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Zolotko K.N., Sukach A.N. Iinvestigation of neural cells cryopreserved aggregates transplantation efficiency separate-

ly and together with mesenchymal stem cells for the treatment of intracerebral hemorrhage in rats. 

ABSTRACT. Background. The Intracerebral haemorrhage is accompanied by severe complications and high mortality. 

There are currently no effective methods of treating this disease. Objective. to study the therapeutic efficiency of transplanta-

tion of cryopreserved neural cells in three-dimensional aggregates in combination with mesenchymal stem cells at the course 

of the pathological process in rats after intracerebral haemorrhage. Methods: isolation and cultivation of cells, cryopreserva-

tion, stereotaxis, transplantation, morphometry. Results. Experimental animals were injected with aggregates of neural cells, 

and aggregates together with mesenchymal stem cells. Control animals were injected with DMEM/F12. It has been estab-

lished that intraventricular administration of cryopreserved aggregates of neural cells together with mesenchymal stem cells 

to rats with intracerebral hemorrhage significantly reduces the number of leukocytes starting from 6 days after transplantation 

in comparison with control. In the same experimental group the relative amount of neutrophils significantly decreased by 

23.9%, and the relative amount of lymphocytes increased by 25.6% compared to the control on 1-st day after transplantation. 

In the group of neural cells aggregates transplantation the area of glial scars decreased by 34.9% compared to the control, and 

the ratio of the injured striatum diameter to the healthy one increased by 33.9%. Conclusion. The results of the study show 

that transplantation of neural cells aggregates together with mesenchymal stem cells is more effective in reducing inflamma-

tion in intracerebral haemorrhage, while the administration of aggregates of neural cells alone is more effective in the long 

term. 

Key words: intracerebral haemorrhage, rats, aggregates of neural cells, mesenchymal stem cells, cellular therapy, leukocytes, 

morphometry. 
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Введение 

Интрацеребральное кровоизлияние (ИК), 

которое является причиной 15% всех инсультов, 

сопровождается тяжелыми осложнениями и вы-

сокой смертностью. Эффективных методов лече-

ния этого заболевания в настоящее время не су-

ществует. Поэтому актуальным является созда-

ние принципиально новых методов лечения, 

направленных на снижение проявлений ИК [1]. 

Широкие перспективы создания новых протоко-

лов лечения нейродегенеративных заболеваний 

появились после открытия стволовых клеток и 

развития методов клеточной терапии [2, 3, 4]. 

Так как нейральные стволовые клетки могут 

служить источником нейронов, клеток глии и 

биологически активных факторов [5], а мезенхи-

мальные стволовые клетки (МСК) обладают вы-

раженным иммуномодулирующим и противо-

воспалительным действием [4, 5], их использо-

вание открывает большие перспективы в разра-

ботке новых подходов лечения воспалительно-

дегенеративных заболеваний нервной системы. 
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При этом многими исследователями было пока-

зано большую эффективность использования 

стволовых клеток в составе трехмерных структур 

[6, 7].  

Цель работы – изучение терапевтической 

эффективности криоконсервированных нейраль-

ных клеток в составе трехмерных агрегатов в 

комбинации с МСК на течение патологического 

процесса у животных после интрацеребрального 

кровоизлияния. 

Материалы и методы 

Эксперименты были проведены на 23 белых 

беспородных крысах-самцах массой 250–350 г, в 

возрасте 11-13 месяцев. Моделирование ИК про-

водили согласно ранее описаному методу [8]. 

После внутрибрюшинной анестезии пропофолом 

(20 мг/кг) и седазином (20 мг/кг), крысам интра-

церебровентрикулярно стереотаксически (коор-

динаты от брегмы: переднезадняя – 0,2 мм, ме-

диолатеральная с левой стороны – 3,0 мм), ис-

пользуя иглу диаметром 0,47 мм медленно на 

глубину 6,0 мм вводили 0.2 ЕД коллагеназы IV 

(«Sigma-Aldrich», США) в 1 мкл физиологиче-

ского раствора. Через 5 мин после введения иглу 

извлекали и на рану накладывали швы. 

Клетки выделяли из печени и головного 

мозга плодов крыс 15-16 дней гестации. Для это-

го ткань печени и головного мозга извлекали, 

промывали стерильной солевой средой, инкуби-

ровали на протяжении 5 мин при 37° С в 0,25% 

растворе трипсина, переносили в среду 

DMEM/F12, обогащенную 10% сыворотки и ме-

ханически дезагрегировали на единичные клетки 

при помощи вибрации [9]. Полученную суспен-

зию клеток фильтровали через нейлоновый 

фильтр и отмывали от трипсина центрифугиро-

ванием при 150 g на протяжении 5 мин. Осадок 

клеток ресуспендировали в среде DMEM/F12 

содержащей 10% сыворотки. 

Для формирования агрегатов свежеизолиро-

ванные нейральные клетки (НК) культивировали 

на протяжении 4 часов в 24-х луночном планше-

те в концентрации 2 х 10
6 

клеток/лунку в среде 

DMEM/F12 (Sigma, США), обогащенной 10% 

сыворотки. В течение первого часа культивиро-

вания через каждые 15 мин осевшие на дно НК 

суспендировали до образования агрегатов. Обра-

зовавшиеся в одной лунке агрегаты собирали и 

криоконсервировали. 

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 

получали в процессе культивирования клеток 

печени в 24-луночных планшетах (5х10
5
 кле-

ток/лунку) в обогащенной среде DMEM/F12 в 

присутствии 10% сыворотки в СО2 инкубаторе. 

Среду заменяли каждые 4 суток. По достижению 

80% конфлюэнтного роста, клетки пересевали. 

Клетки, полученные после третьего пересева, 

снимали и криоконсервировали.  

Агрегаты НК и МСК криоконсервировали 

под защитой 10% ДМСО, который удаляли после 

оттаивания.  

Количество трансплантируемых клеток бы-

ло определено в результате анализа результатов 

предварительно проведенных исследований 

[3,10,11,12].  

Клетки вводили на вторые сутки после фор-

мирования ИК в боковой желудочек мозга сте-

реотаксически (координаты от брегмы: передне-

задняя – 0,9 мм, медиолатеральная– 1,4 мм) на 

глубину 3,4 мм. 

Животные были разделены на 3 груп-

пы.Крысам первой опытной группы (n = 7) на 1-е 

сутки после формирования ИК трансплантирова-

ли криоконсервированные агрегаты нейральных 

клеток (АНК), образовавшиеся в одной лунке 24-

луночного планшета в процессе культивирова-

ния НК в 30 мкл DMEM/F12. Крысам второй 

опытной группы (n = 7) для трансплантации ис-

пользовали сочетание криоконсервированных 

АНК (образовавшихся в процессе культивирова-

ния НК в 1 лунке) в 30 мкл среды DMEM/F12 и 

1 х 10
6
МСК в 15 мкл среды DMEM/F12. Живот-

ным контрольной группы (n = 9) вводили 30 мкл 

среды DMEM/F12.  

Подсчет общего количества НК, МСК и 

лейкоцитов проводили в камере Горяева по стан-

дартной методике. Количество лейкоцитов под-

считывали до моделирования ИК, в день транс-

плантации, а также в 1-е, 6-е и 13-е сутки после 

введения клеток и DMEM/F12. Относительное 

содержание нейтрофилов и лимфоцитов подсчи-

тывали в те же временные промежутки в мазках 

крови, фиксированных по Маю-Грюнвальду и 

окрашенных по Романовскому. 

Головной мозг, полученный после выведе-

ния крыс из эксперимента, фиксировали в 10% 

формалине. Для выявления нейронов, микропре-

параты окрашивали по Нисслю. 

Морфометрические исследования проводи-

лись с использованием программы AxioVision.  

Статистический анализ результатов прово-

дился с при помощи программы SPSS. Исполь-

зовали тесты Краскла-Уоллиса и Манна-Уитни 

при уровне значимости α < 0,05. 

Эксперименты проводили в соответствии с 

Законом Украины «О защите животных от же-

стокого обращения» (№3447-IV от 21.02.2006 г.) 

при соблюдении требований по биоэтике Коми-

тета Института проблем криобиологии и крио-

медицины НАН Украины (г. Харьков), согласо-

ванных с положениями «Европейской конвенции 

о защите позвоночных животных, используемых 

для экспериментальных и других научных це-

лей» (Страсбург, 1986). 

Результаты и их обсуждение 

Проведенные исследования показали, что на 

6-е и 13-е сутки после трансплантации количе-

ство лейкоцитов во 2-й опытной группе крыс 

(рис.1) достоверно уменьшалось на 24,6% и 

27,1% по сравнению с контролем соответствен-
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но, что свидетельствовало об уменьшении ин-

тенсивности воспалительного процесса.  

Кроме того, наблюдалась тенденция к по-

нижению количества лейкоцитов в обеих опыт-

ных группах на 1-е сутки, а в 1-й группе также на 

6-е и 13-е сутки после трансплантации клеток. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Оценка влияния трансплантации криокон-

сервированных АНК и АНК совместно с МСК на содер-
жание общего количества лейкоцитов у животных ис-
следуемых групп с ИК. 

Примечание. * P < 0,05; ИК – моделирование ин-
трацеребрального кровоизлияния; Тр. – трансплантация 
криоконсервированных клеток (через 1 сутки после ИК). 

 

При подсчете относительного количества 

нейтрофилов и лимфоцитов (рис. 2-3) было об-

наружено статистически значимое повышение 

количества нейтрофилов (рис. 2) и понижение 

количествалимфоцитов в крови крыс (рис. 3) на 1 

сутки после ИК во всех группах животных. Через 

1-е сутки после введения клеток во 2-й опытной 

группе наблюдалось достоверное снижение (на 

23,9%) относительного количества нейтрофилов 

по сравнению с животными контрольной группы 

(рис. 2), что свидетельствует о подавлении вос-

палительного процесса у животных, которым 

проводили трансплантацию АНК с МСК.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 2. Оценка влияния трансплантации криокон-

сервированных АНК и АНК совместно с МСК на количе-
ство нейтрофилов в крови (в процентах от общего коли-
чества лейкоцитов). 

Примечание. * P < 0,01 (по сравнению с контроль-
ной группой (DMEM/F12)); † P < 0,01 (по сравнению с 
состоянием до ИК); ИК – моделирование интрацере-
брального кровоизлияния; Тр. – трансплантация крио-
консервированных клеток (через 1 сутки после ИК). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 3. Оценка влияния трансплантации криокон-

сервированных АНК и АНК совместно с МСК на количе-
ство лимфоцитов в крови (в процентах от общего коли-
чества лейкоцитов). 

Примечание. * P < 0,01 (по сравнению с контроль-
ной группой (DMEMF12)); † P < 0,01 (по сравнению с 
состоянием до ИК); ИК – моделирование интрацере-
брального кровоизлияния; Тр. – трансплантация крио-
консервированных клеток (через 1 сутки после ИК). 

 

В 1-й опытной группе наблюдалась тенден-

ция к понижению относительного количества 

нейтрофилов (рис. 2). На 1-е сутки после транс-

плантации наблюдалось достоверное повышение 

относительного содержания лимфоцитов во 2-й 

группе животных на 25,6% по сравнению с кон-

тролем, что может быть связано с уменьшением 

уровня апоптоза этих клеток, вызванного повы-

шением симпатической стимуляции [13]. 

В результате ИК в стриатуме животных об-

разуются глиальные рубцы, максимальная пло-

щадь которых в серии срезов отражает объем 

поврежденного участка мозга, что, в свою оче-

редь, коррелирует со степенью неврологических 

нарушений [14].  

При измерении площади глиальных рубцов 

в микропрепаратах (рис. 4) было обнаружено, 

что у животных первой экспериментальной 

группы (трансплантация АНК) средняя площадь 

рубцов была достоверно меньше (на 34%), чем в 

группе контроля (рис. 5), что свидетельствует о 

более благоприятном протекании патологическо-

го процесса у животных. 

Измерение соотношения между диаметрами 

стриатумов (расстояние между серединой фрон-

тальной проекции бокового желудочка и мозоли-

стым телом) (рис. 4 Г) на стороне ИК и на проти-

воположной интактной стороне, показало досто-

верное его увеличение в 1-й группе на 34% по 

сравнению с контролем (рис. 6). 
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Рис. 4. Микрофотографии глиальных рубцов ткани стриатума у крыс на 42 день после ИК. А – введение 

DMEM/F12; Б – трансплантация АНК; В – трансплантация АНК с МСК. 1 – глиальный рубец (выделен черной линией); 2 
– мозолистое тело; 3 – кора больших полушарий. Г – диаметр стриатума. Масштабный отрезок на А, Б, В, Г – 200 мкм. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 5. Средняя площадь глиального рубца в 

стриатуме крыс на 42 день после ИК. 
Примечание. * P < 0,05;  

 

Такие изменения свидетельствуют о мень-

шей потере ткани стриатума, что, возможно, 

происходит за счет более интенсивных регенера-

тивных процессов у крыс 1-й опытной группы по 

сравнению с контрольными животными. Кроме 

того отмечалась также тенденция к увеличению 

данного показателя во 2-й группе животных (рис. 

6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 6. Оценка влияния трансплантации криокон-

сервированных АНК и АНК в комбинации с МСК на со-
отношения средних диаметров стриатума и коры обоих 
полушарий крыс исследуемых групп.  

Примечание. * P < 0,05 

 

При определении соотношения между тол-

щиной коры пораженного и здорового полуша-

рий было выявлено тенденцию к увеличению 

этого показателя у животных 1-й опытной груп-

пы по сравнению с контрольными (рис. 6). Это, 

возможно, свидетельствует об участии коры моз-

га в компенсаторных процессах. 
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Заключение 

Результаты проведенного исследования сви-

детельствуют о том, что трансплантация АНК в 

комбинации с МСК является более эффективной 

для снижения воспаления при ИК, в то время как 

введение АНК без МСК явилось более эффек-

тивным в долгосрочной перспективе. 

 

Перспективы дальнейших исследований 

Исходя из полученных данных, для повы-

шения терапевтического эффекта целесообразно 

проводить многократную трансплантацию: вна-

чале АНК в комбинации с МСК для минимиза-

ции воспалительного процесса, а затем, не менее, 

чем через 6 суток – АНК без МСК. 
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Золотько К.Н., Сукач А.Н. Исследование эффективности трансплантации криоконсервиро-

ванных агрегатов нейральных клеток отдельно и совместно с мезенхимальными стволовыми 

клетками для лечения интрацеребрального кровоизлияния у крыс. 

РЕФЕРАТ. Интрацеребральное кровоизлияние сопровождается тяжелыми осложнениями и высокой 

смертностью. Эффективных методов лечения этого заболевания в настоящее время не существует. Цель 

работы: изучение терапевтической эффективности трансплантации криоконсервированных нейральных 

клеток в составе трехмерных агрегатов в комбинации с мезенхимальными стволовыми клетками на тече-

ние патологического процесса у крыс после интрацеребрального кровоизлияния. Методы. Выделение и 

культивирование клеток, криоконсервирование, стереотаксис, трансплантация, морфометрия. Экспери-

ментальным животным вводили агрегаты нейральных клеток, и агрегаты совместно с мезенхимальными 

стволовыми клетками. Контрольным животным вводили среду DMEM/F12. Установлено, что внутриже-

лудочковое введение криоконсервированных агрегатов нейральных клеток совместно с мезенхимальны-

ми стволовыми клетками крысам с интрацеребральным кровоизлиянием достоверно уменьшает количе-

ство лейкоцитов, начиная с 6 суток после трансплантации по сравнению с контрольными животными. В 

той же опытной группе на 1 сутки после трансплантации относительное количество нейтрофилов досто-
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верно уменьшалось на 23,9%, а относительное количество лимфоцитов увеличивалось на 25,6% по срав-

нению с контролем. После трансплантации агрегатов нейральных клеток площадь глиальных рубцов 

уменьшилась на 34,9% по сравнению с контролем, а соотношения диаметров поврежденного стриатума к 

здоровому увеличилось на 33,9%. Результаты исследования свидетельствуют о том, что трансплантация 

агрегатов нейральных клеток совместно с мезенхимальными стволовыми клетками более эффективна для 

снижения воспаления при интрацеребральном кровоизлиянии, в то время как введение только агрегатов 

нейральных клеток более эффективно в долгосрочной перспективе. 

Ключевые слова: интрацеребральное кровоизлияние, крысы, агрегаты нейральных клеток, мезен-

химальные стволовые клетки, клеточная терапия, лейкоциты, морфометрия. 

 

 

Золотько К.М., Сукач О.М. Дослідження ефективності трансплантації кріоконсервованих аг-

регатів нейтральних клітин окремо і спільно з мезенхімальними стовбуровими клітинами для лі-

кування інтрацеребрального крововиливу у щурів. 

РЕФЕРАТ. Интрацеребральний крововилив супроводжується важкими ускладненнями і високою 

смертністю. Ефективних методів лікування цього захворювання на даний час не існує. Мета роботи: ви-

вчення терапевтичної ефективності трансплантації кріоконсервованих нейральних клітин в складі три-

вимірних агрегатів в комбінації з мезенхімальними стовбуровими клітинами на перебіг патологічного 

процесу у щурів після інтрацеребрального крововиливу. Методи: виділення і культивування клітин, крі-

оконсервування, стереотаксис, трансплантація, морфометрія. Експериментальним тваринам вводили аг-

регати нейральних клітин, і агрегати спільно з мезенхімальними стовбуровими клітинами. Контрольним 

тваринам вводили середу DMEM/F12. Результати. Встановлено, що внутрішньошлуночкове введення 

кріоконсервованих агрегатів нейральних клітин спільно з мезенхімальними стовбуровими клітинами щу-

рам з інтрацеребральним крововиливом вірогідно зменшує кількість лейкоцитів, починаючи з 6 доби 

після трансплантації, в порівнянні з контрольними тваринами. У тій же дослідній групі на 1 добу після 

трансплантації відносна кількість нейтрофілів достовірно зменшувалася на 23,9%, а відносна кількість 

лімфоцитів збільшувалась на 25,6% в порівнянні з контролем. Після трансплантації агрегатів нейральних 

клітин площа гліальних рубців зменшилася на 34,9% у порівнянні з контролем, а співвідношення діамет-

рів пошкодженого смугастого тіла до здорового збільшилося на 33,9%. Результати проведеного дослі-

дження свідчать про те, що трансплантація агрегатів нейральних клітин спільно з мезенхімальними стов-

буровими клітинами більш ефективна для зниження запалення при інтрацеребральному крововиливі, в 

той час як введення одних лише агрегатів нейральних клітин більш ефективно у довгостроковій перспек-

тиві. 

Ключові слова: інтрацеребральний крововилив, щури, агрегати нейральних клітин, мезенхімальні 

стовбурові клітини, клітинна терапія, лейкоцити, морфометрія. 


