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РЕЗЮМЕ

Цель. Исследовать влияние обработки вальпроевой кислотой, эритропоэтином и дексаметазоном на про-
тивовоспалительную и иммуносупрессивную активность секретома мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК) жировой ткани в эксперименте in vitro.

Материалы и методы. ММСК выделяли из жира шести здоровых доноров. Клетки растили в культуре 
до четвертого пассажа, затем обрабатывали вальпроевой кислотой, эритропоэтином или дексаметазоном 
в течение 3 ч, отмывали от препаратов и инкубировали в бессывороточной среде в течение 48 ч. Часть 
клеток не обрабатывали препаратами. Супернатанты от культур клеток сконцентрировали ультрафильтра-
цией, стандартизировали по содержанию белка с помощью нанофотометра, стерилизовали и добавляли к 
мононуклеарам из периферической крови восьми здоровых доноров. Мононуклеары выделяли в градиенте 
плотности фиколла по стандартному протоколу. Концентрации цитокинов фактора некроза опухоли альфа 
(TNFα), интерлейкина (IL) 2, IL-4, IL-6, IL-10, интерферона гамма (IFNγ) в суточных культурах и IL-9,  
IL-10, IL-17A, IL-21 в 48-часовых культурах определяли с помощью мультиплексного анализа.

Результаты. Продукция IL-2, IL-6, TNFα, IL-10 снижается под действием секретома от обработанных 
вальпроевой кислотой ММСК. Продукция IL-2, IL-6, TNFα уменьшается при инкубации мононуклеаров 
с секретомом клеток, обработанных эритпропоэтином. Секретом обработанных дексаметазоном ММСК 
подавляет продукцию IFNγ, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, IL-17A. Статистически значимых различий 
по изменению продукции IL-4, IL-5, IL-9, IL-21 не выявлено.

Заключение. Среди изученных индукторов дексаметазон показал себя более активным в усилении проти-
вовоспалительной и иммуносупрессивной активности ММСК, выраженной через влияние их супернатан-
тов на мононуклеары периферической крови.

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, вальпроевая кислота, эритро-
поэтин, дексаметазон, цитокины, воспаление
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Study of the anti-inflammatory and immunotropic activity  
of the secretome from multipotent mesenchymal stromal cells induced  
by erythropoietin, valproic acid or dexamethasone in vitro
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of treatment with valproic acid, erythropoietin, and dexamethasone 
on the anti-inflammatory and immunosuppressive activity of the secretome of adipose-derived multipotent 
mesenchymal stromal cells (MMSCs) in an in vitro experiment.

Materials and methods. MMSCs were isolated from the fat of 6 healthy donors. The cells were grown in the 
culture up to passage 4. Then they were treated with valproic acid, erythropoietin or dexamethasone for 3 hours, 
washed from preparations, and incubated in a serum-free medium for 48 hours. Some of the cells were not treated 
with preparations. Supernatants from the cell cultures were concentrated by ultrafiltration, and protein standard-
ization was performed using a nanophotometer. Then the supernatants were sterilized and added to mononuclear 
cells from peripheral blood of 8 healthy donors. The mononuclear cells were isolated by Ficoll density gradient 
centrifugation according to the standard protocol. Concentrations of TNFα, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, and IFNγ cyto-
kines in 24-hour cultures and IL-9, IL-10, IL-17A, and IL-21 cytokines in 48-hour cultures were determined using 
multiplex analysis. 

Results. The production of IL-2, IL-6, TNFα, and IL-10 was reduced by the secretome of MMSCs treated with 
valproic acid. The production of IL-2, IL-6, and TNFα decreased during incubation of the mononuclear cells with 
the secretome of MMSCs treated with erythropoietin. The secretome of dexamethasone-treated MMSCs suppressed 
the production of IFNγ, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, and IL-17A. No statistically significant differences 
were revealed in the production of IL-4, IL-5, IL-9, and IL-21. 

Conclusion. Among the studied inducers, dexamethasone enhanced the anti-inflammatory and immunosuppressive 
activity of MMSCs the most, which was manifested through the effect of their supernatants on peripheral blood 
mononuclear cells.

Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells, valproic acid, erythropoietin, dexamethasone, cytokines, 
inflammation
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ВВЕДЕНИЕ
Противовоспалительная активность мульти-

потентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК) подтверждена многочисленными иссле-
дованиями. В настоящее время большое внимание 
уделяется регуляторным эффектам ММСК, которые 
обусловлены действием биологически активных ве-
ществ их секретома. Таким образом, секретом может 
быть эффективной альтернативой применению ство-
ловых клеток и является хорошей базой для создания 
инновационных лекарственных препаратов. Однако 
возможность изменения функциональной активно-
сти ММСК, а значит, и состава их секретома под 
влиянием эритропоэтина (ЭПО), вальпроевой кисло-
ты (ВК) и дексаметазона (ДЕКС) еще не реализована 
в мире [1]. Есть данные о том, что ЭПО повышает 
выживаемость ММСК при их совместном введении. 
Также ЭПО снижает воспалительное микроокруже-
ние язв диабетической стопы. Механизм заключает-
ся в том, что ингибируется высвобождение клетками 
провоспалительного цитокина фактора некроза опу-
холи (TNFα) [2].

 Таким образом, ЭПО – потенциальный регуля-
тор функциональной активности клеток, имеющих 
рецепторы к нему, в том числе стромальных [2], но 
точные эффекты остаются слабо изученными. По-
казано, что применение в терапии ВК ингибирует 
пролиферацию, дифференцировку МСК, выделение 
провоспалительных цитокинов [3]. При введении 
липополисахарида (ЛПС) и ВК собакам показано, 
что ВК снижает продукцию провоспалительных ци-
токинов. Известно усиление противовоспалительной 
активности эмбриональных фибробластов под дей-
ствием ДЕКС [4].

Цель исследования – изучение возможности из-
менения противовоспалительной и иммуносупрес-
сивной активности секретома ММСК из жировой 
ткани человека после обработки клеток ВК, ЭПО и 
ДЕКС in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все лица, вошедшие в исследование, подписали 

информированное согласие. Исследование одобрено 
этическим комитетом Белгородского государствен-
ного национального исследовательского универси-
тета (протокол № 1 от 24.01.2020). МНК из пери-
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ферической крови восьми здоровых добровольцев 
выделяли в градиенте плотности фиколла. ММСК 
выделяли из человеческого жира шести доноров 
с использованием коллагеназы 2-го типа. ММСК 
растили в культуре до четвертого пассажа в среде 
α-МЕМ с 10%-й фетальной бычьей сывороткой в 
стандартных условиях газового инкубатора (влаж-
ная атмосфера, 5%-й СО2, 37 °С). Затем клетки рас-
сеивали в культуральные планшеты, обрабатывали  
1 МЕ/мл эритропоэтина (Sandoz, Словения), 20 мкг/мл  
вальпроевой кислоты (Merck, США) или 10 мкмоль/
мл дексаметазона (CSPC Ouyi Pharmaceutical, Китай) 
в течение 3 ч, отмывали клетки от препаратов, инку-
бировали в бессывороточной среде в течение 48 ч в 
стандартных условиях.

 Часть ММСК не обрабатывали ни одним из фар-
макологических агентов. Супернатанты от культур 
ММСК перед добавлением в планшет концентриро-
вали с помощью пробирок Vivaspin 15 R (Sartorius, 
Германия) с MWCO = 3 кДа, стандартизировали 
по содержанию общего белка (1 мг/мл) с помощью 
нанофотометра (Implen, Германия), стерилизова-
ли фильтрацией и добавляли в планшеты к МНК. 
Для стимуляции МНК добавляли фитогемагглюте-
нин (ПанЭко, Россия) 10 мкг/мл, липополисахарид 
(Merk, США) 100 нг/мл. Через 24 и 48 ч планшет 
центрифугировали, отбирали супернатант для ис-
следования концентраций цитокинов. Концентра-
ции цитокинов TNFα, интерлейкина (IL) 2, IL-4, 
IL-6, IL-10, интерферона гамма (IFNγ) в суточных 
культурах определяли с помощью наборов Bio-Plex 
Pro Human Cytokine 8-Plex, Human Ultrasensitive 
Cytokine Magnetic 10-Plex Panel (Bio-Rad, Invitrogen, 
США); IL-9, IL-10, IL-17A, IL-21 в 48-часовых куль-
турах – с помощью набора Th9/Th17/Th22 Cytokine 
7-Plex Human ProcartaPlex Panel (Invitrogen, США) 
в соответствии с инструкциями на мультиплексном 
анализаторе MAGPIX (Luminex, США). В качестве 
контроля были взяты концентрации цитокинов, 
продуцируемых стимулированными МНК. Для под-
тверждения фенотипа ММСК использовали окраску 
клеток антителами к CD105, CD90, CD73, CD31, 
CD45, CD34 (BD, Beckman Coulter, США). В каче-
стве изотипического контроля использовали мыши-
ные IgG1, конъюгированные с BV 421 (BD, США). 
Экспрессию маркеров определяли на проточном ци-
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тофлуориметре FACSCanto II с программным обе-
спечением BD FACSDiva (BD, США).

Статистическая обработка результатов проведена 
в программе SPSS Statistics 17.0 (IBM, США). По-
лученные данные проверяли на нормальность рас-
пределения с использованием критерия Шапиро –  
Уилка. Описательная статистика представлена в виде 
медианы и интерквартильного размаха Me [Q1–Q3]. 
Статистически значимые различия рассчитывали по 
U-критерию Манна – Уитни и критерию Краскела – 
Уоллиса, уровень значимости принят p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Cекретом от стимулированных ДЕКС ММСК до-

стоверно (p < 0,05) снижает продукцию регуляторно-
го цитокина IFNγ (таблица). При инкубации МНК с 
секретомом от ММСК, обработанных ЭПО и ВК, не 
выявлено статистически значимого снижения данно-
го цитокина (p > 0,05). Снижение концентрации IL-2 
под действием ВК, ЭПО, ДЕКС и совместной инку-
бации с секретомом ММСК достоверно во всех слу-
чаях, независимо от наличия или отсутствия предва-
рительной обработки ММСК (см. таблицу). Однако 
наибольший эффект по снижению продукции данно-
го цитокина оказал секретом от обработанных ДЕКС 
ММСК (p < 0,05). Секретом от обработанных ДЕКС 
ММСК способствовал снижению продукции IL-4 и 
IL-5 в 1,3 и 1,6 раза соответственно (p > 0,05). Также 
отмечена тенденция к подавлению продукции IL-21 
(p > 0,05). Продукция провоспалительных цитокинов 
после инкубации с секретомом от ММСК, предвари-
тельно обработанных ДЕКС, снизилась: TNFα – в 
6,0, IL-1β – в 2,5, IL-6 – в 1,5, IL-9 – в 5,6 и IL-17А – в 
3,2 раза (см. таблицу, везде p < 0,05). 

Попарный анализ выявил различия между сни-
жением TNFα, IL-1β и IL-17A после применения се-
кретома от ММСК, обработанных ДЕКС, и секрето-
мов от нативных ММСК и обработанных ЭПО и ВК  
(p < 0,05). Снижение концентрации IL-6 под влия-
нием всех секретомов было статистически значимо   
(p < 0,05) по сравнению с контролем. Однако попар-
ный анализ не выявил отличий между соинкубацией 
с секретомом от обработанных и нативных ММСК. 
Отмечено снижение продукции противовоспали-
тельных цитокинов IL-1ra и IL-10 (см. таблицу) после 
обработки клеток ЭПО и ДЕКС. Особенно выражен 
этот эффект после воздействия на МНК секретома 
ММСК обработанных ДЕКС (p < 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ
Статистически значимое снижение IFNγ наблю-

далось при инкубации МНК вместе с секретомом 
от ММСК, обработанных ДЕКС (p < 0,05), что со-

гласуется с данными о снижении IFNγ глюкокор-
тикоидами и действии ММСК при лечении имихи-
мод-индуцированного псориаза [5]. Продуцируемый 
Th1-лимфоцитами IL-2 снижался при инкубирова-
нии вместе с секретомом от ММСК, обработанных 
ДЕКС (p < 0,05). Есть противоречивые литературные 
данные о том, что глюкокортикоиды положительно 
влияют на продукцию интерлейкинов IL-4, IL-10 и 
IL-13 Th2-клетками, вызывая сдвиг в сторону гумо-
рального иммунитета без иммуносупрессии. Однако 
в основной части научных работ показано, что син-
тез IgE in vivo идет на спад [6]. Биологической функ-
цией IL-21 является индукция Т-клеточного ответа 
воспалительного типа, подавление выработки IgE. 
Показано, что лечение тромбоцитопении высокими 
дозами ДЕКС приводит к снижению IL-21 [7]. Мы 
выявили лишь тенденцию к снижению продукции 
IL-21 под действием инкубации МНК с секретомом 
от ММСК. Подтверждение этого феномена наряду с 
выявленной тенденцией к снижению IL-4 и IL-5 мо-
жет быть использовано в коррекции IgE-зависимых 
заболеваний.

IL-1β после воздействия секретома от ММСК, 
обработанных ДЕКС, достоверно снижался. Извест-
но отсутствие значимого влияния ВК на продукцию 
данного цитокина [8], его умеренное повышение при 
добавлении ЭПО [9]. IL-6 после фармакологической 
обработки клеток снизился, что согласуется со ста-
тьей [8].

Недавние данные подтверждают, что клетки Th1, 
Th2 и Th17 имеют различную чувствительность к 
глюкокортикоидам [10, 11]. Показано, что цитоки-
ны клеток Th1, Th17 участвуют в развитии систем-
ного склероза [4], а повышенная экспрессия IL-17А 
наблюдается при развитии псориатического воспа-
ления [5]. Авторами продемонстрировано значимое 
снижение продукции IL-1β, IL-6, IL-10, IFNγ, TNF и 
IL-17A путем воздействия in vitro ДЕКС на МНК от 
больных системным склерозом [4]. Возможно, вы-
явленный нами эффект снижения IL-17A после воз-
действия секретома ММСК, обработанных ДЕКС, 
может быть использован в терапии системного скле-
роза и псориаза. 

Кроме того, выявлена тенденция к снижению  
IL-17A под действием секретома от обработанных 
ЭПО ММСК, что потенциально может быть ис-
пользовано при хронических воспалительных забо-
леваниях, например при колите [12]. Показано, что 
индуцированное ДЕКС снижение TNFα было менее 
выраженным после высоких доз ЛПС, чем после 0,1 
нг ЛПС. Напротив, влияние ДЕКС на секрецию IL-
10 двухфазно: стимуляция при более низких дозах и 
ингибирование при более высоких дозах ЛПС [13]. 
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Оригинальные  статьи

Нами были использованы 10 мкмоль/мл ДЕКС 
и 100 нг/мл ЛПС, что в 10 раз больше, чем в при-
веденном источнике, но эффекты оказались зако-
номерными: снижение продукции TNFα и IL-10. 
Это позволяет предполагать более выраженное 
противовоспалительное влияние секретома ММСК, 
обработанных ДЕКС, чем секретома нативных  
ММСК.

Известно, что глюкокортикоиды способству-
ют снижению продукции IL-1β. В нашем случае 
наблюдалось наибольшее снижение продукции 
IL-1β и TNFα именно под действием секретома от 
ММСК, обработанных ДЕКС (p < 0,05), что пока-
зывает способность глюкокортикоидов оказывать 
опосредованное противовоспалительное действие 
через влияние на стромальные клетки. Известно, 
что под воздействием ДЕКС в сыворотке крови па-
циентов с тромбоцитопенией продукция TNFα до-
стоверно снижается [7]. У пациентов с болезнью  
Крона уменьшается TNFα, IL-6, ингибируются 
гены, связанные с фагоцитозом, что может приво-
дить к персистирующей инфекции [14]. Возможно,  
получится использовать глюкокортикоиды для по-
давления синтеза провоспалительных цитокинов 
опосредованно, с помощью ММСК, обработанных 
ДЕКС, и их секретома, избегая повышенного риска 
развития инфекционных заболеваний. Снижение 
продукции IL-9, одного из факторов дифферен-
цировки тучных клеток, под действием секретома  
от обработанных ДЕКС ММСК, может быть исполь-
зовано при аллергическом и аутоиммунном воспа-
лении.

 Учеными показано, что ММСК костного мозга 
снижают продукцию IL-9 МНК пациентов с ревмато-
идным артритом in vitro [14]. Есть данные о том, что 
ЭПО не оказывает эффекта на продукцию IL-10 [9] 
и оказывает супрессорное действие на синтез TNFα 
[6]. Это согласуется с нашими данными: достовер-
ное снижение TNFα под действием ЭПО и тенден-
ция к подавлению IL-10. Показано, что ДЕКС снижа-
ет продукцию IL-10 стимулированными ЛПС МНК 
[6]. В нашем случае противовоспалительные цито-
кины, продуцируемые МНК под действием ЭПО, и 
секретома от обработанных ЭПО ММСК снизились  
(p > 0,05). Данный эффект может быть подробнее 
изучен и в случае подтверждения использован в те-
рапии. Как показано в статье [13], продукция IL-1ra 
снижается под действием ДЕКС, что согласуется с 
нашими данными. Однако этот эффект сильнее при 
использовании секретома ММСК, обработанных 
ДЕКС, что предполагает возможные ограничения 
его противовоспалительного эффекта при длитель-
ном применении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано достоверное подавление продукции 

IL-2, IL-6, TNFα под действием секретома от пред-
варительно обработанных эритропоэтином и валь-
проевой кислотой ММСК. Однако данный эффект 
более выражен при обработке клеток дексаметазо-
ном. Установлено усиление противовоспалительной 
и иммуносупрессивной активности секретома от 
ММСК после предварительной стимуляции клеток 
дексаметазоном в концентрации 10–5 моль/л. Данный 
эффект наблюдается в виде снижения продукции мо-
нонуклеарами регуляторных цитокинов IFNγ и IL-2, 
провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1β, IL-6, IL-
9, IL-17A под действием данного секретома ММСК. 
Достоверное уменьшение продукции IL-10, IL-1ra 
предполагает возможные ограничения длительной 
терапии воспалительных заболеваний с помощью 
изученного секретома.
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