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Реферат
Апробований спосіб відновного лікування експериментальної травми спинного мозку (СМ) шляхом імплантації синтетичного
матриксу в поєднанні з нейрогенними стовбуровими клітинами (НСК). Рухову функцію задньої іпсилатеральної кінцівки (ЗІК)
оцінювали за шкалою Basso5Beattie5Bresnahan (ВВВ). Застосування запропонованого способу сприяло суттєвому збільшен5
ню раннього нейропротекторного впливу імплантованого NeuroGelTM, зменшенню інтенсивності і збільшенню тривалості ран5
нього відновлення функції ЗІК. 

Ключові слова: травма спинного мозку; відновна нейрохірургія; тканинна нейроінженерія; штучний матрикс; нейрогенні стов5
бурові клітини; експеримент.

Abstract
The method of restorative treatment for experimental spinal cord trauma (SCT), using implantation of synthetic matrix in combination
of neurogenic stem cells, was introduced. Motor function of posterior іpsilateral extremity (PIE) was estimated in accordance to
Basso5Beattie5Bresnahan (ВВВ) scale. Application of the method proposed have promoted essential enhancement of early neuro5
protecting impact of the implanted NeuroGelTM, reducing time of early restoration of the PIE function.

Кeywords: spinal cord trauma; restoration surgery; the tissue neuroengineering; artificial matrix; neurogenic stem cells; еxperiment.

Відновне лікування наслідків

травми СМ є однією з найскладні�

ших прикладних проблем сучасної

біомедичної науки, вирішення якої

неможливе без здійснення широких

фундаментальних досліджень з вив�

чення питань онтогенезу та регене�

рації нервової системи, пластич�

ності СМ, механізмів функції рухо�

вої системи тощо. За низької часто�

ти травма СМ має кумулятивні епі�

деміологічні властивості [1]. Першо�

черговим завданням є розробка за�

собів відновлення низхідного су�

праспінального впливу на популяції

мотонейронів, розташованих ниж�

че зони травми. Перспективним біо�

генним засобом відновного лікуван�

ня є тканинна нейроінженерія, ос�

нована на створенні локальних

умов для росту та мієлінізації трав�

мованих аксонів, імплантації у зону

травми клітин різного походження

та ступеня диференціювання у ком�
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плексі з матриксами (англ. "scaffolds"

— будівельні риштування) [2 — 5].

Одним з найбільш ефективних син�

тетичних матриксів за спінальної

травми є макропористий гідрогель

NeuroGelTM з аморфною мікрострук�

турою [6 — 11], позитивний ефект

імплантації якого за умови гомола�

терального поперечного пересічен�

ня СМ зрілого щура у нижньогруд�

ному відділі оцінюється різницею у

10% повного прояву функції у

порівнянні з таким у контрольній

групі [11] і, ймовірно, визначається

раннім антигеморагічним, імуно—

та фібросупресивним впливом, ак�

тивацією регенераційного росту ак�

сонів у зоні травми за периферій�

ним типом [11]. Можливість поєд�

нання in vitro NeuroGelTM з незріли�

ми клітинами того чи іншого фено�

типу, що стимулюють регенерацію

СМ, а також ефективність транс�

плантації такого комплексу на мо�

делі травми СМ не вивчена.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження проведене з дотри�

манням існуючих норм біоетики на

білих безпородних щурах—самцях

(віваріїв Інституту нейрохірургії

імені А. П. Ромоданова НАМН Украї�

ни та Інституту фізіології імені О. О.

Богомольця НАН України), віком 5

міс, масою тіла 250 г, яких утримува�

ли у стандартних умовах. Сформо�

вані 3 експериментальні групи:

"нейрогель+НСК" — травма СМ + го�

мотопічна імплантація фрагмента

NeuroGelTM, асоційованого з НСК

миші (n=20); "нейрогель" — травма

СМ + гомотопічна імплантація фраг�

мента NeuroGelTM (n=20); "контроль"

— травма СМ (n=16). Строки спосте�

реження — 28 тиж.

Макропористий гідрогель

NeuroGelTM — полі[N—(2—гідрокси�

пропіл)—метакриламід] — комер�

ційний препарат, синтезований в

лабораторії E. Pinet (FISO Techno�

logies Inc., Quebec, Canada) шляхом

гетерогенної полімеризації та асо�

ціації, має пори розмірами 2 — 300

нм [7].

У стерильних умовах у самки

миші лінії FVB—Cg—Tg(GFPU)

5Nagy/J (трансгенної за геном зеле�

ного флуоресцентного білка) на

17—ту добу гестації після анестезії

вилучали плоди, у яких виділяли гі�

покамп; тканину механічно подріб�

нювали пастерівськими піпетками

різного діаметра у середовищі

Neurobasal ("Gibco Invitrogen", США),

суспензію пропускали крізь нейло�

нові клітинні фільтри ("Falcon",

США) з діаметром пор 40 мкм, цент�

рифугували у градієнті щільності

(22% розчин Percoll), життєздатність

клітин визначали методом проточ�

ної цитометрії на лазерному цитоф�

луориметрі—сортері FACSAria

("Becton Dickinson", США) після ін�

кубації суспензії клітин з 7—аміно�

актиноміцином, вона становила

(91,6 ± 0,7)%. Вміст GFP—позитив�

них клітин у культурі становив (97,5

± 0,5)%, Nestin—позитивних клітин

— (96 ± 0,5)%. У подальшому НСК

культивували у багатокомпонентно�

му середовищі (96% Neurobasal, 2%

B—27 Supplement, 1% Glutamax, 0,1%

Sodium pyruvate, 0,1% NAC, 0,5% пені�

цилін/стрептоміцин) у присутності

10 нмоль фактору росту фіброб�

ластів 2. Через 5 діб у середовище

вкладали фрагменти NeuroGelTM роз�

міром 16 мм3, культивували протя�

гом 10 діб, до моменту трансплан�

тації.

Модель спінальної травми —

лівобічне пересічення половини по�

перечника СМ на рівні ТХІ [12]. Опе�

ративне втручання здійснювали в

умовах загального знеболення:

внутрішньоочеревинного введення

суміші розчинів ксилазину 15 мг/кг і

кетаміну 70 мг/кг. Після травми СМ у

тварин групи "нейрогель+НСК" у ра�

ну імплантували фрагмент

NeuroGelTM у поєднанні з НСК,

розміром ∼2 мм3; у тварин групи

"нейрогель" — фрагмент нативного

NeuroGelTM аналогічних розмірів. У

тварин усіх груп вікно доступу в

хребтовий канал прикривали фраг�

ментом підшкірної фасції, м'які тка�

нини та шкіру з'єднували крученими

поліамідними хірургічними нитка�

ми, накладали 2 ряди вузлових швів,

ділянку рани обробляли 5% спирто�

вим розчином йоду. У задню шийну

ділянку підшкірно вводили розчин

біциліну—5 ∼150—200 тис ОД на 1

тварину; внутрішньоочеревинно —

розчин дексаметазону 6 мг/кг. Після

цього тварин протягом 2 — 4 год ут�

римували в приміщенні з підвище�

ною температурою повітря (30 °C), у

подальшому — у клітках по 3 — 6

особин за середньої температури 21

— 24 °C. Тривалість спостереження

28 тиж; тварин виводили з експери�

менту шляхом передозування зазна�

чених наркотичних засобів.

Показник функції (ПФ) ЗІК виз�

начали за шкалою ВВВ [12, 13], про�

тягом перших 2 міс — наприкінці

кожного тижня, у подальшому — на�

прикінці кожного місяця.

Статистична обробка даних про�

ведена за допомогою програмного

пакета Statistica 10.0, для встанов�

лення достовірності різниці се�

редніх значень ПФ ЗІК в групах ви�

користовували U—тест Мана—Уїтні,

результати оцінки достовірності

представляли у вигляді показника р.

Достовірність змін середніх значень

ПФ ЗІК в межах групи впродовж екс�

перименту оцінювали за Уїлкоксо�

ном.

РЕЗУЛЬТАТИ 

ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

При імплантації NeuroGelTM через

28 тиж експерименту відзначали

формування трьох виражених під�

груп у розподілі значень ПФ ЗІК; при

імплантації NeuroGelTM у поєднанні з

НСК нормалізувався розподіл ПФ

ЗІК (рис. 1).

Динаміка ПФ ЗІК у групі "кон�

троль" (рис. 2) характеризувалася

двофазністю: протягом 1—го місяця

відзначали збільшення ПФ ЗІК до

(1,66 ± 0,54) бала (достовірно протя�

гом 3—го тижня, р<0,01 при порів�

нянні з таким наприкінці 1—го та

2—го тижня), у подальшому — рег�

рес (5 — 8—й тиждень), збільшення

(12—16—й тиждень, р<0,05 при по�

рівнянні на 16—му та 8—му тижні),

стабілізацію. Через 28 тиж ПФ ЗІК

становив (1,6 ± 0,5) бала.

Динаміка ПФ ЗІК в групі "нейро�

гель" також двофазна: протягом 1 —

3—го тижня — значуще (р<0,001)

збільшення, що до кінця 5—го тижня

частково нівелювалося; протягом 6

— 12—го тижня — повторне збіль�

шення (значуще на 7 — 8—му тижні,

р<0,05), з 16—го тижня — стабілі�
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зація. ПФ ЗІК наприкінці 4—го міся�

ця становив (8,4 ± 0,9) бала,

наприкінці експерименту — (8,4 ±

0,9) бала.

Динаміка ПФ ЗІК у групі "нейро�

гель+НСК" було результативною. На

7—му добу експерименту ПФ ЗІК

становив (4,0 ± 0,6) бала, достовірно

перевищував такий в групі "кон�

троль" та "нейрогель" — відповідно

(1,0 ± 0,4) та (2,2 ± 0,6) бала. Протя�

гом подальших 2 тиж спостерігали

збільшення ПФ ЗІК, протягом 2—го

тижня — менш інтенсивне, ніж у

групі "нейрогель", що, ймовірно, зу�

мовлене реалізацією імунної відпо�

віді на ксеногенні клітини та нега�

тивним впливом її медіаторів на пе�

рифокальну зону [14, 15]; протягом

3—го тижня — більш інтенсивне.

Починаючи з 4—го тижня, відзнача�

ли стабілізацію ПФ ЗІК — (8,8 ± 0,7)

бала, що тривала до кінця 5—го тиж�

ня — (9,0 ± 0,8) бала, і змінювалася

періодом повільного (6 — 7—й тиж�

день) — до (9,7 ± 0,7) бала та інтен�

сивного (8 — 20—й тиждень) — до

(12,6 ± 0,8) бала значущого збіль�

шення; яке завершувалася прикінце�

вою стабілізацією (24 — 28—й тиж�

день) — (13,1 ± 0,9) бала.

Протягом періоду спостережен�

ня ПФ ЗІК в групі "нейрогель+НСК"

достовірно перевищував такий в

групі "контроль" (р<0,0002); в групі 

"нейрогель" — достовірно переви�

щував такий в групі "контроль" впро�

довж 2—28—го тижня спостережен�

ня (р<0,00004); в групі "нейро�

гель+НСК" перевищував такий в

групі "нейрогель" на 7—му добу та

протягом 5 — 28 тиж спостережен�

ня (р<0,05).

ВИСНОВКИ

1. Процес регенерації в моделі

травми СМ характеризувався фазні�

стю; тривалість фаз за умови імплан�

тації NeuroGelTM та NeuroGelTM у

поєднанні з НСК змінювалася ана�

логічно.

2. Використання НСК у комплексі

з NeuroGelTM суттєво підвищувало

нейропротекторний потенціал мат�

риксу.

3. За наявності НСК інтенсив�

ність відновлення функції ЗІК про�

тягом 2—го тижня після травми

зменшувалась. 

4. Ксенотрансплантація НСК у

поєднанні з NeuroGelTM покращувала

результативність імплантації мат�

риксу внаслідок подовження фази

раннього збільшення рухової функ�

ції ЗІК, нівелювання негативних тен�

денцій на початку 2—го місяця та

потенціювання процесу регенерації

у віддаленому періоді після травми

СМ.

Рис. 2. 
Динаміка ПФ ЗІК в експериментальних

групах протягом періоду спостереження.
Різниця ПФ ЗІК в групах "нейрогель" та
"нейрогель+НСК" на 15му та 5 5 285му
тижні статистично значуща (р<0,05).

Рис. 1. 
Розподіл ПФ ЗІК у групі "нейрогель+НСК"

на 285му тижні спостереження.
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