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Сравнительные результаты эффективности внутривенного введения мезенхимальных стволовых клеток костного мозга крысам с моделью паркинсоноподобного синдрома

Вступление: В связи с увеличением в последние десятилетия количества лиц пожилого и старческого возраста растет и количество больных с нейродегенеративными заболеваниями. Нейродегенеративный процесс может быть обусловлен генетической патологией, осложнением инфекционных заболеваний, травм или воздействием токсических факторов. Однако, важнейшее значение имеет широкая распространенность именно возрастной идиопатической нейродегенеративной патологии [1, 2]. Наиболее распространёнными нейродегенеративными заболеваниями в мире являются болезнь Альцгеймера (БА), болезнь Паркинсона (БП) и болезнь диффузных телец Леви (БДТЛ). Важно отметить, что если для БА и БДТЛ характерна диссеминация нейродегенеративного процесса (с поражением нейронов коры головного мозга в целом), то при БП нейродегенеративный процесс преимущественно локализован. Как хроническое, неуклонно прогрессирующее заболевание центральной нервной системы, БП характеризуется дегенерацией нигростриарных нейронов, снижением выработки дофамина и нарушением функции базальных ганглиев с проявлением моторных и когнитивных нарушений [3]. Впервые симптомы болезни Паркинсона (БП) как самостоятельного заболевания были описаны Джеймсом Паркинсоном в 1817 году. Название «болезнь Паркинсона» предложил в 80-х годах ХIХ столетия французский невролог Пьер Мари Шарко [4]. 
При этом заболеваемость и распространенность БП неуклонно увеличиваются с возрастом: от ~1 % среди людей старше 60 лет до 2 % среди людей старше 70 лет [5]. Продолжительная (5-10 лет) фармакотерапия БП связана с появлением значимых побочных реакций, главным образом в виде дискинезий, и общим снижением ее эффективности. Таким образом, широкая распространенность БП в популяции и неэффективность традиционных методов терапии в определенных клинических ситуациях свидетельствуют об актуальности проблемы. В связи с этим, в течение последних 18-20 лет производятся попытки создания принципиально новых методов лечения БП, - таких, как нейростимуляция глубинных структур головного мозга и заместительная клеточная терапия фетальными дофаминергическими нейронами [6, 7]. Однако, применение фетальных клеток связано с проблемами морально-этического характера, отсутствием достаточного количества жизнеспособных клеток для эффективной трансплантации и нестабильностью достигнутого положительного результата. Одним из альтернативных методов использованию фетальных клеток и наиболее перспективных направлений в настоящее время считается возможность применение стволовых аутологичных клеток пациента. Стволовые клетки (СК) разных типов способны служить ценным источником нейроноподобных клеток, как субстрата клеточной терапии нейродегенеративных и иных заболеваний [8, 9, 10, 11].
Успешная коррекция двигательных расстройств была продемонстрирована экспериментальными исследованиями, основанными на трансплантации мезенхимальных клеток, обладающих плюрипотентными свойствами, грызунам с моделью паркинсоноподобного синдрома (ПС) [12, 13, 14]. Наиболее эффективными и перспективными являются научные изыскания, направленные на разработку дофаминпродуцирующей функции мезенхимальных клеток [15]. Использованная нами модель ПС основана на введении в черную субстанцию грызунов нейротоксина 6-гидроксидофамина (6-ОHDА), блокирующего синтез дофамина в эндогенных дофаминергических нейронах, что приводит к развитию характерной для БП симптоматики. Данная модель является простой и доступной в использовании, что позволяет ей до сих пор занимать важнейшее место в арсенале экспериментальной неврологии и нейрохирургии [16].

В опытах на крысах, как с моделированной черепно-мозговой травмой, так и с моделью ПС, было показано, что СК, введенные внутриартериально, выживают и мигрируют в поврежденный мозг [16, 17, 18].

Также доказана эффективность трансплантации крысам СК, содержащим нейротрофические факторы, в мозговые структуры [19, 20, 21]. В работах показано, что СК выживают, пролиферируют и мигрируют в зону повреждения, при этом они экспрессируют нейроно- и астроцитоспецифические факторы [22, 23, 24].
Целью данной работы является изучение сравнительной эффективности внутривенного введения мезенхимальных стволовых клеток костного мозга (МСККМ) человека и крысы при паркинсоноподобном синдроме на основе анализа поведенческих, морфофункциональных и биохимических показателей.
Материалы и методы исследований: 
Эксперименты были проведены на 49 крысах-самцах линии Вистар-Альбино Глаксо массой от 200 до 250 г в возрасте от 3 до 4 месяцев. Животных содержали в стандартных условиях вивария (12-ти часовой световой день, свободный доступ к воде и пище, температура 23-25оС).

Животные были разделены на следующие группы: 
I группа – интактная (n=7);
II группа – c моделью ПС, двустороннее введение 6-ОHDА в SN (n=15);
III группа – c моделью ПС и последующим (на 14 день) внутривенным введением в хвостовую вену МСККМ человека (0,5х106 клеток в 0,5 мл раствор Хэнкса/крысу) (n=9);
IV группа – c моделью ПС и последующим (на 14 день) внутривенным введением в хвостовую вену МСККМ крыс (1х106 /крысу) (n=9);
V группа – c моделью ПС и последующим (на 14 день) внутривенным введением в хвостовую вену МСККМ крыс (2х106 /крысу) (n=9);
Способ получения модели ПС введением в черную субстанцию 6-ОHDА
Крысу массой 200-250 г вводили в наркоз инъекцией тиопентала натрия (50 мг/кг) внутрибрюшинно. Животное фиксировали в стереотаксическом аппарате, после обработки йодом по средней линии производили разрез длинной до 2 см и скелетировали кость. Для точного попадания в черную субстанцию использовали следующие стереотаксические координаты: АР=4,0; L=1,5; D=8,2 мм вентрально к поверхности коры [25]. С двух сторон симметрично накладывали фрезевые отверстия диаметром 1 мм и через капилляр вводили 6-ОHDА (8 мкг/кг) на глубину 8,2 мм. 

В группе II билатеральная деструкция черной субстанции (SN) вызывала у крыс грубые двигательные нарушения в виде монотонных движений головой (по типу «да-да» «нет-нет»), «горбоподобного» изгиба туловища, вертикально поднятого хвоста. Описанные двигательные расстройства возникали у всех животных на первые сутки после деструкции. Двигательные нарушения сохранялись в течение всего периода наблюдений (до 54 суток) после деструкции SN (контрольная группа). 

Метод выделения и размножения в культуре МСККМ крыс

Костный мозг вымывали из бедренной кости крысы в центрифужную пробирку и дважды отмывали его в растворе Хэнкса центрифугированием в течение 10 минут при 450 g. Полученную клеточную суспензию рассеивали в культуральные флаконы площадью 80 см2 в среде DMEM/F12 c 20 % фетальной бычьей сывороткой (SIGMA-ALDRICH) и 50 мкг/мл гентамицина. Через 24 часа культивирования среду сливали, а прикрепившиеся клетки промывали раствором Хэнкса. Добавляли свежую среду, и культивировали МСККМ в СО2-инкубаторе в течение 14 суток до образования клеточного монослоя, заменяя среду каждые 3 суток. МСККМ снимали со дна культурального флакона после кратковременной инкубации в смеси растворов Версена и трипсина. Трипсин инактивировали средой с сывороткой и осаждали клетки центрифугированием. Осадок ресуспендировали в растворе Хэнкса до необходимой концентрации.

Метод выделения и размножения в культуре МСККМ человека
Из костно-губчатого биоптата подвздошной кости добровольного донора (1 см3) выделяли суспензию костного мозга в чашку Петри с раствором Хэнкса, переносили ее в центрифужную пробирку и осаждали при 450 g в течение 10 минут. Осадок ресуспендировали в культуральной среде ДМЕМ с 10 % фетальной бычьей сыворотки, 2 мМ L-глутамина и раствором антибиотиков/антимикотиков (SIGMA-ALDRICH) (5 мкл/мл) и рассеивали в культуральные флаконы (75 см2). Через 48 часов культивирования в СО2-инкубаторе отмывали прикрепившиеся ко дну флаконов МСК от гемопоэтических клеток в двух сменах раствора Хэнкса, добавляли свежую среду и культивировали МСК до образования клеточного монослоя в течение 2-3 недель. Среду меняли дважды в неделю. Клетки снимали со дна флаконов после инкубации в растворе Трипсин-ЭДТА. Осаждали клеточную суспензию при 450 g в течение 10 минут и ресуспендировали осадок до необходимой концентрации клеток в растворе Хэнкса. Концентрацию клеток считали в камере Горяева. МСК человека использовали в эксперименте после получения информированного согласия добровольного донора костного мозга.

Способ введения клеточной суспензии животным

Для выполнения внутривенного введения суспензии МСККМ животное помещали в клетку с отверстием для хвоста. Кончик хвоста крысы фиксировали левой рукой, а правой рукой с помощью инсулинового шприца вводили 0,5 мл клеточной суспензии в хвостовую вену.
Гистологический метод исследования

Через 10, 20 и 30 суток после введения МСККМ крысам с двухнедельной моделью ПС животных забивали, мозг фиксировали в 10 % растворе формалина и заключали в парафин. Серийные срезы окрашивали гематоксилин-эозином и по Нисслю. Гистологический анализ препаратов проводили с помощью светового микроскопа AXIO VERT (Zeiss).
Биохимический метод оценки уровня дофамина

Изучение уровня дофамина (ДА) в структурах головного мозга и крови проводили методом колончатой хроматографии с последующим  флуориметрическим анализом. Уровень ДА изучали через 10, 20 и 30 суток после введения МСККМ крысам с двухнедельной моделью ПС и выражали в нмоль/литр.
Результаты исследований и их обсуждение

Морфологическая характеристика МСККМ крыс и человека в культуре
МСККМ человека, так же, как и МСККМ крыс, обладают адгезией к культуральному пластику, формируют на дне флаконов гетерогенные колонии фибробластоподобных клеток c овальными ядрами средних размеров и несколькими ядрышками в них (рис. 1). Через две недели культивирования с каждого флакона можно было получить 1,5-2 миллиона клеток. Жизнеспособность клеток в препарате для инъекции составляла 92±2 %.
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Рис. 1. Фибробластоподобные МСК костного мозга человека на 12 сутки культивирования in vitro (Х200).Окраска по Гимза. 

Результаты анализа двигательных расстройств

При исследовании динамики моторных расстройств у крыс с моделью ПС установлено, что степень их выраженности достигает максимума к 7 суткам. Монотонные движения головой, «вертикальный» хвост, «горбоподобный» изгиб туловища, малоподвижность развиваются до пика выраженности этих расстройств в сроки 7-15 суток и сохраняются, практически, без изменений весь период наблюдений. Степень выраженности двигательных расстройств оценивали по бальной системе, предложенной нами [26].
В группе III движения нормализовались на 14-15 сутки после введения суспензии клеток. В группе IV движения нормализовались на 20-21 сутки. В группе V движения нормализовались на 9-10 сутки (рис. 2). Таким образом, результаты изучения динамики регресса двигательных нарушений свидетельствуют о высокой эффективности внутривенного введения МКСКМ человека в дозе 0,5х106 /крысу и крыс в дозе 2х106 клеток/крысу. Более низкая концентрация крысиных МКСКМ существенно не влияет на коррекцию моторных функций экспериментальных животных.
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Рис. 2. Степень выраженности и сроки проявлений двигательных расстройств у крыс с ПС до и после трансплантации МСККМ крысы и человека.
Биохимический анализ уровня дофамина

Для анализа значимости различий в опытах применялся критерий Манна-Уитни, - как наиболее мощный из непараметрических критериев для  малых независимых выборок.

Критерий Манна-Уитни - статистический критерий для проверки гипотезы [image: image3]об однородности двух выборок, все элементы которых взаимно независимы и подчиняются непрерывным распределениям. Непрерывность критерия предполагает отсутствие равных значений (связок) в группах данных. Однако, в нашем случае наличие таких связок имело место, поэтому для оценки значимости различий учитывалась скорректированная оценка. Для парного сравнения результатов опыта среди групп объема в пределах 9-15 проведен расчет с помощью пакета статистического анализ STATISTICA.
Наличие значительного количества связок между группами I- III, I-V потребовало дополнительного исследования гипотезы об однородности с помощью критерия Колмогорова-Смирнова, которые показали, что гипотеза принимается.

При анализе уровня ДА в крови и в лобной доле мозга экспериментальных животных отмечен ряд закономерностей (таб. 1).
Таб. 1. Уровень дофамина в крови и в лобной доле мозга 
	
	Уровень дофамина в крови, Нг/мг
	P
	Уровень дофамина в лобной доле мозга Нм/л 
	P

	
	10 день
	20 день
	30 день
	
	10 день
	20 день
	30 день
	

	I гр
	0,85
	0,85
	0,85
	
	1,09
	1,09
	1,09
	

	II гр
	0,64
	0,70
	0,76
	< 0,005
	0,94
	0,97
	1,05
	< 0,005

	III гр
	0.95
	0,92
	0,96
	< 0,15
	1,0
	1,0
	1,17
	< 0,20

	IV гр
	0,72
	0,89
	0,79
	*
	0,97
	1,05
	1,09
	*

	V гр
	1,00
	0,95
	0,95
	< 0,05
	1,22
	1,05
	1,17
	< 0,05


* значимые отличия не наблюдаются;
Таким образом, при сопоставлении динамики моторных нарушений и уровня ДА в крови и фронтальной коре, можно отметить корреляционную связь между этими показателям.
Патоморфологический анализ изменений в черной субстанции

Гистологическое исследование черной субстанции у контрольных животных (группа I), показало, что комплекс клеток SN имеет форму, напоминающую треугольник с нейронами средней величины, угловатой и продолговатой формы с отростками, формирующими конусы в месте отхождения от тела нейрона. Цитоплазма базофильна, обычно в нейронах с гиперхромным, т.е. темным ядром. Нейропиль на территории SN и вокруг нее мелкоячеистый, что свойственно нервной ткани с высокой степенью сохранности отростков нейронов (рис. 3).
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Рис. 3. Характерное скопление нейронов в зоне SN у интактной крысы из группы I (х100). Окраска гематоксилин-эозином.
Через 2 недели после моделирования ПС, т.е. на момент трансплантации МСККМ, поврежденная зона SN представлена меньшим количеством нейронов, чем у интактных животных. Эти нейроны, часто с гиперплазией отростков, располагаются в виде узкой полосы вдоль нижней поверхности мозга (рис. 4). Таким образом, показано, что даже через 2 недели после химической деструкции в зоне SN наблюдается отчетливый дефицит нейронов.
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Рис. 4. Фронтальный срез головного мозга в участке SN через 2 недели после деструкции (группа II) (х100). Окраска по Нисслю.
Через 10 дней после внутривенного введения МСККМ человека крысам III группы в зоне SN обнаружена небольшая группа нейронов большей частью угловатой формы с темными ядрами и малым объемом цитоплазмы. Нейропиль в значительной мере восстановлен, т.к. выглядит мелкоячеистым и густым (рис.5).
[image: image6.jpg]



Рис. 5. Фронтальный срез головного мозга в участке SN через 10дней после трансплантации МСККМ человека (х100). Группа III. Окраска по Нисслю.
На 20 и 30 день в зоне SN наблюдается формирование компактного скопления клеток. Многие из них имеют овальную или угловатую форму в связи с наличием отростков нейронов. Нейропиль возле нейронов с овальными телами выглядит разреженным (по-видимому, это молодые клетки), а возле нейронов угловатой формы – более густым. Это более дифференцированные нейроны  со своими отростками  и от других нейронов (рис. 6).
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Рис. 6. Скопление нейронов в участке SN через 20 дней после трансплантации МСККМ человека (х100). Окраска по Нисслю.
Животные в IV и V группах различались между собой только дозами трансплантированных внутривенно МСККМ крыс. Гистологические исследования показали, что у животных группы IV на 10 и 20 день в зоне локализации SN обнаруживается компактная группа нейронов, но их количество меньше, чем в те же сроки у животных из группы V. Некоторые нейроны имеют темное ядро и резко базофильную цитоплазму, что свидетельствует об активном синтетическим процессе, другие клетки меньше по размерам, с гиперхромным ядром (рис. 7).
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Рис. 7. Небольшое скопление нейронов в зоне SN мозга крыс из группы IV на 20 день после введения клеток (х100) Окраска по Нисслю.
Через 30 дней после трансплантации МСККМ у животных из группы V в зоне SN наблюдается наличие многоклеточного образования обычной формы, похожее на SN интактного животного. Клетки размещены густо, большинство имеет угловатую форму и интенсивно базофильную цитоплазму (рис.8.), что, вероятно, связано с компенсаторным увеличением количества рибосом и активным синтезом.
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Рис.8. Скопление нейронов в зоне SN головного мозга у крысы из группы V на 30 сутки после введения МСККМ крыс (х400). Окраска по Нисслю.
Таким образом, после анализа данных, полученных с использованием разных методов, можно отметить следующее.
В контрольной группе (II) билатеральная деструкция SN вызывала у крыс грубые двигательные нарушения в виде монотонных движений головой (по типу «да-да», «нет-нет»), появление «горбоподобного» изгиба туловища, вертикально поднятого хвоста. Совокупность симптомов была описана как паркинсоноподобный синдром (ПС). Динамика двигательных расстройств у крыс с моделью ПС свидетельствует о том, что степень выраженности этих расстройств к 7 суткам достигает максимума. Монотонные движения головой, «вертикальный» хвост, «горбоподобный» изгиб туловища, малоподвижность развиваются до пика выраженности этих расстройств в сроки 7-15 суток и сохраняются практически без изменений весь период наблюдения. Гистологическое исследование зоны черной субстанции у животных с моделью ПС подтвердило дефицит нейронов в этой зоне.
В связи с тем, что в некоторых исследованиях показана эффективность применения МСК человека (несмотря на их ксеногенность) при лечении некоторых экспериментальных заболеваний у крыс, а также высказываются предположения об иммунотолерантности МСК, мы решили сравнить эффективность лечения ПС у крыс с помощью ВВ введения МСК костного мозга крыс и человека.

В группе III движения у крыс нормализовались на 14-15 сутки после ВВ введения МСККМ человека, подъем уровня ДА в крови и в лобной доле мозга отмечен на 10-е сутки. Небольшие группы нейронов обнаруживаются в зоне SN также через 10 суток после клеточной трансплантации. А компактные группы нейронов выявляются в этой зоне уже через 20 суток. Несмотря на то, что для лечения ПС в данной группе применяли ксеногенные для крыс клетки человека, результат оказался эффективным. Возможно это вызвано паракринным влиянием МСК человека на репаративные механизмы мозга крыс, которые могут стимулировать деление и дифференцировку собственных нервных стволовых клеток крыс in vivo.
В группе IV нормализация движений происходила на 20-21 сутки, подъем уровня ДА в крови и лобной доле отмечен на 20-е сутки. В зоне SN в эти сроки обнаруживается незначительное количество нейронов. Эти данные свидетельствуют об отсутствии значимого восстановительного эффекта после трансплантации данной дозы МСККМ крыс.
В группе V движения у животных нормализовались на 9-10 сутки, подъем уровня ДА в крови и в лобной доле отмечен на 10-е сутки, а на гистологических препаратах головного мозга в зоне локализации SN на 10 и 20 день обнаружены группы активных нейронов, количество которых значительно увеличивается к 30 суткам после трансплантации. Оказалось, что ВВ инъекции МСККМ человека (0,5х106 кл/крысу) и МСККМ крыс (2х106 кл/крысу) имеют сходную эффективность при лечении ПС. Но механизмы из влияния на симптомы ПС могут быть различными. 

Результаты наших исследований свидетельствуют об эффективности применения внутривенного введения мезенхимальных стволовых клеток костного мозга для лечения паркинсоноподобного синдрома у крыс. Показано, что эффект зависит от дозы трансплантированных клеток. Для оценки возможности применения такой клеточной терапии в лечении болезни Паркинсона у человека необходимо проведение многосторонних клинических исследований. 
Выводы
1. Билатеральная деструкция SN с помощью введения 6-ОHDА в substantia nigra вызывает у крыс развитие паркинсоноподобного синдрома с характерными двигательными проявлениями (монотонные движения головой, «вертикальный» хвост, «горбоподобный» изгиб туловища и потеря веса) и снижение уровня ДА в крови и в лобной доле мозга.
2. Внутривенное (ВВ) введение МСККМ человека при ПС способствует восстановлению движений на 14-15 сутки, нормализирует уровень ДА в крови и в лобной доле мозга на 10 день, приводит к увеличению количества нейронов в поврежденной зоне SN на 20 сутки.
3. ВВ введение МСККМ крыс в количестве 1х106 при ПС у крыс является малоэффективным, т.к. частичное восстановление движений и нормализация уровня ДА в крови и в лобной доле мозга происходит лишь на 20-21 сутки. Внутривенное введение МСККМ крыс в дозе 2х106 при ПС способствует восстановлению двигательной активности животных на 9-10 сутки, нормализирует уровень ДА в крови и в лобной доле на 10 день и приводит к появлению активных нейронов в области черной субстанции. 
Список литературы.

1. Соколова И. Б., Федотова О. Р., Гилерович Е. Г. и др. Коррекция ориентировочно-исследовательского дефицита у крыс с помощью мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток // Клеточная Трансплантология и Тканевая Инженерия. 2009. Т. 4 (4). С. 65-72.

2. Никольский Н. Н., Габай И. А., Сомова Н. В. Эмбриональные стволовые клетки человека. Проблемы и перспективы // Цитология. 2007. Т. 49 (7). С. 529-537.

3. Гусев Е. И., Гехт А. Б., Попов Г. Р. и др. Болезнь Паркинсона: клиника, диагностика и лечение // В кн.: Нейродегенеративные заболевания. Фундаментальные и прикладные аспекты / Под ред. М.В. Угрюмова. М.: Наука. 2010. С. 52-86.

4. П’ятикоп В. О. Нейрохірургічна корекція рухових порушень при паркінсонізмі (експериментальне та клінічне дослідження) : Автореферат дис. д-ра мед. наук: П’ятикоп В.О., — ДУ «Ін-т нейрохірургії ім. акад. А.П.Ромоданова АМН України» — Київ., 2009. — 36 с.
5. Mezey E., Key S., Vogelsang G. et al. Transplanted bone marrow generates new neurons in human brains // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2003. Vol. 100 (3). P. 1364-1369.
6. Шабалов В. А., Федорова Н. В., Угрюмов М. В. и др. Нейротрансплантация в лечении болезни Паркинсона (катамнез) // Журнал «Вопросы Нейрохирургии» им. Н.Н.Бурденко. 2002. Т. 2. С. 29-33.

7. Бехтерева Н. П., Гилерович Е. Г., Гурчин Ф. А., Лукин В. А. О трансплантации эмбриональных нервных тканей в лечении паркинсонизма // Журн. Невропатол. Психиатр, им. С.С.Корсакова. 1990. Т. 90 (11). С. 1013.

8. Дыбан А. П., Дыбан П. А. Стволовые клетки в экспериментальной и клинической медицине // Мед. Акад. Журн. 2002. Т.2 (3). С. 3-25.

9. Зинькова Н. Н., Гилерович Е. Г., Соколова И. Б., Шведова Е. В. Влияние трансплантации мезенхимальных стволовых клеток на динамику морфологических изменений в головном мозге крыс после ишемического инсульта // Цитология. 2007. Т. 49 (11). С. 923-933.

10. Отеллин В. А. Морфологическое обоснование применения метода нейротрансплантации в клинике // Журнал «Вопросы Нейрохирургии» им. Н.Н.Бурденко. 1999. Т. 4. С. 32-36.

11.  MEF2C enhances dopaminergic neuron differentiation of human embryonic stem cells in a parkinsonian rat model / E. G. Cho, J. D. Zaremba, S. R. Mc Kercher [et al.] // PLoS One. — 2011. — No. 8. — P. 24-27.

12.  Dopamine cell transplantation in Parkinson's disease: challenge and perspective / Y. Ma, S. Peng, V. Dhawan, D. Eidelberg  // Br. Med. Bull. — 2011. — No. 100. — P. 173-189.
13.  Parkinson's disease induced pluripotent stem cells with triplication of the α synuclein locus / M. J. Devine, M. Ryten, P. Vodicka [et al.] // Nat. Commun. — 2011. — No. 2. — P. 440.
14.  Generation of isogenic pluripotent stem cells differing exclusively at two early onset Parkinson point mutations / F. Soldner, J. Laganière, A. W. Cheng [et al.] // Cell. — 2011. — No. 2. — P. 318-331.
15.  Direct generation of functional dopaminergic neurons from mouse and human fibroblasts / M. Caiazzo, M. T. Dell'Anno, E. Dvoretskova [et al.] // Nature. — 2011. — No. 476. — P. 224-227.
16.  Анисимов С. В. Клеточная терапия болезни Паркинсона: I. Трансплантация эмбриональной и взрослой ткани / С. В. Анисимов // Успехи геронтологии. — 2008. — № 4. — С. 575–592.
17.  Chao Y. X. Mesenchymal stem cell transplantation attenuates blood brain barrier damage and neuroinflammation and protects dopaminergic neurons against MPTP toxicity in the substantia nigra in a model of Parkinson's disease / Y. X. Chao, B. P. He, S. S. Tay  // J. Neuroimmunol. — 2009. — No. 1-2. — P. 39-50.
18.  Adult bone marrow: which stem cells for cellular therapy protocols in neurodegenerative disorders? / S. Wislet-Gendebien, E. Laudet, V. Neirinckx, B. Rogister // J. Biomed. Biotechnol. — 2012.
19.  Neurotrophin-3 gene modified mesenchymal stem cells promote remyelination and functional recovery in the demyelinated spinal cord of rats / Y. J. Zhang, W. Zhang, C. G. Lin [et al.] // J. Neurol. Sci. — 2012. — No. 1–2. — P. 64–74.
20.  Transplantation of hypoxia preconditioned bone marrow mesenchymal stem cells enhances angiogenesis and neurogenesis after cerebral ischemia in rats / L. Wei, J. L. Fraser, Z. Y. Lu [et al.] // Neurobiol Dis. — 2012. — No. 3. — P. 635–645.

21.  Kang E. S. vFate of transplanted bone marrow derived mesenchymal stem cells following spinal cord injury in rats by transplantation routes / E. S. Kang, K. Y. Ha, Y. H. Kim // J. Korean Med. Sci. — 2012. — No. 6. — P. 586–593.
22.  Human bone marrow mesenchymal stem cells protect catecholaminergic and serotonergic neuronal perikarya and transporter function from oxidative stress by the secretion of glial-derived neurotrophic factor / A. L. Whone, K. Kemp, M. Sun [et al.] // Brain Res. — 2012. — No. 1431. — P. 86–96.
23.  Jing Y 3-D spheroid culture of bone marrow mesenchymal stem cell of rhesus monkey with improved multi-differentiation potential to epithelial progenitors and neuron in vitro / Y. Jing, Y. Jian-Xiong // Clin. Experiment. Ophthalmol. — 2011. — No. 8. — P. 808–819.
24.  Allogeneic bone marrow stromal cell transplantation after cerebral hemorrhage achieves cell transdifferentiation and modulates endogenous neurogenesis / L. Otero, M. Zurita, C. Bonilla [et al.] // Cytotherapy. - 2012. — No. 1. — P. 34–44.
25.  Фифкова Е., Маршала Дж. Стереотасические атласы мозга кошки, кролика и крысы //Приложение. В кн. Я. Буреш, М. Петрань, И. Захар. Электрофизиологические методы исследования. (Русск. перевод). М., 1962, с.З84-426.
26.  Пятикоп В.А. Сравнительная характеристика динамики двигательных нарушений и их сопоставления с морфофункциональными особенностями при экспериментальном паркинсонизме после введения криоконсервированных эмбриональных нервных клеток и нейроиндуцированных in vitro стромальных клеток / В.А. Пятикоп, И.А. Григорова // Укр. вісник психневрології.-2007.-Т.15, Вип.1.- С. 51-53.
Пятикоп В.А.1, Мсаллам М.А.1, Щегельская Е.А.1, Кутовой И.А.1, Губина-Вакулик Г.И.2, Горбач Т.В.3
1 Кафедра нейрохирургии, Харьковский национальный медицинский университет, Харьков, Украина

2 Кафедра патологической анатомии, Харьковский национальный медицинский университет, Харьков, Украина

3 Кафедра медицинской и биоорганической химии, Харьковский национальный медицинский университет, Харьков, Украина

Сравнительные результаты эффективности внутривенного введения мезенхимальных стволовых клеток костного мозга крысам с моделью паркинсоноподобного синдрома

Цель: изучение сравнительной эффективности внутривенного введения мезенхимальных стволовых клеток костного мозга (МСККМ) человека и крысы при паркинсоноподобном синдроме на основе анализа поведенческих, морфофункциональных и биохимических показателей.
Материалы и методы: животные были разделены на 5 групп: I – интактная (n=7); II – модель ПС, двустороннее введение 6-ОHDА в SN (n=15); III – модель ПС + внутривенное введение МСККМ человека (0,5х106 кл/крысу) (n=9); IV – модель ПС + внутривенное введение МСККМ крыс (1х106) (n=9); V – модель ПС + внутривенное введение МСККМ крыс (2х106) (n=9). Ведение клеток проводили на 14 сутки создания модели ПС. Эффективность внутривенного введения стволовых клеток оценивали по степени восстановления двигательных расстройств, изменению уровня дофамина в крови и фронтальной доле мозга крыс  и морфологическому состоянию черной субстанции.
Результаты: показано, что ВВ введение МСККМ человека при ПС способствует восстановлению движений на 14-15 сутки, нормализирует уровень ДА в крови и в лобной доле на 10 день и приводит к увеличению количества нейронов в поврежденной зоне SN. ВВ введение МСККМ крыс в дозе 1х106 при ПС является малоэффективным, т.к. частичное восстановление движений и нормализация уровня ДА в крови и в лобной доле происходит лишь на 20-21 сутки. Внутривенное введение МСККМ крыс в дозе 2х106 при ПС способствует восстановлению движений на 9-10 сутки, нормализирует уровень ДА в крови и в лобной доле мозга на 10 день и приводит к появлению активных нейронов в области черной субстанции. 
Выводы: внутривенное введение МСККМ крыс и человека является эффективным при лечении симптомов ПС у крыс и зависит от дозы вводимых клеток.
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Порівняльні результати ефективності внутрішньовенного введення мезенхімальних стовбурових клітин кісткового мозку щурам з моделлю паркінсоноподібного синдрому

Мета: вивчення ефективності внутрішньовенного введення мезенхімальних стовбурових клітин кісткового мозку (МСККМ) людини і щурів щурам з паркінсоноподібних синдромом (ПС), отриманим методом хімічної деструкції чорної субстанції (SN).

Матеріали і методи: тварини були розділені на 5 груп: I - интактная (n=7); II - модель ПС, двостороннє введення 6-ОHDА в SN (n=15); III - модель ПС + внутрішньовенне введення МСККМ людини (0,5х106 кл/щура) (n=9); IV - модель ПС + внутрішньовенне введення МСККМ щурів (1х106) (n=9); V - модель ПС + внутрішньовенне введення МСККМ щурів (2х106) (n=9). Введення клітин проводили на 14 добу створення моделі ПС. Ефективність внутрішньовенного введення стовбурових клітин оцінювали за ступенем відновлення рухових розладів, зміни рівня дофаміну в крові і  в лобовій частці мозку щурів і морфологічному стану чорної субстанції.

Результати: ВВ введення МСККМ людини при ПС сприяє відновленню рухів на 14-15 добу, нормалізує рівень ДА в крові та у лобовій частці на 10 добу  та призводить до збільшення кількості нейронів в пошкодженій зоні SN.

 ВВ введення МСККМ щурів в дозі 1х106 при ПС є малоефективним, тому що часткове відновлення рухів і нормалізація рівня ДА в крові і в лобовій частці відбувається лише на 20-21 добу. Внутрішньовенне введення МСККМ щурів в дозі 2х106 при ПС сприяє відновленню рухів на 9-10 добу, нормалізує рівень ДА в крові і в лобовій частці мозку на 10 добу та  призводить до появи активних нейронів у галузі чорної субстанції.

Висновки: внутрішньовенне введення МСККМ щурів і людини є ефективним при лікуванні симптомів ПС у щурів і залежить від дози клітин, яку вводять.

Ключові слова: паркінсоноподібний синдром, мезенхімальні стовбурові клітини кісткового мозку, поведінка щурів, морфологічні зміни, рівень дофаміну.
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The comparative efficacy results of intravenous administration of bone marrow mesenchymal stem cells in rats with a Parkinson-like syndrome model

Objective: studying the effectiveness of intravenous administration of human and rat bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSC) in rats with Parkinson-like syndrome (PS) obtained by chemical degradation of the substantia nigra (SN). 

Materials and methods :The animals were divided into 5 groups: I - intact (n=7); II - PS model, bilateral administration of 6-OHDA in the SN (n=15); III - PS model + intravenous human BMMSC injection (0.5 x 106 cells/rat) (n=9); IV - PS model + intravenous rat BMMSC injection (1x106) (n=9); V - PS model + intravenous rat BMMSC injection (2x106) (n=9). Cells injections were made 2 weeks after PS model creation. Effectiveness of intravenous administration of stem cells was estimated by the degree of recovery of movement disorders, changes in the level of dopamine in blood and frontal lobe of the brain of rats and morphological state of the substantia nigra. 

Results: It is shown that in intravenous human BMMSC injection at PS helps restore movement for 14-15 days, normalizes the DA level in the blood and in the frontal lobe on day 10 and increases the number of neurons in damaged area SN. 

Intravenous rat BMMSC injection at a dose of 1x106 is inefficient because partial restoration of movement and normalization of DA in the blood and in the frontal cortex occurs only at 20-21 day. Intravenous rat BMMSC injection at a dose of 2x106 at PS helps restore movement for 9-10 days and normalizes the DA level in the blood and in the frontal lobe on day 10, leads to the appearance of active neurons in the substantia nigra.

Conclusions: intravenous injections of rat and human BMMSC are effective for treating the symptoms of PS in rats and the results depend on the dose of cells.
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