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Питання міграційного потенціалу та пластичності різних типів 
стовбурових клітин продовжують викликати значний інтерес у до-
слідників в аспекті покращення регенераторних властивостей клі-
тинних та тканинних трансплантатів [1]. В першу чергу, дослідження 
в цій області стосувались області трансплантації кісткового мозку, 
яка вже тривалий час застосовується в клініці [2, 3]. Можливість мі-
грації клітин гемопоетичного ряду між нішами та їх трансдиферен-
ціювання в клітини похідні інших зародкових листків залишаються 
предметом постійних дискусій науковців.

Особливе зацікавлення викликають механізми залучення гемо-
поетичних стовбурових клітин в репарацію пошкоджень нервової 

тканини. В експериментах на тваринах та за результатами ретроспек-
тивного аналізу деяких клінічних досліджень у реципієнтів кісткового 
мозку була продемонстрована не лише присутність донорських клі-
тин в ділянках пошкодження головного мозку, а й експресія ними 
ряду маркерів, характерних для нейронів та нейроглії [4-8]. В цих ро-
ботах висловлюється припущення, що трансплантовані клітини по-
трапляють з кровотоком до ішемізованих ділянок і диференціюють-
ся там за нейральним типом. Проте є й дослідження з протилежни-
ми результатами, які ставлять під сумнів такі висновки, а можливість 
фузії донорських клітин з клітинами реципієнта теж залишається ак-
туальною [9].

РЕЗЮМЕ

Вивчення міграційного та диференціювального потенціалу різних типів стовбурових клітин залишається актуальним завданням 
для клітинної біології та регенеративної медицини. МЕТОЮ дослідження стала оцінка здатності трансплантованих гемопоетичних 
стовбурових клітин (ГСК) фетальної печінки мишей мігрувати в зону ішемічного пошкодження гіпокампа при субокципітальному ін-
травентрикулярному введенні та оцінка можливості їх диференціювання за нейральним шляхом в ранні строки після трансплантації.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ. Мишам лінії FVB-wt моделювали ішемічне пошкодження гіпокампа та через 24 год. субокципітально тран-
сплантували ГСК фетальної печінки плодів мишей лінії FVB-Cg-Tg(GFPU)5Nagy/J (трансгенні по GFP). Сортування фракції Lin-Sca-1+c-
kit+ ГСК проводили методом проточної цитометрії. Через 7 та 14 діб проводили імуногістохімічне дослідження зрізів головного мозку 
на експресію маркерів GFP, NeuN та GFAP.

РЕЗУЛЬТАТИ. Встановлено, що на 7-му добу після трансплантації введені клітини проникали на глибину до 100 мкм від стінки 3-го 
шлуночка, а на 14-ту добу поодинокі трансплантовані клітини локалізувались в ішемізованій СА1 зоні гіпокампа. Введені клітини мали 
округлу форму і не експресували маркери NeuN та GFAP. У піддослідних тварин в СА1 зоні гіпокампа зберігались ознаки реактивного 
астрогліозу та загибель нейронів, аналогічні показникам контрольної групи.

ВИСНОВКИ. Трансплантовані Lin-Sca-1+c-kit+ ГСК фетальної печінки мишей здатні виживати та мігрувати в зону ішемічного пошко-
дження гіпокампа, але можливість їх диференціювання за нейрональним або астроцитарним типом в строк до 14 діб не підтверджена.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: гемопоетичні стовбурові клітини; фетальна печінка; ішемічне пошкодження гіпокампа

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ: КОРОТКІ ПОВІДОМЛЕННЯ



145 

www.transplantology.org 

Клітинна та органна трансплантологія    Том 2, № 2, листопад 2014

Тому при аналізі представлених авторами даних необхідно вра-
ховувати багато факторів, в тому числі джерело, методи отриман-
ня, підготовки та спосіб введення клітинного трансплантату. Зокре-
ма, від джерела стовбурових клітин може залежати ступінь їх зрілос-
ті та, відповідно, потенціал міграції та диференціювання. Присутність 
серед трансплантованих мононуклеарних клітин кісткового мозку 
фракції мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин не до-
зволяє достовірно говорити про здатність до трансдиференціювання 
власне гемопоетичних клітин.

Для характеристики гемопоетичних стовбурових клітин у мишей 
прийнято ряд імунофенотипічних ознак, що дозволяють ідентифіку-
вати популяцію так званих LSK-клітин, які експресують антиген стов-
бурових клітин Sca-1 та рецептор фактора росту стовбурових клітин 
c-kit, не експресуючи при цьому маркери лінійності Lin (CD45R/220, 
CD3, CD11b, TER-119, Ly6C/G) [10]. Трансплантація сортованих Lin-

Sca-1+c-kit+ клітин дозволяє оцінити в експерименті міграційний та 
диференціювальний потенціал саме стовбурових клітин гемопоетич-
ного ряду.

Метою дослідження була оцінка здатності гемопоетичних стов-
бурових клітин фетальної печінки мишей до міграції в зону іше-
мічного пошкодження гіпокампа при субокципітальному інтравен-
трикулярному введенні та оцінка можливості їх диференціювання 
за нейральним шляхом в ранні строки після трансплантації.

Експерименти проведено на самцях мишей лінії FVB-wt («дикий» 
тип) віком 3 міс. та FVB-Cg-Tg(GFPU)5Nagy/J (трансгенні по гену зеле-
ного флуоресцентного білка – GFP) з розплідника ДУ «Інститут гене-
тичної та регенеративної медицини НАМН», які отримували стандарт-
ний раціон харчування та мали вільний доступ до води. Всі роботи 
з експериментальними тваринами проводились з дотриманням ви-
мог статті 26 Закону України «Про захист тварин від жорстокого по-
водження» (від 21.02.2006 р.), «Європейської конвенції по захисту 
хребетних тварин, які використовуються з експериментальною та ін-
шою науковою метою» (Страсбург, 1986 р.), а також з дотриманням 
усіх принципів біоетики та норм біологічної безпеки.

Джерелом фетальних ГСК була печінка плодів мишей лінії FVB-
Cg-Tg(GFPU)5Nagy/J 12,5 дня гестаційного періоду. Вагітні самки під-
лягали евтаназії методом цервікальної дислокації під ефірним нар-
козом. В стерильних умовах виділяли плоди з матки та препарува-
ли фетальну печінку, яку подрібнювали в середовищі RPMI-1640 
(Sigma, США) шляхом пропускання через голки зменшуваного діа-
метру. Фракцію мононуклеарних клітин, що містить ГСК, виділяли 
шляхом центрифугування протягом 15 хв при 380 g та температурі 
+4 0С на градієнті щільності Ficoll-Paque (Sigma, США) з питомою 
щільністю 1,077 г/см3 та відмивали в поживному середовищі RPMI-
1640. Субпопуляцію Lin-Sca-1+c-kit+ клітин виділяли методом про-
точної цитометрії з використанням лінійної панелі Lineage Panel з 
5 моноклональних антитіл (CD3е, CD11b, CD45R/B220, Gr1, Ly-76), 
кон’югованих з PerCP-Cy5.5; anti-Sca-1 (PE-Cy7) та anti-c-kit (АРС-
Cy7) антитіл (усі – Becton Dickinson, США). Для сортування монону-
клеарні клітин доводили до концентрації 2·107 клітин/мл, додавали 
антитіла в робочій концентрації 0,5 мкг на 106 клітин та інкубували 
протягом 30 хвилин при температурі +4 0С. Після двократного від-
мивання в середовищі RPMI-1640 суспензію пропускали через клі-
тинні фільтри з діаметром пор 70 мкм і доводили до концентрації 
5·106 клітин/мл. Сортування популяції LSK клітин проводили в асеп-
тичних умовах на лазерному проточному цитофлуориметрі-сортері 
BD FACSAria (Becton Dickinson, США) за допомогою програмного за-
безпечення FACS Diva 6.1.2. Відносний вміст життєздатних клітин, 
який визначали за рівнем проникнення в клітини з пошкодженою 
мембраною 7-аміноактиноміцину (7-AAD), після сортування стано-
вив 88,5 ± 3,8%.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Ішемічний інсульт у мишей лінії FVB wt (n = 4) моделювали шля-
хом 20-хвилинної оклюзії обох загальних сонних артерій. Для опе-
рації та трансплантації клітин мишей вводили в наркоз за допомо-
гою інтраперитонеального введення каліпсолу (75 мг/кг) та ксила-
зину (2 мг/кг). Через 24 години після моделювання ішемії гіпокам-
па тваринам трансплантували субокципітально в 3-й шлуночок го-
ловного мозку 2·105 виділених ГСК в 20 мкл середовища DMEM+F12 
(Sigma, США). Контрольні групи складали тварини із змодельова-
ним ішемічним пошкодженням головного мозку, яким вводили 
лише 20 мкл середовища DMEM+F12 (n = 2), та псевдооперовані 
тварини (n = 2).

Імуногістохімічне дослідження головного мозку проводили у від-
ділі цитології Інституту фізіології ім. О. О. Богомольця НАН Украї-
ни. Через 7 або 14 діб після трансплантації мишей наркотизували ін-
траперитонеально (75 мг/кг каліпсолу) та інгаляційно парами ефі-
ру. Фіксацію тканини мозку виконували методом транскардiальної 
перфузії-фіксації 4% розчином параформальдегіду на 0,1 М фос-
фатному буфері (рН = 7,4) протягом 20 хвилин. Мишей декапіту-
вали, мозок препарували та фіксували у 4% розчині парафор-
мальдегіду протягом 12 годин при +4 0С. За допомогою вібротому 
Vibroslice 752M (Campden Instruments Ltd, Великобританія) готува-
ли фронтальні зрізи завтовшки 50 мкм, які інкубували у суміші пер-
винних антитіл протягом 48 годин при +4 0С: кролячі anti-GFAP ан-
титіла (титр 1:1500) (DAKO, Данія) + мишачі anti-NeuN (титр 1:1000) 
(Chemicon, США), або anti-NeuN (титр 1:1000) (Chemicon, США) + ко-
зячі anti-GFP (титр 1:5000) (Novus biologicals, США). Після відмиван-
ня від первинних антитіл зрізи інкубували з вторинними anti-rabbit 
антитілами (для GFAP, кон’югованими з Alexa Fluor 594 або Alexa 
Fluor 350 (титр 1:1000) (Molecular Probes Inc., США) або anti-goat 
(для GFP) антитілами, кон’югованими з Alexa Fluor 488 (титр 1:1000) 
(Molecular Probes Inc., США), у розчині 0,1 М фосфатного буферу. 
Зрізи переносили на предметні скельця та покривали бальзамом 
Vectashield Mount Medium (Vector, США). Аналіз гістологічних препа-
ратів проводили на лазерному скануючому конфокальному мікро-
скопі FV 1000-BX61 Wi (Olympus, Японія).

Після зовнішньої 20-хвилинної оклюзії сонних артерій у піддо-
слідних мишей розвивався ішемічний інсульт, при якому максималь-
ні зміни спостерігались в СА1 зоні гіпокампа. На 8-му добу після 
моделювання у тварин контрольної групи без трансплантації клітин 
характерною ознакою ішемії гіпокампа було зменшення кількості 
пірамідних нейронів до 70% з їх дегенерацією, а також реактивний 
астрогліоз.

На 7-му добу після трансплантації в групі тварин, яким вводили 
ГСК фетальної печінки, донорські клітини були виявлені біля місця 
введення в стінках 3-го шлуночка мозку (рис. 1). Клітини знаходились 
в тканині мозку на глибині до 10 мкм та зберігали округлу форму. 

В окремих препаратах виявлено групи клітин, які перебували на 
різній глибині до 100 мкм від стінки шлуночка, що може свідчити про 
активний процес міграції трансплантованих клітин в тканині мозку 
в напрямку ішемізованої ділянки, досягаючи зони пошкодження гі-
покампа (рис. 2).

На 14-ту добу поодинокі трансплантовані клітини були виявлені 
в зоні СА1 гіпокампа на відстані до 500 мкм від стінки шлуночка, збе-
рігаючи округлу форму без морфологічних ознак диференціювання. 
В усіх інших досліджених анатомічних структурах мозку донорських 
клітин у вказані строки виявлено не було (дані не представлено).

При цьому як на 7-му, так і на 14-ту добу після трансплантації клі-
тин (8-ма та 15-та доба після моделювання ішемічного пошкоджен-
ня головного мозку відповідно) у тварин дослідної групи в зоні СА1 
гіпокампа зберігались ознаки реактивного астрогліозу та загибель 
нейронів, аналогічні показникам контрольної групи.
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При імуногістохімічному дослідженні трансплантовані клітини 
на 7-му та 14-ту добу після трансплантації не експресували маркер 
нейронів NeuN та маркер астроцитів GFAP, що підтверджує та допо-
внює дані інших авторів. Зокрема, Massengale M. та ін. (2005) про-
демонстрували, що трансплантовані гемопоетичні клітини експресу-
вали в пошкодженому мозку лише маркери мікроглії Iba1 та Mac1 
[11]. Roybon L. та ін. (2006) при стереотаксичній трансплантації міче-
них LSK клітин в смугасте тіло та мозочок не виявили експресії ними 
маркерів NeuN та calbindin (специфічний для клітин Пуркіньє), і на-
віть Iba1 [12]. Wehner T. та ін. також встановили, що клітини кістко-
вого мозку, трансплантовані мишам з фокальною ішемією головно-
го мозку, не диференціюються в астроцити [13].

Хоча в нашому дослідженні не було виявлено ознак покращен-
ня морфологічної картини ішемізованих ділянок гіпокампа, а також 
змін морфології та фенотипу донорських клітин, факт міграції тран-
сплантованих гемопоетичних клітин з порожнини шлуночків в ділян-
ку ішемічного пошкодження головного мозку підтверджує припу-
щення багатьох дослідників, що донорські стовбурові клітини різних 
типів, в тому числі і гемопоетичні, здатні відповідати на сигнали іше-
мізованих тканин та активно мігрувати в зону пошкодження [14, 15].

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ: КОРОТКІ ПОВІДОМЛЕННЯ

Рис. 2. Фронтальний зріз на рівні 3-го шлуночка головного мозку миші 
через 7 діб після трансплантації ГСК фетальної печінки, конфокальна 
мікроскопія. Трансплантовані ГСК мічені anti-GFP антитілами (зелений 
колір), астроцити – anti-GFAP-Alexa 350 (синій колір), х200.

ВИСНОВКИ

ПОДЯКА

ПРОДЕМОНСТРОВАНО ЗДАТНІСТЬ ТРАНСПЛАНТОВАНИХ ГЕМО- 
ПОЕТИЧНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН З ФЕНОТИПОМ Lin-Sca-1+

c-kit+, ОТРИМАНИХ З ФЕТАЛЬНОЇ ПЕЧІНКИ МИШЕЙ, ВИЖИ-
ВАТИ ТА МІГРУВАТИ З ПОРОЖНИНИ ШЛУНОЧКІВ В ОСЕРЕД-
ОК ІШЕМІЧНОГО ПОШКОДЖЕННЯ ГІПОКАМПА IN VIVO, ЩО 
МОЖЕ СВІДЧИТИ ПРО АКТИВНИЙ ХОУМІНГ ГЕМОПОЕТИЧНИХ 
СТОВБУРОВИХ КЛІТИН У ВІДПОВІДЬ НА СИГНАЛИ ПОШКО-
ДЖЕННЯ ТКАНИН, ЯКІ ВІДРІЗНЯЮТЬСЯ ЗА ПОХОДЖЕННЯМ 
В ОНТОГЕНЕЗІ. В СТРОК 14 ДІБ ПІСЛЯ ТРАНСПЛАНТАЦІЇ МОР-
ФОЛОГІЧНИХ ТА ІМУНОГІСТОХІМІЧНИХ ОЗНАК ДИФЕРЕНЦІ-
ЮВАННЯ ВВЕДЕНИХ КЛІТИН В НЕЙРОНИ АБО АСТРОЦИТИ 
НЕ ВИЯВЛЕНО.

Висловлюю подяку співробітникам відділу цитології Інституту 
фізіології ім. О.О. Богомольця в особі Г. Г. Скибо та О. М. Цупи-
кова за допомогу при проведенні досліджень.
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