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ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the relationship between food hypersensitivity, inflammation mark-
ers and the cytokine profile in children with autism spectrum disorders (ASD).

Materials and methods. The concentration of specific IgG for 111 food antigens was measured via the 
modified immunological method designed by the ImmunoHealth company. In addition, we performed routine 
biochemistry tests and immunoassay of interleukins. All children with ASD followed the recommended elimi-
nating diet during 6 months. In order to check their physical and mental condition, their parents completed 
the autism treatment evaluation checklist (ATEC), both before and after the diet (Bernard Rimland and Ste-
phen M. Edelson of the Autism Research Institute).

In result, we detected the high frequency of hypersensitivity to cereal and dairy products in children with 
ASD. Moreover, the intensity of hypersensitivity correlated with ATEC score.  We also determined that the 
cytokine profile in children with ASD was different from that in the control group. In particular, the concen-
tration of IFNγ in serum, as well as the IFNγ/IL-10 and IFNγ/IL-4 ratio, were significantly higher in children 
with ASD. The revealed changes in the cytokine profile correlate with the specific hypersensitivity for cereal 
and dairy food antigens as well as with ATEC score.

Key words: hypersensitivity, food antigens, cytokine imbalance, interleukins, autism spectrum 
disorders. 
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РЕЗЮМЕ 

Известно, что мезенхимальные стромальные клетки (МСК) способны направлять и переключать диффе-
ренцировку непримированных макрофагов (Мф) или Мф I типа (М1) в направлении Мф II типа (М2). 

Целью работы явилось исследование способности МСК индуцировать переключение М1 в М2 на ос-
нове сравнительного анализа эффектов МСК на поляризованные М1 и моноциты, стимулированные 
гранулоцитарно-макрофагальным колониестимулирующим фактором к М1-дифференцировке.

Материалы и методы. В условиях, блокирующих прямые межклеточные контакты (Transwell-система), 
МСК сокультивировали с моноцитами в течение 7 сут или с М1 в течение 48 ч. Характеристика генери-
рованных таким образом Мф включала оценку экспрессии CD206, аллостимуляторной активности в сме-
шанной культуре лимфоцитов и способности секретировать про- и противовоспалительные медиаторы.

Результаты. Сокультивирование МСК и М1 приводило к появлению у них фенотипических (усиление 
экспрессии CD206) и функциональных (снижение аллостимуляторной активности) свойств М2. В то же 
время в результате сокультивирования МСК и моноцитов в М1-индуцирующей среде генерировались Мф 
с выраженной стимулирующей активностью в СКЛ, аналогичной таковой у М1 (3,45 и 3,4 расч. ед.; р = 
0,46) и значимо превышающей аллостимуляторную активность М2 (3,45 vs 2,2 расч. ед.; р = 0,03). При 
этом МСК не влияли на уровень экспрессии CD206, а также на характер продукции про- (IL-1β, TNF-α, 
IL-6, IL-12) и противовоспалительных (IL1-ra, IL-4, IL-10) цитокинов, иммунорегуляторных цитокинов 
(IFN-γ, IL-17) и хемокинов (IP-10, MCP-1, MIP-1b, Rantes, Eotaxin). 

Выводы. Способность МСК индуцировать фенотип М2 зависит от стадии дифференцировки клеток 
моноцитарно-макрофагального ряда. В культурах поляризованных М1 МСК способствуют переклю-
чению М1 в М2. В то же время при культивировании МСК с моноцитами в М1-индуцирующей среде 
формируется популяция М1-подобных Мф, отличающихся высокой аллостимуляторной активностью и 
характерным для М1 спектром продуцируемых цитокинов и хемокинов.

Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки, моноциты, макрофаги, М1→М2 по-
ляризация, цитокины, хемокины.
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связывают с их противовоспалительными и имму-
номодулирующими свойствами. Особый интерес в 
ýтом аспекте представляют взаимодействия МСК 
и клеток моноцитарно-макрофагального ряда, ко-
торые по последним данным играют важную роль 
в опосредовании клинического ýффекта МСК in 
vivo. Макрофаги (Мф) характеризуются высокой 
пластичностью и в зависимости от условий акти-
вации и (или) микроокружения могут приобретать 
функциональный фенотип М1 или М2 [1]. Макро-
фаги I типа (М1) обладают выраженными провос-
палительными свойствами, активируют иммунный 
ответ по первому типу. Напротив, макрофаги II 
типа (М2) отличаются противовоспалительной и 
репаративной активностью и активируют иммун-
ный ответ по II типу [2]. Исследования в моделях 
сепсиса [3], инфаркта миокарда [4], токсического 
повреждения легких [5], бронхиальной астмы [6], 
спинальной травмы [7], ишемии задних конечно-
стей [8] показали, что восстановление функции 
поврежденного органа и выживаемость животных 
на фоне трансплантации МСК обусловлены ак-
тивацией макрофагов фенотипа М2. Аналогичные 
данные о способности МСК индуцировать фено-
тип М2 получены также in vitro [9]. Поляризую-
щий ýффект МСК на Мф проявляется в усилении 
ýкспрессии М2-ассоциированных маркеров и фа-
гоцитарной активности, снижении продукции про-
воспалительных цитокинов и увеличении противо-
воспалительных и супрессорных факторов (PGE2, 
TSG-6, IL-6, IDO, TGF-1) [3, 10–12], а также по-
явлении способности индуцировать регуляторные  
Т-клетки [13]. 

Изучение влияния МСК на моноциты/макро-
фаги представляет интерес не только в приклад-
ном, но также и в патогенетическом аспекте, 
поскольку многие патологические состояния, свя-
занные с избыточным или длительно персисти-
рующим воспалением и нарушением репаратив-
ных процессов, обусловлены дисбалансом клеток 
М1 и М2 [14–16]. Важно отметить, что большая 
часть результатов по изучению влияния МСК на 
Мф получена на ýкспериментальных животных и 
клеточных линиях. Исследования у человека не-
многочисленны и в основном сводятся к анализу 
взаимодействий МСК с интактными или поляри-
зованными макрофагами. Вместе с тем вопрос о 
влиянии МСК на моноциты, в частности диффе-
ренцировку моноцитов в М2 в условиях М1-инду-
цирующего микроокружения, остается открытым. 
Исходя из вышеизложенного, целью настоящего 

исследования явилось исследование способности 
МСК конвертировать фенотип М1  (индуцировать 
М1→М2 переключение) на основе сравнительного 
анализа ýффектов МСК на поляризованные ма-
крофаги М1 и на моноциты периферической кро-
ви, стимулированные к М1-дифференцировке.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Генерация МСК. Предшественники МСК по-

лучали из аспирата костного мозга в результа-
те адгезии мононуклеарных клеток (МНК) на 
поверхности флаконов для культивирования 
(TPP, Швейцария). После удаления фракции не-
прилипающих клеток (через 3–5 сут) адгезивные 
предшественники МСК культивировали до по-
лучения монослоя в питательной среде αМЕМ 
(Sigma-Aldrich, Германия) с 10% фетальной сы-
воротки телят (FCS, HyClone) при полном обнов-
лении среды 1 раз в неделю. Диссоциацию МСК 
при пассировании проводили 0,25%-м раство-
ром трипсин-версена («Биолот», Новая Çелан-
дия, Россия). Полученные таким образом МСК 
ýкспрессировали стромальные антигены (CD90, 
CD105), не ýкспрессировали линейные антигены 
(CD3, CD20, CD14) и маркеры гемопоýтических 
клеток (CD34) и проявляли выраженную супрес-
сорную активность в отношении КонА-стимули-
рованных Т-лимфоцитов (от 46 до 63% супрессии 
при соотношении МСК : МНК 1 : 2).  

Генерация макрофагов. Мф генерировали из 
моноцитов (прилипающей фракции МНК, 3–5 ×  
× 106/мл) периферической крови здоровых до-
норов в 6-луночных планшетах (TPP, Швей-
цария). Макрофаги I типа генерировали из 
моноцитов в М1-индукционной среде, состо-
ящей из культуральной среды RPMI-1640, до-
полненной 0,05 мМ 2-меркапýтанола, 2 мМ 
 пирувата натрия, 0,3 мг/мл L-глютамина, 1% 
раствора незаменимых аминокислот (все реак-
тивы Sigma-Aldrich, Германия), 100 мг/мл ген- 
тамицина, в присутствии рекомбинантного гра-
нулоцитарно-макрофагального колониестимули-
рующего фактора человека (rhGM-CSF, 50 нг/мл,  
Sigma-Aldrich, Германия), 10% FСS в течение 
7 сут при 37 °C и 5% CO

2
. Макрофаги II типа  

получали по разработанному нами ранее про-
токолу [17], в соответствии с которым адге-
зивную фракцию МНК (3–5 × 106/мл) куль-
тивировали также в присутствии rhGM-CSF  
(50 нг/мл) в М2-индукционной среде (RPMI-1640 
с вышеупомянутыми добавками, но в условиях 
депривации ростовых факторов сыворотки – 2% 
аутоплазмы). Относительное содержание CD206+ 
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Мф в гейте CD14-позитивных клеток оценивали 
методом двухцветной проточной цитофлуори-
метрии (FACSCalibur) с использованием РЕ- 
меченных анти-CD20

6
 и FITC-меченных анти- 

CD14 моноклональных антител (BD, США).
Сокультивирование МСК и моноцитов. 

МСК, находящиеся во «вкладышах» (размер пор  
0,4 мкм, Millipore, США), помещали в лунки 6-лу-
ночного планшета, где находились моноциты или 
М1 в М1-индукционной среде, и культивирова-
ли при 370 ºС в СО

2
-инкубаторе в течение 7 сут 

(для моноцитов) или 48 ч (для М1). Соотношение 
МСК : Мф составляло 1 : 1 или 1 : 2, что соот-
ветствовало дозе МСК с наиболее выраженной 
иммуносупрессивной активностью. В качестве 
контроля использовали культуры моноцитов/М1 
без МСК, а также генерированные М2. Диссоци-
ацию макрофагов по окончании культивирования 
проводили с помощью 0,25%-го трипсин-версена 
c последующим определением фенотипа (CD206) 
и аллостимуляторной активности.

Аллостимуляторная активность Мф. Спо-
собность Мф стимулировать пролиферацию 
Т-клеток оценивали по интенсивности проли-
феративного ответа в смешанной культуре лим-
фоцитов (СКЛ). В качестве отвечающих клеток 
использовали МНК доноров (1 × 105/лунку), 
стимуляторами служили аллогенные М1 или М2  
в соотношении МНК : Мф = 10 : 1. Пролифера-
тивный ответ в СКЛ оценивали на 5-е сут радио-
метрически по включению 3H-тимидина (1 мкКю/
лунку), вносимого за 18 ч до окончания культиви-
рования. Индекс стимуляции Мф (ИСМф) в СКЛ 
рассчитывали как отношение пролиферативного 
ответа МНК в присутствии Мф к уровню спон-
танной пролиферации МНК.

Секреторная активность Мф. Концентрацию 
27 цитокинов оценивали в 7-суточных суперна-
тантах культур макрофагов методом проточной 
флуориметрии на 2-лучевом лазерном автомати-
зированном анализаторе (Bio-Plex Protein Assay 
System, Bio-Rad, США) с использованием ком-
мерческих тест-систем в соответствии с инструк-
цией фирмы-производителя.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью пакета про-
грамм STATISTICA 6.0. Данные представлены в 
виде средних значений (М) и стандартной ошиб-
ки (S.E.), а также в виде медианных значений 
(Ме) и квартильного диапазона (LQ–UQ, 25–75% 
квартили). При сравнении вариационных рядов 
использовали непараметрические критерии для 
связанных (критерий Вилкоксона для связанных 
выборок) и несвязанных (критерий Манна-Уит-

ни) выборок. Различия считали значимыми при 
уровне p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее нами было показано, что одним из ха-

рактерных признаков М2 макрофагов является 
их низкая аллостимуляторная активность в СКЛ 
[17, 18]. Поýтому для оценки М2-поляризующего 
ýффекта костномозговых МСК на М1 макрофа-
ги мы сравнили аллостимуляторную активность 
М1 клеток, прекультивированных в течение 48 ч  
в отсутствие и присутствии МСК (М1+МСК) в 
Transwell-системе. В качестве дополнительно-
го контроля в нескольких ýкспериментах ис-
пользовали М2, полученные по разработанному 
нами протоколу. Как видно из данных рис. 1, а, 
способность М1+МСК макрофагов стимулиро-
вать пролиферацию Т-клеток была существенно 
снижена по сравнению с М1 (ИС

Мф
 1,9 против  

3,6 расч. ед.; р < 0,05) и аналогична уровню ал-
лостимуляторной активности М2 (2,2 расч. ед.).

Сравнительный анализ ýкспрессии М2-ассоци-
ированной молекулы CD206 показал, что 48-ча-
совая преинкубация М1 с МСК сопровождалась 
возрастанием как уровня ýкспрессии маннозного 
рецептора (рис. 1, b), так относительного содер-
жания CD206-позитивных макрофагов (рис. 1, с).  
Полученные данные свидетельствуют о том, что 
поляризованные М1 в результате взаимодействия 
с МСК приобретали функциональные (низкая 
аллостимуляторная активность) и фенотипиче-
ские (повышенная ýкспрессия CD206) свойства, 
характерные для М2.

Убедившись в способности МСК индуциро-
вать переключение М1 в М2 (М1→М2), мы пред-
положили, что аналогичным будет влияние МСК 
на предшественники макрофагов – моноциты, 
индуцированные к М1-дифференцировке. В ýтой 
ýкспериментальной серии МСК, находящиеся во 
«вкладышах», помещали в лунки, на дне кото-
рых находились моноциты периферической кро-
ви в М1-индукционной среде, и культивировали 
в течение 7 сут (ММСК). В качестве контроля 
использовали М1, генерированные без МСК, и 
в нескольких ýкспериментах – М2. Характери-
стика Мф (М1, М2, ММСК) включала оценку 
морфологии клеток, ýкспрессии CD206, способ-
ности стимулировать пролиферацию аллогенных 
Т-лимфоцитов и цитокин-секреторной активно-
сти Мф. 

Из данных рис. 2, а видно, что в 7-суточных 
культурах М1 преобладали клетки округлой фор-
мы, тогда как в культурах М2 – фибробластопо-
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связывают с их противовоспалительными и имму-
номодулирующими свойствами. Особый интерес в 
ýтом аспекте представляют взаимодействия МСК 
и клеток моноцитарно-макрофагального ряда, ко-
торые по последним данным играют важную роль 
в опосредовании клинического ýффекта МСК in 
vivo. Макрофаги (Мф) характеризуются высокой 
пластичностью и в зависимости от условий акти-
вации и (или) микроокружения могут приобретать 
функциональный фенотип М1 или М2 [1]. Макро-
фаги I типа (М1) обладают выраженными провос-
палительными свойствами, активируют иммунный 
ответ по первому типу. Напротив, макрофаги II 
типа (М2) отличаются противовоспалительной и 
репаративной активностью и активируют иммун-
ный ответ по II типу [2]. Исследования в моделях 
сепсиса [3], инфаркта миокарда [4], токсического 
повреждения легких [5], бронхиальной астмы [6], 
спинальной травмы [7], ишемии задних конечно-
стей [8] показали, что восстановление функции 
поврежденного органа и выживаемость животных 
на фоне трансплантации МСК обусловлены ак-
тивацией макрофагов фенотипа М2. Аналогичные 
данные о способности МСК индуцировать фено-
тип М2 получены также in vitro [9]. Поляризую-
щий ýффект МСК на Мф проявляется в усилении 
ýкспрессии М2-ассоциированных маркеров и фа-
гоцитарной активности, снижении продукции про-
воспалительных цитокинов и увеличении противо-
воспалительных и супрессорных факторов (PGE2, 
TSG-6, IL-6, IDO, TGF-1) [3, 10–12], а также по-
явлении способности индуцировать регуляторные  
Т-клетки [13]. 

Изучение влияния МСК на моноциты/макро-
фаги представляет интерес не только в приклад-
ном, но также и в патогенетическом аспекте, 
поскольку многие патологические состояния, свя-
занные с избыточным или длительно персисти-
рующим воспалением и нарушением репаратив-
ных процессов, обусловлены дисбалансом клеток 
М1 и М2 [14–16]. Важно отметить, что большая 
часть результатов по изучению влияния МСК на 
Мф получена на ýкспериментальных животных и 
клеточных линиях. Исследования у человека не-
многочисленны и в основном сводятся к анализу 
взаимодействий МСК с интактными или поляри-
зованными макрофагами. Вместе с тем вопрос о 
влиянии МСК на моноциты, в частности диффе-
ренцировку моноцитов в М2 в условиях М1-инду-
цирующего микроокружения, остается открытым. 
Исходя из вышеизложенного, целью настоящего 

исследования явилось исследование способности 
МСК конвертировать фенотип М1  (индуцировать 
М1→М2 переключение) на основе сравнительного 
анализа ýффектов МСК на поляризованные ма-
крофаги М1 и на моноциты периферической кро-
ви, стимулированные к М1-дифференцировке.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Генерация МСК. Предшественники МСК по-

лучали из аспирата костного мозга в результа-
те адгезии мононуклеарных клеток (МНК) на 
поверхности флаконов для культивирования 
(TPP, Швейцария). После удаления фракции не-
прилипающих клеток (через 3–5 сут) адгезивные 
предшественники МСК культивировали до по-
лучения монослоя в питательной среде αМЕМ 
(Sigma-Aldrich, Германия) с 10% фетальной сы-
воротки телят (FCS, HyClone) при полном обнов-
лении среды 1 раз в неделю. Диссоциацию МСК 
при пассировании проводили 0,25%-м раство-
ром трипсин-версена («Биолот», Новая Çелан-
дия, Россия). Полученные таким образом МСК 
ýкспрессировали стромальные антигены (CD90, 
CD105), не ýкспрессировали линейные антигены 
(CD3, CD20, CD14) и маркеры гемопоýтических 
клеток (CD34) и проявляли выраженную супрес-
сорную активность в отношении КонА-стимули-
рованных Т-лимфоцитов (от 46 до 63% супрессии 
при соотношении МСК : МНК 1 : 2).  

Генерация макрофагов. Мф генерировали из 
моноцитов (прилипающей фракции МНК, 3–5 ×  
× 106/мл) периферической крови здоровых до-
норов в 6-луночных планшетах (TPP, Швей-
цария). Макрофаги I типа генерировали из 
моноцитов в М1-индукционной среде, состо-
ящей из культуральной среды RPMI-1640, до-
полненной 0,05 мМ 2-меркапýтанола, 2 мМ 
 пирувата натрия, 0,3 мг/мл L-глютамина, 1% 
раствора незаменимых аминокислот (все реак-
тивы Sigma-Aldrich, Германия), 100 мг/мл ген- 
тамицина, в присутствии рекомбинантного гра-
нулоцитарно-макрофагального колониестимули-
рующего фактора человека (rhGM-CSF, 50 нг/мл,  
Sigma-Aldrich, Германия), 10% FСS в течение 
7 сут при 37 °C и 5% CO

2
. Макрофаги II типа  

получали по разработанному нами ранее про-
токолу [17], в соответствии с которым адге-
зивную фракцию МНК (3–5 × 106/мл) куль-
тивировали также в присутствии rhGM-CSF  
(50 нг/мл) в М2-индукционной среде (RPMI-1640 
с вышеупомянутыми добавками, но в условиях 
депривации ростовых факторов сыворотки – 2% 
аутоплазмы). Относительное содержание CD206+ 
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Мф в гейте CD14-позитивных клеток оценивали 
методом двухцветной проточной цитофлуори-
метрии (FACSCalibur) с использованием РЕ- 
меченных анти-CD20

6
 и FITC-меченных анти- 

CD14 моноклональных антител (BD, США).
Сокультивирование МСК и моноцитов. 

МСК, находящиеся во «вкладышах» (размер пор  
0,4 мкм, Millipore, США), помещали в лунки 6-лу-
ночного планшета, где находились моноциты или 
М1 в М1-индукционной среде, и культивирова-
ли при 370 ºС в СО

2
-инкубаторе в течение 7 сут 

(для моноцитов) или 48 ч (для М1). Соотношение 
МСК : Мф составляло 1 : 1 или 1 : 2, что соот-
ветствовало дозе МСК с наиболее выраженной 
иммуносупрессивной активностью. В качестве 
контроля использовали культуры моноцитов/М1 
без МСК, а также генерированные М2. Диссоци-
ацию макрофагов по окончании культивирования 
проводили с помощью 0,25%-го трипсин-версена 
c последующим определением фенотипа (CD206) 
и аллостимуляторной активности.

Аллостимуляторная активность Мф. Спо-
собность Мф стимулировать пролиферацию 
Т-клеток оценивали по интенсивности проли-
феративного ответа в смешанной культуре лим-
фоцитов (СКЛ). В качестве отвечающих клеток 
использовали МНК доноров (1 × 105/лунку), 
стимуляторами служили аллогенные М1 или М2  
в соотношении МНК : Мф = 10 : 1. Пролифера-
тивный ответ в СКЛ оценивали на 5-е сут радио-
метрически по включению 3H-тимидина (1 мкКю/
лунку), вносимого за 18 ч до окончания культиви-
рования. Индекс стимуляции Мф (ИСМф) в СКЛ 
рассчитывали как отношение пролиферативного 
ответа МНК в присутствии Мф к уровню спон-
танной пролиферации МНК.

Секреторная активность Мф. Концентрацию 
27 цитокинов оценивали в 7-суточных суперна-
тантах культур макрофагов методом проточной 
флуориметрии на 2-лучевом лазерном автомати-
зированном анализаторе (Bio-Plex Protein Assay 
System, Bio-Rad, США) с использованием ком-
мерческих тест-систем в соответствии с инструк-
цией фирмы-производителя.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью пакета про-
грамм STATISTICA 6.0. Данные представлены в 
виде средних значений (М) и стандартной ошиб-
ки (S.E.), а также в виде медианных значений 
(Ме) и квартильного диапазона (LQ–UQ, 25–75% 
квартили). При сравнении вариационных рядов 
использовали непараметрические критерии для 
связанных (критерий Вилкоксона для связанных 
выборок) и несвязанных (критерий Манна-Уит-

ни) выборок. Различия считали значимыми при 
уровне p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее нами было показано, что одним из ха-

рактерных признаков М2 макрофагов является 
их низкая аллостимуляторная активность в СКЛ 
[17, 18]. Поýтому для оценки М2-поляризующего 
ýффекта костномозговых МСК на М1 макрофа-
ги мы сравнили аллостимуляторную активность 
М1 клеток, прекультивированных в течение 48 ч  
в отсутствие и присутствии МСК (М1+МСК) в 
Transwell-системе. В качестве дополнительно-
го контроля в нескольких ýкспериментах ис-
пользовали М2, полученные по разработанному 
нами протоколу. Как видно из данных рис. 1, а, 
способность М1+МСК макрофагов стимулиро-
вать пролиферацию Т-клеток была существенно 
снижена по сравнению с М1 (ИС

Мф
 1,9 против  

3,6 расч. ед.; р < 0,05) и аналогична уровню ал-
лостимуляторной активности М2 (2,2 расч. ед.).

Сравнительный анализ ýкспрессии М2-ассоци-
ированной молекулы CD206 показал, что 48-ча-
совая преинкубация М1 с МСК сопровождалась 
возрастанием как уровня ýкспрессии маннозного 
рецептора (рис. 1, b), так относительного содер-
жания CD206-позитивных макрофагов (рис. 1, с).  
Полученные данные свидетельствуют о том, что 
поляризованные М1 в результате взаимодействия 
с МСК приобретали функциональные (низкая 
аллостимуляторная активность) и фенотипиче-
ские (повышенная ýкспрессия CD206) свойства, 
характерные для М2.

Убедившись в способности МСК индуциро-
вать переключение М1 в М2 (М1→М2), мы пред-
положили, что аналогичным будет влияние МСК 
на предшественники макрофагов – моноциты, 
индуцированные к М1-дифференцировке. В ýтой 
ýкспериментальной серии МСК, находящиеся во 
«вкладышах», помещали в лунки, на дне кото-
рых находились моноциты периферической кро-
ви в М1-индукционной среде, и культивировали 
в течение 7 сут (ММСК). В качестве контроля 
использовали М1, генерированные без МСК, и 
в нескольких ýкспериментах – М2. Характери-
стика Мф (М1, М2, ММСК) включала оценку 
морфологии клеток, ýкспрессии CD206, способ-
ности стимулировать пролиферацию аллогенных 
Т-лимфоцитов и цитокин-секреторной активно-
сти Мф. 

Из данных рис. 2, а видно, что в 7-суточных 
культурах М1 преобладали клетки округлой фор-
мы, тогда как в культурах М2 – фибробластопо-
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добные клетки (рис. 2, а, с). В культурах ММСК 
присутствовали клетки обеих форм, однако 

большинство клеток имело морфологические 
черты М1 (рис. 2, а, b).

Анализ ýкспрессии CD206 на макрофагах, ге-
нерированных из моноцитов в присутствии МСК, 
не выявил ожидаемого увеличения количества 
CD206-позитивных Мф. Так, видно (рис. 2, b), 
что интенсивность флуоресценции CD206 в куль-
турах М1 и ММСК значимо не различалась меж-
ду собой (Ме 256 и 237 соответственно), но при 
ýтом была достоверно ниже, чем в популяции М2 
(Ме 399; р < 0,05). 

В отношении макрофагов, генерированных из 
моноцитов в присутствии МСК, не было выявлено 
также характерного для М2 снижения стимуля-
торной активности в алло-СКЛ. Из данных рис. 
2, c видно, что аллостимуляторная активность 
ММСК была сопоставима с таковой у М1 (ИСМФ 

Рис. 1. Сравнительная характеристика макрофагов М1, М1+МСК и М2: а – аллостимуляторная активность М1, 
М1+МСК и М2 в СКЛ. Данные представлены в виде медианных значений и квартильного диапазона индексов 
стимуляции в СКЛ (n = 11). *p < 0,05 по критерию Вилкоксона для связанных выборок; b – ýкспрессия CD206 
на М1 и М1, сокультивированных с МСК в течение 48 ч (М1+МСК). Данные представлены в виде индивиду-
альных значений средней интенсивности флуоресценции (MFI); с – представлены индивидуальные DotPlot рас-
пределения М1 и М1+МСК макрофагов по флуоресценции FITC-меченных анти-CD14 антител и PE-меченных 

анти-CD206 антител. Относительное содержание CD206+ CD14+ макрофагов – правый верхний квадрант

Fig. 1. Comparative characteristics of M1, M1+MSC and M2 macrophages: а – allostimulatory activity of M1, M1 + 
MSC and M2 in MLC. Data are presented in the form of median values   and the quartile range of stimulation indices in 
MLC (n = 11). * p < 0.05 by the Wilcoxon matched pairs test; b – expression of CD206 on M1 and M1-, co-cultured 
with MSC for 48 h (M1 + MSC). The data are presented as individual values   of the mean fluorescence intensity (MFI); 
с – individual DotPlot of M1 and M1+MSC macrophages by the fluorescence of FITC-labeled anti-CD14 antibodies 
and PE-labeled anti-CD206 antibodies are presented. The relative content of CD206 + CD14 + macrophages shown in 

is the right upper quadrant

а                                                                b

с

3,45 и 3,4 расч. ед. соответственно) и достоверно 
превышала значения М2 (ИС 3,45 против 2,2 расч. 
ед.; р < 0,05). 

Полученные данные позволяют заключить, 
что МСК индуцируют М1→М2 в культурах М1, 
но не проявляют М2-поляризующей активности 
в отношении моноцитов, стимулированных к 
М1-дифференцировке.

Оценка способности макрофагов М1 и 
ММСК секретировать провоспалительные (IL-
1β, TNF-α, IL-6, IL-12), противовоспалитель-
ные (IL1-ra, IL-4, IL-10), иммунорегуляторные 
(IFN-γ, IL-17) цитокины и хемокины (IP-10, 
MCP-1, MIP-1b, Rantes, Eotaxin) дополнительно 
свидетельствует о том, что МСК не оказывают 

Bulletin of Siberian Medicine. 2018; 17 (1): 167–176

Шевела Е.Я., Сахно Л.В., Тихонова М.А.  и др. Эффекты мезенхимальных стромальных клеток

171

Оригинальные  статьи

ции провоспалительных и повышения уровня 
противовоспалительных цитокинов, характери-
зующих реполяризацию М1→М2, подтверждает, 
что МСК не оказывают М2-поляризующего дей-
ствия на моноциты, индуцированные к М1-диф-
ференцировке.

Рис. 2. Сравнительная характеристика макрофагов М1, ММСК и М2:  7-суточные культуры макрофагов М1 (а), 
ММСК (b) и М2 (c)  (нативные препараты, увеличение х250); d – ýкспрессия CD206 макрофагами М1 и ММСК. 
Представлены медианные значения и квартильные диапазоны средней интенсивности флуоресценции (MFI; n = 
5); e – аллостимуляторная активность макрофагов М1, ММСК и М2 в СКЛ. Индексы стимуляции в СКЛ пред-
ставлены в виде медианных значений и квартильных диапазонов (n = 15). * p < 0,05 (критерий Вилкоксона для 

связанных выборок)

Fig. 2. Comparative characteristics of M1, MMSC and M2 macrophages: а – 7-day cultures of M1 (a), MMSC (b) and 
M2 (c) macrophages (native the x250); b – еxpression of CD206 by M1 and MMSC macrophages. Median values and 
the quartile ranges of the mean fluorescence intensity (MFI; n = 5) are presented; с – allostimulatory activity of M1, 
MMSC and M2 macrophages in MLC. The indices of stimulation in MLC are presented tory median values and the 

quartile ranges (n = 15). * p < 0.05 (Wilcoxon matched Pairs Test for coupled samples)

a                           b                           c

d                                        e

М2-поляризующего ýффекта на моноциты, ин-
дуцированные к М1-дифференцировке. Из дан-
ных рис. 3 видно, что ММСК значимо не отлича-
лись от М1 по уровню продукции исследуемых 
цитокинов в супернатантах 7-суточных культур. 
Таким образом, отсутствие снижения продук-

Рис. 3. Цитокин-секреторная активность макрофагов М1 и ММСК: a – уровень продукции противовоспалитель-
ных (IL-4, IL-10), IL-17 и провоспалительных (IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-12) цитокинов; b – индексы влияния МСК 
на продукцию цитокинов (значения >1 свидетельствует о стимуляции продукции, <1 – о снижении продукции).

Fig. 3. Cytokine-secretory activity of M1 and MMSC macrophages: a – the level of production of anti-inflammatory 
(IL-4, IL-10), IL-17 and pro-inflammatory (IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-12) cytokines; b – Indices of the influence of MSC 

on the production of cytokines (values> 1 indicates stimulation, <1 – decrease in production)
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добные клетки (рис. 2, а, с). В культурах ММСК 
присутствовали клетки обеих форм, однако 

большинство клеток имело морфологические 
черты М1 (рис. 2, а, b).

Анализ ýкспрессии CD206 на макрофагах, ге-
нерированных из моноцитов в присутствии МСК, 
не выявил ожидаемого увеличения количества 
CD206-позитивных Мф. Так, видно (рис. 2, b), 
что интенсивность флуоресценции CD206 в куль-
турах М1 и ММСК значимо не различалась меж-
ду собой (Ме 256 и 237 соответственно), но при 
ýтом была достоверно ниже, чем в популяции М2 
(Ме 399; р < 0,05). 

В отношении макрофагов, генерированных из 
моноцитов в присутствии МСК, не было выявлено 
также характерного для М2 снижения стимуля-
торной активности в алло-СКЛ. Из данных рис. 
2, c видно, что аллостимуляторная активность 
ММСК была сопоставима с таковой у М1 (ИСМФ 

Рис. 1. Сравнительная характеристика макрофагов М1, М1+МСК и М2: а – аллостимуляторная активность М1, 
М1+МСК и М2 в СКЛ. Данные представлены в виде медианных значений и квартильного диапазона индексов 
стимуляции в СКЛ (n = 11). *p < 0,05 по критерию Вилкоксона для связанных выборок; b – ýкспрессия CD206 
на М1 и М1, сокультивированных с МСК в течение 48 ч (М1+МСК). Данные представлены в виде индивиду-
альных значений средней интенсивности флуоресценции (MFI); с – представлены индивидуальные DotPlot рас-
пределения М1 и М1+МСК макрофагов по флуоресценции FITC-меченных анти-CD14 антител и PE-меченных 

анти-CD206 антител. Относительное содержание CD206+ CD14+ макрофагов – правый верхний квадрант

Fig. 1. Comparative characteristics of M1, M1+MSC and M2 macrophages: а – allostimulatory activity of M1, M1 + 
MSC and M2 in MLC. Data are presented in the form of median values   and the quartile range of stimulation indices in 
MLC (n = 11). * p < 0.05 by the Wilcoxon matched pairs test; b – expression of CD206 on M1 and M1-, co-cultured 
with MSC for 48 h (M1 + MSC). The data are presented as individual values   of the mean fluorescence intensity (MFI); 
с – individual DotPlot of M1 and M1+MSC macrophages by the fluorescence of FITC-labeled anti-CD14 antibodies 
and PE-labeled anti-CD206 antibodies are presented. The relative content of CD206 + CD14 + macrophages shown in 

is the right upper quadrant

а                                                                b

с

3,45 и 3,4 расч. ед. соответственно) и достоверно 
превышала значения М2 (ИС 3,45 против 2,2 расч. 
ед.; р < 0,05). 

Полученные данные позволяют заключить, 
что МСК индуцируют М1→М2 в культурах М1, 
но не проявляют М2-поляризующей активности 
в отношении моноцитов, стимулированных к 
М1-дифференцировке.

Оценка способности макрофагов М1 и 
ММСК секретировать провоспалительные (IL-
1β, TNF-α, IL-6, IL-12), противовоспалитель-
ные (IL1-ra, IL-4, IL-10), иммунорегуляторные 
(IFN-γ, IL-17) цитокины и хемокины (IP-10, 
MCP-1, MIP-1b, Rantes, Eotaxin) дополнительно 
свидетельствует о том, что МСК не оказывают 
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ции провоспалительных и повышения уровня 
противовоспалительных цитокинов, характери-
зующих реполяризацию М1→М2, подтверждает, 
что МСК не оказывают М2-поляризующего дей-
ствия на моноциты, индуцированные к М1-диф-
ференцировке.

Рис. 2. Сравнительная характеристика макрофагов М1, ММСК и М2:  7-суточные культуры макрофагов М1 (а), 
ММСК (b) и М2 (c)  (нативные препараты, увеличение х250); d – ýкспрессия CD206 макрофагами М1 и ММСК. 
Представлены медианные значения и квартильные диапазоны средней интенсивности флуоресценции (MFI; n = 
5); e – аллостимуляторная активность макрофагов М1, ММСК и М2 в СКЛ. Индексы стимуляции в СКЛ пред-
ставлены в виде медианных значений и квартильных диапазонов (n = 15). * p < 0,05 (критерий Вилкоксона для 

связанных выборок)

Fig. 2. Comparative characteristics of M1, MMSC and M2 macrophages: а – 7-day cultures of M1 (a), MMSC (b) and 
M2 (c) macrophages (native the x250); b – еxpression of CD206 by M1 and MMSC macrophages. Median values and 
the quartile ranges of the mean fluorescence intensity (MFI; n = 5) are presented; с – allostimulatory activity of M1, 
MMSC and M2 macrophages in MLC. The indices of stimulation in MLC are presented tory median values and the 

quartile ranges (n = 15). * p < 0.05 (Wilcoxon matched Pairs Test for coupled samples)

a                           b                           c

d                                        e

М2-поляризующего ýффекта на моноциты, ин-
дуцированные к М1-дифференцировке. Из дан-
ных рис. 3 видно, что ММСК значимо не отлича-
лись от М1 по уровню продукции исследуемых 
цитокинов в супернатантах 7-суточных культур. 
Таким образом, отсутствие снижения продук-

Рис. 3. Цитокин-секреторная активность макрофагов М1 и ММСК: a – уровень продукции противовоспалитель-
ных (IL-4, IL-10), IL-17 и провоспалительных (IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-12) цитокинов; b – индексы влияния МСК 
на продукцию цитокинов (значения >1 свидетельствует о стимуляции продукции, <1 – о снижении продукции).

Fig. 3. Cytokine-secretory activity of M1 and MMSC macrophages: a – the level of production of anti-inflammatory 
(IL-4, IL-10), IL-17 and pro-inflammatory (IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-12) cytokines; b – Indices of the influence of MSC 

on the production of cytokines (values> 1 indicates stimulation, <1 – decrease in production)
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Полученные данные свидетельствуют о том, 
что результатом взаимодействия МСК и моно-
цитов/макрофагов является изменение свойств 
генерируемых макрофагов, причем направлен-
ность ýтих изменений зависит от стадии диффе-
ренцировки клеток моноцитарно-макрофагаль-
ного ряда. Действительно, даже ограниченное 
по времени (48 ч) воздействие МСК на уже по-
ляризованные М1 приводит к появлению у по-
следних свойств М2-подобных Мф, в частности 
сниженной аллостимуляторной активности и по-
вышенной ýкспрессии CD206. В то же время при 
длительном (в течение 7 сут) воздействии МСК 
на моноциты, индуцированные к М1-дифферен-
цировке, генерируется популяция М1-подобных 
макрофагов, отличающихся высокой аллости-
муляторной активностью, характерным для М1 
спектром продуцируемых цитокинов и отсутстви-
ем повышенной ýкспрессии CD206.

Полученные результаты частично не уклады-
ваются в общепринятую концепцию о способно-
сти МСК индуцировать фенотип М2. Во многом 
ýти различия обусловлены разными методиче-
скими подходами. Так, в первом сообщении о 
способности МСК генерировать «новый» тип 
альтернативно активированных Мф [9] влияние 
МСК изучалось на популяции так называемых 
неполяризованных, макрофагах М0, образован-
ных из сепарированных клеток CD14+ в течение  
5–7 сут без каких-либо дополнительных стиму-
лов (ростовых факторов). Çатем последовали 
работы с использованием Мф мышей (LPS-сти-
мулированные перитонеальные Мф; M-CSF-сти-
мулированные костномозговые Мф), которые 
при культивировании в присутствии М1/М2-ин-
дуцирующих стимулов и костномозговых мыши-
ных МСК приобретали черты М2 в виде сниже-
ния продукции провоспалительных цитокинов и 
повышения продукции IL-10 [19, 20].

В данном исследовании МСК индуцировали 
М1→М2 только при взаимодействии с М1, что 
проявлялось снижением их стимуляторной ак-
тивности в алло-СКЛ и повышением ýкспрессии 
CD206, в то время как в отношении моноци-
тов, стимулированных к М1-дифференцировке, 
МСК не проявляли М2-поляризующей актив-
ности. Аналогичные результаты были получены  
А.В. Vasandan с соавт., изучавшими поляризую-
щее влияние МСК на клетки линии моноцитов 
человека THP-1, которая является общепринятой 
моделью для изучения дифференцировки и по-
ляризации Мф человека [21]. Авторы показали 

зависимость ýффекта МСК от стадии диффе-
ренцировки отвечающих клеток. Так, при взаи-
модействии с недифференцированными клетками 
линии THP-1 (т.е. с моноцитами) и РМА-активи-
рованными клетками THP-1 (т.е. с недифферен-
цированными макрофагами М0) МСК проявляли 
М1-поляризующую активность, усиливая диффе-
ренцировку моноцитов и макрофагов М0 в М1. 
Сокультивирование уже поляризованных М1 с 
МСК сопровождалось ослаблением М1- и уси-
лением М2-активности Мф, что согласуется с 
нашими данными о способности МСК изменять 
функциональной фенотип зрелых, дифференци-
рованных Мф в М1→М2. 

Однако ýффекты МСК на моноциты перифе-
рической крови человека в ýтой работе не изуча-
лись. В тех единичных работах, где оценивалось 
влияние МСК на моноциты человека, использо-
вались совершенно разные методические подходы 
(различные дифференцирующие стимулы и сроки 
культивирования). Так, S.M. Melief с соавт. пока-
зали, что добавление МСК к культурам моноци-
тов, стимулированных IL-4 и GM-CSF, направляет 
дифференцировку моноцитов в IL-10-продуциру-
ющие Мф [11]. В работе M. Francois с соавт. со-
культивирование МСК и моноцитов CD14+ в те-
чение 4 сут приводило к формированию CD206+/
IL-10-продуцирующих Мф. Однако в такой ýкс-
периментальной системе моноциты культиви-
ровались без какого-либо дифференцирующего 
стимула [12]. Взаимодействие МСК и моноцитов 
изучали L. Chiossone с соавт., однако в ýтой ра-
боте для дифференцировки моноцитов авторы 
использовали M-CSF, широко известный индук-
тор М2-дифференцировки и показали М2-поля-
ризующее влияние МСК в таких условиях [22]. 
Важным результатом последнего исследования, 
на наш взгляд, можно считать данные о возмож-
ности реполяризации полученных М2 с образова-
нием М1-провоспалительных Мф при стимуляции 
клеток через Toll-подобные рецепторы (TLRs). 
Суммируя вышеизложенное, можно заключить, 
что если в отношении мезенхимально-макрофа-
гальных взаимодействий можно с полной опре-
деленностью говорить о М2-поляризующем ýф-
фекте МСК, то в отношении моноцитов такой 
однозначности в настоящее время не существует. 
Имеющиеся немногочисленные данные достаточ-
но противоречивы и свидетельствуют о способно-
сти МСК направлять дифференцировку моноци-
тов в макрофаги как фенотипа М1, так и М2.

В завершении следует отметить, что данные о 
М2-поляризующем влиянии МСК на Мф не могут 
быть автоматически перенесены и применены к 
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взаимодействиям МСК – моноциты как минимум 
по двум причинам. Во-первых, существуют про-
цессы (например, фагоцитоз апоптотических кле-
ток, или ýффероцитоз), которые четко свидетель-
ствуют о функциональных различиях моноцитов 
и Мф. Так, для моноцитов четко показано возрас-
тание LPS-индуцированной продукции IL-10 при 
инкубации с апоптотическими клетками [23, 24]. 
В то же время ýффект ýффероцитоза в культурах 
неполяризованных макрофагов М0 и М1 не так 
однозначен: имеются данные об увеличении про-
дукции IL-10 [25, 26], отсутствии изменений [27] и 
о снижении уровня IL-10 [23, 24, 28]. Во-вторых, 
вопреки давно устоявшемуся мнению о проис-
хождении всех Мф из моноцитов в костном моз-
ге, сегодня считается, что тканевые резидентные 
Мф происходят из желточного мешка и функцио-
нируют независимо от костного мозга, в то время 
как циркулирующие Мф дифференцируются и по-
полняются из пула моноцитов костного мозга [29, 
30]. Однако каковы бы ни были взаимоотношения 
МСК с клетками моноцитарно-макрофагального 
ряда, можно с уверенностью говорить о способ-
ности МСК модулировать реакции врожденного 
иммунитета, в том числе посредством регуляции 
процессов дифференцировки моноцитов и пере-
ключения макрофагов М1 в М2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение способности МСК индуцировать фе-

нотип М2 моноцитов (макрофагов) выявило за-
висимость ýффекта МСК от стадии дифференци-
ровки отвечающих клеток. При культивировании 
МСК с моноцитами в М1-индуцирующей среде 
формируется популяция макрофагов с морфо-
логическими, фенотипическими и функциональ-
ными признаками М1. В то же время результа-
том взаимодействия МСК и поляризованных М1 
является генерация М2 с повышенной ýкспрес-
сией CD206 и сниженной аллостимуляторной  
активностью. 
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Полученные данные свидетельствуют о том, 
что результатом взаимодействия МСК и моно-
цитов/макрофагов является изменение свойств 
генерируемых макрофагов, причем направлен-
ность ýтих изменений зависит от стадии диффе-
ренцировки клеток моноцитарно-макрофагаль-
ного ряда. Действительно, даже ограниченное 
по времени (48 ч) воздействие МСК на уже по-
ляризованные М1 приводит к появлению у по-
следних свойств М2-подобных Мф, в частности 
сниженной аллостимуляторной активности и по-
вышенной ýкспрессии CD206. В то же время при 
длительном (в течение 7 сут) воздействии МСК 
на моноциты, индуцированные к М1-дифферен-
цировке, генерируется популяция М1-подобных 
макрофагов, отличающихся высокой аллости-
муляторной активностью, характерным для М1 
спектром продуцируемых цитокинов и отсутстви-
ем повышенной ýкспрессии CD206.

Полученные результаты частично не уклады-
ваются в общепринятую концепцию о способно-
сти МСК индуцировать фенотип М2. Во многом 
ýти различия обусловлены разными методиче-
скими подходами. Так, в первом сообщении о 
способности МСК генерировать «новый» тип 
альтернативно активированных Мф [9] влияние 
МСК изучалось на популяции так называемых 
неполяризованных, макрофагах М0, образован-
ных из сепарированных клеток CD14+ в течение  
5–7 сут без каких-либо дополнительных стиму-
лов (ростовых факторов). Çатем последовали 
работы с использованием Мф мышей (LPS-сти-
мулированные перитонеальные Мф; M-CSF-сти-
мулированные костномозговые Мф), которые 
при культивировании в присутствии М1/М2-ин-
дуцирующих стимулов и костномозговых мыши-
ных МСК приобретали черты М2 в виде сниже-
ния продукции провоспалительных цитокинов и 
повышения продукции IL-10 [19, 20].

В данном исследовании МСК индуцировали 
М1→М2 только при взаимодействии с М1, что 
проявлялось снижением их стимуляторной ак-
тивности в алло-СКЛ и повышением ýкспрессии 
CD206, в то время как в отношении моноци-
тов, стимулированных к М1-дифференцировке, 
МСК не проявляли М2-поляризующей актив-
ности. Аналогичные результаты были получены  
А.В. Vasandan с соавт., изучавшими поляризую-
щее влияние МСК на клетки линии моноцитов 
человека THP-1, которая является общепринятой 
моделью для изучения дифференцировки и по-
ляризации Мф человека [21]. Авторы показали 

зависимость ýффекта МСК от стадии диффе-
ренцировки отвечающих клеток. Так, при взаи-
модействии с недифференцированными клетками 
линии THP-1 (т.е. с моноцитами) и РМА-активи-
рованными клетками THP-1 (т.е. с недифферен-
цированными макрофагами М0) МСК проявляли 
М1-поляризующую активность, усиливая диффе-
ренцировку моноцитов и макрофагов М0 в М1. 
Сокультивирование уже поляризованных М1 с 
МСК сопровождалось ослаблением М1- и уси-
лением М2-активности Мф, что согласуется с 
нашими данными о способности МСК изменять 
функциональной фенотип зрелых, дифференци-
рованных Мф в М1→М2. 

Однако ýффекты МСК на моноциты перифе-
рической крови человека в ýтой работе не изуча-
лись. В тех единичных работах, где оценивалось 
влияние МСК на моноциты человека, использо-
вались совершенно разные методические подходы 
(различные дифференцирующие стимулы и сроки 
культивирования). Так, S.M. Melief с соавт. пока-
зали, что добавление МСК к культурам моноци-
тов, стимулированных IL-4 и GM-CSF, направляет 
дифференцировку моноцитов в IL-10-продуциру-
ющие Мф [11]. В работе M. Francois с соавт. со-
культивирование МСК и моноцитов CD14+ в те-
чение 4 сут приводило к формированию CD206+/
IL-10-продуцирующих Мф. Однако в такой ýкс-
периментальной системе моноциты культиви-
ровались без какого-либо дифференцирующего 
стимула [12]. Взаимодействие МСК и моноцитов 
изучали L. Chiossone с соавт., однако в ýтой ра-
боте для дифференцировки моноцитов авторы 
использовали M-CSF, широко известный индук-
тор М2-дифференцировки и показали М2-поля-
ризующее влияние МСК в таких условиях [22]. 
Важным результатом последнего исследования, 
на наш взгляд, можно считать данные о возмож-
ности реполяризации полученных М2 с образова-
нием М1-провоспалительных Мф при стимуляции 
клеток через Toll-подобные рецепторы (TLRs). 
Суммируя вышеизложенное, можно заключить, 
что если в отношении мезенхимально-макрофа-
гальных взаимодействий можно с полной опре-
деленностью говорить о М2-поляризующем ýф-
фекте МСК, то в отношении моноцитов такой 
однозначности в настоящее время не существует. 
Имеющиеся немногочисленные данные достаточ-
но противоречивы и свидетельствуют о способно-
сти МСК направлять дифференцировку моноци-
тов в макрофаги как фенотипа М1, так и М2.

В завершении следует отметить, что данные о 
М2-поляризующем влиянии МСК на Мф не могут 
быть автоматически перенесены и применены к 
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взаимодействиям МСК – моноциты как минимум 
по двум причинам. Во-первых, существуют про-
цессы (например, фагоцитоз апоптотических кле-
ток, или ýффероцитоз), которые четко свидетель-
ствуют о функциональных различиях моноцитов 
и Мф. Так, для моноцитов четко показано возрас-
тание LPS-индуцированной продукции IL-10 при 
инкубации с апоптотическими клетками [23, 24]. 
В то же время ýффект ýффероцитоза в культурах 
неполяризованных макрофагов М0 и М1 не так 
однозначен: имеются данные об увеличении про-
дукции IL-10 [25, 26], отсутствии изменений [27] и 
о снижении уровня IL-10 [23, 24, 28]. Во-вторых, 
вопреки давно устоявшемуся мнению о проис-
хождении всех Мф из моноцитов в костном моз-
ге, сегодня считается, что тканевые резидентные 
Мф происходят из желточного мешка и функцио-
нируют независимо от костного мозга, в то время 
как циркулирующие Мф дифференцируются и по-
полняются из пула моноцитов костного мозга [29, 
30]. Однако каковы бы ни были взаимоотношения 
МСК с клетками моноцитарно-макрофагального 
ряда, можно с уверенностью говорить о способ-
ности МСК модулировать реакции врожденного 
иммунитета, в том числе посредством регуляции 
процессов дифференцировки моноцитов и пере-
ключения макрофагов М1 в М2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение способности МСК индуцировать фе-

нотип М2 моноцитов (макрофагов) выявило за-
висимость ýффекта МСК от стадии дифференци-
ровки отвечающих клеток. При культивировании 
МСК с моноцитами в М1-индуцирующей среде 
формируется популяция макрофагов с морфо-
логическими, фенотипическими и функциональ-
ными признаками М1. В то же время результа-
том взаимодействия МСК и поляризованных М1 
является генерация М2 с повышенной ýкспрес-
сией CD206 и сниженной аллостимуляторной  
активностью. 
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Effects of mesenchymal stromal cells on monocyte differentiation  
to M1 phenotype and M1/M2 macrophage switching

Shevela E.Ya., Sakhno L.V., Tikhonova M.A., Batorov E.V., Ostanin A.A., Chernykh E.R.

Federal State Budgetary Scientific Institution Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology (RIFCI) 
14, Yadrintsevskaya Str., Novosibirsk, 630099, Russian Federation

ABSTRACT 

Objective. Mesenchymal stromal cells (MSCs) promote the differentiation of unprimed macrophages (Mр) 
or classically activated M1 cells towards alternatively activated, M2 macrophages. The aim of the work 
was to study the ability of MSC to induce M1→M2 switching by comparing the MSC effects on polarized 
M1 macrophages and monocytes stimulated by granulocyte-macrophage colony-stimulating factor to M1 
differentiation.

Material and мethods. MSC were co-cultured with monocytes for 7 days or M1 macrophages for 48 hours 
in Transwell system to prevent direct cell-to-cell contacts. To characterize generated Mр, classical M2 marker 
CD206, allostimulatory activity in a mixed lymphocyte culture (MLC), and the ability to secrete pro-/anti-
inflammatory mediators were analyzed.

Results. Co-cultivation of MSCs and M1 macrophages led to the appearance of phenotypic (increased 
expression of CD206) and functional (decrease in allostimulatory activity) features of M2 phenotype. When 
MSCs were cultured with monocytes in the M1-inducing medium, generated Mр elicited a pronounced 
stimulating activity in MLC similar to that of M1 (stimulation index 3.45 and 3.4, p = 0.46) and significantly 
higher than allostimulatory activity of M2 cells (3.45 vs 2.2, p = 0.03). In addition, MSCs did not influence 
the expression of CD206, as well as the production of pro- (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-12) and anti-inflammatory 
(IL1-ra, IL-4, IL-10) cytokines, immunoregulatory cytokines (IFN-γ, IL-17) and chemokines (IP-10, MCP-1, 
MIP-1b, Rantes, Eotaxin).

Conclusions: The ability of MSC to induce the M2 phenotype depends on the stage of differentiation of 
monocyte/macrophages. MSCs promote M1→M2 switching in cultures of polarized M1 macrophages. In 
contrast, when MSCs interacted with monocytes in M1-inducing medium, a population of M1-like macrophages 
is formed with high allostimulatory activity and typical for M1 spectrum of produced cytokines and chemokines.

Key words: Mesenchymal stromal cells, monocytes, macrophages, M1→M2 polarization, cytokines, 
chemokines. 
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Effects of mesenchymal stromal cells on monocyte differentiation  
to M1 phenotype and M1/M2 macrophage switching

Shevela E.Ya., Sakhno L.V., Tikhonova M.A., Batorov E.V., Ostanin A.A., Chernykh E.R.

Federal State Budgetary Scientific Institution Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology (RIFCI) 
14, Yadrintsevskaya Str., Novosibirsk, 630099, Russian Federation

ABSTRACT 

Objective. Mesenchymal stromal cells (MSCs) promote the differentiation of unprimed macrophages (Mр) 
or classically activated M1 cells towards alternatively activated, M2 macrophages. The aim of the work 
was to study the ability of MSC to induce M1→M2 switching by comparing the MSC effects on polarized 
M1 macrophages and monocytes stimulated by granulocyte-macrophage colony-stimulating factor to M1 
differentiation.

Material and мethods. MSC were co-cultured with monocytes for 7 days or M1 macrophages for 48 hours 
in Transwell system to prevent direct cell-to-cell contacts. To characterize generated Mр, classical M2 marker 
CD206, allostimulatory activity in a mixed lymphocyte culture (MLC), and the ability to secrete pro-/anti-
inflammatory mediators were analyzed.

Results. Co-cultivation of MSCs and M1 macrophages led to the appearance of phenotypic (increased 
expression of CD206) and functional (decrease in allostimulatory activity) features of M2 phenotype. When 
MSCs were cultured with monocytes in the M1-inducing medium, generated Mр elicited a pronounced 
stimulating activity in MLC similar to that of M1 (stimulation index 3.45 and 3.4, p = 0.46) and significantly 
higher than allostimulatory activity of M2 cells (3.45 vs 2.2, p = 0.03). In addition, MSCs did not influence 
the expression of CD206, as well as the production of pro- (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-12) and anti-inflammatory 
(IL1-ra, IL-4, IL-10) cytokines, immunoregulatory cytokines (IFN-γ, IL-17) and chemokines (IP-10, MCP-1, 
MIP-1b, Rantes, Eotaxin).

Conclusions: The ability of MSC to induce the M2 phenotype depends on the stage of differentiation of 
monocyte/macrophages. MSCs promote M1→M2 switching in cultures of polarized M1 macrophages. In 
contrast, when MSCs interacted with monocytes in M1-inducing medium, a population of M1-like macrophages 
is formed with high allostimulatory activity and typical for M1 spectrum of produced cytokines and chemokines.

Key words: Mesenchymal stromal cells, monocytes, macrophages, M1→M2 polarization, cytokines, 
chemokines. 
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О проблемах внедрения IT-систем в практическое здравоохранение 

Липатов В.А., Зайцев И.Г., Северинов Д.А.

Курский государственный медицинский университет (КГМУ) 
Россия, г. Курск, 305041, ул. Карла Маркса, 3

РЕЗЮМЕ

В статье рассматривается история развития процесса информатизации в системе здравоохранения Рос-
сийской Федерации (РФ) с момента формирования предпосылок к внедрению информационных систем 
до настоящего времени. Обозначен ряд проблем, которые возникли в процессе реализации проектов, 
направленных на информатизацию и высокотехнологичную поддержку системы здравоохранения РФ, в 
том числе финансирование таких проектов.

Цель работы заключается в исследовании вопросов развития и внедрения информационных систем 
в структуру практического здравоохранения РФ по данным, размещенным в свободном доступе. 
Проанализированы нормативно-правовые акты, в том числе отчеты в сфере здравоохранения, публика-
ции ведущих отечественных и зарубежных исследователей в сфере экономики и управления здравоох-
ранением, аналитические обзоры консалтинговых компаний, таких как «РосБизнесКонсалтинг», Price 
Waterhouse Coopers (г. Лондон, Великобритания), C-News Analytics (г. Москва, Россия) и делового 
издания Vademecum (г. Москва, Россия).

Результаты. Процесс информатизации здравоохранения в России идет медленнее, чем это обозначе-
но в правительственных планах. Среди наиболее распространенных и существенных проблем можно 
выделить следующие: недостаточность финансирования всего процесса информатизации в целом; не-
рациональное распределение средств бюджета внутри проектов и выбор изначально затратной страте-
гии информатизации; коррупционные схемы; конфликты заказчиков с исполнителями, из-за которых 
многие проекты так и остались невыполненными; проблемы менеджмента; несоответствие действующей 
законодательной базы современным технологиям и тенденциям; недостаточные усилия региональных 
властей по внедрению медицинских информационных систем.

Заключение. Для более успешной информатизации здравоохранения необходимо стимулирование 
коммерческого интереса частных IT-компаний для привлечения дополнительных инвестиций. Стоит 
ужесточить персональную ответственность должностных лиц, курирующих разработки в области ин-
форматизации, в случае срыва сроков и невыполнения проекта; усовершенствовать системы госзаказа 
для привлечения самых высококвалифицированных интеграторов; облегчить процесс взаимодействия 
менеджеров здравоохранения различных уровней с интеграторами путем снижения бюрократической 
бумажной нагрузки. На государственном уровне необходимо отдельно уделить внимание оперативному 
совершенствованию законодательства РФ, которое обеспечивало бы прогрессивное развитие и внедре-
ние информационных технологий в систему здравоохранения.

Ключевые слова: информатизация, здравоохранение, Единая государственная информаци-
онная система в сфере здравоохранения (ЕГИСÇ), концепция информатизации, ýффектив-
ность управления, перспективы развития.
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