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ФЕНОТИПОВІ ТА МОРФОЛОГІЧНІ ЗМІНИ КУЛЬТУРИ КЛІТИН 

МІОКАРДА В ПРОЦЕСІ ЇХ КУЛЬТИВУВАННЯ 

 
Дослідження первинної культури клітин міокарда показали, що вона морфологічно 

гетерогенна. Серед домінуючих епітеліоподібних клітин відмічали незначну кількість 

веретеноподібних. У процесі культивування відсотковий склад клітин змінювався у бік 

збільшення веретеноподібних клітин. Як наслідок відбувався процес переходу від 

гетерогенної культури на нульовому  пасажі до найбільш гомогенної культури на 4 пасажі. 

Методом імунофенотипування популяції культури клітин, отриманих з міокарда щура, було 

виявлено високий рівень експресії маркерів СD10, CD66e, тропоніну І; помірний  рівень – 

CD34, CD95; низький рівень – CD326; відсутність експресії – CD38, CD45, CD227, CD48, 

CD54, CD56, пан-кератину. 
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Вступ. Як відомо, інфаркт міокарда – розвивається в результаті різкого 
звуження просвіту магістральних гілок коронарних артерій. Оскільки 
кардіоміоцити дуже чутливі до недостачі кисню, то в короткі терміни 
відбувається їх некротичне пошкодження [1]. Міокард дорослої тварини 
характеризується вкрай низьким рівнем мітотичної активності, тому не може 
перешкодити заміщенню м’язової тканини сполучною [2]. Сполучна тканина, 
як менш чутлива до нестачі кисню, заміщає уражені ділянки, компактизується і 
утворює сполучнотканинний рубець, який перешкоджає повноцінному 
скороченню серцевого м’яза. Через особливості анатомії та функцій 
пошкоджений міокард ніколи не відновлює своєї початкової структури [3]. Це 
спричинює розвиток серцевої недостатності через ряд ускладнень (аритмії, 
аневризми, розрив міокарда тощо) з тяжкими наслідками, що загрожують 
життю тварини.  

Досягнення сучасної клітинної регенеративної терапії – нового методу 
лікування хвороб, пов’язаних з порушенням структури тканин внаслідок  
загибелі клітинних елементів, вже на сучасному етапі дає можливість 
використати стовбурові клітини та інші продукти клітинних технології як 
ефективний засіб для відновлення втраченої структури і функцій ушкодженого 
органа. Сфера використання клітинних технологій постійно розширюється. В 
кардіології за інфаркту міокарда та кардіоміопатій методи клітинних технологій 
вже активно використовуються на експериментальному рівні [4, 5]. 

Використання клітинних матеріалів на експериментальних моделях 
ушкодженого міокарда показало позитивний вплив на репарацію тканини і 
відновлення серцевої діяльності. В якості агентів клітинної терапії інфаркту 
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міокарда використовували різні види клітин у тому числі і фетальні 
кардіоміоцити [6–9]. Однак проведені дослідження не охоплюють весь спектр 
проблем, пов’язаних з клітинною терапією інфаркту міокарда. 

Сучасна практика запровадження клітинної терапії вимагає кропіткого 
експертного аналізу вихідного матеріалу, ретельної деталізації кожного з етапів 
застосування клітин, відстеження подальшої долі останніх in vitro або in vivo 
[10, 11]. Виникають питання, зокрема, щодо класифікації клітин міокарда 
залежно від способу їх отримання та ступеня зрілості. З огляду на останнє, 
фенотипування культури видається актуальним та своєчасним. 

Мета дослідження: дослідити морфологічні та фенотипові зміни клітин 
міокарда в процесі їх культивування in vitro  з першого до четвертого пасажу. 

Матеріали і методи дослідження: експерименти на тваринах були 
проведені з дотриманням вимог Загальних етичних експериментів над 
тваринами», схвалених Національним конгресом з біоетики і узгоджених з 
положеннями «Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин, яких 
використовують в експериментах та інших наукових цілях» (Страсбург, 1986) 
та Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» (ст. 230 від 
2006 року).  

У досліді використали 9 нелінійних щуренят 12-денного віку. Евтаназію 
дослідних тварин здійснювали шляхом декапітації під ефірним наркозом. Серце 
виймали з грудної порожнини, звільняли від перикарду і переносили в 
стерильну чашку Петрі, де декілька разів його промивали фосфатно-буферним 
розчином (PBS) («Sigma», США). Далі серце (без перикарду) подрібнювали 
ножицями на шматочки 1-2мм. Пасажування здійснювали методом експланту 
[12] з розрахунку 10 шматочків на чашку (d=3см) (рис. 1). Культивування 
проводили у стандартному культуральному середовищі: 80 % − середовище 
Ігла модифіковане Дульбекко (DMEM) («Sigma», США); 20% − фетальна 
сироватка телят (FBS) («Sigma», США); 10 мкл/см3 − антибіотика-антимікотика 
(«Sigma», США); у СО2 інкубаторі за 37 ºС та 5% концентрації СО2, 8 днів до 
утворення моношару (рис. 2). 

Клітини знімали за стандартною методикою (розчином 0,25% 
трипсин/ЕДТА) [13]. Подальше пасажування здійснюванось у розведенні 1:3. 
Мікроскопічний 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)  та спецефічного для кардіоміоцитів білка – тропоніну І 
(«Invitrogen», США). Для цього клітини вирощували на покривних скельцях. 
Скельця з клітинами промивали тричі у PBS, після чого фіксували розчином 
метанол/оцтова кислота (1:1) («Sigma», США), t -4°С протягом 2 годин. Далі 
промивали тричі у PBS. Скельця переносили на 20 хвилин у 1% розчин 
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 Alexa 
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Fluor 488 donkey anti-mouse IgG (H+L) (розведення 1:500) («Invitrogen», США), 
експозиція 1 год. Далі скельця промивали тричі у PBS, на скельця наносили 
гліцерин та закріплювали на них покривні скельця [13]. Дослідження зразків 
здійснювали за допомогою флуоресцентного мікроскопа Leica DMR 
(Німеччина). 

 

 

 
Оцінку проводили напівкількісно (метод H-Score), були обрані 20 полів у 

випадковому порядку при збільшенні х400. Середній бал вираховували за 
формулою: S=1xA+ 2xB + 3xC, де S – показник «H-Score», значення якого 
знаходяться у межах від 0 (білок не експресується) до 300 (сильна експресія у 
100% клітин); А – клітини з слабкою експресією; В – відсоток клітин з 
помірною експресією білка; С – відсоток клітин з сильною експресією. Ступінь 
експресії визначали як негативний, якщо число балів було в діапазоні від 0 до 
50; низький — від 51 до 100; помірний — від 101 до 200 ; високий — 201 та 
вище [14]. 

Результати досліджень та їх обговорення. Морфологічна 

характеристика культури клітин міокарда щура. Дослідження первинної 
культури клітин показали, що вона була морфологічно гетерогенна, серед 
домінуючих епітеліоподібних клітин відмічали незначну кількість 
веретеноподібних (рис. 3). 

У процесі культивування з кожним пасажем відбувалось збільшення 
кількості веретеноподібних клітин (рис. 4). 

Рис. 2. Мікрофотографія моношару 

культури клітин міокарда,  8 доба 

культивування (0 пасаж). Нативний 

препарат. Зб. ×50. 

Рис. 1. Мікрофотографія колонії 

культури клітин міокарда in vitro, 4 

доба культивування. Нативний 

препарат. Зб. ×50. 
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Таким чином під час пасажування відбувався процес переходу від 

гетерогенної культури 0 пасажу до більш гомогенної – 4 пасаж. Це може бути 
пояснене більшою швидкістю проліферації веретеноподібних клітин, що 
додатково підтверджується, під час наших досліджень, змінами фенотипового 
профілю клітин. 

Характеристика культури клітин міокарда за поверхневими маркерами. 
Імунофенотипування популяції культури клітин, отриманих з міокарда щура, 
дозволило виявити високий рівень експресії маркерів СD10, CD66e, тропоніну 
І; помірний  рівень – CD34, CD95; низький рівень – CD326; відсутність 
експресії – CD38, CD45, CD227, CD48, CD54, CD56, пан-кератину (табл. 1). 

Таблиця 1. 

Зміна експресії поверхневих маркерів у популяції клітин виділених з 

міокарду щура  з першого до четвертого пасажу, M±m, n=3 

Примітки: * – р<0,05; ** – р< 0,01; *** – р< 0,001  порівняно з контролем (контролем для 
кожного CD маркера  виступав перший пасаж) 

Поверхневі 

маркери 

Пасаж 

І ІІ ІІІ ІV 

Оцінка в балах за методом H-Score (від 0 до 300) 

10 235,7±35,6 190,0±39,9 171,0±39,4 170,3±27,7 
34 8,3±5,6 53,7±14,9* 122,0±15,7** 170,0±19,7** 
38 22,7±4,5 21,7±5,6 20,7±6,1 18,7±5,0 
45 3,3±3,9 15,7±8,3 21,7±7,7 23,7±6,8 
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 0±0,0 
66е 185,3±35,8 223,7±29,8 261,0±12,8 287,0±5,8* 
95 164,0±13,4 147,3±7,7 121,3±6,6* 108,3±8,9* 
227 0±0,0 0±0,0 11,7±6,7 22,7±8,9 
326 6,3±3,7 10,7±1,9 21±3,5* 54,0±8,7** 

Пан-кератин 0±0,0 0±0,0 14,3±5,4 41,3±9,1* 
Тропонін І 257,0±23,2 231±22,1 200,7±14,3 181±9,9* 

Рис. 4. Мікрофотографія моношару 

культури клітин міокарда,  4 пасаж. 

Нативний препарат. Зб. ×50 

 

Рис. 3. Мікрофотографія моношару 

культури клітин міокарда,  1 пасаж. 

Нативний препарат. Зб. ×50 
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CD10 або ж нейтральна ендопептидаза відноситься до родини 
металопротеїназ [15]. У літературних джерелах описано виявлення різних груп 
металопротеїназ у серцевій тканині [16]. Даний факт може пояснювати 
наявність експресії даного маркера в отриманій культурі міокарда у межах від 
235,7 (І пасаж) до 170,3 (ІV пасаж) балів. 

СD34 – трансмембранний мономерний глікопротеїн І типу, що 
опосередковує процеси міжклітинної адгезії. Він є маркером гемопоетичних 
стовбурових клітин, ендотеліальних клітин судин,  ембріональних фібробластів 
[17]. Упродовж культивування відмічали достовірне збільшення СD34, що 
може пояснюватися зміною морфології культури упродовж пасажувань. Наші 
результати підтверджуються даними отриманими  інших авторів [17], які 
виявляли CD34 у серцевій тканині. Вони пояснюють наявність CD34 
експресією його ендотеліальними клітинами, що містяться у серці. 

CD66е – глікозольований глюкопротеїд поверхневої мембрани 
епітеліальних клітин [18]. Маркер клітинної адгезії [19], клітинної міграції, 
збудник зв’язування та активації сигнальних шляхів [20], експресується 
епітеліальними клітинами, чим пояснюється виявлення CD66е у більшості 
органів [18]. Нормальні клітини зазвичай піддаються апоптозу за відсутності 
адгезивних взаємодій з CD66е, явище, відоме як «аноікіс» (anoikis). Стійкість 
до аноікісу характерна для пухлинних клітин. [20]. У досліджуваній культурі 
клітин достовірно збільшується з першого (185,3 балів) до четвертого 
(287,0 балів) пасажу (рис. 5). Отриманні дані можуть вказувати на відсутність 
активної неопластичної трансформації культури клітин міокарда. 

CD95 – трансмембранний глюкопротеїд І типу, опосередковує сигнал, що 
ініціює апоптоз [21], також він експресований на клітинах серця.  Починаючи з 
першого пасажу інтенсивність експресії даного маркера достовірно знижується 
з 164,0 до 108,3 балів відповідно. Зменшення експресії CD95 пропорційно 
зменшенню кількості тропоніну І в культурі клітин міокарда. Це можна 
пояснити значним зменшенням кількості епітеліоподібних клітин внаслідок 
апоптозу або низького рівня проліферації. 

CD326 – трансмембранний глікопротеїн першого типу – маркер 
епітеліальних клітин. Клітини, що експресують даний маркер мають знижену 
потребу в факторах росту, спостерігають збільшення їх метаболічної активності 
і здатності до формування колоній [22]. Під час культивування нами 
відмічалось прискорення утворення моношару з пасажами та зміну морфології 
клітин, що у свою чергу пояснює достовірне збільшення експресії CD326 від 
6,3 до 54,0 з першого до четвертого пасажу відповідно.  

Пан-кератин – входить до складу проміжних філаментів цитоскелета 
епітеліальних клітин [23]. Наявність позитивної реакції з даними антитілами 
свідчить про епітеліальне походження клітин [24]. Під час дослідження 
відмічали достовірне збільшення експресії від 0 (І пасаж) до 41,3 балів 
(ІV пасаж) (рис. 6). 
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Тропонін І – специфічний білок м’язової тканини серця [25]. Протягом 

культивування відмічали його достовірне зменшення з першого (257,0 балів) до 
четвертого (181,0 балів) пасажу, що свідчить про зміну фенотипу культури 
клітин міокарда.  

Експресію CD227, CD45, CD38, CD48, CD54, CD56 впродовж всього 
терміну дослідження відносили до категорії «відсутність експресії». 

Дослідження культури клітин показало, що експресія маркерів, 
характерних для серцевого м’яза (СD10, CD95, CD 38, тропонін І), в процесі 
культивування знижується. У той час, маркери, характерні для гемопоетичних 
(СD34, СD45) та епітеліальних (CD66е, CD326, пан-кератин) клітин, 
збільшують інтенсивність своєї експресії з кожним пасажем. Дані, отримані від 
імунофенотипового аналізу культури клітин міокарда, підтверджуються зміною 
морфології моношару за рахунок фібробластоподібних клітин. 

Висновки та перспективи подальших досліджень: 

1. Первинна культура клітин міокарда щура –  гетерогенна, домінуюча 
кількість клітин має епітеліоподібну морфологію. 

2. У процесі культивування культура клітин змінює епітеліоподібну 
морфологію на фібробластоподібну за рахунок вищого індексу проліферації 
клітин з фібробластоподібною морфологією.  

3. Зміна експресії поверхневих маркерів змінюється з кожним 
пасажем, достовірно збільшується CD34, CD66е, CD326, пан-кератин; 
достовірно зменшується СD95 та тропонін І. 

4. Під час культивування відмічали появу експресії нових 
поверхневих маркерів (CD227 та пан-кератин), що свідчить про диференціацію 
культури та набування клітинами інших властивостей та ознак.  
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ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ И МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ КУЛЬТУРЫ 

КЛЕТОК МИОКАРДА В ПРОЦЕСЕ ИХ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ / Ковпак О.С. 
 

Исследование первичной культуры клеток миокарда показало, что она 

морфологически гетерогенная. Среди доминирующих эпителиоидных отмечали 

незначительное количество веретенообразных клеток. В процессе культивирования 

процентный состав клеток изменялся в сторону веретенообразных клеток. В результате 

происходил процесс перехода от гетерогенной культуры 0 пассаж к наиболее гомогенной 

культуре 4 пассажа. Во время иммунофенотипирования популяции культуры клеток, 

полученных из миокарда крысы, отмечали высокий уровень экспрессии маркеров СD10, 

CD66e, тропонина I; умеренный уровень – CD34, CD95; низкий уровень – CD326; 

отсутствие экспрессии – CD38, CD45, CD227, CD48, CD54, CD56, пан-кератина. 

Ключевые слова: культура клеток, миокард, иммунофенотипирование, 

культивирование, морфология. 

 

PHENOTYPIC AND MORPHOLOGICAL CHANGES OF MYOCARDIAL CELLS 

CULTURE DURING CULTIVATION / Kovpak O.S. 
 
Introduction. The current practice of cell therapy implementation requires meticulous 

expert analysis of source material, careful detalization each of the stages of the using cells material 

and tracking the fate of the last one in vitro or in vivo. Therefore phenotyping of the cell culture 

seems to be relevant and timely. 

Goal of the work. Investigate morphological and phenotypic changes of myocardial cells 

during their cultivation in vitro from the first to the fourth passage. 

Materials and methods. Culture of the rats myocardial cells of the first to the fourth 

passages were used in this research. Control of phenotype changes were performed by detection of 

CD-markers (СD10, CD38, CD34, CD45, CD48, CD54, CD56, CD66e, CD96, CD227, CD326, 

рan keratin)  and cardiomyocyte-specific protein – troponin I. Morphological changes of culture 

myocardial cells were evaluated visually. 

Results of research and discussion. Our research revealed that the expression of cardiac 

muscle marker (СD10, CD95, CD 38, troponin I) decreased during cultivation. Meantime the 

intensity of markers expression, which characterized by hematopoietic (СD34, СD45) and 

epithelial (CD66е, CD326, рan keratin) cells increased of each passage. The data which obtained 
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from immunophenotyping analysis culture myocardial cells were confirmed change morphology 

monolayer through fibroblast cells. 

Conclusion and prospects for further research: 

1. Primary culture of the rats myocardial cells heterogeneous and the dominant cell 

quantity epithelioid morphology. 

2. During the cultivation cell culture changed epithelial-like cell morphology to 

fibroblast-like through a higher proliferation index of fibroblast-like cell. 

3. Change of the expression of surface markers varies in each passage CD34, CD66e, 

CD326, pan-keratin increased significantly; SD95 and troponin I reduced significantly  

4. During the cultivation we observed the emergence of expression of new surface 

markers (CD227 and pan-keratin), which indicate about the differentiation of cells culture and its 

acquisition of other properties and characteristics. 

Keywords: cell culture, myocardium, immunophenotyping, culturing, morphology. 
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КУЛЬТИВУВАННЯ ЗБУДНИКА TOXOPLASMA GONDII В КУЛЬТУРІ 

КЛІТИН 
 
В статті наведені результати визначення динаміки змін кількості тахізоїтів 

Toxoplasma gondii за різних умов зараження перещеплювальних ліній культур клітин Vero, 


