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1. Вступ
У головному мозку ссавців нові нейрони безпе-

рервно утворюються протягом усього життя [1]. У до-
рослому організмі нейрогенез відбувається, головним 
чином, у субгранулярній зоні (СГЗ) зубчастої звивини 
та субвентрикулярній зоні (СВЗ) бічного шлуночка 
[2]. Відомо, що нейрогенез у гіпокампі є одним з ме-
ханізмів пластичності мозку дорослого організму та 
відіграє значну роль у навчанні та пам’яті [3]. 

Процес утворення нових нейронів у головному 
мозку можуть активувати різні фактори, зокрема, 
ішемічний інсульт [4]. Незважаючи на такий іше-
мія-індукований нейроґенез, пошкоджений мозок 
ссавців має досить низькі регенеративні властиво-
сті. Однією із причин цього є зменшення кількості 
нейральних стовбурових клітин у процесі старіння 
організму [5]. Тому, досліджується можливість сти-

муляції ендогенного нейроґенезу шляхом трансплан-
тації стовбурових клітин, а також перспектива їх 
використання для лікування ішемічних та інших 
захворювань нервової системи [6, 7]. 

Для виявлення новоутворених клітин широко 
використовується синтетичний нуклеозид 5-бромде-
зоксіуридин (BrdU) [8]. BrdU має переваги порівняно 
із іншими речовинами, які використовуються для мі-
чення проліферуючих клітин [9]. Імуноцитохімічний 
аналіз з використанням антитіл до BrdU має високу 
відтворюваність і це доволі швидкий (близько доби) 
метод мічення проліферуючих клітин. Крім того, 
флуоресцентне мічення BrdU у поєднанні із фено-
типічними маркерами дає можливість встановити 
подальше диференціювання мічених клітин. BrdU 
мічення також дозволяє досліджувати морфологію 
ядер проліферуючих клітин [9]. 
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2. Обґрунтування дослідження
Для дослідження впливу ішемічного ушко-

дження на проліферацію клітин у головному мозку 
миші обрано гіпокамп, тому що в цій структурі 
мозку нейроґенез динамічно регулюється протягом 
усього життя [10, 11].

У попередньому дослідженні показано, що 
трансплантація нейральних прогеніторних клітин 
сприяла покращенню просторової пам’яті у експе-
риментальних тварин після ішемічного ушкодження 
мозку [12]. Позитивний ефект такої трансплантації 
може полягати в заміні популяції пошкоджених або 
загиблих клітин новими та стимуляції ендогенного 
нейроґенезу [13]. У зв’язку з цим є актуальним дослі-
дження впливу трансплантації прогеніторних клітин 
у мозок тварин на ендогенний нейроґенез після іше-
мічного ушкодження. 

3. Мета дослідження
Дослідження впливу трансплантації нейраль-

них прогеніторів на проліферацію клітин гіпокампа 
після ішемії-реперфузії головного мозку миші.

4. Матеріали і методи дослідження
Усі експерименти на мишах виконані на базі 

Інституту фізіології ім. О. О. Богомольця НАН Ук- 
раїни та ДУ «Інститут генетичної та регенера-
тивної медицини Національної академії медич-
них наук України» з дотриманням міжнародних 
принципів Європейської конвенції про захист хре-
бетних тварин, що використовуються в експери-
ментальних та інших наукових цілях (European 
convention, Strasburg, 1986), статті 26 Закону Украї-
ни «Про захист тварин від жорстокого поводження»  
(№ 3447-IV, 21.02.2006), а також усіх норм біоетики 
та біологічної безпеки.

Експериментальні тварини були розподілені ви-
падковим чином на три групи. До першої (контрольної) 
групи увійшли псевдооперовані миші (3 тварини), 
яким проводили оперативне втручання, як і при 
створенні ішемії, за винятком перетискування сон-
них артерій і без трансплантації нейральних проге-
ніторних клітин (НПК). До 2-ї та 3-ї груп увійшли 
тварини зі змодельованою ішемією головного мозку, 
яким через 24 год. після ішемії стереотаксично вво-
дили поживне середовище (2-га група порівняння,  
3 тварини) або свіжовиділені НПК у поживному се-
редовищі (3-я група, 5 тварин). 

Глобальну короткотривалу ішемію голов-
ного мозку викликали у наркотизованих (125– 
240 мг/кг 2,2,2-трибромоетанолу, інтраперитонеаль-
но) мишей лінії FVB перетискуванням (оклюзією) 
обох загальних сонних артерій протягом 20 хв. 
з наступним зняттям затискачів і відновленням 
кровопостачання (реперфузія). Псевдооперованим 
тваринам контрольної групи було виконано лише 
препарування загальних сонних артерій і вони 
перебували під наркозом протягом 20 хв. без на-
кладання затискачів. 

Отримання нейральних прогеніторних клітин. 
Нейральні прогеніторні клітини отримували 

в стерильних умовах з гіпокампів плодів 18–19 доби 
ембріонального розвитку від мишей лінії FVB-Cg-
Tg(GFPU)5Nagy/J, трансгенних за геном зеленого 
флуоресцентного білка (GFP). Виділені фетальні 
гіпокампи механічно дисоціювали за допомогою 
Пастерівських піпеток різного діаметру у середови-
щі Neurobasal (Gibco, США) та пропускали через ней-
лонові клітинні фільтри (Falcon, США) з діаметром 
пор 40 мкм. Очищену фракцію НПК отримували 
центрифугуванням суспензії клітин у градієнті щіль-
ності 22 % розчину Percoll (Sigma, США). Відсоток 
життєздатних клітин у суспензії визначали мето-
дом проточної цитометрії за допомогою лазерного 
цитофлюориметра-сортера BD FACSAria («Becton 
Dickinson», США) після інкубації суспензії клітин з 
7-аміноактиноміцином D (7-AAD). Відмиті у пожив-
ному середовищі НПК трансплантували ішемізова-
ним тваринам. 

Трансплантація НПК. 
Через 24 години після моделювання ішемії/

реперфузії експериментальним тваринам під комбі-
нованим наркозом 2,2,2-трибромоетанолом (125 мг/кг,  
інтраперитонеально) стереотаксично транспланту-
вали в гіпокамп (координати від брегми: lateral± 
±1.5 мм, posterior – 2.0 мм, dorsoventrally 1.7 мм) сус- 
пензію GFP-позитивних НПК (2–2.5×105 клітин у  
2 мкл середовища Neurobasal). Тваринам 2-ї групи 
зі змодельованою ішемією головного мозку робили 
ін’єкцію 2 мкл середовища Neurobasal у такі ж ко-
ординати.

Ін’єкції BrdU. 
Для виявлення проліферуючих клітин твари-

нам з усіх експериментальних груп перед забором 
матеріалу для морфологічних досліджень вводили 
5-бромдезоксіуридин (BrdU) – синтетичний нукле-
озид, здатний замінювати тимідин у процесі реплі-
кації ДНК, вбудовуючись в нову ДНК. Ін’єкції BrdU  
(50 мг/кг) робили внутрішньоочеревинно двічі на 
день з інтервалом 6 годин протягом 2 діб перед забо-
ром матеріалу.

Імуногістохімічне фарбування. 
На 14-у добу після трансплантації НПК про-

водили забір матеріалу у тварин для імуногістохі-
мічного аналізу. Перед забором матеріалу мишей 
наркотизували внутрішньом’язовим введенням ка-
ліпсолу (75 мг/кг) та інгаляційно – ефіром. Фіксацію 
тканини головного мозку у тварин виконували ме-
тодом транскардіальної перфузії-фіксації 4 %-м роз-
чином параформальдегіду на 0,1 М фосфатному бу-
фері (ФБ) з рН 7,4. За допомогою вібротома VT1000A 
(Leica, Німеччина) виготовляли фронтальні зрізи 
мозку завтовшки 40 мкм. Після промивання зрізів 
у 0,1 М ФБ виконували неспецифічне блокування 
антигенів у розчині 0.1 М фосфатного буфера (рН 7.4) 
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з додаванням 0.5 % бичачого сироваткового альбу-
міну (БСА) та 0.3 % Тритон Х-100. Для виявлення 
проліферуючих клітин використовували антитіла 
проти бромдезоксіуридину (BrdU) (clone BU1/75 
(ICR1), 1:100, Oxford Biotech, Англія). Перед імуно-
гістохімічним фарбуванням антитілами проти BrdU 
зрізи інкубували протягом 30 хвилин при 37 °С у 
2N HCl для денатурації ДНК, а далі за стандартним 
протоколом. 

Первинні антитіла візуалізували за допомогою 
вторинних антитіл, кон’югованих з Alexa Fluor 555 
(1:1000, Molecular Probes Inc., США). Пофарбовані зрі-
зи покривали середовищем Immu-MOUNT (Thermo 
Scientific, США). Імуногістохімічно забарвлені зрізи 
мозку досліджували за допомогою лазерного скану-
ючого конфокального мікроскопа FV1000-BX61WI 
(Olympus, Японія).

Кількісний та статистичний аналізи.
Кількість BrdU-позитивних клітин підрахо-

вували у зубчастій звивині гіпокампа в кожному 
п’ятому фронтальному зрізі мозку (координати: 
від 1.7 мм до 2.3 мм posterior від брегми). Усього 
було досліджено по 5 зрізів на тварину. Сумарна 
кількість BrdU-позитивних клітин наведена у ви-
гляді середнього значення±стандартна похибка 
середнього. 

Статистичну обробку даних виконували з 
використанням програмного забезпечення Statistic 
(версія 5, StatSoft). Статистична вірогідність різниць 
середніх значень досліджуваних показників здій-
снювали за допомогою парного t-критерію Стьюден-
та при нормальному розподілі показників. Відповід-
ність закону нормального розподілу ознак перевіряли 
за допомогою критерію Шапіро-Уїлка. Відмінності 
вважалися достовірними при р<0,05.

5. Результати досліджень
На 14-у добу після трансплантації НПК за 

допомогою імуногістохімічного фарбування з вико-
ристанням антитіл проти BrdU проліферуючі клітині 
було легко візуалізувати завдяки чіткій ядерній ло-
калізації BrdU-мічення (рис. 1). BrdU-імунопозитивні 
клітини у мишей усіх експериментальних груп утво-
рювали проліферативні кластери у субгранулярній 
зоні (рис. 1), що є характерним для клітин-поперед-
ників зубчастої звивини [14].

Імуногістохімічний аналіз зрізів головного 
мозку з використанням антитіл проти BrdU показав, 
що у тварин контрольної групи кількість BrdU-пози-
тивних клітин на зріз становила 24.33±2.06 (табл. 1). 
Після експериментальної ішемії-реперфузії мозку у 
мишей спостерігалося збільшення кількості BrdU-мі-
чених ядер і їх значення сягало 37.66±2.33 (р<0.05 
порівняно із контролем) (табл. 1). 

Трансплантація НПК у гіпокамп ішемізова-
них тварин збільшувала кількість BrdU-позитивних 
клітин у субгранулярній зоні зубчастої звивини 
вдвічі порівняно із 2-ою групою тварин і становила 
76.4±3.33 (р<0.001) (табл. 1). 

Рис. 1. Імуногістохімічне фарбування на BrdU 
(білий колір, ядерна локалізація) зубчастої 

звивини гіпокампа тварини з ішемією мозку 
та трансплантацією НПК на 14-у добу після 

трансплантації. Штриховою лінією виділені межі 
гранулярного шару зубчастої звивини (stratum 

granulosum). Шкала=50 мкм

Таблиця 1
Кількість BrdU-мічених клітин у зубчастій звивині 

гіпокампа мишей контрольної групи, ішемічної  
та групи ішемізованих тварин,  
яким трансплантували НПК

Групи
Кількість BrdU-мічених клітин, 

(середнє значення±стандартна похибка 
середнього)

Контроль 24.33±2.06 

Ішемія 37.66±2.33* 

Ішемія+НПК 76.4±3.33**, #

Примітки: * – статистично вірогідна відмінність порівня-
но із контролем (р<0.05), ** – статистично вірогідна від-
мінність порівняно із контролем р<0.001), # – статистич-
но вірогідна відмінність порівняно із ішемією (р<0.001)

6. Обговорення результатів дослідження
Для дослідження можливого регенеративного 

потенціалу стовбурових клітин широко використо-
вують різні моделі ішемічного пошкодження мозку з 
подальшою їх трансплантацією. Ішемічне ураження 
головного мозку у мишей в експерименті дозволяє 
змоделювати наслідки ішемічного інсульту в людини 
[15], а трансплантація клітин різного походження з 
різним потенціалом диференціювання має на меті 
вивчення їх регенеративного потенціалу та загаль-
них закономірностей функціонування у відновних 
процесах у вогнищі ішемії.

Результати дослідження показали, що на 14 добу 
після моделювання ішемічного ушкодження голов-
ного мозку збільшувалася кількість BrdU-імунопо-
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зитивних клітин у субгранулярній зоні гіпокампі 
мишей. Ці дані збігаються із попередніми дослід-
женнями, в яких було продемонстровано, що індук-
ція нейроґенезу після експериментальної ішемії у 
гризунів починалася на 3–4 добу і сягала максимуму 
на 7–10 добу [16]. 

На різних тваринних моделях ішемічного уш-
кодження мозку (дорослі щури, миші, піщанки) було 
показано, що новоутворені клітини в зубчастій зви-
вині диференціювалися в нові зрілі нейрони після 
ішемії-реперфузії [17–19]. Але відомо, що з віком така 
здатність новоутворених клітин після ішемічного уш-
кодження мозку диференціюватися по нейронному 
фенотипу значно зменшується [4]. Цей факт пов’я-
зують із зниженням секреції нейрогенних факторів, 
таких як фактор росту фібробластів, інсуліноподібний 
фактор росту 1, нейрогенезин-1 і судинний ендотелі-
альний фактор росту в нейрогенних зонах мозку [20]. 

Тому вивчається можливість застосування 
трансплантації стовбурових клітин для компенсації 
наслідків ішемічного ушкодження мозку шляхом 
активації власних репаративних механізмів [13]. Зо-
крема, було продемонстровано, що трансплантація 
нейральних прогеніторних клітин людини, зменшу- 
вала когнітивні порушення у дорослих щурів піс-

ля ішемічного ушкодження мозку [21]. Нейральні 
стовбурові клітини, трансплантовані в дорослий 
мозок, здатні диференціюватися в зрілі нейрони з 
морфологічними та біохімічними особливостями, ха-
рактерними для нейронів мозку реципієнта. Це свід-
чить про те, що нейральні стовбурові клітини здатні 
реагувати на сигнали мікрооточення, а також впли-
вати на тканину реципієнта [22]. Можна припустити, 
що НПК, трансплантовані в ішемізований гіпокамп, 
можуть стимулювати ендогенний нейрогенез у гіпо-
кампі завдяки секреції різноманітних ростових фак-
торів, які у високих концентраціях містить фетальна 
нервова тканина

7. Висновки
1. Отримані дані показали, що трансплантація 

НПК після ішемічного ушкодження мозку у мишей 
достовірно збільшувала кількість BrdU-імунопози-
тивних проліферуючих клітин у субгранулярній зоні 
зубчастої звивини. 

2. Трансплантація нейральних прогеніторних 
клітин у гіпокамп після ішемії-реперфузії, яка сти-
мулює ендогенний нейроґенез, може бути корисною 
стратегією для лікування наслідків ішемічних ура-
жень головного мозку.
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