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В интересах повышения эффективности клеточной терапии при острых радиационных поражениях
организма проведены сравнительные исследования иммуномодулирующих эффектов интактных и
предварительно подвергнутых воздействию γ-излучения в дозах 50–500 мГр и 1–10 Гр костномоз-
говых мезенхимных стромальных/стволовых клеток (МСК) пациентов-доноров на функциональ-
ную активность макрофагов в аллогенных (мононуклеары крови/МСК человека) и ксеногенных
(перитонеальные макрофаги мышей/МСК человека) in vitro системах. В качестве критериев ис-
пользованы тесты зимозан-индуцированной хемилюминесценции (ХЛ-активность) и липополиса-
харид-индуцированной продукции цитокинов TNF-α, IFN-γ, IL-1α и IL-10 макрофагами. Уста-
новлено, что для интактных и подвергнутых воздействию γ-излучения МСК, а также их кондицио-
нированных сред (КС) характерно ингибирование продукции активных форм кислорода (АФК),
которое может играть существенную роль в формировании иммуносупрессивного микроокружения
при трансплантации МСК. Воздействие малых доз γ-излучения (50–100 мГр) МСК характеризова-
лось стимулирующим их эффектом, а больших доз γ-излучения – угнетающим воздействием на
оцениваемые показатели функциональной активности макрофагов по сравнению с интактными
МСК. Предполагается, что γ-излучение в малых дозах может служить в качестве одного из подходов
прекондиционирования иммуномодулирующей и пролиферативной активности МСК.
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В ранние сроки после воздействия ионизиру-
ющего излучения в тканях и органах развиваются
острые воспалительные реакции, а затем – хро-
нические воспалительные процессы, завершаю-
щиеся фиброзом. Важным фактором развития
функциональных эффектов облучения является
повышенная и длительная продукция в зоне вос-
паления активных форм кислорода (АФК). Уста-
новлена непосредственная связь между оксида-
тивным стрессом, дисфункцией митохондрий и
радиационным повреждением [1–3]. В основе
развития полиорганной недостаточности и ранней
смерти при острых лучевых поражениях лежат из-
менения четырех основных систем организма:
кроветворной, желудочно-кишечной, кожной и
нервной [4–6]. Исходы радиационных пораже-
ний организма, помимо физических параметров
излучения, зависят от основных физиологиче-
ских особенностей клеточных популяций крове-
творной системы, эндотелия кишечника, эпите-
лия альвеол легких и кожного покрова, нервных

клеток и т.д., а также радиочувствительности кле-
ток, величины пула стволовых клеток, их способ-
ности к восстановлению и пролиферации, дли-
тельности функционирования дифференциро-
ванных клеток в составе органов и тканей.
В последнее время в качестве перспективного
многофункционального средства для лечения по-
следствий воздействия радиации на организм
рассматриваются мультипотентные мезенхимные
стромальные клетки (МСК). Накоплено достаточ-
ное количество доказательств в пользу терапевти-
ческого действия МСК при острых лучевых пора-
жениях, результаты которых систематизированы и
обобщены в обзорах [5–8]. Результаты экспери-
ментального и клинического использования са-
мих МСК или их субклеточных элементов (цито-
кины, везикулы), представленные в этих обзорах,
свидетельствуют о плейотропных терапевтиче-
ских эффектах на радиационно-поврежденные
органы и ткани. Предполагается, что МСК или
продукты их секреции могут служить одним из
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средств ранней неотложной терапии наряду с ра-
диопротекторами, радиомитигаторами. В основе
общих эффектов МСК-терапии при радиацион-
ных поражениях лежат следующие основные ме-
ханизмы: антиапоптотическое, антиоксидантное,
противовоспалительное действие МСК; стимуля-
ция ими ангиогенеза, активация пролиферации
тканеспецифических стволовых клеток, модули-
рование микроокружения и т.д. Эти возможности
МСК открывают широкие перспективы исполь-
зования данного вида клеток для лечения лучевой
болезни и осложнений при лучевой терапии он-
кологических больных. МСК-терапия способ-
ствует восстановлению различных систем орга-
низма после радиационного воздействия, в том
числе восстановлению кроветворения после
тотального облучения перед последующей алло-
генной трансплантацией костного мозга [8], ку-
пированию радиационно-индуцированного га-
строинтестинального синдрома [9, 10], лечения
пострадиационных ожогов [11] и радиационно-
индуцированного поражения легких [12, 13]. Те-
рапевтические эффекты после введения МСК
выявлены вне зависимости от источника получе-
ния стволовых клеток: костный мозг, пуповинная
кровь, жировая ткань, плацента и т.д. В случае
полной аплазии костного мозга при дозах излуче-
ния 7–8 Гр и выше трансплантация костного моз-
га и МСК остается единственным способом вос-
становления кроветворения и сохранения жизни.
Основной эффект, описанный в большинстве ис-
следований после системного введения МСК, за-
ключается в повышении выживаемости облучен-
ных животных, в том числе при воздействии ле-
тальных доз γ-излучения. При этом показатели
выживаемости варьировали в пределах 16–80% на
фоне 100%-ной смертности у контрольных жи-
вотных [14]. В большинстве случаев авторы связы-
вают терапевтические эффекты МСК, в первую
очередь, с воздействием на систему гемопоэза:
МСК при совместной трансплантации с гемопоэ-
тическими стволовыми клетками (ГСК) способ-
ствуют приживлению последних. Эта идея получи-
ла широкое развитие в экспериментах на живот-
ных и в ряде клинических исследований [5–8].

Анализу иммуносупрессивной и противовос-
палительной активности МСК в контексте взаи-
модействия с Т- и В-лимфоцитами, дендритными
клетками, естественными киллерами посвяще-
ны многочисленные клинико-эксперименталь-
ные исследования и они довольно подробно осве-
щены в многочисленных обзорах [15–18]. Вместе
с тем механизмы взаимодействия трансплантиру-
емых МСК с моно- и полиморфнонуклеарными
фагоцитами практически не исследованы. Нами
было показано, что МСК костного мозга челове-
ка и их кондиционированные среды (КС) дозо-
зависимо ингибируют in vitro зимозан-индуциро-
ванную продукцию АФК макрофагами в аллоген-

ных (МСК человека/макрофаги человека), син-
генных (МСК мышей/перитонеальные макрофаги
мышей) и ксеногенных (МСК человека/макрофа-
ги мышей) сокультурах [19].

Установлено, что воздействие in vitro малых
доз γ-излучения (50–100 мГр) [20] и гипоксии [21]
(содержание кислорода 1–8% в тканях или в ат-
мосфере инкубационной среды) стимулирует
пролиферацию МСК за счет существенной акти-
вации ERK1/2 (внеклеточной сигнал-регулируе-
мой киназы) и p38MAPK (митоген-активирован-
ной протеинкиназы).

Цель настоящей работы – оценка влияния об-
лучения in vitro костномозговых МСК человека в
малых (50–1000 мГр) и высоких (5 и 10 Гр) дозах
на уровень индуцируемой продукции цитокинов
и активных форм кислорода (АФК) мононуклеа-
рами крови пациентов-доноров и перитонеаль-
ными макрофагами мышей при кратковремен-
ном их сокультивировании.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Выделение и экспансия МСК. В работе исполь-
зованы МСК, выделенные из костного мозга
практически здоровых пациентов-доноров
(КМ-МСКч). В исследование включены пять
здоровых доноров, у которых было получено ин-
формированное письменное добровольное со-
гласие на участие в заборе костного мозга. Забор
клеточного материала при пункции подвздошной
кости человека под местной анестезией 0.5%-
ным раствором новокаина проводили в строго
стерильных условиях в объеме 0.5–1.0 мл и поме-
щали в пробирки с гепарином (100 ЕД/мл пункта-
та). После отстаивания эритроцитов в течение 1–
2 ч при комнатной температуре супернатант отса-
сывали пастеровской пипеткой, клетки отмывали
в среде RPMI-1640 (“ПанЭко”, Россия), осадок
после центрифугирования при 1200 об/мин в те-
чение 10 мин ресуспендировали в полной росто-
вой среде RPMI-1640 (100 Ед/мл пенициллина,
100 нг/мл амфотерицина, 2 мМL-глутамина и
20% эмбриональной телячьей сыворотки
(“ПанЭко”). МСК культивировали в СО2-инку-
баторе при 37°С (в газовой среде: 5% углекислого
газа и 95% воздуха) в пластиковых флаконах Кар-
реля (“NUNC”) с площадью дна 25 см2 в полной
ростовой среде RPMI-1640, содержащей 5 × 106 –
5 × 107 клеток костного мозга в 8 мл ростовой сре-
ды. Инкубационную среду меняли через 3–4 сут
по мере ее закисления или пересеве клеток при
достижении сливного (конфлюентного) моно-
слоя с использованием 0.25% трипсина (“Sigma”,
Германия) в новые культуральные флаконы с
площадью дна 175 см2. Данный метод позволил к
концу 5–6-й недели культивирования добиться
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получения популяции КМ-МСК человека в ко-
личестве 100 × 106 и более.

Культуры МСК пациентов-доноров удовле-
творяют минимальным критериям Международ-
ного общества по клеточной терапии (Internation-
al Society for Cellular Therapy) [17, 18, 22, 23]: 1) ад-
гезия клеток к пластиковой поверхности и их
пролиферация ex vivo; 2) экспрессия поверхност-
ных маркеров CD73+, CD90+, CD105+ и отсут-
ствие маркеров гемопоэтических клеток CD34-,
CD45-, CD11b-, CD14-; 3) способность к in vitro
дифференциации по остеогенному, хондроген-
ному и адипогенному путям. Эти доказательства
были получены нами в исследованиях при оформ-
лении документов на получение лицензии Мин-
здрава РФ для клинических испытаний МСК.

In vitro воздействие γ-излучения на культуру
МСК. Мезенхимные стромальные/стволовые
клетки человека (МСКч) 4-го пассажа в количе-
стве 5 × 106 вносили в культуральные флаконы
Карреля с площадью дна 75 см2 в 20 мл полной ро-
стовой среды (по 2–3 флакона на каждую предпо-
лагаемую дозу облучения), культивировали в те-
чение 24 или 48 ч при температуре 37°С до образо-
вания конфлюэнтного монослоя. Флаконы с
монослоем МСКч подвергали воздействию γ-из-
лучения на аппарате “Рокус-АМ” (γ-лучи Со60,
при мощности 0.58 Гр/мин) в дозах: 50, 100, 200,
500, 1000 мГр. Облучение монослоя МСКч в дозах
1, 5 и 10 Гр проводили на установке “Луч 1” (γ-лу-
чи Со60, при мощности 0.31 Гр/мин). Монослой
клеток МСКч после облучения выдерживали в
СО2-инкубаторе при 37°С в течение 24 или 48 ч.
Кондиционированные среды (КС) из-под куль-
тур МСКч собирали в пластиковые стерильные
пробирки и до анализов выдерживали при –80°С.
Прикрепившийся к пластиковой поверхности
пул МСКч снимали 0.25%-ным раствором трип-
сина (“Sigma”) и сразу использовали для проведе-
ния анализов.

Выделение и анализ ХЛ-активности макрофа-
гов. Мононуклеары (МН) крови практически здо-
ровых пациентов-доноров отделения трансфу-
зиологии МРНЦ им. А.Ф. Цыба выделяли цен-
трифугированием на градиенте плотности
Histopaque 1077/1119 (“Sigma”). На границе плаз-
ма крови/Histopaque 1077 получали кольцо взвеси
мононуклеаров (моноцитов и лимфоцитов). Зи-
мозан-привлеченные перитонеальные макрофа-
ги (ПМ) мышей F1(СВА × С57BL/6) выделяли
путем перитонеального лаважа на следующий
день после внутрибрюшинного введения 0.5 мл
взвеси зимозана (75 мкг/мышь; “Serva”). ПМ сус-
пендировали в охлажденной (4°С) среде Хэнкса
(без фенолового красного). Выделенные моно-
нуклеары (МН) и перитонеальные макрофаги
(ПМ) использовали в первые 2 ч (выдерживая при
температуре тающего льда). Для измерения уров-

ня продукции активных форм кислорода (АФК) в
пластиковые кюветы люминометра вносили по
1 × 106 выделенных макрофагов в 750 мкл среды
Хэнкса, содержащей люминол (конечная кон-
центрация – 1 мМ5-Amino-2,3-dihydro-1,4 phthal-
azinedione; “Serva”). К взвеси эффекторных кле-
ток добавляли по 1 × 106 облученных в дозах: 50;
100; 200; 500 и 1000 мГр, а также 5 и 10 Гр МСКч
(соотношение макрофаги/МСКч 1 : 1). Затем кю-
веты со взвесью клеток инкубировали в кювето-
держателе люминометра при 37°С в течение
15 мин при постоянном перемешивании. Для ин-
дуцирования метаболического взрыва автомати-
чески добавлялась суспензия опсонизированного
зимозана (1.25 мг/мл Zymosan; “Serva”). Этап
анализа зимозан-индуцированной хемилюми-
несценции (ХЛ-активности) макрофагов продол-
жали в течение последующих 40 мин (величину
пика индуцированной ХЛ измеряли в мВ/1 × 106

макрофагов при 37°С автоматически на люмино-
метре по специальной программе LKB-Wallac
1251-124 Phagocytosys Program). Кроме того, оце-
нивали модифицирующие эффекты кондицио-
нированных сред (КС), полученных из-под куль-
тур, подвергнутых воздействию γ-излучения в
дозах: 50; 100; 200; 500 и 1000 мГр МСКч, на
ХЛ-активность макрофагов крови человека и ПМ
мышей. В этом случае в пластиковые кюветы лю-
минометра вносили по 1 × 106 макрофагов в ми-
нимальном объеме среды Хэнкса, конечную кон-
центрацию кондиционированной среды (КС) до-
водили до 12, 25 или 100% соответственно. В этих
пробах измеряли уровень зимозан-индуцирован-
ной ХЛ-активности макрофагов в условиях моди-
фицирующего воздействия указанных выше кон-
центраций КС из-под культур МСК, подвергну-
тых воздействию γ-излучения.

Данные представляли как средние величины пи-
ка индуцированной ХЛ-активности (мВ/1 × 106 мак-
рофагов в 10–15 параллельных измерениях в трех
независимых опытах) или в относительных зна-
чениях: соотношение ХЛ-активности макрофа-
гов в условиях in vitro модифицирующего воздей-
ствия подвергнутых воздействию γ-излучения
МСКч или КС к таковым значениям ХЛ-актив-
ности клеток без модулирующего воздействия
МСКч или КС.

Измерение концентрации цитокинов в кондицио-
нированных средах. В кондиционированных средах
(КС) смешанных культур МН крови с контроль-
ными или подвергнутыми воздействию γ-излуче-
ния МСКч в дозах: 50, 100, 200, 500 и 1000 мГр из-
меряли in vitro LPS-индуцированную концентра-
цию цитокинов TNF-α, IFN-γ, IL-1α, IL-10,
используя иммуноферментативные наборы фир-
мы “tech@eBioscience”, Nort America. Для этого
5 × 106 контрольных или в соответствующей дозе
облученных МСКч вносили в стерильные флако-
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ны “Карреля” (“Nunc”, площадью дна 25 см2) в
5 мл полной ростовой среды RPMI-1640. Кроме
того, в содержимое флаконов вносили дополни-
тельно по 5 × 106 мононуклеаров (МН), выделен-
ных из крови пациентов-доноров, а также рас-
твор липополисахарида до 100 мкг/мл конечной
концентрации (LPSE. Сoli 055:B5 “Sigma-Al-
drich”). Флаконы с МСКч и МН в соотошении 1 : 1
помещали в СО2-инкубатор при 37°С на 24 или
48 ч. Кондиционированные среды до измерения
уровня цитокинов хранили при –80°С. Затем в
кондиционированных средах измеряли концен-
трацию перечисленных выше цитокинов. Интен-
сивность световой иммуноферментативной реак-
ции измеряли на многоканальном фотометре
(“MaltiskanAscent” “ThermoElectronCorp”) при
длине волны 450 nm.

Статистическую значимость различий ХЛ-ак-
тивности в сравниваемых выборках оценивали по
t-критерию Стьюдента для множественных срав-
нений с введением поправки Бонферрони [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлены кривые изменений in
vitro зимозан-индуцированной люминол-зависи-
мой хемилюминесценции (ХЛ-активность) мо-
нонуклеаров (МН) крови пациентов-доноров по-
сле кратковременного (15–20 мин) сокультиви-
рования во взвеси с аллогенными интактными
(необлученными) или подвергнутыми воздей-
ствия γ-излучения в дозах 50–500 мГр и 1–10 Гр
костномозговыми МСК человека (МСКч) при их
количественном соотношении 1 : 1 (1 × 106 МН/1 ×
× 106 МСКч). ХЛ-активность изолированного пу-
ла МН крови, т.е. без сокультивирования с
МСКч, составила 153 ± 18 мВ/1 × 106 макрофагов
(на рис. 1 – крайняя точка слева), значения кото-
рой нами были приняты за 1.0 ± 0.12 относитель-
ных единиц ХЛ-активности (М ± 95% довери-
тельный интервал при n = 30). Инкубация МН
крови с интактными (необлученными) МСКч
(МН + МСКч, 0 мГр) приводила к достоверному
угнетению (р ≤ 0.01) ХЛ-активности фагоцитов
крови пациентов-доноров, когда значения пока-
зателя составили 0.77 ± 0.10 отн. ед. по отноше-
нию к ХЛ-активности изолированного (кон-
трольного) пула МН крови. ХЛ-активность МН
крови, соинкубированных с подвергнутыми воз-
действию γ-излучения в дозах 50 и 100 мГр МСКч,
достоверно не отличалась от значений показателя
контрольного пула МН крови (р ≥ 0.05), но была
достоверно выше (р ≤ 0.05) по сравнению с ХЛ-
активностью МН крови после кратковременного
сокультивирования с пулом интактных (необлу-
ченных) МСКч (МН + МСКч, 0 мГр). ХЛ-актив-
ность МН крови при их сокультивировании с
МСКч, подвергнутыми воздействию γ-излучения

в дозах 200 и 500 мГр, была на уровне значений
показателя МН крови несокультивированных с
МСКч (р ≥ 0.05). Вместе с тем ХЛ-активность
МН крови в сокультуре с подвергнутыми γ-излу-
чению в дозе 500 мГр МСКч была достоверна вы-
ше значений показателя МН крови при их инку-
бации с необлученными МСКч (МН + МСКч
0 мГр) (р ≤ 0.05). В целом можно заключить, что
воздействие γ-излучения на МСКч в малых дозах
50, 100 и 500 мГр приводит к стимулирующему
эффекту на ХЛ-активность МН крови при их
кратковременной соинкубации по сравнению с
эффектами интактных МСКч, когда выявляется
достоверное ингибирование зимозан-индуциро-
ванной ХЛ-активности МН крови. Дальнейшее
повышение дозы γ-излучения в диапазоне 1–10 Гр
приводило к противоположным эффектам: ХЛ-
активность МН крови, соинкубированных с под-
вергнутыми воздействия γ-излучения в дозах 1, 5
и 10 Гр МСКч, была значимо ниже (р ≤ 0.05) по
сравнению с контрольным пулом МН крови.
Максимально ингибирующие эффекты были вы-
явлены при соинкубации МН + МСКч, подверг-
шихся воздействию γ-излучению в дозе 10 Гр, ко-
гда ХЛ-активность была статистически значимо
ниже не только по отношению к контрольному
пулу МН, но также и по отношению к ХЛ-актив-
ности МН крови при кратковременном сокульти-
вировании с необлученными МСКч (МН +
+ МСКч 0 Гр; р ≤ 0.05). Напоминаем, что моно-
слой МСКч был подвергнут воздействию γ-излу-
чения в диапазоне 50–1000 мГр на аппарате “Ро-
кус-АМ” при мощности 0.58 Гр/мин, а в диапазо-
не 1–10 Гр (на рис. 1 – вторая половина кривой
справа) – на аппарате “Луч-1” при мощности
0.31 Гр/мин. Несмотря на существенные разли-
чия в мощности γ-излучения, не было выявлено
достоверных различий (р ≥ 0.05) в степени моди-
фицирующего воздействия облученных в дозах
1 Гр МСКч (на рис. 1 две точки кривых доза–эф-
фект) на in vitro зимозан-индуцированную ХЛ-ак-
тивность МН крови при их кратковременном со-
культивировании. Эти данные касаются модифи-
цирующего воздействия МСКч после 24 ч
воздействия γ-излучения в указанных выше дозах.
Практически такие же результаты были получены
при исследовании модифицирующего воздей-
ствия МСКч через 48 ч после воздействия γ-излу-
чения в малых и больших дозах на ХЛ-активность
МН крови в in vitro системе (результаты не приве-
дены).

На рис. 2 представлены результаты исследова-
ний модифицирующего воздействия кондицио-
нированных сред (КС), полученных через 24 ч
инкубации монослоя c подвергнутыми воздей-
ствию γ-излучения МСКч в дозах 50–1000 мГр и
необлученных (0 мГр) МСКч на in vitro зимозан-
индуцированную ХЛ-активность перитонеаль-
ных макрофагов (ПМ) мышей F1. Выбор перито-
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неальных макрофагов (ПМ) в качестве эффек-
торных клеток при анализе модифицирующих
воздействий кондиционированных сред (КС)
МСКч был обусловлен тем, что требуется боль-
шое количество клеток (1 × 106 в кювету люмино-
метра) для одного повтора анализа ХЛ-активно-
сти. У нас не было возможности обеспечить необ-
ходимым количеством мононуклеаров крови
(МН) пациентов-доноров в качестве эффектор-
ных клеток в хемилюминесцентном тесте для
каждой дозы γ-излучения МСКч и трех проана-
лизированных концентраций КС. Кондициони-
рованные среды (КС) интактных и подвергшихся
воздействию γ-излучения в дозах 50–1000 мГр
МСКч приводили к достоверному (p ≤ 0.001) до-
зозависимому (конечная концентрация КС 12,5,
25 и 100%) ингибированию ХЛ-активности пери-
тонеальных макрофагов (ПМ) мышей при их ин-
кубации в соответствующих кондиционирован-
ных средах по сравнению с показателями ХЛ-ак-
тивности ПМ мышей без модифицирующего in
vitro воздействия КС. Инкубация ПМ мышей в
100% кондиционированной среде (нижняя кри-
вая на рис. 2) приводила к почти 10-кратному ин-
гибированию ХЛ-активности макрофагов. Инку-
бация ПМ мышей в 25% КС независимо от дозы
γ-излучения вызывала почти 5-кратное угнетение
ХЛ-активности макрофагов. Инкубация ПМ мы-
шей в среде с 12.5% концентрацией КС (верхняя
кривая) вызывала двукратное ингибирование
ХЛ-активности макрофагов по отношению к по-
казателям ХЛ-активности интактных ПМ мы-
шей. Исключение составляли показатели ХЛ-ак-
тивности ПМ мышей при их инкубации в средах
(с конечной концентрацией КС от 12.5 до 100%),
полученных после инкубации подвергнутых воз-
действию γ-излучения в дозе 50 мГр МСКч, когда
их уровень был достоверно выше (р ≤ 0.001) значе-
ний ХЛ-активности ПМ мышей, инкубированных
как с кондиционированной средой (КС) интакт-
ных (необлученных), так и с КС подвергнутых воз-
действию γ-излучения МСКч в дозах 100–1000 мГр.
Аналогичная картина зависимости изменений
ХЛ-активности ПМ мышей (от концентрации КС
и дозы гамма-излучения монослоя МСКч) была
выявлена нами при воздействии кондициониро-
ванных сред (КС), полученных через 48 ч инкуба-
ции после воздействия γ-излучения МСКч (ре-
зультаты не приведены).

Нами проведена оценка уровня in vitro LPS-
индуцированных цитокинов TNF-α, IFN-γ, IL-
1α и IL-10 в кондиционированных средах сме-
шанных культур (МН + МСКч при их соотноше-
нии 5 × 106/5 × 106 в 5 мл среды). На рис. 3, А и
3, В представлены результаты иммунофермента-
тивного тестирования LPS-индуцированного уров-
ня TNF-α и IFN-γ соответственно в кондициони-
рованных средах смешанных культур МН крови с
МСКч интактных (контрольных) или подвергну-

тых воздействию γ-излучения в дозах 100–1000 мГр.
Установлено, что воздействие γ-излучения в до-
зах 100, 200 и 1000 мГр на МСКч приводит к до-
стоверному снижению TNF-α – продуцирующей

Рис. 1. Влияние дозы γ-излучения монослоя МСК на
их модифицирующие in vitro эффекты на ХЛ-актив-
ностьмононуклеаров крови (МН) пациентов-доноров. 
Примечание. По оси ординат – относительные зна-
чения пика хемилюминесцентной активности моно-
нуклеаров крови (т.е. соотношение ХЛ-активности МН
крови в условиях их кратковременного соинкубиро-
вания с контрольными (интактными) или подвергну-
тыми воздействию γ-излучения в соответствующих
дозах МСКч при их соотношении 1 : 1 (1 × 106 МН/1 ×
× 106 МСКч) к таковым значениям ХЛ-активности
изолированного пула МН); по оси абсцисс – иссле-
дованные группы: изолированный пул МН или пул
кратковременно соинкубированных МН + МСКч
(последние в монослойной культуре были подвергну-
ты предварительному (за 24 ч) воздействию γ-излуче-
ния в соответствующих дозах). Представлены сред-
ние данные из двух-трех независимых опытов по 5–
10 повторностей на каждый срок наблюдения; сред-
ние значения ХЛ-активности изолированного (кон-
трольного) пула МН (крайняя точка слева без соин-
кубирования МН с контрольными или подвергнуты-
ми воздействию γ-излучения в соответствующих
дозах МСКч) приняты за 1.0 ± 95%-ный доверитель-
ный интервал. 
Достоверность различий: (*p ≤ 0.05 или **p ≤ 0.01)
ХЛ-активности МН крови, соинкубированных с не-
облученными или облученными в соответствующих
дозах МСК, по отношению к значениям показателя
ХЛ-активности изолированного пула МН; (+p ≤ 0.05) –
ХЛ-активности МН крови в условиях модифицирую-
щего воздействия подвергнутых гамма-излучению в
соответствующих дозах МСКч по отношению к тако-
вым значениям ХЛ-активности МН, соинкубирован-
ных с интактными (необлученными) МСК (группа
МН + МСК 0 мГр).
Fig. 1. The effect of γ-irradiation dose of the MSC mono-
layer on their in vitro modifying effects on CL- activity of
blood mononuclear cells (MN) of donor patients.

0.4

0.2

0.8

0.6

1.2

1.4

1.0

0
М

Н

М
Н +

 М
СК 0 м

Гр

М
Н +

 М
СК 50 м

Гр

М
Н +

 М
СК 10

0 м
Гр

М
Н +

 М
СК 200 м

Гр

М
Н +

 М
СК 500 м

Гр

М
Н +

 М
СК 1 Гр

М
Н +

 М
СК 5 Гр

М
Н +

 М
СК 10

 Гр

Дозы облучения МСК, мГр и Гр

Х
Л

-а
кт

ив
но

ст
ь 

М
Н

, о
тн

. е
д.



382

РАДИАЦИОННАЯ БИОЛОГИЯ. РАДИОЭКОЛОГИЯ  том 59  № 4  2019

АГАЕВА и др.

активности МН крови при их соинкубировании в
соотношении 1 : 1 по сравнению с биоконтролем
(МН + МСКч интактные). Следует отметить, что
изменения концентрации IFN-γ в кондициони-
рованных средах (МН + МСКч, подвергнутых
воздействию γ-излучения) носили разнонаправ-
ленный характер в зависимости от дозы γ-излуче-
ния. При соинкубировании МН крови с МСКч,
подвергнутых воздействию γ-излучения в дозе
50 мГр, выявлено достоверное повышение кон-

центрации (р ≤ 0.05) IFN-γ в кондиционирован-
ных средах по сравнению с его уровнем в биокон-
троле (МН + интактные МСКч). Концентрация
IFN-γ в кондиционированных средах смешанных
культур МН + МСКч после воздействия γ-излу-

Рис. 2. Модифицирующее воздействие кондициони-
рованных сред (КС) МСК, подвергнутых воздей-
ствию γ-излучения в дозах 50–1000 мГр на ХЛ-актив-
ность перитонеальных макрофагов (ПМ) мышей.
Примечание. По оси ординат – ХЛ-активность в
мВ/1 × 106 ПМ мышей; по оси абсцисс – исследован-
ные группы: изолированный пул ПМ мышей (край-
няя точка слева); пул кратковременно соинкубиро-
ванных ПМ мышей в кондиционированных средах
из-под культур контрольных (МСКч 0 мГр) или пред-
варительно за 24 ч подвергнутых воздействию γ-излу-
чения в дозах 50–1000 мГр МСКч. Представлены
средние значения ХЛ-активности изолированного
пула ПМ мышей или показатели ХЛ-активности ПМ
в условиях воздействия соответствующих кондицио-
нированных сред МСКч из двух-трех независимых
опытов по 5–10 повторностей. 
Достоверность различий: *** (p ≤ 0.001 по отношению
к группе изолированного пула ПМ мышей, т.е. без их
соинкубации в соответствующих кондиционирован-
ных средах); а также +++ (p≤ 0,001) ХЛ-активность
ПМ мышей, соинкубированных в 12.5, 25 и 100% КС
из-под культур, подвергнутых воздействию γ-излуче-
ния МСКч по отношению к группе контрольных (не
подвергнутых воздействию γ-излучения: МСКч –
0 мГр).
Fig. 2. The modifying effect of conditioned media (CM) of
MSCs, exposed to γ-irradiation in doses of 50–1000 mGy,
on CL-activity of mouse peritoneal macrophages (PM).
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Рис. 3. Модифицирующее влияние подвергшихся в
дозах 50–1000 мГр воздействию γ-излучения мезен-
химальных стромальных клеток (МСК) на in vitro ли-
пополисахарид-индуцированную продукцию TNF-α
(А) и IFN-γ (В) мононуклеарами (МН) крови пациен-
тов-доноров. Примечания. По оси ординат – кон-
центрация (pg/ml) липополисахарид-индуцирован-
ной (LPS E. сoli 055:B5 100 μg/ml “Sigma-Aldrich”)
TNF-α (А) или IFN-γ (В) в инкубационной среде сов-
местных культур (МСКч 5 × 106/ МН 5 × 106 в 5 мл
полной ростовой среды RPMI-1640 после 24 ч инку-
бации при 37°С); оси абсцисс – дозы 50–1000 мГр γ-
излучения, которым подвергнуты культуры МСК
костного мозга человека. Представлены средние дан-
ные от двух-трех независимых опытов. 
Достоверность различий: (*p ≤ 0.05 или **p ≤ 0.01)
концентрации цитокинов в инкубационной среде
совместной культуры (МН крови/ МСК облученные
в дозах 50–1000 мГр) по отношению к их содержанию
в культуральной среде изолированного пула МН
крови.
Fig. 3. The modifying effect of exposed to γ-irradiation in
doses of 50–1000 mGy mesenchymal stem cells (MSCs)
on in vitro lipopolysaccharide-induced production of
TNF-α (A) and IFN-γ (B) by blood mononuclear cells
(MN) of donor patients.
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чения в дозах 200 и 500 мГр была статистически
значимо ниже (р ≤ 0.05) по сравнению с уровнем в
биоконтроле (МН+интактные МСКч). При дозах
100 и 1000 мГр в монослое МСКч значения IFN-γ
в культуральных средах были на уровне биокон-
троля (р ≥ 0.05). Здесь нами не представлены ре-
зультаты измерений концентраций IL-1α и IL-10
в культуральных средах, поскольку независимо от
дозы γ-излучения монослоя МСКч указанные по-
казатели варьировали в пределах нижней чув-
ствительности использованных иммунофермен-
тативных тестов. Признаки усиления продукции
АФК, TNF-α и IFN-γ на фоне почти полного от-
сутствия в культуральных средах IL-1α и IL-10
при сокультивировании МН+МСКч, подвергну-
тых воздействию γ-излучения в малых дозах 50–
500 мГр, свидетельствуют о превалировании в ис-
следованных пулах М1-фенотипа макрофагов
(классически активированного типа). Сроки 24–
48 ч соинкубации МН + МСКч (после воздей-
ствия γ-излучения), по-видимому, оказались не-
достаточными для М2-поляризации макрофагов
[23], для которых характерны высокий уровень
продукции IL-10 и повышенный прорегенера-
торный потенциал.

ОБСУЖДЕНИЕ

В последние годы благодаря интенсивным ис-
следованиям функций МСК доказана их потенци-
альная роль в репаративных процессах поврежден-
ных тканей, в том числе радиационно-индуциро-
ванных поражений костного мозга, кишечника,
кожного покрова и т.д. [5, 6]. S. Francois и соавт.
[25] на диабетических мышах с тяжелым комби-
нированным иммунодефицитом (NOD/SCID) с
воздействием сублетального (3.5 Гр; источник
Сs137) общего γ-излучения в сочетании с локаль-
ным воздействием гамма-излучения на брюшную
полость в дозе 4.5 Гр или правую заднюю конеч-
ность в дозе 26.5 Гр исследовали количественное
и пространственное (по органам) распределение
внутривенно введенных в дозе 5 × 106 человече-
ских МСК с помощью иммуногистологического
и ПЦР-анализа. Авторами было установлено, что
хоуминг введенных в общий кровоток ксеноген-
ных МСК имеет тропный характер распределе-
ния и преимущественную локализацию в радиа-
ционно-поврежденных зонах органов и тканей.
По мнению авторов, использованные ими моде-
ли радиационного поражения на фоне МСК-те-
рапии могут иметь отношение к нескольким кли-
ническим ситуациям: тотальное общее облучение
как предтрансплантационный режим кондицио-
нирования, лучевая терапия при лечении опухо-
лей разных локализаций, а также случаи возмож-
ного аварийного облучения. Само по себе у
NOD/SCID – иммунодефицитных мышей зна-
чительно повышалось приживление (графтинг)

ксеногенных МСК в радиационно-поврежден-
ные ткани после воздействия общего γ-излучения
в сочетании с локальным воздействием. Таким
образом, тропный характер распределения ex vivo
экспансированных МСК при их инфузии в си-
стемный кровоток может служить в качестве пер-
спективного терапевтического подхода в лечении
постлучевых повреждений тканей и органов.
В настоящее время проходят клинические испы-
тания методики МСК-терапии в ремоделирова-
нии тканей при инфарктах, кардиомиопатиях,
повреждениях спинного мозга и костей, фиброза
легких и т.д. [26; http.// www.clinicaltrials.gov.]. Ак-
тивная миграция МСК в поврежденные ткани
опосредована различными факторами: хемоки-
нами, протеолитическими ферментами, адгезив-
ными молекулами, цитокинами и т.д. [27]. Пока-
зано, что в качестве одного из механизмов МСК
противовоспалительного и стимулирующего ре-
генеративные процессы воздействия в повре-
жденных тканях является секреция МСК моле-
кул-антиоксидантов, в частности, супероксид-
дисмутазы (SOD3) [28]. SOD3, как секретируемая
форма супероксиддисмутазы в кондициониро-
ванной среде MSC, была идентифицирована пу-
тем гель-электрофореза SDS-PAGE и имму-
ноблоттинга с использованием специфических
моноклональных антител. Как было установлено,
уровень MSC-секреции SOD3 в кондициониро-
ванную среду составлял около 0.046 пг/клетку
(±0.012 станд. отклонение при n = 3).

По мнению K. Kemp и соавт. [28], SOD3 содей-
ствует повышению выживаемости мозжечковых
нейрональных клеток и специфических клеток
Пуркинье, следовательно, способствует нейро-
протекции при возникновении повреждений тка-
ней в ЦНС. Аналогично описанные подходы могут
оказаться эффективными при лечении постлуче-
вых поражений тканей, при которых окислитель-
ные повреждения считаются одними из цен-
тральных. В частности, повышенная секреция
SOD генномодифицированными МСК усилива-
ла эффекты МСК-терапии на модели облученных
животных [29]. Инфузия МСК при тотальном об-
лучении тела у мышей индуцирует повышение
экспрессии генов, редуцирующих продукцию ак-
тивных форм кислорода (АФК), в частности,
транскрипционного фактора Nrf 2 и SOD и про-
тивовоспалительного IL-10 [30]. МСК при in vitro
сокультивировании ингибируют продукцию АФК
макрофагами [19, 31, 32].

Моноциты и макрофаги являются одними из
эффекторных клеток на патоген-ассоциирован-
ные молекулярные паттерны в очаге лучевых по-
ражений органов и тканей и инициируют воспа-
лительный процесс для локальной защиты от по-
вреждений и инфекции. Основным источником
клеточных АФК являются митохондрии, в кото-
рых за счет НАДФН-оксидаз формируется су-
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пероксидный радикал . Продуцируемая МСК
супероксиддисмутаза 3 во внеклеточном про-
странстве катализирует переход супероксида в
перекись водорода (Н2О2), который, в конечном
итоге, распадается на водород и кислород за счет
действия каталаз и пероксидаз. Таким образом,
SOD3 предотвращает вступление в реакцию су-
пероксида с оксидом азота, исключая формиро-
вание пероксинитрита – одного из наиболее
сильных окислителей. SOD3, по-видимому, яв-
ляется одним из начальных факторов антиокси-
дантной защиты радиационно-индуцированных
повреждений тканей от потенцирующего допол-
нительного аддитивного воздействия макрофа-
гальных АФК.

Дополнительно, во избежание повреждения
клеток, АФК-генерирующие митохондрии по-
стоянно подвергаются митофагии, специализи-
рованному процессу аутофагии [33]. МСК явля-
ются мощными модуляторами врожденного и
адаптивного иммунного ответа, в том числе, че-
рез модификацию функциональных свойств мо-
ноцитов/макрофагов. Инфламмасомы являются
цитозольным и мультипротеиновыми комплек-
сами, которые присутствуют в макрофагах и
дендритных клетках [32]. Инфламмасома в мак-
рофагах активируется в ответ на сигналы “кле-
точных повреждений” и инициирует воспали-
тельные реакции путем продукции и секреции
провоспалительных цитокинов, таких как IL-1β.
Установлено, что человеческие МСК в негатив-
ном направлении регулируют активацию NLRP3
инфламмасомы человеческих и мышиных макро-
фагов, стимулированных ЛПС и АТФ [32, 33].
Активация каспазы-1 и последующее высвобож-
дение IL-1β были снижены при прямом или tran-
swell сокультивировании МСК с ЛПС-премиро-
ванными макрофагами. МСК ингибируют акти-
вацию NLRP3 инфламмасомы и производство
митохондриальных АФК в макрофагах, в первую
очередь, за счет секреции антиапоптотического
белка Stanniocalcin (STC-1) [32]. Добавление ре-
комбинантного белка STC-1 к ЛПС/АТФ-пред-
стимулированным макрофагам приводило к вос-
произведению эффекта МСК-ингибирования ак-
тивации NLRP3 инфламмасомы и производства
митохондриальных АФК. Таким образом, МСК
ингибируют активизацию NLRP3 инфламмасо-
мы и производство АФК в макрофагах, прежде
всего, за счет секреции белка STC-1. Установле-
но, что роль STC-1 у млекопитающих заключает-
ся в защите от ишемии, подавлении воспалитель-
ных реакций и снижении АФК и апоптоза. По
мнению авторов, учитывая важную роль мито-
хондриальных АФК в активации NLRP3 инфлам-
масомы, роль МСК может заключаться в негатив-
ной регуляции инфламмасомных реакций в мак-
рофагах, тем самым предотвращая развитие

−
2(О ) чрезмерных воспалительных реакций, в том чис-

ле в очагах пострадиационных поражений тканей
и органов. В качестве клеточных регуляторов ин-
фламмасомы эффекторные и СD4+ Т-клетки па-
мяти ингибируют инфламмасома-медиируемую
активацию каспазы-1 и продукцию IL-1β через
лиганды ТNF-α или IFN-γ-сигнализации. Эти
данные свидетельствуют, что МСК-модулирую-
щая активность обеспечивается не только за счет
межклеточных контактов, но также за счет про-
дукции различных медиаторов (факторов) в мик-
роокружении.

Полученные нами данные определенно свиде-
тельствуют, что ex vivo экспансированные кост-
но-мозговые МСК человека, а также их кондици-
онированные среды (КС) характеризуются дозо-
зависимым in vitro ингибирующим действием на
зимозан-индуцируемую люминол-зависимую хе-
милюминесценцию (ХЛ-активность) мононукле-
аров (МН) крови пациентов-доноров. Поскольку
интенсивность люминол-зависимой хемилюми-
несценции определяется суммарным эффектом
всех продуцируемых макрофагами форм АФК
(включая гипохлорит, пероксид водорода, син-
глетный анион-радикал, гидроксильный ради-
кал, синглетный кислород, оксид азота и т.д.),
выявленное угнетение ХЛ-ответа на опсонизиро-
ванный зимозан в результате кратковременного
сокультивирования во взвеси МСК/макрофагов
обусловлено снижением продукции АФК в мик-
роокружении. Аналогичные эффекты были выяв-
лены при инкубации макрофагов в кондициони-
рованных средах разных концентраций (от 12.5 до
100%), полученных при культивировании ин-
тактных и подвергнутых воздействию γ-излуче-
ния в широком диапазоне доз (50–500 мГр)
МСКч. Возможные механизмы ингибирующего
воздействия МСК на продукцию АФК и ТNF-α
мы попытались обсудить на основе имеющихся
литературных данных, собственных данных по
этому поводу у нас нет. Иммуномодулирующие
свойства МСК сохранялись при воздействии γ-
излучения в малых и больших дозах на монослой-
ные культуры МСК костного мозга человека.
Максимальный ингибирующий эффект был вы-
явлен при летальных дозах γ-излучения (10 Гр). В
то же время воздействие γ-излучения на моно-
слойную культуру МСКч в малых дозах (50–
100 мГр) сопровождалось определенным стиму-
лирующим эффектом на оцениваемые показате-
ли функциональной активности МН по сравне-
нию с эффектами воздействия интактных МСКч.
В целом эти результаты согласуются с имеющи-
мися в литературе данными о стимулирующем
воздействии γ-излучения в малых дозах (20–
75 мГр) на пролиферативную активность костно-
мозговых МСК крыс [20]. Стимуляция пролифе-
рации МСК крыс, по мнению авторов, связана с
активизацией MAPK/ERK сигнальных путей, а
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также повышением доли клеток в S-фазе и сни-
жением количества МСК в G1-фазе клеточного
цикла. Таким образом, воздействие γ-излучения в
малых дозах может служить в качестве одного из
подходов прекондиционирования иммуномоду-
лирующих свойств МСК. Можно предположить,
что механизм МСК-ингибирования продукции
АФК и провоспалительных цитокинов (TNF-α)
тканевыми макрофагами может являться одним
из ранних звеньев модуляции супрессивного
микроокружения. По-видимому, мультипотент-
ные МСК эволюционно выработали разнообраз-
ные механизмы (пути) избегания или минимиза-
ции нежелательных эффектов со стороны клеток-
эффекторов естественного иммунитета организ-
ма, включая выработку SOD3, ингибирования
продукции АФК и провоспалительных цитоки-
нов тканевыми макрофагами. Причем, по дан-
ным литературы, МСК могут сохранять иммуно-
модулирующие свойства после их хоуминга и
графтинга (локального приживления) после
трансплантации, создавая в итоге иммуносупрес-
сивную и прорегенеративную среду в локальном
микроокружении в организме. Предполагается,
что иммуномодулирующие свойства МСК не яв-
ляются конституитивными, а индуцируются раз-
личными медиаторами воспалительного микро-
окружения [34]. В целях повышения эффектив-
ности и всеобъемлющего лечения радиационных
поражений нам представляются перспективными
следующие направления исследований по кле-
точной терапии:

– во-первых, подходы по использованию ген-
номодифицированных или прекондициониро-
ванных разными стимулами МСК;

– во-вторых, комбинирование эффектов
МСК-терапии в сочетании с Tregs- или DC-клет-
ками с более детальной стандартизацией исполь-
зуемых для терапии клеток [34];

– наконец, возможное использование бескле-
точных трофических факторов МСК в составе эк-
зосом (везикул) [35], а также преимлантационно-
го фактора (PIF) [36]. PIF изначально идентифи-
цирован и охарактеризован E.R. Barnea и соавт.
[37] как эмбрио-секретируемый пептид, состоя-
щий из 9–15 аминокислот, тесно связанный с
функцией человеческих эндометриальных стро-
мальных клеток (Humanendometrialstromalcells –
HESC) и первичных триместр децидуальных клеток
(firsttrimesterdecidualcells – FTDC). Примечательно,
что использование синтетического аналога PIF (в
дозах 0.75–1.25 мг/кг) в течение первых двух часов
после воздействия летального γ-излучения (8 Гр)
мышей С57BL/6 или F1(С57BL/6xBalb/c) повыша-
ло выживаемость до 100% в течение 29 дней при
100%-ной летальности в течение 23 дней в кон-
трольной группе [36]. При сублетальном γ-излу-
чении (6 Гр) внутривенное введение 8 × 106 син-

генных мононуклеарных клеток костного мозга,
предварительно (до трансплантации) прединку-
бированных с PIF, способствовало сохранению
структуры крипт и базальной мембраны кишеч-
ника мышей, восстановлению клеточности кост-
ного мозга и периферической крови без какой-
либо дополнительной терапии. Таким образом,
применение PIF в сочетании с трансплантацией
костного мозга и мезенхимных стромальных кле-
ток (МСК) может быть перспективным для эф-
фективного лечения радиационных поражений.
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Specific Features of the Effect Exerted by Irradiated Bone Marrow Mesenchymal Stem 
Cells on the Production of Cytokines and Reactive Oxygen Species by Macrophages

E. V. Agaevaa,#, V. N. Petrova, A. G. Konoplyannikova, L. A. Lepyokhinaa,
E. V. Sayapina a, and O. E. Popovkinaa

aA.F. Tsyb Medical Radiology Center, Affiliated Department of National Medical Research Radiological Center, 
Ministry of Health of the Russian Federation, Obninsk, Russia

#E-mail: ekagaeva@yandex.ru

In order to increase the efficiency of cell therapy for acute radiation injuries, we conducted comparative stu-
dies of the immunomodulating effects of intact and previously exposed to γ-irradiation at doses of 50–
500 mGy and 1–10 Gy bone marrow mesenchymal stromal/stem cells (MSCs) of donor patients on the func-
tional activity of macrophages in allogeneic (human blood mononuclear cells/human MSCs) and xenogeneic
(mouse peritoneal macrophages/human MSCs) in vitro systems. Tests of zymosan-induced chemilumines-
cence (CL-activity) and lipopolysaccharide-induced production of cytokines: TNF-α, IFN-γ, IL-1α and
IL-10 by macrophages were used as criteria. It has been established that intact and gamma-irradiated MSCs,
as well as their conditioned media (CM), are characterized by inhibition of the production of reactive oxygen
species (ROS), which can play a significant role in the formation of the immunosuppressive microenviron-
ment during MSC transplantation. The impact of low doses of gamma irradiation (50–100 mGy) on MSCs
was characterized by a stimulating effect, and high doses of gamma irradiation had an inhibitory effect on the
estimated indicators of the functional activity of macrophages as compared to intact MSCs. It is assumed that
gamma irradiation at small doses can serve as one of the approaches to the preconditioning of immunomo-
dulating and proliferative activity of MSCs.

Keywords: γ-irradiation, mesenchymal stem cells, macrophages, reactive oxygen species, cytokines
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