
16  СТМ ∫ 2013 — том 5, №3

 биомедицинские исследования 

оЦЕНКа ЭФФЕКТИвНоСТИ пуТЕй  
ЛоКаЛьНой ДоСТавКИ  
ТЕРапЕвТИЧЕСКИх ГЕНов  
пРИ ТРавМЕ СпИННоГо МоЗГа КРыСы:  
КоРРЕЛЯЦИИ паРаМЕТРов  
СТРуКТуРы И ФуНКЦИИ
УДК 61–001:575 
Поступила 12.10.2012 г.

Г.Ф. Шаймарданова, к.б.н., научный сотрудник лаборатории молекулярных основ патогенеза1;
Я.О. Мухамедшина, ассистент кафедры гистологии, цитологии и эмбриологии2;
Ю.А. Челышев, д.м.н., профессор, зав. кафедрой гистологии, цитологии и эмбриологии2

1Казанский институт биохимии и биофизики Казанского научного центра РАН, Казань, Республика Татарстан,  
 420111, ул. Лобачевского, 2/31; 
2Казанский государственный медицинский университет, Казань, Республика Татарстан, 420012,  
 ул. Бутлерова, 49

Цель исследования — оценить эффективность посттравматической регенерации спинного мозга крысы при немедленном одно-
кратном введении в область повреждения мононуклеарных клеток крови пуповины человека, трансфицированных плазмидой pBud-
VEGF-FGF2, и прямой инъекции данной плазмиды. При этом решали две задачи: выявить корреляции между морфологическими и 
функциональными показателями спинного мозга и оценить количество S100B+-клеток в условиях локальной доставки генов vegf и fgf2 
на клеточных носителях или при прямой генной терапии.

Материалы и методы. Крыс после дозированной контузионной травмы спинного мозга на уровне ТVIII разделили на четыре группы. 
Животным одной группы в область повреждения вводили мононуклеарные клетки крови пуповины, трансфицированные плазмидой 
pBud-VEGF-FGF2, другой группы — в аналогичных условиях вводили те же клетки, трансфицированные плазмидой pEGFP-N2. Живот-
ным еще двух групп в ту же область инъецировали в одном случае плазмиду pBud-VEGF-FGF2, в другом — то же количество плазмиды 
pEGFP-N2.

Результаты. Установлена прямая отрицательная корреляция между площадью участка повреждения и показателем восстановле-
ния двигательной функции в опытах с прямой инъекцией плазмиды pBud-VEGF-FGF2. Наибольший коэффициент корреляции получен 
на расстоянии 5 мм от эпицентра травмы. При трансплантации клеток, трансфицированных этой плазмидой, такая корреляция отсутст-
вует. Количество S100B+-клеток в наружных зонах белого вещества на расстоянии 1,5 см от эпицентра травмы в условиях прямой до-
ставки генов возрастает на 46% (p<0,05). При введении клеток крови пуповины, трансфицированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2, этот 
показатель увеличивается на 55% (p<0,05).

Заключение. В ходе регенерации после контузионной травмы спинного мозга уменьшение области повреждения и связанное с 
этим восстановление двигательной функции осуществляются более эффективно при прямой генной терапии, чем при доставке тех же 
генов на клеточных носителях.
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The aim of the investigation was to assess the efficiency of posttraumatic regeneration of murine spinal cord in immediate single 
administration of human umbilical cord mononuclear blood cells transfected by pBud-VEGF-FGF2 plasmid, and direct injection of this plasmid 
in the damage area. Two problems were to be solved: to reveal the correlation between morphological and functional spinal cord indices and 
estimate the amount of S100B+-cells in the conditions of local delivery of vegf and fgf2 genes on cellular carriers or in direct gene therapy.

Materials and Methods. The rats after dosing contusion spinal cord injury (ТVIII level) were divided into four groups. One group animals were 
administered umbilical cord mononuclear blood cells transfected by pBud-VEGF-FGF2 plasmid in damage area, the animals of another group 
were administered the same cells transfected by pEGFP-N2 plasmid in similar conditions. The animals of other two groups were injected pBud-
VEGF-FGF2 plasmid in the same area in one case, and another — the same amount of pEGFP-N2 plasmid.

Results. We established direct negative correlation between the damage area size and the motor function recovery index in experiments 
with a direct injection of pBud-VEGF-FGF2 plasmid. The highest correlation coefficient was obtained at the distance of 5 mm away from injury 
epicenter. In case of transplantation of cells transfected by this plasmid there was no correlation. The number of S100B+-cells in exterior zones 
of white matter at the distance of 1.5 cm from the injury epicenter under the conditions of direct gene delivery increased by 46% (p<0.05). If 
umbilical cord blood cells transfected by pBud-VEGF-FGF2 plasmid were administered the index grew by 55% (p<0.05).

Conclusion. In the course of regeneration after contusion spinal cord injury, the damage area reduction and related motor function recovery 
is more effective in direct gene therapy compared to the delivery of the same genes on cellular carriers.

Key words: spinal cord; spinal regeneration; local gene delivery; umbilical cord blood cells; VEGF, FGF2 plasmids.

Одним из перспективных направлений в терапии 
травмы спинного мозга является локальная доставка 
генов нейротрофических факторов в составе плаз-
мидных векторов. Сконструированная нами плазмида 
pBud-VEGF-FGF2 [1] одновременно и независимо экс-
прессирует гены сосудистого эндотелиального фак-
тора роста (VEGF) и фактора роста фибробластов 
основного (FGF2). Выбор генов данных факторов обус-
ловлен тем, что эти факторы являются одновременно 
нейротрофическими и ангиогенными. Известно, что 
при раздельной их доставке в область повреждения 
при травме спинного мозга VEGF стимулирует нейро-
генез, выживание, миграцию нейронов и рост аксонов 
[2], а FGF2 — рост аксонов и восстановление двига-
тельной функции [3, 4], способствует дифференциации 
предшественников макроглии в зрелые клетки [5, 6]. 
В литературе имеются данные о синергизме действия 
этих факторов на ангиогенез in vitro и in vivo [7], что 
дает основания для изучения их сочетанного действия 
на посттравматическую регенерацию. Однако непос-
редственное введение белковых молекул в организм 
и в спинной мозг в частности характеризуется низкой 
эффективностью и возникновением различного рода 
осложнений [8, 9]. Более безопасным способом уве-
личения содержания нейротрофических факторов в 
ткани реципиента представляется введение генов, ко-
дирующих необходимые факторы. Нас заинтересовала 

возможность совместного введения генов vegf и fgf2 в 
зону травмы спинного мозга.

В наших экспериментах мы используем два способа 
доставки этих генов: прямой (инъекция ДНК-содержа-
щих векторов) и клеточно-опосредованный (предпола-
гает применение клеток как носителей терапевтичес-
ких генов).

Для доставки терапевтических генов на клеточных 
носителях изучают дифференцированные, стволовые, 
индуцированные плюрипотентные и прогениторные 
клетки [10, 11]. Критериями отбора клеток, предназна-
ченных для трансплантации, являются: высокая вы-
живаемость, контролируемая дифференцировка, он-
когенная и инфекционная безопасность, возможность 
трансфекции терапевтическими генами с высокой 
эффективностью их экспрессии в тканях реципиента. 
Использование клеток крови пуповины в качестве ис-
точника стволовых и прогениторных клеток представ-
ляется достаточно перспективным в связи с их низкой 
иммуногенностью, доступностью, простотой и безопас-
ностью получения, способностью выдерживать дли-
тельное хранение, возможностью использования ауто-
логичного материала [12, 13]. Трансплантация клеток 
крови пуповины человека при травме спинного мозга 
сдерживает воспалительную реакцию, оказывает ней-
ротрофическое действие, стимулирует неоваскуляри-
зацию [14–16].
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Ранее при изучении эффективности двух спосо-
бов доставки генов vegf и fgf2 непосредственно в зону 
травматического повреждения спинного мозга крысы 
[17–19] нами установлено, что прямая инъекция плаз-
мидной ДНК мало уступает по эффективности достав-
ке тех же терапевтических генов на клеточных носите-
лях, а по показателям восстановления двигательной 
функции, изменению размеров патологических полос-
тей превосходит ее. Однако в этих работах не проведен 
анализ возможных корреляций между структурными и 
функциональными параметрами. Кроме того, при тера-
пии травмы спинного мозга для оценки результативнос-
ти нейрорегенерации представляется важным изучить 
состояние клеток конкретных популяций. Астроциты 
являются наиболее многочисленной популяцией гли-
альных клеток, которые обеспечивают поддержание 
гомеостаза в мозге и нарушение функции которых не-
медленно приводит к развитию нейродегенерации [20, 
21]. В условиях совместной доставки генов vegf и fgf2 
численность популяции астроцитов при травме спинно-
го мозга не изучалась.

Цель исследования — в условиях локальной до-
ставки генов vegf и fgf2 в составе плазмидной конст-
рукции pBud-VEGF-FGF2 при опосредованном клетка-
ми крови пуповины и при прямом введении плазмиды 
в область травматического повреждения выявить воз-
можные корреляции между морфологическими и функ-
циональными параметрами спинного мозга; оценить 
количество астроцитов по наличию специфического 
белка s100B.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на 
52 белых крысах, самках и самцах, массой 200–250 г. 
Животных содержали в стандартных условиях при сво-
бодном доступе к воде и корму согласно этическим пра-
вилам, принятым в Казанском государственном меди-
цинском университете. Опыты проводились в полном 
соответствии с этическими принципами, установлен-
ными Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных и дру-
гих научных целей (принятой в Страсбурге 18.03.1986 г. 
и подтвержденной в Страсбурге 15.06.2006 г.). Крыс 
наркотизировали путем внутрибрюшинной инъек-
ции хлоралгидрата (80 мг/мл, 0,4 мл на 100 г массы). 

Дозированную контузионную травму спинного мозга 
воспроизводили после ламинэктомии на уровне TVIII 

[22].
Для экспериментов по клеточно-опосредованной 

доставке генов осуществляли забор крови пуповины 
человека и выделение мононуклеарной фракции 
клеток описанным ранее методом [23]. Полученные 
клетки трансфицировали плазмидой pBud-VEGF-FGF2 
путем электропорации и вводили животным 1-й опыт-
ной группы сразу после нанесения травмы. Животным 
1-й контрольной группы в аналогичных условиях вводи-
ли те же клетки крови пуповины, трансфицированные 
плазмидой pEGFP-N2.

В опытах с прямой генной терапией животным 2-й 
опытной группы в ту же область инъецировали плазми-
ду pBud-VEGF-FGF2, а 2-й контрольной группы — то же 
количество плазмиды pEGFP-N2.

Начиная с 7-х суток после травмы крыс всех групп 
тестировали в открытом поле через день по методу 
D.m. Basso с соавт. [24]. Через 30 сут после нанесения 
травмы животных наркотизировали и транскардиаль-
но перфузировали 4% раствором параформальдегида 
(4°С). Фрагмент спинного мозга забирали вместе с по-
звонками. На поперечных срезах спинного мозга изме-
ряли суммарную площадь участка повреждения [17–19]. 
Для оценки линейной корреляции между значениями 
применяли корреляционный анализ Пирсона и статис-
тический пакет в составе программы Origin Pro 7.0.

На криостатных поперечных срезах спинного мозга 
на расстоянии 1,5 см от эпицентра травмы непрямым 
иммунопероксидазным методом выявляли s100B+-
клетки (sigma, разведение 1:100). Количество их под-
считывали на оцифрованных изображениях в четырех 
фиксированных зонах морфометрии [18]. Просмотр 
препаратов и оцифровку изображений проводили на 
микроскопе Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия).

Результаты. В ходе сравнения общей площади 
повреждения в группах животных через 30 сут после 
разных способов доставки терапевтических генов уста-
новлено, что при прямой инъекции плазмиды этот по-
казатель на расстоянии 5 мм от эпицентра травмы в 2 
раза, а на расстоянии 3 мм — в 1,5 раза меньше, чем 
при генно-клеточной терапии (рис. 1).

а б в

Рис. 1. Фрагмент белого вещества спинного мозга крысы (30 сут после травмы) на расстоянии 5 мм от эпицентра травма-
тического повреждения на уровне ТVIII: а — при введении клеток крови пуповины, трасфицированных pBud-VEGF-FGF2; б — 
при прямом введении плазмиды pBud-VEGF-FGF2; в — при введении клеток крови пуповины, транфицированных pEGFP-N2. 
Черные стрелки указывают на полости, образующиеся в результате повреждения, белые стрелки — на миелиновые волокна. 
Поперечные срезы окрашены метиленовым синим; х20
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Тестирование животных в открытом поле выявило 
отсутствие двигательной функции задних конечностей 
как в обеих опытных, так и в обеих контрольных груп-
пах до 6-х суток после травмы. У крыс 1-й (с введением 
клеток крови пуповины, трансфицированных плазмидой 
pEGFP-N2) и 2-й (с введением плазмиды pEGFP-N2) 
контрольных групп зарегистрировано постепенное час-
тичное самовосстановление произвольных движений 
с 3,3±0,9 и 7,7±0,5 балла в первые две недели после 
операции до 4,9±1,0 и 8,1±0,9 балла — в последние две 
недели эксперимента. У животных 2-й опытной группы 
с прямым введением плазмиды pBud-VEGF-FGF2 пока-
затель восстановления двигательной функции состав-
лял 6,8±1,6 балла в первые две недели после операции 
и возрастал до 14,0±1,7 балла в последние две недели 
эксперимента. Это на 2 балла выше, чем у животных 1-й 
опытной группы с трансплантацией клеток крови пупови-
ны, трансфицированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2.

У животных с прямой инъекцией плазмиды pBud-
VEGF-FGF2 (2-я опытная группа) к 30-м суткам после 
нанесения травмы обнаружена отрицательная кор-
реляция между площадью участка повреждения и 
показателем восстановления двигательной функции 
(рис. 2). Для срезов на расстоянии 5 мм от эпицентра 
травмы коэффициенты корреляции оказались выше, 
чем на расстоянии 3 мм. Так, на расстоянии 5 мм в 
ростральном направлении r=–0,85; p=0,002, а в ка-
удальном направлении r=–0,87; p=0,009; на расстоя-
нии 3 мм в ростральном направлении r=–0,73; p=0,024; 
а в каудальном направлении r=–0,21; p=0,56. В экспе-
рименте с трансплантацией клеток крови пуповины, 
трансфицированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2, 
такая корреляция отсутствует. В контрольных группах 
корреляция между площадью участка повреждения и 
показателем восстановления двигательной функции 
не выявлена.
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Рис. 2. Распределение значений показателя двигательной функции и площади повреждения на расстоянии 5 мм (а) и 3 мм (б) 
в ростральном направлении и на расстоянии 5 мм в каудальном направлении (в) от эпицентра травмы при прямой инъекции 
плазмиды pBud-VEGF-FGF2 в область контузионного повреждения спинного мозга (к 30-м суткам после нанесения травмы)

Генно-клеточная терапия травмы спинного мозга
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К 30-м суткам эксперимента количество s100B+-кле-
ток в наружных зонах белого вещества на расстоянии 
1,5 см от эпицентра травмы в условиях прямой достав-
ки генов возрастает на 46% (р<0,05). При введении 
клеток крови пуповины, трансфицированных плазми-
дой pBud-VEGF-FGF2, этот показатель увеличивается 
на 55% (р<0,05) (рис. 3).

обсуждение. Выявленная нами прямая отрицатель-
ная корреляция между площадью участка повреждения 
спинного мозга и показателем восстановления двига-
тельной функции в опытах с прямой инъекцией плаз-
миды pBud-VEGF-FGF2 указывает на первостепенное 
значение (среди других многочисленных факторов, 
контролирующих нейрорегенерацию при травме спин-
ного мозга) фактора присутствия матрикса сохранен-
ной ткани для роста регенерирующих нервных волокон. 
В сопоставлении с результатами доставки трансгенов 
на клеточных носителях эти данные подтверждают вы-
сокую эффективность прямой генной терапии и обос-
новывают ее практическое применение.

Наибольший коэффициент корреляции вычислен на 
расстоянии 5 мм от эпицентра травмы. Это наблюде-
ние согласуется с нашими ранними результатами [18, 
19], свидетельствующими о том, что на расстоянии 
3 мм от эпицентра травмы деструктивные изменения 
в спинном мозге более выражены, чем на расстоянии 
5 мм. В экспериментах с прямой инъекцией плазмиды 
нами установлена лучшая сохранность серого и бело-
го вещества. Это способствует лучшему прорастанию 
миелиновых волокон в зону регенерации и восстанов-
лению двигательной активности.

К 30-м суткам при трансплантации клеток, 
трансфицированных плазмидой pBud-VEGF-
FGF2, корреляция между площадью участка 
повреждения и показателем восстановления 
двигательной активности отсутствует. Этот 
результат может быть связан со слабой экс-
прессией трансгенов, доставляемых с клетка-
ми, недостаточной секрецией молекулярных 
факторов, синтезированных с участием транс-
генов в этих клетках или с гибелью трансфи-
цированных клеток после трансплантации в 
область повреждения.

Увеличение экспрессии специфического 
белка астроцитарной глии s100B в случае 
прямой генной терапии и при введении транс-
фицированных терапевтическими генами мо-
нонуклеарных клеток крови пуповины может 
оказывать положительное влияние на реге-
нерацию спинного мозга. Более выраженное 
увеличение количества s100В+-клеток при 
клеточно-опосредованной терапии по срав-
нению с прямой инъекцией плазмиды может 
быть связано с известной способностью мо-
нонуклеарных клеток крови пуповины сдер-
живать воспалительную реакцию и оказывать 
нейротрофическое влияние или с выработкой 
специфических факторов, поддерживающих 
выживание и дифференцировку астроцитов 
[25, 26].

В условиях локальной доставки терапевтических 
генов vegf и fgf2 модуляция фенотипа астроцитов и 
увеличение численности популяции s100В-иммунопо-
зитивных клеток могут отражать позитивный процесс 
реконструкции поврежденной ткани в ходе нейрореге-
нерации, что важно для предотвращения нежелатель-
ных клеточных реакций, сдерживания дегенерации, 
ограничения воспалительного ответа и стимулирова-
ния неоваскуляризации. Секретируемый астроцитами 
белок s100B, действуя в физиологических наномоляр-
ных концентрациях, оказывает нейротрофическое вли-
яние, поддерживая выживание нейронов и рост аксо-
нов [15, 27]. Кроме того, позитивная роль увеличения 
численности популяции s100В+-клеток подтверждается 
представлением о том, что многие молекулы, выраба-
тываемые астроцитами, оказывают нейротрофичес-
кое паракринное влияние на клетки-мишени в области 
повреждения, а сами астроциты образуют адекватный 
матрикс для роста аксонов.

Заключение. В ходе регенерации после контузион-
ной травмы спинного мозга уменьшение области пов-
реждения и связанное с этим восстановление двига-
тельной функции осуществляются более эффективно 
при прямой генной терапии, чем при доставке тех же 
генов на клеточных носителях.
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Рис. 3. Количество s100В+-клеток в белом веществе спинного мозга 
крысы на расстоянии 1,5 см от эпицентра на 30-е сутки эксперимен-
та. Сиреневые столбики — 1-я опытная группа с введением моно-
нуклеарных клеток крови пуповины, трансфицированных плазмидой 
pBud-VEGF-FGF; светло-зеленые столбики — 2-я опытная группа с 
введением плазмиды pBud-VEGF-FGF2; темно-зеленые столбики — 1-я 
контрольная группа с введением мононуклеарных клеток крови пупови-
ны, трансфицированных плазмидой pEGFP-N2; * — р<0,05
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