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DIFFERENTIAL  POTENTIAL  OF  AUTOLOGOUSSTEM  MESENCHYMAL  CELLS  IN  CONDITIONS  OF  
THE INTACT  BRAIN

Метою представленої роботи було визначити диференційний потенціал автологічних стовбурових мезенхімальних 
клітин (АСМК) в умовах інтактного головного мозку. Всі процедури відтворені в експерименті на самцях щурів лінії 
Вістар тримісячного віку масою 160–175 г. Спостереження тривалістю 14 діб супроводжувались поступовим (1-ша, 3-тя, 
7-ма, 14-та доби) виведенням тварин із дослідів (передозування амфітамінового наркозу). Аналіз отриманого матеріалу 
(∑=60) проводили із застосуванням класичних гістологічних, імуноцитохімічних, люмінесцентних методів (забарвлення 
зрізів гематоксиліном та еозином, залізним гематоксиліном за Рего, імпрегнацією азотно-кислим сріблом за Кахалем, за 
Ніслем). Встановлено, що застосування АСМК на інтактному головному мозку призводить до появи гліомезодермальних 
клітин, однак не сприяє нейро- та синапсогенезу. Невід’ємну за цим сценарієм ініціацію неоангіогенезу спонукають 
фактори експериментального хірургічного втручання, яке супроводжує кожен із заявлених способів трансплантації 
клітин. Отримані авторами дані можуть застосовуватись як уніфіковані стандарти порівняльного контролю в 
експериментах з трансплантації стовбурових клітин.

The purpose of the present work was to study differential potential of autologous stem mesenchymal cells (ASMC) in conditions 
of the intact brain. All procedures were carried out in an experiment on 3-month-old intact male Wistar rats weighing 
160-175 g. The observations lasted 14 days, the animals were gradually (on the 1st, 3rd, 7th and 14th days) taken out of the 
experiments (overdosage of amphetamine anaesthesia). The obtained material was analysed by the use of classical histological, 
immunocytochemical and  uorescence methods (staining of sections with haematoxylin and eosin, with iron hematoxylin by the 
Regaud method, impregnation with silver nitrate by the Cajal and Nissl methods). It was found out that the use of ASMC on 
the intact brain resulted in the appearance of gliomesodermal cells, but did not contribute to neuro- and synapsogenesis. The 
initiation of neoangiogenesis, which was an integral component in compliance with the above scenario, was caused by factors 
of an experimental surgical intervention, the latter accompanying each of the ways (intracranial, intravenous, suboccipital) 
used for transplantation of stem cells. The authors’  ndings can be applied as uniform standards for comparative control in 
experiments with stem cell transplantation.

Постановка проблеми і аналіз останніх до-
сліджень та публікацій. Сучасна медицина пере-
живає період широкого впровадження новітніх 
лікувальних технологій. Серед останніх живу заці-
кавленість спеціалістів різних галузей (в тому числі 
й нейрохірургів) викликає застосування клітинної 
трансплантації [1, 3, 10]. Найбільш вживаним у 
зазначеному сенсі матеріалом є стов бурові кліти-
ни (зокрема, мезенхімальні авто логічні). Їхня ефек-
тивність у стимуляції відновних реакцій, що від-
буваються на тлі деструктивно-дегенеративних 
процесів, некрозу, не викликає жодного сумніву 
[11]. Однак, механізми реалізації цілої низки ефек-

тів, найбільш прийнятні спосо би введення остан ніх, 
специфіка вибору експо зи  ційних строків, трива-
лість лікувальних про це   дур на сьогодні потребують 
подальшої роз ро б ки [9, 12]. Безліч дискусій викли-
кають ре з уль тати застосування стовбурових клітин 
на тлі інтактних органів (головний, спинний мо-
зок тощо). Відкритими залишаються питання щодо 
структурно-фізіологічної реакції нервової тка ни-
ни на появу стовбурових клітин, “контактна тор-
підність” нейронів у відповідь на трансплантацію 
автологічних стовбурових мезенхімальних клітин 
(АСМК). Ретельного аналізу потребують питання, 
пов’язані із розшифруванням та подальшим тлу ма-
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ченням типологічної домінанти так званих “епіте-
ліоподібних” клітин. Постає проблема визна ння 
ролі та місця гліомезодермоцитів, – чи то як попе-
редників певних структур неогенезу, чи то як йо-
го завершальний варіант. Отже, в цілому вивчен-
ня диференційного потенціалу АСМК за умов ін-
тактного мозку – актуальне завдання біології та 
медицини, що доволі далеке від свого остаточно-
го розв’язання.

Матеріали і методи. Матеріалом експери мен-
тального дослідження cтали самці щурів лінії Wistar 
(n=60), тримісячного віку, масою 160–175 г. Метою 
експерименту було визначення диференційного по-
тенціалу автологічних стовбу рових мезенхімаль-
них клітин (АСМК) в умовах інтактного головного 
мозку. За цим застосовували 3 способи введення 
(внутрішньовенний (ВВ), інт ракраніальний (ІК), 
субокципітальний (СО))  сус пензії АСМК у 0,1 мл 
культурального середовища (КС) у дозі 3,5–5×105. 
Трекінг клітин спостерігали протягом 14 діб [4, 5]. 
Хірургічне втручання проводили стандартно. Щурів 
наркотизували ін тра перитонеально (із розрахунку 
125 мг на 1 кг маси) амфітаміновим наркозом, потім 
вводили суспензію АСМК через v. caudate, cysterna 
occipitalis та на facies corticalis lobulus paracentralis 
cerebri [2]. Вищезазначені заходи стосувались тварин 
експериментальних груп (ВВ, ІК, СО (∑=36)), а також 
групи порівняльного контролю (ПК, n=12), особинам 
якої трьома вищезазначеними способами вводили ви-
ключно КС. Групу інтактного контролю (ІК) стано-
вили щури (n=12), до яких не застосовували жодної 
із процедур та які відповідно до ветеринарного sta-
tus objectives являли собою цілком здорових особин. 
Отримані в експерименті клітини фенотипували із 
застосуванням негативних (CD19, CD34, CD45) та 
позитивних (CD73, CD90, CD105) маркерів. Дифе-
ренціювали у нейрональному нап рямку з вико-
ристанням ретиноєвої кислоти. Для забарвлення 
застосовували прижиттєвий флу   о  ро хром РКН 26 [6]. 
Перед застосуванням АСМК проводили перевірку 
здатності цих клі тин експресувати характерні їм 
поверхневі мар ке ри. Для оцінки диференціювання 
застосо ва них клітин використовували стандартні 
імуно ци тохімічні методики. За їх допомогою вияв-
ляли наявність  специфічних білків нейронів та глі -
а   ль   них клітин (нейроспецифічний бета-III-ту бу  -
лін, нейронспецифічний нейрофіламент 200 kDa 
+  160 kDa, специфічний гліальний протеїн фіб-
рил GFAP). Постмортально досліджували шма-
точ  ки головного мозку (розміром 0,5×0,5×0,5 см). 
Пре парати промивали, фіксували у 12 % роз чи -
ні  формаліну на фосфатному буфері (при pH=  
7,0–7,2). Далі зневоднювали, заливали у смоли, 

виготовляли гістологічні зрізи. Останні за ба р     в лю-
в а ли азотно-кислим сріблом за Кахалем, за ліз ним 
гематоксиліном та Рего, гематоксиліном та еози-
ном. Аналіз результатів проводили відпо відно до 
параметричних та непараметричних кри теріїв. Де-
тек ція люмінесцентно мічених АСМК відбувалась 
за допомогою люмінесцентного мікро скопа (Lieca 
(Німеччина)) на гістологічних зрізах, виготовлених 
на кріостатному кріотомі “Bright” (Великобританія).

Результати досліджень та їх обговорення. 
Детальний аналіз макроструктурних особливостей 
інтактного головного мозку тварин, що належали 
до контрольної групи, свідчив на користь відповід-
ності останніх статево-віковим показникам функ-
ціональної норми. Кожна із півкуль характеризува-
лась виразним рельєфом поверхні. Сіра та біла ре-
човини залишались чітко диференційованими, без 
вогнищ інфарктів та некрозів. Кора великого моз-
ку чітко диференційована, її шари (молекулярний, 
зовнішній, внутрішній зернисті, пірамідних клітин) 
добре позначені. Базовий компонент кіркової речо-
вини належав тілам нейроцитів, пов’язаним із ними 
клітинам глії. Введення компонентів КС в організм 
контрольної групи (група порівняльного контролю) 
щурів лінії Вістар трьома відпрацьованими спосо-
бами (ВВ, ІК, СО) у кожен із запланованих стро-
ків (1-ша, 3-тя, 7-ма, 14-та доби) не призводило до 
змін у макромікроскопічній будові головного моз-
ку. Зовнішній рельєф поверхні півкуль залишався 
не ушкодженим. Морфологічні зміни у півкулях, 
оболонках головного мозку щурів лінії Вістар да-
ної експериментальної групи виявлялись відповід-
ними нормо-фізіологічним статево-віковим змінам 
тварин зазначеної лінії. Філогенетично найбільш 
пізня частина кори – ізокортекс, гомогенетична ко-
ра, мала чітку за своєю диференціацією шестиша-
рову будову. Лише в окремих ділянках кори мозку 
мали місце ушкодження речовини, зубчастої фас-
ції, пов’язані з інтракраніальним операційним втру-
чанням (поодинокі розруйновані нейрони – резуль-
тат стиснення структур) та розташуванням треку 
ін’єкційної голки (субокципітальне введення КС). 
У відтермінований період (7–14-та доби) на зміну 
встановленим морфологічним особливостям надхо-
дили захисні реакції та процеси утилізації мізерно-
го клітинного детриту. Інтракраніальне втручання 
призводило до незначних ушкоджень одного-двох 
поверхневих шарів кори (1–3-тя доби). На зміну 
останнім надходили локального характеру запаль-
ні процеси, відновлення та ліквідація наслідків клі-
тинного розпаду (14-та доба) у місцях операційно-
го втручання (потилична цистерна, тім’яна частка 
великого мозку). Мієлінові та безмієлінові волокна 



ISSN 1681–2778. ШПИТАЛЬНА ХІРУРГІЯ. Журнал імені Л. Я. Ковальчука. 2015. № 3ISSN 1681–2778. ШПИТАЛЬНА ХІРУРГІЯ. Журнал імені Л. Я. Ковальчука. 2015. № 316

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

були без ознак деструкції, у разі застосування від-
повідного забарвлення (імпрегнація азотно-кислим 
сріблом за Кахалем) більш виразні, чіткі. Тран-
сплантація АМСК в організм тварин контрольної 
групи, незалежно від термінів їхнього приймання 
(1–14-та доби спостережень) та способів введення 
(ВВ, ІК, СО), не привела до критичних змін у ма-
кро- та мікроструктурі інтактного головного моз-
ку. Поверхневий рельєф залишався незмінним. Сі-
ра, біла речовина головного мозку контрастовані 
відповідно до принципів цито- та мієлоархітекто-
ніки півкуль [3]. Однак, у відтерміновані періоди 
спостережень (сьома, чотирнадцята доби) відбува-
лись процеси, які супроводжувались появою пев-
ної кількості клітин, структурно схожих на епіте-
ліальні [4]. У зоні, симетричній трепанаційному ві-
кну (інтракраніальний спосіб введення, 1–3-тя доби 
експерименту), спостерігали скупчення декількох 
морфологічних типів цих (полігональних) клітин зі 
світлими круглої, овальної, веретеноподібної фор-
ми гіперхромними ядрами, широкою, вузькою та 
відсутньою облямівкою цитоплазми. Осередок, що 
вони утворювали, відмежувався від навколишньої 
речовини мозку одним-двома шарами клітин з гі-
перхромними повздовж витягнутими ядрами. За-
цікавленість цитогенетичною складовою віднайде-
ної популяції клітин призвела до застосування якіс-
них експертних методів [5]. Застосовані для оцінки 
диференціального потенціалу АСМК за наявнос-

ті специфічних білків нейронів та гліальних клітин 
(нейроспецифічний бета-III-тубулін, специфічний 
гліальний протеїн фібрил GFAP), імуноцитохімічні 
методи викликали негативну або слабопозитивну 
реакцію (лише у 2-х випадках перевірки). Завдяки 
цьому довелось відхилити сподівання на користь 
ініціації нейродиференціювання АСМК за умов 
їхнього розосередження на поверхні інтактного 
мозку, з іншого боку, вдалось остаточно з’ясувати 
типологічне походження отриманих клітин (гліо-
ме зодермальні). Цікавим на зазначеному тлі вия-
вився аналіз культури клітин локусів втрачених/
ушкоджених судин (проточна цитофлуорометрія 
з експресією стандартної панелі маркерів) [7]. 
Виявлений фенотип клітин демонстрував під-
вищення рівня негативних (ендотеліальних) мар-
керів на відносно сталому фоновому рівні. Тобто, 
ушкодження, нанесені ін’єкційною голкою під час 
введення суспензії клітин (в ВВ та ІК способи), 
фіксувались організмом та неодмінно ініціювали 
відновні реакції: неоангіогенез [8].   

Висновки. ВВ, ІК, СО способи застосування 
АСМК в умовах інтактного головного мозку 
(контрольна група щурів) in vivo не приводили до 
нейро- та синапсогенезу. Навколо зон ушкоджень, 
спричинених хірургічною ін’єкційною голкою, 
спостерігали осередки накопичень епітеліоподіб-
них клітин та ознаки початкового ангіогенезу.  
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