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Mesenchymal stromal cells (MSCs) are widely used in regenerative medicine and cell engineering; however, 

conventional two-dimensional culture systems fail to reproduce the physiological microenvironment of cells and 

limit the preservation of their functional state.  

Objective. This study aimed to investigate the effect of gelatin concentration in the core of alginate core–shell 

capsules on the viability, metabolic activity and spatial organisation of human bone marrow-derived MSCs. 

Materials and Methods. Alginate core–shell capsules were fabricated using coaxial electrospraying with an al-

ginate shell and hydrogel core containing different gelatin concentrations (0, 2.5, 5 and 7.5% w/v). Rheological 

properties of the core and shell materials were analysed by rotational rheometry. Cell viability was assessed us-

ing Live/Dead fluorescence staining, metabolic activity by Alamar Blue assay, and spatial organisation by light 

and fluorescence microscopy. Capsules were cultured under physiological conditions for 17 days and subse-

quently transferred to ambient temperature storage. 

Results. All capsule formulations supported high MSC viability during long-term culture. However, the func-

tional state of the cells strongly depended on the core composition. Capsules containing 2.5% gelatin demon-

strated the most pronounced increase in metabolic activity and the formation of interconnected, network-like cel-

lular structures. Increasing gelatin concentration to 5–7.5% resulted in reduced metabolic activity and the for-

mation of compact cell aggregates. Following storage at ambient temperature (22 °C), metabolic activity de-

creased in all groups, whereas cell viability remained stable. 

Conclusions. Gelatin concentration within the capsule core is a key parameter regulating MSC functional be-

haviour in three-dimensional culture systems. Alginate core–shell capsules represent a promising platform for 

short-term storage and transportation of cells while maintaining their viability and structural organisation 

Keywords: mesenchymal stromal cells; alginate capsules; core–shell systems; gelatin; 3D cell culture; metabol-

ic activity; cell viability; cell encapsulation; ambient storage; tissue engineering 
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1. Вступ 

Мезенхімальні стромальні клітини (МСК) 

привертають значну увагу в галузі регенеративної 

медицини та тканинної інженерії завдяки своїй пара-

кринній активності, здатності стимулювати регене-

рацію тканин і ангіогенез, а також імуномодулюва-

льним властивостям, опосередкованим секрецією бі-

оактивних молекул, зокрема VEGF та TGF-β [1, 2]. 

МСК можуть бути ізольовані з різних тканинних 

джерел, зокрема кісткового мозку, жирової тканини, 

вартонового желе та пуповинної крові, і за відповід-

них умов здатні до диференціації в остеогенному, 

хондрогенному та адипогенному напрямках [3]. Су-

купність цих властивостей робить МСК цінним ін-

струментом для клітинних терапій і доклінічних до-

слідницьких моделей. 

Однак традиційне культивування МСК зазви-

чай здійснюється у двовимірних (2D) моношарових 

культурах, які не відтворюють складне тривимірне 

(3D) мікрооточення, притаманне фізіологічним умо-

вам in vivo. За тривалого пасажування в 2D-культурі 

клітини втрачають ознаки стовбуровості, демон-

струють змінену морфологію та знижену паракринну 

активність [4]. Це зумовило зростаючий інтерес до 

розробки сучасних 3D-систем культивування, здат-

них імітувати позаклітинний матрикс і забезпечувати 

більш фізіологічно релевантні умови для клітин [5]. 

Серед різних підходів до 3D-культивування, 

особливо перспективною, вважається інкапсуляція 

клітин у гідрогелеві матриці [6]. Гідрогелі формують 

високо гідратоване, біосумісне середовище, яке 

сприяє дифузії поживних речовин і кисню та водно-
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час забезпечує механічний захист клітин [7, 8]. Аль-

гінат - природний полісахарид, отриманий з бурих 

водоростей, – є одним із найпоширеніших біоматері-

алів для клітинної інкапсуляції завдяки своїй біосу-

місності, м’якому гелеутворенню за участі двовален-

тних катіонів і можливості регулювання фізичних 

властивостей [9, 10]. Альгінатний гідрогель є неіму-

ногенним та може зшиватись у вигляді волокон або 

капсул, що робить його придатним для широкого 

спектра біомедичних застосувань [11–14]. 

Водночас у випадку подовженого культиву-

вання та транспортування за АТ важливо забезпечити 

контроль масопереносу та стабільність гелю. Для 

стандартних альгінатних мікросфер існує залежність 

дифузійних і механічних характеристик від розміру 

АМС, умов гелеутворення та ступеня зшивання [15–

17]. Тому було запропоновано керованіші архітекту-

ри, зокрема системи типу «ядро-оболонка» [18], важ-

ливим практичним аспектом котрих, є можливість 

короткострокового амбієнтного зберігання та транс-

портування інкапсульованих клітин. Для таких сце-

наріїв необхідно забезпечити стабільність геометрії 

капсул, збереження механічних властивостей за від-

сутності активного контролю середовища.  

У таких системах внутрішнє ядро створює біо-

сумісне середовище для клітин, забезпечуючи підтрим-

ку їх життєздатності та проліферації, тоді як зовнішня 

оболонка надає механічну стабільність і виконує функ-

цію селективного бар’єра для імунних клітин та макро-

молекул. АК типу «ядро-оболонка» дозволяють покра-

щити контроль дифузії, регулювати товщину, жорст-

кість і проникність оболонки відповідно до вимог конк-

ретного застосування, що розширює можливості вико-

ристання альгінату як матеріалу для іммобілізації клі-

тин [19]. У контексті культивування МСК такий підхід 

є особливо доцільним, оскільки він може сприяти фор-

муванню 3D-клітинних сфероідів, посиленню міжклі-

тинної взаємодії та відтворенню елементів природної 

тканинної організації [15, 16, 20]. 

Важливим аспектом функціонування інкапсу-

ляційних систем є поведінка розчинів для інкапсуля-

ції, яка безпосередньо впливає на технологічність 

процесу формування капсул. Реологічні дослідження 

альгінатних гелів надають ключову інформацію щодо 

в’язкості, тиксотропних властивостей і динаміки 

зшивання. Ці параметри визначають відтворюваність 

процесу капсулоутворення, а також якість мікроото-

чення інкапсульованих клітин. Забезпечення належ-

ної механічної стабільності за збереження біосуміс-

ності є критичною передумовою успішної інкапсуля-

ції МСК [21–23] . 

Таким чином, інкапсуляція МСК в АК типу 

«ядро-оболонка» є перспективною стратегією подо-

лання обмежень традиційних 2D-культур шляхом 

створення біоміметичного 3D-мікрооточення.  

Мета дослідження. Метою даного досліджен-

ня було отримання альгінатних капсул типу «ядро-

оболонка», а також оцінка життєздатності, метаболі-

чної активності та просторової організації інкапсу-

льованих МСК упродовж культивування та зберіган-

ня за АТ. Очікується, що отримані результати сприя-

тимуть оптимізації 3D-систем культивування МСК та 

розширенню їх застосування в регенеративній меди-

цині й тканинній інженерії. 

 

2. Матеріали та методи 

2. 1. Культивування мезенхімальних стро-

мальних клітин кісткового мозку людини 

Мезенхімальні стромальні клітини кісткового 

мозку людини (bmMSCs), характеризуються адгезією 

до пластику, фібробластоподібною морфологією та му-

льтипотентністю, зокрема здатністю до остеогенної, 

хондрогенної та адипогенної диференціації [24–26], на-

дані д-р Івонною Роджер (Clinic for Orthopedy, Hannover 

Medical School), були використані в даному дослі-

дженні. Дослідження проводили відповідно до чинного 

законодавства та інституційних етичних вимог. 

МСК розморожували та культивували в куль-

туральному середовищі (КС) Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (Bio&SELL GmbH, Нюрнберг, Німе-

ччина), доповненому 10% (v/v) Німеччина), 1% (v/v) 

пеніцилін-стрептоміцину (Sigma-Aldrich, США; кін-

цеві концентрації: 100 ОД/мл пеніциліну, 0,1 мг/мл 

стрептоміцину та 0,25 мкг/мл амфотерицину B), 1% 

L-глутаміну (Carl Roth GmbH, Карлсруе, Німеччина), 

25 мМ буфера HEPES (Bio&SELL GmbH, Нюрнберг, 

Німеччина) та 2 мкг/л рекомбінантного людського 

базального фактора росту фібробластів (FGF, 

PeproTech, США). 

Клітини культивували за температури 37°C у 

зволоженій атмосфері з 5% CO₂ в адгезивних культу-

ральних флаконах (TPP, Швейцарія). КС змінювали 

кожні 2-3 дні. За досягнення приблизно 80% конф-

люентності, клітини пересівали, зазвичай через 7 діб 

культивування. 

Для пасажування, клітини промивали 10 мл 

фосфатно-сольового буфера (PBS, Medicago), після 

чого трипсинізували 2 мл 0,05% розчину трипси-

ну/EDTA (Biochrom AG) протягом 5 хвилин за 37°C, 

5% CO₂. Реакцію трипсинізації зупиняли додаванням 

8 мл культурального середовища. Клітинну суспен-

зію переносили в центрифужні пробірки (Sarstedt, 

Німеччина) та центрифугували при 1000 об/хв протя-

гом 5 хвилин. Осад клітин ресуспендували в культу-

ральному середовищі та підраховували. 

Підрахунок клітин здійснювали за допомогою 

автоматичного лічильника Vi-Cell XR (Beckman 

Coulter, Німеччина) із використанням стандартних 

налаштувань для типу клітин bmMSCs: діапазон діа-

метра клітин 10-50 мкм, яскравість 90% і різкість 

120. Зазначені параметри застосовувалися у всіх екс-

периментах. 

 

2. 2. Підготовка альгінатних і желатинових 

розчинів для інкапсуляції клітин 

Розчин натрій-альгінату (Sigma-Aldrich, США, 

A2158-250G) концентрацією 2,5% (w/v) готували в 

стерильному буфері HEPES (154 мМ NaCl, 10 мМ 

HEPES, pH 7,4) з перемішуванням при 350 об/хв про-

тягом щонайменше 14 годин. 

Желатинові розчини з концентрацією 2,5–

12,5% (w/v) готували шляхом розчинення желатину в 

буфері HEPES при температурі 37°C, після чого роз-

чини фільтрували через серію фільтрів із різним роз- 
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міром пор: 0,65; 0,45 та 0,22 мкм. Усі розчини, що за-

стосовувалися в процесі електророзпилення, зберіга-

ли при 4°C у захищених від світла умовах та попере-

дньо нагрівали до 37°C безпосередньо перед викори-

станням. 

 

2. 3. Реологічні дослідження матеріалів ядра 

та оболонки 

Реологічні властивості альгінатних розчинів до-

сліджували за допомогою ротаційного реометра 

(NETZSCH, Німеччина), оснащеного конусно-

пластинчастою геометрією. Реєстрацію кривих течії 

проводили в діапазоні швидкостей зсуву 0,1-1000 с⁻¹ 

за АТ. Визначали в’язкість і зсувно-розріджувальну 

поведінку (shear-thinning), а отримані дані обробляли з 

використанням програмного забезпечення виробника. 

 

2. 4. Інкапсуляція bmMSCs в альгінатні ка-

псули типу «ядро-оболонка» та оптимізація пара-

метрів процесу 

АК типу «ядро-оболонка» виготовляли мето-

дом коаксіального електророзпилення з використан-

ням модифікованих описаних раніше методик [19]. 

Установка складалася з двоканального шприцевого 

насоса, з’єднаного з коаксіальною тупокінцевою гол-

кою з нержавіючої сталі (1,55 мм; 21G), високоволь-

тного генератора (10 кВ, 0,014 мА) та заземленої 

ванни для гелеутворення, що містила 100 мМ  

розчин CaCl₂. 

Швидкість подачі розчину оболонки (альгінат) 

варіювали в межах 20–40 мл/год, тоді як швидкість 

подачі розчину ядра (желатин або культуральне се-

редовище) – у межах 2,5–10 мл/год. Після формуван-

ня АК витримували у ванні з CaCl₂ протягом 30 хви-

лин для завершення процесу зшивання, після чого 

промивали та зберігали в буфері HEPES або культу-

ральному середовищі при 24 °C або 37 °C залежно 

від умов експерименту. 

Для інкапсуляції у АК структури «ядро-

оболонка», МСК ресуспендували в желатиновому ро-

зчині або культуральному середовищі з концентраці-

єю 0,5 × 10⁶ клітин/мл, які використовували як роз-

чин ядра. Усі процедури інкапсуляції проводили в 

асептичних умовах. 

Отримані АК переносили в культуральні чаш-

ки діаметром 150 мм (TPP, Швейцарія) та інкубували 

за стандартних умов. Живильне середовище зміню-

вали кожні 2–3 дні. Інкапсульовані клітини аналізу-

вали протягом 17 діб продовженого культивування, а 

також, додатково, протягом 7 діб зберігання за АТ 

(дні 0, 3, 5 і 7). 

 

2. 5. Оцінка життєздатності клітин 

Життєздатність клітин визначали за допомо-

гою флуориметричного тесту Live/Dead, який ґрунту-

ється на використанні флуоресцентних барвників для 

розрізнення життєздатних та некротичних клітин 

[27]. Найчастіше застосовуються комбінації барвни-

ків флуоресцеїндіацетат (FDA) з пропідій йодидом 

(PI) [27] або кальцеїн-AM з етідіум-гомодимером-1 

(EthD) [19]. 

У даному дослідженні для оцінки життєздатно-

сті використовували комбінацію барвників FDA та 

EthD. Для кожного зразка щонайменше три капсули 

обережно вилучали з культуральної чашки за допомо-

гою стерильної ложечки та переносили в окремі лунки 

96-лункової планшетки. АК двічі промивали фосфат-

но-сольовим буфером (ПБС) протягом 2 хвилин, після 

чого інкубували з розчином флуоресцентних барвни-

ків упродовж 20 хвилин при кімнатній температурі. 

Після інкубації барвниковий розчин видаляли, а кап-

сули знову двічі промивали ПБС по 2 хвилини. 

Усі маніпуляції проводили в умовах захисту 

від світла. Після фарбування АК переносили за до-

помогою пінцета в тримачі зразків і негайно аналізу-

вали за допомогою флуоресцентної мікроскопії. 

 

2. 6. Оцінка метаболічної активності клітин 

Метаболічну активність інкапсульованих МСК 

оцінювали з використанням тесту Alamar Blue 

(Thermo Fisher Scientific, США). АК переносили в  

24-лункові планшетки, що містили культуральне се-

редовище з додаванням 10% (v/v) реагенту Alamar 

Blue, та інкубували протягом 4 годин при 37 °C. 

Після інкубації надосадову рідину відбирали, а 

абсорбцію вимірювали при довжинах хвиль 570 та 

600 нм за допомогою спектрофотометра (BioTek 

Synergy HTX, Німеччина). Відсоток відновлення реа-

генту Alamar Blue розраховували відповідно до ін-

струкцій виробника. 

 

2. 7. Мікроскопія та аналіз просторової ор-

ганізації клітин 

АК досліджували за допомогою інвертованого 

фазово-контрастного мікроскопа (Axio Vert, Zeiss, 

Німеччина). Моніторинг просторової організації клі-

тин проводили за допомогою аналізу серії зображень 

з використанням програмного забезпечення ImageJ 

(Fiji) для оцінки розподілу клітин, формування клі-

тинних агрегатів і кластерів усередині капсул.  

 

2. 8. Статистичний аналіз 

Усі експерименти виконували щонайменше в 

трьох повторностях, якщо не зазначено інше. Резуль-

тати подано у вигляді середнього значення ± станда-

ртне відхилення (SD). Статистичну значущість ви-

значали з використанням t-критерію Стьюдента або 

однофакторного чи двофакторного дисперсійного 

аналізу (ANOVA) з пост-хок тестом Tukey’s, залежно 

від типу даних. Значення p < 0,05 вважали статисти-

чно значущим. 

 

3. Результати дослідження 

3. 1. Реологічні властивості матеріалів ядра 

та оболонки 

Реологічні дослідження показали, що всі дос-

ліджувані рідини ядра демонстрували зсувно-

розріджувальну (shear-thinning) поведінку, що прояв-

лялося зменшенням в’язкості зі зростанням швидкос-

ті зсуву. Зі збільшенням концентрації желатину спос-

терігалося зростання динамічної в’язкості: зокрема, 

для 12,5% (w/v) желатину вона становила 6,7 ±  

±2,4 мПа·с, тоді як для 2,5% (w/v) – 3,5 ± 0,6 мПа·с 

при швидкості зсуву 0,3 с⁻¹. 

Альгінатні розчини, що використовувалися 

для формування оболонки, характеризувалися суттє-
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во вищою в’язкістю (113–135 мПа·с) порівняно з рі-

динами ядра. Така різниця забезпечувала механічну 

стабільність оболонки під час електророзпилення та 

підтверджує визначальну роль альгінатної фази у фо-

рмуванні й стабілізації структури капсул типу «ядро-

оболонка» та дозволяє формування купсул з желати-

новим ядром до 12,5% (w/v) включно. 

 

3. 2. Формування капсул і морфологічні ха-

рактеристики 

Для оптимізації отримання капсул типу «ядро-

оболонка» було проведено двоетапне параметричне 

дослідження (рис. 1). Для капсул із КС у ядрі  

(0% желатину), стабільне формування досягалося за 

співвідношення щвидкостей потоків розчинів (ШП) 

ядра та оболонки 10:40 мл/год, відстані від сопла до 

ванни гелеутворення 5 см і напрузі 10 кВ, що забез-

печувало утворення сферичної альгінатної оболонки 

з чітко сформованим центральним ядром і мінімаль-

ною кількістю дефектів. 

Виходячи зі стандартного співвідношення 

ШП ядра до оболонки 1:4, подальші параметри пі-

дбирали з урахуванням в’язкості рідини ядра. Для 

альгінатних капсул із включенням желатину в ядро 

стабільне формування спостерігалося за концент-

рацій желатину в діапазоні 2,5–7,5% (w/v), тоді як 

вищі концентрації (≥10% w/v) призводили до час-

того руйнування капсул і втрати структури «ядро-

оболонка». 

Система оцінювання якості капсул показала, 

що процеси з використанням 2,5–7,5% (w/v) желати-

ну забезпечували високу якість капсул (7-8 балів  

з 10) та понад 80% інтактних структур, особливо за 

співвідношення витрат 1:4–1:8. Натомість за концен-

трацій желатину 10–12,5% (w/v) понад 50% капсул 

руйнувалися незалежно від обраних параметрів  

процесу. 

Попередні дослідження демонстрували мож-

ливість застосування вищих концентрацій желатину 

для формування капсул типу «ядро-оболонка» з ін-

шими типами клітин, зокрема клітинами MG-63  

[28, 29]. Однак такі системи реалізовувалися за від-

мінних температурних режимів і з урахуванням спе-

цифіки конкретних клітинних ліній. Відомо, що зі 

збільшенням концентрації полімеру прискорюється 

формування гелевої структури під час охолодження 

та суттєво зростає в’язкість розчину [30], що негати-

вно впливає на стабільність потоку при електророз-

пиленні. 

Оскільки суспензії життєздатних МСК можуть 

оброблятися виключно при фізіологічній температурі 

37°C, концентрації желатину понад 7,5% (w/v) ви-

явилися непридатними для капсул із клітинним нава-

нтаженням через погіршення стабільності процесу та 

зростання частоти руйнування капсул. Таким чином, 

концентрації желатину 2,5–7,5% (w/v) забезпечують 

оптимальний баланс між стабільністю процесу, відт-

ворюваністю та якістю капсул. 

Для подальших експериментів з інкапсуляцією 

клітин було обрано концентрації желатину 0%, 2,5%, 

5% та 7,5% (w/v), які позначено на рисунку 1 синіми 

рамками. 

 

 

 
Рис. 1. Двофакторне оцінювання параметрів процесу інкапсуляції для оцінки якості капсул. Найбільш придатні 

комбінації параметрів обведено синім кольором 

 

Просторова організація інкапсульованих клі-

тин. Аналіз просторової організації МСК у складі 

капсул проводили на 14-ту добу культивування. Мік-

роскопічний аналіз виявив чітку залежність просто-

рової організації МСК від концентрації желатину в 

ядрі капсул. У капсулах з КС (0% желатину) на 14-у 

добу культивування клітини були неровномірно роз-

поділені по об’єму ядра; деякі клітини адгезували і 

розпластувались на поверхні альгінатної оболонки, а 

деякі скупчуючись на дні ядра АК та формували вза-

ємопов’язані, тканиноподібні структури (рис. 2, а). 

Для капсул із 2,5% (w/v) желатину були ха-

рактерні дві морфологічні форми організації МСК: 

витягнуті клітини, що формували міжклітинні кон-

такти та мережеподібні структури вздовж внутрі-

шньої поверхні оболонки, а також невеликі муль-

тиклітинні агрегати, розташовані в об’ємі ядра 

(рис. 2, б).  

Така просторова організація свідчить про ак-

тивну міжклітинну взаємодію та часткове ремоделю-

вання гідрогелевого мікрооточення за наявності об-

меженої кількості адгезивних сигналів.  
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а                                                                                  б 

Рис. 2. Просторовий розподіл і життєздатність мезенхімальних стромальних клітин у капсулах типу «ядро-

оболонка» на 14-ту добу культивування: а – альгінатні капсули з культуральним середовищем у ядрі (0% w/v); 

б – АК з включенням 2,5% (w/v) желатину в ядро. АК пофарбовано барвниками FDA/EthD та візуалізовано за 

допомогою флуоресцентної мікроскопії. Життєздатні клітини позначено зеленим кольором (FDA), нежиттєзда-

тні – червоним (EthD). У капсулах із культуральним середовищем у ядрі (0%) клітини були нерівномірно роз-

поділені вздовж внутрішньої поверхні ядра, з переважним накопиченням у нижній частині капсули, та форму-

вали взаємопов’язані, тканиноподібні структури. У капсулах із 2,5% (w/v) желатину клітини рівномірніше роз-

поділялися по міжфазовій поверхні оболонки та утворювали мережеподібні структури з міжклітинними контак-

тами, а також невеликі мультиклітинні агрегати в об’ємі ядра 

 

Натомість у капсулах із підвищеним вмістом 

желатину (5–7,5% w/v, рис.3.) клітини переважно фо-

рмували компактні агрегати, локалізовані поблизу 

межі «оболонка-ядро», тоді як центральна частина 

ядра залишалася майже вільною від клітин. Такий 

розподіл може свідчити про витіснення клітин із то-

вщі ядра за рахунок підвищеної щільності матриксу 

та обмеженої рухливості клітин.  

У найбільших агрегатах виявлялися пооди-

нокі некротичні клітини, що вказує на локальні 

дифузійні обмеження в умовах підвищеної щільно-

сті желатину. 

 

     
а                                                                                  б 

Рис. 3. Просторовий розподіл і життєздатність мезенхімальних стромальних клітин у альгінатних капсулах типу 

«ядро-оболонка» з включенням желатину в ядро на 14-ту добу культивування: a – АК з 5% (w/v) желатину; б – 

АК з 7,5% (w/v) желатину. АК пофарбовано барвниками FDA (зеленим позначено життєздатні клітини) та EthD 

(червоним - нежиттєздатні клітини) та візуалізовано за допомогою флуоресцентної мікроскопії. У капсулах із 

5% желатину клітини формували мультиклітинні агрегати, розташовані як у межах ядра, так і поблизу міжфа-

зової поверхні «оболонка-ядро». Натомість у капсулах із 7,5% желатину клітини переважно утворювали компа-

ктні агрегати, локалізовані біля межі «оболонка-ядро», тоді як центральна частина ядра залишалася майже віль-

ною від клітин 

 

3. 3. Життєздатність інкапсульованих МСК 

Інкапсульовані МСК в АК типу «ядро-

оболонка», культивували за стандартних фізіологіч-

них умов (37°C, 5% CO₂, зволожена атмосфера) до 

17-ї доби включно. Упродовж цього періоду життєзда-

тність клітин демонструвала чітку залежність від кон-

центрації желатину та часу культивування в ядрі кап-

сул та тривалості культивування (рис. 4, ліва панель).  

У капсулах з КС (0% желатину) життєздат-

ність МСК залишалася високою та відносно стабіль-

ною протягом усього періоду культивування до  

17-ї доби, з середніми значеннями переважно понад 
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90%. Подібна тенденція спостерігалася і в капсулах із 

2,5% (w/v) желатину. 

У капсулах із 5% (w/v) желатину фіксувалося 

поступове зниження життєздатності, яке починалося 

з 7-ї доби культивування та посилювалося на 10- 

14-ту добу. Для капсул із 7,5% (w/v) желатину харак-

терною була нелінійна динаміка життєздатності, що 

включала зниження показників на середніх часових 

точках із подальшим частковим підвищенням на піз-

ніших етапах культивування. 

Двохфакторний дисперсійний аналіз (two-way 

ANOVA) виявив статистично значущий вплив часу 

культивування на життєздатність МСК (p < 0,0001), а 

також значущий вплив концентрації желатину в ядрі 

капсул (p < 0,0001). Крім того, було зафіксовано зна-

чущу взаємодію між факторами «час» і «концентра-

ція желатину» (p < 0,0001), що свідчить про різну ди-

наміку змін життєздатності клітин залежно від скла-

ду ядра капсул. Post hoc аналіз за Тьюкі показав ста-

тистично значущі відмінності між окремими групами 

концентрацій желатину на визначених часових точ-

ках. Зокрема, на 10-ту добу культивування життєзда-

тність клітин у капсулах із 0% желатину була досто-

вірно вищою порівняно з капсулами із 5% желатину 

(p = 0,0366). 

На 14-ту добу культивування виявлено статис-

тично значуще зниження життєздатності клітин у ка-

псулах із 5% желатину порівняно з 2,5% желатину  

(p < 0,0001).  У межах групи 5% желатину життєзда-

тність клітин достовірно знижувалася між 10-ю та 14-

ю добами культивування (p = 0,0380), з подальшим 

частковим підвищенням до 17-ї доби (p = 0,0017). 

Для капсул із 7,5% желатину також фіксували-

ся статистично значущі відмінності порівняно з гру-

пами 0% та 2,5% желатину на середніх і пізніх часо-

вих точках культивування (p < 0,05), що узгоджуєть-

ся з вираженою нелінійною динамікою життєздатно-

сті в цій групі. 

 

 
Рис. 4. Життєздатність мезенхімальних стромальних клітин у альгінатних капсулах типу «ядро-оболонка » під 

час культивування та АТ. Ліва панель – життєздатність клітин (%) упродовж культивування за фізіологічних 

умов (37°C, 5% CO₂) до 17-ї доби включно. 

 

 

Права панель – життєздатність клітин (%) під 

час зберігання капсул за амбієнтної температури 

(22°C) в закритих контейнерах протягом 0-7 діб після 

17-ї доби культивування.  

Показано середні значення ± стандартне від-

хилення (n = 6, N = 2) для капсул із різною концент-

рацією желатину в ядрі: 0%, 2,5%, 5% та 7,5% (w/v). 

Статистичний аналіз виконано за допомогою 

двохфакторного дисперсійного аналізу (two-way 

ANOVA) з post hoc тестом Тьюкі. Статистично зна-

чущі відмінності позначено: *p < 0,05; **p < 0,01;  

***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

Після 17-ї доби культивування за фізіологічних 

умов АК з інкапсульованими МСК було переведено на 

зберігання за амбієнтної температури в закритих кон-

тейнерах, після чого життєздатність клітин оцінювали 

через 0, 3 та 7 діб (рис. 4, права панель). 

На початку амбієнтного зберігання (0 доба) 

життєздатність клітин у капсулах з КС (0%) та з 2,5% 

(w/v) желатину становила в середньому 93-98%, тоді 

як у капсулах із 5% і 7,5% (w/v) желатину відповідні 

значення були нижчими та складали близько 85–90% 

і 65–70% відповідно. Через 3 доби зберігання життє-

здатність клітин у капсулах 0% і 2,5% желатину зни- 
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жувалася до приблизно 90–92% та 85–88% відповід-

но. Натомість у капсулах із 5% і 7,5% (w/v) желатину 

показники життєздатності зменшувалися більш сут-

тєво та становили близько 75–80% і 55–65%. 

На 7–му добу амбієнтного зберігання життєздат-

ність клітин у капсулах без желатину (0%) залишалася 

на рівні близько 90%, у капсулах із 2,5% (w/v) желатину 

– 80–85%, тоді як у капсулах із 5% і 7,5% (w/v) желати-

ну вона знижувалася до приблизно 60–65% і 70–75% 

відповідно. Виявлені відмінності між групами з низь-

ким (0–2,5%) та високим (5–7,5%) вмістом желатину 

були статистично значущими (p < 0,05). 

 

3. 4. Метаболічна активність інкапсульова-

них МСК 

Метаболічну активність інкапсульованих ме-

зенхімальних стромальних клітин оцінювали за до-

помогою тесту Alamar Blue; усі значення було  

нормалізовано до 1-ї доби культивування (День  

1 = 100%) (рис. 5). 

 

 
Рис. 5. Метаболічна активність мезенхімальних стромальних клітин, інкапсульованих в альгінатні капсули типу 

«ядро-оболонка», під час культивування та зберігання за АТ. Метаболічну активність оцінювали за допомогою 

тесту Alamar Blue. Усі значення нормалізовано до 1-ї доби культивування (День 1 = 100%). До 17-ї доби включ-

но АК культивували за фізіологічних умов; після цього зразки переводили на зберігання за амбієнтної темпера-

тури. Дані наведено як середнє значення ± стандартне відхилення (n = 3). Статистичний аналіз виконано за до-

помогою двофакторного дисперсійного аналізу (two-way ANOVA) з post hoc тестом Тьюкі; на графіку позначе-

но лише відмінності з рівнем значущості **p ≤ 0,01, ***p < 0.01, ****p < 0.0001 

 

У капсулах з КС (0% желатину) спостерігалося 

виражене, часозалежне зростання метаболічної акти-

вності, яка підвищувалася з 176,5 ± 12,2% на 3-ю до-

бу та 181,6 ± 19,7% на 7-му добу до 280,5 ± 32,7% на 

10-ту добу і 466,5 ± 36,7% на 14-ту добу, досягаючи 

максимуму 749,3 ± 55,8% на 17-ту добу культивуван-

ня. У капсулах із 2,5% желатину також відмічали 

зростання метаболічної активності, однак менш ви-

ражене порівняно з 0%: 148,2 ± 7,7% (3-тя доба), 

183,0 ± 3,6% (7-ма доба), 182,8 ± 19,2% (10-та доба), 

263,0 ± 4,0% (14-та доба) та 551,1 ± 27,9% на 17-ту 

добу культивування. 

На відміну від цього, у капсулах із 5% желати-

ну метаболічна активність на ранніх часових точках 

була нижчою за базовий рівень і становила 84,3 ±  

± 1,8% на 3-тю добу та 77,7 ± 3,9% на 7-му добу, з 

подальшим підвищенням до 121,3 ± 15,0% (10-та до-

ба), 118,8 ± 2,1% (14-та доба) і 137,6 ± 11,2% на 17-ту 

добу. У капсулах із 7,5% желатину спостерігалося 

найбільш виражене зниження метаболічної активнос-

ті відносно початкового рівня: 89,3 ± 4,0% (3-тя до-

ба), 51,5 ± 2,3% (7-ма доба) та 46,6 ± 0,6% (10-та до-

ба), з частковим відновленням до 73,4 ± 2,1% на  

14-ту добу та 79,5 ± 0,2% на 17-ту добу культивування.  

Після 17-ї доби культивування АК з інкапсу-

льованими МСК переводили на зберігання за амбієн-

тної температури; метаболічну активність оцінювали 

на 0, 3 та 7-му добу зберігання, зберігаючи нормалі-
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зацію до 1-ї доби культивування (День 1 = 100%) 

(рис. 5). У капсулах з КС (0%) метаболічна актив-

ність під час амбієнтного зберігання знижувалася з 

749,3 ± 55,8% (0-та доба АТ) до 527,1 ± 62,8% на  

3-тю добу та 237,3 ± 25,1% на 7-му добу. У капсулах 

із 2,5% желатину відповідні значення становили 

551,1 ± 27,9%, 496,3 ± 32,6% та 373,9 ± 4,0% на 0, 3 

та 7-му добу амбієнтного зберігання відповідно. У 

капсулах із 5% желатину метаболічна активність 

зменшувалася з 137,6 ± 11,2% на початку амбієнтно-

го зберігання до 93,5 ± 4,8% на 3-тю добу та 70,5 ± 

 ±0,8% на 7-му добу. Для капсул із 7,5% желатину 

метаболічна активність залишалася відносно стабіль-

ною протягом усього періоду амбієнтного зберігання 

і становила 79,5 ± 0,2%, 81,1 ± 5,9% та 86,8 ± 6,4% на 

0,3 та 7-му добу відповідно. 

 

4. Обговорення результатів дослідження 

У роботі було досліджено вплив концентрації 

желатину в ядрі альгінатних капсул типу «ядро-

оболонка» на життєздатність, метаболічну активність 

та просторову організацію МСК під час тривалого 

культивування та подальшого зберігання за амбієнт-

ної температури. Отримані результати демонструють, 

що склад гідрогелевого ядра є ключовим чинником, 

який визначає як функціональний стан клітин, так і їх 

морфологічну організацію в 3D-мікрооточенні. 

Динаміка життєздатності інкапсульованих 

МСК істотно залежала від концентрації желатину в 

ядрі. У капсулах без додавання желатину (0%) та з 

низькою його концентрацією (2,5% w/v) мезенхіма-

льні стромальні клітини демонстрували стабільно ви-

соку життєздатність протягом усього періоду культи-

вування. В обох варіантах відсоток життєздатних 

клітин залишався на рівні понад 80–90% без різко 

виражених спадів, що свідчить про сприятливі умови 

для виживання МСК у таких системах. Водночас в 

капсулах із 5% желатину спостерігалося поступове 

зниження життєздатності, тоді як для 7,5% характер-

ною була нелінійна динаміка з тимчасовим спадом і 

подальшою стабілізацією життєздатності. Більше то-

го, цей ефект не супроводжувався зростанням мета-

болічної активності, яка залишалася низькою для да-

ної групи. Така невідповідність між показниками 

життєздатності та функціональної активності свід-

чить про те, що підвищення частки життєздатних 

клітин не відображає покращення їх функціонально-

го стану та, ймовірно, зумовлене лізисом [31, 32] 

менш стійких клітин на ранніх етапах культивування 

з подальшим збереженням обмеженої субпопуляції 

клітин із зниженою метаболічною активністю [28]. У 

капсулах без желатину та з 2,5% желатину метаболі-

чна активність МСК зростала з часом, що вказує на 

активну адаптацію клітин до 3D-середовища та фор-

мування метаболічно активних клітинних структур. 

Натомість у капсулах із 5% желатину метаболічна 

активність на ранніх термінах культивування була 

нижчою за базовий рівень, а подальше зростання за-

лишалося обмеженим. 

Поєднання даних щодо життєздатності та 

метаболічної активності вказує на те, що високі 

концентрації желатину створюють мікрооточення, 

яке підтримує виживання лише обмеженої субпо-

пуляції клітин із низькою метаболічною активніс-

тю. Ймовірно, це пов’язано з підвищеною щільніс-

тю гідрогелю, що обмежує дифузію кисню та по-

живних речовин, а також знижує клітинну мігра-

цію та ремоделювання матриксу. Подібні ефекти 

описані й іншими авторами для щільних гідрогеле-

вих систем, де зростання механічної жорсткості 

супроводжується зменшенням метаболічної актив-

ності та проліферації МСК, навіть за збереження 

високої життєздатності [33]. Під час зберігання за 

амбієнтної температури в усіх групах спостеріга-

лося зниження метаболічної активності, що є очі-

куваним з огляду на відсутність контрольованих 

умов температури та газообміну. Важливо, що на-

віть за таких умов АК з низьким або помірним вмі-

стом желатину зберігали метаболічну активність 

на рівні, вищому або порівнянному з базовим, що 

підкреслює потенціал альгінатних капсул як сис-

теми для короткочасного нефризингового збері-

гання клітинних конструкцій.  

Аналіз просторової організації клітин додатко-

во підтверджує роль мікрооточення як регулятора 

клітинної поведінки. У капсулах без желатину та з 

2,5% (w/v) желатину мезенхімальні стромальні клі-

тини формували розгалужені, мережеподібні струк-

тури та численні міжклітинні контакти вздовж внут-

рішньої поверхні оболонки, що свідчить про активну 

клітинно-клітинну взаємодію та самоорганізацію в 

3D-середовищі. Натомість у капсулах із підвищеним 

вмістом желатину клітини переважно утворювали 

компактні агрегати поблизу межі «ядро-оболонка», а 

в найбільш щільних системах спостерігалися ознаки 

локальних дифузійних обмежень. 

Слід зазначити, що альгінат є біологічно інер-

тним полімером і не містить специфічних адгезивних 

мотивів для інтегринової взаємодії клітин з матрик-

сом [34]. Відповідно, спостережувана витягнута 

морфологія клітин і формування мережеподібних 

структур у капсулах з 0% і 2,5% желатину не можуть 

бути пояснені прямою клітинно-матриксною адгезі-

єю. Ймовірно, така організація клітин зумовлена 

комбінованою дією розчинних факторів середовища 

та клітинно-клітинних контактів. 

Слід зазначити, що в роботі як стандартний 

компонент середовища для культивування МСК кіст-

кового мозку використовувався базальний фактор 

росту фібробластів (FGF-basic), відомий своєю здат-

ністю стимулювати проліферацію, клітинну міграцію 

та формування міжклітинних взаємодій [25]. У відсу-

тності адгезивних сигналів з боку матриксу FGF-

basic міг виступати ключовим регулятором клітинної 

активності [35], сприяючи формуванню витягнутої 

морфології та мережеподібних структур за рахунок 

посилення клітинно-клітинної комунікації та колек-

тивної міграції клітин [24]. 

Таким чином, просторову організацію МСК у 

капсулах з низьким або відсутнім вмістом желатину 

слід розглядати як результат взаємодії між фізични-

ми властивостями інертного альгінатного матриксу 

та дією ростових факторів середовища, а не як наслі-

док прямої клітинно-матриксної адгезії. 

Загалом отримані результати демонструють, 

що фізико-хімічні властивості гідрогелевого ядра є 
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визначальними для функціонального стану та прос-

торової організації мезенхімальних стромальних клі-

тин у капсулах типу «ядро-оболонка» [36]. Отримані 

дані добре узгоджуються з літературними відомостя-

ми, які вказують, що жорсткість і склад гідрогелевого 

матриксу істотно впливають на морфологію, агрегат-

ну поведінку та метаболічний стан МСК у тривимір-

них системах культивування [37]. Водночас слід за-

значити, що більшість попередніх досліджень із ви-

користанням желатину виконувалися на інших типах 

клітин, зокрема остеобластоподібних лініях, для яких 

колаген або желатин є природним компонентом по-

заклітинного матриксу [38]. У цьому контексті ре-

зультати, отримані в даній роботі, розширюють уяв-

лення про роль желатину саме в системах тривимір-

ного культивування МСК кісткового мозку. 

Обмеження дослідження. Слід зазначити, що 

дослідження має певні обмеження. Робота виконана в 

умовах in vitro, а оцінка функціонального стану МСК 

обмежувалася показниками життєздатності та мета-

болічної активності без аналізу диференціаційного 

потенціалу чи секреторного профілю. Крім того, не 

проводилося пряме визначення дифузійних характе-

ристик капсул, що може впливати на інтерпретацію 

отриманих результатів. 

Перспективи подальших досліджень. Пода-

льші дослідження доцільно спрямувати на розширену 

характеристику функціонального стану МСК, зокре-

ма аналіз їх секреторної активності та диференціа-

ційного потенціалу, а також на вивчення масопере-

носу в капсулах і його ролі у формуванні клітинної 

поведінки. Перспективним є також дослідження 

впливу контрольованих умов зберігання та перевірка 

ефективності системи в in vivo моделях. 

 

5. Висновки 

Показано, що альгінатні капсули типу «ядро-

оболонка» забезпечують біосумісне тривимірне мік-

рооточення для мезенхімальних стромальних клітин 

кісткового мозку та дозволяють підтримувати їх висо-

ку життєздатність під час тривалого культивування. 

Реологічні властивості матеріалів ядра й оболо-

нки суттєво впливають на процес формування капсул: 

зсувно-розріджувальна поведінка альгінату забезпечує 

стабільність оболонки, тоді як підвищення в’язкості 

ядра обмежує відтворюваність структури капсул. 

Встановлено, що концентрація желатину в ядрі 

капсул визначає функціональний стан інкапсульова-

них МСК, зокрема рівень їх метаболічної активності 

та характер адаптації до тривимірного середовища. 

Найбільш сприятливі умови для збереження 

життєздатності, високої метаболічної активності та 

фізіологічної просторової організації МСК забезпе-

чує використання 2,5% (w/v) желатину в ядрі капсул. 

Підвищені концентрації желатину (5–7,5% 

w/v) супроводжуються зниженням метаболічної ак-

тивності клітин, незважаючи на відносно стабільні 

показники життєздатності, що свідчить про форму-

вання менш сприятливого клітинного мікрооточення. 

Інкапсуляція МСК в альгінатні капсули типа 

«ядро-оболонка» з низкою концентрацією желатину 

або в його відсутності у ядрі підтримує життєздатність 

клітин при зберіганні за амбієнтних температур. 

Отримані результати доповнюють наявні дані 

щодо ролі желатину в тривимірних системах культи-

вування та можуть бути використані для оптимізації 

3D-культур МСК у дослідженнях кріобіології та клі-

тинної інженерії. 

 

Конфлікт інтересів 

Автори декларують, що не мають конфлікту 

інтересів стосовно даного дослідження, в тому числі 
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