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(57) Індуктор диференціювання in vitro мезенхіма-

льних стовбурових клітин в інсулінпродукуючі клі-
тини, що являє собою екстракт, одержаний з тка-
нини підшлункової залози тварин, який 
відрізняється тим, що екстракт одержаний з під-

шлункової залози новонароджених поросят. 

 
 

 
 

Корисна модель належить до галузі клітинної 
біології та біотехнології і може бути використана 
при створенні експериментальних та клінічних 
схем корекції цукрового діабету. 

Відомий індуктор диференціювання in vitro ме-
зенхімальних стовбурових клітин (МСК) в інсулінп-
родукуючі клітини, який є складною композицією 
хімічних речовин і містить нікотинамід, активін-2, 
ексендин-4, фактор росту гепатоцитів, пентагаст-
рин [1]. При культивуванні МСК жирової тканини 
людини у присутності даного індуктора має місце 
збільшення експресії панкреатичних транскрипцій-
них факторів Isl-1, Ipf-1 та Ngn3, а також індукція 
синтезу таких гормонів підшлункової залози як 
інсулін, глюкагон та соматостатин. 

Недоліком наведеного індуктора є його доро-
жнеча, пов'язана з високою вартістю високоочи-
щених ксенобіотичних речовин, що входять до 
його складу. 

Найбільш близьким до індуктора, що заявля-
ється, є індуктор, що являє собою екстракт ткани-
ни підшлункової залози молодих щурів, яка реге-
нерує після часткової панкреатектомії. Він індукує 
вступ МСК кісткового мозку щурів [2] та МСК жиро-
вої тканини людини [3] до диференціювання в ін-
сулінпродукуючі клітини. При культивуванні МСК в 
присутності цього індуктора в клітинах збільшуєть-
ся рівень експресії панкреатичних транскрипційних 
факторів та м-РНК інсуліну. 

Недоліком даного індуктора є те, що для його 
отримання використовується тканина підшлунко-

вої залози щурів - тварин, чиї біохімічні, метаболі-
чні та імунні характеристики суттєво відрізняються 
від відповідних показників людини. Тому цей індук-
тор не має перспектив клінічного застосування. До 
того ж він не виявляє достатньої ефективності 
щодо стимуляції диференціювання МСК людини в 
інсулінпродукуючі клітини - рівень утвореного С-
пептиду, який є показником синтезу інсуліну de 
novo, в культурі МСК жирової тканини людини у 
присутності даного індуктора був низьким і не ви-
значався методом ELISA, вірогідною причиною 
чого є недостатня кількість клітин, в яких резуль-
тативно було індуковане диференціювання [3]. 

В основу корисної моделі поставлено задачу 
створити такий індуктор диференціювання in vitro 
МСК в інсулінпродукуючі клітини, який би за своїм 
біохімічним складом та біологічним потенціалом 
був наближений до людських тканин та виявляв 
більш високий стимулюючий ефект. 

Ця задача вирішується тим, що індуктор ди-
ференціювання in vitro МСК в інсулінпродукуючі 
клітини одержують з тканини підшлункової залози 
новонароджених поросят. 

Ці тварини за біохімічним складом та функціо-
нуванням більшості тканин, органів і систем дуже 
близькі до людини, тому отримані з них біоматері-
али та препарати широко застосовуються в меди-
цині. Додатковою перевагою заявленого індуктора 
є те, що в тканинах новонароджених поросят, 
окрім видо- та тканиноспецифічних біологічно ак-
тивних сполучень, містяться також стадіоспецифі-
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чні речовини, які регулюють ріст та диференцію-
вання стовбурових та прогеніторних клітин. Тому 
такий індуктор здатний забезпечити високий рі-
вень стимуляції диференціювання in vitro МСК в 
інсулінпродукуючі клітини. 

Отримання індуктора диференціювання МСК в 
інсулінпродукуючі клітини з тканини підшлункової 
залози новонароджених поросят здійснюють таким 
чином. Тканину підшлункової залози гомогенізують 
в фізіологічному розчині, отриманий гомогенат 
центрифугують при 3000 об/хв протягом 10 хвилин 
при 0°С. Супернатант відділяють та центрифугу-
ють при 12000 об/хв протягом 20 хвилин при 0°С, 
після чого отриманий екстракт фільтрують через 
мембрановий фільтр із розміром пор 0,22 мкм, 
розливають порціями по 0,5 мл та зберігають при -
80°С до використання. 

Для порівняння ефективності індукторів дифе-
ренціювання in vitro МСК людини в інсулінпроду-
куючі клітини, а саме: екстракту, отриманого з під-
шлункової залози молодих щурів, яка регенерує, 
та екстракту з підшлункової залози новонародже-
них поросят, - проводили паралельне вивчення 
їхньої дії на МСК людини в культурі. Для цього 
використовували моношарові культури МСК жиро-
вої тканини людини, культивування яких вели до 
досягнення субконфлуентного моношару в сере-

довищі -МЕМ (Minimum Essential Medium Eagle, 
alpha modification), доповненому 10% сироватки 
ембріонів корів, 2 мМ L-глутаміна, 50 од/мл пені-
циліна та 50 мкг/мл стрептоміцина, при 37°С в ат-
мосфері 5% СО2 та абсолютній вологості із замі-
ною середовища кожні 3 доби. 

Індукцію диференціювання МСК в інсулінпро-
дукуючі клітини здійснювали на субконфлуентних 
моношарових культурах МСК жирової тканини лю-
дини. Для цього проводили культивування в стан-
дартному середовищі DMEM/F12 з додаванням 
10% сироватки ембріонів корів, 25 мМ глюкози і 10 
мМ нікотинаміду у присутності екстракту тканини 
підшлункової залози молодих щурів та екстракту 
підшлункової залози новонароджених поросят в 
кількості 0,2 мг білка/мл протягом 21 доби з замі-
ною середовища кожні 3 доби. Після цього обидві 
серії клітинних культур піддавали морфофункціо-
нальному оцінюванню за допомогою цитологічних, 
біохімічних та імуноцитохімічних методів. 

Було з'ясовано, що в обох отриманих серіях 
культур індуковані клітини гетерогенні, частина з 
них набула епітеліоподібного вигляду, частина 
клітин кооперувалася між собою, утворюючи неве-
ликі клітинні групи і кластери. Процес кластерізації 
проходив більш виразно, із залученням більшої 
кількості клітин культури, в серіях, де культивуван-

ня велося у присутності індуктора - екстракту під-
шлункової залози новонароджених поросят. 

При цитохімічному забарвленні кластерів та 
одиничних клітин дітізоном, який є специфічним 
барвником для інсулінпродукуючих клітин, дітізон-
позитивні клітини виявлялися в культурах обох 
досліджуваних серій, але більше їх спостерігалося 
в культурах, індукованих за допомогою екстракту 
підшлункової залози новонароджених поросят. 

На представлених мікрофотографіях імуноци-
тохімічної реакції на вміст інсуліну та проінсуліну в 
культурах МСК, індукованих за допомогою екстра-
кту регенеруючої підшлункової залози молодих 
щурів (Фіг.1) та екстракту підшлункової залози но-
вонароджених поросят (Фіг.2) видно, що обидва 
використаних екстракти індукували вступ МСК до 
диференціювання у гормонпродукуючі клітини - 
наявність зеленого кольору специфічного забарв-
лення клітин за допомогою моноклональних анти-
тіл на інсулін та проінсулін. Але розподіл індукова-
них клітин з позитивним зеленим забарвленням 
серед усіх клітин моношару, що ідентифікувалися 
по синьому забарвленню ядер клітин ядерним 
барвником DAPI, розрізнявся. При використанні 
екстрактів підшлункової залози щурів позитивне 
забарвлення на гормони виявлялося тільки в зо-
нах високої щільності клітин, а при використанні 
екстрактів підшлункової залози новонароджених 
поросят позитивне забарвлення спостерігалось 
незалежно від клітинної щільності практично по 
всьому полю препарату. Виконані морфометричні 
дослідження показали, що відносна кількість гор-
монпродукуючих клітин на 36% вища в культурі 
МСК при використанні як індуктора екстракта під-
шлункової залози новонароджених поросят (Фіг.2). 
Таким чином, імуноцитохімічний аналіз на вміст 
інсуліну та проінсуліна в досліджуваних культурах 
клітин підтвердив перевагу індуктора, що заявля-
ється. 
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