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The aim of the research was to research of the participation of M-cholinoreactive systems in the 
implementation of the cardioprotective efficiency of postconditioning using L-lactate during ischemia-
reperfusion of myocardium in young and old rats.

In experiments on rats, it was found that postconditioning using L-lactate has an infarct-limiting 
effect during ischemia-reperfusion of myocardium in both young and old animals, however, under 
conditions of systemic action of atropine (2 mg/kg), the infarct-limiting effect of postconditioning using 
L-lactate partially mantained only in old rats. Apparently, the activity of peripheral M-cholinergic systems 
is important in the mechanisms of implementation of the cardioprotective effects of postconditioning 
using L-lactate in young, but not in old rats.
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Реферат. Сравнительные исследования мезенхимальных стволовых клеток (МСК), полученных 
из различных тканей организма, показали, что наряду с однотипными основными характеристиками 
клеток наблюдаются отличия в пролиферативном и дифференцировочном потенциале, а также в 
некоторых биологических свойствах. Степень иммуносупрессивной активности МСК может быть 
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связана с набором антигенов, экспрессируемых на поверхности клеток, в том числе кластеров диф-
ференцировки — CD106 и коингибиторных молекул CD273, CD274, CD276. 

Целью нашего исследования являлась оценка уровня экспрессии CD106 и коингибиторных 
молекул CD273, CD274, CD276 на МСК плаценты (П-МСК) и костного мозга (КМ-МСК) в зави-
симости от продолжительности культивирования клеток.

Было исследовано 26 образцов МСК. Методом иммунофенотипического анализа установлено, 
что уровень экспрессии CD273 был выше в 2 раза, CD274 — в 1,5 раза и CD106 — в 1,4 раза на 
П-МСК, чем на КМ-МСК (p < 0,05). Полученные данные свидетельствуют о более высоком базовом 
уровне экспрессии поверхностных антигенов на П-МСК, участвующих в модуляции иммунологиче-
ской активности, что, возможно, связано с их биологической функцией, а именно, значительной 
ролью в обеспечении фетоматеринской толерантности.

Сравнительный анализ уровня экспрессии молекул на П-МСК 3-го и 6-го пассажей показал, 
что длительная экспансия in vitro приводила к снижению экспрессии СD273, CD274, а также CD106 
на 21,6, 21 и 12 % соответственно (р < 0,05). Более высокий иммуносупрессивный потенциал П-МСК 
ранних пассажей делает применение этих клеток более предпочтительным для иммуносупрессивной 
клеточной терапии.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, плацента, костный мозг, иммунофенотип, 
иммуносупрессия.

Введение. Мезенхимальные стволовые 
клетки (МСК) представляют собой тип муль-
типотентных стволовых клеток мезодермально-
го происхождения, которые составляют спе-
циализированное микроокружение в различ-
ных тканях организма, обладают способностью 
к самообновлению и ортодоксальной диффе-
ренцировке в клетки мезенхимальных тканей, 
такие как остеоциты, хондроциты и адипоци-
ты [1]. 

В настоящее время МСК обнаружены 
практически во всех тканях организма, но 
наиболее доступными и востребованными ис-
точниками являются костный мозг, жировая 
ткань, а также ткани перинатального проис-
хождения (пуповина, пуповинная кровь, пла-
цента). Сравнительные исследования МСК, 
полученных из различных тканей, показали 
наряду с однотипными основными характери-
стиками клеток, различия в пролиферативной 
активности и дифференцировочном потен-
циале, а также биологических свойствах кле-
ток. МСК костномозгового происхождения 
(КМ–МСК) демонстрируют более высокую 
способность к хондро- и остеоиндукции, а 
также поддержке гемопоэза. МСК, получен-
ные из перинатальных тканей, обладают более 
высоким пролиферативным потенциалом и 
эффективнее поддаются дифференцировке в 
эндотелиальном направлении. В то же время 
нет единого мнения о выраженности иммуно-
супрессивной активности при сравнении раз-
личных типов МСК. Гетерогенность некото-
рых свойств МСК различного происхождения 
является важным критерием для подбора 
оптимального источника МСК для проведе-
ния клеточной терапии. 

В настоящее время в практической меди-
цине наиболее востребовано применение МСК 

в качестве материала для клеточной терапии 
таких иммуноопосредованных заболеваний, 
как реакция «трансплантат против хозяина», 
болезнь Крона, рассеянный склероз и др. [2]. 
Терапевтическое иммуносупрессивное дей-
ствие МСК осуществляется как на паракрин-
ном уровне, так и при непосредственном взаи-
модействии МСК с клетками-мишенями. Не-
которые исследователи связывают отличия 
иммуносупрессивных свойств МСК различно-
го тканевого происхождения с набором анти-
генов, экспрессируемых на поверхности кле-
ток, в том числе кластеров дифференцировки- 
CD106, а также коингибиторных молекул 
CD273, CD274, CD276.

CD106 (VCAM-1) — белок, входящий в 
суперсемейство иммуноглобулинов, который 
участвует в передаче межклеточных сигналов, 
а также адгезии лейкоцитов и эндотелиальных 
клеток. На поверхности МСК VCAM-1 уча-
ствует в реализации начальных стадий имму-
носупрессии. Белки адгезии ICAM-1 и VCAM-1 
способствуют установлению непосредственных 
межклеточных контактов МСК с Т-лимфо-
цитами, что приводит к ингибированию их 
функциональной активности по принципу па-
ракринного механизма. Более того, экспери-
ментальные исследования показали, что имен-
но популяция CD106+ МСК обладает наиболее 
выраженными иммуносупрессивными и про-
ангиогенными свойствами, которые связывают 
не только с высокой адгезионной способно-
стью клеток, но и со способностью секретиро-
вать высокий уровень иммунорегуляторных и 
проангиогенных цитокинов и факторов (COX-2, 
IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8) [3–5]. Тем не менее, 
уровень экспрессии CD106+ на поверхности 
МСК различного тканевого происхождения 
значительно варьирует. Было показано, что в 
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популяции МСК из тканей плаценты он более 
высокий, чем на МСК из костного мозга и зна-
чительно выше, чем на МСК из жировой ткани 
и пуповинной крови [3, 4]. 

В систему взаимодействия МСК с Т-лим-
фоцитами и ингибирования иммунных реак-
ций также вовлечены коингибиторные молеку-
лы CD273, CD274, CD275 и CD276, лигандами 
которых являются молекулы PD-1/2 и ICOS 
(CD278) [6–7]. Коингибиторные молекулы 
участвуют в непосредственном ингибировании 
функций Т-лимфоцитов минуя IDO — путь. 
Экспрессия этих молекул на поверхности МСК 
праймируется IFNγ. Тем не менее, в МСК, по-
лученных из перинатальных тканей, отмечает-
ся базовый повышенный уровень экспрессии 
коингибиторных молекул, что связывают с его 
существенной ролью в обеспечении фетомате-
ринской толерантности. 

Цель работы — исследование и сравнение 
уровня экспрессии CD106 и коингибиторных 
молекул CD273, CD274, CD276 на МСК пла-
центы и костного мозга в зависимости от про-
должительности культивирования клеток. 

Материалы и методы. МСК плаценты 
(П-МСК) были получены из фрагментов по-
слеродовой плаценты (n = 10) после оператив-
ных или естественных родов, после получения 
информированного согласия роженицы на за-
бор плаценты. МСК выделяли ферментатив-
ным методом или методом эксплантации. Для 
получения культуры клеток ферментативным 
методом суспензию фрагментов обрабатывали 
0,14%-м раствором коллагеназы I в течение
30 мин с последующей фильтрацией клеток че-
рез 100µm нейлоновый фильтр. Полученные 
диссоциированные клетки культивировали в 
среде IMDM (Life Technologies, США) с 10%-й 
эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) 
(Life Technologies, США). Для получения куль-
туры методом эксплантации суспензию фраг-
ментов плаценты в стандартной среде помеща-
ли в культуральный флакон (Sarstedt, Герма-
ния), покрывая дно тонким слоем. 

КМ-МСК получали из проб костного моз-
га здоровых доноров, являвшихся донорами 
гемопоэтических стволовых клеток для алло-
генной трансплантации (n = 3). Мононуклеар-
ные клетки выделяли на Гистопаке плотностью 
1,077 (Sigma, США), дважды отмывали в рас-
творе Хенкса, ресуспендировали в среде IMDM 
с 10 % (ЭТС) и переносили в концентрации 
2–3 · 106/мл во флаконы. Культивирование про-
водили при 37 °С в СО2 инкубаторе. Через 48 ч 
проводили смену среды. При достижении 70–
90 % конфлюэнтного слоя клетки снимали с 

поверхности флакона 0,25%-м раствором трип-
син — ЭДТА и рассаживали в новые флаконы 
по 1 · 106. 

П-МСК и КМ-МСК культивировали с 
проведением 6 пассажей. 

Для иммунофенотипического анализа ис-
пользовали МСК 3-го и 6-го пассажей. Имму-
нофенотипический анализ МСК проводили с 
использованием набора моноклональных анти-
тел (МКА) в составе CD73 APC, CD90 FITC, 
CD105 VioBlue, CD34 PE, CD45 PE, CD14 PE, 
CD19 PE, Аnti-HLA-DR VioGreen и изотипи-
ческого контроля, входящего в набор (MSC 
Phenotyping Kit human, Miltenyi Biotec GmbH, 
Германия). Для определения VCAM-1 и коин-
гибиторных молекул на поверхности МСК ис-
пользовали МКА CD106, CD273, CD274, 
CD276, меченные APC-Vio770, PE, PE-Vio615, 
FITC соответственно (Miltenyi Biotec GmbH, 
Германия). Анализ выполняли согласно при-
лагаемой инструкции. Учет результатов прово-
дили на лазерном проточном цитофлуориметре 
Navios (Beckman Coulter, США). Анализ имму-
нофенотипических данных выполняли с
применением программного обеспечения
Kaluza 2.1 (Beckman Coulter, США). 

Статистическую обработку данных прово-
дили с применением программ Statistica 6.0 и 
Excel. Использовали методы описательной ста-
тистики, непараметрического теста Манна – 
Уитни и Краскела – Уоллиса. Различия между 
сравниваемыми показателями считали стати-
стически значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение. Согласно 
установленным международным обществом 
клеточной терапии (ISCT) минимальным кри-
териям для определения идентичности МСК 
было проведено определение экспрессии диф-
ференцировочных антигенов CD90, CD73, 
CD105, характерных для МСК, и отсутствие 
антигенов гемопоэтических клеток CD14/
CD45/CD34/19 и антигена гистосовместимости 
2-го класса — HLA-DR. Сравнение количества 
клеток, экспрессирующих маркеры МСК, в 
культурах, полученных из послеродовой пла-
центы и костного мозга, представлены в таб-
лице 1.

Полученные результаты свидетельствуют, 
что культуры клеток как из костного мозга, так 
и из плаценты соответствуют критериям при-
надлежности к популяции МСК. Необходимо 
отметить, что КМ-МСК экспрессировали CD90 
на более высоком уровне по сравнению с 
П-МСК (p < 0,05). Тем не менее, минималь-
ный порог позитивности по данному маркеру 
для МСК составляет более 95 %.



173

фундаментальная наука — медицине

Таблица 1 — Иммунофенотип МСК из различных источников

Источник
МСК

Антигены дифференцировки и гистосовместимости; 
медиана (min — max)

CD90 +
 (%)

CD105+
(%)

CD73+
(%)

CD45+/CD14+/CD34+/19+
(%)

HLA-DR
(%)

П-МСК
(n = 10)

95,0*
(93,9–98,8)

97,0
(95,5–99,4)

99,1
(96,5–100,0)

1,95
(0,1–4,6)

2,3
(0,2–3,8)

КМ-МСК
(n = 3)

98,2
(97,8–98,9)

97,5
(95,3–97,6)

98,0
(97,4–99,8)

1,7
(1,0–1,8)

0,8
(0,7–1,8)

Достоверность 
различий (р)

0,020 0,564 0,470 0,613 0,773

* p < 0,05 при сравнении П-МСК и КМ-МСК.

Было выполнено иммунофенотипическое 
исследование экспрессии коингибиторных мо-

лекул СD273, CD274, CD276 и CD106 на КМ-
МСК и П-МСК (рисунок 1). 

CD273+ 91,0 %

а б

CD274+ 94,1 %

CD276+ 97,8 % CD106+ 64,5 %

в г

Контроль МСК

МСК, меченные МКА

Рисунок 1 — Пример экспрессии коингибиторных молекул СD273 (а), CD274 (б), CD276 (в) 
и CD106 (г) в культуре П-МСК

Уровни экспрессии CD273, CD274 на 
П-МСК были значимо выше, чем на КМ-МСК 
(p  <  0,05) и для П-МСК составляли 93,2  % 
(65,0–98,3  %) и 96,1  % (82,3–98,7  %), а для 
КМ-МСК — 45,0 %(41,2–47,2 %) и 63,6 %(57,6–

67,5 %) соответственно. Экспрессия коингиби-
торной молекулы CD276 была самой высокой 
из анализируемых, варьировала в диапазоне 
95,5-99,8 % и не отличалась для культур П-МСК 
и КМ-МСК (рисунок 2). 
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Рисунок 2 — Уровень экспрессии коингибиторных молекул СD273, CD274, CD276 и CD106
в культурах П-МСК и КМ-МСК (*p < 0,05)

Экспериментальные исследования пока-
зали, что МСК, полученные из других пери-
натальных тканей, а именно, пуповины также 
экспрессируют CD273, CD274 на более высо-
ком уровне (более 90 %) по сравнению с КМ-
МСК (70–71 %) [7]. По литературным дан-
ным, CD273 и CD274 при связывании с ре-
цептором PD-1 на Т-клетках способны 
подавлять различные функции Т-клеток, 
включая пролиферацию и продукцию цито-
кинов, таких как IL-2 и IFNγ [7]. Кроме того, 
CD273 и CD274 могут индуцировать противо-
воспалительный фенотип дендритных клеток, 
что также редуцирует активность Т-клеток 
[7]. Оценка экспрессии рецептора VCAM-1 
показала, что П-МСК экспрессируют данный 
маркер на более высоком уровне 61,4 % 
(49,1–79,6 %), по сравнению КМ-МСК — 
42,6 % (36,6–48,7 %) (p < 0,05). Наши резуль-
таты сопоставимы с данными представленны-
ми Z. X. Yang с соавт., которые установили, 
что субпопуляция клеток, экспрессирующая 
CD106, составляет 65,01 % в культуре МСК, 
полученных из ворсин хориона плаценты, 
32,04 % — МСК из костного мозга, 7,44 % — 
МСК из пупочного канатика и 0,73 % — МСК 
жировой ткани [3]. Z. C. Han c соавт. также 
показали более высокий уровень экспрессии 
CD106 (68,2 ± 7,9 %) на МСК плацентарного 
происхождения по сравнению с другими типа-
ми МСК (МСК костного мозга — 13,0 ± 10,5 %, 
МСК пуповинной крови — 4,0 ± 2,1, МСК 

жировой ткани — 0,2 ± 0,2) [4]. Как упоми-
налось выше, субпопуляция CD106+ МСК 
отличается более высокой адгезионной спо-
собностью к Т-лимфоцитам, а также высоким 
уровнем секреции иммунорегуляторных цито-
кинов, что позволяет более эффективно ин-
гибировать их активацию [5].

Таким образом, П-МСК отличаются от 
КМ-МСК более высоким базовым уровнем 
экспрессии поверхностных антигенов, участву-
ющих в модуляции иммунологической актив-
ности, что, вероятно, связано с их биологиче-
ской функцией в подавлении материнского 
иммунного ответа на наследуемые от отца ал-
лоантигены.

Было проведено исследование влияния 
длительности культивирования П-МСК на со-
хранность экспрессии коингибиторных моле-
кул СD273, CD274, CD276 и CD106 на П-МСК 
(рисунок 3).

Установлено, что экспрессия всех иссле-
дуемых маркеров значимо снижается при дли-
тельном культивировании П-МСК с 3-го до 
6-го пассажа: СD273 — на 21.6 %, CD274 — на 
21 %, CD276 — на 12.5 % и CD106 — на 12 % 
(р < 0,05). При этом позитивность по марке-
рам CD274 и CD106 П-МСК 6-го пассажа по-
сле экспансии in vitro становится на уровне 
КМ-МСК 3-го пассажа. Подобное снижение 
CD106+ субпопуляции П-МСК при культиви-
ровании было установлено и у других иссле-
дователей [3].
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Рисунок 3 — Уровень экспрессии коингибиторных молекул СD273, CD274, CD276 и CD106 
в культуре П-МСК на 3 и 6 пассажах (*р< 0,05)

Заключение. Таким образом, сравнительное 
исследование иммунофенотипа клеток доказы-
вает неоднородность популяции МСК различ-
ного тканевого происхождения. Уровень экс-
прессии CD273, CD274 и CD106 на П-МСК 
был выше чем на КМ-МСК в 2 раза, в 1,5 раза 
и в 1,4 раза соответственно (p < 0,05), что может 
свидетельствовать об их более высоком имму-
носупрессивном потенциале. Высокая пролифе-
ративная активность П-МСК делает их лиди-

рующими кандидатами для производства высо-
коклеточного продукта при длительном куль- 
тивировании. Тем не менее, длительная 
экспансия in vitro приводила к снижению экс-
прессии маркеров СD273, CD274, а также CD106 
на 21,6, 21, и 12 % соответственно (р < 0,05), что 
может приводить к редукции иммуносупрессив-
ных свойств МСК поздних пассажей, в связи с 
чем рекомендуется отбор П-МСК ранних пас-
сажей для клинического применения.
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CD106 and CO-inhibitory molecules CD273, CD274, CD276 
expression by the placenta mesenchimal stem cells

Liakh E., Shytikova M., Isaikina Y., Novikova M.

State Institution “Belarussian Research Center for Pediatric Oncology, Hematology and Immunology”, 
Minsk, Republic of Belarus

Comparative studies of mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from different tissues of the body 
have shown that there are differences in the proliferative and differentiation potential, some biological 
properties. The degree of immunosuppressive activity of MSCs may be associated with a set of antigens 
expressed on the cell surface, including differentiation clusters — CD106 and co-inhibitory molecules 
CD273, CD274, CD276.

The aim of this study was to estimate the level of expression CD106 and co-inhibitory molecules 
CD273, CD274, CD276 by the placental MSCs (P-MSCs) and bone marrow MSCs (BM-MSCs) 
depending on the cultivation time.

26 samples of MSCs have been studied. Immunophenotypic analysis showed that the CD273 
expression was 2 times higher, CD274 was 1.5 times higher, and CD106 was 1.4 times higher by P-MSCs 
than BM-MSCs (p < 0,05). The data indicated a higher expression of surface antigens involved in the 
modulation of immunological activity by P-MSCs, which may be related with their biological function 
in maintaining feto-maternal tolerance.

Comparative analysis showed decrease the expression level of CD273, CD274, and CD106 by 
21.6 %, 21 %, and 12 %, respectively (p< 0,05) by P-MSCs from 3rd and 6th passages at long-term 
expansion in vitro.

The higher immunosuppressive potential of early-passage P-MSCs makes these cells preferable for 
immunosuppressive cell therapy.

Keywords: mesenchymal stem cells, placenta, bone marrow, immunophenotype, immunosuppression.
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ
В ПОЛИАКРИЛАМИДНЫЙ ГЕЛЬ НАНОЧАСТИЦ УГЛЕРОДА 
УДАЛЯТЬ БИЛИРУБИН ИЗ ПЛАЗМЫ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

Макаревич Д. А.1, Рябцева Т. В.1, Ковганко Н. Н.1, Жалейко Г. А.1, Штемплюк Р. Г.2 
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Реферат. Исследована сорбционная активность полиакриамидного геля по отношению к били-
рубину. Показано, что наиболее эффективными в отношении сорбции и удержания в объеме геля 
молекул билирубина являются наноалмазы детонационного синтеза типа УДА-СП(тип ζ+) и
УДА-ГО-СП(30).

Ключевые слова: биллирубин, сорбция, наноалмаз, полиакриламид, плазма.

Введение. Наноразмерные детонационные 
алмазы (нДА), получаемые с использованием 
взрывчатых веществ в изолированном объеме, 

представляют собой уникальный тип алмазных 
материалов [1, 2]. Наноразмерные детонацион-
ные алмазы — наноматериал со средним раз-


