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криоконсервированных мезенхимальных 
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Выявлена способность мезенхимальных стволових клеток плаценты при интравитреальном 
и системном введении ослаблять оксидативный стресс и повышать активность антиоксидантной 
системы, что может обеспечить блокирование основных патогенетических звеньев в развитии 
диабетической ретинопатии и таким образом способствовать сохранению зрения у больных са-
харным диабетом 2-го типа.
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Диабетическая ретинопатия (ДР) является 
наиболее распространенным микрососудистым 
осложнением сахарного диабета (СД) и одной из 
ведущих причин потери зрения среди лиц тру-
доспособного возраста, что имеет большое эко-
номическое и социальное значение [1, 2]. Число 
больных СД, в основном 2-го типа, постоянно 
увеличивается. Так, по прогнозу ВОЗ, распростра-
ненность ДР увеличится с 126,6 млн в 2010 г. до 
191,0  млн в 2030  г. [2].

ДР — прогрессирующее заболевание, которое 
характеризуется микрососудистыми изменениями, 
приводящими к ишемии, повышенной проницае-
мости, неоваскуляризации в сетчатке и макуляр-
ному отеку [3]. Оксидативный стресс, индуциру-
емый гипергликемией, является важным патофи-
зиологическим звеном в развитии диабетических 
микрососудистых осложнений [4]. Предполагают, 
что как развитие, так и прогрессирование ДР обу-
словлено увеличением продукции активных форм 
кислорода (АФК).

На сегодняшний день оксидативный стресс 
рассматривают как один из общих патогенетиче-
ских механизмов развития инсулинорезистентно-
сти, а также спектра диабетических осложнений, 
включая ДР.

Известно, что СД сопровождается развити-
ем оксидативного стресса, являющегося резуль-
татом токсического воздействия гипергликемии 
на биохимические процессы, которые обуслов-
ливают повышение продукции свободных ра-
дикалов и снижение антиоксидантной системы 
защиты [5].

Экспериментальные исследования показали, 
что оксидативный стресс способствует не только 
развитию ретинопатии, но ее сохранению после 
нормализации гликемического контроля [6].

Уровень супероксида аниона был повышен 
в сетчатке крыс с диабетом 2-го типа и сопрово-
ждался увеличением перекисного окисления ли-
пидов в мембранах и оксидативным повреждением 
ДНК [7]. Исследования показали, что повышение 
продукции супероксида аниона может активиро-
вать пять основных патофизиологических путей 
в развитии диабетических осложнений: 1)  по-
лиолового; 2)  усиленного образования advanced 
glycation and products (AGEs); 3) повышенной экс-
прессии рецепторов к AGEs; 4) активации изоформ 
протеинкиназы С; 5) гиперфункции гексозамино-
вого пути. Все они активируются единственным 
пусковым фактором  — избыточной продукцией 
АФК в митохондриях, что приводит к усилению 
их образования и индуцированию ангиогенеза, 
активации провоспалительных путей и эпигене-
тических изменений, которые сохраняются даже 
после нормализации гликемии (феномен «глике-
мической памяти») [8–10].

Развитию оксидативного стресса также спо-
собствует снижение в сетчатке глаза таких анти-
оксидантных ферментов, как супероксиддисму-
таза, глутатионредуктаза, глутатионпероксидаза 
и каталаза, что наблюдается при диабете [11, 12].

В работах [13] была сформулирована гипотеза, 
в соответствии с которой при ДР оксидативный 
стресс является унифицированным механизмом, 
связывающим все повреждающие пути, инду-
цируемые гипергликемией. Предполагают, что 
АФК, образующиеся в митохондриях, разруша-
ют ДНК, что, в свою очередь, активирует поли-
(АДФ-рибозо)-полимеразу (PARP). Активация 
PARP ингибирует глицерофосфатдегидрогеназу, 
что приводит к накоплению гликолитических ме-
таболитов. Последние активируют AGE, PKCβ2, 
полиоловый и гекзоаминовый пути.
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Широкомасштабные исследования в области 
клеточных и молекулярных механизмов патоге-
неза ДР свидетельствуют о необходимости новых 
терапевтических стратегий для профилактики 
и ослабления прогрессирования данной патоло-
гии. В связи с этим особый интерес представляет 
использование стволовых клеток, способных про-
никать в место повреждения сосудов и тканевой 
ишемии, обеспечивая заживление и реперфузию. 
В последние годы мезенхимальные стволовые клет-
ки плаценты (МСКП) рассматриваются в качестве 
нового направления регенеративной терапии бла-
годаря их иммуномодулирующей активности, спо-
собности к самообновлению и дифференциации 
в ткани мезодермального происхождения [14, 15]. 
Способность криоконсервированных мезенхималь-
ных стволовых клеток плаценты (КМСКП) ослаб-
лять развитие оксидативного стресса и повышать 
активность антиоксидантной системы может быть 
использована для блокирования основных пато-
генетических звеньев при ДР и тем самым под-
держивать зрение у пациентов с СД. Подобный 
эффект КМСКП демонстрируют эксперименталь-
ные исследования.

Цель нашего исследования — изучить влияние 
КМСКП на оксидативный стресс у лабораторных 
крыс с СД 2-го типа.

Исследования проводили на модели СД 2-го 
типа у половозрелых самцов крыс линии Вистар 
с исходной массой тела 130–160 г. Животные со-
держались в стандартных условиях вивария при 
12-часовом дневном освещении, температуре воз-
духа  — 20–25 °С, влажности воздуха  — 50–55 %.

Инсулинорезистентность моделировали у крыс 
в течение десяти недель с помощью высококало-
рийной (жировой и углеводной) диеты, которая 
состояла из 15 % жира, 25 % сахарозы, 1 % желч-
ных кислот и 59,0 % стандартного питания, реко-
мендованного для данного вида животных (ком-
бикорм, сочные корма, поваренная соль, жиры ad 
libitum); источником воды служила охлажденная 
кипяченая вода из городской сети в стеклянных 
поилках [16].

Интактные животные в течение десяти недель 
получали стандартную диету вивария.

Через четыре недели после начала эксперимен-
та крысам, получавшим высококалорийную дие-
ту, внутрибрюшинно вводили цитратный раствор 
стрептозотоцина в дозе 25  мг/кг массы тела раз 
в неделю в течение двух недель. У контрольных 
животных по аналогичной схеме использовали 
внутрибрюшинно цитратный буфер [16].

Через семь дней после последней инъекции 
стрептозотоцина всех экспериментальных жи-
вотных разделили на четыре группы: контроль-
ная группа; группа здоровых крыс, получавших 
КМСКП; группа крыс с СД 2-го типа, получавших 
КМСКП; группа крыс с СД 2-го типа, принима-
вших плацебо.

КМСКП вводили внутривенно и интравитре-
ально контрольным животным и крысам с СД 2-го 

типа, индуцированным высококалорийной диетой 
и стрептозотоцином. Крысы группы «СД  +  плаце-
бо» получали плацебо соответствующего объема 
по аналогичной схеме.

КМСК из крысиной плаценты снимали с пла-
стика с помощью 0,05 % раствора трипсина-ЕДТА 
(Biochrom, Германия). Для ингибирования три-
псина к суспензии клеток добавляли ФБС (Gibco, 
Германия) до конечной концентрации 15 %. Клетки 
отмывали от трипсина путем центрифугирования 
5 мин при 300° и ресуспензировали осадок клеток 
в растворе Хенкса. Криоконсервирование МСКП 
проводили по разработанной и запатентованной 
технологии [17].

Для оценки выраженности оксидативного 
стресса у экспериментальных животных необхо-
димо определить уровень первичных продуктов 
окисления липидов  — диеновых конъюгатов, ко-
торые характеризуют раннюю стадию пероксида-
ции. Следует отметить, что диеновые конъюгаты 
относятся к токсическим метаболитам, которые 
оказывают повреждающее действие на липопро-
теины, белки, ферменты и нуклеиновые кислоты.

Окислительно-восстановительный гомеостаз 
оценивали спектрофотометрически по уровню 
ТБК-активных продуктов [18], восстановленно-
го глутатиона [19], супероксиддисмутазы [20] 
и общей антиоксидантной активности [21] в сы-
воротке крови.

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что СД 2-го типа сопровождается интен-
сификацией процессов липидной пероксидации, 
на что указывает повышенный уровень первич-
ных продуктов  — диеновых конъюгатов в сы-
воротке крови крыс по сравнению с интактным 
контролем. В то же время у крыс, получавших 
плацебо, отмечалось существенное снижение об-
щей антиоксидантной активности, концентрации 
восстановленного глутатиона и активности ката-
лазы в сыворотке крови, что свидетельствует об 
ослаблении антиоксидантной защиты в условиях 
СД 2-го типа (таблица).

Использование КМСКП приводило к ослаб-
лению оксидативного стресса, о чем свидетель-
ствовал достоверно сниженный уровень диеновых 
конъюгатов в сыворотке крови крыс по сравне-
нию с группой животных, получавших плацебо 
(таблица).

Антиоксидантное действие КМСКП прояв-
лялось не только в торможении процессов сво-
боднорадикального окисления липидов, а также 
в активации антирадикальной системы защиты. 
Так, общая антиоксидантная активность в сыво-
ротке крови крыс, получавших мезенхимальные 
клетки, повышалась на 50 %, но не достигала 
показателей интактного контроля. Повышение 
концентрации восстановленного глутатиона в сы-
воротке крови животных с СД 2-го типа сопро-
вождалось нормализацией активности ключевого 
фермента антиоксидантной защиты  — каталазы 
(таблица).
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Таким образом, применение КМСКП тормо-
зит развитие оксидативного стресса у крыс с СД 
2-го типа, что может способствовать профилактике 
и ослаблению развития ДР.

Учитывая важную роль оксидативного стрес-
са в патогенезе ДР, терапевтическая коррекция 
про/антиоксидантного баланса может быть эффек-
тивным направлением в предупреждении потери 

зрения. Отсутствие убедительных результатов, 
свидетельствующих об эффективности использова-
ния антиоксидантов в клинических исследовани-
ях, может быть связано с их системным способом 
введения. В связи с этим локальное применение 
препаратов, обеспечивающих восстановление окси-
дантного статуса, может стать перспективным на-
правлением в предупреждении ДР.
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Ефективність використання кріоконсервованих мезенхімальних 
стовбурових клітин плаценти у корекції оксидативного статусу 

при цукровому діабеті 2-го типу

Ю. А. Дьомін, М. Ю. Дьоміна

Виявлено здатність мезенхімальних стовбурових клітин плаценти при інтравітреальному та сис-
темному введенні послаблювати оксидативний стрес і підвищувати активність антиоксидантної 
системи, що може забезпечити блокування основних патогенетичних ланок у розвитку діабетич-
ної ретинопатії й таким чином сприяти збереженню зору у хворих на цукровий діабет 2-го типу.

Ключові слова: кріоконсервовані мезенхімальні стовбурові клітини плаценти, оксидативний стрес, 
діабетична ретинопатія, експериментальні тварини.

Efficacy of cryogenically preserved mesenchymal placenta stem cells 
in correction of oxidative state in type 2 diabetes mellitus

Yu. A. Domin, M. Yu. Domina

The ability of mesenchymal placenta stem cells to weaken development of oxidative stress and in-
crease the activity of antioxidant system at intravitreal and systemic administration was revealed, 
which can ensure blocking of the main pathogenetic links in development of diabetic retinopathy 
and thus help to preserve vision of patients with type 2 diabetes mellitus.

Key words: cryogenically preserved mesenchymal placenta stem cells, oxidative stress, diabetic retinopathy, 
experimental animals.
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