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Внутрішньомозковий крововилив (ВК) – тяжке ураження 
мозку, що призводить до дегенерації нейронів і значного 
функціонального дефіциту. Стовбурові клітини та їхню 
роль у відновних процесах пошкодженого мозку визнача-
ють як потенційний напрям лікування, але кінцеві резуль-
тати менші за очікувані [1]. Певне покращення функції 
верхніх кінцівок, спастичності та дрібної моторики в 
пацієнтів з інсультом досягнуто через рік після введення 
алогенних мезенхімальних стовбурових клітин пуповини 
[2]. В експериментах доведено, що трансплантація стов-

бурових клітин прискорює розвиток незрілих нейронів 
у корі мозку та суправентрикулярній зоні [3], але понад 
80 % диференційованих клітин гинуть у перші тижні, й 
доцільність введення стовбурових клітин залишається 
дискусійною [4]. Тому перспективним напрямом у цьому 
контексті є вплив на ендогенний пул стовбурових клітин 
через специфічну терапію [5].

Збільшити кількість стовбурових клітин, що цир-
кулюють, можна шляхом введення гранулоцитарного 
колонієстимулювального фактора (ГКСФ) [6].
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Мета роботи – дослідити вплив гранулоцитарного колонієстимулювального фактора (ГКСФ) на появу в ділянці внутріш-
ньомозкового крововиливу (ВК) нерезидентних клітин, що потенційно можна визначити як мезенхімальні стовбурові.
Матеріали та методи. В експерименті щурам моделювали однобічний ВК шляхом введення аутологічної крові в праву 
гемісферу. Імуногістохімічним методом дослідили ділянку навколо гематоми через 1, 3, 10, 30 і 60 діб після моделювання 
ВК. Оцінювали появу клітин, які експресують CD44, CD68 і CD146 маркери за трибальною шкалою після пенетруючої 
травми (ПТ) мозку, ВК і ВК із введенням фактора росту (ВК/ГКСФ).
Результати. ВК, на відміну від ПТ, інтенсифікував інфільтрацію перигематомної ділянки мозку CD44+ клітинами і викликав 
появу в ній CD68+ і CD146+ клітин. Питома щільність CD44+ клітин зменшилася через 60 діб після ВК, а дія ГКСФ полягала 
у зменшенні щільності CD44+ клітин через 30 і 60 діб. Появу CD68+ і CD146+ клітин у ділянці крововиливу встановлено 
через 10 діб, надалі їх визначали рідко, а після введення ГКСФ інфільтрацію клітин з таким імунофенотипом реєстрували 
через 3 доби після ВК із тенденцією до накопичення.
Висновки. Інфільтрація у перигематомну ділянку мозку щурів клітин, які експресують CD44, CD68 і CD146, неоднорідна 
за часом після пошкодження мозку. Поява клітин цього імунофенотипу могла бути пов’язана з елімінацією гематоми, про-
цесами ангіогенезу й іншими механізмами ремоделювання перигематомної ділянки мозку, в які залучені мезенхімальні 
стовбурові клітини. ГКСФ модулював міграцію CD68+ і CD146+ клітин, що полягало у більш ранній та інтенсивнішій їх 
міграції у пошкоджену ділянку мозку після ВК.

Granulocyte colony-stimulating factor induces the migration of non-resident cells  
to intracerebral hemorrhage

A. V. Kuraieva, S. I. Savosko, O. M. Grabovyi, O. M. Makarenko

The aim of the study is to determine the effect of granulocyte colony-stimulating factor (rHuG-CSF) on the migration of non-resi
dent cells into the region of intracerebral hemorrhage (ICH), which can potentially be considered as mesenchymal stem cells.
Materials and methods. In the experiment, unilateral ICH was simulated in rats by injection of autologous blood into the right 
hemisphere. Immunohistochemical method was used to study perihematomal area on day 1, 3, 10, 30, and 60 after ICH modeling. 
The appearance of cells expressing CD44, CD68, and CD146 markers was evaluated on a 3-point scale after penetrating trauma 
(PT) of the brain, ICH, and ICH with the growth factor injection (ICH/rHuG-CSF).
Results. In contrast to PT, ICH intensified the infiltration of CD44+ cells in the perihematomal area of the brain and caused the 
appearance of CD68+ and CD146+ cells in hemorrhage. The specific density of CD44+ cells was decreased on day 60 after ICH, 
and the effect of rHuG-CSF consisted in reducing the density of CD44+ cells on days 30 and 60. The appearance of CD68+ and 
CD146+ cells in the perihematomal area was seen after 10 days and further their detection was rare, while after the rHuG-CSF 
injection, the infiltration by cells with a similar immunophenotype was detected on day 3 ICH with a tendency to accumulate.
Conclusions. Infiltration by cells expressing CD44, CD68, and CD146 into the perihematomal area of the rat brain was hetero
geneous as to the time after brain injury. The appearance of cells with specified immunophenotype could be associated with 
hematoma elimination, angiogenesis processes, and other mechanisms of the perihematomal brain region remodeling, in which 
mesenchymal stem cells were involved. rHuG-CSF modulated the migration of CD68+ and CD146+ cells, which consisted in their 
earlier and more intense migration to the damaged area of the brain after ICH.
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ГКСФ – цитокін, що посилює мієлопоез і вихід із 
кісткового мозку стовбурових клітин у кров [7]. Цим мо-
білізують кров’яний пул стовбурових клітин для збору з 
метою трансплантації [8]. ГКСФ викликає появу в крові 
донорів CD34+ клітин, але зменшує мобілізацію клітин, 
що експресують CD44 та CD31 у здорових осіб [9] та 
онкохворих [10,11].

Є гіпотеза, що ГКСФ мобілізує стовбурові клітини 
до ділянки пошкодження мозку після крововиливу, 
впливаючи в такий спосіб на відновні процеси. Один із 
можливих впливів стовбурових клітин на ділянку уражен-
ня мозку – їх місцеве накопичення та диференціація в 
орган-специфічні клітини або шляхом секреції факторів 
із потенційним нейропротекторним чи іншим ефектом 
[5]. На моделях ішемічного та травматичного пошко-
дження мозку показано зменшення об’єму інфаркту, 
інфільтрації нейтрофілів і Т-лімфоцитів [12], збільшення 
проліферації та диференціації клітин-попередників 
олігодендроцитів [13].

Разом із цим, ГКСФ у нервовій системі чинить 
нейропротекторну дію, впливає на нейро- та ангіогенез 
[14]. Нейрони кори мозку, субвентрикулярної зони та мо-
зочка експресують рецептор до ГКСФ, тому підвищена 
експресія ГКСФ і його рецептора при гіпоксії вказує на 
потенційно нову стратегію впливу на відновлення мозку 
при інсульті [15,16].

У цій роботі вивчали часовий профіль ефектів ГКСФ 
щодо появи нерезидентних клітин, які можна визначити 
як мезенхімальні стовбурові клітини. Передбачаємо, що 
мобілізаційні ефекти ГКСФ щодо стовбурових клітин 
можуть позначитися на змінах перигематомної ділянки 
мозку.

Мета роботи
Дослідити вплив гранулоцитарного колонієстимулю-
вального фактора на появу в ділянці внутрішньомозко-
вого крововиливу нерезидентних клітин, що потенційно 
можна визначити як мезенхімальні стовбурові.

Матеріали і методи дослідження
Експерименти здійснили на 128 щурах самцях лінії 
Wistar, маса тіла – 200–215  г. Тваринам моделювали 
однобічний внутрішньомозковий крововилив (ВК) 
шляхом введення в мозок аутологічної крові з фор-
муванням стандартизованої локалізації гематоми. 
Для цього тваринам під наркозом (тіопентал натрію, 
50 мг/кг, внутрішньоочеревинно) розрізали попередньо 
поголену шкіру, робили трепанаційний отвір діаметром 
1,0 мм, вводили аутологічну кров в об’ємі 0,02 мл (без 
коагулянтів; застосували зафіксований у рамці шприц 
об’ємом 1,0 мл). Голку залишали зафіксованою, не 
виводили з мозку, і через 10 хвилин повторно вводили 
кров у тому самому об’ємі. Координати введення крові 
в головний мозок розраховували за стереотаксичним 
атласом (L = 3,0–4,0; H = 4,0–6,0; AP = -1,0–3,0). Після 
цього голку вилучали, рану зашивали поліамідним 
філаментом 2 USP, зрошували розчином повідон-йоду. 
Аутологічну кров одержали з хвостової вени.

Контрольні групи – тварини з пенетруючою травмою 
(ПТ) та інтактні щури. ПТ моделювали аналогічним 

методом: трепанаційний отвір, введення голки, але без 
ін’єкції крові.

Отже, у дослідженні сформували 4 групи: контроль-
на інтактна група (n = 8), група з ПТ (n = 40), група з ВК 
(n = 40), група з ВК і ГКСФ (ВК/ГКСФ) (n = 40). Тварин 
в останніх трьох групах рандомно поділили за п’ятьма 
термінами спостереження по 8 особин (1, 3, 10, 30 і 60 
доби після операції). ГКСФ (rHuG-CSF, Sanofi) вводили 
підшкірно один раз через 1, 2 і 3 доби після моделювання 
ВК у дозі 50 мкг/кг.

Щурів виводили з експерименту, попередньо нар-
котизувавши тіопенталом натрію в летальній дозі. Далі 
отримували доступ до серця тварин, виконували інтра-
кардіальну перфузію (фізіологічним розчином в об’ємі 
200 мл, а потім розчином, що містив 4 % формальдегіду 
та 0,9 % натрію хлориду, в об’ємі 200 мл, 4 °С). Головний 
мозок вилучали та поміщували у останній розчин (рН 7,4, 
24 год, 4 °С). Виконавши два фронтальні розрізи з кожного 
головного мозку, одержали фрагменти завтовшки 3 мм 
(на рівні треку введення голки). Зразки мозку зневодню-
вали в ізопропанолі, ущільнювали в парапласті (Leica 
Surgipath Paraplast Regular). У фронтальних зрізах мозку 
завтовшки 4 µm імуногістохімічним методом виявляли 
CD44, CD68 та CD146 за протоколом виробника антитіл.

Використали мишаче моноклональне антитіло 
проти CD44 (Abcam, ab238464, США); мишаче монокло-
нальне CD68 (Abcam, ab201340, США), кроляче полікло-
нальне антитіло проти CD146 (Abcam, ab203118, США). 
Усі первинні антитіла застосували в розведенні 1:200. 
Продукти реакції візуалізували за допомогою системи 
детекції на основі діамінобензидину (EnVision FLEX; 
Dako, Glostrup, Данія). Інкубацію зрізів з антитілами 
здійснили при 24 °С (з первинними та вторинними про-
тягом 20 хв і 10 хв відповідно). Як позитивний контроль 
використали зрізи мозку щурів із позитивною експресією 
білка. Для негативних контролів виконали всі процедури, 
крім застосування первинних антитіл.

Препарати дослідили під мікроскопом Olympus 
BX51, сфотографували цифровою камерою Olympus 
C3040ZOOM, оцінили за допомогою програмного забез-
печення Olympus DP-Soft 3.2 (Olympus, Токіо, Японія).

Оцінювали активність появи нерезидентних клітин 
навколо ВК за шкалою: 1 бал – виявлено поодинокі 
клітини; 2 бали – групи клітин навколо гематоми; 3 
бали – множинні скупчення в гематомі та навколо неї.

Статистично результати опрацювали в програмі 
StatPlus (7.0) (AnalystSoft Inc.). Використали одно-
факторний дисперсійний аналіз ANOVA з поправкою 
Бонферроні. Відмінності між групами вважали статис-
тично значущими при р < 0,05.

Усі маніпуляції з тваринами здійснили, дотри-
муючись біоетичних норм.  Протокол експерименту 
затверджено Комісією з питань біоетичної експертизи 
та етики наукових досліджень Національного медич-
ного університету імені О. О. Богомольця (протокол від 
26.09.2022 № 160).

Результати
Досліджено структурні зміни навколо гематоми в 
головному мозку щурів із ВК і треку введення голки у 
тварин із ПТ.

Оригінальні дослідження
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Загальноморфологічні особливості ділянки ВК: 
через 1 добу після операції зареєстрували тільки крово-
вилив; через 3 доби виявили великі за діаметром клітини 
з бластоподібним фенотипом по контуру гематоми; 
через 10 діб – часткову елімінацію гематоми та ремоде-
лювання перигематомної ділянки з ангіогенезом; через 
30 діб крововилив майже повністю елімінований, а на 
його місці визначили клітинні тяжі; через 60 діб виявили 
ознаки організації стінки псевдокісти, в її просвіті також 

реєстрували клітинні тяжі, поодинокі бластоподібні клі-
тини. У групі з ПТ через 1 і 3 доби визначили формені 
елементи крові по треку введення голки; в останні три 
терміни фіксували поодинокі або дрібні групи бластопо-
дібних клітин на місці елімінованих еритроцитів. Поява 
таких клітин більш виражена після моделювання ВК, 
ніж після ПТ мозку.

Під час імуногістохімічних досліджень виявлено 
CD44+, CD68+ та CD146+ клітини у перигематомній 

	

	

	

Рис. 1. Інфільтрація CD44+ клітин у ділянці крововиливу через 1, 3 і 10 діб після моделювання ВК (а, в, д) та введення ГКСФ (б, г, е).  
а, б: 1 доба; в, г: 3 доба; д, е: 10 доба. Зб. ×400.

1а

1в

1д

1б

1г

1е

Original research



531Запорізький медичний журнал. Том 25, № 6(141), листопад – грудень 2023 р. ISSN 2306-4145    http://zmj.zsmu.edu.ua

ділянці ВК, а після ПТ – тільки CD44+. Клітини, що 
експресують CD44+, частіше і з більшою інтенсивністю 
мігрували до ділянки пошкодження мозку, ніж CD68+ 
і CD146+ (рис. 1). Після ПТ мозку спостерігали появу 
поодиноких CD44+ клітин або їх малих груп через 1, 3 
та 10 діб досліду, а через 30 і 60 діб їх виявляли рідко. У 
групі з ВК CD44+ клітини реєстрували в усі п’ять термінів 
спостереження; пік міграції – через 3 і 10 діб, а через 
60 діб їхня питома щільність достовірно зменшилась 
(термін 3 доби проти 60 діб – р = 0,01, 10 діб проти 60 діб 
– р = 0,02) (рис. 2а). Міграція CD44+ клітини до гематоми 
більша порівняно з ПТ (через 3, 10 і 60 діб – р ≤ 0,01). У 
групі з ВК/ГКСФ динаміка міграції CD44+ клітин навколо 
крововиливу подібна до такої у групі ВК, але через 1, 30 
і 60 діб їхня щільність міграції менша (через 3 і 10 діб 
значення за шкалою – у межах статистичної похибки). 
Отже ВК викликав інфільтрацію CD44+ клітин у мозок, 
а ГКСФ зменшив інтенсивність їх накопичення.

Клітини, що експресують CD68 і CD146, виявляли 
тільки у групах щурів із ВК, а ПТ не викликала інфільтра-
цію клітин з подібним імунофенотипом. У групі ВК віднос-
но рідко реєстрували CD68+ і CD146+ клітини у термін 
більше ніж 10 діб після пошкодження (рис. 3, 4). CD68+ 
клітини виявляли рідко, різниця за термінами досліду 
статистично не значуща (рис. 2б). Міграція CD146+ клі-
тин мала тенденцію до збільшення на 60 добу порівняно 
з 30 (р = 0,05) (рис. 2в). У групі з ГКСФ їх виявляли на 
3 добу моделювання ВК і в наступні терміни (поодинокі 
або дрібними групами). Встановили тенденцію до інтен-
сифікації інфільтрації клітинами, що експресують CD68+ 
і CD146+, гематом і ділянок пошкодження мозку після 
повної елімінації крововиливу порівняно з групою ВК. За 
шкалою оцінювання щільність міграції не відрізнялась 
у різні терміни після введення ГКСФ.

Обговорення
ВК спричиняв істотне пошкодження мозку та появу 
нерезидентних клітин, що за експресією CD44 і CD146 
маркерів потенційно можна визначити як мезенхімаль-
ні стовбурові клітини. Зважаючи на те, що після ПТ у 
пошкодженому мозку виявлено тільки CD44+ клітини, 
припускаємо, що атракція мезенхімальних клітин зро-
стає зі збільшенням об’єму ураження мозку. Дещо схожі 
тенденції описано на моделі ішемічного інсульту, де 
через 7 діб CD44+ клітини активно мігрували до ділянки 
некрозу мозку [17].

Морфологічні особливості цих клітин дуже подібні 
до CD44+ клітин, що ми виявили у перифокальній 
ділянці ВК на 3 і 10 доби. Ґрунтуючись на результатах 
аналізу експресії тільки CD44, не можна специфічно 
ідентифікувати конкретну популяцію клітин і визначити 
їхню роль у реорганізації пошкодженого мозку. Відомо, 
що CD44 експресують клітини, що активно мігрують. Є 
підстави вважати виявлені нами клітини неоднорідною 
популяцією, оскільки через 30 і 60 діб після ВК вони мали 
відмінну морфологію від клітин, визначених у гострому 
періоді (діаметр – 15–20 µм проти 7–9 µм, ядерно-ци-
топлазматичне співвідношення – 1,0:6,7 проти 1,0:3,7).

Є різні дані щодо зв’язку клітин, які експресують 
CD44, і пошкодження мозку. Так, CD44+ макрофаги 
утилізують гематому і клітинний детрит [18], нейтро-
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філам і Т-лімфоцитам CD44 необхідний для інфіль-
трації в ділянки розвитку запалення [19,20]. Під час 
дослідження, що здійснили, також виявлено активну 
інфільтрацію CD44+ клітин у гострому періоді та змен-
шення їхньої щільності в віддалений період після ВК. 
Хоча макрофаги, що активно фагоцитували клітинний 
детрит і продукти деградації гемоглобіну (сидерофаги), 
виявляли ізольовано, вони не експресували на своїй 
поверхні CD44. Зважаючи на інтенсивну появу CD44+ 
клітин у перифокальній ділянці ВК, можна припустити 
їхню роль у ремоделюванні саме навколишньої тканини 
мозку, яку з певними обмеженнями можна визначати 
як зону олігемії. В окремих дослідженнях показано: ці 
клітини можуть бути залучені до розвитку астрогліозу 
та гліального рубця, оскільки активовані астроцити та 
гліальні клітини-попередники також експресують CD44 
[21,22]. У цьому контексті є дані про негативний зв’язок 
експресії CD44 з нейрональною диференціацією клі-
тин-попередників нейронів, DCX+ клітин [23].

ГКСФ також викликав інфільтрацію CD44+ клітин, 
але у віддалений термін спостереження їхня щільність 
зменшилася, пришвидшилася поява CD68+ і CD146+ 
клітин. Відомо, що ГКСФ стимулює збільшення гемо-
поетичних стовбурових клітин CD150+/CD48- клітин [8], 
CD34+ [9] та Mac-1/Gr-1+ макрофагів селезінки [24], але 

може зменшити появу клітин, що експресують CD44 [9]. 
Припускаємо, що ГКСФ подібним чином стимулював по-
яву CD68+ макрофагів і CD146+ мезенхімальних стовбу-
рових клітин, які потенційно можуть диференціюватися 
в ендотеліальні клітини, а також, гіпотетично, корегував 
інфільтрацію клітин, що активно мігрують та експресу-
ють CD44. Згідно з клінічними даними, після інсульту 
в периферичній крові збільшується кількість CD146+ 
попередників ендотеліальних клітин, але не відомо, чи 
потрапляють вони в ділянку ураження мозку [25].

Незважаючи на невелику інтенсивність появи клітин 
з CD146+ імунофенотипом у перигематомній ділянці 
мозку щурів, виявлені тенденції є підґрунтям для про-
довження вивчення ефектів ГКСФ на ендогенний пул 
стовбурових клітин при інсульті.

Отже, ідентифікація мезенхімальних стовбурових 
клітин у мозку після ВК є доволі складним завданням. Ві-
дома варіабельність експресії кластерів детермінації на 
поверхні клітин різних популяцій дала змогу ідентифі-
кувати лише окремі з них, зокрема клітини за кожним 
окремим CD-маркером із трьох досліджених. Результати 
показали стимулювальний вплив ГКСФ на накопичення 
CD68+ і CD146+ клітин у ділянці крововиливу, почина-
ючи з 3 доби після пошкодження мозку. За експресією 
досліджених маркерів їх можна охарактеризувати як 

	

Рис. 3. Інфільтрація CD68+ клітинами перигематомної ділянки через 10 діб після ВК (а) і під впливом ГКСФ (б). Зб. ×200 (а), ×400 (б).

	

Рис. 4. Поодинокі CD146+ клітини у ділянці крововиливу через 30 діб після моделювання ВК (а) і введення ГКСФ (б). Зб. ×400.
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моноцити / макрофаги та мезенхімальні стовбурові 
клітини-попередники ендотеліоцитів.

Висновки
1.	 Після пошкодження мозку поява в ділянці 

травми клітин, що експресують CD44, CD68 і CD146, є 
асинхронною. CD44+ клітини ідентифікують у всі терміни 
спостереження (1–60 доба), а поява CD68+ і CD146+ у 
перигематомній ділянці відбувається через 10 діб після 
ВК, рідко – в пізніші терміни.

2.	 ГКСФ модулює появу в ділянці пошкодження 
мозку клітин, що експресують CD68 і CD146, та, ймо-
вірно, зменшує накопичення CD44+ клітин у віддалені 
терміни.

3.	 ГКСФ стимулює міграцію та накопичення ме-
зенхімальних стовбурових клітин у пошкоджені крово-
виливом ділянки мозку. Це призводить до швидшого їх 
ремоделювання.

Перспективи подальших досліджень. Ефекти 
ГКСФ на міграцію клітин до ВК та їхній зв’язок із роз-
витком гліального рубця навколо гематоми, продукції 
клітинами факторів росту та закономірностей ремоде-
лювання тканини мозку в гострому та віддаленому періо-
дах є актуальними та потребують додаткового вивчення.
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