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ОЦЕНКА ПРОДУКЦИИ РОСТОВЫХ ФАКТОРОВ, 
ПРО- И ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ 
ПОСТНАТАЛЬНЫМИ ММСК ИЗ РАЗЛИЧНЫХ 
ТКАНЕВЫХ ИСТОЧНИКОВ В УСЛОВИЯХ ИХ IN VITRO 
СОКУЛЬТИВИРОВАНИЯ С ИММУНОИЗОЛИРОВАННЫМИ 
ββ-КЛЕТКАМИ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Гончаров А.Г., Шуплецова В.В., Тодосенко Н.М., Гончарова Е.А., 
Литвинова Л.С.
ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», г. Калининград, Россия

Резюме. В статье приведены результаты оценки продукции культурами мультипотентных мезен-
химальных стволовых клеток ростовых факторов, про- и антивоспалительных цитокинов, в условиях 
сокультивирования с иммуноизолированными β-клетками поджелудочной железы. Трансплантация 
β-клеток является минимально инвазивным терапевтическим подходом (по сравнению с трансплан-
тацией всей поджелудочной железы) и обеспечивает лучший метаболический контроль в отношении 
введения инсулина. Однако при пересадке β-клеток всегда существует риск иммунного отторжения 
трансплантата. Общепризнано, что инкапсуляция является эффективным средством иммунологиче-
ской защиты от иммунной системы реципиента при трансплантации. Решающее значение для лече-
ния сахарного диабета первого типа имеет регуляция аутоиммунного ответа на трансплантируемые 
клетки. В последние годы, наряду с заменой островковых клеток, для коррекции сахарного диабета 
большое внимание уделяется использованию мультипотентных мезенхимальных стволовых клеток, 
обладающих иммуномодулирующими и/или иммуносупрессивными свойствами. In vitro и in vivo они 
оказывают влияние не только на Т-лимфоциты, но также на В-лимфоциты, дендритные и NK-клетки. 
Мезенхимальные стволовые клетки способны ингибировать пролиферацию иммунных клеток и сни-
жать их секрецию воспалительных цитокинов, они могут действовать как вспомогательные клет-
ки для улучшения выживаемости островков на ранней посттрансплантационной фазе. Совместная 
трансплантация мультипотентных мезенхимальных стволовых клеток с β-клетками поджелудочной 
железы является многообещающей перспективой лечения сахарного диабета первого типа, а более 
глубокое изучение механизмов, обуславливающих их цитопротективное действие на трансплантат, 
может помочь в реализации данного терапевтического подхода и улучшить его эффективность. В 
исследовании для создания иммуноизолирующих скаффолдов использовали 1%-ный раствор аль-
гината натрия низкой вязкости с добавлением физиологического раствора (натрия хлорид 0,9%), 
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для полимеризации добавляли 2,2%-ный раствор BaCl2. В системах сокультивирования β-клеток с 
стволовыми клетками костномозгового происхождения и полученных из подкожной жировой клет-
чатки регистрировалось снижение продукции провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-12, IL-5) и 
ростового фактора GM-CSF. Антивоспалительная активность была более ярко выражена у стволовых 
клеток адипозного происхождения и показаны их иммуномодулирующие эффекты путем изменения 
цитокин-продуцирующей активности. Показано, что мультипотентные мезенхимальные стволовые 
клетки, полученные из жировой ткани и костного мозга, оказывают цитопротективное действие на 
β-клетки поджелудочной железы путем изменения цитокин-продуцирующий активности в сторону 
противовоспалительного профиля.

Ключевые слова: инсулин-продуцирующие клетки, мультипотентные мезенхимальные стволовые клетки, 
сокультивирование, сахарный диабет 1-го типа, провоспалительные цитокины, противовоспалительные цитокины, 
ростовые факторы

PRODUCTION OF GROWTH FACTORS, PRO – AND ANTI-
INFLAMMATORY CYTOKINES BY POSTNATAL MMSCs 
FROM VARIOUS TISSUE SOURCES DURING IN VITRO CO-
CULTIVATION WITH IMMUNO-ISOLATED PANCREATIC 
ββ-CELLS
Goncharov A.G., Shupletsova V.V., Todosenko N.M., Goncharova E.A.
Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation

Abstract. The article presents the results of evaluating growth factors, pro – and anti-inflammatory cytokine 
production by multipotent mesenchymal stem cell cultures under the conditions of co-cultivation with 
immuno-isolated beta-cells of the pancreas. β-cell transplantation is a minimally invasive therapeutic approach 
(compared to transplantation of entire pancreas), and it provides better metabolic control with respect to insulin 
administration. However, when transplanting β-cells, there is always a risk of immune rejection of the grafted 
cells. It is generally recognized that encapsulation is an effective means of immunological protection against 
the recipient’s immune system during transplantation. Regulation of the autoimmune response to transplanted 
cells is crucial for the treatment of type I diabetes mellitus. In recent years, along with replacement of islet cells, 
much attention has been paid to the use of multipotent mesenchymal stem cells with immunomodulatory and/
or immunosuppressive properties, aimed for the correction of diabetes mellitus. Either in vitro and in vivo, they 
impact not only T-lymphocytes, but also B-lymphocytes, dendritic and NK-cells. Mesenchymal stem cells 
are able to inhibit proliferation of immune cells and reduce their secretion of inflammatory cytokines, acting 
as auxiliary cells to improve the survival of islets in the early post-transplant phase. Combined transplantation 
of multipotent mesenchymal stem cells and pancreatic β-cells is a promising approach to the treatment of 
type I diabetes mellitus. Deeper study of the mechanisms that cause their cytoprotective effect upon the 
transplant may be helpful for implementation of this therapeutic approach and improve its efficiency. In our 
study, a 1% solution of low-viscosity sodium alginate with addition of saline solution (0.9% sodium chloride) 
was used to create immuno-insulating scaffolds, and a 2.2% BaCl2 solution was added for polymerization. 
Decreased production of proinflammatory cytokines (TNFα, IL-12, IL-5) and growth factor (GM-CSF) was 
registered in co-cultures of β-cells with mesenchymal stem cells of bone marrow origin, and those obtained 
from subcutaneous adipose tissue. Anti-inflammatory activity was more pronounced in adipose stem cells 
and their immunomodulatory effects were shown via changes of their cytokine-producing activity. Hence, 
the multipotent mesenchymal stem cells obtained from adipose tissue and bone marrow have shown to exert 
cytoprotective effect upon pancreatic beta-cells by shifting the cytokine-producing activity towards an anti-
inflammatory profile.

Keywords: insulin-producin cells, mesenchymal stem cells, co-culture, type 1 diabetes mellitus, proinflammatory cytokines,  
anti-inflammatory cytokines, growth factors
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Введение
Трансплантация β-клеток является мини-

мально инвазивным терапевтическим подходом 
(по сравнению с трансплантацией всей подже-
лудочной железы) и обеспечивает лучший ме-
таболический контроль в отношении введения 
инсулина. Однако при пересадке β-клеток всегда 
существует риск иммунного отторжения транс-
плантата [4]. Общепризнано, что инкапсуляция 
является эффективным средством иммунологи-
ческой защиты от иммунной системы реципиен-
та при трансплантации. Решающее значение для 
лечения сахарного диабета первого типа (СД1) 
имеет регуляция аутоиммунного ответа на транс-
плантируемые клетки. В последние годы, наряду 
с заменой островковых клеток, для коррекции 
сахарного диабета большое внимание уделяется 
использованию мультипотентных мезенхималь-
ных стволовых клеток (ММСК), обладающих 
иммуномодулирующими и/или иммуносупрес-
сивными свойствами [5]. In vitro и in vivo они ока-
зывают влияние не только на Т-лимфоциты, но 
также на В-лимфоциты, дендритные (ДК) и NK-
клетки [1, 5]. ММСК способны ингибировать 
пролиферацию иммунных клеток и снижать их 
секрецию воспалительных цитокинов [2]. Выше-
упомянутые особенности ММСК предполагают, 
что они могут действовать как вспомогательные 
клетки для улучшения выживаемости островков 
на ранней посттрансплантационной фазе [3]. Со-
вместная трансплантация ММСК с β-клетками 
поджелудочной железы является многообещаю-
щей перспективой лечения СД1, а более глубокое 
изучение механизмов, обуславливающих цито-
протективное действие ММСК на трансплантат, 
может помочь в реализации данного терапевти-
ческого подхода и улучшить его эффективность. 

Цель исследования – оценить продукцию 
культурами ММСК ростовых факторов, про- и 
анти воспалительных цитокинов в условиях со- 
куль тивирования с иммуноизолированными β-клет-
ками.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили кле-

точные культуры ММСК костного мозга, жиро-
вой ткани и β-клеток поджелудочной железы, по-
лученные из биоптатов тканей крыс стока Wistar, 
умерщвленных путем цервикальной дислокации 
спинного мозга под наркозом диэтилового эфи-
ра. Все работы проводились в соответствии с 
правилами работы с лабораторными животными 
и биоэтическими нормами. Для подтверждения 
принадлежности полученных ММСК костного 

мозга (ММСКкм) и жировой ткани (ММСКжт) 
крыс к данному фенотипу клеток проводили 
оценку их дифференцировочного потенциала 
в остео- и адипогенном направлении, с после-
дующим окрашиванием ализариновым крас-
ным (остеобласты) и масляным красным (ади-
поциты). Для подтверждения принадлежности 
выделенных инсулин-продуцирующих (ИПК) 
β-клеток поджелудочной железы крысы к данно-
му фенотипу клеток, наряду с морфологической 
оценкой, осуществлялась оценка экспрессии 
мРНК гена проинсулина (Ins1), маркера зрелых 
β-клеток поджелудочной железы. Жизнеспособ-
ность, а также количественные показатели со-
стояния культур определяли при помощи авто-
матического счётчика Countess TM Automated 
Cell Counter (Invitrogen, США) с использованием 
красителя Тrypan blue 0,4% (Invitrogen, США).

Первичные культуры ИПК, ММСКжт и 
ММСКкм культивировали до 2-3 пассажей (10-
14 дней). Затем клетки инкапсулировали в альги-
натные капсулы. Для инкапсулирования исполь-
зовали 1%-ный раствор альгината натрия низкой 
вязкости с добавлением физиологического рас-
твора (натрия хлорид 0,9%), для полимериза-
ции добавляли 2,2%-ный раствор BaCl2 (Sigma, 
США). В исследовании были адаптированы сле-
дующие экспериментальные клеточные системы:

№ 1: инкапсулированные монокультуры 
ИПК; 

№ 2: инкапсулированные монокультуры 
ММСКжт;

№ 3: инкапсулированные монокультуры 
ММСКкм; 

№ 4: инкапсулированные в альгинатных кап-
сулах ИПК сокультивированные с адгезирован-
ными на пластике ММСКжт (ИПК + ММСКжт).

№ 5: инкапсулированные в альгинатных кап-
сулах ИПК сокультивированные с адгезирован-
ными на пластике ММСКкм (ИПК + ММСКкм). 

Системы сокультивирования № 1-3 исполь-
зовали в качестве контрольных монокультур для 
оценки функциональных и молекулярно-гене-
тических изменений в экспериментальных си-
стемах № 4 и № 5. Культивирование (в течение 
48 часов) ММСК и ИПК в эксперименте осу-
ществлялось в среде DMEM c L-глютамином, с 
высоким содержанием глюкозы 4,0 г/л (Sigma, 
США), все остальные добавки соответствовали 
стандартному протоколу. 

Деполимеризация альгинатного покрытия 
осуществлялась обработкой раствором, содер-
жащим 55Мм ЭДТА (Sigma, США) с добавле-
нием 10 мМ HEPES с последующим центрифу-
гированием (5 минут, 1000 об/мин). С помощью 
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метода проточной флюориметрии проводили 
количественное определение про- и противоспа-
лительных цитокинов (IL-13, IL-12, IL-5, IL-10, 
GM-CSF, TNFα) в супернатантах исследуемых 
клеточных систем на автоматизированном ана-
лизаторе (Bio-Plex® 200 Systems, Bio-Rad, США) с 
использованием коммерческих тест-систем (Bio-
Plex Pro Rat Cytokine, Bio-Rad, США).

Результаты и обсуждение
При исследовании систем № 1,2,3 (ИПК 

ММСКжт, ММСКкм) в отношении продукции 
цитокинов было установлено, что инкапсуля-
ция не подавляла функциональную активность 
данных культур. Количество ростового факто-
ра GM-CSF в супернатантах системы сокульти-
вирования 4 (ИПК + ММСКжт) уменьшалось 
примерно в 2 раза относительно монокультуры 
ММСКжт и достигало значения 15,58 пг/мл по-
сле 48 часов инкубирования. В системе сокульти-
вирования 5 (ИПК с ММСКкм) после 48 часов 
инкубирования также происходило уменьшение 
количества GM-CSF в 1,5 раза (19,21 пг/мл) от-
носительно монокультуры ММСКкм. Наибо-
лее низкие уровни данного ростового фактора 
регистрировали в системе сокультивирования с 
ММСКкм после 48 часов. Также зарегистрирова-
но снижение цитокинпродуцирующей активно-
сти ММСКжт и ММСКкм в отношении TNFα, 
при сокультивировании с инсулин-продуциру-
ющими клетками. В супернатантах системы со-
культивирования 4 (ИПК + ММСКжт) было вы-
явлено снижение количества данного цитокина в 
2,5 раза (0,32 пг/мл) относительно монокультуры 
ММСКжт после 48 часов инкубированияα. Ана-
логично, количество TNFα в супернатантах си-
стемы сокультивирования 5 (ИПК с ММСКкм) 
также снижалось в 2,3 раза относительно ана-
логичных значений монокультуры ММСКкм. 
Выявлено повышение концентрации провоспа-
лительного цитокина – IL-12 в системе сокуль-
тивирования 4 (ИПК + ММСКжт) после 48 часов 
инкубирования. Так, количество IL-12 в системе 
сокультивирования ИПК с ММСКжт возрастало 
в 1,7 раз (0,47 пг/мл) относительно монокультуры 
ММСКжт. Напротив, в супернатантах систем со-
культивирования 5 (ИПК с ММСКкм) происхо-
дило уменьшение содержания данного цитокина 
в 2 раза относительно контрольной монокульту-
ры 3 (ММСКкм). 

В целом установлено, что в системе сокуль-
тивирования 4 уровень IL-12 был статистически 
значимо выше (в 2 раза) такового в системе со-

культивирования 5. Количество противовос-
палительного цитокина IL-10 в супернатантах 
систем сокультивирования инсулин-продуци-
рующих клеток с ММСКжт увеличивалось в 1,5 
раза по сравнению с монокультурой ММСКжт. 
Напротив, в системе сокультивирования 5 реги-
стрировалось уменьшение концентрации IL-10 
почти в 2 раза (1,88 пг/мл) относительно моно-
культуры ММСКкм. В целом при сравнении си-
стем сокультивирования было зарегистрировано, 
что количество IL-10 в системе с ММСКжт ста-
тистически значимо превышало (в 2,3 раза) тако-
вое в системе сокультивирования 5. Содержание 
IL-5 значимо не различалось между монокуль-
турами ИПК и системами сокультивирования 
ИПК с ММСК костного мозга и жировой ткани. 
Однако наблюдалось небольшое понижение кон-
центрации в системах сокультивирования ИПК с 
ММСК относительно контрольных монокультур 
ММСК. Исследование супернатантов клеточных 
систем установило наличие следового содержа-
ния IL-13. Тем не менее зарегистрировано не-
большое повышение концентрации в системе со-
культивирования ИПК с ММСКжт относительно 
монокультуры ММСКжт. В остальных клеточных 
культурах количество IL-13 оставалось неизмен-
ным.

Как уже упоминалось ранее, ММСК обла-
дают иммуномодулирующими и/или иммуно-
супрессивными свойствами. Эти особенности 
ММСК предполагают, что они могут действовать 
как вспомогательные клетки для улучшения вы-
живаемости β-клеток поджелудочной железы на 
ранней посттрансплантационной фазе. В обеих 
системах сокультивирования ИПК с ММСКкм 
и ММСКжт регистрировалось снижение про-
дукции провоспалительных цитокинов (TNFα, 
IL-12, IL-5) и ростового фактора GM-CSF. Анти-
воспалительная активность была более ярко вы-
ражена у ММСК жировой ткани. Таким образом, 
согласно нашим данным, ММСК жировой тка-
ни и костного мозга оказывают цитопротектив-
ное действие на β-клетки поджелудочной желе-
зы путем изменения цитокин-продуцирующей 
активности, в сторону противовоспалительного 
профиля. Совместная трансплантация ММСК 
с β-клетками поджелудочной железы являет-
ся многообещающей перспективой лечения СД 
1-го типа, а более глубокое изучение механизмов, 
обуславливающих цитопротективное действие 
ММСК на трансплантат, может помочь в реали-
зации данного терапевтического подхода и улуч-
шить его эффективность.
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