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Вступ

Хронічна ішемія кінцівок, зу-
мовлена ураженням дисталь-
ного судинного русла, що не
підлягає реконструкції, характе-
ризується тяжким і прогресив-
ним перебігом, який часто при-
зводить до соціальної та трудо-
вої дезінтеграції хворого [1].

Сьогодні все частіше в комп-
лексному лікуванні даної кате-
горії хворих застосовують мето-
ди терапевтичного ангіогенезу,
у тому числі ті, що ґрунтуються
на використанні автологічних
клітин кісткового мозку [2].

Однак клінічне використан-
ня кісткового мозку як джере-
ла мезенхімальних стовбуро-
вих клітин проблематичне, ос-
кільки процедура його отриман-
ня інвазивна та доволі складна,
а в результаті вдається отри-
мати недостатню кількість
функціонально активних клі-
тин. Таким чином, виникає пи-
тання пошуку альтернативних
джерел ендотеліальних клі-
тин-попередників.

Привертає увагу великий та
унікальний потенціал феталь-
ної печінки, яка містить значний
спектр стовбурових клітин і
клітин-попередників різних па-
ростків, які мають низьку імуно-
генність, що дозволяє їх вико-
ристовувати без попереднього
HLA-типуванння [3]. Крім гепа-
тичних і гемопоетичних клітин,
фетальна печінка містить кліти-
ни ендотеліального та мезенхі-
мального паростків [4; 5].

Ендотеліальні клітини сут-
тєво впливають на процеси
кровотворення, які відбува-
ються у фетальній печінці, ос-
кільки секретують IL-1, фак-
тор некрозу пухлин (tumor nec-

rosis factor — TNF-α) та коло-
нієстимулювальний фактор
гранулоцитів і макрофагів (GM-
CSF) [6; 7]. Нині для ідентифі-
кації й оцінки ендотеліальних
клітин використовують низку
маркерів, серед яких найбільш
демонстративними є FLТ-1,
FLK-1, CD31 (PECAM), Ska1,
фактор фон Віллебранда (von
Willebrand’s factor) [8; 9]. Од-
ним із найбільш показових і
ранніх маркерів ендотеліальних
клітин-попередників є FLK-1
(fetal liver kinase-1), який є ре-
цептором фактора росту су-
динного ендотелію (VEGF), що
відповідає за проліферацію та
диференціювання ендотелі-
альних клітин [10; 11].

Метою даного дослідження
є спроба ідентифікувати ендо-
теліальні клітини-попередники
у фетальній печінці людини 8–
10 тиж. гестації з використан-
ням методу електронної мікро-
скопії, визначення експресії
FLK-1 та здатності культури клі-
тин фетальної печінки до фор-
мування капіляроподібної сіт-
ки в позаклітинному матриксі
за умов in vitro.

Матеріали та методи
дослідження

Експериментальні дослі-
дження проводили згідно з нор-
мами біомедичної етики, з
письмової згоди поінформова-
них донорів фетального мате-
ріалу, на базі кафедри біохімії
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Для отримання суспензії клі-
тин фетальної печінки остан-
ню дезагрегували з викорис-
танням неферментативного

методу, модифікованого для
малих об’ємів, після чого отри-
ману суспензію клітин фільт-
рували [12].

Отримані клітини культиву-
вали у живильному середови-
щі альфа-МЕМ, доповненому
ембріональною сироваткою
великої рогатої худоби (ЕС),
2 мМ L-глутаміну, 50 од/мл пе-
ніциліну і 50 мг/мл стрептомі-
цину при 37 °С, 5 % СО2 і
більше 90 % вологості. Заміну
живильного середовища про-
водили через 24 год. Клітини
культивували протягом 3–4 па-
сажів зі зміною середовища
двічі на тиждень. Для оцінки
морфології клітин клітинну
культуру фіксували 70%-м ета-
нолом протягом 30 хв, після
чого забарвлювали розчином
азур-еозину, розведеного 1:10
дистильованою водою (протя-
гом 10 хв). Після триразового
промивання дистильованою
водою препарати досліджува-
ли під світловим інвертованим
мікроскопом «Сетi» (Бельгія).

Здатність культивованих клі-
тин утворювати капіляроподіб-
ні структури оцінювали на
7-му та 14-ту добу культиву-
вання в індукуючому середо-
вищі з використанням екс-
траклітинного матриксу Мат-
ригель (BD Biosciences, UK).
Для цього заздалегідь охоло-
джений Матригель вносили по
100 мкл у 96-лунковий план-
шет і залишали на 30–40 хв
при 37 °С. Потім на поверхню
матриксу наносили 100 мкл
суспензії клітин у концентрації
105 клітин/мл і культивували
протягом 24 год у середовищі
EGM-2. Аналіз проводили під
світловим інвертованим мікро-
скопом «Сетi» (Бельгія).
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Для визначення можливості
експресії клітинами фетальної
печінки маркера ендотеліаль-
них клітин FLK-1 клітинна куль-
тура фіксувалася 4%-м па-
раформальдегідом протягом
30 хв при температурі 4 °С.
Після триразового відмивання
клітин фосфатним буфером
проводили блокування неспе-
цифічного зв’язування 5%-го
БСА, який був виготовлений
на основі фосфатного буфера
протягом 30 хв. Потім клітини
інкубували з первинними полі-
клональними антитілами rab-
bit-anti-human FLK-1 (1:75) про-
тягом 1 год за умов кімнатної
температури.

Надалі, після триразового
відмивання фосфатним буфе-
ром, клітини інкубували з вто-
ринними goat-anti-rabbit анти-
тілами, кон’югованими Alexa-
Fluor 488 нм протягом 40 хв при
кімнатній температурі та у тем-
ряві. Після інкубування та три-
разового відмивання фосфат-
ним буфером проводили доза-
барвлення клітин 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI, 100 нг/мл)
протягом 5 хв. Забарвлені клі-
тинні культури досліджували за
допомогою флуоресцентної
мікроскопії під інвертованим
флуоресцентним мікроскопом
Ceti Inverso EPIFluor (UK).

Для проведення електрон-
но-мікроскопічного досліджен-
ня тканини фетальної печінки
(6–8 тиж. гестації) її фрагмен-
ти фіксували в 2%-му розчині
глутарового альдегіду, який
був виготовлений на фосфат-
ному буфері (рН 7,4) при тем-
пературі 0–4 °С протягом
2 год. Надалі матеріал проми-
вали у фосфатному буфері та
фіксували в 1%-му розчині чо-
тириокису осмію на фосфат-
ному буфері протягом 1 год.
Після фіксації зразки проми-
вали фосфатним буфером,
зневоднювали ацетоном із по-
ступовим збільшенням кон-
центрації останнього (схема
проведення: 50, 70, 85, 96 % —
по 10 хв і в 100%-му ацетоні —
двічі по 10 хв) і просочували
сумішшю епотон-аралдиту.
Потім зразки вміщували в полі-
етиленові ампули, що містили
заливну смолу, та полімеризу-

вали протягом 24 год при тем-
пературі 60 °С. Ультратонкі
зрізи контрастували насиче-
ним водним розчином ураніл-
ацетату і розчином цитрату
свинцю за Рейнольдсом.

Ультраструктуру клітин пе-
чінки досліджували за допомо-
гою електронного мікроскопа
ПЕМ-125К (при пришвидшу-
вальному напруженні 75 кВ),
який був оснащений системою
зняття й аналізу зображення
САІ-01А (AТ “SELMI”, Суми) на
основі CCD камери DX-2 і па-
кета програм фірми “KAPPA”
(Німеччина).

Результати дослідження
та їх обговорення

Результати морфологічного
дослідження тканини феталь-
ної печінки свідчили про знач-
ну гетерогенність клітинного
складу фетальної печінки лю-
дини 8–10 тиж. гестації (рис. 1).

У досліджуваних зразках
переважно фіксували наяв-

ність клітин гемопоетичного та
гепатичного паростків. Однак
зразки тканини фетальної пе-
чінки в значній кількості місти-
ли клітини ендотеліального
ряду, які формували синусої-
дальні капіляри.

Після дезагрегації тканини
фетальної печінки отриману
клітинну суспензію ресуспен-
дували на живильному сере-
довищі, яке містило 15%-ну
ембріональну сироватку вели-
кої рогатої худоби, та поміщали
в умови моношарового куль-
тивування. Через 48–72 год
після посіву культури фіксува-
ли на дні культурального фла-
кона наявність гетерогенної
популяції клітин, що адгезува-
ли, які мали різну морфоло-
гію.

Виявляли клітини епітеліаль-
ної морфології (представники
печінкового паростка), які в про-
цесі культивування (на 5-ту
добу) утворювали щільні цент-
ри та ділянки росту (рис. 2).

Рис. 2. Мор-
фологічні особ-
ливості первин-
ної культури ад-
гезивних клітин
фетальної печінки
людини на 5-ту
добу культиву-
вання (× 40)

Рис. 1. Струк-
тура фетальної
печінки людини
8–10 тиж. гестації
з типовим клі-
тинним складом:
ПЕ — проерит-
робласт; Ек —
ендотеліальна
клітина; Еп та Еб
— еритробласти
різного ступеня
зрілості; Г — ге-
патичні клітини
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На периферії ділянок росту
були наявні клітини фібро-
бластоподібної морфології, а
також овальні та багатокутні
клітини, зі значною кількістю
відростків, які вірогідно мали
макрофагальну природу.

При мікроскопічному дослі-
дженні клітини з явними озна-
ками ендотеліальних поперед-
ників виявити не вдалося, що
зумовило проведення подаль-
ших досліджень, метою яких
було визначення клітин ендо-
теліального паростка за допо-
могою імуноцитохімічних тес-
тів — специфічного маркера
ендотеліальних клітин FLK-1 і
функціонального методу оцін-
ки здатності клітин до капіля-
роутворення in vitro в позаклі-
тинному матриксі.

Проведені дослідження з
культивування суспензії клітин
фетальної печінки у позаклі-
тинному матриксі за умов in
vitro свідчили про їхню здат-
ність до формування капіляр-
них трубочок.

Клітини, ймовірно, за раху-
нок міграції утворювали струк-
тури типу ланцюжків і нещіль-
но упакованих скупчень, а по-
одинокі клітинні елементи де-
монстрували тенденцію до на-
буття веретеноподібної фор-
ми. На 7-му добу експеримен-
ту спостерігали формування
клітинних агрегатів, з яких ви-
тягувалися короткі капіляро-
подібні відростки.

Надалі капілярні відростки
з’єднувалися між собою та
формували гіллясті утворення,
що нагадували капілярну сітку.
Проте не всі клітини витягува-
лися — частина з них залиша-
лася в округлому стані (рис. 3).

Паралельно на 5-ту добу
культивування досліджували
експресію адгезивними кліти-
нами фетальної печінки люди-
ни маркера ендотеліальних
клітин FLK-1.

Результати проведеного іму-
ноцитохімічного дослідження
вказували на те, що частина
клітин культури фетальної пе-
чінки позитивно забарвлюва-
лася на FLK-1, тобто належа-
ла до клітин ендотеліального
паростка (рис. 4). Експресія
клітинами FLK-1 проявлялась

у вигляді дещо гранульовано-
го забарвлення, концентрова-
ного поблизу ядра, а в деяких
випадках — і по всій поверхні
клітини.

Висновки

Таким чином, первинна сус-
пензія клітин фетальної печінки
людини містить клітини ендоте-
ліального паростка, здатні до
експресії маркера ендотелію
FLK-1 і формування капіляропо-
дібних структур за умов in vitro.

Враховуючи ендотеліаль-
ний потенціал клітин феталь-
ної печінки, вважаємо пер-
спективним їх використання в
комплексному лікуванні хво-
рих із ураженнями терміналь-
ного судинного русла кінцівок,
що не підлягають реконструк-
ції, та з іншою патологією,
супроводжуваною ішемічним
синдромом.
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Рис. 3. Формування капіляро-
подібних структур первинної сус-
пензії клітин фетальної печінки у
«Матригелі» після 14 діб культиву-
вання у середовищі EGM-2 (× 100)

Рис. 4. Експресія адгезивними
клітинами фетальної печінки лю-
дини маркера ендотеліальних
клітин FLK-1, ядра забарвлені
DAPI (× 200)




