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Резюме. Изучена способность аутологичных и аллогенных мезенхимальных стволовых клеток 
ранних пассажей, выделенных из костного мозга пациентов с рассеянным склерозом, ингибиро-
вать пролиферацию митоген/миелин-стимулированных Т-клеток памяти. Установлено, что степень 
выраженности иммуносупрессивного действия мезенхимальных стволовых клеток на миелин-
индуцированную пролиферацию Т-лимфоцитов достоверно превышает аналогичный показатель 
по отношению к митоген-стимулированной пролиферации, что свидетельствует о возможной па-
тогенетической способности мезенхимальных стволовых клеток супрессировать пролиферацию 
миелин-специфических эффекторных лимфоцитов. Определены механизмы иммунорегулятор-
ного эффекта мезенхимальных стволовых клеток. Показано, что как растворимые факторы, так 
и клеточно-опосредованное взаимодействие могут быть вовлечены в супрессивную активность ме-
зенхимальных стволовых клеток. При этом растворимые посредники иммунорегуляторных свойств 
мезенхимальных стволовых клеток – простагландин Е2 и индолеамин 2,3-диоксигеназа – конститу-
тивно ими не продуцируются, а требуют паракринного сигнала от Т-лимфоцитов. Полученные ре-
зультаты могут быть использованы для индивидуального подхода к оценке иммуномодулирующих 
свойств мезенхимальных стволовых клеток и дальнейшего применения клеточных культур в патоге-
нетической терапии рассеянного склероза.
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MECHANISMS OF ANTI-PROLIFERATIVE EFFECT PRODUCED BY MESENCHYMAL STEM CELLS 
IN PATIENTS WITH MULTIPLE SCLEROSIS

Abstract. We investigated the ability of autologous/allogeneic mesenchymal stem cells (MSC) from early 
passages, derived from bone marrow of patients with multiple sclerosis, to inhibit mitogen/myelin-induced 
proliferation of memory T cells. It was shown that MSC immunosuppressive potential of myelin-induced 
T-cell memory proliferation was significantly higher than an appropriate suppressive effect upon mitogen-

stimulated cells. These data provide an evidence for a 
possible pathogenetic role of MSCs in suppression of 
myelin-specific proliferation of effector lymphoid cells. 
Immunoregulatory mechanisms of mesenchymal stem 
cells have been determined. It has been shown that 
both soluble factors and cell-mediated interactions may 
be involved in immunosuppressive activity of MSCs. 



238

Зафранская М.М. и др. Медицинская Иммунология

Введение
Рассеянный склероз (РС) – хроническое про-

грессирующее воспалительно-дегенеративное 
аутоиммунное заболевание центральной нерв-
ной системе, представляющее собой одну из наи-
более социально и экономически значимых про-
блем современной нейроиммунологии. Имму-
нопатогенез РС характеризуется нарушением 
баланса между регуляторными и потенциально 
миелин-реактивными клонами Т-лимфоцитов 
с последующим развитием специфического 
Т-клеточного иммунного ответа, эффекторные 
реакции которого направлены на повреждение 
компонентов миелиновой оболочки аксонов [8, 
23]. При рассеянном склерозе Т-лимфоциты рас-
сматриваются как мишень для патогенетическо-
го лечения, в основе которого лежит иммуносу-
прессия или индукция толерантности [9, 30]. Не-
смотря на существенные в последние десятиле-
тия достижения в лечении РС, связанные с ис-
пользованием препаратов, модулирующих те-
чение заболевания (интерфероны, глатирамера 
ацетат, пептидные лиганды, ДНК- и Т-клеточная 
вакцинация), существующие методы селектив-
ной антиген-специфической иммунотерапии РС 
не всегда являются эффективными [2, 18, 24].

Развитие перспективного направления пато-
генетической терапии воспалительных демиели-
низирующих заболеваний основывается на ис-
пользовании иммуносупрессивных и нейропро-
тективных свойств мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) [13, 27]. МСК могут модулиро-
вать иммунный статус, взаимодействуя с иммун-
ной системой на нескольких уровнях: с одной 
стороны – активируя популяцию регуляторных 
Т-клеток, а с другой стороны – подавляя проли-
ферацию Т-лимфоцитов путем усиления инги-
биторов клеточного цикла или посредством дей-
ствия растворимых факторов [3, 22]. Среди мно-
жества растворимых факторов, трансформиру-
ющий ростовой фактор (TGF)-β1 [26], росто-
вой фактор гепатоцитов (HGF) [4], простаглан-
дин Е2 (PGE2) [5] и индолеамин 2,3-диоксигеназа 
(IDO) [14] рассматриваются как возможные кан-
дидаты, вовлеченные в иммуносупрессивную ак-
тивность МСК человека. 

Изучение иммуномодулирующих эффектов 
МСК в отношении иммунокомпетентных клеток 
позволят оценить возможности применения кле-
точных трансплантатов для разработки принци-

пиально новых подходов в терапии аутоиммун-
ных заболеваний, в частности РС [6, 19]. 

В данной работе показана способность ауто-
логичных и аллогенных МСК ранних пассажей, 
выделенных из костного мозга пациентов с РС, 
ингибировать пролиферацию митоген/миелин-
стимулированных Т-клеток памяти и определе-
ны возможные механизмы иммунорегуляторно-
го эффекта МСК.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужи-

ли МСК костного мозга ранних (1-3-го) пас-
сажей и мононуклеары периферической крови 
(МПК), полученные от 25 пациентов (13 муж-
чин и 12 женщин) с различными формами тече-
ния РС, находящихся на стационарном лечении 
в неврологических отделениях 9-ой ГКБ г. Мин-
ска. Средний возраст пациентов на момент за-
бора образцов периферической крови и костно-
го мозга составил 31,88 (от 20 до 52 лет); сред-
няя продолжительность заболевания – 60,6 меся-
цев (от 2 до 180 месяцев). У 13 пациентов отме-
чалось рецидивно-ремиттирующее течение РС, 
у 7 – прогредиентно-ремиттирующее течение РС 
и у 5 пациентов – вторично-прогрессирующее 
течение заболевания. Уровень инвалидизации 
по шкале EDSS на момент забора костного моз-
га и образцов периферической крови у больных 
с РС составил 3,76 балла (от 1,5 до 7,5 баллов). 
Пациенты не получали иммуносупрессивного 
или иммуномодулирующего лечения в течение 6 
месяцев до процедуры забора. 

Выделение мононуклеаров из периферической 
венозной крови и пунктата костного мозга че-
ловека. Все этапы забора биологического мате-
риала (периферической венозной крови и пун-
ктата костного мозга) и выделения мононукле-
арных клеток выполняли в стерильных усло-
виях после получения информированного со-
гласия пациентов о предоставлении материала 
для исследований. Мононуклеары выделяли пу-
тем центрифугирования периферической крови 
и пунк тата костного мозга на градиенте плотно-
сти (Histopaque-1077, «Sigma», Германия). Полу-
ченные кольца мононуклеаров дважды отмывали 
в фосфатном буфере (PBS, «Gibco», Германия), 
содержащем 5% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (ЭТС, «Hyclone», Великобритания). Моно-
нуклеары костного мозга использовали для полу-
чения ранних пассажей МСК.

Moreover, soluble mediators of MSC immunoregulatory properties, e.c., prostaglandin E2 and indoleamine 
2,3-dioxygenase, were not produced in constitutive manner, but they require a paracrine signal from 
T-lymphocytes. The data obtained may be used for development of an individual approach, in order to estimate 
immunomodulatory properties of MSCs and for further application of cell cultures in pathogenetic therapy of 
multiple sclerosis. (Med. Immunol., 2011, vol. 13, N 2-3, pp 237-246)

Keywords: immune suppression, mesenchymal stem cells, multiple sclerosis, prostaglandin E2, indoleamine 2,3-dioxygenase.
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Культивирование МСК костного мозга челове-
ка. Мононуклеары костного мозга ресуспенди-
ровали в среде DMEM-LG с 10% ЭТС, 1% анти-
биотика и 1% L-глютамина («Sigma», Германия), 
засевали в чашки Петри с покрытием для адге-
зивных культур («Greiner», Германия) и культи-
вировали в увлажненной атмосфере с 5% СО2 при 
37 °С. Через 24 ч и далее каждые 3-4 суток произ-
водили смену культуральной среды. По достиже-
нию культурами 70-80% конфлюэнтности, клет-
ки снимали с поверхности пластика трипсином/
ЭДТА («Gibco», Германия). Для микроскопии 
и мониторинга культур использовали инверти-
рованный микроскоп CarlZeiss Axiovert 200 и вы-
сокочувствительную камеру CarlZeiss AxioCam 
MRm с выдержкой 100 мс («CarlZeiss», Герма-
ния).

Оценка пластичности культур МСК костно-
го мозга. Для оценки пластичности и подтверж-
дения полипотентности МСК костного мозга 
проводили их дифференцировку в адипогенном 
и остеогенном направлениях в среде DMEМ-LG 
с пониженным содержанием глюкозы 1000 мг/мл  
(«Sigma», Германия) с добавлением 10% ЭТС 
и следующих реагентов: дексаметазон 10-7 М, 
аскорбиновая кислота 50 мкг/мл, индомета-
цин 50 мкг/мл – для адипогенной дифференци-
ровки; дексаметазон 10-8, аскорбиновая кислота 
50 мкг/мл, 10 мМ β-глицерофосфат («Sigma», 
Германия) – для остеогенной дифференцировки.

Совместное культивирование МПК c МСК. 
МПК пациентов с РС, предварительно окра-
шенные 7 µМ карбоксифлуоресцеином (CFSE, 
«Sigma», Германия), культивировали в кон-
центрации 2 × 105 клеток/лунку 96-луночного 
планшета в полной культуральной среде RPMI-
1640 c 25 мМ HEPES, 2 мМ L-глютамина, 1% 
антибиотика-антимикотика, 10% ЭТС с добав-
лением 2,5 мкг/мл фитогемагглютинина (ФГА, 
«Sigma», Германия) или 10 мкг/мл рекомбинант-
ного миелин-олигодендроцитарного гликопроте-
ина (рМОГ1-125, ГУ «РНПЦ Гематологии и транс-
фузиологии», Беларусь) в присутствии МСК в со-
отношении МПК:МСК – 10:1 или супернатантов 
различных клеточных культур (от конфлюэнтных 
культур МСК, от ко-культур МСК и МПК после 
5-ти и 10-тидневного культивирования в усло-
виях митоген/антигенной стимуляции) в тече-
ние 5 дней (при стимуляции ФГА) и 10 дней (при 
стимуляции рМОГ1-125) в увлажненной атмосфере 
с 5% СО2 при 37 °С. 

Проточная цитофлуориметрия. Для цитоф-
луориметрической оценки фенотипа культур 
МПК использовали моноклональные антитела 
CD3-PC7, CD4-PЕ, CD8-PC5, CD45RO-ECD, 
для культур МСК – CD90-FITC, CD105-PE, 
CD44-FITC, СD119-PE, CD14-ECD, CD31-
FITC, CD34-APC, CD45-PC7 («Beckman Coulter», 
США; «R&D», Канада). МСК и МПК инкубиро-
вали с моноклональными антителами или изоти-

пическими контролями в течение 15 мин в тем-
ноте при комнатной температуре. Измерения 
осуществляли на 5-канальном проточном цитоф-
луориметре FC500 («Beckman Coulter», США). 

Для оценки пролиферативного ответа в со-
ответствии с распределением флуоресценции 
были установлены границы популяции CD3+Т-
клеток среди живых лимфоцитов, в пределах 
которой выделяли субпопуляции СD3+CD4+, 
СD3+CD8+, СD3+CD45RO+, СD4+CD45RO+, 
СD8+CD45RO+Т-клеток. Пролиферацию Т-лим-
фоцитов и их субпопуляций оценивали как про-
цент неподелившихся (CFSEhigh) и поделившихся 
(CFSElow) Т-клеток после 5-ти и 10-ти дней куль-
тивирования. Результат регистрировали на 50000 
событий в пробе.

Иммуноферментный анализ концентрации PGЕ2 
и IFNγ в супернатантах клеточных культур. Кон-
центрация PGЕ2 и γ-интерферона (IFNγ) в су-
пернатантах нестимулированных и митоген/
антиген-активированных МПК, культивируе-
мых в присутствии и отсутствии МСК опреде-
лялась иммуноферментным методом с исполь-
зованием коммерческих наборов «ParameterTM» 
(«R&DSystems», Канада) и «Вектор-Бест» (Рос-
сия), соответственно. 

Цитофлуориметрический метод определения 
IDO. Для внутриклеточного определения IDO МСК 
совместно культивировали с нестимулированны-
ми и митоген-активированными МПК в соотнго-
шении 1:10 в лунках 24-х луночного планшета в те-
чение 5 дней. Клеточные культуры МСК и МПК 
разделяли полупроницаемой мембраной с диаме-
тром пор 0,5 мкм («Nunc», Германия). После окон-
чания культивирования фиксацию клеток осущест-
вляли 4% параформальдегидом в течение 10 ми-
нут с последующей пермеабилизацией 0,5% раство-
ром сапонина. Определение IDO-позитивных МСК 
проводили с использованием анти-IDO-антител 
(«Abcam», Англия) и вторичных антител, меченных 
флуорохромом NL557 («R&D», Канада), в концен-
трациях 10 и 5 мкг/мл, соответственно.

Статистический анализ. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью програм-
мы Statistica 6.0. Достоверность различий опреде-
ляли непараметрическими критериями: Вилкок-
сона (в случае зависимых переменных) и Ман-
на–Уитни (в случае независимых переменных). 
Корреляционный анализ выполняли путем опре-
деления коэффициентов корреляции по Спир-
мену. Результаты считали достоверными при 
уровне значимости р < 0,05; р < 0,01; р < 0,001. 
Полученные данные представлены как медиана 
(25-й ÷ 75-й процентиль).

Результаты
Влияние МСК на митоген/миелин-

индуцированную пролиферацию Т-лимфоцитов 
у пациентов с РС.
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МСК имеют веретенообразную форму, хо-
рошо прикрепляются к пластику и в процес-
се роста формируют колонии. Первичные куль-
туры адгезивных клеток костного мозга паци-
ентов с РС характеризовались морфологиче-
ской гетерогенностью, но, начиная с 1-го пас-
сажа, приобретали фибробластоподобный вид 
с четко выраженным ядром, ядрышками и ци-
топлазматической перинуклеарной зернисто-
стью (рис. 1А) и характерный для МСК фенотип:  
CD34-  CD31-  CD45-  CD14-  CD90+  CD105+  CD44+  CD119+

(рис. 1Б). Полипотентность культур МСК была 
подтверждена направленной адипо- и остеоген-
ной дифференцировкой (рис. 1В и Г).

Для определения иммуномодулирующе-
го действия МСК нами была изучена ФГА- 
и рМОГ1- 125-индуцированная пролиферация 
Т-клеточных субпопуляций пациентов с РС 
в присутствии аутологичных и аллогенных МСК 
ранних пассажей, а также их супернатантов 
или супернатантов от совместных культур МСК 
и МПК (ко-культуры). Пролиферация оцени-
валась методом количественного анализа кле-
точного деления in vitro, основанного на приме-
нении внутриклеточного красителя CFSE, флу-
оресценция которого снижается пропорцио-
нально числу клеточных делений. На рисунке 2 

представлены оригинальные точечные диаграм-
мы и их проекции в виде гистограмм результатов 
проточной цитофлуориметрии, отражающие ти-
пичное изменение пролиферации СD3+СD4+Т-
лимфоцитов пациентов с РС в ответ на поликло-
нальный митоген ФГА в присутствии аутологич-
ных МСК 2-го пассажа и различных супернатан-
тов клеточных культур. После 5-дневного куль-
тивирования спонтанная пролиферация соста-
вила 0,8% – CFSElow поделившиеся лимфоциты 
(рис. 2А); добавление ФГА значительно стимули-
ровало пролиферацию Т-лимфоцитов, и процент 
поделившихся клеток составил 63,3% (рис. 2Б), 
в то время как в присутствии аутологичных МСК 
(рис. 2В) или супернатанта от ко-культуры МСК 
и МПК (рис. 2Г) количество пролиферирую-
щих СD3+СD4+Т-лимфоцитов в ответ на мито-
ген снижалось до 31,3% и 24,2% CFSElow кле-
ток, соответственно. При культивировании МПК 
с супернатантами от конфлюэнтных нативных 
культур МСК ФГА-индуцированная пролифе-
рация СD3+СD4+Т-лимфоцитов не изменялась 
(рис. 2Д). Аналогичные результаты были получе-
ны при оценке влияния МСК на пролиферацию 
Т-лимфоцитов при культивировании с миелино-
вым аутоантигеном рМОГ1-125. 

Рисунок 1. Морфологическая и фенотипическая характеристика МСК костного мозга пациентов с РС
Примечание. A – конфлюэнтная культура МСК (ув.100х), Б – фенотип МСК, В – направленная адипогенная дифференцировка МСК 
(ув.100х), Г – направленная остеогенная дифференцировка МСК (ув.100х).

Рисунок 2. ФГА-индуцированная пролиферация СD3+CD4+Т-лимфоцитов в присутствии аутологичных МСК 2-го 
пассажа и различных супернатантов клеточных культур
Примечание. Верхняя панель – точечные диаграммы, нижняя панель – гистограммы проекции точечных диаграмм распределения 
поделившихся (CFSElow) и неподелившихся СD3+CD4+Т-клеток.
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Принимая во внимание, что ведущая роль 
в развитии РС отводится миелин-специфическим 
СD3+СD4+Th1-лимфоцитам, а также цитоток-
сическим СD3+СD8+T-лимфоцитам с феноти-
пом Т-клеток памяти (СD45RO+) [1, 28], в каче-
стве основного объекта для оценки иммуноре-
гуляторных свойств аутологичных и аллогенных 
МСК была выбрана популяция Т-клеток памяти. 
Статистическая обработка результатов пролифе-
рации Т-клеток памяти и их субпопуляций, куль-
тивируемых в присутствии и отсутствии МСК 
в условиях митогенной/антигенной стимуляции 
у пациентов с РС представлена в таблице 1. 

Добавление МСК в культуру как ФГА-, так и 
миелин-стимулированных МПК приводило к до-
стоверному снижению пролиферации популяций 
Т-лимфоцитов. Следует отметить, что наиболее 
выражено супрессия антиген-неспецифической 
пролиферации отмечалась по отношению 
к СD3+CD45RO+ и СD4+CD45RO+ лимфоци-
там при наличии тенденции в супрессии про-
лиферации СD8+CD45RO+Т-клеток, в то вре-
мя, как МСК пациентов с РС достоверно сни-
жали миелин-специфическую пролиферацию 
как СD4+, так и CD8+Т-клеток памяти.

Для характеристики степени выраженности 
ингибирующего влияния МСК на пролифера-
цию Т-лимфоцитов была выведена формула рас-
чета коэффициента супрессии пролиферативно-
го ответа k (%):

,×Тп+МСК  

Тп

П 100k  =  100 – 
П

где ПТп + МСК – количество поделившихся 
Т-лимфоцитов в ко-культуре МПК и МСК/су-
пернатантов, стимулированной митогеном/ауто-
антигеном, %;

ПТп – количество поделившихся Т-лимфоцитов 
в культуре МПК, стимулированной митогеном/
аутоантигеном, %.

На рисунке 3А представлены коэффициентов 
супрессии k митоген/миелин-индуцированной 
пролиферации Т-клеток памяти пациентов с РС 

при совместном культивировании с аутологич-
ными и аллогенными МСК. Нами не было вы-
явлено достоверных различий в супрессив-
ной способности аутологичных и аллогенных 
МСК как при стимуляции Т-лимфоцитов ФГА, 
так и рМОГ1-125, в связи с чем для дальнейше-
го статистического анализа показатели, харак-
теризующие иммуносупрессивные свойства ау-
тологичных и аллогенных МСК на пролифе-
рацию Т-клеток памяти пациентов с РС, были 
объединены. На рисунке 3Б представлены ме-
дианы коэффициентов супрессии МСК проли-
ферации митоген- и миелин-стимулированных 
CD3+45RO+ лимфоцитов. Установлено, что ко-
эффициент супрессии k антиген-специфической 
пролиферации Т-клеток памяти пациентов с РС 
был достоверно выше по сравнению с анало-
гичным показателем по отношению к антиген-
неспецифическому клеточному делению. Кроме 
того, коэффициент супрессии МСК k миелин-
специфической пролиферации обратно про-
порционально коррелировал с EDSS пациентов 
с РС: с увеличением тяжести заболевания коэф-
фициент супрессии k миелин-специфической 
пролиферации Т-клеток памяти достоверно сни-
жался (R = -0,5; p < 0,05). 

Влияние МСК-опосредованной продукции PGE2 
на пролиферацию МПК в условиях антигенной сти-
муляции. 

Для определения механизмов реализации ан-
типролиферативного потенциала МСК у па-
циентов с РС нами была изучена продукция 
PGЕ2 в различных клеточных культурах и оце-
нено влияние концентрации PGЕ2 на антиген-
неспецифические и антиген-специфические ре-
акции Т-лимфоцитов. 

В нестимулированных культурах МПК отме-
чалась продукция PGЕ2 с тенденцией к умень-
шенью при увеличении времени культивирова-
ния. Так, концентрация PGЕ2 в культуре МПК 
после 5-дневного культивирования составила 
1067 (355,3 ÷ 1500) пг/мл, а после 10-тидневно-
го – 553,5 (200,3 ÷1 083) пг/мл (p = 0,04).

ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВО ПОДЕЛИВШИХСЯ Т-КЛЕТОК ПАМЯТИ (%), КУЛЬТИВИРУЕМЫХ В ПРИСУТСТВИИ 
И ОТСУТСТВИИ МСК, В ОТВЕТ НА МИТОГЕН И МИЕЛИНОВЫЙ АНТИГЕН У ПАЦИЕНТОВ С РС (n = 25)

Условия
культивирования

Индукторы клеточной пролиферации

ФГА рМОГ1-125

CD3+45RO+ CD4+45RO+ CD8+45RO+ CD3+45RO+ CD4+45RO+ CD8+45RO+

Культуральная
среда

6,4
(3,5 ÷ 10,0)

7,9
(3,2 ÷ 14,2)

24,2
(17,9 ÷ 38,4)

16,7
(14,5 ÷ 23,5)

19,9
(13,0 ÷ 26,5)

25,0
(11,3 ÷ 46,8)

Индуктор клеточной 
пролиферации

66,1
(52,1 ÷ 83,7)

66,5
(54,3 ÷ 80,8)

83,6
(70,0 ÷ 90,7)

31,8 
(15,0 ÷ 35,9)

32,2
(13,0 ÷ 36,4)

57,7
(30,0 ÷ 75,2)

Индуктор клеточной 
пролиферации + МСК

42,3**
(29,0 ÷ 51,8)

44,7**
(25,2 ÷ 61,2)

70,4 р = 0,06
(58,8 ÷ 78,9)

15,6**
(9,1 ÷ 24,4)

17,2**
(8,8 ÷ 26,6)

37,6**
(13,6 ÷ 50,9)

Примечаниe. ** – р < 0,01, достоверность указана по отношению к митоген/антиген-индуцируемой пролиферации 
Т-клеток памяти.
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По сравнению со спонтанной продукцией 
не было выявлено достоверных различий в син-
тезе PGЕ2 МПК, культивируемых в присутствии 
ФГА и рМОГ1-125. Добавление к МПК как аутоло-
гичных, так и аллогенных МСК приводило к до-
стоверному увеличению продукции PGЕ2 не за-
висимо от условий культивирования (p < 0,01), 
чего не наблюдалось при культивировании кле-
ток с супернатантами от нативных культур МСК 
(рис. 4). При этом установлена выраженная об-
ратная корреляция между концентрацией PGЕ2 
в ко-культурах МПК и МСК при культивиро-
вании с рМОГ1-125 и количеством поделивших-
ся CD3+CD4+Т-лимфоцитов в ответ на антиген 
(R = -0,8; p < 0,01).

На рисунке 5 представлены обобщен-
ные результаты зависимости продукции PGЕ2 
в клеточных культурах и супрессии митоген-
индуцированной пролиферации СD3+СD4+Т-

лимфоцитов. Наиболее выраженные коэффи-
циенты супрессии СD3+СD4+Т-лимфоцитов на-
блюдались при культивировании МПК в присут-
ствии или МСК, или супернатантов клеточных 
культур, полученных при совместном культиви-
ровании МПК и МСК с соответствующей высо-
кой концентрацией PGЕ2 в супернатантах. В то же 
время добавление к МПК супернатантов от МСК 
с низкой пороговой концентрацией PGЕ2 не при-
водило к супрессии митоген-индуцированной 
пролиферации Т-клеточных субпопуляций. Ана-
логичная тенденция прослеживается и при ана-
лизе зависимости продукции PGЕ2 и миелин-
специфической пролиферации Т-лимфоцитов. 

Внутриклеточное определение IDO в МСК 
при совместном культивировании с ФГА-
стимулированными МПК. 

Основываясь на том, что одним из извест-
ных механизмов иммуносупрессии является акти-

Рисунок 3. Коэффициенты супрессии k (%) пролиферации СD3+CD45RO+Т-лимфоцитов пациентов с РС 
в присутствии аутологичных и аллогенных культур МСК (А) и медианы k МСК, культивируемых с МПК в условиях 
ФГА-/рМОГ1-125-индуцированной стимуляции (Б), (n = 25)

Рисунок 4. Продукция PGЕ2 при культивировании МПК с МСК или супернатантами от нативных культур МСК 
(супер-) в условиях митогенной (ФГА) и антигенной (рМОГ1-125) стимуляции (n = 17)
Примечаниe. ** – достоверные различия (р < 0,01) по отношению к продукции PGE2 в нестимулированной культуре МПК.
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вация фермента IDO, осуществляющего супрес-
сию клеточных реакций за счет конверсии трип-
тофана в кинуреин [10, 15, 16], нами была про-
ведена оценка эксперессии IDO в МСК при раз-
личных условиях культивирования в присутствии 
нестимулированных и митоген-активированных 
МПК. 

При совместном культивировании нестимули-
рованных МПК с МСК наблюдалась незначитель-
ная экспрессия IDO последними, тогда как куль-
тивирование МСК с ФГА-активированными МПК 
в течение 5 дней приводило к значительному воз-
растанию экспрессии IDO (рис. 6А) наряду с выра-
женной супрессией митоген-индуцированной про-
лиферации Т-лимфоцитов (R = 0,63; p < 0,05). 

Для доказательства паракринного влия-
ния провоспалительных факторов со сторо-
ны Т-лимфоцитов на экспрессию IDO в МСК 
было проведено совместное культивирование 
с использованием мембраны, разделяющей по-
пуляции МСК и нестимулированных или ФГА-
активированных МПК. Показано, что МСК 
экспрессируют IDO на высоком уровне при ко-
культивировании с ФГА-активированными МПК 
в отсутствии межклеточного контакта (рис. 6Б). 

Параллельно в супернатантах исследуе-
мых ко-культур была определена концентра-
ция IFNγ как одного из растворимого факто-
ра, продуцируемого митоген-активированными 
Т-лимфоцитами и регулирующего функциональ-
ную активность IDO в МСК [21, 22] и экспрессия 
рецептора к IFNγ (СD119) на МСК. Установлено, 
что ФГА-активированные МПК продуцируют IFNγ 
в высокой концентрации (1785,2 (455,0 ÷ 1816,0) 
пг/мл), тогда как уровень его спонтанной секреции 
составил 44,5 (36,6 ÷ 100,0) пг/мл. При добавление 
МСК к активированным МПК концентрация IFNγ 
в супернатантах достоверно снижалась до 140,6 
(119,7 ÷ 1266) пг/мл (р < 0,05), что достоверно кор-

релировало с уровнем экспрессии IDO в МСК 
(R = -0,6; р < 0,05). Данные результаты свидетель-
ствуют о возможном связывании IFNγ со своим ре-
цептором CD119, который определялся на МСК 
исследуемых ко-культур в 99,3% (98,5 ÷ 99,4%), ин-
дуцируя внутриклеточную активацию экспрессии 
IDO.

Обсуждение
В последние годы стало очевидным, что на-

ряду с регенеративным потенциалом МСК спо-
собны проявлять выраженные иммуномодули-
рующие эффекты в отношении иммунокомпе-
тентных клеток, что является перспективным на-
правлением для разработки подходов к управле-
нию патогенезом аутоиммунных заболеваний. 
Показано, что МСК in vitro могут оказывать до-
зозависимое антипролиферативное воздействие 
на лимфоциты в результате как непосредствен-
ного взаимодействия клеток, так и действия раз-
личных растворимых факторов [4, 5, 26]. Нако-
пленная информация свидетельствует о том, что 
в основе терапевтического эффекта при введении 
МСК в случае РС или его экспериментальной 
модели – экспериментального аутоиммунного 
энцефаломиелита (ЭАЭ) – лежат следующие ме-
ханизмы: нейропротективное действие, обуслов-
ленное взаимодействием трансплантированных 
МСК с клетками реципиента либо секрецией ро-
стовых факторов [29]; иммуномодулирующее воз-
действие, наблюдаемое и при системном и при 
локальном введении [30]; ремиелинизация по-
врежденных участков ЦНС за счет функциональ-
ной активности трансплантированных клеток 
[11]. В экспериментах in vitro продемонстрирова-
на способность МСК ингибировать Т-клеточную 
пролиферацию и активацию в ответ на митоген-
ные и антигенные стимулы дозо-зависимым об-

Рисунок 5. Зависимость коэффициента супрессии 
пролиферации МПК в условиях митогенной (2,5 мкг/мл 
ФГА) стимуляции от концентрации PGЕ2 (n = 17)
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разом. Механизм МСК-опосредованного инги-
бирования Т-клеточной пролиферации и анер-
гия Т-лимфоцитов заключается в остановке кле-
точного деления на G0-G1 фазе клеточного цик-
ла вследствие снижения циклина D2 и повыше-
ния р27 [7]. Кроме того, МСК могут супрессиро-
вать пролиферацию В-лимфоцитов, NK-клеток 
и дендритных клеток [17, 22]. 

В основе патогенеза РС лежат иммунологи-
ческие процессы, связанные с нарушением регу-
ляторной функции иммунной системы и актива-
цией миелин-специфических клонов как CD4+, 
так и CD8+Т-клеток памяти (СD45RO+) [1, 9, 
23]. Нами продемонстрирована способность ау-
тологичных и аллогенных культур МСК ран-
них пассажей костного мозга пациентов с РС 
в равной степени ингибировать in vitro антиген-
неспецифическую и миелин-индуцированную 
пролиферацию Т-клеток памяти. Для оценки 
влияния МСК на миелин-специфическую про-
лиферацию Т-клеток памяти пациентов с РС был 
использован один из основных иммунодоми-
нантных миелиновых белков – рМОГ1-125, кото-
рый, в отличие от других миелиновых антигенов, 
обнаруживается не только в компактных миели-
новых волокнах оболочки аксонов, но и локали-
зуется на внешней поверхности мембраны оли-
годендроцитов, в связи с чем представляет собой 
наиболее вероятную мишень для аутореактивных 
Т-лимфоцитов [12]. 

Некоторые авторы предполагают, что им-
муносупрессивная активность МСК не яв-
ляется антиген-специфической, т.е. МНС- 

рестри ктированной, и демонстрируют МСК-
опо средо ванное ингибирование пролифе-
рации наивных Т-клеток и Т-клеток па-
мяти как в ответ на специфическую, так и 
митоген-индуцированную стимуляцию Т-лим-
фоцитов [20]. В нашей работе продемонстрирова-
но, что степень выраженности иммуносупрессив-
ного действия МСК на миелин-индуцированную 
пролиферацию Т-клеток памяти достоверно пре-
вышала аналогичный показатель по отноше-
нию к митоген-стимулиро   ванной пролифера-
ции (рис. 3Б), что свидетельствует о возможной 
патогенетической способности МСК супресси-
ровать пролиферацию миелин-специфических 
эффекторных клеток при РС. Выявленная су-
прессия обратно коррелировала с EDSS пациен-
тов с РС. В этом случае низкий уровень миелин-
специфической супрессии МСК у пациентов 
с высокими значениями EDSS, возможно, связан 
с развитием и доминированием в данной группе 
нейродегенеративных процессов над аутоиммун-
ными реакциями, что необходимо учитывать при 
планировании патогенетической терапии с ис-
пользованием МСК.

В настоящий момент активно дискутирует-
ся вопрос о роли растворимых факторов и меж-

клеточных контактов в проявлении иммуноло-
гических свойств МСК. Большинство исследо-
вателей фокусирует внимание на роли непосред-
ственного контакта клеток в модулировании им-
мунного ответа, указывая на то, что раствори-
мые факторы опосредуют иммуномодулирующие 
эффекты лишь частично [7, 17]. С другой сторо-
ны, в экспериментах по культивированию МСК 
и Т-лимфоцитов, разделенных полупроницае-
мой мембраной, обнаружено сохранение имму-
носупрессивного потенциала МСК [16, 21].

Для определения механизмов реализации ан-
типролиферативного потенциала мезенхималь-
ными стволовыми клетками нами была изу-
чена продукция PGЕ2 в различных клеточных 
культурах и оценено влияние концентрации 
PGЕ2 на антиген-неспецифические и антиген-
специфические реакции Т-лимфоцитов боль-
ных РС. Показано, что добавление суперна-
тантов от нативных культур МСК не приводит 
к изменению пролиферации митоген/миелин-
активированных лимфоцитов, что может свиде-
тельствовать об отсутствии конститутивной про-
дукции МСК растворимых факторов, обладаю-
щих иммунорегуляторными свойствами. Анти-
генная стимуляция не влияла на продукцию PGЕ2 
культурами МПК и только добавление аутологич-
ных/аллогенных МСК, приводило к достовер-
ному увеличению продукции PGЕ2 параллельно 
с выраженной иммуносупрессией в отношении 
как митоген-, так и миелин-индуцированной 
пролиферации Т-лимфоцитов. В то же время до-
бавление к активированным лимфоцитам су-
пернатантов с высоким уровнем PGE2, получен-
ных от совместных культур МСК и МПК, также 
резко угнетало как антиген-неспецифическую, 
так и антиген-специфическую пролиферацию 
Т-лимфоцитов. Полученные результаты под-
тверждаются выраженной обратной корреля-
цией (R = -0,8; p < 0,01) между концентрацией 
PGЕ2 в ко-культуре МПК при культивировании 
с рМОГ1-125 и МСК и количеством поделившихся 
CD3+ и CD4+Т-лимфоцитов.

Tilley S. с соавт. (2001) показали, что PGЕ2, уве-
личивая внутриклеточное содержание цАМФ, 
определяет ингибицию пролиферации лимфо-
цитов, снижает экспрессию рецепторов к транс-
феррину, угнетает секрецию лимфокинов (IL- 1, 
IL- 2 и др.) и способствует снижению экспрессии 
МНС II на антиген-презентирующих клетках, на-
рушая презентацию антигенов. В таких условиях 
образуются лимфоциты, секретирующие неспец-
ифические супрессивные факторы, угнетающие 
иммунные реакции и потенцирующие толероген-
ный процессинг антигена макрофагами [25].

Полученные нами результаты согласуются 
с K. English et al., которые объясняют механизмы 
МСК-медиированной аллосупрессии экспресси-
ей продукцией PGЕ2 в результате прямого кон-
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такта МСК с CD4+Т-лимфоцитами и последую-
щей индукцией регуляторных Т-клеток [5]. 

Одним из известных механизмов иммуносу-
прессии является активация фермента IDO, ката-
лизирующего конверсию триптофана в кинуре-
ин. Активация IDO за счет синтеза иммуносупрес-
сивных метаболитов триптофана приводит к су-
прессии Т-клеточных реакций, подавляя пролифе-
рацию Т-лимфоцитов или вызывая их апоптоз. Со-
гласно литературным данным, функциональная ак-
тивность IDO не является постоянной [10, 15, 16]. 
Нами не было выявлено в культурах МСК ранних 
пассажей пациентов с РС конститутивной экспрес-
сии IDO, что свидетельствует об отсутствии в на-
тивных МСК IDO-опосредованных механизмов 
иммуносупрессии.

Результаты экспериментов по культивиро-
ванию МСК и митоген-активированных МПК, 
разделенных полупроницаемой мембраной, до-
казывают участие IDO в опосредовании имму-
носупрессивных свойств МСК, так как супрес-
сия пролиферативного ответа Т-лимфоцитов 
наблюдалась только при их культивировании 
с МСК, экспрессирующими IDO на высоком 
уровне. При этом установлено, что IDO опреде-
ляется в МСК при культивировании последних 
с митоген-активированными МПК, не зависи-
мо от наличия или отсутствия клеточных контак-
тов, Таким образом, стимуляция экспрессии IDO 
в МСК происходит при развитии активного вос-
палительного процесса, сопровождающегося ак-
тивацией Т-лимфоцитов и синтезом ими провос-
палительных факторов [14, 16]. 

Основным цитокином, определяющим актив-
ность IDO, является IFNγ, уровень антивирусной 
и антибактериальной активности которого корре-
лирует со степенью индукции данного фермента. 
На сегодняшний день известно, что воздействие 
IFNγ, опосредованное через его рецептор CD119, 
является необходимым условием для проявле-
ния иммунорегуляторных свойств МСК в пол-
ной мере [21, 22]. 

Высокий уровень продукции IFNγ митоген-
активированными МПК, установленное нами его 
снижение в присутствии МСК, экспрессирующих 
IDO, и позитивный фенотип МСК по CD119, под-
тверждают роль IFNγ в механизмах супрессии 
МСК посредством индукции экспрессии IDO 
в МСК костного мозга. 

Заключение
Полученные результаты позволяют конста-

тировать, что аутологичные и аллогенные МСК 
ранних пассажей пациентов с РС в равной сте-
пени ингибируют антиген-неспецифическую 
и миелин-индуцированную пролиферацию па-
тогенетически значимых Т-клеток памяти. При 
этом степень выраженности иммуносупрессив-
ного действия МСК на миелин-индуцированную 

пролиферацию Т-лимфоцитов достоверно пре-
вышает аналогичный показатель по отношению 
к митоген-стимулированной пролиферации. Вы-
раженный ингибирующий эффект МСК в отно-
шении данной популяции клеток свидетельству-
ет о возможной патогенетической способности 
МСК супрессировать пролиферацию миелин-
специфических эффекторных Т-лимфоцитов. 

Иммуномодулирующие эффекты МСК могут 
проявлять как в результате межклеточного кон-
такта с Т-лимфоцитами, так и посредством гумо-
ральных факторов. Доказано участие простаглан-
дина Е2 и индолеамин 2,3-диоксигеназы в опосре-
довании иммуносупрессивных свойств МСК. При 
этом растворимые посредники иммунорегуля-
торных свойств МСК конститутивно ими не про-
дуцируются, а требуют паракринного сигнала 
от Т-лимфоцитов. Полученные результаты мо-
гут быть использованы для индивидуального под-
хода к оценке иммуномодулирующего потенциа-
ла МСК и дальнейшего использования клеточных 
культур в патогенетической терапии РС.
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