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ОСОБЕННОСТИ КАЛЬЦИЕВОЙ СИГНАЛИЗАЦИИ ПРИ ИШЕМИЧЕСКОМ ПОРАЖЕНИИ 

НЕРВНОЙ ТКАНИ – НЕЙРОНОВ ГИППОКАМПА 
В этом обзоре описываются особености работы систем, обеспечивающих восстановление гомеостаза кальция во время ишеми-

ческого повреждения нейронов гиппокампа. Высокий уровень внутриклеточного Са2+, эксайтотоксическая активность глутамата и 
формирование свободных радикалов во время ишемии являются одним из основных повреждающих факторов, ведущих к дальнейше-
му повреждению нейронов гиппокампа. Понимание механизмов способных предупредить развитие повреждений сегодня является 
ключевым для разработки стратегий нейропротективного пост- и прекондиционирования. 

Ключевые слова: SERCA – Са2+-АТФаза эндоплазматического ретикулума, PMCA – Са2+АТФ-аза плазматической мембраны, ишеми-
ческое поражение, гипокамп. 
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FEATURES OF CALCIUM SIGNALING IN ISHEMIC INJURY NERVOUS TISSUE –  

OF NEURONS IN THE HIPPOCAMPUS 
This review describes the features of the systems to ensure the restoration of calcium homeostasis of hippocampal neurons during ischemic 

injury. High levels of intracellular Ca2+, glutamate excitotoxicity activity and the formation of free radicals during ischemia are a major damaging 
factors, leading to further damage to hippocampal neurons. Understanding the mechanisms able to prevent the development of damage today is 
key for the development of post- and preconditioning neuroprotective strategies. 
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МЕТОДИ ОТРИМАННЯ  

МУЛЬТИПОТЕНТНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН ПЛАЦЕНТИ У ЩУРІВ 
 
Плацента є цінним джерелом мультипотентних стовбурових клітин (ПМСК), які широко починають використо-

вуватися у клітинній терапії. Таким чином, пошук найбільш оптимального методу отримання таких клітин є відкри-
тим. Метод посадки експлантів та ферментативної обробки дозволяють отримати ПМСК плодового походження, 
які зберігають здатність диференціюватися у мезенхімальних напрямках до 4 пасажу. Аллогена щуряча сироватка не 
підтримує становлення та ріст ПМСК, тому залишається широким використання фетальної бичачої сироватки, 
ксеногенної по відношенню до клітин. 

Ключові слова: плацента, стовбурові клітини, клітинна терапія.  
 
Вступ. На сьогодні клітинна терапія та регенерати-

вна медицина все більше впроваджується в клінічне 
застосування та набуває розповсюдження, як іннова-

ційні персоналізовані біотехнологічні методи лікування 
[1-4]. Мезенхімальні стовбурові клітини займають (МСК) 
основне місце серед типів клітин, що проходять клінічні 
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випробування та вже застосовуються в медичні практи-
ці. Потенційним джерелом стовбурових клітин можуть 
слугувати різні типи тканин людини (кістковий мозок, 
жирова тканина, ендометрій тощо), але використання 
плаценти як джерела МСК має низку переваг [5-7]. Ви-
користання зрілої плаценти не має етичних проблем, не 
потребує інвазивних втручань, клітини виділенні з нею 
мають ряд переваг, порівняно із МСК кісткового мозку 
та жирової тканини через те що плацента відіграє фун-
даментальну роль у підтриманні толерантності мате-
ринського організму до розвитку плода [8-11]. Потрібно 
відмітити, що плацента може слугувати джерелом не 
тільки мезенхімальних стовбурових клітин, але також 
епітеліальних та ендотеліальних. На разі, лікування із 
застосуванням трансплантації плацентарних МСК про-
ходить перші фази клінічних випробувань [12]. 

Для вивчення процесів формування і функціонування 
плаценти у людини використовують модель плацентації 
у щурів. У обох видів встановлено подібність процесів і 
залучених механізмів у процесах інвазії, ремоделюванні 
спіральних артерій, імунологічних змін тощо [13-15]. 

На сьогодні відомо декілька методів виділення му-
льтипотентних стовбурових клітин з плаценти щурів 
(ПМСК) 21-го дня гестації [16], але не оцінювався най-
більш оптимальний склад поживного середовища, тип 
покриття, на якому найкраще підтримується ріст та збе-
рігаються мультипотентні властивості клітин. Таким 
чином, головною метою було підібрати найбільш опти-
мальні умови виділення і культивування ПМСК.  

Матеріали та методи. Методи отримання ПМСК зі 
зрілої плаценти щурів. Самок щурів (n=3) на 21-му дні 
вагітності поміщали у камеру з СО2 на 2 хв, декапітува-
ли та вирізали плаценти фетусів чоловічої статі з до-
триманням правил осептики та антисептики. Плаценти 
промивали в розчині Хенксу з додаванням 50 мкг/мл 
стрептомицину, 100 од/мл бензилпенициллину. Амніо-
тичні та децидуальні оболонки видаляли і в подальшо-
му працювали з ворсинчастою тканиною лабіринто- і 
спонгіотрофобласта. Тестовані методи посадки ПМСК: 
1. Метод експлантів. Тканину подрібнювали стерильни-
ми ножицями у повному середовищі на фрагменти роз-
міром 1-2 мм3; 2. Ферментативний. Тканину інкубували 
в розчині 0,1% колагенази та 0,6 од/мл диспази І при 
37 °С протягом 30 хв. Отриману суспензію клітин відми-
вали від ферментів шляхом центрифугування при 300 g 
10 хв та перерозчиняли у поживному середовищі. Клі-
тини висівали на адгезивний пластик із розрахунку 
200 тис на см2. Для визначення найбільш оптимального 
складу поживного середовища були використані насту-
пні: 1. Альфа-МЕМ, 10% фетальної бичачої сироватки 
(ФБС), 1Х RPMI розчин амінокислот, 50 мкг/мл стреп-
томицину, 100 од/мл бензилпенициллину; 2. ДМЕМ, 
10% ФБС, 1Х RPMI розчин амінокислот, 50 мкг/мл стре-
птомицину, 100 од/мл бензилпенициллину; 3. Альфа-
МЕМ, 10% аллогенної щурячої сироватки (АЩС), 1Х 
RPMI розчин амінокислот, 50 мкг/мл стрептомицину, 100 
од/мл бензилпенициллину; 4. ДМЕМ, 10% АЩС, 1Х RPMI 
розчин амінокислот, 50 мкг/мл стрептомицину, 100 од/мл 
бензилпенициллину. Фрагменти тканини отримані мето-
дом експлантів висаджували на адгезивний пластик для 
культур клітин та на пластик, покритий колагеном. 

При посадці методом експлантів першу зміну середо-
вища проводили на 7-ий день культивування, після фер-
ментативного способу виділення – на 2-ий день, пода-

льші зміни здійснювали двічі на тиждень. Після досяг-
нення культурою 80-90% моношару, клітини пересівали. 
Для цього культуру промивали у фосфатному сольовому 
буфері від залишків сироватки, інкубували у розчині 
0,05% трипсину, після цього відмивали від залишків три-
псину шляхом центрифугування та висівали 5 тис на см2.  

Отримання АЩС. Здорових щурів 1-1,5 року поміща-
ли у камеру з СО2 на 2 хв, декапітували та набирали кров 
з стегнової вени. Цільну кров витримували 30 хв при кім-
натній температурі, після чого центрифугували протягом 
20 хв при 1000 g та відбирали супернатант. Отриману 
сироватку інактивували впродовж 30 хв при 56 °С. 

Остеогенне та адипогенне диференціювання. Для 
визначення здатності клітин диференціюватися в ос-
теогенному напрямку культуру клітин на 4-му пасажі 
культивували в середовищі ДМЕМ з 10-7 М дексамета-
зону, 10 мМ β-гліцерофосфату і 0,1 мМ аскорбат-2-
фосфату протягом 21 доби. Мінералізований матрикс 
виявляли фарбуванням 1 % розчином алізаринового 
червоного. Для адипогенного диференціювання клітини 
культивували в ДМЕМ з додаванням 10% ФБС, 1 мкМ 
дексаметазону, 0,5 мМ ізобутил-метилксантину, 
0,06 мМ індометацину і 5 мкг/мл інсуліну протягом 
21 доби. Жирові включення виявляли фарбуванням 
жировим червоним О. Як контроль були використані 
клітини, культивовані протягом того ж терміну в живи-
льному середовищі без факторів диференціювання. 

Флуоресцентна in situ гібридизація (FISH). Для про-
ведення FISH аналізу брали ПМСК 4-го пасажу, отри-
мані методом посадки експлантів (n=3) та ферментати-
вним методом (n=3) з плаценти фетусів чоловічої статі. 
Приготування препаратів для гібридизації проводили за 
стандартною методикою. Для гібридизації використову-
вали зонди Chromosome Y-green and Chromosome  
X-orange XCyting Rat Chromosome Painting. Ядра фар-
бували розчином DAPI (Abbot Molecular, USA). Для 
аналізу підраховували не менше 300 ядер. Візуалізацію 
проводили на флуоресцентному інвертованому мікро-
скопі Axio Imager M1. 

Результати та їх обговорення. 
Після посадки експлантів плаценти, тканина прикрі-

плювалася впродовж першого тижня, а після сьомого 
дня культивування можна було спостерігати вихід клі-
тин та утворення колоній навколо прикріплених фраг-
ментів. Ми очікували, що використання колагенового 
покриття буде сприяти швидшому прикріпленню та рос-
ту культури, але за нашими даними ріст культури на 
пластику відбувався швидше, ніж на колагеновому по-
критті. Цікавим є факт, що використання алогенної 
щурячої сироватки пригнічувало вихід, прикріплення 
та ріст клітин з посадженого експланту, тому вже після 
першого пересіву (на 1-му пасажі) клітини не ділилися 
та не прикріплювалися при слідуючому пересіві. Ми 
вважаємо, що АЩС стимулює вихід та ріст клітин від-
мінних від мезенхімальних стовбурових клітин, бо у 
клітин відсутня веретеноподібна форма, клітини міс-
тять багато включень у цитоплазмі. При використанні 
ферментативного способу виділення ПМСК, моношар 
клітин утворювався порівняно швидко. Схожа ситуація 
спостерігається щодо впливу АЩС, клітини затриму-
валися в рості і не переживали двох пересівів. Вико-
ристання середовища альфа-МЕМ як базового є пе-
реважним, бо клітини в подальшому пересівалися бі-
льшу кількість разів. 
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Таблиця  1. Характеристики культур ПМСК, виділених різними методами 
метод виділення 

культур 
склад середовища поверхня, на яку  

висаджували клітини 
день досягнення 80-90%  
моношару на 0-му пасажі 

пасаж, на якому  
відбувалося старіння культури 

1 (альфа-МЕМ, ФБС) колаген 15-17 3-4 
1 (альфа-МЕМ, ФБС) пластик 7-17 4-7 
3 (альфа-МЕМ, АЩС) колаген 15-23 1-4 

посадка експлантів 

3 (альфа-МЕМ, АЩС) пластик 17-21 1-3 
1 (альфа-МЕМ, ФБС) пластик 5-6 5 
2 (ДМЕМ, ФБС) пластик 6 3 
3 (альфа-МЕМ, АЩС) пластик 14-30 1 або не вдалося отримати культуру 

ферментативний 

4 (ДМЕМ, АЩС) пластик 10 1 
 

Посадка методом експлантів, 15 день культивування 

    
альфа-МЕМ, ФБС, колаген альфа-МЕМ, ФБС, пластик альфа-МЕМ, АЩС, колаген альфа-МЕМ, АЩС, пластик 

 
Ферментативний спосіб виділення клітин, 6 день культивування 

    
альфа-МЕМ, ФБС, пластик ДМЕМ, ФБС, пластик альфа-МЕМ, АЩС, пластик ДМЕМ, АЩС, пластик 

 
Рис.1. Репрезентативні фотографії культур ПМСК при використанні різних методів виділення на 0-му пасажі;  

стрілками показано клітини типової морфології; довжина шкали = 50 мкм.  
 
При старінні ПМСК кількість клітин посаджених клі-

тин дорівнювала кількості знятих клітин, після чого клі-
тини вже не прикріплювалися до культуральної поверх-

ні. При цьому спостерігалося збільшення клітин у роз-
мірах, збільшення частки синтетично активних клітин з 
3-7 ядерцями та включеннями у цитоплазмі (рис.2). 

 

 
 

Рис.2. Репрезентативна морфологія старіючої ПМСК;  
фазово-контрасна мікроскопія; довжина шкали = 50 мкм.  

 
Таким чином, найбільш оптимальним за складом 

середовищем для росту ПМСК був альфа-МЕМ з дода-
ванням 10% ФБС, 1Х RPMI розчин амінокислот, 
50 мкг/мл стрептомицину, 100 од/мл бензилпеницилли-
ну. Використання додаткового покриття колагеном, для 
пришвидшення прикріплення експлантів тканини не 
було доцільним. Для підтвердження мультипотентності 

ПМСК, отриманих ферментативним методом чи мето-
дом експлантів було поставлене направлене диферен-
ціювання у адипогенному і остеогенному напрямках. В 
результаті, ПМСК, виділені обома методами зберігали 
здатність сильно диференціюватися у мезенхімальних 
напрямках на 4 пасажі (рис.3). 
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Виділення ПМСК методом експлантів 

    
а в д ж 

Ферментативний метод виділення ПМСК 

    
б г е з 

 
Рис.3. Направлене диференціювання ПМСК у мезенхімальних напрямках: а, б – остеогенне диференціювання,  
накопичені кальцієві депозити забарвлені червоним (вказані стрілками), забарвлення алізариновим червоним;  

в, г – контроль до остеогенного диференціювання, не спостерігається відкладання кальцію клітинами,  
забарвлення алізариновим червоним; д, е – адипогенне диференціювання, спостерігається вміст жирових вакуоль  

у клітинах (вказано стрілками), забарвлення жировим червоним О; ж, з – контроль до остеогенного диференціювання,  
відсутні жирові включення, забарвлення жировим червоним О; довжина шкали = 50 мкм. 

 
Відомо, що плацента містить частину клітин плодо-

вого, а частину материнського походження. Виділення 
клітин плодового походження є більш необхідним для 
використання у клітинної терапії, по-перше, можливе 
подальше збереження (кріоконсервування) для аутоло-
гічного застосування, клітини характеризуються біль-

шими потенціями до диференціювання та приживлення 
в організмі реципієнта. За результатами FISH аналізу, 
культури ПМСК, отримані і методом експлантів і фер-
ментативним методом, вирощені на середовищі скла-
дом 1, мали фетальний чоловічий каріотип (рис.4) 

 

  
ПМСК, виділені методом експлантів ПМСК, виділені ферментативним методом 

 
Рис. 4. FISH аналіз ПМСК, флуоресцентна мікроскопія; одинарною стрілкою показано сигнал У хромосоми,  

подвійною стрілкою показано сигнал Х хромосоми; ×1000 
 
Висновки. Плацента є важливим джерелом стовбу-

рових клітин плодового походження, які можна виділити 
і методом експлантів і ферментативним методом. Зва-
жаючи на вищезазначений факт, виділення ПМСК ме-
тодом експлантів є менш трудомістким та менш затрат-
ним. Найкраще підтримує ріст та мультипотентні влас-
тивості середовище альфа-МЕМ з 10% ФБС. Викорис-
тання аллогенної сироватки не підтримує ріст ПМСК. 
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МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ПЛАЦЕНТЫ У КРЫС 

Плацента является ценным источником мультипотентных стволовых клеток (ПМСК), которые широко используются в клето-
чной терапии. Таким образом, поиск наиболее оптимального метода получения таких клеток остается открытым. Метод посадки 
експлантов и ферментативной обработки позволяют получить ПМСК плодового происхождения, которые сохраняют способность 
дифференцироваться в мезенхимальных направлениях до 4 пассажа. Аллогеннная крысиная сыворотка не поддерживает становление 
и рост ПМСК, поэтому использование фетальной телячей сыворотки, ксеногенной по отношению к клеткам, остается широким. 
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METHODS OF OBTAINING MULTIPOTENT STEM CELLS OF THE PLACENTA IN RATS 

Placenta is a valuable source of multipotent stem cells (PMSC) widely used for cell therapy. Hence, the most optimal method of PMSC obtaining 
remains questionable. By methods of explant culturing and enzymatic digestion were obtained PMSC of fetal origin and multipotent features at 4th 
passage. Allogeneic rat serum is not favor PMSC establishment and growth, consequently the use is made of fetal bovine serum, that is xenogeneic 
for cell cultures. 

Кey words: Placenta, stem cells, cell therapy. 
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ВПЛИВ ХРОНІЧНОГО ОПРОМІНЕННЯ НА ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ  

ТРЬОХ ОПРОМІНЕНИХ "ПОКОЛІНЬ" ASPERGILLUS VERSICOLOR 
 

Охарактеризовано вплив хронічного опромінення на три "покоління" Aspergillus versicolor, які були отримані в моде-
льних умовах з двох батьківських штамів: A.versicolor 99 з радіоадаптивними властивостями, що був ізольований з 
приміщень об'єкту "Укриття" Чорнобильської АЕС, та A.versicolor 432 – контрольного. При культивуванні на двох сере-
довищах з різним вмістом джерела вуглецю у досліджених "поколінь" A. versicolor 99 та A. versicolor 432 виявлено різно-
спрямовані зміни швидкості радіального росту (від сповільнення до пришвидшення), які за величиною знаходились у ме-
жах від 60% до 140% (на сусло-агарі) та від 70% до 230% (на голодному агарі) по відношенню до відповідних неопромінених 
"поколінь". Виявлені зміни у профілі активності антиоксидантних ферментів супероксиддисмутази, каталази, перокси-
дази, що мають хвилеподібний характер у трьох досліджених "поколінь" A.versicolor 432 і A.versicolor 99 (за виключенням 
каталази) та високу амплітуду коливань від зменшення (до 70%) до збільшення (до 900%).  

Ключові слова: іонізуюче опромінення, "покоління" Aspergillus versicolor, ферменти антиоксидантного захисту. 
 
Вступ. За майже 30 років, які минули після аварії на 

Чорнобильській АЕС, було встановлено низку радіобіо-
логічних явищ, котрі у своїй сукупності визначають фо-
рмування віддалених наслідків опромінення на різних 
рівнях організації біотичних систем [1-4]. Радіонукліди в 
екосистемі перебувають у постійній міграції, внаслідок 
чого всі представники біоти, включаючи мікроорганізми, 
гриби, рослини і тварини, а також людина зазнають 
додаткового опромінення. Особливий науковий інтерес 
має дослідження наслідків впливу хронічного опромі-
нення в популяціях мікроміцетів, виділених з приміщень 
об'єкту "Укриття" ЧАЕС з різним рівнем радіоактивного 
забруднення, у яких сформувались нові, раніше неві-
домі радіоадаптивні властивості (позитивний радіотро-
пізм, радіостимуляція, адаптивна відповідь) за дії вели-
ких доз опромінення [5, 6, 7]. Найбільш поширеним ви-
дом мікроміцетів у приміщеннях об'єкту "Укриття" є 
Aspergillus versicolor, у штамів якого було виявлено ра-

діоадаптивні властивості. A.versicolor є звичайним ев-
рибіонтним видом у наземних та водних екосистемах, 
часто трапляється у вологих закритих приміщеннях, мо-
же викликати руйнування конструкційних матеріалів та 
призводити до захворювань людини [8]. Розуміння меха-
нізмів адаптації A. versicolor до критичних умов середо-
вища є важливим для оцінки та прогнозу його шкодочин-
ності. Особливої уваги заслуговує дослідження характе-
ру змін фізіолого-біохімічних властивостей у "поколіннях" 
опромінених мікроміцетів, ступеню їх прояву та стабіль-
ності, що дасть інформацію для прогнозів щодо віддале-
них наслідків дії хронічного опромінення на мікобіоту. 

Метою роботи було вивчення біологічної активності 
у ряду опромінених в модельних умовах генерацій 
A.versicolor на рівні організму – за швидкістю радіально-
го росту та на молекулярному – за активністю ключових 
ферментів антиоксидантного захисту (каталази, перок-
сидази, супероксиддисмутази). 
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