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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 
БСА – бичачий сироватковий альбумін 

КМ – кістковий мозок 

КРТ – клітинно-регенеративна терапія 

КТ – кісткова тканина 

ЛФ – лужна фосфатаза 

МСК – мезенхімальні стовбурові клітини 

РО – репаративний остеогенез 

CK – стовбурові клітини 

ФБР – фосфатно буферний розчин 

DMEM – середовище Ігла, модифіковане Дюльбекко 

MEM – мінімальне середовище Ігла 

FBS – фетальна сироватка теляти 

ITS – інсулін Іг/л, селенін 0,67 мг/л, трансферин 0,55г/л 
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ВСТУП 

Розроблення нових методів прискорення процесів регенерації 
ушкодженої кісткової тканини нині набуває особливого значення, оскільки 
кількість ускладнень, пов’язаних із сповільненням або порушенням процесів 
регенерації кісткової тканини, залишається досить високою. Повне відновлення 
кісткової тканини часто відбувається із порушенням консолідації кісткових 
відламків та не зрощенням. Результатом цього є незрощення кісткових 
відламків або уповільнення зрощення і утворення хибних суглобів, а великі 
дефекти не можуть спонтанно відновлюватися. 

Аналіз сучасного стану проблеми лікування хворих з розладами кісткової 
регенерації показав, що незважаючи на численні дослідження, є ціла низка 
спірних i невияснених питань. Найбільш важливими з них є проблема 
оптимізації репаративного утворення кістки, тобто створення найбільш 
сприятливих умов для реалізації власних остеогенних можливостей.  

Методи клітинно-регенеративної терапії з використанням стовбурових 
клітин все більше використовуються у світі з надією на успіх у лікуванні різних 
ран і травм, на які неможливо ефективно впливати сучасними методами 
лікування. 

Мезенхімальні стовбурові клітини ссавців вважаються найбільш 
перспективним видом галогенного і аутогенного матеріалу у клітинній 
регенеративній терапії. Зокрема, велика кількість публікацій, присвячених 
результатам клінічного використання стовбурових клітин у лікуванні тварин за 
патології апарату руху, що свідчить про обґрунтованість цього методу та 
наукове його значення.  

Водночас, залишаються мало дослідженими питання вибору найбільш 
ефективних методичних підходів що до застосування стовбурових клітин за 
ушкодження кісток. Остаточно не визначено дози та шляхи введення 
стовбурових клітин в кожному конкретному випадку, протипоказання до їх 
застосування.  

Методичні рекомендації розроблені за результатами фундаментальних та 
прикладних наукових досліджень з вивчення властивостей стовбурових клітин 
тварин, а також їх застосування з метою відновлення структури і функції 
ушкоджених тканин кістки. Рекомендації включають в себе детальний опис 
техніки проведення послідовних маніпуляцій, що до відбору кісткового мозку 
та виділення з них мезенхімальних стовбурових клітин, а також їх 
використання з практичною метою при лікуванні ушкодженої кісткової 
тканини. 

Методичні рекомендації допоможуть у вирішенні питань стосовно 
показань та способів використання мезенхімальних стовбурових клітин з метою 
корекції репаративних процесів в ушкоджених кісткових тканинах. 
Дослідження, представлені в методичних рекомендаціях, будуть корисними 
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магістрантам, аспірантам, науковцям та фахівцям біологічного і ветеринарного 
профілю. 

 

ОТРИМАННЯ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН 

Лікувальну дозу стовбурових клітин отримують із відібраних зразків 
кісткового мозку і в лабораторних умовах виділяють активні мезенхімальні 
стовбурові клітини (МСК). Техніка виділення МСК включає в себе два 
відповідальних етапи: виділення із отриманого аспірату мононуклеарних клітин 
шляхом центрифугування та проведення культивування клітин. Всі ці процеси 
потребують особливої уваги, оскільки від цього залежить чистота клітинної 
маси, яку використовують для введення. 

Отримання кісткового мозку. Мезенхімальні стовбурові клітини 
отримують із червоного кісткового мозку стегнової кістки, суть методу полягає 
в наступному: за 15 хв до відбору кісткового мозку тварину піддають седації 
веденням препарату «Золетил» внутрішньом’язово з розрахунку 0,05 мг/кг ваги 
тварини. У ділянці оперативного доступу проводять місцеве знеболення 0,5% 
розчином новокаїну, шкіру вибривають та обробляють 5% розчином йоду, 
після чого пронаційними рухами за допомогою медичної голки для спінальної 
анестезії та діагностичної пункції зі зрізом типу «Pencil-Point» виконують 
прокол шкіри і м’яких тканин аж до окістя у ділянці дистального епіфізу 
стегнової кістки. Дійшовши до окістя, голку з приєднаним до неї шприцом із 
гепарином проштовхують вглиб ще на 0,5–1 см. Кількість гепарину у шприці не 
повинна перевищувати 2–3 ОД на 1 см3 отримуваного об’єму аспірату. 
Утримуючи голку в непорушному стані проводили, аспірацію кісткового мозку 
(рис. 1). 

 
Після завершення аспірації червоного кісткового мозку шприц 

від’єднують, повертаючи проти часової стрілки голку обережно витягують. До 
місця проколу шкіри на кілька хвилин прикладають стерильно ватно-марлевий 
тампон з метою зупинки кровотечі, після чого місце проколу знову обробляють 
5% спиртовим розчином йоду. 

Культивування клітин. Процедури з виділення клітин і маніпуляції із 
клітинним матеріалом потрібно проводити у стерильному боксі (кабінет 
біологічної безпеки ІІ класу ESCO) (рис. 2). Отриманий аспірат червоного 
кісткового мозку у 3 рази розбавляють фосфатно-буферним розчином, 
нашаровують на попередньо внесений у стерильні пробірки розчин із 
градієнтом щільності ρ=1,076 (фікол-тріомраст) та центрифугують протягом 
25 хв за відцентрової сили 300 g. За допомогою піпетки із пробірки відбирають 
рідину, розташовану над фіколом у вигляді кільця. Отримані таким чином 
мононуклеарні клітини вносять в чашки Петрі (3х105 кл/см2) і культивують за 
t37 0C у повітряному середовищі із 5% вмістом CO2 на стандартному 
культуральному середовищі, до складу якого входить: 80% ДМЕМ; 20% 
ембріональної сироватки теляти; 10 мкл/мл антибіотик-антимікотику.  
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Далі проводять культивування клітин. В процесі культивування клітин 

після формування моношару на 80–90 % (рис. 3). В кінці кожного пасажу з 
культурального посуду видаляють поживне середовище, а моношар, що 
залишається, промивають фосфатно-буферним розчином, до клітин додають 
0,25 мл 0,02% розчин трипсину/версену і залишають в термостаті за 
температури 37 0С на 1–2 хв. За процесом округлення та відкріплення клітин 
спостерігають в мікроскоп. По досягненню необхідного ефекту дію розчину 
трипсину/версену нейтралізують ембріональною сироваткою теляти, вносячи її 
в чашку Петрі у співвідношенні 1:30 до загального об’єму розчину. 

Після чого знімають клітини та дезагрегують клітинні конгломерати 
шляхом піпетування. Клітини центрифугують за відцентрової сили 300 g, 
видаляють надосадову рідину, додають поживне середовище, ретельно 
піпетують осад та здійснють підрахунок кількості клітин за стандартною 
методикою. Пасажування клітин здійснють у співвідношенні 1:2 (з однієї 
чашки Петрі пересівали у дві) за посівної дози 5х104 клітин/см2 . 

 
 

Підрахунок кількості клітин проводять під мікроскопом при збільшенні у 
200 разів в усіх квадратах та розраховували за формулою:  

Х=А х 1000/0,9 
де Х − число клітин в 1 см3;  
А − число клітин у всіх квадратах;  
1000 – кількість мм3 в см3; 
0,9 – об’єм камери Горяєва в мм3.  

На третьому пасажі знімають клітини та підраховували кількість клітин в 
отриманому субстраті за вище описаною методикою і готовлять дози для 
введення. Введення стовбурових клітин проводять на 0,5 мл. фосфатно-
буферному розчині. 
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ВВЕДЕННЯ КУЛЬТУРИ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН 

Мезенхімальнні стовбурові клітини кісткового мозку у кількості 5 млн. 
(рис. 4) суспензують у 3 см3 фосфатно-буферного розчину та вводять 
безпосередньо в місце ушкодження кістки (рис. 5). Введення клітин у такій же 
кількості повторюють двічі з інтервалом у 2 тижні.  

 
 

ЗАСТОСУВАННЯ КУЛЬТУРИ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ 
КЛІТИН ЗА УШКОДЖЕНОЇ КІСТКОВОЇ ТКАНИНИ 

Було проведено рентгенологічні дослідження процесу відновлення 
дефекту великогомілкової кістки за введення алогенних мезенхімальних 
стовбурових клітин (МСК) починаючи з 3 і закінчуючи на 42 добу. При цьому, 
тваринам контрольної групи вводили фосфатно-буферний розчин місцево, а 
тваринам дослідної групи вводили алогенні МСК в місце дефекту. 

В результаті проведених досліджень встановлено (табл. 1, 2), що на 
3 добу експерименту у кролів контрольної групи дефект був округлої форми, 
інших змін не спостерігалося (рис. 6 А). У кролів дослідної групи, яким 
вводили алогенні мезенхімальні стовбурові клітини у місце дефекту, 
спостерігали незначну реакцію з боку прилеглих м’яких тканин, ознаки 
утворення кісткового мозоля, зменшення діаметра і глибини округлого дефекту 
кістки (рис. 6 Б).  

  

Табл.1  

Динаміка зміни діаметру (мм.) округлого дефекту великогомілкової кістки. 

Група 
кролів 

Вихідний 
стан 

3 
доба 

7 
доба 

14 
доба 

21 
доба 

28 
доба 

42 
доба 

Контроль група 
(плацебо) 2,5 2,5 2,5 2,1 1,7 0,5 – 

Дослідна група 
(МСК в місце 

дефекту) 
2,5 2,4 1,8 1,2 0,8 – – 

 

Табл. 2 

Динаміка змін глибини (мм.) округлого дефекту великогомілкової кістки. 

Група  
кролів 

Вихідний 
стан 

3 
доба 

7  
доба 

14  
доба 

21  
доба 

28 
доба 

42 
доба 
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Контроль група 
(плацебо) 0,5 0,5 0,5 0,4 0,2 0,1 – 

Дослідна група  
(МСК в місце 

дефекту) 
0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 – – 

На 7 добу експерименту (табл. 1, 2) у кролів контрольної групи 
спостерігали незначну реакцію з боку прилеглих м’яких тканин діаметр 
дефекту та його глибина не змінилися, а також  початок формування кісткового 
мозоля (рис. 7 А). Спостерігалася консолідація кісткового дефекту. У 
кролів дослідної групи спостерігали добре виражену реакцію з боку прилеглих 
м’яких тканин, виражені ознаки розвитку кісткового мозоля у вигляді осередків 
окостеніння, а також, діаметр та глибина округлого дефекту зменшилися 
(рис. 7 Б). Спостерігалася виражена консолідація кісткового дефекту.  

 
На 14 добу експерименту (табл. 1, 2) у кролів контрольної групи 

спостерігали ще добре виражену реакцію з боку прилеглих м’яких тканин, 
з’явилися ознаки кісткового мозоля, а діаметр і глибина дефекту зменшилися. 
Спостерігалася консолідація кісткового дефекту (рис. 8 А). У кролів II 
дослідної групи спостерігали зниження реакції з боку прилеглих м’яких тканин, 
добре виражений кістковий мозоль, який вже зменшувався в об’ємі (рис. 8 Б). 
Також, відмічали зменшення діаметра і глибини дефекту. Спостерігалося 
продовження консолідації кісткового дефекту.  

 

На 21 добу експерименту (табл. 1, 2) у кролів контрольної групи 
відмічалося незначне зменшення реакції з боку прилеглих м’яких тканин. 
Також, відмічали добре виражений кістковий мозоль, який зменшувався в 
об’ємі та зменшення діаметра і глибини дефекту. Відбувалася виражена 
консолідація кісткового дефекту (рис. 9 А). У кролів дослідної групи 
спостерігали зменшення діаметра і глибини дефекту. Реакція з боку прилеглих 
м’яких тканин була незначною, а кістковий мозоль зменшився в об’ємі й 
ущільнився (рис. 9 Б). Продовжувалася виражена консолідація кісткового 
дефекту. 

 
На 28 добу експерименту (табл. 1, 2) спостерігали зменшення діаметра і 

глибини дефекту, незначну реакцію з боку прилеглих м’яких тканин, а також 
зменшення та ущільнення кісткового мозоля у кролів контрольної групи. 
Консолідація кісткового дефекту продовжувалася (рис. 10 А). У кролів 
дослідної групи спостерігали відсутність реакції з боку прилеглих м’яких 
тканин, круглий дефект вже практично не візуалізується, а також, кістковий 
мозоль зменшився в об’ємі й ущільнився до кісткової тканини. Відбулася повна 
консолідація кісткового дефекту (рис.10 Б).  
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Отже, за показниками рентгенологічного дослідження у тварин дослідної 

групи на 28 добу експерименту зафіксовано практично завершення процесів 
репаративної регенерації кісткової тканини в зоні експериментального її 
ушкодження (табл. 1, 2). 

На 42 добу експерименту у кролів дослідної групи видимих ознак місця 
дефекту не спостерігалося. Округлий дефект вже не візуалізується (рис. 11 Б). 
У тварин контрольної групи зміни в зоні нанесення дефекту були аналогічними, 
як у тварин дослідної груп на 28 добу експерименту (табл. 1, 2), а саме 
спостерігали відсутність реакції з боку прилеглих м’яких тканин. Округлий 
дефект вже практично не візуалізується, а кістковий мозоль зменшився в об’ємі 
й ущільнився до кісткової тканини (рис. 11 А). Відбулася консолідація 
кісткового дефекту. 

 

Отже, при рентгенологічних дослідженнях встановлено, що після 
введення алогенних мезенхімальних стовбурових процеси регенерації 
прискорюються починаючи вже з 3 доби експерименту і завершуються 
практично на 28 добу, за рахунок прискорення фаз репаративного остеогенезу. 
За цих умов швидше розвивається і зникає реакція з боку прилеглих м’яких 
тканин. Швидше утворюється кістковий мозоль, який швидше ущільнюється до 
кістки, а також прискорюються процеси консолідації кісткового дефекту. 

Таким чином, застосування трансплантованих аутогенних 
мезенхімальних стовбурових клітин, сприяє ефективному відновленню 
тканинних структур ураженої кістки та відновлення клінічного і 
функціонального стану її.  
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25.  
ДОДАТКИ 

Розчини, реактиви та обладнання для виконання робіт 
1. DMEM 
2. FBS 
3. PBS 
4. фікол 
5. тріомбраст 
6. желатин  
7. 0,25%-ий розчин трипсину 
8.  антибіотик-антимікотик 
9.  ксилазин 
10.  кетамін 
11.  гепарин 
12.  трипсин – 0,5 % /ЕDТА  - 0,2 % 
13.  ДМСО  
14.  5 %-ий розчин трипанового синього  
15.  покривні скельця  
16.  70 %-ий розчин спирту етилового 
17.   5%-ий розчин йоду 
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Лабораторне обладнання: 

- бокс ламінарний; 
-  кріоконтейнери; 
-  низькотемпературний холодильник, що забезпечує температуру від 
мінус 65 ºС до мінус 85 ºС  ; 
- центрифуга з відцентровою силою від 200 g до 1500 g; 
- кріобіологічна посудина (біосховище); 
- мікроскоп світловий інвертований; 
- мікроскоп світловий; 
- культуральні чашки для культивування культури клітин діаметром 
35; 60; 100; 150 мм і площею росту 8; 21; 55; 148 см2 відповідно; 
- 6 та 12 лункові культуральні планшети для культивування культури 
клітин ; 
- пластикові центрифужні пробірки об’ємом 15; 50 см3; 
- пластикові або скляні кріопробірки ємністю 1,0; 1,2; 1,8; 2,0; 3,0; 
4,0; 4,5; 5,0; 10,0 см3; 
- камера Горяєва; 
- пальники газові або спиртові; 
- термостат, що забезпечує температуру від 15 ºС до 50 ºС; 
- водяна баня, що забезпечує температуру від 20 ºС до 60 ºС; 
- сухожарна шафа, що забезпечує температуру від 120 ºС до 180 ºС; 
- мірні пластикові одноразові піпетки ємкістю 1, 2, 5 і 10 см3; 
- пробірки скляні ємністю  10, 15, 20 см3; 
- шприци медичні ін’єкційні; 
- хірургічні свердла діаметром 2 - 3 мм; 
- дрель; 
- внутрішньосудинний катетер;  
- флакони пеніцилінові; 
- СО2 – інкубатор; 
- автоматичні дозатори (10-1000 мкл); 
- холодильник, що забезпечує температуру від 2 ºС до -18 ºС 
- нітроцелюлозні фільтри (d-0,22 мкм); 
- магнітна мішалка; 
- аерометр;  
- раневий розширювач; 
- скальпель. 

 


