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Summary. The study is important due to insufficient investigation of amniotic membrane transplantation efficiency in bacterial
keratitis. The objective was to study in the experiment features of anti-inflammatory action of viable cryopreserved human amniotic
membrane on the model of bacterial keratitis using different surgical techniques. Transplantation of viable cryopreserved amniotic
membrane was performed in 30 Chinchilla rabbits on the developed model of bacterial keratitis using inlay technique. In one month
after transplantation in several rabbits corneal edema infiltration and vascularization were found. At the same depth of the corneal
destruction by bacterial infectious process biological covering technique should be preferred as less traumatic surgical intervention,
which is accompanied by a lower inflammatory response.
Key words: bacterial keratitis, cryopreserved amniotic membrane, experiment.
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ОСОБЕННОСТИ УЛЬТРАСТРУКТУРНЫХ ПЕРЕСТРОЕК
КАРДИОМИОЦИТОВ МИОКАРДА МОЛОДЫХ КРЫС С АЛИМЕНТАРНЫМ
ОЖИРЕНИЕМ НА ФОНЕ ВВЕДЕНИЯ КРИОКОНСЕРВИРОВАННОГО
ПРЕПАРАТА КОРДОВОЙ КРОВИ

Резюме. Целью исследования было изучить динамику изменений ультраструктурной архитектоники кардиомиоцитов
миокарда молодых крыс с алиментарным ожирением на фоне введения криоконсервированного препарата ядросодержа-
щих клеток кордовой крови. Моделирование алиментарного ожирения осуществляли по методике В.Г.Баранова путем
содержания животных на гиперкалорийном рационе. Размороженный препарат ядросодержащих клеток кордовой крови
человека, вводили внутрибрюшинно, однократно. В ходе исследования было установлено, что ультраструктурная организа-
ция кардиомиоцитов миокарда молодых контрольных животных характеризовалась высокой метаболической активностью
этих клеток. У молодых крыс с алиментарным ожирением развиваются катаболические процессы, структурно проявляю-
щиеся в появлении в цитоплазме кардиомиоцитов включений липидов, липофусцина и вторичных лизосом. Через сутки
после введения препарата молодым животным с ожирением наблюдается умеренное повышение метаболической и
репаративной активности в кардиомиоцитах миокарда, о чем свидетельствует увеличение полисом, рибосом и гранул
гликогена, а также снижение количества вторичных лизосом, включений липидов и липофусцина. Описанные изменения
сохраняются в отдаленные сроки экспериментальных исследований.
Ключевые слова: алиментарное ожирение, ядросодержащие клетки кордовой крови, кардиомиоциты, митохондрии,
крысы.

Введ ение
Ожирение без преувеличения можно назвать эпи-

демией мирового масштаба, поскольку количество лиц,
как среди взрослого, так и среди детского населения,
которые имеют избыточную массу тела, постоянно уве-
личивается [3]. Ожирение является хроническим поли-
этиологическим заболеванием, связанным с влияни-
ем ряда генетических и неврологических факторов,
изменением функций эндокринной системы, стилем
жизни и пищевым поведением пациента, а также с на-

рушением энергетического баланса [6]. Особенно не-
благоприятным в прогностическом плане является али-
ментарное ожирение (АО). К наиболее частым болез-
ням, которые ассоциируются с АО относят артериаль-
ную гипертензию, нарушение углеводного обмена, сер-
дечную и дыхательную недостаточность и др. [4] Ожи-
рение считается неинфекционной эпидемией XXI века
в связи с высоким риском развития сердечно-сосудис-
той патологии, ранней инвалидизацией и преждевре-
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менной смертью больных [5].
В научной и клинической практике накоплена зна-

чительная информация о положительном влиянии кор-
довой крови, как на разные органы, системы, клеточ-
ные культуры, так и на организм в целом. Благодаря
своему биохимическому составу кордовая кровь явля-
ется уникальной субстанцией с разнонаправленной био-
логической активностью [2].

К настоящему времени исследования, касающиеся
изучения механизмов действия препаратов, получен-
ных из кордовой крови на адаптационно-компенсатор-
ные резервы организма экспериментальных животных
при АО, отсутствуют. Поэтому большой теоретический
и практический интерес представляет возможность кор-
рекции нарушений гомеостаза организма эксперимен-
тальных животных при АО с помощью применения кри-
оконсервированного препарата ядросодержащих кле-
ток кордовой крови (ЯСК КК).

В связи с вышеизложенным, целью исследования
было изучить динамику изменений ультраструктурной
архитектоники кардиомиоцитов миокарда молодых крыс
с моделированным АО на фоне введения ЯСК КК.

Материалы и методы
Исследования выполнены на белых 6 месячных

беспородных крысах-самцах. Эксперименты на живот-
ных проведены в соответствии с Общими принципами
работы на животных, одобренными 1-м Национальным
конгрессом по биоэтике (Киев, Украина, 2001) и согла-
сованными с положением Европейской конвенции о
защите позвоночных животных, используемых для эк-
спериментальных и других научных целей (Страсбург,
Франция, 1985).

Все животные были разделены на 3 группы: 6 ме-
сячные интактные крысы;6 месячные контрольные кры-
сы с моделью АО; 6 месячные крысы с АО на фоне
применения ЯСК КК. Забор материала у эксперимен-
тальных животных осуществлялся на следующие сут-
ки, а также через месяц после введения ЯСК КК.

Моделирование АО осуществляли по методике
В.Г.Баранова путем содержания животных на гиперка-
лорийном рационе [1]. Наличие ожирения определя-
лось по достоверному увеличению весо-ростового по-
казателя - индекса Ли, который является точным мате-
матическим показателем степени ожирения у крыс и
определяется по формуле:

Величина индекса более 300 свидетельствует о на-
личии ожирения.

Препарат представляет собой взвесь криоконсер-
вированных ЯСК КК в аутоплазме с концентрацией ство-
ловых CD34+ клеток 2 - 4х105 в 1мл. Размороженный
препарат ЯСК КК человека, вводили внутрибрюшинно,
однократно в дозе 3x105 CD34+ клеток на килограмм

веса животных.
Животных выводили из эксперимента путем дека-

питации на следующие сутки и через месяц после вве-
дения ЯСК КК, производя забор кусочков ткани мио-
карда для электронно-микроскопического исследова-
ния.

Предварительную фиксацию проводили в глютаро-
во-формальдегидном фиксаторе при температуре 4°С
в течении 5-6 часов. Затем кусочки миокарда перено-
сили в 1%-ный забуференный раствор четырехокиси
осмия на 3-4 часа при температуре 4°С для окончатель-
ной фиксации. В дальнейшем ткань обезвоживали в
спиртах возрастающей концентрации и ацетоне, про-
питывали в смеси эпоксидных смол (эпон-аралдит) и
заключали в блоки по стандартным методикам. Поли-
меризацию блоков проводили в термостате при 60°С в
течении двух суток.

Из полученных блоков, на ультрамикротоме УМТП -
ЗМ, изготавливали ультратонкие срезы, монтировали
их на электролитические сеточки и, после контрасти-
рования цитратом свинца, изучали под электронным
микроскопом ЭМВ-100 БР при ускоряющем напряже-
нии 75 кв.

Результаты. Обсуждение
Электронно-микроскопическое исследование кар-

диомиоцитов интактных животных показало, что их ядра
имели вытянутую форму, а также типичную локализа-
цию в саркоплазме. Ядерная мембрана была с множе-
ственными мелкими деформациями. Ядерный хрома-
тин находился преимущественно в деконденсирован-
ной форме и его гранулы равномерно распределя-
лись по площади среза ядра. Довольно часто встреча-
лись ядра, мембрана которых образовывала глубо-
кие инвагинации. Очаги разрыхления и лизиса отсут-
ствовали. Перинуклеарные пространства имели посто-
янную ширину. В перинуклеарной области кардиоми-
оцитов располагались цистерны саркоплазматическо-
го ретикулума и Т-системы, заполненные тонковолок-
нистой субстанцией средней электронной плотности.
Наблюдался полиморфизм форм и размеров мито-
хондрий: одни из них содержали неравномерно кон-
трастированный матрикс (рис. 1), другие электронно-
плотный с многочисленными кристами.

Матрикс митохондрий обладал, в целом,  мелко-
зернистой структурой и средней электронной плотно-
стью. Отдельные кардиомиоциты имели митохондрии,
находящиеся в стадии деления, о чём свидетельству-
ет их "гантелевидная" форма и перетяжки. Митохонд-
рии, как с электронно-плотным матриксом, так и с элек-
тронно-прозрачным, содержали большое количество
параллельно ориентированных крист. В саркоплазме
кардиомиоцитов молодых животных включения липи-
дов и липофусцина, а также вторичные лизосомы об-
наруживались очень редко.

У молодых крыс с моделью АО в субмикроскопи-

 
 

3 тела  
1000.

    ,   

x вес в г
х

Длина от носа до анального отверстия в см
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ческой архитектонике кардиомиоцитов присутствова-
ли дистрофические и деструктивные изменения орга-
нелл. Матрикс ядер имел низкую электронную плот-
ность. На фоне интактных животных возрастало коли-
чество глыбок конденсированного хроматина, кото-
рые  концентрировались в области саркоплазмы, при-
лежащей к ядерной мембране. Деконденсированный
хроматин располагался в центральной части матрикса
ядра. Эта область матрикса ядра обладала низкой элек-
тронной плотностью. Ядерная мембрана образовыва-
ла мелкие и глубокие инвагинации.  Наблюдалось раз-
рыхление мембраны и очаги её разрушения. Встре-
чались ядра с тотально разрушенными ядерными мем-
бранами. В саркоплазме располагалось небольшое
количество органелл, полисом, рибосом, гранул гли-
когена. Изменения митохондрий носили полиморф-
ный характер. Часть имела электронно-прозрачный
матрикс, в котором располагались единичные, разрых-
лённые кристы, а в саркоплазме других обнаружива-
лись очаги лизиса наружных мембран и крист (рис. 2).
Довольно часто обнаруживались дегенеративно изме-
ненные митохондрии, с гомогенизированным матрик-
сом и тотально разрушенными кристами.

В саркоплазме кардиомиоцитов присутствовали
мелкие и крупные включения липидов и липофусци-
на, вторичные лизосомы, которые располагались вбли-
зи пластинчатого цитоплазматического комплекса
Гольджи.

На следующие сутки после введения молодым кры-
сам с АО препарата ЯСК КК в субмикроскопической
архитектонике кардиомиоцитов присутствовали, как
дистрофические, так и деструктивные нарушения орга-
нелл и мембран. Сохранялась низкая электронная
плотность матрикса ядер кардиомиоцитов. Несколько
снижалось количество глыбок конденсированного хро-
матина, концентрирующихся на ядерной мембране. Де-
конденсированный хроматин и рибосомы располага-
лись в центральной части матрикса ядра, которая об-
ладала низкой электронной плотностью. Ядерная мем-
брана с мелкими и глубокими инвагинациями была раз-
рыхлена и имела очаги разрушения. Сохранялось боль-
шое количество ядер с тотально разрушенными ядер-
ными мембранами. Перинуклеарные пространства не-
равномерно расширялись и имели вид электронно-про-
зрачных вакуолей. В саркоплазме располагалось не-
большое, в сравнении с группой молодых интактных
животных, количество органелл, полисом, рибосом и
гранул гликогена. В целом митохондрии содержали уко-
роченные и дезорганизованные кристы. Обнаружива-
лись митохондрии с большим количеством крист и чётко
контурированными наружными мембранами (рис. 3). В
саркоплазме кардиомиоцитов молодых крыс с АО че-
рез сутки после введения препарата сохранялись мел-
кие и крупные включения липидов и липофусцина, а
также вторичные лизосомы. Саркоплазматическая мем-
брана имела разрыхленный вид и очаги разрушения.

Анализируя субмикроскопическую организацию кар-
диомиоцитов миокарда молодых крыс с АО через сут-

Рис. 1. Ультраструктура кардиомиоцитов интактных мо-
лодых крыс. х37000. Контрастировано цитратом свинца.

Рис. 2. Ультраструктура кардиомиоцитов молодых крыс с
АО. Очаговый лизис наружных мембран митохондрий.
х37000. Контрастировано цитратом свинца.

Рис. 3. Ультраструктура кардиомиоцитов молодых крыс с
АО на следующие сутки после введения ЯСК КК. Плотно упа-
кованные кристы митохондрий. х43000. Контрастировано
цитратом свинца.
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ки после введения ЯСК КК, следует отметить, что на-
блюдается тенденция к восстановлению их типичной
ультраструктуры. Снижается степень набухания мито-
хондрий и возрастает количество крист, что свидетель-
ствует о некотором уменьшении глубины выражен-
ности митохондриальной дисфункции. Также в карди-
омиоцитах практически отсутствуют тотальные разру-
шения внутриклеточных мембран и наблюдается уме-
ренное повышение метаболической и репаративной
активности, свидетельством чего является увеличе-
ние количества полисом, рибосом и гранул гликоге-
на, а также снижение числа вторичных лизосом, вклю-
чений липидов и липофусцина. Однако полного вос-
становления типичной субмикроскопической архитек-
тоники кардиомиоцитов не наступает.

Через месяц после введения ЯСК КК субмикрос-
копическая архитектоника кардиомиоцитов молодых
крыс с АО в основном имела признаки высокой мета-
болической активности на уровне внутриклеточных
мембран и органелл. Небольшая часть кардиомиоци-
тов сохраняла изменения, характерные для умеренно
выраженного дистрофического процесса. Матрикс
ядер кардиомиоцитов сохранял низкую электронную
плотность. Глыбки конденсированного хроматина рас-
полагались преимущественно в области, прилежащей
к ядерной мембране. В матриксе ядра определялось
умеренное количество рибосом и гранул деконден-
сированного хроматина. Ядерная мембрана образо-
вывала небольшое количество глубоких и мелких ин-
вагинаций и содержала мелкие очаги разрыхления. Де-
струкции ядерной мембраны практически отсутство-
вали (рис. 4). Перинуклеарные пространства имели
участки локального расширения, имеющего вид элек-
тронно-прозрачных везикул.

В сравнении с группой молодых крыс с АО количе-
ство органелл, рибосом, гранул гликогена в кардио-
миоцитах существенно возрастало. Тем не менее, сар-
коплазма обладала низкой электронной плотностью.
Большая часть митохондрий имела множество парал-
лельно ориентированных крист и чётко контурируе-
мую  наружную  мембрану. В препаратах нередко на-
блюдались митохондрии с локальным просветлением
матрикса, имеющие "гантелевидную" форму с пере-
тяжками. В кардиомиоцитах этой группы эксперимен-
тальных животных сохранялась значительная потеря
электронной плотности саркоплазмы. В ней иногда
выявлялись включения липидов,  липофусцина и вто-
ричные лизосомы. Цистерны саркоплазматического
ретикулума и Т-системы были расширены, имели раз-
личную форму и размеры, а также были заполнены
электронно-прозрачной субстанцией.

Таким образом, у молодых крыс с АО через месяц
после введения ЯСК КК уровень дистрофических про-
цессов в кардиомиоцитах существенно снижается, что
структурно подтверждается отсутствием очагов дест-
рукции мембран и крист митохондрий, саркоплазма-
тического ретикулума, саркоплазматической мембра-
ны, а также уменьшением в саркоплазме количества
включений липидов и липофусцина.

Выводы и перспективы дальнейших
разработок

1. Ультраструктурная организация кардиомиоцитов
миокарда молодых контрольных животных свидетель-
ствует о высокой метаболической активности этих
клеток.

2. У молодых крыс с АО развиваются катаболичес-
кие процессы, структурно проявляющиеся появлени-
ем в цитоплазме кардиомиоцитов включений липи-
дов, липофусцина и вторичных лизосом.

3. Через сутки после введения ЯСК КК у молодых
крыс с АО в кардиомиоцитах наблюдается умеренное
повышение метаболической и репаративной актив-
ности, за счет увеличения количества полисом, рибо-
сом и гранул гликогена, а также снижения количества
вторичных лизосом, включений липидов и липофус-
цина.

4. У молодых животных с АО через месяц после
введения ЯСК КК уровень дистрофических процессов
в кардиомиоцитах существенно снижается, что струк-
турно выражается в отсутствии очагов деструкции
мембран и крист митохондрий, саркоплазматическо-
го ретикулума, саркоплазматической мембраны, а так-
же уменьшением в саркоплазме количество  вклю-
чений липидов и липофусцина.

В дальнейших исследованиях планируется прове-
сти гистохимическую оценку состояния коллагеновых
и эластических волокон в тканях миокарда молодых и
старых животных с АО на фоне введения криоконсер-
вированного препарата ЯСК КК.

Рис. 4. Ультраструктура кардиомиоцитов молодых крыс с
АО через месяц после введения ЯСК КК. Мелкие инвагина-
ции ядерной мембраны. х 34 000. Контрастировано цитра-
том свинца.
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Резюме. Метою дослідження було вивчити динаміку змін ультраструктурної архітектоніки кардіоміоцитів міокарда молодих
щурів з аліментарним ожирінням на фоні введення кріоконсервованого препарату ядровмісних клітин кордової крові. Моде-
лювання аліментарного ожиріння здійснювали за методикою В.Г. Баранова шляхом утримання тварин на гіперкалорійному
раціоні. Розморожений препарат ядровмісних клітин кордової крові людини, вводили внутрішньочеревно, одноразово. У ході
дослідження було встановлено, що ультраструктурна організація кардіоміоцитів міокарда молодих контрольних тварин ха-
рактеризувалася високою метаболічною активністю цих клітин. У молодих щурів з аліментарним ожирінням розвиваються
катаболічні процеси, що структурно проявляється в появі в цитоплазмі кардіоміоцитів включень ліпідів, ліпофусцину і вторин-
них лізосом. Через добу після введення препарату молодим тваринам з ожирінням спостерігається помірне підвищення
метаболічної та репаративної активності в кардіоміоцитах міокарда, про що свідчить збільшення полісом, рибосом і гранул
глікогену, а також зниження кількості вторинних лізосом, включень ліпідів і ліпофусцину. Описані зміни зберігаються у
віддалені терміни експериментальних досліджень.
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Summary. The research aim was to study the dynamics of changes in ultrastructural architecture of myocardium cardiomyocytes of
young rats with alimentary obesity when  introducing  the preparation of cryopreserved cord blood nucleated cells. Alimentary obesity
was simulated according to the method of V.G. Baranov by keeping the animals on hypercaloric diet. The thawed preparation of
human cord blood nucleated cells was intraperitoneally introduced once. During the research it has been found that ultrastructural
organization of myorcardial cardiomyocytes of young control animals was characterized with a high metabolic activity of the cells. In
young rats with alimentary obesity there have been developed the catabolic processes, structurally manifested in the appearance in
cardiomyocyte cytoplasm of inclusions of lipids, lipofuscin and secondary lysosomes. Twenty-four hours later the administration of the
preparation to young animals with obesity there was observed a moderate increase in metabolic and reparative activity in myocardial
cardiomyocytes, as evidenced by a rise in polysomes, ribosomes and glycogen granules, as well as reducing the number of secondary
lysosomes, inclusions of lipids and lipofuscin. These described changes are kept for the remote terms of experimental research.
Key words: alimentary obesity, cord blood nucleated cells, cardiomyocytes, mitochondria, rats.
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