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Mesenchymal Stromal Cell Administration
Реферат: Исследованы ультраструктурные изменения в кардиомиоцитах при развитии некроза и ремоделировании

сердца крыс с экспериментальным инфарктом миокарда (ИМ) после индукции терапевтической гипотермии и введения
аллогенных мезенхимальных стромальных клеток (МСК). Инфаркт моделировали путем перевязки левой коронарной
артерии. Терапевтическую гипотермию проводили в холодовой камере в течение 60 мин при температуре кожи воротниковой
зоны 4°С. Суспензию аллогенных криоконсервированных МСК плаценты с концентрацией 1,2 × 106 кл/мл вводили внутривенно
однократно. В группах животных с введением МСК и сочетанным применением МСК и гипотермии на фоне ИМ были
выявлены нормализация структуры митохондрий, появление мелких плотных митохондрий, наличие большого количества
гранул гликогена, что свидетельствует о достаточном поступлении в кардиомиоциты кислорода и активизации синтетичес-
ких процессов на фоне улучшения микроциркуляции под влиянием факторов МСК. Сочетание терапевтической гипотермии
с введением МСК на фоне ИМ в большей степени способствовало активации компенсаторно-регенераторных процессов
в кардиомиоцитах.
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клетки, ультраструктура, митохондрии.

Реферат: Досліджено ультраструктурні зміни в кардіоміоцитах при розвитку некрозу і ремоделюванні серця щурів з
експериментальним інфарктом міокарда (ІМ) після індукції терапевтичної гіпотермії та введення алогенних мезенхімальних
стромальних клітин (МСК). Інфаркт моделювали шляхом перев’язки лівої коронарної артерії. Терапевтичну гіпотермію
проводили в холодовій камері протягом 60 хв при температурі шкіри комірцевої зони 4°С. Суспензію алогенних кріоконсер-
вованих МСК плаценти з концентрацією 1,2 × × × × × 106 кл/мл вводили внутрішньовенно одноразово.  У групах тварин з введенням
МСК і сумісним застосуванням МСК і гіпотермії на тлі ІМ були виявлені нормалізація структури мітохондрій, поява дрібних
щільних мітохондрій, наявність великої кількості гранул глікогену, що свідчить про достатнє надходження у кардіоміоцитів
кисню і активізацію синтетичних процесів на тлі поліпшення мікроциркуляції під впливом факторів МСК. Поєднання тера-
певтичної гіпотермії з введенням МСК на тлі ІМ більшою мірою сприяло активації компенсаторно-регенераторних процесів у
кардіоміоцитах.

Ключові слова: експериментальний інфаркт міокарда, терапевтична гіпотермія, мезенхімальні стромальні клітини,
ультраструктура, мітохондрії.

Abstract: We studied the ultrastructural changes in cardiomyocytes during necrosis development and re-modelling of the rat
heart following experimental myocardial infarction (MI) and performing therapeutic hypothermia and administration of allogeneic
mesenchymal stromal cells (MSCs). The infarction was provoked via ligation of left coronary artery. Therapeutic hypothermia was
performed in cold chamber for 60 min achieving 4°C skin temperature in the collar zone. The suspension of allogeneic cryopreserved
MSCs of placenta with 1.2 × 106 cells/ml concentration was intravenously administered. In the animals with MI treated with MSCs and
a combination of MSCs and hypothermia we revealed the normalization of mitochondrial structure, appearance of small dense
mitochondria, the presence of a large number of glycogen granules, testifying thereby to a sufficient oxygen supply into cardiomyocytes
and activation of synthetic processes together with improved microcirculation under MSCs factors. The combination of therapeutic
hypothermia with MSCs administration at the background of MI largely promoted the activation of compensatory-regenerative processes
in cardiomyocytes.
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Инфаркт миокарда (ИМ) – одна из острых и
тяжелых форм проявления ишемической болезни
сердца. В Украине частота распространения данного
заболевания в год достигает 50 000, при этом ИМ
является причиной инвалидности более чем у
50% больных и приводит к смертельному исходу
в 13% случаев [5].

Фармакологические препараты кардиотропного
действия и медицинские интервенции (стенти-
рование, аортокоронарное шунтирование и транс-
плантация сердца), являющиеся распространен-
ными современными методами лечения больных
с сердечно-сосудистыми заболеваниями, не всегда
эффективны и доступны.

В настоящее время с целью защиты клеток
сердца и головного мозга от кислородного голо-
дания в условиях острой коронарной и мозговой
недостаточности активно используется терапевти-
ческая гипотермия (ТГ), которая внесена ведущими
медицинскими организациями мира в протоколы
сердечно-легочной реанимации при острых ишеми-
ческих состояниях [20, 22]. Эффективность ТГ
проявляется в уменьшении размера зоны ИМ и
напрямую связана с сокращением продолжитель-
ности нормотермической ишемии, торможением
метаболизма и использования энергии, а также с
активацией путей передачи сигналов «выживае-
мости» (survival signalling) [23]. Успешному про-
теканию постинфарктного периода способствуют
мероприятия по улучшению кровоснабжения и
стимуляции репаративных процессов в миокарде.
В последние годы открываются новые возмож-
ности применения донорских, в том числе мезенхи-
мальных стромальных клеток (МСК), как способа
восстановления функций поврежденных органов
[19]. Использование МСК при лечении ИМ, вероят-
нее всего,  обусловлено их паракринным эффектом
на клетки реципиента. Мезенхимальные стромаль-
ные клетки секретируют многочисленные цитокины
и ростовые факторы, стимулирующие выживание,
ангиогенез, рост и дифференцировку клеток в зоне
ИМ, включая резидентные сердечные стволовые
клетки [6, 7, 20, 21].

Сочетание факторов ТГ и МСК может обеспе-
чить более высокий лечебный эффект при ИМ. Для
понимания механизмов действия изучаемых фак-
торов и их комбинации целесообразно исследо-
вание структурных изменений мышечных волокон
в сохранившейся части миокарда. Состояние ультра-
структурных компонентов кардиомиоцитов в пери-
инфарктной и отдаленной от очага повреждения
зонах может свидетельствовать о степени актива-
ции компенсаторно-приспособительных механизмов
сердца в процессе его ремоделирования [16].

В связи с этим целью работы было оценить
влияние терапевтической гипотермии и введения

Myocardial infarction (MI) is one of the acute and
severe forms of ischemic heart disease. This disease
incidence reaches 50,000 annually in Ukraine, causes
disability in more than 50% of patients and death in
13% of cases [10].

Cardiotropic drugs and medical interventions (sten-
ting, coronary artery bypass grafting and heart trans-
plantation) are currently the routine therapeutic me-
thods in patients with cardiovascular diseases, howe-
ver, not always efficient.

In order to protect the heart and brain cells against
oxygen starvation under acute coronary and cerebral
insufficiency therapeutic hypothermia (TH) is often used
nowadays, and is included into the cardiopulmonary
resuscitation protocols during acute ischemic states by
the world’s leading healthcare organizations [8, 13].
The TH efficiency is manifested in MI zone reduction
and is directly associated with a decreased normo-
thermic ischemia duration, inhibited metabolism, as
well as with the ‘survival signalling’ activation [18].
Successful recovery in post-infarction period is promoted
by measures directed to blood supply improvement
and stimulation of reparative processes in myocar-
dium. The new opportunities for using the donor cells
including mesenchymal stromal ones (MSCs) were
discovered recently as a way to restore functions in
injured organs [1]. The use of MSCs for MI therapy is
most likely stipulated by their paracrine effect on re-
cipient’s cells. Mesenchymal stromal cells secrete
numerous cytokines and growth factors, stimulate the
survival, angiogenesis, growth and differentiation
of cells in MI zone, including resident cardiac stem
cells [1, 9, 11, 12].

The combination of TH and MSCs may provide a
higher therapeutic effect during MI. It is expedient to
investigate the structural changes of muscle fibres in
a preserved part myocardium in order to gain insight
into the mechanisms of action manifested by the
mentioned factors and their combination. The state of
ultrastructural components of cardiomyocytes in peri-
infarction zone and the areas distant from the lesion
may show the activity of compensatory-adaptive me-
chanisms of heart during its remodelling [4].

Accordingly, the research aim was to assess the
effect of therapeutic hypothermia and allogeneic
mesenchymal stromal cell administration on ultra-
structural changes in cardiomyocytes in experimental
myocardial infarction.

Materials and methods
The research was performed in accordance with

the principles of bioethics stated in the Law of Ukraine
‘On the Prevention of Cruelty to Animals’ (№ 1759 of
December 15, 2009) and agreed to the provisions of
European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used for Experimental and Other Scientific
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аллогенных мезенхимальных стромальных клеток
на ультраструктурные изменения в кардиомио-
цитах при экспериментальном инфаркте миокарда.

Материалы и методы
Работа выполнена в соответствии с принципами

биоэтики, изложенными в Законе Украины «Про
захист тварин від жорстокого поводження» (№ 1759
от 15.12.2009) и согласованными с положениями
«Европейской конвенции о защите позвоночных
животных, используемых для экспериментальных
и других научных целей» (Страсбург, 1986).

Эксперимент выполняли на 60 белых беспород-
ных 6-месячных крысах-самцах массой 250–300 г,
содержащихся в стандартных условиях вивария.

Инфаркт миокарда моделировали путем пере-
вязки нисходящей ветви a. coronaries sinistra на
границе верхней и средней трети сосуда [18]. Для
подтверждения диагноза проводили электрокар-
диографическое (ЭКГ) исследование на аппарат-
но-программном комплексе «Поли-Спектр 8/В»
(«НейроСофт», Россия) в стандартных I, II, III и
дополнительных avL-, avR- и avF-отведениях. Запись
ЭКГ осуществляли в условиях, максимально приб-
лиженных к свободному поведению животных [17].
На первые сутки после операции на ЭКГ крыс
отмечали появление глубокого зубца Q в I, II, avL-
отведениях, что свидетельствовало о формирова-
нии распространенного переднебокового инфаркта
миокарда.

Терапевтическую гипотермию проводили в
холодовой камере в течение 60 мин. Локальная
температура кожи воротниковой зоны поддержи-
валась на уровне 4°С, при этом ректальная и тимпа-
ническая температуры снижались до 30°С. Суспен-
зию аллогенных криоконсервированных МСК
плаценты с концентрацией 1,2 × 106 кл/мл однократно
вводили через v. saphena magna. Мезенхималь-
ные стромальные клетки плаценты крыс получали
и фенотипировали по методике Г.М. Свитиной и
соавт. [9]. Принцип получения МСК плаценты
основан на возможности миграции клеток из
фрагментов ворсинчатой ткани плаценты при куль-
тивировании в среде, способствующей выселе-
нию клеток на поверхность культурального флакона.
При достижении 90% конфлуэнтности монослоя
клетки снимали с субстрата для последующего
пересева. В работе использовали клетки 3–4-го пас-
сажей.

Все животные после моделирования ИМ были
разделены на 4 группы по 15 в каждой: 1 (конт-
роль) – экспериментальный ИМ без лечения; 2 –
индукция ТГ сразу после моделирования ИМ; 3 –
введение МСК на фоне ИМ; 4 – сочетанное
применение ТГ и МСК на фоне ИМ. Группу нормы
составили 15 крыс.

Purposes (Strasbourg, 1986). The experiment was
performed in 60 white outbred 6-month-old male rats
weighing 250–300 g housed at the animal facility.

Myocardial infarction was caused via ligation of
descending branch of a. coronaries sinistra at the
boundary of upper and middle third of the vessel [3].
To confirm the diagnosis, an electrocardiographic study
(ECG) was performed with the Poly-Spectrum 8/V
hardware-software complex (NeuroSoft, Russia) in
standard I, II, III and additional avL, avR and avF leads.
The ECG was recorded under conditions which were
as close as possible to free animal behaviour [5]. Deep
Q wave was found in I, II, avL leads in the ECG of rats
to day 1 after surgery, indicating thereby the formation
of extensive anterolateral myocardial infarction.

Therapeutic hypothermia was performed in a cold
chamber for 60 min. Local skin temperature of collar
zone was maintained at 4°C, while the rectal and
tympanic ones were reduced down to 30°C. The sus-
pension of allogeneic cryopreserved placental MSCs
with 1.2 × 106 cells/ml concentration was once admi-
nistered via v. saphena magna. Mesenchymal stromal
cells of rat placenta were derived and phenotyped
by the method of G.M. Svetina et al. [17]. The principle
of placental MSCs procurement is based on the
possibility of cell migration from the fragments of
placental villous tissue on culture flask surface during
cultivation in the special medium, facilitating the
process. When reaching a 90% confluence of mono-
layer, the cells were detached from the substrate for
further reinoculation. The cells of passages 3 and
4 were used in the research.

All the animals after MI simulation were divided
into 4 groups of 15 in each: 1 (control) – experimental
MI with no therapy; 2 – TH induction right after MI
simulation; 3 – MSCs administration at the back-
ground of MI; 4 – combined application of TH and
MSCs at the background of MI. The group of the norm
comprised 15 rats.

Myocardial tissue of left ventricular was taken for
study on day 7 after MI simulation. Tissue fragments
were fixed in a 2% solution of glutaraldehyde in
phosphate buffer (pH 7.3–7.4), washed with phosphate
buffer and postfixed in 1% solution of osmium tetro-
xide. After dehydration in alcohol solutions of ascen-
ding concentration, the tissue samples were embedded
to Epon-Araldite mixture [21]. The ultrastructure of
cardiomyocytes was studied using electron microscope
PEM-125K with an accelerating voltage of 75 kV,
equipped with the data recording and image analysis
SAI-01A (SELMI, Ukraine) using CCD-camera DX-2
and corresponding software (Kappa, Germany).

Morphometric analysis of cardiomyocytes (spe-
cific volume of mitochondria in cardiomyocyte, average
area of mitochondria and a number of cristae) was
carried out using BioVision 4.0 software (West Medica,
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Для исследования брали ткань миокарда ле-
вого желудочка на 7-е сутки после моделирования
ИМ. Фрагменты ткани фиксировали в 2%-м раст-
воре глутарового альдегида на фосфатном буфере
(рН 7,3–7,4), отмывали фосфатным буфером и
постфиксировали в 1%-м растворе четырехокиси
осмия. После обезвоживания спиртами возрас-
тающей концентрации образцы ткани пропитывали
смесью эпон-аралдит [13]. Ультраструктуру кар-
диомиоцитов изучали с помощью электронного
микроскопа «ПЭМ-125К» при ускоряющем напря-
жении 75 кВ, снабженного системой съемки и
анализа изображения «САИ-01А» (AO «SELMI»,
Украина) с использованием CCD-камеры «DX-2»
и пакета программ фирмы «Kарра» (Германия).

Морфометрический анализ кардиомиоцитов
(удельный объем митохондрий в кардиомиоците,
средняя площадь митохондрий и количество крист
в них) проводили, используя программу «BioVision
4.0» («West Medica», Австрия), универсальный
критерий значимости Манна-Уитни и программу
«SPSS Statistics 17.0» («IBM SPSS Inc.», США) [1].

Результаты и обсуждение
В сердечной мышце интактных животных

выявлялись транзиторные полнокровные капил-
ляры, ориентированные вдоль и поперек мышеч-
ных волокон. Мелкие обменные капилляры распо-
лагались в непосредственной близости от кардио-
миоцитов. В цитоплазме кардиомиоцитов четко
определялись параллельно расположенные мио-
фибриллы, имеющие типичное строение и объеди-
ненные анастомозами в непрерывную сеть. Их
саркомеры содержали электронно-темные А-дис-
ки, состоящие из толстых филаментов, посредине
которых находились Z-полосы (рис. 1.).

Кардиомиоциты образовывали между собой
контакты – вставочные диски, поперечные участки
которых состояли преимущественно из десмосо-
моподобных и нескольких щелевых контактов, а
продольные участки имели обширные щелевые
контакты (рис. 1, А).

Ядра кардиомиоцитов имели удлиненную форму
и были ориентированы вдоль направления мышеч-
ных волокон. Для ядрышек глобулярно-фибрил-
лярной природы была характерна повышенная
электронная плотность. Умеренно волнистая ядер-
ная мембрана образовывала единичные инваги-
нации. Гетерохроматин распределялся преиму-
щественно вдоль ядерной мембраны, отдельные
его глыбки разной величины хаотично распола-
гались в кариоплазме (рис. 1, В). В цитоплазме
миоцитов наблюдались рибосомы, полисомы и
многочисленные гранулы гликогена. Комплекс
Гольджи был представлен параллельно ориентиро-
ванными мембранами, окруженными большим

Рис. 1. Ультраструктура фрагментов кардиомиоцитов
интактной крысы: А – продольный участок вставочных
дисков; В – фрагмент цитоплазмы кардиомиоцита;
GJ – щелевые контакты; Mf – миофибриллы; N – ядро;
М – митохондрии; GC – комплекс Гольджи; G – гли-
коген.
Fig. 1. Ultrastructure of cardiomyocyte fragments of intact
rat: A is longitudinal section of intercalated discs; B is
cytoplasm fragment of cardiomyocyte; GJ denotes gap
junctions; Mf shows myofibrils; N is nucleus; M is mito-
chondria; GC is Golgi complex; G is glycogen.
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Mf
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Austria), Mann-Whitney U-test and SPSS Statistics
17.0 software (IBM SPSS Inc., USA) [2].

Results and discussion
In cardiac muscle of intact animals we have

revealed the transient full-blooded capillaries, oriented
along and across muscle fibres. The small exchange
capillaries were located in close proximity to car-
diomyocytes. Cytoplasm of cardiomyocytes contai-
ned the parallel myofibrils with a typical structure
combined by anastomoses into a continuous network.
The sarcomeres comprised electron-dark A-disks
consisting of thick filaments intercalated by Z-bands
(Fig. 1).

Cardiomyocytes had the contacts in terms of inter-
calated disks, the transverse sites of which consisted



338 проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 27, №/issue 4, 2017

количеством мелких везикул (рис. 1, В). В сар-
коплазме кардиомиоцитов четко определялась зо-
нальность расположения комплексов митохонд-
рий: возле ядер, между миофибриллами и под сар-
колеммой. Саркоплазматический ретикулум имел
вид коротких цистерн, пузырьков и канальцев, рас-
полагающихся вблизи ядра, между митохондрий
или пучков миофибрилл.

Характерной особенностью ткани левого желу-
дочка после перевязки левой коронарной артерии
являлась мозаичность ультраструктурных измене-
ний кардиомиоцитов. У животных группы 1 (ИМ)
в периферическом участке зоны некроза миокарда
выявлялись резкий отек основного вещества ин-
терстиция, стаз эритроцитов в капиллярах, умерен-
ное набухание эндотелиоцитов. Изменение ядер
некоторых кардиомиоцитов проявлялось в увели-
чении складчатости кариолеммы. Кариоплазма
становилась светлой и разреженной. Отек карио-
плазмы сочетался с перераспределением хрома-
тина. В гранулярных элементах определялись приз-
наки маргинальной агрегации. В отечной цито-
плазме обнаруживались набухшие митохондрии с
просветленным матриксом и локальной деструк-
цией крист (рис. 2, А). Местами в очаге поражения
между миофибриллами наблюдались скопление
слипшихся органелл с разрушенной наружной
оболочкой и их вакуольная трансформация (рис. 2,
А). Нарушалась упорядоченность расположения
канальцев саркоплазматической сети с их фрагмен-
тацией и набуханием. Аналогичные изменения на-
блюдались в структурах аппарата Гольджи. Гра-
нулы гликогена элиминировали из гиалоплазмы
кардиомиоцитов. Миофибриллы находились в

mainly of desmosome-like and several gap junctions,
and longitudinal sites had extensive gap junctions
(Fig. 1A).

The cardiomyocyte nuclei were elongated, and
oriented along muscle fibers. The nucleoli of globular-
fibrillar nature had an increased electron density. Mode-
rately undulating nuclear membrane formed single
invaginations. Heterochromatin was distributed mainly
along the nuclear membrane, and its single lumps of
different size were randomly located in karyoplasm
(Fig. 1B). Myocyte cytoplasm contained ribosomes,
polysomes and numerous glycogen granules. The Golgi
complex was represented by parallel membranes surro-
unded by a large number of small vesicles (Fig. 1B).
In sarcoplasm of cardiomyocytes we have clearly iden-
tified the zones reach on mitochondria clusters: near
nuclei, between myofibrils and under sarcolemma.
Sarcoplasmic reticulum appeared as short cisterns, ve-
sicles and tubules, located near the nucleus, between
mitochondria or myofibril bundles.

A characteristic feature of left ventricular tissue
after left coronary artery ligation was the mosaic ultra-
structural changes in cardiomyocytes. The peripheral
site of myocardial necrosis zone in the group 1 (MI)
animals had a sharp interstitial oedema, erythrocyte
stasis in capillaries and moderate swelling of endothe-
liocytes. A change in nuclei of some cardiomyocytes
was manifested in an increased folding of karyolemma.
Karyoplasm became light and sparse. The oedema of
karyoplasm was combined with chromatin redistri-
bution. The signs of marginal aggregation were found
in granular elements. The swollen mitochondria with
clear matrix and focal destruction of cristae were found
in edematous cytoplasm (Fig. 2A). Isolated aggre-

A B
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M Mf

M

D

M

Рис. 2. Ультраструктура фрагментов кардиомиоцитов крыс в зоне инфаркта на 7-е сутки после перевязки левой
коронарной артерии: A – набухание митохондрий и отек цитоплазмы; B – деструкция миофибрилл и митохондрий,
разрушение десмосом; М – митохондрии; Мf – миофибриллы; D – десмосомы.
Fig. 2. Ultrastructure of fragments of rat's cardiomyocytes in the infarction area to day 7 after left coronary artery ligation:
A – swelling of mitochondria and cytoplasmic edema; B – destruction of myofibrils and mitochondria, disintegration of
desmosomes; M – mitochondria; Mf – myofibrils; D – desmosomes.
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разных состояниях: в одних миоцитах они расслаб-
лены, в других – выявлялись участки их пере-
сокращения. Обнаруживались также кардиомио-
циты с грубыми нарушениями ультраструктуры, а
именно: с признаками распада ядер, деструкцией
миофибрилл и митохондрий, разрушением дес-
мосом (рис. 2, В).

В зоне, удаленной от инфаркта, выделялись
группы кардиомиоцитов, различающихся морфо-
функциональным состоянием. Ультраструктура час-
ти кардиомиоцитов была малоизмененной. Мио-
фибриллы в таких клетках были умеренно сок-
ращены и характеризовались хорошо выраженной
поперечной исчерченностью. В саркомерах А-, Z-,
H-диски имели четкие контуры. Митохондрии и
миофибриллы в цитоплазме таких мышечных
клеток расположены преимущественно послойно.
Они имели мелкогранулярный матрикс с четко
выраженными кристами. Часть митохондрий были
несколько набухшими с очаговыми просветле-
ниями матрикса и редукцией крист, что свойст-
венно ишемизированному миокарду [11]. Также
определялись кардиомиоциты с гипертрофией
митохондрий, которые заполняли межфибрил-
лярное пространство, тесно прилегали друг к другу
и характеризовались частичной дезориентацией
крист (рис. 3, А). Местами наблюдалась везику-
ляция крист субсарколемальных митохондрий
(рис. 3, В). В саркоплазматической сети было нару-
шено упорядоченное расположение канальцев,
происходили их фрагментация и набухание. Де-
структивные изменения ядра проявлялись в иска-
жении его формы и расширении перинуклеарного
пространства (рис. 3, В). Крупные глыбки гете-
рохроматина распределялись вдоль внутренней
оболочки ядра.

Результаты анализа полутонких срезов миокарда
левого желудочка крыс с ИМ и последующей ТГ
(группа 2) показали, что в зоне, удаленной от ин-
фаркта, происходили изменения микроциркуля-
торного русла, проявлявшиеся в неравномерном
расширении капилляров и очаговом развитии сладж-
феномена. Кардиомиоциты характеризовались мо-
заичностью ультраструктурных изменений органелл.

В изучаемой зоне миокарда преобладали ядра
с мелкодисперсным хроматином. В ядрах части
кардиомиоцитов отмечалась маргинация гетеро-
хроматина, в других – наличие глубоких инваги-
наций кариолеммы (рис. 4, А).

Необходимо отметить, что ультраструктура
межклеточных контактов и десмосом практически
была не изменена. В саркоплазме некоторых кар-
диомиоцитов наблюдались отложения гликогена.
Можно предполагать, что ТГ, вследствие тормо-
жения метаболизма, препятствует истощению
запасов гликогена (рис. 4, В).

gates consisted of organelles with a destroyed external
membrane and vacuolar transformation were observed
in the lesion between myofibrils (Fig. 2A). The disor-
dered arrangement of tubules of sarcoplasmic reticulum
was found, as well as their fragmentation and swelling.
Similar changes were observed in the Golgi apparatus
structures. Glycogen granules were not present in the
cardiomyocyte hyaloplasm. Different states of myofibrils
was found: relaxed in some myocytes, and partially over
contracted in others. Cardiomyocytes with crucial
disorders in ultrastructure, namely with signs of nuclear

Рис. 3. Ультраструктура фрагментов кардиомиоцитов
крысы в удаленной от инфаркта зоне на 7-е сутки после
перевязки левой коронарной артерии: A – гипертрофия
и слипание митохондрий, дезорганизация крист; B –
везикуляция крист митохондрий; Mf – миофибриллы;
М – митохондрии; Er – эритроцит в просвете капилляра;
N – ядро кардиомиоцита; En – эндотелий; * – межкле-
точное пространство.
Fig. 3. Ultrastructure of rat cardiomyocytes fragments in
the zone distant from the infarction area to day 7 after left
coronary artery ligation: A – hypertrophy and adhesion of
mitochondria, cristae disorganization; B – vesiculation of
mitochondrial cristae; Mf – myofibrils; M – mitochondria;
Er – erythrocyte in lumen of capillary; N – nucleus of cardio-
myocyte; En – endothelium; * – intercellular space.
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Митохондрии кардиомиоцитов после индукции
гипотермии демонстрировали различные ультра-
структурные изменения, которые в комплексе сви-
детельствовали об их напряженном функциониро-
вании, гипертрофии и гиперплазии. Большинство
митохондрий имели хорошо очерченные внутрен-
ние и наружные мембраны. Кристы были плотно
упакованы в электронно-светлом матриксе. В не-
которых кардиомиоцитах наблюдалось значитель-
ное набухание митохондрий с локальной деструк-
цией крист, при этом форма органелл искажалась,
они были плотно зажаты между миофибриллами
(рис. 5, А). В периваскулярных кардиомиоцитах
наблюдалась вакуольная трансформация мито-
хондрий субсарколеммальной фракции, которые,
как правило, наиболее чувствительны к гипоксии
(рис. 5, В). Для некоторых кардиомиоцитов был
характерен отек цитоплазмы с расширением и
везикуляцией канальцев саркоплазматического
ретикулума, а также наличием вакуолей среди
митохондрий межфибриллярной фракции.

В ткани сердца после перевязки левой коронар-
ной артерии с последующим введением МСК
самостоятельно (группа 3) и в сочетании с гипо-
термией (группа 4) структура кардиомиоцитов
также отличалась разнообразием. Наблюдались
мышечные волокна как в сокращенном, так и в
расслабленном состояниях. Наряду с кардиомио-
цитами, имеющими нормальную структуру ядра и
цитоплазмы (рис. 6, А), выявлялись клетки с де-
структивными изменениями органелл на фоне
внутриклеточного отека (рис. 6, В).

decay, destruction of myofibrils and mitochondria, disin-
tegration of desmosomes were also found (Fig. 2B).

The zones distant from the infarction contained
the groups of cardiomyocytes with different morpho-
functional state. The ultrastructure of several cardio-
myocytes was slightly modified. Myofibrils in these
cells were moderately contracted and had distinct
transverse banding. The sarcomeres had A-, Z-, H-
disks with contrast contours. Mitochondria and
myofibrils in cytoplasm of these muscle cells were
mainly assembled to layers. They had fine-grained
matrix with well-defined cristae. Some mitochondria
were slightly swollen and showed focal clearance of
matrix and reduced cristae, which was typical for
ischemic myocardium [16]. The cardiomyocytes with
mitochondrial hypertrophy were observed in an in-
terfibrillar space, they were closely adhered together
and had partially disordered cristae (Fig. 3A). Some
subsarcolemmal mitochondria contained vesiculated
cristae (Fig. 3B). Distribution of tubules in sarcoplasmic
reticulum was disordered, their fragmentation and
swelling was found. Destructive changes in nuclei were
manifested in distortion of shape and expansion of
perinuclear space (Fig. 3B). Large clumps of heterochro-
matin were distributed along the inner shell of nucleus.

The analysis of semi-thin sections of left ventricle
myocardium in rats with MI and further TH (group 2)
showed the changes in microcirculatory bed in the zone
distant from the infarction, manifested in uneven ex-
pansion of capillaries and focal development of sludge
phenomenon. Cardiomyocytes were characterised by
mosaic ultrastructural changes in organelles.

A B

Рис. 4. Ультраструктура фрагментов кардиомиоцитов в удаленной от инфаркта зоне на 7-е сутки после перевязки
левой коронарной артерии и индукции гипотермии: A – глубокая инвагинация кариолеммы; B – межклеточные
контакты; N – ядро; М – митохондрии; Mf  – миофибриллы; D – десмосомы; SR – саркоплазматический ретикулум;
G – гранулы гликогена.
Fig. 4. Ultrastructure of fragments of cardiomyocytes in the zone distant from the infarction area to day 7 after left
coronary artery ligation and hypothermia induction: A – deep invagination of karyolemma; B – intercellular contacts; N –
nucleus; M – mitochondria; Mf – myofibrils; D – desmosomes; SR – sarcoplasmic reticulum; G – glycogen granules.
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Базальная мембрана и сарколемма в этих клетках
сохранялись. Большинство ядер кардиомиоциов
имели ровный контур, крупные 1–2 ядрышка и
светлую нуклеоплазму, заполненную в основном
эухроматином. В то же время выявлялись единич-
ные ядра с извилистым контуром, а также значи-
тельно набухшие ядра с поврежденной кариолем-
мой, возле которых наблюдались электронно-
светлые участки цитоплазмы, свидетельствующие
о внутриклеточном отеке. Состояние миофибрилл
большинства кардиомиоциов было близко к норме,
что указывало на восстановление биомеханической

The nuclei with finely dispersed chromatin pre-
dominated in the studied zone of myocardium. In
nuclei of some cardiomyocytes we noted the mar-
gination of heterochromatin, the deep invagina-
tions of karyolemma were present in other ones
(Fig. 4A).

Of note is the fact that the ultrastructure of inter-
cellular contacts and desmosomes remained almost
unchanged. The glycogen deposits were observed in
sarcoplasm of some cardiomyocytes. Thus we can
suggest TH to prevent the glycogen depletion due
to metabolism inhibition (Fig. 4B).

Рис. 5. Ультраструктура фрагментов кардиомиоцитов в удаленной от инфаркта зоне на 7-е сутки после перевязки
левой коронарной артерии и индукции гипотермии: A – гипертрофия митохондрий; B – вакуоли среди
митохондрий, отек цитоплазмы; М – митохондрии; Mf – миофибриллы; V – вакуоли.
Fig. 5. Ultrastructure of fragments of cardiomyocytes in the zone distant from the infarction area to day 7 after left
coronary artery ligation and hypothermia induction: A – hypertrophy of mitochondria; B – vacuoles among mitochondria,
cytoplasmic swelling; M – mitochondria; Mf – myofibrils; V – vacuoles.
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Рис. 6. Ультраструктура фрагментов кардиомиоцитов в удаленной от инфаркта зоне на 7-е сутки после перевязки
левой коронарной артерии, индукции гипотермии и введения МСК: A – кардиомиоциты с нормальной
ультраструктурой; B – кардиомиоциты с деструктивными изменениями миофибрилл; N – ядро; М – митохондрии;
Mf – миофибриллы; BM – базальная мембрана.
Fig. 6. Ultrastructure of cardiomyocyte fragments in the zone distant  from the infarction area to day 7 after ligation of left
coronary artery, induction of hypothermia and introduction of MSCs: A – cardiomyocytes with normal ultrastructure; B –
cardiomyocytes with destructive changes of myofibrils; N – nucleus; M – mitochondria; MF – myofibrils; BM – basal
membrane.
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архитектоники сердечной ткани и, видимо, на
улучшение сократительной функции миокарда.
Однако встречались миофибриллы с диссоциацией
A- и I-дисков, вакуолизацией канальцев сарко-
плазматического ретикулума. Для митохондрий
кардиомиоцитов была характерна разнообразная
ультраструктура, при этом преобладали митохонд-
рии увеличенных размеров с хорошо очерченными
кристами. В некоторых митохондриях наблюда-
лись локальная гомогенизация крист (рис. 7, А),
изменение формы, просветление матрикса и локаль-
ная деструкция крист (рис. 7, В). Обнаруживались
также митохондрии с везикулярными кристами.

Mitochondria of cardiomyocytes after hypothermia
induction showed different ultrastructural changes,
which together testified to their intensive function,
hypertrophy and hyperplasia. Most mitochondria had
well-defined internal and external membranes. The
cristae were tightly packed in an electron-light matrix.
Some cardiomyocytes contained significantly swelled
mitochondria with focal destruction of cristae, the
shape of organelles was distorted, they were tightly
clutched between myofibrils (Fig. 5A). In perivascular
cardiomyocytes we observed a vacuolar transforma-
tion of mitochondria of subsarcolemmal fraction, which,
as a rule, were most sensitive to hypoxia (Fig. 5B).
Some cardiomyocytes were characterized by swelled
cytoplasm with expanded and vesiculated tubules of
sarcoplasmic reticulum, as well as by the presence
of vacuoles between mitochondria of interfibrillar
fraction.

Heart tissue after left coronary artery ligation and
subsequent administration of MSCs (group 3) or com-
bined with hypothermia (group 4) contained car-
diomyocytes of various structure differed in variety.
There were either contracted and relaxed muscle
fibers. Along with cardiomyocytes with normal nucleus
and cytoplasm structure (Fig. 6A), we revealed the
cells with destructed organelles and intracellular ede-
ma (Fig. 6B).

The cells had intact basal membrane and sarco-
lemma. Most nuclei of cardiomyocytes had even
contours, large 1–2 nucleoli and light nucleoplasm, filled
mainly with euchromatin. At the same time, single
nuclei with a sinuous contour were revealed, as well
as strongly swollen nuclei with a damaged karyolem-
ma, neighboured by electron-bright areas of the cyto-
plasm indicating the intracellular edema. The state of
myofibrils of most cardiomyocytes was close to normal,
that evidenced a restoration of biomechanical ar-
chitecture of the cardiac tissue and, apparently, an
improvement in the myocardium contractile function.
However, there were myofibrils with dissociated A-
and I-disks and vacuolized tubules of sarcoplasmic
reticulum. Cardiomyocyte mitochondria were charac-
terized by diverse ultrastructure, but with prevailing of
mitochondria of an increased size with well-defined
cristae. Some mitochondria had focally homogenized
cristae (Fig. 7A), changed shape and cleared matrix
(Fig. 7B). Mitochondria with vesicular cristae were
also present.

It should be noted that in the MI animals injected
with MSCs (groups 3 and 4) we have found the small
electron-dense mitochondria in the cytoplasm of car-
diomyocytes, and their appearance may be associated
with the division of organelles (Fig. 8A, C) [15, 4].

Unlike the animals of group 2 (induction of TH after
MI), the cardiomyocytes in the groups with MSCs
administration contained glycogen granules, and these
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Рис. 7. Ультраструктура фрагментов кардиомиоцитов
в удаленной от инфаркта зоне на 7-е сутки после
перевязки левой коронарной артерии, индукции гипо-
термии и введения МСК:  A – гипертрофия и локальная
гомогенизация крист (*); B – набухание митохондрий
и деструкция крист; М – митохондрии; Mf – миофиб-
риллы.
Fig. 7. Ultrastructure of cardiomyocyte fragments in the
zone distant  from the infarction area to day 7 after ligation
of left coronary artery, induction of hypothermia and
introduction of MSCs: A – hypertrophy and local
homogenization of cristae (*); B – swelling of mitochon-
dria and destruction of cristae. M – mitochondria; MF –
myofibrils.

*
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Необходимо отметить, что у животных, кото-
рым на фоне ИМ вводили МСК (группы 3 и 4), в
цитоплазме кардиомиоцитов определялись мел-
кие электронно-плотные митохондрии, появление
которых может быть результатом деления орга-
нелл (рис. 8, А, С) [10, 16].

В отличие от животных группы 2 (индукция ГТ
на фоне ИМ) в группах с введением МСК кардио-
миоциты содержали гранулы гликогена, локализо-
ванные не только в межмитохондриальных и меж-
фибриллярных пространствах, но и в околоядерной
зоне клеток (рис. 8, В, D).

При ИМ структурные изменения сердечной
мышцы обусловлены нарушением баланса между
потребностью миокарда в кислороде и его достав-
кой [2, 14, 15]. Недостаточная оксигенация миокарда
приводит к развитию миокардиальной гипоксии,
что отражается на метаболизме кардиомиоцитов

were found not only in intermithochondrial and
interfibrillar spaces, but also in perinuclear region of
cells (Fig. 8B, D).

Myocardial infarction is accompanied by structural
changes in cardiac muscle caused by the disbalance
between myocardial oxygen demand and its delivery
[6, 7, 20]. Insufficient oxygenation of myocardium leads
to the development of myocardial hypoxia, which
affects the metabolism of cardiomyocytes as an im-
paired functioning of cell organelles [22]. As a result of
tissue hypoxia, the mitochondria, playing a key role in
the energy metabolism of cells, are subjected to the
most significant changes in MI. A decreased level of
mitochondrial respiration leads to a significant deficit
in the energy reserves of a cell and generation of active
oxygen species by mitochondria, being one of the main
factors of cell damage [14, 15]. Due to the destruction of
an external mitochondria membrane, the calcium ions
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Рис. 8. Ультраструктура фрагмента кардиомиоцита в удаленной от инфаркта зоне на 7-е сутки после перевязки
левой коронарной артерии, индукции гипотермии и введения МСК (A, B – группа 3; C, D – группа 4): A, С – мелкие
плотные митохондрии; B, D – наличие гранул гликогена в цитоплазме; М – митохондрии; Мf – миофибриллы;
N – ядро; G – гликоген.
Fig. 8. Ultrastructure of cardiomyocyte fragment in the zone distant from  the infarction area  to day  7 after ligation of left
coronary artery, induction of hypothermia and introduction of MSCs (A, B – group 3; C, D – group 4): A, C – small dense
mitochondria; B, D –  presence of granules of glycogen in cytoplasm; M – mitochondria; MF – myofibrils; N – nucleus;
G – glycogen.
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в виде нарушения функционирования клеточных
органелл [3]. В результате тканевой гипоксии при
ИМ наиболее значительным изменениям подвер-
гаются митохондрии, которые играют ключевую
роль в энергетическом метаболизме клеток. Сни-
жение уровня митохондриального дыхания приво-
дит к существенному дефициту энергетических
запасов клетки и генерированию митохондрия-
ми активных форм кислорода – одного из главных
факторов повреждения клеток [8, 10]. Вследствие
разрушения наружной мембраны митохондрий про-
исходит выход в цитозоль ионов кальция и проапоп-
тотических факторов, которые усиливают действие
остальных повреждающих агентов [9, 10, 14].

Набухание митохондрий и образование в их
матриксе крупных вакуолей – наиболее часто
встречающиеся изменения ультраструктурной
организации митохондрий [10]. Известно, что коли-
чество крист в митохондриях зависит от интенсив-
ности метаболизма [14]. Для объективизации раз-
личий между экспериментальными группами были
получены морфометрические характеристики мито-
хондрий (таблица).

and proapoptotic factors are released into the cytosol
enhancing thereby the effect of other damaging agents
[7, 14, 15].

Swelling of mitochondria and formation of large
vacuoles in their matrix are the most frequent changes
in ultrastructural organization of mitochondria [15]. It
is known that the number of cristae in mitochondria
depends on the intensity of metabolism [7]. To objectify
the differences between the experimental groups,
morphometric characteristics of the mitochondria were
estimated (Table).

It can be seen that the development of MI (control)
was accompanied by a two-fold increase in the mito-
chondrial area and a 2–3 times decrease in the number
of cristae in mitochondria as compared to intact ani-
mals.

After TH there was a tendency to normalization of
mitochondria structure, i. e. significant decrease in their
area comparing to the control group. It is known that
an ischemic myocardium tissue accumulates calcium
ions, and an excessive amount of those in mitochondria
leads to their irreversible damage [16]. It can be
assumed that hypothermia slows down the process of

Морфометрические характеристики митохондрий в интактных зонах миокарда левого
желудочка крыс на 7-е сутки после моделирования ИМ

Morphometric characteristics of mitochondria in intact zones of myocardium of  left ventricle of rats to day 7 after MI

Примечание: 1 –  отличия значимы относительно нормы, 2 – отличия значимы относительно группы контроля; p < 0,05.
Note: 1 – differences are significant in comparison with the norm, 2 –  differences are significant in comparison with the control
group; p < 0.05.

Видно, что развитие ИМ (контроль) сопровож-
далось двукратным увеличением показателя «пло-
щадь митохондрии» и уменьшением в 2–3 раза
количества крист в митохондриях по сравнению с
интактными животными.

После проведения ГТ наблюдалась тенденция
к нормализации структуры митохондрий – значимо
уменьшалась площадь митохондрий относительно
группы контроля. Известно, что в ишемизирован-
ной ткани миокарда накапливаются ионы кальция,

calcium accumulation in myocardium mitochondria,
increases their resistance to calcium absorption, the-
reby providing cardioprotective effect [23].

In the animals of group 3 (introduction of MSCs
on the background of MI), the mitochondria were
significantly different from the control group by all the
indices. Specific volume of mitochondria reached the
norm. Combined TH and introduction of MSCs on the
background of MI (group 4) led to the most pronounced
normalization of ultrastructural parameters of mito-
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чрезмерное количество которого в митохондриях
приводит к их необратимому повреждению [11].
Можно допустить, что гипотермия замедляет про-
цесс накопления кальция в митохондриях миокарда,
повышает их устойчивость к поглощению каль-
ция, оказывая таким образом кардиопротекторное
действие [4].

У животных группы 3 (введение МСК на фоне
ИМ) митохондрии по всем показателям значимо
отличались от группы контроля. Удельный объем
митохондрий достигал значения нормы. Сочетание
ТГ с введением МСК на фоне ИМ (группа 4)
приводило к наиболее выраженной нормализации
ультраструктурных параметров митохондрий. По
удельному объему и размерам митохондрии соот-
ветствовали норме. Количество крист в них после
введения МСК (группы 3, 4) оставалось значимо
ниже нормы, но увеличивалось почти в 2 раза по
сравнению с контролем. Это свидетельствует о
повышении интенсивности работы митохондриаль-
ного аппарата кардиомиоцитов и может рассматри-
ваться как признак их адаптации к неблагоприят-
ным условиям.

Обобщая полученные данные, можно утверж-
дать, что степень влияния исследуемых факторов
(ГТ и введение МСК) на ультраструктуру кардио-
миоцитов в отдаленных от зоны инфаркта участках
неравноценна. После применения ГТ животным с
ИМ в саркоплазме некоторых кардиомиоцитов
выявляются гранулы гликогена, что можно рас-
сматривать как результат сохранения энергетичес-
кого ресурса в клетке вследствие торможения об-
менных процессов. Видимо, этим же объясняется
и незначительное улучшение морфометрических
параметров митохондрий после терапевтической
гипотермии. В группах животных с введением
МСК на фоне ИМ нормализация структуры мито-
хондрий, появление мелких электронно-плотных
митохондрий свидетельствуют о функциональной
активности этих органелл и достаточном поступ-
лении кислорода в кардиомиоциты. Этому могут
способствовать факторы, выделяемые МСК. По
данным литературы и результатам наших исследо-
ваний МСК положительно влияют на кардиогемо-
динамику при ремоделировании левого желудочка,
в том числе за счет неоангиогенеза [12]. Наличие
большого количества гранул гликогена в кардио-
миоцитах может рассматриваться как признак
нормализации синтетических процессов на фоне
улучшения микроциркуляции под влиянием фак-
торов МСК. Сочетание ТГ с введением МСК на
фоне ИМ в большей степени способствует акти-
вации компенсаторно-регенераторных процессов в
кардиомиоцитах.

В дальнейшем планируется проведение экспе-
риментальных исследований по изучению влияния

chondria. The specific volume and sizes of the mito-
chondria corresponded to the norm. The number of
cristae after the injection of MSCs (groups 3, 4) re-
mained significantly lower than normal, but increased
almost twice if compared with the control. This indi-
cates an increased function of the mitochondrial appa-
ratus of cardiomyocytes and can be considered as a
sign of their adaptation to unfavorable conditions.

Summarizing the obtained data, we can state that
the influence of the investigated factors (TH and MSCs
injection) on ultrastructure of cardiomyocytes in the
regions distant from the infarction zone was not equal.
After the hypothermic treatment of the animals with
MI the glycogen granules were found in the sarcoplasm
of some cardiomyocytes, that could be considered as
a result of the cell energetic resources conservation
due to an inhibition of metabolic processes. Apparently,
this also explains an insignificant improvement in
morphometric parameters of mitochondria after thera-
peutic hypothermia. In groups of the animals with MI
and introduction of MSCs the mitochondrial structure
was normalized, and appearance of small electron-
dense mitochondria testified to their functional activity
and sufficient supply of oxygen to cardiomyocytes. This
can be additionally improved by the factors of MSC
origin. According to the available publications and
results of our own studies we can conclude that MSCs
positively influence cardiohemodynamics during remo-
deling of the left ventricle particularly due to neo-
angiogenesis [19]. The presence of a large number of
glycogen granules in cardiomyocytes can be conside-
red as a sign of normalization of synthetic processes,
taking into account an improved microcirculation fol-
lowing MSCs introduction. The combination of TH
with the application of MSCs on the background of
MI provided the highest activation of compensatory-
regenerative processes in cardiomyocytes.

In our future experimental studies we plan to
elucidate the effect of TH and MSCs transplantation
on electrocardiographic parameters of rat’s heart in
experimental MI.

Conclusions
The combined use of TH and introduction of MSCs

on the background of MI in rats promoted the activation
of compensatory regenerative processes in cardio-
myocytes, which was greater if compared the using
of both factors per se. This was manifested in maintai-
ning the energy resource and restoration of synthetic
processes in cells, as well as in more pronounced normali-
zation of ultrastructural parameters of mitochondria.

We are grateful to Anna Svitina, a researcher at the
Institute of Cell Therapy (Kyiv) for the assistance in
obtaining the culture of placental mesenchymal stromal
cells of rats.
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ТГ и трансплантации МСК на электрокардио-
графические показатели сердца крыс при экспери-
ментальном ИМ.

Выводы
Сочетанное применение ТГ и введения МСК

на фоне ИМ у крыс в большей степени, по сравне-
нию с самостоятельным использованием указанных
воздействий, способствует активации компенса-
торно-регенераторных процессов в кардиомио-
цитах, что проявляется в сохранении энергетического
ресурса и нормализации синтетических процессов
в клетках, а также в более выраженной нормали-
зации ультраструктурных параметров митохондрий.

Выражаем благодарность Анне Свитиной, научному
сотруднику Института клеточной терапии (г. Киев)
за помощь в получении культуры плацентарных мезен-
химальных стромальных клеток крыс.
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