of Human Placenta�Derived
Mesenchymal Stem Cells Involved in
Re�Endothelialization // J. Cell. Physiol. —
2010. — V. 226. — P. 224–235.

9. Chang Y.8J., Tseng C.8P., Hsu L.8F. et al.
Characterization of two populations of mes-
enchymal progenitor cells in umbilical cord
blood // Cell Biol. Intern. — 2006. — V. 30. —
P. 495−499.

10. Phipps R. P., Penney D. P., Keng P. et al.
Characterization of two major populations of
lung fibroblasts: distinguishing morphology
and discordant display of Thy 1 and class II
MHC // Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. —
1989. — V. 1. — P. 65−74.

11. Hwang J. H., Shim S. S., Seok O. S. et al.
Comparison of Cytokine Expression in Me -
sen chymal Stem Cells from Human Pla cen ta,
Cord Blood, and Bone Marrow // J. Ko rean.
Med. Sci. — 2009. — V. 24. — P. 547−554.

12. Farias V. A., Linares8Fernandez J. L.,
Penalver J. L. et al. Human umbilical cord
stromal stem cell express CD10 and exert
contractile properties // Placenta. —
2011. — V. 32. — P. 86−95. 

13. Sueblinvong V., Loi R., Eisenhauer P. L. et al.
Derivation of Lung Epithelium from Human
Cord Blood–derived Mesenchymal Stem
Cells // Am. J. Respir. Crit. Care. Med. —
2008. — V. 177. — P. 701–711.



Експериментальні статті

85

14. Kogler G., Sensken S., Airey J. A. et al. A New
Human Somatic Stem Cell from Placental
Cord Blood with Intrinsic Pluripotent
Differentiation Potential // J. Exp. Med. —
2004. — V. 200, N 2. — P. 123–135.

15. Koskull H. V., Virtanen I. Induction of cyto -
keratin expression in human mesenchymal
cells // J. Cell. Physiol. — 2005. — V. 133,
N 2. — P. 321–329.

16. Wuchter P., Boda8Heggemann J., Straub B. K.
et al. Processus and recessus adhaerentes:

giant adherens cell junction systems connect
and attract human mesenchymal stem cells
// Cell Tissue Res. — 2007. — V. 328. —
P. 499–514.

17. Dominic M., Blanc K. Le, Mueller I. et al.
Mini mal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The Inter na tio -
nal Society for Cellular Therapy position
statement // Cytotherapy. — 2006. — V. 8,
N 4. — P. 315−317.

ФЕ НО ТИ ПИ ЧЕС КАЯ ХА РАК ТЕ РИС ТИ КА
КУЛЬ ТУ РЫ КЛЕ ТОК, ПО ЛУ ЧЕН НЫХ 

ИЗ КРИ О КОН СЕР ВИ РО ВАН НОЙ ТКА НИ
ХО РИ О НА

В. А. Шаб лий1, 2

М. Д. Куч ма2

В. М. Ки рик3

Л. Л. Лу каш1

Г. С. Ло бин це ва2

1Инс ти тут мо ле ку ляр ной би о ло гии и ге не ти ки
НАН Ук ра и ны, Ки ев

2ООО «Инс ти тут кле точ ной те ра пии», 
3ГУ «Инс ти тут ге не ти чес кой и ре ге не ра тив ной

ме ди ци ны НАМН Ук ра и ны»

В ра бо те по ка за на воз мож ность по лу че ния
куль ту ры кле ток из кри о кон сер ви ро ва нной
тка ни хо ри о на с ис поль зо ва ни ем 1,5 М ДМСО.
Впер вые опи са ны осо бен нос ти фор ми ро ва ния
куль ту ры кле ток хо ри о на че ло ве ка и ее им му -
но фе но тип. Ус та нов лен ха рак тер экспрес сии
мар ке ра CD90 в куль ту рах кле ток, по лу чен ных
из кри о кон сер ви ро ван ной тка ни хо ри о на.
Сни же ние уров ня экспрес сии CD90 и CD105
наб лю да ет ся од нов ре мен но с при об ре те ни ем
клет ка ми мно го я дер нос ти. По ка за но при су т -
ствие по пу ля ции эн до те ли аль ных про ге ни тор -
ных кле ток в куль ту ре кле ток хо ри о на че ло ве -
ка на пер вом пас са же. Об на ру же на экспре ссия
ци то ке ра ти на в по пу ля ци ях кле ток, по лу чен -
ных из на тив но го и кри о кон сер ви ро ва но го 
хо ри о на. 

Клю че вые сло ва: хо ри он, кри о кон сер ви ро ва -
ние, куль ту ра кле ток, муль ти по те нт ные ме -
зен хи маль ные стро маль ные клет ки.

THE PHENOTIPIC CHARACTERIZATION 
OF CELL CULTURE DERIVED 

FROM CRYOPRESERVED 
CHORIONIC TISSUE

V. A. Shablii1, 2

M. D. Kuchma2

V. M. Kyryk3

L. L. Lukash1

G. S. Lobintseva2

1Institute of molecular biology and genetics
of National Academy of Science of Ukraine, 

2LLC Institute of Cell Therapy, 
3State institute of genetics and regenerative
medicine Academy of Medicine of Ukraine

It was shown possibility of cell culture
obtaining from cryopreserved chorion tissue
using 1.5 M DMSO. For the first time we
described features of the cell culture formation
from cryopreserved human chorion and its
immunophenotype. We described the character
of CD90 marker expression in cultures of the
cells derived from cryopreserved chorion tissue.
Decreasing of expression of the markers CD90
and CD105 was observed together with drop in
proliferative activity and acquisition of multi -
nuclearity for the cells. The population of
endothelial progenitor cells in cell culture was
detected on the first passage. Expression of
cytokeratins was found in populations of the
cells derived from native and cryopreserved
chorion tissue. 

Key worlds: chorion, cryopreservation, cell cul-
ture, multipotent mesenchymal stromal cells.




