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Цель. Разработка протокола прямой и клеточно-опосредованной генной терапии ишемического инсульта 

головного мозга.
Методы. Вирусный вектор, несущий репортёрный ген зелёного флюоресцирующего белка (GFP), создан 

на основе аденовируса человека 5-го серотипа (Ad5). Заготовку крови пуповины производили по инструкции 
банка стволовых клеток Казанского государственного медицинского университета. Мононуклеарные клетки 
крови пуповины выделяли в градиенте плотности фиколла по стандартной методике и трансдуцировали Ad5-
GFP. Ишемический инсульт головного мозга у крыс вызывали методом дистальной окклюзии средней мозговой 
артерии через трепанационное отверстие в височной кости под операционным микроскопом. Через 4 ч после 
моделирования инсульта животным, находящихся в наркозе, производили ламинэктомию на уровне L4–L5 и 
интратекально вводили (1) 0,9% раствор натрия хлорида, (2) Ad5-GFP и (3) мононуклеарные клетки крови пу-
повины + Ad5-GFP. Выживание, адресную миграцию в очаг нейродегенерации, способность к синтезу реком-
бинантного белка и эффективность влияния мононуклеарных клеток крови пуповины на площадь инфаркта 
оценивали с помощью люминесцентной микроскопии и морфометрического анализа.

Результаты. Через 3 нед после моделирования инсульта установлена экспрессия GFP в зоне очага инсульта, 
как после интратекального введения Ad5-GFP, так и после ксенотрансплантации мононуклеарных клеток крови 
пуповины, трансдуцированных Ad5-GFP ex vivo. При сравнении площадей инфаркта головного мозга через 
3 нед после моделирования инсульта у животных в группе мононуклеарных клеток крови пуповины + Ad5-GFP 
медиана площади инфаркта была на 47,4% меньше, чем у животных, получивших инъекцию изотонического 
раствора натрия хлорида.

Вывод. Мононуклеарные клетки крови пуповины + Ad5-GFP после интратекального введения животным с 
ишемическим инсультом способны к адресной миграции в очаг нейродегенерации и синтезу рекомбинантного 
белка; результаты свидетельствуют о целесообразности доставки терапевтических генов в зону очага инсульта 
с помощью мононуклеарных клеток крови пуповины, сверхэкспрессирующих нейротрофические факторы.

Ключевые слова: ишемический инсульт, мононуклеарные клетки крови пуповины, генная терапия, экс-
периментальное исследование.

EXPERIMENTAL VALIDATION OF GENE THERAPY FOR ISCHEMIC STROKE
M.E. Sokolov, F.V. Bashirov, Z.Z. Safiullov
Kazan State Medical University, Kazan, Russia
Aim. To develop a protocol of direct and cell-mediated gene therapy for ischemic stroke.
Methods. Viral vector carrying green fluorescent protein (GFP) reporter gene was created on the basis of human 

adenovirus serotype 5 (Ad5). The umbilical blood supply was preserved according to instructions of Kazan State 
Medical Uuniversity Stem cell bank. Umbilical cord blood mononuclear cells were isolated in a ficoll density gradient 
by standard procedure and transduced with Ad5-GFP. Ischemic cerebral stroke in rats was caused by distal occlusion of 
the middle cerebral artery through trephination hole in a temporal bone under surgical microscope. Within four hours 
after modeling stroke in the anesthetized animals laminectomy was performed at the L4–L5 level, and (1) 0.9% sodium 
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Проблема терапии ишемического ин-
сульта головного мозга остаётся одной из 
актуальных как в фундаментальной, так и 
в практической медицине. Ежегодно в Рос-
сии регистрируют более 450 тыс. инсуль-
тов, при этом 70–80% выживших становят-
ся инвалидами, что накладывает особые 
социальные и экономические обязательства 
на государство [1, 2].

Необратимые изменения в головном 
мозге при остром нарушении мозгового 
кровообращения характеризуются прогрес-
сирующей нейродегенерацией не только 
в первые часы, но и в последующие сутки 
и даже недели. При этом в центральной 
нервной системе существуют естественные 
ограничения нейрорегенерации, поэтому 
проблема сохранения жизнеспособности 
нервных клеток в зоне нейродегенерации 
диктует необходимость поиска новых эф-
фективных подходов к лечению инсульта.

К сожалению, в настоящее время в ме-
дицинской практике отсутствует эффектив-
ная терапия, направленная на сдерживание 
гибели нейронов в зоне инфаркта мозга. Ле-
чение пациентов в остром периоде основано 
на восстановлении кровотока с помощью 
тромболитических лекарственных средств. 
Большинство препаратов могут лишь не-
сколько замедлить течение болезни и не спо-
собны остановить гибель нервных клеток, 
ведущую к смерти больного. В связи с этим 
существует необходимость поиска новых 
методов лечения. В настоящее время сохра-
нение жизнеспособности нервных клеток 
при инсульте связывают с применением со-
временных клеточных и генных технологий.

Поддержание жизни нейронов, всту-
пивших в патологический процесс, и вос-
становление утраченных межклеточных 
связей в нейронных сетях с помощью ней-
ротрофических факторов, факторов роста и 
молекул адгезии могут существенно повы-
сить качество и продолжительность жизни 
пациентов после ишемического инсульта.

Список терапевтических генов, исполь-
зуемых для лечения инсульта, достаточно 
велик и включает гены, кодирующие нейро-
трофические факторы (BDNF, CNTF, GDNF, 
VEGF), антиапоптозные белки (Bcl-2,  
Bcl-XL), белки теплового шока (Hsp25, 
Hsp70), противовоспалительные молекулы 
(IL-1RA) [3, 4]. При этом известно, что ком-
бинации из нескольких нейротрофических 
факторов могут оказывать более выражен-
ное (синергичное) действие на выживание 
нервных клеток. Однако эксперименталь-
ные исследования и клинические испыта-
ния, проводимые с данными факторами, не 
выявили эффективный лекарственный пре-
парат для стимулирования нейрорегенера-
ции. Причина этого заключается не только 
в выборе терапевтических генов, но и в спо-
собе их доставки в нервную ткань.

Одним из перспективных методов до-
ставки терапевтических генов в очаг пато-
логии нервной ткани считают их доставку 
на клеточных носителях — транспланта-
цию генетически модифицированных кле-
ток, сверхэкспрессирующих сдерживаю-
щие гибель нейронов факторы.

В настоящем исследовании на модели 
ишемического инсульта головного мозга у 
крыс разработана стратегия генной терапии 
с помощью генетически модифицированных 
мононуклеарных клеток крови пуповины 
(МККП). МККП человека трансдуцировали 
ex vivo аденовирусным вектором, несущим 
ген репортёрного зелёного флюоресциру-
ющего белка, и интратекально вводили 
животным после моделирования инсульта 
через 4 ч. Адресную миграцию в очаг ней-
родегенерации, выживание, способность к 
синтезу рекомбинантного белка и эффектив-
ность влияния МККП на площадь инфар-
кта мозга оценивали с помощью гистологи-
ческих методов исследования.

Аденовирусные векторы. Рекомбинант-
ные репликативно-дефектные вирусные 
векторы созданы на основе аденовируса че-

chloride solution, (2) Ad5-GFP and (3) umbilical cord blood mononuclear cells + Ad5-GFP were inserted intrathecally. 
Survival, targeted migration to the focus of neurodegeneration, the ability to synthesize recombinant protein and the 
effect of umbilical cord blood mononuclear cells on the infarction area were assessed using luminescent microscopy and 
morphometric analysis.

Results. GFP expression in the area of the stroke was established 3 weeks after stroke modeling, both after intrathecal 
insertion of Ad5-GFP and after xenotransplantation of umbilical cord blood mononuclear cells Ad5-GFP transduced ex 
vivo. When comparing the areas of cerebral infarction 3 weeks after modeling the stroke, in animals from umbilical cord 
blood mononuclear cells + Ad5-GFP group the median of the infarction area was 47.4% less than in animals receiving 
isotonic saline solution.

Conclusion. Umbilical cord blood mononuclear cells + Ad5-GFP after intrathecal insertion to animals with ischemic 
stroke, are capable of targeted migration to the neurodegeneration site as well as of recombinant protein synthesis; the 
results suggest the expediency of delivering therapeutic genes to ischemic zone via umbilical cord blood mononuclear 
cells overexpressing neurotrophic factors.

Keywords: ischemic stroke, umbilical cord blood mononuclear cells, gene therapy, experimental study.
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ловека 5-го серотипа (Ad5) в Научно-иссле-
довательском институте эпидемиологии и 
микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи (Москва) 
[5]. В настоящем исследовании были исполь-
зованы Ad5, несущие репортёрный ген зелё-
ного флюоресцирующего белка (Ad5-GFP).

МККП. Заготовку крови пуповины про-
изводили по инструкции банка стволовых 
клеток Казанского государственного меди-
цинского университета. Выделение МККП 

проводили в градиенте плотности фиколла 
по стандартной методике [6].

Сразу после выделения МККП высе-
вали на 6-сантиметровый культуральный 
планшет из расчёта 2 млн клеток на лунку и 
трансдуцировали Ad5-GFP, где показатель 
MOI (от англ. multiplicity of infection — мно-
жественность инфицирования) был равен 
10. Через 12 ч культивирования генетически 
модифицированные клетки (МККП+Ad5-

Рис. 1. Моделирование инсульта головного мозга путём дистальной окклюзии средней мозговой артерии. 
А. Операционное поле, видимое под микроскопом через трепанационное отверстие в височной кости. Б. Схе-
матичное изображение операционного поля; звёздочка (*) на рис. 1А и 1Б указывает на место окклюзии средней 
мозговой артерии. В. Головной мозг крысы через 3 нед после окклюзии средней мозговой артерии и интрате-
кального введения изотонического раствора натрия хлорида. Стрелка указывает на очаг инсульта в височной 
доле мозга

Рис. 2. Экспрессия репортерного зелёного флюоресцирующего белка в зоне очага ишемического инсульта го-
ловного мозга крысы. А. Специфическое свечение зелёного флюоресцирующего белка в клетках головного 
мозга после интратекального введения аденовирусного вектора Ad5-GFP. Б. Генетически модифицированные 
мононуклеарные клетки крови пуповины (МККП; указаны стрелкой), экспрессирующие зелёный флюоресци-
рующий белок. PI — пропидия йодид
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GFP) собирали и растворяли в стерильном 
изотоническом растворе натрия хлорида из 
расчёта 2×106 клеток в 20 мкл.

Операции на животных. Половозрелые 
самцы крыс линии Wistar с массой тела 
250–300 г приобретены в питомнике лабо-
раторных животных «Пущино» (Пущино, 
Россия). Содержание и уход за животными 
производились в соответствии с междуна-
родными правилами и нормами. Животные 
находились по одному в клетке в стандарт-
ных лабораторных условиях с соблюдением 
12-часового цикла день/ночь и свободным 
доступом к пище и воде.

Ишемический инсульт головного моз-
га вызывали методом дистальной ок-
клюзии средней мозговой артерии [7]. 
Глубокую анестезию вызывали путём 
внутрибрюшинного введения золетила 100 
(VirbacSanteAnimale, Франция) 3 мг/кг и 
ксилы (Interchemiewerken «DeAdelaar B.V», 
Нидерланды) 4,8 мг/кг. Температуру тела 
крысы во время операции поддерживали в 
пределах 37–38 °С при помощи терморегу-
лирующей панели.

На первом этапе оперативного вмеша-
тельства для снижения кровотока в вилли-
зиевом круге справа через вертикальный 
разрез по серединной линии шеи препари-
ровали общую сонную артерию, которую 
лигировали с помощью шёлковой хирур-
гической нити (3.0), кожную рану ушивали 
лавсаном.

На втором этапе операции слева про-
изводили продольный разрез кожи от угла 
глаза до наружного отверстия слухового 
прохода. Височную кость освобождали от 
прилегающей одноимённой мышцы и с по-
мощью твердосплавного бора №2 высверли-
вали трепанационное отверстие в височной 
кости диаметром 10 мм. Под операционным 
микроскопом иссекали твёрдую мозговую 
оболочку, окклюзию средней мозговой 
артерии проводили с помощью термокоа-
гулятора (рис. 1А, 1Б). После этого трепа-
национное отверстие укрывали височной 
мышцей, кожу ушивали лавсаном. Все опе-
рационные швы обрабатывали 2% раство-
ром йода.

В течение 4 ч после моделирования ин-
сульта животным, находящимся в наркозе, 
производили ламинэктомию на уровне L4–
L5 и интратекально вводили:

1) 20 мкл 0,9% раствора натрия хлорида 
(n=6);

2) 2×107 вирусных частиц Ad5-GFP в 
20 мкл 0,9% раствора натрия хлорида (n=8);

3) МККП+Ad5-GFP — 2×106 клеток в  
20 мкл 0,9% раствора натрия хлорида (n=7).

Эксперименты выполнены с разрешения 
локального этического комитета Казанско-
го государственного медицинского универ-
ситета (протокол №10, 2017 г.).

Флюоресцентное исследование. Через 
3 нед после операции животных наркотизи-
ровали с помощью хлоралгидрата (внутри-
брюшинно 80 мг/мл, 0,4 мл на 100 г массы 
тела животного), через большой круг кро-
вообращения транскардиально перфузиро-
вали сначала холодным фосфатно-солевым 
буфером (рН=7,4), затем — холодным 4% 
раствором параформальдегида (рН=7,4). Го-
ловной мозг извлекали из черепной короб-
ки, постфиксировали в растворе парафор-
мальдегида в течение 12 ч. Далее в целях 
криопротекции фиксированный мозг насы-
щали 30% раствором сахарозы на фосфат-
но-солевом буфере (рН=7,4).

Для приготовления криостатных срезов 
головной мозг погружали в среду для за-
морозки TBS (Triangle Biomedical Science) и 
замораживали в криостате Microm HM 560 
(Thermo Scientific). Криостатные фронталь-
ные срезы толщиной 20 мкм получали через 
эпицентр инфаркта головного мозга и монти-
ровали на предметные стекла. Экспрессию 
репортёрного зелёного флюоресцирующего 
белка изучали с помощью лазерного сканиру-
ющего микроскопа LSM 510 Meta (Carl Zeiss). 
Перед микроскопией препараты дополни-
тельно окрашивали пропидия йодидом (PI) 
[8]. PI окрашивает в нейронах субстанцию 
Ниссля, соответствующую шероховатой эн-
доплазматической сети, что облегчает иден-
тифицирование нейронов в ткани мозга.

Морфометрический анализ площади ин-
фаркта мозга. Головной мозг выделяли из 
черепной коробки, очаг инсульта фотогра-
фировали под стереоскопическим микро-
скопом Микромед MC-2-ZOOM (рис. 1В). 
Оцифрованные фотографии инфаркта 
головного мозга оценивали в программе 
ImageJ (NIH).

Статистический анализ данных про-
водили в среде R. Для проверки гипотезы 
сдвига применяли критерий Краскела–Уол-
лиса. В качестве апостериорного критерия 
использовали тест Данна.

С помощью флюоресцентной микроско-
пии препаратов головного мозга через 3 нед 
после операции были получены данные, 
свидетельствующие об экспрессии транс-
гена GFP в зоне очага инсульта. Так, после 
интратекального введения 2×107 вирусных 
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частиц аденовирусного вектора, несущего 
ген GFP (прямая генная терапия), репортёр-
ный белок (специфическая флюоресценция) 
был выявлен в телах нервных клеток на 21-е 
сутки исследования (рис. 2А).

Таким образом, вирусные частицы с 
током цереброспинальной жидкости до-
стигли головного мозга, трансдуцировали 
нервные клетки и обеспечили полноцен-
ную экспрессию трансгена — продукцию 
рекомбинантного GFP.

В группе животных, которым интрате-
кально трансплантировали 2 млн МККП, 
трансдуцированных Ad5-GFP ex vivo, через 
3 нед эксперимента в зоне инфаркта голов-
ного мозга были обнаружены МККП, синте-
зирующие GFP (рис. 2Б). Следовательно, ге-
нетически модифицированные МККП после 
интратекального введения с помощью цереб-
роспинальной жидкости достигают головно-
го мозга, где мигрируют в очаг нейродегене-
рации и синтезируют GFP. Эти результаты 
подтверждают возможность применения 
МККП как клеточных носителей терапевти-
ческих генов для клеточно-опосредованной 
генной терапии инсульта головного мозга.

Через 3 нед после операции у животных 
площадь инсульта составляла:

– у группы c 0,9% раствором натрия 
хлорида — 3,02 мм2 [2,48; 3,45];

– у группы с Ad5-GFP — 2,08 мм2 [1,29; 
2,63];

– у группы с МККП+Ad5-GFP —  
1,59 мм2 [0,80; 2,93].

При сравнении площадей инфаркта го-
ловного мозга у животных всех трёх групп 
различия оказались статистически незна-
чимыми. Однако обращает внимание тот 
факт, что в группе МККП+Ad5-GFP ме-
диана (3,02 мм2) была на 47,4% ниже, чем 
медиана контрольной группы животных 
(2,08 мм2), получивших инъекцию изото-
нического раствора натрия хлорида (рис. 3).

В настоящее время клинические ис-
пытания генной терапии нейродегенера-
тивных заболеваний центральной нервной 
системы проводят для лечения болез-
ней Альцгеймера1 [9] и Паркинсона [10]. 
Несмот ря на то обстоятельство, что тера-
певтическая эффективность ещё не дока-
зана, факт безопасности инъекции реком-
бинантных вирусных векторов, несущих 
терапевтические гены в головной мозг па-
циентов, свидетельствует о возможности 
применения генной терапии для лечения 
инсульта.

Известно, что для лечения инсульта 
проводят клинические испытания с при-
менением аутологичных или аллогенных 
клеток различных типов [11], но нет ни од-
ного, в котором используют прямую или 
клеточно-опосредованную генную тера-
пию. Эффективность клеточной, генной и 
генно-клеточной терапии доказана в мно-

Рис. 3. Площадь инфаркта головного мозга крысы через 3 нед после дистальной окклюзии средней мозговой 
артерии. Через 4 ч после моделирования инсульта животным интратекально вводили изотонический раствор 
натрия хлорида (белый цвет), аденовирусный вектор, несущий репортёрный зелёный флюоресцирующий белок 
(Ad5-GFP, серый цвет) и генетически модифицированные мононуклеарные клетки крови пуповины человека, 
экспрессирующие репортёрный зелёный флюоресцирующий белок (МККП+Ad5-GFP, чёрный цвет)

  Примечание редакции. Альцхаймер (Aloise Alzheimer, 1864–1915), немецкий врач. В русскоязычной литерату-
ре устоялось написание «Альцгеймер», что не совсем верно.
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гочисленных исследованиях на животных 
[4, 12]. В экспериментах генные и клеточ-
ные препараты преимущественно вводили 
в мозг в область инфаркта [3], в желудочки 
мозга [13], внутривенно [3] и внутриартери-
ально [14]. При этом существуют единич-
ные клинические испытания, в которых 
была применена методика интратекального 
введения клеточных препаратов для тера-
пии ишемического инсульта [15, 16].

В данном исследовании получены дока-
зательства возможности доставки терапев-
тических генов как с помощью аденовирус-
ных векторов (прямая генная терапия), так и 
на клеточных носителях с помощью МККП 
(клеточно-опосредованная генная терапия) 
методом интратекальной инъекции в пер-
вые часы после моделирования инсульта 
головного мозга у крысы. Эффективность 
доставки трансгена в зону инфаркта под-
тверждена способностью экспрессии репор-
тёрного гена зелёного флюоресцирующего 
белка в очаге нейродегенерации в нервных 
клетках после прямой генной терапии и в 
МККП при генно-клеточной терапии. Кро-
ме того, нами установлено позитивное дей-
ствие МККП на площадь инфаркта мозга.

Можно предположить, что МККП, сверх-
экспрессирующие терапевтические гены, 
будут с большей эффективностью сдержи-
вать гибель нейронов в зоне пенумбры (ише-
мической полутени). Клетки для генетичес-
кой модификации могут быть получены от 
больного (аутотрансплантация) или здоро-
вого человека (аллотрансплантация).

Трансплантацию стволовых, прогенитор-
ных и дифференцированных клеток активно 
исследуют как способ доставки ростовых 
и трофических факторов, сдерживающих 
гибель паренхиматозных клеток и стиму-
лирующих регенерацию органа. Наиболее 
перспективны в этом смысле МККП [17]. 
Основанием для применения этих клеток 
служит их пригодность как для алло-, так и 
для аутотрансплантации у человека, низкая 
иммуногенность, доступность, простота по-
лучения и хранения. Немаловажным факто-
ром является и отсутствие законодательных, 
этических и религиозных запретов, сущес-
твующих в практике трансплантации эмбри-
ональных стволовых клеток.

Кроме того, в пуповинной крови при-
сутствуют стволовые клетки, служащие 
источником многочисленных ростовых и 
трофических факторов, способные давать 
начало специализированным клеткам раз-
ных тканей и стимулировать ангиогенез. 

Именно поэтому в настоящее время в кли-
нических испытаниях всё чаще применяют 
различные клеточные типы (NCT01849887, 
NCT01438593) и даже цельную кровь пупо-
вины (NCT02433509, NCT03004976) для те-
рапии ишемического инсульта.

Отсутствие доступных и результатив-
ных методов лечения инсульта головного 
мозга, занимающего лидирующие позиции 
по смертности и инвалидности пациентов 
во всём мире, предполагает создание но-
вых терапевтических протоколов, включа-
ющих генные и клеточные препараты, для 
эффективного применения в клинической 
практике. Исследования в области генных и 
клеточных технологий для регенеративной 
медицины как за рубежом, так и в России 
в лучшем случае доведены до стадии кли-
нических испытаний. На сегодняшний день 
готовых, апробированных и эффективных 
препаратов, содержащих генетический ма-
териал, для стимулирования нейрорегене-
рации не существует.

В данной работе на модели ишемичес-
кого инсульта головного мозга у крыс раз-
работана стратегия генной терапии с по-
мощью генетически модифицированных 
МККП на модели ишемического инсульта 
у крыс. Установлено, что МККП-Ad5-GFP, 
трансплантированные в течение 4 ч пу-
тём интратекального введения животным 
с ишемическим инсультом, способны к 
адресной миграции в очаг нейродегенера-
ции и синтезу рекомбинантного белка.

ВЫВОДЫ

1. Мононуклеарные клетки крови пу-
повины + Ad5-GFP после интратекального 
введения животным с ишемическим ин-
сультом способны к адресной миграции в 
очаг нейродегенерации и синтезу рекомби-
нантного белка.

2. Результаты свидетельствуют о целесо-
образности доставки терапевтических генов 
в зону очага инсульта с помощью мононукле-
арных клеток крови пуповины, сверхэкспрес-
сирующих нейротрофические факторы.
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