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АННОТАЦИЯ
Ишемический инсульт является одной из ведущих причин смерти и инвалидности во всём мире. Настоящий 

обзор посвящён анализу достижений в приложении генных технологий к исследованию ишемического инсульта 
в эксперименте. 

С использованием экспериментальной ишемии мозга продолжаются исследования эффективности применения 
генетических конструкций с доставкой генов, кодирующих преимущественно нейротрофические и ангиогенные 
факторы. Прямая генная терапия доказала свою эффективность при экспериментальном ишемическом инсульте. 
Способ доставки генетических конструкций с целевыми генами в ишемизированный мозг с помощью клеточных 
носителей имеет преимущества комбинированного действия генов и трансплантируемых клеток. Исследования 
на моделях ишемического инсульта с клеточными носителями, сверхэкспрессирующими различные нейротрофиче-
ские и ангиогенные факторы, подтверждают безопасность и эффективность данного подхода, что позволяет рассма-
тривать клеточно-опосредованную доставку трансгенов в качестве многообещающего способа лечения инсульта.

Другая значимая область применения генных технологий, которая также затронута в обзоре, связана с опто- 
и хемогенетическими методами, позволившими получить новые данные по клеточным и молекулярным механиз-
мам патогенеза ишемического инсульта.

Проведена сравнительная оценка эффективности прямого введения ряда трансгенов и их клеточно-опосредо-
ванной доставки по трём основным критериям: объёму инфаркта, плотности капилляров и двигательной активности.
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ABSTRACT
Ischemic stroke is one of the leading death causes and disability worldwide. The review is devoted to analysis of gene 

technologies application achievements in ischemic stroke experimental study.
In experimental brain ischemia, genetic constructs effectiveness studies, genes, encoding predominantly neurotrophic 

and angiogenic factors delivery is actively pursued. Direct gene therapy has proven its effectiveness in experimental ischemic 
stroke. Genetic constructs delivering methods with target genes into the ischemic brain using cellular carriers has advantages 
because of combined action of genes and transplanted cells. Studies on ischemic stroke models with cellular carriers 
overexpressing various neurotrophic and angiogenic factors confirm the safety and effectiveness of this approach, which 
allows us to consider transgenes cell-mediated delivery as a stroke treatment promising method. 

Another significant area of gene technologies application, which is also mentioned upon in the review, is related to opto- 
and chemogenetic methods, which allowed obtaining new data of ischemic stroke pathogenesis cellular and molecular 
mechanisms.

Three main criteria were used in the review: volume of infarction, capillary density and motor activity for effectiveness 
comparative assessment of direct administration, transgenes number and cell-mediated delivery. 
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ВВЕДЕНИЕ
Ишемический инсульт является одной из ведущих 

причин смерти и инвалидности во всем мире. На сегод-
няшний день около 9 млн пациентов страдают от цере-
броваскулярных заболеваний. Ежегодно в мире инсульт 
поражает от 5,6 до 6,6 млн пациентов, причем 4,6 млн 
из них погибают [1, 2]. Смертность от инсульта в РФ со-
ставляет 175 человек на 100 тыс. населения. Заболе-
вания сердечно-сосудистой системы занимают первое 
место (56%) в структуре смертности населения, из них 
заболевания сосудов мозга стоят на втором месте (39%). 
В РФ смертность мужчин от данной патологи в возрасте 
35–74 года в пять раз выше по сравнению с США и в де-
вять раз выше по сравнению со странами Европы. В этих 
странах инсульт занимает третье место в структуре об-
щей смертности, а в РФ — второе, уступая ишемической 
болезни сердца [3]. Ожидается, что вследствие демогра-
фического старения населения и отсутствия адекватно-
го контроля за факторами риска количество пациентов 
с инсультом будет увеличиваться (The Global Stroke Initia-
tive, WHO, 2004).

В то же время отмечается омоложение инсуль-
та совместно с увеличением его распространённости 
у лиц трудоспособного возраста. В Российской Феде-
рации за последние 10 лет показатели заболеваемости 
и смертности у лиц трудоспособного возраста возросли 
более чем на 30% [3]. Учитывая старение населения и по-
тенциальные факторы риска, ожидается, что распростра-
нённость инсульта и социально-экономическое бремя, 
связанное с ним, возрастут. За последнее десятилетие 
как в профилактике, так и в терапии инсульта достигнут 
значительный прогресс. Однако современные методы 
лечения ещё не могут адекватно улучшить исходы ин-
сульта и не отвечают стандартам персонифицированной 
медицины [1, 3].

Инсульт наносит огромный экономический ущерб, 
учитывая расходы на лечение, реабилитацию пациента, 
а также потери в сфере производства. Стоимость ста-
ционарного лечения, реабилитации и вторичной про-
филактики пациента составляет 127 тыс. рублей в год. 
Стоимость прямых расходов из расчёта 450 тыс. случаев 
в год составляет 57,15 млрд рублей. Непрямые расходы, 
связанные с преждевременной смертностью, инвалид-
ностью и временной нетрудоспособностью, оцениваются 
в 304 млрд рублей в год [3].

Снижение кровообращения в зоне инфаркта голов-
ного мозга неодинаково. Уровень мозгового кровотока 
в центральной зоне — ядре ишемии — минимален и не-
достаточен для сохранения жизнеспособности нейронов, 
что приводит к необратимому повреждению и гибели 
клеток. Периферические отделы, называемые ишемиче-
ской полутенью, или пенумброй, характеризуются сни-
женным уровнем перфузии, но достаточным для поддер-
жания жизнеспособности клеток в течение нескольких 

часов. Эта зона потенциально обратимых патологических 
изменений может быть сохранена путём восстановления 
адекватного уровня кровообращения [1, 2]. Нарушение 
перфузии в течение первых двух суток приводит к набу-
ханию нейронов, клеток нейроглии и эндотелия, разви-
вается цитотоксический отёк [3]. Параллельно наруша-
ется гематоэнцефалический барьер, что сопровождается 
отёком головного мозга, лейкоцитарной инфильтрацией 
и нейровоспалением. Начавшийся фагоцитоз некротизи-
рованной ткани обусловливает максимальную выражен-
ность отёка с третьих по пятые сутки заболевания [4]. 
Методы медикаментозной и хирургической коррекции 
в этом случае недостаточно эффективны. Не существует 
результативного лечения ишемического инсульта, кроме 
тромболитической терапии, которая эффективна только 
в пределах узкого терапевтического окна. Активно раз-
рабатываются другие терапевтические подходы, среди 
которых достаточно актуальным представляется прямое 
и клеточно-опосредованное введение генов. Данный 
обзор посвящён обобщению достижений в приложении 
генных технологий к исследованию ишемического ин-
сульта в эксперименте.

ПРЯМОЕ ВВЕДЕНИЕ ЦЕЛЕВЫХ 
ГЕНОВ

Критерии выбора трансгенов. Нейротрофические 
факторы, такие как нейротрофины (фактор роста не-
рвов, NGF), мозговой нейротрофический фактор (BDNF), 
нейротрофин-3 (NT-3) и глиальный нейротрофический 
фактор (GDNF), обладают ангиогенным действием, сти-
мулируя миграцию, пролиферацию, дифференцировку 
и выживание эндотелиальных клеток [5–7]. Для нейро-
трофинов NGF и BDNF этот эффект также связан с уси-
лением секреции сосудистого эндотелиального фактора 
роста (VEGF) из нейральных клеток [8]. GDNF проявля-
ет ангиогенное действие, стимулируя пролиферацию 
эндотелиальных клеток, что опосредуется активацией 
рецепторов TrkA, TrkB, GFRα1 и c-ret [6]. И наоборот, ан-
гиогенные факторы могут оказывать прямое нейротро-
фическое и нейропротекторное действие. Это считается 
установленным для ряда типичных ангиогенных факто-
ров, таких как VEGF [9, 10] и ангиопоэтин-1 (Ang-1) [11, 
12], рецепторы которых выявлены в нейронах и их пред-
шественниках.

Наряду с вышеупомянутым генами, кодирующими 
нейротрофические и ангиогенные факторы, в экспери-
ментах с ишемическим инсультом исследовали эффек-
тивность действия и других трансгенов. Среди них ген 
транскрипционного фактора нейрогенной дифференци-
ровки 1 (NeuroD1) [13] и мезенцефалический астроци-
тарный нейротрофический фактор (MANF) [14].

Сложности сопоставления данных. При опреде-
лении наиболее эффективного терапевтического гена 
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для преодоления последствий ишемического инсульта 
возникают сложности в сопоставлении результатов раз-
ных работ. Различие в размерах и массе животного об-
условливает применение как разного объёма, так и раз-
ной концентрации вводимой генетической конструкции. 
Имеются также различия и в моделях эксперимента. 
В работах [13–40] моделирование ишемии осущест-
вляли путём нарушения кровотока в средней мозговой, 
внутренней сонной или общей сонной артерии. Колла-
теральное кровоснабжение блокировали перевязкой 
аналогичной артерии или более проксимальной на кон-
тралатеральной стороне. Для доставки целевого гена ис-
пользовали различные вирусные векторы.

Различаются также и сроки введения генных кон-
струкций: как за 1–28 сут до [15, 32], так и в интервале 
от 1 ч [22] до 10 сут после моделирования ишемии [13].

В различных исследованиях значительно различался 
также временнόй интервал между введением конструк-
ции и регистрацией сдвигов.

В качестве способа доставки использовали внутри-
мозговое, внутрижелудочковое или внутривенное введе-
ние. Для оценки восстановления двигательной функции 
применяли разные тесты, такие как «Ротарод», «Угловой 
тест», «Лестница», «Ходьба по балке», «Монитор актив-
ности», «Цилиндр», «Ошибочный шаг» и «Шаг». Не-
врологические проявления и степень тяжести инсульта 
оценивали также разными тестами, такими как «Шкала 
неврологической тяжести», «Моторная асимметрия» 
и «Шкала Бендерсона» [13–40].

Упомянутые различия в подходах и методике прове-
дения эксперимента серьёзно затрудняют анализ полу-
ченных результатов по определению наиболее эффектив-
ной генетической конструкции и оптимальной методики 
проведения эксперимента с ишемией мозга. Мы будем 
рассматривать результаты всего массива исследований, 
распределив их по четырём срокам регистрации эффек-
тов после моделирования ишемии, а именно: 1-е сутки, 
1–7 сут [19], от 7 до 28 сут [32] и более 28 сут [31].

Выбор критериев оценки эффективности достав-
ки целевых генов. Количество показателей, по которым 
в известных работах [13–40] оценивают эффективность 
доставки генетических конструкций для преодоления по-
следствий ишемии, достаточно велико. Из них наиболее 
значимыми представляются плотность капилляров, состо-
яние нейрососудистых единиц, гибель нейронов, нейро-
пластичность и коммуникация нейронов, активность ми-
кроглии и нейровоспаление, инфильтрация ткани мозга 
воспалительными клетками и фагоцитами. Для оценки 
эффективности прямого введения генов на каждом из вы-
бранных нами сроков эксперимента мы ограничимся рас-
смотрением следующих показателей: объём очага инфар-
кта, плотность капилляров в пенумбре, гибель нейронов 
и клеток других типов, двигательная активность.

Вирусные векторы. В исследованиях с доставкой 
целевых генов на моделях ишемического инсульта 

применяли различные вирусные векторы. Среди них 
аденовирус (AV) [19, 27], адено-ассоциированный вирус 
(AAV) [18, 20, 24, 36], лентивирус (LV) [17, 31], вирус про-
стого герпеса (HSV) [37], японский гемагглютинирующий 
вирус (HVJ) [25] и вирус сендай (SeV) [26, 28]. В обзоре 
рассмотрены эффекты целевых генов, введённых только 
с помощью вирусных векторов, и не затронуты другие 
способы доставки генов при экспериментальном ише-
мическом инсульте, включающие плазмиды, липосомы 
и наносистемы.

Объём инфаркта. В пределах первых суток после 
моделирования ишемии у крысы наилучшие результаты 
были получены при введении LV–Ang-1 за сутки до мо-
делирования. При этом объём инфаркта уменьшился 
на 41% [15]. Однако при введении генетической кон-
струкции AAV–NT-3 через сутки после моделирования 
наблюдали снижение объёма лишь на 7% [16].

В течение первой недели после моделирования 
ишемии наиболее эффективной оказалась конструкция 
LV–VEGF, при этом объём инфаркта уменьшился на 62% 
[17]. В данном исследовании генетическую конструкцию 
вводили через 2 ч после моделирования, в то время 
как в других исследованиях — в промежутке от 3 сут 
(AAV–VEGF) [18] до 14 сут (AV–BDNF) [19] до моделиро-
вания, но при этом эффективность была ниже. Кроме 
того, в исследованиях с одним и тем же целевым геном 
при введении конструкции в большей концентрации 
и за 7 сут до моделирования ишемии [20] получено в два 
раза более выраженное снижение объёма инфаркта — 
на 34%. При введении AAV–MANF в меньшей концен-
трации через 2 сут после инсульта [21] объём инфаркта 
уменьшался только на 18%. При сравнении вводимых 
вирусных векторов, кодирующих vegf, применение AAV 
оказалось менее эффективным, чем при использовании 
LV [18].

На сроке от 7 до 28 сут после моделирования ише-
мии конструкция LV–Ang-1 проявила себя как наиболее 
эффективная [15]. При этом объём инфаркта снизился 
на 83%. На данном сроке при доставке большинства це-
левых генов отмечено снижение объёма инфаркта менее 
чем на половину. После введения векторов LV–Ang-1, 
AAV–VEGF, AAV–NTN-1 (нетрин-1), AAV–APN (адипонек-
тин) объём инфаркта снижался более чем на 50%. Среди 
них выделяются конструкция AAV–VEGF, обусловившая 
уменьшение этого показателя на 77% [22], и с наиболь-
шим эффектом — конструкция LV–Ang-1 [15].

На сроке от 28 сут после моделирования ишемии 
по критерию уменьшения объёма инфаркта наиболее 
эффективным было введение AAV–NeuroD1, что снижа-
ло объём очага на 56% [13]. В этом исследовании AAV–
NeuroD1 вводили на 10-е сутки после моделирования 
ишемии, т.е. позднее, чем в аналогичных исследованиях 
с другими генами, и концентрация вводимых вирусных 
частиц, несущих данный ген, была на два порядка выше, 
чем в других работах.
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Плотность капилляров. В течение первой неде-
ли после моделирования ишемии увеличению плот-
ности капилляров лучшим образом способствовало 
введение LV–Ang-1. Зафиксировано увеличение дан-
ного показателя на 69% [15]. На более позднем сро-
ке — от 7 до 28 сут — наилучшие результаты были 
получены при введении AAV–VEGF. При этом плотность 
капилляров увеличивалась на 86% [23]. На сроке более 
28 сут после моделирования наибольшее увеличение (на 
55%) плотности капилляров в пенумбре зафиксировано 
при введении AAV–NTN-1 [24].

Выживаемость нейронов и клеток других типов. 
На сроке 1 сут после моделирования ишемии у крысы 
наиболее эффективной оказалась доставка HVJ–HGF 
(фактора роста гепатоцитов) за 5 сут до моделирования, 
что способствовало увеличению выживаемости клеток 
в пенумбре на 80% [25]. Выживаемость нейронов оцени-
вали на мышах. Наилучшие результаты были получены 
при введении SeV–GDNF и SeV–NGF: выживаемость кле-
ток возрастала на 86% при введении конструкции в пер-
вые часы после моделирования [26]. Однако в другом 
исследовании при введении AV–GDNF за неделю до ин-
сульта отмечено увеличение выживаемости нейронов 
только на 20% [27]. Вероятно, более высокие показатели 
выживаемости нейронов обусловлены доставкой gdnf 
с использованием SeV-вектора.

На сроке от 1 до 28 сут после моделирования ише-
мии в большинстве случаев оценивали выживаемость 
именно нейронов, и преимущественно на мышах. Наибо-
лее эффективным было введение SeV–GDNF и SeV–NGF, 
при этом выживаемость нейронов увеличивалась на 93 
и 94% соответственно как на 6-е сутки, так и на 28-е сут-
ки после моделирования инсульта [26]. Обращает на себя 
внимание следующий факт: так же, как и в вышеупомя-
нутых исследованиях на других сроках, этот позитивный 
результат получен в условиях применения SeV-вектора. 
Кроме того, даже при разной концентрации вводимых 
вирусных частиц, а именно 5×106 pfu [26] и 1×109 pfu [28], 
показатель увеличения выживаемости нейронов остаёт-
ся одинаково высоким — 93%. Выживаемость нейронов 
при введении AV–SDF-1 (фактора стромальных клеток 1), 
AAV–BDNF и LV–GDNF оказалась примерно одинаковой 
и достигала соответственно 62% [29], 60% [30] и 60% [31].

На сроке более 28 сут после моделирования ише-
мии показатель увеличения выживаемости нейронов 
не различался как при введении AAV–BDNF [32], так 
и при использовании AAV–NeuroD1 [13] и составил 63%. 
Стоит отметить, что превентивная доставка гена bdnf 
в концентрации 1010 pfu за 35 сут до моделирования 
ишемии у крысы оказала такое же действие, как и вве-
дение AAV–NeuroD1 через 10 сут после моделирования 
инсульта у мыши, но в более высокой концентрации — 
1,6×1012.

Двигательная активность. На модели ишемиче-
ского инсульта для анализа двигательной активности 

используют ряд тестов. Среди них «Шкала неврологиче-
ской тяжести», «Угловой тест», «Ротарод», «Лестница», 
«Ходьба по балке», «Монитор активности», «Цилиндр», 
«Шкала Бендерсона», «Ошибочный шаг» и «Шаг». В этом 
перечне первые четыре теста являются наиболее инфор-
мативными, так как с их помощью проведён детальный 
сравнительный анализ эффективности восстановления 
двигательной активности после введения различных 
конструкций, кодирующих от четырёх до семи целевых 
генов. Поэтому для выявления наиболее эффективной 
генетической конструкции мы руководствовалась в пер-
вую очередь результатами этих тестов.

В течение суток после моделирования ишемии наи-
лучший показатель по «Шкале неврологической тяже-
сти» был выявлен с применением LV–Ang-1, при этом 
активность опытных животных была выше на 36% [15]. 
Однако стоит отметить, что в данном случае рекомби-
нантный вектор вводили в концентрации на 1–3 по-
рядка больше, чем в других экспериментах. Кроме того, 
LV–Ang-1 вводили за сутки до моделирования ишемии, 
что имело более выраженный эффект, чем за 10 сут 
до инсульта. По данным «Углового теста» результаты 
введения AV–BDNF [19] оказались более действенными 
по сравнению с LV–Ang-1 [15]. При введении АV–BDNF 
зафиксирована в два раза более высокая активность 
животных. При этом концентрация вводимого AV–BDNF 
была в 3,5 раза выше, а введение целевого гена выпол-
нено за 7 сут, в то время как LV–Ang-1 вводили за сутки 
до моделирования ишемии. По представленным выше 
результатам можно сделать вывод о том, что лучшему 
восстановлению двигательной активности в первые сут-
ки после моделирования ишемии способствует не столь-
ко превентивное введение генетической конструкции, 
сколько высокая концентрация вводимых вирусных век-
торов.

На сроке от 1 до 28 сут результаты следующих двух 
тестов оценены по неделям. По данным «Шкалы не-
врологической тяжести» на первой неделе наилучший 
результат был получен при введении AAV–NTN-1 — 
улучшение показателя на 41% [33]. Отмечено, что дан-
ную конструкцию вводили в большей концентрации, чем 
другие генетические конструкции. Кроме того, профи-
лактическое введение AAV–BDNF за 35 сут до модели-
рования ишемии [32] менее эффективно восстанавлива-
ло двигательную активность, чем введение AAV–NTN-1 
за 5 сут [33]. В дальнейшем на сроке от 1 нед до 1 мес 
эффективность восстановления двигательной активности 
после введения AAV–NTN-1 снижается. При одинаковых 
условиях в период от 1 нед до 1 мес в результате введе-
ния AAV–APN двигательная активность восстановилась 
на 45% [14]. 

Результаты «Углового теста» в первые 7 сут указы-
вают на бόльшую эффективность введения AV–BDNF: 
двигательная активность при этом возросла на 19% [19], 
а в период от 1 нед до 1 мес при введении AAV–APN она 
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увеличилась на 29% [14]. С помощью этого теста про-
анализированы результаты, полученные при введении 
вирусной конструкции мышам в одинаковом объёме 
за 7 сут до моделирования ишемии.

На сроке от 7 до 28 сут для восстановления двига-
тельной активности наиболее эффективным оказалось 
введение AAV–APN, что было выявлено в ходе проведе-
ния тестов «Шкала неврологической тяжести» и «Угло-
вой тест».

Результаты следующих тестов с контролем двига-
тельной активности включают данные, полученные в ин-
тервале 1–28 сут. По данным теста «Ротарод», наиболее 
эффективными были результаты введения AAV–NTN-1, 
при этом зафиксировано увеличение двигательной ак-
тивности на 45% [33]. Результаты данного теста полу-
чены после введения генетической конструкции мышам 
за 7 сут до моделирования ишемии. Однако введение 
той же конструкции AAV–NTN-1, но в большей концен-
трации, оказалось менее эффективным [34].

По данным теста «Лестница», конструкция AAV–Neu-
roD1 показала лучшие результаты восстановления дви-
гательной активности — увеличение показателя на 50% 
[13]. Стоит отметить, что генетическую конструкцию 
вводили через 10 сут после моделирования ишемии 
в высокой концентрации — 1012, в то время как другие 
конструкции вводили до моделирования и в меньшей 
концентрации. По данным этого теста, лучший результат 
обусловлен как введением гена neurod1, так и большой 
концентрацией вирусной конструкции.

По результатам теста «Ходьба по балке», вектор 
AAV–IGF-1 (инсулиноподобный фактор роста 1) об-
ладал наибольшей эффективностью и способствовал 
восстановлению на 56% [35]. В этой работе введение 
AAV–IGF-1 было более ранним — за 21 сут до моде-
лирования ишемии, в то время как в других работах 
конструкцию вводили за 7 сут до моделирования. 
Это позволяет предполагать, что влияние конкретных 
трансгенов на восстановление двигательной активно-
сти может зависеть от временнόго интервала между их 
введением и моделированием ишемии.

Тест «Монитор активности» характеризует конструк-
цию AAV–BDNF как достаточно эффективную с увеличе-
нием показателя двигательной активности на 46% [36]. 
Нами отмечено, что AAV–BDNF ввели на неделю раньше, 
чем другие конструкции. Результаты этого теста при вве-
дении HSV в качестве платформы для доставки целевых 
генов показало меньшую эффективность [37].

Результаты теста «Цилиндр» демонстрируют преиму-
щество введения AAV–MANF — улучшение двигатель-
ной активности на 31% [21]. При этом генетическую кон-
струкцию вводили в большой концентрации и раньше, 
чем другие конструкции.

По данным теста «Моторная асимметрия», лучший 
результат был получен при введении AAV–IGF-1: актив-
ность животных восстанавливалась на 50% [35]. В данном 

случае AAV–IGF-1 вводили на 2 нед раньше, чем другие 
генетические конструкции.

По данным «шкалы Бендерсона», при введении LV–
VEGF отмечено восстановление активности на 70% [17]. 
Отличительной особенностью опыта применения данного 
теста является то, что наибольшие значения показателя 
восстановления двигательной функции были получены 
в условиях использования LV, в то время как в работах 
с применением других двигательных тестов лучший 
результат зарегистрирован при введении конструкций 
на основе AAV-вектора.

Результаты теста «Ошибочный шаг» свидетель-
ствуют о большей эффективности введения AV–BDNF, 
при этом отмечено восстановление двигательной ак-
тивности на 41% [19]. Близкий к этому результат полу-
чен при введении AAV–NT-3 — восстановление актив-
ности на 40%. При этом AAV–NT-3 вводили на неделю 
позднее, но в концентрации на порядок выше. Поэтому 
по результатам данного теста невозможно однозначно 
утверждать, что введение AV–BDNF более эффективно.

По результатам теста «Шаг», наилучшие показате-
ли восстановления двигательной активности отмечены 
при введении AAV–BDNF (активность животных вос-
становилась на 35%) [32]. Этот результат обусловлен 
введением конструкции в более высокой концентрации 
и на неделю раньше, чем в работах с введением других 
генетических конструкций.

На сроке более 28 сут после моделирования ише-
мии, по данным теста «Цилиндр», результаты введения 
AAV–NeuroD1 демонстрируют наибольшую эффектив-
ность, чем при введении других целевых генов, — уве-
личение активности животных на 25% [13]. При этом 
AAV–NeuroD1 вводили в концентрации на два порядка 
больше, чем при использовании других конструкций. 
В тесте «Моторная асимметрия» наиболее эффектив-
ным оказалось введение AAV–NTN-1. Активность жи-
вотных после доставки этого гена возрастала на 50% 
[24]. В данном случае концентрация вирусного вектора 
была на три порядка выше, чем при введении других 
генетических конструкций. Однако по тесту «Ошибоч-
ный шаг» получен неоднозначный результат. При вве-
дении крысам AAV–NT-3 в меньшей концентрации, 
а именно 1010 pfu, отмечено увеличение активности 
на 44% [16]. А при введении мышам AAV–NeuroD1 
в большей концентрации (1012 pfu) активность возрас-
тала только на 23% [13]. По данным теста «Ротарод», 
наиболее выраженное восстановление активности от-
мечено при введении AV–SDF-1 (двигательная актив-
ность возросла на 27%) [29]. В этой работе крысам вво-
дили конструкцию в меньшей концентрации (2×106 pfu) 
и получили более высокие показатели активности, чем 
при введении мышам LV–GDNF в концентрации 108 pfu, 
когда активность возрастала на 25% [31].

Таким образом, анализ результатов поведенче-
ских тестов показал разную эффективность введения 
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генетических конструкций с разными генами. Наиболь-
ший эффект в восстановлении двигательной активности 
животных отмечен при введении генов bdnf, ntn-1 и apn. 
Среди вирусных векторов наиболее позитивно проявил 
себя AAV.

Введение двух целевых генов. Сочетанное вве-
дение двух рекомбинантных векторов AAV–VEGF и AAV–
Ang-1 снижало объём инфаркта на 42% и оказалось 
более эффективным, чем введение каждой конструкции 
по отдельности: использование генетической конструк-
ции AAV–VEGF или AAV–Ang-1 снижало объём инфаркта 
на 25 и 23% соответственно [23]. Результаты введения 
рекомбинантного вектора с двумя трансгенами AV–
VEGF–SDF-1 показывают меньшую эффективность: объём 
инфаркта уменьшался только на 17% на 28-е сутки после 
моделирования ишемии [38]. На том же сроке был полу-
чен результат при введении AAV–VEGF. В аналогичных 
условиях эксперимента к 21-м суткам после моделиро-
вания ишемии объём инфаркта уменьшался на 77% [22]. 
Введение AV–SDF-1 уменьшало объём инфаркта на 39%, 
однако этот результат был получен на вторые сутки по-
сле моделирования ишемии [29].

По показателю плотности капилляров в пенумбре 
сочетанное введение двух рекомбинантных векторов 
AAV–VEGF и AAV–Ang-1 было менее эффективным, чем 
введение только AAV–VEGF. Зафиксировано увеличение 
плотности капилляров на 83% при сочетанном введении 
двух генов vegf и ang-1. Если введение AAV–VEGF обе-
спечивало увеличение показателя плотности капилляров 
на 86%, то введение AAV–Ang-1 приводило к увеличе-
нию этого показателя лишь на 50% [23]. Более эффек-
тивно плотность капилляров возрастает при введении 
AV–VEGF–SDF-1 по сравнению с AAV–VEGF. Введение 
данной конструкции способствовало увеличению плот-
ности капилляров на 45% [38]. Близкий результат полу-
чен при введении AAV–VEGF, когда плотность капилля-
ров увеличивалась на 43% [39].

Двигательную активность при помощи теста «Шка-
ла неврологической тяжести» оценивали при введе-
нии рекомбинантного AV-вектора с двумя трансгенами 
AV–VEGF–SDF-1 в сравнении с результатами, получен-
ными при введении vegf и sdf-1 по отдельности. Ре-
зультаты сочетанного введения двух трансгенов к 28-м 
суткам оказали более выраженный позитивный эффект. 
При этом двигательная активность возрастала на 50% 
[38], а при введении AAV–VEGF — на 40% [29], AV-
SDF-1 — на 44% [22]. Статистически значимых различий 
между полученными результатами не обнаружено.

Введение трёх целевых генов. Нами выполнено 
введение сразу трёх генетических конструкций на ос-
нове аденовируса с генами vegf165, gdnf и нейральной 
молекулы клеточной адгезии (ncam) [40]. На 21-е сут-
ки после моделирования ишемии отмечено снижение 
объёма инфаркта на 92%, что превосходило результаты 
введения одного или двух целевых генов.

Таким образом, исследования показывают, что 
при прямом введении генетических конструкций раз-
личные трансгены по-разному влияют на конкретные 
морфофункциональные показатели, характеризующие 
эффективность постишемической репарации нейральных 
структур и сосудистого русла. Результаты по снижению 
объёма инфаркта, выживаемости нейронов и увеличению 
плотности капилляров, полученные в течение первых су-
ток после моделирования инсульта и в период 1–28 сут, 
оказались практически одинаковыми. Наиболее эффек-
тивно объём инфаркта уменьшается после введения ге-
нов ang-1 и vegf, а введение vegf эффективнее других 
целевых генов способствует увеличению плотности ка-
пиллярной сети в зоне пенумбры. Выживаемость нейро-
нов оказалась наибольшей при введении конструкций, 
кодирующих ntn-1 и bdnf. Двигательная активность (по 
данным, полученным в течение первой недели после 
моделирования ишемии) наиболее эффективно восста-
навливается в результате введения конструкций, кодиру-
ющих ntn-1 и bdnf. А на более позднем сроке, по резуль-
татам всех двигательных тестов, проведённых в период 
7–28 сут после моделирования ишемии, наиболее эф-
фективным оказалось введение apn. На отдалённом сро-
ке (более 28 сут) наиболее эффективным по большинству 
показателей (снижение объёма инфаркта, выживаемость 
нейронов, двигательная активность) является neurod1. 
Поэтому в первые сутки после возникновения ишемии 
для снижения негативных последствий представляется 
целесообразным введение генов vegf, ang-1, gdnf и bdnf. 
На более поздних сроках, когда острое воспаление снято 
и возникает необходимость в коррекции моторных нару-
шений, наибольший эффект могут оказать генетические 
конструкции, несущие neurod1 и apn. Отмечено, что вве-
дение генетической конструкции в большой концентра-
ции оказывается более эффективным после моделиро-
вания ишемии, по сравнению с введением конструкций 
в низкой концентрации до создания ишемии. Вирусные 
конструкции, способные нести большее количество гене-
тического материала, зачастую оказывали более выра-
женный позитивный эффект. Учитывая, что ишемический 
инсульт является состоянием, требующим неотложной 
помощи, доставка генов vegf, ang-1, gdnf, bdnf или их 
комбинаций в высокой концентрации от 1010 до 1013 ви-
русных частиц с использованием LV или AAV даже в пер-
вые сутки после возникновения патологического состоя-
ния может существенно облегчить течение заболевания 
на начальном этапе.

КЛЕТОЧНО-ОПОСРЕДОВАННАЯ 
ДОСТАВКА ЦЕЛЕВЫХ ГЕНОВ

Значительное количество исследований при экс-
периментальной ишемии мозга, наряду с прямым вве-
дением генетических конструкций с целевыми генами, 
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кодирующими синтез молекул, которые стимулируют 
ангиогенез и нейрорегенерацию, проведено с достав-
кой данных генов на клеточных носителях. В этих ис-
следованиях в основном применяли рекомбинантные 
гены, кодирующие широко известные ангиогенные 
и нейротрофические факторы, а также некоторые дру-
гие биоактивные молекулы, такие как NCAM [40], nog-
gin [41], тромбоспондин-4 [42], супероксиддисмутазу 3 
(SOD3) [43] и др. Преимущества и недостатки этого под-
хода, по сравнению с прямым введением генетических 
конструкций, достаточно хорошо известны и детально 
проанализированы ранее [40, 44].

Как уже упоминалось в предыдущем разделе обзо-
ра с описанием результатов прямого введения генети-
ческих конструкций, методические подходы в работах 
с применением вирусных векторов с целевыми генами 
при экспериментальном ишемическом инсульте суще-
ственно различаются по многим параметрам. В данном 
разделе обзора к перечню упомянутых различий можно 
добавить применение клеток различных типов [41–59]. 
В целом это усложняет формирование представления 
о наиболее эффективном сочетании клеточного носителя 
конкретного типа и доставляемых целевых генов.

В качестве носителей рекомбинантных генов, тестиру-
емых на моделях ишемического инсульта, использованы 
клетки различных типов [41–59]. Преимущественно это 
мезенхимные стволовые клетки (МСК) [41, 42, 45] из раз-
ных источников, реже — нейральные стволовые клетки 
(НСК) [46] и еще реже — клетки других типов. Среди них 
можно назвать мононуклеарные клетки крови пуповины 
(МККП) [40], стволовые клетки пульпы зуба, стволовые 
клетки из амниотической жидкости, плюрипотентные 
стволовые клетки, астроциты и многие другие.

Преимуществами МСК являются сравнительная лёг-
кость получения из аутологичных тканей, амплификация 
и хранение в течение длительного времени. Эти клетки 
можно быстро изолировать с сохранением специфиче-
ских иммунных свойств, и их применение не сопряжено 
со многими этическими проблемами. МСК обладают спо-
собностью к дифференцировке в эндотелиальные клетки 
и трансдифференцировке в глиальные клетки и нейроны. 
Благодаря своей большой пластичности МСК привлекли 
наибольшее внимание исследователей генетических 
подходов к преодолению последствий ишемического 
инсульта. Однако до сих пор сообщалось о клинических 
испытаниях фазы I и II с охватом небольшого количества 
пациентов и сравнительно короткой продолжительно-
стью наблюдений [45].

Метаанализ, включающий 52 исследования [46], по-
казал, что трансплантация НСК значительно уменьшала 
показатели неврологической тяжести по модифициро-
ванной шкале (mNSS) и объём церебрального инфаркта 
в моделях ишемического инсульта. В этой работе также 
получены данные о том, что лучшим источником НСК 
является аллогенная эмбриональная ткань. При этом 

внутримозговая трансплантация была наиболее эффек-
тивна, а острая фаза явилась максимально подходящим 
этапом данного вмешательства [46].

Несмотря на большой массив накопленных сведений, 
применительно к генетически модифицированным клет-
кам всех типов необходимы дальнейшие исследования 
для изучения долгосрочной безопасности и эффектив-
ности терапии.

В этих исследованиях в основном использовали 
аденовирусный вектор (примерно три четверти работ), 
реже — HSV, LV и ретровирус. Подавляющее количе-
ство работ в этом направлении осуществлено методом 
одномоментной трансплантации клеточных носителей 
с каким-то одним рекомбинантным геном [41–59].

С учётом вышеупомянутых сложностей, связанных 
с разнообразием методических подходов при иссле-
довании экспериментального ишемического инсуль-
та, определение наиболее эффективно действующего 
целевого гена, доставляемого на клеточном носителе, 
представляется крайне сложной задачей. Кажется оче-
видным, что выбор такого гена оказывается возможным 
лишь в условиях применения одной и той же экспе-
риментальной модели. Оказалось, что подобных работ 
на модели ишемического инсульта на самом деле не так 
много. Одной из них с тестированием по отдельности 
наибольшего количества рекомбинантных генов яви-
лась работа K. Kurozumi с соавт. [47], в которой на МСК 
из костного мозга доставляли по отдельности 4 реком-
бинантных гена нейротрофических факторов (BDNF, CNTF 
(цилиарный нейротрофический фактор), GDNF и NT-3) 
при помощи AV-вектора. При этом по критерию умень-
шения объёма инфаркта наиболее эффективной оказа-
лась конструкция с GDNF, а по критерию восстановления 
двигательной функции — конструкция с BDNF.

Стремление обеспечивать в пенумбре гиперэкспрес-
сию не одного, а нескольких целевых генов продиктова-
но общим и часто неподтверждённым представлением 
о том, что кодируемые этими генами продукты окажут 
позитивное синергическое действие, влияя на раз-
личные клетки-мишени, будь то нейральные клетки, 
клетки стенки сосуда или иммунные клетки, действуя 
через различные внутриклеточные сигнальные каскады 
или проявляя свою максимальную активность на раз-
ных сроках после моделирования ишемии [44]. Однако 
следует отметить, что исследований на модели ише-
мического инсульта с одновременной доставкой двух 
и тем более трёх рекомбинантных генов существенно 
меньше [40], чем с доставкой одного целевого гена [41, 
42, 48]. Кроме того, в единичных работах, в которых за-
регистрировано синергическое действие при доставке 
конструкций с двумя генами, молекулярные механизмы 
позитивных сдвигов остаются неясными, что указывает 
на актуальность продолжения исследований с целью 
установления молекулярных и клеточных мишеней 
при ишемии мозга [44].
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В эксперименте с AV-опосредованной доставкой ге-
нов bdnf и noggin в стромальные клетки костного мозга 
с последующей их трансплантацией при ишемическом 
инсульте у крысы зарегистрированы выраженный нейро-
протекторный эффект и улучшение неврологических функ-
ций [41]. На модели окклюзии средней мозговой артерии 
у крысы показан синергический эффект доставки генов 
ngf и noggin [48]. Noggin, антагонист морфогенетического 
белка кости, поддерживает нейрональную дифференци-
ровку стволовых клеток. Трансплантация стромальных 
клеток костного мозга, трансдуцированных при помощи 
AV-вектора с генами ngf и noggin, повышала жизнеспо-
собность клеток-носителей целевых генов в мозге, пла-
стичность мозга, экспрессию синаптофизина и улучшала 
восстановление функции [48]. В рассматриваемой техно-
логии сочетанной доставки целевых генов особенно ин-
тересной представляется работа A. Marushima с соавт. [49] 
по одновременной доставке генов vegf и pdgf-bb на не-
сколько необычных клеточных носителях, а именно ми-
областах, которые были трансплантированы в височную 
мышцу мыши с последующим её наложением на поверх-
ность ишемизированного мозга (энцефаломиосинанги-
оз) для стимулирования роста коллатеральных сосудов. 
При этом отмечена высокая степень восстановления 
гемодинамики, увеличение рекрутирования перицитов 
и одновременная активация астроцитов.

Для преодоления последствий ишемического ин-
сульта в аспекте совместной доставки генов нескольких 
ангиогенных и нейротрофических факторов представля-
ются интересными результаты двух исследований, вы-
полненных в одинаковых экспериментальных условиях, 
с одномоментной МККП-опосредованной доставкой 
AV-вектора с тремя целевыми генами, кодирующими 
VEGF165, GDNF и NCAM [40, 50]. К концу третьей недели 
после моделирования ишемии было показано значи-
тельное уменьшение размеров очага инфаркта (пример-
но на 88%), что превышало значение этого показателя 
в большинстве аналогичных работ с доставкой одного 
или двух целевых генов, а также выраженное сниже-
ние содержания каспазы 3 (примерно на 44%). Резуль-
таты этих исследований также свидетельствуют о том, 
что показатель уменьшения размеров очага инфаркта 
при клеточно-опосредованной доставке данного со-
четания целевых генов не зависит от того, когда была 
осуществлена трансплантация модифицированных кле-
ток — после моделирования ишемии [40] или до неё 
[50]. Недавно нами было установлено положительное 
влияние внутривенной инфузии аутологичного обога-
щённого генами vegf165, gdnf и ncam лейкоконцентра-
та до и после моделирования ишемического инсульта 
у мини-свиней на восстановление двигательной актив-
ности животных, объём инфаркта мозга и ремоделиро-
вание периинфарктной области [44]. 

Как было упомянуто ранее, большинство экспери-
ментальных исследований ишемического инсульта 

с привлечением генно-клеточных технологий осущест-
влено с доставкой одного трансгена. В сравнении с дру-
гими ангиогенными и нейротрофическими факторами 
VEGF по всем анализируемым показателям выделился 
резко положительно, действуя в ишемизированном моз-
ге на клеточные мишени различных типов. Под воздей-
ствием VEGF позитивный эффект наблюдали при оценке 
объёма очага инфаркта, ангиогенеза и двигательной 
активности.

VEGF, Ang-1 и гипоксия-индуцируемый фактор 1α 
(HIF1α) поддерживали ангиогенез значительно эффек-
тивнее по сравнению с другими факторами [51–55]. Ге-
нетически модифицированные клетки активно находили 
область ишемии, секретировали трансгены и стремились 
интегрироваться в ткань мозга. При этом отмечены сни-
жение воспалительной реакции в мозге, уменьшение 
объёма очага инфаркта, выраженная реваскуляризация 
и улучшение двигательной функции.

Рассмотрим кратко основные и наиболее значимые 
достижения в преодолении последствий ишемии мозга 
в условиях клеточно-опосредованной доставки реком-
бинантного вирусного вектора с одним целевым геном 
по трём основным параметрам, упоминаемым практиче-
ски в каждой работе по данной теме, а именно объёму 
инфаркта, плотности капилляров и восстановлению дви-
гательной функции.

По показателю уменьшения объёма инфаркта лучший 
результат (↓79%) выявлен при введении конструкции 
МСК+AV–GDNF [47], близкая величина (↓76%) снижения 
этого показателя зафиксирована в условиях примене-
ния МСК+AV–PIGF (PIGF — плацентарный фактор роста) 
[56]. Практически такое же уменьшение объёма инфар-
кта (↓72%) выявлено при введении МСК+AV–HIF1α [54]. 
Важно отметить, что при этом, как и в вышеупомянутой 
работе M.E. Sokolov с соавт. [40], с сочетанной доставкой 
трёх трансгенов в качестве вектора использовали AV.

В условиях применения МСК, трансдуцированных 
AV-вектором с трансгеном нейротрофического фактора, 
по мере улучшения показателя, т.е. уменьшения объёма 
инфаркта, выстраивается следующая последователь-
ность: CNTF–NT-3–BDNF–GDNF [47].

Данные по плотности капилляров и реваскуляриза-
ции получены в работах T. Onda с соавт. [51] и K. Toyama 
с соавт. [52], которые были выполнены в сходных услови-
ях эксперимента, за исключением количества вводимых 
генетически модифицированных МСК, опосредующих 
доставку рекомбинантных AV-векторов, несущих Ang-1 
[51] или сочетание VEGF и Ang-1 [52]. При этом в экс-
перименте T. Onda с соавт. [51] показатель плотности 
капилляров увеличивался в 4 раза, тогда как в опытах 
K. Toyama с соавт. [52], в которых вследствие примене-
ния сочетания двух трансгенов ожидалось более вы-
раженное действие, этот показатель увеличился только 
на 75%, что может быть связано с введением существен-
но меньшего количества модифицированных МСК.
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Важным показателем в оценке эффективности при-
менения генно-клеточной конструкции при ишеми-
ческом инсульте является двигательная активность. 
В большинстве работ этот показатель увеличивался 
на 30–50%. В некоторых работах зарегистрировано бо-
лее выраженное улучшение двигательной функции. По-
давляющее большинство таких работ выполнено с при-
менением МСК, трансдуцированных рекомбинантным 
AV-вектором. В этих исследованиях показатель двига-
тельной активности возрастал в среднем в 2,0–3,5 раза 
[47, 57, 56]. Подобный позитивный результат по пока-
зателю восстановления двигательной активности полу-
чен также в условиях применения конструкции с HSV-
вектором (МСК+HSV–VEGF) [58]. По мере улучшения 
восстановления двигательной функции в пуле исследо-
ваний с этим высоким показателем можно сформировать 
следующий ряд: МСК+AV–GDNF [59] — МСК+AV–BDNF 
[57] — МСК+AV–BDNF [47] — МСК+HSV–VEGF [58] — 
МСК+AV–PIGF [56].

По критерию восстановления двигательной функ-
ции на одной и той же модели ишемического инсуль-
та и в стандартных условиях эксперимента проведена 
сравнительная оценка эффективности доставки генов 
различных нейротрофических факторов с применением 
в качестве клеточного носителя МСК, модифицирован-
ных AV-вектором [47]. По мере увеличения эффектив-
ности восстановления двигательной функции трансгены 
нейротрофических факторов распределяются в следую-
щей последовательности: CNTF–NT-3–GDNF–BDNF.

Таким образом, использование технологии клеточно-
опосредованной доставки целевых генов на модели ише-
мического инсульта подтверждает перспективность кли-
нического применения МСК и НСК, трансдуцированных 
рекомбинантными AV-векторами с трансгенами ангиоген-
ных и нейротрофических факторов. Эти генетически мо-
дифицированные клетки, будучи трансплантированными 
в организм хозяина, эффективно экспрессируют данные 
трансгены, что поддерживает выживание самих транс-
плантируемых клеток в области ишемии мозга хозяина 
в среднем в течении 2–3 недель и обеспечивает секре-
цию продуктов данных трансгенов, существенно важных 
для восстановления нарушенных функций.

ОПТО- И ХЕМОГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МЕТОДЫ В ИССЛЕДОВАНИИ 
ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА

Оптогенетический подход позволяет модулировать 
активность нейронов светочувствительными ионными 
каналами, известными как опсины, которые могут быть 
доставлены в нейроны определённых популяций, с по-
мощью вирусных векторов или трансгенных техноло-
гий. В нейробиологии методы оптогенетики применя-
ют для контроля активности и коммуникаций нейронов 

конкретных типов путём введения генов, кодирующих 
светочувствительные белки. Оптогенетика позволяет из-
бирательно и с высокой точностью активировать или ин-
гибировать нейроны определённого типа. Этот подход 
сегодня широко применяется для повышения пластич-
ности нейронов, что демонстрирует их потенциал в вос-
становлении двигательной функции при различных не-
врологических расстройствах [60]. Такая техника нашла 
применение в исследовании молекулярных и клеточ-
ных механизмов патогенеза и восстановления функции 
при ишемическом инсульте [61, 62].

Возможность восстановления функции при ишемиче-
ском инсульте в значительной мере связана с пластич-
ностью нейронов и нервных связей в периинфарктной 
области. Активность выживших нейронов обеспечивает 
высвобождение факторов, которые контролируют под-
держание и реконструкцию нервных связей. Можно по-
лагать, что регулирование возбудимости нейронов по-
зволит улучшить восстановление функции.

Активно развивающаяся оптогенетика предлага-
ет при ишемическом инсульте наиболее эффективный 
способ модулирования возбудимости нейронов опре-
делённых типов с высокой точностью и надёжным 
пространственно-временны́м разрешением [61].

Методами оптогенетики показано, что даже при не-
значительных ишемических повреждениях снижение 
возбудимости нейронов является причиной выражен-
ных нарушений двигательной функции [63]. В остром 
периоде ишемического инсульта отмечено снижение 
гемодинамического ответа на оптогенетическую стиму-
ляцию, а региональный ответ мозгового кровотока кор-
релировал с расстоянием от очага ишемии [64]. При этом 
возбуждающая стимуляция нейронов интактной области 
способствует восстановлению нейроваскулярной связи, 
тогда как возбуждение нейронов в пенумбре не влияет 
на восстановление нейроваскулярной функции [64]. Эти 
результаты дают основание полагать, что интактная пе-
риферия пенумбры служит мишенью для возбуждающей 
стимуляции с целью восстановления перфузии после 
ишемического инсульта.

Новый подход к неврологическому восстановлению 
связан с оптогенетическим ингибированием активности 
нейронов. После ишемического инсульта оптогенети-
ческое ингибирование ГАМКергических нейронов по-
вышало экспрессию FGF2 эндотелиальными клетками 
и способствовало восстановлению нейроповеденческих 
реакций, возможно опосредуемому астроцитами [65].

Восстановление двигательной функции после ише-
мического инсульта связано с динамическими процес-
сами перестройки нервных связей. При ишемическом 
инсульте различные нейромодулирующие подходы, 
которые сочетают прямые стимулирующие воздействия 
с поведенческими тренингами, значительно варьируют 
по своей эффективности из-за неспецифической акти-
вации или ингибирования нейронов. Оптогенетический 
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подход позволил идентифицировать или уточнить лока-
лизацию областей головного мозга и нейронных сетей, 
которые значимы для восстановления двигательной 
функции после ишемического инсульта [60].

Метод оптогенетики также даёт возможность изучить 
и усилить терапию клеточной трансплантацией. На мо-
дели ишемического инсульта у трансгенных мышей, экс-
прессирующих каналородопсин 2 (активируемую светом 
молекулу катионного канала), оптогенетическое избира-
тельное повышение активности нейронов в первичной 
двигательной коре улучшало мозговой кровоток и по-
казатели функциональных тестов [66].

Лазерное облучение в ишемизированной области 
мозга крысы трансплантированных НСК, предваритель-
но трансдуцированных геном каналородопсина 2, обу-
словило улучшение двигательной функции вследствие 
увеличения экспрессии молекул, участвующих в нейро-
трансмиссии, дифференцировке нейронов, направлен-
ном росте аксонов и синаптической пластичности [67].

Избирательное возбуждение трансплантированных 
индуцированных нейральных клеток-предшественни-
ков, полученных из плюрипотентных стволовых клеток 
(iPS-NPC), обеспечивает регенеративные преимущества 
для преодоления последствий ишемического инсульта 
[68]. После трансплантации в ишемизированную кору 
мышей нетрансдуцированные iPS-NPC дифференцируют-
ся в зрелые нейроны, которые формируют синаптические 
контакты с нейронами хозяина. iPS-NPC мыши транс-
дуцировали геном гибридного белка люминопсина 3 
(LMO3), который включал последовательности биолюми-
несцентной люциферазы, люциферазы Gaussia и опсина 
Volvox каналородопсина 1. Трансдуцированные LMO3-
iPS-NPC активировали путём фотостимуляции или суб-
стратом люциферазы люциферином (коэлентеразином). 
Такое стимулирование iPS-NPC in vitro увеличивало в них 
экспрессию синапсина-1, молекулы постсинаптической 
плотности 95 (PSD95), BDNF и SDF-1 и усиливало рост 
аксонов. Стимулирование трансплантированных клеток 
путём ежедневного интраназального введения субстра-
та люциферазы люциферина (коэлентеразина) усиливало 
миелинизацию аксонов, синаптическую передачу, улуч-
шало состояние таламокортикальных связей и восста-
новление нервных функций. Комбинированная оптохе-
могенетическая терапия обеспечила усиление нервных 
связей в периинфарктной области [68].

Хемогенетический подход предполагает модуля-
цию электрической активности нейронов с помощью 
дизайнерских лигандов, которые активируют сконстру-
ированные функциональные рецепторные комплексы 
(модифицированные рецепторы, связанные с G-белком), 
предварительно доставленные нейронам выбранных по-
пуляций (обычно при помощи вирусной трансдукции). 
Сконструированные рецепторы, которые встраиваются 
в мембрану нейронов, можно активировать исключи-
тельно дизайнерскими агонистами, как правило малыми 

молекулами, но не их эндогенными лигандами, что так 
же, как и в случае нативных рецепторов, активирует те 
же внутриклеточные каскады с аналогичными реакция-
ми электрогенеза. Хемогенетическая технология нашла 
широкое применение для избирательной активации in 
vivo нейронов различных популяций, например возбуж-
дающих и тормозных, которые экспрессируют различные 
типы m-холинорецепторов, связанных с G-белком: соот-
ветственно m3 и m4.

На модели ишемического инсульта у трансгенных 
мышей с мутантным геном m4-холинорецептора чело-
века хемогенетическое ингибирование нейронов в пер-
вичной двигательной коре в остром периоде замедляет 
повреждение ткани мозга и значительно улучшает дви-
гательную функцию [69]. Ранее при хемогенетической 
селективной активации глутаматергических нейронов 
в первичной двигательной коре крысы с привлечением 
многих тестов было показано значительное улучшение 
двигательной функции после ишемического инсульта 
[70], что может иметь значение для понимания механиз-
мов восстановления функции, связанных со стимуляцией 
двигательной коры.

Стимулирование возбудимости нейронов по-
вышает двигательную активность после инсульта. 
цАМФ-ответный элемент-связывающий белок (CREB) 
является транскрипционным фактором, играющим 
ключевую роль в возбудимости нейронов. Исследова-
ния с применением хемогенетической методики пока-
зывают, что CREB служит центральным молекулярным 
узлом в восстановлении нервных связей и преодоле-
нии двигательных нарушений при ишемическом ин-
сульте. Повышение концентрации CREB с помощью 
вирусного вектора в небольшом пуле мотонейронов 
улучшает восстановление движений после инсульта, 
в то время как блокирование передачи сигналов CREB 
предотвращает восстановление после инсульта [71]. 
Ингибирование CREB-трансфицированных нейронов 
в ишемической пенумбре с помощью hM4Di-DREADD 
блокирует восстановление моторики. hM4DI-DREAD — 
hM4Di представляет собой модифицированную форму 
мускаринового рецептора M4 человека (hM4) как раз-
новидность дизайнерских рецепторов, активируемых 
исключительно дизайнерскими препаратами (DREADD, 
Designer Receptors Exclusively Activated by Designer 
Drugs). Через этот рецепторный вход реализуется ин-
гибирующее влияние на активность нейронов. Транс-
фекция гена CREB вызывает образование новых сома-
тосенсорных и двигательных связей.

Заключая раздел о применении опто- и хемогене-
тических подходов для анализа механизмов патогенеза 
ишемического инсульта, следует отметить их высокую 
пространственную точность и информативность в докли-
нических исследованиях. Несмотря на это, данные под-
ходы по ряду причин не рассматриваются как клинически 
приложимые при неврологических нарушениях.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Генные технологии широко применяются в разра-

ботке эффективных подходов к преодолению послед-
ствий ишемии мозга. Доставка целевых генов — пер-
спективное направление в терапии экспериментального 
ишемического инсульта. Получены обнадёживающие 
результаты в исследованиях с прямым введением гене-
тических конструкций преимущественно на основе ви-
русных векторов. Однако, хотя прямая генная терапия 
доказала свою эффективность при экспериментальном 
инсульте, она имеет и недостатки: трудности доставки 
терапевтических генов в мозг, низкую эффективность 
трансдукции клеток хозяина и токсическое действие 
вирусов, что в целом ограничивает трансляцию дости-
жений этого метода в клиническую практику.

Способ доставки генетических конструкций с целевы-
ми генами в ишемизированный мозг с помощью клеточ-
ных носителей имеет преимущества позитивного комби-
нированного действия генов и стволовых клеток и лишён 
недостатков прямого введения генов. Недавние иссле-
дования на моделях ишемического инсульта с клеточ-
ными носителями, сверхэкспрессирующими различные 
нейротрофические и ангиогенные факторы, подтверж-
дают безопасность и эффективность данного подхода, 
что позволяет рассматривать клеточно-опосредованную 
доставку трансгенов в качестве многообещающего ме-
тода лечения инсульта. Сложные патологические изме-
нения в повреждённой ткани головного мозга, включая 
воспалительную реакцию, окислительный стресс и гибель 
нейральных клеток, приводят к тяжёлой неврологической 
дисфункции. В контексте трансплантации клеток ишеми-
ческая и гипоксическая микросреда в области повреж-
дения ограничивает эффективность проявления их по-
зитивных свойств. Поэтому актуальным и перспективным 
направлением развития метода клеточно-опосредованной 
доставки генов может быть генетическая модификация 
клеточных носителей не только как платформы для до-
ставки генов нейротрофических и ангиогенных факторов, 
но и как способа улучшения интеграции трансплантиру-
емых клеток в ткань мозга хозяина, их выживаемости 
и взаимодействия с нейральными и иммунными клетка-
ми. Другое перспективное направление в генно-клеточ-
ных технологиях связано с применением экзосом, полу-
ченных из генетически модифицированных клеток.

В проблеме доставки целевых генов на клеточ-
ных носителях остаётся много нерешённых вопросов 
и возможностей для улучшения. Здесь важно подо-
брать лучшую комбинацию изменяемых параметров, 
таких как вектор, конкретный трансген или эффектив-
ное сочетание нескольких трансгенов, тип и количество 
трансплантируемых клеток и многие другие. Вместе 
с тем представляется важным определить оптимальный 
временнόй интервал между моделированием ишемии 
и введением клеток, которые могут проявлять разный 

по выраженности лечебный эффект в разные сроки по-
сле инсульта (от острого до подострого и хронического).

Из генетических подходов в исследовании клеточных 
и молекулярных механизмов патогенеза ишемическо-
го инсульта на доклиническом этапе можно упомянуть 
о значимых результатах применения опто- и хемогене-
тических методов анализа, которые характеризуются вы-
сокой пространственной точностью и информативностью.
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