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Реферат: У роботі вивчали вплив введення кріоконсервованих нейральних клітин у складі агрегатів нейральних клі-
тин (АНК) із мезенхімальними стовбуровими клітинами (МСК) на відновлення поведінкових функцій і рухової активності 
щурів після інтрацеребрального крововиливу (ІК). Моделювання ІК проводили методом стереотаксичного введення кола-
генази у стріатум щурів, що призводило до зникнення чутливості на ураженій стороні, порушення рухової активності та знач-
ної асиметрії сенсорно-моторного дефіциту у тварин. Кріоконсервовані нейральні клітини (1,5 × 106 кл) у складі агрегатів та 
кріоконсервовані МСК (1,0 × 106 кл) імплантували в шлуночки головного мозку щурів. Експериментально встановлено стати-
стично значуще відновлення відчуття дотику, покращення виконання тонких навичок, зменшення асиметрії сенсорно-мотор-
ного дефіциту у щурів із ІК після імплантації кріоконсервованих АНК, а також комбінації останніх із МСК. Введення кріокон-
сервованих МСК із АНК приводило до більш раннього покращення поведінково-рухових функцій у щурів із ІК порівняно з 
тваринами, яким вводили тільки АНК.

Ключові слова: інтрацеребральний крововилив, щури, кріоконсервування, агрегати, нейральні клітини, мезенхімальні 
стовбурові клітини, імплантація, поведінкові тести.

Abstract: The eff ect of implantation of cryopreserved neural cells (NCs) within the neural cells aggregates (NCAs) together 
with mesenchymal stem cells (MSCs) on the recovery of rat behavioural functions and motor activity after intracerebral hemorrhage 
(ICH) has been studied. The ICH was simulated by stereotactic injection of collagenase into rat striatum, resulted in loss of sensi-
tivity on the aff ected side, disorder in motor activity and signifi cant asymmetry of sensory-motor defi cits in animals. The cryopreserved
 NCs (1.5 × 106 cells) within the aggregates and cryopreserved MSCs (1.0  × 106 cells) were implanted into the lateral ventricles of 
rat brain. A signifi cant recovery of tactile sensitivity, improvement in the skilled tasks performance, as well as a decrease in the asym-
metry of sensory-motor defi cits in the ICH rats after implantation of cryopreserved NCAs, as well as the combination of the latter 
with MSCs, have been experimentally established. The implantation of cryopreserved MSCs together with NCAs led to an earlier 
improvement in behavioural-motor functions in rats with ICH as compared to the animals received the NCAs only.

Key words: intracerebral hemorrhage, rats, cryopreservation, aggregates, neural cells, mesenchymal stem cells, implantation, 
behavioral tests.
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Інтрацеребральний крововилив (ІК) є пошире-
ною інвалідизуючою патологією головного мозку 
з високим рівнем смертності. На сьогодні не існує
ефективних методів лікування даної патології 
[7], у зв’язку з чим актуальною є розробка нових 
підходів до лікування ІК. Одним із способів лі-
кування може бути застосування клітинної тера-
пії з використанням нейральних клітин (НК), які 
можуть диференціюватися у нейрони, клітини глії 
та продукувати біологічно активні фактори [3, 7]. 

An intracerebral hemorrhage (ICH) is a com-
mon, disabling brain pathology with a high mortality 
rate. To date, due to no effi  cient therapies exist 
[2], of topicality is to design the novel approaches 
to ICH treatment. Cell therapy with neural cells 
(NCs), which can diff erentiate into neurons, glial 
cells and produce biologically active factors, may 
be one of these methods [2, 14]. As we previously 
reported [18], the implantation of cryopreserved 
neural cells into the lateral ventricle of rat brain 
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У нашій попередній роботі [1] показано, що ім-
плантація кріоконсервованих нервових клітин 
у бічний шлуночок мозку щурів із ІК покращу-
вала відновлення рухових навичок тварин. Ім-
плантація НК у складі агрегатів нейральних клі-
тин (АНК) продемонструвала більш високу ефек-
тивність у порівнянні з введенням НК у складі 
суспензії, однак повного відновлення рухової ак-
тивності за період експерименту не спостеріга-
лося [1]. Збільшенню ефективності дії НК, окрім 
їх імплантації у складі агрегатів, може сприяти 
сумісне введення з мезенхімальними стовбурови-
ми клітинами (МСК), які мають властивість приг-
нічувати імунну відповідь і захищати від над-
мірної дії запальних реакцій [7, 15]. 

Мета роботи – вивчення впливу введення кріо-
консервованих агрегатів нейральних клітин та їх 
комбінації з кріоконсервованими мезенхімальни-
ми стовбуровими клітинами на відновлення ру-
хової активності щурів після інтрацеребрального 
крововиливу.

Матеріали і методи
Експерименти проводили відповідно до За-

кону України «Про захист тварин від жорсто-
кого поводження» (№ 3447-ІV від 21.02.2006) 
із дотриманням вимог комітету з біоетики Він-
ницького національного медичного університету  
ім. М.І. Пирогова (протокол №14 від 25.11.2010), 
узгоджених із положеннями «Європейської кон-
венції з захисту хребетних тварин, які викорис-
товуються в експериментальних та інших на-
укових цілях» (Страсбург, 1986). Експеримен-
ти виконували на 23 білих безпородних 11–13-
місячних щурах-самцях масою 300–400 г. Усіх 
тварин було розділено на групи: 1 (контрольна, 
n = 9) – введення 30 мкл культурального сере-
довища DMEM/F12; 2 (дослідна АНК, n = 7) –
ведення суспензії АНК, що містили приблизно 
1,5 × 106 кл у 30 мкл DMEM/F12; 3 (дослідна 
група АНК/МСК, n = 7) – введення АНК, що 
містили приблизно 1,5 × 106 кл разом із 1 × 106 
МСК у 45 мкл DMEM/F12. 

Моделювання ІК здійснювали під загальною
анестезією 15 мг/кг пропофолу («Daewon Pharma-
ceutical Co. Ltd.», Південна Корея / Швейцарія) 
та 5 мг/кг седазину («Biowet Puławy Sp.», Польща), 
які вводили внутрішньочеревно у співвідношенні 
3/1. У стріатум щурів через голку діаметром 0,47 мм
повільно вводили 0,2 од. колагенази IV типу 
(«Sigma-Aldrich», США) в 1 мкл фізіологічно-
го розчину. Стереотаксичні координати введен-
ня колагенази: передньозадня – 0,2 мм попереду 
від брегми, медіолатеральна – 3,0 мм із лівого 
боку від брегми, глибина – 6 мм. Через 5 хв піс-

with ICH improved the restoration of animal 
motor skills. The NCs implantation within the neu-
ral cell aggregates (NCAs) demonstrated a higher 
effi  ciency as compared to NCs administration wi-
thin the suspension, but no complete recovery of 
motor activity during the experiment was observed 
[18]. An increased effi  ciency of NCs, in addition 
to their implantation within aggregates, may be 
provided by mutual administration with mesen-
chymal stem cells (MSCs), which have the pro-
perty to suppress the immune response and protect 
against excessive infl ammatory responsis [2, 11].

The research aim was to study the impact of 
implantation of cryopreserved neural cell aggre-
gates and their combination with cryopreserved 
mesenchymal stem cells on the motor activity 
restoration in rats after intracerebral hemorrhage.

Materials and methods
The experiments were carried out in accor-

dance with the Law of Ukraine ‘On Protection of 
Animals Against Cruelty’ (N 3447-IV of February 
21, 2006), agreed to the statements of European 
Convention for the Protection of Vertebrate Ani-
mals Used for Experimental and Other Scientifi c 
Purposes (Strasbourg, 1986) in compliance with 
the requirements of the Bioethics Committee of 
M.I. Pirogov Vinnytsia National Medical Univer-
sity (protocol N14 of November 25, 2010). The 
experiments were performed in 23 white outbred 
11–13-month-old male rats weighing 300–400 g. 
All the animals were divided into the following 
groups: group 1 (control, n = 9) received 30 μl 
DMEM / F12 culture medium; group 2 (NCAs, 
n = 7) was administered with NCAs suspension 
containing approximately 1.5 × 106 cells in 30 μl
of DMEM/F12; group 3 (NCAs / MSCs, n = 7) 
was injected with NCAs, containing approximately 
1.5 × 106 cells together with 1 × 106 MSCs in 45 μl 
DMEM/F12. 

The ICH was simulated under general anes-
thesia with 15 mg/kg of propofol (Daewon Phar-
maceutical Co. Ltd., South Korea/Switzerland) and 
5 mg/kg of Sedazine (Biowet Puławy Sp., Poland), 
administered intraperitoneally in 3/1 ratio. Using 
0.47 mm needle, 0.2 U of type IV collagenase 
(Sigma-Aldrich, USA) in 1 μl of saline were slowly
introduced into the rat striatum. Stereotactic coordi-
nates of collagenase administration were as fol-
lows: 0.2 mm anteroposterior in front of the breg-
ma, 3.0 mm mediolateral on the left side of the 
bregma, 6 mm depth. Five minutes after injection, 
the needle was removed and the wound was 
sutured [8]. The next day after ICH formation, the 
group 2 was injected with 30 μl DMEM / F12 



ля введення голку вилучали і на рану накладали 
шви [13]. На наступну добу після формування ІК 
у бічний шлуночок мозку щурів вводили 30 мкл 
середовища DMEM/F12 («Sigma», США) з АНК у
групі 2 або 45 мкл DMEM/F12 із АНК та МСК 
групи 3. Стереотаксичні координати: передньо-
задня – 0,9 мм позаду від брегми, медіолатераль-
на – 1,4 мм справа від брегми, глибина – 3,4 мм.

Розрахунок необхідної кількості трансплан-
тованих клітин проводили на підставі поперед-
ньо проведених досліджень [6, 7, 14]. Різниця 
в об’ємі суспензій, які вводили щурам дослідних 
груп, пояснюється додатковою кількістю клітин 
(1 × 106 кл) у групі 3, а також відсутністю мож-
ливості концентрування клітин для зменшен-
ня об’єму суспензій через загибель МСК і НК у 
складі агрегатів під час центрифугування при 
100g.

Для формування агрегатів нейральні клітини, 
виділені з головного мозку щурів 15–16 днів ге-
стації методом вібрації [5], культивували в кон-
центрації 2 × 106 кл/мл у збагаченому середовищі 
DMEM/F12, що містило 10% сироватки. При цьо-
му близько 75% клітин самостійно об’єднувалися 
в агрегати діаметром від 50 до 250 мкм [4]. Таким 
чином, суспензія АНК після 5 хв центрифугу-
вання при 100g містила приблизно 5 × 107 кл/мл 
(1,5 × 106 кл / 30 мкл). Мезенхімальні стовбурові 
клітини отримували в процесі культивування 
5 × 105 кл/мл, виділених із печінки щурів 15–
16 днів гестації, у СО2-інкубаторі у середовищі 
DMEM/F12 із 10% сироватки. Після третього 
пересіву клітини знімали з підкладки та кріо-
консервували. Відталу суспензію МСК центри-
фугували 5 хв при 100g, підраховували кількість 
клітин у 1 мл осаду і, в разі потреби, розбавляли 
середовищем DMEM/F12 до концентрації 6,7 ×
× 107 кл/мл (1 × 106 кл/15 мкл). Кріоконсерву-
вання АНК та МСК проводили під захистом 10% 
ДМСО шляхом заморожування зі швидкістю 
1 град/хв до –80ºС, після чого клітини переносили 
в рідкий азот. Відтавання АНК та МСК здійсню-
вали на водяній бані при 40ºС, після чого з цих 
суспензій відмивали ДМСО. Перед визначен-
ням кількості АНК проводили їх дезагрегу-
вання на поодинокі НК за допомогою вібрації [5]. 
Підрахунок кількості МСК і НК, а також оцінку 
їх життєздатності здійснювали у камері Горяєва 
після забарвлення трипановим синім. 

Функціональні порушення у щурів після ІК 
оцінювали за результатами поведінкових тестів. 
Кожну тварину в експерименті тестували 9 ра-
зів. Перший раз перед моделюванням ІК для 
кожного щура розраховували середнє арифметич-
не трьох останніх тренувань, за винятком тесту 

(Sigma, USA) with NCAs into the lateral vent-
ricle of the brain, and it was 45 μl DMEM / F12 
with NCAs and MSCs for group 3. Stereotaxic
coordinates were as follows: 0.9 mm anterio-
posterior behind the bregma, 1.4 mm mediolateral 
to the right of the bregma, 3.4 mm depth. 

The cell number needed for transplantation 
was calculated proceeding from the previously re-
ported fi ndings [1, 2, 9]. The diff erence in the 
suspension volume, administered to the rats of 
experimental groups is explained by an addi-
tional number of cells (1 × 106 cells) in group 3,
and the impossibility to concentrate the cells 
for reducing the suspension volume due to MSCs 
and NCs death within aggregates during centri-
fugation at 100g. 

To form the aggregates, the neural cells, iso-
lated from rat brain of 15–16 days of gestation by 
vibration [16] were cultured at 2 × 106 cells / ml
concentration in the enriched DMEM / F12 medium, 
containing 10% serum. Herewith, about 75% of 
cells were self-assembled into aggregates with a 
diameter from 50 to 250 μm [15]. Thus, the NCAs 
suspension after 5 min centrifugation at 100g 
contained approximately 5 × 107 cells / ml (1.5× 
106 cells / 30 μl). Mesenchymal stem cells were 
obtained during culturing of 5 × 105 cells / ml, 
isolated from rat liver of 15–16 days of gestation 
in a CO2 incubator in DMEM / F12 medium with 
10% serum. After the third passage, the cells 
were removed from the substrate and cryopre-
served. A thawed suspension of MSCs was cen-
trifuged for 5 min at 100g, the number of cells 
was counted in 1 ml of precipitate, and diluted, 
if necessary, with DMEM / F12 medium up to 
6.7 × 107 cells / ml (1 × 106 cells / 15 μl) concent-
ration. The NCAs and MSCs were cryopreser-
ved with 10% DMSO by freezing with 1 deg/min 
rate down to –80°C, then the cells were trans-
ferred into liquid nitrogen. The NCAs and MSCs 
were thawed in a water bath at 40°C, afterwards 
DMSO was washed out from these suspensions. 
Prior to determine the number of NCAs, they 
were disaggregated into single NCs using vib-
ration [16]. The number of MSCs and NCs was 
calculated, as well as their viability was asses-
sed in Goryaev’s chamber after trypan blue stai-
ning.

Functional disorders in ICH rats were evalua-
ted by behavioral test results. Each animal was 
tested 9 times in the experiment. First, before the 
ICH simulation, for each rat we calculated the arith-
metic mean of the last three training sessions, 
excepting the single pellet reaching test, where the 
last 5 training sessions were counted. Then, the re-
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однієї гранули, у якому для підрахунку брали 
5 останніх тренувань. Потім оцінювали результа-
ти тестів, які проводили на 1, 2, 7, 14, 21, 28, 35 
і 42-у доби після моделювання ІК. Час прове-
дення тестів: з 10.00 до 13.00.

Тест однієї гранули [12] проводили для оцінки 
у щурів набутих під час навчання тонких мотор-
них навичок – здатності діставати їстівні грану-
ли. Для цього тварин поміщали в скляний бокс
із отвором у 1 см, через який щури могли діста-
вати їстівні гранули (45 мг кожна; «Bio-Serv», 
США). Ці гранули підкладали в луночку на сті-
лець контрлатерально від паралізованої кінцівки
для виключення використання здорової лапи. 
Успішною вважали спробу, коли щур схоплював 
гранулу з першої спроби, діставав її лапою та 
з’їдав. Підраховували відсоток успішних спроб. 

Тест видалення липкої стрічки проводили для 
оцінки порушення відчуття дотику: дві липкі 
стрічки однакового розміру 1 × 1 см («Urgosyval® 
Laboratoirіes Urgo», Франція) послідовно прик-
леювали до внутрішньої поверхні передніх лап 
щурів. Ефективність тактильної відповіді оці-
нювалася за часом видалення липкої стрічки. До 
моделювання ІК щурів попередньо тричі тре-
нували для виконання тесту [16].

Асиметрію сенсорно-моторного дефіциту оці-
нювали за допомогою тесту кутового поворо-
ту, для чого щура поміщали головою вперед у 
кут, рівний 30°. Це приводило до стимулювання 
вібрис на обох сторонах голови, і змушувало 
тварину вставати, повертаючись через праву або 
ліву лапу. Підраховували кількість поворотів під 
час вставання щура на дві задні лапи через сто-
рону, контрлатеральну ІК [16].

Статистичну значущість змін після моделю-
вання ІК визначали за T-критерієм Вілкоксо-
на. Значущість відмінностей показників у гру-
пах оцінювали за критерієм Крускала-Уолліса і 
Манна-Уїтні для попарних порівнянь при рівні 
значущості α < 0,05. Результати далі подаються 
як медіана, з зазначенням у дужках показників 1- 
і 3-го квартилів.

Результати та обговорення
Життєздатність деконсервованих МСК склада-

ла 75% (68%; 79%). Життєздатність клітин у складі
деконсервованих АНК становила 78% (67%; 
83%). У культурі клітини агрегатів після їх при-
кріплення до підкладки мігрували й диферен-
ціювалися в нейрони та клітини глії, формуючи 
моношар, на якому з часом утворювалися колонії 
нейральних стовбурових/прогеніторних, комі-
тованих і незрілих диференційованих нейраль-
них клітин [2].

sults of tests, performed to days 1, 2, 7, 15, 21, 
28, 35 and 42 after ICH simulation, were asses-
sed. All testing was conducted between 10.00 a. m. 
and 1.00. p. m.

The single pellet reaching test [7] was perfor-
med in rats to evaluate the fi ne motor skills, ac-
quired during training, i. e. the ability to retrieve 
the food pellets. For this purpose, the animals 
were placed into a glass box with a 1 cm opening 
through which the rats could retrieve the food 
pellets (45 mg each; Bio-Serv, USA). These pel-
lets were placed in a hole on the chair contrala-
teral to the paralyzed limb to avoid the other paw 
using. The attempt was considered successful 
if the rat grabbed the pellet on the fi rst reach at-
tempt, retrieved it with its paw and ate it. The 
percentage of successful attempts was calcula-
ted.

The adhesive removal test was performed to 
assess the disorder in tactile sensitivity: two adhesive 
tapes of the same size (1 × 1 cm) (Urgosyval® 
Laboratoires Urgo, France) were gradually ap-
plied onto the inner surface of rat forepaws. The 
effi  ciency of tactile response was evaluated by 
measuring the time-to remove it. Prior to ICH 
simulation, the rats were previously trained three 
times to perform the test [12].

The asymmetry of sensory-motor defi cits was 
assessed using the corner turn test, where the rat 
was placed with the head forward into the 30° 
angle. This resulted in whisker stimulation on both 
sides of the head, and forced the animal to stand 
up, turning through the right or left paw. The num-
ber of turns was counted when the rat stood up 
on two hind paws through the side, contralateral to 
ICH [12].

The signifi cance of changes after ICH mode-
ling was determined by the Wilcoxon signed-
rank test. Signifi cant diff erence between these 
groups was assessed using the Kruskal-Wallis and 
Mann-Whitney criteria for paired comparisons at 
a signifi cance level of α < 0.05. The results were 
then reported as the median, with specifying the 
fi rst and third quartiles in parenthesis.

Results and discussion
The viability of warmed MSCs was 75% (68%; 

79%). The cell viability within the warmed NCAs 
was 78% (67%; 83%). In culture, the aggregate 
cells following attachment to the substrate mig-
rated and diff erentiated into the neurons and glial 
cells, by forming a monolayer, where the colonies 
of neural stem / progenitor, committed and imma-
ture diff erentiated neural cells were eventually 
formed [10].



На 1-у добу після моделювання ІК у всіх групах 
тварин відзначалося значуще погіршення резуль-
татів у кожному з поведінкових тестів (рисунок).

На 2-у добу після ІК (1-а доба після вве-
дення клітин) у щурів груп 2 та 3 відзначалося 

To day 1 after ICH modeling, the results in 
each behavioral test aggravated signifi cantly in all 
groups of animals (Figure).

To day 2 after ICH (day 1 after cell administ-
ration), the time-to-remove the adhesive tape redu-
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сорно-моторного дефіциту, що виражається у зручності використання ураженої кінцівки, за результа-
тами тесту кутового повороту. ICH – моделювання інтрацеребрального крововиливу; Imp – імплантація 
клітин або середовища DMEM/F12. # – відмінності в усіх групах значущі порівняно з тваринами у цих самих 
групах до ІК, p < 0,01. * – відмінності у групі 2 (&) та 3 (*) значущі по відношенню до контрольної групи, 
p < 0,05.
Evaluation of implantation effi  ciency in animals of group 1 (control) (       ), group 2 (NCAs) (       ) and group 3 (NCAs/
MSCs) (      ). А – restoration of animal fi ne skills by the single pellet test results; B – recovery of tactile sensitivity in 
animals by the adhesive removal test results; C – asymmetry rate of sensory-motor defi cits, manifested in comfortable 
use of aff ected limb by the corner turn test results. ICH – intracerebral hemorrhage modeling; Imp – implantation of 
cells or DMEM/F12 medium. # – diff erences between groups are signifi cant as compared to animals within the same 
groups prior to ICH, p < 0.01. * – diff erences between groups 2 (&) and 3(*) are signifi cant as compared to the control, 
p < 0.05. 
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зменшення часу видалення липкої стрічки до 65
та 78 с відповідно у порівнянні з контрольною 
групою (170 с) (p < 0,05; рисунок B). У тестах 
однієї гранули та кутового повороту в жодній 
групі не було покращення результатів. На 7-у добу 
в тесті однієї гранули у групі 3 спостерігалася 
тенденція до збільшення кількості з’їдених гра-
нул у порівнянні з групою 2 (p = 0,10; рисунок А). 
У групі 3 відзначалося зменшення часу видален-
ня липкої стрічки до 19 с у порівнянні з контро-
лем (53 с) (p < 0,05). Щури групи 3 почали 
повертатися 2 (0,5; 5) рази через контрлатераль-
ну сторону на відміну від контрольної групи, 
у якій більшість тварин поверталася тільки че-
рез неуражену сторону (p < 0,05; рисунок C). 
На 14-у добу тварини у групах 2 та 3 брали 20 
і 25% гранул відповідно у порівнянні з контроль-
ною групою, де більшість щурів ще не брала 
гранул (p < 0,05; рисунок А). На 21-у добу у щу-
рів групи 3 виявлено збільшення кількості з’їде-
них гранул до 40% у порівнянні з контрольною 
групою (6,7%) (p < 0,05). Також спостерігалася 
тенденція до збільшення кількості з’їдених гра-
нул у групі 2 порівняно з контролем (p = 0,07) 
та у групі 3 порівняно з групою 2 (p = 0,15; ри-
сунок А). Крім того, у щурів групи 3 збільши-
лася кількість контрлатеральних поворотів до 3 
(1; 7) разів порівняно з контрольною групою, у 
якій більшість тварин через уражену сторону не 
поверталася (p < 0,05; рисунок C). На 28-у добу 
у групі 2 спостерігали збільшення кількості 
контрлатеральних поворотів до 5 разів порів-
няно з контролем (1 раз) (p < 0,05; рисунок C). 
На 35-у добу у групах 2 і 3 виявлено збільшен-
ня кількості взятих гранул до 50 та 45% відпо-
відно у порівнянні з контролем (20%) (p < 0,05; 
рисунок А). У групі 2 спостерігалося збільшення 
кількості контрлатеральних поворотів до 4 разів 
у порівнянні з контролем (2 рази) (p < 0,05; ри-
сунок C). На 42-у добу у групах 2 і 3 виявлено 
більшу кількість взятих гранул: 50 та 45% від-
повідно у порівнянні з контролем (25%) (p < 0,05; 
рисунок А). У групах 2 і 3 спостерігалося збіль-
шення кількості поворотів до 5 разів у порівнянні 
з контрольною групою (2 рази) (p < 0,05; рису-
нок C).

Імплантація кріоконсервованих АНК проде-
монструвала ефективність у відновленні пору-
шених ІК поведінкових тестів: покращення від-
чуття дотику на 2-у добу, відновлення тонких на-
вичок і зменшення асиметрії сенсорно-моторного 
дефіциту, починаючи з 14- та 21-ї доби відповід-
но. Зазначені зміни, скоріше всього, обумовлені 
зменшенням набряку та здавлювання внутріш-
ньої капсули (покращення відчуття дотику), що 

ced down to 65 and 78 s in the rats of group 2 
and 3, respectively, as compared to the control 
group (170 s) (p < 0.05; Fig. B). No group de-
monstrated the improved results in the single 
pellet reaching test and the corner turn test. To 
day 7, when performing the single pellet reaching 
test, the group 3 showed the tendency to increase 
in the number of eaten pellets as compared to the 
group 2 (p = 0.10; Fig. A). The time-to-remove 
the adhesive tape was reduced down to 19 s in the 
group 3 as compared to the control (53 s) (p < 0.05).
In the group 3, the rats began to turn 2 times 
(0.5; 5) through the contralateral side as compared 
to the control group, where most animals turned 
through the unaff ected side only (p < 0.05; Fig. C). 
To day 14, the animals from groups 2 and 3 retrie-
ved 20 and 25% of pellets, respectively, as com-
pared to the control group, where most rats had 
not retrieved pellets yet (p < 0.05; Fig. A). To 
day 21, we revealed an increased number of eaten 
pellets up to 40% in the rats of group 3 as com-
pared to the control group (6.7%) (p < 0.05). The 
tendency to increase the number of eaten pellets 
was observed in group 2 as compared to the control 
(p = 0.07) and in group 3 versus group 2 (p = 0.15; 
Figure A). In addition, an increased number of 
contralateral turns up to 3 times (1; 7) was noted 
in the rats from group 3 as compared to the control 
group, where most animals did not turn through 
an aff ected side (p < 0.05; Fig. C). To day 28, 
the number of contralateral turns augmented up 
to 5 times in group 2 as compared to the cont-
rol (1 time) (p < 0.05; Fig. C). To day 35, the 
groups 2 and 3 showed an increase number of 
retrieved pellets up to 50 and 45%, respectively, 
as compared to the control (20%) (p < 0.05; Fi-
gure A). An increased number of contralateral
turns up to 4 times was observed in the group 2 
as compared to the control (2 times) (p < 0.05; 
Figure C). To day 42, the groups 2 and 3 sho-
wed a higher number of retrieved pellets, i. e. 50 
and 45%, respectively, as compared to the control 
(25%) (p < 0.05; Fig. A). An increase in the turn 
number up to 5 times was observed in groups 2 
and 3 as compared to the control group (2 times) 
(p < 0.05; Fig. C).

The implantation of cryopreserved NCAs de-
monstrated the effi  ciency in restoring the ICH-
impaired behavioral tests such as: the improvement 
in tactile sensitivity to day 2, restoration of fi ne 
skills and reduction of asymmetry of sensory-motor 
defi cits, starting to days 14 and 21, respectively. 
The mentioned changes were most likely stimu-
lated by reduction of swelling and compression of 
internal capsule (improvement of tactile sensitivity), 



сприяло відновленню синаптичної передачі між 
нейронами стріатуму, які вціліли (покращення 
виконання тонких моторних навичок), та появі 
у щурів відчуття більшої зручності при викорис-
танні ураженої кінцівки (зменшення асиметрії 
сенсорно-моторного дефіциту) [16].

Відомо, що нейральні стовбурові клітини 
(НСК), які входять до складу імплантованих НК, 
можуть проліферувати та диференціюватися у 
такі лінії нейральних клітин як астроцити, оліго-
дендроцити та нейрони [10]. Імплантовані НСК 
також секретують індукований гіпоксією фактор 
альфа-1 та фактор росту судинного ендотелію, що
підвищує нейропластичність ендогенних НСК 
[17]. З іншого боку МСК пригнічують апоптоз та 
мають значний протизапальний вплив, обумов-
лений зниженням міграції Т-лімфоцитів [9, 15], 
а також експресії аквапорину-4 в астроцитах, що 
сприяє зменшенню набряку та проникності ге-
мато-енцефалічного бар’єру [18]. Мезенхімаль-
ні стовбурові клітини також секретують декіль-
ка нейротрофічних цитокінів: VEGF, VEGFR-3, 
BDNF, IGF-2, тирозингідроксилазу та фактор 
росту гепатоцитів, що може сприяти регенера-
ції нейронів в уражених ділянках мозку [11]. 
H. Huang і співавт. [8] провели дослідження 
впливу врутрішньошлуночкового введення МСК 
на перебіг ІК. При цьому було встановлено по-
кращення результатів у поведінкових тестах (тест 
асиметрії передньої кінцівки), стимулювання ней-
рогенезу та зменшення об’єму крововиливу. Од-
нак за результатами цього дослідження у пери-
гематомній зоні не було знайдено імплантова-
них МСК, що свідчить про відсутність міграції 
цих клітин у зону ураження і, переважно, дистан-
ційний вплив МСК після введення їх у шлуночки 
мозку.

Додавання МСК до імплантованих АНК при-
водило до більш раннього покращення резуль-
татів усіх тестів, а саме: відновлення відчут-
тя дотику протягом 1-го тижня, тенденція до 
поліпшення виконання тонких навичок із 7- до 
21-ї доби, а також більшої зручності викорис-
тання ураженої кінцівки на 7- та 14-у доби. Ди-
наміка покращення функцій у групі 3 порівня-
но з контролем зберігалася до кінця експери-
менту, хоча результати у цей період майже не 
відрізнялися від показників групи 2. Більш ран-
нє покращення результатів поведінкових тес-
тів у тварин групи 3 порівняно з групою 2 мож-
на пояснити протизапальною активністю МСК 
протягом перших днів після інтрацеребраль-
ного крововиливу, коли розвивається значне за-
палення та порушується цілісність гематоенце-
фалічного бар’єра.

which contributed to the restoration of synap-
tic transmission between the survived striatum 
neurons (improved fi ne motor skills) and the 
appearance in rats of feeling of more comfortable 
use of aff ected limb (decrease in asymmetry of 
sensory-motor defi cits) [12].

It is known that neural stem cells (NSCs) 
within the implanted NCs may proliferate and 
diff erentiate into such neural cell lines as astro-
cytes, oligodendrocytes, and neurons [5]. The imp-
lanted NSCs also secrete the hypoxia-induced 
alpha-1 factor and vascular endothelial growth fac-
tor, which increases the neuroplasticity of endo-
genous NSCs [13]. The MSCs, for their part, sup-
press the apoptosis and have a signifi cant anti-
infl ammatory eff ect due to a decreased migration 
of T-lymphocytes [4, 11], and the expression of aqua-
porin-4 in astrocytes, reducing thereby swelling and 
blood-brain barrier permeability [17]. Mesenchy-
mal stem cells also produce several neurotrop-
hic cytokines such as: VEGF, VEGFR-3, BDNF, 
IGF-2, tyrosinghydroxylase, and hepatocyte growth 
factor, that may promote neural regeneration in 
the aff ected brain sites [6]. H. Huang et al. [3] 
have studied the eff ect of intraventricular deli-
very of MSCs on ICH course. They revealed the 
improvement in behavioral test results (anterior 
limb asymmetry test), stimulation of neurogenesis, 
and reduction of hemorrhage volume. However, 
according to this research fi ndings, no implanted 
MSCs were found in perigematomic area, sugges-
ting thereby that no migration of these cells into 
the aff ected area occurred, and MSCs had mostly 
a distant infl uence within their delivery into the 
brain ventricles.

The MSCs supplement to the implanted NCAs 
entailed an earlier improvement in all tests re-
sults, i. e. renewal of tactile sensitivity during the 
1st week, a tendency to improved fi ne skills from 
day 7 to day 21, as well more comfortable use of 
aff ected limb to days 7 and 14. The dynamics of 
function enhancement in group 3 as compared to 
the control was kept until the experiment end, 
although the results within this period were al-
most not diff erent from the indices in group 2. 
The earlier improvement of behavioral test results 
in the group 3 animals than in group 2 may be 
explained by an anti-infl ammatory activity of MSCs 
within the fi rst days after intracerebral hemorr-
hage, when a signifi cant infl ammation develops 
and the integrity of blood-brain barrier is disrupted.

Conclusions
Thus, from day 14 to day 21, an intraventricu-

lar implantation of cryopreserved neural cell aggre-
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Висновки
Таким чином, із 14-ї по 21-у доби внутріш-

ньошлуночкова імплантація кріоконсервованих
агрегатів нейральних клітин або їх комбінація з 
мезенхімальними стовбуровими клітинами при-
водила до значущого та приблизно однакового 
покращення поведінкових функцій у тварин обох 
груп порівняно з контролем. Але у щурів, яким 
додатково вводили мезенхімальні стовбурові клі-
тини, спостерігали більш раннє (7–14 доба) від-
новлення чутливості, координації тонких рухів 
і відчуття зручності використання ураженої кін-
цівки, ніж у групі тварин, яким вводили тільки 
агрегати нервових клітин.

gates or their combination with mesenchymal 
stem cells resulted in a signifi cant and approxi-
mately equal improvement in behavioral function in 
animals of both groups as compared to the control. 
However, the rats, additionally injected with me-
senchymal stem cells demonstrated an earlier impro-
vement (days 7–14) in sensitivity, fi ne-motor coor-
dination, and in comfortable use of aff ected limb, 
than in the group of animals received the neural 
cell aggregates only.
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