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В настоящее время можно считать установ-
ленным, что основной причиной возникновения
болезни Паркинсона (БП) является дегенерация
дофаминэргических клеток черной субстанции
(SN). Одним из высокоэффективных подходов в
лечении больных БП является дофаминзамести-
тельная терапия в виде дофаминсодержащих
препаратов (наком, синемет, мадопар и др.). Кроме
того, источником дофамина могут быть переса-
женные дофаминпродуцирующие нервные клетки
фетального происхождения [3, 4]. При этом, для
эффективного лечения одного пациента, получают
смесь фетальных нервных клеток от 4-6 плодов
[1], причем 90-95% трансплантированных клеток
обычно погибает в первые дни после операции [2].
Морально-этические запреты, гетерогенность
популяции трансплантируемых клеток, опасность
инфицирования и иммунологические проблемы,
связанные с нейротрансплантацией фетальных
тканей, делают актуальным поиск другого
источника дофаминпродуцирующих клеток. Таким
источником могут стать эмбриональные ство-
ловые клетки, дифференцированные в нервные [7]
или аутологичные нервные клетки, полученные из
стволовых клеток взрослого организма, в част-
ности, из клеток стромы костного мозга (КСКМ)
[5, 6]

Цель работы – изучение процесса восста-
новления двигательных нарушений и изменения
уровня дофамина в головном мозге и крови крыс с
экспериментальной моделью паркинсонизма после
трансплантации клеток стромы костного мозга
крыс, индуцированных в нейробласты.

Материалы и методы
 Исследование выполнено на 54 половозрелых

крысах-самцах линии Vistar массой 250-300г; 6
животных были интактными (1 группа); 24
составили контрольную группу с двусторонней
деструкцией SN (модель паркинсонизма, 2 группа)
и 24 – с двусторонней деструкцией SN и после-
дующей НТ КСКМ, индуцированных в нейро-
бласты (3 группа ).

 Моделирование паркинсонизма (МП). МП
проводили с помощью стереотаксического
аппарата с использованием атласа стерео-
таксических координат мозга крысы Е. Фифкова
и Дж. Маршалла. Координаты SN соответствовали
точке, находящейся на линии АР+ 4 мм, латераль-
но – 2 мм, вглубь – 8,1 мм. Для наркоза исполь-
зовали внутрибрюшинное введение тиопентала
натрия в дозе 12 мг на 100 г массы тела.
Деструкцию в области SN с двух сторон произво-
дили методом анодного электролиза. Анод
изготовляли из стальной проволоки диаметром 0,3
мм, изолированной по всей длине бакелитовым
лаком за исключением кончика длиной до 1 мм.
Катод помещали в рот животного. Электролиз
производили током с напряжением 12 В с силой
тока 0,3 А экспозицией 6-8 сек.
Культивирование и индукция КСКМ в

нейробласты. Клетки стромы костного мозга
выделяли из костного мозга, который получали из
бедренных костей крыс и рассеивали в культу-
ральные флаконы площадью 80 см2 в среде
DMEM/F12 c 20% фетальной бычьей сыворотки и
50 мкг/мл гентамицина. Через 24 часа культи-
вирования среду сливали и тщательно промывали
клетки раствором Хэнкса. Добавляли свежую
среду и культивировали стромальные клетки при
37°С и 5% СО2 в течение 14 суток до образования
клеточного монослоя, меняя среду каждые 3
суток.

Для индукции дифференцировки в нейробласты
КСКМ инкубировали в растворе ретиноевой
кислоты (10-6М) в течение 2 часов при 37°С.
Животным опытной группы  вводили по 30-50 тыс.
клеток в зону деструкции через микрокапилляр.

Уровень дофамина (ДА) во фронтальной коре,
хвостатом ядре и крови крыс определяли через 5,
15 и 30 суток после МП методом колоночной
хроматографии с последующим флуориметричес-
ким анализом и выражали в нмоль/литр [8 ].

Результаты и обсуждение
Билатеральная деструкция SN вызывала у крыс

грубые двигательные нарушения в виде насиль-
ственных монотонных движений головой, “горбо-
подобного” изгиба туловища, причем у некоторых
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животных были неестественно вытянуты
конечности и вертикально поднят хвост.
Описанные двигательные расстройства
возникали у всех животных на 1-2 сутки после
деструкции. Одним из характерных прояв-
лений МП у животных были двигательные
акты в виде манежного бега. Регресс двига-
тельных нарушений был выражен в обеих
группах опытных животных.

В контрольной группе (2) восстановление
двигательных функций наступало спонтанно на
45-50 сутки после деструкции SN. В группе
животных (3) после деструкции SN и одно-
временной НТ нормализация движений
наступала на 12-14 сутки после НТ.

Результаты исследования уровня ДА в
разные сроки после операции представлены в
таблицах 1-4. Нормальные показатели уровня
ДА по данным для 6 интактных животных
являются общими для всех таблиц.

Из данных таблицы 1 видно, что на 5 сутки
в результате МП происходит резкое снижение
уровня ДА в хвостатом ядре и фронтальной
коре, менее выраженная реакция наблюдается
в крови. Однако уже в эти сроки происходит
определенная компенсация дефицита ДА в
группе животных с одновременной деструк-
цией и НТ.

Через 15 суток после операции описанные
нарушения двигательных функций постепенно
регрессируют, особенно заметно это происхо-
дит у животных с НТ, причем регресс
двигательных нарушений у этой группы
животных несколько опережает нормализацию
показателей уровня ДА в структурах мозга.
По-видимому, в процессе восстановления
двигательных функций важную роль играют
не только нормализации уровня ДА, но и другие
репаративные и компенсаторные механизмы
головного мозга (табл. 2).

Полное восстановление уровня ДА в
структурах мозга наступает через 30 суток,
когда у животных 3 группы практически
отсутствуют какие-либо двигательные
нарушения (табл. 3).

При дальнейшем наблюдении за живот-
ными мы отмечали практически полный
регресс симптоматики МП в обеих экспери-
ментальных группах. Через 50 дней после
операции наблюдается нормализация уровня
ДА в хвостатом ядре у животных 2 и 3 групп
и незначительное его снижение во фронталь-
ной коре (табл.4).

 Оценка динамики концентраций ДА в
крови показывает, что в обеих экспери-
ментальных группах наблюдается досто-

илиьнакТ
аруткуртс

хынтовижыппурГ

,еынткатнИ
6=N
,NSяицкуртсеД
6=N

+NSяицкуртсеД
яицатналпснарт
6=N

яаньлатнорФ
арок 21,0±57,0 *30,0±81,0 *10,0±96,0

еотатсовХ
ордя 37,0±11,3 *51,0±1,1 *35,0±18,2

ьворK 36,0±65,9 *3,1±9,6 75,0±10,8

Таблица 1. Уровень дофамина (нмоль/литр) в структурах
головного мозга и в крови крыс через 5 суток после

деструкции и деструкции с НТ нейробластов,
индуцированных из КСКМ

Примечание: * – отличия достоверны относительно интактных
крыс (Р< 0,05)

илиьнакТ
аруткуртс

хынтовижыппурГ

,еынткатнИ
6=N
,NSяицкуртсеД
6=N

+NSяицкуртсеД
яицатналпснарт
6=N

яаньлатнорФ
арок 21,0±57,0 *80,0±81,0 *40,0±37,0

еотатсовХ
ордя 37,0±11,3 *34,0±57,1 *21,0±47,2

ьворK 36,0±65,9 *1,1±8,6 *37,0±67,7

Таблица 2. Уровень дофамина (нмоль/литр) в структурах
головного мозга и в крови крыс через 15 суток после

деструкции и деструкции с НТ нейробластов,
индуцированных из КСКМ

Примечание: * – отличия достоверны относительно интактных
крыс (Р< 0,05)

илиьнакТ
аруткуртс

хынтовижыппурГ

,еынткатнИ
6=N
,NSяицкуртсеД
6=N

+NSяицкуртсеД
яицатналпснарт
6=N

яаньлатнорФ
арок 21,0±57,0 *30,0±21,0 *40,0±57,0

еотатсовХ
ордя 37,0±11,3 *60,0±8,2 *14,0±11,4

ьворK 36,0±65,9 *21,0±8,5 37,0±65,8

Таблица 3. Уровень дофамина (нмоль/литр) в структурах
головного мозга и в крови крыс через 30 суток после

деструкции и деструкции с НТ нейробластов,
индуцированных из КСКМ

Примечание: * – отличия достоверны относительно интактных
крыс (Р< 0,05)



454ПРОБЛЕМЫ
КРИОБИОЛОГИИ
Т. 15, 2005, №3

PROBLEMS
OF CRYOBIOLOGY

Vol. 15, 2005, №3

верное снижение уровня ДА в крови и
последующая тенденция к его нормализации.

Выводы
1. Билатеральная деструкция SN с по-

мощью анодного электролиза вызывает у
животных развитие МП с характерными
двигательными проявлениями и снижением
уровня дофамина в структурах мозга и крови
крыс.

2. Трансплантация КСКМ крыс, индуци-
рованных в нейробласты, крысам с МП
приводит к ускорению нормализации движений
и достоверному увеличению уровня дофамина
в структурах головного мозга.

3. Показано, что нормализация уровня ДА
наступает позже полного регресса двигатель-
ных нарушений.

илиьнакТ
аруткуртс

хынтовижыппурГ

,еынткатнИ
6=N
,NSяицкуртсеД
6=N

+NSяицкуртсеД
яицатналпснарт
6=N

яаньлатнорФ
арок 21,0±57,0 *41,0±12,0 41,0±86,0

еотатсовХ
ордя 37,0±11,3 *21,0±9,2 *73,0±17,2

ьворK 36,0±65,9 *30,0±49,5 *75,0±33,8

Таблица 4. Уровень дофамина (нмоль/литр) в структурах
головного мозга и в крови крыс через 50 суток после

деструкции и деструкции с НТ нейробластов,
индуцированных из КСКМ

Примечание: * – отличия достоверны относительно интактных
крыс (Р< 0,05)
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