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РЕЗЮМЕ

Трансплантация мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток пуповины (ММСК-П) человека при рассеянном склерозе яв-
ляется перспективным направлением в его лечении. Особенности эффекта клеток в организмах разного возраста, как и пути его 
реализации, остаются недостаточно изученными.

ЦЕЛЬ. Исследовать влияние трансплантации ММСК-П на поведение, факторы оксидативного стресса и антиоксидантной защиты го-
ловного мозга мышей разного возраста с экспериментальной моделью рассеянного склероза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Мышам-самцам линии 129/Sv в возрасте 6-7 мес. и 14-16 мес. давали с пищей нейротоксин купризон в тече-
ние 3 недель. С 10 дня купризоновой диеты вводили внутривенно одноразово ММСК-П в дозе 500 тыс. клеток. Оценивали показатели 
поведения в тесте «открытое поле» и «ротарод-тесте»; в головном мозге исследовали содержание малонового диальдегида (МДА)  
и активность антиоксидантных ферментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ. У мышей обеих возрастных групп с купризоновой диетой уменьшается двигательная, эмоциональная и исследова-
тельская активность; в головном мозге повышается содержание МДА и снижается активность антиоксидантных ферментов. Тран-
сплантация ММСК-П приводит к положительным изменениям в поведении мышей с купризоновой диетой: у взрослых наблюдается 
улучшение двигательной и эмоциональной активности, у стареющих – исследовательской активности и мышечного тонуса. После 
введения ММСК-П у взрослых опытных мышей снижается содержание МДА в головном мозге.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Терапевтический эффект трансплантированных мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток пуповины на 
показатели поведения и содержание малонового диальдегида в головном мозге мышей с купризоновой моделью демиелинизации  
в значительной степени зависит от их возраста и более выражен у взрослых животных. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки пуповины; демиелинизация; купризон; поведенческие 
реакции; оксидативный стресс
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Рассеянный склероз – одно из наиболее распространенных 
демиелинизирующих заболеваний центральной нервной системы 
(ЦНС) [1]. У больных с этой патологией наблюдаются двигательные, 
эмоциональные, вегетативные и когнитивные нарушения, обуслов-
ленные развитием демиелинизации и нейродегенерации в струк-
турах ЦНС. В патогенезе рассеянного склероза большое значение 
имеет оксидативный стресс и нейровоспаление в головном мозге.  
В настоящее время это заболевание все чаще встречается у пациен-
тов старше 45 лет. Существующие подходы к фармакотерапии рас-
сеянного склероза не всегда эффективны, а длительное применение 
медикаментозных препаратов сопровождается значительными по-
бочными эффектами.

Перспективным направлением в лечении рассеянного склеро-
за может быть использование мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК) разного тканевого происхождения  
[2, 3]. Последние дифференцируются в мультилинейном направле-
нии, продуцируют трофические и ростовые факторы, влияющие на 
нейрогенез, синаптогенез и выживание нейронов и, кроме того, об-
ладают антивоспалительными, антиоксидантными и иммуномодули-
рующими свойствами [4-7]. 

Широко изучаются биологические свойства ММСК пуповины 
(ММСК-П) человека и возможность их применения в неврологичес-
кой практике [8, 9]. Эти клетки характеризуются незначительной 
иммуногенностью, что позволяет использовать их для аллоген-
ной трансплантации. ММСК-П достаточно хорошо пролиферируют  
in vitro, способны к трансдифференцировке в клетки эктодермаль-
ного происхождения и к синтезу IL-10 и ТGF-β [10-12]. Их иммуно-
депрессивный эффект выше, чем у аналогичных клеток из жировой 
ткани и костного мозга [13].

На одной из моделей рассеянного склероза – эксперименталь-
ный аллергический энцефаломиелит (ЭАЭ) – показано положитель-
ное влияние ММСК-П на нарушенную структуру миелиновых волокон 
спинного мозга, двигательную и эмоциональную активность взрос-
лых животных [14, 15]. Вместе с тем, есть данные о значении воз-
раста не только донора, но и реципиента для проявления нейропро-
текторных свойств трансплантированных ММСК из жировой ткани 
[16, 17]. Однако, возрастные особенности влияния ММСК-П, а также 
возможные пути его реализации при демиелинизирующей патологии 
ЦНС остаются недостаточно изученными.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ – исследовать влияние трансплантации ММСК-П 
на функциональное состояние ЦНС, факторы оксидативного стресса 
и антиоксидантной защиты головного мозга мышей разного возрас-
та с экспериментальной моделью рассеянного склероза.

 
Животные. Исследования проводили на мышах-самцах линии 

129/Sv (генотип Н-2b) в возрасте 6-7 мес. (взрослые) и 14-16 мес. 
(стареющие) из питомника ГУ «Институт генетической и регенератив-
ной медицины НАМН Украины». Животных содержали в стандартных 
условиях вивария при режиме освещения 12:12 со свободным досту-
пом к пище и воде ad libitum. Для получения биологического матери-
ала мышей декапитировали под эфирным наркозом в утренние часы 
суток. Все экспериментальные исследования проводили согласно 
закону Украины «О защите животных от жестокого поведения» и 
«Европейской конвенции по защите позвоночных животных, кото-
рые используются с экспериментальной и другой научной целью» 
(Страсбург, 1986).

Экспериментальные модели. В работе использовали токсическую 
купризоновую модель демиелинизации [18]. Мыши получали ней-
ротоксин купризон [бис(циклогексанон)-оксалдигидразон] (Sigma-
Aldrich, Германия) с едой (из расчета 0,2 % массы чистого вещества от 
суточного корма) ежедневно, в течение трех недель.

Выделение и культивирование ММСК-П. ММСК-П выделяли ме-
тодом эксплантов из пуповины здоровой роженицы, как описано 
ранее [14]. Женщина в возрасте 26 лет, родившая мальчика, под-
писала информационное письмо о согласии предоставить материал 
для проведения научных исследований. Для введения опытным жи-
вотным использовали ММСК-П 2-го пассажа. Для оценки состояния 
культур использовали инвертированный микроскоп DM IL (Leica, 
Германия).

Культура клеток, полученных из ткани пуповины, после 2-го пас-
сажа была морфологически гомогенна и содержала в основном не-
большие митотически активные веретенообразные клетки. Послед-
ние экспрессировали на поверхности маркерные антигены СD105, 
СD73 и СD90, но при этом не экспрессировали СD45 и СD34, а также 
дифференцировались в остеобласты, адипоциты и хондроциты in 
vitro, что соответствует минимальным критериям ММСК. Иммуно-
фенотипирование клеток проводили на сортере BD FACSAria (Becton 
Diskinson, США).

ММСК-П 2-го пассажа вводили однократно в хвостовую вену 
мышей на 10 сутки купризоновой диеты в дозе 500 тыс. клеток в 50 
мкл 0,9 % раствора хлорида натрия. Контроль – одна инъекция 0,9 % 
раствора хлорида натрия в хвостовую вену. Выбор указанного сро-
ка введения мышам ММСК-П объясняется развитием в ЦНС деми-
елинизации и нейродегенерации уже с 8-10 дня приема купризона,  
а также возможностью проявления терапевтического эффекта 
ММСК человека (костный мозг) после трансплантации на фоне при-
ема купризона [18-20].

Экспериментальные группы. Взрослых и стареющих мышей раз-
делили на группы: интактные (обычный рацион вивария); животные, 
которые получали купризон и одну инъекцию ММСК-П; животные, 
получавшие купризон и инъекцию 0,9 % раствора хлорида натрия. 
Исследования проводили через 21 день от начала приема купризона. 
В каждой экспериментальной группе взрослых мышей – по 10 осо-
бей, стареющих – 9 особей.

Функциональное состояние ЦНС оценивали по показателям по-
ведения в тесте «открытое поле» и «ротарод-тесте» [21]. В тесте «от-
крытое поле» исследовали горизонтальную двигательную (количе-
ство пересеченных квадратов), ориентировочно-исследовательскую 
(количество вертикальных стоек и заглядываний в «норки» – норко-
вый рефлекс) и эмоциональную (число фекальных болюсов и умы-
ваний) активность мышей. Длительность тестирования каждого жи-
вотного – 3 мин. Ротарод-тест дает возможность оценить мышечный 
тонус, координацию, чувство равновесия экспериментальных живот-
ных. Скорость барабана в установке изменяли последовательно с 10 
до 20 оборотов в минуту. Данные представляли в виде суммарного 
времени удержания мышей на валу при 10 и 20 об/мин. 

Факторы оксидативного стресса и антиоксидантной защи-
ты головного мозга. Содержание малонового диальдегида (МДА)  
в головном мозге мышей определяли по интенсивности цвета триме-
тинового комплекса, образующегося между тиобарбитуровой кисло-
той и МДА [22]. Активность антиоксидантных ферментов оценивали  
в супернатанте гомогенатов головного мозга спектрофотометриче-
ским методом (спектрофотометр μQuant, Bio-Tek, США), как нами 
описано ранее [23]. Активность супероксиддисмутазы (СОД) оцени-
вали в условных единицах по способности угнетать реакцию ауто-
окисления адреналина в адеренохром из расчета на 1 мг белка за 
1 мин; активность каталазы – в микромолях утилизированной Н2О2 
на 1 мг белка за 1 мин; активность глютатионпероксидазы (ГП) –  
в наномолях окисленного NADPH на 1 мг белка за 1 мин. Содержание 
белка в головном мозге измеряли по методу Лоури. Все реактивы – 
Riedel-deHaеn, Fluka, Германия.

Статистический анализ результатов проводили с помощью 
t-критерия Стьюдента. Различие между показателями считали ста-
тистически достоверным при значении p < 0,05. Для статистического 
анализа результатов использовали программу Statistica 7.0 (StatSoft 
Inc., США).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
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ПОКАЗАТЕЛЬ

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ГРУППА

ИНТАКТНАЯ
КУПРИЗОН+

ХЛОРИД 
НАТРИЯ

КУПРИЗОН+
ММСК-П

Взрослые мыши

Число 
квадратов 67,7 ± 4,0 23,6 ± 3,6* 35,8 ± 3,5*#

Число стоек 1,6 ± 0,4 0,6 ± 0,2* 0,5 ± 0,1*

Число болюсов 2,0 ± 0,1 0,3 ± 0,1* 0,1 ± 0,03*

Число 
заглядываний  
в норки

2,1 ± 0,3 0,4 ± 0,1* 0,4 ± 0,1*

Число 
умываний 0,3 ± 0,1 0,1 ± 0,01* 0,3 ± 0,04#

Ротарод, с 120,1 ± 14,2 76,7 ± 15,2* 63,6 ± 20,6*

Стареющие мыши

Число 
квадратов 50,9 ± 6,1& 22,5 ± 5,1* 27,7 ± 6,8*

Число стоек 1,4 ± 0,3 0,2 ± 0,04* 0,7 ± 0,1*#

Число болюсов 1,7 ± 0,1& 0,3 ± 0,1* 0,1 ± 0,04*

Число 
заглядываний  
в норки

2,7 ± 0,4 0,8 ± 0,2* 0,5 ± 0,1*

Число 
умываний 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1& 0,4 ± 0,1

Ротарод, с 86,0 ± 8,5& 65,2 ± 5,7* 90,6 ± 19,6

ПОКАЗАТЕЛЬ

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ГРУППЫ

ИНТАКТНАЯ
КУПРИЗОН+

ХЛОРИД 
НАТРИЯ

КУПРИЗОН+
ММСК-П

Взрослые мыши

Малоновый диальдегид 
(нмоль/мг) 3,5 ± 0,5 6,2 ± 0,8* 3,6 ± 0,2#

Супероксиддистмутаза 
(ед/мг•мин) 13,8 ± 0,9 14.4 ± 0,8 14,8 ± 0,6

Каталаза  
(мкмоль/мг•мин) 0,8 ± 0,1 0,8 ± 0,1 * 0,9 ± 0,2 

Глютатионпероксидаза 
(нмоль/мг•мин) 6,9 ± 0,5 5,3 ± 0,3* 4,6 ± 0,3* 

Стареющие мыши

Малоновый диальдегид 
(нмоль/мг) 4,0 ± 0,2 4,8 ± 0,2* 4,9 ± 0,3*& 

Супероксиддистмутаза 
(ед/мг•мин) 15,2 ± 0,3 11,9 ± 1,3* 13,1 ± 0,9* 

Каталаза  
(мкмоль/мг•мин) 2,2 ± 0,3& 1,1 ± 0,1* 1,4 ± 0,2* 

Глютатионпероксидаза 
(нмоль/мг•мин) 5,8 ± 0,2& 4,6 ± 0,3* 4,3 ± 0,6* 

Влияние трансплантации ММСК-П на поведение у мышей раз-
ного возраста с купризоновой диетой. Установлено, что у взрослых 
мышей после приема купризона уменьшается число пересеченных 
квадратов, стоек, болюсов, заглядываний в норки, умываний и время 
удержания на валу (табл. 1). Аналогичная направленность в измене-
нии исследованных показателей (за исключением числа умываний) 
наблюдается и у стареющих мышей c купризоновой диетой.

При этом у взрослых мышей с купризоновой диетой по сравне-
нию с интактными животными число квадратов и болюсов снижает-
ся в 2,9 и 6,7 раза, а у стареющих – в 2,3 и 5,7 раза, соответственно, 
в результате чего у опытных мышей возрастное различие между зна-
чениями показателей нивелируется. 

Введение ММСК-П взрослым мышам с купризоновой диетой 
приводит к значительному повышению числа пересеченных квадра-
тов и умываний по сравнению с группой без клеток; при этом число 
умываний не отличается от интактных животных (табл. 1). После инъ-
екции ММСК-П стареющим опытным мышам число стоек существен-
но увеличивается, однако остается меньше, чем в интактной группе. 
Время удержания на валу у опытных стареющих мышей после введе-
ния клеток практически не отличается от интактных животных.

Итак, у взрослых и стареющих мышей с купризоновой диетой 
уменьшается двигательная, эмоциональная, исследовательская ак-
тивность, а также мышечный тонус. Изменения исследованных пока-
зателей значительнее у взрослых мышей. Трансплантация ММСК-П 

Таблица 1. Показатели поведения у мышей экспериментальных 
групп разного возраста, M ± m.
Примечения: * – р < 0,05 по сравнению с интактной группой;  
# – р < 0,05 по сравнению с группой купризона; & – р < 0,05 
по сравнению со взрослыми мышами

Таблица 2. Показатели оксидативного стресса и антиоксидантной 
защиты головного мозга мышей экспериментальных групп разного 
возраста , M ± m

Примечения: * – р < 0,05 по сравнению с интактной группой; # – р < 
0,05 по сравнению с группой купризона; & – р < 0,05 по сравнению 
со взрослыми мышами.

мышам обеих возрастных групп положительно влияет на некоторые 
показатели поведения, а именно у взрослых животных – на горизон-
тальную двигательную и эмоциональную активность, у стареющих –  
на ориентировочно-исследовательскую активность и мышечный  
тонус.

Факторы оксидативного стресса и антиоксидантной защиты 
головного мозга мышей разного возраста, получавших купризон  
и ММСК-П. Установлено, что после приема купризона в головном моз-
ге взрослых мышей повышается содержание МДА и снижается актив-
ность ГП по сравнению с интактными животными (табл. 2). В головном 
мозге опытных стареющих мышей наблюдается повышение содержа-
ния МДА и снижение активности СОД, каталазы и ГП (табл. 2).

После введения ММСК-П содержание в головном мозге МДА 
уменьшается у взрослых мышей с купризоновой диетой до значений 
интактной группы, тогда как у стареющих мышей остается без измене-
ний (табл. 2). Введение клеток не влияет на активность антиоксидант-
ных ферментов в головном мозге мышей обеих возрастных групп. 

Таким образом, после трансплантации ММСК-П мышам разно-
го возраста с купризоновой диетой наблюдаются положительные 
изменения поведения и содержания в головном мозге одного из 
факторов оксидативного стресса (МДА). Подобный эффект транс-
плантированных клеток зависит от возраста опытных мышей и более 
выражен у взрослых особей. 

Показатели поведения у мышей разного возраста с купри-
зоновой диетой после трансплантации ММСК-П. В нашем экспе-
рименте исследования проводили на токсической купризоновой 
модели демиелинизации. Показано, что нейротоксин купризон по-
вреждает зрелые олигодендроциты в разных отделах ЦНС, в результа-
те чего развивается демиелинизация [18]. Патологические изменения  
в ЦНС животных с купризоновой моделью демиелинизации напоми-
нают таковые при рассеянном склерозе у человека [24]. Исследова-
ниями других авторов и нашими работами показано, что не только  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
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у взрослых, но и у стареющих мышей под влиянием купризона разви-
вается демиелинизация и нейродегенерация в таких структурах ЦНС, 
как кора головного мозга, мозжечок, мозолистое тело, гиппокамп, 
поясничный отдел спинного мозга [18, 25]. При этом структурные 
нарушения ЦНС сочетаются с функциональными (изменения двига-
тельной, исследовательской и эмоциональной активности) и более 
выражены у взрослых опытных мышей [25]. В настоящей работе 
нами также выявлены подобные возрастные особенности изменений 
поведения у мышей с купризоновой диетой. Полученные результаты 
дают основание для предположения, что и в данном исследовании 
структурные нарушения ЦНС у взрослых и стареющих опытных мы-
шей имеют определенные различия, которые могут отразиться на 
реакции нервных клеток на действие различных биологически ак-
тивных факторов.

Мы вводили ММСК-П взрослым и стареющим мышам через  
10 дней от начала приема купризона. Нами и другими авторами уста-
новлено, что уже в эти сроки в головном мозге мышей в возрасте 
3-6 мес. наблюдается демиелинизация, апоптоз олигодендроцитов, 
изменение структуры нейронов и поведения, которые усиливаются 
через три недели приема купризона [18, 19]. Кроме того, показано, 
что введение биологически активных веществ в период приема ку-
призона позволяет изучать их влияние на процессы демиелиниза-
ции, тогда как после завершения приема нейротоксина – на процесс 
спонтанной ремиелинизации [18]. По нашим данным, у взрослых  
и стареющих мышей с купризоновой диетой и введением ММСК-П 
некоторые показатели поведения улучшаются. Так, у взрослых мы-
шей – это показатели двигательной и эмоциональной активности,  
у стареющих – ориентировочно-исследовательской активности  
и мышечного тонуса. Дальнейшие морфологические исследования 
ЦНС у таких мышей позволят отчасти объяснить полученные нами 
некоторые возрастные различия изменений показателей поведения. 

Показатели оксидативного стресса и антиоксидантной защиты 
головного мозга мышей разного возраста, получавших купризон 
и ММСК-П. Оксидативный стресс в головном мозге мышей с ку-
призоновой диетой играет важную роль в повреждении миелина  
и нейронов [18, 25]. Одним из его факторов является МДА, который 
образуется в результате пероксидации полиненасыщенных жирных 
кислот и способен вступать в реакцию с нуклеиновыми кислотами, 
фосфолипидами и аминокислотами. Нами установлено повышение 
содержания МДА в головном мозге взрослых и стареющих мышей, 
получавших купризон. Кроме того, в головном мозге опытных мы-
шей обеих возрастных групп (особенно у стареющих) снижается 
активность антиоксидантных ферментов, что свидетельствует о на-
рушении баланса между факторами оксидативного стресса и анти-
оксидантной защиты. В то же время, после трансплантации ММСК-П 
содержание МДА существенно уменьшается в головном мозге взрос-
лых мышей с купризоновой диетой. Наши результаты согласуются  
с данными других авторов, установившими, что после введения костно- 
мозговых ММСК в головном мозге животных с патологией ЦНС сни-
жается образование таких факторов оксидативного стресса как сво-
бодные радикалы, супероксидный анион [6]. 

Механизмы антиоксидантного эффекта ММСК-П активно изу-
чаются. В частности, показано повышение содержания глютатиона 
после трансплантации ММСК-П, который играет важную роль в де-
токсикации продуктов окислительного стресса [6]. Мы не наблюдали 
изменений в содержании МДА у стареющих мышей, которым вводи-
ли ММСК-П. Возможно, это связано с более значительным сниже-
нием у них активности антиоксидантных ферментов после приема 
купризона. Имеют также значение возрастные особенности развития 
оксидативного стресса в ответ на действие нейротоксина [25, 26]. 
Не исключено, что эффект ММСК-П в стареющем организме может 
быть усилен при сочетанном применении биологически активных ве-
ществ с антиоксидантным действием.

Существует еще один путь терапевтического влияния ММСК-П  
у животных с демиелинизирующей патологией ЦНС. Это противовос-
палительный эффект клеток, который связан с активацией продук-
ции IL-10, снижением продукции IL-1β и проявлений активного глио-
за в головном мозге таких животных [14, 27]. Показано, что развитие 
демиелинизирующей патологии ЦНС сопровождается активацией 
клеток микроглии, нарушением баланса про- и противовоспалитель-
ных цитокинов [18, 25]. 

При изучении возможных путей влияния ММСК-П у животных 
с патологией ЦНС является важным вопрос об их проникновении 
в головной мозг после внутривенного введения. Из литературы из-
вестно, что ММСК-П после субокципитального введения взрослым 
крысам с ЭАЭ способны мигрировать с места инъекции в разные 
отделы ЦНС (полушария головного мозга, спинномозговая жид-
кость, грудной отдел спинного мозга) и выживать в них в течение  
5 дней [28]. Вместе с тем, при внутривенном введении клеток важным 
условием их проникновения в головной мозг является повышение 
проницаемости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ). Показано, 
что уже на ранних этапах развития рассеянного склероза, сопро-
вождающегося нейровоспалением, проницаемость ГЭБ повышается 
[29]. У взрослых мышей с купризоновой моделью демиелинизации 
подобные изменения ГЭБ наблюдаются уже через 24 часа от начала 
приема нейротоксина [30]. Однако данные литературы о проникно-
вении трансплантированных ММСК костного мозга и жировой ткани 
в головной мозг молодых мышей с купризоновой диетой свидетель-
ствуют как об их выявлении в головном мозге с развитием ремие-
линизации, так и об их отсутствии [20,31]. Введенные в хвостовую 
вену ММСК пуповины мышей можно обнаружить в сосудах голов-
ного мозга молодых животных с моделью ЛПС-индуцированного 
нейровоспаления [32]. 

Учитывая изложенное выше, можно предположить вероятность 
проникновения трансплантированных ММСК-П в головной мозг мы-
шей с купризоновой диетой, в том числе и стареющих, поскольку  
с возрастом проницаемость ГЭБ и нейровоспаление в головном мозге 
усиливаются. При этом не исключается дифференцировка ММСК-П 
в нейрогенном направлении и синтез клетками нейротрофических 
факторов [27]. Паракринный эффект ММСК-П также может быть 
важным в реализации их нейропротекторного влияния у мышей  
с демиелинизирующей патологией ЦНС [33].

ВЫВОДЫ

Трансплантация ММСК-П положительно влияет на измененные поведенческие реакции у мышей с купризоновой диетой. Эффект 
трансплантированных клеток в значительной степени зависит от возраста животных; у взрослых – повышается двигательная  
и эмоциональная активность, у стареющих – ориентировочно-исследовательская активность и мышечный тонус. 

У взрослых мышей, получавших купризон и трансплантацию ММСК-П, снижается содержание МДА в головном мозге по сравнению  
с группой опытных животных без введения клеток.

Результаты возрастных различий в терапевтическом эффекте ММСК-П на показатели функционального состояния ЦНС и оксида-
тивного стресса при демиелинизирующей патологии могут быть полезными при разработке подходов к терапии этими клетками  
во взрослом и стареющем организмах.
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