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З літературних джерел нами отримано ряд суперечливих даних щодо ризиків неопластичної трансформації стовбуро-

вих клітин in vitro. На сьогодні як джерела стовбурових клітин дорослих донорів досить добре досліджено кістковий мо-
зок. Альтернативним джерелом отримання клітинного матеріалу є жирова тканина (з якої вони можуть бути отримані 
за допомогою менш інвазивних методів у більших кількостях). Зважаючи на це, визначення генетичної стабільності саме 
цих культур клітин є найбільш актуальними на даний час. 

Наведено порівняння показників генетичної стабільності культури клітин кісткового мозку та жирової тканини щурів 
під час їх культивування in vitro. Дослідження проводились з першого до шостого пасажу включно. Зміни у генетичному 
апараті були виявлені як у культурі клітин кісткового мозку, так і жирової тканини. За використаних нами умов культи-
вування, кількість анеуплоїдій та поліплоїдій змінювалась з кожним пасажем, але не виходила за межі спонтанного мута-
генезу, характерного для ссавців. Цитогенетична оцінка культури показала, що кількість клітин з мікроядрами та двояде-
рних клітин знаходилася у межах норми впродовж всього періоду дослідження. Найвищий мітотичний індекс визначався на 
першому пасажі з подальшим зниженням в процесі культивування, що зворотно пропорційно апоптозному індексу.  

Отримані дані генетичної стабільності культури клітин, як жирової тканини так і кісткового мозку за всіма дослі-
джуваними показниками знаходяться в межах норми, характерної для ссавців. Це дозволяє подальше дослідження щодо 
трансплантації з мінімальним ризиком неопластичної трансформації вказаних культур. 

Ключові слова: цитогенетичний аналіз, мікроядерний тест, мітотичний індекс, апоптозний індекс, культура клітин 
жирової тканини, культура клітин кісткового мозку 
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Из литературных источников нами получен ряд противоречивых данных о рисках неопластическом трансформации 

стволовых клеток in vitro. Сегодня в качестве источника стволовых клеток взрослых доноров достаточно хорошо иссле-
дован костный мозг. Альтернативным источником получения клеточного материала является жировая ткань (из которой 
они могут быть получены с помощью менее инвазивных методов в больших количествах). Ввиду этого, определение гене-
тической стабильности именно этих культур клеток являются наиболее актуальными в настоящее время. 

Приведено сравнение показателей генетической стабильности культуры клеток костного мозга и жировой ткани 
крыс при их культивирования in vitro. Исследования проводились с первого до шестого пассажа включительно. Изменения в 
генетическом аппарате были обнаружены как в культуре клеток костного мозга, так и жировой ткани. При использован-
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ных нами условиях культивирования, количество анеуплоидий и полиплоидий изменялась с каждым пассажем, но не выхо-
дила за пределы спонтанного мутагенеза, характерного для млекопитающих. Цитогенетическая оценка культуры показа-
ла, что количество клеток с микроядрами и двухъядерных клеток находилась в пределах нормы в течении всего периода 
исследования. Самый высокий митотический индекс определялся на первом пассаже с последующим снижением в процессе 
культивирования, что обратно пропорционально апоптозному индексу. 

Полученные данные генетической стабильности культуры клеток, как жировой ткани, так и костного мозга по всем 
исследуемым показателям находятся в пределах нормы, характерной для млекопитающих. Это позволяет дальнейшее 
исследование по трансплантации с минимальным риском неопластической трансформации указанных культур. 

Ключевые слова: цитогенетический анализ, микроядерный тест, митотический индекс, апоптозный индекс, культура 
клеток жировой ткани, культура клеток костного мозга 
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From literary sources, we received a number of controversial data regarding the risks of neoplastic transformation of stem cells 

in vitro. Inasmuch as today bone marrow has been sufficiently studied as a source of adult donor stem cells, and adipose tissue is an 
alternative source for obtaining cell material (from which it may be obtained using less invasive methods and in much greater quan-
tity), determination of genetic stability of these particular cell cultures currently is the most relevant issue. 

Comparison of genetic stability of rat bone marrow and adipose cell cultures from the first to the sixth passages. Materials and 
methods: 3 non-linear 4 months old male rats and 9 non-linear 12 days old infant rats were used in the experiment. 

Adipose cell culture was obtained from subcutaneous fat using the standardized method in our own modification. Bone marrow 
cell culture was obtained from the rat femurs, tibiae, and humeri using the standardized method. Obtained cell mass was cultivated 
in a standard culture medium in a СО2 incubator at 37 ºС and with 5% СО2 concentration. 

Cytogenetic analysis was carried out on 30 metaphase plates from each passage. Cells from the first to the sixth passage we used 
in the research. A modification of the standard cytogenetic method was used to obtain chromosome preparations. In the preparations 
prepared in an aforementioned way, numerical chromosome abnormalities, like aneuploidy, polyploidy, were determined, as well as 
the number of binucleate cells, micronucleus cells, mitotic and apoptotic indexes. 

Here, we provide the comparison of genetic stability indicators for rat bone marrow and adipose cell cultures throughout the in 
vitro cultivation thereof. Changes in the genetic apparatus were identified in both bone marrow and adipose tissue cell cultures. 
Karyotype analysis of rat bone marrow and adipose cell cultures showed that, given the conditions that we used for the cultivation, 
the number of aneuploidies and polyploidies varies from one passage to another; however it does not go beyond the limits of sponta-
neous mutagenesis typical for mammals. Based on the results of cytogenetic evaluation of the culture, it was determined that the 
number of cells with micronuclei and the binucleate cell remains within the normal range from the first to the sixth passages. The 
number of cells with aneuploidy and micronuclei in adipose cell culture on all passages was lower than in bone marrow cell culture; 
this indicates its higher genetic stability in terms of these indicators. The highest mitotic index was determined on the first passage 
with its following decrease throughout the cultivation in inverse proportion to apoptotic index. 

The obtained data on the genetic stability of both adipose and bone marrow cell cultures are within normal range typical for 
mammals in terms of all studied indicators. This allows for the following studies relating to the transplantation with minimal risk of 
neoplastic transformation of the said cultures. 

Key words: cytogenetic analysis, micronucleus test, mitotic index, apoptotic index, adipose tissue cell culture, bone marrow cell 
culture. 
 

Вступ 
 
Відкриття стовбурових клітин викликало бурхливу 

реакцію в науковому світі, а наприкінці XX століття 
журнал «Science» визнав це нововведення найбіль-
шим відкриттям минулого століття. Сьогодні ж ліку-
вальне застосування неспеціалізованих клітин викли-
кає гарячі суперечки у фахівців і не менш гарячий 
інтерес громадськості. Зокрема найчастіше постає 
питання ризику неопластичної трансформації як in 
vitro так і in vivo. 

Актуальність теми. З літературних джерел нами 
отримано ряд суперечливих даних щодо ризиків не-
опластичної трансформації неспеціалізованих клітин 
in vitro. Зокрема, частина дослідників отримала ре-
зультати у яких культура клітин зазнавала спонтанної 

іморталізації та непластичної трансформації (Miura et 
al., 2005; Bersenev, 2005), інші вказують на відсутність 
генетичних помилок при культивуванні до 2 місяців 
(Rubio et al., 2005; Mareschi et al., 2006). Існують дані 
про відсутність неопластичної трансформації in vivo 
навіть при введенні клітин зі зміненим каріотипом 
(Izadpanah et al., 2008). Проте всі сходяться на тому, 
що важливу роль відіграють: джерело отримання 
культури, умови культивування, ензимна обробка 
тощо (Bersenev, 2005; Foudah et al., 2009; Mazurkevych 
et al., 2015).   

На сьогодні як джерела стовбурових клітин дорос-
лих донорів досить добре досліджено кістковий мо-
зок, проте альтернативним джерелом отримання клі-
тинного матеріалу є жирова тканина, з якої вони мо-
жуть бути отримані за допомогою менш інвазивних 
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методів у значно більших кількостях. Оскільки дані 
культури клітин найчастіше використовують у дослі-
дженнях, визначення їх генетичної стабільності є 
найбільш актуальними на даний час. 

Мета дослідження: порівняти генетичну стабіль-
ність культури клітин кісткового мозку та жирової 
тканини щурів з першого до шостого пасажу. 

Завдання. 1. Отримати культури клітин кісткового 
мозку та жирової тканини. 2. Дослідити  зміни спів-
відношення кількості клітин з анеуплоїдією, поліпло-
їдією, мікроядрами та двоядерних клітин з першого 
до шостого пасажу. 3. Прослідкувати зміни мітотич-
ного та апоптозного індексу у культурі клітин кістко-
вого мозку (КККМ) та  культурі клітин жирової тка-
нини (ККЖТ).  

 
Матеріал і методи дослідження 

 
Експерименти на тваринах були проведені з до-

триманням вимог Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (ст. 230 від 2006 року). 
У досліді використали 3-ох самців не лінійних щурів 
віком 4 місяці та 9 не лінійних щуренят 12-денного 
віку. Евтаназію дослідних тварин здійснювали шля-
хом декапітації під ефірним наркозом.  

Отримання культури клітин жирової тканини  
здійснювали з підшкірної жирової клітковини за ста-
ндартною методикою (Ian Freshney, 2005; Bunnell et 
al., 2008; Carswell et al., 2012) у власній модифікації. 
Культуру клітин кісткового мозку  отримували з кіст-
кового мозку стегнових, великогомілкових та плечо-
вих кісток щурів за стандартною методикою (Ma-
surkewitsch et al., 2014). Одержану клітинну масу ку-
льтивували у стандартному середовищі: 80%  − 
DMEM; 20% − FBS; 10 мкл/см3 − антибіотика-
антимікотика («Sigma», США); у СО2 інкубаторі за 37 
ºС та 5% концентрації СО2 (Masurkewitsch et al., 2014), 
до конфлюентності 90−100%. 

Клітини знімали за стандартною методикою (роз-
чином 0,25% трипсин/ЕДТА) (Masurkewitsch et al., 
2014). Подальше пасажування здійснювалось у розве-
денні 1 : 3. Мікроскопічний аналіз і оцінку культур 
здійснювали за допомогою інвертованого мікроско-
па Axiovert 40 (Карл Цейс). 

Цитогенетичний аналіз проводили на 30 метафаз-
них пластинках культур клітин з кожного пасажу. 
Дослідження проводили на клітинах першого-
шостого пасажів. Для отримання препаратів хромо-
сом використовували модифікацію стандартного ци-
тогенетичного методу (Masurkewitsch et al., 2014). 
Отримані препарати забарвлювали за допомогою 
набору для фарбування (Лейкодиф 200), згідно ін-
струкції виробника. Аналіз метафазних пластинок 
здійснювали за допомогою мікроскопа Leica DMR 
(Німеччина), збільшення ×400, ×1000. 

У підготовлених вище зазначеним способом пре-
паратах виявляли кількісні порушення хромосом – 
анеуплоїдію (А), поліплоїдію (ПП), а також підрахо-
вували кількість двоядерних клітин (ДЯ), клітин з 
мікроядрами (МЯ), мітотичний індекс (відсоток клі-
тини в стадії поділу від загальної кількості проаналі-
зованих клітин (МІ) (Kolmakowa et al., 2013), апопто-
зний індекс (відсоток клітин з ознаками апоптозу від 
загальної кількості проаналізованих клітин (АІ) 
(Penaloza et al., 2008). Частоту прояву ДЯ, МЯ та АП 
вираховували на 500 клітин (%). 

 
Результати та їх обговорення 

 
Аналіз каріотипу культур клітин кісткового мозку 

та жирової тканини щурів, у процесі їх культивуван-
ня, показав, що для них характерні кількісні пору-
шення (анеуплоїдія та поліплоїдія), результати дослі-
джень приведено у таблиці 1. 

Таблиця 1 
Результати цитогенетичного аналізу культур клітин кісткового мозку та жирової тканини щурів 

 І – VI пасажів, M ± m, n = 3 
№ пасажу Анеуплоїдія, % Поліплоїдія, % 

КККМ ККЖТ КККМ ККЖТ 
I 8,9 ± 1,3 4,4 ± 1,3 1,1 ± 1,2 5,6 ± 1,3 
II 13,2 ± 2,0 4,4 ± 1,3 1,1 ± 1,2 3,3 ± 2,0 
III 18,9 ± 1,3** 5,6 ± 1,3 1,1 ± 1,2 0,0 ± 0,0* 
IV 14,5 ± 2,6 5,6 ± 1,3 2,2 ± 1,3 0,0 ± 0,0* 
V 15,6 ± 1,3* 6,7 ± 0,0 4,4 ± 1,3 0,0 ± 0,0* 
VI 17,8 ± 1,3** 12,2 ± 1,3* 4,4 ± 1,3 0,0 ± 0,0* 

 Примітка: * − Р < 0,05; ** − Р < 0,01; *** − Р < 0,001, порівняно з контролем (контролем виступав перший пасаж) 
 

Хромосомні пластинки з анеуплоїдією відмічали з 
першого до шостого пасажу у обох досліджуваних 
культурах (табл. 1.) (рис.1, б). Найнижчий їх відсоток, 
як у культурі клітин кісткового мозку (8,9%), так і в 
жировій тканині (4,4%), відмічали на першому пасажі. 
Максимальна кількість клітин з некратним набором 
хромосом у КККМ припадала на третій пасаж 
(18,9%), у ККЖТ – на шостий (12,2%). Процеси опи-
сані вище можна пояснити тим, що у процесі культи-
вування кількість клітин з неправильним набором 
хромосом збільшується за рахунок їх неконтрольова-

ного поділу. Варто відмітити, що на четвертому паса-
жі у культурі клітин кісткового мозку кількість клітин 
з анеуплоїдією зменшується (14,5%), на цьому ж па-
сажі відмічається пік апоптозу у досліджуваній куль-
турі (0,7%), подібні зміни спостерігали і у ККЖТ. 
Описаний процес можна пояснити тим, що на 3-му 
пасажі у КККМ та 6-му у ККЖТ помилки, що нако-
пичились генетичному апараті клітин, активують 
каскад реакцій відомий як «апоптоз зсередини» (Mus-
chkambarow and Kusnezow, 2013), що підтверджується 
даними отриманими нами у попередніх дослідженнях: 
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збільшенням СD 95 (білок, що ініціює запрограмова-
ну клітинну загибель) (Mazurkevych et al., 2016) та 
клітин у стані апоптозу (табл. 3). Слід відмітити, що 
кількість клітин з анеуплоїдією у культурі клітин 

жирової тканини був нижчий на всіх пасажах ніж у 
культурі клітин кісткового мозку, що свідчить про її 
більшу генетичну стабільність за даним показником.  

 
 

Метафазні пластинки з кратним збільшенням чис-
ла хромосом (рис.1, в.) виявляли у культурі клітин 
кісткового мозку з І-го (1,1%) до VI-го (4,4%) пасажу, 
жирової тканини – з  І-го (5,6%) до ІІ-го (3,3%) 
(табл. 1). На даний час остаточний механізм появи 
поліплоїдій не визначений. Проте існує ряд гіпотез: 
відхилення від нормального ходу мітозу, внаслідок 
злиття двох клітин (більш характерно саме для куль-
тур клітин) (Kovaljova, 2008), сповільненням чи прис-
коренням мітозу (Matsyara, 1980). Прослідковуючи 
закономірність появи поліплоїдій та двоядерних клі-
тин можна зробити висновок, що механізм їх появи у 
КККМ та ККЖТ різний. У культурі клітин жирової 
тканини максимальну кількість клітин з кратним збі-

льшенням хромосом (5,6%) та двоядерних клітин 
(2,9%) відмічали на першому пасажі, у той час як у 
культурі клітин кісткового мозку спостерігали зворо-
тну закономірність: найвищий рівень поліплоїдій 
(4,4%) та двоядерних клітин (2,0%) на шостому паса-
жі (табл. 2). Описані явища можуть бути пояснені 
тим, що у ККЖТ наявність поліплоїдій зумовлено 
швидким мітозом (мітотичний індекс 4,3%), у той час 
як у КККМ – внаслідок злиття клітин впродовж три-
валого культивування та відхиленням від нормально-
го ходу мітозу. 

Для додаткової оцінки цитогенетичних змін куль-
тури клітин кісткового мозку та жирової тканини був 
проведений мікроядерний тест (табл. 2, рис. 2). 

Таблиця 2 
Результати мікроядерного тесту культур клітин кісткового мозку та жирової тканини щурів на 

ранніх пасажах культивування, M ± m, n = 3 
№ пасажу Клітини з мікроядрами, % Двоядерні клітини,% 

КККМ ККЖТ КККМ ККЖТ 
I 0,2 ± 0,1 0,1 ± 0,1 0,5 ± 0,2 2,9 ± 0,2 
II 0,3 ± 0,1 0,1 ± 0,1 0,9 ± 0,1 2,5 ± 0,3 
III 1,2 ± 0,1** 0,3 ± 0,1 1,3 ± 0,1** 1,9 ± 0,1** 
IV 1,4 ± 0,2** 0,3 ± 0,1 1,6 ± 0,1** 1,7 ± 0,1** 
V 1,7 ± 0,1*** 0,3 ± 0,1 1,8 ± 0,1** 1,4 ± 0,1** 
VI 1,9 ± 0,1*** 1,0 ± 0,1** 2,0 ± 0,1** 1,1 ± 0,1** 

Примітка: *− Р < 0,05; **− Р < 0,01; ***− Р < 0,001, порівняно з контролем (контролем виступав перший пасаж) 
 

Під час дослідження клітини з мікроядрами вияв-
ляли на всіх пасажах, як у КККМ, так і в ККЖТ 
(рис. 2, а) (табл. 2). Спостерігали збільшення кількості 
МЯ у культурах клітин з пасажами, при чому у кіст-
кового мозку воно було більш інтенсивним ніж у 
культурі клітин жирової тканини.  

За результатами таблиці 1 та 2 прослідковується 
закономірність до збільшення клітин зі зміненим ка-
ріотипом та клітин з мікроядрами.  Це можна поясни-
ти тим, що мікроядра утворюються в результаті по-
рушення веретена поділу, що призводить до нерозхо-
дження чи відставання в розходженні хромосом до 
полюсів клітини. До складу мікроядра  можуть входи-

ти як окремі цілі хромосоми, так і їх фрагменти. Вони 
є патологічною структурою і їх утворення пов’язано з 
хромосомною нестабільністю (Kovaljova, 2008; 
Kolmakowa et al., 2013).  

Додатково у культурах клітин досліджували пока-
зники мітотичної активності та апоптозу.  Нами від-
мічалась зворотна закономірність апоптозного та 
мітотичного індексів, як у КККМ, так і ККЖТ. Так, 
найменший відсоток клітин у стані апоптозу відмічав-
ся на першому пасажі як у культурі клітин кісткового 
мозку (0,1%), так і жирової тканини (0,1%), у той час 
як мітотичний індекс був найвищим за весь період 
дослідження (4,1% та 4,3% відповідно).  

Рис 1. Мікрофотографії метафазних пластинок клітин щура: а) нормальний каріотип, n = 42;  
б) поліплоїдія, n = 84; в) анеуплоїдія, n = 70.  Забарвлення  Лейкодиф 200. Зб. ×1000  

в) а) б) 
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Таблиця 3 
Показник мітотичної активності та апоптозу культури клітин кісткового мозку та жирової ткани-

ни щурів на ранніх пасажах культивування, M ± m, n = 3 
№ пасажу Індекс апоптозу, % Мітотичний індекс, % 

КККМ ККЖТ КККМ ККЖТ 
I 0,1 ± 0,1 0,1 ± 0,1 4,1 ± 0,2 4,3 ± 0,2 
II 0,1 ± 0,1 0,1 ± 0,1 3,8 ± 0,1 4,1 ± 0,1 
III 0,3 ± 0,1 0,2 ± 0,0 3,7 ± 0,1 3,6 ± 0,1* 
IV 0,7 ± 0,2** 0,3 ± 0,1 2,7 ± 0,3** 3,5 ± 0,1* 
V 0,5 ± 0,1* 0,3 ± 0,1 3,3 ± 0,1** 3,4 ± 0,1* 
VI 0,5 ± 0,1* 1,4 ± 0,1*** 3,5 ± 0,1* 2,0 ± 0,1*** 

Примітка: * − Р < 0,05; ** − Р < 0,01; *** − Р < 0,001, порівняно з контролем (контролем виступав перший пасаж) 
 

Максимальний апоптозний індекс у КККМ відмі-
чали на 4 пасажі (0,7%) за мінімального мітотичного 
індексу (2,7%), у ККЖТ подібна закономірність про-
слідковувалась на 6-му пасажі (1,4%; 2,0% відповід-
но). 

Отримані результати вказують на генетичну стабі-
льність досліджуваних культур клітин, оскільки за 
всіма досліджуваними показниками знаходяться в 
межах норми, характерної для ссавців (Xikum and 
Liming, 1990; Jernct and Zhigatschew, 2006; Kovaljowa 
et al., 2008; Mazurkevych et al., 2015). Це відкриває 
нові можливості для подальших досліджень щодо 
трансплантації, гарантуючи мінімальний ризик неоп-
ластичної трансформації вказаних культур in vivo. 

 
Висновки 

 
1. Аналіз каріотипу культур клітин кісткового мо-

зку та жирової тканини щурів показав, що за викорис-
таних нами умов їх культивування, кількість анеупло-
їдій та поліплоїдій змінюється з кожним пасажем, але 
не виходить за межі спонтанного мутагенезу, харак-
терного для ссавців.  

2. За результатами цитогенетичної оцінки культу-
ри встановлено, що кількість клітин з мікроядрами та 
двоядерних клітин знаходиться у межах норми з пер-
шого до шостого  пасажу. 

3. Кількість клітин з анеуплоїдією та мікроядрами 
у культурі клітин жирової тканини був нижчий на 
всіх пасажах ніж у культурі клітин кісткового мозку, 
що свідчить про її більшу генетичну стабільність за 
даними показниками.  

4. Найвищий мітотичний індекс визначається на 
першому пасажі з подальшим зниженням в процесі 
культивування, що зворотно пропорційно апоптозно-
му індексу.  

Перспективи подальших досліджень: отримані да-
ні відкривають можливості для вивчення впливу 
ККЖТ та КККМ на організм реципієнтів, та можли-
вість прогнозування зміни генотипу трансплантова-
них клітин. 
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