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езенхімальні стовбурові клі-
тини (МСК) ссавців на сьогод-
ні вважаються найбільш пер-

спективним видом аутогенного й ало - 
генного матеріалу для клітинної терапії. 
МСК було виділено із різних тканин до-
рослого організму, які характеризують-
ся високою здатністю до проліферації 
й  адгезії, фібробластоподібною морфо-
логією й утворенням колоній у культурі, 
легко індукованим диференціюванням 
в остео-, хондро-, міо- й адипогенному 
напрямі. У процесі наукових досліджень 
вивчався імунофенотиповий про філь 
МСК. Разом з тим отримання «чистих» 
популяцій мезенхімальних стовбурових 
клітин за допомогою одного специфіч-
ного маркера поки що залишається не-
здійсненною мрією [5]. 

Отже, у вивченні біологічних влас-
тивостей МСК існує дуже багато зав-
дань і загадок, відповіді на які будуть 
знайдені через роки копітких фунда-
ментальних досліджень. Однак уже 
сьогодні проводяться доклінічні й клі-
нічні дослідження щодо введення цих 
клітин з метою корекції ушкоджених 
органів і тканин тваринного організму, 
особливо опорно-рухового апарату. 
Питання, які стосуються онкогенної 
безпеки клітинного матеріалу, залиша-
ються маловивченими, але вкрай акту-
альними, вони визначають майбутнє 
регенеративної медицини. 

Відомо, що кількість мезенхімаль-
них стовбурових клітин при виділенні 
з організму недостатня для викорис-
тання з терапевтичною метою, тому 
їх  уведенню тварині-реципієнту пере- 
дує культивування з метою збільшен-
ня кількості та звільнення аспірату від 
прогеніторних клітин. Разом з тим 
культивування клітинного матеріалу 
може спричинити появу клітин із абе-
рантним каріотипом, які селективно 
домінують у культурі, що призведе до 
«забруднення» клітинного трансплан-
тата трансформованими або навіть 
злоякісними клітинами.

Із літературних джерел відомо, що 
старіння клітин пов’язане з втратою 
активності теломерази і зупинкою 
клітинного циклу. При культивуванні 
клітин у відповідний момент немину-
че настає зупинка клітинного циклу. 
Разом з тим нещодавно для людських 
клітин було встановлено феномен 
спонтанного відхилення від зупинки 
клітинного циклу. Такі процеси при-
зводять до імортальності клітин і ви-
никнення хромосомних аберацій і кан-
церогенезу [9].

Важливу інформацію було отримано 
авторами робіт під час дослідження ка-
ріотипової мінливості культури МСК 
людей на ранніх пасажах. При цьому 
було встановлено, що МСК людей при 
культивуванні in vitro впродовж декіль-

кох місяців зберігали нормальний ка-
ріотип. Здатність утворення пухлин in 
vivo проводили на імунодефіцитних 
опромінених мишах, яким уводили сві-
жовиділений клітинний матеріал. При 
цьому не було встановлено жодних 
ознак туморогенезу. Разом з тим МСК, 
які культивувалися протягом 6 місяців, 
змінювалися морфологічно, а при каріо-
типуванні більшість клітин мали трисо-
мії й тетраплоїдії. Через 4–6 тижнів піс-
ля внутрішньовенної трансплантації 
імунодефіцитним мишам спостерігали 
розвиток множинних пухлин практич-
но в усіх органах дослідних тварин. Слід 
відзначити науково обґрунтовані дослі-
дження, які засвідчують, що МСК кіст-
кового мозку людини легко іморталізу-
ються й після 256  подвоєнь дають ріст 
пухлин in vivo у 100 % випадків [11]. 
Цікаво, що МСК миші також піддають-
ся спонтанній трансформації у культурі 
й демонструють подібну до людських 
клітин злоякісність in vivo [15].

Біологічна здатність МСК до онко-
генної трансформації залишається 
дискусійною. Так, Kassem і співавт. на-
уково підтверджують, що при трива-
лому пасажуванні МСК, виділених із 
кісткового мозку людини, ознак ім-
морталізації після 40 подвоєнь клітин-
ного матеріалу не виявлено [17]. 

Детальні цитогенетичні досліджен-
ня, проведені окремими дослідниками, 
свідчать про високий рівень анеуплої-
дії в людських культурах МСК кістко-
вого мозку і жирової тканини на ран-
ніх і пізніх пасажах, що вказує на 
необхідність проведення ретельного 
генетичного моніторингу цих клітин у 
разі використання їх для клітинної те-
рапії [2, 3].

ЦИТОГЕНЕТИЧНИЙ КОНТРОЛЬ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ 
СТОВБУРОВИХ КЛІТИН КІСТКОВОГО МОЗКУ КОНЯ  
НА РАННІХ ПАСАЖАХ КУЛЬТИВУВАННЯ IN VITRO

е
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Результати цитогенетичного аналізу мезенхімальних стовбурових клітин 
кісткового мозку коня на третьому і четвертому пасажах культивування 
вказують на те, що мінливість каріотипу зазначених клітин відповідає 
спонтанному рівню, характерному для цього виду тварин. Отже, клітини 
коня на третьому і четвертому пасажах культивування не піддаються 
спонтанній трансформації, тобто їх можна безпечно використовувати 
тварині-реципієнту для регенеративної терапії.
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Отже, застосування МСК з тера-
певтичною метою має визначатися  
даними щодо їх онкогенної безпеки, 
а  цитогенетичні дослідження стовбу-
рових клітин, поряд з іншими параме-
трами оцінки якості, є одним з важ- 
ливих етапів контролю, що дозволяє 
встановити генетичну стабільність куль-
тури клітин.

Разом з тим описані дослідження 
каріотипової мінливості клітинного 
матеріалу проводяться на ембріональ-
них і мезенхімальних стовбурових клі-
тинах людей і лабораторних мишей. 
Однак протоколів досліджень, які сто-
суються кролів, котів, собак і коней, 
у доступній літературі не виявлено.

Отже, цитогенетичний аналіз ме-
зенхімальних стовбурових клітин тва-
рин має як теоретичне, так і практичне 
значення. При цьому вивчення ста-
більності каріотипу МСК кісткового 
мозку коней під час культивування  
in vitro на ранніх пасажах є своєчасним 
і актуальним завданням.

Мета роботи – встановити законо-
мірності хромосомної мінливості ме-
зенхімальних стовбурових клітин кіст-
кового мозку коня на ранніх пасажах 
культивування.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Цитогенетичний скринінг включав 

аналіз 30  метафазних пластинок стов-
бурових клітин коня третього й четвер-
того пасажу. Для отримання препаратів 
хромосом використовували мо дифі ка-
цію стандартного цитогенетичного ме-
тоду [6, 12]. Фіксацію хромосом прово-
дили через 48  год після посіву клітин. 
Колхіцин додавали у культуральне се-
редовище із розрахунку 0,05–0,5 мкг/мл 
та інкубували 1,5–2 год за температури 
37 °С. Клітини знімали з чашок Петрі 
й отримували клітинну суспензію шля-
хом інкубації впродовж 1–5 хв за темпе-
ратури 37 °С у розчині трипсин-версену. 
Для руйнування клітин їх інкубували 
протягом 30  хв за температури 37 °С 
у  теплому гіпотонічному розчині KCl 
(0,56 %) із розрахунку 1  мл клітинної 
суспензії на 9  мл гіпотонічного розчи-
ну (1:9). Фіксацію хромосом проводили 
три-чотири рази по 10–20  хв у свіжо-

приготовленому охолодженому фік са-
торі (метанол : крижана оцтова кисло-
та, 3:1). Отримані препарати хромосом 
забарвлювали протягом 40  хв у 20 % 
розчині барвника Гімзи («Merck», Ні-
меч чина). Аналіз метафазних пласти-
нок здійснювали за допомогою мікро-
скопа Axiostar plus (Carl Zeiss, Німеччи - 
на), збільшення ×400 і ×1000.

У процесі досліджень враховували: 
кількісні порушення хромосом  – анеу-
плоїдію (А), поліплоїдію (ПП) і струк-
турні аберації – розриви хромосом (ХР) 
і хроматид (ХМ). На цих самих препа-
ратах провели мікроядерний тест: під-
рахували кількість двоядерних (ДЯ) 
клітин, клітин із мікроядром (МЯ), мі-
тотичний індекс (МІ), апоптозні кліти-
ни (АП). Частоту ДЯ, МЯ, МІ, АП ви-
раховували на 1000 клітин (‰).

РЕЗУЛЬТАТИ  
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Для встановлення каріотипової ста-
більності мезенхімальних стовбурових 
клітин проаналізували хромосомну 
мінливість клітин третього й четверто-
го пасажу (див. таблицю) порівняно 

з  рівнем спонтанної хромосомної мін-
ливості лімфоцитів периферійної кро-
ві коня.

Отримані результати цитогенетич-
ного аналізу мезенхімальних стовбу-
рових клітин засвідчили, що для них 

характерні кількісні порушення каріо-
типу, зокрема анеуплоїдія, яка стано-
вила 1,4 і 1,2 % відповідно. Суттєвої 
різниці між кількісними порушеннями 
хромосом у досліджуваних клітин на 
різних пасажах не встановлено. Частка 
МСК із анеуплоїдією не перевищува- 
ла рівня спонтанної хромосомної мін-
ливості (1,98 %) за цією ознакою у лім-
фоцитах периферійної крові коня [4]. 
Метафазних пластинок з поліплоїдією 
у мезенхімальних стовбурових кліти-
нах третього та четвертого пасажу ви-
явлено не було. Структурних пору-
шень (хромосомних і хроматидних 
розривів) у цих клітинах також не ви-
явлено.

Для більш повної оцінки соматич-
ного мутагенезу МСК було проведено 
мікроядерний тест. Джерелом форму-
вання клітин із мікроядрами є хромо-
сомні розриви або дефект веретена по-
ділу клітини, що узгоджується з про - 
явом анеуплоїдії [8, 10]. У МСК коня 
третього й четвертого пасажу частота 
клітин із мікроядрами становила 1,3 
і  0,8 ‰, що не перевищує спонтанно- 
го рівня частоти лімфоцитів із мікро-

ядром (1,53 ‰) у периферійній крові 
коня [4]. Частота появи клітин із мікро-
ядрами у нормі для ссавців  – у межах 
1,6–5,6 ‰ [7, 18]. Таким чином, частка 
виявлених клітин із мікроядрами пере-
буває в межах норми.

Таблиця – Аналіз каріотипу мезенхімальних стовбурових клітин третього й четвертого пасажу

№ пасажу
Кількість 
метафаз,  

n

Анеуплоїдія, 
%

Клітини із 
мікроядром, 

‰

Двоядерні 
клітини,  

‰

Мітотичний 
індекс,  

‰

Апоптоз, 
‰

Третій 30 1,4 1,3 1 3,0 1

Четвертий 30 1,2 0,8 1,5 3,3 1

Каріотип мезенхімальних стовбурових клітин коня четвертого пасажу:  

а – норма, 2n = 64; б – анеуплоїдія, 2n = 59  × 1000
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Наявність двоядерних клітин учені 
пояснюють наслідком старіння in vivo 
та in vitro і природним подовженням 
тривалості цитокінезу [13]. Частота 
двоядерних мезенхімальних стовбуро-
вих клітин третього й четвертого паса-
жу становила 1 і 1,5 ‰ і була в межах 
параметрів, характерних для ссавців 
за спонтанного соматичного мутаге-
незу [4]. Частота двоядерних МСК 
узгоджувалася прямим пропорційним 
співвідношенням із частотою мітотич-
ного індексу цих клітин. Рівень апоп-
тозних клітин на третьому й четвер-
тому пасажі у коня не перевищував 
параметрів (1,57 ‰), характерних для 
цього виду [4].

Слід зауважити, що підвищеного 
рівня порушення цілісності цитоплаз-
матичної мембрани у МСК порівня- 
но з лімфоцитами периферійної крові  
під час одержання препаратів хромо-
сом стандартним модифікованим ци-
тогенетичним методом виявлено не 
було [6, 12].

ВИСНОВКИ
1.  Використання методу цитогене-

тичного аналізу для дослідження ста-
більності каріотипу мезенхімальних 
стовбурових клітин кісткового мозку  
надзвичайно важливе в оцінці біоло-
гічної безпеки цих клітин під час по-
дальшого їх використання із терапев-
тичною метою. 

2. Цитогенетичний аналіз дозволяє 
зробити науково обґрунтований висно-
вок щодо мінливості каріотипу мезен-
хімальних стовбурових клітин коня, 
який після третього й четвертого паса-
жів відповідає спонтанному рівню, ха-
рактерному для цього виду тварин.
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Цитогенетический контроль мезенхи-

мальных стволовых клеток костного мозга 

лошади на ранних пассажах культивирова-

ния in vitro. А.И. Мазуркевич, Н.А. Малюк, 

Л.Ф. Стародуб 

Результаты цитогенетического анализа ме-

зенхимальных стволовых клеток костного моз-

га лошади на третьем и четвертом пассажах 

культивирования указывают на то, что измен-

чивость кариотипа таких клеток соответствует 

спонтанному уровню, характерному для данно-

го вида животных. Следовательно, клетки коня 

на третьем и четвертом пассажах культивиро-

вания не поддаются спонтанной трансформа-

ции, то есть их можно безопасно использовать 

животному-реципиенту для регенеративной те-

рапии.

Cytogenetic control of mesenchymal stem 

cells of the bone marrow in the early passages 

of the horse culture in vitro. A.Y. Mazurkiewicz, 

M.O. Maljuk, L.F. Starodub

The results of cytogenetic analysis of mesen-

chymal stem cells in bone marrow horse on the 

third and fourth passages cultivation indicate that 

the variability of the karyotype of these cells corre-

sponds to a spontaneous level, typical for this spe-

cies. Consequently, cells horse on the third and 

fourth passages cultivation can not be spontane-

ous transformation, therefore they can be used 

safely recipient animal for regenerative therapy. 

жах 
ссавців 

го мутаге-
ядерних МСК 

мим пропорційним 
ням із частотою мітотич-

ндексу цих клітин. Рівень апоп-
тозних клітин на третьому й четвер-
тому пасажі у коня не перевищував 
параметрів (1,57 ‰), характерних для 
цього виду [4].

Слід зауважити, що підвищеного 
рівня порушення цілісності цитоплаз-
матичної мембрани у МСК порівня-
но з лімфоф цитами перрифферрійної кррові 
під час одержання препаратів хромо-
сом стандартним модифікованим ци-
тогенетичним методом виявлено не 
було [6, 12].

ВИСНОВКИ
1.  Використання методу цитогене-

тичного аналізу для дослідження ста-
більності каріотипу мезенхімальних 

овббурових клітин кісткового мозку  
дзвичайно важливе в оцінці біоло-
ної безпеки цих кл
ьшого їх викорис
ною метою. 
2. Цитогенети
бити нанаукуковов унтований висно-

щодо мінливості каріотипу мезен-
альних стовбурових клітин коня, 

ий після третього й четвертого паса-
в відповідає спонтанному рівню, х
ктерном  для цього виду твари
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