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Болезнь Паркинсона представляет собой важную медико-социальную проблему во всем мире, в связи с чем большое внимание уделяется доклиническим 
исследованиям, позволяющим оценить эффективность новых методов лечения, в том числе клеточной терапии. 
Цель работы — оценить миграционную способность мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) при различных способах введе-
ния на экспериментальной модели паркинсонизма у лабораторных крыс.
Материалы и методы. ММСК, окрашенные флюоресцентным красителем PKH26, вводили экспериментальным животным с ротенон-индуцирован-
ным паркинсонизмом системно (внутривенно) или локально (интраназально и интратекально). Миграционную способность ММСК оценивали на 1-е 
и 21-е сутки после введения методом иммунофлюоресцентной микроскопии.
Результаты. Миграционная способность ММСК как при системном, так и при локальном введении наиболее выражена в группе животных с экспери-
ментальной моделью паркинсонизма относительно контрольной группы. Она характеризовалась максимальным накоплением клеток в головном мозге 
в 1-е сутки после введения с сохранением жизнеспособности в области нейровоспаления на протяжении 21 сут. 
Заключение. Локальное введение (интраназально и интратекально) приводит к более быстрому накоплению ММСК в головном мозге как животных 
с экспериментальной моделью паркинсонизма, так и здоровых крыс. Внутривенное введение клеточных культур также способствует проявлению 
миграционных свойств ММСК и может быть взято за основу при планировании дальнейших исследований клеточной терапии при болезни Паркинсона. 

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, болезнь Паркинсона, экспериментальная модель пар-
кинсонизма, миграция, клеточная терапия.
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Parkinson’s disease is an important medico-social problem worldwide, with a lot of attention paid to preclinical studies to assess the efficacy of new treatments, 
including cell therapy.
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критериев клинико-лабораторной оценки эффективности 
клеточной терапии. 

Цель настоящего исследования — оценка миграционной 
способности ММСК при различных способах введения на 
экспериментальной модели паркинсонизма у лаборатор-
ных животных.

Материалы и методы 

Материалом для исследования явились культуры ММСК 
1–3-х пассажей (n=15) лабораторных крыс. 

Экспериментальный паркинсонизм моделировали у 6-ме-
сячных крыс-самок Вистар (n=12) массой 300 г путем еже-
дневной подкожной инъекции в ростральные участки 
межлопаточной области 2 мг/кг ротенона («Sigma»), раство-
ренного в липовенозе («Fresenius Kabi»), в конечном объеме 
0,3 мл [26]. Крысам-самкам контрольной группы (n=12) 
аналогичного возраста вводили 0,3 мл липовеноза. Крысы 
содержались в стандартных условиях вивария (12-часовой 
световой день, температура 18–25°С, свободный доступ к 
воде и пище). Все исследования выполнены в соответствии 
с соблюдением положений Европейской конвенции о защи-
те позвоночных животных (Страсбург, 02.01.1991) и при одо-
брении протокола доклинических исследований локальным 
этическим комитетом. 

Валидность экспериментальной модели подтверждали 
клинико-неврологическими и патоморфологическими ис-
следованиями. Эффективность моделирования признаков 
паркинсонизма оценивали на 2-е, 4-е, 7-е и 14-е сутки экс-
перимента. Дизайн эксперимента представлен на рис. 1.

У крыс с экспериментальным паркинсонизмом, начиная 
со 2-х суток после введения ротенона, по сравнению с кон-
трольной группой выявлены нарушения спонтанной дви-
гательной активности, эмоциональная лабильность в сово-
купности с увеличением неактивного времени, изменение 
частоты груминга, нарушения ориентировочно-исследова-
тельских реакций, мышечная ригидность и вегетативные 
симптомы (рис. 2). Все это относится к характерным прояв-
лениям паркинсонизма, вызванным действием ротенона, 
и согласуется с данными многих исследователей [27–29].

Введение

Болезнь Паркинсона (БП) представляет собой нейродеге-
неративное заболевание с двигательными расстройствами, 
которые проявляются в результате гибели дофаминергиче-
ских нейронов черного вещества среднего мозга [1, 2]. На 
данный момент патогенетическая терапия БП отсутствует, 
что обосновывает поиск и разработку новых подходов в ле-
чении данного заболевания [3, 4].

Перспективным терапевтическим направлением при БП 
может быть использование мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток (ММСК) [5]. При этом це-
лесообразность применения такой клеточной терапии БП 
обусловлена доказанной безопасностью ММСК и их сле-
дующими функциональными особенностями: 
•	миграцией в поврежденные структуры головного мозга 

[6, 7]; 
•	дифференцировкой в клетки нейроэктодермального про-

исхождения in vitro под влиянием ростовых факторов [8, 9] 
и in situ в условиях неврального микроокружения [10, 11]; 

•	ингибированием апоптотической гибели нейронов [12]; 
•	повышением выживаемости нейронов и олигодендроци-

тов в условиях развития нейродегенеративного процесса 
[13, 14]; 

•	стимуляцией нейрогенеза [15, 16]; 
•	подавлением активации клеток микроглии [17, 18]; 
•	ингибированием передачи структурообразующего белка 

телец Леви — α-синуклеина путем модуляции активно-
сти N-метил-D-аспартатных рецепторов [19]; 

•	снижением степени выраженности оксидантного стресса 
[20]; 

•	подавлением функциональной активности иммуноком-
петентных клеток, обусловливающих развитие аутоим-
мунного повреждения нейронов [21–23]; 

•	продукцией нейротрофических факторов (GDNF, BDNF, 
NGF, IGF-1, VEGF и др.), поддерживающих структур-
ную организацию отдельных клеток головного мозга 
и нейрональной сети в целом [24, 25].

Ключевыми вопросами остаются изучение биораспределе-
ния ММСК, способ доставки биомедицинского клеточного 
продукта в область повреждения (хоуминг), установление 
кратности введения и клеточности культур, определение 

Study objective. To assess the migratory ability of multipotent mesenchymal stromal cells (MMSC) using different methods of administration in an experimental 
model of Parkinson’s disease in laboratory rats.
Materials and methods. MMSC, stained with the PKH26 fluorescent dye, were systemically (intravenously) or locally (intranasally and intrathecally) administered 
to experimental animals with rotenone-induced Parkinson’s disease. The migratory ability of MMSC was assessed on days 1 and 21 after administration, using 
immunofluorescence microscopy.
Results. The migratory ability of MMSC after both systemic and local administration was more pronounced in the animal group with the experimental model of 
Parkinson’s disease compared with the control group. It was characterized by maximum accumulation of cells in the brain on the first day after administration, 
with viability preserved in the area of neuronal inflammation throughout 21 days.
Conclusion. Local administration (intranasal and intrathecal) leads to faster accumulation of MMSC in the brain of both the animals with the experimental model 
of Parkinson’s disease and healthy rats. Intravenous administration of cell cultures also helps to reveal the migratory properties of MMSC and can form the basis 
for planning further studies of cell therapy in Parkinson’s disease.

Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells, Parkinson’s disease, experimental model of Parkinson’s disease, migration, cell therapy.
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Рис. 1. Дизайн исследования

Fig. 1. Study design

Рис. 2. Динамика локомоторной активности, поведенческого и вегетативного статуса у животных с экспериментальным паркинсонизмом
A — масса тела (г); B — неактивное время (с); C — мышечная ригидность (длина от холки до хвоста, см); D — вертикальная активность (чис-
ло стоек); E — поисковая активность (количество норковых рефлексов); F — груминг; G — акты дефекации; H — акты уринации; I — крыса 
опытной группы с неврологическим симптомом «горбатости» спины

Fig. 2. Changes in the locomotor activity, behavioural and autonomic status in animals with experimental Parkinson’s disease.
A: body weight (g); B: inactive time (sec); C: muscle rigidity (length from withers to tail, cm); D: vertical activity (number of stands); E: search activity 
(number of hole exploratory behaviour); F: grooming; G: defecation episodes; H: urination episodes; I: a rat in the experimental group with a neurolog-
ical symptom of a ‘hump’ back
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последующей остановкой реакции добавлением эквива-
лентного объема ЭТС. После двукратного отмывания осу-
ществляли контроль жизнеспособности и окрашивания 
клеток методами проточной цитофлуориметрии и флюо-
ресцентной микроскопии (рис. 4).

РКН26-позитивные ММСК вводили на пике клиниче-
ской картины (14-е сутки после введения ротенона). Ис-
пользовали следующие способы введения: внутривенно — 
1×106 кл/кг в 0,3 мл физиологического раствора; интра-
назально — 1×105 кл/животное в 0,1 мл физиологическо-
го раствора; интратекально — 1×105 кл/животное в 0,1 мл 
физиологического раствора.

Животных выводили из эксперимента на 1-е и 21-е сутки 
после введения ММСК. Головной мозг после глубокого за-
мораживания помещали на криостатный блок и готовили 
фронтальные срезы черной субстанции толщиной 7 мкм 
на микротоме-криостате HM 525 («Microm»). Детекцию 
PKH26-позитивных ММСК проводили в криостатных 
срезах черной субстанции с использованием микроскопа 
«Altami LUM-1» («Альтами»). Количество флюоресцент-
ных частиц на единицу площади среза головного мозга 
оценивали с использованием программного обеспечения 
«Aperio ImageScope v.9.0.1.1506» не менее чем в 10 полях 
зрения при увеличении объектива 40 и выражали в услов-
ных единицах.

Статистическую обработку данных проводили с использо-
ванием пакета «Statistica 8.0». Полученные данные пред-
ставлены как медиана с интерквартильным интервалом 
(25–75-й процентили). Сравнение результатов двух групп 
и определение статистической значимости различий осу-
ществляли при помощи непараметрических критериев 
Вилкоксона и U теста Манна–Уитни. Различия признава-
ли статистически значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение 

ММСК выявлялись в срезах головного мозга крыс как 
при системном (внутривенном), так и при локальном (ин-
траназальном и интратекальном) введениях (рис. 5). Для 
количественной оценки миграционного потенциала кле-
точных культур использовали анализ с учетом флюорес-
центных частиц (PKH26-позитивных ММСК) на единицу 

Неврологический статус экспериментальных животных ха-
рактеризовался значимым нарастанием олигокинезии (8 бал-
лов на 4-е сутки), постуральной нестабильности (7 баллов на 
4-е сутки), неустойчивости походки (3 балла к 9-м суткам), 
тремора (2 балла к 14-м суткам) при отсутствии неврологиче-
ской симптоматики у животных контрольной группы.

Для патоморфологического исследования нефиксирован-
ный мозг лабораторных животных после глубокого замо-
раживания помещали на криостатный блок и готовили 
фронтальные срезы толщиной 7 мкм на микротоме-кри-
остате HM 525 («Microm»), которые окрашивали тиони-
ном и метиленовым синим по Нисслю, гематоксилином и 
эозином. Уровень срезов определяли по стереотаксическо-
му атласу мозга крысы [30]. Фронтальные срезы, содержа-
щие стриатум, делали на уровне от −1,20 до −1,40 от брег-
мы, а содержащие черную субстанцию — от −5,40 до −5,80 
от брегмы.

Введение крысам ротенона в дозе 2 мг/кг в течение 14 сут 
приводило к развитию деструктивных изменений в нигро-
стриатной системе с образованием телец Леви в единичных 
нейронах (рис. 3). В большинстве нейронов не визуализи-
ровались ядра с ядрышками, клетки были гиперхромными 
или с частичным тигролизом. Вблизи некоторых деструк-
тивно измененных нейронов отмечалось скопление гли-
альных клеток (нейронофагия). Деструктивные изменения 
нейронов сохранялись в течение 7 сут после окончания 
введения ротенона. 

ММСК выделяли из мононуклеарной фракции клеток 
красного костного мозга бедренных костей крыс (n=5), 
полученной центрифугированием на градиенте плотности 
Hispaque-1077 («Sigma»). Cуспензию мононуклеарных кле-
ток после двукратного отмывания в фосфатном буферном 
растворе («Gibco») с добавлением 5% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (ЭТС; «Thermo Fisher Scientific») культиви-
ровали в чашках Петри в среде на основе DMEM («Thermo 
Fisher Scientific»), содержащей 10% ЭТС, 1% L-глутамина 
(«Lonza») и 1% антибиотика-антимикотика («Sigma»), при 
37°С в атмосфере с 5% СО

2
 в СО

2
-инкубаторе. Для пасси-

рования клеточных культур использовали 0,25% раствор 
трипсина с ЭДТА («Lonza»).

ММСК 1–3 пассажей в концентрации 1×107 кл/мл инку-
бировали с 2×10–6 М PКH26 («Sigma») в течение 5 мин с 

Рис. 3. Микрофотография фронтальных срезов черной субстанции 
мозга крысы на 14-е сутки после введения ротенона в дозе 2 мг/кг.
А — окраска по Нисслю; B — окраска гематоксилином и эозином 
(звездочкой указаны нейроны с тигролизом, белой стрелкой — 
вакуоль, 1 — тельца Леви), ув. 400

Fig. 3. Microphotography of the frontal sections of the rat substantia nigra 
on the 14th day after administration of rotenone at a dose of 2 mg/kg.
A: Nissl staining; B: haematoxylin and eosin staining (asterisk indicates 
neurons with chromatolysis, white arrow indicates a vacuole, 1 indicates 
Lewy bodies), magnification ×400

Рис. 4. Культура PKH26-позитивных ММСК 1-го пассажа костного 
мозга.
А — микрофотография флюоресценции PKH26-позитивных 
ММСК в культуре при микроскопии, ув. 100; B — оригиналь-
ная гистограмма детекции флюоресценции PKH26-позитивных 
ММСК проточной цитометрией

Fig. 4. PKH26-positive MMSC culture on first passage from the bone 
marrow.
A: microphotograph of PKH26-positive MMSC culture using 
fluorescence microscopy, magnification ×100; B: original histogram of 
PKH26-positive MMSC fluorescence detection using flow cytometry
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При сравнительном анализе способности ММСК мигри-
ровать в головной мозг установлены высокозначимые раз-
личия: интенсивность свечения ММСК, локализованных 
в компактной части черной субстанции в гистологических 
образцах крыс с экспериментальной моделью паркинсо-
низма значительно превышала таковую у крыс контроль-
ной группы (табл. 1). Полученные данные отражают спо-
собность ММСК посредством хемокиновых рецепторов 
мигрировать в очаг воспаления [31], что подтверждают на-
правленность и интенсивность миграции клеточных куль-
тур при нейровоспалении. 

Известно, что ММСК, подобно лейкоцитам, могут экс-
прессировать разнообразные рецепторы и молекулы кле-
точной адгезии, участвующие в хоуминге и миграции в очаг 
повреждения [32]. Однако существуют принципиальные 
отличия в хоуминге ММСК после системного или локаль-
ного введения. Хоуминг ММСК после локальной инфузии 
в ткани основан на хемотаксическом принципе. При этом 
клетки активируются, поляризуются, и формируется фрон-
тальное поле, которое способствует интерстициальному 

площади среза головного мозга (табл. 1). У животных кон-
трольной группы при интратекальном и интраназальном 
введении установлено статистически значимое увеличение 
интенсивности мигрировавших в головной мозг клеток по 
сравнению с внутривенным введением. У животных с экс-
периментальной моделью паркинсонизма статистически 
значимых изменений интенсивности свечения ММСК, 
введенных различными способами, не выявлено.

Рис. 5. Локализация ММСК в компактной части черной субстанции 
после системного (А), интраназального (В) и интратекального (С) 
введения крысам опытной и контрольной групп, ув. 400

Fig. 5. MMSC localization in the compact part of the substantia nigra 
after systemic (A), intranasal (B) and intrathecal (C) administration in 
rats in the experimental and control groups, magnification ×400

Рис. 6. Динамика количества флюоресцентных частиц на единицу 
площади среза головного мозга после системного и локального вве-
дения ММСК крысам контрольной группы

Fig. 6. Changes in the number of fluorescent particles per unit area of the 
brain slice after systemic and local administration of MMSC to rats in 
the control group

Таблица 1. Сравнительный анализ количества флюоресцентных частиц на единицу площади среза головного мозга (усл. ед.) у лабораторных крыс 
через 1 сут после системной и локальной инфузии ММСК (медиана; 25–75-й процентили)

Table 1. Comparative analysis of the number of fluorescent particles per unit area of the brain slice (conventional units) in laboratory rats, 1 day after systemic 
and local infusion of MMSC (median; 25–75th percentile)

Группа / Group
Способ введения / Route of infusion

рвнутривенно /
intravenously (1)

интраназально /
intranasally (2)

интратекально /
intrathecally (3)

n 13 21 25

Контрольная / Control 
0,0010

(0,0004–0,00016)
0,0072

(0,0034–0,0141)
0,0060

(0,0028–0,0139)

p1–2=0,00007
p1–3=0,00005
p2–3=0,67

Опытная / Experimental
0,0131

(0,0098–0,0327)
0,0269

(0,0161–0,0880)
0,0311

(0,0233–0,0696)

p1–2=0,1
p1–3=0,07
p2–3=0,62

р по сравнению с контролем /
p compared with control

0,0002 0,0004 0,00003

Опытная группа / 
Experimental group

Контрольная группа /
Control group

A

B

C

Внутривенно / Intravenously

Интратекально / Intrathecally

Интраназально / Intranasally

ус
л.

 е
д.

 / 
ar

b.
 u

ni
ts

1-е сутки / Day 1

***

***

0,000

0,050

0,080

0,020

0,060

0,100

0,120

21-е сутки / Day 21
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отметить, что при интратекальном введении к 21-м суткам 
эксперимента количество ММСК в образцах головного 
мозга крыс контрольной группы соответствовало количе-
ству клеток в гистологических образцах животных с экспе-
риментальным паркинсонизмом: 0,0506 (0,0287–0,0743) и 
0,0419 (0,0248–0,0636) усл. ед. соответственно (р=0,41).

При внутривенном введении интенсивность свечения в 
образцах мозга крыс опытной группы была статистически 
значимо снижена по сравнению с крысами контрольной 
группы (р=0,0001), что может быть связано с миграцией 
ММСК во вторичные лимфоидные органы (селезенка, 
лимфоузлы) для реализации иммуномодулирующего эф-
фекта и во внутренние органы (легкие, сердце, печень и 
др.) при создании экспериментальной модели, вызванной 
ротеноном [21, 35–37]. 

Таким образом, миграционная способность ММСК как 
при системном, так и при локальном введении наиболее 
выражены в группе животных с экспериментальной моде-
лью паркинсонизма с максимальным накоплением клеток 
в головном мозге в 1-е сутки после введения и сохранением 
жизнеспособности в участке нейровоспаления на протяже-
нии 21 сут. Локальное введение (интраназальное и интрате-
кальное) приводит к более быстрому накоплению ММСК. 
Внутривенное введение клеточных культур также способ-
ствует проявлению миграционных свойств ММСК и может 
быть взято за основу при планировании дальнейших иссле-
дований клеточной терапии при болезни Паркинсона.
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движению в ткани клеток, воспринимающих хемокины, 
синтезируемые очагом воспаления. При достижении обла-
сти повреждения миграция клеток прекращается. 

При системном введении ММСК проходят несколько этапов: 
1)	 передвижение и роулинг по сосудистому руслу, опосре-

дуемые хемокинами; 
2)	 трансэндотелиальная миграция, в которой принципи-

альными моментами являются остановка, роулинг и ад-
гезия ММСК в месте экстравазации; 

3)	 собственно интерстициальная миграция к очагу в ткани 
[33]. 

Через 21 сут после инфузии ММСК вне зависимости от 
способа введения число мигрировавших в головной мозг 
клеток увеличивалось, что подтверждалось усилением ин-
тенсивности свечения PKH26-позитивных клеток в гисто-
логических образцах животных исследуемых групп. 

У животных контрольной группы к 21-м суткам не выявле-
но статистически значимых различий между количеством 
мигрировавших клеток при системном и локальном введе-
нии: 0,0711 (0,0425–0,1160) усл. ед. и 0,0506 (0,0287–0,0743) 
усл. ед. соответственно (рис. 6). При этом отмечено нако-
пление РКН-позитивных ММСК в головном мозге крыс 
к 21-м суткам по сравнению с 1-ми сутками после инфу-
зии: при системном введении — 0,0711 (0,0425–0,1160) 
и 0,0010 (0,0004–0,0016) усл. ед. (p=0,003); при интрате- 
кальном — 0,0506 (0,0287–0,0743) и 0,0060 (0,0028–0,0139) 
усл. ед. (р=0,00001), что подтверждает высокую жизнеспо-
собность и тканевое биораспределение клеточных культур 
в условиях здорового организма [34].

У животных опытной группы также наблюдалось увеличе-
ние количества и, соответственно, интенсивности свечения 
РКН-позитивных ММСК к 21-м суткам после введения. 
При этом регистрировались статистически значимые раз-
личия между системным и локальными способами достав-
ки клеточных культур в очаг поражения (табл. 2). Следует 

Таблица 2. Динамика количества флюоресцентных частиц на единицу площади среза головного мозга (усл. ед.) у крыс с экспериментальным 
паркинсонизмом после системной и локальной инфузии ММСК (медиана; 25–75-й процентили) 

Table 2. Changes in the number of fluorescent particles per unit area of the brain slice (conventional units) in rats with experimental Parkinson’s disease after 
systemic and local infusion of MMSC (median; 25–75th percentile) 

Сутки после введения ММСК / 
Day after MMSC infusion

Способ введения / Route of administration

р
внутривенно /
intravenously

интраназально /
intranasally

интратекально /
intrathecally

1 2 3

n 25 33 38

1-е сутки / Day 1
0,0131

(0,0098–0,0327)
0,0269

(0,0161–0,0880)
0,0311

(0,0233–0,0696)

p1–2=0,1
p1–3=0,07
p2–3=0,62

21-е сутки / Day 21
0,0360

(0,0206–0,0450)
0,0575

(0,0305–0,0996)
0,0419

(0,0248–0,0636)

p1–2=0,02
p1–3=0,15
p2–3=0,03

р 1 vs 21 сут / days 0,08 0,12 0,83
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