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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

АПК – антигенпрезентирующая клетка 

АЗА – 5-азацитидин 

АФК – активные формы кислорода 

БСА – бычий сывороточный альбумин  

ВВ – внеклеточные везикулы 

ГПК – гематопоэтические прогениторные клетки 

ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДК – дендритные клетки 

EP2, EP4 – рецепторы простагландина Е2 

ЛПК - лейкоциты периферической крови  

ЛФ - лимфоциты  

мРНК – матричная РНК 

М – среднее значение 

МРТ – магнитно-резонансная томография 

МСК – мезенхимные стромальные клетки 

МФ – макрофаги 

M1 – провоспалительные макрофаги 

М2 – антивоспалительные макрофаги 

НАДФН – никотинамидадениндинуклеотидфосфат восстановленный 

НФ – нейтрофилы 

НЛ – нейтрофильные ловушки 

НФК - N-формилкинуренин  

НК – натуральные киллеры 

ОВА - овальбумин 

ПЦР – полимеразная ценпная реакция 

ПК – плазматические клетки 

РА – ревматоидный артрит 

РК – ретиноевая кислота 

РС – рассеянный склероз 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

СКВ – системная красная волчанка 
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тРНК – транспортная РНК 

ТКР - Т-клеточный рецептор 

ФБС – фетальная бычья сыворотка 

ФГА - фитогемагглютинин 

ЦНС – центральная нервная система 

ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты 

ЭАЭ - экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит  

1-МТ -1-метил-D-триптофан 

3T3 –эмбриональные фибробласты мыши  

Akt - protein kinase B, протеинкиназа В 

AMPK - AMP activated protein kinase, АМР-активируемая протеинкиназа 

B220 – СD45 isoform, изоформа CD45 

Bregs – regulatory B-cells, регуляторные В-клетки 

B7-H4 – V-set domain containing T-cell activation inhibitor 1, ингибитор активации Т-клеток 1, 

содержащий вариабельный иммуноглобулиноподобный домен 

BDNF - brain-derived neurotrophic factor, нейротрофический фактор мозга  

c-Rel - member of the NF-κB family, член семейства NF-κB  

CMV – cytomegalovirus, цитомегаловирус  

С1866 - human T cell leukaemia line, линия лейкемических Т-лимфоцитов человека 

CCL22, 5, 17 - C-C motif chemokine ligand, C-C хемокин лиганд 22, 5, 17 

CCRs - рецепторы C-C хемокинов 

CD1d - MHC class I antigen-like glycoprotein, подобный MHC-I гликопротеин 

CD3 – cluster of differentiation 3, мультипротеиновый комплекс на поверхности Т-лимфо-

цитов, являющийся основным корецептором Т-клеточного рецептора 

CD4 – cluster of differentiation 4, мономерный трансмембранный гликопротеин надсемей-

ства Ig  

CD5 - receptor expressed on the surface of T cells, рецептор Т-клеток 

CD8 – cluster of differentiation 8, трансмембранный гликопротеин, служащий корецепто-

ром Т-клеточных рецепторов 

CD11 – α unit of integrins, α субъединица интегринов  

CD13- alanyl aminopeptidase, аланинаминопептидаза 

CD19 - B-lymphocyte antigen, антиген В-лимфоцитов 

https://en.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
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CD25 – interleukin-2 receptor alpha chain, α субъединица рецептора интерлейкина 2  

CD28 – cluster of differentiation 28, мембранный белок костимуляции Т-лимфоцитов  

CD40 – tumor necrosis factor receptor superfamily member 5, -рецептор семейства факторов 

некроза опухоли 5 типа  

CD40L – CD40 ligand, лиганд CD40  

CD44- homing cell adhesion molecule, молекула клеточной адгезии при хоуминге 

CD45RO - protein tyrosine phosphatase, receptor type, C, тирозин-фосфатазный рецептор 

типа С активированных и Т-клеток памяти 

CD46 – cluster of differentiation 46, мембранный кофакторный белок  

CD55 – cluster of differentiation 55, фактор ускорения распада комлемента  

CD59 - cluster of differentiation 59, ингибитор мембраноатакующего комплекса  

CD69 – cluster of differentiation 69, лектин C типа  

CD73 – ecto-5'-nucleotidase, экто-5`-нуклеотидаза 

CD80 – cluster of differentiation 80, молекула антигенпрезентирующих клеток для актива-

ции Т-лимфоцитов  

CD86 – cluster of differentiation 86, молекула примирования Т-лимфоцитов  

CD90 – cluster of differentiation 90, N-гликозилированный заякоренный белок с вариабель-

ным иммунноглобулиноподобным доменом 

СD 105 – endoglin, эндоглин 

CD127 - IL-7 receptor, рецептор IL-7 

CD206 - the mannose receptor, рецептор маннозы 

c-kit - mast/stem cell growth factor receptor, рецептор фактора роста тучных и стволовых 

клеток   

COX2 – cyclooxygenase 2, циклооксигеназа-2 

SDF-1 - stromal cell-derived factor-1, cтромальный фактор 1, полученный из клетки  

CXCL2 –macrophage inflammatory protein 2-alpha, воспалительный белок макрофагов 2α 

CXCR4 - C-X-C chemokine receptor type 4, С-Х-С рецептор хемокина 4 

CXCRs - CXC chemokine receptors, рецепторы С-Х-С хемокинов 

DETA-NO - диэтилентриамин-NO 

ECM - extracellular matrix, внеклеточный матрикс 

EGF – epithelial growth factor, эпительальный фактор роста 
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eIF-2а - eukaryotic translation initiation factor 2, эукариотический фактор инициации транс-

ляции 2а  

ERKs - extracellular signal–regulated kinases, киназы, регулируемые внеклеточными сигна-

лами 

Fas - apoptosis antigen 1 – антиген апоптоза 1 

FasL – Fas ligand, лиганд Fas 

bFGF - basic fibroblast growth factor, основной фактор роста фибробластов  

Foxp3 - forkhead box P3, белок семейства Forkhead 3  

GCN2 – serine/threonine-protein kinase, киназа-сенсор свободных аминокислот 

GM-CSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, колониестимулирующий фак-

тор гранулоцитов и макрофагов  

GTP - guanosine-5'-triphosphate, гуанозин-5`-трифосфат 

GDP - guanosine-5'-diphosphate, гуанозин-5`-дифосфат 

GR – glucocorticoid receptor, глюкокортикоидный рецептор 

GvHD - graft-versus-host disease, реакция трансплантанта против хозяина 

HeLa - Henrietta Lacks`s cervical cancer cell line, линия раковых клеток эндотелия матки, 

названная в честь пациентки Генриетты Лакс  

HGF – hepatocyte growth factor, фактор роста гепатоцитов 

HLA-DR – MHC class II, главный комплекс гистосовместимости II типа 

HLA-G - human leukocyte antigen G, человеческий лейкоцитарный антиген 1 типа G 

НО-1 - heme oxygenase-1, гемоксигеназа 1 

ICAM-1- intercellular adhesion molecule 1 – молекула межклеточной адгезии 1 

IDO - indoleamine 2,3-dioxygenase, индоламин-2,3-диоксигеназа  

IFN-γ – interferon gamma, интерферон γ 

Ig – immunoglobulin, иммуноглобулин 

IL- interleukin– интерлейкин 

iNOS - inducible nitric oxide synthase, индуцируемая NO-синтаза  

IRF - interferon regulatory factor, регуляторный фактор интерферонов 

JAK - Janus kinase, янус киназа  

KIR - killer-cell immunoglobulin-like receptors, иммуноглобулинподобный рецептор НК 

LC3 - microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, 1A/1B-легкая цепь 3 белка, ассо-

циированного с микротрубочками, маркера аутофагии  
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LFA-1 - lymphocyte function-associated antigen 1, функционально ассоциированный анти-

ген лимфоцитов 1 

L-NMMA - NG-монометил-L- аргинина 

LPS – lipopolysaccharides, липополисахариды 

MAPK - mitogen-activated protein kinase, митоген-активируемая протеинкиназа 

MBP - myelin basic protein, основной белок миелина  

MHC-I - major histocompatibility complex I, главный комплекс гистосовместимости I типа  

MIF – macrophage migration inhibitory factor, фактор, ингибирующий миграцию макро-

фагов 

MIP- macrophage inflammatory protein, воспалительный белок макрофагов  

MMP – matrix metalloproteinase, матриксная металлопротеиназа 

МТ-2 - human regulatory T cell-like cell line, клеточная линия, подобная регуляторным Т-

лимфоцитам человека 

MOG 35-33 - пептид основного белка миелина 

MyD88 – myeloid differentiation primary response gene, ген первичного ответа миелоидной 

дифференцировки 

mTOR - mammalian target of rapamycin, мишень рапамицина у млекопитающих 

NCAM – neural cell adhesion molecule, нейрональная молекула клеточной адгезии 

NKG2A - the inhibitory NK cell receptor, ингибирующий рецептор натуральных киллеров 

NF-κB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, ядерный фактор 

«каппа-би» 

NO – nitric oxide, оксид азота II 

NOD1 - nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1, белок, содержащий 

олигомеризующий нуклеотдисвязывающий домен 1 

p27Kip1 - cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, ингибитор циклин-зависимой киназы 1В  

p53 - tumor suppressor p53, транскрипционный фактор-супрессор опухоли 

p65 - NF-κB p65 subunit – субъединица NF-κB 

p-Akt – phospho-protein kinase B, фосфоформа протеин киназы В 

PD-L1 - programmed death-ligand 1, лиганд к рецептору программируемой клеточной ги-

бели 1 

PD-1 - programmed cell death 1 - рецептор программируемой клеточной гибели 1  

p-ERK – phospho-extracellular signal-regulated kinase, фосфоформа ERK 
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PGE2 - prostaglandin E2, простагландин Е2 

PLP - myelin proteolipid protein, миелиновый протеолипидный белок  

poly(I:C) - polyinosinic:polycytidylic acid, поли-инозиновая-поли-цитидиловая кислота 

Rag - Ras-related GTPases, семейство относящихся к RAS GTPаз, изоформы A, B, C, D  

Ras - small GTPase, малая GTP-аза 

RBL1 - retinoblastoma-like protein 1, ретинобластома-подобный белок 1  

S6K – ribosomal protein kinase, рибосомальная протеинкиназа 

SH‐SY5Y - human neuroblastoma derived cell line, линия нейробластомы человека 

SEM – стандартная ошибка среднего значения 

SDF1-α - stromal cell-derived factor-1, стромальный клеточный фактор 1 α  

STAT - signal transducer and activator of transcription, передатчик сигнала и активатор тран-

скрипции 

SMAD – kinases homologies to the Caenorhabditis elegans SMA ("small" worm phenotype) 

and Drosophila MAD киназы, являющиеся гомологами продуктов генов C. elegans Sma и 

Drosophila Mad 

SOCS1 - suppressor of cytokine signaling 1, супрессор сигнального пути цитокинов 1  

Sp1 - specificity protein 1, белок специфичности 1  

STAT – signal transducer and activator of transcription factors family, семейство транскрип-

ционных факторов - сигналы трансдукции и активации транскрипции  

SUMO - small ubiquitin-like modifier, малый убиквитин-подобный модулятор  

TAZ- transcriptional co-activator with PDZ-binding motif, транскрипционный фактор, коак-

тиватор содержащий в себе PDZ- связывающий мотив 

T-bet - T-box transcription factor, T-box фактор транскрипции 

Tfh – T follicular helper cells, фолликулярные Т-хелперы 

TGF-β - transforming growth factor beta, фактор роста опухоли -β  

Th – T helper, Т-хелпер 

Tregs – T regulatory cells, T-регуляторные клетки  

TLRs - toll-like receptors, toll-подобные рецепторы  

TNF – tumor necrosis factor, фактор некроза опухоли 

TRAIL - TNF-related apoptosis-inducing ligand, лиганд, относящийся к семейству TNF, вы-

зывающий апоптоз  
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TSG-6 - tumor necrosis factor-inducible gene 6 protein, белок, стимулированного TNF-α гена 

6  

VEGF - vascular endothelial growth factor – фактор роста эндотелия сосудов  

VCAM-1 –vascular cellular adhesion molecule 1, васкулярная молекула клеточной адгезии 

1  

VLA-4 - very late antigen-4, очень поздний антиген 4 

WARS - tryptophanyl-tRNA synthetase, триптофанил-тРНК-синтетаза  

Wnt – Wnt signaling pathway, внутриклеточный сигнальный путь у животных, регулиру-

ющий эмбриогенез, дифференцировку клеток и развитие злокачественных опухолей 

7-AAD – 7-аминоактиномицин 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

     Хроническое воспаление – это сложный патологический процесс, который приводит к 

дисфункции органов и тканей. В развитии хронического воспале-ния важную роль играет 

нарушения контроля пролиферации, дифференцировки и физиологической активности 

клеток иммунной системы [120, 155]. За последние годы значительно увеличилось коли-

чество хронических аутоиммунных заболеваний, связанных с хроническим воспалением 

[76]. однако до сих пор не найдены эффективные методы их терапии. Открытие у мезен-

химных стромальных клеток (МСК) иммуномодулирующих свойств в сочетании с их низ-

кой иммуногенностью in vitro и in vivo [20] позволяет предположить возможность их ис-

пользования как альтернативного подхода в терапии аутоиммунных заболеваний. Вместе 

с тем появляются клинические данные, показывающие неэффективность применения 

МСК [164, 184, 294]. Несмотря на активное изучение данной проблемы, остается много 

нерешенных и противоречивых вопросов. В связи с этим, необходимы дальнейшие иссле-

дования, целью которых является детальное изучение и расшифровка молекулярных ме-

ханизмов взаимодействия между МСК и клетками иммунной системы, в частности, лим-

фоцитами, как основными участниками, запускающими аутоиммунные реакции. 

     Степень разработанности темы исследования 

     Согласно современным представлениям, при развитии патологических состо-яний ме-

ханизмы регуляции иммунитета играют ключевую роль [197]. В настоящее время обна-

ружены иммунорегулирующий, пролиферативный и репаративный потенциалы МСК [20, 

125]. В условиях воспаления установлено иммуносупрессорное влияние МСК на клетки 

иммунной системы, особенно на лимфоциты [234]. Применение МСК для лечения хрони-

ческого воспаления затруднено в связи с недостаточной характеристикой механизмов вза-

имного влияния МСК и лимфоцитов. Знания в этой области остаются неполными. В 

первую очередь, это касается поведения клеток in vivo в связи с большим числом факто-

ров, влияющих как на МСК, так и на лимфоциты. При этом не все эти факторы удается 

детектировать и оценить в экспериментах на животных. Кроме того, большинство данных 

относительно МСК человека получено в экспериментах in vitro, результаты которых ча-

сто противоречат друг другу. Изучение механизмов взаимодействия между МСК и лим-

фоцитами выявило сложную систему регуляции, контролирующую как воспаление, так и 
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регенерацию [2–4]. В рамках существующих представлений секретом лимфоцитов со-

здает воспалительное микроокружение. МСК, в свою очередь, в результате полученных 

от лимфоцитов сигналов, активируют гены, кодирующие ферменты, которые негативно 

влияют на активацию и жизнеспособность лимфоцитов. Несмотря на общее понимание 

процесса взаимодействия МСК и лимфоцитов и идентификацию молекул, принимающих 

участие в реализации этого взаимодействия между двумя типами клеток, остается много 

неизученных на клеточном и молекулярном уровнях аспектов, требующих исследования 

[75]. В литературе описаны несколько эффекторных молекул, критически важных для 

влияния МСК на лимфоциты, среди них - индоламин-2,3-диоксигеназа (IDO) [61], оксид 

азота II (NO) [226], простагландин Е2 (PGE2) [10]. Однако в последнее время стали появ-

ляться работы об участии других факторов, таких как галектины [429], белок TSG6 (бе-

лок, стимулированного TNF-α гена 6) [145] и ряд других. Это указывает на то, что взаи-

модействие МСК и лимфоцитов гораздо сложнее, чем представлялось ранее. Контактные 

механизмы, идентификации которых посвящены немногочисленные исследования, оха-

рактеризованы гораздо хуже. Установлено, что в контактных взаимодействиях МСК и 

лимфоцитов могут принимать участие следующие мембранные рецепторы/лиганды: 

Fas/FasL [12], PD-1/PD-L1 [167], а также молекулы адгезии ICAM-1, VCAM-1 [228] и дру-

гие. Однако большинство механизмов установлено на мышиных МСК, а участие целого 

ряда контактных механизмов не подтверждено на МСК человека. Помимо этого, до сих 

пор не решен вопрос о балансе между контактными и бесконтактными молекулярными 

механизмами действия МСК на лимфоциты [14, 253]. 

 

Цель исследования – установить механизмы иммунорегулирующего влияния мезенхим-

ных стромальных клеток жировой ткани человека на лимфоциты (CD4 T-хелперы) в куль-

турах in vitro. 

      

Задачи исследования: 

1. Установить, как мезенхимные стромальные клетки влияют на лимфоциты в условиях 

отсутствия и стимуляции Т-клеток. 

2. Обнаружить в мезенхимных стромальных клетках наличие изменений траскрипци-

онной активности генов (IDO, NOS2, PTGS2, TGFB), ответственных за иммуносу-

прессию при совместной инкубации с лимфоцитами. 
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3. Оценить изменение уровня и активности белков, которые наиболее важны для осу-

ществления иммуносупрессии активированных Т-клеток под действием мезенхим-

ных стромальных клеток. 

4. Определить молекулы адгезии, влияющие на иммуносупрессию лимфоцитов, оказы-

ваемую мезенхимными стромальными клетками. 

5. Охарактеризовать изменения поверхностного фенотипа мезенхимных стромальных 

клеток и лимфоцитов при совместной инкубации. 

 

Объект и предмет исследования: мезенхимные стромальные клетки жировой ткани и Т-

лимфоциты человека, молекулярные регуляторные механизмы взаимодействия между 

клетками 

 

Теоретической и методологической базой исследования диссертации являются экспе-

риментальные научные работы, клинические исследования, теоретические обзоры и ме-

тодические разработки отечественных и зарубежных авторов, посвященные изучению 

иммунорегуляторных свойств мезенхимных стромальных клеток in vivo и in vitro. 

Информационной базой исследования являются научные статьи в рецензируемых науч-

ных журналах, монографии, материалы конференций, соответствующие научной тема-

тике. 

 

Диссертация соответствует паспорту научной специальности 03.03.04 клеточная био-

логия, цитология, гистология согласно пункту 6. 

 

Научная новизна работы 

     В рамках данной работы впервые установлена роль межклеточной молекулы адгезии 

первого типа ICAM-1 в иммунорегулирующей программе МСК человека. В эксперименте 

обнаружено участие молекулы межклеточной адгезии ICAM-1 на поверхности МСК че-

ловека в иммуносупрессии, связанной с регуляцией уровня α-cубъединицы рецептора IL-

2 (CD25) на поверхности лимфоцитов.  
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     Впервые для МСК человека продемонстрировано, что блокирование ICAM-1 специ-

фическими антителами на поверхности МСК не влияет на синтез, секрецию и фермента-

тивную активность индоламин-2,3-диоксигеназы IDO – фермента, участвующего в мета-

болизме триптофана.  

     Показано, что при взаимодействии с активированными лимфоцитами человека в МСК 

происходит индукция синтеза IDO на транскрипционном и трансляционном уровнях.  

     Впервые в системе in vitro установлена способность МСК поддерживать выживание 

интактных Т-лимфоцитов при отсутствии стимуляции, сопровождающееся увеличением 

уровня CD25 и ICAM-1 на поверхности Т-клеток.   

Теоретическая и практическая значимость 

     В ходе работы была создана in vitro модель, позволяющая оценить иммуносупрессор-

ный потенциал МСК человека. Получены данные, подтверждающие важность контакт-

ных взаимодействий в иммуносупрессии МСК человека, в частности, показана роль вза-

имодействия молекулы межклеточной адгезии ICAM-1 на поверхности МСК и лимфоци-

тов. В связи с этим, ICAM-1может рассматриваться как новая терапевтическая мишень 

для лечения аутоиммунных заболеваний. 

Методология и методы диссертационного исследования  

     В рамках данной работы МСК получали из подкожно-жировой клетчатки пациентов, 

не страдающих аутоиммунными заболеваниями, лимфоциты - из венозной крови здоро-

вых доноров. Очищенную популяцию CD4 Т-хелперов получали окрашиванием флуо-

ресцентными антителами с последующим выделением на клеточном сортере. В работе 

использовали методы цитометрии, оценку пролиферации с помощью красителя 

CyQUANT®NF, ПЦР в реальном времени, иммуноблоттинг, ингибиторный анализ, бло-

кировку антителами и флуоресцентную микроскопию с применением красителей. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. При активации Т-клеток МСК оказывают иммуносупрессорное действие на СD4 

лимфоциты, которое проявляется в подавлении их пролиферации, связанном со сниже-

нием поверхностного уровня CD25 Т-клеток.  

2. Активация иммуносупрессорной программы МСК не приводит к изменению 

уровня фенотипических маркеров, таких как CD90 (заякоренный белок с вариабельным 
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иммунноглобулиноподобным доменом), CD105 (эндоглин), CD73 (экто-5`-нуклеоти-

даза). 

3. Бесконтактная и контактная инкубация МСК и активированных лимфоцитов при-

водит к иммуносупрессии Т-клеток, опосредуемой активно-стью индоламин-2,3-диокси-

геназы - IDO. 

4. Молекула межклеточной адгезии ICAM-1 важна для контактной иммуносупрессии, 

реализуемой МСК, и не влияет на реализацию бесконтактной иммуносупрессии. 

5. МСК способны поддерживать выживание интактных Т-лимфоцитов в отсутствии 

стимуляции, сопровождающееся увеличением поверхностного уровня CD25 и молекулы 

межклеточной адгезии ICAM-1 на CD4 Т-хелперах. 

Степень достоверности и апробация результатов  

     Достоверность полученных результатов обусловлена достаточным числом экспери-

ментов, воспроизводимыми данными, применением современных биохимических и мо-

лекулярных методов, корректным статистическим анализом и критической оценкой по-

лученных результатов с данными литературы. 

Материалы диссертации доложены: на 10-м ежегодном съезде общества по изучению 

стволовых клеток (ISSCR) (Япония, Йокогама, 2012); IV съезде физиологов СНГ (Сочи, 

2014); 2-м Национальном Конгрессе по регенеративной медицине (Москва, 2015); Все-

российском конгрессе с международным участием «Аутоиммунные и иммунодефицит-

ные заболевания» (Москва, 2016); 43-м съезде Европейской Федерации биохимических 

обществ (FEBS) (Чехия, Прага, 2018) 

Личное участие автора. Работа полностью выполнена автором, включая анализ научной 

литературы, получение биологического материала, разработку экспериментов, получе-

ние, обработку и анализ результатов, подготовку публикаций. 

Публикации. Материалы диссертации отражены в 9 опубликованных печатных работах, 

из них 3 статьи в журналах, входящих в Перечень РФ рецензируемых научных изданий, 

в которых должны быть опубликованы основные научные результаты диссертаций на со-
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искание ученой степени кандидата наук и ученой степени доктора наук, 1 статья, не вхо-

дящая в Перечень РФ рецензируемых научных изданий, 5 публикаций в материалах рос-

сийских и международных конференций. 

Внедрение результатов работы. Основные результаты диссертационной работы внед-

рены в научно-практическое применение кафедры биохимии и молекулярной медицины 

факультета фундаментальной медицины Московского государственного университета 

имени М.В. Ломоносова, а также в рутинную практику лаборатории регенеративной ме-

дицины Федерального государственного бюджетного учреждения «Национальный меди-

цинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии имени ака-

демика В. И. Кулакова» Министерства здравоохранения Российской Федерации. 

Объем и структура научно-квалификационной работы  

     Диссертация изложена на 134 страницах машинописного текста и дополнена иллю-

стративным материалом в количестве 36 рисунков и 5 таблиц. Текст диссертации состоит 

из списка сокращений, введения, обзора литературы, материалов и методов исследования, 

результатов и их обсуждения, заключения, выводов, и списка литературы, включающего 

8 отечественных и 305 зарубежных источников.  
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

«Взаимное влияние МСК и клеток иммунной системы» 

1. Мезенхимные стромальные клетки: открытие, характеризация, фенотип и функ-

ции 

     Выдающийся ученый Александр Яковлевич Фриденштейн и его коллеги обнаружили 

необычные клетки в ходе исследования остеогенного потенциала костного мозга. Эти 

клетки крепко прикреплялись к пластику, синтезировали коллагены I и III типов, не несли 

маркеров эндотелиальных клеток [87] и секретировали цитокины, хемокины и белки вне-

клеточного матрикса [60, 276]. Впоследствии за этими клетками закрепилось два назва-

ния: мезенхимные стромальные клетки (из стромы костного мозга), либо мезенхимные 

стволовые клетки. Термин мезенхимные стромальные клетки, вероятно более точен, по-

скольку содержание «настоящих» стволовых клеток в составе выделяемых культур на 

практике невелико. В популяции МСК выявлена небольшая субпопуляция клеток (~20%), 

несущая ингибитор орнитин декарбоксилазы – маркер неделящихся клеток [51]. В данной 

работе будет использован термин мезенхимные стромальные клетки (МСК). На данный 

момент удалось выделить МСК из большинства тканей взрослого человека. Проще всего 

МСК выделить из костного мозга, жировой ткани, крови и плаценты. Помимо этих тка-

ней, МСК были обнаружены в надкостнице, мышечной ткани, печени, поджелудочной 

железе, головном мозге, дерме кожи и других. [29, 202, 304]. Морфологически МСК 

сильно гетерогенны, что делает невозможным их идентификацию методами световой 

микроскопии [122]. Поэтому международным обществом по клеточной терапии, ISCT, 

было предложено характеризовать МСК по поверхностным маркерам, обнаруженным на 

популяции первично выделенных мезенхимных клеток костного мозга; среди них: СD105 

(эндоглин, рецептор TGF-β3, который, как полагают, участвует в хондрогенной диффе-

ренцировке и взаимодействии с гематопоэтическими клетками [79], CD73 (экто-5`-нук-

леотидаза) [231] и CD90 (N-гликозилированный заякоренный белок с вариабельным им-

мунноглобулиноподобным доменом). Такой фенотипический подход имеет существен-

ные недостатки, поскольку не существет набора поверхностных маркеров, специфичных 

только для МСК. Поэтому, чтобы доказать, что клетки являются МСК, принято проводить 

функциональные тесты, определяющие способность клеток к дифференцировке в, как ми-

нимум, три типа клеток: жировые, костные и хрящевые [70]. На данный момент также 

экспериментально подтверждены молекулярные механизмы дифференцировки МСК в 
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ряд других клеток, например, нейрального происхождения. Вопросы изучения дифферен-

цировки МСК в первую очередь связаны с перспективами их терапевтического использо-

вания для репарации и заживления тканей. 

     Участие МСК в процессе заживления тканей активно изучают [3, 5–8, 289]. Современ-

ные представления таковы: из поврежденных и апоптозных клеток высвобождаются фак-

торы, которые способствуют мобилизации и направленной миграции МСК в очаг повре-

ждения или воспаления. МСК в зоне повреждения способствуют регенерации ткани 

двумя способами: путем встраивания и дифференцировки, замещая погибшие клетки 

[277], и/или за счет секреции большого числа растворимых белков и регуляторных моле-

кул[189]. Установлено, что процент встраивающихся в поврежденные ткани МСК ткани 

не велик. При введении МСК животным с поврежденными цисплатином почками процент 

«дошедших» до почки МСК от общего числа введенных клеток составляет 5-7% [115]. В 

то же время, при введении человеческих МСК иммунодефицитным мышам при остром 

инфаркте миокарда не выявлено встраивания введенных клеток в поврежденные зоны 

сердца. Наряду с этим, доказан факт улучшения сердечного выброса и уменьшения раз-

меров области фиброза [119]. В многочисленных экспериментальных системах показано, 

что МСК секретируют набор растворимых факторов, которые обуславливают их позитив-

ное влияние на репарацию тканей. Наиболее важные факторы можно разделить на следу-

ющие группы: антиапоптозные (нейротрофический фактор мозга (BDNF) и фактор роста 

тромбоцитов (PDGF) [16, 64])), антифиброзные (HGF, IL-10 и фактор некроза опухоли-α 

(TNF-α) [270]), ангиогеннные (основной фактор роста фибробластов (bFGF), инсулино-

подобный фактора роста 1 (IGF-1), фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), эпи-

дермальный фактор роста (EGF) [389]), реорганизующие внеклеточный матрикс (MMP 

(матриксные металлопротеиназы), сериновые протеазы, ингибиторы сериновых протеаз 

и коллаген [267]). 

     Присутствие МСК в большинстве тканей, таких как мышцы, жировая ткань, печень, 

головной мозг и других [37, 172, 255, 271], косвенно свидетельствует в пользу того, что 

при репарации тканей могут использоваться тканевые МСК, а не рекрутированные си-

стемно. В частности, было показано, что введение МСК свиньям с индуцированым ин-

фарктом миокарда не только приводило к уменьшению зоны инфаркта, но также и увели-

чивало в 20 раз популяцию резидентных c-kit+ стволовых клеток сердца [109]. В послед-

нее время сформулирована гипотеза о совместном участии резидентных МСК тканей 
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(прогениторные клетки) и МСК, пришедших извне, в репарации повреждений. Принято 

считать, что именно наличие резидентных МСК (прогениторных клеток) является осно-

вой для самообновления любой ткани и поддержания ее гомеостаза [63, 125, 134] В случае 

повреждения или воспаления, в первую очередь, реагируют резидентные прогениторные 

клетки, но если их усилий недостаточно, то привлекаются МСК из сторонних источников, 

которые за счет паракринных эффектов способствуют ускорению регенерации и восста-

новлению функциональной активности поврежденной ткани. [39, 141].  

     В большинстве работ по повреждению органов авторы отмечают роль мощного воспа-

лительного ответа, который препятствует индукции регенеративных процессов. Введение 

же МСК способствует снижению уровня воспаления [121, 216, 311]. В работе с примене-

нием модели индуцированного инфаркта левой почки у крыс анализ сыворотки животных 

после введения МСК костного мозга человека выявил значительное снижение воспали-

тельных цитокинов, таких как интерлейкины 1α, 1β (IL-1α, IL-1β), интерферон-γ (IFN-γ), 

TNF-α [250]. Этот результат свидетельствует об иммуносупрессорном эффекте МСК. В 

связи с увеличением числа работ, подтверждающих негативное влияние МСК на актива-

цию клеток иммунной системы, возник вопрос об идентификации механизмов действия 

МСК на клетки иммунной системы.  

2. Иммунорегуляторная активность МСК  

2.1 Воспаление и хроническое воспаление при регенерации тканей 

     Большинство современных исследователей признает, что воспаление – это комплекс-

ный физиологический ответ, индуцируемый в тканях, в первую очередь, клетками иммун-

ной системы [108]. В норме, повреждение клеток под действием тепла, механических 

травм, химических ожогов инициирует развитие совокупности клеточных реакций, полу-

чивших название воспаления. Инициаторами воспаления являются тучные клетки и тка-

невые макрофаги. При узнавании константных молекулярных паттернов, характерных 

для инфекционных агентов или погибающих клеток, они секретируют медиаторы воспа-

ления: фактор некроза опухоли TNF-α, IL-1β и интерлейкин 6 (IL-6), низкомолекулярные 

простагландины и лейкотриены. Рецепция этих биоактивных молекул клетками стенок 

сосудов приводит к активации эндотелия и увеличению проницаемости сосудов исклю-

чительно для клеток иммунной системы (Рис. 1.). Эта селективность обеспечивается за 

счет контактного взаимодействия между селектинами на поверхности эндотелия и инте-
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гринами на поверхности клеток иммунной системы [209]. Увеличение проницаемости со-

судов позволяет проникать в очаг воспаления набору белков плазмы, входящих в систему 

комплемента. Белки системы комплемента способствуют секреции тучными клетками 

TNF-α, воспалительного белка макрофагов 2 (CXCL2) и интерлейкина 8 (IL-8) [293]. Это 

приводит к направленной миграции в зону воспаления специализированных фагоцитиру-

ющих клеток, нейтрофилов и моноцитов (Рис. 1.), чья задача заключается в уничтожении 

чужеродных организмов, удалении некротизированных участков ткани, погибших во 

время повреждения, и обломков мертвых клеток [312]. К сожалению, уничтожающая ак-

тивность нейтрофилов и моноцитов, а особенно продукция активных форм кислорода 

(АФК), не избирательна, поэтому вместе с чужеродным материалом или пораженными 

инфекцией клетками гибнут и здоровые участки ткани (Рис. 1.), находящиеся вблизи 

очага воспаления [146]. 

     В норме устранение вызвавшей воспаление причины приводит к его прекращению. Во 

время этой стадии нейтрофилы превращают воспалительные факторы, простагландины и 

лейкотриены, в липоксины – вещества, предотвращающие развитие воспаления (Рис. 1.). 

Это препятствует направленной миграции новых нейтрофилов и способствует привлече-

нию моноцитов, которые «убирают» погибшие клетки и инициируют ремоделирование 

ткани [251]. Также происходит альтернативная активация макрофагов, переключающая 

их из провоспалительного М1 в антивоспалительный М2 фенотип (Рис. 1.). Они начинают 

продуцировать и секретировать антивоспалительные факторы, такие как трансформиру-

ющий фактор роста TGF-β и интерлейкин 10 (IL-10), резолвины и протектины [99]. 

     В итоге, нейтрофилы погибают от апоптоза, а в зону повреждения приходят фибробла-

сты и МСК (Рис. 1.), которые продуцируют и секретируют MMPs и белки внеклеточного 

матрикса (ECM), в том числе коллаген, инициируя фазу репарации [2]. Они подготавли-

вают новую матриксную основу для прикрепления резидентных прогениторных клеток, 

которые в результате дифференцировки полностью заместят поврежденный участок 
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ткани новыми клетками. Параллельно с этим макрофаги покидают зону повреждения че-

рез лимфатическую систему. 
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Рис. 1. Схема воспалительного процесса, завершающегося полной регенерацией ткани. 
  
     При таком «классическом» протекании воспалительного процесса и дальнейшей репа-

рации, переходящей регенерацию, организму удается сохранить функциональную актив-

ность ткани. Стоит отметить, что каждая из перечисленных стадий подчинена сложной и 

многоуровневой регуляции. Особенно это касается стадии воспалительного ответа. Если 

из-за разбалансировки механизмов регуляции иммунного ответа его не удается остано-

вить, то развивается хроническое воспаление [197].  

     Хроническое воспаление возникает из-за нарушения регуляции воспалительного про-

цесса, в ходе которого, вместо терминации, происходит дополнительная активация кле-

ток- участников воспаления. Довольно часто длительно сохраняющийся воспалительный 

стимул постепенно смещает нормальный физиологический воспалительный ответ в сто-

рону бесконтрольной реакции, как это нередко происходит при аутоиммунных заболева-

ниях. Например, в случае атеросклероза, клетки эндотелия сосудов подвержены перма-

нентному окислительному стрессу, вследствие накопления модифицированных бактери-

ями липидов [155, 156]. 

     В результате, из очага воспаления невозможно удалить воспалительные факторы, так 

как вместо того, чтобы остановить воспалительную программу и покинуть зону очага вос-

паления активированные лейкоциты продолжают их секретировать наряду с АФК. Сум-

марный эффект приводит к повреждению прилегающих здоровых участков ткани, что 

инициирует их фибротизацию и последующий некроз [120]. Известен целый спектр забо-

леваний, патогенез которых связан с развитием хронического воспаления, например, 

астма, системная красная волчанка, ревматоидный артрит, хронический простатит, бо-

лезнь Крона, саркоидоз, васкулит, хроническая обструктивная болезнь легких и другие 

[76]. 

     Установлено, что введение МСК или кондиционированной среды от них способствует 

прекращению воспалительного ответа. Особенно выражено антивоспалительное дей-

ствие МСК в случае патологий, связанных с хроническим воспалением. Таким образом, 

исследователи пришли к выводу, что концепция регенеративного процесса ткани нужда-

ется в серьезном дополнении. МСК, по-видимому, нужны не только на стадии репарации, 

но и во время воспаления, где активно участвуют в регуляции иммунного ответа и терми-

нации воспалительной фазы [194, 224]. 
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2.2 Молекулярная иммунорегуляторная программа МСК 

     Первое полноценное исследование, посвященное влиянию МСК на клетки иммунной 

системы, было проведено Amelia M. Bartholomew вместе с коллегами. In vitro было уста-

новлено, что добавление МСК павиана значительно снижает пролиферацию аллогенных 

лейкоцитов периферической крови (ЛПК), активированных конкавалином А, либо в сме-

шанных культурах лимфоцитов. Помимо этого, введение павианам аллогенных МСК при 

трансплантации чужеродного участка кожи способствовало его приживлению [20]. 

     В дальнейшем было показано, что МСК мало иммуногенны за счет отсутствия маркера 

главного комплекса гистосовместимости II типа (HLA-DR), являющегося рецептором для 

Т-хелперов [142, 223]. На поверхности МСК отсутствуют следующие молекулы: рецептор 

семейства факторов некроза опухоли 5 типа (CD40), лиганд CD40 (CD40L), молекула ан-

тигенпрезинтирующих клеток для активации Т-лимфоцитов (CD80) и молекула прайми-

рования Т-лимфоцитов (CD86) [135], необходимые для оптимальной стимуляции анти-

ген-специфических Т-клеток. Недавно стало известно, что МСК также способны блоки-

ровать систему комплемента [143]. На поверхности МСК были обнаружены ингибиторы 

системы комплемента, такие как мембранный кофакторный белок (CD46), фактор уско-

рения распада комлемента (CD55), ингибитор атакующего мембрану комплекса (CD59), 

которые способны частично помешать ее активации [186, 282]. Но если атакующий мем-

брану комплекс связался с МСК, клетка погибает [152]. Перечисленные выше факторы 

позволяют МСК избегать иммунного ответа. 

     Попав в очаг повреждения, МСК подвергаются действию растворимых факторов, про-

дуцируемых и секретируемых иммунными клетками. В первую очередь это: TNF-α, IL-1, 

IFN-γ, PDGF, VEGF, хемокины C-C хемокин лиганд и C-X-C хемокин лиганд семейств 

(CCL, CXCL), свободные радикалы, лейкотриены, белок-хемоаттрактант моноцитов 1 

(МСР-1), MIP-1a, IL-8 и другие [254, 295]. Считают, что этот спектр растворимых факто-

ров достигает МСК и запускает в них иммуносупрессорную программу, которая является 

комплексной и состоит из контактных взаимодействий и контакт-независимых механиз-

мов [102]. Это приводит к ингибированию активности всех иммунных клеток в очаге вос-

паления: снижению их пролиферации и секреторной функции. В отсутствии воспалитель-

ных стимулов иммуносупрессорная программа МСК выключена [256]. 

     Исследователи полагают, что МСК способны проводить «мониторинг и анализ» 

огромного числа факторов микроокружения, а не только провоспалительных цитокинов, 
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как считали раньше [26]. На основе этого анализа МСК реализуют регуляторную про-

грамму по контролю воспаления, задача которой состоит не просто в подавлении или под-

держке активности клеток иммунитета, а возврату к нормальным физиологическим усло-

виям ткани или органа [128]. В моделях реакции трансплантата против хозяина (GvHD) 

показано, что одновременное введение МСК вместе с неспецифическими иммуносупрес-

сантами, например, циклоспорином А, не приводит к выраженному терапевтическому эф-

фекту, а скорее усиливает пролиферацию лимфоцитов [111, 117]. 

4. Иммуносупрессорное действие МСК на клетки иммунитета 

4.1 Участие лимфоцитов в хроническом воспалительном процессе 

     Большинство исследований по изучению иммуносупрессорных свойств МСК прово-

дились в основном с Т-лимфоцитами в связи с их важностью в развитии аутоиммунных 

патологий. T-клетки принято делить на два больших семейства разделенных на дополни-

тельные подклассы (клетки памяти, хелперы разных типов, киллеры, регуляторные 

клетки). Принадлежность к тому, либо другому семейству определяет уровень поверх-

ностного мономерного трансмембранного гликопротеина надсемейства Ig (CD4) или 

трансмембранного гликопротеина, служащего корецептором Т-клеточных рецепторов 

(CD8), а также синтез специализированных факторов транскрипции и способость секре-

тировать определенные цитокины. Когда T-клетки узнают презентированный им антиген, 

они переходят из наивного состояния в зрелый функциональный фенотип и инициируют 

адресно направленный ответ именно на этот антиген. Ответ может заключаться в цито-

токсической атаке клеток, несущих на своей поверхности антиген, стимуляции продук-

ции антител В-клетками, активации фагоцитов и создании локального воспалительного 

микроокружения [207].  

     Исследования последних лет показали, что Т-клетки необходимы для поддержания им-

мунного ответа в случае, если первое звено врожденного иммунитета (нейтрофилы и мак-

рофаги) не справляется с последствиями повреждения (инфекции). Т-клеточный ответ яв-

ляется последним и наиболее мощным рубежом защиты организма от патогенов. Поэтому 

в норме он контролируется сложной многоуровневой системой регуляции, так как его 

разбалансировка приводит к хроническому воспалительному процессу, сопровождае-

мому аутоиммунными заболеваниями и тяжелыми повреждениями тканей [176, 243, 244].  
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     На данный момент важная роль Т-клеток отмечена в патогенезе таких заболеваний, 

как: рассеянный склероз, ревматоидный артрит, диабет 1 типа, астма, аллергия, болезнь 

Крона [59, 129, 139, 179, 291].  

     Несмотря на то, что получены многочисленные данные об иммуносупрессорном дей-

ствии МСК на Т-клетки в условиях in vivo и in vitro, точные механизмы до сих пор не 

охарактеризованы. Однако удалось установить, что глобально МСК действуют в двух 

направлениях: они способны блокировать дифференцировку наивных Т-лимфоцитов в 

воспалительные фенотипы и, наоборот, способствовать их превращению в антивоспали-

тельные [159, 213], а также снижать функциональную активность уже зрелых Т-клеток, 

при этом не убивая их. Помимо этого, в литературе описаны случаи инициации спонтан-

ного апоптоза лимфоцитов под действием МСК [131]. 

4.2 МСК влияют на дифференцировку различных популяций Т-клеток 

4.2.1 CD4 Т-клетки: разнообразие, созревание и функции 

     Самой многочисленной популяцией Т-клеток являются CD4 лимфоциты. CD4 T-

клетки секретируют растворимые факторы-цитокины, которые активируют соседние Т-

клетки, а также клетки миелоидного происхождения, макрофаги и дендритные клетки, а 

также осуществляют т.н. «помощь» В-клеткам, которая необходима для эффективной вы-

работки антител Исключительное разнообразие патогенов (вирусы, бактерии, паразиты) 

и их индивидуальные молекулярные паттерны заставили иммунную систему эволюцио-

нировать, что привело к появлению специализированных популяций CD4 Т-клеток, спе-

циализирующихся на защите от различных классов патогенов. В данный момент хорошо 

охарактеризованы субпопуляции Т-хелперов, таких как: Т-хелперы 1(Тh1), Т-хелперы 2 

(Th2), Т-хелперы 17 (Th17) и Т-регуляторные клетки (Tregs). Однако большинство иссле-

дователей сходится на том, что таких субпопуляций намного больше, например, недавно 

были открыты Т-хелперы 9 (Th9), фолликулярные Т-хелперы (Tfh). Обнаружение и опи-

сание функциональной активности этих новых субпопуляций – важная задача для даль-

нейшего изучения механизмов острого и хронического воспаления [207]. 

     Известно, что дифференцировочную судьбу наивных Т-клеток, наряду с сигналом че-

рез Т-клеточный рецептор, диктует микроокружение. Так, интерфероны α, β и IL-12, ге-

нерируемые клетками врожденного иммунитета в ответ на внутриклеточный патоген, 

способствуют дифференцировке Т-клеток в Th1 за счет активации T-box транскрипцион-

ного фактора (T-bet) [192, 267]. Тh1 продуцируют большое количество IFN-γ и TNF-α. 
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Когда наивные Т-клетки попадают в микроокружение с преобладанием IL-4, продуциру-

емого клетками врожденного иммунитета в ответ на внеклеточных паразитов, они диф-

ференцируются в Th2 [82]. Стимулированные Th2 продуцируют большое количество IL-

4, IL-5, и IL-13 [272].  

     В ответ на внеклеточные бактерии и грибы клетки врожденного иммунитета генери-

руют большое количество TGF-β и IL-6. Когда наивные T-клетки принимают эти сигналы 

в совокупности со стимуляцией IL-21 и IL-23, они дифференцируются в Тh17 [116, 175]. 

Накопленные экспериментальные данные по изучению иммуносупрессорной программы 

МСК показывают, что МСК активно регулируют дифференцировку наивных CD4 лимфо-

цитов [266]. 

4.2.2 МСК влияют на дифференцировку Th1 и Th2 лимфоцитов 

     В условиях in vitro совместное культивирование МСК костного мозга человека с наив-

ными лимфоцитами, выделенными из селезенки мышей с экспериментальным аутоим-

мунным энцефаломиелитом (ЭАЭ), индуцированным основным белком миелина MOG35-

55, приводило к снижению в среде уровня IFN-γ и значительному увеличению IL-4. Это 

свидетельствовало о блокировке МСК дифференцировки Тh1 и способствовало развитию 

Тh2 лимфоцитов, препятствуя образованию новых Th1 Т-клеток. [17] Этот эффект наблю-

дали также и в культурах человеческих лимфоцитов с МСК. Наивные Т-клетки в условиях 

in vitro активировали и дифференцировали либо в направлении Тh1, либо - Тh2. В случае 

Тh1 совместная инкубация с МСК приводила к значительному снижению секреции IFN-

γ. В то же время МСК способствовали многократному увеличению секреции IL-4 в случае 

Th2 [10]  

     In vivo у мышей с индуцированным ЭАЭ введение человеческих МСК, помимо улуч-

шения клинической картины, приводило к снижению уровня воспалительных цитокинов, 

таких как IL-2, IFN-γ, TNF-α. Одновременно регистрировали значительное увеличение 

уровня IL-4 и IL-5 в среде. Полученные данные свидетельствуют о способности МСК ин-

дуцировать дифференцировку наивных Т-клеток в Th2 [17].  

     Программа иммуносупрессии Т-клеток с помощью МСК гибкая и ее реализация зави-

сит от степени активности популяций Т-хелперов и микроокружения. В условиях острого 

аутоиммунного хронического воспаления слизистой носа выделенная из воспаленной 

ткани пациентов фракция лимфоцитов обладала повышенной активностью Т-клеток по 
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сравнению с контролем (лимфоциты слизистой носа здоровых доноров). Данную фрак-

цию рестимулировали фитогемагглютинином (ФГА) и затем добавляли к МСК жировой 

ткани. Последующий анализ показал, что МСК значительно снижают уровнень IL-4 и IL-

5 в супернатантах после совместной инкубации. В то же время, уровни IL-2 и IFN-γ, а 

также IL-10 и TGF-β были повышены. Данное наблюдение говорит о смещении МСК ба-

ланса между Т-хелперами в сторону Th1 и регуляторных Т-клеток [48].  

4.2.3 МСК участвуют в регуляции дифференцировки Th17 и Treg лимфоцитов 

     Также в литературе отмечено участие МСК в регуляции других типов хелперных кле-

ток, таких как Th17. Пациенты с генетическими нарушениями в созревании и функциии 

этих Т-клеток страдают от тяжелых бактериальных и грибковых инфекций [215]. Резуль-

таты недавних исследований показали, что Th17 оказались участниками многих аутоим-

мунных патологий, среди них: рассеянный склероз [110], ревматоидный артрит, аутоим-

мунный миокардит [222], болезнь Крона [88], так как во всех перечисленных патологиях 

отмечают важную роль IL-17. [130]. При изучении иммуносупрессорных свойств МСК 

было обнаружено, что эти клетки успешно блокируют дифференцировку и функциональ-

ную активность Th17 как in vitro, так и in vivo. В частности, на человеческих клетках in 

vitro было показано, что несмотря на добавление индукторов дифференцировки, таких 

как IL-6, IL-23 и TGF-β, МСК полностью блокировали дифференцировку наивных Т-хел-

перов в Th17 [93].  

     Помимо эффекторных популяций Т-клеток, которые ассоциированы с аутоиммун-

ными патологиями, у человека и животных существует специализированная регулятор-

ная субпопуляция Т-клеток, Т-регуляторные клетки (Treg), которые необходимы для 

предотвращения спонтанной активации аутореактивных Т-клеток. Эта нежелательная ак-

тивация в ответ на собственные антигены лежит в основе большинства системных ауто-

иммунных патологий. Основная задача Тreg – это антиген-специфическая супрессия ак-

тивированных Т-клеток, а также неспецифическая супрессия и лизис аутореактивных Т-

клеток, угнетение созревания и презентации антигенов дендритными клетками [144]. Та-

ким образом, активность Тreg является одним из механизмов управления воспалительным 

процессом, его длительностью и распространением. Пониженный уровень Treg отмечен 

при аутоиммунных патологиях, связанных с хроническим воспалением, таких как: ревма-

тоидный артрит, атеросклероз, системная красная волчанка и ряде других [11, 144, 188]. 

Регуляторный фенотип этих клеток определяет экспрессия транскрипционого фактора 
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Foxp3, который одновременно является мастер-регулятором их дифференцировки. В 

условиях in vivo получены многообещающие результаты по использованию МСК для вос-

становления баланса Тreg в случае различных аутоиммунных патологий. Так на моделях 

артрита и отторжения трансплантата сердца было показано, что при введении аллогенных 

МСК животным в обоих случаях возрастает процент Treg. в первом случае в селезенке 

появлялась стабильная популяция Treg с фенотипом CD4+CD25+CD127-Foxp3+, которые 

в контрольной группе представляли не больше 0,5 %. [16]. А во втором было показано 

значительное повышение иммунной толерантности лимфоцитов реципиента, за счет сни-

жения активности Th1 и увеличения процента Treg в тотальной популяции Т-хелперных 

клеток. [41].  

4.2.4 МСК способны управлять дифференцировкой цитотоксических Т-лимфоцитов 

     Наряду с воспалением, зависящим от активации Т-хелперов (CD4), Т-клеточный ответ 

приводит к созреванию и активации так называемых цитотоксических лимфоцитов 

(ЦТЛ), обладающих мощным цитолитическим потенциалом и образующихся при анти-

генной стимуляции наивных CD8 Т-клеток. Эта популяция уничтожает внутриклеточные 

патогены, а также опухолевые клетки. Для полноценной дифференцировки CD8 T-клет-

кам помимо узнавания антигена необходимы сигналы от рецепторов IFN -α или -β и IL-

12. Так же как Th1, CD8 T-клетки продуцируют большое количество IFN-γ и TNF-α. Зре-

лые активированные ЦТЛ секретируют большое количество везикул, высвобождаемых 

при контакте с клеткой-мишенью. Содержимое этих везикул представлено белками се-

мейства гранзимов и перфоринов, которые вызывают лизис клеток–мишеней [273]. По-

скольку CD8 Т-клетки узнают комплексы MHC-I с антигеном, которые представлены на 

поверхности почти всех клеток организма, в этом кроется большая опасность: если CD8 

Т-клетки получают возможность узнать собственные антигены, они с такой же эффектив-

ностью начинают уничтожать здоровые, не пораженные клетки тканей [207]. 

     На данный момент известно, что ЦТЛ - активные участники аутоиммунных патологий, 

и также являются возможными мишенями регуляции со стороны МСК [237]. Было пока-

зано, что МСК могут способствовать развитию регуляторного фенотипа у CD8 клеток. 

Мышиные CD8+ и CD8- спленоциты, предварительно активированные аллогенными спле-

ноцитами, инкубировали с МСК, после чего оценивали пролиферацию Т-клеток. В этих 

условиях МСК замедляли пролиферацию только в тех образцах, где присутствовали CD8+ 

Т-клетки. После инкубации с МСК тотальная фракция активированных тем же способом 
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спленоцитов оказывала иммуносупрессорное влияние на активированные аллогенные 

лимфоциты из другой линии мышей. Этот эффект пропадал, если из инкубируемых с 

МСК спленоцитов убирали CD8 популяцию [66].  

     Следует отметить, что дифференцировочный процесс неразрывно связан с активацией, 

так как только при активации наивных лимфоцитов происходит их дифференцировка в 

зрелые эффекторные или регуляторные клетки. 

4.3 МСК снижают активность Т-лимфоцитов in vitro 

     Культивирование МСК с отдельными популяциями Т-клеток (CD4 и CD8), активиро-

ванных различными способами, показало, что МСК оказывают свое иммуносупрессорное 

действие независимо от способа активации (смешанная реакция лимфоцитов, презента-

ция антигена с помощью дендритных клеток, фитогемагглютинин). Помимо этого, было 

установлено, что эффект иммуносупрессии является дозозависимым, обратимым и не 

связан с апоптозом клеток [64]. Также было продемонстрировано, что МСК способны ин-

гибировать пролиферацию как наивных Т-лимфоцитов, так и Т-клеток памяти, активиро-

ванных специфическим антигеном. При этом, Т-клетки памяти после удаления МСК из 

культуры не отвечают на реактивацию, в отличие от наивных лимфоцитов [138]. Оказа-

лось, что МСК обладают специфичной иммуносупрессией по отношению к лимфоцитам. 

При отсутствии контактов между клетками в культурах МСК со стимулированными ан-

тителами к TCR ЛПК; популяцией Т-лимфоцитов, выделенных с использованием антител 

к константным субъединицам Т-клеточного рецептора (CD3); либо очищенных CD4+ Т-

хелперов, иммуносупрессорный эффект МСК проявлялся только в отношении Т-клеток, 

но не других популяций.  

     Сам факт иммуносупрессии под действием МСК не объясняет, за счет чего происходит 

снижение пролиферации лимфоцитов. В одной из работ использовали МСК костного 

мозга мыши и популяцию Т-клеток с модифицированным T-клеточным рецептором к спе-

цифическому антигену HY. Было обнаружено, что МСК не блокируют активацию наив-

ных Т-клеток, так как при добавлении HY-пептида в смешанную культуру МСК и Т-кле-

ток влияния на уровень маркеров активации: α субъединицы рецептора интерлейкина 2 

(CD25) и лектина C типа (CD69) обнаружено не было, но при этом синтез провоспали-

тельного IFN-γ и Т-клеточная пролиферация были заблокированы полностью. Если МСК 

убирали из системы и ре-стимулировали Т-клетки (в частности CD8), то удавалось вос-
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становить только секрецию IFN-γ, а пролиферация по-прежнему оставалась заблокиро-

ванной. Анализ экспрессии циклина D2 и ингибитора циклин-зависимой киназы 1В 

(p27Kip1) (первый является маркером ранней G1 фазы, а второй блокирует переход из G1 

в S фазу клеточного цикла) выявил, что под действием МСК уровень циклина D2 значи-

тельно снижен, а уровень p27Kip1 сильно увеличен. При этом картина не менялась после 

удаления МСК и повторной рестимуляции Т-клеток, лимфоциты восстанавливали секре-

цию IFN-γ на третий день после рестимуляции, однако пролиферация не восстанавлива-

лась. Стоит отметить, что одновременное добавление и IL-2 и антигена на пролиферацию 

не влияло. Таким образом, под действием МСК происходит толеризация Т-клеток, состо-

ящая в блокировке пролиферации и снижении секреторной функции лимфоцитов. По-

мимо этого, продемонстрировано, что данный механизм распространяется как на CD8, 

так и CD4 популяции Т-лимфоцитов [96]. 

     С точки зрения физиологии, выключение иммунной системы за счет МСК является 

крайне опасным для поддержания барьерных функций и защиты организма от патогенов. 

В связи с этим актуален вопрос: проявляется ли иммуносупрессорная активность МСК в 

любых условиях, или их влияние на лимфоциты более гибкое и реализуется только в 

определенных условиях? Было показано, что МСК, взаимодействуя с тотальной популя-

цией ЛПК, активированных фитогемагглютинином, эффективно подавляли пролифера-

цию и блокировали цитотоксичную активность Т-клеток. Но в случае стимуляции ЛПК 

специфическими антигенами (Candida albicans, Bordetella pertusis и столбнячным токси-

ном), присутствующими при остром инфекционном поражении, супрессии со стороны 

МСК зафиксировано не было. Это впервые позволило говорить о МСК не как об иммуно-

супрессорах, а об иммунорегуляторах, которые ориентируются на условия микроокруже-

ния и в зависимости от них регулируют активность лимфоцитов. [211]. Следует добавить, 

что данные по иммуносупрессии МСК, полученные in vitro, нуждаются в подтверждении 

in vivo на животных моделях аутоиммунных заболеваний человека, патогенез которых 

связан с избыточной активацией и пролиферацией Т-клеток. 

4.4 Молекулярные механизмы иммуносупрессорного влияния МСК на Т-лимфоциты 

     Основу иммуносупрессорной программы МСК в значительной степени составляют 

секреторные механизмы, так как в подавляющем большинстве работ для терапевтиче-

ского и иммуносупрессорного эффекта МСК не требовалось присутствия этих клеток в 
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очаге повреждения/воспаления. Так даже введения экспериментальным животным супер-

натанта, содержащего секретируемые МСК факторы, было достаточно для осуществле-

ния терапевтического эффекта [10, 275].  

Показано, что одним из главных факторов, участвующих в иммунносупрессорной 

программе МСК человека, является индоламин-2,3-диоксигеназа (IDO) [61]. Показано, 

что иммуносупрессорный эффект IDO возрастает в присутствии других молекул, напри-

мер, простагландина Е2 (PGE2) [270]. Также оказалось, что иммуносупрессия МСК видо-

специфична, если человеческие МСК используют IDO в сочетании с другими факторами, 

то мышиные реализуют свою программу через индуцибельную NO-синтазу (iNOS) и син-

тезируемый ей NO, а крысиные используют сочетание NO и гемоксигеназы (НО-1) [43, 

226, 227]. 

4.4.1 IDO – основной фактор иммуносупрессорной программы МСК человека 

     IDO был открыт в 1970-х годах, обнаружен во всех тканях кроме печени. Белок, массой 

около 45 кДа, является мономером, состоящим из двух доменов, ,  и содержит в активном 

центре гем. [133]. IDO осуществляет реакцию превращения триптофана в N-формилкину-

ренин (НФК) в кинурениновом пути превращения триптофана в никотинамид [18]. Затем 

НФК спонтанно или с помощью кинуренин формамидаз превращается в кинуренин [174]. 

     Несмотря на полученную по результатам рентгеноструктурного анализа информацию 

о пространственной структуре IDO, дебаты о механизме действия фермента ведутся до 

сих пор. Согласно одной гипотезе, фермент катализирует присоединение протона от N1 

к супероксиду, связанному с железом (Рис. 2п2.). Перераспределение электронной плот-

ности индольного кольца инициирует электрофильную реакцию, которая приводит к фор-

мированию связи между С3 триптофана и первым атомом кислорода (Рис. 2п3.). Даль-

нейший разрыв связи между гемом и вторым атомом кислорода приводит к образованию 

пероксииндоленинового инермедиата. Параллельно происходит встраивание второго 

атома кислорода, отдача протона и образование четвертичного комплекса диоксетана 

(Рис. 2п4.), который затем превращается в НФК (Рис. 2п5.) [264]. 
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Рис. 2. Механизм превращения 

триптофана в кинуренин под 

действием IDO Адаптировано 

из [264]. 
 
     Альтернативный механизм 

предполагает, что диоксигеназ-

ная реакция происходит после-

довательно за счет добавления 

супероксида, связанного с же-

лезом гема. Cначала к С2-С3 

связи триптофана присоединя-

ется первый атом кислорода. 

При этом происходит формиро-

вание эпоксидного интермеди-

ата. С помощью компьютерного моделирования установлено, что самым энергетически 

выгодным продолжением реакции является перенос протона от аминогруппы триптофана 

на эпоксидный кислород. Это приводит к раскрытию цикла и дальнейшей направленной 

нуклеофильной атаке второго атома кислорода на С2 триптофана. Последующее обратное 

присоединение протона на аминогруппу приводит к перераспределению электронных 

плотностей, расщеплению С2-С3 связи и превращению интермедиата в НФК [38]. 

     Важность установления механизма действия IDO связана с тем, что продукция IDO 

является первым охарактеризованным механизмом защиты опухолевых клеток от акти-

вированных лимфоцитов. Поэтому специфическое ингибирование IDO рассматривают 

как один из возможных вариантов терапии онкологических заболеваний [13, 123]. 

     Продукт активности IDO - кинуренин может превращаться, например, под действием 

кинуренин-3-гидроксилазы в токсичный для клеток 3-гидроксикинуренин (способен ге-

нерировать пероксид водорода [171, 313], который, в свою очередь, в несколько этапов 

становится хинолиновой кислотой. Показано, что эта кислота способна вызывать гибель 

Т-лимфоцитов путем апопотоза, активируя в них каспазу 8. [77]. 

     Иммуносупрессорное действие IDO может быть связано со снижением внеклеточного 

пула триптофана, необходимого активно пролиферирующим клеткам. Фундаментальная 

система мониторинга питательных веществ любых клеток млекопитающих включает в 
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себя AMP-активируемую протеинкиназу (AMPK «отслеживает» уровень АТР в клетке), 

стресс-активируемую киназу-сенсор свободных аминокислот GCN2  («отслеживает» уро-

вень свободных, не связанных с аминокислотами  транспортных РНК), и мишень рапами-

цина млекопитающих mTOR (аккумулирует сигналы из различных источников и отвечает 

за баланс между ростом клетки и аутофагией) [212].  

     Исследования, проведенные на линиях HeLa и 3T3 (Рис.3.), показали, что сигнал о де-

фиците триптофана активирует киназу GCN2, которая ингибирует фактор инициации 

трансляции эукариот 2а (eIF-2а), фософрилируя его α субъединицу, что приводит к бло-

кировке трансляции. Другой неустановленный сигнальный каскад блокирует mTOR, что 

снижает активность рибосомной протеинкиназы (S6K), блокирующей трансляцию, а 

также приводит к аутофагии за счет активации легкой цепи 3 белка, ассоциированного с 

микротрубочками, маркера аутофагии (LC3). Предложена гипотеза, согласно которой 

возможно участие триптофанил-тРНК-синтетаз WARS1 и WARS2 в качестве сенсоров 

триптофана, так как установлено, что лейцил-тРНК-синтетазы являются активирующими 

белками ГТФаз семйства RAS (Rag). Взаимодействие лейцил-тРНК-синтетазы, нагружен-

ной аминокислотой, с гетеродимером RagB-GDP/RagD-GTP приводит к обмену фосфата 

за счет GTP-азной активности; активированный гетеродимер через RagB-GTP связыва-

ется с Raptor последовательностью mTORC1, что приводит к многократному возрастанию 

фосфорилирования и активации S6K (Рис. 3.) [107, 181].  

 
Рис. 3. Молекулярные механизмы действия IDO на клетки-мишени. Черным отмечены 

экспериментально подтвержденные данные, красным – предполагаемые участники. 
  
     Новые данные о том, что лейцил-тРНК-синтетаза может регулировать активность 

mTOR [107], позволяют предположить существование подобного механизма и для трип-

тофанил-тРНК-синтетаз, который требует экспериментального доказательства. В то же 

время, in vivo выявлено, что именно IDO приводит к индукции GCN2 киназы в активиро-

ванных Т-клетках и сигналу, вызывающему обратимую (с помощью экзогенного IL-2) 

анергию Т-клеток. При этом блокировка IDO с помощью ингибитора 1-метил-D,L-трип-
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тофана (1-МТ) или использование Т-клеток с нокаутом GCN2 приводило к полному от-

сутствию иммуносупрессорного действия IDO [193].   Дальнейшие исследования пока-

зали, что сочетание низкого уровня триптофана и его метаболитов вызывало у активиро-

ванных CD8 Т-клеток снижение уровня ξ цепи Т-клеточного рецептора (ТКР). Это сни-

жение было непосредственно связано с активностью киназы GCN2. При этом у CD4 Т-

клеток никаких изменений в составе и уровне синтеза ТКР зарегистрировано не было [78].  

     Сказанное не исключает, что, возможно, IDO индуцирует анергию Т-клеток за счет 

альтернативного механизма. Введение плазмиды, несущей полноразмерную кДНК IDO, 

в клеточные линии Т-лимфоцитов человека С1866 и МТ-2 значительно снижало уровень 

CD4 на поверхности этих клеток, причем добавление триптофана восстанавливало этот 

эффект лишь частично [113]. 

      Для детальной характеризации механизма иммуносупрессии, вызванной IDO в Т-

клетках, необходимы дополнительные экспериментальные доказательства. В частности, 

данные о том, каким образом происходит запуск синтеза IDO в МСК являются важными 

для моделирования иммуносупрессорных свойств МСК in vitro. 

     Считается, что экспрессия IDO в МСК находится под контролем цитокинов семейства 

интерферонов, в частности IFN-γ, так как блокировка рецептора IFN-γ на поверхности 

МСК значительно снижает иммуносупрессорный потенциал клеток. [61]. По-видимому, 

этот механизм не единственный, поскольку предварительная активация toll-подобных ре-

цепторов (TLR) на поверхности МСК приводит к значительному увеличению иммуносу-

прессорного эффекта и появлению кинуренина в среде культивирования. Показано, что 

активация TLR-3 поли-инозиновой-поли-цитидиловой кислотой (poly(I:C)) инициирует 

транскрипцию IFN-β, который связывается с рецептором на поверхности МСК, приводя 

к индукции гена IDO [238]. 

     В то же время, результаты ряда работ, в которых блокировка активности IDO в МСК 

человека, лишенных рецептора IFN-γ, не отменяла эффект иммуносупрессии, свидетель-

ствуют о вероятном вкладе дополнительных растворимых факторов и молекулярных ме-

ханизмов иммуносупрессии, опосредованной МСК [89]. 

4.4.2 Роль NO в иммуносупрессорном действии мышиных МСК на Т-клетки        

     Иммуносупрессорный потенциал мышиных МСК связан с активацией фермента инду-

цируемой NO-синтазы (iNOS) и продукцией реакционно способного оксида азота (II) NO, 
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синтез которого катализирует iNOS. Несмотря на существенный вклад iNOS и NO в им-

муносупрессорную программу МСК мыши, не исключено участие других растворимых 

факторов [226]. NO является низкомолекулярным регулятором клеточных процессов, в 

частности, он модулирует функции клеток иммунной системы. В физиологических усло-

виях NO, продуцируемый клетками эндотелия, необходим для поддержания перисталь-

тики лимфатических протоков, по которым в лимфатические узлы попадают дендритные 

клетки для презентации антигенов [154]. При воспалении iNOS миелоидных клеток вы-

рабатывает NO в существенно больших количествах, чем в норме, прерывая сигнальный 

путь, способствующий сокращению стенок лимфатических сосудов. В итоге дендритные 

клетки не доходят до лимфатических узлов, что препятствует активации лимфоцитов 

[248]. 

     Раньше полагали, что основное иммуносупрессорное действие NO связано с индук-

цией митохондриального апоптотического каскада в клетках-мишенях. Считается, что, 

попадая в клетку, NO, начиная с концентраций в 1мМ [296], способен активировать про-

теинкиназы, которые фосфорилируют транскрипционный фактор-супрессор опухоли 

(p53), препятствуя деградации и способствуя его активации, что приводит к индукции 

апотоза. [33] Также на линии SH‐SY5Y нейробластомы человека было установлено, что, 

начиная с концентраций 250 мкМ NO сильно снижает выживаемость популяции за счет 

стимуляции выхода цитохрома с из митохондрий с последующей активацией специали-

зированных проапоптотических каспаз, в частности каспазы-3 [302]. 

     В малых дозах NO не всегда индуцирует апоптоз, а может блокировать пролиферацию 

иммунных клеток. При сокультивировании мышиных МСК с Т-лимфоцитами наблюдали 

снижение пролиферации, коррелирующее со снижением фосфорилирования передатчика 

сигнала и активатора транскрипции 5 (STAT5), ответственного за экспрессию гена IL-2 в 

Т-клетках. Ингибирующий эффект МСК был значительно сильнее в условиях, когда 

клетки МСК могли контактировать с лимфоцитами. Добавление ингибитора iNOS в среду 

устраняло вышеописанный эффект NO на Т-клетки. [246]. Существует прямая корреля-

ция между снижением фосфорилирования тирозиновых остатков в сигнальном пути Jak3-

STAT5 и супрессией пролиферации. В смешанных культурах МСК и Т-клеток блокировка 

синтеза NO приводила к восстановлению фосфорилирования STAT5 и, соответственно, 

потере ингибирования пролиферации Т-клеток [27]. Возможный механизм заключается в 
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образовании пероксинитрита в результате взаимодейсвтия NO c O2
-, что приводит к нит-

розилированию тирозинов в составе сигнальных киназ, блокирующему их фосфорилиро-

вание и, как следствие, способность передавать сигнал [137, 214]. 

     В клетках Т-лимфомы мышей NO (в концентрации до 1мМ) блокирует экспрессию 

гена IL-2, запускаемую IL-1β, и не приводит при этом к апопотозу, если цитокин добавлен 

в момент начала стимуляции клеток. Причина - в действии NO на ДНК связывающий 

фактор белок специфичности 1 (Sp1), имеющий в своем составе домен - цинковый палец. 

Нитрозилирование цистеиновых остатков приводит к высвобождению Zn2+ и дестабили-

зации ДНК-связывающего домена [25]. Установлено, что NO значительно увеличивает 

уровень свободного цинка в клетке, особенно в ядре [24]. Однако NO взаимодействует 

только со свободными транскрипционными факторами, не связанными с ДНК. В промо-

торе IL-2 существуют cайты связывания двух таких транскриционных факторов: специ-

фического белка 1 (Sp1) и EGR-1(фактора ответа раннего роста 1). Таким образом, отсут-

ствие связывающих цинк транскрипционных кофакторов, инициирующих посадку поли-

меразного комплекса, приводит к нарушению экспресии гена IL-2 (Рис. 4.). [25]. 

Рис. 4. Предполагаемые механизмы ингибирова-

ния пролиферации лимфоцитов под действием 

NO, связанные с активностью IL-2. 
      
     Благодаря своим физико-химическим свой-

ствам NO, очевидно, не может обладать высокой 

специфичностью при связывании потенциальных 

мишеней. Поэтому идентификация белков, под-

верженных модификации при связывании NO и 

которые связаны с анергией Т-клеток, является 

непростой, но очень важной задачей. NO взаимо-

действует с тиоловыми группами белков, влияя на их функциональную активность. 

Например, было показано, что активированные Т-клетки для нормальной пролиферации 

должны поддерживать определенное соотношение свободного глутатиона к окислен-

ному. В случае нарушения этого соотношения происходит арест клеточного цикла в G1/S 

стадии [180]. Обнаружено, что увеличение уровня NO, действующего на Т-клетки, кор-

релирует со снижением в них концентрации свободного глутатиона. Таким образом, су-

ществует вероятность индукции анергии лимфоцитов с помощью NO через снижение сво-

бодного глутатиона [286]. 
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     Для индукции iNOS необходимы TNF-α, IL-1α, IL-1β. Причём в одних работах утвер-

ждается, что иммуносупрессорный эффект сильнее выражен в контактных условиях вза-

имодействия между клетками, в других – в бесконтактных [226, 246]. Также последние 

исследования продемонстрировали, что экспрессия NOS2 в МСК находится под контро-

лем супрессора сигнального пути цитокинов 1 (SOCS1), так как в случае его блокировки 

наблюдалось резкое увеличение уровня iNOS и секреции NO. Также пониженный уровень 

SOCS1 был зарегистрирован в МСК пациентов, страдающих ревматоидным артритом, 

что вероятно свидетельствует о патогенной роли NO в воспалительных заболеваниях су-

ставов [307, с. 1]. 

     Исследования иммуносупрессорной программы МСК показывают, что, как и в случае 

с IDO, влияние NO распространяется на все клетки иммунитета, а не только на Т-лимфо-

циты. Возможно, именно поэтому, он является доминантной эффекторной иммуносу-

прессорной молекулой в мышиных МСК.  

4.4.3 Роль дополнительных растворимых факторов в бесконтаткной иммуносупрессии 

МСК 

     Список молекул-кандидатов бесконтактной иммуносупрессии, опосредованной МСК, 

постоянно пополняется. На данный момент известен целый ряд дополнительных факто-

ров, участвующих в иммуносупрессии, среди них: фактор роста опухоли β (TGF-β), про-

стагландин Е2 (PGE2), стимулированный TNF-α ген 6 (TSG-6), галектины и человеческий 

лейкоцитарный антиген 1 типа (HLA-G) [10, 65, 161, 230]. Обнаружение этих факторов 

усложняет наши представления о реализации бесконтактной иммуносупрессорной про-

граммы МСК, однако большинство исследователей сходится на мнении, что все же эти 

факторы играют скорее вспомогательную функцию в иммуносупрессии. 

     TGF-β - полипептид из 112 аминокислотных остатков, секретируется тромбоцитами, 

макрофагами, лимфоцитами, фибробластами, МСК, эпителиальными и дендритными 

клетками в ответ на действие IFN-γ [199]. TGF-β широко известен своим участием в вос-

палительных процессах: способствует миграции фибробластов в очаг повреждения, регу-

лирует перестройку коллагена, а также связан с сигнальными путями, запускающими вос-

паление [67, 81, 287]. Известно, что TGF-β негативно влияет на активацию Т-лимфоцитов. 

Сигнал от TGF-β ингибирует ген IL-2, который содержит сайты связывания Smad2/3. У 

дефицитных по TGF-β или его рецептору мышей происходит спонтанная пролиферация 
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и инвазия Т-клеток, (по крайней мере для CD8 Т-клеток, которые превращаются в цито-

токсические лимфоциты), что приводит к летальному исходу в раннем возрасте [149]. 

Большинство исследователей считают, что в иммуносупрессорной программе МСК TGF-

β, скорее всего, играет вспомогательную роль. Однако исследование МСК из пульпы зуба 

показало, что эти клетки осуществляют супрессию активированной тотальной популяции 

ЛПК только за счет действия TGF-β, так как добавление ингибиторов IDO, PGE2 и iNOS 

к блокировке иммуносупрессии не приводило [65]. 

     Простагландин Е2 (PGE2) относится к классу эйкозаноидов. Было показано значитель-

ное увеличение PGE2 в условиях сокультивирования МСК с активированными фитоге-

магглютинином лимфоцитами, которое прямо коррелировало с эффектом иммуносупрес-

сии, при этом в контактных условиях эффект иммуносупрессии был сильнее. При добав-

лении ингибитора циклооксигеназы 2 (СОХ2), индометацина (ингибирует скорость-ли-

митирующую стадию синтеза PGE2) пролиферация ЛФ восстанавливалась более чем до 

половины исходного уровня [10]. Помимо общего в отношении всех активированных Т-

клеток негативного эффекта, PGE2, секретируемый МСК, вероятно, играет важную спе-

цифическую роль в снижении активности субпопуляции T-хелперов 17. При сокультиви-

ровании этих лимфоцитов с МСК костного мозга в бесконтактных условиях не наблюдали 

снижения уровня триптофана или увеличения количества NO в среде, а блокировка атив-

ности IDO или iNOS на иммуносупрессию не влияла [93]  

     Стимулированный TNF-α ген 6 (TSG-6) - это мультифункциональный белок, участву-

ющий в воспалении, формировании внеклеточного матрикса, клеточной миграции и раз-

витии. Показано, что секретируемый мышиными МСК TSG-6, блокирует созревание ДК 

путем снижения экспресии CD80, CD86, MHC-II и кластера дифференцировки 11 (CD11), 

что препятствует активации антиген-специфических Т-клеток [161, 168]. На модели ин-

фаркта миокарда мышей показано, что введенные внутривенно человеческие МСК про-

дуцировали большое количество TSG-6, и, несмотря на накопление МСК в легких, про-

исходило значительное системное снижение симптомов воспаления. Если же в МСК по-

давляли продукцию TSG-6, позитивный терапевтический эффект пропадал. [145]. Инте-

ресно, что большое количество МСК, секретирующих TSG-6 обнаруживают в синовиаль-

ной жидкости пациентов с ревматоидным артритом [182]. 
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     Галектины – это лектины, принадлежащие к семейству связывающих β-галактозидов, 

которые присутствуют на поверхности активированных Т- и В-клеток, а также макро-

фагов [219]. Они могут существовать в мембранной и секретируемой формах. Среди га-

лектинов есть стимулирующие и ингибирующие пролиферацию и активацию Т-клеток 

белки, в особенности галектины 1, 9 ,3 [218].  

     Было обнаружено, что взаимодействие МСК с лигандами рецепторов TLR-2 и NOD1 

(белок, содержащий олигомеризующий нуклеотдисвязывающий домен 1), приводило к 

индукции ряда генов, в том числе, галектина-3. Выключение этого гена приводило к сни-

жению иммуносупрессирующего эффекта МСК [257].  

     Помимо галектина-3, транскрипция гена галектина-1 и трансляция его мРНК сильно 

повышаются в МСК во время инкубации со смешанной культурой лимфоцитов. При этом 

происходит снижение секреции провоспалительных цитокинов IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-12, 

а также супрессия пролиферации Т-хелперов 1 типа. Выключение гена галектина-1 с по-

мощью миРНК в МСК предотвращает перечисленные выше эффекты [95].  

     Помимо галектинов -1 и -3 было показано, что супрессорным действием в секретоме 

МСК обладает и галектин-9, который ингибировал пролиферацию как В-, так и Т-клеток 

в системе инкубации человеческих МСК со смешанной культурой лимфоцитов [283].  

     HLA-G является неканоническим человеческим лейкоцитарным антигеном 1 типа, ко-

торый синтезируется в растворимой и мембраносвязанной форме [114]. HLA-G был об-

наружен в трофобластах щеточной каемки человека. Эти клетки in vitro модулировали 

активность натуральных киллеров (НК) и снижали их цитолитическую функцию в со-

ставе ЛПК пуповинной крови человека. Таким образом, как полагают исследователи, про-

исходит защита эмбриона от лизиса со стороны НК клеток иммунной системы матери 

[233]. Однако дальнейшие исследования отчетливо показали, что HLA-G принимает уча-

стие в регуляции врожденного и приобретенного иммунитета и в случае опосредованной 

МСК иммунорегуляции [40]. Также установлено, что при сокультивировании активиро-

ванных ФГА ЛПК с МСК у последних падала иммуносупрессорная функция при добав-

лении блокирующих антител на HLA-G. Однако полного восстановления пролиферации 

лимфоцитов не наблюдали, что свидетельствует о действии других факторов. [230].  
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4.4.4 Везикулярный транспорт МСК как механизм кооперативного действия раствори-

мых иммуносупрессорных факторов 

     Последние данные позволяют предположить, что комбинированное действие раство-

римых факторов иммуносупрессии может быть связано с их совместной транспортиров-

кой к клеткам-мишеням в везикулах. Тем более, что установлено участие везикул, секре-

тируемых МСК, в регенеративных процессах [35]. Подтверждено экспериментально, что 

МСК передают клеткам-реципиентам везикулы, содержащие различные мРНК, которые 

должны влиять на функционирование клеток-мишеней [34]. Так в везикулах обнаружены 

мРНК факторов транскрипции ретинобластомоподобного белка 1 (RBL1) и малого убик-

витин-подобного модулятора (SUMO), участвующие в пролиферации, а также ростового 

фактора HGF [71].  

     Помимо мРНК, везикулы могут доставлять и белки - факторы иммунорегуляции. Ана-

лиз везикул мышиных МСК, активированных IL-1, выявил наличие в них PD-L1, TGF-β 

и галектина 1. При этом для достижения эффекта везикула, по всей вероятности, должна 

быть интернализована внутрь клеток-мишеней, так как блокировка молекул адгезии на 

поверхности везикул, способствующих ее интернализации, существенно снижала наблю-

даемый эффект [185]. Получены экспериментальные доказательства влияния везикул, 

секретируемых МСК, на активность иммунных клеток. Добавление фракции везикул от 

МСК к ЛПК, полученных от пациентов, страдающих диабетом I типа, приводило к сни-

жению IFN-γ в среде, а также увеличивало уровень PGЕ2 и TGF-β, что, вероятно, свиде-

тельствует об увеличении пропорции Т-регуляторных клеток в тотальной популяции. 

Также исследователи обнаружили снижение процента Т-хелперов 17 типа среди CD4 

лимфоцитов. Важно отметить, что везикулы были получены из МСК, не подвергавшихся 

активации [80]. 

     Изучение везикулярного транспорта МСК довольно молодое направление [1, 242], од-

нако, уже есть данные о позитивном влиянии везикул от МСК на приживление трансплан-

тата в модели GvHD. Введение везикул, полученных от активированных МСК, под кожу 

мышам, заблокировало развитие реакции GvHD на 2 дня по сравнению с контрольной 

группой [306]. 

     Таким образом, благодаря исследованиям везикул, продуцируемых МСК, гипотеза о 

кооперативности растворимых факторов получает новое развитие, так как если раньше 
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считали, что все факторы, такие как: IDO, NO, TGF-β, PGE2 и другие, секретируются про-

сто во внеклеточное пространство, сейчас полагают, что те из них, которые действуют 

синергично, могут быть доставлены к клеткам-мишеням внутри везикул [36], например 

TGF-β и HGF, но эти гипотезы требуют дальнейших экспериментальных подтверждений. 

4.4.5 МСК блокируют активность Т-клеток при аутоиммунных заболеваниях 

     Для подтверждения терапевтической значимости механизмов иммуносупрессорного 

влияния МСК на Т-клетки активно применяют животные модели аутоиммунных заболе-

ваний. Наиболее распространенными из них являются: ЭАЭ грызунов, который похож на 

рассеянный склероз человека; индуцированный коллагеном ревматоидный артрит, аллер-

гическое воспаление дыхательных путей, моделирующее развитие астмы, и индуцирован-

ный экспериментальный язвенный колит, моделирующий условия болезни Крона. Для 

всех выше описанных моделей показаны и подтверждены терапевтические эффекты 

МСК.  

     Рассеянный склероз (РС) - это хроническое аутоиммунное заболевание центральной 

нервной системы (ЦНС). Основными признаками РС являются демиелинизация нервных 

волокон, гибель олигодендроцитов и массированное проникновение в участки демиели-

низации активированных лимфоцитов и макрофагов [163]. Индукторами РС являются 

аутореактивные Т-клетки, которые узнают основной белок миелина (MBP) и миелиновый 

протеолипидный белок (PLP), αB-кристаллин, нейрофасцин и инициируют атаку против 

них [50, 263]. Также при РС активно пролиферируют клетки памяти с фенотипом 

CD4CD45RO (тирозин-фосфатазный рецептор типа С), которые циркулируют в кровяном 

русле и активно секретируют IL-17. Данный цитокин приводит к повышенной активации 

макрофагов и паренхимных клеток, что приводит к еще большему повреждению нервных 

волокон [84, 303]. На модели ЭАЭ показано, что введение МСК значительно снижает уро-

вень демиелинизации у мышей, коррелировавший с пониженной инвазией Т-клеток и 

макрофагов в ЦНС. Полагают, что это связано с индукцией у Т-лимфоцитов обратимой 

анергии, вызванной действием МСК, так как выделенные из мышей лимфоциты не отве-

чали на ре-стимуляцию ни с помощью индуктора ЭАЭ (MOG35-55), ни с помощью мито-

гена конкавалина А, ни с помощью антител к CD3 и CD28. Однако пролиферативную 

способность удавалось восстановить, добавляя к культуре Т-клеток IL-2. Также было 

установлено, что флуоресцентно меченые МСК после введения попадали в селезенку и 

лимфатические узлы непосредственно в зоны локализации Т-клеток. [305].  
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     Ревматоидный артрит (РА) – это аутоиммунное заболевание, в патогенезе которого до-

казана роль Т-лимфоцитов (как CD4, так и CD8) [126, 205]. Принято считать, что коллаген 

II типа, входящий в состав гиалинового хряща, является одной из основных причин воз-

никновения этого заболевания [132], так как часть его белковой структуры, по невыяс-

ненным причинам, узнается Т-лимфоцитами, которые в свою очередь, активируясь, сек-

ретируют воспалительные цитокины IFN-γ; TNF-α [86, 241]. Это приводит к активации 

резидентных макрофагов синовиальной жидкости, которые начинают продуцировать вос-

палительные цитокины IL-1, IL-6, TNF-α. Под действием цитокинового окружения сино-

виальные фибробласты начинают секретировать матриксные металлопротеиназы [86]. В 

результате развивается бесконтрольный иммунный ответ, разрушающий ткани хрящей 

суставов и позвоночника [290]. На модели РА у мышей, иммунизированных куриным 

коллагеном II типа, было показано, что одноразовое введение МСК жировой ткани чело-

века на начальных этапах развития заболевания приводило к 100% выздоровлению жи-

вотных. По предположению исследователей, терапевтический эффект связан с направ-

ленным действием МСК на субпопуляции Т-хелперов 1 и 17 типов. Анализ Т-хелперов 1 

и 17 показал значительное снижение их пролиферативной способности, а также умень-

шение секреции IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-17. Также установлено, что МСК не влияют на 

активность или пролиферацию антивоспалительных Т хелперов 2 типа [97].  

     Активное участие Т-клеток подтверждено в развитии астмы, которая характеризуется 

патологическим хроническим воспалением, обильным выделением бронхиальной слизи,  

а также при тяжелых формах фиброза легких [139]. Предполагают, что астму индуцируют 

Т-хелперы 2 типа [55, 165], которые продуцируют определенный набор воспалительных 

цитокинов, среди которых наибольший вклад в развитие патологии вносят IL-13 и IL-9. 

На экспериментальной модели аллергического воспаления дыхательных путей, индуци-

рованного ОВА, у мышей исследователи продемонстрировали, что введение МСК жиро-

вой ткани значительно снижало симптомы астмы, такие как гиперреактивность дыхатель-

ных путей, накопление воспалительного инфильтрата в легких (в особенности эозинофи-

лов), продукция слизи. МСК значительно снижали активность Тh2, негативно влияя на 

продукцию IL-4. Полученные данные коррелирют со сниженным содержанием IL-5 и 

TGF-β, что указывает на редукцию секреторной функции эозинофилов, которая, веро-

ятно, зависит от активности Тh2. [204].  
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     Болезнь Крона - это воспалительное заболевание желудочно-кишечного тракта, этимо-

логия которого неясна, однако очевидно, что целый комплекс факторов провоцирует раз-

витие заболевания. Клинические проявления зависят от степени развития патологии – в 

самых тяжелых случаях наблюдается кишечное кровотечение, диаррея, потеря веса, боли 

в брюшной полости [210]. В последнее время, благодаря активному развитию животных 

моделей этого заболевания, доказано участие Т-клеток в частности, Тh1, в развитии бо-

лезни Крона [89]. После активации в зоне соединительной ткани lamina propria слизистой 

оболочки ЖКТ, расположенной под слоем эпителия слизистой и состоящей из рыхлой 

соединительной ткани с железами и лимфоидными образованиями [284], патогенами, 

продуцируемыми бактериальной микрофлорой кишечника, Т-клетки активируют макро-

фаги, которые продуцируют спектр воспалительных цитокинов, среди которых, IL-12, IL-

23. Эти факторы поддерживают дополнительную активацию Т-клеток, что способствует 

повышенной секреции лимфоцитами воспалительных IFN-γ и TNF-α и приводит бескон-

трольному системному иммунному ответу [206, 300]. Болезнь Крона активно изучают в 

мышиных моделях с целью установления механизма и оптимизации протокола лечения с 

использованием МСК. В 2009 году были представлены результаты [57] изучения имму-

носупрессорных свойств МСК, полученных из десны человека, в модели болезни Крона. 

Использовали мышь с индуцированным декстран сульфатом язвенным колитом (условия, 

приближенные к болезни Крона). Продемонстрирована иммуносупрессорная активность 

МСК in vitro, и обнаружено, что введение МСК десны в мышей с индуцированным коли-

том значительно снижает миграцию CD4 Т-лимфоцитов в зону поражения. Также зареги-

стрировали снижение секреции воспалительных цитокинов в слизистой оболочке и рас-

положенных под ней тканях, при этом уровень антивоспалительного IL-10 в зоне повре-

ждения значительно возростал.  

     Таким образом, анализируя данные, полученные на различных моделях заболеваний, 

можно предположить, что МСК обладают целым рядом инструментов для контроля им-

мунных клеток, в первую очередь Т-лимфоцитов. Вопрос о механизмах иммуносупрессии 

МСК активно изучается. Однако большое количество противоречивых данных мешает 

исследователем увидеть полную и ясную картину взаимодействия между МСК и Т-клет-

ками. Многократно показано, что МСК осуществляют свою иммуносупрессорную дея-

тельность за счет растворимых факторов, среди них наиболее часто регистрируют IDO, 

PGE2, IL-10, HGF, NO [90]. Однако при наличии контактных взаимодействий между МСК 
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и отдельными субпопуляциями ЛФ или других участников иммунного ответа, по-види-

мому, запускаются дополнительные механизмы, которые могут усиливать иммуносу-

прессию, вызванную растворимыми факторами [253]. При этом место контактных меха-

низмов в иммуносупрессорной программе до сих пор не определено: они могут являться 

как частью общей иммуносупрессорной программы, так и отдельной «веткой» иммуно-

супрессии.  

4.4 Контактные взаимодействия между МСК и Т-лимфоцитами 

     В рамках изучения иммуносупрессорной деятельности МСК была показана важность 

секреторных механизмов. Однако добавление к МСК облученной тотальной популяции 

ЛПК в контактных условиях усиливало секреторную активность МСК и увеличивало им-

муносупрессорный эффект на лимфоциты-респонденты, которые не имели прямых кон-

тактов с МСК. Эти данные позволили говорить о влиянии контактных взаимодействий на 

бесконтактную составляющую иммуносупрессорной программы МСК [281]. Впослед-

ствии неоднократно было подтверждено, что комбинированное взаимодействие раство-

римых факторов и контактных взаимодействий дает максимальный эффект иммуносу-

прессии (90% снижения пролиферации активированных Т-клеток, инкубируемых с МСК 

контактным способом, против 70% в отсутствие контактов между МСК и лимфоцитами) 

[64, 105, 138, 228]. На тот момент, благодаря фенотипической характеристике МСК, было 

известно, что они несут на своей поверхности молекулы адгезии, среди них: ICAM, 

VCAM, LFA-3 (ассоциированный с функцией лимфоцитов антиген 3), MHC-I, что, воз-

можно, связано с их иммунорегулирующими свойствами, наблюдаемыми в моделях за-

болеваний [60, 208]. Особенно важно это по-видимому для МСК костномозгового проис-

хождения, которые  формируют микроокружение, контролирующее развитие клеток им-

мунной системы [98, 278]. Помимо этого, известны данные о миграции МСК в лимфати-

ческие узлы при системном введении животным. Эти факты позволяют предположить, 

что молекулы адгезии и другие типы молекул на мембране МСК, обеспечивающие кон-

такты между клетками, могут играть важную роль в их направленной миграции (хо-

уминге) и взаимодействии с Т-клетками.  

4.4.1 Участие молекул адгезии в хоуминге МСК 

     На сегоднящний день известно, что в механизме хоуминга МСК могут участвовать как 

рецепторы к хемокинам, так и иммуномодулирующие рецепторы, в частности TLR [67, 

177]. После того, как МСК по сосудистому руслу мигрировали в зону активированного 
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воспалением эндотелия по градиенту концентрации, им необходимо проникнуть в сам 

очаг повреждения. Считают, что МСК могут использовать те же механизмы, что и лейко-

циты. Как известно, в результате повреждения воспалительные факторы связываются с 

клетками эндотелия близлежащих участков и способствуют увеличению уровня селекти-

нов на поверхности клеток эндотелия (активация эндотелия). В результате взаимодей-

ствия МСК с селектинами происходит постепенное снижение скорости движения МСК в 

кровяном русле. Известно, что для хоуминга клеток, например в костный мозг, необхо-

дима гликозилированная форма CD44 (лиганд E/L селектинов гематопоэтических клеток) 

[239]. На сегодняшний момент на поверхности МСК был обнаружен CD44 [240]. На сле-

дующем этапе происходит активация остановившихся МСК за счет взаимодействия ре-

цепторов, связанных с G-белками, и лигандами, секретируемыми клетками эндотелия. 

Большинство работ подтверждает важную роль взаимодействия рецептора CXCR4 на по-

верхности МСК с лигандом SDF-1 (фактор cтромальных клеток 1) [252, 299]. Показано, 

что обе эти молекулы необходимы для реализации механизмов хоуминга в костный мозг 

[187]. За счет образования комплекса рецептор-лиганд происходит более прочное взаи-

модействие между МСК и клетками эндотелия. На этой стадии предполагают активное 

участие интегринов. Было показано, что для хоуминга МСК крайне важен интегрин β1, 

так как его блокировка прекращает хоуминг МСК [118]. Для взаимодействия с молеку-

лами адгезии интегрины должны формировать димеры. Интегрины α4 и β1 формируют 

димер VLA-4 (очень поздний антиген 4) на поверхности МСК, который, в свою очередь, 

взаимодействует с молекулой адгезии VCAM-1 на поверхности эндотелия. Воспалитель-

ные цитокины (TNF-α) усиливают адгезию МСК на эндотелии [236, 249]. Наконец, неза-

висимо от механизмов, МСК попадают в очаг повреждения, где взаимодействуют с клет-

ками иммунной системы, в первую очередь, лимфоцитами.  

4.4.2 Участие контактных механизмов в иммуносупрессии лимфоцитов с помощью 

МСК 

     Принято считать, что индукция спонтанного апоптоза, а также анергия T-лимфоцитов, 

особенно хелперов, зависят от контактных взаимодействий между клетками. На поверх-

ности МСК человека в больших количествах экспонирован белок B7-H4 (ингибитор ак-

тивации Т-клеток 1), блокировка которого специфическими антителами значительно, но 

не полностью снижает иммуносупрессорное влияние МСК на Т-клетки, активированные 

ФГА. Механизм действия B7-H4 на Т-клетки связан с ингибированием транслокации NF-
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κB, одного из основных факторов транскрипции, необходимых для активации лимфоци-

тов, в ядро, что приводит к аресту Т-клеточного цикла в G0/G1 фазе [301] 

      Контактные взаимодействия важны и для иммуносупрессии, осуществляемой мыши-

ными МСК. В условиях воспалительного микроокружения МСК многократно увеличи-

вают количество поверхностных молекул ICAM-1 и VCAM-1 (Рис. 5.), а также секрецию 

многочисленных хемоаттрактантов для лимфоцитов [228].  

Рис. 5. Оценка уровня молекул адгезии на поверхности мышиных МСК после инкубации 

с активированными лимфоцитами селезенки мыши в течение 48 часов; адаптировано из 

[228]. 

     Дальнейшие эксперименты показали, что индукция ICAM-1 и VCAM-1 вызывается в 

МСК под действием комбинации IFN-γ и TNF-α. Кроме этого, МСК, лишенные ICAM-1 

в результате нокаута гена, обладают пониженной иммуносупрессорной способностью по 

отношению к лимфоцитам [228]. Недавно было показано, что мышиные МСК с искус-

ственно увеличенной экспрессией гена ICAM-1 обладают повышенными иммуносупрес-

сорными свойствами. Они более эффективно подавляют пролиферацию Т-клеток in vitro 

в смешанной культуре лимфоцитов, по сравнению с МСК дикого типа. Введение таких 

модифицированных МСК в мышей-реципиентов с индуцированным GvHD показало, что 

сверхпродуцирующие ICAM-1 МСК эффективнее мигрируют во вторичные лимфоидные 

органы, где подавляют дифференцировку наивных Т-клеток в Th1 фенотип и способ-

ствуют индукции Treg фенотипа, по сравнению с МСК дикого типа. Несмотря на то, что 

молекулярный механизм, который обуславливает наблюдаемые эффекты, связанные с 

ICAM-1, изучен не был, эти результаты подтверждают важность этой молекулы для им-

муносупрессии [269]. 
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     Также для мышиных МСК доказана ключевая роль контактных взаимодействий с уча-

стием взаимодействий рецептор/лиганд PD-1/PD-L1. В частности, при изучении иммуно-

супрессорного влияния МСК на Th17 лимфоциты in vitro показано, что контактные взаи-

модействия играют важную роль во влиянии на зрелые Th17. Комбинация IL-17 и TNF-α 

приводит к повышенной экспрессии у МСК PD-L1. Известно, что и активированные зре-

лые Т-клетки, и начинающие дифференцировку лимфоциты несут на своей поверхности 

рецептор PD-1, обеспечивающий контроль над активацией лимфоцитов и защищающий 

от спонтанной активации [157]. В случае зрелых Th17 МСК осуществляют выключение 

молекулярной программы лимфоцитов с помощью взаимодействия PD-L1/PD-1. Исполь-

зование блокирующих антител либо против PD-L1, либо PD-1 значительно снижает им-

муносупрессорный потенциал МСК. Блокировка не приводит к существенным измене-

ниям в случае наивных Т-хелперов. Также в данной работе оценили иммуносупрессор-

ную активность МСК по отношению к Th1. Показано, что механизм PD-L1/PD-1 в случае 

иммуносупрессорной программы МСК по отношению к Th1, большой роли не играет, 

что, дополнительно подтверждает специфичность действия МСК на различными субпо-

пуляциями Т-хелперов [167]. 

     Контактные механизмы выявлены и в случае иммуносупрессии, осуществляемой МСК 

человека. Введение аллогенных МСК пациентам, страдающим системным склерозом, 

приводит к значительному снижению уровня CD4 лимфоцитов уже через 6 часов после 

введения. Анализ МСК пациентов и здоровых доноров выявил, что МСК пациентов не 

способны нести на поверхности FasL, Fas и MCP-1. Известно, что активированные лим-

фоциты несут на своей поверхности рецептор Fas, который при связывании со своим ли-

гандом FasL запускает апоптоз в лимфоцитах. При этом Fas в МСК контролирует секре-

цию хемоаттрактанта MCP-1, который необходим для привлечения лимфоцитов к МСК. 

[12]. В данной работе эту гипотезу предварительно проверили на мышах с использова-

нием моделей системного склероза и острого колита. 

     Резюмируя имеющиеся данные по контактным механизмам иммуносупрессии, можно 

говорить о том, что они, по всей видимости, видоспецифичны. Помимо этого, существуют 

отдельные механизмы, направленные на конкретные популяции Т-клеток, что было про-

демонстрировано на примере Th17. Важно отметить, что контактные взаимодействия 

также играют роль и для реализации иммуносупрессии МСК в отношении других типов 

иммунных клеток, таких как В-лимфоциты и клетки врожденного иммунитета. 
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4.5 МСК подавляют функции В-клеток  

     МСК способны влиять на активность В-клеток при совместной инкубации путем аре-

ста клеточного цикла в G0/G1 фазе, причем ряд исследователей говорит о необходимости 

контактных взаимодействий для реализации этого феномена, а другие опровергают этот 

факт [15, 247]. Также отмечено, что МСК способствуют понижению продукции имму-

ноглобулинов: IgM, IgG, и IgA В –клетками [53]. Также МСК влияют на дифференци-

ровку B-клеток. Инкубация МСК с наивными В-клетками способствует их выживанию, 

однако добавление стимулирующих дифференцировку В-клеток агентов (CpG (олигонук-

леотид, агонист TLR9), CD40L, IL-4, Ig) приводит блокировке дифференцировки В-кле-

ток в зрелые плазматические клетки, опосредуемой МСК [15, 268]. 

     Исследования влияния МСК на B-клетки также проводили in vivo. На модели систем-

ной красной волчанки (СКВ) у мышей показано, что введение МСК больным животным 

значительно снижало продукцию IgG и IgM. [169]. С использованием модели ЭАЭ пока-

зано, что введение МСК не только блокирует функцию Т-клеток, но и значительно сни-

жает уровень специфического IgG к индуктору заболевания PLP (пептиду 139-151 из про-

теолипида), что свидетельствует о подавлении активности В-клеток. [91].  

     Молекулярный механизм действия МСК на В-клетки изучен недостаточно. Наиболее 

подтвержденные механизмы рассмотрены ниже в таблице 1  

 

Таблица 1 

Предполагаемые механизмы влияния МСК на В-лимфоциты 

 

Механизм контакты in vivo Ссылки 

IFN-γ → МСК → (PD-1/PD-

L1)→ ↓ пролиферация активи-

рованных В-клеток (↓p-p38, p-

Erk, p-Akt) 

необходимы - [247] 

МСК → Galectin9→ 

↓ пролиферация, ↓ секреция IgG 

В-клетками 

необходимы 

мышь, иммунизиро-

ванная человеческим 

рекомбинантным FVIII 

 

[283] 
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Продолжение таблицы 1 

Механизм контакты in vivo Ссылки 

МСК индуцируют Bregs 

(CD1dhighCD5CD19high) 

не установ-

лено 

мышь с индуцирован-

ным язвенным коли-

том 

[45] 

SDF1-α/CXCR7→МСК →  сек-

реция IL-6,4,10, IFN-γ → индук-

ция Bregs 

не важны  [217] 

Примечание – расшифровки смотри в списке используемых сокращений 

 
     Большинство исследований по изучению иммуносупрессорных свойств МСК прово-

дились в основном с лимфоцитами в связи с их важностью в развитии аутоиммунных па-

тологий. Однако, как известно, в хронических воспалительных процессах принимают ак-

тивное участие и клетки врожденного иммунитета, такие как макрофаги, нейтрофилы, 

тучные клетки.  

4.6 Влияние МСК на клетки врожденного иммунитета. 

     Известно, что в большинстве случаев воспалительная реакция запускается клетками 

врожденного иммунитета. На сегодняшний день собрано большое количество экспери-

ментальных данных, свидетельствующих о роли клеток врожденного иммунитета и в хро-

ническом воспалении. Также было показано, что МСК способны оказывать иммунорегу-

лирующий эффект на клетки врожденного иммунитета. Установлено иммуносупрессор-

ное влияние МСК на дендритные клетки (ДК), макрофаги (МФ), нейтрофилы (НФ) и нату-

ральные киллеры (НК).   

     ДК являяются профессиональными антигенпрезентирующими клетками (АПК), они 

фагоцитируют, переваривают чужеродный материал, а затем экспонируют его в виде не-

больших пептидов, связанных с комплексами гистосовместимости, которые могут узна-

ваться Т- и В-клеточными рецепторами, запуская иммунный ответ [85]. Таким образом 

ДК регулируют активацию Т- и В-клеток, а также натуральных киллеров [49, 72, 92]. По-

лучены экспериментальные доказательств участия ДК в развитии хронических воспали-

тельных процессов. В случае астмы было установлено, что ДК необходимы для активации 

и поддержания функционирования аллерген-специфичного ответа Т-хелперов 2 типа. 

[148]. Также исследователи установили важную роль CCL17-секретирующей популяция 
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ДК в развитии атеросклероза (CCL17 - C-C хемокин лиганд 17). Эта популяция активно 

привлекает в зону воспаления эффекторные Т-клетки и в то же время CCL17 блокирует 

активацию регуляторных Т-клеток [28]. Так как ДК способны активировать различные 

популяции Т-клеток (Тh1 и Th2), они являются краеугольным камнем в развитии и под-

держании ревматоидного артрита [245]. 

     Макрофаги – это профессиональные фагоциты, которые, в зависимости от микроокру-

жения, могут быть воспалительного М1, или антивоспалительного M2 фенотипа. [143]. 

Во время повреждения ткани фенотип макрофагов, которые присутствуют в эпицентре 

повреждения, будет определять длительность и силу воспалительного ответа. Взаимодей-

ствие макрофагов с IFN-γ в сочетании с бактериальными липополисахаридами или TNF-

α приводит к активации М1-макрофагов [190]. Данный тип клеток секретирует: IL-8, IP-

10, MIP-1α, IL-1β, IL-6 и TNF-α ) [225, 261], а также является цитотоксическим. Токсич-

ность проявляется в выбросе активных форм кислорода. В противовес М1-макрофагам 

основная задача М2-макрофагов (СD206+ - рецептор маннозы) – погасить воспаление и 

инициировать репаративные процессы. Их дифференцировка инициируется с помощью 

IL-4, IL-10, а также глюкокортикоидов. За счет секреции хемокинов (CCL18 и CCL17), 

они привлекают противовоспалительные типы моноцитов и Т-клеток, тем самым снижая 

воспалительный ответ. Отмечено активное участие макрофагов в хроническом воспале-

нии. Например, в случае астмы аллерген связывается с макрофагами и запускает в них 

провоспалительную программу, которая реализуется через секрецию цитокинов TNF-α, 

IL-1β, IL-6 и хемоаттрактантов для нейтрофилов и моноцитов (CCL2 CXCL1, и CXCL8). 

Далее МФ секретируют эластазы и протеазы, что приводит к ремоделированию альвео-

лярной стенки, а в дальнейшем к фиброзу [19]. Во время сепсиса часто наблюдают дис-

функцию макрофагов, которая связана с пониженным поверхностным уровнем CD86 и 

HLA-DR [200].  

     Нейтрофилы (НФ) в ответ на патогены секретируют активные формы кислорода и бак-

терицидные факторы, одновременно они могут и фагоцитировать. НФ – короткоживущие 

клетки, при фагоцитозе они, как правило, погибают, усиливая воспаление за счет высво-

бождения провоспалительных факторов [166]. НФ участвуют в развитии воспаления, в 

том числе хронического, которое характерно для многих тяжелых заболеваний, напри-
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мер, ревматоидного артрита (РА). В острой фазе РА нейтрофилы инициируют респира-

торные взрывы, генерируя АФК за счет многократного увеличения активности НАДФН 

оксидазы, продуцирующей большое количество супероксид радикалов [274]. 

     Натуральные киллеры (НК) осуществляют уничтожение пораженных инфекцией или 

стрессированных клеток. НК атакуют клетки со сниженным уровнем MHC-I, являются 

основными участниками цитотоксического ответа на главный комплекс гистосовмести-

мости и инициируют GvHD [235]. 

     В связи с участием клеток врожденного иммунитета в патологических воспалительных 

процессах, предпринимаются попытки по расшифровке молекулярных механизмов взаи-

модействия МСК на клетки врожденного иммунитета. Эта область изучена еще довольно 

плохо и содержит много противоречивой информации. Наиболее подтвержденные дан-

ные по этому вопросу представлены в таблице 2. 

Таблица 2  

Предполагаемые механизмы иммуномодулирующего действия МСК на клетки врожден-

ного иммунитета 

_ механизм кт 

подтвер-

ждено 

in vivo 

ссылки 

ДК 

МСК → Galectin1→↓ активность ДК 

(↓CD80, CD86, MHC-II, ↓ p-p38 MAPK, ↑ p-

Erk) 

-  [308] 

IFNγ→ 

МСК  

LPS→Д

К 

МСК →↑iNOS→ДК (↓MHC-II) -  

[298] 
МСК→↑PD-1→ДК (↓CD86) + 

МСК→↑ PD1+PGE2→ДК(↓CD40) +/- 

МФ МСК+ГПК+LPS→МСК→↑IL10→ 

ДКрегCD11b+ (↑p-STAT5, ↑p-STAT3 → 

↑SOCS3) 

+ иммунизация 

стопы мыши 

аллогенными 

спленоцитами 

[160] 

МСК+ДК+LPS→МСК→↑IL6→ 

ДКрегCD11b+(↑p-STAT3 → ↑SOCS3, ↑ IL-10)  

+  
[62] 
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Продолжение таблицы 2 

_ механизм кт 

подтвер-

ждено 

in vivo 

ссылки 

МФ LPS/TLR4→МСК(↑MyD88) 

→↑PGE2→PGE2/EP2,EP4→МФ(↑ IL-10) 

+ сепсис мыши 
[198] 

LPS+MCК+М1→МСК→↑TSG-

6→М2(↑CD206) 

+ мышь с инду-

цированным 

(LPS) выкиды-

шем 

[151] 

НФ МСК→TSG-6→НФ (стим LPS) → НФ (↓ НЛ, 

АФК) 

-  
[170] 

МСК + НФ (предакт IL-8) → МСК →IL-6→ 

↓апоптоз НФ (↑p-STAT3) 

-  
[220] 

НК МСК+НК+IL-2→МСК→↑IDO, PGE2→ НК(↓ 

IFN-γ, гранзим-В, пролиферация) 

+  
[260] 

Примечание – КТ –наличие контакных взаимодействий, ГПК – гематопоэтические про-

генитрные клетки, MyD88 – ген первичного ответа миелоидной дифференцировки, НЛ 

– нейтрофильные ловушки,  

 

5. МСК участвуют в поддержании нормального функционирования иммунных 

клеток 

     Представляется маловероятным, что МСК являются исключительно иммуносупрессо-

рами. Если рассматривать МСК в контексте тканевого микроокружения, то в нормальных 

физиологических условиях они, вероятно всего, способствуют выживанию лимфоцитов 

и других иммунных клеток в отсутствие стимуляции. Взаимодействие МСК со всеми ти-

пами иммунных клеток как врожденного, так и приобретенного иммунитета, а также спо-

собность МСК «переобучать» различные популяции клеток в регуляторные фенотипы, 

такие как М2 макрофаги, толерогенные ДК, регуляторные Т- и В-клетки - позволяет го-

ворить о том, что МСК участвуют в контроле активности иммунной системы, а не в ее 

тотальном подавлении [195]. Существуют данные о поддержке МСК выживаемости наив-

ных лимфоцитов и защите лимфоцитов от апопотоза в условиях депривации сыворотки 
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in vitro [23]. Исследования in vivo, проводимые в рамках применения МСК для лечения 

GvHD, показали, что одновременное введение МСК вместе с цитостатиками, например, 

циклоспорином приводит к ускоренному отторжению трансплантата, по сравнению с 

контрольной группой (крысы с трансплантированным сердцем без введения МСК) [111]. 

Активно обсуждается вопрос об участии не иммунных клеток и в частности МСК в за-

щите от инфекций. На модели бактериального сепсиса у мышей было показано, что рези-

дентные МСК во время начальных стадий заболевания наоборот способствуют привлече-

нию нейтрофилов в очаг воспаления и стимулируют их фагоцитирующие функции, поз-

воляя более эффективно бороться с бактериальной инфекцией [106]. Ниже будет рассмот-

рено взаимодействие МСК с различными типами иммунных клеток с точки зрения моду-

ляции их активности, а не тотального подавления. 

5.1 МСК модулируют активность дендритных клеток 

Регуляция дифференцировки и функции дендритных клеток (ДК) является одним 

из ключевых моментов в действии МСК как на приобретенный, так и врожденный имму-

нитет. Циркулирующие ДК, нагруженные антигенными пептидами, мигрируя в лимфо-

идные органы, проходят через зону периваскулярного пространства, где находятся МСК 

[56]. Однако если раньше считалось, что МСК лишь подавляют функции ДК ингибируя 

их способность к презентации антигена и индуцируя толерогенный фенотип, то сейчас 

накоплено достаточное количество данных, свидетельствующих о том, что МСК модули-

руют активность ДК в зависимости от микроокружения и способны индуцировать также 

и воспалительный фенотип [69]. Механизм этого явления изучен недостаточно на данный 

момент. Наиболее подтвержденные факты представлены ниже в таблице 3. 

Таблица 3 

Модуляция активности ДК с помощью МСК 

механизм кт ссылки 

МСКвосп+ наивные ДК+ TNF‐α, IL‐6, IL‐1β, PGE2 → зрелые ДК 

(↑HLA-DR, CCR7, IL-27, IL-23) 

+/- 
[68] 

LPS→ МСК→↑ВВ→ДК(↑презентация антигена Т-клеткам) - [221] 

МСКвосп – МСК, полученные из корневого канала зуба при апикальном периодонтите 

(воспаление вследствие инфекции), ВВ – внеклеточные везикулы 
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     Как видно из таблицы 3, вопрос о механизме действия на активацию ДК с помощью 

МСК не изучен до конца, однако, на основании данных in vitro, многие исследователи 

склонны считать, что МСК регулируют дифференцировку ДК в двух направлениях: если 

на МСК не действуют внешние воспалительные стимулы, то они будут ингибировать со-

зревание ДК. Однако если же МСК in vitro инкубировать с патогеном, МСК, наоборот, 

стимулируют созревание и дифференцировку ДК [69].  

5.2 МСК обеспечивают выживание наивных и активацию стимулированных в субопти-

мальных условиях Т-клеток 

Известно, что МСК секретируют большое количество хемокинов для привлечения 

лимфоцитов, среди них CXCL9, CXCL10 и CXCL11. Последние экспериментальные дан-

ные позволяют предположить у МСК способность обеспечивать иммунную поддержку 

лимфоцитам в отсутствие сигналов выживания и пролиферации, или же стимулировать 

активацию лимфоцитов при наличии инфекции. Наиболее достоверные результаты по 

этой теме представлены в таблице 4. 

Таблица 4 

Иммунная поддержка лимфоцитов с помощью МСК 

механизм кт in vivo ссылки 

МСК + наив ЛФ (предакт CD3, CD28 ≤ 14 нг/мл) 

→↑пролиферация ЛФ 

  

[150] 
МСК iNOS-/- + наив ЛФ (предакт CD3) →↑↑проли-

ферация ЛФ 

иммунизация 

мышей ОВА 

МСК+СD4 ЛФ + ФГА (5мкг/мл, IL-2 5нг/мл)→ 

МСК→↑IL-6, 1→↑ пролиферация Th17, ↓Th1 

+  
[103] 

МСК + CD138+B220− ПК→ МСК→IL-6, 

CXCL12→ CXCL12/CXCR4 ПК (↑ IgG, IgM)) 

+  
[127] 

Примечание –наив – наивные, ПК – плазматические клетки 

     Из таблицы 4 видно, что в условиях неоптимальной активации лимфоцитов, или инку-

бации с патогеном in vitro МСК способны поддерживать иммунный ответ, реализую-

щийся через активацию различных популяций лимфоцитов. 
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5.3 МСК регулируют баланс между фенотипами макрофагов в зависимости от условий 

микроокружения и способствуют активации нейтрофилов 

     Было показано, что МСК способны регулировать переключение между М1 и М2 фено-

типами макрофагов. [26]. Полагают, что в механизмах переключения участвуют как рас-

творимые факторы, так и контактные взаимодействия между клетками. [73]. На модели 

сепсиса мышей, вызванной лигированием и пункцией слепой кишки, было продемонстри-

ровано, что МСК костного мозга не снижали летальность у мышей, если у животных 

предварительно проводили элиминацию моноцитов и макрофагов. Авторы полагают, что 

МСК способствовали выживанию и активности макрофагов для борьбы с инфекцией 

[198]. На мышах, зараженных E. coli, было отмечено, что МСК усиливают фагоцитирую-

щие функции клеток врожденного иммунитета – в первую очередь макрофагов [104]. В 

заключение стоит отметить, что, по-видимому, в условиях сепсиса МСК программируют 

макрофаги в альтернативном направлении, создавая новый фенотип с повышенной фаго-

цитирующей способностью и высоким уровнем синтеза IL-10 и IL-6, а также низким вос-

палительных IL-12 и TNF-α [73]. 

     После запуска процесса воспаления макрофагами, секретируемые ими цитокины спо-

собствуют привлечению нейтрофилов [136]. Последние исследования позволяют гово-

рить о способности МСК привлекать нейтрофилы в очаг воспаления. In vitro было проде-

монстрировано, что МСК человека, активированные липополисахаридами (10 нг/мл), ак-

тивно продуцировали IL-6, IL-8, GM-CSF (колониестимулирующий фактор гранулоцитов 

и макрофагов) и MIF. Было установлено, что IL-8 и MIF способствуют активной миграции 

нейтрофилов. Также было отмечено, что нейтрофилы, культивируемые в кондиционной 

среде от МСК, активированных LPS выживали лучше за счет снижения спонтанного 

апоптоза в культуре [31].  

5.4 МСК и презентация антигена      

     Еще одним механизмом, способствующим поддержанию клеток иммунитета с помо-

щью МСК, предполагают презентацию антигена. Полученные данные в системах in vitro 

противоречивы. Однако предполагают, что МСК могут приобретать антигенпрезентиру-

ющие свойства в случае массированной инфекции. In vitro показано, что МСК могут 

иметь антигенпрезентирующие свойства на определенные виды патогенов (например, C 

albicans и T toxoid), при этом уровень синтеза HLA-DR на поверхности клеток поддержи-

вается самими МСК за счет аутокринной секреции низких концентраций IFN-γ (10 
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мЕ/мл), при высоких концентрациях IFN-γ (100 мЕ/мл) и продолжительном инкубирова-

нии (более 12 часов) наблюдаемый эффект пропадает [44]. Таким образом, в случае про-

никновения патогена в среду организма, оказавшиеся рядом МСК могут стимулировать 

защитный иммунный ответ сами приобретая функции АПК и, возможно, стимулируя тем 

самым CD8 Т-клетки. Однако потом вероятно в условиях высоких концентраций IFN-γ 

программа МСК переключается на иммуносупрессию, так как постоянная презентация 

антигена может приводить к хроническому воспалительному процессу [44].. 

Резюме 

     Анализируя представленные выше данные, становится очевидно, что вопрос о меха-

низмах иммуноподдерживающего действия на клетки иммунитета с помощью МСК тре-

бует дальнейшего изучения и стандартизации условий культивированя in vitro. Однако на 

данном этапе необходимо выявить ряд важных моментов.  

     В течение часов после начала развития воспаления молекулы, синтезируемые патоге-

нами, или продуцируемые поврежденными тканями, узнаются рецепторами семейства 

TLR, находящимися на клетках врожденного иммунитета. Данное связывание рецептора 

с лигандом приводит к инициации фагоцитоза и высвобождению медиаторов воспаления, 

которые привлекают в очаг воспаления новые пулы нейтрофилов и макрофагов для 

борьбы с угрозой – это и есть первая линия неспецифической иммунной защиты [100]. 

Последние данные показали, что МСК несут TLR4, узнающие липополисахариды грам-

негативных бактерий, и TLR3, узнающие двухцепочечные РНК некоторых вирусов. По-

лагают, что в зависимости от стимуляции того или иного TLR МСК способны поляризо-

ваться либо в воспалительный МСК1 (активация TLR4), либо антивоспалительный МСК2 

(активация TLR3) фенотипы. При специфической активации TLR3 МСК человека секре-

тируют IL-6 IL-8, увеличивают уровень мРНК IDO и уровень секреции PGE2. Однако 

если специфически активировать TLR-4, то МСК секретируют воспалительные цитокины 

и хемоаттрактанты IL-4, IL-10, CCL10, CCL5 [297]. В дальнейшем было установлено, что 

долговременная стимуляция TLR способствует снижению уровня TLR4 и TLR2 на по-

верхности МСК, видимо, защищая организм от бесконтрольного развития воспалитель-

ного ответа [183].  

     Таким образом, данные in vitro и in vivo подтверждают взаимодействие МСК с клет-

ками врожденного и приобретенного иммунитета. Это взаимодействие способствует по-
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держанию баланса между уничтожением инфекционных агентов и инициацией репара-

ции ткани, что предотвращает повреждения органов и сохраняет тканевой гомеостаз в 

норме.  

6. Клинические исследования МСК 

     Показанная in vitro и подтвержденная in vivo иммуносупрессорная способность МСК 

побудила исследователей начать проведение клинических исследований по применению 

МСК для лечения аутоиммунных патологий. Однако, на данный момент вопрос об эф-

фективности МСК в клинической практике остается открытым и требует дальнейшего 

тщательного изучения. При испытании МСК на пациентах, страдающих GvHD, показано, 

что введение МСК имеет позитивный эффект во время острой формы заболевания, но при 

хроническом GvHD введение аллогенных МСК менее эффективно - в одном исследова-

нии только 5 пациентов из 11 имели позитивный исход [164]. При лечении РС с помощью 

МСК показано, что введение 10 пациентам аутологичных клеток в область позвоночного 

канала у 40% не приводило к функциональным улучшениям, а у у 70% больных – к мор-

фологическим. Данное исследование показало невысокую эффективность применения 

МСК самих пациентов в этом случае, а также необходимость дальнейших клинических 

испытаний, как с участием аутологичных, так и аллогенных МСК для лечения РС [184]. 

Cхожим образом ситуация выглядит и с лечением СКВ. Были получены положительные 

результаты по применению аллогенных МСК костного мозга [153] и пуповины [265] на 

небольших выборках пациентов (15-16 человек), наблюдаемых в течение года после вве-

дения. Однако ученые из Китая провели большое испытание на 40 пациентах, страдаю-

щих тяжелой формой, трудно поддающейся лечению. Одноразовое введение аллогенных 

МСК пуповины показало, что несмотря на почти 90% индекс выживания пациентов, 

только треть из них демонстрировала признаки полного выздоровления в течение года; 

еще у трети наблюдали частичное улучшение состояния, а у остальных болезнь развилась 

снова в период 9-12 месяцев после инъекции МСК [294].  
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     Заключение обзора литературы 

     Несмотря на активное изучение физиологии МСК и их участия в регенерации тканей, 

до сих пор не полностью расшифрована молекулярная программа иммунорегуляции. В 

первую очередь, из-за большого количества противоречивых данных неясно, каким обра-

зом МСК осуществляют иммунный надзор над участниками воспалительного ответа и 

контролируют баланс между физиологической нормой и воспалением [7, 236]. 

     Введение МСК не всегда приводит к позитивному терапевтическому эффекту. Помимо 

экспериментальных моделей об этом свидетельствуют клинические данные [158, 176]. 

Таким образом, пока не будут сняты все разногласия, полученные в ходе клинических 

исследований и исследований in vivo, применение МСК, как терапевтического инстру-

мента, в практику не пойдет. Для этого параллельно с исследованиями in vivo необходимо 

дальше расшифровывать механизмы молекулярной программы иммунорегуляции МСК, 

моделируя различные физиологические условия, раскладывая сложные многофакторные 

взаимодействия на отдельные составляющие в рамках in vitro. 

     В связи с этим, цель данной работы - установить механизмы иммунорегулирующего 

влияния мезенхимных стро-мальных клеток жировой ткани человека на лимфоциты (CD4 

T-хелперы) в культурах in vitro. 

     Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Установить, как мезенхимные стромальные клетки влияют на лимфоциты в усло-

виях отсутствия и при стимуляции Т-клеток. 

2. Обнаружить в мезенхимных стромальных клетках изменения траскрипционной ак-

тивности генов (IDO, NOS2, PTGS2, TGFB), ответственных за иммуносупрессию при сов-

местной инкубации с лимфоцитами. 

3. Установить изменение уровня и активности белков, которые наиболее важны для 

осуществления иммуносупрессии активированных Т-клеток под действием мезенхимных 

сромальных клеток. 

4. Определить какие молекулы адгезии влияют на иммуносупрессию лимфоцитов, 

оказываемую мезенхимными стромальными клетками. 

5. Определить изменения поверхностного фенотипа мезенхимных стромальных кле-

ток и лимфоцитов при совместной инкубации.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

МАТЕРИАЛЫ 

     Иингибиторы iNOS L-NMMA (цитрат NG-монометил-L-аргинин) (M7033-25MG 

Sigma) и IDO 1-МТ (1-метил-D,L-триптофан) (860646-250MG Sigma).  

     Человеческие антитела против: ICAM-1 SC-107L (блокирующее, Santa Cruz), IDO (H-

110 sc-25808 Santa Cruz), iNOS (aa 781-798, Clone 2D2-B2, MAB9502, R&D systems), CD28 

NA/LE (BD 555725), CD3 NA/LE (BD 555336). Вторичные кроличьи и мышиные антитела 

были любезно предоставлены Дмитрием Николаевичем Пеньковым и доктором Франче-

ско Блази из Института молекулярной онкологии (IFOM) в Милане. 

     Флуоресцентные человеческие антитела для цитометрии против: CD4 (558116, BD 

Pharmingen), CD25 (555346, BD Pharmingen), CD45 (304026, Biolegend), CD3 (300431, Bi-

olegend), CD11b (557321 BD Biosciences), CD14 (555397 BD Biosciences), CD90 (328110, 

Biolegend) CD73 (344006, Biolegend), HLA-DR (307610, Biolegend), CD8(335787 BD Bio-

sciences), ICAM-1 (sc-107 PE Santa Cruz), VCAM-1 (sc-18854 PE Santa Cruz). 

     Пластик и реактивы для работы с клеточными культурами: серологические пипетки 

(Greiner), полупроницаемые вставки для планшетов с размером пор 0,4 мкм  (Greiner 

665640), 12-луночные планшеты (Greiner 665180), культуральные чашки 100 мм (Corning 

430167), культуральная среда DMEM/F12 1:1 (HyClone SH30271.01), L-глутамин 146 мг 

(ПанЭко Ф032), Пенициллин-Стрептомицин 5 мл (ПанЭко А063), раствор Версена 

(ПанЭко Р080),  раствор фиколла (ПанЭко Р052п), фосфатно-солевой буфер pH 7,4 (ФСБ) 

без кальция и магния (HyClone SH30028.02), 1M раствор HEPES (HyClone SH30237.01), 

фетальная бычья сыворотка (ФБС) типированная ( Thermo Fisher Scientific SH30070.02), 

0,25% раствор трипсина (HyClone  SV30031.01), раствор Хенкса модифицированный 

(HyClone SH30031.02),    краситель CyQUANT®NF (C35006, Invitrogen). 

Прочие реактивы: TRIzol® Reagent (Invitrogen, 15596-018), хлороформ ХЧ (Хим Реактив), 

спирт изопропиловый (Пропанол-2), ОСЧ, (800г ХИММЕД 0000537), Maxima SYBR 

Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (K0221 Thermo Fisher Scientific), SuperScript® III Re-

verse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific), SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent 

Substrate (34078 Thermo Fisher Scientific).  
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Доноры МСК и лимфоцитов 

     МСК выделяли из подкожной жировой клетчатки во время операций грыжесечения от 

6 пациентов, не страдающих инфекционными, системными или онкологическими заболе-

ваниями, после подписания ими информированного согласия. Операции проводились в 

отделении герниологии и пластической хирургии Федерального государственного бюд-

жетного учреждения «Национальный медицинский исследовательский центр хирургии 

имени А. В. Вишневского» Министерства здравоохранения Российской федерации. Лим-

фоциты получали из периферической крови 6 здоровых доноров в возрасте от 20 до 40 

лет. 

МЕТОДЫ 

Выделение и культивирование МСК жировой ткани человека 

     Полученную жировую ткань промывали двумя объемами раствора Хэнкса, содержа-

щего 4х раствор антибиотика (400 ед/мл пенициллина) / антимикотика (400 мкг/мл стреп-

томицина) (HyClone, США) измельчали ножницами и инкубировали с раствором Хэнкса 

(без антибиотика, так как это снижает активность ферментов), содержащего коллагеназу 

I типа (200 ед/мл, Worthington Biochemical, США) и диспазу (40 ед/мл, Sigma, Германия) 

при 37°С в течение 30-45 мин. После этого добавляли равный объем среды DMEM/F12 

(HyClone), содержащей 2х раствор пенициллина (100 ед./мл)-стрептомицина (100 мкг/мл) 

(ПанЭко), 2 мМ глютамина (ПанЭко), 10 мМ раствор HEPES (HyClone), 10% фетальной 

бычьей сыворотки (HyClone) (далее стандартная среда культивирования). Остановка фер-

ментативной реакции осуществлялась компонентами сыворотки, содержащейся в среде 

культивирования. Полученную суспензию центрифугировали при 200g 10 мин, при этом 

МСК и другие клетки крови (эритроциты, лейкоциты) оседали на дно пробирки, в то 

время как адипоциты оставались в супернатанте. Осадок ресуспендировали в буфере для 

лизиса эритроцитов, содержащем 154 мM NH4Cl, 10 мM KHCO3 и 0,1 мM ЭДТА (20Х 

избыток по отношению к объему осадка) и инкубировали в течение 1 мин. Затем добав-

ляли равный объем стандартной среды культивирования и центрифугировали 200g 10 

мин. Осадок ресуспендировали в стандартной среде культивирования, фильтровали через 

100 мкм нейлоновое сито (Thermo Fisher Scientific), и полученную суспензию помещали 

в чашки диаметром 10 см (Corning Costar, США). Клетки инкубировали в 10 мл среды при 

37°С и 5% CO2. Среду культивирования заменяли свежей каждые 2-3 дня. По достижении 

70-80% монослоя клетки рассевали. В эксперименте использовали клетки IV пассажа. 
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Пассирование МСК 

     Клетки дважды промывали раствором Версена (ПанЭко) комнатной температуры, и 

инкубировали с 3 мл раствора, содержащего 1,5 мл Версена (ПанЭко) и 1,5 мл 0,25% 

трипсина при 37°С 5 мин (HyClone). Действие фермента нейтрализовывали сывороткой в 

стандартной среде культивирования, собирали клетки и центрифугировали суспензию 10 

мин при 200g. Осадок ресуспендировали и высаживали клетки в соотношении 1:4 от ис-

ходного количества (или примерно 10-15·105 клеток на чашку диаметром 10 см). 

Выделение лимфоцитов периферической крови 

     Кровь здоровых доноров (25-50 мл) добавляли в пробирки с антикоагулянтом ЭДТА 

(1,5 мг на мл крови, pH 6,3) в растворе Хэнкса без ионов Ca2+ (Ca2+ способствует агломе-

рации клеток и их неспецифической активации, далее все растворы без кальция и магния). 

Разведенную кровь инкубировали 40 мин при комнатной температуре и наслаивали около 

25 мл на 20 мл раствора фиколла (ρ=1,077 г/см3 ПанЭко), центрифугировали 25 мин при 

400g (тормоз центрифуги должен быть выключен). В градиенте плотности, происходит 

расслоение крови на фракции: самая верхняя фракция содержит плазму с липопротеидами 

различной плотностии тромбоцитами, на дно пробирки оседают эритроциты и грануло-

циты, а на итерфазе между плазмой и фиколлом образуется кольцо, содержащее лимфо-

циты с примесью моноцитов (в дальнейшем лейкоциты периферической крови, ЛПК). 

Фракцию ЛПК переносили в чистые пробирки, несколько раз промывали раствором Хэн-

кса при 250g 10мин, осадок ресуспендировали в 500 мкл буфера для лизиса эритроцитов, 

содержащего 154 мM NH4Cl с рН 7,4, 10 мM KHCO3, и 0,1 мM Na2ЭДTA, в течение 1 мин. 

Затем добавляли пять объемов стандартной среды культивирвания, центрифугировали и 

считали количество живых клеток в камере Горяева, окрашивая мертвые клетки трипано-

вым синим (Hyclone) с помощью стандартного протокола. 

     Выделенную суспензию ЛПК анализировали, инкубируя клетки с флуоресцентными 

антителами к CD4, CD8, CD25, CD3, а затем определяли долю окрашенных клеток с по-

мощью проточной цитометрии, с целью определить пропорцию спонтанно активирован-

нных клеток, несущих α-субъединицу рецептора IL-2 (CD25) в популяции CD4 Т-клеток 

(данная процедура также способствовала исключению из выборки доноров с активиро-

ванной иммунной системой). В эксперимент брали клетки с долей CD25+ клеток не более 

5%. Также для оценки чистоты популяции полученную фракцию ЛПК дополнительно 
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окрашивали антителами к маркерам моноцитов CD14 и CD11b. Доля клеток с такими мар-

керами не превышала в наших экспериментах 12%, в то время как общая пропорция CD3 

лимфоцитов составляла 60-70% (данные не представлены).  

     Затем проводили активацию полученных ЛПК либо процедуру сортировки клеток. Для 

для идентификации CD4 Т-хелперов в сложной смеси мы предварительно окрашивали 

фракцию ЛПК антителами, конъюгированными с флуорофорами, к маркерам CD45, CD3 

и CD4. Процедуру сортировки проводили на клеточном сортере BD FACSAria™ III. Для 

сортировки мы брали популяцию Т-хелперов с фенотипом CD45+CD4+CD3+. Скорость 

сортировки составила 6·106 клеток/час, чистота – более 99%. Для повышения процента 

выживания очищенные клетки сортировали в раствор фосатно-солевого буфера (ФСБ), 

не содержащий кальция с 10% ФБС. Сортированные Т-хелперы центрифугировали и по-

лученный осадок ресуспендировали в стандартной среде культивирования. 

     Стимуляцию Т-клеток осуществляли двумя способами – в случае изучения пролифе-

рации и в предварительных экспериментах ЛПК стимулировали фитогемагглютинином 

(ФГА) в концентрации 10 мкг/мл (Sigma Aldrich L2769-5MG) в течение 6 часов при 37°С 

и 5% CO2.  Во всех остальных экспериментах стимуляцию проводили с помощью антител 

к компоненту системы Т-клеточного рецептора CD3 1мкг/мл и молекуле дополнительной 

стимуляции CD28 0,5 мкг/мл, иммобилизованных на дне 12-луночных планшетов 

(Corning) с содержанием клеток 2,5·106 на лунку в течение 48 часов.  

Совместная инкубация МСК и лимфоцитов 

     МСК жировой ткани человека инкубировали в стандартной среде в 12-луночных план-

шетах в концентрации 50-55·103 клеток на лунку при 37°С 48ч. Затем среду культивиро-

вания меняли на новую и добавляли активированные или не стимулированные ЛПК (либо 

сортированную популяцию CD4 лимфоцитов). МСК и лимфоциты инкубировали в кон-

тактных и бесконтактных условиях с использованием полупроницаемых мембран 

(Transwell) с диаметром поры 0,4 мкм (Greiner) в течение 48 ч при 37°С или в течение 

более длительного времени (в зависимости от эксперимента).  

Сбор МСК и лимфоцитов для анализа 

     Сбор лимфоцитов осуществляли тремя различными способами в зависиммости от 

условий культивирования. В случае культивирования лимфоцитов без МСК после отбора 

среды клетки инкубировали с раствором HyQTase™ (HyClone) 10 мин при 37°С (1 мл на 

лунку 12-луночного планшета) и затем отбирали, добавляя избыток ФСБ в лунку. Раствор 
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HyQTase™ был использован в связи с его более щадящим, чем трипсин, действием на 

клетки и их поверхностные белки за счет подобранного набора коллагеназ, направленных 

на открепление клеток от матрикса или от пластика. Вдобавок HyQTase™ не требует до-

полнительной инактивации с помощью сыворотки. В бесконтактных условиях инкубации 

с МСК лимфоциты собирали путем добавления в вставку с мембраной избытка ФСБ. По-

сле легкого перемешивания находящиеся на полупроницаемой мембране лимфоциты ак-

куратно отбирали, избегая повреждений в полупроницаемой мембране. В контактных 

условиях инкубации с МСК для отделения прикрепившихся лимфоцитов использовали 

многократную промывку раствором ФСБ без кальция, не обладающим протеолитической 

активностью. Это сохраняло монослой МСК и препятствовало попаданию их в образец с 

лимфоцитами. Для отбора МСК. оставшихся после инкубации с лимфоцитами или куль-

тивируемых отдельно, также использовали раствор HyQTase™. 

Оценка пролиферации ЛПК 

     Для исследования способности МСК жировой ткани угнетать пролиферацию активи-

рованных ЛПК использовали коммерческий набор реактивов CyQUANT®NF Cell 

Proliferation Assay Kit (Invitrogen, США). CyQUANT®NF обладает максимумом флуорес-

ценции при 530 нм и интеркалируя в двухцепочечную ДНК, связывается с ней в 6 раз 

эффективнее чем с одноцепочечной мРНК [124]. Проводили инкубацию МСК и активи-

рованных ЛПК в указанных соотношениях (1/100, 1/50, 1/25, 1/12,5 МСК к ЛПК соответ-

ственно) 1-6 суток при 37°С. Оценку пролиферации проводили в соответствии с рекомен-

дациями производителя. Супернатант, содержащий ЛПК (100 мкл), центрифугировали 

(250 g), растворяли полученный осадок в однократном растворе Хэнкса, добавляли к клет-

кам краситель CyQUANT®NF или пермеабилизующий агент (контроль для определения 

фонового сигнала), инкубировали в темноте 1 ч при 37° С. ЛПК, инкубируемые в стан-

дартной среде, использовали для построения калибровочной кривой зависимости сигнала 

флуоресценции от количества клеток (100-10·103) с шагом разведения 2. Интенсивность 

флуоресценции образовавшегося комплекса красителя с ДНК измеряли при 530 нм, воз-

буждая ее лазером при 485 нм, на приборе ZENYTH 3100 (Anthos, Австрия). Полученные 

данные флуоресценции в различных условиях нормировали на соответствующие значе-

ния в контролях (активированные ЛПК в среде культивирования) и выражали результат 

в процентах. 



65 
 

 

Окрашивание клеток антителами и анализ с помощью проточной цитофлуоримет-

рии 

     Клетки (МСК или лимфоциты) промывали раствором ФСБ без кальция (HyClone), пу-

тем центрифугирования при 200g и ресуспендировали осадок в 100 мкл раствора ФCБ без 

кальция, содержащего 1% БСА. В полученную суспензию добавляли конъюгированные с 

флуорофорами антитела к клеточным маркерам в концентрации, рекомендуемой фирмой-

производителем, и инкубировали на льду в течение часа без доступа света. По окончании 

инкубации клетки дважды промывали раствором ФСБ без БСА (200g) и проводили анализ 

на проточном цитометре FACS CANTO II (BD Bioscience). Данные обрабатывали с помо-

щью пакета программ FLOWJO. Так как целью исследования было изучение популяции 

CD45+CD3+CD4+ Т-хелперов (в случае лимфоцитов), определяли долю клеток, несущих 

CD25 или ICAM-1, среди CD4 лимфоцитов, полученные значения сравнивали со значе-

ниями в контрольных образцах (лимфоциты без воздействия МСК), которые в дальней-

шем принимали за 100% или единицу. При изучении МСК в анализе использовали попу-

ляцию с маркерами CD73, CD90, СD105 на поверхности клеток, которая была негативна 

по CD3 и CD45. В качестве контролей использовали образцы МСК, не взаимодействовав-

шие с лимфоцитами. Результаты представляли в виде процентного сравнения долей кле-

ток, несущих ICAM-1 или HLA-DR, либо CD86, полученных в экспериментальных образ-

цах, с контролем. 

Оценка апоптоза лимфоцитов 

     Лимфоциты (активированные или интактные), собранные после инкубации с МСК и 

культивированные отдельно, промывали раствором ФСБ без кальция (HyClone), путем 

центрифугирования при 200g и ресуспендировали осадок в 100 мкл раствора 1х Binding 

buffer (BD). К полученной суспензии добавляли 5 мкл конъюгированных с PE антител к 

Аннексину V (BD) и 5 мкл 7-аминоактиномицина (7-AAD) (BD) (для детекции мертвых 

клеток) и перемешивали. Смесь инкубировали в темноте при комнатной температуре 20 

минут, затем промывали избытком 1х Binding buffer при 200g и полученый осадок ресус-

пендировали в 400 мкл 1х Binding buffer, после чего анализировали на проточном цито-

метре FACS CANTO II в течение часа после инкубации. В качестве апоптотических лим-

фоцитов считали популяцию, AnnexinV+7AAD-. Процент апоптоза оценивали путем срав-

нения с контролем – доля AnnexinV+7AAD- лимфоцитов, культивируемых без МСК. 



66 
 

 

Получение прижизненных изображений клеток 

     Для анализа методом флуоресцентной микроскопии МСК и лимфоциты, предвари-

тельно меченые флуоресцентными красителями: МСК с CellTrace™ Calcein Green, AM 

(C34852 ThermoFischer), а ЛФ с CellTrace™ Calcein Red-Orange, AM (C34851 

ThermoFischer) по рекомендациям производителя (клетки в количестве от 5·105 до 2·106 

инкубировали в 1 мл среды культивирования без сыворотки с конечной концентрацией 

красителя 2,5 мкМ, 30 мин, 37°C), культивировали как описано в пункте «Совместная 

инкубация МСК и лимфоцитов» Изображения клеток получали, используя инвертирован-

ный микроскоп Axio Vert A1 (Carl Zeiss, Германия) с объективами С-Apochromat 10x/0,45 

W увеличение 10х (Carl Zeiss, Германия) для флуоресценции и LD A-Plan 20x/0.35 Ph1- 

M27 (Carl Zeiss, Германия) увеличение 20х для фазового контраста, в начале и через 48 

часов после начала инкубации МСК и ЛФ. Флуоресценцию возбуждали лазерами с дли-

нами волн 488 (МСК) и 543 (ЛФ) нм, эмиссию детектировали с помощью полосовых све-

тофильтров 500–530 нм и 560-590 нм, соответственно. Изображения клеток получали при 

экспозициях 27 мс для МСК и 300 мс для ЛФ, фазовый контраст – 50 мс. Изображения, 

полученные в разных каналах флуоресценции, накладывали друг на друга с помощью 

программы ImageJ. 

Выделение мРНК из клеточных лизатов 

     Для выделения мРНК из лимфоцитов и МСК суспензии собранных клеток центрифу-

гировали, осадок растворяли в 800 мкл реагента TRIzol (Invitrogen, США) и инкубировали 

ночь при 4°С. Выделение тотальной РНК проводили в соответствии с протоколом произ-

водителя. Осадок РНК растворяли в воде без нуклеаз (Invitrogen). Чистоту (соотношение 

поглощения раствора при длиннах волн 260/280) и концентрацию полученной РНК (по 

поглощению раствора при 260 нм) определяли с помощью прибора Nanodrop (Thermo 

Fisher Scientific, США. От возможных примесей ДНК избавлялись с помощью DNAse I 

(EN0521 Thermo Fisher Scientific) при 37°C в течение 30 минут. Для остановки реакции к 

смеси добавляли 10х раствор 50мМ ЭДТА. Полученные образцы хранили на -70°С.   

Получение кДНК методом обратной транскрипции и ПЦР в реальном времени 

     С помощью обратной транскртиптазы Superscript III (Invitrogen) на матрице тотальной 

РНК синтезировали кДНК в соответствии с инструкциями производителя. Полученную 

кДНК использовали для сравнения уровня экспрессии генов интереса полуколичествен-

ным методом Лайвака [Livak K. J., 2001]. Для проведения полимеразной цепной реакции 
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(ПЦР) в реальном времени использовали коммерческий набор реактивов 2X Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermoscientific), содержащий 10 мM дНTФ с дУТФ, 

AmpliTaq Gold® ДНК полимеразу (5000 ед/мл) и интеркалирующий с ДНК краситель 

SYBR Green I, а также дополнительный краситель ROX, нормализующий сигнал флуо-

ресценции от ПЦР. В реакционную смесь также добавляли 10 пмоль каждого праймера и 

500 нг полученной кДНК. Суммарный объем смеси составлял 25 мкл. Программа ПЦР 

состояла из денатурации ДНК при 95°С, затем 35 циклов (денатурация 95°С, 15 сек; «от-

жиг» 58-64°С (в зависимости от праймера), 15 сек; элонгация 72°С, 10 сек), завершающая 

элонгация 72°С, 4 минуты. Оценку специфичности продукта, получающегося в ходе ПЦР, 

проводили путем исследования кинетики плавления продукта по флуоресценции в тем-

пературном диапазоне от 50 - 99°С.  Оценка накопления продукта ПЦР проводилась де-

тектирующим амплификатором ДТ-96 (ДНК-Технология) путем регистрации флуорес-

ценции SYBR Green I. На основании полученных данных, опираясь на значения флуорес-

ценции основного сигнала за вычетом фона, программное обеспечение амплификатора 

рассчитывало значения CТ (точка пересечения графика накопления ДНК и пороговой ли-

нии), которые использовали для дальнейшего анализа. Результаты представляли в виде 

относительных единиц, полученных в ходе нормирования значений экспрессии гена в 

эксперименте на значения в контрольных образцах МСК и лимфоцитов. Для определения 

уровня экспрессии генов интереса использовали специфические олигонуклеотидные 

праймеры, представленные в таблице 1. В качестве дополнительного внутреннего кон-

троля при оценке уровня мРНК ICAM-1 в случае контактных взаимодействий образцы с 

МСК анализировались на уровень мРНК субъединиц δ (CD3d) и ε (CD3e), образующих 

комплекс Т-клеточного рецептора CD3. Полученные данные сравнивали со значениями, 

полученными при аналогичном анализе образцов лимфоцитов без МСК, принимаемых за 

100%. Если данные по CD3 в МСК превышали границу в 5%, то такие образцы исключали 

из рассмотрения. 

        Таблица 5 

Последовательности праймеров для ПЦР в реальном времени 

Ген «Прямой» праймер  «Обратный» праймер  

Actinβ 5’-ссtggcacccagcacaat-3’ 5’-gggccggactcgtcatac-3’ 

IDO 5’-agcccctgacttatgagaacatgga-3’ 5’-ccagccagacaaatatatgcgaagaa-3’ 

NOS2 5’-atggcacacgctatggaaaactc-3’ 5’-ctagacgtgcaaggcgctgtgact-3’ 
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Продолжение таблицы 5 

Ген «Прямой» праймер «Обратный» праймер 

ICAM1 5’-aaccgccagcggaagatcaaga-3’ 5’-tcagggaggcgtggcttgtg-3’ 

PTGS2 5’-tcacgcatcagtttcaagacagat-3’ 5'-tacatcatcagaccaggcaccaga-3’ 

TGFB 5'-cccagcatctgcaaagctc-3' 5'-gtcaatgtacagctgccgca-3' 

CDH2 5- caggattgtgggtgcggggc -3’ 5’- tggcgttctttatcccggcgt -3’ 

CDH3 5’- tccgcctccgaccaagacca -3’ 5’- tagtcgtcctccccgccacc -3’ 

CDH1  5’- cttccccgccctgccaatcc -3’ 5’- ataaggcggggctgtggggt -3’ 

CDH13 5’- acagatctcagggtacaagtgtgct -3’ 5’- tgaggagcaggactgagggca -3’ 

SELE 5’-agcaccatttctcctctggcttcg-3’ 5’-ccatctgattcaaggctttggcagc-3’ 

SELP 5’-aggtctgataatgggtgggacgct-3’ 5’-tggctgtgaggattcaaggggca-3’ 

SELL  5’-actggggagatggtgagccc-3’ 5’-gctgcctttagtttgtggcaggc-3’ 

CD3e 5`-accccagaggaagcaaaccagaag-3` 5`-agcccccagtgatgcagatgtcc-3` 

CD3d 5`- atctaccgtgcaagttcattatcg -3` 5`-agccccagacagccttccagt-3` 

 

Электрофорез белков в полиакриламидном геле и иммуноблоттинг 

     Клеточные осадки лизировали буфером, содержащим 50 мМ Трис-HCl (pH 6,8), 1% 

ДСН (додецилсульфат натрия)10% глицерин, в течение 30 мин на льду. Концентрацию 

тотального белка измеряли при помощи коммерческого набора реактивов Pierce™ BCA 

Protein Assay Kit (23225 Thermo Scientific), окрашивание бицинхониновой кислотой [259]. 

Измеряли оптическую плотность при 625 нм комплекса бицинхониновой кислоты с 

ионами Cu1+, взаимодействующими с аминогруппами пептидных связей. Электрофорети-

ческое разделение проводили по методу Леммли [140]. Для этого использовали комбина-

ции разделяющего 12,5% (для IDO) или 9% (для iNOS) и 7,5% концентрирующего гелей.  

Приготовление гелей производили по стандартной методике, используя буферы для раз-

деляющего (125 мM Трис-HCl с pH 6.8 и 0.1% ДСН) и концентрирующего (375 мM Трис-

HCl с pH 8.8 и 0.1% ДСН) гелей, 30% раствор акриламида, содержащий 0,8% бисакрила-

мида (sigma-aldrich A3574) и деионизированной воды.     

     Полимеризацию инициировали добавлением 10% персульфата аммония (sigma-aldrich 

A3678-25G) (10 мкл на 1 мл геля) и тетраметилэтилендиамида (1 мкл на 1 мл геля). Пре-

параты белковых лизатов, смешанные с буфером для образцов (50мМ Трис- HCl pH 6,8, 
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10% глицерин, 1% ДСН, 1% β-меркаптоэтанол, 0,02% бромфеноловый синий) инкубиро-

вали 5 минут при 95°С и наносили на дорожки геля в количествах до 35 мкг тотального 

белка. Готовые гели помещали в камеру для электрофореза (Biorad, США), содержащую 

электродный буфер состава (25 мM Трис-HCl, pH 8.6; 192 мM глицин и 0.1% ДСН). Для 

электрофореза использовали буфер состава 25 мM Трис-HCl, pH 8.6, 192 мM глицин и 

0.1% ДСН и условия: сила тока 30 мА, напряжение 100В  (источник питания 

PowerPac™ HC High-Current Power Supply, Bio-rad, США). В качестве маркеров молеку-

лярного веса использовали смесь окрашенных белков (Spectra™ Multicolor Broad Range 

Protein Ladder 26634 Thermo Scientific).         

     Электроперенос белков с геля на нитроцеллюлозную мембрану (Hybond-C Extra 

RPN303E GE Healtcare) осуществляли по методу [279] и проводили в камере (Mini Trans-

Blot® Cell, Bio-rad), содержащей буфер для переноса 25 мM Tрис-HCl, 192 мM глицин и 

20% этиловый спирт в течение 60 минут для IDO и 90 минут для iNOS при силе тока 320 

мА и напряжении 110В (источник питания Эльф-4, Днк-Технология). Затем мембрану 

промывали раствором ФСБ и помещали в блокирующий раствор (5% обезжиренное сухое 

молоко, в ФСБ с Tween 20 0,01%). Мембрану инкубировали ночь на 4°С при постоянной 

ротации. Затем проводили инкубацию с первичными антителами (стоки разводили в бло-

кирующем растворе) против IDO (H-110 sc-25808 Santa Cruz, кроличьи, 1:500)1 час, про-

тив iNOS (aa 781-798, Clone 2D2-B2, MAB9502, R&D systems, мышиные 1:500) 20 часов. 

После 4 5-минутных отмывок несвязавшихся антител раствором ФСБ/0,01% Tween 20 

(ФСБТ) мембрану оставляли в растворе вторичных антител (1:3000), конъюгированных с 

пероксидазой хрена. Затем мембрану снова отмывали и инкубировали с люминесцентной 

системой SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (34078 Thermo Scientific). 

Сигнал детектировали при помощи рентгеновской фотопленки X-ray Film for Western Blot 

Detection (34088 Thermo Scientific). Для проявки использовали реактивы фирмы Kodak 

(США). 

Ингибиторный анализ 

     Совместную инкубацию МСК и активированных лимфоцитов проводили в присут-

ствии 1мМ ингибитора IDO 1-МТ (1-метил-D,L-триптофан, растворенный в DMSO) либо 

1мМ ингибитора iNOS L-NMMA (NG-метил-L-аргинин, растворенный в деионизованной 

воде), затем отбирали и анализировали супернатанты. 
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     В случае ингибирования IDO анализировали содержание продукта его ферментатив-

ной активности – кинуренина - с помощью набора коммерческих реактивов для проведе-

ния иммуноферментного анализа (ИФА) (BA E-2200 LDN). Данный набор использует ме-

тод конкурентного связывания свободного кинуренина и кинуренина, адсорбированного 

на дне лунок, с антителами к кинуренину. После установления равновесия в системе сво-

бодный кинуренин и и комплексы свободного кинуренина с антителами удаляют, после 

чего детектируют количество антител, связавшихся с адсорбированным кинуренином. 

Чем больше свободного кинуренина в растворе, тем меньше антител свяжется с адсорби-

рованным сигналом, тем ниже будет оптическая плотность раствора. Ацилированные по 

инструкции производителя супернатанты культур, стандарты и контроли помещали в 96-

луночный планшет, с адсорбированным на дне лунок кинуренином. Руководствуясь про-

токолом, проводили поочередно первичную инкубацию с антителами на кинкуренин, за-

тем отмывку и инкубацию с вторичными антителами, конъюгированными с пероксида-

зой. Удаляли несвязавшиеся антитела и добавляли субстрат для пероксидазы, инкубиро-

вали 20 минут, реакцию останавливали 0.25 М раствором H2SO4, и измеряли оптическую 

плотность раствора в лунках при 405 нм на спектрофотометре Zenyth 3100. После постро-

ения калибровочной стандартной кривой, которую аппроксимировали прямой, вычис-

ляли концентрации кинуренина в исследуемых образцах. Результаты в образцах норми-

ровали на контроли (супернатанты от МСК с добавлением ингибитора и супернатанты от 

МСК с добавлением DMSO, инкубируемые без лимфоцитов) и представляли данные в 

виде относительных единиц. 

     Чтобы оценить уровень ферментативной активности iNOS использовали коммерче-

ский набор реактивов для детекции его продукта NO (K262-200, Biovision, США). Все 

процедуры проводили в соответствии с рекомендациями производителя. Супернатанты 

помещали в 96-луночный планшет и инкубировали с нитратредуктазой для восстановле-

ния полученного нитрата в нитрит (так как NO активно реагирующее соединение, оно 

довольно быстро переходит в форму либо нитрата, либо нитрита). Затем добавляли реак-

тив Грисса для получения азокрасителя красного цвета, количество которого соответ-

ствует содержанию нитрита в исследуемых образцах. Детекцию оптической плотности 

проводили при 540 нм. После построения калибровочной кривой по стандартам, предо-

ставленным производителем, оценивали концентрацию нитрита в исследуемых образцах. 

Полученные результаты нормировали на контроли (супернатанты от МСК с добавлением 
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ингибитора и без, инкубируемые в отсутствие лимфоцитов) и представляли данные в виде 

относительных единиц. 

Обработка данных 

     Для статистического анализа данных использовали пакеты программ STATISTICA 6 и 

SIGMA PLOT. Тест на нормальность проводили методом Шапиро-Уилка, с попарным 

сравнением Шидока-Холма или Даннета. Для непараметрических распределений исполь-

зовали однофакторный дисперсионный анализ на рангах Крускала – Уоллиса с последу-

ющим тестом Тьюки. Для анализа нескольких выборок использовали критерий Манна-

Уитни.  Для построения графиков применяли пакет программ GRAPHPAD PRISMA 5.  
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

1. Изучение иммуносупрессорных свойств МСК 

1.1 Разработка системы и подбор условий для изучения иммуносупрессорных свойств 

МСК 

В данной работе для изучения молекулярных механизмов иммуносупрессии мы ис-

пользовали совместную инкубацию МСК и CD4 Т-лимфоцитов (в составе тотальной по-

пуляции лейкоцитов периферической крови (ЛПК), либо в виде очищенной популяции 

CD4 Т-клеток). Известно, что Т-клетки могут составлять от 40 до 70% ЛПК, при этом 

самой многочисленной группой среди Т-клеток является популяция CD4 лимфоцитов 

(30-50% от всех ЛПК) [54]. Известно, что при стимуляции ЛПК специфическими антите-

лами к компоненту Т-клеточного рецептора - CD3 и молекуле дополнительной стимуля-

ции CD28 происходит селективная активация именно Т-клеток [178]. Таким образом, при 

взаимодействии МСК с ЛПК в условиях активации Т-клеток специфическими антителами 

можно изучать эффекты, связанные с активацией Т-клеток, а также выделяемых при этом 

Т-клетками растворимых факторов на МСК, в то время как другие популяции в составе 

ЛПК не будут оказывать значимого влияния на МСК. В данной работе под лимфоцитами 

мы подразумеваем CD4 Т-лимфоциты в составе ЛПК, в случае использования очищенной 

популяции Т-клеток это будет оговорено особо.  

Сначала мы подбирали условия стимуляции Т-клеток, а также условий совместного 

культивирования лимфоцитов и МСК, при которых наиболее сильно проявляются имму-

нопосупрессорные свойства МСК. Мы инкубировали МСК с ЛПК, которые активировали 

фитогемагглютинином (ФГА). ФГА - это лектин, связывающий N-ацетилгалактозами-

намы и галактозу гликолипидов на поверхности клеток. Обработка ФГА приводит к при-

липанию клеток друг к другу [309]. В случае лимфоцитов это приводит к сближению Т-

клеточных рецепторов, которое индуцирует активацию и пролиферацию стимулирован-

ных ФГА клеток [191]. Есть данные, что ФГА усиливает сигнальный путь от рецептора 

IL-1[9], а также способен имитировать активацию комплекса Т-клеточного рецептора, что 

приводит к запуску сигнального каскада NF-κB [21]. Стимуляция ФГА моделирует усло-

вия неспецифической активации Т-клеток, в результате которой клетки синтезируют и 

секретируют воспалительные факторы, действующие на МСК. Поскольку такая актива-

ция лимфоцитов не связана с конкретным антигеном и структурой Т-клеточного рецеп-

тора, это позволяет активировать подавляющее большинство Т-клеток в культуре. Усло-
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вия сильной неспецифической стимуляции напоминают ситуацию в тканевом микроокру-

жении при острой стадии воспалительного процесса. Однако из литературы известно, что 

ФГА способен лишь инициировать процесс пролиферации в лимфоцитах, а для его под-

держки необходимы дополнительные сигналы, которые в очищенной популяции Т-кле-

ток отсутствуют. Было показано, что для успешной активации лимфоцитов ФГА необхо-

димы моноциты, присутствующие в ЛПК, которые под действием ФГА продуцируют IL-

6, способствующий выживанию и длительной пролиферации Т-клеток [42].  

     Чтобы определить условия, при которых наблюдается максимальная иммуносупрессия 

Т-клеток МСК мы варьировали три параметра: соотношения между клетками МСК к 

ЛПК, время инкубации, а также вид взаимодействия между МСК и ЛФ (контактный или 

бесконтактный). Для создания условий бесконтактного взаимодействия использовали 

вставки с полупроницаемой мембраной (Transwell, размер поры 0,4 мкм), позволяющие 

свободный обмен растворимыми факторами между МСК и лимфоцитами (Рис. 6.), но пре-

пятствующие образованию контактов между мембранами МСК и лимфоцитов. В качестве 

контроля использовали лимфоциты, инкубируемые без МСК в стандартной среде культи-

вирования. Схема эксперимента представлена на Рис. 6. 

 

                                  

Рис. 6. Подбор усло-

вий для изучения им-

муносупрессии. На 

рисунке микрофото-

графии (фазовый 

контраст) МСК и сти-

мулированных лим-

фоцитов в составе 

фракции ЛПК, 20х 

увеличение, а также 

схема эксперимента 

по совместному куль-

тивированию МСК и 

лимфоцитов. 
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1.1.1 МСК снижают пролиферацию активированных лимфоцитов      

     В качестве одного из критериев иммуносупрессии МСК мы использовали уменьшение 

скорости пролиферации лимфоцитов, которую измеряли, определяя количество ДНК, со-

держащейся в клетках лимфоцитов после инкубации с МСК и в контрольных культурах. 

Для измерения количества ДНК выбрали метод, основанный на инкубации лизатов клеток 

с избытком низкомолекулярного красителя CyQUANT®NF. Данный метод позволяет 

оценить скорость пролиферации клеток. Поскольку зависимость увеличения количества 

ДНК от числа равномерно делящихся клеток линейна (в случае достаточно большого 

числа клеток), метод позволяет надежно определить количество клеток в диапазоне от 

10000 до 100000.  

     Максимальный эффект иммуносупрессии был зафиксирован нами на вторые сутки 

совместной инкубации при соотношении клеток МСК к ЛФ, равном 1/25, что логично, 

поскольку Т-клетки имеют гораздо меньшие линейные размеры, чем МСК. Данный эф-

фект проявлялся как при наличии, так и в отсутствии контактов между МСК и лимфоци-

тами. Следует отметить, что в случае контактных взаимодействий подавление пролифе-

рации было выражено сильнее, что свидетельствует о возможном сочетанном действии 

растворимых молекул и прямых контактов МСК с ЛФ в процессе иммуносупрессии (Рис. 

7А.). Эти наблюдения хорошо согласуются с данными Di Nicola и коллег, которые тоже 

наблюдали более выраженные супрессорные эффекты МСК при наличии контактов с ЛФ 

[76]. 

 
Рис. 7. Изучение им-

муносупрессорных 

свойств МСК мето-

дом CyQUANT®NF. 

(А) - оценка пролифе-

рации активирован-

ных (ФГА 10 мкг/мл) 

ЛПК при совместной 

инкубации с МСК; 

данные представлены как M ± SEM, N=5 (тест на Нормальность Шапиро-Уилка p = 0,061; 

попарное сравнение методом Шидока-Холма * p <0,05). (Б) - зависимость уровня флуо-

ресценции комплекса CyQUANT®NF-ДНК от концентрации клеток одного из 5 экспери-

ментов. Среда культивирования – стандартная среда для проведения экспериментов, су-

пернатант – среда культивирования, полученная от МСК, инкубируемых отдельно в те-

чение 48 часов, контактное – культивирование МСК и активированных ЛПК в условиях 

контактов между клетками, бесконтактное – культивирование в отсутствии контактов 

между МСК и активированными ЛПК. 
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    Снижение пролиферации также было подтверждено с помощью подсчета количества 

ЛПК после совместной инкубации с МСК по сравнению с контролем (Рис. 8.) 

Рис. 8. Оценка числа активирован-

ных (ФГА 10 мкг/мл) ЛПК при сов-

местной инкубации с МСК. Данные 

представлены как M ± SEM числа 

посчитанных в камере Горяева ЛПК, 

N=5 тест на Нормальность Шапиро-

Уилка p = 0,354; попарное сравнение    

методом Шидока-Холма, * p <0,05; 

** p <0,01. 
 

     При изучении иммуносупрессии мы также оценивали фенотипические изменения в 

МСК после совместной инкубации с активированными ЛПК. По нашим представлениям, 

воспалительное микроокружение может способствовать не только инициации иммуносу-

прессорной программы, но, возможно, и изменениям в фенотипе МСК, которые мы оце-

нивали по уровню представленности характерных поверхностных маркеров, таких как 

CD90, CD73, CD105. Мы установили, что совместная инкубация МСК с лимфоцитами 

контактным способом в течение 2 и 

более суток не приводит к измене-

нию уровня этих основных марке-

ров на поверхности МСК (Рис. 9.) 

 
Рис. 9. Оценка уровня поверхност-

ных маркеров МСК до и после ин-

кубации с активированными ЛПК 

контактным способом. На рисунке 

представлены микрофотографии, 

10х увеличение, (флуоресценция) 

МСК (Calcein Green AM) и стиму-

лированных ЛФ (Calcein Red-Or-

ange AM) при контактной инкуба-

ции с МСК, а также репрезентатив-

ные гистограммы одного из 3 экс-

периментов зависимости уровня 

флуоресценции антител к основ-

ным маркерам МСК (CD90, CD73, 

CD105) от количества клеток до и 

после контактной инкубации МСК 

с ЛФ.  
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1.1.2 Инкубация с МСК не приводит к увеличению спонтанного апоптоза активирован-

ных лимфоцитов 

     Изменение в скорости пролиферации клеток, измеряемое по увеличению числа клеток, 

можно объяснить тем, что клетки стали быстрее делиться, либо тем, что они стали меньше 

погибать (например, от апоптоза). Мы предположили, что замедление пролиферации мо-

жет быть обусловлено увеличением процента спонтанного апоптотоза клеток в культурах 

активированных лимфоцитов, под действием МСК. Для этого мы детектировали фосфа-

тидилсерин на поверхности лимфоцитов после взаимодейстивя с МСК, инкубируя их с 

аннексином-V-FITC, способным связываться с фосфатидилсерином [32]. Известно, что в 

норме фосфатидилсерин локализован во внутреннем фосфолипидном слое клеточной 

мембраны, однако, у апоптотических клеток он быстро перемещается на внешний, что 

позволяет, таким образом, детектировать клетки, находящиеся на ранней стадии апоптоза 

и еще сохраняющие целостность клеточной мембраны [147]. Для того чтобы детектиро-

вать клетки на поздней стадии апоптоза и мертвые клетки, мы также инкубировали лим-

фоциты с интеркалирующим в ДНК 7-аминоактиномицином (7-AAD). Мы ожидали, что 

контактная и бесконтактная инкубация активированных лимфоцитов с МСК будет спо-

собствовать спонтанному увеличению процента CD4 лимфоцитов, переходящих в ранний 

апоптоз (Annexin-V+7-AAD-). Однако, по нашим данным, оценка доли Annexin-V+7-AAD- 

CD4 лимфоцитов с помощью иммуноцитофлуориметрии не выявила статистически зна-

чимых различий между контактной инкубацией, бесконтактной и контролем (активиро-

ванными лимфоцитами, инкубируемыми отдельно) (Рис. 10 и Рис. 11.).  

 

Рис. 10. МСК снижают 

число активированных 

ЛФ через 48 часов ин-

кубации. Микрофото-

графии (флуоресцен-

ция) инкубации МСК 

(Calcein Green AM) и 

активированных ЛФ 

(Calcein Red-Orange 

AM) контактным спо-

собом в начале и в 

конце эксперимента, 

10х увеличение. 
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Рис. 11. Изучение влияния МСК на 

спонтанный апоптоз активирован-

ных лимфоцитов при совместной 

инкубации. Анализ апоптоза акти-

вированных (ФГА 10 мкг/мл) CD4 

лимфоцитов после совместной ин-

кубации с МСК, M ± SEM, N=5. 

Данные представлены в виде доли 

Annexin-V+7-AAD- CD4 лимфоци-

тов, культивируемых в различных 

условиях, нормированной на кон-

толь (активированные лимфоциты 

в составе ЛПК инкубируемые от-

дельно). 

 

1.1.3 Негативный эффект МСК на пролиферацию активированных лимфоцитов сопро-

вождается снижением на их поверхности уровня α-субъединицы рецептора IL-2 (CD25)  

     Из данных литературы известно, что угнетение пролиферации активированных Т-кле-

ток, вызванное МСК, связано с инициацией у лимфоцитов ареста клеточного цикла, в 

ходе которго лимфоцит перестает отвечать на стимулирующие факторы, даже после уда-

ления МСК из системы [301, 305]. Одним из признаков такого состояния является сниже-

ние маркера активации – α-субъединицы рецептора воспалительного цитокина IL-2 

(CD25), жизненно важного «фактора роста» лимфоцитов, который обеспечивает их деле-

ние и выживание делящихся клеток [22]. 

     Руководствуясь этим, мы предположили, что, возможно, в условиях изучаемой нами 

иммуносупрессии замеделение пролиферации лимфоцитов под действием МСК также со-

провождается снижением уровня CD25 на Т-клетках. Как и ожидалось, уровень CD25 на 

поверхности активированных CD4 лимфоцитов, а также количество клеток, несущих этот 

рецептор, было снижено по сравнению с контролем при инкубации с МСК в условиях 

наличия или отсутствия контактов между клетками. При этом контактная инкубация уси-

ливала снижение уровня CD25 на лимфоцитах сильнее по сравнению с бесконтактной. 

(Рис. 12А-Б.). Схожие данные были получены в экспериментах с использованием очи-

щенной CD4 популяции лимфоцитов (Рис. 12Б.). При изучении иммуносупрессорной ак-

тивности МСК мы сравнивали снижение доли СD4CD25+ лимфоцитов, как в очищенной 

популяции, так и в составе ЛПК. Для активации лимфоцитов в том и другом случае ис-

пользовали стимуляцию антителами к (CD3) и CD28 связывающейся с CD80/ CD86 на 

поверхности АПК.  
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     Сравнение иммуносупрессорной активности МСК (снижение доли СD4CD25+ лимфо-

цитов) на CD4 лимфоциты в составе ЛПК или очищенной популяции СD4 Т-клеток ста-

тистически значимых различий не выявило. Этот факт позволяет нам предположить, что 

МСК действуют специфично и осуществляют иммуносупрессию только активированных 

CD4 (и CD8 – данные не представлены) Т-клеток и в том, и другом случае, что согласуется 

с данными, полученными другими [281]. 

 
Рис. 12. Влияние МСК на уровень α-субъединицы рецептора IL-2 (CD25) на поверхности 

CD4 лимфоцитов при совместной инкубации. (А) Микрофотографии активированных 

(антителами против CD3 и CD28) ЛФ в среде культивирования (10х увеличение) и при 

контактной инкубации с МСК (10х - флуоресценция, 20х – фазовый контраст) в начале и 

через 48 часов. (Б) Изменение доли CD4CD25+ клеток среди активированных CD4 лим-

фоцитов после инкубации с МСК по сравнению с контролем. Данные представлены в 

виде M ± SEM, N=4 (тест на Нормальность Шапиро-Уилка p = 0,063 (доля клеток) p = 

0,071 (число клеток); попарное сравнение методом Шидока-Холма * p <0,05; ** p <0,01; 

*** p <0,001. Репрезентативные гистограммы сравнения процента CD25+ клеток среди 

очищенных Т-хелперов при контактной инкубации с МСК относительно контроля.  
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1.2 Супрессия лимфоцитов под действием МСК зависит от растворимых факторов 

1.2.1 В бесконтактном механизме иммуносупрессии МСК участвует IDO 

     Мы детектировали эффект иммуносупрессии МСК на Т-клетки в условиях бесконтакт-

ного культивирования МСК с Т-клетками. Поэтому стало понятно, что совокупность сек-

ретируемых МСК молекул вносит существенный вклад в подавление деления Т-клеток и 

изменение их поверхностного фенотипа. Чтобы показать, что эффекторные молекулы, 

негативно влияющие на лимфоциты, находятся в кондиционной среде, мы собрали супер-

натанты от монокультуры МСК и культур МСК с интактными и активированными Т-

клетками. Затем мы добавили эти супернатанты (от культур МСК и ЛФ в условиях кон-

тактной и бесконтактной инкубации) к активированным лимфоцитам и через 48 часов из-

меряли долю CD4CD25+ лимфоцитов. Как мы и предполагали, добавление супернатантов 

снижало долю CD4CD25+ клеток, что доказывает иммуносупрессорное действие раство-

римых молекул, продуцируемых МСК, на активированные лимфоциты. (Рис. 13А.). При 

этом добавление супернатанта от контактной инкубации приводило к максимальному 

снижению доли CD4CD25+ клеток, по сравнению с контролем. Аналогичный экспери-

мент мы провели на очищенной популяции CD4 Т-хелперов, получив очень похожие дан-

ные (Рис. 13Б.). 

 

Рис. 13. Негативное влияние супернатантов после совместной инкубации МСК с лимфо-

цитами на долю активированных CD4CD25+ клеток в составе лимфоцитов (А) и очищен-

ной популяции CD4 Т-клеток (Б). Данные представлены в виде M ± SEM, N=3. А - тест 

на Нормальность Шапиро-Уилка p = 0,073; попарное сравнение методом Шидока-Холма, 

Б – однофакторный дисперсионный анализ на рангах Крускала – Уоллиса с последующим 

тестом Тьюки; * p <0,05.  
 

     В настоящее время эффект растворимых факторов, таких как IDO и синтезируемый 

iNOS оксид азота (II) (NO), уже описаны в литературе. Особенно подробно этот вопрос 
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изучен на клетках мышей. В то же время, для клеток человека в экспериментах in vitro до 

сих пор не показано, что включение генов соответствующих белков прямо приводит к 

изменению уровня и активности их белковых продуктов, что, в результате, приводит к 

иммуносупрессии. Кроме детального изучения молекулярных механизмов, приводящих 

к синтезу супрессорных молекул и синтезу низкомолекулярных продуктов, мы решили 

изучить действие этих продуктов на Т-клетки. Для этого мы использовали специфические 

ингибиторы активности ферментов, продукты которых нужны для иммуносупрессии, а 

также определяли уровень соответствующих продуктов в смешанных культурах МСК-

лимфоциты.  

     Мы изучили влияние супернатантов после контактной и бесконтактной иммуносупре-

сии на транскрипционную активность МСК. В первую очередь, нас интересовало измене-

ние уровня мРНК факторов, которые, согласно литературе, участвуют в МСК-опосредо-

ванной иммуносупрессии (IDO, СОХ2, TGF-β). Добавление супернатантов, полученных 

после контактной и бесконтактной иммуносупрессии к МСК, культивируемым отдельно, 

приводило к увеличению в них уровня мРНК IDO (Рис. 14.).  

В отличие от IDO, уровни мРНК COX2 и TGF-β в МСК статистически значимо не изме-

нялись (данные не представлены). 

Рис. 14. Влияние супернатантов 

после контактной и бесконтакт-

ной иммуносупрессии на тран-

скрипционную активность МСК. 

Данные представлены в виде M ± 

SEM, N=3 * p <0,05; ** p <0,01; 

попарное сравнение методом Ши-

дока-Холма) IDO – индоламин-

2,3-диоксигеназа. 
      

     Обнаружив увеличение уровня мРНК IDO в МСК после добавления супернатантов от 

иммуносупрессии, мы изучили этот феномен более подробно и детально. В первую оче-

редь нас интересовал вопрос, является ли увеличение уровня мРНК IDO в МСК специфи-

ческим ответом на воспалительное микроокружение, создаваемое активированными лим-

фоцитами, или же МСК реагируют таким способом на появление лимфоцитов в системе? 

Мы инкубировали МСК с активированными и интактными лимфоцитами контакным и 

бесконтактным способом. Мы установили, что увеличение уровня мРНК IDO в МСК свя-

зано с добавлением лимфоцитов в систему в принципе. Но уровень увеличения экспрес-

сии гена IDO зависит от степени активации лимфоцитов. Так уровень мРНК в условиях 
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совместной инкубации МСК с активированными лимфоцитами превышал на 2 порядка 

уровень мРНК IDO при инкубации МСК с интактными лимфоцитами. Также мы обратили 

внимание на то, что, независимо от степени активации лимфоцитов, при бесконтактной 

инкубации уровень мРНК IDO в МСК был выше, чем в условиях контактной инкубации 

(Рис. 15А.). Как известно, уровень мРНК не всегда соотвествует конечному уровню син-

тезируемого белкового продукта. В связи с этим, необходимо было удостовериться в том, 

что обнаруженный нами высокий уровень мРНК IDO будет коррелировать с уровнем син-

тезируемого белка. Мы провели анализ лизатов МСК, полученных после совместной ин-

кубации с лимфоцитами, определив уровень белка IDO методом иммуноблоттинг. Мы 

обнаружили, что на уровне белка в МСК IDO детектируется только в условиях инкубации 

МСК с активированными лимфоцитами (Рис. 15Б.). Отсутствие IDO на уровне белка в 

МСК при инкубации с не стимулированными лимфоцитами можно объяснить быстрой 

протеасомной деградацией молекул белка или блокировкой трансляции мРНК IDO. 

Также мы удостоверились в том, что при контактной инкубации с лимфоцитами уровень 

белка IDO в МСК значительно ниже, чем при бесконтактной, что подтверждает данные 

анализа изменения уровня мРНК IDO в МСК, проведенного нами ранее (Рис. 15А.).  

 
Рис. 15. Анализ уровня изменения IDO в МСК при инкубации со стимулированными и не 

стимулированными лимфоцитами. (А) – анализ изменения уровня экспрессии гена IDO в 

МСК. Данные представлены в виде M ± SEM, N=6; * p <0,05 (U-критерий Манна-Уитни). 

(Б) Репрезентативные данные иммуноблоттинга лизатов МСК после инкубации со стиму-

лированными и не стимулированными лимфоцитами одного из 6 экспериментов, нст – не 

стимулированные лимфоциты, ст – стимулированые лимфоциты. 
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1.2.2 Ингибирование ферментативной активности IDO значительно снижает иммуно-

супрессорное действие МСК     

     Продуктом активности IDO являются токсичный для лимфоцитов кинуренин и его ме-

таболиты. Мы хотели выяснить, влияет ли ингибирование активности IDO на уровень 

синтеза его мРНК в МСК, а также является ли снижение концентрации кинуренина, про-

дуцируемого IDO, достаточным условием для блокировки иммуносупрессии, которую 

мы оценивали по числу клеток и изменению доли CD4CD25+ лимфоцитов. Мы блокиро-

вали ферментативную активность IDO специфическим ингибитором IDO, 1-метил-D,L–

триптофаном (1-МТ). Мы инкубировали МСК с активированными лимфоцитами в при-

сутствии 1-МТ, в контактных и бесконтактных условиях культивирования. Предвари-

тельно мы убедились, что ни сам ингибитор, ни его растворитель на рост и пролиферацию 

МСК, инкубируемых отдельно, не влияют (данные не представлены). 

     Добавление 1-МТ приводит к статистически значимому увеличению доли активиро-

ванных CD4CD25+ Т-клеток, инкубируемых с МСК (Рис. 16А.). Схожие результаты были 

получены и при оценке общего числа лимфоцитов после инкубации с МСК в присутствии 

1-МТ (Рис. 16Б.).  

 
Рис. 16. Анализ влияния ферментативной активности IDO на иммуносупрессорную про-

грамму МСК (А) Оценка доли активированных СD4CD25+ лимфоцитов после инкубации 

с МСК в присутствии ингибитора IDO. (Б) Оценка общего числа лимфоцитов, после ин-

кубации с МСК в присутствии ингибитора IDO. Данные представлены в виде M ± SEM, 

N=3; * p <0,05 (U-критерий Манна-Уитни) 1-МТ - 1-метил–D,L–триптофан. 
 
     По нашим данным, основной причиной увеличения числа лимфоцитов, инкубируемых 

с МСК бесконтактным способом в присутствии 1-МТ, служит статистически достоверное 
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многократное снижение уровня кинуренина, так как подавление ферментативной актив-

ности IDO коррелировало с увеличением числа и доли CD4CD25+ лимфоцитов в бескон-

тактных условиях инкубации (Рис. 16А и Рис. 17А.). Однако подобных изменений мы не 

зарегистрировали в ходе контактной инкубации МСК и лимфоцитов, что, по нашим пред-

положениям, подтверждает независящую от бесконтактной иммуносупрессии реализа-

цию контактных механизмов подавления активности лимфоцитов. 

     Также мы установили, что в случае добавления 1-МТ, МСК увеличивают уровень экс-

пресии гена IDO как при контактном, так и бесконтактном способе инкубации с активи-

рованными лимфоцитами, однако на уровне белка увеличение удалось обнаружить 

только в бесконтактных условиях инкубации (Рис. 17Б-В.).  

Рис. 17. Анализ влияния 1-МТ на иммуносупрессорную программу МСК. (А) Уровень 

кинуренина, измеренный методом ИФА, в полученных супернатантах. (Б) Уровень экс-

прессии гена IDO в МСК при добавлении 1-МТ. (В) Репрезентативные данные имму-

ноблоттинга с антителами против IDO тотальных лизатов МСК, полученных после инку-

бации с лимфоцитами в присутствии 1-МТ. Все данные (кроме иммуноблоттинга) пред-

ставлены в виде M ± SEM, N=3; * p <0,05 (U-критерий Манна-Уитни) МТ - 1-метил-D,L–

триптофан, М – маркеры. 
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1.2.3 Анализ участия iNOS и его продукта NO в иммуносупрессорной программе МСК 

чесловека 

     В ходе транскрипционного анализа МСК были получены статистически достоверные 

данные по увеличению мРНК NOS2 в МСК при инкубации с активированными лифоци-

тами. При этом профиль экспрессии гена NOS2 совпадал с таковым у гена IDO в МСК 

при различных условиях инкубации МСК со стимулированными и не стимулированными 

лимфоцитами (Рис. 18.). 

 

Рис. 18. Оценка уровня мРНК NOS2 в МСК 

после инкубации со стимулированными и не 

стимулированными лимфоцитами в различ-

ных условиях. (А) - Анализ уровня экспрес-

сии гена NOS2 в МСК. Данные представлены 

в виде M ± SEM, N=6; *p < 0,05 (U-критерий 

Манна-Уитни) ст – стимулированные лимфо-

циты, нст – не стимулированные лимфоциты. 

      

      

      

     В связи с этим, мы решили установить, происходят ли изменения количества белка 

iNOS, кодируемого геном NOS2, и продукта его ферментативной активности NO при ин-

дукции иммуносупрессии МСК. Мы инкубировали МСК и активированные лимфоциты 

контактным и бесконтактным способом в присутствии ингибитора iNOS NG-монометил-

L-аргинина (L-NMMA). После инкубации оценивали долю активированных CD4CD25+ 

лимфоцитов. Однако, нам не удалось выявить изменений в увеличении доли CD4CD25+ 

лимфоцитов при инкубации с МСК в присутствии L-NMMA, по сравнению с контрольной 

группой (смешанная культура МСК и лимфоцитов без L-NMMA) (Рис. 19А.). Вполне воз-

можно, что скорость действия NO и IDO значительно различаются по времени и нельзя 

исключать возможность, что мы не можем подобрать необходимое время для анализа, 

чтобы детектировать иммуносупрессорную активность NO. Тогда мы проанализировали 

содержание NO в супернатантах от смешанных культур МСК и активированных лимфо-

цитов при наличии и отсутствии L-NMMA в среде культивирования. Нам не удалось за-

регистрировать изменения содержания NO при сравнении супернатантов от совместной 

инкубации МСК и лимфоцитов в присутствии и остутствии L-NMMA (Рис. 19Б.) Мы 

также оценили количество iNOS на уровне белка в лизатах МСК, полученных после сов-

местной инкубации с активированными и интактными лимфоцитами в присутствии L-
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NMMA. Однако, мы не смогли детектировать белок iNOS в лизатах, несмотря на высокий 

уровень экспрессии гена NOS2 (Рис. 18 и Рис. 19В.). 

 

Рис. 19. Изучение вклада iNOS и его продукта NO в иммуносупрессорную программу 

МСК. (А) Оценка доли СD4CD25+ активированных лимфоцитов после инкубации с МСК 

в присутствии ингибитора iNOS (n=3, U-критерий Манна-Уитни). (Б) Уровень NO в су-

пернатантах измеряли с помощью колориметрического набора реактивов, данные пред-

ставлены в виде M ± SEM, N=3; (* p <0,05; ** p <0,01). (В) Репрезентативные данные 

иммуноблоттинга с антителами против iNOS тотальных лизатов МСК, инкубируемых с 

лимфоцитами в присутствие ингибитора iNOS L-NMMA - NG-монометил-L-аргинина. В 

качестве контролей использовали клетки линии hUVEC, инкубируемые с VEGF (фактор 

роста эндотелия сосудов) и HGF (фактор роста гепатоцитов) концентрацией 25 нг/мл в 

течение 20 часов. ГАФД – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа, КОНТ – контактная 

инкубация, БЕЗ КОНТ – бесконтактная инкубация. 
  
     Таким образом, мы установили, что при взаимодействии МСК с лимфоцитами в МСК 

возрастает уровень транскрипционной активности гена NOS2 (уровень мРНК). Это уве-

личение не приводит к увеличению уровня белка iNOS, а также к продукции значимых 

для иммуносупрессии количеств NO. 
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2. Изучение роли контактных взаимодействий в иммунорегулирующей программе 

МСК 

2.1 Контактная инкубация приводит к увеличению мРНК и уровня белка ICAM-1 в МСК 

     Согласно нашим и литературным данным [64, 74], МСК сильнее супрессируют лим-

фоциты при контакте с ними, по сравнению с бесконтактными условиями. При этом мы 

наблюдали поверхностное взаимодействие между МСК и лимфоцитами, что вероятно го-

ворило об установлении контактов между двумя группами клеток (см с 76 Рис. 10, с 78 

Рис. 12А.).  

     В современной литературе собрано большое количество данных, показывающих уча-

стие контактных механизмов иммуносупрессии, реализуемых с МСК, однако они изу-

чены хуже, чем действие секретируемых молекул. Принято считать, что контактная им-

муносупрессия – это отдельная иммуносупрессорная программа, отличная от действия 

растворимых молекул, которая имеет собственную систему регуляции, состоит из не-

скольких молекулярных механизмов и вносит дополнительный вклад в иммуносупрес-

сию, реализуемую МСК [195]. Условно контактные взаимодействия можно разделить на 

несколько групп: рецептор/лиганд, инициирующие анергию Т-клеток PD-1/PD-L1, индук-

ция апоптоза с помощью Fas/FasL [12, 167] и молекулы адгезии [195].  

     Мы проанализировали условия иммуносупрессии лимфоцитов под действием МСК. 

При инкубации с МСК мы не обнаружили статистически значимых изменений в спонтан-

ном апоптозе активированных лимфоцитов по сравнению с контролем, что ставило под 

сомнение участие Fas/FasL в контактной иммуносупрессии. Известно, что реализация им-

муносупрессии МСК на лимфоциты с использованием взаимодействий рецептор/лиганд 

PD-1/PD-L1 связана, в основном, с направленным негативным влиянием на Th17 лимфо-

циты, которые составляют незначительную долю ЛПК [47, 167]. Поэтому мы пришли к 

выводу, что именно молекулы адгезии с большой вероятностью могут играть важную 

роль в иммуносупрессии, так как они принимают участие в миграции лимфоцитов и про-

цессе презентации антигена [58, 101] Тем более, что участие молекул адгезии продемон-

стрировано в случае иммуносупрессорных механизмов мышиных МСК на схожей экспе-

риментальной модели in vitro [228]. Опираясь на эти данные, мы проанализировали изме-

нение профилей экспрессии в МСК мРНК нескольких молекул адгезии (ICAM-1, VCAM-

1, селектинов и кадгеринов) при инкубации с активированными лимфоцитами. 
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     В результате было установлено, что при совместной инкубации с активированными и 

интактными Т-клетками, в МСК многократно возрастает уровень мРНК ICAM1 (Рис. 

20А.). Но уровень экспрессии гена, не всегда коррелирует с уровнем кодируемого им 

белка. Поэтому мы провели анализ уровня ICAM-1 на поверхности МСК при инкубации 

с активированными и интактными лимфоцитами и обнаружили высокий уровень ICAM-

1 на поверхности МСК. Однако при инкубации со стимулированными Т-клетками уро-

вень ICAM-1 на МСК был максимальным, по сравнению с контролем (МСК без лимфо-

цитов) (Рис. 20 Б-В.). 
  

Рис. 20. Изменение уровня 

ICAM-1 в МСК при инку-

бации со стимулирован-

ными и не стимулирован-

ными лимфоцитами. (А) 

Данные уровня экспрессии 

гена ICAM1 в МСК; M ± 

SEM, N=4 (U-критерий 

Мана-Уитни). (Б) и (В) 

Анализ доли ICAM-1+ 

МСК, по сравнению с кон-

тролем, N =4 (* p <0,05; ** 

p <0,01; *** p <0,001). 

(множественное сравнение 

выборок против контроля, 

тест Даннета) ICAM-1 –

межклеточная молекула адгезии 1 типа, ст – стимулированные лимфоциты, нст – не сти-

мулированные лимфоциты. 

 

     Похожие результаты получены при инкубации МСК с очищенной популяцией CD4+ Т-

хелперов (Рис. 21.) 

Рис. 21. Изменение уровня ICAM-1 

в МСК при инкубации с очищен-

ными популяциями стимулирован-

ных и не стимулированных CD4 Т-

хелперов. Репрезентативные гисто-

граммы сравнения процента ICAM-

1+ МСК при инкубации с очищен-

ными CD4 лимфоцитами относи-

тельно контроля. 
  
      

     То есть, присутствие лимфоцитов, независимо от их степени активации, вызывает у 

МСК ответ в виде появления молекул ICAM-1 на клеточной поверхности, тогда как в 
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контрольных образцах МСК эту молекулу на своей поверхности не несут. Нам не удалось 

зарегистрировать статистически значимых изменений VCAM-1 в МСК, как на поверхно-

сти клеток, так и на уровне мРНК. (Рис. 22.). Данное наблюдение может свидетельство-

вать в пользу того, что МСК различных видов реализуют контактную иммуносупрессию, 

используя разные молекулы адгезии. 

Рис. 22. Изменение уровня 

VCAM-1 в МСК при инку-

бации с активированными 

и не стимулированными 

лимфоцитами. (А) Данные 

уровня экспрессии гена 

VCAM1 в МСК при инку-

бации с активированнми 

лимфоцитами; M ± SEM, 

N=4. (Б) и (В) Анализ доли 

VCAM-1+ МСК, по срав-

нению с контролем, при 

инкубации со стимулиро-

ванными и не стимулиро-

ванными лимфоцитами, N 

=4. VCAM-1 – молекула 

клеточной адгезии сосу-

дов 1.  

2.2 МСК регулируют активность лимфоцитов, изменяя уровень ICAM-1 на их поверхно-

сти 

     ICAM-1 является молекулой, содержащей пять иммуноглобулиноподобных доменов. 

Из литературы известно, что ICAM-1 принимает участие в активации лимфоцитов, в част-

ности, было показано, что взаимодействие наивных Т-клеток с антителами против CD3 в 

комбинации с иммобилизованными молекулами ICAM-1 приводит к более сильной сти-

муляции Т-клеток. По-видимому, клетки, помимо сигнала от ТКР, ко-стимуляторных мо-

лекул и цитокинов (IL-2), получают дополнительный сигнал при взаимодействии ICAM-

1 и LFA-1 на поверхности лимфоцитов. Однако блокировка LFA-1 не влияла на актива-

цию Т-клеток [46]. Мы предположили, что эффект ICAM-1 можно объяснить гомофиль-

ными контактами между ICAM-1 на поверхности МСК и ICAM-1 лимфоцитов. Мы опре-

делили изменения уровня ICAM-1 лимфоцитов при их контакте с МСК. Для этого мы 

оценили изменения в ICAM-1 у интактных и активированных лимфоцитов на уровне 

мРНК и на уровне белка после инкубации с МСК. 
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     Мы обнаружили, что в контактных условиях не стимулированные лимфоциты на по-

явление МСК отвечают увеличением уровня мРНК ICAM1, а уровень экспрессии гена 

ICAM1 активированных лимфоцитов значительно выше по сравнению с не активирован-

ными (Рис. 23А.). Однако при анализе уровня ICAM-1 на поверхности лимфоцитов мы 

обнаружили, что в то же самое время МСК снижают долю и число ICAM-1+ клеток среди 

активированных Т-хелперов и способствуют увеличению доли и числа ICAM-1+ клеток у 

интактных лимфоцитов, причем максимальный эффект достигается при наличии контак-

тов между МСК и лимфоцитами (Рис. 23Б-В.). 

 

Рис. 23. Изменение 

уровня ICAM-1 в сти-

мулированных и не 

стимулированных 

лимфоцитах при сов-

местной инкубации с 

МСК. (А) Изменение 

транскрипционной ак-

тивности гена ICAM-1 

в лимфоцитах, пред-

ставлены средние зна-

чения содержания 

мРНК в относитель-

ных единицах ± соc, 

N=4. (U-критерий 

Мана-Уитни). Доля и 

число клеток, несущих 

ICAM-1 на поверхно-

сти не симулирован-

ных (Б) и стимулиро-

ванных (В) CD4 лим-

фоцитов. Данные пред-

ставлены в виде M ± 

SEM; N=6 (Б) - попар-

ное сравнение методом 

Шидока-Холма, (В) – 

(тест на нормальность 

не пройден p <0,05 од-

нофакторный дисперсионный анализ на рангах Крускала – Уоллиса с последующим те-

стом Тьюки) * p <0,05; ** p <0,01.  
     
     Данные были подтверждены и на очищенной популяции CD4 Т-клеток (Рис. 24.). 
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Рис. 24 - Изменение уровня ICAM-1 на 

поверхности стимулированных и не сти-

мулированных очищенных CD4 Т-кле-

ток при контактной инкубации с МСК. 

Репрезентативные гистограммы сравне-

ния процента очищенных CD4ICAM-1+ 

лимфоцитов при инкубации с МСК от-

носительно контроля (CD4 лимфоциты, 

инкубируемые отдельно) одного из трех 

экспериментов. 
 
     В случае инкубации с МСК стимули-

рованных лимфоцитов снижение уровня ICAM-1 на поверхности Т-клеток коррелировало 

с данными по изменению в уровне CD25, полученными ранее (см с 78 Рис. 13Б и с 89 Рис. 

23Б.). Данный факт позволяет предположить участие контактного взаимодействия между 

молекулами ICAM-1 на поверхности МСК и лимфоцитов в иммунопосупрессии. Однако 

инкубация МСК с не стимулированными Т-клетками приводит к увеличению уровня 

ICAM-1 на поверхности Т-хелперов, а также увеличению пропорции CD4ICAM-1+ лим-

фоцитов (Рис. 24В.). При этом максимальный эффект проявляется в контактных условиях 

инкубации. Это увеличение уровня ICAM-1 на поверхности МСК возможно необходимо 

для поддержки выживания 

не стимулированных лим-

фоцитов (Рис. 25), описан-

ного в литературе [23]. 

Рис. 25. Контактная инку-

бация с МСК снижает 

число активированных 

лимфоцитов и поддержи-

вает выживание интактных 

лимфоцитов. Микрофото-

графии (флуоресценция) 

инкубации МСК (Calcein 

Green, AM) и ЛФ (Calcein 

Red-Orange, AM) контакт-

ным способом в начале и 

через 48 ч, 10х увеличение. 
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2.3 Уровень мРНК ICAM1 в МСК и лимфоцитах возрастает под действием супернатанта 

после совместной инкубации МСК и Т-клеток 

     В ходе изучения механизмов контактной иммуносупрессии мы обнаружили статисти-

чески значимое увеличение уровня мРНК ICAM1 в МСК и лимфоцитах не только при 

контактной инкубации, но и в условиях отсутствия контактов между двумя типами клеток 

(см с 87 Рис. 20А и с 89 Рис. 23А.), что предполагает важность обмена растворимыми 

молекулами между МСК и лимфоцитами для индукции ICAM-1. Мы предположили, что 

в ходе такого обмена между МСК и лимфоцитами происходит инициация экспрессии гена 

ICAM1 в МСК и лимфоцитах. Мы инкубировали МСК с активированными лимфоцитами, 

а через 48 часов собрали супернатанты (от клеток, находившихся в контактных и бескон-

тактных условиях) и добавили к не стимулированным МСК и интаткным лимфоцитам, 

культивируемым отдельно. В результате инкубации с этими супернатантами происхо-

дило сильное повышение уровня мРНК ICAM1 и в лимфоцитах, и в МСК. При этом стоит 

отметить, что добавление супернатанта, полученного после контактной иммуносупрес-

сии, повышает уровень экспрессии гена ICAM1 значительно сильнее, чем супернатант от 

бесконтактных культур в обоих типах клеток (Рис. 26.). 

Рис. 26. Изменения 

уровня экспрессии 

гена ICAM1 в не 

стимулированных 

МСК и лимфоци-

тах при добавле-

нии супернатантов 

от совместной ин-

кубации МСК и 

стимулированных лимфоцитов. Данные представлены в виде M ± SEM, N=3 (множе-

ственное сравнение выборок против контроля; * p <0,05).  

2.4 ICAM-1 на поверхности МСК и лимфоцитов необходим для реализации контактной 

иммуносупрессии      

     Мы обнаружили, что при образовании контактов между МСК и активированными лим-

фоцитами негативное влияние МСК на активацию и пролиферацию Т-клеток сильно за-

висит от ICAM-1 на поверхности Т-клеток и МСК. Вероятно, ICAM-1 за счет гомофиль-

ных взаимодействий, способен проводить внутрь Т-клетки сигнал, который негативно 

влияет на активацию и пролиферацию Т-клеток. Мы предположили, что контакты моле-
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кул ICAM-1 на поверхности МСК и активированных лимфоцитов друг с другом и с дру-

гими белками на поверхности клеток необходимы для наблюдаемого нами иммуносу-

прессорного эффекта. Мы использовали блокирующие специфические антитела против 

ICAM-1. Моноклональные антитела SC-107L (SantaCruz), согласно литературе [280], спо-

собны препятствовать связыванию ICAM-1 с его лигандами. Мы оценили долю лимфо-

цитов, которые после инкубации с МСК несли на своей поверхности CD25 в очищенной 

популяции Т-хелперов в присутствии контрольных антител (мышиный IgG1) или блоки-

рующих антител против ICAM-1. По нашим ожиданиям, блокировка ICAM-1 на поверх-

ности клеток должна была привести к увеличению уровня маркера CD25 (IL2RА).  

     По нашим данным, блокировка ICAM-1 на поверхности клеток при совместной инку-

бации МСК с активированными лимфоцитами (очищенная популяция CD4 Т-клеток) при-

водит к значительному увеличению уровня CD25 на поверхности активированных лим-

фоцитов (Рис. 27А.), а также общего числа CD25+ Т-хелперов, что свидетельствует о сни-

жении иммуносупрессорного действия МСК (Рис. 27Б. и Рис. 28.).  

 

Рис. 27. Поверхностная блокировка ICAM-1 при совместной инкубации МСК и активи-

рованных CD4 Т-клеток ослабляет иммуносупрессорное действие МСК. (А) Доля и (Б) 

число CD4CD25+ Т-клеток после инкубации с МСК в условиях блокировки ICAM-1 на 

поверхности клеток, данные представлены в виде M ± SEM, N=6 (нормированные % доли 

CD25 однофакторный дисперсионный анализ на рангах Крускала – Уоллиса с последую-

щим тестом Тьюки), (число лимфоцитов множественное сравнение выборок против кон-

троля, тест Даннета) * p <0,05; ** p <0,01.  
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Рис. 28. Блокировка ICAM-1 на поверхности МСК и стимулированных Т-хелперов 

снижает иммуносупрессорное влияние МСК. Микрофотографии активированных 

(антителами против CD3 и CD28) Т-хелперов при контактной инкубации с МСК (10х - 

флуоресценция, 20х – фазовый контраст) в начале и через 48 часов. 
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2.5 Блокировка ICAM-1 на поверхности МСК и лимфоцитов не влияет на бесконтакт-

ную иммуносупрессию, реализуемую через IDO 

     Анализируя данные по блокировке ICAM-1 на поверхности МСК и лимфоцитов, мы 

обратили внимание на тот факт, что, судя по результатам определения доли Т-хелперов, 

несущих на своей поверхности CD25, а также подсчета числа CD4 лимфоцитов в условиях 

блокировки ICAM-1 на поверхности МСК и лимфоцитов, полного подавления иммуносу-

прессорной активности МСК не происходит (см с 92 Рис. 27А-Б.). Это может свидетель-

ствовать о том, что бесконтактная иммуносупрессия не связана с блокировкой ICAM-1 на 

поверхности МСК. В связи с этим, мы решили оценить активность IDO в условиях инги-

бирования. Мы инкубировали МСК и стимулированные очищенные CD4 Т-клетки кон-

тактным способом в присутствии блокирующих антител к ICAM-1, после чего проанали-

зировали в супернатантах от совместной инкубации содержание кинуренина, а в лизатах 

МСК мРНК IDO и соответствующий белковый продукт. Согласно результатам, блоки-

ровка ICAM-1 на поверхности МСК и стимулированных CD4 Т-клеток не приводила к 

изменению содержания кинуренина в супернатанте от контактной инкубации, по сравне-

нию с контрольным супернатантом от контактной инкубации, в который добавили кон-

трольный иммуноглобулин. Также содержание кинуренина в этих супернатантах соот-

ветствовало содержанию кинуренина в супернатанте от бесконтактной инкубации (Рис. 

29А.). Анализ изменения IDO в лизатах МСК после совместной инкубации с лимфоци-

тами в различных условиях также не выявил различий в уровне мРНК IDO и белка IDO 

при сравнении контактной инкубации с блокирующими антителами против ICAM-1 и без 

(Рис. 29Б-В.). Полученный результат позволяет утверждать, что контактная иммуносу-

прессия (во всяком случае, зависящая от ICAM-1) не влияет на продукцию растворимых 

факторов, таких как IDO, реализующих механизмы бесконтактной иммуносупрессии.  
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Рис. 29. Поверхностная блокировка ICAM-1 при совместной инкубации МСК и стимули-

рованных CD4 Т-клеток не снижает уровень и активность IDO. (А) – Содержание кину-

ренина и (Б) уровень мРНК IDO, M ± SEM, N=6; ** p <0,01; однофакторный дисперсион-

ный анализ на рангах Крускала – Уоллиса с последующим тестом Даннета) (В) Данные 

регистрации иммуноблоттинга, регистрирующего люминесценцию антител против IDO в 

тотальных лизатах МСК, полученных при инкубации с лимфоцитами в присутствии бло-

кирующих антител на ICAM-1 (IgG1), в качестве контроля использовали антитела на мы-

шиный IgG1. СТ –стимулированные лимфоциты, НСТ – не стимулированные лимфоциты, 

БК – бесконтактная инкубация.  

3. Изучение свойств МСК, поддерживающих выживание Т-клеток 

3.1 Поддержка лимфоцитов за счет МСК зависит от соотношения клеток 

     Если раньше считали, что МСК способны оказывать только иммуноподавляющее дей-

ствие, то сейчас в литературе все чаще встречаются данные об их способности поддержи-

вать выживание лимфоцитов. Например, было установлено, что мышиные МСК в усло-

виях недостаточной активации Т-клеток или их малого количества способствуют выжи-

ванию и усиливают пролиферацию лимфоцитов, но при этом продолжают блокировать 

пролиферацию полностью активированных Т-клеток in vitro [150]. Принято считать, что 

ответ МСК зависит от микроокружения и, видимо, определенного баланса между воспа-

лительными и антивоспалительными факторами. Так было продемонстрировано, что 

предварительная инкубация МСК с избытком IFN-γ и TNF-α (условия воспаления) пол-

ностью блокирует поддержку лимфоцитов. [150]. Другие исследователи показали, что в 
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присутствии иммуносупрессанта, циклоспорина А, введение МСК крысам с пересажен-

ным сердцем приводило к его скорейшему отторжению [117]. Таким образом, результаты 

исследований позволяют предположить, что МСК регулируют баланс активности иммун-

ных клеток, позволяя им находиться постоянно в режиме готовности к ответу, и, в зави-

симости от условий микроокружения, управляют воспалительным процессом в сторону 

его усиления или наоборот - угнетения [26]. 

     Изучая иммуносупрессирующие свойства МСК, мы, так же как и другие исследова-

тели, [150, 310] показали, что в условиях низких соотношений между клетками (1/10) 

МСК способствуют выживанию активированных лимфоцитов, а не блокируют их проли-

ферацию. (Рис. 30.).  

Рис. 30. Оценка пролиферации 

активированных (ФГА 10 мкг/мл) 

лимфоцитов в составе ЛПК при 

совместной инкубации с МСК; 

данные представлены как M ± 

SEM, N=3 (тест на Нормальность 

Шапиро-Уилка p = 0,052; попар-

ное сравнение методом Шидока-

Холма * p <0,05; ** p <0,01. 

      

      

     Зарегистрировав эффект поддержки активации Т-клеток со стороны МСК при соотно-

шении МСК к лимфоцитам 1 к 10, мы задались вопросом, как МСК будут взаимодейство-

вать с интакными не стимулированными лимфоцитами. 

3.2 Поддержка лимфоцитов за счет МСК макимальна в контактных условиях и коррели-

рует с увеличением уровня CD25 на интактных СD4 Т-клетках 

     Инкубация очищенной популяции интактных CD4 лимфоцитов с МСК уже на вторые 

сутки приводит к увеличению уровня CD25 на поверхности интактных лимфоцитов, что 

также подтверждается увеличением числа Т-клеток, несущих СD25, культивируемых в 

присутствии МСК, по сравнению с контролем (Рис. 31.). При этом полученные резуль-

таты позволяют предположить, что в механизмах поддержки лимфоцитов МСК задей-

ствованы, как бесконтактные механизмы, так и контактные взаимодействия. 
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Рис. 31. Инкубация интактных CD4 Т-клеток с МСК способствует их выживанию. (A). 

Доля (однофакторный дисперсионный анализ на рангах Крускала – Уоллиса с последую-

щим тестом Тьюки) и число (Б) интактных CD4CD25+ Т-клеток (тест на нормальность 

Шапиро-Уилка p = 0,780 с последующим тестом Даннета; * p <0,05; ** p <0,01; *** p 

<0,001.), после инкубации с МСК, M ± SEM, N=5. (В) Репрезентативные данные 2D гра-

фиков флуоресценции интактных CD4CD25+ Т-клеток, против флуоресценции в пустом 

канале. (Г) Микрофотографии культур интактных Т-клеток в среде культивирования и в 

условиях контактов с МСК в начале и после 48 часов инкубации (флуоресценция 10х уве-

личение, фазовый контраст 20х увеличение).  
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3.3 ICAM-1 на поверхности МСК участвует в поддержке выживания лимфоцитов 

     Анализируя взаимодействия МСК с не стимулированными лимфоцитами, мы устано-

вили, что МСК действительно способствуют выживанию интактных лимфоцитов, как в 

составе ЛПК, так и в очищенной популяции Т-хелперов. Оставался невыясненным во-

прос, за счет чего происходит поддержка выживания интактных Т-хелперов с помощью 

МСК? Мы проанализировали данные по контактной инкубации МСК и интактных лим-

фоцитов и обратили внимание, что МСК увеличивают уровень ICAM-1 на интактных 

лимфоцитах (см с 89 Рис. 23В.). Наличие этой молекулы на поверхности интактных лим-

фоцитов при контактах с МСК коррелировало с незначительным, но достоверным увели-

чением уровня CD25 на лимфоцитах (Рис. 31А.). Более того и на самих МСК уровень 

ICAM-1 возрастал при инкубации с интактными Т-клетками, по сравнению с контролем 

(МСК, инкубируемые отдельно) (см с 87 Рис. 20В.). Тогда мы предположили, что, воз-

можно, в поддержке выживания лимфоцитов также может играть роль ICAM-1, при этом 

необходимы именно взаимодействия молекул на поверхности клеток. Для проверки 

нашей гипотезы мы инкубировали МСК и интактные очищенные CD4 Т-клетки контакт-

ным способом в присутствии блокирующих антител против ICAM-1. Блокировка ICAM-

1 на поверхности МСК и лимфоцитов снижала уровень CD25 на поверхности Т-клеток до 

уровня контроля (интактные Т-лимфоциты, инкубируемые отдельно). Таким образом, 

наши данные подразумевают, что наблюдаемый нами эффект поддержки выживания лим-

фоцитов с помощью МСК требует участия ICAM-1 на поверхности клеток (Рис. 32.). 

 
Рис. 32. Блокировка ICAM-1 на поверхности МСК и интаткных CD4 Т-клеток при сов-

местной инкубации отменяет способность МСК повышать уровень CD25 на поверхности 

Т-клеток. Доля интактных CD4CD25+ Т-хелперов (очищенная популяция) после инкуба-

ции с МСК в присутствии блокирующих антител против ICAM-1. Данные представлены 

как M ± SEM, N=4 (однофакторный дисперсионный анализ на рангах Крускала – Уоллиса 

с последующим тестом Тьюки, * p <0,05). 
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     Таким образом, можно сделать вывод, что ICAM-1 является важной молекулой в им-

мунорегулирующих процессах МСК и в зависимости от условий микроокружения может 

реализовывать либо супрессию Т-клеток, либо поддерживать их выживание. Более того 

наличие ICAM-1 на поверхности Т-клеток, по-видимому, обеспечивает дополнительные 

сигналы для их активации и выживания. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

     Реализация иммунорегулирующей программы МСК зависит от условий микроокруже-

ния. Изучение этих условий в рамках моделей in vivo не всегда является эффективным за 

счет большого количества влияющих друг на друга факторов. Мы попытались в нашей 

работе свести это количество факторов к минимуму, выявляя и изучая иммунорегулиру-

ющие эффекты МСК на лимфоциты с помощью системы совместной инкубации in vitro. 

В качестве источника МСК использовали жировую ткань, в связи с большим иммуносу-

прессорным потенциалом полученных из нее клеток, по сравнению с МСК костного мозга 

или пуповины [229]. Возможно, повышенный иммуносупрессорный потенциал этих МСК 

связан со склонностью жировой ткани к развитию воспаления [201]. Клетками-мишенями 

в описанной системе были CD4 Т-лимфоциты в составе тотальной популяции ЛПК, либо 

выделенные в виде очищенной популяции с помощью сортировки.  

     В ходе данной работы были обнаружены следующие факты: 

1. При активации Т-клеток МСК оказывают иммуносупрессорное действие на СD4 

лимфоциты, которое проявляется в подавлении их пролиферации, связанном со сниже-

нием поверхностного уровня CD25 у Т-клеток.  

2. Активация иммуносупрессорной программы МСК не приводит к изменению 

уровня таких фенотипических маркеров, как CD90 (заякоренный белок с вариабельным 

им-мунноглобулиноподобным доменом), CD105 (эндоглин), CD73 (экто-5`-нуклеоти-

даза). 

3. Бесконтактная и контактная инкубация МСК и активированных лимфоцитов при-

водит к иммуносупрессии Т-клеток, опосредуемой активностью индоламин-2,3-диокси-

геназы - IDO. 

4. Молекула межклеточной адгезии ICAM-1 важна для контактной иммуносупрессии, 

реализуемой МСК, и не влияет на реализацию бесконтактной иммуносупрессии. 

5. МСК способны поддерживать выживание интактных Т-лимфоцитов в отсутствии 

стимуляции, сопровождающееся увеличением поверхностного уровня CD25 и ICAM-1 на 

CD4 Т-хелперах. 

     Во время воспаления стимулированные лимфоциты активно делятся и продуцируют 

большое количество провоспалительных цитокинов. Основное действие МСК на активи-

рованные лимфоциты проявляется в подавлении их функций, путем блокировки проли-

ферации или запуска апоптоза.  
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     При изучении взаимодействия МСК и лимфоцитов in vitro нами было показано, что 

МСК осуществляют свою иммуносупрессорную активность уже через 48 часов, при этом 

эффект дозозависим (максимальный эффект обнаружен при соотношении между МСК и 

лимфоцитами, равном 1/25) и заключается в подавлении пролиферации активированных 

лимфоцитов (см с 74 Рис. 7А.). Также мы обратили внимание, что контакные взаимодей-

ствия между МСК и лимфоцитами вносят дополнительный вклад и блокируют пролифе-

рацию активированных ЛПК эффективнее (на 40%, по сравнению с контролем), чем об-

мен растворимыми факторами в рамках бесконтактных механизмов (на 20%, по сравне-

нию с контролем). Подобные эффекты наблюдали Di Nikola с коллегами, используя си-

стему in vitro, в которой изучали влияние человеческих МСК костного мозга на смешан-

ную культуру лимфоцитов (СКЛ) [64]. Исследователи показали, что бесконтактное дей-

ствие МСК оказывает иммуносупрессорный эффект, однако контакты между МСК и СКЛ 

усиливают его действие [64]. В свою очередь, мы обнаружили, что в условиях иммуносу-

прессии эффект снижения пролиферации не связан со способностью МСК влиять на спон-

танный апоптоз активированных CD4 Т-лимфоцитов (см с 77 Рис. 11.). Кроме этого, кон-

тактные взаимодействия между МСК и ЛПК не влияют на индукцию апоптоза в Т-клетках 

in vitro, как это было описано в некоторых работах [12, 16]. Однако, на мышиных МСК in 

vivo было показано, что они способны вызывать временный спонтанный апоптоз CD3 

лимфоцитов в модели индуцированного экспериментального колита. При этом исследо-

ватели отметили снижение диареи и кровотечений у мышей с транспланированными 

МСК, а также значительное снижение популяции Th17 у этих экспериментальных живот-

ных. Впоследствии подобные результаты попытались повторить для лечения пациентов 

с системным склерозом при введении аллогеных МСК. Последующий анализ также по-

казал способность МСК индуцировать спонтанный апоптоз Т-клеток у таких пациентов 

[12]. Однако это единственное на сегодняшний момент исследование, подтверждающее 

способность МСК индуцировать спонтанный апоптоз у Т-клеток, и данный вопрос тре-

бует дальнейшего изучения.  

     В литературе широко описано подавление секреторной функции активированных лим-

фоцитов при блокировке их пролиферации под действием МСК, сопровождающееся сни-

жением CD25 на поверхности Т-клеток [256], однако нет сведений, является ли снижение 

уровня CD25 на поверхности Т-клеток причиной или следствием блокировки пролифера-

ции в рамках программы иммуносупрессии, реализуемой МСК. В ряде работ показано, 
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что добавление избытка IL-2 действительно приводит к частичному восстановлению про-

лиферации лимфоцитов, [305], наблюдения других исследователей, наоборот, утвер-

ждают, что в случае Т-клеточного ареста под действием МСК дополнительная стимуля-

ция, либо IL-2, либо антигеном приводит только к восстановлению секреторной функции 

лимфоцитов и не влияет на их пролиферацию [96]. Наши же данные, полученные in vitro, 

достоверно подтверждают тот факт, что между снижением пролиферации и уменьшением 

уровня CD25 на поверхности Т-клеток существует тесная взаимосвязь (см с 75 Рис. 8. и с 

78 Рис. 12Б.). Сравнение данных, полученных после инкубации лимфоцитов в составе 

ЛПК, либо в виде одиночной CD4 популяции Т-клеток с МСК показало, что уровень сни-

жения CD25 на поверхности активированных Т-хелперов в описанных популяциях зна-

чительно не отличается, что позволяет нам говорить, об иммуносупрессорном действии 

МСК только на активированные Т-лимфоциты. Данное наблюдение хорошо согласуется 

с исследованиями других. Например, Tse и коллеги изучали иммуносупрессорные свой-

ства МСК, оценивая степень пролиферации лимфоцитов в популяции ЛПК, в «очищен-

ной» CD3 популяции и «очищенной» CD4 популяции [281]. Во всех случаях активацию 

лимфоцитов проводили, так же, как и в нашей работе, антителами к CD3 и CD28. Срав-

нение снижения скорости пролиферации лимфоцитов, которую исследователи оценивали 

по включению 3Н-тимидиновой метки в делящиеся лимфоциты, во всех случаях показало 

схожие результаты – направленное подавление популяции активированных CD4 клеток 

[281]. Поскольку в экспериментах по иммуносупрессии мы изучали инкубацию МСК с 

популяцией лимфоцитов в составе ЛПК, логично предположить, что помимо CD4 Т-лим-

фоцитов активируются и CD8 Т-клетки. По нашим данным, во фракции ЛПК происходит 

активация СD8 Т-клеток на уровне, сравнимом с таковым у CD4 лимфоцитов. При этом 

МСК также снижают долю клеток, несущих на поверхности CD25, среди CD8 лимфоци-

тов. В процентном соотношении (доля несущих CD25 Т-лимфоцитов) по сравнению с 

контролем (активированные ЛПК, инкубируемые отдельно) МСК оказывают одинаковый 

по эффективности иммуносупрессорный эффект на оба вида Т-клеток (данные не пред-

ставлены).  

     Таким образом, мы полагаем, что в условиях инкубации МСК и активированных лим-

фоцитов бесконтактные и контактные взаимодействия между двумя типами клеток при-

водят к запуску в МСК иммуносупрессорной программы, действие которой направлено 

адресно на активированные Т-клетки. В ходе выполнения этой молекулярной программы, 
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реализуемой МСК, на лимфоцитах снижается уровень молекул CD25. Результатом такого 

снижения является невозможность лимфоцитов эффективно связывать IL-2, необходи-

мый им для выживания и поддержания пролиферации. Вследствие этого, по нашим пред-

положениям, наступает блокировка пролиферативной активности лимфоцитов, однако 

при этом Т-клетки не погибают, а скорее впадают в состояние анергии, вызванной МСК 

(Рис. 33.) и описанной в литературе [96]. 

  

Рис. 33. Предполагаемая схема инициации в активированных лимфоцитах неканониче-

ского толерогенного фенотипа под действием МСК. 

Использованы данные из [22, 232]. 

 

     В литературе также открыт вопрос о приобретении МСК новых фенотипов после вза-

имодействия с определенным микроокружением. На МСК были обнаружены TLR4, узна-

ющие липополисахариды грамотрицательных бактерий, и TLR3, узнающие двухцепочеч-

ные РНК некоторых вирусов. Полагают, что в зависимости от стимуляции того или иного 
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TLR МСК способны поляризоваться либо в воспалительные МСК1 (активация TLR4), 

либо антивоспалительные МСК2 (активация TLR3) фенотипы. При специфической акти-

вации TLR3 МСК человека секретируют IL-6, IL-8, увеличивают уровень мРНК IDO и 

уровень секреции PGE2. Однако если специфически активировать TLR-4, то МСК секре-

тируют провоспалительные цитокины и хемоаттрактанты IL-4, IL-10, CCL10, CCL5 [297]. 

В данной работе наличие TLR3, TLR4 на поверхности МСК мы не изучали, однако пока-

зали, что взаимодействие с лимфоцитами не приводит к изменению поверхностного 

уровня основных фенотипических маркеров МСК: СD90, CD105, CD73, (см с 75 Рис. 9.). 

Это позволяет нам предположить, что в условиях иммуносупрессии МСК не претерпе-

вают дальнейшую дифференцировку и сохраняют свою мезенхимную природу. 

     Известно, что МСК способны осуществлять иммуносупрессию за счет бесконтактных 

механизмов [20]. В литературе описан ряд факторов, среди которых IDO, iNOS, PGE2, 

TGF-β, IGFBP и другие, участвующие в контакт-независимой иммуносупрессии. Однако, 

несмотря на активное изучение бесконтактных механизмов иммуносупрессии, до сих пор 

нет четкого понимания, как организовано взаимодействие между растворимыми факто-

рами, продуцируемыми МСК в рамках контакт-независимой иммуносупрессии. Счита-

ется, что в основе бесконтактного механизма лежит какой-то основной фактор, например, 

в случае человеческих МСК – это IDO [61]. Накопленные данные последних лет ставят 

под сомнение это предположение и показывают, что МСК, по всей видимости, не обла-

дают каким-то одним алгоритмом для реализации контакт-независимой иммуносупрес-

сии, а скорее комбинируют их в зависимости от условий микроокружения. В пользу этой 

гипотезы свидетельствуют расширение списка кандидатных эффекторных молекул, про-

дуцируемых МСК в рамках программы бесконтактной иммуносупрессии [83]. В нашей 

работе добавление супернатантов, полученных после контактной и бесконтактной имму-

носупрессии к активированным лимфоцитам, культивируемым без МСК, через 48 часов 

приводило к снижению уровня CD25 на поверхности CD4 Т-клеток (см с 79 Рис. 13.). При 

этом культивирование лимфоцитов в супернатанте от контактной иммуносупрессии при-

водило к максимальному снижению доли CD25+ Т-клеток среди CD4 Т-хелперов (40% по 

сравнению с контролем). Анализ экспрессионного профиля МСК при добавлении к ним 

супернатантов после контактной и бесконтактной иммуносупресии выявил высокий уро-

вень мРНК IDO (см с 80 Рис. 14.). Данное наблюдение согласуется с работой DelaRosa и 

коллег. Они показали, что индукция IDO находится под контролем IFN-γ и добавление 
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этого цитокина является необходимым условием для реализации иммуносупрессорной 

программы МСК с участием IDO [61]. В отличие от DelaRosa мы подтвердили увеличение 

синтеза IDO и на уровне белка, установив корреляцию между увеличением мРНК гена 

IDO и его продукта транскрипции, что было сделано впервые, несмотря на активное изу-

чение этого механизма в других работах. При анализе уровня экспрессии гена IDO мы 

обнаружили увеличение количества мРНК IDO, как при инкубации МСК с активирован-

ными, так и интаткными лимфоцитами (см с 81 Рис. 15А). Но в лизатах МСК после инку-

бации с интактными лимфоцитами значимого увеличения IDO на уровне белка нами за-

регистрировано не было (см с 81 Рис. 15Б.). Мы предполагаем, что в случае активирован-

ных Т-клеток система контроля иммуносупрессорной программы МСК разрешает даль-

нейший синтез IDO для реализации программы иммуносупрессии, а в случае же не сти-

мулированных Т-клеток система блокирует дальнейшее развитие программы иммуносу-

прессии, а синтезированные молекулы мРНК IDO могут не транслироваться, либо синте-

зируемый белок IDO сразу подвергается протеасомной деградации. В работе DelaRosa 

было установлено, что блокировка ферментативной активности IDO (продукция кинуре-

нина) приводит к полному восстановлению пролиферации активированных антителами 

против CD3 и CD28 ЛПК [61]. Заингибировав продукцию кинуренина в рамках изучения 

иммуносупрессии, мы смогли добиться полного восстановления доли CD4СD25+ Т-лим-

фоцитов, по сравнению с контролем в условиях контакт-независимой иммуносупрессии 

(см с 82 Рис. 16А). Мы не обнаружили в рамках изучения бесконтактной программы им-

муносупрессии в МСК повышенной экспрессии генов PTGS2 (основной в синтезе PGE2), 

TGFB (данные не представлены), белковые продукты которых считаются важными ин-

дукторами Т-регуляторного FoxP3 фенотипа [74]. Однако, к нашему удивлению, мы де-

тектировали в МСК значительное увеличение мРНК гена NOS2 при инкубации с активи-

рованными лимфоцитами (см с 84 Рис. 18.). Это было неожиданно, так как активность 

гена NOS2, в основном связана с иммуносупрессией мышиных МСК [226]. Возможным 

объяснением увеличения транскрипционной активности NOS2 в МСК человека может 

служить участие NO в регуляции ферментативной активности IDO. Было показано, что в 

малых концентрациях (10 мкМ) NO приводит к увеличению активности IDO в линии кле-

ток моноцитов лимфомы U937, стимулированных IFN-γ, но большие концентрации NO 

снижают ферментативную активность IDO. Авторы полагают, что NO регулирует актив-

ность IDO за счет разной степени нитрозилирования тирозиновых остатков в структуре 
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IDO [162]. Нам не удалось детектировать увеличение белка iNOS методом иммуноблот-

тинга в лизатах МСК после совместной инкубации с активированными лимфоцитами (см 

с 85 Рис. 19В.) или же детектировать физиологически значимые содержания NO в супер-

натантах. (см с 85 Рис. 19Б.). Добавление специфического ингибитора iNOS, L-NMMA к 

контактным и бесконаткным смешанным культурам МСК и лимфоцитов не приводило к 

повышению доли СD4CD25+ Т-лимфоцитов при сравнении данных от совместной инку-

бации МСК и лимфоцитов в присутствии и в отсутствии L-NMMA (см с 85 Рис. 19А). 

Этот факт окончательно подтвердил отсутствие влияния iNOS на Т-клетки в рамках им-

муносупрессорной программы МСК. Нам остается лишь предположить, что в условиях 

иммуносупрессии Т-клеток с помощью МСК человека количество синтезируемых моле-

кул iNOS находится ниже пределов детекции методом вестернблоттинг. Поэтому не уди-

вительно, что мы не зарегистрировали наличия NO в супернатантах от совместной инку-

бации МСК и лимфоцитов в условиях иммуносупрессии. Мы связываем полученные ре-

зультаты с высокой степенью деградации или неэффективностью трансляции iNOS.  

     Таким образом, мы можем полагать, что основное действие контакт-независимой им-

муносупрессии лимфоцитов с помощью МСК связано с увеличением уровня IDO и его 

дальнейшей ферментативной активности. Ферментативное действие IDO связано с пре-

вращением внеклеточного триптофана в кинуренин. Установлено токсическое действие 

кинуренина и его продуктов на Т-клетки, а также известно, что снижение внеклеточного 

пула триптофана за счет ферментативного действия IDO может приводить к блокировке 

пролиферации лимфоцитов [77, 78]. Поскольку влияния МСК на увеличиение процента 

спонтанного апоптоза лимфоцитов нами обнаружено не было (см с 77 Рис. 11.), мы пола-

гаем, что наблюдаемые нами эффекты: снижение доли Т-клеток, несущих на своей по-

верхности CD25 и снижение пролиферации активированных лимфоцитов в большей сте-

пени связаны не с цитотоксическим эффектом продуктов IDO, а с индукцией Т-клеточ-

ного ареста, описанного в литературе [78] (Рис. 34.). 
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Рис. 34. Предполагаемая схема индукции Т-клеточного 

ареста, опосредуемого ферментативной активностью 

IDO в рамках иммуносупрессорной программы МСК. 

Использованы данные из [107, 181] 

GCN2 - киназа-сенсор свободных аминокислот.  

 

     В рамках изучения иммуносупрессии, результаты 

наших экспериментов по инкубации МСК и активиро-

ванных лимфоцитов отчетливо продемонстрировали 

важную роль контактных взаимодействий в молекуляр-

ной программе иммунорегуляции МСК, так как наличие контактов между клетками зна-

чительно повышало эффективность иммуносупрессии (см с 74 Рис. 7А и с 78 Рис. 12.), 

что согласуется с данными других исследователей [138, 228]. Активное изучение подоб-

ных взаимодейсвтий позволило выявить ряд кандидатных молекул, список которых по-

степенно пополняется. Среди них были обнаружены белки, участвующие в инициации 

апоптоза, такие как: Fas и FasL [12]. Также отмечено участие рецептора и лиганда PD-

1/PD-L1 в блокировке пролиферации и секреции воспалительных цитокинов лимфоци-

тами [167], однако, установлено, что взаимодействие секреторной формы PD-L1, синте-

зируемой МСК небной впадины человека, при связывании с PD-1 на поверхности Th17 

может иниицииовать апоптоз у лимфоцитов [131]. Помимо этого показано, что молекула 

B7-H4, синтезируемая МСК костного мозга, способна инициировать Т-клеточный арест 

путем блокировки перемещения транскрипционного фактора NF-κB в ядро [301]. В усло-

виях иммуносупрессии в наших экспериментах МСК не вызывали спонтанный апоптоз 

Т-клеток что отвергает участие пары  Fas/FasL в контакт-зависимой иммуносупрессии и 

согласуется с данными других работ [64]. Реализация механизмов иммуносупрессии с 

участием PD-1/PD-L1 в большинстве работ показана для Тh17 лимфоцитов и, по-види-

мому, является специфичной непосредственно для этого типа Т-клеток [167]. В свою оче-

редь на моделях in vivo было продемонстрировано, что МСК довольно часто мигрируют 

в лимфатические узлы, при системном введении в кровоток животным [52, 305]. Кроме 

того, МСК несут набор молекул адгезии, схожий с таковым у эпителиальных клеток лим-

фоидных органов, что дает основания предполагать возможное участие молекул адгезии 

на поверхности МСК в регуляции иммунитета [20]. Известно, что МСК способны к экс-

прессии на своей поверхности CD40, CD164, L- и P-селектинов, PECAM, а также ICAM 
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и VCAM [60]. На данный момент было установлено, что в ходе иммуносупрессии мыши-

ные МСК многократно увеличивают на своей поверхности уровень ICAM-1 и VCAM-1 

под действием комбинации воспалительных цитокинов IFN-γ + TNF-α или IFN-γ + IL-1α. 

При этом эффективность иммуносупрессии значительно снижалась у МСК, нокаутных по 

ICAM-1 как in vitro, так и in vivo [228]. Для человеческих МСК в одной из работ было 

показано увеличение VCAM независимо от наличия или отсутствия контактов. Как пола-

гают исследователи, VCAM в паре с LFA-3 взаимодействуют со своими рецепторами на 

поверхности лимфоцитов (VLA-4 и CD2 соответственно) и, возможно, могут быть вовле-

чены в продукцию растворимых факторов иммуносупрессии, а именно IL-10 и TGF-β 

[196].  

     Нами установлено, что в условиях иммуносупрессии в МСК многократно возрастает 

уровень мРНК ICAM1 (см с 87 Рис. 20А.), но при этом статистически значимых измене-

ний в уровне мРНК VCAM1 и детекции этой молекулы на поверхности МСК нами заре-

гистрировано не было (см с 88 Рис. 22.), в отличие от данных Ren и коллег [228], что 

может в очередной раз свидетельствовать о существовании отличий в осуществлении 

контакт-зависимой иммуносупрессии на молекулярном уровне среди МСК из разных ор-

ганизмов.  

     Оценка уровня ICAM-1 на поверхности МСК при инкубации с активированными лим-

фоцитами показала, что количество этой молекулы увеличивается как в контакных, так и 

бесконтактных условиях культивирования – это указывает на участие растворимых фак-

торов в индукции ICAM-1. Мы показали, что супернатанты после контактной и бескон-

тактной иммуносупрессии вызывают значительное увеличение уровня мРНК ICAM1 в 

МСК и не стимулированных лимфоцитах, культивируемых отдельно. При этом установ-

лено, что инкубация лимфоцитов и МСК в супернатанте после контактной иммуносу-

прессии вызывет максимальную активацию гена ICAM1 в обоих типах клеток (см с 91 

Рис. 26.). В работах по индукции ICAM-1 и VCAM-1 на мышиных МСК использовали 

комбинацию IFN-γ с TNF-α. Изучение нами цитокинового профиля супернатанта от сов-

местной инкубации МСК и активированных лимфоцитов не обнаружило многократного 

увеличения уровня IFN-γ и TNF-α при совместной инкубации, по сравнению с контролем 

(данные не представлены), что позволяет нам говорить о возможном наличии других рас-

творимых факторов для индукции ICAM-1 на поверхности человеческих МСК. Стоит от-
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метить, что в ряде работ по изучению фенотипического профиля МСК упоминалась ре-

гистрация молекулы ICAM-1 на поверхности клеток, однако в этих работах исследова-

тели никак не описывают условия, при которых наличие этой молекулы на поверхности 

МСК было обнаружено [60, 208]. Мы же в ходе экспериментов постоянно проводили де-

текцию ICAM-1 на поверхности МСК 4 пассажа, культивируемых отдельно от лимфоци-

тов. Ни разу нами не было зарегистрировано наличие ICAM-1 на поверхности МСК, куль-

тивируемых отдельно. Однако, мы неоднократно регистрировали высокий уровень 

ICAM-1 на поверхности МСК при инкубации с лимфоцитами, интактными или стимули-

рованными (см с 87 Рис. 20Б-В.). Таким образом, мы полагаем, что появление молекул 

ICAM-1 на поверхности МСК является специфическим ответом на появление лимфоци-

тов. А данные других исследователей можно объяснить оценкой фенотипа свежевыделен-

ных МСК из костного мозга или же жировой ткани, которые находились до недавнего 

времени во взаимодействии с гематопоэтическими клетками, в том числе и лимфоцитами.  

     Увеличение количества молекулы ICAM-1 на эндотелии характерно в процессе рол-

линга лимфоцитов во время их взаимодействия с клетками эндотелия или при презента-

ции антигена [30, 292]. Мы предположили возможное участие ICAM-1 в иммуносупрес-

сорной программе. Мы установили, что при совместной инкубации с МСК контактным и 

бесконтактным способом в лимфоцитах увеличивается уровень мРНК ICAM1 (см с 89 

Рис. 23А.), однако при этом МСК значительно (на 33±7,2% в контактных условиях) сни-

жают долю стимулированных CD4 Т клеток, несущих ICAM-1 на своей поверхности. По-

мимо этого, при инкубаци активированных лимфоцитов с МСК снижается общее количе-

ство CD4ICAM-1+ Т-клеток (см с 89 Рис. 23Б.). Максимальный эффект снижения числа 

лимфоцитов был обнаружен при контактной инкубации (см с 89 Рис. 23Б.). Мы обнару-

жили, что добавление блокирующих ICAM-1 антител приводит к значительному восста-

новлению доли СD4CD25+ Т-клеток (68,3±5,2% контактная инкубация 89±2,4% контакт-

ная инкубация с блокирующими антителами против ICAM-1) в культуре с МСК по срав-

нению с контролем (см с 92 Рис. 27А.). Полученные данные подтверждают важность мо-

лекул ICAM-1 на поверхности МСК и лимфоцитов для контакт-зависимой иммуносупрес-

сии. Наши предварительные эксперименты по оценке профиля экспрессии молекул адге-

зии в МСК и лимфоцитах при совместной инкубации позволили исключить из списка 

кандидатов взаимодействия между VCAM-1 на МСК костного мозга человека и α4-инте-



110 
 

 

грином на CD4 Т-клетках, обнаруженные другими авторами [173] из-за отсутствия стати-

стически достоверных данных по изменению уровня мРНК и поверхностного уровня 

VCAM-1 в МСК (см с 88 Рис. 22.). Также в литературе широко описано взаимодействие 

LFA-1 на поверхности лимфоцитов с ICAM-1 эндотелия и других клеток. Однако данный 

комплекс в основном связан с миграцией лимфоцитов [258], а недавние работы проде-

монстрировали его участие в дифференцировке Т-клеток, их активации и продукции IFN-

γ [288], что противоречит наблюдаемым нами эффектам иммуносупрессии МСК по отно-

шению к Т-клеткам. Поэтому данный механизм мы также исключили из рассмотрения.  

     Наши данные показали, что в условиях контактной иммуносупрессии в присутствии 

блокирующих антител на ICAM-1 доля CD4CD25+ Т-клеток была ниже по сравнению с 

контролем. Мы считаем, что данный эффект может быть связан с продолжительным дей-

ствием механизмов контакт-независимой иммуносупрессии (см с 92 Рис. 27А.). Мы пред-

положили, что, возможно, существует влияние контактных механизмов иммуносупрес-

сии, связанных с ICAM-1, на синтез и секрецию IDO в МСК. Однако, блокировка ICAM-

1 на поверхности МСК не приводила к изменениям IDO на уровне белка (см с 95 Рис. 

29В.). Также не было обнаружено снижения уровня кинуренина в полученных суперна-

тантах от контактной иммуносупрессии с блокировкой ICAM-1, по сравнению с данными 

от контактной иммуносупрессии без блокировки антителами против ICAM-1(см с 95 Рис. 

29А.). Эти результаты согласуются с данными Ren и коллег, которые продемонстриро-

вали, что нокаут ICAM1 в мышиных МСК снижал иммуносупрессорный эффект МСК на 

активированные Т-клетки. Отсутствие ICAM-1 также не влияло на уровень NO, продуци-

руемый МСК [228]. Помимо этого, важность ICAM-1 для иммуносупрессорных программ 

МСК недавно была продемонстрирована на модели in vivo. Исследователи вводили мы-

шам с искуственно вызванной GvHD модифицированные мышиные МСК, способные к 

повышенной продукции ICAM-1. После введения МСК на 7 сутки было обнаружено зна-

чительное снижение развития синдрома. Анализ распределения меченых МСК показал их 

наибольшее скопление во вторичных лимфоидных органах. Причем модифицированные 

МСК мигрировали в лимфатические узлы гораздо эффективнее, чем МСК дикого типа. 

Анализ лимфоцитов из таких узлов продемонстрировал процентное снижение популяции 

Th1 и снижение уровня мРНК IFN-γ и TNF-α в лимфоцитах. Помимо этого, было обнару-

жено увеличение процентного содержания Тreg. В обоих случаях отмечено, что наиболь-
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шим иммунорегулирующим эффектом на Th1 и Treg обладали именно модифицирован-

ные МСК. Несмотря на то, что подробный молекулярный механизм участия ICAM-1 в 

супрессии лимфоцитов не изучался, не остается сомнений, что увеличение количества 

молекул ICAM-1 на поверхности МСК способствовало более эффективному взаимо-

дейcтвию с лимфоцитами [269]. 

     Данные литературы последних лет указывают на то, что помимо иммуносупрессор-

ного действия МСК обладают еще и иммуностимулирующей программой [23]. Мы обна-

ружили, что в системе in vitro при совместной инкубации МСК с тотальной популяцией 

ЛПК, активированных ФГА, поддержка выживания лимфоцитов может происходить при 

соотношении клеток МСК к ЛПК 1/10. Поддержка пролиферации лимфоцитов наблюда-

лась уже через 2 дня совместной инкубации (см с 96 Рис. 30.). Частично наши наблюдения 

согласуются с литературными данными [112] и могут быть объяснены недостаточным ко-

личеством воспалительных факторов, генерируемых лимфоцитами и моноцитами, что 

приводит к переключению МСК в фенотип, поддерживающий выживание лимфоцитов 

[150]. Мы наблюдали эффект поддержки выживания лимфоцитов со стороны МСК как в 

контактных условиях, так и бесконтактных условиях инкубации. Это свидетельствует об 

участии растворимых факторов в данном процессе. В литературе описана возможная роль 

IL-6, секретируемого МСК и поддерживающего пролиферацию Т-клеток в условиях не-

достаточной активации. [150]. Более того, было продемонстрировано его участие в под-

держании активности Th17 со стороны МСК [103]. Однако анализ супернатантов от ин-

кубации МСК с активированными или интактными лимфоцитами в нашей работе никаких 

статистически значимых изменеий в уровне IL-6 по сравнению с контролями (среда от 

МСК и лимфоцитов, инкубируемых отдельно) не выявил (данные не представлены), что 

позволяет предположить наличие других важных факторов. Например, было показано, 

что лиганды для рецепторов Т-клеток CCR5 и CXCR3, продуцируемые МСК, играют важ-

ную роль в поддержке пролиферации лимфоцитов со стороны МСК [150]. 

     Согласно нашим наблюдениям, инкубация очищенной популяции интактных Т-хел-

перов с МСК контактным и бесконтактным способом благоприятствует выживанию лим-

фоцитов, что выражается в увеличении их числа, а также небольшом, но статистически 

значимом увеличении уровня CD25 (см с 97 Рис. 31.). Мы предполагаем, что, возможно, 

в поддержке выживания лимфоцитов может участвовать молекула адгезии ICAM-1, так 

как инкубация МСК с не стимулированными лимфоцитами в составе ЛПК приводит к 
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увеличению доли и числа CD4ICAM-1+ Т клеток (см с 89 Рис. 23В.). Более того блоки-

ровка ICAM-1 на поверхности МСК при контактной инкубации с не стимулированными 

Т-хелперами предотвращала поддержку выживания лимфоцитов со стороны МСК, так 

как доля несущих СD4CD25+ лимфоцитов не отличалась от контроля – интактных лим-

фоцитов, инкубированных отдельно (см с 98 Рис. 32.).  

     Таким образом, мы предполагаем, что ICAM-1, возможно, является молекулой, участ-

вующей в интерпретации сигналов активации или, наоборот, толеризации лимфоцитов в 

иммунорегуляторной программе МСК (Рис. 35.).  

 
           Рис. 35. Предполагемая роль ICAM-1 в иммунорегуляторной программе МСК. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

     Работа посвящена взаимодействию МСК и Т-лимфоцитов человека. Мы показали, что 

реализуемая МСК иммунорегуляторная программа гибкая и, в зависимости от микро-

окружения, способна ингибировать активацию или, наоборот, поддерживать выживание 

Т-клеток (см с 78 Рис. 12, с 97 Рис. 31.). При этом молекула межклеточной адгезии ICAM-

1 возможно играет функцию переключателя между иммуносупрессией и стимуляцией ин-

тактных Т-клеток (см с 92 Рис. 27, с 98 Рис. 32.). Мы полагаем, что наши наблюдения 

помогут в расшифровке механизмов действия МСК в ряде патологий, таких как ревмато-

идный артрит, реакция трансплантата против хозяина и некоторых других. На Рис. 36 

представлено графическое заключение нашей работы. 

 

Рис. 36. Обнаруженные молекулярные регуляторные механизмы МСК на Т-лимфоциты 

человека. ++++ - уровень синтеза до начала совместной инкубации МСК и лимфоцитов, 

+++ уровень синтеза после бесконтактной инкубации МСК и литмфоцитов, ++ уровень 

синтеза после контактной инкубации МСК и лимфоцитов, уровень синтеза в условиях 

поддержания выживания лимфоцитов МСК, 0 – отсутствие синтеза. 

  



114 
 

 

ВЫВОДЫ 

1. Инкубация мезенхимных стромальных клеток и стимулированных антителами к 

CD3 и CD28 лимфоцитов приводит к замедлению скорости пролиферации Т-кле-

ток, сопровождающейся снижением пропорции и числа CD4+CD25+ Т-клеток. При 

этом максимальный эффект негативного влияния мезенхимных стромальных кле-

ток на лимфоциты достигается при установлении контактов между двумя типами 

клеток. 

2. При проявлении иммуномодулирующей активности на Т-лимфоциты в мезенхим-

ных стромальных клетках не происходит изменений поверхностного фенотипа по 

уровню маркеров CD90 (заякоренный белок с вариабельным им-мунноглобулино-

подобным доменом), CD105 (эндоглин), CD73 (экто-5`-нуклеотидаза), детектиру-

емых методом проточной цитометрии при помощи окраски конъюгированными с 

флуорофорами антителами. 

3. Бесконтактная и контактная инкубация с Т-клетками приводит к увеличению тран-

скрипции, уровня белка и ферментативной активности индоламин-2,3-диоксиге-

назы IDO в мезенхимных стромальных клетках, что было продемонстрировано ме-

тодами ПЦР в реальном времени, иммуноблоттинга и иммуноферментного ана-

лиза, оценивающего уровень кинуренина в супернатантах от совместной инкуба-

ции мезенхимных стромальных клеток и лимфоцитов. 

4. Блокировка межклеточной молекулы адгезии ICAM-1 на поверхности мезенхим-

ных стромальных клеток и стимулированных антителами к CD3 и CD28 очищен-

ных CD4 Т-хелперов приводит к увеличению пропорции и числа CD4+CD25+ Т-

клеток, что может свидетельствовать о снижении иммуносу-прессорного влияния 

мезенхимных стромальных клеток на лимфоциты. Блокировка ICAM-1 на поверх-

ности мезенхимных стромальных клеток и стимулированных CD4 Т-хелперов не 

приводит к изменениям IDO на уровне мРНК и белка, что характеризует незави-

симое действие контактной и бесконтактной иммуносупрессии мезенхимных 

стромальных клеток на лимфоциты. 

5. Совместная инкубация мезенхимных стромальных клеток и интактных CD4 Т-хел-

перов приводит к увеличению доли и числа CD4+CD25+ICAM-1+ Т-клеток, что 
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свидетельствует о способности МСК поддерживать выживание интактных лимфо-

цитов. Блокировка ICAM-1 на поверхности клеток отменяет эффект поддержки 

лимфоцитов со стороны мезенхимных стромальных клеток 

6. При совместной инкубации с лимфоцитами мезенхимные стромальные клетки 

оказывают иммуносупрессорное влияние только на стимулированные антителами 

к CD3 и CD28 Т-лимфоциты, которое проявляется в снижении скорости пролифе-

рации Т-клеток и уменьшении доли и числа CD4+CD25+ICAM-1+ лимфоцитов. В 

условиях отсутствия стимуляции Т-клеток мезенхимные стромальные клетки спо-

собны поддерживать выживание интактных Т-клеток, увеличивая число и долю 

CD4+CD25+ICAM-1+ лимфоцитов. 
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