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Þ. Ã. Ñóçäàëüöåâà è äð.
Ðîëü ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â èíäóêöèè ñèíòåçà èíäîëàìèí-2,3-äèîêñèãåíàçû...

Ìîäåëèðîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) è
àêòèâèðîâàííûõ èììóííûõ êëåòîê in vitro ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ýòàïîì â èññëåäîâàíèè ìîëåêóëÿðíûõ ìå-
õàíèçìîâ âîñïàëåíèÿ è ðåãåíåðàöèè òêàíåé. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè â êîíòàêòíûõ è áåñêîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ ÌÌÑÊ, âûäåëåííûå èç æèðîâîé òêàíè
÷åëîâåêà, ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ÌÏÊ), àêòèâèðî-
âàííûõ ôèòîãåìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî àêòèâàöèÿ ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ñïîñîáíî-
ñòè Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+ îáðàçîâûâàòü àäãåçèâíûå êîíòàêòû ñ ÌÌÑÊ. Âûÿâëåíî, ÷òî ïðè ñîêóëüòèâèðî-
âàíèè ñ àêòèâèðîâàííûìè ÌÏÊ â ÌÌÑÊ ïîâûøàþòñÿ ñèíòåç è ýêñïîíèðîâàíèå íà ïîâåðõíîñòè ìîëå-
êóëû àäãåçèè ICAM-1, à òàêæå èíäóöèðóåòñÿ ñèíòåç ìîëåêóë ÑD80, CD86 è HLA-DR, êîòîðûå
ó÷àñòâóþò â îáðàçîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ñ Ò-ëèìôîöèòàìè CD4+ ïîñðåäñòâîì âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ èõ êîíòððåöåïòðàìè LFA1 è CTLA4/CD28. Ïîêàçàíî, ÷òî âîçíèêíîâåíèå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà-ãàììà (IFN-g) Ò-ëèìôîöèòàìè CD4+ è èíäóêöèè ñèí-
òåçà èíäîëàìèí-2,3-äèîêñèãåíàçû (IDO) â ÌÌÑÊ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðîÿñíèòü ìåõàíèçì
èììóíîñóïðåññèè, îïîñðåäîâàííîé ÌÌÑÊ, ñ ó÷àñòèåì êîíòàêòíûõ âçàèìîäåéñòâèé ñ àêòèâèðîâàííûìè
T-ëèìôîöèòàìè CD4+.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ÌÏÊ
è àêòÌÏÊ — ñîîòâåòñòâåííî ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è àêòèâèðîâàííûå ÌÏÊ,
IDO — èíäîëàìèí-2,3-äèîêñèãåíàçà.

Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè
(ÌÌÑÊ) ÷åëîâåêà ÿâëÿþòñÿ óäîáíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ
ðåøåíèÿ çàäà÷ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ ìíîãî âíèìàíèÿ óäåëÿëîñü èçó÷åíèþ ñïîñîáíîñòè
ÌÌÑÊ ê çàìåùåíèþ òêàíåâûõ äåôåêòîâ çà ñ÷åò äèôôå-
ðåíöèðîâêè â ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê (êîñòíûå, õðÿùåâûå è
æèðîâûå) è ê ìèãðàöèè â ïîâðåæäåííûå òêàíè. Ïîñëåäíèå
èññëåäîâàíèÿ âûÿâèëè ñóùåñòâîâàíèå äîïîëíèòåëüíûõ
ìåõàíèçìîâ, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ ÌÌÑÊ ïðîÿâëÿþò
ñâîé òåðàïåâòè÷åñêèé ïîòåíöèàë, âêëþ÷àÿ ïàðàêðèííûå
âîçäåéñòâèÿ, à òàêæå èììóíîìîäóëÿòîðíûå ñâîéñòâà.

Âî âðåìÿ ôàçû âîñïàëåíèÿ â î÷àãå ïîðàæåíèÿ ÌÌÑÊ
îêàçûâàþò èììóíîñóïðåññèâíîå äåéñòâèå. Â ðÿäå ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ ñèñòåì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÌÌÑÊ áëî-
êèðóþò ïðîëèôåðàöèþ àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôîöèòîâ è
åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê, ñóïðåññèðóþò ñîçðåâà-
íèå äåíäðèòíûõ êëåòîê, èíäóöèðóþò óâåëè÷åíèå ïîïóëÿ-
öèè ðåãóëÿòîðíûõ Ò-êëåòîê (CD4+CD25+Foxp3), ñïîñîá-
ñòâóþò ñíèæåíèþ ñåêðåöèè èììóíîãëîáóëèíîâ Â-êëåò-
êàìè è äð. (Rubtsov et al., 2012; Glenn, Whartenby, 2014;
Le Burel et al., 2017; Contreras-Kallens et al., 2017).

Â ìåõàíèçìàõ, îïðåäåëÿþùèõ èììóíîñóïðåññèâíûé
ïîòåíöèàë ÌÌÑÊ, ìîãóò áûòü çàäåéñòâîâàíû êàê ðàñòâî-
ðèìûå ôàêòîðû, òàê è íåïîñðåäñòâåííûå ìåæêëåòî÷íûå
êîíòàêòû ìåæäó íèìè è êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû
(Rasmusson, 2006; Ren et al., 2010; Espagnolle et al., 2017).

Ñðåäè ïîòåíöèàëüíûõ ðàñòâîðèìûõ ôàêòîðîâ, âûäå-
ëÿåìûõ ÌÌÑÊ â î÷àãå âîñïàëåíèÿ è îïðåäåëÿþùèõ ýô-
ôåêò èììóíîñóïðåññèè, ðàññìàòðèâàþò IDO, èíäóöèðóå-
ìóþ NO-ñèíòàçó, öèêëîîêñèãåíàçó-2, ïðîñòàãëàíäèí Å2,
ëèãàíä ïðîãðàììèðóåìîé ñìåðòè 1 (PD-L1) è äð. (Bernar-
do, Fibbe, 2013; Glenn, Whartenby, 2014). Îäíàêî â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ ïðåäïîëàãàåòñÿ òàêæå ó÷àñòèå ìîëåêóë
ìåæêëåòî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â ïðîÿâëåíèè ýòîãî ýô-
ôåêòà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ìåæ-
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ íà ñïîñîáíîñòü ÌÌÑÊ æèðîâîé
òêàíè ïðîÿâëÿòü èììíîñóïðåññèâíîå äåéñòâèå ïî îòíîøå-
íèþ ê ìîíîíóêëåàðíûì êëåòêàì ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
(ÌÏÊ), àêòèâèðîâàííûõ ôèòîãåìàããëþòèíèíîì (ÔÃÀ).
Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÌÌÑÊ ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ àê-
òèâèðîâàííûõ ÌÏÊ (àêòÌÏÊ) ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè â
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êîíòàêòíûõ è áåñêîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ in vitro. Äàëåå áûë
ïðîâåäåí àíàëèç ñóáïîïóëÿöèé àêòÌÏÊ, êîòîðûå ïðè
êîíòàêòíîì ñîêóëüòèâèðîâàíèè îáðàçîâûâàëè ïëîòíûå
ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ñ ÌÌÑÊ. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî
ýòîé ñïîñîáíîñòüþ îáëàäàþò Ò-ëèìôîöèòû ÑD4+. Ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ àêòÌÏÊ â êîíòàêò-
íûõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ ñèíòåçà ìîëåêóëû
ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè ICAM-1 â ÌÌÑÊ. Â ýòèõ æå óñëî-
âèÿõ â ÌÌÑÊ ïðîèñõîäèò èíäóêöèÿ ñèíòåçà ëåéêîöèòàð-
íîãî àíòèãåíà II êëàññà (HLA-DR) ÷åëîâåêà è êîñòèìóëÿ-
òîðíûõ ìîëåêóë ÑD80 è CD86. Âçàèìîäåéñòâèå ðåöåï-
òîðíîé ïàðû ICAM-1 è Ò-êëåòî÷íîãî LFA1 èìååò âàæíîå
çíà÷åíèå â ðåãóëÿöèè ñèíòåçà IFN-g, ïîâûøåííàÿ ïðîäóê-
öèÿ êîòîðîãî áûëà îáíàðóæåíà ïðè êîíòàêòíîì ñîêóëüòè-
âèðîâàíèè ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, IFN-g â
ñîâîêóïíîñòè ñ ñèãíàëîì â âèäå âçàèìîäåéñòâèÿ ìîëåêóë
CD80/CD86 íà ïîâåðõíîñòè ÌÌÑÊ è Ò-êëåòî÷íûìè ïî-
âåðõíîñòíûìè ìîëåêóëàìè CTLA4/CD28 èíäóöèðîâàë
ñèíòåç ôåðìåíòà IDO â ÌÌÑÊ, âîâëå÷åííûé â îäèí èç
ìåõàíèçìîâ ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè àêòèâèðîâàííûõ
ëèìôîöèòîâ. Òàêèì îáðàçîì, óñòàíîâëåíà ðîëü ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ â ïðîâîñïàëèòåëüíîì ìèêðîîêðóæå-
íèè, â îòâåò íà âîçäåéñòâèå êîòîðûõ â ÌÌÑÊ ñèíòåçèðó-
þòñÿ ðàñòâîðèìûå ôàêòîðû, èãðàþùèå âàæíóþ ðîëü â
ïðîÿâëåíèè ìåõàíèçìîâ èììóíîñóïðåññèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å, ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å è ä è ô ô å -
ð å í ö è ð î â ê à Ì Ì Ñ Ê æ è ð î â î é ò ê à í è. ÌÌÑÊ èç
ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Zuc
et al., 2002). Èçìåëü÷åííóþ æèðîâóþ òêàíü èíêóáèðîâàëè
ñ ðàñòâîðàìè ôåðìåíòîâ êîëëàãåíàçû I òèïà (200 åä./ìë;
Worthington Biochemical, ÑØÀ) è äèñïàçû (40 åä./ìë; Sig-
ma, Ãåðìàíèÿ) ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 30—45 ìèí. Çàòåì äî-
áàâëÿëè ðàâíûé îáúåì ñòàíäàðòíîé ñðåäû äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ DMEM/F12 (HyClone, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 åä./ìë ñòðåïòîìèöèíà, 2 ìÌ
ãëþòàìèíà, 1 ìÌ ïèðóâàòà íàòðèÿ (HyClone) è 10 % ôå-
òàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ). Ïîëó÷åí-
íûé îáðàçåö öåíòðèôóãèðîâàëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â ñòàíäàðòíîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ è âûñàæèâàëè
íà ÷àøêè Ïåòðè (Corning Costar, ÑØÀ) ïðè ïëîòíîñòè
ïîñåâà 5�104 ôðàãìåíòîâ òêàíè íà 1 ñì2. Ñìåíó ñòàíäàðò-
íîé ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîâîäèëè êàæäûå 2—3 ñóò
äî äîñòèæåíèÿ ïëîòíîñòè ìîíîñëîÿ 70—80 %. Äèôôå-
ðåíöèðîâêó ïîëó÷åííûõ êëåòîê â îñòåîáëàñòû, õîíäðî-
áëàñòû è àäèïîöèòû ïðîâîäèëè ïî èçâåñòíûì ìåòîäèêàì
(Suzdal’tseva et al., 2007b).

Â û ä å ë å í è å è à ê ò è â à ö è ÿ Ì Ï Ê. Ñ èíôîðìèðî-
âàííîãî ñîãëàñèÿ çäîðîâûõ äîíîðîâ 25—50 ìë ïåðèôåðè-
÷åñêîé êðîâè èç ëîêòåâîé âåíû çàáèðàëè â ñòåðèëüíûå
ôëàêîíû, ñîäåðæàùèå ÝÄÒÀ (1.5 ìã/ìë êðîâè, ðÍ 7.2).
ÌÏÊ âûäåëÿëè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ficoll Paque® (r =
= 1.077 ã/ñì3, Pharmacia Biotech, ÑØÀ). Äëÿ àêòèâèðîâà-
íèÿ ÌÏÊ èñïîëüçîâàëè ÔÃÀ (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî
ÌÏÊ èíêóáèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12 (HyClone, ÑØÀ)
áåç ñûâîðîòêè, ñîäåðæàùåé ÔÃÀ â êîíöåíòðàöèè
10 ìêã/ìë, â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì ñóñïåíçèþ êëå-
òîê öåíòðèôóãèðîâàëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñòàí-
äàðòíîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

À í à ë è ç ï ð î ë è ô å ð à ö è è à ê ò Ì Ï Ê â ñ î ê ó ë ü -
ò ó ð å ñ Ì Ì Ñ Ê. ÌÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â ñòàíäàðòíîé

ñðåäå â 12-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ ïðè íà÷àëüíîé ïëîòíî-
ñòè ïîñåâà 12 òûñ. êë. íà 1 ñì2 ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 48 ÷.
Çàòåì ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ çàìåíÿëè íà ñâåæóþ è äî-
áàâëÿëè àêòÌÏÊ. ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ ñîêóëüòèâèðîâàëè â
ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ (1 : 100, 1 : 50, 1 : 25 ñîîòâåòñò-
âåííî) â êîíòàêòíûõ è áåñêîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå
48 ÷ ïðè 37 °Ñ. Äëÿ êîíòàêòíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ äî-
áàâëÿëè ñóñïåíçèþ àêòÌÏÊ íåïîñðåäñòâåííî ê ìîíî-
ñëîþ ÌÌÑÊ. Áåñêîíòàêòíîå ñîêóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê
îñóùåñòâëÿëè, èñïîëüçóÿ ïîëóïðîíèöàåìûå ìåìáðàíû
(trans-wells) ñ äèàìåòðîì ïîðû 0.4 ìêì (Greiner, Ãåð-
ìàíèÿ).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñïîñîáíîñòè ÌÌÑÊ óãíåòàòü ïðî-
ëèôåðàöèþ àêòÌÏÊ èñïîëüçîâàëè CyQUANT®NF Cell
Proliferation Assay Kit (Invitrogen, ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî ñî-
êóëüòèâèðîâàëè ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ â óêàçàííûõ ñîîòíî-
øåíèÿõ 1—6 ñóò ïðè 37 °Ñ. Çàòåì ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæà-
ùèé ÌÏÊ, öåíòðèôóãèðîâàëè, ðåñóñïåíäèðîâàëè ïîëó-
÷åííûé îñàäîê â îäíîêðàòíîì ðàñòâîðå Õåíêñà,
äîáàâëÿëè ê êëåòêàì ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü CyQU-
ANT®NF èëè ïåðìåàáèëèçóþùèé àãåíò äëÿ óñòàíîâêè
áàçîâîãî ôîíà è èíêóáèðîâàëè â òåìíîòå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ.
ÌÏÊ, êóëüòèâèðóåìûå â ñòàíäàðòíîé ñðåäå, èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé çàâèñèìî-
ñòè ñèãíàëà ôëóîðåñöåíöèè îò ÷èñëà êëåòîê. Èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè èçìåðÿëè ïðè 530 íì íà ïðèáîðå
ZENYTH 3100 (Biochrom, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ì å ò ð è ÿ. Èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêîå îêðàøèâàíèå êëåòîê íà ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû ìå-
çåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ è ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê CD105, CD73, CD90, CD34,
CD45, CD3, ÑD4, CD8, CD25, CD69, CD16, CD56, CD19,
CD11a, CD80, CD86 è HLA-DR, êîíúþãèðîâàí-
íûõ ñ ôëóîðîõðîìàìè ôèêîýðèòðèíîì (PE), Alexa Fluor
488, àëëîôèêîöèàíèíîì (APC) è ïèðèäèíõëîðîôèëëîì
(Per-CP) (BD Bioscience, ÑØÀ), ïî èíñòðóêöèè ôèðìû-
ïðîèçâîäèòåëÿ. Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷-
íîì öèòîìåòðå FACS CANTO II (BD Bioscience, ÑØÀ).
Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì
FLOWJO.

Î ö å í ê à ñ ï î ñ î á í î ñ ò è Ì Ï Ê ê î á ð à ç î â à í è þ
ì å æ ê ë å ò î ÷ í û õ ê î í ò à ê ò î â ñ Ì Ì Ñ Ê. ÀêòÌÏÊ è
èíòàêòíûå ÌÏÊ ñîêóëüòèâèðîâàëè â êîíòàêòíûõ óñëîâè-
ÿõ ñ ÌÌÑÊ â òå÷åíèå 48 ÷ â ñîîòíîøåíèè 1 : 100. Íåïðè-
êðåïèâøèåñÿ êëåòêè îòìûâàëè ðàñòâîðîì Õåíêñà. Ïðè-
êðåïèâøèåñÿ êëåòêè (ÌÌÑÊ è ÌÏÊ) îáðàáàòûâàëè
5 ìèí ðàñòâîðîì Qtase (HyClone, CØÀ) ïðè 37 °Ñ, ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè, äîáàâëÿëè ñòàíäàðòíóþ ñðåäó êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ äëÿ èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà è îñàæäàëè öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå
ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë,
êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðîõðîìàìè BD Multitest™ 6-Co-
lor TBNK Reagent; (BD Bioscience, ÑØÀ), ïî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå FACS CANTO II (BD Bioscience,
ÑØÀ). Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðî-
ãðàìì FLOWJO.

Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ è Ï Ö Ð â ð å à ë ü -
í î ì â ð å ì å í è. Îïðåäåëÿëè óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ
ìîëåêóë àäãåçèè N-êàäãåðèíà, T-êàäãåðèíà, P-êàäãåðèíà,
E-ñåëåêòèíà, P-ñåëåêòèíà, L-ñåëåêòèíà, ICAM-1, ìîëåêó-
ëû àäãåçèè ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ (VCAM), òðîìáîöè-
òàðíî-ýíäîòåëèàëüíîé ìîëåêóëû àäãåçèè (PECAM), à
òàêæå IDO îòäåëüíî â ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ. Äëÿ ýòîãî
àêòÌÏÊ ñîêóëüòèâèðîâàëè â êîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ ñ
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ÌÌÑÊ â òå÷åíèå 48 ÷ â ñîîòíîøåíèè 1 : 25. Êîíòðîëüíû-
ìè îáðàçöàìè ñëóæèëè èíòàêòíûå ÌÌÑÊ è ÌÏÊ. Çàòåì
ñóïåðíàòàíò ñîêóëüòóð è êîíòðîëüíîãî îáðàçöà ÌÏÊ ñî-
áèðàëè. ÌÏÊ îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Èç îáðàç-
öîâ ÌÌÑÊ è ÌÏÊ îòäåëüíî âûäåëÿëè ÐÍÊ, äîáàâëÿÿ
Trisol (Invitrogen, ÑØÀ). Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ è ÏÖÐ
â ðåàëüíîì âðåìåíè ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíûì ìåòîäè-
êàì. Óðîâåíü òðàíñêðèïöèè ìîëåêóë àäãåçèè è IDO â
êëåòêàõ íîðìèðîâàëè ê óðîâíþ ýêñïðåññèè b-àêòèíà â ñî-
îòâåòñòâóþùèõ îáðàçöàõ.

À í à ë è ç ï ð î ä ó ê ö è è ö è ò î ê è í î â â ñ î ê ó ë ü -
ò ó ð å Ì Ì Ñ Ê è Ì Ï Ê. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ è
àêòÌÏÊ (â ñîîòíîøåíèè 1 : 100) ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî
âûøå äëÿ àíàëèçà ïðîëèôåðàöèè àêòÌÏÊ. ×åðåç 48 ÷ ñî-
áèðàëè ñóïåðíàòàíò ñîêóëüòóðû, ñîäåðæàùèé àêòÌÏÊ,
êîòîðûå îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Àíàëèç ñîäåð-
æàíèÿ öèòîêèíîâ â ñóïåðíàòàíòå ñîêóëüòóð ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ èììóíîàíàëèçàòîðà Bio-Plex 200 ïî èíñòðóê-
öèè ê ïðèáîðó ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Bio-Plex Pro™
Human Cytokine 17-plex Assay (Bio-Rad, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Äëÿ ñðàâíåíèÿ äâóõ
íåçàâèñèìûõ ãðóïï èñïîëüçîâàëè t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà.
Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ïðè óðîâíå
çíà÷èìîñòè Ð < 0.05. Ðàñ÷åòû âûïîëíÿëè â ïðîãðàììå
Statistica 6.0.

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à Ì Ì Ñ Ê æ è ð î â î é ò ê à í è.
Âûäåëåííûå èç ïîäêîæíîé æèðîâîé êëåò÷àòêè êëåòêè,
ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòè-
êà, èìåëè ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ, îáëàäàëè
ñïîñîáíîñòüþ ê ýêñïàíñèè (ðèñ. 1, à). Ïîä äåéñòâèåì ñïå-
öèàëüíûõ óñëîâèé (Suzdal’tseva et al., 2007b) ýòè êëåòêè
îáëàäàëè ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â àäèïîöè-
òû, õîíäðîáëàñòû è îñòåîáëàñòû (ðèñ. 1, â—ä). Àíàëèç
ôåíîòèïà êëåòîê ïîëó÷åííîé êóëüòóðû ìåòîäîì ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè ïîêàçàë, ÷òî îíè ýêñïðåññèðóþò ïîâåðõ-
íîñòíûå ìàðêåðû ÌÌÑÊ CD105, CD73 è CD90 (ðèñ. 1, á)
è íå ýêñïðåññèðóþò ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ãåìîïîýòè-
÷åñêèõ êëåòîê CD34, CD45 è HLA-DR (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû). Èììóíîöèòîôåíîòèïè÷åñêèé è ôóíêöèîíàëü-
íûé àíàëèç ïîçâîëÿåò óòâåðæäàòü, ÷òî âûäåëåííûå êëåò-
êè ñîîòâåòñòâóþò êðèòåðèÿì, ïðåäëîæåííûì äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ÌÌÑÊ Ìåæäóíàðîäíûì îáùåñòâîì ïî êëå-
òî÷íîé òåðàïèè (ISCT, 2006). Ìû òàêæå óñòàíîâèëè, ÷òî
ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ àêòÌÏÊ â òå÷åíèå 48 ÷ íå âëèÿåò íà
ìåçåíõèìíûé ôåíîòèï ÌÌÑÊ (ðèñ. 1, á).

À ê ò è â à ö è ÿ Ì Ï Ê Ô Ã À. ÌÏÊ àêòèâèðîâàëè ÔÃÀ
(10 ìêã/ìë), îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûìè àíòè-
òåëàìè ê ìàðêåðàì Ò-ëèìôîöèòîâ (CD4, CD25 è CD69) è

340 Þ. Ã. Ñóçäàëüöåâà è äð.

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà, èììóíîöèòîôåíîòèïè÷åñêèé ïðîôèëü è äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë ÌÌÑÊ æè-
ðîâîé òêàíè.

à — ÌÌÑÊ, àäãåçèîííàÿ êóëüòóðà 2-ãî ïàññàæà ñ ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèåé; á — ïðîòî÷íàÿ ôëóîðèìåòðèÿ ÌÌÑÊ, îêðàøåííûõ àíòèòåëà-
ìè ê ïîâåðõíîñòíûì ìàðêåðàì CD90, CD73 è CD105, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðîõðîìàìè àëëîôèêîöèàíèíîì (APC), Alexa Fluor 488 è ôèêîýðèòðè-
íîì (PE) ñîîòâåòñòâåííî; êðàñíûì öâåòîì ïîêàçàí èçîòèïè÷åñêèé êîíòðîëü, ñèíèì — ñïåöèôè÷åñêèå ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû. â — íàêîïëåíèå æè-
ðîâûõ âàêóîëåé â ÌÌÑÊ, îêðàñêà ìàñëÿíûì êðàñíûì è ãåìàòîêñèëèíîì. ã — íàêîïëåíèå ìèíåðàëèçîâàííîãî ìàòðèêñà â ÌÌÑÊ, îêðàñêà àëèçàðèíî-
âûì êðàñíûì. ä — îáðàçîâàíèå õðÿùåâûõ ìèêðîìàññ ÌÌÑÊ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â ñðåäå äèôôåðåíöèðîâêè â õîíäðîöèòû â òå÷åíèå 21 ñóò,

êðèîñðåçû îêðàøåíû òîëóèäèíîâûì ãîëóáûì.



àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Áûëî îò-
ìå÷åíî, ÷òî àêòèâàöèÿ ÌÏÊ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
äîëè Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+, íåñóùèõ íà ïîâåðõíîñòè âûñî-
êèé óðîâåíü ìàðêåðîâ àêòèâàöèè CD25 (àëüôà-ñóáúåäè-
íèöû ðåöåïòîðà èíòåðëåéêèíà-2) è CD69 (ìàðêåðà ðàí-
íåé àêòèâàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ) (ðèñ. 2).

Ì Ì Ñ Ê ï î ä à â ë ÿ þ ò ï ð î ë è ô å ð à ö è þ à ê ò è -
â è ð î â à í í û õ Ì Ï Ê. Ñïîñîáíîñòü ÌÌÑÊ æèðîâîé
òêàíè ïîäàâëÿòü ïðîëèôåðàöèþ àêòÌÏÊ èññëåäîâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ñìåøàííûõ êóëüòóð. Ìû óñòà-
íîâèëè, ÷òî ÌÌÑÊ â íàèáîëüøåé ñòåïåíè ïîäàâëÿþò
ïðîëèôåðàöèþ àêòÌÏÊ ÷åðåç 48 ÷ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ïðè áîëüøèõ âðåìåíàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ýôôåêò áûë
ìåíåå âûðàæåí (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Ïîýòîìó äàëü-
íåéøèå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ÷åðåç 48 ÷ ñîêóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Ñòåïåíü ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè àêòÌÏÊ â ïðè-
ñóòñòâèè ÌÌÑÊ çàâèñåëà îò ñîîòíîøåíèÿ ýòèõ êëåòîê â

êóëüòóðå. Ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ÌÌÑÊ è ÌÏÊ 1 : 100 è
1 : 50 ñóùåñòâåííîãî ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè àêòÌÏÊ
íå âûÿâëåíî (ðèñ. 3).

Íàèáîëåå çíà÷èòåëüíîå ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè
àêòÌÏÊ íàáëþäàëè ïðè ñîîòíîøåíèè êëåòîê 1 : 25. Ñòà-
òèñòè÷åñêèõ ðàçëè÷èé ìåæäó ñòåïåíüþ ïîäàâëåíèÿ ïðî-
ëèôåðàöèè àêòÌÏÊ ïðè íàëè÷èè è îòñóòñòâèè êîíòàêòîâ
ìåæäó ÌÌÑÊ è ÌÏÊ â ñîêóëüòóðå íå áûëî, îäíàêî ïðè
íàëè÷èè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ïîäàâëåíèå ïðîëèôå-
ðàöèè àêòÌÏÊ áûëî âñå æå áîëüøå, ÷åì áåç íèõ. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â îïè-
ñûâàåìûõ ýôôåêòàõ îñíîâíóþ ðîëü èãðàþò ðàñòâîðèìûå
ôàêòîðû, îäíàêî ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû òàêæå âíîñÿò
îïðåäåëåííûé âêëàä.

Íàìè òàêæå âûÿâëåíî, ÷òî ðàñòâîðèìûå ôàêòîðû, ñî-
äåðæàùèåñÿ â ñóïåðíàòàíòàõ èíòàêòíûõ êóëüòóð ÌÌÑÊ,
íå âëèÿþò íà ïðîëèôåðàöèþ àêòÌÏÊ. Ýòîò ðåçóëüòàò
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Ðèñ. 2. Àêòèâàöèÿ ÌÏÊ ôèòîãåìàããëþòèíèíîì. Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

Ðåïðåçåíòàòèâíûå ðåçóëüòàòû àíàëèçà ÌÏÊ, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê ïîâåðõíîñòíûì ìàðêåðàì Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+ è ìàðêåðàì àêòèâàöèè Ò-ëèì-
ôîöèòîâ CD25 è CD69.

Ðèñ. 3. ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ àêòÌÏÊ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â ñîîòíîøåíèÿõ 1 : 100, 1 : 50 è
1 : 25 â áåñêîíòàêòíûõ (ÁÊ) è êîíòàêòíûõ (ÊÊ) óñëîâèÿõ.

Êîíòðîëåì ñëóæèëè àêòÌÏÊ, êóëüòèâèðîâàííûå â ñóïåðíàòàíòå (ÑÍ) îò ÌÌÑÊ. Äàííûå íîðìèðîâàíû ê óðîâíþ ïðîëèôåðàöèè (100 %) àêòÌÏÊ â
ñòàíäàðòíîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîêàçàíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ îøèáêè èç 5 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ èçìåðåíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-

öåíöèè CyQUANT®NF (ÈÔ). Çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè P < 0.05.



óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ÌÌÑÊ íå ñåêðåòèðóþò èììóíîñóï-
ðåññèâíûå ôàêòîðû â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, à òîëüêî â îòâåò íà ñòèìóëû, ïîñòóïàþùèå îò
àêòÌÏÊ.

À ê ò è â à ö è ÿ ï ð è â î ä è ò ê â î ç ð à ñ ò à í è þ ñ ï î -
ñ î á í î ñ ò è Ò - ë è ì ô î ö è ò î â î á ð à ç î â û â à ò ü ï ë î ò -
í û å ì å æ ê ë å ò î ÷ í û å ê î í ò à ê ò û ñ Ì Ì Ñ Ê. Îöåíêó
ñïîñîáíîñòè ñóáïîïóëÿöèé ÌÏÊ îáðàçîâûâàòü ïëîòíûå
ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ñ ÌÌÑÊ ïðîâîäèëè â êîíòàêò-
íûõ ñîêóëüòóðàõ. Äëÿ ýòîãî ñâÿçàâøèåñÿ ñ ÌÌÑÊ
àêòÌÏÊ è èíòàêòíûå ÌÏÊ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, èíêóáèðóÿ èõ ñ ôëóîðåñ-
öåíòíûìè àíòèòåëàìè íà îáùèé ëåéêîöèòàðíûé àíòèãåí
(ÑD45), ìàðêåðû Ò-ëèìôîöèòîâ (ÑD3, CD4 è CD8), à òàê-
æå íà ìàðêåðû íàòóðàëüíûõ êèëëåðîâ (ÑD16 è CD56) è
B-ëèìôîöèòîâ (CD19) (ðèñ. 4, à).

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî àêòèâàöèÿ
ÌÏÊ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ èõ ñïîñîáíîñòè îáðàçîâû-
âàòü ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ñ ÌÌÑÊ. Èììóíîöèòîôå-
íîòèïèðîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî ýòîò ýôôåêò îáåñïå÷èâàåò-
ñÿ îïðåäåëåííûìè ñóáïîïóëÿöèÿìè ÌÏÊ, áîëüøèíñòâî
æå äðóãèõ íå ó÷àñòâóåò â ýòîì ïðîöåññå. Â óñëîâèÿõ ýêñ-
ïåðèìåíòà àêòèâàöèÿ ÌÏÊ ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ
äîëè Ò-ëèìôîöèòîâ (CD45+ÑD3+), ñâÿçàâøèõñÿ ñ ÌÌÑÊ

(ðèñ. 4, á). Â òî æå âðåìÿ ñðåäè êëåòîê ñóáïîïóëÿöèè
ÑD45+CD3– (íå Ò-ëèìôîöèòîâ) ñïîñîáíîñòü îáðàçîâû-
âàòü ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ñ ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè
ïðè àêòèâàöèè ÔÃÀ ñíèæàëàñü (ðèñ. 4, â). Äàëüíåéøèé
àíàëèç ñóáïîïóëÿöèé Ò-ëèìôîöèòîâ, ñâÿçàâøèõñÿ ñ
ÌÌÑÊ, ïîêàçàë, ÷òî ïðè àêòèâàöèè ñïîñîáíîñòü ê óñòà-
íîâëåíèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ñ ÌÌÑÊ çíà÷èòåëü-
íî ïîâûøàåòñÿ ó Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+, à ó Ò-ëèìôîöèòîâ
CD8+ íå èçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 4, ã).

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî êîíòàêòíûå
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó àêòèâèðîâàííûìè T-ëèìôîöèòà-
ìè CD4+ è ÌÌÑÊ, âîçìîæíî, ìîãóò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç
âàæíûõ ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ñòèìóëÿöèè èììóíî-
ñóïðåññèâíûõ ñâîéñòâ ÌÌÑÊ.

À í à ë è ç ï î ò å í ö è à ë ü í û õ ì î ë å ê ó ë, ó ÷ à ñ ò â ó -
þ ù è õ â î á ð à ç î â à í è è ì å æ ê ë å ò î ÷ í û õ ê î í ò à ê -
ò î â ì å æ ä ó Ì Ì Ñ Ê è à ê ò Ì Ï Ê ï ð è ñ î ê ó ë ü ò è -
â è ð î â à í è è. Îñíîâíûìè áåëêàìè, ó÷àñòâóþùèìè â îá-
ðàçîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ÿâëÿþòñÿ ìîëåêóëû
àäãåçèè. Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, êàêèå ìîëåêóëû àä-
ãåçèè ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â îáðàçîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ ìåæäó ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ ïðè ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè â êîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ, èññëåäîâàëè óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ICAM-1, VCAM, PECAM, N-êàäãåðèíà,
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Ðèñ. 4. Àêòèâàöèÿ ÌÏÊ äîáàâëåíèåì 10 ìêã/ìë ÔÃÀ ñïîñîáñòâóåò óñèëåíèþ èõ ñïîñîáíîñòè îáðàçîâûâàòü êîíòàêòû ñ ÌÌÑÊ
æèðîâîé òêàíè.

à — ôîòîãðàôèÿ ÌÌÑÊ ïîñëå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àêòÌÏÊ, ñòðåëêàìè óêàçàíû ÌÏÊ, îáðàçîâàâøèå ïëîòíûå êîíòàêòû ñ ÌÌÑÊ. á — äîëÿ Ò-ëèì-
ôîöèòîâ CD3+, ñâÿçàâøèõñÿ ñ ÌÌÑÊ, â % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ÌÏÊ ÑD45+. â — äîëÿ ÌÏÊ CD3–, ñâÿçàâøèõñÿ ñ ÌÌÑÊ, â % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà
ÌÏÊ ÑD45+. ã — ðàñïðåäåëåíèå ñóáïîïóëÿöèé ÌÏÊ, ñâÿçàâøèõñÿ ñ ÌÌÑÊ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè: Òõ (Ò-õåëïåðû), Òê (Ò-êèëëåðíûå êëåòêè), ÍÊ
(íàòóðàëüíûå êèëëåðíûå êëåòêè). Íà ãèñòîãðàììàõ ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå âåëè÷èíû (á—ã) è èõ îøèáêè (á, â) èç 9 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ (çâåç-

äî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè P < 0.05).



T-êàäãåðèíà, P-êàäãåðèíà, E-ñåëåêòèíà, P-ñåëåêòèíà è
L-ñåëåêòèíà â êàæäîì èç óêàçàííûõ òèïîâ êëåòîê îòäåëü-
íî. Äëÿ ýòîãî ÌÌÑÊ ñîêóëüòèâèðîâàëè ñ àêòÌÏÊ â êîí-
òàêòíûõ è áåñêîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 48 ÷. Çàòåì
ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàùèé àêòÌÏÊ, îòáèðàëè è îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Îòäåëüíî èç ÌÌÑÊ è ÌÏÊ âûäå-
ëÿëè ìÐÍÊ è ïðîâîäèëè îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ è ÏÖÐ
â ðåàëüíîì âðåìåíè.

Îñíîâíîé ôóíêöèåé êàäãåðèíîâ ÿâëÿåòñÿ îáåñïå÷å-
íèå ãîìîòèïè÷åñêîãî ñîåäèíåíèÿ êëåòîê â ïëîòíûõ òêà-
íÿõ îðãàíèçìà. Â óñëîâèÿõ êîíòàêòíîãî è áåñêîíòàêòíîãî
ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÌÌÑÊ â àêòÌÏÊ íå îáíàðóæèëè
ýêñïðåññèè ãåíîâ Å-, Ò-, P- è N-êàäãåðèíîâ. Â îòëè÷èå îò
ÌÏÊ â MÌÑÊ ýòè êàäãåðèíû ýêñïðåññèðîâàëèñü, íî óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ñíèæàëñÿ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ
àêòÌÏÊ â êîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ (äàííûå íå ïðèâåäåíû).

Èç âñåõ ãåíîâ ñåëåêòèíîâ (E-, P- è L-ñåëåêòèíà) â íà-
øèõ óñëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ â àêòÌÏÊ áûëà îáíà-
ðóæåíà ýêñïðåññèÿ òîëüêî ãåíà L-ñåëåêòèíà. Ïîñëåäíèé
êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóåòñÿ íà ëåéêîöèòàõ. Â óñëîâè-
ÿõ êîíòàêòíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÌÌÑÊ â àêòÌÏÊ
óðîâåíü ýêñïðåññèè L-ñåëåêòèíà âîçðàñòàë, ÷òî óêàçûâàåò
íà âîçìîæíîñòü ó÷àñòèÿ ýòîãî ãåíà â óñòàíîâëåíèè àäãå-

çèâíûõ êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè. Îäíàêî ñòàòèñòè÷å-
ñêè äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ïîâûøåíèåì óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ãåíà L-ñåëåêòèíà â àêòÌÏÊ â êîíòàêòíûõ è
áåñêîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÌÌÑÊ íå
îáíàðóæåíî.

ÐÅÑÀÌ-1 êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóåòñÿ â îñíîâ-
íîì â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ, îäíàêî îáíàðóæèâàåòñÿ òàêæå è
â ÌÌÑÊ. Ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ ìû
íå îáíàðóæèëè ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà íè â ÌÌÑÊ, íè â
àêòÌÏÊ. Òàêèì îáðàçîì, ó÷àñòèå ÐÅÑÀÌ-1 â óñòàíîâëå-
íèè êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè íå îáíàðóæåíî.

Â îòëè÷èå îò ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóþùåéñÿ â ýíäî-
òåëèè ìîëåêóëû ÐÅÑÀÌ-1 ýêñïðåññèÿ ãåíà VCAM-1 èí-
äóöèðóåòñÿ â íèõ ïðîâîñïàëèòåëüíûì ìèêðîîêðóæå-
íèåì. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ â ÌÌÑÊ îáíàðóæèâàåòñÿ
íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
VCAM-1 (Lupatov et al., 2006; Suzdal’tseva et al., 2007a).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû íå îáíàðóæèëè çàêîíîìåðíîñòè
èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà VCAM-1 â ÌÌÑÊ ïðè ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ñ àêòÌÏÊ â ïîâòîðíûõ ýêñïåðèìåíòàõ
(äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Ýêñïðåññèè ãåíà VCAM-1 â
àêòÌÏÊ íå îáíàðóæåíî.

Ðîëü ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â èíäóêöèè ñèíòåçà èíäîëàìèí-2,3-äèîêñèãåíàçû... 343

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ICAM-1 â ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè è â àêòÌÏÊ ïðè èõ ñîâìåñòíîì áåñêîíòàêòíîì (ÁÊ) è êîí-
òàêòíîì (ÊÊ) êóëüòèâèðîâàíèè.

à — îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà ICAM-1 â ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ (ÑÍ — ñóïåðíàòàíò); ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ îøèá-
êè èç 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ (çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè P < 0.05). á — ïîâåðõíîñòíûé ìàðêåð ICAM-1 íà ÌÌÑÊ ïðè
èõ áåñêîíòàêòíîì (êðèâàÿ 1) è êîíòàêòíîì (êðèâàÿ 2) ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ àêòÌÏÊ, êðèâàÿ 3 — èçîòèïè÷åñêèé êîíòðîëü. â — ïîâåðõíîñòíûé ìàðêåð

ICAM-1, ýêñïðåññèðóåìûé àêòÌÏÊ è ñóáïîïóëÿöèÿìè ÌÏÊ CD4+ è CD4–: îáîçíà÷åíèÿ êðèâûõ òå æå, ÷òî è íà á.



Èòàê, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî êàäãå-
ðèíû, Å- è Ð-ñåëåêòèí, ÐÅÑÀÌ-1 è VCAM-1 â óñòàíîâëåíèè
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ìåæäó àêòÌÏÊ è ÌÌÑÊ â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ íå ó÷àñòâóþò.

Äðóãîé ìîëåêóëîé àäãåçèè, ñèíòåç êîòîðîé èíäóöè-
ðóåòñÿ ïðîâîñïàëèòåëüíûì ìèêðîîêðóæåíèåì, â ÷àñòíî-
ñòè òàêèìè ìåäèàòîðàìè âîñïàëåíèÿ, êàê IL-1, TNFa è
IFNg, ÿâëÿåòñÿ ICAM-1. Ïðîâåäåííûé íàìè àíàëèç ìÐÍÊ
ïîêàçàë, ÷òî ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè óðîâåíü ýêñïðåññèè
ãåíà ICAM-1 çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàë è â ÌÌÑÊ, è â
àêòÌÏÊ (ðèñ. 5, à). Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî è ýêñïîíèðîâàíèå ICAM-1 íà ïîâåðõ-
íîñòè ÌÌÑÊ òàêæå äðàìàòè÷åñêè óâåëè÷èâàëîñü. Êîëè-
÷åñòâî ÌÌÑÊ ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïîíèðîâàíèÿ
ICAM-1 íà ïîâåðõíîñòè áûëî çíà÷èòåëüíî âûøå ïðè ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè èõ ñ àêòÌÏÊ â êîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ áåñêîíòàêòíûìè (ðèñ. 5, á). Îäíàêî äàííûå
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè
ICAM-1 â ñóáïîïóëÿöèè Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+ îñòàâàëñÿ
ñòàáèëüíûì. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ICAM-1 âîçðàñòàë â
îñíîâíîì â êëåòêàõ ñóáïîïóëÿöèè CD4– (ðèñ. 5, â). Ýòîò
ôàêò óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â óñòàíîâëåíèè ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ ìåæäó Ò-ëèìôîöèòàìè CD4+ è ÌÌÑÊ ó÷àñò-
âóåò èìåííî ICAM-1, ýêñïðåññèðóþùèéñÿ íà ïîâåðõíî-
ñòè ÌÌÑÊ. Ðåöåïòîðîì äëÿ ICAM-1 ñëóæèò ìîëåêóëà
LFA-1, êîòîðàÿ ýêñïðåññèðîâàíà íà ïîâåðõíîñòè T-ëèì-
ôîöèòîâ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåöåïòîðíàÿ ïàðà LFA-1 è ICAM-1
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïîòåíöèàëüíîé ó÷àñòíèöåé óñòàíîâëåíèÿ
ïëîòíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ìåæäó ÌÌÑÊ è
Ò-ëèìôîöèòàìè CD4+.

Äðóãèå ìîëåêóëû, ýêñïðåññèðóþùèåñÿ íà ïîâåðõíî-
ñòè Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+, òàêæå ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ïðî-
öåññå óñòàíîâëåíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ñ ÌÌÑÊ.
Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ àêòÌÏÊ â
ÌÌÑÊ èíäóöèðóåòñÿ ñèíòåç êîñòèìóëÿòîðíûõ ìîëå-
êóë CD80/CD86 è ìîëåêóëû HLA-DR, õàðàêòåðíûõ
äëÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê (ðèñ. 6). Ñëåäîâàòåëüíî, ñðåäè ïî-

òåíöèàëüíûõ ìîëåêóë, ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâàíèè ìåæ-
êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ìîãóò áûòü êîñòèìóëÿòîðíûå
ìîëåêóëû HLA-DR, CD80/CD86, ñ îäíîé ñòîðîíû, è
Ò-êëåòî÷íûå ðåöåïòîðû (TCR), CTLA4/CD28 — ñ äðóãîé.

Ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ì Ì Ñ Ê è à ê ò Ì Ï Ê
ó ñ è ë è â à å ò ñ è í ò å ç I F N - g. Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíî-
âèòü âåðîÿòíóþ ðîëü ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â èíäóê-
öèè ñèíòåçà IFN-g, ïðîâîäèëè àíàëèç ñîäåðæàíèÿ öèòî-
êèíîâ â ñóïåðíàòàíòå êóëüòóð è ñîêóëüòóð ÌÌÑÊ
è àêòÌÏÊ. Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî
â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ðàçäåëüíûå êóëüòóðû ÌÌÑÊ è
àêòÌÏÊ ïðîäóöèðîâàëè íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî
IFN-g (ðèñ. 7). Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ è àêòÌÏÊ â
êîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè-
÷åíèþ êîíöåíòðàöèè IFN-g â ñóïåðíàòàíòå. Èçìåíåíèå
êîíöåíòðàöèè IFN-g â ñóïåðíàòàíòå áåñêîíòàêòíûõ ñî-
êóëüòóð íå áûëî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûì.
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Ðèñ. 6. Ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ êîñòèìóëÿòîðíûõ ìîëåêóë CD80/CD86 è HLA-DR â ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè (êðèâûå 1) ïðè ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ñ èíòàêòíûìè ÌÏÊ è àêòÌÏÊ â òå÷åíèå 48 ÷.

Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ; êðèâûå 2 — èçîòèïè÷åñêèé êîíòðîëü.

Ðèñ. 7. Êîíöåíòðàöèè IFN-g â ñóïåðíàòàíòàõ àêòÌÏÊ è ÌÌÑÊ
æèðîâîé òêàíè ïðè ðàçäåëüíîì è ñîâìåñòíîì áåñêîíòàêòíîì

(ÁÊ) è êîíòàêòíîì (ÊÊ) êóëüòèâèðîâàíèè.

Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ îøèáêè èç 6 íåçàâèñèìûõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ (çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè P < 0.05).



È í ä ó ê ö è ÿ ñ è í ò å ç à I D O â Ì Ì Ñ Ê ï ð è ñ î -
ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è è ñ à ê ò Ì Ï Ê. Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ
âåðîÿòíîé ðîëè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â èíäóêöèè
ñèíòåçà IDO àíàëèçèðîâàëè ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ýòîãî ôåð-
ìåíòà â ÌÌÑÊ ïðè êîíòàêòíîì è áåñêîíòàêòíîì ñîêóëü-
òèâèðîâàíèè ñ èíòàêòíûìè ÌÏÊ è àêòÌÏÊ. Áûëî óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ÌÌÑÊ íå ýêñïðåññèðóåò IDO êîíñòèòó-
òèâíî. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ ñ àêòÌÏÊ ïðèâîäèò ê
èíäóêöèè ñèíòåçà IDO â ÌÌÑÊ. Óðîâåíü ìÐÍÊ IDO â
ÌÌÑÊ áûë çíà÷èòåëüíî ïîâûøåí ïðè êîíòàêòíîì ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ñ àêòÌÏÊ ïðè ñîîòíîøåíèè 1 : 25. Ïðè
ýòîì ñîîòíîøåíèè ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè àêòÌÏÊ â
ïðèñóòñòâèè ÌÌÑÊ áûëî ìàêñèìàëüíûì. Ñóùåñòâåííî
áîëåå íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè IDO îáíàðóæåí â
ÌÌÑÊ, ñîêóëüòèâèðîâàííûõ ñ àêòÌÏÊ â áåñêîíòàêòíûõ
óñëîâèÿõ (ðèñ. 8).

Òîò ôàêò, ÷òî óðîâåíü ñèíòåçà IDO â ÌÌÑÊ ïðè ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ñ àêòÌÏÊ ñóùåñòâåííî âûøå â êîí-
òàêòíûõ óñëîâèÿõ, ÷åì â áåñêîíòàêòíûõ, óêàçûâàåò íà òî,
÷òî ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ èãðàþò ñóùåñòâåí-
íóþ ðîëü â èíäóêöèè ýòîãî ôåðìåíòà â ÌÌÑÊ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî îäíèì èç îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ èììóíîñóïðåññèè,
ïðîÿâëÿåìîé ÌÌÑÊ ïðè óñòàíîâëåíèè ïðÿìûõ ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ ñ àêòèâèðîâàííûìè Ò-ëèìôîöèòàìè
CD4+, ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ ñèíòåçà IDO â ÌÌÑÊ.

Îáñóæäåíèå

Ó÷àñòèå ÌÌÑÊ â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ âîñïàëåíèÿ è
ðåãåíåðàöèè ïîâðåæäåííûõ òêàíåé â íàñòîÿùåå âðåìÿ àê-
òèâíî èçó÷àåòñÿ. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÌÑÊ îáëàäà-
þò èììóíîñóïðåññèâíûìè ñâîéñòâàìè è ó÷àñòâóþò â ðå-
ãóëÿöèè âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ (Singer, Caplan,
2011). Ïðè ýòîì ïîêàçàíî, ÷òî ÌÌÑÊ îêàçûâàþò âëèÿíèå
ïðàêòè÷åñêè íà âñå ñóáïîïóëÿöèè èììóíîêîìïåòåíòíûõ

êëåòîê ïîñðåäñòâîì êàê ðàñòâîðèìûõ ôàêòîðîâ, òàê è íå-
ïîñðåäñòâåííûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (Di Nicola
et al., 2002; Rasmusson, 2006; Sotiropoulou et al., 2006;
Jung et al., 2007; Asari et al., 2009).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîëó÷åíû äàííûå, êîòîðûå óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî ÌÌÑÊ ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ àêòÌÏÊ
(Bartholomew et al., 2002; Le Blanc et al., 2003b; Aggarwal,
Pittenger, 2005). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ
ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè òàêæå ïîäàâëÿëè ïðîëèôåðàöèþ
àêòÌÏÊ. Ýòîò ýôôåêò çàâèñåë îò ñîîòíîøåíèÿ ýòèõ êëåòîê
è ðåàëèçîâûâàëñÿ çà ñ÷åò ðàñòâîðèìûõ ôàêòîðîâ è ìåæêëå-
òî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé. Àíàëèç ñóáïîïóëÿöèé àêòÌÏÊ,
ñâÿçàâøèõñÿ ñ ÌÌÑÊ ïðè êîíòàêòíîì ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè, ïîêàçàë, ÷òî â îñíîâíîì ýôôåêò îñóùåñòâëÿëñÿ çà
ñ÷åò Ò-ëèìôîöèòîâ ÑD4+. Ýòîò ôàêò ïîçâîëÿåò ïðåäïîëî-
æèòü ó÷àñòèå êîíòàêòîâ ìåæäó Ò-ëèìôîöèòàìè ÑD4+ è
ÌÌÑÊ â ìåõàíèçìàõ èììóíîñóïðåññèè.

Â îáðàçîâàíèè ñòàáèëüíûõ, íî ïðè ýòîì äèíàìè÷å-
ñêèõ êîíòàêòîâ ìåæäó êëåòêàìè ìîãóò ó÷àñòâîâàòü òàêèå
ìîëåêóëû àäãåçèè, êàê êàäãåðèíû, ñåëåêòèíû, PECAM-1,
ICAM-1 è VCAM-1. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêà-
çàëè: ýêñïðåññèÿ ãåíîâ êàäãåðèíîâ â ÌÌÑÊ ñíèæàåòñÿ
ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ àêòÌÏÊ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
îá óìåíüøåíèè ãîìîòèïè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
ýòèìè êëåòêàìè è âûçûâàåò îòäåëåíèå èõ äðóã îò äðóãà.
Ýòîò ôàêò ìîæåò èìåòü îòíîøåíèå ê ïðåäïîëàãàåìîìó
ìåõàíèçìó ïðèâëå÷åíèÿ ÌÌÑÊ â î÷àã âîñïàëåíèÿ. Îäíà-
êî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè ãåíîâ êàäãåðèíîâ â àêòÌÏÊ
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ýòè ìîëåêóëû íå ó÷àñòâóþò â îáðàçî-
âàíèè êîíòàêòîâ ìåæäó ÌÌÑÊ è Ò-ëèìôîöèòàìè ÑD4+ â
íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ. Ñåëåêòèíû, ÐÅ-
ÑÀÌ-1, ICAM-1 è VCAM-1 âîâëå÷åíû â ìåõàíèçìû àäãå-
çèè â ïðîöåññàõ õîóìèíãà Ò-ëèìôîöèòîâ è èõ èçáèðà-
òåëüíîãî ïåðåìåùåíèÿ (ðîëëèíãà) â òêàíè. Ðàçëè÷àþò
íåñêîëüêî îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ðåöåï-
òîðà ñ ëèãàíäîì, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññå âçàèìî-
äåéñòâèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ ñ êëåòêàìè äðóãèõ òèïîâ: Ò-êëå-
òî÷íûé LFA1 (èíòåãðèí aLb2, CD11a/CD18) ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ ICAM-1, Ò-êëåòî÷íûé VLA-4 (èíòåãðèí a4b1,
CD49d/CD29) — ñ VCAM-1, ñèàëèðîâàííûå êàðáîãèäðà-
òû Ò-êëåòîê — ñ Å-ñåëåêòèíîì (Shimizu et al., 1991).

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè êîíòàêòíîì ñîêóëüòèâèðîâà-
íèè ñ àêòÌÏÊ óðîâåíü ýêñïðåññèè ICAM-1 â ÌÌÑÊ ñó-
ùåñòâåííî âîçðàñòàë, íî îñòàâàëñÿ ñòàáèëüíûì â ñóá-
ïîïóëÿöèè Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+ (ðèñ. 5, â). Â íàøèõ óñ-
ëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ íè àêòÌÏÊ, íè ÌÌÑÊ íå
ñèíòåçèðîâàëè Å-ñåëåêòèí. À èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè VCAM-1 â ÌÌÑÊ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè â êîíòàêò-
íûõ è áåñêîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ ñ àêòÌÏÊ íå áûëî ñòàòè-
ñòè÷åñêè çíà÷èìûì. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîâîñïàëèòåëüíûå
ìåäèàòîðû èíäóöèðóþò ñèíòåç ICAM-1 âî ìíîãèõ êëåò-
êàõ è çíà÷èòåëüíî ïîâûøàþò àäãåçèþ ê íèì Ò-ëèìôîöè-
òîâ ÷åðåç LFA1 (Springer, 1990; Ren et al., 2010). Îäíàêî
ïîâûøåííàÿ ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
íå óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà, à êà÷åñòâåí-
íûìè èçìåíåíèÿìè îáðàçóþùåãîñÿ êîìïëåêñà ñ ICAM-1
(Shimizu et al., 1991). Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ èìåííî
âçàèìîäåéñòâèå ðåöåïòîðíîé ïàðû Ò-êëåòî÷íûé LFA1 è
ICAM-1, ýêñïðåññèðóþùåéñÿ íà ÌÌÑÊ, îáåñïå÷èâàëî
ïëîòíûå êîíòàêòû ìåæäó êëåòêàìè. Ñëåäîâàòåëüíî, ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî òîëüêî îäèí èç
âûøåïåðå÷èñëåííûõ ìåõàíèçìîâ ó÷àñòâóåò â îáðàçîâà-
íèè ïëîòíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ìåæäó àêòèâèðî-
âàííûìè Ò-ëèìôîöèòàìè ÑD4+ è ÌÌÑÊ.

Ðîëü ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â èíäóêöèè ñèíòåçà èíäîëàìèí-2,3-äèîêñèãåíàçû... 345

Ðèñ. 8. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíà ôåðìåíòà IDO â ÌÌÑÊ æè-
ðîâîé òêàíè ïðè ñîâìåñòíîì áåñêîíòàêòíîì (ÁÊ) è êîíòàêòíîì

(ÊÊ) êóëüòèâèðîâàíèè ñ àêòÌÏÊ. ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

à — îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè, ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå âåëè-
÷èíû è èõ îøèáêè èç 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ (çâåçäî÷êà ïîêàçû-
âàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè P < 0.05); á — ðåïðåçåíòàòèâíàÿ ýëåêò-

ðîôîðåãðàììà ïðîäóêòîâ ÏÖÐ.



Îäíàêî ñóùåñòâóåò äðóãîé ìåõàíèçì, âîâëå÷åííûé â
îáðàçîâàíèå êîíòàêòíûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó àêòèâè-
ðîâàííûìè Ò-ëèìôîöèòàìè ÑD4+ è ÌÌÑÊ. Ïîêàçàíî,
÷òî ïðîâîñïàëèòåëüíîå ìèêðîîêðóæåíèå, â ÷àñòíîñòè
IFN-g, âûçûâàåò â ÌÌÑÊ èíäóêöèþ ñèíòåçà HLA-DR è
êîñòèìóëÿòîðíûõ ìîëåêóë CD80/CD86, ýêñïðåññèÿ êîòî-
ðûõ õàðàêòåðíà äëÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê (Bleijs et al., 1999;
Le Blanc et al., 2003a). Â íàøèõ óñëîâèÿõ ñîêóëüòèâèðîâà-
íèå ñ àêòÌÏÊ òîæå ïðèâîäèëî ê èíäóêöèè ñèíòåçà
HLA-DR è CD80/CD86 â ÌÌÑÊ. Âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó
HLA-DR è CD80/CD86, ýêñïðåññèðóþùèìèñÿ íà ÌÌÑÊ,
è TCR è CTLA4/CD28, ýêñïðåññèðóþùèìèñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè Ò-ëèìôîöèòîâ CD4+, ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â óñòàíîâ-
ëåíèè êîíòàêòîâ ìåæäó ýòèìè êëåòêàìè è â íàøèõ óñëî-
âèÿõ.

Èçâåñòíî, ÷òî IFN-g è äîïîëíèòåëüíûé ñèãíàë â âè-
äå ëèãèðîâàíèÿ ðåöåïòîðíûõ ïàð CD80/CD86 è
CTLA4/CD28 íåîáõîäèìû äëÿ èíäóêöèè ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè IDO â äåíäðèòíûõ êëåòêàõ (Munn et al.,
2004). Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà IDO, êàòàëèçèðóþùåãî ïðå-
âðàùåíèå íåçàìåíèìîé àìèíîêèñëîòû òðèïòîôàíà â êè-
íóðåíèí, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ïîäàâëåíèÿ ïðî-
ëèôåðàöèè àêòèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ è îáåñïå÷èâàåò
ñóïðåññèþ íåæåëàòåëüíîãî Ò-êëåòî÷íîãî îòâåòà (Munn
et al., 1999). Ïîêàçàíî, ÷òî IFN-g èíäóöèðóåò ñèíòåç IDO
è â ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè (DelaRosa et al., 2009).

Ïðîâåäåííûå íàìè ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî óñòà-
íîâëåíèå êîíòàêòîâ ìåæäó ÌÌÑÊ è àêòèâèðîâàííûìè
Ò-ëèìôîöèòàìè ÑD4+ ìîæåò ïðèâîäèòü ê àêòèâàöèè ìå-
õàíèçìà ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè àêòèâèðîâàííûõ ëèì-
ôîöèòîâ, ñõîäíîãî ñ äåíäðèòíûìè êëåòêàìè. Â íåì ìîãóò
ó÷àñòâîâàòü êîíòàêòû, îáðàçîâàííûå âçàèìîäåéñòâèåì
êàê ðåöåïòîðíîé ïàðû Ò-êëåòî÷íûé LFA1 è ICAM-1 íà
ÌÌÑÊ, òàê è CTLA4/CD28 íà ïîâåðõíîñòè Ò-ëèìôîöè-
òîâ CD4+ è CD80/CD86 íà ÌÌÑÊ.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñîêóëüòèâèðîâàíèå àêòÌÏÊ ñ
ÌÌÑÊ â êîíòàêòíûõ óñëîâèÿõ ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíî-
ìó ïîâûøåíèþ êîíöåíòðàöèé IFN-g â ñóïåðíàòàíòå
(ðèñ. 7) è ÷òî îäíîâðåìåííî ïðîèñõîäèëî ïîâûøåíèå
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà ICAM-1 â ÌÌÑÊ (ðèñ. 5). Èçâå-
ñòíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå ðåöåïòîðíîé ïàðû Ò-êëåòî÷íûé
LFA1 è ICAM1 èãðàåò âàæíóþ ðîëü â óñèëåíèè ñèíòåçà
IFN-g â ÌÏÊ (Bleijs et al., 1999; Yoshida et al., 2002). Ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè èç ëè-
òåðàòóðû (Cuerquis et al., 2014) î òîì, ÷òî ïîäàâëåíèþ
ïðîëèôåðàöèè àêòÌÏÊ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÌÑÊ
ïðåäøåñòâóåò çíà÷èòåëüíîå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè
IFN-g â ñóïåðíàòàíòå â ðàííèé ïåðèîä, êîòîðàÿ ïðè äàëü-
íåéøåì ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñíèæàåòñÿ. Â àíàëîãè÷íûõ
óñëîâèÿõ íàìè îáíàðóæåíû èíäóêöèÿ ñèíòåçà IDO â
ÌÌÑÊ (ðèñ. 8) è ìàêñèìàëüíîå ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðà-
öèè àêòÌÏÊ (ðèñ. 3). Îäíàêî ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî
áëîêèðîâàíèå ýêñïîíèðîâàííîé íà ïîâåðõíîñòè ÌÌÑÊ
ìîëåêóëû ICAM-1 ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè íå âëèÿ-
åò íà óðîâåíü ýêñïðåññèè IDO â ÌÌÑÊ (Rubtsov, 2017).

Ñëåäîâàòåëüíî, óñòàíîâëåíèå êîíòàêòîâ ìåæäó
ÌÌÑÊ è Ò-ëèìôîöèòàìè ÑD4+ ÷åðåç CD80/CD86 è
CTLA4/CD28 èãðàåò îñíîâíóþ ðîëü â èíäóêöèè ñèíòåçà
è ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè IDO â ÌÌÑÊ, à ñâÿçûâà-
íèå ðåöåïòîðíîé ïàðû Ò-êëåòî÷íûé LFA1 è ICAM-1 ìî-
æåò èãðàòü êàê ïðÿìóþ, òàê è îïîñðåäîâàííóþ ðîëü â èí-
äóêöèè ñèíòåçà IDO ÷åðåç âîçäåéñòâèå IFN-g. Òàêèì îá-
ðàçîì, íàìè óòî÷íåí ìåõàíèçì ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè
àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôîöèòîâ ÑD4+ ñ ó÷àñòèåì èõ êîí-
òàêòíûõ âçàèìîäåéñòâèé ñ ÌÌÑÊ.

Â òî æå âðåìÿ ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè Ò-ëèìôîöè-
òîâ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ÌÌÑÊ â áåñêîíòàêòíûõ
óñëîâèÿõ óêàçûâàåò íà àëüòåðíàòèâíûå ìåõàíèçìû èì-
ìóíîñóïðåññèè, îïîñðåäîâàííîé ÌÌÑÊ, â àêòèâàöèè êî-
òîðûõ ó÷àñòâóþò â îñíîâíîì ðàñòâîðèìûå ôàêòîðû, ñèí-
òåçèðóåìûå êëåòêàìè â îòâåò íà ïðîâîñïàëèòåëüíîå ìèê-
ðîîêðóæåíèå. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
âûäâèíóòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî â óñëîâèÿõ âîñïàëå-
íèÿ õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ èììóííûõ êëåòîê ñ ÌÌÑÊ
(óäàëåííûé èëè ëîêàëüíûé) ìîæåò âëèÿòü íà èíäóêöèþ
ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, îïðåäåëÿþùèõ èììóíî-
ñóïðåññèâíûé ïîòåíöèàë ÌÌÑÊ.

Ç à ê ë þ ÷ å í è å. Ïðîâåäåí àíàëèç ðîëè àäãåçèâíûõ
âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè è ÌÏÊ â
ïîäàâëåíèè ïðîëèôåðàöèè àêòÌÏÊ. Îïðåäåëåíà ñóùåñò-
âåííàÿ ðîëü ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (ìåæäó àêòèâèðî-
âàííûìè Ò-ëèìôîöèòàìè ÑD4+ è ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè
÷åðåç ICAM-1 è CD80/CD86) â èíäóêöèè ñèíòåçà è ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè IDO â ÌÌÑÊ. Èçó÷åíèå ìîëåêó-
ëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÌÑÊ æèðîâîé
òêàíè è èììóííûõ êëåòîê in vitro ïîçâîëèò îïðåäåëèòü
êëþ÷åâûå ôàêòîðû è óñòàíîâèòü òåðàïåâòè÷åñêèå ìèøå-
íè, èãðàþùèå ïðèíöèïèàëüíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïðîöåñ-
ñîâ âîñïàëåíèÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò îñîáóþ áëàãîäàðíîñòü ïðîô.
Ñ. Ë. Êèñåëåâó (Èíñòèòóò îáùåé ãåíåòèêè ÐÀÍ, Ìîñêâà)
çà öåííûå ñîâåòû è ïîìîùü â îôîðìëåíèè ñòàòüè.
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The investigation of interaction of human multipotetnt mesenchymal stromal cells (MMSCs) and stimula-
ted immune cells in vitro is an important step in understanding of molecular mechanisms of inflammation and
tissue regeneration. In this study we have demonstrated that MMSCs derived from human adipose exhibit the
immunosuppressive effect on proliferation of the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated by
phytohemagglutinin in both contact and contactless co-culture. Co-culture enhanced the ability of stimulated
CD4+ Ò-lymphocytes to form a stable adherens junction with MMSCs. Expression of membrane intercellular
adhesion molecule (ICAM-1) in MMSCs was elevated upon co-cultivation with stimulated PBMCs. The
pro-inflammatory microenvironment produced by stimulated PBMCs also induced the expression of costimula-
tory molecules CD80/CD86 in MMSCs. ICAM-1 and CD80/CD86 molecules expressed on the MMSCs surface
participate in establishment of cell-cell contacts with CD4+ T-cells through the interaction with their counter re-
ceptors LFA-1 and CTLA4/CD28. Intercellular interaction between stimulated CD4+ Ò-lymphocytes and
MMSCs is responsible for enhanced production of IFN-g and the induction of expression and activation of in-
doleamin-2,3-dioxygenase (IDO) in MMSC. Taking together, our findings shed a light on the mechanism un-
derlying the immunosuppressive effects of MMSC depending on intercellular interactions with stimulated
CD4+-lymphocytes.

K e y w o r d s: human adipose derived mesenchymal stem cells, peripheral blood mononuclear cells, inter-
cellular contacts.
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