
1 
 

НАЦІОНАЛЬНА АКАДЕМІЯ НАУК УКРАЇНИ, 

ІНСТИТУТ МОЛЕКУЛЯРНОЇ БІОЛОГІЇ І ГЕНЕТИКИ 

Кваліфікаційна наукова 

праця на правах рукопису 

 

ПІКУС ПОЛІНА ОЛЕКСІЇВНА 

УДК 577.2:576.54 

ДИСЕРТАЦІЯ 

 

РОЗРОБКА СПОСОБІВ ПОСИЛЕННЯ ТЕРАПЕВТИЧНОЇ ЕФЕКТИВНОСТІ 

МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН 

09 Біологія 

091 Біологія та біохімія  

 Подається на здобуття наукового ступеня PhD доктора філософії 

Дисертація містить результати власних досліджень. Використання ідей, 

результатів і текстів інших авторів мають посилання на відповідне джерело. 

Пікус П.О. 

Науковий керівник: Кордюм Віталій Арнольдович, член-кореспондент НАН 

України, академік НАМН України, професор, завідувач відділу регуляторних 

механізмів клітини Інституту молекулярної біології та генетики НАН України 

 

 

Київ – 2024



2 
 

АНОТАЦІЯ 

 

Пікус П.О. Розробка способів посилення терапевтичної ефективності 

мезенхімальних стовбурових клітин. – Кваліфікаційна наукова праця на правах 

рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня PhD доктора філософії за 

спеціальністю- 091 «Біологія та біохімія» –Інститут молекулярної біології і 

генетики Національна академія наук України, Київ, 2024. 

Протягом останнього десятиліття досліджень стовбурових клітин значний 

інтерес виник саме до мезенхімальних стовбурових клітин (МСК), які мають 

унікальні властивості, такі як мультипотентність, здатність до диференціації, 

самовідновлення, довгострокової проліферації ex vivo, а також імуномодулюючі 

властивості. Завдяки цьому МСК виявилися перспективним інструментом для 

регенеративної медицини. МСК виділяють із різних джерел, включаючи кістковий 

мозок, жирову тканину, пуповину тощо. Згідно з зареєстрованих даних з 

Національного інституту охорони здоров’я США (https://clinicaltrials.gov/), кількість 

клінічних випробувань МСК подвоїлася за останні 5 років було зареєстровано 1014 

клінічних випробувань МСК. Однак більшість зареєстрованих клінічних 

випробувань із застосуванням терапії МСК для різних захворювань людини не 

виправдали очікувань, незважаючи на обнадійливі доклінічні результати на різних 

моделях захворювань тварин.  

Цей факт обумовлює актуальність досліджень з пошуку способів посилення 

терапевтичного потенціалу МСК. В якості об’єкта дослідження були вибрані МСК 

пуповини людини, які мають ряд переваг перед МСК, що отримані з інших джерел.  

Метою роботи було розробити способи посилення терапевтичної ефективності 

МСК пуповини людини та дослідити ефективність МСК з посиленим терапевтичним 

потенціалом на тваринних моделях деяких захворювань. 

Для досягнення мети були сформовані наступні задачі: 

1. Одержати моделі ураження печінки  у щурів та стерильного гострого 
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перетоніту у мишей, охарактеризувати їх особливості. 

2. Дослідити терапевтичний потенціал вихідних МСК пуповини людини та 

інкапсульованих в альгінатні капсули на моделі цирозу печінки у щурів.  

3. Вивчити особливості впливу МСК пуповини людини на гостре 

запалення черевної порожнини у мишей, розробити швидкий та ефективний спосіб 

визначення терапевтичної ефективності МСК, який дозволяє порівнювати 

терапевтичний потенціал різних препаратів МСК пуповини людини та вплив нього 

ряду факторів 

4. Вивчити in vivo взаємодію вихідних та прекондиціонованих МСК 

пуповини людини з інтраперитонеальними макрофагами на моделі перитоніту у 

мишей 

5. Створити модель гострого панкреатиту щурів та охарактеризувати 

екзокринні та ендокринні функції підшлункової залози 

6. Порівняти терапевтичну ефективність вихідних та прекондиціонованих 

пероксидом водню МСК пуповини людини на моделі гострого панкреатиту щурів.  

В ході виконання роботи були виділені, культивовані МСК пуповини людини 

та охарактеризовані за критеріями Міжнародного товариства клітинної та генної 

терапії (ISCT). Було показано, що клітини диференціюються у три основні напрямки: 

хондрогенному, остеогенному та адипогенному та експресія поверхневих маркерів 

МСК пуповини людини: CD90, CD73, CD105 демонстрували високий рівень 

експресії ≥99%, а CD34, CD45 мали низький рівень експресії ≤0,4%.  

Індукція цирозу печінки у щурів була викликана інтраперитоніальними 

ін’єкціями розчину CCl4 в оливковій олії протягом 13-ти тижнів. Наявність цирозу 

печінки було доказано за допомогою гістологічних та молекулярно-біологічних 

методів. Згідно одержаних нами даних фіброз печінки почав розвиватись у перші 

тижні введення CCl4. Гістологічне дослідження печінки протягом 13 тижнів при 

системному введенні ССl4 виявило суттєві зміни в структурі паренхіми печінки 

піддослідних щурів позитивного контролю порівняно з негативним контролем. Було 

показано, зокрема, інтенсивне накопичення екстрацелюлярного матриксу з 

утворенням псевдоглобул в паренхімі печінки щурів, що свідчить про наявність 
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цирозу печінки. Підтвердженням розвитку фіброзу печінки стало вивчення експресії 

деяких генів, які є показником стану печінки. Це гени EGF, α-SMA,GFAP та eNOS. 

Дослідження експресії гена EGF, який, як відомо, майже не експресується у здоровій 

печінці та починає експресуватися з розвитком фіброзу та інтенсивно експресується 

у цирозній печінці, показало різке підвищення рівня експресії EGF, α-SMA, GFAP 

через 13 тижнів індукції CCl4. Після того, як було підтверджено ураження печінки 

щурів, була проведена трансплантація щурам МСК пуповини людини. Для вивчення 

впливу МСК на циротичну печінку було обрано дві форми: МСК – суспензія клітин, 

яку вводили системно, та МСК, що були інкапсульовані в альгінатні капсули були 

введені інтраперитоніально.  

Результати порівнювали в динаміці через 3, 8 та 13 тижнів після обох способів 

введення МСК пуповини людини щодо їхнього терапевтичного ефекту на цироз 

печінки щурів. Було показано, що фіброз печінки зникає протягом 13 тижнів після 

трансплантації МСК, а основні показники печінки нормалізуються. Експресія генів, 

пов’язаних з пошкодженням печінки та розвитком фіброзу, також повертається до 

норми, як після системного введення МСК пуповини людини, так і після 

інтраперитоніального введення інкапсульованих МСК. Але швидкість відновлення 

таких параметрів, як кількість колагену, рівень експресії EGF, α –SMA була вищою 

при трансплантації інкапсульованих МСК, ніж при системному введені Таким 

чином, інтраперитоніальне введення інкапсульованих МСК пуповини людини 

швидше призводить до відновлення печінки після цирозу у щурів, ніж при 

системному введенні МСК пуповини людини. 

Наступною задачею дослідження було підібрати зручну модель для вивчення 

впливу прекондиціонування МСК різними факторами на їх терапевтичну 

ефективність таким чином, щоб можна було порівнювати ефективність різних 

препаратів МСК, наприклад, одержаних в різних умовах, прекондиціонованих 

різними факторами, тощо. В якості такої моделі було вибрано модель гострого 

перитоніту у мишей. Захворювання викликається інтраперитонеальним введенням 

розчину протеозного пептону. Вивчення динаміки розвитку запалення показало, що 

вже через 24 год запалення досягає максимального розвитку. Це дозволило 
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визначити час, коли можна вивчати основні параметри процесу і вплив на нього 

введення МСК, тому всі експерименти проводились через 24 год після введення 

протеозного пептону. Вивчення залежності терапевтичного ефекту від дози МСК 

показало, що він залежить від дози МСК до 5 х104/ мишу, після чого збільшення дози 

не впливає на терапевтичний ефект, оскільки запалення вже повністю згасає.  

Дослідження динаміки розвитку терапевтичної дії МСК після їх 

інтраперитоніального введення показало, що протизапальний ефект розвивався дуже 

швидко. Навіть при низькій дозі МСК (1,65x105/кг) кількість макрофагів в черевній 

порожнині значно зменшувалась через 15 хв, але не виходила на норму. Це були 

умови, за яких модель найбільш чутлива до якості клітинного препарату з МСК 

пуповини людини. Одержані результати дозволили припустити, що такі параметри, 

як низька доза МСК і час оцінки ефекту, коли запалення ще не закінчилось, дадуть 

змогу порівняти терапевтичну активність різних препаратів МСК.  

Одним із цих факторів була H2O2, яка, як відомо, посилює проліферацію МСК, 

їх міграцію та виживання, підвищує стійкість до окислювального стресу. Крім H2O2, 

як фактор прекондиціонування МСК було використано мелатонін, аскорбінову 

кислоту, ЛПС та γ-Інтерферон. Результати порівняння впливу прекондиціонування 

МСК на протизапальний ефект показали, що фактором, який достовірно посилює 

терапевтичну ефективність МСК є H2O2 в концентрації 30 мкмоль. Виявилось, що 

прекондиціонування МСК мелатоніном, аскорбіновою кислотою, ЛПС та γ-

інтерфероном прекондиціонування слабо впливає на терапевтичну ефективність 

МСК і достовірно не покращує терапевтичну ефективність МСК в порівнянні з 

ефективністю вихідних МСК.  

Результати нашої роботи показують, що після перитонеальної ін’єкції 

протеозного пептону мишам, у тварин розвивається гостре стерильне запалення 

черевної порожнини. Ввведення МСК в перитоніальну порожнину призводить до 

безпосередньої їх взаємодії з макрофагами, тобто це аналогія моделі взаємодії МСК 

і макрофагів, яку вивчали in vitro шляхом прямого співкультивування МСК і 

макрофагів. У випадку гострого запалення фактично присутній фізичний контакт 

макрофагів і МСК in vivo, коли на клітини впливають сигнали організму. Було 
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важливо вивчити, що являється результатом цієї взаємодії, і що відбувається в  

динаміці. Головними ознаками поляризації макрофагів є підвищення експресії IL-10 

і вплив на інтенсивність фагоцитозу.  ЗТ-ПЛР показала, що експресія IL-10 

знаходиться на низькому рівні в момент запалення, коли макрофаги мають 

прозапальний фенотип М1, при цьому фагоцитарний індекс різко зростає у 

порівнянні з негативним контролем. Через 15 хвилин після введення вихідних та 

прекондиціонованих МСК пуповини людини мишам, експресія IL-10 різко зростає у 

порівнянні з групою мишей з гострим перитонітом. У варіанті з 

прекондиціонованими МСК рівень експресії  IL-10 був достовірно вищий, ніж у 

варіанті з вихідними МСК. У сукупності з даними з фагоцитозу це свідчить про те, 

що прозапальні макрофаги М1 під впливом МСК поляризуються у протизапальний 

фенотип М2, і у варіанті з прекондиціонованими МСК процес пригнічення запалення 

відбувався швидше, ніж у групі з вихідними МСК. Таким чином, результати 

дослідження показують, що при введенні МСК в черевну порожнину in vitro при 

взаємодії перитоніальних макрофагів і МСК є їх поляризація, яка і забезпечує 

терапевтичний ефект МСК.  

Після того, як на моделі гострого перитоніту було показано, що 

прекондиціонування МСК H2O2 демонструє найбільш ефективний вплив на їх 

терапевтичний потенціал, було поставлено задачу порівняти терапевтичну 

ефективність вихідних та прекондиціонованих H2O2 МСК пуповини людини на 

моделі гострого панкреатиту щурів, щоб підтвердити ефективність такого підходу. 

Гострий панкреатит у щурів був індукований інтраперитонеальним введенням 

L-aргініном. Через 3 доби спостерігались клінічні ознаки захворювання. Окрім 

зовнішніх проявів гострого панкреатиту, також спостерігалось різке зростання рівня 

α-амілази в крові Гістологічний аналіз виявив диструктивні зміни паренхіми 

підшлункової залози з елементами накопичення колагену. Спостерігалась 

дисфункція ендокринної частини підшлункової залози щурів. Через 3 доби 

інтраперитоніально були трансплантовані вихідні та прекондиціоновані Н2О2 МСК 

пуповини людини. Терапевтичний ефект оцінювали в динаміці через 3, 7 та 14 днів 

після введення МСК. Вже через 3 дні після трансплантації МСК з’явились ознаки 



7 
 

відновлення  підшлункової залози щурів. Через 7 днів рівень α-амілази достовірно 

знизився у групи щурів, яким було введено прекондиціоновані МСК у порівнянні з 

вихідними МСК. Також через 7 днів у варіанті з вихідними МСК спостерігався 

активний мітоз панкреатоцитів, а у варіанті з прекондиціонованими МСК вже 

спостерігалось практично повне відновлення панкреатоцитів, структурно-

функціональних особливостей екзокринної та ендокринної частин підшлункової 

залози відповідали нормі. Через 13 днів структурно-функціональні ознаки паренхіми 

підшлункової залози у обох варіантах відповідали нормі. Отримані результати 

демонструють високу терапевтичну ефективність МСК пуповини людини у 

інгібуванні гострого запалення підшлункової залози та її регенерації. Водночас 

протизапальний та відновлювальний ефект МСК, які прекондиціоновані H2O2, 

розвивався вдвічі швидше, ніж у варіанті з вихідними МСК.  

Таким чином в результаті виконання дисертаційної роботи було отримано нові 

дані, що стосуються можливості значного підсилення терапевтичної ефективності 

МСК пуповини людини шляхом інкапсуляції МСК в альгінатні мікрокапсули, що 

доведено на моделі цирозу печінки у щурів, а також прекондиціонуванням низькими 

дозами H2O2, що показано на моделі гострого перитоніту у мишей і гострого 

панкреатиту у щурів. Вперше розроблено біотехнологічні аспекти швидкого та 

ефективного способу порівняння терапевтичного потенціалу різних препаратів МСК. 

Ключові слова: мезенхімальні стовбурові клітини, протизапальний цитокін IL-
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SUMMARY 

Pikus. P. O. Development of methods for enhancing the therapeutic efficacy of 

mesenchymal stem cells. Qualification scientific work with the manuscript copyright. 

A dissertation submitted in fulfillment of the requirements for the degree of Doctor of 

Philosophy (091 Biology and biochemistry). – Institute of Molecular Biology and Genetics 

of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2024. 

During the recent decades of studies on stem cells, there has been a considerable 

interest in mesenchymal stem cells (MSCs), which are notable for such unique properties as 

multipotency, ability for differentiation, self-recovery, long-term proliferation ex vivo, and 

their immunomodulating properties. All these characteristics make MSCs a promising 

instrument for regenerative medicine. MSCs are isolated from different sources, including 

bone marrow, adipose tissue, umbilical cord, etc. According to the official data of the US 

National Institutes of Health (https://clinicaltrials.gov/), the number of clinical trials 

involving the use of MSCs has doubled, amounting to 1,014 in five recent years. However, 

most registered clinical trials using MSC therapy to treat different human diseases have not 

met expectations, regardless of hopeful pretrial results in the investigations with different 

models of animal diseases. 

This fact explains the urgency of studies on searching for ways to enhance the 

therapeutic potential of MSCs. The MSCs from the human umbilical cord have been chosen 

as the study object since they have several advantages over MSCs obtained from other 

sources. 

The aim of the work was to develop ways of enhancing the therapeutic efficiency of 

MSCs from the human umbilical cord and to research the effectiveness of MSCs with 

enhanced therapeutic potential using animal models of several diseases. 

The following tasks were formulated to achieve the abovementioned aim: 

1. To obtain the models of liver damage in rats and aseptic acute peritonitis in 

mice and to characterize their specificities. 

2. To investigate the therapeutic potential of the initial MSCs of the human 

umbilical cord and MSCs, encapsulated into alginate capsules, using the simulated hepatic 

cirrhosis in rats. 
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3. To study the specificities of the impact of MSCs from the human umbilical cord 

on acute inflammation in the abdominal cavity of mice, to develop a fast and effective way 

of determining the therapeutic efficiency of MSCs, which helps compare the therapeutic 

potential of different preparations based on MSCs of the human umbilical cord and the 

impact of some factors thereon. 

4. To study in vivo the interaction between the initial and preconditioned MSCs 

of the human umbilical cord with intraperitoneal macrophages using the peritonitis model 

in mice. 

5. To develop the model of acute pancreatitis in rats and to characterize the 

exocrine and endocrine functions of the pancreas. 

6. To compare the therapeutic efficiency of initial MSCs from the human 

umbilical cord and the ones preconditioned with hydrogen peroxide, using the model of 

acute pancreatitis of rats. 

In this work, MSCs of the human umbilical cord were isolated, cultivated, and 

characterized by the criteria of the International Society for Cellular Therapy (ISCT). It was 

demonstrated that cells were differentiated in three main directions: chondrogenic, 

osteogenic, and adipogenic; the expression of superficial markers of MSCs of the human 

umbilical cord: CD90, CD73, CD105 demonstrated a high expression level of ≥ 99 %, 

whereas CD34, CD45 had a low expression level of  ≤ 0.4 %. 

The hepatic cirrhosis in rats was induced by intraperitoneal injections of the CCl4 

solution with olive oil for 13 weeks. The presence of hepatic cirrhosis was proven using 

histological and molecular biological methods. According to our data, the hepatic fibrosis 

started developing within the first weeks of administering CCl4. The histological 

investigation of the liver for 13 weeks of systematic administration of ССl4 revealed 

considerable changes in the structure of liver parenchyma of the investigated rats of positive 

control as compared to the negative control. For instance, there was a notable intense 

accumulation of extracellular matrix with the formation of pseudoglobules in the 

parenchyma of rat liver, which demonstrated hepatic cirrhosis. The development of hepatic 

fibrosis was confirmed by the study of the expression of some genes, which are markers for 

the state of the liver. These are genes EGF, α-SMA, GFAP, and eNOS. The study of the 
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expression of gene EGF, which, as known, almost does not express in healthy liver, starts 

expressing with the fibrosis development and expresses intensively in the liver with 

cirrhosis, demonstrated a rapid increase in the expression level for EGF, α-SMA, GFAP after 

13 weeks of induction, using CCl4. After the rat liver damage was confirmed, the rats were 

transplanted MSCs of the human umbilical cord. Two forms were selected to study the 

impact of MSCs on the cirrhotic liver: MSCs as a suspension of cells, administered in a 

systematic manner, and MSCs, encapsulated into alginate capsules, and administered 

intraperitoneally. 

The results were compared in dynamics after 3, 8, and 13 weeks of using both ways of 

administering MSCs of the human umbilical cord in terms of their therapeutic effect on the 

rat hepatic cirrhosis. It was shown that the liver fibrosis vanished within 13 weeks after the 

MSC transplantation, and the main indices of the liver normalized. The expression of genes 

related to liver damage and fibrosis development also returned to normal indices after both 

the systematic administration of MSCs of the human umbilical cord, and the intraperitoneal 

administration of the encapsulated MSCs. Yet the velocity of restoring such parameters as 

the amount of collagen, the expression rate for EGF, α–SMA was higher for the 

transplantation of encapsulated MSCs than for the systematic administration. Therefore, the 

intraperitoneal administration of the encapsulated MSCs of the human umbilical cord 

resulted in restoring the rat liver after cirrhosis faster than the systematic administration of 

MSCs of the human umbilical cord. 

The next task was to select a convenient model to study the effect of MSCs 

preconditioning with various factors on their therapeutic efficacy in order to compare the 

efficiency of different MSC preparations, for example, the ones obtained under different 

conditions or preconditioned with different factors, etc. The model of acute peritonitis in 

mice was selected. This disease is induced by the intraperitoneal administration of the 

proteose peptone solution. The study of the inflammation development dynamics 

demonstrated that in 24 h, the inflammation reached its maximal development rate. It helped 

determine the time to investigate the main parameters of the process and the impact of the 

MSC administration on it, so all experiments were conducted 24 h after the administration 

of the proteose peptone. The investigation showed the dependence of the therapeutic effect 
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on the MSC dose up to 5 х104/mouse; after that, the increase in the dose did not impact the 

therapeutic effect since the inflammation was completely gone. 

The study on the dynamics in developing the therapeutic effect of MSCs after their 

intraperitoneal administration demonstrated that the anti-inflammatory effect developed 

very fast. Even under the low dose of MSCs (1.65 x 105/kg), the number of macrophages in 

the peritoneal cavity decreased considerably in 15 min, but it did not return to the norm. 

These were the conditions in which the model was most sensitive to the quality of the 

cellular material, obtained from MSCs of the human umbilical cord. The obtained results 

allowed for the assumption that such parameters as a low MSC dose and the period of effect 

evaluation with the ongoing inflammation would help compare the therapeutic activity of 

different MSC preparations. 

One of these factors was H2O2, which is known to enhance MSC proliferation, their 

migration and survival and improve their resistance to oxidative stress. In addition to H2O2, 

other factors of preconditioning MSCs were melatonin, ascorbic acid, LPS, and γ-interferon. 

Our comparison of the impact of MSC preconditioning on the anti-inflammatory effect 

demonstrated that the factor, reliably enhancing the therapeutic efficiency of MSCs, was 

H2O2 in the concentration of 30 µmol. It was found that MSC preconditioning with 

melatonin, ascorbic acid, LPS, and γ-interferon had a weak effect on the therapeutic 

efficiency of MSCs and reliably did not enhance the therapeutic efficiency of the 

preconditioned MSCs as compared to that of the initial MSCs. 

The results of our work demonstrated that after the peritoneal injection of proteose 

peptone, mice developed acute aseptic inflammation of the peritoneal cavity. The 

administration of MSCs into the peritoneal cavity resulted in their immediate interaction 

with macrophages i.e. this was the analogy for the model of interaction between MSCs and 

macrophages, studied in vitro via direct co-cultivation of MSCs and macrophages. In case 

of acute inflammation, there is actual physical contact between macrophages and MSCs in 

vivo, when the cells are impacted by the signals of the organism. It was relevant to study 

what the result of this interaction was and what was happening in the dynamics. The main 

features of the polarization of macrophages are the increase in the expression of IL-10 and 

the impact on phagocytosis intensity. According to the results of the RT-PCR, the expression 
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of IL-10 was at a low level in the moment of the inflammation when macrophages had the 

pro-inflammatory phenotype М1, and the phagocytic index increased rapidly compared to 

the negative control. Fifteen minutes after the administration of initial and preconditioned 

MSCs of the human umbilical cord to mice, the expression of IL-10 increased rapidly as 

compared to the group of mice with acute peritonitis. The expression rate of IL-10 in the 

variant with preconditioned MSCs was reliably higher than in the variant with initial MSCs. 

In combination with the phagocytosis data, it demonstrated that under the impact of MSCs, 

the pro-inflammatory macrophages M1 polarized into the anti-inflammatory phenotype M2, 

and in the variant with the preconditioned MSCs, the process of inflammation inhibition 

was faster than in the group with the initial MSCs. Therefore, the results of the studies 

demonstrated that the administration of MSCs into the peritoneal cavity in vitro in case of 

the interaction between peritoneal macrophages and MSCs resulted in their polarization, 

which ensured the therapeutic effect of MSCs. 

After the model of acute peritonitis demonstrated that the preconditioning of MSCs 

using H2O2 had the highest impact on their therapeutic potential, the next task was to 

compare the therapeutic efficiency of the initial and H2O2-preconditioned MSCs of the 

human umbilical cord using the model of acute pancreatitis of rats to confirm the 

effectiveness of this approach. 

Acute pancreatitis in rats was induced by intraperitoneal administration of L-arginine. 

The clinical signs of the disease were observed three days later. In addition to the external 

manifestations of acute pancreatitis, there was a rapid increase in the level of α-amylase in 

blood. The histological analysis showed destructive changes in the pancreatic parenchyma 

with the elements of collagen accumulation. There was a notable dysfunction of the 

endocrine part of the rat pancreas. The initial and Н2О2-preconditioned MSCs of the human 

umbilical cord were transplanted intraperitoneally three days later. The therapeutic effect 

was evaluated in dynamics 3, 7, and 14 days after the MSC administration. The signs of rat 

pancreas recovery were noted as early as three days after the MSC transplantation. In 7 days, 

the level of α-amylase was reliably lower in the group of rats that had been administered the 

preconditioned MSCs compared to the initial MSCs. Also, in 7 days, in the variant with the 

initial MSCs, there was active mitosis of pancreatocytes, and in the variant with 
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preconditioned MSCs, there was practically complete recovery of pancreatocytes, 

structural-functional specificities of the exocrine and endocrine parts of pancreas 

corresponded to the norm. In 13 days, the structural-functional features of the parenchyma 

of the pancreas corresponded to the norm in both variants. The obtained results 

demonstrated the high therapeutic efficiency of MSCs from the human umbilical cord in 

inhibiting acute inflammation of the pancreas and its regeneration. At the same time, the 

anti-inflammatory and restorative effect of MSCs, preconditioned by H2O2, developed twice 

faster than in the variant with initial MSCs. 

At the same time, the study results yielded new data about the possibility of a 

considerable enhancement of the therapeutic efficiency of MSCs from the human umbilical 

cord via MSC encapsulation into alginate microcapsules, which was proven using the model 

of hepatic cirrhosis in rats and the preconditioning with low H2O2 doses which was 

demonstrated in the model of acute peritonitis in mice and acute pancreatitis in rats. The 

biotechnological aspects of the fast and effective method to compare the therapeutic 

potential of different MSC preparations were first developed. 

Keywords: mesenchymal stem cells, anti-inflammatory cytokine IL-10, migration, delivery 

methods, genes, macrophage phagocytosis, preconditioning, hyperglycemia, acute 

pancreatitis, oxidative stress, alginate capsules, cell culture, liver cirrhosis, peritonitis 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

 

EЦM - екстрацелюлярний матрикс 
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МСК – мезенхімальні стовбурові клітини 

ПМ – перитоніальні макрофаги 

ЯЦС – ядерно-цитоплазматичне співвідношення 

α-MEM-мінімальне поживне середовище, alpha minimum essential medium 

α-SMA – альфа актин гладких м’язів, alpha smooth muscle actin 

eNOS - ендотеліальна синтаза оксиду азоту, endothelial nitric oxide synthase 

EGF - епідермальний фактор росту, epidermal growth factor 

GAPDH - гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогеназа, glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 

GFAP - гліальний фібрилярний кислий білок, glial fibrillary acidic protein 

HLA - людський лейкоцитарний антиген, human leukocyte antigens 

IL-10 - інтерлейкін -10, interleukin-10 

L - arg– L- аргінін, L-arginin 

PAS – реакція – періодична кислота ШИФА, periodic acid Schiff reaction 

PBS – натрій-фосфатний буфер, phosphate buffered saline 

       SDF-1 - фактор-1, отриманий зі стромальних клітин, stromal cell-derived factor1 

TGF-β – трансформуючий фактор росту бетта, transforming growth factor beta 

TLR –тол подібний рецептор, toll-like receptor 

TNF-α – фактор некрозу пухлини, tumor necrosis factor 

VEGF – фактор росту ендотелію судин, vascular endothelial growth factor 
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ВСТУП 

 

 

Актуальність проблеми.   

В останні десятиліття досліджень стовбурових клітин значний інтерес виник 

саме до мезенхімальних стовбурових клітин (МСК), які мають унікальні властивості, 

такі як мультипотентність, здатність до диференціації, самовідновлення, 

довгострокової проліферації ex vivo, а також імуномодулюючі властивості. Завдяки 

цьому МСК виявилися перспективним інструментом для регенеративної медицини. 

МСК виділяють із різних джерел, включаючи кістковий мозок, жирову тканину, 

пуповину, пульпу зуба тощо. Досягнення в методах ізоляції, культивування та 

проліферації МСК посилюють перспективи їх широкомасштабного терапевтичного 

застосування. Цей прогрес супроводжується швидким розвитком методів доставки 

МСК, що стимулює використання МСК у регенеративній медицині. Доля та 

поведінка МСК регулюються їх мікрооточенням, що згодом впливає на їх 

регенераційний потенціал. МСК вивільняють різні месенджери, включаючи  

хемокіни, цитокіни, фактори росту та нуклеїнові кислоти, які можуть секретуватися 

або упаковуватись у позаклітинні везикули, що також відіграють важливу роль у 

реалізації терапевтичного потенціалу МСК. Ці регенеративні характеристики МСК 

у сукупності зробили їх найбільш широко тестованими в клінічних випробуваннях. 

Згідно з зареєстрованих даних з Національного інституту охорони здоров'я США 

(https://clinicaltrials.gov/), протягом останнього десятиліття спостерігався швидкий 

розвиток клітинної терапії з використанням МСК у клінічних випробуваннях. 

Кількість клінічних випробувань МСК подвоїлася за останні 5 років. Станом на 14 

липня 2021 року в базі даних ClinicalTrials.gov було зареєстровано 1014 клінічних 

випробувань МСК, які або завершені або перебувають ще на етапі клінічних 

досліджень. Однак більшість зареєстрованих клінічних випробувань із 

застосуванням терапії МСК для різних захворювань людини не виправдали 

очікувань, незважаючи на обнадійливі доклінічні результати на різних моделях 

захворювань тварин. Це може бути пов'язане з непослідовними критеріями 



24 
 

ідентифікації МСК у дослідженнях та їх успадкованою гетерогенністю. У 

масштабному ж плані, не зважаючи на багаточисленні переваги використання МСК 

у клітинній терапії, все таки залишаються відкриті питання через відсутність 

стандартизованих протоколів і загальних правил, і  це є помітною перешкодою для 

широкого впровадження МСК у клітинну терапію. Відсутність стандартизованих 

процедур ізоляції, культивування та введення МСК може призвести до мінливості 

результатів, що ускладнює забезпечення безпеки та ефективності лікування. 

Нормативна невизначеність та відмінність у процесах схвалення в різних країнах ще 

більше ускладнюють ситуацію, перешкоджаючи переходу терапії МСК від 

досліджень до клінічної практики. Виходячи з цього актуальною залишається 

розробка способів посилення терапевтичної активності МСК. Одним з таких 

методів, який інтенсивно розвивається є інкапсуляція МСК в мікрокапсули з 

безпечних напівпроникних матеріалів, яка дозволяє забезпечити їх довгочасну 

виживаність, секрецію терапевтичних продуктів, захистити їх від впливу запального 

середовища. Ще одна стратегія - прекондиціонування МСК, яке здатне посилювати 

їх терапевтичний потенціал та прискорювати терапевтичний ефект МСК при різних 

захворюваннях. В першу чергу це стосується збереження біологічної ефективності 

МСК після ізоляції та тривалого культивування in vitro. Крім того, після 

трансплантації та міграції в цільову тканину МСК стикаються із суворим 

середовищем, що супроводжується сигналами «смерті» для клітин. Відповідно, 

прекондиціонування поліпшує характеристики МСК in vivo, що призводить до 

більшої терапевтичної ефективності та кращих наслідків трансплантації в 

регенеративній медицині. Дійсно прекондиціонування МСК ex vivo гіпоксією, 

різними факторами росту, фармакологічними препаратами, створеними 

спеціальними умовами може стимулювати їхнє виживання, посилену проліферацію, 

міграцію, секрецію екзосом та проангіогенні та протизапальні характеристики in 

vivo.  

Порівняння властивостей МСК, що отримані з різних джерел, показало, що 

МСК ізольовані з пуповини людини мають переваги над іншими джерелами. 

Зокрема, процедура збору є неінвазивною та етично прийнятою. МСК пуповини 
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людини є наймолодшими дорослими стовбуровими клітинами. Дослідження 

експресії маркерів МСК пуповини підтвердили проміжний характер цих клітин - між 

ембріональними стовбуровими клітинами та дорослими МСК, виділеними з пульпи 

зуба, кістквого мозку або жирової тканини, на які впливають різні зовнішні фактори 

протягом життя людини. МСК пуповини мають тісні онтогенетичні зв’язки з 

ембріональними стовбуровими клітинами, володіють більш широкою 

мультипотентною пластичністю, більш вираженою імуносупресивністю, 

проліферують швидше, ніж дорослі клітини з кісткового мозку та жирової тканини. 

Тому, дана дисертаційна робота присвячена пошуку та розробці способів 

посилення мезенхімальних стовбурових клітин, шляхом прекондиціонування та 

інкапсуляції МСК в альгінатні капсули на тваринних моделях запальних 

захворювань; розробці біотехнологічних аспектів швидкого та ефективного способу 

визначення та порівняння in vivo терапевтичного потенціалу різних препаратів МСК. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація 

виконана в рамках наукових проектів відділу регуляторних механізмів клітини 

Інституту молекулярної біології і генетики НАН України: «Вивчення біологічних 

особливостей альтернативних станів МСК желе Вартона пуповини людини», 

(реєстраційний номер 0117U003913, 2018-2022 рр). 

Мета та задачі дослідження. Метою роботи було розробити способи посилення 

терапевтичної ефективності МСК пуповини людини та дослідити ефективність МСК 

з посиленим терапевтичним потенціалом на тваринних моделях деяких захворювань 

Для досягнення мети були сформовані наступні задачі: 

1. Одержання моделі ураження печінки щурів та охарактеризувати 

структурні та функціональні зміни паренхіми органу 

2. Дослідити терапевтичний потенціал вихідних МСК пуповини людини та 

інкапсульованих в альгінатні капсули на моделі цирозу печінки у щурів при різних 

методах введення 

3. Вивчити особливості впливу МСК пуповини людини на гостре запалення 

черевної порожнини у мишей, розробити швидкий та ефективний спосіб, який 
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дозволяє порівнювати терапевтичний потенціал різних препаратів МСК пуповини 

людини та вплив нього за допомогою різних факторів 

4. Вивчити взаємодію вихідних та прекондиціонованих МСК пуповини 

людини з інтраперитонеальними макрофагами in vivo на моделі перитоніту у мишей 

5. Створити модель гострого панкреатиту щурів та охарактеризувати 

екзокринні та ендокринні частини підшлункової залози 

6. Порівняти терапевтичну ефективність трансплантованих вихідних та 

прекондиціонованих пероксидом водню МСК пуповини людини на моделі гострого 

панкреатиту щурів 

Об′єкт дослідження – вихідні та прекондиціоновані МСК пуповини людини. 

Предмет дослідження – способи посилення терапевтичної ефективності МСК 

пуповини людини 

Методи дослідження – в ході виконання дисертаційної роботи були використані 

наступні методи: клітинна інженерія (виділення та культивування МСК пуповини 

людини, перитоніальних макрофагів мишей, інкапсуляція клітин), молекулярно-

біологічні (виділення сумарної РНК, експресія генів білків за допомогою ЗТ-ПЛР, 

гель-електрофорез білків, проточна цитофлуорометрія, світлова мікроскопія), 

мікробіологічні (культивування штамів E.coli, визначення фагоцитарного індексу 

макрофагів), гістологічні методи дослідження, морфологічні та морфометричні 

методи, біохімічні методи дослідження крові, гістохімічні (PAS-реакція), статистична 

обробка даних. 

 

Наукова новизна одержаних результатів.  

В ході виконання дисертаційного дослідження було одержано ряд нових даних. 

Вперше на моделі цирозу печінки було проведено порівняння терапевтичної 

ефективності системного введення МСК та інтраперитонеального введення 

інкапсульованих в альгінатні капсули МСК пуповини людини і показано посилення 

терапевтичного потенціалу МСК шляхом інкапсуляції. Вперше розроблено спосіб 

визначення терапевтичної ефективності МСК, який дозволяє ефективно та достовірно 

порівнювати різні препарати МСК, одержані різними методами та з різного матеріалу. 
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Також, було вперше досліджено вивчення взаємодії МСК з інтраперитонеальними 

макрофагами in vivo і доведено їх поляризацію в протизапальниї фенотиип М2. 

Вперше показано посилення терапевтичного потенціалу МСК шляхом 

прекондиціонування пероксидом водню (30µМ), як за впливом на динаміку розвитку 

терапевтичного ефекту на гострий перитоніт, так і за ефективністю поляризації 

інтраперитонеальних макрофагів. На моделі гострого панкреатиту вперше показано 

посилення терапевтичного потенціалу МСК прекондиціонованих пероксидом водню, 

що виражається у скороченні в 2 рази часу відновлення підшлункової залози у 

порівнянні з впливом вихідних МСК. 

 

Практичне значення одержаних результатів. 

Результати дослідження були впроваджені в лабораторії генно-клітинних 

модифікацій відділу генних технологій ДУ «Інститут генетичної та регенеративної 

медицини НАН України». 

Також прекондиціоновані мехенхімальні стовбурові клітини пуповини людини з 

низькою дозою Н2О2 були запропоновані та впроваджені у роботу в відділі 

регуляторних механізмів клітини Інституту Молекулярної Біології і Генетики НАН 

України, також у роботу в відділі молекулярної імунології Інституту біохімії ім. О.В. 

Палладіна НАН України та в лабораторії експериментальної хіміотерапії вірусних 

інфекцій ДУ «Інститут епідеміології та інфекційних хвороб ім. Л.В. Громашевського» 

НАМН України. Крім того, розроблена тест-система, яка дозволяє порівнювати 

терапевтичний потенціал різних препаратів МСК пуповини людини та вплив нього за 

допомогою різних факторів може бути використана для швидкого та ефективного 

залучення у доклінічних дослідженнях. 

 

Особистий внесок здобувача. Дисертанткою самостійно проведено аналіз 

наукової літератури, виконано основний об’єм експеримнтальних досліджень, 

проаналізовано отримані результати, проведено статистичну обробку даних. Спільно 

з науковим керівником було визначено мету та завдання, схему експериментів, а 

також узагальнено результати та обговорено висновки дисертаційної роботи. 
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Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертації були 

представлені та обговорені на міжнародних конференціях: «Horizons in Molecular 

Biology» (Гьотинген, Німеччина, 2018 р.), 45th FEBS Congress, Molecules of Life, 

(Любляна, Словенія, 2021 р.), XII Український біохімічний конгрес (Тернопіль, 

Україна, 2019 р.), All-Ukrainian conference on molecular and cell biology with 

international participation (Київ, Україна, 2022 р.), IUBMB–46th FEBS–PABMB 

Congress (Лісабон, Португалія, 2022 р.). The Conference of Young Scientists within the 

framework of XVIIІ International Conference «Factors in Experimental Evolution of 

Organisms» (Київ, Україна, 2023 р.). 

 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 11 наукових праць: 5 

статтей у провідних фахових виданнях, затверджених МОН України (всі в журналах, 

що входять до міжнародних наукометричних баз), та 6 тез у збірках міжнародних 

конференцій. 

 

Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено українською мовою на 

154 сторінці комп’ютерного тексту. Робота складається з анотації, вступу, огляду 

літератури, розділу « Матеріали та методи досліджень», розділу « Результати 

експериментальних досліджень», розділу « Аналіз та узагальнення результатів», 

висновків та списку використаних джерел, який налічує 301 посилання. Роботу 

проілюстровано 24 рисунками та 6 таблиць. 
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РОЗДІЛ 1 

 

 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1 Загальні властивості МСК людини 

 

Мезенхімальні стовбурові клітини або мультипотентні стромальні клітини 

(МСК) є гетерогенною групою клітин, які можуть бути ізольовані з багатьох дорослих 

тканин.. Вперше вони були ідентифіковані Фріденштейном із співр. як 

фібробластоподібні клітини з клоногенним потенціалом із кісткового мозку щурів [1]. 

На сьогодні їх виділяють з кісткового мозку, із адіпозних тканин, пуповинної крові, 

пуповини, плаценти, мозку, м’язів, зубної пульпи, шкіри та фетальних тканин. 

Виходячи з їх мультипотентності, високої швидкості проліферації, великої здатності 

до самовідновлення, вважається, що ці клітини мають високий терапевтичний 

потенціал і можуть бути використані в регенеративній медицині. Якщо мова йде про 

МСК, то вона йде про клітини, що культивуються in vitro, оскільки для МСК невідомі 

унікальні маркери, і з цієї причини вони не можуть бути ідентифіковані in vivo. При 

цьому профіль їх поверхневих антигенів вивчено достатньо детально [2]. Виходячи із 

зростаючого інтересу до МСК, все більше лабораторій і дослідників виділяють і 

культивують ці клітини. Характеристики таких МСК в залежності від джерела МСК, 

способу виділення і культивування мають значні відмінності, що викликає труднощі 

в оцінці їх біологічних властивостей і можливості використання для клітинної терапії. 

Саме тому Комітет з мезенхімальних і тканинних стовбурових клітин Міжнародного 

товариства з клітинної терапії запропонував мінімальні критерії визначення МСК 

людини [4]. МСК повинні бути адгезивними до пластику при введенні в культуру, 

мати високий рівень експресії таких маркерів, як CD 105, СD 73 та СD 90. При цьому 

рівень маркерів гематопоетичних стовбурових клітин CD45, CD34, CD14 або CD11b, 

CD79a не повинен перевищувати 2% і не експресуватися комплекс HLA II класу. 

диференціюватися в три основні напрямки: остеобласти, хондробласти і адипоцити.  
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Більш того, МСК не повинні експресувати HLA-DR (MHC клас II), який відіграє 

вирішальну роль у презентації антигену Т-клітин і, отже, призводить до їх активації 

та диференціювання. Транскрипційна активація генів MHC класу II вимагає індукції 

білка-трансактиватора класу II (CIITA), головного регулятора, який важливий як для 

конститутивної, так і для IFN-γ-індукованої експресії MHC класу II [4-6]. Однак, 

нещодавно з’явилися данні, що рівень експресії HLA-DR в МСК кожного донора 

культивованого на лізаті із тромбоцитів, не корелював з рівнем експресії HLA-DR в 

МСК, культивованих на FBS, що вказує на те, що крім добавки донор-специфічні 

компоненти також відіграють важливу роль. у експресії антигену HLA-DR. [7] Також, 

було показано, що лізат тромбоцитів індукує високий рівень експресії HLA-DR в МСК 

P0 до 25-30%, що може в результаті призвести до хвороби «трансплант проти 

хозяїна». 

Клітини повинні мати властивість диференціюватись в остеобласти, адіпоцити і 

хондроцити в відповідних умовах культивуванння. Пластичність МСК не 

обмежується вказаними вище клітинами. Повідомлялось, що МСК можуть 

диференціюватися в клітини легенів [8], нейральні клітини  [9, 10], гепатоцити [12] і 

ряд інших. Привабливість МСК для клітинної терапії пов’язана не тільки з їх 

мультипотентними властивостями, що виражається в здатності диференціюватися в 

різні спеціалізовані клітини. З’явилось багато експериментальних даних, що свідчать 

про те, що МСК є джерелом різноманітних паракринних сигналів, які відповідають за 

імуномодуляторні, ангіогенні, антиапоптичні, підсилюючі виживання ефекти МСК. 

[12] Вони секретують велику кількість таких біомолекул, як цитокіни, антиоксидантні 

та проангіогенічні речовини, трофічні фактори і інші білки, які здатні 

опосередковувати відновлення уражень шляхом обмеження відповіді на стрес і 

апоптоз і залучення імунних і репаративних клітин до місця ураження. [13] Саме 

секрецією таких факторів, як VEGF,HGF,TGF-β, bFGF обумовлені антиапоптичні 

властивості МСК, TGF-β, PGE-2, HGF,LIF, IDO і ряд інших забезпечують 

імуномодуляторні властивості МСК. Ряд факторів, які секретуют МСК  обумовлюють 

такі важливі для клітинної терапії властивості МСК як анти-рубцеві та ангіогенічні. 

[14] МСК секретують ряд хемоатрактантів, експресія яких забезпечує таку важливу 
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для клітинної терапії властивість МСК мігрувати в місце запалення або ураження. На 

сьогодні відомо, що МСК можуть впливати на всі клітини імунної системи. 

Секретують МСК і такі молекули як IL 10, лейкоцитарний антиген G (HLA-G), LIF 

[15,16]. Завдяки секреції різноманітних біологічно активних молекул навіть 

середовище, в якому культивувались МСК, має терапевтичний вплив на протікання 

ряду захворювань. [17, 18] 

Так, наприклад, показано, що внутрішньовенні ін’єкції середовища, в якому 

культивувались МСК кісткового мозку попереджали тубулярний апоптоз і некроз і 

послаблювали гостре ураження нирки, що викликалось цисплатином у лабораторних 

щурів. [19] Таким чином, можна сказати, що паракринна функція МСК навіть 

важливіша для їх використання у клітинній терапії, ніж пластичність, яка безумовно 

забезпечує можливості регенеративної медицини в плані регенерації різних органів 

та створення нових тканин, наприклад, хрящів, кісткових фрагментів тощо. При 

цьому залишається багато питань стосовно МСК. Наприклад, питання, чи 

співпадають властивості МСК, які одержані культивуванням in vitro, з властивостями 

МСК in vivo . 

Через незвичайні здібності/властивості стовбурових клітин у 1991 році 

Капланом був запропонований термін «мезенхімальні стовбурові клітини» через їх 

здатність диференціюватися в більш ніж один тип клітин. [20] Цей термін став дуже 

популярним і на даний момент є найбільш вживаним, хоча викликає певні сумніви 

щодо ступеня його обґрунтованості. [21] Сьогодні в літературі існує багато 

замінників для абревіатури МСК, включаючи мультипотентні стромальні клітини, 

мезодермальні стовбурові клітини, мезенхімальні стромальні клітини та багато 

інших. Каплан у своїй останній роботі рекомендує перейменувати ці клітини в 

«Medicinal Signaling Cells» через акцент на їх терапевтичний ефект після 

трансплантації, який, як вважають, базується головним чином на секреції факторів, 

що в кінцевому результаті сприяють регенеративним процесам організму. [22] 

У всіх експериментах та клінічних випробовуваннях МСК реалізують всі 

притаманні їм властивості.  
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32 
 

1.2. Джерела отримання МСК людини 

 

МСК можуть бути виділені з багатьох тканин людини, що означає важливість 

вибору більш відповідних джерел щодо їх матеріально-технічних, практичних 

характеристик in vitro, цільової тканини та терапевтичної мети. [23, 24] Сьогодні 

основними та найвідомішими джерелами МСК є кістковий мозок, жирова тканина та 

пуповинний канатик; однак їх можна виділити з пульпи зубів, ендометрія, 

периферичної крові, шкіри, плаценти, синовіальної рідини, м’язів, вартонського желе 

тощо. [ 25] Вважається, що МСК можна виділяти з будь-якої тканини людини, при 

цьому існують певні обмеження, перш за все це доступність вихідних тканин та 

інвазивність самої процедури виділення, також враховуються різні характеристики 

донора ( вік, хронічні захворювання, образ життя тощо). Дуже важливо при виборі 

підходящого джерела клітин, оцінити складність процесу отримання біоматеріалу і 

розглянути можливі несприятливі наслідки збору клітин у донорів. [26, 27] 

Наприклад, отримання МСК з кісткового мозку ( МСК-КМ) є болісною процедурою, 

з можливими випадками кровотеч або інфекцій, що робить її більш складною, ніж 

виділення клітин з периферичної крові або з такого біоматеріалу як жирової тканини, 

пульпи зуба чи пуповини. [28]  

Показано, що МСК виділені з різних джерел диференціюються в кістку [29], 

скелетні м’язи [30], жирову тканину [31], хрящ [32] і сухожилля [33]. Є докази того, 

що МСК також диференціюються в нервові клітини, такі як нейрони та гліальні 

клітини. Однак ці клітини володіють багатьма, але не всіма властивостями зрілих 

нейронів. [34] 

Однак, треба розуміти, що МСК отриманні з різних джерел хоч і демонструють 

подібні властивості, але мають незначні відмінності. Існують деякі відмінності щодо 

експресії секретому, потенціалу проліферації та диференціації, клональності та 

паракринної активності між клітинами з різних джерел. [35] 

Порівнюючи ембріональні, перинатальні та дорослі стовбурові клітини, 

ембріональні стовбурові клітини (ЕСК) характеризуються кардинальними 

властивостями самовідновлення та плюрипотентності, здатністю диференціюватися 
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в похідні трьох ембріональних зародкових листків in vitro та in vivo. Їх отримують із 

внутрішньої клітинної маси доімплантаційних ембріонів на стадії бластоцисти Тим 

не менш, враховуючи очевидні етичні обмеження, пов’язані зі створенням химерних 

ембріонів шляхом ін’єкції ЕСК у надлишкові бластоцисти людини, [36] клінічне 

застосування ЕСК сильно обмежене технічними труднощами з руйнуванням незрілих 

клітин, що може призвести до утворення спонтанних тератом. [37] Це доброякісні 

пухлини, які найчастіше виникають у статевих залозах і містять у різному ступені 

ентодермальні, мезодермальні та ектодермальні похідні. [38] Тому, використання 

ЕСК є небезпечним та має високий ризик шкідливих мутацій, та ризик виникнення 

онкологій через їхню генетичну нестабільність і зміни, внесені під час 

перепрограмування геному людини. [39] 

Навпаки, дорослі стовбурові клітини, такі як клітини шкіри, кісткового мозку і 

жирової тканини, пульпи зуба можуть мати ширше клінічне застосування. 

Наприклад, МСК-КМ використовуються для аутологічних і алогенних цілей, дуже 

багато робіт демонструють успішне клінічне застосування аутологічних МСК-КМ 

при таких захворюваннях як інфаркт міокарда [40], реакція «трансплантат проти 

хазяїна» (GVHD) [41,42], розсіяного склерозу, запальних захворювань легень [ 43-45], 

хвороба Крона [46] та інженерія кісткової тканини. [47] З іншого боку, аутологічне 

використання іноді обмежується через низку недоліків: кількість МСК може 

зменшуватись, падає їх проліферативна активність та потенціал до диференціації 

через недоліки донора. [48,49] 

У порівнянні з МСК-КМ і ЕСК, МСК пуповини демонструють профіль експресії 

генів, більш схожий на профіль ЕСК. Перинатальні МСК представляють собою 

проміжний тип стовбурових клітин, що об’єднує в собі ряд властивостей дорослих 

клітин та ембріональних. [50,51] Оскільки МСК-пуповини мають тісні онтогенетичні 

зв’язки з ембріональними стовбуровими клітинами, ці клітини володіють більш 

широкою мультипотентною пластичністю, більш вираженою імуносупресивністю, 

проліферують швидше, ніж дорослі клітини з кісткового мозку та жирової тканини. 

[52] МСК-пуповини показали більш значну швидкість клітинної проліферації та 

https://doi.org/10.1002/sctm.18-0134
http://dx.doi.org/10.1155/2015/734731
http://dx.doi.org/10.1155/2015/734731
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клональності у зв’язку з нижчою експресією p53, p21 та p16 порівняно з клітинами, 

виділеними з кісткового мозку та жирової тканини. [49]  

Натомість, значну кількість МСК можна отримати з пуповини після кількох 

пасажів і екстенсивного розширення ex vivo. [47] Найвідчутнішою перевагою є те, що 

процедура забору є неінвазивною та етично прийнятною. Також позитивним 

моментом є можливість виділення МСК з різних чотирьох компонентів пуповини: з 

пуповинної крові, желе Вартона, оточуючих пуповинних судин, а також із 

субендотелія пуповинної вени. Вони здатні до диференціації у клітини жирової 

тканини, кісткової, хрящової, у клітини скелетних м'язів, кардіоміоцити та нервові 

клітини.  

Дослідження експресії маркерів МСК пуповини демонструють проміжний 

характер цих МСК - між ембріональними стовбуровими клітинами та дорослими 

МСК. Так, на відміну від МСК-КМ вони демонструють експресію ряду маркерів, яка 

властива ЕСК, наприклад Nanog, Oct-4,Sox-2, нуклеостемін та інші. [53, 54] 

Подібно до МСК-КМ, МСК-пуповини можна розглядати для аутологічного та 

алогенного використання. Аутологічні МСК-пуповини можуть використовуватися як 

генна терапія генетичних захворювань і як регенеративна або протизапальна терапія 

неонатальних травм, таких як церебральний параліч або гіпоксичне пошкодження 

мозку, тому спектр захворювань при використанні терапевтичної ефективності МСК-

пуповини більш ширший, ніж при використанні МСК з дорослих тканин. З іншого 

боку, алогенні МСК-пуповини можна розширити та кріоконсервувати в банку клітин 

для пацієнтів, які цього потребують. Єдиним недоліком є те, що неможливо 

заздалегідь з’ясувати щодо здоров’я дитини як донора, тому спеціалісти додатково 

проводять геномні або хромосомні тести. Навпаки, у випадку донора МСК-КМ, 

спеціалісти можуть завчасно перевірити фізичний стан пацієнта та прийняти рішення 

щодо забору кісткового мозку.  

Тому, порівняно з аналогами іншого походження МСК-пуповини мають 

достойні переваги як саме МСК і як клітини, отримані з пуповини: (1) неінвазивна 

процедура збору для аутологічного або алогенного використання; (2) менший ризик 
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інфікування; (3) низький ризик тератом; (4) мультипотентність; і (5) низька 

імуногенність з позитивною імуносупресивною здатністю. 

 

1.3. Особливості МСК пуповини людини  

 

Вже згадувалось, що МСК, які відносяться до дорослих стовбурових клітин, на 

сьогодні можна ізолювати з великої кількості тканин, але основними джерелами 

аутологічних МСК, які є перспективними для використання у клітинній терапії та 

тканинній інженерії є кістковий мозок та жирова тканина. Оскільки історично МСК з 

кісткового мозку було виділено раніше, ніж із інших джерел, то біологія цих клітин 

вивчена найбільше. Практично усім знанням про МСК ми завдячуємо саме вивченню 

МСК кісткового мозку. Багато клінічних та доклінічних досліджень показали, що ці 

клітини можуть бути успішно використані для лікування багатьох захворювань. Але 

це джерело не є ідеальним. Так, з одного боку, одержання кісткового мозку є 

болісною та інвазивною процедурою, з другого, з віком відносна кількість МСК 

зменшується і падає їх проліферативна активність та потенціал до диференціації. [55, 

56] Ще одно джерело МСК – це жирова тканина. Виділення МСК із жирової тканини 

вважається процедурою неінвазивною, а характеристики таких клітин задовольняють 

потреби клітинної терапії, якщо мова іде про аутологічні клітини, хоча ефективність 

таких МСК знижується з віком і наявністю хвороб у донора. В останні роки багато 

уваги приділяється вивченню властивостей МСК перинатальних тканин. Пуповина, 

вени пуповини, амніон/плацента, желе Вартона багаті на багато типів 

мультипотентних клітин, які здатні формувати багато різних клітинних типів. 

Зокрема, МСК пуповини мають унікальну комбінацію властивостей пренатальних і 

постнатальних стовбурових клітин. Вони демонструють більш високу швидкість 

проліферації і більш стабільний каріотип в пізніших пасажах, ніж МСК кісткового 

мозку (КМ) і мають більш низьку імуногенність, ніж клітини КМ [57] оскільки вони 

експресують меншу кількість молекул MHC-II (HLA-DMA, HLA-DRA и HLA-DPB1) і, 

отже з меншою вірогідністю викликають імунну відповідь при використанні в 

алогенних умовах. [58] Використання перинатальних тканин для виділення МСК не 
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пов’язане з будь-якими етичними проблемами, оскільки в нормі вони утилізуються. 

Основним джерелом МСК із названих тканин, які розглядаються як найбільш 

придатні для використання у клітинній терапії та регенеративній медицині, є 

пуповина. Протягом вагітності зародок і плацента з’єднані еластичною пуповиною, 

яка охороняє судини пуповини від компресії, скручування і забезпечує хорошу 

циркуляцію крові. Судини пуповини, одна вена та дві артерії лежать в специфічному 

мукозному багатому на протеоглікани матриксі, яке називається желе Вартона. Желе 

Вартона містить мультипотентні фібробластоподібні МСК.[59] Також відомо про те, 

що желе Вартона багате на мукополісахариди, і містить глікопротеінову сітку і 

мікрофібрили колагену [60], а самі клітини виділені з желе Вартона, крім цитокінів і 

ростових факторів секретують глікозаміноглікани та фактори клітинної адгезії. [61] 

Щодо походження цих клітин, то існує дві гіпотези щодо їх появи в желе 

Вартона. Згідно першій існує дві хвилі міграції фетальних МСК в ранньому періоді 

ембріогенезу. Під час першої хвилі МСК мігрують з жовткового мішку і аорта-

гонадно-мезонефрусу через пуповину до плаценти, а під час другої зворотної міграції 

через пуповину до фетальної печінки і кісткового мозку. Під час цих міграцій вони 

захоплюються і залишаються в желеподібній субстанції пуповини. [62, 63] Згідно 

другої гіпотези ці клітини є примітивні мезенхімально-стромальні і походять від 

мезенхіми, яка вже локалізована в пуповинному матриксі. Роль цих клітин полягає в 

секреції різних глікопротеінів, факторів росту, адгезії та білків екстрацелюлярного 

матриксу в формі желатиноподібної субстанції для того, щоб запобігати 

здавлюванню судин пуповини під час гестації. Якщо вони є примітивними 

стромальними клітинами, то очевидно вони будуть мати маркери як ембріональних 

стовбурових клітин (ЕСК), так і МСК, і будуть відрізнятися від інших дорослих МСК 

своїм секретомом. На підтримку таких поглядів було одержано дані про те, що желе 

Вартона багате на мукополісахариди, і містить глікопротеінову мережу і 

мікрофібрили колагену [64], а самі клітини виділені з желе Вартона крім цитокінів і 

ростових фактрів секретують глікозоаміноглікани та фактори клітинної адгезії. [65] 

Як вже згадувалось, дослідження експресії маркерів МСК пуповини підтвердили 

проміжний характер цих клітин - між ембріональними стовбуровими клітинами та 
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дорослими МСК. [54, 66, 67] Якщо клітини походять з епібласта, слід чекати, що вони 

будуть викликати тератоми, хаотично диференціюючись. Але показано, що МСК 

пуповини не викликають тератом ні в імунодефіцитних мишей, ні у 

імунокомпетентних приматів, коли вони трансплантуються у високій дозі з 

матригелем, який сприяє формуванню тератом, або без нього. [68, 69] Як можливе 

пояснення цього факту пропонується те, що ці клітини гублять властивість 

плюрипотентності або їх онкосупресивні гени зменшують рівень експресії  генів 

плюрипотентності, і він стає недостатнім для індукції пухлиногенезу. [61] Треба 

відмітити, що коли ембріональні стовбурові клітини вирощуються на фідерному шарі 

з МСК з желе Вартона, вони втрачають свої туморогенні властивості. [70] На сьогодні 

показано, що МСК із різних компартментів пуповини ( амніона, субамніона, 

периваскулярного регіона та желе Вартона) мають дещо різні характеристики. Всі 

вони мають фібробластоподібну морфологію, високу проліферативну активність і 

мультипотентні властивості. Але треба відмітити, що порівнювати МСК із різних 

компартментів пуповини важко, оскільки для їх виділення застосовуються різні 

методи, а для культивування різні середовища. Детальний аналіз опублікованих 

даних про такі МСК демонструє достатньо великий набір різних маркерів, що 

експресуються МСК із різних компартменів пуповини, як показано різними авторами. 

Є і загальні риси: вони не експресують маркерів притаманних гематопоетичним 

клітинам, експресують маркери МСК і ряд маркерів ЕСК, не експресують комплексу 

HLA II класу. Таким чином, як правило МСК пуповини виділяють після видалення 

судин пуповини і вони є сумарною фракцією МСК всіх компартментів пуповини. Але 

є очевидною необхідність стандартизації протоколів виділення і культивування МСК, 

використання визначених середовищ, способів аналізу експресії маркерів і пасажу, на 

якому проводиться такий аналіз. Безперечна перевага МСК пуповини полягає в 

можливості використання їх для алогенної трансплантації. В цілому МСК пуповини 

демонструють більш високу швидкість проліферації, більш стабільний кариотип в 

пізніх пасажах, ніж МСК кісткового мозку [57,58], а найважливішою 

характеристикою такої можливості є низкий рівень імуногенності МСК пуповини. 

оскільки вони експресують меншу кількість молекул MHC-II (HLA-DMA, HLA-DRA і 
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HLA-DPB 1). [71, 72] Можливість використання таких клітин для алогенної 

трансплантації показано навіть в експериментах з ксеногенної трансплантації. Так, 

коли МСК пуповини людини було трансплантовано мишам, клітини виживали 

принаймні до 6 тижнів. [73, 74] МСК пуповини як і інші МСК мають 

імуномодуляторні властивості. Так, не дивлячись на те, що загальна експресія 

імуностимуляторних лігандів МСК пуповини і кісткового мозку подібна, їх індукція 

прозапальними цитокінами відрізняється. HLA-DR індукуються в МСК кісткового 

мозку обробкою гама-інтерфероном, в той час як в МСК пуповини ця експресія 

незначна. [75] Крім того, МСК пуповини продукують велику кількість 

антизапального цитокіну IL-10, більшу кількість TGF-β і експресують HLA-G, який 

не експресуеться МСК кісткового мозку. [71,72] 

МСК пуповини експресують IL-6 і VEGF, які, як показано, грають основну роль 

в імуносупресивних властивостях клітин. [76] При деяких обставинах ці клітини 

можуть демонструвати імунну відповідь. Якщо ін’єкцію таких МСК в місце 

запалення проводити повторно, або обробити клітини перед ін’єкцію гама-

інтерфероном, вони можуть стати імуногенними. [77] Такі факти треба мати на увазі, 

використовуючи МСК в клітинній терапії. МСК пуповини демонструють множинні 

ефекти, пов’язані з імуномодуляцією. Це збільшення експресії негативних 

костимуляторних лігандів, секреція імуносупресивних розчинних факторів, генерація 

клітин пам’яті, злиття клітин, щоб уникнути розпізнавання, послаблення антиген-

презентуючих клітинних функцій та інші. [75] Використання МСК для клітинної 

терапії потребує великої кількості клітин, що змушує культивувати їх in vitro. При 

цьому добре відомо, що маніпуляції з клітинами in vitro призводять до зміни генотипу 

клітини, саме тому кількість таких маніпуляцій повинна бути зведена до мінімуму. 

Використання желе Вартона в якості джерела МСК відрізняється можливістю 

одержання великої кількості МСК в первинній культурі навіть без пасування. Так, 

багатьом авторам вдавалося одержувати 5х106 МСК/ см пуповини [78], 3,6 х106 МСК/ 

см пуповини, а після культивування –до 11,5. х108 МСК/ см пуповини. Використання 

пуповини в якості джерела МСК дозволяє, як повідомлялось, одержувати високий 

вихід МСК в первинній культурі (до 2,5х108 МСК з цілої пуповини) [64], який 
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дозволяє використовувати для трансплантації ці клітини без наступного 

культивування. Безумовно такий підхід потребує суперкомплексних середовищ і 

спеціальних умов культивування (наприклад, гіпоксичних). 

Таким чином, результати багаточисельних досліджень властивостей МСК із 

різних компартментів пуповини, в тому числі і желе Вартона (висока проліферативна 

активність, секреція великої кількості сигнальних молекул, проміжний стан між 

ембріональними стовбуровими клітинами і дорослими, імуномодуляторні 

властивості, тощо), доступний матеріал для виділення МСК, одержання якого не 

пов’язане з інвазивними процедурами і використання якого не має жодних етичних 

перешкод – все це свідчить про переваги МСК із пуповини перед іншими дорослими 

МСК. Можливість неінвазивного збору джерела таких МСК і їх низька імуногенність 

дають їм унікальну перевагу в клінічному використанні. Терапетичний потенціал 

МСК пуповини було перевірено в багатьох дослідженнях. Вони були перевірені в 

лікуванні таких захворювань, як гематологічні захворювання, кардіоваскулярні 

захворювання, регенегація хрящів та кісток, лікування ран, дефектів зору, цукрового 

діабету, нейродегенеративних захворювань, терапії інсульту, терапії захворювань 

печінки, терапії аутизму, трансплантат проти хазяїна, вікова слабкість тощо. Цей 

список неповний, і він кожного року поповнюється. Результати клінічних 

випробувань публікуються далеко не завжди, але можна сказати, терапевтична 

ефективність МСК пуповини в тій, чи іншій мірі, спостерігається  завжди. 

 

1.4. Імуномодулюючі властивості МСК пуповини людини 

 

Основною характеристикою МСК є їх імуномодулюючі властивості, тобто 

здатність змінювати імунну відповідь хазяїна на патогени та чужорідні агенти шляхом 

або стимуляції цієї відповіді або шляхом пригнічення запалення, щоб підтримати 

необхідний рівень імунного захисту хазяїна. МСК характеризуються надзвичайною 

здатністю модулювати фенотип і функціональні властивості імунних клітин таких, як 

макрофаги, Т-клітини, B-клітини, природні кілери, моноцити та нейтрофіли за 



40 
 

рахунок взаємодії з ними. Це відбувається як через прямі клітинні контакти, так і через 

паракринну активність МСК. 

Багаточисельні дослідження показали, що МСК демонструють імуносупресивні 

ефекти за рахунок пригнічення активності імунних клітин як вродженого, так і 

адаптивного імунітету. Зокрема, взаємодіючи з вродженою імунною системою вони 

проявляють як протизапальні, так і прозапальні властивості. [79, 80] Відомо, що 

клітини вродженої імунної системи розрізняють «свої» молекули від тих, що належать 

патогену за допомогою специфічних рецепторів, які називаються Toll-подібними 

рецепторами (TLR), групою з 10 функціональних білків у людини. [81] Виявилось, що 

МСК динамічно експресують значну кількість різних TLR, in vitro було показано, що 

стимуляція специфічних TLR впливає на подальші імуномодулюючі реакції МСК. [82] 

Наприклад, стимуляція МСК прозапальними цитокінами  такими як IFN- g, TNF, IFN- 

alfa, IL-1 b призводить до підвищення експресії тих TLR, які підвищують чутливість 

МСК до запалення. [83] Слід зазначити, що в основному всі дані стосовно 

імуномодуляторних властивостей МСК вперше було одержано в дослідженнях in vitro 

при сумісному культивуванні МСК і клітин імунної системи. 

Відомо, що у вродженій імунній системі ключовими гравцями є макрофаги, які 

ініціюють і контролюють запалення. [84] В залежності від їх фенотипа і 

функціональних властивостей макрофаги діляться на недиференційовані М0, 

прозапальні М1 та протизапальні М2. [85] Макрофаги здатні до переходу з одного 

фенотипу в інший [86] Ці типи макрофагів демонструють експресію різних типів 

рецепторів, продукують різні цитокіни і хемокіни, реалізують різні функції. 

Наприклад, М1, які вважаються класично активованими макрофагами, мають 

властивості секретувати підвищений рівень прозапальних цитокінів, включаючи TNF-

α, IL-6, IL-12, індуцибельну NO синтазу (iNOS) IL-1β, TNF-α, IL-23 тощо. Навпаки, 

макрофаги M2, альтернативно активовані демонструють інший профіль секретому. 

Вони експресують низький рівень прозапальних цитокінів і високий рівень 

протизапальних цитокінів таких, як IL-10, TGF-β, Arg1.  

Макрофаги відіграють різні ролі на різних етапах відновлення тканин. Вони 

регулюють запалення, секретуючи як прозапальні, так і протизапальні цитокіни, різні 
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біологічно активні молекули, такі, як хемокіни, матриксні металопротеїнази (ММР), 

фактори росту, які впливають на рекрутинг, міграцію, проліферацію та диференціацію 

різних клітин, пов’язаних з відновленням тканин. [84]  

Багаточисельні дослідження показали, що МСК взаємодіють з макрофагами, 

впливаючи на їх поляризацію, змінюючи фагоцитоз, метаболізм макрофагів тощо. 

Результатом взаємодії МСК і макрофагів, так званого навчання макрофагів, є 

поляризація макрофагів в М2 тип або метаболічне репрограмування макрофагів. [87-

89] МСК, які виділені з різних джерел, поляризують макрофаги за рахунок PGE2 

(простагландин E2) -залежного механізму, що приводить до супресії прозапальних 

факторів, таких як TNFα, інтерлейкіни IL-12p70 та IL-17, в той же час стимулюючи 

протизапальний інтерлейкін IL-10. [90-92] Як уже згадувалось МСК можуть впливати 

на макрофаги через прямий клітинний контакт, але більшість досліджень свідчать про 

те, що основну роль при цьому відіграють розчинні фактори, які продукуються МСК, 

такі як PGE2, індол амін-2,3-діоксигеназа (IDO), IL-6, фактор росту гепатоцитів 

(HGF), трансформуючий фактор росту (TGF- β), та TNFα. [91, 93-95] Механізми 

поляризації або метаболічного перепрограмування макрофагів дуже складні. [96, 97] 

зокрема, вони включають перехід від гліколізу, характерного для М1 макрофагів до 

окисного фосфорилювання. Цей процес під час взаємодії макрофагів з МСК 

пов’язаний з переходом до макрофагів мітохондрій МСК і супроводжується нижчим 

енергетичним станом. [91, 98, 99] Дослідження останніх років показали участь в 

процесі взаємодії МСК і макрофагів позаклітинних везикул, що продукуютьcя МСК, 

зокрема, їх участь в переносі мітоходрій МСК до макрофагів, що призводить до 

посилення протизапальних властивостей макрофагів. [100, 101]  

Поляризація макрофагів в протизапальний фенотип під впливом МСК 

найчастіше є основним механізмом терапевтичного ефекту, який спостерігається 

після введення МСК. [102-105] Саме альтернативно активовані макрофаги вносять 

основний вклад в пригнічення запальних процесів та відновлення тканин. Зокрема, 

показано, що введення МСК призводить до підвищення кількості 

моноцитів/макрофагів у кров’яному руслі. 
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Цей ефект супроводжується збільшенням кількості моноцитів/макрофагів в місці 

запалення. [106, 107] Наприклад, на моделі перитоніту у мишей показано зростання 

фагоцитарної активності моноцитів крові після внутрішньовенного введення МСК 

кісткового мозку. [108] В 2016 році було опублікована робота американських 

дослідників, які показали, що МСК інактивовані прогріванням при 50 Co протягом 30 

хв були не здатні відповідати на запальні сигнали та секретувати імуномодуляторні 

фактори, зберігаючи при цьому свою структуру. [109] При цьому як контрольні, так і 

інактивовані МСК викликали помірні запальні реакції у здорових мишей, різке 

підвищення рівня IL-10 і зниження рівня ɣ-інтерферону у мишей із сепсисом. 

Експерименти in vitro показали, що на відміну від контрольних МСК, інактивовані 

МСК не мали здатності пригнічувати проліферацію Т-клітин або індукувати 

утворення регуляторних B-клітин. Однак, як контрольні МСК, так і інактивовані МСК 

модулюють функцію моноцитів у відповідь на ліпополісахариди. Результати цього 

дослідження демонструють, що на конкретних моделях захворювання 

імуномодулюючий ефект МСК залежить не від їх секретома чи активного 

«спілкування» з імунними клітинами, а від розпізнавання МСК моноцитарними 

клітинами. Ці відкриття дають новий погляд на імуномодуляцію у МСК, і 

допомагають визначити ключові компоненти терапевтичних ефектів МСК. Подальші 

дослідження показали, що після внутрішньовенного введення МСК проявляють 

імуномодуляторний вплив на периферичні циркулюючі моноцити і тканинні 

макрофаги через фагоцитоз МСК цими макрофагами [ 110], індукуючи їх перехід у 

М2 протизапальний фенотип. Це призводить до пригнічення запалення і прискорює 

відновлення тканин.  

Таким чином моноцити/макрофаги відіграють важливу роль в здійсненні 

імуномодулюючих ефектів МСК. Такий же механізм працює і у випадку 

інактивованих, апоптичних МСК та їх фрагментів. [111]  

Незважаючи на велику кількість досліджень, присвячених пошуку механізмів, 

що обумовлюють терапевтичні властивості МСК, питання залишається відкритим, 

оскільки з’являються нові дані, які показують нові сторони процесу взаємодії МСК з 

імунними клітинами.  
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Наприклад показано, що супернатант макрофагів, які фагоцитували мертві МСК 

покращує виживання гіпоксичних кардіоміоцитів. [112] Таким чином, 

моноцити/макрофаги відіграють важливу роль в здійсненні імуномодулюючих 

ефектів МСК. Такий же механізм працює і у випадку інактивованих, апоптичних МСК 

та їх фрагментів. [111] 

Багаточисельні дослідження показали, що крім макрофагів МСК впливають на 

інші імунні клітини. Вони супресують проліферацію Т клітин, впливають на секрецію 

цитокінів, регулюють баланс Т хелперів-1/ Т хелперів-2, здатні викликати арешт 

клітинного циклу, можуть впливати на секрецію антитіл і продукцію ко-стимулятоних 

молекул В-клітин. МСК пригнічують дозрівання, активацію і антиген презентацію 

дендритних клітин, індукують активацію природних кілерів. [113] Макрофаги, які 

були навчені або праймовані МСК, впливають на різні імунні клітини, зокрема, за 

рахунок підвищеного рівня протизапальних цитокінів, пригнічують Т-клітини і 

індукують регуляторні Т-клітини (Tregs). [114] змінюють диференцировку 

дендритних клітин та В клітин. [115 ] 

Дослідження останніх років показали, що терапевтична ефективність МСК в 

високій мірі пов’язана з секрецією позаклітинних везикул таких як екзосоми та 

мікровезикули. [116] 

Екзосоми опосередковують імуномодуляцію, зокрема зменшують інфільтрацію 

тканин макрофагами М1 і саме вони викликають перехід макрофагів в М2 фенотип. 

[117-121] 

Саме імуномодулюючі властивості екзосом МСК забезпечують їх терапевтичний 

потенціал, що призводить до широкомасштабних спроб використання екзосом для 

лікування запальних процесів, які лежать в основі всіх захворювань та уражень, як 

наприклад, при ішемічному інсульті чи інфаркті, а також для лікування аутоімунних 

захворювань. [122-125] 

Треба відмітити, що МСК, які були прекондиціоновані різними факторами, 

посилюють свої імуномодулюючі властивості. [126, 127] Це стосується і екзосом, які 

вони продукують. [128-130] Так прекондиціонування гіпоксією МСК кісткового мозку 

щурів призводить до того, що екзосоми, одержані з таких клітин, значно посилюють 
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секрецію ( більш ніж в 2 рази) протизапальних цитокінів (TGF-β і IL-10) і пригнічують 

секрецію прозапальних цитокінів (TNF-α і IL-1β) у порівнянні з екзосомами, що 

одержані з МСК, які культивувались в умовах нормоксії. Екзосоми, які були одержані 

з прикондиціонованих МСК, демонстрували більш виражений терапевтичний ефект 

на моделі ураження спинного мозку. [131] 

Таким чином, МСК і, як вже відомо на сьогодні, їх екзосоми реалізують свій 

імуномодулюючий потенціал через функціональні зміни моноцитів/макрофагів, 

дендритних клітин, T-клітин, B-клітин та природніх клітин-кілерів. Такі властивості 

виявляють не тільки живі МСК, але і апоптичні, метаболічно інактивовані клітини і 

навіть їх фрагменти. Все це і способи модифікувати метаболізм МСК та властивості 

їх мікровезикул шляхом прекондиціонування дає можливість посилити 

терапевтичний потенціал МСК і їх похідних і сприяє розробці способів їх 

використання для лікування навіть тих захворювань, які не піддаються лікуванню 

традиційними методами медицини і відновленню таких уражень, які були можливі 

тільки хірургічними методами.  

 

1.5. Міграція МСК пуповини людини та методи їх доставки 

 

На сьогоднішній день МСК є широко досліджені на предмет їх терапевтичного 

потенціалу в регенеративній медицині, завдяки їхній здатності загоювати 

пошкоджену тканину та служити резервуаром факторів росту та регенеративних 

молекул. Таким чином, клінічне застосування МСК залежить не тільки від кількості 

та якості клітин, але і від успішної міграції цих клітин до органу/тканини-мішені після 

їх введення. Найпоширенішим способом введенням МСК вважається системне, але 

воно не завжди є ефективним, оскільки основний відсоток клітин одразу після 

потрапляння у судинний простір прямує до хоумінгу - ціленаправленої міграції МСК 

у легені, далі в селезінку, кістковий мозок і лише невелика кількість досягає цільової 

мішені після їх введення. [132] Тому, якщо першопочаткова задача не стоїть у 

досягненні міграції МСК саме до органів - хоумінгу, то в інших випадках системне 

введення буде перешкодою у реалізації повного терапевтичного потенціалу терапії на 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/regenerative-medicine
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основі МСК. Відповідно, у сучасному світі застосовують різноманітні стратегії 

введення МСК, щоб покращити їх властивості включаючи генетичну модифікацію, 

праймування або прекондиціонування МСК, залучення біоінженерії, з останніх 

технологій, які розробили та вже мають позитивні доклінічні результати це 

ультразвукові методи введення.[133] 

При несистемному введені МСК, їх трансплантують локально в цільовий орган/ 

тканину, де вони за допомогою прозапального хемокінового градієнта мігрують у бік 

пошкодження. Також, було показано, що при локальному введені сконцентрованої 

кількості МСК, клітини все ще виявлялися в місці імплантації через 100 днів після 

трансплантації, де вони продовжували секретувати паракринні фактори в кровотік, за 

рахунок чого подовжувалася дія терапевтичного потенціалу МСК. [134,135]  

При системному введенні МСК потрапляють у простір судини, де проходять 

багатоетапний процес, щоб вийти з кровообігу та мігрувати до місця пошкодження. 

Процес такої внутрішньовенної трансплантації МСК можна розділити на п’ять етапів, 

як показано на (рис.1.1): (1) прив’язування до селектину та переміщення, (2) 

активація, (3) блокування інтегринами, (4) трансміграція або діапедез та (5) міграція. 

 

 

Рис. 1.1. Схематичне зображення механізму міграції МСК при внутрішньовенній 

трансплантації (адаптовано до Mujib, U., Avnesh, S., та Thakor, A., 2019) 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/diapedesis
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(19)30141-5?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004219301415%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/iscience/fulltext/S2589-0042(19)30141-5?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS2589004219301415%3Fshowall%3Dtrue
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При різних методах введення МСК як внутрішньовенному, так і 

внутрішньоартеріальному було показано, що шлях міграції стовбурових клітин не 

змінюється і вони прямують відразу у легені. Внутрішньоартеріальне введення, на 

сьогоднішній день, майже не використовується, оскільки збільшується ризик 

розвитку мікросудинних ускладнень. Доказом цього стали данні про коагулятивні 

властивості та протромбічний потенціал МСК, які сприяють утворенню тромбозу при 

внутрішньоартеріальному введені ін’єкцій стромальних клітин. [136] 

При дослідженні міграції флуоресцентно мічених МСК, введених в організм 

лабораторним щурам з індукованим токсичним гепатитом, була відзначена їх 

присутність у легенях через 24 год., після трансплантації клітин. І вже через 2 доби 

(після введення) найбільша кількість світіння спостерігалась у місцях вогнища 

запалення – селезінка та печінка. А в нирках, міокарді та легенях в рідкісних випадках 

відзначалися поодинокі осередки яскравої флуоресценції. [137]  

Окрім внутрішньоартеріальних\венних ін’єкцій МСК, про які йшлося вище, 

іншим шляхом доставки є внутрішньом’язове введення МСК. Це ще один метод 

дистанційної доставки, який досліджувався для відновлення серця. На моделі 

дилатаційної кардіоміопатії щурів була продемонстрована внутрішньом’язова 

доставка МСК пуповини людини, яка значно підвищувала фракцію викиду лівого 

шлуночка і вкорочення фракції лівого шлуночка. Також виросли показники експресії 

циркулюючих факторів росту: HGF, LIF, GM-CSF і VEGF та експресії факторів росту 

міокарду: HGF, IGF-1 і VEGF. [138] Перевагою внутрішньом’язової доставки MСК є 

те, що м’яз виступає в ролі «сховища» для клітин, які далі нікуди не мігрують, але 

при цьому здатні довготривало здійснювати терапевтичний ефект і такий метод 

доставки дозволяє виконувати більше однієї ін’єкції МСК без підвищеного ризику 

порівняно з більш інвазивними методами. Було виявлено, що така віддалена доставка 

МСК до скелетних м’язів задніх кінцівок покращує функцію шлуночків на моделі 

серцевої недостатності хом’яка. [139] 

Крім того, МСК здатні мігрувати до пошкоджених тканин уздовж градієнтів 

хемоатрактантів у периферичній крові та стромальному позаклітинному матриксі. 

[140] У пошкоджених тканинах місцеві фактори, такі як агресивне середовище, 

https://translational-medicine.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12967-020-02504-8#ref-CR59
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прозапальні цитокіни, гіпоксія та ліганди Toll-подібних рецепторів, стимулюють 

МСК, сприяючи секреції факторів росту у великій кількості для стимулювання 

регенерації тканин. [141-143] 

Отже, ефективність та безпека доставки МСК є важливими складовими, при 

врахуванні терапевтичного потенціалу клітин, локалізації та типу захворювання при 

якому МСК можуть викликати побічні реакції. Також важливим моментом при 

системному введенні є «захоплення» МСК у легенях, через що до місця пошкодження 

досягає лише невелика кількість клітин. І додаткове сприяння виживанню МСК in 

vivo, більша стимуляція експресії паракринних факторів клітин можуть посилити 

терапевтичний ефект МСК при захворюваннях різного генезу. 

 

1.6. Методи посилення терапевтичних властивостей МСК 

 

1.6.1. Інкапсуляція МСК як спосіб підвищення терапевтичної 

ефективності. Успішним методом для посиленної міграції МСК та їх 

сконцентрованості у місці пошкодження, посилення терапевтичного ефекту є 

мікрокапсуляція МСК. Цей метод є перевагою над системним введенням та більшості 

локальних методів через пряме інтрапаренхіматозне включення, їх інтеграцію та 

збільшує спроможність виживання. І перевагою у мікрокапсуляції є використання 

саме природніх полімерів над синтетичними, через меншу цитотоксичність, 

виникнення запальних реакцій та сконцентруванні паракринних факторів, які 

виділяють МСК всередині мікрокапсул та їх вивільнення.  

Як уже відзначалось, МСК пуповини людини мають властивості, які 

забезпечують багатообіцяючі перспективи їх використання в регенеративній 

медицині. Але прекрасні результати доклінічних випробувань МСК в багатьох 

випадках не вдалося продемонструвати в клінічних умовах. Так, на 31 жовтня 2023 

року було заєрестровано 1654 клінічних випробувань на ClinicalTrials.gov з 

використання МСК для лікування хвороби Крона, хвороби трансплантат проти 

господаря, травма спинного мозку, склерозу, уражень хрящевих тканин тощо. Але 
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більшість з цих випробувань знаходяться у 1 або 2 фазі і тільки приблизно 7% (120 з 

1654) знаходяться в 3 і 4 фазі випробувань. 

Причиною цього вважається низька виживаність МСК, недовговічна 

персистентність трансплантованих клітин. Все це викликає необхідність пошуку 

підходів, які спрямовані на підвищення терапевтичної ефективності МСК. Один з 

таких підходів – інкапсуляція клітин в гідрогелі. Інкапсуляція клітин в капсули з 

безпечних напівпроникних матеріалів дозволяє забезпечити їх довгочасну 

виживаність, секрецію терапевтичних продуктів захистити їх від впливу запального 

середовища. Інкапсуляція клітин включає розробку і використання конкретних 

процедур імуноізоляції клітин у відповідний скефолд (каркас). Це дає можливість 

уникнути обмежень, що пов’язані з джерелом клітин і забезпечує можливість 

використовувати як аутологічні, так і алоге нні клітини. 

З початку 20-го століття технологію інкапсуляції клітин в гідрогелі почали 

розробляти як спосіб захисту трансплантованих клітин від імунної системи 

господаря. Інкапсуляція клітин була використана як підхід до лікування таких 

захворювань як діабет I типу, офтальмологічні захворювання (діабетичні ускладнення 

очей, макулярна дегенерація, захворювання сітківки), нейродегенеративні хвороби, а 

також для протипухлинної терапії і лікування хронічної болі. [144-151] 

Відтоді іммобілізація клітин у відповідний скефолд (каркас) розглядаеться як 

перспективний шлях їх застосування у клітинній терапії та тканинній інженерії. 

Інкапсуляція клітин в капсули з безпечних напівпроникних матеріалів дозволяє 

забезпечити їх таргетовану доставку, довгочасну виживаність і секрецію 

терапевтичних продуктів. До числа таких матеріалів входять альгінати, колаген, 

хітозан, агароза, гіалуронова кислота, поліетиленгліколь (ПЕГ) та ін. Найчастіше для 

іммобілізації клітин використовуються альгінати в зв’язку з їх розповсюдженістю, 

здатністю легко формувати гелі та очевидною біосумісністю та стабільності in vivo. 

[152-154] Альгінат є полісахаридом, виділеним із бурих водоростей, знайдених у 

прибережних водах по всьому світу. [155] Це лінійний сополімер, що складається з β-

d-маннуронової кислоти та α-l-гулуронової кислоти, який можна легко перетворити 

на гель шляхом зв’язування гіалуронової кислоти з кальцієм. [156] Класично клітини 
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інкапсульовані в альгінатні мікрокапсули з напівпроникною мембраною, як правило, 

полілізином (PLL), який захищає клітини від імунних медіаторів і дозволяє 

вивільняти корисні фактори з мікрокапсули. [157] Також часто застосовують 

функціоналізовані альгінати, до яких хімічно приєднуються амінокислотні мотиви 

білків міжклітинного матриксу (наприклад RGD мотив фібронектину, який відповідає 

за взаємодію з поверхнею клітин), для того, щоб імітувати для клітин у гелі тканинне 

середовище. [158] 

Для покращення властивостей мікрокапсул використовують покриття капсул 

полікатіонами. Це робиться для обмеження проникності мікрокапсул для 

іммуноглобулінів хазяїна та для збільшення їх стійкості. Зазвичай для цього 

використовують полі-L-лізин [159], проте останнім часом набагато більше починають 

використовувати полі-L-орнітин, через його низькі імуногенні властивості. [160, 161] 

Інкапсуляція може бути використана в клітинній терапії і тканинній інженерії, в 

тому числі для доставки і збільшення виживаності МСК. [162, 163] Труднощі 

використання МСК в терапії різних захворювань пов’язані з нетривалою 

персистенцією клітин після транспланції, а їх інкапсуляція МСК в гідрогель суттєво 

збільшує час їх існування в організмі. Так, наприклад, інкапсульовані аллогенні МСК 

зберігалися в іммунокомпетентних щурах 5 тижнів, в той час як неінкапсульовані 

МСК не визначались в щурах менше, ніж через 2 тижня. [164]  

На моделі трансплантації кісткового мозку мишам, було показано, якщо при 

введенні вихідних МСК час їх напівжиття було 2 години, то час півжиття 

інкапсульованих клітин був 50 годин, і вони сприяли приживленню головного 

комплексу гістосумісності (МНС) донорських клітин. [165] У випадку інкапсуляції 

панкреатичних β-клітин, одержаних з плюрипотентних стовбурових клітин людини 

без системної імуносупресії у імунокомпетентних мишей C57BL/6 корекція глікемії 

тривала більше150 днів. [166, 167] Багаточисельні дослідження ефективності 

інкапсульованих МСК на різних експериментальних моделях показали, що 

інкапсуляція призводить до підвищення терапевтичної ефективності МСК. Особливу 

увагу дослідники приділяють можливості використання інкапсульованих МСК для 

лікування серцево-судинних захворювань. Так. на моделі інфаркту міокарду у щурів 
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проведено порівняння ефекту інкапсульованих МСК і неінкапсульованих МСК на 

функцію серця після інфаркту. МСК інкапсулювали в альгінат і прикріпили до серця 

разом з гідрогелевою латочкою. Постінфарктна функція викиду значно покращилась, 

у варіанті неінкапсульованих МСК становила 39±2% (контроль  34±3%), а у варіанті 

інкапсульованих МСК - 56±1%; покращилась фракція скорочення, розмір рубця через 

28 днів був значно менший у випадку інкапсульованих МСК-7±1%, неінкапсульовані 

МСК - 14±1%, контроль - 14±2%. Автори спостерігали значне збільшення 

мікроваскулярної густини в периінфарктній зоні: інфаркт - 121±10, неінкапсульовані 

МСК - 198±18, інкапульовані МСК - 828±56 судин/мм2. [168] 

Наведені дані свідчать про реальне посилення терапевтичного ефекту МСК за 

рахунок інкапсуляції, яке забезпечує довготривале виживання МСК. В іншому 

дослідженні показано, що введення МСК в альгінатних капсулах в інфарктний 

міокард більше, ніж в 2,5 раз покращує вентрикулярну функцію у порівнянні з 

неінкапсульованими МСК, а через 4 тижні постінфарктний фіброз зменшується на 2/3 

з інкапсульованими МСК і залишається без змін у варіанті з неінкапсульованими 

МСК. [169] 

Таким чином, інкапсуляція МСК в 3D матрикс є дуже ефективним методом 

регенерації тканин. 

В останні роки інтенсивно розробляються підходи для інкапсуляції не тільки 

МСК, але і їх екзосом. [170-172] 

Іммобілізація екзосом в гідрогелі збільшує час їх існування в організмі миші до 

5-7 днів, в ряді випадків до 14 днів [173], в той час як при внутрішньовенному 

введенні екзосоми зникають з крові за декілька хвилин. Екзосоми в складі гідрогелей 

визнані найбільш ефективним способом їх доставки до організму. [174-176] 

Використання екзосом в складі гідрогелей дає позитивні результати при 

використанні для лікування кісток, [177-179] суглобів, [162, 180] м’язів, [181] ішемії 

нижніх кінцівок, [182, 183] шкіри, ран різного походження, в тому числі діабетичних. 

[184] Наприклад, використання екзосом МСК пуповини людини, інкорпорованих в 

хітозановий гідрогель, через 15 днів лікування показало вражаючий результат – 93,3% 

заживлення ран, що супроводжувалось високим ступенем реепітелізації. [185]  
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Особливу увагу дослідників приваблює можливість використання екзосом 

«одягнених» у гідрогель для лікування серця. [186, 187] 

Порівняння терапевтичної ефективності вільних екзосом і інкапсульованих 

свідчить про більш високу ефективність  останніх. Так, через 21 день після введення 

екзосом в міокард після інфаркту фракція викиду лівого шлуночка в групі вільних 

екзосом складала  37.636% ±6.457%, а в групі інкапсульованих екзосом - 50.067% ± 

6.750% проти 14.175% ±2.215% в інфарктній групі без лікування. [188] Саме в цій 

групі спостерігались найкращі показники ангіогенезу, зменшувався рівень запалення, 

апоптозу та інтенсивність фіброзу. Таким чином, інкапсуляція як клітин, в тому числі 

МСК, так і екзосом є реальним шляхом збільшення їх терапевтичної ефективності за 

рахунок довготривалового виживання і точної доставки. 

 

1.6.2. Прекондиціонування МСК за допомогою різних факторів. Не 

дивлячись на позитивні терапевтичні ефекти МСК у регенеративній медицині все 

одно час від часу стабільному застосуванню терапії МСК у клінічній практиці 

перешкоджають різні фактори: гетерогенність МСК, нестандартизовані технології 

культивування in vitro, механічне пошкодження МСК через їх трансплантацію, 

агресивне мікрооточення, що негативно впливає на виживання клітин та їх міграційну 

здатність через що якість та кількість трансплантованих МСК значно 

зменшується.[189] Крім того, потужний терапевтичний потенціал МСК сприяє, щоб 

клітини мали максимальну регенеративну здатність. Отже, з’являється все більше 

доказів того, що стратегії прекондиціонування МСК in vitro можуть оптимізувати ще 

більше їхній терапевтичний потенціал. 

Тому, терміново необхідна розробка нових стратегій для підвищення 

регенераційної ефективності МСК. Стратегії прекондиціонування in vitro 

(«попереднє кондиціонування») можуть підвищити виживання МСК після їх 

трансплантації, посилити паракринні властивості для протидії запальному 

мікрооточенню, підвищити міграційну здатність, і, отже, оптимізувати їх 

репаративну та регенеративну здатність. На сьогоднішній день відомі різні технології 

прекондиціонування MСК, які були розроблені за останнє десятиліття, 
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застосовуються вони in vitro для підвищення регенеративної здатності МСК. [190] 

Прекондиціонування MСК включає модуляцію культуральної атмосфери 

(гіпоксичної або аноксичної), 3D-культуру, додавання трофічних факторів (факторів 

росту, цитокінів або гормонів), ліпополісахаридів і фармакологічних агентів. 

Фактори, що виділяються МСК у відповідь на прекондиціонування, є різноманітними 

та мають різну імуномодулюючу або імуносупресивну, антиапоптотичну, 

проангіогенну та трофічну дію. [191] Секретом (або паракринний профіль) 

прекондиціонованих МСК змінюється залежно від фактора, яким здійснюють 

попереднє кондиціонування. Різні методи прекондиціонування, час експозиції, 

дозування активують або пригнічують різні молекулярні сигнали та каскади передачі 

сигналів в клітинах. В основі механізмів впливу прекондиціонування на МСК є 

активація та механізми дії Toll-подібних рецепторів (TLR), що беруть участь у різних 

біологічних функціях МСК. 

Активація TLR на МСК відбувається у відповідь на damage-associated molecular 

patterns (молекулярні структури асоційовані з пошкодженням) (DAMPs) які 

синтезуються під час розвитку ішемії, запалення тканин, агресивного мікрооточення 

за відсутності або присутності патогенів. [192] Тому, МСК зазнають впливу лігандів 

на TLR у місцях ушкодження чи запалення, що призводить до активації рецепторів. 

Крім того, ряд ендогенних лігандів, таких як білок теплового шоку 70 (HSP-70), 

додатковий домен фібронектину А і запальне мікрооточення, що утворюється при 

пошкодженні, можуть активувати TLR на поверхні МСК. [193]  

Активації TLR різними зовнішніми та внутрішніми факторами призводить до 

системних та клітинних реакцій. Наприклад, активація TLR індукує молекули MHC 

класу II та ініціює Т-клітини.  

Враховуючи, що TLRs здатні терміново активуватись на внутрішні та зовнішні 

фактори запалення, а їх стимуляція має інтенсивний вплив на здатність МСК до 

проліферації, диференціації, міграції, виживання та взаємодію між МСК та імунними 

клітинами. Тому, прекондиціонування МСК представляє перспективну ідею зробити 

ці гетерогенні клітинні препарати більш стабільними та забезпечує критичний аспект 

для відкриття нових терапевтичних можливостей у клітинній терапії. [194, 195] 
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Гіпоксія 

Декілька досліджень показали, що прекондиціювання за допомогою гіпоксії 

істотно посилює регенеративний потенціал МСК. [195-200] Вплив на МСК зниженого 

парціального тиску кисню індукує експресію генів, що беруть участь у міграції та 

хомінгу, головним чином регулюючи активність індукованого гіпоксією фактора 1α 

(HIF-1α). [199] Було показано, що прекондиціювання за допомогою гіпоксії стимулює 

секрецію факторів росту, цитокінів та інших білків, а також сприяє вивільненню 

екзосом та мікровезикул з МСК. [201] Також в декількох роботах було 

продемонстровано, що прекондиціонування за допомогою гіпоксії збільшує 

виживання та проліферацію клітин. [198, 199] Крім того, попередня гіпоксична 

індукція МСК викликає метаболічні зміни, які призводять до кращої виживаності 

клітин in vivo після їх трансплантації. 

 

Перекис водню 

Окислювальний стрес, який виникає у МСК внаслідок впливу агресивного 

мікрооточення (ішемії, гіпоксії, запалення) осередкований активними формами 

кисню (АФК), є важливою причиною апоптозу і гибелі алогенних МСК після їх 

введення. [202-204] Механічний сигнальний шлях фосфатидилінозитид-3-кінази 

(PI3K)/протеїнкіназа B (Akt) відіграє центральну регуляторну роль у виживанні, 

проліферації, міграції, ангіогенезі, виробленні цитокінів і диференціації. [205, 206] 

SDF-1 може сприяти виживанню та міграції MСK за рахунок активації шляху 

PI3K/Akt. [ 207-209]  

Декілька досліджень показали, що різні концентрації H2O2 по різному можуть 

впливати на біологічні функції МСК. Довгий час вважалось, що Н2О2 - шкідлива 

молекула, оскільки високі концентації здатні провокувати старіння, окислювальний 

стрес та апоптоз. Але використання низьких доз Н2О2 здатні захищати клітини від 

окисного пошкодження, стимулювати проліферацію та метаболізм клітин, а також 

сприяти кращому виживанню МСК. [210, 211] Фактично, використання низьких доз 

H2O2 діє як важливий клітинний месенджер, граючи роль, подібну до фактора росту, 

в регуляції фізіологічних процесів стовбурових клітин. [212, 213]  
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Прекондиціонування МСК за допомогою Н2О2 здійснюється з метою 

покращення їх функціональних властивостей та захисту від пошкоджень. Перевагами 

такого прекондиціонування є: збільшення життєздатності МСК; захист від 

окислювального стресу, при застосуванні низьких доз Н2О2; та стимуляція 

метаболізму. 

 

Фармакологічні агенти  

Різні препарати мають терапевтичні ефекти при різних захворюваннях і 

захищають органи від подальшої втрати функції, тим самим збільшуючи 

довгострокове виживання пацієнтів. Поточні дослідження зосереджені на вивченні 

основних механізмів дії препаратів на МСК для кращого виживання клітин та 

посилення експресії їх паракринних ефектів при застосуванні у регенеративній 

медицині. 

Прекондиціонування МСК мелатоніном ex vivo покращує виживання після 

трансплантації, проангіогенну/мітогенну активність та терапевтичну ефективність 

МСК. Ці клітини, що стимулюють сигнальний шлях ERK, зменшують ризик інфаркту 

головного мозку та покращують нейроповедінку. [214, 215] 

Прекондиціонування МСК вітаміном Е підвищує рівень експресії 

проліферативних маркерів та трансформуючого фактора росту-бета (TGF-β), 

одночасно знижуючи рівні експресії генів, пов'язаних з апоптозом, та стимулює 

вивільнення VEGF та лактатдегідрогенази (ЛДГ). [216] 

Прекондиціонування вітаміном С призводить до покращення проліферації, 

диференціювання та виживання МСК після їх трансплантації, сприяє кращому 

терапевтичному потенціалу МСК та захищає клітини від оксидативного струсу. [217] 

Ще одним із методів прекондиціонування МСК є ЛПС (ліпополісахариди). Toll-

подібний рецептор 4 (TLR4) високо експресуються у МСК і регулює їх функції. [218] 

Прекондиціонування МСК за допомогою ЛПС, призводить до активації лігандів 

TLR4, які можуть активувати два різні сигнальні шляхи, які або залежать від MyD88, 

або є незалежними від MyD88/залежними від TIR-домена, що індукує адаптер-

індукувальний інтерферон-β (TRIF), щоб ініціювати нижчі перетворювачі сигналу, 
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які потім виробляють безліч паракринних факторів. В роботі Yao Y та ін., 

повідомлялося, що попереднє кондиціювання ЛПС покращувало МСК-

опосередкований кардіозахист на моделі гострого інфаркту міокарду у щурів. [219] У 

цьому дослідженні припускалось, що прекондиціювання МСК ЛПС покращувало 

кардіозахист за допомогою MyD88-залежного механізму. [220] 

Але, вплив ЛПС на МСК не завжди позитивно впливає на терапевтичні 

властивості МСК. ЛПС здатні ослаблювати імунні функції та стимулювати запальний 

процес в організмі. [221, 222] 

Ще в одній роботі на експериментальній моделі аутоімунного енцефаломієліту у 

мишей було показано, що попереднє культивування МСК з ЛПС протягом 1 год 

призводить до прозапального фенотипу МСК, після чого клітини втрачають здатність 

інгібувати проліферацію Т-клітин та свої терапевтичні властивості щодо лікування 

аутоімунного енцефаломієліту. Це свідчить про те, що МСК мають високу 

імунопластичність та під впливом прекондиціонування ЛПС здатні переходити як у 

протизапальні МСК, так і в прозапальні, ця дуже «тонка грань» є предметом 

стурбованості при застосуванні у клітинній терапії МСК та потребує подальших 

досліджень.[ 223] 

 

Цитокіни та фактори росту  

Прекондиціонування МСК здійснюється також за допомогою факторів росту, які 

можуть сприяти оптимальному розвитку та покращити їхню потенційну ефективність 

у клінічних дослідженнях та лікуванні. 

Взаємодія між фактором росту та його рецепторами активує подальшу передачу 

сигналу для виживання та диференціювання МСК; таким чином, прекондиціювання 

цитокінами та факторами росту можуть впливати на тканину хазяїна 

паракринними/аутокринними шляхами. 

Нариклад, прекондиціонування МСК гамма-інтерфероном (IFN)-γ пригнічує 

активацію природних кілерів (NK) та NK-опосередковану цитотоксичність частково 

за рахунок активації синтезу індоламін-2,3-діоксигенази (IDO) та простагландину E2 

[224]. З іншого боку, оптимальна комбінація факторів росту чи цитокінів для 
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спрямованого диференціювання МСК в бажану лінію залишається проблемою. 

Додаткове прекондиціонування МСК за допомогою TNF-α разом з IFN-γ in vitro 

збільшує вироблення IDO для генерації протизапальних макрофагів М2 та 

пригнічення проліферації мононуклеарних клітин периферичної крові людини. [225] 

 

Фізичне прекондиціонування 

Фізичні фактори, як правило, шкідливі для активності МСК in vitro; однак, все 

більше досліджень довели, що вони можуть посилювати проліферативні та 

диференціювальні властивості як in vitro, так і in vivo. Надзвичайно низькорівневі 

лазери стимулюють МСК для покращення швидкості проліферації за рахунок 

збільшення частки S-фази та посилення мітохондріального біогенезу завдяки 

підвищенню синтезу ROS та NO у МСК; більше того, міграційна здатність МСК 

покращується за рахунок активації сигнальних шляхів ERK1/2 та FAK та підвищення 

рівнів експресії HGF та тромбоцитарного фактора росту (PDGF). [226] 

Було продемонстровано, що при прекондиціонуванні ультразвуком низької 

інтенсивності (LIUS) МСК, в клітинах сповільнюється процес апоптозу, збільшується 

рівень життєздатності, а також підвищувалась здатність до диференціації в 

хондрогенному напрямку. [227] 

Отже, після того, як МСК були ізольовані з різних джерел та індуковані для 

проліферації in vitro, навколишнє середовище недостатнє для підтримки їх здатності 

до самооновлення та диференціювання. Фактично, МСК також втрачають частину 

своїх функцій після зміни мікросередовища з ізоляції та культивування in vitro, на 

мікросередовище, після введення in vivo. Крім того, на МСК, які були введені in vivo 

негативно впливають: механічне пошкодження та міграція у пошкоджені тканини або 

органи, де МСК стикаються з суворим запальним середовищем у поєднанні з 

«сигналами смерті». Отже, хоча культивовані МСК широко застосовуються в 

клітинній трансплантації, низьке виживання та висока швидкість апоптозу знижують 

їх терапевтичний ефект. Різні протоколи, включаючи прекондиціювання, генну 

модифікацію та різні методи спільного культивування, були протестовані та широко 

досліджені у вище представлених дослідженнях. Прекондиціювання може впливати 
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на біологічну активність МСК in vitro та in vivo, тим самим значно підвищуючи 

ефективність відновлення на різних моделях захворювань. Однак усе ще існує безліч 

перешкод визначення оптимальних методів прекондиціонування в терапії на основі 

МСК. 
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РОЗДІЛ 2.  

 

 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

 

В роботі використовувались наступні реактиви виробників: розчин CCl4, L-

aргінін (L-arg) (Sigma-Aldrich, USA), протеозний пептон (Bacto Proteose Peptone 

(enzymatic digest of animal tissue) France), поживне середовище α-MEM (Gibco, США), 

ембріональна сироватка теляти (ЕТС) (Sigma-Aldrich, США), пеніцилін (Sandoz, 

Австрія), стрептоміцин (Arterium, Україна), канаміцин (Arterium, Україна), глюкоза 

(АТ «Фармак», Україна), буферний розчин PBS: 0,14 М NaCl, 2.7 мM KCl, 10 мM 

Na2HPO4, 1.8 мM KH2PO4 (pH 7.4), трипсин (TrypLE™, Gibco, США), версен (Gibco, 

США), середовище LB : 10 г/л бактотриптону; 5 г/л дріжджового екстракту; 5г/л NaCl. 

Моноклональні антитіла (Becton Dickinson Lakes, NJ) CD90 FITC, CD73 APC, 

CD105 PerCP – Cy5-5, CD45 FITC, CD34 APC. H2O2 (Фітофарм, Україна), за 

допомогою проточного цитометра FACS Aria (Becton Dickinson Lakes, NJ).  

Барвники: Alcian blue (Sigma-Aldrich, США), Alizarin Red S (Sigma-Aldrich, 

США), Oil Red O (Sigma-Aldrich, США), гематоксилін Ерліха (Diapath, Італія), еозин 

(Diapath, Італія), Ван-Гізон (Diapath, Італія), Трипановий синій (Gibco, США), набір 

для забарвлення за Романовським-Гімзе (Volusol, США). 

Альгінат натрію (Sigma, США), CaCl2 (Arterium, Україна), розчин полі-L-

орнітину (Sigma, США), H2O2 (Віола, Україна), агароза (Bioron, Німеччина). 

Набори: NucleoSpin RNA Kit (Macherey-Nagel, Німеччина), RevertAid H Minus 

First Strand (Thermo Scientific, США), StemPro® (Gibco, США), NucleoSpin RNA Midi 

(Macherey-Nagel, Німеччина), RevertAid Premium First Strand cDNA Synthesis Kit 

(ThermoFisher, США), за Караваєвим (Філісіт Діагностикс, Україна), 

Глюкометр One Touch Select (США). 
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2.1. Відтворення різних моделей захворювань у лабораторних тварин 

 

Усі досліди проводили на тваринах відповідно до Постанови Президії 

Методичних рекомендацій з біоетичної експертизи наукових досліджень, проведених 

на тваринах (Національний комітет з біоетики при Президії НАН України, 2006 

р.). Дослідження схвалені Інститутом молекулярної біології і генетики НАН України, 

що вони не суперечать біоетичним питанням. Тварини утримувались в стандартних 

умовах. 

 

2.1.1. Індукція моделі цирозу печінки у щурів. Досліди проводили на самцях 

щурів лінії Вістар віком 2-3 місяці. Під час експерименту щурів було поділено на дві 

групи: негативний контроль (n=15) та експериментальну групу (n=30). Пошкодження 

печінки було викликано інтраперитоніальними ін’єкціями розчину CCl4 в оливковій 

олії (1:1) двічі на тиждень, як описано в таблиці 2.1 Щурів зважували перед кожною 

ін'єкцією для розрахунку необхідної дози CCl4. Контрольним тваринам 

внутрішньовенно вводили суміш фізіологічного розчину з оливковою олією (1:1).  

                                                                                                                Таблиця 2.1 

Схема індукції CCl4 при ураженні печінки щурів 

Групи тварин 2 тижні введення 

CCl4 

3-4-й тиждень 

введення CCl4  

5-13-й тиждень 

введення CCl4 

Негативний 

контроль (норма) 

(n=15) 

0,1 мл суміші 

(оливкова олія з 

NaCl)/100г ваги тіла 

щура 

0,075 мл суміші 

(оливкова олія з 

NaCl)/100г ваги 

тіла щура 

0,05 мл мл суміші 

(оливкова олія з 

NaCl)/100г ваги 

тіла щура 

Експериментальна 

група (цироз) 

(n=30) 

0,1 мл суміші 

(оливкова олія з CCl4) 

/100г ваги тіла щура 

0,075 мл суміші 

(оливкова олія з 

CCl4 )/100г ваги 

тіла щура 

0,05 мл суміші 

(оливкова олія з 

CCl4 )/100г ваги 

тіла щура 

 

2.1.2. Моделювання гострого панкреатиту на щурах. Це дослідження 

проводилось на статевозрілих щурах-самцях лінії Wistar віком 3 міс. та масою 200-

250 г. На початку експерименту тварини рандомно були поділені на дві групи: 
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негативний контроль (n = 3) та експериментальна група (n = 42). Індукцію гострого 

панкреатиту у тварин здійснювали через інтраперитоніальне введення L-aргініну (L-

arg) у дозі 3,5 г кг ваги тіла щура з інтервалом в 1 год, паралельно по тій же схемі 

групі негативного контролю вводили фізіологічний розчин. Вже через 3 доби після 

введення L-arg у експериментальній групі діагностували гострий панкреатит. Під час 

розвитку цього захворювання на 2-гу та 3-тю добу після L-arg загинуло близько 17% 

усіх тварин, які приймали участь в експерименті. 

 

2.1.3. Індукція моделі нестерильного гострого перитоніту у мишей. 

Дослідження проводили на статевозрілих мишах BALB/с (2-3 міс). Тварини були 

поділені на дві групи: одній групі мишей нестерильний гострий перитоніт викликали 

інтраперитоніальним введенням 1 мл 3% розчину протеозного пептону, паралельно 

іншій групі тварин вводили 1 мл фізіологічного розчину. 

 

2.2 Виділення та культивування МСК пуповини людини 

 

МСК були виділені з пуповини новонароджених, отриманих за інформованою 

згодою матері після природних пологів у міському пологовому будинку № 5 м. Києва, 

Україна. Виділення первинної культури клітин проводили експлантаційним методом 

після видалення кровоносних судин пуповини. [228] МСК пуповини культивували в 

середовищі α-MEM, яке містило 10 % фетальної сироватки теляти, 200 ОД/мл 

пеніциліну та 200 мкг/мл стрептоміцину. 

Після другого пасажу МСК пуповини людини оцінювали за експресією 

поверхневих маркерів і здатність до диференціювання. Адипогенний, остеогенний і 

хондрогенний потенціал диференціації МСК пуповини людини перевіряли за 

допомогою набору для диференціації StemPro® (рис. 2.1 б-г). Під час експерименту 

для підтвердження хондрогенної диференціації використовували 1% барвник Alcian 

blue у 3% розчині крижаної оцтової кислоти. Для підтвердження остеогенної 

диференціації клітини аналізували шляхом фарбування Alizarin Red S, а для 

підтвердження адипогенної диференціації клітини фарбували Oil Red O (Sigma-
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Aldrich). Поверхневі маркери МСК пуповини людини оцінювали за допомогою 

проточного цитометра FACS Aria (Becton Dickinson Lakes, NJ) з використанням 

моноклональних антитіл CD90 FITC, CD73 APC, CD105 PerCP – Cy5-5, CD45 FITC, 

CD34 APC (рис. 2.1 д) 

 

Рис. 2.1. Характеристика ізольованих МСК пуповини людини: а) – первинна 

культура МСК, виділених із пуповини людини; б) - хондрогенна диференціація, що 

виявляється за допомогою барвника Alcian blue (блакитне фарбування 

екстрацелюлярного матриксу); в) – остеогенна диференціація, виявлена барвником 

Alizarin Red S (забарвлення позаклітинного матриксу в червоний колір); г) - 

адипогенна диференціація, виявлена за допомогою барвника Oil Red O (червоне 

фарбування ліпідних вакуолей); Масштабна шкала – 20 мкм. д) – гістограми експресії 

поверхневих маркерів CD90 FITC, CD73 APC, CD105 PerCP – Cy5-5, CD45 FITC, 

CD34 APC МСК пуповини людини за даними проточної цитометрії 

 

Також МСК пуповини попередньо кондиціонували H2O2 (Віола, Україна) у дозі 

30 мкМ, культивували при 37 °C, 5% CO2 протягом 18 годин перед трипсинізацією 

клітин. 
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2.2.1.Інкапсуляція МСК пуповини людини. МСК другого пасажу 

трипсинізували, збирали клітинний осад за допомогою центрифугування та тричі 

промивали PBS. МСК ресуспендували у 150 мкл фізіологічного розчину та 

інкапсуляцію проводили шляхом змішування МСК з 1,7% альгінатом натрію (Sigma, 

США) у фізіологічному розчині (107 клітин/мл). Використовуючи 29-G шприц, 

клітинну суспензію додавали по краплях до 102 мМ розчину CaCl2. [229] Капсули 

інкубували протягом 30 хв, тричі промивали PBS, занурювали в 0,1% розчин полі-L-

орнітину, перемішували протягом 30 хв і ще три рази промивали PBS (рис. 2.2). 

 

Рис.2.2. Інкапсульовані МСК в альгінатні капсули. Масштаб 500 мкм 

 

2.3. Схема введення МСК пуповини людини при різних моделях 

захворювань 

 

2.3.1. Трансплантація МСК пуповини людини при розвитку цирозу печінки 

у щурів. При виявленні ознак цирозу введення CCl4 щурам припинили. Через 3 дні 

після припинення введення ССl4 МСК пуповини людини трансплантували тваринам 

з цироз печінки (0 точка). МСК пуповини людини (6 × 106 клітин/кг ваги тіла) вводили 

в хвостову вену в 150 мкл фізіологічного розчину (2-а група). Інкапсульовані МСК в 

альгінатні капсули, у відповідній кількості вводили інтраперитоніально (4-та група). 

Тваринам позитивної контрольної групи вводили 150 мкл фізіологічного розчину та 
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«порожні» альгінатні капсули. Оцінювали вплив МСК пуповини людини на 

розвинений цироз печінки у щурів через 3, 8 та 13 тижнів після їх трансплантації. 

 

2.3.2. Трансплантація МСК пуповини людини при гострому панкреатиті у 

щурів. Через 3 доби після введення L-арг тваринам з ознаками гострого панкреатиту 

трансплантували МСК другого пасажу (0 точка). МСК пуповини людини в дозі (1,5 × 

106 клітин/кг) вводили інтраперитоніально в 500 мкл фізіологічного розчину (група 

3), а МСК, прекондиціоновані H2O2, вводили інтраперитоніально в тих самих дозах, 

що й вихідні МСК (група 4). Тваринам позитивного контролю вводили 500 мкл 

фізіологічного розчину (група 2). Оцінювали вплив МСК пуповини людини на 

розвинений гострий панкреатит у щурів через 3, 7 та 14 днів після їх трансплантації. 

 

2.3.3. Трансплантація МСК пуповини людини при гострому нестерильному 

перитоніті у мишей. Через 24 год після інтраперитоніального введення протеозного 

пептону спостерігався гострий перитоніт у мишей. Далі тваринам інтраперитоніально 

трансплантували МСК пуповини людини у дозі від 5x 103 клітин/мишу до 100x 103 

клітин/мишу. Оцінювали вплив МСК пуповини людини на розвинений гострий 

перитоніт у мишей в динаміці через 20 хв., 1 год, 4 год., 24 год., 27 год та 48 год після 

їхнього введення за допомогою вимиванням 5 мл холодного середовища альфа-МЕМ 

усіх клітин в тому числі перитоніальних макрофагів з ексудату черевної порожнини 

миші. 

 

2.4  Методи досліджень 

 

2.4.1 Підготовка препаратів для гістологічних досліджень. Гістологічне 

дослідження проводилось після виведення тварин з експериментів за допомогою 

гільйотинової декапітації з подальшим видаленням печінки та підшлункової залози. 

Далі фрагменти органів по протоколу [230] фіксувались у 10% формаліні, 

зневоднювалися у етанолі зростаючої концентрації (від 70° до 96°) та діоксані. 
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Отримані зразки просочувалися парафіном. Парафінові зрізи завтовшки 5-6 мкм 

виготовлялися на санному мікротомі (МС-2, Україна). Забарвлення отриманих зрізів 

здійснювалиcя оглядовими барвниками: гематоксиліном Ерліха (Diapath, Італія) та 

еозином (Diapath, Італія). Для візуалізації елементів сполучної тканини застосовували 

методи двокольорового забарвлення за Ван-Гізоном (Diapath, Італія). 

 

2.4.2. Виділення сумарної РНК з тканин експериментальних тварин. 

Перитоніальний ексудат центрифугували, і клітини двічі промивали PBS. Сумарну 

РНК виділяли за допомогою набору NucleoSpin RNA Kit (Macherey-Nagel, 

Німеччина). Для синтезу кДНК брали 200 нг РНК, яку використовували як матрицю 

для зворотної транскрипції (ЗТ) за допомогою набору кДНК RevertAid H Minus First 

Strand (Thermo Scientific, США). Сумарну РНК з тканин виділяли після 

гомогенізування тканини за допомогою рідкого азоту та протеолітичного 

розщеплення тканини за допомогою буферу RA1 та β-меркаптоетанолу. з 

використанням набору NucleoSpin RNA Midi (Macherey-Nagel, Німеччина). Далі 

проводили фільтрацію лізату через NucleoSpin Filter (Macherey-Nagel, Німеччина) та 

зв’язування РНК. Наступним етапом було знесолення мембрани за допомогою 

буферу MDB (Macherey-Nagel, Німеччина), що є ефективним для проведення 

наступної процедури - гідролізату ДНК, з промиванням та висушуванням мембрани. 

Промивання здійснювалося у три етапи з додаванням буферів RAW2, RAW3 

(Macherey-Nagel, Німеччина) та кінцевим висушуванням за допомогою 

центрифугування. Елюювання РНК відбувалось за рахунок додавання RNase-free 

H2O. 

 

2.4.3. Полімеразна ланцюгова реакції зі зворотною транскрипцією. Після 

виділення РНК за допомогою реакції зворотної транскрипції ( з використанням 

набору RevertAid Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher, США) з 

оліго dT - праймерами були отримані ПЛР продукти. 

ПЛР проводили згідно стандартної методики [231] з використанням праймерів 

(таблиця 2.2) до ДНК генів EGF (Epidermal Growth Factor), α-SMA (Alpha Smooth 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/alpha-smooth-muscle-actin
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Muscle Actin), Enos (Endothelial Nitric Oxide Synthase), IL-10 (Interleukin-10) та GFAP 

(Glial fibrillary acidic protein). Для референт-гену GAPDН (Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase) були використані праймери, що входять у склад набору для зворотно-

транскриптазної реакції. 

Таблиця 2.2. 

Список праймерів, які використовувались у експериментах 

Назва гену Послідовність праймеру 

α-SMA 
Forward 5'- GCCGAGATCTCACCGACTAC - 3' 

Reverse 5´- AGGCGCTGATCCACAAAACA - 3´ 

EGF 
Forward 5´- TCTACCTCACCCTCTCTCCT - 3´ 

Reverse 5'- CTTCTTCTCAGCCCACACAG - 3' 

Enos 
Forward 5´- AGACCCGGTGCCCTGCTTCA - 3´ 

Reverse 5´- TGCACGGTTT GCAGGACGCT - 3´ 

GFAP 
Forward 5´- CGTGTTCCTACCCCCAATGT - 3´ 

Reverse 5´- TGGTATTCGAGAGAAGGGAGGG - 3´ 

IL-10 
Forward 5’-GCCGGGAAGACAATAACTGC-3’, 

Reverse 5’-TCAGCTTCTCACCCAGGGAA-3’ 

GAPDH 
Forward 5´- CACCACAGTCCATGCCATCA - 3´ 

Reverse 5'- GATGGGGACTCCTCAGCAAC - 3' 

 

ПЛР проводили у ампліфікаторі “Терцик” (виробник ДНК-технології, Росія) за 

наступою схемою:  

950 -5 хв. – 1 цикл,  

940 – 40 сек. - 58 -40 циклів, 

720 – 40 сек. -30 циклів,  

600 - 5 хв. -1 цикл.  

Далі, ідентифікацію ПЛР продуктів здійснювали шляхом електрофорезу в 1% 

гелі агарози (Bioron, Німеччина). 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/alpha-smooth-muscle-actin
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2.4.4 Морфологічні та морфометричні дослідження. Для морфологічних та 

морфометричних досліджень були відібрані шматочки підшлункової залози, печінки 

від усіх груп щурів, які приймали участь в дослідженнях. Цифрові зображення 

мікропрепаратів здійснювали за допомогою цифрової камери «Sigeta MCmos 5100» 

(КНР) та фотографували на мікроскопі «Nicon Eclipse E 100» (Японія). [232] Далі за 

допомогою програмного забезпечення IMAGE J (National Institutes of Health, США) 

проводили морфометрію деяких параметрів підшлункової залози та печінки: зони 

накопичення позаклітинного матриксу (ЕКМ) у 10 полях зору, висота ациноцитів та 

гепатоцитів, площа ациноцитів та гепатоцитів та їх ядер, ядерно-цитоплазматичне 

співвідношення (ЯЦС), кількість без'ядерних клітин (Б’Я). Для визначення цих 

показників аналізували 50 клітин при 40-кратному збільшенні. 

 

2.4.5. Біохімічні дослідження крові щурів. У всіх піддослідних щурів 

експерименту з модельованим гострим панкреатитом після 10-годинної депривації 

їжі брали зразки крові з хвостової вени для вимірювання глікемії. Концентрацію 

глюкози визначали тест-смужками One Touch Select-50 за допомогою глюкометра 

One Touch Select (США). Для кількісного визначення активності альфа-амілази в 

біологічних рідинах за Каравеєм використовували набір реактивів (Філісіт 

Діагностикс, Україна). 

 

2.4.6. Гістохімічне дослідження. Для визначення вмісту інсуліну в бета-

клітинах острівців Лангерганса використовували гістохімічний метод PAS-реакції: 

хімічна основа методу базується на реакції альдегіду фуксину з інсуліном після 

попереднього окислення 0,5% розчином йодної кислоти, інсулін окислюється через 

дисульфідні зв'язки до групи сульфанової кислоти, яка діє як знебарвлений реагент 

Шиффа. Крім того, після додавання альдегід фуксину знебарвлений реагент Шиффа 

змінює колір на бузковий, забарвлюючи інсулін у гранулах бетта-клітин, таким чином 

ідентифікуючи вміст інсуліну в острівцях Лангерганса. [233] 
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2.4.7. Оцінка життєздатності макрофагів. В експерименті з моделюванням 

гострого перитоніту у мишей, ексудат разом з клітинами вимивали з черевної 

порожнини миші. Життєздатність клітин та загальну їх кількість оцінювали шляхом 

прямого підрахунку у камері Горяєва [234] з використанням 0,4%-го Трипанового 

синього (Gibco, США) для виявлення мертвих клітин (клітин в апоптозі). 

В якості морфологічної характеристики макрофагів для їхньої ідентифікації 

використовували розмір клітин, їх ядер та ядерно-цитоплазматичне співвідношення.  

 

2.4.8. Вирощення E. Coli та її інактивація. Бактеріальну культуру E. coli 

BL21(DE3) / pET24 вирощували на поживному середовищі LB, із канаміцином 

(Arterium, Україна) та глюкозою (АТ «Фармак», Україна) у кінцевій концентрації 50 

мкг/мл і 0.5%, відповідно, при температурі 37°С протягом 16-18 годин в умовах 

інтенсивної аерації (160 об/хв.) до досягнення нею оптичної густини А600=1-1.5. Далі 

інактивацію E. сoli проводили при температурі 56°С протягом 2 годин. 

 

2.4.9. Визначення фагоцитарної активності перитоніальних макрофагів. 

Перитоніальні макрофаги культивували у чашках Петрі на покривних скельцях для 

адгезії протягом 2 год., що дозволяє відокремити їх від інших типів клітин, виділених 

з черевного ексудату миші у поживному середовищі Альфа-МЕМ з додаванням 

фетальної телячої сироватки. Далі до прикріплених перитоніальних макрофагів та 

моноцитів додавали інактивовану E. сoli та культивували ще протягом 2 год. 

Макрофаги та моноцити ідентифікували після забарвлення за Романовським -Гімзе 

(Volusol, США) (рахували у 20 світлових полях мікроскопу).  

Оцінку фагоцитарної активності макрофагів здійснювали шляхом підрахунку 

інтерналізованих та адгезованих клітин E. сoli у 100 фагоцитуючих клітинах. 

Фагоцитарний індекс розраховували за наступною формулою:  

Фагоцитарний індекс = кількість поглинених клітин та адгезованих E. Coli / 

кількість макрофагів × 100. [235] 
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2.4.10. Статистична обробка даних. Статистичну обробку результатів 

проводили за допомогою програмного забезпечення GraphPad Prism версії 8.0.1. 

((«GraphPad Software», США) та MS Excel («Microsoft»). Статистичний аналіз 

нормально розподілених двох груп проводили за допомогою t-критерію Стьюдента. 

Порівняння за участю трьох та більше груп з нормально розподіленими виборками 

проводили за допомогою ANOVA з наступною оцінкою одностороннього 

дисперсійного аналізу та за допомогою критерію Тьюкі. Результати представлені у 

вигляді середнього значення показника ± середньостатистичне відхилення. Для тестів 

р <0,05 та р <0,01 вважалося значущим.  
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

 

3.1. Вивчення терапевтичного потенціалу вихідних МСК пуповини людини 

та інкапсульованих в альгінатні капсули на моделі цирозу печінки у щурів 

 

3.1.1 Розвиток ураження печінки щурів, індукованого введенням CCl4.  

Під час проведення гістологічного аналізу було встановлено, що зрізи печінки 

щурів негативного контролю відповідали нормі, спостерігалась типова паренхіма, з 

рівномірно розташованими гепатоцитами в основному кубічної форми (рис 3.1. а, г). 

Мікроскопічно, печінка інтактних тварин представлена анастомозуючими 

трабекулами гепатоцитів та синусоїдними капілярами, що сходяться до центральної 

печінкової вени, як показано на рис. 3.2. а.  

Строма присутня в печінці у мінімальних кількостях, лише утворюючи капсулу 

органу та локалізуючись всередині простору Діссе, який представлений вузьким 

просвітом між стінками синусоїдних капілярів та гепатоцитами у печінковій частці. 

Таким чином, невелика кількість сполучнотканинних тяжів сприяє збереженню 

фенестр ендотеліальних клітин в паренхімі органу (рис. 3.1. а). 

У результаті гістологічного дослідження встановлено, що при тривалому 

застосуванні CCl4 (6 та 13 тижнів) відбувається поступове порушення 

цитоархітектоніки печінки, послідовно виникають запальні, склеротичні та 

дегенеративні зміни, що призводять до розвитку фіброзу та цирозу печінки щурів. 

Після 6-ти тижневої індукції ССl4 щурам, паренхіма печінки стала пухкою за 

своєю консистенцією, гепатоцити набули неправильної форми, без чітко 

розмежованих країв, більша частина яких була деформована. Через 6 тижнів ЯЦС 

(ядерно-цитоплазматичне співвідношення) зменшилось на 19% порівнюючи з 

негативним контролем, а через 13 тижнів на 58 % порівнюючи з групою інтактних 

тварин. Отже, такі результати свідчать про пригнічення функціональної активності 

клітин, припинення синтетичних процесів та наявність катаболізму.  
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Відомо, що стінку печінкових синусоїдів утворюють ендотеліальні клітини, які 

в цитоплазмі мають дрібні пори - фенестри. Ці «печінкові сита» активно видаляють із 

кровообігу макромолекули й дрібні частинки. Основною функцією ендотеліальних і 

зірчастих клітин синусоїдів є місцевий контроль синусоїдального тонусу й регуляція 

обмінних процесів. Взаємодія між ендотеліальними клітинами та гепатоцитами дає 

змогу регулювати внутрішньопечінковий кровотік. У фізіологічних умовах 

оновлення клітинного складу сполучної тканини печінки здійснюється за рахунок 

гематогенних елементів. У разі запалення виникає цілеспрямована їх міграція в 

сполучну тканину печінки. Регуляція цього процесу відбувається шляхом 

хемотаксису [236]. Тому, через 13 тижнів після індукції CCl4 щурам на зрізах печінки 

спостерігалась локальна запальна гематогенна інфільтрація (Рис.3.1. е).  

Одним із основних параметрів діагностування цирозу печінки є накопичення 

колагену в паренхімі печінки. Під час фіброгенезу відбувається пошкодження 

ендотеліальних клітин синусоїдів органу та активація стелатних клітин, що в 

результаті призводить до заповнення простору Діссе колагеновими волокнами, цей 

процес називається капіляризацією синусоїдів.  

При гістологічному дослідженні печінки протягом 13 тижнів при системному 

введенні ССl4 було встановлено, що у негативному контролі параметр накопичення 

колагену в печінці щурів складав 0,06±0,007 (таблиця 3.1). У щурів 

експериментальної групи, що зазнавали інтоксикації CCl4, на ранніх стадіях розвитку 

фіброзу (6-му тижні) спостерігалось збільшення екстрацелюлярного матриксу (ЕЦМ) 

у паренхімі печінки тварин у 4 рази (0,24±0,02) порівнюючи з групою інтактних 

тварин. Подальше введення ССl4 призвело до того, що на 13-му тижні показник виріс 

у 6,5 разів (0,39±0,02) порівнюючи з негативним контролем та спостерігались явні 

гістологічні ознаки цирозу печінки щурів, основним проявом якого було повне 

розділення паренхіми печінки на ділянки, що оточені фіброзними септами і розділені 

одна від одної регенеративними циротичними вузликами, або псевдогландулярними 

структурами, як показано на рис. 3.1. в та рис. 3.2. б.  

Слід також зазначити, що клітини інфільтрату разом з множинними 

фібробластами поширювалися за межі простору синусоїдних капілярів руйнуючи 
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гепатоцити, тим самим призводячи до змін метаболічних процесів, окислювального 

стресу всередині гепатоцитів, до порушень будови та функцій гепатоцитів і як 

наслідок це призвело до некрозу паренхіми печінки. (Рис. 3.1. е) 

Рис. 3.1. Гістологічний аналіз зрізів тканини печінки після індукції CCl4 

фіброзу/цирозу печінки у щурів. Забарвлення за Ван Гізоном і гематоксиліном з 

еозином зрізів печінки щурів: а), г) – негативний контроль (внутрішньовенне 

введення суміші (фізіологічний розчин : оливкова олія)); б), д) - зрізи печінки щурів, 

яким інтраперитоніально вводили CCl4 протягом 8 тижнів; в), е) - зрізи печінки щурів, 

яким внутрішньочеревно вводили CCl4 протягом 13 тижнів. Масштабна шкала: а - в - 

100 мкм, г - е - 40 мкм 

 

Також на зрізах майже неможливо виявити печінкові балки як показано на рис. 

3.2. а або розпізнати межі печінкових часточок через інтенсивне розростання 

фіброзної тканини різної товщини та протяжності. Тому, надмірна кількість ЕЦМ 

призводить до порушення жовчних проток, звуження просвіту центральних та 

портальних судин. Як наслідок відбувається посилення гіпоксії паренхіматозної 

тканини, спостерігаються атрофічні, склеротичні зміни в печінці та функціональне 

порушення гепатоцитів. На рис. 3.2. б видно, що за рахунок розростання ЕЦМ 

спостерігається зближення компонентів тріади печінки: жовчного протоку, 

центральної вени та печінкової артерії. 
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                                                                                                              Таблиця 3.1  

Морфометричні параметри печінки щурів після індукції CCl4 

 

Примітки:*p<0,05 – негативний контроль проти фіброзу, #p<0,05 – негативний 

контроль проти цирозу печінки. Значення P розраховували за допомогою 

дисперсійного аналізу за допомогою тесту Тьюкі.  

Крім того, зустрічались окремі гепатоцити, ядра яких перебували у стані лізису. 

На зрізах помітний початковий слабко виражений аутоліз, який характеризується 

розпадом ядер, про що свідчить надмірна кількість без’ядерних клітин. Доказом цього 

є відповідно збільшення кількості без’ядерних клітин (БЯ) через 13 тижнів після 

індукції CCl4, майже в 10 разів порівнюючи з негативним контролем; аналогічно, що 

кількість двоядерних гепатоцитів (ДЯ) зменшилась у 4 рази порівняно з групою 

негативного контролю (рис. 3.1.е). 
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Рис. 3.2. Гістологічний аналіз зрізів паренхіми печінки щурів через 13 тижнів 

після індукції CCl4 . Забарвлення за Ван Гізоном зрізів печінки щурів: а) – зрізи 

печінки щурів негативного контролю (внутрішньовенне введення суміші 

(фізіологічний розчин : оливкова олія)); б) – зрізи печінки щурів експериментальної 

групи, яким внутрішньочеревно вводили CCl4 протягом 13 тижнів. Масштабна шкала: 

а - б- 40 мкм. 

 

Підтвердженням розвитку інтенсивного фіброзу печінки стало вивчення 

експресії деяких генів, які є показником стану печінки. Дослідження експресії гена 

EGF (епідермального фактора росту), який, як відомо, майже не експресується у 

здоровій печінці та починає експресуватися з розвитком фіброзу та інтенсивно 

експресується у печінці з цирозом[236], показало різке підвищення рівня експресії 

РНК (рис. 3.3 а). 

Експресія гена α-SMA (альфа-актин гладких м’язів) є надійним маркером 

активації зірчастих клітин печінки при розвитку фіброзу. Це супроводжується 

збільшенням кількості міофібробластів [237, 238] та підвищенням рівня експресії 

цього гена (рис. 3.3 б).  
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Рис. 3.3 Експресія генів (а) EGF і (б) α-SMA: 0 точка - 13 тижнів після 

інтраперитоніального введення CCl4 щурам; 3, 8 та 13 тижні – після 

внутрішньовенного введення вихідних МСК та інтраперитоніального введення 

інкапсульованих МСК щурам із цирозом печінки. Результати виражені як mean ± 

SEM. Значення P розраховували за допомогою дисперсійного аналізу за допомогою 

тесту Тьюкі: *p<0,01 – негативний контроль в порівнянні з позитивним контролем, 

#p<0,01 – позитивний контроль в порівнянні з введенними внутрішньовенно 

вихідними та з введенними інтраперитоніально інкапсульованими МСК, ##p<0,01 – 

введенні вихідні МСК в порівнянні з введеними інкапсульованими MСК 

 

Експресія GFAP (гліального фібрилярного кислого білка), який, як відомо, 

пов’язаний з ранніми маркерами активації зірчастих клітин [239, 240], зросла в 2,5 

рази (рис. 3.4 а). Експресія гена eNOS (ендотеліальна синтаза оксиду азоту) значно 

знизилась у CCl4-індукованій моделі пошкодження печінки у щурів в порівнянні з 

негативним контролем (рис. 3.4 б ). [241]. 

а б 
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Рис. 3.4. Експресія генів (а) GFAP і (б) eNOS: 0 точка - 13 тижнів після 

інтраперитоніального введення CCl4 щурам; 3, 8 та 13 тижнів – після 

внутрішньовенного введення вихідних МСК та інтраперитоніального введення 

інкапсульованих МСК щурам із цирозом печінки. Результати виражені як mean ± 

SEM.* p<0,01 – негативний контроль в порівнянні з позитивним контролем, # p<0,01 – 

позитивний контроль в порівнянні з введеними внутрішньовенно MСК та 

інтраперитоніально інкапсульованими MСК 

 

 

 

а 

б 



76 
 

3.1.2 Вплив трансплантації вихідних МСК пуповини людини та 

інкапсульованих в альгінатні капсули  на ураження печінки. 

 

3.1.2.1. Ефект трансплантації МСК на стан паренхіми печінки щурів. Після 

13 тижнів ін’єкцій CCl4, коли з’явилися ознаки цирозу, введення CCl4 припиняли, а 

аналіз змін у структурі паренхіми печінки та експресії вибраних генів проводили 

через 3, 8 та 13 тижнів після трансплантації МСК пуповини людини. Результати 

дослідження накопичення колагену в печінці щурів, свідчать про те, що 

трансплантація МСК призводить до поступового зменшення площі, яку займає 

колаген у тканині печінки, що підтверджує процеси регенерації органу (рис. 3.5).  

 

Рис. 3.5. Вплив трансплантації MСК на накопичення колагену в тканині печінки 

щурів: 0 точка - 13 тижнів після інтраперитоніального введення CCl4 щурам; 3, 8 і 13 

тижнів - після внутрішньовенного введення вихідних МСК та інтраперитоніального 

введення інкапсульованих МСК щурам із цирозом печінки. Результати виражені як 

mean ± SEM. Значення P розраховували методом дисперсійного аналізу з 

використанням критерію Тьюкі. *p<0,05 – негативний контроль в порівнянні до 

позитивного контролю; #p<0,05 – позитивний контроль в порівнянні з введенням 

МСК та інкапсульованих МСК; ##p<0,05 – вихідні MСК в порівнянні з 

інкапсульованими MСК. 
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Площа фіброзу після трансплантації МСК почала зменшуватися вже через 3 

тижні на 24% після системного введення МСК і на 43% після введення 

інкапсульованих МСК пуповини людини в порівнянні з позитивним контролем. 

Також ЕЦМ достовірно зменшився на 25% у групі тварин з введенними 

інкапсульованими в альгінатні капсули МСК пуповини людини порівнюючи з групою 

тварин, яким вводили вихідні МСК після індукції CCl4 (рис. 3.5, рис. 3.6 б, в ). Через 

8 тижнів, кількість колагену зменшилась достовірно у групі щурів, яким вводили 

суспензію МСК пуповини людини на 45%, а через 13 тижнів на 78% порівнюючи з 

позитивним контролем. А у групі щурів, яким вводили МСК в альгінатних капсулах 

показники фіброзу через 8 тижнів знизився на 60%, а через 13 тижнів практично 

відповідав нормі, в порівнянні з групою позитивного контролю (рис 3,6 б, в). Інші 

морфометричні показники тканини печінки (таблиця 3.2) також свідчать про 

репараційні процеси в печінці у тварин, які отримували МСК як у вигляді клітинної 

суспензії, так і у вигляді клітин, інкапсульованих в альгінатні капсули. Через 8 тижнів 

кількість ДЯ гепатоцитів у групі щурів, яким вводили МСК в альгінатних капсулах 

збільшується в 3,5 рази у порівнянні з групою тварин у яких спостерігався цироз 

печінки; а кількість (Б’Я) клітин зменшилась майже у 5,5 разів. Через 13 тижнів майже 

всі морфометричні показники у обох груп тварин після введення вихідних та 

інкапсульованих МСК пуповини людини в альгінатні капсули майже відповідали 

нормі. Запалення у вигляді клітинної інфільтрації не спостерігалась починаючи з 8-го 

тижня у обох групах тварин з трансплантованими МСК пуповини людини, 

гепатоцити поступово набували правильної форми з трабекулярним розташуванням 

в паренхімі печінки (рис. 3,6 д, е). Отже, вище описані результати цих досліджень 

демонстують, що введення МСК пуповини людини призводить до відновлення 

паренхіми печінки щурів, але більш високу швидкість відновлення печінки 

спостерігається під впливом трансплантації інкапсульованих МСК пуповини людини. 

Відновлення печінки у тварин, які зазнали впливу CCl4, але не отримували МСК, 

було тривалим і майже не спостерігалося навіть через 13 тижнів (рис. 3.6 а, г). Це 

свідчить про те, що часткова гепатектомія, яку проводили тваринам, не стимулює 

відновлення печінки. Раніше було показано, що відновлення печінки у щурів з 
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індукованим цирозом, коли токсичний фактор зникає, відбувається з 12 до 24 тижня, 

якщо цироз є мікронодулярним. [242] 

 

 

Рис. 3.6. Гістологічний аналіз зрізів тканини печінки після трансплантації МСК 

пуповини людини щурам з фіброзом/цирозом печінки, індукованим CCl4. 

Забарвлення за Ван Гізоном і гематоксиліном, еозином зрізів печінки щурів через 3, 

8 і 13 тижнів після трансплантації МСК: а) - забарвлені зрізи печінки групи 

позитивного контролю щурів з цирозом печінки, яким не трансплантували МСК; б) - 

забарвлені зрізи печінки щурів, які отримали внутрішньовенну ін'єкцію вихідних 

МСК; в) – забарвлені зрізи печінки щурів, які отримали інтраперитоніальну ін’єкцію 

інкапсульованих МСК; г) - забарвлені зрізи печінки групи щурів позитивного 
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контролю з цирозом печінки, яким не трансплантували МСК через 13 тижнів; д) - 

забарвлені зрізи печінки щурів, які отримали внутрішньовенну ін'єкцію вихідних 

МСК через 13 тижнів; е) - забарвлені зрізи печінки щурів, які отримали 

інтраперитоніальну ін'єкцію інкапсульованих МСК через 13 тижнів. Масштаб: а – в - 

100 мкм, г – е - 40 мкм. 

Таблиця 3.2  

3 тижні після трансплантації МСК та інкапсульованих МСК пуповини людини 

 

Морфометричні 

параметри 

Позитивний 

контроль (PBS/ 

«порожні» 

капсули 

МСК 
Інкапсульовані 

МСК 

Накопичення 

колагену 
0,42±0,025 0,32±0,011# 0,24±0,018### 

Площа ядер 

гепатоцитів 

(мкм2) 

25,4±10,6 29,4±3,8 37,2±5,8### 

Площа 

гепатоцитів 

(мкм2) 

106,7±4,3 127,2±5,1# 125,1±5,6# 

ЯЦС 0,23±0,05 0,28±0,06# 0,25±0,04 

Двоядерні 

гепатоцити (ДЯ) 

2±0,5 4,1±0,43 5,5±0,86# 

Без’ядерні 

гепатоцити (Б’Я) 

22±3,73 16±1,2# 14±1,08# 

 

8 тижнів після трансплантації МСК та інкапсульованих МСК пуповини людини 

 

Морфометричні 

параметри 

Позитивний 

контроль (PBS/ 

«порожні» 

капсули 

МСК 
Інкапсульовані 

МСК 

Накопичення 

колагену 
0,38±0,031 0,21±0,019# 0,15±0,018# 

Площа ядер 

гепатоцитів 

(мкм2) 

24,7±4,3 40,7±7,5# 42,7±7,2# 
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Продовження Табл.3.2 

Площа 

гепатоцитів 

(мкм2) 

116,7±3,9 152,4±6,4# 156,6±5,9# 

ЯЦС 0,23±0,04 0,34±0,08# 0,36±0,06# 

Двоядерні 

гепатоцити (ДЯ) 

1,8±0,32 

 

5,2±0,8# 5,8±0,7# 

Без’ядерні 

гепатоцити (Б’Я) 

17±3,8 8,4±1,3# 

 

3±0,47# 

 

13 тижнів після трансплантації МСК та інкапсульованих МСК пуповини 

людини 

 

Морфометричні 

параметри 

Позитивний 

контроль (PBS/ 

«порожні» 

капсули 

МСК 
Інкапсульовані 

МСК 

Накопичення 

колагену 
0,43±0,049 0,097±0,001# 0,077±0,01# 

Площа ядер 

гепатоцитів 

(мкм2) 

21,7±5,6 44,2±9,7# 43,4±5,4# 

Площа 

гепатоцитів 

(мкм2) 

122±4,4 152,5±4,2# 155,1±3,9# 

ЯЦС 0,21±0,04 0,39±0,07# 0,42±0,09# 

Двоядерні 

гепатоцити (ДЯ) 

2±0,24 7±0,65# 9,3±0,76# 

Без’ядерні 

гепатоцити (Б’Я) 

19±3,8 4,2±0,6# 2±0,31# 

 

Примітки: 1 - #p<0,05 – позитивний контроль в порівнянні з групою вихідних 

МСК та з групою інкапсульованих МСК; 2 - ##p<0,05 – група введених вихідних MСК 

в порівнянні з введенням інкапсульованих MСК. 

 

3.1.2.2. Експресія деяких генів, які пов’язані з розвитком фіброзу печінки 

після трансплантації вихідних МСК та інкапсульованих в альгінатні капсули. 

Трансплантація МСК пуповини людини призводила до зниження рівня експресії гена 
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EGF (рис. 3.3. а), який різко підвищувався при формуванні цирозу печінки у щурів. 

Зниження експресії EGF відбувалося швидше у тварин, які отримували 

інкапсульовані МСК: через 3 тижні після трансплантації інкапсульованих МСК цей 

ген практично не експресувався в печінці, тоді як після внутрішньовенного введення 

МСК експресія EGF залишалася на високому рівні і майже зникла до 8-го тижня (рис. 

3.3. а). Експресія α-SMA повернулася до рівня, який спостерігався у групі тварин 

негативного контролю, до 8-го тижня незалежно від типу трансплантації (рис. 3.3. б). 

Експресія GFAP знизилася вже через 3 тижні у обох варіантах введення МСК майже 

до рівня негативного контролю (рис. 3.4 а). Експресія eNOS, яка незначно зн изилася 

під час розвитку цирозу (рис. 3.4. б), повернулася до значень негативного контролю 

через 3 тижні у тварин, які отримували обидва типи лікування МСК пуповини 

людини. 

Одержані нами результати з впливу МСК пуповини людини, що були 

трансплантовані щурам із цирозом печінки, індукованим CCl4, показують, що фіброз 

печінки зникає протягом 13 тижнів після трансплантації, а основні показники стану 

паренхіми печінки нормалізуються. Експресія генів, пов’язаних з пошкодженням 

печінки та розвитком фіброзу, також повертається до рівнів, що спостерігаються у 

тварин негативного контролю, як після системного введення МСК пуповини людини, 

так і після інтраперитоніального введення інкапсульованих МСК. Швидкість 

відновлення таких параметрів, як накопичення колагену та рівень експресії EGF, була 

вищою при трансплантації інкапсульованих МСК. Через 3 тижні після трансплантації 

інкапсульованих МСК експресія EGF була в 3,4 рази нижчою, ніж після системного 

введення МСК.  

В цілому, наші результати з трансплантації МСК , як і результати багатьох інших 

досліджень показали, що МСК, впливаючи на печінку через множинні механізми 

(паракринні, імуномоделюючі, антифібротичні, направлені проти окислювального 

стресу, тощо) призводять в кінцевому рахунку до її відновлення [190]. Наші 

результати показали, що трансплантація інкапсульованих в альгінатні капсули МСК 

пуповини людини  прискорює процес регенерації печінки щурів, таким чином, 

інкапсуляція МСК посилює їх терапевтичний ефект. 
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3.2 Вивчення розвитку гострого перитоніту у мишей після трансплантації 

вихідних та прекондиціонованих МСК 

 

3.2.1 Розвиток гострого перитоніту у мишей після введення протеозного 

пептону. Дослідження розвитку гострого перитоніту у мишей після 

інтраперитоніального введення 1 мл стерильного 3 % протеозного пептону показало, 

що загальна кількість клітин та кількість моноцитів і макрофагів в ексудаті, які 

виступають основним маркером запального процесу, зростає в середньому у 4,3 та 4,7 

рази відповідно через 4 години після введення пептону. Збільшення кількості клітин 

триває 24 години, після чого темпи процесу сповільнюється, кількість клітин через 48 
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годин практично не змінюється (рис. 3.7). Усі експерименти щодо впливу МСК на 

перебіг запалення проводили через 24 годин після введення протеозного пептону. 

 

 

Рис. 3.7. Динаміка розвитку інтраперитоніального запалення у мишей після 

ін’єкції протеозного пептону. Загальна кількість клітин (а) і кількість макрофагів (б) 

в ексудаті миші. *P<0,5 – негативний контроль в порівнянні з позитивним контролем 

(перитонітом) 

 

3.2.2. Вплив дози МСК та часу введення МСК на гостре запалення черевної 

порожнини. Дослідження впливу МСК на гострий перитоніт потребувало 

визначення основних характеристик цього процесу, а саме того, як впливає проміжок 

часу, через який вводяться МСК після введення пептону, і доза МСК на пригнічення 

запалення. 

У першій серії експериментів мишам інтраперитоніально вводили МСК у дозі 

50x103 клітин/мишу через 20 хв і 24 год після введення протеозного пептону. Ін’єкція 

МСК через 20 хв після введення протеозного пептону, коли запалення починає 

швидко розвиватись, зупиняє запалення (рис. 3.8). В цих експериментах 

використовували, як вихідні, так і прекондиціоновані пероксидом водню (Н2О2) 

(30µМ) МСК.  

а б 
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Рис. 3.8. Вплив часу ін’єкції МСК пуповини людини на гострий перитоніт у 

мишей. Загальна кількість клітин (а) і макрофагів (б) з абдомінального ексудату 

мишей після трансплантації вихідних та прекондиціонованих МСК пуповини 

людини. (20 хв – попередження запалення і 24 години - інгібування запалення після 

розвитку гострого перитоніту у мишей). *P<0,5 — негативний контроль в порівнянні 

з позитивним контролем, #P<0,5 — позитивний контроль в порівнянні з вихідними 

МСК, #P< 0,5 — позитивний контроль в порівнянні з прекондиціонованими МСК 

(H2O2) 

 

Кількість трансплантованих МСК є вирішальним фактором терапевтичного 

впливу на гостре запалення черевної порожнини тварин. Дослідження залежності 

загальної кількості клітин і кількості імунних клітин (макрофагів, моноцитів і 

нейтрофілів) з виділеного ексудату черевної порожнини від дози введених МСК 

пуповини людини показало, що введення доз більше 25x103 клітин/ мишу більше не 

впливало на терапевтичний ефект. Ознаки запалення зникли, коли терапевтичний 

ефект досягав свого максимуму (рис. 3.9). 

а б 
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Рис. 3.9. Вплив на терапевтичну ефективність різних доз вихідних МСК та 

прекондиціонованих МСК (Н2О2) при гострому перитоніту у мишей. Загальна 

кількість клітин (а) і макрофагів (б) з перитоніального ексудату мишей після 

трансплантації вихідних і прекондиціонованих МСК пуповини людини. *P<0,5 – 

негативний контроль в порівнянні з позитивним контролем (перитонітом), #P<0,5 – 

позитивний контроль в порівнянні з вихідними МСК/ прекондиціонованими МСК 

(Н2О2) 

 

3.2.3. Динаміка розвитку терапевтичного ефекту після введення вихідних та 

прекондиціонованих пероксидом водню МСК пуповини людини в черевну 

порожнину мишей. Однією з цілей цього дослідження було знайти умови, за яких ця 

а 

б 
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модель найбільш чутлива до якості клітинного препарату МСК пуповини людини, 

щоб мати можливість порівнювати терапевтичний потенціал різних клітинних 

препаратів МСК. Використання найбільш ефективних умов трансплантації МСК 

призводить до максимального терапевтичного ефекту, тобто до повного придушення 

запалення і в результаті не дає можливості порівняти терапевтичний потенціал різних 

препаратів МСК. Вивчення залежності терапевтичного впливу МСК на гостре 

запалення брюшної порожнини від дози МСК показало, що низька доза МСК (5 х103 

клітин/мишу) при інтраперитоніальному введенні ініціювала розвиток 

терапевтичного ефекту та зменшувала кількість макрофагів в ексудаті в середньому 

на 50%. Ще одним параметром, який міг дати можливість порівнювати терапевтичний 

ефект різних препаратів МСК міг бути час розвитку цього ефекту. Щоб з’ясувати це, 

було вивчено динаміку розвитку терапевтичного ефекту. Причому було проведено 

порівняння двох препаратів МСК – вихідних і прекондиціонованих низькою 

концентрацією пероксиду водню. Як виявилось, при інтраперитоніальному введенні 

МСК протизапальний ефект стає очевидним дуже швидко. Вже через 15 хв при 

введенні вихідних МСК кількість макрофагів у черевній порожнині зменшується 

майже в 1,8 рази і в 3 рази при введенні прекондиціонованих МСК (H2O2). Протягом 

24 годин кількість макрофагів в черевній порожнині дещо зменшується, але лише у 

разі введення прекондиційованих МСК ознаки запалення повністю зникали. 

Максимальна різниця в терапевтичному ефекті двох клітинних препаратів МСК 

спостерігалась через 15 хв після трансплантації вихідних та прекондиціонованих 

МСК пуповини людини, що свідчило про можливість використання цих параметрів 

(дози - 5 х103 клітин/мишу та часу - 15 хв ) для порівняння терапевтичної 

ефективності різних препаратів МСК. В подальших експериментах ці умови були 

використані, якщо було необхідно порівняти ефективність різних препаратів МСК. 

(рис. 3.10). Ці результати були використані для порівняння методів 

прекондиціонування МСК. 
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Рис. 3.10. Динаміка розвитку терапевтичного ефекту після введення вихідних та 

прекондиціонованих МСК (H2O2) пуповини людини. *P<0,5 — негативний контроль 

в порівнянні з позитивним контролем, #P< 0,5 — позитивний контроль в порівнянні з 

вихідними МСК та прекондиціонованими МСК (H2O2), 
##P< 0,5 — вихідні МСК в 

порівнянні МСК (H2O2) 

   

3.2.4. Дослідження взаємодії МСК пуповини людини з 

інтраперитонеальними макрофагами in vivo на моделі перитоніту у мишей. 

Численні дослідження, як in vitro, так і in vivo, показали, що взаємодія між МСК і 

макрофагами, або так зване «навчання макрофагів МСК» відіграє вирішальну роль в 

імуномодулюючій активності МСК. [243, 244] Ця взаємодія призводить до 

поляризації макрофагів, тобто до переходу класично активованих прозапальних 

макрофагів М1 до альтернативно активованих протизапальних макрофагів М2. [245, 

246] 

Як видно (рис. 3.7. б), введення протеозного пептону призводить до різкого 

збільшення кількісті прозапальних макрофагів. Трансплантації МСК викликала 

швидке зменшення їх кількісті, що свідчило про різке пригнічення запалення і 

відновлення черевної порожнини. Щоб з’ясувати, що відбувається з макрофагами в 

ході їх взаємодії з МСК в нашому випадку, ми провели дослідження двох основних 

показників стану макрофагів - експресії IL-10 і інтенсивності фагоцитозу. Високий 

рівень експресії IL-10 є найбільш характерною ознакою макрофагів М2. [247, 248]  
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Результати дослідження показали, що ін’єкція МСК пуповини людини в черевну 

порожнину призводить до посилення експресії IL-10 макрофагами, при цьому 

експресія IL -10 після введення прекондиціонованих МСК (H2O2) була вищою, ніж 

після введення вихідних МСК (рис. 3.11).  

 

Рис. 3.11. Експресія IL-10 після трансплантації вихідних і прекондиціонованих 

МСК (H2O2) при гострому запаленні черевної порожнини у мишей. *P<0,5 – 

позитивний контроль в порівнянні з вихідними МСК/ прекондиціонованими МСК 

(H2O2), 
#P<0,5 – вихідні МСК в порівнянні з прекондиціонрваними МСК (H2O2) 

 

Основною властивістю макрофагів є здатність до фагоцитозу. Результати 

дослідження фагоцитарної активності перитоніальних макрофагів при стерильному 

запаленні та після трансплантації МСК виявляли, що через 15 хв. після трансплантації 

вихідних МСК фагоцитарний індекс зростав, але більш інтенсивний ріст 

спостерігався при введенні прекондиціонваних МСК. Через годину фагоцитарний 

індекс починав знижуватися, а через 24 год його значення відповідало значенню 

групи негативного контроля. Зміни інтенсивності фагоцитозу практично співпадали 

із пригнічуванням ознак запалення (рис. 3.12). Ряд досліджень показали, що залежно 

від факторів, що індукують поляризацію макрофагів, фагоцитоз макрофагами М1 в 

одних випадках перевищує той, що спостерігався у М2 [249] в інших — фагоцитоз 

вищий у М2. [250, 251]  
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Рис. 3.12. Фагоцитарна активність перитонеальних макрофагів під час 

стерильного запалення та після ін’єкції МСК пуповини людини: а) - активність 

перитонеальних макрофагів з ексудату миші. б.1) - фагоцитоз E. coli макрофагами 

негативного контролю, б.2) - фагоцитоз E. coli макрофагами позитивного контролю 

(перитоніт), б.3) - фагоцитоз E. coli макрофагами після введення вихідних МСК 

пуповини людини, б.4) - фагоцитоз E. coli макрофагами після введення 

прекондиціонованих МСК (H2O2). Масштабна шкала 5 мкм 

Ефекти, які ми спостерігали при інтраперитоніальній трансплантації МСК 

мишам, дозволяють розглядати взаємодію МСК і прозапальних макрофагів в черевній 

а 

б 
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порожнині як аналогію їх спільного культивування. Зміна фагоцитарної активності 

макрофагів після інтраперитоніальної трансплантації МСК збігались з підвищенням 

експресії IL-10, що свідчить про поляризацію прозапальних макрофагів у фенотип 

М2. В організмі відбувається швидкий вихід макрофагів із черевної порожнини, що 

пов’язано із зникненням запалення, на відміну від подій in vitro. Коли в організмі 

відбувається поляризація макрофагів, можуть спостерігатися більш складні явища. 

Передбачається, що на фазі зникнення запалення in vivo макрофаги можуть бути 

активовані не класичним і не альтернативним способом, а гібридним шляхом. [252] 

Наші результати демонструють, що ін’єкція МСК, навіть у низьких дозах (5x103 

клітин / мишу), призводить до поляризації макрофагів у протизапальний фенотип M2 

і до швидкого відновлення після гострого абдомінального запалення у мишей. 

 

3.2.5. Вивчення терапевтичного потенціалу МСК прекондиціонованих 

різними факторами. В численних дослідженнях було показано, що МСК дуже 

чутливі до мікрооточення. Модифікуючи секретомний склад МСК шляхом 

прекондиціонування під час культивування in vitro, можна підвищити терапевтичний 

потенціал МСК шляхом підвищення виживаності після їхньої трансплантації, 

сприяння міграційної здатності і запобігання апоптозу. [253-255] Як уже згадувалось, 

прекондиціонування МСК різними фізичними, хімічними та біологічними факторами 

по різному впливає на терапевтичний потенціал МСК. Нашою ціллю було порівняти 

вплив прекондиціонування різними факторами на протизапальну ефективність МСК 

пуповини людини на моделі — гострого перитоніту у мишей і визначення, 

прекондиціонування яким фактором призводить до найбільшого збільшення 

терапевтичної ефективності МСК. Вивчення динаміки розвитку терапевтичного 

впливу МСК на гострий перитоніт у мишей дозволило розробити тест – систему для 

порівняння терапевтичної ефективності різних препаратів МСК, визначити 

параметри трансплантації МСК, за якими модель гострого запалення найбільш 

чутлива до різних препаратів МСК – дози МСК і час спостереження ефекту. 

Застосування високої дози МСК, призвело до повного зникнення запалення і не 

дозволило побачити різницю в протизапальній активності прекондиціонованих МСК 
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різними факторами. Застосування низьких доз МСК і спостереження ефекту через 15 

хв після введення МСК не призвело до повного зникнення запалення (рис. 3.10), але 

дозволило порівняти терапевтичний потенціал препаратів МСК після 

прекондиціонування різними факторами. Одним із цих факторів був H2O2, який, як 

відомо, посилює проліферацію МСК, їх міграцію та виживання, підвищує стійкість 

до окислювального стресу та посилює терапевтичну ефективність МСК при 

використанні низьких концентрацій H2O2. [256] Додатково, ми обрали як фактор 

прекондиціонування МСК пуповини людини мелатонін, який має антиоксидантну 

дію, посилюючи виживання МСК після трансплантації [257, 258], аскорбінову 

кислоту, яка може активувати мітохондрії, посилювати проліферацію МСК, 

пригнічувати старіння та покращувати терапевтичні ефекти МСК. [259, 260] Іншим 

фактором, який використовується як прекондиціонування МСК, є ЛПС, які індукують 

перехід МСК у прозапальний та імуносупресивний стан шляхом збільшення експресії 

прозапальних цитокінів. [261, 262] 

Крім того, ми використовували як фактор γ-Інтерферон, який є речовиною, яка 

робить МСК більш ефективними в пригніченні імунної системи. Це подовжує життя 

алогенного трансплантата  проти хвороби хазяїна та покращує міграційну та 

репаративну здатність МСК. [263, 264] 

В нашій роботі, також було отримано результати, які демонструють, що 

найбільшої терапевтичної ефективності досягають МСК пуповини людини після їх 

прекондиціонування H2O2 дозою 30 мкмоль (рис. 3.13). У моделі гострого запалення 

прекондиціонування МСК мелатоніном, аскорбіновою кислотою та γ-інтерфероном 

достовірно не покращує терапевтичний ефект клітин в  порівнянні з вихідними МСК. 

Терапевтичний потенціал МСК також не змінюється під час прекондиціонування 

ЛПС. 
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Рис. 3.13. Вплив прекондиціонованих МСК пуповини людини різними 

факторами на їхній терапевтичний потенціал. *P<0,5 — негативний контроль в 

порівнянні з позитивним контролем, #P<0,5 — позитивний контроль в порівнянні з 

вихідними МСК/ прекондиціонованими різними факторами МСК, ##P<0,5 — вихідні 

МСК в порівнянні з МСК (H2O2) 

 

Очевидно, що прекондиціонування інтерфероном-γ та ЛПС, яке переводить 

МСК у прозапальний та імуносупресивний стан, не може бути ефективним на моделі 

гострого перитоніту у мишей.  

 Вивчення динаміки розвитку терапевтичної дії МСК після їх 

інтраперитоніального введення показало, що протизапальний ефект розвивається 

дуже швидко. Навіть при низькій дозі МСК (1,65x105/кг маси тіла) кількість 

макрофагів в черевній порожнині значно зменшується через 15 хв, що 

супроводжується підвищенням експресії IL-10 і посиленням фагоцитозу. У результаті 

розроблено методику, яка дозволяє оцінювати терапевтичну ефективність препаратів 

МСК in vivo. Цей метод дуже важливий для характеристики препаратів МСК, якщо 

планується їх використання в регенеративній медицині. Найбільш ефективним 

методом підвищення терапевтичного потенціалу МСК є прекондиціонування 

низькими дозами H2O2. 
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3.3. Порівняння дослідження терапевтичного ефекту вихідних і 

прекондиціонованих МСК пероксидом водню на моделі панкреатиту у щурів 

 

3.3.1. Розвиток моделі гострого панкреатиту у щурів. Після визначення того, 

що прекондиціонування МСК пероксидом водню є дуже ефективним способом 

підвищення терапевтичної ефективності МСК у використанні на моделі гострого 

перитоніту, наступною задачею наших досліджень стало порівняння ефективності 

вихідних та прекондиціонованих пероксидом водню МСК у відновленні 

підшлункової залози на моделі гострого панкреатиту у щурів, який також є запальним 

захворюванням, і пошук способу його лікування є дуже актуальним, виходячи з 

серйозності такого захворювання у людей. Важкий гострий панкреатит викликає 

https://doi.org/10.7124/FEEO.v25.1182
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некроз тканин підшлункової залози і недостатності органів травлення з рівнем 

смертності до 47%. [265] 

На початку експерименту ми розробили модель гострого панкреатиту у щурів та 

підтвердили наявність захворювання за допомогою гістологічних, гістохімічних та 

біохімічних досліджень вже через 3 дні після інтраперитоніального введення L-arg, 

коли навіть зовнішні клінічні ознаки тварин відповідали панкреатиту (поліурія, 

часткове випадіння волосся, втрата апетиту, зниження рухливості). 

Важливим аспектом діагностики гострого панкреатиту є оцінка панкреатичних 

ферментів (амілази, ліпази та трипсину), які діють як біомаркери на ранніх і пізніх 

стадіях захворювання. α-амілаза – травний фермент, глікозидгідролаза, який 

розщеплює вуглеводи, синтезовані переважно ацинарними клітинами підшлункової 

та слинних залоз, у мінімальних кількостях жировою тканиною, статевими залозами, 

матковими трубами та кишківником. [266] Підвищення рівня активності α-амілази в 

сироватці крові, що не менше ніж у 3 рази перевищує верхню межу норми, що 

підтверджує діагноз гострого панкреатиту у щурів. Активність ферменту швидко 

зростає протягом перших 12 годин після появи симптомів, протягом наступних 3-5 

днів залишається на високому рівні, потім рівень α-амілази знижується за рахунок 

виведення нирками тварин. [267] Визначення рівня α-амілази у щурів у нашому 

дослідженні показало, що через 3 доби після індукції панкреатиту L-arg рівень 

ферменту зріс у 5 разів порівняно з негативним контролем (рис.3.14). 

 

3.3.2. Динаміка впливу трансплантації вихідними та прекондиціонованими 

МСК пуповини людини на морфометричні та функціональні параметри 

підшлункової залози при гострому панкреатиті у щурів. Наступним етапом 

експерименту була трансплантація вихідних та прекондиціонованих МСК пуповини 

людини за допомогою. Терапевтичний ефект вихідних та прекондиціонованих H2O2 

МСК пуповини людини на підшлункову залозу оцінювали через 3, 7 і 14 дні після їх 

інтраперитоніального введення. У ході аналізу щурів з групи позитивного контролю 

із гострим панкреатитом порівнювали з групами тварин, яким трансплантували 
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вихідні та прекондиціоновані МСК. Також порівнювали між собою результати, 

отримані від груп тварин, яким вводили вихідні або прекондиціоновані МСК. 

 

Рис.3.14. Рівень α-амілази в крові щурів через 3 дні після індукції L – arg та 

розвитку панкреатиту (0 точка) порівняно з 3, 7 та 14 днями після введення 

фізіологічного розчину або трансплантація вихідних та прекондиціонованих МСК 

пуповини. * – p < 0,05 порівняно з негативним контролем; # – p < 0,05 порівняно з 

позитивним контролем; ^ – p < 0,05 порівняно з групою щурів, яким трансплантували 

вихідні МСК пуповини людини 

 

Вже через 3 дні після трансплантації МСК пуповини людини рівень α-амілази в 

крові зменшилася в 1,7 рази в групі з введеним вихідними МСК порівнюючи з групою 

щурів позитивного контролю, а в групі з прекондиціонованими МСК рівень знизився 

в 2 рази порівнюючи з тією самою групою (рис. 3.14.). Через 7 діб рівень α-амілази в 

групі з вихідними МСК знизився в 2,4 рази, а у варіанті з прекондиціонованими 

клітинами – у 3,5 рази порівнюючи з групою гострого панкреатиту. Різниця між 

групами щурів з вихідними та прекондиціонованими МСК була достовірною. А вже 

через 14 днів після трансплантації МСК пуповини людини у тварин обох груп рівень 

α-амілази відповідав негативному контролю (рис. 3.14.). 

Крім очевидного ураження екзокринної частини підшлункової залози, 

ендокринна частина також була пошкоджена, оскільки через 2 години після індукції 
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L-аrg, щури почали надмірно пити воду, і рівень глюкози в крові підвищився з 5,5 ± 

0,6 ммоль/л (норма) до 14,7 ± 1,5 ммоль/л. Такі показники глюкози в крові зберігалися 

в групі позитивного контролю до кінця експерименту: через 3 дні після введення 

вихідних або прекондиціонованих МСК пуповини людини, у групі щурів із гострим 

панкреатитом, яким замість МСК вводили 0,9 % фізіологічний розчин, рівень 

глюкози в крові становив 14,3 ± 1,7 ммоль/л, через 7 днів – 12,8 ± 1,3 ммоль/л, а 

наприкінці досліду, через 14 днів, рівень глюкози крові відповідав 13,4 ± 1,35 

ммоль/л. 

Перше функціональне покращення підшлункової залози проявлялось через 

нормалізацію рівня глюкози в крові щурів: уже на 3 добу після трансплантації МСК 

пуповини людини, рівень глюкози знизився до 7,1 ± 0,8 ммоль/л, а в групі з введеними 

прекондиціонованими МСК рівень глюкози в крові нормалізувався до 5,9 ± 0,6 

ммоль/л. На 7 та 14 добу рівень глюкози в крові щурів був у межах норми 5,6 ± 0,53 

ммоль/л. 

Після проведення гістологічного аналізу підшлункової залози щурів негативного 

контролю було виявлено макроскопічно типову трубчасто-альвеолярну структуру 

паренхіму підшлункової залози: сполучнотканинну строму, багату кровоносними та 

лімфатичними судинами, які розділяли паренхіму на частки. При мікроскопічному 

дослідженні екзокринної частини підшлункової залози було виявлено ацинуси - 

структурна одиниця органу, розташовані щільно і не мають певної орієнтації. В 

середньому ацинус містить 5-8 екзокринних панкреатоцитів пірамідальної форми, які 

своїми верхівками оточують невелику центральну порожнину, кожна ацинарна 

клітина містить округле ядро з чітко вираженими крупними ядерцями (рис. 3.15). 

Також в паренхімі підшлункової залози містяться вставочні протоки та панкреатична, 

стінки яких вистелені дрібними плоскими клітинами, розташованими на базальній 

мембрані, їх ще називають стелатними, які у стані спокою експресують незначну 

кількість ЕЦМ, як показано на рис. 3.17 а. 
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Рис. 3.15. Макро- (а) та мікрофотографії гістологічних зрізів (б, в) підшлункової 

залози щура з негативного контролю. Світлова мікроскопія, забарвлення 

гематоксиліном та еозином (б, в); масштабна шкала – 10 мкм (б, в) 

 

При макроскопічному дослідженні підшлункової залози через 3 доби після 

індукції L-аrg, який здійснює окислювальний стрес на підшлункову залозу тварин 

було виявлено ряд типових морфологічних змін, характерних для гострого 

панкреатиту (ГП). Паренхіма набрякла, набула зміненої розрихленої, пухкої 

консистенції, яка розпалася при взятті матеріалу на гістологічне дослідження. Також 

спостерігались поодинокі жирові некрози і дрібні крововили в сальниковій сумці - 

незначної кількості серозно-геморагічних елементів. Капсула підшлункової залози 

була зрощена з селезінкою у багатьох зразках підшлункової залози щурів, в окремих 

зразках навіть спостерігалися новоутворення та надмірна кількість жирової тканини, 

як показано на рис 3.16. а. При мікроскопічному дослідженні в підшлунковій залозі 

тварин було виявлено некроз паренхіми, розпад ацинусів на окремі клітини і повне 

руйнування клітин панкреатоцитів, про що свідчить поява значної кількості 

без'ядерних клітин, яка в 10 разів більша в порівнянні з негативним контролем (рис. 

3.16 б). Під час розвитку ГП на зразках мікрофотографіях (рис. 3.16 б, в) чітко видно 

лізис ациноцитів, через відсутність ядер в багатьох клітинах, а ті ядра, які вцілили 

мають чітко виражений пікноз з ущільненням та конденсацією хроматину, оскільки 

активація таких травних ферментів, як трипсин, відбувається всередині клітини, а не 

в просвіті ацинуса підшлункової залози, як це відбувалось в негативній групі. У 

результаті такі процеси призвели до пошкодження цитоплазми панкреатоцитів і 

подальших запальних процесів у підшлунковій залозі після індукції L-аrg. 
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Підтвердженням цього явища є достовірне зменшення площі ядра панкреатоцитів 

(мкм2) 40,8±8,6, порівнюючи з нормою 90,1±19,1 та показник ЯЦС, який в 4 рази 

збільшився, порівнюючи з негативним контролем (таблиця 3.3). 

  

Рис. 3.16. Макро- (а) та мікрофотографії гістологічних зрізів (б, в) підшлункової 

залози щура через 3 дні після індукції L -arg. Світлова мікроскопія, забарвлення 

гематоксиліном Ерліха та еозином (б, в); масштабна шкала – 10 мкм (б, в) 

 

Також спостерігалися поширені крововиливи в некротичні тканини з 

тромбованих і зруйнованих судин мікроциркуляторного русла, численні вогнища 

лізису вивідних проток, жирова дистрофія заміщення паренхіми підшлункової залози, 

а також спостерігався фіброз, який збільшився майже в 3,5 рази порівняно з нормою 

(табл. 3.3). При фіброзі відбувається пошкодження ендотеліальних клітин синусоїдів 

підшлункової залози і активація зірчастих клітин, що в результаті призводить до 

заповнення простору Діссе колагеновими волокнами. Цей процес називається 

капіляризацією синусоїдів. Як показали наші дослідження, частота виявлення 

синусоїдів в стані капіляризації та неможливості повноцінної вимірювання простору 

Діссе після індукції L- arg зростає зі збільшенням фіброзних змін у паренхімі 

підшлункової залози та посиленням проявів фіброзу (рис. 3.17 б). 
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Таблиця 3.3. 

Морфометричні показники підшлункової залози щурів 

 

Примітка: *p<0,05 – негативний контроль в порівнянні з позитивним контролем. 

 

 

Рис. 3.17. Мікрофотографії гістологічних зрізів підшлункової залози щура з 

групи негативного контролю (а) та піддослідної групи з гострим панкреатитом (б). 

Накопичення колагену в паренхімі (б). Світлова мікроскопія, забарвлення по Ван-

Гізону; масштабна шкала – 50 мкм 

 

Якісний гістохімічний метод PAS-реакції підтвердив дисфункцію β-клітин в 

острівцях Лангерганса в позитивному контролі, оскільки через 7 днів після ін’єкції 

вихідних або прекондиціонованих МСК пуповини людини у групі щурів із гострим 

панкреатитом острівці не забарвлювалися (рис. 3.18 б), як було показано у 
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негативному контролі (рис. 3.18 а), коли альдегідфуксин реагував з інсуліном і 

позитивно забарвлював β-клітини у пурпурний колір. [268] Виявлений у цьому 

випадку інсулін проявляється у вигляді своєрідних структур, схожих на бляшки, які 

були згруповані в кластери (рис. 3.18. а).  

 

 

Рис. 3.18. Мікрофотографії гістологічних зрізів підшлункової залози щурів у 

групі негативного контролю (а), а також через 7 днів після індукції L-arg та ін’єкції 

0,9 % фізіологічного розчину (б) або трансплантації вихідних (в) та 

прекондиціонованих МСК пуповини людини (г). Світлова мікроскопія, забарвлення 

за PAS- реакцією; масштабна шкала – 50 мкм 

 

Таким чином, отримані нами результати свідчать про успішне відтворення 

моделі гострого панкреатиту, що призводить як до структурних, так і до 

функціональних порушень підшлункової залози. Через 3 доби після введення 

вихідних МСК пуповини людини спостерігалося зменшення площі колагенових 

волокон підшлункової залози щурів у 1,4 рази порівнюючи з позитивним контролем 

(*p < 0,05). Після введення прекондиціонованих МСК пуповини людини площа 

колагену зменшилася в 1,7 рази порівняно з позитивним контролем (табл. 3.4.).  

Через 7 діб у щурів з трансплантованими вихідними МСК показник площі ЕЦМ 

був майже в 2,5 рази меншим, ніж у щурів з гострим панкреатитом. У групі з 

прекондиціонованими МСК показник відповідав нормі, тобто фіброз практично не 

спостерігався (рис. 3.19. б, в) 
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3.3.3. Порівняння терапевтичного ефекту вихідних та прекондиціонованих 

МСК пуповини людини на гостре запалення підшлункової залози. Таким чином, 

отримані результати демонструють високу терапевтичну ефективність МСК 

пуповини людини у інгібуванні гострого запалення підшлункової залози та її 

регенерації. Водночас протизапальний та відновлювальний ефект 

прекондиціонованих МСК за допомогою H2O2, розвивався значно швидше, ніж ефект 

з вихідними МСК. У групі з прекондиціонованими МСК структура підшлункової 

залози практично відновилася через 7 днів, а через 14 днів обидва варіанти 

відповідали нормі (рис. 3.20 б, в). 
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Таблиця 3.4 

Морфометричні показники паренхіми підшлункової залози щурів 

Морфомет

ричні 

параметри 

ГП (n=3) 

Вихідні 

МСК  

(n=3) 

МСК+Н2О2 

(n=3) 
ГП (n=4) 

Вихідні 

МСК  

(n=4) 

МСК+Н2О2 

(n=4) 
ГП (n=4) 

Вихідні 

МСК 

(n=4) 

МСК+Н2О2 

(n=4) 

3 дні 7 днів 14 днів 

Площа ЕСМ, 

мкм2 0,2±0,08 0,14±0,06# 0,12±0,05# 0,24±0,09 0,1±0,02# 0,05±0,01#^ 0,25±0,1 0,06±0,01# 0,05±0,01# 

Висота 

ациноцитів, 

мкм 

19±3,5 20,5±3,1 21±2,7 18,4±3,2 24±2,5 23,2±2,3 20,1±2,5 27,4±3# 29,2±3,2# 

Площа 

ациноцитів, 

мкм2 

40±9 63,2±6,3 72±5,1# 42,7±11,5 73,9±10# 82,4±7,5# 42,3±13 87,1±7,2# 89±6,3# 

Площа ядер 

ациноцитів, 

мкм2 

11±3,5 12,5±2,7 14,1±3 9,8±4,2 12,9±2,7 14,5±2,8# 12,2±2,5 19,2±3,1# 17±3,0# 

ЯЦС 0,1±0,04 0,13±0,06 0,17±0,08# 0,12±0,04 0,2±0,06# 0,28±0,08# 0,124+0,07 0,25±0,1# 0,32±0,05# 

Без’ядерні 

ациноцити 
50±18 26±7,8# 19±6,8# 54±17,3 18±6,5# 7±2,1#^ 53±13,5 10±2,4# 5±1,2#^ 

Примітки: 1 - ГП – гострий панкреатит; 2 - # – p < 0,05 порівняно з позитивним контролем (гострий панкреатит); ^ – p < 

0,05 порівняно з групою вихідних МСК пуповини людини. Морфометричні показники гістологічної структури підшлункової 

залози щурів піддослідних груп (mean ± SE). Значення P розраховували методом дисперсійного аналізу з використанням 

критерію Тьюкі. 
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Рис. 3.19. Мікрофотографії гістологічних зрізів підшлункової залози щура з 

гострим панкреатитом через 3, 7 та 14 днів після введення 0,9 % фізіологічного 

розчину (а), трансплантація вихідних (б) та прекондиціонованих МСК пуповини 

людини (в). Накопичення ЕЦМ в паренхімі підшлункової залози. Світлова 

мікроскопія, забарвлення по Ван-Гізону; масштабна шкала – 50 мкм 

 

Також вагомою ознакою було відновлення паренхіми підшлункової залози 

наявність значної кількості двоядерних ациноцитів через 7 днів після введення 

вихідних МСК щурам. На (рис. 3.20. в), зокрема, ми спостерігали ациноцити, які після 

мітозу перебували на стадії незавершеного цитокінезу (позначено стрілками), що 

свідчить про проліферативну активність підшлункової залози. Майже повністю 

відновлена архітектура панкреатоцитів вже спостерігалася в групі, якій 

трансплантували прекондиціоновані МСК H2O2 (рис. 3.20. в). 
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Рис.3.20. Макро- (а) та мікрофотографії (б, в) підшлункової залози щура з 

панкреатитом через 7 днів після трансплантації вихідних та прекондиціонованих 

МСК пуповини людини. Світлова мікроскопія, забарвлення гематоксиліном та 

еозином за Бемером; масштабна шкала – 10 мкм (б-в) 

 

Так, за результатами гістологічного дослідження підшлункової залози тварин із 

розвиненим панкреатитом, яким трансплантували прекондиціоновані МСК пуповини 

людини , через 3 доби після трансплантації спостерігали чіткі ознаки покращення 

таких показників: площа ацинусів майже збільшена у 2 рази, а кількість без’ядерних 

клітин зменшилась у 2,6 рази (таблиця 3.4.). 

Через 7 днів після введення вихідних та прекондиціонованих МСК, зникла 

жирова дистрофія; спостерігалась значна кількість новоутворених судин, що свідчить 

про активні процеси ангіогенезу в органі. Морфометричний аналіз показав, що 

регенеративні процеси після трансплантації прекондиціонованих МСК починалися 

раніше та ефективніше, ніж після трансплантації вихідних МСК. Спостерігалося 

майже повне відновлення паренхіматозної тканини підшлункової залози, 

архітектоніки ациноцитів та їх проліферації. Показник площі ациноцитів у групі 

вихідних МСК був у 1,6 раза більшим порівняно з позитивним контролем, а в групі з 

прекондиціонованими клітинами – у 2 рази (таблиця 3.4.). Щодо показника кількості 

без'ядерних клітин у групі з введеними вихідними МСК, їх кількість була в 3 рази 
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меншою, а у варіанті з прекондиціонованими клітинами – у 7,5 разів в порівнянні з 

позитивним контролем, та їх кількість практично відповідала нормі. 

На 7 добу за допомогою гістохімічної PAS-реакції відновлення ендокринної 

частини підшлункової залози також було продемонстровано, відповідно до 

показників рівня глюкози в крові, які вже відповідали нормі, і за рахунок забарвлення 

наявного інсуліну в гранулах β-клітин острівців Лангерганса у пурпурний колір, як 

показано на (рис. 3.18. в, г ). Таким чином, 7-й день є саме «переломним моментом», 

коли спостерігається значна різниця між терапевтичною ефективністю 

трансплантованих вихідних та прекондиціонованих МСК пуплвини людини. Через 14 

діб в обох варіантах проявів запальних процесів не було виявлено (рис. 3.20). 

 

Рис. 3.20. Макро- (а) та мікрофотографії (б, в) підшлункової залози щура з 

панкреатитом через 14 днів після трансплантації вихідних та прекондиціонованих 

МСК пуповини людини. Світлова мікроскопія, забарвлення гематоксиліном та 

еозином за Бемером (б, в). Масштабна шкала – 10 мкм (б, в) 

 

Таким чином, на моделі гострого панкреатиту у щурів, індукованого високою 

дозою L-arg, було продемонстровано терапевтичний ефект МСК пуповини людини, 

як вихідних, так і прекондиціонованих, що виражається у відновленні структури та 

функції підшлункової залози. Показано, що прекондиціоновані МСК за допомогою 

Н2О2, демонструють вищу ефективність, про що свідчить прискорене пригнічення 
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запалення та швидше відновлення морфологічних та функціональних параметрів 

підшлункової залози. Про це свідчать результати біохімічного, гістологічного та 

гістохімічного аналізу паренхіми підшлункової залози в процесі її відновлення. 
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РОЗДІЛ 4. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

 

Використання будь-яких терапевтичних засобів, в тому числі МСК, для 

лікування захворювань різного генезу потребує всебічного вивчення їх впливу на 

захворювання на тваринних моделях. При цьому тварина або має таке саме 

захворювання, як у людини або подібне до захворювання людини. Використання 

таких моделей, які імітують захворювання людини, має вирішальне значення для 

покращення розуміння розвитку та прогресії захворювання у людини і дозволяє 

дослідникам визначати терапевтичні цілі та тестувати ліки перед тим, як 

використовувати їх для людини. [269] Такі дослідження стають основою для 

доклінічних випробувань впливу терапевтичного агента, після яких проводяться 

клінічні випробування на людях. 

Першою задачею наших досліджень стало вивчення можливості відновлення 

ураження печінки за допомогою МСК пуповини людини. Вибираючи модель 

захворювання, на якій можна вивчати можливість використання МСК для її 

лікування, ми брали до уваги актуальність такої задачі. Захворювання печінки різної 

етіології є глобальною світовою проблемою з 2 мільйонами смертей на рік. 

Будь-який шкідливий фактор, що постійно впливає на печінку викликає 

захворювавння, яке називається фіброзом. Якщо причина захворювання не зникає, 

фіб-роз переходить у тяжке захворювання - цироз печінки. Вивчення складних 

процесів, що відбуваються під час розвитку фіброзу і цирозу, і можливість 

терапевтичного впливу на них, потребує адекватних моделей. Зрозуміло, що з точки 

зору етики неможливо уявити можливість маніпулювати патологічним процесом 

фіброзу у печінці людини in vivo. Саме тому тваринні моделі фіброзу печінки 

залишаються основним інструментом для вивчення впливу будь-яких терапевтичних 

агентів. В ході нашого дослідження в якості терапевтичного агенту планувалось 

використати МСК пуповини людини, вивчити їх вплив на ураження печінки і 

підібрати метод посилення терапевтичного ефекту шляхом маніпуляцій з МСК. Вибір 

МСК, які виділяються з пуповини людини, був обумовлений тим, що ці клітини 
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мають ряд переваг порівняно з МСК виділених з інших тканин. Вони належать до 

проміжного типу між дорослими та ембріональними стовбуровими клітинами. Дуже 

важливою для нашого дослідження була низька імуногенність МСК пуповини, що дає 

можливість використовувати їх для ксеногенної трансплантації, оскільки ми 

планували роботу з тваринними моделями. Крім того найбільшою мотивацією до 

використання МСК пуповини були їх високі імуномоделюючі властивості, зокрема, 

високий рівень експресії протизапальних  цитокінів IL-10 та TGF-β. [270]  

Важливою в нашій роботі була висока швидкість проліферації МСК пуповини, 

що давало можливість швидко їх масштабувати та одержувати необхідну кількість 

клітин. Крім того, МСК пуповини людини мають ширший потенціал диференціації, 

ніж MСК з інших джерел, і диференціюються, в тому числі, і в гепатоцити. [271]  

В якості моделі ураження печінки була обрана токсична модель з використанням 

тетрахлориду вуглецю (CCl4). Вона є однією з найпоширеніших і найвідоміших з 

точки зору біохімічних, молекулярних, клітинних і гістологічних змін у печінці. [272] 

Згідно одержаних нами даних фіброз печінки почав розвиватись у перші тижні 

введення CCl4 , про що свідчили дані гістологічного дослідження і аналіз експресії, 

зокрема гену EGF. Строки розвитку фіброзу і переходу розвиненого фіброзу у цироз 

співпадали з описаними у протоколі. [273] Треба відмітити, що смертність в ході 

розвитку ураження печінки була достатньо високою і склала 44%. Через 13 тижнів 

структура паренхіми печінки мала всі ознаки цирозу, а експресія генів EGF, α –SMA, 

eNOS  та GFAP була характерною для ушкодженої печінки. Для вивчення впливу 

МСК на циротичну печінку було обрано дві форми МСК – суспензія клітин, яку 

вводили системно, тобто внутрішньовенною ін’єкцією і МСК, що були 

інкапсульовані в альгінатні капсули і введені інтраперитоніально.  

Наші результати трансплантації МСК пуповини людини у щурів із цирозом 

печінки, індукованим CCl4, продемонстрували, що фіброз печінки зникає протягом 13 

тижнів після трансплантації, а основні ознаки паренхіми печінки нормалізувалися. 

Експресія генів, пов’язаних з пошкодженням печінки та розвитком фіброзу, також 

повертається до рівнів, що спостерігалися у тварин негативного контролю, як після 

системного введення МСК пуповини людини, так і після інтраперитоніального 
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введення інкапсульованих МСК. Треба підкреслити, що швидкість відновлення таких 

параметрів, як накопичення колагену та рівень експресії EGF, була вищою при 

трансплантації інкапсульованих МСК. Через 3 тижні після трансплантації 

інкапсульованих МСК експресія EGF була в 3,4 рази нижчою, ніж після системного 

введення МСК, експресія α –SMA зменшилась в 2 рази, а експресія eNOS та GFAP 

повернулась до норми через 3 тижні. 

Використання різних шляхів трансплантації дозволяє розглянути різні 

механізми, що визначають терапевтичні ефекти МСК. Останні дослідження показали, 

що механізм, який веде до реалізації терапевтичного потенціалу МСК in vivo, до кінця 

не вивчений. Основним фактором, що забезпечує імуномодулюючі властивості МСК, 

вважається їх секретом. Використання культуральних середовищ, кондиціонованих 

МСК, з терапевтичною метою [274], а також підвищення ефективності МСК під 

впливом прекондиціонування МСК різними факторами, що модифікують спектр 

секретованих молекул, підтверджують вирішальну важливість секретома для 

терапевтичного потенціалу МСК. [275] У даному дослідженні було використано дві 

форми МСК – суспензію клітин  і  МСК, що інкапсульовані в альгінатні капсули, і два  

способи введення МСК – внутрішньовенне введення суспезії клітин і 

інтраперитонеальне введення інкапсульованих МСК. Це визначило різні механізми 

впливу на печінку щурів. При внутрішньовенному введенні МСК основна частина 

клітин захоплюється легенями і досить швидко зникає. Однак невелика частина 

трансплантованих клітин все ж таки досягає печінки. Цікаво, що можна вплинути на 

біорозподіл МСК і зменшити їх кількість в легенях і збільшити в печінці шляхом 

прекондиціонування МСК деякими цитокінами. [276] 

Результати нашого дослідження демонструють практично повну регенерацію 

печінки, що свідчить про реалізацію терапевтичних властивостей МСК, але як 

реалізуються протизапальні та регенеративні ефекти МСК в пошкодженій печінці при 

такій долі трансплантованих МСК залишається неясним. Є відомості про те, що 

імуномодулюючі властивості були виявлені навіть у інактивованих та апоптичних 

МСК, які більше не секретували білкові молекули, але водночас активували клітини 

імунної системи, такі як моноцити та макрофаги, завдяки фагоцитозу МСК. [277] 
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Дослідження з відслідковування долі внутрішньовенно введених МСК показали, що 

МСК, які потрапили у мікросудини легенів швидко виходять із судин і змішуються з 

макрофагами, що знаходяться в легенях. Практично половина від введених МСК 

піддається фагоцитозу. [278] Фагоцитоз макрофагами цілих МСК саме по собі 

призводить до протизапальної реакції, що ініціюється резедентними макрофагами, які 

поляризуються в М2 фенотип і інтенсивно експресують протизапальні цитокіни – IL-

10 і TGF β. Таким чином, ймовірно при внутрішньовенному введенню саме активація 

імунних клітин після фагоцитозу МСК призводила до запуску пригнічення запалення 

печінки і її регенерації.  

При інтраперитоніальному введенні інкапсульованих МСК секретовані ними 

розчинні фактори потрапляла в черевну порожнину, де локалізувалась велика 

кількість перитонеальних макрофагів. [279] Інкапсульовані МСК секретували 

розчинні фактори досить тривалий час, принаймні не менше одного місяця 

(неопубліковані дані). 

Численні дослідження показують, що під впливом факторів, які секретуються 

МСК, макрофаги поляризуються, трансформуючись у протизапальний фенотип М2, 

пригнічуючи запалення за рахунок підвищення експресії протизапального цитокіну 

IL-10 і рецепторів CD206 і CD163. Відомо також, що у відповідь на пошкодження 

печінки інтраперитоніальні макрофаги швидко вторгаються в уражену тканину 

печінки. [280] Таким чином, терапевтичний ефект від інтраперитоніально введених 

інкапсульованих МСК, очевидно, пов'язаний з проникненням поляризованих 

макрофагів у печінку, хоча не виключена поляризація печінкових макрофагів. Автори 

дослідження, які вводили інтраперитоніально МСК мишам з індукованим колітом, 

вважають, що пом'якшення коліту пов'язане з поляризацією тканинних макрофагів 

під впливом хемокінів, які можуть діяти на тканинні макрофаги на відстані. У нашому 

дослідженні обидва шляхи трансплантації МСК призводили до майже повного 

відновлення печінки протягом 13 тижнів, тобто обидва способи доставки 

забезпечували високий терапевтичний ефект МСК. Водночас при трансплантації 

інкапсульованих МСК швидкість відновлення таких параметрів, як накопичення 

колагену, деякі морфометричні характеристики та рівень експресії EGF, були 
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вищими. Мабуть, більш раннє відновлення тканини печінки пов'язане з добре 

відомими перевагами, які набувають клітини після інкапсуляції. До них відносяться 

захист від впливу імунної системи та збільшення тривалого виживання МСК, що 

призводить до пролонгованої секреції паракринних факторів. [243]. Наші результати 

підтверджують, що інкапсульовані МСК мають підвищену ефективність.  

Використання різних шляхів введення МСК на моделях різних захворювань 

показує неоднозначні результати. Порівняння внутрішньовенного та 

внутрішньоселезінкового введення МСК демонструвало переваги при 

внутрішньовенному введенні на моделі фіброзу печінки щурів. [281] В іншому 

дослідженні інтрапортальне введення МСК було більш ефективним, ніж 

внутрішньовенне [282] або внутрішньопечінкове та інтраперитоніальне. [283] 

Вивчення ефективності чотирьох шляхів трансплантації МСК для лікування гострого 

ураження печінки у щурів не показало істотних відмінностей між ін’єкціями в 

печінкову артерію, ворітну вену та хвостову вену. [284] Терапевтичний ефект не 

спостерігався при інтраперитоніальних ін’єкцій М СК з кісткового мозку, на відміну 

від наших результатів при інтраперитоніальній доставці інкапсульованих МСК 

пуповини людини, що ще раз підтверджує їх більш високу ефективність у порівнянні 

з МСК з інших джерел. З 26 клінічних випробувань з лікування цирозу печінки 13 

використовують саме МСК пуповини людини (https://clinicaltrials.gov/). 

На моделі гострого коліту у мишей було показано, що інтраперитоніальний і 

підшкірний шляхи доставки МСК були більш ефективними, ніж внутрішньосудинні 

шляхи. [285] Часто системне та місцеве застосування МСК демонструвало майже 

однакову терапевтичну ефективність, хоча при місцевому застосуванні МСК 

виживали довше. [286] Вивчення часу виживання МСК при різних шляхах 

трансплантації показало, що МСК при системному введенні не виявлялися через 

кілька днів, інтраперитоніальне та підшкірне введення забезпечувало виживання 

МСК протягом 3-4 тижнів, а після внутрішньом’язового введення клітини виживали 

протягом більше 5 місяців. [287] Це робить внутрішньом’язове введення МСК 

перспективною альтернативою внутрішньовенному введенню, особливо при 

системних захворюваннях. Таким чином, результати численних досліджень 
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показують, що ефективність МСК залежить від шляху доставки МСК, але вона не 

буде універсальною для всіх захворювань. 

Однією із задач дослідження було підібрати зручну модель для вивчення впливу 

прекондиціонування МСК різними факторами на їх терапевтичну ефективність таким 

чином, щоб можна було порівнювати ефективність різних препаратів МСК, 

наприклад, одержаних в різних умовах, прекондиціонованих різними факторами, 

тощо. В якості такої моделі було вибрано модель гострого перитоніту у мишей. 

Захворювання викликається інтраперитонеальним введенням розчину протеозного 

пептону. Вивчення динаміки розвитку запалення показало, що вже через 24 год 

запалення досягає максимального розвитку. Це дозволило визначити час, коли можна 

вивчати основні параметри процесу і вплив на нього введення МСК, тому всі 

експерименти проводились через 24 год після введення протеозного пептону. 

Вивчення залежності терапевтичного ефекту від дози МСК показало, що він залежить 

від дози МСК до 5х104 клітин/мишу, після чого відбувається насичення, тобто 

збільшення дози не впливає на терапевтичний ефект, оскільки запалення вже 

повністю згасає.  

Вивчення динаміки розвитку терапевтичної дії МСК після їх 

інтраперитоніального введення показало, що протизапальний ефект розвивався дуже 

швидко. Навіть при низькій дозі МСК (1,65x105/кг) кількість макрофагів в черевній 

порожнині значно зменшувалась через 15 хв, але не виходила на норму. Ці результати 

дозволили припустити, що такі параметри – низька доза МСК і час, коли запалення 

ще не закінчилось, дадуть змогу порівняти терапевтичну активність різних препаратів 

МСК. Така можливість дуже важлива, вона, наприклад, допомагає оцінити 

ефективність МСК після їх виділення, адже донори пуповини різні, стан матеріалу 

різний. Це зокрема було необхідно для вирішення наступної задачі, а саме порівняння 

терапевтичної ефективності МСК після прекондиціонування різними факторами. 

Таким чином, було розроблено швидку і  відтворювану тест-систему визначення 

терапевтичної ефективності МСК in vivo.  

Одним із ключових моментів терапевтичної ефективності МСК пуповини 

людини є фагоцитоз перитоніальними макрофагами МСК, що призводить до 
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поляризації з прозапальних макрофагів - М1 в протизапальні мкрофаги - М2, а потім 

повернення їх до стану спокою - М0, які відповідають нормі. [288] 

Як відомо, перитоніальні макрофаги є загальним джерелом макрофагів і їхня 

основна функція - миттєве реагування на фактори мікросередовища в тканинах, такі 

як пошкоджені клітини, активовані лімфоцити або продукти життєдіяльності 

мікробів. Також в різних дослідженннях in vitro було показано стимуляцію лігандами 

Toll-подібних рецепторів (TLR), наприклад, активація TLR-3 на перитоніальних 

макрофагах сприяє поглинанню бактерій, тоді як активація TLR-4,5 регулюють 

фагоцитарну здатність МФ. [193] аналіз клітинної сигналізації, фагоцитоз, продукцію 

цитокінів та хемокінів. 4. [194]  

Перитоніальні макрофаги здатні ділитися на два різних функціональних 

фенотипа: класично активовані перитоніальні макрофаги 1-го типу (ПМ-1) і 

альтернативно активовані перитоніальні макрофаги 2-го типу (ПМ-2). [120] ПМ-1 

проявляють прозапальну активність і індукуються за допомогою запальних цитокінів 

[92]. ПМ - 2 беруть участь у протизапальній відповіді шляхом індукції цитокінів, 

таких як IL-4, IL-13, TGF-β та високої експресії IL-10, тим самим пригнічуючи 

запальні процеси . Крім того, ПМ-2 володіють регенеративною, відновлюючою 

функцією, здатні до ангіогенезу, імуномодуляції та до фагоцитозу [96] 

Полярність ПM1/ПM2 відбувається двома антагоністичними шляхами: 1) 

макрофаги ПM1 є результатом шляху iNOS, який виробляє цитрулін і NO з аргініну, 

2) макрофаги ПM2 є результатом аргіназного шляху, який виробляє орнітин і 

поліаміни з аргініну. NO, що виробляється макрофагами М1, бере участь у мікробній 

активності та інгібуванні проліферації клітин, тоді як орнітин, що виробляється ПМ-

2, може підвищувати проліферацію клітин, приймає участь у відновленні та 

ремоделюванні тканин за допомогою поліамінів. При трансплантації МСК, вони 

діють як модулятори запальної відповіді та секретують цитокіни та фактори, які 

можуть індукувати переключення прозапальних макрофагів ПМ-1 на протизапальний 

фенотип – ПМ-2. Крім того, МСК можуть знижувати прозапальні цитокіни, що 

секретуються ПМ1. Крім того, було показано, як отримані екзосоми з МСК індукують 
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поляризацію макрофагів з ПМ-1 у тип ПM-2, впливаючи на численні захворювання, 

в тому числі і на гострий перитоніт. [289] 

При гострому перитоніті, ПМ-0 (перитоніальні макрофаги в стані спокою) 

поляризуються в ПМ-1 тим самим активуючи надмірний ендоцитоз для запобігання 

вивільнення шкідливих речовин для запобіганню патологічного прогресування 

перитоніту 41 Повідомляється, що саме GATA6 грає вирішальну роль у 

перепрограмуванні диференціації ПМ. Зокрема, інгібування mTORC2 збільшує 

експресію GATA6 у фазі розділення в моделі перитоніту, індукованого зимозаном 45 

. Таким чином, mTORC2 відіграє вирішальну роль у регуляції диференціації та 

метаболічному перепрограмуванню з ПМ – 0 у ПМ-1. В одній із робіт in vitro було 

показано, що перитоніальні макрофаги в стані спокою М0 (ПМ-0) були додані в 

ексудат мишей з розвиненим перитонітом, і їх кількість різко зросла, що свідчить про 

перепрограмування ПМ-0 у ПМ-1. [290] 

Результати нашої роботи показують, після перитонеальної ін’єкції протеозного 

пептону мишам, у тварин розвивається гостре стерильне запалення черевної 

порожнини. Будь-яке запалення характеризується, тим, що в ексудаті мишей 

виявляється  велика кільуість  клітин білої крові (нейтрофілів, еозинофілів, 

перитоніальних макрофагів), що у 7-10 разів перевищувала норму. Основний відсоток 

складають макрофаги. Таким чином введення МСК в перитоніальну порожнину 

призводить до безпосередньої їх взаємодії з макрофагами, тобто аналогія моделі 

взаємодії МСК і макрофагів, яку вивчали in vitro шляхом прямого співкультивування 

МСК і макрофагів. В нашому випадку фактично присутній фізичний контакт 

макрофагів і МСК, але in vivo, коли на клітини впливають сигнали організму.  

Нашою задачею було вивчення цієї взаємодії в динаміці. Головними ознаками 

полярізації макрофагів є підвищення експресії  IL-10 і вплив на інтенсивність 

фагоцитозу.  ЗТ-ПЛР показала, що експресія IL-10 знаходиться на низькому рівні в 

момент інтенсивного запалення, а фагоцитарний індекс різко зріс у порівнянні з 

негативним контролем.  

Через 15 хвилин після введення низьких доз МСК пуповини людини мишам з 

розвиненим гострим перитонітом, кількість перитоніальних макрофагів в ексудаті 



115 
 

тварин почала поступово зменшуватися, але фагоцитарна активність дещо зросла як 

у варіанті з висхідними МСК, так і у варіанті з прекондиціонованими МСК (Н2О2) 

порівнюючи з ПМ-1, також спостерігалось значне зменшення загального пулу 

запальних клітин та кількості перитоніальних макрофагів у групі тварин з 

прекондиціонованими МСК. Через 4 год, після введення двох варіантів МСК було 

продемонстровано різке зменшення як загальної кількості пулу запальних клітин, так 

і кількості перитоніальніальних макрофагів. Фагоцитарний індекс також знизився, що 

свідчить про пригнічення  запального процесу в черевній порожнині. Через 48 годин 

фагоцитарний індекс відповідав нормі, кількість перитоніальних макрофагів була 

така ж як у негативного контролю, це свідчить, що ПМ-2 поляризувались у ПМ-0. 

Вважається, що як тільки перитоніальні макрофаги завершують процес фагоцитозу, 

вони покидають запалену тканину через лімфатичний дренаж і мігрують в лімфоїдні 

органи, де вони представляють антигени, і тільки невелика популяція, якщо така є, 

локально гине в результаті апоптозу. [291] 

Через 15 хвилин після введення вихідних та прекондиціонованих МСК пуповини 

людини мишам, експресія IL-10 різко зросла, у порівнянні з групою мишей з гострим 

перитонітом (рис. 3.10). При цьому у варіанті з прекондиціонованими МСК рівень 

експресії  був достовірно вищий, ніж у варіанті з вихідними МСК. У сукупності з 

даними з фагоцитозу це свідчить, про те, що прозапальні ПМ-1 під впливом МСК 

пуповини людини поляризувались у антизапальний фенотип ПМ-2, і у варіанті з 

прекондиціонованими МСК процес відновлення відбувався швидше, ніж у  групі з 

вихідними МСК. Таким чином, при введенні МСК в черевну порожнину, як і в 

дослідженні взаємодії МСК і стимульованих ɣ-інтерфероном макрофагів in vitro 

результатом взаємодії перитоніальних макрофагів і МСК є їх поляризація, яка і 

забезпечує терапевтичний ефект МСК, тільки в нашому варіанті макрофаги були 

стимульовані запаленням. [292] 

Отже, завдяки такому складному молекулярному механізму впливу МСК на 

поляризацію перитоніальних макрофагів з одного типу в інший, призводить до їх 

терапевтичного ефекту проти багатьох захворювань. Результати нашого дослідження 

демонструють, що прекондиціоновані МСК (Н2О2) пуповини людини швидше 
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поляризують ПМ1 у ПМ2 порівнюючи з вихідними МСК за допомогою 

імуномодулюючих медіаторів, що беруть участь у відновленні та регенерації стану 

черевної порожнини до гострого перитоніту, і регулюють імунну відповідь та 

стимулюють до експресії IL-10 та інших протизапальних цитокінів. МСК однозначно 

індукують поляризацію макрофагів до протизапального фенотипу ПМ-2, а потім до 

перитоніальних макрофагів у стані спокою. 

Вивчення основних характеристик розвитку терапевтичного ефекту МСК на 

гостре запалення черевної порожнини дало можливість розробити спосіб швидкого і 

достовірного визначення терапевтичної ефективності МСК, який дає змогу 

порівнювати як терапевтичну ефективність різних препаратів МСК, так і вплив на неї 

різних факторів, визначаючи найбільш ефективні. Очевидно, що можливість такого 

порівняння дуже важлива, якщо планується використання препаратів МСК в 

регенеративній медицині. Розроблений нами тест дав можливість  порівняти 

ефективність прекондиціонування МСК різними факторами в однакових умовах. Як 

виявилось, прекодиціонування МСК пероксидом водню виявилось самим 

ефективним у пригнічення запалення та відновлення черевної порожнини.  

Результати з ефективності прекондиціонування  МСК H2O2 підтверджені у наших 

експериментах з динаміки розвитку терапевтичного ефекту, з вивчення впливу такого 

прекондиціонування на поляризацію перетоніальних макрофагів. Що стосується 

впливу прекондиціонування аскорбіновою кислотою та мелатоніном, не дивлячись на 

багато публікацій про  покращення властивостей МСК після прекондиціонування 

МСК цими речовинами у випадку гострого запалення черевної порожнини ми не 

спостерігали їх однозначного впливу на терапевтичну ефективність МСК. [293] 

Оскільки найбільш ефективним методом підвищення терапевтичного потенціалу 

МСК на моделі перитоніту, де МСК безпосередньо контактували з макрофагами, було 

прекондиціонування низькими дозами H2O2 було поставлено задача  порівняти 

терапевтичний ефект прекондиціонованих H2O2  і вихідних МСК на більш складній 

моделі, на який можна одержати результати, які можна використати при лікуванні 

людини. Для порівняння терапевтичної ефективності прекондиціонованих та 

вихідних МСК було обрано модель дуже серйозного захворювання, яке 
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розповсюджене і призводить до тяжких наслідків у людей – модель гострого 

панкреатиту у щурів.  

На сьогоднішній день у світі проводиться низка доклінічних досліджень із 

застосування МСК у лікуванні гострого та хронічного панкреатиту. 

Зокрема, показано, що після введення щурам МСК значно зменшувалася 

тяжкість захворювання, що підтверджувалося зниженням біохімічних показників 

ліпази та амілази та прозапальних факторів (TNF-α, IL- 1β та IL-6) у плазмі крові. І 

навпаки, рівні протизапальних факторів IL-4 та IL-10 були значно підвищені. [294] В 

нашому експерименті спостерігалось зниження рівня амілази після трансплантації 

МСК, і швидше рівень амілази знижувався у варіанті з прекондиціонованими Н2О2  

МСК (рис 3.13). 

Ряд досліджень на щурах показали, що якщо розвиток гострого панкреатиту 

призводив до некрозу паренхіми, то після трансплантації МСК у щурів з ГП 

спостерігалось зниження апоптозу клітин, активація ангіогенезу за рахунок індукції 

експресії HO-1. [295] Ми також показали, що вже через 3 доби після введення щурам 

МСК істотно зменшилися гіперемія та набряк тканини підшлункової залози тварин, 

паренхіматозні крововиливи, інфільтрація запальних клітин, некроз та апоптоз 

ацинарних клітин, а через 7 днів ознаки запалення практично зникли у варіанті з 

трансплантованими прекондиціонованими МСК пуповини людини. Наші дані 

узгоджуються з результатами Jie Hua та його колегами, які в ході патогістологічного 

аналізу показали, що після введення МСК пуповини людини некротичні ділянки в 

паренхімі підшлункової залози щурів зменшуються в 2 рази, а апоптоз 

панкреатоцитів знижується майже в 2,5 рази порівняно з гострим панкреатитом. [296] 

Важливо, що МСК, трансплантовані щурам із гострим панкреатитом, регулюють 

секрецію факторів росту Ang-1, VEGF, фактора росту гепатоцитів (HGF) і TGF-β 

через сигнальний шлях SDF-1/CXCR4, що веде до активації ангіогенезу в 

пошкодженій паренхімі підшлункової залози. [297] Наявність активного ангіогенезу 

після трансплантації МСК підтверджено нашими результатами. 

Ми показали, що введення МСК пригнічує інфільтрацію запальних клітин 

(моноцитів і макрофагів). Відомо, що запальні клітини пригнічують активність 
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зірчастих клітин підшлункової залози, що призводить до зниження експресії білка α-

SMA та фіброзу підшлункової залози. [298] Наші результати демонструють, що фіброз 

колагену починає зменшуватися після введення вихідних МСК, а після 

трансплантації попередньо кондиціонованих МСК кількість позаклітинного матриксу 

(EЦM) повертається до норми через 7 днів (Таблиця 3.2). 

Трансплантація МСК знижує секрецію колагену, який є основним компонентом 

позаклітинного матриксу. Це призводить до зникнення фіброзу підшлункової залози. 

Таким чином, трансплантація МСК відновлює як структуру паренхіми підшлункової 

залози, так і її функцію, знижуючи рівень альфа-амілази в крові щурів і забезпечуючи 

функціонування острівців Лангерганса , як показано в нашій роботі. 

На сьогоднішній день вже є достатня кількість робіт, які підтверджують, що 

може виникнути цукровий діабет III типу, причиною якого можуть бути екзокринні 

захворювання підшлункової залози, в тому числі гострий і хронічний панкреатит. 

[299] У нашій роботі така ж клінічна картина спостерігається після індукції L-арг, 

коли через 3 доби після гістохімічного методу PAS-реакції виявлено порушення 

функції бета-клітин острівців Лангерганса та підвищення на рівня глюкози в крові 

щурів. За останні 10 років у світі почали вивчати вплив МСК на пакреатит на 

тваринних моделях, викликаний високою дозою L-арг, церулеїну тощо, і з того часу 

МСК продемонстрували позитивні результати у зменшенні не тільки пошкодження 

екзокринної частини залози, а й до ендокринної частини. [300] Саме імуномодулююча 

дія МСК і, зокрема, їхня здатність зменшувати активацію імунної системи, зменшує 

вироблення власних антитіл проти β-клітин підшлункової залози, блокуючи таким 

чином їх дегенерацію. Багато авторів досліджували цю можливість, і вони 

повідомили про зміну моделі експресії цитокінів з прозапальних (таких як TNF-α та 

IL-2) на протизапальну в Т-клітинах, отриманих від діабетичних щурів, яким 

трансплантували МСК. Крім того, було показано, що трофічні фактори, що 

вивільняються MСК, включаючи IL-6, IL-11, IGF-1 та VEGF, а також екзосоми 

захищають залишкові ендогенні β-клітини підшлункової залози та стимулюють їх 

регенерацію завдяки проангіогенним властивостям МСК, можна припустити, що в 

нашій роботі через 7 діб після трансплантації вихідних і прекондиціонованих МСК 
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пуповини людини спостерігалося відновлення β-клітин підшлункової залози та 

синтезу інсуліну саме за рахунок цього механізму. [301] 

Отже, на моделі гострого панкреатиту у щурів індукованого L- арг і відтвореною 

всією клінічною картиною захворювання, було показано, що трансплантація МСК 

пуповини прекондиціоновані низькою дозою Н2О2 забезпечують більш високу 

швидкість відновлення усіх показних як екзокринної, так і ендокринної частини 

підшлункової залози щурів вже на 7-му добу експерименту у порівнянні з 14-ю добою 

в групі щурів, яким вводили вихідні МСК пуповини людини. Таким чином, 

прекондиціонування МСК Н2О2 підсилює терапевтичний ефект МСК, що проявляется 

у більш високій швидкості відновлення підшлункової залози. Дослідження впливу 

прекондиціонованих  Н2О2 МСК  на гострий панкреатит підтвердило одержані на 

моделі гострого перетоніту дані про підвищення терапевтичного потенціалу МСК 

шляхом прекондиціонування  низькими концентраціями пероксиду водню. 
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі отримано нові дані, що стосуються можливості значного 

підсилення терапевтичної ефективності мезенхімальних стовбурових клітин 

пуповини людини шляхом прекондиціонування низькими дозами H2O2 та 

інкапсуляції МСК в альгінатні капсули, що доведено на трьох тваринних моделях 

запальних захворювань, розроблено біотехнологічні аспекти швидкого та 

ефективного способу визначення та порівняння in vivo терапевтичного потенціалу 

різних препаратів МСК. 

1. Показано, що МСК пуповини людини ефективно відновлюють печінку у щурів 

з цирозом, що індукований CCl4. Відновлення відбувається швидше та ефективніше 

при трансплантації МСК, які інкапсульовані в альгінатні капсули, про що свідчать 

швидкість відновлення морфометричних показників паренхіми печінки, швидкість 

зменшення інтенсивності фіброзу, повернення до норми рівня експресії генів EGF, α-

SMA, eNOS, GFAP.  

2. На моделі стерильного запалення черевної порожнини (перитоніту) у мишей 

показано можливість підвищення терапевтичного потенціалу МСК за рахунок 

експериментально підібраних оптимальних доз вихідних та прекондиціонованих 

Н2О2 МСК, визначено динаміку розвитку терапевтичного ефекту, яка відображає його 

прискорення після введення прекондиціонованих МСК пуповини людини.  

3. На основі даних з впливу дози МСК на терапевтичний ефект з пригнічення 

запалення черевної порожнини у мишей та його динаміку було розроблено ефективну 

модель для відпрацювання in vivo оптимізації модифікацій МСК з метою підвищення 

терапевтичного потенціалу МСК, визначення та порівняння терапевтичної 

ефективності різних препаратів МСК.  

4. З використанням розробленої моделі було вивчено дію різних факторів на 

терапевтичний потенціал МСК. Показано, що найбільш ефективним у пригніченні 

запалення та відновленні черевної порожнини є прекодиціонування МСК Н2О2 

(30µМ). Результати з дослідження динаміки розвитку терапевтичного ефекту та 
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впливу прекондиціонування МСК Н2О2  на поляризацію перитоніальних макрофагів 

підтверджують ефективність такого прекондиціонування.  

5. Показано, що трансплантація МСК пуповини людини у черевну порожнину 

мишей пригнічує її запалення за рахунок поляризації інтраперитоніальних 

макрофагів з прозапального фенотипу М1 в протизапальний фенотип М2, про що 

свідчать зростання рівня експресії IL 10 та посилення фагоцитарної активності 

макрофагів. Ці процеси відбуваються ефективніше при введенні МСК, що 

прекондиціоновані Н2О2 .  

6. На моделі гострого панкреатиту у щурів, індукованого високими дозами L-

аргініну, показано, що трансплантація МСК пуповини, які прекондиціоновані 

низькою дозою Н2О2, призводить до відновлення як екзокринної, так і ендокринної 

функцій підшлункової залози щурів вже на 7-му добу експерименту у порівнянні з 

14-ю добою в групі щурів, яким вводили вихідні МСК пуповини людини, що 

підтверджує значне підсилення терапевтичної ефективності МСК шляхом 

прекондиціонування Н2О2.  
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