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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА МОДЕЛЬ ГОСТРОЇ ІШЕМІЇ ГОЛОВНОГО МОЗКУ 
З ІНТРААРТЕРІАЛЬНОЮ ТРАНСПЛАНТАЦІЄЮ

МЕЗЕНХІМНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН
В основі експериментальної моделі полягає формування гострої ішемії головного мозку 
шляхом легування загальної сонної артерії з подальшим інтраартеріальним уведенням 
мезенхімних стовбурових клітин у загальну сонну артерію. Експерименти проводили 
на 15 самках кролів середньоєвропейських у віці 12-36 тижнів масою 4-6 кг. Під місце­
вою та внутрішньовенною анестезією проекційно виділяли загальну та внутрішню сонні 
артерії. Загальну сонну артерію перев’язували та вводили мезенхімні стовбурові клітини. 
Через 1 міс виконували гістохімічне дослідження головного мозку експериментальних 
тварин. Популяція мезенхімних стовбурових клітин, що вводили, складалася на 96 % із 
клітин, позитивних за маркерами мезенхімних стовбурових клітин, і менш ніж на 2 % із 
гемопоетичних клітин і клітин ендотелію, позитивних за відповідними маркерами. Че­
рез 6 год після внутрішньоартеріального введення мезенхімних стовбурових клітин було 
виконано декапітацію одного кроля для гістологічного дослідження головного мозку 
для візуалізації GFP-позитивних клітин, мічених також ліпофільним маркером РКН26. 
Через 6 год після трансплантації мезенхімні стовбурові клітини розподілялися у правій 
півкулі в ділянці кори і базальних ядер (у зоні кровопостачання правої внутрішньої сон­
ної артерії) і візуалізувалися вздовж внутрішньої стінки церебральних судин як у зоні 
інфаркту мозку, так і по периферії. Уперше отримано експериментальне підтвердження 
того, що терапевтична активність стовбурових клітин виникає при їхній системній транс­
плантації та доставці по артерії, що насичує кров’ю зону ішемічного ушкодження мозку. 
Ключові слова: сонні артерії, мезенхімні стовбурові клітини, ішемічний інсульт.

Вступ
Трансплантація мезенхімних стовбурових 

клітин (МСК) є перспективною парадигмою 
для лікування хворих з ішемічним інсультом. 
Однак доставка МСК до органів-мішеней є 
проблемою, тому що після внутрішньовенної 
інфузії більшість інфузійних клітин потрапля­
ють у легені, що виступають у ролі фільтрую­
чого органа, а після потрапляння у велике коло 
кровообігу знижується їхня ефективна концент­
рація [1,2]. Внутрішньоартеріальна інфузія є 

більш ефективним методом доставки МСК, 
але навіть після цілеспрямованого введення 
МСК залишається проблема їхньої ефектив­
ної інтеграції в паренхіму головного мозку. 
Більше того, як у доклінічних, так і у клінічних 
дослідженнях повідомлялось про ускладнення, 
зокрема про церебральну емболію після внут- 
рішньоартеріальної трансплантації МСК [3]. 
Відомо, що трансендотеліальна міграція і 
клітинна адгезія відбуваються опосередковано 
завдяки взаємодії трансмембранних рецеп­

ті Г.С. Пуляєва, 2020
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торів VLA4 (дуже пізній антиген-4, інтегрин 
а4Р 1), що експресуються стовбуровими кліти­
нами, лейкоцитами та іншими клітинами і 
VCAM1 (молекула адгезії судинних клітин-1, 
що експресується на великих і малих судинах 
в організмі) [4]. Молекула адгезії VCAM1 
надмірно експресується на ендотеліальних 
клітинах головного мозку після інсульту [5]. 
Мезенхімні стовбурові клітини зазвичай екс- 
пресують інтегрин рі, субодиницю VLA4, але 
недостатню кількість ITGA4 (інтегрин <х4) [5], 
що може обмежити їхні можливості самона­
ведення. Доведено гіпотезу, що надмірна ек­
спресія ITGA4 на МСК посилює їхні самона­
ведення мозку після внутрішньокаротидної 
трансплантації тваринам після перенесеного 
ішемічного інсульту [5, б] та зменшує клітинну 
церебральну емболію, зменшуючи порушення 
мозкового кровотоку [7].

Мета даного дослідження - зменшення 
проявів неврологічного дефіциту під час екс­
периментального моделювання ішемії голов­
ного мозку у тварин, викликаної оклюзією 
загальної сонної артерії, шляхом уведення ме­
зенхімних стовбурових клітин у сонну артерію.

Матеріал і методи
Експерименти проводили на 15 самках 

кролів середньоєвропейських у віці 12—36 тиж­
нів масою 4-6 кг. Пряме джерело: лаборатор­
не вирощування. Тварин утримували у віварії 
в умовах 12-годинного циклу день / ніч при 
температурі 22-25 °С. Експерименти на тва­
ринах проводили відповідно до національних 
рекомендацій щодо догляду й використання 
тварин відповідно до директиви Європейсь­
кого Союзу (2010/63/ЄС) та згідно з рішенням 
етичного комітету Асоціації біобанків Украї­
ни № 2907.2. Тварини мали вільний доступ до 
їжі та води. Проведено експеримент на 15 кро­
лях, які були розподілені на дві групи: перша — 
8 кролів, які отримували лікування МСК, друга - 
7 кролів, яким уводили ноотропні препарати.

Кролям обох груп під місцевою і внутріш­
ньовенною анестезією після розсічення шкіри 
виділяли загальну та внутрішню сонні артерії. 
У загальну сонну артерію вводили МСК у пер­
шій групі та ноотропні препарати у другій групі 
на рівні біфуркації з її перев’язуванням одразу 
після введення (рисунок). Для проведення 
анестезії використовували 0,1 % лідокаїн та 
пропофол із розрахунку дози на 1 кг маси тіла 
тварини. Кролів виводили з експерименту

Лігатура на загальну сонну артерію кроля

шляхом декапітації під наркозом. Препарати, 
що використовувались у постхірургічному пе­
ріоді догляду за тваринами, - антибіотик цеф­
триаксон внутрішньовенно.

Вираженість проявів ішемії головного мозку 
оцінювали на 1-шу, 8-му та 15-ту доби після 
оперативного втручання шляхом визначення 
неврологічного дефіциту за шкалою тяжкості 
інсульту національних інститутів здоров’я США 
(NIHSS). Шкала розділена на бали від 0 до 20, 
де 20 балів відповідають повному паралічу 
кінцівок, комі, 0 балів - повній координації, по­
зиції та положенню кінцівки по відношенню до 
тулуба, стабільному положенню тіла і хвоста. 
Локомоторний тест виконували в ті ж самі 
терміни, тварину поміщали у пластиковой цир­
кулярний кейс із неслизькою підлогою. Оці­
нювали рухи стегон, положення лап, можли­
вість утримувати вагу протягом 4 хв вільного 
руху тварини.

Через 1 міс проводили забір ділянки голов­
ного мозку в обох групах, за винятком 1 кроля 
із кожної групи, яким виконали декапітацію 
через 6 год після екпериментальної ішемії го­
ловного мозку (ЕІГМ). Аналіз міжклітинної 
взаємодії МСК із мікрооточенням у мозку 
проводили через 6 год на зрізах головного 
мозку за допомогою конфокальної мікроскопії.

Результати та їх обговорення
Мультипотентні МСК з аутовенозної крові 

кролів були фенотиповані на третьому пасажі 
за наявністю маркерів, специфічних для МСК: 
CD44, CD90, CD73, CD105; маркерів гемопо- 
етичних стовбурових клітин: CD45, CD34, а 
також маркера клітин ендотелію: CD31. От­
римана популяція клітин складалася на 96 % 
із клітин, позитивних за маркерами МСК, і 
менш ніж на 2 % із гемопоетичних клітин і 
клітин ендотелію, позитивних за відповідни­
ми маркерами.
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Через 6 год після введення у праву загальну 
сонну артерію МСК та її перев’язування ви­
конано декапітацію одного кроля для гістоло­
гічного дослідження головного мозку кролів 
для візуалізації GFP-позитивних клітин, міче­
них також ліпофільним маркером РКН26. 
Клітини розподілялися в ділянці кори і базаль­
них ядер правої півкулі (у зоні кровопостачан­
ня правої внутрішньої сонної артерії). Ме- 
зенхімні стовбурові клітини візуалізуються 
всередині церебральних судин, уздовж їхньої 
внутрішньої стінки як у зоні інфаркту мозку, 
так і по периферії і контактують з ендотеліо- 
цитами. Проаналізувавши гістологічні зобра­
ження, ми встановили, що деякі клітини роз­
ташовуються всередині судин, інші — у їхніх 
стінках. Можливо, відбувається міграція МСК 
уздовж внутрішньої поверхні ендотелію моз­
кових судин. Отже, спостерігається накопи­
чення GFP і РКН26, мічених МСК, у мозку 
безпосередньо після їхньої внутрішньоартері- 
альної інфузії.

У зрізах головного мозку кролів у ділянці 
введення МСК вдалося виявити GFP-пози- 
тивні включення у клітинах, прилеглих до МСК, 
що мають яскраву флуоресценцію GFP-білка. 
Імуногістохімічними методами нами було під­
тверджено, що клітини із включеннями GFP- 
білка позитивно забарвлювались на Р-Ш-ту- 
булін, тобто були нейронами.

Таким чином, отримано експерименталь­
не підтвердження того, що терапевтична ак­
тивність стовбурових клітин виникає при їхній 
внутрішньоартеріальній трансплантації та до­
ставці по артерії, що насичує кров’ю зону іше­
мічного ушкодження мозку. Отримані дані 
надають практичний сенс подальшим доклі- 
нічним дослідженням із клітинної терапії 
інсульту з використанням МСК, тому що внут- 
рішньоартеріальна трансплантація - це від­
носно проста процедура.

Трансплантація нативних МСК приводила 
до статистично значущого зниження об’єму 
пошкодження на 25 % - до (179±16) мм3 на 
відміну від такого у тварин, які отримали ноо- 
тропні препарати після перев’язування загаль­
ної соннної артерії, при цьому об’єм пошкод­
ження становив (223±15) мм3.

Ефективність методики відтворення мо­
делі повного пошкодження головного мозку 
оцінювали за результатами шкали неврологі­
чного дефіциту NIHSS. У передопераційному 

тестуванні показано, що всі кролі першої групи 
були без неврологічних випадінь із другої доби. 
Ішемічне пошкодження, виявлене в ділянці 
кори і стріатума, у тварин другої груші викли­
кало сенсомоторний дефіцит, який оцінювали 
в динаміці протягом 15 діб. У тварин другої 
групи спостерігались яскраво виражені пору­
шення чутливості й рухової активності пе­
редніх і задніх кінцівок із контралатерального 
боку від пошкодженої півкулі вже з першої 
доби. У тварин першої групи неврологічний 
статус дорівнював у середньому (8,5±0,5) бала 
на 1-шу добу після перев’язування сонної ар­
терії і спонтанно відновлювався до (3,4±0,5) бала 
на 8-му добу, тоді як у групі без клітинної те­
рапії він дорівнював (13,5±0,5) бала протягом 
усього тестування. У групі тварин, які отри­
мували МСК, спостерігалось статистично зна­
чуще відновлення сенсомоторних функцій по­
чинаючи з 8-ї доби після експериментального 
моделювання ішемії головного мозку. При 
післяопераційному тестуванні на 1-шу, 8-му та 
15-ту доби в усіх тварин другої груші відміча­
лись неврологічний дефіцит із повним випа­
дінням рухової функції та частковим віднов­
ленням із 15-ї доби.

Таким чином, отримано результати щодо 
нейропротекторних ефектів МСК. Серед ар­
гументів на підтримку теорії паракринного 
механізму нейро протекторного ефекту стов­
бурових клітин було таке спостереження - по­
зитивні ефекти від МСК проявляються досить 
швидко після їхньої трансплантації. Однак ме­
ханізми, що лежать в основі регенеративного 
потенціалу, до кінця не ясні і потребують по­
дальшого вивчення. Один зі способів дослід­
ження механізмів впливу стовбурових клітин 
на функцію органа полягає в безпосередньому 
вивченні взаємодії між клітинами організму і 
трансплантованими клітинами, у пошуку хі­
мічних сполук, які стовбурові клітини можуть 
секретувати в міжклітинний простір після 
їхньої трансплантації. Те ж саме стосується і 
клітин реципієнта, оскільки вони можуть реа­
гувати на присутність трансплантованих клі­
тин синтезом і секрецією різних біологічних 
сполук. Таке «спілкування» між сусідніми 
в тканині клітинами або навіть віддаленими 
органами всередині одного організму з вели­
кою ймовірністю має місце, і отримано досить 
велику кількість даних, що підтверджують 
існування даного феномена.
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Висновки
Під час експериментальної моделі ішемії 

головного мозку у тварин, викликаної оклю- 
зією загальної сонної артерії, шляхом уведення 
мезенхімних стовбурових клітин у сонну ар­
терію доведено зменшення проявів невроло­
гічного дефіциту до (8,5±0,5) бала відносно 
показника групи тварин, які не отримували 
стовбурових клітин, що в середньому стано­
вив (13,5±0,5) бала неврологічного дефіциту 
на 1 -шу добу ішемії головного мозку.

Подана модель ішемії головного мозку у 
тварин із ураженням мозку викликає серйозні 

неврологічні порушення (від 5 до 15 балів за 
шкалою NIHSS), а використання мезенхім­
них стовбурових клітин за неможливості 
відновлення кровообігу доводить ефектив­
ність лікування й зменшення проявів невро­
логічного дефіциту.

Перспективність дослідження
Зазначена експериментальна модель іше­

мії мозку з трансплантацією стовбурових клі­
тин допомагає виключити спонтанну регене­
рацію нейронів, що особливо важливо в екс­
периментах по створенню гострого порушення 
мозкового кровообігу.
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И.С. Пуляєва
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОДЕЛЬ ОСТРОЙ ИШЕМИИ МОЗГА С ТРАНСПЛАНТАЦИЕЙ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В СОННУЮ АРТЕРИЮ

В основе экспериментальной модели лежит формирование острой ишемии головного мозга пу­
тем легирования общей сонной артерии с дальнейшим введением мезенхимальных стволовых кле­
ток в общую сонную артерию. Эксперименты проводили на 15 самках кролей среднеевропейских 
в возрасте 12-36 недель массой 4-6 кг. Под местной и внутривенной анестезией проекционно выде­
ляли общую и внутреннюю сонные артерии. Общую сонную артерию перевязывали и вводили ме­
зенхимальные стволовые клетки. Через 1 мес выполняли гистохимическое исследование головного 
мозга экспериментальных животных. Популяция клеток, выделенных из мозга, состояла на 
96 % из клеток, положительных по маркерам мезенхимальных стволовых клеток, и менее чем на 
2 % из гемопоэтических клеток и клеток эндотелия, положительных по соответствующим марке­
рам. Через 6 ч после внутриартериального введения мезенхимальных стволовых клеток была вы­
полнена декапитация одного кроля для гистологического исследования для визуализации GFP-no- 
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зитивных клеток, меченных также маркером липофила РКП126. Через 6 ч после трансплантации 
мезенхимальные стволовые клетки распределялись у правого полушария в области коры и базаль­
ных ядер (в зоне кровоснабжения правой внутренней сонной артерии) и визуализировались вдоль 
внутренней стенки церебральных сосудов как в зоне инфаркта мозга, так и по периферии. Впервые 
получено экспериментальное подтверждение того, что терапевтическая активность стволовых кле­
ток возникает при их системной трансплантации и доставке по артерии, которая насыщает кровью 
зону ишемического повреждения мозга.

Ключевые слова: сонные артерии, мезенхимальные стволовые клетки, ишемический инсульт.

I.S. Pulyaeva
AN EXPERIMENTAL MODEL OF ACUTE CEREBRAL ISCHEMIA WITH TRANSPLANTATION
OF MESENCHYMAL STEM CELLS INTO THE CAROTID ARTERY

Transplantation of mesenchymal cells is a perspective paradigm for treatment of stroke. However 
after intravenous injection most infusion cells get in filter organs, such as lungs. Experimental model of 
cerebral ischemia with transplantation of mesenchymal cells in a carotid was developed. Experiments on 
15 animals conducted on by the females of crawls in age 12-36 weeks weighing 4-6 kg. The general and 
internal carotid arteries were projected under local and intravenous anesthesia. General carotid artery was 
ligated and mesenchymal stem cells were injected. The population of the cages abstracted from a brain 
was folded on 96 % from cages positive for by the markers of mesenchymal cells, and less than on 2 % 
from hematopoietic cells and cells of endothelia, positive after corresponding markers. In 6 hour after 
introduction to the right internal carotid of mesenchymal cells, the histological encephaloscopy of crawls 
was executed for visualization of GFP-positive cages mark also the marker of lipophil of PKH26. In 6 
hour after transplantation of cage distributed at a right hemisphere in area of bark and basale kernels (in 
the zone of blood supply of right internal carotid) and visualized along the midwall of cerebral vessels both 
in the zone of heart attack of brain and for peripheries. Experimental confinnation of that therapeutic 
activity of mesenchymal cells arises up during their system transplantation and delivery on an artery that 
supplies with blood the zone of ischemic damage of brain is first got.

Keywords: carotid arteries, mesenchymal stem cells, ischemic stroke.
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