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Ì³ãðàö³ÿ òà äèôåðåíö³àö³ÿ òðàíñïëàíòîâàíèõ
ôåòàëüíèõ íåéðîãåííèõ êë³òèí
ïðè ³øåì³¿ ìîçêó òâàðèí

Âèâ÷àëè ì³ãðàö³þ, ³íòåãðàö³þ òà äèôåðåíö³àö³þ òðàíñïëàíòîâàíèõ ôåòàëüíèõ íåéðîãåííèõ
êë³òèí (ÔÍÊ) ó ìîçêó òâàðèí ç ³øåì³ºþ. ²øåì³÷íèé ³íñóëüò ó ìèøåé ë³í³¿ FVB ìîäåëþâàëè 20-
õâèëèííîþ äâîñòîðîííüîþ îêëþç³ºþ ñîííèõ àðòåð³é. ×åðåç 24 ãîä ï³ñëÿ îêëþç³¿ ÔÍÊ, ùî áóëè
âèä³ëåí³ ç ïëîä³â ìèøåé, òðàíñãåííèõ çà çåëåíèì ôëóîðåñöåíòíèì á³ëêîì (â³ä àíãë. green fluo-
rescent protein � GFP), ñóáîêöèï³òàëüíî ââîäèëè â ìîçîê ìèøåé ç ³øåì³ºþ. Ì³ãðàö³þ òà
äèôåðåíö³àö³þ GFP-ïîçèòèâíèõ ÔÍÊ ó òêàíèí³ ðåöèï³ºíòà ó ð³çí³ òåðì³íè ï³ñëÿ ¿õ ââåäåííÿ
äîñë³äæóâàëè çà äîïîìîãîþ ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íîãî ìåòîäó ç âèêîðèñòàííÿì ñêàíóþ÷îãî
êîíôîêàëüíîãî ì³êðîñêîïà. Áóëî ïîêàçàíî, ùî GFP-ïîçèòèâí³ ÔÍÊ âèæèâàëè, ì³ãðóâàëè òà
äèôåðåíö³þâàëèñÿ â çð³ë³ íåéðîíè â ã³ïîêàìï³ ³øåì³çîâàíèõ òâàðèí.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ôåòàëüí³ íåéðîãåíí³ êë³òèíè, òðàíñïëàíòàö³ÿ, ³øåì³ÿ, ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íå
ôàðáóâàííÿ
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ÂÑÒÓÏ

Â³äîìî, ùî íåðâîâà òêàíèíà íàäòî ÷óòëèâà
äî ³øåì³÷íîãî óøêîäæåííÿ ³ ìàº íèçüêèé
ðåãåíåðàòèâíèé ïîòåíö³àë âíàñë³äîê áàãà-
òüîõ ôàêòîð³â, òàêèõ, ÿê âèñîêèé âì³ñò
ïîë³íåíàñè÷åíèõ æèðíèõ êèñëîò, ³îí³â
ìåòàë³â,  íåäîñòàòí³é çàõèñò àíòèîêñè-
äàíòíèìè ôåðìåíòàìè [10, 12].

Íèí³ âåäåòüñÿ ïîñò³éíèé ïîøóê íåéðî-
ïðîòåêòîðíèõ çàñîá³â, çäàòíèõ âïëèâàòè íà
ìåõàí³çìè ³øåì³÷íî-ðåïåðôóç³éíèõ óøêîä-
æåíü ìîçêó, ÿê³ ñë³ä çàñòîñîâóâàòè â ïåðø³
ãîäèíè òà äîáè ï³ñëÿ ³øåì³÷íîãî ³íñóëüòó
[13] .  Ïåðñïåêòèâíèì íàïðÿìêîì ðåãå-
íåðàòèâíî¿ ìåäèöèíè º âèâ÷åííÿ ìîæëè-
âîñòåé çàñòîñóâàííÿ êë³òèííî¿ òåðàï³¿ ç
âèêîðèñòàííÿì íåéðîãåííèõ ñòîâáóðîâèõ
êë³òèí (ÍÑÊ) ó ë³êóâàíí³, ðîçðîáö³ ïðîô³-
ëàêòè÷íèõ ïðîòè³íñóëüòíèõ çàõîä³â ³ ðåàá³-
ë³òàö³¿ ïàö³ºíò³â ç ³øåì³÷íèìè óðàæåííÿìè
ãîëîâíîãî ìîçêó. ÍÑÊ ìîæóòü ñàìîâ³ä-
íîâëþâàòèñÿ  ³  ìàþòü  ìóëüòèïîòåíòí³

âëàñòèâîñò³ (çäàòí³ äèôåðåíö³þâàòèñÿ â
ïåâíèé òèï êë³òèí, à ñàìå íåéðîíè, àñòðî-
öèòè òà/àáî îë³ãîäåíäðîöèòè) [6]. Ï³ä ÷àñ
åìáð³îãåíåçó ÍÑÊ çíàõîäÿòüñÿ â øëóíêîâ³é
çîí³ íåðâîâî¿ òðóáêè ³ ñïðîìîæí³ äèôåðåí-
ö³þâàòèñÿ â óñ³ òèïè êë³òèí, ÿê³ íåîáõ³äí³
äëÿ ôîðìóâàííÿ öåíòðàëüíî¿  íåðâîâî¿
ñèñòåìè. Ââàæàëîñÿ, ùî íåéðîãåíåç â³äáó-
âàºòüñÿ  ëèøå ï³ä  ÷àñ  åìáð³îíàëüíîãî
ðîçâèòêó îðãàí³çìó. Äîñë³äæåííÿ îñòàíí³õ
ðîê³â ïîêàçàëè, ùî íîâ³ íåéðîíè ïîñò³éíî
óòâîðþþòüñÿ  ç  ÍÑÊ ïðîòÿãîì óñüîãî
æèòòÿ [9, 11]. Òàêèé íåéðîãåíåç ó äîðîñ-
ëîìó â³ö³ â³äáóâàºòüñÿ â ïåâíèõ ä³ëÿíêàõ
ìîçêó, à ñàìå: ñóáãðàíóëÿðí³é çîí³ (SGZ)
çóá÷àñòî¿ ôàñö³¿ ã³ïîêàìïà òà ñóáâåòðè-
êóëÿðí³é çîí³ (SVZ) ëàòåðàëüíèõ øëóíî÷ê³â.

Â³äîìî òàêîæ, ùî ñòîâáóðîâ³ êë³òèíè
çäàòí³  ðîçð³çíÿòè ä³ëÿíêè óøêîäæåíî¿
òêàíèíè, ì³ãðóâàòè ó ö³ çîíè òà äèôåðåí-
ö³þâàòèñÿ ó òèï êë³òèí, ïîòð³áíèé äëÿ â³ä-
íîâëåííÿ âòðà÷åíî¿ ôóíêö³¿. Äëÿ äîñë³ä-
æåííÿ ìîæëèâîãî ðåãåíåðàòèâíîãî ïîòåí-
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ö³àëó ÍÑÊ øèðîêî âèêîðèñòîâóþòü ð³çí³
ìîäåë³ ³øåì³÷íîãî ïîøêîäæåííÿ ìîçêó ç
ïîäàëüøîþ ¿õ òðàíñïëàíòàö³ºþ. Âàæëèâèì
ìîìåíòîì ï³ä ÷àñ âèâ÷åííÿ øëÿõ³â ðîçñå-
ëåííÿ, äèôåðåíö³þâàííÿ òà ìîæëèâîãî
òðàíñäèôåðåíö³þâàííÿ òðàíñïëàíòîâàíèõ
ñòîâáóðîâèõ êë³òèí º ¿õ ³äåíòèô³êàö³ÿ â
îðãàí³çì³  ðåöèï³ºíòà  [14] .  Äëÿ  öüîãî
ïîòð³áåí íàä³éíèé ìàðêåð òðàíñïëàí-
òîâàíèõ êë³òèí. Òàêèìè ìàðêåðàìè ìîæóòü
áóòè ðàä³îíóêë³äè (99m Tc), ñèíòåòè÷í³
àíàëîãè íóêëåîòèä³â ÄÍÊ (áðîìäåçîêñè-
óðèäèí � BrdU) òîùî [1, 4]. Àëå ö³ ìàðêåðè
íå çàâæäè ñò³éê³ òà ïåðåäáà÷àþòü ïîïåðåä-
í³é âïëèâ íà îðãàí³çì äîíîðà àáî êóëüòóðó
êë³òèí äëÿ ì³÷åííÿ ¿õ áåçïîñåðåäíüî ïåðåä
ïðîöåäóðîþ òðàíñïëàíòàö³¿.

Ðàí³øå àêòèâíî çàñòîñîâóâàëè õðîìî-
ñîìí³ ìàðêåðè (âèÿâëåííÿ Y-õðîìîñîìè ó
ñàìèöü-ðåöèï³ºíò³â êë³òèí â³ä ñàìö³â, ë³í³ÿ
ìèøåé Ò6Ò6 òîùî), àëå íîâèì ïåðñïåê-
òèâíèì íàïðÿìêîì ñòàëî âèêîðèñòàííÿ
òðàíñãåííèõ ìèøåé, êë³òèíè ÿêèõ ñò³éêî
åêñïðåñóþòü ãåíè, â³äïîâ³äàëüí³ çà ïðîäóê-
ö³þ íåòèïîâèõ äëÿ îðãàí³çìó ðåöèï³ºíòà
á³ëê³â (β-ãàëàêòîçèäàçà E.coli, ôëóîðåñ-
öåíòí³ á³ëêè, çîêðåìà çåëåíèé, æîâòèé,
÷åðâîíèé), ÿê³ ìîæíà âèÿâëÿòè ³ìóíîã³ñòî-
õ³ì³÷íèìè àáî ³íøèìè ìåòîäèêàìè. Òàê,
çåëåíèé ôëþîðåñöåíòíèé á³ëîê (â³ä àíãë.
g reen  f luorescen t  p ro te in  �  GFP)  ñòàâ
âàæëèâèì ìàðêåðîì äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿
äîíîðñüêèõ êë³òèí â îðãàí³çì³ ðåöèï³ºíò³â
òâàðèí ð³çíèõ êëàñ³â çà ðàõóíîê íåòîêñè÷-
íîñò³ òà ìîæëèâîñò³ âèÿâëåííÿ ïðîñòèìè
ìåòîäàìè â³çóàë³çàö³ ¿  áåç  ðóéíóâàííÿ
ñòðóêòóðè òêàíèí.

Ìåòà íàøî¿ ðîáîòè � äîñë³äæåííÿ ì³ã-
ðàö³¿ òà äèôåðåíö³àö³¿ òðàíñïëàíòîâàíèõ
ôåòàëüíèõ íåéðîãåííèõ êë³òèí (ÔÍÊ), ì³-
÷åíèõ GFP, ó òâàðèí ç ³øåì³÷íèì óðàæåí-
íÿì ãîëîâíîãî ìîçêó.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äè ïðîâåäåí³ íà ñòàòåâîçð³ëèõ (3 � 4
ì³ñ) ìèøàõ ë³í³¿ FVB äèêîãî òèïó òà FVB-

Cg-Tg(GFPU)5Nagy/J ,  òðàíñãåííèõ çà
ãåíîì GFP. Äëÿ êîíòðîëþ çà åñòðàëüíèì
öèêëîì ñàìèöü  âèòðèìàíî ïàðàìåòðè
ïðèì³ùåííÿ äëÿ óòðèìàííÿ òâàðèí: òåìïå-
ðàòóðà ïîâ³òðÿ 22 oÑ, â³äíîñíà âîëîã³ñòü
ïîâ³òðÿ 40�60%, îñâ³òëåí³ñòü 50 ëê, â³äòâî-
ðåíî öèêë 12-ãîäèííîãî ñâ³òëîâîãî ðåæèìó.
Òâàðèíè ìàëè â³ëüíèé äîñòóï äî âîäè òà
çáàëàíñîâàíîãî êîìá³êîðìó. Ôàêò çàïë³ä-
íåííÿ ñàìèöü ïåðåâ³ðÿëè íà íàñòóïíó äîáó
ï³ñëÿ ï³äñàäêè äî ñàìöÿ çà íàÿâí³ñòþ
êîïóëÿòèâíî¿ ïðîáêè.

Ìèø³ ë³í³¿ FVB äèêîãî òèïó áóëè ðîçïî-
ä³ëåí³ äîâ³ëüíî íà òðè ãðóïè. Äî êîíòðîëüíî¿
ãðóïè (7 òâàðèí) ââ³éøëè ïñåâäîîïåðîâàí³
òâàðèíè, ó ÿêèõ ïðîâîäèëè îïåðàòèâíå
âòðó÷àííÿ, ÿê ³ ïðè ñòâîðåíí³ ³øåì³¿, çà
âèíÿòêîì ïåðåòèñêóâàííÿ ñîííèõ àðòåð³é.
Äî 2-¿ òà 3-¿ ãðóï ââ³éøëè òâàðèíè ç ³øåì³ºþ
ìîçêó,  ÿêèì ÷åðåç 24 ãîä ï³ñëÿ ³øåì³¿
ñóáîêöèï³òàëüíî ââîäèëè êóëüòóðàëüíå
ñåðåäîâèùå (2-ãà ãðóïà, 5 òâàðèí) ³ ñâ³æî-
âèä³ëåí³ GFP-ïîçèòèâí³ ÔÍÊ (3-òÿ ãðóïà, 13
òâàðèí).

Óñ³ ðîáîòè ç åêñïåðèìåíòàëüíèìè òâà-
ðèíàìè ïðîâîäèëèñÿ ç äîòðèìàííÿì Çàêîíó
Óêðà¿íè «Ïðî çàõèñò òâàðèí â³ä æîðñòîêîãî
ïîâîäæåííÿ», «ªâðîïåéñüêî¿ êîíâåíö³¿ ïî
çàõèñòó õðåáåòíèõ òâàðèí, ÿê³ âèêîðèñ-
òîâóþòüñÿ ç åêñïåðèìåíòàëüíîþ òà ³íøîþ
íàóêîâîþ ìåòîþ»,  à  òàêîæ ïðèíöèï³â
á³îåòèêè òà íîðì á³îëîã³÷íî¿ áåçïåêè.

Ãëîáàëüíà êîðîòêîòðèâàëà ³øåì³ÿ ãî-
ëîâíîãî ìîçêó. ²øåì³þ âèêëèêàëè ó íàðêî-
òèçîâàíèõ (êàë³ïñîë � 75 ìã/êã ³ êñèëàçèí �
2 ìã/êã âíóòð³øíüîì�ÿçîâî) òâàðèí ë³í³¿
FVB ïåðåòèñêóâàííÿì (îêëþç³ÿ)  îáîõ
çàãàëüíèõ ñîííèõ àðòåð³é ïðîòÿãîì 20 õâ ç
íàñòóïíèì çíÿòòÿì çàòèñêà÷³â ³ â³äíîâ-
ëåííÿì êðîâîïîñòà÷àííÿ (ðåïåðôóç³ÿ).

Îòðèìàííÿ ÔÍÊ. Ó ñòåðèëüíèõ óìîâàõ
ç ìîçêó ïëîä³â 12,5-äîáîãî ðîçâèòêó â³ä
ìèøåé ë³í³¿ FVB-Cg-Tg(GFPU)5Nagy/J,
òðàíñãåííèõ çà GFP, âèä³ëÿëè ìåä³àëüí³
ãàíãë³îçí³ ãîðáèêè. Çà äîïîìîãîþ Ïàñòå-
ð³âñüêèõ ï³ïåòîê ð³çíîãî ä³àìåòðà ìåõàí³÷íî
äèñîö³þâàëè åìáð³îíàëüíó íåðâîâó òêàíèíó

Ì³ãðàö³ÿ òà äèôåðåíö³àö³ÿ òðàíñïëàíòîâàíèõ ôåòàëüíèõ íåéðîãåííèõ êë³òèí
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ó ñåðåäîâèù³, ùî ñêëàäàëîñü ç DMEM òà
F12 ó ñï³ââ³äíîøåíí³ 1:1 (DMEM � F12).
Ï³ñëÿ äèñîö³àö³¿ ñóñïåíç³þ êë³òèí ïðîïóñ-
êàëè ÷åðåç íåéëîíîâ³ êë³òèíí³ ô³ëüòðè («Fal-
con»,  ÑØÀ) ç  ä ³àìåòðîì ïîð 40 ìêì.
Î÷èùåíó ôðàêö³þ ÔÍÊ îòðèìóâàëè öåíò-
ðèôóãóâàííÿì ñóñïåíç³¿ êë³òèí ó ãðàä³ºíò³
ù³ëüíîñò³ (22%-é ðîç÷èí Percoll). Â³äìèò³
ó ñåðåäîâèù³ ÔÍÊ òðàíñïëàíòóâàëè òâàðè-
íàì ç ³øåì³ºþ. Â³äñîòîê æèòòºçäàòíèõ
êë³òèí ó ñóñïåíç³ ¿  âèçíà÷àëè ìåòîäîì
ïðîòî÷íî¿ öèòîìåòð³¿ çà äîïîìîãîþ ëàçåð-
íîãî öèòîôëþîðèìåòðà-ñîðòåðà FACSAria
(«Becton Dickinson», ÑØÀ) ï³ñëÿ ³íêóáàö³¿
ñóñïåíç³¿ êë³òèí ç 7-àì³íîàêòèíîì³öèíîì.

Òðàíñïëàíòàö³ÿ ÔÍÊ. ×åðåç 24 ãîä
ï³ñëÿ îêëþç³¿  òâàðèíàì ç  ³øåì³ºþ ï³ä
êàë³ïñîë-êñèëàçèíîâèì íàðêîçîì ðîáèëè
ñóáîêöèï³òàëüíå ââåäåííÿ ñâ³æîâèä³ëåíèõ
GFP-ïîçèòèâíèõ ÔÍÊ (200 000 êë³òèí ó 25
ìêë ñåðåäîâèùà DMEM � F12).

²ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íå ôàðáóâàííÿ. Ì³ãðà-
ö³þ òà äèôåðåíö³àö³þ êë³òèí îö³íþâàëè íà
7, 14, 30 òà 90-òó äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿
³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íèì ôàðáóâàííÿì. Çàá³ð
ìàòåð³àëó äëÿ ìîðôîëîã³÷íèõ äîñë³äæåíü
ïðîâîäèëè ó òâàðèí, ÿêèõ íàðêîòèçóâàëè
âíóòð³øíüîì�ÿçîâèì ââåäåííÿì êàë³ïñîëó
(75 ìã/êã) òà ³íãàëÿö³éíî � åô³ðîì. Ô³êñàö³þ
òêàíèíè ó ìèøåé âèêîíóâàëè ìåòîäîì
òðàíñêàðä³àëüíî¿ ïåðôóç³¿-ô³êñàö³¿ 4%-ì
ðîç÷èíîì ïàðàôîðìàëüäåã³äó íà 0,1 Ì
ôîñôàòíîìó áóôåð³  (ÔÁ) ç  ðÍ 7,4 .  Çà
äîïîìîãîþ â³áðîòîìà Vibrosl ice 752M
(«Campden  Ins t ruments  L td» ,  Âåëèêî-
áðèòàí³ÿ) âèãîòîâëÿëè ôðîíòàëüí³ çð³çè
ìîçêó çàâòîâøêè 50 ìêì. Ï³ñëÿ ïðîìèâêè
ó 0,1 Ì ÔÁ çð³çè ³íêóáóâàëè ó 1%-ìó
ðîç÷èí³ íîðìàëüíî¿ êîçÿ÷î¿ ñèðîâàòêè íà 0,1
Ì ÔÁ , ùî ì³ñòèâ 0,3 % Triton-X-100. Äëÿ
âèÿâëåííÿ àñòðîöèòàðíèõ êë³òèí âèêîðèñòî-
âóâàëè àíòèò³ëà äî ñïåöèô³÷íîãî ìàðêåðà
àñòðîöèò³â � ãë³àëüíîãî ô³áðèëÿðíîãî
êèñëîãî á³ëêà (â³ä àíã. glial fibrillary acidic
prote in  �  GFAP (ó  ðîçâåäåíí³  1 :1000)
(«DAKO», Äàí³ÿ); äëÿ âèÿâëåííÿ íåéðî-

ãåííèõ ñòîâáóðîâèõ êë³òèí � àíòèò³ëà äî
íåñòèíó (1:350) («Chemicon», ÑØÀ); äëÿ
³äåíòèô³êàö³¿ íåéðîí³â � àíòèò³ëà äî NeuN
(â³ä àíãë. Neurînal Nuclei), (1:1000) («DAKO»,
Äàí³ÿ), äëÿ âèÿâëåííÿ äîíîðñüêèõ êë³òèí �
àíòèò³ëà äî GFP (1:750) («Molecular Probes
Inc .» ,  ÑØÀ).  Â³çóàë³çàö³þ ïåðâèííèõ
àíòèò³ë ïðîâîäèëè âòîðèííèìè àíòèò³ëàìè,
êîí�þãîâàíèìè ç Alexa Fluor 350, 488 òà 555,
(1:1000) («Molecular Probes Inc.», ÑØÀ).
Çð³çè ìîçêó âèâ÷àëè,  âèêîðèñòîâóþ÷è
êîíôîêàëüíèé ì³êðîñêîï FV1000-BX61WI
(Olympus, ßïîí³ÿ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Äëÿ ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íèõ äîñë³äæåíü ìè
îáðàëè ã³ïîêàìï � ñòðóêòóðó ìîçêó, çíà÷-
íîþ ì³ðîþ â ³äïîâ³äàëüíó  çà  ïðîöåñè
íàâ÷àííÿ òà ôîðìóâàííÿ ïàì�ÿò³, à òàêîæ
çà êåðóâàííÿ ïîâåä³íêîâèìè ðåàêö³ÿìè.
Ïîð³âíÿíî ç êë³òèíàìè ³íøèõ ñòðóêòóð
ìîçêó íåéðîíè ã³ïîêàìïà, îñîáëèâî â çîí³
ÑÀ1, º íàäçâè÷àéíî ÷óòëèâèìè äî íåñòà÷³
êèñíþ [24]. Êð³ì òîãî, áóëî ïîêàçàíî, ùî
ãë³ÿ áåðå àêòèâíó ó÷àñòü ó êîíòðîë³ íåéðîí-
íî¿ àêòèâíîñò³ òà ñèíàïòè÷íî¿ ïåðåäà÷³ â
íîðì³ òà ïðè ð³çíèõ ïàòîëîã³÷íèõ ñòàíàõ
[16]. Ïðè ìîäåëþâàíí³ ãëîáàëüíî¿ ³øåì³¿ in
vivo íàé÷àñò³øå âèêîðèñòîâóþòü ïðèïè-
íåííÿ êðîâîïîñòà÷àííÿ âñüîãî ãîëîâíîãî
ìîçêó çà äîïîìîãîþ ÷îòèðèñóäèííî¿ îêëþç³¿
(çàãàëüí³ ñîíí³ òà âåðòåáðàëüí³ àðòåð³¿) ó
ùóð³â àáî äâîñóäèííî¿ îêëþç³¿ (çàãàëüí³
ñîíí³ àðòåð³¿) ó ï³ùàíîê ³ ìèøåé [17, 25].
Ñàìå òîìó â íàø³é ðîáîò³ ìè âèêîðèñ-
òîâóâàëè äâîñóäèííó îêëþç³þ çàãàëüíèõ
ñîííèõ àðòåð³é ó ìèøåé ë³í³¿ FVB äèêîãî
òèïó äëÿ ñòâîðåííÿ åêñïåðèìåíòàëüíî¿
ãëîáàëüíî¿ ³øåì³¿ ãîëîâíîãî ìîçêó.

²ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íå äîñë³äæåííÿ çð³ç³â
ìîçêó ç âèêîðèñòàííÿì àíòèò³ë äî NeuN òà
GFAP ïîêàçàëî, ùî â ã³ïîêàìï³ ïñåâäîîïå-
ðîâàíèõ òâàðèí NeuN-ïîçèòèâí³ ï³ðàì³-
äàëüí³ íåéðîíè â çîí³ ÑÀ1 ã³ïîêàìïà ðîçòà-
øîâóâàëèñü ó âèãëÿä³ äîâãîãî øàðó ç 3-5
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êë³òèí çàâøèðøêè. GFAP-ïîçèòèâí³ àñòðî-
öèòè ìàëè òîíê³ â³äðîñòêè ³ ðîçòàøîâó-
âàëèñÿ ó âñ³õ øàðàõ çîíè ÑÀ1 ã³ïîêàìïà.

Ï³ñëÿ åêñïåðèìåíòàëüíî¿ ³øåì³¿�ðåïåð-
ôóç³¿ ìîçêó ó ìèøåé ë³í³¿ FVB ñïîñòå-
ð³ãàëîñü óøêîäæåííÿ ï³ðàì³äàëüíèõ íåéðî-
í³â çîíè ÑÀ1 ã³ïîêàìïà ðàçîì ³ç àêòèâàö³ºþ
ãë³àëüíèõ êë³òèí.  Ñòóï³íü ³ìóíîðåàê-
òèâíîñò³ àñòðîöèò³â ³ ëîêàë³çàö³ÿ ¿õ â øàðàõ
ã³ïîêàìïà ñóòòºâî çàëåæàëà â³ä ñòðîêó
ïîñò³øåì³÷íîãî ïåð³îäó. Íà 7-ìó òà 14-òó
äîáó ï³ñëÿ îêëþç³¿ óñ³ ñòðóêòóðè íåéðîï³ëÿ
ÑÀ1 çîíè ã³ïîêàìïà áóëè ñèëüíî âàêóîë³-
çîâàí³, ïåðåâàæíî ÷åðåç íàÿâí³ñòü âåëèêî¿
ê³ëüêîñò³ íàáðÿêëèõ â³äðîñòê³â àñòðîöèò³â.

Íà 1-ìó äîáó ï³ñëÿ îêëþç³¿ ³øåì³çî-

âàíèì òâàðèíàì ñóáîêöèï³òàëüíî ââîäèëè
ñâ³æîâèä³ëåí³ GFP-ïîçèòèâí³ ÔÍÊ. Â³äñî-
òîê  æèòòºçäàòíèõ êë³òèí,  âèçíà÷åíèé
ìåòîäîì ïðîòî÷íî¿ öèòîìåòð³¿ íà ëàçåð-
íîìó öèòîôëþîðèìåòð³-ñîðòåð³ FACSAria
(«Becton Dickinson», ÑØÀ), ï³ñëÿ ³íêóáàö³¿
ñóñïåíç³¿ êë³òèí ç 7-àì³íîàêòèíîì³öèíîì,
ñòàíîâèâ â³ä 89,8 äî 93,5 %. Âì³ñò GFP-
ïîçèòèâíèõ êë³òèí ñåðåä æèòòºçäàòíèõ ó ö³é
ôðàêö³¿ áóâ â³ä 97,5 äî 99,6 % (ðèñ. 1).

²ìóíîöèòîõ³ì³÷íå ôàðáóâàííÿ ñóñïåíç³¿
êë³òèí, îòðèìàíèõ ç ìîçêó 12,5-äîáîâèõ
åìáð³îí³â ìèøåé, òðàíñãåííèõ çà GFP,
ïîêàçàëî, ùî 81,2 % êë³òèí áóëè íåñòèíïî-
çèòèâí³, ùî ï³äòâåðäæóº ¿õ íåäèôåðåíö³éî-
âàíèé ñòàí (ðèñ.2).

Ðèñ. 1. Âèçíà÷åííÿ çà äîïîìîãîþ ëàçåðíîãî öèòîôëþîðèìåòðà-ñîðòåðà FACSAria ê³ëüêîñò³ æèòòºçäàòíèõ ³ GFP-
ïîçèòèâíèõ êë³òèí ó ñóñïåíç³¿ êë³òèí, ÿêó òðàíñïëàíòóâàëè òâàðèíàì ç ³øåì³ºþ: à � â³äá³ð ïîïóëÿö³¿ íåïîøêîäæåíèõ
êë³òèí; á � âèÿâëåííÿ çàãèáëèõ êë³òèí íà êàíàë³ ôëóîðåñöåíö³¿ PerCP-Cy5.5 çà ïîãëèíàííÿì 7-àì³íîàêòèíîì³öèíîì;
â � âèÿâëåííÿ GFP-ïîçèòèâíèõ æèâèõ êë³òèí íà êàíàë³ ôëóîðåñöåíö³¿ FITC; ã �àáñîëþòíà òà â³äíîñíà ê³ëüê³ñòü
ïðîàíàë³çîâàíèõ êë³òèí
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Ðèñ. 4. ÑÀ1-çîíà ã³ïîêàìïà íà 14-òó äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿. Ñòð³ëêîþ âêàçàíà GFP-ïîçèòèâíà êë³òèíà (çåëåíèé
êîë³ð) ó ï³ðàì³äàëüíîìó øàð³, ùî åêñïðåñóº NeuN (÷åðâîíèé êîë³ð) � ìàðêåð çð³ëèõ íåéðîí³â. Øêàëà � 20 ìêì

Ðèñ. 2. GFP-ïîçèòèâí³ íåéðîãåíí³ ôåòàëüí³ êë³òèíè (çåëåíèé
êîë³ð), ùî áóëè âèä³ëåí³ ç ìåä³àëüíèõ ãàíãë³îçíèõ ãîðáèê³â
ìîçêó ïëîä³â 12,5-äîáîâîãî ðîçâèòêó ìèøåé ë³í³¿ FVB-Cg-
Tg(GFPU)5Nagy/J, åêñïðåñóþòü íåñòèí (÷åðâîíèé êîë³ð).
Ïîäâ³éíå ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íå ôàðáóâàííÿ. Øêàëà � 20 ìêì

Ðèñ. 3. Òðàíñïëàíòîâàí³ GFP-ïîçèòèâí³ íåéðîãåíí³
ôåòàëüí³ êë³òèíè (â³äì³÷åí³ ñòð³ëêàìè) íà 7-ìó äîáó
ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿ êîíòàêòóþòü ç åïåíäèìàëüíîþ
ïîâåðõíåþ 3-ãî øëóíî÷êà. Ïîºäíàííÿ çîáðàæåíü
ôàçîâîãî êîíòðàñòó òà ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íîãî ôàðáó-
âàííÿ. Øêàëà � 50 ìêì
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Ðèñ. 6. Íà 90-òó äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿ GFP-ïîçèòèâí³ äåíäðèòè ìàþòü äîáðå ðîçâèíåí³ øèïèêè (âñòàâêà).
²ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íå ôàðáóâàííÿ íà GFP. Øêàëà � 50 ìêì

Ðèñ. 5. GFP-ïîçèòèâí³ íåéðîíè ç äîáðå ðîçãàëóæåíèìè â³äðîñòêàìè (âêàçàí³ ñòð³ëêàìè) ó ÑÀ1-çîí³ ã³ïîêàìïà íà
28-ìó äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿. Øêàëà � 50 ìêì
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Ñóáîêöèï³òàëüíà òðàíñïëàíòàö³ÿ GFP-
ïîçèòèâíèõ ÔÍÊ ãàëüìóâàëà ðîçâèòîê
ðåàêòèâíîãî ãë³îçó, à òàêîæ çá³ëüøóâàëà
ê³ëüê³ñòü íåóøêîäæåíèõ íåéðîí³â ó çîí³ ÑÀ1
ã³ïîêàìïà ï³ñëÿ ³øåì³¿-ðåïåðôóç³¿.

Íà 7-ìó äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿ ÔÍÊ
îñíîâíà ê³ëüê³ñòü GFP-ïîçèòèâíèõ êë³òèí
çíàõîäèëàñÿ íà åïåíäèìí³é ïîâåðõí³ 3-ãî
øëóíî÷êà  ìîçêó  ³  áóëà  ïðåäñò à âëåíà
îêðóãëèìè êë³òèíàìè áåç â³äðîñòê³â (ðèñ.3).
Òàêîæ ñïîñòåð³ãàëîñÿ ñêóï÷åííÿ GFP-
ïîçèòèâíèõ êë³òèí ó ìåä³àëüíîìó ãàíãë³¿
ïîâ³äêà òàëàìóñà áåçïîñåðåäíüî çà åïåí-
äèìíèì øàðîì.  Çäåá ³ëüøîãî  öå  áóëè
êë³òèíè âèòÿãíóòî¿ ôîðìè ç â³äðîñòêîì.
²ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íå  äîñë³äæåííÿ òàêèõ
êë³òèí ïîêàçàëî, ùî äåÿê³ ç íèõ óñå ùå
åêñïðåñóâàëè íåñòèí � ìàðêåð íåéðîãåííèõ
ñòîâáóðîâèõ êë³òèí, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ¿õ
íåäèôåðåíö³éîâàíèé ñòàí. Ó öåé òåðì³í
áóëà âèÿâëåíà ì³ãðàö³ÿ íåçíà÷íî¿ ê³ëüêîñò³
GFP-ïîçèòèâíèõ êë³òèí ó çîíó ³øåì³¿.

Íà 14-òó äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿ GFP-
ïîçèòèâí³ êë³òèíè ïåðåì³ùàëèñü ó çîíó
³øåì³÷íîãî óøêîäæåííÿ òà âáóäîâóâàëèñÿ
â ÑÀ1-çîíó ã³ïîêàìïà. ²ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íå
ôàðáóâàííÿ ïîêàçàëî, ùî GFP-ïîçèòèâí³
êë³òèíè äèôåðåíö³þâàëèñÿ â êë³òèíè ç
íåéðîíàëüíèì (åêñïðåñ³ÿ ìàðêåðà NeuN)
(ðèñ .4)  ³  ãë ³àëüíèì (GFAP-ïîçèòèâí³)
ôåíîòèïîì.  Ó çíà÷íî¿  ê ³ëüêî ñò³  GFP-
ïîçèòèâíèõ êë³òèí, ÿê³ åêñïðåñóâàëè NeuN,
íà 28 äîáó ñïîñòåð³ãàëàñü àðáîðèçàö³ÿ
äåíäðèòíèõ â³äðîñòê³â (ðèñ.5). Íà 90-òó
äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿ GFP-ïîçèòèâí³
íåéðîíè ìàëè ðîçãàëóæåíå äåíäðèòíå
äåðåâî (ðèñ.6). Íà äåíäðèòàõ âèÿâëÿëèñÿ
÷³òêî âèðàæåí³ øèïèêè, ùî ìîæå ñâ³ä÷èòè
ïðî óòâîðåííÿ ñèíàïòè÷íèõ êîíòàêò³â ì³æ
òðàíñïëàíòîâàíèìè êë³òèíàìè òà íåéðî-
íàìè ã³ïîêàìïà ðåöèï³ºíòà.

Òàêèì ÷èíîì, ìè äîñë³äèëè ìîæëèâ³ñòü
äîâãîñòðîêîâîãî âèæèâàííÿ ÔÍÊ ó ìîçêó
òâàðèí ç ³øåì³ºþ. Íàø³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü
ïðî òå, ùî GFP � öå íàä³éíèé íåòîêñè÷íèé
ìàðêåð, ÿêèé äàº çìîãó ³äåíòèô³êóâàòè

äîíîðñüê³ êë³òèíè íàâ³òü äî 90 ä³á ï³ñëÿ
òðàíñïëàíòàö³¿.

Êð³ì òîãî, ìè ïîêàçàëè, ùî GFP-ïîçè-
òèâí³  ÔÍÊ, òðàíñïëàíòîâàí³  â  ìîçîê,
óðàæåíèé ³øåì³ºþ, äèôåðåíö³þâàëèñÿ ÿê ó
íåéðîíè, òàê ³ â àñòðîöèòè. Öå ãîâîðèòü ïðî
òå, ùî òðàíñïëàíòîâàí³ êë³òèíè ìîæóòü
ðåàãóâàòè  íà  ñèãíàëè  ì³êðîîòî÷åííÿ
òêàíèíè ðåöèï³ºíòà, ÿê³ ðåãóëþþòü êë³òèííó
äèôåðåíö³àö³þ òà âèçíà÷àþòü íàïðÿìîê
ì³ãðàö³¿.

Äîñ³ íåäîñë³äæåíèé äî ê³íöÿ ìåõàí³çì
òîãî, ÿê òðàíñïëàíòîâàí³ ÔÍÊ ì³ãðóþòü ó
ïîøêîäæåí³ ä³ëÿíêè [2, 3, 7]. Ó íàøîìó
äîñë³äæåíí³ GFP-ïîçèòèâí³ êë³òèíè áóëè
âèÿâëåí³ íà åïåíäèìí³é ïîâåðõí³ 3-ãî
øëóíî÷êà íà 7-ìó äîáó ï³ñëÿ òðàíñïëàí-
òàö³¿, â ìîçîëèñòîìó ò³ë³ íà 7�14-òó äîáó, à
ïîò³ì â óøêîäæåíèõ ä³ëÿíêàõ ÑÀ1 çîíè
ã³ïîêàìïà íà 14, 30 òà 90-òó äîáó. Ìîæëèâî,
ñàìå ïî ìîçîëèñòîìó ò³ëó òðàíñïëàíòîâàí³
êë³òèíè ì³ãðóþòü ç øëóíî÷êà äî óøêîä-
æåíî¿ ä³ëÿíêè. Â³äîìî, ùî ÔÍÊ åêñïðå-
ñóþòü ð³çí³ ìîëåêóëè ïîâåðõíåâî¿ àäãåç³¿,
ÿê³ ñïðèÿþòü ¿õ ì³ãðàö³¿ [2].

Ñóáîêöèï³òàëüíà òðàíñïëàíòàö³ÿ ÔÍÊ
âèÿâèëà íåéðîïðîòåêòîðí³ âëàñòèâîñò³.
Òî÷íèé ìåõàí³çì ä³¿  òðàíñïëàíòîâàíèõ
êë³òèí íà ìîçîê ç ³øåì³ºþ íåâ³äîìèé. Àëå
ìè ïðèïóñêàºìî,  ùî òàêå ïîêðàùåííÿ
ìîðôîôóíêö³îíàëüíîãî ñòàíó ³øåì³çîâàíî¿
òêàíèíè â³äáóâàºòüñÿ ñàìå çàâäÿêè àêòè-
âàö³¿ ñèíàïòîãåíåçó, íåéðîãåíåçó àáî íåé-
ðîïðîòåêö³¿ çà ðàõóíîê ðîñòîâèõ ôàêòîð³â,
ïðî ùî çàçíà÷àþòü äåÿê³ àâòîðè [8, 15, 18,
19]. Íîâ³ NeuN-ïîçèòèâí³ íåéðîíè ï³ñëÿ
òðàíñïëàíòàö³¿ êë³òèí in vivo óòâîðþþòüñÿ
ïðîòÿãîì 2�6 òèæ [5, 22, 23]. Áóëî òàêîæ
ïîêàçàíî, ùî ã³ïîêàìïàëüí³ ÍÑÊ ãðèçóí³â
äèôåðåíö³þþòüñÿ ó ôóíêö³îíàëüíî çð³ë³
íåéðîíè ç ôîðìóâàííÿì ñèíàïñ³â (in vitro
òà in vivo) [20]. ÔÍÊ ìîæóòü äèôåðåíö³þ-
âàòèñÿ â íåéðîíè ç ãëþòàìàòåðã³÷íîþ òà
ÃÀÌÊ-åðã³÷íîþ ñèíàïòè÷íîþ ïåðåäà÷åþ,
ãåíåðóâàòè ïîòåíö³àëè ä³¿ ÷åðåç 12 ä³á ï³ñëÿ
äèôåðåíö³àö³¿, òà ôîðìóâàòè ñèíàïñè ÷åðåç
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28�35 ä³á [21]. Ö³ äàí³ ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî
â ïåð³îä ì³æ 2 òà 6 òèæ ï³ñëÿ òðàíñïëàíòàö³¿
ôîðìóâàííÿ íîâèõ ñèíàïñ³â íåéðîíàìè, ÿêó
óòâîðèëèñÿ ç ÔÍÊ, ìîæå ñïðèÿòè â³äíîâ-
ëåííþ âòðà÷åíèõ ôóíêö³é.

ÂÈÑÍÎÂÊÈ

1. Òðàíñïëàíòîâàí³ ôåòàëüí³ íåéðîãåíí³ êë³-
òèíè, îòðèìàí³ ç ìîçêó ïëîä³â ìèøåé 12,5-
äîáîâîãî ðîçâèòêó, òðàíñãåííèõ çà GFP,
çäàòí³ âèæèâàòè ó ìîçêó ³øåì³çîâàíèõ
òâàðèí íàâ³òü äî 90 ä³á ï³ñëÿ òðàíñïëàí-
òàö³¿.

2. Íà 7-ìó òà 14-òó äîáè ï³ñëÿ òðàíñ-
ïëàíòàö³¿ ÔÍÊ ì³ãðóâàëè â óøêîäæåí³ ä³-
ëÿíêè çîíè ÑÀ1 ã³ïîêàìïà.

3. Òðàíñïëàíòîâàí³ êë³òèíè äèôåðåí-
ö³þâàëèñÿ ÿê â àñòðîöèòè, òàê ³ â çð³ë³
íåéðîíè ç äîáðå ðîçâèíåíèìè äåíäðèòàìè
òà øèïèêàìè.

Î.Ì. Öóïèêîâ, Ò.À. Ïèâíåâà, À.À. Ïîääóáíàÿ,
Â.Ì. Êèðèê, Î.Â. Êó÷óê, Ã.Ì. Áóòåíêî, Ã.Ã. Ñêèáî

ÌÈÃÐÀÖÈß È ÄÈÔÔÅÐÅÍÖÈÀÖÈß
ÒÐÀÍÑÏËÀÍÒÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÔÅÒÀËÜÍÛÕ
ÍÅÉÐÎÃÅÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ Ñ ÈØÅÌÈÅÉ
ÌÎÇÃÀ ÆÈÂÎÒÍÛÕ

Èçó÷àëè ìèãðàöèþ, èíòåãðàöèþ è äèôôåðåíöèàöèþ
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ôåòàëüíûõ íåéðîãåííûõ êëåòîê
(ÔÍÊ) â ìîçãó æèâîòíûõ ñ èøåìèåé. Èøåìè÷åñêèé èíñóëüò
ó ìûøåé ëèíèè FVB ìîäåëèðîâàëè ïóòåì 20-ìèíóòíîé
äâóñòîðîííåé îêêëþçèè ñîííûõ àðòåðèé. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå
îêêëþçèè ÔÍÊ, âûäåëåííûå èç ïëîäîâ ìûøåé, òðàíñãåííûõ
ïî çåëåíîìó ôëþîðåñöåíòíîìó áåëêó (îò àíãë. green fluo-
rescent protein � GFP), ñóáîêöèïèòàëüíî ââîäèëè â ìîçã
ìûøåé ñ èøåìèåé. Ìèãðàöèþ è äèôôåðåíöèàöèþ GFP-
ïîëîæèòåëüíûõ ÔÍÊ â òêàíè ðåöèïèåíòà íà ðàçíûå ñðîêè
ïîñëå èõ ââåäåíèÿ èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ èììóííî-
ãèñòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñêàíèðóþùåãî
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî GFP-
ïîëîæèòåëüíûå ÔÍÊ âûæèâàëè, ìèãðèðîâàëè è äèôôåðåí-
öèðîâàëèñü â çðåëûå íåéðîíû â ãèïïîêàìïå èøåìèçè-
ðîâàííûõ æèâîòíûõ.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: ôåòàëüíûå íåéðîãåííûå êëåòêè,
òðàíñïëàíòàöèÿ, èøåìèÿ, èììóííîãèñòîõèìè÷åñêîå
îêðàøèâàíèå.

O.M.Tsupykov, T.A.Pivneva, A.O. Poddubna,
V.M.Kyryk, O.V. Kuchuk, G.M. Butenko,
G.G.Skibo

MIGRATION AND DIFFERENTIATION OF
FETAL NEURAL PROGENITOR CELLS
IN BRAIN OF ISCHEMIC ANIMALS

The migration, integration and differentiation of fetal neural
progenitor cells (NPCs) in the ischemic brain have been stud-
ied. In our study the ischemic insult in FVB line mice was
produced by occlusion of both carotid arteries during 20 min.
A day after occlusion NPCs from GFP-transgenic 12.5 dpc
embryos were suboccipitally transplanted to the ischemic
brain. The migration and differentiation of GFP-positive NPCs
in the recipient tissue were observed in different time points
after their transplantation by immunohistochemical approaches
using confocal scanning microscopy. It has been shown that
GFP�positive NPCs survived, migrated and differentiated to
the mature neurons and glial cells in CA1 area of hippocampus
of ischemic animals.
Key words: neural progenitor cells, transplantation, ischemia,
immunohistochemical staining.
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