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Influence of Cryopreserved Embryonic Brain Cells
to Inflammation Mediators at Experimental Ishemic Insults

Изучали содержание интерферона-γ (ИФ-γ) и интерлейкина-10 (ИЛ-10), про- и противовоспалительных цитокинов в крови
крыс с ишемическим инсультом (ИИ) и после лечения внутривенным введением криоконсервированных клеток эмбрионального
мозга (кКЭМ). На основании полученных данных сделан вывод, что для профилактики и лечения ИИ необходимо провести
терапевтическую коррекцию, направленную на модуляцию воспалительного иммунного ответа организма на уровне экспрессии
цитокинов.

Ключевые слова: ишемический инсульт, интерферон-γ, интерлейкин-10, криоконсервированные клетки эмбрионального мозга.
Вивчали вміст інтерферону-γ (ІФ-γ) і інтерлейкіну-10 (ІЛ-10), про- та протизапальних цитокинів у крові щурів з ішемічним

інсультом і після лікування внутрішньовенним введенням кріоконсервованих клітин ембріонального мозку. На основі отриманих
даних зроблено висновок, що для профілактики і лікування ішемічного інсульту необхідно провести терапевтичну корекцію,
спрямовану на модуляцію запальної імунної відповіді організму на рівні експресії цитокинів.

Ключові слова: ішемічний інсульт, інтерферон-γ, інтерлейкін-10, кріоконсервовані клітини ембріонального мозку.
Contents of interferon-γ (IFN-γ) and interleukin-10, pro- and anti-inflammatory cytokines in blood rats with an ischemic insults

(II) and after treatment by intravenous injection of cryopreserved embryonic brain cells (CEBC) were studied. On the basis of the
received data it is concluded, that for preventive maintenance and treatment of II it is necessary to carry out the therapeutic correction
directed to modulation of inflammatory immune response of an organism at cytokine expression level.

Key-words: ischemic insult, interferon-γ, interleukin-10, cryopreserved embryonic brain cells.
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Острое нарушение мозгового кровообращения
приводит к развитию стойкого очагового невро-
логического дефицита [8]. Частыми причинами
ишемических инсультов (ИИ) являются врож-
денные пороки сердца, ревматические пороки, бак-
териальные эндокардиты, а также аномалии сон-
ных, позвоночных, подключичных артерий (пере-
гиб, дисплазия, патологическая извитость). На раз-
витие заболевания влияют неспецифические це-
ребральные васкулиты, наблюдаемые у пациентов
с аутоиммунными заболеваниями (системная
красная волчанка, узелковый периартериит) [1].

В последние годы было установлено, что ле-
чение ИИ целесообразно проводить клетками
эмбрионального мозга (КЭМ) в режиме “скорой
помощи”, для обеспечения которого необходим

низкотемпературный банк, позволяющий длительно
сохранять КЭМ в жизнеспособном состоянии [2].

После окклюзии средней мозговой артерии
(СМАо) лабораторным животным (мышам и кры-
сам) в место повреждения тканей головного мозга
или в кровоток вводили: нейроны головного мозга
плода [12], клетки пуповинной крови [15], мезенхи-
мальные стволовые клетки (МСК), дифферен-
цированные in vitro в нейрональном направлении
[13], а также недифференцированные сингенные
или ксеногенные МСК как нативные [11], так и
криоконсервированные [10]. При этом во всех
исследованиях была получена положительная
динамика восстановления мозговых структур и
(или) поведенческого и неврологического статуса
животных.
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Рис.1. Динамика содержания провоспалительного
цитокина ИФ-γ в крови крыс с ИИ: 

123
123
123 – ИФ-γ; –– –

контроль.
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400Несмотря на имеющиеся в литературе сведения
о развитии и лечении ИИ, лишь в немногочис-
ленных исследованиях отмечается роль иммуноло-
гического процесса и феномена локального воспа-
ления в патогенезе острого периода ИИ [1, 6]. Не-
достаточно изучена роль про- и противовоспа-
лительных цитокинов при цереброваскулярной
патологии. Особую актуальность приобретает им-
мунологический мониторинг в первые часы и дни
ИИ, который позволяет судить о тяжести пораже-
ния, прогнозировать дальнейшее течение и исход
инсульта. Не выяснены механизмы межклеточ-
ного взаимодействия контактного типа в перифе-
рической крови в формировании инфаркта мозга.
Не разработана эффективная иммуномодули-
рующая терапия, которая может обеспечить сни-
жение летальности, инвалидизации, улучшение
качества жизни пациентов и направленная на
уменьшение выраженности локальной воспали-
тельной реакции, аутоиммунной агрессии. Все это
свидетельствует об актуальности проводимого
экспериментального исследования.

Цель работы – изучение содержания про- и
противовоспалительных цитокинов, С-реактивного
белка в динамике острого периода ИИ и после его
лечения криоконсервированными КЭМ.

Материалы и методы
Эксперименты проведены на 26 шестимесяч-

ных крысах-самцах линии Вистар, массой 180–200 г.
ИИ был смоделирован посредством окклюзии
средней мозговой артерии (СМАо) в левом полу-
шарии общепринятым способом [5]. Крыс нар-
котизировали кетамином (125 мг/кг) интраперито-
неально. Суспензию КЭМ получали в стерильных
условиях путем гомогенизации мягких тканей
мозга плодов (11 суток гестации) крыс после дека-
питации их под легким эфирным наркозом.
Криоконсервировали КЭМ на программном замо-
раживателе УООП-6 (СКТБ с ОП ИПКиК НАН
Украины) под защитой криопротектора ДМСО
10%-й концентрации по методу [2], отогревали на
водяной бане при 41°С. Вводили криоконсервиро-
ванные (кКЭМ) или нативные КЭМ (нКЭМ) внут-
рибрюшинно по 0,5 мл (8×106 клеток) через 6 ч
после СМАо. Животные были разделены на 4 груп-
пы: 1 – интактные (n=5); 2 – с ИИ (n=7); 3 – с ИИ +
введение кКЭМ (n=7); 4 – с ИИ + введение нКЭС
(n=7). Иммунологическое исследование проводили
в крови крыс методом проточной цитофлюоримет-
рии, используя моноклональные антитела Mouse
Anti-Rat IFN-γ, IL-10 (ВD, США). Определяли кон-
центрацию С-реактивного белка (С-РБ) [6]. Все
животные были декапитированы под легким эфир-
ным наркозом на 1, 3 и 7-е сутки после инициации
ИИ и лечения.

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили параметрическим методом с
помощью t-критерия Стьюдента или непараметри-
ческим методом Манна-Уитни.

Результаты  и обсуждение
Изучение иммунологических показателей в

остром периоде ИИ позволило выявить достовер-
ное (р < 0,001) повышение количества клеток с
рецептором к ИФ-γ в 1-е сутки по сравнению с
контрольной группой. Определение их концент-
рации в динамике ИИ показало незначительное
снижение уровня данного цитокина к 7-м суткам
(рис. 1), что, вероятно, свидетельствует о его
пусковой роли в инициации воспалительного про-
цесса.

Высокий уровень клеток крови с рецептором к
ИФ-γ в остром периоде ИИ, вероятно, способст-
вует прогрессированию атерогенеза и развитию
хронической ишемизации головного мозга с форми-
рованием энцефалопатии.

Вместе с тем результаты экспериментальных
исследований позволяют предположить, что прог-
рессирование повреждения зоны пенумбры может
происходить не только под влиянием абсолютного
увеличения концентрации провоспалительных цито-
кинов, но и вследствие недостатка противовос-
палительных цитокинов.

Определение содержания клеток с рецептором
к ИЛ-10 в крови выявило значительную вариабель-
ность их концентрации в 1-е сутки ИИ, что, вероят-
но, отражает полиморфизм состояния иммунологи-
ческой реактивности организма животного по
отношению к патологическому процессу. По ре-
зультатам исследования все животные были
поделены на 2 группы (рис. 2). У крыс I группы
содержание ИЛ-10 было ниже контрольных зна-
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Рис. 2.  Динамика содержания противовоспалительного
цитокина ИЛ-10 в крови крыс с ИИ: 

12
12
12 – I группа;  – II

группа; –– – контроль.

Рис. 3. Содержание провоспалительного – ИФ-γ  (а) и противовоспалительного ИЛ-10 (б) цитокинов в крови крыс
после лечения: 123123 – нКЭМ;  – кКЭМ; –– – контроль.
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чений. Для II группы характерно увеличение этого
показателя уже в 1-е сутки (рис. 2).

У всех животных отмечалось повышение
ИЛ-10 в крови лишь к концу острого периода ИИ,
тогда как увеличение концентрации ИФ-γ – уже в
первые часы заболевания. Такое различие, по-ви-
димому, отражает особенности их активации в от-
вет на острую фокальную ишемию. Анализ полу-
ченных результатов свидетельствует о значимости
высокого уровня провоспалительных и дефицита
противовоспалительных цитокинов в развитии
иммунной воспалительной реакции в очаге ишемии
и в дополнительном повреждении ткани головного
мозга.

Ретроспективное изучение зависимости имму-
нологических показателей от исхода ИИ и степени
восстановления нарушенных неврологических
функций к концу острого периода позволило уста-
новить прогностическую значимость их величин
как в 1-е сутки, так и в динамике заболевания до
7-х суток.

Доказательством развития воспалительного
процесса в 1-е сутки ИИ явилось обнаружение по-
ложительных результатов при исследовании С-РБ
в сыворотке крови (от + до ++). Исследование,
проведенное на 7-е сутки ИИ, также выявило поло-
жительный результат (+).

Острота патологического процесса и развитие
локального воспаления в зоне ишемии подтвержда-
ется палочкоядерным сдвигом (12,5±3,25%) нейт-
рофилов на фоне нормального уровня лейкоцитов
(4,5±0,56×109/л). Такое увеличение содержания па-
лочкоядерных форм в 1-е сутки, вероятно, отра-
жает не только иммунное воспаление, но и реакцию
организма на стрессовую ситуацию, показывая ост-
роту развития патологического процесса. Была ус-
тановлена положительная корреляция между час-

тотой повышения уровня ИФ-γ и палочкоядерными
нейтрофилами (r = 0,51±0,09), с одной стороны, и
ИФ-γ и С-РБ (r = 1,0), с другой, то есть при сопос-
тавлении полученных результатов была обнаруже-
на прямая положительная связь между показате-
лями воспалительных реакций. Вместе с тем кон-
центрация ИЛ-10 имела отрицательную корреля-
цию с содержанием С-РБ (r = 0,51), что свидетель-
ствует об интенсивности воспалительного ответа
на фоне недостатка факторов защиты мозга. На
основании полученных данных было показано, что
отсутствие клеток с рецептором к ИЛ-10 в крови
или низкое их содержание в динамике ИИ позво-
ляют прогнозировать неблагоприятное течение
инсульта с летальным исходом. Проведенное ис-
следование продемонстрировало значимость дефи-
цита противовоспалительных цитокинов в патоге-
незе ИИ и формировании инфарктных изменений.
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У крыс, которым были введены кКЭМ, в той
же степени как и нативные, наблюдали снижение
реакции локального воспаления, о чем свиде-
тельствовало уменьшение клеток с рецептором к
ИФ-γ и повышение к ИЛ-10 на 7-е сутки (рис. 3).

Вероятно, КЭМ синтезируют вещества, активи-
рующие процессы регенерации, в результате чего
появляются новые кровеносные сосуды и нервные
клетки в месте возникновения инсульта, что
способствует восстановлению функций головного
мозга и устраняет неврологические симптомы
болезни [4].

При исследовании С-РБ у всех крыс после
лечения как криоконсервированными, так и натив-
ными КЭМ, была выявлена его слабо положитель-
ная реакция только на 7-е сутки.

Проведенное исследование выявило взаимо-
связь между различными маркерами иммунного
воспаления и их ролью в патогенезе острой
фокальной ишемии головного мозга. ИФ-γ, являясь
главным раннедействующим медиатором первич-
ного иммунного ответа на антиген, активирует им-
мунную реакцию и, регулируя функцию Т- и В-
лимфоцитов, запускает аутоиммунную реакцию.
Как было установлено нами ранее [7], концентрация
общих Т-лимфоцитов снижалась уже на 1-е сутки,
а к 7-м суткам эти изменения были значительными.
Такая же закономерность наблюдалась и при
исследовании субпопуляции Тх и Тс, что приводило
к существенному увеличению иммунорегу-
ляторного индекса (ИРИ). Данные изменения
свидетельствуют о выраженном дисрегуляторном
сдвиге тех клеток, которые участвуют в реализации
иммуновоспалительной реакции.

Выводы
В остром периоде ИИ определяется цитоки-

новый дисбаланс, причем соотношение про- и
противовоспалительных цитокинов зависит от сте-
пени тяжести заболевания: чем выше уровень про-
и ниже противовоспалительных цитокинов, тем
тяжелее клинические проявления за счет локаль-
ного воспаления. Снижение провоспалительных
цитокинов к концу острого периода инсульта может
свидетельствовать об их пусковой роли в развитии
иммунного ответа.

Проведенное исследование показало, что вве-
дение кКЭМ, как и нКЭМ, устраняет дисбаланс
цитокинов вследствие достоверного уменьшения
уровня индукторов воспаления, повышения содер-
жания противовоспалительных и уменьшения про-
воспалительных цитокинов, что приводит к угне-
тению локальной воспалительной реакции на 7-е
сутки.


