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ВЛИЯНИЕ ФЕТАЛЬНЫХ НЕРВНЫХ КЛЕТОК
НА ВОССТАНОВЛЕНИЕ ПОДВИЖНОСТИ КОНЕЧНОСТЕЙ КРЫС

С ТРАВМАТИЧЕСКИМ ПОВРЕЖДЕНИЕМ СПИННОГО МОЗГА
Изучали эффективность и безопасность трансплантации фетальных нервных клеток
крысам с экспериментальным травматическим повреждением спинного мозга. Было
показано, что трансплантация криоконсервированных нервных клеток плодов крыс
животным с экспериментальным повреждением спинного мозга оказывает стиму�
лирующее воздействие на процессы восстановления спинного мозга крыс и не приво�
дит к формированию злокачественных и доброкачественных образований, что позво�
ляет говорить о безопасности их трансплантации.
Ключевые слова: фетальные нервные клетки, повреждение спинного мозга, транс%
плантация, безопасность.

Материал и методы. Нервные клетки
получали из тканей мозга плодов крыс 15–
16 дней гестации. Для этого ткань мозга по�
мещали в 0,25 % раствор трипсина, инкуби�
ровали 5 минут при 37 °С, затем переносили
в питательную среду DMEM/F12, содержа�
щую 10 % сыворотки крови крыс, и механи�
чески дезагрегировали на единичные клет�
ки. Полученную суспензию клеток фильтро�
вали через нейлоновый фильтр. Жизнеспо�
собность клеток оценивали по исключению
0,4 % красителя трипанового синего. Под�
счет жизнеспособности и количества нер�
вных клеток производили в камере Горяева.

Замораживание нервных клеток прово�
дили в среде культивирования при наличии
10 % ДМСО со скоростью 1 °С/мин  до –80 °С,
после чего контейнеры с клетками помеща�
ли в жидкий азот.

Для определения жизнеспособности нер�
вных клеток культивировали в 24�луночных
планшетах (Corning, США) в среде DMEM/
F12 (Sigma), обогащенной 0,6 % глюкозы,
2 мM глутамина, 3 мМ бикарбоната натрия,
10 % эмбриональной бычьей сыворотки.

Культуры нервных клеток иммуноцито�
химически окрашивали на наличие специ�
фического маркерного белка нейронов β�ту�
булин III [2].

Формирование модели травматического
повреждения спинного мозга проводили на
лабораторных крысах�самцах массой 250–

Причиной возникновения нейродегене�
ративных болезней является гибель нейро�
нов и клеток глии вследствие либо острых
(инсульт, травматические повреждения го�
ловного и спинного мозга), либо хрониче�
ских (болезнь Паркинсона, амиотрофиче�
ский боковой склероз, болезнь Альцгейме�
ра) повреждений мозга. Для восстановле�
ния потерянных нервных клеток можно
использовать трансплантацию нервных
стволовых клеток или их производных, на�
пример, нейробластов [1].

Одним из наиболее перспективных ис�
точников клеток для такой клеточной тера�
пии являются фетальные нервные ткани.
Последние представляют собой гетероген�
ную смесь, которая главным образом сос�
тоит их дифференцированных, прогенитор�
ных и стволовых клеток. Однако в связи с
потенциальной плюрипотентностью фета�
льных клеток и их высокой пролифератив�
ной активностью существует опасность воз�
никновения аберрантных клеток, что мо�
жет привести к образованию опухолей. По�
этому вопрос безопасности требует тщатель�
ного изучения до использования фетальных
нервных клеток в терапевтических целях.

Исходя из этого, целью работы явилось
изучение эффективности и безопасности
трансплантации фетальных нервных кле�
ток крысам с экспериментальным травма�
тическим повреждением спинного мозга.
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400 г. Операцию проводили в стерильных
условиях под анастезией тиопенталом нат�
рия. Повреждение формировали путем уда�
ления правого сегмента спинного мозга дли�
ною около 2 мм на уровне 10�го позвонка
грудного отдела. После этого непосредст�
венно после операции в зону повреждения
трансплантировали: 50 мкл среды DMEM/
F12 (контроль 1; n=18); 100 мкл 13 % аль�
гинатного геля, смешанного в соотношении
1:1 со средой DMEM/F12 (контроль 2; n=15);
50 мкл деконсервированной суспензии
нервных клеток, содержащей 15–20 млн
клеток (клеточная терапия 1; n=14) и 100 мкл
13 % альгинатного геля, смешанного в соот�
ношении 1:1 с деконсервированной суспен�
зией НК, содержащей 15–20 млн клеток
(клеточная терапия 2; n=17).

У прооперированных животных регист�
рировали двигательные функции и болевую
чувствительность задних конечностей через
1 неделю, 1, 6 и 12 месяцев.

Результаты и их обсуждение. Жизне�
способность свежевыделенных нервных
клеток, определенная по окрашиванию три�
пановым синим, составляла (55±7) %. Пос�
ле замораживания–оттаивания жизнеспо�
собность НК уменьшалась и составляла
(36±9) %. Через 7 суток культивирования
клетки, посеянные в концентрации 4 млн/мл,
формировали монослой на 100 % площади
лунки. Морфологически большинство этих
клеток представляли собой клетки глии.
Однако в монослое также отмечалось не�
большое количество β�тубулин�III�положи�
тельных клеток, которые характеризо�
вались нейрональной морфологией.

Прооперированные животные характе�
ризовались устойчивым нарушением двига�
тельной функции задних конечностей.

Через 1 неделю после операции живот�
ные как контрольной группы, так и группы,
которой вводили в зону повреждения альги�
натный гель, характеризовались ограничен�
ной подвижностью левой задней конечнос�
ти и полной неподвижностью и отсутствием

болевой чувствительности — правой. Через
1 месяц после операции наблюдалось сущест�
венное восстановление чувствительности
левой задней конечности вплоть до полной
нормализации. При этом у животных обеих
групп было отмечено восстановление боле�
вой чувствительности правой задней конеч�
ности, однако ее подвижность или вообще не
восстанавливалась, что сопровождалось
атрофией мышц, или восстанавливалась в
очень незначительной степени и ограничи�
валась появлением мышечного тонуса. У
животных обеих групп также наблюдался
парез правой половины брюшной стенки. В
ходе дальнейшего наблюдения на протяже�
нии 12 месяцев подвижность задних конеч�
ностей медленно восстанавливалась, но пол�
ного восстановления не происходило.

Животные, которым вводили в зону по�
вреждения только суспензию деконсервиро�
ванных нервных клеток и такую же суспен�
зию, смешанную с альгинатным гелем, че�
рез 1 неделю после операции характеризо�
вались отсутствием подвижности и чувстви�
тельности в правой задней конечности и сла�
бым мышечным тонусом или ограниченной
подвижностью — левой. Через 1 месяц
после операции наблюдалось значительное
восстановление чувствительности левой
задней конечности, а также ограниченное
восстановление подвижности правой —
животные на нее опирались, наблюдался
хватательный рефлекс пальцев. Через 6 ме�
сяцев после операции степень подвижности
обеих конечностей прогрессивно восстанав�
ливалась, также наблюдалось восстанов�
ление атрофированных мышц. На протяже�
нии последующих 6 месяцев наблюдалось
медленное восстановление подвижности
задних конечностей. Однако незначитель�
ные нарушения подвижности правой задней
конечности сохранялись спустя 12 месяцев
после трансплантации.

За время наблюдений никаких злока�
чественных или доброкачественных образо�
ваний ни у 1 из 35 прооперированных под�

Фрагменты спинного мозга крыс через 4 месяца после трансплантации в зону повреждения (стрелка)
альгинатного геля с фетальными нервными клетками (а) и без них (б)

а б
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опытных животных, которым были транс�
плантированы фетальные клетки, выявлено
не было.

В то же время при введении геля с клет�
ками (рисунок, а) в зону повреждения улуч�
шался процесс восстановления нервной
ткани относительно такового при введении
только альгинатного геля (рисунок, б).

Таким образом, трансплантация крио�
консервированных нервных клеток плодов

крыс животным с экспериментальным по�
вреждением спинного мозга оказывает сти�
мулирующее воздействие на процессы вос�
становления спинного мозга крыс.

Трансплантация криоконсервирован�
ных нервных клеток плодов крыс не приво�
дит к формированию ни злокачественных,
ни доброкачественных образований, что по�
зволяет говорить о безопасности их транс�
плантации.

Работа выполнена при поддержке гранта УНТЦ (проект № 4419).
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ВПЛИВ ФЕТАЛЬНИХ НЕРВОВИХ КЛІТИН НА ВІДНОВЛЕННЯ РУХЛИВОСТІ КІНЦІВОК ЩУРІВ
З ТРАВМАТИЧНИМ УШКОДЖЕННЯМ СПИННОГО МОЗКУ

Вивчали ефективність і безпеку трансплантації фетальних нервових клітин щурам з експе�
риментальним травматичним ушкодженням спинного мозку. Було показано, що трансплантація
кріоконсервованих нервових клітин плодів щурів тваринам з експериментальним ушкодженням
спинного мозку чинить стимулюючу дію на процеси відновлення спинного мозку щурів і не при�
зводить до формування злоякісних і доброякісних утворень, що дозволяє говорити про безпеку
їх трансплантації.

Ключові слова: фетальні нервові клітини, ушкодження спинного мозку, трансплантація,
безпека.
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INFLUENCE OF FETAL NERVOUS CELLS ON RENEVAL OF MOBILITY OF EXTREMITIES OF RATS
WITH THE TRAUMATIC DAMAGE OF SPINAL CORD

Efficacy and safety of transplantation of fetal neural cells to the rats with the experimental trau�
matic damage of spinal cord was studied. It was shown, that transplantation of cryopreserved neural
cells from rat fetuses in rats with the experimental damage of spinal cord stimulates processes of
renewal of spinal cord of animals and does not result either in malignant or innocent tumor growth,
that allows to conclude safety of fetal cell transplantation.

Key words: fetal neural cells, damage of spinal cord, transplantation, safety.




