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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

МСК – мезенхімальні стромальні клітини;

СВФ – стромально-васкулярна фракція;

AD-MSCs – adipose-derived mesenchymal stem cells

(мезенхімальні стовбурові клітини, отримані з

жирової тканини);

BM-MSCs – bone marrow-derived mesenchymal stem cells

(мезенхімальні стовбурові клітини, отримані з

кісткового мозку);

DP-MSCs – dental pulp-derived mesenchymal stem cells

(мезенхімальні стовбурові клітини, отримані з

пульпи зуба);

HSC – hematopoietic stem cells (гемопоетичні стовбурові

клітини);

MenSC – menstrual blood-derived stem cells (стовбурові

клітини менструальної крові);

UCВ-MSCs – umbilical cord blood-derived mesenchymal stem cells

(мезенхімальні стовбурові клітини, отримані з

пуповинної крові).
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ВСТУП

Сучасний розвиток регенеративної медицини тісно пов’язаний із

пошуком ефективних клітинних технологій для відновлення ушкоджених

тканин і корекції патологічних станів. Використання мультипотентних

мезенхімальних стромальних клітин (МСК) є одним з найбільш

перспективних напрямків у регенеративній медицині, оскільки клітини

характеризуються здатністю до самооновлення, диференціації в різноманітні

клітинні лінії, мають імуномодулюючий та протизапальний впливи. Завдяки

цим властивостям МСК розглядаються як інструмент клітинної терапії в

кардіології, неврології, дерматології та інших галузях біомедицини.

Серед різних джерел отримання МСК особливу увагу зосереджують на

жировій тканині, оскільки вона є доступним та багатим джерелом стромальних

клітин. Мезенхімальні стромальні клітини жирової тканини (AD-MSCs)

відзначаються високою проліферативною активністю, стабільністю при

культивуванні in vitro та мають виражений регенеративний потенціал.

Ефективність їх використання значною мірою залежить від якості первинної

ізоляції, умов культивування та підтвердження відповідності основним

критеріям ідентифікації МСК.

Актуальність роботи зумовлена необхідністю удосконалення підходів до

отримання експериментальних культур МСК жирової тканини та комплексної

оцінки їх біологічних властивостей як передумови подальшого використання

у прикладних дослідженнях регенеративної медицини.

Наукова новизна роботи полягає у комплексному дослідженні культури

клітин, отриманих із жирової тканини мишей, з одночасною оцінкою

морфологічних характеристик, імунофенотипу, проліферативної,

колонієутворюючої активності та диференціаційного потенціалу.

Метою роботи є отримання та комплексна оцінка мультипотентних

мезенхімальних стромальних клітин, ізольованих з жирової тканини мишей

для обґрунтування їх придатності до застосування у регенеративній медицині.
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Відповідно до поставленої мети були поставлені наступні завдання:

1) Провести морфологічну оцінку ізольованих МСК з стромально-

васкулярної фракції на різних етапах культивування.

2) Визначити та охарактеризувати імунофенотип виділених клітин

СВФ для підтвердження їх належності до МСК.

3) Оцінити проліферативну та колонієутворюючу активність

отриманих МСК.

4) Оцінити диференціаційний потенціал виділених МСК шляхом

індукції остео- та адипогенезу.
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РОЗДІЛ 1

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА МУЛЬТИПОТЕНТНИХ

МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТРОМАЛЬНИХ КЛІТИН ТА ЇХ

ЗАСТОСУВАННЯ В РЕГЕНЕРАТИВНІЙ МЕДИЦИНІ

Мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини (МСК) – примітивні

попередники, що дають початок різним типам сполучної тканини

мезенхімального походження [1]. Вони здатні до самооновлення, мають

імуномодулюючий потенціал і низьку імуногенність, що робить їх

перспективними для регенеративної медицини. Джерелами МСК можуть бути

різні тканини, зокрема кістковий мозок, жирова тканина, пуповина та

синовіальна рідина [2].

МСК широко застосовуються в регенеративній медицині для відновлення

ушкоджених тканин, насамперед шкіри, кісток і опорно-рухового апарату [3].

При імунних порушеннях МСК кісткового мозку (BM-MSCs) пригнічують

активність Т-лімфоцитів і цитокінів, залучених у патогенез ревматоїдного

артриту [4]. Вони також перспективні в неврології та кардіології, зокрема при

нейродегенеративних захворюваннях, а МСК жирової тканини (AD-MSCs) й
кісткового мозку однаково здатні сприяти регенерації серця та зменшенню

фіброзу [5, 6].

1.1. Джерела мезенхімальних стромальних клітин

Стовбурові клітини можна ізолювати з різних типів джерел у тілі людини,

вибір яких ґрунтується на практичних характеристиках. Основними

джерелами МСК є кістковий мозок та жирова тканина.

Порівняно з МСК з інших джерел, BM-MSC, мають довший період

подвоєння, раніше досягають сенесценції та становлять лише 0,01–0,001% від

ядровмісних клітин кісткового мозку, проте однією з переваг BM-MSC над
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іншими типами клітин є відносно короткий час культивування [7]. BM-MSC

досліджуються при артеріальній гіпертензії, серцевій недостатності, реакції

«трансплантат проти хазяїна», у регенерації тканин, ортопедії, лікуванні травм

спинного мозку, а також при цирозі печінки та печінковій недостатності,

спричинених гепатитом B.

МСК жирової тканини є зручними для виділення завдяки значній

кількості підшкірної жирової тканини. Їх застосовують при ішемічних

захворюваннях, у кардіології для регенерації міокарда та зменшення фіброзу,

у дерматології й косметології для загоєння ран, лікування ушкоджень шкіри,

опіків, омолодження шкіри та стимуляції росту волосся. AD-MSCs також

використовують як модель для вивчення диференціації, сигнальних шляхів і

контролю проліферації злоякісних клітин [7].

МСК пульпи зуба (DP-MSCs) диференціюються в одонтобласти, що

продукують дентин та виділяються з пульпи молярів шляхом ферментативної

обробки. Через походження з нервового гребеня вони мають

ектомезенхімальну природу. Перспективні напрями застосування DP-MSCs

включають корекцію метаболічних порушень, лікування цирозу,

гепатоцелюлярної карциноми та регенерацію кісткової тканини [8].

Пуповинна кров є перспективним, хоча не універсально визнаним

джерелом МСК (UCB-MSCs), що характеризується високою доступністю,

малоінвазивним забором, можливістю тривалої кріоконсервації та низьким

ризиком передачі вірусів Herpesviridae. UCB-MSCs мають низьку

імуногенність, толерантні до HLA-невідповідності та застосовуються при

реакції «трансплантат проти хазяїна», системному червоному вовчаку й для

відновлення периферичних нервів [7].

Амніотична рідина, амніон, МСК з різних відділів плаценти, зокрема

decidua basalis і decidua parietalis є важливими альтернативними джерелами,

отримання плацентарних клітин можливе після пологів без додаткових

інвазивних процедур. Джерелом МСК є також ендометрій, а клітини можуть

бути виділені з біоптатів або менструальної крові (MenSC), що є доступним і
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неінвазивним матеріалом. Їх розглядають як перспективні джерела МСК

завдяки етичній прийнятності, доступності та можливості багаторазового

отримання клітинного матеріалу [9].

Отже, мезенхімальні стромальні клітини можуть бути отримані з різних

тканин, що відрізняються за доступністю, проліферативним потенціалом,

імуногенністю та диференціаційними властивостями, що розширює

можливості їх застосування в регенеративній медицині.

1.2. Мінімальні критерії ідентифікації мезенхімальних стромальних

клітин

За рекомендаціями Міжнародного товариства клітинної терапії, МСК

мають відповідати певним мінімальним критеріям: морфологічні

характеристики, імунофенотип (CD105+, CD73+ і CD90+ – мінімальний

фенотиповий профіль для МСК), потенціал до трилінійної диференціації в

остеобласти, адипоцити та хондроцити [10].

В першу чергу, МСК мають проявляти адгезивність до пластику, що

дозволяє виокремлювати їх від більшості гематопоетичних клітин. МСК мають

експересувати CD105+ (проангіогенний і остеогенний потенціал), CD73+ та

CD90+, водночас, експресія CD45+, CD34+, CD14+ чи CD11b+, CD79a+, CD19+ та

HLA II класу має бути значно меншою (до 2%). За стандартних умов

індукованого диференціювання in vivo, МСК мають перетворюватись на

остеобласти, адипоцити, хондробласти.

1.2.1. Морфологічні особливості

Загалом МСК поділяють на три морфологічні субпопуляції: клітини зі

швидким самооновленням (RS) з найвищою мультипотентністю,
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веретеноподібні фібробластоподібні клітини (SS) з підвищеним хондрогенним

потенціалом та повільно проліферуючі великі кубоїдні або сплощені клітини

(FC), які вважають більш зрілими МСК або попередниками остеобластної лінії,

що підтверджує гетерогенність МСК, де RS-клітини розглядають як найбільш

ранні попередники [11].

В сучасних дослідженнях [12] за використанням комбінації маркерів для

дослідження старіючого стану клітин виявили, що: МСК на початку пасажу

невеликі та мають фібробластоподібну морфологію, тоді як МСК на пізньому

пасажі виглядають гіпертрофічними та сплощеними під час експансії та

культивування in vitro, що супроводжується змінами їх біологічних

характеристик.

Відповідно, RS-, SS- та FC-клітини не є окремими типами МСК, а

відображають різні морфофункціональні стани у культурі, які відповідають

поступовому переходу від ранніх мультипотентних клітин до більш

диференційованих або сенесцентних форм.

МСК, ізольовані з різних тканин, зберігають загальну фібробластоподібну

морфологію, але відрізняються за розмірами, щільністю росту та швидкістю

переходу до FC фенотипу. AD-MSCs подібні до BM-MSC, проте мають

відмінності у проліферації, диференціаційному потенціалі та секретомі [13]. За

порівняння UCB-MSCs, DP-MSCs і MenSC встановлено, що на ранніх пасажах

усі клітини мали веретеноподібну форму, однак згодом MenSC ставали

сплощеними, UCB-MSC набували багатокутної форми з цитоплазматичними

гранулами, тоді як DP-MSC зберігали фібробластоподібну морфологію [14].

1.2.2. Маркерний профіль та критерії ідентифікації

Експериментальні дані свідчать, що CD105+ МСК мають вищий

остеогенний потенціал і беруть участь у судинному ремоделюванні, тоді як

CD105- зазвичай характеризуються нижчою регенеративною здатністю, хоча
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окремі CD105- субпопуляції можуть проявляти сильніші імуномодулюючі

властивості [15]. CD73 пригнічує активність Т-клітин, сприяє поляризації

макрофагів у фенотип M2 та забезпечує тканинно-захисну дію МСК. Попри

неспецифічність, його поєднана експресія з CD90 і CD105 залишається

практичним критерієм ідентифікації МСК [16]. Рівень експресії CD90

пов’язаний з імуномодулюючими та диференціаційними властивостями

клітин, а в комбінації з іншими маркерами може використовуватися для

визначення функціонально активних субпопуляцій МСК [17].

Окрім канонічних фенотипових критеріїв, сучасні дослідження

визначили нові поверхневі маркери для точнішої ідентифікації функціонально

активних субпопуляцій МСК. CD271 асоціюється з примітивними, високо

клоногенними BM-MSCs, тоді як CD146 ідентифікує периваскулярні МСК з

підвищеним ангіогенним і мультипотентним потенціалом. Маркер Stro-1

використовується для попереднього збагачення клоногенних МСК, хоча його

молекулярна природа залишається невизначеною. GD2, як глікосфінголіпід,

розглядається як позитивний маркер для ізоляції МСК з нейротропними

властивостями. SUSD2 є індикатором клоногенних і низькосенесцентних

МСК, а CD49f відображає ранній фенотип стромальних попередників [15, 16].

МСК різного походження відрізняються маркерним профілем. BM-MSCs

експресують CD271, CD146 і CD106, що пов’язано з високою клоногенністю

та остео-, хондрогенним потенціалом. AD-MSCs характеризуються експресією

CD36, CD10 і CD200, що корелює з адипогенною спрямованістю та імунною

толерантністю. UCB-MSCs експресують CD29, CD44, CD90, CD105 і CD54,

що визначає їх перспективність для алогенних терапій. DP-MSCs експресують

CD146, CD24 і Stro-1 та мають нейрогенний потенціал. Плацентарні й

амніотичні МСК експресують CD9, CD166, CD200 і CD340, тоді як SM-MSCs

– CD44, CD106 вирізняються хондрогенною спрямованістю [17].

Відповідно, тканинно-специфічний маркерний профіль МСК відображає

їхню функціональну гетерогенність і має ключове значення для ідентифікації,

ізоляції та вибору оптимального джерела клітин у регенеративній медицині.
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1.2.3. Диференціаційний потенціал

Фундаментальні дослідження та клінічне застосування підтверджують

критичну роль МСК як найбільш часто використовуваного типу стовбурових

клітин у відновленні м’яких тканин і лікуванні мінералізованих тканин

(включаючи кістки та зуби) (рис 1.1) [10].

Рис. 1.1. Застосування МСК для відновлення різних типів тканин [8]

МСК здатні диференціюватися в різні клітинні лінії під впливом

комплексу регуляторних факторів, що забезпечують підтримання тканинного

гомеостазу в організмі. За стандартних умов диференціювання відбувається

переважно в мезодермальні лінії, зокрема з утворенням остеогенних,

адипогенних та хондрогенних клітин. Епігенетичні фактори визначають

спрямованість диференціації МСК, зокрема метилювання гістонів сприяє

остеогенній диференціації BM-MSC [10].

Здатність МСК до хондрогенної диференціації in vitro пов’язана з

здатністю продукувати позаклітинний матрикс. UCB-MSC мають вищу

тенденцію до диференціювання в хондроцити, ніж BM-MSC і AD-MSCs.

BM-MSC та стовбурові клітини, отримані зі синовіальної мембрани

(SM-MSC), можуть утворювати матричні кластери, тоді як AD-MSC мають

значно гіршу здатність до хондрогенної диференціації.
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При застосуванні специфічних культуральних середовищ та факторів

диференціації, МСК можуть трансформуватись як в кардіоміоцити, так і в

ендотеліальні клітини судин зі специфічними функціями in vivo. Ізольовані

стовбурові клітини кардіоміоцитів in vivo мають подібні біологічні властивості

BM-MSC, які високо експресують поверхневі маркери та специфічні фактори

транскрипції. Диференціація ендотеліальних клітин судин, подібна до

кардіоміоцитів та вимагає факторів росту ендотелію судин. Диференціація як

в кардіоміоцити, так і в ендотеліальну лінію in vitro можлива, однак на

ефективність диференціювання in vivo може впливати місце ін’єкції клітини,

локальне мікрооточення та міжклітинні взаємодії [10].

Диференціація МСК в епідермальні та нервові клітини in vitro залежить

від джерела клітин, умов культивування, факторів росту та індукторів.

Формування епідермальних клітин вимагає високих концентрацій інсуліну,

факторів росту – епідермальний фактор росту (EGF), фактор росту

кератиноцитів, гепатоцитоподібний фактор росту та ретиноєва кислота.

Диференціювання в нейрони, астроцити та олігодендроцити in vitro вимагає

експресії вкладених білків і прямих взаємодій МСК-нейрон між клітинами.

Під час цілеспрямованої індукції in vitro нейротрофічні фактори мозку

сприяють диференціації МСК у нейрональні клітини, виробляючи достатню

кількість цих клітин для лікування захворювань нейронів [18].

Проліферація є одною з основних характеристик, яку варто враховувати

при клінічному застосуванні МСК, які були розмножені ex vivo.

Диференціювання у остеобласти можна споглядати за фарбуванням Alizarin

Red (алізариновий червоний) або за методом von Kossa (метод сріблення ван

Косса). Диференціація у адипоцити найбільш легко демонструється

фарбуванням Oil Red O (масляно-червоним О). Диференціація у хондробласти

демонструється фарбуванням Alcian Blue (альціановим синім) або

імуногістохімічним фарбуванням колагену типу II [19].

AD-MSCs мають властивість залишатись стабільними в довготривалих

культурах та здатні ефективно розмножуватися in vitro. Стромально-
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васкулярна фракція (СВФ) жирової тканини продукує більше стромальних

елементів, ніж мононуклеарна фракція кісткового мозку [7].

DP-MSC можуть диференціюватися в нейрональні лінії. При

культивуванні в тривимірному дентинному каркасі DP-MSC можуть

диференціюватися в клітини епітелію рогівки, меланоцити та індуковані

плюрипотентні стовбурові клітини. Специфічний тип DP-MSC – періапікальні

кістозні (PCy)-MSC, мають високий проліферативний потенціал та здатність

диференціюватися в різні типи клітин, зокрема остеобласти, адипоцити та

нейрони, завдяки нейрональній пластичності є перспективними для лікування

нейродегенеративних захворювань [8].

MenSC експресують основні МСК маркери плюрипотентності,

характеризуються високою проліферативною активністю, геномною

стабільністю, здатністю до багатолінійної диференціації та паракринної

регуляції, що робить їх перспективними для регенеративної медицини [7, 9].

Отже, диференціаційний потенціал МСК залежить від їхнього тканинного

походження: BM-MSC переважно спрямовані на остео- та хондрогенну

диференціацію, AD-MSC на адипогенну, тоді як UCB-MSC, DP-MSC та

MenSC поєднують високий проліферативний потенціал із ширшим спектром

багатолінійної диференціації.

1.3. Біологічні властивості мультипотентних мезенхімальних

стромальних клітин

1.3.1. Стромальні клітини як компонент тканинних ніш

Популяції стовбурових клітин формуються в нішах – специфічних

анатомічних локалізаціях, які регулюють їх участь у формуванні, підтриманні

та відновленні тканин. Ніша запобігає виснаженню стовбурових клітин, а також
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захищає організм-хазяїна від їх надмірної активної проліферації. Водночас ніша

може індукувати патології, нав’язуючи аберантну функцію стовбуровим

клітинам або іншим мішеням. Взаємодія між стовбуровими клітинами та

їхньою нішею є динамічною системою, важливою для тканинного гомеостазу й

розробки клітинних терапій [20].

Ще у 1970-их роках була запропонована нішева модель, яка припускала,

що гемопоетичні стовбурові клітини (HSC) розмножуються до тих пір, поки не

займуть свої ніші, тому і кількість цих клітин обумовлена доступністю ніш, що

підтверджується спостереженням, що трансплантовані HSC не приживаються

без попереднього звільнення ніші шляхом кондиціювання, зокрема хіміотерапія

ушкоджує або мобілізує ендогенні HSC [21].

Одним із центральних компонентів гемопоетичної ніші кісткового мозку є

периваскулярні МСК, що експресують нестин, Cxcl12, рецептор лептину, CD51

та CD140α. Вони формують структурний і функціональний каркас ніші,

забезпечуючи HSC сигналами для утримання в кістковому мозку, підтримання

стану спокою та довготривалої самопідтримки. Порушення цих клітин

супроводжується різким зменшенням кількості HSC, що підтверджує їх

ключову нішеву роль. Функціональна роль стромальних клітин у ніші

реалізується передусім через секрецію специфічних молекул, зокрема хемокіну

CXCL12 та фактора стовбурових клітин SCF. Генетичне вимкнення цих

молекул призводить до зменшення кількості HSC у кістковому мозку, що

доводить безпосередній регуляторний вплив строми [22].

Аналогічні принципи нішевої регуляції за участю стромальних клітин

простежуються і в кишківнику. Кишковий епітелій містить недиференційовані

стовбурові, прогеніторні та диференційовані клітини, організовані у

функціональні домени. Сигнали ніші визначають баланс між проліферацією,

виживанням і диференціацією цих клітин. Ключову роль у цьому відіграють

шляхи WNT, NOTCH, BMP та EGF/NRG1, просторові градієнти яких

визначають співвідношення між проліферацією, диференціацією та

підтримують стовбуровий пул. R-спондин, взаємодіючи з рецепторами LGR5
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на стовбурових клітинах, посилює WNT-сигналінг і підтримує їх

недиференційований стан [23].

1.3.2. Імуномодулюючі та протизапальні властивості

МСК здатні регулювати запальне мікросередовище шляхом секреції

біоактивних молекул, сприяти зменшенню запалення, активувати процеси

репарації тканин та функціонувати в алогенних чи ксеногенних умовах.

Завдяки низькій експересії антигенів головного комплексу гістосумісності

(МНС) класу I та відсутній експресії антигенів МНС класу II, МСК захищені від

алореактивного лізису, що опосередкований природніми кілерами. Крім того,

МСК людини експресують HLA-G, некласичний антиген MHC класу I, який

може запобігти імунній відповіді проти МСК, хоча його експресія, знижується

в культурі. Умови культивування також можуть впливати на імуногенність

МСК через інтерналізацію певних білкових молекул культурального

середовища [24]. МСК взаємодіють із широким спектром імунних клітин

(рис. 1.2), включаючи Т- та В-лімфоцити, NK-клітини та дендритні клітини.

Мають імуномодулюючий вплив на адаптивну та на вроджену імунну системи,

пригнічуючи Т-клітини, дозрівання дендритних клітин, зменшуючи активацію

та проліферацію В- та NK-клітин, а також пригнічують цитотоксичність

останніх. Сприяють генерації Тreg через продукцію інтерлейкіну (IL)-10 [25].

Рис. 1.2. Схема взаємодії МСК з імунними клітинами [24]
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МСК здійснюють імуномодулюючий вплив, знижуючи експресію

прозапальних цитокінів (IFN-γ, IL-1, TNF-α, IL-6, IL-17), що беруть участь у

розвитку запальної відповіді після ушкодження периферичного нерва. У

запальному мікросередовищі вони можуть поляризуватися від прозапального

MSC1 до протизапального MSC2-фенотипу у відповідь на IL-1α, TNF-α,

IFN-γ або активацію TLR3, що супроводжується секрецією імунорегуляторних

молекул та індукцією T-регуляторних клітин. МСК також підвищують

експресію IL-10 та IL-4, сприяючи поляризації M2-макрофагів, зменшенню

нейрозапалення й регенерації нервової тканини [26].

Показано, що МСК індукують поляризацію моноцитів і макрофагів у

протизапальний фенотип M2, одночасно пригнічуючи формування

M1-макрофагів і дендритних клітин. Цей ефект опосередковується секрецією

IL-1RA, IL-6 і HGF та супроводжується підвищенням IL-10 і зниженням

TNF-α, IL-12p70 та IL-17 [27]. Крім того, МСК регулюють активність

Т-лімфоцитів, індукують T-регуляторні клітини та пригнічують NK-клітини.

Позаклітинні везикули МСК, зокрема екзосоми, мають низьку

імуногенність та виражену імуномодулюючу активність, частково залежну від

HIF-1α-опосередкованих механізмів. Вони знижують рівень прозапальних

цитокінів, підвищують експресію IL-10, пригнічують проліферацію

Т-лімфоцитів, зменшують частку Th17 і збільшують популяцію

Т-регуляторних клітин.

МСК чинять імуносупресивний вплив на клітини адаптивного імунітету

в пухлинному мікросередовищі, переважно пригнічуючи проліферацію

Т-лімфоцитів. Ефекти реалізуються через міжклітинні взаємодії з клітинами

вродженого й адаптивного імунітету та частково опосередковуються

Toll-подібними рецепторами. Активація TLR4 пов’язана з участю VCAM-1 і

ICAM-1, тоді як TLR3 із взаємодією з гіалуроновою кислотою [28].

Імуносупресивні властивості МСК реалізуються також через секрецію

протизапальних факторів, зокрема TGF-β, IDO, iNOS, PGE2 та G-CSF. Крім

того, МСК здатні запобігати аутоімунним реакціям, що показано в моделі
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експериментального аутоімунного увеїту через CCL2-залежне залучення

мієлоїдних супресорних клітин [29].

Отже, імуномодулюючі властивості МСК реалізуються через поєднання

низької імуногенності, прямої міжклітинної взаємодії з компонентами

вродженого й адаптивного імунітету, регуляції цитокінового профілю,

поляризації імунних клітин та секреції біологічно активних факторів і

позаклітинних везикул, що забезпечує їх протизапальний, імуносупресивний і

тканинно-захисний ефекти в різних патологічних умовах.

1.3.3. Механізми регенерації ушкоджених тканин

Заміщення ушкоджених тканин МСК реалізується через послідовні

молекулярно-клітинні механізми. Першим етапом є гомінг МСК, що може

відбуватися двома шляхами: локальним – після імплантації в цільову ділянку,

або системним – після введення в кровотік із подальшою міграцією до місця

ушкодження. При системному гомінгу ендотеліальні клітини експресують

селектини, з якими взаємодіє CD44 на МСК, забезпечуючи їх рух судинами.

Оскільки МСК не експресують класичні селектинові ліганди PSGL-1 і HCELL,

у процесі адгезії беруть участь альтернативні молекули, зокрема галектин-1 та

CD24 [30].

Другим етапом є активація МСК у відповідь на запальні сигнали через

хемокінові рецептори, пов’язані з G-білком. Ключову роль відіграє взаємодія

SDF-1 ендотеліальних клітин із рецепторами CXCR4 та CXCR7 на МСК.

Додатково MCP-1, що експресується в міокарді, посилює гомінг МСК через

CCR2 [31]. Активація також супроводжується конформаційними змінами

інтегринів: після стимуляції SDF-1 сигнальні білки талін і кіндлін активують

VLA-4, який зв’язується з VCAM-1 на ендотелії, забезпечуючи адгезію

клітин [32].
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Хемотаксичні сигнали, що вивільняються після ушкодження тканини,

спрямовують міграцію МСК до зони пошкодження. До таких сигналів

належать IGF-1, тромбоцитарний фактор росту-AB та запальні хемокіни,

зокрема IL-8, який також стимулює секрецію VEGF [30]. Після досягнення

ушкодженої ділянки МСК взаємодіють із локальним мікрооточенням,

змінюючи його через міжклітинні контакти та паракринні механізми: секрецію

цитокінів, факторів росту, позаклітинних везикул і газотрансмітерів (оксиду

азоту, сірководню), що створює умови для регенерації.

Кінцевим етапом є відновлення ушкоджених тканин шляхом

диференціації МСК у спеціалізовані клітини та паракринного впливу на

клітини-мішені. Сучасні дослідження свідчать, що провідну роль у регенерації

відіграють саме паракринні механізми, опосередковані секрецією факторів

росту, цитокінів і позаклітинних везикул [33]. У реалізації цих ефектів

важливими є сигнальні шляхи PI3K/Akt, Wnt/β-catenin і TGF-β/Smad, які

регулюють проліферацію, диференціацію, виживання клітин, ангіогенез і

зниження запалення.

1.4. Застосування мезенхімальних стромальних клітин

в регенеративній медицині

Завдяки унікальним властивостям МСК є перспективним терапевтичним

інструментом регенеративної медицини, здатним сприяти відновленню

ушкоджених тканин і органів. Вони можуть мігрувати до вогнищ ушкодження

та реалізовувати терапевтичний ефект завдяки імуномодулюючій активності й

секреції біоактивних молекул, зокрема цитокінів, факторів росту та

позаклітинних везикул, що стимулюють регенерацію і зменшують запалення.

Сучасні підходи також включають використання секретому МСК та екзосом

як клітинно-вільних терапевтичних стратегій.
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МСК, як попередники стромальних клітин кісткового мозку, сприяють

реконструкції кровотворення, регулюючи активність гемопоетичних клітин.

Вони підтримують міграцію та колонізацію HSC через секрецію цитокінів,

зокрема SDF-1, що прискорює відновлення гемопоезу після

трансплантації [34]. Клінічні дослідження показали, що коінфузія МСК разом

із HSC пришвидшує відновлення гемопоезу [35].

Застосування МСК у регенерації нервової системи зосереджене на

лікуванні ушкоджень ЦНС, спричинених травмою, ішемією чи

неврологічними захворюваннями. МСК секретують нейротрофічні фактори

(BDNF, NGF, GDNF), що підтримують виживання нейронів, аксональну

регенерацію та зменшують запалення [36]. BM-MSC знижують рубцювання

при травмі спинного мозку, AD-MSCs покращують відновлення після

черепно-мозкової травми, тоді як UCB-MSC і DP-MSC мають нейрогенний

потенціал [33, 37].

BM-MSC мають потенціал до диференціювання в гепатоцитоподібні

клітини. При ушкодженні печінки вони чинять антифібротичний і

протизапальний ефекти, пригнічують активацію зірчастих клітин, знижують

синтез колагену та підтримують виживання гепатоцитів. Крім того, МСК

стимулюють ангіогенез і ремоделювання матриксу, сприяючи регенерації

печінки. Клінічні дослідження показали покращення стану пацієнтів,

зменшення фіброзу та гальмування прогресування захворювання [38]. Вони

також знижують рівень прозапальних цитокінів, нейтрофільну інфільтрацію й

активність клітин Купфера, модулюючи імунну відповідь [39].

МСК здатні покращувати функцію серця після ушкодження: їх

імплантація сприяє зменшенню рубцювання міокарда, підвищенню фракції

викиду лівого шлуночка та зменшенню площі інфаркту. Вони знижують

експресію прозапальних цитокінів і стимулюють ангіогенез через підвищення

рівня VEGF, що покращує кровопостачання ішемічного міокарда. У

тваринних моделях показано зменшення некрозу та збільшення щільності

капілярів [40].



20

UCB-MSC та BM-MSC є перспективною і відносно безпечною

альтернативою традиційним методам лікування кісткових уражень, оскільки

сприяють остеогенезу, зменшенню болю та покращенню функції суглобів.

Завдяки імуномодулюючим властивостям МСК розглядаються як

перспективний підхід до лікування ревматоїдного артриту, а

експериментальні моделі за використання аутологічних BM-MSC

підтверджують їх здатність уповільнювати прогресування захворювання [41].

Трансплантація клітин кісткового мозку та AD-MSCs є поширеним

регенеративним підходом у терапії остеоартрозу. МСК здатні

диференціюватися у хондроцити, запобігати апоптозу клітин хряща та

уповільнювати дегенеративні процеси в суглобі. Основний механізм їх дії

пов’язаний з паракринною стимуляцією регенерації та секрецією

протизапальних факторів [42].

Останні дослідження підкреслюють роль позаклітинних везикул МСК у

нейрональній реконструкції. Дані in vivo свідчать, що генетична модифікація

може посилювати репаративний ефект МСК при ушкодженнях нервів [43].

Оглядові роботи підтверджують перспективність застосування МСК для

нейрорегенерації при хворобі Альцгеймера, Паркінсона, Гентінгтона,

аміотрофічному латеральному склерозі, розсіяному склерозі та

мультисистемній атрофії [44–46]. Сукупно ці дані демонструють здатність

МСК стимулювати аксональну регенерацію, мієлінізацію та функціональне

відновлення нервової тканини. Екзосоми МСК також зменшують апоптоз

кардіоміоцитів, посилюють васкуляризацію, знижують фіброз міокарда та

покращують серцеву функцію [40].

Хоча протипухлинний ефект МСК залишається недостатньо вивченим і

суперечливим, їх розглядають як потенційні терапевтичні агенти в онкології.

У пухлинному мікрооточенні хемокіни й цитокіни індукують спрямовану

міграцію МСК до пухлини [47]. Водночас секретом МСК переважно

демонструє протипухлинну дію: пригнічує проліферацію та інвазію

пухлинних клітин, зупиняє клітинний цикл і індукує апоптоз через активацію
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Bax, p21 [48]. Також показано, що секретом МСК знижує доксорубіцин-

індуковану токсичність у непухлинних клітинах без втрати протипухлинної

ефективності препарату, що свідчить про його потенціал як ад’ювантної

терапії [25].

Новітнім напрямом є використання МСК для запобігання та реверсії

вікових змін шкіри, пов’язаних з оксидативним стресом і деградацією

позаклітинного матриксу. AD-MSCs вважаються перспективним джерелом

для омолодження шкіри завдяки здатності до реепітелізації та секреції

факторів росту. Дослідження показали збільшення кількості еластичних

волокон, покращення організації колагенових структур і регенерацію

сонячного еластозу в тваринних моделях [25].

1.5. Проблеми безпеки використання мезенхімальних стромальних

клітин

МСК чинять сприятливу дію завдяки імуномодулюючим і паракринним

механізмам та клінічно застосовуються при багатьох рефрактерних

захворюваннях. Водночас їх використання супроводжується певними

ризиками, зокрема клітинною агрегацією, що може спричиняти мікроемболії

та судинні ускладнення, а також потенційною імуногенністю чи

пухлиногенністю [49].

У доклінічних моделях in vivo МСК переважно вводять внутрішньовенно,

внутрішньоочеревинно або внутрішньоартеріально, рідше – через сонну

артерію чи аорту. Судинне введення загалом вважається відносно безпечним,

хоча в окремих випадках може супроводжуватися тромбозом. Важливу роль в

адгезії МСК до судинної стінки відіграє VCAM-1, а повторне болюсне

введення зменшує легеневе захоплення клітин порівняно з одноразовим. Після

системного введення відзначають низький рівень приживлення клітин у

тканині нирки. До основних методів локального введення належать ін’єкції
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безпосередньо в тканину, субкапсулярне та внутрішньоартеріальне введення

до органа-мішені, трансплантація клітинних шарів чи біоматеріальних

конструкцій, а також доставка під час ex vivo перфузії органів перед

трансплантацією. Локальна доставка забезпечує вищу концентрацію клітин у

тканині, кращу виживаність і стимуляцію ангіогенезу, однак є більш

інвазивною та технічно складною. Порівняльні дослідження свідчать, що як

локальне, так і системне введення можуть бути ефективними, а оптимальний

шлях доставки залежить від типу патології, органа-мішені та умов терапії [50].

Більшість досліджень зосереджені на безпеці трансплантації МСК, тоді

як побічні ефекти вивчені меншою мірою. Згідно з метааналізом [49], введення

МСК не асоціювалося з підвищеним ризиком більшості серйозних ускладнень.

Найчастіше повідомляли про транзиторну лихоманку та локальні реакції у

місці введення. Прямих доказів пухлиногенного ефекту не встановлено.

За даними інших досліджень [51], частину побічних ефектів МСК-терапії

можна інтерпретувати як наслідок прогресування основного захворювання.

Наприклад, після застосування AD-MSCs у пацієнтів із віковою дегенерацією

жовтої плями повідомляли про втрату зору, а при лікуванні аміотрофічного

латерального склерозу ефективність BM-MSC та AD-MSCs залишалася

суперечливою. Клінічне дослідження [52] показало уповільнення

прогресування захворювання лише у частини пацієнтів протягом 6 місяців

після застосування BM-MSC. У невеликій групі пацієнтів після МСК-терапії

COVID-19 побічні ефекти спостерігали у 12% випадків. Безпека такого

лікування піддавалася критиці через можливий прокоагулянтний ефект МСК

і ризик тромбоемболії [53]. Також повідомляли про окремі ускладнення,

зокрема дисфункцію печінки, серцеву недостатність та алергічні реакції [54].

Описано поодинокі серйозні ускладнення після МСК-терапії, зокрема

нефротоксичні зміни та фіброз після введення аутологічних AD-MSCs, що

пов’язують із неконтрольованою диференціацією клітин у

міофібробласти [55]. Водночас імуносупресивні властивості МСК можуть

підвищувати ризик інфекційних ускладнень, зокрема після алогенної
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трансплантації гемопоетичних стовбурових клітин, а також супроводжуватися

змінами лімфоцитарних популяцій [56].

Окремим аспектом безпеки є потенційна онкогенність МСК. Показано,

що позаклітинні везикули AD-MSCs у деяких моделях можуть посилювати

проліферацію, міграцію та хіміорезистентність пухлинних клітин в моделях

раку підшлункової залози шляхом модуляції осі miR-491-5p/Snail/SOCS3, що

ілюструє прямий онкогенний механізм [57]. У дослідженнях in vivo UCB-MSC,

застосовані для терапії черепно-мозкової травми, продемонстрували низький

пухлиногенний потенціал: протягом 12 місяців не спостерігалося їх значної

проліферації за показником PCNA [58]. Для підвищення безпеки МСК-терапії

розробляють альтернативні методи оцінки онкогенності, зокрема

мікрофлюїдні чипи та системи «орган-на-чипі», що дозволяють in vitro

досліджувати пухлиноутворення і метастазування без використання

тваринних моделей, хоча ці технології ще перебувають на стадії розвитку [59].

Отже, МСК є гетерогенною популяцією клітин, що відіграють важливу

роль у тканинному гомеостазі та регенерації завдяки здатності до

самооновлення, багатолінійної диференціації й імуномодулюючої активності.

Основними джерелами МСК є кістковий мозок, жирова тканина, пуповинна

кров, пульпа зуба, плацента та ендометрій. Гетерогенність проявляється

різним проліферативним, диференціаційним та імунорегуляторним

потенціалом, а також взаємодією з клітинами вродженого й адаптивного

імунітету. Сучасні фенотипові критерії та тканинно-специфічні маркери

відображають їх функціональну різноманітність. Попри значний

терапевтичний потенціал у регенеративній медицині, клінічне застосування

МСК потребує подальших досліджень для підвищення ефективності та

безпеки.
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РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Для отримання та характеристики МСК використовували такі реагенти:

фосфатно-сольовий буфер (PBS); суміш антибіотиків PenStrep (Sigma-Aldrich,

США); розчин колагенази 1А (Sigma-Aldrich, США); поживне середовище

DMEM-LG (HyClone, США); фетальна бичача сироватка (FBS) (Sigma-Aldrich,

США); 1:100 non-essential amino acids, 200 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich,

США); розчин трипсину та EDTA (Sigma-Aldrich, США); поживне середовище

DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, США); пеніцилін 100 од/мл та стрептоміцин

100 мкг/мл (Sigma-Aldrich, США); фетальна сироватка корів (HyClone, США),

L-аскорбінова кислота 2-фосфату (Sigma-Aldrich, США); дексаметазон

(Sigma-Aldrich, США); β-гліцерофосфат (Sigma-Aldrich, США); Alizarin Red S

(Sigma-Aldrich, США); барвник BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, США); поживне

середовище DMEM-HG (Sigma-Aldrich, США); індометацин,

ізобутилметилксантин та інсулін (Sigma-Aldrich, США); барвник Oil Red O

(Sigma-Aldich, США); буфер для відмивки CellWash (Becton Dickinson, США);

клітинні фільтри з діаметром пор 70 мкм (Falcon, США); моноклональні

антитіла, мічені флуорохромами: Alexa Fluor® 647 Rat anti-Mouse CD34, PE

Rat Anti-Mouse CD44, APC-Cy™7 Rat Anti-Mouse CD45, PE Rat Anti-Mouse

CD73, APC-Cy7 Mouse Anti-Rat CD90/Mouse CD90.1, APC Rat Anti-Mouse

CD105 (BD Biosciences, США); 7-аміноактиноміцину D (BD Biosciences,

США).

Також було використано обладнання: термо шейкер (BioSan, Латвія);

центрифуга; СО2-інкубатор SteriCycle 371 (Thermo Fisher Scientific, США);

(Sarstedt, Німеччина); планшетний спектрофотометр Multiskan EX (Thermo

Fisher Scientific, США); лазерний проточний цитофлуориметр BD FACSAria

(Becton Dickinson, США), низькотемпературний морозильник; кріосховище з

рідким азотом.
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2.1. Тваринні моделі та біоетика

Експериментальні дослідження проводили з використанням самців мишей

лінії FVB "дикого" типу віком 6 місяців з масою тіла 25–30 г.

Тварин виводили з експерименту шляхом евтаназії – методом цервікальної

дислокації з початком наркотичного сну після інтраперитонеального введення

2,5% розчину 2,2,2-тримброметанолу в дозі 400 мг/кг.

Усі дослідження на лабораторних тваринах були погоджені комісією з

питань етики інституту. Роботи з експериментальними тваринами було

проведено відповідно до положень: «Європейської конвенції про захист

хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших

наукових цілей» (Страсбург, 1986 р.) і Закону України «Про захист тварин від

жорстокого поводження» (Відомості Верховної Ради України (ВВР), 2006,

№ 27, ст.230) [60, 61].

2.2. Метод ізолювання та культивування мезенхімальних стромальних

клітин

Згідно з модифікованим методом [62], тварин, після евтаназії, препарували

в стерильних умовах та виділяли фрагменти підшкірної жирової тканини з

пахової ділянки. Відмивали їх у PBS з 1% сумішшю антибіотиків та

подрібнювали ножицями на фрагменти об'ємом приблизно 1 мм3 та інкубували в

5 мл 0,1% розчину колагенази 1А протягом 60 хв. при 37°С з постійним

перемішуванням на шейкері. Після інкубації фрагменти тканини ресуспендували

у 10 мл поживного середовища DMEM-LG, що містило 10% FBS для інактивації

фермента і центрифугували 10 хв. при 450×g. Надосад зливали, осад

ресуспендували в повному поживному середовищі DMEM-LG, що містило 10%

FBS, 1% суміші антибіотиків, 1:100 non-essential amino acids та 200 мМ

L-глутаміну. Клітини переносили в культуральні флакони площею 25 см2
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попередньо пропустивши через клітинний фільтр. Культивування проводили за

стандартних умов у СО2-інкубаторі при температурі 37°С та зволоженій

атмосфері з концентрацією СО2 5%. Пасажування культур проводили при 80%

конфлюентності моношару за допомогою 0,25% розчину трипсину та 0,02%

EDTA.

2.3. Оцінка проліферативної та колонієутворюючої активності

Для оцінки проліферативної активності, клітини після другого пасажу в

кількості 1×105 вносили в чашку Петрі діаметром 35 мм з площею

культуральної поверхні 9,5 см2 та культивували в поживному середовищі

DMEM/F12, що містило 10% FBS, пеніцилін 100 од/мл, стрептоміцин

100 мкг/мл, 1:100 non-essential amino acids, 2 мM L-глутаміну. Після досягнення

80% конфлюенту, клітини моношару переводили в суспензію за допомогою

суміші 0,25% розчину трипсину та 0,02% розчину EDTA (1:3), отриману

суспензію клітин центрифугували в поживному середовищі DMEM/F12, яке

містило 10% FBS при 380×g протягом 10 хв. Кількість клітин підраховували у

гемоцитометрі Ньюбауера згідно з стандартною операційною процедурою [62,

63] та проводили повторне культивування. Субкультивування припиняли, коли

кількість клітин, отриманих після останнього пасажу, була менше 1×105.

Кількість подвоєнь клітин в популяції розраховується за формулою [63]:

𝑛 = 𝐶 ∗ lg (𝑋𝑘
𝑋0

) (2.1)

де С – константа переведення логарифму в десятковий логарифм для

клітин, що культивуються;

X0 – кількість клітин на початку пасажу;

Xk– кількість клітин, отриманих після субкультивування.
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Час подвоєння клітинної популяції (population doubling time – PDT)

розраховується за формулою [63]:

𝑃𝐷𝑇 = 𝑇

𝐶∗𝑙𝑔𝑋𝑘𝑋0
(2.2)

де С – константа переведення логарифму в десятковий логарифм для

клітин, що культивуються;

X0 – кількість клітин на початку пасажу;

Xk– кількість клітин, отриманих після субкультивування;

T – тривалість логарифмічної фази росту культури клітин.

Для оцінки колонієутворюючої активності, колонії клітин після 2-го

пасажу висаджували з низькою клональною щільністю 30 клітин/см2 в чашки

Петрі з площею культуральної поверхні 9,5 см2 у поживному середовищі

DMEM-F12, яке містило 20% фетальної сироватки корів, пеніцилін 100 од/мл,

стрептоміцин 100 мкг/мл, 1:100 nonessential amino acids, 200 мM L-глутаміну

та культивували в СО2 інкубаторі в умовах зволоженого повітря з 5% СО2 при

температурі 37°С. Через 14 діб чашки промивали PBS, клітини фіксували

холодним 96% етанолом, колонії фарбували 10% розчином азур-еозину.

Підраховували кількість колоній діаметром більше 1 мм, або які складалися не

менше як з 50 клітин.

Ефективність клонування вираховуються за формулою [63]:

Ефективність клонування = 𝑋
𝑌
∗ 100% (2.3)

де Х – кількість отриманих колоній;

Y – початкова кількість клітин.
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2.4. Імунофенотипування методом проточної цитометрії

Імунофенотипування проводилось методом мультипараметричної

лазерної проточної цитометрії з використанням моноклональних антитіл,

кон'югованих з флуорохромами згідно з стандарною операційною

процедурою [62].

Як тільки конфлюентність моношару первинної культури сягала 80%,

отримували суспензію клітин за допомогою 0,25% розчину трипсину з EDTA.

Клітини центрифугували при 400×g протягом 7 хв. у 10 мл поживного

середовища DMEM/F12, що містило 2% FBS. Отриманий осад ресуспендували

в середовищі для отримання концентрації 2–4×106 клітин/мл.

В полістирольні пробірки об'ємом 5 мл вносили 2×105 клітин у 50 мкл

поживного середовища DMEM та додавали антитіла в титрі 1:50–1:100

(0,5 мкг/106 клітин). Для імунофенотипування ММСК жирової тканини миші

використовували моноклональні антитіла, мічені флуорохромами: Rat

anti-Mouse CD34, PE Rat Anti-Mouse CD44, APC-Cy™7 Rat Anti-Mouse CD45,

PE Rat Anti-Mouse CD73, APC-Cy7 Mouse Anti-Rat CD90/Mouse CD90.1, APC

Rat Anti-Mouse CD105. Інкубували протягом 20–30 хв. при температурі 4°С у

захищеному від світла місці, після чого додавали по 1 мл буферу для відмивки

CellWash, який містив 1% FBS та центрифугували при 350×g протягом 5 хв. з

підтриманням температури 4°С. Надосадову рідину видаляли та вносили по

300 мкл буфера CellWash, обережно ресуспендували осад клітин.

Безпосередньо перед аналізом суспензію пропускали через клітинні фільтри з

діаметром пор 70 мкм.

Відсоток загиблих та життєздатних клітин визначали за рівнем

проникнення в клітини з пошкодженою мембраною 7-аміноактиноміцину D,

який додавали в об'ємі 5 мкл на зразок перед аналізом при 4°С.
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2.5. Визначення диференціаційного потенціалу

Для спрямованого остеогенного диференціювання [62] МСК другого

пасажу вносили в 6-лунковий планшет у кількості 5×104 на лунку. Після

досягнення субконфлюентного моношару поживне середовище змінювали на

остеоіндуктивне, яке складалося з поживного середовища DMEM/F12,

доповненого, 10% FBS, 0,05 мМ L-аскорбінової кислоти 2-фосфату, 100 нМ

дексаметазону та 10 мМ β-гліцерофосфату. Заміну середовища проводили що

три-чотири доби. Через 21 добу моношар клітин промивали PBS, фіксували

4% охолодженим розчином формальдегіду протягом 15 хв. та фарбували

алізариновим червоним для виявлення відкладень солей кальцію в

позаклітинному матриксі. Напівкількісну оцінку мінералізації проводили

шляхом зв’язаного барвника оцтовою кислотою з подальшою нейтралізацією

гідроксидом амонію та вимірюванням оптичної щільності при довжині хвилі

405 нм, використовуючи фотометр. Активність лужної фосфатази визначали

шляхом нанесення барвника BCIP/NBT на фіксований 4% розчином

параформальдегіду моношар клітин та через 30 хв. інкубації в темному місці

культури відмивали дистильованою водою. Інтенсивність забарвлення

оцінювали методом Kaplow.

Для спрямованого адипогенного диференціювання [62] МСК другого

пасажу вносили в 6-лунковий планшет у кількості 5×104 на лунку і на стадії

субконфлюентного моношару вносили ростове середовище DMEM-HG з

додаванням 10% FBS, 1 мкМ дексаметазону, 200 мкМ індометацину, 500 мкМ

ізобутилметилксантину та 5 мкг/мл інсуліну. Через 14 діб культивування

клітини промивали PBS, фіксували 4% розчином параформальдегіду та

фарбували розчином масляно-червоного O для візуалізації ліпідних гранул в

цитоплазмі клітин. Для напівкількісного аналізу до лунок вносили ізопропанол

та інкубували 10 хв. при кімнатній температурі на шейкері. З кожного зразка

відбирали по 250 мкл розчину, після чого вимірювали його оптичну щільність

при довжині хвилі 500 нм, використовуючи планшетний спектрофотометр.
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РОЗДІЛ 3

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ОБГОВОРЕННЯ

3.1 Морфологічна характеристика мезенхімальних стромальних клітин

Однією з ключових характеристик МСК є їх адгезивність до пластика та

фібробластоподібна морфологія культури. З метою оцінки змін клітинної

популяції в процесі культивування було проведено морфологічний аналіз

клітин СВФ жирової тканини мишей на різних термінах культивування.

На рисунку 3.1 представлено мікрофотографії клітин СВФ, які

демонструють гетерогенність вихідної популяції, що проявляється у

відмінностях за формою, розмірами та морфологічними особливостями

клітин.

Рис. 3.1. Мікрофотографії первинних клітин СВФ жирової тканини

мишей, нульовий пасаж: на третю добу після ферментації (А); на третю добу

після видалення неадгезивних клітин (Б); на тринадцяту добу (В); на

шістнадцяту добу (Г – забарвлення гематоксиліном та еозином) (світлова

мікроскопія; Об.×20, Ок.×10; шкала – 50 мкм (А, Б, В), 60 мкм (Г)

А Б

В Г
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Відповідно, культура на третю добу після ферментації (рис. 3.1, А)

характеризується значною гетерогенністю популяції. Клітини мають

переважно округлу форму, різняться за розмірами, частина з яких вже

проявила адгезивні властивості. На третю добу після видалення неадгезивних

клітин (рис. 3.1, Б) майже всі клітни є адгезивними, спостерігається зміна їх

форми на витягнуту та веретеноподібну, проте спостерігається і інший

морфогенез. На тринадцяту та шістнадцяту добу культивування (рис. 3.1, В, Г)

культура клітин залишається неоднорідною, що характерно для нульового

пасажу, проте спостерігається набуття фібробластоподібної морфології.

Зокрема, при забарвленні гематоксиліном та еозином чітко візуалізуються

ядра, деякі з клітин мають відростки. Культура активно проліферує, про що

свідчить активне утворення конфлюентного моношару на рівні близько 85% в

середньому за 3–4 доби. Додатково, з рисунку 3.1, Г, можна припустити, що

більшість клітин відповідають морфологічним особливостям МСК, в

популяції переважають RS-, SS-клітини та незначна частина FC-клітин.

Результати нульового пасажу вказують на формування типових

морфологічних ознак МСК, проте для отримання гомогенної популяції та

подальшої її ідентифікації проводили подальші пасажування (рис. 3.2).

Субкультивування проводилось на третю та четверту добу для першого та

другого пасажу відповідно.

Рис. 3.2. Мікрофотографії культури клітин СВФ жирової тканини мишей:

перший пасаж на третю добу культивування (А); перший пасаж на восьму добу

культивування (Б); другий пасаж на четверту добу культивування (В) (світлова

мікроскопія; Об.×20, Ок.×10; шкала – 50 мкм (А, Б), 60 мкм (В))

А Б В



32

При першому пасажуванні (рис. 3.2, А, Б) популяція все ще має

гетерогенний характер, адгезивні клітини набувають все більш

веретеноподібну форму. На восьму добу культивування (рис. 3.2, Б)

спостерігається значне підвищення щільності клітинної культури, формуючи

суцільний конфлюентний моношар. При другому субкультивуванні

(рис. 3.2, В) клітини формують переважно гомогенну популяцію, більшість

клітин має типову для МСК фібробластоподібну морфологію. Клітини

активно проліферують та формують моношар.

В процесі пасажування відбувається поступове зменшення гетерогенності

клітинної популяції та відбір клітин із характерною фібробластоподібною

морфологією. Для подальшої ідентифікації клітини другого пасажу

піддавались імунофенотипуванню методом проточної цитометрії.

3.2. Імунофенотип мезенхімальних стромальних клітин

Для ідентифікації клітинної лінії СВФ жирової тканини мишей

здійснювали імунофенотипування методом проточної цитометрії після

другого пасажу. Гейтування цільових популяцій проводили в ручному режимі

на основі параметрів прямого (FSC) та бокового (SSC) світлорозсіювання

(рис. 3.3, А), а також інтенсивності флуоресценції (рис. 3.3, Б, В).

Інтенсивність сигналу за детектором FSC є пропорційною розміру клітин, тоді

як SSC відображає ступінь неоднорідності їх внутрішньої будови, зокрема

наявність гранул у цитоплазмі.
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Рис. 3.3. Гістограма ідентифікації клітин за параметрами прямого (FSC) і

бокового (SSC) світлорозсіювання (А) та точкова дот-плот (Б) і стовпчикова

(В) і гістограми оцінки їх життєздатності за флуоресценцією 7-ААD на каналі

PerCP-Cy5.5

Під час аналізу зразків було записано 20 тис. подій, для яких проведено

дискримінацію клітинного дебрису, агрегатів та інших дрібних неклітинних

частинок (рис. 3.3, А) та виокремлено клітини за розміром і гранулярністю,

частка яких становить 98% від загальної популяції, що свідчить про

гомогенність отриманих клітин. Гейтовані клітини проходили аналіз на

життєздатність (рис. 3.3, Б, В), шляхом визначення рівня проникнення в

клітини 7-аміноактиноміцину D. Загальний відсоток загиблих клітин становив

лише 1,1%. Відповідно, було здійснено коректне виділення основного

клітинного пулу для подальшого імунофенотипування.

Задля підтвердження належності виділених клітин до МСК, серед

життєздатних клітин здійснювали аналіз експресії поверхневих маркерів, що є

загальноприйнятими критеріями ідентифікації МСК, а саме: CD44

(рис. 3.4, А), CD73 (рис. 3.4, Б), CD105 (рис. 3.4, В) та CD90 (рис. 3.4, Г).

А Б
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Рис. 3.4. Дот-плот та стовпчикові гістограми експресії CD44 (А),

CD73 (Б), CD105 (В) CD90 (Г) в культурі клітин СВФ жирової тканини мишей

за даними проточної цитометрії, другий пасаж. Сірим контуром позначений

негативний контроль
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Загалом, виділена популяція активно експресувала маркери ідентифікації

МСК, спостерігається зміщення клітинної популяції в сторону позитивного

сигналу, в порівнянні з негативним контролем. З кількісного аналізу можна

виокремити, що CD44 експресувало 97,4% клітин, CD73 – 97%, CD105 –

95,1%, CD90 –95,2%.

Для достовірності результатів необхідно дослідити рівень експресії

гемопоетичних маркерів: CD45 (рис. 3.5, А), CD34 (рис. 3.5, Б), згідно з

літературними даними, експресія цих маркерів має бути значно нижчою,

до 2–3%.

Рис. 3.5. Дот-плот гістограми та стовпчикові гістограми експресії CD45

(А), CD34 (Б) в культурі клітин СВФ жирової тканини мишей за даними

проточної цитометрії, другий пасаж. Сірим контуром позначений негативний

контроль
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Аналіз експресії поверхневих маркерів CD45 та CD34 (рис. 3.5) свідчить

про низьку експресію цих маркерів. CD45 є панлейкоцитарним маркером,

характерним для гемопоетичних клітин, тоді як CD34 експресується

переважно гемопоетичними та ендотеліальними попередниками. Всього 1,6%

клітин популяції експресували CD45, в той час як CD34 експресували 2,7%

клітин. Окремі події в позитивному секторі CD34 можуть відповідати

незначній домішці клітин ендотеліального походження, що характерно для

первинно ізольованої СВФ.

Отже, імунофенотипування СВФ підтвердило належність отриманої

популяції клітин до МСК, оскільки виконується мінімальний критерій

ідентифікації згідно з маркерним профілем.

3.3. Проліферативна та колонієутворююча активність

Визначення кінетики росту клітин в культурі in vitro показало, що

виділенні AD-MSCs характеризуються високою проліферативною активністю.

За результатами PDT-тесту середній час, необхідний для подвоєння клітинної

популяції, становив 3,3 ± 1,2 доби, при послідовному субкультивуванні

середня кількість подвоєнь клітинної популяції за один пасаж становила

2,7 ± 0,4, що свідчить про інтенсивний ріст клітинної культури та збереження

проліферативного потенціалу ізольованих МСК.

МСК є популяцією дорослих прогеніторних клітин, для яких характерні

пластичність, здатність до адгезії до поверхні культурального пластику та

фібробластоподібна морфологія. Однією з важливих властивостей цих клітин

є здатність формувати колонії за умов низької щільності посіву, що

визначають за допомогою тесту колонієутворення (CFU-тест). Показник

колонієутворюючої активності використовується для оцінки функціонального

стану клітинної популяції, оскільки відображає проліферативний потенціал

клітин, їх здатність до самовідновлення та подальшого росту.
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За результатами CFU-тесту встановлено, що при висіванні 290 клітин у

середньому через 14 діб формувалося 30,2 ± 4,3 колоній, що відповідало

ефективності колонієутворення 10,4 ± 1,3%. При порівнянні проліферативної

та колонієутворюючої активності другого та третього пасажу спостерігається

підвищення цих активностей на ранніх етапах культивування. Зокрема,

ефективність колонієутворення на третьому пасажі сиановила 12,1 ± 1,5%.

Одночасно спостерігалося незначне збільшення часу подвоєння клітинної

популяції: з 2,9 ± 0,4 доби на другому пасажі до 3,3 ± 1,2 доби на третьому

пасажі, що може свідчити про поступове зниження проліферативної

активності клітин при повторному субкультивуванні.

3.4. Оцінка диференціаційного потенціалу

Окрім морфологічних характеристик та експресії основних маркерів

мультипотентності, для повної ідентифікації МСК досліджують їх здатність

до спрямованого диференціювання в клітинні лінії мезодермального

походження. Відповідно, було здійснено оцінку функціональної активності

ізольованих AD-MSCs шляхом індукції диференціювання у остеогенному

культуральному середовищі in vitro (рис. 3.6).

Для визначення остеогенного потенціалу клітини культивували в

індукційному середовищі з додаванням факторів диференціювання

(рис. 3.6, Б, Г), після чого оцінювали активність лужної фосфатази

(рис. 3.6, Е). Для порівняння такі самі етапи проводили в культуральному

середовищі без факторів диференціювання (рис. 3.6, А, В, Д).
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Рис. 3.6. Мікрофотографії культур клітин AD-MSCs мишей на другу

добу переведення в остеогенне середовище (А, Б) та на 21 добу

культивування (В–Е), з них: в ростовому середовищі без факторів

диференціювання (А, В, Д) та з факторами остеогенного

диференціювання (Б, Г, Е). Інтенсивність мінералізації позаклітинного

матриксу солями кальцію (В, Г – забарвлення алізариновим червоним).

Активність лужної фосфатази (Д, Е – забарвлення BCIP-NBT) (світлова

мікроскопія; Об.×20, Ок.×10; шкала – 60 мкм (А, Б), 50 мкм (В–Е))

Загалом, на різних етапах культивування суттєвих морфологічних

відмінностей між контрольною та дослідною групою не спостерігалось. На

А Б

В Г

Д Е
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другу добу без переведення культури в остеогенне середовище

(рис. 3.6, А, Б), все ще спостерігається фібробластоподібна морфологія, проте

на 21 добу (рис. 3.6, В) клітини формували щільний моношар без ознак

мінералізації позаклітинного матриксу. Водночас у клітинах, культивованих в

остеогенному середовищі з факторами диференціювання (рис. 3.6, Г), після

фарбування алізариновим червоним, виявлено численні інтенсивно забарвлені

червоно-помаранчеві ділянки, що відповідають відкладенню солей кальцію та

формуванню мінералізованого матриксу. Наявність таких кальцифікованих

вузлів є характерною ознакою успішного остеогенного диференціювання МСК.

Кількісна оцінка за показниками оптичного поглинання при довжині

хвилі 405 нм підтвердила результати морфологічної оцінки. В культурі з

додаванням факторів остеогенного диференціювання, значення оптичного

поглинання становили 0,71±0,12 ум. од., що було статистично вищим

порівняно з контролем 0,33±0,12 ум. од.. Відповідно, відбувається посилення

мінералізації позаклітинного матриксу піж впливом остеогенних факторів.

Додатковим підтвердження активного остеогенезу є результати аналізу

продукції лужної фосфатази. Порівнюючи контрольну групу (рис. 3.6, Д) з

дослідною (рис. 3.6, Е), спостерігається чітко виражене, фіолетове

забарвлення цитоплазми після додавання BCIP-NBT у дослідних лунках, в

порівнянні з слабким, майже відсутнім забарвленням в контролі.

Для додаткової оцінки потенціалу отриманих МСК до диференціації in

vitro, було здійснено переведення культури в адипогенне середовище (рис. 3.7).
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Рис. 3.7. Мікрофотографії культур клітин AD-MSCs мишей на другу

добу переведення в адипогенне середовище (А, Б), на 9 добу

(В, Г) та на 14 добу (Д, Е) з них: в ростовому середовищі без факторів

диференціювання (А, В, Д) та з факторами адипогенного

диференціювання (Б, Г, Е). Забарвлення барвником: масляно-червоним O

(світлова мікроскопія; Об.×20, Ок.×10; шкала – 60 мкм (А-Г), 50 мкм (Д, Е))

На другу добу після переведення клітин у ростове середовище без

факторів диференціювання (рис. 3.7, А) та в адипогенне середовище

з факторами диференціювання (рис. 3.7, Б), клітини зберігали типову для МСК

витягнуту веретеноподібну морфологію, формували рівномірний моношар. На

А Б
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В Г
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ранньому етапі культивування виражених відмінностей між контрольною та

дослідною культурами не спостерігалося.

На 9 добу культивування в стандартному ростовому середовищі

(рис. 3.7, В) клітини формують щільний моношар, зберігається

фібробластоподібна морфологія, відповідно клітини ще не перейшли до

активного адипогенезу. На мікрофотографії культури на ростовому

середовищі з факторами диференціювання (рис. 3.7, Г) спостерігається менш

однорідна морфлогія, клітини розпластані та збільшені у розмірі, що може

свідчити про початок перебудови цитоскелету під час адипогенезу.

На 14 добу культивування в стандартному ростовому середовищі

(рис. 3.7, Д) клітини переважно зберігали фібробластоподібну форму, щільно

контактували між собою та не містили ознак жирової трансформації. У той же

час у клітинах, культивованих в адипогенному середовищі з факторами

диференціювання (рис. 3.7, Е), спостерігалася зміна морфології з набуттям

більш округлої форми та поява численних внутрішньоклітинних ліпідних

вакуоль. Після забарвлення масляно-червоним О, виявлено інтенсивні червоні

ліпідні включення різного розміру, що є характерною ознакою

диференціювання клітин у напрямку адипоцитів, оскільки активується

ліпогенез та накопичення нейтральних ліпідів у клітинах.

За кількісною оцінкою накопичення ліпідів за показником оптичного

поглинання екстрагованого барвника, оптична щільність в дослідних

популяціях становила 0,14 ± 0,11, в той час як для контрольної культури

значення сягали 0,01 ± 0,17.

Відповідно, за проведеними етапами дослідження диференціаційного

потенціалу отриманих AD-MSCs, можна стверджувати, що ізольована

культура відповідає ключовим критеріям ідентифікації МСК, а саме здатності

до остео- та адипогенезу. Отримані клітини є перспективними в використанні

на експериментальних моделях у регенеративній медицині.
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ВИСНОВКИ

Під час виконання роботи було отримано та охарактеризовано клітини

СВФ жирової тканини мишей згідно з мінімальними критеріями ідентифікації

МСК: досліджено морфологічні особливості популяції, відповідність експресії

поверхневих маркерів для мультипотентних МСК, проаналізовано

колонієутворюючу та проліферативну активність виділеної популяції, а також

перевірено їх на остеогенний та адипогенний потенціал диференціювання.

1.  Морфологічна оцінка ізольованої культури відповідає морфології

МСК. Клітини нульового пасажу мають гетерогенну морфологію, проте після

подальших субкультивувань, більшість клітин набувають веретеноподібної,

фібробластноподібної морфології. Можна виділити наявність

RS-субпопуляції – зі швидким самооновленням та найвищою

мультипотентністю та SS-субпопуляції – подовжені веретеноподібні

фібробластоподібні клітини.

2. Виділені клітини активно експресують основні мезенхімальні

маркери (CD44 – 97,4%, CD73 – 97%, CD105 – 95,1%, CD90 –95,2%.), а також

підтверджено, що популяція майже не має клітин, що експресують

гемопоетичні маркери (CD45 – 1,6%, CD34 – 2,7%), з чого можна зробити

висновок, що ізольована культура належить до МСК.

3. Отримані AD-MSCs характеризуються високою проліферативною

та колонієутворюючою активністю in vitro. Середній час подвоєння клітинної

популяції становив 3,3 ± 1,2 доби. За результатами CFU-тесту встановлено

здатність клітин ефективно формувати колонії за умов низької щільності

висівання, при цьому ефективність колонієутворення становила 10,3 ± 1,3%.

Порівняльний аналіз другого та третього пасажів показав тенденцію

підвищення клоногенного потенціалу та незначне уповільнення проліферації

при субкультивуванні.

4. Ізольовані AD-MSCs мають виражений диференціаційний

потенціал та здатні до спрямованого диференціювання в остеогенному й



43

адипогенному напрямках in vitro. Під час остеогенної диференціації

відзначено формування мінералізованого позаклітинного матриксу, що

супроводжувалося підвищенням оптичної щільності екстрагованого барвника

алізариновим червоним до 0,71 ± 0,12 ум. од., а також зростанням активності

лужної фосфатази, оціненою методом Kaplow. За умов адипогенного

диференціювання спостерігали зміну морфології клітин, накопичення

внутрішньоклітинних ліпідних вакуоль та позитивне забарвлення масляно-

червоним О, оптична щільність екстрагованого барвника в дослідній групі

становила 0,14 ± 0,11 ум. од..

Отже, отримана культура відповідає всім мінімальним критеріям МСК та

може використовуватись для подальших експериментів як in vitro, так і in vivo.
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