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НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫЕ НАРУШЕНИЯ
ЛЕКЦИЯ 1

Горенкова НА
доцент кафедры биохимии
Сеченовского Университета

Молекулярные механизмы 
нейродегенеративных нарушений при 

инсульте мозга





Типы инсульта головного мозга

Ишемический
инcульт

Инсульт – это острое нарушение
мозгового кровообращения, симптомы
которого сохраняются более одних суток

Геморрагический
инсульт

(инфаркт 
мозга,

ишемия 
мозга)



Нейродегенеративные изменения в тканях 
мозга после ишемического инсульта

отмирание 
нервных 

клеток
(некроз)

разрастание 
нейроглии
(астроциты)
и процесс 
рубцевания

активация 
микроглии и 
макрофагов

экспрессия 
медиаторов воспаления:
цитокины IL1, IL6, TNF-α, 
а также С-peptide, ICAM-1, 
VCAM, S/Р-selectin, VWF, 
глутамат)

нарушение локального 
кровоснабжения,
с последующей 
интенсивной 
реваскуляризацией



Молекулярные патологические механизмы при 
недостатке снабжения кислородом тканей мозга

гипоксическая 
ишемия 
тканей

перикисное
окисление 
липидов

запуск 
воспалительных 
процессов

реперфузионное
повреждение 
тканей

апоптознекроз

рубцевание
тканей 



Патогенез развития перекисного окисления липидов мембран с 
последующей гибелью клеток развивается в результате 

постгипоксической нехватки кислорода в тканях мозга, приводящей к 
утечке электронов из ЦПЭ и накоплению НАДН+Н в митохондриях. 

Дальнейшая реоксигенация тканей  приводит к массовому 
формированию свободных форм кислорода и активных радикалов. В 

результате такие частицы атакуют липиды мембран, белки клеток, 
наряду с повреждением структуры ДНК. Это приводи к обструкции 
мембран, невозможность работы ядерного аппарата и клеточной 

гибели.

Постишемическая цитотоксичность и 
окислительный стресс в результате ишемии-

реперфузии



Причины клеточной гибели в результате 
ишемии-реперфузии

Дисфункция	
митохондрий

Апоптоз

↓	Na	насоса
↑	Са2+ ,	К+	и	воды окислительный	стресс

(ROS)/нитрозилирование
NO●,	H2O2, O2

●-,	ONOO-, OH●

факторы	
апоптоза

↑NO	синтазы

перикисное окисление	
липидов	и	белков,	
повреждения	в	ДНК

Гибель	
клеток

↓рН ↓ синтеза	
белка

отек	клетки	и	
органелл,
разрушение	
мембран

Повреждение	
мембран

выход	
лизосомальных
ферментов

конденсация	
хроматина

↓O2 ,	АТФ,	
окислительного	

фосфорилирования ,	
↑НАДН	



Figure 1-8 Schematic illustration of the morphologic changes in cell injury culminating in necrosis 
or apoptosis.

Ключевые патогенетические изменения при 
некрозе     и     апоптозе

без	затрат	
АТФ

разрушение	
органелл

выход	
клеточного
содержимого сильный	

воспалительный	
ответ

единичный
клеточный	

ответ

охватывает	
группу	
клеток

запрограммированная	
смерть	клетокпассивный	механизм	

развития

без	утраты	
целостности	

мембран

минимальный	
выброс	

содержимого	
клетки

минимальный	
воспалительный	

ответ

расход
АТФ



Развитие воспалительной 
реакции при инсульте:

Молекулярные механизмы развития
воcпаления после инсульта имеют
множественный характер, и
затрагивают множество каскадом и
молекулярных механизмов
одновременно. В этом состоит суть
мгновенно развивающихся осложнений
и сложность их последующей
коррекции. Такие механизмы могут
включать локальный иммунный ответ
микроглии, астроцитов, нейтрофилов,
тромбоцитов, эндотелия мозга. Эти
клетки высвобождают медиаторы,
которые запускают воспалительный
процесс, включающий синтез активных
форм кислорода (ROS), оксида азота
(NO), молекулярных фрагментов,
ассоциированных с повреждениями
(DAMPs), металлопротеиназ (MMP),
адгезивных молекул (ICAM) и
интерлейкинов (IL-1)DOI:	10.3389/fncel.2015.00018



Временные характеристики развития 
воспалительного ответа 

острая фаза:
0-3 день

подострая фаза:
3-10 дней

хроническая фаза:
10-30 дней

doi:10.21926/obm.neurobiol.1901023



Общая схема патологических изменений после ишемического
инсульта, приводящая к клеточной гибели и отмиранию тканей, и
соответственно к функциональной несостоятельности пациента

DOI: 10.1186/1479-5876-7-97



Адаптационные изменения в тканях мозга 
после ишемического инсульта

НЕЙРОГЕНЕЗ АНГИОГЕНЕЗ
активация процессов 
образования стволовых клеток в 
определенных зонах мозга 
(субвентрикулярная зона, 
зубчатая извилина) 

активация процессов образования 
и роста новых сосудов,
в дальнейшем приводящая к  
функционально активному 
сосудистому руслу

Низкая эффективность:
Адаптационная активация пост-
ишемического нейрогенеза чаще 
всего не приводит к дальнейшей 
нейрональной дифференцировке
(в основном глиальная 
детерминанта)

Низкая эффективность:
Спонтанная реваскуляризация,
однако, не приводит к 
образованию функционально 
активного сосудистого русла ни 
в зоне отмершей ткани, ни в 
зоне penumbra



Терапевтические подходы к лечению 
последствий ишемического 
повреждения тканей головного мозга

§ Антикоагуляционная терапия (аспирин, варфарин, 
статины)

§ Тромболизис (tPA) и тромбоэкстракция («ловушки»)

§ Терапия стволовыми клетками

§ Использование нанотехнологий

§ Комбинированное применение наноматериалов, 
стволовых клеток и физиологически активных 
веществ 
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Терапевтические способы коррекции 
последствий нейродегенеративных нарушений 

в постинсультном состоянии



1 тема:

Антикоагуляционная терапия, 
тромболизис (tPA) и тромбоэкстракция



Терапевтические подходы к лечению 
последствий ишемического 
повреждения тканей головного мозга

§ Антикоагуляционная терапия (аспирин, варфарин, 
статины) 

§ Тромболизис ( препараты на основе tPA)
(единственный препарат одобренный FDA)

§ Тромбоэкстракция («ловушки»)

§ Терапия стволовыми клетками

§ Использование нанотехнологий

§ Комбинированное применение наноматериалов, 
стволовых клеток и физиологически активных 
веществ 



Альтеплаза:
препарат «второго 
поколения», 
специфически 
активирующий связанный 
с фибрином плазминоген, 
превращая его тем 
самым в плазмин 

Теноплаза:
препарат «третьего 
поколения»,
генетически 
модифицированный 
тканевой активатор 
плазминогена, с 
целью повышения 
сохранности и 
эффективности

Наиболее известные препараты используемыми в 
тромболитической терапии острого инсульта

Схема 
действия 
тканевого 
активатора 
плазминогена:

FDP =
продукты 
деградации 
фибрина

замены:
Тре(103) на Асп, 
Асп(117) на Глу, 

1 домейн крингл, 
замена в домене 

протеазы



(MCAo)

Blood vessels

Filament

Blockage

Focal ischaemic stroke 
model  

DOI: 10.1161/str.27.9.1616

Ишемический инсульт: модели на животных
Валидация модели
с использованием 
поведенческого 
тестирования 
(неврологический дефицит, 
локомоторная активность, 
способность к обучению)

Неинвазивные методы 
определения 
повреждений нервной 
ткани: СТ, МРТ

https://doi.org/10.1002/stem.1024

Степень нейро
дегенеративных 
повреждений мозга 
оценивают с 
помощью 
иммуногисто
химического анализа



В зависимости от места локализации дегенеративного повреждения
(в нашем случае, инфаркта нервных тканей головного мозга),
используют различные методы введения материалов и/или
препаратов. Это может быть внутривенное или внутримозговое
введение. Так, если повреждения локализованы в срединной
области головного мозга, для введения препарата используют
систему стереотакcических координат.



Тема 2: 

Терапия стволовыми клетками



При лечении патологических изменений в тканях мозга, вызванных острым 
ишемическим инсультом, может применяться терапия стволовыми клетками. В 
основном такую терапию применяют для коррекции нейродегенеративных
изменений, которые выражаются в массовом отмирании так называемой 
«нервно-сосудистой ниши», процессе, который уже нельзя остановить и можно 
лишь пытаться восстановить впоследствии. За 30 лет интенсивных исследований 
в этом направлении имеются довольно успешные результаты, однако степень 
риска и осложнений, при переходе от лабораторных манипуляций с моделями к 
клиническим испытаниям на добровольцах, остается довольно высокой и не 
приносит желаемого  результата.



CTX – стволовые клетки человека
HSCs – гемапоэтические стволовые клетки 
MAPCs – плюрипотентные клетки-предшественники
MNCs – мононуклеарные клетки
MSCs – мезенхимные стволовые клетки

Типы клеточных культур, применяемые в 
терапии инсульта, дозы и временные интервалы:

same token, the intracerebral dose of 200,000 cells is efficacious
in the stroke rat, which is equivalent to approximately 56 million
cells in the stroke patient, but again the clinical doses (2.5 and
5 million cells) used were at least 10-fold below this dose, which
may explain the lack of efficacy [50, 51]. The cell dose found
effective in the stroke rat was correctly gated in the MAPC trial
(400 to 1,200 million cells) [49] but still did not reach efficacy
[57]. Post hoc analysis, however, revealed that those patients
who received the MAPC transplants less than 36 hours exhibited
functional improvements [58], which were predicted in the pre-
clinical study [59] and now the targeted therapeutic window in a
subsequent MAPC trial [60]. Strict adherence to the preclinical
outcomes of optimal cell dose, timing, and route is a must if effi-
cacy is to be achieved in the clinic.

Lab-to-clinic translation and the subsequent clinical trial
design of stem cell therapy have emphasized the logistics and
technical aspects of the transplant regimen and may have
neglected the basic science discoveries that defined stemness
properties and mechanisms of stem cells. The rule of thumb when
contemplating any envisioned stem cell clinical product must con-
sider a well-defined set of phenotypic markers of the stem cells
and a solid insight into their mode of action. Access to clinical-
grade stem cells should preclude a set of product release criteria
of either homogenous population of cells or a consistent and
reproducible generation of the same stem cell population. The
clinical transplant regimen should also build upon the lessons
learned from the laboratory about postulated mechanisms, includ-
ing cell replacement, growth factor secretion, and promotion of
endogenous brain repair processes [61–65], which may synergisti-
cally work together to combat the multipronged cell death path-
ways associated with stroke [66–68]. In view of this intricate stroke-
induced cell death cascade, stem cell therapy may be optimized
not as a stand-alone treatment but as a combination therapy with
tissue Plasminogen Activator (tPA), other neuroprotective drugs,

biomaterials [69], or thrombectomy (see below), as well as with
standard stroke care management involving rehabilitation [70, 71].

Although efficacy in preclinical stroke models is paramount
toward moving the stem cell product to the clinic, equally impor-
tant is establishing the safety profile of the stem cells, such as
their proliferative, tumorgeneic or ectopic tissue formation capac-
ity, persistence specifically tissue or organ deposition, and cell fate
following transplantation into the stroke brain. The differentiation
of stem cells into a phenotype when lodged in a particular organ
may elicit deleterious immune response or inflammatory reaction
that can be toxic or can elicit tumorigenesis. Ample consideration
should also be given when using genetically engineered stem
cells, such as SB623 or immortalized cells such as CTX03 [26, 30].
With the notion that stem cells may confer therapeutic effects via
secreted substances, there is also a translational push favoring dec-
ellularized over cellularized compositions, and such pharmacologic-
like or cell-free treatments may benefit from the translational Stroke
Treatment Academic Industry Roundtable (STAIR) criteria toward
achieving the neuroprotective drug’s safety profile [72]. Specific
safety deliberations are necessary when using freshly harvested, cul-
tured, or cryopreserved cells, naked, encapsulated, or extracellular
matrix-loaded cells, and novel delivery devices such as sustained,
controlled, and highly regulated nanoparticles, exosomes, extra-
cellular vesicles, microRNAs, mitochondria, and other cellular
components [18, 20, 73–76]. The once cell-directed transplanta-
tion approach has been replaced with much sophisticated cell
components that have expanded toward emerging therapies
using innovative cell-derivative and even cell-free compositions
that will require a unique set of safety outcome evaluations.

If clinical entry of stem cell products is the desired goal, then
the use of clinical-grade stem cells from the get-go would allow a
more efficient entry of stem cells to the clinic. The rigid regula-
tory translational path of stem cell from the laboratory to the
clinic provides no allowance for modification of the stem cell
product. Developing clinical-grade lines would require many
changes to the original protocols, because the standards for
manufacturing clinical biological agents are stricter than the stan-
dards for research-grade cell lines, necessitating the need to find
alternatives to the laboratory animal-derived reagents that most
likely are not allowed for clinical use [77]. In the end, the Good
Manufacturing Practice (GMP)-manufactured stem cells are likely
different from the laboratory-grade stem cells, in that the pheno-
type and biological properties originally designed to treat a spe-
cific disease in the laboratory may now have a different disease
indication in the clinic. Similarly, other cell manufacturing techni-
cal aspects may change the eventual stem cell product. Key cell
product release criteria to the commercial and clinical application
of stem cells are suitable cryopreservation protocols for long-
term storage, which may prove refractory for some stem cells
[78]. The expansion time and amplification process, including the
matrices and reagents (e.g., serum or platelet lysate) under clini-
cal GMP may generate MSCs that differ in their immunomodu-
latory properties [79], thereby affecting the cells’ therapeutic
effects. Finally, because human stem cells are tested in animal
models, this cross-species paradigm likely will present with dif-
ferent safety and efficacy scenario in the same-species clinical
application. This would indicate that the risk profile of stem
cell-based products should consider the envisioned clinical
product of autologous or allogeneic stem cells, including their
differentiation status and proliferation capacity, the route of
administration, the intended location, and long-term survival

Table 1. Stem cell transplantation protocols for stroke therapy

Reports
Stem

cell type Route Dose Timing

Laboratory studies

Mays et al. [59] MAPCs i.c. 0.4 million 7 days

Mays et al. [59] MAPCs i.v. 4 million 1–7 days

Acosta et al. [89] MSCs i.v. 4 million 60 days

Borlongan et al. [90] MSCs i.c. 0.2 million 3 hours

Clinical trials

Bang et al. [45] MSCs i.v. 100 million 4 weeks

Savitz et al. [46] MNCs i.v. 100 million 1–3 days

Prasad et al. [47] MNCs i.v. 280.75 million 18.5 days

Banerjee et al. [48] HSCs i.a. 100 million 7 days

Hess et al. [49] MAPC i.v. 400–1,200 million 24–48 hours

Steinberg et al. [50] SB623 i.c. 2.5–10 million 6–60 months

Hess et al. [60] MAPC i.v. 1,200 million 18–36 hours

Kalladka et al. [91] CTX-DP i.c. 2–20 million 6–60 months

Lee et al. [92] MSCs i.v. 50 million 4 weeks

Type of cells, route of administration, doses, and timing are listed.
Abbreviations: HSCs, hematopoietic stem cells; i.c., intracerebral;
MAPCs, multipotent adult progenitor cells; MNCs, mononuclear cells;
MSCs, mesenchymal stem cells.

www.StemCellsTM.com © 2019 The Author. STEM CELLS TRANSLATIONAL MEDICINE published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press
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Терапия стволовыми клетками человека имеет определенные
положительные результаты, включая промотирование нейро- и
ангиогенеза

Figure	3. Summary	of	CTX	cells	mechanisms	of	action	in	ischemic	stroke.	Reprinted	
from	Sinden et	al78with	permission.	Copyright	©2007,	the	Oxford	University	Press.



Культуры стволовых клеток выращивают в среде и затем
подготавливают к процессу трансплантации. Они могут подвергаться
окраске или другим манипуляциям непосредственно перед
процессом трансплантации

культура	
мезенхимных	
клеток,	
3	дня,	10х
PKH
DAPI

культура	
мезенхимных	
клеток,	
3	дня,	40х
PKH
DAPI

культура	
стволовых	
клеток	
человека,	
3	дня,	4х

культура	
стволовых	
клеток	
чловека,	
7 дней,	40х
Ki67
PKH
DAPI



Тема 3: 

Комбинированное применение 
наноматериалов, стволовых клеток и 
физиологически активных веществ 



Для увеличения биодоступности, а также в целях сохранности
клеток в процессе их трансплантации, используют клеточные
суспензии в составе биоматериалов

283Improving Treatment of Stroke through Nanotechnology

(a)

(b)
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DAPI/PKH26/GFAP DAPI/PKH26/GFAP

50 µm

FIGURE 21.3 Tissue engineering. (a) NSCs need structural support to promote reconstruction of damaged tis-
sue within the stroke cavity. Poly(d,l-lactide-co-glycolic) acid (PLGA) particles allow the attachment of NSCs 
without affecting their viability (green indicates live cells). The particles can then be injected into the brain through 
a small-bore needle, with cells being labeled with PKH26 for postmortem detection. Once injected, particles and 
cells attach to the host tissue. If sufficient cells and particles are present within the damaged area, they can cre-
ate a primitive de novo tissue that still contains PLGA particles with transplanted cells connecting between this 
scaffold. (b) An alternative approach is to contain multiple cell types, such as endothelial cells and NSCs, within a 
polyethylene-glycol hydrogel that also does not significantly affect cell viability. Upon transplantation, individual 
hydrogel particles can be detected with astrocytes (glial fibrillary acidic protein [GFAP]+ cells), anchoring these in 
place within the stroke lesion. Both approaches (PLGA and hydrogel particles) provide potential means to support 
and promote tissue regeneration after stroke. DAPI, 4′,6-diamidino-2-phenylindole.
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Наноматериалы
искусственного 
происхождения:

- гибридные гидрогели и
частицы, на основе
полиэтиленгликоля
(PEG)

- материалы на основе
поли-(L-лактид-со-)
гликолида (PLGA)

Наноматериалы
натурального 

происхождения:

- на основе 
экстраклеточного матрикса

- коллагена
- смешанного типа с 

включениями клеточного 
матрикса

- гидрогели на основе шелка

Наномедицина использует нанотехнологии и различные
материалы размеров наночастиц (структура которых измеряется
в нм, миллиардных долях метра), имеющих синтетическое и
натуральное происхождение, для введения лекарственных или
клеточных препаратов в терапевтических целях



Solution-gel 
transition 

Reverse engineered silk Sonication 

cocoons

Silk solution self-assembly solution 

Примером натуральной основы для биоматериала
является шелк коконов тутового шелкопряда.
Возможностей вариантов создания различных материалов
на его основе довольно велико – наночастицы, гидрогели,
спирали, трубки пр. Ниже представлен пример «зеленого»
синтеза такого материала, основанный на спонтанной
полимеризации 4% раствора шелкового субстрата с
получением геля.

DOI: 10.15129/69e4bc63-c9af-431c-82e9-b19e588b0c93



В начале эксперимента
полученный биоматериал изучают
в лаборатории, измеряя его
свойства (устойчивость к
воздействиям температуры,
манипуляциям и т д ,
время полураспада, жесткость,
пористость и др) и выбирают
наиболее подходящий вариант для
дальнейшей работы

В дальнейшем, после имплантации
биоматериала в поврежденную
ткань, также измеряют его
свойства: распределение в тканях
«хозяина», время его распада или
стабильность,
а также взаимодействие с
окружающими клетками и пр.



DOI:https://doi.org/10.1038/s41598-018-31905-5

Перед тем как клетки будут инъецированы в поврежденную
область, необходимо выбрать наиболее подходящий для их
жизнедеятельности и сохранности тип биоматериала. То есть
проводят эксперимент на скорость роста клеток в
биоматериале и их продолжительность жизни



После введения материала с клетками в ткани, через
определенное количество времени измеряют уровень
выживаемости клеток и их распределение в тканях

DOI:https://doi.org/10.1038/s41598-018-31905-5



Так же проводят
эксперимент на
биосовместимость, то есть
измеряют степень
повреждения в самой
ткани после введения
материала. На
гистологическом уровне
это можно измерить,
основываясь на ряде
параметров, например,
уровень воспалительной
реакции (маркеры CD11b,
Iba1, CD40), рубцевания
(GFAP), а так же
количество
апоптотических изменений
(антитела к Bcl2, каспазам
-3, -9, цитохрому С)

DOI: 10.15129/69e4bc63-c9af-431c-82e9-b19e588b0c93



Измеряют степень инудцированного
нейрогенеза в поврежденной области
мозга (белая рамка), т.е. количество
стволовых клеток (маркер Ki67, зеленый),
которые не утратили свои свойства, а
также количество дифференцированных
клеток (не показано).
Для этого используют различные маркеры
или антитела. Это могут быть антитела к
антигенам нейронов, астроцитов, или
других типов клеток, в которые могут
дифференцироваться стволовые клетки.

DOI: 10.15129/69e4bc63-c9af-431c-82e9-b19e588b0c93



Важно обращать 
внимание на 
положительное 
окрашивание 
клеточного ядра 
(DAPI, синий), что 
доказывает что 
клетка живая и 
исключает 
возможность 
ошибочного 
окрашивания

DOI: 10.15129/69e4bc63-c9af-431c-82e9-b19e588b0c93

Трасплантированный
биоматериал

Нервная ткань 
мозга (область 
полосатого тела)



В задачи постинсультной терапии входит 
разработка и внедрение в клинику 
разносторонних подходов к терапии 
нейродегенеративных изменений в мозге, 
учитывая тип,  распространение, тяжесть 
ишемии, локализацию отмерших тканей и 
их функциональную нагрузку
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