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РЕЗЮМЕ

Ішемічний інсульт є однією з провідних причин смертності та інвалідизації населення в світі. Незважаючи на прогрес медичних знань 
і технологій, частота стійких неврологічних порушень у пацієнтів, які перенесли інсульт, залишається високою, а ефективна стратегія 
відновного лікування все ще перебуває на стадії експериментальної розробки. Відновлення функцій нервової системи після інсуль-
ту передбачає активацію ендогенних репаративних процесів, зокрема ангіогенезу, за допомогою засобів регенеративної медицини, 
включаючи клітинну і тканинну трансплантацію. 

МЕТА: вивчити вплив стимульованого шляхом трансплантації суспензії клітин ембріональної нервової тканини і кісткового мозку  
постінсультного ангіогенезу на відновлення моторних функцій у щурів з експериментальним ішемічним інсультом.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ. 160 білих безпородних щурів-самців віком 3-4 міс. з масою тіла 280-320 г були поділені на групи: з ізольованою 
оклюзією середньої мозкової артерії (ОСМА), інтрацеребральною алогенною трансплантацією суспензії клітин ембріональної нервової 
тканини (ОСМА + ТСКЕНТ), інтрацеребральною аутологічною трансплантацією суспензії клітин кісткового мозку (ОСМА + ТСККМ) або 
інфузією фосфат-буферного 0,9% розчину натрію хлориду (ОСМА + ФБР) на 2-у добу після ОСМА. ОСМА здійснювали за допомогою 
модифікованої методики інтралюмінальної монофіламентної оклюзії із блокуванням колатералей. Об’єм ділянки інфаркту мозку ви-
значали за допомогою фарбування розчином 2,3,5-трифенілтетразолію хлориду (ТТС) на 7-у і 14-у добу (n = 5 із кожної групи на кож-
ну добу) після ОСМА, а кількість судин у периінфарктній зоні визначали шляхом імуногістохімічної детекції маркера СD34 на 7-у,14-у 
і 28-у добу (n = 6 із кожної групи на кожну добу) після ОСМА. Оцінку рухових порушень проводили за допомогою тесту ходіння по 
бруску з опорами на 1-у, 3-у, 7-у,14-у, 21-у і 28-у добу після ОСМА (n = 18 із кожної групи на кожну добу). 

РЕЗУЛЬТАТИ. ТСККМ призводила до збільшення кількості судин в периінфарктній зоні в динаміці, найбільше вираженого на 28-у 
добу, і до зменшення об’єму ділянки ураження порівняно з іншими експериментальними групами, починаючи з 7-ї доби після ОСМА. 
ТСКЕНТ і ТСККМ призводили до регресу рухового дефіциту, починаючи з 3-ї і до 28-ї доби після ОСМА. Ступінь моторної асиметрії 
кінцівок щура негативно корелював із кількістю судин у периінфарктній зоні.

ВИСНОВКИ. Трансплантація суспензії клітин ембріональної нервової тканини і кісткового мозку сприяє регресу рухових порушень  
у піддослідних тварин з експериментальним ішемічним інсультом завдяки ангіогенному ефекту, який більше виражений при викорис-
танні клітин кісткового мозку.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: оклюзія середньої мозкової артерії, ембріональна нервова тканина, кістковий мозок, ангіогенез, рухові порушення
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Актуальність проблеми відновного лікування пацієнтів з ішемічним 
інсультом (далі – інсульт) і його наслідками є очевидною з точки зору 
значного соціально-економічного впливу летальності та інвалідизації 
населення, зумовленого даною патологією [25]. Незважаючи на ве-
лике розмаїття існуючих нині методів лікування пацієнтів з інсультом, 
їх терапевтичний потенціал є обмеженим у часі строком виживання  
нейронів периінфарктної зони – «пенумбри», які перебувають у стані 
парабіозу [30]. Сучасні терапевтичні стратегії при інсульті спрямовані 
на стимуляцію структурно-функціональної репарації цих клітин шляхом 
відновлення перфузії ушкодженої ділянки мозку та нейтралізації впли-
ву патофізіологічного альтераційного каскаду, спричиненого ішемією. 

Втім, попри стрімкий розвиток новітніх медичних технологій, 
значна частина пацієнтів після перенесеного інсульту залишається зі 
стійким неврологічним дефіцитом, який значно ускладнює соціальну 
реадаптацію таких пацієнтів і часто є резистентним до сучасних ме-
тодів реабілітації. Навіть у розвинених країнах у гострій стадії інсуль-
ту тромболітична реперфузія за допомогою тканинного активатора 
плазміногену застосовується не більше ніж у 4-7% пацієнтів [30]. 
Очікуваний терапевтичний ефект нейропротекторних засобів не був 
переконливо доведений в більшості клінічних досліджень, а викорис-
тання хірургічних методик реваскуляризації залишається дискута-
бельним питанням. Активація регенеративних процесів у головному 
мозку, не обмежених гострим періодом інсульту, є принципово новим 
напрямком лікування пацієнтів із даною патологією [29]. Оскільки 
одним із ключових репаративних механізмів при ішемічному уражен-
ні головного мозку є ангіогенез, його стимуляція є перспективним 
методом лікування пацієнтів з інсультом [3, 4]. З цією метою у клі-
нічних випробуваннях і експериментальних дослідженнях викорис-
товуються фактори росту, стовбурові клітини різного походження, 
засоби генної інженерії та їх поєднання. У численних експеримен-
тальних дослідженнях продемонстрований позитивний вплив нейро-
генних (НСК) і мезенхімальних стовбурових клітин кісткового мозку  
(МСК КМ) на відновлення функцій піддослідних тварин після мо-
делювання інсульту [11, 12, 15]. Разом із тим ефекти клітинної 
трансплантації при інсульті, зокрема її вплив на ангіогенез, вивче-
ні недостатньо. Існують докази, що міжклітинний матрикс, строма  
і мікрооточення можуть бути корисними модуляторами функції 
трансплантованих клітин, зокрема ембріональної (ЕНТ) і фетальної 
нервової тканини (ФНТ), та сприяють їх інтеграції в головному мозку 
реципієнта [9, 11]. В той же час кістковий мозок, який є джерелом  

МСК, успішно застосовується у вигляді цільної недисоційованої сус-
пензії для стимуляції ангіогенезу при ішемічних ураженнях нижніх 
кінцівок і міокарда [3, 4]. Беручи до уваги найбільшу доступність  
в Україні зазначених джерел СК, виникає необхідність дослідження 
можливості їх застосування з метою реваскуляризації головного 
мозку при ішемічному інсульті на доклінічній стадії.

У зв’язку з цим важливого значення набуває визначення кількіс-
них параметрів морфофункціонального відновлення піддослідних 
тварин після моделювання ішемічного інсульту в експерименті, що 
в подальшому створить передумови для клінічної апробації даного 
методу стимуляції постішемічного ангіогенезу. 

МЕТА РОБОТИ: встановити вплив постінсультного ангіогенезу, 
стимульованого шляхом трансплантації суспензії клітин ембріональ-
ної нервової тканини і кісткового мозку, на відновлення моторних 
функцій у щурів з експериментальним ішемічним інсультом.

Дослідження було проведене на 160 білих безпородних щурах-
самцях масою тіла 280-320 г віком 3-4 міс., поділених на 3 експери-
ментальні групи і 12 підгруп. 

Група №1 (n = 72) – тварини, які використовувались для порів-
няльної серійної оцінки неврологічного дефіциту на 1-у, 3-у, 7-у,  
14-у, 21-у і 28-у добу спостереження після моделювання інсульту: 

1) підгрупа №1 (n = 18) – тваринам цієї групи моделювали оклю-
зію середньої мозкової артерії (ОСМА) за модифікованою методикою 
(«контрольна» – ОСМА); 

2) підгрупа №2 (n = 18) – тваринам на 2-у добу після моделюван-
ня ОСМА проводили алотрансплантацію суспензії клітин ембріональ-
ної нервової тканини (ОСМА + ТСКЕНТ); 

3) підгрупа №3 (n = 18) – тваринам на 2-у добу після моделюван-
ня ОСМА проводили аутотрансплантацію суспензії клітин  кісткового 
мозку (ОСМА + ТСККМ); 

4) підгрупа №4 (n = 18) – тваринам на 2-у добу після моделюван-
ня ОСМА проводили інтрацеребральну інфузію фосфат-буферного 
0,9% розчину натрію хлориду (ОСМА + ФБР). 

Група №2 (n = 40) – тварини, які використовувались для мор-
фометричної оцінки об’єму ділянки інфаркту мозку і виводилися  
з експерименту на 7-у і 14 добу відповідно: 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

Примітки:
* По 6 тварин із кожної підгрупи (№1-4) на 28-у добу були використані для імуногістохімічного дослідження (загалом – 24 тварини).

ГРУПИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ТВАРИН (N=160)

ГРУПА №1
(N=72)

ОЦІНКА РУХОВОЇ АСИМЕТРІЇ

ГРУПА №2
(N=40)

ВИЗНАЧЕННЯ ОБ’ЄМУ 
ДІЛЯНКИ ІНФАРКТУ

ГРУПА №3
(N=72)

ІМУНОГІСТОХІМІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ

ТЕРМІНИ
ДОСЛІДЖЕННЯ, 

ДОБА
1 3 7 14 21 28 7 14 7 14 28 

ПІДГРУПИ 
(КІЛЬКІСТЬ 

ТВАРИН)

№1 (ОСМА)
n=18 18 18 18 18 18 18* №5 (ОСМА)

n=10 5 5 №9 (ОСМА)
n=18 6 6 6

№2 (ТСКЕНТ)
n=18 18 18 18 18 18 18* №6 (ТСКЕНТ)

n=10 5 5 №10 (ТСКЕНТ)
n=18 6 6 6

№3 (ТСККМ)
n=18 18 18 18 18 18 18* №7 (ТСККМ)

n=10 5 5 №11 (ТСККМ)
n=18 6 6 6

№4 (ФБР)
n=18 18 18 18 18 18 18* №8 (ФБР)

n=10 5 5 №12 (ФБР)
n=18 6 6 6

Таблиця 1. Розподіл експериментальних тварин на групи і підгрупи.
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Cуспензію клітин ембріональної нервової тканини отримували 
зі щурячих ембріонів на 15-, 16-й день гестації шляхом кесарево-
го розтину вагітних самок щурів. З рогів матки вилучали ембріони,  
з яких вилучали невеликі шматочки кори та смугастого тіла голов-
ного мозку, які інкубували в сольовому розчині PBS (Sigma, США) 
протягом 15-20 хв при кімнатній температурі, а потім подрібнюва-
ли мікроножицями та дисоціювали за допомогою багаторазового 
піпетування скляними піпетками Пастера з оплавленими кінчиками 
для запобігання пошкодження клітин. Отриману клітинну суспензію 
центрифугували при 1000 об/хв, надосад зливали, а осад клітин ре-
суспендували в поживному середовищі Ігла (Sigma, США). Ступінь 
дисоціації і стан клітин контролювали під мікроскопом. Отриману 
суспензію клітин до моменту трансплантації тримали в СО2-інкубаторі 
(Nuve, Туреччина), де постійно підтримувалася температура 37 °С  
та концентрація 5% СО2.

Життєздатність клітин і визначення їх концентрації проводили  
в гемоцитометрі після фарбування клітин 0,2% розчином трипано-
вого синього. Загальна кількість клітин для трансплантації у суспен-
зії ЕНТ досягала 2•105 (вміст живих клітин – 68 ± 3,1%), у суспензії  
КМ – 1•106 (вміст живих клітин – 87 ± 2,9%). 

Методика інтрацеребральної трансплантації клітин. При виборі 
терміну проведення інтрацеребральної трансплантації (2-а доба після 
моделювання ОСМА) ми послуговувалися літературними даними та 
даними, отриманими у попередніх дослідженнях щодо динаміки від-
новних процесів у групі ОСМА [5, 6]. Виходячи із даних численних 
досліджень, ми припускали, що специфічний ефект ТСКЕНТ і ТСККМ 
проявляється повною мірою на стадії ранньої нейросудинної репара-
ції на 1-, 2-у добу після ФЦІ [2, 9, 16]. 

Під інтраперитонеальним наркозом сумішшю розчинів каліпсолу 
(75 мг/кг) і ксилазину (10 мг/кг) тварин фіксували у стереотаксич-
ному апараті СЕЖ-4 у положенні на животі. Із лінійного розрізу шкі-
ри голови оголювали кістки черепа, ідентифікували скелетотопічні 
орієнтири, накладали фрезевий отвір та за допомогою голки Гаміль-
тона 26 G і автоматичного мікроін’єктора (Harvard Apparatus, США) 
вводили інтрацеребрально зі швидкістю 5 мкл/хв, залежно від умов 
експерименту, клітинну суспензію (КМ – 1•106 клітин в об’ємі 20 мкл, 
або ЕНТ – 2•105 клітин в об’ємі 20 мкл) або ФБР (20 мкл) за такими 
координатами: 0,3 мм дозаду від брегми, 3 мм латерально (праворуч) 
від середньої лінії, 2,0 мм (кора) і 4,0 мм (стріатум) вглиб від твердої 
мозкової оболонки відповідно. Таким чином, розчин вводився без-
посередньо в периінфарктну зону (ПІЗ), яка відповідала соматосен-
сорній корі (10 мкл на глибині 2,0 мм) та медіальному каудопутамену 
(10 мкл на глибині 4,0 мм). Після ін’єкції канюлю залишали на 5 хв  
у порожнині черепа з метою рівномірного розподілу суспензії та за-
побігання її витіканню. Потім голку виймали, а фрезевий отвір закри-
вали медичним воском Bone wax (Ethicon, США).

Визначення об’єму ділянки інфаркту мозку проводили за допо-
могою фарбування зрізів мозку розчином 2,3,5-трифеніл-тетразолію 
хлориду (ТТС) (Sigma, США). На 7-у і 14-у добу тварин знеболювали 
сумішшю каліпсолу (75 мг/кг) і ксилазину (10 мг/кг) внутрішньо-
очеревинно і проводили прижиттєву фіксацію тканин за допомогою 
транскардіальної перфузії, після чого тварин декапітували. Мозок 
відмивали у чашці Петрі із фізіологічним розчином і за допомогою 
вібратома робили 6 коронарних зрізів товщиною 2 мм. Останні по-
міщали у 2% розчин ТТС  на 15 хвилин при температурі 37 °С. Після 
цього зрізи виймали та викладали на міліметровий папір і сканували 
за допомогою цифрового фотосканера CanoScan LiDE210 (Canon, 
Японія). Цифрову обробку зображень та планіметричний аналіз роз-
мірів вогнища інфаркту проводили за допомогою програми ImageJ 
(Національний інститут здоров’я, США, http://imagej.nih.gov) за фор-
мулою:

S1 = S1TC – S1Ni,
де S1 – коригована площа зони інфаркту, S1TC – загальна площа 
контралатеральної (інтактної півкулі), S1Ni – ділянка інтактної тканини 
в ураженій півкулі мозку.

1) підгрупа №5 (ОСМА, n = 10) – щури з ОСМА, які виводилися  
з експерименту на 7-у (n = 5) і 14-у добу (n = 5) після ОСМА; 

2) підгрупа №6 (ОСМА + ТСКЕНТ, n = 10) – тварини із ТСКЕНТ, які 
виводилися з експерименту на 7-у (n = 5) і 14-у добу (n = 5) після ОСМА; 

4) підгрупа №7 (ОСМА + ТСККМ, n = 10) – тварини, які виводили-
ся з експерименту на 7-у (n = 5) і 14-у добу (n = 5) після ОСМА; 

5) підгрупа №8 (ОСМА + ФБР, n = 10) – тварини з інфузією ФБР 
на 2-у добу після моделювання ОСМА, які виводилися з експеримен-
ту на 7-у (n = 5) і 14-у добу (n = 5) після ОСМА.

Група №3 (n = 72) – тварини, які використовувались для морфо-
метричної оцінки кількості судин в периінфарктній зоні і виводили-
ся з експерименту на 7-у,14-у і 28-у добу після ОСМА (по 6 тварин  
із кожної групи на кожну добу, включаючи 24 тварини із підгруп  
№1-4, які виводилися з експерименту на 28-у добу спостереження): 

1) підгрупа №9 (ОСМА, n = 18); 
2) підгрупа №10 (ОСМА + ТСКЕНТ); 
3) підгрупа №11 (ОСМА + ТСККМ, n = 18); 
4) підгрупа №12 (ОСМА + ФБР, n = 18). 
11 вагітних самок щурів (15-, 16-й день гестації) було використа-

но для одержання ЕНТ. Усі досліди були схвалені Комісією з питань 
етики Національного медичного університету ім. О. О. Богомольця і 
проводилися в суворій відповідності до чинного нормативного до-
кумента «Порядок проведення науковими установами дослідів, екс-
периментів на тваринах» (Наказ Міністерства освіти і науки, молоді  
і спорту України №249 від 01.03.2012 р.).

Моделювання ішемічного інсульту. Оскільки аналогом ішеміч-
ного інсульту у щурів є фокальна церебральна ішемія (ФЦІ), для її 
експериментального моделювання була використана модифікація 
перманентної монофіламентної оклюзії правої середньої мозкової 
артерії, яка детально описана в попередніх дослідженнях [5, 6]. 
Під інтраперитонеальним наркозом (седазин – 10 мг/кг і каліпсол –  
75 мг/кг маси тіла) із серединного розрізу м’яких тканин шиї виді-
ляли праву загальну (ЗСА), зовнішню (ЗоСА) та внутрішню сонну 
(ВСА) артерії. Судини звільняли від сполучної тканини та нервів. 
Поетапно коагулювали та пересікали гілки ЗоСА і перев’язували 
крилопіднебінну гілку ВСА. Далі нещільно фіксували лігатуру нав-
коло ЗоСА біля біфуркації ЗСА. На ЗСА і ВСА накладали тимчасові 
мікросудинні кліпси і пересікали ЗоСА на відстані 1-2 мм від бі-
фуркації ЗСА. За допомогою накладеної лігатури мобілізований 
проксимальний кінець ЗоСА підтягували і в його просвіт вводили 
монофіламентний оклюдер 4/0 (Doccol corp., США). Лігатуру на 
куксі ЗоСА щільно затягували, кліпси знімали і оклюдер вводили 
інтракраніально до відчуття легкого опору, який свідчив про бло-
кування середньої мозкової артерії. Після цього перев’язували ліву 
ЗСА. При моделюванні «псевдооклюзії» монофіламент після блоку-
вання СМА відразу ж виймали. 

Суспензію кісткового мозку (КМ) отримували з діафізу лівої 
стегнової кістки тварин групи ОСМА + ТСККМ безпосередньо перед 
трансплантацією за описаною в літературі методикою із незначними 
модифікаціями [2]. Під інтраперитонеальним наркозом сумішшю 
розчинів каліпсолу (75 мг/кг) і ксилазину (10 мг/кг) тварин фіксува-
ли у стереотаксичному апараті у положенні на животі, шкіру в ділян-
ці лівого стегна розсікали лінійним розрізом, скелетували кістку та 
виділяли кістковий мозок в об’ємі 3-4 мм3, який поміщали на чашку 
Петрі із підігрітим до 37 °С 0,9% розчином натрію хлориду. Одержа-
ну суспензію кісткового мозку відмивали від форменних елементів 
крові підігрітим до 37 °С 0,9% розчином натрію хлориду, очищували  
та подрібнювали за допомогою багаторазового піпетування у про-
бірці з 0,1 М розчином фосфатного буферу (рН = 7,4) протягом  
10 хв і поміщали у флакон з 5 мл даного розчину. З метою отри-
мання суспензії КМ для трансплантації вміст флакону центри-
фугували при швидкості 2 тис. об/хв протягом 20 хв і відбирали  
1 мл центрифугату. У такому вигляді суспензію під час проведення 
краніотомії утримували в термостаті при температурі 37 °С протя-
гом 30-40 хв. 

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ
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Скориговану величину об’єму інфаркту одержували за допомо-
гою формули:

V1 = Σ S1 • n1,
де S1 – коригована площа зони інфаркту, n1 – товщина зрізу,  
Σ – сума добутків коригованої площі інфаркту на товщину зрізу (за-
лежно від кількості зрізів).

Остаточну відносну величину об’єму зони ушкодження виражали 
у відсотках за формулою:

V = V1/VNi,
де V1 – коригований об’єм зони інфаркту, VNi – об’єм інтактної півкулі 
мозку.

Імуногістохімічне дослідження тканин мозку проводилось з ви-
користанням маркера CD34 (DAKO, Данія), який експресується на 
ендотеліоцитах і ендотеліальних прогеніторних клітинах (ЕПК) та 
гемопоетичних стовбурових клітинах і клітинах-попередниках [14]. 
Для цього був застосований двох- і трьохкроковий авідин-біотино-
вий метод на зрізах з парафінових блоків товщиною 3-4 мкм. Після 
депарафінізації і зневоднення з метою блокування ендогенної перок-
сидази зрізи обробляли 0,3% розчином перекису водню протягом  
20 хв, промивали в дистильованій воді і з метою демаскування анти-
генних детермінант піддавали температурній обробці в буфері з роз-
чином Target Retrievel Solution з рН = 6,0 (DAKO, Данія) на водяній 
бані протягом 20 хв. Після промивання в TRS тричі по 5 хв наносили 
первинне мишаче або кроляче антитіло. Інкубацію з первинним анти-
тілом проводили у вологій камері протягом 30-60 хв при кімнатній 
температурі. Після інкубації з первинними антитілами зрізи промива-
ли в TRS тричі по 5 хв, потім на 30 хв при кімнатній температурі на-
носили авідин-біотиновий комплекс, кон’югований з пероксидазою  
з використанням LSAB+ (DAKO, Данія), або системи детекції EnVision+  
(DAKO, Данія) протягом 30 хв при кімнатній температурі. Виявлення 
пероксидазної активності здійснювали за допомогою DAB+ (DAKO, 
Данія). Ядра дофарбовували гематоксиліном.

Підрахунок кількості судин в периінфарктній зоні проводили на 
2 мм зрізах мозку (0,3 мм дозаду і 3,75 мм латерально від брегми) у 
8 полях зору (рис. 1), а відтак визначали середню кількість судин на 
поле зору на 7-у,14-у і 28-у добу після ОСМА. 

Оцінку неврологічних порушень у піддослідних тварин проводили 
за допомогою тесту ходіння по бруску з опорами, який звужується 
в кінці (ledged tapered beam-walking test – LTBWT) на 1-у, 3-у, 7-у, 
14-у, 21-у і 28-у добу після моделювання ОСМА в підгрупах №1-4 
за описаною в літературі методикою [25]. Наявність опор запобігає 
виникненню компенсаторних моторних стратегій і допомагає вияви-
ти справжній дефіцит. Під час долання твариною відстані врахову-
ється кількість зісковзування лап з бруска. Для полегшення оцінки 
рухових порушень довжина бруска поділяється на 3 відрізки по  
45 см, а верхня дошка зафарбовується у чорний колір. Кінцевим пунк-
том шляху є знайома для щура клітка, яка містить шматочки їжі для  
заохочення тварини проходити відстань по бруску. Інтактний щур 
легко навчається ходити по бруску по верхній дошці, рідко викорис-
товуючи опори (рис. 2 А). Тварина з ОСМА використовує опору для 
кроків паретичних кінцівок на відповідному боці бруска (рис. 2 Б). 
Уражені кінцівки будуть спиратися на опору в широкій частині бруска 
частіше за інтактні кінцівки і ще частіше по мірі звуження бруска.

Тварин тренували протягом 5 днів, по 5 спроб на кожний день. 
У післяопераційному періоді реєстрували 5 спроб протягом сесії на 
кожний день тестування. Кожну спробу записували на касету за допо-
могою відеокамери й аналізували у повільному режимі для підрахунку 
зісковзувань лап для кожної кінцівки. Постановка лапи на опору врахо-
вується як повне зісковзування, а неповне (половинне) зісковзування – 
у випадку, якщо кінцівка торкається бічної сторони бруска. Для кожної 
кінцівки підраховується кількість зісковзувань протягом п’яти спроб,  
а потім усереднюється, а також підраховується загальна кількість кро-
ків для кожного з відрізків різної складності. Після унілатерального 
ушкодження, кількість контралатеральних та іпсилатеральних зісков-
зувань кінцівок на кожному відрізку поділяється на загальну кількість 

кроків на кожному відрізку шляху. Відсоток асиметрії для кожного  
з відрізків вираховується шляхом віднімання відсотку іпсилатераль-
них зісковзувань від контралатеральних зісковзувань на один крок. 
Більший відсоток означає більш виражене ураження контралате-
ральної кінцівки. Кінцевий результат асиметрії для передніх (а) і за-
дніх (b) кінцівок розраховували за формулами :

a = [Σ(х1 /n1 + х2 /n2 +  х3/n3) – Σ(y1/n1 +  y2/n2 +  y3/n3)]/5,
b = [Σ(z1 /m1 + z2 /m2 + z3 /m3) – Σ(s1/t1 + s2/t2 + s3/ t3)]/5,
де х1 /n1, х2 /n2, х3 /n3 – кількість зісковзувань, поділених на кіль-
кість кроків для кожного відрізку шляху ураженої передньої 
кінцівки; y1/n1, y2/n2, y3/n3 – кількість зісковзувань, поділених на 
кількість кроків для кожного відрізку шляху інтактної передньої 
кінцівки; z1/m1, z2/m2, z3/m3 – кількість зісковзувань, поділених  
на кількість кроків для кожного відрізку шляху ураженої задньої 
кінцівки; s1/t1, s2/t2, s3/t3 кількість зісковзувань, поділених на кіль-
кість кроків для кожного відрізку шляху інтактної задньої кінців-
ки; 5 – кількість спроб.
Статистичну обробку даних здійснювали за допомогою пакету 

програм SPSS 20.0 (IBM, США) для операційної системи OS X 10.9.4 
(Apple, США) із використанням однофакторного дисперсійного ана-
лізу з функцією повторних вимірювань (one-way repeared measures 
Analysis of Variance – ANOVA) для порівняння підгруп №1-4 і двохфак-
торного (2-way) дисперсійного аналізу (2-Way ANOVA) – для підгруп 
№5-8 і №9-12. Аналіз здійснювали за допомогою опції GLM (General 
Linear Models) та подальшої постпроцесінгової обробки (post-hoc 
testing) для виявлення різниці між групами за допомогою тестів 
Bonferroni та Scheffe. Кореляцію морфометричних даних і рухових 
порушень проводили за допомогою множинного регресійного ана-
лізу. Дані виражали у вигляді М ± m, де М – середнє арифметичне,  
а m – стандартне квадратичне відхилення. Відмінності вважалися 
статистично вірогідними за умови р < 0,05.

Імуногістохімічна детекція маркера СD34 у судинах периінфарктної 
зони виявила збільшення кількості судин у тварин усіх експеримен-
тальних груп з 7-ї по 28-у добу (рис. 3, 4). При цьому на всіх термінах 
спостерігалася достовірно вища активність ангіогенезу в групах із клі-
тинною трансплантацією порівняно з групами ОСМА і ОСМА + ФБР 
(F = 69,21, df = 3, р < 0,001). При порівнянні узагальненої середньої 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Рис. 1. Фотографія мозку щура  
на 7-у добу після ОСМА.  
Забарвлення ТТС. Зона  
інфаркту має білий колір.  
Кружками позначені поля зору,  
які були обрані для кількісної  
оцінки ангіогенезу  
в периінфарктній зоні.

Рис. 2. Тест ходіння по бруску з опорами, який звужується  
в кінці. Загальний вигляд експериментальної кімнати (А). 
Інтактний щур не використовує опори при проходженні бруска (А), 
тоді як в щура із ОСМА спостерігається зісковзування  
уражених кінцівок на опору (Б).

А Б
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кількості судин у групах тварин в динаміці між 7-ю і 14-ю (р = 0,027 за 
Scheffe і р = 0,022 за Bonferroni), 14-ю і 28-ю, а також 7-ю і 28-ю добою 
(р < 0,001) також було виявлено істотні відмінності. При цьому найбіль-
ша різниця між середньою кількістю судин в групах ОСМА + ТСККМ 
(37,9 ± 3,5) і ОСМА + ТСКЕНТ (30,8 ± 2,6) відзначалася лише на 28-у 
добу (р = 0,026 за Scheffe i p = 0,015 за Bonferroni). Натомість різниця 
між середніми показниками кількості судин в групах ОСМА (28-а доба –  
21,7 ± 2,0) і ОСМА + ФБР (28-а доба – 22 ± 1,7) виявилася несуттєвою.

Зміни розмірів ділянки інфаркту мозку на 7-у і 14-у добу після 
моделювання фокальної церебральної ішемії та при різних варіантах 
трансплантації, включаючи плацебо (0,1 М фосфат-буферний 0,9% 
розчин натрію хлориду), відображена на рис. 5. На 7-у добу після ОСМА 
у тварин усіх експериментальних груп спостерігалася чітко окреслена 
зона ішемічного некрозу білого кольору, на відміну від інтактної моз-
кової речовини, яка фарбувалася ТТС в червоний колір (рис. 6). Роз-
чин ТТС у 0,9% розчині натрію хлориду при температурі 37 °С є без-
барвним, проте у живій тканині мозку під впливом мітохондріальних 

Рис. 4. Мікрофотографія ендотеліоцитів судин периінфарктної зони на 14-у добу після ОСМА: А – контрольна група, Б – ТСКЕНТ, В – ТСККМ. 
Забарвлення: гематоксилін  +  імуногістохімічне визначення маркера CD34 (коричневий колір). Cтрілками позначені судини  
із СD34-позитивними клітинами. Масштабна шкала – 50 мкм.

дегідрогеназ відновлюється до червоного ліпід-розчинного форма-
зану, в той час як нежива тканина чи ділянка інфаркту залишається 
незабарвленою [17]. Середній об’єм ділянки ураження, виражений  
у відсотках порівняно з інтактною півкулею, на 7-у добу після ОСМА  
(5-а доба після трансплантації в групах із трансплантацією) був до-
стовірно меншим в групі ОСМА + ТСККМ (32,7 ± 2,5%), ніж в групі  
з ОСМА (34,9 ± 4,1%) і ОСМА + ФБР (35,4 ± 2,7%; df = 1, F = 19,6,  
p < 0,001). При цьому слід зазначити, що істотної різниці між контроль-
ною групою та групою «плацебо-трансплантації» не було виявлено про-
тягом усього подальшого періоду спостереження (р = 0,968 за Scheffe  
і р = 1,0 за Bonferroni). Аналогічна закономірність була виявлена  
й при порівнянні між собою груп ОСМА + ТСККМ і ОСМА + ТСКЕНТ  
(р = 0,429 за Scheffe і р = 0,609 за Bonferroni). 

На 14-у добу як у тварин контрольної групи (ОСМА – 34,9 ± 4,1), 
так і в групах ОСМА + ТСКЕНТ (24,6 ± 1,9) і ОСМА + ТСККМ (28,0 
± 2,6),  спостерігалось зменшення об’єму ураженої півкулі. При по-
рівнянні середнього узагальненого показника об’єму ділянки ін-
фаркту мозку в усіх експериментальних групах між 7-ю і 14-ю добою  
виявлена достовірна різниця між термінами спостереження (р < 0,001).

За даними LTBWT, руховий дефіцит у щурів проявлявся на 1-у 
добу після моделювання ОСМА і мав тенденцію до незначного ре-
гресу та стабілізації до 28-ї доби спостереження (рис. 7). Високодос-
товірні відмінності середнього показника моторної дисфункції між 
порівнюваними групами спостерігались вже на 3-у добу (ОСМА + 
ТСКЕНТ – 66,6 ± 1,4% при порівнянні з групою ОСМА – 73,4 ± 1,6%, 
р < 0,001 і групою ОСМА + ФБР – 73,1 ± 1,8, р = 0,002 за Scheffe  
і Bonferroni; ОСМА + ТСККМ – 59 ± 2% при порівнянні з групою ОСМА 
і групою ОСМА + ФБР – р < 0,001, F = 26,97, df = 3). Дана тенденція 
зберігалася до 28-ї доби спостереження, коли середній показник мо-
торної асиметрії в групі ОСМА склав 53,9 ± 1,3% порівняно з групами 
ТСКЕНТ (36,8 ± 0,8%), і ТСККМ (21,9 ± 1%, р < 0,001).

Слід зазначити, що відмінності показників моторної асиметрії між 
групами ОСМА + ТСККМ і ОСМА + ТСКЕНТ протягом усього періоду 
спостереження були статистично значущими (р = 0,004 за Scheffe  
і Bonferroni). Темпи відновлення рухової функції протилежних кін-
цівок при ТСКЕНТ знижувалися, починаючи з 14-ї доби (40,2 ± 
1,1%), тоді як при ТСККМ утримувалася позитивна динаміка з 14-ї  
(30,7 ± 0,9%) по 21-у добу (22,7 ± 1,1%).

Істотних відмінностей у показниках рухової асиметрії щу-
рів контрольної групи та групи з інфузією ФБР не було виявлено  
(р = 0,953 і 1,0 згідно з корекцією Scheffe і Bonferroni, відповідно). 

Дані множинного регресійного аналізу свідчать про наявність 
сильної негативної кореляції відсотка моторної асиметрії кінцівок 
щура і кількості судин у периінфарктній зоні (коригований R2 = 0,499; 
стандартизований ß = - 0,561, t = 4,6, p < 0,0001) та слабкої пози-
тивної кореляції (ß = 0,294, t = 2,4, p = 0,021) даного показника із 
об’ємом ділянки інфаркту мозку (рис. 8, 9).

Результати аналізу динаміки об’єму зони інфаркту і ангіогене-
зу свідчать про позитивний вплив ТСКЕНТ і ТСККМ на регенерацію  

Рис. 3. Динаміка кількості судин за даними 
імуногістохімічного визначення маркера CD34 
у тварин різних експериментальних груп.

Примітки:
* р < 0,001 у порівнянні між контрольною групою та групою  
плацебо-трансплантації, з одного боку, та групами ТСКЕНТ і ТСККМ, 
з іншого; 
** р < 0,05 у порівнянні між групами ОСМА і ТСКЕНТ.

Термін спостереження після ОСМА

***

*

Се
ре

дн
я 

кі
ль

кі
ст

ь 
су

ди
н 

на
 у

 п
ол

і з
ор

у 
(1

5 
м

км
2 )

45

40

35

30

20

10

25

15

5

0
7-а доба 14-а доба 28-а доба

ОСМА

ОСМА+ТСККМ

ОСМА+ТСКЕНТ

ОСМА+ФБР

А Б В



121 

www.transplantology.org 

Клітинна та органна трансплантологія    Том 3, № 2, листопад 2015

тканин головного мозку в ділянці ішемічного ушкодження мозку. 
Даний ефект проявлявся вже на 7-у добу спостереження після мо-
делювання ФЦІ і досягав піку на 28-у добу (рис. 3, 5). При цьому саме 
на 7-у добу після ОСМА відзначалось збільшення темпів відновлен-
ня моторної функції кінцівок, а максимальний регрес рухових пору-
шень у групах із ТСКЕНТ і ТСККМ спостерігався також на 28-у добу. 
Слід також зазначити, що збільшення кількості новоутворених судин  
у ПІЗ, особливо виражене в групі з ТСККМ, корелювало із позитив-
ною динамікою показника моторної асиметрії кінцівок, що підтвер-
джує вплив ангіогенезу на відновлення неврологічних функцій в екс-
периментальних тварин після ФЦІ (рис. 8). Морфометричний аналіз 
свідчить про позитивний вплив лише ТСККМ на об’єм ділянки іше-
мічного ушкодження, на відміну від ТСКЕНТ. 

Таким чином, ТСККМ виявилася більш ефективним методом від-
новного лікування ФЦІ в експерименті завдяки її ангіогенному та, 
ймовірно, нейропротекторному впливу на клітини ПІЗ, що супрово-
джувалося збереженням більшого об’єму тканин мозку та регресом 
моторного дефіцита в піддослідних тварин вже на ранних термінах 
спостереження (7-14-а доба після ОСМА).

Одержані нами дані частково підтверджуються даними інших до-
сліджень, в яких вивчався вплив трансплантації НСК або нейроген-
них клітин-попередників (НКП) і МСК кісткового мозку на відновлен-
ня функцій в піддослідних тварин після ФЦІ [19, 22, 28, 30]. Даний 
ефект доcлідники пов’язують із диференціацією НСК, основним дже-
релом яких є ембріональна нервова тканина, у зрілі функціонально 
повноцінні нейрони, які формують синаптичні контакти з нейронами 
реципієнта [11, 18, 22]. Саме з замісною дією НСК трансплантату 
деякі автори пов’язують зменшення об’єму ділянки інфаркту мозку 
після ФЦІ [7, 8]. Окрім міграції та нейрональної диференціації важ-
ливу роль у постішемічній регенерації мозку відводять трофічному 
впливу НСК ембріонального та фетального мозку [1]. Деякі автори 
вказують також на можливість стимуляції церебрального ангіоге-
незу в периінфарктній зоні за допомогою людських ембріональних 
НСК [21]. Втім, питання стосовно повноцінної реституції нейронних 
мереж за допомогою НСК і нейрональних прекурсорів залишається 

дискутабельним. На сьогодні клітини ембріонального (фетального) 
мозку деякими дослідниками розглядаються здебільшого як засоби 
нейротрофічного впливу [1, 22]. 

Не існує також достатніх доказів анатомічної інтеграції МСК КМ 
і їх диференціації у функціонально повноцінні нейрони [12]. Разом 
з тим деякі автори зазначають, що реконструкція нейронних кіл не 
завжди є визначальною передумовою для функціонального віднов-
лення [1, 7].

Ймовірно, різна функціональна активність клітин ЕНТ і КМ пояс-
нюється різними механізмами взаємодії СК, строми і міжклітинного 
матриксу тканин в умовах мікрооточення мозку реципієнта [1, 9].

Основними активними компонентами кісткового мозку є МСК, 
строма і міжклітинний матрикс [2, 4]. Доведено, що трансплантовані 
МСК КМ можуть вивільняти розчинні трофічні чинники та цитокіни, 
які запускають процес ендогенної репарації ушкоджених внаслідок 
ішемії тканин мозку, а також стимулюють продукцію нейропротек-
торних і репаративних речовин власними клітинами паренхіми моз-
ку. Продукція трофічних і ростових факторів посилюється за рахунок 
стимуляції новоутворених судин МСК КМ, що в подальшому активує 
процеси мозкової пластичності та відновлення неврологічних функ-
цій після інсульту [10]. Окрім МСК безпосередню роль у нейросудин-
ній репарації після ФЦІ бере негемопоетична строма КМ, яка містить 
стромальні прогенітори з ендотеліоцитарним фенотипом [19, 31]. 
У відповідь на ішемію або цитокінову стимуляцію збільшується мі-
тотична активність стромальних прогеніторів і ендотеліальних про-
геніторних клітин (ЕПК), які запускають процес неоваскуляризації  
у вогнищі запалення. Існує припущення про безпосередню участь 
МСК в ангіогенезі, при якому останні виступають у ролі ЕПК [21, 31]. 
Доведено також, що молекули позаклітинного матриксу кісткового 
мозку, зокрема ламініни, регулюють проліферацію та диференціацію 
гемопоетичних стовбурових і прогеніторних клітин [9, 19]. 

У нашому дослідженні виявлена слабка кореляція змін об’єму 
ураженої півкулі мозку, визначеного за допомогою фарбування зрі-
зів мозку ТТС, із регресом моторного дефіциту. Позитивний вплив на 
об’єм ділянки інфаркту був виявлений нами лише при ТСККМ. Проте 

Рис. 5. Графік динаміки об’єму зони інфаркту мозку  
у щурів після ОСМА та різних варіантів інтрацеребральної 
трансплантації. 

Примітки:
* Статистично значущі відмінності між групами ОСМА + ТСККМ  
і ОСМА(р = 0,002 за Scheffe) і ОСМА + ФБР (р = 0,007 за Scheffe).
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Рис.6. Фото зрізів мозку щурів на 7-у і 14-у добу після 
моделювання ОСМА, фарбування ТТС. 

Примітки:
ТСКЕНТ – група ОСМА + ТСКЕНТ, ТКМ – група ОСМА + ТСККМ,  
ФБР – група ОСМА + ФБР. Перший ряд по вертикалі – 7-а доба, 
другий ряд – 14-а доба. Масштабна шкала - 5 мм.
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ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Рис. 7. Графік змін показника моторної асиметрії за даними 
BWT під впливом інтрацеребральної трансплантації клітин.

Примітки:
* Статистично достовірні відмінності між групами ОСМА  
і ОСМА + ФБР, з одного боку, і ОСМА + ТСКЕНТ і ОСМА + ТСККМ,  
з іншого, а також між групами ОСМА + ТСККМ і ОСМА + ТСКЕНТ  
(р < 0,001).

Рис. 8. Графік кореляції активності ангіогенезу та моторної 
асиметрії за даними множинного регресійного аналізу.

Рис. 9. Графік кореляції величини об’єму ділянки інфаркту 
мозку та моторної асиметрії за даними множинного 
регресійного аналізу.
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даний ефект залишається предметом дискусій [22, 26]. Так, зокрема 
Chen J. і співавт. не виявили істотної різниці між об’ємом ділянки 
ураження в щурів, яким проводили інтрацеребральну трансплантацію 
суспензії клітин кісткового мозку на 7-у добу після ОСМА, порівняно  
з контрольною групою на 14-у добу після ОСМА [9]. Натомість у до-
слідженні Li Y. і співавт. внутрішньовенна трансплантація клітин кіст-
кового мозку через 1 добу після моделювання ФЦІ сприяла значному 
зменшенню розмірів ділянки інфаркту на 14-у добу після ОСМА, що 
супроводжувалося також істотним функціональним відновленням  
у тварин даної групи порівняно з контрольною групою [19]. Подібні 
результати були одержані також в іншому дослідженні, де інтраце-
ребральна трансплантація стромальних клітин кісткового мозку про-
водилася негайно після індукції фокальної кортикальної ішемії [26]. 
Дані розбіжності можна пояснити застосуванням різних моделей 
ФЦІ, зокрема транскраніальної оклюзії СМА, що призводить до мен-
ших розмірів ділянки ураження, а також тимчасовою оклюзією СМА 
із подальшою реперфузією [29]. 

Враховуючи використання нами модифікованої моделі постійної 
оклюзії СМА, яка призводить до розвитку стабільної, чітко окресленої 
зони інфаркту мозку, і ранні терміни трансплантації (2-а доба після 
ОСМА), можна припустити, що позитивний вплив клітин КМ на об’єм 
ділянки ішемічного ушкодження мозку зумовлений раннім неспеци-
фічним нейропротекторним і антиапоптичним впливом клітин тран-
сплантату із проліферативним потенціалом, що дозволяє запобігти 
загибелі нейронів ішемічної напівтіні. Це підтверджується даними 
про зменшення концентрації прозапальних цитокінів та нейроспеци-
фічних білків – маркерів нейродегенерації і збільшення концентрації 
протизапальних цитокінів при трансплантації МСК КМ [21]. 

Більшість морфологічних даних, які дозволяють формулювати 
обгрунтовані припущення щодо механізму дії трансплантованих клі-
тин, одержані у певний фіксований термін спостереження і не роз-
глядалися в динаміці. Натомість дослідниками визнана необхідність 
проведення серійного довготривалого моніторингу неврологічних 
порушень у тварин з експериментальним інсультом, оскільки роз-
виток вторинних дегенеративних і репаративних процесів після ФЦІ 
в різних анатомічних і функціональних ділянках мозку відбувається 
в різні терміни після ушкодження [13]. Враховуючи вищезазначене, 
механізми дії різних засобів і методів клітинної і тканинної трансплан-
тації при ФЦІ повинні розглядатися з точки зору їх диференційовано-
го впливу на просторово-часові параметри репаративних процесів  
в ураженій зоні, що потребує кореляції функціональних, морфологіч-
них і морфометричних даних [6, 16]. Наші дані вказують на наявність 
певної залежності між активацією ангіогенезу і покращенням невро-
логічних функцій у щурів після ОСМА і тканинної трансплантації. 

Порівняльний комплексний функціонально-морфологічний ана-
ліз ТСКЕНТ і ТСККМ як засобів клітинної трансплантації різного по-
ходження з потенційно різними механізмами дії показав переваги 
застосування ТСККМ, що пояснюється її переважним ангіогенним 
впливом, що супроводжувалося регресом рухових порушень у під-
дослідних тварин. 

Доведено, що розвиток колатерального кровоплину та функціо-
нування новоутворених судин у перифокальній зоні головного мозку 
після його ішемічного ушкодження має нейропротекторний ефект, 
сприяє активації нейрогенезу у субвентрикулярній зоні бічних шлу-
ночків і формуванню нових нейрональних мереж завдяки трофічній 
підтримці у межах так званої «нейросудинної» ніші [20]. У нашому 
дослідженні з використанням маркера CD34 для імуногістохімічної 
детекції ендотеліоцитів і ЕПК в новоутворених судинах ангіогенний 
ефект тканинної трансплантації спостерігався на 7-у добу і досягав 
максимуму на 28-у добу, що, за деякими даними, відповідає термі-
ну формування стабільної функціонуючої судинної мережі [3,31]. 
Неоваскуляризація спостерігалася також у контрольній групі з ОСМА  
та в групі з «плацебо»-трансплантацією. 

СD34 є одним із конститутивних маркерів ендотеліальних клітин, 
який використовується в клінічних дослідженнях ангіогенезу, зокрема 
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Трансплантація кісткового мозку та ембріональної нервової тканини щурам після ОСМА сприяє відновленню рухової функції кінцівок. Темпи 
і ступінь регресу неврологічного дефіциту виявилися більшими при трансплантації кісткового мозку, що пов’язано зі стимуляцією ангіоге-
незу в периінфарктній зоні і зменшенням об’єму ураженої півкулі в експериментальних тварин. Одержані дані свідчать про перспективність 
подальшого вивчення ефектів клітинної трансплантації з метою обгрунтування термінів, засобів і способів трансплантації для подальшого 
впровадження в клінічну практику. 

в онкології, поряд із іншими маркерами (vWF, СD31, СD45, СD105 
тощо) [14, 24]. Даний маркер експресують також ЕПК, які, за різними 
даними, беруть активну участь у постінсультному ангіогенезі [20, 31]. 
Таким чином, визначення експресії СD34 дозволяє ідентифікувати не 
лише ендотеліоцити, а й ЕПК в стінці новоутворених судин, що у кіль-
кісному відношенні свідчить про активність неоангіогенезу.

Слід зазначити, що ангіогенез, стимульований ТКМ, виявився 
більш вираженим, ніж при ТСКЕНТ, починаючи з 14-ї доби і до кін-
ця терміну спостереження. На нашу думку, це обумовлено потужним 
трофічним впливом різних клітинних субпопуляцій КМ, передусім 
стромальних і гемопоетичних стовбурових клітин і мононуклеарних 
клітин, які секретують ангіогенні фактори росту та ін. [9, 21]. ЕПК 
кісткового мозку можуть безпосередньо диференціюватися в ендо-
теліоцити новоутворених судин [31]. Відновлення мікроциркуляції та 
перфузії в ПІЗ призводить до покращення локального метаболізму 
в зоні ішемії і тим самим сприяє виживанню клітин пенумбри [20].

Більш виражений функціональний ефект ТСККМ порівняно  
з ТЕНТ, з найбільшою ймовірністю, спричинений переважною ак-
тивацією ангіогенезу та синаптогенезу, що призводить до демас-

кування латентних і формування міжнейронних зв’язків моторної 
модальності [15]. Накопичені дані свідчать, що лікування інсульту за 
допомогою МСК КМ стимулює утворення нових нейрональних мереж 
як у іпсилатеральній, так і в контралатеральній півкулях мозку [26]. 
Показана здатність МСК КМ до зниження рівня інгібіторних глікопро-
теїнів, що, в свою чергу, полегшує проростання аксонів, а також сти-
муляції продукції нейротрофічних чинників астроцитами, які беруть 
активну участь у ремоделюванні білої речовини мозку [19]. Активова-
ні астроцити, в свою чергу, можуть експресувати ангіогенні чинники, 
які сприяють утворенню нейросудинної «ніші», яка є епіцентром тка-
нинної реорганізації, формування нових синаптичних контактів і хе-
моатракції ендогенних нейробластів із СВЗ [20]. Відновлення рухових 
функцій може бути також пов’язано з ремоделюванням кортико-спі-
нальних шляхів на рівні спинного мозку при експериментальному ін-
сульті за допомогою МСК КМ [26]. Показано також, що синаптогенез 
значно посилюється в умовах активації ангіогенезу [20, 21]. Сильна 
кореляція функціонального відновлення із активністю постішемічно-
го церебрального ангіогенезу може свідчити про більш виражений 
вплив КМ на процеси нейропластичності.
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