
ÒÅÐÀÏÈß ÈØÅÌÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÈÍÑÓËÜÒÀ ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÌÎÇÃÀ Ó ÊÐÛÑ

Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÌÅÇÅÍÕÈÌÍÛÕ ÑÒÂÎËÎÂÛÕ ÊËÅÒÎÊ

© Í. Í. Çèíüêîâà,1, * Å. Ã. Ãèëåðîâè÷,2 È. Á. Ñîêîëîâà,1 Ñ. Ê. Âèéäå,1 Å. Â. Øâåäîâà,1

Ã. Â. Àëåêñàíäðîâ,1 Ï. Â. Êðóãëÿêîâ,1 Ò. Â. Êèñëÿêîâà,1 Ä. Ã. Ïîëûíöåâ1

Í. Í. Çèíüêîâà, Å. Ã. Ãèëåðîâè÷ è äð.
Òåðàïèÿ èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà ãîëîâíîãî ìîçãà ó êðûñ ñ ïîìîùüþ ÌÑÊ

1 ÎÎÎ «Òðàíñ-Òåõíîëîãèè»
è 2 ÃÓ Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìåäèöèíû ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã;

* ýëåêòðîííûé àäðåñ: natalia_z@alkorbio.ru

Òåðàïèÿ èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà ñ ïîìîùüþ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) — íîâîå, ïåðñ-
ïåêòèâíîå íàïðàâëåíèå â ëå÷åíèè ýòîãî òÿæåëåéøåãî è î÷åíü ðàñïðîñòðàíåííîãî çàáîëåâàíèÿ. Ýêñïåðè-
ìåíòû ïðîâåäåíû íà êðûñàõ èíáðåäíîé ëèíèè Âèñòàð-Êèîòî. Èøåìè÷åñêèé èíñóëüò ñìîäåëèðîâàí ïî-
ñðåäñòâîì îêêëþçèè ñðåäíåé ìîçãîâîé àðòåðèè (ÑÌÀî). ×åðåç 3 ñóò áûëà ïðîâåäåíà âíóòðèâåííàÿ
òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ. Ïðåäâàðèòåëüíî ÌÑÊ áûëè âûäåëåíû èç êîñòíîãî ìîçãà æèâîòíûõ, êóëüòèâèðî-
âàíû è îêðàøåíû ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì PKH26 in vitro. Ðåçóëüòàòû êëåòî÷íîé òåðàïèè îöåíèâàëè
ïî ñëåäóþùèì ïàðàìåòðàì: ïîâåäåí÷åñêîå è íåâðîëîãè÷åñêîå òåñòèðîâàíèå æèâîòíûõ, ïëîùàäü äåôåê-
òà ìîçãà, ïîâðåæäåííûå ìîçãîâûå ñòðóêòóðû, ñîñòîÿíèå íåéðîíîâ è êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ â ïîãðàíè÷íîé ñ
íåêðîçîì îáëàñòè ìîçãà. Ïîêàçàíî, ÷òî êîíòðîëüíûå æèâîòíûå (òîëüêî ÑÌÀî) â òå÷åíèå 6 íåä íå âîñ-
ñòàíîâèëè èñõîäíûé ïîâåäåí÷åñêèé è íåâðîëîãè÷åñêèé ñòàòóñ, òîãäà êàê æèâîòíûå â îïûòíîé ãðóïïå
(òåðàïèÿ ÌÑÊ) äîñòèãëè ïîêàçàòåëåé èíòàêòíûõ êðûñ ÷åðåç 2—3 íåä ïîñëå ÑÌÀî. Ó êîíòðîëüíûõ æè-
âîòíûõ ïëîùàäü äåôåêòà òêàíåé ìîçãà áûëà ïðèìåðíî â 1.3 ðàçà áîëüøå, ÷åì â îïûòíîé ãðóïïå. Ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ ïîâðåæäåíèå íå âûõîäèëî çà ïðåäåëû íåîêîðòåêñà, ñîõðàíÿëèñü õâîñòàòîå ÿäðî,
íàðóæíàÿ êàïñóëà è ïèðèôîðìíàÿ êîðà. Êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ â ïîãðàíè÷íîé ñ ïîâðåæäåíèåì îáëàñòè
ìîçãà áûëî ïðèìåðíî â 2 ðàçà áîëüøå, ÷åì ó æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû è ó èíòàêòíûõ æèâîòíûõ.
Âïåðâûå âûÿâëåí ôåíîìåí: ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ âäâîå óâåëè÷èëîñü êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ â íåî-
êîðòåêñå è õâîñòàòîì ÿäðå â êîíòðàëàòåðàëüíîì ïîëóøàðèè. Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî òðàíñïëàíòàöèÿ
ÌÑÊ îêàçûâàåò íåñîìíåííî ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå íà âîññòàíîâëåíèå òêàíåé ìîçãà ïîñëå èøåìè÷å-
ñêîãî èíñóëüòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, èíñóëüò, êàïèëëÿðû, ïëîùàäü äåôåêòà ìîçãà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÝÁ — ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëî-
âûå êëåòêè, ÑÌÀî — îêêëþçèÿ ñðåäíåé ìîçãîâîé àðòåðèè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êëåòî÷íàÿ òåðàïèÿ ñòàíîâèòñÿ îá-
ùåïðèçíàííûì ìåòîäîì ëå÷åíèÿ òÿæåëûõ ïàòîëîãèé, â
òîì ÷èñëå è èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà. Ïðîâåäåí ðÿä ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò, â êîòîðûõ ïîñëå îêêëþçèè ñðåä-
íåé ìîçãîâîé àðòåðèè (ÑÌÀî) ëàáîðàòîðíûì æèâîòíûì
(ìûøàì è êðûñàì) òðàíñïëàíòèðîâàëè ðàçëè÷íûé êëå-
òî÷íûé ìàòåðèàë: íåéðîíû ãîëîâíîãî ìîçãà ïëîäà, êëåò-
êè ïóïîâèííîé êðîâè, ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÌÑÊ), äèôôåðåíöèðîâàííûå in vitro â íåéðîíàëüíîì
íàïðàâëåíèè, ñèíãåííûå èëè êñåíîãåííûå íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûå ÌÑÊ (Borlongan et al., 1998; Park, 2000;
Chen et al., 2001; Li et al., 2002; Kang et al., 2003; Vogel et
al., 2003; Vendrame et al., 2004). Êëåòêè ââîäèëè êàê íå-
ïîñðåäñòâåííî â ìåñòî ïîâðåæäåíèÿ òêàíåé ãîëîâíîãî
ìîçãà, òàê è â êðîâîòîê. Ïðè ýòîì âî âñåõ èññëåäîâàíèÿõ
áûëà ïîëó÷åíà ïîëîæèòåëüíàÿ äèíàìèêà âîññòàíîâëåíèÿ
ìîçãîâûõ ñòðóêòóð è(èëè) ïîâåäåí÷åñêîãî è íåâðîëîãè-
÷åñêîãî ñòàòóñà æèâîòíûõ.

Íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ êëåòî÷íîé
òåðàïèè, íà íàø âçãëÿä, ÿâëÿþòñÿ ÌÑÊ. Ýòî ïëþðè-
ïîòåíòíûå êëåòêè, ñïîñîáíûå äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â

îñòåîãåííîì, õîíäðîãåííîì, àäèïîöèòàðíîì, ìèîöèòàð-
íîì, êàðäèîìèîöèòàðíîì, à òàêæå â íåéðîíàëüíîì è ãëè-
àëüíîì íàïðàâëåíèÿõ (Ferrari et al., 1998; Pittenger et al.,
1999; Jaiswal et al., 2000; Sanchez-Ramos et al., 2000; Wo-
odbury et al., 2000; Deng et al., 2001; Fukuda, 2001; Wood-
bury et al., 2002). Ðàçðàáîòàíû è àïðîáèðîâàíû ìåòîäèêè
âûäåëåíèÿ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ,
èõ äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ è íàðàùèâàíèÿ in vitro
äî íåîáõîäèìîãî êîëè÷åñòâà ñ ñîõðàíåíèåì ñâîéñòâ. Ýòî
ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè àóòîëî-
ãè÷íûé ìàòåðèàë è òåì ñàìûì èçáåæàòü ïðîáëåì ñ èì-
ìóííîé ñîâìåñòèìîñòüþ òðàíñïëàíòàòà è ðåöèïèåíòà.
Åùå îäíà ïðåäïîñûëêà äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ ïðè ëå-
÷åíèè èíñóëüòà — âëèÿíèå ýòèõ êëåòîê íà òå÷åíèå âîñ-
ïàëèòåëüíîé ðåàêöèè â çîíå òêàíåâîãî ïîâðåæäåíèÿ.
ÌÑÊ in vitro ñåêðåòèðóþò íàáîð ôàêòîðîâ, ñòèìóëèðóþ-
ùèõ (IL-1, TNF — tumor necrosis factor), ðåãóëèðóþùèõ
(IL-11) è èíãèáèðóþùèõ (bTGF — transforming growth
factor) âîñïàëèòåëüíûå ïðîöåññû (Majumdar et al., 1998;
Deans, Moseley, 2000; Mareschi et al., 2001; Chen et al.,
2003b). Â ýêñïåðèìåíòàõ íà æèâîòíûõ (êðûñàõ), ó êîòî-
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ðûõ áûë ñìîäåëèðîâàí èíôàðêò ìèîêàðäà, äîêàçàíî, ÷òî
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ âîñïàëåíèå â îáëàñòè ïî-
âðåæäåíèÿ ñåðäå÷íîé ìûøöû ïðîòåêàëî ïðèìåðíî â
2 ðàçà áûñòðåå, ÷åì â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (Êðóãëÿêîâ è
äð., 2004). Â ðàáîòàõ ×îïïà ñ êîëëåãàìè (Chen et al.,
2003a) íà æèâîòíûõ ñî ÑÌÀî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå
ââåäåíèÿ ÌÑÊ â ñèñòåìíóþ êðîâü â èïñèëàòåðàëüíîì
ïîëóøàðèè çíà÷èòåëüíî ïîâûøàëàñü ñåêðåöèÿ BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) è NGF (nerve growth
factor). In vitro áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ â êëåòî÷íóþ êóëüòóðó ýêñòðàêòà òêàíåé ïî-
âðåæäåííîãî ìîçãà ÌÑÊ ïðîäóöèðîâàëè òàêèå ôàêòîðû,
êàê VEGF (vascular endothelial growth factor), BDNF, NGF
è bFGF (basic fibroblast growth factor) (Chen et al., 2002;
Li et al., 2002). Ñ÷èòàþò, ÷òî ýòè ôàêòîðû ïðåäîòâðàùà-
þò àïîïòîç êëåòîê â òêàíè, ïîãðàíè÷íîé ñ îáëàñòü íåêðî-
çà (Chen et al., 2003b, 2004), è àêòèâèðóþò àíãèîãåíåç
(Zhang et al., 2002). Â ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ ÌÑÊ ïîñëå èí-
ñóëüòà ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ áûëî çàðåãèñò-
ðèðîâàíî çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ïëîùàäè ïîâåðõíî-
ñòè ñîñóäèñòîé ñåòè â ïåíóìáðå (Chen et al., 2003a, 2004).

Çàäà÷à ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â òîì,
÷òîáû äàòü êîìïëåêñíóþ — ìîðôîëîãè÷åñêóþ, ìîðôî-
ìåòðè÷åñêóþ è ôèçèîëîãè÷åñêóþ — îöåíêó âëèÿíèÿ
âíóòðèâåííîé òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ íà îðãàíèçì æèâîò-
íîãî ïîñëå èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà. Â íàøåì èññëåäîâà-
íèè ÑÌÀî áûëà ïðîâåäåíà áåç ðåïåðôóçèè, ò. å. ñìîäå-
ëèðîâàíî ñòîéêîå íàðóøåíèå êðîâîîáðàùåíèÿ â îáëàñòè
ÑÌÀ ëåâîãî ïîëóøàðèÿ. Ê òîìó æå ìû óâåëè÷èëè ñðîê
íàáëþäåíèÿ çà æèâîòíûìè ïîñëå èíñóëüòà äî 6 íåä è
ïðîâåëè òðàíñïëàíòàöèþ ÌÑÊ òîëüêî ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå
ÑÌÀî.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû íà êðûñàõ-ñàìöàõ ëèíèè
Âèñòàð-Êèîòî ìàññîé 180—200 ã, âîçðàñò 4—5 ìåñ.

Ì îä å ë è ð î â à í è å ý êñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í î ã î è ø å -
ì è ÷ å ñ êî ãî è í ñ óë üò à ã î ë î â í î ã î ì î ç ã à. Èøåìè-
÷åñêèé èíñóëüò ó ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ áûë ñìîäåëèðî-
âàí ïîñðåäñòâîì îêêëþçèè ñðåäíåé ìîçãîâîé àðòåðèè
(ÑÌÀî) â ëåâîì ïîëóøàðèè. Êðûñ íàðêîòèçèðîâàëè êå-
òàìèíîì (125 ìã/êã) èíòðàïåðèòîíåàëüíî. Âî âðåìÿ îïå-
ðàöèè è äî âûõîäà èç íàðêîçà òåìïåðàòóðó òåëà æèâîò-
íûõ ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå 37 °Ñ. Ãîëîâó æèâîòíî-
ãî ôèêñèðîâàëè ñ ïîìîùüþ óøíûõ êåðíîâ è çóáíîãî
çàæèìà â ñòåðåîòàêñè÷åñêîì àïïàðàòå. Ñ ëåâîé ñòîðîíû
îò ëàòåðàëüíîãî êðàÿ ãëàçíèöû äî óøíîé ðàêîâèíû ðàç-
ðåçàëè êîæó, ðàñøèðÿëè ïîâåðõíîñòü ðàíû. Ïðè ýòîì îá-
íàæàëè îâàëüíîå îòâåðñòèå (foramen ovale) òðîéíè÷íîãî
íåðâà. Ñ ïîìîùüþ áîðìàøèíû ïîä êîíòðîëåì îïåðàöè-
îííîãî ìèêðîñêîïà ýòî îòâåðñòèå ðàñøèðÿëè äî ðàçìåðà
ïðèìåðíî 4 � 4 ìì. Âñêðûâàëè òâåðäóþ ìîçãîâóþ îáî-
ëî÷êó. Òîíêèì ñòàëüíûì êðþ÷êîì, çàêðåïëåííûì â ìèê-
ðîìàíèïóëÿòîðå, ñëåãêà ïðèïîäíèìàëè ñðåäíþþ ìîçãî-
âóþ àðòåðèþ. Ïðîèçâîäèëè åå ýëåêòðîêîàãóëÿöèþ íà
ïðîòÿæåíèè 2—3 ìì. Îïåðàöèîííóþ ðàíó ïîñëîéíî
óøèâàëè.

Îêêëþçèÿ ÑÌÀ — îáùåïðèíÿòûé ñïîñîá ìîäåëèðî-
âàíèÿ èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà ó êðûñ. Îíà ïîçâîëÿåò ïî-
ëó÷èòü äîñòàòî÷íî ñòàíäàðòíîå ïîâðåæäåíèå, êîòîðîå
ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ íà íåîêîðòåêñ è êàóäàòîïóòàìåí (Ty-
son et al., 1984; Bolander et al., 1989; Nagasawa, Kogure,
Memezawa et al., 1992).

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ì Ñ Ê. Ñóñ-
ïåíçèþ êîñòíîãî ìîçãà âûäåëÿëè èç áåäðåííûõ êîñòåé
æèâîòíûõ ñðàçó ïîñëå äåêàïèòàöèè. Â ñòåðèëüíûõ óñëî-
âèÿõ óäàëÿëè ýïèôèçû áåäðåííûõ êîñòåé, à äèàôèçû
ïðîìûâàëè ñðåäîé êóëüòèâèðîâàíèÿ (áMEM (Hyclone,
Íîâàÿ Çåëàíäèÿ), 20%-íîé ñûâîðîòêîé êðîâè ýìáðèîíîâ
êîðîâ (Hyclone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ) è 100 ìêã/ìë ïåíèöèë-
ëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (Hyclone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ)). Ïîëó-
÷åííûé ñìûâ âûñåâàëè íà ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè
(Sarstedt, Ãåðìàíèÿ). ×åðåç 48 ÷ ïîñëå ýêñïëàíòàöèè êî-
ñòíîãî ìîçãà ïðîâîäèëè äâóêðàòíóþ ïðîöåäóðó îòìûâêè
ÌÑÊ îò ôîðìåííûõ ýëåìåíòîâ êðîâè ñ ïîìîùüþ ðàñòâî-
ðà PBS (20 ìÌ ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð, pH 7.4 è
0.1 Ì NaCl). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ìîíîñëîå ïðè
37 °Ñ è 5 % CO2 â òå÷åíèå 6—7 ñóò ïîñëå ýêñïëàíòàöèè.
Â äàëüíåéøåì êóëüòóðó ïåðåñåâàëè êàæäûå 7 ñóò ñ èñ-
õîäíîé ïëîòíîñòüþ 1.27�103 êëåòîê/ñì2. Äëÿ ïåðåñåâà
êóëüòóðû ÌÑÊ êðûñ èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð òðèïñèíà è
ÝÄÒÀ (Hyclone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ). Ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
ìåíÿëè êàæäûå 3 ñóò.

Ô å í î ò è ï è ð î â à í è å Ì Ñ Ê êðûñ ïðîâîäèëè ìåòî-
äîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ôëóîðèìåòðå Coulter Epics XL (Beckman, Coulter, ÑØÀ).
ÌÑÊ îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ íåãàòèâíîãî ìàð-
êåðà CD45 (Beckton Dickinson, ÑØÀ) è àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ ïîçèòèâíîãî ìàðêåðà CD90 (Beckton Dickinson,
ÑØÀ). Äëÿ îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ïîâåðõíî-
ñòíûõ ìàðêåðîâ êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê ðàñòâîðîì
òðèïñèíà è ÝÄÒÀ (Hyclone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ), ïðîìûâàëè
2 ðàçà ðàñòâîðîì PBS, çàòåì íà 1 ÷ ïåðåíîñèëè â ðàñòâîð
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðî-
õðîìîì, â ðàçâåäåíèè 1 : 20. Äàëåå êëåòêè ïðîìûâàëè
2 ðàçà ðàñòâîðîì PBS è îöåíèâàëè èíòåíñèâíîñòü ñâå÷å-
íèÿ. Ôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïîñëå ïåðâîãî, âòîðî-
ãî è òðåòüåãî ïåðåñåâîâ êóëüòóðû.

Äëÿ áîëåå ïîëíîé õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åííûõ êëå-
òîê èõ ïîäâåðãàëè í à ï ð à â ë å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê å â òàê íàçûâàåìûõ îðòîäîêñàëüíûõ (îñòåîãåííîì,
õîíäðîãåííîì è àäèïîöèòàðíîì) è â í å é ð î í à ë ü í î ì
íàïðàâëåíèÿõ. Äëÿ èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè â íåéðî-
íàëüíîì íàïðàâëåíèè èñïîëüçîâàëè ðîñòîâîé ôàêòîð
íåéòðîôèí-3. ÌÑÊ íàðàùèâàëè äî ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ.
Çàòåì â ñòàíäàðòíóþ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè
íåéðîòðîôèí-3, òàê ÷òîáû åãî ôèíàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ
ñîñòàâèëà 2.5�10–6 ã/ìë. Îáðàáîòêó èíäóêòîðîì äèôôå-
ðåíöèðîâêè ïðîäîëæàëè 2 íåä. Ïðè ýòîì ïîëîâèíó ñðå-
äû êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåíÿëè êàæäûå 3 ñóò.

Ô å í î ò è ï è ð î â à í è å ïîëó÷åííûõ ïðîèçâîäíûõ
áûëî ïðîâåäåíî ïóòåì îêðàøèâàíèÿ êëåòîê àíòèòåëàìè
ïðîòèâ áåëêîâûõ ìàðêåðîâ êëåòîê íåéðîíàëüíîãî ðÿäà:
ñïåöèôè÷åñêîãî ÿäåðíîãî áåëêà íåéðîíîâ (NeuN; Chemi-
con, ÑØÀ); áåëêà, àññîöèèðîâàííîãî ñ íåéðîôèëàìåíòà-
ìè (Tau; Chemicon, ÑØÀ); ìèåëèí-îëèãîäåíäðîöèò-ñïå-
öèôè÷åñêîãî áåëêà (MOSP; Chemicon, ÑØÀ); ãëèàëüíî-
ãî ôèáðèëëÿðíîãî êèñëîãî áåëêà (GFAP; Chemicon,
ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî êëåòêè íà ÷àøêàõ ôèêñèðîâàëè
4%-íûì ðàñòâîðîì ÏÔÀ 8 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå, ïðîìûâàëè 2 ðàçà ðàñòâîðîì PBS, îáðàáàòûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì ñàïîíèíà â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì äî-
áàâëÿëè ðàñòâîð ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ðàçâåäåíèå
1 : 100). Äàëåå êëåòêè ïðîìûâàëè 2 ðàçà PBS è íà 30 ìèí
ïåðåíîñèëè â ðàñòâîð áèîòèíèëèðîâàííûõ âòîðè÷íûõ
àíòèòåë. Ïîñëå î÷åðåäíîé ïðîìûâêè PBS êëåòêè îáðà-
áàòûâàëè ðàñòâîðîì ñòðåïòàâèäèí-ïåðîêñèäàçû â òå÷å-
íèå 15 ìèí, åùå 1 ðàç ïðîìûâàëè PBS è íàíîñèëè ðàñò-
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âîð 3,3-äèàìèíîáåíçèäèíà (DAB; Sigma, ÑØÀ). Òå÷åíèå
ðåàêöèè êîíòðîëèðîâàëè âèçóàëüíî ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
ñêîïà (Leica, Ãåðìàíèÿ). Îêðàøåííûå ïðåïàðàòû çàêëþ-
÷àëè â ïðîïèëãàëëàò ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Ìîðôî-
ëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ïîñëå äèôôåðåíöèðîâîê îöåíèâà-
ëè âèçóàëüíî ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà.

Î ê ð à ø è â à í è å Ì Ñ Ê êðûñ ôëóîðîõðîìîì PKH26
ïðîâîäèëè ïîñëå âòîðîãî ïåðåñåâà êóëüòóðû. Êëåòêè íà-
ðàùèâàëè äî ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ, äàëåå â ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè PKH26 (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðà-
öèè 1 ìêã/ìë íà 48 ÷. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâî-
ðîì PBS è êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå áåç PKH26 íå ìåíåå
4 ÷. Îêðàøåííûå ÌÑÊ ñíèìàëè ñ ÷àøåê ðàñòâîðîì òðèï-
ñèíà è ÝÄÒÀ, öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 450 g â òå÷åíèå
10 ìèí. Ïîëó÷åííûé îñàäîê äâàæäû ïðîìûâàëè PBS è
ñóñïåíäèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå áåç ñûâîðîòêè
(áMEM +100 ìêã/ìë ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà) ñ
ôèíàëüíîé êîíöåíòðàöèåé 5�106 êëåòîê â 100 ìêë. Ýô-
ôåêòèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ÌÑÊ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica (Leica, Ãåðìàíèÿ).

Â â å ä å í è å Ì Ñ Ê æ è â î ò í û ì. 5 ìëí ÌÑÊ â
100 ìêë ñðåäû áMEM ââîäèëè æèâîòíûì â õâîñòîâóþ âåíó.
Èíúåêöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå ÑÌÀî.

Ã ð ó ï ï û ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í û õ æ è â î ò í û õ.
1. Ãðóïïà ëîæíîîïåðèðîâàííûõ æèâîòíûõ: ïðîâîäèëè
âñþ âûøåèçëîæåííóþ ïðîöåäóðó ïî ìîäåëèðîâàíèþ èí-
ñóëüòà, çà èñêëþ÷åíèåì ýëåêòðîêîàãóëÿöèè ñðåäíåé ìîç-
ãîâîé àðòåðèè (n = 15). 2. Ãðóïïà êîíòðîëÿ: ìîäåëèðîâà-
ëè èíñóëüò áåç êàêèõ-ëèáî äîïîëíèòåëüíûõ âîçäåéñòâèé
(n = 15). 3. Ãðóïïà êëåòî÷íîé òåðàïèè: æèâîòíûì ïðîâî-
äèëè òðàíñïëàíòàöèþ ÌÑÊ â õâîñòîâóþ âåíó ÷åðåç 3 ñóò
ïîñëå ÑÌÀî (n = 15). Âñåõ æèâîòíûõ äåêàïèòèðîâàëè íà
42-å ñóò ïîñëå ÑÌÀî.

Ï î â å ä å í ÷ å ñ ê î å è í å â ð î ë î ã è ÷ å ñ ê î å ò å ñ ò è -
ð î â à í è å ïðîâîäèëè çà 1—2 ñóò äî è â òå÷åíèå 6 íåä
ïîñëå îïåðàöèè. Â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðèíÿëî ó÷àñ-
òèå ïî 15 æèâîòíûõ èç êàæäîé ãðóïïû.

Â î ä í û é ë à á è ð è í ò Ì î ð ð è ñ à. Îöåíèâàëè âðåìÿ,
çà êîòîðîå æèâîòíîå áûëî ñïîñîáíî íàõîäèòü ñêðûòóþ
ïîä âîäîé ïëàòôîðìó, îñíîâûâàÿñü íà âíåøíèõ îðèåíòè-
ðàõ. Äëÿ âîäíîãî òåñòà èñïîëüçîâàëè áàññåéí ñ æåñòêèìè
ïëàñòèêîâûìè ñòåíêàìè äèàìåòðîì 145 ñì è ãëóáèíîé
50 ñì. Òåñòèðîâàíèå íà÷èíàëè ÷åðåç 2 è 5 íåä ïîñëå
ÑÌÀî è ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 6 íåä.

Î ò ê ð û ò î å ï î ë å. Óñòàíîâêà èìåëà ïëîùàäü ïîëà
1 ì2, âûñîòó ñòåíîê 50 ñì (ìàòåðèàë — ïëàñòèêîâûå ïà-
íåëè ñèíåãî öâåòà). Ïîë ðàñ÷åð÷åí êâàäðàòàìè ñî ñòîðî-
íîé 20 ñì. Íàáëþäåíèÿ çà àêòèâíîñòüþ æèâîòíîãî ïðî-
äîëæàëè â òå÷åíèå 10 ìèí. Äëÿ êàæäîé ìèíóòû ïîäñ÷è-
òûâàëè êîëè÷åñòâî ïåðåñå÷åíèé ëèíèé ðàçìåòêè è
êîëè÷åñòâî ñòîåê, ôèêñèðîâàëè âðåìÿ, çàòðà÷åííîå æè-
âîòíûì íà ãðóìèíã, è ïðîäîëæèòåëüíîñòü îòñóòñòâèÿ
âûðàæåííîé àêòèâíîñòè.

Á ë î ê ò å ñ ò î â ä ë ÿ î ö å í ê è í å â ð î ë î ã è ÷ å ñ ê î ã î
ñ ò à ò ó ñ à ñîñòîÿë èç 6 òåñòîâ (ñïîíòàííàÿ àêòèâíîñòü;
ñèììåòðè÷íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ êîíå÷íîñòåé ïðè äâèæå-
íèè; ñèììåòðè÷íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïåðåäíèõ êîíå÷íî-
ñòåé, êîãäà æèâîòíîå èìåëî îïîðó òîëüêî íà íèõ; ñèì-
ìåòðè÷íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ êîíå÷íîñòåé äëÿ ñõâàòûâà-
íèÿ ñåò÷àòîé ïîâåðõíîñòè; ðåàêöèÿ íà ðàçäðàæåíèå
ïðîïðèîðåöåïòîðîâ òóëîâèùà; ðåàêöèÿ íà ïðèêîñíîâå-
íèå ê âèáðîññàì) è îöåíèâàëñÿ ïî 18-áàëëüíîé øêàëå.
Èòîãîâàÿ îöåíêà ôîðìèðîâàëàñü êàê ñóììà áàëëîâ (îò äî
3) äëÿ êàæäîãî èç 6 òåñòîâ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à äàííûõ áûëà ïðî-
âåäåíà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Statistica (Stat Soft Inc.).
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Ðèñ. 1. Ñõåìà îáëàñòåé ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà ñîñóäîâ.

I — ïîâðåæäåííàÿ çîíà (êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ íå îïðåäåëÿëè), II — ïîãðàíè÷íàÿ ñ ïîâðåæäåííîé çîíà, III — îáëàñòü ïîäñ÷åòà ñîñóäîâ â íåïîâðåæäåí-
íîì (êîíòðàëàòåðàëüíîì) ïîëóøàðèè, IV — óäàëåííàÿ îò ïîâðåæäåíèÿ çîíà (äâèãàòåëüíàÿ êîðà) ïîâðåæäåííîãî (èïñèëàòåðàëüíîãî) ïîëóøàðèÿ, V —
óäàëåííàÿ îò ïîâðåæäåíèÿ çîíà (äâèãàòåëüíàÿ êîðà) íåïîâðåæäåííîãî (êîíòðàëàòåðàëüíîãî) ïîëóøàðèÿ; LV — áîêîâîé æåëóäî÷åê ìîçãà, IIIV — òðå-

òèé æåëóäî÷åê ìîçãà.



Ô è êñ à ö è ÿ ò ê à í å é ã î ë î â í î ã î ì î ç ã à. Æèâîò-
íûõ ïîäâåðãàëè ïðèæèçíåííîé ôèêñàöèè — ïåðôóçèè
÷åðåç ëåâûé æåëóäî÷åê ñåðäöà 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà â PBS. Çàòåì ó íèõ íåïîñðåäñòâåííî ïî-
ñëå äåêàïèòàöèè èçâëåêàëè ãîëîâíîé ìîçã è âûðåçàëè
ñåãìåíò, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ âèäèìóþ çîíó ïîâðåæäåíèÿ
è èíòàêòíûå êðàåâûå çîíû. Âûðåçàííûé áëîê ðàçðåçàëè
ïîïîëàì ïî çîíå ïîâðåæäåíèÿ: ïîëîâèíó áëîêà ôèêñèðî-
âàëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå â ïàðàôîðìàëüäåãèäå,
äðóãóþ ïîëîâèíó êðèîôèêñèðîâàëè. Ïåðåä êðèîôèê-
ñàöèåé îáðàçöû ìîçãà ïîìåùàëè â ðàñòâîð êðèîïðîòåê-
òîðà — ñàõàðîçû — íà 1 ñóò. Çàòåì êóñî÷êè òêàíè îõëàæ-
äàëè â ïàðàõ àçîòà â òå÷åíèå 10 ñ, ïîãðóæàëè â æèäêèé
àçîò íà 1 ÷ è ïîìåùàëè â õîëîäèëüíóþ êàìåðó ñ òåìïåðà-
òóðîé –70 °Ñ.

Ä å ò å ê ö è þ ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ì å ÷ å í í û õ Ì Ñ Ê
â òêàíÿõ ãîëîâíîãî ìîçãà ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà (Leica, Ãåðìàíèÿ) íà ãèñòîëîãè-
÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ òîëùèíîé 7 ìêì (êðèîôèêñàöèÿ), èç-
ãîòîâëåííûõ íà êðèîñòàòíîì ìèêðîñêîïå Leica (Leica,
Ãåðìàíèÿ).

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç áûë ïðîâåäåí ó 7 æè-
âîòíûõ èç êàæäîé ãðóïïû. Îïðåäåëÿëè ïëîùàäü íåêðîçà
â ëåâîì ïîëóøàðèè ãîëîâíîãî ìîçãà, ïîâðåæäåííûå
ñòðóêòóðû ìîçãà è êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ â çîíå, ïîãðàíè÷-
íîé ñ îáëàñòüþ ïîâðåæäåíèÿ. Ñòðóêòóðû ìîçãà èäåíòè-
ôèöèðîâàëè ïî àòëàñó (Paxinos, Watson, 1998).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ î ö å í ê à â à ñ ê ó ë ÿ ð è ç à ö è è
ç î í û ï î â ð å æ ä å í è ÿ. Ïîäñ÷åò ñîñóäîâ äèàìåòðîì äî
15 ìêì ïðîâîäèëè â ëåâîì ïîëóøàðèè â íåîêîðòåêñå
(ïåðâè÷íàÿ ñîìàòîñåíñîðíàÿ êîðà) è ãîëîâêå õâîñòàòîãî
ÿäðà ïî ãðàíèöå ïîâðåæäåíèÿ òêàíè â ïðåäåëàõ 30 ìêì
ïîä ìèêðîñêîïîì Leica (Leica, Ãåðìàíèÿ) ÷åðåç 6 íåä ïî-
ñëå ÑÌÀî. Â ïðàâîì ïîëóøàðèè ñîñóäû áûëè ïîäñ÷èòà-
íû â ñèììåòðè÷íîé îáëàñòè (ðèñ. 1). Êðîìå òîãî, áûëè
ïðîàíàëèçèðîâàíû çîíû ïåðâè÷íîé è âòîðè÷íîé äâèãà-

òåëüíîé êîðû â îáîèõ ïîëóøàðèÿõ íà ïëîùàäè 100 ìêì2.
Ïîëó÷åííûå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå áûëè îáðàáîòàíû ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Statistica (Stat Soft Inc.).

Ðåçóëüòàòû

Ô å í î ò è ï è ð î â à í è å è ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à
Ì Ñ Ê i n v i t r o. Àíàëèç êóëüòóðû ÌÑÊ ïîñëå âòîðîãî
ïàññàæà ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïîêàçàë,
÷òî îíà ñîñòîÿëà èç CD45+-êëåòîê (êëåòîê ãåìîïîýòè÷å-
ñêîãî ðÿäà; 3 %) è CD90+-êëåòîê (ñîáñòâåííî ÌÑÊ;
97 %) (ðèñ. 2). Ïîëó÷åííûå êëåòêè áûëè ñïîñîáíû äèô-
ôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì, àäèïîöèòàðíîì è õîíä-
ðîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ è â íàïðàâëåíèè í å é ð î í à ë ü -
í î ã î ð ÿ ä à. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ â íåéðîíàëüíîì íà-
ïðàâëåíèè äèôôåðåíöèðîâàëîñü îêîëî 70 % ÌÑÊ.
Ðåçóëüòàòû ôåíîòèïèðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ïðîèçâîäíûõ
íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 3. Âèäíî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè îêðàøè-
âàëèñü àíòèòåëàìè ïðîòèâ MOSP, NeuN è Tau, íî íå
îêðàøèâàëèñü àíòèòåëàìè ïðîòèâ GFAP.

×åðåç 6 íåä ïîñëå ââåäåíèÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ ÌÑÊ â õâîñòîâóþ âåíó ä å -
ò å ê ö è ÿ íà êðèîïðåïàðàòàõ ìîçãà æèâîòíûõ ãðóïïû 3
ïîêàçàëà, ÷òî åäèíè÷íûå îêðàøåííûå êëåòêè ëîêàëèçî-
âàëèñü âáëèçè ýïåíäèìíîãî ñëîÿ òðåòüåãî è áîêîâûõ æå-
ëóäî÷êîâ (ðèñ. 4, à). Ó îäíîãî æèâîòíîãî ìå÷åíûå êëåò-
êè â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå áûëè îáíàðóæåíû â õâîñòà-
òîì ÿäðå. Îíè ðàñïîëàãàëèñü âîêðóã íåñêîëüêèõ ñîñóäîâ,
â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ñòåíêè (ðèñ. 4, á).

Ï î â ð å æ ä å í è ÿ ì î ç ã î â î é ò ê à í è ï î ñ ë å
Ñ Ì À î. Ïðè ãèñòîëîãè÷åñêîì àíàëèçå ÷åðåç 6 íåä ïîñëå
ÑÌÀî ó ëîæíîîïåðèðîâàííûõ æèâîòíûõ èç ãðóïïû 1
áûëè âûÿâëåíû ñïàéêè ìîçãîâîé îáîëî÷êè è íåçíà÷è-
òåëüíûå ïîâðåæäåíèÿ ïîâåðõíîñòè íåîêîðòåêñà, ñâÿçàí-
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Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñ, ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ íåãà-
òèâíîãî (CD45, à) è ïîçèòèâíîãî (CD90, á) ìàðêåðîâ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ).

Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ íà 2-ì ïàññàæå ïîñëå âûäåëåíèÿ. Ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD90 (à) èëè CD45 (á),
îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ PE èëè FITC ñîîòâåòñòâåííî; ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê. Ïèê 1 — íåîêðàøåííûå êëåòêè (êîíò-
ðîëü), ïèê 2 — îêðàøåííûå êëåòêè. à — 3 % êëåòîê ýêñïðåññèðóþò CD45 è îòíîñÿòñÿ ê ãåìàòîïîýòè÷åñêîìó ðÿäó; á — 97 % êëåòîê ïîïóëÿöèè ýêñïðåñ-

ñèðóþò CD90 è ÿâëÿþòñÿ ÌÑÊ; øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — íåîêðàøåííûå êëåòêè.



íûå ñî ñäàâëèâàíèåì òêàíåé âî âðåìÿ îïåðàòèâíîãî âìå-
øàòåëüñòâà (ðèñ. 5, à, ã).

Ó æèâîòíûõ ãðóïïû 2 (êîíòðîëü) áûëè îòìå÷åíû
çíà÷èòåëüíûå äåôåêòû íåîêîðòåêñà è íàðóæíîé êàïñóëû
ìîçãà. Îòñóòñòâîâàëà ïðèìåðíî òðåòüÿ ÷àñòü ïåðâè÷íîé
è âòîðè÷íîé ñîìàòîñåíñîðíîé è áîëåå ïîëîâèíû èíñó-
ëÿðíîé è ïèðèôîðìíîé êîðû. Ãèáíóùèå íåðâíûå êëåòêè
â ìîçãå áûëè âûÿâëåíû âïëîòü äî ñòåíêè áîêîâîãî æåëó-

äî÷êà. Â ýòèõ ó÷àñòêàõ ìîçãà ðàçâèâàëñÿ ãëèîç. Áûëà ïî-
âðåæäåíà ÷àñòü õâîñòîâîãî ÿäðà. Ìîðôîëîãè÷åñêè
íåèçìåíåííûå íåéðîíû íàáëþäàëè ëèøü íà çíà÷èòåëü-
íîì ðàññòîÿíèè îò ãðàíèöû ïîâðåæäåíèÿ (ðèñ. 5, á, ä).

Ó æèâîòíûõ èç ãðóïïû 3 (òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ) äå-
ôåêò íåîêîðòåêñà áûë çíà÷èòåëüíî ìåíüøå è îãðàíè÷è-
âàëñÿ íåáîëüøîé ÷àñòüþ ñåíñîìîòîðíîé è èíñóëÿðíîé
êîðû, ïðè÷åì ïîâðåæäåíèÿ íå âûõîäèëè çà ïðåäåëû íåî-

570 Í. Í. Çèíüêîâà, Å. Ã. Ãèëåðîâè÷ è äð.

Ðèñ. 3. Äèôôåðåíöèðîâàííûå in vitro â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè ÌÑÊ êðûñû.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà ñïåöèôè÷åñêèé ÿäåðíûé áåëîê íåéðîíîâ (NeuN, à), ìèåëèí-îëèãîäåíäðîöèò-ñïåöèôè÷åñêèé áåëîê (MOSP, á),
íåéðîôèáðèëëÿðíûé áåëîê îòðîñòêîâ íåðâíûõ êëåòîê (Tau, â) è ãëèàëüíûé ôèáðèëëÿðíûé êèñëûé áåëîê (GFAP, ã), ä — êîíòðîëü â îòñóòñòâèå ïåð-

âè÷íûõ àíòèòåë, å — íåîêðàøåííûå êëåòêè. Îá. 40�.

Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ ÌÑÊ (ñòðåëêè) â ïîâðåæäåííîì ãîëîâíîì ìîçãå æèâîòíûõ ÷åðåç 6 íåä ïîñëå îê-
êëþçèè ñðåäíåé ìîçãîâîé àðòåðèè (ÑÌÀî).

à — ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûå ÌÑÊ â áîêîâîì æåëóäî÷êå ïîâðåæäåííîãî ïîëóøàðèÿ, îá. 20�; á — ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûå ÌÑÊ âáëèçè ñîñóäà â
õâîñòàòîì ÿäðå ïîâðåæäåííîãî ïîëóøàðèÿ, îá. 40�; êðèîñðåçû, îêðàñêà ÄÍÊ DAPI.



êîðòåêñà. Ó ÷àñòè æèâîòíûõ áûëà ñîõðàíåíà íàðóæíàÿ
êàïñóëà. Â íåîêîðòåêñå íà ãðàíèöå ñ äåôåêòîì òêàíè
áûëè âûÿâëåíû çîíû ñ ñîõðàííûìè èëè ìàëî èçìåíåí-
íûìè íåéðîíàìè, ÷åãî íå áûëî ó æèâîòíûõ èç ãðóïïû 2.
Íåðâíûå êëåòêè, õîòÿ è èçìåíåííûå ìîðôîëîãè÷åñêè
(ãèïåðõðîìíûå), íàáëþäàëè íà ñàìîé ãðàíèöå ñ ïîâðåæ-
äåíèåì òêàíè ìîçãà. Áûëà âûÿâëåíà õîðîøî ñôîðìèðî-
âàííàÿ êàïñóëà íà ãðàíèöå êðàåâîãî äåôåêòà, ñîñòîÿùàÿ
èç 3—6 ðÿäîâ êëåòîê, ñðåäè êîòîðûõ áûëè àñòðîöèòû,
ìåíèíãîöèòû è ôèáðîáëàñòû. Ñîõðàíåíû íåéðîíû õâîñ-
òàòîãî ÿäðà. Âî âñåõ ñòðóêòóðàõ âáëèçè ãðàíèöû ïîâðåæ-
äåíèÿ çàðåãèñòðèðîâàíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ
(ðèñ. 5, â, å).

Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ ì î ð ô î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è õ ï à -
ð à ì å ò ð î â — ï ë î ù à ä è ä å ô å ê ò à ì î ç ã à è ê î ë è ÷ å -
ñ ò â à ñ î ñ ó ä î â â ïîãðàíè÷íîé ñ ïîâðåæäåíèåì çîíû —
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 6 è 7 ñîîòâåòñòâåííî. Ïëîùàäü äå-
ôåêòà ìîçãà ïîñëå ÑÌÀî ó æèâîòíûõ ãðóïïû 3 áûëà
ïðèìåðíî â 1.3 ðàçà ìåíüøå, ÷åì ó æèâîòíûõ ãðóïïû 2.
Êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ â ëåâîì ïîëóøàðèè ïî ãðàíèöå ïî-
âðåæäåíèÿ (ðèñ. 1) â íåîêîðòåêñå è õâîñòàòîì ÿäðå â
ãðóïïå 2 áûëî ïðèìåðíî òàêèì æå, êàê è ó æèâîòíûõ
ãðóïïû 1, à â ãðóïïå 3 — ïðèìåðíî â 2 ðàçà áîëüøå. Ïî-
ëó÷åí åùå îäèí âåñüìà èíòåðåñíûé ðåçóëüòàò — ïðèìåð-
íî âäâîå îòíîñèòåëüíî óðîâíÿ èíòàêòíûõ æèâîòíûõ óâå-
ëè÷èëîñü êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ â íåîêîðòåêñå è õâîñòàòîì
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Ðèñ. 5. Äåôåêò òêàíåé ãîëîâíîãî ìîçãà ÷åðåç 6 íåä ïîñëå ÑÌÀî.

à—â — ãèñòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû, îêðàñêà ïî Íèññëþ; ã—å — ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå òåõ æå ñðåçîâ ìîçãà. à, ã — ãðóïïà 1 (ëîæíîîïåðèðîâàí-
íûå æèâîòíûå); á, ä — ãðóïïà 2 (êîíòðîëü); â, å — ãðóïïà 3 (òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ).



ÿäðå ïðàâîãî ïîëóøàðèÿ. Íà äâóõ äðóãèõ ó÷àñòêàõ èí-
òàêòíîé òêàíè ìîçãà, óäàëåííûõ îò çîíû íåêðîçà (ïåð-
âè÷íàÿ è âòîðè÷íàÿ äâèãàòåëüíàÿ êîðà â îáîèõ ïîëóøà-
ðèÿõ), êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ áûëî òàêèì æå, êàê ó æèâîò-
íûõ ãðóïïû 1.

Ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåäåííîå ó òåõ æå æèâîòíûõ
ï î â å ä å í ÷ å ñ ê î å è í å â ð î ë î ã è ÷ å ñ ê î å ò å ñ ò è ð î -
â à í è å ïðîäåìîíñòðèðîâàëî ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå
òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ íà âåñü îðãàíèçì èíñóëüòíûõ æè-
âîòíûõ â öåëîì. Ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ â âîäíîì ëà-
áèðèíòå Ìîððèñà ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 8, à; â «îòêðû-
òîì ïîëå» — íà ðèñ. 8, â, ã. Âèäíî, ÷òî êîãíèòèâíàÿ ôóíê-
öèÿ è îðèåíòèðîâî÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîå ïîâåäåíèå
âîññòàíàâëèâàëèñü ïðàêòè÷åñêè äî èñõîäíîãî óðîâíÿ ÷å-
ðåç 2 íåä ïîñëå ÑÌÀî, ïðè óñëîâèè ÷òî áûëà ïðîâåäåíà
òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ (ãðóïïà 3). Ïðè ýòîì ó êîíòðîëü-
íûõ æèâîòíûõ (ãðóïïà 2) â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íà-
áëþäåíèÿ (5 íåä) ïîâåäåí÷åñêèé ñòàòóñ íå âîññòàíîâèë-

ñÿ. Ðåçóëüòàòû áëîêà íåâðîëîãè÷åñêèõ èñïûòàíèé ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 8, á. Â ãðóïïå 3 âîññòàíîâëåíèå íåâðî-
ëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà äî óðîâíÿ ëîæíîîïåðèðîâàííûõ
æèâîòíûõ áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî ÷åðåç 3 íåä ïîñëå
ÑÌÀî. ×åðåç 6 íåä îáùàÿ îöåíêà ïî 6 òåñòàì â êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïå áûëà ïðèìåðíî â 1.2 ðàçà íèæå, ÷åì â
ãðóïïàõ 1 è 3.

Îáñóæäåíèå

Êëåòî÷íûé ìàòåðèàë, ïðèìåíÿåìûé â êà÷åñòâå òåðà-
ïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà ïðè ëå÷åíèè èøåìè÷åñêîãî èí-
ñóëüòà, äîëæåí èìåòü òî÷íóþ õàðàêòåðèñòèêó: ôåíîòèï
è äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë. Ïðè âûáîðå òðàíñ-
ïëàíòàòà ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî äëÿ ëå÷åíèÿ ÷åëîâåêà
ïðåäïî÷òèòåëüíåå èñïîëüçîâàòü àóòîëîãè÷íûé êëåòî÷-
íûé ìàòåðèàë. Ýòèì òðåáîâàíèÿì ïîëíîñòüþ óäîâëåòâî-
ðÿþò ÌÑÊ. Â ïðåäñòàâëåííîì èññëåäîâàíèè ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà, ïîäãîòîâëåííàÿ äëÿ òðàíñïëàíòà-
öèè, ñîñòîÿëà íà 3 % èç CD45+-êëåòîê (êëåòîê ãåìîïîý-
òè÷åñêîãî ðÿäà) è íà 97 % èç CD90+-êëåòîê (ñîáñòâåííî
ÌÑÊ). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ, âûäåëåííûå èç
êîñòíîãî ìîçãà êðûñ, áûëè ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðî-
âàòüñÿ â îñòåîãåííîì, àäèïîöèòàðíîì, õîíäðîãåííîì è
êàðäèîìèîöèòàðíîì íàïðàâëåíèÿõ (Êðóãëÿêîâ è äð.,
2004). Â äàííîé ðàáîòå áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü äèô-
ôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè in vit-
ro (ðèñ. 3). Ïðè äîáàâëåíèè ê êóëüòóðå ÌÑÊ íåéðî-
òðîôèíà-3 ìû ïîëó÷èëè 70 % êëåòîê, êîòîðûå îêðà-
øèâàëèñü àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàðêåðîâ íåéðîíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè, íî íå îêðàøèâàëèñü àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ ìàðêåðîâ ãëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî 30 % êëåòîê íå îêðàøèâàëèñü àíòèòåëàìè íè
ê NeuN, Tau è MOSP, íè ê GFAP. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå èíäóêòîðà äèôôåðåíöè-
ðîâêè íåéðîòðîôèíà-3 â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè èíèöèè-
ðîâàëî äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ òîëüêî â íåéðîíàëüíîì
íàïðàâëåíèè. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîäòâåðäèëè ÷èñòîòó
ïîïóëÿöèè èñïîëüçóåìûõ êëåòîê è ñîõðàíåíèå èìè â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ íåéðîíàëüíîãî äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà. Â êà÷åñòâå àãåíòîâ êëåòî÷íîé òå-
ðàïèè èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà ìû ïðåäëàãàåì èñïîëüçî-
âàòü íåäèôôåðåíöèðîâàííûå ÌÑÊ.

Ïðåèìóùåñòâî ïðèìåíåíèÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÌÑÊ ñâÿçàíî ñ âîçìîæíîñòüþ òðàíñïëàíòèðîâàòü òàêèå
êëåòêè â âåíîçíóþ êðîâü. Ýòî ïîçâîëÿåò èçáåæàòü òÿæå-
ëîé îïåðàöèè ïîä îáùèì íàðêîçîì, êîòîðàÿ íåîáõîäèìà
äëÿ ââåäåíèÿ êëåòîê íåïîñðåäñòâåííî â ìîçã. Ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî äîêàçàíî, ÷òî ââåäåííûå â êðîâîòîê ÌÑÊ ÷å-
ðåç íåñêîëüêî äíåé ïðèõîäèëè â ìåñòî òêàíåâîãî ïî-
âðåæäåíèÿ. Ýòîò ôåíîìåí áûë çàðåãèñòðèðîâàí íà ìîäå-
ëè èíôàðêòà ìèîêàðäà (Êðóãëÿêîâ è äð., 2004, 2005).
Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ â õâî-
ñòîâóþ âåíó ìå÷åíûå êëåòêè äèôôóçíî ðàñïðåäåëÿëèñü
ïî çîíå èíôàðêòà è ïîãðàíè÷íîé îáëàñòè â ñåðäöàõ
îïûòíûõ æèâîòíûõ. Â ðàáîòàõ ×îïïà ñ êîëëåãàìè ÌÑÊ,
ïîìå÷åííûå áðîìäåçîêñèóðèäèíîì, áûëè ââåäåíû èí-
òðààðòåðèàëüíî êðûñàì íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå
ÑÌÀî (Li et al., 2001). ×åðåç 14 ñóò ÌÑÊ áûëè äåòåêòè-
ðîâàíû â çîíå èøåìèè ãîëîâíîãî ìîçãà. Â ïðåäñòàâëåí-
íîé ðàáîòå ìû ïîëó÷èëè ñîâåðøåííî èíóþ êàðòèíó ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ìå÷åíûõ êëåòîê ïî òêàíÿì ìîçãà ïðè ââåäå-
íèè ÌÑÊ â õâîñòîâóþ âåíó ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå ÑÌÀî
(ðèñ. 4, à). Â îñíîâíîì åäèíè÷íûå ôëóîðåñöåíòíî îêðà-
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Ðèñ. 6. Îòíîñèòåëüíàÿ ïëîùàäü äåôåêòà òêàíè ãîëîâíîãî ìîçãà
æèâîòíûõ èç êîíòðîëüíîé ãðóïïû (2) è ãðóïïû êëåòî÷íîé òåðà-

ïèè (3).

Ðèñ. 7. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ñîñóäîâ â ðàç-
íûõ çîíàõ ãîëîâíîãî ìîçãà ó æèâîòíûõ 1, 2 è 3-é ãðóïï (ñî-

ãëàñíî ðèñ. 1).

II — ïîãðàíè÷íàÿ ñ ïîâðåæäåííîé çîíà, III — îáëàñòü ïîäñ÷åòà ñîñóäîâ â
íåïîâðåæäåííîì (êîíòðàëàòåðàëüíîì) ïîëóøàðèè, IV — óäàëåííàÿ îò
ïîâðåæäåíèÿ çîíà (äâèãàòåëüíàÿ êîðà) ïîâðåæäåííîãî (èïñèëàòåðàëüíî-
ãî) ïîëóøàðèÿ, V — óäàëåííàÿ îò ïîâðåæäåíèÿ çîíà (äâèãàòåëüíàÿ êîðà)
íåïîâðåæäåííîãî (êîíòðàëàòåðàëüíîãî) ïîëóøàðèÿ; 1 — êîíòðîëü, 2 —

îïûò, 3 — ëîæíàÿ îïåðàöèÿ.



øåííûå êëåòêè áûëè îáíàðóæåíû âáëèçè ýïåíäèìíîãî
ñëîÿ æåëóäî÷êîâ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî òàêîå ðàñïðåäåëåíèå
ÌÑÊ â ãîëîâíîì ìîçãå ñâÿçàíî ñî ñðîêîì ââåäåíèÿ ýòèõ
êëåòîê è îñîáåííîñòÿìè èñïîëüçîâàííîé ìîäåëè èíñóëü-
òà. Ìû ïðîâîäèëè òðàíñïëàíòàöèþ ÌÑÊ ÷åðåç 3 ñóò, òàê
êàê èìåííî â ýòî âðåìÿ ïîãèáàëî íàèáîëüøåå ÷èñëî ïðî-
îïåðèðîâàííûõ æèâîòíûõ. Êàê èçâåñòíî èç ëèòåðàòóðû,
ÑÌÀî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ öåëîñòíîñòè ãåìàòîýíöå-
ôàëè÷åñêîãî áàðüåðà (ÃÝÁ) (Jiang et al., 2005; Lenzser
et al., 2005). Ìàêñèìàëüíàÿ ïðîíèöàåìîñòü ÃÝÁ áûëà çà-
ðåãèñòðèðîâàíà ÷åðåç 2—4 ÷ ïîñëå îêêëþçèè. ×åðåç 5 ÷
êîëè÷åñòâî êðàñÿùåãî âåùåñòâà ñèíåãî Ýâàíñà, ñ ïîìî-
ùüþ êîòîðîãî áûëà èññëåäîâàíà ïðîíèöàåìîñòü ÃÝÁ, â
òêàíÿõ ìîçãà óìåíüøàëîñü. Â òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ
2 ñóò äèôôóçèÿ ñèíåãî Ýâàíñà èç êðîâè â òêàíè ìîçãà ïî-
ñòåïåííî ïîíèæàëàñü (Belayev et al., 1996). Âî âñåõ óêà-
çàííûõ âûøå ðàáîòàõ ÑÌÀî áûëà ïðîâåäåíà ñ ïîñëåäó-
þùåé ðåïåðôóçèåé. Èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ðåïåð-
ôóçèÿ óñèëèâàåò ïðîíèöàåìîñòü ÃÝÁ (Yang, Betz, 1994).
Ó÷èòûâàÿ îòñóòñòâèå ðåïåðôóçèè â íàøåé ðàáîòå, ìû
ìîæåì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÷åðåç 3 ñóò öåëîñòíîñòü ÃÝÁ
áûëà ïîëíîñòüþ âîññòàíîâëåíà. Ó íàñ íåò êàêèõ-ëèáî
îïðåäåëåííûõ ïðåäïîëîæåíèé î òîì, êàêèì îáðàçîì
ÌÑÊ ìîãëè ïîïàñòü â æåëóäî÷êè ãîëîâíîãî ìîçãà. Ê íà-
ñòîÿùåìó ìîìåíòó ïðàêòè÷åñêè íè÷åãî íå èçâåñòíî î ïå-
ðåìåùåíèè ÌÑÊ ïî îðãàíèçìó, â òîì ÷èñëå è î âîçìîæ-
íîñòè ýòèõ êëåòîê ïðåîäîëåâàòü ÃÝÁ è(èëè) ãåìàòîëèê-
âîðíûé áàðüåð.

Íåñìîòðÿ íà ìèíîðíîå êîëè÷åñòâî òðàíñïëàíòèðî-
âàííûõ ÌÑÊ â òêàíÿõ ìîçãà ïîñëå èíñóëüòà è èõ ñïåöè-
ôè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå â æåëóäî÷êàõ, â íàøåé ðàáîòå
áûëè ïîëó÷åíû ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ïîëîæèòåëüíûå
èçìåíåíèÿ â äèíàìèêå âîññòàíîâëåíèÿ ïîâåäåí÷åñêîãî è
íåâðîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñîâ æèâîòíûõ è ìîðôîëîãèè òêà-
íåé ìîçãà.

Æèâîòíûå èç ãðóïïû 3 äîñòàòî÷íî áûñòðî (÷åðåç
2—3 íåä ïîñëå ÑÌÀî) ïðîõîäèëè ïðîâåðî÷íûå òåñòû íà
óðîâíå æèâîòíûõ èç ãðóïïû 1. Ó íèõ çíà÷èòåëüíî ñíè-
æàëñÿ óðîâåíü òðåâîæíîñòè, âîññòàíàâëèâàëñÿ îáû÷íûé
òèï ïîâåäåíèÿ â «îòêðûòîì ïîëå», óëó÷øàëîñü çàïîìè-
íàíèå ìåñòà íàõîæäåíèÿ è ðàñïîëîæåíèÿ îêðóæàþùèõ
ïðåäìåòîâ, âîññòàíàâëèâàëèñü ñèììåòðè÷íîñòü ðåàêöèé
íà ðàçäðàæåíèå ëåâîé è ïðàâîé ñòîðîí òóëîâèùà è èñ-
ïîëüçîâàíèå êîíå÷íîñòåé. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ýòî ñâÿçàíî
ñ óìåíüøåíèåì ïëîùàäè äåôåêòà ìîçãà (ðèñ. 5) è ñîõðà-
íåíèåì îïðåäåëåííûõ ìîçãîâûõ ñòðóêòóð (ðèñ. 5, â, å).
Ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ó æèâîòíûõ ãðóï-
ïû 3 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì áûëà ïðàêòè÷åñêè ïîë-
íîñòüþ ñîõðàíåíà ïèðèôîðìíàÿ êîðà, êîòîðàÿ ïðèíèìà-
åò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè ýìîöèîíàëüíîãî ñòàòóñà æè-
âîòíîãî (àãðåññèâíîñòü ïîâåäåíèÿ, ÿðîñòü è ñòðàõ)
(Âàðòàíÿí, 1999). Â ãðóïïå 3 òàêæå ñîõðàíÿëèñü íåéðîíû
õâîñòàòîãî ÿäðà — ñòðóêòóðû, èãðàþùåé âàæíóþ ðîëü â
ðåãóëÿöèè äâèæåíèé è ñåíñîìîòîðíîé êîîðäèíàöèè.
Òåñò «âîäíûé ëàáèðèíò Ìîððèñà» ïîêàçàë, ÷òî ó ýòèõ
æèâîòíûõ óëó÷øàëàñü êðàòêîâðåìåííàÿ è äîëãîñðî÷íàÿ
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Ðèñ. 8. Ðåçóëüòàòû ïîâåäåí÷åñêîãî è íåâðîëîãè÷åñêîãî òåñòèðîâàíèÿ êðûñ ïîñëå ÑÌÀî.

à — òåñòèðîâàíèå â âîäíîì ëàáèðèíòå Ìîððèñà â òå÷åíèå 6-é íåä ïîñëå ÑÌÀî; ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ òåñòèðîâàíèÿ, ñóò; ïî âåðòèêàëè — âðåìÿ ïî-
èñêà ñêðûòîé ïëàòôîðìû, ñ. á — ñðåäíåå çíà÷åíèå ñóììàðíîãî êîëè÷åñòâà áàëëîâ áëîêà òåñòîâ (ïî âåðòèêàëè) äëÿ îöåíêè íåâðîëîãè÷åñêèõ íàðóøå-
íèé; ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìåíí *ûå òî÷êè òåñòèðîâàíèÿ: 1 — 1 ñóò äî ÑÌÀî; 2, 3 — ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 1 è 3 ñóò ïîñëå ÑÌÀî; 4—9 — ñîîòâåòñòâåííî
÷åðåç 1, 2, 3, 4, 5 è 6 íåä ïîñëå ÑÌÀî. â, ã — ñîîòâåòñòâåííî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà «êîëè÷åñòâî ïåðåñå÷åííûõ êâàäðàòîâ» è ïàðàìåòðà «êîëè÷å-
ñòâà ñòîåê» â òåñòå «îòêðûòîå ïîëå» â êàæäóþ èç 10 ìèí íàáëþäåíèÿ â òðåõ ñåññèÿõ (I — 1 ñóò äî ÑÌÀî; II, III — ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 2 è 5 íåä ïîñëå
ÑÌÀî); ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ òåñòèðîâàíèÿ (òðè ñåññèè ïî 10 ìèí); ïî âåðòèêàëè — êîëè÷åñòâî ïåðåñå÷åííûõ êâàäðàòîâ (â) èëè ñòîåê (ã) çà 1 ìèí.



ïàìÿòü. Ìû íå ìîæåì ñâÿçàòü ýòî íàáëþäåíèå ñ ïîëó÷åí-
íûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè äàííûìè. Êàê èçâåñòíî, çà
ôîðìèðîâàíèå è âðåìåííîå õðàíåíèå ñëåäîâ ïàìÿòè îò-
âå÷àþò ãèïïîêàìï, ãèïîòàëàìóñ, ìèíäàëèíà è ìåäèàëü-
íàÿ âèñî÷íàÿ êîðà (Êîñòþê, 1997). Â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ ÑÌÀî íå ïðèâîäèëà ê ìîðôîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì
â ýòèõ ñòðóêòóðàõ ó æèâîòíûõ âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ãðóïï. Îäíàêî ðàçíèöà â ñîõðàíåíèè êîãíèòèâíîé ôóíê-
öèè ó æèâîòíûõ ãðóïï 2 è 3 áûëà ñòàòèñòè÷åñêè äîñòî-
âåðíà.

Ìû ìîæåì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî
ïðè÷èí ñîõðàíåíèÿ òêàíåé ìîçãà ïîñëå ÑÌÀî ïðè òðàíñ-
ïëàíòàöèè ÌÑÊ. Íàõîäÿùèåñÿ â ìîçãå ÌÑÊ ìîãëè ñåê-
ðåòèðîâàòü òàêèå ôàêòîðû, êàê BDNF, NGF è bFGF
(Chen et al., 2002), êîòîðûå ïðåäîòâðàùàëè àïîïòîç è ïî-
âûøàëè âûæèâàåìîñòü íåéðîíîâ â ïåíóìáðå. È äåéñòâè-
òåëüíî, â çîíå 30 ìêì îò ãðàíèöû äåôåêòà ó æèâîòíûõ
ãðóïïû 3 ìû ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæèëè êëåòîê ñ ïèê-
íîòè÷åñêèìè ÿäðàìè. Â òî æå âðåìÿ â ýòîé òêàíåâîé îá-
ëàñòè áûëè âûÿâëåíû ìîðôîëîãè÷åñêè íåèçìåíåííûå
íåéðîíû, ÷åãî íå íàáëþäàëè â àíàëîãè÷íûõ ó÷àñòêàõ
ìîçãà ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ. Ñîõðàíåíèþ è ïîääåð-
æàíèþ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ òêàíåé ìîçãà ñïî-
ñîáñòâîâàëà àêòèâàöèÿ àíãèîãåíåçà â ïîãðàíè÷íîé ñ ïî-
âðåæäåíèåì çîíå. Êîëè÷åñòâî ñîñóäîâ ó æèâîòíûõ ãðóï-
ïû 3 áûëî ïðèìåðíî â 2 ðàçà áîëüøå, ÷åì â êîíòðîëå
(ðèñ. 7). Ýòè äàííûå ñîîòâåòñòâóþò ðåçóëüòàòàì, îïóá-
ëèêîâàííûì ðàíåå (Êðóãëÿêîâ è äð., 2004, 2005; Chen et
al., 2002, 2003b). Ïîìèìî ýòîãî, ìû çàðåãèñòðèðîâàëè
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ñîñóäîâ â ñèììåò-
ðè÷íûõ ó÷àñòêàõ ìîçãà êîíòðàëàòåðàëüíîãî ïîëóøàðèÿ.
Ýòîò ôåíîìåí íå îïèñàí â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå. Îí âûÿâ-
ëÿëñÿ òîëüêî â æèâîòíûõ, êîòîðûì áûëè ââåäåíû ÌÑÊ.
Ìû ïîêà íå ìîæåì äàòü èñ÷åðïûâàþùåå îáúÿñíåíèå ïî-
ëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì. Ýòîìó áóäåò ïîñâÿùåíî îòäåëü-
íîå ýêñïåðèìåíòàëüíîå èññëåäîâàíèå.

Êðîìå òîãî, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÌÑÊ, òðàíñ-
ïëàíòèðîâàííûå â âåíîçíóþ êðîâü, âíå ìîçãà àêòèâèðî-
âàëè ïðîöåññû, â òîì ÷èñëå è âûáðîñ ýíäîãåííûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê, íàïðàâëåííûå íà ðåïàðàöèþ ïîëó÷åííîãî
ïîâðåæäåíèÿ. Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ âîçäåéñòâèÿ
ÌÑÊ íà îðãàíèçì ïîñëå ÑÌÀî òðåáóåò äàëüíåéøåé
îãðîìíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàáîòû.

Èòàê, äàæå áåç îáúÿñíåíèÿ ìåõàíèçìîâ âîçäåéñòâèÿ
ìû ìîæåì êîíñòàòèðîâàòü, ÷òî ÌÑÊ îêàçûâàëè íåéðî-
ïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå íà êëåòêè ìîçãà ïîñëå èíñóëüòà,
àêòèâèðîâàëè àíãèîãåíåç, ñïîñîáñòâóÿ òåì ñàìûì âîñ-
ñòàíîâëåíèþ êðîâîñíàáæåíèÿ èøåìèçèðîâàííîé òêàíè.
Âîçìîæíî, ÷òî áîëåå ðàííÿÿ òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ, ïðè
êîòîðîé â ìîçã ñìîæåò ïîïàñòü ãîðàçäî áîëüøåå êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê, ïîçâîëèò ïîëó÷èòü áîëåå âûðàæåííûé òåðà-
ïåâòè÷åñêèé ýôôåêò. Âëèÿíèå ñðîêîâ òðàíñïëàíòàöèè íà
ñîñòîÿíèå òêàíåé ìîçãà áóäåò èññëåäîâàíî íàìè â áëè-
æàéøåå âðåìÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ áëàãîäàðíîñòü Å. Ð. Ãà-
ãèíñêîé çà ïðåäîñòàâëåííóþ âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâà-
íèÿ òåõíè÷åñêîé áàçû.
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MESENCHYMAL STEM CELLS-BASED THERAPY OF BRAIN ISCHEMIC STROKE IN RAT

N. N. Zinkova,1 E. G. Gilerovitch,2 I. B. Sokolova,1 S. K. Vijde,1 E. V. Shvedova,1 G. V. Alexandrov,1

P. V. Kruglyakov,1 Kislyakova T. V.,1 D. G. Polyntsev1

1 «Trans-Technologies», Ltd., 2 State Institute of Experimental Medicine RAS, St. Petersburg

Mesenchymal stem cells (MSCs) — based therapy is a promising modern attempt to improve the recovery
after stroke. Experiments were carried out on inbred Wistar-Kyoto rats. MSCs were isolated, expanded in cultu-
te and labeled with vital fluorescent dye PKH-26. Animals were subjected to middle cerebral artery occlusion
(MCAO), followed by injection of 5�106 rat MSCs into the tail vein 3 days after MCAO. Control group animals
received PBS injection (negative control). Therapy results were estimated by the following parameters: behavio-
ral and neurological testing, the brain injure area, the state of damaged region «border» zone and the vessels qu-
antity in the «border» area. It was shown that control group animals (PBS injection) did not restore their initial
behavioral and neurological state, while the experimental group animals (MSCs injection) showed the same pa-
rameters as intact rats at 2—3 weeks after MCAO. The size of the damaged region in the control group was ap-
proximately 1.5 as large as in the experimental group. The damage in the experimental group was limited to
neocortex; caudate nucleus, capsula externa and piriform cortex remained uninjured. Small vessels quantity in
the «border» regions was twine higher compared to control group and was approximately equal to an intact brain
vessel number. Moreover, it was shown for the first time that after MSCs transplantation the vessels quantity in
the neocortex and caudate putamen of contralateral hemisphere was twice as much as in control. We demonstra-
ted that the MSCs transplantation definitely exerted a positive influence upon the brain tissue reparation after
stroke.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, stroke, capillaries. size of the brain damage region.
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