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ВВЕДЕНИЕ. Терапия стволовыми клетками представляет собой перспективный 
метод лечения различных заболеваний и травм, однако безопасность этого 
метода изучена недостаточно. Исследование безопасности ретроорбитально-
го введения ксеногенного биомедицинского клеточного продукта необходимо 
для разработки протоколов дальнейших исследований потенциальных препа-
ратов при терапии неврологических заболеваний. 
ЦЕЛЬ. Выбор дозы биомедицинского клеточного продукта, полученного 
на основе глиальных клеток-предшественников, и оценка его безопасности 
при ретроорбитальном введении мышам линии C57BL/6J.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Глиальные клетки-предшественники (ГКП), получен-
ные из индуцированных плюрипотентных стволовых клеток человека путем их 
поэтапной дифференцировки, культивировали в среде DMEM/F12 с добавлением 
эпидермального фактора роста и цилиарного нейротрофического фактора, в ка-
честве подложки использовали матригель. Введение клеток мышам осуществля-
ли ретроорбитально под изофлурановым наркозом один раз в неделю на протя-
жении двух месяцев. Исследование проводили на самцах мышей линии C57BL/6J.
Оценивали биохимические показатели крови животных, изменения в поведе-
нии, количество активированных астроцитов и клеток микроглии методом им-
муногистохимического анализа.
РЕЗУЛЬТАТЫ. При введении ГКП в дозе 500×103 кл./мышь, выбранной на основа-
нии данных литературы, в плазме крови животных было отмечено увеличение 
концентрации аланинаминотрансферазы и аспартатаминотранферазы, что мог-
ло свидетельствовать о повреждении клеток и развитии воспалительных реак-
ций. При уменьшении дозы вводимых клеток в 3 раза и более биохимические 
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показатели крови не отличались от результатов в группе контроля. При оценке 
маркеров нейровоспаления в экспериментах с разными дозами ГКП значимых 
различий выявлено не было, однако у животных, получавших препарат в дозе 
150×103 кл./мышь, наблюдали увеличение числа астроцитов, что может свиде-
тельствовать о развивающихся воспалительных процессах в головном мозге. 
При введении ГКП в дозах 50×103 и 15×103 кл./мышь в ретроорбитальный ве-
нозный синус патологических изменений в головном мозге и в плазме крови 
животных не наблюдалось.
ВЫВОДЫ. Полученные результаты свидетельствуют о потенциальной без-
опасности длительной терапии ГКП на мышах при соблюдении оптимальных 
условий дозирования. Установленные оптимальные дозы и способ введения 
ГКП предложено использовать для дальнейших исследований безопасности 
внутривенной доставки клеточных продуктов, предназначенных для терапии 
неврологических заболеваний.

Ключевые слова: стволовые клетки; глиальные клетки-предшественники; ретроорбитальное введение; 
мыши C57BL/6J; выбор дозы
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INTRODUCTION. Stem cell therapy is a promising treatment method for various 
diseases and injuries, but its safety has yet to be determined. Therefore, studying 
the safety of administering a xenogeneic cell-based medicinal product (CBMP) into 
the retro-orbital venous sinus is essential for developing protocols for further stud-
ies of potential medicinal products for neurological conditions.
AIM. The aim of the study was to determine the optimal dose of a CBMP derived 
from glial progenitor cells (GPCs) and to evaluate its safety during retrobulbar ad-
ministration in C57BL/6J mice.
MATERIALS AND METHODS. GPCs were derived from human induced pluripotent 
stem cells by stepwise differentiation and cultured in DMEM/F12 supplemented 
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with epidermal growth factor and ciliary neurotrophic factor. Matrigel was used as 
a substrate. GPCs were injected into the retro-orbital venous sinus of male C57BL/6J 
mice under isoflurane anaesthesia once a week for two months. The study analysed 
changes in biochemical blood parameters and behaviour. The quantities of activ-
ated astrocytes and glial cells were determined by postmortem immunohistochem-
ical staining.
RESULTS. The administration of GPCs at a dose of 500×103 cells/mouse, which 
was selected using literature data, induced an increase in the plasma levels of ala - 
nine aminotransferase and aspartate aminotransferase. This could indicate cell 
damage and the development of inflammatory reactions. At doses reduced to one-
third the initial GPC concentration or lower, the biochemical blood parameters of 
the treatment groups did not differ significantly from those of the control group. 
There were no significant differences in neuroinflammatory markers between 
the groups receiving GPCs at different doses, except for an increase in astrocyte 
activation at a dose of 150×10³ cells/mouse, which could potentially indicate in-
flammatory processes in the brain. The study detected no pathological changes in 
the brain or cell damage markers in the blood of mice after retrobulbar GPC injec-
tions of 15×103 or 50×103 cells/mouse.
CONCLUSIONS. The study results indicate that long-term therapy with GPCs is po-
tentially safe for mice if the dose is optimal. The authors suggest using the optimal 
doses and the administration route established in this study for further research 
into the safety of intravenous administration of CBMPs for neurological conditions.

Keywords: stem cells; glial progenitor cells; retrobulbar administration; C57BL/6J mice; dose selection
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ВВЕДЕНИЕ
Быстрый прогресс, связанный с изучением 
биологии стволовых клеток, привел в послед-
ние годы к разработке новых методов лечения 
ряда нейродегенеративных заболеваний [1]. 
Использование стволовых клеток предпола-
гает особенно привлекательную альтернати-
ву терапии небольшими молекулами с одной 
мишенью, обеспечивая многогранный эффект 
лечения. Помимо прямой замены ткани, ство-
ловые клетки могут образовывать синап-
сы, регулировать воспаление и обеспечивать 
устойчивое обогащение микроокружения по-
средством секреции паракринных факторов 
[2, 3]. В настоящее время инъекционные пре-
параты стволовых клеток центральной нерв-
ной системы проходят клинические испытания 
с целью лечения инсульта и болезни Паркинсона 
[4, 5]. Доклинические исследования по транс-
плантации стволовых клеток в модели болезни 
Альцгеймера у мышей показали краткосрочный 
положительный эффект, который часто связан 
с доставкой нейротрофических факторов [6, 7]. 
Этот эффект подтвержден результатами ряда 

текущих клинических исследований препаратов 
различных типов мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) при их внутривенном и внутриже-
лудочковом введении [8] пациентам с болезнью 
Альцгеймера.

К наиболее перспективным примерам экспе-
риментальных исследований в области ксено-
генной клеточной трансплантации можно отне-
сти трансплантацию инсулин-продуцирующих 
клеток человека при моделировании диабета 
у мышей низкими дозами стрептозотоцина [9], 
нейральных стволовых клеток (НСК) человека 
при моделировании болезней Паркинсона [10], 
Хантингтона [11] и эпилепсии [12]. При этом 
во всех приведенных работах показана эф-
фективность ксеногенной клеточной транс-
плантации. Таким образом, использование ксе-
ногенного клеточного продукта  — глиальных 
клеток-предшественников (ГКП), полученных 
из индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (ИПСК) человека, может представлять 
собой новый терапевтический подход к лечению 
целого ряда неврологических заболеваний.
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При всех преимуществах клеточной терапии, 
включающих возможность лечения ряда не-
врологических заболеваний, необходимо также 
учитывать риски, связанные с безопасностью 
этого подхода [13, 14]. Так, неконтролируемое 
размножение трансплантированных клеток 
может приводить к образованию опухолей [15, 
16]. Этот риск особенно высок при использова-
нии стволовых/прогениторных клеток, которые 
способны к бесконтрольному делению.

Ограничения к применению клеточной 
терапии могут быть связаны с вероятностью 
иммунного отторжения используемого пре-
парата. При трансплантации ксеногенных 
клеток запускается иммунный ответ с акти-
вацией Т-лимфоцитов и продукцией антител, 
что приводит к элиминации трансплантата [17]. 
Использование клеток или клеточных продук-
тов в высоких концентрациях может вызывать 
воспалительные реакции, связанные как с не-
посредственным воздействием клеток на орга-
низм, так и с ответом на секретируемые этими 
клетками вещества.

Одним из потенциальных осложнений при кле-
точной терапии является эмболия [18] в результа-
те внутриартериальной/внутривенной инъек-
ции, что вызывает серьезные осложнения после 
лечения, в том числе инфаркт или инсульт [19]. 
Минимизировать риски, ассоциированные с эм-
болией сосудов, можно путем правильного под-
бора концентрации трансплантата.

Предположительно действие ГКП основано 
на секреции паракринных факторов, способных 
влиять на функциональное состояние головного 
мозга животных. Также сделано предположение, 
что при определенной концентрации исследуе-
мый биомедицинский клеточный продукт будет 
безопасен при ретроорбитальном введении, 
но при этом будет оказывать модулирующие эф-
фекты на клетки-мишени головного мозга.

Ретроорбитальное введение является более 
безопасным и эффективным, чем введение 
в хвостовую вену у мышей, особенно при много-
кратном введении [20]. Поскольку основной экс-
перимент должен быть продолжительным, было 
выбрано именно ретроорбитальное введение.

Использование ГКП является одной из стратегий 
в клеточной терапии различных заболеваний, 
в том числе нейродегенеративных [21]. Однако 
из-за специфики получения ГКП и отсутствия 
экспериментальных данных необходимо под-
бирать безопасные концентрации клеток и дозы 
для последующей оценки их эффективности.

Целью данной работы является выбор дозы 
биомедицинского клеточного продукта, по-
лученного на основе глиальных клеток-пред-
шественников, и оценка его безопасности 
при ретроорбитальном введении мышам линии 
C57BL/6J.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение глиальных клеток-предшественни-
ков. Культура ГКП была получена ранее из ИПСК 
человека [22]. Для репрограммирования дер-
мальных фибробластов и получения ИПСК ис-
пользовали набор CTS CytoTune-iPS 2.1 Sendai 
Reprogramming Kit (Invitrogen). Для диффе-
ренцировки в нейральном направлении ИПСК 
культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco) с до-
бавлением малых молекул SB431542 (Stemcell 
Technologies), 2 мкМ дорсоморфина (Stemcell 
Technologies), 200 нМ LDN193189 (Sigma-Aldrich). 
Полученную культуру нейральных стволовых 
клеток культивировали в среде DMEM/F12 с до-
бавлением 10 нг/мл фактора роста фибробла-
стов (FGF-2) (ProSpec), 20 нг/мл эпидермального 
фактора роста (EGF) (ProSpec) и 20  нг/мл ци-
лиарного нейротрофического фактора (CNTF) 
(PeproTech) до формирования клеток верете-
нообразной морфологии, соответствующей 
ГКП. В качестве подложки использовали матри-
гель (Corning). Пересев культуры осуществляли 
каждые два-три дня, используя 0,05% раствор 
трипсина (Capricorn Scientific).

ГКП культивировали в среде следующего со-
става: DMEM/F12 («ПанЭко»), НEPES 15 мМ 
(«ПанЭко»), 1мМ глутамин («ПанЭко»), 1% смесь 
незаменимых аминокислот («ПанЭко»), 100 мг/л 
пенициллин-стрептомицин («ПанЭко»), 1% N2 до-
бавка («ПанЭко»), 1% фетальная бычья сыворотка 
(Gibco), 20 нг/мл EGF, 20 нг/мл CNTF. В качестве 
подложки использовали матригель (Corning). 
Культивирование проводили в CO2-инкубаторах 
при постоянной температуре 37 ºC и 5% CO2. 
При достижении конфлюентности 85–95% клет-
ки снимали раствором 0,05% трипсин-ЭДТА 
(Capricorn Scientific), центрифугировали 5  мин 
при 1400 об./мин, осадок разводили культураль-
ной средой в соотношении 1:2 и переносили 
в новые культуральные флаконы Т175 (SPL Life 
Sciences). Перед введением в ретроорбитальный 
венозный синус мыши клеточный осадок разводи-
ли с использованием фосфатно-солевого буфера 
(phosphate-buffered saline, PBS) («ПанЭко») до по-
лучения растворов, содержащих в одной дозе 
(150 мл) 500×103, 150×103, 50×103 и 15×103 клеток.

Лабораторные животные. Мыши были предо-
ставлены из биоресурсной коллекции Центра 
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коллективного пользования Института физио-
логически активных веществ Российской ака-
демии наук (ИФАВ РАН). В двух экспериментах 
было использовано 40 животных из имеюще-
гося стока, не вошедших в размножение поло-
возрелых самцов линии C57BL/6J в возрасте 
6 мес. и массой 30–33 г. Способ введения клеток 
в ретроорбитальный венозный синус животных 
был выбран как менее травматичный, чем ин-
тракраниальная трансплантация, и допускаю-
щий многократные инъекции.

Животные были рандомизированы на основа-
нии их массы согласно стандартной операцион-
ной процедуре ИФАВ РАН таким образом, чтобы 
средняя масса животных в группах не отлича-
лась более чем на 10%. При этом учитывалась 
возможность содержания в клетках, поскольку 
половозрелых самцов из разных клеток не до-
пускается ссаживать в одну, также исключалось 
одиночное содержание.

Все эксперименты с животными были проведены 
на базе Центра доклинических испытаний ИФАВ 
РАН в оборудованном виварии с двухкоридор-
ной системой и разделением потоков. Световой 
цикл состоял из 12 ч дня и 12 ч ночи. Животных 
содержали в контролируемых условиях окружаю-
щей среды (температура 19–25 ºС, относительная 
влажность 30–70%). Использовали беспылевой 
подстил и корм торговой марки «Чара» с пред-
варительным автоклавированием при 120  ºC, 
позволяющим обеспечить отсутствие видоспеци-
фичных патогенных микроорганизмов. Животных 
поили фильтрованной водопроводной водой, про-
шедшей обработку ультрафиолетовым излуче-
нием. Работы с животными осуществляли в соот-
ветствии с ГОСТ 33215-20142 и ГОСТ 33216-20142. 
Каждую неделю перед введением ГКП проводили 
клинический осмотр и взвешивание животных.

Проведение исследований было одобрено 
на заседании локального биоэтического коми-
тета ИФАВ РАН (протоколы заседаний № 80 
от 28.07.2023; № 81 от 30.08.2023).

Протокол ретроорбитального введения глиаль-
ных клеток-предшественников мышам линии 
C57BL/6J. Для оценки безопасности введения 
ГКП мышам и подбора дозы для хронического 
эксперимента было проведено два пилотных 
эксперимента.

В первом эксперименте животным контрольной 
группы вводили ретроорбитально по 150  мкл 

DPBS (фосфатно-солевой буфер в среде 
Дульбекко) (количество животных в группе n=9), 
а животным экспериментальной группы (n=9) — 
по 150  мкл ГКП, содержащего 500×103 клеток 
в одной дозе (кл./мышь). Инъекции проводили 
один раз в неделю в течение 2 мес. под общим 
изофлурановым наркозом.

Во втором эксперименте животные были раз-
делены на четыре группы. В группе контро-
ля (n=5) животным вводили ретроорбитально 
по 150 мкл DPBS, В трех экспериментальных 
группах (n=5 в каждой) животным вводили 
по 150  мкл ГКП, содержащего 150×103, 50×103, 
15×103 кл./мышь соответственно. Инъекции 
проводили один раз в неделю в течение 1 мес. 
под общим изофлурановым наркозом.

Протокол проведения теста «Открытое 
поле». В первом эксперименте после двухме-
сячного введения клеток был проведен тест 
«Открытое поле» для оценки активности жи-
вотных. Животных помещали в отдельную ком-
нату для акклиматизации за 1 ч до начала те-
ста. Установка «Квадратное открытое поле» 
представляет собой усеченный куб с размером 
сторон 40 см, в котором выделен центральный 
квадрат с размером сторон 20 см. Время теста 
для одного животного составляло 5 мин при яр-
ком освещении (250 лк).

Забор биологического материала у живот-
ных. По окончании эксперимента у 5 живот-
ных из каждой группы прижизненно была 
взята кровь из подъязычной вены в объеме 
150–200 мкл. Из массива данных для статисти-
ческой обработки были исключены пробы крови 
с гемолизом.

Головной мозг животного после эвтаназии 
и некропсии был последовательно зафиксиро-
ван в 10% растворе формалина (Labiko) (24  ч), 
30% растворе сахарозы (АО «ЛенРеактив») 
(24 ч), растворе (1:1) сахарозы с Tissue-Tek O.C.T. 
Compound (Sakura Finetek) (24 ч) и хранился 
при +4 ºС для последующего проведения имму-
ногистохимического исследования.

Иммуногистохимическое исследование коры го-
ловного мозга мышей. Образцы головного мозга 
мышей покрывали реагентом Tissue-Tek O.C.T. 
Compound. Подготовку сагиттальных срезов 
толщиной 7 мкм выполняли на криотоме Leica 
CM1950 (Leica Biosystems). Готовые срезы пере-
носили на предметные стекла Superfrost Plus 

1 ГОСТ 33215-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования помещений 
и организации процедур. 

2 ГОСТ 33216-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода за ла-
бораторными грызунами и кроликами. 
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(Thermo Fisher Scientific) и хранили при +4  ºС. 
Демаскировку образцов проводили в 10-кратном 
цитратном буфере (Sigma-Aldrich, кат. № C9999) 
на водяной бане. Подготовленные образцы ин-
кубировали в PBS с добавлением 1% раствора 
бычьего сывороточного альбумина («ПанЭко»), 
0,05% Triton X-100 («ПанЭко») в течение 1 ч, 
а затем обрабатывали первичными антителами 
к маркеру астроцитов  — глиальному фибрил-
лярному кислому белку (GFAP) — 1:200 ab7260б 
(Abcam) и к микроглие  — адаптеру 1, связы-
вающему ионизированный кальций (IBA1)  — 
1:200 ab178847 (Abcam) и инкубировали ночь 
при +4 ºС. Затем стекла отмывали от первичных 
антител и инкубировали с перекрестно-адсорби-
рованными вторичными антителами. Для окрас-
ки образцов в первом эксперименте использо-
вали вторичные антитела в разведении 1:1000  
Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 568  
(А-11011, Thermo Fisher Scientific); во втором экс-
перименте с разными дозами ГКП использовали 
вторичные антитела в разведении 1:600 Goat 
anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor™ 488 (A-11008, 
Thermo Fisher Scientific) и 1:600 Goat anti-Mouse 
IgG (H+L), Alexa Fluor™ 555 (A-21422, Termo 
Fisher Scientific). Окраску проводили в течение 
2 ч в темноте. Затем стекла повторно отмывали, 
срезы инкубировали с раствором DAPI (Sigma-
Aldrich, кат. № D9542) в PBS (разведение 1:1000) 
для контрастирования ядер. Заключение срезов 
под покровные стекла проводили с помощью 
среды Aqua-Poly/Mount (Polysciences).

Изображения были получены на конфокальном 
микроскопе Leica TCS SP8 (Leica Microsystems), 

для их обработки использовали программу 
ImageJ. Было подсчитано общее количество им-
мунопозитивных клеток в случайно выбранных 
полях зрения в пределах среза мозга площадью 
1 мм2 для каждого образца.

Статистический анализ данных был проведен 
в программах SigmaPlot 15.0 и GraphPad Prism 7. 
Для проверки распределения на нормальность 
использовали критерий Шапиро–Уилка. В пер-
вом эксперименте в случае, когда распределе-
ние данных отличалось от нормального в тесте 
«Открытое поле», при оценке результатов биохи-
мического и иммуногистохимического анализа 
был применен критерий Манна–Уитни, при про-
хождении теста на нормальность распределе-
ния использовали t-критерий Стьюдента.

Во втором эксперименте в случае отличия рас-
пределения данных биохимического анализа 
крови и иммуногистохимического исследования 
от нормального был применен ранговый диспер-
сионный анализ (ANOVA on ranks) с последую-
щей обработкой тестом Данна, при нормальном 
распределении  — однофакторный дисперсион-
ный анализ (one-way ANOVA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика глиальных клеток-предшест-
венников. ГКП были получены ранее из ИПСК че-
ловека путем их поэтапной дифференцировки 
и имели веретенообразную морфологию (рис. 1), 
согласно методике, указанной в X. Wei и соавт. [23].

Тест «Открытое поле». В эксперименте с высо-
кой дозой клеток  — 500×103 кл./мышь, проводи-
ли тест «Открытое поле» для оценки активности 
животных. В тесте оценивали общее пройденное 
животным расстояние, среднюю скорость дви-
жения, время, проведенное в периферической 
и центральной зонах. В течение 5 мин теста фик-
сировали поведенческие паттерны: вертикальные 
подъемы тела с опорой и без опоры, частоту ауто-
груминга, частоту дефекации. Между контрольной 
и экспериментальной группами значимых разли-
чий выявлено не было (рис. 2, 3). Введение ГКП 
не повлияло на активность и поведение животных.

Поскольку в первом эксперименте даже при  
введении ГКП в высокой дозе клеток различий 
в поведении животных в тесте «Открытое поле» 
не обнаружено, во втором эксперименте этот 
тест не проводили.

Оценка уровня биохимических маркеров воспа-
ления в крови мышей. По окончании обоих экс-
периментов проводили биохимический ана-
лиз венозной крови животных в каждой группе 
(n=5) и оценивали маркеры повреждения клеток. 

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the 
authors

Рис. 1. Морфология глиальных клеток-предшественников. 
Световая микроскопия

Fig. 1. Morphology of glial progenitor cells. Light microscopy

100 μm
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Рис. 2. Количество поведенческих паттернов животных при введении ГКП в дозе 500×103 кл./мышь. ГКП — глиальные клетки-
предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дульбекко. Данные проанализированы с помощью критерия Ман-
на–Уитни и представлены в виде медианы и 25–75-го квартилей

Fig. 2. Behavioural patterns of animals injected with GCPs at a concentration of 500×103  cells/mouse. GPCs, glial progenitor cells; 
DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline. The data were analysed using the Mann–Whitney test and presented as the median and 
25–75 quartiles
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Рис. 3. Параметры активности животных при введении ГКП в дозе 500×103 кл./мышь: a — скорость движения, b — пройденная 
дистанция, c — время активности. ГКП — глиальные клетки-предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дуль-
бекко. Данные проанализированы с помощью критерия Манна–Уитни и представлены в виде медианы и 25–75-го квартилей

Fig. 3. Parameters of animal activity after administration of GPCs at a concentration of 500×103 cells/mouse: a, speed of movement; 
b, distance traveled; c, time of activity. GPCs, glial progenitor cells; DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline. The data were analysed 
using the Mann–Whitney test and presented as the median and 25–75 quartiles
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Для анализа были выбраны следующие показа-
тели: аланинаминотрансфераза (АЛТ), аспартат-
аминотрансфераза (АСТ), коэффициент де Ритиса 
(АСТ/АЛТ), лактатдегидрогеназа (ЛДГ), гамма-глу-
тамилтранспептидаза (ГГТ), общий билирубин.

При ретроорбитальном введении ГКП в дозе 
500×103 кл./мышь наблюдали статистически зна-
чимое увеличение концентрации АСТ, АСТ/АЛТ, 
ЛДГ и общего билирубина. Повышение уровней 
данных ферментов в крови свидетельствует 
о различных состояниях, связанных с повре-
ждением клеток и тканей органов животных, 
что может указывать на их иммунные реакции 
при ксеногенной трансплантации, вызванные 
инфильтрацией клеток в печень или другие па-
ренхиматозные органы (табл. 1).

Введение животным ГКП в более низких дозах 
15×103, 50×103 и 150×103  кл./мышь не приводи-
ло к повышению в крови концентрации марке-
ров повреждения клеток, что свидетельствует 

о возможном использовании ГКП в данных до-
зах для терапии заболеваний при введении 
в ретроорбитальный синус животных (табл. 2).

Иммуногистохимическое исследование коры го-
ловного мозга. Для оценки нейровоспаления 
у животных после введения ГКП проводили коли-
чественную оценку активированных астроцитов 
и микроглии в головном мозге. При введении ГКП 
в дозе 500×103 кл./мышь медианное значение 
количества GFAP-позитивных клеток в коре го-
ловного мозга мышей (М) составило 276 кл./мм2  
(n=9) и было достоверно выше, чем в группе 
контроля (M=226 кл./мм2, n=16) при сравне-
нии групп критерием Манна–Уитни (p=0,0235). 
Количество GFAP-позитивных астроцитов коры 
головного мозга мышей после иммуногистохими-
ческого окрашивания представлено на рисунке 4, 
опубликованном на сайте журнала3.

Во втором эксперименте при оценке нейро-
воспаления у животных после введения ГКП 

Таблица 1. Биохимические показатели крови мышей после введения высоких доз глиальных клеток-предшественников

Table 1. Biochemical blood parameters of mice after glial progenitor cells administration at high doses

Название 
группы
Group

Номер 
животного

Animal 

Результаты анализа крови
Blood test findings

АЛТ, Ед/л
ALT, U/L

АСТ, Ед/л
AST, U/L

ЛДГ, Ед/л
LDH, U/L

ГГТ, Ед/л
GGT, U/L

Билирубин общий, мкмоль/л
Total bilirubin, µmol/L

АСТ/АЛТ
AST/ALT

ГКП 500×103 
клеток
GPCs, 
500×103 cells

1 55 164 1306 <1 6,2 3

2 56 159 2865 <1 10,8 2,8

3 38 91 979 <1 5 2,4

4 30 89 891 <1 5,3 3

5 88 363 1561 <1 10,5 4,1

среднее
mean 53,4 173,2** 1520,4** <1 7,56* 3,06*

Контроль 
(DPBS)
Control 
(DPBS)

1 47 53 289 <1 2,8 1,1

2 24 39 213 <1 3 1,6

3 28 39 201 <1 3,1 1,4

4 28 77 215 <1 2,7 2,8

5 22 41 186 <1 2,7 1,9

среднее
mean 29,8 49,8 220,8 <1 2,86 1,76

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ГКП — глиальные клетки-предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дульбекко, АЛТ — аланин-
аминотрансфераза, АСТ — аспартатаминотрансфераза, ЛДГ — лактатдегидрогеназа, ГГТ — гамма-глутамилтранспептидаза.
 * Уровень значимости — p<0,05 по сравнению с контролем (t-критерий Стьюдента).
 ** Уровень значимости — p<0,05 по сравнению с контролем (критерий Манна–Уитни).
Note. GPCs, glial progenitor cells; DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate 
aminotransferase; LDH, lactate dehydrogenase; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase.
 * The significance of differences from the control group was p<0.05 (Student t-test).
 ** The significance of differences from the control group was p<0.05 (Mann–Whitney test).

3 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-650-fig4
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в низких дозах было отмечено, что среднее 
число GFAP-позитивных клеток в коре голов-
ного мозга мышей, получавших ГКП в дозе 
150×103 кл./мышь, было достоверно выше, чем 
в группе контроля, при уровне значимости (р) 
равном 0,046 (рис. 5). У животных, получавших 
ГКП в дозе 15×103 и 50×103 кл./мышь, не наблю-
дали статистически значимых различий с груп-
пой контроля. Количество GFAP-позитивных 
астроцитов коры головного мозга мышей после 

иммуногистохимического окрашивания пред-
ставлено на рисунке 6, опубликованном на сайте 
журнала4.

Количество IBA1-позитивных клеток в коре го-
ловного мозга мышей в группе животных, полу-
чавших ГКП в дозах 150×103 и 50×103 кл./мышь, 
было в среднем выше, чем у животных, кото-
рым вводили препарат в дозе 15×103 кл./мышь,  
однако различий с группой контроля (введе-
ние DPBS) не отмечено (рис. 7). Количество 

Таблица 2. Биохимические показатели крови мышей после введения низких доз глиальных клеток-предшественников

Table 2. Biochemical blood parameters of mice after glial progenitor cells administration at low doses

Название 
группы
Group

Номер 
животного

Animal

Результаты анализа крови
Blood test findings

АЛТ, Ед/л
ALT, U/L

АСТ, Ед/л
AST, U/L

ЛДГ, Ед/л
LDH, U/L

ГГТ, Ед/л
GGT, U/L

Билирубин общий, мкмоль/л
Total bilirubin, µmol/L

АСТ/АЛТ
AST/ALT

ГКП 150×103 
клеток
GPCs, 
150×103 cells

1 26 83 767 0 4,8 3,2

2 20 43 296 0 3,2 2,1

3 26 119 883 0 4,9 4,6

4 26 120 542 0 3,1 4,6

5 26 85 279 0 2,5 3,3

среднее
mean 24,8 90 553,4 0 3,7 3,56

ГКП 50×103

клеток
GPCs, 50×103 

cells

1 26 95 399 0 2,8 3,7

2 23 91 542 0 2,6 3,9

3 52 67 351 0 2,8 1,3

4 34 96 740 0 4,2 2,8

5 23 59 314 0 3,1 2,5

среднее
mean 31,6 81,6 469,2 0 3,1 2,84

ГКП 15×103

клеток
GPCs, 15×103 

cells

1 29 49 375 0 3,1 1,7

2 31 86 718 0 3,4 2,7

3 42 64 528 0 3,1 1,5

5 86 131 673 0 2,6 1,5

среднее
mean 47 82,5 573,5 0 3,05 1,85

Контроль 
(DPBS)
Control 
(DPBS)

1 31 72 565 0 3,9 2,4

2 28 103 1045 0 4,5 3,6

3 26 85 530 0 2,9 3,3

среднее
mean 28,3 86,67 713,3 0 3,77 3,1

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ГКП — глиальные клетки-предшественники, DPBS — фосфатно-солевой буфер в среде Дульбекко, АЛТ — аланин-
аминотрансфераза, АСТ — аспартатаминотрансфераза, ЛДГ — лактатдегидрогеназа, ГГТ — гамма-глутамилтранспептидаза.
Note. GPCs, glial progenitor cells; DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered saline; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate 
aminotransferase; LDH, lactate dehydrogenase; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase.

4 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-650-fig6 
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IBA1-позитивной микроглии коры головного 
мозга мышей после иммуногистохимического 
окрашивания представлено на рисунке 8, опуб-
ликованном на сайте журнала5.

Наиболее изученными клеточными трансплан-
татами для терапии различных неврологических 
заболеваний являются препараты на основе 
МСК и НСК человека [22, 24]. Показано, что МСК 
обладают иммуносупрессорными свойствами 
и как при ксеногенной, так и аллогенной транс-
плантации не вызывают значимых иммунологи-
ческих реакций. Однако их длительное введе-
ние в организм все еще недостаточно изучено 
[25]. Внутривенное введение аллогенных МСК 
(10×106 кл./кг) крысам не приводило к значи-
мым изменениям биохимических показателей 
через 2 недели после введения, однако вызыва-
ло воспаление легких [26]. В другом исследова-
нии изучали безопасность двукратного внутри-
венного введения МСК, полученных из пуповины 
человека, крысам в дозах с различным количе-
ством клеток (от 3,0×105 до 1,5×107 кл./кг, что при-
мерно соответствует 9×103–4×106 кл./мышь), 
при этом не было показано ни острой, ни дол-

госрочной токсичности клеток [27]. Длительное 
(11 мес.) введение НСК человека крысам не при-
водило к снижению жизнеспособности живот-
ных или к видимым негативным последствиям, 
однако детальное изучение безопасности авто-
ры не проводили [28]. Кроме того, было пока-
зано, что интраназальное введение аллогенных 
НСК детям с церебральным параличом в тече-
ние 3 мес. не вызывало значительных побочных 
эффектов такой терапии и в целом оказалось 
безопасным для пациентов [29].

Данные по изучению влияния долгосрочного 
введения ГКП при аллогенной или ксеноген-
ной трансплантации в литературе отсутству-
ют. Однако известны примеры исследований, 
направленных на изучение терапевтических 
свойств ГКП при различных неврологических 
заболеваниях и свидетельствующих об отсут-
ствии значимых побочных эффектов по крайней 
мере при однократном применении глиальных 
клеток [30].

В нашем исследовании введение сниженных 
доз (50×103 и 15×103  кл./мышь) ксеногенных 
клеток не влияло на изменение биохимических 
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Рис. 5. Результаты однофакторного дисперсионного анали-
за с корректировкой Даннета для множественных сравне-
ний числа GFAP-позитивных клеток коры головного мозга 
мышей в группах животных, получавших 150×103, 50×103, 
15×103 глиальных клеток-предшественников или фосфат-
но-солевой буфер в среде Дульбекко (DPBS). M  — среднее 
число GFAP-позитивных клеток, SD  — стандартное от-
клонение, GFAP  — глиальный фибриллярный кислый белок.  
 * Уровень значимости p<0.05

Fig. 5. One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison 
test for the number of GFAP-positive cells in the cerebral cor-
tex of mice after administration of glial progenitor cells at doses 
of 150×103, 50×103, or 15×103 cells/mouse or Dulbecco’s phos-
phate-buffered saline (DPBS). M, mean number of GFAP-positive 
cells; SD, standard deviation; GFAP, glial fibrillary acidic protein.  
 * The significance level was p<0.05

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным /  
The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 7. Результаты однофакторного дисперсионного ана-
лиза с корректировкой Даннета для множественных срав-
нений числа IBA1+-клеток коры головного мозга мышей 

в группах животных, получавших 150×103, 50×103, 15×103 гли-
альных клеток-предшественников или фосфатно-солевой 
буфер (DPBS). M — среднее число IBA1-позитивных клеток, 
SD — стандартное отклонение, IBA1 — адаптер 1, связыва-
ющий ионизированный кальций

Fig. 7. One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison 
test for the number of IBA1-positive cells in the cerebral cor-
tex of mice after administration of glial progenitor cells at doses 
of 150×103, 50×103, or 15×103 cells/mouse or Dulbecco’s phos-
phate-buffered saline (DPBS). M, mean number of IBA1-positive 
cells; SD, standard deviation; IBA1, ionised calcium-binding ad-
aptor molecule 1

5 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-650-fig8
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показателей крови животных в отличие от более 
высоких доз. Влияния ГКП на поведение живот-
ных выявлено не было, однако такое влияние 
вполне может быть незаметно при малой исполь-
зованной выборке. При этом было обнаружено, 
что введение ГКП в дозе 150×103 кл./мышь оказы-
вало влияние на активацию глии головного мозга 
животных, что может быть связано с особенно-
стями метаболизма введенных клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено исследование по выбору дозы био-
медицинского клеточного продукта на осно-
ве глиальных клеток-предшественников (ГКП), 
полученных из индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток, при многократном 
внутривенном введении в ретроорбитальный 
венозный синус мышей. Полученные результаты 
могут быть использованы при инъекциях ство-
ловых/прогениторных клеток для минимизации 
осложнений у животных в доклинических иссле-
дованиях и создания основы для безопасного 
применения клеточной терапии в клинической 
практике.

Изучен профиль безопасности длительного 
(30 и 60 сут) ретроорбитального введения ГКП 
как потенциального препарата для терапии не-
врологических заболеваний. Показано, что про-
должительное многократное введение клеток 
в синус мышей в концентрации 500×103 кл./мышь 
приводило к повышению уровня ферментов АЛТ, 
АСТ, ЛДГ и общего билирубина в крови живот-
ных, что может быть связано с развитием вос-
палительной реакции из-за накопления чело-
веческих клеток в таких васкуляризированных 
органах, как печень и легкие. При этом в голов-
ном мозге не наблюдали изменения количе-
ства астроцитарных клеток (GFAP+). Введение 
сниженных доз ГКП (50×103 и 15×103 кл./мышь) 
не вызывало изменения уровней маркеров, 

ассоциированных с повреждением клеток 
(АЛТ, АСТ, ЛДГ, ГГТ), а также общего билиру-
бина по сравнению с аналогичными парамет-
рами в группе контроля. При изучении воспа-
лительных процессов в головном мозге было 
обнаружено увеличение числа активированных 
астроцитов (GFAP+) после введения ГКП в дозе 
150×103 кл./мышь, в то время как количество ак-
тивированной микроглии (IBA1+) не отличалось 
от контрольного значения во всех группах.

Настоящее исследование является пилотным, 
поскольку данные о безопасности длительно-
го ретроорбитального введения ГКП получены 
впервые. На основании приведенных в этой ра-
боте результатов можно сделать вывод, что при-
менение стволовых клеток в дозах, не превыша-
ющих 50×103 кл./мышь, при выбранном способе 
введения не вызывает воспалительных реак-
ций в головном мозге животных (низкие уров-
ни GFAP и IBA1) и не изменяет биохимических 
показателей крови (АЛТ, АСТ, ЛДГ, ГГТ, общего 
билирубина), что подтверждает безопасность их 
введения в течение продолжительного време-
ни. Введение клеток в дозах 150×103 кл./мышь 
не вызывает изменения показателей крови 
животных, но влияет на состояние астроцитов 
и глии головного мозга. Возможно, в этом и за-
ключается их воздействие на организм.

Полученные результаты свидетельствуют о важ-
ности подбора оптимальной дозы ГКП для про-
ведения клеточной терапии, а также о потен-
циальной безопасности длительной терапии 
ГКП при соблюдении оптимальных условий 
дозирования. Необходимы дополнительные 
доклинические исследования с целью опреде-
ления терапевтической эффективности установ-
ленных доз препарата, а также для разработки 
оптимального протокола клеточной терапии 
с использованием ГКП перед клиническими ис-
пытаниями.
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