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(57) Спосіб мічення клітин при довгостроковому
культивуванні, що включає використання зонда
карбоціанінового ряду, який відрізняється тим,
що як такий зонд використовують зонд JC-1.

Корисна модель належить до галузі клітинної
біології і може бути використана для дослідження
функціонального стану клітин при культивуванні.

Відомий спосіб мічення клітин при довгостро-
ковому культивуванні, де для дослідження проли-
ферации лейкемічних та гематопоетичних клітин
використовують люмінесцентний зонд карбоциані-
нового ряду РКН-26 [1].

Недоліком цього способу є те,  що він не дає
інформації про функціональний стан мічених клі-
тин та потребує використання допоміжних речо-
вин, таких як, Diluent В або С, що ускладнює його
застосування.

Найбільш близьким до заявленого є спосіб мі-
чення мезенхімальних клітин косткового мозку, в
якому для мічення використовують зонд карбоци-
анінового ряду CM-Dil (хлорометіл-
бензамідодіалкілкарбоціанін) [2].

Недоліком цього способу мічення є те, що при
культивуванні відбувається частковий перехід ба-
рвника із забарвленої клітини в клітину незабарв-
лену, внаслідок чого неможливо сокультивування
різних клітинних ліній зі здійсненням контролю за
забарвленими клітинами.

В основу корисної моделі поставлена задача
створити такий спосіб мічення клітин при довго-
строковому культивуванні, в якому б, шляхом за-
міни зонду, забезпечувалась можливість здійснен-
ня довгострокового сокультивування забарвлених
та незабарвлених культур клітин.

Ця задача вирішується тим,  що в способі мі-
чення клітин при довгостроковому культивуванні,
що включає застосування зонду карбоцианінового
ряду, згідно з корисною моделлю як такий зонд
використовують зонд JC-1.

Цей зонд має хімічну формулу 5,6-діхлор-2-
[(Е)-3-(5,6-діхлор-1,3-діетіл-2,3-дігідро-1Н-
бензоімідазолиден-2)-1-пропеніл]-1,3-діетил-3Н-
бензоімідазолил-1 йодид і використовується для
вимірювання мітохондріального мембранного по-
тенціалу клітин [3].

При використанні зонду JC-1 виключається
перехід барвника із клітини в клітину, що дає мож-
ливість використання його для контролю поведінки
окремих клітин в культурі при сокультивуванні різ-
них клітинних ліній.

Спосіб здійснюють таким чином.
Клітини інкубують з розчином зонду JC-1 в кін-

цевій концентрації 10-5моль/л протягом 15 хвилин
з подальшим відмиванням. Після відмивання су-
спензію клітин довгостроково культивують сумісно
з клітинною лінією,  що не забарвлена,  у вигляді
моношарових культур. Культивування проводять з
використанням стандартних умов культивування з
подальшою ідентифікацією клітин методами люмі-
несцентної мікроскопії. У випадку проведення екс-
периментів in vivo можливе нанесення забарвле-
них клітин на експериментальну рану у
лабораторних тварин.

Приклад 1. Використовували 1х106 клітин дип-
лоїдної лінії фібробластів людини.  Суспензію клі-
тин фібробластів людини інкубували з розчином
зонду JC-1 в кінцевій концентрації 10-5моль/л про-
тягом 15 хвилин. Після цього барвник, що не зв'я-
зався, видаляли шляхом однократного центрифу-
гування з додаванням розчину Хенкса (Sigma) 1:9.
Забарвлені зондом клітини культивували при 37°С
і 5%-ному вмісті СO2. Клітини культивували суміс-
но з клітинною лінією нирки свині,  що перевива-
ється (СПЕВ)  в середовищі Ігла ДМЕМ (Sigma)  з
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додаванням 10% FCS (HyClone). Термін культиву-
вання становив 5-10 днів, під час якого проходило
4-8 подвоєнь клітин. Оцінку наявності барвника в
клітинах проводили за допомогою конфокального
флуоресцентного мікроскопа Carl Zeiss, при збу-
дженні на 405нм або інвертованого флуоресцент-
ного мікроскопа Olympus IX71 з цифровою каме-
рою Olympus C-5060 при полосі збудження 450-
490нм.

На Фіг. 1, 2 показано, що при сумісному куль-
тивуванні клітин культури фібробластів, мічених
зондом JC-1, з незабарвленими клітинами СПЕВ
перехід барвника з мічених в немічені клітини не
відбувається. Це дає можливість здійснювати мо-
ніторінг окремої клітинної лінії

При сумісному культивуванні міченої культури
СПЕВ та неміченої культури фібробластів також

не спостерігається перехід зонду в немічені кліти-
ни (Фіг.3, 4).
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