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ДИФЕРЕНЦІАЦІЯ НЕЙРОНАЛЬНИХ  
СТОВБУРОВИХ КЛІТИН, ТРАНСПЛАНТОВАНИХ  

НА ОРГАНОТИПОВУ КУЛЬТУРУ ГІПОКАМПА  
ПІСЛЯ КИСНЕВО-ГЛЮКОЗНОЇ ДЕПРИВАЦІЇ IN VITRO 

 
 

Після експериментальної киснево-глюкозної депривації органотипової культури гіпокампа мишей 
лінії FVB відзначено пошкодження пірамідних нейронів зони СА1 гіпокампа та активація гліальних 
клітин. Показано, що трансплантовані на органотипову культуру гіпокампа після її киснево-глю-
козної депривації трансгенні за геном зеленого флуоресцентного білка ембріональні нервові стов-
бурові клітини зберігають свою життєздатність на 7 та 14 добу після трансплантації та експресують 
маркер нейронів (NeuN), що свідчить про їх диференціацію у зрілі нейрони. 
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В останні роки завдяки сучасним концепціям кри-
тичного рівня кровотоку та ішемічної “напівтіні” 
(penumbra) вивчення патофізіології ішемічного ін-
сульту мозку змістилося від циркуляторних і метабо-
лічних механізмів у напрямок поглибленого до-
слідження ролі клітинних та молекулярних механіз-
мів пошкодження [1, 4]. Існує багато методів лікуван-
ня інсульту, але вони не є досконалими. На сьогодні 
велику увагу приділяють клітинній терапії. Зокрема, 
з кінця 80-х років минулого століття реалізується 

міжнародна програма з вивчення потенціалу стов-
бурових клітин (у тому числі і нейрогенних), що мо-
же сприяти значного прогресу у лікуванні нейроде-
генеративних захворювань [7, 14, 15]. 

Одним із прогресивних методів дослідження, 
які застосовуються в галузі біохімії, клітинній та 
молекулярній біології є культивування клітин і 
тканин. Системи in vitro є зручним експеримен-
тальним інструментом для точного контролю, тон-
ких маніпуляцій і тривалого моніторингу нормаль-
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них і патологічних процесів, що мають місце у 
різних тканинах і, зокрема, в нервовій тканині. 
Серед систем in vitro особливе місце займають ор-
ганотипові культури нервової тканини, які про-
тягом періоду культивування тривалий час збері-
гають цитоархітектоніку, типоспецифічність клі-
тин, міжклітинні зв’язки та інші особливості, ха-
рактерні для живої тканини, і в той же час є наба-
гато зручнішими для експериментальних маніпу-
ляцій, ніж моделі in vivo.  

Для моделювання ішемічного пошкодження 
мозку та вивчення впливу трансплантованих нер-
вових стовбурових клітин (НСК) на стан нервової 
тканини може бути використана органотипова 
культура гіпокампа. З літературних джерел відомо, 
що після ішемії (модель чотирьохсудинної оклюзії 
у щурів) у зоні СА1 гіпокампа спостерігається 
втрата 90-95 % пірамідних нейронів. При транс-
плантації НСК в зону гіпокампа щура було показа-
но, що 1-3 % цих клітин виживали, при цьому 3-9 % 
з них експресували нейрональний маркер NeuN [19, 
28]. Дослідники вказують, що NeuN-позитивні на-
щадки трансплантованих НСК відповідають за по-
кращення просторової орієнтації тварин. 

Вчені наводять дані використання трансплан-
тації НСК людини тваринам на моделі унілате-
ральної ішемії головного мозку шляхом оклюзії 
сонної артерії. Трансплантація НСК знижувала 
об’єм зони інфаркта та істотно покращувала мо-
торну, чутливу та когнітивну функції експеримен-
тальних тварин. За допомогою імуно-електронної 
мікроскопії вдалося встановити, що молоді ней-
рони — нащадки трансплантованих клітин — вста-
новлювали синаптичні контакти з нейроцитами 
реципієнтної тканини [12, 15]. 

Для доставки стовбурових клітин у ділянку іше-
мічного ушкодження головного мозку можна також 
використовувати судинне русло. Наприклад, внут-
рішньовенно вводили суспензію НСК людини щурам 
на моделі транзиторної ішемії головного мозку [15]. 
Трансплантовані таким чином НСК ідентифікували 
в тканині гіпокампа, де вони проліферували та ди-
ференціювалися в зрілі астроцити і нейрони. 

Інші вчені моделювали ішемію моторної зони 
кори великого мозку щура шляхом оклюзії серед-
ньої мозкової артерії. Мічені НСК людини вводи-
ли у хвостову вену.  Подальші дослідження мотор-
ної сфери тварин показали, що трансплантація 
НСК позитивно впливає на функціональне віднов-
лення та сприяє зменшенню моторного та когні-
тивного дефіциту. Істотну різницю в неврологіч-
ному статусі тварин автори спостерігали вже на 
другому тижні після моделювання інсульту [5]. За 
допомогою імуногістохімічного фарбування вста-
новили, що трансплантовані клітини мігрували тa 

інтегрувалися у тканину мозку на стороні по-
шкодження, а також експресували маркери нейро-
нального та астроцитарного типу. Мічені клітини 
були виявлені в тканині мозку навіть через 540 діб 
після трансплантації. 

Таким чином, трансплантацію нейральних клі-
тин при ішемічному пошкодженні головного моз-
ку можна розглядати як один із найбільш дієвих 
методів відновлення втрачених функцій та усунен-
ня когнітивного дефіциту.  

Для імуногістохімічних досліджень ми обрали 
гіпокамп — це структура головного мозку, відпові-
дальна за навчання, пам’ять та просторову орієнта-
цію, і поряд з корою головного мозку та стріатумом 
є надзвичайно чутливою до пошкоджуючих впли-
вів, зокрема до нестачі кисню та глюкози [2, 3, 18]. 
Відомо, що гіпокамп є однією з найчутливіших ча-
стин головного мозку під час ішемічного по-
шкодження з вибірковим ушкодженням пірамідних 
нейронів в str. pyramidale зони CA1 [10, 25]. Також 
показано, що глія бере активну участь у контролі 
нейронної активності та синаптичної передачі в 
нормі та при різних патологічних станах [17]. Мік-
роскопічний аналіз органотипової культури гіпо-
кампа показав, що вона зберігає типову топографію 
клітинних шарів і зон, які характерні для гіпокампа 
у природних умовах, а нейрони зони СА1 мають 
традиційну пірамідну форму [4, 13]. При перпенди-
кулярному розрізі органотипової культури гіпокам-
па можна побачити, що нейрони розташовуються у 
середині зрізу (4-8 шарів пірамідних клітин), з усіх 
сторін їх оточують клітини глії. До напівпроникної 
мембрани прилягає шар гліальних клітин з тонкими 
відростками, які виконують трофічну та захисну 
функції, а у даному випадку забезпечують фіксацію 
культивованих зрізів на мембрані.  

Метою даної роботи було визначити рівень по-
шкоджень нейронів та гліальних клітин зони СА1 
гіпокампа при короткотривалій киснево-глюкоз-
ній депривації, а також дослідити вплив транс-
плантації НСК на стан нервової тканини після 
ішемічного пошкодження.  

 
Матеріал та методи 
Отримання життєздатних зрізів гіпокам-

па. Усі роботи з експериментальними тваринами 
проводили з дотриманням Закону України “Про 
захист тварин від жорстокого поводження”, “Єв-
ропейської конвенції із захисту хребетних тварин, 
які використовуються з експериментальною та ін-
шою науковою метою”, а також принципів біоети-
ки та норм біологічної безпеки [8].  

Для отримання зрізів гіпокампа використову-
вали мишей лінії FVB 8-9-добового віку. Тварин 
декапітували та виділяли мозок з черепної коробки. 
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Виділення та культивування зрізів гіпокампа про-
водили за методом L. Stoppini [23]. А саме, гіпокампи 
виділяли з мозку в охолодженому середовищі (50 % 
МЕМ, 5 мM Tris, 12.5 мM Hepes, 25 % 10-кратного 
сольового розчину HBSS, pH 7,3). Потім за допо-
могою автоматичного чоппера (McIllwain, Велико-
британія) робили зрізи перпендикулярно до довгої 
осі гіпокампа товщиною 350-375 мкм, які культиву-
вали 5-7 діб. Культивування зрізів проводили на на-
півпроникних мембранах, розміщених на межі газо-
вого (суміш атмосферного повітря з 5 % СО2) та рід-
кого середовища (50 % МЕМ, 25 % збалансованого 
сольового розчину Хенкса, 15 мM D-глюкози, 25 % 
інактивованої кінської сироватки, pH 7,2) при 37 °С. 
Середовище культивування змінювали на другий 
день інкубації, а далі двічі або тричі на тиждень. Про-
тягом 5-7 діб культивування зрізи гіпокампа пов-
ністю очищувалися від клітин, пошкоджених під час 
виділення, та досягали стабільного стану. Протягом 
цього часу зрізи розпластувалися, їх товщина змен-
шувалася до 200-250 мкм.  

Ішемічне пошкодження органотипової куль-
тури гіпокампа викликали шляхом киснево-глю-
козної депривації (КГД), яку створювали шляхом 
утримання зрізів у спеціальній камері (35 °С) де 
кисень повітря був замінений на азот, а у середо-
вищі культивування глюкоза була замінена на са-
харозу. Тривалість КГД становила 10 хв. Надалі 
зрізи повертали до нормальних умов культивуван-
ня на 2 год (нормоксична реоксигенація). 

Отримання та трансплантація нейральних 
прогеніторів на органотипову культуру гіпокам-
па. Гіпокампи виділяли у стерильних умовах з 
мозку 16-добових плодів мишей лінії FVB-Cg-
Tg(GFPU)5Nagy/J, трансгенних за геном зеленого 
флуоресцентного білка (GFP). За допомогою пасте-
рівських піпеток різного діаметру механічно дисо-
ціювали тканину гіпокампу у середовищі Neurobasal 
(Gibco Invitrogen, США). Після дисоціації суспензію 
клітин пропускали через нейлонові клітинні фільт-
ри (Falcon, США) з діаметром пор 40 мкм. Очищену 
фракцію НСК отримували центрифугуванням сус-
пензії клітин у градієнті густини (22 % розчин 
Percoll). Відсоток життєздатних клітин у суспензії 
визначали методом проточної цитометрії за до-
помогою лазерного цитофлюориметра-сортера 
FACSAria (Becton Dickinson, США) після інкубації 
суспензії клітин з 7-аміноактиноміцином (7-AAD). 
НСК трансплантували на органотипову культуру 
гіпокампа в кількості 1⋅105 клітин через 2 год після 
КГД/реоксигенації. 

Оцiнка культивованих зрізів за методом за-
барвлення клітин пропідіум йодидом (PI). Для ви-
явлення пошкоджених клітин використовували 
забарвлення культивованих зрізів стійким флуо-

ресцентним барвником РІ, якій проникає в кліти-
ни з пошкодженою мембраною. При проникненні 
в клітину барвник зв’язується з молекулою ДНК, 
яка набуває червоної флуоресценції. РІ додавали в 
середовище культивування до проведення кисне-
во-глюкозної депривації. Для виконання експери-
менту відібрали зрізи, які не були забарвлени РІ.  
Культури аналізували за допомогою флуоресцент-
ного мікроскопу XSP-139A-TP. 

Імуногістохімічне фарбування культивованих 
зрізів гіпокампа. Для ідентифікації нейронів та клі-
тин глії використовували подвійне імуногістохіміч-
не забарвлення антитілами до GFAP (кролячі полі-
клональні, 1:1500, маркер астроцитів, DAKO, Данія); 
NeuN (мишачі моноклональні, 1:1000, маркер ней-
ронів, Сhemicon, Великобританія); GFP (козячі полі-
клональні, 1:1000, маркер трансплантованих стовбу-
рових клітин, Molecular Probes Inc., США). Органо-
типові культури гіпокампа фіксували 4 % розчином 
формальдегіду, відмивали фосфатним буфером, та 
для кращого проникнення антитіл та запобігання 
зайвого неспецифічного зв’язування обробляли 
розчином: 0,3 % TritonX-100, 0,5 % BSA. Протягом 
24 год культури гіпокампа інкубували у суміші 
первинних антитіл. Після відмивання у фосфатному 
буфері зрізи обробляли 1 год сумішшю вторинних 
антимишачих Alexa Fluor-555-кон’югованих (1:1000, 
Invitrogen, CША), антикозячих Alexa Fluor-488-
кон’югованих та антикролячих Alexa Fluor-647-
кон’югованих антитіл (1:1000, Invitrogen, США).  

Після відмивання PB, культури фіксували по-
кривним склом у спеціальному середовищі для 
флуоресцентних препаратів (Dako, Данія). Зрізи гі-
покампа вивчали за допомогою конфокального 
мікроскопа FluoView™ FV1000 (Olympus Inc., США) з 
цифровою фотокамерою, поєднаною з комп’ютером. 

 
Результати та їх обговорення. Після експери-

ментальної киснево-глюкозної депривації в органо-
типовій культурі гіпокампа мишей лінії FVB спо-
стерігалося ушкодження пірамідних нейронів зони 
СА1 гіпокампа разом з активацією гліальних клітин. 
Ступінь імунореактивності нейронів і астроцитів та 
їх локалізація у зоні СА1 гіпокампа істотно залежала 
від терміну постішемічного періоду.  

На 3, 7 та 14 добу після КГД усі структури ней-
ропіля зони СА1гіпокампа були зміненими. На 
14 добу культивування після ішемічного по-
шкодження кількість пірамідних нейронів у str. 
pyramidale візульно зменшилась удвічі. На зрізах 
органотипової культури гіпокампа можна побачи-
ти, що непошкоджені нейрони, які вижили, розта-
шовуються нерівномірно та втрачають компакт-
ність їх розташування. Між нейронами спостеріга-
лось поява пустот та збільшення міжклітинного 
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простору (рис. 1). Поява численних пустот у str. 
pyramidale та реструктуризація компактного розта-
шування пірамідних нейронів безпосередньо по-
в’язані із загибеллю вищевказаних нейронів. Відо-
мо, що механізм загибелі пірамідних нейронів зо-
ни CA1 при ішемії відбувається як за некро-тич-
ним, так і за апоптотичним фенотипом [26, 27]. 
Реактивний астрогліоз спостерігався вже на 3 добу 
після КГД. Усі структури нейропіля зони СА1 
гіпокампа були сильно вакуолізовані, переважно 
через наявність великої кількості набряклих від-
ростків астроцитів (див. рис. 1).  Гіпертрофовані 
соми астроцитів, які є показником піку реактив-
ного астрогліозу [6, 23], були чітко помітні на 7 до-
бу культивування та розташовувалися в основному 
в str. pyramidale СА1-зони гіпокампа (див. рис. 1). 
Гіпертрофована структура астроцитів проявлялася 
не лише збільшенням площі соми клітин, але і 
потовщенням та зменшенням довжини численних 
коротких відростків. На 14 добу рівень активації 
астроцитів був таким самим, як і на 3 добу куль-
тивування зрізів гіпокампа після КГД. 

 
   NeuN 3-я доба               7-а доба                  14-а доба 

 
Рис. 1. СА1-зона гіпокампа на 3-ю, 7-у та 14-у доби після 

КГД. Імуногістохімічне фарбування на NeuN та 
GFP. Масштабна лінійка — 50 мкм. 

Через 2 год реоксигенації після КГД свіжови-
ділені GFP-позитивні НСК трансплантували на 
культивовані органотипові зрізи гіпокампа. Кіль-
кість життєздатних клітин після інкубації суспензії 
клітин з 7-аміноактиноміцином (7-AAD) тановила  
89,8-93,5 %, а вміст GFP-позитивних клітин серед 
життєздатних у даній фракції — 97,5-99,6 %. 

На 3 добу після трансплантації GFP-позитивні 
НСК вбудовувалися у нейропіль гіпокампа та змі-
нювали свою морфологію. Спостерігалась поява 
радіальних відростків, які відходили від соми клі-
тини, що вказувало на їх диференціацію (рис. 2). У 
деяких клітин відзначався ріст коротких чисель-
них відростків. Візуально кількість нейронів у str. 
pyramidale зони СА1 гіпокампа була такою же як і 

після КГД, але без трансплантації (див. рис. 2). 
Подвійне імуногістохімічне фарбування на GFP 
(маркер трансплантованих стовбурових клітин) та 
на NeuN (нейрони) на 3 добу після трансплантації 
не виявило кольорової колокалізації (кольори на 
мікрофотографії конвертовані у чорно-білі), це 
вказує на те, що трансплантовані клітини ще не 
диференціювалися у нейрони (див. рис. 2). 

 
3-я доба 

         GFP                    Колокалізація                 NeuN 

 
Рис. 2. GFP- та NeuN-позитивні клітини СА1-зони гіпо-

кампа на 3-ю та 7-у доби після КГД і трансплантації 
НСК. Колокалізація на GFP та NeuN показує, що 
GFP-позитивні клітини експресують NeuN (вказано 
стрілками). Масштабна лінійка — 50 мкм. 

 
На 7 добу після трансплантації GFP-позитивні 

НСК продовжували змінювати свою морфологію. 
Було відзначено появу більшої кількості клітин з чис-
ленними відростками, що відходили від соми кліти-
ни (див. рис. 2). При подвійному імуногістохічному 
фарбуванні маркерами нейронів та GFP-позитивних 
клітин в СА1 зоні гіпокампа відзначали колокаліза-
цію кольорових маркерів. (див. рис. 2). Це свідчить 
про те, що GFP-позитивні НСК не лише інтегрува-
лися у тканину реципієнта, мігрували в місця по-
шкодження, але і диференціювалися у зрілі нейрони. 

На 14 добу після трансплантації НСК кількість 
диференційованих у нейрони GFP-позитивних клі-
тин збільшувалася (рис. 3) при цьому GFP-пози-
тивні клітини набували фенотип зрілих нейронів. 
Зокрема, ці клітини характеризувалися розвине-
ною сомою та розгалуженими дедритами.  

Таким чином, показано, що GFP-позитивні 
НСК, трансплантовані в органотипову культуру гі-
покампу після КГД, диференціювалися у нейрони, 
але не у клітини астроглії. Це свідчить про те, що 
трансплантовані клітини можуть реагувати на 
сигнали мікрооточення тканини реципієнта, які 
регулюють клітинну диференціацію та визначають 
напрямок міграції [9, 20]. 

GFP 

7-а доба 
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         GFP                  Колокалізація                NeuN  

 
Рис. 3. GFP- та NeuN-позитивні клітини СА1-зони гіпо-

кампа на 14-у добу після КГД і трансплантації НСК. 
Колокалізація демонструє, що GFP-позитивні клі-
тини експресують NeuN (вказано стрілками). Масш-
табна лінійка — 50 мкм. 

Механізм дії трансплантованих клітин на іше-
мізований мозок невідомий. Припускають, що таке 
покращення морфо-функціонального стану  ішемі- 

зованої тканини при трансплантації МСК відбува-
ється саме завдяки активації синаптогенезу, нейро-
генезу або нейропротекції за рахунок ростових 
факторів, про що зазначають ряд авторів [11, 16, 
21, 24].  

Отже, виходячи з даних літератури та отрима-
них результатів, трансплантація нейральних стовбу-
рових клітин може зайняти одну з провідних по-
зицій у лікуванні наслідків ішемічного пошкоджен-
ня головного мозку. На даний час цей напрям 
клітинної трансплантології знаходиться на етапі 
різнобічного експериментального вивчення. Мож-
ливо, що у майбутньому отримані позитивні резуль-
тати будуть підтверджені і клінічними досліджен-
нями ефективності цього методу лікування на-
слідків ішемічного пошкодження головного мозку.  
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После экспериментальной кислородно-глюкозной депривации органотиповой культуры гиппо-
кампа мышей линии FVB отмечены повреждения пирамидных нейронов зоны СА1 гіпокампа и 
активация глиальных клеток. Показано, что трансплантированные на органотиповую культуру гип-
покампа после ее кислородно-глюкозной депривации трансгенные по гену зеленого флуорес-
центного белка эмбриональные нервные стволовые клетки сохраняют свою жизнеспособность на 7 
и 14 сут после трансплантации и экспрессируют маркер нейронов (NeuN), что свидетельствует об 
их дифференциации в зрелые нейроны. 
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The damage of pyramidal neurons of hippocampal CA1 zone and activation of glial cells was noted 
following experimental oxygen-glucose deprivation of FVB mice. Transgenic by gene of green fluorescent 
protein embryonal nerve stem cells transplanted on organ-typical culture of the hippocampus after its 
oxygen-glucose deprivation were found to retain their viability on days 7 and 14 after transplantation and 
to express neuronal marker (NeuN), which testifies their differentiation to mature neurons. 
 
 
 
 

 


