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Резюме 
Обоснование. Почки крайне чувствительны к действию различных факторов среды. Стрессовые воздей-
ствия вызывают сдвиг прооксидантно-антиоксидантного равновесия, гиперпродукцию активных форм 
кислорода, меняют активность компонентов нитроксидергической системы, регулирующих апоптоз. 
Применение мезенхимальных стволовых клеток может помочь нормализовать функции поврежденных 
органов в случае патологического процесса. 
Цель исследования. Исследование проведено для оценки эффективности применения мезенхимальных 
стволовых клеток при однократной 24-часовой иммобилизации по динамике показателей апоптоза в 
почечной ткани – оксида азота (NO) и фрагментированной ДНК. 
Методы. Исследование проведено на самцах нелинейных белых крыс возрастом 3–4 месяца и массой 
225 ± 25 г. Экспериментальный стресс моделировали иммобилизацией животных в фиксирующих камерах 
в течение 24 часов. О действенности клеточной терапии судили по изменению концентрации исследуемых 
веществ на 1-е, 3-и, 7-е, 14-е, 21-е и 30-е сутки эксперимента. 
Результаты. Отмечалось резкое возрастание общего количества нитратов/нитритов и уровня 
фрагментации ДНК в гомогенатах почечной паренхимы после действия острого стрессора, что может 
указывать на индукцию апоптоза. Эмпирически доказано, что у животных, получавших мезенхимальные 
стволовые клетки в качестве лечения, статистически значимо ускорялось восстановление исследуемых 
показателей в почечной ткани, по сравнению с контрольными значениями. 
Заключение. Мезенхимальные стволовые клетки защищают клетки от саморазрушения и активизи-
руют репарацию, что делает их перспективными для дальнейшего изучения. 
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Abstract 
Background. Kidneys are extremely sensitive to various environmental factors. Stress disturbs prooxidant-antioxidant 
balance, causes hyperproduction of reactive oxygen species, changes activity of the nitroxidergic system components, 
regulating apoptosis. The use of mesenchymal stem cells can normalize functioning of damaged organs in the patho-
logical process. 
Aim: to assess the effectiveness of mesenchymal stem cells in a single 24-hour immobilization according to the dynamics 
of apoptosis indices in renal tissue – nitric oxide (NO) and fragmented DNA. 
Materials and methods. The study included male nonlinear white rats aged 3 to 4 months and weighing 225 ± 25 
grams. Experimental stress was modeled by the immobilization of animals in the fixation chambers within 24 hours. 
The efficacy of cell therapy was determined by the change in the concentration of the tested substances at 1, 3, 7, 14, 
21 and 30 days of the experiment.
Results. There was a sharp increase in the total amount of nitrates / nitrites and the level of DNA fragmentation in 
the homogenates of the renal parenchyma after the action of an acute stressor, which may indicate the induction of 
apoptosis. It was proved that in animals, receiving mesenchymal stem cells as a treatment, the restoration of the studied 
parameters in the kidney tissue was significantly accelerated in comparison with the controls values. 
Conclusion. Mesenchymal stem cells protect cells from self-destruction and activate reparation, which makes them 
promising for further study.
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Обоснование

Современный человек постоянно сталкивается с 
большим разнообразием экстремальных факторов. 
Это вызывает развитие стресс-реакции – важнейшего 
универсального защитно-приспособительного ком-
плекса биохимических и физиологических процессов, 
направленного на мобилизацию сил организма [1]. В 
явлении адаптации немаловажную роль играют почки. 
Однако адаптационные реакции, развивающиеся на фоне 
чрезмерного действия стрессора, могут способствовать 
возникновению целого ряда патологических изменений. 
Известно, что при стресс-реакции изменяются макро-
структура и микроструктура почек, а следовательно, 
и функция этого органа [2]. Возникает гипоксия [1, 3], 
влекущая за собой активацию свободно-радикальных 
процессов [4, 5], приводящих к оксидантному стрессу [2, 
5], изменению синтеза оксида азота (NO) [5]. В почечной 
паренхиме монооксид азота вырабатывается эндотели-
альными, мезангиальными и эпителиальными клетками. 
NO принимает участие в регуляции кровообращения 
почек путём поддержания тонуса приносящей артери-
олы сосудистого клубочка [6, 7], водно-минерального 
обмена, мочеобразования [7], продукции ренина и анги-
отензина II [8], клеточной пролиферации [6, 9]. Однако в 
больших дозах NO проявляет цитотоксические эффекты, 
участвует в процессах апоптоза [6, 9]. Кроме того, при 
его взаимодействии с супероксирадикалом образуется 
пероксинитрит, который разрушает биологические струк-
туры, индуцирует повреждение генетического материала 
[7, 9, 10]. При апоптозе под влиянием эндонуклеаз про-
исходит фрагментация ДНК (фДНК), которая начинается 
на ранних этапах процесса гибели клетки и считается 
надёжным индикатором апоптоза. Активация процесса 
запрограммированной клеточной гибели лежит в основе 
многих патологий почечной ткани [4, 7, 11].

В современном мире клеточная терапия становится 
альтернативой традиционному лечению многих нозоло-
гий [12, 13, 14]. Для этих целей оптимальным считается 
применение костномозговых мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) ввиду их высокой миграционной способ-
ности, значительной пролиферативной активности и 
лёгкой индукции дифференцировки [15]. Считается, 
что МСК осуществляют свой регенераторный и восста-
новительный потенциал преимущественно благодаря 
секреции высокоактивных молекул, образованию экзо-
сом, содержащих микроРНК, а также благодаря имму-
носупрессивным свойствам [15]. Однако, несмотря на 
большое число научных изысканий, фундаментальные 
механизмы эффективности клеточной трансплантации 
до конца не выяснены. 

Целью исследования было изучение эффектив-
ности применения МСК по динамике таких маркёров 
апоптоза, как оксид азота и уровень фрагментации ДНК 
после 24-часовой иммобилизации. 

Методы

Эксперимент проведён на 195  беспородных кры-
сах-самцах возрастом 3–4  месяца, массо тела которых 
составляла 225 ± 25 г. Распределение животных прохо-
дило следующим образом: группа 1 – интактные крысы 
(n  =  15); группа  2 – крысы, подвергшиеся действию 
острого иммобилизационного стресса (контроль) (n = 90); 
группа 3 – крысы, леченные стволовыми клетками после 

окончания действия стрессора (n = 90). Моделирование 
иммобилизационного стресса проводилось размещением 
крыс в фиксирующих камерах, исключающих возмож-
ность осуществления каких-либо движений. Экспозиция 
длилась 24 часа. По истечении сроков фиксации крысы 
группы 2 внутривенно получали по 1 мл физиологическо-
го раствора, крысы группы 3 – по 5 ∙ 106 МСК. Процедуры 
осуществлялись согласно «Европейской конвенции по 
защите позвоночных животных, используемых для экс-
периментальных и научных целей» (1986). С целью полу-
чения культуры МСК после применения эфирного наркоза 
половозрелых животных декапитировали. В стерильных 
условиях извлекали бедренные и большеберцовые ко-
сти, полости которых промывали питательной средой 
для извлечения костного мозга. Срок культивирования 
составлял 14 суток в питательной среде с добавлением 
жидкой эмбриональной телячьей сыворотки в условиях 
СО2-инкубатора HF15UV («Heal Force», Китай) с заменой 
половины среды каждые 5  дней. Жизнеспособность 
оценивали по тесту с трипановым синим. Для фенотипи-
рования культуры использовали метод непрямой флюо-
ресценции с помощью маркеров к МСК. Предварительно 
наркотизированных эфиром крыс декапитировали на 
1-е, 3-и, 7-е, 14-е, 21-е и 30-е сутки после внутривенного 
введения средств коррекции. Извлекали почки, гомоге-
низировали их в среде выделения. Суммарную концен-
трацию нитратов и нитритов устанавливали с помощью 
реактива Грисса на спектрофотометре СФ-46 (длина волны 
540 нм). Количество фрагментированной ДНК определяли 
цветной дифениламиновой реакцией с последующей 
спектрофотометрией на СФ-46 (длина волны 570 нм) и 
выражали в процентном соотношении выделенной ДНК 
к её общему содержанию в исследуемом образце. 

Данные обрабатывали программой Statistica 10.0 по 
критерию Манна – Уитни. Результаты расценивались как 
статистически значимые при р < 0,05.

Результаты

Проведённое исследование показало, что общее 
содержание нитратов/нитритов в ткани почек после 
24-часовой иммобилизации зависит от длительности 
постиммобилизационного периода и существенно из-
меняется под действием аллогенных МСК (рис. 1). 

После 24-часового иммобилизационного стресса 
отмечалось резкое увеличение суммарного количества 
конечных метаболитов оксида азота (NOx), по сравнению 
с исходными значениями, на 1-е и 3-и сутки наблюдения 
как в контрольной (на 122,44 % и 136,36 % соответствен-
но; р < 0,001), так и в экспериментальной (на 122,73 % и 
130,86 % соответственно; р < 0,001) группах. В дальнейшем 
у крыс, перенёсших стресс, отмечалось постепенное его 
снижение, при этом на 7-е сутки после иммобилизации 
превышение цифр интактных животных составило 
109,94 % (р < 0,001), на 14-е – 84,375 % (р < 0,001), на 21-е 
– 60,51 % (р < 0,001), а к концу исследования содержание 
NO2/NO3 приближалось к интактным значениям. У крыс, 
получавших клеточную терапию, концентрация нитратов/
нитритов на 7-е сутки статистически значимо снижалась 
на 21,38  % относительно контроля (р  <  0,001), на 14-е 
сутки – на 33,59 % (р < 0,001), на 21-е сутки – на 33,27 % 
(р < 0,001), на 30-е сутки – на 20,8 % (р < 0,001). С 21-х суток 
мониторирования показатели животных, леченных МСК, 
статистически значимо не отличались от первоначальных. 
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Что касается фрагментации ДНК, то после 24-часовой 
иммобилизации на 1-е и 3-и сутки содержание фДНК 
значительно увеличилось, по сравнению с интактными 
животными, как во группе 2 (на 225,75 % и 329,66 % со-
ответственно; р < 0,001), так и в группе 3 (на 229,66 % и 
309,95 % соответственно; р < 0,001) группах. У контроль-
ных животных цифры фДНК превышали интактные на 
7-е сутки мониторинга на 289,87 % (р < 0,001), на 14-е 
сутки – на 260,75 % (р < 0,001), на 21-е сутки – на 160,03 % 
(р < 0,001). У крыс, леченных МСК, отмечалось статисти-
чески значимое снижение уровня фДНК относительно 
контроля, однако он был статистически значимо выше 
интактных цифр. Так на 7-е сутки наблюдения уровень 
фДНК у экспериментальных животных статистически 
значимо превышал интактные значения на 184,01  % 
(р  <  0,001), но был ниже группы контроля на 28,13  % 
(р  <  0,05). На 14-е и 21-е сутки эксперимента уровень 
фДНК у крыс опытной группы превышал интактные 
значения на 111,19  % (р  <  0,001) и 58,08  % (р  <  0,05) 
соответственно и был на 41,46 % (р < 0,001) и 39,21 % 
(р < 0,001) ниже контрольных. К концу исследования не 
было статистически значимой разницы между показате-
лями фрагментации ДНК у крыс групп 1 и 3. У животных 
группы 2 данный критерий превышал интактные значе-
ния на 87,4 % (р < 0,001), опытные – на 41,36 % (р < 0,001). 
Изменения интенсивности процессов фрагментации ДНК 

в гомогенате вещества почек крыс исследуемых групп 
при 24-часовой иммобилизации после введения МСК 
продемонстрированы на рисунке 2. 

Полученные результаты подтверждают антиапопти-
ческий эффект аллогенных мезенхимальных стволовых 
клеток на фоне ишемического процесса. 

Обсуждение

Эмпирически установлено, что действие острого 
стрессора влечёт за собой резкое увеличение сум-
марного содержания нитратов/нитритов и уровня 
фрагментации ДНК в гомогенатах почечной паренхимы, 
что может указывать на индукцию апоптоза. Также экс-
периментально подтверждено, что в группе животных, 
у которых в качестве средства терапии применялись 
мезенхимальные стволовые клетки, статистически 
значимо ускорялось восстановление исследуемых по-
казателей в почечной ткани, по сравнению с контроль-
ными значениями. 

Положительные эффекты МСК могут указывать на 
подавление ими перекисного окисления липидов, по-
вышение антиоксидантных свойств, что объясняется 
активной продукцией проангиогенных и антиапопти-
ческих цитокинов, регуляцией воспаления и иммунных 
процессов, улучшением регенерации клеток почечной 
ткани, повышением устойчивости к гипоксии [13, 14, 15]. 
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Рис. 1.  Динамика суммарного содержания оксида азота (NOx) в почечной ткани при 24-часовом иммобилизационном стрессе и вве-
дении МСК: * – p < 0,05, ** – p < 0,001 относительно интактной группы; # – p < 0,05, ## – p < 0,001 относительно группы контроля.

Fig. 1.  Dynamics of the total content of nitric oxide (NOx) in the kidney tissue with 24-hour immobilization stress and the introduction of MSC: * – p < 0,05, 
** – p < 0,001 compared to the intact group; # – p < 0,05, ## – p < 0,001 compared to the group of control.
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Заключение

Опытным путём доказано, что 24-часовой иммоби-
лизационный стресс сопровождается интенсификацией 
ренального апоптоза, что подтверждается гиперпро-
дукцией монооксида азота и нарастанием количества 
фрагментированной ДНК.

Применение аллогенных МСК в качестве средства 
коррекции при острой иммобилизации способство-
вало более быстрому восстановлению показателей, 
а следовательно, функционального состояния почек 
опытных крыс, по сравнению с контролем, что свиде-
тельствует о перспективности дальнейших исследова-
ний использования клеточной терапии при различных 
состояниях. 
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