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Мезенхімальні стовбурові клітини (МСК) вартонових драглів пуповини 
людини (ВДл) мають значну перевагу порівняно з клітинами з інших 
джерел, оскільки їх терапевтичний потенціал при захворюваннях 
центральної нервової системи (ЦНС) вищий за такий МСК, отриманих з 
інших джерел. У зв’язку з цим, їх застосування може бути альтернативою 
при лікуванні демієлінізуючого ураження ЦНС, в тому числі розсіяного 
склерозу (РС).

Мета. Проаналізувати строки виживання МСК ВДл у різних відділах ЦНС 
щурів при експериментальному алергічному енцефаломієліті (ЕАЕ) після 
їх субокципітального введення в лікворні шляхи.

Матеріали і методи. Моделювання ЕАЕ. Виділення та культивування МСК 
ВДл in vitro. Імунне фенотипування з використанням проточної цитометрії. 
Субокципітальне введення МСК у спинномозкову рідину (СМР) щурів при 
ЕАЕ. Виживання трансплантованих МСК ВДл у ЦНС щурів досліджували за 
даними ланцюгової реакції з полімеразою (ЛРП) в зразках тканин на 2, 3, 
4-ту і 5-ту добу з використанням праймерів, що ампліфікують специфічні 
послідовності ДНК альфа-сателітної ділянки 17-ї хромосоми людини.

Результати. За даними ЛРП альфа-сателітні послідовності ДНК людини 
виявили у зразках тканини ЦНС експериментальних тварин до 5-ї доби 
після субокципітального введення МСК ВДл на піку захворювання. ДНК 
людини виявляли у СМР і різних сегментах спинного мозку.

Висновки. Субокципітально введені МСК ВДл виживають і мігрують по 
СМР з великої потиличної цистерни у різні відділи ЦНС. МСК ВДл можна 
також розглядати як клітини-вектори для доставки терапевтичних молекул 
при лікуванні запальних захворювань ЦНС.
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Human Wharton’s Jelly of mesenchymal stem cells (hWJ-MSCs) have a 
considerable advantage in comparison with the cells from other sources; 
their therapeutic potential in treating the central nervous system (CNS) 
diseases is higher than that of other MSCs. That’s why hWJ-MSCs can be a 
new alternative treatment of CNS demyelinization damages including multiple 
sclerosis (MS).

Purpose. To study the persistence and distribution of hWJ-MSCs in different 
CNS segments following suboccipital transplantation into cerebrospinal fluid 
(CSF) of rats with experimental allergic encephalomyelitis (EAE).

Methods. Isolation and cultivation of hWJ-MSCs in vitro. Immunological 
phenotyping by flow cytometry. EAE induction. Suboccipital injection of 
MSCs into EAE rats cerebrospinal fluid. Persistence of hWJ-MSCs in the CNS 
of EAE rats was assayed by PCR in tissue samples at days 2, 3, 4 and 5 
using primers for amplifying nucleic alpha satellite sequences of human 17th 
chromosome.

Results. PCR-assays for alpha-satellite sequences revealed human DNA to be 
detected in the treated rats within 5 days after suboccipital injection at the 
peak of disease. The human DNA was traced in CSF and various segments 
of the spinal cord.
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Conclusions. The data obtained suggest that suboccipitally delivered hWJ-
MSCs, survive and can migrate through the CSF from the injection site (cisterna 
magna) to various segments of CNS. 

Keywords: experimental allergic encephalomyelitis, mesenchymal stem cells 
from humans Wharton’s jelly of umbilical cord, demyelinization damages, 
PCR-analysis.
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Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) вартонового студня пуповины 
человека (ВСч) имеют значительное преимущество по сравнению с 
клетками из других источников; их терапевтический потенциал при 
заболеваниях центральной нервной системы (ЦНС) выше такового МСК, 
полученных из других источников. В связи с этим, их применение может 
быть альтернативой при лечении демиелинизирующих заболеваний ЦНС, 
в том числе рассеянного склероза (РС).

Цель исследования. Проанализировать сроки выживания МСК ВСч 
в разных отделах ЦНС крыс при экспериментальном аллергическом 
энцефаломиелите (ЭАЭ) после их субокципитального введения в 
ликворные пути.

Материалы и методы. Моделирование ЭАЭ. Выделение и культивирование 
МСК ВСч in vitro. Иммунное фенотипирование с применением проточной 
цитометрии. Субокципитальное введение МСК ВСч в спинномозговую 
жидкость (СМЖ) крыс при ЭАЭ. Выживание трансплантированных МСК 
ВСч в ЦНС крыс исследовали по данным цепной реакции с полимеразой 
(ЦРП) в образцах тканей на 2, 3, 4-е и 5-е сутки.

Результаты. По данным ЦРП альфа-сателлитные последовательности 
ДНК человека обнаруживали до 5-х суток после субокципитального 
введения на пике заболевания. ДНК человека выявляли в СМЖ и разных 
сегментах спинного мозга.

Выводы. Введенные субокципитально МСК ВСч выживают и мигрируют 
по СМЖ из большой затылочной цистерны в разные отделы ЦНС. МСК ВСч 
можно также рассматривать в качестве клеток-векторов для доставки 
терапевтических молекул при лечении воспалительных заболеваний 
ЦНС.

Ключевые слова: экспериментальный аллергический энцефаломиелит; 
мезенхимальные стволовые клетки пуповины человека; демиелинизирующее 
поражение; цепная реакция с полимеразой.
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Вступ. Розсіяний склероз (РС) – це складне 
хронічне імуно-опосередковане і нейродегенеративне 
захворювання, спричинене генетичною схильністю та 
екологічними факторами ризику [1, 2]. Він характери-
зується інфільтрацією імунних клітин з крові в ЦНС, 
пошкодженням мієліну і аксонів. В останні роки розроб-
лені методи лікування РС, спрямовані на пригнічення 
імунної системи для контролю запальних процесів 
з метою припинення прогресування захворювання. 
Методи лікування, що застосовують у теперішній час, 
ефективні лише частково [3-5]. Для посилення нейро- 
або мієлогенезу ушкоджених тканин ЦНС і відновлення 
неврологічних функцій актуальним є пошук нових 
підходів і методів лікування. Одним з таких напрямків 
може бути застосування клітинної терапії [3, 6].

За даними численних досліджень, МСК різного 
походження здатні поліпшувати перебіг алергічного 

енцефаломієліту, що є експериментальною моделлю 
РС [5, 7-9]. На моделях неврологічних розладів, у 
тому числі ЕАЕ, було доведено, що трансплантовані 
МСК виявляють імуномодулюючі, протизапальні, 
прорегенеративні, нейропротекторні та ангіогенні 
властивості [7, 10, 11], сприяють пригніченню 
демієлінізації, попереджають загибель нейронів. Крім 
того, на моделі ЕАЕ у мишей при трансплантації МСК (на 
ранніх стадіях) відзначений захист від прогресування 
ЕАЕ, що пов’язане з дозою трансплантованих клітин, а 
на піку ЕАЕ – уповільнення прогресування, зменшення 
тяжкості захворювання [7].

МСК здатні мігрувати в зони ушкоджених ділянок 
ЦНС, де вони підтримують локальний нейрогенез, 
мієлогенез завдяки нейротрофічним ефектам, 
стимуляції резидентних стовбурових клітин ЦНС, 
індукції імуномодуляції in situ, або, ймовірно, навіть 
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трансдиференціації [5]. Трансплантовані МСК 
можуть бути джерелом нейротрофічних сполук, 
що поширюються через СМР до різних відділів 
спинного мозку [12]. Також встановлено, що 
трансплантовані у головний мозок МСК людини 
динамічно розподіляються і локалізуються переважно 
у певних анатомічних ділянках [13]. Очевидно, цей 
процес опосередкований молекулами адгезії і пере-
буває під контролем рецепторів, що експресуються 
трансплантованими МСК [14].

МСК з ВДл можуть бути ефективними в лікуван-
ні захворювань ЦНС. Імуномодулюючий ефект МСК 
ВДл оцінений in vitro і на моделях на тваринах [15]. 
Вважають, що ЦНС є забар’єрним імуно-привілейова-
ним органом завдяки її структурним особливостям. Тим 
не менше, за результатами сучасних досліджень, дове-
дений контроль імунної системи над ЦНС через модифі-
ковані схеми імунного нагляду, що потребує перегляду 
та переосмислення концепції імунної привілейованості 
ЦНС [16]. РС є прикладом такого імунного «нагляду» 
за ЦНС. Можливості виживання й міграції МСК ВДл в 
зони ураження ЦНС при патологічних станах недо-
статньо досліджені, в той час, як ці чинники можуть 
справляти істотний вплив на ефективність клітинної 
терапії. В цьому контексті ми досліджували виживання 
МСК ВДл і їх поширення по лікворних шляхах після 
трансплантації на піку клінічних симптомів у тварин 
при ЕАЕ без відповідної імуносупресії.

Матеріали і методи. Лабораторні тварини. 
Як експериментальних тварин використовували 
білих нелінійних щурів-самиць розведення віварію 
Інституту нейрохірургії, масою тіла 200—220 г. Тварин 
утримували в стандартних умовах з вільним доступом 
до води та їжі. Всі процедури проведені з дотриманням 
вимог Закону України №3447-IV «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» від 21.20.2006 [17] та 
Європейської конвенції про захист хребетних тварин, 
яких використовують для дослідницьких або інших 
наукових цілей від 18.03.86 [18].

Виділення і культивування клітин. МСК виді-
лені з пуповини людини [19]. Клітини другого пасажу 
(що використовували для ін’єкції) відкріпляли від 
поверхні культурального посуду і ресуспендували у 
фосфатно-буферному розчині (ФБР) в концентрації 
10х106 клітин в 1 см3. Зразок клітин для введення 
перевіряли на адекватність експресії поверхневих 
маркерів (CD73, CD90, CD105, CD34) [20] за допомо-
гою FACS Aria cell sorter (Becton Dickinson Biosciences, 
San Jose, CA, USA) та аналізували з використанням 
програмного забезпечення BD FACSDiva (v 6.1.2).

Моделювання ЕАЕ та введення МСК ВДл. Для 
моделювання ЕАЕ щурів імунізували 0,4 мл суспензії, 
що містила гомогенат спинного мозку (ГСМ) щурів в 
ізотонічному розчині натрію хлориду, емульгований 
у співвідношенні 1:2, з повним ад’ювантом Фрейнда 
(Sigma-Aldrich). Ін’єкцію здійснювали підшкірно в 
подушечки задніх лап [21]. Тяжкість перебігу EAE 
оцінювали за бальною шкалою [22].

МСК ВДл вводили тваринам на піку захворювання, 
на 17-ту добу після моделювання ЕАЕ субокципіталь-
но у велику потиличну цистерну в кількості 1x106 в 
100 мкл ФБР. Контрольною групою були тварини з 
модельованим ЕАЕ, яким МСК не вводили. Матеріал 
для дослідження (поперекове потовщення, стовбур 

мозку в ділянці великої потиличної цистерни, СМР, 
півкулі великого мозку) забирали на 2, 3, 4-ту і 5-ту 
добу після трансплантації МСК.

Виділення ДНК. Геномну ДНК екстрагували з клі-
тин СМР за методом висолювання [23], а також з тка-
нини головного і спинного мозку [24]. ДНК, отриману 
з тканин щура контрольної групи, використовували як 
негативний контроль, ДНК-МСК ВДл – як позитивний 
контроль. Концентрацію ДНК і чистоту визначали 
за показником оптичної щільності з використанням 
спектрофотометра Thermo Scientific NanoDrop 2000 
UV Vis. (США).

Ланцюгова реакція з полімеразою. Для іден-
тифікації клітин людини використовували ЛРП з спе-
цифічними до альфа-сателітних послідовностей ДНК 
людини праймерами. Проводили стандартизовану ЛРП 
[25]. Всі аналізи виконані у двох повторах. В кожній 
реакції використовували однакову кількість геномної 
ДНК-матриці. Продукти реакції візуалізували шляхом 
електрофорезу в 1,2% агарозному гелі. Використані 
ЛРП-праймери з послідовністю в альфа-сателітній 
ділянці 17-ї хромосоми людини:

5_-TGCGCGTGAAGGTTTGCCAGTGT- 3 і
5_-GCCCCCAGTCGTTCAGGTAATCATAGTCC-3 

[25].
Чутливість ЛРП становила приблизно 1 клітина 

людини на 105 клітин щура, що встановлене в ЛРП з 
використанням матриць, отриманих з логарифмічних 
розведень МСК людини в спленоцитах щурів.

Результати та їх обговорення. Відповідно до 
FACS аналізу (Fluorescence-activated cell sorting), 
понад 90% МСК ВДл другого пасажу, підготовлених 
для трансплантації, були позитивними за CD73, CD90 
і CD105 маркерам і негативними за CD 34 (менше 
2%). Життєздатність клітин, визначена шляхом 
забарвлення трипановим синім, перевищувала 95%.

Аналіз альфа-сателітних послідовностей ДНК 
людини свідчив, що ДНК людини виявляли протягом 
5 діб після ін’єкції без відповідної імуносупресії у 
тканинах експериментальних щурів при ЕАЕ (див. 
таблицю).

Відповідно до анатомічної локалізації, транс-
плантовані МСК ВДл можуть мігрувати через СМР. 
Типові приклади молекулярної детекції МСК ВДл у 
різних сегментах спинного мозку, СМР і головному 

Виявлення трансплантованих МСК людини 
шляхом аналізу альфа-сателітних послідовностей 
методом ЛРП

Досліджуваний 
матеріал

Кількість тварин з 
позитивними результатами у 
строки спостереження, діб

2  
(n=3)

3  
(n=2)

4  
(n=2)

5 
(n=2)

Півкулі великого 
мозку 1 0 0 0

Стовбур мозку в 
ділянці ін’єкції 3 2 2 2

СМР 3 2 1 1
Спинний мозок 
грудного відділу 3 2 2 2

Спинний мозок 
поперекового 
потовщення 

1 0 0 0
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мозку представлені на рис. 1-6. Всі зразки тканини 
стовбуру мозку в ділянці великої потиличної цистер-
ни (місце введення клітин) були позитивними щодо 
ДНК людини. Імовірно, більшість МСК ВДл спочатку 
локалізувались в цьому регіоні, їх виявляли там про-
тягом 5 діб (рис.1).

ДНК людини виявлена також у більшості зразків 
СМР з великої потиличної цистерни (рис.2).

Клітини, введені у СМР при неврологічних де-
мієлінізуючих захворюваннях, мігрують по ЦНС, в 

тому числі до зон ураження. МСК ВДл мігрують, про-
никають і зберігаються у грудному відділі спинного 
мозку (рис. 3).

Проте, альфа-сателітні послідовності не виявлені у 
півкулях великого мозку та поперековому потовщенні 
спинного мозку, за винятком окремих спостережень 
(рис. 4–6). Можливо, більшість ксеногенних клітин 
загинули внаслідок гіпоксії або мігрували в зони більш 
вираженого ураження ЦНС. Можливо, кількість клітин 
недостатня для позитивного сигналу в ЛРП.

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10

Рис. 3. Результати ЛРП зразків альфа-сателітних послідовностей ДНК людини у грудному відділі спинного 
мозку щурів після трансплантації МСК ВДл в різні строки спостереження. 1, 2 – 2 доби; 3, 4 – 3 доби; 5 
– маркер молекулярної маси, 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 6, 7 – 4 доби; 8, 9 – 5 діб; 10 – ДНК МСК 
людини.

1  2  3  4  5  6  7  8  9

Рис. 2. Результати ЛРП зразків альфа-сателітних послідовностей ДНК людини у СМР щурів після 
трансплантації МСК ВДл в різні строки спостереження. 1 – 2 доби; 2, 3 – 3 доби; 4, 5 – 4 доби; 6 – маркер 
молекулярної маси, 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 7,8 – 5 діб; 9 – ДНК МСК людини (позитивний 
контроль).

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10

Рис.1. Результати ЛРП зразків альфа-сателітних послідовностей ДНК людини у стовбурі головного мозку 
щурів в ділянці великої потиличної цистерни (місце введення МСК ВДл) в різні строки спостереження. 1, 2 
– 2 доби; 3, 4 – 3 доби; 5 – маркер молекулярної маси 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); 6, 7 – 4 доби; 8, 
9 – 5 діб; 10 – ДНК МСК людини (позитивний контроль).
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Отже, МСК ВДл, введені щурам при ЕАЕ на піку 
захворювання, локалізувались в специфічних регіо-
нах ЦНС тварин. Протягом 5 діб клітини мігрували по 
СМР, переважно в грудний відділ спинного мозку.

На відміну від отриманих нами результатів, на мо-
делі експериментального остеоартриту після ін’єкції 
МСК ВДл в колінний суглоб щурів клітини виживали 
протягом 1 доби [26].

Оскільки при РС відбувається часткова спонтанна 
і непередбачувана ремієлінізація, строки введення 
МСК дуже важливі, проте, їх важко визначити. У 
клінічній практиці клітинну терапію застосовують, 
як правило, тільки за наявності гострих проявів РС. 
У зв’язку з цим, незважаючи на те, що в моделях на 

тваринах доведена ефективність профілактичного 
лікування ЕАЕ з використанням МСК, важливо вво-
дити МСК до або під час піку захворювання, що попе-
реджує прогресування симптомів і сприяє процесам 
ремієлінізації. Тому ми вивчали виживання і розподіл 
субокципітально введених МСК ВДл у щурів при ЕАЕ 
за відстроченого введення клітин на піку клінічних 
проявів захворювання.

Цей розподіл клітин по ЦНС і їх виживання свід-
чать, що МСК ВДл мають суттєвий терапевтичний 
потенціал при запальних нейродегенеративних за-
хворюваннях, коли їх використовують для внесення 
терапевтичних агентів (факторів росту, цитокінів 
тощо) в ЦНС. МСК ВДл слід розглядати і як клітини-

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 11

Рис. 4. Результати ЛРП зразків альфа-сателітних послідовностей ДНК людини у півкулях великого мозку 
щурів після трансплантації МСК ВДл в різні строки спостереження. 1 – ДНК лейкоцитів щурів (негативний 
контроль); 2, 3 – 2 доби; 3, 4, 5 – 3 доби; 6 – маркер молекулярної маси, 1 kb DNA Ladder (Thermo 
Scientific); 7, 8 – 4 доби; 9 – ДНК МСК людини (позитивний контроль); 10, 11 – 5 діб.

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 11

Рис. 5. Результати ЛРП зразків альфа-сателітних послідовностей ДНК людини у поперековому потовщенні 
спинного мозку щурів після трансплантації МСК ВДл в різні строки спостереження. 1 – ДНК лейкоцитів 
щурів (негативний контроль); 2, 3 – 2 доби; 4, 5 – 3 доби; 6 – маркер молекулярної маси, 1 kb DNA Ladder 
(Thermo Scientific); 7, 8 – 4 доби; 9 – ДНК МСК людини (позитивний контроль); 10, 11 – 5 діб.

1  2  3  4  5  6

Рис. 6. Результати ЛРП зразків альфа-сателітних послідовностей ДНК людини у різних зразках тканин 
нервової системи та СМР у щура на 2-гу добу після трансплантації МСК. 1 – поперековий відділ; 2 
– стовбур головного мозку; 3 – ДНК МСК людини (позитивний контроль); 4 – СМР; 5 – півкулі великого 
мозку; 6 – маркер молекулярної маси, 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).
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вектори для доставки терапевтичних молекул при 
лікуванні запальних захворювань ЦНС.

Висновки. Отримані дані свідчать, що субокци-
пітально введені МСК ВДл можуть мігрувати через 
СМР з місця ін’єкції в різні відділи ЦНС і виживати в 
них принаймні протягом 5 діб після трансплантації, 
здійсненої на піку EAE (в ксеногенному варіанті без 
імуносупресії).
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