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Цель работы – выяснить эффективность внутривенной трансплантации мезен-
химных стволовых клеток человека (МСКч), проведенной на 7-е сут после ише-
мии/реперфузии (И/Р) головного мозга, для восстановления функциональной
активности КАТФ-каналов церебральных артерий. С помощью установки для
прижизненной визуализации пиальных сосудов исследовали реакцию артерий
на воздействие блокатора КАТФ-каналов глибенкламида (GB), активатора этих
же каналов пинацидила (PI), ацетилхолина (ACh), и AСh на фоне действия GB
(ACh/GB) через 14 и 21 сут после И/Р головного мозга (12-минутная окклюзия
обеих сонных артерий с управляемой гипотензией) и внутривенной трансплан-
тации МСКч, проведенной на 7-е сут после ишемического воздействия. Уста-
новлено, что на 14-е сут после И/Р число сузившихся артерий на GB уменьши-
лось в 1.5–1.8 раза по сравнению с ложнооперированными крысами. К 21-м сут
после И/Р констрикторная реакция полностью восстановилась кроме артерий
диаметром более 40 мкм. В группе клеточной терапии констрикторная реакция
на GB была полностью восстановлена до уровня ложнооперированных крыс у
артерий диаметром менее 40 мкм уже к 14-м сут после И/Р; у более крупных со-
судов не восстановилась до 21-х сут. Число дилатаций на ACh/GB по сравнению
с чистым AСh у ложнооперированных крыс понижено в 1.6–1.8 раза на 14-е сут и
в 1.6–6.6 раза на 21-е сут. У И/Р животных на 14-е сут число дилатаций на
ACh/GB по сравнению с чистым AСh статистически значимо повышено у арте-
рий диаметром более 20 мкм в 1.5–1.7 раза, а через 21 сут у артерий диаметром
более 40 мкм в 1.2 раза. После введения МСКч GB блокировал AСh-опосредо-
ванную дилатацию у артерий диаметром менее 40 мкм и на 14-е, и на 21-е сут после
И/Р. У сосудов диаметром более 40 мкм функциональная активность КАТФ-каналов
не восстановилась до 21 сут. Делается заключение, что И/Р коры головного мозга
крыс снижает вклад КАТФ-каналов в поддержание базального тонуса пиальных ар-
терий и практически полностью выключает данные каналы из формирования
AСh-опосредованной дилатации на протяжении 21 сут постишемического периода.
Внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут после И/Р, приводит
к восстановлению участия КАТФ-каналов гладкомышечных клеток в поддержа-
нии базального тонуса и осуществлении AСh-опосредованной дилатации пиальных
артерий диаметром менее 40 мкм уже через 14 сут после перенесенной И/Р.

Ключевые слова: ишемия/реперфузия, головной мозг, пиальные артерии, внутри-
венная трансплантация, мезенхимные стволовые клетки, КАТФ-каналы
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Ишемия/реперфузия (И/Р) головного мозга приводит к развитию эндотелиаль-
ной дисфункции в церебральных артериях [1] и ухудшению эндотелий-зависимой
вазодилатации [2]. Один из основных каскадов эндотелий-зависимой вазодилата-
ции: NO (оксид азота) → cGMP (циклический гуанозин монофосфат) → протеин-
киназа G (PKG). PKG активирует кальций-активируемые калиевые каналы и
КАТФ-каналы, что приводит к гиперполяризации гладкомышечных клеток, их рас-
слаблению и дилатации артерий [3]. Ухудшение способности церебральных арте-
рий к расширению может быть вызвано повреждением КАТФ-каналов, экспресси-
руемых как в сосудистых эндотелиальных, так и гладкомышечных клетках [4, 5]. В
последние годы КАТФ-каналы рассматриваются в качестве мишеней терапевтиче-
ского воздействия, направленного на сохранение нейронов и кардиомиоцитов по-
сле И/Р [6, 7]. Восстановление функциональной активности КАТФ-каналов церебраль-
ных сосудов после ишемического повреждения с помощью клеточной терапии – мало
разработанный, но очень перспективный метод. В многочисленных работах было до-
казано, что трансплантация мезенхимных стволовых клеток (МСК) подавляет ткане-
вое воспаление [8, 9], окислительный стресс [10, 11] после И/Р головного мозга,
активирует ангиогенез в ишемизированной ткани и оказывает протекторное воз-
действие на мозговые структуры [12, 13]. Применительно к практическому исполь-
зованию клеточной терапии нужно разработать методики трансплантации, уда-
ленные от события транзиторной ишемии или другого повреждения головного
мозга, для того чтобы подготовить клеточный материал. Процедура разморозки
МСК, помещенных заранее на хранение в криобанк, и наращивания определен-
ной клеточной массы требует не менее 7 сут [14]. В литературе имеются данные о
повышении проницаемости гематоэнцефалического барьера в течение первых
7 сут после И/Р [15], что в этот отрезок постишемического периода позволяет
МСК после венозной трансплантации мигрировать в головной мозг [16].

Цель исследования – выяснить эффективность внутривенного введения ме-
зенхимных стволовых клеток человека (МСКч), проведенного на 7-е сут после
И/Р, для восстановления функциональной активности КАТФ-каналов церебраль-
ных артерий.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа проведена на животных из ЦКП “Биоколлекция Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН для исследования интегративных механизмов деятельности
нервной и висцеральных систем” (Санкт-Петербург).

Животные. Эксперименты проведены на крысах-самцах Wistar (n = 68). Живот-
ных содержали в стандартных условиях вивария при естественном освещении и
свободном доступе к воде и пище.

Ишемия/реперфузия. Для воспроизведения глобальной ишемии мозга исполь-
зовали технику окклюзии двух сосудов с управляемой гипотензией, известную в
англоязычной литературе как “2-vessel occlusion + hypotention model”, с автор-
скими модификациями [17]. У наркотизированных хлоралгидратом (внутрибрю-
шинно, 43 мг/100 г массы тела) крыс производили пережатие обеих сонных арте-
рий на 12 мин с одновременной управляемой гипотензией (снижение и строгое
поддержание артериального давления (АД) на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. путем забо-
ра/реинфузии крови в гепаринизированный шприц). Прямое измерение средне-
го АД производили через катетер в бедренной артерии, соединенный с датчиком
DTXPlusTM (Argon Critical Care Systems, Сингапур), подключенным к компьюте-
ру, работающему с оригинальной программой визуализации значений АД, разра-
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ботанной в нашей лаборатории. Расчет среднего АД в реальном времени произ-
водился программой по классической формуле:

где Pср – среднее артериальное давление (мм рт. ст.), Pс – систолическое давление
(мм рт. ст.), Pд – диастолическое давление (мм рт. ст.).

По окончании периода ишемии производили полную реинфузию забранной крови.
После ушивания операционных ран и выхода из наркоза (на подогреваемых столи-
ках) животных возвращали в клетки обычного содержания.

МСК и их трансплантация. Для внутривенной трансплантации использовали
МСК человека, полученные от одного донора. Выделение МСК из костного мозга,
их культивирование и фенотипирование проводили в ООО “Транс-Технологии”
по стандартным, общепринятым методикам с минимальными изменениями [18]. В
частности, для культивирования МСКч использовали питательную среду α-МЕМ
(Hyclone, Новая Зеландия), с добавлением 20% сыворотки крови эмбрионов коров
(Gibco, США) и 100 мкг/мл пенициллина/стрептомицина (Gibco, США). Феноти-
пирование МСКч проводили методом проточной цитофлуориметрии на проточ-
ном цитофлуориметре FACSscan (Beckton Dickinson, США). МСКч окрашивали с
помощью антител против позитивных маркеров CD90, CD105, CD44, CD73 и ан-
тител против негативных маркеров CD45, CD34, CD14, CD11b, HLA-DR и 7AAD
(Beckton Dickinson, США). Для трансплантации использовали МСКч на 2–3 пассажах.
Внутривенная трансплантация была проведена на 7-е сут после И/Р головного мозга.
Каждому животному было введено 5 млн МСКч в 30 мкл культуральной среды.

Все последующие хирургические и экспериментальные действия были проведе-
ны на наркотизированных (золетил (20 мг/кг, внутрибрюшинно), Virbac, Фран-
ция) крысах; эвтаназия проведена путем введения увеличенной дозы золетила.

Группы животных представлены в табл. 1. Группа 1: контрольная группа – лож-
нооперированные (ЛО) крысы Вистар, которые подвергались оперативному вме-
шательству, но без проведения И/Р. Исследования функциональной активности
КАТФ-каналов пиальных артерий у данной и всех последующих групп на отдельных
подгруппах животных (острые опыты) были проведены через 14 и 21 сут после хи-
рургического воздействия. Группа 2: крысы Вистар, которым была проведена И/Р
головного мозга. Группа 3: крысы Вистар, которым была проведена И/Р головного
мозга и на 7-е сут внутривенно введены МСКч.

Визуализация и мониторинг микрососудистой сети. Для проведения прижизнен-
ного исследования реакций пиальных артерий в теменной области черепа живот-

= + )ср д с д 1/3 –  ,(P P P P

Таблица 1. Группы экспериментальных животных

Группа Воздействие
14-е сутки после И/Р 21-е сутки после И/Р

масса (г) АД (мм рт. ст.) масса (г) АД (мм рт. ст.)

1
Ложноопери-

рованные крысы
(n = 19)

303 ± 13 133 ± 5 330 ± 12 135 ± 2

2 Крысы после И/Р
(n = 17) 256 ± 5 133 ± 5 318 ± 4 124 ± 4

3

Крысы 
после И/Р

и трансплантации 
МСКч
(n = 20)

340 ± 4 128 ± 4 337 ± 8 132 ± 3
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ного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2). Твердую мозговую оболочку в пределах
отверстия удаляли, тем самым открывая поле для дальнейшего исследования. По-
верхность мозга непрерывно орошали раствором Кребса (pH 7.4), температура ко-
торого составляла 37°C. На протяжении всего эксперимента контролировали сред-
нее АД, показатели которого в течение всего эксперимента оставались примерно
на одном уровне. Температуру тела животных в течение всего опыта поддерживали на
уровне 38°C. Визуализацию пиальных артерий проводили с помощью оригинальной
установки, включающей в себя стереоскопический микроскоп MC-2ZOOM (“Мик-
ромед”, Россия), цветную камеру – видеоокуляр для микроскопа DCM-510 (Scope-
tek, Китай) и персональный компьютер. На статических изображениях с помощью
компьютерной программы для цитофотометрии “Photo M” (авторская разработка
Черниговского, http://www.t_lambda.chat.ru) измеряли диаметры пиальных артери-
альных сосудов. В ходе эксперимента у каждого животного было исследовано от 40
до 120 пиальных артерий. Все исследованные пиальные артерии были разбиты на
группы: более 40 мкм, 20–40 мкм, менее 20 мкм. Исследования реактивности сосу-
дов были проведены через 14 и 21 сут после И/Р головного мозга. Диаметр артерий
фиксировали в стандартных условиях при непрерывном орошении поверхности мозга
раствором Кребса и при орошении мозга раствором ацетилхолина (AСh) (10–7 М,
8 мин) (Sigma-Aldrich, США), блокатором КАТФ-каналов раствором глибенклами-
да (GB) (Glybenclamide, Sigma-Aldrich, 10 мкМ, 10 мин), в растворе диметилсульфок-
сида (DMSO, Sigma-Aldrich, США) или активатором КАТФ-каналов раствором пина-
цидила (Pinacidil monohydrate, Sigma-Aldrich, 200 мкМ, в растворе DMSO, 5 мин).
Концентрация DMSO в применяемом растворе глибенкламида (GB) и пинациди-
ла (PI) не превышала 0.1%. Ранее проведенные исследования показали, что DMSO в
такой концентрации не оказывает влияния на тонус церебральных артерий [19].
Исследование реакции сосудов на воздействие AСh проводили в отсутствие и на
фоне блокады КАТФ-каналов (предварительное орошение поверхности мозга рас-
твором GB в течение 10 мин с последующим добавлением AСh в раствор блокато-
ра). Фоновую реакцию на воздействие AСh в каждой группе анализировали по все-
му массиву сосудов и принимали за 100%. Проверка по критерию Краскела–Уол-
леса показала отсутствие значимых различий между отдельными животными в
фоновых реакциях на воздействие AСh внутри каждой из исследованных групп.
Относительно этого уровня оценивали изменение диаметра пиальных артерий при
воздействии AСh на фоне блокатора КАТФ-каналов GB.

О результатах воздействия судили по количеству расширившихся или сузивших-
ся артерий. Изменение числа сосудов, расширившихся/сузившихся в ответ на воз-
действие, выражали в процентах относительно общего числа исследованных сосу-
дов в группе. Реакцию (ΔД) оценивали как разность между значениями диаметра
после (Д2) и до (Д1) воздействия Ach, отнесенную к диаметру сосуда Д1 перед воз-
действием, %:

Считали, что реакция на воздействие отсутствует, если изменения диаметра не
превышали 5.0 ± 0.5%. Это значение, как мы предварительно установили, реги-
стрируется в покое в отсутствие каких-либо воздействий. Данные по каждой груп-
пе сосудов, полученные на разных животных, усреднялись для отдельной экспери-
ментальной группы крыс и использовались для статистических сравнений.

Статистическая оценка данных. Математическая обработка полученных данных
проведена с использованием пакета статистических программ Microsoft Excel 2003
и программы InStat 3.02 (“GraphPad Software Inc.”, США). Данные представлены в
виде среднего арифметического значения и его ошибки. Проверка эксперимен-

( )Δ = ×Д Д2 – Д1 /Д1  100.
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тальных данных на нормальное распределение проведена с использованием крите-
рия Колмогорова–Смирнова. Сравнение средних данных независимых выборок при
нормальном характере распределения вариант в совокупности данных (выборке) рас-
считывали при помощи дисперсионного анализа с последующим попарным сравне-
нием групп согласно критерию Тьюки. При распределении вариант в выборке, отлич-
ном от нормального, при сравнении групп применяли критерий Краскела–Уоллиса с
последующим попарным сравнением групп согласно U-критерию Манна–Уитни. До-
стоверным уровнем отличий считали вероятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ культуры МСКч методом проточной цитофлуориметрии показал, что она
состояла на 99.7% из CD90+, CD73+, CD105+, CD44+-клеток (собственно МСК), на
0.3% CD45+, CD34+-клеток (клетки гемопоэтического ряда) и на 0.5% из CD14+,
CD11b+, HLA-DR+. 7AAD+-клеток (нежизнеспособных) было не более 0.9–1%.

Рис. 1. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие ACh. (a) – 14-е сут
после И/Р, (b) – 21-е сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенесшие
И/Р, косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут после И/Р была проведена
внутривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – группы сосудов, по вертикали – число сосудов,
расширившихся в ответ на воздействие ACh, % от общего числа реакций на ACh в группе. * – измене-
ния значимы по сравнению с соответствующими значениями у животных, перенесших И/Р; # – изме-
нения значимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс после И/Р, которым на 7-е сут
после И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч; + – изменения значимы у крыс после
И/Р, которым на 7-е сут после И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч по сравнению
с соответствующими значениями у крыс после И/Р без клеточной терапии (*, #, + р < 0.05, ** р < 0.01,
+++ р < 0.001, критерий Тьюки).
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На рис. 1 представлена дилататорная реакция пиальных артерий в ответ на воз-
действие ACh. Через 14 сут после И/Р (группа № 2) число расширившихся на ACh
артерий всех исследованных диаметров было в среднем в 1.8 раза меньше, чем у ЛО
(рис. 1a). В группе № 3 (введение МСКч на 7-е сут после И/Р) через 14 сут после
И/Р число ACh-опосредованных дилатаций артерий диаметром более 20 мкм было
в 1.2–1.5 раза меньше, чем в группе ЛО. У артерий диаметром менее 20 мкм число
дилатаций достоверно не отличалось от такового у ЛО. По сравнению с группой № 2 у
артерий диаметром 20–40 мкм число дилатаций было в 1.4 раза больше. Через 21 сут в
группе № 2 число вызванных ACh дилатаций было меньше в 1.2–1.8 раза по срав-
нению с ЛО крысами (рис. 1b). В группе № 3 дилататорная реакция на ACh пиаль-
ных артерий всех исследованных диаметров не отличалась от реакций у ЛО живот-
ных (рис. 1b).

Констрикторная реакция пиальных артерий разного диаметра на воздействие
глибенкламидом (GB) представлена на рис. 2. У ЛО животных на действие GB умень-
шением диаметра ответило 57.3 ± 6.4% мелких артерий и около 46% пиальных артерий
диаметром более 20 мкм. В этой группе не было выявлено статистически значимой

Рис. 2. Число пиальных артерий, ответивших констрикцией на воздействие глибенкламида. (a) – 14-е сут
после И/Р, (b) – 21-е сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенесшие
И/Р, косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут после И/Р была проведена
внутривенная трансплантация МСКч. По горизонтали – группы сосудов, по вертикали – число сосудов,
сузившихся в ответ на воздействие GB, % от общего числа реакций на GB в группе. * – изменения зна-
чимы по сравнению с соответствующими значениями у животных, перенесших И/Р; # – изменения
значимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс после И/Р, которым на 7-е сут после
И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч (*, # р < 0.05, ** р < 0.01, критерий Тьюки).

#

80

60

40

20

70

50

30

10
0

(a)

*
*

** **
**

#

80

60

40

20

70

50

30

10

0
More 40 �m 20–40 �m Less then 20 �m

(b)

Vessels groups

C
on

st
ri

ct
io

n 
nu

m
be

r,

*

%
 o

f t
he

 to
ta

l n
um

be
r o

f e
xa

m
in

ed
 v

es
se

ls
 in

 th
e 

gr
ou

p



635ВОССТАНОВЛЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ

разницы в реактивности пиальных артерий внутри одного калибра (более 40 мкм, 20–
40 мкм, менее 20 мкм) на разных сроках послеоперационного периода, поэтому
для сравнения с другими экспериментальными группами представлены усреднен-
ные данные по всем результатам в течение эксперимента с 14-ти до 21-х сут.

Через 14 сут после И/Р у крыс из группы № 2 на воздействие GB сужением отве-
тило в 1.5–1.8 раза меньше пиальных артерий по сравнению с ЛО группой (рис. 2а).
В группе № 3 число сузившихся артерий диаметром более 40 мкм было в среднем в
1.7 раза меньше, чем в группе № 1 (т.е. столько же, сколько у крыс из группы № 2);
артерии диаметром менее 40 мкм реагировали на GB так же, как сосуды у ЛО жи-
вотных. Через 21 сут после И/Р у крыс из группы № 2 и 3 число сузившихся артерий
диаметром более 40 мкм под влиянием GB было в 1.3–1.6 раза меньше, чем у ЛО крыс.
У артерий меньшего диаметра не наблюдали статистически значимой разницы в
констрикторной реакции на GB во всех экспериментальных группах (рис. 2b).

Дилататорная реакция пиальных артерий разного диаметра у ЛО крыс на воз-
действие пинацидила (PI) представлена на рис. 3 в виде усредненных данных по
всем результатам в течение эксперимента с 14-ти до 21-х сут (объяснения см. вы-

Рис. 3. Число пиальных артерий, ответивших дилатацией на воздействие пинацидила. (a) – 14 сут после
И/Р, (b) – 21 сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая заливка – крысы, перенесшие И/Р,
косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут после И/Р была проведена внутри-
венная трансплантация МСКч. По горизонтали – группы сосудов, по вертикали – число сосудов, рас-
ширившихся в ответ на воздействие PI, % от общего числа реакций на PI в группе. * – изменения зна-
чимы по сравнению с соответствующими значениями у животных, перенесших И/Р; # – изменения
значимы по сравнению с соответствующими значениями у крыс после И/Р, которым на 7-е сут после
И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч (*, # р < 0.05, **, ## р < 0.01, *** р < 0.001, U-крите-
рий Манна–Уитни).
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ше). На воздействие PI расширением ответило 82 ± 4.9% пиальных артерий диа-
метром менее 20 мкм. Число расширившихся артерий более крупных диаметров
составило около 60%.

Через 14 сут после И/Р головного мозга у крыс из группы № 2 число дилатаций на
PI было в 2–2.6 раза меньше, чем в ЛО группе (рис. 3а). У крыс, которым на 7-е сут по-
сле И/Р были введены МСКч, расширением ответило в 1.4–1.5 раз меньше, чем в
ЛО группе. При этом число дилатаций было выше, чем у крыс из группы № 2 в 1.4 раза
(артерии диаметром более 40 мкм), в 1.7 раза (артерии диаметром 20–40 мкм), в 1.8 ра-
за (артерии диаметром менее 20 мкм). Через 21 сут после И/Р у артерий диаметром
более 40 мкм не было выявлено статистически значимой разницы по числу дилата-
ций на PI во всех экспериментальных группах (рис. 3b). Число расширившихся ар-
терий диаметром 20–40 мкм у крыс из группы № 2 было меньше, чем в группах № 1
и 3 в 1.2–1.5 раза. Число дилатаций у артерий менее 20 мкм группах № 2 и 3 было
ниже примерно в 1.5 раза по сравнению с ЛО.

Функциональную активность КАТФ-каналов пиальных артерий оценивали срав-
нением числа дилататорных реакций на воздействие ACh и AСh на фоне GB
(ACh/GB) (рис. 4). У ЛО животных GB подавлял дилататорную реакцию на ACh: на
действие ACh/GB расширением ответило в 1.6–1.8 раза меньше пиальных артерий,
чем на чистый ACh.

Через 14 сут после И/Р головного мозга у крыс из группы № 2 число расширив-
шихся пиальных артерий с исходным диаметром более 20 мкм на воздействие

Рис. 4. Число пиальных артерий, ответивших дилатацией на воздействие ацетилхолина на фоне введе-
ния глибенкламида. (а) – 14 сут после И/Р, (b) – 21 сут после И/Р. Темная заливка – ЛО крысы, светлая за-
ливка – крысы, перенесшие ишемию, косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, которым на 7-е сут
после И/Р была проведена внутривенная трансплантация МСКч. Линия – дилататорная реакция сосу-
дов в группе на введение ACh без применения GB, принятая за 100%. По горизонтали – группы сосудов,
по вертикали – число сосудов, расширившихся в ответ на воздействие ACh, % от общего числа реакций
на ACh в группе. * – изменения значимы по сравнению с реакцией на ACh без применения GB; # – из-
менения значимы по сравнению с соответствующими значениями у ЛО крыс (*, # р < 0.05, **, ## р < 0.01,
критерий Тьюки).
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ACh/GB было больше, чем на ACh в 1.5–1.7 раза, а у артерий с диаметром менее
20 мкм примерно одинаковым (рис. 4a). У крыс, которым на 7-е сут после И/Р бы-
ли трансплантированы МСКч, число дилатаций на ACh/GB было больше, чем на
чистый ACh у сосудов диаметром более 40 мкм. Число дилатаций на действие
ACh/GB у артерий диаметром 20–40 мкм было меньше в 1.4 раза, чем на чистый
ACh; у артерий диаметром менее 20 мкм – в 2.9 раза. Через 21 сут после И/Р у крыс
из группы № 2 число расширившихся пиальных артерий диаметром более 40 мкм на
воздействие ACh/GB было выше, чем на чистый ACh примерно в 1.2 раза; диаметром
менее 40 мкм – одинаковым. В группе клеточной терапии артерии диаметром более
40 мкм реагировали одинаково на ACh и ACh/GB. У сосудов меньшего диаметра GB
подавлял дилататорную реакцию на ACh в той же степени, что и у ЛО крыс (рис. 4b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

И/Р приводит к угнетению ACh-опосредованной дилатации пиальных артери-
альных сосудов, которое сохраняется на протяжении 21-го дня после восстановле-
ния кровотока (рис. 1). Развитие сосудистой дисфункции после ишемии и последу-
ющей реперфузии может быть связано с нарушением активности ионных каналов.
Важным механизмом, обеспечивающим вазодилатацию мозговых сосудов, является
активация АТФ-чувствительных калиевых каналов [4]. После И/Р головного мозга
усиливается выработка активных форм кислорода и азота, включая супероксид и
оксид азота (NO), которые могут быстро реагировать с образованием пероксинит-
рита (ONOO−). С одной стороны, пероксинитрит и другие радикалы могут активи-
ровать КАТФ-каналы и кальций-чувствительные калиевые каналы большой прово-
димости, что, в свою очередь, приводит к гиперполяризации клеточной мембраны,
расслаблению гладкомышечных клеток и увеличению диаметра артерий [20]. С
другой стороны, они могут окислять и нитрозилировать сульфгидрильные группы в
составе молекул КАТФ-каналов и соответственно понижать их функциональную ак-
тивность [21]. Восстановление функции КАТФ-каналов – одно из основных направ-
лений коррекции церебральной циркуляции после И/Р, поскольку эти каналы игра-
ют значимую роль в регуляции базального тонуса и реактивности артерий [22]. Акти-
вация КАТФ-каналов приводит к снижению внутриклеточной концентрации Ca2+,
гиперполяризации клеточной мембраны, расслаблению гладкомышечных клеток и
увеличению диаметра артерий. Напротив, ингибирование КАТФ-каналов сопровожда-
ется входом Ca2+ в гладкомышечные клетки через кальциевые каналы, высвобожде-
нию Ca2+ из внутриклеточных депо, деполяризации мембраны гладкомышечных кле-
ток, уменьшению диаметра артерий и увеличению сосудистого сопротивления [23].

В представленной работе мы показали, что И/Р головного мозга существенно
влияет на функциональную активность КАТФ-каналов. Через 14 сут после И/Р
уменьшение диаметра в ответ на введение блокатора КАТФ-каналов наблюдается
только у 30% пиальных артерий (рис. 2а), тогда как у контрольных животных этот
показатель составляет в среднем 60%. Уменьшение числа сузившихся на воздей-
ствие GB артерий после И/Р может быть связано со снижением плотности КАТФ-
каналов в гладкомышечных клетках. Косвенным доказательством этому может
служить тот факт, что применение в наших экспериментах активатора КАТФ-кана-
лов пинацидила (PI) через 14 сут после И/Р привело к расширению в среднем тоже
только 30% пиальных артерий. Эти данные позволяют предположить, что для под-
держания базального артериального тонуса на 14-е сут после И/Р практически все
КАТФ-каналы находятся в активном состоянии, т.е. отсутствует резерв для контро-
ля реактивности артерий при эндогенном/экзогенном воздействии (рис. 3а). Уча-



638 СОКОЛОВА, ГОРШКОВА

стие КАТФ-каналов в формировании базального сосудистого тонуса пиальных ар-
терий восстанавливается к 21-м суткам после И/Р (исключая самые крупные арте-
рии диаметром более 40 мкм) (рис. 2b). Далее мы продемонстрировали, что
внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут после И/Р, привела
к восстановлению роли КАТФ-каналов в поддержании тонуса сосудистой стенки на
14-е сут после И/Р для пиальных артерий диаметром менее 40 мкм (рис. 2а). В более
крупных артериях восстановления не произошло. Через 14 сут после ишемического
воздействия в ответ на воздействие GB сужалось только около 30% сосудов, так же, как
и у животных, перенесших И/Р без клеточной терапии. При этом на воздействие PI
расширением ответило в среднем 40–60% пиальных артерий, что подтверждает струк-
турную целостность КАТФ-каналов (рис. 3а). К 21-м суткам после И/Р в группе клеточ-
ной терапии у пиальных артерий диаметром более 40 мкм участие КАТФ-каналов в под-
держании базального тонуса сосудистой стенки также не восстановилось (рис. 2b).

После И/Р головного мозга изменяется вклад КАТФ-каналов в осуществлении
ACh-опосредованной дилатации. У животных из группы № 2 в наших эксперимен-
тах блокада КАТФ-каналов не уменьшала число дилатаций на ACh ни на 14-е, ни на
21-е сут после И/Р (рис. 4). Через 14 сут после И/Р введение GB увеличивало число
ACh-опосредованных дилатаций пиальных артерий всех исследованных диамет-
ров. Мы можем предположить, что после И/Р GB не уменьшает, а, напротив, уси-
ливает калиевый ток, что, вероятно, и является причиной повышения числа дила-
таций на ACh/Gb по сравнению с чистым AСh. Увеличение тока катионов К+ про-
ходит через SUR1-TRPM4-каналы, которых нет в сосудах головного мозга в
обычном состоянии, но они активируются при различных патологических состоя-
ниях, в частности при гипоксии. В литературе есть данные, что GB препятствует
открытию SUR1-TRPM4-каналов, но не влияет на уже открытые каналы [24]. Так-
же причиной извращения дилататорной реакции на ACh на фоне введения GB может
быть то, что эффективность блокаторов КАТФ-каналов зависит от внутриклеточного
уровня Mg-АДФ, который значительно возрастает при ишемии и гипоксии [25]. Че-
рез 21 сут после И/Р число дилатаций на ACh на фоне блокады КАТФ-каналов досто-
верно не изменялось (рис. 3), это может свидетельствовать о том, что в этот отрезок
постишемического периода КАТФ-каналы практически не участвуют в осуществле-
нии ACh-опосредованной дилататорной реакции пиальных артерий. В группе кле-
точной терапии снижение роли КАТФ-каналов в ACh-опосредованной дилатации
отмечалось только у артерий диаметром более 40 мкм. У артерий меньшего диамет-
ра уже к 14-м суткам после И/Р блокирование КАТФ-каналов снижало ACh-опосре-
дованную дилатацию в той же мере, что и у ЛО крыс. В последние годы показано, что
МСК могут предотвращать гибель эндотелиальных клеток, поддерживая функцио-
нальную активность сигнальных путей, регулирующих клеточный цикл [26]. В лите-
ратуре представлены данные о том, что в условиях ишемии в головном мозге может
происходить передача неповрежденных митохондрий от трансплантированных
МСК в эндотелиальные клетки сосудистой стенки, тем самым улучшая их функци-
онирование [27]. Как известно, митохондриальные КАТФ-каналы также участвуют в
формировании вазодилататорной реакции [28]. Следовательно, это еще один выяв-
ленный механизм влияния МСК на реактивность артериальных сосудов, который
вполне может реализоваться в условиях И/Р головного мозга.

Также мы можем предположить, что после трансплантации МСКч, проведен-
ной на 7-е сут после И/Р, в ткани ишемизированной области имела место актива-
ция ангиогенеза. Согласно литературным данным, МСК секретируют факторы,
способствующие неоваскуляризации ткани: фактор роста фибробластов 2 (FGF-2),
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), трансформирующий ростовой фактор
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(TGFβ), интерлейкины IL-6, IL-8, ангиогенин, фактор роста гепатоцитов (HGF),
тромбоцитарный фактор роста (PDGF BB) [12, 13]. Показано, что после внутри-
венной трансплантации МСК в ишемизированной тканевой зоне головного моз-
га наблюдали повышение уровня VEGF и фактора, индуцируемого гипоксией
(HIF-1α) [29]. HIF-1α стимулирует в ишемизированной ткани повышение экс-
прессии генов, обеспечивающих адаптацию клеток к гипоксии, регулирующих со-
судистый тонус, клеточную пролиферацию и апоптоз [30]. В литературе пред-
ставлены экспериментальные данные, показывающие увеличение плотности це-
ребральной сосудистой сети в 1.5–2 раза через 7 сут после введения МСК [27, 31].
В нашей работе с помощью МСКч функция КАТФ-каналов быстрее всего восста-
навливалась у самых мелких артерий диаметром менее 20 мкм, которые могут
быть не нативными, а вновь образованными сосудами. С другой стороны, нельзя
исключать и протекторное воздействие МСКч на клетки сосудистой стенки. Как
уже говорилось выше, МСК могут уменьшать негативное воздействие воспале-
ния и окислительного стресса непосредственно в стенке сосудов, сохраняя тем
самым жизнеспособность эндотелиальных и гладкомышечных клеток [32, 33]. За
счет протекторного воздействия МСКч, скорее всего, восстанавливалась функ-
ция КАТФ-каналов в сосудах диаметром 20–40 мкм.

Итак, внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут после И/Р,
позволила полностью восстановить участие КАТФ-каналов в поддержании базаль-
ного тонуса и их функциональную активность у пиальных артерий диаметром ме-
нее 40 мкм, т.е. именно в том участке церебральной сосудистой сети, который при-
нимает основное участие в кислородном транспорте между кровью и тканью [34].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

И/Р коры головного мозга крыс снижает вклад КАТФ-каналов в поддержании ба-
зального тонуса пиальных артерий и практически полностью выключает данные кана-
лы из формирования AСh-опосредованной дилатации на протяжении 21 сут постише-
мического периода. Внутривенная трансплантация МСКч, проведенная на 7-е сут по-
сле И/Р, приводит к восстановлению вклада КАТФ-каналов ГМК в поддержание
базального тонуса и осуществление AСh-опосредованной дилатации пиальных ар-
терий диаметром менее 40 мкм уже через 14 сут после перенесенной И/Р.
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Recovery of the Functional Activity of KATP-Channels of Pial Arteries
after Ischemia/Reperfusion Using Cell Therapy
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This study aims to examine the efficiency of intravenous transplantation of human mes-
enchymal stem cells (hMSCs) performed 7 days after cerebral ischemia/reperfusion
(I/R) for recovery of the functional activity of KATP-channels of cerebral arteries. Using a
device for intravital visualization of pial vessels, the reaction of arteries to the KATP-channel
blocker glibenclamide (GB), the activator of the same channels of pinacidil (PI), acetyl-
choline (ACh), and ACh against a background of GB action (ACh/GB) 14 and 21 days
after I/R and intravenous hMSC transplantation performed 7 days after ischemic expo-
sure. On exposure to GB 14 days after I/R, 1.5–1.8 times fewer arteries narrowed than in
the sham–operated (SO) rats. By day 21 after I/R, the constriction reaction was com-
pletely restored, except for arteries with a diameter more 40 μm. In the cell–therapy
group, the constrictor response to GB was completely recovered to the level of SO ani-
mals in arteries with a diameter less than 40 μm by 14 day after I/R exposure; in arteries
with a diameter of more than 40 μm, the constriction reaction did not recover until 21 days.
The number of dilations per ACh/GB compared to a clear ACh in SO rats was reduced in
1.6–1.8 times on 14 day after I/R and in 1.6–6.6 after 21 days. In I/R animals on 14 day,
the number of dilatations per ACh/GB compared to clear ACh was significantly in-
creased in arteries with a diameter of more than 20 μm by 1.5–1.7 times, and after
21 days in arteries with a diameter of more than 40 μm by 1.2 times. After the introduc-
tion of hMSC, GB blocked ACh–mediated dilation in arteries less than 40 μm in diam-
eter both on days 14 and 21 after I/R. In arteries with a diameter of more than 40 μm the
functional activity of KATP-channels did not recover until 21 days. Conclusion. I/R of
the rat cerebral cortex reduces the contribution of KATP-channels to maintaining the
basal tone of the pial arteries and almost completely excludes these channels from the
formation of ACh–mediated dilation during 21 days of the postischemic period. Practi-
cally did not participate in the dilatory response. Intravenous transplantation of hMSC,
performed 7 days after I/R, results in restoration of participation of SMC KATP-chan-
nels in maintaining the basal tone and ACh–mediated dilatation of pial arteries with a
diameter less than 40 μm already 14 days after I/R.

Keywords: ischemia/reperfusion, brain, pial arteries, intravenous transplantation, mesen-
chymal stem cells, KATP-channels
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