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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Введение. Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК) пред-
ставляют собой основу развития перспективной стратегии регенеративной медици-
ны, используемой для терапии широкого спектра заболеваний. В настоящее время 
особое внимание уделяется исследованию секретома ММСК, посредством которого 
клетки участвуют в репарации и восстановлении поврежденных тканей, а также обе-
спечивают антиоксидантную защиту организма при патологических состояниях, со-
провождающихся гипоксией.
Цель. Оценить регенеративный и антиокислительный потенциал ММСК костного 
мозга и жировой ткани человека в условиях экспериментального моделирования 
гипоксии.
Материалы и методы. Материалом исследования явились 20 культур ММСК доно-
ров, которые предоставили информированное согласие. Мононуклеары перифери-
ческой крови, нейтрофилы и макрофаги получали от 10 здоровых доноров. Условия 
гипоксии создавали с помощью микробиологического набора Anaerocult A® mini. 
Для оценки поверхностного фенотипа и внутриклеточных молекул ММСК исполь-
зовали метод проточной цитометрии, для внеклеточной продукции ростовых фак-
торов и цитокинов – метод иммуноферментного анализа. Оксидантную активность 
клеточных культур и кокультур оценивали методом хемилюминесценции. Обработ-
ку данных проводили в программе Statistica 8.0.
Результаты. В условиях гипоксии изменялись морфология и фенотип ММСК посред-
ством снижения экспрессии маркеров CD105 и CD90, что может влиять на клеточную 
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адгезию и межклеточную кооперацию. В то же время гипоксия стимулировала про-
дукцию репаративных факторов (рецептор 2-го типа фактора роста эндотелия сосу-
дов, матриксная металлопротеиназа 3, фактор роста тромбоцитов D), что усиливало 
репаративные и ангиогенные свойства ММСК, а также увеличивала синтез антиок-
сидантных ферментов (супероксиддисмутазы 3, каталазы, глутатиона, NO-синтазы), 
предотвращающих избыточное образование активных форм кислорода. В условиях 
дефицита кислорода ММСК проявляли иммуномодулирующий эффект в отношении 
нейтрофилов и макрофагов, что проявлялось увеличением интенсивности хемилю-
минесценции.
Заключение. Для оптимизированной пробоподготовки биомедицинских клеточных 
продуктов на основе ММСК необходимо учитывать, что гипоксия влияет на морфо-
логию, изменяет фенотип и стимулирует секретом клеток, а также проявляет имму-
номодулирующий эффект в отношении клеток врожденного иммунитета.
Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, оксида-
тивный стресс, гипоксия, иммуномодуляция, фенотип
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Multipotent mesenchymal stromal cells (MMSCs) represent a promising 
strategy of regenerative medicine used for the treatment of a wide range of diseases. 
Currently, particular attention is paid to the study of MMSCs secretome, through which 
cells participate in the repair and regeneration of damaged tissues, and also provide 
antioxidant protection of the body in pathological conditions accompanied by hypoxia.
Purpose. To evaluate the regenerative and antioxidant potential of human bone marrow 
and adipose tissue derived MMSCs under experimental hypoxia.
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	� ВВЕДЕНИЕ
Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки (ММСК)  – недифференци-

рованные клетки, образующиеся из мезенхимы в ходе эмбриогенеза, которые мо-
гут дифференцироваться in vitro в остеобласты, адипоциты и хондробласты, а также 
обладают способностью к самовоспроизведению через асимметричное деление. 
ММСК обладают иммуномодулирующей, репаративной и антиоксидантной активно-
стью, которая реализуется через способность подавлять пролиферацию лимфоци-
тов, а также продуцируют широкий спектр биологически активных молекул, которые 
в совокупности называют секретомом ММСК. Секретом ММСК включает компоненты 
внеклеточного матрикса, белки, участвующие в процессе адгезии, ферменты, а также 
их активаторы и ингибиторы, факторы роста и связывающие белки, цитокины и хе-
мокины. В совокупности данные факторы поддерживают регенеративные процессы 
в поврежденных тканях, однако также могут оказывать различное влияние на про-
цессы, которые они регулируют в зависимости от условий микроокружения [7].

В последние годы интерес к потенциалу клинического применения ММСК привел 
к увеличению числа исследований влияния условий культивирования и экспансии 
на поведение и функцию клеток, в том числе на содержание кислорода. На сегод-
няшний день результаты оценки влияния низкого и нормального содержания кисло-
рода на морфологию, фенотип, пролиферативную способность и функциональную 

Materials and methods. The material was 20 MMSCs cultures from donors who provided 
informed consent. Peripheral blood mononuclear cells, neutrophils and macrophages were 
obtained from 10 healthy donors. Hypoxia condition was created using the Anaerocult A®  
mini microbiological kit. The flow cytometry method was used for the assessment of 
the surface phenotype and intracellular molecules of MMSCs while extracellular growth 
factors and cytokines were estimated by enzyme immunoassay. The oxidant activity of 
cell cultures and co-cultures was evaluated by chemiluminescence. Data processing was 
carried out with Statistica 8.0 program.
Results. MMSCs morphology and phenotype were changed via decreased CD105 
and CD90 expression under hypoxia conditions, what may affect cell adhesion and 
intercellular cooperation. Hypoxia stimulated the production of reparative factors 
(vascular endothelial growth factor type 2 receptor, matrix metalloproteinase 3, platelet-
derived growth factor  D), what enhanced the reparative and angiogenic properties of 
MMSCs as well as increase the synthesis of antioxidant enzymes (superoxide dismutase 3, 
catalase, glutathione, NO-synthase) preventing the excessive formation of reactive oxygen 
species. In conditions of oxygen deficiency MMSCs showed an immunomodulatory effect 
on neutrophils and macrophages, what was proved by an increase in the intensity of 
chemiluminescence.
Conclusion. For optimized MMSC-based biomedical cell products preparation it is 
important to take into account that hypoxia affects MMSCs morphology, changes their 
phenotype and stimulates cell secretion as well as enhances an immunomodulatory 
effect of MMSCs on innate immunity cells.
Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells, oxidative stress, hypoxia, 
immunomodulation, phenotype
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активность ММСК противоречивы и неоднозначны [2, 3, 5]. Доказательства прямой 
роли окислительного стресса в иммуномодуляции ММСК отсутствуют. В небольшом 
количестве исследований in vitro выявлены механизмы, участвующие в защитных 
эффектах ММСК, однако при этом не до конца понятно, каким образом ММСК опо-
средуют их действие in vivo. Известно, что по мере культивирования ММСК ex vivo 
окислительный стресс увеличивается, уровень определенных поверхностных анти-
генов снижается (например, CD13, CD29 и CD44), а способность подавлять пролифе-
рацию Т-клеток уменьшается [5].

Учитывая, что ММСК уже успешно используются для лечения пациентов в кли-
нических испытаниях, крайне важно понимать, как именно ММСК опосредуют свои 
эффекты при различных воспалительных заболеваниях, связанных с оксидативным 
стрессом, чтобы гарантировать использование ММСК с оптимальной терапевтиче-
ской эффективностью и безопасностью [2]. В связи с тем что ММСК, полученные от 
пациентов, демонстрируют изменение выживаемости, пролиферации и дифферен-
цировки, требуется разработка новой стратегии для улучшения их антиоксидантной, 
регенеративной и иммуномодулирующей способности. Потенциальным перспек-
тивным подходом является обработка культур факторами роста или гипоксическим 
шоком. Высокие терапевтические эффекты стволовых клеток в гипоксическом состо-
янии предполагают, что исходной нишей или предпочтительным их микроокруже-
нием является низкая концентрация кислорода [4].

Поскольку большинство клинических применений биомедицинского клеточного 
продукта ММСК зависят от их иммуномодулирующих, репаративных и антиокисли-
тельных свойств, весьма важной задачей является выяснение механизмов влияния 
условий гипоксии на функциональный потенциал ММСК, включая стимуляцию экс-
пансии и увеличение клеточной биомассы ex vivo, а также улучшение терапевтиче-
ской эффективности ММСК [6].

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка регенеративного и антиокислительного потенциала ММСК костного 

мозга и жировой ткани человека в условиях экспериментального моделирования 
гипоксии.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом исследования явились ММСК костного мозга (n=10) и жировой тка-

ни (n=10), полученные после информированного согласия от доноров; на основе 
клеток создан криобанк клеточных культур ММСК. Мононуклеары периферической 
крови (МПК), нейтрофилы и макрофаги получали от 10 здоровых доноров в возрасте 
от 21 до 31 года.

Культуральный метод
ММСК культивировали в культуральной среде DMEM (Gibco™, United Kingdom) 

с добавлением 10%-ной фетальной бычьей сыворотки (Gibcо, Бразилия), 1%-ного 
L-глутамина (Gibco, США), 1%-ной смеси антибиотиков и антимикотика (Gibco, Герма-
ния) в течение 24 ч. и 72 ч. в условиях газовой гипоксии (1–2% O2) с использованием 
микробиологического набора Anaerocult® A mini (Millipore, Германия) при 37 °C или в 
условиях нормоксии в CO2-инкубаторе.
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МПК, нейтрофилы и моноциты доноров выделяли из гепаринизированной веноз-
ной крови доноров (n=10) на градиенте плотности с ρ=1,077 г/см3 (Carl Roth, Герма-
ния). Для получения культуры макрофагов проводили культивирование моноцитов 
в течение 2 ч. в чашках Петри с адгезивным покрытием в культуральной среде DMEM 
(Gibco™, United Kingdom) с добавлением 10%-ной фетальной бычьей сыворотки 
(Gibcо, Бразилия), 1%-ного L-глутамина (Gibco, США), 1%-ной смеси антибиотиков и 
антимикотика (Gibco, Германия).

Метод экспериментального моделирования гипоксии
Условия гипоксии (1–2% О2) создавали с помощью микробиологического набора 

Anaerocult A® mini (Millipore, Германия), содержащего гипоксические пакеты с компо-
нентами, которые химически быстро и полностью связывают кислород. Моделиро-
вание гипоксии проводили в течение 24 и 72 ч.

Иммуноферментный метод
Концентрации супероксиддисмутазы 3 (SOD3), рецептора 2-го типа фактора ро-

ста эндотелия сосудов (VEGFR2), фактора роста тромбоцитов D (PDGF-D), матриксной 
металлопротеиназы (MMP3), фактора роста фибробластов 2 (FGF2), глутатиона, ката-
лазы, фактора некроза опухоли α (TNF-α), интерлейкина 10 (IL-10), интерлейкина 12 
(IL-12), интерферона γ (IFN-γ) определяли в супернатантах культур ММСК с использо-
ванием наборов, представленных в табл. 1, и рассчитывали концентрацию на 1×105 
клеток.

Таблица 1
Используемые наборы для иммуноферментного анализа
Table 1
Used kits for enzyme immunoassay

Фактор Наименование набора реагентов Производитель Каталожный 
номер

SOD3 Human Superoxide Dismutase 3 ELISA Kit Elabscience, США E-EL-H2382

VEGFR2 Human Vascular endothelial growth factor 2 
ELISA Kit Fine Test, Китай EH0329

PDGF-D Human Platelet-derived growth factor D чело-
века ELISA Kit Elabscience, США E-EL-H2213

MMP3 Human Matrix metalloproteinase-3 человека 
ELISA Kit Elabscience, США E-EL-H1446

FGF2 Fibroblast Growth Factor 2 ELISA Kit Cloud-Clone Corporation, 
США CEA551Po

Глутатион GSH ELISA Kit Cloud-Clone Corporation, 
США E-EL-H0026

Каталаза Catalase ELISA Kit Cloud-Clone Corporation, 
США SEC418Hu

TNF-α Human Tumor Necrosis Factor Alpha ELISA Kit Fine Test, Китай EH0302

IL-10 Интерлейкин-10-ИФА-БЕСТ ВЕКТОР-БЕСТ, Россия A-9774

IL-12 Human Interleukin 12 ELISA Kit Bioassay Technology Labo-
ratory, Китай E3301Hu

IFN-γ Human IFN-γ ELISA Kit Elabscience, США E-EL-H0108
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Метод проточной цитометрии
Для оценки фенотипа ММСК использовали панель моноклональных антител 

CD90-FITC, CD44-FITC, CD105-PE, CD45-PE-Cy7, CD34-PE (Beckman Coulter, США). Ре-
зультаты регистрировали на 5000 клеток на проточном цитометре CytoFLEX (Beckman 
Coulter, США). Уровень миелопероксидазы и NO-синтазы определяли с помощью мо-
ноклональных антител MPO-PE (миелопероксидаза) и eNOS-PE (эндотелиальная син-
таза оксида азота) соответственно методом проточной цитометрии (Beckman Coulter, 
США).

Метод хемилюминесценции
Кокультивирование гипоксических и нормоксических ММСК с нейтрофилами и 

макрофагами проводили в полной культуральной среде RPMI-1640 (Lonza, Швейца-
рия) в течение 12–18 ч. и 48 ч. соответственно. Для приготовления системы совмест-
ного культивирования ММСК помещали в трансвеллу лунки 24-луночных планшетов 
(Corning, США) в полной среде RPMI-1640 на 24 ч. при 5% СО2, 37 °С для адгезии кле-
ток. После 24-часовой инкубации, в условиях гипоксии, в лунки с ММСК добавляли 
свежие нейтрофилы. Планшеты инкубировали при 37 °C в течение 12–18 ч.

Для постановки кокультивирования ММСК в среде RPMI-1640 их помещали в 
трансвеллу лунки 24-луночных планшетов на 24 ч. при 5% СО2, 37 °С. После 24-часо-
вой инкубации в условиях гипоксии вносили макрофаги в лунки и клетки культиви-
ровали в течение 48 ч. при 5% СО2, 37 °С.

Оценку люминолзависимой (1  ммоль/л) и форбол-12-миристат-13-ацетат-
индуцированной (ФМА-индуцированной) (0,5 мкг/мл) хемилюминесценции нейтро-
филов и макрофагов проводили с помощью хемилюменометра Lum-100 (Россия), 
определяли максимальное значение интенсивности хемилюминесценции (Imax).

Статистический метод
Обработку данных и построение графиков проводили в программе Statistica 8.0. 

Для представления полученных данных использовали показатели медианы, нижне-
го и верхнего квартилей (25-й÷75-й процентили). Для сравнения 2 зависимых групп 
использовали критерий Вилкоксона, для сравнения 2 независимых групп – критерий 
Манна – Уитни.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Фенотипическая характеристика ММСК в условиях гипоксии
Согласно мнению специалистов Международного сообщества по клеточной 

терапии, фенотип ММСК определяется как CD90+CD105+CD44+CD119+CD34–CD45–

CD31–, где экспрессия положительных маркеров должна составлять не менее 95%, 
а отрицательных – не более 2,5%. Для соответствия фенотипа ММСК рекомендовано 
проводить оценку по двум и более положительным и отрицательным маркерам.

В данном исследовании проведено иммунофенотипирование ММСК костного 
мозга (рис.  1А–1Е) и жировой ткани (рис.  1Ж–1М) по трем положительным марке-
рам – CD105, CD190 и CD44, двум отрицательным – CD34 и CD45. Установлено, что 
в условиях гипоксии статистически значимо снижалась экспрессия CD105 (эндо-
глина, входящего в рецепторный комплекс TGF-β и играющего ключевую роль в 
ангиогенезе) на мембране ММСК костного мозга (рис.  1А, 1Г) и CD90 (адгезивная  
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молекула, участвующая в межклеточном взаимодействии, а также взаимодействии 
между клетками и внеклеточным матриксом) на ММСК жировой ткани (рис. 1З, 1Л) на 
фоне отсутствия изменений в экспрессии СD44 (интегральный клеточный гликопро-
теин, играющий важную роль в межклеточных взаимодействиях, клеточной адгезии 
и миграции) по сравнению с аналогичными показателями ММСК (рис. 1В, 1И), культи-
вируемых в условиях нормоксии (рис. 1Е, 1М). 

Рис. 1. Уровень экспрессии маркеров ММСК костного мозга и жировой ткани в условиях гипоксии 
и нормоксии

Примечание: * р<0,05, статистически значимые различия указаны по сравнению с нормоксией.

Fig. 1. The level of expression of MMSCs markers of bone marrow and adipose tissue under conditions  
of hypoxia and normoxia
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Уровень экспрессии негативных маркеров CD45 (гематопоэтический маркер, ре-
гулятор роста и дифференцировки клеток) и CD34 (молекула клеточной адгезии) на 
ММСК варьировал от 0,00 до 1,00% и не зависел от условий культивирования клеточ-
ных культур.

Согласно данным литературы, экспрессия эндоглина на ММСК опосредует пере-
дачу сигналов от TGF-β в контроле хондрогенной дифференцировки ММСК, а также 
взаимодействие между ММСК и кроветворными клетками в микроокружении кост-
ного мозга, в связи с чем его снижение может влиять на пролиферацию и дифферен-
цировку клеток, развитие кровеносных сосудов [8].

CD90 играет роль в адгезии клеточного матрикса и межклеточной адгезии меж-
ду медиаторами воспаления, иммунного ответа, обеспечивает адгезию лейкоцитов 
и моноцитов к эндотелиоцитам и фибробластам, опосредует регенерацию нервов, 
рост дендритов и аксонов нервов, восстановление тканей в результате воспаления.

CD44 функционирует как рецептор для гиалуроновой кислоты и многих других 
компонентов внеклеточного матрикса, а также кофактор для факторов роста и цито-
кинов, в связи с чем CD44 является платформой, которая интегрирует сигналы кле-
точной микросреды, факторов роста и цитокинов, передает их мембраносвязанным 
белкам цитоскелета или ядру для регулирования различных уровней экспрессии ге-
нов, связанных с адгезией клеточного матрикса, миграцией клеток, пролиферацией, 
дифференцировкой и выживанием [5].

В работе Andreeva и соавт. установлено, что пониженное содержание кислорода 
(5% по сравнению с окружающим – 20%) в культуральной среде не оказывало ни-
какого влияния на иммунофенотип стромальных клеток [20]. Kwon и соавт. выяви-
ли пониженную экспрессию положительных маркеров CD44, CD73, CD90 и CD105 
на ММСК при гипоксическом состоянии и пониженную экспрессию отрицательных 
маркеров CD31, CD34, CD45, что согласуется с полученными данными [7].

Изменение экспрессии маркеров CD105 и CD90 может являться возможной при-
чиной угнетения ангиогенеза и репаративных свойств ММСК. В связи с этим опреде-
ление уровня экспрессии поверхностных маркеров ММСК способствует установле-
нию функциональных свойств ММСК и может определять выбор области примене-
ния в клеточной терапии.

Влияние гипоксии на ростовые факторы ММСК
Принимая во внимание выявленные изменения в фенотипе ММСК в условиях ги-

поксии, для определения функционального состояния клеточных культур проведе-
на оценка синтеза ангиогенного фактора (VEGFR2) и факторов репарации (PDGF-D, 
MMP3, FGF2) в супернатантах культур ММСК костного мозга и жировой ткани.

Установлено увеличение синтеза VEGFR2 в культуре ММСК костного мозга и жи-
ровой ткани в условиях дефицита О2 при культивировании на протяжении 72 ч. от-
носительно аналогичных культур ММСК в условиях нормального уровня кислорода 
(р<0,05) (рис. 2А, 2Б). Интенсивность стимуляции VEGFR2 была более выраженной в 
культурах ММСК, полученных из жировой ткани (SI=15,5), по сравнению с ММСК из 
костного мозга.

Выявлено повышение продукции PDGF-D в культуре ММСК костного мозга 
в условиях отсутствия кислорода при культивировании в течение 48  ч. относи-
тельно ММСК, культивируемых при нормальном уровне О2 (р<0,05). Аналогично  
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при культивировании ММСК костного мозга и жировой ткани в условиях гипоксии в 
течение 72 ч. концентрация PDGF-D увеличивалась в 3 и 1,5 раза соответственно, по 
сравнению с ММСК, находящимися в условиях нормоксии (р<0,05) (рис. 2В, 2Г).

В гипоксических условиях культивирования ММСК жировой ткани в течение 72 ч. 
установлено увеличение концентрации MMP3 относительно ММСК, культивируемых 
в условиях нормального уровня кислорода (р<0,05) (рис. 2Е). Аналогично в культуре 
ММСК костного мозга в условиях дефицита кислорода наблюдалась тенденция к по-
вышению синтеза MMP3 по сравнению с ММСК, культивируемыми при нормоксии 
(рис. 2Д).

Рис. 2. Продукция ростовых факторов ММСК в условиях гипоксии и нормоксии

Примечание: * р<0,05, статистически значимые различия указаны по сравнению с нормоксией.

Fig. 2. Production of MMSCs growth factors in hypoxia and normoxia
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Проведена оценка концентрации FGF2 в культуре ММСК, культивируемых в усло-
виях гипоксии и нормоксии, и установлено, что различная концентрация кислорода 
не оказывала влияния на синтез FGF2.

Таким образом, изменение фенотипа ММСК отражает функциональные особен-
ности культур в условиях гипоксии, а именно снижение экспрессии маркера CD90 
ММСК жировой ткани сопровождается угнетением репарационных свойств за счет 
потери межклеточных контактов, а снижение экспрессии маркера CD105 ММСК 
костного мозга приводит к нарушению ангиогенеза вследствие изменения передачи 
сигналов от TGF-β.

Влияние гипоксии на продукцию цитокинов ММСК
Цитокины принимают участие в регуляции пролиферативных процессов, про-

цессов дифференцировки, роста, деятельности клеток. Количественное содержание 
цитокинов и их соотношение отражают динамику патологического процесса, кор-
релируют с активностью заболевания, что позволяет судить об эффективности про-
водимой терапии [9]. В данном исследовании проведена оценка продукции провос-
палительного IL-12 в культурах ММСК костного мозга и жировой ткани в условиях 
гипоксии и нормоксии при культивировании в течение 72 ч. Установлено значитель-
ное снижение концентрации IL-12 в культуре ММСК костного мозга в условиях гипок-
сии относительно ММСК, культивируемых в условиях нормоксии (р<0,05). Выявлено 
увеличение концентрации IL-12 в культуре ММСК жировой ткани, культивируемых 
при отсутствии кислорода, относительно культур, культивируемых при нормальном 
уровне О2 (р<0,05) (табл. 2).

Концентрация TNF-α в культуре ММСК костного мозга при 1–2%-ном содержании 
кислорода имела тенденцию к повышению относительно ММСК, культивируемых 
при условиях нормоксии. Синтез противовоспалительного цитокина IL-10 в культуре 
ММСК жировой ткани при дефиците О2 снижался относительно ММСК, культивируе-
мых при нормальном уровне кислорода (р<0,05). Уровень γIFN в исследуемых груп-
пах не определялся.

Таблица 2
Продукция цитокинов ММСК в условиях гипоксии и нормоксии
Table 2
Production of MMSCs cytokines under conditions of hypoxia and normoxia

Фактор Источник ММСК Гипоксия Нормоксия р

IL-10, 
нг/л

Костный мозг – – –

Жировая ткань 10,14
(9,86÷10,41)

13,08
(10,82÷15,34) 0,01

IL-12, 
мкг/л

Костный мозг 1,66
(0,86÷2,46)

7,35
(5,10÷9,60) 0,01

Жировая ткань 1,52
(1,17÷2,04)

0,93
(0,35÷1,41) 0,04

TNF-α, 
нг/л

Костный мозг 19,97
(0,00÷39,94)

1,27
(0,00÷2,53) 0,43

Жировая ткань – – –

Примечание: р – уровень статистической значимости различий по сравнению с нормоксией.
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Рис. 3. Хемилюминесцентная активность нейтрофилов и макрофагов в кокультуре с ММСК

Примечания: * р<0,05, статистически значимые различия указаны по сравнению с нормоксией; ММСК (н) – нормоксиче-
ские ММСК; ММСК (г) – гипоксические ММСК.

Fig. 3. Chemiluminescent activity of neutrophils and macrophages in co-culture with MMSCs
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Согласно Kotas и соавт., cинтез TNF-α ММСК в условиях гипоксии приводит к вы-
работке значительного количества белка, индуцируемого геном 6 фактора некроза 
опухоли (TSG-6). Во всех моделях TSG-6 ингибировал раннюю воспалительную ре-
акцию, и в частности инфильтрацию нейтрофилов и провоспалительные цитокины.

Исследование уровня образования активных форм кислорода и антиокси-
дантной системы

В  кокультуре с гипоксическими ММСК установлено увеличение Imax как спон-
танной люминолзависимой хемилюминесценции нейтрофилов, так и ФМА-
стимулированной относительно кокультур с ММСК, культивируемыми в условиях 
нормоксии (p<0,05). В то же время в кокультурах с макрофагами отмечалось повыше-
ние ФМА-стимулированной люминолзависимой хемилюминесценции в присутствии 
гипоксических ММСК относительно ММСК, культивируемых в условиях нормоксии 
(p<0,05), при отсутствии статистически значимых изменений в спонтанной люминол-
зависимой хемилюминесценции макрофагальных фагоцитов (рис. 3).

Таким образом, пробоподготовка ММСК в условиях гипоксии способствует уси-
лению стимулированной хемилюминесцентной активности нейтрофилов и макро-
фагов. Результаты исследования согласуются с данными Cassatella и соавт., которые 
показали, что ММСК могут поддерживать и сохранять жизнеспособность и функции 
фагоцитов за счет согласованного действия эндогенно продуцируемых IL-6 и βIFN, 
определяющих большинство иммуномодулирующих эффектов.

Влияние гипоксии на антиокислительные факторы ММСК
Проведена оценка уровня антиокислительных ферментов MPO, eNOS, SOD3, ка-

талазы и глутатиона в культуре ММСК в условиях гипоксии и нормоксии. Выявлено, 
что в условиях гипоксии и нормоксии содержание MPO не изменялось и составило 
10,43% (рис.  4А, 4В). MPO является основным элементом нейтрофильных внекле-
точных ловушек (NETs) и необходима для их образования, способствует активации 
протеаз и их высвобождению в ядрах, что приводит к деградации гистонов и декон-
денсации хроматина. ММСК могут непосредственно ослаблять кислородный взрыв 
нейтрофилов. Часть антиоксидантного ответа стволовых клеток может зависеть от 
контакта с клеткой, но паракринная активность, по-видимому, играет фундаменталь-
ную роль [10].

Установлено снижение уровня eNOS в культуре ММСК в условиях гипоксии по 
сравнению с контрольной группой (рис.  4Б, 4Г). eNOS, производная оксида азота 
(NO), регулирует многие важные функции, включая сосудистый тонус и региональ-
ный кровоток, пролиферацию гладкомышечных клеток сосудов, взаимодействие 
лейкоцитов и эндотелия и тромбоз. eNOS отвечает за выработку NO, который важен 
для поддержания целостности сосудов и может усиливать васкулогенез посред-
ством передачи сигналов фактора роста фибробластов. VEGFR2 также индуцируется 
путем синтеза NO, способствуя ангиогенезу [11].

Проведена оценка продукции SOD3 в культурах ММСК костного мозга и жиро-
вой ткани в условиях гипоксии и нормоксии при культивировании в течение 72 ч. 
Установлено значительное увеличение концентрации SOD3 в культуре ММСК кост-
ного мозга (рис. 5А) и жировой ткани (рис. 5Б) при условиях гипоксии относительно 
ММСК, культивируемых в условиях нормоксии (р<0,05). В  то же время в условиях 
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Рис. 4. Уровень синтеза MPO и eNOS ММСК в условиях гипоксии и нормоксии

Примечание: * р<0,05, статистически значимые различия указаны по сравнению с нормоксией.

Fig. 4. The level of synthesis of MPO and eNOS MMSC in hypoxia and normoxia
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гипоксии показатели стимуляции SOD3 (SI) по отношению к нормоксии были одина-
ковыми как в культурах ММСК костного мозга (SI=2,0), так и в культурах ММСК, полу-
ченных из жировой ткани (SI=2,3).

SOD3 является одним из антиоксидантных ферментов, который обладает имму-
номодулирующими, антиангиогенными, антихемотаксическими и противовоспали-
тельными свойствами. Синтезируя перекись водорода, SOD3 может стимулировать 
образование фактора роста эндотелия сосудов, который стимулирует пролифера-
цию эндотелиальных клеток, регулирует развитие и формирование кровеносных 
сосудов, а также увеличивает проницаемость сосудов и хемотаксис эндотелиальных 
клеток [12].

Установлен уровень каталазы в культуре ММСК, культивируемых в условиях гипок-
сии и нормоксии (рис. 5В). Каталаза является одним из важнейших антиоксидантных 
ферментов, который в значительной степени смягчает окислительный стресс, разру-
шая клеточную перекись водорода с образованием воды и кислорода. ММСК ослаб-
ляют окислительный стресс, вызванный активными формами кислорода, и это анти-
оксидантное действие обусловлено присутствием каталазы в экзосомах. Каталаза  
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может присутствовать в растворимой форме в секретоме ММСК или адсорбировать-
ся на внешней поверхности экзосом [13].

Определено содержание глутатиона в супернатантах культур ММСК, культивиру-
емых в условиях гипоксии и нормоксии, статистически значимых различий не уста-
новлено (рис. 5Г).

Восстановленный глутатион представляет собой низкомолекулярный тиол, осу-
ществляющий разрушение свободных радикалов. Глутатиoн в восстановленной 
форме может функционировать как антиоксидант многими способами: химически 
взаимодействовать с синглетным кислородом, супероксидом и радикалами гидрок-
сила или напрямую разрушать свободные радикалы; стабилизировать мембранную 
структуру перемещением ацилпероксидов, образующихся путем перекисного окис-
ления липидов. Глутатион является коферментом ряда ферментов, активность кото-
рых основана на изменении редокс-потенциала глутатиона [21].

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
К условиям дефицита кислорода (1–2%) более чувствительны ММСК костного 

мозга, чем ММСК жировой ткани, что проявлялось изменением морфологии клеток 

Рис. 5. Уровень синтеза SOD3, каталазы и глутатиона ММСК в условиях гипоксии и нормоксии

Примечание: * р<0,05, статистически значимые различия указаны по сравнению с нормоксией.

Fig. 5. The level of synthesis of SOD3, catalase and glutathione MMSC in hypoxia and normoxia

ММСК костного мозга ММСК жировой ткани

ММСК жировой тканиММСК жировой ткани
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к 3-м суткам культивирования. Гипоксия способствует снижению экспрессии марке-
ров CD105 и CD90 на ММСК костного мозга и жировой ткани, соответственно, влияет 
как на антиоксидантные свойства клеточных культур, так и на синтез факторов роста, 
участвующих в процессе ангиогенеза, что необходимо учитывать при моделирова-
нии иммунопатологических процессов, связанных с окислительным стрессом. 

Условия дефицита кислорода повышают продукцию рецептора 2-го типа к VEGF, 
ММР 3-го типа, PDGF-D, что, соответственно, усиливает репаративные и ангиогенные 
свойства. Наряду с этим, прекондиционирование клеток в условиях гипоксии спо-
собствует снижению продукции провоспалительного IL-12, увеличению противовос-
палительного IL-10 и не изменяет уровень синтеза TNF-α и IFN-γ в культурах ММСК, 
что может использоваться для регуляции воспалительной реакции.

Гипоксия стимулирует синтез SOD3, снижает синтез NO-синтазы и увеличива-
ет синтез активных форм кислорода в культуре с гипоксическими ММСК по срав-
нению с контрольной группой. В  кокультуре клеток врожденного иммунитета с 
гипоксическими ММСК увеличивается максимальное значение интенсивности 
хемилюминесценции (Imax), как спонтанной люминолзависимой хемилюминесцен-
ции нейтрофилов, так и ФМА-стимулированной, относительно кокультур с ММСК, 
культивируемыми в условиях нормоксии. В кокультурах с макрофагами повышает-
ся ФМА-стимулированная люминолзависимая хемилюминесценция в присутствии 
гипоксических ММСК относительно ММСК, культивируемых в условиях нормоксии, 
при отсутствии статистически значимых изменений в спонтанной люминолзависи-
мой хемилюминесценции макрофагальных фагоцитов. 

ММСК непосредственно влияют на уровень окислительного стресса и тем са-
мым могут уменьшать объем клеточного повреждения, снижать воспаление и 
модулировать нарушения клеточного метаболизма, что может объяснять их ци-
топротекторные и противовоспалительные свойства. Среди основных эффектов 
предполагается прямое удаление свободных радикалов, усиление эндогенной ан-
тиоксидантной защиты, иммуномодуляция воспалительной реакции посредством 
подавления активных форм кислорода, стимуляция клеточного дыхания. Данные 
антиокислительные эффекты опосредуются не только за счет клеточных контактов, 
но и при помощи секретома ММСК, включающего ростовые факторы и иммуноло-
гические молекулы.
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