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Аннотация
Многочисленные публикации демонстрируют роль мезенхи-
мальных стволовых клеток (МСК) в качестве существенных 
модуляторов как врожденного, так и приобретенного иммун-
ного ответа в контексте воспаления и повреждения. В связи с 
этим современный метод клеточной терапии с использова-
нием МСК представляет собой перспективный комплексный 
подход для комбинированного лечения рассеянного склероза 
(РС). В данной статье рассмотрено влияние клеточной тера-
пии на синтез in vitro провоспалительных (γИФН, ФНОα) и 
противовоспалительных (ИЛ-10 и ТРФβ) цитокинов, баланс 
которых определяет развитие нейроиммунного воспаления 
при РС. Установлено, что у пациентов с РС МСК способны 
in vitro переключать профиль цитокинового синтеза с про-
воспалительного на регуляторный в условиях миелиновой 
стимуляции мононуклеаров периферической крови. После 
клеточной терапии иммуномодулирующий эффект МСК у 
пациентов с РС проявлялся в виде снижения продукции па-
тогенетически значимых γИФН и ФНОα к 3-му – 6-му месяцам 
посттрансплантационного периода до уровней, сопоставимых 
с таковыми в in vitro условиях антиген-специфической стиму-
ляции ко-культур лимфоцитов и МСК.
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Summary 
Broad-spectrum of publications has demonstrated 
mesenchymal stem cells (MSC) role as the important 
modulator of the both innate and adaptive immune responses 
under inflammation and damage conditions. Thereby up-
to-day method of MSC therapy corresponds the promising 
complex approach to the multiple sclerosis (MS) combined 
treatment. This article examines in vitro cell therapy effect 
on pro-inflammatory (γIFN, TNFα) and anti-inflammatory 
(IL-10, TGFβ) cytokines synthesis, the balance of which 
determines the neuroimmune inflammation development. 
It was established in MS patients that MSC are capable to 
switch the profile of in vitro cytokines’ synthesis from pro-
inflammatory to regulatory in myelin-stimulated peripheral 
blood mononuclear cells. The immunomodulatory effect 
of MSC in MS patients was expressed as the decrease of 
pathogenically important γIFN and TNFα production to 
3d-6th months after treatment up to levels comparable with 
that under in vitro antigen-specific stimulation of lymphocytes 
and MSC co-cultures.

Keywords
Mesenchymal stem cells, multiple sclerosis, cell therapy, 
tumor necrosis factor α, interferon γ, interleu�in-10, trans-α, interferon γ, interleu�in-10, trans-, interferon γ, interleu�in-10, trans-γ, interleu�in-10, trans-, interleu�in-10, trans-
forming growth factor β



Иммунопатология,	Аллергология,	Инфектология	2014	N°3	 	 	 	 	 	 	 	 	 83

Рассеянный склероз (РС) представляет собой 
воспалительное демиелинизирующее аутоиммун-
ное заболевание центральной нервной системы 
(ЦНС), характеризующееся периваскулярным 
воспалением и высоким уровнем циркулирующих 
Т- и В-лимфоцитов, способных повреждать компо-
ненты миелина [1]. По мере развития заболевания в 
области белого вещества мозга формируются очаги 
иммунного воспаления с Т-клеточной и макрофа-
гальной инфильтрацией, а также с присутствием 
разнообразных медиаторов [2]. Иммунопатогенез 
РС ассоциируется с одновременным увеличением 
системной и локальной продукции провоспали-
тельных цитокинов фактора некроза опухолей α 
(ФНОα) и γ-интерферона (γИФН),  продуциру-
емых клеточной субпопуляцией Т-лимфоцитов 
Т-хелперами 1 типа (Тх1), и ИЛ-17, ИЛ-6, ИЛ-23, 
секретируемые Т-хелперами 17 типа (Тх17), наряду 
со снижением числа и активности регуляторных 
клеток, а также синтезируемых ИЛ-10 и транс-
формирующего ростового фактора β (ТРФβ) про-
тивовоспалительного действия [3, 4, 15]. Уровень 
последних может повышаться в период ремиссии 
заболевания, в то время как провоспалительные 
цитокины доминируют во время развития рециди-
вов [5]. Несмотря на то, что аномальная продукция 
цитокинов не является специфичной для РС, тем не 
менее, коррелирует с прогрессией заболевания, ко-
личеством рецидивов и уровень цитокинов актив-
но используется для характеристики воспалитель-
ного процесса [2, 6]. В связи с этим цитокиновый 
профиль при РС является одним из потенциальных 
кандидатов в качестве диагностического биомар-
кера при мониторинге течения и эффективности 
лечения заболевания. 

Среди современных подходов специфической 
терапии РС особое место занимает применение 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК), поло-
жительный эффект которых продемонстрирован 
на экспериментальных моделях [7, 8]. С одной 
стороны, МСК обеспечивают защиту тканей 
ЦНС посредством стимуляции эндогенных меха-
низмов репарации и замещения поврежденных 
нервных клеток путем трансдифференцировки 
в нейроны и олигодендроциты, а с другой сто-
роны, способны предотвращать иммуноопос-
редованное повреждение за счет способности 
модулировать абберантный ответ к компонентам 
белка миелина [8, 9]. Наряду с модулирующим 
влиянием на Т-, В-лимфоциты, натуральные 
киллеры, дендритные клетки и макрофаги, МСК 
способны ингибировать продукцию провоспали-
тельных цитокинов CD4+ и CD8+Т-лимфоцитами 
и повышать экспрессию ИЛ-10 и ИЛ-4 в регуля-

торных клетках. Кроме того, показано, что МСК 
непосредственно секретируют широкий спектр 
субстанций, обеспечивающих трофическое пи-
тание поврежденной нервной ткани, в том числе 
и противовоспалительные цитокины ИЛ-10 и 
ТРФβ, способные индуцировать экспрессию 
протективного фенотипа иммунных клеток и 
запускать процессы ремиелинизации [8, 10].

В связи с этим, цитокины выбраны нами в 
качестве одного из лабораторных параметров 
оценки иммуномодулирующего эффекта кле-
точной терапии у пациентов с подтвержденным 
диагнозом «рецидивно-ремиттирующий рассе-
янный склероз». На модели in vitro совместного 
культивирования лимфоцитов с МСК в условиях 
специфической миелиновой и неспецифической 
митогенной стимуляции, а также в сыворотке 
пациентов изучена динамика продукции γИФН, 
ФНОα, ИЛ-10 и ТРФβ до и после аутологичной 
трансплантации МСК. Принимая во внимание, 
что корректная оценка цитокиновых эффектов 
in vivo является довольно сложным процессом 
в связи с их коротким периодом полураспада, 
высокой биологической активностью в низких 
концентрациях, влиянием микроокружения и 
т.д., основное внимание в данном исследовании 
уделено анализу in vitro продукции цитокинов в 
ко-культурах пациентов с РС в динамике пост-
трансплантационного периода.

Материалы и методы исследования
Периферическая венозная кровь и костный 

мозг получены от 7 пациентов с рецидивно-
ремиттирующим течением РС, которым вы-
полнена трансплантация аутологичных МСК 
путем внутривенного введения в количестве 
93,4 (62,0÷119,0) млн клеток на кг веса на базе УЗ 
«9-я ГКБ» г. Минска. Средний возраст пациентов 
составил 33,5 (от 18 до 40) лет, средний уровень 
инвалидизации по шкале EDSS – 2,5 (2,0÷3,0) бал-
лов. Пациенты не получали иммуносупрессивного 
или модулирующего течение заболевания лечения 
в течение 6 месяцев до проведения клеточной те-
рапии и включались в клиническое исследование 
при условии наличия информированного пись-
менного согласия. У всех пациентов отмечалось 
отсутствие обострений в посттрансплантацион-
ном периоде.  Забор периферической крови осу-
ществлялся до трансплантации, а также на 10-й 
день, 1-й, 3-й, 6-й и 9-й месяц после инфузии МСК.

Мононуклеары периферической крови (МПК) 
и пунктата костного мозга выделяли центрифу-
гированием в течение 30 мин при 1500 об/мин 
при 4°С на градиенте плотности Histopaque-1077 
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(«Sigma», Германия) с последующей 2-кратным 
отмыванием в фосфатно-солевом буфере (ФСБ, 
«Gibco», CША). МСК ранних пассажей получали из 
мононуклеаров костного мозга путем культивиро-
вания в питательной среде DMEM («Gibco», CША), 
содержащей 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (ЭТС, «HyClon», CША), 2 мМ L-глютамина 
(«Gibco», CША), 1% антибиотика-антимикотика 
(«Gibco», CША), при 37°С в атмосфере с 5% со-Gibco», CША), при 37°С в атмосфере с 5% со-», CША), при 37°С в атмосфере с 5% со-CША), при 37°С в атмосфере с 5% со-ША), при 37°С в атмосфере с 5% со-
держанием СО2 с заменой среды каждые 3-4 дня 
и последующим пассированием клеточных куль-
тур. При достижении 70-80% конфлюэнтности 
МСК снимали с поверхности культурального 
пластика трипсином («Sigma», Германия), после 
чего активность фермента ингибировалась до-
бавлением среды DMEM с 10% ЭТС [11]. 

МПК культивировали в концентрации 2×105 
клеток/лунку 96-луночного круглодонного план-
шета в полной культуральной среде на основе 
RPMI-1640 («Invitrogen», Великобритания), с 
добавлением 10% (ЭТС), 2 мМ L-глютамина, 1% 
антибиотика-антимикотика, в течение 6 дней 
(при митогенной стимуляции) и 10 дней (при 
миелиновой стимуляции) при 37°С в атмосфере 
с 5% содержанием СО2. В качестве митогена ис-
пользовали фитогеммагглютинин (ФГА, «Sigma», 
Германия) в конечной концентрации 2,5 мкг/мл; 
в качестве миелинового антигена – рекомбинант-
ный миелин-олигодендроцитарный гликопро-
теин с аминокислотной последовательностью 
1-125 (рМОГ, РНПЦ ТиМБ, Беларусь) в конеч-
ной концентрации 10 мкг/мл. При совместном 
культивировании МПК и МСК использовали 
соотношение клеточных культур 10:1. На 6-ой 
день культивирования осуществляли замену 
половины культуральной среды с добавлением 
ИЛ-2 («R�DSystems», США) в конечной концен-R�DSystems», США) в конечной концен-�DSystems», США) в конечной концен-DSystems», США) в конечной концен-», США) в конечной концен-
трации 10 U/мл.

Концентрации цитокинов определяли в су-
пернатантах митоген-/миелин стимулированных 
культур МПК в присутствии или отсутствие 
МСК и в сыворотке методом иммунофермент-
ного анализа. Для измерения концентрации 
γИФН, ФНОα и ИЛ-10 использовали коммерче-
ские наборы γИФН-ИФА-БЕСТ (область опре-
деления: 0 – 1000 пг/мл), ФНОα-ИФА-БЕСТ 
(область определения: 0 – 1000 пг/мл) и ИЛ-10-
ИФА-БЕСТ (область определения: 0 – 500 пг/мл) 
(«Вектор БЕСТ», Россия). Для измерения кон-
центрации ТРФβ использовали коммерческий 
набор KAC1688 («Invitrogen», Канада). Все этапы 
исследования осуществляли в соответствии с 
инструкциями фирм изготовителей. Оптическую 
плотность исследуемых образцов измеряли на 

спектрофотометре BRIO-SIRIO («SEAC», Италия) 
при λ=450 нм и λ=620-650 нм.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с помощью пакета Statistica 6.0. Полученные 
данные представлены в медианах с 25% и 75% 
процентилями. Определение достоверности раз-
личий осуществляли непараметрическим крите-
рием Вилкоксона для зависимых переменных. 
Проверка на нормальность распределения выпол-
нялась с использованием критерия Холмогорова-
Смирнова. Корреляционный анализ проводили 
путем определения коэффициентов корреляции 
по Спирмену. Во всех случаях результаты при-
нимали достоверными при уровне значимости 
р<0,05, р<0,01 и р<0,001.

Результаты
Продукция цитокинов in vitro в ко-культурах 

МПК и МСК в условиях митогенной-/антиген-
ной стимуляции у пациентов с РС до клеточной 
терапии

Для предварительной оценки in vitro иммуно-
модулирующего эффекта МСК у пациентов с РС 
изучена продукция патогенетически значимых 
провоспалительных цитокинов γИФН и ФНОα, 
а также противовоспалительных цитокинов 
ИЛ-10 и ТРФβ в супернатантах рМОГ- и ФГА-
стимулированных культурах МПК в присутствии 
и отсутствие аутологичных МСК. Установлено, 
что при культивировании со специфическим 
миелиновым антигеном рМОГ в культурах МПК 
не наблюдалось достоверных изменений в про-
дукции цитокинов, в то время как концентра-
ция всех изучаемых цитокинов в клеточных 
супернатантах при неспецифической стимуляции 
митогеном, за исключением ИЛ-10, достоверно 
увеличивалась  (Табл. 1).

При добавлении МСК отмечалось выражен-
ное снижение концентрации γИФН в миелин-
индуцированных ко-культурах (p<0,01) наряду 
с тенденцией к  уменьшению продукции цито-
кина в супернатантах ФГА-стимулированных 
ко-культур МПК и МСК (p=0,06) (Табл. 1). Про-
дукцию ФНОα МСК достоверно ингибировали 
как при специфической, так и неспецифической 
стимуляции МПК. При этом в условиях куль-
тивирования с потенциальным миелиновым 
аутоантигеном продукция γИФН и ФНОα в 
ко-культурах МПК и МСК снижалась также по 
отношению и к спонтанному синтезу цитокинов 
на 33,0% и 41,9%, соответственно. Характер про-
дукции противовоспалительных цитокинов ИЛ-
10 и ТРФβ в присутствии МСК имел обратную 
тенденцию. Концентрация ИЛ-10 незначительно 
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увеличивалась в миелин-/митоген-индуциро-
ванных ко-культурах по отношению как к сти-
мулированной (53,8% / 21,9%, соответственно), 
так и к спонтанной продукции (36,8% / 85,0% 
соответственно) (p=0,06). В то же время, со-
вместное культивирование с МСК приводило к 
достоверному повышению ТРФβ как миелин-, 
так и митоген-стимулированными мононукле-
арами (Табл. 1). 

Таким образом, у пациентов с РС иммуно-
модулирующий эффект МСК характеризуется 
супрессией in vitro продукции провоспалитель-
ных цитокинов с тенденцией к активации синтеза 
цитокинов регуляторного профиля.

In	 vitro	 продукция	 цитокинов	 у	 пациентов	 с	 РС	
после	 клеточной	 терапии	
Аналогичный подход к анализу продукции 

цитокинов культурами лимфоцитов был исполь-
зован у пациентов с РС после трансплантации 
аутологичных МСК. Полученные результаты 
представлены в виде концентраций цитокинов 
в клеточных супернатантах миелин-/митоген-
стимулированных МПК в динамике до 9 месяцев 
посттрансплантационного периода (Рис. 1).

Динамика продукции γИФН, ФНОα и ИЛ-
10 миелин-стимулированными клеточными 
культурами у пациентов с РС имела одина-
ковую направленность. На 10-е сутки после 
клеточной терапии отмечалась тенденция к 

Таблица 1. Концентрация цитокинов в супернатантах клеточных культур при различных условиях культивирова-
ния (медиана, 25÷75-й процентили), пг/мл

Неспецифическая стимуляция Специфическая стимуляция p
спонтанная ФГА ФГА+МСК спонтанная рМОГ рМОГ+МСК
1 2 3 4 5 6

γИФН 38,0
(27,8÷928,9)

581,4
(293,6÷2760,1)

113,1
(90,4÷1790,0)

102,7
(68,2÷1742,8)

310,8
(99,7÷1957,1)

68,8
(26,4÷543,4)

p1-2=0,04
p2-3=0,06
p5-6=0,01
p4-6=0,06

ФНОα 48,8
(38,5÷461,6)

603,1
(554,7÷921,5)

325,1
(217,3÷459,7)

167,1
(103,8÷450,2)

178,8
(136,8÷524,4)

70,1
(53,0÷168,6)

p1-2=0,04
p2-3=0,04
p5-6=0,04
p4-6=0,04

ИЛ-10 259,1
 (139,3÷379,0)

393,2
(113,1÷673,3)

479,3
(170,7÷788,0)

185,6
(142,6÷228,6)

165,2
(153,6÷176,8)

254,0
(224,8÷283,3)

p2-3=0,06
p1-3=0,06
p5-6=0,06

ТРФβ 247,0
 (192,0÷279,0)

369,5
(239,0÷404,0)

376,0
(348,0÷398,0)

271,0
(155,0÷296,0)

212,5
(161,0÷288,0)

301,0
(276,0÷350,0)

p1-2=0,02
p1-3=0,02
p5-6=0,04

Примечание:	p	–	уровень	значимости,	определяемый	критерием	Вилкоксона;	спонтанная	–	продукция	цитокинов	МПК	без	стимуляции;	ФГА	–	продукция	цитокинов	
МПК	при	стимуляции	митогеном	ФГА;	ФГА+МСК	–	продукция	цитокинов	МПК	при	стимуляции	митогеном	ФГА	в	присутствии	МСК;	рМОГ	–	продукция	цитокинов	
МПК	при	стимуляции	антигеном	рМОГ;	рМОГ+МСК	–	продукция	цитокинов	МПК	при	стимуляции	антигеном	рМОГ	в	присутствии	МСК.

увеличению концентрации γИФН, ФНОα и ИЛ-10 в 
среднем в 1,7 – 2,1 раза с последующим снижением 
уровня синтезируемых цитокинов к 3-му – 6-му 
месяцам посттрансплантационного периода (Рис. 
1). Миелин-индуцированная продукция γИФН к 
3-му месяцу у пациентов с РС ассоциировалась 
с количеством трансплантированных МСК (R=-
0,82; p=0,04). При этом значения концентрации 
провоспалительных цитокинов к вышеуказанным 
срокам наблюдения после клеточной терапии были 
сопоставимы с таковыми при миелин-специфиче-
ской стимуляции ко-культур МПК и МСК in vitro 
у пациентов с РС до трансплантации: (γИФН: 121 
пг/мл и 68,8 пг/мл;  ФНОα: 45,9 пг/мл и 70,1 пг/мл,  
соответственно) (Рис. 1, Табл. 1).  Концентрация 
ТРФβ в супернатантах миелин-стимулированных 
клеточных культурах достоверно не изменялась 
не протяжении всего периода наблюдения (Рис. 1).

Общепринятым считается, что оценка in vitro 
продукции цитокинов в условиях неспецифиче-
ской стимуляции митогенами является одним из 
показателей, характеризующих общее состояние 
иммунной системы, включающее противоинфек-
ционную, противоопухолевую защиту организма 
и т.д. [12]. Исходя из этого, проведен сравнитель-
ный анализ влияния МСК на митоген-индуциро-
ванный синтез цитокинов у пациентов с РС после 
клеточной терапии. 

У пациентов с РС после аутологичной транс-
плантации МСК не отмечалось выраженных 



86	 	 Immunopathology,	Allergology,	Infectology	2014	N°3

Рис. 1. Концентрация γИФН, ФНОα, ИЛ-10 и ТРФβ в супернатантах миелин-стимулированных культур МПК до и 
после трансплантации МСК у пациентов с РС, пг/мл

Примечание:	д.п.т.	–	дней	после	трансплантации,	м.п.т.	–	месяцев	после	трансплантации

изменений в продукции ФНОα и ТРФβ ФГА-
стимулированными МПК на протяжении всего 
периода мониторирования. В то же время, на 10-й 
день после трансплантации выявлена тенденция 
к повышению митоген-индуцированного синтеза 
γИФН и ИЛ-10 с последующим снижением кон-
центрации цитокинов, соответственно, к 9-му 
и 1-му месяцу (Рис. 2). При этом, к 9-му месяцу 
после инфузии МСК митоген-стимулированная 
продукция γИФН снижалась в 86% случаев, воз-
вращаясь к уровню неспецифического синтеза 
цитокина до трансплантации.

Таким образом, клеточная терапия приводит 
к кратковременному повышению провоспали-
тельных цитокинов миелин-стимулированными 
лимфоцитами пациентов с РС на 10-й день после 
трансплантации с последующим ингибировани-
ем продукции ФНОα и γИФН на протяжении 
3-6 месяцев посттрансплантационного периода. 
При этом, не наблюдалось выраженного супрес-
сивного влияния по отношению к продукции 
провоспалительных цитокинов в условиях не-
специфической стимуляции у пациентов с РС в 
течение всего периода наблюдения. 

Влияние	 клеточной	 терапии	 на	 продукцию	
ТРФβ	 в	 сыворотке	 крови
Учитывая отсутствие динамики изменения 

концентрации ТРФβ в супернатантах миелин-
стимулированных клеточных ко-культур МПК и 

МСК, а также в культурах МПК после терапии у 
пациентов с РС и принимая во внимание много-
численные публикации о двойственности про- 
или антивоспалительного действия ТРФβ [6, 13, 
14], проведен анализ концентрации изучаемого 
цитокина в сыворотке крови до и в течение 9 
месяцев после клеточной терапии. В отличие от 
γИФН, ФНОα  и ИЛ-10, которые не детектиро-
вались в сыворотке крови, концентрация ТРФβ 
у всех пациентов как до, так и после клеточной 
терапии была на порядок выше по сравнению с 
таковой in vitro (Табл. 1, 2). Высокий уровень про-
дукции ТРФβ in vivo обеспечивается наличием 
широкого спектра клеточных источников, среди 
которых – моноциты/макрофаги, фибробласты, 
эндотелиоциты, тучные клетки, гладко-мышеч-
ные клетки, лимфоциты и др., что в свою очередь 
может затруднить определение удельного веса 
МСК в модулировании продукции ТРФβ после 
терапии [13].

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что концентрация ТРФβ  в сыворотке 
крови пациентов с РС не изменялась на протя-
жении всего посттрансплантационного периода 
(Табл. 2). Следует отметить, что при индивиду-
альном анализе у 50% пациентов с РС наблюда-
лось резкое увеличение концентрации ТРФβ к 
6-му – 9-му месяцам клеточной терапии (пациен-
ты с положительной динамикой), в то время как 
у 50% регистрировалось снижение ТРФβ к 6-ти 
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месяцам после трансплантации МСК (пациенты 
с отрицательной динамикой) (Рис. 3).

Таким образом, принимая во внимание осо-
бенности синтеза ТРФβ многочисленными кле-
точными источниками и плейотропность эф-
фектов, вопрос о корректности интерпретации 
полученных результатов и определения иммуно-
модулирующего эффекта МСК по отношению к 
in vivo продукции изучаемого цитокина остается 
дискутабельным.

Обсуждение
Патогенез РС представляет собой сложный 

мультифакториальный аутоиммунный процесс, 
приводящий к развитию иммунного воспале-
ния, демиелинизации, повреждению аксонов, 
дегенерации нейронов и глиоза белого и серого 
вещества. Среди широкого спектра молекул 
врожденного и приобретенного иммунитета 
цитокины играют ключевую роль в инициации 
и развитии РС. Существует множество путей, 

посредством которых цитокины вовлекаются в 
патогенез РС: модулирование функции антиген-
презентирующих клеток (АПК) за счет повыше-
ния экспрессии МНС II класса для оптимальной 
презентации антигена CD4+Т-клеткам; акти-
вация экспрессии костимулирующих молекул 
на АПК, необходимых для полной активации 
Т-лимфоцитов и т.д. В свою очередь АПК высво-
бождают цитокины, индуцирующие дифферен-
цировку наивных CD4+Т-клеток в эффекторные 
или регуляторные субпопуляции Т-лимфоцитов. 
Цитокины участвуют в миграции Т-клеток в 
ЦНС, где также могут влиять на проницаемость 
гемато-энцефалического барьера, дифферен-
цировку предшественников олигодендроцитов, 
активацию микроглии и астроцитов, таким об-
разом, участвуя в прогрессировании заболевания 
или ремиелинизации [15]. 

При in vitro оценке продукции цитокинов 
МПК пациентов с РС до аутологичной транс-
плантации МСК установлено достоверное уве-

Рисунок 2. Концентрация γИФН, ФНОα, ИЛ-10 и ТРФβ в супернатантах митоген-стимулированных культур МПК 
до и после трансплантации МСК у пациентов с РС, пг/мл

Примечание:	д.п.т.	–	дней	после	трансплантации,	м.п.т.	–	месяцев	после	трансплантации

Таблица 2. Концентрация ТРФβ в сыворотке пациентов с РС до и после клеточной терапии, пг/мл
Период наблюдения
0 д.п.т. 10 д.п.т. 1 м.п.т. 3 м.п.т. 6 м.п.т. 9 м.п.т.
6919,0
(2578,0÷15189,0)

7654,0
(2908,0÷10833,0)

4417,0
(2573,5÷7265,0)

4852,5
(2494,0÷25158,5)

5375,0
(3170,0÷24686,0)

5351,0
(4128,0÷6610,0)

Примечание:	д.п.т.	–	дней	после	трансплантации,	м.п.т.	–	месяцев	после	трансплантации

Иммунотерапия:	 Цитокиновый	 баланс	 у	 пациентов	 с	 рассеянным	 склерозом	 до	 и	 после	 клеточной	 терапии
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личение концентрации провоспалительных ци-
токинов γИФН и ФНОα в условиях митогенной 
стимуляции, что характеризует функциональную 
состоятельность МПК при РС. При миелин-спец-
ифической стимуляции отмечалось также досто-
верное увеличение синтеза γИФН и тенденция к 
повышению уровня ФНОα у пациентов с РС, что 
подтверждает роль данных цитокинов в патоге-
незе заболевания. РС рассматривается как Th1/
Th17-медиированное аутоиммунное заболевание, 
при котором изначальная активация Th1-клеток 
характеризуется вовлечение индукции ИЛ-12, 
экспрессией транскрипционных факторов STAT4 
(signal transducer and activator of transcription) и 
Т-box (экспрессируется в T-bet), и последующей 
повышенной продукцией провоспалительных 
цитокинов γИФН и ФНОα. Последние, наряду 
с ИЛ-1β и ИЛ-12, способны инициировать или 
усиливать образование бляшек [1, 15]. 

γИФН синтезируется активированными СD4+ 
и CD8+Т-лимфоцитами, включая миелин-спец-
ифические Т-лимфоциты, натуральными килле-
рами (NK- и NKT-клетки) и профессиональными 
АПК. Среди основных биологических эффектов 
γИФН, которые играют важную роль в развитии 
воспаления в ЦНС при РС, выделяют актива-
цию макрофагов, продукцию оксида азота из 
аргинина, повышение экспрессии молекул МНС 
I класса, индукцию антигенов MHC II класса и 
Т-клеточный хоуминг. Однако, многочисленные 
исследования лечения экспериментального ауто-

иммунного энцефаломиелита (ЭАЭ) с помощью 
анти-γИФН антител и мышей с нарушенной 
экспрессией гена γИФН демонстрируют более 
тяжелое течение ЭАЭ. Кроме того лечение ре-
комбинантным γИФН по разным данным может 
как ослабевать заболевание, так и  значительно 
усугублять его развитие [4, 15, 16]. Ключевые про-
воспалительные эффекты еще одного цитокина, 
доминирующего при РС, – ФНОα – приводят к 
нарушению проницаемости гемато-энцефаличе-
ского барьера, демиелинизации и повреждению 
олигодендроцитов [17, 18].

Наряду с установленным повышением про-
дукции in vitro провоспалительных цитокинов, у 
пациентов с РС до аутологичной трансплантации 
МСК было также продемонстрировано увеличе-
ние уровня синтеза в ответ на неспецифическую 
митогенную стимуляцию регуляторных цито-
кинов ИЛ-10 и ТРФβ. Данные результаты могут 
свидетельствовать о возможной активации соб-
ственных репаративных механизмов организма в 
ходе развития патологического процесса. Однако, 
принимая во внимание отсутствие достоверных 
изменений в продукции регуляторных цитокинов 
в условиях миелин-специфической стимуляции у 
пациентов с РС, можно заключить, что действие 
эндогенной репарации не является достаточным 
для предотвращения аутоиммунной агрессии.

ИЛ-10 представляет собой мощный проти-
вовоспалительный гомодимерный цитокин, 
который при связывании со своим гетероди-

Рисунок 3. Концентрация ТРФβ в сыворотке пациентов с РС с положительной и отрицательной динамикой до и 
после клеточной терапии, пг/мл

Примечание:	д.п.т.	–	дней	после	трансплантации,	м.п.т.	–	месяцев	после	трансплантации
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мерный рецептором способен супрессировать 
экспрессию воспалительный цитокинов, адге-
зивных молекул и протеинов, необходимых для 
антигенной презентации [19, 20]. ТРФβ является 
секреторным гомодимерным цитокином, кон-
тролирующим рост и дифференцировку клеток. 
Роль ТРФβ при ЭАЭ противоречивая в связи с 
возможностью дифференцировки наивных кле-
ток как в Th17-лифоциты, так и в регуляторные 
Т-клетки (Treg). В присутствии ИЛ-6 в процессе 
антигенной презентации ТРФβ может индуци-
ровать ИЛ-17-продуцирующие Т-лимфоциты in 
vitro. Однако, исследования показывают, что эта 
популяция не является патогенной при ЭАЭ, в 
то время как ИЛ-23-индуцированные Th 17 спо-Th17 спо-17 спо-
собствуют развитию заболевания. Пластичность 
дифференцировки Т-лимфоцитов под действием 
ТРФβ до сих пор изучается. Роль ТРФβ как эф-
фекторного цитокина Treg менее противоричива: 
регуляторные клетки не только продуцируют 
ТРФβ для поддержания self-толерантности, но и 
для выживания естественных Treg. ТРФβ супрес-Treg. ТРФβ супрес-. ТРФβ супрес-
сирует дифференцировку Th1, инициируя T-bet 
и STAT4 экспрессию [13, 14, 21]. 

Начиная с 1990-х гг.  для терапии РС использу-
ются лекарственные препараты, модифицирую-
щие развитие заболевания, в том числе ингибито-
ры провоспалительных цитокинов и активаторы 
регуляторных молекул. Однако эффективность 
данных препаратов остается спорной в связи с 
плейотропностью цитокиновых эффектов и, как 
следствие, множеством побочных эффектов. На-
пример, применение в качестве терапевтических 
агентов регуляторных цитокинов ИЛ-10 и ТРФβ, 
которые иммунная система использует для кон-
троля локального воспаления, затруднительно в 
связи с созданием нежелательного дисбаланса в 
иммунной системе, высокой вероятностью раз-
вития опухолевых заболеваний (в случае ИЛ-10) 
или нежелательной индукцией Th17-клеток (в 
случае ТРФβ) [6]. 

В данной статье рассмотрено влияние клеточ-
ной терапии на in vitro синтез провоспалительных 
(γИФН, ФНОα) и противовоспалительных (ИЛ-
10 и ТРФβ) цитокинов, баланс которых определя-
ет развитие нейроиммунного воспаления как на 
периферии, так и в ЦНС. Продемонстрировано, 
что до клеточной трансплантации у пациентов с 
РС МСК снижают продукцию патогенетически 
значимых γИФН и ФНОα как миелин-, так и ми-
тоген-стимулированными МПК. Наряду с этим 
в присутствии МСК наблюдалось достоверное 
увеличение продукции регуляторных ИЛ-10 и 
ТРФβ миелин-индуцированными МПК. Таким 

образом, МСК способны переключать профиль 
цитокинового синтеза с провоспалительного на 
регуляторный в условиях миелиновой стимуля-
ции МПК у пациентов с РС.

После аутологичной трансплантации МСК у 
пациентов с РС на 10-й день регистрировалось 
кратковременное повышение способности ми-
елин-стимулированных МПК синтезировать 
γИФН, уровень которого достоверно уменьшался 
к 6-ти месяцам после клеточной терапии. Кра-
тковременное повышение γИФН может пред-
ставлять собой механизм защиты МСК от по-
тенциального лизиса натуральными киллерами, 
а также обеспечивать праймирование МСК. 
Аналогичная супрессия миелин-индуцирован-
ного синтеза ФНОα наблюдалась у пациентов 
с РС к 3-му месяцу после инфузии МСК. При 
этом к указанным срокам концентрация провос-
палительных цитокинов снижалась до уровня, 
сопоставимого с миелин-специфическим син-
тезом γИФН и ФНОα МПК в присутствии МСК 
in vitro. Наряду с этим, достоверные изменения 
в динамике митоген-индуцированного синтеза 
провоспалительных цитокинов в период после 
клеточной терапии отсутствовали.

Иммунная функция МСК представляет собой 
баланс между активацией и супрессией [22, 23]. 
При этом функциональная пластичность МСК 
определяется микроокружением, в котором они 
постоянно находятся или в которое они мигри-
руют. Подобно эффекторным клеткам иммунной 
системы для МСК необходим активационный 
сигнал от провоспалительных цитокинов, что-
бы реализовать свой противовоспалительный 
потенциал. Активированные воспалительным 
микроокружением МСК продуцируют иммуно-
модулирующие факторы (�epatocyte gro�t� fac-�epatocyte gro�t� fac- gro�t� fac-gro�t� fac- fac-fac-
tor (HGF), �eme oxygenase 1 (HO-1), indoleamine 
2,3-dioxygenase (IDO), ИЛ-10, prostaglandin E2 
(PGE2), TGFβ), которые ингибируют созревание  
и развитие АПК, супрессируют Т-клеточную 
активацию и функциональный потенциал и 
индуцируют регуляторные дендритные клетки 
и регуляторный Т-клеточный фенотип [24]. 
При этом механизмы цитокин-индуцированной 
МСК-опосредованной иммуносупрессии могут 
быть различные. Например, C�an и соавт. пока-C�an и соавт. пока- и соавт. пока-
зали, что уровень эндогенного γИФН изменяет 
функцию человеческих МСК костного мозга с 
антиген-презентирующей на аллоингибиторную 
[25]. Низкие концентрации γИФН повышают 
экспрессию молекул MHC II класса на МСК и 
способствуют их функционированию в качестве 
АПК, в то время как высокие концентрации 
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γИФН снижают экспрессию молекул MHC II 
класса и переключают свойства МСК на иммуно-
супрессивные. Аллоингибиторные свойства МСК, 
индуцированные γИФН, опосредованы IDO [26, 
27]. Krampera и соавт. установили, что МСК кост-Krampera и соавт. установили, что МСК кост- и соавт. установили, что МСК кост-
ного мозга, стимулированные экзогенным γИФН 
способны ингибировать натуральные киллеры 
и Т-лимфоциты посредством продукции IDO 
[28, 29]. ФНОα и γИФН способствуют продукции 
МСК PGЕ2, ТРФβ1 и НО-1, которые индуцируют 
CD4+CD25+FoxP3+ регуляторные Т-клетки из наи-
вных Т-лимфоцитов in vitro [30, 31]. 

Известно, что после введения клеточного 
трансплантата пациентам МСК способны ми-
грировать в различные органы и ткани, преиму-
щественно в область воспаления. Посредством 
экспрессии различных молекул toll-like receptors 
(TLR2, TLR3, TLR4) МСК могут специализиро-TLR2, TLR3, TLR4) МСК могут специализиро-2, TLR3, TLR4) МСК могут специализиро-TLR3, TLR4) МСК могут специализиро-3, TLR4) МСК могут специализиро-TLR4) МСК могут специализиро-4) МСК могут специализиро-
ванно взаимодействовать и отвечать на медиа-
торы воспалительного микроокружения, в том 
числе γИФН и ФНОα. При этом связывание ли-
гандов с TLR влияет на дифференцировку, про-TLR влияет на дифференцировку, про- влияет на дифференцировку, про-
лиферацию, миграцию и иммуномодулирующие 
свойства МСК. В свою очередь Waterman и соав. 
предложили, что лигирование TLR определяет 
профиль МСК: провоспалительный (МСК 1 
типа) или иммуносупрессивный (МСК 2 типа). 
Так, МСК 1 типа, праймированные через TLR4, 

синтезируют ИЛ-6, ИЛ-8 и ТРФβ1/3, в то время 
как МСК 2 типа, праймированные через TLR3, 
продуцируют PGЕ2 и IDO, однако у них снижена 
продукция ТРФβ1/3 [32].

Выводы
У пациентов с РС МСК достоверно снижают 

in vitro миелин-специфическую продукцию про-
воспалительных цитокинов, как Т-хелперного 
звена (γИФН), так и моноцит-макрофагальной 
системы (ФНОα) наряду со статистически зна-
чимым увеличением синтеза регуляторных ци-
токинов ИЛ-10 и ТРФβ. 

После клеточной терапии иммуномодулирую-
щий эффект МСК проявляется в виде кратковре-
менного повышения концентрации миелин-инду-
цированных γИФН, ФНОα и ИЛ-10 на 10-й день 
посттрансплантационного периода и последую-
щего снижения уровня синтеза γИФН и ФНОα к 
3-му – 6-му месяцам до уровней, сопоставимых с 
таковыми в условиях in vitro антиген-специфиче-
ской стимуляции ко-культур лимфоцитов и МСК.

Оценка продукции цитокинов на модели in 
vitro совместного культивирования клеток, как 
со специфическим миелиновым антигеном, так и 
неспецифическим митогеном, является наиболее 
адекватной моделью для изучения механизмов 
иммуномодулирующего действия МСК при РС.
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