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À. À. Àéçåíøòàäò è äð.
Âëèÿíèå ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íà àëëåðãåí-ñïåöèôè÷åñêèå ðåàêöèè ëåéêîöèòîâ

Èç îáðàçöîâ âåíîçíîé êðîâè 16 äîíîðîâ-äîáðîâîëüöåâ, â àíàìíåçå êîòîðûõ áûëè çàôèêñèðîâàíû
êëèíè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ àòîïè÷åñêîé ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè, âûäåëÿëè ëåéêîöèòàðíóþ ôðàêöèþ, ñî-
äåðæàùóþ ëèìôîöèòû, ìîíîöèòû è ãðàíóëîöèòû. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ àëëåðãåíîâ ñîäåðæàíèå Â-ëèìôîöèòîâ, Ò-ëèìôîöèòîâ è åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ îñòàâàëîñü íåèç-
ìåííûì. Êîíòàêò êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé ñ àëëåðãåíàìè âî âñåõ èçó÷åííûõ ïðîáàõ èíäóöèðî-
âàë ïðîäóêöèþ IgE è IL-4. Ðåàêöèÿ íà êîíòàêò ñ àëëåðãåíîì â 13 ñëó÷àÿõ èç 16 ïðîÿâëÿëàñü òàêæå â
óâåëè÷åíèè ñóáïîïóëÿöèè Ò-ëèìôîöèòîâ, íåñóùèõ ìàðêåð ïîçäíåé àêòèâàöèè (àíòèãåí HLA-DR). Ñî-
êóëüòèâèðîâàíèå ñ ìåçåíõèìíûìè ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè (ÌÑÊ) èç êîñòíîãî ìîçãà, æèðîâîé òêàíè
èëè ïóïî÷íîãî êàíàòèêà áëîêèðîâàëî èíäóöèðîâàííóþ àëëåðãåíîì ñåêðåöèþ IgE è IL-4 ëåéêîöèòàìè è
ôîðìèðîâàíèå ñóáïîïóëÿöèè HLA-DR+ àêòèâèðîâàííûõ T-ëèìôîöèòîâ. Ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé âî
âëèÿíèè ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç òðåõ ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ, íà àëëåðãåí-ñïåöèôè÷åñêèå ðåàêöèè ëåéêî-
öèòîâ íå îáíàðóæåíî. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé ñ ÌÑÊ èç âñåõ òðåõ èñòî÷íè-
êîâ ïðèâîäèëî ê âîçðàñòàíèþ ñîäåðæàíèÿ ðåãóëÿòîðíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ â ñðåäíåì íà 30 %. Òàêèì îáðà-
çîì, èììóíîìîäóëèðóþùàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ ìîæåò ïðîÿâëÿòüñÿ in vitro â áëîêèðîâàíèè ýôôåêòîðíîãî
çâåíà àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ðåàêöèÿ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè, ñîêóëüòè-
âèðîâàíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, IgE — èììóíîãëîáó-
ëèí Å.

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) îáëàäàþò èì-
ìóíîìîäóëèðóþùåé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â
ýêñïåðèìåíòàõ in vitro è in vivo. Íàèáîëåå óáåäèòåëüíû
äàííûå, êàñàþùèåñÿ ñóïðåññèâíîãî âëèÿíèÿ ÌÑÊ íà
ôóíêöèè Ò-ëèìôîöèòîâ (Glennie et al., 2005) è äåíäðèò-
íûõ êëåòîê (Chen et al., 2007). Óñòàíîâëåíî, ÷òî òðàíñ-
ïëàíòàöèÿ ÌÑÊ ýêñïåðèìåíòàëüíûì æèâîòíûì áëàãî-
ïðèÿòíî ñêàçûâàåòñÿ íà òå÷åíèè ðÿäà âîñïàëèòåëüíûõ çà-
áîëåâàíèé àóòîèììóííîé ïðèðîäû (Chen et al., 2006;
Nauta et al., 2007; Nasef et al., 2008). Âëèÿíèå ÌÑÊ íà àë-
ëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åííûì. Â õîäå
îãðàíè÷åííûõ êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé îïèñàíî îñëàáëå-
íèå ðåàêöèé íà ïèùåâûå è èíãàëÿöèîííûå àëëåðãåíû ó
ïàöèåíòîâ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êóëüòèâèðîâàííûõ
àóòîëîãè÷íûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (Ãðàíîâ è äð., 2005).
Ïðè ìîäåëèðîâàíèè íà ìûøàõ áðîíõèàëüíîé àñòìû óñòà-
íîâëåíî, ÷òî âíóòðèâåííîå ââåäåíèå ñèíãåííûõ ÌÑÊ èç
êîñòíîãî ìîçãà (Nemeth et al., 2010), àëëîãåííûõ ýìáðèî-
íàëüíûõ èëè èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (iPSC) (Ogulur et al., 2014) ñíèæàåò èíòåíñèâ-
íîñòü ïðîÿâëåíèé çàáîëåâàíèÿ. Ïîäîáíûé ïîçèòèâíûé

ýôôåêò íàáëþäàëè òàêæå â êñåíîãåííîé ñèñòåìå ïðè
òðàíñïëàíòàöèè ñåíñèáèëèçèðîâàííûì ìûøàì ÌÑÊ, ïî-
ëó÷åííûõ èç èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (Sun et al., 2012).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èññëåäîâàíèè
âëèÿíèÿ ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ðàçëè÷íûõ òêàíåé ÷åëîâå-
êà, íà àëëåðãåí-ñïåöèôè÷åñêèå ðåàêöèè êóëüòèâèðóåìûõ
ëåéêîöèòîâ äîíîðîâ, ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ îïðåäåëåí-
íûìè àëëåðãåíàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè îáðàçöû âåíîçíîé êðî-
âè 16 äîíîðîâ-äîáðîâîëüöåâ, â àíàìíåçå êîòîðûõ áûëè
çàôèêñèðîâàíû êëèíè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ ãèïåð÷óâñòâè-
òåëüíîñòè (àëëåðãè÷åñêèé ðèíèò, àòîïè÷åñêèé äåðìàòèò,
îñòðàÿ êðàïèâíèöà, ãàñòðîýíòåðîëîãè÷åñêèå ðàññòðîéñò-
âà, àòîïè÷åñêàÿ áðîíõèàëüíàÿ àñòìà, àíàôèëàêñèÿ).
Â 4 ñëó÷àÿõ ðåàêöèè ðàçâèâàëèñü ïîñëå ïðèåìà ïèùåâûõ
ïðîäóêòîâ, â 3 — ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ ïðå-
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ïàðàòîâ, â îñòàëüíûõ — ïîñëå êîíòàêòà ñ áûòîâûìè è ñ
ïûëüöåâûìè àëëåðãåíàìè (4 è 5 ñëó÷àåâ ñîîòâåòñòâåííî).
Âñå äîíîðû â ìîìåíò ñáîðà îáðàçöîâ êðîâè íàõîäèëèñü â
ñîñòîÿíèè ðåìèññèè è íå èìåëè êëèíè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé
àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé.

Ïîëó÷åííûå îáðàçöû ãåïàðèíèçèðîâàííîé êðîâè íà-
ñëàèâàëè íà ãðàäèåíò ôèêîëëà, öåíòðèôóãèðîâàëè è ñî-
áèðàëè ëåéêîöèòàðíóþ ôðàêöèþ, êîòîðóþ ïîñëå îòìûâà-
íèÿ ñóñïåíäèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå RPMI ñ 10 % ôå-
òàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ) è
äîâîäèëè êîíöåíòðàöèþ êëåòîê äî 5�106 â 1 ìë. Êëåòî÷-
íûé ñîñòàâ ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè îïðåäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ãåìàòîëîãè÷åñêîãî àíàëèçàòîðà Beckman-Coulter
ACT Diff2.

Ñîñòîÿíèå ñåíñèáèëèçàöèè äîíîðîâ â îòíîøåíèè
óêàçàííûõ â àíàìíåçå àëëåðãåíîâ áûëî ïîäòâåðæäåíî ïó-
òåì èíêóáàöèè êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè ñ ðàñòâî-
ðàìè ñîîòâåòñòâóþùèõ àëëåðãåíîâ è ïîñëåäóþùåãî
îïðåäåëåíèÿ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êîíöåíòðàöèè èì-
ìóíîãëîáóëèíà Å (IgE) ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà (ÈÔÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ
IgE-îáùèé (Âåêòîð-Áåñò, Ðîññèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè
ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ.

Íàðÿäó ñ ýòèì ðåàêöèþ ëåéêîöèòîâ íà êîíòàêò ñ àë-
ëåðãåíîì in vitro îöåíèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ â êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäå IL-4, êîòîðîå îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ÈÔÀ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íàáîðà ÈÔÀ-IL-4 (Âåêòîð-Áåñò, Ðîññèÿ).
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû ëåéêîöèòîâ
áåç äîáàâëåíèÿ àëëåðãåíîâ. Â ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îïòèìàëüíûé ñðîê èíêóáà-
öèè ñ àëëåðãåíàìè ñîñòàâëÿåò 72 ÷.

Îáðàçöû êîñòíîãî ìîçãà, æèðîâîé òêàíè è ïóïî÷íîãî
êàíàòèêà ïîëó÷àëè ïðè íàëè÷èè èíôîðìèðîâàííîãî ñî-
ãëàñèÿ äîíîðîâ. Ìåòîäû âûäåëåíèÿ ÌÑÊ, èõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ è ôåíîòèïè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà îïèñàíû ðàíåå
(Àéçåíøòàäò è äð., 2014).

Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ñîêóëüòèâèðîâàíèþ ñ ëåéêîöèòà-
ìè, ñòèìóëèðîâàííûìè àëëåðãåíàìè, èñïîëüçîâàëè êóëü-
òóðû ÌÑÊ 3—4 ïàññàæåé, íàõîäèâøèåñÿ â ôàçå ëîãàðèô-
ìè÷åñêîãî ðîñòà (30—60 % êîíôëþýíòíîñòè). Äëÿ ýòîãî
ÌÑÊ ðàññåâàëè â ÿ÷åéêè 6-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà ïî
30 òûñ. êë./ñì2, ÷åðåç 24 ÷ â òå æå ÿ÷åéêè âíîñèëè ðàâíîå
êîëè÷åñòâî êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé. Â ñìåøàí-
íûå êóëüòóðû äîáàâëÿëè ðàñòâîðû àëëåðãåíîâ è êóëüòè-
âèðîâàëè â ñðåäå RPMI ñ 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâî-
ðîòêè (HyClone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ).

Ïîñëå èíêóáàöèè ñ àëëåðãåíàìè â òå÷åíèå 72 ÷ êëåò-
êè ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè è ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ñî-
áèðàëè ðàçäåëüíî. Â ñðåäå îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå IgE è
IL-4. Ôðàêöèþ êëåòîê àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé
öèòîôëóîðîìåòðèè. Âûÿâëÿëè ïîïóëÿöèè B-ëèìôîöèòîâ
(CD19+), åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ (CD3–, CD16+ è CD56+),
Ò-ëèìôîöèòîâ (CD3+), àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôîöèòîâ
(CD3+ è HLA-DR+), à òàêæå ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê
(CD3+, CD4+ è CD127low).

Ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÌÑÊ èç ÿ÷ååê ïëàíøåòà
óäàëÿëè ñðåäó è îïðåäåëÿëè â íåé êîíöåíòðàöèè IgE è
IL-4. Ëåéêîöèòû ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ìîíîñëîÿ, ïî-
âòîðíî ñìûâàëè 0.02%-íûì ðàñòâîðîì âåðñåíà. Ñìûâû
îáúåäèíÿëè, ãîòîâèëè ñóñïåíçèè êëåòîê â 500 ìêë ÔÑÐ è
îïðåäåëÿëè â íèõ ñîäåðæàíèå óêàçàííûõ âûøå êëåòî÷-
íûõ ïîïóëÿöèé.

Äëÿ öèòîôëóîðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè îêðà-
øèâàëè ìå÷åííûìè ôëóîðîõðîìàìè àíòèòåëàìè â òå÷å-
íèå 20 ìèí â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Èñ-

ïîëüçîâàëè ðåàãåíòû ôèðìû Beckman Coulter (ÑØÀ).
Àíàëèç âûïîëíÿëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðîìåòðå
FC500 ñ äëèíîé âîëíû ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ 488 íì è ïðî-
ãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì CXP â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóê-
öèåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Beckman Coulter, ÑØÀ).

Âñå ýêñïåðèìåíòû ïîâòîðÿëè ÷åòûðåõêðàòíî. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû Microsoft Exñel. Äëÿ êàæäîé âûáîðêè îïðåäå-
ëÿëè îøèáêó ñðåäíåãî ïî ôîðìóëå M n±σ . Ìåæãðóïïî-
âûå ðàçëè÷èÿ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ U-êðèòåðèÿ Ìàí-
íà—Óèòíè.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: êóëüòóðàëüíàÿ
ñðåäà RPMI, ñûâîðîòêà ýìáðèîíîâ êîðîâ, êóëüòóðàëüíàÿ
ñðåäà AdvanceSTEM mesenchymal stem cell media, çàìå-
íèòåëü ñûâîðîòêè Mesenchymal Stem Cell Growth Supple-
ment, ðàñòâîð àíòèáèîòèêîâ ïåíèöèëëèí—ñòðåïòîìèöèí
è ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåð (HyClone, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ);
ðàñòâîð ôèêîëëà è ðàñòâîð Âåðñåíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ); íà-
áîð ðåàãåíòîâ IgE-îáùèé, íàáîð ðåàãåíòîâ ÈÔÀ-IL-4
è ðàñòâîðû àëëåðãåíîâ (Âåêòîð-Áåñò, Ðîññèÿ); ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà CD3-FITC /CD19-PE, CD3-FITC
/HLA-DR-PE, CD3-FITC /CD56+16-PE, CD45-PC5,
CD45-PC7, CD25-PC5, CD127-PE, CD4-FITC (Beckman
Coulter, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Àíàëèç êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé,
âûäåëåííûõ èç êðîâè äîíîðîâ, ñåíñèáèëèçèðîâàíûõ â îò-
íîøåíèè ðÿäà àëëåðãåíîâ (ñì. òàáëèöó), ïîêàçàë, ÷òî ïðè
âûäåëåíèè íà ñòóïåí÷àòîì ãðàäèåíòå ôèêîëëà ïðîèñõî-
äèëî îáîãàùåíèå ïîëó÷àåìîé ïîïóëÿöèè êëåòîê ëèìôî-
öèòàìè è ìîíîöèòàìè. Äîëÿ êëåòîê ãðàíóëîöèòàðíîãî
ðÿäà ïðè ýòîì ñíèæàëàñü â 3—5 ðàç, íî îñòàâàëàñü â ïðå-
äåëàõ îò 6 äî 26 %.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàê-
öèé ñ àëëåðãåíàìè ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå Â-ëèìôîöè-
òîâ, Ò-ëèìôîöèòîâ è åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ â ïîïóëÿöèè
îñòàâàëîñü íåèçìåííûì (ðèñ. 1).

Ïðèñóòñòâèå àëëåðãåíîâ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
âñåõ 16 îáðàçöîâ ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé èíäóöèðîâàëî
äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèé IgE (ðèñ. 2) è IL-4
(ðèñ. 3).

Â 13 ñëó÷àÿõ èç 16 èíêóáàöèÿ ñ àëëåðãåíàìè ïðèâî-
äèëà ê ðîñòó ñîäåðæàíèÿ àêòèâèðîâàííûõ (HLA-DR-ïî-
çèòèâíûõ) Ò-ëèìôîöèòîâ â 1.5—3 ðàçà (ðèñ. 4).

Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé ñ ÌÑÊ
áëîêèðîâàëî èíäóöèðîâàííûå àëëåðãåíàìè ïðîÿâëåíèÿ
ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè: ðîñòà êîíöåíòðàöèé IgE è IL-4 è
ñîäåðæàíèÿ àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôîöèòîâ â ïðèñóòñò-
âèè ÌÑÊ íå ïðîèñõîäèëî (ðèñ. 2—4). Ïðè ýòîì ÌÑÊ èç
êîñòíîãî ìîçãà, æèðîâîé òêàíè èëè ïóïî÷íîãî êàíàòèêà
áëîêèðîâàëè êàê ãåíåðàöèþ àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôîöè-
òîâ, òàê è ïðîäóêöèþ IgE è IL-4 ñ îäèíàêîâîé ýôôåêòèâ-
íîñòüþ.

Èíêóáàöèÿ ñ àëëåðãåíàìè íå ïðèâîäèëà ê çíà÷èìîìó
óâåëè÷åíèþ äîëè ðåãóëÿòîðíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ íè â îä-
íîì èç èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ (ðèñ. 5).

Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé ñ ÌÑÊ
èç êîñòíîãî ìîçãà è æèðîâîé òêàíè èëè ïóïî÷íîãî êàíà-
òèêà ïðèâîäèëî ê ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîìó óâåëè÷åíèþ
îòíîñèòåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê
(CD4+CD25+CD127low). Â ñðåäíåì ïðè ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè ñ ÌÑÊ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæà-

198 À. À. Àéçåíøòàäò è äð.
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Êëåòî÷íûé ñîñòàâ ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé, âûäåëåííûõ èç êðîâè äîíîðîâ,
ñåíñèáèëèçèðîâàíûõ â îòíîøåíèè ñïåöèôè÷åñêèõ àëëåðãåíîâ

Íîìåð
äîíîðà

Àëëåðãåí Ëèìôîöèòû, % Ìîíîöèòû, % Ãðàíóëîöèòû, %

1 Ïûëüöà áåðåçû 69.8 � 2.0 4.0 � 2.0 25.7 � 2.0

2 Øåðñòü è ýïèòåëèé êîøêè 75.0 � 4.0 8.9 � 2.0 16.0 � 3.0

3 Ðûáà 71.4 � 1.0 9.0 � 0.5 19.6 � 1.0

4 Êðåâåòêè 79.0 � 4.0 10.0 � 3.0 11.0 � 3.0

5 Ðûáà 85.7 � 5.0 6.0 � 0.5 8.3 � 4.0

6 Êðåâåòêè 87.2 � 8.0 5.7 � 2.0 7.1 � 5.5

7 Àìáðîçèÿ ïîëûííîëèñòíàÿ 85.6 � 4.0 8.1 � 5.0 6.3 � 1.0

8 Øåðñòü êîøêè 78.0 � 4.5 9.0 � 2.0 13.0 � 3.0

9 Öèòðóñîâûå 77.9 � 3.0 9.6 � 2.0 12.5 � 3.0

10 Ïåíèöèëëèí 75.8 � 7.0 9.3 � 4.0 14.9 � 3.0

11 Ëèäîêàèí 73.0 � 2.0 8.0 � 2.0 19.0 � 3.0

12 Ïûëüöà áåðåçû 80.0 � 4.0 8.9 � 2.0 11.0 � 3.0

13 Ïåðõîòü êîøêè 69.5 � 5.0 7.7 � 1.0 23.0 � 6.0

14 Òîïîëü 81.0 � 0.7 10.0 � 0.5 9.0 � 0.5

15 Ãîð÷èöà 77.2 � 1.0 6.8 � 2.0 16.0 � 3.0

16 Ïåíèöèëëèí 67.3 � 6.0 11.7 � 2.0 21.0 � 3.0

Ðèñ. 1. Ñîäåðæàíèå Â-ëèìôîöèòîâ (Bëö), T-ëèìôîöèòîâ (Tëö)
è åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ (ÅÊ) îòíîñèòåëüíî îáùåãî êîëè÷åñò-
âà ëèìôîöèòîâ â ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèÿõ ïîñëå èõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòð) èëè â ñðåäå ñ àëëåðãåíàìè

(+àëë).

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêè ñðåäíåãî.

Ðèñ. 2. Êîíöåíòðàöèÿ IgE â ñðåäå ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé â ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü), èëè â ñðå-
äå ñ àëëåðãåíàìè (àëëåðãåí), èëè ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ â ïðèñóòñòâèè àëëåðãåíîâ.

Êëåòêè ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè àëëåðãåíà ñîâìåñòíî ñ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (àëë+ÌÑÊ ÊÌ), ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè
(àëë+ÌÑÊ ÆÒ) èëè ÌÑÊ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà (àëë+ÌÑÊ ÏÊ). Çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíû äàííûå, äîñòîâåðíî îòëè÷íûå îò êîíòðîëÿ (Ð < 0.05).
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Ðèñ. 3. Êîíöåíòðàöèÿ IL-4 â ñðåäå ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé â ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü), èëè â ñðå-
äå ñ àëëåðãåíàìè (àëëåðãåí), èëè ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ â ïðèñóòñòâèè àëëåðãåíîâ.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.

Ðèñ. 4. Ñîäåðæàíèå àêòèâèðîâàííûõ (CD3+ è HLA-DR+) Ò-ëèìôîöèòîâ (Òàêò) îòíîñèòåëüíî êîëè÷åñòâà CD3+-ëèìôîöèòîâ ïî-
ñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé â ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü), èëè â ñðåäå ñ àëëåðãåíàìè (àëëåðãåí), èëè ïðè

ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÑÊ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ â ïðèñóòñòâèè àëëåðãåíîâ.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.



íèå ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê óâåëè÷èâàëîñü íà 34 % (ìè-
íèìàëüíîå çíà÷åíèå — 13, ìàêñèìàëüíîå — 59 %).
Â îïûòàõ ñ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà ïðèðîñò ýòîãî ïîêàçà-
òåëÿ ñîñòàâëÿë 31 % (ìèíèìàëüíîå çíà÷åíèå — 13, ìàê-
ñèìàëüíîå — 53 %), à ïðè èñïîëüçîâàíèè ÌÑÊ æèðîâîé
òêàíè — 30 % (ìèíèìàëüíîå çíà÷åíèå — 14, ìàêñèìàëü-
íîå — 48 %). Äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â ñòåïåíè âëèÿíèÿ
ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ íà óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê îáíàðóæåíî íå áûëî.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìîäåëèðîâàëè îäíî èç çâåíüåâ
ýôôåêòîðíîé ôàçû àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé, à èìåííî èç-
ìåíåíèå ñîñòîÿíèÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ñåíñèáèëèçè-
ðîâàííîãî îðãàíèçìà ïðè ïîâòîðíîì êîíòàêòå ñ àëëåðãå-
íîì.

Ðåöåïöèÿ àëëåðãåíà îáåñïå÷èâàåòñÿ â ýòîì ñëó÷àå
ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè êëàññà IgE, êîòîðûå ëèáî
âñòðîåíû â ìåìáðàíû Â-ëèìôîöèòîâ â âèäå Â-êëåòî÷íî-
ãî IgE-ðåöåïòîðà (Wu et al., 2014), ëèáî ôèêñèðîâàíû íà
ïîâåðõíîñòè ýîçèíîôèëîâ, áàçîôèëîâ èëè òó÷íûõ êëå-
òîê ïîñðåäñòâîì âûñîêîàôôèííîãî Fc-ðåöåïòîðà (Stone
et al., 2010). Â-ëèìôîöèòû îòâå÷àþò íà ñâÿçûâàíèå àëëåð-
ãåíà ïðîäóêöèåé IgE, à êëåòêè ãðàíóëîöèòàðíîãî ðÿäà —
ñèíòåçîì IL-4, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü ñòèìóëèðóåò ôîð-
ìèðîâàíèå ñóáïîïóëÿöèè àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôî-
öèòîâ.

Ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòîìó ïðåäñòàâëåíèþ, ïðè ðàçäå-
ëåíèè êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè íà ôèêîëëå ëèìôî-
öèòû è ìîíîöèòû çàäåðæèâàþòñÿ â âåðõíåì ñëîå ãðà-
äèåíòà, à ãðàíóëîöèòû âìåñòå ñ ýðèòðîöèòàìè îêàçûâà-
þòñÿ â íèæíåé ôðàêöèè (Noble et al., 1968). Àíàëèç

êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé, ïîëó÷åííûõ
â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïîêàçàë, ÷òî â âûäåëåííûõ ïîïóëÿ-
öèÿõ íàðÿäó ñ ëèìôîöèòàìè ïðèñóòñòâîâàëè ìîíîöèòû è
ãðàíóëîöèòû, ò. å. âñå êëåòî÷íûå òèïû, êîòîðûå îòâåòñò-
âåííû çà ïîÿâëåíèå ñäâèãîâ, íàáëþäàåìûõ ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè àëëåðãåíîâ.

Â òðåõ îáðàçöàõ (¹ 6, 7 è 10) ðåàêöèè ëåéêîöèòîâ íà
âíåñåíèå â êóëüòóðó àëëåðãåíà ïðîÿâëÿëèñü â ïîÿâëåíèè
â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå IgE è IL-4, íî ðîñòà ÷èñëåííîñòè
àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôîöèòîâ â ýòèõ ïðîáàõ íå áûëî.
Âîçìîæíî, ÷òî â óêàçàííûõ ñëó÷àÿõ òåìï äèôôåðåíöè-
ðîâêè áûë çàìåäëåí, è íàêîïëåíèÿ êëåòîê ê ìîìåíòó ïðå-
êðàùåíèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ïðîèçîøëî.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ãðóïïà îáñëåäîâàííûõ äîíî-
ðîâ áûëà äîñòàòî÷íî ãåòåðîãåííîé ïî òèïó ñåíñèáèëè-
çèðóþùåãî àëëåðãåíà, ôîðìàì è òÿæåñòè êëèíè÷åñêèõ
ïðîÿâëåíèé àòîïè÷åñêîé ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè. Òåì íå
ìåíåå, â öåëîì ðåàêöèè êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè
íà êîíòàêò ñ àëëåðãåíàìè áûëè äîñòàòî÷íî îäíîðîäíû-
ìè: âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðè êîíòàêòå ñ àëëåðãåíàìè íàáëþäà-
ëè ïðîäóêöèþ IgE è IL-4, â áîëüøèíñòâå îïûòîâ ïðîèñ-
õîäèë ðîñò ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèè àêòèâèðîâàííûõ
Ò-êëåòîê.

Ïðîÿâëåíèÿ èììóíîìîäóëèðóþùåé àêòèâíîñòè ÌÑÊ
â îòíîøåíèè ëåéêîöèòîâ äîíîðîâ-àëëåðãèêîâ òàêæå îêà-
çàëèñü îäíîçíà÷íûìè. Â õîäå ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòà-
íîâëåíî, ÷òî àëëîãåííûå ÌÑÊ áëîêèðîâàëè èíèöèèðî-
âàííóþ èíêóáàöèåé ñ àëëåðãåíàìè ïðîäóêöèþ IgE è IL-4
è ïðåäîòâðàùàëè óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî ñîäåðæà-
íèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ, íåñóùèõ ìàðêåð ïîçäíåé àêòèâàöèè
HLA-DR. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñî ñëî-
æèâøèìñÿ â ëèòåðàòóðå ïðåäñòàâëåíèåì î òîì, ÷òî áëî-
êàäà àêòèâàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâ-
íûõ ïðîÿâëåíèé èììóíîìîäóëèðóþùåé àêòèâíîñòè ÌÑÊ
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Ðèñ. 5. Ñîäåðæàíèå ðåãóëÿòîðíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ (Òðåã) (CD4+, CD25+ è CD127low) îòíîñèòåëüíî êîëè÷åñòâà CD3+-ëèìôîöèòîâ
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé â ðîñòîâîé ñðåäå (êîíòðîëü), èëè â ñðåäå ñ àëëåðãåíàìè (àëëåðãåí), èëè

ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÑÊ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ â ïðèñóòñòâèè àëëåðãåíîâ.

Çâåçäî÷êàìè ñ ãîðèçîíòàëüíûìè îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû äàííûå, äîñòîâåðíî îòëè÷íûå îò êîíòðîëÿ (Ð < 0.05).



(Le Blanc et al., 2004; Cappellesso-Fleury et al., 2010; Kron-
steiner et al., 2011). Óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ àê-
òèâàöèè ëèìôîöèòîâ (CD25, CD71 è HLA-DR) ðàññìàò-
ðèâàþò êàê îäèí èç ïîêàçàòåëåé îáîñòðåíèÿ àòîïè÷åñêèõ
çàáîëåâàíèé, ïðè÷åì óðîâåíü ýêñïðåññèè HLA-DR ñâÿçû-
âàþò ñ òÿæåñòüþ çàáîëåâàíèÿ (Gemou-Engesaeth et al.,
2002; Ant *unez et al., 2006).

Ñîêóëüòèâèðîâàèå êëåòîê ëåéêîöèòàðíûõ ôðàêöèé ñ
ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ ïðèâîäèëî ê ðîñòó êîëè÷åñò-
âà ðåãóëÿòîðíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ ñ ôåíîòèïîì CD4+
CD25+ CD127low, â òî âðåìÿ êàê ñàìî ïðèñóòñòâèå àëëåð-
ãåíà â ëåéêîöèòàðíûõ êóëüòóðàõ âëèÿíèÿ íà èõ ÷èñ-
ëåííîñòü íå îêàçûâàëî. Ôîðìèðîâàíèå ïîïóëÿöèè Ò-ðå-
ãóëÿòîðíûõ êëåòîê ïîä âëèÿíèåì ÌÑÊ îïèñàíî â ðÿäå ðà-
áîò. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ñíèæåíèå
êîëè÷åñòâà è (èëè) ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ðåãóëÿ-
òîðíûõ Ò-êëåòîê ìîæåò âëèÿòü íà ðàçâèòèå àëëåðãè÷å-
ñêîé ïàòîëîãèè. Êàê èçâåñòíî, ðåãóëÿòîðíûå Ò-êëåòêè
ó÷àñòâóþò â ïîääåðæàíèè áàëàíñà ìåæäó Th1- è Th2-òè-
ïàìè èììóííîãî îòâåòà. Ïðè ýòîì ñíèæåíèå ôóíêöèî-
íàëüíîé àêòèâíîñòè ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê ìîæåò áûòü
êîìïåíñèðîâàíî óâåëè÷åíèåì èõ ÷èñëåííîñòè (Zhang
et al., 2014).

Â ðÿäå èññëåäîâàíèé ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ
èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ïî ñâîéñòâàì, â
òîì ÷èñëå ïî ñèëå è íàïðàâëåííîñòè èììóíîìîäóëèðóþ-
ùåé àêòèâíîñòè (Wagnera et al., 2005; Àéçåíøòàäò è äð.,
2014). Äàííûå, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ñâèäå-
òåëüñòâóþò îá îòñóòñòâèè ðàçëè÷èé ìåæäó ÌÑÊ, ïîëó-
÷åííûìè èç êîñòíîãî ìîçãà, æèðîâîé òêàíè èëè ïóïî÷íî-
ãî êàíàòèêà, â ñïîñîáíîñòè èíãèáèðîâàòü ïðîÿâëåíèÿ àë-
ëåðãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ ýôôåêòîðíûõ ðåàêöèé â óñëîâèÿõ
in vitro.
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MESENCHYMAL STEM CELLS INFLUENCE ON LEUCOCYTES ALLERGEN-SPECIFIC

REACTIONS IN CASE OF ATOPIC HYPERSENCITIVITY

A. A. Aisenstadt,1, 2 O. V. Supilnikova,1, 2 V. V. Bagaeva,1 A. B. Smoljaninov,1, 2
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1 Stem Cell Bank Pokrovsky, Ltd.,
2 Northwestern I. I. Mechnikov State Medical University and
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Buffy coat samples containing lymphocytes, monocytes and granulocytes, were obtained from the periphe-
ral blood of 16 donors who had clinical manifestations of atopic hypersensitivity in their medical background.
After ex vivo incubation with donor-specific allergens, the percentage of B- and T-lymphocytes and natural kil-
lers (NK) remained unchanged. Buffy coat incubation with allergens induced production of IgE and IL-4 in all
studied samples. In 13 out of 16 cases the reaction to contact with an allergen was also evident in the increasing
of T-activated lymphocytes (CD3+, HLA-DR+) subpopulation. Co-cultivation with MSC from bone marrow,
adipose tissue and umbilical cord resulted in blocking of allergen-induced IgE and IL4 secretion and HLA-DR+

T-lymphocytes subpopulation increase. There were no significant differences in the effect of MSCs, isolated
from three different sources, on allergen-specific responses of leukocytes. Co-culturing of leukocytes with
MSCs from all three sources led to an increase in the content of regulatory T-lymphocytes by an average of
30 %. Thus, the immunomodulatory activity of MSCs in vitro results in blocking of the effector part of allergic
reactions.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, hypersensitivity reaction, co-cultivation.
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