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ПЕРСПЕКТИВИ ВИКОРИСТАННЯ МЕТОДУ КУЛЬТИВУВАННЯ КЛІТИН ДЛЯ ТЕОРЕТИЧНО ТА
КЛІНІЧНО МЕДИЦИНИ

ПЕРСПЕКТИВИ ВИКОРИСТАННЯ МЕТОДУ КУЛЬТИВУ
ВАННЯ КЛІТИН ДЛЯ ТЕОРЕТИЧНО ТА КЛІНІЧНО МЕДИЦИ
НИ -  На даний час метод культивування клітин стає основою 
сучасних наукових технологій у біологі та медицині. Практич
но будь-які клітини людини можуть бути введені в культуру 
in vitro і служити засобом та об’єктом у багатьох галузях фунда
ментальних і прикладних досліджень. У статті розглянуто ос
новні типи клітинних культур, оптимальні умови х вирощу
вання та застосування на практиці. Коротко охарактеризовано 
тенденці в галузі дослідження стовбурових клітин.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МЕТОДА КУЛЬТИВИ
РОВАНИЯ КЛЕТОК В ТЕОРЕТИЧЕСКОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ 
МЕДИЦИНЕ -  На сегодняшний день метод культивирования 
клеток становится основой современных научных технологий 
в биологии и медицине. Практически любые клетки человека 
могут быть введены в культуру in vitro и служить средством и 
объектом во многих областях фундаментальных и приклад
ных исследований. В статье рассмотрены основные типы кле
точных культур, оптимальные условия их выращ ивания и 
использование на практике. Коротко охарактеризовано тенден
ции в области исследования стволовых клеток.

OUTLOOK FOR СЕLL CULTURЕ METHOD USING IN 
THEORETICAL AND CLINICAL MEDICINE -  Today cell culture 
method is becoming foundation of modern scientific technologies in 
biology and medicine. Virtually any human cells may be introduced 
in in vitro culture and then they can be means and matter of different 
f ields of fundamental and applied investigation. Main types of cell 
culture, optimal conditions for their grow ing and their using in 
practice are considered in the article. The tendencies in stem cell 
researching area are described in brief.
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ВСТУП Культивування клітин in v itro  почали систе
матично використовувати в науці у  д ругій  половині XX 
століття. На д аний час цей метод стає основою сучасних 
наукових технологій  в біологі та м едицині, його  ш иро
ко застосовую ть у р ізних  галузях ф ундам ентальних і 
прикладних досліджень. Перелік тип ів  клітин ссавців, які 
вдалося культивувати вченим in vitro, д осить  великий. 
М ож на стверджувати, щ о для будь-яких клітин тварин і 
лю дини  є можливість створити такі оптимальні умови, 
за яких вони збер ігатим уть основні структурні парамет
ри і б іологічні ф у н к ц і, характерні м in vivo.

Для тривалого виж ивання поза орган ізм ом  кл ітини 
потребую ть забезпечення по ж и вн и м и  речовинам и та 
зб ер еж е н ня  асе пти чн и х  ум ов. Кр ім  то го , необх ідно  
п ідтрим увати сталу температуру, рН -  7 ,2 -7 ,4  і 5 % ко н 
центрацію  вуглекислого  газу в культуральному сере
д овищ і [1, 2 ]. О дна з найваж лив іш их переваг клітин в 
культурі -  м ож ливість приж иттєво го  спостереження з 
ним и за д опо м огою  м ікроскопа. Важливо і те, що куль
тури клітин можуть бути р івноц інною  зам іною  кл ін ічних 
експерим ентів , для яких  була б потрібна участь д о б 

ровольців. Експерим енти, що вим агаю ть для з ’ясуван
ня то го  або інш ого питання залучення 1000 чоловік, 
можуть бути з рівною  статистичною  достов ірн істю  по 
ставлені на 100 культурах на по кр ивн и х  скельцях [2 ].

Основні типи клітинних культур Кл ітинн і куль
тури поділяю ться на первинн і та вторинн і (або постійн і 
кл ітинн і л ін і ). П ервинн і культури отрим ую ть б езпо се 
редньо  з ф рагм ентів  інтактних тканин  чи ор ган ів  або 
ш ляхом утворення  кл ітинно  суспенз і за д о по м о го ю  
ф е р м е н та ти в н о  д е з а гр е га ц і ш м а то чк ів  м атер іалу 
тр и пси н о м . Такі культури спочатку гетер о ген н і, в них 
найповн іш е  представлен і ти п и  кл ітин тіє  тка нини , з 
яко  вони були отрим ан і, та зго д о м  починаю ть д о м і
нувати ф ібробласти, як  кл ітини  з найвищ им  проліф е- 
ративним  потенціалом. П риготування пе р в и нн и х  куль
тур -  процес труд ом істки й  і м алоеф ективний , так як 
пе р іо д  ж иттєздатності таких  кл ітин  in v itro  д о си ть  об 
м еж ений . О днак протягом  невел и ко го  часу існування 
кл ітини  пе р в и н н и х  культур збер ігаю ть основн і харак
те р и сти ки  д и ф е р е н ц ій о в а н и х  кл ітин in vivo.

В торинні культури складаються з однотипних клітин, 
що в о л о д ію ть  п е в н и м и  (н е о б х ід н и м и  д о с л ід н и к у )  
в ід носно  по ст ійн и м и  властивостям и і хар актери сти ка 
ми. х  м ожна сер ійно  розм нож увати  три вал ий  час або 
необм еж ено д о в го . Кл ітинн і л ін і з обм еж еним  п е р і
одом  існування складаю ться зазвичай  із норм альних 
д и п л о д н и х  кл ітин , що п ід три м ую ть  д е я ки й  ступ інь  
д и ф ер ен ц іац і і даю ть обм еж ену к ількість  генерац ій . 
Так, наприклад , тривал ість  ж иття норм альних д и п л о  - 
д н и х  ф ібробластів  у  культурі д осягає  50 -60  популя
ц ій н и х  подвоєнь (кл іти нних под іл ів) [3, 4 ]. З часом вто
ринн і культури норм альних (нетрансф орм ованих, не- 
пухлинних) кл ітин набувають д еяки х  незворотних  зм ін, 
що св ід чить  про стар іння in v itro  (табл. 1).

Постійні (“ безсмертн і” ) клітинні ліні отримую ть без
посередньо  з кл ін ічних  пухлин або опосередковано, 
трансф ормуючи in v itro  вторинні культури нормальних 
клітин у “ безсм ертн і” за д опом огою  іонізую чого опро
м інення, х ім ічних канцероген ів  чи онкоген ів  [5]. В ідомо 
декілька векторів для перенесення генетичного матер
іалу (онкоген ів) в клітини, зокрема, це віруси, плазміди, 
фаги, еп ісом и тощо [5, 6]. Для трансф ормаці культиво
ваних клітин ссавців найчастіше використовую ть ретро- 
віруси та пухлинні Д Н К-в іруси [5 ]. Поява постійно ліні 
трансф ормованих клітин констатується досл ідникам и в 
основном у за м о рф о ло гічни м и  зм інам и (зм енш ення 
розм іру клітин, збільшення ядерно-цитоплазматичного 
сп івв іднош ення, зниж ення адгезивності), за зб ільш ен
ням ш видкості росту (час подвоєння клітин у культурі 
знижується з 36-48 д о  12 годин), за збільш енням еф ек
тивност і клонування тощ о (табл. 2). Трансф ормовані 
культури, проте, мають певні недоліки: зм інений  каріо
тип клітин не дозволяє повністю екстраполювати резуль
тати експерим ентів  на нормальні клітини лю дського  чи 
тваринного орган ізму (табл. 3).
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Таблиця 1. Ознаки старіння культивованих клітин ссавців

1. Зростає тривалість клітинного поділу
2. Зменшується кількість клітин у клітинному циклі
3. Зменшується щільність насичення клітин у культуральному посуді
4. Зростає відсоток поліпло ді
5. Зменшується адгезія клітин до субстрату
6. Знижується ДНК-синтез
7. Знижується чутливість до факторів росту
8. Змінюється організація цитоскелета
9. Зменшується поглинання амінокислот з культурального середовища
10. Сповільнюється білковий обмін

Таблиця 2. Порівняльні характеристики нормальних і трансф ормованих клітин у культурі

Нормальні клітини Трансформовані клітини
1. Обмежений термін життя 1. Здатність до необмеженого культивування
2. Залежність росту клітин 2. Незалежність росту клітин від прикріплення до субстрату
від прикріплення до субстрату 3. Висока швидкість проліфераці (час подвоєння зменшується
3. Обернено-пропорційна залежність в 3-4 рази)
швидкості проліфераці від щільності клітин 4. Знижена залежність проліфераці від щільності клітин
4. Зміна властивостей клітин в процесі старіння 5. Невимогливість до якості субстрату, факторів росту
in vitro 6. Зменшення залежності клітин від додавання сироватки

7. Зменшення адгезивно здатності
8. Генетична нестабільність (гетеропло дність, анеупло дність)
9. Здатність формувати колоні в м ’якому агарі

Таблиця 3. Властивості трансф ормованих клітин

Переваги Недоліки
1. Велика швидкість росту 1. Підвищена хромосомна нестабільність
2. Висока щільність клітинно культури 2. Відхилення від фенотипу
3. Здатність рости в суспензі 3. Втрата специфічних тканинних маркерів

Варто зазначити, що трансф орм ован і кл ітини  не 
завж д и  набувають ознак злоякісності, і вони не обо
в ’язково  екв івалентн і раковим  кл ітинам  in vivo. Т ільки  
кл ітини , що здатн і ф ормувати інвазивн і пухлини, м о 
ж уть  називатися злоякісно  трансф орм ованим и  [4, 5 ].

Крім нормальних і трансф орм ованих кл ітинних л ін ій 
розр ізняю ть ще й ім м ортал ізован і культури. Останні 
здатн і д о  безм е ж н ого  культивування, од нак х ро зм 
нож ення не в ідбувається безконтрольно. П рол іф ера
ція таки х  кл ітин  залеж ить в ід  багатьох ч и н н и к ів , які 
впливаю ть і на нормальні кл ітини : пр икр іпл ен н я  до 
субстрату, щ ільн ість кл ітин в культуральном у посуді, 
контактне ін гібування та ін. [4 ]. Імморталізован і кл іти 
ни за властивостям и займ аю ть пр ом іж н е  м ісце м іж  
н е зм ін е н им и  та трансф орм ованим и  культивованим и 
кл іти н ам и . П рикладом  ім м орта л ізо ва но  культури  є 
п о с т ій н а  л ін ія  п о д о ц и т ів  -  о с н о в н о го  ко м п о н е н та  
ф іл ьтр ац ій н о го  б ар ’єра в клубочках н и р ки  (рис. 1). 
В ід працьована  техн іка  ум овно  ім м ортал ізац і д ан и х  
к л іт и н  за д о п о м о г о ю  т р а н с ф е к ц і р е т р о в ір у с о м  
pZ ipN eoSV(X)1 дозволяє  отрим увати  постійн і кл ітинн і 
л ін і по д о ц ит ів  в ід  пац ієнтів  з р ізни м и  н и р ко в и м и  х в о 
робами [7]. Таким чином, д осл ідни ки  отримую ть зручну 
модель для вивчення властивостей подоцитів , х  здат
ності д о  д и ф ер ен ц іац і , д ед и ф е р е н ц іа ц і , в ід н о вл е н 
ня після пош код ж ення , експрес і р ізном ан ітних  ген ів  
та локалізаці структурних білків, реакці на р ізноманітн і 
б іоло гічно  активн і речовини  тощ о [7-9 ].

Рисунок 1. Морфологія культивованих подоцитів: А. Світлова 
мікроскопія. Недиференційовані (зліва, при 33 °С) та диференці
йовані (справа, 37 °С) культивовані подоцити; В. Скануюча елект
ронна мікроскопія: недиференційована клітина без відростків та 
диференційована клітина з тонкими відростками (показано стрілка
ми) з інтердигітаціями між клітинами та структурами, подібними 
до фільтраційних щілин [7].

П р а кт и ч н е  зн а че н н я  м е то д у  к л іт и н н и х  к у л ь т у р
В икористання  м етоду культивування кл ітин  дало з м о 
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гу  в и я в и ти  і в и в ч и ти  ко н кр е тн і х ім іч н і р е гул ятор и  
кл іти н н о го  поділу, д и ф ер ен ц іац і , м іграц і та метабо
л ізму, а також  визначити  м олекулярні м ехан ізм и х д і 
[1 ,2 ]■

З авдяки  культивуванню  кл ітин м ож ливост і д о с л і
д ж е н н я  і д іа гн о с ти ки  розш ирю ю ться м айж е б е зм е ж 
но, оск ільки  є м ож лив ість  оц іни ти  не т іл ьки  м о рф о
л огічн і і б іох ім ічні зм іни , але й зм іни  у  повед інц і клітин, 
х  реакці на різні агенти . Велика перевага м етоду куль

тури  кл ітин  полягає в тому, що експе ри м ен ти  з в и ко 
ристанням  клон ів  є повторю ваним и  і несуперечливи- 
ми. Кл ітинн і л ін і застосовую ть для тестування і в и в 
ч е н н я  м е х а н із м у  д і р із н и х  р е ч о в и н : л ік а р с ь к и х  
препаратів, д етер ге нт ів , косм е ти чн и х  засобів, ін с е к 
ти ц и д ів , консервантів  [1 0 ]. Результати, отрим ан і на 
кл іти н н их  культурах, не м ож на переносити  на ц ілий 
орган ізм , але якщ о речовина, що вивчається, має н е 
гативний  вплив на д екілька  л ін ій  культивованих клітин, 
то в ід  не сл ід  чекати  н е с п р и я тл и в о го  еф екту і на 
орган ізм  л ю дини .

Н айб ільш ого пош ирення  у  питанн і культивування 
кл ітин  набули культури ф ібробластів . Ш и р оке  в и ко 
ристання ф ібробластів  для вивчення патогенезу і д іа г 
ностики  спа д кови х  хвороб зум овлене не т ільки  л е г 
кістю  х культивування, але й тим , що сполучна т ка н и 
на, г о л о в н и м  к л іт и н н и м  е л е м е н т о м  я к о  є 
ф ібробласти, складає значну частину маси тіла. О крім  
того , ф ібробласти є в складі стром и багатьох орган ів , 
є важ л и ви м и  учасникам и  х м о р ф о ге н е зу  і с тво рю 
ють ум ови  м ікрооточення , що необх ідне  для д и ф е 
ренц ію вання і ф ункц іонування спец іал ізованих кл ітин, 
наприклад  кард іо м іо ц ит ів  [11, 12], еп ід е р м о ц и т ів  [13 ] 
стовбурових кл ітин [14 ] тощ о. У ф ібробластах є ф е р 
м ент м оноам іноксидаза , зм ін и  активност і яко го  харак
терн і для д е я ки х  н ер во ви х і пси х ічн и х  захворю вань. 
Ф ібробласти  м істять рецептори  д о  глю ко ко рти ко  д н и х  
гор м он ів , інсул іну, д е я ки х  нейром ед іатор ів . Том у ці 
кл ітини  вико ри сто вую ть  як зручну  м одель для в и в 
чення за гал ьноб іоло гічни х  в н утр іш н ьо кл іти н ни х  п р о 
цесів, таких  як сигналю вання, зм іна  експрес і ген ів , 
репрограм ування  кл ітин та ін. [14 -1 6 ].

М етод  культивування кл ітин ін тенси вно  застосову
ю ть у н о в іт н ій  галузі б іо те х н о л о гі -  т ка н и н н ій  та 
ор ган н ій  інж енер і . Так, наприклад , на основі культури 
ф ібробластів  та кератиноц ит ів  створено ш тучну ш кіру 
[13, 17].

Р ізном ан ітн і культури кл ітин використовую ть  у біо- 
технологі для синтезу ц ін н и х  б іопрепаратів  (горм он ів , 
ф актор ів  росту, антитіл  тощ о) [1 0 ]. Б езсум н івно , о д 
ним  із н а й ц ін н іш и х  д о с я гн е н ь  кл ітинно  ін ж ен ер і є 
створення гіб рид ом  -  “ б езсм ертних” г іб р и д н и х  кл іти н 
них л ін ій, що продукую ть моноклональні антитіла. Гібри- 
д о м и  одерж ую ть шляхом злиття В -л ім ф оцитів , ім у н і
зованих кон кретн и м  ан ти геном , і пухлинно-трансф ор- 
м ованих л імф о д н и х  кл ітин -  плазм оцитів . Г ібридом на 
техн ол огія  забезпечує  науковц ів  та кл ін іц и ст ів  н е о 
бм еж еною  кількістю  м оноклональних антитіл , я к  п р е 
паратів для д іа гн о сти чн о го  або л ікувального  пр и зн а 
чення [18 ].

С то в б ур о в і к л іт и н и  і кл іт и н н а  т е р а п ія  О станнє 
десятил іття характеризується справжньою  револю цією  
в д о с л ід ж е н н і та в и ко р и ста н н і с товб уро ви х  кл ітин . 
З г ід н о  з сучасним  визначенням , стовбурова кл ітина

(СК) -  це н ед и ф ер енц ій о ва на  кл ітина, здатна д іл и т и 
ся в п р о д о в ж  д о в го го  часу, часто п р о тя го м  в сьо го  
ж иття ор ган ізм у. За ум ов д і си гнал ів  д и ф ер ен ц іац і 
такі кл ітини  м ож уть перетворю ватись у зр іл і спе ц іал і
зован і кл ітини  (кард іо м іо ц и ти , ней ро ц и ти , хонд роц и- 
ти тощ о) [1 9 ]. С К класиф ікую ть за походж енням . Так, 
е м бр іо на л ьни м и  С К називаю ть кл ітини  внутр іш ньо  
кл ітинно  маси бластоцисти  -  од н іс  з найбільш  ранніх 
стад ій  ро зви тку  ем бріона. Такі С К с пл ю рипотентни- 
ми, тобто зда тни м и  перетворю ватись у  всі 200 ти п ів  
спец іал ізованих кл ітин  орган ізм у. З точки  зору  р е ге 
неративно м е д и ц и н и  ем бр іональні СК с ідеальним и 
для в ідновлення  по ш ко д ж е н и х  орган ів , оск ільки  вони 
ін те грую ть  в ураж ені д іл я нки  та проявляю ть тканинос- 
пец иф ічн і ф ункц і [2 0 ]. Проте, у  з в ’язку  з е тичним и  
проблем ам и у б ільш ості кра н св іту  заборонене  о т 
рим ання та кл ін ічне  застосування ем бр іональних СК 
л ю д ин и . На д а н и й  час вчен і д осл ід ж ую ть  керован ість 
процесу  д иф е р е н ц іа ц і та селективне  вид ілення  ч и с 
ти х  популяц ій  пе вн и х  ти п ів  спе ц іал ізован и х  кл ітин, 
тестую ть пухлинну активн ість  отр им а ни х сом атичних 
кл ітин та х г істол о гічн у  сум існ ість  з ор ган ізм ом  реци- 
п існта [ 19, 20 ].

Іншою альтернативною  м ож лив істю  отрим ання д о 
н ор сько го  матеріалу для кл ітинно  терапі с в и ко р и с 
тання С К д оро сл о го  орган ізм у. Це н ед и ф еренц ійован і 
кл ітини , що виявляю ться в спец іал ізованих тканинах. 
На в ід м ін у  в ід  ем бр іональних СК, використання  д о 
рослих СК не наш товхусться на етичн і табу. О днак ці 
кл ітини  с полі- (чи ол іго -) по те нтни м и , вони  здатн і 
д иф ер ен ц ію ва ти сь  т іл ьки  в обм еж ену к ількість  ти п ів  
спе ц іа л ізо в а н и х  кл ітин  [2 1 ]. В и ко ри стан н я  власних 
кл ітин  пац існта (найчастіш е -  ге м о по е ти чн и х  кл ітин 
к істково го  м озку) виклю час м ож лив ість  ім унологічного  
конф лікту. Конц епц ія  терап і аутологічним и  СК вклю- 
час: 1) вид іл е н н я  д о р о с л и х  стов б уро ви х  кл ітин ; 2) 
культивування in v itro  з метою нарощ ування кл ітинно  
маси; 3) д иф ер ен ц ію ва н ня  х у  кл ітини  ураж ено т ка 
нини ; 4) використання  для трансплантаці . П рикладом  
ко н кр е тн о го  кл ін ічн о го  застосування с в ід но вл ення  
по ш ко д ж е н о го  сер ц евого  м ’яза після ін ’скц і кл ітин у 
хв о р у  д іл я н ку  серця [2 2 ]. Таку кард іо пл а стику , що 
пройш ла детальн і випробування на тваринах, почали 
з усп іхом  застосовувати у кл ін ічн ій  практиц і.

О скільки  одерж ання ем бр іональних СК небажане 
з етичних м іркувань, а використання  д оро сл и х  С К у т 
руднене через н и зку  техн ічн и х  пр ичин , вчен і п р о д о в 
ж ую ть ш укати оптим альне д ж ер ел о  кл ітин  для тр а н с 
плантаційно м едиц ини . Недавнс в ідкриття можливості 
репрограм ування  (зво ро тн о го  перетворення) д о р о с 
л их  д и ф е р е н ц ій о в а н и х  кл ітин  в кл ітини , под іб н і до 
е м б р іо н а л ь н и х  сто в б ур о ви х , в ід кр и л о  ц іл ко м  нов і 
пе рспе кти ви  для кл ітинно  терапі .

Індуковані плю рипотентн і стовбурові кл ітини (іПСК) 
впер ш е були отр им а н і групо ю  я п о н с ь ки х  вче н и х  з 
ун івер сите ту  К іото в 2006  році. Takahash і і Yam anaka 
визначили  4  клю чових гени  плю рипотентност і, які а к 
тив н о  експресую ться в ем бр іональні СК: O c t3 /4 , Sox2, 
K lf4  та c-M yc, і ввели х у  культивован і ф ібробласти 
м иш і за д о п о м о го ю  ретров ірусного  вектора [1 6 ]. Уже 
н а ступн о го  ро ку  д а н и й  е кс п е р и м е н т  було усп іш н о  
повторено на ф ібробластах доросло  л ю д ин и  [23, 24 ]. 
П роте систем и в ірусно транф екц і , що в и ко р и сто в у 
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вались у д ан и х  д осл ідж еннях, вмонтовували гени  у 
випадкові д ілянки  геном у кл ітини-господаря, що п ід в и 
щувало о н ко ге н н и й  потенціал отрим аних іПСК. М и н у 
л ор ічн і д осл ід ж ен н я  3-х р ізни х  наукових груп довел и  
м о ж л и в ість  отрим ання  іП С К б е зв е кто р н и м  ш ляхом 
[2 5 -2 7 ], це дало з м о гу  залиш ати  ген ом  кл ітин  н е 
зм ін н и м . Д ан і в ід криття , з о д н о го  боку, д уж е  набли
зили  застосування іП С К в кл ін іц і, од нак з інш ого  боку, 
проц ед ури  генерування таких  кл ітин залиш аю ться ще 
м а л о п р о д у кти в н и м и . Т ом у  а кти в н і п о ш уки  ш ляхів  
п ідвищ ення  еф ективності репрограм ування триваю ть. 
Так, на сьо го д н і вже в ідом о, що пом ірна  г іпо кс ія  -  
короткотривале зн иж ен н я  концентрац і кисню  в куль
туральном у серед овищ і д о  5 % [28 ] та д одавання  ас
корб іново  кислоти [29, 30 ], здатн і суттєво п ід ви щ и ти  
в ід соток усп іш но  ре програм ованих м иш ачих та л ю д сь 
ких  ф ібробластів .

В И С Н О В О К  О трим ання іП С К із д и ф е р е н ц ій о в а 
них кл ітин л ю д ин и  є одним  із найваж лив іш их прорив ів  
у  галузі д осл ід ж ен н я  стовбурових кл ітин . Цей п ід х ід  
дає м ож лив ість  використовувати  власні т ка н ин и  па ц і
єнта і, таким  чином , вир іш ує  проблем у в ід то р гн ен н я  
пе реса дж ени х тканин , позбавляю чи в ід  необхідності 
прийм ати  ім унодепресанти. І вже в найближ чий  час 
м ожна буде зам інити  по ш код ж ен у  чи ураж ену т ка н и 
ну л ю д ин и  на таку ж  тка н ин у  ц ього  пацієнта, т ільки  
здорову. Це в ир іш ить  проблем у терапі багатьох х в о 
роб.
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