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Введение

Благодаря своим иммуномодулирую-
щим свойствам мезенхимальные стволовые 
клетки (МСК) находят широкое примене-
ние в терапии различных иммунопатологи-
ческих состояний, в том числе при стероид-
резистентной реакции «трансплантат про-
тив хозяина» (РТПХ). Иммуномодулирую-
щее действие МСК реализуется не только 
посредством клеточных контактов, но и за 
счёт выделяемых ими экзосом, содержащих 
различные растворимые факторы [1, 2].

В литературе имеются сведения о во-
влечённости таких растворимых молекул, 

как интерлейкин-10 (ИЛ-10), индолеамин-
2,3-диоксигеназа (IDO), простагландин Е2 
(PGE2), трансформирующий фактор роста 
β (TGF-β), фактор роста гепатоцитов (HGF) 
и оксид азота (NO) в МСК-опосредованную 
Т-клеточную супрессию [3].

Однако не совсем ясно, являются ли 
вышеупомянутые факторы основными ме-
диаторами, участвующими в подавлении 
функции Т-лимфоцитов. Так, например, 
добавление ингибитора IDO или нейтра-
лизующих моноклональных антител к ИЛ-
10, TGF-β и HGF в смешанные культуры 
лимфоцитов не влияет на иммунорегуля-
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Е.А. Примакова, С.И. Кривенко, 
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РОЛЬ РАСТВОРИМЫХ ФАКТОРОВ В МСК-
ОПОСРЕДОВАННОЙ ИММУНОРЕГУЛЯЦИИ

ГУ «Минский НПЦ хирургии, трансплантологии и гематологии», г. Минск, Беларусь

Известно, что иммуномодулирующие функции мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК) реализуются с помощью сложной взаимозависимой иммунорегуляторной сети. В 
последнее время всё чаще исследователи ведут поиск растворимых факторов и молекул, 
секретируемых в иммунопривелигированных органах и тканях и позволяющих избежать 
иммунного ответа. Такими молекулами могут выступать галектин-1 и HLA-G, которые, 
экспрессируясь на трофобласте, обеспечивают развитие иммунотолерантности.

Целью данного исследования явился сравнительный анализ продукции растворимых 
молекул HLA-G и галектина-1, а также интерлейкина-10 интактными мезенхимальными 
стволовыми клетками и при их совместном культивировании с лимфоцитами перифери-
ческой крови реципиентов аллогенных гемопоэтических стволовых клеток.

В результате исследования установлено, что для высвобождения растворимой формы 
HLA-G и, следовательно, реализации иммуномодулирующих свойств МСК, необходи-
мо взаимодействие между МСК и лимфоцитами периферической крови. В то же время 
межклеточное взаимодействие МСК и лимфоцитов не способствовало усилению продук-
ции галектина-1, основной вклад в продукцию которого в совместных культурах вносили 
именно МСК. Уровень продукции растворимой молекулы HLA-G зависел от концентра-
ции ИЛ-10 в культуре. Выявленные закономерности указывают на то, что выбор биоме-
дицинского клеточного продукта на основе МСК должен осуществляться с учётом про-
дукции растворимых факторов, характеризующих их иммунорегуляторный потенциал, 
что в конечном итоге может повысить эффективность клеточной терапии.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, растворимые факторы, моле-
кула HLA-G, галектин-1, интерлейкин-10
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торные способности МСК [4], что позво-
ляет предположить наличие «избыточно-
сти» в механизмах МСК-опосредованной 
иммуносупрессии или же существование 
других иммунодоминантных механизмов.

Поиск других механизмов, характери-
зующих иммунорегуляторный потенциал 
МСК, обратил взгляд исследователей на не-
которые белки и молекулы, секретируемые 
в иммунопривелигированных органах и тка-
нях. Такими белками являются уже вышеу-
помянутые PGE2, ИЛ-10, IDO, а также галек-
тины-1, -3 и HLA-G [5, 6]. Экспрессируясь на 
трофобласте, все эти растворимые факторы 
защищают плод во время беременности от 
атаки иммунной системы матери, обеспечи-
вая развитие иммунотолерантности.

Особую роль в этом процессе играют 
галектины-1, -3 и молекула HLA-G, которые 
также экспрессируются на МСК. Вероятно, 
данные молекулы вносят вклад в иммуно-
привелигированность МСК, позволяя этим 
клеткам избегать иммунного ответа.

Молекулы HLA-G могут оказывать 
ингибирующее действие на все иммун-
ные клетки, в том числе индуцировать 
апоптоз CD8+ Т-клеток [7], арест Т- и 
В-лимфоцитов в фазе G0/G1 клеточного 
цикла, способствовать образованию регу-
ляторных Т-клеток и незрелых дендрит-
ных клеток, экспрессирующих ИЛ-10 [8].

Галектин-1, являясь фактором ко-
операции иммунокомпетентных клеток, 
способен модулировать многие иммунные 
реакции. Данный лектин индуцирует со-
зревание дендритных клеток с толероген-
ным фенотипом, является важным индук-
тором Т-регуляторных клеток, и играет 
важную роль в поляризации иммунного 
ответа, сдвигая баланс в сторону цитоки-
нов T-хелперов 2 типа [9]. Доклиническое 
исследование, проведённое на мышиной 
модели острой РТПХ, показало, что ре-
комбинантный галектин-1 может повысить 
выживаемость животных с 3 до 68% [10]. 
Исходя из вышеизложенного можно пред-
положить, что человеческий галектин-1 
немаловажен в проявлении клинических 
эффектов МСК в терапии РТПХ.

Целью данного исследования явился 
сравнительный анализ продукции раство-
римых молекул HLA-G и галектина-1, а 
также интерлейкина-10 интактными МСК 
и при их совместном культивировании с 
лимфоцитами периферической крови ре-
ципиентов аллогенных гемопоэтических 
стволовых клеток (аллоГСК). 

Материал и методы исследования

Материалом исследования послужи-
ли культуры мезенхимальных стволовых 
клеток человека (n=29), лимфоциты реци-
пиентов аллоГСК, находящихся на стацио-
нарном лечении в отделении транспланта-
ции костного мозга на базе ГУ «Минский 
научно-практический центр хирургии, 
трансплантологии и гематологии» (n=11), 
совместные культуры МСК и лимфоцитов 
реципиентов аллоГСК (n=24).

Выделение лимфоцитов перифериче-
ской крови проводили по общепринятой 
методике [11] — на градиенте плотности 
Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich, Германия) 
(ρ=1,077). После этого клетки в стериль-
ном культуральном флаконе для суспензи-
онных культур с газопроницаемой крыш-
кой в среде DMEM-LG (Gibco, Великобри-
тания), содержащей 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (Gibco, Великобрита-
ния), 1% L-глутамина (Gibco, Великобри-
тания) и 1% пенициллина-стрептомицина 
(Gibco, Великобритания) помещали в СО2-
инкубатор (37°С, 5% СО2, 90% влажность) 
на 72–96 часов.

Выделение МСК из жировой ткани 
проводили по разработанному ранее моди-
фицированному протоколу [12].

Для постановки совместной культуры 
(n=24) МСК высевали в лунки 24-луночных 
планшетов в концентрации 5000 клеток/см2. 
На 3–4 сутки в те же лунки вносили лим-
фоциты, выделенные из крови реципиентов 
аллоГСК, по 500 000 клеток в лунку. Со-
культивирование проводили в течение 3 су-
ток в среде DMEM-LG с добавлением 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, 
Великобритания), 1% L-глутамина (Gibco, 
Великобритания) и 1% пенициллина-стреп-
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томицина (Gibco, Великобритания). Кон-
тролем служили нестимулированные лим-
фоциты тех же пациентов, культивирован-
ные в отсутствии МСК. Все эксперименты 
были поставлены в 2–3 повторах.

Определение в супернатантах кле-
точных культур (МСК, лимфоциты, со-
вместные культуры МСК с лимфоцитами) 
молекулы HLA-G и галектина-1 проводи-
ли методом иммуноферментного анализа 
с использованием наборов Cloud-Clone 
Corp. (США) и Elabscience (Китай), уровня 
интерлейкина-10 — методом мультиплекс-
ного анализа на приборе Luminex 200.

Статистическую обработку проводили 
с помощью пакета прикладных программ 
STATISTICA (Version 6.0, StatSoft Inc.) для 
медико-биологических исследований и 
Microsoft Excel с помощью непараметри-
ческих методов статистического анализа c 
использованием критерия Манна — Уитни. 
Средние величины представлены в виде 
медианы с диапазоном (25–75 проценти-
лей). Корреляционная связь оценивалась с 
помощью теста корреляции по Спирмену. 
Статистически значимыми считались раз-
личия при р<0,05.

Результаты исследования

Для анализа продукции молекулы 
HLA-G все образцы супернатантов клеточ-
ных культур (n=64) были разделены на 3 
группы: 1) супернатанты культур лимфо-
цитов реципиентов аллоГСК (n=11); 2) су-
пернатанты культур МСК (n=29); 3) супер-
натанты совместных культур лимфоцитов 
реципиентов аллоГСК на подложке из 
МСК (n=24). Культивирование проходило 
в течение 72 часов.

Сравнительный анализ продукции дан-
ной иммунорегуляторной молекулы по-
казал статистически значимые различия 
(р<0,0001) уровня HLA-G в супернатантах 
клеточных культур МСК (0 (0; 0,28) нг/мл; 
n=29) и культур лимфоцитов реципиентов 
аллоГСК на подложке из МСК (0,573 (0; 
13,11) нг/мл; n=24). При этом наиболее вы-
сокие значения продукции HLA-G наблю-
дались в совместных культурах (рисунок 1).

При этом интактные лимфоциты проду-
цировали следовые количества HLA-G — 
0,07 [0; 0,41] нг/мл (n=11). Вероятно, ос-
новной вклад в продукцию HLA-G вносили 
МСК, однако данный эффект реализовался 
лишь в присутствии лимфоцитов.

Полученные данные позволяют пред-
положить, что для высвобождения раство-
римой формы HLA-G и, следовательно, ре-
ализации иммуномодулирующих свойств 
МСК необходим контакт между МСК и 
лимфоцитами периферической крови. 

Полученные в ходе исследования дан-
ные не согласуются с ранее опубликован-
ными Nasef и соавт., в которых приводят-
ся сведения о незначительном, статисти-
чески незначимом (p=0,89) повышении 
уровня HLA-G в супернатантах культур 
МСК/смешанная культура лимфоцитов 
по сравнению с культурами МСК. В то же 
время, сами культуры МСК в исследовании 
данных авторов секретировали значитель-
ное количество HLA-G (38,7±5,2 нг/мл) 
[13]. В работе же Rizzo и соавт. показано, 
что интактные МСК, а также МСК, сти-
мулированные фитогемагглютинином, не 
секретируют детектируемое количество 
HLA-G [14]. Различные авторы сообщают 
о столь противоречивых данных, вероятно, 
из-за того, что большинство исследова-

Рисунок 1 — Уровень продукции 
HLA-G в супернатантах культур 

МСК и лимфоцитов периферической 
крови реципиентов алло ГСК 

на подложке из МСК
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ний, касающихся иммуномодулирующих 
функций МСК, выполнено с применением 
лимфоцитов здоровых доноров [15], что не 
отражает реальной картины происходяще-
го при иммунопатологических состояниях, 
требующих применения клеточной тера-
пии (в частности — РТПХ).

В нашем исследовании в группе МСК 
только 2 культуры из 29 характеризовались 
отличными от нуля уровнями продукции 
HLA-G, составляя 0,12 нг/мл и 0,28 нг/мл 
соответственно.

Данные культуры были выбраны как наи-
более перспективные по иммуномодулирую-
щим свойствам для постановки совместных 
культур с лимфоцитами реципиентов с кли-
ническими проявлениями оРТПХ и без при-
знаков РТПХ с зафиксированной отстройкой 
кроветворения. В обеих культурах отмечался 
рост уровня HLA-G, причём прирост был 
прямо пропорционален исходной концен-
трации и отличался от неё в 5 раз в случае 
реципиента с оРТПХ (0,6 нг/мл и 1,2 нг/мл 
соответственно) и в 2 раза — в случае ре-
ципиента без признаков РТПХ (0,28 нг/мл и 
0,63 нг/мл соответственно).

Уровень продукции ИЛ-10 в совмест-
ных культурах, содержащих МСК с из-
начально высоким уровнем HLA-G, был 
одним из самых высоких в своей группе 
(медиана в группе совместных культур — 
1,87 (0,73; 20,8) пг/мл при n=19). Можно 
отметить также более высокую продукцию 
данного цитокина в совместных культу-
рах, содержащих лимфоциты реципиента с 
оРТПХ (19,2 пг/мл и 15,9 пг/мл) по срав-
нению с культурами, содержащими лимфо-
циты реципиента без признаков РТПХ (7,3 
и 5,7 пг/мл соответственно).

При оценке связи между уровнем ИЛ-10 
и продукцией иммунорегуляторной молеку-
лы HLA-G была выявлена статистически 
значимая умеренная положительная корре-
ляционная связь между продукцией данных 
молекул (R=0,55; p=0,0016 при n=30).

Из литературных источников известно, 
что не только HLA-G, но и ИЛ-10 играет 
роль в МСК-опосредованной иммуносу-
прессии. ИЛ-10 необходим для HLA-G-

зависимой индукции T-регуляторных и ден-
дритных клеток. Несмотря на отсутствие 
данных, указывающих на молекулярный 
путь, связывающий HLA-G и ИЛ-10, полу-
ченные в данном исследовании результаты 
наводят на мысль о том, что обе эти молеку-
лы могут действовать синергично.

Для анализа продукции молекулы галек-
тин-1 все образцы супернатантов клеточных 
культур (n=33) были разделены на 3 группы: 
1) супернатанты культур лимфоцитов реци-
пиентов аллоГСК (n=9); 2) супернатанты 
культур МСК (n=10); 3) супернатанты со-
вместных культур лимфоцитов реципиентов 
аллоГСК на подложке из МСК (n=14). Куль-
тивирование проходило в течение 72 часов. 

При оценке уровня продукции галекти-
на-1 в супернатантах культур МСК (n=10) 
во всех культурах отмечались высокие 
уровни продукции данной растворимой 
молекулы — 44,74 (33,96; 49,04) нг/мл. 
В культурах лимфоцитов реципиентов ал-
лоГСК (n=9) уровни продукции данной 
молекулы сильно варьировали — 9,6 (1,65; 
45,99) нг/мл, что, вероятно, обусловлено 
различной степенью активации последних, 
так как галектин-1 может продуцироваться 
также и активированными лимфоцитами.

Присутствие лимфоцитов не влияло на 
продукцию этого растворимого фактора в со-
вместных культурах с МСК (n=14), в которых 
регистрировались высокие уровни галекти-
на-1, — 43,5 (35,8; 48,75) нг/мл (рисунок 2).

Продукция галектина-1 в супернатан-
тах совместных культур МСК и лимфоци-
тов реципиентов аллоГСК — 43,5 (35,8; 
48,75) нг/мл, n=14, была статистически 
значимо выше (р=0,0008) таковой в культу-
рах лимфоцитов реципиентов аллоГСК — 
9,6 (1,65; 45,99) нг/мл, n=10.

Также статистически значимые раз-
личия были выявлены (р=0,002) в группах 
лимфоцитов (n=10) и МСК (n=9). Основ-
ной вклад в продукцию галектина-1 в со-
вместных культурах, вероятно, вносили 
именно МСК, а межклеточное взаимодей-
ствие МСК и лимфоцитов не способство-
вало усилению продукции данной раство-
римой молекулы в отличие от HLA-G.
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При оценке зависимости продукции га-
лектина-1 от уровня HLA-G в супернатан-
тах клеточных культур не было выявлено 
статистически достоверной корреляцион-
ной связи (R= –0,11; p=0,52, n=35) между 
уровнями данных растворимых факторов.

Заключение

В ходе исследования было установле-
но, что для высвобождения растворимой 
формы HLA-G и, следовательно, реализа-
ции иммуномодулирующих свойств МСК, 
необходимо взаимодействие между МСК 
и лимфоцитами периферической крови. 
Продукция растворимой молекулы HLA-G 
зависит от уровня ИЛ-10 в культуре.

МСК характеризуются высоким уров-
нем продукции иммунорегуляторной мо-
лекулы галектин-1. Основной вклад в про-
дукцию галектина-1 в совместных куль-
турах, вероятно, вносят именно МСК, а 
межклеточное взаимодействие МСК и 
лимфоцитов не способствует усилению 
продукции данной молекулы в отличие от 
HLA-G. Уровень галектина-1 не зависит от 
уровня HLA-G в супернатантах клеточных 
культур (R= –0,11; p=0,52, n=35).

Применение в клинической практике 
биомедицинских клеточных продуктов на 
основе МСК с более высокими уровнями 
HLA-G и ИЛ-10, характеризующими их им-
мунорегуляторный потенциал, может повы-
сить эффективность клеточной терапии.
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Рисунок 2 — Сравнительная 
характеристика продукции галектина-1 

в супернатантах клеточных культур 
(данные представлены медианой)
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THE ROLE OF SOLUBLE FACTORS IN 
MSC-MEDIATED IMMUNOREGULATION

It is known that the immunomodulatory functions of mesenchymal stem cells (MSCs) are 
realized through interdependent immunoregulatory network. Recently, researchers have increas-
ingly been searching for soluble factors and molecules secreted in immunoprivileged organs and 
tissues and allowing to avoid the immune response. Such molecules can be galectin-1 and HLA-
G, which expressed on the trophoblast and ensure the development of immunotolerance. 

The objective of this study was a comparative analysis of the production of soluble HLA-G 
and galectin-1 molecules, as well as interleukin-10 by intact mesenchymal stem cells and dur-
ing their co-cultivation with peripheral blood lymphocytes of recipients of allogeneic hemat-
opoietic stem cells. 

As a result of the study, it was found that for the release of the soluble form of HLA-G and, 
consequently, the implementation of the immunomodulatory properties of MSCs, interaction 
between MSCs and peripheral blood lymphocytes is necessary. At the same time, the intercel-
lular interaction of MSCs and lymphocytes did not promote increased production of galectin-1, 
the main contribution to the production of which in mixed cultures was made by MSCs. The 
level of soluble HLA-G molecule depended on the concentration of IL-10 in the culture. The 
revealed patterns indicate that the choice of a biomedical cell product based on MSCs should 
be carried out taking into account the production of soluble factors characterizing their immu-
noregulatory potential, which can ultimately increase the effectiveness of cell therapy. 

Key words: mesenchymal stem cells, soluble factors, HLA-G molecule, galectin-1, 
interleukin-10
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