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Аннотация

На модели дозированной контузионной травмы спинного мозга крысы на уровне
Т8 проведено сравнение эффективности немедленного однократного введения в об-
ласть повреждения мононуклеарных клеток крови пуповины человека, трансфициро-
ванных плазмидой pBud-VEGF-FGF2, и прямой инъекции данной плазмиды. Цель ис-
следования: в условиях генно-клеточной терапии при травме спинного мозга выявить
корреляции между морфологическими показателями в области повреждения, а также
оценить количество PDGFβR+-клеток в условиях локальной доставки генов нейротро-
фических и ангиогенных факторов vegf и fgf2 на клеточных носителях и при прямой
генной терапии. Установлена отрицательная линейная зависимость между количеством
миелиновых волокон и суммарной площадью патологических полостей при трансплан-
тации клеток крови пуповины, трансфицированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2.
В опытах с прямой инъекцией плазмиды такая корреляция отсутствует, но количество
PDGFβR+-клеток увеличивается на 24% по сравнению с группой животных, получав-
ших трансгены на клеточных носителях. Установлены слабые корреляции между коли-
чеством миелиновых волокон и площадью сохраненного белого вещества на расстоя-
нии 5 мм и их отсутствие на расстоянии 3 мм от эпицентра травмы как при прямой
генной, так и при клеточно-опосредованной терапии. Прямая генная терапия, в отличие
от доставки генов на клеточных носителях, более эффективно препятствует образова-
нию патологических полостей.
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Введение

Для преодоления последствий травмы спинного мозга необходима локаль-
ная доставка генов нейротрофических факторов, поддерживающих выживание
нейронов, рост аксонов и восстановление нервных связей. Одним из перспек-
тивных направлений в терапии травмы спинного мозга является применение
факторов ангиогенеза для восстановления кровотока в зоне повреждения [1].
Особый интерес вызывают нейротрофические и одновременно ангиогенные
факторы – сосудистый эндотелиальный фактор роста VEGF (Vascular Endothe-
lial Growth Factor) и фактор роста фибробластов, основной FGF2 (Fibroblast
Growth Factor 2 (basic)). Введение в область травмы спинного мозга рекомби-
нантного VEGF при помощи аденовирусного вектора сдерживает апоптоз ней-
ронов и снижает выраженность отека в области повреждения [2]. Для VEGF по-
казано поддерживающее влияние на регенерацию аксонов кортикоспинального



Г.Ф. ШАЙМАРДАНОВА и др.20

тракта [3]. FGF2 также стимулирует выживание мотонейронов [4, 5]. По мне-
нию Фахми и др. [6], при травме спинного мозга FGF-2 вовлекается в процессы
контроля клеточной пролиферации и/или дифференцировки астроцитов. В от-
ношении этого фактора особенно актуальной представляется разработка методов
локальной доставки в область травматического повреждения спинного мозга [7].

При травме спинного мозга раздельная доставка VEGF и FGF2 или их генов
в область повреждения снижает проявления нейродегенерации (см. обзор [8]).
Основываясь на этих данных, можно ожидать усиление их действия при совме-
стном применении. В область травмы спинного мозга одновременную доставку
обоих факторов (но не их генов) осуществили Де Лапорт и др. [9] при помощи
биорастворимых полимерных микрочастиц. Ранее нами на модели дозирован-
ной контузионной травмы спинного мозга крысы на уровне Т8 по ряду морфо-
логических и функциональных критериев показано позитивное влияние дос-
тавки в область повреждения плазмидного вектора pBud-VEGF-FGF2 с комби-
нацией клонированных генов человека vegf и fgf2 как с применением клеточных
носителей из крови пуповины человека, так и в условиях прямой генной терапии,
предполагающей непосредственное введение плазмиды в спинной мозг [10, 11].
При этом были зарегистрированы сдвиги по многим морфологическим и функ-
циональным показателям, но причинно-следственная связь между ними уста-
новлена не была.

Цели исследования – выявить возможные корреляции между морфологиче-
скими показателями спинного мозга; оценить количество PDGFβR+-клеток
в условиях локальной доставки генов vegf и fgf2 на клеточных носителях или
при прямой генной терапии.

Материалы и методы

Эксперименты проведены на 52 белых крысах, самках и самцах весом 200–
250 г. Использовали нелинейных крыс. Животных получали в Центральной на-
учно-исследовательской лаборатории Казанского государственного медицин-
ского университета. Животных содержали в стандартных условиях, со свободным
доступом к воде и корму в соответствии с этическими правилами в Казанском
государственном медицинском университете (протокол № 5 бюро Локального
этического комитета от 20 ноября 2012 г.). Крыс наркотизировали путем внут-
рибрюшинной инъекции хлоралгидрата (Sigma, США) (80 мг/мл, 0.4 мл на
100 г). Дозированную контузионную травму спинного мозга воспроизводили
после ламинэктомии на уровне T8. Забор крови пуповины человека и выделе-
ние мононуклеарной фракции клеток осуществляли описанным ранее методом
[12]. Плазмида pBud-VEGF-FGF2 разработана нами ранее [13]. Выделенные
клетки трансфицировали путем электропорации [12] плазмидой pBud-VEGF-
FGF2 для введения животным первой опытной группы. Трансфицированные
клетки вводили сразу после нанесения травмы [10]. Животным первой кон-
трольной группы в аналогичных условиях вводили те же клетки, трансфициро-
ванные плазмидой pEGFP-N2 (Clontech, США) с геном зеленого флуоресцент-
ного белка. В опытах с прямой генной терапией животным второй опытной
группы в ту же область инъецировали плазмиду pBud-VEGF-FGF2, а второй
контрольной группы – то же количество плазмиды pEGFP-N2.
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Через 30 сут после нанесения травмы животных наркотизировали и транс-
кардиально перфузировали 4%-ным раствором параформальдегида (4 °С).
Фрагмент спинного мозга забирали вместе с позвонками [10]. На поперечных
срезах спинного мозга определяли количество миелиновых волокон и суммар-
ную площадь патологических полостей в 4 фиксированных зонах морфомет-
рии: 1 – вентромедиальная часть переднего канатика, прилежащая к срединной
щели, правая сторона; 2 – то же, левая сторона; 3 – латеральная часть бокового
канатика в пределах фронтальной плоскости, проходящей через центральный
канал, правая сторона; 4 – то же, левая сторона; а также измеряли площадь со-
храненного белого вещества, площадь участка повреждения [10, 11]. Для оценки
линейной корреляции между значениями применили корреляционный анализ
Пирсона и статистический 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 пери-
васкулярные клетки с антителами против бета-рецептора тромбоцитарного
фактора роста (PDGFβR) (Sigma, разведение 1 : 150). Количество PDGFβR+-кле-
ток подсчитывали на оцифрованных изображениях в зонах морфометрии. Про-
смотр препаратов и оцифровку изображений проводили на микроскопе Axio
Imager A1 (Carl Zeiss, Германия). На аналогичных срезах проводили иммуноф-
луоресцентное окрашивание. Для идентификации антигена срезы инкубировали
с первичными антителами против бета-рецептора тромбоцитарного фактора
роста (PDGFβR) (Sigma, разведение 1 : 150) в течение суток при 4 °С, промыва-
ли в фосфатно-солевом буфере, а затем инкубировали вторичными антителами,
конъюгированными с флуоресцентными красителями anti-mouse Alexa 555
(Invitrogen, 1 : 150) в течение 2 ч при комнатной температуре. Для визуализа-
ции ядер клеток срезы дополнительно окрашивали в течение 10 мин при ком-
натной температуре раствором 4',6-диамидино-2-фенилиндола (DAPI, 10
мкг/мл в фосфатном буфере, Sigma). Окрашенные срезы заключали в среду,
поддерживающую флуоресценцию, и изучали при помощи конфокального ска-
нирующего микроскопа LSM 510-Meta (Carl Zeiss).

Результаты

В экспериментах с прямой инъекцией плазмиды нами показана лучшая со-
хранность серого и белого вещества (рис. 1). При сравнении общей площади
повреждения в опытных группах при прямой инъекции плазмиды этот показа-
тель на расстоянии 5 мм от эпицентра травмы в среднем в 2 раза, а на расстоя-
нии 3 мм в 1.5 раза меньше, чем при генно-клеточной терапии.

Корреляционный анализ показал наличие отрицательной линейной зависи-
мости между количеством миелиновых волокон и суммарной площадью патоло-
гических полостей в первой опытной группе с трансплантацией клеток, трансфи-
цированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2. Наибольший коэффициент корреля-
ции вычислен в срезах на расстоянии 3 мм от эпицентра травмы в каудальном
направлении для зоны 1 и в ростральном направлении для зоны 4 (r = −0.94;
p = 0.005 и r = −0.97; p = 0.001) (рис. 2, а, б). Для этих зон достоверно установ-
лена обратно пропорциональная зависимость между количеством миелиновых
волокон  и  площадью  патологических  полостей.  В  экспериментах  с  прямой
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Рис. 1. Полутонкие поперечные срезы спинного мозга крысы в области повреждения,
30 сут после травмы: а – при трансплантации клеток крови пуповины человека, транс-
фицированных плазмидой pEGFP-N2; б – при трансплантации тех же клеток, трансфи-
цированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2; в – при прямой инъекции плазмиды pBud-
VEGF-FGF2. Толуидиновый синий. Ув. 40х
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Рис. 2. Распределение значений количества миелиновых волокон (по оси абсцисс) и
суммарной площади патологических полостей в белом веществе в мм2 (по оси орди-
нат): а – в зоне 4 на расстоянии 3 мм в ростральном направлении; б – в зоне 1 на рас-
стоянии 3 мм в каудальном направлении от эпицентра травмы; в – распределение зна-
чений количества миелиновых волокон (по оси абсцисс) и площади сохраненного бе-
лого вещества в мм2 (по оси ординат) в зоне 3 на расстоянии 5 мм в ростральном на-
правлении. Квадраты – при трансплантации клеток крови пуповины человека, транс-
фицированных плазмидой pEGFP-N2; треугольники – при трансплантации тех же кле-
ток, трансфицированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2

инъекцией плазмиды pBud-VEGF-FGF2 (вторая опытная группа) такая корре-
ляция не выявлена.

У животных первой опытной группы с трансплантацией клеток, трансфици-
рованных плазмидой pBud-VEGF-FGF2, зарегистрирован  достаточно  высокий

а) б) в)

а) б)

в)
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Рис. 3. Количество PDGFβR-иммунопозитивных клеток в белом веществе спинного
мозга крысы (по оси ординат) на расстоянии 1.5 см от эпицентра травмы на 30-е сутки
эксперимента. Серые столбики – при прямом введении плазмиды pBud-VEGF-FGF2,
светлые столбики – при трансплантации клеток крови пуповины человека, трансфици-
рованных плазмидой pBud-VEGF-FGF2, темные столбики – при трансплантации клеток
крови пуповины человека, трансфицированных плазмидой pEGFP-N2. По оси абсцисс –
зоны морфометрии. * – P < 0.05

Рис. 4. Экспрессия β-рецептора тромбоцитарного фактора роста (PDGFβR) в вентральных
рогах спинного мозга на расстоянии 1.5 см в каудальном направлении от эпицентра
травмы в группе животных с прямой инъекцией плазмиды pBud-VEGF-FGF2: а – PDGFβR-
иммунопозитивные периваскулярные клетки; б – их ядра, окрашенные DAPI; в – нало-
жение изображений а и б. Конфокальная микроскопия. Ув. 400х.

уровень положительной корреляции между количеством миелиновых волокон
и площадью сохраненного белого вещества. Наибольшее значение коэффици-
ента корреляции r = 0.83 (p = 0.037) вычислено для зоны 3 на расстоянии 5 мм
от эпицентра травмы в ростральном направлении (рис. 2, в). При анализе этих
показателей в зонах 1 и 2 значения коэффициента корреляции составили соот-
ветственно 0.77 (p = 0.070) и 0.62 (p = 0.183), что указывает на наличие средней
силы корреляционной связи между количеством миелиновых волокон и сум-
марной площадью патологических полостей. На расстоянии 3 мм  от  эпицен-
тра травмы корреляция между количеством миелиновых волокон и площадью

а) б) в)
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сохраненного белого вещества в обеих опытных группах, то есть в условиях
как трансплантации клеток, трансфицированных плазмидой pBud-VEGF-FGF2,
так и с прямой инъекцией плазмиды, не установлена.

В контрольных группах корреляция между изучаемыми морфологическими
показателями не выявлена.

К 30-м суткам эксперимента в наружных зонах белого вещества на рас-
стоянии 1.5 см от эпицентра травмы зарегистрировано превышение показателя
количества периваскулярных клеток, экспрессирующих PDGFβR, в опыте с пря-
мой доставкой терапевтических генов в среднем на 24% по отношению к группе
с трансплантацией трансфицированных клеток (рис. 3, 4). Этот эффект, воз-
можно, обусловлен действием VEGF, продукция которого оказывается более
активной в случае прямой генной терапии.

Обсуждение

Характерным признаком контузионной травмы спинного мозга является
появление многочисленных полостей, которые могут сливаться, приводя к вы-
раженным дефектам ткани. Причины и механизмы возникновения этих полос-
тей остаются неясными. Среди причин образования полостей в ходе вторичной
дегенерации рассматривают ишемию, геморрагии, активацию гидролитических
ферментов, гидродинамические изменения в ткани, инфильтрацию макрофагами,
воспалительные реакции, нарушение структуры астроцитов, их пролиферацию
и миграцию [14]. Представляется маловероятным, что патологические полости
возникают вследствие гибели только олигодендроцитов, демиелинизации и пол-
ной деструкции миелиновых волокон, фактически образующих основную массу
ткани белого вещества. Вне зависимости от причины и последовательности
событий при возникновении полостей эти патологические структуры потенци-
ально снижают объем тканевого матрикса, в котором возможна регенерация
миелиновых волокон. Об этом свидетельствует установленная нами отрицатель-
ная корреляция между количеством миелиновых волокон и суммарной площа-
дью полостей.

В экспериментах с прямым введением плазмиды с терапевтическими генами
отсутствие корреляции между количеством миелиновых волокон и суммарной
площадью патологических полостей, а также количеством миелиновых воло-
кон и общей площадью сохраненной ткани мы объясняем тем, что патологиче-
ские полости занимают активно пролиферирующие клетки макроглии в резуль-
тате их успешной трансфекции плазмидой с терапевтическими генами.

Таким образом, от способа доставки генов одновременно нейротрофических
и ангиогенных факторов зависят морфологические показатели области повре-
ждения. Прямая генная терапия в нашем исследовании более эффективно под-
держивает сохранность ткани и препятствует образованию патологических по-
лостей.

Работа выполнена при поддержке государственного контракта ФЦП Мини-
стерства образования и науки Российской Федерации № 16.512.11.2101, гранта
ОПТЭК 2012 г., гранта Российского фонда фундаментальных исследований
№ 12-04-31092-мол_а.
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* * *

CORRELATION BETWEEN STRUCTURE PARAMETERS AFTER CELL
TRANSFECTION GENE THERAPY OF SPINAL CORD INJURY IN RATS

G.F. Shaimardanova, Ya.O. Mukhamedshina, I.I. Salafutdinov,
A.A. Rizvanov, Yu.A. Chelyshev

Abstract

The efficiency of the immediate transplantation of the mononuclear human umbilical cord blood
cells transfected by pBud-VEGF-FGF2 plasmid and that of the direct injection of the same plasmid into
the damaged area were compared using the model of adult rat spinal cord contusion at the T8 level. The
main objectives of the work were to reveal correlations between morphometry data in the damaged area
and to estimate the number of PDGFβR+-cells under the local gene delivery of neurotropfic and angio-
genic vegf and fgf2 factors by cell carriers or by direct gene therapy. A negative linear dependence was
established between the number of myelin fibers and the total area of pathological cavities after umbili-
cal cord blood cells transfected by pBud-VEGF-FGF2 plasmid were transplanted. No such correlation
was observed in experiments with direct plasmid injection, but at the same time the number of
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PDGFβR+-cells was increased by 24% compared to the animals treated by transfected cells. It was re-
vealed that a weak correlation persists between the number of myelin fibers and the area of saved white
matter at a 5-mm distance from the epicenter of the trauma but does not at 3 mm, both after direct and
cell-mediated gene therapy. Direct gene therapy more effectively prevents the formation of pathological
cavities in contrast to gene delivery by cell carriers.

Keywords: spinal cord, regeneration, umbilical cord blood cells, VEGF, FGF2.
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